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RESUMO

Os equideos possuem grande importancia econémica, sendo amplamente utilizados
em propriedades rurais, lazer e esporte. Os hibridos (muares e bardotos) s&o
animais pouco estudados e que podem ser confundidos devido a grande
semelhancga fenotipica entre eles. Além disso, a interpretagdo do perfil bioquimico
sérico dos hibridos e asininos geralmente é feita utilizando-se erroneamente valores
de referéncia para equinos. Neste contexto, os objetivos deste trabalho foram: 1)
desenvolver um teste rapido e preciso, baseado na avaliacdo do DNA mitocondrial
de bardotos e muares, para diferencia-los, por meio de um PCR-Multiplex; 2)
caracterizar o perfil bioquimico sérico de bardotos e jumentos da raca Péga e
investigar a influéncia da idade e do sexo nos componentes bioquimicos séricos
destes animais. Para o desenvolvimento do teste molecular para a identificacao de
muares e bardotos, trés primers especificos para a regido D-loop do DNA
mitocondrial foram desenhados e uma PCR multiplex foi desenvolvida e validada
utilizando amostras de DNA de 77 animais (equinos, asininos, muares e bardotos)
de diferentes origens. DNA mitocondrial de origem asinina gera um amplicon
especifico de 689 pares de base e o de origem equina um de 620 pares de base.
Assim, o teste permite identificar com precisao a origem materna dos hibridos, o que
é suficiente para determinar se o animal € um muar ou um bardoto. Para a avaliagéo
dos parametros bioquimicos séricos de bardotos foram utilizadas amostras de
sangue de 15 animais, sendo oito machos com idade entre 14 e 84 meses e sete
fémeas com idade entre 6 e 84 meses. Verificou-se que a relagdo albumina
globulina A:G, célcio e relagdo Ca:P apresentaram valores superiores para animais
com idade inferior a 30 meses. Os resultados mostraram que com relagéo ao perfil
bioquimico sérico de bardotos ha diferencas para idades, mas nao para sexo. Para
jumentos foram analisadas amostras sanguineas de 123 animais da raca Péga, dos
quais 29 eram machos com idade entre 8 dias e 10 anos e 94 fémeas entre 2 dias e
12 anos de idade. Entre as faixas etarias, houve diferenca estatistica para proteinas
totais, albumina, colesterol, triglicérides, creatinina, fésforo, calcio, relagdo Ca:P,
magnésio, AST, fosfatase alcalina e GGT. O sexo influenciou nos valores de
proteinas totais, globulinas, triglicérides, relagéo A:G, fésforo, calcio e CK.



Nota-se que os parametros bioquimicos séricos de jumentos da raga Péga foram
influenciados pela idade e pelo sexo. Em conclusao, os resultados obtidos nesse
trabalho podem ser utilizados por produtores, criadores e médicos veterinarios,

sendo importantes para a pesquisa, a clinica e o0 agronegdcio de equideos.

Palavras chave: Bardoto. Bioquimica seérica. DNA mitocondrial. Asno. Equus

caballus x Equus asinus. Jumento Péga.



ABSTRACT
The horses have great economic importance, being widely used in farms, leisure and
sport. Hybrids (mules and hinnies) are poorly studied animals and can be confused
due to the great phenotypic similarity between them. Additionally, analysis of serum
biochemical profile of hybrids and donkeys is generally performed using the standard
equine erroneously. In this context, the objectives of this study were: 1) to develop a
rapid and accurate test based on the evaluation of mitochondrial DNA hinnies and
mules, to differentiate them through a PCR-Multiplex; 2) characterize the serum
biochemical profile hinnies and donkeys the Péga breed and investigate whether
there is influence of age and sex on serum biochemical components of these
animals. For the development of molecular test to identify mules and hinnies three
primers specific for the D-loop mtDNA region were designed and a multiplex PCR
was developed and validated using DNA samples from 77 animals (horses, donkeys,
mules and hinnies) from different sources. Mitochondrial DNA asses rise generates a
specific amplicon of 689 base pairs and a source of equine 620 base pairs. Thus, the
test allows to accurately identify maternal origin of the hybrid, which is sufficient to
determine whether the animal is a mule or hinny. For the evaluation of serum
biochemical parameters of hinnies blood samples from 15 animals were used, eight
males aged between 14 and 84 months and seven females aged 6 to 84 months. It
was found that the albumin globulin ratio A:G, calcium and Ca: P ratio higher values
for animals aged less than 30 months. The results showed that with respect to the
serum biochemical profile hinnies was differences in age, but not to sex. To asses
were analyzed blood samples from animals of the handle class 123, of which 29
were males aged between 8 days and 10 years and 94 females between 2 days and
12 years of age. Among the age groups, there was statistical difference in the total
protein, albumin, cholesterol, triglycerides, creatinine, phosphorus, calcium, Ca:P
ratio, magnesium, AST, alkaline phosphatase and GGT. Sex influenced the values of
total protein, globulin, triglycerides, ratio A:G, phosphorus, calcium and CK. Note that
if the serum biochemical parameters of donkeys Péga breed were influenced by age
and sex. In conclusion, the results obtained in this work can be used by farmers,
breeders and veterinarians, are important for research, clinical and agribusiness

equines.

Key word: Hinny. Serum biochemical. Mitochondrial DNA. Equus asinus. Equus

caballus x Equus asinus. Péga breed donkey.
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CAPITULO 1 — CONSIDERACOES GERAIS

1. Introducao

Os equideos estdo presentes em uma heranca de importancia social, cultural e
econbmica, além de exploragdo cientifica, ensino e pesquisa. Sao figuras
fundamentais no desenvolvimento da humanidade, atuando em atividades de
trabalho, guerras, na comunicacdo dos povos e no desempenho do agronegdcio
(PEREIRA et al., 2015). Mesmo com um rebanho consideravel em numero de
animais, nota-se uma redugao gradual desse efetivo, motivado pela substituicao,
principalmente dos animais empregados nos servicos de tragdo e mesmo de
locomogao, pelos veiculos automotrizes como tratores, carros, além de outros
(ALMEIDA, 2009).

A estimativa da populagao de jumentos em 2000 era de 44 milhdes no mundo,
sendo que a China possui a maior populagdo com 11 milhdes e o Brasil com cerca
de 1,5 milhdes de animais (STARKEY; STARKEY, 2000) Em 2007, segundo
Almeida (2009) o numero total de jumentos no Brasil era 1.163.316. O rebanho
asinino nacional em 2014 era de pouco mais de 900 mil animais (IBGE, 2014).
Segundo a FAO (2011), a populagédo mundial de muares € de 11.206.674, e o Brasil
possui o terceiro maior rebanho, com 1.269.200 animais, superado apenas pelo
México com 3.200.000 e China com 2.697.000.

Apesar do numero de animais significativo, as pesquisas referentes a
composigao genética e bioquimica de asininos e muares sao escassas, reforgando a
necessidade de mais estudos (AL-BUSADAH; HOMEIDA, 2005; McLEAN et
al.,2016). Aluja et al. (2001) afirmam ser necessario que os profissionais da area da
Medicina Veterinaria déem a esses animais a devida importancia, para que haja a
conservagao dos mesmos.

Quando se analisa o perfil bioquimico de jumentos e muares, os valores de
referéncia utilizados geralmente sao de equino, 0 que nao € uma comparagao valida
devido as diferentes caracteristicas entre essas espécies (ALUJA et al., 2001;
GIRARDI et al., 2013; McLEAN et al., 2016). Além disso, o estudo de técnicas de
identificagdo genética, andlise de parentesco, domesticacao, distribuicdo geografica
e diversidade genética, € possivel através de pesquisas com DNA mitocondrial
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(mtDNA) (XU et al., 1996; IVANKOVIC et al., 2002; JANSEN et al., 2002; KEYSER-
TRACQUI et al., 2005; ALMEIDA, 2009; CHEN et al., 2010; ALBUQUERQUE et al.,
2011).

O objetivo deste trabalho foi determinar as variacdes fisioldégicas dos
constituintes bioquimicos séricos nos asininos da raca Péga (Equus asinus) e de
bardotos (Equus caballus x Equus asinus) em boas condigcbes de saude, para
contribuir com o padrao bioquimico sérico dessa raca e desses hibridos,
respectivamente, verificando se ha diferencas dos componentes bioquimicos entre
faixas etarias e entre sexos. Com o intuito de obter uma técnica que possa ser
utilizada para fornecer informagdes confidveis para criadores e compradores sobre a
origem dos hibridos, objetivou-se também com este trabalho desenvolver um teste
para a identificacao da origem do mtDNA (asinino ou equino) para determinar de

forma rapida e precisa se o animal € um muar ou bardoto.
2. Revisao de Literatura
2.1 Caracteristicas e peculiaridades de jumentos e hibridos

Os jumentos pertencem ao reino Animalia, filo Chordata, classe Mammalia,
ordem Perissodactyla, familia Equidae, género Equus, espécie Equus asinus,
(ARANGUREN et al., 2002; GRINDER et al., 20086).

O termo jumento é originado do latim Jumentum, e significa “aquele que se
deixa amansar e domesticar”. Ha indicios na literatura ressaltando que os romanos
acreditavam que o jumento era oriundo da Asia, por isso o termo Asinus, que em
portugués se tornou asno (ARAUJO, 2010). Para Aranguren-Mendez et al. (2004),
Beja-Pereira et al.(2004) e Aradjo (2010),0s asnos ou jumentos tém origem africana,
mais especificamente na regido da Nubia, bacia do rio Nilo, onde também foram
domesticados, em torno de 4.000 aC. Esses animais chegaram a Europa pelos
povos etruscos no ano 2.000 antes de Cristo (aC), porém somente em 400 aC,
houve uma maior difusdo deles. Os autores atribuem como responsaveis pela
formacao desses animais duas espécies de asnos, o da Nubia (Equus asinus
africanus) e o da Somalia (Equus asinus somaliensis). Ainda, ressaltam que ha
desencontros de informacbes sobre a origem do jumento doméstico, pois, ha
citacdes da existéncia de espécies africanas, europeias e asiaticas, entretanto, pela
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utilizacao de testes de DNA, foi comprovada a origem africana do jumento (Equus
asinus).

Os jumentos s&o importantes para a produgdao de muares, usados nas
fazendas em varios tipos de trabalhos, nos esportes e lazer (JORDANA et al., 1998).
Também continua sendo importante animal para carga, sela, produgcédo de muares,
animal de companhia, produtor de carne e leite para consumo humano (SALIMEI et
al., 2004; CHENOLL et al., 2007; POLIDORI et al., 2008; SGORBINI et al., 2013;
LAUS et al., 2015), além do uso desses animais nos paises subdesenvolvidos como
tracdo de implementos agricolas nas lavouras de subsisténcia (STARKEY;
STARKEY, 2000; KUGLER et al., 2008). Pesquisadores afirmam, que o leite de
jumenta pode ser utilizado por criangas alérgicas ao leite de vaca, pois assemelha
mais ao leite humano que o de vaca (CARROCCIO et al., 2000; CALDIN et al.,
2005).

Dentro do importante mercado equideo, destacam-se também os muares,
hibridos do cruzamento entre Equus asinus x Equus caballus (TRUJILLO et al.,
1962, ARAUJO; MOYA-ARAUJO, 2015) e os bardotos que pertencem ao reino
Animalia, filo Chordata, classe Mammalia, ordem Perissodactyla, familia Equidae,
género Equus, espécie Equus caballus x Equus asinus (hibrido) (HAMERTON et al.,
1969 e 1971; KOPP et al., 1988). Sendo hibridos, os muares e os bardotos (Figura
1) herdam dos pais caracteristicas desejaveis como vigor, inteligéncia, longevidade,
resisténcia fisica e a doencas (PROOPS et al.,, 2012, McLEAN et al.,, 2016).
Possuem uma grande capacidade de conversao alimentar, sdo mais restritivos e
passam maior tempo sem ingestdo de agua, além de suportarem carga de até 2/3
do seu peso, em longos percursos (ARAUJO, 2010), com grande adaptabilidade em
mais diversas condi¢gdes de clima e topografia (OLIVEIRA, 2004; RIBEIRO et al.,
2004).
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_ JUMENTO =
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BURRO
Figura 1 - Cruzamentos entre Equus asinus x Equus caballus: (A) Jumento x (C)
Jumenta = (D) Jumento; (A) Jumento x (F) Egua = (G) Burro; (B) Cavalo x (C)
Jumenta = (E) Bardoto; (B) Cavalo x (F) Egua = (H) Cavalo.

A mais antiga inscricao de hibridos equideos foi encontrada em uma tumba
na cidade de Tebas no Egito em 1400 aC., onde aparecia uma parelha de bardotos
puxando um carro. Tal afirmacdo de que esses animais eram bardotos € que no
Egito havia poucos garanhfes que eram utilizados para cobricdo de numerosas
jumentas, e a citacdo mais antiga que se tem noticia sobre estes animais é datada
de 1800 aC. na cidade de Ur, no sudoeste asiatico (ARAUJO, 2010). Truijillo et al.
(1962), ressaltam que Aristoteles definiu esses animais hibridos como estéreis. Na
literatura ndo ha informacdes claras sobre a classificacdo dos bardotos, sabendo-se
apenas gue 0s mesmos sao animais hibridos, assim como os muares.

Por serem usadas varias racas de equinos e asininos para a producao de
muares e bardotos, torna-se dificil a caracterizacao, distincao ou padronizagao entre
esses animais, devido a grande variabilidade genética nas suas formagdes
(McLEAN et al., 2016). O cruzamento mais utilizado € o de macho asinino cobrir a
fémea equina dando origem ao muar, e menos frequente é a producao de bardotos
(ARAUJO, 2010; GOSALVEZ et al., 2010). O fator limitante para produgdo deste

hibrido € o pouco interesse do garanhao equino em cobrir a jumenta, juntamente
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com baixa taxa de concepg¢ao, ao contrario do garanh&o asinino que cobre com
certa facilidade a égua, levando ainda em consideragdo que o0 ambiente uterino de
jumentas e éguas é diferente. (TADESSE et al.,, 2004; McLEAN, 2014). Um dos
motivos para a baixa taxa de natalidade no cruzamento de cavalos com jumentas é
que o garanhao equino tem maior dificuldade para detectar o cio na jumenta e néo a
cobre com a mesma facilidade e frequéncia que o garanhdo jumento cobre a égua
(TADESSE et al., 2004; SMITH, 2009). Devido ao numero impar de cromossomos
dos hibridos, isso os tornam quase na totalidade das vezes, inférteis (ZHAO et al.,
20086).

Apesar de apresentarem desejo sexual e realizagao de monta, em se tratando
de esterilidade, pouco se sabe sobre machos, tanto burros como bardotos, por
serem castrados muitas vezes na primeira semana ou ainda dentro do primeiro més
de vida. As fémeas, mulas e bardotas entram em cio e produzem hormédnios
sexuais, € as bardotas com maior incidéncia que as mulas, embora raras vezes,
podem ser férteis e dar crias quando acasaladas com garanhdes tanto equino ou
asinino (ARAUJO, 2010). Segundo Bernirschke (1969), se a estrutura dos
cromossomos parentais for muito variada, possivelmente a sinapse na primeira
divisdo meidtica fica comprometida, n&o havendo formagao dos gametas (TAYLOR,;
SHORT, 1973; CHANDLEY et al.,, 1974). Neste sentido, Allen e Short (1997)
afirmam que a falta de producdo de espermatozdides nos burros, e uma grande
diminui¢cdo na produgdo de ovdcitos nas fémeas mulas e bardotas ao nascimento, é
devido a incompatibilidade entre 0s cromossomos paternos e maternos, o que leva a
um bloqueio ou diminui¢cao parcial na meiose. Bernirschke (1967) e Chandley et al.
(1974) notaram em seus estudos que as falhas nas sinapses, que sao notadas nos
espermatdécitos, e as diferengas no cariétipo (nUmero de cromossomos) de equinos
(2n=64; 26 metacéntricos) e asininos (2n=62; 38 metacéntricos) sdo responsaveis
pelo nao pareamento desses Ccromossomos na meiose.

Os bardotos, sendo produto do cruzamento entre 0 macho Equus caballus (64
cromossomos) e a fémea Equus asinus (62 cromossomos) (Figura 1), possuem 63
cromossomos e, portanto, sdo estéreis (GUO et al., 2008). Ha relatos de Trujillo et
al. (1962 e 1969), de machos bardoto com 62 cromossomos e também com 64
cromossomos. Segundo Short (1997), e relatos da American Donkey and Mule
Society, a probabilidade de uma mula ter prole é de um em um milhdo, e desde o

ano de 1527 foram confirmadas apenas 60 mulas férteis e nenhum macho, burro ou
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bardoto tiveram prole. Nao foram encontrados relatos de casos semelhantes para
bardotas.

Por falta de informagodes sobre caracteriza¢ao racial de bardotos, estes muitas
vezes sao confundidos, e adquiridos como burros ou mulas. Portanto, interferem nas
estatisticas sobre o real efetivo do rebanho desses animais. Técnicos e criadores
tém dificuldades na identificacdo desses animais pelo fendtipo, e acabam por fazer
comparagdes do burro como parecido com o cavalo e o bardoto assemelhando ao
jumento (BERNIRCHKE et al., 1964; McLEAN, 2014). Trabalhos mais recentes
mostram semelhancas mais proximas entre a mée égua e a cria muar, ao contrario
de outros estudos nos quais muares e bardotos nao possuem semelhangas com
seus progenitores, sugerindo que mais pesquisas deverao ser realizadas para
maiores esclarecimentos de diferencgas fisiolégicas e bioquimicas entre bardotos e
muares (McLEAN e WANG, 2013 e McLEAN et al., 2014).

Ha diferenga entre os cruzamentos que geram 0s muares e bardotos, e estes

possuem caracteristicas distintas que sao apresentadas no quadro 1 e figura 2.

Quadro 1 - Principais diferencas fenotipicas e comportamentais entre muares e
bardotos.

Muar

Bardoto

Cabeca “pesada” e comprida lembrando

a do pai (jumento).

Cabeca curta, proporcional a do pai
(cavalo).

Orelhas longas, menores que a do
jumento com implantagao vertical ou

lateralizadas.

Orelhas mais longas que a do cavalo, e
mais curtas que a do muar, com

implantagao vertical.

Olhos pequenos, com arcada orbitaria

mais saliente.

Olhos maiores que os do muar, com

arcada supra-orbitaria saliente.

Narinas pequenas, pouco dilatadas.

Narinas muito dilatadas esbogando uma

falsa narina.

Crina e cauda com pelos mais ralos

lembrando a cauda do jumento.

Crina e cauda longas com pelos
volumosos e longos, lembrando a cauda

do cavalo.

A cauda comporta-se entre as nadegas

sem apertar.

Tendéncia a recolher a cauda entre as

nadegas, como nos asininos.
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Os cascos sao semelhantes aos do

asinino, porém maiores.

Os cascos sao semelhantes aos dos
muares, porém menores e de taldes

mais baixos e menos “duros”.

Presencga de castanhas nos membros
anteriores. Pode faltar uma ou duas

castanhas nos membros posteriores.

Presencga de castanhas geralmente nos

quatro membros, cOmo no equino.

Possui cinco vértebras lombares como
no asinino, logo possui a coluna lombar

mais rigida e forte.

Possui seis vértebras lombares como no
cavalo. Logo, maior tendéncia ao

andamento marchado.

Tendéncia a marcha aspera.

Tendéncia a andadura.

Flexiona o pescogo com mais facilidade.

Pescoco mais rigido, com maior
dificuldade para flexionar e menos

sensivel ao comando de rédeas

Sua voz lembra o zurrar do jumento.

Sua voz lembra mais o relinchar do

cavalo.

Porte maior, lembrando a mae (égua).

Porte menor, lembrando a mae

(jumenta).

O periodo de gestacédo é de 11,5 meses.

O periodo de gestacéo é de 12 meses,

COMO Nos jumentos.

Constituicao melhor definida com formas
mais regulares e esbeltas, pernas mais
compridas. Suporta condi¢des adversas,

sem exaurir.

Constituicao mais fraca, menos
resistente, entra em exaustao mais facil
que o muar. Pernas mais curtas e ancas

mais arredondadas. Geralmente sdo
menores, peito mais estreito e pescogo

mais longo.

O parto da égua, para o nascimento do
muar, € mais facil do que o nascimento
do potro equino. O muar geralmente é de

porte menor que o cavalo.

O parto para o nascimento do bardoto
tem certa dificuldade, por ser a jumenta
de menor porte que a égua e dimensdes

menores da bacia pélvica da jumenta

Tendéncia a agitar a cauda (cabear).

Dificilmente agita a cauda.

Tendéncia a corcovear.

Dificilmente corcoveia.

Maior disposi¢ao e rendimento em
terrenos acidentados

Mostra pouca disposi¢cao em

andamentos em terrenos acidentados.
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Menor tendéncia a empacar.

Maior tendéncia a empacar.

Ao ser golpeado na anca, desloca para
frente e tende a agitar a cauda.

Ao ser golpeado na anca, desloca
lateralmente e com a cauda recolhida

entre as nadegas.

As mulas possuem menor fecundidade.

As bardotas sao mais férteis.

Adaptado da Fonte: Aradjo (2010).

Figura 2 — Hibridos Equus asinus x Equus caballus: (A) Burro; (B) Bardoto; (C) Mula;

(D) Bardota.

Com relacao ao comportamento e temperamento desses hibridos, ha

diferengcas como as relatadas por Curley e Mashoodh (2010), Proops et al. (2012).

