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RESUMO
Morada Nova é uma raga de ovinos deslanados do Brasil, sendo explorada
para carne e pele, e constituindo importante fonte de proteina na alimentagéao
humana, principalmente no Nordeste. Neste estudo foi realizada a genotipagem
de 72 animais da raca Morada Nova (variedades vermelha e branca) para o
gene PrP (proteina prion), o qual codifica a proteina cuja conversdo para uma
isoforma resistente a proteases tem sido associada ao scrapie em ovinos e a
outras encefalopatias espongiformes transmissiveis (TSEs) em varias espécies,
incluindo o homem. Polimorfismos no quadro aberto de leitura (open reading
frame, ORF) do gene PrP tém sido associados a suscetibilidade, ocorréncia e
lesbes de TSEs, enquanto a incidéncia natural do scrapie parece ser
influenciada por alteragdes no gene PrP. Em ovinos, varios polimorfismos de
unico nucleotideo (single nucleotide polymorphisms ou SNPs) foram
relacionados com diferencas na expressado de fendtipos das TSEs, porém os
SNPs dos cdédons 136, 154 e 171 sdo os mais importantes. O presente estudo
constou na detecgdo de SNPs e analise dos haplotipos apresentados na raga
Morada Nova, avaliados em relagdo aos cédons polimorficos (136, 154 e 171)
do gene PrP através de reagdes de PCR, sequenciamento da ORF do éxon 1
do gene PrP e posterior analise bioinformatica. Os resultados revelaram 3
variantes alélicas (ARQ, ARR e VRR) e 4 gendtipos (ARQ/ARQ; ARQ/ARR,;
ARR/ARR e VRR/VRR), um dos quais (VRR/VRR) presente em apenas 2
animais, enquanto outro (ARQ/ARQ) foi o mais frequente (34,72%). Houve
diferengas significativas nas frequéncias genotipicas entre as duas variedades
da raga, onde a branca apresentou maior frequéncia para o gendétipo ARR/ARR
(44,19%) e a vermelha para o ARQ/ARQ (65,52%). Houve baixa prevaléncia do
alelo V136 (considerado de alta suscetibilidade) e uma relativa prevaléncia do
alelo resistente R171, entretanto, deve-se ressaltar a presengca de gendtipos
potencialmente suscetiveis para o scrapie na raga Morada Nova. Mesmo sendo
area livre de scrapie, o Brasil precisa investir na caracterizagdo genotipica sua
populagdo ovina, procurando manter rebanhos geneticamente resistentes e

assegurando, assim, a nao introdugao da doenga em rebanhos nacionais.



ABSTRACT

Morada Nova is a major hair breed of sheep in Brazil, as a meat and fur type,
being an important source of protein for human feeding in Northeastern region of
the country. In this study, a total of 72 local Morada Nova sheep from 2 different
flocks and fur colors (red and white) were analyzed for scrapie-linked
polymorphisms in the prion protein (PrP) gene. This gene encodes the PrP that
has had its conversion to a protease resistant isoform as the pivotal element in
ovine scrapie and in other transmissible spongiform encephalopaties (TSESs)
affecting several species, including man. Polymorphisms within the open reading
frame (ORF) of the PrP gene are associated with the susceptibility, occurrence and
the pathological lesions of TSEs, while the incidence of natural scrapie is strongly
influenced by alterations in the host gene that encodes the PrP. In sheep, several
single nucleotide polymorphisms (SNPs) have been associated with differences in
the phenotypic expression of prion diseases, but the SNPs at codons 136, 154 and
171 are the most important as related to scrapie resistance/susceptibility. Here,
SNPs at codons 136, 154 and 171 were determined by PCR amplification followed
by DNA sequencing and bioinformatics analysis of nucleotide differences and
genotyping. In this survey, the SNPs detected in the PrP gene make up three
allelic variants (ARQ, ARR and VRR) resulting in four different genotypes
(ARQ/ARQ; ARQ/ARR; ARR/ARR and VRR/VRR), one of which (VRR/VRR)
appeared in only two animals. In general, the most frequent genotype was
ARQ/ARQ (34,72%), but there were significant differences on genotype
frequencies between fur colors. White fur had highest frequency of ARR/ARR
(44,19%), while red fur of ARQ/ARQ (65,52%). All together, data presented here
demonstrated the extremely low prevalence of the susceptibility V136 allele (_ %)
and a variable prevalence of the resistant R171 allele, which was present mostly in
heterozygous form. However, we detected potential scrapie susceptible genotypes.
Regardless of the status of a scrapie-free country, Brazil needs to have its sheeo
population genotyped for PrP in order to avoid disease dissemination among flocks

with high frequencies of susceptible genotypes.
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1. INTRODUGAO

O Brasil é o 13° produtor mundial de ovinos, com efetivo de 18,3 milhdes de
cabecas (cerca de 130.000 toneladas), sendo que a regiao Nordeste possui um
rebanho ovino bastante expressivo dentro do cenario nacional, da ordem de
mais de 50% do total (IBGE, 2000). O Estado do Ceara representa 20% do
rebanho nordestino, onde a regido do Sertdo Central é a mais expressiva. No
entanto, dentro do cenario mundial a produgcdo de carne ovina/ caprina
brasileira representa apenas cerca de 1,15% do montante mundial, que esta
estimada em 11.309.471 toneladas, sendo a Australia, Nova Zelandia e Europa

os principais produtores (FAO, 2002).

O rebanho de ovinos da regidao Nordeste é formado, principalmente, de
animais das ragas deslanadas e seus mesticos. Os ovinos Morada Nova
constituem uma das principais ragas de ovinos deslanados do Nordeste do
Brasil. Sao explorados para carne e pele, sendo esta altamente apreciada no
mercado internacional. Por serem animais de pequeno porte e bem adaptados
as condigbes climaticas do semi-arido, sdo importantes nas pequenas
propriedades, onde constituem fonte de proteina na alimentacdo da populagao
rural (FERNANDES et al. 2001). Apresentando baixa produtividade em
decorréncia do baixo nivel tecnoldgico que ainda nao atingiu estagio compativel
com sua importancia sécio-econémica (IBGE, 2000). Todavia, sabe-se que, nos
ultimos anos, o expressivo aumento da demanda com consequente elevagao
do valor de comercializagcdo da carne ovina pelo mercado, tornaram esta
atividade em uma excelente alternativa para as propriedades rurais dessa
regiao.

Apesar desse potencial, a oferta de carne ovina é muito pequena e a
producdo baseia-se ainda no abate de animais com idade avangada, o que
resulta na oferta de uma carne de qualidade inferior e de pouca aceitagdo no
mercado. Consequientemente, o criador tera que, obrigatoriamente, investir no

sistema criatério, principalmente em tecnologia, visando a produgado de um
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cordeiro mais precoce e com uma carcaga € uma carne de melhor qualidade.
Entretanto, alguns sistemas usados para melhoria da produtividade trazem
consigo o surgimento de doengas que, até entdo, n&o se constituiam em
prejuizo econdmico (FERNANDES et al. 2001).

O scrapie faz parte do grupo de encefalopatias espongiformes
transmissiveis (TSEs). As TSEs ou doencgas prion incluem, além do scrapie de
ovinos e caprinos, a encefalopatia espongiforme bovina (BSE) ou doencga da
vaca louca, encefalopatia de ungulados exadticos, encefalopatia transmissivel
em martas, encefalopatia espongiforme felina (FSE) e a doenga da debilidade
cronica em cervideos. No homem, as doengas prion abrangem o Kuru, a
doenca de Creutzfeldt-dJakob (CJD), CJD variante (vCJD), a doenga de
Gerstmann-Straussler-Scheinkee e a insbénia familiar fatal (KUBOSAKI et al.,
2000).

As doengas prion sdo patologias neurodegenerativas fatais e incuraveis que
ocorrem nos Sistemas Nervoso Central (SNC) e Linfatico e que podem
apresentar-se como desordens genéticas, infecciosas ou esporadicas a partir
da modificacdo da proteina prion (PrP®) (PRUSINER, 1997, 1998;
WOOLHOUSE et al.,, 2001). Prions mutantes se acumulam em células
cerebrais que morrem e abrem vacuolos espongiformes no cérebro, causando

perda de coordenagao motora, confusao e declinio mental seguida de morte.

O scrapie acomete ovinos com 1 a 4 anos de idade, apresentando periodos
de incubacao variaveis. Observaram-se duas formas clinicas da doenca: a
forma pruriginosa e a forma nervosa, de acordo com a predominancia de sinais

sensitivos ou motores.

A ocorréncia de casos de scrapie no Brasil, em particular no Parana (SOUZA,
2001), seja em animais nativos (forma natural da doenga) ou importados, alerta
para a necessidade de estudos e informagdes sobre o gene PrP em racas de
ovinos deslanados do Brasil como a Morada Nova na tentativa de identificar

genotipos resistentes e susceptiveis, facilitando dessa forma o acasalamento
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orientado em racas nativas e seus cruzamentos e, assim, dificultar a ocorréncia

e/ou disseminacgao desta doenca na regiao Nordeste do Brasil.

Com o surgimento de epidemias que comprometem a produgédo, a ciéncia
busca meios de combate as doencas associadas ao desenvolvimento
biotecndlogico. Uma destas ferramentas largamente utilizadas tem sido a biologia
molecular. A biologia molecular atualmente € uma das principais ferramentas no
combate as doengas em virtude da sua confiabilidade. Paises com larga tradigdo
na pecuaria leiteira e de corte vém utilizando esta técnica com sucesso absoluto.
A analise gendbmica em animais de produgao tem sido utilizada para determinagao
dos valores de acasalamentos, para mapeamento genético e como meio de
acelerar o progresso genético, traduzindo-se em maior produtividade e, portanto,
maior competitividade nos rebanhos comerciais. Em busca de informagdes acerca
da estrutura molecular dos genes bem como sua regulagdo e expressao foram
criados programas de mapeamento genético, como o BOVMAP (INRA, 2004)
para bovinos e PIGMAP (RIE, 2004) para suinos. Dados obtidos a partir desses
programas mostram que aproximadamente 400 genes foram mapeados e
sequenciados em bovinos. A importancia do sequenciamento do DNA reflete-se
no desenvolvimento de técnicas que permitam o0 monitoramento dessas
sequéncias no individuo através de diagndsticos por DNA, e dessa forma permitir
novas estratégias de acasalamento, ou ainda, eliminar desordens genéticas
(SMIDT & NIEMANN, 1999).

A suscetibilidade genética desempenha um papel importante na ocorréncia do
scrapie natural em ovinos porque este é fortemente influenciado pelo polimorfismo
do gene do hospedeiro que codifica a proteina prion (GOLDMANN et al.1990;
HUNTER et al. 1997). Varios polimorfismos nas ORFs (open reading frame ou
quadros abertos de leitura do gene PrP) estdo associados com diferenga na
expressao fenotipica das doencgas pridnicas como periodo de incubagao, sinais
clinicos e patologia (BOSSERS et al, 2000). Os polimorfismos nos cédons 136,
171 e em menor extensdao no 154, ocorrem frequentemente e sdo considerados
parametros determinantes para a classificagcdo de suscetibilidade ao scrapie
(BELT et al. 1995, HUNTER et al. 1996).
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O objetivo deste trabalho é a identificagdo dos gendtipos do gene PrP dos
ovinos deslanados da raga Morada Nova, em ambas as variedades, permitindo
assim a comparagao do comportamento do gene PrP na raga deslanada Morada
Nova em relagédo as demais racgas ja estudadas, bem como em relagéo aos paises
onde a doenga tem sido relatada. A ocorréncia de casos de scrapie no Parana, e
a caréncia de relatos técnicos cientificos nessa area no Brasil, fortalece-se a
necessidade de produgdo de conhecimentos referentes genotipagem para o gene
PrP dos animais nativos e naturalizados do Brasil, em especial o nordeste
brasileiro, onde a ovinocaprinocultura € utilizada como subsisténcia para grande

numero de familias.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Ovinos Morada Nova

A raca de ovinos Morada Nova ¢é primitiva de arietinos (ovinos
descendentes do "Ovis aries") de formagcao mestica como o BORDALEIRO de
Portugal, que veio ao Brasil, na época do povoamento dos sertdes, onde sofreu
um processo de adaptacdo, por variagdo genética e selegdo natural. Dessa
maneira, tanto a variagao genética, como a agao seletiva do ambiente quente e
seco do Nordeste, agiram no sentido desfavoravel de 14, e favoraveis a
multiplicagdo destes carneiros. Os ovinos Morada Nova sao deslanados, mochos,
de pelagem vermelha ou branca; as fémeas adultas pesam em média 30/50 Kg,
enquanto os machos podem chegar a 40/60 Kg. A superioridade no peso corporal
dos machos é devida ao dimorfismo sexual comum a todas as espécies
mamiferas na fase de desenvolvimento e na idade adulta (FERNANDES, 1985;
PEREIRA et al.,, 1987; OLIVEIRA, 1992). Os ovinos Morada Nova constituem
uma das principais ragas de ovinos deslanados do Nordeste do Brasil. Sao
explorados para carne e pele, sendo esta altamente apreciada no mercado
internacional. Por serem animais de pequeno porte e bem adaptados as condi¢des
climaticas do semi-arido, sdo importantes nas pequenas propriedades, onde
constituem fonte de proteina na alimentagao da populagao rural (FERNANDES et
al, 2001)

A Morada Nova € a raga de ovinos deslanados mais prolifica, tendo duas
variedades: vermelha (Figura 1) e branca (Figura 2). Atualmente, os ovinos
deslanados da ragca Morada Nova variedade branca tém sofrido uma drastica
reducdo no seu efetivo, com apreciavel perigo de extingdo. Os principais fatores
que tém contribuido para isto s&o, essencialmente, a despigmentacdo das
mucosas (devido aos problemas de fotossensibilizagdo), e a preferéncia dos
produtores pér outras racas melhoradas geneticamente, de maior porte e/ou mais
produtivas (PEREIRA, 1987). No Estado do Ceara, os ovinos Morada Nova
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variedade branca, encontram-se restritos a trés (3) nucleos, aproximadamente 30-
80 animais cada, dando uma maior importancia ao estudo de caracterizagao do
gene PrP nesta variedade para se conhecer melhor o perfil genético da variedade
em relacdo a um importante doenga ovina, o scrapie. Estudos como esse, de

caracterizagdo e comparagao genética, podem fornecer subsidios aos programas

de selegao e melhoramento animal.

Figura 1. Ovino Morada Nova Figura 2. Ovino Morada Nova
Variedade Vermelha Variedade Branca

.....

2.2. A proteina prion

A proteina prion € uma glicoproteina normal encontrada em todos os
mamiferos que foram até hoje examinados e consiste de aproximadamente 250
aminoacidos (o comprimento exato depende da espécie). A proteina é glicosilada
em um ou dois dos sitios possiveis de glicosilagdo e é fixada por fora da
membrana da célula neuronal por uma ancora de glicofosfoinositol (GPI) (COHEN
e PRUSINER, 1999). Os prions existem normalmente como proteinas celulares
indcuas; mas eles parecem possuir uma capacidade inata de converter suas

estruturas e alterar assim, suas conformacgdes, o que resulta na formacao de

18



particulas potencialmente perigosas, resistentes a degradagdo e causadoras de

diversas doencas neurodegenerativas em humanos e animais (ELBOURN, 1999).
2.2.1. A descoberta da proteina prion

Em 1982 PRUSINER publicou um artigo na revista Science afirmando ter
identificado o agente causador do scrapie e de doengas associadas ao scrapie
como uma ‘nova particula proteinacea e infecciosa’ (‘novel proteinaceous
infectious particle’). Para descrever o agente, Prusiner propds o termo Prion
representativo de sua natureza proteinacea e infecciosa (proteinaceous and
infectious). Anteriormente, acreditava-se que essas doengas fossem causadas
por virus de acdo muito lenta. No entanto, a radiacado ultravioleta, que destréi
acidos nucléicos, nao inativava os extratos, que continuavam infecciosos. Isso
sugeria uma coisa muito estranha: se o agente da infecgdo nao continha acido
nucléico, nao poderia ser um virus. Contudo a idéia de uma proteina infecciosa s6
foi possivel com o isolamento e co-purificacdo da proteina prion a partir de
hamster infectado com scrapie. A proteina do "scrapie" foi entdo chamada de PrP,
que vem de "Prion Protein". Com o experimento Prusiner também descobriu que o
agente era resistente a procedimentos que destruiam acidos nucléicos (como
baixo pH, ribonucleases, desoxiribunucleases, UV a 254nm, hidrdlise catibnica
bivalente, e modificacdo quimica por hidroxilamina). Dai, Prusiner foi capaz de
distinguir o prion de virus, viroides e plasmidios (Tabela 1) por diferenca das
propriedades moleculares do agente da scrapie. Ademais, ao usar métodos de
desnaturagdo, que modificam a conformacgao das proteinas, Prusiner demonstrou

que a capacidade infecciosa do extrato diminuia muito.
2.2.2 A fungao e estrutura da proteina Prion
A proteina prion celular (PrP®) foi detectada como produto de gene de

mamiferos constituida por aproximadamente 256 aminoacidos, altamente

conservada em vertebrados, e expressa na maioria dos tipos celulares, embora
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Tabela 1 - Comparacgao classica entre virus e prion

Virus Prion
Agente Infeccioso, Filtravel Sim Sim
Presenca de acido nucléico Sim Nao
Morfologia definida por microscopia Sim Nao
eletrénica
Presencga de proteina Sim Sim
Desinfecgao por:
Formaldeido Sim Néo
Proteases Alguns Nao
Aquecimento (80°C) Maioria Nao
lonizacéo e radiagao UV Sim Nao

DOENCA

Efeito citopatologico Sim Néo
Periodo de Incubagao Depende do virus Longo
Resposta Imune Sim Nao
Producao de Interferon Sim Nao
Resposta Inflmatdria Sim Nao

Fonte: ELBOURN, 1999.

As propriedades do agente causador da scrapie, a proteina prion, podem

ser resumidas na Tabela 2.

Tabela 2: Propriedades do agente causador do scrapie

. Estavel a 90°C por 30 minutos

. Particula Infecciosa de baixo peso molecular

. Proteina hidrofébica é requerida para a infecgcéo

. Resistente a ribonucleeses e desoxiribonucleases
. Resistente a radiacao UV a 254nm

. Resistente a hidrdlise catalitica com Zn?*

N OO OO~ WODN -

. Resistente a modificacdo quimica com NH,OH

Fonte: PRUSINER, 1982
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predominantemente nas células nervosas (BROWN et al, 1998; MANSON,
1999; GABUST et al, 2001). Os prions também podem ser identificados em muitos
orgaos do sistema imune, como tonsilas e bago, sendo o ultimo o mais provavel
sitio de replicagao periférica. Acredita-se que as células dendriticas sejam as
responsaveis pelo suporte deste processo (PRUSINER, 1998).

O gene PrP, que codifica a proteina PrP®, foi seqiienciado utilizando
material de ovinos Suffolk susceptiveis ao scrapie. O sequenciamento mostrou
que o gene é descontinuo, possuindo trés éxons intercalados por dois introns.
Os éxons podem ser definidos como regides que expressam a informagao
genética, enquanto que os introns sio regides silenciosas ou ndo-expressas de
um gene. Experimentos mostraram que os éxons do gene PrP apresentaram
tamanhos variaveis de 52, 98 e 4028 nucleotideos de comprimento. Os introns,
quando comparados aos éxons, mostraram-se maiores, tendo 2421 e 14031
nucleotideos cada um. Em roedores, a PrP® é codificada por um tnico éxon. De
forma semelhante, o gene PrP de outros mamiferos possui um ou dois éxons
nao codificantes, além daquele que codifica a proteina prion celular (PrP°) (LEE
et al., 1998).

Ainda n3o se conhece a funcdo exata da PrPC, mas ha fortes evidéncias de
que seja uma proteina importante para a atividade sinaptica dos neurdnios, sendo
sensivel a acdo de proteases (COLLING et al. 1996) e estando associada com
ritmo circadiano.

A PrP® também tem funcdo no metabolismo do cobre, pois estando
ligada a este metal, demonstrou-se que a PrP® tem atividade antioxidante
semelhante a superéxido dismutase (SOD). Isto foi sugerido a partir de estudos
com camundongos, no quais constatou-se que animais deficientes em Prp°
apresentaram uma reducgao de dez vezes na fragdo microssomal de cobre para
o cérebro, havendo reducdo também na atividade da Cu-Zn superoéxido
dismutase. Estes animais apresentaram-se mais sensiveis a toxidez por Cu e
ao estresse oxidativo (VILES et al., 1999; HOPE, 2000). Estudos com células
em que a expressao do gene PrP havia sido abolida, por nocaute genético

(knock out genes), demonstraram que as células nocauteadas pareciam ser
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mais sensiveis ao estresse oxidativo do que aquelas em que ocorria expressao
normal. A partir destas observacdes, foi postulado que a isoforma PrP° ligada
ao Cu tem um papel importante na protecdo celular aos danos causados por
radicais livres (WONG et al., 1999). Foi relatado também, que a ablagdo do
gene PrP em camundongos levou a ciclos anormais de sono-despertar, assim
como ritmos circadianos alterados (PRUSINER, 1996).

