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RESUMO1 

 
 

Espécies de Brucella são causadoras da brucelose, uma das doenças 
zoonóticas mais difundidas em todo o mundo, que é causa aborto em animais 
domésticos e infecção potencialmente debilitante em humanos. Apesar da 
identificação de diferentes espécies dentro do gênero, baseada na diferença de 
hospedeiro e patogenicidade, o gênero tem sido descrito como geneticamente 
homogêneo. Técnicas moleculares têm sido empregadas com o intuito de 
diferenciar e tipificar estes microrganismos, sendo que a abordagem mais 
promissora visa a identificação de polimorfismos entre as espécies e biovares. 
O objetivo do trabalho foi analisar o perfil genético de diferentes cepas de B. 
abortus obtidos a partir da técnica de SE-AFLP a fim de determinar a sequência 
dos fragmentos obtidos e genes que poderiam estar presentes nos fragmentos 
selecionados e compará-las com bancos de genes e de proteínas de 
procariotos. Foram selecionados 19 fragmentos, que foram purificados, 
sequenciados e, as sequências obtidas, submetidas a diversas ferramentas de 
bioinformática visando sua caracterização e identificação. Nenhum dos 
fragmentos de nucleotídeos apresentou similaridade entre si e/ou com outra 
sequência já conhecida de outros microrganismos, inclusive com sequências 
conhecidas do gênero Brucella. Das 114 proteínas hipotéticas geradas pela 
tradução destas sequências genômicas 57% (65 sequências) apresentaram 
baixo grau de similaridade com proteínas descritas e disponíveis em BLASTp 
(proteínas não-redundantes e SwissProt), variando entre 29 e 43. Do total de 
proteínas similares 85% foram atribuídas e proteínas funcionais e 14% a 
proteínas hipotéticas. Essas novas sequências deverão ser utilizadas em 
outros trabalhos visando verificar sua abrangência e especificidade dentro das 
espécies e biovares de Brucella. 

 

                                                 
1 Dissertação de Mestrado em Microbiologia Agrícola e do Ambiente - Microbiologia do 
Ambiente, Instituto de Ciências Básicas da Saúde, Universidade Federal do Rio Grande do 
Sul, Porto Alegre, RS, Brasil. (95p.) Fevereiro, 2010. 
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ABSTRACT2 
 

Brucella species are the cause of brucellosis, one of the most widespread 
zoonotic diseases around the world, which is cause abortion in domestic 
animals and potentially debilitating infection in humans. Despite the 
identification of different species within the genus, based on the difference of 
host and pathogenicity, the genre has been described as genetically 
homogeneous. Molecular techniques have been employed in order to 
differentiate and classify these organisms, and the most promising approach 
aims to identify polymorphisms between species and biovars. The objective of 
this study was to analyze the genetic profile of different strains of B. abortus 
obtained by the technique of SE-AFLP to determine the sequence of the 
fragments obtained and genes that may be present in the selected fragments 
and compare them to databases of genes and proteins in prokaryotes. We 
selected 19 fragments that were purified, sequenced and the sequences 
obtained, subject to several bioinformatics tools aiming at its characterization 
and identification. None of the fragments showed nucleotide similarity between 
themselves and / or other sequence already known from other organisms, 
including known sequences of the genus Brucella. Of the 114 hypothetical 
proteins generated by translation of genomic sequences 57% (65 sequences) 
showed low level of similarity to proteins described and available in blastp 
(protein non-redundant and SwissProt), ranging between 29 and 43. Of the 
proteins similar 85% were attributed to functional proteins and 14% to 
hypothetical proteins. These new sequences should be used in other studies to 
verify its completeness and specificity within the species and biovars of 
Brucella. 
 

                                                 
2Master of Science dissertation in Agricultural Microbiology, Instituto de Ciências Básicas da 
Saúde, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brazil. (95p.) February, 
2010. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

Brucella sp. são os agentes causadores da brucelose, uma doença 

infecciosa que afeta diversas espécies animais e pode ser transmitida para 

humanos por contato direto com animais infectados ou indiretamente por 

contaminação de produtos lácteos. Mais de 500 mil novos casos de brucelose 

em humanos são anualmente comunicados, e segundo a Organização Mundial 

da Saúde (WHO), a magnitude do problema é subestimada. 

A infecção por Brucella pode causar doenças crônicas em humanos 

com o envolvimento de múltiplos órgãos e baixa mortalidade, enquanto que em 

animais domésticos pode levar ao insucesso reprodutivo com consequente 

perdas econômicas. 

Sendo uma zoonose, a detecção da brucelose nos animais é 

essencial para a prevenção da doença em humanos. A simples identificação do 

gênero bacteriano é suficiente, porém, para programas de erradicação de 

brucelose, que incluem regulamentos que estipulam uma resposta espécie 

específica, ou então, para se realizar um rastreamento epidemiológico, a 

identificação da espécie ou biovar envolvida é muito importante. 

A busca de alternativas para a tipificação de Brucella sp. de forma 

rápida e mais segura (por diminuir o manuseio) têm sido estudada por vários 
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autores com resultados as vezes surpreendentes, pois algumas delas 

produzem uma diferenciação capaz de individualizar cada cepa isolada. O 

problema no desenvolvimento de ferramentas moleculares ocorre pela falta de 

demonstrar o polimorfismo genético de Brucella sp. e muitos laboratórios 

dependem da tificação convencional para identificar espécies de Brucella. Uma 

das mais promissoras abordagens moleculares atualmente utiliza polimorfismo 

de DNA. 

Em trabalho desenvolvido no Laboratório de Bacteriologia do 

Instituto de Ciências Básicas da Saúde (ICBS) - UFRGS, tese de doutorado de 

Albino Magalhães Neto, foi utilizada técnica SE-AFLP para tipificação da 

coleção de cepas de diferentes espécies de Brucella do Departamento de 

Microbiologia, Imunologia e Parasitologia, utilizando a enzima HindIII. Neste 

estudo foram observados diferentes perfis genéticos após eletroforese. Esta 

técnica não gerou um perfil padrão para cada espécie, mas sim agrupou 

diferentes espécies em um mesmo perfil, assim como gerou perfis exclusivos 

de amostras de campo, que diferiram dos perfis que incluíam cepas de 

referência. Foi observada uma grande variabilidade de perfis para cepas de 

campo de B. abortus que apresentavam fragmentos exclusivos, assim como 

também observamos que determinados fragmentos ocorreram com grande 

frequencia, muitas vezes em todos os perfis gerados a partir de determinado 

oligonucleotídeo iniciador. Assim o presente trabalho visa a continuidade do 

estudo de cepas, especialmente de B. abortus. Para isso foram escolhidos 

alguns fragmentos exclusivos e outros comuns às B. abortus estudadas com o 

objetivo de analisar o perfil genético de diferentes cepas de B. abortus obtidos 
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a partir da técnica de SE-AFLP a fim de determinar a sequência dos 

fragmentos obtidos e genes que poderiam estar presentes nesses fragmentos 

selecionados e compará-las com banco de genes e de proteínas de 

procariotos. 
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2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

2.1. O gênero Brucella 

 

Brucella são os agentes causadores da brucelose que afeta diversas 

espécies animais e é transmitida aos seres humanos de várias maneiras 

(Cassataro et al., 2004; Delpino et al., 2004). São encontradas na maioria dos 

continentes, inclusive em ecossistemas marinhos (Cloeckaert et al., 2003; 

Vizcaíno et al., 2004). 

O gênero é composto por bactérias Gram negativas na forma de 

pequenos cocobacilos, que aparecem normalmente isolados ou em pares, não 

excedem o tamanho de 2µm, são imóveis, catalase positivos e normalmente 

oxidase positivos, produzem H2S, não produzem indol, são aeróbios, mas 

podem necessitar de adição de CO2 no cultivo in vitro (principalmente em 

isolamentos primários) (Alton et al., 1988). São patógenos intracelulares 

facultativos de diversos mamíferos domésticos e silvestres, podendo também 

causar infecções graves em humanos (Rouot et al., 2003; Alvarez et al., 2006; 

Fugier et al, 2007). Apresentam uma concentração aproximada de guanosina e 

citosina de 57% em seu genoma (Del Vecchio et al., 2002; Lavigne et al., 

2005). Estas bactérias têm uma extrema preferência pelo meio intracelular, 
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apesar da sua capacidade de viver fora das células do hospedeiro (Concepción 

et al., 2006). 

Brucella foi inicialmente considerada como sendo relacionada com 

os gêneros Bordetella e Alcaligenes. Mais tarde análises de sequências 

genéticas do rRNA 16S confirmaram a sua inclusão no subgrupo alfa-2 de 

Proteobactérias que também inclui Agrobacterium, Rhizobium e Ochrobactrum, 

entre outros gêneros (Alvarez et al., 2006; Gândara et al., 2001; Fugier et al., 

2007; Velasco et al., 2000). O gênero apresenta relação com patógenos de 

plantas e simbiontes tais como Rhizobium sp. e Agrobacterium sp., com 

parasitas intracelulares como Bartonella sp. e Rickettsia sp. e com as bactérias 

oportunistas e de vida livre como Ochrobactrum sp. e Rhodobacter sp. (Jumas-

Bilak et al., 1998a; López-Goñi & Moriyón, 2004). 

Estudos moleculares têm indicado que um organismo não-

patogênico de solo é, possivelmente, o ancestral de Brucella (Wattan et al., 

2009). Foster et al. (2009) através de analises filogenéticas, separou o gênero 

em cinco grandes clados, inferindo B. ovis como a espécie basal para o gênero 

Brucella. 

Atualmente, existem nove espécies reconhecidas de Brucella, com 

base nas preferências de hospedeiro, diferenças fenotípicas e patogenia: B. 

abortus (bovinos), B. canis (cães), B. melitensis (ovinos e caprinos), B. 

neotomae (ratos do deserto), B. ovis (ovinos), B. suis (suínos, renas e lebres), 

B. microti (pequenos roedores do leste europeu), B. pinnipidialis (pinípedes) e 

B. ceti (cetáceos) (Corbel & Banai, 2005; Foster et al., 2007; Scholz et al., 

2008). Entre estas, cinco são virulentas para o ser humano (B. melitensis, B. 
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abortus, B. suis, B. canis e B. pinnipidialis) (Cloeckaert et al., 2001; Sohn et al., 

2003; Fugier et al., 2007; Scholz et al., 2008). Em nível genético, os membros 

do gênero são altamente conservados o que dificulta sua dferenciação 

molecular (Fox et al., 1998; Delpino et al., 2004; Halling et al., 2005; Whatmore 

et al., 2007). 

Classicamente, isolados de Brucella são divididos em espécies por 

um procedimento de tipificação que avalia uma série de propriedades 

relacionadas à fisiologia, fenótipo, fagotipagem e propriedades antigênicas. 

Algumas espécies são divididas em biovares ou biotipos, distinguíveis por uma 

análise demorada, de aproximadamente 25 características fenotípicas (Alton et 

al., 1988, Corbel & Banai, 2005). Tais análises estão sujeitas a diferentes 

interpretações e devem ser executadas por técnicos qualificados pelo risco de 

contaminação (García-Yoldi et al., 2006). Baseado nos traços fenotípicos, B. 

abortus tem sido dividida em 7 biovares, B. melitensis em 3 biovares e B. suis 

em 5 biovares (Bricker, 2002). 

 

2.1.1. Brucella abortus 

 

No Brasil a brucelose em bovídeos é causada principalmente por B. 

abortus, que causa perdas de produção devido a problemas de reprodução do 

rebanho (Corner et al., 1987). Ela pode ser encontrada ocasionalmente em 

outros animais (cães, equinos, camelos, coiotes, roedores selvagens, cabras 

selvagens europeias) devido ao contato desses animais com materiais 

contaminados após aborto de rebanhos infectados (Almeida et al., 2004, Baek 
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et al., 2003). B. abortus pode ser transmitida aos seres humanos através de 

animais infectados, contato direto com fetos abortados, membranas fetais ou 

através do consumo de leite cru e produtos derivados (Romero & Lopez-Goñi, 

1999). Esta espécie apresenta 7 biovares, todos relacionados com infecção 

principalmente de bovídeos (Alton et al., 1988).  

 

2.2. Brucelose 

 

Embora programas de erradicação tenham conseguido diminuir a 

sua prevalência nos países mais desenvolvidos, a doença é ainda presente em 

certas áreas do mundo, sendo continuamente importada para áreas não 

endêmicas pelo transporte ilegal de animais e pelo homem através de viagens 

internacionais, pelo consumo de produtos alimentares contaminados (Pappas 

et al., 2005a; Roushan et al., 2006; Gorvel, 2008). A brucelose está controlada 

em grande parte da Europa e nos EUA, porém está aumentando em certas 

partes do mundo, especialmente em áreas em desenvolvimento como a região 

do Mediterrâneo, Oriente Médio, Ásia Ocidental, partes da África e América 

Latina, e tem sido classificada como uma zoonose negligenciada (Pappas et 

al., 2006; WHO, 2006; Fugier et al., 2007; Viadas et al., 2009).  

 

2.2.1.  Brucelose Humana 

 

A brucelose afeta mais de meio milhão de indivíduos todos os anos, 

sendo que a infecção em humanos é acidental, sendo muito mais comum em 
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animais. A infecção humana pode ocorrer através da exposição á Brucella em 

laboratórios por exposição a aerossóis, sendo reconhecido como um organismo 

de nível de biossegurança tipo 3 (Concepción et al., 2006; Grilló et al., 2006). 

Mas a forma mais frequente de transmissão aos humanos é pela ingestão de 

produtos cárneos e laticínios contaminados. Se não for detectada pode resultar 

em sequelas, porém é raramente fatal (Young, 1995). 

Em humanos, a brucelose está associada com um amplo espectro 

de sintomas e as complicações podem incluir artrite, sacroiliíte, espondilite e 

efeitos sobre o sistema nervoso central. Raramente pode causar aborto em 

mulheres grávidas e orquite e epididimite em homens (Khan et al., 2001; 

Mantur et al., 2001; Sohn et al., 2003; Franco et al., 2007). 

As espécies mais frequentes causadoras de infecção em humanos 

por ordem de patogenicidade são B. melitensis, B. abortus, B. suis e B. canis 

(Ko & Splitter, 2003). O significado dos isolados de Brucella sp. provenientes de 

mamíferos marinhos, precisa ainda ser estabelecido como uma fonte de 

infecção para mamíferos terrestres. Existem relatos de infecções humanas por 

algumas dessas cepas, tanto por acidentes de laboratório como em pessoas 

não consideradas de risco ocupacional (Sohn et al., 2003). 

A importância da doença humana reside no fato de que ela pode 

induzir morbidade crônica e exige tratamento complexo e prolongado, que nem 

sempre são eficazes na eliminação da infecção (Pappas et al., 2005a). O 

período de incubação da doença é variado, o aparecimento dos sinais pode 

levar até dois meses na fase aguda, entre dois e 12 meses na fase subaguda e 

até 12 meses para evolução de um quadro crônico (Mantur et al., 2007). 
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Embora a brucelose seja uma doença de notificação obrigatória, em 

muitos países, os dados oficiais não refletem totalmente o número de casos 

anuais, sendo a incidência verdadeira estimada entre 10 e 25 vezes maior do 

que tem sido relatado (Nimri, 2003).  

 

2.2.2.  Brucelose Animal 

 

A doença causa impacto significativo na pecuária, pois a infecção 

por Brucella causa aborto e esterilidade em animais domésticos. A doença é a 

maior causa de perdas econômicas diretas e uma barreira para o comércio e 

exportações (Pappas et al., 2006; WHO, 2006; Fugier et al., 2007; Viadas et al., 

2009). Anualmente, o impacto econômico da brucelose bovina, no Brasil, tem 

sido estimado em 32 milhões de dólares (Poester et al., 2002). 

Animais domésticos e selvagens adquirem brucelose através da 

ingestão de leite contaminado, contato com os tecidos e fluidos contaminados 

associados com parto ou aborto e através do sêmem (Fugier et al., 2007). 

A brucelose foi erradicada ou severamente restringida em alguns 

países ocidentais por uma combinação rigorosa de programas de higiene 

animal e inocuidade dos alimentos. No entanto, regiões oficialmente 

reconhecidas como "livres de brucelose" estão sob ameaça constante através 

da reintrodução de animais contaminados (Whatmore et al., 2005).  

Em situações endêmicas, a vacinação é a única forma adequada 

para controlar a brucelose em ruminantes (Grilló et al., 2006). Em muitos 

países industrializados, a brucelose em animais foi efetivamente controlada 
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através da vacinação, quarentena e programas de vigilância. O elevado custo 

destes programas de controle pode ter um grande impacto sobre a economia 

agrícola (Roop et al., 2004; Fugier et al., 2007).  

A probabilidade de determinada espécie animal adquirir a infecção 

por Brucella sp. depende de uma combinação de fatores, incluindo, a 

suscetibilidade do hospedeiro, o número de microrganismos ingeridos, o 

manejo e fatores ambientais (Cloeckaert et al., 2003).  

 

2.2.3. Brucelose no Brasil 

 

A brucelose bovina devido a B. abortus é a mais prevalente no 

Brasil, seguida por B. suis em suínos. A brucelose em ovinos e caprinos 

apresenta um impacto econômico mais discreto sendo considerada de menor 

importância, isso devido à ausência de B. melitensis no país. Brucella ovis não 

é patogênica ao homem, porém causa a epididimite ovina. Foi primeiramente 

descrita no Rio Grande do Sul em 1972 e continua sendo um problema 

negligenciado nos rebanhos ovinos (Magalhães Neto & Gil-Turnes, 1996). A 

brucelose canina é causada por Brucella canis tem sido detectada através de 

sorologia e isolamento em cães e tem baixa patogenicidade no homem 

comparando-se com B. abortus e B. suis (Poester et al., 2002; Almeida et al., 

2004; Ferreira et al., 2007). O Ministério da Agricultura, Pecuária e 

Abastecimento (MAPA) brasileiro, verificando a ineficácia das medidas 

adotadas, elaborou e lançou, no início de 2001, o Programa Nacional de 

Controle Erradicação da Brucelose e Tuberculose. Trata-se de um programa 
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harmonizado com as condutas preconizadas por órgãos internacionais e 

suficientemente flexíveis a ponto de permitir sua implementação nos 

heterogêneos estados brasileiros (Brasil, 2006). 

Para levantamento da situação epidemiológica da brucelose bovina 

foi estabelecido um termo de cooperação técnica entre o MAPA e 

Universidades de diferentes estados. Já foram concluídos os estudos em 15 

estados brasileiros, que juntos detêm 82,12% dos bovinos brasileiros de corte e 

leite. A maior prevalência de focos de brucelose bovina foi identificada nos 

estados de Rondônia, Mato Grosso e Mato Grosso do Sul, variando entre 

21,21% e 41,6%, enquanto que a menor prevalência foi registrada nos estados 

da Região Sul com 0,30% – 4,00%. Este estudo indica uma distribuição 

heterogênea da situação epidemiológica da brucelose bovina no Brasil (Neto, 

2009). 

 

2.3. Patogenicidade de Brucella sp.  

 

Bactérias patogênicas utilizam uma variedade de fatores que lhes 

conferem virulência, como a capacidade de sobreviver às respostas 

imunológicas de plantas e animais (Alvarez et al., 2006). 

O LPS de bactérias Gram negativas é considerado como o principal 

antígeno bacteriano responsável por induzir a expressão de moléculas pró-

inflamatórias e o principal causador da resposta humoral antibacteriana durante 

a infecção do hospedeiro. Quando liberado durante a divisão e/ou morte das 

bactérias, o LPS é captado pelos macrófagos que iniciam uma série de 
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respostas anti-inflamatórias (Lapaque et al., 2006). O LPS é uma das 

moléculas chaves envolvidas nos mecanismos de patogenicidade de Brucella 

sp. e, por apresentar quatro epítopos específicos (A, M, C e R), sua detecção é 

utilizada na identificação fenotípica (López-Goñi & Moriyón, 2004). 

Em geral, bactérias patogênicas possuem mecanismos de defesa 

adaptados que permitem a sobrevivência no fagócito do hospedeiro. Aqueles 

que sobrevivem no interior do fagossoma tendem a mudar sua fisiologia, 

alterando os seus padrões de expressão proteica em resposta ao novo 

ambiente (Kim et al., 2000). Brucella no interior do macrófago estão protegidas 

não só do sistema imune (anticorpos, complemento), mas também de 

antibióticos ativos in vitro que não atingem concentrações terapêuticas nestes 

compartimentos intracelulares (Concepción et al., 2006). 

Brucella sp. são caracteristicamente capazes de se multiplicar 

intracelularmente em uma variedade de células. A patogenicidade de Brucella 

não está relacionada com a produção de toxina clássica, cápsula antifagocítica, 

adesinas proteicas ou fatores de virulência codificados por plasmídeo. Por 

outro lado, a baixa endotoxicidade do lipopolissacarídeo (LPS), a resistência a 

uma vasta gama de peptídeos catiônicos bactericidas e a capacidade de 

prevenir fusão do lisossoma e localização no compartimento do fagossoma, 

são as características de Brucella provavelmente relacionadas à 

patogenicidade. Como a membrana externa desempenha um papel crítico na 

interação da bactéria com o ambiente, acredita-se que o conjunto de 

propriedades da membrana externa de Brucella está relacionado ao seu 

parasitismo intracelular (Velasco et al., 2000).  Além disso, a análise das 
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espécies de Brucella tem demonstrado que alguns genes como, por exemplo, 

de flagelos estão presentes, mas não são expressos e, mais interessante, que 

estes genes não funcionais aparentemente têm importância na patogenicidade 

(Moreno & Moriyón, 2002). 

Brucella utiliza mecanismos diversos para evitar ou suprimir a 

resposta bactericida dos macrófagos. Sellem et al. (2008) revisaram os fatores 

de virulência que ajudam Brucella a invadir e sobreviver nos macrófagos 

(Quadro 1).  

Os mecanismos utilizados por Brucella que causam doença não 

estão bem compreendidos. É muito provável que estas bactérias não 

dependam somente de um simples fator de virulência para sua patogenicidade. 

Em vez disso, a virulência de Brucella pode ser um aspecto integrado da sua 

fisiologia geral em concordância com mediadores moleculares específicos. 

Lamontagne et al. (2007) demonstraram que Brucella é capaz de um 

remodelamento amplo e reversível da composição protéica do seu envelope 

celular no ambiente intracelular. O patógeno pode, portanto, ser capaz de 

adaptar amplamente sua fisiologia em resposta a diferentes microambientes 

encontrados durante seu ciclo de vida intracelular. Tal flexibilidade metabólica 

pode ser necessária, pois Brucella encontra microambientes heterogêneos nas 

células de seu hospedeiro (Lamontagne et al., 2009). Portanto, a 

patogenicidade é devido à habilidade de adaptação às condições ambientais 

encontradas no nicho replicativo intracelular, incluindo baixos níveis de 

nutrientes e oxigênio, pH ácido e subprodutos intermediários do oxigênio 

(Kohler et al., 2002; Sellem et al., 2008). 
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A doença geralmente ocorre após sua entrada no hospedeiro, sendo 

o sistema monocítico-macrofágico o alvo para o patógeno, onde este é capaz 

não apenas de sobreviver, mas também de se replicar. O patógeno evade as 

defesas do hospedeiro através da inibição da fusão do endossoma com 

lisossoma, atingindo o reticulo endoplasmático (Concepción et al., 2006). 

As espécies de Brucella que apresentam morfologia colonial lisa 

(presença de cadeia O no LPS) inibem a apoptose das células do hospedeiro, 

favorecendo a sobrevivência intracelular da bactéria, por escapar da fagocitose 

das células do sistema imune do hospedeiro, enquanto que espécies mutantes 

de morfologia rugosa (deficientes em cadeia O no LPS) induzem a necrose nos 

macrófagos (Pei & Thomas, 2004; Pei et al., 2006). Contudo, os mecanismos e 

fatores de virulência que medeiam a morte celular dos macrófagos não têm 

sido identificados (Sellem et al., 2008). 

Em bovinos em gestação a colonização do tecido trofoblástico da 

placenta é frequente. Durante um aborto há eliminação de tecidos e fluidos 

contendo cargas elevadas de Brucella sp., o que coloca em grave risco 

sanitário os rebanhos e tratadores, especialmente em instalações cheias. A 

infecção também reduz a fertilidade, causa perda de peso e reduz a produção 

de leite dos animais (Gorvel, 2008). 
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Quadro 1. Lista de genes de virulência de Brucella, suas funções e efeitos de deleções. 
 

Gene Função proposta Efeitos de deleções Referências 
alquil peróxido 
redutases (ahcC & 
ahpD) 

Proteção contra danos graves pelo oxigênio Atenuado em C57BL6J, mas não em ratos BALB/c Sellem et al, 2008 

Reparo por excisão de 
base 

Proteção de Brucella abortus contra danos oxidativos 
in vitro 

aumentar a susceptibilidade a ROIs1 e ROI/nitrogênio 
reativo 

Hornback e Roop (2006) 

Brucella fator de 
virulência A (bvfA) 

Pode desempenhar função na fixação no nicho 
intracelular 

Atenuado em ratos BALB/c e linhagem celular J774A.1  Lavigne et al. (2005) 

Catalase (CAT) Protege a célula do estresse oxidativo Aumenta a susceptibilidade para peróxido de 
hidrogênio.  

Gee et al. (2004)  
Kim et al (2000) 

β-1, 2-glucanas ciclica 
(CβG) 

Interfere no tráfico celular por ativação do transporte 
lipídico encontrado na membrana celular do 
hospedeiro e previne a fusão cíclica fagossoma-
lisossoma 

Atenuado em ratos BALB/c e células HeLa2 Arellano-Reynoso et al. 
(2005)  
Briones et al. (2001) 

Citocromo oxidase 
(cydDCAB) 

Adaptação a baixa tensão de oxigênio, prevenindo o 
acúmulo de radicais livres oxidativos e detoxificando o 
compartimento intracelular 

Sensibilidade a inibidores respiratórios azida sódica e 
zinco, espécies altamente reativas de oxigênio, baixo 
pH e virulência atenuada em ratos BALB/c 

Endley et al. (2001) 

Lipopolissacarídeos 
(LPS) 

Inibição da atividade do complemento, proteção contra 
peptídeos catiônicos bactericidas, desempenha um 
papel na entrada e sobrevivência inicial dentro dos 
macrófagos, previne a síntese de mediadores imunes, 
inibe apoptose celular do hospedeiro 

Sensível a ação de soro normal e complementar, 
atenuada em ratos BALB/c 

Forestier et al. (2000) 
Forestier et al. (1999) 
Lapaque et al. (2005) 
Moreno et al. (1998) 
Allen et al. (1998) 

Oxido nítrico redutase 
(norD) 

Sobrevivência sob muito baixa tensão de oxigênio, 
detoxificação de NO 

Atenuado em ratos BALB/c e linhagem celular J774A.1  Loisel-Meyer et al. (2006) 

Superoxido dismutase Protege contra ruptura Atenuada em ratos C57BL6J e macrófagos 
correspondentes peritoneais, mas não em ratos BALB/c 
e linhagem celular J774A.1 

Gee et al. (2005) 
Latimer et al (1992) 
Tatum et al (1992) 

Sistema de secreção 
tipo IV (virB) 

Translocação de fatores de virulência dentro de 
células de mamíferos 

Incapazes de adquirir membranas ER, perdeu sua 
capacidade de se multiplicar em células HeLa e 
purificadas em ratos BALB/c infectados 

Celli and Gorvel (2004) 
O’Callaghan et al. (1999) 
Sieira et al. (2000) 

Urease (ure) Protege Brucella suis e Brucella abortus durante sua 
passagem através do estômago 

Atenuada pela rota oral em ratos BALB/c Bandara et al. (2004) 
Sangari et al. (2007) 

 
Fonte: Sellem et al. (2008) 
1ROI: intermediários reativos de oxigênio. 
2Células HeLa: linhagens de células utilizadas em cultivo celular, que apresentam alta durabilidade. 
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Estudo de Bardensteins et al. (2009), indicou que as brucelas não 

apenas sobrevivem nos trofoblastos, mas também são capazes de se replicar 

em organelas como o retículo endoplasmático rugoso. Neste estudo, concluiu-

se que Brucella persiste no hospedeiro como parasita intracelular replicante, 

cronicamente infecta células fagocíticas profissionais do sistema retículo-

endotelial, ou, ainda, em uma segunda fase, causa de infecção aguda do 

trofoblasto, onde se reproduz e induz placentite, infecção fetal e aborto (Pei & 

Thomas, 2004). 

 

2.4. Diagnóstico 

 

A bacteriologia é muito importante na confirmação de uma suspeita 

clínica no estudo da epidemiologia da doença e também como confirmação dos 

resultados encontrados nos testes sorológicos. O isolamento da bactéria é o 

método mais específico, e embora seja mais complexo na realização, é 

considerado o padrão ouro mesmo com o advento das metodologias de 

detecção de DNA (Bounaadja et al., 2009). 

Diagnóstico definitivo e incontestável de brucelose pode ser obtido 

pelo isolamento do agente etiológico, porém esse procedimento é caro, 

demorado e exige recursos laboratoriais nem sempre disponíveis, o que 

inviabiliza seu uso em larga escala, como requer um programa de controle da 

enfermidade. Embora seja o teste diagnóstico mais específico, a taxa de 

isolamento é geralmente baixa, os resultados não estão disponíveis 

imediatamente e o processamento de grande número de amostras dificulta o 
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diagnóstico (Mediavilla et al., 2003). Além disso, o tempo mínimo para 

isolamento e identificação da espécie é de oito dias considerando um 

crescimento ótimo de 48 horas, mas períodos de até trinta dias podem ser 

necessários. Além de ser um processo lento, a bacteriologia também requer 

técnicos experientes e está associada ao risco de infecções adquiridas em 

laboratório, exigindo pessoas bem treinadas e instalações adequadas para o 

trabalho com esses microrganismos (Alton et al., 1988; Bricker, 2002; Navarro 

et al., 2004).  

Para o isolamento, os meios de cultura seletivos são os mais 

utilizados (Alton et al., 1988). Nos isolamentos primários, as culturas de 

Brucella sp. são incubadas à 35-37ºC e examinadas diariamente pelo menos 

durante 30 dias. O meio de cultura Farrell é amplamente usado para o 

isolamento de Brucella de animais domésticos, mas outros meios base podem 

ser adotados, como o ágar sangue, ágar soja tripticaseína e Thayer Martin, 

dependendo do tipo material coletado (Alton et al., 1988). 

Após o isolamento, a tipificação em nível de biovar exige, além de 

testes fisiológicos e bioquímicos de execução simples, outros testes mais 

sofisticados e que não estão disponiveis em muitos laboratórios, que são a 

tipificação por bacteriófagos e pela sorologia com soros específicos aos seus 

antígenos presentes no LPS. O teste com bacteriófagos implica em um cuidado 

minucioso no laboratório devido ao risco de contaminação das cepas padrão e 

outors isolados com estes vírus. O trabalho com soros específicos é laborioso e 

exige experimentos de inoculação em animais para a produção do soro e 

consequente purificação ou a importação destes reagentes. Por esta razão, 
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ainda não existe, no Brasil, um laboratório que disponha de todas as 

ferramentas para a tipificação de Brucella sp.  

Testes sorológicos para a detecção da resposta imunitária do animal 

são amplamente utilizados para diagnóstico de brucelose humana e animal, 

devido a sua simplicidade de execução e interpretação (Mediavilla et al., 2003). 

A sorologia é um teste diagnóstico rápido, mas apresenta alguns problemas de 

sensibilidade, necessitando o uso concomitante de, no mínimo, duas técnicas 

para a detecção da grande maioria dos reagentes (Alton et al., 1988; Godfroid 

et al., 2002). A sorologia detecta o contato com a bactéria, não discrimina o 

contato por doença ou vacinação e não é capaz de diferenciar a espécie ou 

biovar envolvido.  

 

2.4.1. Em humanos 

 

Infecções humanas por Brucella são difíceis de diagnosticar devido 

ao amplo espectro de manifestações clínicas associadas a elas. Brucelose em 

humanos é subdiagnosticada e subnotificada, e estima-se que pelo menos 25 

casos ignorados ocorram no mundo para cada caso que é diagnosticado 

(Dames et al., 2005; Pappas et al., 2005b; Mantur et al., 2006).  O diagnóstico é 

feito com segurança quando os organismos são recuperados a partir do 

sangue, medula óssea ou de outros tecidos. Hemocultura é o método de 

escolha, mas é frequentemente dificultado pela baixa sensibilidade e atraso no 

crescimento em função da baixa concentração de bactérias encontradas em 

pacientes com bacteremia por Brucella sp. (McCabe apud Mantur et al., 2008). 
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A maioria dos relatos de infecção humana no Brasil está relacionada 

com indivíduos que trabalham ou habitam regiões rurais. As espécies isoladas 

foram B. abortus e B suis biovar 1 (INPPAZ, 1994; Santos Neto et al., 1999; 

Ferreira et al., 2002). No mínimo uma infecção humana por acidente em 

laboratório no Brasil foi descrita (Godoy et al., 1979). Infecção natural humana 

causada pela B. canis, no Brasil, foi indiretamente revelada por testes 

sorológicos de um indivíduo e pelo cultivo da bactéria a partir do animal de 

estimação deste indivíduo (Roxo et al., 1990).  

