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RESUMO
Caracterizacdo genética da Glucano Sintetase de Pneumocystis jirovecii

Rafaela Dorileo de Castro

Pneumocystis jirovecii € um micro-organismo fungico que pode causar pneumonia em
doentes imunocomprometidos. O ciclo de vida de Pneumocystis inclui uma forma biologica
tréfica e outra quistica na qual estdo presentes, em sua composi¢do, hidratos de carbono
chamados B-Glucanos. Estes componentes sdo liberados na corrente sanguinea apoés lise do
micro-organismo pela resposta imunitaria ou farmacos, sendo assim, considerado um
marcador sorologico que atua como auxiliar no diagnostico da PPc. Porém, este marcador
ndo e especifico para o género Pneumocystis, podendo ser um teste positivo em outras
infeccbes fungicas como a candidiase. Caracterizar a sequéncia genética da Glucano
Sintetase permite uma nova abordagem em relacdo aos testes soroldgicos e a possiveis novos
alvos terapéuticos. Um teste sorologico para o B-Glucano especifico para P. jirovecii
podendo ser um marcador muito mais Util e confiavel do que os utilizados atualmente. Neste
trabalho foi feita a caracterizacdo genética do fragmento correspondente a Glucano Sintetase
de P. jirovecii com base na sequéncia de B-Glucano de P. carinii e na sequéncia completa de
P. jirovecii através de metodologias de PCRs. Com o resultado do sequenciamento do
fragmento de B-Glucano de P. jirovecii puderam ser observadas possiveis bases candidatas a
polimorfismos de base Unica (SNP). Determinar os polimorfismos em uma sequéncia resulta
em conhecimento da diversidade genética do micro-organismo para além de reconhecer
marcadores moleculares que podem determinar sua origem geogréfica, resisténcia a farmacos
e fatores de viruléncia. Duas bases foram identificadas na sequéncia como possiveis SNPs.
Estudos em projetos futuros com técnicas como o RFLP podem caracterizar e determinar as
consequéncias e importancia destes polimorfismos no fragmento da Glucano Sintetase de P.
jirovecii. Estabelecer esta importancia pode levar a compreensao do modelo de infeccdo e
defesa deste micro-organismo para que possamos perceber melhor sua atuacao.

Palavras-chaves: Pneumocystis jirovecii, sequenciacdo, polimorfismo de base Unica



ABSTRACT
Genetic characterization of Glucan Synthase of Pneumocystis jirovecii

Rafaela Dorileo de Castro

Pneumocystis jirovecii is a fungal micro-organism that can cause pneumonia in
immunocompromised patients. The life cycle of Pneumocystis includs two biologic forms,
trophic and cystic, in which are present in its composition, carbohydrates called -Glucans.
These components are released into the blood after lysis of the microorganism by drugs or
Immune response, therefore, considered a serological marker that acts as an aid in the
diagnosis of PcP. But today, this marker is not specific for jirovecii species and can be a
positive test for other fungal infections such as candidiasis. Characterize the genetic sequence
of Glucan Synthase allows a new approach to serological tests and possible new therapeutic
targets. A serological test for specific f-Glucan for P. jirovecii is much more useful and
reliable than the currently used marker. In this work the genetic characterization of the
fragment corresponding to the Glucan Synthase of P. jirovecii was made based on the
sequence of B-glucan of P. carinii and the complete sequence of P. jirovecii by PCR
methodologies. With the result of the sequencing of the $-glucan fragment from P. jirovecii
possible candidate bases were observed at single nucleotide polymorphisms (SNP).
Determine polymorphisms in a sequence results in knowledge of the genetic diversity of the
micro-organism in addition to recognizing molecular markers that determine their
geographical origin, drug resistance and virulence factors. Two bases were identified
following SNPs as possible. Studies on future projects with techniques such as RFLP may
characterize and determine the consequences and significance of these polymorphisms in the
Glucan Synthase of P. jirovecii fragment. Establish this importance can lead to understanding
of infection and defense of this micro-organism model so that we can better understand its
performance.

Keywords: Pneumocystis jirovecii, sequencing, single base polymorphism.
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1. Introducéo
1.1. Pneumocystis: Aspecto histérico

Em 1909, Carlo Chagas descreve a forma quistica de um micro-organismo observado por
microscopia Otica ao estudar cobaias infectadas por Trypanosoma cruzi, chegando a
relaciona-lo erroneamente com este protozoario. Um ano mais tarde Antonio Carinii observa
as mesmas descri¢fes de formas quisticas em pulmdes de ratos infectados por T. cruzi mas
pde a hipdtese de se tratar de uma nova espécie. Apenas em 1912 é que o casal Delanoe
confirma que de fato o micro-organismo em questdo era referente a uma espécie diferente,
ao observa-los em pulmdes de ratos ndo infectados por T. cruzi. Entdo concluiram que se
tratava de uma nova entidade bioldgica e denominaram-no Pneumocystis carinii. “Pneumo”
em relagdo ao tropismo para os pulmdes, “cystis’’ pela forma tipica quistica e “carinii” em
homenagem a Antonio Carinii (Stringer 1996; de Souza & Benchimol 2005; Aliouat-Denis
et al. 2008).

A importancia clinica de Pneumocystis comeca a surgir na década de 1960 do século XX,
Nessa década sdo descobertos varios casos de pneumonia em criangas malnutridas, com
imunodeficiéncia, e em doentes com cancer ou transplantados. Ja na década de 1980 do
mesmo século, no inicio da epidemia da sindrome da imunodeficiéncia adquirida (Sida),
Pneumocystis volta a ganhar destaque como sendo a principal infeccdo oportunista no
contexto dessa imunodeficiéncia e, com isso, ganha maior atencdo da parte da comunidade
cientifica. Um declinio da incidéncia das infeccBes oportunistas, nomeadamente, da
pneumonia por Pneumocystis (PPc), deu-se ap0s a introducdo da terapéutica antirretrovirica
de combinacdo (TARVC), j& em meados da década de 90 do século passado (Helweg-Larsen
2004; de Souza & Benchimol 2005).



1.2. Fundamentos taxondmicos e nomenclatura

Durante muito tempo Pneumocystis foi considerado um protozoario devido a sua
semelhanca morfoldgica com os protozoarios, auséncia de algumas caracteristicas fungicas,
ineficicia perante farmacos antifungicos e eficacia dos farmacos utilizados contra
protozoarios. Hoje, esta estabelecido como um fungo no filo dos ascomicetos contendo
especies especificas de hospedeiro sendo cinco delas bem estabelecidas (Tabela 1). Algumas
das evidéncias que comprovam sua colocacdo no reino fungico séo as analises filogenéticas
baseadas no seu RNA ribossomal (rRNA) e sequéncias do gene mitocondrial, que
demonstraram homologias significativas com sequéncias de DNA fungico. (Stringer et al.
2002; Beck & Cushion 2009; Cushion & Stringer 2010; Chabé et al. 2011).

Tabela 1 - Taxonomia do micro-organismo Pneumocystis (Adaptado de Cushion & Stringer 2010)

EsquAem_a Classificacao
taxondmico
Reino Fungi
Filo Ascomycota
Subfilo Taphrinamycotina
Ordem Pneumocystidales
Classe Pneumocystidomycetes
Familia Pneumocystidaceae
Género Pneumocystis
L jirovecii, carinii, wakefieldiae, murina,
Espécies .
oryctolagi

A mudanca taxondmica do Pneumocystis de protozoario para fungo originou também
mudancas em sua nomenclatura. P. carinii foi originalmente classificado como protozoéario
e seu nome foi determinado de acordo com as normas do comité Internacional de
Nomenclatura Zooldgica (ICZN). O nome de um fungo é regido pelas normas do Codigo
Internacional de Nomenclatura Botanica (ICBN) (Cushion & Stringer 2010). Em 2002, ap6s
reconhecimento de sua distin¢do funcional e genética para o P. carinii, 0 Pneumocystis que
infecta os humanos, antes designado de Pneumocystis carinii f.sp hominis, passa a se chamar
Pneumocystis jirovecii em homenagem a Otto Jirovec. (Helweg-Larsen 2004; Cushion &
Stringer 2010)



Quando se fez o sequenciamento de certos genes do Pneumocystis, percebeu-se a sua
homologia com genes de outros fungos ao invés de protozoarios. Genes como 16-S-like r
RNA, DHFR (Diidrofolase redutase), TS (Timidilato sintetase), B-tubulina, proteina TATA
e P-type cation-translocating ATPase, tém sido utilizados no estudo de Pneumocystis (Figura
1) (Cissé et al. 2012).

Schizosaccharomyces cryophilus
Schizosaccharomyces oclosporus
Schizosaccharomyces pombe
Schizosaccharomyces japonicus Taphrinomycotina
Preumocyshs firoveci
Preumocysiis carinii

Taphring deformans

Ashbya gossypll
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Figura 1: Taxonomia do micro-organismo Pneumocystis (Adaptado de Cushion & Stringer 2010)



1.3. Biologia do Pneumocystis

No pulmdo, duas formas principais podem ser identificadas: o trofozoito e o quisto
(Helweg-Larsen 2004)

O trofozoito (Figura 2) € a forma mais abundante nos pulmdes de doentes com PPc. O
trofozoito possui forma variavel, medindo cerca de 0.3 um de didmetro e geralmente em
grupos, tem grande afinidade pelos pneumdcitos e se origina diretamente do quisto. O seu
citoplasma é pobre em organelas com predominancia de ribossomas livres e particulas de
glicogénio. Estruturas tubulares semelhantes a reticulos endoplasmaticos, um pequeno
nucleo e nucléolo também sdo observados. Ha também uma camada fina e densa que circunda
0 micro-organismo e parece estar envolvida na sua ligacdo ou nutricdo. Possuem projecgoes
citoplasmaticas conhecidas como filopodias, que ajudam na fixacdo ao pneumacito tipo I.
Uma caracteristica do organismo, por exemplo, é que em sua forma trofica ele possui uma
parede frégil e flexivel contendo Glicoproteinas. Estas formas sdo mais hnumerosas que 0s
quistos nos pulmdes, menores e ndo refratarias em microscopia (Stringer 1996; de Souza &
Benchimol 2005; Aliouat-Denis et al. 2009)
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Figura 2: Esquema de visualizacdo das estruturas de um trofozoito (de Souza & Benchimol 2005)



Os quistos (Figura 3) sdo estruturas esféricas com cerca de 5-8 um de didmetro contendo
até oito corpos intraquisticos. Cada quisto contém duas paredes com espessura de cerca de
50 nm, sendo a parede externa mais eletrodensa que a interna. A parede do quisto é composta
por glicose/manose, galactose/residuos, N-acetil-D-galactosamina, p-Glucano e
Glicoproteinas. Cada corpo intraquistico ira dar origem a um trofozoito apds o

desenquistamento (Helweg-Larsen 2004; de Souza & Benchimol 2005)
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Figura 3: Esquema de visualizac¢do das estruturas de um quisto (de Souza & Benchimol 2005)

O micro-organismo, tanto na fase tréfica quanto na fase quistica, é coberto por proteinas
de superficie de grande importancia para a investigacdo. O maior componente é a proteina
MSG (do inglés Major Surface Glycoprotein) que desempenha papel na interacdo entre o
micro-organismo e o hospedeiro (Nakamura 1998).



1.4.Genoma

No inicio, toda a informacdo genémica a respeito do género Pneumocystis era baseada
em informac0es obtidas ao estudar P. carinii. Com o desenvolvimento da técnica PFGE (do
inglés pulsed field gel electrophoresis), pode-se ter uma nocdo do genoma deste micro-
organismo. A técnica tem revelado cerca de 13 a 15 bandas, dependendo da coldnia de ratos
da qual Pneumocystis é extraido, com aproximadamente 8Mb (Stringer & Cushion 1998).

Porém, num estudo realizado por Cissé et al., 2012 analisou-se a sequéncia genética de
P. jirovecii através de uma amostra de Lavado Broncoalveolar (LBA) de um doente. O
genoma deste micro-organismo parece ser de 8.1 Mb possuindo uma baixa percentagem de
GC (29%) e um genoma menor do que de outros micro-organismos semelhantes como

Saccharomyces pombe. O genoma mitocondrial possui 27 Kb (Cissé et al. 2012).

Antes do sequenciamento completo de P. jirovecii, alguns genes ja haviam sido
identificados. Entre eles o mitocondrial, citocromo b, e o gene da subunidade ribossomal
maior (mt LSU rRNA) e menor (mt SSU rRNA) (Ma et al. 2013).

Curiosamente, a forma do genoma mitocondrial pode ser diferenciada mesmo em
organismos correlacionados. No entanto essas diferengas ainda ndo estdo muito bem
estabelecidas quanto as suas propriedades. De acordo com estudos anteriores nas espécies de
Pneumocystis, o genoma mitocondrial de P. carinii e de Pneumocystis murina tem estrutura
linear, e 0 genoma mitocondrial de P. jirovecii parece ser circular. Sabendo que genomas
lineares e circulares utilizam diferentes modos de replicagédo, o conhecimento de ambos em
um mesmo género apresenta oportunidades de investigacdo, como o desenvolvimento de
medicamentos especificos por exemplo. A presenca de formas moleculares variantes de DNA
mitocondrial (MtDNA) permite analisar as diferencas estruturais entre 0 mapeamento linear
e circular de mtDNA, e colocar questbes acerca da origem evolutiva e estratégias de
replicacdo de Pneumocystis (Rycovska 2004; Kosa et al. 2006; Cushion & Keely 2013).



1.5.Ciclo de vida

O ciclo de vida de qualquer um dos membros do género Pneumocystis ainda ndo foi
completamente definido principalmente devido a falta de um sistema de cultura in vitro. O
ciclo conhecido atualmente é baseado em andlise microscopica e estudos genéticos
moleculares. Parece ndo haver uma forma livre do micro-organismo, evidenciando que este
género é dependente do hospedeiro e ndo requer um vetor ou periodo de maturacdo fora dos
pulmdes (Cushion & Stringer 2010).

Ainda ndo esté clara qual a forma infectante do micro-organismo, porém a transmissao

via aérea é a mais aceite (de Souza & Benchimol 2005; Kelly 2013).

Em modelos animais a transmissdo via aérea tem sido evidenciada através de
experiéncias, com modelos imunocompetentes ou imunodeprimidos, com e sem PPc,
habitando 0 mesmo ambiente. Argumentos emergem a favor de transmissao semelhante em
humanos, com analises mostrando igualdade entre o gendtipo de doentes com PPc ou doentes

colonizados e agentes de saude colonizados (Menotti et al. 2013).

Os dois principais estadios do ciclo sdo o trofozoito e o quisto maduro (Figura 4). E
importante ressaltar que todo o ciclo de vida e formas de desenvolvimento foram vistos em
modelos animais e em poucos casos em culturas de células, sendo necessarios mais estudos

para se conhecer todo o ciclo de vida do Pneumocystis (de Souza & Benchimol 2005).

Apos a inalacdo, a infecgdo se inicia quando as formas trdficas se fixam nos
pneumacitos tipo | do hospedeiro (Cushion & Stringer 2010). Estes micro-organismos

mantém uma existéncia extracelular nos alveolos pulmonares (Cushion et al. 2007).

Ap6s o primeiro contato com a célula do hospedeiro, o trofozoito modifica seu
citoplasma para formar extensdes, chamadas de filopodias, que aprofundam na membrana

plasmatica e ancoram o organismo as células (Su & Martin 1994).

Uma vez nos alvéolos, cachos de micro-organismos formam-se sob a forma tréfica

ancorados aos pneumacitos tipo | (Cushion et al. 2007).

Os trofozoitos iniciais sdo hapldides e se dividem por fissdo binaria ou endogenia. Dois

trofozoitos podem-se conjugar dando origem a uma célula diploide que depois se dividira



através de meiose (de Souza & Benchimol, 2005). O processo de conjugacao € iniciado apos

secrecdo mutua de ferormdnios de dois tipos opostos (Aliouat-Denis et al. 2009).

As formas troficas podem ser comparadas as leveduras vegetativas, sendo capazes de
gerar quistos pela fusdo de duas células haploides seguido por divisdes meioticas (Stringer
1996).
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Figura 4: Ciclo de vida de Pneumocystis jirovecii (CDC). Na fase assexual as formas tréficas (1) se

replicam por mitose. Na fase sexual as formas tréficas hapldides (1) conjugam e produzem um zigoto ou
esporoquisto (quisto primario) (2). Esse quisto priméario sofre meiose e subsequente mitose para produzir oito
nacleos hapléides (quisto maduro) (3). Esse quisto maduro rompe libertando as células haploides e depois se

degrada. Na fase tréfica também é reconhecido que ha a multiplica¢do por fisséo binéria.



A meiose é seguida por um processo de mitose dando origem a oito corpos intraquisticos
que amadurecem dando origem a oito trofozoitos. Enquanto este processo ocorre, uma outra
camada aparece entre a camada electrodensa e a membrana plasmatica do esporoquisto
(forma primaéria do quisto durante o ciclo de vida de Pneumocystis), vai se afinando até
formar a fina membrana que envolve o quisto maduro (de Souza & Benchimol 2005; Aliouat-
Denis et al. 2009).

Além dos quistos e trofozoitos, existem outras formas intermediarias que representam a

progressdo do zigoto durante a meiose (Cushion et al. 2007).

Uma das caracteristicas de Pneumocystis jirovecii € a falta de certas capacidades
metabdlicas sendo esta uma caracteristica tipica de organismos parasitas obrigatorios E
crucial saber se as espécies de Pneumocystis sdo parasitas obrigatérios dependendo
estritamente de seus hospedeiros ou se possuem formas livres sendo capazes de replicacao
fora do hospedeiro. O parasitismo tem sido sugerido com base em sua especificidade para

determinados hospedeiros e sua flexibilidade genética (Cissé et al. 2012; Hauser et al. 2010).



1.6.Heterogeneidade

Quando da descoberta do Pneumocystis pensava-se que este micro-organismo era o
mesmo na infeccdo de todos os mamiferos, ja que eram morfologicamente muito
semelhantes. Mais tarde foi sugerido que talvez se tratasse de varias espécies de um mesmo
género e hoje esta teoria pode ser comprovada através das técnicas de biologia molecular.
Além das caracteristicas genotipicas especificas, estudos ultra estruturais (microscopia
eletronica) também demonstraram diferencas morfoldgicas (Wakefield 1998b).

Os organismos designados Pneumocystis compreendem um vasto grupo heterogéneo.
Cada um deles possui tropismo para um determinado hospedeiro e s6 pode causar infeccédo
nesse hospedeiro (especifico de hospedeiro). A heterogeneidade entre os diferentes
Pneumocystis tem sido demonstrada pelas caracteristicas genotipicas através da analise do
caridtipo e de sequéncias de DNA, entre Pneumocystis de diferentes espécies e entre os da
mesma espécie. Pneumocystis obtidos de diferentes hospedeiros sdo geneticamente e
antigenicamente distintos uns dos outros. Um problema em relacéo ao estudo do P. jirovecii
é a falta de quantidade suficiente de micro-organismos necessarios para analise em uma
amostra (Wakefield 1998a; Ma et al. 2013).

Quando foi estudado o genoma de P. carinii e comparado ao de P. jirovecii, foram
notadas algumas diferencas. Apesar de serem similares em algumas caracteristicas
fenotipicas como a expressdo de glicoproteinas de superficie variavel, o genoma de cada
espécie verificou-se ter caracteristicas Unicas. A nivel da sequéncia de DNA parece haver
trés niveis de diferenciagdo entre os organismos Pneumocystis. A primeira compreende
diferencas entre organismos que infectam o mesmo tipo de hospedeiro. Por exemplo
diferentes estirpes de P. jirovecii que infectam o homem. A segunda pode ser classificada
como a observada em isolados de roedores (duas formas encontradas em ratos (P. carinii e
P. norvegicus)) e por ultimo, as diferengas normalmente encontradas entre isolados de
diferentes espécies (Cushion et al. 2007; Wakefield 1998a)

Dentre as espécies de Pneumocystis é alto o grau de divergéncia genética entre elas. Por
exemplo: entre P. carinii e P. jirovecii existe 4% de divergéncia em 441 bases do 16S-like
rRNA. Uma das primeiras diferenciacdes a nivel de sequéncia de DNA se encontra na
subunidade maior mitocondrial do RNA ribossomal, com uma diferenca de cerca de 14%

10



entre P. carinii e P. murina e 27% entre P. carinii e P. oryctolagi. Ha também divergéncias
na subunidade menor mitocondrial do RNA ribossomal, diferenciando-se entre 8% entre P.

carinii e P. murina e 18% entre P. carinii e P. jirovecii (Stringer 1996; Wakefield 1998b)

Sendo assim, um hospedeiro infectado com determinada espécie pode ter varias estirpes
diferentes dessa mesma espécie em uma mesma infecgcdo. Ou seja, na infeccdo do homem,
por exemplo, varios estudos mostraram uma diversidade genética sobre os isolados obtidos
dos doentes sugerindo que diferentes estirpes de P. jirovecii podem infectar o homem.
Doentes com PPc podem conter diferentes genes mt LSU rRNA e Espagadores internos
transcritos (ITS, do inglés internal transcribed spacer) em uma mesma amostra, confirmando
que estes doentes estdo co-infectados com estirpes geneticamente distintas de P. jirovecii
(Tamburrini et al. 1998; Latouche et al. 1998).
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1.7.Pneumonia por Pneumocystis (PPc)
1.7.1. Ainfecgdo

Os primeiros casos de PPc foram encontrados em doentes homossexuais do sexo
masculino e em casos de usuarios de drogas injetaveis na decada de 1980. Ainda hoje nos
EUA e Europa, os casos de PPc continuam presentes primariamente em pessoas que
desconhecem estarem infectadas por HIV, que ndo procuram ajuda médica ou que nédo
seguem ou ndo respondem a terapia antirretrovirica ou a profilaxia anti-PPc. Em contraste a
imunossupressdo por HIV, outro fator de risco para PPc é o transplante de érgéos e o cancer.
O uso crénico de corticosterdides também aumenta o risco de PPc. Por outro lado, nas regides
em desenvolvimento, tal como na Africa Subsaariana, o indice de casos com PPc até poucos
anos era considerado baixo visto que sdo regides com alto indice de individuos HIV positivo.
No entanto, apos estudos nestas regiGes foram detectadas infecgdes por Pneumocystis com
taxas de mortalidade em torno dos 50%. A primeira informacédo pode ter estado incorreta
talvez devido a falta de recursos para o diagnostico apropriado (Morris & Norris 2012; Matos
2012).

A PPc, quando ndo tratada, pode chegar a uma taxa de mortalidade de 100%, enquanto
que quando tratada essa taxa baixa substancialmente mas ainda atinge os 10-20% (Gigliotti
& Wright 2012).

A infeccdo, pode ocorrer devido a uma imunossupressao dando-se a reativacdo de uma
infeccdo latente, adquirida durante a infancia, ou através de uma infeccdo de novo por
exposi¢do ao ambiente ou individuos infectados. A questdo sobre a reativagdo de uma
infeccdo latente versus nova infecgéo é recorrente. Em uma analise da sequéncia do DNA do
mt26 e da combinacdo ITS1-ITS2 (do inglés internal transcribed spacers of the nuclear
rRNA genes operon), 50% dos casos mostraram diferencas alélicas no segundo episodio da
doencga comparado com o primeiro. Isso sugere que novas infec¢des estdo frequentemente

presentes na recorréncia da PPc (Hauser et al. 1998; Morris & Norris 2012).

Um fator importante para sabermos o mecanismo de infecgdo do micro-organismo esta
relacionado com os cuidados a ter com os doentes. Se a origem da infec¢éo é a reativacdo de
uma infeccdo latente ent&o o risco de transmissao para outros doentes no hospital € minimo.

Mas, se a origem é uma nova infecgdo transmitida a partir do ambiente ou através de
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individuos infectados, sugere-se isolar o doente. No entanto, neste caso também os
individuos colonizados por Pneumocystis podem ser considerados como reservatorios e

como tal transmissores da infec¢do (Morris & Norris 2012).