As mulas e burros optam pela companhia de equinos ou de outros muares, ja os

pY

bardotos tém preferéncia a companhia de asininos ou outros bardotos. Esses

mesmos autores atribuiram esse comportamento devido ao fato de muares serem

criados na companhia da mae que € uma égua e os bardotos serem criados e

acompanhados pela mae que € uma jumenta.
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2.2 DNA mitocondrial

O DNA mitocondrial (mtDNA) é de grande importancia em estudos
filogenéticos e por isso se tornou de grande interesse para os geneticistas evolutivos
(WILSON et al., 1985). O mtDNA abriu novas perspectivas com relagdo ao estudo da
genética de populacdes, pois este é transmitido uniparentalmente, ou seja, é uma
heranca apenas materna e essencialmente hapléide (ALMEIDA, 2009, SATO;
SATO, 2013).

O genoma mitocondrial € mais facil de purificar e caracterizar do que qualquer
outro segmento do DNA nuclear, o que o faz um dos componentes mais conhecidos
do DNA eucaridtico. Isso ocorre devido ao grande numero de copias do mtDNA e
por ocorrer em uma organela fora do nucleo (WILSON et al., 1985). Além disso, ele
€ pequeno € nao possui introns e sequéncias repetitivas como ocorre no DNA
nuclear (WILSON et al., 1985).

Além da contribuicdo apenas materna, o miDNA apresenta outras
particularidades. Ele é formado por uma fita dupla de DNA circular, na maioria dos
animais, possui 16 kilobases (kb); apresenta auséncia de recombinacdo, com
algumas exce¢des; é um marcador extranuclear que possui poucos genes,
totalizando 37, sendo 13 codificadores de proteinas, 22 genes para RNA
transportador e 2 para as subunidades ribossomais e possui uma regiao controle
denominada de regiao D-loop, a qual nao codifica proteina (WILSON et al., 1985;
BOORE, 1999; ARIAS et al., 2003; ALMEIDA, 2009; SATO; SATO, 2013). Nos
equinos o tamanho do mtDNA é de 16.660 pb e nos jumentos 16.670 pb (XU;
ARNASON., 1994; XU et al., 1996). A Figura 3 mostra a estrutura do mtDNA de
equino, com a distribuigao das diferentes regides e genes mitocondriais.
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Figura 3.- mitDNA de equino e distribuicao das diferentes regides e genes
mitocondriais.
Fonte: <http://www.mun.ca/biology/desmid/brian/BIOL2060/BIOL2060-18/1824.jpg>

Os genes do mtDNA possuem uma ordem muito conservada, principalmente
os codificadores de proteinas e subunidades ribossémicas (ARIAS et al., 2003).
Alteragbes nessa organizacédo s6 sao vistas em animais filogeneticamente distantes,
como por exemplo, entre insetos e mamiferos (ARIAS et al., 2003).

A regido D-loop possui caracteristicas que a torna particularmente
interessante. Ela possui alta taxa de variagdo de sequéncia, diferentemente da
regido que codifica proteinas, e auséncia de recombinacdo. Estas duas
caracteristicas combinadas, associadas a heranga unicamente materna, permitem o
uso dessa regiao como uma importante ferramenta para o estudo matrilinear dentro
de uma espécie (AQUADRO; GREENBERG, 1983; VIGILANT et al.,, 1989;
BOWLING et al., 2000). Essa regido controle evolui de forma muito rapida quando
comparada com o DNA nuclear, além disso, é possivel detectar diferenciacao entre
linhagens domésticas pela variagdo de sua sequéncia. Tudo isso a torna
extremamente necessaria nos estudos da diversidade genética, da estrutura
filogenética e 0 método de escolha para estudos dentro de uma espécie (BRUFORD
et al., 2003).

Segundo Kim et al. (1999), o sequenciamento de mtDNA apresenta melhores
resultados na analise das relagdes filogenéticas entre ragas de cavalos, pois ele
detecta todos os sitios polimérficos. O mtDNA foi utilizado em varios estudos para
determinar a origem e relacao filogenética em varias racas de cavalo (ISHIDA et al.,
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1995; KIM et al., 1999; JANSEN et al., 2002; KEYSER-TRACQUI et al., 2005;
ALBUQUERQUE et al., 2011) e jumentos (XU et al., 1996; IVANKOVIC et al., 2002;
CHEN et al., 2010). Assim, o estudo do mtDNA permite identificar a origem materna

(asinino ou equino) dos muares e bardotos e com isso é possivel diferencia-los.
2.3 Perfil bioquimico

O perfil bioquimico sérico € de aplicacéo pratica na medicina veterinaria, e o
seu conhecimento é muito importante, pois fornece informagbes precisas para
diagnosticar e também tratar as doencas (GONZALEZ e SILVA, 2003). Para
utilizagdo desses elementos é preciso conhecer os valores fisiolégicos normais, e
levar em consideragdo as variagbes que podem influenciar esses valores, como
raga, espécie animal, manejo, estado de salde, idade (SARTOR et al., 1985;
PAYNE; PAYNE, 1987; CARLSON, 1994; XIMENES et al., 1994; GONZALEZ;
SILVA, 2003; DUNCAN et al., 1994; LORDING, 2008).

O conhecimento desses dados é importante porque permite ao clinico
veterinario, diagnosticar, tratar e avaliar a eficacia de terapia (FERNANDES, 1994).
Além dos fatores mencionados, também deve ser observado o método de coleta, o
ambiente e regido onde os animais s&o criados, alimentacdo e os métodos
empregados pelos laboratérios de andlise de diagnéstico (HANDELMAN; BLUE,
1993).

A quase inexisténcia de referéncias hematoldgicas e bioquimicas em muares,
tanto na literatura nacional como na internacional, leva os veterinarios a utilizarem os
parametros ou perfis bioquimicos de equinos para comparagao com estas espécies,
0 que pode incorrer a erro de interpretacao (ZINKL et al., 1990; JORDANA et al.,
1998; ALUJA et al., 2001; MORI et al., 2003; TRACHSEL et al., 2005; VERONESI et
al., 2014; McLEAN et al.,2016).

Diagnosticos de doencas sdo muitas vezes dependentes de testes
laboratoriais que fornecem valores de referéncia dos perfis normais, sendo utilizados
para comparacao (DUNCAN et al.,, 1994; ETANA et al.,, 2011). O uso do perfil
bioquimico € importante na medicina equina para determinar o estado de saude dos
animais (MUNOZ et al., 2012). Tasker (1978), nos estudos realizados com asininos,
ja sinalizava a necessidade de determinacdo de valores de referéncia para a
espécie, entretanto, nas décadas subsequentes, poucas pesquisas foram realizadas.
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Por outro lado, existem muitos trabalhos tratando de perfil bioquimico sérico em
equinos (STAMPFLI; CARLSON, 2001; MUNDIM et al., 2004; FRANCISCATO et al.,
2006; LACERDA et al., 2006; CAMPELO, 2008; NOLETO, 2012) em varias regides,
com diferentes tipos de manejos na criagao desses animais, sexo, ragas e condigdes
ambientais.

No Brasil a literatura é escassa, pouco se conhece sobre a bioquimica sérica
em muares e jumentos e, até o0 momento, ndo foram encontradas essas informagdes
em relagdo aos bardotos. Na literatura internacional foi encontrado apenas um
estudo de McLean et al., 2016 sobre valores ou perfis bioquimicos em bardotos.
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ABSTRACT - The domestication of the Equus genus 5,000 to 6,000 years ago has influenced the history of
human civilization. As soon as horse and donkey species had been domesticated, they were crossbred, producing
humanity's first documented attempt at animal genome manipulation. Since then, the mule (male donkey X
female horse) and the reciprocal cross, the hinny (male horse X female donkey) have been the most common
equine hybrids in the world. Due to their hybrid vigor, the mule and hinny have been intensively used for
carrying loads and people and for tilling the land, from the ancient civilizations of Egypt, Mesopotamia, China
and the Roman Empire until today; they are, indeed, essential to our civilization. Despite their importance, the
visual distinction of mules and hinnies is not easy due to their phenotypic resemblance. However, the distinction
between these two hybrids is of pivotal importance for Equid breeders and ranchers. In this study, an easy, low-
cost and fast Multiplex-PCR method was developed to distinguish the maternal origin of horse and donkey
hybrids (mule and hinny), using the hyper-variable mitochondrial DNA D-loop region as a PCR target. This
methodology can help breeders, ranchers, animal science professionals and researchers to manage their equine

herds (donkeys, horses, hinnies, and mules) with more confidence and precision.

Key Words: Genotyping, Hinny, Mule, Multiplex-PCR

INTRODUCTION

The exact date and details of the domestication of the horse (Equus caballus; 2n=64) are uncertain, but
recent DNA analysis data suggest multiple domestication events around 5,000 years ago (Jansen ct al. 2002).
The domestication of the donkey (Equus asinus, 2n=62) probably occurred around 6,000 years ago in North
Africa (Egypt area) from the Nubian and Somalian ass (E. a. africanus and E. a. somaliensis) (Beja-Pereira et al.
2004; Rossel et al. 2008). As soon as these two species from the Equus genus had been domesticated, they were
crossbred, producing humanity's first documented attempt at genome manipulation around 5,000 years ago
(Allen and Short 1997; Short 1997). Since then, the mule (male donkey X female horse) and the reciprocal cross,
the hinny (male horse X female donkey) have been the most common equine hybrids, due to the worldwide
success and dissemination of horse and donkey domestication (Allen and Short 1997). The mule and hinny are
sterile hybrids (2n=63), because their chromosome imbalance provokes a chromosomal disruption during
meiosis (Allen and Short 1997; Short 1997). However, there are documented scientific reports of fertile mules

(Rong et al. 1988; Ryder et al. 1985). Due to their hybrid vigor, the mule and hinny have been used worldwide
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for carrying loads and people and for tilling the land from the ancient civilizations of Egypt, Mesopotamia,
China and the Roman Empire until today; they have, indeed, become essential to human culture and
development (Aranguren-Mendez et al. 2002; Chen et al. 2010; Rossel et al. 2008; Short 1975; Short 1997). In
addition, due to their vigor and intelligence, mule and hinny are widely used in the management of cattle in large
beef cattle ranches in Brazil, being important to the regional economy.

Despite their importance to human civilization, the visual distinction of mules and hinnies is not easy
(Figure 1), even for an animal breeding specialist, due to their phenotypic resemblance (Benirschke et al. 1964;
Zhao et al. 2005). The distinction between these two hybrids is of pivotal importance for Equid breeders,
ranchers and associations, which keep the official pedigree of these animals.

Mammalian mitochondrial DNA (mtDNA) has a rate of nucleotide substitution one order of magnitude
higher than nuclear DNA (Brown ¢t al. 1979), and it has been extensively employed in phylogenetic and
evolution studies in mammals (Bower et al. 2013; Cothran et al. 2005; Ivankovic et al. 2002; Kakoi et al. 2007;
Kim et al. 1999). More specifically, the non coding D-loop region of mtDNA is one of the most frequently
employed DNA regions for phylogenetic studies, due to its fast rate of evolution, with a substitution rate five
times higher than the remaining mitochondrial DNA (Aquadro and Greenberg 1983; Cann et al. 1984; Walberg
and Clayton 1981). Several studies on the phylogeny and evolution of the Equus genus using the D-loop region
of mtDNA have been documented (Bower et al. 2013; Cothran et al. 2005; Ivankovic et al. 2002; Kakoi et al.
2007; Kim et al. 1999), making the D-loop region a preferred choice for DNA diversity and phylogeny analysis
in horses and donkeys. The aim of this work was to develop a fast and easy method to differentiate the maternal

origin of mules and hinnies, using D-loop region polymorphisms amplified by Multiplex-PCR.

MATERIAL AND METHODS

The blood samples of the 77 animals analyzed in this study (17 horses, 32 donkeys, 18 mules and 10
hinnies) were provided by Brazilian Ranchers and the Brazilian Platform of Genetic Resources (Table 1).
Animals were handled according to Brazilian legislation, and the experiment was approved by the ethics
committee of the Federal University of Uberlindia, Brazil (protocol n° 160/13). The hybrids were primarily
scored as mule or hinny according to their breeding records, provided by their owners. The blood samples were
sent to the laboratory as blind samples, so the specialist who did the PCR genotyping was unaware of the
animal’s identity or breed. Genomic DNA was extracted from whole blood using the DNeasy Blood & Tissue
Kit (Qiagen). Fifty nanograms of genomic DNA was used in 20ul. of PCR mix (1 U Taq DNA polymerase, 800
UMANTP mix, 1.25mM MgCl,, 7.5pmol of each primer), and using the following conditions: 95°C for 3 min,
(95°C for 30 s, 65°C for 30 s, 72°C for 1Imin) x 36, and 72°C for 10 min. The Forward primer was designed to
hybridize with a conservative region of mtDNA D-loop of horse and donkey (5'-
CTGGCATCTGGTTCTTTCTT-3). The Reverse primers were designed to hybridize a polymorphic region of D-
loop in horse (5°-GGTTTGGCAAGATTGTGTTG-3"), or donkey (5’-GTGTGTGAGAGTTAGGCTTC-3%),
amplifying two specific fragments of 620 and 689 bp, respectively, in a Multiplex-PCR reaction. The position of
each primer in the hypervariable D-loop region of mtDNA sequences are highlighted (supplementary
material). The fragments were resolved in a 1.8% agarose gel. One sample of the mule D-loop amplicon (620 bp),
and one of hinny amplicon (689 bp) were purified from the agarose gel with the Wizard® SV Gel and PCR
Clean-Up System (Promega) and sequenced by Sanger method in a DNA sequencing facility (Helixxa Servigos

Gendmicos, Brazil). These sequences were submitted to GenBank (accession numbers KU881747 and
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KU881746, respectively). The resulting sequences were aligned against GenBank reference sequences
(E.caballus - NC_001640.1; E.asinus- X97337.1) using the internet based Clustal Omega software (EMBL-EBI,
UK).

RESULTS AND DISCUSSION

All PCR-genotyped animals (donkeys, horses, hinnies, and mules) presented the D-loop amplicons with
expected size, in 100% accordance with their breeding records (Figure 2). To confirm the PCR genotyping and
amplicon identity, one amplicon from a hinny and one from a mule were sent for DNA sequencing. The
alignment of the amplicons’ sequences against the Genbank references confirmed their identity (Figure 3, A and
B), as well as indicating the hyper-variable 3° region of D-loop, which confers specificity for this Multiplex-PCR
genotyping (Figure 3, C and D).

A methodology for genotyping horse, donkey and their hybrids was presented in a previous study (Zhao
et al. 2005). In Dr. Zhao’s work, two Dpn II restriction sites were primer-induced in polymorphic regions of the
nuclear gene Protamine P1, and mitochondrial Cytochrome b; both contain natural polymorphic Dpn II sites
only in horse sequences. In this PCR-RFLP strategy, the horse’s Protamine P1 and Cytochrome b amplicons are
cut twice by Dpn II, and the donkey’s amplicons are cut only once in each gene. The final visible pattern of
DNA bands (2 for horse and donkey, and 3 for their hybrids) permits the genotyping of the animals. On the other
hand, our genotyping process is based on only one PCR reaction, using one target mitochondrial DNA (D-loop)
sequence, with three primers and no further restriction enzyme digestion, making our process faster and cheaper.
Our method only permits us to identify the maternal origin of the hybrids, differentiating mules from hinnies.
However, the phenotypic (visual) differentiation of mules from horses and hinnies from donkeys is not a
problem for breeders and Ranchers (Benirschke et al. 1964), according to our ficld experience. Therefore, the
pivotal problem is to distinguish mules from hinnies, in which the method presented in this work is very
effective.

We believe that the new methodology presented in this work will permit a fast, cheap, and casy way to
differentiate hinnies and mules with accuracy. This methodology can help breeders, ranchers, horse associations,
animal science professionals and researchers to manage their equid herds and pedigree registers with more

confidence and precision.
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Table 1. The origin and breed of the animals used in this study.
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Species

Total Number

Number

Breed

Origin

Horse

17

1

Arabian®

Baixadeiro™

Breton®

Campeiro

Campolina™

Crioulo™

Lavradeiro™

Mangalarga Marchador'~

Marajoara ™

=N =N NN N

Pantaneiro™”

Federal District, Brazil

Donkey

32

—_
O

Pégal’2

Minas Gerais state and Federal District, Brazil

\O

Brasileiro™?

Federal District, Brazil

~

Nordestino™

Northeast and Federal District, Brazil

Mule

18

p—
oze]

Péga donkey x Mangalarga
Marchador horse

Minas Gerais state, Brazil

Hinny

10

10

Mangalarga Marchador
horse x Péga donkey

Goias and Minas Gerais states, Brazil

Total

77

"Brazilian locally adapted breeds
*Samples provided by the Brazilian Platform of Genetic Resources - Brazilian Agricultural Research Corporation -

National Centre for Genetic Resources and Biotechnology, Brasilia, Brazil
4 v w - f - - 5 il "bi’_.,
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Figure 1. Pictures of representative equids: (A) donkey‘-(Pega); (B) horse (Mangalarga Marchazior); (C) mule; (D)

hinny.
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Figure 2. Agarose electrophoresis of Multiplex-PCR amplicons from eight representative
animals. (M) Molecular marker 100bpladder (Invitrogen). mtDNA D-loop amplicons: (1, 2)
horse; (3,4) donkey; (5,6) mule; (7,8) hinny; (9) PCR negative control.
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Figure 3. Alignment of mtDNA D-Loop sequences. (A) donkey x hinny; (B) horse x mule; (C) horse x hinny; (D) donkey x mule. GenBank
references: donkey (X97337.1), and horse (NC_{001640.1). Sequences of hinny and mule, this study (accession numbers KU881746 and
KU881747, respectively). The asterisk in the figure represents conserved nucleotide identidy between sequences.
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CAPITULO 3

Variacoes fisiologicas, influéncia da idade e sexo no perfil bioquimico sérico de
bardotos!

Jodo Batista F. Santos®*, Mauricio M. Franco 3, Robson C. Antunes#, Ednaldo C. Guimaries?,
Antonio V. Mundim#*

Abstract-Santos J. B. F., Franco M. M., Antunes R. C., Guimardes E. C,, Mundim A. V. 2016.
[Fisiologics variations, influence of age and sex in serum biochemical profile in
hinny]For evaluation of serum biochemical parameters of hinnies (Equus caballus x Equus
asinus), for the two age groups and sex, blood samples from 15 animals were analyzed. It is
used eight males aged 14-84 months and seven females aged 6-84 months in farms in the
states of Minas Gerais, Sao Paulo and Goias. The animals were divided by age in Group 1 (< 30
months) and group 2 (> 30 months), and sex in group 1 (males) and group 2 (females). For all
animals were realized assay of total protein, albumin, globulin, the A: G ratio, cholesterol,
triglycerides, uric acid, creatinine, urea, calcium, phosphorus, Ca:P ratio, magnesium, alanine
aminotransferase (ALT), aspartate aminotransferase (AST), alkaline phosphatase (ALP),
gamma glutamyl transferase (GGT) and creatine kinase (CK). For all the analyzed elements
according to both age groups, only the ratio A:G, calcium and Ca:P ratio, were different, and
these higher values for Group 1. The results of serum biochemical elements of this study, the
by sex showed similar values for males and females. For it is noted that results were age
effects for the analyzed elements. From what we are aware, this is the second study to
characterize the serum biochemical profile hinnies providing specific biochemical parameters
for this type of animal in clinical equine.

INDEX TERMS: (Equus caballus x Equus asinus), hinny, serum biochemical
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Resumo- Para avaliacao dos parametros bioquimicos séricos de bardotos (Equus caballus x
Equus asinus), referentes a duas faixas etarias e ao sexo, foram analisadas amostras
sanguineas de 15 animais. Sendo utilizados oito machos com idades de 14 a 84 meses e sete
fémeas com idades de 6 a 84 meses, de criatorios dos estados de Minas Gerais, Sao Paulo e
Goias. Os animais foram distribuidos por idade em Grupo 1 (< 30 meses) e Grupo 2(> 30
meses), e pelo sexo em Grupo 1 (machos) e Grupo 2 (fémeas). Para todos os animais foram
realizadas as analises de proteinas totais, albumina, globulinas, relacdo A:G, colesterol,
triglicérides, acido urico, creatinina, uréia, calcio, fésforo, relacao Ca:P, magnésio, alanina
aminotransferase (ALT), aspartato aminotransferase (AST), fosfatase alcalina (FAL), gama
glutamiltransferase (GGT) e creatina quinase (CK). Para todos os elementos analisados de
acordo com as duas faixas etarias, apenas a relacdo A:G, calcio e relacdo Ca:P foram
estatisticamente diferentes, sendo esses valores superiores para o Grupo 1. Os resultados dos
elementos bioquimicos séricos do presente estudo, de acordo com o sexo, mostraram valores
semelhantes para machos e fémeas. Pelos resultados nota-se que houve efeito de idade para
os elementos analisados. Pelo que é do nosso conhecimento, este é o segundo estudo que
caracteriza o perfil bioquimico sérico de bardotos, fornecendo parametros bioquimicos
especificos para esse tipo de animal na clinica de equideos.