 

2.4.2. Em animais 

 

Nos animais, o diagnóstico pode ser sorológico ou através do 

isolamento do microrganismo a partir dos órgãos, tecidos e secreções como 

leite, sangue, esperma, secreções vaginais e estomacais (Alton et al., 1998). 

Por causa das dificuldades no isolamento bacteriológico e também 

pelos custos, os programas de combate à brucelose baseiam-se no diagnóstico 

sorológico, recurso que permite a realização de um grande número de testes, 

com resultados adequados a um custo acessível (Mathias et al., 2007).  

Técnicas sorológicas clássicas atuam principalmente na detecção de 

anticorpos para LPS, dando origem a reações falso-positivas devido à 

reatividade cruzada com LPS de algumas bactérias. Além disso, anticorpos 

contra LPS também são induzidos em animais vacinados com cepas atenuadas 

de Brucella sp. (Mediavilla et al., 2003). Estes e outros inconvenientes têm 

alimentado um crescente interesse na detecção de anticorpos alternativos 
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contra antígenos, principalmente proteínas da membrana externa e proteínas 

citoplasmáticas (Cassataro et al., 2004). 

Existem vários testes para o diagnóstico de brucelose. Cada teste 

possui características que são importantes em determinada etapa do controle 

dos rebanhos. Todos possuem problemas de inespecificidade, principalmente 

relacionados com infecções do rebanho com Yersinia enterocolitica O:9. O 

único teste imunológico que tem comprovado especificidade é o teste 

intradérmico com brucelina (Pouillot et al., 1997; Godfroid et al., 2002). 

A escolha dos testes a serem utilizados no diagnóstico da brucelose 

deve ser de acordo com a situação epidemiológica de cada região, pois a 

incidência e prevalência da doença vão influenciar nessa escolha (Godfroid et 

al., 2002). 

 No Brasil, as provas recomendadas pelo PNCEBT são  Teste so 

Antígeno Acidificado e o Teste do Anel, como testes de triagem, e o Teste do 2-

mercaptoetanol e a Fixação do Complemento, como testes confirmatórios 

(Brasil, 2006). 

 

2.5. Relação genética 

 

Espécies de Brucella têm uma composição genética muito 

semelhante, mas apresentam virulência variada em diferentes hospedeiros. Foi 

estimado que divergiram uma da outra por apenas uma pequena percentagem 

na sequência nucleotídica (Kim et al., 2000). 
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O gênero pode ser distinguido pela sequência do gene rRNA 16S 

(Gee et al., 2004) e as espécies e biovares podem ser diferenciadas com uma 

série de testes microbiológicos tradicionais, sorologia e características 

fenotípicas (Alton et al., 1988). 

As espécies de Brucella apresentam uma homologia de mais de 

96% após hibridização DNA-DNA (Verger et al., 1985). As sequências de rRNA 

16S de B. abortus e de outras oito espécies são também semelhantes 98,5 a 

99,7%. A utilização de sequências conservadas como a do gene rRNA 16S 

muitas vezes não distingue espécies estreitamente relacionadas (Fox et al., 

1998). Tem sido demonstrado que apesar desta grande homologia de rRNA 

existem variações quanto ao número e posições de determinados genes, o que 

tem auxiliado na caracterização de espécies e cepas de Brucella sp. (Halling et 

al., 1993 ; Ouahrani et al., 1993; Cloeckaert et al., 1996 ; Bricker et al., 2000). 

Algumas grandes deleções e rearranjos têm sido relatados dentro de 

uma espécie ou biovares, porém as maiores diferenças genéticas consistem de 

polimorfismo de um único nucleotídeo (Jumas-Bilak et al., 1998b; Bricker et al., 

2000; Cloeckaert et al., 2000; Moreno et al., 2002; Foster et al., 2009). Raras 

são as regiões de grande variabilidade entre espécies e biovares (Bricker, 

2002). A pouca variação genética em Brucella deve-se, provavelmente, à 

Brucella sp. ser um gênero evolutivamente recente, assim como também não 

há provas de transferência gênica transversal entre as espécies, embora 

alguma ilhas genômicas coerentes com transferência horizontal de outras 

bactérias tenham sido observadas (Paulsen et al., 2002; Ratushna et al., 2006). 

Alguns estudos indicam ocorrência esparsa de mutação e eventos raros de 



 22

recombinação, e sugerem uma estrutura populacional primária clonal para o 

gênero Brucella (Paulsen et al., 2002; Halling et al., 2005; Whatmore et al., 

2007; Foster et al., 2008).  

As relações filogenéticas entre as espécies de Brucella permanecem 

pouco conhecidas, mas essa determinação é essencial para a compreensão da 

sua ecologia, história evolutiva, de hospedeiros relacionados e para 

desenvolver métodos precisos de genotipagem (Foster et al., 2009). 

A sequência completa de 25 diferentes cepas pertencentes a sete 

espécies de Brucella já estão disponíveis e confirmam o alto grau de 

similaridade das sequências genômicas entre elas (Chain et al., 2005; Viadas 

et al., 2009). As cepas com genomas sequênciados encontram-se na Tabela 1. 

O genoma de Brucella consiste de dois cromossomos circulares sem 

plasmídeos, sugerindo uma diferença notável quando comparado ao 

cromossomo único de muitas bactérias (Michaux et al., 1993, 1997). A 

comparação desses cromossomos têm confirmado algumas características de 

polimorfismo deste gênero em genes que codificam proteínas, bem como em 

sequências de inserção (IS) (Salhi et al., 2003; Halling et al., 2005).  

 

2.6.  Técnicas moleculares 

 

A digestão enzimática do genoma com enzimas de corte frequente 

no gênero Brucella, como em outros microrganismos, demonstrou claramente a 

necessidade da associação de diferentes técnicas que facilitem a diferenciação 

entre cepas ou biovares de uma mesma espécie. Até o momento não foi 
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possível a tipificação utilizando esta metodologia, sendo que diversos trabalhos 

acabaram por individualizar cepas invés de agrupar as diferentes espécies em 

perfil exclusivo para cada uma delas (O'hara et al., 1985; McGillivery et al., 

1988). 

 

Tabela 1. Cepas de Brucella com genoma 
sequenciado e disponível no GenBank. 

 
Espécie Biovar Cepa 

B. abortus 2 86/8/59 

 3 Tulya 

 4 292 

 6 870 

 9 C68 

 não disponível NCTC 8038 

 não disponível 2308 A 

B. ceti  B1/94 

  Cudo 

 não dividida em biovares M13/05/1 

  M490/95/1 

  M644/93/1 

B. melitensis 1 Rev.1 

 1 16M 

 2 63/09 

 3 Ether 

B. neotomae não dividida em biovares 5K33 

B. pinnipidialis  B2/94 

 não dividida em biovares M163/99/10 

  M292/94/1 

B. suis 3 686 

 4 40 

 5 513 

Brucella sp.  83/13 

  F5/99 

Fonte: GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank/ 

consulta em 07/02/2010) 
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A técnica de PCR-RFLP tem sido utilizada para o gênero Brucella 

apresentando pouca diferenciação entre as espécies e cepas, exceto o gene 

omp2 que demonstrou certa heterogeneidade entre as espécies (Bardenstein et 

al., 2002; Cloeckaert et al., 1996; Costa et al., 1996). 

O desenvolvimento de uma gama de técnicas de tipificação com 

base em DNA (Ouahrani et al., 1993; Bricker & Halling, 1994; Cloeckaert et al., 

1995; García-Yoldi et al., 2006; Le Fléche et al., 2006; Ratushna, 2006; 

Whatmore et al., 2006, 2007) tem complementado as técnicas clássicas e 

apresentaram correlação significativa com as espécies clássicas de Brucella 

(Dawson et al., 2008).  

Fragmentos únicos ocorrem entre os diferentes genomas de 

Brucella, o que permitiu desenvolver uma resposta rápida e específica, em um 

único ensaio para identificação molecular de todas as espécies conhecidas 

desse gênero (Garcia-Yoldi et al., 2006). A identificação do biovar ainda não 

pode ser feita por essa técnica, porém o isolamento e a identificação da 

espécie e do biovar envolvido é indispensável para uma avaliação precisa da 

situação epidemiológica dos rebanhos, principalmente no que concerne a 

detecção da origem da infecção (López-Goñi & Moriyón, 2004). 
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3. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

3.1.  Obtenção de fragmentos de DNA de B. abortus, após SE-

AFLP utilizando a enzima HindIII: 

 

Os fragmentos foram selecionados a partir de trabalho 

desenvolvido previamente utilizando a técnica de SE-AFLP com a enzima 

HindIII (tese de doutorado, Albino Magalhães Neto). Foram selecionados perfis 

que apresentaram diferenças em relação aos perfis apresentados pelas cepas 

de referência e alguns perfis comuns a todas ou à maioria das cepas testadas. 

Das 25 cepas de B. abortus onde foram observados os fragmentos 

de interesse, foram selecionados e utilizados os fragmentos de DNA das cepas 

577, Ba94, VM88, 8p/04, 14/02, 03/06, 32MG e 16/02 que representaram a 

totalidade de perfis gerados pelo SE-AFLP. Os dados das cepas utilizadas 

encontram-se na Tabela 2. Os fragmentos de interesse foram aqueles que 

ocorreram exclusivamente em perfis de amostras de campo, estando ausentes 

em perfis de amostras de referência, tornando estes perfis diferentes quando 

visualizados em gel de agarose, e também fragmentos que ocorreram com 

frequência em perfis de diferentes espécies de Brucella. 
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A extração, ligação do DNA e digestão enzimática com HindIII foram 

executadas por Magalhães Neto (2010). 

 

Tabela 2. Dados das cepas de B. abortus utilizadas neste estudo. 

Cepa Origem Cidade Região 

577 líquido estomacal de feto bovino Caçapava do Sul RS 

Ba94 leite Nova Bassano RS 

VM88 linfonódos Vila Maria RS 

8p/04 líquido estomacal São Lourenço do Sul RS 

14/02 não informado Arroio Grande RS 

03/06 leite Estância Velha RS 

32MG não informado Não informado MG 

16/02 aborto BR 290 RS 

 

 

3.1.1. A reação de PCR: 

 

A partir do DNA extraído e ligado, foram realizadas as reações de 

PCR conforme Whatmore et al. (2005). Os oligonucleotídeos iniciadores 

utilizados tinham a base comum 5’ GGT ATG CGA CAG AGC TTX 3’ onde X 

era substituído por A, T, G e C, formando quatro oligonucleotídeos diferentes 

(H1-A, H1-T, H1-G e H1-C). 

Em cada reação foram utilizados 12,5ng de DNA, tampão de reação, 

MgCl2 5,0mM, 300ng de um único oligonucleotídeo iniciador, 4.000µM de cada 
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dNTP (Amresco), 5U de Platinum Taq DNA polimerase (Invitrogen) e água Milli-

Q estéril para um volume final de 50µL. 

O DNA foi amplificado em microtubos de 200µL com desnaturação 

inicial a 94ºC durante 5 minutos, seguido de 13 ciclos de 94ºC por 1 minuto, 

65ºC por 1 minuto e 72ºC por 1 minuto, reduzindo a temperatura de 

anelamento de 1ºC a cada ciclo, seguido de 17 ciclos de 94ºC por 1 minuto, 

52ºC por 1 minuto e 72ºC por 1 minuto, com extensão final de 72ºC por 30 

minutos, em Mastercycler Personal (Eppendorf). 

 

3.1.2. Eletroforese: 

 

A eletroforese foi realizada em gel de agarose 1,5% em tampão de 

corrida TBE 0,5x. O marcador utilizado foi o 100bp DNA Ladder (BioLabs). As 

amostras foram aplicadas em canaletas intercaladas, a fim de facilitar a excisão 

dos fragmentos de interesse. Foram aplicados 70V em gel de 14x10cm, por 

aproximadamente 3h. Após o tempo de corrida, o gel foi transferido para 

solução de brometo de etídio por 15 minutos e em seguida visualizado em 

transiluminador para identificação do fragmento de interesse, que foi excisado 

do gel com o auxílio de uma lâmina de bisturi. 

 

3.1.3. Purificação dos fragmentos de DNA: 

 

Foi utilizado o kit “Invisorb® Fragment Clean Up”, Invitek, conforme 

recomendação do fabricante, com algumas modificações. 
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Os fragmentos foram pesados e colocados em microtubos de 1,5mL. 

Foram acrescentados 500µL de solução solubilizante para fragmentos de até 

150mg e 1mL para fragmentos que pesaram mais de 150mg. Os microtubos 

foram incubados em banho de água a 50ºC por 10 minutos sob agitação até 

completa dissolução do gel. Foram adicionados 250-500µL de solução de 

ligação (conforme volume de reação) e homogeneizados por pipetagem ou 

agitação mecânica. Foram transferidos 800µL da amostra para microtubos de 

2mL contendo filtro e centrifugado à 12.000xg por 1 minuto. O filtrado foi 

descartado. Para reações com volume superior a 800µL o volume residual foi 

transferido para o mesmo tubo de filtração e repetido o passo de centrifugação. 

Foram feitas duas lavagens consecutivas. Em cada uma, foram 

adicionados 500µL de tampão de lavagem no tubo de filtração, centrifugado por 

30 segundos à 12.000xg, e o filtrado foi descartado. Após a lavagem, a amostra 

foi centrifugada por 4 minutos a 12.000xg para remoção completa do etanol 

residual. O filtro foi transferido para microtubo de 1,5mL onde foram 

adicionados 20µL de tampão de eluição e incubado a temperatura ambiente por 

10 minutos. Após decorrido este período, centrifugou-se por 1 minuto à 

12.000xg; o filtrado foi transferido novamente para dentro do filtro, incubado a 

temperatura ambiente por mais 5 minutos e centrifugado por 1,5 minutos por 

12.000xg. 

O filtro foi descartado e os fragmentos de DNA de interesse 

purificados foram armazenados a -20ºC. 
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3.1.4. Eletroforese para quantificação e verificar purificação: 

 

Com o intuito de verificar a eficiência da purificação e quantificar o 

DNA, foi feita eletroforese conforme Brody & Kern (2004).  

A eletroforese foi realizada em gel de agarose 1,5% em tampão de 

corrida SB 1X (solução de hidróxido de sódio 10mM e pH ajustado para 8,5 

com ácido bórico). O gel foi colocado em cuba para eletroforese e foi aplicado 

5µL de cada amostra nas canaletas. Foram aplicados 220V em gel de 14x10cm 

por aproximadamente 30 minutos. Após tempo de corrida, o gel foi transferido 

para solução de brometo de etídio por 15 minutos e em seguida visualizado em 

transiluminador para quantificar o DNA. O tamanho dos fragmentos de DNA 

amplificados foram estimados por fluorescência em comparação com o 

marcador 100bp DNA Ladder (BioLabs) no programa Kodak 1D versão 3.5.2. 

Esta eletroforese foi capaz de separar fragmentos que apresentavam 

número de pares de base muito próximos, que não foram separados na 

primeira eletroforese, portanto nestes casos, o passo 3.3. “Purificação de 

Fragmentos de DNA”, foi repetido. 

 

3.2. Sequenciamento: 

 

Foi realizado um experimento piloto comparando a sequência dos 

fragmentos purificados utilizando ou não clonagem (Kit para sequenciamento 

TOPO TA Cloning, Invitrogen). Por não observarmos diferenças significativas 
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entre os dois sequenciamentos, optou-se pelo sequenciamento direto dos 

fragmentos purificados do gel de agarose. 

Para o sequenciamento, foram colocados em um microtubo de 

0,5mL, 5pmol do oligonucleotídeo iniciador que deu originem ao fragmento, 

100ng de DNA do fragmento purificado e água Milli-Q estéril para um volume 

final de 5µL. A amostra foi encaminhada para Ludwig Biotecnologia, instituição 

prestadora de serviço em sequenciamento de DNA. O sequenciamento foi feito 

através do Kit Dyenamic ET Dye Terminator Cycle Sequencing (GE 

healthcare), no sequenciador automático MEGABACE 1000 (GE healthcare), 

reação realizada seguindo instruções do fabricante. 

 

3.3. Análise das sequências obtidas: 

 

As sequências passaram por um trabalho de refinamento sendo 

analisada uma a uma na interface “Chromas” a fim de melhorar sua qualidade. 

Assim as bases não determinadas no sequenciamento, foram substituídas 

pelas bases correspondentes. 

As sequências foram analisadas em “Edit Sequence” do programa 

“DNA Star”, a fim de determinar o GC% e obtenção das sequências 

complementares. 

As sequências de nucleotídeos obtidas de todos os fragmentos 

selecionados foram alinhadas entre elas e comparadas com genomas de 

Brucella e outros microrganismos disponíveis em bancos de dado através do 

programa BLASTn (Basic Local Alignment Search Toll nucleotide) utilizando a 
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opção de “alta similaridade” e “baixa similaridade” conforme Altschul et al 

(1997). 

As sequências de nucleotídeos foram traduzidas para sequências de 

aminoácidos utilizando a ferramenta online “SwissProt” 

(http://ca.expasy.org/tools/dna.html). Cada sequência de nucleotídeo originou 

seis proteínas hipotéticas, resultantes das três diferentes fases de leitura 

possíveis em 5’-3’ e 3’-5’.  

As proteínas hipotéticas geradas pelo “SwissProt” foram comparadas 

com proteínas já descritas e armazenados em bancos de dado através do 

programa BLASTp (Basic Local Alignment Search Toll protein) utilizando a 

opção “sequência de proteínas não-redundantes” e “sequência de proteínas 

SwissProt”. 

 Relação de aminoácidos com nomenclatura, símbolo e abreviações 

encontra-se no Apêndice 1.  



 

 

 

 

4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

4.1.  Seleção de fragmentos: 

 

4.1.1. A partir dos perfis gerados com o oligo H1-A 

A partir dos perfis gerados com o oligo H1-A foram selecionados os 

fragmentos 1 e 3, que continham respectivamente 1.120bp e 883bp. O 

fragmeto 1 ocorreu na maioria dos perfis incluindo perfis que continham outras 

espécies de Brucella, enquanto que o fragmento 3 foi comum a todos os perfis 

de todas as espécies. Na eletroforese em tampão SB 1X, para quantificação de 

DNA, foi possível detectar a presença de dois fragmentos de tamanhos muito 

próximos, um contendo 1.120bp e outro 1.100bp no fragmento 1, sendo 

identificados respectivamente como f1.1 e f1.2. H1-A não gerou nenhuma 

banda exclusiva de perfis de B. abortus de amostras de campo.  

 

4.1.2. A partir dos perfis gerados com o oligo H1-G 

A partir do oligo H1-G foram selecionados três fragmentos: f4 com 

852bp ocorreu com pouca frequência, enquanto que os fragmentos 8 e 9 (565 e 

535bp, respectivamente) ocorreram exclusivamente em perfis de amostras de 

campo. 
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4.1.3. A partir dos perfis gerados com o oligo H1-C 

Foram selecionados cinco fragmentos a partir do oligo H1-C, sendo 

que quatro foram selecionados por serem comuns aos diferentes perfis de 

Brucella sp. (f4 com 1.000bp, f7 com 700bp, f9 com 500bp e f11 com 400bp) e 

um por ser exclusivo de perfil de amostras de campo (f8 com 600bp). 

 

4.1.4. A partir dos perfis gerados com o oligo H1-T 

A partir do oligo H1-T foram selecionados oito fragmentos: três foram 

selecionados por serem comuns aos diferentes perfis de Brucella sp. (f4 com 

1.120bp, f5 com 1.020bp e f6 com 850bp), três por ocorrerem com baixa 

frequência (f8 com 650bp, f9 com 550bp e f10 com 450bp) e dois por serem 

exclusivos de perfis de amostras de B. abortus de campo (f2 com 1.359bp e f3 

com 1.236bp). 

 

Foram selecionados um total de 19 fragmentos. Com a finalidade de 

comprovar a reprodutibilidade da técnica, a metodologia foi aplicada em 

duplicata em cinco fragmentos, sendo eles, os fragmentos 4 e 7 gerado por H1-

C, e os fragmentos 2, 3 e 5 gerado por H1-T. 

As cepas utilizadas, oligonucleotídeos iniciadores que deram origem 

a cada fragmento, fragmentos selecionados com sua ocorrência e conteúdo de 

GC% encontram-se especificados na Tabela 3. A sequência bruta de 

oligonucleotídeos (antes do refinamento) de cada fragmento encontra-se no 

Apêndice 2. 
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Tabela 3. Dados dos fragmentos de DNA de B. abortus 
abtidos por SE-AFLP, selecionados para sequenciamento. 

 
CEPA FRAGMENTO OCORRÊNCIA bp GC% 

H1-A 

577 1.1 cepas de campo e referência 1.120 47,50 

577 1.2 cepas de campo e referência 1.000 50,55 

577 3 cepas de campo e referência 883 42,08 

H1-G

32MG 4 cepas de campo e referência 852 42,72 

32MG 8 cepas de campo 565 52,28 

16/02 9 cepas de campo 535 46,73 

H1-C

VM88 4 cepas de campo e referência 1.000 55,94 

VM88 7 cepas de campo e referência 700 52,01 

8p/04 8 cepas de campo 600 55,67 

VM88 9 cepas de campo e referência 500 59,60 

VM88 11 cepas de campo e referência 400 53,23 

H1-T

03/06 2 cepas de campo 1.359 49,39 

14/02 3 cepas de campo 1.236 49,43 

Ba94 4 cepas de campo e referência 1.120 52,95 

Ba94 5 cepas de campo e referência 1.020 36,37 

Ba94 6 cepas de campo e referência 850 59,41 

03/06 8 cepas de campo e referência 650 42,68 

Ba94 9 cepas de campo e referência 550 57,17 

03/06 10 cepas de campo e referência 450 56,60 

 

 

4.2. Análise das sequências: 

 

4.2.1. Fragmento 1.1 gerado com H1-A: 

4.2.1.1. Sequência refinada: 

5’GGCTGTCTCTCATCCCCTTGGGTTTCTTAGGCATGTGCCTTGTTCCCCACGCGTTTGTTCGGGCTAC
CACTTCTTGTGGTGCTACTGTGTGCGGATGTTCTCTATCAGCCTTCTTTGCGCGTGGCTACGGCTCGC
GGTTGCTCTGCGACCGGGGTTCTCGTCTGTCTATCTCCTTGGATCTTCGGTGCCGTGCCGCCGCCTG
TATCGTCCTGGATTGGCCGTTGCCGCTCTGCGGCTTTCTTGGCCCCATGCTTCCTCTGGCATATGGTG
ACGTGACGCGTGCGCATGTGTTGACCCTGCGCCTGTGCTGTCGTTTCTGCAGCGCGCGTCTCCCATT
CCGTTCTGTTGCCGGAGCCTAATGTGCCCGAGCATTGCTTTCTGACTCTTGTCGATCTCTGTTCGTTC
CCTGGGATGTGCTAGAACTCGTTCTGACTCCCGCTGGGCTCATGCGTGTGCGGCGGAGGCTCCAGT
GGGACTCTAGAGGGATCCACTGGTGGCTGGCAATCCTCCTCCCTGCGCGGGTATTCCTCGATATGGC
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ACGAGCCTTGCCATAGAGAGTGTACGCTGCTAACAATCACAGGACTGTATGCACATTGCAAGTGAAAT
TGAAATCTTCACAATCCAATGAGGGGATGAACCCTAGGAATCGAAAACGGAGAAAACGCACATATAAT
CGAATAGATCTCCAATGGAGATGAATAAACCGATGATGAATATGAACGCCAGCATGAGGGACGGAAA
ACAGACAAACGAAGGGAACAGTGATCAAAAAGGAGATGGAATACGGACCCGGGCCAGGACGATTGC
ATGGACATGGCGCGCTGAAAATTAAACAAGAACATAGGACACAATTAACCATCAGACGGTGACGGAC
CATTATTGTGCCCTATGATTATCCTATGGTGACAATGAAATGGAGATAAAGAAGTAGTAAAGGGAATAT
ATATAGAATATGAAAATGAAAATAAAATGTACCTTATAAATAAAAAGGAAAAACATGAAATATAAAAAAA
CGATATATAATACGCCAAATCAAGATTAACAACAAAGATAAAGGACACAAAAAAAAGAACAAAAACAAG
AATAACAAAACAGGAATAAAGACGAAATGAAATAAAGA3’ 
 

A sequência de nucleotídeos não apresentou similaridade 

significativa com nenhuma sequência disponível em BLASTn. 

 

4.2.1.2. Sequências de aminoácidos provenientes da tradução da 

sequência nucleotídica: 

a) 5'3' fase de leitura 1: 
 
G C L S S P W V S Stop A C A L F P T R L F G L P L L V V L L C A D V L Y Q P S L R V A T A R G C S 
A T G V L V C L S P W I F G A V P P P V S S W I G R C R S A A F L A P C F L W H M V T Stop R V R M 
C Stop P C A C A V V S A A R V S H S V L L P E P N V P E H C F L T L V D L C S F P G M C Stop N S 
F Stop L P L G S C V C G G G S S G T L E G S T G G W Q S S S L R G Y S S I W H E P C H R E C T L 
L T I T G L Y A H C K Stop N Stop N L H N P M R G Stop T L G I E N G E N A H I I E Stop I S N G D E 
Stop T D D E Y E R Q H E G R K T D K R R E Q Stop S K R R W N T D P G Q D D C M D M A R Stop K 
L N K N I G H N Stop P S D G D G P L L C P M I I L W Stop Q Stop N G D K E V V K G I Y I E Y E N E N 
K M Y L I N K K E K H E I Stop K N D I Stop Y A K S R L T T K I K D T K K R T K T R I T K Q E Stop R R 
N E I K  
 

b) 5'3' fase de leitura 2: 
 
A V S H P L G F L R H V P C S P R V C S G Y H F L W C Y C V R M F S I S L L C A W L R L A V A L R P 
G F S S V Y L L G S S V P C R R L Y R P G L A V A A L R L S W P H A S S G I W Stop R D A C A C V D 
P A P V L S F L Q R A S P I P F C C R S L M C P S I A F Stop L L S I S V R S L G C A R T R S D S R W 
A H A C A A E A P V G L Stop R D P L V A G N P P P C A G I P R Y G T S L A I E S V R C Stop Q S Q D 
C M H I A S E I E I F T I Q Stop G D E P Stop E S K T E K T H I Stop S N R S P M E M N K P M M N M 
N A S M R D G K Q T N E G N S D Q K G D G I R T R A R T I A W T W R A E N Stop T R T Stop D T I N 
H Q T V T D H Y C A L Stop L S Y G D N E M E I K K Stop Stop R E Y I Stop N M K M K I K C T L Stop I 
K R K N M K Y K K T I Y N T P N Q D Stop Q Q R Stop R T Q K K E Q K Q E Stop Q N R N K D E M K 
Stop R  
 

c) 5'3' fase de leitura 3: 
 
L S L I P L G F L G M C L V P H A F V R A T T S C G A T V C G C S L S A F F A R G Y G S R L L C D R 
G S R L S I S L D L R C R A A A C I V L D W P L P L C G F L G P M L P L A Y G D V T R A H V L T L R L 
C C R F C S A R L P F R S V A G A Stop C A R A L L S D S C R S L F V P W D V L E L V L T P A G L M 
R V R R R L Q W D S R G I H W W L A I L L P A R V F L D M A R A L P Stop R V Y A A N N H R T V C T 
L Q V K L K S S Q S N E G M N P R N R K R R K R T Y N R I D L Q W R Stop I N R Stop Stop I Stop T 
P A Stop G T E N R Q T K G T V I K K E M E Y G P G P G R L H G H G A L K I K Q E H R T Q L T I R R 
Stop R T I I V P Y D Y P M V T M K W R Stop R S S K G N I Y R I Stop K Stop K Stop N V P Y K Stop K 
G K T Stop N I K K R Y I I R Q I K I N N K D K G H K K K N K N K N N K T G I K T K Stop N K 
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d) 3'5' fase de leitura 1: 
 
S L F H F V F I P V L L F L F L F F F L C P L S L L L I L I W R I I Y R F F I F H V F P F Y L Stop G T F Y 
F H F H I L Y I F P L L L L Y L H F I V T I G Stop S Stop G T I M V R H R L M V N C V L C S C L I F S A 
P C P C N R P G P G P Y S I S F L I T V P F V C L F S V P H A G V H I H H R F I H L H W R S I R L Y V 
R F L R F R F L G F I P S L D C E D F N F T C N V H T V L Stop L L A A Y T L Y G K A R A I S R N T R 
A G R R I A S H Q W I P L E S H W S L R R T R M S P A G V R T S S S T S Q G T N R D R Q E S E S N 
A R A H Stop A P A T E R N G R R A L Q K R Q H R R R V N T C A R V T S P Y A R G S M G P R K P Q 
S G N G Q S R T I Q A A A R H R R S K E I D R R E P R S Q S N R E P Stop P R A K K A D R E H P H T 
V A P Q E V V A R T N A W G T R H M P K K P K G M R D S 
 

e) 3'5' fase de leitura 2: 
 
L Y F I S S L F L F C Y S C F C S F F C V L Y L C C Stop S Stop F G V L Y I V F L Y F M F F L F I Y K V 
H F I F I F I F Y I Y S L Y Y F F I S I S L S P Stop D N H R A Q Stop W S V T V Stop W L I V S Y V L V 
Stop F S A R H V H A I V L A R V R I P S P F Stop S L F P S F V C F P S L M L A F I F I I G L F I S I G D 
L F D Y M C V F S V F D S Stop G S S P H W I V K I S I S L A M C I Q S C D C Stop Q R T L S M A R L 
V P Y R G I P A Q G G G L P A T S G S L Stop S P T G A S A A H A Stop A Q R E S E R V L A H P R E 
R T E I D K S Q K A M L G H I R L R Q Q N G M G D A R C R N D S T G A G S T H A H A S R H H M P E 
E A W G Q E S R R A A T A N P G R Y R R R H G T E D P R R Stop T D E N P G R R A T A S R S H A 
Q R R L I E N I R T Q Stop H H K K W Stop P E Q T R G E Q G T C L R N P R G Stop E T A  
 

f) 3'5' fase de leitura 3: 
 
F I S F R L Y S C F V I L V F V L F F V S F I F V V N L D L A Y Y I S F F Y I S C F S F L F I R Y I L F S F 
S Y S I Y I P F T T S L S P F H C H H R I I I G H N N G P S P S D G Stop L C P M F L F N F Q R A M S 
M Q S S W P G S V F H L L F D H C S L R L S V F R P S C W R S Y S S S V Y S S P L E I Y S I I C A F 
S P F S I P R V H P L I G L Stop R F Q F H L Q C A Y S P V I V S S V H S L W Q G S C H I E E Y P R R 
E E D C Q P P V D P S R V P L E P P P H T H E P S G S Q N E F Stop H I P G N E Q R S T R V R K Q 
C S G T L G S G N R T E W E T R A A E T T A Q A Q G Q H M R T R H V T I C Q R K H G A K K A A E R 
Q R P I Q D D T G G G T A P K I Q G D R Q T R T P V A E Q P R A V A T R K E G Stop Stop R T S A H 
S S T T R S G S P N K R V G N K A H A Stop E T Q G D E R Q 
 

 
O resultado do alinhamento está apresentado na Tabela 4. 
 

 

4.2.2. Fragmento 1.2 gerado com H1-A: 

4.2.2.1. Sequência refinada: 

5’GAGGACTACGAGGCGAAAGGACAGGGGCCCGGTTTTATGCATCCTGGAAGTCACTGCTGCCGGCT
CAGGCTTTCAGAGGCCATGAATATTCGCGGGCTAGTGCTGCCGGAACTAGATGACTTGGAGAGAAAC
TGGCGAGAGGACTATGGCCGCCGCCGATGGATACTCATCGAGACCGCAAGAGGCATCGTCACGCAC
ACGTCCAGTGTATCAGGGCACCATAGCACCCGCATACCATGCAGCGCTATCTAGCACTAGCAAGAGC
ATCGCATTTTCCCGTGCATCGCGAGCGCACATGGCGCTGCATGCCTCTAGTATACATGAATCAGCGA
CAGTCGGCTACATCCAGTACAGGAGACATATCGCGATCTAAGCAACGCCTGGTTCGTGATTCAGATTC
AGAGGGCAATATATTCATGGTGTAGCTTCAGGGCTCAAAAAGAGCCAGGCAAGGCAAATTCAGGTGT
TACGCATCTCTGGAAAGCGCTACTTGCAACAACCACCAAGTGACAATGGCAATACAAATCGCTATCTC
CTGGCGCAAGTGATCGGCACGCTTAACACAATATAGGCACTATCCAACAAACTGGTTGATGAAACACA
CACAGAAAAGGAATAGAACCCACAAGACACAGATTGGACCAGGCCCACCAATGGAGACAATACGGGC
AGAACAAATACACACAAAAGGACCAAAGCACGCGGCGAGACAGATAACGGACACATCGGATAATCCG
GCCAAATAAGGCAAAAAACAACCGACATGGGCAAACACACAAGACGAGGGACTAGACCAAGAAGAAA
AGCCACAAGCGAACATAAACCAAAAGGGGCCATGCCAAACACAGGGCACTAGAGGTAAAACAAAACA
GGAAAACAAACCAGGAGGCACGAAATGGACACAAAGAGGGAGCACAATGAGAGAAAAAACGCAAGG
TGGAGCAAAACCCAGGAGGCAACCGCACGAACACACGCGCGACATAATGGACACCAACGCATAACC
CCAATAGTAAAAAAACCAAAAAGAGCGGCACCCACCCAGGAAGGCACGCCAGGAGACCAAGAAGAAC
ACAAAGGAAGACCACAAAGAAAGGACAAAG3’ 
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A sequência de nucleotídeos não apresentou similaridade 

significativa com nenhuma sequência disponível em BLASTn. 