A transmissdo por via aérea é sugerida em estudos com roedores em laboratorio e supde-
se que com 0s humanos essa transmissdo se dé da mesma maneira. A transmissdo pessoa-a-
pessoa € mesmo bastante provavel acontecer. Estudos em modelos animais mostraram que
ratos imunossuprimidos quando colocados em contato com outros ratos com PPc ou
colonizados, desenvolvem a doenca. Um fator relevante para este tipo de transmissao é o que
mostram alguns estudos que encontraram mutacfes para resisténcia no gene da DHPS
(dihydropteroate synthase) importados de doentes com historico de uso de sulfa. Agentes de
salde que trabalham diretamente com esses doentes também sdo provaveis transportadores
destes micro-organismos (Latouche et al. 1998; Morris & Norris 2012)

Um exemplo de estudo que caracteriza bem a transmissdo por via aérea € o realizado
por Rivero et al., 2008. Uma menina de seis meses de idade apresentava dificuldade para
respirar e radiografia toréxica com infiltrados intersticiais difusos, sugestivos de PPc. Foi
detectado DNA de Pneumocystis pela amplificacdo do gene da subunidade mitocondrial
maior do rRNA através de Nested-PCR de amostra de aspirado nasofaringeo. Para investigar
a origem da infeccdo fez-se uma busca nas pessoas que conviviam com a crianca (irmao, pais
e avos). Foi detectado DNA de Pneumocystis, em amostras de orofaringe dos avos, com o
mesmo gendtipo do micro-organismo da crianca. Este estudo mostra a real possibilidade de
transmissdo de Pneumocystis de um individuo imunocompetente (colonizado) para um

imunodeprimido, neste caso, dos avés para a crianca (Rivero et al. 2008).

A colonizacéo é definida como a detec¢do de organismos ou de seu DNA sem sinais ou
sintomas de pneumonia. Apesar de que uma PCR (do inglés Polymerase chain reaction)
positiva ndo possa distinguir colonizagéo de infeccéo, alguns estudos tém demonstrado que
0 numero de copias de um gene especifico de P. jirovecii medido por real-time PCR é
significativamente maior em doentes com PPc do que nos colonizados. Varios termos —
colonizagdo, infecgdo assintomatica e infecgdo subclinica — tem sido utilizados para
descrever os achados laboratoriais e clinicos do Pneumocystis. O rastreio dessa populacéo
colonizada pode ser importante para a definicdo da implementacdo ou ndo de profilaxia
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nessas pessoas. Deve ser tido em consideragdo o grau de importancia desses individuos na
comunidade (Matos et al. 2006; Rivero et al. 2008; Matsumura et al. 2012)

Pneumocystis possui Varias caracteristicas que contribuem para a afirmacao de que este
micro-organismo pode permanecer no hospedeiro sem causar infeccdo durante longos
periodos. Um exemplo € o fato de variar suas glicoproteinas de superficie a fim de sobreviver
aresposta imunitaria do hospedeiro. Alguns estudos tém demonstrado que em uma populacéo
normal de individuos saudaveis, a maioria possui anticorpos para Pneumocystis indicando

exposicao continua ao micro-organismo (Wakefield 1998a; Morris & Norris 2012).

A hipoétese da nova infec¢do pode ser defendida por exemplo pelo fato de existirem
diferentes genotipos de Pneumocystis a cada repeticdo da infeccdo. Também, diferentes
genotipos de Pneumocystis podem ser encontrados em diferentes cidades e paises. Sendo
assim, o genétipo de um determinado organismo em uma nova infeccéo esta associado ao

local de morada do individuo e ndo com o seu local de nascimento (Morris & Norris 2012)

Geralmente a PPc se apresenta com febre, tosse ndo produtiva e falta de ar progressiva.
Dentre os sintomas da PPc é incomum a presenca de escarro purulento ou dor toraxica. O
raio-x geralmente apresenta infiltrados reticulares bilaterais ou granulares. Porém, no inicio
da infeccéo o raio-x pode se apresentar normal, sem alteracdes. Dificilmente a infecgdo causa

adenopatia intratoraxica ou derrame pleural (Huang 2011; Morris & Norris 2012)

No caso de PPc severa ocorre intensa inflamacéo pulmonar caracterizada pelo excesso
de neutrofilos e linfocitos T CD8+ resultando em dano alveolar difuso, comprometimento da
troca gasosa e insuficiéncia respiratoria. A disseminacgdo extra pulmonar da infeccéo € rara.
Os sitios mais atingidos sdo linfonodos, baco, figado e medula 6ssea (Latouche et al. 1998;
Cho et al. 2009; Evans et al. 2012)
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1.7.2. Resposta imunitaria

A resposta imunitaria € um dos determinantes patogénicos durante a infeccdo
envolvendo a interacdo entre as células do sistema imunitario e mediadores solUveis como as
citocinas e quimiocinas. A contagem de células T CD4+ e sua funcdo também determinam a
susceptibilidade do hospedeiro. Além disso, essas células também contribuem para a leséo

pulmonar mediada pela imunidade (Wang et al. 2011)

A resposta imunitaria do hospedeiro contra 0 micro-organismo envolve as respostas
humoral e celular, assim como macrofagos alveolares, células dendriticas, neutrofilos e

citocinas que irdo promover o curso da infec¢do (Morris & Norris, 2012).

O primeiro estadio da infecgdo envolve a ligacdo do micro-organismo ao epitélio
pulmonar, de preferéncia aos pneumocitos do tipo |, produzindo um aumento da
permeabilidade no alvéolo pulmonar. Esse aumento leva a um influxo de proteinas do
plasma, no espaco alveolar, alterando a composicéo do fluido de revestimento do epitélio

alveolar (Prévost et al., 1998).

Os pneumdcitos de tipo Il também estdo envolvidos na patogénese de Pneumocystis.
Mantém a integridade estrutural do alvéolo, necessaria para conduzir as trocas gasosas (Su
& Martin 1994).

O surfactante pulmonar, que cobre a superficie alveolar, tem um importante papel na
homeostase alveolar e na defesa pulmonar, sendo sintetizado pelos pneumdcitos tipo 1l e

contém lipidios e proteinas (Prévost et al. 1998)

Os trofozoitos do Pneumocystis utilizam a fibronectina como ligando para se fixarem
as células do hospedeiro. A MSG (do inglés major surface glycoprotein) é o ponto de ligacao
da fibronectina, sendo fortemente antigénica. Outras proteinas de adesdo que podem estar
envolvidas sdo a laminina e a vitronectina (Su & Martin 1994). A vitronectina potencializa
significantemente o reconhecimento do micro-organismo pelos macréfagos se ligando ao -
glucano, e ajuda na inducéo de liberagcdo de TNF-a. Por sua vez o TNF-a se liga ao f-glucano
através da lectina (Olson et al. 1996)
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Glicoproteinas de superficie contendo ligantes de carbohidratos sdo encontradas na
barreira eletro-densa de Pneumocystis. O ligamento dessas glicoproteinas as diferentes
lectinas também tem papel na ligagdo a célula do hospedeiro (Su & Martin 1994).

Pneumocystis estimulam a proliferacdo de células T e os linfocitos T CD4+ sdo os
principais agentes na resposta imunitaria contra a infec¢do. Na infecgdo por HIV, como a
contagem de células T CD4+ é baixa, as células T ndo proliferam devidamente apesar de a
funcdo citotoxica estar preservada. Em estudos com ratos, por exemplo, a deficiéncia em
células T CD4+ ndo impede a resposta inflamatoria que inclui infiltracdo perivascular de
células mononucleares, alveolite por células T CD8+ e ativacdo dos macréfagos alveolares
(Su & Martin 1994).

Pneumocystis induz a produgdo e libertagdo de uma variedade de mediadores da
resposta inflamatoria pelos fagécitos. O TNF-a, por exemplo, € produzido e libertado pelos
macrofagos alveolares. Além disso os quistos de Pneumocystis induzem a producao de TNF-
a em culturas de mondcitos e macrofagos. A libertacdo de TNF-a tem sido vista como uma
resposta normal tanto em ratos imunocompetentes quanto naqueles com baixa contagem de
celulas T CD4+ (Su & Martin 1994).

Alguns estudos indicam que os macrofagos liberam TNF-a ap0s interacdo da

membrana de receptores do -glucano com os micro-organismos (Olson et al., 1996).

Outras citocinas e mediadores da resposta inflamatoria associados a Pneumocystis
incluem interleucina-1 (IL-1), interleucina-2 (IL-2), interleucina-6 (IL-6), IFN-y, GM-CSF
(do inglés granulocyte macrophage-colony stimulating factor), G-CSF (do inglés
granulocyte-colony stimulating factor) e eicosanoids (Su & Martin 1994). Estudos tém
demonstrado que o TNF-a e a IL-1 tém grande importancia na resisténcia do hospedeiro a
infeccdo (Walzer 1999).

Em infeccBes experimentais com ratos imunocompetentes, tanto as celulas T CD4+
quanto as T CD8+ acumulam-se nos pulmd@es para controlar a infeccdo. Porém, em estudos
com ratos deficientes de células T CD4+, as T CD8+ invadem os pulmdes mas nado

conseguem controlar a infec¢do (Morris & Norris, 2012).
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Além da grande perda de células T CD4+ durante a infecgcdo por HIV, ha também a
perda de células B. Uma caracteristica principal das células B durante a infeccdo por
Pneumocystis é a liberacdo de anticorpos. As Imunoglobulinas M (IgM) produzidas pelas
células B tém um papel importante como defesa inicial contra 0 micro-organismo ao
reconhecer antigenos de hidratos de carbono comuns aos fungos. H& também o
reconhecimento de antigenos fungicos apresentados pelas células dendriticas (céluas
apresentadoras de antigenos) (Morris & Norris, 2012).

Os macréfagos alveolares tém um importante papel na clearance de micro-
organismos do pulmao, sdo as principais células fagociticas do trato respiratorio inferior e,
quando estimuladas pelas citocinas na resposta inflamatoria (ex.:IFN-a), sdo as primeiras
células a se ligar e eliminar patdgenos do trato respiratério, como Pneumocystis (Morris &
Norris 2012; Nakamura 1998).

Uma resposta inicial tipica dos macrofagos alveolares inclui quimiotaxia, migracao,
ligamento e fagocitose. A eletro-microscopia revela que os macrofagos vao ao encontro do
Pneumocystis, estendem seus pseuddpodes e ingerem tanto trofozoitos como quistos (Su &
Martin 1994).

Apbs a internalizacdo e formacao do fagolisossomo, o micro-organismo é degradado
pela libertacdo de espécies reativas de oxigénio (radicais superoxido e peroxido de
hidrogénio) a partir de diferentes tipos de células como neutréfilos e mondcitos. A geracéo
de metabolitos tdxicos, como o oxido nitrico, &€ necessaria para eliminar o micro-organismo,
e a resisténcia de Pneumocystis a estes compostos toxicos tem sido estudada (Su & Martin
1994; Morris & Norris 2012).

O conceito de que Pneumocystis se mantém latente nos pulmdes apds uma infecgédo
primaria pode ser suportado pela presenca de anticorpos em individuo ja saudavel e pela
ocorréncia de PPc em novos casos de imunossupressdo. A recorréncia da PPc pode também
acontecer pelo fato de o hospedeiro ndo ser capaz de eliminar eficientemente 0s micro-

organismos (Latouche et al. 1998).

17



1.8.1dentificacdo laboratorial

Como Pneumocystis ndo pode ser cultivado in vitro, sua deteccdo laboratorial é
baseada principalmente na observacdo microscopica além de técnicas moleculares. Algumas
das principais técnicas utilizadas para colora¢do de amostras processadas, provenientes do
pulm&o, para observacédo de formas morfoldgicas do micro-organismo em microscopia otica
sdo a metanamina prata, Giemsa e toluidina azul. Além da microscopia Otica outras opgdes
diagnosticas também estdo disponiveis como a imunofluorescéncia direta ou indireta (IF)
com anticorpos monoclonais especificos para P. jirovecii (Gill et al. 1987; Olsson et al.
1993).

O pouco conhecimento sobre a biologia de P. jirovecii é devido principalmente ao
fato de que nenhum método de cultura in vitro esta disponivel atualmente. Estes micro-
organismos s6 podem ser obtidos a partir de espécimes clinicos de doentes, mesmo assim,
em quantidades muito limitadas e fortemente contaminadas por células humanas e flora
pulmonar. Para um organismo de importancia clinica, a sequéncia do genoma representa uma
riqueza em novas informacdes. Permite novas analises que resolvem questdes criticas, tais
como o desenvolvimento de culturas in vitro ou de novos alvos terapéuticos. De acordo com
0 estudo de Cissé et al, 2013, P. jirovecii possui grande falta de substancias, como o
ergosterol, que o micro-organismo retira do hospedeiro humano. Sé conhecendo esses dados
podemos afirmar que a revelacdo do sequenciamento genético deste micro-organismo
contribui para que saibamos a constituicdo de um meio de cultura in vitro para Pneumocystis
(Cissé et al. 2012; Cushion & Keely 2013).

O genoma quase completo do P. carinii (http://pgp.cchmc.org), que é a espécie
relativamente mais préxima de P. jirovecii, fornece uma grande oportunidade para investigar
melhor a espécie jirovecii. Outros fungos de vida livre intimamente relacionados que
possibilitam uma étima oportunidade de comparagdo e investigacdo sdo Saccharomyces

pombe e Saccharomyces cerevisiae (Hauser et al. 2010).

Em animais de laboratorio, Pneumocystis podem ser isolados apds imunossupressao.
Em humanos, devido a baixa quantidade de micro-organismos na amostra bioldgica, utiliza-
se, além da microscopia, a técnica de PCR pela sua maior especificidade para identificar o

micro-organismo. Pneumocystis sdo micro-organismos muito pequenos e com facilidade

18



para formar agregados, o que dificulta o processo de purificacdo e separacdo das células do
hospedeiro. Uma PCR positiva para Pneumocystis, por exemplo, pode providenciar um
diagndstico mais precoce do que a microscopia, que pode ndo detectar 0s micro-organismos
pela falta de quantidade suficiente nas amostras (Hauser et al. 1998; Tamburrini et al. 1998;
Aliouat-Denis et al. 2009).

As técnicas moleculares ttm um importante papel se aplicadas as amostras néao
invasivas como escarro induzido ou lavados da orofaringe. E bastante util, por exemplo, em
infeccdes assintomaticas em HIV positivos para que a profilaxia possa ser rapidamente
iniciada (Tamburrini et al. 1998).

Algumas das técnicas de detec¢do molecular de Pneumocytis sdo a nested-PCR, Real-
Time PCR e Multiplex- PCR, além da PCR simples. Apesar de bastante sensiveis estas
técnicas sdo geralmente mais utilizadas na investigacdo do que no diagnostico diario da PPc
(Olson et al. 1996; Tamburrini et al. 1998; Esteves et al. 2011a).

O diagnostico clinico é bastante complexo j& que nenhum sintoma, achado
radioldgico ou resultados de gasometria sdo especificos para a PPc. Algumas alteracGes
bioquimicas e hematologicas também podem estar presentes fornecendo mais uma aliado na
identificacdo da PPc, apesar de que ndo sdo especificas. Alguns dos marcadores sdo a LDH
(do inglés serum lactate dehydrogenase), geralmente elevada, e PaO2, normalmente baixa
nos casos de PPc. LDH é uma enzima citoplasmatica presente nos principais 6rgaos. O seu
aparecimento extracelular indica dano celular ou morte celular, sendo entdo um marcador
inespecifico. Os niveis de LDH parecem variar em paralelo com a actividade da doenca. Um
nivel normal de LDH néo exclui um possivel diagnostico de PPc (Vogel et al. 2011; Morris
& Norris 2012; Esteves et al. 2014).

Em doentes HIV positivos com pneumonia atipica, a elevacdo da LDH correlaciona-
se com o grau de dano tecidual no pulmao e sua sensibilidade em presenca de PPc é concreta.
Ja nos imunocomprometidos HIV negativos a correlacdo do LDH com a PPc ainda néo esta
bem esclarecida e ndo € considerada 100% confiavel. Em estudo feito por Vogel et al
comparando os niveis de LDH em doentes HIV positivos e negativos com PPc, a enzima

mostrou-se elevada em 100% doa casos de HIV positivos com PPc e em apenas 63% dos

19



HIV negativos com PPc. Porém, a LDH mostrou-se elevada na maioria dos doentes com PPc

e permaneceu em niveis normais na maioria dos doentes sem PPc (Vogel et al. 2011).
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1.9. Tratamento e profilaxia

A deteccdo precoce e uma terapia sdo vitais para a reducdo da mortalidade relacionada
com a PPc. A introducdo da terapia antirretrovirica no tratamento da infeccdo do HIV tem
sido acompanhada por uma reducéo significativa na mortalidade e incidéncia de infeccdes
oportunistas, incluindo a PPc (Stringer et al. 2002; Held et al. 2011).

O risco de PPc em doentes com HIV positivo esté inversamente relacionado com o

ndmero de células T CD4+ circulantes, reforcando a recomendacdo de profilaxia anti-

Pneumocystis quando a contagem de células T CD4 for <200/mm3: e sua descontinuagdo
quando a contagem de células T CD4 >200 cél/mL, mantida por trés meses ou mais durante
a terapia antirretrovirico (Wang et al. 2011; Walzer 1999; Costiniuk et al. 2011).

A PCP ¢é refrataria as terapias antifungicas standard como os agentes farmacos
fungiestaticos e a anfotericina B. A terapia priméaria para a PCP é a combinagdo de
trimetoprim-sulfametoxazol (TMP-SMX) em associagdo com corticosterdides. No entanto,
podem existir falhas significativas associadas a essa combinacdo. Terapias de segunda linha
como clindamicina/primaquina, dapsona-trimetoprim, atovaquonA ou pentamidina também
tém altas taxas de recorréncia. Para os doentes tratados com Pentamidina inalada em aerossol
ha sempre o inconveniente de o tratamento ter que ser feito mensalmente no hospital (Stringer
1996; Cushion & Stringer 2010; Costiniuk et al. 2011)

A associagdo com corticosteroides é recomendada para doentes com PPc moderada a

severa com tensdo do oxigénio arterial (PaO2)menor que 70 mmHg ou oxigénio alveolar-

arterial (A-aO2) maior que 35mmHg (Huang, 2011).

A atividade anti-Pneumocystis do TMP-SMX, por exemplo, é essencialmente devida
ao componente sulfametoxazol. Dapsona, outra sulfa, € outro exemplo de farmaco utilizado
na pratica clinica para inibir a enzima dihidropteroato sintetase (DHPS) associada a possivel

emergéncia de resisténcia (Wakefield, 1998b).

Pneumocystis ndo respondem as terapias que tem por alvo a sintese dos ergosterais.
Este micro-organismo uiliza o colesterol como fonte de esterol priméario. Os ergosterdis,

sendo definidos como a massa de esterdis predominante na maioria dos fungos e alvo de
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varias terapias anti-fangicas, ndo podem ser encontrados nas espécies de Pneumocystis
(Cushion et al. 2007).

No estudo de Cissé et al, 2012 notou-se falta do ciclo do glioxilato em P. jirovecii
(também em falta em P. carinii) restringindo mais ainda os alvos terapéuticos ja que esta via
€ um caminho para o ciclo do &cido citrico, ndo encontrado em humanos. Este é um
importante fator de viruléncia ja que os fungos que conseguem sobreviver a fagocitose
parecem induzir esse ciclo, enquanto aqueles que ndo o conseguem fazer parecem ser

incapazes de se reproduzir e causar doenca (Cushion & Keely 2013).

Ha evidéncias que indicam que as populacdes de P. jirovecii estdo envolvidas na
resisténcia as terapias convencionais com sulfametoxazol, trimetoprim e atovaquona através

de mutacdes especificas (Cushion & Stringer 2010).

Estudos recentes tém demonstrado a eficacia de equinocandinas contra as formas
quisticas do Pneumocystis (Cushion & Stringer 2010). Tem havido grande interesse neste
agente tanto para profilaxia quanto para tratamento com acéo direta na sintese do B-glucano.
Estudos em modelos animais demonstraram que este agente € eficaz contra a forma quistica
do micro-organismo, mas ndo contra a forma tréfica (Morris & Norris 2012; Lobo et al.
2013).
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2. Célula fungica

A parede celular de uma célula fangica tem sido descrita como um complexo
contendo glucano, manano, quitinas, fosfato, lipidio e proteina. O (1,3)-B-glucano forma uma
rede fibrosa visivel em microscopia eletronica da superficie na parede celular. O complexo
(1,3)-B-D-Glucano / Quitina é o principal constituinte da parede interna. O (1,6)-p-Glucano
liga os componentes entre a parede interna e externa. Na superficie externa da parede estdo
as manoproteinas, que sdo extensivamente glicosiladas em O e N. Estas ligacdes sdo
covalentemente densas e limitam a permeabilidade da parede (Manners et al. 1973; Lipke &
Ovalle 1998).
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2.1. p-Glucano

O (1,3)p-D-Glucano (B-Glucano) (BG) (Figura 5) € um polissacarideo da parede
celular de varios fungos. A medicéo regular dos niveis de BG no soro é reconhecida como
um marcador de diagndstico muito Util no caso de infecgdes fungicas (Sendid et al. 2013;
Esteves et al. 2014).
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Figura 5: Base de um B-glucano fingico. A subunidade bésica do pB-glucano fangico é composta por
B-D-glicose ligadas umas as outras por cadeias glicosidicas 1->3 com bragos glicosidicos 1->6 (Chan et al.
2009)

O BG é o componente mais abundante da parede celular de fungos uniformemente
distribuido ao longo da célula, tendo uma potente acdo imunomoduladora com efeito tanto

na resposta imune inata como na adaptativa. A resposta imunitaria é desencadeada apds
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interacdo com receptores do hospedeiro como a dectina-1 e complemento 3, e podem ser
detectados no LBA e no soro em doentes com PPc (Cid et al. 1995; Chan et al. 2009; Morris
& Norris 2012; Esteves et al. 2014)

Dectina-1 é o receptor de superficie celular para os B-Glucanos durante a resposta
imunitéria, expresso principalmente nos mondcitos/macréfagos e neutréfilos (Figura 6). A
cauda citoplasmatica do dectin-1 contém um imunoreceptor de ativacdo baseado em tirosina
(ITAM) que sinaliza através da tirosina cinase, em colaboracdo com receptores Toll-like 2 e
6 (TLR-2/6) (Brown et al. 2007; Chan et al. 2009).

B-Glucans

%

Macrophages B-Glucan Fragments

Figura 6: Os B-Glucanos sdo capturados pelos macréfagos através do receptor dectin-1 com ou sem a ajuda do
TLR-2/6. As moléculas de B-Glucano sdo internalizadas e fragmentadas em moléculas menores e entdo
liberadas. Estes pequenos fragmentos serdo eventualmente capturados pelos granuldcitos, monécitos ou
macrofagos circulantes via receptor complemento CR3 [Adaptado de (Chan et al. 2009)].

A habilidade do Complemento 3 de reconhecer o B-Glucano sugere que este seja o
maior receptor de B-Glucanos nos leucdcitos e que medeia os efeitos imunomoduladores
(Brown et al. 2002).

(1->3)-B-D-glucano é um biomarcador sérico para a PPc. Durante o curso de uma

infeccdo invasiva o BG ¢é liberado no soro com meia vida de cerca de 20 horas. Porém, sua
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via de eliminacdo ainda € desconhecida sendo que em estudos em coelhos foram encontrados

BG em alguns 6rgaos (figado e rim) e em urina e sangue (Held et al. 2011).

A PPc é uma grande causa de mortalidade em individuos imunocomprometidos e,

portanto, um diagndstico precoce é fundamental (Held et al. 2011).

