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Nessun Dorma

Nessun dorma! nessun dormal!
Tu pure, o, principessa,
Nella tua fredda stanza,

Guardi le stelle
Che fremono d'amore
E di speranza.

Ma il mio mistero e chiuso in me,
Il nome mio nessun sapra!
No, no, sulla tua bocca lo diro
Quando la luce splendera!

Ed il mio bacio sciogliera il silenzio

Che ti fa mia!

(il nome suo nessun sapral...

E noi dovrem, ahime, morir!)

Dilegua, o notte!
Tramontate, stelle!
Tramontate, stelle!

All'alba vincero!
Vincero, vincero!

Giacomo Puccini

In memoriam
LUIZ CARLOS DE PAULA COSTA
% 23/08/1945
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“O que tem comecgo, tem fim.”

Nicolau Maquiavel
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RESUMO

Toxoplasma gondii é o agente etiolégico da toxoplasmose, doenca com ampla
distribuicdo mundial, principalmente no Brasil. A patogenia desta doenga envolve
alteragBes oculares, malformacdes fetais, hidrocefalia e neuropatias, porém na maioria
das vezes ndo ha manifestacBes clinicas nos individuos infectados. Este protozoario
apresenta linhagens clonais (I, 1l e Ill) e recombinantes que diferem entre si
principalmente pelas propriedades de viruléncia. As cepas recombinantes sao
encontradas preferencialmente em paises de clima quente e imido, como América do
Sul e Africa. As linhagens de T. gondii brasileiras isoladas de animais domésticos e de
amostras clinicas sdo designados como tipo Brl a BrlV, sendo que a Brl é mais
frequente em pacientes com toxoplasmose ocular. Uma das principais formas de
infeccdo € por meio da ingestdo de oocistos que contaminam alimentos, dgua e o solo e,
por causa disto, a utilizacdo de sentinelas de contaminacdo ambiental e dispersdo, como
as galinhas criadas de forma extensiva, tém sido utilizadas devido ao fato delas se
alimentarem no solo. Desta forma, realizamos um levantamento sorol6gico de T. gondii
em galinhas criadas de forma extensiva no Municipio de Uberlandia; isolamos e
caracterizamos a viruléncia das novas cepas de T. gondii obtidas e caracterizamos
geneticamente uma nova cepa. O nosso levantamento sorolégico identificou uma
porcentagem de 89,91 % de positividade nas 216 amostras avaliadas. Destas amostras
conseguimos isolar trés novas cepas (TgChBrUD3, TgChBruD4 e TgChBrUD5) que
apresentaram diferencas na viruléncia em camundongos BALB/c. As cepas
TgChBrubD3 e TgChBrUDS apresentaram alta viruléncia enquanto que na TgChBrUD4
nenhuma morte ou sinal de morbidade foi observado. Foi realizado um estudo de
genotipagem com as cepas TgChBrUD1 e TgChBruUD5 avaliando o polimorfismo de
sequéncias de microssatélites e dos genes SAG1, GRA6, GRA7, PK1 e ROP18, que
indicou que a cepa TgChBruUDS5 ¢ resultante de recombinagdes génicas entre as cepas
do Tipo I, 1l e 11, porém mais relacionadas com o tipo clonal I ou Brl. A alta viruléncia
deste isolado pode ser explicada pelo perfil Th2 da resposta induzido permitindo a
disseminacdo do parasito nos hospedeiros e possivelmente pela maior expressdo da
ROP 18, um dos principais fatores envolvidos na viruléncia. Nossos resultados
revelaram uma diversidade de gendtipos de T. gondii circulando no ambiente urbano e a
utilizacdo dos marcadores SAG1, PK1, GRA6, GRA7 e ROP18 sdo candidatos fortes
para a caracterizacdo génica de novas cepas isoladas.

Palavras-chave: Toxoplasma gondii, cepas recombinantes, SAG1, GRA6, GRA7, PK1,

ROP18, viruléncia e genotipagem.



ABSTRACT

Toxoplasma gondii is an ubiquitary parasite of animals and humans. We report here the
isolation and genotyping of a new T. gondii strains from free-range chicken in
Uberlandia, Brazil. The parasite showed new atypical genotypes when compared with
the clonal lineages (I, Il and I11). The virulence of this isolate, named TgChBrUDS5 was
tested using BALB/c mice in order to observe the mortality during the period of 30
days. All infected mice with 10° parasites died after 14" days post-infection.
TgChBRUDS5 genotyping was performed using the single nucleotide polymorphism
(SNP) by use of 7 microsatellite loci and 5 gene markers (GRA6, GRA7, SAG1, PK1
and ROP18 sequences). The comparison of microsatellite sequences and SNP indicate
that TQChBRUDS are resultant of combinations of Type I, 11 and Il strains, but more
related to the type clonal 1 or recombinant Brl. The genomic characterization of T.
gondii isolates based on SNPs constitutes a useful tool to determine the virulence
degrees of the parasite population, as mirror of its epidemiology and pathogenicity.

Key words: Toxoplasma gondii, recombinants strains, SAG1, GRA6, GRA7, PK1,
ROP18, virulence and genotyping.
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1. INTRODUCAO

1.1. Aspectos bioldgicos e ciclo de vida do Toxoplasma gondii

Toxoplasma gondii € um protozoario pertencente ao filo Apicomplexa, este filo encerra
diversas espécies de interesse clinico, entre elas, o Plasmodium, agente causador da malaria.
O T. gondii é um parasito intracelular obrigatdrio, agente etiolégico da toxoplasmose, doenca
com ampla distribuicdo mundial, preferencialmente em territorios de clima quente e Gmido,
que atinge animais, como mamiferos (inclusive o homem) e aves (BOOTHROYD, 2009).
Esta doenca apresenta quadro clinico variado, desde infeccdo assintomatica até manifestacdes
sistémicas extremamente graves como alteracdes oculares, malformacGes fetais, hidrocefalia,
neuropatias e alteragdes neuromusculares (DYBAS et al., 2008; PFAFF et al., 2014).

As formas de vida infectantes que T. gondii apresentam durante seu ciclo biologico séo:
taquizoitos, bradizoitos e esporozoitos (DUBEY; LINDSAY; SPEER, 1998; LUDER;
BOHNE; SOLDATI, 2001).

Os taquizoitos estdo envolvidos na fase aguda da doenca enquanto os bradizoitos, presentes
no interior de cistos teciduais, na fase cronica. Os esporozoitos, presentes no interior de
oocistos, estao relacionados com a dispersdo deste parasito no meio ambiente (BAKER, 1987;
GALLAS-LINDEMANN et al., 2013).

1.1.1. Taquizoitos

Os taquizoitos sao células alongadas e curvadas em forma de um arco, medindo em torno de 4
a 8 um de comprimento e 2 a 4 um de largura (SCHLUTER et al., 2014). Esta forma
apresenta um ciclo celular bastante ativo com a finalidade de disseminar o parasito no
hospedeiro, sendo capaz de invadir e proliferar teoricamente em qualquer tipo de célula
(DIAB; EL-BAHY, 2008).

Estas células apresentam organelas especificas do filo Apicomplexa, que formam o complexo
apical sendo constituido de: micronemas, roptrias, estruturas do citoesqueleto e condide (LI;
CHILD; BOGYO, 2012; ROBIBARO et al., 2001).

Micronemas estdo localizadas na regido anterior do taquizoitos, esta organela contem
proteinas envolvidas na invasdo (adesdo e mobilidade) do parasito no hospedeiro (SOLDATI;
DUBREMETZ; LEBRUN, 2001).
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As roptrias também sdo organelas secretoras (proteinas ROP), localizadas proximas as
micronemas e ligadas pela porc¢do anterior ao condide. A secrecdo desta organela aumenta a
fluidez da membrana da célula hospedeira facilitando a invasdo do parasito. As roptrias
também estdo envolvidas na formagdo do vactolo parasitéforo, estrutura formada apods a
invasdo na célula hospedeira, que ira acolher o parasito (FENTRESS et al., 2012; NICHOLS;
CHIAPPINO; O'CONNOR, 1983; SALIBA; KIRK, 2001).

O conoide é uma estrutura microfilamentosa (anéis filamentosos e microtdbulos) também
envolvido no processo de invasdo celular (WOODCROFT et al., 2012). Em todo o citosol
estdo distribuidas organelas esféricas denominadas de granulos densos que secretam diversas
proteinas durante a fase intracelular do ciclo biolégico (TOMAVO, 2014).

As principais proteinas de membranas expressas pelos taquizoitos sdo: SAG1, SAG2a, SAG3,
SR1, SR2 e SR3 (BOOTHROYD, 2009; LEKUTIS et al., 2001; SANTANA et al., 2012).
Estas proteinas estdo relacionadas com a adesdo do parasito a célula hospedeira e com a
ativacdo da resposta imune do hospedeiro (JUNG et al. 2004).

O apicoplasto, uma organela provavelmente relacionada evolutivamente ao cloroplasto,
provavelmente adquirida a partir de uma endossimbiose com algas vermelhas, também esta
presente nas formas de vida do T. gondii. Sua funcéo priméria parece estar relacionada com a
sintese de acidos graxos e isoprenoides (BREINICH et al., 2009; KIM; WEISS, 2004;
MORENO; AYONG; PACE, 2011; WALLER; MCFADDEN, 2005).

1.1.2 Bradizoitos

Os bradizoitos, formas celulares que apresentam um ciclo de replicacao lento, estdo presentes
no interior de cistos localizados em diverso tecidos do hospedeiro, principalmente tecido
neural e muscular (ZHANG et al., 1999). Estruturalmente sdo semelhantes aos taquizoitos, no
entanto, expressdo uma gama de proteinas bastante diferentes, entre elas as SAG2C, SAG2D,
SAG2X, SAG2Y, SR9 e SAG4 (DUBEY et al., 1998; KASPER, 1989; LEKUTIS et al.,
2001; LYONS; MCLEOD; ROBERTS, 2002; WEISS; KIM, 2000).

1.1.3 Esporozoitos
O esporozoitos apresenta uma forma ovalada e é encontrado dentro de oocistos dispersos nas

fezes de felinos, especialmente o gato domeéstico (100.000 oocistos/g de fezes). Em cada
oocisto estdo dispostos 8 esporozoitos (ELMORE et al., 2010; ZULPO et al., 2012).
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Os oocistos sdo muito resistentes no meio ambiente podendo sobreviver por longos periodos
de tempo em solo Umido e sombreado devido a presenca de uma parede bastante resistente
(DUMETRE et al., 2013; SU et al., 2003).

1.2. Descoberta e descri¢do do T. gondii

Os pesquisadores Charles Nicolle e Louis Manceaux do Instituto Pasteur da Tunisia em 1908
foram os responsaveis pela descoberta do T. gondii. Em suas pesquisas sobre leishmaniose,
eles utilizavam o roedor africano Ctenodatylus gundi e isolaram deste animal um parasito que
apresentava diferencas morfofisiologicas em relacdo aos do género Leishmania. Outra
importante caracteristica detectada foi a presenca de parasitos livres e no interior de células
mononucleadas fora do sangue (DUBEY, 2008).

No inicio, esta nova espécie fora designada de Leishmania gondii (FERGUSON, 2009). De
forma independente, no ano de 1909, o pesquisador brasileiro Affonso Splendore estudando a
leishmaniose visceral em coelhos também observou a presenca de parasitos diferentes com
formas multiplas de divisdo, aos quais denominou de esquizogdnicos, e a presenca de cistos
tipicos nos tecidos. Splendore denominou este novo parasito de Toxoplasma cuniculi
(FERGUSON, 2009; KIM; WEISS, 2008; WEISS; DUBEY, 2009).

Diversos casos de hidrocefalia e encefalites em criancas foram descritos no inicio do século
XX sem conhecer o0 agente etioldgico, no Brasil no ano de 1927 Mangarino Torres descreveu
um quadro de meningoencefalite em um recém-nascido sendo causado por protozoarios do
género Encephalitozoon e Toxoplasma. Em 1937 nos Estados Unidos da América foi descrito
0 primeiro caso de morte por toxoplasmose. Um menino de seis anos de idade que
apresentava quadro clinico de encefalite, convulsdes, linfoadenopatia e esplenomegalia
faleceu 30 dias apds a internacdo. Na necropsia do tecido neural e da medula raquidiana
realizada foram observadas lesdes ndo supurativas. Amostras destes tecidos foram inoculadas
em ratos que sucumbiram 21 depois. Finalmente foi isolada destas amostras teciduais uma
cepa de T. gondii denominada “RH” (iniciais do nome do paciente) (WEISS; DUBEY, 2009).
Apos os anos de 1950 foram estudadas as formas infectantes do parasito, porém, ainda nao se
conhecia as formas de contaminacdo ambiental conhecidas hoje como esporozoitos. Em 1954
Gustafson iniciou a descri¢cdo morfolégica das formas de proliferacdo rapida sendo resolvida
por Sheffield e Menton no ano de 1968. Em 1973, Frenkel denominou esta forma de
taquizoitos (thachys-rapido) (FRENKEL, 1974a;1974b;1988; FREYRE et al., 1989).
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Em 1962, Wanko et al. iniciou a descricdo morfolégica do T. gondii encontrada na fase
cronica e em 1973 Frenkel designou esta forma de bradizoito (brady=Iento).

Em 1965, Hutchinson descreveu o papel dos felinos no ciclo de vida do toxoplasma e em,
seguida foram descritas a forma eliminada nas fezes do gato, o esporozoita. (HUTCHINSON,
1966).

Atualmente, T. gondii é classificado como pertencente ao reino Protista, sub-reino Protozoa,
filo Apicomplexa, classe Conoidasida, subclasse Coccidiasina, ordem Eucoccidiida
(Coccidia), subordem Eimeriorina, familia Sarcocystidae, subfamilia Toxoplasmatinae,
género Toxoplasma e espécie Toxoplasma gondii.

1.3. Ciclo de vida do T. gondii

T. gondii apresenta um ciclo de vida heteroxénico. A fase assexuada deste protozoario ocorre
nos linfonodos e tecidos dos hospedeiros intermediarios e definitivos, e a fase sexuada
somente no epitélio intestinal dos hospedeiros definitivos (COHEN; TRAPUCKD, 1984;
TENTER; HECKEROTH; WEISS, 2000).

O ciclo biologico comeca quando os hospedeiros definitivos ingerem oocistos presentes em
alimentos, agua e/ou ambiente ou cistos contendo bradizoitos que estdo presentes nos tecidos
(muscular, neural ou visceras) das presas. No processo de digestdo a parede destas estruturas
(cisto ou oocisto) é rompida e os milhares de bradizoitos ou esporozoitos sdo liberados
ocorrendo a invasdo do parasito nas celulas intestinais. No interior das células o parasito
multiplica-se de forma assexuada por um processo denominado esquizogonia gerando as
formas merozoitos (KARANIS; KOURENTI; SMITH, 2007; SWIERZY et al., 2014)

Os merozoitos rompem as células intestinais dos felinos invadindo outras células, e num
processo agora denominado de gamogonia sdo gerados 0s gametas, masculino e feminino
(ROBERT-GANGNEUX, 2014).

Desta maneira acontece a reproducdo sexuada do parasito, e por meio da fertilizacdo dos
gametas, 0s oocistos sdo gerados. Esses sdo liberados nas fezes dos felideos na forma néo
esporulada no ambiente (solo e agua) (DUBEY, 1998).

No ambiente acontece a esporulacdo num intervalo de 2 a 5 dias e, dependendo das condicdes
climaticas, temperatura, umidade e oxigenacdo, sdo gerados no interior do oocisto, por um
processo de esporogonia, 8 esporozoitos (LINDSAY; BLAGBURN; DUBEY, 2002).
Oocistos esporulados sdo capazes de permanecer vidveis por longos periodos no ambiente

sendo responsaveis pela infeccdo dos hospedeiros (VANWORMER et al., 2013).
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Quando hospedeiros intermediarios, incluindo o homem, ingerem cistos teciduais contendo
bradizoitos ou oocistos contendo esporozoitos acontece somente reproducdo assexuada
(MAUBON et al., 2008). Desta forma, ap6s a ingestdo das formas infectantes pelo
hospedeiro, seus envoltérios também sdo destruidos pelas enzimas digestivas e os bradizoitos
e/ou esporozoitos sao liberados, de modo a invadir as células epiteliais intestinais, onde se
multiplicam assexuadamente por endodiogenia e se diferenciam em taquizoitos. Apos este
ciclo inicial de multiplicacdo, os taquizoitos sdo liberados pelo rompimento da membrana das
células epiteliais intestinais, atingindo a corrente sanguinea e invadindo, de forma ativa,
qualquer tipo de célula, multiplicando-se novamente por endodiogenia (BARRAGAN;
SIBLEY, 2003).

A invasdo celular pelo taquizoito € um processo dinamico que envolve a participacdo de
moléculas receptoras da célula hospedeira e secrecdo coordenada de proteinas das organelas
do parasito (LACHENMAIER et al., 2011). Os eventos que ocorrem durante a invaséo do T.
gondii na célula hospedeira podem ser resumidos na seguinte sequéncia de eventos: adeséo a
célula hospedeira; formacao de juncdo molecular movel, que desloca o parasito para o interior
da célula hospedeira; protusdo do condide; exocitose do contetido das micronemas e roptrias e
formacdo de um vacuolo parasitoforo (GOLDSZMID et al., 2009).

Os taquizoitos aderem as superficies da célula hospedeira e secretam diversas proteinas
provenientes do micronema. Estas proteinas (MIC 1, 2, 3, 4, 6 e 8) ligam-se a moléculas
presentes na superficie da célula hospedeira (CEREDE et al.,, 2005; PAYNE; LUND;
KNOLL, 2011). Assim as proteinas MIC desempenha um papel fundamental na mobilidade
do parasito que leva a invasdo uma vez que também ocorre a ativacdo do complexo actina-
miosina do parasito induzindo um movimento de rotacdo em parafuso do taquizoito em
direcdo ao citoplasma da célula hospedeira (LOURIDO; TANG; SIBLEY, 2012).

Proteinas ROPs 2, 4, 5 e 8 estdo associadas a uma proteina proveniente do micronema,
(antigeno de membrana apical- AMA 1), com a finalidade de estruturar um complexo
molecular necessario para que ocorra a internalizacdo do parasito na célula hospedeira
(BESTEIRO; DUBREMETZ; LEBRUN, 2011; YOSHIDA; TYLER; LLEWELLYN, 2011).
No interior da célula hospedeira o taquizoito € envolto em um vacutolo parasitéforo que é
derivado de uma combinacdo da membrana fornecida pelo parasita durante a invasdo e da
membrana da célula hospedeira. Posteriormente, o parasito secreta proteinas dentro desse
espaco vacuolar, tomando-o metabolicamente ativo para seu o crescimento (CHARRON;
SIBLEY, 2002).



17

Na membrana do vacuolo parasitéforo e na rede de nanotibulos sdo encontradas as proteinas
GRA (GRA2, 3,4,5,6,7,8,9 e 10) e ROP (ROP1 e ROP2) envolvidas na estabilizacdo deste
complexo de membranas (SUN et al., 2015).

Aproximadamente 18 tipos de proteinas ROP estdo envolvidos no processo de invasdo e
manutenc¢do do vacuolo parasitoforo impedindo a fusdo com lisossomos, no que resultaria na
digestdo intracelular do conteudo vacuolar (CAMEJO et al., 2014).

A ROP2 e proteinas GRA estdo relacionadas com a intima adesdo entre a membrana deste
vactolo com a mitocdndria e reticulo endoplasmatico da célula hospedeira com o objetivo de
adquirir substratos metabdlicos para o taquizoitos (WITOLA et al., 2014).

A intensa multiplicacdo de taquizoitos no organismo hospedeiro define a fase aguda da
toxoplasmose (ROBERT-GANGNEUX; DARDE, 2012). Logo, com a higidez do sistema de
defesa do hospedeiro, € induzida uma intensa resposta inflamatoria contra o T. gondii
estimulando a converséo da forma de taquizoitos em bradizoitos, devido a um retardo no ciclo
celular, que ficam confinados no interior de cistos teciduais, podendo permanecer latente por
toda a vida do hospedeiro (LYONS et al., 2002). Durante o encistamento, os bradizoitos estéo
protegidos de anticorpos circulantes gracas a sua resistente parede. Ocasionalmente alguns
cistos podem se romper e liberar bradizoitos que sdo convertidos em taquizoitos, estes séo
capazes de infectar celulas vizinhas, estimulando mais uma vez o sistema imune do

hospedeiro que ird controlar esta nova proliferacdo. (SILVA, N. M. et al., 1998).

1.4. Cepas de T. gondii

T. gondii apresenta cepas ou linhagens bem caracterizadas, adotando-se métodos moleculares
baseados nas técnicas de andlise do polimorfismo dos fragmentos de restricdo do DNA
gendbmico (RFLP) associada a reacdo de cadeia da polimerase (PCR), evidenciou-se na
América do Norte e na Europa a existéncia de trés linhagens clonais designadas como tipo |,
I1, 11l que diferiam entre si em uma taxa de aproximadamente 1 a 2% de seus genes (KHAN et
al., 2014).