TERMOS DE INDEXACAO: Equus caballus x Equus asinus, bardoto, bioquimica sérica.
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INTRODUCAO

O conhecimento dos valores bioquimicos séricos é importante, pois auxiliam no
diagnostico e tratamento das doencas, permitindo o acompanhamento e conhecimento dos
varios distirbios que afetam a satde dos animais (ROSE, 1992; GONZALEZ; SCHEFFER, 2002;
BALLARIN et al, 2005). Variacdes hormonais, bioquimicas e hematoldgicas influenciam o
desempenho de animais, nas mais variadas situacdes, principalmente em competicdes
(MASINI et al.,, 2000). Devido a intensa atividade fisica a que sdo submetidos os equideos,
principalmente aqueles destinados aos esportes, sela ou tracdo, estes apresentam muitos
sinais de exaustdo, lesdes musculares e também do aparelho cardiorrespiratério. Em vista
disso é necessaria a utilizacdo de marcadores clinicos laboratoriais para o correto diagndstico
e tratamento dessas lesdes (OVERGAARD et al,, 2004., WANDERLEY et al.,, 2015). Os bardotos
sdo utilizados para os mesmos tipos de trabalho ou emprego que os muares e mesmo sendo
conhecidos ha muito tempo, o bardoto é pouco utilizado em relacdo aos muares. Os bardotos
pertencem ao reino Animalia, filo Chordata, classe Mammalia, ordem Perissodactyla, familia
Equidae, género Equus, espécie Equus caballus x Equus asinus (hibrido) (KOPP et al,,1988). A
literatura € escassa, pouco se conhece sobre os valores bioquimicos séricos em muares, e até o
momento, apenas o trabalho de McLean et al. (2016) que avaliaram 11 elementos
bioquimicos séricos de bardotos. Com relacdo a equinos, ha muitos estudos em se tratando de
perfil bioquimico sérico para animais de diferentes paises, regioes, tipos de manejo, trabalho,
sexo, raca, atividades diversas, condi¢cdes ambientais (XIMENES et al.,, 1984; SARTOR et al,,
1985; NOLETO et al,, 2016). A escassez de estudos na literatura sobre muares e bardotos,
principalmente em relacdo aos perfis bioquimicos séricos, levam muitas vezes a utilizacdo de
valores bioquimicos de outras espécies, como a asinina e a equina, que ndo se sabe se
realmente podem ser aplicados para muares ou bardotos (McLEAN et al., 2016).

Neste contexto, devido as poucas informacoes disponiveis sobre a bioquimica sérica
desses animais, objetivou-se nesse trabalho avaliar a influéncia da idade e do sexo no perfil
bioquimico sérico de bardotos.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizadas amostras sanguineas de 15 bardotos (Equus caballus x Equus asinus) sendo 8
machos com idade variando entre 14 a 84 meses e 7 fémeas entre 6 a 84 meses de idade,
procedentes de 8 criatorios nos estados de Minas Gerais, Sao Paulo e Goias. As coletas de
sangue foram realizadas no periodo de marco de 2013 a janeiro de 2015. Todos os animais
foram criados em condicdes semi-extensivas, em pastagens de capim estrela (Cynodon) e
grama cuiabana (Paspalum). Todos os machos foram castrados com idade inferior a dois
meses.

Os animais foram avaliados clinicamente e apresentaram boas condi¢cdes de saude e escore
corporal satisfatorio. As coletas das amostras de sangue foram realizadas no mesmo ambiente
onde se encontravam os animais, com contencdo usando apenas cabresto, no periodo da
tarde, por venipuncdo da jugular externa, com assepsia do local com algodao embebido em
alcool iodado a 2% e o local seco com papel toalha descartavel. Os animais foram distribuidos
por idade em: Grupo 1 (<30 meses; n=9) e grupo 2 (>30 meses; n= 6); e por sexo em grupo 1
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machos (n=8) e grupo 2 fémeas (n=7). Foram utilizadas agulhas descartaveis para coleta de
sangue a vacuo 38x1,25 mm (VACUETTE®) acopladas ao adaptador vacunteiner 0,70x25 mm
(VACUETTE®), para os animais de pele mais espessa. Para os animais de pele mais fina e
menos musculosos usou-se agulhas de calibre 25 x 0,8 (VACUPLAST®). De cada animal foram
coletados 8mL de sangue em tubos estéreis descartaveis (VACUETTE®) , com ativador de
coagulo. As amostras, apos a coleta, foram acondicionadas em caixas isotérmicas com gelo
reciclavel, até o momento da centrifugacao, realizada 2 horas apods as coletas. As amostras de
sangue foram centrifugadas por 5 minutos a 720g, e o soro obtido foi separado em aliquotas
em microtubos criogénicos para plasma de 1,8 mL (GETC 1.85®), sendo em seguida
congelados a -20°C e transportados em caixas isotérmicas até o Laboratdrio Clinico do
Hospital Veterinario da Universidade Federal de Uberlandia (UFU).

As analises bioquimicas séricas foram realizadas no Laboratério Clinico do Hospital
Veterinario da UFU, em analisador automatico multicanal (CHEMWELL®- Awareness
Technology Inc., Palm City, USA), utilizando Kkits comerciais da Labtest Diagndstica®. O
analisador foi previamente calibrado com calibra H e aferido com soro de controle universal
qualitrol H, produzidos pela Labtest Diagndéstica®. Os pardmetros bioquimicos séricos
avaliados para todos os animais estdo descritos na Quadro1 abaixo.

Quadro 1: Parametros bioquimicos séricos avaliados com as respectivas metodologias
utilizadas para analise clinica.

Parametros Metodologia

Proteinas totais Biureto

Albumina Verde bromocresol

Globulinas Calculo: proteina total - almbumina
Relacdo albumina:globulina (A:G) Calculo: albumina/globulina
Colesterol Enzimatico-Trinder
Triglicérides Enzimatico-Trinder

Acido tirico Enzimatico-Trinder

Creatinina Jaffé-modificado

Ureia Cinético enzimatico-UV

Fosforo (P) Cinético-UV

Calcio (Ca) Cresolfitaleina complexona - CPC
Relacao calcio:fosforo (Ca:P) Calculo: calcio/fosforo

Magnésio (Mg) Magon sulfonado

Alanina aminotransferase (ALT) Cinético UV-IFCC

Aspartato aminotransferase (AST) Cinético UV-IFCC

Fosfatase alcalina (FAL) Cinético IFCC

Gama glutamiltransferase (GGT) Szasz modificado

Creatina quinase (CK) Cinético UV-IFCC

Na avaliacdo estatistica foi utilizado o Teste t Student para comparar as médias entre as
faixas etarias e os sexos

Este trabalho teve a aprovacdo do Comité de Etica na Utilizacdo de Animais (CEUA) da

Universidade Federal de Uberlandia, com o protocolo registro n? 160/13.
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RESULTADOS
Os valores médios e desvios padrao para os elementos bioquimicos séricos de bardotos, de
acordo com as faixas etarias e sexo, estdo apresentados nos quadros 2 e 3.

Quadro 2. Médias e desvios padrao dos elementos bioquimicos séricos de bardotos de acordo
com as faixas etarias.

Grupo 1 (= Grupo 2 Geral (G1 e G2)

Elementos 30meses) (>30meses) (n =15)
(n=9) (n=6) Média = DP

Média £ DP Média £ DP
Proteinas totais (g/dL) 8,10+ 0,76a 8,71+ 1,52a 8,34+ 1,14
Albumina (g/dL) 3,25+ 0,60a 2,68+ 0,32a 3,02+0,57
Globulinas (g/dL) 4,85 + 0,99a 6,04+ 1,45a 532+1,29
Relacdo A:G 0,71 £ 0,25a 0,46 + 0,09 0,61 0,24
Colesterol (mg/dL) 59,12+ 14,52a 103,25+ 74,43a 76,77 + 50,99
Triglicérides (mg/dL) 50,03+ 26,17a 70,72+ 85,81a 58,31 + 55,96
Acido trico (mg/dL) 1,38+ 0,30a 1,80+ 0,57a 1,59 + 0,45
Creatinina(mg/dL) 1,15+ 0,23a 1,03 +0,23a 1,10 £ 0,23
Ureia (mg/dL) 38,25+ 27,70a 19,58+ 8,98a 30,79 + 23,60
Calcio (mg/dL) 12,89 + 0,77a 11,47 +1,15b 12,32 +1,15
Fosforo (mg/dL) 3,74+ 1,03a 4,07 £0,57a 3,87 + 0,87
Relacdo Ca:P 3,64+0,81a 2,86 + 0,44 b 3,33+0,78
Magnésio (mg/dL) 2,61 +0,20a 2,81 +0,32a 2,70 £ 0,27
ALT (U/L) 20,33 £ 16,61a 38,33 + 39,62a 27,57 £ 28,31
AST (U/L) 209,11 £+ 82,43a 304,17 £91,90a 247,13 £ 96,80
FAL (U/L) 257,35 +69,51a 250,32 +106,57a 254,51 £ 82,65
GGT (U/L) 30,74 +8,82a 22,57 +7,61a 32,13 + 14,21
CK (U/L) 217,44 + 139,66a 373,08 £211,29a 279,70 £ 182,53

DP= desvio padrao; A:G=Relacdo albumina: globulina; Ca:P= Relacao calcio: f6sforo;
ALT=Alanina aminotransferase; AST= Aspartato aminotransferase; FAL= Fosfatase alcalina;
GGT= Gama glutamil transferase; CK= Creatina quinase.

(a,b) Médias na mesma linha seguida de letras diferentes, indicam diferenca significativa
(p<0,05), entre as faixas etarias, de acordo com o teste t Student.

Comparados os valores dos elementos bioquimicos séricos de bardotos de acordo com as
faixas etarias (Quadro 2), nota-se que os valores da relacdo A:G, Ca e relacao Ca:P foram
estatisticamente superiores (p<0,05) nos animais do Grupo 1 (< 30 meses de idade)
comparados aos do Grupo 2 (>30 meses de idade). Os demais elementos foram
estatisticamente semelhantes (p>0,05) para os dois grupos etarios estudados. No quadro 3
encontram-se os valores dos elementos bioquimicos séricos de bardotos de acordo com o

sexo.
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Quadro 3. Médias e desvios padrao dos elementos bioquimicos séricos de bardotos de acordo

com 0 Sexo.
Machos( n=8) Fémeas (n=7)
Elementos Médiax DP Média + DP
Proteinas totais (g/dL) 8,68+ 1,21a 7,96 +1,00a
Albumina (g/dL) 2,98 + 0,43a 3,06+ 0,74a
Globulinas (g/dL) 5,70+ 1,38a 4,90+ 1,14a
Relacdo A:G 0,55 +0,17a 0,67 £0,30a
Colesterol (mg/dL) 54,70 + 22,82a 66,29 + 15,61a
Triglicérides (mg/dL) 37,61+ 19,52a 53,39 £ 28,68a
Creatinina (mg/dL) 1,09 + 0,26a 1,12+ 0,21a
Ureia (mg/dL) 34,45 + 26,68a 28,89 + 21,47a
Acido trico (mg/dL) 1,66 + 0,53a 1,49 +0,32a
Fosforo (mg/dL) 3,63 +0,74a 4,14 + 0,98a
Calcio (mg/dL) 12,26 + 1,05a 12,38 +1,35a
Relagdo Ca:P 3,50 £ 0,80a 3,12+ 0,75a
Magnésio (mg/dL) 2,71+0,22a 2,66 £ 0,32a
ALT (U/L) 39,37 + 34,45a 14,00 + 9,24a
AST (U/L) 236,62 +116,92a 259,14 + 72,50a
FAL (U/L) 277,57 £93,77a 228,21 £ 64,51a
GGT (U/L) 27,37 £ 6,74a 37,57 +18,80a
CK (U/L) 329,90 £ 217,67a 222,33 £123,53a

DP=desvio padrao

Os resultados do quadro 3 mostram que os valores de todos os elementos bioquimicos séricos
avaliados, foram semelhantes para machos e fémeas (p>0,05).

DISCUSSAO

As informacdes referentes ao perfil bioquimico sérico especifico de muares sao
escassas na literatura, e de bardotos, apenas o estudo de McLean et al. (2016). Portanto, no
presente artigo confrontou-se os resultados com estudos anteriores, realizados com jumentos
(Equus asinus) e muares (Equus asinus x Equus caballus).

Os valores médios de triglicérides, creatinina, AST, GGT e CK dos bardotos do presente
estudo mantiveram préximo ou dentro dos limites fisiol6gicos encontrados por McLean et al.
(2016), enquanto que fosforo e magnésio foram superiores aos encontrados pelos referidos
pesquisadores. Atribui-se essas diferencas as variacdes fisiologicas as diferentes faixas
etarias, manejo, fatores ambientais e metodologias utilizadas pelos pesquisadores. Quando
confrontados os valores dos elementos bioquimicos séricos dos bardotos por faixa etaria
(quadro 2) com os valores obtidos para jumentos (Zinkl et al, 1990; Girardi et al, 2013;
Garba et al,, 2015; Laus et al, 2015 e Burden et al, 2016) e muares (Rabelo et al.,, 2004;
Simenew et al, 2011 e Dias, 2014), observa-se que os valores médios da maioria dos
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elementos analisados mantiveram préximo e/ou dentro de limites relatados nestes estudos,
embora alguns elementos apresentam valores ligeiramente discrepantes. O numero de
animais amostrados, as condicdes geograficas, manejo, alimentacdo, estacao do ano, condicoes
fisiolégicas dos animais, metodologias e equipamentos utilizados nas andlises podem ter
contribuido para as poucas diferencas observadas entre os valores dos parametros
bioquimicos dos animais deste estudo e os da literatura confrontados (Caldin et al,, 2005;
McLean etal,, 2016).

A semelhanca da maioria dos valores dos elementos bioquimicos séricos dos bardotos
jovens comparados com os adultos (quadro 2) condiz com os resultados do estudo de French
e Patrick (1995), que avaliaram amostras de sangue de 4000 jumentos e observaram que 0s
valores dos constituintes bioquimicos avaliados ndo foram influenciados pela idade.
Concordam em parte com Dias (2014), que avaliando o perfil bioquimico sérico de 248
muares de 40 propriedades de nove localidades do estado de Sdo Paulo, observou valores
semelhantes (p>0,05) para albumina, creatinina, triglicérides, colesterol, magnésio, GGT e CK
nas trés faixas etarias analisadas. Discordam dos resultados encontrados pelo pesquisador
acima referido de diferenca significativa (p<0,05) nas concentracdes sérico de proteinas
totais, ureia, fosforo, AST e FAL entre as faixas etarias estudadas. StaniSic et al. (2015),
avaliando o perfil bioquimico de jumentos jovens com menos de trés anos de idade e adultos
com mais de trés anos da raca Balkan, observaram valores semelhantes para todos os
parametros avaliados, exceto para fosfatase alcalina, a qual foi significativamente superior nos
jumentos com idade inferior a trés anos. Valores semelhantes para as concentracdes de
proteinas totais, albumina, ureia, creatinina, colesterol, triglicérides, ALT, GGT e CK em
jumentos com idade variando de seis meses a 24 anos foram observados no estudo de Laus et
al. (2015), com reducado significativa nas concentracées da AST e FAL com o evoluir da idade.
Mais de uma variavel bioquimica sérica diferindo entre populacdes de jumentos jovens e
adultos foi observado em estudos anteriores (Jordana et al., 1998; Mori et al., 2003; Caldin et
al. 2005; Pitel et al.,, 2006; Dias, 2014; Girardi et al., 2013).

O maior valor observado para a relacao A:G nos bardotos com até 30 meses de idade é
decorrente de, embora ndo estatisticamente significativa (p>0,05), da maior concentragdo de
albumina e menor de globulinas neste grupo de animais comparado ao outro grupo.

O encontro de concentracdes séricas de calcio superior nos bardotos com até 30 meses
de idade, contradiz os achados de estudos anteriores que ndo detectaram diferenca
significativa para este mineral entre as diferentes faixas etarias de jumentos e muares (Caldin
etal,, 2005; Sgorbini et al.,, 2013; Dias,2014) e também o encontro de concentracdes de calcio
inferiores nos jumentos da raca Péga com até um ano de idade, estudados por Girardi et al.
(2013). A concentracao de calcio sérico maior nos bardotos com até 30 meses de idade é
provavelmente, conforme afirmam Herosimczyk et al. (2011), resultado dos altos
requerimentos pelos bardotos em crescimento, uma vez que o calcio é responsavel pela
estimulacao do crescimento de osteoblastos e, assim todo o desenvolvimento do esqueleto. O
periodo de crescimento dsseo nos equideos € intenso nas fases neonatal e juvenil.

O maior valor da relacdao Ca:P nos bardotos com até 30 meses de idade é justificado
pelo valor do calcio sérico estatisticamente maior e a menor concentracdo de fésforo sérico
neste grupo de animais, embora ndo estatisticamente significativa.
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Com relacao ao sexo, a semelhanca dos valores dos elementos bioquimicos séricos dos

bardotos machos e fémeas do presente estudo condiz com os achados de estudos anteriores
que também observaram valores semelhantes para bardotos machos e fémeas (McLean
etal,2016) e jumentos machos e fémeas (Zinkl et al., 1990; French, Patrick, 1995; Jordana et
al,, 1998; Laus et al,, 2015). Corrobora com Al-Busadah e Homeida (2005) que relataram ser a
atividade enzimatica, perfil metabdlico e concentracdes séricas de minerais semelhantes para
jumentos machos e fémeas. Estudando muares no Brasil, Dias (2014) encontrou valores
semelhantes para machos e fémeas nas concentracoes séricas de albumina, creatinina,
triglicérides, magnésio, ferro, AST, GGT e CK. Ao contrario, Pitel et al. (2006) afirmaram ser os
valores de creatinina superiores nos machos, e Etana et al. (2011) encontraram valores do
metabolito superior nas fémeas. A semelhanca dos valores dos elementos bioquimicos séricos
para bardotos machos e fémeas neste estudo é atribuida as semelhantes condi¢des de criacao,
idades e estado reprodutivo dos animais. Esses hibridos quase totalmente estéreis, tanto
machos quanto fémeas, ndo tém uma demanda relacionada a eventos reprodutivos, na qual a
fémea nado fica gestante, consequentemente ndo produz leite, ndo amamenta, ndo tem o
desgaste fisico e estresse no cuidado com a cria. Sabemos que nas espécies férteis, esses
periodos tém grande influéncia nos componentes bioquimicos séricos, com flutuacoes nas
concentracoes desses elementos.
Como foi encontrado na literatura apenas um trabalho sobre o perfil bioquimico de bardotos,
em especial com avaliacdo da influéncia da idade e sexo, este trabalho torna-se um dos
pioneiros em disponibilizar dados que possam auxiliar na avaliacdo clinica e processos de
adaptacado destes animais e fornecer subsidios para futuros estudos sobre o tema.

CONCLUSAO
Com base nos resultados e nas condicoes que o presente estudo foi realizado, conclui-
se existir influéncia da idade em alguns elementos bioquimicos séricos de bardotos, ndo sendo
verificada influéncia do sexo. Este trabalho pode contribuir para novos estudos, relacionados
a composicdo bioquimica sérica desses hibridos, por ser um dos pioneiros em disponibilizar
dados para servir como valores de referéncia na clinica de equideos.
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CAPITULO 4

Perfil bioquimico sérico de jumentos da raca Péga no estado de
Minas Gerais®

Jodo Batista F. Santos®*, Mauricio M. Franco 3, Robson C. Antunes4, Ednaldo C. GuimariesS,
Antonio V. Mundim#

Abstract - Santos |. B. F.,, Franco M. M., Antunes R. C,, Guimaraes E. C.,, Mundim A. V. 2016.
[Serum biochemical profile of Péga breed donkeys in the state of Minas Gerais]

For the evaluation of serum biochemical parameters of donkeys (Equus asinus) of Péga breed,
for the different age groups and sex, blood samples of 123 animals were analyzed, 29 males
aged 8 days to 10 years and 94 females (15 lactating ) 2 days to 12 years, in two farms in the
south central region of the state of Minas Gerais. The animals were divided into 5 groups
according to age: Group 1 (< 6 months); Group 2 (7-12 months); Group 3 (13-48 months);
Group 4 (49-72 months) and Group 5 (= 73 months). According to the sex, they were divided
into two groups, males and females. For all animals were assay of the analysis of total protein,
albumin, globulin, the A:G ratio, cholesterol, triglycerides, uric acid, creatinine, urea,
phosphorus, calcium, Ca:P ratio, magnesium, alanine aminotransferase (ALT), aspartate
aminotransferase (AST), alkaline phosphatase (ALP), gamma glutamyl transferase (GGT) and
creatine kinase (CK). There were no significant differences for the globulins elements, uric
acid, urea and relationship A:G between age groups. Group 4 showed the highest values for
total protein when compared to animals in groups 1 and 2. In the group 2, animals showed
albumin levels lower than groups 3 and 4. Group 1 animals had cholesterol levels higher than
those in group 2 and 4, and similar to the other groups. Higher phosphorus serum
concentration was observed in group 1. The calcium was significantly lower in group 2. The
Ca:P ratio was higher for the group 5. The magnesium values were significantly higher in
animals older than 49 months (groups 4 and 5). The value of AST was lower for the group 1.
The FAL enzyme was significantly higher in younger animals until to 12 months, followed by
gradual decrease with advancing age. The values of GGT are higher in donkeys to six months,
followed by decreasing values for subsequent groups. No differences were found between
genders for albumin, cholesterol, creatinine, urea, uric acid, Ca:P ratio, magnesium, ALT, AST
and alkaline phosphatase. Females had higher values for total proteins, globulin and
triglycerides. Males showed higher values for ratio A:G, phosphorus, calcium and CK. The

results note that age and sex can influence serum biochemical values of the donkeys of Péga
breed.