A analise dos niveis de BG pode ser utilizada para confirmar o sucesso no tratamento,
mas parece ser limitada na identificacdo de um caso de insucesso terapéutico. Em um estudo
com 18 doentes durante terapia anti-PPc, Held & Wagner, 2011 mostraram que a baixa
valores de BG serico estdo fortemente correlacionados com melhoria no curso clinico da
doenca. Ja 0 aumento desses valores foi associado ao insucesso terapéutico ou com resultado
fatal em apenas 44% dos doentes. Estes autores concluiram que o0s niveis séricos de BG
podem ser utilizados para confirmar sucesso no tratamento, mas parecem estar limitados

quando relacionados com insucesso terapéutico (Held & Wagner 2011)
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2.2. A importéancia do p-(1,3)-glucano como marcador na clinica

Estabelecer o diagnostico da PPc requer a identificacdo do patdgeno fungico
utilizando alguns métodos de diagnostico em amostras respiratorias como escarro induzido
ou LBA. No entanto, muitos doentes ndo tém condicGes de fornecer uma amostra bioldgica
adequada. Além disso, o diagnostico pode ser dificil em doentes que recebem profilaxia para
PPc, levando a um curso clinico alterado e baixa contagem de micro-organismos

(Karageorgopoulos et al. 2011)

Além dos testes feitos através de amostras pulmonares, hd também testes
complementares, minimamente invasivos feitos em amostras de sangue, por exemplo, que
incluem, para além de outros marcadores, o teste com o B-glucano. Este teste tem sido
desenvolvido e é aplicavel a alguns doentes como alternativa & microscopia, especialmente
aqueles muito debilitados para serem sujeitos a procedimentos invasivos. Porém, este ndo é
um teste especifico para P. jirovecii, podendo causar resultados falso-positivos (Yasuoka et
al. 1996; Costa et al. 2012; Matsumura et al. 2012; Esteves et al. 2014)

Medir o nivel plasmatico de (1->3)-p-D-Glucano (BG), um componente da parede
celular da maioria dos fungos, incluindo P. jirovecii, pode ser de grande ajuda para
estabelecer o diagnostico de PPc. Existem hoje varios kits disponiveis comercialmente
(Desmet et al. 2009).

Os niveis séricos elevados de BG ndo estdo elevados apenas na PPc mas também em
outras doencas infecciosas flngicas e, portanto, os niveis de BG sozinhos ndo podem provar
a existéncia de PPc e também ndo deve ser interpretada sem ter em consideracdo os dados
clinicos (Held et al. 2011).

Sédo varias as fontes de reacdes falso-positivas no teste do BG. Tem sido encontrado
BG aumentado em casos de antibioticos derivados de fungos, bacteremias por Pseudomonas
aeruginosa, e interferéncia na deteccdo de BG nos casos de altos niveis de hemoglobina,

bilirrubina, proteinas e triglicerideos no soro (Sendid et al. 2013).

Em um estudo que analisou a quantidade de B-glucano em doentes com e sem PPc,

0s niveis de BG também se mostraram positivos em doentes com candidiase oral ou
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esofaringia. Outras infec¢fes fungicas que podem acusar positividade para o B-glucano é a

aspergilose, fusariose, trichosporidiose e histoplasmose (Sax et al. 2011).

Mesmo assim, até hoje, nenhum pardmetro confiavel esta disponivel para o

diagndstico soroldgico da PPc (Held et al. 2011).

Porém, um estudo feito em doentes internados com AIDS avaliou os niveis sericos de
B-D-Glucano dos doentes com e sem PPc e com e sem outras infec¢des fungicas (Candida e
Cryptococcus). Os niveis sericos de B-D-Glucano foram significativamente mais elevados
nos doentes com PPc do que nos sem PPc, sendo que as outras infec¢es ndo influenciaram
nos resultados. Em algumas infecgdes fungicas normalmente os niveis de B-D-Glucano
aumentam, mas ndo tdo significativamente quanto na PPc. Neste estudo, os niveis de B-D-
Glucano normalizaram apenas meses ou anos ap0s o tratamento, mas estavam bastante
aumentados logo no inicio do tratamento. O breve aumento se da provavelmente pela lise de
Pneumocystis apos o inicio do tratamento. Apesar disso, 0s autores afirmam que os niveis de

B-D-Glucano néo refletem a eficacia do tratamento (Watanabe et al. 2009).

Em um estudo de caso de doente imunocomprometida HIV-negativo uma PCR do
LBA foi positiva para Pneumocystis indicando pneumonia por este patdgeno causada pela
imunossupressao apos radioterapias e tratamento com corticosterdides. Os niveis séricos de
B-D-Glucano se mostraram marcadamente aumentados antes do tratamento e diminuiram
significativamente ap6s a administracdo de TMP-SMX. Apesar da deteccdo do micro-
organismo na PCR, neste caso o autor afirma poder suspeitar de PPc pelos niveis de -D-
Glucano estarem tdo aumentados, incompativeis com os niveis nas infec¢des por outros
fungos (Candida, Aspergillus e Cryptococcus). Conclui-se entdo que a determinacdo dos
niveis de B-D-Glucano neste caso, de doente imunodeprimido HIV-negativo, pode ser

considerado a ponto de diagndstico (Teramoto et al. 2000).

A forte associacdo do BG com doentes HIV-positivos com PPc pode ter sérias
implicacdes clinicas especialmente quando amostras de espécimes pulmonares ndo estao
disponiveis, ja que geralmente a carga parasitaria nos doentes HIV-positivos é altamente
elevada e por isso 0s niveis séricos de BG sdo extremamente elevados, incomparaveis com

outras infecgdes fungicas (Sax et al. 2011).
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Um outro estudo feito por Desmet et al, mostrou que a deteccdo do BG no soro de
doentes HIV-positivos e doentes com neoplasia hematoldgica foi excelente no diagndstico
da PPc com uma sensibilidade de 100% e especificidade de 96,4% (Desmet et al. 2009).

Em um outro estudo foram investigados os niveis séricos de BG em criangas (média
das idades: seis meses) desenvolvendo infeccdo primaria por Pneumocystis. Os niveis de BG
nessas criancas foram menores do que nos doentes adultos com PPc, porém positivos em
93% delas (Damiani et al. 2011).

A deteccdo do B-Glucano tem sido reconhecida como um marcador soroldgico
simples e sensivel para infeccdes fungicas, mas ainda ndo pode ser utilizado na identificacéo
e diferenciacdo de espécies. Porém, sua associacdo com LDH e outros parametros
diagndsticos pode ser uma abordagem promissora como procedimento alternativo para o
diagnéstico da PPc (Watanabe et al. 2009; Esteves et al. 2014).
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3. Objetivos
3.1.0Dbjetivos gerais

O principal objetivo deste estudo é identificar e caracterizar a sequéncia genética do
beta-glucano de P. jirovecii a partir de amplificagdes por técnicas de PCR com base nas

sequéncias descritas do beta-glucano de P. carinii e na sequéncia completa de P. jirovecii.

A identificacdo genética do gene da Glucano Sintetase em Pneumocystis jirovecii tem
grande importancia para a prética clinica. Quantificar niveis de B-glucano séricos tem
ajudado na identificacdo diagnostica de patologias fungicas. Porém, o teste ndo € especifico

para Pneumocystis.

A amplificacdo da sequéncia de nucleotideos que corresponde ao fragmento da
Glucano Sintetase de Pneumocystis por PCR foi especifica tendo como base a sequéncia de
P. jirovecii disponivel. O B-glucano de cada espécie fungica é identificado como Unico,

aumentando as possibilidades de investigacdo e atuacgdo clinica.
3.2.0Dbjetivos especificos
1) Identificar a sequéncia genémica de P. carinii e P. jirovecii.

2) Comparar a sequéncia genémica do B-glucano de P. carinii com a sequéncia

disponivel de P. jirovecii em métodos bioinformaticos e identificar a sua possivel posicao.
3) Desenhar primers especificos para a regiao a ser amplificada.
4) Estabelecer protocolos de PCR e LongRange PCR para amplificacdo do fragmento.

5) Realizar amplificacdo e sequenciamento do fragmento.
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4. Material e métodos
4.1.Dados das amostras e populacédo em estudo

Para a realizacdo do estudo foram obtidas varias amostras bioldgicas de secrecoes
pulmonares (LBA) provenientes de doentes HIV-positivos com PPc, da regido de Lisboa.
Estas amostras foram previamente diagnosticadas como positivas para P. jirovecii. Este
diagnostico foi feito através de imunofluorescéncia indireta com anticorpos monoclonais
(IFI/AcM) e por técnicas de PCRs. Para integrar o estudo foram escolhidas aquelas amostras

que apresentavam maior quantidade de micro-organismos presentes.

Apds a escolha das amostras positivas 0 DNA de P. jirovecii foi extraido com auxilio
do método do Mini-BeadBeater (Roche) de acordo com o que ja foi descrito em estudos

anteriores (Esteves et al. 2008)

4.2.Processo bioinformatico e desenho de primers

O primeiro passo na atuacdo pratica foi a realizacdo do processo bioinformético. A
sequéncia disponivel atualmente do gene que codifica para a B-glucano sintetase de P. carinii
foi tida como base para analise (Disponivel no GenBank pelo numero de acesso AF191096.1)
(Kottom & Limper 2000). Foi utilizado o programa BLAST para comparar a sequéncia com

possiveis outras sequéncias semelhantes, de outros micro-organismos (Figura 7).
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Alignments

Max | Total Query E

Resce score score cover value
Pneumocystis carinii beta-1.3-glucan synthase GSC-1 mRNA, complete cds 10776 10776 100% 0.0
Pneumocystis murina B123 hypothetical protein partial mRNA 8421 8421 100% 0.0
Pneumocystis carinii 1.3-beta-glucan synthase GSC-1 gene. complete cds 4946 9638 99% 00

Tetrapisispora phaffii CBS 4417 hypothetical protein (TPHAOK01270) mRNA, complete 950 950 31% 00

Tetrapisispora phaffii CBS 4417 chromosome 11. complete genome 950 950 31% 00

Debaryomyces hansenii CBS767 chromosome C complete sequence 773 7713 3N% 0.0

Debaryomyces hansenii CBS767 DEHA2C01870p (DEHA2C01870g) mRNA. complete 773 773  31% 0.0

Naumovozyma castellii CBS 4309 hypothetical protein (NCAS0A02040) mRNA. comple 737 737 34% 0.0

Naumovozyma castellii CBS 4309 chromosome 1, complete genome 73T 737 34% 0.0
Saccharomyces castellii clone Contig1888 GCS2 gene, partial cds 737 7371 34% 0.0
Naumovozyma dairenensis CBS 421 hypothetical protein (NDAIOD03980). mRNA 686 688 31% 0.0
Naumovozyma dairenensis CBS 421 chromosome 4, complete genome 688 638 31% 0.0

Tetrapisispora phaffii CBS 4417 hypothetical protein (TPHAOF01030) mRNA, complete 638 638 31% 3e-178

Tetrapisispora phaffii CBS 4417 chromosome 6. complete genome 638 6368 31% 3e-178

Scheffersomyces stipitis CBS 6054 1.3-beta-D-glucan synthase subunit (BGS3) (GSC2 433 433 31% 1e-116

Scheffersomyces stipitis CBS 6054 chromosome 3, complete sequence 433 433 3% 1e-116

Ident

100%
93%
99%
76%
76%
74%
74%
74%
74%
74%
74%
74%
73%
73%
71%
71%

Figura 7: Resultado do alinhamento da sequéncia do 3-Glucano de P. carinii com outras possiveis sequéncias
de micro-organismos semelhantes. O resultado foram 16 sequéncias de 8 espécies diferentes que se assemelham
na ordem dos 70-90%.

A partir destes resultados formou-se uma sequéncia de bases que foi analisada no
programa  MultAlin ~ (Multiple sequence alignment) disponivel online em

http://www.sacs.ucsf.edu/cgi-bin/multalin.py. Este procedimento permitiu obter o

alinhamento das sequéncias e facilitar a analise das bases. Foram entdo desenhados primers
(Forward e Reverse) para amplificacdo da mesma (Tabela 2). A andlise dos primers
delineados foram submetidas a qualificacdo pelo programa Oligo Analyzer, disponivel online
no site https://eu.idtdna.com/analyzer/Applications/OligoAnalyzer/. Este nos mostra as

caracteristicas especificas de cada primer como sua temperatura de melting, percentagem de

bases G e C e comprimento.
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Tabela 2: Sequéncia de primers desenhados para amplificagdo da sequéncia completa.

Produto de
Sequéncia do Primer 5' ->3' Temperatura (°C) PCR esperado
(bp)
Fwl GCATTATTA CGATGA 38,3 2564
RV 1GTT TGG AAT GCC 37,6
Fw2 GGAGTT TCT ATATGG 37,8 3360
RV 2GTT CGT CGA TAT GC 42,6

O objetivo inicial era amplificar a sequéncia completa com estes dois pares de primers
de modo que Fwl emparelhava com Rv1 amplificando um fragmento de 2.564 bp (base
pair), Fw2 e Rv2 amplificando um segundo fragmento de 3.360 bp, e por fim Fwl e Rv2

amplificariam a sequéncia quase completa de 5.789 bp (Figura 8).

5.789 bp
1 FW1 FW2 RV1 RV2 994
(posicio 15) (posiciio 2425) (posicao 2550) (posicio 5827)
2564 bp

3360 bp

Figura 8: Mapa dos fragmentos a serem amplificados a partir da sequéncia de bases obtidas (5994 bp) de
acordo com os primers desenhados. Do Fw1 ao Rv 1 foi feita uma amplificagdo onde se esperava um
resultado de 2564 bp. Do Fw2 ao Rv2 foi feita uma segunda amplificacdo onde se esperavam 3360 bp
amplificados. Notar que o Fw2 esté posicionado antes do Rv1 para que pudesse abranger todas as bases de
modo a nédo perder informagéo.

4.3.LongRange PCR

Para amplificacdo das sequéncias formadas ap6s a analise dos primers, foi utilizada
a técnica de LongRange PCR. O kit contém todos 0s componentes necessarios para a
amplificacdo de fragmentos de PCR longos (até 40 kb de tamanho). Uma combinacdo Unica
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de polimerases de DNA termoestaveis, que permite uma melhor processabilidade e a
amplificagcdo de produtos de comprimento total por PCR - mesmo a partir de quantidades
muito pequenas de molde. Esta foi a técnica de escolha inicial para amplificacdo dos
fragmentos que cobrem toda a sequéncia, ja que o kit (Qiagen LongRange PCR Kit) permite
amplificar longos segmentos, até 40 kb, facilitando também a amplificacdo de fragmentos de
amostras dificeis. As condi¢des foram desenhadas a partir das instrucfes do fabricante. Foi
feita uma reacdo de 50 pl contendo Enzyme Mix, LongRange PCR Buffer (10x), ANTP Mix
(10 mM cada), Q Solution (5x), MgCl2 (25mM), DNA e agua.

Para além da LongRange PCR, foi feito também um processo de extragdo de banda
em gel para obtencdo de amostra Unica, pois, o resultado da PCR mostrou a banda pretendida,
a amplificacdo de bandas inespecificas, sendo necessario encisar as bandas para além das
pretendidas no gel e proceder a sua purificacdo, através de um Kit de extracdo de gel
especifico (Qiagen). Este kit de purificacdo € Gtil na recuperacao de 70 - 80% de DNA de 70
bp — 10 kb. O kit utiliza processos de dissolucao do gel, lavagens e elui¢des para a retirada

de impurezas.

4.4.Sequéncia genética para Pneumocystis jirovecii

Apds o inicio do nosso estudo, foi publicada a sequéncia genética completa de P.
jirovecii, que foi obtida através da identificacdo em uma amostra do trato respiratério de um
doente (Cissé et al. 2012). Sendo assim, nova orientacao foi definida para a continuidade dos

objetivos deste estudo.
4.4.1. Processo bioinformatico e desenho de primers

Fez-se nova analise bioinformatica dos dados disponiveis. Analisou-se primeiramente
no BLAST a sequéncia do gene do B-glucano sintetase disponivel de P. carinii em paralelo
com a nova sequéncia descrita de P. jirovecii. Concomitantemente, as mesmas sequéncias
foram analisadas no MultAlin a fim de facilitar o estudo. O resultado foi uma sequéncia de
bases de onde foram desenhados primers da mesma forma que anteriormente a fim de

amplificar a nova sequéncia formada.
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Foram desenhados neste caso 18 primers que cobrem toda a sequéncia resultante do
emparelhamento e formam assim nove sequéncias para amplificacdo (Tabela 3). Para cada
par de primers escolhidos foram feitas as otimizacdes necessérias na rea¢do de PCR para que
pudessem ser amplificados os fragmentos de, aproximadamente, 500 pares de base (pb).
Neste caso optou-se por fazer amplificacbes de fragmentos menores visto que o0 processo é
mais rapido e denota resultados mais precisos que a amplificacdo de longos fragmentos pela
técnica de LongRange PCR. A técnica de PCR simples foi a escolhida para realizar a
amplificacdo de fragmentos da sequéncia, por sua facil execucéo, relativamente baixo custo

e boa especificidade e sensibilidade.

Tabela 3: Sequéncia dos primers desenhados para fazer a amplificacdo da sequéncia em fragmentos de cerca
de 500 pb cada.

Produto de PCR

Sequéncia Sequencia do Primer Temperatura (°C) (nb)

1 Forward: GCATTATTA CGA TGA 38,3 563
Reverse: GAT CGT ATG CACC 41,2

2 Forward: GAA GGT TCA GAA GC 42,2 536
Reverse: CAG CAT CAT CTA AATC 40,6

3 Forward: GGA ATT GGT ATTTTGC 42,1 578
Reverse: CTT TTT CCATAC TAC ATC 41,9

4 Forward: GTC GTG AGC GTG ATC AT 52,1 569
Reverse: CTC CTA AAG GCATGATTGC 51,1

5 Forward: GTA TAT GTAATAAAATTCG 37,9 514
Reverse: GGG AGT TTC TAT ATG G 41,9

6 Forward: CTG ATC TGG TAT TAT TC 40,1 640
Reverse: GCAATT GTT TAAGATATTC 41,5

8 Forward: GCA TAT TTG GAT GAA GAG C 48,8 601
Reverse: CGT ATT AAG CAT TGT G 41,6

9 Forward: CCTTTTATGACTACTAGAG 43,5 665
Reverse: GGTGCTCGATATATTG 41,6

12 Forward: CAATAATGATTC TTACTC 39,1 530
Reverse: TAT GTAAACATCTTATATG 38,2

4.4.2. Amplificagdo por PCR

Para amplificar estes fragmentos utilizou-se para amplificacdo por PCR simples a
enzima Immolase (Bioline) e em seguida percebeu-se a facilidade de amplificacdo pela
MyTaq PCR, trocando-se assim o kit de uso. A escolha pela MyTagq foi feita porque apresenta
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uma polimerase que produz produtos de PCR expressos com maior qualidade e menos bandas
inespecificas que as polimerases comuns. Além disso, seu buffer minimiza tempo e reagdes

pois ndo necessita de muitas otimizacOes para obter resultado.

Para amplificacdo das sequéncias 1, 3, 4, 5, 12 foi utilizada a Immolase em uma
reacdo de 50pl contendo Buffer (10x), dNTP Mix (100 mM), MgCl> (50mM), Immolase,

primers, DNA e agua.

As sequéncias 2, 6, 8, 9 foram amplificadas utilizando Kit de amplificagdo por PCR
da MyTaq (Bioline). Foi feita uma reacdo de 50ul contendo Buffer (5x), MyTaq polymerase,

primers, DNA e agua.

Os primers (tabelas 2 e 3) foram encomendados na empresa Stab Vida. Eles s&o
enviados liofilizados tendo que ser ressuspendidos em agua estéril dez vezes o nimero de
nanomoles, fornecendo 100 picomoles de oligonucleotideos por pl. Todas as informacdes de
bases, quantidade de bases G e C e Temperatura de Melting foram fornecidas pela empresa.
Para cada reacgdo de técnicas de PCR foi utilizado uma reacdo em branco (sem amostra) para
controle de contaminag¢do com material genético diferente. Para processamento dos ciclos da
reacdo das PCRs foi utilizado o equipamento GeneAmp PCR System 2700 (Applied
Biosystems). As condicdes dos ciclos dependem do kit de amplificacdo utilizado e das
temperaturas apresentadas por cada primer. Para amplificagdo das sequéncias foram seguidas
as instrugdes para otimizacao dos ciclos (tabela 4) sendo que, para cada par de primers foram

utilizadas temperaturas de annealing especificas.

Tabela 4: Condices dos ciclos de PCR utilizados para cada kit.

PCR MyTaq LongRange
°C  Tempo °C Tempo °C Tempo
Inicio 95 4 95 1 93 3
Desnaturacéo 94 1 95 15" 93 30"
Annealing 1' 40x 15" 35x 1 45x
Extenséo 72 2' 72 10" 68 6'
Extenséo Final 72 10’ 72 5'
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4.5. Monitorizacdo em gel de agarose

Os produtos obtidos nas PCRs foram visualizados em gel de agarose aplicando 10 pl
do produto de PCR junto com 2 ul de Loading Buffer. Os produtos de PCR dos kits de PCR
e MyTaq PCR foram lidos em um gel a 2%, e os produtos da amplificacdo por LongRange
PCR foram lidos em gel a 1%. Ambos foram feitos com tampé&o TBE 1x. Ao preparado do
gel foi adicionado brometo de etidio (0,5ul/ml) para visualizacdo dos fragmentos em luz
ultravioleta. O gel a 2% foi submetido a uma voltagem de 160 V durante aproximadamente
1h30 e o gel a 1% foi submetido a uma voltagem de 120 V durante aproximadamente 2 horas.
Os fragmentos no gel a 2% foram lidos comparando com uma amostra de marcador
Hyperladder IV (Bioline) e os produtos do gel a 1% foram comparados com um marcador

Hyperladder I (Bioline).

Todas as amostras, apos leitura em gel, foram analisadas no sistema Nanodrop para
contabilizacdo da quantidade de DNA presente (Tabela 5). A quantidade de DNA encontrada
em cada amostra se apresentou variavel. E sempre dificil encontrar uma quantidade de DNA
suficiente de Pneumocystis em amostras do trato respiratério. Algumas amostras
apresentaram maior quantidade de DNA do que outras. Como todas foram processadas da
mesma maneira, isso pode ter ocorrido devido a uma diferenca na carga fungica. Quanto as
amostras das sequéncias 7, 10 e 11, a partir das quais tentou sequenciar grandes fragmentos,
obteve-se minimas quantidades de DNA, muito devido a dificuldade de amplificar estes
fragmentos de grandes dimensfes e também porque estas amostras foram submetidas a
extracdo de DNA através de gel de agarose, o que dificulta e diminui as hip6teses de se obter
DNA em concentracdo suficiente para sequenciacdo. A variacdo e dificuldade na obtencao
de amostra satisfatdria para trabalho com Pneumocystis se deve também ao fato de que estas
amostras quando obtidas vém sempre carregadas de células do hospedeiro, 0o que acaba
contaminando a pureza das amostras e dificultando o processo de obtengdo de DNA apenas

do micro-organismo.
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Tabela 5: Quantificagdo de DNA em cada amostras pelo sistema Nanodrop.

Quantidade de DNA
ng/ul
26,8
42
15
35
56
43,6

Sequéncias

=

100,5
80

O© 00 NO O b Wi

[ S Y
N L O
~ oo

58,1

4.6.Sequenciagdo

Apbs a quantificacdo de cada amostra, os produtos de PCRs foram enviados,
juntamente com amostras dos respectivos primers de cada sequéncia, para serem
sequenciados na empresa StabVida. O sequenciamento é feito através de um sequenciador
automatico ABI 3730 XL DNA Analyzer (Applied Biosystems) que reduz a taxa de erros e

melhora o comprimento da leitura de sequenciagao.
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5. Resultados e Discussao
5.1.Analise Bioinformatica
5.1.1. P. carinii X Outros micro-organismos semelhantes

A comparacdo entre a sequéncia do mRNA do B-glucano de P. carinii (GenBank:
AF291999.1) com outras possiveis sequéncias semelhantes de diferentes micro-organismos
no programa BLAST resultou em uma relacdo de 16 sequéncias paralelas de 8 espécies
diferentes que se assemelham na ordem dos 70-90% (Figura 7).

Esta analise comparativa foi feita a partir da sequéncia de mRNA do B-Glucano de P.
carinii. Os resultados foram 16 sequéncias tanto de genomas e sequéncias completas quanto
de sequéncias mMRNA.

Nesta andlise comparativa pode-se observar que as sequéncias de espécies muito
préximas a P. carinii, como P. murina e Saccharomyces castellii, estdo presentes. Estudos
comparativos entre sequéncias de Pneumocystis e Saccharomyces ja mostraram resultados
com alta percentagem de identidade entre estes micro-organismos, revelando similaridade
genética e reafirmando a colocacdo de Pneumocystis no Reino dos fungos. Para além disso,
a identidade em alta percentagem da sequéncia do B-Glucano, entre quase 0s mesmos
intervalos de base, reafirmam, para além da classificacdo fungica, a similaridade entre as
espécies. A identidade abaixo dos 100% com a espécie P. murina era prevista ja que alguns
baixos niveis de heterogeneidade genética ja foram detectados dentro deste grupo de micro-
organismos (Wakefield 1998a; Stringer 1996).