A proteina prion existe sob duas formas, uma patogénica e a outra ndo. A
forma normal, ndo causadora de doencga, chamou-se PrP¢ (PrP Celular); a forma
patogénica foi chamada de PrPS¢ (PrP Scrapie), demonstradas na Figura 3, que
encontra-se na forma de agregados no sistema endossomo-lisossomo. A
conversdo da proteina da forma normal (PrP®) para a forma anormal (PrP5¢) é
um processo fundamental para a transmissdo e instalacdo das doencas
pridnicas. A alteragdo ocorre apdés a sintese de PrP® no reticulo
endoplasmatico. A proteina recém-sintetizada transita através do complexo de
Golgi para a superficie da célula onde se ligara a uma ancora de
glicofosfatidilinositol (GPI). Préxima & superficie celular, a PrP® é metabolizada
ou convertida em PrP°. A molécula recém-formada volta a célula através de
dominios membranares caveolares (CLD) localizados na superficie da célula
como resultado de invaginagdes da membrana plasmatica. Tais estruturas sao
ricas em proteinas ligadoras de colesterol, glicofosfolipideos, sendo insoluveis
em detergentes (VEY et al., 1996; KANEKO et al., 1997). O carater infeccioso
do scrapie ocorre pelo aumento das concentragdes de PrPS°. SABORIO et al.
(1999) demonstraram em experimentos in vitro que a conversao da isoforma
normal PrP® em PrP®® requer componentes celulares, os quais foram fornecidos
na forma de células lisadas. Nao se observou a conversdo na auséncia dos

componentes celulares.
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Figura 3. Modelos ftridimensionais da Proteina Prion. O modelo da esquerda
representa a forma normal da proteina PrP® em que ha predominio de estruturas em a-hélices. O
modelo da direita representa a forma mutante da proteina prion a PrP%¢ em que ha predominio
de estruturas B-folheadas. (COHEN & PRUSINER, 1999).

A PrP® é uma proteina de conformacgao o-hélice (42%) e sua conversao
em PrPS¢ implica no aumento de estruturas B-folheadas (43%) e diminuicao de
conformagédo a-hélice (30%) (PAN et al, 1993). Ambas possuem a mesma
sequéncia de aminoacidos e s&o covalentemente idénticas. Esta transicéo
estrutural € acompanhada por profundas mudangas nas propriedades da
proteina PrP®, como insolubilidade em detergentes ndo desnaturantes,
propensao a agregar-se e resisténcia a proteinases (PRUSINER et al., 1996),
interagdo anormal de membrana, termorresisténcia (SAFAR, 1996), meia vida
mais longa, na qual a PrP® tem duragdo de seis horas, enquanto a PrP*° pode
durar anos (BOSSERS, 1999).
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Tabela 3: Comparacéo entre PrP€ e PrP%¢ .

PrP°¢ Prp®°
Estrutura Estendida Globular
Resisténcia a protease Nao Sim
Presenca de fibrilas de scrapie Nao Sim
Localizagao em ou nas células Membrana Plasmatica Vesiculas

citoplasmaticas

Rotatividade Horas Dias

Fonte: ELBOURN, 1999.

As alteragcdes observadas na conformacido da PrP° ocorrem por
instabilidade da sua estrutura espacial. Tal efeito resulta de uma mutagcao
ocorrida no gene PrP, a qual gera alelos multiplos, onde cada um deles
provocara um efeito diferente na expressdo do gene. Evidéncias genéticas
apontam para a existéncia de um fator auxiliar (proteina X) na conversao de
PrP° em PrP5°. A proteina X é um fator desconhecido do hospedeiro, que pode
ser uma ou mais moléculas que atuam como chaperonas (LIEMANN &
GLOCKSHUBER, 1998). Em experimento realizado por KANEKO et al. (1997),
demonstrou-se que o PrP® existe em equilibrio com uma forma denominada
PrP* (PrP° ligada a Proteina X), que é definida como uma intermediaria na
formagao do PrP®°. Sob condicdes normais a forma do PrP® domina o equilibrio
conformacional. Com a ocorréncia da doenca infecciosa, o PrP¢ é fornecido a
partir de fonte exégena, formando dimeros PrPS¢ / PrP®°. As vias de replicacdo

da PrP° sdo demonstradas na Figura 4.
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Figura 4. Repllcagao de PrP® a partir de PrP®. (A) Mostra a estrutura da PrPC. (B)
Demonstra que a Prp° interage com a proteina X antes da formagao do complexo PrPC/PrP
Dois ciclos sao requendos para a formagao de PrP%¢. O ciclo da esquerda mostra a proteina X
ligando-se a Prp° (verde) resultando em um complexo heterologo que € capaz de interagir com
a Prp®° (vermelha). Apds a converséao de PrP° na nascente PrP%°, a protelna X dissocia-se do
complexo, por uma relativa falta de afinidade com a |soforma PrP%°. A proteina X é
subsequentemente reciclada. O ciclo da direita descreve a interagdo da PrP*° com o complexo
PrP° /proteina X e a conversao de PrP® em PrP . Com o passar do tempo, o resultado € um
aumento exponencial na concentracéo de Prps° enquanto os outros componentes utilizados na
conversao sao reciclados. Os diagramas de C a F mostram como especificas mutagdes podem
bloquear este mecanismo de convers&o: (C) Mostra uma PrP® mutante (azul) contendo uma
mutacdo na interface PrP /protelna X, levando a uma fraca interagdo com a proteina X e
subsequentemente a nao formagao do complexo PrP /protema X/ PrP%°. Sob estas
circunstancias nao ha formacgao de PrP¢ ou ocorre muito lentamente. (D) Mostra uma mutagao
na mesma regido, porém forma-se uma ligacdo muito forte com a protema X ocorrendo um
auséncia na liberagdo da mesma bloqueando a via de produgéo de Prps° .(E) A Prp° dewdo a
sua habilidade de se ligar fortemente a proteina X compete com a forma normal PrP°® (B) e
previne a propagacgao de PrP S¢_(F) Mostra outro tipo de inibigao, desta vez devido & barreira
mterespecn‘lca aonde a PrP° de ratos ira se ligar a proteina X e formar o complexo Proteina X/
ratoPrP®/ ovinoPrP®°, mas nao é capaz de estabelecer a conversdo em PrP 5 a proteina X é
seqlestrada e entdo a PrP* nao é replicada. (Fonte: KANEKO et al., 1999).

Acredita-se que a regidao da PrP° envolvida na conversdo inclua a curva
que liga o primeiro cordao B-folheado ao primeiro dominio a-hélice. Isto quer

dizer que as mutagdes dentro das regides de curva da PrP® tem efeito mais
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significativo na formagao de PrPres (Proteina Prion resistente a acdo da
proteinase K) e, portanto da doenca (PRIOLA, 1999).

Uma recente hipotese formulada por DELEAULT et al (2003) adiciona um
novo fato, a presenga do RNA como elemento estimulador (um co-fator) na
conversio da PrP°¢ para a isoforma PrPsc. Em artigo publicado na revista Nature,
os autores sugerem que moléculas especificas de RNA sio co-fatores celulares

para a formacao de PrPsc in vitro.

2.2.3 Prions transmitem infecc¢ao

A transmisséo de prions de uma espécie para outra requer longo periodo
de incubacdo ao se comparar a transmissao intraespecifica. Este fenbmeno foi
denominado barreira interespecifica (LIEMANN & GLOCKSHUBER, 1998). De
acordo com PRUSINER et al. (1990), entre individuos da mesma espécie
ocorre a transmissdo de prions homologos, onde a sequéncia das duas
isoformas (PrP® e PrPsc) é semelhante. Diferentes espécies expressam formas
da  PrP® levemente diferentes, estas proteinas diferem um pouco na
quantidade de aminoacido presente na sequéncia de cada espécie, por
exemplo, a PrP de ratos difere da PrP de Hamster por 16 aminoacidos, entao
se inocularmos PrP%¢ de hamster em ratos a doenca raramente se
desenvolvera. Entretanto a diferenca na sequéncia de aminoacidos entre
ovinos e bovinos é de apenas 7 aminoacidos, portanto a transmissao entre as
duas espécies nao é dificil. A proteina PrP humana difere da dos bovinos por
mais de 30 aminoacidos, o que torna dificil a transmissdo de BSE para o
homem extremamente difici, mas n&o impossivel (OWEN, 1998). A
transmissao de prions heterélogos entre espécies requer a troca de sequéncias
entre doador e hospedeiro, ja que estas se apresentam diferentes (SCOTT et
al.,, 1997). A diferenga na sequéncia do prion se da através da linhagem e
possivelmente através da interagdo do PrP® com um fator (ou fatores)

desconhecido(s) do hospedeiro, denominado proteina X por (LIEMANN &
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GLOCKSHUBER, 1998). Segundo WILESMITH et al. (1991), a grande
semelhanga de sequéncias entre os prions dos ungulados parece ter facilitado

a transmissao de prions ovinos para bovinos.

2.3 . Doengas Pridnicas

As doencas prion (Tabela 4) ou doengas pribnicas s&o patologias
neurodegenerativas fatais e incuraveis que ocorrem nos Sistemas Nervoso
Central (SNC) e Linfatico a partir da modificagdo da proteina prion (PrP°)
(PRUSINER, 1997, 1998; WOOLHOUSE et al., 2001). Prions mutantes se
acumulam em células cerebrais que morrem e abrem vacuolos espongiformes
no cérebro, causando perda de coordenagao motora, confusdo e declinio

mental seguida de morte.

A classica caracteristica neuropatolégica das doengas pribnicas inclui
degeneragao espongiforme, gliose e perda neuronal na auséncia de resposta
inflamatoria (ELBOURN, 1999).

Devido as suas caracteristicas de apresentacdo as doengas pridnicas sao
conhecidas como encefalopatias espongiformes transmissiveis (TSEs) e podem
ser transmitidas tanto naturalmente como experimentalmente. Estas doencas
podem ser classificadas como esporadica (sem eventos antecedentes),
adquirida (pela contaminagcdo com o agente infeccioso) ou familiar (heranca
genética), das quais todas envolve uma modificagdo da proteina prion (PrP), um

constituinte normal das células de mamiferos (PRUSINER, 1998).

As TSEs estdo associadas com o acumulo de uma forma patologica da
proteina prion normal (PrPC), na qual estruturas B- folheadas aumenta enquanto
estruturas a- hélice diminui, e sdo especificamente detectadas no sistema nervoso
central e tecidos linféides de animais infectados, com scrapie (HORIUCHI, et al,
2002). A conversdo da proteina normal (PrP®) para uma isoforma resistente a

proteases, a PrP%,parece ser o principal evento na patogenicidade do scrapie e
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outras doencas pribnicas, e a PrP®°, de acordo com a teoria pridbnica é o

componente unico da particula infecciosa desta doencas (PRUSINER, 1998).

Tabela 4: As Doencas Pridnicas

Doencga Hospedeiro Mecanismo de Patogenicidade
Kuru Humanos Infeccao através de rituais de canibalismo
_ Infeccado por horménio do crescimento contaminado
iCJD Humanos
com prion, enxertos de dura mater, etc.
Infecgéo através de prion bovinos (carne
vCJD Humanos .
contaminada)
fCJD Humanos Mutagao no gene PrP
GSS Humanos Mutacao no gene PrP
FFI Humanos Mutacao no gene PrP
Mutacgdo somatica ou conversdo espontanea de PrP°
sCJD Humanos S
em PrP>°
Mutacgdo somatica ou conversdo espontanea de PrP°®
FSI Humanos S
em PrP>°
Scrapie Ovinos Infeccdo em ovinos geneticamente susceptivel
Infecgcdo com MBM (meat and bone meal)
BSE Gado _ )
contaminados com prions.
TME Marta Infeccao através de prions de gado ou ovinos
CwWD Veado, Alce Desconhecido
Infeccao através de tecidos bovinos ou MBM
FSE Gatos

Encefalopatia  ,
Orrix, Nyala,
de ungulados

. Greater Kudu
exoticos

contaminados com prions

Infeccdgo com MBM (meat and bone meal)

contaminados com prions.

Fonte: PRUSINER, 1998.
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2.3.1. Diagnéstico e terapia de doengas pridnicas

Atualmente apenas o diagndstico post mortem é realizado com seguranca,
através de exame histopatolégico, que pode ser ambiguo para o hospedeiro no
inicio da doencga e, caso o material submetido esteja autolisado, o exame torna-se
impossivel de ser realizado com uma boa margem de seguranga. Uma das
principais dificuldades encontra-se no fato de que ha uma grande semelhanca
entre a proteina PrP normal (PrP®) e a patogénica (PrP%%). Visando o
desenvolvimento de técnicas de diagndstico ante mortem, diversos anticorpos tém
sido testados para detecgdo do agente infeccioso (O’ROURKE et al. 1998,
O’'ROURKE et al.2000). Com o proposito de diagnosticar a PrPS° em bovinos,
MEYER et al. 1999, utilizaram o teste de ELISA, entretanto o teste s6 se mostrou
eficaz quando a amostra foi submetida ao calor e tiocianato de guanitidina,
provavelmente por ter tornado acessiveis sitios antigénicos anteriormente

escondidos.

Ainda ndo existe terapia efetiva contra as doencgas pridnicas. Entretanto,
diversos grupos tém procurado desenvolver formas e substancias capazes de
parar e ou reverter a producdo de PrP° causadora da doenca (CHARBRY et al.
1999; SUPATTAPONE et al. 1999; PERRIER et al. 2000; SOTO et al. 2000).
MALLUCCI et al., 2003 conseguiram parar a conversao da proteina saudavel para
a mutante em cobaias geneticamente modificadas. As cobaias recuperaram-se e
viveram tanto quanto animais nao infectados, a despeito da continua presenca do
prion anormal no cérebro dos mesmos. O processo de conversdo, € nao o
acumulo da proteina, parece ser a chave da doenca. Levando a suspeita de que a
substituicdo da proteina normal pela mutante pode produzir um téxico (pelo
produto), uma forma intermediaria, ou pode esgotar um fator que seja crucial para

a sobrevivéncia das células cerebrais (Figura 5).
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Figura 5. Dano no cérebro de cobaias (1) e recuperagéo, quando a conversao de prions foi parada
(2), (MALLUCCI et al. 2003).

2.3.2. Saude Publica

O impacto da BSE sobre a economia e saude humana esta refletido
principalmente na Gra-Bretanha, onde a doenga assume carater epidémico e
quase um milhdo de cabegas de gado foram infectados por prions. O elo de
ligagao entre scrapie, BSE e vCJD deu-se através da alimentagdo de bovinos
com suplementos nutricionais protéicos a partir de restos de ovinos, bovinos,
suinos e frangos. No final dos anos 70, o método de extracdo em solvente de
hidrocarbonetos foi abandonado, resultando em suplemento mais rico em
gordura. Esse fendmeno permitiu que prions sobrevivessem ao processamento
da carne dos ovinos e passassem aos bovinos, causando a BSE. Casos de
vCJD na Gra-Bretanha e Franca levaram a possibilidade de transmissédo de
prions bovinos para o homem, apds consumo de cérebro e tecidos linféides
bovinos (PRUSINER et al.,, 1996; PRUSINER, 1997; AGUZZI & BRANDNER,

1999), aumentando a preocupagado com as doengas pridnicas.
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2.4 Scrapie

O scarpie € uma TSE endémica de ovinos domésticos (Ovis aires) e
selvagens, atingindo também os caprinos. A doenga € assim chamada porque os
animais que sofrem desta enfermidade cogam (scrapes) o proprio corpo para
aliviar o incébmodo do prurido que estdo sentindo, provocando danos na pele e em
si proprio. O Scrapie foi reconhecido pela primeira vez como uma sindrome/

doenca na Gra Bretanha e Oeste da Europa ha aproximadamente 250 anos.

O scrapie acomete ovinos de 1 a 4 anos de idade, apresentando
periodos de incubacao variaveis. O periodo de incubacao pode ser influenciado
por fatores isolados distintos ou por linhagens de prions que podem ser
reconhecidas tanto por produzir periodos de incubacido diferentes, como por
causar diferengas nas caracteristicas neuropatolégicas padrbes em
experimentos realizados com ratos. Estima-se que existam aproximadamente
30 linhagens diferentes de prions associados ao scrapie (LAURENT, 1998;
BARON et al. 2000; JACKSON & COLLINGE, 2000).

Ovinos e caprinos usualmente contraem o agente infeccioso do scrapie
gquando mastigam ou ingerem placenta e/ou fluidos contaminados. Além da
ingestdo oral, outras possiveis rotas de infeccdo podem ocorrer por
escarificacdo e por via conjuntiva. Entretanto, nenhuma infectividade foi
encontrada nas fezes, urina, leite, colostro ou saliva por teste de inoculagdo em
ratos. A transmissdo materna tem sido relatada como possivel meio de
disseminacdo do agente (GROSCHUP et al., 1996). Trabalhos realizados na
Alemanha também sugeriram que as doengas prion podem ser transmitidas
pelas moscas em diferentes estagios de desenvolvimento, mesmo apds a
morte, 0 que pode ser relevante na transmissao do scrapie e BSE (POST et al.
1999).

Observaram-se duas formas clinicas da doencga: a forma pruriginosa e a
forma nervosa, de acordo com a predominancia de sinais sensitivos ou

motores. Dentre os principais sinais tem-se: deméncia, ataxia, mioclonia,
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prurido, hiperexcitabilidade e incoordenagcdao motora. A evolucao lenta da
doenca até a morte leva o animal a um estado de caquexia, paralisia. O
estresse causado pelo manejo pode provocar um estado convulsivo no animal
(BRUGERE-PICOUX, 1994; MARTINS, 1999; USDA,1999; HARRIS, 2000).

No cérebro de animais com scrapie, a0 exame microscépico, foram
observadas areas de gliose, perda neuronal, vacuolizagcdo dos neurbnios e
auséncia de resposta infamatéria. Quando os tecidos do SNC foram fixados
em formalina houve degeneracédo espongiforme do cérebro e degeneragédo dos
tecidos (O’ROURKE et al. 2000; WONG, 2001). Em ovinos afetados
naturalmente com scrapie, foi evidenciada ainda a ocorréncia de
hipercorticismo, em animais que apresentaram altas concentragcbes de cortisol
no sangue (GAYRARD et al. 2000; PICARD-HAGEN et al. 2000).

Varios polimorfismos nos quadros abertos de leituras, ORF (Open reading
frame) estdo associados com diferentes niveis de expressao de fendtipos nas
doencas prion, como por exemplo, periodo de incubagdo e sinais clinicos
(BOSSERS et al, 2000). Para o gene PrP de ovinos pelo menos 11 diferentes
aminoacidos polimoérficos mutuamente exclusivos foram identificados nas
determinadas posi¢des: 112 (Met para Thr), 136 (Ala para Val), 137 (Met para
Thr), 138 (Ser para Asn), 141 (Leu para Phe), 151 (Arg para Cys), 154 (Arg para
His), 171 (GIn para Arg para GIn para His), 176 (Lys para Asn) and 211 (Arg para
GIn) descritos por varios autores (BELT et al. 1995, 1996; BOSSERS et al, 1996;
GOLDMANN et al. 1990, 1991; HUNTER et al. 1996; LAPLANCHE et al. 1993;
TRANULIS et al. 1999, VACCARI et al. 2001). O polimorfismo nos cdédons 136 e
171 e menos extensamente no cdédon 154 ocorre frequentemente e sao
determinantes de pardmetros para a classificacio em relagdo a
resisténcia/suscetibilidade ao scrapie. (BELT at al. 1995, HUNTER et al. 1996).
Segundo VACCARI et al 2001, em todas as racas estudadas até os dias de hoje,
uma mudanga de aminoacido no codon 171 de Glutamina (Q) para Arginina (R) no
gene PrP concede ao animal mais resisténcia ao desenvolvimento de scrapie
natural, havendo apenas um caso descrito de scrapie relatado em ovino portador

de gendtipo homozigoto ARR até o momento (IKEDA et al. 1995). Em varias racas

32



analisadas, a suscetibilidade ao scrapie parece estar aumentada quando ocorre
uma substituicdo do aminoacido Alanina (A) por Valina (V) no cédon 136
(CLOUSCARD et al. 1995). Em ragcas em que o gendtipo VRQ € muito raro ou
ausente, o gendtipo ARQ é associado com a suscetibilidade ao scrapie (KUTZER
et al. 2002).