INDEX TERMS: Donkey, (Equus asinus), Péga breed, serum biochemical.
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Resumo - Para a avaliacdo dos parametros bioquimicos séricos de jumentos (Equus asinus) da
raca Péga, quanto as diferentes faixas etarias e sexo, foram analisadas amostras sanguineas de
123 animais, sendo 29 machos com idades de 8 dias a 10 anos e 94 fémeas (15 lactantes) de 2
dias a 12 anos, de dois criatérios na regido centro-sul do estado de Minas Gerais. Os animais
foram divididos em 5 grupos de acordo com as idades: Grupo 1 (< 6 meses); Grupo 2 (7-12
meses); Grupo 3 (13-48 meses); Grupo 4 (49-72 meses) e Grupo 5 (2 73 meses). De acordo
com o sexo, foram divididos em dois grupos, machos e fémeas. Para todos os animais foram
realizadas as analises de proteinas totais, albumina, globulinas, relacdo A:G, colesterol,
triglicérides, acido trico, creatinina, ureia, fésforo, calcio, relacdo Ca:P, magnésio, alanina
aminotransferase (ALT), aspartato aminotransferase (AST), fosfatase alcalina (FAL), gama
glutamiltransferase (GGT) e creatina quinase (CK). Ndo foram encontradas diferencas
significativas para os elementos globulinas, acido trico, ureia e relacao A:G entre as faixas
etarias. O Grupo 4 apresentou maiores valores para proteinas totais quando comparados aos
animais dos grupos 1 e 2. Os animais do Grupo 2 mostraram valores de albumina inferiores
aos grupos 3 e 4. Os animais do Grupo 1 apresentaram valores de colesterol superiores aos do
grupo 2 e 4, e semelhante aos demais grupos. Maior concentracdo sérica de fosforo foi
observada nos animais do grupo 1. O calcio apresentou valor significativamente menor no
grupo 2. A relacdo Ca:P foi maior para o grupo 5. Os valores do magnésio foram
estatisticamente superiores nos animais com idade superior a 49 meses (grupos 4 e 5). O
valor da AST foi menor para o grupo 1. As enzimas FAL apresentaram valor significativamente
maior nos animais mais jovens até 12 meses, seguida de reducao gradual com o avancar da
idade. Os valores da GGT foi maior nos jumentos com até seis meses de idade, seguido de
valores decrescentes para os grupos subsequentes. Nao foram encontradas diferencas entre
os sexos para albumina, colesterol, creatinina, ureia, acido urico, relacao Ca:P, magnésio, ALT,
AST e fosfatase alcalina. As fémeas tiveram valores maiores para proteinas totais, globulinas e
triglicérides. Os machos mostraram maiores valores para relacdo A:G, fésforo, calcio e CK.
Pelos resultados nota-se que a idade e o sexo podem influenciar nos valores bioquimicos
séricos dos jumentos da raca Péga.

TERMOS DE INDEXACAO: Equus asinus, jumento Péga, bioquimica sérica, asno.
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INTRODUCAO

O rebanho asinino brasileiro é o sétimo maior do mundo, constituido de 902.716
animais (IBGE 2014). Os jumentos (Equus asinus) sdo importantes para a producao de
muares, usados nas fazendas em varios tipos de trabalhos, nos esportes e lazer. Desde o inicio
da colonizacdo, esses animais desempenharam papel relevante no desenvolvimento do meio
rural, principalmente na interiorizacao da civilizacdo brasileira. O jumento continua sendo
importante animal para carga, sela, producdo de muares, animal de companhia e produtor de
carne e leite para consumo humano (Jordana & Folch 1998, Araujo 2010, Sgorbini et al. 2013,
Laus et al. 2015), além do uso desses animais nos paises subdesenvolvidos como tracao de
implementos agricolas nas lavouras de subsisténcia (Starkeys & Starkeys 2000, Kugler et al.
2008). Carroccio et al. (2000), afirmam que o leite de jumenta é utilizado por criancas
alérgicas ao leite de vaca.

O uso do perfil bioquimico é importante na medicina equidea para determinar o
estado de satide dos animais (Duncan et al. 1994, Etana et al. 2011, Munoz et al. 2012). Tasker
(1978), nos estudos realizados com asininos, ja sinalizava a necessidade de determinacao de
valores de referéncias de analises laboratoriais para asininos, entretanto, nas décadas
subsequentes, poucas pesquisas foram realizadas nesta espécie. Isto reforca a necessidade de
mais estudos sobre esses animais (Al-Busadah & Homeida 2005). Na rotina de muitos
médicos veterinarios, os valores bioquimicos séricos encontrados em equinos sdo utilizados
para comparacao com asininos. Essa comparacdo é errOnea, visto as diferencas existentes
entre essas espécies (Zinkl et al. 1990, Trachsel et al. 2005, Veronesi et al. 2014). Objetivou-se
neste trabalho avaliar as varia¢des dos constituintes bioquimicos séricos nos asininos da raca
Péga em boas condi¢cdes de satde, quanto ao sexo e em diferentes faixas etarias para
contribuir com o padrao bioquimico sérico dessa raca.
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MATERIAL E METODOS

Foram utilizadas amostras sanguineas de 123 jumentos da raca Péga (Equus asinus),
sendo 29 machos com idades de 8 dias a 10 anos e 94 fémeas (15 lactantes) com idades de 2
dias a 12 anos, procedentes de 2 criatdrios na regido Centro-Sul do Estado de Minas Gerais,
sendo as coletas realizadas no periodo de marco de 2014 a fevereiro de 2015. Todos os
animais eram destinados somente para reproducao e criados em condi¢cdes semi-extensiva,
em piquetes de capim Tifton, recebendo suplementacdo de feno do capim Tifton, racdo
concentrada comercial e sal mineral a disposicdo nos piquetes e nas baias onde ficam os
reprodutores. O manejo alimentar, sanitario, reprodutivo e condi¢cdes de criacdo nas
propriedades eram semelhantes. Durante a coleta das amostras de sangue os animais foram
avaliados clinicamente e apresentaram boas condicoes de satde e escore corporal
satisfatdrio. As coletas foram realizadas no ambiente onde se encontravam os animais, com
contencdo usando apenas cabresto. Nenhum dos animais estava em jejum. As coletas de
sangue foram feitas no periodo da tarde, por venipuncdo da jugular externa, ap6s assepsia do
local com algoddo embebido em alcool iodado a 2% e secado o local com papel toalha
descartavel. Os animais foram distribuidos por idades em 5 grupos: Grupo 1, até 6 meses (8
fémeas e 7 machos); Grupo 2, de 7 a 12 meses (20 fémeas e 8 machos); Grupo 3, de 13 a 48
meses (23 fémeas e 8 machos); Grupo 4, de 49 a 72 meses (16 fémeas e 3 machos); Grupo 5,2
73 meses (27 fémeas e 3 machos).

Foram utilizadas agulhas descartaveis para coleta de sangue a vacuo 38x1,25 mm
(VACUETTE®) acopladas ao adaptador vacunteiner 0,70x25 mm (VACUETTE®) para os
animais de pele mais espessa. Para os animais de pele mais fina e menos musculosos usou-se
agulhas de calibre 25x0,8 mm (VACUPLAST®), também com adaptador. De cada animal foram
coletados 8 mL de sangue em tubos estéreis descartaveis (VACUETTE®) de 8mL com ativador
de coagulo. As amostras, apds a coleta, foram acondicionadas em caixa isotérmica com gelo
reciclavel, até o momento da centrifugacao, realizada 2 horas apods as coletas. As amostras de
sangue foram centrifugadas por 5 minutos a 720g, o soro obtido foi separado em aliquotas em
microtubos criogénicos para plasma de 1,8 mL (GETC 1.85®), congelados a -20°C e
transportados em caixas isotérmicas até o Laboratoério Clinico do Hospital Veterinario da
Universidade Federal de Uberlandia.

As andlises bioquimicas séricas foram realizadas no Laboratério Clinico do Hospital
Veterindrio da UFU, em analisador automatico multicanal (CHEMWELL®- Awareness
Technology Inc., Palm City, USA), utilizando kits comerciais da Labtest Diagndstica®. O
analisador foi previamente calibrado com calibra H; e aferido com soro de controle universal
qualitrol H, produzidos pela Labtest Diagndstica®. Os parametros bioquimicos avaliados com
respectivas metodologias estdo listados no Quadro 1.
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Quadro 1: Parametros bioquimicos séricos avaliados com respectivas metodologias utilizadas
para analise.

Parametros Metodologia

Proteinas totais Biureto

Albumina Verde bromocresol

Globulinas Calculo: proteina total - almbumina
Relacdo albumina:globulina (A:G) Calculo: albumina / globulina
Colesterol Enzimatico-Trinder
Triglicérides Enzimatico-Trinder

Acido tirico Enzimatico-Trinder

Creatinina Jaffé-modificado

Ureia Cinético enzimatico-UV

Fosforo (P) Cinético-UV

Calcio (Ca) Cresolfitaleina complexona - CPC
Relacao calcio:fosforo (Ca:P) Calculo: calcio / fésforo
Magnésio (Mg) Magon sulfonado

Alanina aminotransferase (ALT) Cinético UV-IFCC

Aspartato aminotransferase (AST) Cinético UV-IFCC

Fosfatase alcalina (FAL) Cinético IFCC

Gama glutamiltransferase (GGT) Szasz modificado

Creatina quinase (CK) Cinético UV-IFCC

UV = ultravioleta. IFCC = International Federation of Clinical Chemistry

Na avaliacdo determinou-se as médias e os desvios padrdo, aplicando o teste de
normalidade verificando que os dados ndo apresentavam distribuicdo normal, deste modo foi
utilizado o teste Kruskal-Wallis para verificar as diferencas dos elementos entre os grupos de
idade e o teste de Man-Withney para os sexos, ambos com nivel de significancia de 5%.

O trabalho teve a aprovacgdo do Comité de Etica na Utilizacdo de Animais (CEUA) da
Universidade Federal de Uberlandia, com o protocolo registro n? 160/13.

RESULTADOS

Os resultados da analise estatistica para proteinas, metabolitos, minerais e enzimas
séricas avaliados, de acordo com as faixas etarias estdo apresentados nos quadros 2 e 3.
Comparados os valores de proteinas e metabdlitos séricos entre as faixas etarias (Quadro 2),
ndo houve diferencas significativas para globulinas, acido urico, ureia e relacao A:G.
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Quadro 2. Médias e desvios padrao das proteinas e metabolitos de jumentos da raca Péga, de
acordo com as faixas etarias.

Grupo 1 Grupo 2 Grupo3 Grupo 4 Grupo 5
Elementos (< 6 meses) (7-12 meses) (13 -48 meses) (49 - 72meses) (=73 meses)

(n=15) (n=28) (n=31) (n=19) (n=30)
Prot. T (g/dL) 7,40 £ 1,45¢ 742+0,76bc 7,76+ 0,88a,b,c 8,10+ 0,74 a 794 +084ab
Alb. (g/dL) 261£042ab 232+0,75b 2,70+ 0,37 a 2,83£0,71a 2,77 £0,904a,b
Glob. (g/dL) 4,79+ 1,54 a 520£092a 5,09+ 0,95a 546 £0,78 a 515+ 0,93 a
Rel A: G 0,59+0,22a 0,51+ 0,41a 0,54+014a 0,54+£0,18a 0,59+040a
Col. (mg/dL) 103,73£32,36a  74,43£24,38b 83,42+29,74ab 70,68 +16,91b 77,07¢10,15a,b
Trigl. mg/dL) 72,93+ 4592b,c  709+38,60c 117,19+ 67,22ab  130,31£90,17ab,c  143,57+8393 a
Ac.rico (mg/dL) 2,17 +1,33a 1,73+1,46 a 1,62 +1,10a 1,39 £ 0,56a 2,10+ 1,74a
Creat. mg/dL) 0,97 £0,08¢ 1,09+£026bc 1,18%0,16ab 1,28+0,27 a 1,17 £ 0,16 a,b
Ureia mg/dL) 31,55+10,25a 34,13 +5,59a 3094+5,27a 27,61+£7,39a 3086+ 6,02a

Prot. T=Proteinas totais; Alb.=Albumina; Glob.=Globulinas; Rel. A:G= Relacdo albumina globulina;
Col.=Colesterol; Trigl.= Triglicérides; Ac. tirico=Acido trico; Creat.= Creatinina.
(a, b, c) Médias na mesma linha seguidas de letras diferentes, indicam diferenca significativa,
pelo teste de Kruskal-Wallis (p<0,05).

Os animais pertencentes ao Grupo 4 apresentaram maiores valores de proteinas totais
quando comparados aos animais jovens (grupos 1 e 2). Com relacdo a albumina, os animais do
grupo 2 apresentaram valor inferior aos dos grupos 3 e 4. O colesterol apresentou valores
superiores nos animais do grupo 1 em relacdo aos dos grupos 2 e 4. Os triglicérides e
creatinina também apresentaram variacdes entre os grupos. O grupo de animais com idade
igual e superior a 73 meses apresentaram maiores valores de triglicérides comparados aos
animais dos grupos 1 e 2. Os menores valores de triglicérides foram observados nos jumentos
do grupo 2, embora ndo diferindo estatisticamente dos valores do Grupo 1 e 4. Para a

creatinina, observou-se valores significativamente menores nos animais do grupo 1 em

relacdo aos dos grupos 3,4 e 5 que foram semelhantes entre si.
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Quadro 3. Médias e desvios padrao dos minerais e enzimas séricas de jumentos da raca Péga
de acordo com as faixas etarias.

Elementos Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4 Grupo 5
(< 6 meses) (7 - 12 meses) (13 - 48 meses) (49 - 72 meses) (= 73 meses)
(n=15) (n =28) (n=31) (n=19) (n=30)
Ca. (mg/dL) 13,46 £ 0,88 a 12,48+1,25b 13,05+£1,11a 13,28+0,97 a 13,21+1,00a
P(mg/dL) 6,37+1,15a 4,09+086Db 3,56 £ 0,85 b,c 3,07£1,15c¢d 2,79£0,78d
Rel. Ca:P 2,16+0,44b 320+£0,72b 394+1,31ab 492+193ab 520+£1,97a
Mg(mg/dL) 2,53+029¢c 289+050b 2,88+0,59b 321+£048a 3,26 £0,55a
ALT (U/L) 9,47 £3,94 a 10,18 £5,77 a 1393 +13,26a 11,10 £ 5,54 a 10,63 £5,48a
AST (U/L) 246,33 £50,15 b 331,71+69,12a 377,32+7581a 370,32+93,24a 375,30+ 86,05 a

FAL (U/L) 354,67 £105,04a 24897 +53,20ab 219,36 +41,52 bc 169,53 +34,75d 184,73 + 4881 cd
GGT (U/L) 78,40+ 17,79 a 65,46 + 26,68 b 62,63 £24,72b 49,63 £ 23,01 ¢ 54,32 £18,73 ¢

CK(U/L) 342,47 £ 345,24 a 23648 +168,20a 371,33+246,83a 232,78+129,43a 259,32+11795a

Ca.= Calcio; P= Fosforo; Rel. Ca:P= Relacao calcio fosforo; Mg= Magnésio; ALT= Alanina
aminotransferase; AST= Aspartato aminotransferase; FAL= Fosfatase alcalina; GGT= Gama
glutamiltransferase; CK= Creatina quinase.

(a, b, c) Médias na mesma linha seguida de letras diferentes, indicam diferenca significativa
entre as faixas etarias, pelo teste de Kruskal-Wallis (p< 0.05).

Com relacdo aos minerais e enzimas séricas, apenas os elementos ALT e CK ndo
apresentaram diferencas significativas entre as faixas etarias avaliadas (Quadro 3). Os
animais do grupo 2 apresentaram valores de calcio significativamente inferiores aos dos
demais grupos, que foram semelhantes entre si. O fésforo apresentou maior valor para os
animais do grupo 1 com reducdo gradativa com o avancar da idade dos animais. A relacdo
Ca:P foi semelhante entre os grupos 1, 2, 3, 4 e a do grupo 5 superior a dos grupos 1 e 2. Os
animais dos grupos 4 e 5 apresentaram valores semelhantes para o magnésio, no entanto
superiores aos dos demais grupos etarios, sendo a menor concentracdo sérica observada nos
jumentos do grupo 1. Com relacdo a enzima AST, os animais do grupo 1 apresentaram valores
menores que os demais grupos. A fosfatase alcalina apresentou grande variacdo entre os
grupos, sendo que os animais dos grupos 1 e 2 apresentaram os maiores valores, diminuindo
com o avancar da idade. Os valores de GGT foram maiores para no grupo 1, apresentando
reducdo significativa dos animais mais jovens para os mais velhos. Os resultados da
comparacao entre os sexos estdo apresentados na tabela 4.
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Quadro 4. Médias e desvios padrao dos elementos bioquimicos séricos de jumentos da raca

Péga de acordo com o sexo.

Fémeas Machos Fémeas/Machos (Médias)
Elementos (n=94) (n=29) (n=123)

Prot. totais (g/dL) 7,83 +0,97a 741 +0,721 7,73 £0,93
Alb. (g/dL) 2,60+0,67a 2,77+0,77 a 2,64 + 0,69
Glob. (g/dL) 527+0,99a 4,64 +0,900b 512 +1,00
Relacdo A: G 0,52+0,25b 0,65+0,41a 0,55+0,30
Col. (mg/dL) 81,81+27,41a 74,59 £ 14,93 a 80,11 + 25,17
Trigl. (mg/dL) 122,55+ 78,07 a 68,17 £ 32,75b 109,73 + 73,69
Creat. (mg/dL) 1,15+ 0,21a 1,12+ 0,23 a 1,15 +£ 0,22
Ureia (mg/dL) 30,86 £ 6,93 a 32,32+6,42a 31,21 + 6,82
Ac.t.(mg/dL) 1,73+ 1,29a 2,00£1,19a 1,79 £ 1,34
Ca (mg/dL) 12,86 + 1,09 b 13,63 +0,98a 13,04 + 1,10

P (mg/dL) 3,60+1,35b 4,27 +1,53 a 3,76 £ 1,42
Rel.Ca:P 4,09+ 1,67 a 3,75+£2,00a 4,01+1,75
Mag. (mg/dL) 3,04+0,59a 281+0,41a 2,98 £ 0,56
ALT (U/L) 11,37 +8,96 a 11,03 +4,82a 11,29 + 8,16
AST (U/L) 352,16 £ 83,08 a 340,41 £ 100,64 a 349,39 £ 87,24
FAL (U/L) 220,68 £ 70,45 a 245,18+ 99,04 a 226,46 + 78,38
GGT (U/L) 52,93 £27,11a 71,30 £ 24,18 a 62,11 + 24,06
CK (U/L) 272,54 +£173,79b 426,67 + 254,57 a 308,88 + 208,34

(a, b) Médias na mesma linha seguidas de letras diferentes, indicam diferenca significativa
pelo teste Man-Withney (p < 0.05).

Nota-se na quadro 4 que as fémeas apresentaram valores superiores aos machos para
proteinas totais, globulinas e triglicérides, enquanto que os machos apresentaram valores
superiores para a relacao A:G, calcio, fosforo e CK. Os demais elementos avaliados foram
semelhantes entre machos e fémeas.

DISCUSSAO

Os resultados deste estudo para os elementos globulinas, acido urico e ureia, condiz
com outros estudos que nao encontraram diferencas significativas para os valores séricos
destes elementos entre as faixas etarias (Orlandi et al. 1997, Jordana et al. 1998, Alves 2008,
Etana e al. 2011, Girardi et al. 2013, Stanisic et al. 2015). Entretanto, estudo de Caldin et al.
(2005), com jumentos da raca Ragusana, da Italia, apresentou valores mais baixos para o
elemento ureia nos animais jovens. Assim como relatado por Laus et al. (2015), estudando
jumentos de racas mistas da Itdlia, nos animais do presente estudo nao observou-se
diferencas significativas entre sexos para os elementos albumina, colesterol, creatinina, ureia,
colesterol, ALT, AST e FAL. Concentracoes de ureia semelhantes para machos e fémeas no
presente estudo diferem dos achados de Alves (2008) ao relatar valores superiores nos
machos. Alves (2008), estudando jumentos da raca brasileira, relata valores maiores para a
relacdo A:G em animais mais jovens. Em contrapartida, os estudos realizados por Alberghina
et al. (2013), com jumentos da raca Ragusana, assim como o resultado apresentado neste
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trabalho, ndo encontraram diferencas significativas em animais de diferentes idades para a
relacdo A:G. As maiores concentracdes séricas de proteinas totais observadas nos animais de
49 a 72 meses de idade (grupo 4) no presente estudo condiz com Alves (2008) ao relatar
serem os valores de proteinas totais maiores nos jumentos com idade superior a 18 meses.
Nos estudos de Alberghina et al. (2013), os animais com idade superior a 12 meses,
apresentaram os maiores valores de proteinas totais, enquanto Caldin et al. (2005) ndo
encontraram diferenca significativa para este elemento entre as faixas etarias estudadas. Os
indices sugeridos como referéncia no trabalho de Mori et al. (2003), para proteinas totais em
jumentos da raca brasileira, foram inferiores aos encontrados no presente estudo. Sugere-se
estar o maior valor nas concentracdes de proteinas totais nos animais dos grupos 4 e 5 em
relacdo aos do grupo 1, relacionados ao aumento, embora ndo estatisticamente significativo
nos valores de globulinas devido ao aumento da imunocompeténcia, frente aos desafios
ambientais encontrados e vacinag¢des periodicas.

O maior valor das proteinas totais encontrado nas fémeas corrobora com Girardi et al.

(2013) ao relatarem valor deste elemento superior nas fémeas. Atribui-se a maior
concentracdo sérica de proteinas totais e globulinas nas fémeas do presente estudo as
respostas fisiologicas das fémeas no periodo puerperal e a lactacdo, uma vez que 15 jumentas
estavam lactantes. Entretanto, existem estudos anteriores nos quais os valores de proteinas
totais foram superiores em machos (Gacek et al. 1973, Mori et al. 2003, Pitel et al. 2006).
Estudos de Cavalcante et al. (2012), e Laus et al. (2015) afirmaram ndo haver diferencas
significativas entre sexo para proteinas totais.
A diferenca significativa, com menor valor observado para a albumina nos jumentos do Grupo
2, opoem-se aos achados de outros pesquisadores ao afirmarem nao haver diferenca
significativa para os valores de albumina, frente variadas faixas etarias (Girard et al. 2013,
Sgorbini etal. 2013, Stanisic et al. 2015).

Tendo em vista os valores de referéncia apresentados por Mori et al. (2003), em geral,
os resultados encontrados para os jumentos da raca Pega avaliados neste trabalho, para
albumina, foram ligeiramente baixos. Contrariando os resultados dos estudos de Mori et al.
(2003), Pitel et al. (2006), Girardi et al. (2013), que apontam valores de albumina superiores
nos machos, as concentragées séricas de albumina nos animais deste estudo foram
semelhantes para fémeas e machos. O menor valor observado para a albumina nos animais do
grupo 2 provavelmente seja devido a uma reducdo na ingestdo de alimentos devido ao
estresse pés desmama.