A percentagem de 99% de identidade quando comparado com o gene do B-Glucano
de P. carinii se deve ao fato de que a base de sequéncias utilizadas é o transcrito maduro

(mRNA), enquanto a sequéncia comparada é o gene completo do f-Glucano.

Outras sequéncias que estejam sendo mostradas em duplicado da mesma espécie séo

da mesma estirpe mas das respectivas representacdes de gene completo e de mRNA.

A partir destes resultados, foram escolhidas apenas as sequéncias de mMRNA para

serem colocadas no programa MultAlin para melhor visualizagdo do trabalho (Figura 9 —
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Anexol). Este programa permite a visualizacdo da sequéncia em estudo com cores e

destacamentos que melhoram a identificacdo de semelhanca ou diferenca entre as bases.
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Figura 9: Esquema de visualizacdo do resultado de alinhamento das sequéncias no programa MultAlin onde
podem ser vistas as espécies selecionadas para comparagio que se assemelham ao B-Glucano de P. carinii. Na
imagem podem ser notadas as bases semelhantes em vermelho e as diferentes em azul.

Apds esta analise comparativa puderam ser desenhados os primers forward e reverse

que estdo descritos na Tabela 2 para parte do trabalho que consistia em amplificar toda a

sequéncia de uma vez.

5.1.2. Bioinformética a partir de nova analise da sequéncia geneética de P. jirovecii

A partir destes resultados e da publicacdo do sequenciamento completo do DNA de P.

jirovecii (Cissé et al. 2012), novas direcGes foram tomadas neste projeto.

Para esta nova etapa, fez-se a analise bioinformatica da sequéncia de mRNA do B-

Glucano de P. carinii em paralelo com a nova sequéncia completa de P. jirovecii, ja que estas
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especies sdo semelhantes e € comum estudar P. jirovecii atraves de dados disponiveis de P.
carinii.

O alinhamento entre estas duas sequéncias fez-se no programa BLAST e, como resultado,
foi observado que a sequéncia do B-Glucano de P. carinii se assemelha em 88% ao contig
(conjunto de segmentos sobrepostos de DNA que em conjunto, representam uma regido de

DNA) 236 da sequéncia gendmica disponivel de P. jirovecii (GenBank: CAKM01000236.1)
(Figura 10).

Distribution of 3 Blast Hits on the Query Sequence &

[Mouse over to see the defline, click to show alignments

Color key for alignment scores

<40 40-50 80-200 >=200

Query | | | |
1 1000 2000 3000

| |
4000 5000

Sequences producing significant alignments:
Select: All None Selected:0
:: Alignments v

Max Total Query E

dent  Accession
Score SCore cCover ‘JS|UE’

Description

Pneumocystis jirovecii WGS project CAKMO00000000 data, strain SE8. config 236, whole genome shotqun sequence 3301 6117 93% 00 88% CAKMO1000236.1

Figura 10: Imagem do resultado de pareamento (BLAST) entre a sequéncia descrita do B-Glucano de P. carinii
e a nova sequéncia disponivel do genoma de P. jirovecii (contig 236). Estas duas sequéncias se assemelham em
88% em cerca de 6000 bases.

Era esperado que algum fragmento da sequéncia genébmica de P. jirovecii se
assemelhasse a sequéncia do B-Glucano de P. carinii ja que sdo duas especies bastante
proximas. Encontrou-se esse fragmento no contig 236 da sequéncia onde o B-Glucano

emparelha com 88% da sequéncia.
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As duas sequéncias foram colocadas no programa MultAlin para melhor visualizagédo

das bases pareadas (Figura 11 — Anexo 2).
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ACCAGACCAGGARATTCTAATGGARCCTATARATTGTTTATATACTGA
ACTAGACCGGCARRTTCTAATGGAACATATARGATGTTTACATA
ACCAGACCaGCARRTTCTAATGGAACATATARaATGTTTACATA, ...

Figura 11: Resultado do emparelhamento das sequéncias de B-Glucano de P. carinii e do contig 236 de P.
jirovecii no programa MultAlin. Podem ser notadas as bases semelhantes em vermelho e as diferentes em azul.

Com esta comparacdo feita, verificou-se que a sequéncia disponivel de P. jirovecii

ndo possui exatamente 0 mesmo numero de bases que P. carinii. O que ja era esperado visto

que estas duas especies apesar de proximas ndo sdo idénticas e nem mesmo possuem o

mesmo genoma, uma vez que sdo espécies diferentes. Alguns genes séo diferentes em suas

bases ¢ o B-Glucano pode ser um deles, se apresentando diferente em cada espécie de

Pneumocystis, para além dos possiveis polimorfismos que podem estar presentes dentro

dessas sequéncias disponiveis atualmente (Wakefield 1998a).
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A partir da andlise da sequéncia do resultado obtido pelo programa MultAlin, foram
desenhados primers (Forward e Reverse) para, em fragmentos, realizar a amplificacdo da
sequéncia proposta da Glucano Sintetase de P. jirovecii (Tabela 2).

5.1.3. Andlise comparativa da sequéncia obtida (BLAST)

As diferentes espécies de Pneumocystis possuem discrepancias ndo so6 fenotipicas mas
também genotipicas (Stringer 1996). Sendo assim as sequéncias de aminoacidos resultantes
das sequéncias nucleotidicas, tanto do fragmento obtido neste estudo quanto das sequéncias
disponiveis de P. carinii, P. jirovecii e alguns outros micro-organismos semelhantes, seréo

divergentes.

Previamente a andlise dos aminoacidos fez-se uma comparacdo (BLAST) entre a
sequéncia obtida neste estudo e a sequéncia disponivel atualmente de P. jirovecii na altura
do contig 236 onde se supde estar a Glucano Sintetase. Como resultado desse alinhamento
obteve-se que a sequéncia deste estudo se assemelha em 99% ao fragmento do contig 236 de
P. jirovecii, desde a posicao de bases 34.985 a 40967 (Figura 12).

Distribution of 2 Blast Hits on the Query Sequence &

Mouse over to see the defline, click to show alignments

Color key for alignment scores
<40 40-50 80-200 »>=200
Query I—

| | | |
2000 3000 4000 5000
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Sequences producing significant alignments:
Select: All None Selected:0

AT .
i+ Alignments o}

A

Max Total Query E
dent  Access
score score  cover value

Description on

Pneumocystis jirovecii WGS project CAKM00000000 data, strain SE8, contig 236, whole genome shotqun sequence 9046 10877 99% 0.0 99% CAKMO1000236.1

Figura 12: Resultado do alinhamento entre a sequéncia obtida neste estudo e a disponivel atualmente de
P.jirovecii. O emparelhamento foi de 99%, ou seja, ha uma identidade quase completa entre as duas sequéncias.

Neste caso o pareamento foi de alto valor de identidade visto que sdo sequéncias da
mesma espécie. Apesar de métodos diferentes de obtencdo de DNA nas duas sequéncias ha
uma grande percentagem de similaridade no score de alinhamento. As pequenas
discrepancias que ocorreram entre as duas sequéncias podem ser devido ao fato de este
micro-organismo divergir genotipicamente ndo s6 entre espécies mas também entre estirpes

de mesma espécie, como é o caso aqui do P. jirovecii (Stringer 1996; Wakefield 1998a).

Entre estas diferencas de bases podem estar incluidos polimorfismos que foram
teoricamente identificados (SNP — Single Nucleotide Polymorphism). Assim, sugere-se que,
no caso de Pneumocystis, estes SNPs possam ser determinantes para precisar os fatores
epidemiolégicos do micro-organismo. Dependendo da colocacao desse polimorfismo, se esta
numa regido codificante ou ndo, a funcéo génica ou a estrutura proteica podem ser alterados
(Esteves et al. 2010).

Para além da comparacdo com a sequéncia de P. jirovecii foi feito também um

alinhamento com outras sequéncias de micro-organismos semelhantes (Figura 13).
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Alignments [giDownload v GenBank Graphics Distance tree of results

Description sl\::;
Pneumocystis carinii 1.3-beta-glucan synthase GSC-1 gene. complete cds 3866
Pneumocystis murina B123 hypothetical protein partial mRNA 3402
Pneumocystis carinii beta-1.3-glucan synthase GSC-1 mRNA, complete cds 3286

Candida dubliniensis CBS:7987 1.3-beta-D-glucan synthase subunit 1 gene. complete ¢ 835
Candida dubliniensis CD36 1.3-beta-D-glucan-UDP glucosyltransferase, putative (CD36 835

Candida dubliniensis CD36 chromosome 1. complete sequence 835
Candida albicans SC5314 beta-1.3-glucan synthase (Ca019 2929) partial mMRNA 747
Candida albicans SC5314 beta-1.3-glucan synthase (Ca019 10446) partial mMRNA 747

Candida albicans strain 23002 beta-1.3-glucan synthase catalytic subunit (GSC1) gene. 743

Candida albicans GSC1 gene for beta-1.3-glucan synthase catalytic subunit 1. complete 743
Candida albicans strain ATCC 90028 beta-1.3-glucan synthase catalytic subunit (GSC1) 739

Tetrapisispora blattae CBS 6284 hypothetical protein (TBLADA08870) mRNA. complete ¢ 689

Tetrapisispora blattae CBS 6284 chromosome 1. complete genome 689

Tetrapisispora phaffii CBS 4417 hypothetical protein (TPHAOF01030) mRNA. complete ¢ 667

Tetrapisispora phaffii CBS 4417 chromosome 6. complete genome 667

Tetrapisispora blattae CBS 6284 hypothetical protein (TBLA0G01310) mRNA, complete ¢ 641

Tetrapisispora blattae CBS 6284 chromosome 7. complete genome 641

Candida albicans 1.3-beta-D-glucan synthase catalytic subunit (CaFKS1) gene, partial cc 494

Kazachstania naganishii CBS 8797 chromosome 4. complete genome 379
Candida tropicalis MYA-3404 1.3-beta-glucan synthase component bgs2. mRNA 318

Millerozyma farinosa CBS 7064 hypothetical protein (Piso0 001506) mRNA, complete cc 235

Pichia sorbitophila strain CBS 7064 chromosome E complete sequence 235
Saccharomyces cerevisiae YJM993 chromosome Xlll genomic seguence 86.1
Saccharomyces pastorianus breakpoint (sacCer2; chrXlll:882708-882717). strain DBVP( 86.1
TPA: Saccharomyces cerevisiae S288c chromosome Xl complete sequence 86.1
Saccharomyces cerevisiae $288c Fks3p (FKS3). mRNA 86.1

Saccharomyces cerevisiae EC1118 chromosome Xlil, EC1118 1M3 genomic scaffold. w 86.1

S.cerevisiae chromosome Xl cosmid 9952 86.1

Vanderwaltozyma polyspora DSM 70294 hypothetical protein (Kpol 1028p64) partial mR 76.8

Total Query
score cover
6182 99%
6451 92%
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835 34%
835 34%
747  33%
747  33%
743 26%
743 26%
739 26%
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689 26%
667 25%
667 25%
641  19%
641  19%
494 17%
379 23%
318 12%
235 1%
235 1%
86.1 1%
861 1%
861 1%
861 1%
861 1%
861 1%
768 1%

E
value

0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
00
0.0
0.0
0.0
2e-179
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4e-82
4e-57
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Figura 13: Resultado do alinhamento entre a sequéncia obtida neste estudo e outras sequéncias semelhantes

disponiveis no GenBank.
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Como resultado deste alinhamento foram obtidas 29 sequéncias de 13 micro-
organismos diferentes dando relevancia as sequéncias de B-glucano alinhadas, todos na
ordem dos 72 — 89%. O B-Glucano € o principal componente da parede celular de muitos

fungos e parece ser geneticamente analogo entre a maioria (Shapiro et al. 2004).

Podem ser notadas tanto sequéncias gendmicas completas quanto suas sequéncias de
mRNA. O importante aqui sdo os resultados comparativos com mRNA que indicam a
efetividade da sequéncia proposta neste estudo. Ainda foi dada atencdo as percentagens de
identidade com as sequéncias de mRNA de beta-1,3-glucano de P. murina, P. carinii,

Candida albicans e Candida tropicalis.
5.1.4. Andlise da sequéncia proteica resultante da sequenciacao

A sequéncia de nucleotideos do contig 236 de P. jirovecii resulta em uma sequéncia de
aminoacidos. Da mesma maneira, a partir da sequéncia obtida neste estudo, através do
programa BLASTX (Disponivel em:
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=blastx&PAGE_TYPE=BlastSearch

&LINK_LOC=blasthome), conseguiu-se traduzir a sequéncia de nucleotideos obtida em

aminoéacidos (Figura 14).

DPYGMPIADQHPLQYFQDHGNYMYNRKGKHRGSSEGSEAFSDFTMRSDMARAAE
FDAYGRFDEQYRSYAPSTESLNQMASRRGY YPDSSQISYTGNRSSGASTPVYGME
YNQAAMMTSARSREPYPAWTAENQIPISKEEIEDIFIDLTNKEFGFQRDSMRNMYDH
MMVLLDSRASRMTPNQALLSLHADYIGGDNANYRNWYFAAQLDLDDAVFSQKN
TTAKDILQALESDNPLESATYRWKTKCSQMSQYDRARELALYLLCWGEANQVREFT
PECLCFIFKCANDYLNSPQCQAMVEPVPEGSYLNDIITPLYIYMRDQGYEIINGKYV
RRERDHNKIIGYDDINQLFWYSEGIERIVLSDKTRIIDLPPEQRYLRLKDVVWKKVF
FKTYRETRSWFHLFINFNRIWIIHITVYWFYTAANSPTVYTHNYQQSLDNQPPFAY
RMSAVSFGGGVASLIMINATLAEWAYVPRKWAGAQHLTRRLLFLILFLIINVAPGV
YVIKFAPWKPKVSVVTTLISITHFLIAMFTFLFFAIMPLGGLFGNYLYKKTRRYVASQ
TFTANFAKLKGNDLWLSYGLWIAVFACKFAESYFFLSLSLRDPIRYLNTMTIGHCGI
RYLGSILCPYQAKITLGIMYITDLVLIFLDTYLWYIIWNTICSVARSFYLGVSIWTPW
RNIFSRMPKRIYSKILATNDMEIKYKPKVLISQVPSEQEGKRTLRAPTFFISQEDHSFE
KTEFFPSHSEAERRISFFAQSLSTPIPEPLPVDNMPITFTVLVPHYGEKILYSLREIIRED
DQLSRVTLLEYLKQLHPVEWDCEFVKDTKILAEETSLYNGGSSFDKDEKDTVKSKID
DIPFYCVGFKSAAPEYTLRTRIWASLRSQTLYRTVSGFMNYSRAIKLLYRVENPDV
VOMFGGNTDKLEHELERMARRKFKFVISMQRFFKFNKEEQENTEFLLRAYPDLQI
AYLDEEPPSHEGDEPKIYSSLIDGYSEIME

Figura 14: Sequéncia de aminoacidos resultante da traducao de nucleotideos do fragmento obtido neste estudo.
Dessa tradugdo resultou uma sequéncia de 987 aminoacidos.
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A partir da obtencdo dessa sequéncia comegou-se por compara-la, atraves do
programa BLASTP (Disponivel em:
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=blastp&PAGE_TYPE=BlastSearch&L
INK_LOC=Dblasthome) a sequéncia do B-Glucano de P. carinii e com o contig 236 de P.
jirovecii na sequéncia de bases 34.984 a 40.978 (onde supostamente codifica para a

Glucano Sintetase) (Figuras 15 e 16).

(=) Graphic Summary
Distribution of 2 Blast Hits on the Query Sequence &
[Mouse over to see the defline, click to show alignments
Color key for alignment scores
<40 40-50 80-200 »=200
Que ry |
I | | | | | |
1 150 300 450 600 750 900
@ Dot Matrix View B
(©)Descriptions
Sequences producing significant alignments:
Select: All None Selected:0
i+ Alignments )
Description el G Ident Accession
score score cover value
unnamed protein product 1862 1331 98% 0.0 90% 124063

Figura 15: BLASTP entre as sequéncias de aminoacidos da sequéncia obtida neste estudo e da sequéncia do
B-Glucano de P. carinii. O resultado foi uma homologia de 90%.
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Distribution of 2 Blast Hits on the Query Sequence &

Mouse over to see the defline, click to show alignments

Color key for alignment scores
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@ Dot Matrix View B
(©Descriptions
Sequences producing significant alignments:
Select: All None Selected:0
i Alignments o]
Description Max | Total |Query| E Ident Accession

unnamed

Figura 16: BLASTP entre a sequéncia de aminoacidos obtida neste estudo e a sequéncia de P. jirovecii onde se
encontra possivelmente localizado o 3-Glucano.

A homologia entre essas sequéncias é evidente visto que pertencem ao mesmo grupo.
A quase idéntica semelhanca entre a sequéncia obtida neste estudo e a de P. jirovecii revela
a relacdo entre elas. A possivel discrepancia de 2%, como ja foi dito, com os aminoéacidos
pode ser devido a polimorfismos presentes na sequéncia nucleotidica que, consequentemente,

alteram a sequéncia de aminoacidos.

Um dos principais objetivos de anélise da sequéncia de aminoacidos é compreender
a funcéo da proteina a partir de informacdes da sequéncia. Uma das principais abordagens é
classifica-la atraves de seus principais dominios e estrutura tridimensional. Os dominios séo
unidades de conservagdo em proteinas e frequentemente correspondem a unidades estruturais

e funcionais recorrentes.

Utilizando informagdes obtidas neste mesmo programa (BLASTP) pode-se ter uma
analise das regides conservadas da sequéncia obtida neste estudo, do -Glucano de P. carinii,
de P. jirovecii e de Saccharomyces (um fungo relativamente proximo de Pneumocystis)
(Figuras 17, 18, 19 e 20).
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Conserved domains on [icl18194] View |Full Results v

Local query sequence

Graphical summary show options » .

i 128 250 375 Son 625 750 375 457
Query seq, R R e R A==,
Specific hits FKS1_doml
Non-specific Glucan_sunthase
hits
Superfanilies FKS1_doml supsria ‘ Glucan_synthase superfamily

. ? ?
Search for similar domain architectures | Refine search |

List of domain hits L

Name Accession Description Interval  E-value
[H Glucan_synthase pfam02364 1,3-beta-glucan synthase component This family consists of various 1,3-beta-glucan synthase ... 733-987 5.80e-159
[+ FKS1_dom1 pfam14288 1,3-beta-glucan synthase subunit FKS1, domain-1; The FKS1_dom1 domain is likely o be the ... 251-363  2.17e-54

Blast search parameters
Data Source: Live blast search RID = XAUS1HYG014
User Options: Database: CDSEARCH/cdd v3.11 Low complexity filter: yes Composition Based Adjustment: no E-value threshold: 0.01 Maximum number of hits: 500

Figura 17: Como resultado da procura de dominios conservados na sequéncia de nucleotideos, obtiveram-se
quatro regiGes chamadas de FKS1 (1) e Glucano Sintetase(3). Os dominios encontrados sdo codificados pelos
fragmentos situados entre posicBes indicadas em Interval para que possam ser localizadas na sequéncia.

As proteinas em geral contém um ou mais dominios sendo que cada um deles pode
evoluir independentemente do resto da estrutura da proteina contendo fungdes Unicas. Por
conta da evolucdo molecular muitas vezes algumas proteinas com sequéncias similares
compartilham de mesma estrutura. Comparar um dominio de uma proteina em um banco de
dados de proteinas € uma tarefa critica para a analise da estrutura, funcéo e evolucao dessa
proteina (Wang et al. 2012)

A sequéncia analisada na possivel regido do B-Glucano mostra dois dominios
conservados, o FKS1 e Glucano Sintetase. O dominio FKS1 codifica uma proteina integral
de membrana de 215-k-Da como sendo a maior subunidade do complexo da Glucano
Sintetase e é provavel estar na regido de Classe 1 no N-terminal para o primeiro conjunto de
hélices transmembranares que estdo envolvidas na sintese de 1,3-B-glucano. Esta familia é

encontrada em proteinas como da Glucano Sintetase (pfam 02364).

A pfam02364 é um componente ndo especifico da 1,3-pB-glucano sintetase. Essa
familia consiste de varios componentes incluindo o Glsl1, Gls2 e Gls3 de fungos. A glucano
sintetase catalisa a formacao do polimero de 1,3-B-glucano, componente mais abundante na
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parede celular de fungos. A reacdo de catalizacdo é: -UDP- glicose + 1,3-B-D-glucosil (N)
< UDP + 1,3-B-D-glucosil (N+1).

Membros da mesma familia Pfam devem apresentar uma historia de evolucao
semelhante e resguardar alguns aspectos funcionais. Apresentam unidades funcionais que,

quando combinadas, geram proteinas especificas (Punta et al. 2012).

Conserved domains on [gi6224822/gb|AAF05966]] View | Concise Results ¥ | (@
1,3-beta-glucan synthase GSC-1 [Pneumocystis carinii]

Graphical summary show options »
s00 750 1000 1250 1500 1750 1944

Query seq,
Specific hits FKS1_dom

Superfanilies FKS1_dom Glucan_sunthase superfamily

1

Search for similar domain architectures | @ Refine search | @
Llst of domain hits

Name Accession Description Interval  E-value
[+] Glucan_synthase pfam02364 1 3-beta-glucan synthase component This family consists of various 1,3-beta-glucan synthase ... 879-1707 0e+00
[+ FKS1_dom1 pfam14288 1,3-beta-glucan synthase subunit FKS1, domain-1; The FKS1_dom1 domain is likely to be the ... 370-482 B8.77e-55

Figura 18: Imagem resultante da pesquisa de regides conservadas na sequéncia do B-Glucano de P. carinii.
Podem ser observadas as mesmas regides conservadas da sequéncia elaborada neste estudo.

Conserved domains on [gi430812448emb/CCI30142] View  |Standard Resuts »

unnamed protein product [Pneumocystis jirovecii]

Graphical summary show opuons »

1000 1250 1500 1750 1919

Query seq,

Specific hits FKS1_dom
Superfanilies FKS1_dom Glucan_synthase superfamily

4

Search for similar domain architectures | @ Refine search | @

Name Accession Description Interval E-value
l+] Glucan_synthase  pfam02364 1 3-beta-glucan synthase component; This family consists of various 1,3-beta-glucan synthase ... 855-1683 0e+00
[+] FKS1_dom1 pfam14288 1 3-beta-glucan synthase subunit FKS1, domain-1; The FKS1_dom1 domain is likely to be the ... 373-485  543e-54

Blast search parameters
Data Source: Precalculated data, version = cdd.v.3.11
Preset Options: Database: CDSEARCH/cdd  Low complexity filter: no Composition Based Adjustment: yes E-value threshold: 0.01

Figura 19: Resultado da procura por regides conservadas no contig 236 de P. jirovecii entre as bases 34.984 a
40.978.
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Figura 20: Representacdo do resultado do BLASTP do 1

Prot: P38631.2).

Com base nos resultados obtidos pela busca de dominios conservados pode-se

observar que as quatro sequéncias se apresentam semelhantes, com os mesmos dominios

(FKS1 e Glucano Sintetase).
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O componente predominante da parede celular de fungos ascomicetos (como
Pneumocystis e Saccharomyces) é o B-1,3-Glucano. Este, tem papel importante na imunidade
e no diagnostico. Em vérios fungos estudados, tem sido demonstrado que o FKSL1 € essencial
para a viabilidade fungica. Para além disso, a sintese do B-glucano tem sido estudada como
potencial alvo terapéutico. As equinocandinas (inibidores da sintese do B-glucano) inibem a
incorporacdo do substrato UDP. Esse substrato é citosolico com produgdo externa
necessitando de um complexo de proteinas membranares. Esse complexo parece estar
limitado a uma quantidade pequena de proteinas como o FKS1 (proteina integral) e Rhol.
Para além da viabilidade celular, o FKS1 parece estar intimamente relacionado como a

resisténcia as equinocandinas. (Johnson & Edlind 2012).

Apesar das pequenas diferencas entre bases nucleotidica foram mantidos os
mesmos dominios conservados, caracteristicos nas outras sequéncias semelhantes de outros
micro-organismos da mesma espécie que Pneumocystis e de outras espécies como
Saccharomyces, validando a correlagdo entre estes micro-organismos e a indubitabilidade na

amplificacdo da sequéncia da Glucano Sintetase.