O mecanismo pelo qual diferentes variantes alélicos contribuem para a
suscetibilidade ao scrapie nao esta completamente explicado. Baseando-se em
estudos genéticos, pode-se deduzir que a ocorréncia natural de variantes do gene
PrP, incluindo aqueles que estdo associados com um alto risco para scrapie,
provavelmente nao podem induzir um desenvolvimento espontaneo de scrapie em
ovinos (BOSSERS, 1999; HUNTER, 1997 e 1998). Entretanto outros aspectos
biolégicos das TSE, como barreiras entre espécies, barreiras polimérficas, e
propagacdo nao genética de linhagens fenotipicas de prion tém refletido na
especificidade das reagdes de conversao de PrP (BESSEN, 1995; BOSSERS,
1997; RAYMOND, 1997; KOCISKO, 1995).

O estudo da scrapie torna-se sensivel e complicado pelos diferentes
gendtipos encontrados nas ragas e pela possibilidade de varias linhagens de
scrapie infecciosos existirem, juntamente com afinidades diferentes aos gendtipos
dos hospedeiros (SMITS et al. 1997).

A ocorréncia de casos do scrapie no Brasil se resume ao Parana, onde
foram descritos os 3 unicos casos da doenga, cujo foco inicial foi uma matriz
Hampshire Down trazida dos EUA em 1989. Apds a ocorréncia do scrapie no
municipio de Canddia — PR, o Ministério da Agricultura proibiu a importacao de
ovinos e caprinos, bem como sémen e embrides, de paises nos quais a doenga
tenha sido registrada (SOUZA, 2001).

A literatura mostra a grande relevancia do scrapie no rebanho ovino, tanto
em paises afetados como naqueles considerados zona livre, bem como a
importancia em se determinar um sistema de selecgao eficaz, que permita néo sé a
melhoria de produtividade, mas também a geragdo de animais geneticamente

resistentes.
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2.4.1 Estratégias de melhoramento animal

Com o surgimento de epidemias que comprometem a producéo
animal, a ciéncia busca meios de combate as doencas associadas ao
desenvolvimento biotecndlogico. De acordo com LEANES (1997), programas de
melhoramento animal, visando a precocidade e massa muscular em ovinos de
corte, podem estar associados a epidemia de scrapie, onde a selecao para
caracteristicas de desenvolvimento muscular e a conformagdo compacta do
Suffolk (e outras ragas de ovinos) parecem ter se associado a geragao de altas

taxas de prevaléncia de scrapie.

A aparente persisténcia do scrapie no rebanho ovino inglés, principal
foco da epidemia de scrapie e BSE na Europa, por mais de 250 anos € um fato
dificil de explicar, pois a susceptibilidade estd associada a alelos unicos no
gene PrP. Acredita-se que a tendéncia natural € a redugdo dos animais
portadores de gendtipos susceptiveis através da selegdo natural, porque
embora o scrapie afete ovinos com idade geralmente superior a 2 anos ou
mais, onde o animal j& se apresenta em puberdade, a doenga reduz
significativamente a expectativa de vida e, como consequéncia, reduz também
a contribuicdo do individuo afetado as geracdes futuras. A implicacdo disso
seria 0 desaparecimento do scrapie entre a populagdo ovina. Partindo deste
pressuposto, um método ideal para controle do scrapie seria através do
melhoramento genético baseado na selegao de acasalamentos, considerando a
genotipagem dos individuos (sele¢cao de animais com genétipos resistentes) ou
abate seletivo (WOOLHOUSE et al., 2001).

Inimeros trabalhos tém sido realizados na tentativa de identificar racas de
ovinos e o0s respectivos gendtipos quanto a susceptibilidade ou resisténcia ao
scrapie. As racas mais afetadas sado Suffolk, Dorset Horn, Wiltshire Horn, Norffolk
Horn, e com menor severidade Hampshire e Berkshire. Algumas racas

aparentemente nao apresentam a doenca. Sao elas Southdown, Cotswold,
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Dishley Leicester, Merino, Ryeland, Shropshire, Mendip, Portland, Lincoln e

Romney Marsh, assim como seus cruzamentos (LEANES, 1997).

Além das racas, THOMAS, 2000; identificou-se também os gendtipos de
animais mais afetados, através de seus alelos Tabela 5. Os alelos podem ser
definidos como as formas alternativas pelas quais o gene pode se apresentar em

diferentes individuos.

Tabela 5: Possiveis genétipos para proteina prion em ovinos nos cédons 136, 154, 171 e
indice de resisténcia ao scrapie para cada gendtipo.

Codons Indice de Resisténcia a
136 154 171 Scrapie*
AA RR QQ 3
AA RR QR 9
AA RR RR 13
AA RH QQ 3
AA RH QR 9
AA RH RR 13
AA HH QQ 3
AA HH QR 9
AA HH RR 13
AV RR QQ 1
AV RR QR
AV RR RR 11
AV RH QQ 1
AV RH QR
AV RH RR 11
AV HH QQ 1
AV HH QR 7
AV HH RR 11
vV RR QQ 0
\YAY RR QR 6
\VAY RR RR 10
\YAY RH QQ 0
\YAY RH QR 6
\VAY RH RR 10
\YAY HH QQ 0
\YAY HH QR 6
VvV HH RR 10

* O indice é a soma numérica de cada valor numérico
designado para cada gendtipo de determinado cédon:
codon 136: AA=3, AV=1, VV=0; c6don 154:
RR=RH=HH=0; c6don 171: RR=10, RQ=6, QQ=0.
Valores altos indicam maior resisténcia.
Fonte: THOMAS, 2000.
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BALTER (2000) discutiu a possibilidade de duas ragas serem infectadas por
linhagens de prions diferentes, ou que a raca Suffolk produza maiores niveis de

PrPc e por isso haja maior disponibilidade para conversao em PrPsc.

A resisténcia genética ao scrapie depende ndo somente do gendtipo do
prion do ovino, mas também da linhagem de scrapie presente. Gendtipos que
mostraram resisténcia a determinada linhagem tém-se mostrado suscetiveis a
outra linhagem (THOMAS, 2000).

Cdodon 136.

Ovinos homozigotos para Alanina (AA) tém se mostrado mais resistente ao
scrapie que ovinos homozigotos para Valina (VV) ou heterozigotos (AV) em
estudos realizados na Europa (LAPLANCHE et al. 1993; TRANULIS et al. 1999,
VACCARI et al. 2001). Entretanto alguns casos de ovinos AA ainda continuam
sendo diagnosticados positivos para scrapie em rebanhos europeus, o que
corrobora, portanto, o fato de que ovinos com gendétipo AA nao sao considerados
100% resistentes a doenca.

Cédon 154

Dentre os trés codons mais importantes, mudancas de aminoacidos no
codon 154 aparentam ter um efeito mais leve na suscetibilidade ao scrapie que os
outros dois (136 e 171) e gendtipos suscetiveis ndo sdo consistentes entre os
estudos. Em alguns estudos, ovinos com o alelo Arginina (R) apresentam menor
incidéncia ao scrapie, ja em outros estudos, demonstrou-se que ovinos com alelo
Histidina (H) apresentam menor incidéncia (THOMAS, 2000). Aparentemente até o
presente momento, a procura por genoétipos de ovinos baseada no codon 154 nao
tem revelado grandes detalhes a questdo do aumento da resisténcia ao scrapie.
Cdédon 171

Mudangas no aminoacido do cdédon 171 tém demonstrado um grande efeito
na suscetibilidade ao scrapie em ovinos. Virtualmente nenhum ovino homozigoto
para Arginina (RR) foi identificado com scrapie. A Unica excegdo é um ovino
Suffolk no Jap&o que foi diagnosticado positivo para scrapie (IKEDA et al. 1995). A
frequéncia de ovinos heterozigotos (QR) também €& baixa entre os ovinos

infectados por scrapie. Entretanto, a freqiéncia de ovinos homozigotos para
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Glutamina (QQ) exatamente nesta posicdo € muito alta entre os ovinos infectados
por scrapie (THOMAS, 2000). Porém, é preciso lembrar que possuir um genotipo
dito suscetivel, como o0 QQ no cdédon 171, ndo implica em infeccéo por scrapie. O
Scrapie nao € uma doenga puramente genética, e nem causada por um genotipo
particular. Um agente infeccioso causa o scrapie. Para contrai-lo, portanto, é
necessario que estejam presentes ambos os fatores, gendtipo suscetivel e agente
infeccioso. Por exemplo, a Autralia e Nova Zelandia s&o livres de scrapie, mas
gendtipos suscetiveis sdo encontrados nas ragas Suffolk, Cheviot, Merino e Poll
Dorset deste paises. No entanto, como ja mencionado, a Autralia e Nova Zelandia
sdo paises onde até o presente momento nao foi diagnosticado nenhum caso de
scrapie (HUNTER & CAIRNS, 1998).

Programas para erradicagdo do scrapie tém sido implementados em
alguns paises através da selecdo de ovinos resistentes ao scrapie e de

acasalamentos baseados em genotipagem (DAWSON et al. 1998).

Segundo THOMAS, 2000, um rebanho onde todas as ovelhas sejam
portadoras de gendtipo suscetivel QQ (codon 171) pode ser convertido
rapidamente em um rebanho de gendtipos resistentes QR e RR pelo simples
uso de um carneiro portador de gendtipo RR nos cruzamentos. Com a
reposicdo normal das ovelhas numa taxa de 20% ao ano, mais de 2/3 das
ovelhas do rebanho sera de gendtipos QR ou RR apds 5 anos, simplesmente
usando o carneiro portador de genétipo RR, com o descarte de ovelhas e crias
portadoras de genotipo suscetiveis. A conversdao do rebanho para animais
portadores de gendtipo QR e RR sera mais rapida se, em adi¢ao ao uso de
carneiros portadores de genodtipo RR, a reposicdo dos cordeiros for
preferencialmente selecionada com gendtipos QR e RR e as ovelhas com
gendtipo QQ forem descartadas. De forma semelhante, algumas propriedades
na Irlanda iniciaram um programa de melhoramento baseado em genotipagem,
visando reduzir a propor¢gdo de alelos QQq71 € aumentar a de alelos RR174
(O’'DOHERTY et al. 2000).

A literatura mostra a grande relevancia do scrapie no rebanho ovino, tanto

em paises afetados como naqueles considerados zona livre, bem como a
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importancia em se determinar um sistema de selecgao eficaz, que permita ndo sé a
melhoria de produtividade, mas também a geracdo de animais geneticamente
resistentes. Dentre a bibliografia consultada, foi detectada a realizagdo de apenas
um estudo com ragas do Brasil, realizado por LIMA (2002) no Ceara, com ovinos
da ragca Santa Inés. Nesse trabalho foram analisados 24 animais, tendo sido
observada a presencga de gendtipo ARQ/ARQ em 38% das amostras. A presenga
de gendtipo ARQ/ARQ é considerado um gendtipo de risco ao desenvolvimento de
Scrapie, caso 0 animal entre em contato com o agente infeccioso, 0 que torna
esses resultados preocupantes para a ovinocultura cearense/nordestina em geral.
Dada a ocorréncia de casos de scrapie no Parana, e a caréncia de relatos
técnicos cientificos nessa area no Brasil, fortalece-se a necessidade de producao
de conhecimentos referentes genotipagem para o gene PrP dos animais nativos
do Brasil, em especial o nordeste brasileiro (onde a ovinocaprinocultura é utilizada
como subsisténcia para grande numero de familias). A exemplo do que foi feito na
Islandia, em que os estudos realizados em animais nativos islandeses permitiram
identificar um comportamento diferenciado do gene PrP em relagdo aos demais
paises da Europa (THORGURSDOTTIR et al., 1999), faz-se necessaria uma
caracterizagao do gene PrP nos animais nativos do Nordeste do Brasil, visando o
desenvolvimento de estratégias para prevenir a ocorréncia de scrapie nesta

regiao.

2.5 Polimorfismo de nucleotideo unico — SNP: (Single Nucleotide

Polimorphism)

Polimorfismos genéticos surgem a partir de uma mutagcdo em determinada
localizagdo de um gene. Estes, provavelmente, ndo alteram a estrutura do gene
ou sua fungdo e podem néao estar diretamente associados com mudangas no
fenotipo (COLLINS et al, 1999). Diferentes classes polimérficas s&o geralmente
nomeadas pela base ou tipo de mutagdo que resulta no polimorfismo (PALMER et

al, 2001). A mais simples destas classes deriva da mutagdo de uma unica base,
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que substitui um nucleotideo por outro, e tem sido chamada de polimorfismo de
nucleotideo unico (SNP).

A natureza e organizag&o de polimorfismos, ou diferengas entre individuos,
sdo de grande interesse para a pesquisa porque estas variagdes podem ser
associadas com, ou até fundamentar, tracos fenotipicos, incluindo suscetibilidade
a doencgas. Os SNPs sao as fontes mais abundantes de variagao genética entre os
individuos de uma mesma espécie (JORDAN et al. 2001), o que fornece uma base
compreensivel para averiguagdo da diversidade genética (WILTSHIRE, 2002).
Eles possuem um alto potencial para a classificagédo de gendtipos. Entretanto , os
protocolos de genotipagem por SNP, desenvolvidos até hoje exigem uma
amplificagédo dos loci que contém o SNP como, por exemplo, na reagao de PCR.

Varios projetos tém sido conduzidos para a identificacdo de SNPs, incluindo
estudos sobre genes especificos (NICKERSON et al, 1998), cromossomos
(DAWSON et al. 2001) e o papel dos genomas (ALTSHULER et al. 2000). A
analise de SNP tem sido feita por PCR e sequenciamento de DNA , onde os
primers sao desenhados para amplificar regiées das sequéncias que flanqueiam o
SNP (TSUI et al. 2003). Problemas surgem por limitacdes ndo descritas durante a
investigacao de SNP, como por exemplo entre a associagao genétipo-fendtipo nas
doengas e a interacdo entre genética e fatores ambientais (RISCH &
MERIKANGAS, 1996; PALMER et al, 2000).

A suscetibilidade ao scrapie é primeiramente controlada pelo polimorfismo
do tipo SNP no gene da proteina prion. O polimorfismo ocorre no sitio de clivagem
entre o terminal-N e a regido hidrofébica da proteina prion de ovinos, e esta regido
exibe alta taxa de conservagcdo entre os mamiferos, levando a uma maior ou
menor resisténcia do animal ao scrapie (SEABURY & DERR, 2003).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Realizagao do experimento

O experimento foi dividido em trés etapas. A primeira etapa foi realizada a
campo, onde foi feita a coleta do sangue dos animais para a extracdo de DNA
genbmico a partir de células mononucleares. A segunda etapa foi realizada em
bancada de laboratério de biologia molecular — wet lab, constituida de separagéo
de células monucleares a partir de sangue periférico, extracdo de DNA, reacao de
PCR (Reacdo em Cadeia da Polimerase) e da reacdo de sequenciamento de
DNA. A terceira e ultima etapa foi realizada em laboratorio de bioinformatica — dry
lab, onde as sequéncias de DNA obtidas foram analisadas qualitativa- e
quantitativamente.

A primeira etapa do experimento foi realizada na Fazenda Experimental
Vale do Curu da Universidade Federal do Ceara (UFC), localizada em
Pentecostes — CE e na EMBRAPA Caprinos/CNPC — Centro Nacional de
Pesquisa em Caprinos localizada em Sobral — CE. A segunda e terceira partes do
experimento foram realizadas no NUGEN — Nucleo de Pesquisa Genbmica e
Bioinformatica (http://nugen.lcc.uece.br) da Faculdade de Veterinaria (FAVET) da
Universidade Estadual do Ceara (UECE) .

3.2. Ovinos

Os ovinos utilizados foram da raca deslanada Morada Nova, totalizando um
total de 72 animais, sendo 29 da variedade vermelha (3 machos e 26 fémeas),
pertencentes ao rebanho da EMBRAPA Caprinos/CNPC — Centro Nacional de
Pesquisa em Caprinos localizada em Sobral — CE, e 43 da variedade branca (3
machos e 40 fémeas), pertencentes ao rebanho da Fazenda Experimental Vale do
Curu da Universidade Federal do Ceara localizada em Pentecostes — CE. Ambas

as regides onde os animais estao localizados séo livres de scrapie.
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A coleta de sangue periférico dos animais foi realizada em tubos a vacuo
contendo anti-coagulante do tipo EDTA, dado que a heparina parece inibir as
enzimas usadas no processo de genotipagem (DAWSON et al. 1998). O sangue

foi coletado por puncgéo da veia jugular externa, conforme mostrado na Figura 6.

‘\_
Figura 6. Coleta de sangue por pungado da veia jugular externa realizada em tubos Vacuntainer
contendo EDTA.

3.3. Wet Lab

3.3.1. Extracao e Amplificagcao de DNA

O DNA genbdmico foi isolado a partir de células mononucleares do sangue
periférico total com EDTA (Acido Etilenodiamino-tetracético), utilizando um método
modificado a partir do descrito por KAWASAKI (1990) constando das seguintes

etapas:

1. Centrifugou-se aproximadamente 5mL de sangue dentro de tubo
Vacuntainer a 3.000 rpm por 7 min.

2. O creme leucocitario foi retirado e transferido para um tubo Eppendorf de
2ml.
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A este tubo foi adicionado CLB* 4°C até o volume de 2mL, submetido a
forte agitacdo em vortex e posterior refrigeragao a -20°C por 10 min.

Apoés nova agitagado, os tubos foram centrifugados a 13.000rpm por 2min.

5. O sobrenadante foi desprezado e adicionado 500ul de CLB* 4°C. Os tubos

foram vortexados até o sedimento ser liberado do fundo, e novamente
refrigerados a -20°C por 10 min. Apds este periodo, os mesmos foram
centrifugados a 13.000rpm por 2 min. Este processo foi repetido até a
obtencao de um pellet branco claro.

Ao pellet foi adicionado 300ul de SLB* e 10ul de proteinase K. Apods
homogeneizagao, as amostras foram incubadas em banho seco a 55°C por
2h, agitando periodicamente.

Apds incubacéo, foi adicionado 100ul de NaCl 5M, sendo vortexados por
10min. e centrifugados por 10 min. a 13.000rpm.

O sobrenadante foi transferido para outro tubo Eppendorf (cénico) de 1,5mL
e adicionado o mesmo volume de alcool etilico absoluto 4°C, agitado
levemente e refrigerado over night a — 20°C.

Os tubos foram entdo centrifugados por 10min. a 13.00rpm e o
sobrenadante desprezado cuidadosamente para nao perder o pellet

formado.

10. Adicionou-se aos tubos 500ul de alcool etilico 70%, os mesmos foram

agitados brevemente e centrifugados por 10 min a 13.000rpm. O
sobrenadante foi descartado e a operagao foi repetida. Os tubos foram

submetidos a uma temperatura de 90°C para secagem do DNA gendémico.

11. O DNA foi ressuspendido pela adigao de 300ul de tampéo TE e levados ao

banho seco por 15min. a 55°C para completar a dissolugdo do material.

12. O DNA gendmico foi entédo tratado com RNAse A a uma concentragao final

de 10ug/ul e incubado por 1h a 37°C e entao estocado a -30°C.

* A composigao destas solugdes esta descrita no Anexo 1
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As amostras de DNA gendmico extraido foram submetidas a eletroforese
em gel de agarose (WILEY & SONS, 1998) para verificagado de contaminacao e da
qualidade das amostras. A quantificacdo das amostras foi feita através da leitura
em espectrofotdmetro (Genesys 8 - Spectronic Instruments®, gentilmente cedido
pela Proff Dr? llka Maria Vasconcelos, Laboratério de Toxinas Vegetais
Departamento de Bioquimica da UFC) em comprimento de onda 260nm e 280nm.
As amostras que apresentaram uma relagdo entre 1,4 e 2,1 foram consideradas
com qualidade suficiente para a realizacdo do PCR e sequenciamento de DNA.

A Reacgao em Cadeia da Polimerase (PCR), conforme INNIS & GELFAND,
1999, foi realizada numa reacao de volume final de 10uL contendo 1uL de DNA
gendémico (10 — 100ng), 1uL de cada primer P8 (5 — CAG GTT AAC GAT GGT
GAA AAG CCA CAT AGG - 3')e P143 (5 — CTG GGA TTC TCT CTG GTA CTG
— 3 ) (THORGURSDOTTIR et al, 1999), armazenados uma concentragcdo de
10pM/pL, 5uL de ReadyMix™ Taq PCR Reaction Mix with MgCl, (20mM Tris-HClI,
pH 8.3, 100mM KCI, 3mM MgCl,, 0.002% gelatina, 0.4 mM dNTP mix (dATP,
dCTP, dGTP, dTTP), estabilizadores, 0.06 unidades de Tad DNA Polymerase/ L)
e 2uL de agua para PCR. O reagente utilizado ReadyMix™ Taq PCR Reaction Mix
with MgCl, foi obtido do fabricante SIGMA®, enquanto os primers foram adquiridos
do fabricante MWG BIOTECH Inc.

