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DINIZ, J.A. Variabilidade das regiões codificantes das proteínas p26 e gp90 

do vírus da Anemia Infecciosa Equina circulante no Pantanal brasileiro. 

Botucatu, 2022. 170p. Tese (Doutorado) – Faculdade de Medicina Veterinária e 

Zootecnia, Campus de Botucatu, Universidade Estadual Paulista. 

 

Resumo 

 

A anemia infecciosa equina (AIE) é uma doença de notificação obrigatória pela OIE 

(Organização Mundial de Saúde Animal) causada por um retrovírus de distribuição 

mundial que atinge os equídeos. No Brasil, a região do Pantanal apresenta elevadas 

taxas de prevalência da doença. Os testes oficiais exigidos no diagnóstico são IDGA 

(Imunodifusão em Gel de Ágar) e o ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay), 

sendo as proteínas p26 e gp90 os principais antígenos utilizados, respectivamente. 

Testes moleculares como Reação em Cadeia pela Polimerase (PCR) e PCR em tempo 

real (qPCR) também têm sido utilizados e estudos comparando-os com os oficiais 

apresentam resultados discordantes. É aventada a hipótese de que isso é decorrente 

da variabilidade genética que pode tanto reduzir a capacidade de reconhecimento dos 

antígenos nos testes sorológicos como dos primers nos testes moleculares. Assim este 

trabalho tem como objetivo a análise das sequências codificadoras dos antígenos p26 

e gp90 do vírus da AIE provenientes de equinos do Pantanal brasileiro. Dentre as 

análises realizadas, a p26 do gene gag, é uma proteína mais conservada do que a gp90 

do gene env. A técnica de clonagem corrobora para essa afirmação, já que os clones 

obtidos da gp90 apresentaram regiões com inserção, deleção e gaps. A sequência 

POCONE-BRA02 utilizada em comparação com as sequências obtidas, exibiu maior 

identidade de nucleotídeo com as mesmas, do que com a sequência POCONE-BRA01. 

As frequências dos aminoácidos nos epítopos foram mais similares à sequência 

POCONE-BRA02. Essas informações são importantes para o aprimoramento do 

diagnóstico e devem ser aplicadas não somente para o vírus da AIE, mas também em 

outros lentivírus.  

 

Palavras-chaves: Vírus da Anemia Infecciosa Equina, Lentivirus, proteínas p26 

e gp90, variabilidade genética. 

 

 

 



 

 
 

 

DINIZ, J.A. Variability of the coding regions of the p26 and gp90 proteins of 

the equine infectious anemia virus circulating in the Brazilian Pantanal. 

Botucatu, 2022. 170p. Tese (Doutorado) – Faculdade de Medicina Veterinária e 

Zootecnia, Campus de Botucatu, Universidade Estadual Paulista. 

 

Abstract 

 

Equine infectious anemia (EIA) is a disease that must be notified by the OIE (World 

Organization for Animal Health) caused by a retrovirus of worldwide distribution that 

affects horses. In Brazil, the Pantanal region has high rates of disease prevalence. 

Official tests applied in diagnosis are the IDGA (Agar Gel Immunodiffusion) and the 

ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay) with the p26 and gp90 proteins being the 

main antigens used respectively. Molecular tests such as PCR (Polymerase Chain 

Reaction) and qPCR (real-time PCR) are also applied and studies comparing them with 

officers are showing conflicting results. Thus, hypothesis is raised that this is due to 

genetic variability that can both reduce the ability to recognize antigens in serological 

tests and primers in molecular tests. This work aims to analyze coding sequences of p26 

and gp90 antigens of AIE virus from Brazilian Pantanal. Among analyzes performed, p26 

of gag gene is a protein that is more conserved than gp90 of env gene. Cloning technique 

corroborates this statement, since clones obtained from gp90 presented regions with 

insertion, deletion and gaps. POCONE-BRA02 sequence used in comparison with 

obtained sequences, exhibited greater nucleotide identity with than with the POCONE-

BRA01 sequence. Amino acid frequencies in epitopes were more similar to sequence 

POCONE-BRA02. This information is important for diagnostic improvement and should 

be applied not only to EIA virus, but also to others lentivirus. 

 

Keywords: Equine Infectious Anemia Virus, Lentivirus, p26 and gp90 
proteins, genetic variability. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

        A Anemia Infecciosa Equina (AIE) é uma enfermidade infectocontagiosa, 

que acomete cavalos, asininos e muares, causada por um vírus RNA envelopado 

pertencente à família Retroviridae, e ao gênero Lentivirus (ICTV, 2021). Como 

em todos os retrovírus, a enzima transcriptase reversa é capaz de transcrever o 

RNA viral em DNA e, posteriormente, por atividade da integrase, o material 

genético se integra ao DNA cromossômico da célula infectada (MURPHY, 1999; 

QUINN, 2005). Este fato contribui para o sucesso na disseminação e 

manutenção do vírus, visto que os animais permanecem infectados pelo resto 

da vida. 

        A Organização Mundial de Saúde Animal (OIE, 2022) preconiza notificação 

obrigatória de equídeos acometidos por AIE. No Brasil, em 1981 foi implantado 

um programa sanitário pelo Ministério da Agricultura, Pecuária e Abastecimento 

(MAPA) intitulado de Programa Nacional de Sanidade de Equídeos (PNSE), o 

qual tem por objetivo o controle das doenças que acometem a população 

equídea, incluindo a AIE (MAPA, 2017). 

        No Pantanal, os animais reagentes aos testes oficiais não são eliminados, 

pois a região é considerada “área de alto risco”. Assim, esses animais portadores 

do vírus são isolados em regime vitalício, como uma das medidas previstas na 

Instrução Normativa 45/2004. 

        O Programa de Controle e Prevenção da AIE no Pantanal Sul-mato-

grossense (CAIEPAN), elaborado pela Embrapa Pantanal em parceria com a 

Comissão Estadual para o controle da AIE no Estado do Mato Grosso do Sul 

(CECAIE-MS), recomenda a realização do diagnóstico de todos os equídeos da 

propriedade, posteriormente segregação dos animais negativos em piquetes a 

uma distância de 200 metros, com a finalidade de impedir a transmissão 

mecânica pelos insetos hematófagos. Os animais negativos devem ser 

retestados a cada três a quatro meses. No caso de resultado positivo, o animal 

deve ser reconduzido para o rebanho de positivos. Os animais submetidos aos 

testes de diagnósticos, com dois resultados negativos consecutivos, devem ser 

monitorados a cada seis meses (SILVA et al., 2004).  

        Silva; Abreu; Barros (2001) verificaram que após adesão destas medidas 

houve redução da prevalência média da AIE em uma propriedade assistida, 
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porém Abreu et al. (2004), relataram que somente 15% das propriedades 

aderiram de fato às medidas preconizadas.  

        A transmissão iatrogênica do vírus é uma das formas mais relevante que 

contribui para a manutenção deste agente. Apesar das orientações quanto à 

disseminação do vírus entre os animais pela utilização de material contaminado, 

principalmente agulhas, é comum a reutilização desses materiais a fim de 

otimizar o trabalho (ISSEL E FOIL, 2015). Comparada com a intervenção 

humana, de acordo com estudos, a probabilidade de transmissão do vírus pelos 

artrópodes é insignificante (BORGES et al., 2013; VILAMIU et al. 2013; ISSEL E 

FOIL, 2015). 

        Os vírus de RNA possuem elevada taxa de erro na replicação, o que 

contribui para o surgimento de mutações, ao redor de 10-5 mutações por base 

de replicação (TROMAS; ELENA, 2010).  

        O vírus da AIE é um retrovírus, portanto, o material genético é de RNA, a 

replicação é realizada pela transcriptase reversa, que é uma enzima com baixa 

atividade de correção (proofreading), como outras RNA polimerases RNA 

dependentes dos vírus RNA. No caso de retrovírus, cada vírion é composto por 

duas fitas de ssRNA e os eventos de recombinação podem ser frequentes 

(LEROUX; CADORÉ; MONTELARO, 2004; SIMON-LORIERE; HOLMES, 2011). 

Esse fenômeno pode ocorrer durante a replicação do vírus e pela passagem em 

vários hospedeiros (DOMINGO et al., 1996; ISSEL et al., 2014). 

        A capacidade de mutação do vírus da AIE e, consequentemente, a alta 

variabilidade dificulta a caracterização do patógeno. Este fato explica a escassez 

de sequências de genoma completo no banco de sequências GenBank The 

National Center for Biotechnology Information (www.ncbi.nlm.nih.gov). Outro 

problema decorrente da variabilidade do vírus está relacionado ao diagnóstico, 

pois estudos com métodos moleculares têm apresentado valores de 

sensibilidade mais elevados do que os testes sorológicos oficiais (LANGEMEIER 

et al., 1996; CULLINANE et al., 2007; ISSEL et al., 2013; SCICLUNA et al., 2013; 

RICOTTI et al., 2016; ROMO-SÁENZ et al., 2021). As mutações podem ocorrer 

nos genes codificantes das proteínas p26 e gp90, que são utilizados no 

sorodiagnóstico. Dessa forma, estudos direcionados ao esclarecimento da 

variabilidade das regiões codificantes dessas proteínas podem contribuir para o 

desenvolvimento e/ou aprimoramento das técnicas diagnósticas. 
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2 REVISÃO DE LITERATURA DA AIE 

 

2.1 HISTÓRICO 

 

        A AIE é uma doença infecciosa conhecida como Febre dos Pântanos, 

Malária Equina, AIDS do cavalo, Mal do Cochilo ou Cochilão. O primeiro relato 

ocorreu na França, em 1843, mas somente em 1904, Vallée e Carré identificaram 

o agente etiológico (LIGNÉ, 1843). 

        O primeiro relato da doença no Brasil ocorreu em 1968, em equinos da raça 

Puro Sangue Inglês (PSI) (DUPONT et al., 1968). No mesmo ano, a doença foi 

relatada por Guerreiro e colaboradores (1968) em um animal da cavalaria da 

Polícia Militar no Rio de Janeiro, e Silva et al. (1968) descreveram a doença em 

animais do Clube Hípico Fluminense.  

        Estudos indicam que a introdução do agente no Pantanal ocorreu em 1970, 

o que resultou na disseminação do vírus e elevada taxa de morbidade dos 

animais (SILVA; ABREU; BARROS, 2001). 

 

2.2 ETIOLOGIA 

 

        O vírus da anemia infecciosa equina é o agente causador da AIE em 

equídeos. Pertence à família Retroviridae, subfamília Orthoretrovirinae, gênero 

Lentivirus (ICTV, 2021). Outros nove vírus de importância veterinária e humana 

pertencem ao mesmo gênero e apresentam algumas similaridades com o vírus 

da AIE, como o Vírus da Artrite-Encefalite Caprina, Vírus da Imunodeficiência 

Humana (HIV), Vírus da Imunodeficiência Felina (FIV), Vírus da Imunodeficiência 

Símia e Vírus Maedi-Visna (ICTV, 2021). 

 

 



 

18 
 

 

 
 

FIGURA 1 - Representação do vírion da Anemia Infecciosa Equina e suas principais estruturas. 
 
Fonte: (ISSEL E FOIL, 2015).  

 
Legenda: Proteínas:p26: Proteína do Capsídeo – Core-CA; p15 Matriz – MA; p11 nucleocapsídeo 
– NC; gp90: glicoproteína de superfície – SU; gp45: glicoproteínas transmembrana – TM 
Enzimas: Transcriptase reversa – RT; Integrase – IN; Protease - PR 

 

        O vírion do vírus da AIE (Figura 1) exibe dimensões de 80-100 nm de 

diâmetro e o envelope é derivado da membrana plasmática de células do 

hospedeiro (MURPHY et al., 1999). O genoma do vírus é composto de duas 

moléculas de RNA fita simples com 8,2 kb cada, é formado por três genes 

estruturais principais denominados de: gag, pol e env (COOK et al., 2009). O 

gene gag codifica as proteínas p26 do capsídeo, p15 da matriz, p11 e p9 do 

nucleocapsídeo, que são originadas a partir da clivagem da poliproteína 

precursora Pr55gag. O ciclo de replicação do vírus depende da montagem 

destas proteínas. O gene pol codifica a transcriptase reversa, a integrase e a 

protease e possui função de síntese de DNA, integração ao genoma e maturação 

viral respectivamente (STEPHENS; CASEY; RICE, 1886; HUSSAIN, et al., 

1988). O gene env codifica as glicoproteínas transmembrana gp45, e de 

superfície gp90, as quais são determinantes para entrada do vírus na célula 

hospedeira (TIMONEY et al., 1988). O vírus apresenta também genes 

acessórios: tat, rev e S2, que codificam proteínas regulatórias. A região 

codificadora do genoma integrado é flanqueada por duas sequências 

denominadas LTR (long terminal repeats) que têm como função principal o 
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controle da expressão gênica na célula infectada (COOK, et al., 2013; ISSEL, et 

al., 2014). 

         

2.3 CICLO DE REPLICAÇÃO VIRAL 

 

        O ciclo viral (Figura 2) tem início pela interação da glicoproteína de 

superfície do vírus com receptores específicos nas células alvo, como os 

macrófagos/monócitos e também a proteína ELR-1 (Equine Lentivirus receptor-

1). A fusão da membrana do vírus e liberação do núcleo capsídeo para o 

citoplasma ocorre a partir de eventos endossomais. No envelope a subunidade 

SU é relevante no contato com o receptor, e a subunidade TM é importante na 

fusão com a membrana celular (SELLON et al., 1994; SELLON et al., 1996; 

ZHANG et al., 2005; GOFF, 2007). 

        Após adentrar na célula hospedeira, o vírus sofre desnudação de forma 

parcial, o RNA viral é copiado pela transcriptase reversa viral, e originará uma 

fita dupla de DNA do genoma viral. Em seguida, o DNA viral é exportado para o 

núcleo e por meio da integrasse será integrado ao DNA do hospedeiro, sendo 

denominado DNA proviral. Essa integração ocorre pelas porções terminais dos 

LTRs (DESROSIERS, 2007; RAVAZOLLO E COSTA, 2007; SAXENA E CHITTI, 

2016). 

        Posteriormente, a célula hospedeira iniciará a transcrição do provírus, a 

qual será regulada pela proteína tat. Assim com a ajuda da proteína rev ocorrerá 

a síntese dos RNAs mensageiros virais. As proteínas do capsídeo serão 

estruturadas e agrupadas em uma forma imatura. O envelope será formado 

durante a maturação através da membrana plasmática de células do hospedeiro. 

Consequentemente, o vírus passará pelo processo de brotamento por meio da 

proteína precursora gag; e maturação. Em seguida ocorrerá a liberação de novas 

partículas virais, as quais estarão prontas para infectar células-alvo (SELLON et 

al., 1994; SELLON et al., 1996; DESROSIERS, 2007; SAXENA & CHITTI, 2016). 
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FIGURA 2 - Representação esquemática da replicação do vírus da Anemia Infecciosa Equina. 
 

Fonte: Adaptado de LEROUX; CADORÉ; MONTELARO (2004). 

 

2.4 VÍRUS X HOSPEDEIRO 

 

        Os lentivírus possuem algumas particularidades que colaboram para a 

persistência do vírus no hospedeiro. Como a capacidade do DNA proviral se 

integrar no genoma celular, permitindo que o vírus escape dos mecanismos de 

defesa do hospedeiro. Além disso, utilizam as células do sistema imunológico 

para se replicarem, as quais são utilizadas para eliminar as células infectadas, 

dessa forma o hospedeiro não consegue combater e eliminar o vírus (NARAYAN 

et al. 1997, CALLADO et al. 1999). E ainda, possuem elevadas taxas de mutação 

ao longo do processo de replicação, por falhas na transcriptase reversa, levando 

a diversidade genética e consequentemente propiciando o escape do sistema 

imunológico do hospedeiro (CHEEVERS et al. 1993).  

        Estima-se que os erros que acontecem a cada ciclo de transcrição reversa 

resultem na adição de uma ou mais mutações no genoma viral, gerando aumento 

na variabilidade genética. A organização do genoma dos retrovírus também 
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permite a recombinação genética, uma vez que apresenta duas cópias de RNA 

viral, as quais podem propiciar mutações pontuais ou coinfecção celular 

(SIMON-LORIERE; HOLMES, 2011). 

 

2.4.1 Variação antigênica 

 

        Altas taxas de mutação são observadas no vírus da AIE devido aos erros 

gerados pela transcriptase reversa. Apesar dos erros, grande parte das 

mutações são deletérias para os vírus, como ocorre para todos os vírus RNA, no 

entanto, as principais caraterísticas virais permanecem, como genéticas, 

patológicas e morfológicas. Dessa maneira, surgiu o conceito de quasispecies, 

definido como um conjunto de variantes genéticas semelhantes originadas por 

erros na replicação (EIGEN; SCHUSTER, 1977; EIGEN, 1993; DOMINGO et al., 

1996; ISSEL et al., 2014).  

        Na AIE, o surgimento das quasispecies está associado aos novos casos 

clínicos da doença, ao longo dos episódios febris (KIM; CASEY, 1992; 

LICHTENSTEIN et al., 1996; LEROUX et al., 1997; HOWE et al., 2002; LEROUX; 

CADORÉ; MONTELARO, 2004). 

        A persistência do vírus é também determinada pelas variantes genômicas. 

Isso possibilita que o agente escape da resposta imune do hospedeiro, 

provocando aumento na intensidade dos sinais clínicos (KONO et al., 1973; 

MONTELARO et al., 1984). Variantes antigênicas podem ser alteradas no 

intervalo de duas semanas e aparecem a cada ciclo da doença no hospedeiro 

(PAYNE et al., 1987). No contexto das quasispecies, além das mutações que 

levam a variabilidade genética, há também outros eventos, como recombinação 

ou duplicação de genes (COOK, 2020; LIU et al., 2019). 

        O estudo das quasispecies possibilita identificar se as regiões de mutações 

colaboram para a atenuação do vírus, fato que pode ocorrer pela pressão 

seletiva, assim pode haver perdas evolutivas como mudanças na virulência, e o 

vírus pode apresentar inserções e deleções (LIU et al., 2019). 

        O surgimento das quasispecies dificulta o desenvolvimento de 

medicamentos antivirais e vacinas, os quais são importantes para o controle da 

transmissão viral, principalmente para os vírus do gênero Lentivirus, no qual está 

inserido o vírus do HIV (ISSEL et al., 2014). Estudos estão sendo realizados para 
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entender a dinâmica desse fenômeno e desenvolver métodos efetivos de 

controle do vírus (BACCAM et al., 2003; WANG et al., 2018; CONG LIU et al., 

2019). 

 

2.5 EPIDEMIOLOGIA 

 

        A AIE é uma enfermidade de distribuição mundial. Casos da infecção já 

foram relatados em algumas regiões da Europa, como a Alemanha, Espanha, 

Suíça e Países Baixos. A Itália e a Romênia são países considerados endêmicos 

(ROBERTS, 2017).  

        No Brasil, o vírus da AIE está disseminado por todas as regiões do país 

(Figura 3), e de acordo com os dados disponibilizados pelo MAPA no ano de 

2000 até o primeiro semestre de 2021, a AIE foi a doença de notificação 

compulsória em equinos mais notificada, seguida da Raiva e do Mormo (Gráfico 

1). A doença é considerada endêmica no Pantanal, que abrange parte do Mato 

Grosso e Mato Grosso do Sul, na Ilha de Marajó no Pará e no norte de Minas 

Gerais (ALMEIDA et al., 2006; BUENO et al., 2020). 

 

 
FIGURA 3 - Casos de AIE no Brasil no 1º semestre de 2021. 

 

Fonte: https://indicadores.agricultura.gov.br/saudeanimal/index.htm. Acesso em: 24 abril 2022. 

Legenda: AIE – Anemia Infecciosa Equina 
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GRÁFICO 1- Doenças Notificadas em equinos (2000-2021). 

 
Fonte: https://indicadores.agricultura.gov.br/saudeanimal/index.htm Acesso em: 24 abril 2022. 

 

        Os equídeos (cavalos, asininos e muares) pertencem à família Equidae e 

são animais suscetíveis ao vírus da AIE independente da raça, sexo e idade 

(VAN DER KOLK; VELDHUIS KROEZE, 2014). 

        Os principais vetores envolvidos na transmissão do vírus são os tabanídeos 

(Tabanus sp.). No entanto, as moscas dos estábulos (Stomoxys sp.), também 

participam na disseminação da AIE (BARROS; FOIL, 2007; SELLON, 1993). É 

importante salientar que os insetos são vetores mecânicos, pois o vírus não 

possui capacidade de se replicar no interior de suas estruturas (BARROS; FOIL, 

2007; ISSEL; FOIL, 2015). 

        Na gestação, a fêmea pode transmitir o vírus da AIE aos potros por via 

transplacentária, e pode abortar caso apresente episódios de viremia. O leite e 

o colostro também podem ser vias de transmissão do vírus. (SELLON, 1993; 

COOK et al., 2013; SELLON; LONG, 2014). 

        A infecção por meio da via venérea pode ocorrer, de maneira rara, e os 

machos infectados apresentam redução na qualidade do sêmen (SELLON, 

1993). 

        A transmissão por contato com saliva e urina também pode ocorrer, com 

menor probabilidade (SELLON, 1993; ISSEL; FOIL, 2015; BUENO, 2020). A 

disseminação do vírus via aerógena ocorre de maneira incomum (BOLFA et al., 

2016; BUENO, 2020). 

        A forma mais significativa na transmissão do vírus é pela via iatrogênica, 

com utilização ou reutilização de material e/ou objetos contaminados como 
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material cirúrgico, esporas, material de casqueamento, cabresto, agulhas 

contaminadas e na transfusão de sague de animais infectados para os sadios 

(ISSEL; COGGINS, 1979; CLABOUGH, 1990; COOK et al., 2001; NOCITI et al., 

2008). 

        Os humanos possuem papel relevante na transmissão do vírus, já que 

muitas vezes há o desconhecimento em relação aos aspectos sanitários, por 

provavelmente não haver suporte veterinário, aliado à questão cultural em 

relação ao uso de materiais contaminados nos equídeos, principalmente 

agulhas, o que propicia a disseminação do vírus aos animais sadios. Alguns 

autores acreditam que os insetos apresentam papel insignificante na 

transmissão da AIE e o manejo dos animais possui maior impacto (BORGES et 

al., 2013; VILAMIU et al., 2013 e ISSEL E FOIL, 2015). 