Como foi dito anteriormente, essas diferencas nucleotidicas podem ser fruto de
SNPs na sequéncia. Alguns SNPs ja foram identificados em alguns genes de P. jirovecii
como o subunidade maior mitocondrial (mtLSU), RNA ribossomal (rRNA), citocromo B
(CYB), superoxido dismutase (SOD), dihidrofolato redutase (DHFR) e dihidrofolato

sintetase (DHPS), e no gene da Glucano Sintetase pode ndo ser diferente (Esteves et al. 2010).

Um outro problema em relacéo a diferenca nucleotidica resultante em pequenas
divergéncias na sequéncia de aminodcidos é tambeém a forte presenca de celulas do
hospedeiro nas amostras de DNA. O DNA do hospedeiro causa grandes dificuldades para
amplificar o fragmento pretendido do micro-organismo, primeiro por estar em maiores
quantidades e depois interfere na obtencdo de bandas unicas e limpas em gel de agarose. Pela
sua maior quantidade ha sempre pequenas perturbacfes em relacdo a obtencéo de resultados

puros.
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5.2.0timizac0es e resultados da LongRange PCR

Foram feitas as otimizacGes necessarias para cada amplificacdo de acordo com as
instrucdes do fabricante com o kit de LongRange PCR. O kit foi escolhido pelos longos
fragmentos obtidos para amplificacdo. Apos a execucdo da técnica de PCR obtivemos dois
resultados validos. As duas amplificagdes deram origem a bandas multiplas quando foram

lidos em gel de agarose, a banda esperada mais bandas inespecificas (Figura 21 A e B).

A B

3500bp
3000bp
500bp

2000bp
1500bp

3.360bp

1000bp
00bp

00bp

00bp

Figura 21: O resultado da amplificagdo de dois fragmentos visualizados aqui em gel de agarose mostra as
bandas pretendidas de 2.564 bp em A e de 3.360 em B. As duas imagens apresentam, para além das bandas
pretendidas, outras bandas inespecificas.

E importante ressaltar que a amplificacio da sequéncia completa ndo pode ser
concluida, pois a amplificacdo de grandes fragmentos com 5 Kb é mais complexa.

Apbs a visualizacao dos resultados foi feita a purificacdo das amostras para a retirada
das bandas ndo pretendidas. Para tal, utilizou-se o kit de Extracdo de Gel (Qiagen),
executando-o de acordo com as instrucdes do fabricante, do modo ja descrito em “Material
e Métodos”. As bandas pretendidas nas amostras em estudo foram entdo encaminhadas para

sequenciamento (Figura 22 A e B).

53



- 3500b
3360bp 3000bp
500bp

000bp
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400bp 00bp

00bp 200bp

Figura 22: As bandas pretendidas puderam ser isoladas quando visualizadas em gel de agarose, mostrando
assim a pureza das amostras para que pudessem ser enviadas para sequenciamento sozinhas.

As sequéncias obtidas foram referenciadas como 7 e 10 (2.564 bp) e 11 (3.360 bp).
As bandas obtidas nestas amostras eram de dificil leitura, pois ja estava previsto que amostras
ndo procedentes de produtos brutos de PCR seriam dificeis de serem lidas. As amostras foram

enviadas juntamente com seus respectivos primers.

O resultado do sequenciamento revelou trés sequéncias nucleotidicas com cerca de
500 pb cada. Eram esperados dois fragmentos de cerca de 2500 bases mas com as
dificuldades de sequenciamento previstos pds extracdo de DNA em gel, isso ndo ocorreu. A
banda pretendida de 2.564 pb ndo foi obtida no sequenciamento. J& a banda de 3.360 pb
revelou trés sequéncias nao seguidas de cerca de 500 pb (Figura 23). Sendo assim, ela ndo
foi sequenciada completamente. Como ja foi dito anteriormente, essa falha no
sequenciamento se deve ndo so a dificuldade de se amplificar longos fragmentos, mas
também a etapa de extracdo de DNA pelo gel de agarose, que se previa falhar no processo de
sequenciamento. Outros fatores para a dificuldade no sequenciamento podem ser dificuldade

na obtencdo de DNA e/ou contaminagdo por DNA do hospedeiro.
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Clone 7 — 653 bp

TTTATATTCTITGCGAGAAATTATACGTGAAGATGATCAACTTITCGAGAGTAACACTAC
TAGAATATCTTAAACAATTGCATCCTGTAGAATGGGATTGCTTTGTCAAGGATACCAAA
ATATTGGCAGAGGAAACTTCTCTTTATAATGGAGGATCATCTTTTGATAAAGATGAAAA
AGACACAGTAAAAAGCAAAATTGACGATTTACCTTTTTATTGTGTTGGATTCAAATCAG
CAGCACCAGAATATACCTTAAGGACACGTATTTGGGCATCATTGCGITCTCAAACTTTA
TACAGAACTGTTTCTGGATTTATGAACTATTCACGAGCTATTAAGCTTCTTTATCGTGTT
GAAAATCCTGATGTTGITCAAATGTTTGGTGGAAATACAGATAAGTTAGAACATGAGT
TAGAAAGAATGGCCCGTCGGAAATTCAAATTTGTITATATCAATGCAACGATITTTTAAA
TTCAATAAAGAGGAGCAAGAGAATACGGAATTTCTTCTITCGGGCCTATCCAGATCTTCA
AATTGCATATTTGGATGAAGAGCCGCCTTCACATGAAGGAGATGAACCAAAAATATAT
TCATCTTTAATAGATGGATATTCGGAGATTATGGAAAGATGGTAGACGACGACCAAAG
TITAGA

Clone 10 — 941 bp

TATGTTTTTTITATTGCATTITATACCTCTANTTGTTCAAGAGTTAACTGAAAGAGGTGTA
TGGAGGGCCTCTACACGACTTGCTAAACATTTTGGTTCANTATCGCCTTTATTTGAAGT
GTTTGTTTCTCAAATTTATGCTAATTCTTTACTCCAAAATCTTGCATTTGGAGGTGCTCG
ATATATTGGTACTGGTCGTGGATITGCAACTACTAGAATCCCATTTTCAATACTTTTITTC
AAGGTTTGCTGGTGCATCTATATATITGGGTITCACGCACTCTTATTATGCTCTTGITTGC
AACAGTTACTATGTGGATACCTCATTTAGTATACTTCTGGGTTTCAGTGITAGCACTTTG
TATANGCCCATTTATTTTTAATCCACACCAGTTITCATGGACTGATTTCTTTGTGGATTA
TAGAGAATTTATTCGCTGGTTATCTCGTGGTAATTCCAGATCTCATGCAAATTCATGGA
TAGGTTATTGTCGITTATCCAGAACTAGAATAACAGGATTCAAACGAAAAGCTCTTGG
ACAGCCATCAGAGAAACTTTCAGGTGATATTCCTAGGGCAGGATTTAACAATGTTTTTIT
TTAGTGAAGTTATCGGGCCATTGATCTTAGTAATTITGTICACTTGTITCCATTITGTTTCA
TGAATTCACGGCCTGGATTTGAACCATTTGGTAAATCAAATCCAGCTCGAAACGGTTCA
AATCCTTTAATTCGTATTGCGATTGTTTCATTTGCTCCGATTTGTGITAATGCATTGGTG
GCCTTTGTGTTTTITCGGTATGGCATGTTGTATGGGTCCAATTTTAACTATATGTTGTAAA
AAATTTGGAGCAGTTTITAGCAACTATTITCTCATGCAATAGCTGTAATAGTCTTAGTAGC
GTTTTTTGAAGTTITATGGTTTAGAGGGATGGTCTTTTTCCAAAACTA

Clone 11 — 449 bp

ATAGCTGTAATAGTCTTAGTAGCGTTTTTTGAAGTTTTATGGTTTTTAGAGGGATGGTCT
TITTCCAAAACTATTITAGGATTAGTTACTATGATTTCTCTITCAACGGGCTTTCTTAAAA
ATGTITAACAATAATGATTCTTACTCGTGAATTTAAACATGATGGGTCTAATTTAGCATG
GTGGTATGTGTATTTTTCAAAAAACTTTAAGTTTGACAATTCTAGGACGGGACGATGGT
ATAGTAATAACTTAGGCGTTCATGCTATGTCTCAACCTGCTCGAGAATTTGTCTGCAAA
GITATAGAATTATCTCTATTITGCTGCAGATTTITTGCCTTGGACATTTGITATTGTTTATC
CTCACTCCCATATTGGCTATACCTITATATTGATCGCTGGCATTCTATGCTTITATITTGG
CTTCGACCTTCTCGACAAATTCGACCACCTAT

Figura 23: Resultado do sequenciamento das amostras obtidas por LongRange PCR. O resultado ndo se mostra
satisfatorio pois eram esperadas sequéncias maiores do que as apresentadas. Porém, o resultado era esperado
visto as dificuldades de sequenciamento de amostras provenientes de corte em gel.
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A sequéncia 7, representada por 653 bases amplificadas, situa-se entre as posicdes
2896 e 3547 na sequéncia de 5994 bases. Comparando essa sequéncia com as bases de P.
jirovecii notou-se que este resultado de sequenciamento possui uma base adenina a mais na
posicdo 3518. Ja a sequéncia 10, situada entre as posicdes 4421 e 5363 apresentou duas bases
trocadas nas primeiras posicdes (TA ao invés de AT), para além de outras bases ndo
identificadas no sequenciamento, indicadas pela letra N (Figura 24). A sequéncia 11, situado
entre as posi¢Oes 5291 e 5739, abrangendo 449 bases, ndo apresentou nenhuma diferenca

entre as bases quando comparado com a sequéncia de P.jirovecii.

Clone 7 Clone 10 Clone 11

5994

Figura 24: Mapa ilustrando as posic¢des das sequéncias 7, 10 e 11 com base na sequéncia de 5994 bases.

5.3.Resultados das reac6es de PCR

Todos os pares de primers utilizados na amplificacdo devem resultar em sequéncias
com, aproximadamente, 500 pb (Tabela 6). As imagens (anexos 4 a 12) mostram as bandas
pretendidas, conseguidas através de PCR e visualizadas em gel de agarose. Os primers
desenhados, localizados com base na comparacdo com a sequéncia genética do P. jirovecii
descrita por Cissé OH et al (Cissé et al., 2012), que quando comparada com B-glucano de
P.carinii nos mostra uma certa quantidade de pares de base entre os primers, sdo

contabilizados de acordo com a sequéncia nucleotidica obtida neste estudo de 5.994 bases.
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Tabela 6: Quantidade de pares de base esperados para cada sequéncia amplificado de acordo com a posicao
de seus primers.

Sequéncias  Quantidade de

pb esperadas
560
535
620
622
495
644
2564
619
673
2564
3360
577

O© 0N Ol WDN P

[ S Y
N B O

O desenho dos primers foi feito de maneira a amplificar a sequéncia completa de
P. jirovecii na série de bases que correspondem ao B-glucano. Um mapa das sequéncias

amplificadas foi desenhado (Figura 25).

L L1
|
7.

1 |
1 1 1 ' 1 1 I | 11 | |
961 1002 1417 1576 1950 2043 2348 2432 2896 2975 3449 3547 3053 4040 4423 4607 5201 5363 5435 5739 5.004

115 481 574

Figura 25: Mapa global das sequéncias amplificados. Cada sequéncia est4 representada por um nimero em
série na linha que representa a sequéncia de bases e suas posi¢bes de acordo com a sequéncia obtida na
bioinformatica como referéncia a possivel posi¢do do B-glucano de P. jirovecii. Foram amplificados um total
de 12 sequéncias sendo que suas posigdes representam a sequéncia amplificada com inicio no primer escolhido
forward e fim no primer reverse.

Apos obter resultados positivos dos produtos de PCR, com visualizacdo das

bandas desejadas em gel de agarose, 0 passo seguinte foi enviar as amostras para
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sequenciamento para a empresa StabVida. Cada sequéncia resultou em um fragmento com

aproximadamente o nimero de bases esperado.

Com o resultado da analise comparativa entre as sequéncias forward e reverse e

a sequéncia descrita de P. jirovecii puderam ser feitas algumas observacoes (Anexo 14).

As técnicas utilizadas neste estudo, em comparacdo com o estudo de Cisseé et al.,
2012, sdo diferentes. Aqui obtivemos 0 DNA do micro-organismo de maneira mais simples
e, em um segundo passo, como tinhamos a sequéncia ja descrita de P. jirovecii, pudemos
localizar onde a sequéncia do B-glucano se encontrava e em seguida amplificar e sequenciar.
Ja no estudo de Cissé et al., 2012 foram utilizadas outras técnicas para a obtencdo do DNA

de P. jirovecii e sua subsequente amplificacdo e sequenciacao.

O primeiro passo de Cissé et al., 2012, foi a escolha das amostras, tendo por
preferéncia aquelas com volume suficiente (mais de 1 ml) e com alta carga fungica, foram
escolhidos quatro lavados broncoalveolares (LBA). Em seguida fez-se o enriquecimento
dessas amostras com imunoprecipitacdo. A amplificacdo do DNA foi feita com o kit da
QlAamp® DNA Mini kit (QIAGEN) e 1ul de DNA foi aleatoriamente amplificado utilizando
o kit lllustra GenomiPhi V2 DNA Amplification Kit (GE Healthcare). O DNA foi extraido,
amplificado e sequenciado por pirosequenciamento Roche 454. Cada resultado de LBA
positivo para P. jirovecii foi agrupado em conjuntos para verificacdo da presenca de outros
Pneumocystis ou fungos que ndo P. jirovecii. Dez microgramas do DNA amplificado do LBA
de uma s6 amostra (E8) foram utilizados para montar uma biblioteca, sempre comparando

com a sequéncia de P. carinii e de outros fungos semelhantes.

Neste nosso estudo a escolha das amostras foi feita de maneira semelhante com
preferéncia pela de maior carga fungica porém, aqui foram utilizadas varias amostras de
acordo com a maior necessidade ao longo do trabalho. As amostras foram selecionadas de
acordo com a maior carga fungica e nao foram selecionados grupos especificos de doentes.
Foram sendo utilizadas quantidades de amostras conforme as necessidades. J& o
sequenciamento foi feito de maneira diferente optando pela amplificagdo em fragmentos da
sequéncia completa até forméa-la por inteiro, com base na sequéncia descrita no trabalho de
Cissé et al., 2012,
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O resultado do sequenciamento foi uma sequéncia com cerca de 5.9Kb e o
genoma completo de P. jirovecii contem cerca de 8.1Mb. O tamanho da sequéncia obtida
neste estudo se assemelha ao tamanho do B-Glucano de P. carinii que tem 6Kb. Esta
sequéncia formada se assemelha em 99% ao contig 236 da sequéncia publicada de P. jirovecii
e em 88% a sequéncia do B-glucano de P. carinii. A sequéncia montada, tal como na
sequéncia completa de P. jirovecii, contém baixa percentagem de base GC (35% na sequéncia
formada e 29% na sequéncia completa de P. jirovecii).

A comparacdo da sequéncia formada foi feita com base na sequéncia de P.
jirovecii contig 236 descrita por Cissé et al., 2012. Pode ser notado que, de modo geral, as
sequéncias forward e reverse sdo iguais ao longo das bases com algumas pequenas distingdes
no inicio e final de cada sequéncia devido a dificuldade de sequenciamentos dessas regides.
Na sequéncia 1 as 11 primeiras bases ndo foram identificadas pelo forward e o reverse nao
as alcanca também. Na sequéncia 2 pode-se notar na sequéncia reverse uma base adenina
que ndo esta presente no forward e nem na sequéncia de P. jirovecii. Na sequéncia 3, algumas
bases que ndo haviam sido identificadas no forward foram detectadas no reverse e sdo
idénticas as bases da sequéncia de P. jirovecii. A sequéncia 4 encontra-se idéntica em relacao
ao forward e reverse e também a sequéncia de P. jirovecii. Na sequéncia 5 verifica-se uma
troca de base constatada tanto no forward quanto no reverse. A sequéncia de P. jirovecii
apresenta uma base adenina e o sequenciamento resultou em uma base guanina na posicao
2204. A sequéncia seis resultou em um alinhamento de forward e reverse com as mesmas
bases em relacdo a sequéncia de P. jirovecii. A sequéncia 8 apresenta-se idéntica a de P.
jirovecii. Na sequéncia 9 existem no forward duas bases alteradas e uma néo identificada,
mas no sequenciamento do reverse essas bases sdo identificadas e detectadas como idénticas
na sequéncia de P. jirovecii. A sequéncia 12 apresenta-se idéntica a de P. jirovecii (Anexo
14).

59



6. Conclusoes

O objetivo deste estudo era, para além de sequenciar a Glucano Sintetase de P.
jirovecii, encontrar também possiveis polimorfismos que alterem a sequéncia. Como o
micro-organismo ainda ndo pode ser cultivado in vitro, métodos moleculares tém sido
descritos para promover avancos na descricdo das suas caracteristicas morfoldgicas,
funcionais e genéticas. Neste estudo foram utilizados métodos de amplificacdo para
identificar a sequéncia genética do B-Glucano de P. jirovecii e estudar possiveis
polimorfismos entre suas bases que caracterizem a sequéncia ou que a alterem
significativamente. Estas alteracdes na sequéncia podem levar a compreensdo de geno6tipos
mais ou menos virulentos e novos conhecimentos acerca de possiveis alvos terapéuticos com

consequente resisténcia a farmacos.

Com o fragmento da sequéncia da Glucano Sintetase como alvo deste estudo, foi
feita sua amplificacdo por técnicas de PCR conseguindo-se a maior parte da sequéncia como
resultado. Apenas as 14 primeiras bases ndo conseguiram ser amplificadas, nem com o
primer forward nem com o reverse conseguiram. No entanto, este insucesso ndo interfere de
modo significativo na sequéncia total do fragmento. Apds o sequenciamento do fragmento
da Glucano Sintetase em P. jirovecii obteve-se uma sequéncia com algumas bases
nucleotidicas que merecem devida importancia em relacdo a sua classificagdo como
polimorfismo de base Gnica (SNP) ou ndo. Na sequéncia amplificada designada nimero 2, a
base adenina, localizada na posicdo 915, estd presente apenas na sequéncia reverse nao
estando presente na sequéncia forward ou na sequéncia base de P. jirovecii. E de questionar
se esta base € ou ndo um potencial SNP. Na sequéncia de namero 5 verificou-se tanto no
forward quanto no reverse a base guanina na posicdo 2204 ao invés da base adenina. Esta
base pode aqui ser considerada como um potencial caso de SNP, devendo-se analisar melhor
esta posicdo em outros estudos para verificar se a base encontra-se mesmo alterada na
sequéncia original do micro-organismo ou se & um caso de polimorfismo e quais as
consequéncias desta alteracdo com vista na préatica clinica como a resisténcia a terapia ou a

resposta imunitaria.

Portanto, maiores estudos com outras técnicas moleculares e populacdes bem

definidas com grupos especificos de amostras devem englobar projetos futuros.
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SNPs sdo reconhecidos como marcadores para o estudo de populacdes,
distribuicdo geografica, modelos de transmissao e susceptibilidade ou insucesso terapéutico
de um genotipo especifico. Para além de caracterizar o genétipo do micro-organismo, tem
sido proposto que SNPs especificos estdo associados com parametros precisos da infeccao,
ja que estes polimorfismos contribuem amplamente para a variabilidade genética. (Esteves
et al. 2011b; Esteves et al. 2012).

Uma das novas classes de farmacos contra os fungos sdo as equinocandinas, que
tém como alvo a biossintese do B-Glucano (FKS1-Subunidade da Glucano Sintetase). As
equinocandinas funcionam criando enorme estresse na célula, desligando as Glucano
Sintetase com consequente perda de produg¢do do B-Glucano. Ja que a integridade da
manutencdo da parede celular fungica é essencial, o organismo nao pode sobreviver sem esta
estrutura, mesmo quando esta esteja geneticamente alterada de alguma maneira. Tem sido
descrito que quando o micro-organismo entra em contato com esta classe de farmacos, a
Glucano Sintetase induz mudanc¢as no mecanismo celular que pode levar a variagao genética,
e estas variacOes é que estdo correlacionadas com a resisténcia. Para além disso, a FKS1
também é remodelada, de maneira que a susceptibilidade ou resisténcia as equinocandinas é
alterada com essa remodelagéo. E sugerido que a imobilidade da FKS1 esté ligada & estrutura
defeituosa da parede celular e perda de funcgéo, portanto ela se remodela para sobrevivéncia
do micro-organismo (Utsugi et al. 2002; Perlin 2009).

Para além de melhorar o entendimento em relagdo aos seus alvos terapéuticos e
possiveis resisténcias relacionadas com a variabilidade genética, o seu sequenciamento
representa um aumento nas oportunidades em relacdo a deteccdo laboratorial deste micro-
organismo. O sequenciamento da regido do B-Glucano permite novas abordagens nas
detecc¢des soroldgicas deste marcador aumentando as metodologias e o alcance diagndstico
dos para@metros da infeccéo e rastreio. A melhoria nos recursos de deteccdo da PPc pode ser
conseguida com a implementacdo de novos testes de diagnostico mais especificos para a

deteccdo da espécie jirovecii.

Uma das importancias do sequenciamento do gene da Glucano Sintetase de P.
jirovecii esté associada a uma das técnicas coadjuvantes de detec¢do laboratorial da PPc. O

auxilio diagnostico de marcadores soroldgicos tem ajudado na deteccéo desta infeccdo. Um
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destes marcadores sorologicos ¢ o B-Glucano. Porém sabe-se que outros micro-organismos
fungicos também tém B-Glucano na constituicdo de sua parede, resultando em testes
positivos para este marcador. A sequenciagéo do gene do -Glucano de P. jirovecii permite
o desenvolvimento de uma técnica de quantificacéo seroldgica do B-Glucano especifico para
esta especie. Sendo assim, deixava de haver ddvidas quanto a origem da espécie causadora

da infeccdo.

Técnicas moleculares aplicadas a amostras biologicas obtidas por métodos nédo
invasivos tém um papel fundamental na deteccdo precoce de Pneumocystis em amostras

como o sangue, por exemplo (Tamburrini et al. 1998).

A técnica de amplificacdo por fragmentos da sequéncia completa da Glucano
Sintetase que se mostra aqui, de modo facil e especifico, pode ter grande utilidade para
avaliacdo de suas bases e possiveis trocas de bases relacionadas com a espécie e com a
variabilidade instraespecifica. Outros métodos, como o RFLP (do inglés restriction fragment

length polymorphism) podem ser utilizados para explorar variacGes na sequéncia de DNA.

O presente estudo sequenciou o gene da Glucano Sintetase e mostrou algumas das
bases nucleotidicas, como as bases de posicdo 915 3 2204, como principais candidatas a
futuros estudos para correlacdo entre estas e possiveis lugares de SNPs. Estes polimorfismos
podem estar relacionados com possivel resisténcia a farmacos e poderdo ser também
utilizadas como mais uma ferramenta na identificacdo laboratorial mais precisa deste micro-

organismo através de um marcador sorolégico como o B-Glucano.

Apesar de terem sido identificadas potenciais bases polimorficas, estas podem
estar sub-representadas, podendo futuramente virem a ser estudadas em um maior nimero de
amostras em populacdes definidas para avaliar melhor a frequéncia das ocorréncias deste

polimorfismo.