Os valores médios para o colesterol nos animais deste estudo sdo inferiores aos
encontrados por Mori et al. (2003), entretanto estdo de acordo com os achados de Girardi et
al. (2013), que estudaram jumentos da raca Pega e também encontraram maiores valores de
colesterol nos animais mais jovens. Ja Chiofalo et al. (2012), estudando animais da raca
Pantelaria, ndo encontraram diferencas significativas entre as idades para o colesterol. A
maior concentracdo de colesterol nos jumentos do grupo 1 em relacdo aos do grupo 2 deve
estar associada a dieta dos animais, que nesta faixa etaria (até 6 meses) é predominantemente
a base de leite e também a intensa atividade metabolica nesta fase de acelerado crescimento
corpdéreo. Segundo Carlson (1994), é comum o aumento nas concentracdes de colesterol em
animais lactentes. Diferente dos resultados de Girardi et al. (2013) que encontraram valores
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para o colesterol superiores nos machos, no presente estudo os valores do metabolito foram
semelhante para machos e fémeas.

Os resultados encontrados para triglicérides assemelham com os dos estudos de
Jordana et al. (1998), Alves (2008) e Girardi et al.(2013), que também encontraram valores
mais altos nos animais mais velhos. Conforme afirmam Watson et al. (1990), os niveis séricos
de triglicérides em jumentos, tendem a aumentar com o aumento do peso corporal
Entretanto, em estudo recente com jumentos dos Balcas, Stanisic et al. (2015),relatam nao
haver diferenca significativa entre diferentes faixas etarias para este elemento. Ao analisar as
diferencas entre sexos, o encontro de valores superiores de triglicérides nas fémeas neste
estudo, contradiz os achados de Laus et al. (2015) que observaram valores semelhantes para
machos e fémeas. A maior concentracdo sérica de triglicérides encontrados para fémeas neste
estudo deve ser decorrente de uma mobilizacdo das gorduras de reservas para fornecimento
de energia durante a lactacao.

Os resultados encontrados para creatinina sdo semelhantes aos valores encontrados
por Girardi et al. (2013), que também trabalhando com animais da raca Péga encontraram
valores médios inferiores aos apresentados por Mori et al. (2003), para jumentos da raca
brasileira. Caldin et al. (2005), Pitel et al. (2006) e Alves (2008), relatam valores superiores
aos encontrados para creatinina neste estudo, ao analisar animais jovens. Atribui-se os
menores valores de creatinina nos animais com até 6 meses de idade ao menor volume de
massa muscular em relacdo aos animais com mais de 12 meses de idade. Evans (2009) afirma
que os valores de creatinina sdo dependentes da massa muscular do animal, assim, é de se
esperar que os jumentos mais jovens, apresentem os menores niveis séricos de creatinina. A
literatura apresenta valores séricos de creatinina diferindo entre machos e fémeas, sendo que
em alguns estudos (Pitel et al. 2006, Etana et al. 2011, Girardi et al. 2013, Orlandi et al. 2013),
os valores sdo superiores para machos, e em outro (Mori et al. 2003), para fémeas.
Contrariando os estudos acima, os jumentos da raca Péga do presente estudo apresentaram
valores deste metabdlito semelhantes para machos e fémeas.

O menor valor observado para o calcio nos animais do grupo 2, com idade entre 7e 12
meses, condiz com Girardi et al. (2013) que observaram concentracdes de calcio sérico
estatisticamente inferiores nos jumentos da raca Péga com até 1 ano de idade. Diverge dos
estudos de Caldin et al. (2005), Sgorbini et al. (2013) e Stanisic et al. (2015) que nao
encontraram diferencas significativas para este elemento em relacdo a idade. Esta menor
concentracdo sérica de calcio nos animais de 7 a 12 meses pode ser atribuida a uma reducao
no aporte do mineral na dieta e a elevada demanda em decorréncia da ativa taxa de
crescimento 6sseo, uma vez que estes animais estavam no periodo de p6s desmama, periodo
este responsavel por intenso estresse no animal, o que leva a uma reducdo na ingestdo de
alimentos. Estudos anteriores relatam o encontro de concentragdes séricas de calcio
superiores nas fémeas (Mori et al. 2003, Pitel et al. 2006, e Girardi et al. 2013). No entanto,
nesse estudo valores significativamente maiores foram observados nos machos.

Os valores encontrados para o fosforo confirmam resultados de estudos anteriores, nos
quais, 0s animais jovens apresentaram maiores valores em relacdo aos demais grupos etarios
(Jordana et al. 1998, Caldin et al. 2005, Alves 2008, Girard et al. 2013). Contudo, Ahmed et al.
(2007) estudando jumentos egipcios e Stanisic et al. (2015), ndo encontraram diferenca
significativa para este elemento entre as faixas etdrias. O incremento observado na
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concentracdo de P nos jumentos com até 6 meses de idade (Grupo 1) com reducao gradativa
com o aumento da idade pode ser consequéncia da acdo anabdlica do hormoénio do
crescimento (GH) e do maior aporte deste elemento na dieta, uma vez que durante esta fase
da vida, os jumentos tem uma dieta constituida em grande parte pelo leite materno, o qual
apresenta uma relacdo Ca:P de 1:1. Geralmente, os niveis plasmaticos de fésforo refletem um
aumento em periodos de rapido crescimento 0sseo, o qual ocorre em animais jovens, e
gradualmente sofre declinio com o avancar da idade (Evans 2009). Com relacdo ao sexo, a
maior concentracdo de fosforo verificada nos jumentos machos, neste estudo, condiz com
Girardi et al. (2013) e Orlandi et al. (2013), que também relataram valores de fdsforo
superiores para machos. Em contrapartida, Ahmed et al. (2007) ndo encontraram diferencas
entre sexos para o fésforo. O encontro de menor concentracdo de Ca e P nas fémeas do
presente estudo é atribuido a uma grande demanda destes elementos nas fémeas gestantes e
lactantes.

O menor valor da relacdo Ca:P observado nos animais do Grupo 1 e 2 em relacdo aos do
grupo 5 pode ser decorrente do comportamento do P sérico, o qual apresentou maiores
valores nos animais jovens em comparacdo aos mais velhos. Alves (2008) estudando
jumentos da raca Brasileira, aponta valores mais altos para a relacdo Ca:P em animais acima
de 18 meses. A semelhanca dos valores observados para a relacao Ca:P para machos e fémeas
contradiz os achados de Orlandi et al. (2013) que encontraram valores maiores para esta
relacdo nos machos.

Diferentemente dos achados de Caldin et al. (2005) e Girardi et al. (2013}, que ndo
encontraram diferencas significativas entre as faixas etarias para as concentracdes séricas de
magnésio, no presente estudo observou-se menor valor para o eletrélito nos animais com até
6 meses de idade, seguido de aumento gradativo com o avancar da idade. Em contrapartida,
Alves (2008), afirma que os valores para magnésio variaram muito entre as idades, sendo o
maior valor encontrado nos animais mais jovens. Assim como neste estudo, Ahmed et al.
(2007) nao encontraram diferencas significativas entre os sexos, enquanto Alves (2008) e
Girardi et al. (2013) relataram maiores valores para os machos. As diferencas nos valores do
magnésio com relacdo as faixas etarias pode ser atribuida a dieta dos animais, que na fase
jovem é constituida em grande parte pelo leite materno, o qual apresenta menor concentracao
do mineral em relacdo as gramineas e leguminosas.

Os menores valores encontrados para a AST nos jumentos do Grupo 1 corroboram com
estudos anteriores que afirmaram ser os valores séricos dessa enzima menores nos animais
mais jovens (Alves 2008, Etana et al. 2011, Girardi et al. 2013). Em oposicao, Stanisic et al.
(2015) relataram maior valor para AST nos animais com até 3 anos de idade. Atribui-se os
menores valores da AST nos jumentos com até seis meses de idade, a menor massa muscular e
menor atividade fisica dos animais nesta faixa etaria. Com relacdo a influéncia dos sexos nas
concentracdes séricas dessa enzima, existem divergéncias na literatura. Orlandi et al. (2013)
encontraram valores maiores para os machos, Girardi et al. (2013) para as fémeas e neste
estudo ndo houve diferencas significativas entre sexos.

A atividade da FAL apresentou grande variacdo entre os grupos etarios neste estudo,
sendo os valores significativamente maiores nos jumentos mais jovens com até 12 meses de
idade, seguido de reducao gradual com o aumento da idade, corroborando com os resultados
obtidos em estudos anteriores (Caldin et al. 2005, Etana et al. 2011, Girardi et al. 2013, Laus et
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al. 2015 e Stanisic et al. 2015). Nao condizendo com Girardi et al. (2013), que relataram
valores superiores para machos. Maiores valores para a FAL em animais jovens e reducdo com
o aumento da idade é fato conhecido, sendo os altos valores observados atribuidos a alta
atividade osteoblastica durante a fase de intenso crescimento (Mufioz et al. 2012). Segundo a
literatura, os valores da FAL diminuem com o evoluir da idade e com o fechamento das
epifises dsseas (Bauer et al. 1989, Brommer et al. 2001).

Um maior valor observado para GGT sérica nos jumentos com até seis meses de idade e
uma reducdo significativa com o avancar da idade, corrobora com Alves (2008), que
encontrou valores significativamente maiores para essa enzima nos jumentos da raca
Brasileira com até seis meses de idade. Entretanto, estudos de Caldin et al. (2005) nao
encontraram diferencas significativas entre as idades para esse elemento, enquanto que
Girardi et al. (2013) e Stanisic et al. (2015) encontraram valores mais altos para a enzima em
animais com idade superior a 1 ano. Postula-se ser a maior concentracdo da enzima nos
animais com até 6 meses de idade resultante de maior absorcao da enzima pelo colostro e
leite materno. Verificando a influéncia do sexo na concentragao da GGT, a semelhan¢a dos
valores para machos e fémeas condiz com Laus et al. (2015) que ndo encontraram diferencas
significativas entre sexos para a enzima; no entanto difere de Alves (2008) que encontrou
valores da enzima maiores nos jumentos machos da raca Brasileira.

Embora os valores da enzima CK do presente estudo fora semelhantes entre as faixas
etarias estudadas, corroborando com os resultados encontrados por outros pesquisadores
(Girardi et al. 2013, Stanisic et al. 2015), os machos apresentaram valores significativamente
superior ao das fémeas para esta enzima. Em contrapartida, Laus et al. (2015), estudando
jumentos de racas mistas da Italia, demonstraram diferencas significativas para CK, com
valores mais altos em animais jovens. Ja Alves (2008) e Laus et al. (2015), ndo encontraram
diferencas significativas entre machos e fémeas. Os maiores valores da enzima observado nos
jumentos machos podem ser atribuidos a maior massa muscular desses animais em relacdo as
fémeas.

Analisando-se concomitantemente os resultados encontrados neste estudo, e os dados
existentes na literatura para o perfil bioquimico de jumentos, é possivel notar varias
diferencas entre os valores relatados. Nas avaliacdes sdo utilizadas técnicas laboratoriais com
acuracias distintas, assim como diferentes temperaturas, instrumentos e reagentes (Mori et
al,, 2003), o que poderia levar a tais diferencas. Fatores como raca, manejo e delimitacdes de
faixas etarias também influenciam nos valores encontrados para os perfis bioquimicos.
Ressalta-se a importancia de padronizacao das diferentes idades para a realizacao de estudos
que envolvam analise de perfil bioquimico em diferentes faixas etarias.

CONCLUSAO

Com base nos resultados deste trabalho realizado com jumentos da raca Péga e em
comparacoes com outros estudos em diversas racas asininas verifica-se que a idade e sexo
influenciam os valores bioquimicos séricos de varios elementos. Assim, é essencial considerar
esses fatores quando do estabelecimento de padrdes bioquimicos a serem utilizados como
referéncias na clinica de equideos.
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ANEXOS

ANEXO A - Certificado da Comisséo de Etica na Utilizacdo de Animais.

| Universidade Federal de Uberlandia &
! . ety
- Comissao de Etica na Utilizacio de Animais — Eii‘:‘;:?:’iﬁ“.,.."i

CERTIFICADO

Cartificamos que o proloce’o pera uso de animais em exparimentago n°
160713, sobre o projeto de pesquisa intitulado “Perfil biocuimico sérico de
asininos e muares (burros e bardotosg) brasileiros™, sob a rasponzabilidade
da Profl Dr. Jodo Batista Ferreira dos Santos esta de scordo com os
principios éticos na experimentacio animal conforme regulamentacdes do
Conzelho Nacional de Controle ¢ Experimentagiio Animal (CONCEA) ¢ fod
APROVADOD pela Comissdo de Erica na Ulilizagio de Animais (CEL A) —
LIFL em reunido de 14 de Marco de 201 4,

e certify that the pretocol n® 1 3, about "Perfil bloquirmnice sérico de ssininogs & muares
{burros e bardotos) brasdleiros’, agreas with tre ETHICAL FRINCIFLES OM ANIMAL
RESEARCH as regulations of National Advice of Control and Animz| Exparimentaticn
{COMCEA) and approved by Ethics Corrmigzion an Usea of Animals (CELA) - Federal
University of Joerlandia in 1470372014)

Joerlandia 20 de Mamge de 2014,

[

Frof. Dr. Césat, ugusto Garcia
Caordenadaor rj.;a CEJALFU
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ANEXO E - Depésito da sequéncia parcial da regido mitocondrial D-loop de

Asininos e Equinos.

GenBank

Equus asinus D-loop, partial sequence; mitochondrial
GenBank: KU881746.1
FASTA Graphics PopSet
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Go to:

LOCUS KU881746 418 bp DNA linear MAM 28-MAR-2016

DEFINITION Equus asinus D-loop, partial sequence; mitochondrial.

ACCESSION KU881746

VERSION KU881746.1 GI:1009022604

KEYWORDS

SOURCE mitochondrion Equus asinus (ass)

ORGANISM Equus asinus
Eukaryota; Metazoa; Chordata; Craniata; Vertebrata; Euteleostomi;
Mammalia; Eutheria; Laurasiatheria; Perissodactyla; Equidae; Equus.

REFERENCE 1 (bases 1 to 418)

AUTHORS Franco,M.M., Santos,J.B.F., Mendong¢a,A.S., Silva,T.C.F.,

Antunes,R.C.

and Melo,E.O.

TITLE Quick method for identifying Horse (Equus caballus) and Donkey
(Equus asinus) hybrids
JOURNAL Unpublished
REFERENCE 2 (bases 1 to 418)
AUTHORS Franco,M.M., Santos,J.B.F., Mendong¢a,A.S., Silva,T.C.F.,

Antunes,R.C.

and Melo,E.O.

TITLE Direct Submission
JOURNAL Submitted (08-MAR-2016) PBI, Embrapa Genetic Resources &
Biotechnology, Av W 5 Norte Final, Brasilia, DF 70770917, Brasil
FEATURES Location/Qualifiers
source 1..418

/organism="Equus asinus"

/organelle="mitochondrion"

/mol_type="genomic DNA"

/db_xref="taxon:

D-loop<l..>4138

ORIGIN

9793"

1 aaataagaca tctcgatgga ctaatgacta atcagcccat gctcacacat aactgtggtt
61 tcatgcattt ggtatctttt tatatttggg gatgctatga ctcagctatg gccgtcaaag

2.
181
241
301
361

gccecegacge
agcaaccata
acagecatge
gcacacaccc

acacccatgce

agtcaattaa
aggtgttatt
gcgcacacac
acacacccat

gcgcacacac

attgaagctg
cagteccatgg
ccacagdeed
gcgcgcacac

ccacacaccce

gacttaaatt
taacaggaca
atgcgcgcecac
acccacacac

atgcgcgcecac

gaacgttatt
taaagaacat
acacccacac
ecatgegege

acacccacac

actccgcatc
gcacacccac
acccatgcecgce
acacacccac

accecatgc
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GenBank

Equus caballus D-loop, partial sequence; mitochondrial
GenBank: KU881747.1
FASTA Graphics PopSet

Go to:
LOCUS KU881747 407 bp DNA linear MAM 28-MAR-2016

DEFINITION Equus caballus D-loop, partial sequence; mitochondrial.
ACCESSION KUg881747

VERSION KU881747.1 GI:1009022605
KEYWORDS
SOURCE mitochondrion Equus caballus (horse)

ORGANISM Equus caballus

Eukaryota; Metazoa; Chordata; Craniata; Vertebrata; Euteleostomi;
Mammalia; Eutheria; Laurasiatheria; Perissodactyla; Equidae; Equus.
REFERENCE 1 (bases 1 to 407)
AUTHORS Franco,M.M., Santos,J.B.F., Mendonga,A.S., Silva,T.C.F.,
Antunes,R.C. and Melo,E.O.
TITLE Quick method for identifying Horse (Equus caballus) and Donkey
(Equus asinus) hybrids
JOURNAL Unpublished
REFERENCE 2 (bases 1 to 407)
AUTHORS Franco,M.M., Santos,J.B.F., Mendonga,A.S., Silva,T.C.F.,
Antunes,R.C. and Melo,E.O.
TITLE Direct Submission
JOURNAL Submitted (08-MAR-2016) PBI, Embrapa Genetic Resources &
Biotechnology, Av W 5 Norte Final, Brasilia, DF 70770917, Brasil
FEATURES Location/Qualifiers
source 1..407
/organism="Equus caballus"
/organelle="mitochondrion"
/mol_type="genomic DNA"
/db_xref="taxon:9796"
D-loopXl.:>407
ORIGIN
1 aaataagaca tctcgatgga ctaatgacta atcagcccat gctcacacat aactgtggtt
61 tcatgcattt ggtatctttt tatatttggg gatgctatga ctcagctacg gccgtcaaag
121 gcctcgacge agtcaactaa attgaagctg gacttaaatt gaacgttatc cctccecgcata
181 caacaaccat aaggtgttat tcagtccatg gtaacaggac ataagaaaca agcacacctg24l
tgecacetgtg cacctgtgca cetgtgcace tgtgcacety tgecacctgtyg cacetgtgea
301 cctgtgcacc tgtgcacctg tgcacctgtg cacctgtgca cctgtgcacc tgtgcacctg
361 tgcacctgtg cacctgtgca cctgtgcacce tgtgcacctg tgcacct
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Anexo F - Sequéncia do genoma mitocondrial de Asininos e Equinos.