H& uma significativa correlacdo entre o genotipo do parasito e sua patogenicidade em animais
de laboratorio, como ratos e camundongos. A linhagem do tipo I, como exemplos RH, BK1
ou GT1, é altamente virulenta tendo uma DL100 (dose letal de 100%) de somente 1 parasito,
isto é, 1 taquizoito inoculado € capaz de matar um camundongo na fase aguda, enquanto as

linhagens do tipo Il (ME49) e do tipo Il (NED ou VEG) sdo bem menos virulentas em
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camundongos, com uma DL50 (Dose Letal de 50%) em torno de 10° -10° parasitos, sendo
designadas como avirulentas ou pouco virulentas (HILL; SU, 2012).

Em isolados de T. gondii obtidos de outras localidades, como América do Sul e Africa, os
estudos de genotipagem revelaram uma estrutura populacional muito mais complexa, devido a
maior taxa de recombinacdo genética entre as linhagens, que ocorre durante o ciclo de
reproducdo sexuada dos parasitos nos hospedeiros definitivos (SU et al., 2010). Isto leva a
geracgdo de genodtipos atipicos, com polimorfismos Unicos.

Linhagens de T. gondii brasileiras isoladas de animais domeésticos (gatos, cachorros e
galinhas) e de amostras clinicas sdo designados como tipo Brl (altamente virulenta), tipo Brll
(viruléncia intermedidria), tipo Brlll (ndo virulentas, ndo fatal) e tipo BrlV (viruléncia
intermediaria). A cepa Brll é a mais frequente na populacdo brasileira enquanto que a cepa
Brl ¢ mais frequente em pacientes com toxoplasmose ocular (BAHIA-OLIVEIRA et al.,
2003; CLEMENTINO ANDRADE et al., 2013; FERREIRA et al., 2006; FERREIRA et al.,
2008; OARES et al., 2011).

1.5. Patogenia e manifestacdes clinicas da toxoplasmose

A patogenia da toxoplasmose depende do modo como houve a infeccdo, da competéncia
imunologica do hospedeiro e do tipo de cepa de T. gondii (BHOPALE, 2003).

A infeccdo aguda de toxoplasmose geralmente se manifesta como doenca assintomatica ou
subclinica em individuos adultos e mulheres gravidas imunocompetentes (XIAO; YOLKEN,
2015).

Em alguns pacientes apresentam sinais e sintomas da infeccdo, com febre prolongada, fadiga
e retinocoroidite (CHOUDHURY et al., 2015; JONES et al., 2015). Ainda, linfadenopatia
cervical é a apresentacdo clinica mais comum. Raramente 0s pacientes podem apresentar
pneumonite, hepatite e miocardite (ARRIBADA; ESCOBAR, 1968)

A toxoplasmose congénita ocorre quando a mée se infecta durante a gestacdo e o feto entra
em contato com 0s taquizoitos circulantes que atravessam invadirem a placenta. As criancas
infectadas congenitamente apresentam lesGes nos olhos- toxoplasmose ocular (retinocoroidite,
estrabismo, cegueira), calcificacbes intracranianas e retardo psicomotor, encefalite e
microcefalia (CARLIER et al., 2012; PETERSEN; POLLAK; REITER-OWONA, 2001).
Aproximadamente 10% dos casos de toxoplasmose congénita resultam em abortamento

devido ao agravamento das lesbes fetais como esplenomegalia, hepatomegalia e
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meningoencefalite e a alteragcdes no desenvolvimento embriondrio (TORGERSON;
MASTROIACOVO, 2013)

Em individuos imunocomprometidos, pacientes infectados pelo virus da imunodeficiéncia
adquirida (HIV), cancer ou transplantados, hd um aumento da frequéncia de encefalite e
alteracOes oculares. A toxoplasmose nestes pacientes é na maioria das vezes o resultado de
reativacdo de doenca latente apOs a ruptura do cisto na parte central do sistema neural
(KAMERKAR; DAVIS, 2012). No Brasil, a toxoplasmose cerebral é a principal causa de
encefalite associadas a pacientes com AIDS, sendo responsavel por cerca de 50% dos casos
(XAVIER et al., 2013).

A toxoplasmose ocular é muito prevalente no Brasil, sendo que 0s casos retinocoroidite
podem chegar a 18%, como observada a prevaléncia na populacdo de Erechim, regido do Alto
Uruguai, no Norte do Estado do Rio Grande o Sul (GLASNER et al., 1992; JONES et al.,
2006).

1.6. Resposta imune e inflamatoria da toxoplasmose em humanos

A resposta do hospedeiro contra T. gondii envolve os mecanismos de imunidade humoral e
celular. Apds a infeccdo e multiplicacdo intracelular do parasito ocorre sua disseminacdo por
todo o organismo através das vias linfatica e sanguinea e desencadeiando a ativacdo néo
especifica de macrdfagos, células Natural Killers (NK) e outras células como fibroblastos
durante os estdgios iniciais da infeccdo (BUZONI-GATEL; WERTS, 2006; LUDER;
SEEBER, 2001; MILLER et al., 2009).

Os taquizoitos estimulam os macrofagos a produzirem interleucina - 12 (IL-12) que ativa as
células NK e linfocitos T levando a producéo do interferon-y (IFN-y), induzindo desta forma
um perfil de reposta imune Thl (T helper 1), resultando na protecdo do hospedeiro contra a
rapida proliferacdo do taquizoito por induzir uma resposta imune celular (DENKERS, 1999;
2010; HAUSER; SHARMA; REMINGTON, 1982).

Outro papel importante do IFN- y é durante a infecgdo ¢é o estimulo ou indug¢ao da expressdo
de GTPases relacionadas com a imunidade (IRG). Estas IRGs sdo responsaveis pela
desestruturacdo das membranas do vactolo parasitéforo resultando na morte do taquizoitos
(GADDI; YAP, 2007).

Assim, em conjunto, com a ativacdo dos linfécitos e produgdo de citocinas, inicia-se a
formac&o de anticorpos especificos responsaveis pela destruicdo dos taquizoitos extracelulares
(JACOBS; VERCAMMEN; SAMAN, 1999). A producdo de imunoglobulinas (1g) da classe
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IgM aparece inicialmente (primeiros 7 dias de infecc¢do) seguida de 1gG (apds 1 ou 2 semanas
de infeccdo), apos a infecgdo do hospedeiro. A infeccdo, via oral, em alguns hospedeiros pode
induzir formacgdo de anticorpos IgA (DE SAINT-BASILE; LISOWSKA-GROSPIERRE;
GRISCELLLI, 1981; LAGO; OLIVEIRA; BENDER, 2014).

Como consequéncia, durante a fase crbnica da toxoplasmose, somente os bradizoitos
persistem e sdo responsaveis pela manutencao de titulos soroldgicos que podem durar toda a
vida do hospedeiro (KAMERKAR; DAVIS, 2012).

1.7. Epidemiologia e transmisséo da toxoplasmose em humanos

Toxoplasma gondii tem ampla distribuicdo geogréafica, aproximadamente 20-30% da
populacdo mundial estdo infectados, porém, conforme j& mencionado, somente uma
proporcdo reduzida desenvolve a doenca (DUBEY; JONES, 2008; DUBEY et al., 2012,
HUFFMAN et al., 1981; ZEMENE et al., 2012). A maior prevaléncia de infeccdo geralmente
é encontrada em regides de clima tropical, com umidade e temperaturas altas que favorecem a
viabilidade dos oocistos no ambiente.

O homem pode adquirir toxoplasmose por meio da ingestdo de formas infectantes de oocistos
que contaminam alimentos, 4gua e o0 solo (ALVARADO-ESQUIVEL; ESTRADA-
MARTINEZ; LIESENFELD, 2011). Deste modo, a agua constitui uma via de transmissao
importante para a toxoplasmose, atuando como um disseminador de oocistos para a populacéo
gue venha a utilizad-la. A contaminagdo de reservatorios municipais de agua pode levar a
surtos ou epidemias, envolvendo uma cidade ou até uma regido (DUBEY, 2004; JONES;
DUBEY, 2010).

A presenca de oocistos no ambiente, principalmente no solo pode ser um dos fatores
importantes para a infeccdo de animais utilizados na producdo de carne para consumo
humano, uma vez que a infeccdo também pode ocorrer pela ingestdo de carne crua ou mal
cozida contendo cistos teciduais, mais comumente carneiro, porco ou bovino (KIJLSTRA;
JONGERT, 2008).

Vegetais mal lavados também podem abrigar os cistos do toxoplasma, por terem tido contato
com as fezes de animais hospedeiros (THOMPSON, 2014).

No Brasil, no ano de 2001, foi registrado um grande surto de toxoplasmose em Santa Isabel
do Ivai, uma pequena cidade do Estado do Parana, sendo que 426 pessoas apresentaram

sorologia positiva para toxoplasmose (IgM). Alteracfes oculares em 14 individuos e um caso
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de abortamento relacionado & toxoplasmose foram relatadas. A contaminagdo de um
reservatdrio de agua com fezes de gatos foi a causado desse surto (VAUDAUX et al., 2010)

A toxoplasmose pode ser transmitida por via placentaria se a méde se infectar ou se a
imunossupressdo reativar uma infeccdo prévia durante a gravidez. Se a infeccdo se der
durante a gravidez, os parasitos podem atravessar a barreira placentéria e infectar o feto, o que
pode leva a malformacdes, mas se a infeccao tiver sido antes do inicio da gravidez e a mée
apresentarem sorologia para T. gondii positiva, 0 risco é menor, haja vista que ja foram
relatados casos de toxoplasmose congénita em maes soropositivas (BOUGHATTAS et al.,
2011). A transmissdo pode também ocorrer por transfusdo de sangue ou leucécitos ou por

transplante de um érgdo de doador soropositivo.

1.8. Deteccéo do T. gondii em amostras ambientais

A deteccdo e o monitoramento da contaminacdo de amostras ambientais, como agua e solo,
com T. gondii é uma forma indireta de relacionar os dados epidemiologicos da toxoplasmose
em humanos devido ao alto grau de dispersao deste parasito, principalmente pelo oocisto.
Oocistos provenientes das fezes de gatos infectados sdo detectados no solo e agua pelo
método de concentracdo, que envolve as etapas de centrifugacdo, filtracdo, eluicdo e
separacdo imunomagnética. Apos sofrerem esporulacdo os oocistos obtidos sdo inoculados em
camundongos para pesquisa de cistos cerebrais, esta laboriosa técnica ndo é muito utilizada
devido a baixa sensibilidade a ela relacionada (KOURENTI; KARANIS, 2006).

As galinhas criadas de forma extensiva (Gallus gallus domesticus) tém sido utilizadas como
indicadores ou sentinelas de contaminacdo do solo com T. gondii, pois elas se alimentam do
chdo (devido ao ato de ciscar 0 solo) que possam estar contaminados com oocistos, assim 0s
levantamentos sorolégicos da toxoplasmose nesses animais servem para avaliar, além da
ocorréncia dessa infeccdo, o grau de dispersao do parasito no ambiente (DE OLIVEIRA et al.,
2009).

1.9. Diagnéstico clinico da toxoplasmose em humanos

Uma grande diversidade de protocolos de diagnostico tem sido desenvolvida, desde a
descoberta da toxoplasmose, com o objetivo de se obter um diagndstico mais preciso da
infeccdo, bem como a determinacgéo da fase da infecgdo. As técnicas se baseiam na deteccdo

do préprio parasita ou de algumas de suas moléculas especificas (métodos diretos) ou na
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deteccdo de anticorpos especificos contra 0s parasitos presentes no soro ou em outros fluidos
bioldgicos de individuos infectados (métodos indiretos ou soroldgicos).

Os primeiros métodos de diagndstico da toxoplasmose em humanos foram realizados
inoculando em animais de experimentacdo tecidos de pacientes suspeitos. A confirmacgéo era
realizada pela visualizacdo do parasito em cortes histoldégicos e/ou por testes sorolégicos
nestes animais inoculados (CHAPARAS; SCHLESINGER, 1959; MACDONALD, 1949).
Outra técnica soroldgica que objetivavam detectar imunoglobulinas anti toxoplasma no soro
humano era o teste de neutralizacdo sobre membranas corio-alantdide do desenvolvimento
embrionario de galinha, neste teste o0 soro do paciente que continha anticorpos especificos
contra o T. gondii era capaz de neutralizar as lesGes provocadas nestas membranas pelos
taquizoitos (MACDONALD, 1949).

O diagnostico imunoldgico para a deteccdo de toxoplasmose durante a fase aguda como
durante a fase crbnica da doenca, também era realizado pela reacdo soroldgica de Sabin
Feldman (RSF), também conhecida como teste do corante (FUJITA; KAMEI; SHIOIRI-
NAKANO, 1970)

O diagndstico de toxoplasmose aguda pode ser estabelecido pela demonstragcdo de cumulos de
taquizoitos em cortes de tecidos corados. Os taquizoitos podem ser detectados mediante
coloracdes de PAS (Periodic acid-Schiff) e HE (hematoxilina-eosina); no entanto, sdo mais
observados em preparacgdes por impressdo coradas com Wright-Giemsa.

A reacdo de imunofluorescéncia indireta (RIF) pode ser usada tanto na fase aguda, pela
pesquisa de IgM como na fase cronica (pesquisa de IgG). Esfregacos de T. gondii
formalizados em lamina sdo usados como antigeno. Oito a dez dias apds o inicio da infeccédo
humana, o anticorpo pode ser detectavel, o resultado de um titulo de 1:1000 indica
toxoplasmose aguda. Titulos baixos, persistentes, entre 1:10 e 1500 indicam infeccéo crénica.
A deteccdo de anticorpos IgM, utilizando as técnicas de RIF associadas com ELISA (Enzyme
Linked Immuno Sorbent Assay), no sangue do corddo umbilical ou no soro infantil é
necessaria para o diagndstico da toxoplasmose congénita, uma vez que os anticorpos IgM néo
atravessam a placenta é confirmado que houve a infeccdo fetal pela producdo de
imunoglobulina do préprio recem nascido (MONTOYA, 2002).

A PCR é uma técnica molecular sensivel, especifica e rapida para detectar o T. gondii em
tecidos humanos. A deteccdo de DNA do taquizoito em fluidos e tecidos corporais é eficaz

para diagnosticar a toxoplasmose congénita, ocular e cerebral (FALLAHI et al., 2014).
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A deteccdo precoce de taquizoitos de Toxoplasma que circulam no sangue, utilizando PCR é
recomendada para pacientes imunossuprimidos com alto risco de toxoplasmose disseminada
(BRENIER-PINCHART et al., 2015).

Este estudo se justifica devido ao fato da Toxoplasmose ser uma doenca altamente difundida
em todo o Brasil e ha necessidade premente em se determinar as caracteristicas genotipicas e
fenotipicas os isolados de T. gondii, a partir das fontes conhecidas de infeccao.
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2. OBJETIVOS

Os objetivos deste trabalho foram:

o Realizar um levantamento sorolégico do T. gondii em galinhas criadas de forma
extensiva no municipio de Uberlandia-MG;

o lIsolar e caracterizar a viruléncia das cepas encontradas de T. gondii no municipio de
Uberlandia-MG

o Genotipar cepa de T. gondii isolada no municipio de Uberlandia-MG.

o Correlacionar a viruléncia de cepas de T. gondii com marcadores genéticos de

viruléncia.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Aspectos éticos da pesquisa e animais de experimentagdo

Este estudo foi aprovado pelo Comité Institucional de Etica no Uso de Animais da
Universidade Federal de Uberlandia (CEUA-UFU) sob o protocolo de aprovacdo nimero
054/11 (ANEXO 1).

Camundongos da linhagem BALB/c utilizados em todos os ensaios foram mantidos em
gaiolas no Centro de Experimentacdo Animal da Universidade Federal de Uberlandia
(CEBEA) sob um ciclo de claro escuro de 12 horas, ambiente de temperatura controlada
(25+3°C) e recebendo agua e racdo ad libitum.

3.2. Coleta das amostras de soros de galinhas criadas de forma extensiva em diversos

pontos do municipio de Uberlandia

Com o objetivo de realizar um levantamento soroldgico da toxoplasmose em galinhas criadas
de forma extensiva no municipio de Uberlandia (18° 54’ 41" Sul, 48° 15’ 44" QOeste) do
Estado de Minas Gerais, Brasil foi executado uma busca ativa destes animais em diversos
pontos desta cidade.

As coletas de sangue foram realizadas durante o segundo semestre de 2012 e primeiro
semestre de 2013.

Amostras de sangue (1-3 mL) das galinhas foram coletadas através da puncéo da veia ulnar da
asa utilizando seringas com agulha (tamanho 20 a 22) e armazenadas em tubos de coleta
identificados por numeracdo e levadas para o Laboratorio de Imunoparasitologia da
Universidade Federal de Uberlandia.

Para obtencdo das amostras de soros, as amostras de sangue foram mantidas a temperatura
ambiente por 2 horas centrifugada a 800 xg por 10 minutos. Os sobrenadantes (soros) foram
transferidos para um tubo tipo eppendorf (devidamente identificado) e acondicionados a -

20°C até a analise soroldgica.

3.3. Parasitas e antigenos

Taquizoitos da cepa RH foram mantidos por meio de inoculagdo intraperitoneal em

camundongos BALB/c, por meio de passagens seriadas em intervalos de 48-72 horas de um
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inéculo de aproximadamente 1 x 10° taquizoitos obtidos do exsudato peritoneal de
camundongos previamente infectados (MINEO; CAMARGO; FERREIRA, 1980). Os
exsudatos peritoneais foram obtidos por meio de lavagem da cavidade abdominal do animal
com solucdo salina estéril tamponada com fosfatos a 0,01 M (PBS, pH 7,2) e, em seguida, as
suspensoes parasitarias foram submetidas a uma centrifugacao rapida (45 x g, 1 minuto, 4°C)
para remover debris celulares do hospedeiro. O sobrenadante foi coletado e lavado por duas
vezes (720 x g, 10 minutos, 4°C) com PBS e, quando necessario, para a remocao de hemacias,
0s parasitas foram tratados com solugdo tampao de lise (NH4CI 14 mM e TRIS-HCI 17 mM,
pH 7,2) por 1 minuto & temperatura ambiente. O sedimento final da suspensdo parasitéria foi
ressuspendido em 10 mL de PBS e os parasitas contados em camara hemocitométrica. Apds
nova lavagem com PBS, o sedimento foi armazenado a -20°C para posterior preparacdo de
antigenos soltveis de T. gondii.

Taquizoitos das cepas ME49 e VEG foram cultivados em células HeLa em meio RPMI
(Roswell Park Memorial Institute) suplementados com 5% de soro fetal bovino.

O antigeno soluvel de taquizoitos de T. gondii (STAg) foi preparado como descrito por
Carvalho et al. (2008), com algumas modificacdes. Suspensdes parasitarias (1 x 108
taquizoitos/mL) foram tratadas com coquetel de inibidores de proteases (Complete ULTRA
Tablets, Mini, EASYpack, Roche Applied Science, Penzberg, Bavaria, Alemanha) e entdo
submetidas a dez ciclos rapidos de congelamento em nitrogénio liquido e descongelamento
em banho-maria a 37°C, seguido por dois ciclos de ultrassom a 60 Hz, em banho de gelo, em
sonicador (Sonopuls mini20 Ultrasonic Homogenizer, Bandelin Electronic GmbH & Co.,
Berlim, Alemanha), sendo cada ciclo com duracéo de 5 minutos, com pulsos de 30 segundos e
intervalo de 10 segundos entre eles. Apds centrifugacdo (10.000 x g, 30 minutos, 4°C), o
sobrenadante foi coletado, a concentracdo proteica foi determinada pelo método de Bradford
(1976) e o perfil antigénico da preparacdo foi analisado em eletroforese em gel de
poliacrilamida na presenca de dodecil sulfato de sédio 10% (SDS-PAGE). Aliguotas dos

antigenos foram armazenadas a -20°C até a utilizacao.

3.4. Testes soroldgicos

O ensaio imunoenzimatico (ELISA) foi realizado para avaliar a presenca de anticorpos (IgY)
anti-STAg dos soros obtidos das galinhas caipiras criadas de forma extensiva em diversas
localidades do municipio de Uberlandia-MG ou anticorpos anti-STAg (IgG) dos soros de

camundongos BALB/c inoculados com as cepas isoladas de T. gondii.
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Para isto placas de microtitulacdo de poliestireno de alta afinidade (Corning Laboratories
Inc., New York, NY, EUA) foram sensibilizadas com uma solugdo de antigeno de T. gondii
(STAGg), na concentracdo de 10 pug/mL diluida em tampdo carbonato na concentracdo de 0.06
M em um pH de 9.6 durante 12 horas a 4°C. As placas foram lavadas trés vezes com PBS-
Tween 20 a 0,05% (PBS-T) e as amostras de soro foram adicionadas em duplicata, na dilui¢éo
1:50 em PBS-T contendo 5% de leite desnatado como tampéo diluente (Molico, Nestlé, S&o
Paulo, SP, Brazil) (PBS-TM). Apds a incubacdo por 1 hora a 37°C, as placas foram lavadas
seis vezes com PBS-T. Apo0s esta etapa, foi adicionado o anticorpo secundario conjugado com
peroxidase (Sigma Chemical Co., EUA), na diluicdo de 1 30.000 (anti-IgY) e 1:1000 (anti-
IgG) 3 M PBS-T 5% e incubadas por 1 hora a 37°C.