A partir daqui, pode-se estudar a importancia epidemiologica e clinica de subtipos
de P. jirovecii e determinar a repercusséo que SNPs na sequéncia do -glucano podem trazer
para a pratica clinica ajudando na realizagdo de exames mais precisos e diretos para além de

permitir um melhor entendimento de possiveis resisténcias/insucessos terapéuticos.
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Para além do estudo de SNPs, pode-se também a partir da caraterizacdo da
sequéncia da regido do B-Glucano de P. jirovecii, desenvolver testes sorologicos especificos
para a espécie ja que, atualmente, os testes sdo voltados para f-Glucanos incluidos em vérias
categorias fungicas. Um teste especifico para P. jirovecii seria uma abordagem mais rapida,

facil e econdbmica para a deteccdo deste micro-organismo.
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8. Anexos
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ATCCACATATGATGATAGT TATGGG-~---GGACAG-TATACTTCTTCTCA---AGTTAGT TATAGTGAAC: ARA-~~~--~CTGGGACATCTACGCCCGTTTTCGGCAGTGGTCCATTTARTATGC
===CTCTGGTTATGACAGT TATGGC-----GGCCAG-TATACTCCATCACA---GATGAGT TATGGGGAAC——---CARG---GTCGGGGACTTCCACTCCAGTTTTTGGTARTGGACCATTTGATTCCT
-=-CARTGTCARTGCTGGCAACCAR-----GATCATCTARATATARACGCTTTCARTGAGTATGGGAARTC-----GGATGACCARGGGCCTTTCCARARTGATAGTAGCARCARTATGGGGAGCCARTA
==mee=TGGGTACGATCARTATGG T =~~~~ACACAR-TACACCCCATCACAAATGAGT TA=~-CGGTGGCC~~~-~~CARGATCATCCGGTGCCTCTACTCCTATCTACGGTGGTGGCATGGGTAGCTACG
======TGGCTACGACCARTATGGA-~---ACTCAR-TATACGCCTTCTCAGATGAGCTATGGCGGTGACC CAAGATCGTCTGGTGCCTCCACACCTATATACGGCGGCCAGGGTCARGGCTATG
«eeCootg.ctatba,... .tAtgg......gg.cA. . Ta.Ac.cc.tl .Ca...gat . agtta.ghtga.C.....caag..c.tecghb..c.tecfic.cc.al. .tachg.a..gg......L aC A,

651 660 670 680 690 700 710 720 730 740 750 760 770 780

1 1
CGGCTATGATGACCTCAGCGAGATCTCGTGAGCCTTACCCARCATGGACAGCGGARRRTCARATACCCATTTCTARRGARGAARTAGAGGATATATTTATCGATCTTACGAATARATTTGGGTTTCARAG
CGGCTATGATGACGTCTGCGAGGTCTCGCGAGCCTTACCCAGCATGGACCGCAGARRATCARATACCTGTTTCTAARGAAGAART TGAGGACATTTTTATTGATCTTACGAATARAT TTGGATTTCARAG
CAAACTACGTCGCTATGACTTTGCCGARCGATCCGTACCCGGLT TGGACGGCAGACAGCCAGTCTCCGGTGACCATCGAGCAGAT TGARGACGTCTTCATCGATCTGACTAACAGGT TTGGTTTCCAGAG
CAGATGGAT TARATGTAGGACTACCTARTGATCCATATCCAGCATGGACCGCAGATGAGGATGCACCAGTARATATTGAGCARAT TGARGATATATTTATTGATTTARCARATARATTTGGTTTCCARAG
CAG---GARTGGARATCGGATTGCCTARTGATCCATACCCAGCATGGACAGCTGATCCARCTGCACCAGT TACCGTGGARCARAT TGARGATATATTTATCGATTTGACARACARAT TTGGGT TCCARAG
TCARRACCARAGCCAATACGATGA-GTACGATCCGTACCCCGCCTACAATCTGGACCGTARARGACCAARTARCGATGGAGARAATCGAAGATATTTTCATAGATTTGACTAATARARTGGGGT TTCARAG
ATCCARCCCARTTCCARATGTCCTCTAGTTTGCCTTACCCAGCTTGGTCTGCTGATCCTCAGGCTCCTATARAGATCGAGCACGT TGARGATATCTTCATTGACT TRAGCCAATARAT TCGGGTTCCARAG
ATCCARCACAGTTTCAGATGTCGTCGARCTTGCCTTATCCTGCCTGGTCAGCTGACCCACAGGCTCCARTCARGGT TGAGCACAT TGAAGATATCTTCATTGACT TGACCAACARGT TTGGGT TCCAGAG
CeveeBeasboceoco a.gtbg. ctaacgatCC TAcCCagl.Tggac.gc.GA. c. .ca . gcallaal ac.at .GAgcRaaTtGRaGAtaT . TTcAT . GAtLTgaC.ARtAaat TLGGgTTcCAaAG
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7&1 790 800 810 820 830 850 860 870 880 890 900 910

1
GGATTCCATGCGARACATGTATGATCATATGATGGTACTTTTGGATTCACGTGCCAGTCGAATGACGCCGARTCARGCATTGTTATCTCTTCACGCAGATTATATTGGTGGGGATARTGCGAAT TACAGG
GGATTCTATGCGARRCATGTATGATCATATGATGGTACTTTTGGAT TCACGTGCCAGTCGARTGACACCTARTCARGCATTACTTTCTCTTCATGCAGATTATATTGGTGGAGATARTGCGART TATAGG
AGATTCGATGAGARACATGTTCGATCATTTCATGACGCTGT TGGACTCCAGAGCCTCGAGARTGTCTCCAGATCAGGCCTTGTTGTCGTTGCATGCGGATTATATCGGCGGTGAGARCGCCARTTATARR
AGATTCARTGAGAARTATTTTTGATCATTTTATGACTTTATTAGAT TCARGAGCTTCARGAATGACCCCGGCACARGCATTARTTTCATTACATGCTGATTATATTGGAGGTGATACATCCAAT TATAAG
AGATTCARTGAGAAATATGTTCGACCATTTTATGACARTGT TAGAT TCARGAGCTTCGAGAATGGARCCAGCARAGGCTCTAATTTCATTGCATGCAGATTATATCGGTGGTGATACTTCCAACTATARA
GGACTCCATGAGGARCATGTTTGACCATCTGATGACTATGCTGGATTCARGGTCTTCARGARTGTCCAGTGARRAAGCGTTGATCTCTTTACATGCAGATTATATCGGTGGTGATTCGTCARATTATARA
AGATTCTATGAGARRCATGTTCGATTACTTCATGACTTTGTTAGATTCCAGGTCTTCARGARTGTCACCAGCGCARGCTTTATTARGTTTACATGCTGACTATATTGGTGGTGATARTGCGART TATARA
AGATTCTATGAGARACATGTTTGACTATTTCATGACGCTCTTGGACTCGAGATCTTCGCGTATGTCGCCAGCACAGGCTCTTTTGAGT TTGCATGCCGATTATATCGGTGGGGARARCGCCARCTACAGA
aGALTC .ATGaGaARCATgTELGALcALLT .ATGac. . Tgt TgGAt TCaaGaglttc.aGafTGtc.ccagcacAaGC b1, . T . tett T.CALGC .GALTATATcGGLGGLGAt aa. gCcARL TALRaa

?11 920 930 940 950 960 970 980 990 1000 1010 1020 1030 1040

1
ARTTGGTATTTCGCGGCACARTTTGATTTAGATGATGCAGTAGGAT TTTCTAATATGGATCT TGATARGART~~~~AGAARATCGART TATTCACARAAGTCTTCGARARAATTTCARAAR=====m=m==
ARTTGGTATTTTGCTGCACAGTTTGATTTAGATGATGCGGTTGGATTTTCTAATATGGACCT TGGARAAART----AGAARATCARGT TATTCACARRARTCTTCTARAARATTTCARAAR===-=====
ARATGGTATTTTGCAGCCCAGCTAGACCTTGACGATGAGGTCGGT T TCAGARACATGAACG-TCGCGARGATCTCCARGARGARGAGGT TGTTCARGAGARAARAARAGGAACAACTGGAAG---——-=~
ARATGGTATTTCGCAGCTCARTTAGATATGGATGATGARAT TGGGT T TAGARACGT TAAAR-TGGGGAAAT TATCGAGAARGGCTAGARARGC TARGAARTCARATARARARGCTATCARAC-===mm==
ARGTGGTACTTCGCTGCTCARTTAGATATGGATGATGARATCGGAT T TAGAAATTTGAAAT-TARACAAAT TGAGARGGARAGCTAGARAGTCTARARAGAGTARTARARAAGCCATGARAR-—==—-==
ARATGGTATTTTACCTCACAGTTGGATTTAGACGACGAAGTCGGTTTTAGARATCTGAAAARCTAATARGACARARARGAAAT TCAARCARGARCARCARARGCTTGTTARATGACGATGGARACARCCATA
ARGTGGTTTTTTGCCTCTCAACAGGATTTAGACGATGCTATTGGTTTCAGCAATATGACGT-TGGGTARAGTCGGTARGARAGCTAGARARGCT TCTARGARGTCCAAGARGGCTAGARARGCTGTCG-~
ARGTGGTTCTTCGCCTCGCARCAGGACTTGGACGATTCGCTTGGTTTTGCCAACATGAATT-TGGGTAARATCGGCARARAGGCCAGRARGGCTTCTAAARAGTCCARGARGGCCAGAARGGCTGCTG=~
AR, TGGTatTTegC . gC.CAatt .GALLT ,GAcGAtgaa, .66t TTLagafftaTlgaa. .. Tgg. .Raa.t. .. Agafifi,.gc.Agaaa, .ctaa faaa, .t taflaaaagc.at .afla...aaeas

1I.041 1050 1060 1070 1080 1090 1100 1110 1120 1130 1140 1150 1160 117?

ARTTCAGCATCARARRGTATTCTACARGCAT TGGATGGGGATAATTCCTTGGARTCTGCGATATATCGATGGARGACTAGATGCACTCARATGAGTCARTATGATAGGGCTAGAGART TAGC
- ARTTCTGCTTCARARARTATCTTGCAGGCACTTGATGGTGATAARTTCCTTAGARTCTGCGATATATCGATGGARGACTAGGTGCACTCARATGAGTCARTATGATCGGGCTAGAGARCTAGC
ARGCGARTATTGAGGATCCGGARGARATGCTARATARACTAGARGGCGATARCTCAT TGGAGGCARACGAT TTCAGATGGAAGGCTAGGATGARCAGT TTGACACCARTAGARARAGTTCGTCARATCGC
ATTCTTCTCCAGAGGCCGT TGAGGCAACAT TACAARCART TRGARGGCGATAACTCAT TACARGCCGCTGAT TATAGATGGAAGGCTARAATGAGTAGT TTATCTCCAGAGGARATGGTTCGTCARTTGGC
ATTATTCACCAGARGARRTAGATACTATATTGAGACART TGGARGGTGATAATTCTTTACARGCAGCAGAT TTTAGATGGARRGCARAARRTGAGATCATTGACTCCTATCCARAGGGTCCGTCART TAGC
ATTTATCARTCGAGGAGATGGARTCAARTTATARATCART TGAARAGTGACART TCACTAGAGGCATCGGATTTTAGATGGAARTATARARTGATGARRT TATCGCCATACGAGATGGTARGTCAAT TGGC
ARGAGCATGGTCARGACATGGATGCATTAGCGARTGART TGGARGGTGATTATTCCTTAGATGCTGCAGARATCAGATGGAGAGCTARGATGARCGGAT TATCTCCTGARGARAGAGTCAGGGATATTGC
ARGARCACGGTGARGATATCGACGCCTTGGCCARCGAGT TGGARGGCGACTATTCTTTAGARGCTGCTGAGATCAGATGGARGGCCARGATGARCTCATTGAGTCCAGARGARAGAGTCCGTGACATTTC
Beeeeeesscbga.Ga,at gl gecaat, ,Laaa, ,aatTgghagGtGAtaAtTC tTagRagl,gec. . gattttaGATGGRaggctRaaatgh, . . .atTgactCca,a.gRaagght .cGtcRatT, gl

840

1290

1I.171 1180 1190 1200 1210 1220 1230 1240 1250 1260 1270 1280 130?

CCTTTATTTACTTTGT TGGGGTGAGGCGARTCARGTTCGTTTTACACCTGARTGCCTTTGTTTCATTTTCARRTGTGCTARTGATTATCTGAATTCTCCACAATGTCARGCARTGGTCGAGC--CGGCAC
CCTTTATTTACTTTGTTGGGGTGARGCGAATCARGTTCGATTTACTCCTGARTGCCTTTGTTTCATTTTCARATGTGCTARTGAT TATCTGARTTCTCCACARTGTCAGGCARTGGTCGAGC--CAGCTC
TCTATATCTTCTGTGTTGGGGTGAGGCTAATCARGTARGATTCACTCCAGARTTACTATGTTTTATTTACAARGTGTGCATTGGACTACTTGGACTCTCCTATCTGCCARCARAGAACGGAAC-~-CARTGL
TTTATATTTATTATGT TGGGGTGARGCTARTCARGTARGATTTACTTCAGARTGTTTATGTTTCATTTACARATGTGCTTATGATTATTATCARTCTCCAGARTGCCARCAARGARCCCARC--CCTTAC
ATTATATTTACTTTGTTGGGGTGARGCARATCARGT TAGATTCACAGCAGARTGTTTATGTTTTATTTATARATGTGCCAGTGAT TATTTAGATTCTCCCGARTGTCARARTCGTATAGATC--CARTCC
TTTIGTACTTATTATGT TGGGGTGARGCARATCARGTARGATTCACTCCTGARTGTTTATGTTTTATCTTTARGTGTGCATTGGAT TTCACAGGT TCGACGATATATCARARTATGTCCCCACARCARTAT
CTTATACTTGTTGTTATGGGGTGARGCTARCCARGTTCGTTTTACTCCAGARACTATTTGTTACATTTATAAGACTGCTTTTGATTATTTARTGTCGCCTCARTGTCAGCARAGACARGAAC-~CAGTTC
GCTTTATTTGTTATTGTGGGGTGARGCTAACCAGGTTCGTTTTACTCCAGARACCTTGTGTTACATCTACARGACAGCTARGGACTACTTGTTGTCACCAGCCTGCCARCAGAGACAGGAAC--CAGTAC
LLTaTAtLTatT, Tgt TGGGGTGAAGCLAALCAaGTLaGaT TLACtcCabARtgtt TaTGTTecATE TacAAgtgtGCLL .LGALTatLL, ,a.TCbel, ,aaTgtCRacaaaga. . .gaal. .Ca.tac

1301 1310 1320 1350 1360 1380 1390 1400 1410 1420 1430
|

1
CC----GARGGATCCTATCTTARCGATGTTATTACACCCCTTTATGCATATATGCGTGATCARGGCTATGARATCATTARTGGCAGATATGT TCGTCGTGAGCGTGATCATARTAARRATCATTGGTTATG
CT=-=---GARGGATCATATCTTAATGATGTTATTACACCCCTTTATACGTATATGCGTGATCARGGT TATGARATCATTAATGGGAGATATGTTCGTCGTGAGCGTGATCATARTARRATTATTGGTTATG
CA----GARGGTGACTATTTGAATAGARTCATCACTCCATTGTACAGATACT TARGAGACCAAGTTTATGAGATCGTAGACGGTAGATTTTTTARACGTGAAAAGGATCATARTGAGATTGTCGGTTACG
CA----GARGGTGATTATTTGARTAGARTTATTTCACCATTATATCATTTCTTGAGAGACCAAGT TTATGARGTGGCTGATARCCGTTATATTARACGTGARAGAGATCATARCAARGTTATTGGTTATG
CC----GARGGTGATTACT TRGATAGGATTATTACACCACTATATCARTATATTAGARATCAAGTTTATGARATATCAGAGGGTCGTTACATARAACGTGARAGAGATCACCATCARATTGTTGGTTATG
CCARTGGARGGTGACTATTTARATAGARTTATTACTCCATTATATCAGT TCTTARGAGATCAAGTTTATGARATATTAGAAGGTCGT TACGTGARGAGAGARAGAGATCATARCCARGTCATTGGTTATG
CC-—--GARGGTGATTATTTGAATCGTGTTATTACGCCTTTGTATAGATTCATCAGATCCCARGTCTATGARATTTATGARGGTAGGT TTGT TRRACGTGARRAGGATCACARTAARGTTATTGGTTACG
CA==---GAGGGTGACTACTTGARCCGTGTCATTACTCCTTTGTACCGTTTCCTCAGATCGCARGTTTATGARATCTACGARGGTAGAT TCGTARRGCGTGARARGGACCACARCAARRRTTATTGGCTACG
Ce....GRalGtgacTAttTgaAtag.aTtATtaC,CCatT, TAte, . Tte, T . aGaga, CAAGLLTATGARaaAT b, .gA. ggtaG, TatgTtaaacGtGRaag . GALCAt aAt aRaaTtaTtGGLTALG
1431 1440 1450 1460 1470 1480 1490 1500 1510 1520 1530 1540 1550 1564:
1
ATGATATTARCCARTTGTTTTGGTATCCAGAGGGCATTCARCGTATCGTCCTT TCTGATARRACTCGTATGGTTGATTTACCCTTGGATCAGAGGTATCCCAGGT TTAARGATGTAGTATGGAR
ATGATATTARTCARTTATTTTGGTATCCAGAGGGTATTGARCGTATAGTCCTC TCTGATARAACTCGTATGGTCGATTTGCCTTTGGATCARAGGTATCCTAGGT TTARAGATGTAGTATGGAR
ATGATGTCARTCARTTATTCTGGTACCCTGARGGTATCGCTAGARTTGCTTTC GARGATTCTACGARACTGATTGATTTGCCTGTTGARGARCGT TATTTACGTTTGGGTGACGTCATTTGGAC
ATGATGTCARTCARTTATTTTGGTATCCAGARGGTATCGCTARARTARTAATG------GARGATGGACGTAART TGATAGATTTACCCAGTGARGATCGTTATTTARGGT TAGGTGACGTCATTTGGGG
ATGATGTARATCARCTATTCTGGTATCCAGARGGTATCGCTARGATTGTTTTA GATGATGGTAGARAAT TARTCGATGTACCAGT TGARGAGCGT TATTTGAGAT TAGGCGATATTACATGGGA
ATGATGTARATCARTTGTTTTGGTATCCTGARGGTATTARARARAT TARRTTARATACTGCARATGARRCTTATTTARTCGATTTACCARTAGARGARAGATATATCCATCTAGGTARTATCARTTGGAR
ATGATGTCARTCARTTATTTTGGTACCCAGARGGTATTTCTAGARTTATTTGC GARGACGGTTCTAGATTAGTTGATATTCCTCARGARGAACGT TATTTARAAT TGGGTGAAATTGARTGGTC
ATGACGTCARCCAGTTGTTCTGGTACCCTGARGGTATTTCCAGAATCATGT T T------GARGATGGTACGAGAT TGGTAGATATTCCTCAGGARGARCGT TACTTGAAGT TGGGCGARGTCGARTGGAG
ATGALgTcARLCAat TaTTLTGGTALCCaGAaGGLATLgctagafTtat .tt. .. ... .gaagAtggtactaaat Tgal .GATLTACC, .t,.GARagRacGLTALLL .ag.tT. . gegtgA.glca.alGGa.

1330 1340 1370

74



PcariniiGlucan
Paurina
Tphaffii
Ncastellii
Ndairenensis
Tphaffii2
Dhansenii
Sstipitis
Consensus

PcariniiGlucan
Pnurina
Tphaffii
Ncastellii
Ndairenensis
Tphaffii2
Dhansenii
Sstipitis
Consensus

PcariniiGlucan
Pnurina
Tphaffii
Ncastellii
Ndairenensis
Tphaffii2
Dhansenii
Sstipitis
Consensus

PcariniiGlucan
Prnurina
Tphaffii
Ncastellii

Sstipitis
Consensus

PcariniiGlucan
Prnurina
Tphaffii
Ncastellii
Ndairenensis
Tphaffii2
Dhansenii
Sstipitis
Consensus

PcariniiGlucan
Prnurina
Tphaffii
Ncastellii
Ndairenensis
Tphaffii2
Dhansenii
Sstipitis
Consensus

1580 1600 1610 1620 1630 1640 1650 1660 1670 1680

1561 1570 1590 1690
I |

GARAGCATTTTTTARAACT TATCGCGARACTCGGAGCTGGTTTCATTTATTCACTARTTTTARTCGARTCTGGATTATTCATATARCCGTATATTGGTTTTACACTGCAGCARATTCACCARCCGTTTAT
GARAGCATTTTTTARAACT TATCGCGARACTCGARGTTGGTTTCATTTATTCACTARTTTTAATCGARTTTGGATTATTCATATARCTGTATATTGGTTTTATACGGCAGCARATTCACCARCCGTTTAT
TGACGCTTTCATGARARCT TTCARRGARACARGARCTTGGTTACATCTGGTGACARATTTCARCCGTATCTGGATCATACACGCCACAGTCTTTTGGATGTACGCTGCTTACGCTGCTCCAACATTCTAT
ARACGTATTCTTCARGACATATARGGARACACGTACTTGGTTACATATGGTTACCARTTTCARTCGTATTTGGATTATGCATATTTCGGTTTATTGGATGTATGTTGCCTACARTGCACCARCACTTTAC
GARTGTATTCTTCARGACATATARGGARACTCGTACTTGGTTACATATGGTTACCARTTTCARTCGTATTTGGATTATGCATATTTCAGTATATTGGATGTATGTTGCTTACARTGCCCCTGCATTATAT
TGACGTTTTCTTTARGACT TATARAGARACARGARCT TGGTTACATATGGTGACTARCTTTARCAGAATTTGGATTATGCATGCTTCTTTATATTGGATGTATACCGCTTACARTGCCCCTGCATTGTAT
ARATGTTTTCTTCARGACATATARGGARATTAGARCATGGT TACATTTGTTARCCARTTACARTAGARTCTGGGTTATTCATGGTACTGTTTACTGGATGTACACAGCCTACARTTCCCCARCTTTATAT
CARTGTCTTCTTCARGACCTATARAGARATCAGAACCTGGTTGCATTTCGTCACTAACT TCAACAGAATCTGGATTATACACGGARCCGTCTACTGGATGTACACTGCCTACARCTCGCCTACATTATAC
+af, Gt TTctTcARgAC, Tataa,GARAC, aGaAct TGGTTaCAT, TggT JAC ARLTLcARtcGaATLTGGATLAT ,CAtg. tal g7 Tat TGGaTgTAtactGC tacaatgl,CCaaCat T, TAL

}691 1700 1710 1720 1730 1740 1750 1760 1770 1780 1790 1800 1810 182(:
ACTCATARTTATCAGCARTCGCTCGATARTCARCCACCTTTTGCCTATCGTATGAGTGCCGTTGGTTTTGGCGGGGETGTTGCTTCATTATTARTGATTGT TGCCACATTGGCCGARTGGGCATATGTTC
ACTCATARTTATCAGCARTCTCTCGATARTCARCCGCCTTTTGCCTACCGTATGAGTGCTGTTGGTTTTGGTGGTGGTGTTGCTTCATTATTGATGAT TATTGCCACTTTAGCCGARTGGGCATATGTTC
ACTCACAATTATCARCARCTAGTGARCARTCAACCTTTAGCAGCCTACARATGGGCTGCTAGTGCTTTAGGTGGTACATTAGCARGTTTCATTCARTTATGTGCCGTTATTTGTGARTGGACTTTTATTC
ACTCACARTTATCARCART TGGTCGACARTCARCCATTGGCATCATACAGGTGGGCARCTGCTGCCCTAGGTGETACTGTGGCARGTTTARTTCARCTCGTCGCTACACTTTGTGARTGGACTTTTGTTC
ACACACARTTATCARCAGT TRAGTAARCARCCARCCATTGGCTTCTTATAGATGGGCARCAGCAGCACTTGGTGGTACAGTTGCTGGGTTARTACARCTTCTAGCARCTTTGTGTGARTGGTTATTTGTTC
ACACATARCTATCARCARTTAGTAGATARTCAGCCATTAGCAGCCTATAGATGGGCTTCGGCCGCATTGGCAGGTACTTTGGCTTCATTGATTCARATCGCTGCARCTTTATGCGARTGGTTATTTGTTC
ACGAAGAATTATGCTCAGCCATTARACARCCAGCCTACTGCATCCTCTAGATGGGCATCTGCTGCTATCGGAGGTGTTCTTGCTTCGTTTATTCARAT TATGGCTACTGTTTGCGARTGGTTATTTGTCC
ACTCARCACTACATTCARACCARRGACCCACARCCARCAGCTTCTTCCAGATGGGCTGCTGCTGCTATTGGAGGTGTTATTGCTTCGGCTATCCAGATTCTTGCTACCATCTTCGARTGGATGTTTGTCC
ACtcA.aft TAtcaaCAattagtaghAcaatCAaCCatt ,.gcatCeTatagatghget .Cbgetbet . T,GgtGGtact, TEGCEbe, bt aTtcaaalt ,tLGC,  act T, LgcGARTGG, LaTLTgTel