A reacao de amplificacdo foi realizada num aparelho termociclador modelo
Primus 96 Plus (MWG-Biotech), consistindo de um ciclo de 1,5min. a 95°C,
1,5min. a 58°C e 1,5min. a 72°C, seguido de 39 ciclos de 1min. a 94°C, 1,5min a
58°C e 1,5min. a 72°C, finalizando com uma incubacgao extensa de 10min. a 72°C
(THORGURSDOTTIR et al, 1999). Apés o PCR, os produtos de amplificagdo
foram submetidos a uma eletroforese em gel de agarose a 1%, contendo brometo
de etidio (0.5ug/ml), e visualizados em aparelho transiluminador sob radiacéo de

luz ultravioleta (Transiluminador modelo FBTI 88, Fischer Scientific).
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3.3.2. Sequenciamento do produto de PCR

O sequenciamento de DNA (SANGER et al. 1977) foi realizado na fita
complementar dos produtos de PCR, utilizando o sequenciador automatico de
DNA da marca ABI Prism® 3100 de 16 capilares (Applied Biosystems). Antes de
proceder ao sequenciamento do DNA, os produtos de PCR foram purificados pelo
método de precipitacdo com Etanol (APPLIED BIOSYSTEMS, 2001) para a
eliminagdo dos terminais n&o incorporados que, por ventura, pudessem ser
detectados pelo sequenciador, prejudicando a qualidade das sequéncias. O
processo de precipitagao consistiu das seguintes etapas:

1. Adigao de 25uL de agua deionizada e 64pL de etanol 95% (a concentragéao final
foi de 60%) em cada pogo da placa de 96 wells e posterior incubagao por 20 min.
a temperatura ambiente para precipitar os produtos de extensao.

2. Centrifugacao por 30 min. a 4000rpm.

3. Adigao de 150uL de etanol 70% em cada well, inversao da placa para misturar e
spin down para descartar o sobrenadante.

4. Secagem das amostras foi realizada no aparelho termociclador Primus 96 Plus
(MWG-Biotech) a 90°C por 1min.

O produto da reacédo de PCR foi ressuspendida com a adigao de 10uL de
agua mili-Q autoclavada e incubacgdo por 1h a temperatura ambiente.

A reagdo de sequenciamento foi realizada utilizando o primer P143 e
terminais fluorescentes ddNTPs (ABI Prism® Big Dye™ terminator Cycle
Sequencing ready Reaction Kit Version 3.0, Applied Biosystems), com 25 ciclos
que consistiam em desnaturacédo a 95°C por 20s, anelamento a 50°C por 10s e
extencdo a 60°C por 4min.

A precipitacdo dos produtos nao incorporados da reacado de
sequenciamento foi realizada pela adicdo de isopropanol/etanol (APPLIED
BIOSYSTEMS, 2001) que consistiram dos seguintes passos:

1. Adigado de 40uL de isopropanol a 65% em cada well (concentragéo final de
50%)
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2. As amostras foram brevemente agitadas em vortex para homogeneizagéo e
incubadas a temperatura ambiente por 30 min. na auséncia de luz.

3. Centrifugagéo por 30 min. a 4000rpm

4. Imediatamente apds a centrifugagéo, o isopropanol foi removido e adicionado
250uL de etanol 60%.

5. As amostras foram novamente centrifugadas por 10 min. a 4000rpm

6. O etanol foi entdo removido e as amostras foram secadas no termociclador a
90°C por 1min.

Apds a precipitagdo dos produtos nao incorporados, as amostras foram,
entdo, ressupendidas em 10uL de formamida e desnaturadas por um processo
que consistiu de 5 minutos a 72°C no termociclador e 1 minuto de imersao em
gelo para promover um choque térmico e a completa desnaturagédo do DNA. Apds
este processo, as amostras foram, entdo, levadas ao sequenciador automatico de
DNA ABI Prism® 3100 (Applied Biosystems) mostrado na Figura 7.

.

Figura 7. Seqiienciador automatico de DNA ABI Prism® 3100
(Applied Biosystems).

3.3.3. Condigoes da Corrida de Seqiienciamento do produto de PCR

O produto de PCR submetido ao sequénciamento, se trata de uma
sequéncia parcial de DNA, encontrada na ORF do éxon 1 no gene PrP de ovinos

de aproximadamente 771pb.
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Segundo APPLIED BIOSYSTEMS, 2001; o sequenciador automatico de
DNA ABI Prism® 3100 Genetic Analyzer, dispde de um sistema de 16 capilares
que injetam uma carga eletrostatica nas amostras que migram através dos
capilares de um pdlo negativo até o podlo positivo localizado no final do capilar,
encerrando a corrida eletroforética realizada em polimero POP Version 6 (Applied
Biosystems®). Os capilares dispdem de uma janela de deteccdo acoplada a um
sistema de laser e a uma cémera. O feixe de raios laser, ao passar pela janela
atravessando os capilares, incita as bases marcadas que produzem um
comprimento de onda caracteristica de cada base especifica (ATCG). O
comprimento de onda é entdo detectado pela camera que transmite a informacgao
ao computador acoplado ao sequenciador. Este computador dispde de um
software, Data Colection® (Applied Biosystems®), que controla as operagdes do
sequenciador, bem como coleta e interpreta os dados produzidos. Os resultados
coletados sdo posteriormente analisados pelo software Sequence Analisys®
(Applied Biosystems®) responsavel pela producgdo de um eletroferograma, que é
representativo da sequUéncia de bases detectadas nas amostras. O
eletroferograma ¢é visualizado pelo aplicativo Chromas, que também pode traduzir
o eletroferograma em um arquivo *.txt (*nome da amostra) em formato FASTA. O
formato FASTA é um formato de texto padrdo utilizado para submissao de
sequéncia a diversos programas de bioinformatica, como por exemplo o BLAST
(Basic Local Alignment Search Tool) (ALTSCHUL et al, 1990). O tamanho do
capilar utilizado neste trabalho foi o de 50cm, que sequencia até aproximadamente

500 bases por corrida.

3.4 Dry Lab
3.4.1. Analise Bioinformatica.

As sequéncias geradas pelo ABI Prism® 3100 foram salvas em arquivos do
tipo *.ab1 (onde * € 0 nome da sequéncia), contendo aproximadamente 195kb

cada. Os dados foram posteriormente analisados pelo software Phred (Base-
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Calling Software with Quality Information) (GREEN & EWING, 2002) com a
finalidade de verificar a qualidade das sequéncias. O programa Phred consiste
num software livre, cuja caracteristica principal € transformar os arquivos de
sequéncias *.ab1 em formato FASTA, atribuindo valores de qualidade (0-99) para
cada nucleotideo através de algoritmos que utilizam calculos matematicos para
especificar a intensidade dos picos (altura e largura) gerados pelo eletroferograma
(EWING et al. 1998). Alem disso, o software Phred realiza a edicdo das
sequéncias para remogéo de bases de baixa qualidade e ambiguidades. Somente
as sequéncias que apresentaram alta qualidade, bases com um escore Phred
acima de 20 (valor confiavel), foram selecionadas para analise dos gendétipos dos
animais. Aproximadamente 15% das amostras foram analisadas de uma vez
(repeticdo de todo o processo deste a extracdo de DNA). Os polimorfismos nos
cédons 136 Ala/Val, 154 Arg/His, e 171 GIn/Arg/His foram utilizados como
parametros para distingdo dos gendtipos do gene PrP.

As sequéncias obtidas foram entdo submetidas a um BLAST (NCBI, 2004)
para certificacdo da identidade das sequéncias e identificacdo dos coédons, 136,
154 e 171, bem como o aminoacido representativo de cada cédon utilizado na
identificacao da genotipagem. O BLAST (ALTSCHUL et al, 1990) é um programa
classico em bioinformatica que consiste numa serie de algoritmos heuristicos que
fazem uma busca local (no banco de dados referenciado) de alinhamento de

sequéncias homélogas que compartilham regides isoladas de similaridade.

Apods a identificagdo dos gendtipos no alelo 1, foi feita, a seguir, a analise
do alelo 2 para a identificacdo de individuos homozigoéticos e heterozigéticos. A
analise foi realizada, conforme o método descrito por CORNUET et al. 1999,
mediante a observagcao de picos simultdneos em uma mesma posi¢cao para cada
cdédon determinante de parametro (136, 154, 171), onde a auséncia de picos
simultaneos classifica o individuo como homozigoto e a presenga de picos
simultdneos em uma mesma posi¢cdo classifica o animal como heterozigoto.
Conforme pode ser observado nas Figuras 8 e 9, que ilustram os
eletroferogramas produzidos pelo software Sequence Analisys®e visualizado pelo

aplicativo Chromas® do sequenciador ABI Prism® 3100 Genetic Analyzer.
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File Edit Options Help

File: Carolboradalowa2 E12 10abl  Sequence Mame rmn Run ended: Feb 6, ©
120 130 140 150
TGTTCTGGTTACTATACT QATCCACTGG TCTGTAGT ACAC

Figura 8: Auséncia de picos simultdneos com cédon 171 caracterizando um individuo homozigoto
(Q/Q).

¥ Chromas - CarolMoradaNova3

File Edit ©Options Help

File: CarolMoradallowva3d A02 02.abl  Zequence Mame: CarolMloradaMowa3  Run enc
130 140 150 160
TGTTCTGGT TACTATA[CN GATCCACTGG TOTGTAGTACACDT

A bt

Figura 9: Presenca de picos simultdneos com cddon 171 caracterizando um individuo heterozigoto
(Q/R).

3.4.2. Analise Estatistica

Os dados foram descritos na forma de frequéncia génica na populagao. As
associagdes entre as frequéncias dos diferentes gendtipos e das mutagdes nos
diferentes codons foram determinadas através de teste de Qui- quadrado a 1% de
significancia (SAS, 1999).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Extracao e visualizagao do DNA gendémico total dos ovinos Morada Nova

Subsequente a realizagao do protocolo de extragdo do DNA genbémico e
corrida eletroforética, as amostras puderam ser visualizadas em géis ilustrados
nas Figuras 10 e 11, demonstrando a auséncia de contaminag¢ao por RNA ou
outro DNA gendmico, o que pode ser facilmente comprovado pela existéncia de

uma banda larga e consistente, porem unica.

Figura 10. Fotografia de eletroforese em Figura 11. Fotografia de eletroforese em
gel de agarose a 0,8% mostrando 7 gel de agarose a 0,8% mostrando 8
(sete) canaletas contendo amostras de (oito) canaletas contendo amostras de
DNA genbmico total de diferentes DNA  gendmico total de diferentes
exemplares da raga Morada Nova exemplares da raga Morada Nova

A quantificagdo das amostras de DNA gendmico apresentaram uma razao
entre as leituras ao espectrofotobmetro (em comprimento de onda 260nm e 280nm)

de 1,6 a 2,1, conforme pode ser observado nas Tabelas 6 e 7.
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Tabela 6. Quantificagcdo do DNA genémico total das amostras de ovinos Morada Nova da

variedade vermelha, verificada em espectrofotémetro (Genesys 8 - Spectronic
Instruments®) com filtros de comprimento de onda 260nm e 280 nm.
N° de registro | Sexo | Leituraa | Leituraa Razao Dosagem
do animal 260nm 280nm
2930 Q 0,017 0,010 1,70 0,17pg/ul
2569 Q 0,016 0,008 2,00 0,16ug/ul
0877 Q 0,018 0,011 1,64 0,18ug/pl
2935 Q 0,029 0,015 1,93 0,29ug/pl
2907 3 0,018 0,011 1,64 0,18pg/ul
2924 Q 0,028 0,014 2,00 0,28ug/pl
2585 Q 0,017 0,009 1,90 0,17ug/ul
0058 Q 0,020 0,011 1,81 0,20ug/pl
0181 Q 0,032 0,016 2,00 0,32ug/pl
2934 Q 0,019 0,010 1,90 0,19ug/pl
0220 Q 0,018 0,010 1,80 0,18ug/pl
2621 Q 0,026 0,015 1,70 0,26ug/ul
0894 Q 0,020 0,012 1,67 0,20ug/pl
2931 Q 0,031 0,029 1,63 0,31ug/pl
2691 Q 0,010 0,005 2,00 0,10ug/pl
2923 Q 0,012 0,007 1,71 0,12ug/l
0057 Q 0,016 0,009 1,77 0,16ug/ul
0876 Q 0,010 0,005 2,00 0,10ug/pl
2690 Q 0,025 0,012 2,08 0,25ug/pl
0891 Q 0,013 0,008 1,63 0,13ug/pl
3707 Q 0,020 0,012 1,67 0,20ug/pl
1082 Q 0,016 0, 009 1,77 0,16ug/ul
1161 Q 0,020 0,011 1,80 0,20ug/pl
2700 Q 0,023 0,011 2,05 0,23ug/pl
0179 Q 0,045 0,022 2,04 0,45ug/ul
2913 3 0,010 0,006 1,66 0,10ug/pl
0207 3 0,017 0,010 1,70 0,17ug/pl
1516 Q 0,011 0,006 1,83 0,11ug/pl
0899 Q 0,010 0,006 1,67 0,10ug/pl
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Tabela 7. Quantificagcdo de DNA genémico total das amostras de ovinos Morada Nova da
variedade branca, verificada em espectrofotdmetro (Genesys 8 - Spectronic
Instruments®) com filtros de comprimento de onda 260nm e 280 nm.

N° de registro | Sexo | Leituraa | Leituraa Razao Dosagem
do animal 260nm 280nm
1593 Q 0,029 0,018 1,60 0,29ug/pl
1508 Q 0,019 0,009 2,10 0,19ug/ul
0543 Q 0,023 0,011 2,03 0,23pg/pl
1536 Q 0,022 0,013 1,69 0,22ug/yl
0370 Q 0,018 0,010 1,80 0,18ug/pl
0393 Q 0,016 0,009 1,77 0,16pg/ul
0668 Q 0,044 0,023 1,91 0,44pg/pl
1566 Q 0,027 0,017 1,60 0,27ug/pl
0633 Q 0,024 0,014 1,71 0,24pg/yl
0757 Q 0,011 0,005 2,20 0,11pg/pl
1589 Q 0,035 0,021 1,67 0,35ug/pl
0762 Q 0,040 0,024 1,66 0,40ug/pl
1516 Q 0,022 0,010 2,20 0,22ug/yl
0752 Q 0,033 0,016 2,05 0,33pg/pl
0665 Q 0,015 0,007 2,10 0,15ug/ul
1520 Q 0,013 0,006 2,10 0,13pg/pl
0679 3 0,028 0,016 1,75 0,28ug/pl
0680 3 0,048 0,028 1,70 0,48ug/pl
2002 Q 0,050 0,030 1,67 0,50ug/pl
1506 Q 0,019 0,011 1,72 0,19ug/ul
1594 Q 0,020 0,011 1,8 0,20pg/pl
0318 Q 0,022 0,013 1,69 0,22ug/yl
1587 Q 0,031 0,019 1,63 0,31pg/pl
0750 Q 0,143 0,074 1,90 1,43pg/pl
0720 Q 0,026 0,012 2,05 0,23ug/pl
0353 Q 0,029 0,017 1,70 0,29ug/pl
0305 Q 0,026 0,015 1,73 0,26pg/pl
0306 Q 0,016 0,009 1,77 0,16pg/pl
0066 Q 0,020 0,010 2,00 0,20pg/pl
0552 Q 0,012 0,006 2,00 0,12pg/ul
0634 Q 0,022 0,011 2,00 0,22ug/pl
0365 Q 0,026 0,012 2,10 0,26pg/pl
0379 Q 0,026 0,013 2,00 0,26pg/pl
2726 Q 0,023 0,013 1,80 0,23ug/pl
0387 Q 0,018 0,011 1,70 0,18ug/pl
1554 Q 0,019 0,010 1,90 0,19ug/pl
0678 3 0,035 0,022 1,60 0,35ug/pl
1558 Q 0,012 0,007 1,70 0,12pg/pl
0088 Q 0,025 0,015 1,70 0,25ug/pl
0439 Q 0,023 0,011 2,00 0,23pg/pl
0306 Q 0,021 0,012 1,80 0,21pg/pl
0485 Q 0,035 0,017 2,05 0,35ug/pl
0723 Q 0,039 0,018 2,10 0,39ug/ul
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4.2. Reagao de amplificagcdo da ORF do éxon 1 do gene PrP e visualizagao
dos produtos de PCR do gene PrP de ovinos Morada Nova.

A Figura 12 representa a visualizagao dos produtos do PCR em bandas de
aproximadamente 771pb representativa da ORF do éxon 1 do gene PrP de ovinos,

onde pode ser observado o tamanho e qualidade das amostras.

Figura 12. Fotografia de eletroforese em gel de agarose para visualizagdo de bandas contendo os
produtos de PCR relativos ao éxon 1 do gene PrP ovino de 10 (dez) amostras da ragca Morada
Nova. A canaleta 1 ( esq.), apresenta o padrdo molecular de DNA (DNA Ladder, 1KB — 0.5-10kb
contendo 11 bandas, SIGMA®), enquanto nas demais canaletas sdo separadas as respectivas
bandas para as 10 amostras corridas neste ensaio.

4.3. Reacgao de seqiienciamento dos produtos de PCR do gene PrP de ovinos

Morada Nova e visualizagao dos eletroferogramas.

O sequenciamento dos fragmentos gerou, dentre outros formatos de dados,
um arquivo grafico contendo picos representativos dos quatro nucleotideos ou
bases possiveis (A para adenina, T para timina, C para citosina e G para guanina)
e as posicOes relativas das bases, como numeros na parte superior, acima da
discriminagdo de cada base representada por seu pico. A Figura 13 abaixo, que
ilustra o eletroferograma de uma das 72 amostras analisadas. A sequéncia é

apresentada desde a posi¢ao 105 ate 150 do fragmento.
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B¥ Chromas - mmn

File Edit Options Help

File; CarollvloradaiNowvad D05 05abl  Gequence Mame mmn Fun ended: Feb 6, 2004
100 110 120 130 140
GTTGTTCTGGTTACTATACTGATCCAC TG TCTG TAGTACACT

I Y | I NN S LA I, = -l 1.-. = ] AL NS " o l..lh fh,

Figura 13. Exemplo de um eletroferograma visualizado pelo aplicativo Chromas® (da Applied
Biosystems) em uma interface grafica para melhor visualizagéo de picos e posigcdes.

4.4. Andlise da qualidade das sequéncias do gene PrP de ovinos Morada

Nova

A Figura 14 mostra a transformacao sofrida por uma sequténcia alvo,

mediante a edicdo e analise antes e depois de tratada com o software PHRED.
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>CarolMoradaNovaZ2_ HO08 16.abl 776 0 776
ABT
TAAGTTTCGGTGAAGTTCTCCCCCTTGGTGGTGGTGGTGACTGTGTGTTG
CTTGACTGTGATGTTGACACAGTCATACACAAAGTTGTTCTGGTTACTAT
ACTGATCCACTGGTCTGTAGTACACTTGGTTGGGGTAACGGTACATGTTT
TCACGATAGTAACGGTCCTCATAGTCATTGCCAAAATGTATAAGAGGCCT
GCTCATGGCACTTCCCAGCATGTAGCCACCAAGGCCCCCTACCACTGCTC
CAGCTGCAGCAGCTCCTGCCACATGCTTCATGTTGGTTTTTGGCTTACTG
GGCTTGTTCCACTGACTGTGGCTACCACCTTGACCCCAGCCTCCACCACC
ATGTGGCTGTCCCCAGCCACCACCATGGGGCTGACCCCAGCCACCTCCAT
GANGTTGGCCCCAGCCACCTCCATGGGGCTGACCCCAGCCACCCCCTCCC
TGAGGTGGATAGCGGNTGCCTCCANGACTGCCCTGTCCCGGGTATCGGCT
CCCCCCANTGTTCNATCCTCCGCCAGGTTTTGGTCGCTTCTTGNANAGNC
CACNTCCTCCCATGGCCNCGAAGANANCNGGATCCAACTGCNATNNGCTT
TCNCANNNNNANCNGANNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN 1

>CarolMoradaNovaZ2_ HO08 16.abl 501 0 501
ABI trimmed
GTAGTTTCGGTGAAGTTCTCCCCCTTGGTGGTGGTGGTGACTGTGTGTTG
CTTGACTGTGATGTTGACACAGTCATACACAAAGTTGTTCTGGTTACTAT
ACCGATCCACTGGTCTGTAGTACACTTGGTTGGGGTAACGGTACATGTTT
TCACGATAGTAACGGTCCTCATAGTCATTGCCAAAATGTATAAGAGGCCT
GCTCATGGCACTTCCCAGCATGTAGCCACCAAGGCCCCCTACCACTGCTC
CAGCTGCAGCAGCTCCTGCCACATGCTTCATGTTGGTTTTTGGCTTACTG
GGCTTGTTCCACTGACTGTGGCTACCACCTTGACCCCAGCCTCCACCACC
ATGTGGCTGTCCCCAGCCACCACCATGGGGCTGACCCCAGCCACCTCCAT
GAGGTTGGCCCCAGCCACCTCCATGGGGCTGACCCCAGCCACCCCCTCCC
TGAGGTGGATAGCGGTTGCCTCCAGGACTGCCCTGTCCCGGGTATCGGCT
c 2

Figura 14. Comparagéo das sequéncias obtidas pelo seqienciador automatico de DNA
antes (1) e depois (2) de analisadas pelo software PHRED, onde as bases de baixa qualidade sdo
eliminadas.