Apos nova lavagem por seis vezes com PBS-T, a reacdo foi revelada pela adi¢cdo das solucoes
A e B (v/v) de solucdo reveladora comercial contendo substrato enziméatico H,O, e o
cromogeno 2,2’-azino-bis-3-etil-benzotiazolina acido sulfonico (ABTS) (ABTS Peroxidase
Substrate System; KPL, Kirkegaard & Perry Laboratories Inc., Gaithersburg, Maryland,
EUA). Apos incubacdo por 10 minutos a temperatura ambiente a densidade optica (DO) foi
determinada a 405 nm em leitora de microplacas (Titertek Multiskan Plus spectrophotometer,
Flow Laboratories, McLean, EUA). Soros controles positivos e negativos foram incluidos em
cada placa. O limite de positividade (cut off) da reacédo foi determinado pela média da DO dos
soros controles negativos acrescida de 3 desvios padréo. Os resultados foram expressos em
indices de reatividade ELISA (IE), de acordo com a formula: IE = DO amostra / DO cut off,

sendo que valores de IE > 1,2 foram considerados positivos.

3.5. Isolamento das cepas de T. gondii

Os cerebros das galinhas soropositivas para toxoplasma foram cortados em pedacos pequenos,
apos adicdo de 0,15 M de NaCl para processar a homogeneizacdo do tecido. A preparacdo
resultante foi filtrada atraveés de duas camadas de gaze e centrifugada por 10 minutos. O
sobrenadante foi descartado a o sedimento foi homogeneizado com tampéo (v/v) contendo
gentamicina, seguida a imediata inoculacdo no camundongo. As amostras processadas de
cérebro foram inoculadas em camundongos (BALB/c) por via intraperitoneal, em um volume
de 200 pL. Os animais foram observados diariamente para verificar a mortalidade durante
15°, 30° e 60° dias apds a inoculagdo. A outra parte dos tecidos extraidos foram testadas
quanto a presenca de DNA T. gondii utilizando PCR em tempo real, visando a 529 pb regido

gendmica de repeticdo.
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As amostras de soros foram coletadas para avaliacdo dos indices de soroconversdo atraves do
teste ELISA. Apds a confirmagdo da soroconversdo, os cérebros dos camundongos foram
coletados e homogeneizados para a detecgéo de cistos teciduais e exudatos peritoneais foram
analisados para a presenca de taquizoitos livres.

Apoés a confirmacdo, as amostras de cérebro que contiverem cistos foram inoculadas em
camundongos BALB/c e depois os taquizoitos obtidos das sucessivas passagens foram
cultivados em cultura de células (HeLa) em RPMI 1640 (Sigma Chemical Co, St Louis,
USA). Este cultivo de taquizoitos foi realizado para obter um grande nimero de parasitas para
posterior caracterizacdo genética. As células HelLa infectadas com os isolados de T. gondii
foram armazenadas em frascos de congelamento de nitrogénio liquido contendo
dimetilsulfoxido (DMSO) e 5% de soro fetal bovino.

3.6. Determinacdo da viruléncia das cepas de T. gondii

A viruléncia dos isolados foi testada em grupos de camundongos BALB/c (n=5) de 8 a 10
semanas de idade com o objetivo de observar a mortalidade e morbidade (variagdo na
temperatura e peso corporal) durante um periodo de 30 dias. Os camundongos foram
inoculados i.p. com 10, 10% 10° 10* ou 10° taquizoftos dos isolados T. gondii. Como
controle, outros animais também foram inoculados com taquizoitos das cepas RH, ME49,
VEG, TgChBrUD1 e TgChBrUD2, nas mesmas condic¢Bes descritas acima.

3.7. Quantificacdo do DNA das amostras

Para as amostras de tecido cerebral de camundongos infectados com as cepas isoladas de T.

gondii: O DNA total das amostras foi extraido de 20 mg de tecidos através do Kit de extracdo
Wizard® Genomic DNA Purification Kit (Promega Co., Madison, WI, USA) conforme
recomendacdo do fabricante.

Para as amostras de taquizoitos cultivadas em meio de cultura: as células foram desagregadas

das garrafas de cultivo pela adicdo de 1,5 mL de EDTA (acido etilenodiamino tetra-acético) a
10mM, seguida da adicdo de 1,0 mL de meio de cultivo sem soro fetal bovino e passadas para

um tubo falcon. As células foram centrifugadas por 10 minutos a 400 rpm a 4° C.
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O DNA do total de células obtido foi extraido através do do Kit de extracdo Wizard®
Genomic DNA Purification Kit (Promega Co., Madison, WI, USA) conforme recomendacao
do fabricante.

A concentracdo de DNA foi determinada em espectrofotometro (ND1000 Spectrophotometer;
NanoDrop Technologies, Wilmington, Delaware, USA) a 260 nm.

PCR em Tempo Real foi realizada com o sistema StepOnePlus® Real-Time PCR System
(Applied Biosystems, Carlsbad, CA, USA) e Go Tag® quantitative real-time PCR (gPCR)
Master Mix Kit (Promega Co.), de acordo com as instrugdes do fabricante. Os primers de
deteccao (direto, 5'-CACAGAAGGGACAGAAGT-3’ e reverso, 5'-
TCGCCTTCATCTACAGTC-3") foram utilizados para a amplificagdo da regido repetitiva de
529 pb (acesso Genbank: AF146527).

3.8. Sequenciamento do DNA das cepas TgChBrUD1 e TgChBRUD5

O DNA das cepas TgChBrUD1 e TgChBRUDS foi sequenciado seguindo as intrugdes do
fabricante Ion Torrent’s protocol (Thermo Fisher Scientific Inc) utilizando o kit Ion PI™
Sequencing 200 Kit V3.

A biblioteca de DNA, incluindo as etapas de fragmentacdo e ligacdo dos especificos
adaptadores nos fragmentos gerados foi realizada de acordo com as especificacbes do
fabricante lon Xpress™ Plus Fragment Library Kit (Thermo Fisher Scientific Inc).

As sequencias geradas foram analisadas com a ajuda do software CLC Genomics Workbench
5.1 (Quiagen) e alinhada com o genoma de referéncia disponivel no GenBank e Toxo.DB.org

web pages pelos programas Clustal Omega e NCBI/BLAST websites.

3.9. Analises de genotipagem

As analises de genotipagem foram realizadas comparando o polimorfismo de nucleotideos da
cepa TgChBruUDS5 com cepas clonais (tipo I, 11 e 111) e com a cepas TgChBrUD1.

A genotipagem da cepa isolada TgChBrUDS foi realizada avaliando o polimorfismo de
nucleotideos por meio de sete marcadores de microssatélites (MS), sendo que quatro (W35,
B18, TgM-A, B17) ja descritos na literatura e trés adicionados (MS1, MS3, MS4).

A sequencia de nucleotideos dos MS das cepas do tipo I, II, Ill e TgChBrUD1 foram
alinhadas utilizando o programa de Alinhamento de sequencias multiplas Clustal Omega

(European Molecular Biology Laboratory).
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Com o objetivo de verificar a diversidade genética entre as cepas (tipo I, Il, I1l, TgChBRUD1
e TgCHBruD5) foi avaliado o polimorfismo de cinco sequencias de marcadores genéticos
descritos na literatura (GRA6, GRA7, SAG1, PK1 e ROP18).

A andlise filogenética das cepas foi estimada pelo filograma e pela matriz de distancia
utilizando o programa PhyML 3.1/3.0 aLRT Program.

3.10. Anélise estatistica

Andlise estatistica e construcdo de graficos foram realizadas no programa computacional
GraphPad Prism versdo 5.0 (GraphPad Software, Inc., San Diego, EUA). O método de
Kaplan- Meyer foi utilizado para estimar a porcentagem de sobrevivéncia dos camundongos e
as curvas de sobrevida foram comparas usando o teste long- rank. Resultados significantes

com p<0,05.
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4. RESULTADOS

4.1. Levantamento soroldgico das galinhas criadas de forma extensiva no municipio de

Uberlandia.

Foi realizado o levantamento soroldgico da toxoplasmose em galinhas criadas de forma
extensiva em 42 residéncias (pontos de coleta) localizadas em 16 bairros integrados da cidade
de Uberlandia (QUADRO 1 e Figura 1).

A ocorréncia de anticorpos (IgY) anti- STAg em 216 amostras de soro coletadas e analisadas
por ELISA foi de 89,81% de positividade (Figuras 2).

4.2. Isolamento das cepas de T. gondii obtidas de galinhas criadas de forma extensiva no
municipio e Uberlandia-MG.

Foram obtidas 11 galinhas soropositivas para T. gondii dos proprietarios, estas foram
utilizadas para o isolamento das cepas por meio do bioensaio em camundongos. Trés dos 11
camundongos utilizados no bioensaio apresentaram sorologia positiva do para T. gondii
(Figura 3) bem como a deteccdo do DNA do parasito nas amostras de cerebro testadas por
PCR em Tempo Real (Figura 4) e pela visualizacdo dos cistos cerebrais por microscopia
Optica de luz confirmando assim a infeccdo. As amostras de cérebro que contiverem cistos
foram inoculadas em camundongos BALB/c e depois 0s taquizoitos obtidos das sucessivas
passagens foram cultivados em cultura de células HeLa com o intuito de se obter um grande
namero de parasitas para posteriores ensaios. As células HeLa infectadas com os isolados de
T. gondii (originarios das galinhas 162, 193 e 211) foram armazenadas em frascos de
congelamento de nitrogénio liquido contendo dimetilsulfoxido (DMSQO) e 5% de soro fetal
bovino. Estas cepas isoladas foram denominadas de TgChBrUD3, TgChBrUD4 e
TgChBruDS5.

No mapa da figura 5 esta disposta a localizacdo das cepas isoladas deste estudo (TgChBrUD3,
TgChBrUD4 e TgChBrUD5) e das duas cepas (TgChBrUD1 e TgChBruUD2) isoladas do
coracdo de galinhas criadas de forma extensiva no Municipio de Uberlandia-MG

anteriormente em nosso laboratorio (LOPES et al., 2016).

4.3. Ensaios de viruléncia
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Na figura 6 é mostrada a comparacdo da mortalidade das cepas clonais (RH Tipo I, ME49
Tipo Il e VEG Tipo 1lll) e das cepas isoladas (TgChBrUD1, TgChBruD2, TgChBruUD3,
TgChBrubD4 e TgChBruD1-5).

A sensibilidade destes camundongos a infecgdo dos taquizoitos variou dependendo do inoculo
e da cepa de parasito inoculado (TABELA 1). As cepas RH, TgChBruUD1 e TgChBrUD?2
apresentaram a maior mortalidade, 100%, em todas as doses inoculadas. As cepas
TgChBruD3 e TgChBrUD5 também apresentaram alta mortalidade porem com doses mais
altas de inoculo. Para as cepas ME49 e VEG a mortalidade foi baixa. Nenhuma morte foi
verificada nos camundongos inoculados com a cepa TgChBrUDA4. Em todos os inoculos de
cepas, com excecdo do TgChBrUD4, os camundongos apresentaram perda de peso e

diminuicdo da temperatura corporal antes de sucumbirem a infec¢do (dados ndo mostrados).
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QUADRO 1. Bairros integrados do municipio de Uberlandia-MG onde foram realizadas a
coletas de soro de galinhas e isolamento das cepas de toxoplasma.

ZONAS URBANAS DOS BAIRRO§ INTEGRADOS DO MUNICIPIO DE
UBERLANDIA-MG
NORTE SUL LESTE OESTE CENTRAL RURAL
Gl\élF'e\lAAlgB SARAIVA® J. IPANEMA? %BAESELAASD BRASIL® ANDORP INHASC
MARAVILHA® GRANADA B INTEGSAC AOC zutl)_?ﬂl\llsAc TABAJARAS M AFa/l”E_ﬁz AB
EQS'LQ SAO JORGE MORUMBI® | JARAGUA® | BOM JESUS
PACAEMBU® LAGOINHA UMUAALJEM AP TAIAMAN® CAZECA
H'\éf;\TlﬁA SHOPPING PARK | ACLIMAGCAO® | PANORAMA CENTRO
GRIX'QSASB LARANJEIRAS gégTE?RDA'S PLANALTO | D.FONSECA
ROOSFI;VELT TUBALINA M. PASSAROS P ALh/IJEIR AS FUNDINHO
SAO JOSE M%%AL'ID@ADA SESéSR'\éI%'\ADO J. EUROPA LIDICE
J. BRASILIA VF',FEGR'EL@;O TIBERY LUIZOTE MARTINS
UBE';EXQDIA SQETCAA J. HOLANDA APA’;zlésélDA
PAMPULHA UMUARAMA TOCANTIS 0. REZENDE
CIDADE JARDIM J. PATRICIA
PATRIMONIO MORéA(‘)DLA DO
CARAJAS MANSOUR
SANTA LUZIA J. CANAA
J.
INCONFIDENCIA
J. KARAIBA

A: BAIRROS VISITADOS

B: BAIRROS ONDE FORAM REALIZADAS AS COLETAS

C: BAIRROS ONDE FORAM REALIZADAS AS COLETAS/BIOENSAIO
D: BAIRROS ONDE FORAM REALIZADAS AS COLETAS/BIOENSAIO/ ISOLAMENTO DA CEPA
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Figura 1. Mapa do municipio de Uberlandia-MG demonstrando as localidades onde as

amostras de soro de galinhas criadas de forma extensiva foram coletadas.
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Figura 2. ELISA indireto: Valores de indice ELISA (IE) dos niveis anticorpos lgY em soros
de galinhas criadas de forma extensiva contra o antigeno soluvel de T. gondii (10 pg/mL
STAg). Amostras com IE igual ou superior a 1,2 foram consideradas positivas. A linha
tracejada representa o valor de cut off (IE> 1,2). Dos 216 soros testados, 89,91% apresentaram

resultado positivo.
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Figura 3. ELISA indireto: Valores de indice ELISA (IE) dos niveis anticorpos IgG anti
STAg (10 pg/mL) em soros de camundongos inoculados com fragmentos cerebrais de
galinhas soropositivas para T. gondiii. Amostras com IE igual ou superior a 1,2 foram

consideradas positivas. A linha tracejada representa o valor de cut off (IE> 1,2).



38

10000+

5 :
S

O 1000+
=0 ]
<9 ]
Z
ey
LIDJ [a) 1004
82
o
| i 104
Z ]
<
)
(04

1 T T
TgChBruD3 TgChBruD4 TgChBruD5

Cepas isoladas

Figura 4. Quantificacdo do DNA do T. gondii em amostras de cérebro de camundongos do

bioensaio analisados por PCR em Tempo Real.



Uberlandia: Toxoplasma gondii strains isolated from free range chickens (2012/2013)

A A

Toqee

T

Map legend
® Isolated stains

= Highways
—— Hydrography
I Lakes and natural ponds
) vvan pecmeter
| Blocks

] municipasty of ubedsngia
Urban Sectors
I Centrat

East

B Nomn

West

I south

Neles

Coorsnate Sy UTM

Catem Srgesloct

Source: Prefetrs U Oe Utergnga 2014}
T2 criesient

Author Lz Canct et o Faus Codts

Emorston Farca Joares Rezente

Oate Jamuary 78 2013

N SSS—
e s 2 8 &9




40

Figura 5. Mapa do municipio de Uberlandia-MG demonstrando os pontos onde as cepas de T.

gondii foram isoladas.
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Figure 6. Mortalidade de camundongos BALB/c. Camundongos receberam entre 10 a 10°
taquizoitos por via intraperitoneal (IP) das cepas de T. gondii e foram observados num

periodo de 30 dias. Em cada grupo 5 camundongos foram usados.
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TABELA |. Comparagdo da viruléncia de camundongos BALB/c inoculados (IP) com
taquizoitos de diferentes cepas de T. gondii.

Escala de viruléncia:

(AV) Altamente virulenta: DL50 < 10°, perda de peso corporal e diminuic&o da temperatura
corporal antes da morte;

(V1) Viruléncia intermediaria: DL50 > 10% e < 10, perda de peso corporal e diminuicdo da
temperatura corporal antes da morte;

(NV) N4o virulenta: DL50 >10", sem de peso corporal e diminuicdo da temperatura corporal

antes da morte (quando ocorrer).

Numero de taquizoitos inoculados IP em camundongos BALB/c

10 102 10° 10* 10°

Cepa/ Escala de viruléncia o4 moralidade (ndmero de camundongos/nimero de camundongos

sobreviventes)

RH/AV 100(5/0) 100(5/0) 100(5/0) 100(5/0) 100(5/0)
ME49/NV 0(5/5)  0(5/5)  O(5/5)  0(5/5) 20(5/4)
VEG/VI 0(5/5)  0(5/5)  0(5/5)  40(5/3) 40(5/3)
TgChBrUDL/AV 100(5/0)  100(5/0) 100(5/0) 100(5/0) 100(5/0)
TgChBrUD2/AV 100(5/0)  100(5/0) 100(5/0) 100(5/0) 100(5/0)
TgChBrUD3/AV 60(5/2) 80(5/1) 100(5/0) 100(5/0) 100(5/0)
TgChBrUD4/NV 0(5/5)  0(5/5)  O0(5/5)  0(5/5) 0(5/5)

TgChBrUD5/AV 20(5/4)  40(5/3) 100(5/0) 100(5/0) 100(5/0)
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4.4. Caracterizacdo genotipica das cepas TgChBrUD1 e TgChBrUD5

As cepas TgChBrUD1 e TgChBRUDS tiveram seus DNA sequenciados gerando 6.459.952 e
6.103.033 de fragmentos (reads) mapeados respectivamente. Estas sequencias geradas foram
alinhadas com o genoma de referéncia, ME49, depositado no ToxoDB, com a finalidade de se
localizar as posi¢Oes génicas nos cromossomas e realizar os estudos de polimorfismo dos
nucleotideos presentes nos marcadores de microssatélites e marcadores genéticos.

A base de dados ToxoDB fornece acesso as sequéncias do genoma das cepas de T. gondii,
ME49, GT1, VEG e RH (somente 0os cromossomos Chr la e Chr Ib).

Assim, as sequencias de interesse, nas regides avaliadas, foram alinhadas com sequencias
depositadas nos bancos de dados gendémicos: GenBank e ToxoDB.

A comparacdo das sequencias de microssatélites (TABELA 1) entre as cepas de T. gondii
indicam que TgChBrUDI e TgChBrUD5 sdo provavelmente resultantes de recombinacgdes
génicas entre as cepas clonais (Tipo I, Il e Ill), porém mais relacionadas com o tipo II.
TgChBrUDS introduz nesta analise novos alelos polimdrficos que a diferem geneticamente da

cepa TgChBruD1.
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TABELA I1: Comparacdo das sequencias de microssatelites entre as sequencias das cepas de

T. gondii.
SEQUENCIA DO MICROSSATELITE/NUMERO DE CROMOSSOMO
MS1/lb  MS2/11 MS3/II MS4/IIV ~ MS5/VII MS6/X MS7/XII
TIPO GA TC TG GA AGA GGA CA TG TC  ALELO
| 5 10 2 8 2 3 10 9 10 [
I 10 7 2 10 2 3 9 8 7 I
1] 9 6 3 8 1 2 10 7 7 11
TgChBrUD1 10 7 2 8 2 3 9 7 10 Uy,
TgChBrUD5 3 7 2 10 1 4 9 8 9 Uy,

MS1- ToxoDB: GT1 (TGGT1 chrlb) 1.069.176 até 1.069.233; ME49 (TGME49 chrlib)
1.052.755 até 1.052.814; VEG (TGVEG_chrlb) 1.051.779 até 1.051.836.

MS2(W35)- GenBank accession numbers: BK1 (AY572621); ME49(AY572631); NED
(AY572632).

MS3- ToxoDB: GT1 (TGGT1_chrll) 1.262.878 até 1.263.027; ME49 (TGME49 chrll)
1.244.436 até 1.244.581; VEG (TGVEG_chrlb) 1.268.114 até 1.268.257.

MS4- ToxoDB: GT1 (TGGT1_chrlV) 2.245.773 até 2.245.892; ME49 (TGME49_chrlV)
2.359870 ateé 2.359.989; VEG (TGVEG_chrlV) 2.393.492 até 2.393.639.

MS5 (B18)- GenBank accession numbers: BK1 (AY572714); ME49(AY572710); NED
(AY572726).

MS6 (TgM-A)- GenBank accession numbers: BK1 (AY572650); ME49(AY572661); NED
(AY572662).

MS7 (B17)- GenBank accession numbers: BK1 (AY572751); ME49(AY572759); NED
(AY572760).

