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RESUMO

O Ancylostoma caninum (Ercolani, 1859) possui uma ampla distribuicdo
geografica, representando um risco para a saude animal e humana. Além disso,
representa um importante modelo de estudo para as demais espécies antropofilicas
de ancilostomideos. Presentemente, esta sendo realizado um projeto para
desenvolver uma vacina anti-ancilostomideos o qual esta sendo executado pelos
laboratérios do Sabin Vaccine Institute em conjunto com a George Washington
University / EUA e outras instituicbes. Considerando os grandes esforcos e
investimentos financeiros que estdo sendo empregados na tentativa de se formular
uma vacina contra ancilostomideos, se faz necessario a implementacdo de projetos
para estudar a variabilidade molecular e a diversidade e estrutura genética
populacional destes patogenos. Este trabalho teve como objetivo investigar a
estrutura genética e a variabilidade molecular de populacfes brasileiras de A.
caninum, utilizando-se marcadores moleculares mitocondriais e nucleares, incluindo
um gene codificante de uma proteina importante para estratégias imunoprofilaticas,
a Ancylostoma secreted protein, Ac-ASP-2. Foram coletadas amostras de A.
caninum em centros de controle de zoonoses de cinco localidades brasileiras: Belo
Horizonte/MG (BH = 37 individuos), Campo Grande/MS (CG = 46 individuos),
Curitiba/PR (CT = 35 individuos), Ribeirdo Preto/SP (11 individuos) e S&o Luis/MA
(42 individuos). Os vermes foram identificados morfologicamente e submetidos
individualmente a extracdo de DNA. Posteriormente, avaliou-se a diversidade e
estrutura genética de populagbes brasileiras de A. caninum utilizando o marcador
mitocondrial citocromo c oxidase subunidade | (COI), marcadores nucleares
conhecidos como espacos transcritos internos (ITS-1 e ITS-2) e microssatélites de
DNA. Os niveis de diversidade molecular foram intermediarios e constantes nas
populacdes brasileiras de A. caninum. Os resultados revelaram ainda moderada
diferenciagcédo entre as populagdes avaliadas. Os dados obtidos com os marcadores
ribossomais ITS-1 e ITS-2 se mostraram inadequados para o estudo de genética
populacional em A. caninum devido ao baixo numero de sitios polimorficos
encontrados. Alguns fatores foram discutidos para explicar a estrutura genética
observada nas populagBes brasileiras de A. caninum: (i) distancia geografica

evitando o evento de panmixia entre as localidades avaliadas; (ii) fluxos génicos
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parciais entre subpopulacdes amostradas, incluindo a influéncia de movimentos
recentes de hospedeiros; (iii) a presenca de subpopulacfes distintas geneticamente
melhores adaptadas a diferentes hospedeiros e/ou a presenca de espécies cripticas
dentro de uma mesma localizacdo geografica; e (iv) outros eventos genéticos (por
exemplo, deriva genética) ocorrendo independentemente em cada subpopulacéo.
Além dos estudos com os marcadores neutros, um fragmento genémico do gene Ac-
ASP-2 para as mesmas amostras, foi também seqiienciado. As analises reveleram
um consideravel polimorfismo nucleotidico. A maior parte da variabilidade foi
encontrada nos introns devido a menor pressao seletiva destes segmentos. As
regides codificantes também revelaram polimorfismos nucleotidicos e aminoacidicos
distribuidos de forma ndo homogénea entre os éxons avaliados. Estes resultados
contribuem para uma melhor compreensdo da ecologia, padrbes de transmissao,
desenvolvimento de resisténcia a drogas e desenvolvimento de vacinas contra

ancilostomideos.
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ABSTRACT

The hookworm Ancylostoma caninum has a worldwide distribution
representing an animal and human health risk. Furthermore, this worm is an
important biological model for anthropophilic species of.hookworms. Presently a
project to develop a hookworm vaccine is under way, being executed in the Sabin
Vaccine Institute laboratories jointly with the George Washington University/USA and
other institutions. Considering the great efforts and financial investments that have
been made in the attempt of formulating a vaccine against hookworms, it makes
necessary the implementation of projects to study the molecular diversity and
population genetic structure of these nematodes. This work had the aim to
investigate the genetic structure and the molecular diversity of Brazilian populations
of A. caninum, using mitochondrial and nuclear markers, including a gene coding
protein important to imunoterapeutic strategies, the Ancylostoma secreted protein,
Ac-ASP-2. The A. caninum samples were collected from Zoonosis Control Centers
(CC2) at five different sites in Brazil: Belo Horizonte/MG (BH = 37 individuals),
Campo Grande/MS (CG = 46 individuals), Curitiba/PR (CT = 35 individuals), Ribeirao
Preto/SP (11 individuals) and S&o Luis/MA (42 individuals). These worms were
morphological identified and submitted individually for extraction. The diversity and
genetic structure of Brazilian populations were assessed using cytochrome C
oxidase subunit 1 gene (COI), internal transcribed spacers (ITS-1 and ITS-2) and
microsatellite DNA markers. Moderate levels of molecular diversity and genetic
structure in Brazilian populations of A. caninun were observed. It was shown that the
ITS markers are not ideal for population studies in hookworms due to the low number
of polymorphic sites found in these sequences. We suggest some events driving the
genetic structure of A. caninum in Brazilian populations: (i) the importance of
geographic distance as a component of the moderate substructuring found; (ii) partial
gene flow between the subpopulations sampled, including the influence of the human
migrations in the last century in Brazil; (iii) possible cryptic speciation and/or the
formation of host races; and (iv) other genetic events independently occurring in each
subpopulation such as random genetic drift. Besides the studies with neutral
markers, we have also sequenced and evaluated a genomic fragment of the gene

Ac-ASP-2. The results revealed an extensive polymorphism at this fragment
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especially in the introns, accordingly to a low genetic pressure present in these
sequences. Nevertheless, irregular distribution of nucleotides, and amino acids
polymorphisms, were also found in the coding region of this gene. Put together, the
results presented in this thesis contribute to a better comprehension of the ecology,
patterns of transmission, drug resistance and development of vaccines against
hookworms.
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1.1. Morfologia e taxonomia do Ancylostoma caninum

A espécie Ancylostoma caninum (ERCOLANI, 1859) é um parasito que possui
a seguinte classificacdo zoological: Eukaryota; Metazoa; Nematoda; Chromadorea;
Rhabditida; Strongylida; Ancylostomatoidea; Ancylostomatidae; Ancylostomatinae;
Ancylostoma. Caracterizam-se morfologicamente por apresentarem uma capsula
bucal bem desenvolvida, armada com dentes ou |laminas quitinosas cortantes em
sua margem ventral. Os integrantes da familia Ancylostomatidae (ou
Ancylostomidae) apresentam um nitido dimorfismo sexual, sendo os machos
possuidores de uma bolsa copuladora bem desenvolvida na regido posterior.
Diversas espécies parasitam o intestino delgado, alimentando-se de sangue de seu
hospedeiro. Dentre as subfamilias existentes, destacam-se duas de interesse para a
parasitologia meédica e/ou veterinaria: Ancylostomatinae e Bunostomatinae. Os
individuos pertencentes a subfamilia Ancylostomatinae caracterizam-se por
apresentarem, na margem da cdépsula bucal, um a quatro pares de dentes
quitinosos, destacando-se 0s géneros Ancylostoma e Agriostomum. Na subfamilia
Bunostomatinae, além de outras caracteristicas diferenciais, ocorre a substituicdo
dos dentes por laminas cortantes. Sao integrantes desta subfamilia os géneros
Necator, Bunostomum e Uncinaria.

Dentre as espécies de interesse em medicina humana e/ou veterinaria,
podemos citar 0s seguintes parasitos: Ancylostoma caninum (Ercolani, 1859),
Ancylostoma braziliense (Faria, 1909), Ancylostoma duodenale (Dubini, 1943),
Ancylostoma ceylanicum (Loos, 1911), Ancylostoma tubaeforme (Zeder, 1800),
Necator americanus (Stiles, 1902) e Uncinaria stenocephala (Railliet, 1884).

O Ancylostoma caninum possui trés pares de dentes na margem ventral da
capsula bucal. No fundo desta estrutura ha um par de dentes triangulares dorsais e
um par de dentes ventro-laterais. As fémeas apresentam a abertura do aparelho
genital localizada proxima a interface do segundo com o terceiro ter¢co do corpo e 0s
ovarios encontram-se dispostos enrolados em torno do tubo digestivo. Os ovos
medem 55 — 72,5um de comprimento por 34 — 44,7um de largura. Estes séo
eliminados com um embrido contendo oito células. Os machos possuem
gubernaculo e as espiculas variam de 0,73 a 0,96mm (BURROWS, 1962).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Undef&id=2759&lvl=3&keep=1&srchmode=1&unlock
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Undef&id=33208&lvl=3&keep=1&srchmode=1&unlock
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Undef&id=6231&lvl=3&keep=1&srchmode=1&unlock
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Undef&id=119089&lvl=3&keep=1&srchmode=1&unlock
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Undef&id=6236&lvl=3&keep=1&srchmode=1&unlock
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Undef&id=6308&lvl=3&keep=1&srchmode=1&unlock
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Undef&id=33277&lvl=3&keep=1&srchmode=1&unlock
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Undef&id=33278&lvl=3&keep=1&srchmode=1&unlock
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Undef&id=53469&lvl=3&keep=1&srchmode=1&unlock
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Undef&id=29169&lvl=3&keep=1&srchmode=1&unlock
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1 O QUADRO 1 apresenta os principais parasitos do género Ancylostoma com
2  suas caracteristicas morfolégicas, morfométricas, e hospedeiros definitivos.
3
4  QUADRO 1: Principais espécies de parasitos do género Ancylostoma: hospedeiros
5 definitivos, caracteristicas morfolégicas e morfométricas.
6
Espécie Comprimento (mm) NUmero de dentes na Hospedeiros
Macho Fémea cavidade bucal
A. caninum 11-13 14 - 20 6 grandes canideos, felideos
A. duodenale 8-11 10-18 4 grandes e 2 pequenos humanos
A. braziliense 5-7,5 6,5—9 2 grandes e 2 pequenos canideos, felideos
A. ceylanicum 5-7,5 6,5—9 2 grandes e 2 pequenos canideos,
felideos, humanos
A. tubaeforme 9,5-11 12-15 6 grandes felideos
7 (adaptado de CURY & LIMA, 2002)
8
9 1.2. Ciclo biolégico
10
11 Os vermes adultos localizam-se principalmente no intestino delgado dos
12  hospedeiros definitivos fixados a mucosa intestinal por meio de suas cépsulas
13  bucais. As fémeas, apds a copula, realizam a oviposicdo de milhares de ovos por
14  dia, os quais sdo liberados para 0 meio exterior juntamente com as fezes dos
15 hospedeiros. Estes ovos, encontrando condicbes favoraveis para 0
16  desenvolvimento, como oxigenagao, umidade e temperatura adequadas, originam,
17  num periodo de 24 a 48 horas, uma larva rabditide de primeiro estadio conhecida
18 como larva L1. Esta larva eclode do ovo e em contato direto com o meio ambiente
19 alimenta-se de matéria organica e microrganismos para uma posterior transformacao
20 em dois estadios larvais: larva L2 (rabditdide) e larva L3 (filaridide e infectante). A
21 larva filaridide ndo se alimenta mais, entretanto, possui uma resisténcia muito maior
22 que as demais formas, sendo capaz de sobreviver no ambiente por até 49 dias
23 (MARK, 1975).
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Os hospedeiros definitivos podem se infectar por diversas vias: oral,
percutanea, transplacentéaria e lactogénica. O modo de infeccdo mais comum €é por
via oral, passivamente. Ao serem ingeridas, as larvas L3 passam pelo estdbmago e
perdem a cuticula externa pela acdo do suco gastrico. Apos, aproximadamente, trés
dias de infeccdo, migram para o intestino delgado e penetram nas células de
Lieberkiihn onde ocorre a muda para a larva L4. Posteriormente, estas voltam a luz
do intestino, transformam-se em adultos jovens, fixando-se a mucosa intestinal por
meio de suas capsulas bucais para realizar a hematofagia e a cépula. Apos 14 a 21
dias de infeccéo os ovos podem ser encontrados nas fezes de seus hospedeiros.

A larva infectante L3 pode infectar seus hospedeiros ativamente pelo contato
e penetracdo via foliculos pilosos e, eventualmente, atingir os capilares sangiineos
e/ou linfaticos. Essa larva recomeca a alimentacao e retoma o crescimento quando é
exposta ao plasma (HAWDON & SHAD, 1990). Apos atingir a circulacdo sangilinea
€ carreada passivamente para a microcirculagdo pulmonar e, posteriormente, segue
uma rota conhecida como “classica”’, onde as larvas L3 penetram pelos alvéolos
pulmonares passam pelo sistema respiratério (migracdo traqueal) e chegam ao
intestino delgado, onde ocorre a implantacdo dos vermes adultos. Alternativamente,
estas larvas podem atingir a circulacdo sistémica e se dispersarem pelos tecidos
(migracdo somatica), ficando instaladas em fibras musculares esqueléticas como
larvas L3 hipobidticas, ou seja, dormentes (CURY & LIMA, 2002).

As larvas hipobitdticas podem ser reativadas para o desenvolvimento,
provavelmente por estimulos enddgenos e/ou exdgenos, levando a formacao de
vermes adultos no intestino, possivelmente quando as condi¢des ambientais s&o
favoraveis, como por exemplo, em periodos de maior umidade e calor. Além disso,
estas larvas podem promover infeccbes transplacentarias e transmamarianas as
quais sao influenciadas por mudancas hormonais durante o periparto, assumindo
uma importancia epidemiolégica muito elevada, sobretudo em infeccdes de cées
com menos de seis meses de idade (KALKOFEN, 1987; OLIVEIRA-SIQUEIRA et al.,
2002).

Os vermes adultos ao se fixarem ao intestino podem provocar diversas
patologias, destacando-se anemia, hemorragias e lesfes intestinais. Fendbmenos
patolégicos podem ocorrer tanto em hospedeiros definitivos quanto em seres
humanos (PROCIV & CROESE, 1990).



© 00 N o o b~ W N -

[ e T S e N I S
~N o o A W N B O

18
19

20
21
22

Tese de doutorado - Rodrigo R. C. Miranda

Em cées, pode-se observar patologias relacionadas com a penetracdo ativa
de larvas L3 através da pele, pulmdes e musculos. Dessa forma, ocorre no local da
penetracdo uma acgéo traumatica e irritativa, levando a um processo inflamatorio. As
larvas de 3° estadio, ao penetrarem na pele, produzem lesdes pruriginosas. As
larvas de 4° estadio, no pulméo, e os adultos, no intestino, causam pneumonite
hemorragica e lesdo de mucosa, respectivamente. Podem ocorrer lesdes ulcerativas
na mucosa intestinal, devido a fixacdo dos vermes adultos neste local (CURY &
LIMA, 2002). A patogenia mais importante € a anemia decorrente do espolio
sangilineo durante a hematofagia dos vermes, provocando simultaneamente um
quadro de hipoproteinemia.

Além de sua importancia em saude animal este parasito tem se destacado
como agente causador de zoonoses, com diversos relatos de larva migrans cutanea
(LIMA et al., 1984; NUNES et al., 2000), caracterizada por dermatites que podem
desencadear infec¢cdes bacterianas secundarias, além de estar envolvido como
agente causador de enterites eosinofilicas na Australia (PROCIV & CROESE, 1990;

CROESE et al., 1994; PROCIV & CROESE, 1996), como ilustrado na FIGURA 1.

FIGURA 1: Patologias ocasionadas pelo agente zoondtico Ancylostoma caninum em
humanos. Em (A) séo apresentados alguns casos clinicos de larva migrans cutanea
e em (B) a infeccdo de um verme adulto no intestino delgado responséavel por

enterites eosinofilicas na Australia.
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1.3. Ocorréncia e prevaléncia

Ancilostomideos  séo nematddeos hematéfagos  que infectam
aproximadamente entre 546 e 740 milhdes de pessoas em diferentes regides
tropicais e subtropicais do globo, acarretando diversos problemas para a saude
como anemia, retardo mental e deficiéncia cognitiva em criancas (DE SILVA et al.,
2003). A FIGURA 2 ilustra a distribuicado destes helmintos.

Hookworm
Prevalence (%)

0-99
B 10-299
W 30-48.9
W 50-798
W B80-100

No Data

(HOTEZ et al., 2005)
FIGURA 2: Distribuicdo mundial das infecgdes humanas de ancilostomideos.

O A. caninum € um parasito de distribuicdo mundial, encontrado nos cinco
continentes. H& diversos estudos que tentam estimar a prevaléncia ou mesmo
relatar a presenca deste helminto ndo somente em animais domésticos como
também em animais silvestres.

Em um trabalho realizado na capital do Kénia, Nairobi, foram necropsiados
156 caes dentre os quais 88% estavam infectados por A. caninum (WACHIRA et al.,
1993). A mesma prevaléncia de caes infectados com este helminto foi relatada na
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provincia de Gauteng, Africa do Sul, a partir da necropsia de 69 cdes (MINNAAR et
al., 2001). No norte do Uruguai a prevaléncia deste parasito em caes vadios foi
ainda maior, chegando a 96,3 % (MALGOR et al., 1996).

Além do parasitismo de animais domésticos o A. caninum infecta também
animais silvestres como lobos, Canis lupus (SEGOVIA et al., 2001; GUBERTI et al.,
1993) e coiotes, Canis latrans (VAN DEN BUSSCHE et al., 1987; RADOMSKI &
PENCE, 1993).

GORDON & YOUNG (1922), em um estudo no estado do Amazonas,
encontraram 100% dos cées infectados com este helminto. Desde entéo, diversos
estudos tém sido realizados para estimar a prevaléncia do A. caninum em VAarios
estados brasileiros, encontrando-se geralmente, uma porcentagem elevada de
animais infectados (ZAGO FILHO & BARRETO, 1957; COSTA et al., 1986; FARIAS
et al., 1995).

Os cées sao susceptiveis as infeccdes com ancilostomideos por toda a vida,
entretanto, a prevaléncia e o nivel de infec¢cdo tendem a ser maiores em animais
mais jovens devido, principalmente, a imaturidade de seu sistema imunoldgico e as
infeccdes lactogénicas (KALKOFEN, 1987).

OLIVEIRA-SIQUEIRA et al. (2002) sugerem que o periodo sazonal e 0 sexo
dos animais interferem na dindmica da prevaléncia de Ancylostoma spp. em cées no
Estado de S&o Paulo, sendo mais frequente a infecgcdo em animais adultos do sexo
masculino durante o verao e o outono.

A prevaléncia e intensidade das infeccbes variam consideravelmente com
relacdo aos fatores regionais e locais, podendo ser influenciada pelo clima,
composicao do solo, educacéo e condicado socioeconémica (MABASO, et al., 2003;
SINUON et al., 2003; TOMONO et al.,, 2003; UTZINGER et al., 2003; VAN DER
HOEK et al., 2003; TRAUB et al., 2004).
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1.4 Modelo de estudo e filogenia

O A. caninum, apesar de apresentar uma importancia secundaria na
epidemiologia das ancilostomoses humanas com os casos de enterites eosinofilicas
e larva migrans cuténea, representa um importante modelo biolégico para as
espécies antropofilicas, uma vez que as principais espécies que infectam humanos
séo de dificil obtencdo e manutencdo em laboratorio (FUJIWARA et al., 2006). Em
decorréncia destas limitacdes, o A. caninum representa uma alternativa de estudo
para as principais espécies de importancia para a parasitologia humana, além de
sua incontestavel relevancia para a parasitologia veterinaria.

Diante da possibilidade de um organismo ser considerado um modelo de
estudo para outras espécies é de fundamental importancia uma proximidade
filogenética entre os organismos estudados. Sabe-se que apesar de haver uma
diferenca biolégica e morfolégica entre os organismos que compdem a Ordem
Strongilida, dentro da qual esta inserida a familia Ancilostomidae, é relativamente
baixa a diversidade genética encontrada neste taxon (BLAXTER et al., 1998;
DORRIS et al., 1999). Andlises filogenéticas moleculares sugerem que as espécies
que compdem a ordem Strongilida resultaram de uma radiacdo recente,
possivelmente ocupando um nicho ausente com a radiacdo dos mamiferos
terrestres, ou provavelmente por meio de uma linhagem antiga na qual a evolugéo
molecular tém sido lenta, ou ainda, a combinacdo destas duas hipéteses (DORRIS
et al., 1999). Entretanto, a auséncia de fdsseis limita a confirmacdo destas
hipoteses.

Existem poucos trabalhos utilizando caracteres moleculares para o estudo da
sistematica da familia Ancilostomidae (BLAXTER et al., 1998; BLAXTER, 2000; HU
et al.,, 2004), e estes, podem ser considerados como resultados preliminares,
entretanto alguns aspectos filogenéticos estdo relativamente bem consolidados.
Primeiramente, como os dados morfoldgicos sugeriam, os géneros Necator e
Ancylostoma estdo alocados em dois grupos separados porém geneticamente
similares avaliando-se marcadores nucleares (ITS-1 e ITS-2) e mitocondrial (COI)
(BLAXTER et al, 2000; HU et al, 2004), subfamilias Bunostominae e
Ancylostominae, respectivamente. Entretanto, as analises do segundo espaco

interno transcrito (ITS-2) do rDNA, apresentaram uma incerteza quanto a existéncia
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de um ramo monofilético entre Bunostomum e Necator (BLAXTER et al., 2000).
Dessa forma, para uma melhor compreenséao de diversos aspectos filogenéticos dos
ancilostomideos, torna-se evidente a necessidade de outros estudos.

Diante da incontestavel proximidade filogenética entre A. caninum e as
demais espécies de ancilostomideos antropofilicos, sugerida tanto por marcadores
moleculares mitocondriais quanto nucleares (BLAXTER, 2000; HU et al., 2004),
admite-se a possibilidade de estudos comparativos entre estas espécies. Assim,
diante da grande importancia que estas espécies representam para saude animal e
humana, reunir informacfes moleculares sobre um determinado ancilostomideo
pode ser importante também para conhecer e tracar futuras estratégias de controle

para as demais espécies relacionadas.

1.5 Genes e marcadores moleculares de ancilostomideos

Existem relativamente poucos genes e marcadores moleculares
caracterizados em ancilostomideos. Estes podem ser agrupados em trés categorias
principais: (1) genes mitocondriais e marcadores ribossomais utilizados em estudos
de filogenia e diversidade genética, (2) genes relacionados com 0S processos
hematofagico e parasitario como genes codificadores de proteases, anticoagulantes
e uma classe de proteina conhecida como ASPs (Ancylostoma secreted protein) e
(3) uma terceira classe que englobaria todos os demais genes que ndo pertencem
as duas primeiras como, por exemplo, o gene da beta-tubulina e da calreticulina
(BLAXTER, 2000).

1.5.1 Marcadores utilizados em filogenia e diversidade molecular

Como j& citado no item 1.4, dados moleculares podem fornecer informacdes
importantes para a reconstrucdo da filogenia e avaliacdo da diversidade inter e
intraespecifica. Os principais marcadores moleculares atualmente disponiveis em
bancos de dados de sequéncias (GenBank) para estudo de filogenia e diversidade
molecular entre os ancilostomideos sdo os marcadores ribossomais e mitocondriais.
Uma outra classe de marcadores de grande importancia para estudos de

variabilidade genética seria os VNTRs (variable number of tandem repeats), ainda



© 00 N o o b~ W N -

[ S S S T
w N -k O

15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25

Tese de doutorado - Rodrigo R. C. Miranda

pouco explorados nos genomas de ancilostomideos. Em um outro tépico mais
adiante (1.6.1), algumas consideracdes importantes sobre estes marcadores
moleculares serédo realizadas.

O rDNA nuclear de eucariotos é composto por uma grande familia génica de
sequéncias repetitivas (com centenas de repeticbes concatenadas), geralmente
concentradas em um cromossomo especifico de um organismo. O rDNA é
caracterizado por sofrer um processo evolutivo ndo independente das sequéncias
repetitivas, resultando em uma grande similaridade entre as unidades que o
compdem, exibindo padrbes de evolugcdo em concerto. Cada unidade repetitiva &
composta pelos genes codificadores ribossomais 18S, 5.8S e 28S, intercalados por
dois espacgadores, conhecidos como ITS-1 e ITS-2 (ELDER & TURNER, 1995). A
FIGURA 3 apresenta um desenho esquematico ilustrando a unidade repetitiva do

rDNA de eucariotos.

FIGURA 3: Esquema representativo da unidade repetitiva do rDNA de eucariotos

Em ancilostomideos, o primeiro e segundo espaco interno transcrito (ITS-1 e
ITS-2) do rDNA séo utilizados como marcadores moleculares em diversas situagoes.
Podem ser Uteis para avaliar a existéncia de espécies cripticas (morfologicamente
similares, mas geneticamente distintas) (ROMSTAD et al., 1998) e a diversidade
molecular interespecifica (BLAXTER, 2000), além de contribuir para a identificagéo
de diversas espécies, devido a baixa variabilidade intraespecifica, constituindo-se
em ferramentas moleculares para diagnostico (GASSER et al., 1996; GASSER et al.,
1998).

10
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Entretanto, se o objetivo de um estudo for avaliar a variabilidade molecular
intraespecifica de ancilostomideos a utilizacdo outros marcadores como VNTRs ou
marcadores mitocondriais seria mais adequado. Sequéncias mitocondriais, por
exemplo, acumulam substituicdes com uma taxa muito maior que os ITSs (BLOUIN,
2002), adequando-se melhor a este proposito, embora algumas espécies
apresentem polimorfismos Uteis para estudos de variabilidade intraespecifica na
regido ITS (BELL et al., 2001).

Genomas mitocondriais possuem importantes implicagcbes para diversas
areas basicas como bioquimica e fisiologia, além de fornecerem importantes
marcadores para a genética de populacdo e estudos de sistematica. Marcadores
mitocondriais sdo considerados de grande importancia para estudos de variabilidade
intraespecifica devido ao seu alto grau de mutacdes e a sua heranca materna
(ANDERSON et al.,, 1998; AVISE et al.,, 1987; AVISE, 1991; BLOUIN, 1998;
BLOUIN, 2002).

O primeiro genoma mitocondrial de um nematddeo parasito completamente
sequenciado foi o0 do Ascaris suum (OKIMOTO et al., 1992). A TABELA 1 apresenta
um resumo sobre o atual conhecimento dos genomas mitocondriais de nematddeos.

O genoma mitocondrial dos ancilostomideos é de aproximadamente 13-14
Kb, sendo composto por 12 genes codificadores de proteinas relacionadas com o
processo de fosforilagdo oxidativa (atp6, cob, cox1-3, nadl-6 e 4L), dois genes
ribossomais (rrnS e rrnL), 22 genes de RNA transportador e uma regido nao
codificadora AT (responsavel pelo controle da transcricdo dos genes) (FIG. 4).
Vérios destes marcadores mitocondriais vem sendo usados para investigar a
estrutura genética populacional de espécies de nematddeos (BLOUIN et al., 1995;
HAWDON et al.,, 2001; LEIGNEL & HUMBERT, 2001). Dentre o0s principais
marcadores utilizados para esta finalidade destacam-se os genes COI (citocromo C
oxidase subunidade 1) e o NAD4 (NADH desidrogenase mitochondrial subunidade
4) (BLOUIN et al., 1995; HAWDON et al., 2001).

A genética de populacbes “procura entender as relacbes genéticas dentro e
entre populacdes de uma espécie e 0S processos que geram estes padrdes”
(VINEY, 1998). Desta forma, considerando que os ancilostomideos proporcionam
significativo impacto sobre a saude de animais e humanos, deve-se considerar a

valiosa capacidade de informacdo do genoma mitocondrial para a genética de

11
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populacdo destes parasitos, criando subsidios cientificos para melhor compreenséao
de sua ecologia, padrées de transmissao, resisténcia a drogas e desenvolvimento de
vacinas, contribuindo para tracar futuras estratégias de controle contra estas

parasitoses.

12
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1 TABELA 1. Espécies de nematddeos parasitos com 0 genoma mitocondrial

2 completo, quase completo e parcialmente conhecido.

Tamanho N° de acesso

Ordem Espécie Sequéncia
(Kb) GeneBank
Ascaridida Ascaris sum completo 14.3 X54253
Ancylostoma
completo 13.7 AJ417718
duodenale
Strongylida
Necator
. completo 13.6 AJA17719
americanus
Onchocerca
completo 13.7 AF015193
volvulus
Spirurida . _
Brugia malayi completo 13.7 AF538716
Dirofilaria immitis completo 13.8 AJ537512
Caenorhabditis
completo 13.8 X54252
elegans
Rhabditida
Strongyloides
. completo 13.8 AJ558163
stercoralis
Meloidogyne _
. . parcial ~21 X57625
Tylenchida javanica
Globodera pallida  multiparcial ~ 6.3 —-9.5 AJ249395
. . Romanomermis .
Stichosomida o Parcial ~ 26 LO8174
culicivorax
. _— o quase
Enoplida Trichinella spiralis ~21-24 AF293969
completo
3 (adaptado de HU et al., 2004)

13
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Ancylostoma duodenale

13,7 kb

transcricao

"

(modificado de Hu et al., 2004)
FIGURA 4: Representacdo esquematica do genoma mitocondrial do Ancylostoma
duodenale, exemplificando a organizacdo dos 12 genes codificadores de proteinas
(atp6, cob, col-3, nadl-6 e 4L), dois genes ribossomais (rrnS e rrnL), 22 RNAs
transportadores (representado pelas diferentes letras), uma regido nao codificadora

(AT) e o sentido da transcricdo monocistronica.
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1.5.2 Genes relacionados com os processos hematofagico e parasitario

Durante a invasdo de seus hospedeiros, as larvas L3 dos parasitos
nematdédeos encontram sinais fisicoquimicos que iniciam uma reacdo programada
de eventos resultando no estabelecimento da relacdo parasitaria (HAWDON et al.,
1999). Dentre estes eventos podemos mencionar a liberacdo da cuticula que
envolve a larva de terceiro estadio, a expressao de genes codificadores de proteinas
necessdarias para o desenvolvimento do parasito e a liberagdo de produtos ES
(excretory/secretory products). Além disso, parasitos hematéfagos empregam uma
bateria de enzimas proteoliticas para a digestdo de seus conteudos alimentares. A
hemoglobina de seus hospedeiros € o principal substrato para essas proteases,
direcionando a evolucdo das moléculas proteoliticas parasitarias (WILLIAMSOM et
al., 2003).

Produtos de excrecao/secrecdo (ES) larvais tem sido foco de interesse de
varios pesquisadores, principalmente ap6s a descoberta da familia protéica
conhecida como ASP (Ancylostoma secreted-protein), relacionada filogeneticamente
a uma gama de proteinas de origem animal e vegetal, incluindo venenos alergénicos
de Hymenoptera e proteinas epididimais e testiculares de mamiferos (HENRIKSEN,
et al., 2001), além de possuirem proteinas homélogas em outras espécies de
nematdédeos como Caenorhabditis elegans, Haemonchus contortus, Dirofilaria
immitis (GASSER & NEWTON, 2000) e outros. Estas ASPs larvais sdo compostas
principalmente pelas proteinas Ac-ASP-1 (HAWDON et al., 1996) e Ac-ASP-2
(HOWDON et al., 1999). A primeira € uma proteina de 45 KDa que apresenta dois
dominios ricos em residuos de cisteina, conhecidos como PRP (pathogenesis
related protein) e a segunda é uma proteina de 22kDa com apenas um dominio
PRP. A FIGURA 5 ilustra a estrutura tridimensional da proteina ASP-2 de Necator
americanus.

Outras proteases ja foram descritas em produtos ES larvais de A. caninum
como uma metaloprotease dependente de zinco (Ac-MTP-1) de 62 KDa (ZHAN et
al., 2002) semelhante as proteinas astacinas de um peixe (Astacus astacus).
Estudos avaliando a possibilidade da Ac-MTP-1 compor uma vacina anti-
ancilostomideos vem sendo realizados pelo grupo do Dr. Peter Hotez em
Washington-DC/EUA.

15
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Adaptado de Asojo et al., 2005
FIGURA 5: (a) Diagrama tridimensional em fita da proteinas Na-ASP-2 colorida de

azul (N terminal) a vermelho (C terminal). A Na-ASP-2 é formada por varias
camadas polipeptidicas (apa), consistindo-se de uma camada intermediaria de trés
folhas B antiparalelas flanqueadas por uma camada Unica de a hélice e duas
camadas paralelas de o hélice. Ser70 (rosa) € incapaz de interegir com His129
(azul) e Glul06 (vermelho) para formar a provavel triade catalitica. (b) Distribui¢céo
de cargas na superficie da Na-ASP-2 apresentando a provavel cavidade de ligacao

carregada negativamente (seta). (a) e (b) estdo na mesma orientacao.

O complexo H-gal-GP do canal alimentar do nematdédeo H. contortus é
composto por inumeras proteinas como metaloendopeptidases da familia neprilisina,
de proteases asparticas, de cisteino proteases, de cistatina, de um ortélogo de
trombospondina e de galectina (KNOX, 2000). Muitas dessas proteinas ja
demostraram ter a capacidade de conferir altos niveis de prote¢cdo contra H.
contortus em ovinos (KNOX, 2000; KNOX & SMITH, 2001). E interessante ressaltar
gue muitos ortélogos dessas proteinas em ancilostomideos ja foram clonados e
caracterizados e vem sendo testados para comporem uma vacina. Incluem-se nesta
lista a A. caninum-metalopeptidase-1 (Ac-MEP-1) (JONES & HOTEZ, 2001), A.
caninum-cisteino proteases (Ac-CP-1 e Ac-CP-2) (HARROP et al., 1995; LOUKAS et
al., 2000) e A. caninum- proteases asparticas (Ac-APR-1 e Ac-APR-2) (HARROP et
al.,, 1996; WILLIAMSON et al.,, 2002; WILLIAMSON et al.,, 2003). Estudos de
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imunolocalizacdo foram realizados tanto com estas proteinas quanto com as
proteinas ortdlogas de H. contortus, onde foi confirmada a expressdo dessas
proteinas nas células do canal alimentar de vermes adultos de A. caninum. Acredita-
se que estas proteases possam atuar no processo de degradacdo da hemoglobina
durante a hematofagia (BRINKWORTH et al., 2000; BRINKWORTH et al., 2001)

Entre os diversos grupos de moléculas produzidas por ancilostomideos varios
desencadeiam respostas imunolégicas. Dentre estas podemos mencionar: o fator
inibidor de neutrdfilos, lectinas tipo-c, inibidores de proteases, antioxidantes,
acetilcolinesterase, proteinas de ancilostomideos com dominios de seis-cisteinas e
calcirreticulinas. Entretanto, proteinas anticoagulantes tém-se destacado como alvo
de interesse de pesquisadores, tanto por se constituirem em alvos para a criacdo de
vacinas contra ancilostomideos, bem como para o desenvolvimento de terapias
antitrombodnicas em medicina humana e veterinaria (LOUKAS & PROCIV, 2001).
Vermes adultos de A. caninum expressam um grande repertorio de peptideos
anticoagulantes que, interferem nos mecanismos moleculares da cascata de
coagulacdo sanguinea dos hospedeiros facilitando a hematofagia. Com a utilizacao
de técnicas de clonagem molecular, foi descrita uma familia de pequenos peptideos
secretados por vermes adultos, conhecidos como AcAPs (A. caninum anticoagulant
protein). Estes peptideos apresentam uma estrutura molecular diferente dos
peptideos anticoagulantes encontrados em outros parasitos hematdfagos ou
hospedeiros mamiferos, e sédo potentes inibidores do fator de coagulacdo Xa
(STASSENS et al., 1996).

O arsenal protéico sintetizado tanto por larvas e/ou vermes adultos de
ancilostomideos vem sendo intensamente estudado na tentativa de se estabelecer
uma vacina contra ancilostomideos, uma vez que muitas destas proteinas possuem
a capacidade de conferir protecao (LOUKAS et al., 2006). Entretanto, existem alguns
aspectos que necessitam ser resolvidos ou mesmo ainda conhecidos, tais como:
otimizar a producéo de proteinas recombinantes sem a perda de atividade biolégica
e com um menor custo; testar e procurar por adjuvantes alternativos para
potencializar uma resposta imunoldgica mais protetora; conhecer o polimorfismo dos
diversos candidatos a comporem uma vacina contra ancilostomideos em diferentes
regides do mundo e muitos outros aspectos. Um exemplo de estudo de variabilidade

molecular em proteinas candidatas a vacina contra ancilostomideos € o trabalho de
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QIANG et al. (2000) avaliando o polimorfismo da proteina ASP-1 de amostras norte-

americana e chinesa de A. caninum.

1.6 VNTRs

Os VNTRs, numero variavel de repeticdes concatenadas (Variable Number
Tandem Repeats), sdo compostos por duas classes: minissatélites e microssatélites.

Os minissatélites sdo uma classe de VNTRs com repeticdes concatenadas
que apresentam polimorfismos originados basicamente de duas maneiras: crossing
over desigual ou conversdo génica (JEFFREYS et al.,, 1999). Sinteticamente, a
andlise por minissatélites envolve a digestdo do DNA total com enzimas de restricao
e hibridizagbes com sondas para a geracdo de um “cddigo de barras” (impressao
digital de DNA) e realizacédo das analises. Apesar do seu alto grau polimérfico e do
seu grande sucesso em medicina forense e testes de paternidade, minissatélites nédo
sdo comumente utilizados para estudos de genética populacional e/ou mapeamento
genético, devido ao complexo padrdo de bandeamento, dificultando estas andlises
(SCHLOTTERER, 2004).

1.6.1 Microssatélites

Os microssatélites, também conhecidos como SSRs (Simple Sequence
Repeats) ou STRs (Short Tandem Repeats), semelhantes aos minissatélites de
DNA, s&o constituidos também por motivos repetitivos, porém mais curtos
(geralmente 1-6 nucleotideos). S&o abundantes e amplamente distribuidos pelos
genomas de eucariotos (TAUTZ & RENZ, 1984; DEBRAUWERE et al., 1997), sendo
frequentemente ndo traduzidos, apresentando-se geralmente polimérficos devido a
acumulacdo de mutacdes, crossing over desigual e/ou derrapagem da polimerase
(mecanismo comentado a seguir).

Como um locus de microssatélites tipico possui um tamanho inferior a 100 pb
torna-se possivel a andlise destas regides utilizando-se a técnica de PCR. A
possibilidade de variacdo no numero de repeticbes em um determinado locus

permite a genotipagem de distintos alelos apés a amplificacdo por PCR e a
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constatacdo de cada alelo em um sistema de eletroforese. Esta caracteristica tem
feito dos microssatélites um dos mais populares marcadores genéticos para estudos
de mapeamento molecular, testes de paternidade e genética de populagbes
(GOLDSTEIN & SCHLOTTERER, 1999).

Os fatores que influenciam a génese e a distribuicAo genbmica destes
marcadores ainda sao pouco entendidos. Entretanto, alguns autores tém encontrado
evidéncias que retrotransposons possam contribuir para a dispersdao de
microssatélites (WILDER & HOLLOCHER, 2001).

Existem duas teorias principais que tentam explicar os mecanismos geradores
de mutacdo em microssatélites. A primeira teoria argumenta que o0 processo de
mutacao seria causado por uma grande taxa de crossing over desigual, assim como
proposto para 0s minissatélites. A presenca de muitas unidades repetitivas
aumentaria a probabilidade de ocorréncia de erros de pareamento entre
cromossomos homologos, levando a delecdo ou a insecdo de unidades repetitivas
ao final do processo de recombinacdo (GOLDSTEIN & SCHLOTTERER, 1999).
Entretanto, uma segunda teoria acredita que a derrapagem (slippage) da DNA
polimerase durante o processo de replicacdo € que seria responsavel por adicionar
ou retirar estas unidades repetitivas. Neste modelo, como os loci de microssatélites
sao formados por unidades repetitivas, uma fita nascente durante o processo de
replicacéo, poderia se reanelar fora de fase com a fita molde, provocando um loop.
Assim, quando a replicacéo for retomada apos cada anelamento incorreto entre as
fitas, uma nova fita nascente pode estar eventualmente mais longa ou mais curta
que a atual fita molde, permitindo a adicdo ou delecdo de unidades repetitivas
(LEVINSON & GUTMAN, 1987)

Existem basicamente dois mecanismos para se isolar loci de microssatélites:
por bibliotecas gendmicas ou por bioinformética. Na primeira, mais tradicional e
antiga, utiliza-se a sondagem por hibridizagdo com sondas complementares a
repeticdes de interesse para vasculhar bibliotecas gendmicas de um determinado
organismo (RASSMANN et al., 1991). Nesta estratégia, geralmente se faz
necessario a triagem de um nimero muito elevado de clones para a obtencédo de um
locus. Apesar de terem surgido estratégias alternativas de grande sucesso, como,
por exemplo, a construcdo de bibliotecas enriquecidas com sequéncias de

microssatélites (OLIVEIRA et al., 1998), estas ainda, sdo técnicas relativamente
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laboriosas e de alto custo. Diante da implementacdo de inGmeros projetos genomas
e do crescente aumento de sequéncias de DNA de varios organismos, uma
estratégia alternativa tem surgido com auxilio de programas de bioinformética para
procura de loci de microssatélites. Assim, as sequiéncias de DNA depositadas em
bancos de dados podem ser submetidas a procura de loci de microssatélites com as
caracteristicas desejadas (dinucleotideos, trinucleotideos, tetranucleotideos, etc),
minimizando o tempo e o gasto na identificacdo destes marcadores moleculares.