4.5. Busca e analise de polimorfismos nas sequéncias do gene PrP de

ovinos Morada Nova.

As sequéncias submetidas ao PHRED foram, subsequentemente,
analisadas individual- e manualmente por confirmacao visual comparativa com os
cromatogramas originais visualizado pelo aplicativo Chromas® (versao 1.45 — 32
bit, McCarthy, 1996). Os polimorfismos dos codons 136 (Ala/Val), 154 (Arg/His), e
171 (GIn/Arg/His) foram usados para distingdo dos genotipos ovinos do gene PrP

e as sequéncias completas podem ser observados no Anexo 2.
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4.5.1. Determinagcao de homozigosidade / heterozigosidade para o gene PrP

A condicdo de homozigose ou heterozigose dos gendtipos dos animais foi
analisada pela localizagao direta dos codons polimérficos (136, 154 e 171) nos

eletroferogramas de cada sequéncia, conforme pode ser visto na Figura 15.

File Edit Options Help

File: CarolloradaMowaZ D08 08.abl  Sequence Mame: mrmn Fun ended: Feb 8, 2004
110 120 130 140 150
CT GGTTAETATAATCI:AI:TGGTETGTAGTAEAETTGGTTGGGG'

\

Figura 15. Trecho do gene PrP de ovino Morada Nova. Exemplo de heterozigose encontrada no
cédon 171 (CTG, mostrado na figura com um circulo) evidenciada pela presengca de picos
simultdneos em uma mesma posicao (base 118, um pico azul e um vermelho, concomitante).

4.5.2. Analise quantitativa dos genétipos ovinos para o gene PrP

Ao todo, 72 ovinos da raca deslanada Morada Nova foram analisados e
tiveram seus gendtipos determinados para o haplétipo PrP.

Foram detectados os ja conhecidos dimorfismos no cédon 136 (Arginina
ou Valina), porém o dimorfismo esperado no codon 154 (Arginina ou Histidina)
nao foi encontrado, aparecendo apenas o aminoacido Arginina (R) no cédon
154 de todos os animais examinados. De modo similar, os esperados
trimorfismos no codon 171 (Glicina ou Arginina ou Histidina) nao foram

detectados nos ovinos examinados, mas apenas um dimorfismo do cédon 171
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pdde ser detectado (com apenas dois tipos de aminoacidos aparecendo na
posicao 171, Glicina (Q) ou Arginina (R)).

A analise dos haplétipos mostrou quatro diferentes combinagdes de tipos
polimérficos, incluindo o alélico variante VRR/VRR, detectado em apenas dois
animais. Esta variante (VRR/VRR) é muito rara e sua relevancia quanto a
resisténcia ou suscetibilidade ao scrapie, embora extensamente comentada na
literatura, ainda nao esta completamente evidenciada por confirmagdes
reprodutiveis em experimentos de desafios, e requer, portanto, investigagdes
futuras nas racas afetadas pela doenga para comprovagdo definitiva.
Considerando a baixa frequéncia destes genétipos no total amostrado, conforme
observado na Tabela 8 e Grafico 1, este gendtipo, embora preocupante, pode ser

considerado raro na raca Morada Nova.

Tabela 8: FreqUéncia genotipica encontrada nos ovinos Morada Nova.

Genétipo n Percentual (%)
136 154 171
AA RR QQ 25 34,72
AA RR QR 22 30,56
AA RR RR 23 31,94
A% RR RR 2 2,78
TOTAL 72 100

Grafico 1: Frequéncia genotipica encontrada nos
ovinos deslanados Morada Nova

2,78

OARQ/ARQ
HARQ/ARR
OARR/ARR
OVRR/VRR

30,56
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Foram encontradas diferengas significativas nas frequéncias genotipicas
entre as duas variedades da raga Morada Nova analisadas (vermelha e branca),

conforme observado quando se compara os Graficos 2 e 3.

Grafico 2: Frequéncia genotipica em ovinos
deslanados Morada Nova variedade vermelha

13,79 0

OARQ/ARQ
HARQ/ARR
OARR/ARR
OVRR/VRR

20,69

Grafico 3: Frequéncia genotipica em ovinos
deslanados Morada Nova variedade branca

13,95

OARQARQ
B ARQARR
OARR/ARR

44 19 0O VRRVRR
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4.5.3. Analise e distribuicao da frequéncia alélica do gene PrP por variedade
da ragca Morada Nova

A analise da distribuicdo de frequéncia para o alelo 1 e 2 mostrou-se
diferente nas duas variedades. Como pode ser observado nos Graficos 4 e 5, na
variedade vermelha ha predominancia dos gendétipos ARQ tanto no alelo 1 como

no alelo 2.

Grafico 4: Frequéncia genotipica do alelo 1 em ovinos
deslanados Morada Nova variedade vermelha

13,79 0

OARQ
HARR
OVRR

86,21

Grafico 5: Frequéncia genotipica do alelo 2 em ovinos
deslanados Morada Nova variedade vermelha

OARQ
HARR
OVRR

65,52
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Na variedade branca os gendtipos ARQ e ARR predominam no alelo 1,
porém no alelo 2 o variante alelico ARR possui uma freqiéncia bem maior que as

demais variantes como pode ser observado nos Graficos 6 e 7.

Grafico 6: Frequéncia genotipica do alelo 1 em ovinos
deslanados Morada Nova variedade branca

OARQ
BARR

OVRR
44,19 51,16

Grafico 7: Frequéncia genotipica do alelo 2 em ovinos
deslanados Morada Nova variedade branca

OARQ
BEARR
OVRR
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4.5.4. Analise e distribuicdo da frequiéncia alélica do gene PrP por sexo, na

raca Morada Nova

Neste estudo, a analise dos resultados pelo teste Qui — quadrado mostrou
que ndo ha relacdo significativa entre a freqiiéncia genotipica e o sexo (X? >
4.1094 e P < 0,2499). Resultados este que estdo de acordo com o relato de
WOOD et al. (1992) e também de diversos outros autores, os quais demonstram

que o scrapie afeta ovinos de um modo geral, sem distingdo de sexo.

4.5.5. Anadlise estatistica e comparacao geral dos polimorfismos genéticos

apresentados pela raga Morada Nova em relacao ao gene PrP

Como mostrado na Tabela 10, a variedade branca apresentou um grau
maior de polimorfismo no cédon 171 (X?> 20.9 e P < 0.0001), quando comparada
com a variedade vermelha. Considerando o cédon 136 da variedade vermelha,
este se mostrou diferente do cédon 136 da variedade branca por nao ter

apresentado nenhum alelo V.

Tabela 9. Comparacéao dos polimorfismos nos cédons 136 e 171 em ovinos Morada Nova
variedade branca e vermelha.

Alelos dgs codons 136 e 171 (a) e os resultados da comparacgéo estatistica (b) utilizando tabela de contigéncia
N x K (X°).

(a) PrP 136 PrP 171
n AA VA" QQ QR RR
n % n % n % n % n %
Branca 43 41 954 2 4.6 6 139 16 37,2 21 489
Vermelha 29 29 100 0 0 19 655 6 20,7 4 13,8
(b) PrP 136 PrP 171
X P X P
Branca vs Vermelha 1,39 0,23 20,9 <0,0001

Quanto ao cdédon 154, as duas variedades apresentaram homozigose
completa para o aminoacido Arginina (R), ndo havendo nenhum caso diferente.

Esse resultado mostrou-se interessante, pois revelou uma alta fixagdo do
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aminoacido e vale ressaltar que o alelo R1s4 em homozigose ja foi associado a um
maior risco de ocorréncia do scrapie, quando comparado ao heterozigosismo R/H,
segundo recente estudo de BILLINIS et al. (2004).

Tomados em conjunto, os resultados obtidos com os 72 animais da raga
Morada Nova denotaram uma forte homozigosidade para o gene PrP, além de
pouca variagao alélica (apenas 3 variantes alélicos encontrados). Outro dado
geral que chama a atencgdo, nas duas variantes da raga analisadas, € a baixa
frequéncia polimorfica (apenas 4 tipos polimorficos encontrados), quando
comparados com estudos em outras ragas (onde até 10 variantes alélicos e 20
tipos polimorficos sdo descritos), segundo GOMBOJAV et al (2003), BILLINIS
et al., (2004) e DROGEMULLER et al. (2001), dentre varios outros.

Os resultados do presente estudo mostraram a frequéncia genotipica
relativa a trés codons (136, 154 e 176) do gene PrP na raga ovina Morada Nova,
do Nordeste brasileiro. Este € o primeiro relato de frequiéncias haplotipicas para o
gene PrP nesta raca deslanada, havendo um estudo anterior (LIMA, 2002) com a
raga Santa Inés, cujos resultados corroboram os ora apresentados para a Morada
Nova. Os quatro diferentes gendtipos e trés variantes alélicos representam um
quadro revelador da situacdo genética da ragca em relagdo ao gene PrP. Os
dimorfismos nos cédons 136 e 171 resultaram em trés variantes alélicos (VRR,
ARR e ARQ) que ja foram descritos nas racas Suffolk, Corriedale, lle-de France,
Romanov e em ragas nativas da Mongdlia (Japado) e da Grécia, dentre inUmeras
outras.

Quanto ao cédon 136, foi aqui encontrado o alelo V (V436, tido como de alta
suscetibilidade ao scrapie) em apenas dois animais, enquanto 70 apresentaram o
alelo A136. Avaliando a raga Suffolk, um estudo na Irlanda mostrou apenas um
animal com alelo variante na posicao 136 em 188 examinados (O'DOHERTY et
al., 2000), enquanto outro nos EUA mostrou 3% e 97%, respectivamente para os
alelos Vi3 € A1z (YUZBASIANYAN-GURKAN et al., 1999), ao passo que na
maioria das ragas, inclusive japonesas da Mongdlia (GOMBOJAYV et al., 2003) e
gregas (BILLINIS et al., 2004), a proporgdo se repete, demonstrando uma

prevaléncia comum do alelo Aqss distribuida por diferentes racas de ovinos. Na
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raca Morada Nova, a prevaléncia extremamente baixa para o alelo V435 (2,78%) e
extremamente alta para o alelo Ay3s (97,22%), além de plenamente compativeis
com os dados descritos na literatura mundial, também se associam com a
presenca do alelo resistente Rq71, presente tanto na forma homozigota (31,94%)
quanto heterozigota (30,56%).

No entanto, o achado do alelo Q71 em homozigose (34,72%) e em
heterozigose (30,56%QR), nos exemplares avaliados da raga Morada Nova, alerta
para o potencial risco de cruzamentos usando estes genoétipos. Sabe-se que a
correlagao positiva entre homozigosidade para o alelo Q471 € 0 risco para scrapie
tem sido observada numa serie de estudos com diversas ragas (CLOUSCARD et
al., 1995; O'ROURKE et al., 1997; BILLINIS et al., 2004, dentre outros). Ademais,
a heterozigosidade para esse codon € outro fator genotipico considerado como
favoravel a resisténcia ao scrapie, segundo os mesmos e varios outros autores.

O alelo consistindo de VRQ nos trés codons (136, 154, 171) do gene PrP é
considerado raro ou ausente em varias ragas, como Suffolk e da Mongdlia, o que
neste estudo com Morada Nova parece também ocorrer, mediante a auséncia
deste gendtipo nos 72 animais examinados. Ja o alelo consistindo de ARQ tem
sido associado com alta suscetibilidade ao scrapie e, neste trabalho, aparece com
frequéncia de 34,75% (em homozigosidade) e 30,45% (em heterozigosidade com
ARR), este ultimo sendo um alelo que tem sido associado com baixa
suscetibilidade ao scrapie e aqui aparece (ARR) em 31,92% (em homozigose) e
em 30,49% (em heterozigose), dentre os animais genotipados.

Nao houve até o momento nenhum relato de scrapie em ragas de ovinos
deslanados brasileiros, embora também nao haja relatos de estudos sistematicos
de genotipagem para o gene PrP ovino seja em qualquer raga utilizada no Brasil.
Os resultados aqui apresentados, porém, sugerem que a raga Morada Nova
apresenta genodtipos potencialmente suscetiveis para o scrapie, assim como
também ja havia sido relatado para a raga Santa Inés (LIMA, 2002). Este estudo
se limitou a dois rebanhos da raga Morada Nova e a duas variedades da raca
(vermelha e branca) criados nos municipios de Pentencostes e Sobral do estado

do Ceara, mas outras investigacoes se fazem necessarias, com numero maior de
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exemplares e maior representatividade do rebanho nordestino, para que os
achados possam fornecer subsidios mais concretos a fim de sua utilizagdo em
programas de selegédo e cruzamentos de animais resistentes ao scrapie.

Diversos paises da Europa e América Central tém adotado sistemas de
erradicacdo do scrapie, baseados na selegdo de animais com gendtipos
resistentes, introdugdo desses animais em rebanhos para disseminagdo do
genotipo alvo, bem como a eliminagdo de animais com genoétipos potencialmente
suscetiveis ao scrapie. Deve-se, entdo, procurar alcangar a conscientizacdo dos
criadores de ovinos e das autoridades agropecuarias e sanitarias do Estado (e da
Regiao Nordeste) para incentivar programas de melhoramento genético visando a
nao introducao da enfermidade no Estado, tendo em vista que animais importados
podem trazer o agente causador da doenga e a mesma sofrer rapida
disseminagao entre animais com genotipos suscetiveis.

Adicionalmente, este tipo de estudo se torna a cada dia mais necessario e
estratégico para a sanidade animal e saude publica no Brasil, onde varios
trabalhos tém sido publicados com o gene PrP humano e murino (RAYMOND et
al., 1997, PRUSINER, 1997) em diferentes modelos in vitro, objetivando acessar e
entender melhor os intrinsecos processos da proteina prion em seu mecanismo de
conversao para uma isoforma resistente a degradacdo e, conseqlentemente,
patogénica. A falta de dados genotipicos da populagdo ovina (ruminante em geral)
no Brasil em relacdo ao gene PrP é um fato que exige providéncias técnico-
cientificas e politicas para permitir uma maior inser¢gdo da pesquisa genética (e
zootécnica) com sua devida contribui¢ao, pertinente, para a sociedade num tema
de interesse ao mesmo tempo local e global como as doengas associadas a

proteina prion.
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5. CONCLUSOES

Dentre os polimorfismos encontrados para os codons 136, 154 e 171 do
gene PrP nos 72 animais examinados, observaram-se quatro variantes
genotipicas, previamente publicadas e conhecidas em outros estudos, ARQ/ARQ,
ARR/ARR, ARQ/ARR, VRR/VRR. Nosso estudo confirmou dados extensamente
reconhecidos na literatura de que a presenca do aminoacido alanina (A) no cédon

136 é um alelo comum, enquanto que o aminoacido valina (V) é uma variante rara.

Neste estudo, 4 diferentes gendtipos foram identificados, porém apenas 3
foram comuns as duas variedades (ARQ/ARQ, ARQ/ARR, ARR/ARR). A
variedade vermelha mostrou uma frequéncia maior para o gendtipo ARQ/ARQ
(65,52%), enquanto que a variedade branca mostrou uma frequéncia maior para o
gendtipo ARR/ARR (44,19%), o que, a luz do que se reconhece hoje como
resisténcia genotipica, confere a esta variedade uma relativa maior resisténcia ao
scrapie, se comparada a variedade vermelha.

A caracteristica da ragca Morada Nova, de possuir duas variedades bastante
distintas, nos permitiu a oportunidade de comparar os gendétipos, dentro de uma
mesma espécie, habitantes de uma zona livre de scrapie. Nao foi encontrado
polimorfismo no cdédon 154 para nenhuma das duas variedades. Nenhuma
diferenca estatistica foi encontrada na frequéncia de polimorfismo do cédon 136
A/V entre os dois grupos. Porém no cédon 171 a variedade branca mostrou-se
mais polimoérfica que a vermelha, apresentando uma maior frequiéncia do gendtipo
ARR/ARR conferindo uma maior resisténcia ao scrapie.

A partir dos resultados obtidos, vé-se a importédncia de adotar uma
estratégia de melhoramento animal, para aumentar o numero de animais com
gendtipos resistentes ao scrapie, como o ARR/ARR, ja que, animais portadores do
genotipo ARQ/ARQ, caracterizam-se por uma maior suscetibilidade a doenga apés
contato com o agente infeccioso.

Os resultados desta dissertacdo apontam para um risco consideravel de
desenvolvimento de scrapie na raca Morada Nova, corroborando os dados ja

descritos para a raga Santa Inés, com uma significativa presenca de genétipos
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particularmente suscetiveis para a doencga. A associacao entre polimorfismos tidos
como resistentes e suscetiveis e 0 desenvolvimento da doenga ndo € uma regra
infalivel, mas uma tendéncia consistente e comprovada que se repete em varios
estudos mundo afora com diferentes racas. Isto posto e sem alarmismo, faz-se
necessario estabelecer um levantamento sistematico dos gendtipos para o PrP
nas populagdes ovinas do Estado para que se mantenha a condigao de area livre

de scrapie.
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ANEXO 1

SOLUCOES:
CLB
Sacarose ---------------- 109,53¢g
Tris HCL 2M ------------- 5,0ml
Cloreto de Magnésio ---- 5,0ml
Triton X-100 ------------ 10,0ml
H,O gsp ----------------- 1000ml
SLB
Tris HCL 2M --------—---- 500l
EDTA 0,5M ------------- 2000pl
NaCl 5M -------------—-—- 1000ul
SDS 10% --------=-------- 2000ul
H,O gsp 100ml
TE* BUFFER
Tris HCL 2M ------------- 1,25ml
EDTA 0,5M ---------emmmme- 50pl
H>0 gsp 250mi
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ANEXO 2

1. Vv, F, ARQ/ARQ

>CarolMoradaNova A0l 0l.abl 346 0 346 ABI trimmed
TGTTCTGGTTACTATACTGATCCACTGGACTGGAGTACACTTGGTTGGGG
TAACGGTACATGTTTTCACGATAGTAACGGTCCTCATAGTCATTGCCAAA
ATGTATAAGAAGCCTGCTCATGGCACTTCCCAGCATGTAGCCACCAAGGC
CCCCTACCACTGCTCCAGCTGCAGCACCTCCTGCCACATGCTTCATGTTG
GTTTTTGGCTTACTGGGCTTGTTCCAATGACTGTGGCTACGACCTTGACC
CCTACCACTGCTCCAGCTGCAGCAGCTCCTGCCACATGCTTCATGTTGGT
TTTTGGCTTACTGGGCTTGTTCCACTGACTGTGGCTACCACCTTGA

2. B, M, ARR/ARR

>CarolMoradaNova AO02 02.abl 503 0 503 ABI trimmed
GCTCCATTATCTTGATGTCAGTTTCGGTGCAGTTCTCCCCCTTGGTGGTG
GTGGTGACTGTGTGTTGCTTGACTGTGATGTTGACACAGTCATGCACAAA
GTTGTTCTGGTTACTATACCGATCCACTGGTCTGTAGTACACTTGGTTGG
GGTAACGGTACATGTTTTCACGATAGTAACGGTCCTCATAGTCATTGCCA
AAATGTATAAGAGGCCTGCTCATGGCACTTCCCAGCATGTAGCCACCAAG

GCCCCC TACCACTGCTCCAGCTGCAGCAGCTCCTGCCACATGCTTCATGT
TGGTTTTTGGCTTACTGGGCTTGTTCCACTGACTGTGGCTACCACCTTGA
CCCCAGCCTCCACCACCATGTGGCTGTCCCCATCCACCACCATGGGGCTG
ACCCCATCCACCTCCATGATGTTGGCCCCAGCTACCTCCATGGGGCTGAC
CCCAGCCACCCCCTCCCTGAGGTGGATATCGGTTGCCTACCAGACTGCCC

TGT

3. B, F, ARQ/ARQ

>CarolMoradaNova B0l 03.abl 304 0 304 ABI trimmed
GTGGTGACTGTGTGTTGCTTGACTGTGATGTTATACACAGTCATACACCA
CAGTTGTTCTGGTTACTATACTGATCCACTGGTCTGTAGTACACTTGGTT
GGGGTAACGGTACATGTTTTCACGATACTAACGGTCCTCATAGTCATTGC
CAAAATGTATAAGAGGCCTGATCATGGCATTTCCCAGCATGTAGCCACCA
AGGCTCCCTACCACTGCTCCAGCTGCAGCACCTCCTGCCACATGCTTCAT
GTTGCTTTTTGGCTTACTGGGCTTGTTCCAATGACTGTGGCTACCACCTT