Uyi: Novo alelo relacionado com a cepa do tipo 1.


http://www.toxodb.org/toxo/showRecord.do?name=SequenceRecordClasses.SequenceRecordClass&project_id=ToxoDB&primary_key=TGGT1_chrIa
http://www.toxodb.org/toxo/showRecord.do?name=SequenceRecordClasses.SequenceRecordClass&project_id=ToxoDB&primary_key=TGGT1_chrIa
http://www.toxodb.org/toxo/showRecord.do?name=SequenceRecordClasses.SequenceRecordClass&project_id=ToxoDB&primary_key=TGGT1_chrIa
http://www.toxodb.org/toxo/showRecord.do?name=SequenceRecordClasses.SequenceRecordClass&project_id=ToxoDB&primary_key=TGGT1_chrIa
http://www.toxodb.org/toxo/showRecord.do?name=SequenceRecordClasses.SequenceRecordClass&project_id=ToxoDB&primary_key=TGGT1_chrIa
http://www.toxodb.org/toxo/showRecord.do?name=SequenceRecordClasses.SequenceRecordClass&project_id=ToxoDB&primary_key=TGGT1_chrIa
http://www.toxodb.org/toxo/showRecord.do?name=SequenceRecordClasses.SequenceRecordClass&project_id=ToxoDB&primary_key=TGGT1_chrIa
http://www.toxodb.org/toxo/showRecord.do?name=SequenceRecordClasses.SequenceRecordClass&project_id=ToxoDB&primary_key=TGGT1_chrIa
http://www.toxodb.org/toxo/showRecord.do?name=SequenceRecordClasses.SequenceRecordClass&project_id=ToxoDB&primary_key=TGGT1_chrIa
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A andlise filogenética das sequencias dos genes (ANEXO 2) GRA6, GRA7, PK1, SAGL1 e
ROP18 revelam sitios polimorficos entre as 5 linhagens analisadas (tipo I, I1, 11l, TgchBrUD1
e TgChBruUD5) (Figura 7). A comparagdo dos polimorfismos dos nucleotideos também
indicam que TgChBrUD1 e TgChBrUD5 sédo resultados de recombinacdo génica dos trés
tipos clonais, no entanto, estd analise indicou que as cepas estdo mais relacionadas com as
cepas do tipo I, quando se realiza o alinhamento de todos os marcadores genéticos juntos
(Figura 7 e TABELA 111).

TgChBruUD1 apresenta o haplétipo do tipo | para 3 genes (GRA6, SAG1 e ROP18) e nos
genes GRA6 e GRA7 mostrou um padrao do tipo IlI.

Para a linhagem TgChBrUD5 foi observado um haplétipo do tipo I para todos os genes com

excetuando GRAG6 mostrando um padréo do tipo I1I.

TABELA I111: Matriz de Identidade, em porcentagem, entre as linhagen de T. gondii.

Criado por Clustal2.1.

GRAG6 GRA7 SAG1
Ne Cepa 1 2 3 4 5 1 2 3 4 5 1 2 3 4 5
1 TIPO I
2 TIPO 11 98.13 98.71 98.12
3 TIPO 11 98.79  97.66 97.12 97.84 98.12 100
4  TgcheruD1 [NGBMEN 97.94 - 97.26  97.98 97.17 97.17
5 TgChBruD5 98.76 98.26 99.07 96.53 9494 95.09 98.11 98.11 99.24
PK1 ROP18 Todos os marcadores alinhados
Ne Strain 1 2 3 4 5 1 2 3 4 5 1 2 3 4 5
1 TIPO |
2 TIPO 11 98.88 98.20 98.32
3 TIPO 111 98.71 98.87 93.87 9441 96.31 96.68
4 TgChBrUD1 98.88 98.87 98.02 93.63 98.32 96.31
5 TgChBruD5 9743 97.26 97.43 97.48 93.15 99.40 97.58 95,50 98.41
As caixas destacadas em cinza indicam as linhagens mais préximas
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Figura 7. Analise filogenética dos sitios polimérficos foi construida pelo método da
aproximacao de vizinhos (neighbor-joining method) utilizando as sequencias de nucleotideos
dos loci GRAG6 (5A), GRA7(5B), SAGL1 (5C), PK1(5D) e ROP18(5E). A sequencia das cepas
clonais (GT1, ME49 e VEG) foram comparadas com sequencias obtidas de 2 isolados
(TgChBruD1 e TgChBruUD5). A posicdo dos nucleotideos foi determinada baseando-se nas
sequencias publicadas no ToxoDB para as linhagens de T. gondii (GT1, ME49 e VEG)
(ANEXO 2). O numero acima dos ramos indica a posterior probabilidade. A barra de escala

indica a porcentagem de diferenca entre os nucleotideos.
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5. DISCUSSAO

A ampla dispersdo do T. gondii nos diversos territorios (rural, peri-urbano e urbano) pode ser
explicada por diversos fatores, como clima, condi¢cBes socio-economicas, deficiéncia do
saneamento bésico, intimo contato com animais domésticos (gato), consumo de carne crua ou
mal cozida, falta de informacdo em salde, falta de higiene, e principalmente pela condigédo de
como esta doenca € tratada pelo servico de saude do Brasil (PETNEY, 2001).

Os seres humanos podem se infectarem pela ingestdo de oocistos, que se encontram no solo,
areia, latas de lixo ou em qualquer local onde os gatos defecam, disseminando-se através do
ambiente, por lixiviagdo, por meio de vetores, transportadores como moscas e baratas
(DABRITZ et al., 2007; TORREY; YOLKEN, 2013).

Em nosso pais a toxoplasmose nédo é considera uma doenca de notificagcdo compulsoria, sendo
classificada pelos 6rgéos internacionais de saide (Organizacdo Mundial da Saide) como uma
doenca negligenciada. O Centro de Prevencdo e Controle de Doengas Norte-Americano
(Centers for Disease Control and Prevention-CDC) também inclui a toxoplasmose dentre as
infeccdes negligenciadas da pobreza (KIJLSTRA; JONGERT, 2008; YOSHIDA et al., 2011).
Diversos estudos tem demonstrado a importancia da infeccdo humana por oocistos de T.
gondii devido também a resisténcia e viabilidade desta forma de infeccdo no ambiente. O
risco desta infeccdo em criancas é alto, um estudo brasileiro demonstrou a presenca de
oocistos a partir da areia de 32% dos parques recreativos escolares analisados em uma regido
do estado de Séo Paulo (DOS SANTOS et al., 2010).

No Estado de Sdo Paulo, em 237 gatos capturados em 15 municipios 35,4% apresentaram
sorologia positiva para toxoplasmose. Em 66,2% destes gatos, 0s pesquisadores conseguiram
isolar por meio do bioensaio em camundongos, o parasito. (PENA et al., 2006).

Um estudo realizado em Campos dos Goytacases no Estado do Rio de Janeiro demonstrou a
relacdo do risco do consumo de agua ndo filtrada pela populacdo com casos de uveite em
individuos soropositivos para toxoplasmose (BAHIA-OLIVEIRA et al., 2003).

O uso de galinhas como indicadores ou sentinelas de contaminacdo do solo por oocistos
devido ao seu habito de ciscar o chd@o, tem sido muito relatado em diversos estudos
relacionando com a infec¢cdo em humanos. (CASARTELLI-ALVES et al., 2015; MORE et
al., 2012; SILVA, L. A. et al., 2014). Desta forma, estas galinhas criadas de forma extensiva
além de servirem como sentinelas de contaminacdo ambiental agem adicionalmente como

indicadoras de qual cepa esta presente no ambiente, uma vez que este hospedeiro € capaz de
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portar, em si, cepas altamente virulentas sem apresentar sintomas e sinais clinicos da
toxoplasmose (DUBEY, 2010).

Outro sentinela também utilizado para indicar a contaminacdo ambiental em ambientes
urbanos é o pombo avoante (Zenaida auriculata) devido ao habito de vida deste animal, um
levantamento realizado em Londrina no Estado do Parand demonstrou uma alta prevaléncia
do T. gondii nestas aves (BARROS et al., 2014).

A anélise de uma gama mais ampla de isolados de T. gondii provenientes de diferentes
regides geogréaficas tem revelado um ndmero maior de haplogrupos do que tinha sido
anteriormente reconhecido.

Em nosso estudo encontramos amostras positivas para toxoplasma em todos os bairros do
municipio de Uberlandia onde foram realizadas as coletas de sangue de galinhas criadas de
forma extensiva mostrando uma alta habilidade de dispersdo deste parasito nos ambientes
urbanos. A maioria das amostras foi obtida de regifes com elevada densidade populacional.
Também foi demonstrado que as cepas isoladas do municipio de Uberlandia apresentam
grande variabilidade fenotipica em relagédo a viruléncia em camundongos.

A viruléncia das linhagens de T. gondii é avaliada principalmente pela comparacdo da
habilidade do parasito em matar um camundongo com diferente quantidade de indculo. As
cepas de T. gondii do tipo I apresentam a DL100=1. Por outro lado, para as cepas dos tipos Il
e 111 a DL100 é somente obtida com inécuos maiores que 10° taquizoitos, permitindo que
estas linhagens estabelecam uma infec¢do crénica nos camundongos e, portanto, levando a
formacdo de cistos teciduais, preferencialmente no cérebro (GRIGG et al., 2001).
TgChBrUD1 e TgChBRUDS5 sdo linhagens geneticamente relacionadas que apresentam
diferencas na viruléncia sugerindo uma grande diversidade genética entre as cepas circulantes
no municipio de Uberlandia-MG, apesar de serem isoladas de regifes geograficas bem
proximas (cerca de 2,2 km de distancia).

Estudos de genotipagem utilizando o polimorfismo de nucleotideos de moléculas (granulos
densos-GRA, antigenos de superficie-SAG, roptrias-ROP entre outras), em substituicdo aos
marcadores de RFLP, tém sido realizados em amostras isoladas de cepas brasileiras. A partir
destas analises mais detalhadas do polimorfismo dos nucleotideos, é possivel se observar a
ocorréncia de linhagens atipicas ou recombinantes apresentando multiplos genétipos (MINOT
et al., 2012; MIRANDA et al., 2015). Esta ferramenta possibilita um melhor detalhamento no
alcance de variacdo de nucleotideos entre as cepas, permitindo conhecer melhor a real

complexidade dos genotipos de T. gondii.
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A metodologia por polimorfismo de nucleotideos também explica a diferenca encontrada na
classificacdo das cepas isoladas quando utilizamos o polimorfismo de microssatélites e a
variacdo dos genes polimoérficos (SAG1, GRAG, GRA7, PK1 e ROP18). Assim, no nosso
estudo as cepas TgChBrUDL1 e 5 se aproximaram geneticamente das cepas do tipo Il pela
analise de microssatélites e das cepas do tipo | pela anélise do polimorfismo poligénico.

A andlise de microssatélites revela mutacBes mais recentes em isolados geneticamente
préximos dentro de uma linhagem uma vez que a taxa de mutacdo nestas regifes ¢ mais alta
quando comparada com outros pontos de mutagdo, como os marcadores de RFLP
(AJZENBERG et al., 2004; AJZENBERG; BANULS; et al., 2002; AJZENBERG; COGNE;
et al., 2002; DELHAES et al., 2010; MERCIER et al., 2010; XIAO; YOLKEN, 2015)

Por meio das analises geneticas dos genes atraves dos polimorfismos identificados nos
microssatelites e nos marcadores geneticos avaliados foi possivel isolar uma nova cepa de T.
gondii, TgChBrUDS. Esta cepa provavelmente € resultado da recombinagdo génica dos tipos
clonais I, 11 e 11l porém, se aproximando geneticamente da cepa do tipo I.

Em adic&o, as cepas clonais do tipo | de T. gondii sdo mais relacionadas geneticamente com
as cepas brasileiras do tipo Brl, que apresentam alta viruléncia, concordando com 0 nosso
achado (PENA et al., 2008; PENA et al., 2006).

A alta viruléncia das cepas do tipo | e Brl pode ser explicada pelo tipo de resposta imune
induzido. Estudos recentes tem demonstrado que estas linhagens estimulam uma liberacéo de
citocinas especificas do perfil Th2 que permite a multiplicacdo e a disseminacdo do parasito
nos hospedeiros, devido a uma menor estimulacdo da resposta mediada por fagocitos (XIAO;
YOLKEN, 2015; DE-LA-TORRE et al., 2014; TORRES-MORALES et al., 2014)

As cepas TgChBrUD1 e TgChBrUD5 sdo geneticamente proximas apresentando 98,41% de
similaridade nos polimorfismos avaliados, entretanto a primeira cepa é mais virulenta, como
demonstrado por Franco et al, (2014), que encontrou uma viruléncia em Calomys callosus de
100% com o inéculo de 10? taquizoitos. Esta diferenca entre as linhagens estudadas podem
ser explicadas pelo polimorfismo dos marcadores GRA6, GRA7 e PK1.

GRAG6 e GRA7Y constituem-se nos principais marcadores de polimorfismos utilizados para
genotipagem. Estas moléculas sdo secretadas no vaclolo parasitoforo e estdo também
envolvidas com a resposta imune adaptativa do hospedeiro (MERCIER, C.; CESBRON-
DELAUW, 2015). Para o marcador GRA7 a cepa TgChBrUD5 estd mais proxima
geneticamente com a linhagem clonal do tipo I1I.

ROP18 é um dos principais fatores envolvidos na viruléncia do T. gondii, uma vez que esta

proteina inativa as IRGs (fosforilagdo). Assim, acontece o bloqueio destas IRGs, induzidas
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pelo IFN-y, e desta forma ndo acontece acimulo de IRGs no vacuolo parasitoforo, que levaria
a desestruturacdo de sua membrana, & sua ruptura e a eliminagdo do parasita pela degradagéo
mediada por lisossomos. A andlise da expressdo génica mostrou que as cepas do tipo Il
expressam consideravelmente menos ROP18 quando comparada com as do tipo | ou Il
(BEHNKE et al., 2015; DU TOIT, 2014; JENSEN et al., 2015). Para este marcador génico,
TgChBruD1 e TgChBruD5 mostraram um padréo do tipo |.

Estudos com identificacdo de cepas de pacientes do municipio de Erechim e regido sugerem
que o aumento do risco de doenca ocular é devido a maior prevaléncia de uma cepa atipica,
que pode ser encontrada em fontes de dgua no Brasil. Essa cepa é diferente das cepas clonais
I, 11 e I11, que causam a maioria das infeccfes na América do Norte e Europa (JONES et al.,
2006; XIAO; YOLKEN, 2015). No Brasil, cepa Brl é mais frequente em pacientes com
toxoplasmose ocular e em casos de abortamentos (GILBERT et al., 2008; KHAN et al., 2006;
SAADATNIA; GOLKAR, 2012; SAKAMOTO et al., 2009; VALLOCHI et al., 2005).
Eventos de recombinacdo génica entre as cepas de T. gondii na natureza geram novas
propriedades biologicas, como o aumento da viruléncia para os seres humanos e adaptacées
o0s hosdereiros (LORENZI et al., 2016).

Os resultados do presente estudo indicam que 0s gendtipos de T. gondii circulam no ambiente
urbano e a diversidade de cepas encontradas em regides geograficamente proximas. Em nossa
analise de genes detectamos um alto grau de polimorfismo, assim a utilizacdo dos marcadores
SAG1, PK1, GRA6, GRA7 e ROP18 podem ser candidatos fortes para a caracterizacao

génica de novas cepas isoladas, quando comparado com os alelos presentes nas cepas clonais.
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6. CONCLUSOES

As conclus@es deste trabalho foram:

o O levantamento sorolégico do T. gondii em galinhas criadas de forma extensiva no
municipio de Uberlandia-MG demonstrou uma alta prevaléncia do protozoario no ambiente

urbano;

o A técnica de isolamento do T. gondii no cérebro de galinhas demonstrou ser Util para o

isolamento de novos gendtipos;

o Pela analise do polimorfismo dos marcadores SAG1, GRA6, GRAG, PK1 e ROP18 a
cepa TgChBrUDL1 foi caracterizada pertencente a linhagem Brl, discordando da classificacao
por RFLP,;

o A cepa TgChBrUDS5 foi caracterizada por meio do polimorfismo dos marcadores
SAG1, GRA6, GRAG, PK1 e ROP18 como pertencente a linhagem Brl;

o As cepas TgChBrUD1 e TgChBrUDS5, isoladas em regibes geograficamente proximas
porém, em periodos distintos, foram caracterizadas como pertencentes a mesma linhagem;
o Os marcadores de viruléncia, GRA6, GRA7 e ROP18, foram Uteis em correlacionar a

viruléncia de uma nova cepa de T. gondii com os dados de genotipagem.
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ANEXO 2

GRA6 GENE MARKER

>TYPE I
TTAATAATCAAACACATTCACACGTTCCGGGTGCAACGGGCGCCTGTCATCCTCGGCTCCTCCTTCACCTCTGCCTCCGTAACCTCTGCCTTCA
TTCCCACCGTTCCCAGCATTATTGCCTGCATCATTTCCACCACCATCCCCAGATGGTTCTTGGGGAGAGCGTCGTCCAGTCCTTCGAAGAAAGA
AAGCGGTAAGCATTGCCACAGATACTGCCAACACCACAGCACCAATGAGTCTGTGGCGTTTCTGTGTTCGTTTGCTAGGCACCTTCGCTTGTGG
TTCTTGAACAGAGGAGTAACGTCGTCTTGTGCCCTGTTCTTCGATTCTTTCCTCGAGCGACGGGCCACGCGCCTCCGACTTCCCCTCATTCGCC
AGCACGGGAAAAGGGTCAACGTCGCCCTCCGCCGCTTCGGAGGTTGTATCATCTTCAGCTAACGAGTCGCCTTGGCCACCGCCCATCGCCGAAG
AGTTGACATAGTCTTCAGTGGTCCCCACTGCTTCTTGCTGTCCACCGCTCGAACCGGT TTCCGAAGGGGTCTGCTTAACACCACCGCTGTCTGC
TGCGACAGCGACTCCACCCAACGAATTGACGAGTACACCCATGAAGACTACAAAGACCACAGCAACTGTGGAGACAGTTACAGGACAGAAGTTA
C

>TYPE II
TTAAAAATCAAACTCATTCACACTTCCCGGGTGCAACGGGCGCCTGTCATCCTCGCCTCCTTCACCTCTGCCTTCATTCCCACCGTTCCCAGCA
TTATTGCCTGCATCATTTCCACCACCACCCCCAGATGGT TCTTGGGGAGAGCGTCGTCCAGTCCTTCGAAGAAAGAAAGCGGTAAGCATTGCCA
CAGATACTGCCAACACCACAGCACCAATGAGTCTGTGGCGTTTCTGTGTTCGTTTGCTAGGCACCTTCGCTTGTGGTTCTTGAACAGAGGAGTA
ACGTCGTCTTGTGCCCTGTTCTTCGATTCTTTCCTCGAGCGACGGGCCACGCGCCTCCGACTTCCCCTCATTCGCCAGCGCGGGARAAAGGGTCA
ACGTCGCCCTCCGCCGCATCGGAGGTTGTATCATCTTCAGCTAACGAGTCGCCTTGGCCACCGCCCATCGCCGAAGAGTTGACATAGTCTTCAG
TGGTCCCCACTGCTTCTTGCTGTCCACCGCTCGAACCGGTTTCCGAAGGGGTCTGCCTAACACCACCGCTGTCTGCTGCGACAGCGACTCCACC
CAACGAATTGACGAGTACACCCATGAAGACTACAAAGACCACAGCAACTGTGGAGACAGTTAAAGGACAGAAGTTAC

STYPEITI
TTAATAATCAAACACATTCACACGTTCCGGGTGCAACGCGCGCCTGTCATCCTCGCCTCCTCCTTCACCTCTGCCTCCGTAACCTCTGCCTTCA
TTCCCACGGTTCCCAGCATTATTGCCTGCATCATTTCCACCACCATCCCCAGATGGTTCTGGGGGAGAGCGTCGTCCAGTCCTTCGAAGAAAGA
AAGCGGTAAGCATTGCCACAGATACTGCCAACACCACAGCACCAATGAGTCTGTGGCGTTTCTGTGTTCGTTTGCTAGGCACCTTCGCTTGTGG
TTCTTGAACAGAGGAGTAACGTCGTCTTGTGCCCTGTTCTTCGATTCTTTCCTCGAGCGACGGGCCACGCGCCTCCGACTTCCCCTCATTCGCC
AGCACGGGAAAAGGGTCAACGTCGCCCTCCGCCGCATCGGAGGTTGTATCATCT TCAGCTAACGAGTCGCCTTGGCCACCGCCCATCGCCGAAG
AGTTGACATAGTCTTCAGTGGTCCCCACTGCTTCTTGCTGTCCACCGCTCGAACCGGTTTCCGAAGGGGTCTGCTTAACACCATCGCTGTCTGC
TGCGACAGCGACTCCACCCAACGAATTGACGAGTACACCCATGAAAACTACAAAGACCACAGCAACTGTGGAGACAGTTAAAGGACAGAAGTTA
c