        De acordo com dados do Brasil baseados em levantamentos sorológicos 

por IDGA (Imunodifusão em Gel de Ágar), a frequência de ocorrência da 

enfermidade é variável, uma vez que depende da região pesquisada e da 

população equídea examinada (BRAGA, 2000). Os estudos têm mostrado que a 

frequência de ocorrência pode oscilar de 0,06% a 66,92% (Quadro 1) (SILVA et 

al., 1999a; SILVA et al., 1999b; SILVA; ABREU; BARROS.; 2001; SANTOS et 

al., 2001; HEINEMANN et al., 2002; ALMEIDA et al., 2006; PENA et al., 2006; 

BADINI et al., 2007; AGUIAR et al., 2008; GUIMARÃES et al., 2011; 

HEIDEMANN et al., 2012; SILVA et al., 2013; SEAPA, 2014; CUTOLO et al., 

2014; CHAVES et al., 2015; FREITAS et al., 2015; LIMA et al., 2015; SOBIESKI 

et al., 2015; NOGUEIRA et al., 2017; OLIVEIRA et al., 2017; CRUZ, et al., 2020; 

CURSINO et al., 2020). 
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QUADRO 1 - Ocorrência da Anemia Infecciosa Equina no Brasil. 
 

Local 
Frequência 

de 
positivos 

Referência 

Mato Grosso do Sul 24,80% SILVA et al., 1999a 

Mato Grosso do Sul 39,70% SILVA et al.,1999b 

Acre 7,50% SANTOS et al., 2001 

Pará 17,71% HEINEMANN et al., 2002 

Minas Gerais 3,10% ALMEIDA et al., 2006 

Pará 1,34% PENA et al., 2006 

Rio de Janeiro 2.15% BADINI et al., 2007 

Rondônia 9,60% AGUIAR et al., 2008 

Bahia 5,90% GUIMARÃES et al., 2011 

Distrito Federal 1.81 MORAES, 2011 

Pará 12,79% HEIDEMANN et al., 2012 

Mato Grosso 31.5% BORGES et al., 2013 

Rio Grande do Norte 2.86% SILVA et al., 2013 

Paraíba 1.29% SILVA et al., 2013 

Ceará 3.10% SILVA et al., 2013 

São Paulo 4,70% CUTOLO et al., 2014 

Rio Grande do Sul 0,30% SEAPA 2014 

Maranhão 19,51% CHAVES et al., 2015 

Pará 46,26% FREITAS et al., 2015 

Maranhão 27,36% LIMA et al., 2015 

Rio Grande do Sul 0.06%  SOBIESKI et al., 2015 

Rondônia 1,15% GUIARAUD et al., 2017 

Mato Grosso do Sul 38,60% NOGUEIRA et al., 2017 

Rio Grande do Norte 1.6% OLIVEIRA et al., 2017 

Distrito Federal 1,81% MORAES et al., 2017 

Rio de Janeiro 11,80% CRUZ et al., 2020 

Mato Grosso e Mato Grosso do Sul 66,92% CURSINO et al., 2021 

 

Legenda: Teste de diagnóstico utilizado: IDGA – Imunodifusão em Gel de Ágar  

 

2.6 PATOGENIA E SINAIS CLÍNICOS 

 

        O agente infeccioso pode ser transmitido de várias formas aos equídeos, 

incluindo picada de insetos hematófagos, contato com secreção, excreção e 

objetos contaminados (ISSEL; COGGINS 1979, CLABOUGH, 1990; COOK et 

al., 2001; NOCITI et al., 2008). Após a entrada do vírus no hospedeiro, ocorre 

replicação no interior de monócitos e macrófagos presentes em tecidos como 
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fígado, baço, pulmões, rins, linfonodos e glândulas adrenais (MCGUIRE; 

CRAWFORD; HENSON, 1971; SELLON et al., 1992). 

        Os animais podem apresentar linfadenomegalia, hepatomegalia e 

esplenomegalia, devido a ativação de macrófagos, liberação de interleucinas IL-

1 e 6 e fator de necrose tumoral (TNF-α). O vírus pode formar imunocomplexos, 

os quais se ligam às hemácias, plaquetas e ao endotélio estimulando os 

mecanismos de inflamação imunomediada como hemólise, vasculite, agregação 

plaquetária e compromete o processo de formação das células sanguíneas 

(CONSTABLE et al., 2016; RADOSTITS et al., 2000; WEIBLEN, 2001). A 

deposição de imunocomplexos pode resultar em anemia, glomerulonefrite, 

hepatite e linfadenopatia (TRAUB-DARGATZ, 1993; TIZARD, 2002). 

        Os animais infectados podem apresentar três fases da doença: aguda, 

crônica e assintomática (Figura 4). Na fase aguda, apresentam hipertermia com 

temperatura variando de 40,5ºC a 41ºC, redução de apetite e a maioria 

apresenta trombocitopenia e anemia. O óbito pode ocorrer de duas a três 

semanas após o início dos sinais clínicos (SELLON, 2008). Já na fase crônica, 

os principais sinais clínicos são: febre, leucopenia, perda de peso, icterícia, 

edema, trombocitopenia, hemorragias, glomerulonefrite, ataxia e letargia 

(LEROUX; CADORÉ; MONTELARO, 2004). A figura 5 ilustra alguns dos sinais 

clínicos. 

        Na fase crônica, os animais exibem sinais clínicos de forma intermitente ao 

longo de um ano. Isto se deve às elevadas taxas de mutação no qual o RNA viral 

é transcrito em DNA pela transcrição reversa (HAMMOND et al., 1997; LEROUX 

et al., 2001; MEALEY et al., 2003). 

        Posteriormente, alguns equídeos não apresentam sinais clínicos. Nesta 

fase são classificados como assintomáticos e podem atuar como fonte 

importante na disseminação do vírus dificultando o controle e erradicação da AIE 

(MONTELARO, et al.; 1993; TENCZA et al., 2000). O sistema imune destes 

animais possui papel relevante para manutenção da condição corporal normal, 

o que permite alguns equídeos infectados exibirem desempenho atlético 

(SELLON, 2008). 
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FIGURA 4 - Resumo das fases da doença e os eventos que podem ocorrer em um animal  
infectado pela AIE. 

 

Fonte: Adaptado de ISSEL E FOIL (2015).  

Legenda: AIE: Anemia Infecciosa Equina 
 

a- Edema na região Peitoral.                        b- Animal com emagrecimento. 
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FIGURA 5 – Principais sinais clínicos observados na AIE.  

  
Fonte: (Márcio Garcia Ribeiro – FMVZ – UNESP/Botucatu, 2011)  
 
Legenda: AIE – Anemia Infecciosa Equina 
 

2.7 DIAGNÓSTICO 

 

        O diagnóstico da enfermidade pode ser baseado em testes sorológicos, 

cultivo celular e métodos moleculares. O isolamento viral pode ser utilizado na 

identificação do agente infeccioso, porém é mais trabalhoso, de alto custo e 

passível de contaminação pela necessidade de manipulação dos cultivos 

celulares (NAGARAJAN; SIMARD, 2001). 

        A OIE reconhece os testes IDGA e ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent 

Assay) como confiáveis, porém recomenda que um resultado positivo pelo 

ELISA seja confirmado pelo IDGA. No Brasil, também há esta recomendação 

devido a possibilidade de ocorrer falso-positivo, e a Portaria nº 378, de 17 de 

Dezembro de 2014 reconhece o IDGA como método oficial confirmatório no 

diagnóstico de AIE (OIE, 2013; BRASIL, 2014). 

        O teste do IDGA apresenta elevada especificidade e fácil execução 

(COGGINS e NORCROSS, 1970; COGGINS et al., 1972; SELLON, 1993). O 

antígeno utilizado no teste é a proteína p26, a qual é altamente conservada em 

relação aos demais antígenos. No entanto, se as amostras testadas não 

apresentarem quantidades de anticorpos suficientes, podem exibir resultados 

Mucosa hipocorada 
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falso-negativos (ISSEL; COOK, 1993; LANGEMEIER et al., 1996; COOK; 

LEROUX; ISSEL, 2013). 

        O método do ELISA é capaz de detectar os animais acometidos em 

estágios iniciais da infecção (BALL et al., 1992; RWAMBO et al., 1990). Há vários 

kits de ELISA internacionalmente licenciados para o diagnóstico da AIE, a 

maioria tem como alvo anticorpos anti-p26 e anti-gp45 (COOK et al., 2013). O 

ELISA competitivo (cELISA) identifica anticorpos contra p26 e apresenta alta 

correlação com o IDGA (MONTELARO et al., 1993; LANGEMEIER et al., 1996); 

o ELISA que utiliza a proteína gp90 recombinante, apresenta resultados 

semelhantes ao IDGA (REIS et al., 2012). Os testes de ELISA comerciais 

disponíveis para o diagnóstico da AIE são o Teste IDEXX cELISA EIA e VETLISA 

AIE IgG, não há especificação pelos fabricantes a respeito dos antígenos que 

são utilizados. 

        O teste Immunoblot é um método sorológico considerado sensível e 

específico, já que é capaz de detectar anticorpos contra múltiplos antígenos 

(COOK et al., 2005; SCICLUNA et al., 2013). 

        Os métodos moleculares também podem ser utilizados no diagnóstico da 

AIE. Estudos têm apontado resultados discordantes entre os testes moleculares 

e os sorodiagnósticos (LANGEMEIER et al., 1996; CULLINANE et al., 2007; 

CAPPELLI et al., 2011; ISSEL et al., 2013; SCICLUNA et al., 2013; RICOTTI et 

al., 2016). O teste de PCR (Reação em Cadeia pela Polimerase) descrito pela 

OIE para detecção de AIE não se mostrou eficiente no Brasil, tendo em vista a 

elevada variação genética do vírus (CAPPELLI et al., 2011). Duas reações 

direcionadas à amplificação do gene gag são recomendadas pela OIE, como 

complementares aos testes sorológicos, uma é a nested PCR (NAGARAJAN; 

SIMARD, 2001) e a outra é a qPCR (COOK et al., 2002). 

        De acordo com alguns trabalhos, a nested-PCR exibiu elevados valores de 

sensibilidade na detecção de animais acometidos pelo vírus da AIE (HINES; 

MAURY, 2001; NAGARAJAN; SIMARD, 2001; DONG et al., 2012; 

CAVALCANTE, 2014). A seminested, aplicada em amostras de equinos, 

apresentou alta sensibilidade em relação aos testes sorológicos (MALOSSI et 

al., 2016a; CURSINO et al., 2018). 
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        Outro teste molecular utilizado na identificação dos animais acometidos 

pelo vírus é a PCR em tempo real, que exibe melhor desempenho do que os 

métodos de sorodiagnóstico (MALOSSI, 2016a). 

 

2.8 PREVENÇÃO E CONTROLE 

 

        Como não há tratamento eficaz, são adotadas medidas de prevenção e 

controle visando evitar a disseminação da AIE. Assim, de acordo com o PNSE, 

dentre várias medidas é recomendado que ao adquirir um animal, este deve ser 

submetido a quarentena para a realização do teste IDGA. O mesmo exame de 

diagnóstico é utilizado para emitir o GTA (Guia de Trânsito Animal), controle de 

trânsito animal, certificação em eventos e de propriedades. 

        A partir de resultado positivo para AIE, ocorre a interdição da propriedade 

seguida de investigação epidemiológica e é necessário que os animais sejam 

eutanasiados. Em regiões consideradas de alto risco, como no Pantanal, é 

preconizado o isolamento dos equídeos reagentes, tendo em vista que a 

eutanásia é impraticável, já que a manutenção da pecuária na região depende 

da presença desses animais para o manejo dos bovinos (SILVA; ABREU; 

BARROS, 2001). 

        Os retrovírus são inativados pelo calor a 56ºC por 30 minutos, por ação dos 

solventes lipídicos e detergentes (MURPHY et al, 1999). 

 

3 JUSTIFICATIVA 

 

        O Pantanal é designado como a maior planície inundável do mundo. Com 

uma área de cerca de 250 mil Km², ocupa parte do Brasil, Bolívia e Paraguai. 

Cerca de 70% do Pantanal está localizado no Brasil, abrangendo parte dos 

estados de Mato Grosso e Mato Grosso do Sul (SANTOS, 2001; BAZZO et al., 

2012).  

        O clima tropical associado ao relevo com baixas altitudes torna algumas 

áreas da região propícias aos alagamentos na época das chuvas (SANTOS, 

2001; BAZZO et al., 2012). 

        A região do Pantanal é constituída por grandes fazendas privadas e muitas 

dessas propriedades ficam isoladas, em especial durante o período das grandes 
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enchentes. Com isso o cavalo é de primordial importância como meio de 

transporte local, possibilitando a interação dos pantaneiros com fazendas 

vizinhas (JULIANO et al., 2016; SANTOS et al., 2020).  

        Dessa forma, o cavalo tem grande relevância econômica, pois não há 

pecuária de corte nas áreas inundáveis do Pantanal sem o uso desses animais. 

O cavalo tem um papel importante no manejo diário das fazendas, e nas 

comitivas que transportam o gado de um local para outro (JULIANO et al., 2016; 

SANTOS et al., 2020). 

        A maioria dos equinos existentes no Pantanal possuem algumas 

características dos cavalos Pantaneiros, porém são animais impuros, pois de 

acordo com ABCCP (Associação Brasileira de Criadores de Cavalos 

Pantaneiros), não atendem às características da raça (SANTOS et al., 2004). A 

população de equinos também é composta por cavalos mestiços, oriundos dos 

acasalamentos com diversas raças, e foram capazes de se adaptar às condições 

bioclimáticas da região (SANTOS et al., 1995). E ainda há uma pequena 

porcentagem de equinos da raça Pantaneiro. 

       O Cavalo Pantaneiro é descendente do cavalo Ibérico trazido ao Brasil na 

época da colonização (SANTOS et al., 1992; EGITO et al., 2016; SANTOS et al., 

2020). O cavalo Pantaneiro possui algumas características importantes para a 

adaptação ao ambiente do Pantanal, como casco resistente à umidade; 

tolerância ao calor; alta fertilidade; hábito alimentar rudimentar, já que muitos 

animais são alimentados com pasto nativo do Pantanal, sem suplementação; 

tolerância às doenças e parasitas; entre outras (SANTOS et al., 2016a; SANTOS 

et al., 2016b; SANTOS et al., 2016c; SANTOS et al., 2016d; SANTOS et al., 

2020). Essas características fazem com que o Cavalo Pantaneiro seja conhecido 

pela expressão “rústico por natureza” (SANTOS et al., 2016a; SANTOS et al., 

2016b; SANTOS et al., 2016c; SANTOS et al., 2016d). 

        Tanto os animais de raça pura quanto os mestiços são suscetíveis à 

algumas doenças. A AIE se estabeleceu no Pantanal e se tornou endêmica 

devido às condições dessa região propícias à disseminação do vírus.  

        Dados da ABCCP estimam 5000 cavalos registrados e mais de 130 

criadores. Devido ao valor competitivo, estes animais geram interesse por parte 

dos proprietários rurais. Entretanto, como são animais provenientes de locais 

com alta prevalência de AIE uma imagem negativa é associada aos mesmos. 
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Por outro lado, o cavalo Pantaneiro é importante para o desenvolvimento da 

economia local. Dessa maneira, novas estratégias devem ser aplicadas com o 

objetivo de controlar a disseminação do vírus na região, como a utilização de 

testes de diagnóstico fidedignos. 

        Apesar do reconhecimento do IDGA e do ELISA como testes oficiais, 

estudos têm reportado resultados discordantes quando comparados com os 

métodos moleculares. Langemeier et al. (1996) e Cullinane et al. (2007) 

comprovaram que os resultados obtidos no diagnóstico molecular diferem dos 

testes sorológicos.  

        Scicluna et al. (2013) concluíram que o diagnóstico negativo em muares 

pelo teste de IDGA era na verdade positivo pelos testes de ELISA e immunoblot, 

e ainda observaram que as cargas virais das amostras negativas eram 

equivalentes àquelas que exibiam reações positivas. Assim, animais positivos 

podem apresentar resultado negativo pelo teste oficial, o que pode resultar numa 

maior disseminação do vírus. 

        De acordo com Issel et al. (2013), o uso de apenas o IDGA como 

diagnóstico não é recomendado, visto que os equídeos infectados por AIE 

produzem anticorpos contra p26, gp45 e gp90, que são as proteínas mais 

relevantes e podem não ser identificados pelo IDGA. De acordo com os autores, 

o mais indicado seria a associação deste teste com o ELISA. 

        Ricotti et al. (2016) identificaram animais positivos utilizando a PCR, que 

anteriormente haviam apresentado resultado negativo nos testes sorológicos de 

IDGA e/ou ELISA. Neste mesmo estudo, concluíram que animais sem sinais 

clínicos são capazes de permanecerem soronegativos por pelo menos 24 

meses. 

        Romo-Sáenz e colaboradores (2021) ao realizarem testes de diagnóstico 

sorológicos (IDGA) e moleculares (Nested, Semi-nested) na detecção de vírus 

da AIE, verificaram que os teste moleculares detectaram número maior de 

amostras positivas em relação aos sorológicos. 

        Uma explicação para os resultados divergentes pode estar relacionada às 

mutações que possivelmente ocorrem no gene gag, que codifica a p26 utilizada 

no teste de IDGA, e no gene env, que codifica a gp90 utilizada no teste de ELISA. 

Desse modo, modificações nos genes do vírus podem resultar em mudanças 

estruturais que podem predispor à produção de anticorpos que são incapazes 
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de reconhecer os antígenos empregados nos testes, levando a resultados falso-

negativos (SALINOVICH et al., 1986; PAYNE et al., 1989; LEROUX et al., 1997; 

ZHENG et al., 1997a,b; BELSHAN et al., 1998; LEROUX et al., 2001). 

        Dessa maneira, há necessidade do desenvolvimento de novas técnicas de 

diagnósticos que apresentem valores de sensibilidade e especificidades 

elevados. Os métodos moleculares exibem elevada sensibilidade diagnóstica e 

analítica, porém são técnicas de alto custo, principalmente quando aplicadas em 

número elevado de animais. Assim os testes sorológicos são métodos de 

diagnósticos alternativos, pois apresentam menor custo e rápida realização. 

Portanto, estudos que esclareçam a variabilidade das regiões codificantes das 

proteínas p26 e gp90 utilizadas nos sorodiagnósticos são importantes para 

garantir melhor acurácia dos resultados. 

        No Brasil, já foi realizado o sequenciamento do genoma do vírus da anemia 

infecciosa circulante no Pantanal. Este recurso possibilita melhor caracterização 

do vírus, contribuindo para fornecer dados a respeito da epidemiologia e, além 

disso, pode colaborar no desenvolvimento e/ou aprimoramento das técnicas de 

diagnóstico (MALOSSI et al., 2016b; CURSINO et al., 2018; CURSINO et al., 

2020; MALOSSI et al., 2020). 

        Deshiere e colaboradores (2019) aplicaram o método de enriquecimento 

viral com subsequente sequenciamento de nova geração (NGS), o que permitiu 

obter sequências completas do genoma do vírus circulante na França, e ainda 

compará-las com algumas sequências já descritas.  

        Malossi et al. (2020), aliando várias técnicas como clonagem, 

sequenciamento de Sanger e sequenciamento NGS, obtiveram o genoma 

completo e caracterização de duas variantes do vírus da AIE provenientes de 

animais da região do Pantanal. Ainda analisaram a variabilidade genética diante 

de outras sequências já publicadas em bancos de dados.  

        Cursino et al. (2020) utilizaram o sequenciamento de Sanger de amostras 

provenientes do Pantanal. Apesar de obterem uma sequência pequena do vírus 

(tat-gag), conseguiram observar a diversidade genética em comparação com 

outras sequências publicadas, além de aplicarem os testes de IDGA, ELISA e 

PCR, e concluírem que os resultados foram discordantes entre os métodos de 

diagnóstico. 
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        Neste cenário, o presente estudo pretende investigar a variabilidade dos 

genes codificantes das proteínas p26 e gp90, o que possibilitará o 

aprimoramento e desenvolvimento de novas técnicas e, ainda, auxiliará no 

esclarecimento da epidemiologia molecular e o desempenho de provas 

diagnósticas do agente na região do Pantanal. Este estudo é fundamental, pois 

ao ser observado alta variabilidade dessas proteínas teremos certeza de que 

essa característica interfere nos testes diagnósticos, principalmente sorológicos 

gerando resultados falso-negativos. E será útil para proposição de novos 

projetos visando a produção de proteínas recombinantes com essas novas 

características que poderão substituir os antígenos utilizados atualmente no 

IDGA e ELISA. 

 

4 OBJETIVOS 

 

4.1 GERAL 

 

        Caracterização dos antígenos p26 e gp90 de estirpes do vírus da anemia 

infecciosa equina provenientes do Pantanal brasileiro. 

 

4.2 ESPECÍFICOS 

 

        Mapeamento dos epítopos a partir das sequências obtidas dos genes gag 

e env. Comparação dos epítopos obtidos com base nos existentes em banco de 

dados e em estudos publicados. 

        Definir se os epítopos possuem potencial de mudança ou se já estão 

alterados. 

        Verificar se as eventuais mudanças encontradas estão associadas a 

resultados negativos nos testes diagnósticos. 

 

5 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

        Na execução do projeto houve a colaboração das pesquisadoras Dra. 

Camila Malossi Dantas do Instituto de Biotecnologia (IBTEC) da Universidade 
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Estadual Paulista – Unesp, Botucatu - SP e a Dra. Márcia Furlan Nogueira T. de 

Lima da Embrapa Pantanal. 

 

5.1 ANIMAIS E AMOSTRAS 

 

        A coleta das amostras e o uso das mesmas foi aprovada pela Comissão de 

Ética no Uso de Animais da Faculdade de Medicina Veterinária e Zootecnia da 

Universidade Estadual Paulista “Júlio de Mesquita Filho” - Campus Botucatu 

(FMVZ/UNESP) - protocolo CEUA Nº 0136/2021. 

        Foram utilizadas amostras da capa leucocitária e plasma de equinos 

provenientes de fazendas ou carroceiros da região do Pantanal. Ao todo, foram 

coletados sangue de animais pertencentes à nove fazendas e quatro carroceiros 

(Quadro 5 e 12), sendo que apenas uma fazenda está localizada na cidade de 

Poconé, no Mato Grosso (MT). As outras amostras pertencem à cidade de 

Corumbá no Mato Grosso Sul (MS) (Figura 6).  