GACC

4. C, M, ARQ/ARQ

>CarolMoradaNova B02 04.abl 480 0 480 ABI trimmed
GGTGGTGGTGGTGACTGTGTGTTGCTTGACTGTGATGTTGACACAGTCAT
GCACAAAGTTGTTCTGGTTACTATACTGATCCACTGGTCTGTAGTACACT
TGGTTGGGGTAACGGTACATGTTTTCACGATAGTAACGGTCCTCATAGTC
ATTGCCAAAATGTATAAGAAGCCTGCTCATGGCACTTCCCAGCATGTAGC
CACCAAGGCCCCCTACCACTGCTCCAGCTGCAGCAGCTCCTGCCACATGC
TTCATGTTGGTTTTTGGCTTACTGGGCTTGTTCCACTGACTGTGGCTACC
ACCTTGACCCCAGCCTCCACCACCATGTGGCTGTCCCCAGCCACCACCAT
GGGGCTGACCCCATCCACCTCCATGATGTTGGCCCCAGCCACCTCCATGG
GGCTGACCCCAGCCACCCCCTCCCTGAGGTGGATAGCGGTTGCCTCCAGG
ACTGCCCTGTCCCGGGTATCGGCTCCCCCC

5. B, F, ARQ/ARR

>CarolMoradaNova CO1 05.abl 307 0 307 ABI trimmed
GTGGTGACTGTGTGTTGCTTGACTGTGATGTTATACACAGTCATGCACCA
AGTTGTTCTGGTTACTATACCGATCCACTGGACTGTAGTACACTTGGTCT
GCGGTAACGGTACATGTTTTCACGATATTAACGGTCCTCATAGTCATTGC
CAAAATGTATAAGAATCCTGATCATGGCACTTCCCAGCATGTAGCCACCA
AGGCCCCCTACCACTGCTCCAGCTGCAGCACCTCCTGCCACATGCTTCAT
GTTGGTTTTTGGCTTACTGGGCTTGTTCCAATGACTGTGACTACCACCTT

GACCCCT

6. B, F, ARR/ARR

>CarolMoradaNova C02 06.abl 553 0 553 ABI trimmed
GCTCCATTATCTTGATGTCAGTTTCGGTGAAGTTCTCCCCCTTGGTGGTG



GTGGTGACTGTGTGTTGCTTGACTGTGATGTTAACACAGTCATACACAAA
GTTGTTCTGGTTACTATACCGATCCACTGGACTGTAGTACACTTGGTTAG
GGGTAACGGTACATGTTTTCACGATAGTAACGGTCCTCATAGTCATTGCC
AAAATGTATAAGAGGCCTGATCATGGCACTTCCCAGCATGTAGCCACCAA
GGCCCCCTACCACTGCTCCAGCTGCAGCACCTCCTGCCACATGCTTCATG
TTGGTTTTTGGCTTACTGGGCTTGTTCCACTGACTGTGGCTACCACCTTG
ACCCCAGCCTCCACCACCATGTGGCTGTCCCCACCCACCACCATGGGGCT
GACCCCATCCACCTCCATGATGTTGGCCCCAGCCACCTCCATGGGGCTGA
CCCCAGCCACCCCCTCCCTGAGGTGGATATCGGATGCCTCCAAGACTGCC
CTGTCACGGGTATCCGCTCCCCCCAATGTTCCATCCTCCGCCACGTTTTG
GTC

7. B, F, ARQ/ARR

>CarolMoradaNova D01 07.abl 346 0 346 ABI trimmed
AGTTTCGGTGAAGTTCTCCCCCTTGGTGGTGGTGGTGACTGTATGTTGCT
TGACTGTGATGTTATACACAGTCATGCACAAAGTTGTTCTGGTTACTATA
CCGATCCACTGGACTGTAGTACACTTGGTTGGGGTAACGGTACATGTTTT
CACGATATTAACGGACGTCATAGTCATTGCCAAAATGTATAAGAAGCCTG
ATCATGGCACTTCCCAGCATGTAGCCACCAAGGCCCCCTACCACTGCTCC
AGCTGCAGCAGCTCCTGCCACATGCTTCATGTTGGTTTTTGGCTTACTGG
GCTTGTTCCAATGACTGTGGCTACCACCTTGACCCCACCCTCCACC

8. B, F, ARQ/ARR

>CarolMoradaNova D02 08.abl 321 0 321 ABI trimmed
GTGGTGGTGGTGACTGTGTGTTGCTTGACTGTGATGTTATACACAGTCAT
ACACCACGTTGTTCTGGTTACTATACCGATCCACTGGTCTGTAGTACACT
TGGTTGGGGTAACGGTACATGTTTTCACGATACTAACGGTCCTCATAGTC
ATTGCCAAAATGTATAAGAGGCCTGATCATGGCACTTCCCAGCATGTAGC
CACCAAGGCCCCCTACCACTGCTCCAGCTGCAGCACCTCCTGCCACATGC
TTCATGTTGGTTTTTGGCTTACTGGGCTTGTTCCACTGACTGTGGCTACC
ACCTTGACCCCAGCCTCCACC

9. V, F, ARR/ARR

>CarolMoradaNova EO1 09.abl 402 0 402 ABI trimmed
TGGTGACTGTGTGTTGCTTGACTGTGATGTTAACACAGTCATGCACCCAG
TTGTTCTGGTTACTATACCGATCCACTGGTCTGTAGTACACTTGGTTGGG
GTAACGGTACATGTTTTCACGATAGTAACGGTCCTCATAGTCATTGCCAA
AATGTATAAGAGGCCTGCTCATGGCACTTCCCAGCATGTAGCCACCAAGG
CCCCCTACCACTGCTCCAGCTGCAGCAGCTCCTGCCACATGCTTCATGTT
GGTTTTTGGCTTACTGGGCTTGTTCCACTGACTGTGGCTACGACCTTGAC
CCCAGCCTCTACCACCATGTGGCTGTCCCCATCCACCACCATGGGGCTGA
CACCATCCACCTCCATGATGTTGGCCACAGCTACATCGATGGGGCTGACC
cC

10. V, F, ARQ/ARQ

>CarolMoradaNova E02 10.abl 445 0 445 ABI trimmed
GGTGGTGGTGGTGACTGTGTGTTGCTTGACTGTGATGTTGACACAGTCAT
GCACCACAGTTGTTCTGGTTACTATACTGATCCACTGGTCTGTAGTACAC
TTGGTTGGGGTAACGGTACATGTTTTCACGATAGTAACGGTCCTCATAGT
CATTGCCAAAATGTATAAGAAGCCTGCTCATGGCACTTCCCAGCATGTAG
CCACCAAGGCCCCCTACCACTGCTCCAGCTGCAGCAGCTCCTGCCACATG
CTTCATGTTGGTTTTTGGCTTACTGGGCTTGTTCCACTGACTGTGGCTAC
CACCTTGACCCCAGCCTCCACCACCATGTGGCTGTCCCCATCCACCACCA
TGGGGCTGACCCCATCCACCTCCATGATGTTGGCCCCAGCCACCTCCATG
GGGCTGACCCCAGCCACCCCCTCCCTGAGGTGGATATCGGTTGCC

11. B, F, ARR/ARR

>CarolMoradaNova FO1 11.abl 4777 0 477 ABI trimmed
TGATGTCAGTTTCGGTGAAGTTCTCCCCCTTGGTGGTGGTGGTGACTGTG
TGTTGCTTGACTGTGATGTTGACACAGTCATGCACAAAGTTGTTCTGGTT
ACTATACCGATCCACTGGTCTGTAGTACACTTGGTTGGGGTAACGGTACA
TGTTTTCACGATAGTAACGGTCCTCATAGTCATTGCCAAAATGTATAAGA



GGCCTGCTCATGGCACTTCCCAGCATGTAGCCACCAAGGCCCCCTACCAC
TGCTCCAGCTGCAGCAGCTCCTGCCACATGCTTCATGTTGGTTTTTGGCT
TACTGGGCTTGTTCCACTGACTGTGGCTACCACCTTGACCCCAGCCTCCA
CCACAATGTGGCTGTCCCCATCCACCACCATGGGGCTGACCCCATCCACC
TCCATGATGTTGGCCCCAGCTACCTCCATGGGGCTGACCCCAGCCACCCC
CTCCCTGAGGTGGATATCGGTTGCCTC

12. Vv, F, ARQ/ARQ

>CarolMoradaNova F02 12.abl 487 0 487 ABI trimmed
CGGTGAAGTTCTCCCCGCTGGTGGTGGTGGTGACTGTGTGTTGCTTGACT
GTGATGTTGACACAGTCATGCACAAAGTTGTTCTGGTTACTATACTGATC
CACTGGTCTGTAGTACACTTGGTTGGGGTAACGGTACATGTTTTCACGAT
AGTAACGGTCCTCATAGTCATTGCCAAAATGTATAAGAAGCCTGCTCATG
GCACTTCCCAGCATGTAGCCACCAAGGCCCCCTACCACTGCTCCAGCTGC
AGCAGCTCCTGCCACATGCTTCATGTTGGTTTTTGGCTCACTGGGCTTGT
TCCACTGACTGTGGCTACCACCTTGACCCCAGCCTCCACCACCATGTGGC
TGTCCCCATCCACCACCATGGGGCTGACCCCATCCACCTCCATGATGTTG
GCACCAGCCACCTCCATGGGGCTGACCCCAGCCACCCCCTCCCTGAGGTG
GATATCGGATGCCTCCAAGACTGCCCTGTCCCGGGTA

13. VvV, F, ARR/ARR

>CarolMoradaNova GOl 13.abl 446 0 446 ABI trimmed
GGTGGTGGTGGTGACTGTGTGTTGCTTGACTGTGATGTTAACACAGTCAT
GCACAAAGTTGTTCTGGTTACTATACCGATCCACTGGACTGGAGTACACT
TGGTCTGGGGTAACGGTACATGTTTTCACGATAGTAACGGTCCTCATAGT
CATTGCCAAAATGTATAAGAAGCCTGCTCATGGCACTTCCCAGCATGTAG
CCACCAAGGCCCCCTACCACTGCTCCAGCTGCAGCACCTCCTGCCACATG
CTTCATGTTGGTTTTTGGCTTACTGGGCTTGTTCCAATGACTGTGGCTAC
CACCTTGACCCCAGCCTCCACCACCATGTGGCTGTCCCCAGCCACCACCA
TGGGGCTGACCCCATCCACCTCCATGATGTTGGCCCCAGCCACCTCCATG
GGGCTGACCCCAGCCACCCCCTCCCTGAGGTGGATATCGGTTGCCT

14. B, F, ARQ/ARQ

>CarolMoradaNova GO02 14.abl 509 0 509 ABI trimmed
GGTGGTGGTGGTGACTGTGTGTTGCTTGACTGTGATGTTGACACAGTCAT
GCACAAAGTTGTTCTGGTTACTATACTGATCCACTGGTCTGTAGTACACT
TGGTTGGGGTAACGGTACATGTTTTCACGATAGTAACGGTCCTCATAGTC
ATTGCCAAAATGTATAAGAAGCCTGCTCATGGCACTTCCCAGCATGTAGC
CACCAAGGCCCCCTACCACTGCTCCAGCTGCAGCAGCTCCTGCCACATGC
TTCATGTTGGTTTTTGGCTTACTGGGCTTGTTCCACTGACTGTGGCTACC
ACCTTGACCCCAGCCTCCACCACCATGTGGCTGTCCCCATCCACCACCAT
GGGGCTGACACCATCCACCTCCATGATGTTGGCCCCAGCCACCTCCATGG
GGCTGACCCCAGCCACCCCCTCCCTGAGGTGGATATCGGATGCCTCCAAG
ACTGCCCTGTCCCGGGTATCGGCTCCCCCCAATGTACCATCCTCCGCCAC
GTTTTGGTC

15. B, F, ARR/ARR

>CarolMoradaNova HOl1l 15.abl 393 0 393 ABI trimmed
GATGTCAGATTCGGTGAAGTTCTCCTCGTTGGTGGTGGTGGTGACTGTGT
GTTGCTTGACTGTGATGTTGACACAGTCATGTACAAAGTTGTTCTGGTTA
CTATACCGATCCACTGGTCTGTAGTACACTTGGTTGGGGTAACGGTACAT
GTTTTCACGATAGTAACGGTCCTCATAGTCATTGCCAAAATGTATAAGAG
GCCTGCTCATGGCACTTCCCAGCATGTAGCCACCAAGGCCCCCTACCACT
GCTCCAGCTGCAGCAGCTCCTGCCACATGCTTCATGTTGGTTTTTGGCTT
ACTGGGCTTGTTCCACTGACTGTGGCTACCACCTTGACCCCAGCCTCCAC
CACCATGTGGCTGTCCCCATCCACCTACCATGGGGCTGACCCC

16. B, F, ARR/ARR

>CarolMoradaNova HO2 16.abl 315 0 315 ABI trimmed
GGTGGTGGTGGTGACTGTGTGTTGCTTGACTGTGATGTTAACACAGTCAT
GCACAAAGTTGTTCTGGTTACTATACCGATCCACTGGACTGTAGTACACT
TGGTTGGGGTAACGGTACATGTTTTCACGATAGTAACGGTCCTCATAGTC



ATTGCCAAAATGTATAAGAGGCCTGCTCATGGCACTTCCCAGCATGTAGC
CACCAAGGCCCCCTACCACTGCTCCAGCTGCAGCACCTCCTGCCACATGC
TTCATGTTGGTTTTTACTGGGCTTGTTCCACTGACTGTGGCTACCACCTT
GACCCCAGCCTCCAC

17. B, F, ARR/ARR

>CarolMoradaNova2 A06 02.abl 374 0 374
TGGTGACTGTGTGTTGCTTGACTGTGATGTTAACACAGTCTTGCGCCAAG
TTGTTCTGGTTACTATACCGATCCACTGGACTGTAGTACTCTTGGTTGGG
GTATCGGTACATGTTTTCACGATATTAACGGTGCTCATAGTGATTGCCAC
AATGTATAAGAGGCCTGCTCATGGCACTTCCCAGCATGTAGCCACCAAGG
CCCCCTACCACTGCTCCAGCTGCAGCAGCTCCTGCCACATGCTTCATGTT
GGTTTTTGGCTTACTGGGCTTGTTCCACTGACTGTGGCTACCACCTTGAC
GCCAGCTTCTACCACCATGTGGCTGTCCGCATCCACTACCATGGGGCTGA
CACCATCCACATCCATGATGTTGG

18. B, F, ARR/ARR

>CarolMoradaNova2 B06 04.abl 347 0 347
GACTGTGTGTTGCTTGACTGTGATGTTGACACAGTCTTGCACCAAGTTGT
TCTGGTTACTATACCGATCCACTGGTCTGTAGTACACTTGGTTGGGGTAA
CGGTACATGTTTTCACGATAGTAACGGTCCTCATAGTCATTGCCAAAATG
TATAAGAGGCCTGCTCATGGCACTTCCCAGCATGTAGCCACCAAGGCCCC
CTACCACTGCTCCAGCTGCAGCAGCTCCTGCCACATGCTTCATGTTGGTT
TTTGGCTTACTGGGCTTGTCCACTGACTGTGGCTACCACCTTGACCCCAG
CCTCCACCACCATGTGGCTGTCCCCAGCCACCACCATGGGGCTGACC
19. B, M, ARQ/ARQ

>CarolMoradaNova2 E06 10.abl 357 0 357
TTGTTGCTTGACTGGGATGTTATACACAGTCATACGCCAAGTTTTTCTGG
AAACTATATTGATCTACTGGACTGTGTGACTCTTGGTTGCCGTATCGATA
CATGTTTTGACGATATTATCGGTGCTCATAGTGATTGCCCCAATGTATAA
GACGCCTGCTCATGGCACTTCCCAGCATGTAGCCACCAAGGCCCCATACC
ACTGCTCCAGCTGCAGCAGCTCCTGCCACATGCTTCATGTTGCTTTTTGG
CTTACTGGGCTTGTTCCACTGACTGTGGCTACCACCTTGACCCCAGCCTC
CACCACCATGTGGCTGTCCCCAGCCACCACCATGGGGCTGACCCCAGCCA
CCTCCAT

20. B, F, ARR/ARR

>CarolMoradaNova2 F06 12.abl 410 0 410
CATGCGCCAAGTTGTTCTGGTTACTATACCGATCCACTGGACTGTAGTAC
TCTTGGTTGGCGCAACGATACATGTTTTGACGATATTATCGATGCTCATA
GTCATTGCCCCAATGTATAAGAAGCCTGCTCATGGCACTTCCCAGCATGT
AGCCACCAAGGTCCCCTACCACTGCTCCAGCTGCAGCACCTCCTGCCACA
TGCTTCATGTTGCATTTTGGCTTACTGGGCTTGTTCCACTGACTGTGGCT
ACCACTGCTCCAGCTGCAGCAGCTCCTGCCACATGCTTCATGTTGGTTTT
TGGCTTACTGGGCTTGTTCCACTGACTGTGGCTACCACCTTGACCCCAGC
CTCCACCACCATGTGGCTGTCCCCAGCCACCACCATGGGGCTGACCCCAG
CCACCTCCAT

21. B, F, ARR/ARR

>CarolMoradaNova2 A07 0l.abl 316 0 316
TGGTGACTGTGTGTTGCTTGACTGGGATGTTGACACAGTCATGCGCCAAG
TTGTTCTGGTTACTATACCGATCCACTGGACTGTAGTACACTTGGTTGCG
GCAACGGTACATGTTTTGACGATAGTAACGGTGCTCATAGTCGTTGCCAC
AATGTATAAGAGGCCTGCTCATGGCACTTCCCAGCATGTAGCCACCAAGG
CCCCCTACCACTGCTCCAGCTGCAGCAGCTCCTGCCACATGCTTCATGTT
GGTTTTTGGCTTACTGGGCTTGTTCCACTGACTGTGGCTACCACCTTGAC
CCCAGCCTCCACCACC

22. B, F, VRR/VRR

>CarolMoradaNova2 A08 02.abl 399 0 399
GTTGCTTGACTGTGATGTTGACACAGTCATGCGCCAAGTTGTTCTGGATA
CTATATCCATCTACTGGACTGTAGTACACTTGGTTGCCGCAACGGTACAT

ABI trimmed

ABI trimmed

ABI trimmed

ABI trimmed

ABI trimmed

ABI trimmed
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GTTTTGACGATATTAACGGTCCTCATAGTCATTGCCACAATGTATAAGAT
GCCTGCTCATGACACTTCCCAGCATGTAGCCACCAAGGCGCCCTACCACT
GCTCCAGCTGCAGCAGCTCCTGCCACATGCTTCATGTTGATTTTTGGCTT
ACTGGGCTTGTTCCACTGACTGTGGCTACCAGGCCCCCTACCACTGCTCC
AGCTGCAGCAGCTCCTGCCACATGCTTCATGTTGGTTTTTGGCTTACTGG
GCTTGTTCCACTGACTGTGGCTACCACCTTGACCCCAGCCTCCACCACC
23. B, F, ARR/ARR

>CarolMoradaNovaz B07 03.abl 329 0 329
CCCTTGGTGGAGGTGGTGACTGTGTGTTGCTTGACTGTGATGTTTACACA
GTCATGCGCCAAGTTGTTCTGGTTACTATACCGATCCACTGGACTGTAGT
ACTCTTGGTTGCCGCAACGGTACATGTTTTCACGATATTATCGGTCCTCA
TAGTGATTGCCACAATGTATAAGAGGCCTGCTCATGGCACTTCCCAGCAT
GTAGCCACCAAGGCCCCCTACCACTGCTCCAGCTGCAGCAGCTCCTGCCA
CATGCTTCATGTTGGTTTTTGGCTTACTGGGCTTGTTCCACTGACTGTGG
CTACCACCTTGACCCCAGCCTCCACCACC

24. B, F, ARQ/ARQ

>CarolMoradaNovaz B08 04.abl 346 0 346
TTTCGGTGAACTTCTCTCCCTTGGTGGAGGTGGTGACTGAGTGTTGCTTG
ACTGTGATGTTTACACCGTCATGCGCCAAGTTTTTCTGGTTACTATACTG
ATCCACTGGACTGTGGTACTCTTGGCTGCCGCATCGGTACATGTTTTGAC
GATATTATCGGTGCTCATAGTCATTGCCACAATGTATAAGATGCCTGCTC
ATGGCACTTCCCAGCATGTAGCCACCAAGGCCCCCTACCACTGCTCCAGC
TGCAGCAGCTCCTGCCACATGCTTCATGTTGGTTTTTGGCTTACTGGGCT
TGTTCCACTGACTGTGGCTACCACCTTGACCCCAGCCTCCACCACC

25. B, F, ARR/ARR

>CarolMoradaNova2 C07 05.abl 343 0 343
TGGTGACTGTGTGTAGCTTGACTGTGATGTTTACACAGTCATGCACAAAG
TTGTTCTGGTTACTATACCGATCCACTGGACTGTAGTACTCTTGGTTGCC
GCAACGGTACATGTTTTCACGATATTAACGGTCCTCATAGTCATTGCCCC
AATGTATAAGAGGCCTGCTCATGGCACTTCCCAGCATGTAGCCACCAAGG
CCCCCTACCACTGCTCCAGCTGCAGCAGCTCCTGCCACATGCTTCATGTT
GGATTTTGGCTTACTGCGCTTGTTCCACTGACTGTGGCTACTGGGCTTGT
TCCACTGACTGTGGCTACCACCTTGACCCCAGCCTCCACCACC