>TgChBRUD1
TTAATAATCAAACACATTCACATGTTCCGGGTGCAACGCGCGCCTGTCATCCTCGCCTCCTCCTTCACCTCTGCCTTCATTCCCACCGTTCCCA
GCATTATTGCCTGCATCATTTCCACCATCATCCCCAGATGGTTCTGGGGGAGAGCGTCGTCCAGTCCTTCGAAGAAAGAAAGCGGTAAGCATTG
CCACAGATACTGCCAACACCACAGCACCAATGAGTCTGTGGCGTTTCTGTGTTCGTTTGCTAGGCACCTTCGCTTGTGGTTCT TGAACAGAGGA
GTAACGCCGTCTTGTACCCTGTTCTTCGATTCTTTCCTCGAGCGACGGGCCACGCGCCTCCGACTTCCCCTCATTCGCCAGCACGGGAARAGGG
TCAACGTCGCCCTCCGCCGCATCGGAGGTTGTATCATCTTCAGCTAACGAGTCGCCTTGGCCACCGCCCATCGCCGAAGAGTTGACATAGTCTT
CAGTGGTCCCCACTGCTTCTTGCTGTCCACCGCTCGAACCGGTTTCCGAAGGGGTCTGCTTAACACCACCGCTGTCTGCTGCGACAGCGACTCC
ACCCAACGAATTGACGAGTACACCCATGAAGACTACAAAGACCACAGCAACTGTGGAGACAGTTAAAGGACAGAAGTTAC

>TgChBrUD5
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TTAATAATCAAACACATTCACACGTTCCGGGTGCAACGCGCGCCCGTCATCCTCGCCTCCTCCTTCACCTCTGCCTTCATTCCCACCGTTCCCA

GCATTATTGCCTGCATCATTTCCACCACCATCCCCAGATGGTTCTGGGGGAGAGCGTCGTCCAGTCCTTCGAAGAAAGAAAGCGGTAAGCATTG

CCACAGATACTGCCAACACCACAGCACCAATGAGTCTGTGGCGTTTCTGTGTTCGTTTGCTAGGCACCTTCGCTTGTGGTTCTTGAACAGAGGA

GTAACGTCGTCTTGTGCCCTGTTCTTCGATTCTTTCCTCGAGCGACGGGCCACGCGCCTCCGACTTCCCCTCATTCGCCAGCACGGGAAAAGGG

TCAACGTCGCCCTCCGCCGCATCGGAGGTTGTATCATCTTCAGCTAACGAGTCGCCTTGGCCACCGCCCATCGCCGAAGAGTTGACATAGTCTT

CAGTGGTCCCCACTGCTTCTTGCTGTCCACCGCTCGAACCGGTTTCCGAAGGGGGTCTGCTGAACACCACCGCTGTCTGCTGCGACAGCGACTC

CACCCAACGAATTGACGAGTACACCCATGAAGACTACAAAGACCACAGCAACTGTGGAGACAGTTAAAGGACAGAAGTTAC

GRA6 GENE MARKER ALIGNMENT

II
III
TgChBRUD1

TgChBrUD5

II
I11I
TgChBRUD1

TgChBrUDS

II
I11I
TgChBRUD1

TgChBrUDS5

10 20 30 40 50 60

; ; ;
+ + + + + +

i o i i

TTAATAATCAAACACATTCACAMGTTCCGGGTGCAACGCGCGCCTGTCATCCTCGCCT

TTAATAATCAAACACATTCACACGTTCCGGGTGCAACGCGCGCC

70 80 90 100 110 120

+ + + + + +

IACCTCTGCCTTCATTCCCACCGTTCCCAGCATTATTGCC]

T CChliNe)Neloholileleloliielelelw\».C C T CTGCCTTCATTCCCACEGTTCCCAGCATTATTGCC
TCCiNe ACCTCTGCCTTCATTCCCACCGTTCCCAGCATTATTGCC

TCClNNG IACCTCTGCCTTCATTCCCACCGTTCCCAGCATTATTGCC]

: : : : : +

GGGGAGAGCGTCGTCCAGTCCTTCG

t t t t t +

o



II
I1T
TgChBRUD1

TgChBrUD5S

11
III
TgChBRUD1

TgChBrUD5

I
I11I
TgChBRUD1

TgChBrUDS

II
I11I
TgChBRUD1

TgChBrUDS5

II

III

[AAGAAAGAAAGCGGTAAGCATTGCCACAGATACTGCCAACACCACAGCACCAATGAGTCT)

[AAGAAAGAAAGCGGTAAGCATTGCCACAGATACTGCCAACACCACAGCACCAATGAGTCT)

TAAGCATTGCCACAGATACTGCCAACACCACAGCACCAATGAGTCT

AGCGGTAAGCATTGCCACAGATACTGCCAACACCACAGCACCAATGAGTCT

AGCGGTAAGCATTGCCACAGATACTGCCAACACCACAGCACCAATGAGTCT

250 260 270 280 290 300

; ; ; ;
+ + + + + +

310 320 330 340 350 360

+ + + + + +

D A A

ACGTCGTCTTGTGCCCTGTTCTTCGATTCTTTCCTCGAGCGACGGGCCACGCGCCTCCGA]

+ + + + + +

N .

CTTCCCCTCATTCGCCAGCACGGGAAAAGGGTCAACGTCGCCCTCCGCCGCHTCGGAGGT

CTTCCCCTCATTCGCCAGCECGGGAAAAGGGTCAACGTCGCCCTCCGCCGCATCGGAGGT

CTTCCCCTCATTCGCCAGCACGGGAAAAGGGTCAACGTCGCCCTCCGCCGCATCGGAGGT

CTTCCCCTCATTCGCCAGCACGGGAAAAGGGTCAACGTCGCCCTCCGCCGCATCGGAGGT

CTTCCCCTCATTCGCCAGCACGGGAAAAGGGTCAACGTCGCCCTCCGCCGCATCGGAGGT]

430 440 450 460 470 480

4 4 4 4 4 +

5

TGTATCATCTTCAGCTAACGAGTCGCCTTGGCCACCGCCCATCGCCGAAGAGTTGACATA|

TGTATCATCTTCAGCTAACGAGTCGCCTTGGCCACCGCCCATCGCCGAAGAGTTGACATA]

TGTATCATCTTCAGCTAACGAGTCGCCTTGGCCACCGCCCATCGCCGAAGAGTTGACATA]

75



TgChBRUD1

TgChBrUD5S

I11I
TgChBRUD1

TgChBrUD5

II
I11I
TgChBRUD1

TgChBrUDS

II
I11I
TgChBRUD1

TgChBrUDS

GRA7 GENE MARKER

>TYPE I

: : : :
- - - - - +

550 560 570 580 590 600

+ + + + + +

i s

TCTGCTTAACACCACCGCTGTCTGCTGCGACAGCGACTCCACCCAACGAATTGACGAGTA|

TCTGC®TAACACCACCGCTGTCTGCTGCGACAGCGACTCCACCCAACGAATTGACGAGTA|

TCTGCTTAACACCABCGCTGTCTGCTGCGACAGCGACTCCACCCAACGAATTGACGAGTA|

TCTGCTTAACACCACCGCTGTCTGCTGCGACAGCGACTCCACCCAACGAATTGACGAGTA|

TCTGCTE@AACACCACCGCTGTCTGCTGCGACAGCGACTCCACCCAACGAATTGACGAGTA|

+
L
+
+
L

t +

D A A

CACCCATGAAGACTACAAAGACCACAGCAACTGTGGAGACAGTTAMAGGACAGAAGTTAC

CACCCATGAAGACTACAAAGACCACAGCAACTGTGGAGACAGTTAAAGGACAGAAGTTAC

CACCCATGAAIMACTACAAAGACCACAGCAACTGTGGAGACAGTTAAAGGACAGAAGTTAC

CACCCATGAAGACTACAAAGACCACAGCAACTGTGGAGACAGTTAAAGGACAGAAGTTAC

CACCCATGAAGACTACAAAGACCACAGCAACTGTGGAGACAGTTAAAGGACAGAAGTTAC

76

TTTTTTCCGCGCTTTGTGTTTTAGGCCTGGTGGCGGCGGCTTTGCCCCAGTTCGCTACCGCGGCCACCGCGTCAGATGACGAACTGATGAGTCG

AATCCGAAATTCTGACTTTTTCGATGGTCAAGCACCCGTTGACAGTCTCAGACCGACGAACGCCGGTGTCGACTCGAAAGGGACCGACGATCAC

CTCACCACCAGCATGGATAAGGCATCTGTAGAGAGTCAGCTTCCGAGAAGAGAGCCATTGGAGACGGAGCCAGATGAACAAGAAGAAGTTCATT

TCAGGAAGCGAGGCGTCCGTTCCGACGCTGAAGTGACTGACGACAACATCTACGAGGAGCACACTGATCGTAAGGTGGTTCCGAGGAAGTCGGA

GGGCAAGCGAAGCTTCAAAGACTTGCTGAAGAAGCTCGCGCTGCCGGCTGTTGGTATGGGTGCATCGTATTTTGCCGCTGATAGACTTGTGCCG

GAACTAACAGAGGAGCAACAGAGAGGCGACGAACCCCTAACCACCGGCCAGAATGTGGGCACTGTGTTAGGCTTCGCAGCGCTTGCTGCTGCCG
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CAGCGTTCCTTGGCATGGGTCTCACGAGGACGTACCGACATTTTTCCCCACGCAAAAACAGATCACGGCAGCCTGCACTCGAGCAAGAGGTGCC
TGAATCAGGCGAAGATGGGGAGGATGCCCGCCAGTAG

>TYPE II
TTTTTTTCGCGCTTTGTGTTTTAGGCCTGGTGGCGGCGGCTTTGCCCCAGTTCGCTACCGCGGCCACCGCGTCAGATGACGAACTGATGAGTCG
AATCCGAAATTCTGACTTTTTCGATGGTCAAGCACCCGTTGACAGTCTCAGACCGACGAACGCCGGTGTCGACTCGAAAGGGACCGACGATCAC
CTCACCACCAGCATGGATAAGGCATCTGTAGAGAGTCAGCTTCCGAGAAGAGAGCCATTGGAGACGGAGCCAGATGAACAAGAAGAAGTTCATT
TCAGGAAGCGAGGCGTCCGTTCCGACGCTGAAGTGACTGACGACAACATCTACGAGGAGCACACTGATCGTARAAGTGGTTCCGAGGAAGTCGGA
GGGCAAGCGAAGCTTCAAAGACTTGCTGAAGAAGCTCGCGCTGCCGGCTGTTGGTATGGGTGCATCGTATTTTGCCGCTGATAGAATTCTGCCG
GAACTAACAGAGCAGCAACAGACAGGCGAAGAACCCCTAACCACCGGCCAGAATGTGAGCACTGTGTTAGGCTTCGCAGCGCTTGCTGCTGCCG
CAGCGTTCCTTGGCATGGGTCTCACGAGGACGTACCGACATTTTTCCCCACGCAAAAACAGATCACGGCAGCCTGCACTCGAGCAAGAGGTGCC
TGAATCAGGCAAAGATGGGGAGGATGCCCGCCAGTAG

>TYPE IIT
TTTTTTTCGCGCTTTGTGTTTTAGGCCTGGTGGCGGCGGCTTTGCCCCAGTTCGCTACCGCGGCCACCGCGTCGGATGACGAACTGATGAGTCG
AATCCGAAATTCTGACTTTTTCGATGGTCAAGCACCCGTTGACAGTCTCAGACCGACGAACGCCGGTGTCGACTCGAAAGGGACCGACGATCAC
CTCACCACCAGCATGGATAAGGCATCTGTAGAGAGTCAGCTTCCGAGAAGAGAGCCATTGGAGACGGAGCCAGATGAACAAGAAGAAGTTCATT
TCAGGAAGCGAGGCGTCGGTTCCGACGCTGAAGTGACTGACGACCACATCTACGAGGAGAACACTGATCGTAAAGTGGTTCCGAGGAAGTCGGA
GGGCAAGCGAAGCTTCAAAGACTTGCTGAAGAAGCTCGCGCTGCCGGCTGTTGGTATGGGTGCATCGTATTTTGCCGCTGATAGAATTCTGCCG
GAACTAACAGAGCAGCAACAGACAGGCGACGAACCCCTATCCACCGGCCAGAATGTGAGCACTGTGATAGGCTTCGCAGCGCTTGCTGCTGCCG
TAGCGTTCCTTGGCCTGGGTATCAAGAGGACGTACCGACATTTTTCCCCACGCARAARAACAGATCACGGCAGCCTGCACCCGAGCACGAGGTGCC
TGAATCAGGCGAAGATAGGGAGGATGCCCGCCAGTAG

>TgChBrUD1
TTTTTTTCGCGCTTTGTGTTTTAGGCCTGGTGGCGGCGGCTTTGCCCCAGTTCGCTACCGCGGCCACCGCGTCAGATGACGAACTGATGAGTCG
AATCCGAAATTCTGACTTTTTCGATGGTCAAGCACCCGTTGGCAGTCTCAGACCGACGAACGCCGGTGTCGACTCGAAAGGGACCGACGATCAC
CTCACCACCAGCATGGATAAGGCATCTGTAGAGAGTCAGCTTCCGAGAAGAGAGCCATTGGAGACGGAGCCAGATGAACAAGAAGAAGTTCATT
TCAGGAAGCGAGGCGTCGGTTCCGACGCTGAAGTGACTGACGACCACATCTACGAGGAGCACACTGATCGTAAAGTGGTTCCGAGGAAGTCGGA
GGGCAAGCGAAGCTCAAAGACTTGCTGAAGAAGCTCGCGCTGCCGGCTGTTGGTATGGGTGCATCGTATTTTGCCGCTGATAGAATTCTGCCGG
AACTAACAGAGCAGCAACAGACAGGCGACGAACCCCTATCCACCGGCCAGAATGTGAGCACTGTGATAGGCTTCGCAGCGCTTGCTGCTGCCGT
AGCGTTCCTTGGCCTGGGTGATCAAGAGGACGTACCGACATTTTTCCCCACGCARARACAGATCACGGCAGCCTGCACCCGAGCACGAGGTGCC
TGAATCAGGCGAAGATAGGGAGGATGCCCGCCAGTAG

>TgChBrUDS
TTTTTTCCGCGCTTTGTGTTTTAGGCCTGGTGGCGGCGGCTTTGCCCAGTTCGCTACCGCGGCCACCGCGTCAGATGACGAACTGATTGAGTCG
AATCCGAAATTCTGACTTTTTTCGATGGTCAAGCACCCGTTGACAGTCTCAGACCGACGAACGCCGGTGTCGACTCGAAAGGGACCGACGATCA
CCTCACCACCAGCATGGATAAGGCATCTGTAGAGAGTCAGCTTCCGAGAAGAGAGCCATTGGAGACGGAGCCAGATGAACAAGAAGAAGTTCAT
TTCAGGAAGCGAGGCGTCCGTTCCGACGCTGAAGTGACTGACGACAACATCTACGAGGAGCACACTGATCGTAAGGTGGTCCGAGGAAGTCGGA
GGGCAAGCGAAGCTCAAAGACTTGCTGAAGAAGCTCGCGCTGCCCGGGCTGTTGGTATGGGTGCATCGTATTTTGCCGCTGATAGACTTGTGCC
GGAACTAACAGAGGAGCAACAGAGAGGCGACGAACCCCTAACCACCGGCCAGAATGTGGGCACTGTGTTAGGCTTCGCAGCGCTTGCTGCTGCC
GCAGCGTTCCTTGGCATGGGTCTCACGAGGACGTACCGACATTTTTCCCCACGCAAAAACAGATCACGGCAGCCTGCACTCGAGCAAGAGGTGC

CTGAATCAGGCGAAGATGGGGAGGATGCCCGCCAGTAG



GRA7 GENE MARKER ALIGNMENT

IIT
TgChBrUD1

II

TgChBrUD5

IIT
TgChBrUD1

IT

TgChBrUDS

IIT
TgChBrUD1

II

TgChBrUDS

I11I
TgChBrUD1

II

TgChBrUDS5

10 20 30 40 50 60

TTTTTT@CGCGCTTTGTGTTTTAGGCCTGGTGGCGGCGGCTTTGECCCAGTTCGCTACCG

TTTTTT@®CGCGCTTTGTGTTTTAGGCCTGGTGGCGGCGGCTTTG

QCCCAGTTCGCTACCG
I T T

70 80 90 100 110 120

+ + + + + +

CGGCCACCGCGTCRGATGACGAACTGARTGAGTCGAATCCGAAATTCTGACRTTTTTCGA
CGGCCACCGCGTCAGATGACGAACTGARTGAGT CGAATCCGAAATTCTGACHTTTTTCGA
CGGCCACCGCGTCAGATGACGAACTGARTGAGT CGAATCCGAAATTCTGACHTTTTTCGA
CGGCCACCGCGTCAGATGACGAACTGARTGAGTCGAATCCGAAATTCTGACHTTTTTCGA

CGGCCACCGCGTCAGATGACGAACTGANTGAGTCGAATCCGAAATTCTGACMTTTTTCGA]

D K

TGGTCAAGCACCCGTTGACAGTCTCAGACCGACGAACGCCGGTGTCGACTCGAAAGGGAC

TGGTCAAGCACCCGTTGECAGTCTCAGACCGACGAACGCCGGTGTCGACTCGAAAGGGAC

TGGTCAAGCACCCGTTGACAGTCTCAGACCGACGAACGCCGGTGTCGACTCGAAAGGGAC

TGGTCAAGCACCCGTTGACAGTCTCAGACCGACGAACGCCGGTGTCGACTCGAAAGGGAC

TGGTCAAGCACCCGTTGACAGTCTCAGACCGACGAACGCCGGTGTCGACTCGAAAGGGAC

N .

CGACGATCACCTC

CGACGATCACCTC

CGACGATCACCTC

CGACGATCACCTC

CCAC

CCAC

CCAC

CCAC

CAGCATGGATAAGGCATCTGTAGAGAGTCAGCTTCCGAGAAG]

CAGCATGGATAAGGCATCTGTAGAGAGTCAGCTTCCGAGAAG]

CAGCATGGATAAGGCATCTGTAGAGAGTCAGCTTCCGAGAAG]

CAGCATGGATAAGGCATCTGTAGAGAGTCAGCTTCCGAGAAG]

CGACGATCACCTCACCACCAGCATGGATAAGGCATCTGTAGAGAGTCAGCTTCCGAGAAG]

0

250

260 270 280 290 300

4 4 4 4 +

78



III
TgChBrUD1

II

TgChBrUD5S

ITI
TgChBrUD1

II

TgChBrUD5

I1T
TgChBrUD1

II

TgChBrUDS

IIT
TgChBrUD1

II

TgChBrUDS5

I11I
TgChBrUD1

II

[AGAGCCATTGGAGACGGAGCCAGATGAACAAGAAGAAGTTCATTTCAGGAAGCGAGGCGT)

[AGAGCCATTGGAGACGGAGCCAGATGAACAAGAAGAAGTTCATTTCAGGAAGCGAGGCGT)

IAGAGCCATTGGAGACGGAGCCAGATGAACAAGAAGAAGTTCATTTCAGGAAGCGAGGCGT)

IAGAGCCATTGGAGACGGAGCCAGATGAACAAGAAGAAGTTCATTTCAGGAAGCGAGGCGT)

IAGAGCCATTGGAGACGGAGCCAGATGAACAAGAAGAAGTTCATTTCAGGAAGCGAGGCGT)

i 5 o i i

310 320 330 340 350 360

+ + + + + +
EGGTTCCGACGCTGAAGTGACTGACGACCACATCTACGAGGAG‘ACACTGATCGTAAAGT

EGGTTCCGACGCTGAAGTGACTGACGACCACATCTACGAGGAGCACACTGATCGTAAAGT

CCGTTCCGACGCTGAAGTGACTGACGACAACATCTACGAGGAGCACACTGATCGTAAAGT

CCGTTCCGACGCTGAAGTGACTGACGACAACATCTACGAGGAGCACACTGATCGTA‘GGE
CCGTTCCGACGCTGAAGTGACTGACGACAACATCTACGAGGAGCACACTGATCGTA‘GGE

i s

370 380 390 400 410 420

+ + + + + +
|GG T CCGAGGAAGTCGGAGGGCAAGCGAAGCMT CAAAGACTTGCTGAAGAAGCTCGCGCT
(GGUTCCGAGGAAGTCGGAGGGCAAGCGAAGCRTCAAAGACTTGCTGAAGAAGCTCGCGCT]
|GG T CCGAGGAAGTCGGAGGGCAAGCGAAGCMT CAAAGACTTGCTGAAGAAGCTCGCGCT
GCWTCCGAGGAAGTCGGAGGGCAAGCGAAGCIT CAAAGACTTGCTGAAGAAGCTCGCGCT
|GGRTCCGAGGAAGT CGGAGGGCAAGCGAAGCRETCAAAGACTTGCTGAAGAAGCTCGCGCT]

GCCgGGCTGTTGGTATGGGTGCATCGTATTTTGCCGCTGATAGAATTCTGCCGGAACTA]