 

4.2.2.2. Sequências de aminoácidos provenientes da tradução 

da sequência nucleotídica: 

a) 5'3' fase de leitura 1: 
 
E D Y E A K G Q G P G F M H P G S H C C R L R L S E A M N I R G L V L P E L D D L E R N W R E D Y 
G R R R W I L I E T A R G I V T H T S S V S G H H S T R I P C S A I Stop H Stop Q E H R I F P C I A S 
A H G A A C L Stop Y T Stop I S D S R L H P V Q E T Y R D L S N A W F V I Q I Q R A I Y S W C S F R 
A Q K E P G K A N S G V T H L W K A L L A T T T K Stop Q W Q Y K S L S P G A S D R H A Stop H N I 
G T I Q Q T G Stop Stop N T H R K G I E P T R H R L D Q A H Q W R Q Y G Q N K Y T Q K D Q S T R 
R D R Stop R T H R I I R P N K A K N N R H G Q T H K T R D Stop T K K K S H K R T Stop T K R G H A 
K H R A L E V K Q N R K T N Q E A R N G H K E G A Q Stop E K K R K V E Q N P G G N R T N T R A T 
Stop W T P T H N P N S K K T K K S G T H P G R H A R R P R R T Q R K T T K K G Q  
 

b) 5'3' fase de leitura 2: 
 
R T T R R K D R G P V L C I L E V T A A G S G F Q R P Stop I F A G Stop C C R N Stop M T W R E T G 
E R T M A A A D G Y S S R P Q E A S S R T R P V Y Q G T I A P A Y H A A L S S T S K S I A F S R A S 
R A H M A L H A S S I H E S A T V G Y I Q Y R R H I A I Stop A T P G S Stop F R F R G Q Y I H G V A S 
G L K K S Q A R Q I Q V L R I S G K R Y L Q Q P P S D N G N T N R Y L L A Q V I G T L N T I Stop A L 
S N K L V D E T H T E K E Stop N P Q D T D W T R P T N G D N T G R T N T H K R T K A R G E T D N 
G H I G Stop S G Q I R Q K T T D M G K H T R R G T R P R R K A T S E H K P K G A M P N T G H Stop 
R Stop N K T G K Q T R R H E M D T K R E H N E R K N A R W S K T Q E A T A R T H A R H N G H Q 
R I T P I V K K P K R A A P T Q E G T P G D Q E E H K G R P Q R K D K  

 
c) 5'3' fase de leitura 3: 

 
G L R G E R T G A R F Y A S W K S L L P A Q A F R G H E Y S R A S A A G T R Stop L G E K L A R G 
L W P P P M D T H R D R K R H R H A H V Q C I R A P Stop H P H T M Q R Y L A L A R A S H F P V H 
R E R T W R C M P L V Y M N Q R Q S A T S S T G D I S R S K Q R L V R D S D S E G N I F M V Stop 
L Q G S K R A R Q G K F R C Y A S L E S A T C N N H Q V T M A I Q I A I S W R K Stop S A R L T Q Y 
R H Y P T N W L M K H T Q K R N R T H K T Q I G P G P P M E T I R A E Q I H T K G P K H A A R Q I T 
D T S D N P A K Stop G K K Q P T W A N T Q D E G L D Q E E K P Q A N I N Q K G P C Q T Q G T R G 
K T K Q E N K P G G T K W T Q R G S T M R E K T Q G G A K P R R Q P H E H T R D I M D T N A Stop 
P Q Stop Stop K N Q K E R H P P R K A R Q E T K K N T K E D H K E R T K  
 

d)  3’5’ fase de leitura 1: 
 
L C P F F V V F L C V L L G L L A C L P G W V P L F L V F L L L G L C V G V H Y V A R V F V R L P P G 
F C S T L R F F S H C A P S L C P F R A S W F V F L F C F T S S A L C L A W P L L V Y V R L W L F F 
L V Stop S L V L C V C P C R L F F A L F G R I I R C V R Y L S R R V L W S F C V Y L F C P Y C L H W 
W A W S N L C L V G S I P F L C V F H Q P V C W I V P I L C Stop A C R S L A P G D S D L Y C H C H 
L V V V A S S A F Q R C V T P E F A L P G S F Stop A L K L H H E Y I A L Stop I Stop I T N Q A L L R S 
R Y V S C T G C S R L S L I H V Y Stop R H A A P C A L A M H G K M R C S C Stop C Stop I A L H G M 
R V L W C P D T L D V C V T M P L A V S M S I H R R R P Stop S S R Q F L S K S S S S G S T S P R I 
F M A S E S L S R Q Q Stop L P G C I K P G P C P F A S Stop S  
 

e) 3’5’ fase de leitura 2: 
 
F V L S L W S S F V F F L V S W R A F L G G C R S F W F F Y Y W G Y A L V S I M S R V C S C G C L 
L G F A P P C V F S L I V L P L C V H F V P P G L F S C F V L P L V P C V W H G P F W F M F A C G F 
S S W S S P S S C V F A H V G C F L P Y L A G L S D V S V I C L A A C F G P F V C I C S A R I V S I G 
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G P G P I C V L W V L F L F C V C F I N Q F V G Stop C L Y C V K R A D H L R Q E I A I C I A I V T W 
W L L Q V A L S R D A Stop H L N L P C L A L F E P Stop S Y T M N I L P S E S E S R T R R C L D R D 
M S P V L D V A D C R Stop F M Y T R G M Q R H V R S R C T G K C D A L A S A R Stop R C M V C G 
C Y G A L I H W T C A Stop R C L L R S R Stop V S I G G G H S P L A S F S P S H L V P A A L A R E Y 
S W P L K A Stop A G S S D F Q D A Stop N R A P V L S P R S P  
 

f) 3’5’ fase de leitura 3: 
 
L S F L C G L P L C S S W S P G V P S W V G A A L F G F F T I G V M R W C P L C R A C V R A V A S 
W V L L H L A F F L S L C S L F V S I S C L L V C F P V L F Y L Stop C P V F G M A P F G L C S L V A 
F L L G L V P R L V C L P M S V V F C L I W P D Y P M C P L S V S P R A L V L L C V F V L P V L S P L 
V G L V Q S V S C G F Y S F S V C V S S T S L L D S A Y I V L S V P I T C A R R Stop R F V L P L S L 
G G C C K Stop R F P E M R N T Stop I C L A W L F L S P E A T P Stop I Y C P L N L N H E P G V A 
Stop I A I C L L Y W M Stop P T V A D S C I L E A C S A M C A R D A R E N A M L L L V L D S A A W Y 
A G A M V P Stop Y T G R V R D D A S C G L D E Y P S A A A I V L S P V S L Q V I Stop F R Q H Stop 
P A N I H G L Stop K P E P A A V T S R M H K T G P L S F R L V V L  
 

 
O resultado do alinhamento das sequências de aminoácidos está 

apresentado na Tabela 5. 

 

4.2.3. Fragmento 3 gerado com H1-A: 

4.2.3.1. Sequência refinada: 

5’ATAAAGGCATGGGCGCATGGCCCGGGCCCGGGTTCATGCTCTGCATGTCGTCTGCTGCCCCGTCG
GTGTTTCGAGAGCCCATGCCTCTTCGCGGGCTCAGTGCTGCCGTGCCTCGAAGTGGCCCGTCTGGC
GGAGCCTCGGCGACGCTGCGACAATTGGCGGCCGCCGACGAGTTAGCTCCTACACCGAGACCGCCA
ACGAGGAACGAGCGAAACAACACGAGAAGACGGGCCACAAAACAGAAAACATGCAGGAAATCAAAAA
GACAAGGAAGAGAAAAAACCAGAGAAAACAGAGACAAAAGGCAGACAGACCACAGAAAAAAAAGAAC
AGAAGAAAAAGAAAAAAACAAAAGGAAAAAGAAAAAAGACACAGAGCGACAAACTCGAACCAAAAAAC
GAGGACACAGGAGACAAACAAAGAACAGCACGACAAAAAACAGAAACCACAACAAGAAAAGAGAAAC
AGAAAAAACAAGAACAACAGAAAAAAAAGAAACAAAGAGCGACCGAGAAACAACACAAAAAAAGAGCA
CCAAAACAAGACGAAAAAAAACAAAAAGAAAAAACACAAAAACAAAAAATGACAACCCACAAAGAAAAA
AGAGACGACGAACAAACACAAAAGAACAAACCCACGCAAAAAAACACAAACAAACAAACGACAAAAGG
CGAAAAAACAAAAGAAAAACGCCACAACAGGAAAACAAAGACACAAAACAAAGGAAAGAAACACAAAA
GACAAAACCAACACAAGCCAAAGGAAACAACACAACGCAAACCGAGGAACAAACAACAAAGAAAGCG
AAAACACAGAACAAAAACAAAGAAAAGAACAAGAGAAAAAAAAAGAAAAACACAAAGCAAAAAAGAAA
AGAAACAAGA3’ 
 
 

A sequência de nucleotídeos não apresentou similaridade 

significativa com nenhuma sequência disponível em BLASTn.
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Tabela 4. Similaridades encontradas através do alinhamento das sequências de aminoácidos do fragmento 1.1 gerado pelo 
oligonucleotídeo iniciador H1-A. 
Fase de 
leitura 

Identificação Descrição da proteína Organismo fonte “Score” de 
similaridade 

5'3' - 2 Swiss-Prot: P40193.1 Proteína reguladora da transcrição ptsJ Salmonella enterica subsp. enterica 

serovar Typhimurium 

35.0 

 5'3' - 3 GenBank: CAO00730.1 Proteína precursora de degradação da celulose Ruminococcus flavefaciens 36.2 

3’5' - 2 YP_003198839.1 Proteína de reparo do DNA Desulfohalobium retbaense 37.4 

 ZP. 05475437.1 Proteína hipotética Enterococcus faecalis 37.0 

3’5' - 3 ZP_04455654.1 Proteína hipotética Shuttleworthia satelles 37.4 

 
 
Tabela 5. Similaridades encontradas através do alinhamento das sequências de aminoácidos do fragmento 1.2 gerado pelo 
oligonucleotídeo iniciador H1-A. 
Fase de 
leitura 

Identificação Descrição da proteína Organismo fonte “Score” de 
similaridade 

3’5' - 2 ZP_01160856.1 D-alanina glicina permease Photobacterium sp. 37.0 

 ZP_01235478.1 D-alanina glicina permease Vibrio angustum 37.0 

 ZP_04860252.1 Sódio: proteina da família simportador de alanina Fusobacterium varium 36.6 

 YP_130251.1 Sódio: proteina da família simportador de alanina Photobacterium profundum 36.2 

 ZP_05632900.1 Sódio: proteina da família simportador de alanina Fusobacterium ulcerans 36.2 

 YP_079234.1 Proteína carreadora de aminoácido Bacillus licheniformis 36.2 

3’5' - 3 ZP_04341308.1 Nucleosideo-difosfato açucar epimerase Dethiosulfovibrio peptidovorans 36.6 

 Swiss-Prot: Q8DEZ9.2 Histidil-tRNA sintetase Vibrio vulnifi 33.5 

 Swiss-Prot: Q3ICZ6.1 Histidil-tRNA sintetase Pseudoalteromonas haloplanktis 33.5 

 Swiss-Prot: Q9KTX0.1 Histidil-tRNA sintetase Vibrio cholerae 33.5 
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4.2.3.2. Sequências de aminoácidos provenientes da tradução da 

sequência nucleotídica: 

a)  5'3' fase de leitura 1: 
 
I K A W A H G P G P G S C S A C R L L P R R C F E S P C L F A G S V L P C L E V A R L A E P R R R C 
D N W R P P T S Stop L L H R D R Q R G T S E T T R E D G P Q N R K H A G N Q K D K E E K K P E K 
T E T K G R Q T T E K K E Q K K K K K T K G K R K K T Q S D K L E P K N E D T G D K Q R T A R Q K 
T E T T T R K E K Q K K Q E Q Q K K K K Q R A T E K Q H K K R A P K Q D E K K Q K E K T Q K Q K M 
T T H K E K R D D E Q T Q K N K P T Q K N T N K Q T T K G E K T K E K R H N R K T K T Q N K G K K 
H K R Q N Q H K P K E T T Q R K P R N K Q Q R K R K H R T K T K K R T R E K K R K T Q S K K E K K 
Q  
 

b) 5'3' fase de leitura 2: 
 
Stop R H G R M A R A R V H A L H V V C C P V G V S R A H A S S R A Q C C R A S K W P V W R S L 
G D A A T I G G R R R V S S Y T E T A N E E R A K Q H E K T G H K T E N M Q E I K K T R K R K N Q 
R K Q R Q K A D R P Q K K K N R R K R K K Q K E K E K R H R A T N S N Q K T R T Q E T N K E Q H 
D K K Q K P Q Q E K R N R K N K N N R K K R N K E R P R N N T K K E H Q N K T K K N K K K K H K 
N K K Stop Q P T K K K E T T N K H K R T N P R K K T Q T N K R Q K A K K Q K K N A T T G K Q R H 
K T K E R N T K D K T N T S Q R K Q H N A N R G T N N K E S E N T E Q K Q R K E Q E K K K E K H K 
A K K K R N K  
 

c) 5'3' fase de leitura 3: 
 
K G M G A W P G P G F M L C M S S A A P S V F R E P M P L R G L S A A V P R S G P S G G A S A T 
L R Q L A A A D E L A P T P R P P T R N E R N N T R R R A T K Q K T C R K S K R Q G R E K T R E N 
R D K R Q T D H R K K R T E E K E K N K R K K K K D T E R Q T R T K K R G H R R Q T K N S T T K N 
R N H N K K R E T E K T R T T E K K E T K S D R E T T Q K K S T K T R R K K T K R K N T K T K N D N 
P Q R K K R R R T N T K E Q T H A K K H K Q T N D K R R K N K R K T P Q Q E N K D T K Q R K E T Q 
K T K P T Q A K G N N T T Q T E E Q T T K K A K T Q N K N K E K N K R K K K K N T K Q K R K E T R  
 

d) 3’5' fase de leitura 1: 
 
S C F F S F L L C V F L F F S L V L F F V F V L C F R F L C C L F L G L R C V V S F G L C W F C L L C 
F F P L F C V F V F L L W R F S F V F S P F V V C L F V F F C V G L F F C V C S S S L F S L W V V I F 
C F C V F S F C F F S S C F G A L F L C C F S V A L C F F F F C C S C F F C F S F L V V V S V F C R 
A V L C L S P V S S F F G S S L S L C V F F L F P F V F F F F F C S F F S V V C L P F V S V F S G F F 
S S L S F Stop F P A C F L F C G P S S R V V S L V P R W R S R C R S Stop L V G G R Q L S Q R R R 
G S A R R A T S R H G S T E P A K R H G L S K H R R G S R R H A E H E P G P G P C A H A F  
 

e) 3’5' fase de leitura 2: 
 
L V S F L F C F V F F F F F L L F F S L F L F C V F A F F V V C S S V C V V L F P L A C V G F V F C V 
S F L C F V S L F S C C G V F L L F F R L L S F V C L C F F A W V C S F V F V R R L F F L C G L S F F 
V F V F F L F V F F R L V L V L F F C V V S R S L F V S F F S V V L V F S V S L F L L W F L F F V V L F 
F V C L L C P R F L V R V C R S V S F F F F L L F F S F S S V L F F L W S V C L L S L F S L V F S L P 
C L F D F L H V F C F V A R L L V L F R S F L V G G L G V G A N S S A A A N C R S V A E A P P D G P 
L R G T A A L S P R R G M G S R N T D G A A D D M Q S M N P G P G H A P M P L  
 

f) 3’5' fase de leitura 3: 
 
L F L F F F A L C F S F F F S C S F L C F C S V F S L S L L F V P R F A L C C F L W L V L V L S F V F L 
S F V L C L C F P V V A F F F C F F A F C R L F V C V F L R G F V L L C L F V V S F F F V G C H F L F 
L C F F F L F F F V L F W C S F F V L F L G R S L F L F F L L F L F F L F L F S C C G F C F L S C C S L 
F V S C V L V F W F E F V A L C L F S F S F C F F L F L L F F F F C G L S A F C L C F L W F F L F L V 
F L I S C M F S V L W P V F S C C F A R S S L A V S V Stop E L T R R R P P I V A A S P R L R Q T G H 
F E A R Q H Stop A R E E A W A L E T P T G Q Q T T C R A Stop T R A R A M R P C L Y 
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Nenhuma das sequências de aminoácidos geradas pelo fragmento 3 

apresentou similaridade significativa com proteínas descritas e disponíveis nos 

bancos de dados consultados. 

 

4.2.4. Fragmento 4 gerado com H1-G: 

4.2.4.1. Sequência refinada: 

5’CTGGTCCCACATGTCCCACCCCGGTGGGTTTTTTCTGCTCCTGTCGGTGTGCGGTTAGCAGTCTTC
CTTACCCCTGTTGCGGTCCGCACGCGGTCTGTGTCTCCCACGTCCCTGTGGCCATTTCGCCGCGTCA
CATCGGGAGCGCATCTGCTTGGGACCTGGACCTTGCACTGCGGCTCGCTCAGGAATCTTGAATCTTT
TGGCCCGGGTGTACAATCCCGAGTTTCCGATAATGAACACTGTGAGAAGAAATGAGCCCAGGATCAC
ATGATCATCAACGCCTTTATACTCGGTTTACAAATAGTGGAATTCAACATTGATGAATATGATACGAGT
ATTGAAAGTTCTCAAAACGGACAACTCTGTAATATTGGATCCAATTATGTACACTATGTAACAAAGACA
TGACATGTAAATAAAAAGAATAAGTGATACGCACACTTATTAATAAATGGAAATTATTTTCATACAAGGA
TGGCGGACTAGCAATTTAATGGAGTGGAATCAATAATTGGCCCACCACCAAGGAAAAATGTCACCAAC
AATCAATGAAAATTAAAGTTCAGAGGACAATAACCTGCAAAAAATGAAATCCCATTCAGGTGACAGCAC
TTAATTCTATCAAACCACGAAAACTACCCATTGGAGCAGCCCTGCGGCCGTAACAATTGAAAAAGGCA
AAAGAGGGTGAACCAATAACCACAATGAACCCAGTAGGAGAACAAATCAAGTATACACTACGTCAATG
GAAGCTTTCGTAGGCACAGCAATCAAACAAACAACATTCAAATTAACCTCTTTACGAGACCAATGTAAC
GCCAATATAAACCAAATTGAAGTTAACAACGTAA3’ 
 
 

A sequência de nucleotídeos não apresentou similaridade 

significativa com nenhuma sequência disponível em BLASTn. 

 

4.2.4.2. Sequências de aminoácidos provenientes da tradução da 

sequência nucleotídica: 

a) 5'3' fase de leitura 1: 
 
S G P T C P T P V G F F C S C R C A V S S L P Y P C C G P H A V C V S H V P V A I S P R H I G S A S 
A W D L D L A L R L A Q E S Stop I F W P G C T I P S F R Stop Stop T L Stop E E M S P G S H D H Q 
R L Y T R F T N S G I Q H Stop Stop I Stop Y E Y Stop K F S K R T T L Stop Y W I Q L C T L C N K D 
M T C K Stop K E Stop V I R T L I N K W K L F S Y K D G G L A I Stop W S G I N N W P T T K E K C H 
Q Q S M K I K V Q R T I T C K K Stop N P I Q V T A L N S I K P R K L P I G A A L R P Stop Q L K K A K 
E G E P I T T M N P V G E Q I K Y T L R Q W K L S Stop A Q Q S N K Q H S N Stop P L Y E T N V T P I 
Stop T K L K L T T Stop  
 

b) 5'3' fase de leitura 2: 
 
L V P H V P P R W V F S A P V G V R L A V F L T P V A V R T R S V S P T S L W P F R R V T S G A H L 
L G T W T L H C G S L R N L E S F G P G V Q S R V S D N E H C E K K Stop A Q D H M I I N A F I L G 
L Q I V E F N I D E Y D T S I E S S Q N G Q L C N I G S N Y V H Y V T K T Stop H V N K K N K Stop Y 
A H L L I N G N Y F H T R M A D Stop Q F N G V E S I I G P P P R K N V T N N Q Stop K L K F R G Q 
Stop P A K N E I P F R Stop Q H L I L S N H E N Y P L E Q P C G R N N Stop K R Q K R V N Q Stop P 
Q Stop T Q Stop E N K S S I H Y V N G S F R R H S N Q T N N I Q I N L F T R P M Stop R Q Y K P N 
Stop S Stop Q R  
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c) 5'3' fase de leitura 3: 
 
W S H M S H P G G F F L L L S V C G Stop Q S S L P L L R S A R G L C L P R P C G H F A A S H R E 
R I C L G P G P C T A A R S G I L N L L A R V Y N P E F P I M N T V R R N E P R I T Stop S S T P L Y S 
V Y K Stop W N S T L M N M I R V L K V L K T D N S V I L D P I M Y T M Stop Q R H D M Stop I K R I S 
D T H T Y Stop Stop M E I I F I Q G W R T S N L M E W N Q Stop L A H H Q G K M S P T I N E N Stop 
S S E D N N L Q K M K S H S G D S T Stop F Y Q T T K T T H W S S P A A V T I E K G K R G Stop T N 
N H N E P S R R T N Q V Y T T S M E A F V G T A I K Q T T F K L T S L R D Q C N A N I N Q I E V N N 
V  
 

d) 3'5’ fase de leitura 1: 
 
L R C Stop L Q F G L Y W R Y I G L V K R L I Stop M L F V Stop L L C L R K L P L T Stop C I L D L F S 
Y W V H C G Y W F T L F C L F Q L L R P Q G C S N G Stop F S W F D R I K C C H L N G I S F F A G Y 
C P L N F N F H Stop L L V T F F L G G G P I I D S T P L N C Stop S A I L V Stop K Stop F P F I N K C 
A Y H L F F L F T C H V F V T Stop C T Stop L D P I L Q S C P F Stop E L S I L V S Y S S M L N S T I C 
K P S I K A L M I M Stop S W A H F F S Q C S L S E T R D C T P G P K D S R F L S E P Q C K V Q V P 
S R C A P D V T R R N G H R D V G D T D R V R T A T G V R K T A N R T P T G A E K T H R G G T C 
G T R  
 

e) 3'5’ fase de leitura 2: 
 
Y V V N F N L V Y I G V T L V S Stop R G Stop F E C C L F D C C A Y E S F H Stop R S V Y L I C S P T 
G F I V V I G S P S F A F F N C Y G R R A A P M G S F R G L I E L S A V T Stop M G F H F L Q V I V L 
Stop T L I F I D C W Stop H F S L V V G Q L L I P L H Stop I A S P P S L Y E N N F H L L I S V R I T Y S 
F Y L H V M S L L H S V H N W I Q Y Y R V V R F E N F Q Y S Y H I H Q C Stop I P L F V N R V Stop R 
R Stop Stop S C D P G L I S S H S V H Y R K L G I V H P G Q K I Q D S Stop A S R S A R S R S Q A D 
A L P M Stop R G E M A T G T W E T Q T A C G P Q Q G Stop G R L L T A H R Q E Q K K P T G V G H 
V G P  
 

f) 3'5’ fase de leitura 3: 
 
T L L T S I W F I L A L H W S R K E V N L N V V C L I A V P T K A S I D V V Y T Stop F V L L L G S L W 
L L V H P L L P F S I V T A A G L L Q W V V F V V Stop Stop N Stop V L S P E W D F I F C R L L S S E 
L Stop F S L I V G D I F P W W W A N Y Stop F H S I K L L V R H P C M K I I S I Y Stop Stop V C V S L 
I L F I Y M S C L C Y I V Y I I G S N I T E L S V L R T F N T R I I F I N V E F H Y L Stop T E Y K G V D D 
H V I L G S F L L T V F I I G N S G L Y T R A K R F K I P E R A A V Q G P G P K Q M R S R C D A A K 
W P Q G R G R H R P R A D R N R G K E D C Stop P H T D R S R K N P P G W D M W D Q 
 

O resultado do alinhamento das sequências de aminoácidos está 

apresentado na Tabela 6. 

 

4.2.5. Fragmento 8 gerado com H1-G: 

4.2.5.1. Sequência refinada: 

5’CCGGGCGTGGGTGGATTGCCCCCCTTTGGTGGTTTTATAGCAGCGAGCTGGTTTTGCCGGTGCCCT
GCAGGCTTCTGTTGCTTCTCCCGTCGTCATTGGTTAGCTCCTTCTGTTTGCTGAGTCGCGCCACGTGA
CCGTCCCGGAACTGGGTGGCGTTTTTCCGTTTCATCTGTGTCCAGGCAGTTGGTGCCGTGTGTGCTG
CGCTGCCCTCTAGCAACAAAGTCGGCTGCGGTACTGTGTGGATTGCGTACCGTCTACGCCGTCTGTC
TGTCATTTTAATTGCGCTACAAACAAGGTGACTGAGTGTTACACGAACAGGCTCAATAAAAGAAGACA
AGTTTCGGGTCTCTAGGAACGCTCAGTGATTGTACCGTCTCGCCGACACACGACTAGAGCAGTTATC
CCACGGGCCACTTACTACTTAGGAGTTCGTAGTCCATATTGTTTTGAATCCCACTGGCACCGTTACGC
GGATACCCTTGACGATTCAATAATAGGGGGGGGTTGTTGTAGAGCATAGTCCCTTAGTGAACAGAATG
TTAGAAAGGCAAAGCATCCGATCATCCTTTG3’ 
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A sequência de nucleotídeos não apresentou similaridade 

significativa com nenhuma sequência disponível em BLASTn. 

 

4.2.5.2. Sequências de aminoácidos provenientes da tradução da 

sequência nucleotídica: 

a) 5'3' fase de leitura 1: 
 
P G V G G L P P F G G F I A A S W F C R C P A G F C C F S R R H W L A P S V C Stop V A P R D R P 
G T G W R F S V S S V S R Q L V P C V L R C P L A T K S A A V L C G L R T V Y A V C L S F Stop L R 
Y K Q G D Stop V L H E Q A Q Stop K K T S F G S L G T L S D C T V S P T H D Stop S S Y P T G H L L 
L R S S Stop S I L F Stop I P L A P L R G Y P Stop R F N N R G G L L Stop S I V P Stop Stop T E C 
Stop K G K A S D H P L  
  

b) 5'3' fase de leitura 2: 
 
R A W V D C P P L V V L Stop Q R A G F A G A L Q A S V A S P V V I G Stop L L L F A E S R H V T V P 
E L G G V F P F H L C P G S W C R V C C A A L Stop Q Q S R L R Y C V D C V P S T P S V C H F N C 
A T N K V T E C Y T N R L N K R R Q V S G L Stop E R S V I V P S R R H T T R A V I P R A T Y Y L G V 
R S P Y C F E S H W H R Y A D T L D D S I I G G G C C R A Stop S L S E Q N V R K A K H P I I L  

 
c) 5'3' fase de leitura 3: 

 
G R G W I A P L W W F Y S S E L V L P V P C R L L L L L P S S L V S S F C L L S R A T Stop P S R N 
W V A F F R F I C V Q A V G A V C A A L P S S N K V G C G T V W I A Y R L R R L S V I L I A L Q T R 
Stop L S V T R T G S I K E D K F R V S R N A Q Stop L Y R L A D T R L E Q L S H G P L T T Stop E F 
V V H I V L N P T G T V T R I P L T I Q Stop Stop G G V V V E H S P L V N R M L E R Q S I R S S F  

 
d) 3'5’ fase de leitura 1: 

 
Q R M I G C F A F L T F C S L R D Y A L Q Q P P P I I E S S R V S A Stop R C Q W D S K Q Y G L R T 
P K Stop Stop V A R G I T A L V V C R R D G T I T E R S Stop R P E T C L L L L S L F V Stop H S V T L 
F V A Q L K Stop Q T D G V D G T Q S T Q Y R S R L C C Stop R A A Q H T R H Q L P G H R Stop N G 
K T P P S S G T V T W R D S A N R R S Stop P M T T G E A T E A C R A P A K P A R C Y K T T K G G 
Q S T H A R  
 

e) 3'5’ fase de leitura 2: 
 
K G Stop S D A L P F Stop H S V H Stop G T M L Y N N P P L L L N R Q G Y P R N G A S G I Q N N M 
D Y E L L S S K W P V G Stop L L Stop S C V G E T V Q S L S V P R D P K L V F F Y Stop A C S C N T 
Q S P C L Stop R N Stop N D R Q T A Stop T V R N P H S T A A D F V A R G Q R S T H G T N C L D T 
D E T E K R H P V P G R S R G A T Q Q T E G A N Q Stop R R E K Q Q K P A G H R Q N Q L A A I K P 
P K G G N P P T P  
 

f) 3'5’ fase de leitura 3: 
 
K D D R M L C L S N I L F T K G L C S T T T P P Y Y Stop I V K G I R V T V P V G F K T I W T T N S 
Stop V V S G P W D N C S S R V S A R R Y N H Stop A F L E T R N L S S F I E P V R V T L S H L V C S 
A I K M T D R R R R R Y A I H T V P Q P T L L L E G S A A H T A P T A W T Q M K R K N A T Q F R D G 
H V A R L S K Q K E L T N D D G R S N R S L Q G T G K T S S L L Stop N H Q R G A I H P R P 
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O resultado do alinhamento das sequências de aminoácidos está 

apresentado na Tabela 7. 

 

4.2.6. Fragmento 9 gerado com H1-G: 

4.2.6.1. Sequência refinada: 

5’AGTCCCCGCGGGGGGGGGTTATTTTAGCTGAGAGCAACCAGCGAGAGAGGGAACAAACACAAACC
CCCCCAAGGGGGAGGGGTTTTTTTAAGAAAAAGACAAAAGAAAGAGAAGAGACACAACAGAGATACG
AGAAACAGCCACAGACAAAACTGAAAAGCAAGAGAAGAAACACAAAAAAAAAGAGAACAGCACAGAA
GCAAGAAAAAAAGCAAAGAAAACACAATGGAAACGACCACGGGAAGGGGAGGAAACATCCAAACGAA
CACCAAGCATGGGAAACAGAACACCCACAAAGATACAAGGCAGGTCAAACCGAAAGATCCGCGAAGC
ACCACAAGACCAACCAAGAAGCCGGCGCCACAAAGAGAAGGGCGGGAACCAAAATAAGCGAGAAAG
CCAAAAAAAGCCACCAGAAAACAACCAGACACCACGAAAAACCAAACCCAGGAAGAAAACACACAAA
GCACCAGCGAAAACAACCAGACACCACGAAAAACCAAACCCAGGAAGAAAACACACAAAGCACCAGC
G3’ 
 
 

A sequência de nucleotídeos não apresentou similaridade 

significativa com nenhuma sequência disponível em BLASTn. 