Entretanto, a analise populacional de nematdédeos parasitos utilizando
marcadores de microssatélites ainda é pouco utilizada. Dentre os poucos trabalhos
realizados com parasitos podemos destacar os trabalhos de LeJAMBRE (1993) com
Trichostrongylus columbrifomes, GRENIER et al. (1996) com nematddeos
entomopatogénicos das familias Steinernematidae e Heterorhaditidae, FISHER &
VINEY (1996) com Strongyloides ratti e HOEKSTRA et al. (1997) com H. contortus
onde foram isolados 12 loci CA/GT e um CT/GA.

Recentemente, SCHWENKENBECHER & KAPLAN (2007) identificaram os
primeiros microssatélites de DNA para ancilostomideos, embora ndo os tenha ainda
utiizados para estudos de Biologia Populacional. Ampliar a identificacdo e
caracterizacdo destes marcadores em nematddeos disponibilizaria novas
ferramentas para o0 estudo de Biologia Populacional destes organismos.
Consequentemente, estes dados poderiam ser (teis tanto a estudos de ecologia
molecular quanto na avaliacdo e monitoramento de estratégias de controle como

vacinacao e utilizacao de drogas antihelminticas.

1.7. Sequenciamento, filogeografia e diversidade molecular de antigenos

Andlises de variacfes tanto ao nivel de proteinas quanto ao de DNA tém sido
amplamente utilizadas para o estudos de variabilidade genética em vérias espécies
utilizando diferentes métodos. Entretanto, o sequenciamento de DNA possui a
vantagem de permitir uma analise mais ampla da variabilidade genética,
proporcionando tanto a obtencdo de dados de diversidade e estruturacdo genética
quanto a possibilidade de inferir relacées evolutivas entre os alelos (AVISE, 1989;
AVISE, 1994). Desta forma, o sequenciamento de DNA tem sido amplamente

utilizado em diversas areas da Biologia. Como o0s nucleotideos constituem-se em
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unidades basicas de informacfes nos organismos, a obtencéo de suas sequéncias e
interpretacdo dos dados permitem inferéncias de processos evolutivos realizados
sobre estas moléculas (HILLIS et al., 1996).

Com o advento do sequenciamento de DNA foi possivel estudar a genética de
populacdes sobre uma nova oOptica. AVISE et al. (1987) propuseram a designacao
do termo “filogeografia” para “o campo de estudo envolvido com o0s principios que
governam a distribuicdo geogréfica das linhagens genealdgicas de alelos,
especialmente em nivel intraespecifico”. Ou seja, a filogeografia € a ciéncia que
estuda a filogenia dos alelos e a distribuicdo geografica entre eles. Assim, avaliar os
padrbes filogeograficos de alelos mitocondriais e nucleares em populacdes de A.
caninum pode contribuir, juntamente com a analise molecular de um antigeno
candidatos a vacina, para uma interpretacdo da ecologia molecular e o

desenvolvimento de futuros métodos de controle contra este organismo.
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O Ancylostoma caninum possui uma ampla distribuicdo geogréfica,
representando um risco para a saude animal e humana. Além disso, representa um
importante modelo de estudo para as demais espécies antropofilicas de
ancilostomideos.

Considerando os grandes investimentos que estdo sendo realizados na
tentativa de se formular uma vacina contra ancilostomideos, se faz necessario a
implementac&o de projetos para estudar a variabilidade antigénica e a diversidade e
estrutura genética populacional destes patdgenos, seja utilizando marcadores
moleculares disponiveis atualmente ou mesmo identificando e caracterizando novas
ferramentas que possam contribuir para melhor compreensdo da genética de
populacdes destes organismos patogénicos.

O A. caninum é o ancilostomideo com o maior numero de sequéncias de DNA
depositadas no GenBank (mais de 100.000). Frente a esta situacdo, observa-se a
abundéancia de “matéria prima” ainda pouco explorada para a identificacdo e
caracterizacdo de novos marcadores, como por exemplo microssatélites de DNA,
que poderao contribuir, de forma significativa, para a compreensdo da estrutura
populacional de ancilostomideos. Atualmente, estudos de microssatélites de DNA
possuem uma grande vantagem sobre varios outros marcadores moleculares devido
a capacidade de aliar a técnica de PCR com a genotipagem em sequenciadores
capilares automaticos, aumentando a precisdo e confiabilidade dos resultados e
diminuindo o tempo de realizacdo dos experimentos.

Em virtude de um crescente interesse em moléculas de ancilostomideos com
potencial imunoprotetor, este projeto avaliou ainda o a distribuicdo da variabilidade
molecular de fragmentos de um gene responséavel pela codificacdo de um importante
candidato a uma vacina anti-ancilostomideos.

Esta tese possibilitou o estudo da diversidade e estrutura genética de
populacdes brasileiras de A. caninum apos a identificacdo e caracterizagdo de
microssatelites de DNA. Além disso, a biologia populacional deste organismo foi
ainda avaliada utilizando-se marcadores nucleares e mitocondrial previamente
descritos na literatura. Estes resultados contribuem para o entendimento da Ecologia
Molecular de um importante nematddeo parasito, disponibilizando dados e novas

ferramentas para auxiliar em futuras estratégias de controle.
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3 - OBJETIVOS
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3.1. Geral

1. Avaliar a diversidade e estrutura genética populacional utilizando-se marcadores

mitocondrial e nucleares em populacdes brasileiras de A. caninum.

3.2. Especificos

1. Avaliar a diversidade e estrutura genética de populacdes brasileiras de A.

caninum utilizando-se o gene mitocondrial COlI,

2. Avaliar a diversidade e estrutura genética de populacdes brasileiras de A.

caninum utilizando-se os marcadores nucleares ITS-1 e ITS-2;

3. Identificar loci de microssatélites no genoma de A. caninum in silico, utilizando-se

ferramentas de bioinformatica;

4. Caracterizar os loci de microssatélites de DNA identificados;

5. Avaliar a estrutura genética de populacdes brasileiras de A. caninum utilizando-

se 0s microssatélites de DNA caracterizados;
6. Avaliar a distribuicdo da diversidade molecular de uma sequéncia parcial do gene

codificante da proteina antigénica (Ac-ASP-2) em populacdes brasileiras de A.

caninum.
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4 — MATERIAIS E METODOS
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4.1. Populagdes de estudo

As populagbes de A. caninum analisadas neste estudo s&o provenientes de
centros de controle de zoonoses (CCZs) de cinco localidades brasileiras. Sendo
elas: Belo Horizonte/MG, Campo Grande/MS, Curitiba/PR, Ribeirdo Preto/SP e Sao
Luis/MA. A FIGURA 6 apresenta um mapa com a localizacdo das populacdes

brasileiras avaliadas nesta tese.

4.2. Obtencao de vermes adultos

Os vermes adultos de A. caninum foram obtidos apo6s sacrificio, em cada
localidade, de cinco cédes sem raca definida conforme legislacdo e procedimentos
vigentes nos respectivos CCZs. Apés a realizacdo das necropsias, 0s intestinos
delgados foram acondicionados em caixas de isopor com gelo e transportados para
0 Laboratério de Helmintologia no ICB/UFMG. Posteriormente, estes orgdos foram
seccionados longitudinalmente em salina 0,85%, seguido de uma raspagem da
mucosa intestinal para desprendimento dos vermes adultos fixados e lavagem do
conteudo intestinal em tamis de 0,25mm. O material filtrado foi transferido para um
recipiente transparente, sob jato de &gua, para separacdo dos vermes adultos
machos e fémeas e posterior identificacdo, utilizando um microscopio estereoscopio
e optico, sem o uso de fixadores ou diafanizadores. As caracteristicas morfologicas
utilizadas para identificacdo especifica foram analisadas conforme BURROWS
(1962).
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Fotos utilizadas: http://earth.google.com

FIGURA 6: Localizacdo das populacdes brasileiras de A. caninum utilizadas neste estudo. BH =

lat. S 20°26', long. W 54°38'"; CT = lat. S 25°25', long. W 49°14'; RP =

lat. S 19°55', long. W 43°56'; CG =
lat. S 21°12’, long. W 47°48’; SL = lat. S 2°31", long. W 44°16".
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Apoés a separacdo e identificacdo, os vermes foram lavados com solucéo
salina 0,85% e observados em microscopio estereoscopio para visualizar se a
capsula bucal e o contetudo intestinal apresentam-se desprovidos de material
exogeno aparente. Posteriormente, cada verme foi individualizado em um tubo de
microcentrifuga, nomeado e congelado em freezer -86°C para posterior extracao

de DNA genémico.

4.3. Extracdo de DNA

A extracdo de DNA genbmico foi realizada utilizando-se um protocolo de
extracdo padrdo do Laboratério de Parasitologia Molecular do ICB/UFMG.
Primeiramente, foi utilizado uma maceracdo mecanica com bastbes de vidro em
presenca de nitrogénio em tubos de microcentrifuga de 1,5ml, seguido de
digestdo com 100ug/ml de proteinase K (SIGMA) por 30 min. a 65°C na presenca
de 400ul de tampéo de lise contendo 50mM de EDTA, 100mM de Tris-HCI pH 7,4,
100mM de NaCl e 1% de SDS. Posteriormente, foram adicionados 400ul de
cloroférmio e alcool isoamilico na proporgcéao de 24:1, seguido de centrifugacéo a
12.000g, 25°C por 5 min. A fase superior foi transferida para um novo tubo de
microcentrifuga de 1,5ml e submetida a digestdo de RNAs “contaminantes” com
100ug/ml de RNAse (INVITROGEN) a 37°C, por 30 min. Novamente, foram
adicionados mais 400ul de cloroférmio e alcool isoamilico seguido de
centrifugacédo, conforme parametros mencionados anteriormente, para a
eliminacdo da RNAse. A fase superior foi mais uma vez transferida para um novo
tubo de microcentrifuga de 1,5ml para a adicdo de 400ul de isopropanol e
precipitacdo do DNA apds incubacgdo por, aproximadamente, 16 horas a -20°C
seguido de uma centrifugacdo a 14.000g, 4°C por 30 min. Posteriormente, o
precipitado foi lavado duas vezes com 400ul de etanol 70%, centrifugando-se as
amostras a 12.000g, 4°C por 10 min e ressuspendendo-as em 20ul de agua
ultrapura (MILIQ).

As amostras obtidas foram analisadas por eletroforese em gel de agarose
0,8% (SAMBROOK, 1989) e comparadas com padrdes de concentragéo definidos
para estimar a concentragéo e avaliar a integridade dos DNAs gendmicos obtidos.
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4.4. Marcadores mitocondriais e nucleares

4.4.1 Amplificagdo, purificagdo e sequenciamento dos marcadores COIl e
ITSs

Os iniciadores para amplificacdo e sequenciamento dos marcadores
ITS-1/ITS-2 e COI bem como os respectivos tamanhos esperados de amplicons
estdo apresentados na TABELA 2. Estes iniciadores foram selecionados e
sintetizados em virtude de estarem bem estabelecidos na literatura (GASSER et
al., 1996; FOLMER et al. 1994).

TABELA 2: Iniciadores utilizados para amplificacdo dos marcadores ITSs e COI

- L Temperatura Amplicon
Marcadores Iniciadores Sequéncias
anelamento (°C) (nts)

5" GTA GGT GAA CCT GCG

NC2* GAAGGATCATT 3
ITS-1/1TS-2 55 ~ 770
5TTAGTTTCT TTT CCT
NC5*
CCGCTZ
5 GGT CAA CAA ATC ATA
LCO1490*

AAG ATATTG G 3
COl 50 ~ 650
5 TAA ACT TCA GGG TGA
HCO2198*

CCAAAAAAT CA T

nts = nucleotideos *(GASSER et al., 1996; FOLMER et al. 1994)

As reacfes de amplificacdo destes marcadores foram realizadas em 50ul
contendo 10mM Tris-HCI pH 8,4, 50mM KCI, 1,5mM MgCl;, 0,1% Triton®X-100,
200uM de cada dNTP, 0,6uM de cada par de iniciador e 1 unidade de Taqg DNA
Polimerase (PHONEUTRIA, MG, Brasil). As amplificagbes ocorreram em um
termociclador (Mastercycler®-EPPENDORF) obedecendo aos seguintes
parametros: 95°C por 5 min. para desnaturacao inicial da dupla fita de DNA

gendmico, seguido de 30 ciclos a 95°C por 1 min, temperatura especifica de cada
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par de iniciador por 1 min., 72°C por 1 min. e um passo final de extensédo a 72°C
por 8 min. Em todas as reacdes realizadas, foram incluidos controle positivo (DNA
gendmico de A. caninum), negativo (DNA gendmico de Canis familiares) e branco
(agua) para avaliar a presenca e/ou auséncia de possiveis contaminantes ou
inibidores durante o processo de extracdo de DNA e/ou preparacao das reacdes
de PCR.

A visualizag&o dos amplicons foi realizada em gel de agarose 0,8% corado
com brometo de etidio (0,3 pg/ml) (SAMBROOK, 1989) ou gel de poliacrilamida
6% em condi¢cdes nao desnaturantes corado com nitrato de prata (SANTOS et al.,
1993).

Os amplicons foram purificados com PEG (PROMEGA) (20% polietileno
glicol 8000 em solucéo de NaCl 2,5M). Este procedimento foi adotado em funcéao
do seu baixo custo/beneficio sem prejuizo dos resultados quando comparado com
os kits industrializados. A precipitacdo com o sistema PEG foi realizada
misturando-se, em um tubo de microcentrifuga de 0,5ml, um volume (1V) do
produto amplificado com 1V de PEG, seguido de uma intensa homogeneizacao
em um agitador vortex. Posteriormente, executou-se uma centrifugacdo a
13.000g, 25°C por 45 min., com o0 subseqtiente descarte do sobrenadante e
adicdo de 125ul de etanol 80%. Em seguida, foi realizada uma centrifugacéo a
13.000g, 25°C por 15 min., descarte do sobrenadante e adicédo de igual volume de
etanol 80% e centrifugacdo sob os mesmos parametros para retirada do excesso
de sal. Por fim, o sobrenadante foi descartado e o precipitado ressuspendido em
10-20ul de &gua ultrapura (MILLIQ).

As reacbes de sequenciamento foram realizadas pelo método de
incorporacdo de dideoxinucleotideos (ddNTP) descrito originalmente por
SANGER et al. (1977), utlizando-se o DYEnamic™ET dye terminator Kit
MegaBACE ™ (AMERSHAN BIOSCIENCES), em tubos de microcentrifuga de
0,5ml ou placas de sequenciamento (96 po¢os) com um volume final de 10ul. As
reacdes ocorreram com 0,5uM de cada iniciador direto ou reverso utilizado na
reacdo de amplificacdo por PCR, aproximadamente 100ng do amplicon, 4ul de
ETkit (premix para sequenciamento) e 4gua ultrapura suficiente para completar o
volume. As reagOes foram realizadas em um termociclador (Mastercycler® -

EPPENDORF) com 35 ciclos a 95°C por 25 segundos, temperatura de
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anelamento especifica de cada iniciador por 15 segundos e 60°C por 3 min.
Posteriormente, os nucleotideos néo incorporados foram precipitados com a
adicdo de 1ul de acetato de amoénio (7,5M) e 25ul de etanol 95% (MERCK),
seguido de um periodo de incubacdo de 15 minutos a 25°C e subsequente
centrifugacdo a 3500g, 25°C por 45 min. O sobrenadante foi descartado e 150ul
de etanol 80% (MERCK) adicionados as amostras com posterior centrifugacéo a
3500g, 25°C por 15 min. O sobrenadante foi novamente descartado e o sedimento
resuspendido por agitacdo em vértex com 10ul do tampdo de ressuspensao
contendo 70% de formamida e 1mM de EDTA.

As amostras foram submetidas a leitura no sequenciador automatico
capilar MegaBACE 1000 ™ sequencing system com uma injecdo de 2 Kv por 100
segundos e corrida de 6 Kv por 230 minutos.

O sequenciamento foi realizado em quadruplicata para cada marcador
molecular utilizado, sendo duas vezes com o iniciador direto e duas com o
reverso, 0 que permitiu uma maior confiabilidade das seqiéncias consensos

obtidas.

4.4.2 ldentificacdo e selecdo dos loci de microssatélites de DNA de A.

caninum, sintese de iniciadores, nested PCR e genotipagem

Todos os loci de microssatélites utilizados neste estudo foram identificados
e selecionados por ferramentas de bioinformética. Primeiramente, foram obtidas
cerca de 104.000 sequéncias de A. caninum depositadas no GenBank

(www.ncbi.nlm.nih.gov), utilizando-se a expressdo de busca “Ancylostoma

caninum [organism]” dentro da base de dados nucleotide. Posteriormente, estas
seqiéncias foram salvas em formato FASTA e submetidas a andlise pelo
programa Tandem Repeats Finder (TRF) (http://tandem.bu.edu/trf.ntml)
(BENSON, 1999).

Foram selecionados 38 loci de microssatélites de di, tri e tetranucleotideos

para serem submetidos a uma triagem inicial quanto a capacidade de
amplificacdo dos mesmos por nested PCR em tubo Unico, segundo metodologia

descrita por SCHUELKE (2000). Esta técnica permite a amplificacdo de
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fragmentos de DNA com diferentes fluorocromos de forma menos onerosa para
genotipagem multiplex.

A maioria das genotipagens sao realizadas pela reagcdo em cadeia da
polimerase (PCR) utilizando-se iniciadores especificos. Com o objetivo de se
analisar o tamanho dos respectivos alelos amplificados em um sistema de
eletroforese acoplado com deteccdo a laser, tradicionalmente, marca-se um dos
iniciadores utilizados na PCR com moléculas fluorescentes. A marcagédo de cada
iniciador com estas moléculas é um procedimento muito oneroso. SCHUELKE
(2000) descreveu uma metodologia para a reducao destes custos. Nesta técnica o
autor utiliza uma reacdo de nested PCR em tubo Unico com trés iniciadores: um
iniciador direto, fusionado em sua extremidade 5 com uma sequéncia de 18
nucleotideos (iniciador universal M13 (-21): 5° TGT AAA ACG ACG GCC AGT 3))
formando uma “cauda de M13”, um iniciador reverso e um segundo iniciador
direto, correspondendo-se ao iniciador universal M13 (-21) marcado, em sua
extremidade 5’, com diferentes substancias fluorescentes. A FIGURA 7 apresenta
uma ilustracdo esquematica desta metodologia que se baseia em dois pontos
fundamentais: concentracdes diferentes de iniciadores e ciclos com diferentes
temperaturas de anelamento. A concentracdo do iniciador direto (com “cauda
M13") deve ser um quarto das concentracdes dos iniciadores reverso e direto M13
(marcado com a substancia fluorescente). Nos primeiros ciclos, 0s quais sao
realizados com a temperatura de anelamento especifica para o iniciador direto
com “cauda M13”, ocorre a incorporacdo deste iniciador aos produtos de PCR.
Posteriormente, em func&o de sua concentracao inferior, ocorre o esgotamento do
iniciador direto com “cauda M13”. A partir desse momento, altera-se também a
temperatura de anelamento da reacdo de nested PCR para 53°C, permitindo o
anelamento do iniciador direto M13 (marcado com substancia fluorescente) sobre
os amplicons previamente formados nos primeiros ciclos da reacdo, gerando
produtos de PCR marcados com substancias fluorescentes. Estas moléculas
fluorescentes sédo detectadas em um sistema de eletroforese acoplado com
deteccao a laser para a genotipagem de alelos.

As reacdes de nested PCR foram realizadas em 15ul contendo 10mM Tris-
HCI pH 8,4, 50mM KCI, 1,5mM MgCl,, 0,1% Triton®X-100, 200uM de cada dNTP,

0,19uM do iniciador direto com “cauda M13”, 0,75uM do iniciador reverso,
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0,75uM do iniciador M13 marcado com uma substancia fluorescente (6-FAM ou
VIC ou NED ou PET®, APLLYED BIOSYSTEM) e 1 unidade de Tagq DNA
Polimerase (PROMEGA). As amplificagcbes ocorreram em um termociclador
(Mastercycler®-EPPENDORF) obedecendo aos seguintes parametros: 94°C (5
min.) para desnaturacéo inicial da dupla fita de DNA gendmico, seguido de 30
ciclos a 94°C (30 seg.), temperatura especifica dos iniciadores com “cauda M13” e
reverso (45 seg.), 72°C (45 seg.), seguido por oito ciclos a 94°C (30 seg.), 53°C
(45 seg.), 72°C (45 seg.) e um passo final de extensdo a 72°C por 10 min.
Previamente a genotipagem, uma aliquota de 5ul de cada amostra amplificada
pela nested PCR foi submetida a eletroforese em gel de agarose 2% corado com
brometo de etidio (0,3 pg/ml) (SAMBROOK, 1989).

A genotipagem multiplex dos vermes foi realizada no Center for Genome
Research and Biocomputing (CGRB), Oregon State University, Corvallis, Oregon,
EUA, enviado-se uma mix de até 4ul, contendo 1ul do produto de amplificacédo de
quatro loci diferentes (amplificados com diferentes substancias fluorescentes).

A TABELA 3 apresenta os loci avaliados neste estudo, os iniciadores
sintetizados e as temperaturas de anelamento utilizadas na reacdo de nested
PCR para a genotipagem dos vermes. As sequéncias de A. caninum do banco de
dados (GenBank) utilizadas para a identificacdo loci de microssatélites e sintese

dos iniciadores utilizados neste estudo estdo apresentadas no APENDICE 1.
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fW///A Iniciador direto com “cauda M13 (-21)” na extremidade 5’

B » NN Iniciador reverso
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FIGURA 7: Esquema representativo da reacdo de nested PCR em tubo Unico
para marcacao de amplicons com produtos fluorescentes, segundo SCHUELKE
(2000). As caixas hachuradas representam os iniciadores especificos para a
amplificacdo dos loci de microssatélites (A e B) e as caixas cinzas onduladas (C,
E e F) representam o iniciador universal M13 (-21) marcado com uma substancia
fluorescente. Nos primeiros ciclos (D) o iniciador com “cauda M13” é incorporado
aos produtos de PCR. Estes produtos sdo, posteriormente, alvo para a
amplificacéo do iniciador universal M13 marcado com substancia fluorescente (E)
0S quais sao incorporados nos ciclos subsequentes devido a mudanca na
temperatura de anelamento para 53°C e ao esgotamento do iniciador direto
especifico utilizado nos primeiros ciclos da reacdo. (F) O produto final pode ser

analisado em um sistema de eletroforese acoplado com detector a laser.
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TABELA 3: Locus de microssatélites selecionados e seus respectivos iniciadores

sintetizados para a triagem inicial quanto a capacidade de amplificacdo por PCR
de acordo com metodologia descrita por SCHUELKE (2000).

Locus

Repeticdo

Iniciadores

Sequéncias dos iniciadores

Temperaturas de
anelamento

Acmicl

CA

AcmiclU
M13

AcmiclL

5" TGT AAA ACG ACG GCC AGT
TGATATTCTTGG CGATGCT 3’

5” CAG ACT GTA TGT TGC GTT
TG 3’

55°C*/53°C*

Acmic2

GA

Acmic2U
M13

Acmic2L

5" TGT AAA ACG ACG GCC AGT
ACC ACT TGC GAC CGT TCC AT
3,

5" CAC CTC CCG TACCGACACC
3,

61°C*/53°C*

Acmic3

GT

Acmic3U
M13

Acmic3L

5" TGT AAA ACG ACG GCC AGT
CTA GTG CGC GTC AAA CTA AC
3’

5" GCG CTT TAT CTAATG GGT T
3’

54°C*/53°C*

Acmic4

TGAA

Acmic4U
M13

Acmic4lL

5" TGT AAA ACG ACG GCC AGT
TTC AGG AAG AAC GGG ACT TT
3,

5 CCA GAT CAG ATT CGG ACT
TG 3’

55°C*/53°C*

Acmich

CA

AcmicsU
M13

Acmic5L

5" TGT AAA ACG ACG GCC AGT
CCTTTCACAGTCGCTTTC 3

5" CAT AGT CTG ACA CGC ATC
AC 3’

53°C*/53°C*

Acmic6

TAA

AcmicoU
M13

AcmicoL

5" TGT AAA ACG ACG GCC AGT
CAA GCC AAT CAACGTCTA Z

5" TAC TGT ATC TAC CGC ATT CC
3’

52°C*/53°C*

Acmic?

TAA

Acmic7Ub
M13

5" TGT AAA ACG ACG GCC AGT
TGCTCCCTTCTACACATTGC 3

58°C*/53°C*
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Acmic7L

5" CAG CGT GGAGTCGTTTGA &

Acmic8

CA

Acmic8U
M13

Acmic8L

5" TGT AAA ACG ACG GCC AGT
TGGCTGGTT CTCGTG 3’

5" AAA GGG CAG TGT ATA AGC
TC 3’

52°C*/53°C*

Acmic9

CA

Acmicou
M13

AcmicIoL

5" TGT AAA ACG ACG GCC AGT
TTTTCT TCG GTC TAG GC 3’

5" TTA TAA TAA AGG GCG TAG
TCT 3’

48°C*/53°C*

Acmicl0

TAA

Acmicl0U
M13

AcmiclOL

5" TGT AAA ACG ACG GCC AGT
GTC AAT TGT GTT TTT ATT TCG
G3

5" AAA TCA CAT CGT TGT ATC
CC3

55°C*/53°C*

Acmicll

TGAA

AcmicllU
M13

AcmicllU

5" TGT AAA ACG ACG GCC AGT
GCT GAG TAC GAG ACC GAA AT
3’

S’TTCTGATGG CGC ACCTAT 3

54°C*/53°C*

Acmicl2

CA

Acmicl2U
M13

Acmicl2L

5" TGT AAA ACG ACG GCC AGT
TATTTTCCGTTT TCG ATG 3’

5" ATC ATA CTT CTT CTT AAT
TGGC 3’

50°C*/53°C*

Acmicl3

TGAA

Acmicl3U
M13

Acmicl3L

5" TGT AAA ACG ACG GCC AGT
GGA GGA AAG CGAACAGTAZ

5" ATT GCG TGC CAT ATAAGA 3’

51°C*/53°C*

Acmicl4d

TTCA

Acmicl4U
M13

Acmicl4L

5" TGT AAA ACG ACG GCC AGT
ATG CGT GCG TAT GATGC 3’

5"CCGGACCCGTTAATAACCYZ

55°C*/53°C*

Acmicl6

TTA

AcmicloU
M13

Acmicl6L

5" TGT AAA ACG ACG GCC AGT
TAT GAT GTA GCC AAG GTA AT
3,

5" GGG CGT GGT AGT CAG 3’

50°C*/53°C*

Acmicl?7

CA

Acmicl7U
M13

5" TGT AAA ACG ACG GCC AGT
CCCACCTGC AGAGTGACG 3

59°C*/53°C*
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Acmicl7L

5" GGG TGG TCT GGC AAC TGT 3

Acmicl9

TGAA

Acmicl9U
M13

Acmicl9oL

5" TGT AAA ACG ACG GCC AGT
CAA GGT CGC GTTTAGTCC &

5" CGT CGC TTT CTG CTATGT T
3’

53°C*/53°C*

Acmic20

TTCA

Acmic20U
M13

Acmic20L

5" TGT AAA ACG ACG GCC AGT
GAT GCG CGACTGAC 3

5" CCC GTT AAT AACCTTATG T
3’

49°C*/53°C*

Acmic21

TGAA

Acmic21U
M13

Acmic2lL

5" TGT AAA ACG ACG GCC AGT
AGT TCA GGA AGA ACG GGA CT
31

5" TGC TGG GTT TCA AAG TGT
CC3

59°C*/53°C*

Acmic22

TTGA

Acmic22U
M13

Acmic22L

5" TGT AAA ACG ACG GCC AGT
ATT TGG CAG CCC AGT TGT &

5" AAA CTC AG TCA GAT GCG
TCC 3

58°C*/53°C*

Acmic23

TGAA

Acmic23U
M13

Acmic23L

5" TGT AAA ACG ACG GCC AGT
TGC TGG AAAGCT TCT GGA 3’

STTGTGAGCT CGGATGTGA 3

59°C*/53°C*

Acmic24

TGAA

Acmic24U
M13

Acmic24L

5" TGT AAA ACG ACG GCC AGT
GAG TTG GGC TCA ATC CAT GA
3’

5" ATG ACT TCT GAT GGC GCA 3’

59°C*/53°C*

Acmic25

TTCA

Acmic25U
M13

Acmic25L

5" TGT AAA ACG ACG GCC AGT
AAA CTT GGG CGA AAG GAA GC
3’

5" TGC GTG CTT GTT ATG GAA
GG 3’

61°C*/53°C*

AcCmic26

TACA

Acmic26U
M13

Acmic26L

5" TGT AAA ACG ACG GCC AGT
ATG GAT TTG CCG GTA GTA GC
31

5" ATG CCG AGG TCC AAT GAA
AG 3’

59°C*/53°C*
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Acmic27

TGAA

Acmic27U
M13

Acmic27L

5" TGT AAA ACG ACG GCC AGT
AAG TGT CCCTTCAAGCCA ¥

5" AGCCACCAGTTGCTCATT 3

57°C*/53°C*

Acmic28

TGAA

Acmic28U
M13

Acmic28L

5" TGT AAA ACG ACG GCC AGT
CAG CAG AAAGGC AATGAG ¥

5" GCT GCACCAAACACT GAA S

52°C*/53°C*

Acmic29

TGAA

Acmic29U
M13

Acmic29L

5" TGT AAA ACG ACG GCC AGT
ATT GGT GGA GGA AAG CGA 3’

5" AAA CAG AAA CGG AGC CCA
3,

58°C*/53°C*

Acmic30

TTCA

Acmic30U
M13

Acmic30L

5" TGT AAA ACG ACG GCC AGT
TGG AGC ATT TGG CAG TGA 3’

5" AGG GAC CTG CTC ATA CGA
TA 3

58°C*/53°C*

Acmic31

TTCA

Acmic31U
M13

Acmic31L

5" TGT AAA ACG ACG GCC AGT
GCAGTCTTCCTT TCT GGC AA 3’

5" CCA TCA AAC GCA CGC ATC
TA 3

60°C*/53°C*

Acmic32

TGAA

Acmic32U
M13

Acmic32L

5" TGT AAA ACG ACG GCC AGT
ATC AGA AGA CCC ACT GAC GA
31

5" CGG CTC CAA TTG TAC AAC
GA 3’

59°C*/53°C*

Acmic33

TGAA

Acmic33U
M13

Acmic33L

5" TGT AAA ACG ACG GCC AGT
CGG GTT GAT TGG ACA ATT CG
3’

5’ TTC GTG CAT TCA GCC GAT &

61°C*/53°C*

Acmic34

TTCA

Acmic34U
M13

Acmic34L

5" TGT AAA ACG ACG GCC AGT
GAG CGT GCA CAC AGA TCT TA
3’

5’ TTCCTG GAACGT TCATGC TC
3

58°C*/53°C*

Acmic35

TTCA

Acmic35U
M13

5" TGT AAA ACG ACG GCC AGT
TCT GAA TAG GGA GGA AGG 3’

51°C*/53°C*
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Acmic35L 5° ACT TAG GGAGTCTTG TGG 3’

Acmic36U 5 TGT AAA ACG ACG GCC AGT
M13 ATC CACGCAGTTCTGCAA 3

Acmic36  TGAA 579C*/53°C*
Acmic36L 5’ TTT CCG TCG CTT TCT GCT 3’
Acmic37U 5 TGT AAA ACG ACG GCC AGT
Acmic3?  TTCA M13  AGC TTA CCC ACA GTC CAA3 £40C /5300
Acmic37L 5’ AGT TGT CCA GCT GCT TGT 3’
Acmic38U 5 TGT AAA ACG ACG GCC AGT
M13  TCA TGA CAC CGG TTA GGT 3’
Acmic38  TGAA 570C*/53°C*

© 00 N o O M OWDNPE
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5" TAT CAG AGC GAC GAA CGA

Acmic38L CA 3’

* Temperatura de anelamento dos primeiros 30 ciclos; * Temperatura de anelamento dos
ultimos 8 ciclos. Os nucleotideos assinalados em azul correspondem a “cauda de M13”
adicionada na extremidade 5’ dos iniciadores diretos.

4.4.3 Amplificacao, purificacdo e sequenciamento do gene Ac-ASP-2

A amplificacdo de um fragmento do gene codificante da proteina secretada
Ac-ASP-2 foi realizada utilizando-se os iniciadores SET 3 U e SET 3 L (TABELA
16), apos sintese e sele¢do dos iniciadores mais adequados para este proposito
(conforme apresentado nos resultados).

As reacoes ocorreram em 15ul contendo 10mM Tris-HCI pH 8,4, 50mM
KCl, 1,5mM MgCl,, 0,1% Triton®X-100, 200uM de cada dNTP, 0,6uM de cada par
de iniciador e 1 unidade de Tag DNA Polimerase (PROMEGA), em um
termociclador (Mastercycler®-EPPENDORF) obedecendo aos seguintes
parametros: 94°C (5 min.), seguido de 35 ciclos a 94°C (1 min.), 60 (1 min.) e
72°C (1 min.), seguido de um passo final com extensédo a 72°C por 8 min.

Posteriormente, os produtos de PCR foram submetidos a um processo de
purificacdo utilizando-se o kit GFX (AMERSHAM PHARMACIA BIOTECH INC.),
conforme instrugbes do fabricante, para remocao dos nucleotideos e iniciadores

ndo incorporados durante a PCR. Subsequentemente, uma aliquota de 5ul de
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cada amostra purificada foi submetida a eletroforese em gel de agarose 2%
corado com brometo de etidio (0,3 ug/ml) (SAMBROOK, 1989).

Aliquotas de, aproximadamente, 50ng de cada produto de PCR purificado e
10pmol de um dos iniciadores (SET 3 U ou SET 3 L) foram enviadas ao Nevada
Genomics Center, Reno, NV, EUA, para o sequenciamento dos amplicons.

4.5. Analise dos dados

4.5.1. Sequéncias de DNA

Para obtencdo das sequéncias de DNA, os fragmentos oriundos das
reacOes de sequenciamento foram submetidos a eletroforeses em sequenciador
automatico capilar MegaBACE 1000 ™ sequencing system, conforme mencionado
anteriormente. Apos esta etapa, foram produzidos arquivos com extensédo “.esd”,
onde ficaram armazenados os cromatogramas, representando o espectro éptico
de emissdo de cada base marcada por fluorocromos especificos ao serem
excitados pelo laser do sequenciador, permitindo-se conhecer a sequéncia de
bases de uma molécula de DNA. A partir dos quatro cromatogramas referentes ao
sequenciamento dos marcadores moleculares de cada individuo analisado, foram
produzidas sequéncias consenso utilizando-se os programas Phred v.0.20425
(EWING & GREEN, 1998; EWING et al., 1998), Phrap v.0.990319
(http://www.phrap.org/) e Consed 12.0 (GORDON et al., 1998). Todas sequéncias

consenso produzidas tiveram seus cromatogramas analisados visualmente com o
auxilio do programa Consed para aumentar a confiabilidade das sequéncias
obtidas. Além disso, os cromatogramas e a qualidade das bases foram
averiguadas pelos programas Sequence Analyzer e Scorecard, disponibilizados
pelo fabricante do sequenciador MegaBACE 1000™ (AMERSHAN
BIOSCIENCES), antes da geracao dos consensos para uma maior confiabilidade
de cada base sequenciada.

As sequéncias de Ac-ASP-2, produzidas no Nevada Genomic Center,
foram enviadas eletronicamente sob o formato abl (extensdo abl). As analises
dos cromatogramas e a producdo das sequéncias consensos foram realizadas

utilizando-se o programa Bioedit versdo 7.0.8 (http://www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/
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bioedit.html). As analises Bayesianas para a definicdo dos alelos (“haplétipos”) do
gene Ac-ASP-2 foram realizadas com o programa Arlequin 3.11 (EXCOFFIER et
al., 2005).

O alinhamento entre os diversos consensos de um mesmo marcador foi
realizado usando o algoritmo ClustalW implementado no programa Mega 3.0
(KUMAR et al., 2001) e/ou Bioedit versao 7.0.8.

Os testes de neutralidade Fu's F (FU, 1997) e Tajimas’s D (TAJIMA, 1989)
bem como os dados estatisticos que descrevem a diversidade de nucleotideos
(w), diversidade haplotipica (h), nimeros de substituicfes, tipo de substituicdes e
composicao de bases entre os hapldtipos e foram obtidos pelos programas Mega
3.0, DNASP versao 4.0 e Arlequin 3.11 (KUMAR et al., 2001; ROZAS et al., 2003;
SCHNEIDER et al., 2000).

Foram construidas redes haplotipicas (networks) para observar a
distribuicdo geografica e a filogenia dos haplotipos nucleares e mitocondrial. Para
a construcdo da rede de haplotipo com os marcadores mitocondriais foram
incluidas sequéncias de outros ancilostomideos (A. duodenale e N. americanus),
uma sequéncia de A. caninum da China e duas dos Estados Unidos (numero de
acesso do Genbank: EU007444 - EU007447 e AJ417719 posicoes
compreendidas entre 0s nucleotideos 948-1414 do gene Na-COl). Para a
construcdo da rede de haploétipos de Ac-ASP-2 foi adicionada uma sequéncia de
Na-ASP-2 (niumero de acesso do Genbank: AY288089) proveniente de N.
americanus (out-group). Estes dados foram gerados pelo algoritmo median-joining
(BANDELT et al., 1999) utilizando-se o programa Network 4.0.

As andlises de variancia molecular (AMOVA) (EXCOFFIER et al., 1992)
foram realizadas programa Arlequin 3.11 (EXCOFFIER et al., 2005) para avaliar a
distribuicao da variabilidade genética encontrada nas popula¢des e estimar o grau

de fixacao alélica utilizando-se o indice de ®sr.

4.5.2. Genotipagem

Os dados brutos oriundos da genotipagem em ABI Prism 3100 Genetic
Analyzer foram analisados utilizando-se o programa Genotyper versao 3.7 NT
(APPLIED BIOSYSTEMS) para a determinacao dos diversos alelos.
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Os dados que descrevem a heterozigosidade esperada (He) (n&o
influenciada pelo tamanho populacional; NEI, 1978), heterozigosidade observada
(Ho), nUumero médio de alelos por locus e Fis foram calculados pelo programa
Arlequin 3.11 (EXCOFFIER et al., 1992). Os testes de equilibrio de Hardy-
Weinberg e de desequilibrio de ligacao (utilizando o teste exato de Fisher, 10.000
“corridas”) foram realizados com 0 mesmo programa.

As estimativas de alelos nulos foram realizadas utilizando o programa
MicroChecker (http://www.microchecker.hull.ac.uk/, OOSTERHOUT et al., 2006).

As analises de parentesco (relatedness) entre os vermes amostrados foram

realizadas utilizando-se o programa Identix versédo 1.1 (BELKHIR et al., 2002). Os
dados de Fsr, Rst € variancia molecular (AMOVA) foram calculados utilizando-se
o programa Arlequin 3.11.

A correlacao entre filogenia intraespecifica e estruturacdo geografica com
dados de microssatélites foram realizadas utilizando-se uma andlise de
componentes principais (Principal components analysis — PCA). Esta técnica
estatistica € utilizada para reduzir a dimensionalidade de um conjunto de dados.
Matematicamente é definida como uma transformacédo linear ortogonal que
transforma dados em um novo sistema de coordenadas. As andlises de PCA

foram executadas com o programa Genetix (www.univ-montp2.fr/~genetix/

genetix.htm).
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5. RESULTADOS

5.1. Obtencao dos vermes e extragdo de DNA

Os vermes adultos de A. caninum foram obtidos de cinco cdes sem raca
definida provenientes de CCZs das regides estudadas. Foram coletados 37
individuos de Belo Horizonte (BH), 47 de Campo Grande (CG), 35 de Curitiba
(CT), 11 de Ribeirdo Preto (RP) e 49 de Sé&o Luiz (SL), totalizando 179 individuos.

A extracdo do DNA gendmico foi executada de forma satisfatoria com
todos dos individuos coletados. As concentracdes de DNA genbémico obtidas
variaram, aproximadamente, entre 05-30 ng/ul e ndo apresentaram sinais de

degradacdo quando analisadas em gel de agarose 0,8% (FIGURA 8).