Equus asinus complete mitochondrial genome
GenBank reference: X97337.1

GTTAATGTAGCTTAATGATATCAAAGCAAGGCACTGAAAATGCCTAGATGAGTATTCCTACTCCATAAACACATAGGCTT
GGTCCTGGCCTTTTTATTAGTTATTAATAAAATTACACATGCAAGTATCCGCACCCCAGTGAGAATGCCCTCTAAATCGC
ACTCTACGATCAAAAGGAGCAGGTATCAAGCACACTACAAAGTAGCTCATAACACCTTGCTAGGCCACACCCCCACGGGA
CACAGCAGTGATAAAAATTAAGCTATGAACGAAAGTTCGACTAAGTTATATTAAACTAGGGTTGGTAAAATTCGTGCCAG
CCACCGCGGTCATACGATTAACCCAAATTAATAAACCCTCCGGCGTAAAGCGTGTCAAAGACCCATACTAAAATAAAGTT
AAAACCCAGTTAAGCTGTAAAAAGCTACAACTAAAGTAAAATAAACTACGAAAGTGACTTTAATACCTCTGACCACACGA
TAGCTAAGGCCCAAACTGGGATTAGATACCCCACTATGCTTAGCCCTAAACCAAAATAGCTCACCATAACAAAGCTATTC
GCCAGAGTACTACTAGCAACAGCCTAAAACTCAAAGGACTTGGCGGTGCTTTACATCCCTCTAGAGGAGCCTGTTCCGTA
ATCGATAAACCCCGATAAACCCCACCATCCCTTGCTAATTCAGCCTATATACCGCCATCTTCAGCAAACCCTAAACAAGG
TACCAAAGTAAGCACAATCATCCAACATAAAAACGTTAGGTCAAGGTGTAGCCCATGGGATGGAGAGAAATGGGCTACAT
TTTCTACTCTAAGAACAAGAACTCAACCCAAACGGAAGTCTCCATGAAATTAGAGACCGAAGGAGGATTTAGTAGTAAAT
TAAGAATAGAGAGCTTAATTGAATCAGGCCATGAAGCGCGCACACACCGCCCGTCACCCTCCTTAAATATTACAAATCAC
AATATTACACAAAACCATGATCCAAACATATGAAAGGAGACAAGTCGTAACAAGGTAAGTATACCGGAAGGTGTACTTGG
ATAACCAAAGTGTAGCTTAAACAAAGCATCCAGCTTACACCTAGAAGATTTCACTCAGAGTGAACACTTTGAACTAAAGC
TAGCCCAAACAATACCCAACTCAACTACCCTTAGTCACTTAACTAAAACATTCACCAAACCATTAAAGTATAGGAGATAG
AAATTTTAACTTGGCGCTATAGAGAAAGTACCGTAAGGGAACGATGAAAGATGTATTAAAAGTACTAAACAGCAAAGCTT
ACCCCTTTTACCTTTTGCATAATGATTTAACTAGAATAAACTTAGCAAAGAGAACTTAAGCTAAGCACCCCGAAACCAGA
CGAGCTACCTATGAACAGTTATAAAGAACCAACTCATCTATGTCGCAAAATAGTGAGAAGATTCATAGGTAGAGGTGAAA
AGCCCAACGAGCCTGGTGATAGCTGGTTGTCCAGAAACAGAATCCCAGTTCAAATTTAAATTTACCTAAAAACCACTTAA
TTCTAATGTAAACTTAAATTATAGTCTAAAAAGGTACAGCTTTTTAGATACAGGATACAACCTTTATTAGAGAGTAAGAA
TAAGATTAATCCCATAGTTGGCTTAAAAGCAGCCATCAATTAAGAAAGCGTTCAAGCTCAACGTCACACATATCTTAATC
CCAATAATAGACTCAGACTAACTCCTAATCTTATACTGGACTATTCTATCGACACATAGAAGCAATAATGTTAATATGAG
TAACAAGAATTATTTCTCCTTGCATAAGCCTATATCAGAACGAATACTCACTGATAGTTAACAACAGAATAGACACAATC
CAAAAACTAACCATCTATTTAGACTATTGTTAACCCAACACAGGTGTGCACCCATAAGGAAAGATTAAAAGAAGTAAAAG
GAACTCGGCAAACACAAACCCCGCCTGTTTACCAAAAACATCACCTCTAGCATTCCCAGTATTAGAGGCACTGCCTGCCC
AGTGACATCTGTTTAAACGGCCGCGGTATCCTAACCGTGCAAAGGTAGCATAATCACTTGTTCTCTAAATAGGGACTTGT
ATGAATGGCCACACGAGGGTTTTACTGTCTICTTACTTCCAATCAGTGAAATTGACCTTCCCGTGAAGAGGCGGGAATAAT
CAAATAAGACGAGAAGACCCTATGGAGCTTTAATTAACTGATTCACAAAAAACAACATACAAACCTAACCCTCAGGGACA
ACAAAACTTTTGATTGAATCAGCAATTTCGGTTGGGGTGACCTCGGAGAACAAAACAACCTCCGAGTGATTTAAATCTAG
ACTAACCAGTCAAAATACATAATCACTTATTGATCCAAACCTTTGATCAACGGAACAAGTTACCCTAGGGATAACAGCGC
AATCCTATTCCAGAGTCCATATCGACAATTAGGGTTTACGACCTCGATGTTGGATCAAGACATCCTAATGGTGCAACCGC
TATTAAGGGTTCGTTTGTTCAACGATTAAAGTCTTACGTGATCTGAGTTCAGACCGGAGTAATCCAGGTCGGTTTCTATC
TATTCTACACTTTTCCCAGTACGAAAGGACAAGAAAAGTAGGGCCCACTTTATAAGAAGCGCCCTCAAACTAATAGATGA
CATAATCTAAATCTAACTAATTTATTAACCCCACCGCCCTAGAACAGGGCTCGTTAGGGTGGCAGAGCCGGAAATTGCGT
AAAACTTAAACCTTTACACCCAGAGGTTCAACTCCTCTCCCTAACAACATGTTCATAATTAACGTCCTCCTCTTAATTAT
CCCAATCCTGCTCGCCGTAGCATTTCTCACACTAGTTGAACGAAAAATCTTAGGCTATATACAACTTCGCAAAGGACCCA
ACATCGTAGGCCCCTACGGCCTACTACAGCCCATCGCTGATGCCCTTAAACTATTTATCAAAGAACCACTACAACCACTA
ACATCATCAACATCCATATTCATTATCGCACCAATCCTAGCCCTCACCCTAGCCTTAACCATATGAATCCCCCTACCCAT
GCCATACCCACTAATTAACATAAACCTGGGAATTCTATTCATACTAGCCATATCCAGCCTAGCTGTCTACTCAATCCTTT
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GATCAGGGTGAGCCTCAAACTCAAAATATGCTCTAATTGGAGCCTTACGAGCAGTAGCACAAACCATTTCGTATGAAGTA
ACTCTAGCAATTATTCTACTCTCAGTCCTCCTAATGAGCGGATCATTCACACTATCAACACTCATCATTACCCAAGAATA
CTTATGATTAATCTTCCCATCATGACCCTTAGCCATAATATGATTCATCTCAACATTGGCCGAAACCAACCGAGCTCCAT
TTGACCTAACAGAGGGAGAATCAGAACTCGTCTCCGGATTCAACGTCGAATACGCAGCCGGCCCATTCGCCCTATTTTTC
CTTGCAGAATATGCAAACATCATCATAATAAATATCTTCACAACAACCCTATTTCTTGGAGCATTTCACAGCCCCTACCT
ACCAGAACTCTACTCAATTAATTTCACTATAAAAACCCTCCTTCTAACATGTTCCTTCCTATGAATCCGAGCATCCTACC
CACGATTCCGATATGATCAACTTATACACCTCTTATGAAAAAACTTCCTGCCACTTACACTAGCCCTCTGCATATGACAC
GTCTCACTACCAATTATATTATCCAGCATCCCACCACAAACATAAGAAATATGTCTGACAAAAGAGTTACTTTGATAGAG
TAAAACATAGAGGTTCAAACCCTCTTATTTCTAGAACCACAGGAATTGAACCTGCTCCTGAGAATTCAAAATCCTCCGTG
CTACCAAATTACACCATGTCCTACAAGTAAGGTCAGCTAAATAAGCTATCGGGCCCATACCCCGAAAATGTTGGATTACA
CCCTTCCCGTACTAATAAACCCCCTTATCCTCACAATCATTCTAATAACAGTTTTTCTAGGAACTATAATCGTTATAGCA
AGCTCACACTGACTAATAATCTGAATCGGATTCGAAATAAATCTACTAGCCATCATCCCCATCCTAATAAAAAAATATAA
TCCTCGAGCTATAGAGGCCTCCACCAAGTACTTCTTAACCCAAGCCACCGCATCCATACTCCTCATAATAGCAATCATCA
TCAACCTTATACACTCAGGCCAATGAACAATCACAAAAGTTTTTAACCCCACAGCATCCATCATCATAACTTTAGCCCTC
GCCATAAAACTTGGACTGACACCATTCCATTTCTGAGTGCCCGAAGTCACACAGGGCATCTCACTAACATCAGGCCTCAT
CTTACTCACATGACAAAAACTAGCCCCAATATCAATCCTATATCAAATCTCACCCTCAATCAACCTAAACATCCTACTAA
CTATAGCCGTGCTATCAATCCTAGTAGGAGGCTGAGGTGGCCTCAACCAAACCCAACTACGAAAAATTATGGCATACTCG
TCAATTGCCCATATAGGATGAATAGCAGCCATCTTAGTGTACAACCCAACACTGACAATACTAAACATACTAATTTACAT
TATAATAACACTCACAATATTCATACTGTTTATCCACAGCTCCTCTACCACAACACTATCACTCTCACACACATGAAACA
AAGCACCTCTAATCACCACACTAATCCTAATCACCTTGCTATCTATAGGAGGCCTCCCTCCACTATCAGGATTCATACCC
AAATGAATAATCATCCAAGAACTTACCAAAAACAGCAGCATCATTCTCCCCACCCTAATGGCTATTATAGCTCTACTCAA
TCTCTACTTCTACATGCGACTAACCTATTCCACCTCCCTAACTATATTCCCATCCACAAATAATATAAAAATAARAATGAC
AATTCGAAACCAAACAAATTACCCTCCTACCCCCATTAATCATCGCATCTTCCCTACTCCTCCCCCTAACCCCCATACTA
TCAATTCTGGACTAGGAATTTAGGTTAACATCCAGACCAAGAGCCTTCAAAGCCCTAAGCAAGTGTATTCACTTAATTCC
TGCACACTAAGGACTGCAAGACTCTATCTCACATCAATTGAACGCAAATCAAACACTTTCATTAAGCTAAGCCCTTACTA
GATTGGTGGGCTATCATCCCACGAAATTTTAGTTAACAGCTAAACACCCTAATCAACTGGCTTCAATCTACTTCTCCCGC
CGCCTAAAAARAAANGGCGGGAGAAGCCCCGGCAGAATTGAAGCTGCTTCTTTGAATTTGCAATTCAACGTGAAATTCACC
ACAGGACTTGATAAGAAGAGGATTCCAACCCCTGTCTTTAGATTTACAGTCTAATGCTTACTCAGCCATCTTACCTATGT
TCATTAACCGCTGACTATTTTCAACTAACCACAAAGACATCGGCACTCTGTACCTCCTATTCGGCGCTTGAGCTGGAATA
GTAGGAACCGCCCTAAGCCTCCTAATCCGTGCTGAATTAGGTCAACCTGGGACCCTGCTGGGAGATGATCAGATCTACAA
TGTTATTGTAACTGCCCATGCATTCGTAATAATCTTCTTCATAGTCATACCCATCATGATCGGAGGATTTGGGAACTGAT
TAGTTCCCTTAATAATTGGAGCACCCGATATAGCCTTTCCCCGAATAAACAACATAAGCTTCTGATTACTTCCCCCATCA
TTCCTACTTCTTCTTGCTTCCTCAATAATTGAAGCAGGCGCTGGAACAGGCTGAACCGTATATCCTCCCCTAGCTGGAAA
TCTAGCGCACGCAGGGGCTTCTGTTGACTTAACCATCTTCTCCCTTCACCTAGCTGGTGTATCTTCAATTTTAGGTGCCA
TCAATTTCATTACCACAATCATCAACATAAAACCACCAGCCCTGTICCCAGTATCAAACCCCTCTATTCGTTTGATCCGTC
CTCATTACGGCAGTACTCCTTICTCCTAGCTCTTCCAGTCCTAGCAGCAGGTATTACTATGCTTCTCACAGACCGTAACTT
AAACACCACCTTCITCGATCCTGCAGGGGGAGGGGATCCAATCCTTTACCAACACCTATTCTGATTTTTCGGACACCCTG
AAGTCTACATTCTCATTCTGCCAGGCTTTGGTATAATCTCACACATCGTTACATATTATTCAGGTAAAAAAGAACCTTTC
GGCTACATGGGTATAGTATGAGCTATAATATCCATTGGCTTCCTAGGCTTCATCGTATGAGCTCACCACATGTTTACAGT
AGGTATAGACGTCGATACACGAGCATATTTCACATCAGCTACCATAATCATCGCCATCCCAACCGGTGTAAAAGTATTTA
GCTGACTAGCTACCCTGCACGGAGGAAATATCAAATGATCTCCAGCTATACTCTGAGCTCTAGGCTTCATCTTCTTATTC
ACAGTAGGAGGCCTAACAGGAATCGTCTTGGCTAACTCATCCCTAGATATTGTTCTCCACGATACTTATTATGTAGTAGC
ACATTTCCACTACGTCCTATCCATAGGAGCAGTCTTCGCCATTATGGGAGGATTTGTTCACTGATTCCCTCTATTCTCAG
GATATACACTCAATCAAACCTGAGCAAAAATCCACTTTACAATTATATTCGTAGGGGTCAATATAACTTTCTTCCCACAA
CACTTCCTTGGCCTCTCAGGAATACCACGACGCTATTCTGACTACCCGGACGCGTATACAACATGAAACACCATCTCATC
CATAGGATCTTTTATCTCACTCACAGCAGTAATACTAATAATCTTCATAATTTGAGAAGCATTCGCATCCAAACGAGAAG
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TGTCTACAGTAGAATTAACCTCAACTAACCTAGAATGACTACATGGATGCCCCCCACCATACCATACATTTGAAGAACCC
GCCTACGTAAACCTAAAATAAGAAAGGAAGGAATCGAACCCCCTCTAACTGGTTTCAAGCCAATATCATAACCACTATGT
CTTTCTCCATTAAACGAGGTATTAGTAAAAATTACATAACTTTGTCAAAGTTAAATTATAGGTTAAATCCCTATATACCT
CTATGGCCTACCCTTTCCAATTAGGATTCCAAGACGCAACATCCCCTATTATAGAAGAACTCCTACACTTCCATGACCAC
ACGCTAATAATCGTATTCTTAATTAGCTCTICTAGTGTTATACATTATCTCATCAATACTAACGACTAAATTAACCCACAC
CAGCACTATAGACGCCCAAGAAGTAGAAACAATTTGAACGATTCTACCAGCCATCATCCTTATTCTAATTGCCCTCCCAT
CCCTACGAATTCTATATATAATAGACGAGATTAACAACCCATCTCTCACAGTCAAAACAATAGGCCACCAATGATACTGA
AGTTACGAGTATACCGATTACGAAGACCTGACCTTCGACTCCTACATGATCCCCACATCAGACTTGAAACCAGGAGAACT
ACGTCTTCTAGAAGTCGACAACCGAGTGGTTCTTCCTATAGAAATAACTATCCGGATATTAATTTCATCCGAAGACGTAT
TACACTCATGAGCTGTCCCCTCCCTAGGCCTAAAAACGGACGCCATCCCTGGGCGCCTAAATCAGACAACTCTCGTAGCC
TCCCGACCAGGCCTTTACTATGGCCAATGCTCAGAGATTTGCGGATCAAACCACAGCTTTATACCAATTGTTCTTGAACT
AGTTCCACTGAAATACTTCGAAGAATGATCTGCATCAATACTATAAAATCACTAAGAAGCTAATACAGCGTTAACCTTTT
AAGTTAAAGACTGAGGGTTCAATCTCCCTCCCTAGTGATATGCCACAGTTGGATACATCAACATGATTTATTAATATCGT
CTCAATAATCCTAACTCTATTTATTGTATTCCAACTAAAAATTTCAAAGCACTCTTATCCAATACACCCAGAAGCTAAAA
CAACTAAAATAGCTAAACGCCTTACCCCTTGAGAATCAAAATGAACGAAAATCTATTCGCCTCTTTCGCTACCCCAACAA
TAATAGGCCTCCCTATTGTAATCCTAATCATTATATTCCCCAGCATCCTATTTCCCTCATCCAACCGACTAATTAACAAT
CGCCTAATCTCAATCCAACAATGGCTAGTCCAACTTACATCAAAACAAATAATAACCATCCATAACAATAAAGGACAAAC
CTGAACCCTCATACTCATGTCGCTAATCCTATTCATTGGTTCAACAAACTTATTGGGCCTACTACCCCACTCATTTACAC
CAACAACACAACTATCAATAAACCTAGGCATAGCCATCCCCCTGTGAGCAGGAACAGTATTCATAGGCTTTCGTCATAAA
ACAAAAGCAGCTCTAGCTCACTTTCTACCCCAAGGAACGCCCATTTTCCTCATTCCCATACTAGTAATTATTGAGACTAT
CAGTCTATTTATTCAACCAATAGCTCTAGCCGTACGGCTAACTGCTAATATTACTGCCGGACATCTTCTAATCCACCTTA
TCGGAGGAGCAACGCTAGCCCTCATAGACATTAGCCCCTCAACAGCCCTTATTACATTCATTATCCTGATTCTACTAACT
ATCCTCGAATTCGCAGTAGCCATAATCCAAGCCTATGTATTCACTCTCCTAGTAAGTCTCTACCTACACGATAACACCTA
ATGACCCACCAAACCCACGCCTACCACATAGTAAACCCCAGCCCATGACCACTTACAGGAGCCCTATCAGCCCTCCTAAT
AACATCAGGATTAGCCATGTGATTCCACTTTAACTCAACCCTACTTTTAGCTCTGGGACTATTAACCAACATCCTTACCA
TATATCAATGATGGCGAGACATCATCCGAGAAAGCACATTCCAAGGCCATCACACATCAATCGTCCAAAAAGGGCTCCGA
TATGGTATAATCCTTTTCATCATCTCAGAAGTCTTCTTCTTICTCTGGCTTCTTCTGAGCTTTCTACCACTCAAGCCTAGC
TCCTACACCCGAACTAGGCGGCTGCTGACCACCCACAGGTATCCACCCCCTAAACCCCCTAGAAGTCCCCTTACTCAATA
CCTCAGTGCTCCTAGCATCAGGAGTCTCCATCACCTGAGCCCACCATAGCCTGATAGAAGGGAACCGTAAAAACATGCTC
CAAGGCCTATTTATCACAATCTICTCTAGGCGTGTACTTCACTCTCCTTCAAGCCTCAGAATACTACGAAGCTTCATTTAC
TATTTCAGATGGGGTGTACGGATCGACATTTTTCGTAGCAACGGGATTTCACGGACTACACGTAATCATCGGATCCACCT
TCCTTATCGTATGCTTCCTACGCCAACTAAAGTTCCACTTTACATCCAGTCACCATTTCGGATTCGAAGCAGCCGCTTGA
TACTGACACTTCGTCGACGTAGTTTGACTATTCTTATATGTCTCTATCTATTGATGAGGATCCTATTCTTTTAGTATTGA
CCAGTACAATTGACTTCCAATCAATTAGCTTCGGTATAATCCCGAAAAAGAATAATAAATCTCATACTAACACTCCTCAC
CAATACATTACTAGCCTCGCTACTCGTACTCATCGCATTCTGATTACCACAACTAAACATCTATGCAGAAAAAACCAGCC
CATACGAATGCGGATTTGACCCAATAGGGTCAGCACGCCTCCCTTTCTCAATAAAATTTTTCTTAGTGGCGATTACATTC
CTGCTGTTCGACCTAGAAATCGCCCTCCTATTGCCCCTTCCATGAGCATCCCAGACAACTAACCTGAACACTATACTTAT
TATAGCACTAATCCTAATCTCTCTCCTAGCCATCAGCCTGGCTTACGAATGAACCCAAAAAGGGCTAGAATGAACTGAGT
ATGGTAATTAGTTTAAACCAAAACAAATGATTTCGACTCATTAAACTATGATTAACTTCATAATTACCAACATGTCACTA
GCCCACATTAATATCTTCCTAGCATTCACAGTTTCCCTCGTAGGCCTACTAATGTACCGATCCCACCTAATATCCTCACT
CCTATGCCTAGAAGGGATAATACTGTCACTATTCGTCATAGCAACCATAGTAGTTCTAAATACCCATTTCACACTAGCCA
GCATAATACCCATTATTTTACTAGTATTTGCTGCTTGCGAACGAGCATTAGGACTATCCTTACTAGTCATAGTCTCCAAC
ACTTATGGAGTGGACCACGTACAAAACCTCAACCTCCTCCAATGCTAAAAATCATCATCCCTACAATCATACTTATACCC
CTCACATGACTATCAAAAAAGAACATAATCTGAATTAACACCACAACCTACAGCCTATTAATCAGCCTTATCAGCTTATC
CCTCCTAAACCAGCCTAACAACAATAGCCTAAACTTCTCACTAATATTCTTCTCTGACCCTCTATCAGCTCCACTACTAG
TACTAACAACATGGCTACTTCCATTAATACTCATAGCCAGCCAGCACCACCTATCCAAAGAACCACTAATCCGAAAAANA
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CTCTACATCACCATGCTAGCCATACTTCAAACTTTCCTAATCATAACCTTTACCGCCACAGAACTAATCTCCTTCTATAT
CCTATTTGAAGCCACATTAGTTCCAACACTAATTATCATCACCCGCTGAGGTAACCAAACAGAACGCCTAAACGCAGGCC
TCTACTTTCTATTCTACACGCTAGTAGGCTCCCTCCCACTCTTAGTCGCACTAATCTCTATCCAAAACCTAACAGGCTCA
CTAAATTTCCTACTAATTCAATACTGAAACCAAGCACTACCCGACTCTTGATCTAATATCTTCTTATGATTAGCATGTAT
AATAGCGTTTATAGTTAAAATGCCCCTATACGGCCTTCGCCTCTGACTTCCGAAAGCCCATGTAGAAGCCCCAATCGCTG
GGTCCATAGTGCTAGCAGCCATCCTACTAAAACTAGGGGGCTACGGAATACTGCGAATTACAATAATGCTAAACCCCCAG
ACTAATTTTATAGCCTACCCCTTCCTCATACTATCTCTATGAGGAATAATCATAACTAGCTCCATCTGCTTACGACAAAC
TGATCTAAAATCACTCATTGCATACTCCTCTGTCAGCCATATAGCCCTAGTAATTGTAGCCGTCCTTATCCAAACACCAT
GAAGCTATATAGGGGCCACAGCCCTAATAATTGCCCACGGTCTTACGTCATCAATACTATTTTGCCTAGCAAACTCAAAT
TATGAACGCACTCATAGCCGAACCATAATCCTAGCCCGCGGACTTCAAACTCTCCTTCCCCTCATAGCAGCTTGATGACT
ATTAGCCAGCCTAACCAACCTGGCCCTCCCTCCCAGCATTAACCTAATCGGAGAACTATTCGTAGTAATATCATCATTCT
CATGGTCAAATATCACTATCATCCTCATAGGGGCCAACATCACCATCACCGCTCTCTACTCCCTCTACATACTAATTACT
ACACAACGAGGAAAATACACACACCATATCAACAGCATCAAACCCTCATTTACACGAGAAAACGCACTCATAGCCCTCCA
CATGACTCCCCTACTACTCCTATCACTTAACCCCAAAATCATCCTAGGCTTTACGTACTGTAAATATAGTTTAACAAAAA
CGCTAGATTGTGGATCTAGAAACAGAAACTCAATATTTCTTATTTACCGAGAAAGTATGCAAGAACTGCTAATTCATGCT
TCCGCGTCTGACAAACACGGCTCTCTCAAACTTTTAAAGGATAGGAGCTATCCGTTGGTCTTAGGAGCCAAAAAATTGGT
GCAACTCCAAGTAAAAGTAATTAACATATTCTCCTCCCTCATGCTAGCCTCATTATCAGTATTAACTCTACCAATCATAT
CATCAATCCTCAACACCCACAAAAACAGCACGTATCCTCATCACGTAAAAAACATCATTTCATATGCCTTCATTACCAGC
CTAATTCCTACCATAATATTTATTCACTCTGGACAAGAAACAATCATCTCAAACTGACACTGAATGACCATTCAAACCCT
CAAACTATCCCTAAGCTTCAAACTAGACTACTTCTCAATGATCTTTGTACCAGTAGCCCTATTCGTAACATGATCTATCA
TAGAATTCTCCCTATGATATATACACTCAGATCCTTACATTACTCGATTTTTTAAATACCTACTCACATTCCTTATTACC
ATAATAATCCTAGTCACAGCCAACAACCTCTTCCAACTGTTCATCGGATGAGAAGGAGTAGGCATCATATCATTCCTACT
AATCGGATGATGATATGGTCGAACAGATGCCAACACTGCAGCCCTCCAAGCAATTCTATACAACCGCATCGGAGACATTG
GTTTCATCATAGCCATAGCCTGATTCCTATTCAACACCAACACATGAGACCTACAACAAATCTTCATACTTGACCCTAAC
CTCACCAACCTCCCACTCTITAGGTCTCCTACTAGCTGCAACTGGCAAGTCTGCCCAATTCGGACTTCACCCATGACTTCC
CTCGGCCATAGAAGGTCCCACACCAGTCTCAGCCCTACTTCACTCCAGCACAATAGTTGTAGCAGGCGTTTTTCTACTAA
TCCGCTTCCATCCACTAATAGAAAACAACAAAACCATCCAATCACTTACCCTATGCCTGGGGGCTATCACCACACTATTC
ACAGCAATCTGTGCACTCACCCAAAACGACATCAAAAAAATCATCGCCTTCTCCACCTCCAGCCAACTAGGCTTAATAAT
TGTAACCATCGGTATTAATCAACCCTATCTAGCATTTCTCCACATCTGCACCCACGCATTCTTCAAAGCCATATTATTCA
TATGCTCTGGATCCATTATCCACAGCCTAAATGACGAGCAGGACATCCGAAAAACAGGCGGACTGTTTAATGCGATACCC
TTCACCACCACATCCCTAATTATCGGCAGTCTCGCACTCACCGGCATACCCTTCCTTACAGGCTTTTACTCCAAAGACCT
CATCATCGAAACTGCCAACACATCGTACACCAACGCCTGAGCCCTACTAATAACTCTCATCGCCACATCCCTCACAGCTG
TCTACAGCACCCGAATTATCTTCTTCGCACTCCTGGGACAACCCCGCTTCCTCCCTCTAACCACAATCAACGAAAACAAC
CCCTTTCTAATTAACTCCATTAAACGCCTCCTAATTGGCAGCATTTTCGCCGGATTCTTCATCTCTAACAATATCTACCC
TACAACCATCCCAGAAATAACCATGCCCATCTACATGAAACTTACCGCCCTCACGGTAACCATCCTAGGATTCACACTGG
CCCTAGAACTAAGCCTAATCACACACAACCTAAAACTAGAACACCCCACCAACATATTTAAATTCTCCAACCTCCTAGGA
TATTACCCAACAATTATACATCGACTCCCACCACTCGCAAACCTATCAATAAGCCAAAAATCAGCATCACTTCTACTAGA
CTCAATCTGACTAGAGAACATCCTACCAAAATCCATCTCCCAATTTCAAATAAAGACCTCAATCCTAATTTCCACCCAAA
AAGGCCAAATCAAATTATATTTCCTCTCATTCCTCATTACCCTCACCCTGAGCATACTACTTTTTAATCTCCACGAGTAA
CCTCTAAAATTACCAAGACCCCAACAAGCAACGACCAACCAGTCACAACCACAACCCAAGCCCCATAACTATACAATGCA
GCAACCCCTATAATCTCCTCACTAAACACTCCCGAATTTCCAATATCATAGATAGCTCAATGCCCCACACTACTAAATTT
AAACACCACCCCCACTTCCTCACTCTTCAGGACATATAAAACCAACATAACCTCCATCAATAACCCCAAAAGAAACACTC
CCATAACAGTCGCATTAGACACCCATACCTCAGGATACTGCTCAGTAGCTATAGCCGTTGTATAACCAAAAACAACCAAC
ATTCCTCCCAAATAAATTAAAAACACCATCAACCCTAAAAAGGACCCTCCAAAATTCATAATAATACCACAACCAACTCC
TCCACTTACAATCAACACTAAGCCCCCGTAAATAGGTGAAGGTTTTGAAGAAAAACCTACAAAACCAATAACAAAGATAA
CGCTCAAAATAAACACAATATATGTCATCATTATTCCCACGTGGAATCTAACCACGACTAATGACATGAAAAATCATCGT
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TGTATTTCAACTATAAGAACACTAATGACAAACATCCGAAARATCCCACCCGCTAATTAAAATCATCAATCACTCTTTTAT
CGACCTGCCAACCCCCTCAAACATTTCATCATGATGAAACTTTGGCTCCCTCCTAGGAATCTGCCTAATCCTCCAAATCC
TAACAGGCCTATTCCTAGCCATACACTACACATCAGACACTACAACTGCCTTCTCATCCGTCACCCATATCTGCCGAGAC
GTTAACTACGGATGAATCATTCGCTACCTCCATGCCAACGGAGCATCCATATTTTTCATCTGCCTCTTTATCCACGTAGG
GCGCGGCCTCTACTATGGCTCCTACACATTCCTAGAAACATGAAACATTGGAATTATCCTACTTTTCACAGTAATAGCCA
CAGCATTCATAGGCTATGTCCTACCATGAGGACAAATATCCTTCTGAGGAGCAACGGTCATTACAAACCTCCTATCAGCA
ATCCCCTACATCGGTACTACGCTCGTCGAATGAATCTGAGGTGGATTCTCAGTAGACAAAGCCACCCTTACCCGATTTTT
TGCCTTCCACTTTATTCTACCCTTTATCATCACAGCCCTGGTAATCGTCCATCTACTATTCCTCCACGAAACAGGATCCA
ACAACCCCTCAGGAATCCCATCTGACATAGACAAAATCCCATTCCACCCGTACTACACAAT TAAAGACATCCTAGGACTT
CTCCTCCTAGTCCTACTCCTACTAACCCTAGTATTATTCTCCCCTGACCTCCTAGGAGACCCAGACAACTACACCCCAGC
TAACCCCCTCAGCACTCCCCCTCATATTAAGCCAGAATGGTATTTCCTATTTGCT TACGCCATCCTACGCTCCATTCCCA
ACAAACTAGGTGGTGTATTAGCCCTTATCCTTTCCATCTTAATCCTAGCACTCATCCCTACCCTACACATGTCAAAACAA
CGAAGCATAATGTTCCGACCCCTTAGTCAATGCGTGTTCTGACTCTTAGTAGCAGACTTACTAACACTAACATGAATTGG
TGGCCAACCAGTAGAACACCCATACGTAATCATCGGCCAACTGGCCTCAATCCTCTACTTCTCCCTAATTCTCATCTTCA
TACCACTCGCAAGCACCATCGAAAACAACCTTCTAAAGTGAAGAGTCCCTGTAGTATATCACACATTACCCTGGTCTTGT
AAACCAGAAAAGGGGGAAACATTCCCCCCAAGGACTATCAAGGAAGAAGCTCTAGCTCCACCATCAACACCCAAAGCTGA
AATTCTACTTAAACTATTCCTTGATTTCCTCCCCTAAACGACAGCAATTCATCCTCATGTGCTATGTCAGTATTAAAATA
CACCCCCGCACAACACCATATCAGCTCAACATACAATACTCTATTAATACCCTATGTACATCGTGCATTARATTGTTCAC
CCCATGAATAATAAGCATGTACATAATATTATTTATCTTACATGAGTACATCATATTATTGATCGTACATACCCCATCCA
AGTCAAATCATTTCCAGCCAACACGCATATCACCACCCATATTCCACGAGCTTAATCACCAAGCCGCGGGAAATCAGCAA
TCCCTCCAATTACGTGTCCCAATCCTCGCTCCGGGCCCATCTAAACGTGGGGGT TTCTACGGTGAAACTATACCTGGCAT
CIGGTTCTTTCTTCAGGGCCATTCCCACCCAACCTCGCCCATTCTTTCCCCTTAAATAAGACATCTCGATGGACTAATGA
CTAATCAGCCCATGCTCACACATAACTGTGGTTTCATGCATTTGGTATCTTTTTATATT TGGGGATGCTGTGACTCAGCT
ATGGCCGTCAAAGGCCCCGACGCAGTCAATTAAATTGAAGCTGGACTTAAATTGAACGT TATTACTCCGCATCAGCAACC
ATAAGGTGTTATTCAGTCCATGGTAACAGGACATAAAGAACATGCACACCCACACACCCATGCGCGCACACACCCACACA
CCCATGCGCGCACACACCCACACACCCATGCGCGCACACACCCACACACCCATGCGCGCACACACCCACACACCCATGCG
CGCACACACCCACACACCCATGCGCGCACACACCCACACACCCATGCGCGCACACACCCACACACCCATGCGCGCACACA
CCCACACACCCATGCGCGCACACACCCACACACCCACACACCCACACACCCACACACGTTAAGCAAGTAATGTAACTTTC
TTAGTCAAACCCCCCCCACCCCCCATTAAACTCCGCAGATGTACATTTAACACAATCTTGCCAAACCCCGAAAACAAGAC
TAAACAATGCACAACACTTCAC_ACAAC TACGTTAACTCTACGCACTTGACAAGCCCAACA
GAACTTCCCTCCCTCCTCTTAATACCAACATGCTACTTTAATCAATAAAATTTCCATAGACAGGTATCCCCCTAGATCTG
ATTTCCCAAACCTACAAATCCTCTTCCCCA