 

4.2.6.2. Sequências de aminoácidos provenientes da tradução da 

sequência nucleotídica: 

a) 5'3' fase de leitura 1: 
 
K S P R G G V I L A E S N Q R E R E Q T Q T P P R G R G F F K K K T K E R E E T Q Q R Y E K Q P Q 
T K L K S K R R N T K K K R T A Q K Q E K K Q R K H N G N D H G K G R K H P N E H Q A W E T E H 
P Q R Y K A G Q T E R S A K H H K T N Q E A G A T K R R A G T K I S E K A K K S H Q K T T R H H E 
K P N P G R K H T K H Q R K Q P D T T K N Q T Q E E N T Q S T S  
 

b) 5'3' fase de leitura 2: 
 
S P R G G G L F Stop L R A T S E R G N K H K P P Q G G G V F L R K R Q K K E K R H N R D T R N S 
H R Q N Stop K A R E E T Q K K R E Q H R S K K K S K E N T M E T T T G R G G N I Q T N T K H G K 
Q N T H K D T R Q V K P K D P R S T T R P T K K P A P Q R E G R E P K Stop A R K P K K A T R K Q 
P D T T K N Q T Q E E N T Q S T S E N N Q T P R K T K P R K K T H K A P A  
 

c) 5'3' fase de leitura 3: 
 
V P A G G G Y F S Stop E Q P A R E G T N T N P P K G E G F F Stop E K D K R K R R D T T E I R E T 
A T D K T E K Q E K K H K K K E N S T E A R K K A K K T Q W K R P R E G E E T S K R T P S M G N R 
T P T K I Q G R S N R K I R E A P Q D Q P R S R R H K E K G G N Q N K R E S Q K K P P E N N Q T P 
R K T K P R K K T H K A P A K T T R H H E K P N P G R K H T K H Q  
 

d) 3'5’ fase de leitura 1: 
 
R W C F V C F L P G F G F S W C L V V F A G A L C V F F L G L V F R G V W L F S G G F F W L S R L 
F W F P P F S L W R R L L G W S C G A S R I F R F D L P C I F V G V L F P M L G V R L D V S S P S R 
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G R F H C V F F A F F L A S V L F S F F L C F F S C F S V L S V A V S R I S V V S L L F L L S F S Stop 
K N P S P L G G F V F V P S L A G C S Q L K Stop P P P A G T  
 

e) 3'5’ fase de leitura 2: 
 
A G A L C V F F L G L V F R G V W L F S L V L C V F S S W V W F F V V S G C F L V A F F G F L A Y F 
G S R P S L C G A G F L V G L V V L R G S F G L T C L V S L W V F C F P C L V F V W M F P P L P V V 
V S I V F S L L F F L L L C C S L F F C V S S L A F Q F C L W L F L V S L L C L F S F F C L F L K K T P 
P P W G G L C L F P L S L V A L S Stop N N P P P R G L  
 
 

f) 3'5’ fase de leitura 3: 
 
L V L C V F S S W V W F F V V S G C F R W C F V C F L P G F G F S W C L V V F W W L F L A F S L I 
L V P A L L F V A P A S W L V L W C F A D L S V Stop P A L Y L C G C S V S H A W C S F G C F L P F 
P W S F P L C F L C F F S C F C A V L F F F V F L L L L F S F V C G C F S Y L C C V S S L S F V F F L 
K K P L P L G G V C V C S L S R W L L S A K I T P P R G D 
 

O resultado do alinhamento das sequências de aminoácidos está 

apresentado na Tabela 8. 

 

4.2.7. Fragmento 4 gerado com H1-C: 

4.2.7.1. Sequência refinada: 

5’GGAGGAGAAACCCCGTCGAAGTTTCGCCATCATGACTCATCCGGCGCGCAAAGGCCTCTCGTAATT
ATCCGCCTCGACCCTCATTCTGCCGATTCAGCGACAGAGTGAGTAACCCAACTCTTATCGGACGATAG
TGCACGCTCCTATCGGAGACCGTGACAGATAGGCGCNCGCATCGACTTTCCACTGCGGCCCGTGCG
AAGTGCAAGGGGCATAGCGCTATTCTAGGCTACGCACGTGATAGACCGCGTCCCCGATGACTTCGCA
ATGCTGACGAATCATCGAGCAGACCCTACTACAGAGCTGTCTCTACCGACCGGCAGACGCCGCGGC
GTCTCGAATCGAGTGGCTCAGGCACATTCCCGCCTCTGGCTGTGTCGAGTACGCGGCCATAATTCAT
TCGACGAGCCGCCAGTGGCCGAGCGACAGCTGAAGGGGTGGGATAGATATTAACCAACTGCTTCATT
AACGCCTCGCGTACTAGTGCTGTCACGGGGTTGCCACGAATATCACTACGTTTTTGTACTACTTGCTC
GAGTGCAGCCTGCGCTGGAGACAGGATAACGAGTGAATATCGTGGACACCTCGTTGACAGACACTCA
GTACGAGCGTAAATCAAGGAGTCTGCGTTACAATATCTCTATCCAGCCCGTTCAACTTTGGCTCGGGC
ACTGGCGGCTGTCGATTGATTCATGGCGCGCGTGTCTCGGACGACGAGGCGAAGGACCGGAAATTT
CGTGCCGACATGTTATCGAAGTCGCCGCGCGGCGATCCCGTTTTAGAAGAGCAACTCCGACATTGCT
CGCCGATTAGTATCCTCGAAACTGCACATTGCCTGGCGGGTCATCCCTCGAGCATTAGTGCGCGTTC
CCGGAATTAGCTTTTGGCCGGCCCAGTGTAAACGAATTCATCCGGGGCCGGCCTTGTTCACGCAATC
ACATAATCGCCGTAGTCATCGGACTAGGTATCTTGACCACCTTGCCAGGTAAAACTGAATAG3’ 
 
 

A sequência de nucleotídeos não apresentou similaridade 

significativa com nenhuma sequência disponível em BLASTn. 
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Tabela 6. Similaridades encontradas através do alinhamento das sequências de aminoácidos do fragmento 4 gerado pelo 
oligonucleotídeo iniciador H1-G. 

Fase de leitura Identificação Descrição Organismo fonte “Score” de similaridade 

5'3’ - 3 ZP_03127434.1 Antranilato sintase, componente amidotransferase Chthoniobacter flavus 37.0 

 YP_063114.1 Proteína hipotética Leifsonia xyli subsp. xyli 36.6 

 ZP_05292354.1 Antranilato sintase, componente amidotransferase Acidithiobacillus caldus 36.2 

 Swiss-Prot: P05379.1 Antranilato sintase componente II, glutamina amidotransferase Thermus thermophilus 33.1 

3'5' - 1 GenBank: BAD86832.1 Agarase Microbulbifer thermotolerans 33.1 

3'5' - 2 YP_002509165.1 Peptideoglicano glicosiltransferase Halothermothrix orenii 35.8 

 ZP_05313071.1 Antígeno de superfície Geobacter sp. 35.8 

3'5' - 3 YP_001020495.1 Acetil-CoA dehidrogenase oxiredutase Methylibium petroleiphilum 36.2 

 

Tabela 7. Similaridades encontradas através do alinhamento das sequências de aminoácidos do fragmento 8 gerado pelo 
oligonucleotídeo iniciador H1-G. 
Fase de leitura Identificação Descrição Organismo fonte “Score” de similaridade 

5'3’ - 2 YP_003103509.1 DEAD/DEAH box helicase Actinosynnema mirum 36.2 

 ZP_05966209.1 2-C-metil-D-eritritol 4-fosfato citidililtransferase Bifidobacterium gallicum 35.0 

 YP_001213297.1 ATP sintetase Pelotomaculum thermopropionicum 34.7 

 YP_002537334.1 Proteína da família aldolase/aducina classe II Geobacter sp. 34.7 

 YP_003111102.1 MMPL proteina Catenulispora acidiphila 34.3 

 Swiss-Prot: Q2RIL2.1 UPF0597 proteina Moth_1414 Moorella thermoacetica 30.4 

5'3’ - 3 ZP_05010096.1 Coproporfirinogênio oxidase III Streptomyces pristinaespiralis 35.8 

3'5' - 1 YP_002754700.1 NADP oxidoreductase, coenzima F420-dependente Acidobacterium capsulatum 34.3 

3'5' - 2 Swiss-Prot: Q8NS93.1 UPF0182 proteina Cgl0786/cg0896 Corynebacterium glutamicum 30.8 

3'5' - 3 YP_001889335.1 Diguanilato ciclase / fosfodiesterase com sensor (s) PAS/PAC Burkholderia phytofirmans 35.0 
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4.2.7.2. Sequências de aminoácidos provenientes da tradução da 

sequência nucleotídica: 

a) 5'3' fase de leitura 1: 
 
G R R N P V E V S P S Stop L I R R A K A S R N Y P P R P S F C R F S D R V S N P T L I G R Stop C T 
L L S E T V T D R R X H R L S T A A R A K C K G H S A I L G Y A R D R P R P R Stop L R N A D E S S 
S R P Y Y R A V S T D R Q T P R R L E S S G S G T F P P L A V S S T R P Stop F I R R A A S G R A T 
A E G V G Stop I L T N C F I N A S R T S A V T G L P R I S L R F C T T C S S A A C A G D R I T S E Y R 
G H L V D R H S V R A Stop I K E S A L Q Y L Y P A R S T L A R A L A A V D Stop F M A R V S R T T R 
R R T G N F V P T C Y R S R R A A I P F Stop K S N S D I A R R L V S S K L H I A W R V I P R A L V R 
V P G I S F W P A Q C K R I H P G P A L F T Q S H N R R S H R T R Y L D H L A R Stop N Stop I  
 

b) 5'3' fase de leitura 2: 
 
G G E T P S K F R H H D S S G A Q R P L V I I R L D P H S A D S A T E Stop V T Q L L S D D S A R S 
Y R R P Stop Q I G X R I D F P L R P V R S A R G I A L F Stop A T H V I D R V P D D F A M L T N H R 
A D P T T E L S L P T G R R R G V S N R V A Q A H S R L W L C R V R G H N S F D E P P V A E R Q L 
K G W D R Y Stop P T A S L T P R V L V L S R G C H E Y H Y V F V L L A R V Q P A L E T G Stop R V 
N I V D T S L T D T Q Y E R K S R S L R Y N I S I Q P V Q L W L G H W R L S I D S W R A C L G R R G 
E G P E I S C R H V I E V A A R R S R F R R A T P T L L A D Stop Y P R N C T L P G G S S L E H Stop 
C A F P E L A F G R P S V N E F I R G R P C S R N H I I A V V I G L G I L T T L P G K T E Stop  
 

c) 5'3' fase de leitura 3: 
 
E E K P R R S F A I M T H P A R K G L S Stop L S A S T L I L P I Q R Q S E Stop P N S Y R T I V H A P 
I G D R D R Stop A X A S T F H C G P C E V Q G A Stop R Y S R L R T Stop Stop T A S P M T S Q C 
Stop R I I E Q T L L Q S C L Y R P A D A A A S R I E W L R H I P A S G C V E Y A A I I H S T S R Q W P 
S D S Stop R G G I D I N Q L L H Stop R L A Y Stop C C H G V A T N I T T F L Y Y L L E C S L R W R Q 
D N E Stop I S W T P R Stop Q T L S T S V N Q G V C V T I S L S S P F N F G S G T G G C R L I H G A 
R V S D D E A K D R K F R A D M L S K S P R G D P V L E E Q L R H C S P I S I L E T A H C L A G H P 
S S I S A R S R N Stop L L A G P V Stop T N S S G A G L V H A I T Stop S P Stop S S D Stop V S Stop 
P P C Q V K L N  
 

d) 3'5’ fase de leitura 1: 
 
L F S F T W Q G G Q D T Stop S D D Y G D Y V I A Stop T R P A P D E F V Y T G P A K S Stop F R E 
R A L M L E G Stop P A R Q C A V S R I L I G E Q C R S C S S K T G S P R G D F D N M S A R N F R S 
F A S S S E T R A P Stop I N R Q P P V P E P K L N G L D R D I V T Q T P Stop F T L V L S V C Q R G 
V H D I H S L S C L Q R R L H S S K Stop Y K N V V I F V A T P Stop Q H Stop Y A R R Stop Stop S S 
W L I S I P P L Q L S L G H W R L V E Stop I M A A Y S T Q P E A G M C L S H S I R D A A A S A G R 
Stop R Q L C S R V C S M I R Q H C E V I G D A V Y H V R S L E Stop R Y A P C T S H G P Q W K V D 
A X A Y L S R S P I G A C T I V R Stop E L G Y S L C R Stop I G R M R V E A D N Y E R P L R A G 
Stop V M M A K L R R G F S S  
 

e) 3'5’ fase de leitura 2: 
 
Y S V L P G K V V K I P S P M T T A I M Stop L R E Q G R P R M N S F T L G R P K A N S G N A H 
Stop C S R D D P P G N V Q F R G Y Stop S A S N V G V A L L K R D R R A A T S I T C R H E I S G P 
S P R R P R H A R H E S I D S R Q C P S Q S Stop T G W I E I L Stop R R L L D L R S Y Stop V S V N 
E V S T I F T R Y P V S S A G C T R A S S T K T Stop Stop Y S W Q P R D S T S T R G V N E A V G 
Stop Y L S H P F S C R S A T G G S S N E L W P R T R H S Q R R E C A Stop A T R F E T P R R L P V 
G R D S S V V G S A R Stop F V S I A K S S G T R S I T C V A Stop N S A M P L A L R T G R S G K S 
M X A P I C H G L R Stop E R A L S S D K S W V T H S V A E S A E Stop G S R R I I T R G L C A P D E 
S Stop W R N F D G V S P P  
 

f) 3'5’ fase de leitura 3: 
 
I Q F Y L A R W S R Y L V R Stop L R R L C D C V N K A G P G Stop I R L H W A G Q K L I P G T R T N 
A R G M T R Q A M C S F E D T N R R A M S E L L F Stop N G I A A R R L R Stop H V G T K F P V L R 
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L V V R D T R A M N Q S T A A S A R A K V E R A G Stop R Y C N A D S L I Y A R T E C L S T R C P R 
Y S L V I L S P A Q A A L E Q V V Q K R S D I R G N P V T A L V R E A L M K Q L V N I Y P T P S A V A 
R P L A A R R M N Y G R V L D T A R G G N V P E P L D S R R R G V C R S V E T A L Stop Stop G L L 
D D S S A L R S H R G R G L S R A Stop P R I A L C P L H F A R A A V E S R C X R L S V T V S D R S 
V H Y R P I R V G L L T L S L N R Q N E G R G G Stop L R E A F A R R M S H D G E T S T G F L L 
 

 

O resultado do alinhamento das sequências de aminoácidos está 

apresentado na Tabela 9. 

 

4.2.8. Fragmento 7 gerado com H1-C: 

4.2.8.1. Sequência refinada: 

5’GTTCCGGGCGGACCCGCGCCTGCGTGGTCTTTTTATCGAACGCGACGTTGTCACGCCGCGCCTTG
CTCGTGGCTAACCGGCCACCGTACGTCTGTAGTGTCGTGTCCTTGGGCGGGGCGGATCGACGCCTT
GTTCGTTCGCCGCGTGCTCTCGTCCACTGGTCGCCCGATATTCCCCTCGTGCTGCCGCGACACGCGT
CGTCCCGGGTCGCGTGCCTTTGCATATTGGCGCTGTACGTCGCTGCGTGTGTGTGCGCTTGAGCTGC
TCGACGTTGCCGCGCCTTTTATACTTCTGGACCTTTTGACCTTCCATACCTTGCCGGGGTTCGTCCCC
CTTATTGGGCGACTGGCTATCCACCTTATGATCGGTCCACCCTGGGGACCCCGCGGACTCTGAGTGG
GACGCAGCATTATTCAACAATTGCGAATAGTTACATACGTGAAACCTATTGTACAGAAATACCGTAAAG
GGTAATTGTAGAACGAACCAATCAAAATATTGACAGCAAAACGGTTACTAATTGGAGCCAGATACTACA
CGGTTGTATAACGAGCAGGGAACGAAAAAGATATAAGAGGCAAGACCACAGAACAAATAGGGACAAT
GTGAATTAGCAAAAAACTACGGGAGAAAATATATCAAAAGGAGGAACAGAAGCAACAATTATAGAAAC
AGAAGAAAAAAGTGGTGCACTA3’ 
 
 

A sequência de nucleotídeos não apresentou similaridade 

significativa com nenhuma sequência disponível em BLASTn. 

 

4.2.8.2. Sequências de aminoácidos provenientes da tradução da 

sequência nucleotídica: 

a) 5'3' fase de leitura 1: 
 
R S G R T R A C V V F L S N A T L S R R A L L V A N R P P Y V C S V V S L G G A D R R L V R S P R A 
L V H W S P D I P L V L P R H A S S R V A C L C I L A L Y V A A C V C A Stop A A R R C R A F Y T S G 
P F D L P Y L A G V R P P Y W A T G Y P P Y D R S T L G T P R T L S G T Q H Y S T I A N S Y I R E T 
Y C T E I P Stop R V I V E R T N Q N I D S K T V T N W S Q I L H G C I T S R E R K R Y K R Q D H R T 
N R D N V N Stop Q K T T G E N I S K G G T E A T I I E T E E K S G A L
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Tabela 8. Similaridades encontradas através do alinhamento das sequências de aminoácidos do fragmento 9 gerado pelo 
oligonucleotídeo iniciador H1-G. 
Fase de 
leitura 

Identificação Descrição Organismo fonte “Score” de 
similaridade 

3'5' - 1 ZP_06292266.1 Proteína hipotética Burkholderia sp. 37.7 

 YP_002426815.1 Hidrogenase, subunidade citocromo tipo-b Acidithiobacillus ferrooxidans 34.3 

3'5' - 2 YP_943609.1 Sulfatase Psychromonas ingrahamii 37.0 

 ZP_03658742.1 Proteína hipotética Helicobacter cinaedi 35.0 

 NP_878677.1 Proteína de divisão celular FtsK Candidatus Blochmannia floridanus 34.7 

 ZP_03779845.1 Proteína hipotética Clostridium hylemonae 34.7 

 

 
Tabela 9. Similaridades encontradas através do alinhamento das sequências de aminoácidos do fragmento 4 gerado pelo 
oligonucleotídeo iniciador H1-C. 
Fase de 
leitura 

Identificação Descrição Organismo fonte “Score” de 
similaridade 

5'3’ - 3 ZP_01463410.1 Proteina dominio quinase Stigmatella aurantiaca 35.8 

 Swiss-Prot: A8M4B3.1 Alanina racemase Salinispora arenicola 32.0 

3'5' - 1 PDB: 3I8BA Cadeia A, estrutura cristalina da xilulose quinase Bifidobacterium adolescentis 37.7 

 ZP_02028274.1 Proteína hipotética Bifidobacterium adolescentis 37.0 

 YP_909295.1 Xilulose quinase Bifidobacterium adolescentis 36.8 

 Swiss-Prot: P05338.1 Ativação da biossíntese de ácido colânico capsular proteína A Klebsiella aerogenes 33.1 

3'5' - 2 ZP_06276767.1 Fator de coagulação tipo 5/8 Streptomyces sp. 35.8 

 YP_001828234.1 Proteína hipotética Streptomyces sp. 35.8 

3'5' - 3 YP_001504079.1 Glucosamina-frutose-6-fosfato aminotransferase Shewanella pealeana 36.6 

 Swiss-Prot: A8AX77.1 Gama glutamilfosfato redutase Streptococcus gordonii 32.0 
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b) 5'3' fase de leitura 2: 
 
V P G G P A P A W S F Y R T R R C H A A P C S W L T G H R T S V V S C P W A G R I D A L F V R R V 
L S S T G R P I F P S C C R D T R R P G S R A F A Y W R C T S L R V C A L E L L D V A A P F I L L D L 
L T F H T L P G F V P L I G R L A I H L M I G P P W G P R G L Stop V G R S I I Q Q L R I V T Y V K P I 
V Q K Y R K G Stop L Stop N E P I K I L T A K R L L I G A R Y Y T V V Stop R A G N E K D I R G K T T 
E Q I G T M Stop I S K K L R E K I Y Q K E E Q K Q Q L Stop K Q K K K V V H  
 

c) 5'3' fase de leitura 3: 
 
F R A D P R L R G L F I E R D V V T P R L A R G Stop P A T V R L Stop C R V L G R G G S T P C S F A 
A C S R P L V A R Y S P R A A A T R V V P G R V P L H I G A V R R C V C V R L S C S T L P R L L Y F 
W T F Stop P S I P C R G S S P L L G D W L S T L Stop S V H P G D P A D S E W D A A L F N N C E 
Stop L H T Stop N L L Y R N T V K G N C R T N Q S K Y Stop Q Q N G Y Stop L E P D T T R L Y N E Q 
G T K K I Stop E A R P Q N K Stop G Q C E L A K N Y G R K Y I K R R N R S N N Y R N R R K K W C T  
 

d) 3'5’ fase de leitura 1: 
 
Stop C T T F F F C F Y N C C F C S S F Stop Y I F S R S F L L I H I V P I C S V V L P L I S F S F P A R 
Y T T V Stop Y L A P I S N R F A V N I L I G S F Y N Y P L R Y F C T I G F T Y V T I R N C Stop I M L R 
P T Q S P R G P Q G G P I I R W I A S R P I R G T N P G K V W K V K R S R S I K G A A T S S S S S A 
H T R S D V Q R Q Y A K A R D P G R R V S R Q H E G N I G R P V D E S T R R T N K A S I R P A Q G 
H D T T D V R W P V S H E Q G A A Stop Q R R V R Stop K D H A G A G P P G T  
 

e) 3'5’ fase de leitura 2: 
 
S A P L F S S V S I I V A S V P P F D I F S P V V F C Stop F T L S L F V L W S C L L Y L F R S L L V I Q 
P C S I W L Q L V T V L L S I F Stop L V R S T I T L Y G I S V Q Stop V S R M Stop L F A I V E Stop C 
C V P L R V R G V P R V D R S Stop G G Stop P V A Q Stop G G R T P A R Y G R S K G P E V Stop K 
A R Q R R A A Q A H T H A A T Y S A N M Q R H A T R D D A C R G S T R G I S G D Q W T R A R G E 
R T R R R S A P P K D T T L Q T Y G G R L A T S K A R R D N V A F D K K T T Q A R V R P E  
 

f) 3'5’ fase de leitura 3: 
 
V H H F F L L F L Stop L L L L F L L L I Y F L P Stop F F A N S H C P Y L F C G L A S Y I F F V P C S L 
Y N R V V S G S N Stop Stop P F C C Q Y F D W F V L Q L P F T V F L Y N R F H V C N Y S Q L L N N 
A A S H S E S A G S P G W T D H K V D S Q S P N K G D E P R Q G M E G Q K V Q K Y K R R G N V E 
Q L K R T H T Q R R T A P I C K G T R P G T T R V A A A R G E Y R A T S G R E H A A N E Q G V D P 
P R P R T R H Y R R T V A G Stop P R A R R G V T T S R S I K R P R R R G S A R N 
 
 
 

O resultado do alinhamento das sequências de aminoácidos está 

apresentado na Tabela 10. 

 

 
4.2.9. Fragmento 8 gerado com H1-C: 

4.2.9.1. Sequência refinada: 

5’AAGCCGACGCCACACCACCCCAGCAACACCACCGGGAACCGACGCCACCAGCGCAGACCGCCCA
CCACCAGCGCCCCACGCCTCACCGAGACAGACACAGCAAAGCGACAGACAGACGGCGAAGTCCGCG
CGAGCGGACAGCACCCGGGAAGCAGAAGAGGACAGCACAGCCGAAACACCACGACCCAAAGGGGA
ACGACAAAGGACGGGGGCGGGAGAGGGGAGAAAAGGGGAGACCACGAGAAAGCCAGACCAAACAG
AACAAACACAACAAGAATAACTCCGCTACAACACAAGATGAAAGAACTAACAAGTAAGACACGAGCTC
GCACACACACGTACGCACCAGCGGGAGGATGGACGACACTAACAAGCAAAGGCTAGATAGAAGAAAA
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CCGCAAGACGGACACCGCTAATATAGACGACCGTAGGGCAGAGCTTCATTGTCACACGCTAACTGAC
GACCAAACAAACGCCGACGGCAAACAGTCACATGAAGGTCAAGATAGATAGTCACGCACAGCAACTC
CGCTGACTGCATAACAAGACCCCATCCAGGGTTTTTAAAAGCGGAATCAGTAGCGACAGACAGGGTA
AGGCCCCCCAAT3’ 
 
 

A sequência de nucleotídeos não apresentou similaridade 

significativa com nenhuma sequência disponível em BLASTn. 

 

4.2.9.2. Sequências de aminoácidos provenientes da tradução da 

sequência nucleotídica: 

a) 5'3' fase de leitura 1: 
 
K A D A T P P Q Q H H R E P T P P A Q T A H H Q R P T P H R D R H S K A T D R R R S P R E R T A P 
G K Q K R T A Q P K H H D P K G N D K G R G R E R G E K G R P R E S Q T K Q N K H N K N N S A T 
T Q D E R T N K Stop D T S S H T H V R T S G R M D D T N K Q R L D R R K P Q D G H R Stop Y R R 
P Stop G R A S L S H A N Stop R P N K R R R Q T V T Stop R S R Stop I V T H S N S A D C I T R P H 
P G F L K A E S V A T D R V R P P N  
 

b) 5'3' fase de leitura 2: 
 
K P T P H H P S N T T G N R R H Q R R P P T T S A P R L T E T D T A K R Q T D G E V R A S G Q H P 
G S R R G Q H S R N T T T Q R G T T K D G G G R G E K R G D H E K A R P N R T N T T R I T P L Q H 
K M K E L T S K T R A R T H T Y A P A G G W T T L T S K G Stop I E E N R K T D T A N I D D R R A E 
L H C H T L T D D Q T N A D G K Q S H E G Q D R Stop S R T A T P L T A Stop Q D P I Q G F Stop K 
R N Q Stop R Q T G Stop G P P  
 

c) 5'3' fase de leitura 3: 
 
S R R H T T P A T P P G T D A T S A D R P P P A P H A S P R Q T Q Q S D R Q T A K S A R A D S T R 
E A E E D S T A E T P R P K G E R Q R T G A G E G R K G E T T R K P D Q T E Q T Q Q E Stop L R Y 
N T R Stop K N Stop Q V R H E L A H T R T H Q R E D G R H Stop Q A K A R Stop K K T A R R T P L I 
Stop T T V G Q S F I V T R Stop L T T K Q T P T A N S H M K V K I D S H A Q Q L R Stop L H N K T P 
S R V F K S G I S S D R Q G K A P Q  
 

d) 3'5’ fase de leitura 1: 
 
I G G P Y P V C R Y Stop F R F Stop K P W M G S C Y A V S G V A V R D Y L S Stop P S C D C L P S 
A F V W S S V S V Stop Q Stop S S A L R S S I L A V S V L R F S S I Stop P L L V S V V H P P A G A Y 
V C V R A R V L L V S S F I L C C S G V I L V V F V L F G L A F S W S P L F S P L P P P S F V V P L W 
V V V F R L C C P L L L P G C C P L A R T S P S V C R F A V S V S V R R G A L V V G G L R W W R R 
F P V V L L G W C G V G F  
 

e) 3'5’ fase de leitura 2: 
 
L G G L T L S V A T D S A F K N P G W G L V M Q S A E L L C V T I Y L D L H V T V C R R R L F G R Q 
L A C D N E A L P Y G R L Y Stop R C P S C G F L L S S L C L L V S S I L P L V R T C V C E L V S Y L 
L V L S S C V V A E L F L L C L F C L V W L S R G L P F S P L S R P R P L S F P F G S W C F G C A V 
L F C F P G A V R S R G L R R L S V A L L C L S R Stop G V G R W W W A V C A G G V G S R W C C 
W G G V A S A 
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Tabela 10. Similaridades encontradas através do alinhamento das sequências de aminoácidos do fragmento 7 gerado pelo 
oligonucleotídeo iniciador H1-C. 
Fase de 
leitura 

Identificação Descrição Organismo fonte “Score” de 
similaridade 

5'3’ - 1 Swiss-Prot: P40827.2 Precursor de lipoproteína nlpD Salmonella enterica subsp. enterica 

serovar Typhimurium 

30.4 

 Swiss-Prot: A5CR97.1 Proteína lepA de ligação-GTP Clavibacter michiganensis subsp. 

michiganensis 

30.4 

 Swiss-Prot: B6ISG3.1 Glutamil-tRNA sintetase 1 Rhodospirillum centenum 30.4 

5'3’ - 2 Swiss-Prot: Q21KE0.1 Treonil-tRNA sintetase Saccharophagus degradans 30.8 

5'3’ - 3 YP_003271883.1 Glutamate-cisteína ligase GCS2 Gordonia bronchialis 38.5 

3'5' - 1 YP_002247985.1 Radical SAM enzima, família Cfr Thermodesulfovibrio yellowstonii 35.8 

 YP_003059318.1 Proteína Sel1 Hirschia baltica 34.7 

 Swiss-Prot: Q03QT5.1 Fator de iniciação de tradução IF-2 Lactobacillus brevis 32.0 

 Swiss-Prot: Q5FA03.1 Diadenosina tetrafosfatase Neisseria gonorrhoeae 32.0 

 Swiss-Prot: A1JIW9.1 Fator de iniciação de tradução IF-2 Yersinia enterocolitica subsp. 

enterocolitica 

31.6 

 Swiss-Prot: C0MDY5.1 Fator de iniciação de tradução IF-2 Steptococcus equi subsp. 

zooepidemicus 

31.6 

3'5' - 2 YP_001618899.1 Família de proteínas AcrB/AcrD/AcrF Sorangium cellulosum 39.3 

 ZP_01864781.1 Proteína hipotética Erythrobacter sp. 34.7 

 Swiss-Prot: A7Z7I1.1 Treonil-tRNA sintetase Bacillus amyloliquefaciens 31.6 

3'5' - 3 YP_001986686.1 Proteína hipotética Lactobacillus casei 35.4 

 ZP_04672598.1 Proteína hipotética Lactobacillus paracasei subsp. 

paracasei 

35.4 

 Swiss-Prot: A6W7Z2.1 Fator de iniciação de tradução IF-2 Kineococcus radiotolerans 31.6 

 Swiss-Prot: Q60BG7.1 Glutamil-tRNA sintetase 1 Methylococcus capsulatus 30.8 
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f) 3'5’ fase de leitura 3: 
 
W G A L P C L S L L I P L L K T L D G V L L C S Q R S C C A Stop L S I L T F M Stop L F A V G V C L V 
V S Stop R V T M K L C P T V V Y I S G V R L A V F F Y L A F A C Stop C R P S S R W C V R V C A S 
S C L T C Stop F F H L V L Stop R S Y S C C V C S V W S G F L V V S P F L P S P A P V L C R S P L G 
R G V S A V L S S S A S R V L S A R A D F A V C L S L C C V C L G E A W G A G G G R S A L V A S V 
P G G V A G V V W R R L  
 

O resultado do alinhamento das sequências de aminoácidos está 

apresentado na Tabela 11. 

 

4.2.10. Fragmento 9 gerado com H1-C: 

4.2.10.1. Sequência refinada: 

5’TCCCGGGGGGTTTTCAGGGGTCGAGTGGCCTGTTGGCCTCCGGGGTTTGTCAGCCGTATTTACCC
CTCGCGTGCTGCCTATCGCAGCATTGCTGCGCGCTGCTGGGCCTAATGCATAGCGCCTCCCCACGTG
CGTCTGGTCGCTCGCGTCCGTGGCTCTGGGGCGTTCTGCCTTTCCATGCTGTCCTTTGTGATCCTTGT
GTGTCCACACGCTTTGTGATCGCGCGCGCTGACTCGCATGTGTTGTGCACCTCAGGTCGGCCATTGC
ATCGGTTTGACACATCGTGCACACGTTCGCGCCTGACTGCCCCGTGCAGCCGTGCACGTGCGCCCAT
ATTGCGCCGTTTTGCAACTGCCGGCGATCAGAACTCTATAAGGTGCCCCGCGAGGCAACTAGCCCGG
CGTTGCGCCTCTATTTATCTATCACGCTCAATCAGAAAAACCTAGAAGGCGGCAAGTGGCGGTTACAA
TCCAATAAGGGGCTACAGGTCACAGTCACT3’ 
 
 

A sequência de nucleotídeos não apresentou similaridade 

significativa com nenhuma sequência disponível em BLASTn. 

 

4.2.10.2. Sequências de aminoácidos provenientes da tradução 

da sequência nucleotídica: 

a) 5'3' fase de leitura 1: 
 
V P G G F Q G S S G L L A S G V C Q P Y L P L A C C L S Q H C C A L L G L M H S A S P R A S G R S 
R P W L W G V L P F H A V L C D P C V S T R F V I A R A D S H V L C T S G R P L H R F D T S C T R S 
R L T A P C S R A R A P I L R R F A T A G D Q N S I R C P A R Q L A R R C A S I Y L S R S I R K T 
Stop K A A S G G Y N P I R G Y R S Q S  
 

b) 5'3' fase de leitura 2: 
 
S R G V F R G R V A C W P P G F V S R I Y P S R A A Y R S I A A R C W A Stop C I A P P H V R L V A 
R V R G S G A F C L S M L S F V I L V C P H A L Stop S R A L T R M C C A P Q V G H C I G L T H R A 
H V R A Stop L P R A A V H V R P Y C A V L Q L P A I R T L Stop G A P R G N Stop P G V A P L F I Y 
H A Q S E K P R R R Q V A V T I Q Stop G A T G H S H  
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c) 5'3' fase de leitura 3: 
 
P G G F S G V E W P V G L R G L S A V F T P R V L P I A A L L R A A G P N A Stop R L P T C V W S L 
A S V A L G R S A F P C C P L Stop S L C V H T L C D R A R Stop L A C V V H L R S A I A S V Stop H I 
V H T F A P D C P V Q P C T C A H I A P F C N C R R S E L Y K V P R E A T S P A L R L Y L S I T L N Q 
K N L E G G K W R L Q S N K G L Q V T V T  
 

d) 3'5’ fase de leitura 1: 
 
S D C D L Stop P L I G L Stop P P L A A F Stop V F L I E R D R Stop I E A Q R R A S C L A G H L I E F 
Stop S P A V A K R R N M G A R A R L H G A V R R E R V H D V S N R C N G R P E V H N T C E S A R 
A I T K R V D T Q G S Q R T A W K G R T P Q S H G R E R P D A R G E A L C I R P S S A Q Q C C D R 
Q H A R G K Y G Stop Q T P E A N R P L D P Stop K P P G 

 
e) 3'5’ fase de leitura 2: 

 
V T V T C S P L L D C N R H L P P S R F F Stop L S V I D K Stop R R N A G L V A S R G T L Stop S S 
D R R Q L Q N G A I W A H V H G C T G Q S G A N V C T M C Q T D A M A D L R C T T H A S Q R A R 
S Q S V W T H K D H K G Q H G K A E R P R A T D A S D Q T H V G R R Y A L G P A A R S N A A I G S 
T R G V N T A D K P R R P T G H S T P E N P P G  
 

f) 3'5’ fase de leitura 3: 
 
Stop L Stop P V A P Y W I V T A T C R L L G F S D Stop A Stop Stop I N R G A T P G Stop L P R G A 
P Y R V L I A G S C K T A Q Y G R T C T A A R G S Q A R T C A R C V K P M Q W P T Stop G A Q H M 
R V S A R D H K A C G H T R I T K D S M E R Q N A P E P R T R A T R R T W G G A M H Stop A Q Q R 
A A M L R Stop A A R E G Stop I R L T N P G G Q Q A T R P L K T P R D 
 
 
 

O resultado do alinhamento das sequências de aminoácidos está 

apresentado na Tabela 12. 