GCCRRGGCTGTTGGTATGGGTGCATCGTATTTTGCCGCTGATAGAATTCTGCCGGAACTA
GCCRRGGCTGTTGGTATGGGTGCATCGTATTTTGCCGCTGATAGAATTCTGCCGGAACTA
GCCRRIGGCTGTTGGTATGGGTGCATCGTATTTTGCCGCTGATAGAST TI€TGCCGGAACTA]

GCCCGGGCTGTTGGTATGGGTGCATCGTATTTTGCCGCTGATAG‘CEEGTGCCGGAACTA

R i

490 500 510 520 530 540
4 4 4 4 4 +
[ACAGAGCAGCAACAGACAGGCGACGAACCCCTAMCCACCGGCCAGAATGTGAGCACTGTG

IACAGAGCAGCAACAGACAGGCGACGAACCCCTABMCCACCGGCCAGAATGTGAGCACTGTG

IACAGAGCAGCAACAGACAGGCGARNGAACCCCTAACCACCGGCCAGAATGTGAGCACTGTG

79



TgChBrUD5S

ITI
TgChBrUD1

II

TgChBrUD5

IIT
TgChBrUD1

II

TgChBrUDS

IIT
TgChBrUD1

II

TgChBrUDS

SAGl GENE MARKER

>TYPE I

[ACAGAGEAGCAACAGA®AGGCGACGAACCCCTAACCACCGGCCAGAATGTG®GCACTGTG
[ACAGAGEAGCAACAGA®AGGCGACGAACCCCTAACCACCGGCCAGAATGTG®GCACTGTG

i o i

550 560 570 580 590 600

+
+
+

|
+

GWAGCGTTCCTTGGCTGGGTRAT CAGAGGAC]
TAGGCTTCGCAGCGCTTGCTGCTGCCGIAGCGTTCCT TGGCOT GGG TIEAT CANGAGGAC

TTAGGCTTCGCAGCGCTTGCTGCTGCCGCAGCGTTCCTTGGCATGGGTHCTCACGAGGAC

|
+ +

TTAGGCTTCGCAGCGCTTGCTGCTGCCGCAGCGTTCCTTGGCATGGGTCTCACGAGGAC

TTAGGCTTCGCAGCGCTTGCTGCTGCCGCAGCGTTCCTTGGCATGGGTYCTCACGAGGAC

i o i

610 620 630 640 650 660

+ + + + + +
@®CGAGCAOGAGGT
@®CGAGCAOGAGGT

D A A

670 680 690 700

+ + + +

GCCTGAATCAGGCGAAGATIGGGAGGATGCCCGCCAGTAG

GCCTGAATCAGGCGAAGATIGGGAGGATGCCCGCCAGTAG

80

ATGTCGGTTTCGCTGCACCACTTCATTATTTCTTCTGGTTTTTTGACGAGTATGTTTCCGAAGGCAGTGAGACGCGCCGTCACGGCAGGGGTGT

TTGCCGCGCCCACACTGATGTCGTTCTTGCGATGTGGCGTTATGGCATCGGATCCCCCTCTTGTTGCCAATCAAGTTGTCACCTGCTCATCGGT

CGTCAATAATGTCGCAAGGTGCTCCTACGGTGCAGACAGCACTCTTGGTCCGAAATCGTTCAAAGATATTTTGCCAAAATTAACTGAGAACCCG

TGGCAGGGTAACGCTTCGAGTGATAAGGGTGCCACGCTAACGATCAAGAAGGAAGCATTTCCAGCCGAGTCAAAAAGCGTCATTATTGGATGCA

CAGGGGGATCGCCTGAGAAGCATCACTGTACCGTGAAACTGGAGTTTGCCGGGGCTGCAGGGTCAGCAAAATCGGCTGCGGGAACAGCCAGTCA

CGTTTCCATTTTTGCCATGGTGATCGGACTTATTGGCTCTATCGCAGCTTGTGTCGCGTGA
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>TYPE II
ATGTCGGTTTCGCTGCACCACTTCATTATTTCTTCTGGTTTTTTGGCGAGTATGTTTCCGAAGGCAGTGAGACGCGCCGTCACGGCAGGGGTGT
TTGCCGCGCCCACACTGATGTCGTTCTTGCGATGTGGCGCTATGGCATCGGATCCCCCTCTTGTTGCCAATCAAGTTGTCACCTGCTCATCGGT
CGTCAATAATGTCGCAAGGTGCTCCTACGGTGCAAACAGCACTCTTGGTCCGAAATCGTTCAAAGATATTTTGCCAAAATTAAGTGAGAACCCG
TGGCAGGGTAACGCTTCGAGTGATAATGGTGCCACGCTAACGATCAACAAGGAAGCATTTCCAGCCGAGTCAAAAAGCGTCATTATTGGATGCA
CAGGGGGATCGCCTGAGAAGCATCACTGTACCGTGCAACTGGAGTTTGCCGGGGCTGCAGGGTCAGCAAAATCGTCTGCGGGAACAGCCAGTCA
CGTTTCCATTTTCGCCATGGTGACCGGACTTATTGGCTCTATCGCAGCTTGTGTCGCGTGA

>TYPE III
ATGTCGGTTTCGCTGCACCACTTCATTATTTCTTCTGGTTTTTTGGCGAGTATGTTTCCGAAGGCAGTGAGACGCGCCGTCACGGCAGGGGTGT
TTGCCGCGCCCACACTGATGTCGTTCTTGCGATGTGGCGCTATGGCATCGGATCCCCCTCTTGTTGCCAATCAAGTTGTCACCTGCTCATCGGT
CGTCAATAATGTCGCAAGGTGCTCCTACGGTGCAAACAGCACTCTTGGTCCGAAATCGTTCAAAGATATTTTGCCAAAATTAAGTGAGAACCCG
TGGCAGGGTAACGCTTCGAGTGATAATGGTGCCACGCTAACGATCAACAAGGAAGCATTTCCAGCCGAGTCAAAAAGCGTCATTATTGGATGCA
CAGGGGGATCGCCTGAGAAGCATCACTGTACCGTGCAACTGGAGTTTGCCGGGGCTGCAGGGTCAGCAAAATCGTCTGCGGGAACAGCCAGTCA
CGTTTCCATTTTCGCCATGGTGACCGGACTTATTGGCTCTATCGCAGCTTGTGTCGCGTGA

>TgChBrUDI
ATGTCGGTTTCGCTGCACCACTTCATTATTTCTTCTGGTTTTTTGACGAGTATGTTTCCGAGGCAGTGAGACGCGCCGTCACGGCAGGGGTGTT
TGCCGCGCCCCACACTGATGTCGTTCTTGCGATGTGGCGTTATGGCATCGGATCCCCCTCTTGTTGCCAATCAAGTTGTCACCTGCTCATCGGT
CGTCAATAATGTCGCAAGGTGCTCCTACGGTGCAGACAGCACTCTTGGTCCGAAATCGTTCAAAGATATTTTGCCAAAATTAACTGAGAACCCG
TGGCAGGGTAACGCTTCGAGTGATAAGGGTGCCACGCTAACGATCAAGAAGGAAGCATTTCCAGCCGAGTCAAAAAGCGTCATTATTGGATGCA
CAGGGGGATCGCCTGAGAAGCATCACTGTACCGTGAAACTGGAGTTTGCCGGGGCTGCAGGGTCAGCAAAATCGGCTGCGGGAACAGCCAGTCA
CGTTTCCATTTTTGCCATGGTGATCGGACTTATTGGCTCTATCGCAGCTTGTGTCGCGTGA

>TgChBrUDS5
ATGTCGGTTTCGCTGCACCACTTCATTATTTCTTCTGGTTTTTTGACGAGTATGTTTCCGGGCAGTGAGACGCGCCGTCACGGCAGGGGTGTTT
GCCGCGCCCACACTGATGTCGTTCTTGCGATGTGGCGTTATGGCATCGGATCCCCCTCTTGTTGCCAATCAAGTTGTCACCTGCTCATCGGTCG
TCAATAATGTCGCAAGGTGCTCCTACGGTGCAGACAGCACTCTTGGTCCGAAATCGTTCAAAGATATTTTGCCAAAATTAACTGAGAACCCGTG
GCAGGGTAACGCTTCGAGTGATAAGGGTGCCACGCTAACGATCAAGAAGGAAGCATTTCCAGCCGAGTCAAAAAGCGTCATTATTGGATGCACA
GGGGGATCGCCTGAGAAGCATCACTGTACCGTGAAACTGGAGTTTGCCGGGGCTGCAGGGTCAGCAAAATCGGCTGCGGGAACAGCCAGTCACG

TTTCCATTTTTGCCATGGTGATCGGACTTATTGGCTCTATCGCAGCTTGTGTCGCGTGA

SAGl1 ALIGNMENT

10 20 30 40 50 60

II ) CGCTGCACCACTTCATTATTTCTTCTGGTTTTTTGCGAGTATGTTTCCG

III ) CGCTGCACCACTTCATTATTTCTTCTGGTTTTTTGCGAGTATGTTTCCG

TgChBrUDI
I ( CTTCATTATTTCTTCTGGTTTTTTGACGAGTATGTTTCCG
TgChBrUDS5 C CTTCATTATTTCTTCTGGTTTTTTGACGAGTATGTTTCCG

o



II
I1T

TgChBrUDI

TgChBrUD5

IT

IIT
TgChBrUDI
I

TgChBrUD5

II
IIT

TgChBrUDI

TgChBrUDS

II
I1I

TgChBrUDI

TgChBrUDS5

70 80 90 100 110 120

- - - - - +

WCCCACACTGATGTCGTT)

INAGGCAGTGAGACGCGCCGTCACGGCAGGGGTGTTTGCCGCGECCCACACTGATGTCGTT

TCACGGCAGGGGTGTTTGCCGCG@CCCACACTGATGTCGTT

TCACGGCAGGGGTGTTTGCCGCGECCCACACTGATGTCGTT

il CGCAGTGAGACGCGCCGTCACGGCAGGGGTGTTTGCCGCGECCCACACTGATGTCGTT

i o o s

+
4

+
+
+
+

CTTGCGATGTGGCGO®TATGGCATCGGATCCCCCTCTTGTTGCCAATCAAGTT

CTTGCGATGTGGCGOTATGGCATCGGATCCCCCTCTTGTTGCCAATCAAGTT
CTTGCGATGTGGCGTTATGGCATCGGATCCCCCTCTTGTTGCCAATCAAGTTGTCACCT

CTTGCGATGTGGCGTTATGGCATCGGATCCCCCTCTTGTTGCCAATCAAGTTGTCACCT

CTTGCGATGTGGCGTTATGGCATCGGATCCCCCTCTTGTTGCCAATCAAGTTGTCACCT

D A A

190 200 210 220 230 240

+ + + + + +

CTCATCGGTCGTCAATAATGTCGCAAGGTGCTCCTACGGTGCARNACAGCACTCTTGGTCC

CTCATCGGTCGTCAATAATGTCGCAAGGTGCTCCTACGGTGCARACAGCACTCTTGGTCC
CTCATCGGTCGTCAATAATGTCGCAAGGTGCTCCTACGGTGCAGACAGCACTCTTGGTCC

CTCATCGGTCGTCAATAATGTCGCAAGGTGCTCCTACGGTGCAGACAGCACTCTTGGTCC

CTCATCGGTCGTCAATAATGTCGCAAGGTGCTCCTACGGTGCAGACAGCACTCTTGGTCC

N .

GAAATCGTTCAAAGATATTTTGCCAAAATTAATGAGAACCCGTGGCAGGGTAACGCTTC

GAAATCGTTCAAAGATATTTTGCCAAAATTAAGTGAGAACCCGTGGCAGGGTAACGCTTC

GAAATCGTTCAAAGATATTTTGCCAAAATTAACTGAGAACCCGTGGCAGGGTAACGCTTC]

GAAATCGTTCAAAGATATTTTGCCAAAATTAACTGAGAACCCGTGGCAGGGTAACGCTTC]

GAAATCGTTCAAAGATATTTTGCCAAAATTAACTGAGAACCCGTGGCAGGGTAACGCTTC]

5

310 320 330 340 350 360

82



II
I1I

TgChBrUDI

TgChBrUD5S

II
I1T

TgChBrUDI

TgChBrUD5

1T

I1T
TgChBrUDI
I

TgChBrUDS

II
I1I

TgChBrUDI

TgChBrUDS5

PK1 GENE MARKER

>TYPE I

GAGTGATAANGGTGCCACGCTAACGATCAAMAAGGAAGCATTTCCAGCCGAGTCAAAAAG

GAGTGATAANGGTGCCACGCTAACGATCAAMAAGGAAGCATTTCCAGCCGAGTCAAAAAG

370 380 390 400 410 420

CGTCATTATTGGATGCACAGGGGGATCGCCTGAGAAGCATCACTGTACCGTGOAACTGGA]

CGTCATTATTGGATGCACAGGGGGATCGCCTGAGAAGCATCACTGTACCGTGOAACTGGA]

CGTCATTATTGGATGCACAGGGGGATCGCCTGAGAAGCATCACTGTACCGTGAAACTGGA]

CGTCATTATTGGATGCACAGGGGGATCGCCTGAGAAGCATCACTGTACCGTGAAACTGGA]

CGTCATTATTGGATGCACAGGGGGATCGCCTGAGAAGCATCACTGTACCGTGAAACTGGA]

i s

GTTTGCCGGGGCTGCAGGGTCAGCAAAATCGICTGCGGGAACAGCCAGTCACGTTTCCAT

GTTTGCCGGGGCTGCAGGGTCAGCAAAATCGICTGCGGGAACAGCCAGTCACGTTTCCAT

GTTTGCCGGGGCTGCAGGGTCAGCAAAATCGGCTGCGGGAACAGCCAGTCACGTTTCCAT

D A A

490 500 510 520 530

f f f f +==
T TT@GCCATGGTGAMCGGACTTATTGGCTCTATCGCAGCTTGTGTCGCGTGA
T TT@GCCATGGTGAMCGGACTTATTGGCTCTATCGCAGCTTGTGTCGCGTGA

TTTTGCCATGGTGATCGGACTTATTGGCTCTATCGCAGCTTGTGTCGCGTGA

TTTTGCCATGGTGATCGGACTTATTGGCTCTATCGCAGCTTGTGTCGCGTGA

TTTTGCCATGGTGATCGGACTTATTGGCTCTATCGCAGCTTGTGTCGCGTGA

B o

83

GCGAGAGTGTTACTCCGATGCGAGTGGCAACATGTTCGGAGCGCAATACCTTATGTGTAGACTGCGCAACATAATCCCAACAGTGTCACATGCT

GACCCGCGTATCAGGGGCTTTTTTGTTGCCCATATGCTTTTCATAAGCAGTAGGGCACAATGGAAGACGATTTTGTCCAGACTGTTTCCGCACC
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TGAATTTGCCACGTGCAGGTCATGCACAATTTTCTCTAGTGTAAACCAAAGTACACCTGTATTAGGTCTGAAAGAGAGAGTTTTGCTAGTTGAG
ATCTATAGCCAACTTGTAGTTTGGTGGCCTGGTACCAGTTTCGCGTTCGTTGGGCACACGTTTTCGCCGTGATGCAAAGTGCACGTTGTCACCA
CCAGGAGAGATCGTTGCAATCAAGCTTATAAACAAAAGATCATTCAACGAGATCACCGATGCTGACCGCGTTTTCGTCGAGATCCAGGTAACGT
ATTGACCACTCTACGAGACAGCTTGTTCTGGAGAACGGTTCTTCACGTACTGATGAACATACGTCACATGCATTCGTTATTCGCCATTTGGCAG
CAGATGATTAGAGTCGCTGCTGACACATTCCAAACAGTTTTTTACTCCATGAAGAAGAG

>TYPE II
GCGAGAGTGTTACTGCGATGCGAGTGGCAACGTGTTCGGAGCGCAATACCTTATGTGTAGACTGCGCAACATAATCCCAACAGTGTCACATGCT
GACCCGAGTATCAGGGGCTTTTTTGTTGCCCATATGCTTTTCATAAGCAGTAGGGCACAATGGAAGACGATTTTGTCCAGACTGTTTCCGCACC
TGAATTTGCCACGTGCAGGTCATGCACAATTTTCTCTAGTGTAAACCAAAGTACACCTGTATTAGGTCTGAAAGAGAGAGTTTTGCTAGTTGAG
ATCTATAGCCAACTTGTAGTTTGGTGGCCTGGTACCAGTTTCGCGTTCGTTGGGCACACGTTTTCGCCGTGATGCAAAGTGCACTTTGTCACCA
CCAGGAGAGATCGTTGCAATCAAGCTTATAAACAAAAGATCATTCAACGAGATCACCGATGCTGACCGCGTTTTCGTCGAGATCCAGGTAACGT
ACTGACCACTCTACGAGACAGCTTGTTCTGGAGAACGGTTCTTCACGTACTGATGAACATACGTCACATGCACTCGTTATTCGCCATTTGGCAG
CAGATGATTAGAGTCGCTGCCGACACATTCCAAACAGTTTTTTACTCCATGAAGAAGAG

>TYPE III
GCGAGAGTGTTACTCCGATGCGAGTGGCAACGTGTTCGGAGCGCAATACCTTATGTGTAGACTGCGCAACATAATCCCAACAGTGTCACATGCT
GACCCGCGTATCAGGGGCTTTTTTGTTGCCCATATGCTTTTCATAAGCAGTAGGCACAATGGAAGACGATTTTGTCCAGACTGTTTCCGCACCT
GAATTTGCCACGTGCAGGTCATGCACAATTTTCTCTAGTGTAAACCAAAGTACACCTGTATTAGGTCTGAAAGAGAGAGTTTTGCTAGTTGAGA
TCTATAGCCAACTTGAAGTTTGGTGGCCTGGTACCAGTTTCGTGTTCGTTGGGCACACGTTTTCGCCATGATGCAAAGTGCACTTTGTCACCAC
CAGGAGAGATCGTTGCAATCAAGCTTATAAACAAAAGATCATTCAACGAGATCACCGATGCTGACCGCGTTTTCGTCGAGATCCAGGTAACGTA
CTGACCACTCTACGAGACAGCTTGTTCTGGAGAACGGTTCTTCACGTACTGATGAACATACGTCACATGCATTCGTTATTCGCCATTTTGCAGC

AGATGATTAGAGTCGCTGCCGACACATTCCAAACAGTTTTTTACTCCATGAAGAAGAG

>TgChBrUD1

GCGAGAGTGTTACTGCGATGCGAGTGGCAACGTGTTCGGAGCGCAATACCTTATGTGTAGACTGCGCAACATAATCCCAACAGTGTCACATGCT
GACCCGAGTATCAGGGGCTTTTTTGTTGCCCATATGCTTTTCATAAGCAGTAGGGCACAATGGAAGACGATTTTGTCCAGACTGTTTCCGCACC
TGAATTTGCCACGTGCAGGTCATGCACAATTTTCTCTAGTGTAAACCAAAGTACACCTGTATTAGGTCTGAAAGAGAGAGTTTTGCTAGTTGAG
ATCTATAGCCAACTTGTAGTTTGGTGGCCTGGTACCAGTTTCGCGTTCGTTGGGCACACGTTTTCGCCGTGATGCAAAGTGCACTTTGTCACCA
CCAGGAGAGATCGTTGCAATCAAGCTTATAAACAAAAGATCATTCAACGAGATCACCGATGCTGACCGCGTTTTCGTCGAGATCCAGGTAACGT
ACTGACCACTCTACGAGACAGCTTGTTCTGGAGAACGGTTCTTCACGTACTGATGAACATACGTCACATGCACTCGTTATTCGCCATTTGGCAG

CAGATGATTAGAGTCGCTGCCGACACATTCCAAACAGTTTTTTACTCCATGAAGAAGAG

>TgChBrUDS

GCGAGAGTGTTACTCCGATGCGAGTGGCAACATGTTCGGAGCGCAATACCTTATGTGTAGACTGCGCAACATAATCCCAACAGTGTCACATGCT
GACCCGCGTATCAGGGGCTTTTTTGTTGCCCATATGCTTTCATAAGCAGTAGGGCACAATGGAAGACGATTTTGTCCAGACTGTTTCCGCACCT
GAATTTGCCACGTGCATGACCTGCACAATTTTCTCTAGTGTAAACCAAAGTACACCTGTATTAGGTCTGAAAGAGAGAGTTTTGCTAGTTGAGA
TCTATAGCCAACTTGTAGTTTGGTGGCCTGGTACCAGTTTCGCGTTCGTTGGGCACACGTTTTCGCCGTGATGCAAAGTGCACGTTGTCACCAC
CAGGAGAGATCGTTGCAATCAAGACTTATAAACAAAAGATCATTCAACGAGATCACCGATGCTGACCGCGTTTTCGTCGAGATCCAGGTAACGT
ATTGACCACTCTACGAGACAGCTTGTTCTGGAGAACGGTTCTTCACGTACTGATGAACATACGTCAACATGCATTCGTTATTCGCCATTTGGCA