 

 
FIGURA 6 - Regiões geográficas de coleta das amostras. 

 

Fonte: Adaptado de CURSINO et al., (2018). 

 

5.2 ANÁLISES LABORATORIAIS 
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        As amostras foram previamente analisadas pelos testes de diagnósticos de 

IDGA, ELISA, seminested e PCR em tempo real (qPCR) (Quadro 2).  

        Os testes de IDGA e ELISA foram executados no laboratório da Embrapa 

Pantanal. Para o IDGA utilizou-se o kit da Bruch e para o ELISA rgp90, kit AIEbio 

da Bioclin-Quibasa, ambos de acordo com as instruções do fabricante, seguindo 

o protocolo de diagnóstico oficial. Os testes moleculares foram realizados no 

IBTEC. Os resultados das reações de Seminested-PCR foram obtidos através 

do emprego de oligonucleotídeos direcionados à amplificação de duas regiões, 

a 5’LTR (regiões longas terminais) e o gene Tat (Figura 7) com base no protocolo 

descrito por Dong e colaboradores (2012) (Quadro 2). Na qPCR o alvo das 

reações foi o gene Tat, amplificando um produto de 71 pb (pares de bases) 

(MALOSSI et al., 2019) (Quadro 2). 

 

FIGURA 7 - Representação esquemática do genoma do vírus 
 

Legenda: 5’ LTR / 3’ LTR: região repetida terminal; Gag: Antígenos específicos de grupo; Pol: 
Polimerase; Env: Envelope; Tat: gene acessório; S2: gene acessório; Rev: gene acessório; 
p26: Proteína do Capsídeo; gp90: glicoproteína de superfície. 
 

QUADRO 2 - Oligonucletídeos utilizados nas reações de Seminested e qPCR. 
 

  

Nome do 
primer 

Sequência 
Tamanho 
do produto 
amplificado 

Referência 

Seminested  

EIAV ltr2F ATTCTGCGGTCTGAGTCC 
229 pb 

DONG et al., 2012 
EIAV ltr1R CAGGAACACCTCCAGAAGAC DONG et al., 2012 
EIAV ltr2F ATTCTGCGGTCTGAGTCCCT 

198-203 pb 
DONG et al., 2012 

EIAV ltr2R TAAGTTCTCCTCTGCTGT DONG et al., 2012 

qPCR 
EIAV F GAACCTGGCTGATCGTAGGA 

71 pb 
MALOSSI et al 2020 

EIAV ltr1R CAGGAACACCTCCAGAAGAC DONG et al., 2012 

 

Legenda: pb: pares de base 

 

5.2.1 Extração de ácidos nucléicos 
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        As amostras da capa leucocitária e/ou plasma foram submetidas ao 

procedimento de extração de ácidos nucléicos utilizando-se o kit illustra blood 

genomicPrep Mini Spin (GE Healthcare). 

 

5.2.2 Desenho dos oligonucleotídeos 

        

        O desenho dos oligonucleotídeos foi baseado nas sequências POCONE-

BRA01 (MN560970) e POCONE-BRA02 (MN560971) (Figura 8) oriundas da 

região do Pantanal em Poconé - MT (MALOSSI et al., 2020). 

        POCONE-BRA01 possui genoma de 8016 pb, a região correspondente a 

p26 (gene gag) tem 705 pb, e a gp90 (gene env) possui 1376 pb. POCONE-

BRA02 possui 7969 pb e a região correspondente a p26 do gene gag possui 705 

pb, a gp90 do gene env tem em torno de 1323 pb. 

        Na figura 8, é apresentado o esquema do genoma do vírus das amostras 

POCONE-BRA01 e POCONE-BRA02, e as regiões de interesse no gene gag 

(p26) e no gene env (gp90). 

 

 

 

 
 

FIGURA 8 - Representação esquemática das sequências POCONE-BRA01 e POCONE-
BRA02, respectivamente, com os genes alvos em destaque. 

 

Legenda: Gag: gene que codifica a proteínas p26; p26: principal antígeno utilizado no teste de 

IDGA; Env: gene que codifica a glicoproteína de superfície gp90; gp90: principal antígeno 

utilizado no teste de ELISA. 

 

        No desenho dos oligonucleotídeos foram utilizadas algumas estratégias, 

como o alinhamento das sequências POCONE-BRA01 e POCONE-BRA02, 

posteriormente foram desenhados alguns primers no programa Geneious® 

v.8.1.9 (KEARSE et al., 2012). O software Primal Scheme também foi utilizado 

para confecção dos oligonucleotídeos, a partir das duas sequências citadas 

foram criados iniciadores correspondentes a cada uma. Outro método utilizado 

para obtenção de novos primers foi através das sequências obtidas do 
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sequenciamento, em seguida foram alinhadas e os iniciadores foram 

confeccionados no programa Geneious® v.8.1.9. 

 

5.2.2.1 Teste e padronização das reações utilizando primers direcionados 

ao gene gag         

 

        A partir dos oligonucleotídeos disponíveis do gene gag foram padronizadas 

as reações (Quadro 3) e na figura 9 podem ser visualizadas as regiões alvo das 

mesmas. Nas reações de PCR foram utilizados 10 μL da enzima 1X GoTaq® 

Long PCR Master Mix, 0,5 μM (10 pmol/ μL) de cada primer, 4 μL de DNA molde, 

totalizando 20 μL. 

       O ciclo das reações de PCR (A, I) foi padronizado com: desnaturação inicial 

a 95º C durante 10 minutos; 40 ciclos consistindo de desnaturação a 95º C 

durante 30 segundos, annealing 58º C durante 30 segundos e extensão a 72º C 

durante 1 minuto; extensão final a 72º C durante 10 minutos. 

        Na amplificação das reações de seminested (C, E, F) e nested (B, G, H, J, 

K, L) foram utilizados 2 μL de DNA molde, 10 μL de 1X Colorless GoTaq®, 0,5 

μM (10 pmol/ μL) de cada primer, totalizando 20 μl de cada reação. O ciclo de 

amplificação consistiu de desnaturação inicial a 95º C durante cinco minutos; 40 

ciclos compreendidos de desnaturação a 95º C durante 30 segundos, annealing 

56º C por 30 segundos e extensão a 72º C durante 30 segundos; extensão final 

a 72º C durante cinco minutos. 

        As reações de nested com os iniciadores M, N, O e P foram padronizadas 

com ciclo de amplificação constituído de desnaturação inicial a 95º C durante 

cinco minutos; 40 ciclos compreendidos de desnaturação a 95º C durante 30 

segundos, annealing 54º C por 30 segundos e extensão a 72º C durante um 

minuto; extensão final a 72º C durante cinco minutos. 

        O termociclador Veriti™ Thermal Cycler (ThermoFisher Scientific, Applied 

Biosystems, Waltham, MA, EUA) foi utilizado nas reações. 
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QUADRO 3 - Sequências dos oligonucleotídeos utilizados nas reações de PCR, Seminested e 
Nested direcionados a região alvo gag do vírus da AIE. 

 

Sequência-
alvo 

Nome 
do 

primer 
Sequência do primer 

Tamanho 
do produto 
amplificado 

PCR A 
F1 CAATTGAGGRATGTCATTCC 

1032 pb 
R2 CTGRCTAGACAGATGTCCTG 

Nested B 
F2  GGYAAAARRCAGCCTGAG 

670 pb 
R1 CCTCTAAWGWATCTTCTGGCC 

Seminested C 
F3 GATRGCKGAAGATTGGGA C 

586 pb 
R2 CTGRCTAGACAGATGTCCTG 

PCR D 
3F AGGCATCTTTCCAACTGCTGAA 

893 pb 
R2 CTGRCTAGACAGATGTCCTG 

Seminested E 
3F AGGCATCTTTCCAACTGCTGAA 

750 pb 
4R CCGTGCCTATATCCCTACAAGC 

Seminested F 
4F CCATTACCAAACCCACCCTTGG 

558 pb 
R2 CTGRCTAGACAGATGTCCTG 

Nested G 
3F AGGCATCTTTCCAACTGCTGAA 

436 pb 
3R TCCATCTGCCTTTCTCTAGGAACT 

Nested H 
4F CCATTACCAAACCCACCCTTGG 

415 pb 
4R CCGTGCCTATATCCCTACAAGC 

PCR I 
3F AGGCATCTTTCCAACTGCTGAA 

1069 pb 
5R2 TGTGTCTGAACCCTTTCCCCTT 

Nested J 
F4 GCT ATG AGA CAT TTG AGG C 

213 pb 
R2 CT GRC TAG ACA GAT GTC CTG 

Nested K 
4F2 CATCCATTGCCAAACCCACCTT  

417 pb 
4R2 AGTGCCGATATCCCTACAAGCA 

Nested L 
4F2 CATCCATTGCCAAACCCACCTT 

561 pb 
R2 CTGRCTAGACAGATGTCCTG 

Nested M         
 F4 AGATGTRGTGCCAGGACAAG 

634 pb 
R3 CAGATGTCCTGGCTTTCCAC 

Nested N            
F5 CATTRCCAAACCCACCTWTGG 

550 pb 
R4 GACAGATGTCCTGGCTTTCC 

Nested O            
F6 GCACAAGGACCTATTCCTATG 

488 pb 
R5 GTTTGTTTTGCCCTTGGAGG 

Nested P            
F7 GATGTGGTACCAGGACAAGC 

313 pb 
R6 GGTAAGGCTCTTTAGGGCC 

 

Legenda: 

pb: pares de bases; K: G,T; R: A,G; W: A,T 
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FIGURA 9 - Representação do genoma do vírus e das regiões alvo dos primers para as 

reações de PCR, Seminested e Nested. 
 
Legenda: Gag: gene que codifica a proteína p26; p26: proteína do capsídeo; pb: pares de bases  
 

        5.2.2.2 Teste e padronização das reações utilizando iniciadores 

direcionados ao gene env         

 

        A partir dos primers obtidos do gene env foram padronizadas as reações 

(Quadro 4), na figura 10 podem ser visualizadas as regiões alvo das mesmas. 

Nas reações de PCR foram utilizados 10 μL da enzima 1X GoTaq® Long PCR 

Master Mix, 0,5 μM (10 pmol/ μL) de cada primer, 4 μL de DNA molde, totalizando 

20 μL.  

        O ciclo de amplificação das reações de PCR A e D foi constituído de 

desnaturação inicial a 95º C durante cinco minutos; 40 ciclos compreendidos de 

desnaturação a 95º C durante 30 segundos, annealing 56º C por 30 segundos e 

extensão a 72º C durante 1 min; extensão final a 72º C durante cinco minutos. 

Nas reações de PCR N e S, a reação de amplificação foi padronizada com 

temperatura de annealing de 58º C. 

        Para a amplificação das reações de seminested e nested foram utilizados 

2 μL de DNA molde, 10 μL de 1X Colorless GoTaq®, 0,5 μM (10 pmol/ μL) de 

cada primer, totalizando 20 μL de cada reação. O ciclo foi igualmente efetuado 

ao das reações de PCR A e D. 

 

QUADRO 4 - Primers aplicados nas reações de PCR, Seminested e Nested para amplificação 

de parte do gene env do vírus da AIE. 
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Sequência-
alvo 

Nome 
do 

primer 
Sequência do primer 

Tamanho 
do produto 
amplificado 

PCR A 
18F2 TGGTGCTGTAGTGGTCAATGATG 

1050 pb 
20R1 GACAATGTTTCACCCTTGCCCA 

Nested B 
19F2 TGGAAAGGGGGTAACATGGTCA 

420 pb 
19R2 ACATCCAGGAAAAGTACCCCAAC 

Nested C 
20F2 GGTATGAAGGTGTGGCACATCC 

412 pb 
20R2 GCCCAAGTGCGATTGTCATTGT 

PCR D 
21F1 TGAGAATCAAAAGGCAATTCTTATTCCA 

1232 pb 
24R1 CCGGAATCCAGTTTGCTATATGACT 

Seminested E 
21F1 TGAGAATCAAAAGGCAATTCTTATTCCA 

743 pb 
22R2 CCGCCACTATTGCTGATATTCCA 

Seminested F 
21F1 TGAGAATCAAAAGGCAATTCTTATTCCA 

391 pb 
21R1 TGTCCCATTACAAGGTGTTAGGC 

Seminested G  
21F2 AGCACTTATTGGGATTTCACATGGT 

433 pb 
21R2 AGCTGTTGTTATAGCACCTTGTCA 

Seminested H  
21F1 TGAGAATCAAAAGGCAATTCTTATTCCA 

392 pb 
21R2 AGCTGTTGTTATAGCACCTTGTCA 

Nested I 
22F1 GGTCAACTGCACTGTGGCTAAA 

412 pb 
22R1 ATTGGCCCGAGAAGTAACAGGA 

Nested J 
22F2 TGCCAGGTGGAGAAAAAGACTT 

439 pb 
22R2 CCGCCACTATTGCTGATATTCCA 

Seminested K 
23F2 GAATGGAAATTGATAAAAGGTTCCGGT 

601 pb 
24R1 CCGGAATCCAGTTTGCTATATGACT 

Seminested L 
23F2 GAATGGAAATTGATAAAAGGTTCCGGT 

305 pb 
23R1 TGGACATCTGCATGGGTCTGAA 

Seminested M 
23F2 GAATGGAAATTGATAAAAGGTTCCGGT 

416 pb 
23R2 TGTCCCCAAGAATCATTCCATGG 

PCR N      
1F CTCTGGTGGTATGAAGGTGTG 

572 pb 
1R GGTGGCTGTACAYACARCC 

Nested O 
2F GTATGAAGGTGTGGCACATCC 

559 pb 
2R CTGTACACATARCCTAATAGG 

Nested P 
2F GTATGAAGGTGTGGCACATCC 

508 pb 
3R CGGTGGCTGTACACATAACC 

Nested Q 
3F GGCAGAAGGCTATTCATCAG 

486 pb 
4R ATCCAGGAAAAGTACCCCAAC 

Nested R 
4F GGCAAAAGGAGATTCTACGG 

487 pb 
5R ATCCAGGAAAAGTACCCCAAC 

PCR S 
5F GKACARTGACAATMRCACTTGG 

599 pb 
6R GAATAGGAGTAATACCGGAACC 

Legenda: 
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pb: pares de bases; K: G,T; M: A,C; R: A,G 

 

 
FIGURA 10 - Esquema do genoma do vírus e das regiões de amplificação dos 

oligonucleotídeos. 
Legenda:  
Env: gene que codifica a proteína gp90; gp90: glicoproteína de superfície; pb: pares de bases. 
 
 

5.2.3 Eletroforese 

 

        A análise dos produtos amplificados pela PCR convencional foi realizada 

através da técnica de eletroforese em gel de agarose a 1,5% constituído de 

tampão TBE 1X (0,045M Tris-borato e 1mM EDTA, pH 8) e corante Neotaq 

Brilliant Green Plus (7 μL/100 mL), seguido de imersão em cuba horizontal com 

tampão de corrida TBE 0,5X. O gel foi submetido à voltagem constante de 100 

V e posterior observação em fotodocumentador. As bandas foram comparadas 

com padrão de peso molecular que possui fragmentos múltiplos. 

 

5.2.4 Clonagem 

 

        O procedimento de clonagem foi realizado em algumas amostras (Quadro 

5 e 12) que não obtiveram bom resultado no sequenciamento e também com 

amostras que não alcançaram valor mínimo de quantificação para a realização 

do sequenciamento. O procedimento de clonagem seguiu o protocolo do kit 

pGEM-T Easy (Promega, Madison, EUA). 

 

5.2.5 Purificação e preparo das amostras para o sequenciamento 
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        Para as amostras que foram amplificadas pelas reações de seminested 

e/ou nested, na eletroforese foi observado que havia mais de uma banda 

amplificada na mesma amostra. Dessa maneira foi necessário utilizar todo o 

produto dessas reações, aplicar no gel de agarose, recortar a banda de interesse 

e por fim purificar. Essa purificação foi realizada com o kit GFX™ PCR DNA and 

GEL Band Purification (GE Healthcare, Buckinghamshire, Reino Unido). 

        Como as amostras oriundas da clonagem apresentaram bandas únicas no 

gel de agarose, foi possível purificar o produto da reação de PCR. Nesse caso, 

a purificação utilizou beads magnéticas e estante magnética Dynal® (Invitrogen, 

Oslo, Noruega), de acordo com o seguinte protocolo: homogeneização do 

volume de PCR em tubos de 1,5 mL para 2X o volume de beads, incubação por 

cinco minutos, disposição dos tubos na estante magnética, incubação por 2 

minutos, retirada do líquido do tubo sem tocar nas beads e lavagem das mesmas 

com 200 μL de etanol 80%. Após 30 segundos retirada do etanol, repetir o 

procedimento, retirada de todo o conteúdo e espera de dez minutos até as beads 

secarem. 

        Em seguida, retirada do tubo da estante magnética e homogeneização das 

beads com 30 μL de água nuclease free, incubação de cinco minutos, 

posteriormente reposicionamento dos tubos na estante magnética e espera de 

dois minutos. Retirada do eluído (30 μL) e acondicionamento em novo tubo de 

1,5 mL. 

        Depois que as amostras foram purificadas, a próxima etapa consistiu na 

quantificação, a qual foi realizada no equipamento de espectrofotometria 

Nanodrop ND-1000 Spectrophotometer (Nano Drop Tecnologies Inc., 

Wilmington, DE, USA). Após esse procedimento, foi realizado o preparo das 

amostras para o sequenciamento, que consistiu em utilizar 7,5 μL da amostra 

purificada e 1,5 μL de primer. É importante ressaltar que para se obter bom 

resultado foram utilizados os dois primers (foward e reverse). 

 

5.2.6 Sequenciamento 

 

        As amostras obtidas pela amplificação da PCR convencional e pela 

clonagem foram sequenciadas pelo método de Sanger utilizando primer da PCR 

ou do plasmídeo, respectivamente (SANGER; NICKLEN; COULSON, 1977). 
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        O sequenciamento de DNA foi realizado no Instituto de Biotecnologia –

IBTEC - Unesp Campus Botucatu. O equipamento utilizado foi o sequenciador 

automático de DNA (Sanger), modelo ABI 3500 (Applied Biosystems). 

 

5.2.7 Análise das sequências obtidas da região do gene gag 

correspondente a p26 e da gp 90 pertencente ao gene env. 

 

        A amostras foram analisadas em conjunto com POCONE-BRA01 e 

POCONE-BRA02. Primeiramente, as amostras foram alinhadas pelo programa 

Clustal W e, em seguida, foi realizada a análise de identidade no programa 

Geneious®. 

 

5.2.7.1 Seleção e análise dos epítopos da p26 (gene gag) e gp 90 (gene 

env). 

        Os epítopos (Quadro 6 e 13) foram selecionados a partir do banco de dados 

The Immune Epitope Database (IEDB) e do banco de dados público do NCBI 

(National Center for Biotechnology Information). Foram selecionadas todas a 

sequências publicadas das regiões deste estudo.  

        As sequências correspondentes aos epítopos foram alinhadas utilizando a 

ferramenta de alinhamento múltiplo MUSCLE (EDGAR, 2004) e em seguida, o 

alinhamento resultante foi analisado com um script Python elaborado para 

determinar a frequência de resíduos de aminoácidos presentes nas diversas 

posições correspondentes aos epítopos.  

        O programa GeneDoc 2.7® (NICHOLAS e NICHOLAS, 1997) foi utilizado 

na análise estrutural dos epítopos (Quadro 6 e 13) com base nas sequências 

POCONE-BRA01, POCONE-BRA02 e nas sequências disponíveis no banco de 

dados público do NCBI (National Center for Biotechnology Information). Este 

item foi executado em colaboração com o Co-orientador Prof. Dr. Angelo José 

Magro. 

 

5.2.8 Análise filogenética 
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        Na análise filogenética, foram utilizadas as sequências completas da região 

p26 do gene gag e da região gp90 do gene env, das amostras deste projeto em 

conjunto com as sequências POCONE-BRA01, POCONE-BRA02, Liaoning 

(AF327877), Devon (MH580897), Cornwall (MH580898), IRE F2 (JX480631), 

IRE F3 (JX480632), IRE F4 (JX480633), IRE H3 (JX480634), Miyazaki 

(JX003263), Wyoming (AF033820), ITA SA (KM247555), ITA DE (KM247554), 

SERB-1 (MT338937.1), Bau Gard co (MK593462.1), Ecl Gard co (MK593463.1), 

Wyoming (AF033820), DLV8-2 (HM141915.1), DV31-2 (HM141919.1), DV10-3 

(HM141910.1), DV3-5 (HM141909.1), DLV2-6 (HM141920.1), DLV9-7 

(HM141922.1), DLV18-8 (HM141923.1), DLV19-9 (HM141917.1), DLV5-10 

(HM141921.1), DLV15-16 (HM141918.1), DLV10-19 (HM141916.1), DLV7-18 

(HM141914.1), DLV3-A (HM141913.1), DV117 (HM141912.1), DV35-20 

(HM141911.1).  

        O alinhamento e a árvore filogenética foram obtidos utilizando o programa 

MEGA X (KUMAR, et al., 2018). As sequências foram alinhadas pelo algoritmo 

CLUSTAL W (LARKIN, et al., 2007). O método Maximum Likelihood e o modelo 

evolutivo Jones – Taylor – Thornton (JTT) foram utilizados na construção das 

árvores filogenéticas com bootstrapping de 1000 replicadas (JONES; TAYLOR; 

THOMTON, 1992; KUMAR et al., 2018). 

 

6 RESULTADOS 

         

        Tendo em vista a dificuldade de amplificação das amostras foi preciso 

utilizar algumas estratégias, deste modo, várias reações foram padronizadas. 

Algumas amostras amplificaram com um tipo de reação, outras exigiram 

diferentes reações. E ainda, algumas amostras necessitaram de duas a três 

amplificações após a reação de PCR. 

        Com todas as estratégias aplicadas para a amplificação da p26 do gene 

gag foi obtido o sequenciamento de Sanger de 63 amostras (Quadro 5) sendo 

que 27 amostras foram reunidas no grupo concordante (amostras positivas para 

AIE nos testes sorológicos e moleculares) e o restante no grupo discordante 

(amostras com resultados diferentes entre o sorodiagnóstico e o diagnóstico 
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molecular). Em 35 amostras foi efetuado o procedimento de clonagem (Quadro 

5).  

        Vale ressaltar, que em três amostras foi obtido o sequenciamento completo 

da região p26 do gene gag, porém apresentaram códons de parada substituindo 

os aminoácidos e portanto, foram retiradas das análises.  