1821 1830 1840 1850 1860 1870 1880 1890 1900 1910 1920 1930 1940 1950
I |

CTCGARARTGGCCTGGCGCTCAGCATTTARCTAGGCGTTTATTATTCCTTATCCTATTTTTCATTATCAATGTTGCACCTGGTGTATATGTARTARARATTTGCTCCATGGARACCGARTGTTAGCATTGT
CTCGGAGATGGCCTGGTGCTCAGCATCTARCTAGGCGTTTATTATTTCTTATTTTATTTTTGATTATCAATGTTGCACCTGGTGTATATGTARTARARATTTGCTCARTGGARACCGARTGTCAGCGTCGT
CARARAAT TGGGCAGGATCTCARCGTCTATCGCCTCGTTTCTGGTTTTTATGCATARTCTTCGGTATTAATTTAGGCCCTATCATTITCGTTTTCGCTTATGAT-~-ARGATCGATGTTTACTCTACT-GC
CARGARATTGGGCCGGTGCTCARCATCTGTCACGTAGATTCATGTTTTTATTTTTCATCTTTGCAGCCAACTTTGCTCCAGTACTATTTGTATTCATTTATGAR-~ARGGATACCGTTTACTCGARR-GC
CAAGARARTGGGCTGGCGCACAACATTTARCACGTCGATTTATGTTCCTCTGCATAGTCTTTGGTGTTAATCTAGGACCCGTCATTTTTGTTTTTGCCTATGAT--ARAGATACCGTTTACTCGARG-GC
CARGARATTGGGCGGGTGCACARRGGCTATCARGARGATTTGTCTTCTTATGTATTGTATTAGGTATAAATCTAGCACCGGTGGCATGGATGTTTGCTTATACT~-~-GACGATACTGTATATTCAAAT-GA
CAAGAGARTGGGCAGGTGCTCAACATTTAARCCCGTCGTTTACTTTTCTTARTTATTATTTTCATTGTTAATTTGGTTCCAGTTGTGTTTACTTTCTATTATGCG-~GGCTTACARACCGT T TCARRG-GC
CTAGGGARTGGGCCGGTGCTCARCATTTGACTCGTCGTTTGTTGTTTTIGCTTTTGATCTTCTTTCTCARCTTGGCTCCTGTTGTGTTCACCTTCTACTGGGCT--GGTTTATCTGCARTTTCARAG-AC
Caagaaaallbgl,G6tgltCAacatcTaal, cgteGLTT, ,tgTTctTatttal .alcTT, g .t .t ARLLT Ge, CC gt gt . Tttgt tTc, .tTatget, .aa,ga.ac, gt . tattec,aa, . .gc

1951 1960 1970 1980 1990 2000 2010 2020 2030 2040 2050 2060 2070 2080
I I
CACARCACTCATARGTATTATGCACTTCTTGATTGCARTCTTTACATTTTTATTTTTTGCARTCATGCCTTTAGGGGGTTTGTTTGGGART TATTTATATARARARACACGACGT TATGTTGCARGTCAR
CACARCACTTATARGTATTATGCACTTTTTGATTGCARTATTTACGTTTTTGTTTTTTGCARTCATGCCTTTAGGAGGTTTGTTTGGGART TATTTATATAARRARACACGACGTTATGTTGCARGTCAR
TGCTCACGCCGTCGCTGCTGTTATGTTTTTCATCGCTGTTGGTACCTTGTTATTCTTCTCARTCATGCCATTAGGTARTTTGTTCAGTART TATAGARAGARAGATGCARGACGTTACGTTGCCTCCCAR
TGGTTATATTGTCGGARTTGTTATGTTCTTTGTTGCTGTAGTTACTATGGTTTATTTCTCAGTCATGCCATTAGGTGGACTTTTCACATCATATATGAATAARAGTTCGAGGCGT TACGTGGCATCTCAR
AGCATATATCGTCTCCATTGTTATGTTTTTCGTCGCAGTGGTTACARTCGTTTACTTCTCTGTCATGCCATTGGGTGGTCTATTTACCTCATACATGARTARRTCTTCARGGCGT TATGTAGCATCTCAR
TGCARGARTTGTATCARTTGTARTGTTTTTCGTGGCTGTCGTARCGGTGGTTTTCTTTTCARTTAGACCAT TAGGTGCGTTGTTTACTTCATATTTGAACARARGCTCARGGGTTTATGTTTCTTCTCAA
GGCACATGCTGTGTCTATCGTTGGTTTCTTTATCGCTATTGCCACGTTARTTTTCTTTGCTATTATGCCTTTGGGTGGTTTATTTACGTCGTACATGARTAAGAGATCARGARAATATTTGGCGTCTCAR
TGCTCATGTTTTGTCGATTGTGGGCTTTTTCATTGCCATTGCTACCTTGGTATTTTTCGCTGTTATGCCATTAGGAGGATTGTTCACCTCCTACATGAACARARGATCCAGARGATATTTGTCTTCGCAR

tgca.at . ttgl. te,attgTtatgTTeTTecal .GlLgT gttAC, LTggTtTecTTectCaaTcAtgllalTaGhtggttTgTTtac, te, TAtatgafit Alaag,.tCaaGacgt TALgT gL . tetCAR

2081I 2090 2100 2110 2120 2130 2140 2150 2160 2170 2180 2190 2200 221([)
ACTTTTACCGCTAATTTTGCTAAAT TGARAGGTARCGACTTATGGCTTAGCTATGGTCTTTGGATAGCCGTGTTTGCTTGCARATTTGCAGAATCCTATTTCTTCTIGTCTCTTICTTTGAGAGATCCTA
ACTTTTACCGCTARTTTTGCTARAT TGRAGGGCARTGACTTATGGCTTAGCTATGGTCTTTGGATAGCAGTGTTTGCTTGTAAGT TTGCTGAATCCTATTTCTTCTTGTCTCTTTICTTTGAGAGATCCTA
ACTTTTACTGCTTCATTCGCTCCATTGCATGGTATCGACATGTGGTTATCTTACCTTGTTTGGGTTACTGTTTTTGCTGCTAARTTCTCGGAATCTTACTACTTCTTARTTCTATCTCTAAGAGATCCAR
ACCTTTACTGCATCTTTTGCCCCATTARAGGGGATTGATAGATGGTTATCCTATTTAGTATGGGTAGTGGTCTTTGGTGCTARATATGCAGAATCCTATTATTTCTTAATCCTTTCCTTGAGAGATCCAR
ACGTTTACTGCTAATTTTGCTCCATTACARGGATACARTARACTCTTATCCTACTTAGTGTGGATCACTGTCT TCGGCGCARAGTATGCTGARTCTTATTATTTCTTARTTTTIGTCAT TGAGAGATCCTA
ACTTTCACAGCARACT TTGCTCCACTTTATGCTTGGGACCARGTTTTATCATATATCATTTGGATTGTGGTTTTTGGTGCTARGT TCGCAGAATCTTATTTCTTCCTARCATTATCATTARGAGATCCAR
ACTTTCACGGCARACT TCARTAAGT TARGAGGGTTAGACATGTGGATGTCTTATTTGGTATGGGTTGCTGTTTTCGCTGCARAGT TTGCAGAATCTTATTTCTTCTTAACGTTGTCCATCAGAGATCCAR
GCTTTCACTGCCARCT TCATTAAAT TGAGAGGCTTGGACATGTGGATGTCTTACTTGTTATGGGTATTGGTATTCCTTGCARAGT TGCTTGAATCGTATTTCTTCTTIGACCTTGTCGT TGAGAGACCCTA
aCtTTLACLGC,aa, TTtgetecat T, aa, Gg.tt ,gAcatatggt Tatc, TALLL .gT . TGGgT .gc . GT. TTLg. tgctARgTttgcaGARTCLTAL TLcTTCLTaac, LT, TC.LTgAGAGALCCaR

?211 2220 2230 2240 2250 2260 2270 2280 2290 2300 2310 2320 2330 2341')

TTAGGTATCTTAACACARTGACTATAGGTCATTGTGGTATTCGGTATCTTGGTTCTTCGCTTTGTCCATATCARGCCARGATCACTCTTGGARTARTGTATATCACTGATCTGGTATTATTCTTTTTAGA
TTAGATATCTTAACACTATGACTATAGGTCATTGTGGTATTCGATATCTTGGTTCTGCACTTTGTCCGTACCARGCTARGATTACTCTTGGAATAATGTATATCACTGATCTGGTATTATTCTTTTTAGA
TTAGAARTTTTATCCACARCTACAATGAGATGTACTGGTGAGTATTGGTGGGGTGATGTTTTGTGTARACARCARACARAGATTGTTTTAGGTTTARTGATCGCCACTGATTTCTTACTGTTCTTCTTAGA
TTAGARTCTTATCTACTATGACAATGAGATGTACTGGTGARTATTGGTGGGGTGCARARCTATGTARRCATCARTCCAAGATCGTCTTAGGTTTARTGATTGCTACTGATTTCATTTTATTCTTCCTGGA
TCCGTATCTTATCCACTACTACTATGAGATGTACCGGTGARTATTGGTGGGGTGCGAGGTTATGTAAGCATCARTCCARARTTGTTTTAGGTTTARTGATCGCCACTGATTTTATCCTGTTCTTCTTAGA
TTAGAATTTTGAGTACATTGACCGTARGATGTGCTGGTGARAAATGGTGGGGGARTGCTTTGTGTAGACARCARCCARARATCGTTTTAGGATTARTGATTGCARCTGATTTTATTTTATTCTTTTTGGA
TTAGARTTTTATCARCARCTACTATGAGATGTACTGGTGARGTTTGGTTTARARACGAAT TATGTARACATCAGGCTARAATTGTCTTAGGTTTGATTTATGCGGTTGATTTGTTATTATTCTTCTTAGA
TCAGARTCTTATCTACCATGACCATGAGATGTACTGGTGARGTCTGGTTCARGGACARGT TGTGCARACACCAGGCTARGATTGTCTTGGGCTTGATGTATCTCGTAGACTTATTATTATTCTTCTTGGA
TtaGaatttTatc.ACaatgAC,aTgaGatgTactGGTgaa,at Tggtggggtea.g. LT, TGtaaacA, . CRa, C. ARgATLgtLLTaGhttTaRTgattgecact GALLT, . TatTaTTCTTct TaGA
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2430 2450 2460 2470

2341 2350 2360 2370 2380 2390 2400 2410 2420 2440
1

1
CACGTATTTATGGTATATCATTTGGAATACTATTTGTTCAGTCGCTAGGTCATTTTATTTGGGAGTTTCTATATGGACACCTTGGCGGARTATATTCTCARGARTGCCGARARGGATTTATTCTAAGATT
TACATATTTATGGTATATTATCTGGARTACTATTTGTTCTGTCGCCAGATCATTTTATTTAGGAGTTTCTATATGGACTCCTTGGAGAAATATAT TCTCARGARTGCCGARARGGATTTATTCTARGATT
TACCTATTTATGGTACATTTTAGTCAATGTTATTTTCTCCGTTGGTARGTCCTTCTACATGGGTATCTCTATCTTGACTCCATGGAGARATATTTTCACARGATTACCARAARGAATTTACTCTAAGATC
TACCTACTTGTGGTATATTATTGTTARTACARTCTTTTCCGTTGGARRATCATTTTATTTGGGTATCTCCGTTCTAACTCCATGGAGAAATATTTTCACTAGAT TACCARARGAGAATTTACATGAARATC
TACTTATTTGTGGTATATTATTATCARCACTATCTTCTCCATCTCGARATCCTTTTACTTIGGGTGTATCTGTTTTGACTCCATGGAGARATATTTTTACTAGATTACCTARGAGAATTTATCTARAGATT
TACCTATTTATGGTATGTTATTGTARATACTATTTTCTCTGTGGCARARTTATTCTATATTGGTATGTCTGTARTGACTCCATGGAGARATATCT TCACARGAT TACCARAGAGAATTTATATGAARATT
TACCTACATGTGGTGGATTATTGTTAACTGTATCTTTTCGGTTGGTCGTTCATTCTACTTGGGTATCTCTATATTGACCCCATGGAGAAACATTTTCACARGAT TGCCGARGAGAATTTACTCARAGATT
TACCTACATGTGGTACATCATCTGTARCTGTGTTTTTTCCATTGGTCGTTCCTTCTACTTIGGGTATTTCCATCTTGACTCCTTGGAGARATATCT TCACCAGATTGCCCARGAGAATCTACTCGAAGATC
tACcTALLTgTGGTataTtaTtgt (AAtactaTLTetTCegTtgg. . aaaTcalTeTAct TghGtaT, TCtaT ttgACLCCaTGGaGaRALATLTTcaCaRGAL TaCC . ARgAGaATLTActc  ARgATE

$471 2480 2430 2500 2510 2520 2530 2540 2550 2560 2570 2580 2590 2600

I
CTGGCTACARATGATATGGARATARARTATAARACCTARAGTCCTTATTTCACARGT TTGGARTGCCGTTGTTATATCGATGTATCGTGARCATCTTCTTGCAATTGATCATGTTCARAAGTTATTATATC
TTGGCCACARRTGATATGGARATARAATATARACCTARAGTTCTTATTTCACARGT TTGGAARTGCCGTTGTTATATCGATGTATCGTGARCATCTTCTTGCGATTGATCATGTTCARARGT TATTATATC
TTAGCCACTACTGACATGGAARTCARGTATARGCCARAGGTTTTARTTTCTCARGTGTGGARTGCTGTTGTCATATCTATGTACAGAGARCATTTGTTAGCTATCGACCACGTTCARAAGTTATTGTACC
TTAGCCACARGCCATGCTCAAGTTARGTATARACCTARAGTGTTARTTTCTCARGTTTGGAATGCARTTATCATTTCCATGTACAGAGAACATTTATTGGCCATCGATCATGTTCARARATTATTATATC
TTGGCTACTGACCATATGCARATTCARTATARACCGARRGTGTTGATATCACARATCTGGAARTGCCATTATTATCTCCATGTATAGAGARCATCTTTTAGCCATCGACCATGTTCARARATTATTATATC
TTATCARCARATGATATGGARGTGARATATARACCTARGATTTTARTATCACARATTTGGARTGCARTCATTATTTCARTGTACAGAGARCATTTATTGGCCATTGATCATGTTCARARATTATTGTATC
TTGGCTACTACTGARATGGAARTCARGTATARACCARAGGTTTTARTTTCTCARATCTGGARTGCTATTGTCATTTCCATGTACAGGGARCATTTATTAGCTATTGATCACGTCCARAAGTTATTATATC
TTGGCCACTACAGAGATGGARATTARGTACARGCCTARGGTGTTGATCTCGCAGATTTGGARTGCTATTGTTATTTCCATGTACAGAGAGCACTTGTTAGCTATAGATCATGTCCAGAAGTTATTGTACC
tTggl.ACta.tgAtatggAfaT. . afigTALARACCLARggTLLTAATLTC . CAaaTL TGGARTGE ,aTLgTLATLTCcATGTAcaGaGAaCALLT .t TaGC AT, GALCALGTLCAaAAgTTATTaTALC

2601 2610 2620 2630 2640 2650 2660 2670 2680 2690 2700 2710 2720 2730
1 I
ATCAGGTTCCTTCTGARCARGAGGGARRRAGAACGT TARGGGCGCCARCAT TTTTCATATCACARGAGGATCATTC TTTTARAACG GAGTTTTTTCCTTCACATAGTGARGCAGARCG
ATCAGGTTCCTTCTGARCARGAAGGARRAAGAACAT TARGGGCACCARCATTTTTCATATCGCARGAGGATCATTC TTTTARAACG GAGTTTTTTCCTTCACATAGTGAAGCAGAACG
ATCARGTTCCGTCCGAAATTGARGGTARGAGAACT TTARGAGCTCCARCTTTCTTCGTCTCACARGATGATAACARA TTTTGAGACT GARTTCTTTCCARGAGATTCTGAAGCTGAACG
ATCARGTTCTATCTGARGTACARGGTARGAGAAGT TTGCGTGCTCCARCATTTTTTACATCTCARGACGGARARTC: TATCGAARGGT- GARTTTTTCCCTARGGATTCAGARGCTGARCG
ATCARGTACCATCAGAAGTCGARGGTARARGAAGT TTGARAGCACCTTTGTTTTTCACTGCTCCTGATGCARATAR TCTTATGAR GCCTTTTTCCCARARGATTCAGARGCTGAACG

ATCARATTCCATCTGACATTGAAGGTAGAAGAGCAT TRARAGGCGCCTGCTTTCTTTACATCCCARGTAGARAATTCARARGGTTCTGCAGATTTAAGTGART TTTTCCCARAGGATTCAGARACTGAACG
ATCAGGTTCCTTCTGARGTAGAAGGTARGCGTACTTTGAGAGCTCCARCCTTTTTCGTATCCCAGGATGATAATAR: CTTTGATACT GARTTTTTCCCTAGARATTCCGAGGCGGAARG
ACCAGGTTCCTTCTGAAATTGARGGCARGAGAACCT TGAGAGCTCCTACTTTCTTTGTCAGTCAGGATGACAACAR: CTTTGAGACA GARTTCTTTCCTCGTAACTCTGAAGCCGARAG
AtCRagTtCc.TCLGAa L . gRaGGtAagaGaact TTgagaGltCCaac,. TTtTTcatatc,.CaaGatGa, . afltaa, .. ... .ttttga act......GaaTTtTTcCCta, agAttc, GRagCLGARCG

2731 2740 2750 2760 2770 2780 2790 2800 2810 2820 2830 2840 2850 2860
I I
TCGTATTTCGTTTTTCGCTCARTCTCTTTCTACTCCGATTCCTGARCCCCTTCCTGTCGATARTATGCCTACGTTTACCGTTCTTGTTCCTCATTATGGAGAARAGATTTTATACTCTTTAAGGGAGATT
TCGTATTTCATTTTITTGCTCARTCTCTTTCTACTCCARTTCCTGAGCCACTTCCTGTTGACARTATGCCTACTTTTACTGTTCTTGTTCCTCATTATGGTGARRAGATTTTATATTCTTTAAGGGAGATT
TCGTATTTCTTTCTTTGCTCARTCATTAGCTACTCCTATTCCTGAGCCATTACCTGTTGATAACATGCCARCTTTTACTGTCTTARCTCCTCACTATGCTGARAGARTTTTACTATCTTTARGAGAAATT
TCGTATTTCATTTTTCGCTCARTCTTTGACARTCCCARTTARGGAACCTTTACCARTTGATARCATGCCTACTTTTACCGTTTTARCGCCTCATTACTCTGARAGARTCTTACTATCAT TAAGAGARATT
TCGTATTTCATCTTTCGCACARTCATTAGCAGTTCCARTCGATAGACCAT TGCCAGTGGATARTATGCCARCATTTACCGTATTARCTCCACACTATTCTGARAGAATTCTATTATCAT TAAGAGARATT
CCGTATATCTTTTTTTGCCCARTCGCTAGCTTTACCTTTACCARCACCTGTATCTATTGARAACATGCCARCTTTCACTGTATTGACTCCACATTATTCAGAAARGARTTCTGTTATCATTAAGAGARATT
ACGTATTTCTTTCTTTGCTCAGTCATTGGCTACTCCARTCTTGGAACCATTACCTGTTGATAATATGCCARCTTTCACCGTATTTACTCCTCATTATTCTGARRRARTTTTATTGTCCTTGAGAGARATT
ARGAATTTCGTTCTTTGCCCAGTCGTTGGCTACTCCTATCCCTGAACCTTTGCCAGTCGACARCATGCCARGTTTTACAGTTTTCACACCTCACTATTCGGARRAGATCTTGTTGTCTTTARGAGARRTC
teGLATETC, TELTTLGCLCAATC, T, gltactCC,aT .cctgaall tTacCgTLGALARCATGCCaRct TTEAC,GT, LT, act CCLCALTALLcLGARRgaATLL TattaTC, TTaRGaGRaATE

2861 2870 2880 2890 2900 2910 2920 2930 2940 2950 2960 2970 2980 2990
I I
ATTCGTGAGGATGATCARTTRTCARGAGTGACATTGCTGGARTATCTTARRCART TGCATCCTGTAGAATGGGATTGTTTTGTTARGGATACCARGATAT TRAGCCGARGAGACTTCACTTTATARTGGAG
ATTCGTGAGGATGACCART TATCARGAGTAACACTACTAGARTATCTTARRCART TGCATCCTGTAGAATGGGATTGTTTTGTTARGGATACTARGATAT TAGCAGARGAGACTTCACTTTATAATGGAG
ATTCGTGARGATGATCARTTCTCTAGAGTTACTTTGTTGGARTATCTARARCART TGCATCCAGTTGAATGGGATTGTTTTGTTARGGATACCARARTTTTAGCTGARGARACTGCTGCTTTCGACGGTG
ATTCGTGAGGATGACCARTTTTCCAGAGTTACTTTATTAGAGTATTTGARRCARTTRCATCCATTAGARTGGGATTGTTTTGTTARGGATACARRARTTCTTGCAGARGARRCTGCTATTTATGARGGAR
ATTCGTGARGATGATCARTTCTCTAGGGTTACATTACTGGARTATTTGAARCAGT TACATCCACTGGAGTGGGATTGTTTTGTTARAGATACARAGATAT TRAGCTGARGARACTGCCGTTTATGARGGTC
ATCCGTGARGATGATCARTACTCCAGAGTTACTTTATTGGAGTATTTGARACAGT TGCATCCAGTCGAATGGGATTGTTTTGTTARGGACACTARATATTTAGCTGARGARACTGARGCATACGARGGTA
ATCAGAGARGACGACCARTTTTCARGAGTTACCTTGTTAGARTATTTARARCART TACACCCAGTCGARTGGGARTGCTTTGTTARGGATACARRART TTTAGCCGARGAGACTGCAGCCTATGAGAACG
ATCAGAGARGACGACCAGTACTCGAGAGTTACCTTATTGGARTACTTGARACAGT TRACATCCTGTCGARTGGGAGTGTTTTGTCARTGATACARAGATAT TGGCGGARGARACAGCTGCTTATGARARTG
ATtcGtGRaGALGALCAaTLCTC  AGAGTLAC, LTat TgGRaTALL TgARACAAT TaCALCCagT . GRaTGGGAL TGLTTTGTLARgGALACaARaatLL TaGl . GARGRaACLgc . gt Tat ghaggte

2991 3000 3010 3020 3030 3040 3050 3060 3070 3080 3090 3100 3110 3120
I I
GAGTTCCTT-~ TTGATARAGATGARAAGGATACGGTGAARRGCARGATCGATGATTTACCCTTTTATTGTGTTGGATTTARRTCTTCTGCGCCAGAGTATACAT TARGGACACGTATTTGGGC
GAGTCCCTT-~ TTGATARAGATGARAARGATACGGTARAARGCARGATAGATGATTTACCTTTTTATTGTGTTGGGTTTARGTCTTCTGCGCCAGARTATACAT TGAGARCACGTATTTGGGE
ATGTTGA===~ TGATCCARATARGGARGATGCCCTARARTCTCARATCGATGATTTACCATTTTATTGTATTGGTTTCARGTCTGCTGCTCCAGARTATACTTTACGTACCCGTATTTGGGE

ACGAGGA=-======-----AGARACTGATARRGATGATGCCATGARATCTGAART TGATGATTTACCATTTTATTGTATTGGTTTCARATCTGCTGCACCTGARTATACTTTGCGTACACGTATCTGGGC
ARGAGGA- ~AGARATGATGARAGARGARGGAGAGAAATCGGARATCGACGATCTACCATTTTATTGTATTGGTTTCARGTCAGCTGCTCCAGARTACACTCTGCGTACTCGTATTTGGGE
ATGATGATATGGGARTGARAGARCATATTARRGATGAGCARATGGATACAGCTGTTGATGATTTACCATTTTATTGTATTGGCTTCARATCTGCTGCTCCTGARTACACTTTACGTACACGTATCTGGGE
GCGATGATC-====~---CAGAGARGTTATCTGARGATGGAT TGAAGTCTARART TGACGACTTACCATTCTATTGTATTGGTTTCARATCTGCTGCACCTGARTATACCT TARGARCCCGTATCTGGGC
GGGATGACG=====---~CTGAGARGTTGTCTGARAATGGTTTGAAGTCCARGAT TGACGACTTGCCATTTTATTGTATTGGTTTCARGTCTGCTGCTCCGGARTATACCT TGAGARCTAGARTCTGGGC
a.Gatga...ceeee....abfi,aa, ,ttaaaghaghteg. . .tgaflatc, .aaaTtGALGALL TaCCATTETATTGTATTGGLTTcARATCLECTGCLCE .GRaTALACLL TacGLAC , cGLATCTGGGE