mtDNAD-Loop region
Forward primer
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Equus caballus complete mitochondrial genome
Gen Bank reference: NC001640.1

GTTAATGTAGCTTAATAATATAAAGCAAGGCACTGAAAATGCCTAGATGAGTATTCTTACTCCATAAACACATAGGCTTG
GTCCTAGCCTTTTTATTAGTTATTAATAGAATTACACATGCAAGTATCCGCACCCCAGTGAGAATGCCCTCTAAATCACG
TCTCTACGATTAAAAGGAGCAGGTATCAAGCACACTAGAAAGTAGCTCATAACACCTTGCTCAGCCACACCCCCACGGGA
CACAGCAGTGATAAAAATTAAGCTATGAACGAAAGTTCGACTAAGTCATATTAAATAAGGGTTGGTAAATTTCGTGCCAG
CCACCGCGGTCATACGATTAACCCAAATTAATAAATCTCCGGCGTAAAGCGTGTCAAAGACTAATACCAAAATAAAGTTA
AAACCCAGTTAAGCCGTAAAAAGCTACAACCAAAGTAAAATAGACTACGAAAGTGACTTTAATACCTCTGACTACACGAT
AGCTAAGACCCAAACTGGGATTAGATACCCCACTATGCTTAGCCCTAAACTAAAATAGCTTACCACAACAAAGCTATTCG
CCAGAGTACTACTAGCAACAGCCTAAAACTCAAAGGACTTGGCGGTGCTTTACATCCCTCTAGAGGAGCCTGTTCCATAA
TCGATAAACCCCGATAAACCCCACCATCCCTTGCTAATTCAGCCTATATACCGCCATCTTCAGCAAACCCTAAACAAGGT
ACCGAAGTAAGCACAAATATCCAACATAAAAACGTTAGGTCAAGGTGTAGCCCATGGGATGGAGAGAAATGGGCTACATT
TTCTACCCTAAGAACAAGAACTTTAACCCGGACGAAAGTCTCCATGAAACTGGAGACTAAAGGAGGATTTAGCAGTAAAT
TAAGAATAGAGAGCTTAATTGAATCAGGCCATGAAGCGCGCACACACCGCCCGTCACCCTCCTTAAATATCACAAATCAT
AACATAACATAAAACCGTGACCCAAACATATGAAAGGAGACAAGTCGTAACAAGGTAAGTATACCGGAAGGTGTACTTGG
ATAACCAAAGTGTAGCTTAAACAAAGCATCCAGCTTACACCTAGAAGATTTCACTCAAAATGAACACTTTGAACTAAAGC
TAGCCCAAACAATACCTAATTCAATTACCCTTAGTCACTTAACTAAAACATTCACCAAACCATTAAAGTATAGGAGATAG
AAATTTTAACTTGGCGCTATAGAGAAAGTACCGTAAGGGAACGATGAAAGATGCATTAAAAGTACTAAACAGCAAAGCTT
ACCCCTTTTACCTTITTGCATAATGATTTAACTAGAATAAACTTAGCAAAGAGAACTTAAGCTAAGCACCCCGAAACCAGA
CGAGCTACCTATGAACAGTTACAAATGAACCAACTCATCTATGTCGCAAAATAGTGAGAAGATTCGTAGGTAGAGGTGAA
AAGCCCAACGAGCCTGGTGATAGCTGGTTGTCCAGAAACAGAATTTCAGTTCAAATTTAAATTTACCTAAAAACTACTCA
ATTCTAATGTAAATTTAAATTATAGTCTAAAAAGGTACAGCTTTTTAGATACAGGTTACAACCTTCATTAGAGAGTAAGA
ACAAGATAAACCCATAGTTGGCTTAAAAGCAGCCATCAATTAAGAAAGCGTTCAAGCTCAACGACACATCTATCTTAATC
CCAACAATCAACCCAAACTAACTCCTAATCTCATACTGGACTATTCTATCAACACATAGAAGCAATAATGTTAATATGAG
TAACAAGAATTATTTCTCCTITGCATAAGCTTATATCAGAACGAATACTCACTGATAGTTAACAACAAGATAGGGATAATC
CAAAAACTAATCATCTATTTAAACCATTGTTAACCCAACACAGGCATGCATCTATAAGGAAAGATTAAAAGAAGTAAAAG
GAACTCGGCAAACACAAACCCCGCCTGTTTACCAAAAACATCACCTCTAGCATTTCCAGTATTAGAGGCACTGCCTGCCC
AGTGACATCTGTTTAAACGGCCGCGGTATCCTAACCGTGCAAAGGTAGCATAATCACTTGTTCCCTAAATAGGGACTTGT
ATGAATGGCCACACGAGGGTTTTACTGTCTICTTACTTCCAATCAGTGAAATTGACCTTCCCGTGAAGAGGCGGGAATGAC
TAAATAAGACGAGAAGACCCTATGGAGCTTTAATTAACTGATTCACAAAAAACAACACACAAACCTTAACCTTCAGGGAC
AACAAAACTTTTGATTGAATCAGCAATTTCGGTITGGGGTGACCTCGGAGAACAAAACAACCTCCGAGTGATTTAAATCCA
GACTAACCAGTCAAAATATATAATCACTTATTGATCCAAACCATTGATCAACGGAACAAGTTACCCTAGGGATAACAGCG
CAATCCTATTCCAGAGTCCATATCGACAATTAGGGTTTACGACCTCGATGTTGGATCAAGACATCCTAATGGTGCAACCG
CTATTAAGGGTTCGTITTGTITCAACGATTAAAGTCTTACGTGATCTGAGTTCAGACCGGAGTAATCCAGGTCGGTTTCTAT
CTATTCTATACTTTTCCCAGTACGAAAGGACAAGAAAAGTAGGGCCCACTTTACAAGAAGCGCCCTCAAACTAATAGATG
ACATAATCTAAATCTAACTAATTTATAACTTCTACCGCCCTAGAACAGGGCTCGTTAGGGTGGCAGAGCCCGGAAATTGC
ATAAAACTTAAACCTTTACACTCAGAGGTTCAACTCCTCTCCCTAACAACATGTTCATAATTAACGTCCTCCTCCTAATT
GTCCCAATCTTGCTCGCCGTAGCATTCCTCACACTAGTTGAACGAAAAGTCTTAGGCTATATGCAACTTCGCAAAGGACC
CAACATCGTAGGCCCCTATGGCCTACTACAACCTATTGCCGATGCCCTCAAACTATTTATCAAAGAGCCACTACAACCAC
TAACATCATCGACATCCATATTCATCATCGCACCAATCCTAGCCCTAACCCTGGCCTTAACCATATGAATCCCTCTGCCC
ATACCATACCCACTAATCAACATAAACCTAGGAATTCTATTCATACTAGCCATGTCCAGCCTAGCTGTCTACTCAATCCT
TTGATCAGGATGGGCCTCAAACTCAAAATACGCCCTAATTGGAGCTCTACGAGCAGTAGCACAAACCATCTCATACGAAG
TAACTCTAGCAATCATCCTACTCTCAGTCCTCCTAATAAGCGGATCATTCACATTATCAACACTTATTATTACCCAAGAA
TACCTCTGATTAATCTTCCCATCATGACCCTTAGCCATAATGTGATTCATCTCAACATTAGCCGAAACCAACCGAGCTCC
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ATTTGACCTAACAGAAGGAGAATCAGAACTCGTICTCTGGATTCAACGTTGAATACGCAGCCGGCCCATTTGCTCTATTCT
TCCTAGCAGAATACGCAAACATCATCATGATAAACATCTTCACAACAACCCTATTTCTAGGAGCATTTCACAACCCCTAC
CTGCCAGAACTCTACTCAATTAATTTCACCATTAAAGCTCTCCTTCTAACATGTTCCTTCCTATGAATCCGAGCATCCTA
CCCACGATTCCGATATGACCAACTTATACACCTCCTATGAAAGAACTTCCTACCACTCACACTAGCCCTCTGCATATGAC
ACGTCTCACTTCCAATCATACTATCCAGCATCCCACCACAAACATAGGAAATATGTCTGACAAAAGAGTTACTTTGATAG
AGTAAAACATAGAGGCTCAAACCCTCTTATTTCTAGAACTACAGGAATTGAACCTGCTCCTGAGAATTCAAAATCCTCCG
TGCTACCGAATTACACCATGTCCTACAAGTAAGGTCAGCTAAATAAGCTATCGGGCCCATACCCCGAAAATGTTGGATTA
CACCCTTCCCGTACTAATAAATCCCCTTATCTTCACAACTATTCTAATAACAGTTCTTCTAGGAACTATAATCGTTATAA
TAAGCTCACACTGACTAATAATCTGAATCGGATTTGAAATAAATCTACTAGCCATTATCCCTATCCTAATAAAAAAGTAC
AATCCCCGAACCATAGAAGCCTCCACCAAATATTTTCTAACCCAAGCCACCGCATCAATACTCCTCATAATAGCGATCAT
CATTAACCTCATACACTCAGGCCAATGAACAATCACAAAAGTCTTCAACCCCACAGCGTCCATCATTATAACTTCAGCTC
TCGCCATAAAACTTGGACTCACACCATTCCACTTCTGAGTACCCGAAGTCACACAGGGCATCTCATTAACATCAGGTCTC
ATCCTACTTACATGACAAAAACTAGCCCCAATATCAATCCTATATCAAATCTCACCCTCAATTAACCTAAATATCTTATT
AACTATAGCCGTACTGTCAATCCTAGTAGGAGGCTGAGGCGGTCTCAACCAAACCCAACTACGAAAAATCATAGCATACT
CGTCAATCGCGCATATAGGATGAATAACAGCTGTCCTAGTATATAACCCAACACTAACAATACTAAACATATTAATTTAC
ATTATAATAACACTCACAATATTCATACTATTTATCCACAGCTCCTCTACTACAACACTATCACTCTCCCACACATGAAA
CAAAATACCTCTAACCACTACACTAATCTTAATTACCTTACTATCCATAGGAGGCCTCCCCCCACTATCAGGATTCATAC
CCAAATGAATAATCATTCAAGAGCTCACCAAAAATAGCAGCATCATCCTCCCCACACTAATAGCCATTATAGCACTACTC
AACCTCTACTTCTACATACGACTAACCTATTCCACCTCACTGACCATATTCCCATCCACAAACAACATAAAAATAAAATG
ACAATTCGAAACCAAACGAATTACTCTCTTACCCCCGTTAATTGTTATATCCTCCCTACTCCTCCCCCTAACCCCCATAC
TATCAATTTTGGACTAGGAATTTAGGTTAACATCCCAGACCAAGAGCCTTCAAAGCTCTAAGCAAGTGAATCCACTTAAT
TCCTGCATACTAAGGACTGCGAGACTCTATCTCACATCAATTGAACGCAAATCAAACTCTTTTATTAAGCTAAGCCCTTA
CTAGATTGGTGGGCTACCATCCCACGAAATTTTAGTTAACAGCTAAATACCCTAATCAACTGGCTTCAATCTACTTCTCC
CGCCGCCTAGAAARAAANAGGCGGGAGAAGCCCCGGCAGAAATTGAAGCTGCTCCTTTGAATTTGCAATTCAATGTGAAAAT
TCACCACGGGACTTGATAAGAAGAGGATTCCAACCCCTGTCTITTAGATTTACAGTCTAATGCTTACTCAGCCATCTTACC
TATGTTCATCAACCGCTGACTATTTTCAACTAACCACAAAGACATCGGCACTCTGTACCTCCTATTCGGCGCTTGAGCTG
GAATAGTAGGAACTGCCCTAAGCCTCCTAATCCGTGCTGAATTAGGCCAACCTGGGACCCTACTAGGAGATGATCAGATC
TACAATGTCATTGTAACCGCCCATGCATTCGTAATAATTTTCTTTATGGTCATACCCATTATAATCGGAGGATTCGGAAA
CTGATTAGTCCCCCTGATAATTGGAGCACCTGATATAGCTTTCCCCCGAATAAACAACATAAGCTTCTGATTACTTCCCC
CATCATTCCTACTTCTTCTICGCTTCCTCAATAATTGAAGCAGGTGCCGGAACAGGCTGAACCGTATATCCTCCTCTAGCT
GGAAATCTGGCGCATGCAGGAGCCTCTGTTGACTTAACCATTTTCTCTCTCCACCTAGCTGGGGTGTCCTCGATTTTAGG
TGCCATCAACTTTATTACCACAATCATTAACATAAAACCACCAGCCCTATCCCAATATCAAACCCCCCTATTCGTTTGAT
CTGTCCTTATTACGGCAGTACTCCTTCTCCTAGCCCTCCCGGTCCTAGCAGCAGGCATTACCATGCTTCTCACAGACCGT
AACCTGAACACTACTTTICTTCGACCCCGCAGGAGGAGGGGATCCAATCCTTTATCAACACCTATTCTGATTICTTCGGACA
CCCCGAAGTCTATATTCTTATCCTACCAGGCTTCGGTATAATCTCACACATCGTCACATACTACTCAGGTAAAAAGGAAC
CTTTTGGCTACATGGGTATAGTGTGAGCTATAATATCCATTGGCTTTCTAGGCTTCATCGTATGGGCTCACCACATGTTT
ACAGTAGGGATAGACGTTGACACACGAGCATACTTCACATCAGCTACCATAATCATCGCTATCCCTACTGGTGTAAAAGT
ATTCAGCTGACTAGCCACCCTGCACGGAGGAAATATCAAATGATCTCCAGCTATACTCTGAGCTCTAGGCTTCATCTTCT
TATTCACAGTAGGAGGTCTAACAGGAATCGTCCTAGCTAACTCATCCCTAGATATTGTTCTCCACGATACTTATTATGTA
GTAGCACATTTCCATTATGTCCTGTCTATAGGAGCAGTCTTCGCCATTATGGGGGGATTTGTACACTGATTCCCTCTATT
CTCAGGATACACACTCAACCAAACCTGAGCAAAAATCCACTTTACAATTATATTCGTAGGGGTAAATATAACCTTCTTCC
CACAACATTTCCTTGGCCTCTCAGGAATGCCACGACGCTATTCTGATTATCCAGACGCATATACAACATGAAATACCATC
TCATCCATAGGATCTTTTATCTCACTTACAGCAGTGATACTAATAATTTTCATAATTTGAGAAGCGTTCGCATCCAAACG
AGAAGTGTCTACAGTAGAATTAACCTCAACTAATCTGGAATGACTACACGGATGCCCCCCACCATACCACACATTTGAAG
AACCCACCTACGTAAACCTAAAATAAGAAAGGAAGGAATCGAACCCCCTCTAACTGGTTTCAAGCCAATATCATAACCAC
TATGTCTTTCTCCATCAATTGAGGTATTAGTAAAAATTACATGACTTTGTCAAAGTTAAATTATAGGTTAAACCCCTATA
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TACCTCTATGGCCTACCCCTTCCAACTAGGATTCCAAGACGCAACATCCCCTATTATAGAAGAACTCCTACACTTCCACG
ACCACACACTAATAATCGTATTCCTAATTAGCTCTCTAGTATTATATATTATCTCATCAATACTAACAACTAAATTAACC
CATACCAGCACCATAGATGCTCAAGAAGTAGAGACAATTTGAACGATTTTACCAGCCATCATCCTTATTCTAATCGCCCT
CCCATCCCTACGAATTCTATATATAATAGATGAAATCAATAATCCGTCCCTCACAGTCAAAACAATAGGCCACCAATGAT
ACTGAAGCTACGAGTATACCGATTACGAAGACTTGACCTTTGACTCCTACATGATCCCCACATCAGACCTAAAACCAGGA
GAATTACGTCTTCTAGAAGTCGACAATCGAGTGGTTCTCCCCATAGAAATAACCATCCGAATGCTAATTTCATCCGAAGA
CGTCCTACACTCATGAGCTGTGCCCTCCCTAGGCCTAAAAACAGACGCTATCCCTGGGCGCCTAAATCAGACAACTCTCG
TGGCCTCTCGACCAGGACTTTACTACGGTCAATGCTCAGAGATCTGCGGATCAAACCACAGCTTTATACCAATTGTCCTT
GAACTAGTTCCACTGAAACACTTCGAAGAATGATCTGCATCAATATTATAAAGTCACTAAGAAGCTATTATAGCATTAAC
CTTTTAAGTTAAAGATTGAGGGTTCAACCCCCTCCCTAGTGATATGCCACAGTTGGATACATCAACATGATTTATTAATA
TCGTCTCAATAATCCTAACTCTATTTATTGTATTTCAACTAAAAATCTCAAAGCACTCCTATCCGACACACCCAGAAGTA
AAGACAACCAAAATAACAAAACACTCTGCCCCTTGAGAATCAAAATGAACGAAAATCTATTCGCCTCTTTCGCTACCCCA
ACAATAGTAGGCCTCCCTATTGTAATTCTGATCATCATATTTCCCAGCATCCTATTCCCCTCACCCAACCGACTAATCAA
CAATCGCCTAATCTCAATTCAACAATGGCTAGTCCAACTTACATCAAAACAAATAATAGCTATCCATAACAGCAAAGGAC
AAACCTGAACTCTTATACTCATATCACTGATCCTATTCATTGGCTCAACAAACTTATTAGGCCTACTACCTCACTCATTT
ACACCAACAACACAACTATCAATAAACCTAGGCATAGCTATTCCCCTATGGGCAGGGACAGTATTCATAGGCTTTCGTCA