 

QUADRO 5 - Combinações dos primers utilizados na amplificação e clonagem das amostras 
juntamente com o resultado dos testes sorológicos e moleculares das 63 amostras.  

 

         Continua 
Faz.  
ou 

Prop. 
Animal IDGA ELISA 

Semi-
Nested 

qPCR Clonag Seq 
Combinações 
dos primers 

Alvos 
da 

clonag 

1 1 + + + + sim sim A,B,F B 

1 3 + + + + sim sim A,B,J J 

1 5 + + - + não sim D,B,H,F,J   

1 6 i + + + sim sim A,B,C B,C 

1 8 + + + + sim sim A,B,C B,C 

1 11 + + + + sim sim A,B,C B,C 

1 13 + + + + sim sim A,B,C B,C 

2 7535 + s/dado - + sim sim D,G,H,J H 

2 8996 + + + + sim sim D,E,F B 

2 8998 + + + + sim sim A,B,N B 

2 9000 + + + + não sim D,E,F   

3 7573 - + + + sim sim A,B,K,M,N B,K 

3 7575 + s/dado + + sim sim D,G,J,K K 

3 7586 + + + + não sim D,E,F   

3 7599 + s/dado + + não sim A,G,H,J   

3 7647 - + - + não sim A,G,M,N   

3 9105 - - + + não sim A,B,C   

4 7640 - - - + sim sim A,B,C,M B 

4 7722 + s/dado + - não sim A,B,C   

4 7996 + s/dado - + não sim A,G,O   

4 7998 + s/dado + + sim sim A,G,J,K K 

4 8002 + s/dado + + sim sim D,G,H,J H 

4 8003 + s/dado + + não sim A,B,C   

4 8005 + s/dado + + não sim A,B,C   

4 9203 + + + + sim sim A,B,C B,C 

4 9206 + + + + sim sim A,B,C C 

5 7683 + s/dado + + sim sim A,B,C,H C 

5 7716 - + + + não sim A,C,G   

5 7728 - - + + sim sim I,G,K,O K 
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         Conclusão 
Faz  
ou 

Prop 
Animal IDGA ELISA 

Semi-
Nested 

qPCR Clonag Seq 
Combinações 
dos primers 

Alvos da 
clonag 

5 7734 - + + + sim sim A,B,K,M,N K 

5 7740 + s/dado + + sim sim I,G,K,M,N K 

5 7960 - - + + sim sim A,G,N N 

5 7966 + s/dado + + não sim D,E,F  
5 7981 - - + - não sim A,B,K,O    

5 7991 - - + + não sim D,E,F   

5 9207 + + + + não sim A,C,G   

6 7697 + s/dado + + sim sim I,G,L L 

6 7731 - - + + sim sim A,B,F,G F 

6 9213 + + + + sim sim A,B,C C 

6 9214 + + + + não sim D,E,F   

7 8013 + s/dado + + não sim D,E,F   

7 8014 - i + + sim sim A,G,H,J G 

7 8017 - + + + sim sim I,G,K,N K 

7 8018 + + - + sim sim A,B,C B 

7 8019 - + + + não sim A,G,M,N   

7 8020 - + - + não sim A,B,G,J   

7 8052 - - + + sim sim A,B,K,O K 

7 8159 - + + + sim sim A,B,H B,M 

7 8983 + + - + não sim A,B,C   

7 8988 + + + + sim sim A,B,C B,C 

7 8990 + + + + sim sim A,B,H,P B 

8 8070 - - + + não sim A,G,N   

8 8083 - + - + não sim A,C,G,N   

8 8085 + s/dado + + sim sim A,C,G G 

8 8086 - + + + sim sim A,B,K,O K 

8 8087 - + + + sim sim A,B,F F 

8 8088 - + + + não sim A,B,M,N   

8 8089 - + - + não sim I,G,H,J   

9 8146 i - - + sim sim A,G,K,M,N K,M 

10 3601 + + - + não sim A,B,F,G   

11 3613 - + + + não sim A,C,E   

12 3621 - + + + não sim A,B,J   

13 6611 - s/dado + + não sim A,B,C   

 

Legenda: Faz: Fazenda; Prop: Proprietário; Clonag: Clonagem; Seq: Sequenciamento; Comb: 

Combinação; +: amostra positiva; -: amostra negativa; i: resultado indeterminado; IDGA: 

Imunodifusão em Gel de Ágar; ELISA: Enzyme-linked immuno sorbent assay; qPCR: PCR em 

tempo real. 
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        O Anexo 1 exibe o alinhamento de nucleotídeos de todas as sequências 

obtidas para a região codificadora da p26 juntamente com as sequências 

POCONE-BRA01 e POCONE-BRA02. Na figura 11 pode ser observada a 

análise filogenética da p26 (gene gag) das 63 sequências de aminoácidos 

juntamente com outras sequências de diferentes regiões geográficas.  
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FIGURA 11 - Análise filogenética da região da p26 do gene gag do virus da Anemia infecciosa 
equina. 

 

Legenda: Árvore filogenética utilizando o método Maximum Likelihood e o modelo evolutivo 
Jones – Taylor – Thornton (JTT). A árvore foi enraizada no ponto médio. Valores de Bootstrap 
menores que 70 foram omitidos. 
Isolados de diferentes regiões geográficas identificados com o nome de referência, número de 
acesso e país respectivamente: 
Wyoming_AF033820 Estados Unidos; Cornwall_MH580898.1 Reino Unido; KT764951.1 França; 

Ecl Gar co _MK593463.1 França; Devon_MH580897.1 Reino Unido; Bau Gard co_MK593462.1 

França; IRE_F3_JX480632 Irlanda; IRE_H3_JX480634 Irlanda; IRE_F2_JX480631 Irlanda; 

IRE_F4_JX480633 Irlanda; ITA_DE_KM247554 Itália; ITA_SA_KM247555 Itália;  

Miyazaki_JX003263 Japão; Liaoning_AF327877 China; DLV9-7_HM141922.1 China; DV10-

3_HM141910.1 China; DV312_HM141919.1 China; DV3-5_HM141909.1 China; 

DV117_HM141912.1 China; DV35-20_HM141911.1 China; DLV15-16_HM141918.1 China; 

DLV18-8_HM141923.1 China; DLV5-10_HM141921.1 China; DLV19-9_HM141917.1 China; 

DLV10-19_HM141916.1 China; DLV2-6_HM141920.1 China; DLV3-A_HM141913.1 China; 

DLV8-2_HM141915.1 China; DLV718__HM141914.1 China. 

 

        As sequências de nucleotídeos obtidas foram alinhadas e comparadas com 

as sequências POCONE-BRA01, POCONE-BRA02 e Wyoming. A identidade de 

POCONE-BRA01 confrontada com as sequências variou de 88,01 a 98,08%, e 

a POCONE-BRA02 a variação foi de 89,43 a 99,86%. A de Wyoming (AF033820) 

identidade observada em relação à p26 do gene gag variou de 77,73 a 82,98%. 

        Na análise estrutural dos cinco epítopos presentes no quadro 6 não foi 

observado diferença estrutural. O anexo 2, exibe o alinhamento estrutural dos 

mesmos. 

 

QUADRO 6 - Epítopos da proteína p26 pertencente ao gene gag. 
 

 

 

        Os quadros de 7 a 11 ilustram a análise das frequências dos aminoácidos, 

encontradas nas diferentes posições dos epítopos da p26 do gene gag. A 

frequência de aminoácidos dos epítopos, apresentou maior correspondência 
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com POCONE-BRA02, porém apresentou algumas divergências em relação a 

sequência de referência. 

 

QUADRO 7 - Frequências dos aminoácidos encontradas nas posições do Epítopo 1. 
 

Epítopo 1 (gagp26) - 73NLDKIAEE80 

Posição Resíduos de aminoácidos (frequência) 

1- N L(76,6%) N(18,0%) V(2,1%) A(1,1%) C(1,1%) I (1,1%) 

2- L L(96,8%) I(1,1%)        

3- D D(90,4%) E(9,6%)         

4- K K(100%)           

5- I I(92,5%) M(3,2%) V(1,1%)      

6- A A(98,9%) T(1,1%)         

7- E E(89,3%) Q(6,4%) D(3,2%)      

8- E D(79,8%) E(18,0%) N(1,1%)      

 

Legenda: A: Alanina, N: Asparagina, D: Ácido aspártico, E: Ácido glutâmico, C: Cisteína, 

Q: Glutamina, I: Isoleucina, L: Leucina, K: Lisina, M: Metionina, T: Treonina, V: Valina. 
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QUADRO 8 - Frequências dos aminoácidos encontradas nas posições do Epítopo 2. 
  

Epítopo 2 (gagp26) - 
158KEPYPEFVDRLLSQI172 

Posições 
Resíduos de aminoácidos 

(frequência) 

1- K K(100%)     

2- E E(100%)     

3- P P(100%)     

4- Y Y(98,9%) H(1,1%)   

5- P P(97,9%) Q(1,1%) T(1,1%) 

6- E E(83,0%) D(15,9%) X(1,1%) 

7- F F(100%)     

8- V V(87,2%) I(11,7%) L(1,1%) 

9- D D(98,9%) X(1,1%)   

10- R R(100%)     

11- L L(95,7%) X (3,2%) I (1,1%) 

12- L L(100%)     

13- S S(100%)     

14- Q Q(100%)     

15- I I (92,5%) V(6,4%) X(1,1%) 

  

 Legenda:  

R: Arginina, D: Ácido aspártico, E: Ácido glutâmico, Q: Glutamina, H: Histidina, I: 

Isoleucina, L: Leucina, K: Lisina, F: Fenilanina, P: Prolina, S: Serina, Y: Tirosina, T: 

Treonina, V: Valina. 
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QUADRO 9 - Frequências dos aminoácidos encontradas nas posições do Epítopo 3. 
 

Epítopo 3 (gagp26) - 
199RNAMRHLRPEDTLEEKMYAC218 

Posição Resíduos de aminoácidos (frequência) 

1-R K(94,7%) R(3,2 %) E(1,0%) X(1,0%) 

2-N N(90,4%) A(6,4%) S(3,2%)   

3-A A(98,9%) T(1,1%)     

4-M M(98,9%) L(1,1%)     

5-R R(97,9%) X(2,1%)     

6-H H(100,0%)       

7-L L(100,0%)       

8-R R(96,8%) X(3,2%)     

9-P P(91,5%) S(5,3%) X(3,2%)   

10-E E(98,9%) K(1,1%)     

11-D D(100,0%)       

12-T T(85,1%) S(11,7%) X(2,1%) K(1,1%) 

13-L L(100,0%)       

14-E E(98,9%) X(1,1%)     

15-E E(92,5%) D(5,3%) K(1,1%) X(1,1%) 

16-K K(100,0%)       

17-M L(79,8%) M(20,2%)     

18-Y Y(100,0%)       

19-A A(98,9%) T(1,1%)     

20-C C(97,9%) Y(2,1%)     

 

Legenda:  

A: Alanina, R: Arginina, N: Asparagina, D: Ácido aspártico, E: Ácido glutâmico, 

C: Cisteína, H: Histidina, L: Leucina, K: Lisina, M: Metionina, P: Prolina, S: Serina, Y: 

Tirosina, T: Treonina. 
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QUADRO 10 - Frequências dos aminoácidos encontradas nas posições do Epítopo 4. 
 

Epítopo 4 (gagp26) - 200NAMRHL205 

Posições Resíduos de aminoácidos (frequência) 

1-N N(90,4%) A(6,4%) S(3,2%)   

2-A A(98,9%) T(1,1%)     

3-M M(98,9%) L(1,1%)     

4-R R(97,9%) X(2,1%)     

5-H H(100,0%)       

6-L L(100%)       

 

Legenda:  

A: Alanina, R: Arginina, N: Asparagina, H: Histidina, L: Leucina, M: 

Metionina, S: Serina, T: Treonina. 

 

QUADRO 11 - Frequências dos aminoácidos encontradas nas posições do Epítopo 5. 
 

Epítopo 5 (gagp26) – 
215MYACRD220 

Posições 
Resíduos de 
aminoácidos 
(frequência) 

1- M L (79,8%) M (20,2%) 

2- Y Y (100%)   

3- A A (97,9%) T (1,1%) 

4- C C (97,9%) Y (2,1%) 

5- R R (98,9%) X (1,1%) 

6- D D (98,9%) E (1,1%) 

 

Legenda:  

A: Alanina, R: Arginina, D: Ácido aspártico, E: Ácido glutâmico, C: 

Cisteína, L: Leucina, M: Metionina, Y: Tirosina, T: Treonina. 

        

        Em relação as sequências da região do gene env correspondente a gp90, 

várias estratégias foram utilizadas, tendo como base as que foram executadas 

para o gene gag. Dessa maneira, vários primers foram desenhados (Quadro 4), 

apesar disso, em algumas amostras foi obtido o sequenciamento parcial.  

        Ao todo foram sequenciadas 55 amostras, sendo 31 com sequenciamento 

completo e 24 sequências parciais (Quadro 12). E ainda essas amostras foram 
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reunidas em dois grupos: concordante contendo 26 amostras e discordantes 

com 29 amostras. Em 36 amostras foi realizado o procedimento de clonagem 

(Quadro 12). Assim como ocorreu com algumas amostras no gene gag, no gene 

env uma amostra apresentou stop códon no meio da sequência. 

 

QUADRO 12 - Combinações dos oligonucleotídeos utilizados na amplificação e clonagem das 
amostras juntamente com o resultado dos testes sorológicos e moleculares. 

 

         Continua 
Faz 
ou 

Prop 
Animal IDGA ELISA 

Semi-
Nested 

qPCR Clonag Seq 
Comb. dos 

primers 

Alvos 
da 

clonag 

1 1 + + + + sim parcial A,B,D,E E 

1 3 + + + + sim sim A,B,D,E,K,N,O O 

1 5 + + - + não sim A,B,D,E,K,N,O   

1 6 i + + + sim sim A,B,D,E,K,N,O O 

1 8 + + + + sim sim A,B,D,E,N,O O 

1 9 + - - + sim sim A,B,D,E,L,N,O O 

1 11 + + + + sim parcial A,B,D,E E 

1 13 + + + + sim sim A,B,C,D,E,L E 

2 8996 + + + + sim sim A,B,D,E,K,N,O E 

2 8998 + + + + não sim A,B,C,D,E,K,N   

2 9000 + + + + sim parcial A,B,D,E,K B 

3 7573 - + + + sim parcial B,O,D,E,J O 

3 7575 + s/dado + + sim parcial A,B,O,P,D,E E 

3 7586 + + + + sim sim A,B,D,E,K,N,O O 

3 7599 + s/dado + + sim sim A,B,D,G,J,N,O B,O 

3 7671 + + + + sim parcial A,B,E B 

3 9105 - - + + sim sim A,B,D,E,K,N,O O 

4 7640 - - - + sim sim A,B,D,L,K,N,O,S O,S 

4 7722 + s/dado + - sim sim A,B,C,D,E E 

4 7996 + s/dado - + não sim D,F,H,N,O,R   

4 7998 + s/dado + + não sim A,B,C,D,E   

4 8002 + s/dado + + sim parcial A,B,D,G B 

4 8003 + s/dado + + sim sim A,D,E,K,N,O O 

4 8005 + s/dado + + não sim A,B,D,E,K,N,O   

4 9203 + + + + não parcial A,B,D,E   

4 9206 + + + + não sim A,B,C,D,E   

5 7716 - + + + não parcial G,N,O,P   

5 7728 - - + + não parcial D,E   

5 7734 - + + + sim sim A,B,D,G,J,K,N,O B,O 

5 7740 + s/dado + + sim parcial A,B B 
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                  Conclusão 
Faz 
ou 

Prop 
Animal IDGA ELISA 

Semi-
Nested 

qPCR Clonag Seq 
Comb. dos 

primers 

Alvos 
 da 

clonag 

5 7960 - - + + sim parcial A,B B 

5 7966 + s/dado + + sim sim A,B,D,E,K,N,O O 

5 7981 - - + - não sim G,L,N,O,Q,S   

5 7991 - - + + sim parcial D,E,G,O,R,S O 

5 9207 + + + + sim sim A,B,D,E,K,N,O O 

6 7731 - - + + sim parcial A,B,D,E E 

6 9213 + + + + não sim A,B,D,E,K,N,O   

6 9214 + + + + sim sim A,B,D,E,K,N,O O 

7 8017 - + + + não parcial D,L,S   

7 8018 + + - + sim parcial A,B,C,D,E,K,M B 

7 8020 - + - + sim parcial D,K,N,O,S, O 

7 8052 - - + + não parcial D,E,N,O   

7 8983 + + - + não sim A,B,D,E,N,O E 

7 8988 + + + + não sim D,E,K,N,O,Q   

7 8990 + + + + não sim A,B,D,E,K,N,O   

8 8070 - - + + sim sim A,B,D,J,N,O,S J 

8 8083 - + - + não parcial A,B,D,G   

8 8085 + s/dado + + não parcial A,B,D,E,Q,S   

8 8087 - + + + não parcial D,K   

8 8088 - + + + não parcial G,N,O,S   

8 8089 - + - + sim sim A,B,D,E,K,N,O B 

9 8146 i - - + sim sim A,B,C,D,F,G,J,K F 

9 8159 - + + + sim parcial A,B,D,G,I B,I 

10 3601 + + - + sim parcial A,B B 

11 3613 - + + + sim sim A,D,E,K,N,O E,O 
 

Legenda: Faz: Fazenda; Prop: Proprietário; Clonag: Clonagem; Seq: Sequenciamento; Comb: 

Combinação; +: amostra positiva; -: amostra negativa; i: resultado indeterminado; IDGA: 

Imunodifusão em Gel de Ágar; ELISA: Enzyme-linked immuno sorbent assay. 

 

        As 31 amostras foram alinhadas e comparadas com as sequências 

POCONE-BRA01 e POCONE-BRA02. A identidade de POCONE-BRA01 

confrontada com as sequências variou de 73,35 a 78,85%, e a POCONE-BRA02 

a variação foi de 73,04 a 95,23%.  

        O Anexo 3 ilustra o alinhamento de nucleotídeos da região codificadora da 

gp90 de todas as sequências em conjunto com as sequências POCONE-BRA01 

e POCONE-BRA02. Na figura 12 é apresentada a análise filogenética da região 
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gp90 (gene env) das 31 sequências juntamente com outras sequências de 

diferentes regiões geográficas. 
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FIGURA 12 - Análise filogenética da região da gp90 do gene env do virus da Anemia infecciosa 
equina. 

 

Legenda: Árvore filogenética utilizando o método Maximum Likelihood e o modelo evolutivo 
Jones – Taylor – Thornton (JTT). A árvore foi enraizada no ponto médio. Valores de Bootstrap 
menores que 70 foram omitidos. 
Isolados de diferentes regiões geográficas identificados com o nome de referência, número de 
acesso e país respectivamente: 
Wyoming_AF033820 Estados Unidos; Cornwall_MH580898.1 Reino Unido; KT764951.1 

França; Ecl Gar co _MK593463.1 França; Devon_MH580897.1 Reino Unido; Bau Gard 

co_MK593462.1 França; IRE_F3_JX480632 Irlanda; IRE_H3_JX480634 Irlanda; 

IRE_F2_JX480631 Irlanda; IRE_F4_JX480633 Irlanda; ITA_DE_KM247554 Itália; 

ITA_SA_KM247555 Itália;  Miyazaki_JX003263 Japão; Liaoning_AF327877 China; DLV9-

7_HM141922.1 China; DV10-3_HM141910.1 China; DV312_HM141919.1 China; DV3-

5_HM141909.1 China; DV117_HM141912.1 China; DV35-20_HM141911.1 China; DLV15-

16_HM141918.1 China; DLV18-8_HM141923.1 China; DLV5-10_HM141921.1 China; DLV19-

9_HM141917.1 China; DLV10-19_HM141916.1 China; DLV2-6_HM141920.1 China; DLV3-

A_HM141913.1 China; DLV8-2_HM141915.1 China; DLV718__HM141914.1 China. 

 

        O quadro 14 apresenta a análise das frequências dos aminoácidos, 

referente as posições do epítopo da gp90 do gene env. Os outros epítopos 

(Quadro 13) foram analisados, porém não tiveram correspondências com as 

sequências analisadas, somente a sequência Wyoming (AF033820) foi 

correspondente, assim só foi realizada a análise do epítopo 1. 

        A identidade da sequência Wyoming confrontada com as amostras deste 

trabalho variou de 58,92 a 64,20%.  

 

QUADRO 13 - Análise estrutural dos epítopo da gp90 correspondente ao gene env. 
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QUADRO 14 - Frequências dos aminoácidos encontradas nas posições do Epítopo 1 
 

Epítopo 1 (gp90) - 225NINDTDTWIP234 

Posições Resíduos de aminoácidos (frequência) 

1- N Q(73,3%) E(8,3%) R(6,6%) N(5,0%) A(1,7%) D(1,7%) L(1,7%) P(1,7%) 

2- I Y(42,6%) I(13,1%) R(13,1%) S(13,1%) Q(6,6%) N(4,9%) L(3,4%) C(1,6%) 

3- N N(39,4%) D(26,2%) S(6,6%) E(1,6%) G(1,6%) Q(1,6%)    

4- D D(34,4%) N(31,1%) K(16,4%) G(11,5%)        

5- T N(34,4%) S(8,2%) T(1,6%)          

6- D N(36,0%) R(23,0%) S(16,4%) T(11,5%) D(6,6%) E(1,6%)    

7- T T(85,2%) S(13,1%)            

8- W W(98,4%)              

9- I A(39,3%) I(34,5%) V(16,5%) R(1,6%) S(1,6%) Y(1,6%)    

10- P P(98,4%) L(1,6%)             

Legenda:  

A: Alanina, R: Arginina, N: Asparagina, D: Ácido aspártico, E: Ácido glutâmico, C: 

Cisteína, G: Glicina, Q: Glutamina, I: Isoleucina, L: Leucina, K: Lisina, P: Prolina, S: 

Serina, Y: Tirosina, T: Treonina, W: Triptofano, V: Valina. 

 

        Na avaliação estrutural da gp90, poucas regiões se mostram conservadas 

(Anexo 4), dos três epítopos escolhidos (Quadro 13), apenas um apresentou 

correspondência com as frequências dos aminoácidos analisados, a partir do 

alinhamento foi possível observar que a região em questão apresenta: 

substituições, deleções e gaps. 