26. B, F, ARQ/ARR

>CarolMoradaNova2 C08 06.abl 307 0 307
GTGGTGACTGTGTGTTGCTTGACTGTGATGTTATACACAGTCATGCACCA
AGTTGTTCTGGTTACTATACCGATCCACTGGACTGTAGTACACTTGGTCT
GCGGTAACGGTACATGTTTTCACGATATTAACGGTCCTCATAGTCATTGC
CAAAATGTATAAGAATCCTGATCATGGCACTTCCCAGCATGTAGCCACCA
AGGCCCCCTACCACTGCTCCAGCTGCAGCACCTCCTGCCACATGCTTCAT
GTTGGTTTTTGGCTTACTGGGCTTGTTCCAATGACTGTGACTACCACCTT
GACCCCT

27. B, M, ARR/ARR

>CarolMoradaNovaz2 D07 07.abl 312 0 312
CGGTGAACTTCTCCCCCTTGGTGGTGGTGGTGACTGTGTGTTGCTTGACT
GTGATGTTATACACAGTCATGCACCAAGTTGTTCTGGTTACTATACCGAT
CCACTGGACTGTGGTACACTTGGTTGCCGCAACGGTACATGTTTTCACGA
TATTAACGGTCCTCATAGTCATTGCCACAATGTATAAGAAGCCTGCTCAT
GGCACTTCCCAGCATGTAGCCACCAAGGCCCCCTACCACTGCTCCAGATG
CAGCAGCTCATGCCACATGCTTCATGTATGGTTTTGGCTTACTGGGCTTG
TTCCACTGACTG

28. B, F, ARQ/ARR

>CarolMoradaNova2 D08 08.abl 372 0 372
TCGGTGAAGTTCTCTCCCTTGGTGGTGGTGGTGACTGTGTGTTGCTTGAC
TGTGATGTTGACACAGTCATGCACAAAGTTGTTCTGGTTACTATACTGAT
CCACTGGTCTGTAGTACACTTGGTTGGGGTAACGGTACATGTTTTCACGA
TAGTAACGGTCCTCATAGTCATTGCCAAAATGTATAAGAAGCCTGCTCAT

ABI trimmed

ABI trimmed

ABI trimmed

ABI trimmed

ABI trimmed

ABI trimmed
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GGCACTTCCCAGCATGTAGCCACCAAGGCCCCCTACCACTGCTCCAGCTG
CAGCAGCTCCTGCCACATGCTTCATGTTGGTTTTTGGCTTACTGGGCTTG
TTCCACTGACTGTGGCTACCACCTTGACCCCAGCCTCCACCACCATGTGG
CTGTCCCCAGCCACCACCATGG

29. B, F, ARR/ARR

>CarolMoradaNovaz E07 09.abl 341 0 341
TGATGTCAGTCTCGGTGAAGTTCTCCCCCTTGGTGGTGGTGGTGACTGTG
TGTTGCTTGACTGTGATGTTATACACAGTCATGCACAAAGTTGTTCTGGT
TACTATACCGATCCACTGGACTGTAGTACTCTTGGTTGGCGCAACGGTAC
ATGTTTTCACGATATTAACGGTCCTCATAGTCATTGCCACAATGTATAAG
AAGCCTGCTCATGGCACTTCCCAGCATGTAGCCACCAAGGCCCCCTACCA
CTGCTCCAGCTGCAGCAGCTCCTGCCACATGCTTCATGTTGGTTTTTGGC
TTACTGGGCTTGTTCCACTGACTGTGGCTACCACCTTGACC

30. B, F, VRR/VRR

>CarolMoradaNova2 E08 10.abl 366 0 366
GGTGACTGTGTGTTGCTTGACTGTGATGTTATACACAGTCATACACAAAG
TTGTTCTGGTTACTATACCGATCCACTGGACTGTAGTACACTTGGTTGCC
CCAACGATACATGTTTTGACGATATTATCGATGCTCATAGTGATTGCCAC
AATGTATAAGAGGCCTGCTCATCACACTTCCCAGCATGTAGCCACCAAGG
CCCCCTACCACTGCTCCAGCTGCAGCAGCTCCTGCCACATGCTTCATGTT
GCTTTTTGGCTTACTGGGCTTGTTCCACTGACTGTGGCTACCACCTTGAC
CCCAGCCTCCACCACCATGTGGCTGTCCCCAGCCACCACCATGGGGCTGA
CCCCAGCCACCTCCAT

31. B, F, ARR/ARR

>CarolMoradaNova2 F07 11.abl 399 0 399
TTGATGTCAGTTTCGGTGAAGTTCTCCCCCTTGGTGGTGGTGGTGACTGT
GTGTTGCTTGACTGTGATGTTATACACAGTCATACGCCAAGTTGTTCTGG
TTACTATACCGATCCACTGGACTGTAGTACTCTTGGTTGCCGCAACGGTA
CATGTTTTCACGATATTAACGGTGCTCATAGTCATTGCCCAAATGTATAA
GAGGCCTGCTCATGGCACTTCCCAGCATGTAGCCACCAAGGCCCCCTACC
ACTGCTCCAGCTGCAGCACCTCCTGCCACATGCTTCATGTTGGTTTTTGG
CTTACTGGGCTTGTTCCACTGACTGTGGCTACCACCTTGACGCCAGCCTC
CACCACCATGTGGCTGTCCCCATCCACCACCATGGGGCTGACACCATCC
32. B, F, ARQ/ARR

>CarolMoradaNova2 F08 12.abl 392 0 392
GGTGACTGTGTGTTGCTTGACTGTGATGTTATACACAGTCATACACAAAG
TTGTTCTGGTTACTATACCCATCCACTGGACTGTAGTACACTTGGTTGGC
GTAACGGTACATGTTTTCACGATATTAACGGTCCTCATAGTCATTGCCCC
AATGTATAAGAGGCCTGCTCATGGCACTTCCCAGCATGTAGCCACCAAGG
CCCCCTACCACTGCTCCAGCTGCAGCAGCTCCTGCCACATGCTTCATGTT
GGTTTTTGGCTTACTGGGCTTGTTCCACTGACTGTGGCTACCACCTTGTT
CCACTGACTGTGGCTACCACCTTGACCCCAGCCTCCACCACCATGTGGCT
GTCCCCAGCCACCACCATGGGGCTGACCCCAGCCACCTCCAT

33. B, F, ARQ/ARR

>CarolMoradaNova2 G07 13.abl 334 0 334
TTGATGACAGTTTCGGTGAAGTTCTCTCCCTTGGTGGAGGTGGTGACTGT
GTGTTGCTTGACTGTGATGTTATACACAGTCATGCGCCAAGTTGTTCTGG
TTACTATACCGATCCACTGGACTGTGGTACTCTTGGTTGCCGCAACGGTA
CATGTTTTCACGATATTAACGGTGCTCATAGTCATTGCCCCAATGTATAA
GAAGCCTGCTCATGGCACTTCCCAGCATGTAGCCACCAAGGCCCCCTACC
ACTGCTCCAGCTGCAGCACCTCCTGCCACATGCTTCATGTTGCTTTTTGG
CTTACTGGGCTTGTTCCACTGACTGTGGCTACCA

34. B, F, ARR/ARR

>CarolMoradaNovaZ2 HO7 15.abl 393 0 393
CTTGATGTCAGTTTCGGTGAAGTTCTCCCCCTTGGTGGTGGTGGTGACTG
TGTGTTGCTTGACTGTGATGTTATACACAGTCATACACAAAGTTGTTCTG
GTTACTATACCGATCCACTGGACTGTGGTACACTTGGTTGCCCCAACGGT

ABI trimmed

ABI trimmed

ABI trimmed

ABI trimmed

ABI trimmed

ABI trimmed
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ACATGTTTTCACGATATTAACGGTCCTCATAGTCATTGCCCCAATGTATA
AGAGGCCTGCTCATGGCACTTCCCAGCATGTAGCCACCAAGGCCCCCTAC
CACTGCTCCTGCCACATGCTTCATGTTGGTTTTTGGCTTACTGGGCTTGT
TCCACTGACTGTGGCTACCACCTTGACCCCAGCCTCCACCACCATGTGGC
TGTCCCCAGCCACCACCATGGGGCTGACCCCAGCCACCTCCAT

35. B, F, ARQ/ARR

>CarolMoradaNovaz HO08 16.abl 501 0 501
GTAGTTTCGGTGAAGTTCTCCCCCTTGGTGGTGGTGGTGACTGTGTGTTG
CTTGACTGTGATGTTGACACAGTCATACACAAAGTTGTTCTGGTTACTAT
ACCGATCCACTGGTCTGTAGTACACTTGGTTGGGGTAACGGTACATGTTT
TCACGATAGTAACGGTCCTCATAGTCATTGCCAAAATGTATAAGAGGCCT
GCTCATGGCACTTCCCAGCATGTAGCCACCAAGGCCCCCTACCACTGCTC
CAGCTGCAGCAGCTCCTGCCACATGCTTCATGTTGGTTTTTGGCTTACTG
GGCTTGTTCCACTGACTGTGGCTACCACCTTGACCCCAGCCTCCACCACC
ATGTGGCTGTCCCCAGCCACCACCATGGGGCTGACCCCAGCCACCTCCAT
GAGGTTGGCCCCAGCCACCTCCATGGGGCTGACCCCAGCCACCCCCTCCC
TGAGGTGGATAGCGGTTGCCTCCAGGACTGCCCTGTCCCGGGTATCGGCT
C

36. V, F, ARQ/ARQ

>CarolMoradaNova2 A09 0l.abl 344 0 344
TCGGTGAACTTCTCTCCCTTGGTGGTGGTGGTGACTGTGTGTTGCTTGAC
TGTGATGTTTACACAGTCATACACCAAGTTTTTCTGGTTACTATACTGAT
CCACTGGACTGTAGTACTCTTGGCTGCCGCATCGATACATGTTTTCACGA
TATTATCGGTGCTCATAGTCATTGCCACAATGTATAAGACGCCTGCTCAT
GGCACTTCCCAGCATGTAGCCACCAAGGCCCCCTACCACTGCTCCAGCTG
CAGCAGCTCCTGCCACATGCTTCATGTTGGTTTTTGGCTTACTGGGCTTG
TTCCACTGACTGTGGCTACCACCTTGACCCCAGCCTCCACCACC

37. B, F, ARQ/ARR

>CarolMoradaNova2 Al0 02.abl 340 0 340
TTGATGTCAGTTTCGGTGAAGTTCTCCCCCTTGGTGGAGGTGGTGACTGT
GTGTTGCTTGACTGTGATGTTATACACAGTCATGCACCAAGTTGTTCTGG
TTACTATACCGATCTACTGGACTGTAGTACTCTTGGTTGGGGTATCGATA
CATGTTTTCACGATATTAACGGTCCTCATAGTCATTGCCAAAATGTATAA
GAAGCCTGCTCATGGCACTTCCCAGCATGTAGCCACCAAGGCCCCCTACC
ACTGCTCCAGCTGCAGCAGCTCCTGCCACATGCTTCATGTTGGTTTTTGG
CTTACTGGGCTTGTTCCACTGACTGTGGCTACCACCTTGA

38. V, F, ARQ/ARR

>CarolMoradaNovaZ2 B0S9 03.abl 363 0 363
ATTATCTTGATGTCAGTTTCGGTGAAGTTCTCCCCCTTGGTGGTGGTGGT
GACTGTGTGTTGCTTGACTGTGATGTTATACACAGTCATACACAAAGTTG
TTCTGGTTACTATACTGATCCACTGGACTGTAGTACTCTTGGTTGGGGTA
ACGGTACATGTTTTCACGATATTAACGGTGCTCATAGTCATTGCCAAAAT
GTATAAGACGCCTGCTCATGGCACTTCCCAGCATGTAGCCACCAAGGCCC
CCTACCACTGCTCCAGATGCAGCAGCTCATGCCACATGCTTCATGTTGGT
TTTTGGCTTACTGGGCTTGTTCCACTGACTGTGGCTACCACCTTGACCCC
AGCCTCCACCACC

39. V, F, ARQ/ARR

>CarolMoradaNovaZ B10 04.abl 356 0 356
TTGATGTCAGTTTCGGTGAACTTCTCCCCCTTAGTGGTGGTGGTGACTGT
GTGTTGCTTGACTGTGATGTTTACACAGTCATACGCCAAGTTTTTCTGGT
TACTATATTCATCTACTGGACTGTAGTACTCTTGGTTGCCGCAACGATAC
ATGTTTTCACGATATTATCGATCCTCATAGTCATTGCCACAATGTATAAG
AGGCCTGCTCATGGCACTTCCCAGCATGTAGCCACCAAGGCCCCCTACCA
CTGCTCCAGATGCAGCAGCTCATGCCACATGCTTCATGTTGGTTTTTGGC
TTACTGGGCTTGTTCCACTGACTGTGGCTACCACCTTGACCCCAGCCTCC
ACCACC

40. VvV, F, ARQ/ARR

ABI trimmed

ABI trimmed

ABI trimmed

ABI trimmed

ABI trimmed
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>CarolMoradaNovaz C09 05.abl 331 0 331
TTGATGTCAGATTCGGTGAACTTCTCCCCCTTGGTGGAGGTGGTGACTGT
AGTGTTGCTTGACTGTGATGTTTACACAGTCATACACAAAGTTGTTCTGG
TTACTATACTGATCCACTGGACTGTAGTACTCTTGGTTGCGGCAACGATA
CATGTTTTCACGATATTAACGATCCTCATAGTCATTGCCACAATGTATAA
GAGGCCTGCTCATGGCACTTCCCAGCATGTAGCCACCAAGGCCCCCTACC
ACTGCTCCAGATGCAGCAGCTCATGCCACATGCTTCATGTTGGATTTTGG
CTTACTGCGCTTGTTCCACTGACTGTGGCTA

41. VvV, F, ARQ/ARR

>CarolMoradaNova2 Cl10 06.abl 338 0 338
TTGATGTCAGTTTCGGTGAAGTTCTCCCCCTTGGTGGTGGTGGTGACTGT
GTGTTGCTTGACTGTGATGTTATACACAGTCATACACAAAGTTGTTCTGG
TTACTATACCGATCCACTGGACTGTAGTACTCTTGGTTGGGGTAACGGTA
CATGTTTTCACGATATTAACGGTGCTCATAGTCATTGCCAAAATGTATAA
GAGGCCTGCTCATGGCACTTCCCAGCATGTAGCCACCAAGGCCCCCTACC
ACTGCTCCAGCTGCAGCAGCTCCTGCCACATGCTTCATGTTGGTTTTTGG
CTTACTGGGCTTGTTCCACTGACTGTGGCTACCACCTT

42. VvV, F, ARQ/ARR

>CarolMoradaNovaZ2 D09 07.abl 394 0 394
CGGTGAACTTCTCCCCCTTAGTGGAGGTGGTGACTGATTGTTGCTTGACT
GTGATGTTTACACAGTCATACACCAAGTTTTTCTGGTTACTATACTGATC
CACTGGACTGTAGTACTCTTGGTTGCCGCAACGATACATGTTTTCACGAT
ATTATCGATCCTCATAGTCATTGCCACAATGTATAAGAGGCCTGCTCATG
GCACTTCCCAGCATGTAGCCACCAAGGCCCCCTACCACTGCTCCAGATGC
AGCAGCTCCTGCCACATGCTTCATGATGGATTTTTGGCTTACTGGGCTTG
TTCCACTGACTGTGGCTACCACCTTGACCCCAGCCTCCACCACCATGTGG
CTGTCCCCAGCCACCACCATGGGGCTGACCCCAGCCACCTCCAT

43. VvV, F, ARQ/ARQ

>CarolMoradaNovaZ2 D10 08.abl 395 0 395
ATTCGGTGAACTTCTCCCCCTTGGTGGAGGTGGTGACTGTGTGTTGCTTG
ACTGTGATGTTATACACAGTCATGCGCCAAGTTGTTCTGGATACTATACT
GATCCACTGGACTGTAGGACTCTTGGTTGGGGCAACGATACATGTTTTCA
CGATATTAACGGTGCTCATAGTCATTGCCACAATGTATAAGAAGCCTGCT
CATGGCACTTCCCAGCATGTAGCCACCAAGGCCCCCTACCACTGCTCCAG
CTGCAGCAGCTCCTGCCACATGGGGCTGACCCCAGCCACCTCCATGAGGT
TGGCCCCAGCCACCTCCATGGGGCTGACCCCAGCCACCCCCTCCCTGAGG
TGGATAGCGGTTGCCTCCAGGACTGCCCTGTCCCGGGTATCGGCT

44. B, F, ARQ/ARR

>CarolMoradaNovaZ E09 09.abl 383 0 383
TCTCCCCCTTGGTGGAGGTGGTGACTGTGTGTTGCTTGACTGTGATGTTA
TACACAGTCATGCGCAAAGTTGTTCTGGTTACTATACCGATCCACTGGAC
TGTAGTACTCTTGGTTGGGGTATCGATACATGTTTTCACGATATTAACGG
TGCTCATAGTCATTGCCAAAATGTATAAGAAGCCTGCTCATGGCACTTCC
CAGCATGTAGCCACCAAGGCCCCCTACCACTGCTCCAGATGCAGCAGCTC
CTGCCACATGGGGCTGACCCCAGCCACCTCCATGAGGTTGGCCCCAGCCA
CCTCCATGGGGCTGACCCCAGCCACCCCCTCCCTGAGGTGGATAGCGGTT
GCCTCCAGGACTGCCCTGTCCCGGGTATCGGCT

45. VvV, F, ARQ/ARQ

>CarolMoradaNovaZ E10 10.abl 332 0 332
GTCAGTTTCGGTGAAGTTCTCCCCCTTGGTGGTGGTGGTGACTGTGTGTT
GCTTGACTGTGATGTTGACACAGTCATACACAAAGTTGTTCTGGATACTA
TACTGATCCACTGGACTGTAGTACACTTGGTTGGGGCAACGATACATGTT
TTCACGATATTAACGGTGCTCATAGTCATTGCCACAATGTATAAGAGGCC
TGCTCATGGCACTTCCCAGCATGTAGCCACCAAGGCCCCCTACCACTGCT
CCAGATGCAGCAGCTCCTGCCACATGCTTCATGTTGGTTTTTGGCTTACT
GGGCTTGTTCCACTGACTGTGGCTACCACCTT

46. VvV, M, ARQ/ARQ

ABI trimmed

ABI trimmed

ABI trimmed

ABI trimmed

ABI trimmed

ABI trimmed
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>CarolMoradaNovaz F09 11.abl 377 0 377
TCGGTGAAGTTCTCCCCCTTGGTGGAGGTGGTGACTGTGTGTTGCTTGAC
TGTGATGTTGACACAGTCATACACAAAGTTGTTCTGGTTACTATACTGAT
CCACTGGACTGTAGTACACTTGGTTGGGGTAACGGTACATGTTTTCACGA
TATTAACGGTCCTCATAGTCATTGCCAAAATGTATAAGAAGCCTGCTCAT
GGCACTTCCCAGCATGTAGCCACCAAGGCCCCCTACCACTGCTCCAGATG
CAGCAGCTCCTGCCACATGCTTCATGTTGGTTTTTGGCTTACTGGGCTTG
TTCCACTGACTGTGGCTACCACCTTGACCCCACCCTCCACCACCATGTGG
CTGTCCCCATCCACTACCATGGGGCTG

47. V, F, ARQ/ARQ

>CarolMoradaNova2 F10 12.abl 397 0 397
TTTCGGTGAACTTCTCCCACTTGGTGGAGGTGGTGACTGTGTGTTGCTTG
ACTGTGAATGTTTACACAGTCATGCACAAAGTTTTTCTGGTTACTATACT
GATCCACTGGACTGTAGTACTCTTGGTTGCCGCAACGATACATGTTTTCA
CGATATTAACGATCCTCATAGTCATTGCCACAATGTATAAGAAGCCTGCT
CATGGCACTTCCCAGCATGTAGCCACCAAGGCCCCCTACCACTGCTCCAG
ATGCAGCAGCTCCTGCCACATGCTTCATGTTGGTTTTTGGCTTACTGGGC
TTGTTCCACTGACTGTGGCTACCACCTTGACCCCAGCCTCCACCACCATG
TGGCTGTCCCCAGCCACCACCATGGGGCTGACCCCAGCCACCTCCAT
48. V, F, ARQ/ARQ