CAAAACAAAAGCAGCCCTAGCCCACTTTCTACCTCAAGGGACGCCCATTTTCCTCATCCCCATACTAGTAATTATCGAGA
CTATCAGCCTATTTATTCAACCTGTAGCCCTAGCCGTGCGGCTAACCGCTAACATTACCGCCGGACACCTCCTAATACAC
CTCATCGGAGGGGCAACACTAGCCCTCATAAGCATCAGCCCCTCAACAGCCCTTATTACGTTTATCATCCTAATTCTACT
AACTATCCTCGAATTCGCAGTAGCTATAATCCAAGCCTACGTATTCACTCTCCTGGTAAGCCTTTACTTACACGACAACA
CCTAATGACCCACCAAACCCACGCTTACCACATAGTAAACCCCAGCCCATGACCACTTACAGGAGCCCTATCAGCCCTCC
TGATAACATCAGGACTAGCCATGTGATTTCACTTTAACTCAACCTTACTTCTAGCTATAGGGCTATTAACTAACATCCTT
ACCATATATCAATGATGACGAGACATCATCCGAGAAAGCACATTCCAAGGCCATCACACATCAATCGTTCAAAAGGGACT
CCGATATGGCATAATCCTTTTTATTATCTCAGAAGTCTTCTTCTTCTCTGGCTTCTTCTGAGCCTTTTACCACTCAAGCC
TAGCCCCCACACCCGAACTAGGCGGCTGCTGACCACCCACAGGTATCCACCCCTTAAACCCCCTAGAAGTCCCCTTACTC
AACACCTCAGTIGCTCCTAGCATCTGGAGTCTCTATCACCTGAGCCCACCATAGCCTAATAGAAGGAAACCGTAAAAATAT
GCTCCAAGGCCTATTCATCACAATTTCACTAGGCGTATACTTCACCCTTCTCCAAGCCTCAGAATACTATGAAGCCTCAT
TTACTATTTCAGATGGAGTATACGGATCAACATTTTTCGTAGCAACAGGGTTCCACGGACTACACGTAATTATCGGATCT
ACCTTCCTCATTGTATGTTTCCTACGCCAACTAAAATTCCACTTTACATCCAGCCACCACTTCGGATTCGAAGCAGCCGC
TTGATACTGACACTTCGTCGACGTAGTCTGACTATTCTTGTACGTCTCTATTTATTGATGAGGATCCTATTCTTTTAGTA
TTGACCAGTACAATTGACTTCCAATCAATCAGCTTCGGTATAACCCGAAAAAGAATAATAAACCTCATACTGACACTCCT
CACTAACACATTACTAGCCTCGCTACTCGTACTCATCGCATTCTGACTACCACAACTAAACATCTATGCAGAAAAANCCA
GCCCATATGAATGCGGATTTGACCCTATAGGGTCAGCACGCCTCCCCTTCTCAATAAAATTTTTCTTAGTGGCCATTACA
TTTCTGCTATTCGACTTAGAAATTGCCCTCCTATTACCCCTTCCATGAGCATCCCAAACAACTAACCTAAACACTATACT
TATCATAGCACTAGTCCTAATCTCTICTTCTAGCCATCAGCCTAGCCTACGAATGAACCCAAAAAGGACTAGAATGAACTG
AGTATGGTAATTAGTTTAAACCAAAACAAATGATTTCGACTCATTAAACTATGATTAACTTCATAATTACCAACATGTCA
CTAGTCCATATTAATATCTTCCTAGCATTCACAGTATCCCTCGTAGGCCTACTAATGTACCGATCCCACCTAATATCCTC
ACTCCTATGCCTAGAAGGAATAATACTATCACTATTCGTCATAGCAACCATAATAGTCCTAAACACCCACTTCACACTAG
CTAGTATAATACCTATCATCTTACTAGTATTTGCTGCCTGCGAACGAGCTCTAGGATTATCCCTACTAGTCATAGTCTCC
AATACTTATGGAGTAGACCACGTACAAAACCTTAACCTCCTCCAATGCTAAAAATTATCATTCCCACAATCATACTTATG
CCCCTTACATGACTATCAAAAAAGAATATAATCTGAATCAACACTACAACCTATAGTCTATTAATCAGCCTTATCAGCCT
ATCCCTCCTAAACCAACCTAGCAACAATAGCCTAAACTTCTCACTAATATTCTTCTCCGATCCCCTATCAGCCCCACTTC
TGGTGTTGACAACATGACTACTGCCACTAATACTCATAGCCAGCCAACACCATCTATCTAAGGAACCACTAATCCGAAAA
AAACTCTACATCACCATGCTAACCATACTTCAAACTTTCCTAATCATGACTTTTACCGCCACAGAACTAATCTCCTTICTA
CATCCTATTTGAAGCCACATTAGTTCCAACACTAATTATCATCACCCGCTGAGGCAACCAAACAGAACGCCTGAACGCAG
GCCTCTACTTCCTATTCTACACACTAATAGGTTCCCTCCCACTCTTAGTTGCACTAATCTCTATCCAAAACCTAACAGGC
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TCACTAAACTTCCTATTAATTCAATACTGAAACCAAGCACTACCCGACTCTTGATCCAATATTTTCCTATGACTAGCATG
TATAATAGCATTCATAGTCAAAATACCGGTATATGGTCTTCACCTICTGACTCCCAAAAGCCCATGTAGAAGCCCCAATTG
CCGGATCCATAGTGCTAGCAGCCATTCTACTAAAACTAGGAGGCTACGGAATACTACGAATTACAACAATACTAAACCCC
CAAACTAGCTTTATAGCCTACCCCTTCCTCATACTATCCCTGTGAGGAATAATCATAACTAGTTCCATCTGCTTGCGACA
AACCGATCTAAAATCACTTATTGCATACTCCTICTGTCAGCCACATAGCCCTAGTAATCGTAGCCGTCCTCATCCAAACAC
CATGAAGTTATATAGGAGCTACAGCCCTAATAATCGCTCACGGCCTTACATCATCAATACTATTCTGCCTGGCAAACTCA
AATTACGAACGTACCCATAGCCGAACTATAATCCTAGCCCGCGGGCTTCAAACACTTCTTCCCCTTATAGCAGCCTGATG
ACTATTAGCCAGCCTAACCAACCTGGCCCTCCCTCCCAGCATTAACCTAATTGGAGAGCTATTCGTAGTAATATCATCAT
TCTCATGATCAAATATTACCATTATCCTAATAGGAGCCAATATCACCATCACCGCCCTCTACTCCCTATACATACTAATC
ACAACACAACGAGGGAAATACACACACCATATCAACAGCATTAAACCTTCATTTACACGAGAAAACGCACTCATGGCCCT
CCACATGACTCCCCTACTACTCCTATCACTTAACCCTAAAATTATCCTAGGCTTTACGTACTGTAAATATAGTTTAACAA
AAACACTAGATTGTGGATCTAGAAACAGAAACTTAATATTTCTTATTTACCGAGAAAGTATGCAAGAACTGCTAATTCAT
GCCCCCATGTCCAACAAACATGGCTCTCTCAAACTTTTAAAGGATAGGAGCTATCCGTTGGTCTTAGGAACCAAAARAATT
GGTGCAACTCCAAATAAAAGTAATCAACATGTTCTCCTCCCTCATACTAGTTTCACTATTAGTACTAACCCTCCCAATCA
TATTATCAATCTTCAATACCTACAAAAACAGCACGTTCCCGCATCATGTAAAAAACACTATCTCATATGCCTTCATTACT
AGCCTAATTCCCACTATAATATTTATTCACTCTGGACAAGAAACAATTATCTCAAACTGACACTGAATAACCATACAAAC
CCTCAAACTATCCCTAAGCTTCAAACTAGATTACTTCTCAATAATTTTCGTACCAGTAGCCCTATTCGTAACATGATCTA
TTATGGAATTCTCCCTATGATACATGCACTCAGATCCTTACATTACTCGATTTTTTAAATACTTACTTACATTCCTCATC
ACTATAATAATTCTAGTCACAGCTAACAACCTTTTCCAACTGTTCATCGGATGGGAGGGAGTAGGCATCATGTCATTCTT
ACTAATCGGATGATGATACGGCCGAACAGATGCCAACACCGCGGCCCTTCAAGCAATCCTTTATAACCGCATCGGGGATA
TCGGCTTCATCATGGCCATAGCCTGATTCCTATTCAACACCAACACATGAGACCTCCAACAAATCTTCATACTCGACCCC
AACCTTACCAACCTCCCGCTCCTAGGCCTCCTCCTAGCCGCAACTGGCAAATCCGCTCAATTTGGACTCCACCCATGACT
TCCTTCAGCCATAGAGGGCCCTACACCAGTCTCAGCCCTACTCCACTCCAGCACAATAGTTGTAGCAGGCGTCTTCCTGC
TAATCCGCTTCCATCCACTAATAGAAAACAACAAAACAATCCAGTCACTTACCCTATGCCTAGGAGCCATCACCACACTA
TTCACAGCAATCTGCGCACTCACTCAAAACGATATCAAAAAAATCATTGCTTTCTCCACCTCCAGCCAACTAGGCCTGAT
AATCGTAACCATCGGTATCAATCAACCCTACCTAGCATTCCTCCACATTTGCACTCACGCATTCTTCAAAGCTATACTAT
TTATATGTTCCGGATCCATTATCCACAGCCTAAATGACGAGCAAGATATCCGAAAAATAGGCGGACTATTTAATGCAATA
CCCTTCACCACCACATCTICTAATTATTGGCAGCCTTGCACTCACCGGAATTCCTTTCCTCACAGGCTTCTACTCCAAAGA
CCTCATCATCGAAACCGCCAACACATCGTACACCAACGCCTGAGCCCTACTAATAACTCTCATTGCCACATCCCTCACAG
CTGTCTACAGTACCCGAATCATCTTICTTTGCACTCCTAGGGCAACCCCGCTTCCTCCCTCTGACCTCAATCAACGAAAAT
AACCCCTTTCTAATTAACTCCATCAAACGCCTCTTAATTGGCAGCATTTTTGCCGGATTCTTCATCTCCAACAATATCTA
CCCCACAACCGTCCCAGAAATAACCATACCTACTTACATAAAACTCACCGCCCTCGCAGTAACCATCCTAGGATTTACAC
TAGCCCTAGAACTAAGCTTGATAACCCATAACTTAAAACTAGAACACTCCACCAACGTATTCAAATTCTCCAACCTCCTA
GGATACTACCCAACAATTATACACCGACTCCCACCGCTCGCTAACCTATCAATAAGCCAAAAATCAGCATCACTTCTACT
AGACTCAATCTGACTAGAAAACATCCTGCCAAAATCTATCTCCCAGTTCCAAATAAAAACCTCGATCCTAATTTCCACCC
AAAAAGGACAAATCAAATTATATTTCCTCTCATTCCTCATCACCCTTACCCTAAGCATACTACTTTTTAATCTCCACGAG
TAACCTCTAAAATTACCAAGACCCCAACAAGCAACGATCAACCAGTCACAATCACAACCCAAGCCCCATAACTATACAAT
GCAGCAGCCCCTATAATTTCCTCACTAAACGCCCCAGAATCTCCAGTATCATAAATAGCTCAAGCCCCCACACCACTAAA
CTTAAACACTACCCCCACTTCCTCACTCTTCAGAACATATAAAACCAACATAACCTCCATCAACAACCCTAAAAGAAATA
CCCCCATAACAGTCGTATTAGACACCCATACCTCAGGATACTGCTCAGTAGCCATAGCCGTTGTATAACCAAAAACAACC
AACATTCCTCCCAAATAAATCAAAAACACCATCAACCCCAAAAAGGACCCTCCAAAATTCATAATAATACCACAACCTAC
CCCTCCACTTACAATCAGCACTAAACCCCCATAAATAGGTGAAGGTTTTGAAGAAAACCCCACAAAACTAACAACAAAAA
TAACACTCAAAATAAACACAATATATGTCATCATTATTCCCACGTGGAATCTAACCACGACCAATGACATGAAAAATCAT
CGTTGTATTTCAACTATAAGAACACCAATGACAAACATCCGGAAATCTCACCCACTAATTAAAATCATCAATCACTCTTT
TATTGACCTACCAGCCCCCTCAAACATTTCATCATGATGAAACTTCGGCTCCCTCCTAGGAATCTGCCTAATCCTCCAAA
TCTTAACAGGCCTATTCCTAGCCATACACTACACATCAGACACGACAACTGCCTTCTCATCCGTCACTCACATCTGCCGA
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GACGTTAACTACGGATGAATTATTCGCTACCTCCATGCCAACGGAGCATCAATATTTTTTATCTGCCTCTTCATTCACGT
AGGACGCGGCCTCTACTACGGCTCTTACACATTCCTAGAGACATGAAACATTGGAATCATCCTACTTTTCACAGTTATAG
CTACAGCATTCATGGGCTATGTCCTACCATGAGGCCAAATATCCTTTTGAGGAGCAACAGTCATCACGAACCTCCTATCA
GCAATTCCCTACATCGGTACTACCCTCGTCGAGTGAATCTGAGGTGGATTCTCAGTAGACAAAGCCACCCTTACCCGATT
TTTTGCTTTCCACTTCATCCTACCCTTCATCATCACAGCCCTGGTAGTCGTACATTTACTATTTCTTCACGAAACAGGAT
CTAATAACCCCTCAGGAATCCCATCCGATATGGACAAAATCCCATTCCACCCATATTATACAATTAAAGACATCCTAGGA
CICCICCTCCIGATCTTGCTCCTACTAACTCTAGTATTATTCICCCCCGACCTCUTAGEGAGACCCAGACAACTACACCLCE
AGCTARCCCTCTCAGCACTCCCCCTCATATTAAACCAGAATGETACTTCCTGTITTGCCTACGCCATCCTACGCTCCATTC
CCAACAAACTAGGCGGCGTATTAGCCCTAATCCTCTCCATCCTGATCCTAGCACTCATCCCCACCCTCCACATATCAAAA
CAACGAAGCATAATATTCCGGCCTCTCAGCCAATGCGTATTCTGACTCTTAGTGGCAGACTTACTGACACTAACATGAAT
CGGCGGACAGCCAGTGGAACACCCATACGTAATTATCGGCCAACTGGCCTCAATCCTCTACTTCTCCCTAATTCTCATTT
TTATACCACTCGCAAGCACCATCGAAAACAATCTTCTAAAATGAAGAGTCCCTGTAGTATATCGCACATTACCCTGGTCT
TGTAAACCAGAAAAGGGGGAAAACGTTTCCTCCCAAGGACTATCAAGGAAGAAGCTCTAGCTCCACCATCAACACCCAAA
GCTGAAATTCTACTTAAACTATTCCTTGATTTCTTCCCCTAAACGACAACAATTTACCCTCATGTGCTATGTCAGTATCA
CAT AT ACICCCIC Al adiaval A0 AT ACCIC ACICING AC AING CARIEATC INEAING A NG EUIT TATGIEACECEING CANNTEARATTTG,
EERCECE CAMEZRE 2AA L GEL TGRACZTIR A ANTC IR ACIERA G E ARG A CANEAN AT MECARCETCCANAEEE T
ATCCARCGTCAATTCATTNCCACTCAAEACEEATATCACLCECELTETTCCACEACOTTANATCACCALGCECEOCEEARATE
AGCAACCCMECERACTACCTETCCCAATMEGERCCETECCCEEECEATECAAACETCCCEETTTETRACAT TGAAACT AT G
B0 R ISR C . GCGGCCATTCCCACCCAARCCTCGCCCATTCTTTCCCCTTAAATAAGACATCTCGATGGACT
BACACTRAZMEACECCANCUTE 20 20 A2 ARG G AR CE AVHC S TG G AT CT R AT ATMSRGE GE A TGO ATNE ACTE
CAEETATCECEETEAAACCECTCEATCCACTOAATIA ARTTICAACETRGEACTITARLTNCAACCTIATTICETNCCECATCAG
CARECATAZGENEI T ANNEAGTCCATGEETAGCEEERE AT AEEAZAL AGENECACCITEIEEACTTETEE AL CTETECACTT
CIHEEACCTETEC ACICIE NG ACCIETEEACCTENEC ACCIREIHELE ACTNENGECACCHEIGE ACTINEINEE ACCHEINGE AT
GTECACETETECACCTETEEACETETECACCTETEEACCTENECACCTETECATETETECACCTGTECACCTETECACET
GIGCCACCTEIECACCTGTEEACCTENECACCTEGTCEACCTACCCECECACTAAGCAMAGTAATATAGCETTTECTTAATEALA
CCCCCCCTACCCCCCATTARACTCCACATATGTACA T T N S CCAAANACAAGACTARARACAATG
CrOAATR ARG ARG L A GO ACCCIMGEE 2 TRCEO P @ L TRET AAGREAACACACET A2 07 A TCREZAE AC ARG TIETEC OO
CORECE AT AL ACTICARE AN TIACINNIE AGINC AT AEVEA IR INILEIE AdEAGAC GG N CICI C L AG AL AA NI INILC T2 VA T
CHGICARCCCTITCTTECICET

mtDNA D-Loop region
Forward primer
Reverse primer