DNA gendmico de A. caninum

PM

FIGURA 8: Eletroforese em gel de agarose 0,8% para avaliar a qualidade dos
DNAs genonicos obtidos. PM = 1 Kb Plus DNA Ladder (INVITROGEN).
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5.2. Citocromo C Oxidase Subunidade 1 (COI)

5.2.1. Amplificagéo e purificagdo

As amostras de DNA gendmico foram amplificadas por PCR conforme
parametros estabelecidos previamente (item 4.4.1). Esta reacdo se mostrou
eficiente e especifica, amplificando uma regido de, aproximadamente, 650-700
pb. Em todos os sets de amplificagcdo foram utilizados trés controles: controle
positivo (amostra de DNA de A. caninum previamente amplificada), controle
negativo (amostra de DNA de cado) e branco (agua). Os produtos amplificados
foram resolvidos em gel de agarose 0,8% juntamente com amostras controles
(FIGURA 9). O numero de individuos utilizados nesta etapa do estudo estédo
apresentados na TABELA 4. Por razbes desconhecidas em alguns poucos
individuos ndo foi possivel a obtencdo de sequéncias de COIl (falha na
amplificacdo por PCR). Todos os amplicons de COI foram purificados
satisfatoriamente com PEG (polietileno glicol 8000, 20% NaCl 2,5M). Os

resultados foram avaliados em gel de agarose 0,8% (dados ndo apresentados).

amostras de A.caninum PM C- C+ B

FIGURA 9: Amplificacdo de COI utilizando amostras de DNA gendomico de A.
caninum. PM = 1 Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen), C- = controle negativo, C+ =

controle positivo e B = branco
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5.2.2. Sequenciamento e produg¢&do dos consensos

Tanto o iniciador HCO quanto LCO mostraram-se igualmente eficientes no
sequenciamento dos amplicons de COI, permitindo a obtencdo de seqiéncias de
até 692 pb. Entretanto, por razbes pouco compreendidas, algumas amostras com
padrdo de amplificacdo similar ndo alcancaram a mesma eficiéncia durante o
seguenciamento.

Cada individuo incluido neste estudo foi submetido ao sequenciamento de
COIl em duplicata com os iniciadores LCO1490 e HCO2198, produzindo quatro
sequéncias/individuo. Esse fato contribuiu para a qualidade e a confiabilidade das
seqUéncias consenso obtidas.

Mesmo apos inumeras repeticbes de sequenciamento, algumas amostras
nao produziram seqiéncias consenso superiores a 500 pb. Assim, durante o
alinhamento das sequéncias consenso de todos os individuos foram eliminadas
as extremidades ndo sobrepostas para a uniformidade e sobreposicao total das
sequéncias (467 pb).

5.2.3. Diversidade genética

Quatrocentos e sessenta e sete bases foram analisadas, correspondendo
as posicoes 96-562 da sequéncia génica parcial de COI de Ancylostoma caninum
(n® acesso U57030). Foram observados 30 tipos de haplétipos (EF566762 —
EF566791) ocorrendo nas cinco localidades brasileiras avaliadas (FIGURA 10). O
haplétipo mais freqiente foi o hl, compartilhado por 42 individuos nas cinco
localidades, embora com uma frequéncia bastante diferente entre as populacdes.
Outros haplotipos frequentemente compartilhados por diversos individuos foram
os h3, h4 e hl2 com 25, 25 e 13 haplétipos, respectivamente. Somente 0s
haplotipos hl e h3 estdo presentes em todas as populagbes, sendo que o h3,
apesar de possuir uma frequéncia absoluta geral inferior a de hl, apresenta-se
distribuido de uma forma mais homogénea entre as populacdes. As populacdes
gue apresentam mais haplétipos exclusivos sdo SL e BH, com oito e sete
haplotipos, respectivamente (FIGURA 10). Ja RP foi a populacdo com o menor

namero de haplétipos exclusivos (um), entretanto este dado pode ter sido
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influenciado pelo niumero de individuos que compdem esta populacdo (ver dados
TABELA 4).

A diversidade haplotipica (h) e nucleotidica (r) total foi de 0,88 e 0,016,
respectivamente. A diversidade nucleotidica entre as popula¢cdes variou entre
0,011 (SL) e 0,019 (CT). O n°. médio de diferencas entre os haplétipos foi de 7,52
nucleotideos. Estes dados e outros dados de diversidade molecular das
populacdes avaliadas neste estudo podem ser observados na TABELA 4. Como
esperado, o numero de transi¢cdes nucleotidicas entre os haplétipos foi muito
superior ao de transversodes. Entretanto, a razdo entre transicbes/transversoes
apresentou-se relativamente baixa em duas populacdes: CT e SL. Na primeira
esta razdo foi influenciada pela presenca do haplétipo hl18, responsavel por
92,3% das transversfes em CT (12 em 13). Se este haplotipo for excluido nas
andlises de transicdo e transversao, esta razdo (dado ndo apresentado) se
aproxima dos indices das demais populacdes (exceto de SL). O hapldétipo h18 é
exclusivo de CT e apresenta elevada distancia genética (aproximadamente 7%)
em relacdo aos demais haplétipos brasileiros identificados (FIGURA 11). J& em
SL a razéo transigéo/transversdo nao foi influenciada particularmente por algum
tipo de hapldtipo como em CT. A elevada taxa de transversdo em SL apresenta-
se distribuida por varios haplétipos daquela localidade e, de fato, deve estar
influenciada por fatores intrinsecos e ainda desconhecidos daquela localidade.

A composicdo nucleotidica dos haplétipos de COlI se manteve
aproximadamente constante entre as diversas populagbes (TABELA 4). O
conteudo médio de A + T foi de 70,78%, dentro do esperado para esse marcador
em ancilostomideos.

Os resultados dos testes de neutralidade (TABELA 4 nédo indicam que as
populacdes avaliadas encontram-se em expansao populacional. Resultados
positivos nestes testes sugerem que as populacdes encontram-se sobre um
equilibrio mutacdo-deriva genética, sob um processo de selecdo balanceadora.
Em contraposicao, resultados substancialmente negativos e significantes sugerem
que as mutagcOes ocorridas foram selecionadas por um processo de selecao
natural, ou que ocorreu um processo de expansao populacional. Como observado
na TABELA 4, os resultados negativos apresentados pelos testes de neutralidade
nao foram substanciais e significantes. Em CT o resultado negativo apresentado
pelo teste de Tajima’s D foi influenciado pelo distinto haplétipo h18 (dado néo
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apresentado, ver distancia genética em relacdo aos demais haplétipos na
FIGURA 11), apds a execucdo de um novo teste excluindo-se este haploétipo. Em

SL os valores negativos foram muito proximos de zero e nédo significantes.
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FIGURA 10: Distribuicdo dos 30 haplétipos de COI encontrados nas populacdes brasileiras de A. caninum. Os haplotipos estado

numerados de

h1-h30 e

suas frequéncias apresentadas em cada populacdo (numeros entre parénteses).
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TABELA 4: Dados de diversidade molecular e testes de neutralidade para avaliar a diversidade molecular das populacfes

brasileiras de Ancylostoma caninum.

mtDNA COlI (467nts)

BH CG CT RP SL total
Diversidade Molecular
NC. individuos 37 44 30 11 42 164
N°. haplotipos 14 7 10 4 13 30
N©°. sitios polimorficos 32 17 45 16 28 66
?h';’ers'dade haplotipica 0,90 +/- 0,02 0,77 +-003 074+/-0,08 074+-010 084 +-003 0,88 +/-0,001
?n';’ ersidade nucleotidica 0,018 +/- 0,009 0,014 +/- 0,007 0,019 +/-0,010 0,016 +/- 0,009 0,011 +/- 0,006 0,016 +/- 0,014

N°. médio de diferencas

- 8,33 +/- 3,95 6,49 +/- 3,13 8,77 +/- 4,16 7,33 +/- 3,72 5,42 +/- 2,67 7,522
nucleotidicas (K)
NO. transi¢cdes 29 15 32 15 22 -
NO. transversdes 4 2 13 1 7 -
Transi¢des/transversdes 7,25 7,5 2,46 15 3,14 -
N°. indels 0 0 0 0 0 0
hl 0,22 0,34 0,50 0,27 0,02 42
Frequéncia de h3 0,19 0,18 0,10 0,18 0,12 25
haplétipos comuns h4 0,13 0,14 0,07 0 0,29 25
H12 0,03 0,27 0 0 0 13
Composicao de bases
%C 18,96 18,85 19,03 19,14 18,77 18,95
Composicéo %T 25,24 25,38 25,30 25,05 25,53 25,30
nucleotidica %A 45,59 45,53 45,36 45,55 45,37 45,48
%G 10,21 10,24 10,31 10,26 10,32 10,27
Testes de neutralidade
Tajima's D (valores P) 0,15 (0,65) 1,93 (0,97) -1,00 (0,15) 1,30 (0,93) -0,65 (0,28) -1,09*
Fs (valores de P) 0,41(0,60) 5,78 (0,96) 2,58 (0,85) 4,63 (0,97) -0,35 (0,49) -2,32*

(* n&o significante P > 0.10) 51
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5.2.4. Estrutura genética e geogréfica

A estruturacdo da diversidade genética encontrada nas populacdes foi
verificada pela construcao de uma rede de hapl6tipos e pelas andlises estatisticas
de variancia molecular (AMOVA).

A rede de haplotipos estabelece a relacdo filogenética entre os alelos
encontrados e permite avaliar a existéncia de correlagdo entre a estrutura
genética e geografica. Na FIGURA 11 estdo representadas as relagdes
filogenéticas entre os diversos haplétipos encontrados nas cinco populacdes
brasileiras de A. caninum. Foram incluidos outros haplétipos de A. caninum de
outras localidades (AcLabl e AcLab2: EUA e AcChina: China) e haplétipos de A.
duodenale e N. americanus (EU007444 — EU007447 e AJ417719). A relagdo
filogenética entre esses haplotipos evidenciou a presenca de trés clades
genéticas distintas em de A. caninum. Duas clades (clade 1 e 2) com a maioria
dos haplétipos e com vermes de todas as cinco localidades brasileiras
amostradas e uma terceira clade (clade 3) com somente de dois hapl6tipos: h18
(encontrado em 2 vermes de CT) e um haplétipo chinés (AcChina). A divergéncia
genética entre as clades foi extremamente alta, especialmente entre a clade 3 e
as demais (2,48% entre as clades 1 e 2; 6,93% entre clades 1 e 3 e 6,98% entre
as clades 2 e 3). Uma caracteristica marcante desta rede filogenética é o grande
distanciamento do haplétipo h1l8 em relacdo aos demais haplotipos brasileiros
identificados, apresentando-se muito mais semelhante a um haplétipo oriundo da
China.

As andlises de variancia molecular (AMOVA) indicaram que
aproximadamente 11,75% da variancia genética total nos haplatipos foi distribuida
entre as localidades brasileiras amostradas (P<0,05), sugerindo uma moderada
diferenciacédo entre as populagdes (» ®st = 0,12) (TABELA 5). Esta significante
substruturacdo genética nestes nematdédeos pode ser ilustrada também pelo fato
de que haplétipos de uma mesma localidade estdo, frequentemente, agrupados
na filogenia (por exemplo, h23-h30 oriundos da localidade SL; FIGURA 11). Além
disso, a maioria dos haplétipos identificados foram exclusivos de uma
determinada localidade. Os valores de ®sr na comparacdo par a par entre as
populacdes (TABELA 6) também sugerem, em muitas situacdes, uma moderada
diferenciagéo populacional.
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FIGURA 11: Relacao filogenética entre os haplétipos brasileiros de COI identificados. Foram incluidos outros haplotipos de A.
caninum de outras localidades (AcLabl e AcLab2: EUA e AcChina: China) e haplotipos de A. duodenale e N. americanus. O
ndamero de copias dos haplétipos estdo apresentados entre parénteses (alelos com mais de uma cépia). A area de cada circulo é
proporcional a abundéancia relativa dos haplotipos e os tracos representam as substituicdes nucleotidicas adjacentes entre os

alelos.
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TABELA 5: Resultado das analises de variancia molecular (AMOVA) realizadas
com os haplétipos de COI encontrados nas populacdes brasileiras de A. caninum.
Todos os valores de P calculados, tanto para os componentes da variancia
quanto para os indices de diferenciagdo entre as populacdes (Pst) séo

significativos (P < 0,05)

Fonte de Graus de Soma dos Componentes % de
variacao liberdade guadrados da variancia variacao
Entre
. 4 74,177 0,47274 11,75
populacdes
Dentro das
159 564,522 3,55045 88,25
populacdes
Total 163 638,699 4,02320

indice de fixacdo: ®s7 = 0,11750

O teste de Mantel utilizado para avaliar a correlacdo entre distancia
genética (TABELA 6) e geografica (FIGURA 12) entre as cinco localidades
brasileiras apresentou uma fraca e nao significante correlacdo positiva entre

esses paramentros (r = 0,40; valor de p = 0,26).

TABELA 6: Estimativa par a par dos valores de ®st entre as populacdes

brasileiras de A. caninum.

Populacao BH CG CT RP SL
BH 0,000

CG 0,012 0,000

CT 0,072* 0,096* 0,000

RP 0,054 0,088* 0,197* 0,000

SL 0,144 0,204 0,080* 0,339* 0,000

*Significativamente diferente de zero com P<0,05
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FIGURA 12: Mapa com as distancias (Km) entre as localidades brasileiras

utilizadas para o teste de Mantel.

Estes resultados foram publicados em forma de artigo cientifico e estédo
apresentados no APENDICE 2.

5.3. Espacgos transcritos internos (ITSs)
5.3.1. Amplificacéo e purificacao

Todas as amostras de DNA gendmico obtidas foram amplificadas apos
reacdo de PCR utilizando os iniciadores NC2 e NC5 (GASSER et al., 1996),
conforme parametros estabelecidos previamente (item 4.4.1). Depois de

padronizada a reacado, esta se mostrou eficiente e especifica, amplificando uma
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regido de ~800 pb. Em todos os sets de amplificacdo foram utilizados trés
controles: controle positivo (amostra de DNA de A. caninum previamente
amplificada), controle negativo (amostra de DNA de cdo) e branco (agua). Os
produtos amplificados foram resolvidos em gel de agarose 0,8% juntamente com
amostras controles (FIGURA 13). De forma geral, a amplificacdo destes
marcadores foi muito mais eficiente quando comparada a amplificacao de COlI
devido a presenca de inUmeras copias destes marcadores ao longo do genoma

do A. caninum.

amostras de
py| A caninum C+ C- B PM

FIGURA 13: Amplificagdo de ITSs utilizando amostras de DNA gendmico de A.
caninum. PM = 1 Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen), C+ = controle positivo,

C- = controle negativo e B = branco.

Assim como para COI, todos os amplicons de ITSs foram purificados
satisfatoriamente com PEG (polietileno glicol 8000, 20% NaCl 2,5M). Os

resultados foram avaliados em gel de agarose 0,8% (dados ndo apresentados).
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5.3.2. Sequenciamento e produg¢&do dos consensos

Tanto o iniciador NC2 quanto NC5 mostraram-se igualmente eficientes no
sequenciamento dos amplicons de ITS, permitindo a obtencdo de sequéncias de
até 827 pb, como apresentado na FIGURA 14. Os sequenciamentos destes
marcadores foram sempre de 6tima qualidade, entretanto, como sera comentando

posteriormente, estas sequéncias ndo foram muito informativas como COI.

o N oo o B~ W N P
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10 FIGURA 14: ScoreCard exemplificando a qualidade dos sequenciamentos de
11 ITSs. Os valores apresentados nos respectivos “pog¢os” representam o tamanho e
12 a qualidade da sequéncias, respectivamente. Os valores demarcados pelo circulo
13 vermelho (827/93), indicam estes parametros na maior sequéncia de ITS

14 produzida.

17 Inicialmente, foram sequenciados apenas 10 individuos (em
18 quadruplicatas) de cada localidade (exceto CG = 11 individuos), para que fosse
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possivel avaliar a capacidade informacional deste marcador de maneira a evitar
gastos econdmicos desnecessarios. Como sera comentado posteriormente, este
marcador ndo apresentou caracteristicas adequadas para o0 estudo

interpopulacional de A. caninum, como uma consideravel variabilidade molecular.

5.3.3. Diversidade e estrutura genética

Seiscentas e quarenta bases foram analisadas, correspondendo as
posicdes 56-695 da sequéncia DQ438074 (n°. de acesso no GenBank)
compreendendo o ITS-1 (parcialmente), o gene 5.8S e o ITS-2 (parcialmente).
Foram observados apenas seis tipos de haplétipos ocorrendo nas cinco
localidades brasileiras (TABELA 7) apés o sequenciamento de 51 individuos. Os
haplétipos identificados foram nomeados de a-f e as diferencas entre eles
encontram-se apresentadas na TABELA 7. O haplétipo mais frequente foi o b,
compartilhado por 37 individuos nas cinco localidades brasileiras. J& o menos
frequente foi o haplétipo f, encontrado em apenas um individuo da populacdo de
RP. Os demais haploétipos (a, ¢, d, e€) também apresentaram uma frequéncia
reduzida nas populacfes amostradas.

A diversidade haplotipica (h) e nucleotidica () total foi extremamente baixa
com valores de 0,465 e 0,0009, respectivamente. O contetdo global de A + T
destes marcadores nos individuos amostrados das cinco localidades brasileiras
foi de 72.56%. A porcentagem de G foi extremamente baixa em todos os
haplétipos, chegando a estar ausente em determinados haplétipos de CT e RP.

Em virtude da pequena diversidade molecular apresentada por estes
marcadores ribossomais, apenas a construcao da rede filogenética de haplétipos
Median-Joining foi realizada, desprezando-se a andlise de variancia molecular

(AMOVA) neste marcador intraespecifico conservado.
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TABELA 7: Frequéncia de ocorréncia dos haplotipos de ITSs (640 nucleotideos) encontrados nas cinco populagcdes brasileiras de

A. caninum, com os indices de diversidade nucleotidica (=) e haplotipica (h) e as composi¢des de nucleotideos, calculados para

cada uma das populacéo e para a espécie toda.

Espacos transcritos internos compreendendo ITS-1, 5.8S e ITS-2 (640 nts)

Sitios polimoérficos

o 2 4 9
1 9 b 9 Populacdes
Haplétpos 0 3 5 5 frequéncia BH CG CT RP SL Total
a T T C G 3 2 1 - - - 3
b - : A 37 5 10 10 6 6 37
c T A 4 2 - - - 2 4
d T : 2 1 - - - 1 2
e : : A 4 - - - 3 1 4
f - C A 1 - - - 1 - 1
indices de diversidade
N N° de individuos sequienciados 10 11 10 10 10 51
N° hap N° de haplétipos 4 2 1 3 4 6
h + DP Diversidade de haplotipos 0,733+/-0,120 0,182+/-0,144 0 0,600+/-0,130 0,644+/-0,159 0,465+/-0,083
n+ DP Diversidade de nucleotideos 0,233+/-0,197 0,045+/- 0,071 0 0,166+/-0,157 0,216+/-0,187 0,0009+/-0,0001

Composicao nucleotidica

%C
%T
%A
%G

17,50

57,50
17,50
7,50

25,00

50,00

22,73
2,27

25,00 35,00
50,00 40,00
25,00 25,00
0,00 0,00

20,00 26,25
55,00 48,75
22,50 23,81
2,50 1,19
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Na FIGURA 15 estdo representadas as relacdes filogenéticas entre os seis
haplétipos encontrados nas cinco populagdes brasileiras de A. caninum. Analisando
a relacao filogenética entre os alelos, assim como para o marcador COIl, nédo foi
possivel estabelecer uma correlacdo entre estruturacdo genética e geografica.

fe

| _|BH
I cG
B cT
H rr

b (B)

(A)

FIGURA 15: (A) Rede Median-Joning representando as relacdes filogenéticas entre
os diversos haplétipos de ITSs identificados nas populacdes brasileiras de
A.caninum. As areas dos circulos sao proporcionais a frequéncia de cada haplotipo
e as cores representam individuos pertencentes as diversas populac¢des, conforme
indicado em (B). Em (A), os numeros sobre as linhas indicam as posi¢cdes mutantes

que diferenciam os haplétipos.
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A maioria dos haplétipos apresentaram-se dispersos em mais de uma
localidade brasileira (FIGURA 15). Apenas o haplétipo f foi exclusivo de uma
localidade (RP). Estes dados podem ter sido influénciados pelo baixo numero de
individuos incluidos nesta parte do estudo. De qualquer forma, ao se constatar a
inadequacao destes marcadores ribossomais para estudos intraespecificos em A.
caninum (pouco polimorficos intraespecificamente), decidiu-se pela interrupcéo desta
parte do projeto com o intuito de se evitar gastos e tempo desnecessarios,
concentrando-se os esforcos em marcadores mais informativos e ainda pouco

estudados em ancilostomideos.

5.4. Microssatélites de DNA

5.4.1. Identificacdo e amplificacdo de loci de microssatélites

Diversos loci de microssatélites de DNA foram identificados, conforme
metodologia apresenta no item 4.4.2. O programa Tandem Repeats Finder (TRF)
utilizou 104.140 sequéncias de DNA de A. caninum em busca de loci de di, tri e
tetranucleotideos. Foram selecionados 38 loci de microssatélites para serem
submetidos a uma triagem inicial quanto a capacidade de amplificagcdo dos mesmos
por nested PCR em tubo Unico, segundo metodologia descrita por SCHUELKE
(2000).

Todos os pares de iniciadores foram submetidos a reacdes de nested PCR
em tubo Unico em diferentes condi¢cdes (testando-se diferentes temperaturas de
anelamento, dado ndo apresentado) para avaliar a capacidade de amplificacdo dos
fragmentos esperados. A FIGURA 16 ilustra a amplificacdo dos loci Acmic30,
Acmic31 e Acmic32 em individuos de A. caninum. Nesta figura uma aliquota de 5yl
foi submetida a eletroforese em gel de agarose 2% previamente a genotipagem. Dos
38 loci testados apenas sete (r 18%) foram satisfatoriamente amplificados e
genotipados. A maioria dos loci avaliados por PCR nao produziram amplicons
(APENDICE 1). Alguns loci amplificados apresentaram produtos de PCR espdrios e
nao foram incluidos na etapa de genotipagem. Os loci amplificados e genotipados

nas cinco populacdes brasileiras de A. caninum foram: Acmic7, Acmicl9, Acmic23,
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Acmic26, Acmic30, Acmic31 e Acmic32. Mesmo para loci considerados apropriados
para a genotipagem (FIGURA 16) algumas poucas amostras nao foram
satisfatoriamente amplificadas. Este fato pode ser decorrente de polimorfismos nos
sitios de anelamento de iniciadores em determinados individuos, impedindo a
amplificacao.

N O O O OO O O DR ORI

FIGURA 16: Eletroforese em gel de agarose 2% com produtos de PCR amplificados
dos loci Acmic30, Acmic31 e Acmic32. Os numeros de 1-16 representam amostras
de DNA de diferentes individuos de A. caninum. PM representa o padrdo de peso
molecular (1Kb DNA Ladder - INVITROGEN).

5.4.2. Genotipagem e anélise dos dados

A genotipagem de cada um dos sete loci selecionados ocorreu conforme

metodologia descrita anteriormente (SCHUELKE, 2000). Os alelos identificados em

cada locus nas populacdes brasileiras de A. caninum e as substancias fluorescentes
utilizadas na genotipagem estéo apresentadas na TABELA 8.
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TABELA 8: Loci caracterizados e alelos identificados na genotipagem de populacdes brasileiras de A. caninum.

Anci Total ~ N°de vermes genotipados
Locus fISuuobrzt;l:ecr:?e Alelos identificados de
Repeticao alelos BH CG CT RP SL
Acmic? 190, 196, 199, 202, 205, 208, 211, 214, 217, 220, 223, 226
(TAA)N  6-FAM* , 196, 199,202, 205, 208, 211, 214, 217, 220,223,226, 15 35 43 34 10 49
(CZ228401) 229, 232, 235
Acmicl9
(TGAAN  G.Fans  316.324,328,332,336,340,344,352,356,360, 364,372 13 a1 40 3 11 4
(CW971374) 376
Acmic23 300, 308, 320, 324, 326, 334, 336, 338, 340, 342, 344, 346
- * ) ) ) ) ) ) ) ) ) ) ) )
(Cz231631) CAMN OFAM 352, 356, 360, 364, 368, 376, 378, 380, 384, 420, 440 23 38 30 21 10 40
Acmic26 204, 208, 212, 214, 218, 222, 226, 230, 234, 238, 242, 246
* ) ) ) ) ) ) ) ) ) ) ) )
(Cz221071)  (TACAN 250, 254, 262, 286, 204, 308, 312 19 16 26 23 3 28
Acmic30 234, 238, 242, 246, 250, 254, 258, 262, 266, 270, 274, 278
* ) ) ) ) ) ) ) ) ) ) ) )
(Cz220000) TR PET 282, 286, 290, 294, 298, 306, 316, 320, 324, 330, 336 23 24 4l 29 4 42
Acmic31 204, 208, 212, 215, 219, 223, 227, 231, 235, 239, 243, 247
* ) ) ) ) ) ) ) ) ) ) ) )
Corsoargy  TTEAN Vo1 256 956, 963 575 17 33 45 35 11 46
Acmic32
Corasusny TCAAN  BFAV 159, 163, 169, 175, 217, 243 6 32 40 36 11 44

* As cores representam a fluorescéncia emitida na genotipagem
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A FIGURA 17 ilustra a presenca de trés tipos alelos do locus Acmic31 em dois
individuos de A. caninum durante o procedimento de identificacdo dos alelos
(scoring) utilizando o programa Genotyper 3.7 NT. Em (A) o individuo denominado
de CG13 apresentou somente um tipo de alelo, sendo definido como homozigoto
para o locus Acmic31 devido a presenca de duas copias de mesmo tamanho (alelo
235). Entretando em (B), o individuo denominado de CG14 apresentou dois tipos de
alelos (alelo 243 e 251) para o mesmo locus, sendo caracterizado como um
heterozigoto.

B8 Cenotyper

Ml Fe Edt Analysis Category Table Wiews Maco Window F

FIGURA 17: Identificagdo (scoring) de alelos utilizando o programa Genotyper 3.7
NT. Em (A) e (B) sdo apresentados dois individuos, respectivamente homozigoto e

heterozigoto para o locus Acmic31.

O numero de alelos identificados por populacdo nos sete loci genotipados e o
namero de alelos exclusivamente encontrados em cada populacdo estdo
apresentados, respectivamente, nas FIGURAS 18 e 19.

Nao foram encontradas evidéncias de desequilibrio de ligacdo entre os loci
genotipados (dados ndo apresentados). Este fato sugere que os alelos encontrados
em todos os loci estavam aleatoriamente associados e ndo geneticamente ligados.
Todas as populacbes apresentaram um alto grau de diversidade genética, com
polimorfismos em todos os loci avaliados. Entretanto, devido ao reduzido numero de
individuos oriundos da localidade RP (Ribeirdo Preto) o numero de alelos
encontados nesta populacdo foi relativamente menor quando comparado com as
demais populacdes (FIGURA 18). O namero de alelos por locus variou entre seis
(Acmic 32) e 23 (Acmic23 e Acmic30) (dados apresentados na TABELA 8).
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FIGURA 18: Numero de alelos identificados nas populacdes brasileiras de A.

caninum.
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FIGURA 19

A. caninum.
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Embora a populacdo RP tenha tido um menor niumero de alelos identificados
a heterozigosidade esperada (He) para esta populacdo foi similar as demais
(TABELA 9). Consequentemente, nenhuma populacdo avaliada apresentou uma
dramatica diferenca na diversidade genética. Assim, o fato de RP ter apresentado
um nuamero inferior de alelos sugere que este fenbmeno se deve ao menor nimero
de individuos amostrados nesta populacdo, como comentado anteriormente.

Analisando-se os dados apresentados na TABELA 9, pdde-se constatar um
consideravel desvio do equilibrio de Hardy-Weinberg em todas as populacdes
avaliadas. Na ampla maioria dos loci genotipados nas cinco populacdes brasileiras a
heterozigosidade observada (H,) foi, significativamente, inferior a heterozigosidade
esperada (He). Diversos fatores podem reduzir a heterozigosidade, como por
exemplo: acasalamento ndo aleatdrio (cruzamento entre parentes — imbreeding ou
preferéncias no acasalamento — assortative mating), pequeno tamanho da
populacdo efetiva — small effective population size (o efeito da deriva genética é
inversamente proporcional ao tamanho efetivo populacional), sele¢cdo, mutacdo e
migragao (efeito Wahlund — Wahlund effect).

Um outro fator que poderia ocasionar um déficit heterozigético aparente seria
a presenca de alelos nulos devido a polimorfismos nos sitios de anelamento de
iniciadores. Este fato poderia reduzir o nimero de heterozigotos, uma vez que um ou
mais alelos poderiam ndo ser amplificados por PCR, devido a polimorfismos
incompativeis com os iniciadores utilizados. Analisando-se as TABELAS 10, 11, 12 e
13, de fato, pdde-se constatar a presenca de alelos nulos em praticamente todos os
loci em desequilibrio de Hardy-Weinberg. Os dados referentes a presenca de alelos
anicos na populagdo RP nao foi possivel de ser calculado pelo programa
MicroChecker devido ao reduzido numero de individuos desta populacao.

Estes resultados sugerem que o forte desvio do equilibrio de Hardy-Weinberg
encontrado (TABELA 9) se deve, ao menos em parte, a presenca de alelos nulos. O
anico locus que ndo apresentou alelos nulos em todas as populacées avaliadas foi 0
Acmicl9 e os locus que apresentaram alelos nulos em todas as populacdes foram
Acmic07 e Acmic30.
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TABELA 9: Heterozigosidade esperada (He) e observada (H,), Fis, € indice Garza-

Williamson (G-W) para cada loci utilizado nas cinco populagbes brasileiras de A.

caninum.

Populacio BH CG CT RP SL

(N=36) (N=46) (N=35) (N=11) (N=49) Média

Locus Total?
Acmic07 Nig 35 43 34 10 49
Nce 70 86 68 20 98

A 9 11 10 8 12 10, 152

He 0,802 0,835 0,862 0,884 0,903 0,857%

Ho 0457 0512 0,353 0,900 0,429 0,530*
P-val 0,000 0,000 0,000 0,037 0,000

Fis 0433 0,390 0594 -0,019 0,528 0,354°

P-val 0,000 0,000 0,000 0,724 0,000 0,000?

G-W 0,818 0,846 0909 0,667 0,923 0,833*
Acmicl9 N 33 40 34 11 46
Nce 66 80 68 22 92

A 8 10 9 5 8 8! 132

He 0606 0772 0812 0,758 0,768 0,743

Ho 0,576 0,775 0,824 0,818 0,717 0,742*
P-val 0,002 0,043 0,233 0,770 0,216

Fis 0,050 -0,003 -0,015 -0,084 0,066 0,001°

P-val 0,392 0,600 0,650 0,806 0,231 0,5232

G-W 0,800 1,000 0,750 0,833 0,533 0,783*
Acmic23  Nig 33 38 27 10 45
Nce 66 76 54 20 90

A 10 11 10 5 12 9,61, 182

He 0,798 0,795 0,863 0,721 0,879 0,811*

Ho 0,758 0,395 0,630 0,300 0,622 0,541*
P-val 0,081 0,000 0,050 0,003 0,001

Fis 0,052 0507 0,274 05597 0,295 0,291°

P-val 0,320 0,000 0,001 0,001 0,000 0,000?

G-W 0,476 0,314 0500 0,357 0,600 0,450!
Acmic26 Nig 16 26 23 3 21
Nce 32 52 46 6 42

A 10 7 13 2 11 8,61, 182

He 0871 0591 0,882 0,333 0,863 0,708!

Ho 0625 0538 0522 0,333 0,381 0,480"
P-val 0,024 0,490 0,000 1,000 0,000

Fis 0,289 0,091 0414 0,000 0,565 0,217°

P-val 0,012 0,274 0,000 1,000 0,000 0,022?

G-W 0,400 0,259 0,464 0,250 0,407 0,356
Acmic30 Nig 24 41 29 4 44
Nce 48 82 58 8 88
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A 15 11 16 5 14 12,2 23?

He 0913 0,881 0,917 0,858 0,880 0,890!

Ho 0,458 0,341 0,655 0,500 0,614 0,514!

P-val 0,000 0,000 0,034 0,070 0,000

Fis 0503 0,615 0,289 0,454 0,306 0,404°

P-val 0,000 0,000 0,000 0,111 0,000 0,000?

G-W 0600 0550 0,667 0,385 0,583 0,5571
Acmic3l Nig 33 45 35 11 46

Nce 66 90 70 22 92

A 9 11 11 5 15 10,21, 172

He 0,767 0,841 0,851 0,714 0,896 0,814!

Ho 0,667 0,844 0,457 0,364 0,783 0,623!

P-val 0,292 0,103 0,000 0,041 0,106

Fis 0,133 -0,004 0,467 0,503 0,128 0,262°

P-val 0,102 0,609 0,000 0,009 0,014 0,0022

G-W 0642 0,846 0,687 0,500 0,789 0,693!
Acmic32 Nig 32 40 35 11 44

Nco 64 80 70 22 88

A 3 4 6 3 6 4.4 6

He 0543 0,655 0,612 0,697 0,686 0,639!

Ho 0,344 0,400 0,600 0,364 0,500 0,4421

P-val 0,013 0,000 0,933 0,039 0,006

Fis 0,371 0,392 0,021 0,490 0,273 0,288°

P-val 0,006 0,000 0,530 0,023 0,006 0,000?

G-W 0,214 0,190 0,273 0,214 0,273 0,233*

Nic = numero de individuos genotipados; Ncg = numero de cépias génicas; A

namero de alelos identificados; He = heterozigosidade esperada; Ho
heterozigosidade observada; Fis = “indice de estruturagdo dos individuos em uma

subpopulacao”; G-W = indice de Garza-Williamson.
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1 TABELA 10: Analises de alelos nulos na populacédo BH.

Populacéo BH

Loci Presenca de alelos nulos N¢ Ne No
Acmic07 sim 0,203 7,3 19
Acmicl9 nao 0,061 12,4 15
Acmic23 nao 0,036 7
Acmic26 sim 0,120 2,5
Acmic30 sim 0,239 12,5 13
Acmic31 nao 0,052 8 11
Acmic32 sim 0,159 14,2 20
2 N; = frequéncia de alelos nulos calculada (valores em negrito de N; representam 0s
3 loci que se desviaram do equilibrio de Hardy-Weinberg); N = alelos nulos
4 esperados; N, alelos nulos observados.
5
6
7
8
9 TABELA 11: Andlises de alelos nulos na populacédo CG.
Populacao CG
Loci Presenca de alelos nulos N¢ Ne No
Acmic07 sim 0,185 7,5 21
Acmicl9 néo -0,018 9,5 9
Acmic23 sim 0,245 7,8 23
Acmic26 nao 0,053 10,9 12
Acmic30 sim 0,298 53 27
Acmic31 nao 0,009 7,5 7
Acmic32 sim 0,173 14,1 24
10 N = frequéncia de alelos nulos calculada (valores em negrito de Nr representam os
11 loci que se desviaram do equilibrio de Hardy-Weinberg); N = alelos nulos
12  esperados; N, alelos nulos observados.
13
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TABELA 12: Analises de alelos nulos na populacao CT.

Populacdo

CT

Loci Presenca de alelos nulos N¢ Ne No
Acmic07 sim 0,286 51 22
Acmicl9 nao -0,018 6,8 6
Acmic23 sim 0,130 3,7 10
Acmic26 sim 0,197 3,1 11
Acmic30 sim 0,134 2,8 10
Acmic31 sim 0,225 5,6 19
Acmic32 nao -0,011 13,8 14

loci que se desviaram do equilibrio de Hardy-Weinberg); N = alelos nulos

esperados; N, alelos nulos observados.

TABELA 13: Analises de alelos nulos na populacéao SL.

N; = frequéncia de alelos nulos calculada (valores em negrito de N; representam o0s

Populacéo SL

Loci Presenca de alelos nulos N¢ Ne No
Acmic07 sim 0,256 5,2 28
Acmicl9 nao 0,020 11 13
Acmic23 sim 0,148 51 17
Acmic26 sim 0,227 2,6 11
Acmic30 sim 0,147 57 17
Acmic31 sim 0,058 5,2 10
Acmic32 sim 0,130 14,1 22

N; = frequéncia de alelos nulos calculada (valores em negrito de N; representam o0s

loci que se desviaram do equilibrio de Hardy-Weinberg); N = alelos nulos

esperados; N, alelos nulos observados.
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Analisando-se os dados de Fis da TABELA 9, estes valores apresentam-se,
no minimo, moderadamente elevados (Fis > 0,35) na maioria dos loci com valores
significativos (P<0,05). Estes valores podem sugerir a ocorréncia de imbreeding
(cruzamento entre parentes proximos) entre os individuos amostrados, contribuindo
para um déficit heterozigotico ao longo das geracdes. Em virtude dessa possibilidade
estar ocorrendo, como sugerido pelos valores moderados de Fis apresentados,
utilizou-se um teste de analise de parentesco (relatedness) entre os individuos
amostrados. Estes resultados estdo apresentados na FIGURA 20. Valores com
indices de parentesco (r) maiores que 0,25 (r > 0,25) indicam algum tipo de relacao
parental na comparacdo par a par entre os individuos analisados em cada
populacdo. Os resultados apresentados na FIGURA 20 indicam a presenca de
individuos aparentados nas populacdes amostradas. A proporcdo desses individuos
nas populacdes é relativamente moderada (maior que 8% em todas as populacdes,
média de 12,28%), sugerindo que a relacdo de proximidade parental (relatedness)
entre os individuos das populacdes amostradas poderia influenciar o equilibrio de
Hardy-Weinberg e padrdo de estrutura genética (efeito Wahlund).

Um outro dado apresentado na TABELA 9 refere-se ao indice de Garza-
Williamson (G-W), utilizado para avaliar efeitos gargalo (bottleneck effect) nas
popula¢cées amostradas. Estes valores variam entre 0 — 1. Valores de G-W proximos
de O indicam que uma dada populacdo pode ter sofrido uma dramatica reducao
populacional. Este fendmeno provocaria uma reducdo do tamanho efetivo na
populacdo, aumentando as chances da deriva genética promover uma diferenciacao
populacional. Entretanto, os valores de G-W encontrados ndo sugerem, em uma
andlise global, a ocorréncia de efeito gargalo nas populacdes amostradas. Os
menores valores entre as populacbes avaliadas foram encontrados em RP,
provavelmente em funcdo do reduzido numero de individuos amostrados nesta
populacdo. O marcador com os menores valores de G-W foi o0 Acmic32, em virtude
de ser o locus com o menor polimorfismo. Embora este parametro seja sensivel para
avaliar gargalos populacionais ele deve ser interpretado com cautela em funcao de

nao estar associado a testes estatisticos (utilizando-se o programa Arlequin 3.11).
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FIGURA 20: Proporc¢ao de individuos aparentados nas populacdes brasileiras de A. caninum amostradas.
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Os valores par a par de Fst e Rst foram calculados entre todas as populacdes
genotipadas, baseando-se nos dados dos sete loci de microssatélites (TABELA 14).
Assim como observado utilizando-se o marcador mitocondrial, os resultados
estatiscamente significativos (especialmente os valores de Rst) também sugerem

uma moderada diferenciacdo entre algumas populacdes brasileiras amostradas.

TABELA 14: Estimativa par a par dos valores de Rst (diagonal abaixo) e Fst
(diagonal acima) entre as populacdes brasileiras de A. caninum utilizando os

microssatélites de DNA.

Populacéo BH CG CT RP SL

BH 0,000  0,036* 0,022 0,022  0,053*
CG 0,109* 0,000 0,013 0,087 0,049
CT 0,037 0,016 0,000 0,064 0,038
RP 0,082  0,221*  0,107* 0,000 0,036
SL -0,009 0,143*  0,080* 0,038 0,000

* P<0.05 (nivel de significancia < 0,05)

Utilizando-se os dados genotipicos, foram realizadas analises tridimensionais
de PCA (principal component analysis) entre todos os individuos das cinco
populacdes (FIGURA 21). Da mesma forma que as analises de Rst e Fsr, observou-
se uma moderada diferenciacdo entre as populacdes brasileiras amostradas. A
maioria dos individuos de uma mesma populacdo estdo agrupados préximos uns
aos outros. O eixo mais importante nesta analise € o eixo 1, sugerindo que as
populacdes mais divergentes seriam CG e SL. De fato, o valor de Rst entre estas

duas populagfes sugere uma moderada diferenciacéo genética (TABELA 14).
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FIGURA 21: Analises de PCA (principal component analyses) utilizando-se os dados genotipicos dos vermes das cinco
populacdes brasileiras de A. caninum. Cada quadrado representa um individuo com seus dados genotipicos multi-locus e suas
cores indicam a origem populacional. Os circulos coloridos demonstram o agrupamento da maioria dos vermes de cada
populacao.
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As andlises de AMOVA foram realizadas para examinar a divisdo da variacao
genética dentro e entre as populacdes (TABELA 15). A proporcéo da variacdo dentro
das populagdes (Rst = 91.17%) foi muito maior que entre as populacdes (Rst =
8.85%). Contudo, estes dados indicam uma baixa/moderada diferenciagéo entre as

populacdes avaliadas, em concordancia com os resultados prévios apresentados.