>CarolMoradaNova2 G09 13.abl 308 0 308
TGATGTCAGTTTCGGTGAACTTCTCCCCCTTGGTGGAGGTGGTGACTGTG
TGTTGCTTGACTGTGATGTTAACACAGTCATACACAAAGTTGTTCTGGTT
ACTATACTGATCCACTGGACTGTAGTACACTTGGTTGGGGTAACGGTACA
TGTTTTCACGATATTAACGGTCCTCATAGTCATTGCCACAATGTATAAGA
GGCCTGCTCATGGCACTTCCCAGCATGTAGCCACCAAGGCCCCCTACCAC
TGCTCCAGCATGCAGCAGCTCCTGCCACATGCTTCATGTTGGTGTTTGGC
TTACTGGG

49. Vv, F, ARQ/ARQ

>CarolMoradaNova2 G10 14.abl 315 0 315
TCGGTGAACTTCTCCCCCTTGGTGGAGGTGGTGACTGTGTGTTGCTTGAC
TGTGATGTTAGTACACAGTCATACACCAAGTTGTTCTGGTTACTATACTG
ATCCACTGGACTGTAGTACTCTTGGTTGCGGCAACGGTACATGTTTTCAC
GATATTAACGGTGCTCATAGTCATTGCCACAATGTATAAGACGCCTGCTC
ATGGCACTTCCCAGCATGTAGCCACCAAGGCCCCCTACCACTGCTCCAGA
TGCAGCAGCTCATGCCACATGCTTCATGTAGGTTTTTGGCTTACTGCGCT
TGTTCCACTGACTGT

51. B, F, ARQ/ARR

>CarolMoradaNovaZ2 H09 15.abl 366 0 366
TGGTGACTGTTTGTTGCTTGACTGTGATGTTTACACAGTCATGCACAAAG
TTTTTCTGGTTACTATATCCATCTACTGGACTGTAGTACTCTTGGTTGCC
GTATCGATACATGTTTTCACGATATTATCGGTGCTCATAGTCATTGCCAC
AATGTATAAGAGGCCTGCTCATCGCACTTCCCAGCATGTAGCCGCCAAGG
CCCCCTACCACTGCTCCAGATGCAGCAGCTCCTGCCACATGCTTCATGTT
GGTTTTTGGCTTACTGGGCTTGTTCCACTGACTGTGGCTACCACCTTGAC
CCCAGCCTCCACCACCATGTGGCTGTCCCCAGCCACCACCATGGGGCTGA
CCCCAGCCACCTCCAT

52. V, F, ARQ/ARQ

>CarolMoradaNovaZ2 H10 16.abl 329 0 329
CTTGATGTCAGTTTCGGTGAAGTTCTCCCCCTTGGTGGAGGTGGTGACTG
TGTGTTGCTTGACTGTGATGTTTACACAGTCATACGCCAAGTTGTTCTGG
TTACTATACTGATCCACTGGACTGTAGTACACTTGGTTGGGGTAACGGTA
CATGTTTTCACGATATTAACGGTGCTCATAGTGATTGCCAAAATGTATAA
GAGGCCTGCTCATGGCACTTCCCAGCATGTAGCCACCAAGGCCGCCTACC
ACTGCTCCAGCTGCAGCAGCTCCTGCCACATGCTTCATGTTGGTTTTTGG
CTTACTGGGCTTGTTCCACTGACTGTGGC

53. V, F, ARQ/ARQ

ABI trimmed

ABI trimmed

ABI trimmed

ABI trimmed

ABI trimmed

ABI trimmed
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>CarolMoradaNovaz G12 14.abl 359 0 359
TTGATGTCAGTTTCGGTGAAGTTCTCCCCCTTGGTGGTGGTGGTGACTGT
GTGTTGCTTGACTGTGATGTTATACACAGTCATACGCCAAGTTGTTCTGG
TTACTATACTGATCCACTGGACTGTATTACATCTTGGTCTGGGGTATCGG
TACATGTTTTCACCATACTAACGGTCCTCATAGTCATTGCCAAAATGTAT
AAGACGCCTGCTCATGGCACTTCCCAGCATGTAGCCACCAAGGCCCCCTA
CCACTGCTCCAGCTGCAGCAGCTCATGCCACATGCTTCATGTTGGTTTTT
GGCTTACTGGGCTTGTTCCACTGACTGTGGCTACCACCTTGACCCCAGCC
TCCACCACC

54. V, F, ARR/ARR

>CarolMoradaNova2 G11 13.abl 329 0 329
CCCTTGGTGGAGGTGGTGACTGTGTGTTGCTTGACTGTGATGTTTACACA
GTCATGCGCCAAGTTGTTCTGGTTACTATACCGATCCACTGGACTGTAGT
ACTCTTGGTTGCCGCAACGGTACATGTTTTCACGATATTATCGGTCCTCA
TAGTGATTGCCACAATGTATAAGAGGCCTGCTCATGGCACTTCCCAGCAT
GTAGCCACCAAGGCCCCCTACCACTGCTCCAGCTGCAGCAGCTCCTGCCA
CATGCTTCATGTTGGTTTTTGGCTTACTGGGCTTGTTCCACTGACTGTGG
CTACCACCTTGACCCCAGCCTCCACCACC

55. V, F, ARR/ARR

>CarolMoradaNova2 F11 11.abl 304 0 304
GGTGACTGTATTGTTGCTTGACTGTGATCTTATACACCGTCATACGCCAA
GTTTTTCTGGTTACTATATCCATCTACTGGACTGTATTACATCTTGGTCT
GCCGCATCGGTACATGTTTTCACCATATTAACGGTCCTCATAGTCATTGC
CAAAATGTATAAGAGGCCTGCTCATGGCACTTCCCAGCATGTAGCCACCA
AGGCCCCCTACCACTGCTCCAGCTGCAGCAGCTCCTGCCACATGCTTCAT
GTTGGTTTTTGGCTTACTGGGCTTGTTCCACTGACTGTGGCTACCACCTT
GACC

56. V, F, ARQ/ARQ

>CarolMoradaNovaZ E12 10.abl 392 0 392
TTATCTTGATGTCAGTTTCGGTGAAGTTCTCCCCCTTGGTGGTGGTGGTG
ACTGTGTGTTGCTTGACTGTGATGTTGACACAGTCATGCACAAAGTTGTT
CTGGTTACTATACTGATCCACTGGTCTGTAGTACACTTGGTTGGGGTAAC
GGTACATGTTTTCACGATAGTAACGGTCCTCATAGTCATTGCCAAAATGT
ATAAGAGGCCTGCTCATGGCACTTCCCAGCATGTAGCCACCAAGGCCCCC
TACCACTGCTCCAGCTGCAGCAGCTCCTGCCACATGCTTCATGTTGGTTT
TTGGCTTACTGGGCTTGTTCCACTGACTGTGGCTACCACCTTGACCCCAG
CCTCCACCACCATGTGGCTGTCCCCACCCACCACCATGGGGC

57. B, F, ARR/ARR

>CarolMoradaNova3 G02 14.abl 317 0 317
TTTCGGTGAAGTTCTCCCCCTTGGTGGTGGTGGTGACTGAGTGTTGCTTG
ACTGTGATGTTGACACAGTCATGCACAAAGTTGTTCTGGTTACTATACCG
ATCCACTGGTCTGTAGTACACTTGGTTGGGGTAACGGTACATGTTTTCAC
GATAGTAACGGTCCTCATAGTCATTGCCAAAATGTATAAGAGGCCTGCTC
ATGGCACTTCCCAGCATGTAGCCACCAAAGCCCCCTACCACTGCTCCAGC
TGCAGCAGCTCCTGCCACATGCTTCATGTTGGTTTTTGGCTTACTGGGCT
TGTTCCACTGACTGTGG

58. B, F, ARQ/ARR

>CarolMoradaNova3 G0l 13.abl 378 0 378
CCTTGGTGGAGGTGGTGACTGAGTGTTGCTTGACTGTGATGTTGACACAG
TCATGCACAAAGTTGTTCTGGTTACTATACCGATCCACTGGTCTGTAGTA
CACTTGGTTGGGGTAACGGTACATGTTTTCACGATAGTAACGGTCCTCAT
AGTCATTGCCAAAATGTATAAGAAGCCTGCTCATGGCACTTCCCAGCATG
TAGCCACCAAGGCCCCCTACCACTGCTCCAGCTGCAGCAGCTCCTGCCAC
ATGCTTCATGTTGGTTTTTGGCTTACTGGGCTTGTTCCACTGACTGTGGC
TACCACCTTGACCCCAGCCTCCACCACCATGTGGCTGTCCCCAGCCACCA
CCATGGGGCTGACCCCAGCCACCTCCAT

59. B, F, ARR/ARR

ABI trimmed

ABI trimmed

ABI trimmed

ABI trimmed

ABI trimmed

ABI trimmed
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>CarolMoradaNova3 F02 12.abl 406 0 406
TACTATACCGATCCACTGGTCTGTAGTACACTTGGTTGGGGTAACGGTAC
ATGTTTTCACGATAGTAACGGTCCTCATAGTCATTGCCAAAATGTATAAG
AGGCCTGCTCATGGCACTTCCCAGCATGTAGCCACCAAGGCCCCCTACCA
CTGCTCCAGCTGCAGCAGCTCCTGCCACATGCTTCATGTTGGTTTTTGGC
TTACTGGGCTTGTTCCACTGACTGTGGCTACCACCTTGACCCCACCCTCC
ACCACCATGTGGCTGTCCCCAGCCACCACCATGGGGCTGACCCCAGCCAC
CTCCATGAGGTTGGCCCCAGCCACCTCCATGGGGCTGACCCCAGCCACCC
CCTCCCTGAGGTGGATAGCGGTTGCCTCCAGGACTGCCCTGTCCCGGGTA
TCGGCT

60. B, F, ARQ/ARQ

>CarolMoradaNova3 F01 11.abl 340 0 340
CCTTGGTGGTGGTGGTGACTGTGTGTTGCTTGACTGTGATGTTGACACAG
TCATGCACAAAGTTGTTCTGGTTACTATACTGATCCACTGGTCTGTAGTA
CACTTGGTTGGGGTAACGGTACATGTTTTCACGATAGTAACGGTCCTCAT
AGTCATTGCCAAAATGTATAAGAAGCCTGCTCATGGCACTTCCCAGCATG
TAGCCACCAAGGCCCCCTACCACTGCTCCAGCTGCAGCAGCTCCTGCCAC
ATGCTTCATGTTGGTTTTTGGCTTACTGGGCTTGTTCCACTGACTGTGGC
TACCACCTTGACCCCAGCCTCCACCACCATGTGGCTGTCC

61. B, F, ARR/ARR

>CarolMoradaNova3 E02 10.abl 307 0 307
GGTGAAGTTCTCCCCCTTGGTGGTGGTGGTGACTGTGTGTTGCTTGACTG
TGATGTTGACACAGTCATGCACAAAGTTGTTCTGGTTACTATACCGATCC
ACTGGTCTGTAGTACACTTGGTTGGGGTAACGGTACATGTTTTCACGATA
GTAACGGTCCTCATAGTCATTGCCAAAATGTATAAGAGGCCCGCTCATGG
CACTTCCCAGCATGTAGCCACCAAGGCCCCCTACCACTGCTCCAGCTGCA
GCAGCTCCTGCCACATGCTTCATGTTGGTTTTTGGCTTACTGGGCTTGTT
CCACTGA

62. B, F, ARQ/ARR

>CarolMoradaNova3 E01 09.abl 312 0 312
GGTGAAGTTCTTCCCCTTGGTGGTGGTGGTGACTGTGTGTTGCTTGACTG
TGATGTTGACACAGTCATGCACAAAGTTGTTCTGGTTACTATACTGATCC
ACTGGTCTGTAGTACACTTGGTTGGGGTAACGGTACATGTTTTCACGATA
GTAACGGTCCTCATAGTCATTGCCAAAATGTATAAGAAGCCTGCTCATGG
CACTTCCCAGCATGTAGCCACCAAGGCCCCCTACCACTGCTCCAGCTGCA
GCAGCTCCTGCCAAATGCTTCATGTTGGTTTTTTGGCTTACTGGGCTTGT
TCCACTGACTGT

63. B, F, ARR/ARR

>CarolMoradaNova3 D02 08.abl 339 0 339
GATGTCAGTTTCGGTGAAGTTCTCCCCCTTGGTGGTGGTGGTGACTGTGT
GTTGCTTGACTGTGATGTTGACACAGTCATGCACAAAGTTGTTCTGGTTA
CTATACCGATCCACTGGTCTGTAGTACACTTGGTTGGGGTAACGGTACAT
GTTTTCACGATAGTAACGGTCCTCATAGTCATTGCCAAAATGTATAAGAG
GCCTGCTCATGGCACTTCCCAGCATGTAGCCACCAAGGCCCCCTACCACT
GCTCCAGCTGCAGCAGCTCCTGCCACATGCTTCATGTTGGTTTTTGGCTT
ACTGGGCTTGTTCCACTGACTGTGGCTACCACCTTGACC

64. B, F, ARQ/ARQ

>CarolMoradaNova3 D01 07.abl 322 0 322
TTTCGGTGAAGTTCTCCCCCTTGGTGGTGGTGGTGACTGTGTGTTGCTTG
ACTGTGATGTTGACACAGTCATACACAAAGTTGTTCTGGTTACTATACTG
ATCCACTGGTCTGTAGTACACTTGGTTGGGGTAACGGTACATGTTTTCAC
GATAGTAACGGTCCTCATAGTCATTGCCAAAATGTATAAGAGGCCTGCTC
ATGGCACTTCCCAGCATGTAGCCACCAAGGCCCCCTACCACTGCTCCAGC
TGCAGCAGCTCCTGCCACATGCTTCATGTTGGTTTTTGGCTTACTGGGCT
TGTTCCACTGACTGTGGCTACC

65. B, F, ARQ/ARR

>CarolMoradaNova3 C01 05.abl 333 0 333

ABI trimmed

ABI trimmed

ABI trimmed

ABI trimmed

ABI trimmed

ABI trimmed

ABI trimmed
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TTTCGGTGAAGTTCTCCCCCTTGGTGGTGGTGGTGACTGTGTGTTGCTTG
ACTGTGATGTTGACACAGTCATACACAAAGTTGTTCTGGTTACTATACTG
ATCCACTGGTCTGTAGTACACTTGGTTGGGGTAACGGTACATGTTTTCAC
GATAGTAACGGTCCTCATAGTCATTGCCAAAATGTATAAGAGGCCTGCTC
ATGGCACTTCCCAGCATGTAGCCACCAAGGCCCCCTACCACTGCTCCAGC
TGCAGCAGCTCCTGCCACATGCTTCATGTTGGTTTTTGGCTTACTGGGCT
TGTTCCACTGACTGTGGCTACCACCTTGACCCC

66. B, F, ARQ/ARR

>CarolMoradaNova3 B02 04.abl 388 0 388
GATTATCTTGATGTCAGTTTCGGTGAAGTTCTCCCCCTTGGTGGTGGTGG
TGACGGTGTGTTGCTTGACTGTGATGTTGACACAGTCATGCACAAAGATG
TTCTGGTTACTATACTAGTCCACTGGTCTGTAGTACACTTGGTTGGGGTA
ACGGTACATGTTTTCACGATAGTAACGGTCCTCATAGTCATTGCCAAAAT
GTATAAGAGGCCTGCTCATGGCACTTCCCAGCATGTAGCCACCAAGGCCC
CCTACCACTGCTCAGGCTGCAGCAGCTCCTGCCACACCATGTGGCTGTCC
CCAGCCACCACCATGGGGCTGACCCCAGCCACCTCCATGAGGTTGGCCCC
AGCCACCTCCATGGGGCTGACCCCAGCCALCCCCCTCCC

67. B, F, ARQ/ARR

>CarolMoradaNova3 A02 02.abl 356 0 356
AGTTTCGGTGAAGTTCTCCCCCTTGGTGGTGGTGGTGACTGTGTGTTGCT
TGACTGTGATGTTGACACAGTCATGCACAAAGTTGTTCTGGTTACTATAC
TGATCCACTGGTCTGTAGTACACTTGGTTGGGGTAACGGTACATGTTTTC
ACGATAGTAACGGTCCTCATAGTCATTGCCAAAATGTATAAGAGGCCTGC
TCATGGCACTTCCCAGCATGTAGCCACCAAGGCCCCCTACCACTGCTCCA
GCTGCAGCAGCTCCTGCCACATGCTTCATGTTGGTTTTTGGCTTACTGGG
CTTGTTCCACTGACTGTGGCTACCACCTTGACCCCAGCCTCCACCACCAT
GTGGCT

68. V, F, ARQ/ARQ

>CsrolMoradaNova3 B06 04.abl 357 0 357
ACTGTGTGTTGCTTGACTGTGATGTTGACACAGTTATCCCCAAAGTTGTT
CTGGATACTATACTGATCCACTGGTCTGTAGTACACTTGGTTGGGGTAAC
GGTACATGTTTTCACGATAGTAACGGTCCTCATAGTCATTGCCAAAATGT
ATAAGAGGCCTGCTCATGGCACTTCCCGGCATGTAGCCACCAAGGCCCCC
TACCACTGCTCATGGCACTTCCCAGCATGTAGCCACCAAGGCCCCCTACC
ACTGCTCCAGCTGCAGCAGCTCCTGCCACATGCTTCATGTTGGTTTTTGG
CTTACTGGGCTTGTTCCACTGACTGTGGCTACCACCTTGACCCCAGCCTC
CACCACC

69. V, M, ARQ/ARQ

>CsrolMoradaNova3 C05 05.abl 356 0 356
TTGGTGGAGGTGGTGACTGTGTGTTGCTTGACTGTGATGTTGACACAGTT
ATGCACAAAGTTGTTCTGGTTACTATACTGATCCACTGGTCTGTAGTACA
CTTGGTTGGGGTAACGGTACATGTTTTCACGATAGTAACGGTCCTCATAG
TCATTGCCAAAATGTATAAGAAGCCTGCTCATGGCACTTCCCAGCATGTA
GCCACCAAGG ATGGCACTTCCCAGCATGTAGCCACCAAGGCCCCCTACC
ACTGCTCCAGCTGCAGCAGCTCCTGCCACATGCTTCATGTTGGTTTTTGG
CTTACTGGGCTTGTTCCACTGACTGTGGCTACCACCTTGACCCCAGCCTC
CACCACC

70. V, F, ARQ/ARQ

>CsrolMoradaNova3 C06 06.abl 308 0 308
CTGTGTGTTGCTTGACTGTGATGTTGACACAGCTCCCCAAAGTTGTTCTG
GATACTATACTGATCCACTGGTCTGTAGTACACTTGGTTGGGGTAACGGT
ACATGTTTTCACGATAGTAACGGTCCTCATAGTCATTGCCAAAATGTATA
AGAGGCCTGCTCATGGCACTTCCCAGCATGTAGCCACCAAGGCCCCCTAC
CACTGCTCCAGCTGCAGCAGCTCCTGCCACATGCTTCATGTTGGTTTTTG
GCTTACTGGGCTTGTTCCACTGACTGTGGCTACCACCTTGACCCCAGCCT
CCACCACC

71. VvV, F, ARQ/ARQ

ABI trimmed

ABI trimmed

ABI trimmed

ABI trimmed

ABI trimmed
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>CsrolMoradaNova3 D05 07.abl 359 0 359
CTGTGTGTTGCTTGACTGTGATGTTGACACAGTTTTGCCAAAGTTGTTCT
GGTTACTATACTGATCCACTGGTCTGTAGTACACTTGGTTGGGGTAACGG
TACATGTTTTCACGATAGTAACGGTCCTCATAGTCATTGCCAAAATGTAT
AAGAGGCCTGCTCATGGCACTTCCCAGCATGTAGCCACCAAGGCCCCCTA
CCACTGCTCCAGCTGCAGCAGCTCCTGCCACATGCTTCATGTTGGTTTTT
GGCTTACTGGGCTTGTTCCACTGACTGTGGCTACCACCTTGACCCCAGCC
TCCACCACCATGTGGCTGTCCCCAGCCACCACCATGGGGCTGACCCCAGC
CACCTCCAT

72. V, F, ARQ/ARR

>CsrolMoradaNova3 D06 08.abl 412 0 412
GACTGTGTGTTGCTTGACTGTGATGTTGACACAGTTATGCCCAAAGTTGT
TCTGGTTACTATACTGATCCACTGGTCTGTAGTACACTTGGTTGGGGTAA
CGGTACATGTTTTCACGATAGTAACGGTCCTCATAGTCATTGCCAAAATG
TATAAGAGGCCTGCTCATGGCACTTCCCAGCATGTAGCCACCAAGGCCCC
CTACCACTGCTCCAGCTGCAGCAGCTCCTGCCACATGCTTCATGTTGGTT
TTTGGCTTACTGGGCTTGTTCCACTGACTGTGGCTACCACCTTGACCCCA
GCCTCCACCACCATGTGGCTGTCCCCAGCCACCACCATGGGGCTGACCCC
AGCCACCTCCATGAGGTTGGCCCCAGCCACCTCCATGGGGCTGACCCCAG
CCACcccecerece

ABI trimmed

ABI trimmed
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