        Como foi utilizada a clonagem em algumas amostras, foi obtido clones de 

determinadas sequências. Os clones da região gp90 do gene env foram 

analisados e alinhados juntamente com as sequências de POCONE-BRA01 e 

POCONE-BRA02. Foram obtidos clones oriundos das amostras da combinação 

das reações B, E e O (Anexos 5 a 29). 

 

7 DISCUSSÃO 

 

        A variabilidade do vírus da AIE contribui para sobrevivência do mesmo no 

hospedeiro, porém dificulta sua detecção, como pode ser observado no presente 



 

59 
 

 

estudo. Apesar da quantidade de primers testados, muitas amostras ainda não 

foram amplificadas totalmente para as regiões alvo (LICHTENSTEIN; ISSEL; 

MONTELARO, 1996; NAGARAJAN; SIMMARD, 2007; QUILIVAN; COOK; 

CULLINANE et al., 2007; TIGRE et al., 2017). 

        Da análise de identidade de nucleotídeos, foi observado que as amostras 

apresentaram maior nível de identidade com a sequência POCONE-BRA02 e, 

em muitas sequências obtidas, quando comparada com as de referência foi 

observado substituição de nucleotídeos (anexo 1 e 3) ao longo das sequências.  

        Malossi e colaboradores (2020) referiram que as sequências da Bahia, 

publicadas por Tigre et al. (2017) (KC213776 e KC213790) quando confrontadas 

com sequências parciais do gene gag de POCONE-BRA01 e POCONE-BRA02 

apresentaram identidade de nucleotídeos variando entre 93,5% a 100%. No 

entanto, essas amostras também apresentam substituições de nucleotídeos.  

        Tal fato pode ser explicado pelas duas regiões terem condutas diferentes 

em relação ao controle do vírus da AIE. No Pantanal a eutanásia dos animais 

infectados não é recomendada em área de alto risco, enquanto em outros locais 

é preconizada pelo PNSE (MALOSSI et al., 2020). Ainda a diferença de 

nucleotídeos das amostras do Pantanal, bem como nas amostras deste estudo 

pode ser explicada pela manutenção do vírus no hospedeiro e, 

consequentemente, o surgimento de mutações (KONO et al., 1973; 

MONTELARO et al., 1984). 

        O stop códon que ocorreu em três amostras da sequência da região p26, e 

em uma para a região gp90 provavelmente é resultado das mutações G>A em 

códons TGG, sendo indicativos de hipermutação. No HVI, os códons de parada 

também ocorrem, e de acordo com HARRIS; LIDDAMENT (2004) esse 

mecanismo pode ser mediado pela proteína humana APOBEC3G. Nos ciclos 

replicativos que ocorrem sem essas alterações, o fator de infectividade viral (Vif) 

age com o objetivo de antagonizar o efeito de APOBEC, impedindo a 

deaminação e consequentemente a mutação viral. Assim acredita-se que vírus 

da AIE utilize os genes A3 com a mesma finalidade, já que não possui Vif,  

(ROSS, 2009; ZIELONKA et al., 2009). 

        As amostras que apresentaram os códons de parada, podem se tornar 

incapazes de se replicarem (ALLAVENA et al., 2018), ou perdem a capacidade 
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de expressão ou ainda podem expressar proteínas virais aberrantes (DELVIKS-

FRANKENBERRY et al., 2016). 

        A clonagem realizada neste estudo, permitiu observar a grande 

variabilidade do vírus em questão. E ainda permitiu a análise de quasispecies de 

algumas sequências, sendo muito utilizada nos estudos de virulência e 

patogênese (PAYNE et al., 1994; COOK et al; 1998). 

        O processo da quasispecies não se limita somente nas mutações como 

resultado da variabilidade genética, outros processos também podem ocorrer 

gerando efeitos deletérios para os vírus. De acordo com estudo realizado por Liu 

et al., (2019) para o gene env da AIE, foram identificadas regiões de mutações 

que estavam associadas a perda da virulência. Assim, essa perda acontece de 

forma evolutiva, ocorrendo inserções e deleções com variadas frequências e 

locais de mutação. E ainda nesse mesmo estudo foi observado que houve um 

aumento sucessivo das mutações entre as passagens. No presente estudo, 

também foram observadas essas inserções e deleções nos clones analisados. 

        Sob outra perspectiva, as mutações geradas pela pressão seletiva podem 

ser responsáveis pelas mudanças de tropismo dos vírus da AIE em infectar 

outras células, fato que já foi observado no HIV e no SIV que também pertencem 

ao gênero dos lentivírus (CONNORS et al., 1997; EDINGER et al., 1997; LIU et 

al., 2005; LIN et al., 2013; BUENO, 2020). 

        Cappelli e colaboradores (2017) acreditam que as mutações geradas pela 

pressão seletiva nas regiões do gene env, resistem as modificações dos 

aminoácidos, sem intervir na função e permite a replicação do vírus. 

        Os estudos da caracterização estrutural das proteínas são relevantes na 

identificação das alterações de funcionamento, estabilidade e/ou conservação 

das mesmas. Um estudo comparando a conformação estrutural cristalina da 

glicoproteína gp45 do vírus da AIE, a qual está relacionada a fusão do vírus à 

célula hospedeira, com a glicoproteína correlata gp41 do HIV, revelou uma 

conformação estrutural diversa na região proximal do peptídeo de fusão e na 

camada rica em asparagina entre as duas proteínas.  Foi observado que essas 

diferenças afetaram na replicação da gp41 do HIV, porém a gp45 do vírus da 

AIE não foi afetada. Assim o vírus da AIE tem capacidade para se adaptar às 

mutações, colaborando para a evolução e o surgimento de quasispecies (DUAN 

et al., 2016). 
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        Com relação à frequência de aminoácidos presente nos epítopos, foi 

observado que alguns mantiveram suas posições como nas sequências de 

referência e também nas sequências de POCONE-BRA01 e POCONE-BRA02, 

como no epítopo 2 e 4 da p26 do gene gag. Dessa maneira é possível afirmar 

que regiões na proteína p26 são conservadas. Alguns trabalhos afirmam que 

antigenicamente, a p26 é uma proteína mais estável e, por isso, é utilizada na 

detecção de anticorpos de animais infectados pelo vírus da AIE (COGGINS, 

NORCROSS e NUSBAUN, 1972; MONTELARO et al., 1984; SHANE et al., 1984; 

ISSEL et al., 2014). 

        Em outros epítopos (epítopo 1, posição 5 da p26 do gene gag; epítopo 3, 

posições 1 e 12 da p26 do gene gag; epítopo 1 posição 5 da gp90 do gene env) 

a frequência de aminoácidos nas posições da sequência de referência, de 

POCONE-BRA01 e de POCONE-BRA02 apresentaram diferenças, algumas 

posições o aa (aminoácido) substituído pertence ao mesmo grupo físico-químico, 

porém pequenas modificações de aminoácidos podem modificar a estrutura e 

função da proteína (DURHAM, 2007).  

        Alguns epítopos apresentaram substituição de aminoácido pelo mesmo 

grupo, porém a cadeia lateral pequena foi substituída por uma de maiores 

dimensões, o que pode induzir à desestabilização da proteína, sendo que a 

estabilidade é dependente da variação de energia entre os estados enovelado e 

desenovelado (∆G) (NELSON; LEHNINGER; COX, 2019). Este fato foi 

observado no epítopo 1, posição 8 da p26 do gene gag; epítopo 5, posição 1 da 

p26 do gene gag; epítopo 1, posição 1 da gp90 do gene env; epítopo 9, posição 

1 da gp90 do gene env. Essa alteração pode acarretar mudanças na 

conformação da proteína e pode fazer como que esses epítopos não sejam 

reconhecidos. 

        Os epítopos que apresentaram substituição de aminoácidos de grupos com 

características físico-químicas diferentes podem resultar em mudanças na 

conformação das proteínas, e consequentemente resultar no não 

reconhecimento desses epítopos. Dentre todos analisados, o epítopo 1, posição 

1 da p26 do gene gag; o epítopo 1, posições 2 e 6 da gp90 do gene env 

revelaram este fato. 

        As mudanças nas propriedades físico-químicas, podem propiciar alterações 

na superfície viral. Com isso, novos sítios de interação podem ser formados e, 
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consequentemente, pode haver o aumento da afinidade por receptores, os quais 

podem ser utilizados pelo vírus ou podem permitir o reconhecimento de novas 

moléculas. Esses fatores poderiam aumentar a capacidade de invasão celular 

dos vírus mutantes e assim alterar o reconhecimento das células-alvo do vírus. 

O aumento da afinidade por receptores pode ser explicado pelos fenômenos da 

entalpia/entropia que ocorrem como resultado da interação entre moléculas 

(GILLI et al., 1994; DUNITZ, 1995; QIAN, 1998; BREITEN et al., 2013; 

CHODERA e MOBLEY, 2013; RYDE, 2014). 

        Dos cinco epítopos da p26 do gene gag analisados, apenas um aa 

apresentou a mudança de grupo, já na gp90 do gene env essa diferença ocorreu 

em dois aminoácidos dentro do mesmo epítopo. Além disso, dentre os epítopos 

analisados para a região gp90, somente um foi analisado, pois os outro não 

tiveram correspondência. Isso reforça que as mutações na gp90 do gene env 

resultam em mudanças da proteína, sendo mutações de maior impacto. 

(MONTELARO et al., 1984; HOWE et al., 2002; CRAIGO; MONTELARO, 2010) 

        Os epítopos do p26, avaliados em relação ao alinhamento estrutural, não 

apresentaram diferença tanto no grupo concordante como no discordante 

(Anexo 2). Assim, pode-se afirmar que a p26 é uma proteína conservada, de 

modo similar ao encontrado em outros estudos (CHONG et al., 1991; McGUIRE 

et al., 2000; FRASER et al., 2002; COOK et al., 2013). 

        Os epítopos do gene env da região gp90, quando avaliados pelo 

alinhamento estrutural, apresentaram regiões mais variáveis, com algumas 

inserções e deleções corroborando com estudos prévios que afirmaram que é 

uma região de predominante variação, durante a infecção persistente (HOWE et 

al., 2002; CRAIGO; MONTELARO, 2010). 

        Na análise da árvore filogenética (Figuras 11 e 12), foi possível observar 

que as amostras deste projeto apresentam diferenças entre si. Uma possível 

explicação para este fato é a persistência do vírus nos animais, já que os 

equídeos não são eliminados, colaborando para a variabilidade genética 

(LICHTENSTEIN; ISSEL; MONTELARO, 1996; LEROUX; ISSEL; MONTELARO, 

1997; NAGARAJAN; SIMMARD, 2007 QUILIVAN; COOK; CULLINANE, 2014, 

TIGRE et al., 2017).  

        A análise filogenética foi um estudo prévio, apesar disso foi possível 

verificar que as sequências do Pantanal estão agrupadas em diferentes clados 
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das sequências dos outros países indicando diversidade genética, e confirmando 

que a localização geográfica também é um fator que contribui para a 

variabilidade gênica do vírus (KECKESOVA et al., 2009; CAPOMACCIO et al., 

2012; TIGRE et al., 2017; CURSINO et al., 2020; COSTA et al., 2022). 

 

8 CONCLUSÕES/CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

        A maior dificuldade na execução do projeto foi em relação à amplificação 

das amostras, pois parece que cada amostra tem a sua particularidade. Assim 

há amostras que amplificaram uma parte da sequência alvo. No entanto, não 

amplificaram a outra parte, há amostras quando testadas com determinado par 

de primers não amplificaram, assim foi necessário fazer outra reação utilizando 

diferentes oligonucleotídeos, e ainda em algumas amostras utilizar o recurso da 

clonagem. 

 

        De acordo com os resultados apresentados, pode-se concluir que:  

 A p26 do gene gag é uma proteína conservada, apesar de 

apresentar muitas substituições de nucleotídeos.  

 A gp90 do gene env é uma proteína variável, porém um animal 

infectado, inicialmente produzir anticorpos para essa proteína. 

Assim é uma proteína importante, apesar da variabilidade, pois 

pode levar à detecção precoce do indivíduo infectado. 

 Os clones resultantes da técnica de clonagem, evidenciam o 

aparecimento das quasispecies, principalmente nas regiões da 

gp90, o que reafirma que essa é uma região passível de mutação.  

 A sequência POCONE-BRA02 exibiu maior nível de identidade de 

nucleotídeos com as sequências deste trabalho do que a 

POCONE-BRA01. 

 As frequências dos aminoácidos nos epítopos também foram mais 

similares à sequência POCONE-BRA02. 
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 Apesar das sequências apresentarem correspondência com 

Wyoming, em relação a frequência de aminoácidos presentes nos 

epítopos, a identidade observada para os dois genes alvo exibiu 

resultado abaixo do esperado. Essa divergência se deve à 

diversidade do vírus, o que explica as variações e o modo como 

são agrupadas as sequências na árvore filogenética. 

        Os dados obtidos fornecem informações relevantes a respeito da evolução 

do vírus e são úteis para estudos sobre a disseminação do mesmo. O 

sequenciamento e a caracterização do vírus são de fundamental importância 

para análise e reconhecimento das regiões conservadas e hipervariáveis, as 

quais podem ser utilizadas para aprimorar os testes de diagnósticos, sendo úteis 

não apenas para o vírus da AIE, mas também para outros lentivírus.  
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Anexo 1 - Sequências de nucleotídeos das 63 amostras alinhadas 

compatíveis com a região codificadora da p26 no programa Geneious® pelo 

alinhamento ClustalW. 
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Legenda: 

M: A, C 

R: A, C, G, T 

S: A, G 

Y: C, T 

W: A, C, T 
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Anexo 2 - Exibe o alinhamento estrutural dos epítopos da p26. 
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IGKPKAQNIRQGPKEPYPDFVDRLLSQVKSEGHP-SEITKFLTDTLTIQNANEECKAAMRHLRPEDTLEEKL

 : 215
 : 208
 : 212
 : 211
 : 213
 : 215
 : 211
 : 212
 : 215
 : 215
 : 211
 : 214
 : 214
 : 213
 : 215
 : 214
 : 213
 : 213
 : 213
 : 213
 : 213
 : 215
 : 215
 : 215
 : 214
 : 214
 : 214
 : 214
 : 215
 : 215
 : 215
 : 215
 : 215
 : 215

8  



ITA_DE_1   : 
ITA_SA_1   : 
9000_1     : 
8996_1     : 
3621_1     : 
8085_1     : 
8988_1     : 
8018_1     : 
9207_1     : 
7586_1     : 
8003_1     : 
9105_1     : 
8005_1     : 
8013_1     : 
6611_1     : 
7683_1     : 
8998_1     : 
7966_1     : 
             

IGKPKAQNIRQGPKEPYPDFVDRLLSQVKSEGHP-SEITKFLTDTLTIQNANEECKAAMRHLRPEDTLEEKL
IGKPKAQNIRQGPKEPYPDFVDRLLSQVKSEGHP-SEITKFLTDTLTIQNANEECKAAMRHLRPEDTLEEKL
IGKPKAQNIRQGPKEPYPEFVDRLLSQIKSEGHP-TEITKFLTDTLTIQNANEECKNAMRHLRSEDTLEEKL
IGKPKAQNIRQGPKEPYTEFVDRLLSQIKSEGHP-AEITKFLTDTLTIQNANEECKNAMRHLRSEDTLEEKL
IEKPKAQNIRQGPKEPYPDFVDRLLSQIKSEGHP-SEITKFLTDTLTIQNANEECKNAMRHL-PEDTLEEKL
IGKPKAQNIRQGPKEPYPEFVDRLLSQIKSEGHP-S-ITKFLTDTLTIQNANEECKNAM-HLRPEDSLEEKL
IGKPKAQNIRQGPKEPYPEFVDRLLSQIKSEGHP-SEITKFLTDTLTIQNANEECKNAMRHLRPEDSLEDKL
IGKPKAQNIRQGPKEPYPDFVDRLLSQIKSEGHP-SEITKFLTDTLTIQNANEECKNAMRHLR-EDTLEEKL
IGKPKAQNIRQGPKEPYPEFVDRLLSQIKSEGHP-SEITKFLTDTLTIQNANEECKNAMRHLRPEDTLEEKL
IGKPKAQNIRQGPKEPYPEFVDRLLSQIKSEGHP-SEITKFLTDTLTIQNANEECKNAMRHLRSEDTLEEKL
IGKPKAQNIRQGPKEPYPEFVDRLLSQIKSEGHP-SEITKFLTDTLTIQNANEECKNAMRHLRPEDTLEEKL
IGKPKAQNIRQGPKEPYPEFVDRLLSQIKSEGHP-TEITKFLTDTLTIQNANEECKNAMRHLRPEDTLEEKL
IGKPKAQNIRQGPKEPYPEFVDRLLSQIKSEGHP-TEITKFLTDTLTIQNANEECKNAMRHLRPEDTLEEKL
IGKPKAQNIRQGPKEPYPEFVDRLLSQIKSEGHP-TEITKFLTDTLTIQNANEECKNAMRHLRPEDTLEEKL
IGKPKAQNIRQGPKEPYPDFVDRLLSQIKSEGHP-SEITKFLTDTLTIQNANEECKNAMRHLRPEDTLEEKL
IGKPKAQNIRQGPKEPYPEFVDRLLSQIKSEGHP-SEITKFLTDTLTIQNANEECKNAMRHLRPEDTLEEKL
IGKPKAQNIRQGPKEPYPDFVDRLLSQIKSEGHP-SEITKFLTDTLTIQNANEECKNAMRHLRPEDSLEEKL
IGKPKAQNIRQGPKEPYPEFVDRLLSQIKSEGHP-SEITKFLTDTLTIQNANEECKNAMRHLRPEDSLEEKL
                                                                        

 : 215
 : 215
 : 215
 : 215
 : 214
 : 213
 : 212
 : 214
 : 215
 : 213
 : 213
 : 215
 : 215
 : 215
 : 215
 : 215
 : 215
 : 215
      

             
             
POCONE-BRA : 
POCONE-BRA : 
8990_1     : 
Miyazaki_1 : 
DV35-20_1  : 
DLV9-7_1   : 
DV117_1    : 
DV3-5_1    : 
DV10-3_1   : 
DV31-2_1   : 
DLV3-A_1   : 
DLV8-2_1   : 
DLV2-6_1   : 

                    
 220         *      
YACRDIGTVKQKMLLLAKAL
YACRDIGTTKQKMMLFAKAL
YACRDIGTPKYKMALLARAL
YACRDVGSQRQKMALLAKAL
YACRDIGTVKQKMALLAKAL
YACRDIGTMKQKMALLAKAL
YACRDIGTVKQKMALLAKAL
YACRDIGTVKQKMALLAKAL
YACRDIGTVKQKMALLAKAL
YACRDIGTVKQKMALLAKAL
YACRDIGTMKQKMALLAKAL
YACRDIGTMKQKMALLAKAL
YACRDIGTMKQKMALLAKAL

      
      
 : 235
 : 235
 : 232
 : 235
 : 236
 : 235
 : 235
 : 235
 : 235
 : 235
 : 235
 : 235
 : 235

9  



DLV15-16_1 : 
DLV19-9_1  : 
DLV7-18_1  : 
DLV18-8_1  : 
Liaoning_1 : 
DLV5-10_1  : 
DLV10-19_1 : 
Cornwall_1 : 
8159_1     : 
8_1        : 
3601_1     : 
7573_1     : 
8983_1     : 
7647_1     : 
8083_1     : 
9213_1     : 
9214_1     : 
8088_1     : 
7640_1     : 
7740_1     : 
Wyoming_1  : 
EIAV-SERB- : 
6_1        : 
11_1       : 
13_1       : 
1_1        : 
Devon_1    : 
3613_1     : 
Bau_Gard_c : 
9206_1     : 
9203_1     : 
8089_1     : 
8002_1     : 
7716__1    : 

YACRDIGTMKQKMALLAKAL
YACRDIGTMKQKMALLAKAL
YACRDIGTMKQKMALLAKAL
YACRDIGTMKQKMALLAKAL
YACRDIGTMKQKMALLAKAL
YACRDIGTMKQKMALLAKAL
YACRDIGTMKQKMALLAKAL
YACRDIGTTKQKMMLLARAL
YACRDIGTVKQKMMLLARAL
YACRDIGTVKQKMMLLAQAL
YAYRDIGTVKQKMLLLARTL
YACRDIGTVKQKMMLLARAL
YAC-DIGTPKYKMALLAKAL
YACRDIGTPKYKMALLARAL
YACRDIGTVKQKMMLLARAL
YACRDIGTVKQKMMLLARAL
YACRDIGTVKQKMMLLARAL
YACRDIGTVKQKMMLLARAL
YACRDIGTVKQKMMLLARAL
YACRDIGTVKQKMMLLARAL
YACRDIGTTKQKMMLLAKAL
YACRDIGTTKQKMMLLAKAL
YACRDI-TTKQK-MLLARAL
YACRDIGTTKQKMMLLARAL
YACRDIGTTKQKMMLLVRAL
YACRDIGTTKQKMLLLARAL
YACRDIGTTKQKMILLARAL
YACRD-GSTRQKMLLLARAL
YACREIGSTKQKMILLARAL
YTYRDIGSTKQKIMLLTRTL
YACRDIGTTKQKMLLLARAL
YACRDIGTTKQKMMLFAKAL
YACRDIGTTKQKMMLFAKAL
YACRDIGTTKQKMMLFAKAL

 : 235
 : 235
 : 235
 : 235
 : 235
 : 235
 : 235
 : 235
 : 228
 : 234
 : 233
 : 228
 : 232
 : 233
 : 232
 : 235
 : 234
 : 232
 : 233
 : 234
 : 235
 : 235
 : 230
 : 235
 : 233
 : 235
 : 235
 : 233
 : 235
 : 235
 : 228
 : 232
 : 231
 : 233
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Ecl_Gard_c : 
7728_1     : 
7981_1     : 
7722_1     : 
3_1        : 
7731_1     : 
7535_1     : 
8087_1     : 
8019_1     : 
7960_1     : 
7998_1     : 
5_1        : 
8146_1     : 
7697_1     : 
7996_1     : 
7599_1     : 
8014_1     : 
8052_1     : 
8086_1     : 
7575_1     : 
8017_1     : 
8020_1     : 
8070_1     : 
7734_1     : 
7991_1     : 
IRE_F2_1   : 
IRE_F4_1   : 
IRE_H3_1   : 
IRE_F3_1   : 
ITA_DE_1   : 
ITA_SA_1   : 
9000_1     : 
8996_1     : 
3621_1     : 