 

 
4.2.11. Fragmento 11 gerado com H1-C: 

4.2.11.1. Sequência refinada: 

5’TGCTTTCTTTGTGACGTCGCTGGTCACCCTCGTGGTGGTTTTTCGTCAGCACCTGGCCTGTTCACGT
CACATGGCGGCTTTGCTGTGTTTCTTTGACTTGGTTCTGCTTATGCGCTCCCGTAGTGTCCGCTTCTA
GTGCCTTTCCCATGTGAACTTGCCTGCGGTGGCTGGACCTGCGTCCGTGCGTTGGGCGGCGACCCC
GACTCGGTGCCTTCTGTATCATTGATCGAGGATGAGACGAGGGATTACGATGTAACGGTCGTACATTC
CTGCACTACACACTGGTGATGACGCACGATGTAACTTACGCATAACGACCGCCAATTCTGATTTGATA
TGATCTATGCATTACATGGACGAGTACGCAGAGGACCCCTTAGGTGTATGGTAGCTGCACCCTT3’ 
 
 

A sequência de nucleotídeos não apresentou similaridade 

significativa com nenhuma sequência disponível em BLASTn. 
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Tabela 11. Similaridades encontradas através do alinhamento das sequências de aminoácidos do fragmento 8 gerado pelo 
oligonucleotídeo iniciador H1-C. 
Fase de 
leitura 

Identificação Descrição Organismo fonte “Score” de 
similaridade 

3'5' - 1 NP_931300.1 ATPase transportadora de zinco/cádmio/mercúrio Photorhabdus luminescens subsp. 

laumondii 

38.9 

 YP_001340474.1 ATPase transportadora de zinco/cádmio/mercúrio Marinomonas sp. 38.9 

 ZP_06125028.1 ATPase transportadora de zinco/cádmio/mercúrio Providencia rettgeri 38.5 

 NP_300066.1 Proteína hipotética Chlamydophila pneumoniae 38.5 

 ZP_06257434.1 ATPase cádmio-transportadora Providencia rustigianii 38.1 

 YP_002236160.1 ATPase transportadora de zinco/cádmio/mercúrio Klebsiella pneumoniae 38.1 

 ZP_06165631.1 ATPase translocadora de metal peado tipo-P Klebsiella variicola 37.7 

 GenBank: CBA75278.1 ATPase membrana translocadora de cátion tipo-P Arsenophonus nasoniae 37.0 

 YP_002892945.1 ATPase translocadora de metal peado tipo-P Tolumonas auensis 36.6 

 ZP_03319138.1 Proteína hipotética Providencia alcalifaciens 36.6 

 YP_001476447.1 ATPase transportadora de zinco/cádmio/mercúrio Serratia proteamaculans 35.4 

 ZP_01868673.1 ATPase transportadora de zinco/cádmio/mercúrio Vibrio shilonii 35.0 

 ZP_05888187.1 ATPase transportadora de zinco/cádmio/mercúrio Vibrio coralliilyticus 34.7 

 ZP_06192547.1 ATPase transportadora de zinco/cádmio/mercúrio Serratia odorifera 34.3 

 GenBank: CAA04762.1 ATPase membrana translocadora de cátion tipo-P Proteus mirabilis 34.3 

3'5' - 3 Swiss-Prot: Q79F92.1 Proteína imunogênica não caracterizada da família PPE Mycobacterium tuberculosis 32.0 

 Swiss-Prot: Q8KG38.3 Glucosamine-frutose-6-fosfato aminotransferase Chlorobaculum tepidum 30.8 
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4.2.11.2. Sequências de aminoácidos provenientes da tradução 

da sequência nucleotídica: 

a) 5'3' fase de leitura 1: 
 
L L S L Stop R R W S P S W W F F V S T W P V H V T W R L C C V S L T W F C L C A P V V S A S S A 
F P M Stop T C L R W L D L R P C V G R R P R L G A F C I I D R G Stop D E G L R C N G R T F L H Y 
T L V M T H D V T Y A Stop R P P I L I Stop Y D L C I T W T S T Q R T P Stop V Y G S C T L  
 

b) 5'3' fase de leitura 2: 
 
C F L C D V A G H P R G G F S S A P G L F T S H G G F A V F L Stop L G S A Y A L P Stop C P L L V P 
F P C E L A C G G W T C V R A L G G D P D S V P S V S L I E D E T R D Y D V T V V H S C T T H W 
Stop Stop R T M Stop L T H N D R Q F Stop F D M I Y A L H G R V R R G P L R C M V A A P 
 

c) 5'3' fase de leitura 3: 
 
A F F V T S L V T L V V V F R Q H L A C S R H M A A L L C F F D L V L L M R S R S V R F Stop C L S H 
V N L P A V A G P A S V R W A A T P T R C L L Y H Stop S R M R R G I T M Stop R S Y I P A L H T G 
D D A R C N L R I T T A N S D L I Stop S M H Y M D E Y A E D P L G V W Stop L H P  
 

d) 3'5’ fase de leitura 1: 
 
K G A A T I H L R G P L R T R P C N A Stop I I S N Q N W R S L C V S Y I V R H H Q C V V Q E C T T V 
T S Stop S L V S S S I N D T E G T E S G S P P N A R T Q V Q P P Q A S S H G K G T R S G H Y G S A 
Stop A E P S Q R N T A K P P C D V N R P G A D E K P P R G Stop P A T S Q R K Q  
 

e) 3'5’ fase de leitura 2: 
 
R V Q L P Y T Stop G V L C V L V H V M H R S Y Q I R I G G R Y A Stop V T S C V I T S V Stop C R N 
V R P L H R N P S S H P R S M I Q K A P S R G R R P T H G R R S S H R R Q V H M G K A L E A D T T 
G A H K Q N Q V K E T Q Q S R H V T Stop T G Q V L T K N H H E G D Q R R H K E S  
 

f) 3'5’ fase de leitura 3: 
 
G C S Y H T P K G S S A Y S S M Stop C I D H I K S E L A V V M R K L H R A S S P V C S A G M Y D R 
Y I V I P R L I L D Q Stop Y R R H R V G V A A Q R T D A G P A T A G K F T W E R H Stop K R T L R E 
R I S R T K S K K H S K A A M Stop R E Q A R C Stop R K T T T R V T S D V T K K A 
 
 

O resultado do alinhamento das sequências de aminoácidos está 

apresentado na Tabela 13. 
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Tabela 12. Similaridades encontradas através do alinhamento das sequências de aminoácidos do fragmento 9 gerado pelo 
oligonucleotídeo iniciador H1-C. 
Fase de 
leitura 

Identificação Descrição Organismo fonte “Score” de 
similaridade 

5'3’ - 1 ZP_04448309.1 Proteína hipotética Bifidobacterium angulatum 33.5 

 YP_003117111.1 Proteína de transporte ABC Catenulispora acidiphila 33.5 

5'3’ - 3 ZP_03546249.1 2-dehidropantoato 2-redutase Comamonas testosterone 35.0 

 Swiss-Prot: Q5P702.1 UDP-3-O-acil-GlcNAc deacetilase Aromatoleum aromaticum 30.4 

3'5' - 1 NP_242488.1 Glutamato desidrogenase Bacillus halodurans 34.7 

 ZP_05620169.1 Proteína 1A penicilina-ligante Enhydrobacter aerosaccus 33.9 

 Swiss-Prot: P50735.2 Glutamato desidrogenase NAD-específica Bacillus subtilis 30.4 

3'5' - 2 YP_002787227.1 Proteína hipotética Deinococcus deserti 37.4 

 Swiss-Prot: Q8E1H3.1 Fator de iniciação IF2 de tradução Streptococcus agalactiae serogroup V 32.0 

 Swiss-Prot: Q2NTJ7.1 tRNA-metiltransferase Sodalis glossinidius 31.6 
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4.2.12. Fragmento 2 gerado com H1-T: 

4.2.12.1. Sequência refinada: 

5’GTAGACTCTAAGGCTAGCCCTGCCTGAGGGTTTTATGTCCCCGGATCAGGCCTGCGCACCCCCGGT
GTTTTTCTGTGGCTGCGACCCACCCGCCTAGCTGCTTGGTTGACAGCCTCGGTCACCCCTGCTCCTT
CTGACCCGGACTGAGCGCTCGACAGTCCTGTGTGGCCTGCCGGTGCTACCGATGCAGGCGGTTACT
CGCCTATGCGCTGAGTACCGTGTGCCTGCTATGTGGCTCGTATCTCGCATTTAGCTTGCAGATACATG
GGCGTCACGCCAGAAGCGAAACAAAAGAACAGCACACCTACTTGCGCCCCACTTAATCAAAGTAACA
AACGGCGGCAATGGAGTAGCAAGATAGATATACAAACAGAGCGAGGTCACACCCTAAGATAGCCTAA
GCCAGGAGCAGTAACCACAATGGGGAACAACAGCGGCTGAGACCAGCAAAAGCATCACTATAGACG
CACGACCACAAGTACTGTTTTTTAAACCCCAGAAAACAAGGCAGCAAGAGCGGAAATAAGAAGCAAAT
AAACAAACAAACAAGGACAAGAAAGAATGGGGAGAGACCAAAACCCCGGGAACGTAAGGCCGAACA
GACCAAAGAGAGGACCTATCCAAGACAGAACGAAGGCGGAGAAACAACAAAAAAGAAAAAAAAGCCA
AGAAAGAACAAACACAAACAGAGAGGAAAAAACACGGGACACAAAGTAACAAAACAGAGCACGCACA
GAACAACCAAATAACACCGACCGGAAAAAGGAGAACACCCGAAACGACAACTGGGGAGAAGAACCC
GAGTGCGCCCCACTTAATCAAAGTAACAAACGGCGGCAATGGAGTAGCAAGATAGATATACAAACAG
AGCGAGGTCACACCCTAAGATAGCCTAAGCCAGGAGCAGTAACCACAATGGGGAACAACAGCGGCT
GAGACCAGCAAAAGCATCACTATAGACGCACGACCACAAGTACTGTTTTTTAAACCCCAGAAAACAAG
GCAGCAAGAGCGGAAATAAGAAGCAAATAAACAAACAAACAAGGACAAGAAAGAATGGGGAGAGACC
AAAACCCCGGGAACGTAAGGCCGAACAGACCAAAGAGAGGACCTATCCAAGACAGAACGAAGGCGG
AGAAACAACAAAAAAGAAAAAAAAGCCAAGAAAGAACAAACACAAACAGAGAGGAAAAAACACGGGAC
ACAAAGTAACAAAACAGAGCACGCACAGAACAACCAAATAACACCGACCGGAAAAAGGAGAACACCC
GAAACGACAACTGGGGAGAAGAACCCGAG3’ 
 
 

A sequência de nucleotídeos não apresentou similaridade 

significativa com nenhuma sequência disponível em BLASTn. 

 

4.2.12.2. Sequências de aminoácidos provenientes da tradução 

da sequência nucleotídica: 

a) 5'3' fase de leitura 1: 
 
R R L Stop G Stop P C L R V L C P R I R P A H P R C F S V A A T H P P S C L V D S L G H P C S F 
Stop P G L S A R Q S C V A C R C Y R C R R L L A Y A L S T V C L L C G S Y L A F S L Q I H G R H A 
R S E T K E Q H T Y L R P T Stop S K Stop Q T A A M E Stop Q D R Y T N R A R S H P K I A Stop A R 
S S N H N G E Q Q R L R P A K A S L Stop T H D H K Y C F L N P R K Q G S K S G N K K Q I N K Q T 
R T R K N G E R P K P R E R K A E Q T K E R T Y P R Q N E G G E T T K K K K K P R K N K H K Q R G 
K N T G H K V T K Q S T H R T T K Stop H R P E K G E H P K R Q L G R R T R V R P T Stop S K Stop 
Q T A A M E Stop Q D R Y T N R A R S H P K I A Stop A R S S N H N G E Q Q R L R P A K A S L Stop 
T H D H K Y C F L N P R K Q G S K S G N K K Q I N K Q T R T R K N G E R P K P R E R K A E Q T K E 
R T Y P R Q N E G G E T T K K K K K P R K N K H K Q R G K N T G H K V T K Q S T H R T T K Stop H 
R P E K G E H P K R Q L G R R T R  
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Tabela 13. Similaridades encontradas através do alinhamento das sequências de aminoácidos do fragmento 11 gerado pelo 
oligonucleotídeo iniciador H1-C. 
Fase de 
leitura 

Identificação Descrição Organismo fonte “Score” de 
similaridade 

5'3’ - 1 NP_629492.1 Arginil tRNA sintetase Streptomyces coelicolor 33.5 

 YP_001055673.1 Acetil CoA acetiltransferase Pyrobaculum calidifontis 33.5 

5'3’ - 2 GenBank: CBI14527.1 ATPase transportadora de cátion Streptococcus gallolyticus 35.8 

 ZP_02920106.1 Proteína hipotética Streptococcus infantarius 35.4 

 Swiss-Prot: B1VHC6.1 UDP-N-acetilmuramoilalanina--D-glutamato ligase Corynebacterium urealyticum 29.6 

 Swiss-Prot: O33367.1 DNA girase subunidade B Myxococcus xanthus 29.6 

5'3’ - 3 ZP_05965093.1 Helicase II ATP dependente Bifidobacterium gallicum 33.1 

 Swiss-Prot: Q67PD7.1 Proteína L19 ribossomal do 50S Symbiobacterium thermophilum 28.9 

3'5' - 2 Swiss-Prot: Q88V24.1 N-acetildiaminopimelato deacetilase Lactobacillus plantarum 30.4 

3'5' - 3 Swiss-Prot: Q6G767.1 DNA topoisomerase 3 Staphylococcus aureus 30.3 

 Swiss-Prot: Q2FW03.1 DNA topoisomerase 3 Staphylococcus aureus subsp. 

aureus 

28.9 
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b) 5'3' fase de leitura 2: 
 
V D S K A S P A Stop G F Y V P G S G L R T P G V F L W L R P T R L A A W L T A S V T P A P S D P D 
Stop A L D S P V W P A G A T D A G G Y S P M R Stop V P C A C Y V A R I S H L A C R Y M G V T P E 
A K Q K N S T P T C A P L N Q S N K R R Q W S S K I D I Q T E R G H T L R Stop P K P G A V T T M G 
N N S G Stop D Q Q K H H Y R R T T T S T V F Stop T P E N K A A R A E I R S K Stop T N K Q G Q E 
R M G R D Q N P G N V R P N R P K R G P I Q D R T K A E K Q Q K R K K S Q E R T N T N R E E K T 
R D T K Stop Q N R A R T E Q P N N T D R K K E N T R N D N W G E E P E C A P L N Q S N K R R Q 
W S S K I D I Q T E R G H T L R Stop P K P G A V T T M G N N S G Stop D Q Q K H H Y R R T T T S T 
V F Stop T P E N K A A R A E I R S K Stop T N K Q G Q E R M G R D Q N P G N V R P N R P K R G P I 
Q D R T K A E K Q Q K R K K S Q E R T N T N R E E K T R D T K Stop Q N R A R T E Q P N N T D R K 
K E N T R N D N W G E E P E  
 

c) 5'3' fase de leitura 3: 
 
Stop T L R L A L P E G F M S P D Q A C A P P V F F C G C D P P A Stop L L G Stop Q P R S P L L L L 
T R T E R S T V L C G L P V L P M Q A V T R L C A E Y R V P A M W L V S R I Stop L A D T W A S R Q 
K R N K R T A H L L A P H L I K V T N G G N G V A R Stop I Y K Q S E V T P Stop D S L S Q E Q Stop 
P Q W G T T A A E T S K S I T I D A R P Q V L F F K P Q K T R Q Q E R K Stop E A N K Q T N K D K K 
E W G E T K T P G T Stop G R T D Q R E D L S K T E R R R R N N K K E K K A K K E Q T Q T E R K K 
H G T Q S N K T E H A Q N N Q I T P T G K R R T P E T T T G E K N P S A P H L I K V T N G G N G V A 
R Stop I Y K Q S E V T P Stop D S L S Q E Q Stop P Q W G T T A A E T S K S I T I D A R P Q V L F F K 
P Q K T R Q Q E R K Stop E A N K Q T N K D K K E W G E T K T P G T Stop G R T D Q R E D L S K T 
E R R R R N N K K E K K A K K E Q T Q T E R K K H G T Q S N K T E H A Q N N Q I T P T G K R R T P 
E T T T G E K N P  
 

d) 3'5’ fase de leitura 1: 
 
L G F F S P V V V S G V L L F P V G V I W L F C A C S V L L L C V P C F F L S V C V C S F L A F F S F 
L L F L R L R S V L D R S S L W S V R P Y V P G V L V S P H S F L S L F V C L F A S Y F R S C C L V F 
W G L K N S T C G R A S I V M L L L V S A A V V P H C G Y C S W L R L S Stop G V T S L C L Y I Y L A 
T P L P P F V T L I K W G A L G F F S P V V V S G V L L F P V G V I W L F C A C S V L L L C V P C F F 
L S V C V C S F L A F F S F L L F L R L R S V L D R S S L W S V R P Y V P G V L V S P H S F L S L F V 
C L F A S Y F R S C C L V F W G L K N S T C G R A S I V M L L L V S A A V V P H C G Y C S W L R L S 
Stop G V T S L C L Y I Y L A T P L P P F V T L I K W G A S R C A V L L F R F W R D A H V S A S Stop 
M R D T S H I A G T R Y S A H R R V T A C I G S T G R P H R T V E R S V R V R R S R G D R G C Q P 
S S Stop A G G S Q P Q K N T G G A Q A Stop S G D I K P S G R A S L R V Y  
 

e) 3'5’ fase de leitura 2: 
 
S G S S P Q L S F R V F S F F R S V L F G C S V R A L F C Y F V S R V F S S L F V F V L S W L F F L 
F C C F S A F V L S W I G P L F G L F G L T F P G F W S L P I L S C P C L F V Y L L L I S A L A A L F S 
G V Stop K T V L V V V R L Stop Stop C F C W S Q P L L F P I V V T A P G L G Y L R V Stop P R S V C 
I S I L L L H C R R L L L Stop L S G A H S G S S P Q L S F R V F S F F R S V L F G C S V R A L F C Y F 
V S R V F S S L F V F V L S W L F F L F C C F S A F V L S W I G P L F G L F G L T F P G F W S L P I L 
S C P C L F V Y L L L I S A L A A L F S G V Stop K T V L V V V R L Stop Stop C F C W S Q P L L F P I 
V V T A P G L G Y L R V Stop P R S V C I S I L L L H C R R L L L Stop L S G A Q V G V L F F C F A S G 
V T P M Y L Q A K C E I R A T Stop Q A H G T Q R I G E Stop P P A S V A P A G H T G L S S A Q S G 
S E G A G V T E A V N Q A A R R V G R S H R K T P G V R R P D P G T Stop N P Q A G L A L E S T  
 

f) 3'5’ fase de leitura 3: 
 
R V L L P S C R F G C S P F S G R C Y L V V L C V L C F V T L C P V F F P L C L C L F F L G F F F F F 
V V S P P S F C L G Stop V L S L V C S A L R S R G F G L S P F F L V L V C L F I C F L F P L L L P C F 
L G F K K Q Y L W S C V Y S D A F A G L S R C C S P L W L L L L A Stop A I L G C D L A L F V Y L S C 
Y S I A A V C Y F D Stop V G R T R V L L P S C R F G C S P F S G R C Y L V V L C V L C F V T L C P V 
F F P L C L C L F F L G F F F F F V V S P P S F C L G Stop V L S L V C S A L R S R G F G L S P F F L 
V L V C L F I C F L F P L L L P C F L G F K K Q Y L W S C V Y S D A F A G L S R C C S P L W L L L L A 
Stop A I L G C D L A L F V Y L S C Y S I A A V C Y F D Stop V G R K Stop V C C S F V S L L A Stop R 
P C I C K L N A R Y E P H S R H T V L S A Stop A S N R L H R Stop H R Q A T Q D C R A L S P G Q K 
E Q G Stop P R L S T K Q L G G W V A A T E K H R G C A G L I R G H K T L R Q G Stop P Stop S L  
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Do resultado do alinhamento das sequências de aminoácidos a 

única que apresentou similaridade foi em 3’5’ fase de leitura 1 com uma 

lipopoliproteína hipotética (YP_001964931.1) de Leptospira biflexa com 

similaridade de 38.5%. 

 

4.2.13. Fragmento 3 gerado com H1-T: 

4.2.13.1. Sequência refinada: 

5’GGCGGGGGCCGCATCCCCTTGGCAGTCTTTTGCATCTGCCCTCTGTGCCTGAGCAGTCCCGCTGC
AATATGCCCTTCCTTGAGTGCTGTGTGTTGCCCTCTCTCCTGCATGTGCGCCTGTATCTCAGCACAGT
CCCCATATATCTTGCTGTCGGGGCATTCGCGGGTTGCTGTGTGCGCTATTGTCTCACGTGGTTTCCAG
GTCATCTGCGTTCGTCTCGTGCAGAGGTGGCGCGGTGTGCTTCAAGCACAATACTACATTTTGCCGTT
GACTCACAGTGGGCACACCAGGTGTTCACACAGTTACATACTGGCGCATAAGCATACACAAGGACGT
ATTGGCACGTTGTAGGTCCTTGGCAATTACTTCGGTACCGCCAATACACACTACGTAAGCCATATACG
TTTAACGTAGTTTAGCTTCCCAAGACTCCTAGTTTTACGATGCCGTGCATTCCCCCGATTCTTGAATCC
AGCTACAGCAAATATGATACACACATGAGTTCTAGCACAGGAGCCCACTTCAATTAGAAGTTATGACA
GTATGCGAGGAGGCTCAAGTGTGGCAACACAACAGGAATATGGGGAGCCTGAGTCAGTGGACTATG
GTGTAGGCAATTCGCCATATTTCTCCGCCAATACGGGCGACGGCCACATCAATAATATGGTGGCCAT
GCAATGCCCCGGCCACCGCGGACAAGGAGGCAACAACAATGACGACAATCATGCCGAATGGGCAAG
AATTGAGGTCAGTTGGTAGCCACAGAACAATAGCAATACCAACGCGGCTGGTTATAAACACCAATCTA
GATAAGAAGTCGTACGAAAAGAATCAGTCAATTCAACACGGGGCACTGGGCATTCAAAGATTTGCACA
CCTGGTGTTGCCATGCCTTAGCGGTGTGCGCCACTACGGAGATTCCCCATTTATATACAGAGCTCGGT
AGACACCAACACAAAGCCACAAAGACTAATTTCAATAGATACACCCAACAATTCCCGGAAAGAAGAAT
CCAACCACAACACATAGCTAAAGCAGGAGGACCACCAAATGGGCAAACGAAACAAAATAGAAGACCA
CATAGTAGGAGGGACCAGCAAATGTAGATGGATAGAGATAGGACAAAAACACTGACACACCACAGGG
GGAAAGGAACACAAAACAGGTAACAGGAGAATACCAAGGACACACCACAAAGAGGAACAAATCGGCG
GAAGAACACCAGGAGTAGGAAC3’ 
 
 

A sequência de nucleotídeos não apresentou similaridade 

significativa com nenhuma sequência disponível em BLASTn. 

 

4.2.13.2. Sequências de aminoácidos provenientes da tradução 

da sequência nucleotídica: 

a)  5'3' fase de leitura 1: 
 
R R G P H P L G S L L H L P S V P E Q S R C N M P F L E C C V L P S L L H V R L Y L S T V P I Y L A V 
G A F A G C C V R Y C L T W F P G H L R S S R A E V A R C A S S T I L H F A V D S Q W A H Q V F T 
Q L H T G A Stop A Y T R T Y W H V V G P W Q L L R Y R Q Y T L R K P Y T F N V V Stop L P K T P S 
F T M P C I P P I L E S S Y S K Y D T H Met S S S T G A H F N Stop K L Stop Q Y A R R L K C G N T T 
G I W G A Stop V S G L W C R Q F A I F L R Q Y G R R P H Q Stop Y G G H A M P R P P R T R R Q Q 
Q Stop R Q S C R M G K N Stop G Q L V A T E Q Stop Q Y Q R G W L Stop T P I Stop I R S R T K R I 
S Q F N T G H W A F K D L H T W C C H A L A V C A T T E I P H L Y T E L G R H Q H K A T K T N F N 
R Y T Q Q F P E R R I Q P Q H I A K A G G P P N G Q T K Q N R R P H S R R D Q Q M Stop M D R D R 
T K T L T H H R G K G T Q N R Stop Q E N T K D T P Q R G T N R R K N T R S R N  
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b) 5'3' fase de leitura 2: 
 
G G G R I P L A V F C I C P L C L S S P A A I C P S L S A V C C P L S C M C A C I S A Q S P Y I L L S 
G H S R V A V C A I V S R G F Q V I C V R L V Q R W R G V L Q A Q Y Y I L P L T H S G H T R C S H S 
Y I L A H K H T Q G R I G T L Stop V L G N Y F G T A N T H Y V S H I R L T Stop F S F P R L L V L R C 
R A F P R F L N P A T A N M I H T Stop V L A Q E P T S I R S Y D S M R G G S S V A T Q Q E Y G E P 
E S V D Y G V G N S P Y F S A N T G D G H I N N M V A M Q C P G H R G Q G G N N N D D N H A E W 
A R I E V S W Stop P Q N N S N T N A A G Y K H Q S R Stop E V V R K E S V N S T R G T G H S K I C 
T P G V A M P Stop R C A P L R R F P I Y I Q S S V D T N T K P Q R L I S I D T P N N S R K E E S N H 
N T Stop L K Q E D H Q M G K R N K I E D H I V G G T S K C R W I E I G Q K H Stop H T T G G K E H 
K T G N R R I P R T H H K E E Q I G G R T P G V G  
 

c) 5'3' fase de leitura 3: 
 
A G A A S P W Q S F A S A L C A Stop A V P L Q Y A L P Stop V L C V A L S P A C A P V S Q H S P H I 
S C C R G I R G L L C A L L S H V V S R S S A F V S C R G G A V C F K H N T T F C R Stop L T V G T 
P G V H T V T Y W R I S I H K D V L A R C R S L A I T S V P P I H T T Stop A I Y V Stop R S L A S Q D 
S Stop F Y D A V H S P D S Stop I Q L Q Q I Stop Y T H E F Stop H R S P L Q L E V M T V C E E A Q V 
W Q H N R N M G S L S Q W T M V Stop A I R H I S P P I R A T A T S I I W W P C N A P A T A D K E A 
T T M T T I M P N G Q E L R S V G S H R T I A I P T R L V I N T N L D K K S Y E K N Q S I Q H G A L G 
I Q R F A H L V L P C L S G V R H Y G D S P F I Y R A R Stop T P T Q S H K D Stop F Q Stop I H P T I 
P G K K N P T T T H S Stop S R R T T K W A N E T K Stop K T T Stop Stop E G P A N V D G Stop R 
Stop D K N T D T P Q G E R N T K Q V T G E Y Q G H T T K R N K S A E E H Q E Stop E  
 

d) 3'5’ fase de leitura 1: 
 
V P T P G V L P P I C S S L W C V L G I L L L P V L C S F P P V V C Q C F C P I S I H L H L L V P P T M 
W S S I L F R L P I W W S S C F S Y V L W L D S S F R E L L G V S I E I S L C G F V L V S T E L C I 
Stop M G N L R S G A H R Stop G M A T P G V Q I F E C P V P R V E L T D S F R T T S Y L D W C L 
Stop P A A L V L L L F C G Y Q L T S I L A H S A Stop L S S L L L P P C P R W P G H C M A T I L L M 
W P S P V L A E K Y G E L P T P Stop S T D S G S P Y S C C V A T L E P P R I L S Stop L L I E V G S 
C A R T H V C I I F A V A G F K N R G N A R H R K T R S L G K L N Y V K R I W L T Stop C V L A V P K 
Stop L P R T Y N V P I R P C V C L C A S Mt Stop L C E H L V C P L Stop V N G K M Stop Y C A Stop 
S T P R H L C T R R T Q M T W K P R E T I A H T A T R E C P D S K I Y G D C A E I Q A H M Q E R G 
Q H T A L K E G H I A A G L L R H R G Q M Q K T A K G M R P P P  
 

e) 3'5’ fase de leitura 2: 
 
F L L L V F F R R F V P L C G V S L V F S C Y L F C V P F P L W C V S V F V L S L S I Y I C W S L L L 
C G L L F C F V C P F G G P P A L A M C C G W I L L S G N C W V Y L L K L V F V A L C W C L P S S V 
Y K W G I S V V A H T A K A W Q H Q V C K S L N A Q C P V L N Stop L I L F V R L L I Stop I G V Y N 
Q P R W Y C Y C S V A T N Stop P Q F L P I R H D C R H C C C L L V R G G R G I A W P P Y Y Stop C 
G R R P Y W R R N M A N C L H H S P L T Q A P H I P V V L P H L S L L A Y C H N F Stop L K W A P V 
L E L M C V S Y L L Stop L D S R I G G M H G I V K L G V L G S Stop T T L N V Y G L R S V Y W R Y R 
S N C Q G P T T C Q Y V L V Y A Y A P V C N C V N T W C A H C E S T A K C S I V L E A H R A T S A 
R D E R R Stop P G N H V R Q Stop R T Q Q P A N A P T A R Y M G T V L R Y R R T C R R E G N T Q 
H S R K G I L Q R D C S G T E G R C K R L P R G C G P R  
 

f) 3'5’ fase de leitura 3: 
 
S Y S W C S S A D L F L F V V C P W Y S P V T C F V F L S P C G V S V F L S Y L Y P S T F A G P S Y 
Y V V F Y F V S F A H L V V L L L Stop L C V V V G F F F P G I V G C I Y Stop N Stop S L W L C V G V 
Y R A L Y I N G E S P Stop W R T P L R H G N T R C A N L Stop Met P S A P C Stop I D Stop F F S Y 
D F L S R L V F I T S R V G I A I V L W L P T D L N S C P F G M I V V I V V A S L S A V A G A L H G H H 
I I D V A V A R I G G E I W R I A Y T I V H Stop L R L P I F L L C C H T Stop A S S H T V I T S N Stop S 
G L L C Stop N S C V Y H I C C S W I Q E S G E C T A S Stop N Stop E S W E A K L R Stop T Y M A Y 
V V C I G G T E V I A K D L Q R A N T S L C M L M R Q Y V T V Stop T P G V P T V S Q R Q N V V L C 
L K H T A P P L H E T N A D D L E T T Stop D N S A H S N P R M P R Q Q D I W G L C Stop D T G A H 
A G E R A T H S T Q G R A Y C S G T A Q A Q R A D A K D C Q G D A A P A  
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O resultado do alinhamento das sequências de aminoácidos está 

apresentado na Tabela 14. 

 

4.2.14. Fragmento 4 gerado com H1-T: 

4.2.14.1. Sequência refinada: 

5’AAAAAACAAAACCGAGGGGTACCCTGCCCTGCGCTCTGGCCCTGGTGGTTCCACGGGTTGGCGCT
ACACTGCGCCTGCTCTGTTTCGCCATTGCTGACCCGGACTCGGGCCACCGTGTGACTGGTACATCAC
ACGTGAGCCGGCGCGATGCCTGGTCCGGACGACACACCGCTGGGCTGGCAGGTGGACGGGAACAG
GGGAAGGGACTGCGGGAGGACGACCGACGCGGGACGAGCAGACCCCCGGGACACGGTAGAGTAC
GAAAAGAGAGCAAAAACCCAAGAGAACAAACAAACAGCAAACACACAAGACGAACACACTGACCAAG
AGCCCTGCGTGACCGGCGACTAGACGAACACGACGGAACAAGACACACAACACAGGAGACGAACAT
GAAGCACCAAAGAAAGGAGCGCGACAACAGAGAAACAAACCGGACCCCAATCCACCACTGGCCCCC
CACACGAGCCAAATCAAAAGACGAAGGCGCAGGAAAACGGGNCAACGACCAAAGCAGCACACACAG
GCCCCCACACAACACACACACAACGACATGACAACAGACGTAAACACAACAGAAAAAGAACCGAGCA
CCAGAACCAAACAACAAACCAGACCAAACCACAACACAAAACAACAACCGCAGGACACACAAGAAAAA
TAACAGCACACCAGAACCCAGAAGAAACACAAAACACGAACAACCAGCCCAAGCAAACTCCACACGG
AAGACCAGCGCACACACGAGGAAACCAAACACAAAAAAAACACAAACCACACCAACCACAAAAACACA
AAAGCGCCACCCCACACCGACCAACCCCAAACGCCACCAAACACAGCCACGGGACCCAACACAACA
AAAAACAGAAGCAAAAACCAACGAAAAACAGACCCAAAAAAACACAACCCACACACCACCACAAAGAA
AAACACAAACAAACAGAACACCAACCCAGCAACGGACGGGGCACACCCCCAACAACACCATAACATC
CACCCAAGCAACACCAAAACACGACACCACCGAGCACAAGCACCACGCACCAACACGAGAGCACCA
CCACACCACCAAACACCAGAAAGAAAAGCCAAAAAAAAAAGAAACATCAAACCAAC3’ 
 
 

A sequência de nucleotídeos não apresentou similaridade 

significativa com nenhuma sequência disponível em BLASTn. 