TABELA 15: Resultado das analises de variancia molecular (AMOVA) realizadas
nas populagbes brasileiras de A. caninum utilizando-se os sete loci de

microssatélites de DNA.

Soma dos Componentes % de

1 o *
Fonte de variago gl quadrados da variancia variagcéo
Rst 4 3840,17 14,83 8,85
Entre populacdes
Fst 4 54,21 0,18 6,12
Entre individuos Rst 172 27576,06 44,41 26,49
dentro das
populacbes Fst 172 523,889 0,83154 27,90
Rst 177 15566 108,46 64,68
Entre individuos
Fst 177 298 1,96678 65,99
Rst 46982,23 167,70
Total
Fst 876,10 2,98
Fis = 0,290
Divergéncia _
alélica (Rr) Fsr=0,088
F|T = 0,353
Indices de fixacéo
(para os 7 loci)
F|s = 0,297
Frequéncia _
alélica (Fsr) Fsr = 0,061
F|T = 0,340

|
Todos os valores de P calculados para os indices de fixagcao foram estatisticamente significativos (P <
0.05)
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5.5. ACASP-2

5.5.1. Iniciadores, PCR e arquitetura gendmica identificada

Em virtude da auséncia de informacdes disponiveis com relacdo a arquitetura
gendmica do gene Ac-ASP-2 (niumero e tamanho dos éxons e introns), o primeiro
passo para a amplificacdo de um fragmento deste gene foi a sintese de diferentes
conjuntos de iniciadores. Esta etapa foi fundamental para a escolha dos iniciadores
que amplificavam corretamente o maior fragmento do gene Ac-ASP-2. Os conjuntos
de iniciadores foram sintetizados tendo como base a sequéncia de mRNA precursor
(AF089728) responsavel pela codificacdo da proteina Ac-ASP-2. A combinagédo dos
diferentes conjuntos de iniciadores testados cobriram praticamente toda a extensao
dessa sequéncia (TABELA 16).

Os iniciadores SET 3 U (iniciador direto) e SET 3 L (iniciador reverso) foram
escolhidos para serem utilizados neste estudo por amplificarem adequadamente
uma consideravel regido da proteina secretada. A maioria dos iniciadores
sintetizados (TABELA 16) ndo amplificaram nenhum fragmento ou amplificaram um
fragmento inferior ao produzido pelos iniciadores selecionados neste estudo. Foram
sequenciados 245 nucleotideos, sendo 135 oriundos de éxons e 109 de introns. Os
éxons sequenciados correspondem as posicdes 419-553 da seqiiéncia AF089728
depositada no GenBank.

Foram identificados dois éxons denominados de éxon A (sequenciado
parcialmente) e éxon B (sequenciado completamente). O éxon A e o0 éxon B estédo
compreendidos entre as posicoes 419-466 e 467-553 da sequéncia AF089728,
respectivamente. Além disso, foram identificadas duas regi6es nao codificantes
denominadas de intron A (sequenciado completamente) e intron B (sequenciado
incompletamente). Os tamanhos dos introns A e B indentificados foram de 64 e 45
nucleotideos, respectivamente. A FIGURAS 22 e 23 ilustram a arquitetura genémica

sequenciada do gene Ac-ASP-2.
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intron B

exon A éxon B

fragmento sequenciado (245 nts)

Ac-ASP-2
5
6
7
8 FIGURA 22: Esquema ilustrativo das regifes sequenciadas do gene Ac-ASP-2. As porcdes hachuradas do éxon A e intron B
9 representam as regides ndo sequenciadas destes segmentos.
10
11
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TABELA 16: Iniciadores sintetizados para amplificacdo genémica de Ac-ASP-2.

- L Posicéo
Locus Iniciadores Sequéncias anelamento*
SET1U 5 TGC CAA AGG ACA GGC AAAZ 152
ASP2 SET1
SET1L DS TIGTGCACGGGTTTCCTTYd 603
SET2U 5 TTTGGC TCT CTT GGC TGT 3’ 35
ASP2 SET2
SET2L 5 TTTGCCTGTCCTTTGGCA3J 169
SET3U 5 ACAACG CAGTTG TGG AAC 3 419
ASP2 SET3
SET3L 5 TTGTGCACGGGTTTCCTT 3 602
SET4U 5 TTG CCA AAG GAC AGG CAA 3 151
ASP2 SET4
SET4L 5 ACCATACTT CGC AAG CTCAC 3 398
SET5U 5 GAATGA CCG ACG AAGCCC 3 91
ASP2 SET5
SET5L 5 CGAGCCACAGTCAGAGTCZ 623
SET6U 5 CAG GCTAGT GAC GGT TGG 3’ 357
ASP2 SET6
SET6L 5 CCT GCCAGACCATCT GAG 3 480
SET7U 5 CAGATG GTC TGG CAG GAG 3 465
ASP2 SET7
SET7L 5 CGAGCCACAGTCAGAGTC3J 623
SET8U 5 CGG GAA ATG CTC CGA AGG 3 181
ASP2 SET8
SET8L 5 GCCAACTCCCTTCCTGTG?3Z 302
SET9U 5 CGA CAC AAC CAACGATGT 3 1
ASP2 SET9
SET9L 5 TAACGCTGTTGTACGTTGG3 700
SET10U 5 TGC GGA AAT AAT GGAATGACCG 3 10
ASP2 SET10
SET10L 5 CACGCACGACGCAAAG3Z 597

*Posicao de anelamento na sequéncia AF089728 (mRNA codificante)

78



B W N P

Tese de doutorado - Rodrigo R. C. Miranda

Ac-ASP-2 (AF089728) — 767pb

5'UTR (1-14) peptideo sinal (15-68)
cgacacaaccaacgatgttagttcttgtaccacttttggetctettggetgtttectgttecatggaaattectatgagatgeggaaataatgg

aatgaccgacgaagcoocggeagaaattoctegacgtgecacaacagttacagatetatggttgccaaaggacaggcaaaggatgeaattteg

ggaaatgcteccocgaaggctgecaaaatgaagaaaatgatctacgactgcaacgtcgaatcaactgraatgcaaaatgegaaaaaatgbgttt

proteina madura (69-668)
togeoccattogecacaggaagggagttggegaaaatatttggatgtecgactgegegtcagatggacaaagcacaagetctcaacaggetagt

Exon A (incompleto, 48pb)

gacggttggttecagtgagettgegaagtatggtgtaggecaggaaaacaagctapcaacgecagttgtggaac
Intron A (completo, 64pb) Exon B (completo, 87pb) Iniciador direto

attacactcagatggtctggcaggagtectacaaactecggatgttatgtggaatggtgttecategatgacctatggtgtetgecagtacag
Intron B (incompleto, 45p!))
tcctcagggtaatatgatgaactcactecatectacgadagaaggaaaccecgtgcacaagagactectgactgtggoctoegaacgccagttgcage
“—| Iniciador reverso

sitio de glicosilagéo. (624-626)

3'UTR (672-749)
gctggggaggecgetttgeogtegtgegtggectagetggacattecccaacgtacaacagegttatagttaatgecaacttttetttecatettat

Cauda poli(A)

tg taaa cattgaaaacaaaacaaasaaaaaaaaaasa

sinal de poliadenilagéao (732-737)

FIGURA 23: Estrutura do mRNA codificante da proteina Ac-ASP-2 (AF089728). Apds o sequenciamento de 245 nucleotideos
genémicos foram indentificados dois éxons (denominados de éxon A em vermelho e éxon B em azul) e dois introns. Os

iniciadores utilizados estao apresentados nos retangulos com setas, representando a direcdo da amplificacéo.
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5.5.2. Diversidade genética e aminoacidica

Foram sequenciados 245 nucleotideos préoximos a extremidade 3’ do gene
Ac-ASP-2 (FIGURA 22). Analisando-se todo o segmento sequenciado (éxons e
introns) foram identificados, apds a reconstrucéo alélica utilizando-se o algoritmo EM
do programa Arlequin, 149 alelos ocorrendo nas cinco localidades brasileiras
amostradas (APENDICE 3). O excesso de alelos identificados foi consequéncia do
alto grau polimérfico nas regides ndo codificantes (introns). Os numeros de sitios
polimodrficos encontrados em cada regido foram oito, 27, oito e 12 para 0s éxons A,
intron A, éxon B e intron B, respectivamente (organizacdo apresentada na FIGURA
23). Este resultado nao foi inesperado em fungéo destas regides apresentarem baixa
pressdo seletiva quando comparadas aos éxons. A distribuicdo dos gendétipos
formados pelos 149 alelos identificados nos 245 nucleotideos sequenciados
(considerando-se 0s éxons e introns) estdo apresentados na FIGURA 24. O
gendtipo mais comum foi o 97,97, compartilhado por 21 individuos em todas as
localidades brasileiras, exceto RP. Provavelmente este gendétipo nao foi encontrado
em RP em funcdo do baixo numero amostral desta localidade. Os outros genotipos
comuns foram o 43,43 e o 48,48 (FIGURA 24 e TABELA 17), entretanto,
compartiihado por um ndamero muito menor de individuos, sete e cinco,
respectivamente. A grande maioria dos vermes genotipados apresentaram genotipos
anicos, fruto do alto grau polimorfico dos introns, como mencionado anteriormente.

Além da distribuicdo genotipica, realizou-se também a analise da distribuicdo
dos 149 alelos identificados pelas populacbes amostradas. Como esperado, o alelo
mais comum foi o 97. A distribuicAo dos alelos mais comuns nas localidades
brasileiras esta apresentada na TABELA 17.

Foram estimados diversos parametros de diversidade molecular
considerando-se 0s 245 nucleotideos sequenciados (TABELA 17). Foram
identificados 55 sitios polimdrficos, com a ampla maioria localizados nas regiées néao
codificantes (introns). Como nestas analises foram incluidos os introns a diversidade
nucleotidica encontrada foi consideravelmente alta (x = 0,025 +/- 0,001). Além disso,
foi observado um consideravel desvio do equilibrio de Hardy-Weinberg em funcéo do
déficit heterozigético em todas as populacfes avaliadas. Os valores negativos

encontrados no teste de neutralidade (TABELA 17), poderiam sugerir uma possivel

80



o N oo o B~ W N P

10
11
12
13
14
15
16
17
18

Tese de doutorado - Rodrigo R. C. Miranda

alteracdo no equilibrio mutacédo-deriva genética em funcdo, por exemplo, de um
processo de selecdo natural e expansdo populacional, justificando o déficit
heterozigético. Entretanto, os valores de P ndo sao significativos para a maioria das
populacdes avaliadas.

7,97 (9)

48,48 (1)
97,123 (1)
20,20 (1)
10,10 (1)
8,97 (1)

CG
46 individuos

48,48 (1) RF

4,65 (1)

103,103 (2)

11 individuos
32 individuos

FIGURA 24: Distribuicdo dos gendtipos formados pelos 149 alelos identificados nos
245 nucleotideos sequenciados (considerando-se os éxons e introns) de Ac-ASP-2
nas populacdes brasileiras de A. caninum. As frequéncias absolutas dos genotipos

em cada populacao estdo apresentadas entre os parénteses.
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1 TABELA 17: Dados de diversidade molecular e testes de neutralidade dos éxons e introns sequenciados de Ac-ASP-2 nas

2  populacdes brasileiras de Ancylostoma caninum.

Ac-ASP-2 (Exons A e B, Introns A e B) — 245nts

BH CG CT RP SL total
Diversidade Molecular
NC. individuos 36 46 32 11 49 174
N°. copias génicas 72 92 64 22 98
N° de alelos 34 52 43 15 43 149
NO. sitios polimérficos 28 37 31 22 30 55
Diversidade génica 0,92 +- 0,02 0,92 +/~ 0,02 0,98 +-000 095+/-0,03 0,96 +/~ 0,00
N° de heterozigotos 24 26 21 5 23
N°. de homozigotos 12 20 11 6 26
Heterozigozidade
obairirads 0,6667 0,5652 0,6562 0,4545 0,4694
Heterozigozidade
esperada 0,9214 0,9290 0,9812 0,9567 0,9647
NO. transi¢des 21 23 23 19 26
N°. transversdes 11 22 15 7 9
97 19 24 6 0 10 59
Alelos mais comuns 43 0 1 = 0 10 15
48 3 3 2 2 5 15
97,97 5 9 < 0 3 21
Genotipos mais comuns 43,43 0 0 2 0 5 7
48,48 0 1 1 1 2 5
Composigdo de bases
%C 23,74 23,58 23.72 23,71 23,83 23,71
GRS Hiitsatiis %T 27,69 27,77 27 .61 27,87 27,49 27,69
P %A 28,02 28,15 28,08 27,40 27,96 27,92
%G 20,56 20,50 20,59 21,02 20,72 20,68
Teste de neutralidade
Tajima's D (valores P) -1,11 (0,13) -1,32 (0,06) -0,70 (0,26) 0,30 (0,68) -0,59 (0,31) -0,69 (0,24)
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Além das andlises utilizando-se os 245 nucleotideos sequenciados, ou seja,
incluindo todos os éxons e introns identificados, foram também realizadas analises
somente com os éxons (135 nucleotideos, 48 do éxon A e 87 do éxon B). A
diversidade nucleotidica na parte codificante foi menor (r = 0,020 +/- 0,002)
comparada a sequéncia total (x = 0,025 +/- 0,001), por razbes previamente
comentadas. Foi observada, apds a reconstrucdo alélica utilizando-se o algoritimo
EM do programa Arlequin, a ocorréncia de 27 alelos nas regides codificantes
(APENDICE 4). A distribuicdo dos genétipos mais comuns formados pelos 27 alelos
identificados nos 135 nucleotideos das regifes codificantes esta apresentada na
FIGURA 25. O gendtipo predominante foi o 11,11, compartilhado por 113 dos 174
individuos amostrados nas populacdes brasileiras. Aproximadamente 60-70% dos
vermes de todas as localidades amostradas apresentaram o genatipo 11,11, exceto
os provenientes de RP, em func¢éo, provavelmente, do baixo nimero amostral desta
localidade (FIGURA 25). Outros genétipos comuns foram o 11,15 e o 15,15,
entretanto, compartilhado por um numero muito menor de individuos, nove e oito
respectivamente. Além disso, estes genoétipos ndo apresentaram uma distribuicao
homogénica entre as populacdes brasileiras como o 11,11. Diferentemente do
observado nas analises com as sequéncias totais (incluindo os introns) o nimero de
vermes com genotipos exclusivos foi muito reduzido.

Além da distribuicdo genotipica, realizou-se também a analise da distribuicdo
dos 27 alelos das regides codificantes pelas populacdes amostradas. Como
esperado, o alelo mais comum foi o 11, disseminado amplamente em todas as
populacdes brasileiras de A. caninum. A distribuicdo dos alelos mais comuns nas
localidades brasileiras esta apresentada na FIGURA 26 e TABELA 18.

Foram estimados diversos parametros de diversidade molecular
considerando-se os 135 nucleotideos das regifes codificantes (TABELA 18). Foram
identificados 16 sitios polimorficos, com um leve predominio da taxa de transicéao
sobre a de transversdo nas populacdes amostradas. A exemplo do observado para a
diversidade nucleotidica a diversidade génica também foi inferior nos éxons quando
comparada com a sequéncia total (incluindo os introns), em virtude das razdes
comentadas anteriormente, referente a inferior diversidade nucleotidica dos éxons

em relacdo aos introns.
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Da forma semelhante ao encontrado com a sequéncia total, foi também
observado um consideravel desvio do equilibrio de Hardy-Weinberg em funcéo do
déficit heterozigotico em todas as populacdes avaliadas (TABELA 18). Além disso,
valores estatisticamente significativos dos testes de neutralidade (Tajima's D e
outros testes ndo apresentados como o Fu’'s Fs) para a maioria das populacdes
amostradas sugerem uma alteracdo no equilibrio mutacédo-deriva genética e uma
expansao populacional de um determinado alelo. De fato, como apresentado
anteriormente, h4 uma predominéncia de um alelo e um genétipo de Ac-ASP-2 (11 e

11,11, respectivamente) nas populacdes brasileiras de A. caninum amostradas.

outros (6)
5,17 (2)

9,11 (3)

10,11 (3)
11,11 (32)

CG

46 individuos 49 individuos

"BH
outros (6 R P' outros (8)

23,23 (2)|

10,11 (2) 11,11 (24)

11 individuos 36 individuos

32 individuos

FIGURA 25: Distribuicdo dos gendétipos formados pelos 27 alelos identificados nos
135 nucleotideos das regides codificantes (somente os éxons) de Ac-ASP-2 nas
populacdes brasileiras de A. caninum. As freqiéncias absolutas dos genoétipos em

cada populacao estdo apresentadas entre os parénteses.
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outros (9) ) r—outros (5)
10 (3)
9 (6)
15(2)

15 (19)

11 (72) gl 11 (67)

CG

46 individuos

49 individuos
H outros (6)

RP’

outros (8)

CT

outros (10)

11 (55)

11 (12)

36 individuos
11 (50)
11 individuos

32 individuos

FIGURA 26: Distribuicdo dos 27 alelos identificados nos 135 nucleotideos das
regides codificantes (somente os éxons) de Ac-ASP-2 nas populagdes brasileiras de
A. caninum. As frequiéncias absolutas dos gendtipos em cada populacdo estédo

apresentadas entre os parénteses.
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1 TABELA 18: Dados de diversidade molecular e testes de neutralidade dos éxons sequenciados de Ac-ASP-2 nas populacdes

2 brasileiras de Ancylostoma caninum.

Ac-ASP-2 (Exons A e B) — 135nts

BH CG CT RP SL total
Diversidade Molecular
N, individuos 36 46 32 11 49 174
N°. copias génicas 72 92 64 22 98
N° de alelos 9 9 11 8 8 27
N2, sitios polimérficos 8 8 9 5 6 16
Diversidade génica 0,41 +/~0,07 0,38 +/- 0,06 0,39 +/- 0,07 0,69 +/~0,10 0,49 +/- 0,05
N° de heterozigotos 8 11 8 4 12
N°. de homozigotos 28 35 24 i 37
Heterozigozidade
absnikais 0,2222 0,2391 0,2500 0,3636 0,2449
Heterozigozidade
esperada 0,4128 0,3839 0,3899 0,6970 0,4955
N°. transi¢des 5 = 5 5 =
N°. transversoes 3 4 4 2 3
11 55 72 50 12 67 256
Alelos mais comuns 15 4 2 3 1 19 29
9 0 6 1 0 6 13
114 e 24 32 23 5 29 113
Genotipos mais comuns 11,15 1 0 2 0 6 9
15,15 1 1 0 0 6 8
Composigao de bases
%C 28,93 28,83 28,82 28,99 28,86 28,89
CEEE leotidi %T 25,88 25,85 25,91 25,99 25,91 25,90
PSR HCDOHOIE.  aa 25,85 26,04 25,90 25,42 25,79 25,80
%G 19,33 19,28 19,36 19,60 19,44 19,41
Teste de neutralidade
Tajima's D (valores P) -1,77 (0,01) -1,64 (0,02) -1,83 (0,01) -0,17 (0,44) -1,11 (0,12) -1,31 (0,12)
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A relacdo filogenética entre 27 alelos das regifes codificantes esta
apresentada na FIGURA 27. Nesta rede haplotipica o alelo predominante 11 esta
posicionado no centro dando origem a inUmeros alelos menos frequentes, a maioria
com apenas 1 mutacdo de diferenca do 11. O alelo mais divergente € o 7 com

quatro passos mutacionais do alelo 11.

Na-ASP-2 (AY288089)
®

Figura 27: Relacdo filogenética entre os 27 alelos identificados nas regides
codificantes sequenciadas do gene Ac-ASP-2. Estas inferéncias evolutivas foram
realizadas utilizando-se o algoritimo median-joining do programa Network 4.0. Um
passo mutacional caracteriza a divergéncia entre alelos adjacentes ou hipotéticos
(pequenos pontos), exceto entre o alelo 24 e o alelo homélogo em N. americanus

(outgroup), onde os eventos mutacionais estdo representados em forma tragos.

A FIGURA 28 apresenta os 45 aminoéacidos codificados pelos 27 alelos
identificados nas regifes exbnicas sequenciadas do gene Ac-ASP-2. Nesta figura,
pode-se observar que a variabilidade dos dois éxons identificados neste estudo é
diferente, com um polimorfismo aminoacidico maior do éxon A em relacdo ao éxon
B. Além disso, o polimorfismo nucleotidico evidenciado na FIGURA 27 néo se reflete
na mesma proporcdo em polimorfismo aminoacidico (FIGURA 28), evidenciando o
alto contetdo de mutag¢des sinbnimas entre os alelos. A maioria dos alelos em volta

do alelo prodominante h1l (FIGURA 27) séo, de fato, idénticos em nivel protéico.
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FIGURA 28: Aminoéacidos codificados pelos 27 alelos identificados nas regifes
exbnicas sequenciadas do gene Ac-ASP-2. A proximidade entre as tonalidades de

cores dos aminoacidos reflete a similaridade bioguimica dos mesmos.
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5.5.3. Estrutura populacional

As analises de variancia molecular (AMOVA) foram realizadas utilizando-se
todo o fragmento sequenciado (TABELA 19). Foram encontrados niveis inferiores de
diferenciacédo entre as populagbes avaliadas (» 5% utilizando-se a divergéncia
alélica) comparando-se estes resultados com aqueles realizados com marcadores
previamente avaliados neste estudo. Os dados de AMOVA de Ac-ASP-2
apresentados sao significativos e estdo em concordancia parcial com as anélises
executadas com os demais marcadores moleculares, sugerindo um alto fluxo génico
interpopulacional e baixa estruturacdo genética. A maior propor¢cdo da variacao
encontrada foi entre os individuos dentro das populacdes (r 61% utilizando-se a
divergéncia alélica), concordando com o padrdo de distribuicdo de genotipos e
haplétipos entre as populacbes amostradas (presenca de genoétipos e haplotipos

Unicos considerando-se os 245 nts sequenciados).
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TABELA 19: Resultado das analises de variancia molecular (AMOVA) realizadas

nas populagbes brasileiras de A. caninum utilizando-se os 245 nucleotideos

sequenciados do gene Ac-ASP-2.

e . oomados Componentes % de
ORI AT gl quadrados dawvaridncia variacao
&gy 4 46,551 0,11636 473
Entre populacdes
Fer 4 43 0,00604 1,25
Entre individuos Dot 169 649,156 1,49?29 EID,BE
dentro das
populacdes Fsr 169 113217 0,19272 39,88
@ 174 147,305 0,64658 34 41
Entre individuos
Fer 174 49 5 0,28448 28,87
@ 47 843012 246023
Total
Fsr 347 167017 0,48325
Fs =0,63881
Divergéncia _
alélica (@s7) Fsimiira0
Fr = 0,65589
Indices de fixacédo
Fis =0,40386
Frequéncia _
alélica (Fs7) =0l
Fr=041131

Todos os valores de P calculados para os indices de fixagdo foram estatisticamente significativos (P <

0.05). * g.l. = graus de liberdade.
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6 — DISCUSSAO
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Os avancos tecnoldgicos estdo continuamente contribuindo para o aumento
do conhecimento dos genes e proteinas presentes em ancilostomideos. Algumas
destas moléculas biol6gicas apresentam um potencial imunoprotetor e estdo sendo
analisadas para serem utilizadas em vacinas (HOTEZ et al.,, 2002; HOTEZ et al.,
2003). Entretanto, a producédo e distribuicdo de vacinas recombinantes requer a
crucial compreensdo das diferencas efetivas entre os antigenos nativos e
recombinantes. Estas diferencas podem indicar que vacinas recombinantes
monovalentes contra ancilostomideos apresentem baixa protecdo quando
comparadas com vacinas polivalentes, por exemplo. Estas seriam compostas por
todas as variantes antigéncias identificadas na espécie e poderiam potencializar os
efeitos imunoprotetores. Uma das chaves para o controle de parasitos nematédeos é
o amplo conhecimento de genética populacional o qual apresenta outras importantes
implicacbes para a compreensdo da ecologia, padrées de transmissdo e
desenvolvimento de resisténcia a drogas (ANDERSON et al., 1998; BLOUIN, 1998;
VINEY, 1998; GASSER & NEWTON, 2000).

Presentemente, estd sendo realizado um projeto para desenvolver uma
vacina anti-ancilostomideos financiado pela Bill and Melinda Gates Foundation. Este
estudo estd sendo realizado pela Sabin Vaccine Institute (Human Hookworm

Vaccine Iniciative, http://sabin.org/programs/hhvi/index.html) em conjunto com a

George Washington University / EUA e a Fundacdo Oswaldo Cruz (Fiocruz). A fase
de validacdo da vacina neste projeto esta sendo realizada atualmente no Brasil
(Minas Gerais) em colaboracdo com a Fiocruz, para avaliar a seguranca e a
tolerancia de antigenos. Considerando os grandes esforgcos e investimentos
financeiros que estdo sendo empregados na tentativa de se formular uma vacina
contra ancilostomideos, se faz necessario a implementacao de projetos para estudar
a variabilidade antigénica e a estrutura genética populacional destes patdégenos ou
mesmo de modelos experimentais como o A. caninum. Diante deste quadro e dos
escassos dados de variabilidade molecular e biologia populacional disponiveis
nestes organismos € imprescindivel a producdo de novos conhecimentos acerca
desses temas. Assim, o presente trabalho contribuiu com esta necessidade, quer
seja identificando e estudando novos marcadores ou mesmo utilizando ferramentas

descritas na literatura para estes objetivos.
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As localidades onde foram coletados os vermes adultos de A. caninum foram
escolhidas meramente devido a disponibilidade operacional. Ja quanto a escolha de
coleta dos vermes em centros de controle de zoonoses (CCZs) foi devido a
possibilidade de coletar individuos mais representativos de cada localidade, uma vez
que muitos caes capturados nestes centros ndo possuem moradia fixa (“cées de
rua”) apresentando a possibilidade de se infectarem em diferentes pontos da cidade.
O numero de vermes obtidos variou muito de regido para regido e de céo para céo.
Como a amostragem de animais foi pequena, maiores conclusbes ndo podem ser
inferidas sobre esse achado.

No geral, tanto as reacBes de amplificacdo por PCR quanto as de
sequenciamento foram eficazes para os marcadores COIl, ITSs e Ac-ASP-2.
Entretanto, os amplicons de ITS apresentaram uma banda muito mais definida e
intensa em relacdo aos demais marcadores. Este fato foi provavelmente
consequéncia da diferenca no numero de cépias disponiveis de cada marcador e/ou
da especificidade dos iniciadores utilizados. Como se sabe, o rDNA nuclear de
eucariotos € composto por uma grande familia génica de sequéncias repetitivas
(com centenas de repeticdes concatenadas). Estas moléculas caracterizam-se por
sofrer um processo evolutivo dependente das seqiiéncias repetitivas, resultando em
uma grande similaridade entre as unidades que o compdem, exibindo padrbes de
evolucdo em concerto. Cada unidade repetitiva € composta pelos genes
codificadores ribossomais 18S, 5.8S e 28S, intercalados por dois espacadores,
conhecidos como ITS-1 e ITS-2 (ELDER & TURNER, 1995). Enquanto muitas
regides dos genes ribossomais sado extremamente conservadas, 0s espacadores
transcritos internos 1 e 2 (ITS-1 e ITS-2), apresentam grande variagdo (HILLIS &
DIXON, 1991). Entretanto, essa extensa variacdo nao foi observada entre 0s
individuos de populacdes brasileiras de A. caninum. Como apresentado nos
resultados, foram identificados somente seis tipos de haplétipos nas cinco
populacdes brasileiras, com apenas 4 sitios polimérficos em uma sequéncia de 640
pb.

Analisando-se os dados preliminares (sequenciamento de 50 vermes)
constatou-se gque este marcador ndo seria apropriado para estudos de diversidade e
estrutura populacional em A. caninum devido a sua baixa diversidade intraespecifica.

Os ITSs apresentam polimorfismo mais acentuado interespecificamente, adequando-
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se melhor para serem utilizados em métodos de diagndstico de diferentes espécies
de ancilostomideos (CLARA e SILVA et al., 2006; TRAUB et al., 2004), sistematica
(CHILTON et al., 1995; STEVENSON et al. 1995; HUNG et al., 1996) e estudos de
evolucdo molecular (HUNG et al., 1999).

Com relacdo a amplificacdo dos marcadores de microssatélites identificados
esta se mostrou bastante heterogénea. Dentre os 38 loci identificados apenas os
sete loci foram genotipados devido a auséncia de amplificagdo em um grande
namero de individuos nas populacdes brasileiras de A. caninum. Este fato deve ser
consequéncia do alto grau polimorfico nas regides flanqueadoras da maioria dos
loci. Esta hipbtese deve ser considerada uma vez que 0os marcadores supostamente
neutros (COI e microssatélites) utilizados neste estudo evidenciaram, entre as
populacdes brasileiras, um moderado grau de diferenciagcdo populacional. Como a
maioria das sequéncias utilizadas na identificacdo e caracterizacdo dos
microssatélites foram provenientes dos Estados Unidos poderiamos esperar
divergéncias destas sequéncias em relacdo as sequéncias homologas brasileiras,
afetando a amplificacdo de loci de microssatélites. Mesmo assim, realizamos o
primeiro trabalho de genética populacional em ancilostomideos com amostras de
campo utilizando-se microssatélites de DNA. Sete loci apresentaram-se apropriados
para serem genotipados nas populacdes brasileiras de A. caninum. Estes loci
apresentaram, no geral, consideraveis niveis de polimérfismos em todas as
populacées com a maior parte da diversidade localizada entre os individuos (~ 65%).
Entretanto, observou-se uma baixa/moderada diferenciagdo populacional (Rst =
9%), assim como evidenciado pelo mtDNA (®st = 12%).

OTSEN et al. (2000) e GRILLO et al. (2007) encontraram altos niveis de
polimorfismos em populagbes de nematdédeos tricostrongilideos (posicédo
taxonomica: Eukaryota; Metazoa; Nematoda; Chromadorea; Rhabditida; Strongylida;
Trichostrongyloidea) utilizando-se microssatélites de DNA. A maior parte da
diversidade em tricostrongilideos se distribui dentro das popula¢es ao invés de se
distribuir entre das populagdes. Entretanto, como discutido posteriormente, a maior
diversidade dos tricostrogilideos em relacédo aos ancilostomideos se deve ao fato de
que nos estudos citados, esses apresentarem um maior tamanho efetivo

populacional.
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De forma geral, quatro fatores principais sdo importantes para explicar o
padrdo de estrutura genética populacional em nematdédeos parasitos de
animais/humanos. Esses fatores foram considerados e sdo discutidos a seguir, para
explicar a estrutura genética observada nas populagdes brasileiras de A. caninum: (i)
distancia geografica evitando o evento de panmixia entre as localidades avaliadas;
(i) fluxos génicos parciais entre subpopulacdes amostradas, incluindo a influéncia de
movimentos recentes de hospedeiros; (iii) a presenca de subpopulacbes distintas
geneticamente melhores adaptadas a diferentes hospedeiros e/ou a presenca de
espécies cripticas dentro de uma mesma localizacdo geografica;, e (iv) outros
eventos genéticos (por exemplo deriva genética) ocorrendo independentemente em
cada subpopulacéo.

O primeiro fator a ser considerado seria o efeito da distancia geogréfica sobre
0 padréo genético observado nas populacdes brasileiras de A. caninum. A geografia
nao € a principal barreira genética para a maioria das espécies helminticas, as quais
apresentam, geralmente, baixa estrutura genética mesmo avaliando-se
subpopulacdes distantes geograficamente (BLOUIN et al.,1999; HAWDON et al.
2001). Por exemplo, tricostrongilideos de animais ruminantes domésticos
apresentam uma estrutura genética extremamente baixa. Na pratica as
subpopulacdes avaliadas poderiam ser consideradas como uma grande populacéo
panmitica (BLOUIN et al. 1998). Por outro lado, a baixa/moderada diferenciacéo
genética observada entre as subpopulacdes brasileiras de A. caninum utilizando-se
marcadores supostamente neutros (COI, ®st ~ 0.12 e microssatélites, Rst ~ 0.09)
sugerem que a distancia geografica deve ser um componente a ser considerado
como barreira ao fluxo genético nesta espécie. Esta subestruturacdo pbde ser
evidenciada pelo agrupamento filogenético de alguns haplétipos de COl da mesma
localidade (por exemplo, h23-h30 em SL, FIGURA 11), pela presenca de haplétipos
COl exclusivos em determinados sitios amostrados (FIGURA 11) e devido ao padrdo
multilocus de estruturacdo dos microssatélites nas analises PCA (FIGURA 21). Estes
resultados sugerem que a combinacdo entre deriva genética e a reducao parcial do
fluxo génico estejam atuando na diferenciacdo genética entre as localidades
avaliadas. Por outro lado, ndo ha uma correlacéo significativa entre distanciamento
genético e geografico. Este padréo de baixa/moderada diferenciacdo populacional e

auséncia de isolamento por distancia estd em concordancia com o trabalho de
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genética populacional em ancilostomideos antropofilicos (N. americanus)
amostrados na mesma escala geografica na China (HAWDON et al., 2001). Além
disso, a estrutura genética observada em Ascaris suum e A. lumbricoides de porcos
e humanos também sdo similares a encontrada neste estudo (ANDERSON, 1995;
ANDERSON & JAENIKE, 1997).

A variacdo molecular encontrada nos marcadores avaliados neste estudo
concordam com os dados disponiveis em ancilostomideos. A taxa de variacao
molecular encontrada nos haplétipos de COI das populagdes brasileiras (m = 0.016)
é similar ao observado por HU et al. (2002) em uma amostra de 38 A. caninum na
Austrélia e ao de N. americanus na China (HAWDON et al., 2001; = = 0.012). Em
conjunto, estes resultados sugerem uma similaridade da biologia populacional entre
ancilostomideos. Devido a inexisténcia de dados da biologia populacional em
ancilostomideos utilizando-se microssatélites de DNA ndo € possivel uma
comparacao mais ampla. Por outro lado, tricostrongilideos nematédeos parasitos de
ruminantes domésticos apresentam maiores diversidades moleculares e estrutura
genética praticamente inexistente (BLOUIN, 1998), com vermes de diferentes
localidades formando uma Unica populacdo panmitica. A baixa estrutura genética
destes tricostrongilideos se deve, provavelmente, ao enorme tamanho efetivo
populacional e aos intensos movimentos migratérios dos hospedeiros entre as
fazendas. Em ancilostomideos e ascarideos o tamanho efetivo populacional € muito
menor em razdo da intensidade parasitaria inferior, resultando em uma menor
diversidade genética das populacdes e das espécies como um todo (FIG. 1 em
CRISCIONE & BLOUIN, 2005). Provavelmente, o movimento migratorio dos
hospedeiros € maior em bovinos domésticos, devido a sua importancia econdémica,
do que em cées. Os hospedeiros do A. caninum sdo animais domésticos com
mobilidade associada ao movimento humano. No Brasil, a migracao rural-urbana foi
responsavel pela reducdo da populacéo rural, especialmente nos dltimos 50 anos.
Durante os anos de 1950-80, a maioria das migracdes rurais-urbanas ocorreu no
sudeste e sul do pais. Nas ultimas trés décadas, as areas rurais nordestinas e as
fronteiras agricolas do centro-oeste e do norte do pais foram as principais regides
envolvidas neste processo migratério (CAMARANO & ABROMOVAY, 1999). As
amostras de A. caninum utilizadas nesse estudo foram provenientes de centros de

controle de zoonoses (CCZ), responsaveis pela vigilancia e controle de doencas
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zoonoticas em varios centros urbanos brasileiros. A maioria dos caes capturados e
submetidos as necropsias nestes CCZs sao provenientes das periferias urbanas.
Curiosamente, estas mesmas regides urbanas acolheram a maior parte dos
individuos migrantes comentados anteriormente. Diante deste aspecto, a estrutura
genética dos nematdodeos amostrados deve ser reflexo da recente historia
demografica brasileira, caracterizada por intensos movimentos migratérios nas
tltimas décadas. Por exemplo, o haplétipo h18 encontrado exclusivamente na
localidade CT (Curitiba) estd filogeneticamente distante dos demais hapl6tipos
identificados nesta ou em outras localidades brasileiras amostradas, e mais proximo
de um haplétipo chinés (FIGURA 11). O municipio de Curitiba (CT) est& localizado
no sul do Brasil, uma regido que recebeu muitos imigrantes, especialmente europeus
e asiaticos no ultimo século. Considerando a vasta migragcdo e imigracdo humana
que ocorreu no Brasil em sua historia recente, a auséncia de correlacdo entre
distancia genética e geografica entre populacdes de uma espécie comensal humana
ndo € surpreendente [estes resultados sdo novamente similares aos do
ancilostomideo antropofilico; (HAWDON et al., 2001)]. Assim, nossos resultados séo
consistentes com a hipotese de que as recentes migracdes humanas representaram
um papel primordial na determinacéo da estrutura genética avaliada neste estudo.
Uma outra questdo a ser discutida diante dos dados encontrados,
especialmente utilizando o marcador mitocondrial, é a possibilidade de existirem
linhagens genéticas especializadas a determinados hospedeiros, ou mesmo a
existéncia de especiacdo criptica responsavel pela substruturacdo populacional
encontrada. Hu e colaboradores (2002) utilizando a técnica SSCP e o
sequenciamento de um fragmento do gene COI, avaliaram a diversidade molecular e
a estrutura genética de ancilostomideos. Os autores identificaram duas
subpopulacdes distintas geneticamente, avaliando A. caninum coletados de caes
provenientes de Townsville, Australia. Como relatado na literatura, o A. caninum
pode infectar outros hospedeiros, inclusive o homem, ocasionando um quadro
conhecido como enterite eosinofilica (PROCIV & CROESE, 1996) e larva migrans
cutdnea. Os autores especularam sobre a possibilidade de subpopulacdes
geneticamente distintas em A. caninum infectarem, seletivamente, hospedeiros ndo
caninos. Os mesmos autores sugeriram ainda que um recente contato entre

populacdes evoluidas alopatricamente poderia explicar o padrdo de variabilidade
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haplotipica encontrado em A. caninum oriundos de Townsville, Australia. No Brasil,
foram observados altos niveis de diferenciacdo genética entre as trés clades de
MtDNA com um claro sinal de uma antiga diferenciacdo entre as mesmas. Uma
hip6tese para explicar o padrdo genético encontrado, seria que as clades
representariam populacdes alopatricas previamente diferenciadas que recentemente
foram miscigenadas devido ao movimento de hospedeiros como sugerido por HU e
colaboradores (2002). Uma hipotese alternativa seria a presenca de espécies
cripticas em A. caninum, assim como sugerida em outros helmintos parasitos como:
N. americanus (ROMSTAD et al., 1998) e Teladorsagia circumcicta (GRILLO et al.,
2007). Em nematddeos parasitos de vertebrados, espécies cripticas apresentam um
nivel de divergéncia superior a 5% para o gene COI (BLOUIN, 2002). Assim, é
possivel que a clade 3 (FIGURA 11), identificada com os dados do sequenciamento
de COIl (» 7% de divergéncia) represente uma espécie criptica. Entretanto, nao
existem evidéncias diretas de especializacdo subpopulacional em hospedeiros ou
especializacbes ecolégicas nas amostras coletas que justifiquem esta hipétese.
Além disso, ndo ha correlagédo entre os haplotipos mitocondriais divergentes com os
dados multilocus obtidos com os microssatélites de DNA. Uma explicacdo para
justificar esta auséncia de correlacdo seria a diferenca de ploidia e recombinacao
entre os marcadores nucleares e mitocondriais. Novos trabalhos seriam necessarios
para confirmar a existéncia de espécies cripticas em A. caninum.