YACRDIGTVRQKMALLARAL
YACRDIGTTKQKMMLFAKAL
YACRDIGTTKQKMMLFAKAL
YACRDIGTVKQKMMLLARAI
YACRDIGTTKQKMMLFAKAL
YACRDIGTTKQKMMLFAKAL
YACRDIGTAKQKMMLFAKAL
YACRDIGTTKQKMMLFAKAL
YACRDIGTTKQKMML-A-AL
YACRDIGTTKQKMMLFAKAL
YACRDIGTTKQKMMLFAKAL
YACRDIGTTKQKMMLFAKAL
YACRDIGTTKQKMMLFAKAL
YACRDIGTTKQKMMLFAKAL
YACRDIGTTKQKMMLFAKAL
YACRDIGTTKQKMMLFAKAL
YACRDIGTTKQKMMLFAKAL
YACRDIGTTKQKMMLFAKAL
YACRDIGTTKQKMMLFAKAL
YACRDIGTTKQKMMLFAKAL
YACRDIGTTKQKMMLFAKAL
YACRDIGTTKQKMMLFAKAL
YACRDIGTTKQKMMLFAKAL
YACRDIGTTKQKMMLFAKAL
YACRDIGTTKQKMMLFAKAL
YACRDIGTTKQKMMLLARAL
YACRDIGTTKQKMMLLARAL
YACRDIGTTKQKMMLLARAL
YACRDIGTTKQKMMLLARAL
YACRDIGTTKQKMMLLARAL
YACRDIGTTKQKMMLLARAL
YACRDIGTTKQKMMLLARAL
YACRDIGTT-HKMALLARAL
YACRDIGTTKQKMMLLARAL

 : 235
 : 231
 : 232
 : 235
 : 235
 : 231
 : 234
 : 234
 : 231
 : 235
 : 234
 : 233
 : 233
 : 233
 : 233
 : 233
 : 235
 : 235
 : 235
 : 234
 : 234
 : 234
 : 234
 : 235
 : 235
 : 235
 : 235
 : 235
 : 235
 : 235
 : 235
 : 235
 : 234
 : 234
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8085_1     : 
8988_1     : 
8018_1     : 
9207_1     : 
7586_1     : 
8003_1     : 
9105_1     : 
8005_1     : 
8013_1     : 
6611_1     : 
7683_1     : 
8998_1     : 
7966_1     : 
             

YACRDIGSVKQKMMLLARAL
YACRDIGTTKQKMMLLARTL
YACRDIGTTRQKMILLARAL
YACRDIGTVRQKMALLAKAL
YACRDIGTTKQKMM-LARAL
YACRDIGTTKQKMILLARAL
YACRDIGTTKHKMALLARAL
YACRDIGTTKHKMALLARAL
YACRDIGTTKHKMALLARAL
YACRDIGTTKQKMILLARAL
YACRDIGTTKQKMMLLARAL
YACRDIGTTKQKMLLLARAL
YACRDIGTTKQKMMLLARAL
                    

 : 233
 : 232
 : 234
 : 235
 : 232
 : 233
 : 235
 : 235
 : 235
 : 235
 : 235
 : 235
 : 235
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Legenda:  

Na cor preta: regiões conservadas 
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Anexo 3 - Sequências das 31 amostras alinhadas compatíveis com a região 

codificadora da gp90 no programa Geneious® pelo alinhamento ClustalW. 
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Legenda: 

M: A, C 

R: A, C, G, T 

S: A, G 

Y: C, T 

W: A, C, T 
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Anexo 4 - Exibe o alinhamento estrutural dos epítopos da gp90. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  



               
               
POCONE-BRA01 : 
POCONE-BRA02 : 
9207         : 
9206         : 
7966         : 
8996         : 
8003         : 
13           : 
7998         : 
9213         : 
9214         : 
6_           : 
8990         : 
8005         : 
5            : 
7586         : 
3            : 
9105         : 
8983         : 
9            : 
8988         : 
7996         : 
7734         : 
3613         : 
8089         : 
7640         : 
8070         : 
7981         : 
8            : 
7599         : 
7722         : 
8998         : 

                                                                      
         *        20         *        40         *        60         *
MVSIAFYGGIPGGISTPIIQSSEE-AS--HTKGDTIFKPYCSDEKSNRNKTMAEERD-----SRERREAY
MVSIAFYGGIPGGVSAPIVQSPEE-AT--CTKGDTIFKPYCYNDNSNKDKKMAEGRD-----PRDRREMN
MVSIAFYGGIPGGVSTPIIQSPEE-TT--YIDGGKILKPYCSDENSNRKKAMAEGRD-----PRERREMN
MVSIAFYGGIPGGVSTPIVQSPED-TT--YTKGDTIFKPYCSDTKSDRDKTMAEGR------PRERREMN
MVSIAFYGGIPGGVSTPVVQSPEE-IT--YTKGDTIFKPYCSDTKSGRDKTMAEGRD-----PRERREMN
MVSIAFYGGIPGGISAPIVQSSEEETT--YSKGDTIFQPYCSEGYNNRQKTMAEGRD-----PRVRREMN
MVSIAFYGGIPGGISTPVIQSPEE-AT--HTKGGTILKPYCFDKNSNRTEAMAEGRD-----PRERREMN
MVSIAFYGGIPGGVSAPIVQSPEE-AT--CTKGDTIFKPYCYNDNSNKDKKMAEGRD-----PRDRREMN
MVSIAFYGGIPGGVSAP-VQSPEE-AT--CTKGDTIFKPYCYNDNSN-DKKMAEGRD-----PR-RREMN
MVSIAFYGGIPGGISTPVIQSSEE-TT--YSKGDTISQPYYSKGDSNREKTMAEGRD-----PRERREMN
MVSIAFYGGIPGGISTPVIQSSEE-TT--YSKGDTISQPYCSKGDSNREKTMAEGRD-----PRERRDMN
MVSIAFYGGIPGGVSAPIVQSPEE-AT--CTKGDTIFKPYCYNDNSNKDKKMAEGRD-----PRDRREMN
IV-IAFYGGIPGGISTPVNQSSEE-TI--YSKGDAIFKPYCSEGNNNRGKKMAEGRD-----PRERREMN
MVSIAFYGGIPGG-STPV-QSPEE-AT---TKGDTI-KPYCY--NSN----MAEGRD-----PRERREMN
MVSIA-YGGIPGGVSAPIVQSPEE-AT--CTKGDTIFKPYCYNDNSNKDKKMAEGRD-----PRDRREMN
MVSIAFYGGLPGGISTPVIQSPEE-NI--YTEGGTILKPYCSEGISNREKTMAEGRD-----PRERREMN
MVSIAFYGGIPGGVSAPIVQSPEE-AT--CTKGDTIFKPYCYNDNSNKDKKMAEGRD-----PRDRREMN
MVSIAFYGGIPGGVSAPIVQSPEE-AT--CTKGDTIFKPYCYNDNSNKDKKMAEGRD-----PRDRREMN
MVSIAFYGGIPGGISTPVNQSSEK-TI--YSKGDTIFQPYCSEGNNNRGKTMAEGRD-----SRERREMN
MVSIAFYGGIPGGVSAPIVQSPEE-AT--CTKGDTIFKPYCYNDNSNKDKKMAEGRD-----PRDRREMN
MVSIAFYGGLPGGISTPVIQASEE-AT--YTKGDNIFRPYCSDEKTSREKTMAEGRD-----PRERREMN
MVSIAFYGGIPGGISAPIVQSPEE-AT--CTKGDTIFKPYCYNDNSNKDKKVAEGRD-----PRDRREMN
MVSIAFYGGIPGGISTPVIQSPEE-AT--HTKGGTILKPYCFDKNSNRTEAMAEGRD-----PRERREMN
MVSI--YGGIPGGVSAPIVQSPEE-AT--CTKGDTIFKPYCYNDNSNKDKKM-EGRD-----PRDRREMN
MVSIAFYGGIPGGVSAPIVQSPEE-AT--CTKGDTIFKPYCYNDNSNKDKKMAEGRD-----PRDRREMN
MVSIAFYGGIPGGVSAPIVQSPEE-AT--CTKGDTIFKPYCYNDNSNKDKKMAEGRD-----PRDRREMN
MVSIAFYGGIPGGVSAPIVQSPEE-AT--CTKGDTIFKPYCYNDNSNKDKKMAEGRD-----PRDRREMN
MVSIAFYGGIPGGVSAPIVQSPEE-AT--CTKGDTIFKPYCYNDNSNKDKKMAEGRD-----PRD-REMN
MVSIAFYGGIPGGVSAPIVQSPEE-AT--CTKGDTIFKPYCYNDNSNKDKKMAEGRD-----PRDRREMN
MVSIAFYGGIPGGVSAPIVQSPEE-AT--CTKGDTIFKPYCYNDNSNKDKKMAEGRD-----PRDRREMN
MVSIAFYGGIPGGVSAPIVQSPEE-AT--CTKGDTIFKPYCYNDNSNKDKKMAEGRD-----PRDRRE-N
MVSIAFYGGIPGGVSAP-VQSP-E-AT--CTKGDTIFKPYCYNDNSNKDEKMAEGRD-----PRDRREMN

      
      
 :  62
 :  62
 :  62
 :  61
 :  62
 :  63
 :  62
 :  62
 :  59
 :  62
 :  62
 :  62
 :  61
 :  52
 :  61
 :  62
 :  62
 :  62
 :  62
 :  62
 :  62
 :  62
 :  62
 :  59
 :  62
 :  62
 :  62
 :  61
 :  62
 :  62
 :  61
 :  60

1  



8146         : 
Bau_Gard_co  : 
Miyazaki     : 
Wyoming      : 
IRE_F4       : 
IRE_H3       : 
IRE_F2       : 
IRE_F3       : 
ITA_DE       : 
ITA_SA       : 
DLV8-2       : 
DLV18-8      : 
DLV3-A       : 
DLV2-6       : 
DLV5-10      : 
DLV7-18      : 
DLV9-7       : 
DLV15-16     : 
DLV19-9      : 
DLV10-19     : 
Liaoning     : 
DV3-5        : 
DV31-2       : 
DV117        : 
DV10-3       : 
DV35-20      : 
Cornwall     : 
Devon        : 
Ecl_Gard_co  : 
               

MVSIAFYGGIPGGVSAPIVQSPEE-AT--CTKGDTIFKPYCYNDNSNKDKKMAEGRD-----PRDRREMN
MVSIAFYGGVPGGISTPITHQPGGTAG--EDQYHTMLQPYCHTNS---QKKMAQDSE-----SRAQEEIR
MVSIAFYGGIPGGISTPISSESEQADT--DKRGPMVFQPYCYNGS--NKRRMAEEGKQI--PPEEREELF
MVSIAFYGGIPGGISTPITQQSEKS----KCEENTMFQPYCYNND--SKNSMAESKE-----ARDQEMNL
MVSIAFYGGIPGGVQTPIVQQSEPESKGSEKRDYEIFQPYCYDSS--YKTKMAEGRD-----SRYQEEMI
MVSIAFYGGIPGGVQTPIVQQSEPESKGSEKRDYEIFQPYCYDSS--YKTKMAEGRD-----SRYQEEMI
MVSIAFYGGIPGGVQTPIVQQSEPESKGSEKRDYEIFQPYCYDSS--YKTKMAEGRD-----SRYQEEMI
MVSIAFYGGIPGGVQTPIVQQSEPESKGSEKRDYEIFQPYCYDSS--YKTKMAEGRD-----SRYQEEMI
MVSIAFYGGIPGGVQTPIVQQSEPESKGSEKRDYEIFQPYCYDSS--YKTEMAEGRD-----SRYQEEMI
MVSIAFYGGIPGGVQTPIVQQSEPESKGSEKRDYKIFQPYCYDSS--YKTEMAEGRD-----SRYQEEMI
MVSIAFYGGIPGGISTPITQQTESTDT--QKGDHMVYQPYCYDDS--HKEEMAEARD-----TRYQEEMN
MVSIAFYGDIPGGISTPITQQTESTDT--QKGDHMVYQPYCYNDS--HKEEMAEARD-----TRYQEEMN
MVSIAFYGGIPGGISTPITQQTESTDT--QKGDHMVYQPYCYNDS--HKEEMAEARD-----TRYQEEMN
MVSIAFYGDIPGGISTPITQQTESTDT--QKGDHMVYQPYCYNGS--HKEEMAEARD-----TRYQEEMN
MVSIAFYGGIPGGISTPITQQTESTDT--QKGDHMVFQPYCYNDS--HKEEMAEARD-----TRYQEEMN
MVSIAFYGGIPGGISTPITQQTESTDT--QKGDHMVYQPYCYNDS--HKEEMAEARD-----TRYQEEMN
MVSIAFYGGIPGEISTPITQQTESTDT--QKGDHMVYQPYCYNDS--HKEEMAEARD-----TRYQEEMN
MVSITFYGGIPGGISTPITQQTESTDT--QKGDHMVYQPYCYNDS--HKEEMAEARD-----TRYQEEMN
MVSIAFYGGIPGGISTPITQQTESTDT--QKGDHMVYQPYCYNDS--HKEEMAEARD-----TRYQEEMN
MVSIAFYGGIPGGISTPITQQTESTDT--QKGDHMVYQPYCYNDS--HKEEMAEARD-----TRYQEEMN
MVSIAFYGGIPGGISTPITQQTKSTDT--QKGDHMVYQPYCYNDS--HKAEMAEARD-----TRYQEEMN
MVSITFYGGIPGGVSTPITQQTESTDT--QKGDHMVYQPYCYNDS--HKAEMAEARD-----TRYQEEMN
MVSIAFYGGIPGGVSTPITQQTESTDT--QKGDHMVYQPYCYNDS--HKAEMAEARD-----TRYQEEMN
MVSIAFYGGIPGGVSTPITQQTESTDT--QKGDHMVYQPYCYNDS--HKAEMAEARG-----TRYQEEMN
MVSIAFYGGIPGGVSTPITQQTESTDT--QKGDHMVYQPYCYNDS--HKAEMAEARD-----TRYQEEMN
MVSIAFYGGIPGGVSTPITQQTESTDT--QKGDHMVYQPYCYNDS--HKAEMAEARD-----TRYQEEMN
MVSIAFYGGLPGGISTPIVQQSREVTE--GKDSHTIFKPYCSDTISTTGNKMA----------RNQEEKP
MVSIAFYGGIPGGISTPIVQQSNN-----THDEDTVLKPYHIDTHSNREKKMAEGRNPEDKGPRCQEDKM
MVSIAFYGGIPGGISTPIVQQSEQSEK--SYDEGTIFKPYHVTTYDSKREKMAEGRD-----PRYQEDKM
6V I  YG 6PG    P                  6  PY           6                  

 :  62
 :  60
 :  64
 :  59
 :  63
 :  63
 :  63
 :  63
 :  63
 :  63
 :  61
 :  61
 :  61
 :  61
 :  61
 :  61
 :  61
 :  61
 :  61
 :  61
 :  61
 :  61
 :  61
 :  61
 :  61
 :  61
 :  58
 :  65
 :  63
      

               
               
POCONE-BRA01 : 
POCONE-BRA02 : 

                                                                      
        80         *       100         *       120         *       140
LKEDAEENAKKRNNDWWKIGMFMLCLMGATGGMLWWYEDVAHPQYIGLITVGGKLEGSGMTSAIECWGKF
LKEDPEEKARKRNNDWWKIGMFMLCLMGTTGGILWWYEGVAHPRYIGLITVGGKLEESGMTSAIECWGTF

      
      
 : 132
 : 132

2  



9207         : 
9206         : 
7966         : 
8996         : 
8003         : 
13           : 
7998         : 
9213         : 
9214         : 
6_           : 
8990         : 
8005         : 
5            : 
7586         : 
3            : 
9105         : 
8983         : 
9            : 
8988         : 
7996         : 
7734         : 
3613         : 
8089         : 
7640         : 
8070         : 
7981         : 
8            : 
7599         : 
7722         : 
8998         : 
8146         : 
Bau_Gard_co  : 
Miyazaki     : 
Wyoming      : 

LKEEKEEKEGKGNNDWWKIGMFVLCLMGA-GG-I--YE-VAHPQYIGLITVGGKLKESGMTSAIECWGSF
LKEEEEEKK-TKSNDWWKIGMFMLCLMGATGGIIWWYEDVAYPHYIGLITVGGKLEESGMTSAIECWGTF
LKEEEEEKK-TKNNDWWKIGMFILCLMGATGGIIW-YEGVAHP-YIGLITVGGKLEGSGMTSAIECWGTF
LKEEEEEKE-KRSNDWWKLGMFMLCLMGATGGLVWWYEGVAHPHYIGLISVGGKLEGSGITSAIECWGTF
LKEEKEEKEEKRSNDWWRIGMFVLCLMGATGGIIWWYEGVAHPHYIGLITVGGKLEGSGMTSAIECWGTF
LKEDPEEKARKRNNDWWKIGMFMLCLMGTTGGILWWYEGVAHPRYIGLITVGGKLEESGMTSAIECWGTF
LKEDPEEKA-KRNNDWW-IGMF-LCLMGTTGGILWWYEGVAHPRYIGLITVGGKLEESGMTSAIECWGTF
LKEEKEEKETKRSNDWWKIGMFMFCLMGATGGLLWWYEGVEHPHYIGLITVGGRLEGSGMTSAIECWGTF
LTEGKEEKETKRSNDWWKLGMFMFCLMGATGG-I--YEGVAHPHYIGLITVGGKLEGSGITSAIECWGTF
LKEDPEEKARKRNNDWWKIGMFMLCLMGTTGGILWWYEGVAHP-YIGLITVGGKLEESGTTSAIECWGTF
LTEEKEEKETKRSNDWWKIGMFMLCLMGATGGLVWWYEGVAHPHYIGLVTVGGKLEGSGMTSAIECWGTF
LKEDPEEKA-KR-NDWW-IGMFVLCLMGTTGGILWWYEGVAHP-YIGLITVGGKLEGSGMTSAIECWGTF
LKED-EEKARKRNNDWWKIGMFMLCLMGTTGGILWWYEGVAHPRYIGLITVGGKLEESGMTSAIECWGTF
LKEDEEEKKMKNNNDWWKIGMFMLCLMGATGGLIWWYEGVAHPRYIGLITVGGKLEESGMTSAIECWGTF
LKEDPEEKARKRNNDWWKIGMFMLCLMGTTGGILW-YEGVAHPRYIGLITVGGKLEESGMTSAIECWGTF
LKEDSEEKARKRNNDWWKIGMFMLCLMGTTGGILWWYEGVAHPRYIGLITVGGKLEESGMTSAIECWGTF
LKEEKEEKETKRSNDWWRIGMFMLCLMGATGGLVWWYEGVAHPHYIGLITVGGKLEGSGVTSAIECWGTF
LKEDPEEKARKRNNDWWKIGMFMLCLMGTTGGILW-YEGVAHPRYIGLITVGGKLEESGMTSAIECWGTF
LKEEKEEK--EKGNDWWK-GMFIFCLMGATGGLIWWYEGVAHPHYIGLITVGGKLEGSG-TSAIECWGTF
LKEDSEEKARKRNDGWWKIGMFMLCLMGTTGGILWWYEGVAHPRYIGLITVGGKLEESGMTSAIECWGTF
LKEEKEEKEEKRSNDWWRIGMFVLCLMGATGGIIW-YEGVAHP-YIGLITVGGKLE-SGMTSAIECW-TF
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RKEE--KED-KRRNNWWKIGMFLLCLLGITGGFLWWYERQQHSYYIGLVTIGGRLNGSGMTSAIECWGSF
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PGCRSFTNYFSYETNRIVSRDNNT-ATLLDAYQREVTNIYRTSCVDSDHCQKYKCKQVQLEKNSNNIIMN
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--------TFKDPVHWDGNFTWLLCNQTENQKAILIPEEEMIRNDNNNT-APKGCNDTWARVKQCPMDLL
--------ENSSEWNHTWGFRWLECNQTENLKTILIPEEEMIQYD-NSTWAPKGCNDTWARVKHCPIDLM
--------VEDNNNSTYWDF-W-LCNQTENQKAILIPEEEMIQYN--STWAPKDCNNTWARVKQCPIDLM
--------IS-GNSSTYWNFTWLLCNQTENKKAIL-PEEEMIQYN--STWAPKDCNNTWARVKQCPIDLM
----TINIGSNSNVSNYWGFNWLLCNQTENQKAILIPEEEMMQY-GNNTWAPKGCNNTWARVKHCPKDIL
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---NDISVVNKTNWEAKWGFKWLVCNQTENRKTIVIPEEEMIQQQDN-TWVPKGCNNTWARVKHC-KDIL
ITANVSVILNKTFWEPSWGFRWLLCNQTENRKAILIPEEEMQQQSD-DTWIPKGCNSTWAHVKHCPRDIL
--------GGNNTNDTYWGFNWLLCNQTENQKAIVIPEEEMIQYEN-NTWVPKGCNNTWAKVKHCPVDIL
--S----INLGGN-NT-WGFEWLLCNQTENQKAILIPEEEMIQYND--TWIPKGCNDTWATVKHCPIDIL
TAS----NNNDSDNSAYWNFTWLLCKQTENKKTILVPEEEMQD-SDNNTW-PKRCNDTWAHVKHCPRDIL
---------ISGNSSTYWNFTWLLCNQTENKKTILVPEEEMIQYNDNRTWAPKGCNDTWAKVKHCPMDLL
-------V-EDNNNSTYWDFTWLLCNQTEDKKAILVPEEEMIQYNDNRTWAPKGCNDTWAKVKHCP-DLL
---------ISGNSSTYW-FTWLLCNQTENKKTILVPEEEMIQYNDNRTWAPKGCNDTWA-VKHCP-D-L
---------ETSGNKTYWGFNWLLCNQTENQKAI-IPEEEMIQYNG-TTWAPKGCNDTWAKVKHCPMDLL
---------ISGNSSTYWNFTWLLCNQTENKKTILVPEEEMIQYNDN-TWAPKGCNDTWA-VKHCPMDLL
TVG----N-NSGNSNTYWNFAWLLCNQTENKKTILVPEEEMIQYNG-TTWAPKGCND-WAKVKHCPMDLL
--V------QNNIWNSTWGFKWLKCNQTENLKTILIPEEEMIQCGNSTTW-PKGCNDTWAKVKHCPMDLL
--E----I-S-GNSSTYWNFTWLLCDQTENKKTILVPEEEMIQYNDNRTWAPKGCNDTWAKVKHCPMDLL
--E----I-S-GNSITYWNFTWLLCNQTENQK-IL-PEEEMIQYNG-TTWAPKGCNDTWAKVKHCPMDLL
--E----I-S-GNSSTYWNFTWLLCNQTENKK-ILVPEEEMIQYNG-TTWAPKGCNDTWAKVKHCPMDLL
--E----I-S-GNSSTYWNFTWLLCNQTENKKTILVPEEEMIQY-DNRTWAPKGCNDTWAKVKHCPMDLL
--E----I-S-GNSSTYWNFTWLLCNQTENKKTILVPEEEMIQYND-RTWAPKGCNDTWAKVKHCPMDLL
--E----I-S-GNSSTYWNFTWLLCNQTENKKTILVPEEE-IQYNDNRTWAPKGCNDTWAKVKHCPMDLL
--E----I-G-GNSSTYWNFTWLLCNQTENKKTILVPEEEMIQYNDNRTWAPKGCNDTWAKVKHCPMDLL
--E----I-S-GNSSTYWNFTWLLCNQTENKKTILVPEEEMIQYNDNRTWAPKGCNDTWAKVKHCPMDLL
--S----V-EDNNNSTYWDFTWLLCNQTENQKAILIPEEEMIQYNDNRTWAPKGCNDTWAKVKHCPMDLL
--S----V-EDNNNSTYWDFTWLLCNQTENKKTILVPEEEMIQYNDNRTWAPKGCNDTWAKVKHCPMDLL
--S----V-EDNNNSTYWDFTWLLCNQTENKKTILVPEEEMIQYNDNR-WAPKGCNNTWARVKHCQ-DLL
I------QVEPNETVSCWGFQWLECNQTEGITTILVPREEMIQNSN-STWRPKGCNETWARVKHCPMDML
----------TINITIISPFNLLECNLTEKAKTIVVPEQEMVNIS--NSWYPKGYNETWAKVKHCPIDLL
V-------EDVMNTAEYWGFKWLECNQTENFKTILVPENEMVNINDTDTWIPKGCNETWARVKRCPIDIL
I-------NITGDGTDYWGFQWLECNQTENAKTMVVPINEMVQIDN-SSWVPKGCNETWARVKQCPVDLL
--------IITGNGTDYWGFQWLECNQTENAKTIVVPINEMVQIDN-SSWVPKGCNETWARVKQCPVDLL
I-------SITGNGTDYWGFQWLECNQTENAKTIVVPINEMVRIDNSSSWVPKGCNETWARVKQCPVDLL
I-------SITGNGTDYWGFQWLECNQTENAKTIVVPINEMVRIDNSSSWVPKGCNETWARVKQCPVDLL
I-------SITGNRTDYWGFRWLECNQTENAKTIVVPINEMVQIDNSSSWVPKGCNETWAKVKQCPVDLL
I-------SITGNGTDYWGFQWLECNQTENAKTIVVPMNEMVQIDNSSSWVPKGCNETWARVKQCPVDLL
-------NCSNNSCEEFWGFSWLECNQTENAITILVPEVEMQQS-K-NTWIPKRCEKTWAKVKHCPMDLL
-------NCSNNSCEEFWGFNWLECNQTENAITILVPEVEMQQR-K-NTWIPKRCNETWAKVKHCPMDLL
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-------NCSNNSCEEFWGFNWLECNQTENAITILVPEVEMQQR-K-NTWIPKRCKKTWAKVKHCPMDLL
-------NCSNNSCEEFWGFNWLECNQTENAITILVPEVEMQQR-K-NTWIPKRCKKTWARVKHCPMDLL
-------NCSNNSCEEFWGFSWLECNQTESAITILVPEIEMQQR-K-NTWIPKRCNETWAKVKHCPMDLL
-------NCSNNSCEEFWGFSWLECNQTESAIAILVPEVEMQQS-K-NTWIPKRCKKTWAKVKHCPMDLL
-------NCSNNSCEEFWGFNWLECNQTENTITILVPEVEMQQR-K-NTWIPKRCNETWAKIKHCPMDLL
-------NCSNNSCEEFWGFNWLECNQTENAITILVPEVEMQQR-K-NTWIPKRCNETWAKVKHCPMDLL
-------NCSNNSCEEFWGFNWLECNQTENAITILVPEVEMQQR-K-NTWIPKRCNETWAKVKHCPMDLL
-------NCSNNSCEEFWGFSWLECNQTENAITILVPEVEMQ*SDN-NTWIPKRCNETWARVKHCPMDLL
-------NCSSNSCEEFRGFSWLECNQTENAITILVPDIEMQESDN-NTWIPKRCNETWARVKHCPMDLL
-------NCSSNSCEEFRGFSWLECNQTENAITILVPDIEMQESDN-NTWIPKRCNETWARVKHCPMDLL
-------NCSSNSCEEFRGFSWLECNQTENAITILVPDIEMQESDN-NTWIPKRCNETWARVKHCPMDLL
-------NCSSNSCEEFRGFSWLECNQTENAITILVPDIEMQESDN-NTWIPKRCNETRARVKHCPMDLL
-------NCSSNSCEEFRGFSWLECNQTENAITILVPDIEMQESDN-NTWIPKRCNETWARVKHCPMDLL
---------TNSTEAKFWGFEWLECNQTENAKSILIPSEEMVRQNN-DSWIPKGCNETWAKVKHCPMDLL
V------KEKNGSNGSYWGFEWLECNQTENAKTILVSKEEMINLDN-ETWVPKGCNETWARLKHCPVDLL
S------KGNNNTRTIYWGFKWLECNQTEDAKTILVPEEEMMALDN-DTWIPKGCNETWARLKHCPVDLL
                   F    C  TE    6     E            4      A 6K C  D 6