 

4.2.14.2. Sequências de aminoácidos provenientes da tradução 

da sequência nucleotídica: 

a) 5'3' fase de leitura 1: 
 
Q K T K P R G T L P C A L A L V V P R V G A T L R L L C F A I A D P D S G H R V T G T S H V S R R D 
A W S G R H T A G L A G G R E Q G K G L R E D D R R G T S R P P G H G R V R K E S K N P R E Q T 
N S K H T R R T H Stop P R A L R D R R L D E H D G T R H T T Q E T N M K H Q R K E R D N R E T N 
R T P I H H W P P T R A K S K D E G A G K R X N D Q S S T H R P P H N T H T T T Stop Q Q T Stop T 
Q Q K K N R A P E P N N K P D Q T T T Q N N N R R T H K K N N S T P E P R R N T K H E Q P A Q A 
N S T R K T S A H T R K P N T K K T Q T T P T T K T Q K R H P T P T N P K R H Q T Q P R D P T Q Q 
K T E A K T N E K Q T Q K N T T H T P P Q R K T Q T N R T P T Q Q R T G H T P N N T I T S T Q A T P 
K H D T T E H K H H A P T R E H H H T T K H Q K E K P K K K E T S N Q  
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Tabela 14. Similaridades encontradas através do alinhamento das sequências de aminoácidos do fragmento 3 gerado pelo 
oligonucleotídeo iniciador H1-T. 
Fase de 
leitura 

Identificação Descrição Organismo fonte “Score” de 
similaridade 

5'3’ - 1 ZP_04259562.1 Região da ancoagem da proteína Lpxtg Bacillus cereus 38.1 

 Swiss-Prot: Q3J7R7.1 Tetraacildissacarídeo 4’-quinase Nitrosococcus oceani 32.0 

 Swiss-Prot: Q8ZAE1.1 Alfa-N-acetilglucosaminil 1-fosfato transferase Yersinia pestis 
 

32.0 

5'3’ - 2 Swiss-Prot: C4LD55.1 Translocadora de NADH-quinona redutase subunidade E Tolumonas auensis 32.7 

 Swiss-Prot: Q65VU8.1 Translocadora de NADH-quinona redutase subunidade E Mannheimia succiniciproducens 32.7 

5'3’ - 3 ZP_02085468.1 Proteína hipotética Clostridium bolteae 43.5 

3'5' - 3 Swiss-Prot: Q1IWV2.1 Glicogênio sintetase Deinococcus geothermalis 33.9 

 Swiss-Prot: B9M0D6.1 Gama-glutamil fosfato redutase Geobacter sp. 32.0 

 Swiss-Prot: Q39QR2.1 Gama-glutamil fosfato redutase Geobacter metallireducens 32.0 

 Swiss-Prot: B7H673.1 Gama-glutamil fosfato redutase Bacillus cereus 32.0 

 Swiss-Prot: B3EE24.1 Gama-glutamil fosfato redutase Chlorobium limicola 32.0 
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b) 5'3' fase de leitura 2: 
 
K K Q N R G V P C P A L W P W W F H G L A L H C A C S V S P L L T R T R A T V Stop L V H H T Stop 
A G A M P G P D D T P L G W Q V D G N R G R D C G R T T D A G R A D P R D T V E Y E K R A K T Q 
E N K Q T A N T Q D E H T D Q E P C V T G D Stop T N T T E Q D T Q H R R R T Stop S T K E R S A T 
T E K Q T G P Q S T T G P P H E P N Q K T K A Q E N G X T T K A A H T G P H T T H T Q R H D N R R 
K H N R K R T E H Q N Q T T N Q T K P Q H K T T T A G H T R K I T A H Q N P E E T Q N T N N Q P K 
Q T P H G R P A H T R G N Q T Q K K H K P H Q P Q K H K S A T P H R P T P N A T K H S H G T Q H 
N K K Q K Q K P T K N R P K K T Q P T H H H K E K H K Q T E H Q P S N G R G T P P T T P Stop H P 
P K Q H Q N T T P P S T S T T H Q H E S T T T P P N T R K K S Q K K K K H Q T N  

 
c) 5'3' fase de leitura 3: 

 
K N K T E G Y P A L R S G P G G S T G W R Y T A P A L F R H C Stop P G L G P P C D W Y I T R E P 
A R C L V R T T H R W A G R W T G T G E G T A G G R P T R D E Q T P G T R Stop S T K R E Q K P K 
R T N K Q Q T H K T N T L T K S P A Stop P A T R R T R R N K T H N T G D E H E A P K K G A R Q Q 
R N K P D P N P P L A P H T S Q I K R R R R R K T X Q R P K Q H T Q A P T Q H T H N D M T T D V N 
T T E K E P S T R T K Q Q T R P N H N T K Q Q P Q D T Q E K Stop Q H T R T Q K K H K T R T T S P 
S K L H T E D Q R T H E E T K H K K N T N H T N H K N T K A P P H T D Q P Q T P P N T A T G P N T 
T K N R S K N Q R K T D P K K H N P H T T T K K N T N K Q N T N P A T D G A H P Q Q H H N I H P S 
N T K T R H H R A Q A P R T N T R A P P H H Q T P E R K A K K K R N I K P  
 

d) 3'5’ fase de leitura 1: 
 
V G L M F L F F L A F L S G V W W C G G A L V L V R G A C A R W C R V L V L L G W M L W C C W G 
C A P S V A G L V F C L F V F F F V V V C G L C F F G S V F R W F L L L F F V V L G P V A V F G G V 
W G W S V W G G A F V F L W L V W F V F F L C L V S S C V R W S S V W S L L G L V V R V L C F F 
W V L V C C Y F S C V S C G C C F V L W F G L V C C L V L V L G S F S V V F T S V V M S L C V C C 
V G A C V C C F G R X P V F L R L R L L I W L V W G A S G G L G S G L F L C C R A P F F G A S C S 
S P V L C V L F R R V R L V A G H A G L L V S V F V L C V C C L F V L L G F C S L F V L Y R V P G V 
C S S R V G R P P A V P S P V P V H L P A Q R C V V R T R H R A G S R V M Y Q S H G G P S P G Q 
Q W R N R A G A V Stop R Q P V E P P G P E R R A G Y P S V L F F  
 

e) 3'5’ fase de leitura 2: 
 
L V Stop C F F F F W L F F L V F G G V V V L S C W C V V L V L G G V V F W C C L G G C Y G V V G 
G V P R P L L G W C S V C L C F S L W W C V G C V F L G L F F V G F C F C F L L C W V P W L C L V 
A F G V G R C G V A L L C F C G W C G L C F F C V W F P R V C A G L P C G V C L G W L F V F C V 
S S G F W C A V I F L V C P A V V V L C C G L V W F V V W F W C S V L F L L C L R L L S C R C V C V 
V W G P V C A A L V V X P F S C A F V F Stop F G S C G G P V V D W G P V C F S V V A L L S L V L H 
V R L L C C V S C S V V F V Stop S P V T Q G S W S V C S S C V F A V C L F S W V F A L F S Y S T V 
S R G S A R P A S V V L P Q S L P L F P S T C Q P S G V S S G P G I A P A H V Stop C T S H T V A R 
V R V S N G E T E Q A Q C S A N P W N H Q G Q S A G Q G T P R F C F L  

 
f) 3'5’ fase de leitura 3: 

 
W F D V S F F F G F S F W C L V V W W C S R V G A W C L C S V V S C F G V A W V D V M V L L G V 
C P V R C W V G V L F V C V F L C G G V W V V F F W V C F S L V F A S V F C C V G S R G C V W W 
R L G L V G V G W R F C V F V V G V V C V F F V F G F L V C A L V F R V E F A W A G C S C F V F L 
L G S G V L L F F L C V L R L L F C V V V W S G L L F G S G A R F F F C C V Y V C C H V V V C V L C 
G G L C V L L W S L X R F P A P S S F D L A R V G G Q W W I G V R F V S L L S R S F L W C F M F V 
S C V V C L V P S C S S S R R S R R A L G Q C V R L V C L L F V C S L G F L L S F R T L P C P G G L 
L V P R R S S S R S P F P C S R P P A S P A V C R P D Q A S R R L T C D V P V T R W P E S G S A M 
A K Q S R R S V A P T R G T T R A R A Q G R V P L G F V F 

 

Nenhuma das sequências de aminoácidos encontradas através do 

alinhamento derivado do fragmento 4 gerado pelo oligonucleotídeo iniciador 
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H1-T, apresentou similaridade com qualquer proteína já descrita e disponível 

em BLASTp. 

 

4.2.15. Fragmento 5 gerado com H1-T: 

4.2.15.1. Sequência refinada: 

5’AAACAAAAAACAAAAATAAACACAAAAAAAAAACAGGAAGCTATGTGCGCGATGAGCAGGATCAGGC
CCTGCATGGATTTTAGTGAACATGTCCGGTGCACCTGGTACCCGAAGGAGCCAGTTTACTCAGTGATT
CGACGCATGTATGACATGCCCAAATAGCAGTAATGGAAGCAAAACAAAGAGATTACTACATTGCAGAC
ACCCTGTGAGACAAATAAATTAANATTTGTGAGATGTGATAGGTTTAGTCGCTAGCACACGGCAGATC
AAATCTGTTTTCCACCTACCTGTGGCACCCCTCGTGACACTTGAAGTCGCACAGTATATCATCAGACTT
GAGCTGAGTCTACATCAGTTAGATACCTCACTAGACGAGCATTGACAAATTGTCAAGACCAAAACCTG
TTACAAGCGGGAGATGAAATAAAAAGATATGCCAGAGGAACGTAGTGAATGAAATAAGTTAACAGTGA
TGGCAGAAATTCTCAATCTCGGAACGAAGATGATGAAGACTAGGACTAAATTCCATTGACGTTCAATA
GCTCTCCTTCCGATTGGTTGAACGTTGGAAGTATTCTAACGCACATCATACGCGACGAGTTGATACCC
CGGAGTAGAGAGAATAAGCATATTTAATTAGTTAGTAGATACGAAATATAATGTTGGTATTAAACAAGA
CAATCATTTAATATGGGGTAAAACCAGTTCAATAAAGACAACTATATTATTTAACTTATTAAACAATCTC
AGGAATGACTCCAAAGATGTGGTAAAAAATCACCGACTGTACACAAAATATAGTTTAGAAAATACCCCG
GAGTAGAGAGAATAAGCATATTTAATTAGTTAGTAGATACGAAATATAATGTTGGTATTAAACAAGACA
ATCATTTAATATGGGGTAAAACCAGTTCAATAAAGACAACTATATTATTTAACTTATTAAACAATCTCAG
GAATGACTCCAAAGATGTGGTAAAAAATCACCGACTGTACACAAAATATAGTTTAGAAA3’ 
 
 

A sequência de nucleotídeos não apresentou similaridade 

significativa com nenhuma sequência disponível em BLASTn. 

 

4.2.15.2. Sequências de aminoácidos provenientes da tradução 

da sequência nucleotídica: 

a) 5'3' fase de leitura 1: 
 
K T K N K N K H K K K T G S Y V R D E Q D Q A L H G F Stop Stop T C P V H L V P E G A S L L S D S 
T H V Stop H A Q I A V M E A K Q R D Y Y I A D T L Stop D K Stop I X I C E M Stop Stop V Stop S L A 
H G R S N L F S T Y L W H P S Stop H L K S H S I S S D L S Stop V Y I S Stop I P H Stop T S I D K L S 
R P K P V T S G R Stop N K K I C Q R N V V N E I S Stop Q Stop W Q K F S I S E R R Stop Stop R L G 
L N S I D V Q Stop L S F R L V E R W K Y S N A H H T R R V D T P E Stop R E Stop A Y L I S Stop 
Stop I R N I M L V L N K T I I Stop Y G V K P V Q Stop R Q L Y Y L T Y Stop T I S G M T P K M W Stop 
K I T D C T Q N I V Stop K I P R S R E N K H I Stop L V S R Y E I Stop C W Y Stop T R Q S F N M G 
Stop N Q F N K D N Y I I Stop L I K Q S Q E Stop L Q R C G K K S P T V H K I Stop F R  
 

  b) 5'3' fase de leitura 2: 
 
K Q K T K I N T K K K Q E A M C A M S R I R P C M D F S E H V R C T W Y P K E P V Y S V I R R M Y 
D M P K Stop Q Stop W K Q N K E I T T L Q T P C E T N K L X F V R C D R F S R Stop H T A D Q I C F 
P P T C G T P R D T Stop S R T V Y H Q T Stop A E S T S V R Y L T R R A L T N C Q D Q N L L Q A G 
D E I K R Y A R G T Stop Stop M K Stop V N S D G R N S Q S R N E D D E D Stop D Stop I P L T F N 
S S P S D W L N V G S I L T H I I R D E L I P R S R E N K H I Stop L V S R Y E I Stop C W Y Stop T R 
Q S F N M G Stop N Q F N K D N Y I I Stop L I K Q S Q E Stop L Q R C G K K S P T V H K I Stop F R K 
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Y P G V E R I S I F N Stop L V D T K Y N V G I K Q D N H L I W G K T S S I K T T I L F N L L N N L R N 
D S K D V V K N H R L Y T K Y S L E  
 

 c) 5'3' fase de leitura 3: 
 
N K K Q K Stop T Q K K N R K L C A R Stop A G S G P A W I L V N Mt S G A P G T R R S Q F T Q Stop 
F D A C M T C P N S S N G S K T K R L L H C R H P V R Q I N Stop X L Stop D V I G L V A S T R Q I K 
S V F H L P V A P L V T L E V A Q Y I I R L E L S L H Q L D T S L D E H Stop Q I V K T K T C Y K R E 
Mt K Stop K D M P E E R S E Stop N K L T V M A E I L N L G T K M M K T R T K F H Stop R S I A L L P 
I G Stop T L E V F Stop R T S Y A T S Stop Y P G V E R I S I F N Stop L V D T K Y N V G I K Q D N H L 
I W G K T S S I K T T I L F N L L N N L R N D S K D V V K N H R L Y T K Y S L E N T P E Stop R E Stop 
A Y L I S Stop Stop I R N I M L V L N K T I I Stop Y G V K P V Q Stop R Q L Y Y L T Y Stop T I S G M T 
P K M W Stop K I T D C T Q N I V Stop K  
 
 d) 3'5’ fase de leitura 1: 
 
F L N Y I L C T V G D F L P H L W S H S Stop D C L I S Stop I I Stop L S L L N W F Y P I L N D C L V 
Stop Y Q H Y I S Y L L T N Stop I C L F S L L R G I F Stop T I F C V Q S V I F Y H I F G V I P E I V Stop 
Stop V K Stop Y S C L Y Stop T G F T P Y Stop M I V L F N T N I I F R I Y Stop L I K Y A Y S L Y S G V 
S T R R V Stop C A L E Y F Q R S T N R K E S Y Stop T S M E F S P S L H H L R S E I E N F C H H C 
Stop L I S F T T F L W H I F L F H L P L V T G F G L D N L S M L V Stop Stop G I Stop L M Stop T Q L 
K S D D I L C D F K C H E G C H R Stop V E N R F D L P C A S D Stop T Y H I S Q X L I Y L S H R V S 
A M Stop Stop S L C F A S I T A I W A C H T C V E S L S K L A P S G T R C T G H V H Stop N P C R A 
Stop S C S S R T Stop L P V F F L C L F L F F V  
 

e) 3'5’ fase de leitura 2: 
 
F Stop T I F C V Q S V I F Y H I F G V I P E I V Stop Stop V K Stop Y S C L Y Stop T G F T P Y Stop M 
I V L F N T N I I F R I Y Stop L I K Y A Y S L Y S G V F S K L Y F V Y S R Stop F F T T S L E S F L R L F 
N K L N N I V V F I E L V L P H I K Stop L S C L I P T L Y F V S T N Stop L N M L I L S T P G Y Q L V A 
Y D V R Stop N T S N V Q P I G R R A I E R Q W N L V L V F I I F V P R L R I S A I T V N L F H S L R S 
S G I S F Y F I S R L Stop Q V L V L T I C Q C S S S E V S N Stop C R L S S S L M I Y C A T S S V T R 
G A T G R W K T D L I C R V L A T K P I T S H K X Stop F I C L T G C L Q C S N L F V L L P L L L F G H 
V I H A S N H Stop V N W L L R V P G A P D M F T K I H A G P D P A H R A H S F L F F F C V Y F C F L 
F  
 

f) 3'5’ fase de leitura 3: 
 
S K L Y F V Y S R Stop F F T T S L E S F L R L F N K L N N I V V F I E L V L P H I K Stop L S C L I P T L 
Y F V S T N Stop L N M L I L S T P G Y F L N Y I L C T V G D F L P H L W S H S Stop D C L I S Stop I I 
Stop L S L L N W F Y P I L N D C L V Stop Y Q H Y I S Y L L T N Stop I C L F S L L R G I N S S R M M 
C V R I L P T F N Q S E G E L L N V N G I Stop S Stop S S S S S F R D Stop E F L P S L L T Y F I H Y 
V P L A Y L F I S S P A C N R F W S Stop Q F V N A R L V R Y L T D V D S A Q V Stop Stop Y T V R L 
Q V S R G V P Q V G G K Q I Stop S A V C Stop R L N L S H L T N X N L F V S Q G V C N V V I S L F C 
F H Y C Y L G M S Y M R R I T E Stop T G S F G Y Q V H R T C S L K S M Q G L I L L I A H I A S C F F 
F V F I F V F C F 
 

Do resultado do alinhamento das sequências de aminoácidos está 

apresentado na Tabela 15. 

 

4.2.16. Fragmento 6 gerado com H1-T: 

4.2.16.1. Sequência refinada: 
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5’GAAGAACAAAACACGAACAGACAAACAGACAAAGAGACACGGCACAATGCGGCAACAGGCAAAGAT
ACACACACCCACGACACATAAGCAGCACAAGAGCCCGGGGTGTTAACCCGAACTGAGAGGAGAACAA
CGACCCCAGGGATGGTAACCCAGAACAGAAGACCAGAACCAAGCACGCACAACACAGAAACAAAAAA
ACAGAAGGACCGCCGAGGCCCCCACGGCCGCCGGGCGCCACACCATCGAGCCCAGACCCACCCCA
CGAAGAGAGGGGCAGGAAACGCAAACAGAGACCCAGCGGACGAGGCCGCGCCACCGCCCCGAGAG
AGGCAGAGACACCGCACAAACCACCAGAACGAAACAAGGCCCACAAGACCCCCCAGCGCCCCACAC
AGACCAACCACAGCCCGACGCAAACAAGACCAACGAGACATCCCGCAAGCCACCACCCACCACACA
CCCGGACGGAAACGACACGCACCCACGAAGCAACCACCCAACACCAGAAAGAGCGCACCCCAACAC
AGGAAAACGACGCAAAGCACACAACACGAACCCCCAAGGACCAACGAACGAAGGACGCGCAGCCCG
CCAGCAGCCACGCCCCCGCGGACAGCCCACGCACAACGGGCCAACCGGAAAAGCCACAAAAAGAG
CGAAGGGGGAAATAAACACGGAAGAAACGACAGAGACGACGAAGGAGGAACAAGCGACGAGGGGG
AGAGAAACCGGGAGGAAGAACCACAAACAACGCCGAAAAGAAAGCAAGAGCAAGGGAGCGCGCACG
CCGACCGACACGCCCCCCCACCACACAACAACCCAACAAACAGACACTGCAACAGCGGA3’ 
 
 

A sequência de nucleotídeos não apresentou similaridade 

significativa com nenhuma sequência disponível em BLASTn. 

 

4.2.16.2. Sequências de aminoácidos provenientes da tradução 

da sequência nucleotídica: 

a)  5'3' fase de leitura 1: 
 
R R T K H E Q T N R Q R D T A Q C G N R Q R Y T H P R H I S S T R A R G V N P N Stop E E N N D P 
R D G N P E Q K T R T K H A Q H R N K K T E G P P R P P R P P G A T P S S P D P P H E E R G R K R 
K Q R P S G R G R A T A P R E A E T P H K P P E R N K A H K T P Q R P T Q T N H S P T Q T R P T R 
H P A S H H P P H T R T E T T R T H E A T T Q H Q K E R T P T Q E N D A K H T T R T P K D Q R T K 
D A Q P A S S H A P A D S P R T T G Q P E K P Q K E R R G K Stop T R K K R Q R R R R R N K R R G 
G E K P G G R T T N N A E K K A R A R E R A R R P T R P P T T Q Q P N K Q T L Q Q R  
 

b) 5'3' fase de leitura 2: 
 
E E Q N T N R Q T D K E T R H N A A T G K D T H T H D T Stop A A Q E P G V L T R T E R R T T T P G 
M V T Q N R R P E P S T H N T E T K K Q K D R R G P H G R R A P H H R A Q T H P T K R G A G N A 
N R D P A D E A A P P P R E R Q R H R T N H Q N E T R P T R P P S A P H R P T T A R R K Q D Q R 
D I P Q A T T H H T P G R K R H A P T K Q P P N T R K S A P Q H R K T T Q S T Q H E P P R T N E R 
R T R S P P A A T P P R T A H A Q R A N R K S H K K S E G G N K H G R N D R D D E G G T S D E G 
E R N R E E E P Q T T P K R K Q E Q G S A H A D R H A P P P H N N P T N R H C N S G  
 

c) 5'3' fase de leitura 3: 
 
K N K T R T D K Q T K R H G T M R Q Q A K I H T P T T H K Q H K S P G C Stop P E L R G E Q R P Q 
G W Stop P R T E D Q N Q A R T T Q K Q K N R R T A E A P T A A G R H T I E P R P T P R R E G Q E 
T Q T E T Q R T R P R H R P E R G R D T A Q T T R T K Q G P Q D P P A P H T D Q P Q P D A N K T N 
E T S R K P P P T T H P D G N D T H P R S N H P T P E R A H P N T G K R R K A H N T N P Q G P T N 
E G R A A R Q Q P R P R G Q P T H N G P T G K A T K R A K G E I N T E E T T E T T K E E Q A T R G 
R E T G R K N H K Q R R K E S K S K G A R T P T D T P P H H T T T Q Q T D T A T A  
 

d) 3'5’ fase de leitura 1: 
 
S A V A V S V C W V V V W W G G V S V G V R A P L L L L S F R R C L W F F L P V S L P L V A C S S 
F V V S V V S S V F I S P F A L F V A F P V G P L C V G C P R G R G C W R A A R P S F V G P W G F 
V L C A L R R F P V L G C A L S G V G W L L R G C V S F P S G C V V G G G L R D V S L V L F A S G 
C G W S V W G A G G S C G P C F V L V V C A V S L P L S G R W R G L V R W V S V C V S C P S L R 
G V G L G S M V W R P A A V G A S A V L L F F C F C V V R A W F W S S V L G Y H P W G R C S P L 
S S G Stop H P G L L C C L C V V G V C I F A C C R I V P C L F V C L S V R V L F F  
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e) 3'5’ fase de leitura 2: 
 
P L L Q C L F V G L L C G G G A C R S A C A L P C S C F L F G V V C G S S S R F L S P S S L V P P S 
S S L S F L P C L F P P S L F L W L F R L A R C A W A V R G G V A A G G L R V L R S L V L G G S C C 
V L C V V F L C W G A L F L V L G G C F V G A C R F R P G V W W V V A C G M S R W S C L R R A V 
V G L C G A L G G L V G L V S F W W F V R C L C L S R G G G A A S S A G S L F A F P A P L F V G W 
V W A R W C G A R R P W G P R R S F C F F V S V L C V L G S G L L F W V T I P G V V V L L S V R V 
N T P G S C A A Y V S W V C V S L P V A A L C R V S L S V C L F V F C S S  
 

f) 3'5’ fase de leitura 3: 
 
R C C S V C L L G C C V V G G R V G R R A R S L A L A F F S A L F V V L P P G F S P P R R L F L L R 
R L C R F F R V Y F P L R S F C G F S G W P V V R G L S A G A W L L A G C A S F V R W S L G V R V 
V C F A S F S C V G V R S F W C W V V A S W V R V V S V R V C G G W W L A G C L V G L V C V G L 
W L V C V G R W G V L W A L F R S G G L C G V S A S L G A V A R P R P L G L C L R F L P L S S W G 
G S G L D G V A P G G R G G L G G P S V F L F L C C A C L V L V F C S G L P S L G S L F S S Q F G 
L T P R A L V L L M C R G C V Y L C L L P H C A V S L C L F V C S C F V L 
 
 

Das sequência de aminoácidos derivadas do fragmento 6, apenas 

três sequências apresentaram similaridade. A sequência 5’3’ fase de leitura 2 

apresentou similaridade com uma metalopriotease precursora de zinco de 

Streptococcus pneumoniae (Swiss-Prot: Q9L7Q2.2) com “score” de 

similaridade de 38,1%. Em 3’5’ fase de leitura 1 foi encontrada similaridade 

com uma proteína da família de bacteriófagos TP901 de Shewanella baltica 

(YP_001555317.1) com “score” de similaridade de 35,4%, e em 3’5’ fase de 

leitura 2 com uma proteína hipotética de Marinobacter aquaeolei 

(YP_960970.1) com 35,8%. 

 

4.2.17. Fragmento 8 gerado com H1-T: 

4.2.17.1. Sequência refinada: 

5’CACAAACAAACAACCAACAAACAAATAAAAAAAAACATACCAAAAAGTGAGGAGGTCAGTGTAATATA
GTGAAAAAAAAGTCCCGTCGGGGTTTTTTGTAGGTATAGTGTAGCTAGTCAATAGTCGTCCCCGGTAC
ACCAGTTTTTTTAGGACAAGTGTCGAACACACCCGGAATAAGTAGTCAACAGTAGTGTGTTGGTATAA
GTACAAATAGGGTAGTACACGGAAATAGAAAGCAAAGTTACCGCTGTCGGACAAAAAATGTCAGGTGT
GATGCAGCGTGTAGTGCGGTGTTAACGGTTGTTATCAAGTTATGATAATGTATTAATAAGTGTATGTAA
CTAAGCTACCCAACAGCTGTTCGCTTACTTCTACTCCGTTCACTCCTACTTCATCACACCCGACCCTCA
CCCACCACACAAATGCAAATCATTCAACCTACTTAAAACCAGACCCGTTTTCCACCACAGTTCTTATCA
CCGTTCATACCAACCAAGTTTCCGACACAAAAAAAACATTACATCACAACATGTCCAACTCCACAGCAC
AAAAAAAAGAAGCACAAGAGACCGCACGAACCCACCAACCACCCAACCCAAAACAAAAAAAAAGCAA
CACACCACCGCGCACCCCCAGGGGCCACCGACC3’ 
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A sequência de nucleotídeos não apresentou similaridade 

significativa com nenhuma sequência disponível em BLASTn. 

 

4.2.17.2. Sequências de aminoácidos provenientes da tradução 

da sequência nucleotídica: 

a) 5'3' fase de leitura 1: 
 
T Q T N N Q Q T N K K K H T K K Stop G G Q C N I V K K K S R R G F L Stop V Stop C S Stop S I V V 
P G T P V F L G Q V S N T P G I S S Q Q Stop C V G I S T N R V V H G N R K Q S Y R C R T K N V R C 
D A A C S A V L T V V I K L Stop Stop C I N K C M Stop L S Y P T A V R L L L L R S L L L H H T R P S 
P T T Q M Q I I Q P T Stop N Q T R F P P Q F L S P F I P T K F P T Q K K H Y I T T C P T P Q H K K K 
K H K R P H E P T N H P T Q N K K K A T H H R A P P G A T D  
 

b) 5'3' fase de leitura 2: 
 
H K Q T T N K Q I K K N I P K S E E V S V I Stop Stop K K S P V G V F C R Y S V A S Q Stop S S P V H 
Q F F Stop D K C R T H P E Stop V V N S S V L V Stop V Q I G Stop Y T E I E S K V T A V G Q K M S 
G V M Q R V V R C Stop R L L S S Y D N V L I S V C N Stop A T Q Q L F A Y F Y S V H S Y F I T P D P 
H P P H K C K S F N L L K T R P V F H H S S Y H R S Y Q P S F R H K K N I T S Q H V Q L H S T K K R 
S T R D R T N P P T T Q P K T K K K Q H T T A H P Q G P P T  
 

c) 5'3' fase de leitura 2: 
 
T N K Q P T N K Stop K K T Y Q K V R R S V Stop Y S E K K V P S G F F V G I V Stop L V N S R P R Y 
T S F F R T S V E H T R N K Stop S T V V C W Y K Y K Stop G S T R K Stop K A K L P L S D K K C Q V 
Stop C S V Stop C G V N G C Y Q V M I M Y Stop Stop V Y V T K L P N S C S L T S T P F T P T S S H 
P T L T H H T N A N H S T Y L K P D P F S T T V L I T V H T N Q V S D T K K T L H H N M S N S T A Q 
K K E A Q E T A R T H Q P P N P K Q K K S N T P P R T P R G H R  
 

d) 3'5’ fase de leitura 1: 
 
G R W P L G V R G G V L L F F C F G L G G W W V R A V S C A S F F C A V E L D M L Stop C N V F F 
V S E T W L V Stop T V I R T V V E N G S G F K Stop V E Stop F A F V W W V R V G C D E V G V N G 
V E V S E Q L L G S L V T Y T Y Stop Y I I I T Stop Stop Q P L T P H Y T L H H T Stop H F L S D S G N 
F A F Y F R V L P Y L Y L Y Q H T T V D Y L F R V C S T L V L K K L V Y R G R L L T S Y T I P T K N P 
D G T F F S L Y Y T D L L T F W Y V F F Y L F V G C L F V  
 

e) 3'5’ fase de leitura 2: 
 
V G G P W G C A V V C C F F F V L G W V V G G F V R S L V L L F F V L W S W T C C D V M F F L C R 
K L G W Y E R Stop Stop E L W W K T G L V L S R L N D L H L C G G Stop G S G V M K Stop E Stop 
T E Stop K Stop A N S C W V A Stop L H T L I N T L S Stop L D N N R Stop H R T T R C I T P D I F C P 
T A V T L L S I S V Y Y P I C T Y T N T L L L T T Y S G C V R H L S Stop K N W C T G D D Y Stop L A T 
L Y L Q K T P T G L F F H Y I T L T S S L F G M F F F I C L L V V C L C  
 

f) 3'5’ fase de leitura 3: 
 
S V A P G G A R W C V A F F L F W V G W L V G S C G L L C F F F L C C G V G H V V M Stop C F F C 
V G N L V G M N G D K N C G G K R V W F Stop V G Stop Met I C I C V V G E G R V Stop Stop S R S 
E R S R S K R T A V G Stop L S Y I H L L I H Y H N L I T T V N T A L H A A S H L T F F V R Q R Stop L 
C F L F P C T T L F V L I P T H Y C Stop L L I P G V F D T C P K K T G V P G T T I D Stop L H Y T Y K 
K P R R D F F F T I L H Stop P P H F L V C F F L F V C W L F V C  
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O resultado do alinhamento encontra-se na Tabela 16. 

 

4.2.18. Fragmento 9 gerado com H1-T: 

4.2.18.1. Sequência refinada: 

5’TCGCTTCGCTGCGCCCCGGGTTTATTCTTGTGCGGATGTCGCAACCCTGGCGTTTCGGCCCCTCTC
TCCGGGGCGGCTCGCCCGTCTTTCATTGGCCTCTGGGCGTGTTCTCTCGTCTCTCGTTCCTGGGTTG
GGCAGTGGCCGCTGTTTGCATGACCGTGTCTGGCACGCGCCGTCATCTCCCGTATGTGCTCCTTAGC
CTGTGCCGTAGTCAGTGCTCCCGCAGGGTGACCGCGCTATACTATGCCCTTGGCTCGATCGGTCACG
CTCACTGTCTGACCTTGGTTCTATATATTAGGCCGAGTCCTGCCTTGCGTGACACTCCTAATCCCGCG
ACCCGTCCTCAGAGGCACACGATCTGGCATCGTTGCGCACGTTCACTCCAATAAGTACAGGTCCGAA
ACGGGCGGGGAAATTGCCAAATTACCCAAGAAAGGAATGCCCTGAAGATACACGCCCATAAAGGAAC
AGAATTAATGGAGTACGAAGAAGAGCCACCGGATAATTATAGTGGCCTATGGGCTAGCGGCATGTTCT
CTGGCACAAAGCC3’ 
 
 

A sequência de nucleotídeos não apresentou similaridade 

significativa com nenhuma sequência disponível em BLASTn. 