A resisténcia anti-helmintica é amplamente reconhecida como um grave
problema em tricostrongilideos de ruminantes domésticos (KAPLAN, 2004;
GILLEARD & BEECH, 2007). Em ancilostomideos e em outros parasitos de
pequenos animais esta questdo ainda ndo possui a mesma dimensdo, mas
recentemente alguns trabalhos vem relatando a ocorréncia de resiténcia em A.
caninum (KOPP et al., 2007). A evolucdo de resisténcia a drogas € promovida pelo
alto tamanho efetivo populacional e dispersdo dos alelos resistentes devido ao alto
fluxo génico interpopulacional. Nossos resultados conjuntamente com 0s
apresentados por HU et al. (2002) e HAWDON et al. (2001), sugerem que para
ancilostomideos nem o tamanho efetivo populacional e nem as taxas de fluxo
génicos sao elevadas como aqueles observados em tricostrongilideos de animais
domésticos ruminantes. Dessa maneira, 0 aparecimento e a dispersdo de um

eventual alelo resistente podem néo ocorrer rapidamente em ancilostomideos sob
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pressdes seletivas similares as encontradas em tricostrongilideos. Por outro lado,
guanto maior a diferenciacdo genética entre populacdes, maiores sdo as atencdes
necessérias quanto as variacdbes nas moléculas antigénicas envolvidas com a
producdo de vacinas (diferente da situacdo dos tricostrongilideos onde uma
populacdo pode ser representativa das demais). Por exemplo, comparacdes de
sequéncias do gene COI revelaram que havia menor variacdo genética em N.
americanus nas amostras de laboratério comparado com amostras de campo (LI et
al., 2004). De forma similar, nossos resultados com microssatélites de DNA também
revelaram um reduzido polimorfismo de A. caninum mantidos em laboratério em
relacdo as amostras de campo (dados ndo apresentados). MOSER et al. (2007)
também observaram uma reducgdo do contetdo genético mitocondrial em A. caninum
provenientes de laboratorio (r = 0.001). Estes resultados sugerem que amostras de
laboratério de ancilostomideos sofreram um intenso evento de gargalo genético com
reducdo da diversidade molecular. Assim, potenciais antigenos vacinais podem ter
sofrido a mesma restricdo do contedudo genético durante a manutencdo destas
linhagens em laboratério (LI et al., 2004). As vacinas recombinantes anti-
ancilostomideos (LOUKAS et al., 2006) estdo sendo desenvolvidas utilizando-se
linhagens mantidas em laboratério, sem um prévio conhecimento de possiveis
variacbes populacionais nas moléculas antigénicas. Como apresentado nos
resultados, as amostras brasileiras de campo apresentaram varia¢des nucleotidicas
e aminoacidicas para a principal molécula candidata a vacina contra
ancilostomideos. Além disso, os polimorfismos aminoacidicos ndo foram uniformes
entre os éxons analisados (FIGURA 28). MOSER et al. (2007) também observaram
uma variabilidade diferencial entre distintas regides do gene codificante de uma
outra proteina antigénica em A. caninum. Estes autores identificaram variacdes
nucleotidicas entre © = 0.004 — 0.033 ao longo do segundo dominio de Ac-ASP-1. A
existéncia de diversidade antigénica ao longo das proteinas deve ser considerada,
embora ndo se saiba se este fato influenciaria no desenvolvimento de possiveis
vacinas utilizando-se a Ac-ASP-2 ou seus respectivos homologos em
ancilostomideos antropofilicos. A priori, ndo se sabe se os sitios aminoacidicos mais
conservados, devido ao papel biolégico que essas proteinas desempenham, sao
também mais importantes para desempenharem a antigenicidade destas proteinas.

Devido a diferenca de polimorfismo aminoacidico entre nos éxons avaliados, seria
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interessante determinar quais regides sdo mais antigénicas (conservadas ou
variaveis) ou se ambas desempenham o mesmo papel imunoprotetor.

Como sugerido por MOSER et al. (2007) no estudo da variacdo molecular da
Ac-ASP-1, se o0 evento de selegcdo positiva estiver moldando a evolucdo das
proteinas secretoras de Ancylostoma (ASPs — Ancylostoma secreted protein), este
fendbmeno dever estar restrito a pequenas regides ao redor de determinados sitios e
deve ser necessariamente fraco. De fato, os testes de neutralidade aqui
apresentados sugerem esta hipotese. MOSER et al. (2007) observaram também a
um baixo desequilibrio de ligacdo no genoma do A. caninum (evidéncias de
recombinacdo entre segmentos com apenas 2kb de distancia), assemelhando-se
mais a um padrdo de ligacdo apresentado por Drosophila melanogaster do que a
Caenorhabditis elegans e humanos (recombinacdo entre dezenas de Kb) com
elevados niveis de desequilibrio de ligacdo (REICH et al., 2001; GABRIEL et al.,
2002; CUTTER, 2006). Uma consequéncia deste fato € que a associacdo entre
mapas genotipicos e infectividade ou antigenicidade deve ser realizado por SNPs ao
invés de genotipagem de haplétipos (MOSER et al., 2007).

Infeccbes por ancilostomideos ainda permanecem como um importante
problema socio-econémico em diversas regiées do mundo, sobretudo em paises em
desenvolvimento como o Brasil. O sucesso no controle desses parasitos dependera
de melhorias sanitarias e educacionais oferecidas pelos poderes publicos locais as
suas respectivas populacdes, juntamente com constantes avancos em diversas
areas do conhecimento como a Genética, a Biologia Molecular, a Epidemiologia, a
Imunopatologia e outras areas correlatas. A producdo de conhecimentos cientificos
ndo pode, de forma isolada, implementar todas as providéncias necesséarias ao
controle dessas e de outras parasitoses, necessitando da participacdo de politicas

publicas (programas de educacao e saude) para maximizar os resultados.
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7 — CONCLUSOES
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. As populacgbes brasileiras de A. caninum amostradas apresentaram um grau

moderado de diversidade e estruturagdo genética comparado a outros

nematodeos.

O marcador mitocondrial e 0s microssatélites de DNA apresentaram
informacgdes similares quanto a diversidade e estrutura genética populacional

em A. caninum.

Existe uma consideravel divergéncia entre as sequUéncias mitocondriais
avaliadas sugerindo a possibilidade de existirem espécies cripticas em A.

caninum.

. Os marcadores ribossomais ITS ndo sdo adequados para o estudos da

biologia populacional em A. caninum.

Em A. caninum, existem polimorfismos aminoacidicos em regides do gene
que codificam a principal proteina candidata a vacina em ancilostomideos
(ASP-2).

. Os taxa de polimorfismo aminoacidico ndo € homogénea ao longo das

regides codificantes da Ac-ASP-2, sendo o éxon A mais polimorfico que o

éxon B.
Foram detectadas mutacdes aminoacidicas nédo sinbnimas nos éxons de Ac-

ASP-2 avaliados. Estas informacdes devem ser melhor compreendidas para o

desenvolvimento de vacinas contra ancilostomideos.
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Loci de Microssatélites de DNA de Ancylostoma caninum identificados com o
programa Tandem Repeat Finder e selecionados para a sintese de iniciadores

e triagem inicial quanto a capacidade de amplificacdo por PCR

Obs: Algumas sequéncias selecionadas para esse propdsito sao idénticas (Acmic4 e
Acmic21; Acmicll e Acmic24; Acmicl3 e Acmic29; Acmic 14, Acmic20 e Acmic 31;
Acmicl9 e Acmic36). A inobservancia inicial deste aspecto ndo invalida ou deprecia
o projeto em func&o dos iniciadores terem sido sintentizados em regides diferentes
de uma mesma sequéncia, aumentando-se as chances de uma amplificacdo

satisfatoria.

Legenda:

e Sitios de anelamento dos iniciadores

e RepeticBes nos loci de microssatélites de DNA

e —» :direcdo 5 para 3’ da amplificacdo pela Tagq DNA polimerase

1) Loci: Acmicl (amplicon = 220pb)

>0i|59238410|gh|CZ219296.1|CZ2219296 AlAA-aad19c06.91 Ancylostoma caninum whole
genome shotgun library (AIAAGSS 001) Ancylostoma caninum genomic, DNA sequence

GAATTCCATCGAGATTCTGCGGAGAAACAAAGATCGTGTAAAACAGTTTGGGGATTAACAGA
AGTTGTTCGCAGATATTACGAAAACTCTTCTCATATGTATTTCAGGGTAAGAAATTTCCCAT
TGAATATGATCTCAGAGATTCTCTTCTTCCCCGCAATTGGGAACGCGATGAGAATTTTATCA
AATTTCACATTTCCCATCGACCTGCCAAAGGATGTTGAGGCTTAGAGGATTGGAACTCTGAA
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ACTAAATAGAGTTCTTCATCTTTTGTAGATTTCTATTCCTTGAGTACGGCAATTGCAGTGCT
GCTTCAAACACCCTGCTTCTGAATACTCCGATAAGCCCTGACACTGTCCGTTCCAATGGGCA
ACCATTCGATTACGTTTTTTTTCCTTCACATAATTTTGAATTAATCATATCCATTTTTACAT
TATACTCAATTTGACGTCGGTCTAGCCTTTGCTGATATTCTTGGCGATGCTGAGATTGCACC
TTGGAGTCGGCTAGATGTTGGCTGACTGGTCACACACACACACACACACACACACACACACA
CACACACACACACACACATACATACACACACACACACACACACACACACACACACACACACA
GCACATACACACCGCACACACACACAGCACATACACCCCGCACATACAAACGCAACATACAG
?E?EGTACGACAGAAGGTGGCCACCTCGGTCGACTTTGTCCGCAATTACAATCATTGTCCCA
AAGTCAGTCAAGTAAAGCAAGATGTGGCAACTTTTTTGAAAGCTTATGCAGCTGAGAATTAC
TTTCCATCTCAGAAAGTCTTCCCCAAAATGCCATATTTTTGTTAA

2) Loci: Acmic2 (amplicon ~ 194 pb)

>0i|59244765|gb|CZ222451.1|CZ2222451 AlAA-aag43a06.91 Ancylostoma caninum whole
genome shotgun library (AIAAGSS 001) Ancylostoma caninum genomic, DNA sequence

GAATTCGTCCGGTATAGATCTGATCCAAAGTCATATCGAACATGGAGTGTTTCGAGGTCTGC
AATGATGGTTTAAAAGCAATTCTGAAATTCTACGTAGTTCTTCTACAAATCTTCACGTACAG
CTACGTAAATCCCATCGATAGTGGTCTTCACTTCCTCCTCCCTGAACTCCACCTCTACCCTC
GCCCAATGTCCCGTGTGAAGCTCTGGAGCATCAACGAGAACTGAGGACTGGCCGAGCCACAC
GCGGAGAAGCCCATCATCGACCTGAAAAGTTGKEEKCTTGCGACCGTTCCATGGGTCCTCCA
GAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGA
GAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGTCACTGTACCTCTACTCTGTAGAACGTATTCCTTTGCTC
GAACTCAACGACAGTGACCTGGGTGTCGGTACGGGAEET@CGCAATTCGAAAGAAAGTGTGA
ACGGCACCGAGATGTCCTGAGAGCGATAGATCACGAACGACTCGTCGTCCGTGAGTGTGAGA
GGTCGGCTGTGAGATGAGGTCAGTTCTGATACATAAAAGAATTGTTCTAGGCATATATCTGG
AAATTACATCTCGTAGCGAGTCAAGAATGATTAGCAGCACATCTCACTGCAGATACGCCGGC
TTTGTCTTGGGACTTTACGCATGAGTTTTTTTATGAATGTAGTTTGCACACCCAGAACCAGT
ATTGTAAGCCCAGTTAATCAGTCCATGAAGCTACTAATTACGTTTAGGAAGCATGTTTCGAA
AAAACCCGAAAACTTCCAAT
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3) Acmic3 (amplicon = 195 pb)

>0i|56778943|gb|CW974881.1|CW974881 AlAA-aaa83d05.b1 Ancylostoma caninum whole
genome shotgun library (AIAAGSS 001) Ancylostoma caninum genomic, DNA sequence

CTGTGGTGGATTCTTTGTGGCGAGAAGAGGTCACAGATCAGCTGTTCCTTCGAAAACAGGGT
CAGGCATGAGAGCTGAGAAAGTATGTACCCAAGTGTTTGATGAGACTTTCTTTAAACTTCGG
CGCGGGTCGCGACATCC@TKETGCGCGTCAAACTAACGACTCAAAATGGTTAGCATTGAAAT
GAAACTCATTCGAGTGAGGTTACAATTGAGTCTTTGGTGACCTTGAGGTGTGTGTGTGTGTG
TGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTG
TGTATTTAACCCATTAGATAAAGEEECAGTGGATTAATGCGAAGAGTGCTTTTCGTCTGACA
T

4) Acmic4 (amplicon ~ 264 pb)

>0i|56769660|gh|CW968933.1|CW968933 AlAA-aaal4f09.91 Ancylostoma caninum whole
genome shotgun library (AIAAGSS 001) Ancylostoma caninum genomic, DNA sequence

GAATTCAACCGTAAGGGTCACCATTTATTACCATGATTTGGGAATCACCGATATCAGGATGA
TTGTGATCACCCATGTCAGGATCATTCAACGAGCTCACGAAGGAGAAAGGAGACATGAGGAG
AAATGTGAGAAAAGAATATACAAAATGCTGCAAAATATCGTCATTTCCACATCAAACGTCTT
TTTGAACCCTTTCAGCGAGCGCGAAGTTCAAACTTAACAGCAGTTGCTTTTTCTAACGGCTC
AATTACACGCAAAATACCTATTAGTAGTTATAGCTCGTTATGTCTCAATGTTGTTAAAG??Er
AGGAAGAACGGGACTTTTAACAAAATGCACTTTCTAGAAGAAATTCATGTGTTGAGTGACAT
GTTTTTTGTTGTCACCAAGTTGTGATAGGAACGACTCCTAGAATGAATGAATGAATGAATGA
ATGAATGAATGAATGAATGAATGAATGAATGGATGGATGAATGAATGAATGAATGAATGAAT
GAATAAATGAATGAATGAATGAATGAATGAATGAATGAATGAATGAATGAATAGACAAGTCC
GAATCTGATE?E&AGCGCCGGTATCATAATTTGGCAAGCCAGTAATTCCCGGGGACACTTTG
AAACCCAGCACGCTTACGAGTGGGAAAGGTGAAGAAATGCTCCATAGATCCTTGACGAAAAC
GTTGAGATGCCACGCATGGCTGTGATAATTTCCCTCTCTGTCCGTCTGCCTGAAATCGTCTC
AGCAGACATTCTCAGGAGCAACTCTGCGCTGAAGCTAACACCCCAGGAAATTAAACAAACCC
TTGTTTGGCTTCCTTAA
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5) Acmic5 (amplicon ~ 266 pb)

>0i|56770807|gb|CW970080.1|CW970080 AlAA-aaa23d10.g1 Ancylostoma caninum whole
genome shotgun library (AIAAGSS 001) Ancylostoma caninum genomic, DNA sequence

GAATTCTTCCATAGCGGACAAGAGTGTACACTCGCGGAGCATAGCCTGTGCCACGCCCATTT
GTTATAATACGTGTTGTCGGGCTGCTTAGCTGATGTTCCTCTGCCGTCCCTGTTGTCCTCAT
TAACATTCATCTTTGCGTGTCGTCCCGAAATCAACTCCCTGCAAATTTTTTCGATTAGATAA
TTCAGGAAAGGGTGACATATTGCAGTGGAAAATGTAGTCCTTAGTGATATTTTCTAGACTTC
CATCAAAATCTCTCCTCCCTAACAAGCTGCAGCAGCTATTGGAGCEE?FTCACAGTCGCTTT
CACCCTATTCCACTTTGACTTGCTTAGTCACTGCTGCCGTGTTGCAACCGCGGAGCGGTGTA
GTCGCGACGCGGTTCCGTTTGCGAACACACACACACACACACACACACACACACACACACAC
ACACACACACACACACACACACACACACACACACACACACACACACACACACACACACACAC

TTTGAACCCTAATTGGTTATTGGTTATACCCCATCCGATCTCTGTGATGCGTGTCAGACTAT

GTCAGGACAACCGAATCGGCATGTCGAAACTGCGTCGCGGCCGTTATATTTGCGAGGCTTCG
AGGCATTGCTAATTGGAGTCATCATCCACGGAAAATTCCACTCCTAGGATCTTGAGCGTTTC
GTGCTTCAATCGATTGAGTACTAGTGAGAAAGTTCTCTATCCGAGTGATAACAGTTCATACC
GGGTTTCAGCCGAGCCCTGCAAGTCATATATTGTCTGAGCCCCCTACTGTCTTCGTGAAGGG
CGAAAAAATAACAACTAACTAGTCT

6) Acmic6 (amplicon = 241 pb)

>0i|56780553|gh|CW976240.1|CW976240 AlAA-aab22b04.b1 Ancylostoma caninum whole
genome shotgun library (AIAAGSS 001) Ancylostoma caninum genomic, DNA sequence

TCTCGCCCTGTGGTGGATTCCAGCCCGCCAGCGCATTCAGGTAAATAGTACTAATAGGTAGG
TATCCCACTCTATATCACCAAACACCTCCATTCCCTAAGATATTTCTTTATAGACGCTTAGC
GTGCGTGTAGCGTGATACTTGACACAACAATAGACACAGCTTTTGGATAACACCCCTTAGGA
GGTTTGAAGAGACGCCTAGCCTACGACGTGGAGGATTCTAAGAGAACTAATCCGTGAGCCAT
AGATCAGATTTATATATAATTATATAGAGTAAGATAATAAAATGGAAGTGTGGAATGTGGAA
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ATCATATGGGTTGATTCTTGTAGTGAATACGAGATACTCGAACTATGCTGAGGCTAATTTCC
ATGAAGGACTCTAGAATTAAAAATTCGAACTTATATTCTCAATTCCAGAACGTTTTCCTGTC
CCTAATACCCGTACTCACGACCTTAAGGCTCAGAGGCTTGGTGAGTGCAGGTAATTTTTGGA
CGAATTTTCACGATATGATGTGAGTATGATACGATATGACGATAGGAAGCGAACGGA&KKEC
CAATCAACGTCTACACATTTGTCTACATTTTGACAAATCCAGGACAGAATAGTGGCGATAAT
AATAATAATAATAATAATAATAATAATAATAATAATAATAATAATAATAATAATAATAATAA
TAATAATAATAATAATAATAATAATAATAATGGCGCTGATCCACTAGTTCTACCACAAAATC
TGAAAAATTTCTGCTGCAGCTCAACATTCAGGAATGCGGTAGATACRE?RCGATTCAGAATC
TTCCAACACTCTACAAGGTGCTATCTGATGATCTCCTGATCTTTTTCAGACTTAGGCCTAGG
ATTATCCCCAGAATATTGGTTACCAAACAA

7) Acmic7 (amplicon = 204 pb)

>0i|59256716|gb|CZ228401.1|CZ228401 AlAA-aae21h18.g1 Ancylostoma caninum whole
genome shotgun library (AIAAGSS 001) Ancylostoma caninum genomic, DNA sequence

GAATTCGCTTAGACAAAATTAAAATTCCCTACTGAATTTTCTTCTTCTAAACTTTTTGAAAA
GATCAGTTTTCAAATAGGCAAAGACAAGGGATTAGGCGAGTACTCGCAAGTGCACTCATCGA
GCCACTGTTCTCGCGGAGATGTTAAGTGATAGTTTTAAATTCGCCTTCATCTTTACTGAACA
TGTAACAAATTTGCATGTAAAAAATGAGATTTATGAAAGAGTTGAGAAAGTAAGCAAGCAAG
CAAGCATAATCTTACACTGCTGCTTTTTCTTGAGCCGCTCCGTCCGCGAAGTGTTGAATTTT
TTGTTGACCTAAACAAGACAACATTTTGATGAAAACAGCGCTAAAGAGGTTAGTATATACAA
CGATGATTAAATGTTTGGGAATCCATCCATTCAGTGCAGATGATTTTAAAAATGTACGATTT
GTATCATAGGTTTGAAATGAATCATCAGAATTAATGAGGCTTCACTGCATTGCAAGTAATTT

—>
TGCTCCCTTCTACACATTGCATAGCGTAATAAATAATAATAATAATAATAATAATAATAATA

ATAATAATAATAATAATAATAATAAATAAAATAAACACTGAAGATGACCTCTAATATGACAC
AGGAATAAATGAGTGCTCACGAAATCAGCGGGCAGCAATGCTCCGCTGCCGCCACAACTCGA
TCAAACGACTCCACﬁATCCTTCTTATCCAGGATCTTGGACATCCAATAGATGTATGTTA
GAAACAGTTACGTTTTCCGTACTATGTCTCTCACACTGTGGACGATTGCCAAAGTTCCAAGG
CCATCAAAATCTCAGAACGAAAAA
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8) Acmic8 (amplicon ~ 393 pb)

>0i|59247910|gb|CZ224025.1|CZ224025 AlAA-aaf80d09.9g1 Ancylostoma caninum whole
genome shotgun library (AIAAGSS 001) Ancylostoma caninum genomic, DNA sequence

GAATTCCTTCTCCCACAAACGGCGGTGGCGCCCCTCTGACTTAGTTAGCGACGATTCTTATT
GTCCTCTCCTAAATCATGCTATCATTCATGTCGCATCGCAACCCACATCCTTGTCATCCTTC
ATCCGCTCGGCTCGTCCTCCTCCTCCTAACGGCATCGTTCCCACCTCTCCCCTTTTATACGA
TCTTGCAATCACAGGCCATTCCAAATGTAGATGTAAACAATTTTCGGTCATAATAAGAAATT
AACACGTCTGTACATGACAAAAGTGCCACGAAACACCTGTAAATTAAACTAAAACCTAAAAT
TTACCATATAATTCAAAGCACCACTGAACACGATGGTGTAGGTATCTTCCGTTTTTAATGGC
TCGTfEEE%GGTTCTCGTGCACAGATGACACACACACACACACACACACACACACACACACA
CACACACACACACACACACACACACACACACACACACACACACACTCACACACACACATGAA
CTGCCAGTTAATAGATAGTATGATATTTGCCGGCGGTCAGTGGCCTGAAAAAACGGGCTGAT
GCCTGACACCCTTCACATAGCGGGCCAAACCCCGACGGTCATGCATCAACCCAATTGATTCT
CTGTTCAGCCTGCGATTCGCCCGATAGGGCGTCTAGCCCGCTAAATGAGTGTTTCGCCCGCT
GTTAGCCCAGCTACGTGTCTTCGTCCTGTCCTGAGTTGTTCGAATGACGTGGGAATATCGGA
TCGCTGAGCTTATACACTGCCE#??GAATAGTGTGCTGGCATGGTAGCAATTGTACAAAAAT
TGTAGAGGGGTTGAAACGGTTTGCCGGACG

9) Acmic9 (amplicon = 220 pb)

>0i|56766959|gb|CW966232.1|CW966232 AlAA-aaa50g04.b1 Ancylostoma caninum whole
genome shotgun library (AIAAGSS 001) Ancylostoma caninum genomic, DNA sequence

GATTCACAAACGGAATGGGAAGAGAACACGGATACGAAAGGAAACAATGTACATCTAGGTGA
CTTAGGTGGGAGGGTCCGCCAAAACAGGACGCGCACCCCACACCGTTGGATCCGACTCCAAG
CGTTTCCTCACATTTGAACGCCGGCGCACCGTTATCACACCGTTGGACCCGACTCCAGGGGT
TTCCCCACTTTTGGACGCCGGCGCACTCCTACAGCGACAGTGGACCCGTTGCAGAGCATT?%
CTTCGGTCTAGGCCACGCCCTCGGATTTCGTTTCACACACACACACACACACACACACACAC
ACACACACACACACACACACACACACACACACACACACACACACACACACACACACACACAC
ACACACACACACACACACACACACACACACACACACACACACACACACACACACAGAGACAC
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AGGCGTGACAGACTACGCCCTTTATTATAAGTCATGATATATGATTACTTTACAGTGTCAGA
GCTCTTCTAGCGGTAAGCATTCT

10) Acmic10 (amplicon ~ 172 pb)

>0i|59247856|gb|CZ223998.1|CZ223998 AlAA-aae73n04.g1 Ancylostoma caninum whole
genome shotgun library (AIAAGSS 001) Ancylostoma caninum genomic, DNA sequence

—>
GAATTCGTAGTATACGTCAATTGTGTTTTTATTTCGGCCCACATGGTTTCCCCATGTAATAA
ATAATAATAATAATAATAATAATAATAATAATAATAATAATAATAATAATAATAATAATAAT
AATAATAATAATAATTGTGAAGAATGAAGCATTCGAAGAATGAGGGATACAACGATGTGATT

4_
TGCTATCCTATCACTGTTATTGTAAACAAGTGTACATTTAAGGCATTGTAAGAGTAGGGTAG

CATTCATTTCGCTTGTGCTACTGTGGTTGAGGGTTCTCAATAAAGATCCTTAACCACACTTC
TTCTGCACACAAAAGAAGCGGTCGAATCACTTGGGGGCCGAACGCCTCTACCGCCTGGAAGT
ACTGCACTCAGTTGCAGTACTAAGGCGTGGACCCTGCCAAGCCGGCAGAGAGTGAAGGAACC
TGCGGAGTCAAAAACGTAAGGTTTCTGTTTCAATCCGCATCCTGCGTGGAGGTGACCTCGCC
TAATTCGCCTTTCAACAGGATGACGAATAACGACAGTATGGACGACCTCGACCTCGAGCGCC
TACTGTTAGATGACCCCACGGCGGCGGAGCAGATTGCTACGATGAAAGCTTCGACGGACCGC
CTAATCGGGACAGTACAAAAGCTGGCAGAAAACAACGCAGCACAGGTAAATTCAGTTTGCGA
GGTCATGAGCAGCAAAATCAAGACTATCCAAACCATACCTGACTCGTTCTTAGAAAACTCAG
CCAAGAAGCGCAAAAGAAGACAGTAGAGCAGCCCTTTTCGGCTCTCGATGCTGAATGCAAGG
TCAATGTTACGCGCAAGCTTGCCTAA

11) Acmicll (amplicon ~ 261 pb)

>0i|59247553|gb|CZ223847.1|CZ223847 AlIAA-aah00p05.b1 Ancylostoma caninum whole
genome shotgun library (AIAAGSS 001) Ancylostoma caninum genomic, DNA sequence

GATTCATTGTGCAAAACTGGCCGAGTGCAGAGGGATCAATATAAAGGTCTGTCATCCGTCAT

CAATATGAAGGCAACTGTCACAGTCTATCAATGAATGGTTTGAAAAGGAAATGGTTTCAGTC
o
AAAATTTGAAGAGGAAGCGGAGGGAGAGAGGAATCCATGCGCTGAGTACGAGACCGAAATAG
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AGACGATTTTTATAGATAGAGAACATTCAGACGTTGAGTTGGGCTCAATCCATGATTTATTT
GATTCAATTGTTGAAGTTTAGAATTAGAAATTTTGACATAAGGTCATTTAATTAGTTGGCAC
GTGAGTAAGTGAATGAGTGAATGAATGAATGAATGAATGAATGAATGAATGAATGAATGAAT
GAATGAATGAGTTTATTATTTACTCAGTACACCACATAGGTGCGCCATCKEKAGTCATATAG
GACCATATAAAGAGGAAGCAGGTAAAACTAAAGACAAAAATCTAAATAGAACCTAATAGCTC
AACCCTTAAACAATAACATCTAGTACTGATTAAAAAAACATGATGAAGGGACAGTTACCAAG
CCTTTAGTTAGATAACCACGCCGAAGAAGACTAGTCAAACATAATTTGAAAGGTTGTAAAGT
ACGTGCTAAATCCATGACAGAAAGTGTGAGGTCAATTTAGTAAGGGTAAAGATGAGGGATCG
TGGAGGAAAACAC

12) Acmicl2 (amplicon ~ 219 pb)

>0i|59246896|gb|CZ223520.1|CZ223520 AlAA-aag85n02.b1 Ancylostoma caninum whole
genome shotgun library (AIAAGSS 001) Ancylostoma caninum genomic, DNA sequence

AAAACAACTGCAGGCCATTAACATGTCTGAACATGACAAAAGTGGCCCGAAACACCCTTAAA
TCAAGGTAAAAATCAAAATTTACCACGTTTTCGTACATAACTCGATGCGCTGAACACAATGG
TGTAGGTZ?%TTCCGTTTTCGATGGCTGGTTCTCGTGCACACACACACACACACACACACAC
ACACACACACACACACACACACACACACACACACACACACACACACACACACACACACACAC
ACACACACACATACACACACATACACACACACACACATACACACACACACATACACACACAC
ACACACACACATGAACTGCCAATTAAGAAGAAGTA?E;?TATCGGTTACAAGATATAACCAG
CACTGTACAAGTTATAAGAGAACAACACCGACAAAAACTGGAGTGTGAAATCGGAGACATAT
ATCAAGAGAGTGATCCTCGAAGAGTGAAAGTTAGTGAAAAATAATTGAATAGTCAATTTGGG
GGGGGGGGGGGGGGAGGCAGGGAGTGTGTATCTCATCGGCGAGGAAGAGCGGTGGCCGCCAAC
ACCGTAAGTCTGACAGATGAGAATATCGGGGCTCCAGATACAATCTTAATATTTCCCGTCAA
ACCTCGCAGAGATCCACTTATTGTCGGTGGTGTGGATAGAGGTGATCTAATTAAAA

13) Acmicl3 (amplicon = 283 pb)

>0i|56762127|gh|CW961400.1|CW961400 AlAA-aac21a06.b1 Ancylostoma caninum whole
genome shotgun library (AIAAGSS 001) Ancylostoma caninum genomic, DNA sequence
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CCTGTGGTGGATTCTCTCTTGAGCAATTCCCCGGTCTTCTTGGAACAAAAAATGTCCTCAAC
ATCCTCGTAGAGGAAGAGTAGCGCTTTTGAATTGTTGCAGAATGATAACAGATTGGTéEKEC
AAAGCGAACAGTAGTAACACAGATAGATTGGCTGCAATTTTCAAACGAATGAATGAATGAAT
GAATGAATGAACGAACGAACGAATGAATGAATGAATGAATGAGTGAATGAATGAATGAATGA
ATGAATGAATGAATGAATGAATGAATGAATGAATGCACAATCCAATAAAGGGAATATATTAG
TGCATCTTCAACATTTTTCAAAAACATAGACAGCCCTTTTTTGAGCACATACTGGGCTCCGT
TTCTGTTTCACTTCTTATATGGCACGEZX?AATTAGTTTCCTGATGTATTGCTATCACTCTA
AATGATTTATTAGATATCGTTCCTTAGAGAAACAGCTTATGTTCGGAGAGTATGGGAAAGCA
AAAGAGACTTTATTCTTAGCACTACTAGTTAATAAACTCATAGCAATTATGGTAGTTCGAGA
ACAAGTTGAGGGAATTGGTAATTAAGTCCTGCTCAAGAATTCAGAACACGGGACAATGAACT
CATAACTTATTAATGAATATCAATGAGTAGAAGGAATACACGTGTGCGACCATGACTATCAA
CGTGCGACATAGATAGATAATCAGTAGATGTGATCAGTTAGAGAGTCGTACGCATATCGCAT
GTACATATGCAGTAATGACTCTGTGTC

14) Acmicl4 (amplicon ~ 306 pb)

>0i|59636208|gh|CZ250370.1|CZ2250370 AlAA-aag09p04.g1 Ancylostoma caninum whole
genome shotgun library (AIAAGSS 001) Ancylostoma caninum genomic, DNA sequence
GAACTTTTGGGAAGCGAACACGTCCTTTGCGGCGGCGATCATGTCCATGATTTCCTGAATAC
GAATATCCCCATTTACATCTTGCAAACCAGTCTTCTTAGAATAATTTTCAGGTAAGGCATGA
GCAAGACGTTGAGGACCAGTAAAAACAGATTCCTGCAGCAAAATTTGAATGAATTGATCAAA
AGAGTTCGAAAAACTCATTAACTGCACCACTCTTATTGCCTACATAGGGCAACTTATATAGA
TGCGTGGGTCCAACGCGCGTACGTACATACCATGAACGAGCCAGTCAGAGCCATAGTTCTGA
CGCATCTCAGACGCGCGTGAGACGCACGCATTTGCTGCCTCGCGGCGGCCATGTTGCATTTC
CATTCAGGGTACACGTTCCACTTTGGCTGCTTTTCACAGAAAATTCCTTGCAAATAGAREG
TGCGTATGATGCGCGACTGACGCAGATATCTGGTAAGAAATGTCCTTATGCATACGTACATT
CCGTTGAAATCAGCATTCTCATTCTCGATCTCTCCTTAGCGAGGTCCGGATCAGTGCAGTCT
TCCTTTCTGGCAAGATTCATTCATTCATTCATTCATTCATTCATTCATTCATTCATTCATTC
ATCCATTCATTCATTGCTAGCTAAGCGAGACGTTAGCAACAATGATATTATACATATGCTTT
TATTTCTGCTTCAAAACTATGAAAGCAAAACATAAGGTTATTAACGGGTEEGGGTGAAAAT
TCTACGTTTGTTACATTACTTAGATGCGTGCGTTTGATGGCGCCTGCGTTCCATAGGATGAA
GGATTAAAACTTACATTTGA
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15) Acmicl5 (sequéncias com espagos flaqueadores curtos e/ou incompativeis para
desenhar iniciadores)

>0i|59209001|gh|CZ207769.1|CZ207769 AlAA-aae36h23.g1 Ancylostoma caninum whole
genome shotgun library (AIAAGSS 001) Ancylostoma caninum genomic, DNA sequence

GAATTCCAGTGGGAAAATATGTATATGACCCATATGCATGCACATCTGCAAGAGAGAGAGAG
AGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAAAGGAAGAGTTGGGCAACA
GAGAACGGAATTTTTATTATATTCTGGTACTTTTTAATTACACTGAGTCGAGTATTCAGAAG
AAAAAGTTGAACAATCGTGCAAAGAAAAGTCGAGCGGAGAGGGATCAGATGTTCATATACTA
CGTACTCAAAATCCCTCCGGACGGAAGATACATGGTTCTGTTGCAAATAACCACGTTTCTAT
TCAACCATCCTGGTGAATTTTGTCAGCCATCATGAAAACATTGGCAGAACAACGGTGTAAAC
AAACAATCCAACCTCGGTAGTACACATCCGTACAATTGGGAAACTATGGCCGTTGGTGAAAG
CACACAACAAAACAACAACCTCTCGCGTTGTGCTATCTAGAGTGGCGATCTGGTGATGCTTA
CTCACAATAACAGTACTTGTAATGTCGTTCACTTTCATGGTCATTCAGCGTCATCCATTCAA
ACTGTCCTTGTACTCGTGCAAGAGTAGTCAGGAGCAGGACAAAAAACGACACTCCACTCTCT
CTCTCCATTTCTTGGCATAGTACTCAGGGGTGAAAATAGATACCACTCTGTAACGAGCAAAA
ATCGAAATGAATTGGGTTCACCCAATTCGATAATTTTAG

16) Acmicl6 (amplicon ~ 353 pb)

>0i|56779997|gb|CW975684.1|CW975684 AlAA-aaa95c09.b1 Ancylostoma caninum whole
genome shotgun library (AIAAGSS 001) Ancylostoma caninum genomic, DNA sequence

CCTCAATGCGCTGAACGCGAATATGACAACCATTTTGCGCCTGTCTATCGATTTATTGATTT
TATTGATTTTTTGCTCTTCTTGACCAGGGACTAGCGAGAACATGCCTACTGGGGTACCTCAA
TGCGCTGAACGCGAATATGACAAACATTTTGCATGAAATATCGATTTTTCGATTTTATTGAT
TTTTAGCTCTTCCGCCCATTGGAGCGGTGAAGGCATCTCTCCTGGGGTTCCTCGATATGCTG
AGTATGAATATGACAACCACTTTGTACGAATACGTCGATTCAATGTCACCGGAATAGCTTTG
CTAACTTTTCTCCCACAAGACGATGGGAAACGTCACCTGGGCTTCGCTAACATGCTGATCAC
CAAAATTATGAAGATTTTAATGAATTTGTCGATGATAGTAATTAGCCTCAGCAG%K?EATGT
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AGCCAAGGTAATAAAACACCCGAGCGAAGCCGGGTACGGCAGCTAGTTATTATTAATTATTA
TTATTATTATTATTATTATTATTATTATTTTATTATTATTATTATTATTATTATTATTATTA
TTAATTATTATTATTATTTATTATTATTTTATTATTATTATTATTATTATTATTATTATTAT
TATTATTATTATTATTATTATTATTGTCGTGACTGTCCGCCACGACTTCCTGTCAAAAGACG
CCTTCGACCAACGTCAACTGGTCCCGCAACGAAGTCCGCGGTGCGCGCTCACTCTCAGCCGT
ATTCACTCGCGAGTACGCCGCTGACTACCACEEEEACTGCCCAAAATGGTATAAATACGCCC
GTTCCATCACTTCGGGCTTCACATTCACCTTT

17) Acmicl7 (amplicon = 255 pb)

>Qi|59274797|gb|CZ238397.1|CZ238397 AlAA-aah33b22.g1 Ancylostoma caninum whole
genome shotgun library (AIAAGSS 001) Ancylostoma caninum genomic, DNA sequence

GAATCTTTGACACCTCGTGTGTGATCACAGAACATGCTCGCCACTTACTACGCGCGCGCAAA
ATTGCGCGCGTGGGTGAACTTTTEEEZCCTGCAGAGTGACGAATTCCCTACACACACACACA
CACACACACACACACACACACACACACACACACACACACACACACACACACACACACACACA
CACACACACACACACACACACACACACACACACACACACACCATGGTCGACATGAACCACAT
CTCGGACACCTTCAGGTTCTTCTCGAATGGATCGTTGTTTTCTCACTGTATGGATCCAACAC
TTCATGTCTACTACAGTTGCCAGACCREEEAGGAGAGAATTCGCAAACTACATTATTTCACT
GACAATCTAAGGAAAAAGTCTGTGGGCAGATGGCGGTGAGGAAAAGAGCTTTCTGCGCTCAA
ACTGATGGGATGCACCCCTACCAACCCCAGGCAGCTCACGCAAAAAGGATAACCTTTACACC
CGCGCCATGTGTGGTGCAACAAAGGGCGGTTGAAAATGCCCCTTGGCGTTAAGCCCCAACCG
GTTTGACCGGAAATAACAAAAAGAAATGCGGAGGGAAAAATTTAAAAACCTAAAAAAACAAA
AAAAACACGGGGTGTTTATATTTACAAAAATGTTTACCCCCATTCTTCTTTTAAAACCTTCC
GGGGAGAAATATTCAAAAAAAAACTATTTTGTCTTTCCCCCACAAAGGTGTTCCCCCATAAA
TATTTATAAATACTTAACGCGCCCCCCCACAAAAAAAAAGGCGCGCGAGAAAAAAGAGAGAT
TATACTGTTTTCTGTTTTT

18) Acmicl8 (sequéncias com espacgos flaqueadores curtos e/ou incompativeis para

desenhar iniciadores)
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>0i|59271517|gb|CZ235816.1|CZ235816 AlAA-aac59008.b1 Ancylostoma caninum whole
genome shotgun library (AIAAGSS 001) Ancylostoma caninum genomic, DNA sequence

GATTTCTGCATTTCATGTGACTTTAACATAGAGAGAGGGAGATAGAGAGAGAGAGAGAGAGA
GAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGCAGTGAT
CCATAGAAGGGTATTCACACAAACAGACACACGTCACGGGGGATTCGACGCAATTTCTGAAT
GAATTACTCATTGCCTTCTGAAGAAAAGCACAAAATAGTGCGTGTGGTCCATCTTATATTGC
TTGTGAATAATTAGAACCCTTTCATTCAGGATTCGTCACTCCAAAAAACAACTGAGTTGTTT
TTTACTCTTTCCGGACATCTGCACAACAGCCTGAATAGGAAATAATTGCAAAAATTTCTTTG
TTCACCCTAATAGCACGCTACGAAGCCGCAGCTACACACATTCCATGACAGCCTCGTGACGT
ATTCACTACCCCCTCCCCCCCTCCTCTTAATGGAATGCGTCCGATCTGGTTAAAAACACGCG
GACGACTCCACTCAATAGGAGCGGCGGGCCGGGCGGGGAGCCCGCGCCCAGCGTCCTGACGA
CGCTCCGCGTTGATGAACGGCCATTCAGATGACATCCCCTTTCACCCCCGCACCTCTTCTCG
GTTCACAGTGTATACAGCTAACACCCACTCTACCCTATT

19) Acmicl9 (amplicon ~ 361 pb)

>0i|56772101|gb|CW971374.1|CW971374 AlAA-aaa40e04.g1 Ancylostoma caninum whole
genome shotgun library (AIAAGSS 001) Ancylostoma caninum genomic, DNA sequence