 : 258
 : 258
 : 259
 : 258
 : 259
 : 259
 : 259
 : 258
 : 259
 : 259
 : 259
 : 259
 : 259
 : 259
 : 245
 : 265
 : 262
      

               
               
POCONE-BRA01 : 
POCONE-BRA02 : 
9207         : 
9206         : 
7966         : 
8996         : 
8003         : 
13           : 
7998         : 
9213         : 
9214         : 
6_           : 
8990         : 
8005         : 

                                                                      
         *       300         *       320         *       340         *
YGIHPIRLCVQPPFFLVKNNDGNF------------TNGNHTLSNCGPQISLGILDENKAVTREV-----
YGLHPIRLCVQPPFFLVRKED----------------NHSRTLSNCGPQISLGILDSNKAAVKDA-----
YGLH--RLCVQPPFFLVKNDSND------------SSRNNSILSNCGPQISLGVLDDNKAATKEA-----
YGIHPVRLCVQPPFFLVKEYDTED--------GNHTEEGNHTLSNCGPQIALGVLDDNKAAIKEA-----
YGLHPIRLCVQPPFFLVKENNTE--------------DGNHTLSNCGPQISLGILDDNKAAIKDA-----
YGIHPIRLCVQPPFFLVKENNNTS--------N-DAGENARTLSNCGPQITLGVLDDNKAAIKEA-----
YGIHPIRLCVQPPFFLVKENNNT-------------GNNDHTLSNCGPQISLGVLDDNKAAIKEA-----
YGIHPIRLCVQPPFFLVKENNNT-------------GENVRTLSNCGPQISLGVLDDNKAAIKEA-----
YGIHPIRLCVQPPFFLVKENNNT-------------GENVRTLSNCGPQISLGVLDDNKAAIKEA-----
YGLHPIRLCVQPPFFLAKYNNNSE---------------SYPLSNCGPQISLGVLDNNKAAVKEA-----
YGIHPIRLCVQPPFFLTKYNNDSD-------------SGNYTLSNCGPQISLGVLDNNKAVTKKA-----
YGLHPIRLCVQPPFFLVNSNTN--------------TSDSYMLSNCGPQISLGVLDDNKAAVRNG-----
YGIHPIRLCVQPPFFLVKNNSNSNSTS----SNNNSTEGERILSNCGPQISLGVLDDNKAAVKNA-----
YGMHPIRLCVQPPFFLVKNNS---------------NDRNYTLSNCGPQ-SLGILDDNKAVAKGA-----

      
      
 : 315
 : 300
 : 301
 : 316
 : 305
 : 317
 : 311
 : 309
 : 304
 : 311
 : 314
 : 320
 : 319
 : 293
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5            : 
7586         : 
3            : 
9105         : 
8983         : 
9            : 
8988         : 
7996         : 
7734         : 
3613         : 
8089         : 
7640         : 
8070         : 
7981         : 
8            : 
7599         : 
7722         : 
8998         : 
8146         : 
Bau_Gard_co  : 
Miyazaki     : 
Wyoming      : 
IRE_F4       : 
IRE_H3       : 
IRE_F2       : 
IRE_F3       : 
ITA_DE       : 
ITA_SA       : 
DLV8-2       : 
DLV18-8      : 
DLV3-A       : 
DLV2-6       : 
DLV5-10      : 
DLV7-18      : 

YGLHPIRLCVQPPFFLIRDRNNSD------------NRRNHTLSNCGPQISLGVLDSNKAATKKA-----
Y-LHPIRLCVQPPFFLVKNNTNVKN---------NTNSNNRTLSNCGPQISLGVLDDNKAATREA-----
YGLHPIR-CVQPPFFLVRKNDDNN----------TAT--NYTLSNCGPQISLGVLDDNKAATK-A-----
YG-HPIRLCVQPPFFLVKNNS---------------NDGSYTLSNCGPQMSLGILDDNKAVAKEA-----
YGLHPIRLCVQPPFFLVRKED----------------NHSRTLSNCGPQISLGILDNNKAAVRDA-----
YGLHPIRLC-QPPFFLIKNRNNSD------------NNGNRTLSNCGPQISLGVLDNNKAVTKKA-----
YGLHPIRLCVQPP-FLVRKED----------------NHSRTLSNCGPQISLGILD-NKAAVRDA-----
YG-HPIRLCVQPPFF-VRKED----------------NHSRTLSNCGPQIS-GILD-NKAAVRDA-----
YGLHPIRLCVQPPFFLVRKED----------------NHSRTLSNCGPQIS-GILD-NKAAVR-A-----
YGLHPIRLCVQPPFFLVRKED----------------NHSRTLSNCGPQISLGILDNNKAAVRDA-----
YGLHPIRLCVQPPFFLVRKED----------------NHSRTLSNCGPQIS-GILD-NKAAVRDA-----
YGLHPIRLCVQPPFFLVRKED----------------NH-RTLSNCGPQISLGILDNNKAAVRNA-----
YGLHPIR-CVQPPFFLVRKED----------------NHSRTLSNCGPQISLGILD-NKAAVRDA-----
YGLHPIR-CVQPPFFLVRKED----------------NHSRTLSNCGPQISLGILDNNKAAVRDA-----
YGLHPIR-CVQPPFFLVRKED----------------NHSRTLSNCGPQISLGILDDNKAAVRDA-----
YGLHPIR-CVQPPFFLVRKED----------------NHSRTLSNCGPQISLGILDDNKAAVRDA-----
YGLHPIRLCVQPPFFLVRKED----------------NHSRTLSNCGPQISLGILDDNKAAVRDA-----
YGLHPIRLCVQPPFFLVRKED----------------NHSRTLSNCGPQISLGILD-NKAAVRDA-----
YGLHPIRLCVQPPFFLVRKED----------------NHSRTLSNCGPQISLGILDDNKAAVRDA-----
YGIHPIRLCVQPPFFLMKVSSNMSDSSNPSQEIKCEGNTNCTLSNCGPQIFLGVLKDNRAVINSNDSKSD
YGIHPIRLCVQPPFFLVRKNNDT----------------NHTLSNCGPQVFLGVLDDNKTVVKSE-----
YGIHPIRLCVQPPFFLVQEKGIAD---------------TSRIGNCGPTIFLGVLEDNKGVVRGDY----
YGIHPIRLCVQPPFFLVKNDSSND------------NSSNSTLSNCGPSIFLGILEDNKAVVTK------
YGIHPIRLCVQPPFFLVKNDSSND------------NSSNSTLSNCGPSIFLGILEDNKAVVTE------
YGIHPIRLCVQPPFFLVKNDSSND------------NSSNSTLSNCGPSIFLGILEDNKAVVTE------
YGIHPIRLCVQPPFFLVKNDSSND------------NSSNSTLSNCGPSIFLGILEDNKAVVTE------
YGIHPIRLCVQPPFFLVKNDSSNS------------NSSNSTLSNCGPSIFLGILEDNKAVVTE------
YGIHPIRLCVQPPFFLVKNDSSNG------------ISSNSTLSNCGPSIFLGILEDNKAVVTE------
YGINRIRMCVQPPFFLFKQNDTS--------------NNTGILSNCGPLIFLGILEDNKAAIQNG-----
YGINRIRMCVQPPFFLFKQN------------------NTGILSNCGPLVFLGILENNKAAIQNG-----
YGINRIRMCVQPPFFLFKQNDTS--------------NNTSILSNCGPLVFLGILEDNKATIQNG-----
YGINRIRMCVQPPFFLFKQNDTS--------------NNTGILSNCGPLVFLGILEDNKAAIQNG-----
YGINRIRMCVQPPFFLFKQNDTS--------------NNTGILSNCGPLVFLGILEDNKAAIQNG-----
YGINRIRMCVQPPFFLFKQNDTS--------------NNTGILSNCGPLVFLGILEDNKAAIQDG-----

 : 316
 : 316
 : 311
 : 306
 : 307
 : 310
 : 307
 : 305
 : 303
 : 304
 : 304
 : 308
 : 306
 : 307
 : 309
 : 308
 : 307
 : 308
 : 308
 : 329
 : 306
 : 309
 : 314
 : 312
 : 315
 : 315
 : 315
 : 315
 : 309
 : 305
 : 309
 : 309
 : 310
 : 309
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DLV9-7       : 
DLV15-16     : 
DLV19-9      : 
DLV10-19     : 
Liaoning     : 
DV3-5        : 
DV31-2       : 
DV117        : 
DV10-3       : 
DV35-20      : 
Cornwall     : 
Devon        : 
Ecl_Gard_co  : 
               

YGINRIRMCVQPPFFLFKQDDTS--------------NNTGILSNCGPLVFLGILEDNKAAIQNG-----
YGINRIRMCVQPPFFLFKQNDTS--------------NNTGILSNCGPLVFLGILEDNKAAIQNG-----
YGINRIRMCVQPPFFLFKQNDTS--------------NNTGILSNCGPLVFLGILEDNKAAIQNG-----
YGINRIRMCVQPPFFLFKQNDTS--------------NNTGILSNCGPLVFLGILEDNKAAIQNG-----
YGINRIRMCVQPPFFLFKQNDTS--------------NNTSILSNCGPLVFLGILEDNKAAIQNG-----
YGINRIRMCVQPPFFLFKQNDTS--------------NNTGILSNCGPLVFLGILEDNKAAVQNG-----
YGINRIRMCVQPPFFLFKQNDTS--------------NNTGILSNCGLLVFLGILEDNKAAVQNG-----
YGINRIRMCVQPPFFLFKQNDTS--------------NNTGILSNCGPLVFLGILEDNKAAVQNG-----
YGINRIRMCVQPPFFLFKQNDTS--------------NNTGILSNCGPLVFLGILEDNKAAVQNG-----
YGINRIRMCVQPPFFLFKQNDTS--------------NNTGILSNCGPLVFLGILEDNKAAVQNG-----
YGIHPIRLCVQPPFFLVRNPDNDSQE-------NGSISYNNTLSNCGPPVYLGVLEDNKAVVQNG-----
YGIHPIRLCVQPPFFLASNNNNT--------------SGNYTLSNCGPSIFLGILEDNKAVIKDG-----
YGIHPVRLCVQPPFFLAKN--NT--------------WKNYTLSNCGPSIFLGILEENKAVVKSG-----
Y     R C QPP F                           6 NCG     G6L  N4           

 : 310
 : 310
 : 310
 : 309
 : 310
 : 310
 : 310
 : 310
 : 310
 : 310
 : 303
 : 316
 : 311
      

               
               
POCONE-BRA01 : 
POCONE-BRA02 : 
9207         : 
9206         : 
7966         : 
8996         : 
8003         : 
13           : 
7998         : 
9213         : 
9214         : 
6_           : 
8990         : 
8005         : 
5            : 
7586         : 
3            : 
9105         : 

                                                                      
       360         *       380         *       400         *       420
----NCTVAKK--VFHFNDYSGQFISPIFYQCNL-SLTPCNGTN----SPVSIIRYDEDTVEYLIRNTVE
----SCQVEKK-TFQFSKGHSGQLIVPIFYKCTITNLTRCYNNS----STISIIRYDEKNVQYLLCKTNN
----NCTLNRQN--IHYKDYSGQFVVPIFYNCFINLTICEGGNN----STISIIRRSNNSVQYLLCSTTN
----TCVLHKYS--INHKHYSGQFNTPIFYGCNFTNLQVCGNNK----SSISIIRYDAKNVQYLLCKNTT
----NCSVSKYT--IIYDDYFGHFTVPIFYDCIINVTQVCGSNN----SSISIIRYDNDNVQYLLCKNTS
----RCTVVKKP--IRRKDYSGQLIVPIFYNCNINLDICNNKNN----STISIIRYDDNNVQYLLCKNSS
----NCTVVRQT--IYRNEYSGQYIVPIVYNCSISLEMCNDNNK----SAISIIRYGDKNVQYLLCKSEN
----NCTPVRLT--IHRNEYSGQYIIPIVYECNISLEMCNGNNN----SAISIIRYGDKNVQYLLCKNTN
----NCTPVRLT--IHRNEYSGQYIIPIVYECNISLEMCNGNNN----SAISIIRYGDKNVQYLLCKNTN
----NCSVIKHN-I-YYKDYSGQFIVPIFYNCSL-NITSCVNNN----SSVSIIRYDSNNVQYLLCKNDT
----NCTVLKPN-I-NYKDYSGQFIVPIFYNCEL-DIRSCEDNN----SSVSIIWYDNDNVQYLLCKYNK
----ACTLQTR-GLTLPRDYSGQIIAPIFYNCSL-SLTVCDGK---SNSSVSIIRYDENNLQYLLCRRND
----SCTVHKQ-NHNEKIDYSGQLIVPIFYKCNLSMEGICNKENSTKNSTISIIRYDENNVQYLLCNISG
----TCTVQKPT---IYTDYSGQLIVPIFYKCNLTIEKPCNG-N----GSVSIIRYDKDNVQYLLCKYND
----NCEVKRYNNINYPKEYSGHLAAPIFYSCSL-NLTLCNQDN----SSVSIIRYDENNVQYLLCINDT
----NCEVNKR-KI-INKDYSGQLIVPIFYGCNI-TLERCYGTN----SSVSIIRYDAGNIQYLLCKPNS
----NCSVE-Y-TI-YP-DYTG-VINPVFYHC-L-NLTVC--------TSVSIIRYDKDNVQYLLCRKNE
----NCTVQKP-NIH--TNYSGQLIVPIFYKCDLIIKNPCDK-N----DSVSIIRYDQDNVQYLLCKYTK

      
      
 : 374
 : 361
 : 361
 : 376
 : 365
 : 377
 : 371
 : 369
 : 364
 : 370
 : 373
 : 381
 : 384
 : 351
 : 377
 : 375
 : 362
 : 364
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8983         : 
9            : 
8988         : 
7996         : 
7734         : 
3613         : 
8089         : 
7640         : 
8070         : 
7981         : 
8            : 
7599         : 
7722         : 
8998         : 
8146         : 
Bau_Gard_co  : 
Miyazaki     : 
Wyoming      : 
IRE_F4       : 
IRE_H3       : 
IRE_F2       : 
IRE_F3       : 
ITA_DE       : 
ITA_SA       : 
DLV8-2       : 
DLV18-8      : 
DLV3-A       : 
DLV2-6       : 
DLV5-10      : 
DLV7-18      : 
DLV9-7       : 
DLV15-16     : 
DLV19-9      : 
DLV10-19     : 