GCAGATGATTAGAGTCGCTGCTGACACATTCCAAACAGTTTTTTTACTCCATGAAGAAGAG



PK1 GENE ALIGMENT

10 20 30 40 50 60

I1T ATGCGAGTGGCAACGTGTTCGGAGCGCAATACCTTATGTGTAG

II ATGCGAGTGGCAACGTGTTCGGAGCGCAATACCTTATGTGTAG

TgChBrUD1 GCGAGAGTGTTACTE@CGATGCGAGTGGCAACGTGTTCGGAGCGCAATACCTTATGTGTAG

I GCGAGAGTGTTACTCCGATGCGAGTGGCAACIRTGTTCGGAGCGCAATACCTTATGTGTAG

TgChBrUD5 GCGAGAGTGTTACTCCGATGCGAGTGGCAACIRTGTTCGGAGCGCAATACCTTATGTGTAG

i o i i

70 80 90 100 110 120
+ + + + + +
111 ACTGCGCAACATAATCCCAACAGTGTCACATGCTGACCCG
IT
TgChBrUD1
I
TgChBrUDS
130 140 150 160 170 180
+ + + + + +
111 [TGCCCATATGCITT TCATAAGCAGTARGGCACAATGGAAGACGATTTTGTCCAGACTGTT,
11 [TGCCCATATGCITT TCATAAGCAGTAGGCACAATGGAAGACGATTTTGTCCAGACTGTT,
TgChBrUD1 [TGCCCATATGCITT TCATAAGCAGTAGGCACAATGGAAGACGATTTTGTCCAGACTGTT,
I [TGCCCATATGCITT TCATAAGCAGT AGGCACAATGGAAGACGATTTTGTCCAGACTGTT,
TgChBrUD5 [TGCCCATATGCRTTTCATAAGCAGT AGGCACAATGGAAGACGATTTTGTCCAGACTGTT,
190 200 210 220 230 240
t t t t t +
III TCCGCACCTGAATTTGCCACGTGCAGGTCATGCACAATTTTCTCTAGTGTAAACCAAAGT
II TCCGCACCTGAATTTGCCACGTGCAGGTCATGCACAATTTTCTCTAGTGTAAACCAAAGT
TgChBrUD1 TCCGCACCTGAATTTGCCACGTGCAGGTCATGCACAATTTTCTCTAGTGTAAACCAAAGT
I TCCGCACCTGAATTTGCCACGTGCAGGTCATGCACAATTTTCTCTAGTGTAAACCAAAGT
TgChBrUD5 TCCGCACCTGAATTTGCCACGTGCAMGINC®TGCACAATTTTCTCTAGTGTAAACCAAAGT

R



I1T
II

TgChBrUD1

TgChBrUD5S

I1T
II

TgChBrUD1

TgChBrUD5

I1T

IT
TgChBrUD1
I

TgChBrUDS

I11I
II
TgChBrUD1
I

TgChBrUDS5

III

250 260 270 280 290 300

t t t t t +

I ACACCTGTATTAGGTCTGAAAGAGAGAGTTTTGCTAGTTGAGATCTATAGCCAACTTGTA|

I ACACCTGTATTAGGTCTGAAAGAGAGAGTTTTGCTAGTTGAGATCTATAGCCAACTTGTA|

I ACACCTGTATTAGGTCTGAAAGAGAGAGTTTTGCTAGTTGAGATCTATAGCCAACTTGTA)

IACACCTGTATTAGGTCTGAAAGAGAGAGTTTTGCTAGTTGAGATCTATAGCCAACTTGTA|

i o i i

: +

+
4
+
+
4

i s s i

370 380 390 400 410 420

+ + + + + +
GTGCACTTTGTCACCACCAGGAGAGATCGTTGCAATCAAGECTTATAAACAAAAGATCAT

GTGCACTTTGTCACCACCAGGAGAGATCGTTGCAATCAAGECTTATAAACAAAAGATCAT

GTGCACTTTGTCACCACCAGGAGAGATCGTTGCAATCAAGECTTATAAACAAAAGATCAT

WCTTATAAACAAAAGATCAT

ACTTATAAACAAAAGATCAT

GTGCACETTGTCACCACCAGGAGAGATCGTTGCAATCAAG

GTGCACETTGTCACCACCAGGAGAGATCGTTGCAATCAAG

D A o

TCAACGAGATCACCGATGCTGACCGCGTTTTCGTCGAGATCCAGGTAACGTACTGACCAC

TCAACGAGATCACCGATGCTGACCGCGTTTTCGTCGAGATCCAGGTAACGTACTGACCAC

TCAACGAGATCACCGATGCTGACCGCGTTTTCGTCGAGATCCAGGTAACGTACTGACCAC

TCAACGAGATCACCGATGCTGACCGCGTTTTCGTCGAGATCCAGGTAACGTANTGACCAC

TCAACGAGATCACCGATGCTGACCGCGTTTTCGTCGAGATCCAGGTAACGTANTGACCAC

D i

86
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II TC TACGAGACAGCTTGTTCTGGAGAACGGTTCTTCACGTACTGATGAACATACGTC

TgChBrUD1 TC TACGAGACAGCTTGTTCTGGAGAACGGTTCTTCACGTACTGATGAACATACGTC

I TCTACGAGACAGCTTGTTCTGGAGAACGGTTCTTCACGTACTGATGAACATACGTC] —

TgChBrUD5 TCTACGAGACAGCTTGTTCTGGAGAACGGTTCTTCACGTACTGATGAACATACGTCIACA

i s

III
II TGCAMTCGTTATTCGCCATTTGG
TgChBrUD1 TGCAMTCGTTATTCGCCATTTGGCAGCAGATGATTAGAGTCGCT
I TGCATTCGTTATTCGCCATTTGGCAGCAGATGATTAGAGTCGCTGCIGACACATTCCAAA)
TgChBrUDS TGCATTCGTTATTCGCCATTTGGCAGCAGATGATTAGAGT CGCTGCHGACACAT TCCAAA
i o s i
610 620
+ +
I11 R TT I TTACTCCATGAAGAAGAG
I1 R TT I TTACTCCATGAAGAAGAG
TgChBrUDL CAGRTTTTTTACTCCATGAAGAAGA])
I R TT I TTACTCCATGAAGAAGAG
TgChBrUD5 CAGITTTTTTACTCCATGAAGAAGAG

I

ROP18 GENE MARKER

>TYPE I

TTATTCTGTGTGGAGATGTTCCTGCTGTTCGAAGTTTTGCGCGGCGCCTTTTACTACTGAATCCATCTCTTTAAACGCTGCTGTCTCCAAGGCT

TGTAGCGGGAGCATCCGTTTCTGAGGATCTCGATTCAAGAGGCTTCGGATGAGGTCTTGAACCAGCTCAGGCGTGGAAGGACAATCTGCGAAGT

GTAAGTAGTCCCAGATGCCGTCGGCCGGAGTTGGACGTTCCTTGCACCAGATGCAGTACAAAGTTATACCGAGTTGCCACGCGTCAGTGGGGAA

TGTATAGGTGATGCCTGTAGCCTGAAACGGTCGCTCCGGAGGCTCGTAACCGGGAGTACCTATCGCGCGTCCAACCGAATTATTGATTCTATAC

GTTCCGAAGTCGCCGAGAAACAGGCGACCGTCTTTCAAGAGGAGGAAATTCGCCGGTTTGATATCCGTATGCACAATTCCCTGAGCTTGAACAT

TGGCCACTAGTTTGATTGCCTGACTGGATAGGTACATTCGAACGACCAGGCCAAATTCACTTTTATTGACAGACGCATCTCCAAATACCCATGA

AATGACTTTGCTCATGTCCGCTTCTGCCCGCATCATGAGAAGAAAATAGTTTGGTACCCACCGAGTCGTCAAACCAATCACGACCTCTGTGGAT

GCTGGCTGTCCCTCTAACATCACAACATCACTAGGAACCATGAATCTACAGCTTTCCTGGGCATCCTTCGCCGTCTTGGCTAGACTAAAGTTCC

TGTAGCAGGACGACTCCCTCTGCAAGTCAAGCATAGTCTCATCGGTGGGCTCCTTTTCTGACATGAAAACCTTAACAGCCAACTCTTCATTCGT

CTCCACGTCTGTAGCCTCATATACAGTGGCGAATCCACCAGAGCCAAGGGGTGCACCTCTCACCAGCGTCCGGGTTTCACCGGTAGTCACAGAA

ACAAATCTTTTTGGAACGTCCGGAGGCCAGGCGGCGACAGTCAGAATTCTATCCAGTCGTTCACTATTTTCTAGCGCTTGAGGCTGCCCGATTT

GTTCTTGCATGTGCGCCAGGATGCGTTTGCCGATGACGCATCCAGAATCCGCCTTCTCAAAAACCAATTCAGATCGCCGTCTTTGTGCCCGCAA
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ACTTCGCTGTCGGTTACGCCCTTGAGGAAAGTACCTCCGGATTCCGCGTTTGAATAACGATTTCGCTCTACGCCAAAGTTGAGCAAGCCTCTGT
CGTACGGACAGACGGGGTCTCGAGGAGCTATCAGCTGCGGAACCCGAGACTTCACCATCTCTTTCTCTCCGTCTCAAGAGATTCAGAAGCCTCT
GAAAAATCGTGCGCCGTTGGTTTGTTTCTTGCGCATTTACCCGGTGTTGAGCCCTTTCCTCCAGCAATGAAACGTCTCGAGTGCTTTCTGTCGC
TCCTGCTAAATGTTTGTAGTGGCCAACTGTAGCAAGCCACCGCTTGTCAGCAACGTGCTGTTGCGAATCCAAACTTGTCGGTTTGGAGTCGAGT
TTTGAAGGACCAAGTGTGATTCCGGTCCCATCCTGGACTTGGAAGAGCAGGAAGACAAGCGCTACATTTAACCCCGCAAGACAGGCTGTCTTCG
GGAGAAGAGTCGCTAAACCCATTCGGACGACGGTACGCGTAAGAGGTGGCCGCTGTACCGAAAACAT

>II
TTATTCTGTGTGGAGATGTTCCTGCTGTTCGAAGTTTTGCGCGGCGCGTTTTACTACTGAATCCATCTCGTTAAACGCTGCGGTCTCCAAGGCT
TGTAGCGGGAGCATCCGTTTCTGAGGCTCTCGATTCAAGAGGTTTCGGATGAGGTCTTGAACCAGCTCAGGCGTGGAAGGACAATCTGCGAAGT
GTAAGTAGTCCCAGATGCCGTCGGCCGGAGTTGGACGTTCCTTGCACCAGATGCAGTACAAAGTTATACCGAGTTGCCACGCGTCAGTGGTGAA
TGTATAGGTGATGTCTGTAGTCTGAAACGGTCGCTCCGGAGGCTCGTAACCGGGAGTACCTATCGCGGGTCCAACCGAATTATTGATTCTATAC
GTTCCGAAGTCGCCGAGAAACAGGCGACCGTCTTTCAAGAGGAGGAAATTCGCCGGTTTGATATCCGTATGCACAATTCCCTGAGCTTGAACAT
TGGCCACTAGTCTGATTGCCTGACTGGATAGGTACATTCGAACGACCAGGCCTAATTCACTGTTATTGACAGACGCATCTCCAAATACCCATGA
AATGACTTTGCTCATGTCCGTTTCTGCCCGCATCATGAGAAGAAAATAGTTTGGTACCCACCGAGTCGTCAAACCAATCACGACCTCTGTGGAT
GCTGGCTGTCCCTCTAACATCACAACATCACTAGGAACCATGAATCTACAGCGTTCCTGGGCATCCTTCGCCGTCTTGGCTAGACTAAAGTTCC
TGTAGCAGAACGACTCCCTCTGCAAGTCACGCATAGTCTCATCGGTGGGCTCCTTTTCTGACATGAAAACCTTAACAGCCAACTCTTCATTCGT
CTCCACGTCTGTAGCCTCATATACAGTGGCGAATCCACCAGAGCCAAGGGGTGCACCTCTCACCAGCGTCCGGGTTTCACCGGTAGTCACAGAA
ACAAATCTTTCTGGAACGTCCGGAGGCCAGGCAGCGACAGTCAGAATTCTATCCAGTCGTTCACTATTTCCTAGCGCTTGAGGCTGCCCGATTT
GTTCTTGCATGTGCGCCAGGATGCGTTTGCCGATGACGCATCCAGAATCCGCCTTCTCAAAAAACAATTCAGATCGCCGTCTTTGTGCCCGCAA
ACTTCGCAGTCGGTTACGCCCTTGAGAAAAGTACCTCGGGATTCCGCGTGTGAAGAACGATTTCGCTTTACGCCAAAGTTGAGCAAGCCTCTGT
CGTACGGACAGACGGGGTCTCGAGGAGCTATCAGCTGCGGAACCCGAGACTTCACCATCTCTTTCTCTCCGTCTCAAGAGATTCAGAAGCCTCT
GAAAAATCGTGCGCCGTTGGTTTGTTTCTTGCGCATTTACCCGGTGTTGAGCCCTTTCCTCCAGCAATGAAACGTCTCGAGTGCTTTCTGTCGC
TCCTGCTAAATATTTGTAGTGGCCAACTGTAGCAGGCCACCGCTTGTCAGCAACGTGCTGTTGCGAATCCAAACTTGTCGGTTTGGAGTCGAGT
TTTGAAGGATCAAGTGTGATTCCGGTCCCATCCTGGACTTGGAAGAGCAGGAAGACAAGCGCTACATTTAACACCGCAAGACAGGCTGTCTTCG
GGAGAAGAGTCGCTAAACCCATTCGGACGACGGTACGCGTAAGAGGTGGCCGCTGTACCGAAAACAT

>TYPE III
TTATTCTGTTTGTAGATGTTCCTGCTGTTCGAAGTTTTGCGCGGCGCGTTTTACTACTGAATCCATCTCGTTAAACGCTGCTGTCTTCAAGGCT
TGTAGCGGGAGCATCCGTTTCTGAGGCTCTCGATTCAAGAGGTTTCGGATGAGGTCTTGAACCAGCTCAGGCGTGGAAGAACAATCTGCGAAGT
GTAAATAGTCCCAGATGCCGTCGGCCGGAGTTGGACTTTCCTTGCACCAGATGCAGTACAAAGTTATACCGAGTTGCCAGGCGTCAGTGGCGAA
TGTATAGGTGACGCCATAACTGTGAAACGGTTGCTCCGGAGGCTCGTAACCGGGAGTACCTATCGCGGGTCCAACCGAATTATTGGTTTTATAC
GTTCCGAAGTCGCCGAGAAACAGGCGACCGTCTTTCAAGAGGAGGAAATTCGGCGGTTTGATATCCGTATGCACAATTCCCTGAGCTTGAACAT
TGGCCACTAGTCTTATTGCCTGACTGGATAGGTGCATTCGAACGACTAGGCCTAATTCACTGTTATTGACAGACGCATCTCCAAATAACCATGA
AATGACTTTGCTCATGTCCGTTTCTGCCCGCATCATGAGAAGAAAATAGTTTGGTACCCACTTAGTCGCCGAACCAATCACGACCTCTGTGGTT
GCTGGCTGTCCCTCTAGCGTCACAACATCACTAGCAACCATGAATCTCCAGTTTTCCTGGGCATCCTTTGCCGTCTTGGCTAGACTAAAGTTCT
TGTAGCAGAACGACTCCCTCTCCAAGTCACGCATAGTCTCATCGGTGGGCTTCTTTTCTGATATGATAACCTTAACAGCCAACTCTTCATTCGT
CTCGACGTCTGTAACCTGATATACAGCGGCAAATCCACCAGATCCAAGGGGTGCACCTCTCACCAGCGTCCGGGTTTCACCGGTAGTCAGAGAA
ACAAATTTTGCTGGAACGTCCGGAGGCCAGGCGGCGGCAGTCAGAATTCCATCCAGTCGTTGACTACTTTCTAGCGCTTGAGGCTGCCTGATTT
GTTCTCGCATGTGCGCCAGGATGCGTTTGCCGATGACGCATCCAGAATCCGCCTTCTCAAAAACCAATCCAGATCGTCGTCTTTGTGCCCACCA

ACTTCGCAGTCGGTTACGCCCTTGAGAATAGTACCTCCGGATTCCGTGTGTGAAGAACGATTTCGCTCTACGCAAAAGTTGAGCAAGCCTCTGT
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CGTACGGACAGACGGGGTCTCGAGGGGCTATCTGCTGCGAAACCCGAGACTGCTCCATCTCTTTCTCTCCGTCTCAAGCGATTCACAAGCCTCT
GAAAAGTCGTGCGCCGTTGGTTTGTTTCTTGCGTATTTACCCCGTGTTGAGCCCTTTCCTCCAGCAATGAAACGTCTCGAGTGCTTTCTGTCGC
TCCTGCTAGAGAATATTTGTAGTGGCCAACTGTAGCAGACCCCCGCTTGTTAGCAACGTGCTGCTGCGAATCCAAACTTATAGTCGGTTTGGAG
TCGAGCTTTGAAGGACGAAGTGTGATTCCGGTCCCATCCTGGACTTGGAAGAGCAGAAAGACAAGCGCTACAGTTAACCCCGCAAGACAGGCTG
TCTTCCGGAGAAGAGTCGCTAAACCCATTCGGACGACGGTACACGTAAGAGATGGCCGCTGTACCGAAAACAT

>TgChBRUD1
TTATTCTGTGTGGAGATGTTCCTGCTGTTCGAAGTTTTGCGCGGCGCCTTTTACTACTGAATCCATCTCTTTAAACGCTGCTGTCTCCAAGGCT
TGTAGCGGGAGCATCCGTTTCTGAGGATCTCGATTCAAGAGGCTTCGGATGAGGTCTTGAACCAGCTCAGGCGTGGAAGGACAATCTGCGAAGT
GTAAGTAGTCCCAGATGCCGTCGGCCGGAGTTGGACGTTCCTTGCACCAGATGCAGTACAAAGTTATACCGAGTTGCCACGCGTCAGTGGGGAA
TGTATAGGTGATGCCTGTAGCCTGAAACGGTCGCTCCGGAGGCTCGTAACCGGGAGTAGCTATCGCGCGTCCAACCGAATTATTGATTCTATAC
GTTCCGAAGTCGCCGAGAAACAGGCGACCGTCTTTCAAAAGGAGGAAATTCGCCGGTTTGATATCCGTATGCACAATTCCCTGAGCTTGAACAT
TGGCCACTAGTTTGATTGCCTGACTGGATAGGTACATTCGAACGACCAGGCCAAATTCACTTTTTATTGACAGACGCATCTCCAAATACCCATG
AAATGACTTTGCTCATGTCCGCTTCTGCCCGCATCATGAGAAGAAAATAGTTTGGTACCCACCGAGTCGTCAAACCAATCACGACCTCTGTGGA
TGCTGGCTGTCCCTCTAACATCACAACATCACTAGGAACCATGAATCTACAGCTTTCCTGGGCATCCTTCGCCGTCTTGACTAGACTAAAGTTC
CTGTAGCAGGACGACTCCCTCTGCAAGTCAAGCATAGTCTCATCGGTGGGCTCCTTTTCTGACATGAAAACCTTAACAGCCAACTCTTCATTCG
TCTCCACGTCTGTAGCCTCATATACAGTGGCGAATCCACCAGAGCCAAGGGGTGCACCTCTCACCAGCGTCCGGGTTTCACCGGTAGTCACAGA
AACAAATCTTTTTGGAACGTCCGGAGGCCAGGCGGCGACAGTCAGAATTCTATCCAGTCGTTCACTATTTGCTAGCGCTTGAGGCTGCCCGATT
TGTTCTTGCATGTGCGCCAGGATGCGTTTGCCGATGACGCATCCAGAATCCGCCTTCTCAAAARACCAATTCAGATCGCCGTCTTTGTGCCCGCA
AACTTCGCTGTCGGTTACGCCCTTGAGAAAAGTACCTCCGGATTCCGCGTTTGAATAACGATTTCGCTCTACGCCARAGTTGAGCAAGCCTCTG
TCGTACGGACAGACGGGGTCTCGAGGAGCTATCAGCTGCGGAACCCGAGACTTCACCATCTCTTTCTCTCCGTCTCAAGAGATTCAGAAGCCTC
TGAAAAATCGTGCGCCGTTGGTTTGTTTCTTGCGCATTTACCCGGTGTTGAGCCCTTTCCTCCAGCAATGARACGTCTCGAGTGCTTTCTGTCG
CTCCTGCTAAATGTTTGTAGTGGCCAACTGTAGCAAGCCACCGCTTGTCAGCAACGTGCTGTTGCGAAACCAAACTTGTCGGTTTGGAGTCGAG
TTTTGAAGGACCAAGTGTGATTCCGGTCCCATCCTGGACTTGGAAGAGCAGGAAGACAAGCGCTACATTTAACCCCGCAAGACAGGCTGTCTTC
GGGAGAAGAGTCGCTAAACCCATTCGGACGACGGTACGCGTAAGAGGTGGCCGCTGTACCGAAAACAT