GAATTCCGGGGTGGACCATTTCCAGCTGCAGTCAACCCCCACGATTGCTGGAGTAAACACAC
CTTCACAGAAAGCAAGAATCGTTCCGACATTGCAGAAACAAGGAGTCCACCCCATGATCCCA
CCCGCGTCTCAGGGCAGGCA&XXEETCGCGTTTAGTCCGCGATCAGCCCCTTATCCGACACC
TGTTAACGATCCACGCAGTTCTGCAATTAACCAGCTTCCTTGCCCTGTTTCCAACGTTCACG
TGTTTGCTAGGGAACGGCATGAATGAATGAATGAATGAATGAATGAATGAATGAATGAATGA
ATGAATGAATGAATGAATGAATGAATGAATGAATGAATAAATCATAAATTTCGAACTCAATG
GGGAGTCAAAGTTAGAAATTCTTGTCGTCAAAGAAGTTTTGCATGGAAAATCAGAAAGTATT
TTCTTCCCTGCCACATTCTCATATTATCCCGAAAATGTTCACCAAAGCCTGAAACATAGCAG
AAAGCSKEEGAAAATGACAGAGGATAGAGGAAACATGAATCGAACATAAATCAATGTTATTT
TTTCCCGTCCTCAAACTATTGAACGCAATTAAGGAGGATTAGCGACGACGGACCCAGATTAA
CGAAACATTGTGAAATATAGATAATATTTCTGTAATTAGTATCCATTGACAGTAAATTTCCA
ACTGTTGTGATATATTCCCACCAACTTGTGCTGATTGATTCCAAACTTGTGTTGATTCAAGA
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ATGGAAAATTTTACCACTCACCCGAGCCGCTGCGATTGGAAAAAAAAGAAGCAGATCATTGT
GATTTCTTTCACCAAACCATTACGTGCCTCC

20) Acmic20 (amplicon =~ 289 pb)

>0i|59636208|gb|CZ250370.1|CZ250370 AlAA-aag09p04.g1 Ancylostoma caninum whole
genome shotgun library (AIAAGSS 001) Ancylostoma caninum genomic, DNA sequence

GAACTTTTGGGAAGCGAACACGTCCTTTGCGGCGGCGATCATGTCCATGATTTCCTGAATAC
GAATATCCCCATTTACATCTTGCAAACCAGTCTTCTTAGAATAATTTTCAGGTAAGGCATGA
GCAAGACGTTGAGGACCAGTAAAAACAGATTCCTGCAGCAAAATTTGAATGAATTGATCAAA
AGAGTTCGAAAAACTCATTAACTGCACCACTCTTATTGCCTACATAGGGCAACTTATATAGA
TGCGTGGGTCCAACGCGCGTACGTACATACCATGAACGAGCCAGTCAGAGCCATAGTTCTGA
CGCATCTCAGACGCGCGTGAGACGCACGCATTTGCTGCCTCGCGGCGGCCATGTTGCATTTC
CATTCAGGGTACACGTTCCACTTTGGCTGCTTTTCACAGAAAATTCCTTGCAAATAGATGCG
TGCGTATéK?ECGCGACTGACGCAGATATCTGGTAAGAAATGTCCTTATGCATACGTACATT
CCGTTGAAATCAGCATTCTCATTCTCGATCTCTCCTTAGCGAGGTCCGGATCAGTGCAGTCT
TCCTTTCTGGCAAGATTCATTCATTCATTCATTCATTCATTCATTCATTCATTCATTCATTC
ATCCATTCATTCATTGCTAGCTAAGCGAGACGTTAGCAACAATGATATTATACATATGCTTT
TATTTCTGCTTCAAAACTATGAAAGCAAAACATAAGGTTATTAAEEEETCCGGGGTGAAAAT
TCTACGTTTGTTACATTACTTAGATGCGTGCGTTTGATGGCGCCTGCGTTCCATAGGATGAA
GGATTAAAACTTACATTTGA

21) Acmic21 (amplicon = 325 pb)

>0i|56769660|gh|CW968933.1|CW968933 AlAA-aaal4f09.91 Ancylostoma caninum whole
genome shotgun library (AIAAGSS 001) Ancylostoma caninum genomic, DNA sequence

GAATTCAACCGTAAGGGTCACCATTTATTACCATGATTTGGGAATCACCGATATCAGGATGA

TTGTGATCACCCATGTCAGGATCATTCAACGAGCTCACGAAGGAGAAAGGAGACATGAGGAG
AAATGTGAGAAAAGAATATACAAAATGCTGCAAAATATCGTCATTTCCACATCAAACGTCTT
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TTTGAACCCTTTCAGCGAGCGCGAAGTTCAAACTTAACAGCAGTTGCTTTTTCTAACGGCTC
AATTACACGCAAAATACCTATTAGTAGTTATAGCTCGTTATGTCTCAATGTTGTTAAAE??b
AGGAAGAACGGGACTTTTAACAAAATGCACTTTCTAGAAGAAATTCATGTGTTGAGTGACAT
GTTTTTTGTTGTCACCAAGTTGTGATAGGAACGACTCCTAGAATGAATGAATGAATGAATGA
ATGAATGAATGAATGAATGAATGAATGAATGGATGGATGAATGAATGAATGAATGAATGAAT
GAATAAATGAATGAATGAATGAATGAATGAATGAATGAATGAATGAATGAATAGACAAGTCC
GAATCTGATCTGGAGCGCCGGTATCATAATTTGGCAAGCCAGTAATTCCCGGGGACACTTTG
AAACCCKEEACGCTTACGAGTGGGAAAGGTGAAGAAATGCTCCATAGATCCTTGACGAAAAC
GTTGAGATGCCACGCATGGCTGTGATAATTTCCCTCTCTGTCCGTCTGCCTGAAATCGTCTC
AGCAGACATTCTCAGGAGCAACTCTGCGCTGAAGCTAACACCCCAGGAAATTAAACAAACCC
TTGTTTGGCTTCCTTAA

22) Acmic22 (amplicon = 368 pb)

>gi|56764371|gb|CW963644.1|CW963644 AlAA-3aa68b04.b1 Ancylostoma caninum whole genome
shotgun library (AIAAGSS 001) Ancylostoma caninum genomic, DNA sequence

CCTGTGGTGGATTCAGATTGGTGCATTCTGTAGAGGTGTTAAATAAGTAATTTTGTACTCTA
AGGTACCATATATGCACAAAACGCGCTTGATAGACTGTATAGAGATCAATTAGGTAATTATG
AAAGCAGAATACAAATACTTAAAAGTAGGATAGTAGTTCCACATTATTCCAGGATCCATAAG
CTAGAAATTGAAGAAGAATAGAGTTTTTTTTTTGTGGTCTGTTCAGGTTTTACGGAAGACGG
AGCGTTCTAGGCTTTATTTTGTGCTCCATGTGTGGTCGAGTACCTGCAACCTTTTTCGACGT
GGGTGGTCCAATTTTTTCTTATA???CGCAGCCCAGTTGTGAGAGCGTCTAACTGGTTCGTT
TACTATTGTCAGTTCTCCTTTCAGCAGTTTTATAGCCTTTACAGTATCAAGTCTTCCTACTT
TTATATCGATTTGGCACACCTACATGGTTTCAACAATAAATGAATCAATAAATTGATTGATT
GATTGATTGATTGATTGATTGATTGATTGATTGATTGATTAGCACATAAATAATCAAATATG
TGCGCTGTTTTTTTTCAGCAATTACCTAACTATTTGTATGCGCTCAATATGCTCAGTTTAAA
AAAAAAAAAGAACATTAAACCTCTCCGGAAAAATGAGGCATGCAAATGAATATTTTCCTGGG
ACGCATCTGACTGA&??}TATCCAGATGTGCCCTTATTAATGGTTACGTGACACCTGATATG
GCCATGGGAAAAACATCGGCGAAAATCTCTCATACCCTATCGTTTTTTGTCACCATACTTGT
GTCCGTAATTTTTTTCGTTCATCACTTTTT
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23) Acmic23 (amplicon = 348 pb)

>0i|59263173|gh|CZ231631.1|CZ231631 AlAA-aaf62001.b1 Ancylostoma caninum whole
genome shotgun library (AIAAGSS 001) Ancylostoma caninum genomic, DNA sequence

GATTCGGGAGGAAGCAAGGCTTCATTTGATTTCAGGACATCGAACCAGGAAGTCCCAGGAAG
CCAGGCATTGAAGGGGGAGAGGATAGAATCTTTGATTGGTfEE?CGAAAGCTTCTGGAAAAA
ATTCGGATTTCATTGATGTAAGTGGCAAAAGTAGCAAAGATCGTTGTGCAATTTATTTGTAA
TTCCCACTCGTAGTCGATTCTCTTGTGCGGAGTGAACAAGTGAACGAATGAATGAATGAATG
AATGAATGAATGAATGAATGAATGAATGAATGAATGAATGATTGGATGAATGAATGAATAAA
TAAATAAATGAATGGGTCAATGAATGAATAGATGAATTAATTAATCAATGAGCGAATGCATG
AGTGGGCAAATGAATGAATGATGGAATGAATGGATGAATTCTGAACGTTTCGTTTCACAATC
ACATCCGAGCTCKEKAAACAGCCATTTTCAAACATCGTTTTGTGACAGCCCCATTTTTGGAA
AAAAAGTGCAAAACGTATGTGCATAAGATATAACAAAAGAAAATTTTGAAGGAAATAGAACA
CAAAAGTAATTCTCTTTTTAATGGGAATTTTCCCAAATGCTTGAATCCATTTGGAAAAATTT
TCAGAAGACCAAAAAAGTTCCACGACGAATCCGCCGCAGAGCGTGGATTCGTGCACAATCTT
TGCAGTGGATGCACTACGAAATCTTGCAACAAATCGCTGAGCCAGAAACAATAATAATGTTA
GGGACATTAGGAAAGCAATGAAGATAAGCAAAAGGGAAAATGGTTACCAAAAAAATCTAGCG
AAAGTCCTCATCGAGTATTCCAGAGCCAGATGAATGCCGCGCCGGTGATGGGCCTTCTGTGA
AACCTAA

24) Acmic24 (amplicon = 209 pb)

>0i|59247553|gb|CZ223847.1|CZ223847 AlIAA-aah00p05.b1 Ancylostoma caninum whole
genome shotgun library (AIAAGSS 001) Ancylostoma caninum genomic, DNA sequence

GATTCATTGTGCAAAACTGGCCGAGTGCAGAGGGATCAATATAAAGGTCTGTCATCCGTCAT
CAATATGAAGGCAACTGTCACAGTCTATCAATGAATGGTTTGAAAAGGAAATGGTTTCAGTC
AAAATTTGAAGAGGAAGCGGAGGGAGAGAGGAATCCATGCGCTGAGTACGAGACCGAAATAG
AGACGATTTTTATAGATAGAGAACATTCAGACGTTéKE?%GGGCTCAATCCATGATTTATTT
GATTCAATTGTTGAAGTTTAGAATTAGAAATTTTGACATAAGGTCATTTAATTAGTTGGCAC
GTGAGTAAGTGAATGAGTGAATGAATGAATGAATGAATGAATGAATGAATGAATGAATGAAT
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GAATGAATGAGTTTATTATTTACTCAGTACACCACATAGGTGCGCCATCAGAAG?EK}ATAG
GACCATATAAAGAGGAAGCAGGTAAAACTAAAGACAAAAATCTAAATAGAACCTAATAGCTC
AACCCTTAAACAATAACATCTAGTACTGATTAAAAAAACATGATGAAGGGACAGTTACCAAG
CCTTTAGTTAGATAACCACGCCGAAGAAGACTAGTCAAACATAATTTGAAAGGTTGTAAAGT
ACGTGCTAAATCCATGACAGAAAGTGTGAGGTCAATTTAGTAAGGGTAAAGATGAGGGATCG
TGGAGGAAAACAC

25) Acmic25 (amplicon = 354 pb)

>0i|56762986|gb|CW962259.1|CW962259 AlAA-aaa04f12.b1 Ancylostoma caninum whole
genome shotgun library (AIAAGSS 001) Ancylostoma caninum genomic, DNA sequence

ATCTCGCCCTGTGGTGGATTCCTCTGAGGGGACCTCGATGATTCGTTTCCAAGCACATAAGA
CATCTATTTAGAGCTTAGTAAAGAATTCCCTAGAGATGTGCGCAACGCTCTCGAACGCTGGC
ACTCTTCTCTGAGCAGTTGCTGCCCGAGTAGTGCCCCTTCTCCTGTTTTTGTTCCTTCCAAG
AGCACTTCACTAKKETTGGGCGAAAGGAAGCGCTTCTCTGCTATACATAGAAAACGATTAGG
AGAATGTTGATAATTCATTCATTCATTCATTCATTCATTCATTCATTCATTCATTCATTCAT
TCATTCATTCATTCATTCATTCATTCATTCATTCACCCGTTCTTTCATTCATTCATTCGTTC
GTTCACTCATTCTACCACATCCATGATTTATTCAGCCATCTTGAATGCTTAAATGGTGACCA
TATATATATTAGCTGAGTTTAGTCTTACTGCATTGAGAATAAGGTTGATGAAAATTCAAGGA
GAAAAAAGAAGAAAGAATAAGCAGCATAAAAAACACCTTCCATAACAAGCAEEEAATGTTTA
TGATGACTTTCCATAGGAGGCACGCAATGCTTATGATGCTCACGCAACGATAAATCTTTTCA
GACAACCTGTGCATTTACTCATTTACCGGTCCATTCATTCGCTCAATCATTTTTTCATTCAA
TTTCTGCCAGCGTTTGAATTTCTAAAACTCGTAAGGGCTATTATCCTCACCTGCAGTGTTTC
CATTATTATTTTAAGCTTAGCGCTTAGCGTTTTTTCTTGCATTTTTTTCTGTAAAACCTGTT
GCCAAAGCTCACCACAGAAGTAGGAAAATCTTTCGAAAAACAATTGAGAAAATTCGCTGACC
TTACCCACTGCTTTCCTTTTTT

26) Acmic26 (amplicon =~ 299 pb)
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>0i|59242387|gb|CZ221271.1|CZ221271 AlAA-aadl4al3.b1l Ancylostoma caninum whole
genome shotgun library (AIAAGSS 001) Ancylostoma caninum genomic, DNA sequence

GATTCTCCATGAAGTTATTATCCAAATAACTCCATTATTTCATTTTCCGCCAATATGTCGGT
TAAATAATGGTCATTCAGGTCCGTCAGCATACTGATTACCAAAATGATGAGCATTTTTCKEE?
GATTTGCCGGTAGTAGCAGATTTTCTCGTCATTGTGAAATAGCCGGGGTAGTGGAACACCCG
AGCGAAGCCGGGTACACCGTCTAGTACATACATACATATACATACATACATACATACATACA
TACATACATACATACATACATACATACATACATACATACATACATACATACATACATACACA
GATACACATATACATACACACACAAGCTTCTACCTTACATATACAGACATATGTACATACAA
ACATTCACTTTTATATTGCCACTTCCGACTTTCATTGGACCTCGEEK?ATTGTAAACTATTT
TGCGTAGTTTTGTTGAGCCGACACGGGGTTGTTATAGATGACTTTATTAGGCTGACGCGTTT
TGGCGCAATCGCCATTTTCAGAGCCTTTAATATGCATATATACAGGTGAACGAACACCTAGA
ATGATGACTTACCTGCGATGAAACTCGATTCGCAGTGGCCAACCCAACTATCTCGTACTTGC
TAGCGCTGTGACGATGCGTCAGCTCTCGCACGTTCAGTCACATGCCCAGCATTATACTCGCG
TGGAGGAGCCTTAAGACCCAAAGAGGCGTTCATCCAAACATTGGAAAATAGCGCTGTGATTT
CGTGGGTGTTTTCCTAGCATGTTTCAGCTATTCCATTAATCTGAAATGGGTTCTTGCGTCAT
TAAAATCGTCTAATCCTGTAAAA

27) Acmic27 (amplicon = 385 pb)

>0i|59206458|gh|CZ206942.1|CZ206942 AlAA-aad60f15.b1 Ancylostoma caninum whole
genome shotgun library (AIAAGSS 001) Ancylostoma caninum genomic, DNA sequence

ATCGCCCTGTGGTGGATTCCAAXE#&TCCCTTCAAGCCAGGGTTTCTAAAGCTGTCAAGATG
TTCGCAATAGAATTTTCGTGGATTACTGCCTTCAAGTGAGCCGAATAACTGTGTCTGATCCC
TGATCGTATGACATGCCCTCCCTCCCCTGCATCGATGGAACTATCAATTATTCAGTTCGAAT
GAATGAGTGAATGAATGAATGAATGAATGAATGAATGAATGAATGAATGAATGAATGAATGA
ATGAATGAATGAATGAATGAATGAAGTAGATAAATGAGATCAGTAAATGAATTATGGCTGGA
TAAGTAGTTGAATGAATGGGGAAGCGATTAACTAGATGAATGAGTGAATGGTTGAATGAGTA
GATGAATACTTGCCCAAATGAGCAACTGGTEEE?GAATAGCTAATTGAATGAATGAATGACT

GACTGACCGAATGAGTGAATGATTTTATTTTATTGACTCCACCGGATGGATGAGTGAATGAA
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TGAATGAATGAGTGAGTGGATGGATGAGTGAATGACTGACTGACTGAATTATGAATGAATGA
ATGACTGAATGAACGAATGAGTCACGACAAACGCAACTTCTATGTTCTATGTG

28) Acmic28 (amplicon = 327 pb)

>0i|56761603|gh|CW960876.1|CW960876 AlAA-aac17a02.g1 Ancylostoma caninum whole
genome shotgun library (AIAAGSS 001) Ancylostoma caninum genomic, DNA sequence

GAATTCGCTTTCAGAGGAAAAAAAAGAAAAGAGACATCAGAACGCTCTAAAAGCACGGAAAA
AATGGAAATGCATGTGCAGTCAAGCATAGGGTCTGGTCTATACAAACATGTGTGCTGAAGGA
CACATTCAAGAAACGGAAACGAATCAGAACCAAAGGACATTTGGACTACAACGGAATTTGCC
AGCTCCGAATAGAAATAAACTGGCAATTATGGAATCTTTGAGTTATACAAGTTCAGAGGAAC
TTTAGTATGCAATTTATGCAATCTCCTCACTGGACGTGGGATTTTGTGAGTTTGATGTGACC
AGCCTTGAAGCATTAAAAGTTATGTATTTTCACATTAAAAGTTATGTATTTTCTTCATTTTC
ATTAIIIAIIIAIIIIIIGTGCTGTGTAAATéKEEAGAAAGGCAATGAGAATTAAACTCAAG
ACATTATGTACATTTGAATGACTTACACTTACAATAATGATGCCTAATGTACGTAAGAGGCT
CTATTGTCATAGATTCTCTTTTGAGAGGCTTAGTTTCGAGTGAACTAATGAATGAATGAATG
AATGAATGAATGAATGAATGAATGAATGAATGAATGAATGAATGAATGAATGAATGAATGAA
TGAATGAATGAATGAATGAATGAATGAGTGAATGAATGAATGACTGAATGAATGAATGAATG
AATGAATGATGAGTGGTCTGCTGTGACAGATTCAGTGTTTGGTGEKE&TCTCATTCAGAGGC
TGGGATATGAAAAAAAGATGGATAAATGAATCAAAAAAAAACAAATATCAGGGCGGGAGAGT
GAGGGT

29) Acmic29 (amplicon = 267 pb)

>0i|56762127|gb|CW961400.1|CW961400 AlAA-aac21a06.b1 Ancylostoma caninum whole
genome shotgun library (AIAAGSS 001) Ancylostoma caninum genomic, DNA sequence

CCTGTGGTGGATTCTCTCTTGAGCAATTCCCCGGTCTTCTTGGAACAAAAAATGTCCTCAAC

—>
ATCCTCGTAGAGGAAGAGTAGCGCTTTTGAATTGTTGCAGAATGATAACAGATTGGTGGAGG
AAAGCGAACAGTAGTAACACAGATAGATTGGCTGCAATTTTCAAACGAATGAATGAATGAAT
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GAATGAATGAACGAACGAACGAATGAATGAATGAATGAATGAGTGAATGAATGAATGAATGA
ATGAATGAATGAATGAATGAATGAATGAATGAATGCACAATCCAATAAAGGGAATATATTAG
TGCATCTTCAACATTTTTCAAAAACATAGACAGCCCTTTTTTGAGCACATACTGGGCTCCGT
TTCTE??%CACTTCTTATATGGCACGCAATAATTAGTTTCCTGATGTATTGCTATCACTCTA
AATGATTTATTAGATATCGTTCCTTAGAGAAACAGCTTATGTTCGGAGAGTATGGGAAAGCA
AAAGAGACTTTATTCTTAGCACTACTAGTTAATAAACTCATAGCAATTATGGTAGTTCGAGA
ACAAGTTGAGGGAATTGGTAATTAAGTCCTGCTCAAGAATTCAGAACACGGGACAATGAACT
CATAACTTATTAATGAATATCAATGAGTAGAAGGAATACACGTGTGCGACCATGACTATCAA
CGTGCGACATAGATAGATAATCAGTAGATGTGATCAGTTAGAGAGTCGTA

30) Acmic30 (amplicon = 296 pb)

>0i|59239868|gh|CZ220024.1|CZ2220024 AlAA-aae26e09.b1 Ancylostoma caninum whole
genome shotgun library (AIAAGSS 001) Ancylostoma caninum genomic, DNA sequence

GACTTTTTCGGCTTTTTTCCACACGGTGAGAAAAGAGTTAGCAAATTTCGCTATTATGATAA
CTACCAAAATTTTGAGATACTTGAAAGATTCCACCTAGTAATTTTCAGTCACAGGGCGAAAT
AGCCGGGACACTGAGAGAGGCTGCATATGCCGTATAGTCACCAAATAAAAATGTGCTGAAGT
GCCTCAAAGAACTTGCTATATAATCAATTCAAATAAACCAATGTGATGTCAGCTACCCCTAC
CATCTCTATGGTAGGTTGATTGGCCAAGAAGTTGGACACGfEEKCCATTTGGCAGTGAAGTA
ATGAACAGCGCTTTTAACATTAGTTGCTCATTCATTCATTCACTCATTCATTTATTCATTCA
TTCATTCACTCATTCATTCATTCATTTATTCATTCATTCATTCATTCATTCATTCATTCATT
CATTCATTCATTCATTAGGTTGATGCAAAAGAAATGGCCCTTTTTCGAGTTGTCTCTATTTT
CTTTCGCATTTTAATGAACGATATCTTCTTCAAACTATAAAGGTAATTAATTAGCAGCGACT
ATTGCTTATCGTATGAGCAGGTEEE?GACGCCATACGCCTGCATCTCGTGTAAGAGCGAAGC
CAAGAAAAACAAGAACCTCGCATTCATATCGTCATGTTTGGCGAATTTTTTCTTGTGGAATA
ACAGTTTCTGGAGCCGGGAAAAGCGACAAAAATAGGGCAATATCCTTGGATAATACGATGAC
TTCACAAACGTTTCCCATCTAAGTAAATTGTTAGTGTTCAAGCCCAGCTCTCGGGGAGCGAA
ATTTAGGGCC
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31) Acmic31 (amplicon = 233 pb)

>0i|59636208|gbh|CZ250370.1|CZ250370 AlAA-aag09p04.g1 Ancylostoma caninum whole
genome shotgun library (AIAAGSS 001) Ancylostoma caninum genomic, DNA sequence

GAACTTTTGGGAAGCGAACACGTCCTTTGCGGCGGCGATCATGTCCATGATTTCCTGAATAC
GAATATCCCCATTTACATCTTGCAAACCAGTCTTCTTAGAATAATTTTCAGGTAAGGCATGA
GCAAGACGTTGAGGACCAGTAAAAACAGATTCCTGCAGCAAAATTTGAATGAATTGATCAAA
AGAGTTCGAAAAACTCATTAACTGCACCACTCTTATTGCCTACATAGGGCAACTTATATAGA
TGCGTGGGTCCAACGCGCGTACGTACATACCATGAACGAGCCAGTCAGAGCCATAGTTCTGA
CGCATCTCAGACGCGCGTGAGACGCACGCATTTGCTGCCTCGCGGCGGCCATGTTGCATTTC
CATTCAGGGTACACGTTCCACTTTGGCTGCTTTTCACAGAAAATTCCTTGCAAATAGATGCG
TGCGTATGATGCGCGACTGACGCAGATATCTGGTAAGAAATGTCCTTATGCATACGTACATT
CCGTTGAAATCAGCATTCTCATTCTCGATCTCTCCTTAGCGAGGTCCGGATCAGTEEKETCT
TCCTTTCTGGCAAGATTCATTCATTCATTCATTCATTCATTCATTCATTCATTCATTCATTC
ATCCATTCATTCATTGCTAGCTAAGCGAGACGTTAGCAACAATGATATTATACATATGCTTT
TATTTCTGCTTCAAAACTATGAAAGCAAAACATAAGGTTATTAACGGGTCCGGGGTGAAAAT
TCTACGTTTGTTACATTACTTAGATGCGTGCGTTTGR?E&CGCCTGCGTTCCATAGGATGAA
GGATTAAAACTTACATTTGA

32) Acmic32 (amplicon = 213 pb)

>0i|59635148|gh|CZ249454.1|CZ249454 AlAA-aah06g15.b1 Ancylostoma caninum whole
genome shotgun library (AIAAGSS 001) Ancylostoma caninum genomic, DNA sequence

GATTCATTTATTTATTTATTTATTCAAATACACTCCGGGTGTAGCAAACTGTAAAAACAAAC
CAATTGGGACATCAATCACACAAATTCCCATTTCCGTATTAATTATGAAGCATTAAAGCAAA
CAGTACCACCCACCTTCCTCTCATGTGA?EKGAAGACCCACTGACGAAACCTCAAATCGCTC
TCCCCCTATGGAATGAATAAATGAATGAATGGATGAATGAATGAATGAATGAATGAATGAAT
GAATGAATGAATGAATGAATGAATGAATGAATGAATGAGCTGAAGATCAGCCACCGAAAGCC
CGCAAATTTCTGCGAAGTCATCATCTGCGACAAATCGTTGTACAATTGGAEEE@TTCTTGTA
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TTATCATTTTGAACACTCATTGGATAATAACTATTTAATTAAAACTCATGTAGTTTATCTAT
TTAAATGCTTAATAGATTTGGGTACTAATCTCTATGTATCACTTGTGATATTACCCTATTTT
TACAAAATCTATATTCCAATATGTCTAAACTATTTGTAACACTCGCAATAACTGAATATGTT
CAAACATCAAATTTTTTTATCCAAGTAATGCTACTAAATACCTTTTATTGAATTTTCGCGCA
ACAATATATACATTTCATATTTTGTTCAATAGATAATCATTGAATATAATAAATCTACGAAA
TGTCCTTATTTTATGGAAAAGATTTATATCTGATATGTTAATTTCATTTCAGATCAGGAATT
ATTTCTAACTTTCTCTATAAC

33) Acmic33 (amplicon = 257 pb)

>0i|56765573|gb|CW964846.1|CW964846 AlAA-aaa08a07.91 Ancylostoma caninum whole
genome shotgun library (AIAAGSS 001) Ancylostoma caninum genomic, DNA sequence

GAATTCTTGTAATTGCCTAAGGACATTGTAGCGCACGTGGTTTTCTTCCGAACAGAGAACAG
TACCTTGAACTAGTGAATAAATGAAGGAGAAAGTGAGAAAATGAGAGTGGGTGGGGATAAAA
GATGATTGGCTGGCéEEE%TGATTGGACAATTCGAGGAAATGGTGAGAATGAGTAAACGTGA
GGCTTTGAAGAGAACAAAGTGAAAGGCTGTGTTGATGAATGAATGAATGAATGAATGAATGA
ATGAATGAATGAATGGATGAATGAATGAATGAATGAATGAATGAATGAATGAATGAATGAAT
GAATGACTGACTGAATGAATGAATGAATGAATGAATGAATAAACGGGTTCACTGGATGAATT
GACGGATCGGCTGAATGCAEEKAGGGAAAGAAGCCACGAACGACTGAAACAAAATGGATAAT
AAATAAATTAACT

34) Acmic34 (amplicon = 385 pb)

>0i|59246725|gb|CZ223446.1|CZ223446 AlAA-aac71g15.b1 Ancylostoma caninum whole
genome shotgun library (AIAAGSS 001) Ancylostoma caninum genomic, DNA sequence

GATTTCTGCTCTAGGCCATATGTTAGTTGTCGTCCGAATTATGAATGAATCCTCGTCGAAGA

TGACAACACACATACTCTGTTTACCCCATTCCTCCTAGAACCAATCGTAACGAAATTAGTGA
ATATTTGTCTGGACTTGCAGCAAATTAGGTTGCACTTTCTATGAGAATCTGAATTAATGTGG
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AATTCGTTCGAGGCGGAAAGTATGAATGGACGTCTAGATTGCGCATTGCCACGCAGATTGAA
ATATCGCGGTTTCTTGCTAATTTACGCCGGATTGAATGACTTTACGGGAAACTACAGGAGAT
GGAGCAGCAAGGCGGAAGTGATGATGGAGTA@KEEGTGCACACAGATCTTAATTGAAATCGT
TTTCGTTCTTTTGCAGATTTTCGCCTCCTAGCATTAAAGCGTTTGACTGTTCATATTTCTTG
TCTGTTAGGAGAGGAACATTTAAATTCTGGAAATTATGGATTCCCATATTCATTCATTCATT
CATTCATTCATTCATTCATTCATTCACTCATTCATTCATTCAATCACTCATTCATTCATTCA
TTCATTCATTCATTCATTCATTCATTCATTCATTCATTCATTCATTCATTCATTTAGGTTTT
CCTGCATTTCTACATTTGGTATGGACGCTGGCTGACACTGACTCCCCAATTTAAACTGAATG
TACTCAAAGCTTGCATATTTGGAAGAGCATGAACGTTCCAEEKACAAATAATGCAAGTGGGG
AGTCGTTCCGTCGGGAGTAGTGTGGTTAATAAAATTTATTAGTATCGCAGTTCTA

35) Acmic35 (amplicon = 331 pb)

>0i|59632770|gh|CZ247329.1|CZ247329 AlAA-aad37e05.g1 Ancylostoma caninum whole
genome shotgun library (AIAAGSS 001) Ancylostoma caninum genomic, DNA sequence

GAATTCTCAAAGAGATTTCCGCCGAGTGAATCGCCGGTCATAATTCTTCCCGAACGACCACT
ACGCTGATGCCACTTGCCCCCAAGGCTACTCGTGGACGAAGAACATCGAGGGTACAAGGTTG
AAAACTACCCATACCCATTCTATTTTTTACTGGAATAGATGTCAAAGAAGTAAGAGATfE?gr
TGAATAGGGAGGAAGGCGGAACATTCATTCATTCATTCATTCATTCATTCATTCATTCATTC
ATTCATTCATTCATTCATTCATTCATTCATTCATTCATTCATTCATTCATTCATTCACTCAT
TCTTTCATTCACACATTCATTCATTCATTCACACATTCATTCATCCATTCACACATCCACTC
ATTCATTCACACAGTGAGCCATTCATTCATTCATTCATTTTTTTTCTTGGTAAAAGCGGCTT
CGGATAAAGACTATTAAAGCATAGCGAACCTCTCAACTTGTCCATATATTTTTATTCCACTG
CCCACAAGACTCCCTRZE?AGTCTGTTACTACGCTAAAGTAAGAAAAACTAAACATATTATT
TATATTTACCTTCACAACTAATTCGATAACAATTTCCAACTATTACTTTCCAGAATCTTCCT
ACCATGCTTCAGAAACTTGTCCACAGACTTTTGGCGAATGTCCAATGTTCAGCGACATCAAA
ACTATCATTCTGAGAGAAGC
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36) Acmic36 (amplicon = 315 pb)

>0i|56772101|gb|CW971374.1|CW971374 AlAA-aaa40e04.g1 Ancylostoma caninum whole
genome shotgun library (AIAAGSS 001) Ancylostoma caninum genomic, DNA sequence

GAATTCCGGGGTGGACCATTTCCAGCTGCAGTCAACCCCCACGATTGCTGGAGTAAACACAC
CTTCACAGAAAGCAAGAATCGTTCCGACATTGCAGAAACAAGGAGTCCACCCCATGATCCCA
CCCGCGTCTCAGGGCAGGCACAAGGTCGCGTTTAGTCCGCGATCAGCCCCTTATCCGACACC
TGTTAACGA?EEACGCAGTTCTGCAATTAACCAGCTTCCTTGCCCTGTTTCCAACGTTCACG
TGTTTGCTAGGGAACGGCATGAATGAATGAATGAATGAATGAATGAATGAATGAATGAATGA
ATGAATGAATGAATGAATGAATGAATGAATGAATGAATAAATCATAAATTTCGAACTCAATG
GGGAGTCAAAGTTAGAAATTCTTGTCGTCAAAGAAGTTTTGCATGGAAAATCAGAAAGTATT
TTCTTCCCTGCCACATTCTCATATTATCCCGAAAATGTTCACCAAAGCCTGAAACATAGCAG
AAAGCGACGGAAAATGACAGAGGATAGAGGAAACATGAATCGAACATAAATCAATGTTATTT
TTTCCCGTCCTCAAACTATTGAACGCAATTAAGGAGGATTAGCGACGACGGACCCAGATTAA
CGAAACATTGTGAAATATAGATAATATTTCTGTAATTAGTATCCATTGACAGTAAATTTCCA
ACTGTTGTGATATATTCCCACCAACTTGTGCTGATTGATTCCAAACTTGTGTTGATTCAAGA
ATGGAAAATTTTACCACTCACCCGAGCCGCTGCGATTGGAAAAAAAAGAAGCAGATCATTGT
GATTTCTTTCACCAAACCATTACGTGCCTCC

37) Acmic37 (amplicon = 378 pb)

>0i|59630672|gh|CZ245231.1|CZ245231 AlAA-aah46¢13.b1 Ancylostoma caninum whole
genome shotgun library (AIAAGSS 001) Ancylostoma caninum genomic, DNA sequence

GATTCGGTGGACGCGAACAGCTGGATGAGCGACTGGCATTTGTCAACGAGCAGAACATCGAC
ATGATCAAGCGTAACGATGTCGTGAAAAGTGGGTCAAACTTCAACAATCGATGACTGAGCCG
GATATTGATTGGAAATTTGATTTTCAGATCAGTGGTCAAAGTTCGACGATCACCATGATCGT
ACCATCGGTCTACAGTCTGTTGCTCGTGATGCCGACAAACGTGCTGAGATGGCTAGGAAAGC
TACGGATGCGCTTGTCAAGGAGGTTGGTCAATTTTGGGCGGAEE?TACCCACAGTCCAAGAC
TTGTCCTTTCATTCATTCACTCACTAATTTCACTCATTCATCAATTCGTTCACTCATTCATT
CATTCATTCATTCATTCATCCATCCATTCATTCATTCGTTCATTCATTCATTCACCCATTCA
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CCCATTCACCCATTCATTCATTCATTCATTCATTCATTCATTCATTCATTCATTCATTCATT
CATTCATTCATTCATTCATTCGCCCATTCATTGATTCATTCATTGGATTTTCGTAGTTTTTG
GTACCTGTGATAACTAACACCTTGTGGGCAGGGTTCTTCTGTCCCTCTAGTTCATAGAAGCG
AACATGTGTCGCTTCTGTCCCAGAAATTCACAAGCAGCTGGAéXKE%GACACAAATTTCAGG
TGAAAGAGGTTGCTGACAAGGCAAACAAACTTGTGAACAGCACTGGTCATGAATACGAGAAG
AATTGAGAGGAAGGAAGACGGTATCGTCTACTCACCCAGTAATAACGACTACTCGAAAGGGA
AAA

38) Acmic38 (amplicon = 295 pb)

>0i|56769465|gb|CW968738.1|CW968738 AlAA-aaallhll.b1l Ancylostoma caninum whole
genome shotgun library (AIAAGSS 001) Ancylostoma caninum genomic, DNA sequence

GATTTGTAAAACAACCTTGCATACGGTAGGGAGGCGGCAGAGGTGCACCTACACATTGTACC
TTCTCTTTATGAATACAAAATTATGCAGAGAAATATCTCAGTGCCGCTATACTTTTGAATTG
TGGCGAGATTGCTAGAGAACAAAATATCCAAGAGATGTATAAATGGTTAGAAATAGAAATCA
CCTGAAGAATGGATGAAACATCTCCCTCAATCGGTGCTGGATCTGTAGGGCGCGTGAGGTGA
GCAAAATGGAGATCAAATGCAGTACAACCGGGTAGAGGTACGAGGCGACTGATAGCGTCGAG
CTGCACGTGCTGTCAGTCATTTCCTGCAAGGACAGATTGTAAAAGTAATGTGAAGATGGGAA
GTAGGGAGGAGGGGACGCGAGGACGAAGAGAAATGTTTCTGGAGAGTAAACGAACAAGTGGG
TAGAATATCTGTTCGATTGATTCGATGGAATTGAATCGAGTTCCAAATGATTCGATATTCAA
GTCATTCATGACACCGGTTAGGTAAAAAGCTATCATAGAAGTAGCTTAACTGTTCAAAAAAA
CAGATCTACTTGTTTGGACAAAGTGAAATTATGGATGAGTTATTGAATAAATGAATGAGTGA
ATGGATAAGTGGATGACTCACAGAATGAATGAATGAATGAATGAATGAATGAATGAATGAAT
GAATGAATGAATGAATGAATGAATGAATGAGCCAGATTTCTGAGCAATTACAACGTCGAATG
CAGAAATACAGCTGTTCGCAAATAGGTGCCACTGTCGTTCGTCGCTCTEK?AGGATTTCTGT
GCAAGTACCCCCTTTGTAAATAATTTGAACGGAAACTTCAATTCGGCAAAAGGGCAAATTCA

ATCCC
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Haplotipos identificadas nas populacfes brasileiras de A. caninum apos a

reconstrucdo alélica utilizando-se os 245 nucleotideos gendémicos sequenciados
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(introns e éxons) do gene Ac-ASP-2:

>h001
ATTCTCGGATTCTCATCTGTGCGAAGTACACCGCAAAAAGTACATACTGAGGACTGTACTGG
CAGACCCCATAGGTCATCGATGAACACCATTCCACATAACATCCGAGTTTGTAGGACTCCTG
CCAGACCATCTGGAGATGTACAACGTTACAAATTAGGTACTGTTGTTAAACGGCTATGGACG
AATATTCTGACCTGAGTGTAATGTCCTATCATAACTCCCCTGTTCCACAACTGCGTTGT
>h002
ATTCTCGGATTCTCATCTGTGCGAAGTACGCCGCAAAAAGTACATACTGAGGACTGTACTGG
CAGACACCATAGGTCATCGATGAACACCATTCCACATAACATCCGAGTTTGTAGGACTCCTG
CCAGACCATCTGGAGATGTACAACGTTACAAATTAGGTACTGTTGTTAAACGGCTATGGACG
AATATTCTGACCTGAGTGTAATGTCCTATCATAACTCCCCTGTTCCACAACTGCGTTGT
>h003
ATTCTTGAATTCTCATCTGTGCGAAGTACGCCGCAAAAAATACATACTGAGGACTGTACTGG
CAGACACCATAGGTCATCGATGAACACCATTCCACATAACATCCGAGTTTGTAGGACTCCTG
CCAGACCATCTGGAGATGTACAACGTTACAACTTAGGTACTGTTGTTAAAGGGCTATGGACG
AATATTCTGACCTGAGTGTAATGTCCTATCATAACTCCCCTGTTCCACAACTGCGTTGT
>h004
ATTCTTGAATTCTCATCTGTGCGAAGTACGCCGCAAAAAGTACATACTGAGGACTGTACTGG
CAGACACCATAGGTCATCGATGAACACCATTCCACATAACATCCGAGTTTGTAGGACTCCTG
CCAGACCATCTGGAGATGTACAACGTTACAACTTAAGTACTGTTGTTAAAGGGCTATGAACG
AATATTCTGACCTGAGTGTAATGTCCTATCATAACTCCCCTGTTCCACAACTGCGTTGT
>h005
ATTCTTGAATTCTCATCTGTGCGAAGTACGCCGCAAAAATTACATACTGAGGACTGTACTGG
CAGACACCATAGGTCATCGATGAACACCATTCCACATAACATCCGAGTTTGTAGGACTCCTG
CCAGACCATCTGGAGATGTACAACGTTACAAGTTAGGTACTGTTGTTAAAGGGCTATGGACG
AATATTCTGACCTGAGTGTAATGTCCTATCATAACTCCCCTGTTCCACAACTGCGTTGT
>h006
ATTCTTGAATTCTCATCTGTGCGAAGTACGTCACAAAAAATACATACTGAGGACTGTACTGG
CAGACACCATAGGTCATCGATGAACACCATTCCACATAACATCCGAGTTTGTAGGACTCCTG
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CCAGACCATCTGGAGATGTACAACGTTACAACTTAGGTACTGTTGTTAAAGGGCTATGGACG
AATATTCTGACCTGAGTGTAATGTCCTATCATAACTCCCCTGTTCCACAACTGCGTTGT
>h007
ATTCTTGAATTCTCATCTGTGCGAAGTACGTCGCAAAAAATACATACAGAGGACTGTACTGG
CAGACACCATAGGTCATCGATGAACACCATTCCACATAACATCCGAGTTTGTAGGACTCCTG
CCAGACCATCTGGAGATGTACAACGTTACAACTTAGGTACTGTTGTTAAAGGGCTATGGACG
AATATTCTGACCTGAGTGTAATGTCCTATCATAACTCCCCTGTTCCACAACTGCGTTGT
>h008
ATTCTTGAATTCTCATCTGTGCGAAGTACGTCGCAAAAAATACATACTGAGGACTGTACTGG
CAGACACCATAGGTCATCGATGAACACCATTCCACATAACATCCGAGTTTGTAGGACTCCTG
CCAGACCATCTGGAGATGTACAACGTTACAACTTAGGTACTGTTGTTAAAGGGCTATGGACG
AATATTCTGACCTGAGTGTAATGTCCTATCATAACTCCCCTGTTCCACAACTGCGTTGT
>h009
ATTCTTGAATTCTCATCTGTGCGAAGTACGTCGCAAAAAATACATACTGAGGACTGTACTGG
CAGACACCATAGGTCATCGATGAACACCATTCCACATAACATCCGAGTTTGTAGGACTCCTG
CCAGACCATCTGGAGATGTACAACGTTGCAACTTAGGTACTGTTGTTAAAGGGCTATGGACG
AATATTCTGACCTGAGTGTAATGTCCTATCATAACTCCCCTGTTCCACAACTGCGTTGA
>h010
ATTCTTGAATTCTCATCTGTGCGAAGTACGTCGCAAAAAATACATACTGAGGACTGTACTGG
CAGACACCATAGGTCATCGATGAACACCATTCCACATAACATCCGAGTTTGTAGGACTCCTG
CCAGACCATCTGGAGATGTACAACGTTGCAACTTAGGTACTGTTGTTAAAGGGCTATGGACG
AATATTCTGACCTGAGTGTAATGTCCTATCATAACTCCCCTGTTCCACAACTGCGTTGT
>h011
ATTCTTGAATTCTCATCTGTGCGAAGTACGTCGCAAAAAATACATACTGAGGACTGTACTGG
CAGACACCATAGGTCATCGATGAACACCATTCCACATAACATCCGAGTTTGTAGGACTCCTG
CCAGACCATCTGGAGATGTACAACGTTTCAACTTAGATACTGTTGTTAAAGGGCTATGGACG
AATATTCTGACCTGAGTGTAATGTCCTATCATAACTCCCCTGTTCCACAACTGCGTTGT
>h012
ATTCTTGAATTCTCATCTGTGCGAAGTACGTCGCAAAAAATACATACTGAGGACTGTACTGG
CAGACACCATAGGTCATCGATGAACACCATTCCACATAACATCCGAGTTTGTAGGACTCCTG
CCAGACCATCTGGAGATGTACATCGTTTCAAGTTAGGTACTGTTGTTAAAGGGCTATGGACG
AATATTCTGACCTGAGTGTAATGTCCTATCATAACTCCCCTGTTCCACAACTGCGTTGT
>h013
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ATTCTTGAATTCTCATCTGTGCGAAGTACGTCGCAAAAATTACATACTGAGGACTGTACTGG
CAGACACCATAGGTCATCGATGAACACCATTCCACATAACATCCGAGTTTGTAGGACTCCTG
CCAGACCATCTGGAGATGTACAACGTTACAATTTAGGTACTGTTGTTAAAGGGCTATGGACG
AATATTCTGACCTGAGTGTAATGTCCTATCATAACTCCCCTGTTCCACAACTGCGTTGT
>h014
ATTCTTGGATTCTCAGCTATGCGAAGTACGCCACAAAAAGTACATACTGAGGACTGTACTGG
CAGACACCATAGGTCATCGATGAACACCATTCCACATAACATCCGAGTTTGTAGGACTCCTG
CCAGACCATCTGGAGATGTACAACGTTACAACTTAGGTACTGTTGTTAAAGGGCTATGGACG
AATATTCTGACCTGAGTGTAATGTCCTATCATAACTCCCCTGTTCCACAACTGCGTTGT
>h015
ATTCTTGGATTCTCAGCTATGCGAAGTACGCCACAAAAATTACATACTGAGGACTGTACTGG
CAGACACCATAGGTCATCGATGAACACCATTCCACATAACATCCGAGTTTGTAGGACTCCTG
CCAGACCATCTGAAGATGTACAACGTTACAAGTTAGGTACTGTTGTTAAAGGGCTACGGACG
CATATTCTGACCTGAGTGTAATGTCCTATCATAACTCCCCTGTTCCACAACTGCGTTGT
>h016
ATTCTTGGATTCTCAGCTATGCGAAGTACGCCACAAAAATTACATACTGAGGACTGTACTGG
CAGACACCATAGGTCATCGATGAACACCATTCCACATAACATCCGAGTTTGTAGGACTCCTG
CCAGACCATCTGAAGATGTACAGCGTTACAAGTTAGGTACTGTTGTTAAAGGGCTACGGACG
AATATTCTGACCTGAGTGTAATGTCCTATCATAACTCCCCTGTTCCACAACTGCGTTGT
>h017
ATTCTTGGATTCTCAGCTATGCGAAGTACGCCACAAAAATTACATACTGAGGACTGTACTGG
CAGACACCATAGGTCATCGATGAACACCATTCCACATAACATCCGAGTTTGTAGGACTCCTG
CCAGACCATCTGAAGATGTACAGCGTTACAAGTTAGGTACTGTTGTTAAAGGGCTACGGACG
TATATTCTGACCTGAGTGTAATGTCCTATCATAACTCCCCTGTTCCACAACTGCGTTGT
>h018
ATTCTTGGATTCTCAGCTATGCGAAGTACGCCACAAAAATTACATACTGAGGACTGTACTGG
CAGACACCATAGGTCATCGATGAACACCATTCCACATAACATCCGAGTTTGTAGGACTCCTG
CCAGACCATCTGGAGATGTACAACGTTACAACTTAGGTACTGTTTTTAAAGGGCTATGGACG
AATATTCTGACCTGAGTGTAATGTCCTATCATAACTCCCCTGTTCCACAACTGCGTTGT
>h019
ATTCTTGGATTCTCAGCTATGCGAAGTACGCCACAAAAATTACATACTGAGGACTGTACTGG
CAGACACCATAGGTCATCGATGAACACCATTCCACATAACATCCGAGTTTGTAGGACTCCTG
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CCAGACCATCTGGAGATGTACAACGTTACAATTTAGGCACTGTTGTTAAAGGGCTATGGACG
AATATTCTGACCTGAGTGTAATGTCCTATCATAACTCCCCTGTTCCACAACTGCGTTGT
>h020
ATTCTTGGATTCTCAGCTATGCGAAGTACGCCACAAAAATTACATACTGAGGACTGTACTGG
CAGACACCATAGGTCATCGATGAACACCATTCCACATAACATCCGAGTTTGTAGGACTCCTG
CCAGACCATCTGGAGATGTACAACGTTACAATTTAGGCACTGTTTTTAAAGGGCTATGGACG
AATATTCTGACCTGAGTGTAATGTCCTATCATAACTCCCCTGTTCCACAACTGCGTTGT
>h021
ATTCTTGGATTCTCAGCTATGCGAAGTACGCCACAAAAATTACATACTGAGGACTGTACTGG
CAGACACCATAGGTCATCGATGAACACCATTCCACATAACATCCGAGTTTGTAGGACTCCTG
CCAGACCATCTGGAGATGTACAACGTTACAATTTAGGTACTGTTTTTAAAGGGCTATGGACG
AATATTCTGACCTGAGTGTAATGTCCTATCATAACTCCCCTGTTCCACAACTGCGTTGT
>h022
ATTCTTGGATTCTCAGCTATGCGAAGTACGTCGCAAAAAATACATACTGAGGACTGTACTGG
CAGACACCATAGGTCATCGATGAACACCATTCCACATAACATCCGAGTTTGTAGGACTCCTG
CCAGACCATCTGGAGATGTACAACGTTACAAGTTAGGCAATGTTGTTAAAGGGCAATGGACG
AATATTCTGACCTGAGTGTAATGTCCTATCATAACTCCCCTGTTCCACAACTGCGTTGT
>h023
ATTCTTGGATTCTCATCTGTGCGAAGTACGCCACAAAAAATACATACTGAGGACTGTACTGG
CAGACACCATAGGTCATCGATGAACACCATTCCACATAACATCCGAGTTTGTAGGACTCCTG
CCAGACCATCTGAAGATGTACAACGTTACAACTTAGGTACTGTTGTTAAAGGGCTACGGACG
CATATTCTGACCTGAGTGTAATGTCCTATCATAACTCCCCTGTTCCACAAATGCGTTGT
>h024
ATTCTTGGATTCTCATCTGTGCGAAGTACGCCACAAAAAGTACATACTGAGGACTGTACTGG
CAGACACCATAGGTCATTGATGAACACCATTCCACATAACATCCGAGTTTGTAGGACTCCTG
CCAGACCATCTGGAGATGTACAACGTTACAACTTAGGTACTGTTGTTAAAGGGCTATGGACG
AATATTCTGACCTGAGTGTAATGTCCTATCATAACTCCCCTGTTCCACAACTGCGTTGT
>h025
ATTCTTGGATTCTCATCTGTGCGAAGTACGCCACAAAAATTACATACTGAGGACTGTACTGG
CAGACACCATAGGTCATCGATGAACACCATTCCACATAACATCCGAGTTTGTAGGACTCCTG
CCAGACCATCTGGAGATGTACAACGTTACAAGTTAGGTACTGTTGTTAAAGGGCTATGGACG
AATATTCTGACCTGAGTGTAATGTCCTATCATAACTCCCCTGTTCCACAACTGCGTTGT
>h026
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ATTCTTGGATTCTCATCTGTGCGAAGTACGCCACAAAAATTACATACTGAGGACTGTACTGG
CAGACACCATAGGTCATCGATGAACACCATTCCACATAACATCCGAGTTTGTAGGACTCCTG
CCAGACCATCTGGAGATGTACAGCGTTACAAGTTAGGTACTGTTGTTAAAGGGCTACGGACG
TATATTCTGACCTGAGTGTAATGTCCTATCATAACTCCCCTGTTCCACAACTGCGTTGT
>h027
ATTCTTGGATTCTCATCTGTGCGAAGTACGCCGCAAAAAATACATACTGAGGACTGTACTGG
CAGACACCATAGGTCATCGAAGAACACCATTCCACATAACATCCGAGTTTGTAGGACTCCTG
CCAGACCATCTGGAGATGTACAACGTTACAACTTAGGTACTGTTGTTAAAGGGCTATGGACG
AATTTTCTGACCTGAGTGTAATGTCCTATCATAACTCCCCTGTTCCACAACTGCGTTGT
>h028
ATTCTTGGATTCTCATCTGTGCGAAGTACGCCGCAAAAAATACATACTGAGGACTGTACTGG
CAGACACCATAGGTCATCGATGAACACCATTCCACATAACATCCGAGTTTGTAGGACTCCTG
CCAGACCATCTGGAGATGTACAACGTGACAACTTAGGTACTGTTGTTAAAGGGCTATGGACG
AATATTCTGACCTGAGTATAATGTCCTATCATAACTCCCCTGTTCCACAACTGCGTTGT
>h029
ATTCTTGGATTCTCATCTGTGCGAAGTACGCCGCAAAAAATACATACTGAGGACTGTACTGG
CAGACACCATAGGTCATCGATGAACACCATTCCACATAACATCCGAGTTTGTAGGACTCCTG
CCAGACCATCTGGAGATGTACAACGTTACAACTTAAGTACTGTTGTTAAAGGGCTATGAACG
AATATTCTGACCTGAGTGTAATGTCCTATCATAACTCCCCTGTTCCACAAATGCGTTGT
>h030
ATTCTTGGATTCTCATCTGTGCGAAGTACGCCGCAAAAAATACATACTGAGGACTGTACTGG
CAGACACCATAGGTCATCGATGAACACCATTCCACATAACATCCGAGTTTGTAGGACTCCTG
CCAGACCATCTGGAGATGTACAACGTTACAACTTAAGTACTGTTGTTAAAGGGCTATGAACG
AATATTCTGACCTGAGTGTAATGTCCTATCATAACTCCCCTGTTCCACAACTGCGTTGT
>h031
ATTCTTGGATTCTCATCTGTGCGAAGTACGCCGCAAAAAATACATACTGAGGACTGTACTGG
CAGACACCATAGGTCATCGATGAACACCATTCCACATAACATCCGAGTTTGTAGGACTCCTG
CCAGACCATCTGGAGATGTACAACGTTACAACTTAAGTACTGTTGTTAAAGGGCTATGGACG
AATATTCTGACCTGAGTGTAATGTCCTATCATAACTCCCCTGTTCCACAACTGCGTTGT
>h032
ATTCTTGGATTCTCATCTGTGCGAAGTACGCCGCAAAAAATACATACTGAGGACTGTACTGG
CAGACACCATAGGTCATCGATGAACACCATTCCACATAACATCCGAGTTTGTAGGACTCCTG
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CCAGACCATCTGGAGATGTACAACGTTACAACTTAGGTACTGTTGTTAAAGGGCTATGGACG
AATATTCTGACCTGAGTATAATGTCCTATCATAACTCCCCTGTTCCACAACTGCGTTGT
>h033
ATTCTTGGATTCTCATCTGTGCGAAGTACGCCGCAAAAAATACATACTGAGGACTGTACTGG
CAGACACCATAGGTCATCGATGAACACCATTCCACATAACATCCGAGTTTGTAGGACTCCTG
CCAGACCATCTGGAGATGTACAACGTTACAACTTAGGTACTGTTGTTAAAGGGCTATGGACG
AATATTCTGACCTGAGTGTAATGTCCTATCATAACTCCCCTGTTCCACAAATGCGTTGT
>h034
ATTCTTGGATTCTCATCTGTGCGAAGTACGCCGCAAAAAATACATACTGAGGACTGTACTGG
CAGACACCATAGGTCATCGATGAACACCATTCCACATAACATCCGAGTTTGTAGGACTCCTG
CCAGACCATCTGGAGATGTACAACGTTACAACTTAGGTACTGTTGTTAAAGGGCTATGGACG
AATATTCTGACCTGAGTGTAATGTCCTATCATAACTCCCCTGTTCCACAACTGCGTTGA
>h035
ATTCTTGGATTCTCATCTGTGCGAAGTACGCCGCAAAAAATACATACTGAGGACTGTACTGG
CAGACACCATAGGTCATCGATGAACACCATTCCACATAACATCCGAGTTTGTAGGACTCCTG
CCAGACCATCTGGAGATGTACAACGTTACAACTTAGGTACTGTTGTTAAAGGGCTATGGACG
AATATTCTGACCTGAGTGTAATGTCCTATCATAACTCCCCTGTTCCACAACTGCGTTGT
>h036
ATTCTTGGATTCTCATCTGTGCGAAGTACGCCGCAAAAAATACATACTGAGGACTGTACTGG
CAGACACCATAGGTCATCGATGAACACCATTCCACATAACATCCGAGTTTGTAGGACTCCTG
CCAGACCATCTGGAGATGTACAACGTTACAACTTAGGTACTGTTGTTAAAGGGCTATGGACG
AATTTTCTGACCTGAGTGTAATGTCCTATCATAACTCCCCTGTTCCACAACTGCGTTGT
>h037
ATTCTTGGATTCTCATCTGTGCGAAGTACGCCGCAAAAAATACATACTGAGGACTGTACTGG
CAGACACCATAGGTCATCGATGAACACCATTCCACATAACATCCGAGTTTGTAGGACTCCTG
CCAGACCATCTGGAGATGTACAACGTTACAACTTAGGTACTGTTGTTAAAGGGTTATGGACG
AATATTCTGACCTGAGTGTAATGTCCTATCATAACTCCCCTGTTCCACAAATGCGTTGT
>h038
ATTCTTGGATTCTCATCTGTGCGAAGTACGCCGCAAAAAATACATACTGAGGACTGTACTGG
CAGACACCATAGGTCATCGATGAACACCATTCCACATAACATCCGAGTTTGTAGGACTCCTG
CCAGACCATCTGGAGATGTACAACGTTACAAGTTAAGTACTGTTGTTAAAGGGCTATGAACG
AATATTCTGACCTGAGTGTAATGTCCTATCATAACTCCCCTGTTCCACAACTGCGTTGT
>h039
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ATTCTTGGATTCTCATCTGTGCGAAGTACGCCGCAAAAAATACATACTGAGGACTGTACTGG
CAGACACCATAGGTCATCGATGAACACCATTCCACATAACATCCGAGTTTGTAGGACTCCTG
CCAGACCATCTGGAGATGTACAACGTTACAAGTTAAGTACTGTTGTTAGAGGGCTATGAACG
AATATTCTGACCTGGGTGTAATGTCCTATCATAACTCCCCTGTTCCACAACTGCGTTGT
>h040
ATTCTTGGATTCTCATCTGTGCGAAGTACGCCGCAAAAAATACATACTGAGGACTGTACTGG
CAGACACCATAGGTCATCGATGAACACCATTCCACATAACATCCGAGTTTGTAGGACTCCTG
CCAGACCATCTGGAGATGTACAACGTTTCAACTTAGGTACTGTTGTTAAAGGGCTATGGACG
AATTTTCTGACCTGAGTGTAATGTCCTATCATAACTCCCCTGTTCCACAACTGCGTTGT
>h041
ATTCTTGGATTCTCATCTGTGCGAAGTACGCCGCAAAAAGTACATACTGAGGACTGTACTGG
CAGACACCATAGGTCATCGATGAACACCATTCCACATAACATCCGAGTTTGTAGGACTCCTG
CCAGACCATCTGAAGATGTACAACGTTACAAGTTAGTTACTGTTGTTAAAGGGCTATGGACG
AATATTCTGACCTGAGTGTAATGTCCTATCATAACTCCCCTGTTCCACAACTGCGTTGT
>h042
ATTCTTGGATTCTCATCTGTGCGAAGTACGCCGCAAAAAGTACATACTGAGGACTGTACTGG
CAGACACCATAGGTCATCGATGAACACCATTCCACATAACATCCGAGTTTGTAGGACTCCTG
CCAGACCATCTGGAGATGTACAACGTTACAACCTAGGTACTGTTGTTAAAGGGCTATGGACG
AATATTCTGACCTGAGTGTAATGTCCTATCATAACTCCCCTGTTCCACAAATGCGTTGT
>h043
ATTCTTGGATTCTCATCTGTGCGAAGTACGCCGCAAAAAGTACATACTGAGGACTGTACTGG
CAGACACCATAGGTCATCGATGAACACCATTCCACATAACATCCGAGTTTGTAGGACTCCTG
CCAGACCATCTGGAGATGTACAACGTTACAACCTAGGTACTGTTGTTAAAGGGCTATGGACG
AATATTCTGACCTGAGTGTAATGTCCTATCATAACTCCCCTGTTCCACAACTGCGTTGT
>h044
ATTCTTGGATTCTCATCTGTGCGAAGTACGCCGCAAAAAGTACATACTGAGGACTGTACTGG
CAGACACCATAGGTCATCGATGAACACCATTCCACATAACATCCGAGTTTGTAGGACTCCTG
CCAGACCATCTGGAGATGTACAACGTTACAACTTAAGTACTGTTGTTAAAGGGCTATGAACG
AATATTCTGACCTGAGTGTAATGTCCTATCATAACTCCCCTGTTCCACAACTGCGTTGT
>h045
ATTCTTGGATTCTCATCTGTGCGAAGTACGCCGCAAAAAGTACATACTGAGGACTGTACTGG
CAGACACCATAGGTCATCGATGAACACCATTCCACATAACATCCGAGTTTGTAGGACTCCTG
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CCAGACCATCTGGAGATGTACAACGTTACAACTTAGGTACTGTTGTTAAAGGGCTATGAACG
AATATTCTGACCTGAGTGTAATGTCCTATCATAACTCCCCTGTTCCACAAATGCGTTGA
>h046
ATTCTTGGATTCTCATCTGTGCGAAGTACGCCGCAAAAAGTACATACTGAGGACTGTACTGG
CAGACACCATAGGTCATCGATGAACACCATTCCACATAACATCCGAGTTTGTAGGACTCCTG
CCAGACCATCTGGAGATGTACAACGTTACAACTTAGGTACTGTTGTTAAAGGGCTATGAACG
AATATTCTGACCTGAGTGTAATGTCCTATCATAACTCCCCTGTTCCACAACTGCGTTGT
>h047
ATTCTTGGATTCTCATCTGTGCGAAGTACGCCGCAAAAAGTACATACTGAGGACTGTACTGG
CAGACACCATAGGTCATCGATGAACACCATTCCACATAACATCCGAGTTTGTAGGACTCCTG
CCAGACCATCTGGAGATGTACAACGTTACAACTTAGGTACTGTTGTTAAAGGGCTATGGACA
AATATTCTGACCTGAGTGTAATGTCCTATCATAACTCCCCTGTTCCACAACTGCGTTGA
>h048
ATTCTTGGATTCTCATCTGTGCGAAGTACGCCGCAAAAAGTACATACTGAGGACTGTACTGG
CAGACACCATAGGTCATCGATGAACACCATTCCACATAACATCCGAGTTTGTAGGACTCCTG
CCAGACCATCTGGAGATGTACAACGTTACAACTTAGGTACTGTTGTTAAAGGGCTATGGACG
AATATTCTGACCTGAGTGTAATGTCCTATCATAACTCCCCTGTTCCACAACTGCGTTGT
>h049
ATTCTTGGATTCTCATCTGTGCGAAGTACGCCGCAAAAAGTACATACTGAGGACTGTACTGG
CAGACACCATAGGTCATCGATGAACACCATTCCACATAACATCCGAGTTTGTAGGACTCCTG
CCAGACCATCTGGAGATGTACAACGTTACAAGTTAAGTACTGTTGTTAAAGGGCTATGAACG
AATATTCTGACCTGAGTGTAATGTCCTATCATAACTCCCCTGTTCCACAACTGCGTTGA
>h050
ATTCTTGGATTCTCATCTGTGCGAAGTACGCCGCAAAAAGTACATACTGAGGACTGTACTGG
CAGACACCATAGGTCATCGATGAACACCATTCCACATAACATCCGAGTTTGTAGGACTCCTG
CCAGACCATCTGGAGATGTACAACGTTACAAGTTAAGTACTGTTGTTAAAGGGCTATGAACG
AATATTCTGACCTGAGTGTAATGTCCTATCATAACTCCCCTGTTCCACAACTGCGTTGT
>h051
ATTCTTGGATTCTCATCTGTGCGAAGTACGCCGCAAAAAGTACATACTGAGGACTGTACTGG
CAGACACCATAGGTCATCGATGAACACCATTCCACATAACATCCGAGTTTGTAGGACTCCTG
CCAGACCATCTGGAGATGTACAACGTTACAAGTTAAGTACTGTTGTTAAAGGGCTATGAACG
AATATTCTGACCTGGGTGTAATGTCCTATCATAACTCCCCTGTTCCACAACTGCGTTGA
>h052
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ATTCTTGGATTCTCATCTGTGCGAAGTACGCCGCAAAAAGTACATACTGAGGACTGTACTGG
CAGACACCATAGGTCATCGATGAACACCATTCCACATAACATCCGAGTTTGTAGGACTCCTG
CCAGACCATCTGGAGATGTACAACGTTACAAGTTAAGTACTGTTGTTAAAGGGCTATGAACG
AATATTCTGACCTGGGTGTAATGTCCTATCATAACTCCCCTGTTCCACAACTGCGTTGT
>h053
ATTCTTGGATTCTCATCTGTGCGAAGTACGCCGCAAAAAGTACATACTGAGGACTGTACTGG
CAGACACCATAGGTCATCGATGAACACCATTCCACATAACATCCGAGTTTGTAGGACTCCTG
CCAGACCATCTGGAGATGTACAACGTTACAAGTTAAGTACTGTTGTTAAAGGGCTATGGACG
AATATTCTGACCTGGGTGTAATGTCCTATCATAACTCCCCTGTTCCACAACTGCGTTGT
>h054
ATTCTTGGATTCTCATCTGTGCGAAGTACGCCGCAAAAAGTACATACTGAGGACTGTACTGG
CAGACACCATAGGTCATCGATGAACACCATTCCACATAACATCCGAGTTTGTAGGACTCCTG
CCAGACCATCTGGAGATGTACAACGTTACAAGTTAAGTACTGTTGTTAGAGGGCTATGAACG
AATATTCTGACCTGGGTGTAATGTCCTATCATAACTCCCCTGTTCCACAACTGCGTTGT
>h055
ATTCTTGGATTCTCATCTGTGCGAAGTACGCCGCAAAAAGTACATACTGAGGACTGTACTGG
CAGACACCATAGGTCATCGATGAACACCATTCCACATAACATCCGAGTTTGTAGGACTCCTG
CCAGACCATCTGGAGATGTACAACGTTACAAGTTAAGTACTGTTGTTAGAGGGCTATGAACG
AATATTCTGACCTGGGTGTAATGTCCTATCATAACTCCTCTGTTCCACAACTGCGTTGT
>h056
ATTCTTGGATTCTCATCTGTGCGAAGTACGCCGCAAAAAGTACATACTGAGGACTGTACTGG
CAGACACCATAGGTCATCGATGAACACCATTCCACATAACATCCGAGTTTGTAGGACTCCTG
CCAGACCATCTGGAGATGTACAACGTTACAAGTTAGGTACTGTTGTTAAACGGCTATGGACG
AATATTCTGACCTGAGTGTAATGTCCTATCATAACTCCCCTGTTCCACAACTGCGTTGT
>h057
ATTCTTGGATTCTCATCTGTGCGAAGTACGCCGCAAAAAGTACATACTGAGGACTGTACTGG
CAGACACCATAGGTCATCGATGAACACCATTCCACATAACATCCGAGTTTGTAGGACTCCTG
CCAGACCATCTGGAGATGTACAACGTTACAAGTTAGGTACTGTTGTTAAAGGGCTATGGACG
AATATTCTGACCTGAGTGAAAGGTCCTATCATAACTCCCCTGTTCCACAAATGCGTTGA
>h058
ATTCTTGGATTCTCATCTGTGCGAAGTACGCCGCAAAAAGTACATACTGAGGACTGTACTGG
CAGACACCATAGGTCATCGATGAACACCATTCCACATAACATCCGAGTTTGTAGGACTCCTG
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CCAGACCATCTGGAGATGTACAACGTTACAAGTTAGGTACTGTTGTTAAAGGGCTATGGACG
AATATTCTGACCTGAGTGTAATGTCCTATCATAACTCCCCTGTTCCACAACTGCGTTGT
>h059
ATTCTTGGATTCTCATCTGTGCGAAGTACGCCGCAAAAAGTACATACTGAGGACTGTACTGG
CAGACACCATAGGTCATCGATGAACACCATTCCACATAACATCCGAGTTTGTAGGACTCCTG
CCAGACCATCTGGAGATGTACAACGTTACAAGTTAGGTACTGTTGTTAAAGGGCTATGGACG
AATATTCTGACCTGGGTGTAATGTCCTATCATAACTCCCCTGTTCCACAAATGCGTTGT
>h060
ATTCTTGGATTCTCATCTGTGCGAAGTACGCCGCAAAAAGTACATACTGAGGACTGTACTGG
CAGACACCATAGGTCATCGATGAACACCATTCCACATAACATCCGAGTTTGTAGGACTCCTG
CCAGACCATCTGGAGATGTACAACGTTACAAGTTAGGTACTGTTGTTAAAGGGCTATGGACG
AATATTCTGACCTGGGTGTAATGTCCTATCATAACTCCCCTGTTCCACAACTGCGTTGT
>h061
ATTCTTGGATTCTCATCTGTGCGAAGTACGCCGCAAAAAGTACATACTGAGGACTGTACTGG
CAGACACCATAGGTCATCGATGAACACCATTCCACATAACATCCGAGTTTGTAGGACTCCTG
CCAGACCATCTGGAGATGTACAACGTTACAAGTTAGGTACTGTTGTTAGAGGGCTATGAACG
AATATTCTGACCTGGGTGTAATGTCCTATCATAACTCCCCTGTTCCACAACTGCGTTGT
>h062
ATTCTTGGATTCTCATCTGTGCGAAGTACGCCGCAAAAAGTACATACTGAGGACTGTACTGG
CAGACACCATAGGTCATCGATGAACACCATTCCACATAACATCCGAGTTTGTAGGACTCCTG
CCAGACCATCTGGAGATGTACAACGTTACAAGTTAGTTACTGTTGTTAAAGGGCTATGGACG
AATATTCTGACCTGAGTGTAATGTCCTATCATAACTCCCCTGTTCCACAACTGCGTTGT
>h063
ATTCTTGGATTCTCATCTGTGCGAAGTACGCCGCAAAAAGTACATACTGAGGACTGTACTGG
CAGACACCATAGGTCATCGATGAACACCATTCCACATAACATCCGAGTTTGTAGGACTCCTG
CCAGACCATCTGGAGATGTACAGCGTTACAAGTTAGGTACTGTTGTTAAAGGGCTATGGACG
AATATTCTGACCTGAGTGTAATGTCCTATCATAACTCCCCTGTTCCACAACTGCGTTGT
>h064
ATTCTTGGATTCTCATCTGTGCGAAGTACGCCGCAAAAAGTACATACTGAGGACTGTACTGG
CAGACACCATAGGTCATCGATGAACACCATTCCACGTAACATCCGAGTTTGTAGGACTCCTG
CCAGACCATCTGGAGATGTACAACGTTACAACTTAAGTACTGTTGTTAGAGGGCTATGAACG
AATATTCTGACCTGAGTGTAATGTCCTATCATAACTCCCCTGTTCCACAACTGCGTTGT
>h065
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ATTCTTGGATTCTCATCTGTGCGAAGTACGCCGCAAAAAGTACATACTGAGGACTGTACTGG
CAGACACCATAGGTCATCGATGAACACCATTCCACGTAACATCCGAGTTTGTAGGACTCCTG
CCAGACCATCTGGAGATGTACAACGTTACAAGTTAAGTACTGTTGTTAGAGGGCTATGAACG
AATATTCTGACCTGGGTGTAATGTCCTATCATAACTCCCCTGTTCCACAACTGCGTTGT
>h066
ATTCTTGGATTCTCATCTGTGCGAAGTACGCCGCAAAAAGTACATACTGAGGACTGTACTGG
CAGACCCCATAGGTCATCGATGAACACCATTCCACATAACATCCGAGTTTGTAGGACTCCTG
CCAGACCATCTGGAGATGTACAACGTTACAACTTAGGTACTGTTGTTAAAGGGCTATGGACG
AATATTCTGACCTGAGTGTAATGTCCTATCATAACTCCCCTGTTCCACAACTGCGTTGT
>h067
ATTCTTGGATTCTCATCTGTGCGAAGTACGCCGCAAAAAGTGCATACTGAGGACTGTACTGG
CAGACACCATAGGTCATCGATGAACACCATTCCACATAACATCCGAGTTTGTAGGACTCCTG
CCAGACCATCTGGAGATGTACAGCGTTACAAGTTAGGTACTGTTGTTAAAGGGCTGTGGACG
AATATTCTGACCTGAGTGTAATGTCCTATCATAACTCCCCTGTTCCACAACTGCGTTGT
>h068
ATTCTTGGATTCTCATCTGTGCGAAGTACGCCGCAAAAATTACATACTGAGGACTGTACTGG
CAGACACCATAGGTCATCGATGAACACCATTCCACATAACATCCGAGTTTGTAGGACTCCTG
CCAGACCATCTGAAGATGTACAACGTTACAAGTTAGGTACTGTTGTTAAAGGGCTATGGACG
AATATTCTGACCTGAGTGTAATGTCCTATCATAACTCCCCTGTTCCACAACTGCGTTGT
>h069
ATTCTTGGATTCTCATCTGTGCGAAGTACGCCGCAAAAATTACATACTGAGGACTGTACTGG
CAGACACCATAGGTCATCGATGAACACCATTCCACATAACATCCGAGTTTGTAGGACTCCTG
CCAGACCATCTGAAGATGTACAGCGTTACAAGTTAGGTACTGTTGTTAAAGGGCTACGGACG
TATATTCTGACCTGAGTGTAATGTCCTATCATAACTCCCCTGTTCCACAACTGCGTTGT
>h070
ATTCTTGGATTCTCATCTGTGCGAAGTACGCCGCAAAAATTACATACTGAGGACTGTACTGG
CAGACACCATAGGTCATCGATGAACACCATTCCACATAACATCCGAGTTTGTAGGACTCCTG
CCAGACCATCTGGAGATGTACAACGTTACAACTTAGGTACTGTTGTTAAAGGGCTATGGACG
AATATTCTGACCTGAGTGTAATGTCCTATCATAACTCCCCTGTTCCACAACTGCGTTGT
>h071
ATTCTTGGATTCTCATCTGTGCGAAGTACGCCGCAAAAATTACATACTGAGGACTGTACTGG
CAGACACCATAGGTCATCGATGAACACCATTCCACATAACATCCGAGTTTGTAGGACTCCTG
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CCAGACCATCTGGAGATGTACAACGTTACAAGTTAAGTACTGTTGTTAGAGGGCTATGAACG
AATATTCTGACCTGGGTGTAATGTCCTATCATAACTCCCCTGTTCCACAACTGCGTTGT
>h072
ATTCTTGGATTCTCATCTGTGCGAAGTACGCCGCAAAAATTACATACTGAGGACTGTACTGG
CAGACACCATAGGTCATCGATGAACACCATTCCACATAACATCCGAGTTTGTAGGACTCCTG
CCAGACCATCTGGAGATGTACAACGTTACAAGTTAGGTACTGTTGTTAAAGGGCTATGGACG
AATATTCTGACCTGAGTGTAATGTCCTATCATAACTCCCCTGTTCCACAACTGCGTTGT
>h073
ATTCTTGGATTCTCATCTGTGCGAAGTACGCCGCAAAAATTACATACTGAGGACTGTACTGG
CAGACACCATAGGTCATCGATGAACACCATTCCACATAACATCCGAGTTTGTAGGACTCCTG
CCAGACCATCTGGAGATGTACAACGTTACAAGTTAGGTACTGTTGTTAAAGGGCTATGGACG
AATATTCTGACCTGAGTGTAATGTCCTATCATAACTCCTCTGTTCCACAACTGCGTTGT
>h074
ATTCTTGGATTCTCATCTGTGCGAAGTACGCCGCAAAAATTACATACTGAGGACTGTACTGG
CAGACACCATAGGTCATCGATGAACACCATTCCACATAACATCCGAGTTTGTAGGACTCCTG
CCAGACCATCTGGAGATGTACAACGTTACAATTTAGGTACTGTTGTTAAAGGGCTATGGACG
AATATTCTGACCTGAGTGTAATGTCCTATCATAACTCCCCTGTTCCACAACTGCGTTGT
>h075
ATTCTTGGATTCTCATCTGTGCGAAGTACGCCGCAAAAATTACATACTGAGGACTGTACTGG
CAGACACCATAGGTCATCGATGAACACCATTCCACATAACATCCGAGTTTGTAGGACTCCTG
CCAGACCATCTGGAGATGTACAACGTTACAATTTAGGTACTGTTTTTAAAGGGCTATGGACG
AATATTCTGACCTGAGTGTAATGTCCTATCATAACTCCCCTGTTCCACAACTGCGTTGT
>h076
ATTCTTGGATTCTCATCTGTGCGAAGTACGCCGCAAAAATTACATACTGAGGACTGTACTGG
CAGACACCGTAGGTCATCGATGAACACCACTCCACATAACATCCGAGTTTGTAGGACTCCTG
CCAGACCATCTGAAGATGTACAACGTTACAAGTTAGGTACTGTTGTTAAACGGCTATGGACG
AATATTCTGACCTGAGTGTAATGTCCTATCATAACTCCCCTGTTCCACAACTGCGTTGT
>h077
ATTCTTGGATTCTCATCTGTGCGAAGTACGCCGCAAAAATTACATACTGAGGACTGTACTGG
CAGACCCCATAGGTCATCGATGAACACCATTCCACATAACATCCGAGTTTGTAGGACTCCTG
CCAGACCATCTGGAGATGTACAACGTTACAAGTTAGGTACTGTTGTTAAAGGGCTATGGACG
AATATTCTGACCTGAGTGTAATGTCCTATCATAACTCCCCTGTTCCACAACTGCGTTGT
>h078
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ATTCTTGGATTCTCATCTGTGCGAAGTACGCCGCAAAAATTACATACTGAGGACTGTACTGG
CAGACGCCATAGGTCATCGATGAACACCATTCCACATAACATCCGAGTTTGTAGGACTCCTG
CCAGACCATCTGGAGATGTACAGCGTTACAAGTTAGGTACTGTTGTTAAAGGGCTATGGACG
AATATTCTGACCTGAGTGTAATGTCCTATCATAACTCCCCTGTTCCACAACTGCGTTGT
>h079
ATTCTTGGATTCTCATCTGTGCGAAGTACGCCGCAAAAATTGCATACTGAGGACTGTACTGG
CAGACACCATAGGTCATCGATGAACACCATTCCACATAACATCCGAGTTTGTAGGACTCCTG
CCAGACCATCTGGAGATGTACAGCGTTACAAGTTAGGTACTGTTGTTAAAGGGCTGTGGACG
AATATTCTGACCTGAGTGTAATGTCCTATCATAACTCCCCTGTTCCACAACTGCGTTGT
>h080
ATTCTTGGATTCTCATCTGTGCGAAGTACGTCACAAAAATTACATACTGAGGACTGTACTGG
CAGACACCATAGGTCATCGATGAACACCATTCCACATAACATCCGAGTTTGTAGGACTCCTG
CCAGACCATCTGAAGATGTACAGCGTTACAAGTTAGGTACTGTTGTTAAAGGGCTACGGACG
GATATTCTGACCTGAGTGTAATGTCCTATCATAACTCCCCTGTTCCACAACTGCGTTGT
>h081
ATTCTTGGATTCTCATCTGTGCGAAGTACGTCACAAAAATTACATACTGAGGACTGTACTGG
CAGACACCATAGGTCATCGATGAACACCATTCCACATAACATCCGAGTTTGTAGGACTCCTG
CCAGACCATCTGGAGATGTACAACGTTACAATTTAGGTACTGTTTTTAAAGGGCTATGGACG
AATATTCTGACCTGAGTGTAATGTCCTATCATAACTCCCCTGTTCCACAACTGCGTTGT
>h082
ATTCTTGGATTCTCATCTGTGCGAAGTACGTCGCAAAAAATACATACTGAGGACTGTACTGG
CAGACACCATAGGTCATCGACGAACACCATTCCACATAACATCCGAGTTTGTAGGACTCCTG
CCAGACCATCTGGAGATGTACAACGTTACAACTTAGATAATGTTGTTAAAGGGCGATGGACA
AATATTCTGACCTGAGTGTAATGTCCTATCATAACTCCCCTGTTCCACAACTGCGTTGT
>h083
ATTCTTGGATTCTCATCTGTGCGAAGTACGTCGCAAAAAATACATACTGAGGACTGTACTGG
CAGACACCATAGGTCATCGACGAACACCATTCCACATAACATCCGAGTTTGTAGGACTCCTG
CCAGACCATCTGGAGATGTACATCGTTACAAGTTAGATACTGTTGTTAAAGGGCGATGGACG
AATATTCTGACCTGAGTGTAATGTCCTATCATAACTCCCCTGTTCCACAACTGCGTTGT
>h084
ATTCTTGGATTCTCATCTGTGCGAAGTACGTCGCAAAAAATACATACTGAGGACTGTACTGG
CAGACACCATAGGTCATCGATGAACACCACTCCACATAACATCCGAGTTTGTAGGACTCCTG
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CCAGACCATCTGGAGATGTACAACGTTACAACTTAGGTAATGTTGTTAAAGGGCTATGGACG
AATATTCTGACCTGAGTGTAATGTCCTATCATAACTCCCCTGTTCCACAACTGCGTTGT
>h085
ATTCTTGGATTCTCATCTGTGCGAAGTACGTCGCAAAAAATACATACTGAGGACTGTACTGG
CAGACACCATAGGTCATCGATGAACACCATTCCACATAACATCCGAGTTTGTAGGACTCCTG
CCAGACCATCTGAAGATGTACAACGTTACAACTTAGATACTGTTGTTAAAGGGCCATGGACG
AATATTCTGACCTGAGTGTAATGTCCTATCATAACTCCCCTGTTCCACAACTGCGTTGT
>h086
ATTCTTGGATTCTCATCTGTGCGAAGTACGTCGCAAAAAATACATACTGAGGACTGTACTGG
CAGACACCATAGGTCATCGATGAACACCATTCCACATAACATCCGAGTTTGTAGGACTCCTG
CCAGACCATCTGAAGATGTACAACGTTACAACTTAGGTACTGTTGTTAAAGGGCTATGGACG
AATATTCTGACCTGAGTGTAATGTCCTATCATAACTCCCCTGTTCCACAACTGCGTTGT
>h087
ATTCTTGGATTCTCATCTGTGCGAAGTACGTCGCAAAAAATACATACTGAGGACTGTACTGG
CAGACACCATAGGTCATCGATGAACACCATTCCACATAACATCCGAGTTTGTAGGACTCCTG
CCAGACCATCTGGAGATGTACAACGTATGTACAACGTTCAAGTTGTTAAAGGGCTATGGACG
AATATTCTGACCTGAGTGTAATGTCCTATCATAACTCCCCTGTTCCACAACTGCGTTGT
>h088
ATTCTTGGATTCTCATCTGTGCGAAGTACGTCGCAAAAAATACATACTGAGGACTGTACTGG
CAGACACCATAGGTCATCGATGAACACCATTCCACATAACATCCGAGTTTGTAGGACTCCTG
CCAGACCATCTGGAGATGTACAACGTTACAACTTAAGTACTGTTGTTAGAGGGCTATGGACG
AATATTCTGACCTGGGTGTAATGTCCTATCATAACTCCCCTGTTCCACAACTGCGTTGT
>h089
ATTCTTGGATTCTCATCTGTGCGAAGTACGTCGCAAAAAATACATACTGAGGACTGTACTGG
CAGACACCATAGGTCATCGATGAACACCATTCCACATAACATCCGAGTTTGTAGGACTCCTG
CCAGACCATCTGGAGATGTACAACGTTACAACTTAGATACTGTTGTTAAAGGGCTATGGACG
AATATTCTGACCTGAGTGTAATGTCCTATCATAACTCCCCTGTTCCACAACTGCGTTGT
>h090
ATTCTTGGATTCTCATCTGTGCGAAGTACGTCGCAAAAAATACATACTGAGGACTGTACTGG
CAGACACCATAGGTCATCGATGAACACCATTCCACATAACATCCGAGTTTGTAGGACTCCTG
CCAGACCATCTGGAGATGTACAACGTTACAACTTAGGTAATGTTGTTAAAGGGCTATGGACG
AATATTCTGACCTGAGTGTAATGTCCTATCATAACTCCCCTGTTCCACAACTGCGTTGT
>h091
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ATTCTTGGATTCTCATCTGTGCGAAGTACGTCGCAAAAAATACATACTGAGGACTGTACTGG
CAGACACCATAGGTCATCGATGAACACCATTCCACATAACATCCGAGTTTGTAGGACTCCTG
CCAGACCATCTGGAGATGTACAACGTTACAACTTAGGTACTGTTGTTAAAGGGCTATGAACG
AATATTCTGACCTGAGTGTAATGTCCTATCATAACTCCCCTGTTCCACAAATGCGTTGA
>h092
ATTCTTGGATTCTCATCTGTGCGAAGTACGTCGCAAAAAATACATACTGAGGACTGTACTGG
CAGACACCATAGGTCATCGATGAACACCATTCCACATAACATCCGAGTTTGTAGGACTCCTG
CCAGACCATCTGGAGATGTACAACGTTACAACTTAGGTACTGTTGTTAAAGGGCTATGAACG
AATATTCTGACCTGAGTGTAATGTCCTATCATAACTCCCCTGTTCCACAACTGCGTTGT
>h093
ATTCTTGGATTCTCATCTGTGCGAAGTACGTCGCAAAAAATACATACTGAGGACTGTACTGG
CAGACACCATAGGTCATCGATGAACACCATTCCACATAACATCCGAGTTTGTAGGACTCCTG
CCAGACCATCTGGAGATGTACAACGTTACAACTTAGGTACTGTTGTTAAAGGGCTATGGACA
AATATTCTGACCTGAGTGTAATGTCCTATCATAACTCCCCTGTTCCACAACTGCGTTGA
>h094
ATTCTTGGATTCTCATCTGTGCGAAGTACGTCGCAAAAAATACATACTGAGGACTGTACTGG
CAGACACCATAGGTCATCGATGAACACCATTCCACATAACATCCGAGTTTGTAGGACTCCTG
CCAGACCATCTGGAGATGTACAACGTTACAACTTAGGTACTGTTGTTAAAGGGCTATGGACG
AATATTCTGACCTGAGTGAAAAGTCCTATCATAACTCCCCTGTTCCACAAATGCGTTGT
>h095
ATTCTTGGATTCTCATCTGTGCGAAGTACGTCGCAAAAAATACATACTGAGGACTGTACTGG
CAGACACCATAGGTCATCGATGAACACCATTCCACATAACATCCGAGTTTGTAGGACTCCTG
CCAGACCATCTGGAGATGTACAACGTTACAACTTAGGTACTGTTGTTAAAGGGCTATGGACG
AATATTCTGACCTGAGTGTAATGTCCTATCATAACTCCCCTGTTCCACAAATGCGTTGT
>h096
ATTCTTGGATTCTCATCTGTGCGAAGTACGTCGCAAAAAATACATACTGAGGACTGTACTGG
CAGACACCATAGGTCATCGATGAACACCATTCCACATAACATCCGAGTTTGTAGGACTCCTG
CCAGACCATCTGGAGATGTACAACGTTACAACTTAGGTACTGTTGTTAAAGGGCTATGGACG
AATATTCTGACCTGAGTGTAATGTCCTATCATAACTCCCCTGTTCCACAACTGCGTTGA
>h097
ATTCTTGGATTCTCATCTGTGCGAAGTACGTCGCAAAAAATACATACTGAGGACTGTACTGG
CAGACACCATAGGTCATCGATGAACACCATTCCACATAACATCCGAGTTTGTAGGACTCCTG
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CCAGACCATCTGGAGATGTACAACGTTACAACTTAGGTACTGTTGTTAAAGGGCTATGGACG
AATATTCTGACCTGAGTGTAATGTCCTATCATAACTCCCCTGTTCCACAACTGCGTTGT
>h098
ATTCTTGGATTCTCATCTGTGCGAAGTACGTCGCAAAAAATACATACTGAGGACTGTACTGG
CAGACACCATAGGTCATCGATGAACACCATTCCACATAACATCCGAGTTTGTAGGACTCCTG
CCAGACCATCTGGAGATGTACAACGTTACAACTTAGGTACTGTTGTTAAAGGGTTATGGACG
AATATTCTGACCTGAGTGTAATGTCCTATCATAACTCCCCTGTTCCACAACTGCGTTGT
>h099
ATTCTTGGATTCTCATCTGTGCGAAGTACGTCGCAAAAAATACATACTGAGGACTGTACTGG
CAGACACCATAGGTCATCGATGAACACCATTCCACATAACATCCGAGTTTGTAGGACTCCTG
CCAGACCATCTGGAGATGTACAACGTTACAACTTAGGTACTGTTGTTAGAGGGCTATGGACG
AATATTCTGACCTGAGTGTAATGTCCTATCATAACTCCCCTGTTCCACAACTGCGTTGT
>h100
ATTCTTGGATTCTCATCTGTGCGAAGTACGTCGCAAAAAATACATACTGAGGACTGTACTGG
CAGACACCATAGGTCATCGATGAACACCATTCCACATAACATCCGAGTTTGTAGGACTCCTG
CCAGACCATCTGGAGATGTACAACGTTACAAGTTAGATACTGTTGTTAAAGGGCGATGGACG
AATATTCTGACCTGAGTGTAATGTCCTATCATAACTCCCCTGTTCCACAACTGCGTTGT
>h101
ATTCTTGGATTCTCATCTGTGCGAAGTACGTCGCAAAAAATACATACTGAGGACTGTACTGG
CAGACACCATAGGTCATCGATGAACACCATTCCACATAACATCCGAGTTTGTAGGACTCCTG
CCAGACCATCTGGAGATGTACAACGTTACAAGTTAGATACTGTTGTTAAAGGGCTATGGACG
AATATTCTGACCTGAGTGTAATGTCCTATCATAACTCCCCTGTTCCACAACTGCGTTGT
>h102
ATTCTTGGATTCTCATCTGTGCGAAGTACGTCGCAAAAAATACATACTGAGGACTGTACTGG
CAGACACCATAGGTCATCGATGAACACCATTCCACATAACATCCGAGTTTGTAGGACTCCTG
CCAGACCATCTGGAGATGTACAACGTTATAACTTAGGTACTGTTGTTAAAGGGTTATGGACG
AATATTCTGACCTGAGTGTAATGTCCTATCATAACTCCCCTGTTCCACAAATGCGTTGT
>h103
ATTCTTGGATTCTCATCTGTGCGAAGTACGTCGCAAAAAATACATACTGAGGACTGTACTGG
CAGACACCATAGGTCATCGATGAACACCATTCCACATAACATCCGAGTTTGTAGGACTCCTG
CCAGACCATCTGGAGATGTACAACGTTATAACTTAGGTACTGTTGTTAAAGGGTTATGGACG
AATATTCTGACCTGAGTGTAATGTCCTATCATAACTCCCCTGTTCCACAACTGCGTTGT
>h104
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ATTCTTGGATTCTCATCTGTGCGAAGTACGTCGCAAAAAATACATACTGAGGACTGTACTGG
CAGACACCATAGGTCATCGATGAACACCATTCCACATAACATCCGAGTTTGTAGGACTCCTG
CCAGACCATCTGGAGATGTACATCGTTACAACTTAGGTACTGTTGTTAAAGGGCTATGGACG
AATATTCTGACCTGAGTGTAATGTCCTATCATAACTCCCCTGTTCCACAACTGCGTTGT
>h105
ATTCTTGGATTCTCATCTGTGCGAAGTACGTCGCAAAAAATACATACTGAGGACTGTACTGG
CAGACACCATAGGTCATCGATGAACACCATTCCACATAACATCCGAGTTTGTAGGACTCCTG
CCAGACCATCTGGAGATGTACATCGTTACAAGTTAGATACTGTTGTTAAAGGGCTATGGACG
AATATTCTGACCTGAGTGTAATGTCCTATCATAACTCCCCTGTTCCACAACTGCGTTGT
>h106
ATTCTTGGATTCTCATCTGTGCGAAGTACGTCGCAAAAAATACATACTGAGGACTGTACTGG
CAGACACCATAGGTCATCGATGAACACCATTCCACATAACATCCGAGTTTGTAGGACTCCTG
CCAGACCATCTGGAGATGTACATCGTTACAAGTTAGGTACTGTTGTTAAAGGGCTATGGACG
AATATTCTGACCTGAGTGTAATGTCCTATCATAACTCCCCTGTTCCACAACTGCGTTGT
>h107
ATTCTTGGATTCTCATCTGTGCGAAGTACGTCGCAAAAAATACATACTGAGGACTGTACTGG
CAGACACCATAGGTCATCGATGAACACCATTCCACATAACATCCGAGTTTGTAGGACTCCTG
CCAGACCATCTGGAGATGTACATCGTTACAATTTAGGTACTGTTGTTAAAGGGCTATGGACG
AATATTCTGACCTGAGTGTAATGTCCTATCATAACTCCCCTGTTCCACAACTGCGTTGT
>h108
ATTCTTGGATTCTCATCTGTGCGAAGTACGTCGCAAAAAATACATACTGAGGACTGTACTGG
CAGACCCCATAGGTCATCGATGAACACCATTCCACATAACATCCGAGTTTGTAGGACTCCTG
CCAGACCATCTGGAGATGTACAACGTTACAACTTAGGTACTGTTGTTAAAGGGCTATGGACG
AATATTCTGACCTGAGTGTAATGTCCTATCATGACTCCCCTGTTCCACAACTGCGTTGT
>h109
ATTCTTGGATTCTCATCTGTGCGAAGTACGTCGCAAAAAGTACATACTGAGGACTGTACTGG
CAGACACCATAGGTCATCGATGAACACCATTCCACATAACATCCGAGTTTGTAGGACTCCTG
CCAGACCATCTGGAGATGTACAACGTATGTACATCGTTCAAGTTGTTAAAGGGCTATGGACG
AATATTCTGACCTGAGTGTAATGTCCTATCATAACTCCCCTGTTCCACAACTGCGTTGT
>h110
ATTCTTGGATTCTCATCTGTGCGAAGTACGTCGCAAAAAGTACATACTGAGGACTGTACTGG
CAGACACCATAGGTCATCGATGAACACCATTCCACATAACATCCGAGTTTGTAGGACTCCTG
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CCAGACCATCTGGAGATGTACAACGTTACAACTTAAGTACTGTTGTTAAAGGGCTATGAACG
AATATTCTGACCTGAGTGTAATGTCCTATCATAACTCCCCTGTTCCACAACTGCGTTGT
>h111
ATTCTTGGATTCTCATCTGTGCGAAGTACGTCGCAAAAAGTACATACTGAGGACTGTACTGG
CAGACACCATAGGTCATCGATGAACACCATTCCACATAACATCCGAGTTTGTAGGACTCCTG
CCAGACCATCTGGAGATGTACAACGTTACAACTTAGGTACTGTTGTTAAAGGGCTATGGACG
AATATTCTGACCTGAGTGTAATGTCCTATCATAACTCCCCTGTTCCACAACTGCGTTGT
>h112
ATTCTTGGATTCTCATCTGTGCGAAGTACGTCGCAAAAAGTACATACTGAGGACTGTACTGG
CAGACACCATAGGTCATCGATGAACACCATTCCACATAACATCCGAGTTTGTAGGACTCCTG
CCAGACCATCTGGAGATGTACAACGTTACAAGTTAAGTACTGTTGTTAGAGGGCTATGAACG
AATATTCTGACCTGGGTGTAATGTCCTATCATAACTCCCCTGTTCCACAACTGCGTTGT
>h113
ATTCTTGGATTCTCATCTGTGCGAAGTACGTCGCAAAAAGTACATACTGAGGACTGTACTGG
CAGACACCATAGGTCATCGATGAACACCATTCCACATAACATCCGAGTTTGTAGGACTCCTG
CCAGACCATCTGGAGATGTACAACGTTACAAGTTAAGTACTGTTGTTAGAGGGCTATGGACG
AATATTCTGACCTGAGTGTAATGTCCTATCATAACTCCCCTGTTCCACAACTGCGTTGT
>h114
ATTCTTGGATTCTCATCTGTGCGAAGTACGTCGCAAAAAGTACATACTGAGGACTGTACTGG
CAGACACCATAGGTCATCGATGAACACCATTCCACATAACATCCGAGTTTGTAGGACTCCTG
CCAGACCATCTGGAGATGTACAACGTTACAAGTTAAGTACTGTTGTTAGAGGGCTATGGACG
AATATTCTGACCTGGGTGTAATGTCCTATCATAACTCCCCTGTTCCACAACTGCGTTGT
>h115
ATTCTTGGATTCTCATCTGTGCGAAGTACGTCGCAAAAAGTACATACTGAGGACTGTACTGG
CAGACACCATAGGTCATCGATGAACACCATTCCACATAACATCCGAGTTTGTAGGACTCCTG
CCAGACCATCTGGAGATGTACAACGTTACAAGTTAGGTACTGTTGTTAAAGGGCTATGAACG
AATATTCTGACCTGAGTGTAATGTCCTATCATAACTCCCCTGTTCCACAACTGCGTTGT
>h116
ATTCTTGGATTCTCATCTGTGCGAAGTACGTCGCAAAAAGTACATACTGAGGACTGTACTGG
CAGACACCATAGGTCATCGATGAACACCATTCCACATAACATCCGAGTTTGTAGGACTCCTG
CCAGACCATCTGGAGATGTACAACGTTACAAGTTAGGTACTGTTGTTAAAGGGCTATGGACG
AATATTCTGACCTGAGTGTAATGTCCTATCATAACTCCCCTGTTCCACAACTGCGTTGT
>h117
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ATTCTTGGATTCTCATCTGTGCGAAGTACGTCGCAAAAAGTACATACTGAGGACTGTACTGG
CAGACACCATAGGTCATCGATGAACACCATTCCACATAACATCCGAGTTTGTAGGACTCCTG
CCAGACCATCTGGAGATGTACAACGTTACAAGTTAGGTACTGTTGTTAGAGGGCTATGGACG
AATATTCTGACCTGGGTGTAATGTCCTATCATAACTCCCCTGTTCCACAACTGCGTTGT
>h118
ATTCTTGGATTCTCATCTGTGCGAAGTACGTCGCAAAAAGTACATACTGAGGACTGTACTGG
CAGACACCATAGGTCATCGATGAACACCATTCCACATAACATCCGAGTTTGTAGGACTCCTG
CCAGACCATCTGGAGATGTACAACGTTACAATTTAGGTACTGTTGTTAAAGGGCTATGGACG
AATATTCTGACCTGAGTGTAATGTCCTATCATAACTCCCCTGTTCCACAACTGCGTTGT
>h119
ATTCTTGGATTCTCATCTGTGCGAAGTACGTCGCAAAAAGTACATACTGAGGACTGTACTGG
CAGACACCATAGGTCATCGATGAACACCATTCCACATAACATCCGAGTTTGTAGGACTCCTG
CCAGACCATCTGGAGATGTACAGCGTTACAAGTTAGGTACTGTTGTTAAAGGGCTATGGACG
AATATTCTGACCTGAGTGTAATGTCCTATCATAACTCCCCTGTTCCACAACTGCGTTGT
>h120
ATTCTTGGATTCTCATCTGTGCGAAGTACGTCGCAAAAAGTACATACTGAGGACTGTACTGG
CAGACACCATAGGTCATCGATGAACACCATTCCACATAACATCCGAGTTTGTAGGACTCCTG
CCAGACCATCTGGAGATGTACATCGTTACAAGTTAGGTACTGTTGTTAAAGGGCTATGGACG
AATATTCTGACCTGAGTGTAATGTCCTATCATAACTCCCCTGTTCCACAACTGCGTTGT
>h121
ATTCTTGGATTCTCATCTGTGCGAAGTACGTCGCAAAAAGTACATACTGAGGACTGTACTGG
CAGACACCATAGGTCATCGATGAACACCATTCCACGTAACATCCGAGTTTGTAGGACTCCTG
CCAGACCATCTGGAGATGTACAACGTTACAAGTTAGGTACTGTTGTTAGAGGGCTATGGACG
AATATTCTGACCTGGGTGTAATGTCCTATCATAACTCCCCTGTTCCACAACTGCGTTGT
>h122
ATTCTTGGATTCTCATCTGTGCGAAGTACGTCGCAAAAATTACATACTGAGGACTGTACTGG
CAGACACCATAGGTCATCGATGAACACCATTCCACATAACATCCGAGTTTGTAGGACTCCTG
CCAGACCATCTGAAGATGTACAGCGTTATAAGTTAGGTACTGTTGTTAAAGGGTTATGGACG
GATATTCTGACCTGAGTGTAATGTCCTATCATAACTCCCCTGTTCCACAACTGCGTTGT
>h123
ATTCTTGGATTCTCATCTGTGCGAAGTACGTCGCAAAAATTACATACTGAGGACTGTACTGG
CAGACACCATAGGTCATCGATGAACACCATTCCACATAACATCCGAGTTTGTAGGACTCCTG
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CCAGACCATCTGGAGATGTACAACGTTACAACTTAGGTACTGTTGTTAAAGGGCTATGGACG
AATATTCTGACCTGAGTGTAATGTCCTATCATAACTCCCCTGTTCCACAACTGCGTTGT
>h124
ATTCTTGGATTCTCATCTGTGCGAAGTACGTCGCAAAAATTACATACTGAGGACTGTACTGG
CAGACACCATAGGTCATCGATGAACACCATTCCACATAACATCCGAGTTTGTAGGACTCCTG
CCAGACCATCTGGAGATGTACAACGTTACAAGTTAGGTACTGTTGTTAAAGGGCTATGGACG
AATATTCTGACCTGAGTGTAATGTCCTATCATAACTCCCCTGTTCCACAACTGCGTTGT
>h125
ATTCTTGGATTCTCATCTGTGCGAAGTACGTCGCAAAAATTACATACTGAGGACTGTACTGG
CAGACACCATAGGTCATTGATGAACACCATTCCACATAACATCCGAGTTTGTAGGACTCCTG
CCAGACCATCTGGAGATGTACAACGTTACAACTTAGGTACTGTTGTTAAAGGGCTATGGACG
AATATTCTGACCTGAGTGTAATGTCCTATCATAACTCCCCTGTTCCACAACTGCGTTGT
>h126
ATTCTTGGATTCTCATCTGTGCGAAGTACTCCGCAAAAAATACATACTGAGGACTGTACTGG
CAGACACCATAGGTCATCGATGAACACCATTCCACATAACATCCGAGTTTGTAGGACTCCTG
CCAGACCATCTGGAGATGTACAACGTTACAACTTAGGTACTGTTGTTAAAGGGCTATGGACG
AATATTCTGACCTGAGTGTAATGTCCTATCATAACTCCCCTGTTCCACAAATGCGTTGT
>h127
ATTCTTGGATTCTCATCTGTGCGAAGTACTCCGCAAAAAGTACATACTGAGGACTGTACTGG
CAGACACCATAGGTCATCGATGAACACCATTCCACATAACATCCGAGTTTGTAGGACTCCTG
CCAGACCATCTGGAGATGTACAACGTTACAACCTAGGTACTGTTGTTAAAGGGCTATGGACG
AATATTCTGACCTGAGTGTAATGTCCTATCATAACTCCCCTGTTCCACAACTGCGTTGT
>h128
ATTCTTGGATTCTCATCTGTGCGAAGTACTCCGCAAAAAGTACATACTGAGGACTGTACTGG
CAGACACCATAGGTCATCGATGAACACCATTCCACATAACATCCGAGTTTGTAGGACTCCTG
CCAGACCATCTGGAGATGTACAACGTTACAACTTAGGTACTGTTGTTAAAGGGCTATGGACG
AATATTCTGACCTGAGTGTAATGTCCTATCATAACTCCCCTGTTCCACAACTGCGTTGT
>h129
ATTCTTGGATTCTCATCTGTGCGAAGTACTCCGCAAAAAGTACATACTGAGGACTGTACTGG
CAGACACCATAGGTCATCGATGAACACCATTCCACATAACATCCGAGTTTGTAGGACTCCTG
CCAGACCATCTGGAGATGTACAACGTTACAAGTTAGGTACTGTTGTTAAAGGGCTATGGACG
AATATTCTGACCTGAGTGTAATGTCCTATCATAACTCCCCTGTTCCACAACTGCGTTGT
>h130
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ATTCTTGGATTCTCATCTGTGCGAAGTACTCCGCAAAAAGTACATACTGAGGACTGTACTGG
CAGACACCATAGGTCATCGATGAACACCATTCCACATAACATCCGAGTTTGTAGGACTCCTG
CCAGACCATCTGGAGATGTACAACGTTACAAGTTAGGTACTGTTGTTAAAGGGTTATGGACG
AATATTCTGACCTGAGTGTAATGTCCTATCATAACTCCCCTGTTCCACAACTGCGTTGT
>h131
ATTCTTGGATTCTCATCTGTGCGAAGTACTCCGCAAAAAGTACATACTGAGGACTGTACTGG
CAGACACCATAGGTCATCGATGAACACCATTCCACATAACATCCGAGTTTGTAGGACTCCTG
CCAGACCATCTGGAGATGTACAGCGTTACAAGTTAGGTACTGTTGTTAAAGGGCTATGGACG
AATATTCTGACCTGAGTGTAATGTCCTATCATAACTCCCCTGTTCCACAAATGCGTTGA
>h132
ATTCTTGGATTCTCATCTGTGCGAAGTACTCCGCAAAAAGTACATACTGAGGACTGTACTGG
CAGACACCATAGGTCATCGATGAACACCATTCCACATAACATCCGAGTTTGTAGGACTCCTG
CCAGACCATCTGGAGATGTACAGCGTTACAAGTTAGGTACTGTTGTTAAAGGGCTATGGACG
AATATTCTGACCTGAGTGTAATGTCCTATCATAACTCCCCTGTTCCACAAATGCGTTGT
>h133
ATTCTTGGATTCTCATCTGTGCGAAGTACTCCGCAAAAAGTACATACTGAGGACTGTACTGG
CAGACACCATAGGTCATCGATGAACACCATTCCACATAACATCCGAGTTTGTAGGACTCCTG
CCAGACCATCTGGAGATGTACAGCGTTACAAGTTAGGTACTGTTGTTAAAGGGCTATGGACG
AATATTCTGACCTGAGTGTAATGTCCTATCATAACTCCCCTGTTCCACAACTGCGTTGT
>h134
ATTCTTGGATTCTCATCTGTGCGAAGTACTCCGCAAAAAGTACATACTGAGGACTGTACTGG
CAGACCCCATAGGTCATCGATGAACACCATTCCACATAACATCCGAGTTTGTAGGACTCCTG
CCAGACCATCTGGAGATGTACAGCGTTACAAGTTAGGTACTGTTGTTAAAGGGCTATGGACG
AATATTCTGACCTGAGTGTAATGTCCTATCATAACTCCCCTGTTCCACAACTGCGTTGT
>h135
ATTCTTGGATTCTCATCTGTGCGAAGTACTTCGCAAAAAATACATACTGAGGACTGTACTGG
CAGACACCATAGGTCATCGATGAACACCATTCCACATAACATCCGAGTTTGTAGGACTCCTG
CCAGACCATCTGGAGATGTACAACGTTACAACTTAGGTACTGTTGTTAAAGGGCTATGGACG
AATATTCTGACCTGAGTGTAATGTCCTATCATAACTCCCCTGTTCCACAACTGCGTTGT
>h136
ATTCTTGGATTCTCATCTGTGCGAAGTACTTCGCAAAAAATACATACTGAGGACTGTACTGG
CAGACACCATAGGTCATCGATGAACACCATTCCACATAACATCCGAGTTTGTAGGACTCCTG
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CCAGACCATCTGGAGATGTACAACGTTACAACTTAGGTACTGTTGTTAAAGGGCTATGGACG
AATTTTCTGACCTGAGTGTAATGTCCTATCATAACTCCCCTGTTCCACAAATGCGTTGT
>h137
ATTCTTGGATTCTCATCTGTGCGAAGTACTTCGCAAAAAGTACATACTGAGGACTGTACTGG
CAGACACCATAGGTCATCGATGAACACCATTCCACATAACATCCGAGTTTGTAGGACTCCTG
CCAGACCATCTGGAGATGTACAACGTTACAACTTAGGTACTGTTGTTAAAGGGTTATGGACG
AATATTCTGACCTGAGTGTAATGTCCTATCATAACTCCCCTGTTCCACAAATGCGTTGT
>h138
ATTCTTGGATTCTCATCTGTGCGAAGTACTTCGCAAAAAGTACATACTGAGGACTGTACTGG
CAGACACCATAGGTCATCGATGAACACCATTCCACATAACATCCGAGTTTGTAGGACTCCTG
CCAGACCATCTGGAGATGTACAACGTTACAAGTTAGGTACTGTTGTTAAAGGGCTATGGACG
AATATTCTGACCTGAGTGTAATGTCCTATCATAACTCCCCTGTTCCACAACTGCGTTGT
>h139
ATTCTTGGATTCTCATCTGTGCGAAGTACTTCGCAAAAAGTACATACTGAGGACTGTACTGG
CAGACACCATAGGTCATCGATGAACACCATTCCACATAACATCCGAGTTTGTAGGACTCCTG
CCAGACCATCTGGAGATGTACAGCGTTATAAGTTAGGTACTGTTGTTAAAGGGTTATGGACG
AATATTCTGACCTGAGTGTAATGTCCTATCATAACTCCCCTGTTCCACAACTGCGTTGT
>h140
ATTCTTGGATTCTCATCTGTGCGAAGTGCGCCGCAAAAATTACATACTGAGGACTGTACTGG
CAGACACCGTAGGTCATCGATGAACACCATTCCACATAACATCCGAGTTTGTAGGACTCCTG
CCAGACCATCTGAAGATGTACAACGTTACAAGTTAGGTACTGTTGTTAAAGGGCTATGGACG
AATATTCTGACCTGAGTGTAATGTCCTATCATAACTCCCCTGTTCCACAACTGCGTTGT
>h141
ATTCTTGGATTCTCATCTGTGCGAAGTGCGCCGCAAAAATTACATACTGAGGACTGTACTGG
CAGACACCGTAGGTCATCGATGAACACCATTCCACATAACATCCGAGTTTGTAGGACTCCTG
CCAGACCATCTGGAGATGTACAACGTTACAAGTTAGGTACTGTTGTTAAAGGGCTATGGACG
AATATTCTGACCTGAGTGTAATGTCCTATCATAACTCCCCTGTTCCACAACTGCGTTGT
>h142
ATTCTTGGATTCTCATCTGTGTGAAGTACACCGCAAAAATTGCATACTGAGGACTGTACTGG
CAGACTCCATAGGTCATCGATGAACACCATTCCACATAACATCCGAGTTTGTAGGACTCCTG
CCAGACCATCTGGAGATGTACAGCGTTACAAGTTAGGTACTGTTGTTAAAGGGCTGTGGACG
AATATTCTGACCTGAGTGTAATGTCCTATCATGACTCCCCTGTTCCACAACTGCGTTGT
>h143
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ATTCTTGGATTCTCATCTGTGTGAAGTACGCCGCAAAAATTGCATACTGAGGACTGTACTGG
CAGACGCCATAGGTCATCGATGAACACCATTCCACATAACATCCGAGTTTGTAGGACTCCTG
CCAGACCATCTGGAGATGTACAGCGTTACAAGTTAGGTACTGTTGTTAAAGGGCTGTGGACG
AATATTCTGACCTGAGTGTAATGTCCTATCATGACTCCCCTGTTCCACAACTGCGTTGT
>h144
ATTCTTGGATTCTCATCTGTGTGAAGTACGCCGCAAAAATTGCATACTGAGGACTGTACTGG
CAGACTCCATAGGTCATCGATGAACACCATTCCACATAACATCCGAGTTTGTAGGACTCCTG
CCAGACCATCTGGAGATGTACAGCGTTACAAGTTAGGTACTGTTGTTAAAGGGCTGTGGACG
AATATTCTGACCTGAGTGTAATGTCCTATCATGACTCCCCTGTTCCACAACTGCGTTGT
>h145
ATTCTTGGATTCTTATCTGTGCGAAGTACGCCGCAAAAAATACATACTGAGGACTGTACTGG
CAGACACCATAGGTCATCGATGAACACCATTCCACATAACATCCGAGTTTGTAGGACTCCTG
CCAGACCATCTGGAGATGTACAACGTTACAACTTAGGTACTGTTGTTAAAGGGCTATGGACG
AATATTCTGACCTGAGTGTAATGTCCTATCATAACTCCCCTGTTCCACAACTGCGTTGT
>h146
ATTCTTGGATTCTTATCTGTGCGAAGTACGCCGCAAAAAATACATACTGAGGACTGTACTGG
CAGACACCATAGGTCATCGATGAACACCATTCCACATAACATCCGAGTTTGTAGGACTCCTG
CCAGACCATCTGGAGATGTACAACGTTACAAGTTAGGTACTGTTGTTAAAGGGCTATGGACG
AATATTCTGACCTGAGTGTAATGTCCTATCATAACTCCCCTGTTCCACAACTGCGTTGT
>h147
ATTCTTGGATTCTTATCTGTGCGAAGTACGTCGCAAAAAATACATACTGAGGACTGTACTGG
CAGACACCATAGGTCATCGATGAACACCATTCCACATAACATCCGAGTTTGTAGGACTCCTG
CCAGACCATCTGGAGATGTACATCGTTACAAGTTAGATACTGTTGTTAAAGGGCTATGGACG
AATATTCTGACCTGAGTGTAATGTCCTATCATAACTCCCCTGTTCCACAACTGCGTTGT
>h148
ATTCTTGGATTCTTATCTGTGCGAAGTACGTCGCAAAAAGTACATACTGAGGACTGTACTGG
CAGACACCATAGGTCATCGATGAACACCATTCCACATAACATCCGAGTTTGTAGGACTCCTG
CCAGACCATCTGGAGATGTACAACGTTACAATTTAGGTACTGTTGTTAAAGGGCTATGGACG
AATATTCTGACCTGAGTGTAATGTCCTATCATAACTCCCCTGTTCCACAACTGCGTTGT
>h149
ATTCTTGGATTCTTATCTGTGCGAAGTACGTCGCAAAAAGTTCATACTGAGGACTGTACTGG
CAGACACCATAGGTCATCGATGAACACCATTCCACATAGCATCCGAGTTTGTAGGACTCCTG
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CCAGACCATCTGGAGATGTACAACGTTACAATTTAGGTACTGTTTTTAAAGGGCTATGGACG
AATATTCTGACCTGAGTGTAATGTCCTATCATAACTCCCCTGTTCCACAACTGCGTTGT
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APENDICE 4
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Haplotipos identificadas nas populacfes brasileiras de A. caninum apos a