 

4.2.18.2. Sequências de aminoácidos provenientes da tradução 

da sequência nucleotídica: 

a) 5'3' fase de leitura 1: 
 
V A S L R P G F I L V R M S Q P W R F G P S L R G G S P V F H W P L G V F S R L S F L G W A V A A 
V C M T V S G T R R H L P Y V L L S L C R S Q C S R R V T A L Y Y A L G S I G H A H C L T L V L Y I R 
P S P A L R D T P N P A T R P Q R H T I W H R C A R S L Q Stop V Q V R N G R G N C Q I T Q E R N 
A L K I H A H K G T E L M E Y E E E P P D N Y S G L W A S G Mt F S G T K  
 

b) 5'3' fase de leitura 2: 
 
S L R C A P G L F L C G C R N P G V S A P L S G A A R P S F I G L W A C S L V S R S W V G Q W P L 
F A Stop P C L A R A V I S R M C S L A C A V V S A P A G Stop P R Y T M P L A R S V T L T V Stop P 
W F Y I L G R V L P C V T L L I P R P V L R G T R S G I V A H V H S N K Y R S E T G G E I A K L P K K 
G M P Stop R Y T P I K E Q N Stop W S T K K S H R I I I V A Y G L A A C S L A Q S  
 

c) 5'3' fase de leitura 3: 
 
R F A A P R V Y S C A D V A T L A F R P L S P G R L A R L S L A S G R V L S S L V P G L G S G R C L 
H D R V W H A P S S P V C A P Stop P V P Stop S V L P Q G D R A I L C P W L D R S R S L S D L G S 
I Y Stop A E S C L A Stop H S Stop S R D P S S E A H D L A S L R T F T P I S T G P K R A G K L P N Y 
P R K E C P E D T R P Stop R N R I N G V R R R A T G Stop L Stop W P M G Stop R H V L W H K A  
 

d) 3’5' fase de leitura 1: 
 
G F V P E N M P L A H R P L Stop L S G G S S S Y S I N S V P L W A C I F R A F L S W V I W Q F P R 
P F R T C T Y W S E R A Q R C Q I V C L Stop G R V A G L G V S R K A G L G L I Y R T K V R Q Stop 
A Stop P I E P R A Stop Y S A V T L R E H Stop L R H R L R S T Y G R Stop R R V P D T V M Q T A A 
T A Q P R N E R R E N T P R G Q Stop K T G E P P R R E G P K R Q G C D I R T R I N P G R S E A  
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Tabela 15. Similaridades encontradas através do alinhamento das sequências de aminoácidos do fragmento 5 gerado pelo 
oligonucleotídeo iniciador H1-T. 
Fase de 
leitura 

Identificação Descrição Organismo fonte “Score” de 
similaridade 

5'3’ - 2 YP_003306696.1 Metiltransferase tipo 12 Streptobacillus moniliformis 35.8 

 Swiss-Prot: Q5XCX3.2 Fnilalanina-tRNA sintetase cadeia beta Streptococcus pyogenes serotype M6 32.3 

3'5' - 3 Swiss-Prot: A9KMC1.1 Exodeoxiribonuclease subunidade 7 Clostridium phytofermentans 34.3 

 Swiss-Prot: Q1QE45.1 Translocase subunidade secA Psychrobacter cryohalolentis 33.1 

 Swiss-Prot: Q4FV40.1 Translocase subunidade secA Psychrobacter arcticus 32.7 

3'5' - 3 ZP_03754124.1 Proteína hipotética Roseburia inulinivorans 35.8 

 
 
 
Tabela 16. Similaridades encontradas através do alinhamento das sequências de aminoácidos do fragmento 8 gerado pelo 
oligonucleotídeo iniciador H1-T. 
Fase de 
leitura 

Identificação Descrição Organismo fonte “Score” de 
similaridade 

5'3’ - 1 Swiss-Prot: Q9L0M4.1 UPF0336 proteina SCO4636. 
 

Streptomyces coelicolor 
 

31.6 

5'3’ - 2 Swiss-Prot: Q39K87.1 Imidazol glicerol fosfato sintase subunidade hisH Burkholderia sp. 32.0 

 Swiss-Prot: Q63Q90.1 Imidazol glicerol fosfato sintase subunidade hisH Burkholderia pseudomallei 30.8 

5'3’ - 3 Swiss-Prot: P16538.1 Beta-quetoacil sintase 1 Streptomyces glaucescens 31.2 

3'5' - 1 Swiss-Prot: Q55863.1 Piruvato quinase 1 Synechocystis sp. 31.2 

3'5' - 2 ZP_06187409.1 Proteína hipotética Legionella longbeachae 34.7 

 Swiss-Prot: Q0RRR5.1 Proteína ribossomal S3 Frankia alni 31.6 
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e) 3’5' fase de leitura 2: 
 

A L C Q R T C R Stop P I G H Y N Y P V A L L R T P L I L F L Y G R V S S G H S F L G Stop F G N F P 
A R F G P V L I G V N V R N D A R S C A S E D G S R D Stop E C H A R Q D S A Stop Y I E P R S D S 
E R D R S S Q G H S I A R S P C G S T D Y G T G Stop G A H T G D D G A C Q T R S C K Q R P L P N 
P G T R D E R T R P E A N E R R A S R P G E R G R N A R V A T S A Q E Stop T R G A A K R  
 

f) 3’5' fase de leitura 3: 
 
L C A R E H A A S P Stop A T I I I R W L F F V L H Stop F C S F M G V Y L Q G I P F L G N L A I S P P 
V S D L Y L L E Stop T C A T M P D R V P L R T G R G I R S V T Q G R T R P N I Stop N Q G Q T V S V 
T D R A K G I V Stop R G H P A G A L T T A Q A K E H I R E M T A R A R H G H A N S G H C P T Q E R 
E T R E H A Q R P M K D G R A A P E R G A E T P G L R H P H K N K P G A Q R S D 
 
 

Do resultado do alinhamento das sequências de aminoácidos está 

apresentado na Tabela 17. 

 

 
4.2.19. Fragmento 10 gerado com H1-T: 

4.2.19.1. Sequência refinada: 

5’TGTGTCGCGTCCCTGCGTGTTTCGTTGCGGATTGCCTGCTCTGTCGTGCTTCCGCTCGTGCCTGAC
GCAGTGACGCTAGTCGTGGTTCGCACTTACTTCATTGCGGGGCTCGTGCTGAGTCCATTGGGCCCGG
TGCTCCCGCGGTCTTCTCGGGGGACTCGTTGCGACGCTTCCGCTCTGTTGCCGGGTTCTCCTTCTGG
CCTCTGTGCGGCGCTTGCTCGTGCCTGTTTGTCGCTTTGGACCCTTCTTCTTTCTCCTTTCCTGGGCA
TTGTATCATAGATATAACTGCATCCAAGACCAATCGCTAATCCGGGAATGCAGCTCCTACTCCTTATAG
GAAGGACGTCACGTCGGTATATCATTGGAGCTCCGGCTATGCAAAGGAGGAATAGTCTGCGCGCCGC
ATACAGGTCTCGCGTTGAAGAAAGCTCTTGCTCGCATCCAACA3’ 
 
 

A sequência de nucleotídeos não apresentou similaridade 

significativa com nenhuma sequência disponível em BLASTn. 

 

4.2.19.2. Sequências de aminoácidos provenientes da tradução 

da sequência nucleotídica: 

a) 5'3' fase de leitura 1: 
 
C V A S L R V S L R I A C S V V L P L V P D A V T L V V V R T Y F I A G L V L S P L G P V L P R S S R 
G T R C D A S A L L P G S P S G L C A A L A R A C L S L W T L L L S P F L G I V S Stop I Stop L H P R 
P I A N P G M Q L L L L I G R T S R R Y I I G A P A M Q R R N S L R A A Y R S R V E E S S C S H P T  
 

b) 5'3' fase de leitura 2: 
 
V S R P C V F R C G L P A L S C F R S C L T Q Stop R Stop S W F A L T S L R G S C Stop V H W A R 
C S R G L L G G L V A T L P L C C R V L L L A S V R R L L V P V C R F G P F F F L L S W A L Y H R Y 
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N C I Q D Q S L I R E C S S Y S L Stop E G R H V G I S L E L R L C K G G I V C A P H T G L A L K K A 
L A R I Q  
 

c) 5'3' fase de leitura 3: 
 
C R V P A C F V A D C L L C R A S A R A Stop R S D A S R G S H L L H C G A R A E S I G P G A P A V 
F S G D S L R R F R S V A G F S F W P L C G A C S C L F V A L D P S S F S F P G H C I I D I T A S K T 
N R Stop S G N A A P T P Y R K D V T S V Y H W S S G Y A K E E Stop S A R R I Q V S R Stop R K L 
L L A S N  
 

d) 3'5’ fase de leitura 1: 
 
C W M R A R A F F N A R P V C G A Q T I P P L H S R S S N D I P T Stop R P S Y K E Stop E L H S R I 
S D W S W M Q L Y L Stop Y N A Q E R R K K K G P K R Q T G T S K R R T E A R R R T R Q Q S G S 
V A T S P P R R P R E H R A Q W T Q H E P R N E V S A N H D Stop R H C V R H E R K H D R A G N 
P Q R N T Q G R D T  
 

e)  3'5’ fase de leitura 2: 
 

V G C E Q E L S S T R D L Y A A R R L F L L C I A G A P M I Y R R D V L P I R S R S C I P G L A I G L 
G C S Y I Y D T M P R K G E R R R V Q S D K Q A R A S A A Q R P E G E P G N R A E A S Q R V P R 
E D R G S T G P N G L S T S P A M K Stop V R T T T S V T A S G T S G S T T E Q A I R N E T R R D A 
 

f) 3'5’ fase de leitura 3: 
 
L D A S K S F L Q R E T C M R R A D Y S S F A Stop P E L Q Stop Y T D V T S F L Stop G V G A A F P 
D Stop R L V L D A V I S M I Q C P G K E K E E G S K A T N R H E Q A P H R G Q K E N P A T E R K R 
R N E S P E K T A G A P G P M D S A R A P Q Stop S K C E P R L A S L R Q A R A E A R Q S R Q S A 
T K H A G T R H 
 
 
 

O resultado do alinhamento das sequências de aminoácidos está 

apresentado na Tabela 18. 

 

 
  



 75 

Tabela 17. Similaridades encontradas através do alinhamento das sequências de aminoácidos do fragmento 9 gerado pelo 
oligonucleotídeo iniciador H1-T. 
Fase de 
leitura 

Identificação Descrição Organismo fonte “Score” de 
similaridade 

5'3’ - 1 YP_002799270.1 Proteína ativadora AcxR sigma-54 dependente Azotobacter vinelandii 33.5 

 Swiss-Prot: P55662.1 Transportador ABC Rhizobium sp. 33.5 

 Swiss-Prot: B7K1S0.1 Proteína engA GTP-ligante Cyanothece sp. 30.8 

 Swiss-Prot: Q46H20.1 Proteína engA GTP-ligante Prochlorococcus marinus 30.8 

 Swiss-Prot: A1JIK1.1 Simportador actP cátion/acetato Yersinia enterocolitica subsp. 
enterocolitica 

30.0 

 Swiss-Prot: Q7NA72.1 Simportador actP cátion/acetato Photorhabdus luminescens subsp. 
Laumondii 

30.0 

5'3’ - 3 Swiss-Prot: Q8KFW8.1 Proteína-L-isoaspartato O-metiltransferase Chlorobaculum tepidum 33.9 

3'5' - 1 ZP_06011846.1 Proteína de membrane indutora de apoptose Leptotrichia goodfellowii 37.7 

 NP_860063.1 Proteína hipotética Helicobacter hepaticus 33.9 

3'5' - 2 YP_708021.1 Proteína hipotética Rhodococcus jostii 35.0 

3'5' - 3 YP_958615.1 Transportador ABC Marinobacter aquaeolei 35.4 

 ZP_01451683.1 Proteína hipotética Mariprofundus ferrooxydans 35.0 

 ZP_05111442.1 Proteína hipotética Legionella drancourtii 34.3 

 Swiss-Prot: A1U0A9.1 Proteína macB exportadora ATP-ligase/permease Marinobacter aquaeolei 35.4 

 Swiss-Prot: Q5NY25.1 Glutamil-tRNA sintetase Aromatoleum aromaticum 30.4 

 Swiss-Prot: P0AFQ4.1 Transporte de membrane interna permease ybhS Escherichia coli O157:H7 30.0 
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Tabela 18. Similaridades encontradas através do alinhamento das sequências de aminoácidos do fragmento 10 gerado pelo 
oligonucleotídeo iniciador H1-T. 
Fase de leitura Identificação Descrição Organismo fonte “Score” de similaridade 

5'3’ - 1 YP_002785173.1 Tioredoxina redutase Deinococcus deserti 37.0 

 YP_594279.1 Tioredoxina redutase Deinococcus geothermalis 35.0 

 YP_387699.1 Tioredoxina redutase Desulfovibrio desulfuricans 34.3 

 ZP_06240157.1 Nucleotideo açucar desidrogenase Frankia sp. 33.5 

 Swiss-Prot: Q1QZV1.1 Transaldolase Chromohalobacter salexigens 30.4 

 Swiss-Prot: Q8FLD1.3 Transaldolase Escherichia coli 29.6 

 Swiss-Prot: Q326L3.1 Transaldolase Shigella boydii 29.4 

5'3’ - 2 ZP_05802700.1 Asparagina sintetase Streptomyces flavogriseus 33.9 

 ZP_01734769.1 ATP fosforibosiltransferase Flavobacteria bacterium 33.1 

5'3’ - 3 ZP_04702870.1 Diidropteroato sintase Streptomyces albus 35.8 

 NP_421063.1 Proteína da região de pentapeptídeos repetidos Caulobacter crescentus 34.7 

 YP_758081.1 Proteína hipotética Maricaulis maris 33.5 

 NP_884575.1 Flavocitocromo Bordetella parapertussis 33.1 

3'5' - 1 Swiss-Prot: Q3AXS7.1 Proteina pcxA proton extrusiva Synechococcus sp. 31.2 

 Swiss-Prot: C5BFB7.1 Fator IF-2 de iniciação da tradução Edwardsiella ictaluri 30.8 

3'5' - 2 Swiss-Prot: A5GF86.1 Fator IF-2 de iniciação da tradução Geobacter uraniireducens 30.8 

3'5' - 3 Swiss-Prot: P59810.1 Proteína de membrane interna oxaA   Nitrosomonas europaea 30.0 

 Swiss-Prot: Q8PMX4.2 Catalase-peroxidase Xanthomonas axonopodis pv. Citri 29.6 

 Swiss-Prot: Q3BVY2.1 Catalase-peroxidase Xanthomonas euvesicatoria 29.6 
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Com o intuito de verificar aumento de similaridade entre as 

sequências de aminoácidos geradas neste trabalho, com as sequências de 

proteínas disponíveis nos bancos de dados consultados, foram selecionados 

alguns fragmentos de aminoácidos que apresentaram segmento maior de 

aminoácidos seguido de um códon de parada. Os fragmentos selecionados 

foram os seguintes: 

4.2.1. Fragmento 1.1 gerado com H1-A: 

c) 5'3' fase de leitura 3: 
L S L I P L G F L G M C L V P H A F V R A T T S C G A T V C G C S L S A F F A R G Y G S R L L C D R 
G S R L S I S L D L R C R A A A C I V L D W P L P L C G F L G P M L P L A Y G D V T R A H V L T L R L 
C C R F C S A R L P F R S V A G A Stop 
 

4.2.2. Fragmento 1.2 gerado com H1-A: 

e) 3’5’ fase de leitura 2: 
F V L S L W S S F V F F L V S W R A F L G G C R S F W F F Y Y W G Y A L V S I M S R V C S C G C L 
L G F A P P C V F S L I V L P L C V H F V P P G L F S C F V L P L V P C V W H G P F W F M F A C G F 
S S W S S P S S C V F A H V G C F L P Y L A G L S D V S V I C L A A C F G P F V C I C S A R I V S I G 
G P G P I C V L W V L F L F C V C F I N Q F V G Stop 
 

4.2.3. Fragmento 3 gerado com H1-A: 

a)  5'3' fase de leitura 1: 
L L H R D R Q R G T S E T T R E D G P Q N R K H A G N Q K D K E E K K P E K T E T K G R Q T T E K 
K E Q K K K K K T K G K R K K T Q S D K L E P K N E D T G D K Q R T A R Q K T E T T T R K E K Q K 
K Q E Q Q K K K K Q R A T E K Q H K K R A P K Q D E K K Q K E K T Q K Q K M T T H K E K R D D E 
Q T Q K N K P T Q K N T N K Q T T K G E K T K E K R H N R K T K T Q N K G K K H K R Q N Q H K P K 
E T T Q R K P R N K Q Q R K R K H R T K T K K R T R E K K R K T Q S K K E K K Q  
 

d) 3’5' fase de leitura 1: 
S C F F S F L L C V F L F F S L V L F F V F V L C F R F L C C L F L G L R C V V S F G L C W F C L L C 
F F P L F C V F V F L L W R F S F V F S P F V V C L F V F F C V G L F F C V C S S S L F S L W V V I F 
C F C V F S F C F F S S C F G A L F L C C F S V A L C F F F F C C S C F F C F S F L V V V S V F C R 
A V L C L S P V S S F F G S S L S L C V F F L F P F V F F F F F C S F F S V V C L P F V S V F S G F F 
S S L S F Stop F P A C F L F C G P S S R V V S L V P R W R S R C R S Stop 
 

4.2.4. Fragmento 4 gerado com H1-G: 

b) 5'3' fase de leitura 2: 
L V P H V P P R W V F S A P V G V R L A V F L T P V A V R T R S V S P T S L W P F R R V T S G A H L 
L G T W T L H C G S L R N L E S F G P G V Q S R V S D N E H C E K K Stop 
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4.2.5. Fragmento 8 gerado com H1-G: 

f) 3'5’ fase de leitura 3: 
A F L E T R N L S S F I E P V R V T L S H L V C S A I K M T D R R R R R Y A I H T V P Q P T L L L E G 
S A A H T A P T A W T Q M K R K N A T Q F R D G H V A R L S K Q K E L T N D D G R S N R S L Q G T 
G K T S S L L Stop 
 

4.2.6. Fragmento 9 gerado com H1-G: 

d) 3'5’ fase de leitura 1: 
R W C F V C F L P G F G F S W C L V V F A G A L C V F F L G L V F R G V W L F S G G F F W L S R L 
F W F P P F S L W R R L L G W S C G A S R I F R F D L P C I F V G V L F P M L G V R L D V S S P S R 
G R F H C V F F A F F L A S V L F S F F L C F F S C F S V L S V A V S R I S V V S L L F L L S F S Stop  
 

4.2.7. Fragmento 4 gerado com H1-C: 

f) 3'5’ fase de leitura 3: 
R Y C N A D S L I Y A R T E C L S T R C P R Y S L V I L S P A Q A A L E Q V V Q K R S D I R G N P V T 
A L V R E A L M K Q L V N I Y P T P S A V A R P L A A R R M N Y G R V L D T A R G G N V P E P L D S 
R R R G V C R S V E T A L Stop 
 

4.2.8. Fragmento 7 gerado com H1-C: 

b) 5'3' fase de leitura 2: 
V P G G P A P A W S F Y R T R R C H A A P C S W L T G H R T S V V S C P W A G R I D A L F V R R V 
L S S T G R P I F P S C C R D T R R P G S R A F A Y W R C T S L R V C A L E L L D V A A P F I L L D L 
L T F H T L P G F V P L I G R L A I H L M I G P P W G P R G L Stop 
 

f) 3'5’ fase de leitura 3: 
P F C C Q Y F D W F V L Q L P F T V F L Y N R F H V C N Y S Q L L N N A A S H S E S A G S P G W T 
D H K V D S Q S P N K G D E P R Q G M E G Q K V Q K Y K R R G N V E Q L K R T H T Q R R T A P I 
C K G T R P G T T R V A A A R G E Y R A T S G R E H A A N E Q G V D P P R P R T R H Y R R T V A 
G Stop 
 
 

4.2.9. Fragmento 8 gerado com H1-C: 

b) 5'3' fase de leitura 2: 
K P T P H H P S N T T G N R R H Q R R P P T T S A P R L T E T D T A K R Q T D G E V R A S G Q H P 
G S R R G Q H S R N T T T Q R G T T K D G G G R G E K R G D H E K A R P N R T N T T R I T P L Q H 
K M K E L T S K T R A R T H T Y A P A G G W T T L T S K G Stop 
 

4.2.10. Fragmento 9 gerado com H1-C: 

a) 5'3' fase de leitura 1: 
V P G G F Q G S S G L L A S G V C Q P Y L P L A C C L S Q H C C A L L G L M H S A S P R A S G R S 
R P W L W G V L P F H A V L C D P C V S T R F V I A R A D S H V L C T S G R P L H R F D T S C T R 
S R L T A P C S R A R A P I L R R F A T A G D Q N S I R C P A R Q L A R R C A S I Y L S R S I R K T 
Stop 
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4.2.12. Fragmento 2 gerado com H1-T: 

d) 3'5’ fase de leitura 1: 
G V T S L C L Y I Y L A T P L P P F V T L I K W G A L G F F S P V V V S G V L L F P V G V I W L F C A 
C S V L L L C V P C F F L S V C V C S F L A F F S F L L F L R L R S V L D R S S L W S V R P Y V P G V 
L V S P H S F L S L F V C L F A S Y F R S C C L V F W G L K N S T C G R A S I V M L L L V S A A V V 
P H C G Y C S W L R L S Stop 
 

4.2.13. Fragmento 3 gerado com H1-T: 

e) 3'5’ fase de leitura 2: 
F L L L V F F R R F V P L C G V S L V F S C Y L F C V P F P L W C V S V F V L S L S I Y I C W S L L L 
C G L L F C F V C P F G G P P A L A M C C G W I L L S G N C W V Y L L K L V F V A L C W C L P S S 
V Y K W G I S V V A H T A K A W Q H Q V C K S L N A Q C P V L N Stop 
 

4.2.14. Fragmento 4 gerado com H1-T: 

e) 3'5’ fase de leitura 2: 
C F F F F W L F F L V F G G V V V L S C W C V V L V L G G V V F W C C L G G C Y G V V G G V P R P 
L L G W C S V C L C F S L W W C V G C V F L G L F F V G F C F C F L L C W V P W L C L V A F G V G 
R C G V A L L C F C G W C G L C F F C V W F P R V C A G L P C G V C L G W L F V F C V S S G F W 
C A V I F L V C P A V V V L C C G L V W F V V W F W C S V L F L L C L R L L S C R C V C V V W G P 
V C A A L V V X P F S C A F V F Stop 
 

4.2.16. Fragmento 6 gerado com H1-T: 

a)  5'3' fase de leitura 1: 
E E N N D P R D G N P E Q K T R T K H A Q H R N K K T E G P P R P P R P P G A T P S S P D P P H E 
E R G R K R K Q R P S G R G R A T A P R E A E T P H K P P E R N K A H K T P Q R P T Q T N H S P T 
Q T R P T R H P A S H H P P H T R T E T T R T H E A T T Q H Q K E R T P T Q E N D A K H T T R T P 
K D Q R T K D A Q P A S S H A P A D S P R T T G Q P E K P Q K E R R G K Stop 
 

4.2.18. Fragmento 9 gerado com H1-T: 

a) 5'3' fase de leitura 1: 
V A S L R P G F I L V R M S Q P W R F G P S L R G G S P V F H W P L G V F S R L S F L G W A V A A 
V C M T V S G T R R H L P Y V L L S L C R S Q C S R R V T A L Y Y A L G S I G H A H C L T L V L Y I R 
P S P A L R D T P N P A T R P Q R H T I W H R C A R S L Q Stop  
 

4.2.19. Fragmento 10 gerado com H1-T: 

a) 5'3' fase de leitura 1: 
C V A S L R V S L R I A C S V V L P L V P D A V T L V V V R T Y F I A G L V L S P L G P V L P R S S R 
G T R C D A S A L L P G S P S G L C A A L A R A C L S L W T L L L S P F L G I V S Stop 
 
  

 Não foi verificado aumento de similaridade no alinhamentos entre os 

fragmentos de aminoácidos selecionados com as proteínas disponíveis em 

BLASTp. 
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Treze sequências do total de fragmentos sequenciados, totalizando 

68%, apresentaram GC% inferior ao descrito para o gênero que é em torno de 

57%. Seis sequências apresentaram a percentagem próximas das 

percentagens descritas para Brucella sp. A média do GC% das sequências 

obtidas (53%) foi inferior ao descrito para o gênero Brucella. De acordo com 

Maquart et al. (2008), fragmentos com menor teor de GC% podem indicar a 

possibilidade destes fragmentos fazerem parte de ilhas genômicas, pois estas 

regiões apresentam conteúdo de GC variável em relação ao restante do 

genoma (Rajashekara et al., 2004). 

Quando alinhadas entre si, as sequências obtidas também não 

apresentaram alinhamento significante. Todas as 19 sequências se 

apresentaram como fragmentos únicos, indicando que os fragmentos obtidos 

não são oriundos de contaminação de amostra ou ambiental. Maquart et al. 

(2008), também obtiveram uma nova sequência da espécie B. pinnipidialis 

após clonagem e sequenciamento, indicando que existem certas variações 

genômicas entre as brucelas apesar da grande homologia do gênero. Paulsen 

et al (2002), comparando o genoma de B. suis e B. melitensis encontraram 

extensa similaridade entre os dois genomas estudados, porém também 

detectaram 7.307 pomimorfismo em um único nucleotídeo, dentro de uma 

estrutura compartilhada de 3.237.820 bp, indicando a possibilidade de se 

detectar fragmentos de DNA exclusivos para estas espécies.  

Neste estudo o alinhamento das sequências de nucleotídeos através 

da plataforma BLASTn não apresentou nenhuma similaridade significante com 

as sequências disponíveis neste banco de dados. Estas sequências, ao serem 
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traduzidas pelo programa “SwissProt”, geraram 114 sequências de 

aminoácidos. Quando alinhadas pelo BLASTp, 65 destas sequências (57%) 

apresentaram graus de similaridade com proteínas disponíveis nos bancos de 

dados consultados. Esta similaridade variou de mínima de 28,9% e máxima de 

43,5%.  

Dentre o total de proteínas (168 proteínas) que apresentaram 

similaridade com as sequências de aminoácidos obtidas neste trabalho, 143 

sequências (85%) foram atribuídas a proteínas funcionais, enquanto que as 

demais 25 sequências (15%) foram atribuídas a proteínas hipotéticas de outros 

microrganismos. Del Vecchio et al. (2002) também encontrou resultados 

similares ao sequenciar o genoma de B. melitensis. Eles observaram atribuição 

funcional para 2.481 sequências (78%), enquanto que 477 sequências 

(14,97%) foram atribuídas a proteínas hipotéticas de outros microrganismos.  

Entre aquelas que receberam atribuição funcional está a sequência 

semelhante a uma proteína ATPase transportadora de metal pesado. Esta 

proteína é responsável pelo transporte de íons metálicos como o cobre, prata, 

zinco, cádmio, chumbo e cobalto através das membranas biológicas (Gatti et 

al., 2000). As funções exercidas por estas bombas incluem a manutenção da 

homeostase de metais essenciais como o cobre, cobalto, ferrro e zinco; 

atribuição de resistência a concentrações tóxicas de chumbo, cádmio, cobre, 

zinco e prata; e fornecimento de íons metálicos específicos para enzimas alvos 

(Chelly et al., 1993). Esta proteína representou um total de 9,52% das proteínas 

encontradas, sendo a proteína de maior frequência, ocorrendo em diferentes 
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microrganismos como, por exemplo, Photorhabdus luminescens, Providencia 

rettgeri, Klebsiella pneumoniae, Serratia proteamaculans e Vibrio coralliilyticus.  

A proteína de atribuição funcional com segunda maior frequência 

(4,17%) foi o fator de iniciação de tradução IF2, ocorrendo em microrganismos 

como Lactobacillus brevis, Yersinia enterocolitica, Steptococcus equi, 

Kineococcus radiotolerans, Streptococcus agalactiae, Edwardsiella ictaluri e 

Geobacter uraniireducens. Esta proteína dirige os passos básicos do processo 

de iniciação em procariotos ligando-se ao tRNA formil-metionina iniciador e 

auxiliando na apresentação deste ao complexo de iniciação (Guillon et al., 

1993; Meinnel et al., 1993). 

A proteína DNA topoisomerase 3 de Staphylococccus aureus foi a 

proteína que apresentou menor similaridade, enquanto que uma proteína 

hipotética de Clostridium bolteae apresentou a maior similaridade entre todas 

as proteínas. Comparando estes resultados com Del Vecchio et al. (2002) 

somente a proteína de transporte ABC foi um achado em comum, sendo que as 

demais proteínas de relevância descritas por ele, foram diferentes das descritas 

neste trabalho.  



5. CONCLUSÕES 
 

 

Este trabalho demonstrou que o sequenciamento dos fragmentos 

obtidos após SE-AFLP é útil para a obtenção de sequências inéditas de 

microrganismos. 

O sequenciamento resultou em 19 sequências únicas de Brucella sp. 

que deverão ser utilizadas em futuros testes para verificar sua especificidade e 

capacidade discriminatória entre as cepas.  

A análise das proteínas hipotéticas dessas sequências demostrou 

que mais de metade apresenta similaridade com proteínas de outros 

microrganismos, mas não especificamente com proteínas já descritas para o 

gênero Brucella. E esta mesma análise demonstrou a presença de algumas 

sequências inéditas. 



 
 
 
 
 

6. CONSIDERAÇÕES FINAIS 
 
 

Os framentos de DNA de B. abortus que foram selecionados neste 

estudo, serão utilizados em estudos futuros visando a tipificação de Brucella sp. 

até nível de biovar. Serão úteis na confecção de oligonucleotídeos iniciadores e 

sondas que serão utilizados em ensaios de PCR e hibridização DNA-DNA. 
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APÊNDICE 1 
 
Relação de aminoácidos: nomenclatura, símbolos e abreviações. 
 

Nome Símbolo Abreviação Nomenclatura 

Alanina Ala A Ácido 2-aminopropiônico ou Ácido 2-amino-propanóico 

Leucina Leu L Ácido 2-aminoisocapróico ou Ácido 2-amino-4-metil-pentanóico 

Valina Val V Ácido 2-aminovalérico ou Ácido 2-amino-3-metil-butanóico 

Isoleucina Ile I Ácido 2-amino-3-metil-n-valérico ou ácido 2-amino-3-metil-pentanóico 

Prolina Pro P Ácido pirrolidino-2-carboxílíco 

Fenilalanina Phe ou Fen F Ácido 2-amino-3-fenil-propiônico ou Ácido 2-amino-3-fenil-propanóico 

Serina Ser S Ácido 2-amino-3-hidroxi-propiônico ou Ácido 2-amino-3-hidroxi-propanóico 

Treonina Thr, The T Ácido 2-amino-3-hidroxi-n-butírico 

Cisteina Cys, Cis C Ácido 2-bis-(2-amino-propiônico)-3-dissulfeto ou Ácido 3-tiol-2-amino-propanóico 

Tirosina Tyr, Tir Y Ácido 2-amino-3-(p-hidroxifenil)propiônico ou paraidroxifenilalanina 

Asparagina Asn N Ácido 2-aminossuccionâmico 

Glutamina Gln Q Ácido 2-aminoglutarâmico 

Aspartato ou Ácido aspártico Asp D Ácido 2-aminossuccínico ou Ácido 2-amino-butanodióico 

Glutamato ou Ácido glutâmico Glu E Ácido 2-aminoglutárico 

Arginina Arg R Ácido 2-amino-4-guanidina-n-valérico 

Lisina Lys, Lis K Ácido 2,6-diaminocapróico ou Ácido 2, 6-diaminoexanóico 

Histidina His H Ácido 2-amino-3-imidazolpropiônico 

Triptofano Trp, Tri W Ácido 2-amino-3-indolpropiônico 

Metionina Met M Ácido 2-amino-3-metiltio-n-butírico 
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APÊNDICE 2 
 
Sequências brutas de DNA dos fragmentos selecionados a partir da técnica de SE-AFLP. 
 