>TgChBrUDS
TTATTCTGTGTGGAGATGTTCCTGCTGTTCGAAGTTTTGCGCGGCGCCTTTTACTACTGAATCCATCTCTTTAAACGCTGCTGTCTCCAAGGCT
TGTAGCGGGAGCATCCGTTTCTGAGGATCTCGATTCAAGAGGCTTCGGATGAGGTCTTGAACCAGCTCAGGCGTGGAAGGACAATCTGCGAAGT
GTAAGTAGTCCCAGATGCCGTCGGCCGGAGTTGGACGTTCCTTGCACCAGATGCAGTACAAAGTTATACCGAGTTGCCACGCGTCAGTGGGGAA
TGTATAGGTGATGCCTGTAGCCTGAAACGGTCGCTCCGGAGGCTCGTAACCGGGAGTAGCTATCGCGCGTCCAACCGAATTATTGATTCTATAC
GTTCCGAAGTCGCCGAGAAACAGGCGACCGTCTTTCAAAAGGAGGAAATTCGCCGGTTTGATATCCGTATGCACAATTCCCTGAGCTTGAACAT
TGGCCACTAGTTTGATTGCCTGACTGGATAGGTACATTCGAACGACCAGGCCAAATTCACTTTTATTGACAGACGCATCTCCAAATACCCATGA
AATGACTTTGCTCATGTCCGCTTCTGCCCGCATCATGAGAAGAAAATAGTTTGGTACCCACCGAGTCGTCAAACCAATCACGACCTCTGTGGAT
GCTGGCTGTCCCTCTAACATCAACAACATCCAACTAGGAACCATGAATCTACAGCTTTCCTGGGCATCCTTCGCCGTCTTGACTAGACTAAAGT
TCCTGTAGCAGGACGACTCCCTCTGCAAGTCAAGCATAGTCTCATCGGTGGGCTCCTTTTCTGACATGAAAACCTTAACAGCCAACTCTTCATT
CGTCTCCCACGTCTGTAGCCTCATATACAGTGGCGAATCCACCAGACGCCAAGGGGTGCACCTCTCACCAGCGTCCGGGTTTCACCGGTAGTCA
CAGAAACAAATCTTTTTGGAACGTCCGGAGGCCAGGCGGCAACAGTCAGAATTCTATCCAGTCGTTCACTATTTTGTAGCGCTTGAGGCTGCCC
GATTTGTTCTTGCATGTGCGCCAGGATGCGTTTGCCGATGGACGCATCCAGAATCCGCCTTCTCAAAAACCAATTCAGATCGCCGTCTTTGTGC
CCGCAAACTTCGCTGTCGGTTACGCCCTTGAGAAAAGTACCTCCGGATTCCGCGTTTGAATAACGATTTCGCTCTACGCCAAAGTTGAGCAAGC

CTCTGTCGTACGGACAGACGGGGTCTCGAGGAGCTATCAGCTGCGGAACCCGAGACTTCACCATCTCTTTCTCTCCGTCTCAAGAGATTCAGAA



90

GCCTCTGAAAAATCGTGCGCCGTTGGTTTGTTTCTTGCGCATTTACCCGGTGTTGAGCCCTTTCCTCCAGCAATGAAACGTCTCGAGTGCTTTC

TGTCGCTCCTGCTAAATGTTTGTAGTGGCCAACTGTAGCAAGCCACCGCTTGTCAGCAACGTGCTGTTGCGAAACCAAACTTGTCGGTTTGGAG

TCGAGTTTTGAAGGACCAAGTGTGATTCCGGTCCCATCCTGGACTTGGAAGAGCAGGAAGACAAGCGCTACATTTAACCCCGCACGACAGGCTG

TCTTCGGGAGAAGAGTCGCTAAACCCATTCGGACGACGGTACGCGTAAGAGGTGGCCGCTGTACCGAAAACAT

ROP18 ALIGMENT

10

TgChBrUD5

TgChBRUD1

IIT

II

TgChBrUDS

TgChBRUD1

I1I

II

TgChBrUDS

TgChBRUD1

TgChBrUD5

20 30 40 50 60

+ + + + + +
[€TTTTACTACTGA
[€TTTTACTACTGA

TTATTCTGTGTGGAGATGTTCCTGCTGTTCGAAGTTTTGCGCGGCGCCTTTTACTACTGA]

i o s i

70 80 90 100 110 120

+ + + + + +

ATCCATCTC[@TTAAACGCTGCTGTCTICAAGGCTTGTAGCGGGAGCATCCGTTTCTGAGG

ATCCATCTC@TTAAACGCTGCEGTCTCCAAGGCTTGTAGCGGGAGCATCCGTTTCTGAGG

ATCCATCTCTTTAAACGCTGCTGTCTCCAAGGCTTGTAGCGGGAGCATCCGTTTCTGAGG

ATCCATCTCTTTAAACGCTGCTGTCTCCAAGGCTTGTAGCGGGAGCATCCGTTTCTGAGG

130 140 150 160 170 180

+ + + + + +

[@TCTCGATTCAAGAGGITTCGGATGAGGTCTTGAACCAGCTCAGGCGTGGAAGIRACAATC

[@TCTCGATTCAAGAGGITTCGGATGAGGTCTTGAACCAGCTCAGGCGTGGAAGGACAATC
ATCTCGATTCAAGAGGCTTCGGATGAGGTCTTGAACCAGCTCAGGCGTGGAAGGACAATC

ATCTCGATTCAAGAGGCTTCGGATGAGGTCTTGAACCAGCTCAGGCGTGGAAGGACAATC

ATCTCGATTCAAGAGGCTTCGGATGAGGTCTTGAACCAGCTCAGGCGTGGAAGGACAATC]

D i




TgChBRUD1

I1T

II

TgChBrUD5

TgChBRUD1

I1T

IT

TgChBrUDS

TgChBRUD1

IIT

II

TgChBrUDS

TgChBRUD1

I1I

II

TgChBrUDS5

TgChBRUD1

TGCGAAGTGTAAGTAGTCCCAGATGCCGTCGGCCGGAGTTGGACGTTCCTTGCACCAGAT

5

250 260 270 280 290 300

: : : :
- - - - - +

"AEGCGTCAGTGGEGAATGTATAGGTGAGGC CLRUWN

GCAGTACAAAGTTATACCGA

i o i i

310 320 330 340 350 360

+ + + + + +
ﬂCTGTGAAACGGTTGCTCCGGAGGCTCGTAACCGGGAGTACCTATCGCGGGTCCAACCGA

HETCTGAAACGGTCGCTCCGGAGGCTCGTAACCGGGAGTACCTATCGCGGGTCCAACCGA

IAGCCTGAAACGGTCGCTCCGGAGGCTCGTAACCGGGAGTACCTATCGCGCGTCCAACCGA]

AGCCTGAAACGGTCGCTCCGGAGGCTCGTAACCGGGAGTARCTATCGCGCGTCCAACCGA]
AGCCTGAAACGGTCGCTCCGGAGGCTCGTAACCGGGAGTARCTATCGCGCGTCCAACCGA]

D A A

+
L

+
t

+
+
+

ATTATTGGEETTATACGTTCCGAAGTCGCCGAGAAACAGGCGACCGTCTTTCAAGAGGAG

ATTATTGATTCTATACGTTCCGAAGTCGCCGAGAAACAGGCGACCGTCTTTCAAGAGGAG

ATTATTGATTCTATACGTTCCGAAGTCGCCGAGAAACAGGCGACCGTCTTTCAAGAGGAG

ATTATTGATTCTATACGTTCCGAAGTCGCCGAGAAACAGGCGACCGTCTTTCAAMAGGAG
ATTATTGATTCTATACGTTCCGAAGTCGCCGAGAAACAGGCGACCGTCTTTCAAMAGGAG

D .

GAAATTCGCCGGTTTGATATCCGTATGCACAATTCCCTGAGCTTGAACATTGGCCACTAG

GAAATTCGCCGGTTTGATATCCGTATGCACAATTCCCTGAGCTTGAACATTGGCCACTAG]

GAAATTCGCCGGTTTGATATCCGTATGCACAATTCCCTGAGCTTGAACATTGGCCACTAG

GAAATTCGCCGGTTTGATATCCGTATGCACAATTCCCTGAGCTTGAACATTGGCCACTAG

R
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I1T

II

TgChBrUD5S

TgChBRUD1

I1T

IT

TgChBrUD5

TgChBRUD1

IIT

II

TgChBrUDS

TgChBRUD1

I1I

II

TgChBrUDS5

TgChBRUD1

III

490 500 510 520 530 540

t t t t t +
ECETATTGCCTGACTGGATAGGTGCATTCGAACGACTAGGCCTAATTCAC—EGTTATTGA

GGTACATTCGAACGACCAGGCCTAATTCAC—EGTTATTGA

ACTGGATAGGTACATTCGAACGACCAGGCCAAATTCACETTTTATTGA

BT TTTATTGA|

550 560 570 580 590 600

: +

| | |
+ + + + +

610 620 630 640 650 660

+ + + + + +

TGAGAAGAAAATAGTTTGGTACCCACHMNAGTCGECEAACCAATCACGACCTCTGTGGMTG

TGAGAAGAAAATAGTTTGGTACCCACCGAGTCGTCAAACCAATCACGACCTCTGTGGATG

TGAGAAGAAAATAGTTTGGTACCCACCGAGTCGTCAAACCAATCACGACCTCTGTGGATG

TGAGAAGAAAATAGTTTGGTACCCACCGAGTCGTCAAACCAATCACGACCTCTGTGGATG

TGAGAAGAAAATAGTTTGGTACCCACCGAGTCGTCAAACCAATCACGACCTCTGTGGATG

D A A

670 680 690 700 710 720

t t t t t +
CTGGCTGTCCCTCTARCET CACAACAT CRigCTAGRAACCATGAAT CTRCACHTTTCCT
CTGGCTGTCCCTCTAACATCREACAACATCERIACTAGGAACCATGAATCTACAGC®TTCCT
CTGGCTGTCCCTCTAACATCRACAACATCREIACTAGGAACCATGAAT CTACAGCTTTCCT,

CTGGCTGTCCCTCTAACATCIIACAACATCINAACTAGGAACCATGAATCTACAGCTTTCCT

CTGGCTGTCCCTCTAACATCEACAACATCIEACTAGGAACCATGAATCTACAGCTTTCCT]

GEEE AR RE AR AR FHhERER AR AR AR AR R R
730 740 750 760 770 780
4 4 4 4 4 +

GGGCATCCTTTGCCGTCTTGGCTAGACTAAAGTTCTTGTAGCAG‘ACGACTCCCTCTCEH
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II

TgChBrUD5S

TgChBRUD1

TgChBrUD5

TgChBRUD1

IIT

II

TgChBrUDS

TgChBRUD1

I1I

II

TgChBrUDS

TgChBRUD1

TgChBrUD5

GGGCATCCTTCGCCGTCTTGGCTAGACTAAAGTTCCTGTAGCAGIRACGACTCCCTCTGCA]

GGGCATCCTTCGCCGTCTTGGCTAGACTAAAGTTCCTGTAGCAGGACGACTCCCTCTGCA]

CTAGACTAAAGTTCCTGTAGCAGGACGACTCCCTCTGCA]

CTAGACTAAAGTTCCTGTAGCAGGACGACTCCCTCTGCA]

i o i i

790 800 810 820 830 840

+ + + + + +
AGTCAMGCATAGTCTCATCGGTGGGC TCTTTTCTGAWAT GAWAACCTTAACAGCCAACT

AGTCA®GCATAGTCTCATCGGTGGGCTCCTTTTCTGACATGAAAACCTTAACAGCCAACT

IAGTCAAGCATAGTCTCATCGGTGGGCTCCTTTTCTGACATGAAAACCTTAACAGCCAACT

IAGTCAAGCATAGTCTCATCGGTGGGCTCCTTTTCTGACATGAAAACCTTAACAGCCAACT

IAGTCAAGCATAGTCTCATCGGTGGGCTCCTTTTCTGACATGAAAACCTTAACAGCCAACT

i o s i

850 860 870 880 890 900

+ + + + + +

CTTCATTCGTCTRCEACGTCTGTAMCCT@ATATACAGEGGCIAAATCCACCAGARICCAAG

CTTCATTCGTCTGCCACGTCTGTAGCCTCATATACAGTGGCGAATCCACCAGAGGCCAAG]

CTTCATTCGTCTGCCACGTCTGTAGCCTCATATACAGTGGCGAATCCACCAGAGGCCAAG]
CTTCATTCGTCT@CCACGTCTGTAGCCTCATATACAGTGGCGAATCCACCAGA@GCCAAG

CTTCATTCGTCTHg

D i

CCACGTCTGTAGCCTCATATACAGTGGCGAATCCACCAGARGCCAAG

910 920 930 940 950 960

+ + + + + +

GGTGCACCTCTCACCAGCGTCCGGGTTTCACCGGTAGTCAAGAAACAAATHT T{ElOT GG

GGTGCACCTCTCACCAGCGTCCGGGTTTCACCGGTAGTCACAGAAACAAATCTTTI®T GG

GGTGCACCTCTCACCAGCGTCCGGGTTTCACCGGTAGTCACAGAAACAAATCTTTTTGG

GGTGCACCTCTCACCAGCGTCCGGGTTTCACCGGTAGTCACAGAAACAAATCTTTTTGG

GGTGCACCTCTCACCAGCGTCCGGGTTTCACCGGTAGTCACAGAAACAAATCTTTTTGG

D i

970 980 990 1000 1010 1020

4 4 4 4 4 +
[AACGTCCGGAGGCCAGGCGGCGEICAGTCAGAATTCMATCCAGTCGTTEACTART TTCTAG

IAACGTCCGGAGGCCAGGCH

IAACGTCCGGAGGCCAGG

IAACGTCCGGAGGCCAGGCGGCH ACAGTCAGAATTCTATCCAGTCGTTCACTATTTT
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TgChBRUD1

I1T

II

TgChBrUD5

TgChBRUD1

I1T

IT

TgChBrUDS

TgChBRUD1

IIT

II

TgChBrUDS

TgChBRUD1

I1I

II

TgChBrUDS5

TgChBRUD1

[AACGTCCGGAGGCCAGGCGGCGACAGTCAGAATTCTATCCAGTCGTTCACTATTTECTAG

5

1030 1040 1050 1060 1070 1080

: : : :
- - - - - +

RGACGC

RGACGC

RGACGC

FHE RS A AR A A A A R R

1090 1100 1110 1120 1130 1140

+ + + +

+

+

ATCCAGAATCCGCCTTCTCAAAAACCAAT®CAGATCGICGTCTTTGTGCCCIACAACTTC]
ATCCAGAATCCGCCTTCTCAAAAAMCAATTCAGATCGCCGTCTTTGTGCC

IATCCAGAATCCGCCTTCTCAAAAACCAATTCAGATCGCCGTCTTTGTGCCCGCAAACTTC

IATCCAGAATCCGCCTTCTCAAAAACCAATTCAGATCGCCGTCTTTGTGCCCGCAAACTTC

D A A

1150 1160 1170 1180 1190 1200

+ + + + + +

GTCGGTTACGCCCTTGAGAAMAGTACCTCCGGATTCCGIGTETGAAAACGATTTCG
GCIGTCGGTTACGCCCTTGAGAAAAGTACCT Cl@GGATTCCGCGTETGAARAACGATTTCG

GCTGTCGGTTACGCCCTTGAGEAAAGTACCTCCGGATTCCGCGTTTGAATAACGATTTCG

GCTGTCGGTTACGCCCTTGAGAAAAGTACCTCCGGATTCCGCGTTTGAATAACGATTTCG
GCTGTCGGTTACGCCCTTGAGAAAAGTACCTCCGGATTCCGCGTTTGAATAACGATTTCG

D .

1210 1220 1230 1240 1250 1260
t t t t t +
AAAGTTGAGCAAGCCTCTGTCGTACGGACAGACGGGGTCTCGAGGEGCTAT

EETTACGCCAAAGTTGAGCAAGCCTCTGTCGTACGGACAGACGGGGTCTCGAGGAGCTAT

CTCTACGCCAAAGTTGAGCAAGCCTCTGTCGTACGGACAGACGGGGTCTCGAGGAGCTAT)

CTCTACGCCAAAGTTGAGCAAGCCTCTGTCGTACGGACAGACGGGGTCTCGAGGAGCTAT)

CTCTACGCCAAAGTTGAGCAAGCCTCTGTCGTACGGACAGACGGGGTCTCGAGGAGCTAT)

R
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I1T

II

TgChBrUD5S

TgChBRUD1

I1T

IT

TgChBrUD5

TgChBRUD1

IIT

II

TgChBrUDS

TgChBRUD1

I1I

II

TgChBrUDS5

TgChBRUD1

III

1270 1280 1290 1300 1310 1320

t t t t t +

CIWGCTGCGIAACCCGAGACTECH

"GAGACTTCACCATCTCTTTCTCTCCGTCTCAAGAGATTCAGAAGCC

CCATCTCTTTCTCTCCGTCTCAAGE®GATTCAGAAGCC

"GAGACTTCACCATCTCTTTCTCTCCGTCTCAAGAGATTCAGAAGCC

"GAGACTTCACCATCTCTTTCTCTCCGTCTCAAGAGATTCAGAAGCC

"GAGACTTCACCATCTCTTTCTCTCCGTCTCAAGAGATTCAGAAGCC

i o i i

1330 1340 1350 1360 1370 1380

; ; ;
+ + + + + +

TCTGAAAATCGTGCGCCGTTGGTTTGTTTCTTGCGMAT T TACCC®GTGTTGAGCCCTTT

i s s i

1390 1400 1410 1420 1430 1440

+ + + + + +

CTCCAGCAATGAAACGTCTCGAGTGCTTTCTGTCGCTCCTGCTASNEAATINT TTGTAGT]
CCTCCAGCAATGAAACGTCTCGAGTGCTTTCTGTCGCTCCTGCTARREAATINTTTGTAGT]
CCTCCAGCAATGAAACGTCTCGAGTGCTTTCTGTCGCTCCTGCTAREAATGTTTGTAGT]
CCTCCAGCAATGAAACGTCTCGAGTGCTTTCTGTCGCTCCTGCTAREAATGTTTGTAGT]
CCTCCAGCAATGAAACGTCTCGAGTGCTTTCTGTCGCTCCTGCTAREAATGTTTGTAGT]

D . o i A

1450 1460 1470 1480 1490 1500

: : : : : +

GGCCAACTGTAGCAGIACCCCGCT TGTIAGCAACGTGCT G@TGCGAAT CCAAAC T TEMWAG]

GGCCAACTGTAGC‘GGCCACCGCTTGTCAGCAACGTGCTGTTGCGAATCCAAACTT———G

GGCCAACTGTAGCAAGCC CCGCTTGTCAGCAACGTGCTGTTGCGAATCCAAACTT———G
GGCCAACTGTAGCAAGCC CCGCTTGTCAGCAACGTGCTGTTGCGA"CCAAACTT———G
GGCCAACTGTAGCAAGCC CCGCTTGTCAGCAACGTGCTGTTGCGA"CCAAACTT———G

iiiisiissssssss st s et as st ssdssdsnssd

1510 1520 1530 1540 1550 1560

TCGGTTTGGAGTCGAGEOTTTGAAGGACIAAGTGTGATTCCGGTCCCATCCTGGACTTGGA]
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II

TgChBrUD5S

TgChBRUD1

TgChBrUD5

TgChBRUD1

IIT

II

TgChBrUDS

TgChBRUD1

TCGGTTTGGAGTCGAGTTTTGAAGGAWCAAGTGTGATTCCGGTCCCATCCTGGACTTGGA|
TCGGTTTGGAGTCGAGTTTTGAAGGACCAAGTGTGATTCCGGTCCCATCCTGGACTTGGA|

TCGGTTTGGAGTCGAGTTTTGAAGGACCAAGTGTGATTCCGGTCCCATCCTGGACTTGGA|

TCGGTTTGGAGTCGAGTTTTGAAGGACCAAGTGTGATTCCGGTCCCATCCTGGACTTGGA|

i o i i

1570 1580 1590 1600 1610 1620

[AGAGCAGGAAGACAAGCGCTACATTTAACCCCGCAAGACAGGCTGTCTTCGGGAGAAGAG

[AGAGCAGGAAGACAAGCGCTACATTTAACCCCGCAMGACAGGCTGTCTTCGGGAGAAGAG

[AGAGCAGGAAGACAAGCGCTACATTTAACCCCGCAAGACAGGCTGTCTTCGGGAGAAGAG

i o s i

1630 1640 1650 1660 1670
+ + + + +
TCGCTAAACCCATTCGGACGACGGTACICGTAAGAGIITGGCCGCTGTACCGAAAACAT]

CTGTACCGAAAACAT)

CTGTACCGAAAACAT)

CTGTACCGAAAACAT)

TCGCTAAACCCATTCGGACGACGGTACGCGTAAGAGGTGGCCGCTGTACCGAAAACAT

D 2 o
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