----SCQVERK-TVQIPKEYSGQLIVPIFYKCTITNLTRCNNDN----STISIIRYDKDNVQYLLCRNNT
----SCTVKKF-NIHF-KDYFGQLVTPIFYNCNL-NLSLCNNAS----SSVSIIRYDGDNVQYLLCKIHT
----SCQVE-K-TVQIPKEYSGQLIVPIFYKCTITNLTRCNNDN----STISIIRYDKDNV-YLLCKNDT
----NCTVAKK-TVQIPKEYSGQLIVPIFYKCTITNLTRCNNDN----STISIIRYDKDNVQYLLCKNDT
----NCQVEKK-TFQFSKGHSGQLIVPIFYKCTITNLTRCNNDN----STISIIRYDKDNVQYLLCKNDT
----SCQVERK-TVQIPKEYSGQLIVPIFYKCTITNLTRCNNDN----STISIIRYDKDNVQYLLCKNNT
----SC-VERK-TVQIPK-YSGQLIVPIFYKCTITNLTRCNNDN----STISIIRYDKDNVQYLLCKNDT
----NCSVEKK-TVQA-KDYSGQLIVPIFYKCTITNLTRCNNDN----STISIIRYDKDNVQYLLCKNDT
-----C-VE-K-TVQ--K--SGQLIVPIFYKCTITNLTRCNNDN----STISIIRYDKDNVQYLLCKNDT
----NC-VEKK-TVQIPKEYSGQLIVPIFYKCTITNLTRCNNDN----STISIIRYDKDNVQYLLCKNDT
----NCVVEKK-TVQIPKEYSGQLIVPIFYKCTITNLTRCNNDN----STISIIRYDKDNVQYLLCKNDT
----NC-VEKK-TVQIPKEYSGQLIVPIFYKCTITNLTRC-NDN----STISIIRYDKDNVQYLLCKNDT
----NCVVEKK-TVQIPKEYSGQLIVPIFYKCTITNLTRCNNDN----STISIIRYDKDNVQYLLCKNDT
----SCQVE-K-TVQIPKEYSGQLIVPIFYKCTITNLTRCNNDN----STISIIRYDKDNVQYLLCKNDT
----SCQVE-K-TVQIPKEYSGQLIVPIFYKCTITNLTRCNNDN----STISIIRYDKDNVQYLLCKNDT
NSSVTCEAAKRI--IQMGNYYGRYIVPIFYNCSFET-QSC--NN---DTVVSVIMHNTDNVQYLLCNRTE
---EKCKIIRFN--IKRQDYFGQYITPIVYNYTLN-ISRCNQKN---NKSVSVIMYESGNIQYLLCNVNN
---TACNVRRLN--INRKDYTGIYQVPIFYTCTFTNITSC--NN---EPIISVIMYETNQVQYLLCNNNN
---GNCTLHKKN--INRPLYYGQYIVPIFYKCNFS-YTSC--DN---DPLISVIMYEPDNVQYLLCNING
---GNCTLHRRN--INRPLYYGQYIVPIFYNCNFS-YTSC--DN---DPLISVIMYEPDNVQYLLCNING
---GNCTLHRRN--INRPLYYGQYIVPIFYKCSFN-YTSC--ND---DSLISVIRYEPDNVQYLLCNINN
---GNCTLHRRN--INRPLYYGQYIVPIFYKCSFN-YTSC--NN---DSLISVIMYEPDNVQYLLCNING
---GSCTLHRTS--IYRSLYYGQYIVPIFYNCSFN-YTSC--NN---DSLISVIMHEPGNLQYLLCNINN
---GNCTLHRTN--INRPLYYGQYIVPIFYNCNFS-YTSC--NN---DSLISVIMYEPDNVQYLLCNINN
----SCTLHRTN--IERPDYSGFYQVPIFYICNLTGLQSC--NN---RSIISIIMYESNNVQYLLCNTGN
----SCTLHRTN--INRLDYSGFYQVPIFYICNLTGLQSC--NN---GSIISIIMYESNNVQYLLCNTSN
----SCTLHRTN--IERPDYSGFYQVPIFYICNLTGLQSC--NN---RSIISIIMYEPNNVQYLLCNTSN
----SCTLHRTN--IERPDYSGFYQVPIFYICDLTGFQSC--NN---GSIISIIMYESNNVQYLLCNTSN
----SCTLHRTN--INRPDYSGFYQVPIFYICNLTGLQSC--NN---RSIISIIMYESNNVQYLLCNTSN
----SCTLHRTN--IERPDYSGFYQVPIFYICNLTGLQSC--NN---RSIISIIMYEFNNVQYLLCNTSN
----SCTLHRTN--IERPDYSGFYQVPIFYICNLTGLQSC--NN---GSIISIIMYESNNVQYLLCNTSN
----SCTLHRSN--IERPDYSGFYQVPIFYICNLTELQSC--NN---GLIISIIMYESNNVQYLLCNTSN
----SCTLHRTN--IERPDYSGFYQVPIFYICNLTGLQSC--NN---RSIISIIMYESNNVQYLLCNTSN
----SCTLHRTN--IERPDYSGFYQVPIFYICNLTGLQSC--NN---GSIISIIMYEPNNVQYLLCNTSN

 : 368
 : 369
 : 366
 : 366
 : 364
 : 365
 : 363
 : 368
 : 360
 : 367
 : 370
 : 367
 : 368
 : 368
 : 368
 : 391
 : 367
 : 369
 : 373
 : 371
 : 374
 : 374
 : 374
 : 374
 : 368
 : 364
 : 368
 : 368
 : 369
 : 368
 : 369
 : 369
 : 369
 : 368
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Liaoning     : 
DV3-5        : 
DV31-2       : 
DV117        : 
DV10-3       : 
DV35-20      : 
Cornwall     : 
Devon        : 
Ecl_Gard_co  : 
               

----SCTLHRTN--IKRPDYSGFYQVPIFYICNLTGLQSC--NN---GSIISIIMSESNNVQYLLCNTSN
----SCTLHRTN--IKRPDYSGFYQVPIFYICNLTGLQSC--NN---GSIINIIMYESNNVQYLLCNTSN
----SCTLHRTN--IKRPDYSGFYQVPIFYICNLTGLQSC--NN---GSIISIIMYESNNVQYLLCNTSN
----SCTLHRTN--IKRPDYSGFYQVPIFYICNLTGLQSC--NN---GSIISIIMYESNNVQYLLCNTSN
----SCTLHRTN--IKRPDYSGFYQVPIFYICNLTGLQSC--NN---GSIISIIMYESNNVQYLLCNTSN
----SCTLHRTN--IKRPDYSGFYQVPIFYICNLTGLQSC--NN---GSIISIIMYESNNVQYLLCNTSN
----SCTVYKID--ISRPDYTGQYIMPVFYNCSFENVTPCINNN---DSSISVIMSEKDNIQYLLCKNSS
---EKCSIERKV--IERPNYSGQYIVPIFYNCSLNV-TSC--ND---NSSISVIMYEPNNVQYLLCSKNK
----NCTVEKTL--IMRSDYSGQYITPIFYKCNISV-TSC--NN---GSSISVIMYESNNVQYLLCNYNK
     C               G    P6 Y                    6 6I      6 YL6     

 : 369
 : 369
 : 369
 : 369
 : 369
 : 369
 : 364
 : 375
 : 369
      

               
               
POCONE-BRA01 : 
POCONE-BRA02 : 
9207         : 
9206         : 
7966         : 
8996         : 
8003         : 
13           : 
7998         : 
9213         : 
9214         : 
6_           : 
8990         : 
8005         : 
5            : 
7586         : 
3            : 
9105         : 
8983         : 
9            : 
8988         : 
7996         : 

                                                                      
         *       440         *       460         *       480         *
Y-LICKAKNITEKNFSCVVQTFGTIGQAHIELPRKNKKIIGNQFTQYNCSINDKTELEKWKLVKSSGITP
T--------D-AGNFSCVVQTFGKIGQAHIELPRNNKRIRENKFTQYNCSINNQTELKEWKLIKGSGITP
TS---EAKNNIAKNFSCVVQTFGKIGQAHIELPKINKIQG-TKIARYNCSVNNQTELREWKLIKSSGITP
GK---Y---IS-GEFSCVVQTFGTIGQAHIELPRNDKKLVVGKTTQYNCSVNNQTELGRWKLVKSSGITP
TE---N--DTNTGNFFCVVQTFGTIGQAHIELPRKNKKLVGNKITQYNCSINNQTELGRWELVKGSGITP
---------ENSGNFSCVVQTFGKIGQAHLDLPRISKRQE-LKPTQYNCSVNNQTELKEWKLVKSSGITP
---------TSSGDFTCVVQTFGKIGQAHMELPRIDKRQE-LKPTQYNCSVNNQTELKEWKLIKSSGITP
---------TSNGNFICVVQTFGKIGQAHMELPRIDKKQE-LKPTQYNCSVNNQTEL-EWKLIKSSGITP
---------TSNGNFICVVQTFGKIGQAHMELPRIDKKQE-LKPTQYNCSVNNQTELKEWKLIKSSGITP
ST---------SDQYKCVAQVFGVIGQAHIELPRNNKRIVGNNITKYNCSMNNQTELAEWKLVKSSGITP
TDSSNNTNETRSYNASCVAQVFGVIGQAHIELPRNNKKIVGNKVTEYNCSINNQTELAEWKLVKSSGITP
T----------NSNFSCVVQFFGTIGQAHIELPRKQKRINKETFRQYNCSINNQTELGEWKLVKSSGITP
TNNV-----SNMIDVFCVVQTFGIIGQAHLFLPRNNKKIAGNKITKYNCSINNQTELAEWKLIKSSGITP
-T---------KDNTSCVAQFFGVIGQAHIELPRNNKKIVGNRITQYNCSINNQTELAEWKLVKSSGITP
QN---------RDNYSCVVQTFGTIGQAHIELPRNNKKIIGNNITRYNCSINDQTEWK-WKLIKGSGITP
ID-------DNSANYSCVVQTFGTIGQAHIELPRNNKKIRGINIAQYNCSINNQTELKEWKLIKGSGITP
TN--------DNTNYSCVTQSFGKIGQAHLELPRHTKRIEGNKITHYNCSINNQTELKEWKLVK-SGITP
NNNTVVNDNNTVVNASCVRQVFG-IGQAHIELPRNNKKIVGNKITQYNCSINNQTELAEWKLVKSSGITP
D--------NTPGKFSCVVQTFGKIGQAQIELPRNNKRIRENKFTQYNCSINNQTELKEWKLIKGSGITP
N--------DSNGNFSCVVQTFGTIGQAHIELPKNHKQIVGNNITQYNCSINNQTELREWKLIKGSGITP
-----------SENFSCVVQTFGKIGQAHIELPRNNKRIRENKFTQYNCSINNQTELKEWKLIKGSGITP
-----------SENFSCVVQTFGKIGQAHIELPRNNKRIRENKFTQYNCSINNQTELKEWKLIKGSGITP

      
      
 : 443
 : 422
 : 427
 : 439
 : 430
 : 437
 : 431
 : 428
 : 424
 : 431
 : 443
 : 441
 : 449
 : 411
 : 437
 : 438
 : 423
 : 433
 : 430
 : 431
 : 425
 : 425
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7734         : 
3613         : 
8089         : 
7640         : 
8070         : 
7981         : 
8            : 
7599         : 
7722         : 
8998         : 
8146         : 
Bau_Gard_co  : 
Miyazaki     : 
Wyoming      : 
IRE_F4       : 
IRE_H3       : 
IRE_F2       : 
IRE_F3       : 
ITA_DE       : 
ITA_SA       : 
DLV8-2       : 
DLV18-8      : 
DLV3-A       : 
DLV2-6       : 
DLV5-10      : 
DLV7-18      : 
DLV9-7       : 
DLV15-16     : 
DLV19-9      : 
DLV10-19     : 
Liaoning     : 
DV3-5        : 
DV31-2       : 
DV117        : 

-----------SENFSCVVQTFGKIGQAHIELPRNNKRIRENKFTQYNCSINNQTELKEWKLIKGSGITP
D--------NTP-NFSCVVQTFGKIGQAHIELPRNNKRIRENKFTQYNCSINNQTELKEWKLIKGSGITP
-----------SENFSCVVQTFGKIGQAHIELPRNNKRIRENKFTQYNCSINNQTELKEWKLIKGSGITP
-------------NFSCVVQTFGKIGQAHIELPRNNKRIRENKFTQYNCSINNQTELKEWK-IKGSGITP
-----------SENFSCVVQTFGKIGQAHIELPRNNKRIRENKFT-YNCSINNQTELKEWKLIKGSGITP
-----------SENFSCVVQTFGKIGQAHIELPRNNKRIRENKFTQYNCSINNQTELKEWKLIKGSGITP
-----------SENFSCVVQTFGKIGQAHIELPRNNKRIRENKFTQYNCSINNQTELKEWKLIKGSGITP
-------------NFSCVVQTFGKIGQAHIELPRNNKRIRENKFTQYNCSINNQTELKEWKLIKGSGITP
-----------SENFSCVVQTFGKIGQAHIELPRNNK-I-ENK-TQYDCSINNQTELKEWKLIKGSGITP
-----------SENFSCVVQTFGKIGQAHIELPRNNKRIRENKFTQYNCSINN-TELKEWKLIKGSGITP
-----------SENFSCVVQTFGKIGQAHIELPRNNKRIRENKFTQYNCSINNQTELKEWKLIKGSGITP
NTNTS-------TTHQCVVQKFGVIGQVHLQLPRKNQKIENQKFTRYNCSINNQTELKSWKLLQTSGITP
ENNNT-NITDAIKNYICIAQSFGKIGQAHLELPRPTKGIKQQNFTRYNCSINDQGEMRKWTLVKTSGITP
S-----------NNYNCVVQSFGVIGQAHLELPRPNKRIRNQSFNQYNCSINNKTELETWKLVKTSGITP
TNNTSNN-TRNINNASCIVQTFGTIGQAHLELPRKNKRIATPNFSHYNCTVNNKTEMQEWQLVKTSGITP
TNNTSNN-TSKINNASCIVQTFGIIGQAHLELPRKNKRIATPNFSHYNCTVNNKTEMQEWQLVKTSGITP
T--------SDTNNASCIVQTFGIIGQAHLELPRKNKRIATPNFSHYNCTVNNKTEMQEWQLVKTSGITP
TNNTSNN-TSEINNASCIVQTFGIIGQAHLELPRKNKRITEPNFSHYNCTVNNKTEMQEWQLVKTSGITP
T--------SKINNASCIVQTFGIIGQAHLELPRKNKRIAEPGFSHYNCTVNNKTEMQEWQLVKTSGITP
T--------SDINNASCIVQTFGTIGQAHLELPRKNKRIAEPDFSHYNCTVNNKTEMQEWQLVKTSGITP
TNSTN------NASVSCVVQSFGVIGQAHVALPRKNKRLQSPKFTQYNCTINNKTELRQWQLVKTSGITP
TNSTN------NANVSCVVQSFGVIGQAHVALPRKNKRLQSPKFAQYNCTINNKTELRQWQLVKTSGITP
INSTS------NASVSCVVQSFGVIGQAHVALPRKNKRLQSPKFAQYNCTINNKTELRQWQLVKTSGITP
TNSTN------NANVSCVVQSFGVIGQAHVALPRKNKRLQSPKFAQYNCTINNKTELRQWQLVKTSGITP
TNSTN------NANVSCVVQSFGVIGQAHVALPRKNKRLQSPKFAHYNCTINNKTELRQWQLVKTSGITP
TNSTN------NANVSCVVQSFGVIGQAHVALPRKNKRLQSPKFAQYNCTINNKTELRQWQLVKTSGITP
TNSTN------NANVSCVVQSFGVIGQAHVALPRKNKRLQSPNFAQYNCTINNKTELRQWQLVKTSGITP
TNSTN------NANVSCVVQSFGVIGQAHVALPRKNKRLQSPKFAHYNCTINNKTELRQWQLVKTSDITP
TNSTN------NANVSCVVQSFGVIGQAHVALPRKNKRLQSPKFAQYNCTINNKTELRQWQLVKTSGITP
TNSTN------NANVFCVVQSFGVIGQAHVALPRKNKRLQSPKFAQYNCTINNKTELRQWQLVKTSGITP
TNSTN------NATVSCVVQSFGVIGQAHVALPRKNKRLQSPKFAHYNCTINNKTELRQWQLVKTSGITP
TNSTN------NANVSCVVQSFGVIGQAHVALPRKNKRLQSPKFAHYNCSINNKTELRQWQLVKTSGITP
TNSTN------NANVSCVVQSFGVIGQAHVALPRKNKRVQSPKFAHYNCSINNKTELRQWQLVKTSGITP
TNSTN------NANVSCVVQSFGVIGQAHVALPRKNKRLQSPKFAHYNCSINNKTELRQWQLVKTSGITP

 : 423
 : 426
 : 422
 : 424
 : 418
 : 426
 : 429
 : 424
 : 424
 : 426
 : 427
 : 454
 : 436
 : 428
 : 442
 : 440
 : 436
 : 443
 : 436
 : 436
 : 432
 : 428
 : 432
 : 432
 : 433
 : 432
 : 433
 : 433
 : 433
 : 432
 : 433
 : 433
 : 433
 : 433
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DV10-3       : 
DV35-20      : 
Cornwall     : 
Devon        : 
Ecl_Gard_co  : 
               

TNSTN------NANVSCVVQSFGVIGQAHVALPRKNKRLQSPKFAHYNCSINNKTELRQWQLVKTSGITP
TNSTN------NANVSCVVQSFGVIGQAHVALPRKNKRLQSPKFAHYNCSINNKTELRQWQLVKTSGITP
N----------EGEYTCVVQSFGVIGLAHLELPRKNKKIKDQQFTTYNCSVNNKTELKEWQLVKTSGITP
NKT--------NENHACIVQSFGTIGDAHLELPRKNKRIRGQTFTRYNCTVNDKKELSKWKLIKTSGITP
TNNYNYTCVGQSSNYTCVVQSFGVIGQAHIELPRKNKKIGQQRFANYNCTVNNKTELERWKLVKTSGITP
                C6 Q FG IG   6 LP4            Y1C36N1  E   W  6  S ITP

 : 433
 : 433
 : 424
 : 437
 : 439
      

               
               
POCONE-BRA01 : 
POCONE-BRA02 : 
9207         : 
9206         : 
7966         : 
8996         : 
8003         : 
13           : 
7998         : 
9213         : 
9214         : 
6_           : 
8990         : 
8005         : 
5            : 
7586         : 
3            : 
9105         : 
8983         : 
9            : 
8988         : 
7996         : 
7734         : 
3613         : 
8089         : 
7640         : 

                
       500      
FPVTSRANTGLVRYKR
IPITSQANTGLIRYKR
FP-TSRA-TGLIRYKR
FPVTSRANTGLIRYKR
FPVTSRADTGLIRYRR
LPITSRDNTGLIRYKR
FPITSRANTGLIRYKR
FPVTSQANTGLIRYKR
FPITSRANTGLIRYKR
FPITSRSDTGLIRYKR
FPITSRGNTGLIRYKR
FPITSRAETGLIRYKR
LPITSRD-TGLIRYKR
LPITSRGNTGLIRYKR
FPITSRAETGLIRYKR
FPVTSRANTGLIRYKR
FPITSRANTGLIRYRR
LPITSRDNTGLIRYKR
IPITSQANTGLIRYKR
-PVTSQANTGLIRYKR
IPITSRANTGLIRYKR
IPITS-ANTGLIRYKR
IPITSQANTGLIRYKR
IPITSQANTGLIRYKR
IPITSQANTGL-RYKR
I-ITSRGNTGLIRYKR

      
      
 : 459
 : 438
 : 441
 : 455
 : 446
 : 453
 : 447
 : 444
 : 440
 : 447
 : 459
 : 457
 : 464
 : 427
 : 453
 : 454
 : 439
 : 449
 : 446
 : 446
 : 441
 : 440
 : 439
 : 442
 : 437
 : 439
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8070         : 
7981         : 
8            : 
7599         : 
7722         : 
8998         : 
8146         : 
Bau_Gard_co  : 
Miyazaki     : 
Wyoming      : 
IRE_F4       : 
IRE_H3       : 
IRE_F2       : 
IRE_F3       : 
ITA_DE       : 
ITA_SA       : 
DLV8-2       : 
DLV18-8      : 
DLV3-A       : 
DLV2-6       : 
DLV5-10      : 
DLV7-18      : 
DLV9-7       : 
DLV15-16     : 
DLV19-9      : 
DLV10-19     : 
Liaoning     : 
DV3-5        : 
DV31-2       : 
DV117        : 
DV10-3       : 
DV35-20      : 
Cornwall     : 
Devon        : 

IPITSQANTGLIRYKR
LPITSRGNTGLIRYKR
IPITSQANTGLIRYKR
IPITSQANTGLIRYKR
-PITSQANTGLIRYKR
IPITSQANTGLIRYKR
IPITSQANTGLIRYKR
MPISSTANTGLVRYKR
LPVSSSDNSGLIRYKR
LPISSEANTGLIRHKR
IPISSRNEEGLIRHKR
IPISSRNEKGLVRHKR
IPISSRNEKGLVRHKR
IPISSRNEEGLIRHKR
IPISSRSEKGLIRHKR
IPISSRNEKGLIRHKR
LPISSTANTGLVRHKR
LPISSTANTGLVRHKR
LPISSTANTGLVRHKR
LPISSTANTGLVRHKR
LPISSTANTGLARHKR
LPISSTANTGLVRHKR
LPISSTANTGLVRHKR
LPISSTANTGLVRHKR
LPISSTANTGLVRHKR
LPISSTANTGLVRHKR
LPISSTANTGLVRHKR
LPISSTANTGLVRHKR
LPISSTANTGLVRHKR
LPISSTANTGLVRHKR
LPISSTANTGLVRHKR
LPISSTANTGLVRHKR
FPLSSESRTGLVRYKR
LPVSSESNTGLVRRKR

 : 434
 : 442
 : 445
 : 440
 : 439
 : 442
 : 443
 : 470
 : 452
 : 444
 : 458
 : 456
 : 452
 : 459
 : 452
 : 452
 : 448
 : 444
 : 448
 : 448
 : 449
 : 448
 : 449
 : 449
 : 449
 : 448
 : 449
 : 449
 : 449
 : 449
 : 449
 : 449
 : 440
 : 453
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Ecl_Gard_co  : 
               

IPISSESNTGLVRRKR
   3S    GL R 4R

 : 455
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Legenda:  

Na cor preta: regiões conservadas 
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Anexo 5 - Clones da amostra 7734 da região gp90 da combinação B. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  





 

146 
 

 

Anexo 6 - Clones da amostra 7599 da região gp90 da combinação B. 
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Anexo 7 - Clones da amostra 8002 da região gp90 da combinação B. 
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Anexo 8 - Clones da amostra 8089 da região gp90 da combinação B. 
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Anexo 9 - Clones da amostra 9000 da região gp90 da combinação B. 
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Anexo 10 - Clones da amostra 11 da região gp90 da combinação E. 
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Anexo 11 - Clones da amostra 3613 da região gp90 da combinação E. 
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Anexo 12 - Clones da amostra 7575 da região gp90 da combinação E. 
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Anexo 13 - Clones da amostra 7722 da região gp90 da combinação E. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  







 

155 
 

 

Anexo 14 - Clones da amostra 7731 da região gp90 da combinação E. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 





 

156 
 

 

Anexo 15 - Clones da amostra 3 da região gp90 da combinação O. 
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Anexo 16 - Clones da amostra 6 da região gp90 da combinação O. 
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Anexo 17 - Clones da amostra 8 da região gp90 da combinação O. 
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Anexo 18 - Clones da amostra 9 da região gp90 da combinação O. 
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Anexo 19 - Clones da amostra 3613 da região gp90 da combinação O. 
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Anexo 20 - Clones da amostra 7573 da região gp90 da combinação O. 
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Anexo 21 - Clones da amostra 7586 da região gp90 da combinação O. 
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Anexo 22 - Clones da amostra 7599 da região gp90 da combinação O. 
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Anexo 23 - Clones da amostra 7640 da região gp90 da combinação O. 
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Anexo 24 - Clones da amostra 7966 da região gp90 da combinação O. 
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Anexo 25 - Clones da amostra 7991 da região gp90 da combinação O. 
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Anexo 26 - Clones da amostra 8003 da região gp90 da combinação O. 
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Anexo 27 - Clones da amostra 8020 da região gp90 da combinação O. 
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Anexo 28 - Clones da amostra 9105 da região gp90 da combinação O. 
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Anexo 29 - Clones da amostra 9214 da região gp90 da combinação O. 
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