reconstrucdo alélica utilizando-se os 135 nucleotideos codifiicantes (somente os
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éxons) da proteina Ac-ASP-2:

>h01
CAGAGGACTGTACTGGCAGACACCATAGGTCATCGATGAACACCATTCCACATAACATCCGA
GTTTGTAGGACTCCTGCCAGACCATCTGAGTGTAATGTCCTATCATAACTCCCCTGTTCCAC
AACTGCGTTGT

>h02
CTGAGGACTGTACTGGCAGACACCATAGGTCATCGAAGAACACCATTCCACATAACATCCGA
GTTTGTAGGACTCCTGCCAGACCATCTGAGTGTAATGTCCTATCATAACTCCCCTGTTCCAC
AACTGCGTTGT

>h03
CTGAGGACTGTACTGGCAGACACCATAGGTCATCGACGAACACCATTCCACATAACATCCGA
GTTTGTAGGACTCCTGCCAGACCATCTGAGTGTAATGTCCTATCATAACTCCCCTGTTCCAC
AACTGCGTTGT

>h04
CTGAGGACTGTACTGGCAGACACCATAGGTCATCGATGAACACCACTCCACATAACATCCGA
GTTTGTAGGACTCCTGCCAGACCATCTGAGTGTAATGTCCTATCATAACTCCCCTGTTCCAC
AACTGCGTTGT

>h05
CTGAGGACTGTACTGGCAGACACCATAGGTCATCGATGAACACCATTCCACATAACATCCGA
GTTTGTAGGACTCCTGCCAGACCATCTGAGTATAATGTCCTATCATAACTCCCCTGTTCCAC
AACTGCGTTGT

>h06
CTGAGGACTGTACTGGCAGACACCATAGGTCATCGATGAACACCATTCCACATAACATCCGA
GTTTGTAGGACTCCTGCCAGACCATCTGAGTGAAAAGTCCTATCATAACTCCCCTGTTCCAC
AAATGCGTTGT

>h07
CTGAGGACTGTACTGGCAGACACCATAGGTCATCGATGAACACCATTCCACATAACATCCGA
GTTTGTAGGACTCCTGCCAGACCATCTGAGTGAAAGGTCCTATCATAACTCCCCTGTTCCAC
AAATGCGTTGA

>h08
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CTGAGGACTGTACTGGCAGACACCATAGGTCATCGATGAACACCATTCCACATAACATCCGA
GTTTGTAGGACTCCTGCCAGACCATCTGAGTGTAATGTCCTATCATAACTCCCCTGTTCCAC
AAATGCGTTGA

>h09
CTGAGGACTGTACTGGCAGACACCATAGGTCATCGATGAACACCATTCCACATAACATCCGA
GTTTGTAGGACTCCTGCCAGACCATCTGAGTGTAATGTCCTATCATAACTCCCCTGTTCCAC
AAATGCGTTGT

>h10
CTGAGGACTGTACTGGCAGACACCATAGGTCATCGATGAACACCATTCCACATAACATCCGA
GTTTGTAGGACTCCTGCCAGACCATCTGAGTGTAATGTCCTATCATAACTCCCCTGTTCCAC
AACTGCGTTGA

>h11
CTGAGGACTGTACTGGCAGACACCATAGGTCATCGATGAACACCATTCCACATAACATCCGA
GTTTGTAGGACTCCTGCCAGACCATCTGAGTGTAATGTCCTATCATAACTCCCCTGTTCCAC
AACTGCGTTGT

>h12
CTGAGGACTGTACTGGCAGACACCATAGGTCATCGATGAACACCATTCCACATAACATCCGA
GTTTGTAGGACTCCTGCCAGACCATCTGAGTGTAATGTCCTATCATAACTCCTCTGTTCCAC
AACTGCGTTGT

>h13
CTGAGGACTGTACTGGCAGACACCATAGGTCATCGATGAACACCATTCCACATAACATCCGA
GTTTGTAGGACTCCTGCCAGACCATCTGGGTGTAATGTCCTATCATAACTCCCCTGTTCCAC
AAATGCGTTGT

>h14
CTGAGGACTGTACTGGCAGACACCATAGGTCATCGATGAACACCATTCCACATAACATCCGA
GTTTGTAGGACTCCTGCCAGACCATCTGGGTGTAATGTCCTATCATAACTCCCCTGTTCCAC
AACTGCGTTGA

>h15
CTGAGGACTGTACTGGCAGACACCATAGGTCATCGATGAACACCATTCCACATAACATCCGA
GTTTGTAGGACTCCTGCCAGACCATCTGGGTGTAATGTCCTATCATAACTCCCCTGTTCCAC
AACTGCGTTGT

>h16
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CTGAGGACTGTACTGGCAGACACCATAGGTCATCGATGAACACCATTCCACATAACATCCGA
GTTTGTAGGACTCCTGCCAGACCATCTGGGTGTAATGTCCTATCATAACTCCTCTGTTCCAC
AACTGCGTTGT

>h17
CTGAGGACTGTACTGGCAGACACCATAGGTCATCGATGAACACCATTCCACATAGCATCCGA
GTTTGTAGGACTCCTGCCAGACCATCTGAGTGTAATGTCCTATCATAACTCCCCTGTTCCAC
AACTGCGTTGT

>h18
CTGAGGACTGTACTGGCAGACACCATAGGTCATCGATGAACACCATTCCACGTAACATCCGA
GTTTGTAGGACTCCTGCCAGACCATCTGAGTGTAATGTCCTATCATAACTCCCCTGTTCCAC
AACTGCGTTGT

>h19
CTGAGGACTGTACTGGCAGACACCATAGGTCATCGATGAACACCATTCCACGTAACATCCGA
GTTTGTAGGACTCCTGCCAGACCATCTGGGTGTAATGTCCTATCATAACTCCCCTGTTCCAC
AACTGCGTTGT

>h20
CTGAGGACTGTACTGGCAGACACCATAGGTCATTGATGAACACCATTCCACATAACATCCGA
GTTTGTAGGACTCCTGCCAGACCATCTGAGTGTAATGTCCTATCATAACTCCCCTGTTCCAC
AACTGCGTTGT

>h21
CTGAGGACTGTACTGGCAGACACCGTAGGTCATCGATGAACACCACTCCACATAACATCCGA
GTTTGTAGGACTCCTGCCAGACCATCTGAGTGTAATGTCCTATCATAACTCCCCTGTTCCAC
AACTGCGTTGT

>h22
CTGAGGACTGTACTGGCAGACACCGTAGGTCATCGATGAACACCATTCCACATAACATCCGA
GTTTGTAGGACTCCTGCCAGACCATCTGAGTGTAATGTCCTATCATAACTCCCCTGTTCCAC
AACTGCGTTGT

>h23
CTGAGGACTGTACTGGCAGACCCCATAGGTCATCGATGAACACCATTCCACATAACATCCGA
GTTTGTAGGACTCCTGCCAGACCATCTGAGTGTAATGTCCTATCATAACTCCCCTGTTCCAC
AACTGCGTTGT

>h24
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CTGAGGACTGTACTGGCAGACCCCATAGGTCATCGATGAACACCATTCCACATAACATCCGA
GTTTGTAGGACTCCTGCCAGACCATCTGAGTGTAATGTCCTATCATGACTCCCCTGTTCCAC
AACTGCGTTGT

>h25
CTGAGGACTGTACTGGCAGACGCCATAGGTCATCGATGAACACCATTCCACATAACATCCGA
GTTTGTAGGACTCCTGCCAGACCATCTGAGTGTAATGTCCTATCATAACTCCCCTGTTCCAC
AACTGCGTTGT

>h26
CTGAGGACTGTACTGGCAGACGCCATAGGTCATCGATGAACACCATTCCACATAACATCCGA
GTTTGTAGGACTCCTGCCAGACCATCTGAGTGTAATGTCCTATCATGACTCCCCTGTTCCAC
AACTGCGTTGT

>h27
CTGAGGACTGTACTGGCAGACTCCATAGGTCATCGATGAACACCATTCCACATAACATCCGA
GTTTGTAGGACTCCTGCCAGACCATCTGAGTGTAATGTCCTATCATGACTCCCCTGTTCCAC
AACTGCGTTGT
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