Fragmento Sequência 

H1-A
1.1 GNCTNTCTCTCATCCCCTTGGGTTTCTTAGGCATGTGCCTTNTTCCCCACGCGTTTGTTCGGNCTACCACTTCTTGTGGTGCTACTGTNTGCNGATGTTCTCTNTCAG 

CCTTCTTTGCGCGTGGCTACGGCNCGCGGTTGCTCTGCGANCGGGGTTCTCGTCTGTNTATCTCCTTGGATCTTCGGTGCCGTGCCGCCGCCNGTATCGTCCTGGA 
TTGGCCGTTGCCGCTCTGCGGCTTTCTTGGCCCCATGCTTCCTCTGGCATATGGTGACGTGACGCGTGCGCATGTGTTGACCCTGCGCCTGTGCTGTCGTNTCTGC 
AGCGCGCGTCTCCCNTTCCGTTCTGTTGCCGGAGCCTAATGTGCCCGANCATTGCTTTCTGACTCTTGTCGATCTCTGTTCGTTCCCTGGGNTGTGCTNNAACTCGT 
TCTGNCTCCCGCTGGGCTCATGCGTGTGCNGCGGAGGCTCCAGTGGGACTCTAGAGGGATCCACTGGTGGCTGGCAATCCTCNTCCCTGCGCGNGTATTCCTCGA 
TATGGCANNNGCCTTGCCANAGAGAGTGTACGNTGCNAACAATCACAGGANTGTATGCACATTGCAAGTGAAATTGAAATCTNCACANTCCAATGANGGGANNANCC 
CTAGGAATCGAAAANGNAGAAAACNCACNTATAATNGAATAGATCTCCAATGGAGATGAATAAACCGATNATGAATATGAANGCCAGCATGAGGGACGGANAACAGA 
CAAACGAAGGGAACAGTGATCAAAAAGGAGANGGAATACNNACCCGGGCCAGGACGATTGCATGNANATGGCNCGCTGAAAATTAAACAAGAACATNGNANACAAT 
TAACCATNAGACNGTGANGNNCCATNATTGNGCCCTATGATTATCCTATGGTGACAATGAAATGNAGATAAANAAGTAGTAAAGGGAATATATATAGAANNTGAAAATG 
AAAATAAAATNTACCTTATAAATAAAANGGAAAAACATNAAATATAAAAAAACGATATATAATACNNCAAANCAAGANTAACAACAAAGATAAAGGANACAAAAAAAAGA 
ANAAAAACAAGAATAACAAAACAGGANNAAAGACGAAATGAAATAAAGA 
 

1.2 GAGNACTACGNGGCGAAAGGACAGGGGCCCGGTTTTATGCATCCNGGAAGTCACTGNTGCCGGCTCAGGCTTTCAGAGGCCANGANTATTCGCGGGCTAGTGCTG 
CCGGAACTNGATGACTTGGAGAGAAACTGGCGAGAGGACNATGGCCGCCGCCGATGGATACTCATCGAGACCNCAANAGGCATCGTNACGCACACGTCCAGTGTN 
TCAGGGCACCATANCACCCGCATACCATGCAGCGNTATCTAGCACTAGCAAGAGCATCGCATTTTCCCGTGCATCGNGAGCGCACATGGCGNTGCATGCCTCTAGT 
ANANATNAATCAGCGACAGNCGGCNACATCCAGTACAGGAGACATATNGCGATCTAAGCAACNCCTGNTTNGTGATTCAGATTCAGNGGGCAATATATTCATGGTGT 
AGCTTCAGGGCTCAANAAGAGCCANGCAAGGCANATTCAGGTGTTACGCNTCTCTGGAAAGCGCTACTTGCAACAACCACCAAGTGACANTNGCAATACAAATCGCT 
ATCTCCTGNCGCAAGTGATCGGCACGCTTAANACAATATAGGCACTATCCAANAAACTGNTTGATGAAACACANACAGAAAAGGAATAGAACCCACAANACACAGATT 
GGACCAGGCCCACNAATGGNNACAANACGGGCAGAACAAATACACACAAAANGANNAAAGCACGCGGCGAGACAGATAACGGACACANCGGATAATCCGGCCAAA 
TANGGCAANAAACANCCNACATGGGCAAACACACAAGACGAGGGACTAGACCAAGAAGANAANCCACAAGCGAACATAAACCAAAAGGGGCCATGCCAAACACAGG 
GCACNAGAGGTAAAACAAAACNGGAAAACAAACNAGNAGNCACNAAATGGANACNAAGNGGGAGCACAATGAGAGAAAAAACGNAAGGTGGAGCAAAACCCAGGA 
GGCAACNGCACGAACANACNCGCGACATAATGGACACCANCGCATAACCCCAATAGTAAAAAAACCAAAAAGAGCGGCACCCNCCCAGNAANGCACGCCAGGAGA 
CCAANAAGAACACANAGGAAGACCACAAAGAAAGNACANAN 
 

3 ANAAAGGCATGGGCGNATGGCCCGGGCCCGGGTTCATGCTCTGCATGTCGTCTGCTGCCCCGTCGGTGTTTCGAGAGCCCNTGCCTCTTCGCGGGCTCAGTGCTG 
CCGTGCNTCGANGTNGNCCGTCTGGCGGAGCCTCGGNGNNGNNGCGACAATTGGCGGCCGCCGACGAGTNAGCTNCTACACNGAGANCGCCAACGAGGAACGA 
GCGAAACAACNCGAGAAGACNGGCCACAANACAGAAAACATNCAGNAAATNAAAAAGACAAGGAAGAGAAAAAACCAGAGAAAANAGAGANNAAAGGNAGACAGAC 
CACAGAAAAAAAANAACAGAANANAAAGAAAAAAACAAAAGGAAAAAGAAAAAAGANACAGAGNGACAAACTCGAACCAAAAAACGAGGACACAGNNGACAAANAAA 
GAACAGNACGACAAAAAACANAAACCNCAACAAGAAAAGAGAAACAGAAAAAACAAGANCAACAGAAAAAAAANAAACANAGAGCGACCGAGAAANAACACAAAAAA 
AGAGCACNNAAACAAGANGAAAAAAAACAAAAAGAAAAAACANAAAANCANAAAATGACAACCCACAANGAAAAAANANACGNCGAACAAACACAAAAGAACAAACCC 
ACGCAAAAAAACACAAACNAANAAACNACAAAANGCGAAAAAACAAAAGAAAAACGCCACANCAGNAAAACAAAGACANAAAACAANGGAAANAAANACAAAAGACAA 
AANCAACACANGCCAAAGGAANCAACACAACGCAAACNGAGGAACAAANAANAANGAAAGNGAAAANACAGAACAAAAACANAGAAAANAACANNAGAAAAAAAAAG 
AAANACACAAAGCAAAAAAGAAAAGAAACAANA 
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Continuação: Sequências brutas de DNA dos fragmentos selecionados a partir da técnica de SAFLP: 
 

H1-G
4 TCTGGTCNCACATGTCCNACCCCGGTGGGTTTTTTCTGCNCNTGTCGGTGTGCGGTNAGCANTCTTCCTTACCCCTGTTGCGGNCCGCNCGCGGTCTGTGTCNCCC 

NCGTCCCTGTGGCCATTTCGCCGCGTCACATCGGGAGCGCATCTGCTTGGGACCTGGACCTTGCACTGCGGCTCGCTCAGGAATCTTGAATCTTTTGGCCCGNGTG 
TACAATCCCGAGTNTCCGANAATGAACACTGTGAGAANANNTGAGCNCAGGATCACATGATCATCAACGCNTTTATACTCGGTTNACAAATAGTGGAATTCAACNNTG 
ATNAATATGATACGAGTATTGAAAGTTCTCAAAACGGANAACTCTGNAATATTGGATCCAATTATGTACACTATGTAACAAAGACATGNCATGTAAATAAAAAGAATAAG 
NGATACGCACANTTATNAATAAATNGAAATTATTTTCATACAAGNATGGCGGACTANCAATTTAANGGAGTGGNATCAANAATTGGCNNACCACNANGGAAAAATGTCA 
NCNACAATNAATGAAAATTANAGTTCAGAGGACAATAACNNGCAAAAAATGAAANCCNATTCAGGTGANAGCACTTAATTCNANCAAACNACGAAAACTNCCCATTGGA 
GCAGCCCTGCGGCCGNAACAATTNAAANANGCAAAAGAGGGNGAACCAATAANNACAATGAACNCAGTNNGAGAACAAATCAAGTATACNCTACGTCAANGGAANCT 
TTCGNAGGCACANCAATCANACAAACAACANTCAAANTAACCTCTTNANGAGACNAATGTANNGCCAATANNAANCAAATTGAAGNTNANAACGTAA 
 

8 CCGGGCGTNGGTGGATTGCCCCCCTTTNGTNGTTTTATAGCAGCGAGCTGGTTTNGCCGGTGNCCTGCAGGCTTCTGTTGCTTCTCCCGTCGTCATTGGTNAGCT 
CCTTCNNTTTGCTGAGTCGCGCCACGTGACCGTCCCGGAACTGGGTGGCGTTTTTCCGTTTCATCTGTGTCCAGGCNGTTGGTGCCGTGTGTGCTGNGCTGCCCT 
NTNGCAACAAAGTCGGCTGCGGTANTGTGTGGANTGCGTNCCGTCTACGCCGTCTGTCTGTCATTTTAATTGCGCTNCAAACANNGTGACNGAGTNTTACACGAAN 
ANGCTCANTAAAAGAAGACAAGTTTCGGGTCTCTAGGAACNCTCAGTGATTGTACCGTCTCGCCNACANACGNCTAGAGCAGTNATCCCACGGGCCNCTTACTACT 
TANGAGTTCGTAGTCCNTATTGTTTTGAATCNCACTGNCACCGNTACGCGNATACCCTNGACGATTNANTAATAGGGGGGGGTTGTTGTAGAGCATAGTCCNTTAG 
TGAACAGAATGTTAGAANGNCAAAGCATCCGATCATCCTTTG 
 

9 AAGTCCCCGCGGGGGGGGGTTANTTNAGCTNAGAGCAACCAGNNAGAGAGGGAACAAACACNAACCCCCCCAAGGGGGNGGGGTTTTTTTAAGAAAAAGACAAA 
AGAAAGAGAANAGACANAACAGAGATACGAGAAACAGCCACAGACAAAACNGAAAANNAAGAGAAGAAACACAAAAAAAAAGAGAACAGCACAGAAGCANNAAAA 
AAAGNAAANAAAACACAATGNAAACGACCANGGGAAGGGGAGGAAACATCNAAANGAACANNNAGCANGGGAAACAGAACACCCACAAAGANACAAGGCAGNNC 
AAACCGAAAGANCCGCGNAGCACCANAAGACCAANCAAGAANCCGGCNCCACAAAGAGAANGGCGGGNACCAAAATAANCGNGAAAGCNAAAAAANGCCACCAG 
AAAACAACNAGACANCNNGAANAACNAAANNNAGGANGAAAANACACAAAGCACCAGCGAAAACAACNAGACANCNNGAANAACNAAANNNAGGANGAAAANACA 
CAAAGCACCAGCG 
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Continuação: Sequências brutas de DNA dos fragmentos selecionados a partir da técnica de SAFLP: 
 

H1-C
4 GGGAGGAGAAACCCCGTCGANGTTTCGCCATCATGACTCATCCNGCGCGCANAGGCCTCNCGTAATTATCCGCCTCGACCCTCATTCTGCCGATTCAGCNACAG 

AGTGAGTAACCCAACTCTTATCGGACGATAGTGCACGCTCCTATCGGAGACCGTGACAGATAGGCGCNCGCNTCGACTNTNCACTGCGGCCCGTGCGAAGTGCA 
AGGGGCATAGCGCTATTCTAGGCTACGCACGTGATAGACCGCGTCCCCGATGACTTCGCAATGCTGACGAATCATCGAGCAGACCCTACTACAGAGCTGTCTCTA 
CCGACCGGCAGNCGCCGCGGNGTCTCGAATNNAGTGGCTCAGGCACATTCCCGCCTCTGGCTGTGTCGANNACGCGGCCATAATTNATTCGACGAGCCGCCAG 
TGGCCGAGCGACAGCTGAAGGGGTGGGATNGATATTAACCAACTNCTTCATTAACGCCTCGCGTACTAGTGCTGTCANGGGGTTGCCACGAATATCACTACGTTT 
TTGTACTACTTGCTCGAGTGCAGCCTGCGCTNGAGACAGGATAACGAGTGAATATCGTGGACACCTCGTTGACAGACACTCAGTACGAGCGTAAATCAAGGAGTC 
TGCGTTACAATATCTCTATCCAGCCCGTNCAACTTTGGCTCGGGCACTGGCGGCTGTCGATTGATTCATGGCGCGCGTGTCTCGGACGACGAGGCGAAGGACCG 
GAAATTTCGTGCCGACATGTTATCGAAGTCGCCGCGCGGCGATCCCGTTTTAGAAGAGCAACTCCGACATTGCTCGCCGATTAGTATNCTCGAAACTGCACATTGC 
CTNGCGGGTCATNCCTCGAGCATTAGTGCGCGTTCCCGGAATTAGCTTTTGGCCGGCCCAGTGTAAACGAATTCANCCGGGGCCGGCCTTGTTCACGCAATNACA 
TAATCGCCGTANTCATCGGACTAGGTATCTTGACCACCTTGCCAGGTAAAACTGAATAG 
 

7 CGTTCCGGGCGGACCCGCGCCNGCGTNGTCTTTTTATCGNACGCGACGTTNTCACGCCGCGCCTTGCTCGTGGCTANCCGGCCNCCGNNCGTCTNTNGTGTCGT 
GTCCNTGGGCGNGGCGGNTCGACGCCTNGTTCGTTCGCCGCGTGCTCTCGTNCACNGGTCGCNCGATATTCCCCTCGTGCTGCCGCGACACGCGTCGTCCCGG 
GTCGCGTGCCTTTGCATATTGGCGCTGTNCGTCGCTGCGTGTGTGTGCGCTTGAGCTGCTCGACGTTGCCGCGCCTTTTATANTTCTGGACCTTNTGANCTTCCAT 
ACCTTGCCGGGGTTCNNCCCCCNTATTGGGCGACTGGCTATCCACCTTANGATCGGTCCACCCTGGGGACCCNGCGGACTCTGANTGGGACGCAGNANTATTCA 
ACANTTGCNAANAGTTACATNCGTGAAACCTATTGTACANAAATACCGTAAAGGGTNATTGTAGAACGAACCANTCAAAATATTGNCAGCAAAACGGTTACNAATTGG 
AGCCAGATNNTACANGGNTGTATAACGAGCANGNAACGAAAAAGATATNAGAGGCAAGACCANAGAANAAATAGNGNCAANGNGAATTAGCAAAAAACTACGGGAG 
AAAATANATCAAAAGGAGGANCAGNANNAACAATTATAGAAACAGAAGAAAAAANTNGTNCANNN 
 

8 NANGNCGANNCCNNACCANNNNAGCANCACCACCGNNAACCGACGCNACNAGCGCAGNCCNNNCACCACNANNGNCCCACGCCTCNCNNANANAGACACAGCA 
AAGCGNNANACAGACNNCGAAGTCCGCGCGANCNNACAGCANCCGGGAAGCAGNAGAGGACANNANAGNNGANACACNACGACNNANAGNGNANCGACAAAGG 
NNNGGGGCGGGAGANGNGAGANAAGGNNAGACNANGAGAAAGCNAGACCAAANAGNACAANCANAACAANAATANNTCNGCTACAANACAAGATNAAAGAACTNA 
CAAGTAANACACGAGNTCGCACACACACGTACGCACCAGNNGGAGNANGGACGNCACTAACANNNAAAGGCTAGATANAAGAAAACCGCNAGACGGACACNGCTA 
ATANAGACGACCGTAGGGCAGANNTTNNTTNTCACACGCTAACTNNCGACCAAACANACNCCGACGGCAAACAGNCACNTGAANNNCAANNTAGANAGTCACGCNC 
AGCAACTNCGCTGACTNCATAACAANACCCCATNCAGGGTTTTTAAAAGCGGAATNAGTAGCGACANNCAGGGNAAGGCCCCCCAAT 
 

9 GTCCCGGGGGGTTTTCAGGGGTCGAGTGGCCTGTTGGCCTCCGGGGTTTGTCAGCCGTANTTNCCCCTCNCGTGCTGCCTATCGCAGCATTGCTGCGCGCTGCTG 
GGCCTAATGCATAGCGCCTCCCCACGTGNGTCTNGTCGCTCGCGTCCGTGGCTCTGNGGCGTTCTGCCTTTCCATGCTGTCCTTTGTGATCCTTGTGTGTCCACAC 
GCTTTGTGATCGCGCGCGCTGACTCGCNTGTGTTGTGCACCTCAGGTCGNCCATTGCATCGGTTTGACACATCGTGCACNCGTTCGCGCCTGACTGCCCCGTGCA 
GCCGTGCACGTGCGCCCATATTGNGCCGTTTTGCAACTGCCNNCGNTCAGAACTCTANAAGGNGCCCCGCGAGGCAACTAGCCCNGCGTTGCGCCTCTATTNATCN 
ATCACNCTCAATNAGAAAAACCTAGAAGGCGGCAAGTGGNGGTTACAATCCAATANGGGGCTACAGGNCACAGTCACT 
 

11 CTGCTTTCTTTGTGACGTCGCTGGTCACCCTCGNGGTGGTTTTTCGTCANCACCTGGCCTGTTCNCGTCACATGGCGGCTTTGCTGTGTTTCNTTGACTTGGTTC 
TGCTTATGCGCTCCCGTAGTGTCCGCTTCTAGTGCCTTTNCCATGTGAACTTGCCTGCGGTGGCTGGACCTGCGTCCGTGCGTTGGGCGGCGANCCCGACTCG 
GTGCCTTNTGTANNNTTGATNGAGGANGANACGAGGGATTANGATGNAACGGNCGTACATTCCTGCACTACACACTGGTGATGACGCACGATGTAACTTACGCA 
TAACGACCGCCAANTCNGATTTGATATGATCTATGCATTANATGGACGAGTACNCNGAGGACCCCTTAGGTNTATGGTNGCTGNACCCTT 
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Continuação: Sequências brutas de DNA dos fragmentos selecionados a partir da técnica de SAFLP: 
 

H1-T
 

2 CGNAGACTCTANGGCTAGCCCTGCCTGAGGGTTTTATGTCCCCGNATCANGCCTGCGCACCCCNGGTGTTTTTCTGTGGCTGCGACCCACCCGCNTAGCTGCT 
TGGTTGNCAGCCTNGGTCACCCCTGNTCCTTCTGACCCGGACTGAGCGCTCGACAGTCCTGTNTGGCCTGCCGGTGCTACCGATGCAGGCGGNTANTCGCCT 
ATGCGCTGAGTACCGTGNGCCTGCTATGTGGCTCGTATCTCGCATTTAGCNTGCNGATACATGGGCGTCACGCCAGAAGCGAAACAAAANAACAGCANACCTA 
CTTGCGCCCCANTTAATCAAAGTAACAAACGGCGGCANTGGAGTAGCAAGATAGATATACAANCAGAGCGNGGTCACACCCTAANATAGCCTAANCNNGGAGC 
AGTAACCACAATGGGNAACAACAGCGNCTGAGACNANCAAAAGCANCACTATAGACGNACGACNNNAAGTANTGTTTTTTAAACCCCAGNAAACAAGGCAGCNA 
GAGCNGAAATAAGAAGNAAANAAANAAANAAANAAGNACAAGAAAGAATGGNGAGAGANNNAAACCNNGGGAACGTAAGGCCGNACAGACCAAAGAGAGGAC 
CNATCCAAGACAGAANGAAGGNGGAGAAACAACAAAAAAGAAAAAAAAGCCAAGAAANAACAAACACAAACAGAGAGGAAAAAACACGGGNCACAAAGNNACA 
AAANANAGCACGCACAGAACAACNAAATAANACCGACCGNNAAAAGGAGAACACCCGAAACGACAANNGNGGAGAANAACCCGAGTGCGCCCCANTTAATCAA 
AGTAACAAACGGCGGCANTGGAGTAGCAAGATAGATATACAANCAGAGCGNGGTCACACCCTAANATAGCCTAANCNNGGAGCAGTAACCACAATGGGNAACA 
ACAGCGNCTGAGACNANCAAAAGCANCACTATAGACGNACGACNNNAAGTANTGTTTTTTAAACCCCAGNAAACAAGGCAGCNAGAGCNGAAATAAGAAGNAAA 
NAAANAAANAAANAAGNACAAGAAAGAATGGNGAGAGANNNAAACCNNGGGAACGTAAGGCCGNACAGACCAAAGAGAGGACCNATCCAAGACAGAANGAAGG 
NGGAGAAACAACAAAAAAGAAAAAAAAGCCAAGAAANAACAAACACAAACAGAGAGGAAAAAACACGGGNCACAAAGNNACAAAANANAGCACGCACAGAACAA 
CNAAATAANACCGACCGNNAAAAGGAGAACACCCGAAACGACAANNGNGGAGAANAACCCGAG 
 

3 CGGNGGGGGCCGCATCCCCTTGGCANTCTTTTGCATCTGCCCTCTGTGCCTGAGCAGTCCCGCTGCAATATGCCCTTCCTTGAGTGCTGTGTGTTGCCCTCTCT 
CCTGCATGTGCGCCTGTATCTCAGCACAGTCCCCATATATCTTGCTGTCGGGGCATTCGCGGGTTGCTGTGTGCGCTATTGTCTNACGTGGTTTCCAGNTCATCT 
GCGTTCGTCTCGTGCAGAGNTGGCGCGGTGTGCTTCAAGCACAATACTACATTTTGCCGTTGACNCACAGTGNGCACACCAGGTGTTCACACAGTTACATACTG 
GCGCATAAGCATACNCAAGGACGTATTGGCACGTTGTAGGTCCTTGGCAATTACTTCGGTACCGCCAATACACANTACGTAAGCCATATACGNTTNACGTAGTTT 
AGCTTCCCAAGACTCCTAGTTTTACGATGCCGTGCATTCCCCCGATTCTTGAATCCAGCTACAGCAAATATNATACACACATGAGTTCTAGCACAGGAGCCCACT 
TCAATTAGAAGTTATGACAGTATGCGANGAGGCTCAAGTGTNGCAACACAACAGGAATATGGGGAGCCTGANTCAGTGGACTATGNTGTAGNCAATTCGCCATA 
TTTCTCCGCCAATACGGGCGACGGCCNCATCAATAANNTGGTNGCCATGCAATNCCCCGGCCACNGCGGACANGGAGGCAANAACANTGACNACAATCNTGCC 
GAATGGNCAAGAATTGAGGTCAGTTGGTANCCACAGAACAATANCAATACCAACGCNGCTGGTTATAAACACCAATCNAGATAAGAAGTCNTACGAAAAGAATCA 
GTCAATTNAANACGGGGCNCTGGGCATNCAAAGATTTGCACACCTGGTGTTGCCATGNCNTAGCGGNGNGCGCCACTACGGAGNTTCCCCATTTATATACAGAG 
CTCGGTNGACACCANCACAAAGCCACAAAGACTAATTTCAATAGNTACACCCAANAATTCCCGNAAAGAAGAATCCAACCACAACACANANNTAAAGCAGGAGGA 
CCACCAAATGGGCAAACGAAACAAAATAGAAGACCACATAGTAGGAGGGACCAGCAAATGTANATGGATAGAGATAGNACAAAAACACTNACACNCNACAGGGG 
GAAAGGANCACAAAACAGGTAACAGGAGAATACCANNGACACACCACAAAGAGGAACAAATCGGCGGAAGNACNCCAGGAGTAGGANC 
 

4 CNAAAANNAAAACCNAGGGGNACCCTGCCCTGCGCTCTGGCCCTGGTGGTTCCACGGGTTGGNGCTACACTGNGCCTGCTCTGTTTCGCCATTGCTGACCCGG 
ACTCGGGCCACCGTGTGACTGGTACATCACACGTGNGCCGGCGCGATGCCTGGNCCNGACGACACACCGCTGGGCTGGCAGGTGGACGGGAACAGGNGAAG 
GGACTGCGGGAGGACGANNGACNCGGGACGAGCAGNCCCCCGGGANNCNGTNGAGTACGAAAAGAGAGCAAANACCCAANAGAACAAACAAACAGNAAACAC 
ACAAGACNNACACACTGACCAAGAGCCCNNCGTGACCNGCGACTAGACGNANACGACGNAANAAGACANACAACACAGGAGACGAACATGAAGCACCAAAGAA 
ANGAGCGCGACAACAGAGAAACAAACNGGANCCCANTCCACCACTGGCCCCCCACACGAGCCAAATCAAAAGACGANNGCGCANGAAAACGGGNCAACGACCA 
NAGCAGNACACACANGCCCCNACACNACACNNANACAACGACATGNCANCAGACGNAAACACAACAGAAAAAGANNCGAGNACCAGAACCAANCNACAAANCAG 
ACNAAACCACAACACAAANCNACNACCNCNGGACACACAAGAAANATAANAGCACNCCAGAANNCAGAAGAAACACAAAACANGAACAACCAGCCCAANCAAACT 
CNACNCGGAANANCAGCNCACACACGANGAAACCNAANACAAAAAAAACACAAACCACACCAANCACAAANANACAAAAGCGCCACCCCNCNCCNACCAACCCCA 
AACGCCACCAAACACAGCCNNGGGNCCCAACACANCAAAAAACAGAAGNAAAAACNAACGAAAAACAGACNCNAAAAAACACAACCCACNNANCACCACAAANAA 
AAACACAAACAAACANAANACCAACCCAGCANCNGACGGGGCANANCCCCAANAACACCATAACANCCACCCAAGCAACACNAAAANANGACACNNCNGANCACA 
AGNACNACGCACNAANACGANANCACCACCANANCACCAAACACCAGAAAGAAAAGCCAAAAAAAAAAGAAACATCAAANCAAC 
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Continuação: Sequências brutas de DNA dos fragmentos selecionados a partir da técnica de SAFLP: 
 

5 AAAACAAAAAACAAAAATAAACANAAAAAAAAAACAGGAAGCNATGTGCGCGATGAGCAGGATCAGGCCCTGCATGGATTTTAGNGANCATGTCCGGTGCACCT 
GGTNCCCGAAGGAGNCAGTTTACNCAGTGATTCGACGCATGTATGACATGCCNAAATAGCAGTNATGNAAGCAAAANAAAGAGATNACTACATTGCANANACCN 
NGNGAGNCAAATAAATNAANATTTGTGAGATGTGNTAGNTNTAGTCGCTAGCNCACGGCAGATCAAATCTGTTTTCCACCTACCTGTGGCANNCCTCGTGACAN 
TTGANNTCGCACNNNNTATCATCAGACTTGAGCTGAGTNTACATCAGTTAGNTANCTCACTAGACGAGCATTGACAAATTGTCAAGACCAAAACCTGTTACNAGN 
NGGNGATGAAANAAAAAGANNTNCCNGAGGANCNTAGTGAATGAAATAANTTAACAGTNATGNCAGAAATTCTCAATNTCGGAANNNAGATGANNAAGACNAGN 
NCNAAATTCCATTGANGTTCAANANCTCTCCNTCCGATTGGTTNAACGTTGGAAGTATTCTAACGCACANCATACNCGACGAGTTGATACCCCGGAGTNNAGNGA 
ANAAGCATATTTAATTANTTAGTANATACGAAATATAATGNTGGTATTAAACAANANAATCATTTAATATGGGNTAAAACCAGTTCAATAAAGACAACTATATTATNN 
ANCTTATTAAANNATCTCAGGAATGACTCCAAAGATNTNGTAAAAAATCACCGANTGTACACAAAATATANTTNAGNAAGATACCCCGGAGTNNAGNGAANAAGCA 
TATTTAATTANTTAGTANATACGAAATATAATGNTGGTATTAAACAANANAATCATTTAATATGGGNTAAAACCAGTTCAATAAAGACAACTATATTATNNANCTTATT 
AAANNATCTCAGGAATGACTCCAAAGATNTNGTAAAAAATCACCGANTGTACACAAAATATANTTNAGNAA 
 

6 CGNAGAACAAAACACGAACAGANAANCAGACAAAGAGANANGGCACAATGCGGCAACAGGCAAAGATACACACACCCACGACACATNAGNANCACAAGAGCCC 
GGGGTNTTAACCCGNACTGAGAGGANNANAACGACCCCAGGGATGGTAACCCAGAACANAAGACCAGAACCNAGCACGNACAACACANAAACAAAAAAACAG 
AANNACNGCCGAGNCCCCCACGGCCGCCGGNCGCCACANCNTCNAGCNCANACCCACCCCACGAAGAGNGGGNNAGNAAACGCAAACAGAGACNCAGNGN 
ACNAGGCCNCGCCACNGCCNCGAGAGAGGCAGAGACACCGCACAAACCACCAGANCGAAANAAGNCCCACAANANCCCCCAGCGCCCCACACAGACCAACN 
ACAGCCCGACGCANACANGACCAACGANACANNNCGCAANNNACCACCCNCCACACACCCGNNCNGAAACGACACGCNCCCACGNAGCNACCACCCANCAC 
CAGAAAGAGCGCACCCNAACACAGGAAAACNNCGNAAAGCACACAANACGAACCCCNANNNACCANCNAACGNAGGACGCGCAGCCCGCCAGCAGCCNCGC 
CCCCGCGGACNNCCCACGCANAACGGGCNAACCGNANNAGCCACAAAANNAGCGAAGGGGGAAANAAANACNGAAGAAACNNCNGAGACGACGAAGGNGNA 
ACAAGCGACGAGNGGGAGAGAAACCNGGAGGANGAACCACAAACAACGCCNAAANGAANGCAAGAGCNAGGGAGCGNGCNCNNCGNCCGACACGCCCCCCC 
NCCACACAACAACNCAACANACANNCACTGCNANAGNGNA 
 

8 ACACAAACAAANAACCAACAAACAAATAAAAAAAAACANACCAAAAAGNGAGGAGGTCAGTGTAATATAGTGAAAAAAAAGTCCCGTNGGGGTTTTTTGTAGGTAT 
AGTGTAGCTAGTCANTAGTNGTCCCCGGTACACCAGTTTTTTTAGGACAAGTGTCGAACACACCNGNAANAAGTAGTCAACAGTAGNNTGTNNGTATAAGTACAN 
ANANGGTAGTACACNGAAATAGAAAGNAAAGTNACCGCTNTCGGACAAAANATGTCAGGTGTGATNCNGCNTNTAGTNCGGTGTTAACGNTTGTTATNAAGTTAN 
GATAATGTATTAATAAGTGTNNGTANNNAAGCNNNNCAACANCTGTTNGNTTACTTCTACTCCGTTCACTCCTACTNCANNNCACCCNANCCTCACCCNCCACANA 
AATGCAAATCATTCNACCTACTTNAANCCAGACCCGTNTNCCACCACAGTTCTTNTCANNGTTCATACNAANCAAGTTNCCGACACAAAAAANNCATNNCATCACA 
NCATNTCCAACTNCACANCACAAAAANAAGAAGNACNANANACNGCACGAACCCANCAACCACCNANCCNNAAACANAAAANNAGNNACACACCACNGCGCACC 
CCCNGGGGCNANNGACC 
 

9 GTCGCTTCGCTGCGCCCNGGGTTTATTCTTGTGCNGATGTCGCAACCCTGGCGTTTCGGCCCCTCTCTCCGGGGCGGCTCGCCCGTCTTNCATTGGCCTCTGG 
GCGTGTTCTCNCGTCTCTCGTTCCTGGGTTNGGCAGTGGCCGCTGTTTGCATGACCGTGTCTGGCACGCGCCGTCATCTCCCGTATGTGCTCNTNAGCCNGTG 
CCGTAGTCAGTGCTCCCGCAGGGTGACCGCGCTNTACTATGCCCTTGGCTCGATCGGTCACGCTNACTGTCTGANCTTGGTTCTATATATTAGGCCGAGTCCTG 
CCTTGCGTGACANTCCTAATNCNGCGACCCGTCCTCAGAGGCACACGATCTGGCATCGTTGCGCACGTTCACNNCAATAAGTNCAGGTCCGAAACGGGCGGGG 
AAATNGCCAAATTACCCAANAAAGGAATGCCNTGAAGATACACGCCCATAAAGGAACAGAATTAATGNAGTACGAAGAAGAGCCACCGGATAATTATAGTGGCCT 
ATGGGCTAGCGGNATGTTCTCTGGCACAAAGCC 
 

10 TGTGTCGCGTCCCTGNGTGTTTCGTTGCGGATTGCCTGCTCTGTCGTGCTTCCGCTCGTGCCNGACGCAGTGNCGCTAGTCGTGGTTCGCACTTACTTCATNG 
CGNGGCTCGTGCTNAGTCCATTGGGCCCGGNGCTCCCNCGGTCTNCTCGGGGGACTCGTTGCGACGCTTCCGCTNTGTTGCCGGGTTCTCCTTCTGGCCTCT 
GTGCGGCGCTTGNNNGTGCCTGTTTGTCNCTTTGGACCCTTCTTCTTTCTCCTTNCCTGGGCATTGTATCANAGATATAANTGCATCNAAGACCAATCGCTAATC 
CGGGAATGCAGCTCCTACTCCTTATAGGAAGGACNTCACGTCGGTATATCATTGGAGCTCCGGCTATGCAAAGGAGGNATAGTCTGCGCGCCNCATANAGGTC 
TCGCGTTGAAGAAAGCTCTTGCTNGCATCCAACA 
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