76



PcariniiGlucan
Pnu

rina
Tphaffii
Ncastellii
Ndairenensis
Tphaffii2
Dhansenii

PcariniiGlucan
Pnurina
Tphaffii
Ncastellii
Ndairenensis
Tphaffii2
Dhansenii
Sstipitis
Consensus

PcariniiGlucan
Pnurina
Tphaffii
Ncastellii
Ndairenensis
Tphaffii2
Dhansenii
Sstipitis
Consensus

PcariniiGlucan
Pnurina
Tphaffii
Ncastellii
Ndairenensis
Tphaffii2
Dhansenii
Sstipitis
Consensus

PcariniiGlucan
Pnurina
Tphaffii
Ncastellii
Ndairenensis
Tphaffii2
Dhansenii
Sstipitis
Consensus

PcariniiGlucan
Pnurina
Tphaffii
Ncastellii
Ndairenensis

Sstipitis
Consensus

3121 3130 3140 3150 3160 3170 3180 3190 3200 3210 3220 3230 3240 3250
I I
ATCATTACGTTCTCARACTTTATACAGARCTGTTTCTGGATTTATGAATTATTCACGTGCTATTAAGCTTCTTTATCGTGTTGARAATCCTGATGTTGTTCARATGT TCGGTGGAARTACTGATAARTTG
ATCATTACGCTCTCARACTTTATATAGAACTGTTTCTGGGTTTATGARCTATTCACGTGCTATTARGCTTCTTTATCGTGT TGARARTCCAGATGTTGTTCARATGT TTGGTGGARATACTGATARATTG
TTCTCTARGATCCCARACAT TATACAGARCTGTGTCTGGTATGATGARTTATTCARGAGCTATCARRTTATTGTACCGTGTTGARARTCCTGARATTGTTCARATGT TTGGTGGTARCGCTGARGGTTTA
TTCTTTARGGTCACARACACTTTACCGTACAGTCTCAGGGTTTATGARTTACTCARGAGCCATTAARTTATTATATCGTGTGGARAATCCAGARATTGTTCARATGT TTGGTGGTARTGCTGARGGTTTA
ATCCTTARGATCACARACACTTTATCGTACTGTCTCTGGTTTCATGARTTACTCARGAGCTATCARGT TATTATATCGTGTTGARAATCCAGATATTGTTCARGCAT TTGGCGGTARCGCCGARGGTTTG
TICTTTGAGATCTCARACTTTATACAGARCTGTTTCTGGTATGATGAART TATGCARGAGCCATTARRTTATTATACCGTATTGARAATCCTGARGTTGTCCARATGT TTGGCAGTGATATCGARGGTCTT
ATCTTTGAGATCTCARACTTTATACCGTACTGTGTCAGGATTTATGART TACGCTAGAGCTATTAARTTATTGTACCGTGTTGARARTCCAGARTTGGTTCAGTATTTTGGAGGCGATCCAGARGGCTTG
CTCATTGAGATCGCAAACATTGTACAGAACTGTTTCTGGTTTCATGARCTACGCCAGAGCARTCARGTTATTGTACAGAGTGGARARTCCAGAGT TAGTACAATACT TTGGAGGAGATCCAGARGGTTTA
+TCttTaaGaTC,CARACat TaTAcaGaACLGT, TCLGGLET . ATGARL TActCaaGaGCLATLARaL Tat T, TRccGtgTLGARARTCCaGAa, TLGTECAaatgTTLGG, ghtaft .c  GRaggtt T,

?251 3260 3270 3280 3290 3300 3310 3320 3330 3340 3350 3360 3370 3380

|
GARCATGAAT TAGARAGGATGGCACGTAGGARATTCARATTTGACATATCARTGCAACGGTTCTTCARRTTTAGTARAGARGAAT TGGAGAATACGGAATTTCTTCTTCGTGCTTATCCAGATCTTCARA
GAACATGART TAGARAGGATGGCGCGTAGARAATTTARATTTGTTATATCAATGCAACGGTTTTTCARAT TTAGTARAGARGAGT TGGARRATACGGAATTTCTTCTTCGGGCTTATCCAGATCTTCAGA
GARRGAGAGT TRGARAAGATGTCCAGARGARAAT TCARGTACTTAGTTTCARTGCAARGATTAGCCARGT TTARRCCACATGART TGGARRATGCTGAATTTTTGTTARGAGCTTATCCTGACT TACARA
GAARGAGART TRGARAAGATGACARGARGARAGT TTARATTTTTGGTTTCCATGCARRGATTGGCTARRTTCARRCCTCATGART TGGARAATGCTGAATTCTTACTARGAGCT TACCCAGATTTACARRA
GAARGAGAGT TAGARAARATGACARGARGARAGT TCARATTTTTAGTTTCTATGCARAGACTAGCTARAT TTARACCACATGART TRGARAATGCAGAATTTTTGTTARGAGCGTATCCAGATTTACARRA
GAAAATGART TAGAARARATGACCAGARGARAATTCARGTATTTAGTCTCCATGCARARGATTARCTARAT TTARARCCTCATGARATGGARRATACTGAATTTTTGTTAARGAGCTTATCCTGATTTACAAA
GAATTAGCAT TAGARAAGATGGCTAGARGARAGT TCAGATTCATTGTTTCTATGCARRGATTAGCTARGT TCARARGATGATGARATGGARAATGCGGARTTCTTATTGAGAGCTTATCCAGATTTACARA
GAGTTAGCTTTGGARAAGATGGCCAGARGARAGT TTAGATTCTTGGTTTCGATGCARAGATTGTCCARGT TCARGGACGATGARATGGARAATGCTGARTTTTTGTTGCGTGCTTATCCCGACTTGCARA
GRaa,aGaalTaGARRagATG,C,aGaRGaARgTTcRaaTtttt ,gTLTC ATGCARaGat TagctARaTTtAaacc,cAtGAat TgGRaRATgCLGARTTLL Tgt TaaGaGlL TALCCaGALL TaCAaR

3381 3390 3400 3410 3420 3430 3440 3450 3460 3480 3490 3500 351?

1

TTGCATATTTGGATGAAGAGCCTCCGATGARCGARGGAGATGARCCGARARTATACTCTTCCTTGATCGATGGTTATTCGGAAART TATGGAAAATGGTARACGACGACCARAGT TTAGARTTCARTTATC
TTGCATATTTAGATGARGAGCCTCCGATGARTGARGGTGATGARCCGARRRTATACTCTTCTTTARTCGATGGTTATTCAGARART TATGGARAATGGTARACGACGGCCGAARTTTAGARTTCARTTATC
TTGCCTACTTGGATGAAGAACCTCCARTGARCGARGGTGATGARCCARGARTTTTCTCTGCTTTAATTGATGGTCACTGTGARATACTAGARAATGGTCGTAGACGTCCTARATTTAGAGTCCARTTATC
TTGCCTACTTGGATGAAGAARCCTCCATTARRTGARGGTGARGAACCARGARTTTATTCCGCTTTAATCGATGGTCATTGTGARATTCTAGAAARTGGTCGTAGACGTCCTARATTTAGAGTTCAATTATC
TCGCATACT TGGACGARGARCCACCTTTACATGAGGGAGATGARCCARGARTCTACTCCGCAT TARTAGATGGACAT TGTGAART TTTAGARAARCGGTCGTAGACGCCCTARATTCAGAGTTCARTTGTC
TTGCTTTCTTGGATGARGARCCTCCTTTARGAGARGGTGATGARCCARGGATCTTTTCTGCTTTARTCGATGGTCACTGTGARGT TCTAGARARTGGTCGCAGACGTCCTARATTTAGARTTCARTTATC
TTGCCTACT TGGACGARGAACCAGCCT TGARTGARGACGARGAACCARGAGTATACTCTGCTTTGATTGATGGTCATTGTGAGATGT TAGAAAATGGTAGACGTCGTCCTAAGTTTAGAGTTCAATTATC
TCGCCTACTTGGACGAGGAGCCTCCTTTGARCGARGARGARGAACCARGAGTGTACTCCGCTTTGATGGACGGCCACTGTGAGATGT TGGARARCGGCAGARGACGCCCTARGTTTAGAGTGCAATTGTC
TtGCcTacTTgGAtGRaGRaCCteC,tTgaa,.GRaGgt GALGARCCaAgaaTl . TacTCLglLTTaAT  GALGGLcAt TgtGRaaTt . TaGAAAALGGLcg. aGaCGLCCLARATTLAGAgTLCARTTATC

3470

3511 3520 3530 3540 3550 3560 3570 3580 3590 3600 3610 3620 3630 3640

I I
TGGTARTCCTATTCTTGGCGATGGTAARRGTGATARTCAGARTCATGCGATTATATTTTATCGTGGGGARTACATTCARCTCATTGACGCTARTCARGACARTTATCTGGAAGAATGTTTAARGATTCGT
TGGTARTCCTATTCTTGGCGATGGTAARAGTGATAATCAGARTCATGCARTCATATTTTATCGCGGTGARTACATTCAGCTTATTGATGCTAATCARGATARTTATCTGGAAGAATGCTTARARATTCGT
TGGTARTCCARTTTTAGGTGATGGTAARTCTGATARCCARARTCATGCTTTGATTTTCTACAGAGGTGARTACATCCARTTGATTGATGCTAATCARGATAATTATTTAGAAGAATGTTTGARGATTAGA
TGGTARTCCARTTTTAGGTGATGGTARATCTGATARTCAGARTCATGCCTTAATTTTCTACAGAGGTGAARTACATCCARTTARTTGATGCCARTCARGATARTTATTTAGAAGAARTGTTTGARGATTAGA
TGGTAATCCTATCCTGGGTGATGGTAARTCTGATARTCARARTCATGCTTTGATTTTCTATAGAGGTGAATATATCCARTTAATCGATGCTARTCARGATAATTATCTAGAAGAATGTTTGAARGATTAGA
TGGTARTCCARTTTTAGGTGATGGTAARTCTGATARCCARRRTCATGCTTTGATATTCTACAGAGGTGARTACATCCARTTAATTGATGCCARTCARGATARTTATTTAGAAGAATGT TTGARGATTAGA
TGGTARTCCARTTTTAGGTGATGGTAARGCTGATARTCARARTCACGCTCTTATTTTCCACCGTGGTGARTATATTCARTTGATTGATGCTAATCARGACARCTACT TGGARGAGTGTTTGAARGATTAGA
TGGTARTCCTATCTTGGGTGACGGTAARTCTGATARCCAGARTCACGCARTCATCTTCCACAGAGGTGAGTACATTCAGTTGATCGATGCTAACCAGGACAACTACTTGGARGAGTGTTTGARGATCAGA
TGGTAATCCaATLLTaGGLGALGGTAAALCTGATARLCAaAATCALGCLLT . ATLTTctAcaGaGGtGRaTAcATCCAAL T ,ATLGALGCLARLCAaGALARL TALL TaGARGAATGL TTgARgATLaGa

3641 3650 3660 3670 3680 3690 3700 3710 3720 3730 3740 3750 3760 3770
| |

TCGGTTTTAGCCGART TTGARGARATGACTCCTACAGAGGAGTCACCGTATARTCC--ARATGARATTTCGAGT------GCTACTART----CCAGTGGCTATTTTAGGCGCTCGRGARTACATTTTTT
TCGGTTTTGGCCGART TTGARGARATGACTCCTATAGARGAGTCGCCGTATARTCC-~-GARTGARGT TTCARGT ===~~-~GCTGCTART-~-~CCGGTGGCTATTTTAGGTGCTCGAGARTACATTTTTT
TCTGTTTTAGCTGART TTGARGART TAGATGTCGARCARGTTARCCCTTATAGCCCAGGTTTARGT TACCARGAT--CARGTAGCCARACAT-CCTGTTGCTATTGTTGGTGCTAGAGARTACATTTTCT
TCTGTACTATCTGART TTGARGARATTTATGCAGARCCTTTCARTCCATACATTCCAGGTATGARATATGAGGAR--CARRCARCARATCAC-CCAGTGGCCATTGTTGGTGCARGRGARTATATTTTCT
TCAGTTCTTGCTGART TCGARGAAT TAGATGCTGAACARATTGATCCATATATCCCGGGARTGARATACGAAGAR--CARGTARCTARCCAT-CCAGTTGCTATTGTCGGTGCARGAGARTATATTTTTT
TCTGTTTTAGCTGART TCGARGATATCTCARGAGARCCATTGARTCCATATGTCCCTGGTGTCACTTATGARART--CARTTCARTARCCAT-CCTGTTGCCATTGTGGGTGCARGAGARTATATTTTCT
TCTGTGTTGTCTGART TCGAAGAAT TGARTGTTGAACATGTTARCCCATACGCGCCARACT TGARGARTGATGARARTGGT TCGCCARCGACGCCTGTCGCTATTTTAGGTGCTCGTGARTATATTTTCT
TCTGTTTTGGCCGAGT TCGARGART TGARTGTAGAGTACGTARRCCCATACGCTCCCARCT TGARGTCCGACGARTCCARGAAG-~ARGGAC-CCCGTAGCCATATTGGGTGCTAGAGAGTACATTTTCT
TCLGTetTagCtGRaTTcGAAGAALT., .atg. .gaacaagt .aa.CCaTAta, .CC.gg. . Tgha tatgaagaa. .caagtaac Afl.ca, .CC.GT.GCLATLgT . GGLGCLaGaGAaTALATTTTeT

3771 3780 3790 3800 3810 3820 3830 3840 3850 3860 3870 3880 3890 3900
1
1

CAGARRATATAGGTGTTTTGGGTGACGTAGCTGCAGGGAARGARCARACTTTTGGARCATTGTTTGCACGTACTTTAGCACAGATCGGCGGARRGCTTCATTATGGTCATCCTGATTTCTTGARTGGTCC
CGGARAATATAGGTGTTTTGGGTGACGTAGCTGCAGGARARGARCARACTTTTGGARCATTGTTTGCTCGTACTTTAGCTCAGAT TGGAGGGARGCTTCATTATGGTCATCCTGATTTCTTGARTGGCCC
CGGARAACTCTGGTGTTTTAGGTGATATTGCTGCCGGTARRGARCARACTTTTGGTACATTATTTGCCCGTACTTTGTCGCARATTGGTGGTARGTTACATTATGGTCATCCGGATTTCATTARTGCARC
CCGARRACTCTGGTGTTCTTGGTGATGTTGCTGCTGGTARRGARCARACTTTTGGTACATTATTCGCTCGTACTCTATCACAART TGGTGGTARATTACATTATGGTCATCCGGATTTCATTARTGCTAC
CTGARAATTCTGGTGTCTTAGGTGATGT TGCAGCTGGTAAGGARCARACTTTTGGTACTCTTTTTGCCCGTACTTTGTCTCAARTTGGTGGTARATTACATTATGGTCATCCGGATTTCATTARTGCTAC
CTGARAACTCTGGTGTTTTAGGTGATGTCGCTGCTGGTARRGARCARACTTTTGGTACATTATTTGCTCGTACTTTAGCCCARATTGGTGGTARATTACATTATGGTCACCCGGATTTTGTARATGCAARC
CTGARAATTCAGGTGTTTTAGGTGATGTGGCTGCTGGTARAGARCARACATTTGGTACGTTATTCGCARGARCTTTAGCTCARATTGGTGGTAAGTTACATTATGGTCATCCTGATTTCTTGARTGCTAC
CCGAGAACTCAGGTGTGTTAGGTGATGTTGCTGCTGGTARGGARCAGACTTTCGGTACTTTGTTCGCCAGARCCTTGGCTCAGATTGGTGGTARATTGCATTATGGTCATCCTGATTTCTTGARTGCTAC
C.GRaAActctGGTGTLLTaGGTGALgTLGCLGCLGGLARAGARCAaACL TTLGGLACAL TaTTLGE .cGLACLLTagl .CAaATLGGLGGLARAL TaCATTATGGTCALCCEGATTTe, T ARTGetal
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3980

3901 3910 3920 3930 3940 3950 3960 3970 3990 4000 4010 4020 4030
1 1

TTTTATGACTACTAGAGGAGGTGTTTCAAAGGCTCARAAGGGTTTACACCTCARTGARGATATATATGCCGGCATGACTGCATTACTTAGAGGCGGTCGTATTARGCATTGTGARTATTATCARTGTGGA
TTTTATGACTACTAGAGGGGGTGTTTCARAGGCTCAGARAGGTTTACATCTCARTGARGATATATATGCTGGCATGACTGCATTACTTAGAGGCGGCCGTATTARGCATTGTGAATATTATCAGTGTGGA
TTTCATGACTACARGAGGTGGTCTGTCTARGGCTCARAARGGTTTACATTTGARTGARGATATTTACGCTGGTATGARCGCTCTATTGCGTGGTGGTCGTATTARGCATTGTGARTATTATCARTGTGET
ATTTATGACAARCCAGAGGTGGTGTTTCTARGGCTCARARGGGGT TACATTTGARTGARGATATTTACGCTGGTATGARTGCCATGTTGCGTGGTGGTCGTATTARGCATTGTGARTATTACCARTGTGGT
TTTCATGACARCTAGAGGTGGTGTTTCCAAGGCTCARARGGGATTACATTTARATGARGATATTTACGCTGGTATGARCGCCATGTTACGTGGTGGTCGTATTARGCATTGTGARTATTATCARTGTGGT
TTTCATGACTACARGAGGTGGTGTTTCTAARGCTCARAARGGTTTACATTTGAATGARGATATCTACTCCGGTATGARTGCTTTGCTGCGTGGTGGTCGTATTARACACTGTGAATATTATCAGTGTGET
CTTCATGTTCACTAGAGGTGGTGTTGCCARGGCACARARGGGATTACATTTAARTGARGATATTTATGCTGGTATGACTGCTATCATGAGAGGTGGTCGGATCARACATTGTGAATACTATCARTGTGET
CTTCATGTTTACCAGAGGTGGTGTTTCGARGGCCCARARGGGTTTGCATTTGAACGARGATATCTACGCTGGTATGACTGCCATGTTGAGAGGTGGTARGATCARGCACTGTGAGTACTACCAGTGTGET
tTTcATGactAC,AGAGGLGGTgTELC , ARgGCLCAaARgGGL TTaCALL TgARLGARGATATEL TAcgCLGGLATGAALGE , aTgt TgcGLGGLGGLcgt ATLARgCALTGTGAATALTALCAATGTGGE

?031 4040 4050 4060 4070 4080 4080 4100 4120 4130 4140 4150 4151.)

ARAGGTCGTGATCTTGGATTCGGGTCTATTCTARRTTTCACTACARAGGT TGGARCTGGARTGGGTGARCARATGCTTTCTAGAGARTATTATTATCTTGGCACGCARCTTCCACTGGATAGGTTTTTAT
ARGGGTCGTGATCTTGGATTTGGTTCTATTTTARATTTTACTACARAGGT TGGCACAGGARTGGGTGARCARATGCTTTCTAGAGARTATTATTATCTTGGCACGCARCTTCCACTGGATAGGTTTTTGT
ARRGGTAGAGATTTAGGTTTTGGTACTATTTTAAATTTCACTACCARGAT TGGTGCTGGTATGGGTGARCARATGCTTTCCCGTGARTATTATTACTTAGGTACTCAGTTGCCARTCGATCGTTTCTTAT
AARGGTAGAGATTTAGGTTTCGGTACARTTTTGARTTTCACARCAAAGAT TGGTGCCGGTATGGGTGARCAGATGCTATCCCGTGARTACTATTATTTAGGTACTCARTTACCAATTGATCGTTTCTTGT
ARRGGTAGAGATTTAGGTTTTGGTACGATTTTGAACT TCACARCAAAGAT TGGTGCTGGTATGGGTGARCARATGTTATCTCGTGARTATTATTATTTAGGGACTCARTTACCARTCGATAGATTCCTAT
ARGGGTAGAGATTTAGGTTTTGGTACGATTTTARATTTCACTACCARGAT TGGTGCTGGTATGGGTGARCARATGCTTTCCCGTGARTACTATTATCTAGGTACTCARTTGCCARTCGATCGTTTCTTAT
ARAGGTAGAGATATGGGTTTTGGTTCTATTTTGARTTTCACARCTARGAT TGGTGCTGGTATGGGTGARCARATGTTGTCTCGTGARTACTACTACTTGTCCACTCAGTTGCCATTAGATCGTTTCTTAT
ARAGGTAGAGATATGGGTTTCGGATCCATCTTGARTTTCACCACCARGAT TGGTGCTGGTATGGGTGARCAGATGTTGTCGAGAGARTATTACTATTTATCTACTCAGT TGCCATTGGACCGGTTCTTGT
ARaGGTaGaGATLTaGGLTTEGGLaC . ATLLTgARLTTCAC . AC  ARGATTGGLgCLGGLATGGGTGARCAAATGET TC,cGLGARTALTALTALL Taggt ACLCAat TgCCAaT .GAtcGLTTetTaT

4:181 4170 4180 4190 4200 4210 4220 4230 4240 4250 4260 4270 4280 4290

1
CGTTTTATTATGCGCATCCTGGATTTCATATCARTAATCTTTTTATTATTCTTTCGGTACARTTACTCATGATTGTTATGATARATTTGGGATCARTGTATARTATTTTGCTTATATGTAGGCCTCGTCG
CGTTTTATTATGCTCATCCTGGATTTCATATCARTAATCTTTTTATTATTCTTTCGGTACARTTACTTATGATTGTTATGATARATTTGGGATCARTGTATAATATTTTGCTTATATGTAGGCCTCGTCG
CTTTCTACTATGCGCATCCTGGTTTCCATTTARRCAATTTATTTATTCARTTATCTTTACARATGTTTATGTTGACCTTAGTTARTCTARACTCTTTGGCTCATGARTCCATTATTTGTATTTATGATAG
CATTCTATTATGCGCATCCTGGTTTCCATTTGAATARTTTGTTTATTCARCTTTCTTTGCARATGTTCATGTTARCTTTGGTTARTCTACATGCTTTGGCTCATGARTCCATTATTTGTCTATATGATAG
CCTTTTACTATGCACATCCTGGGTTCCATTTGARTAATTTATTCATTCARTTATCTTTACARATGT TTATGCTARCTTTGGTCARTATGCATGCTCTAGCTCATGARGCTATCATCTGTTTATACGACAG
CTTTTTACTATGCTCACCCTGGTTTCCATTTGARTAATTTTTTCATTCARTTGTCCTTACARTTATTTTTATTIGGCTTTAGTTARTATGCACTCATTAGCCCACGARTCTATTTTICTGTATTTATGATAG
CGTTCTACTATGGTCATCCAGGTTTCCACATTAATAATATGTTTATTCARTTGTCATTACARGTTTTCATGTTGGTTTTAGCTAARCTTGARTTCTTTAGCCCATGAGTCCACCTTCTGTATCTATGATAR
CATTTTACTATGGACATCCAGGTTTCCACATTAACARTCTTTTCATTCAGTTGTCTTTIGCARGTTTTCATTTTGGTATTGGCCARCTTGAGTTCTTTGGCCCACGARTCGATCATATGTTACTACARCAG
C.TTETACTATGe ,CALCCLGGLTTcCALLT . ARLARTET  TTEATTcaat T, TCLLTaCAR, T, tTtaTgt Tggctt TggttAft . Tg, attCitTggeteAtgaatc, attal  TGTat ,tatgatag

4110

7291 4300 4310 4320 4330 4340 4350 4360 4370 4380 4390 4400 4410 442?
AGGACARCCTATAACAGATCCATATCTTCCGGTGGGATGTTATTCTATTGCTCCTGTACTTGATTGGATARAGCGTAGTATTATTTCTATATTTATCGTCTTCTTTATTGCATTTATACCCTIGGTTGTT
AGGACAGCCTATAACAGATCCATATCTTCCGGTGGGGTGTTATTCTCTTGCTCCTGTACTTGATTGGATARAGCGTAGTATTATTTCTATATTTATCGTTTTTTITTATTGCATTCATACCCTIGGTTGTT
ARATARGCCTATCACAGATATTTTATATCCARTTGGTTGTTACARTTTATCTCCTGTTGTTGATTGGGTTAGACGTTATACCTTATCTATTTTCATTGTTTTCTGGATTGCTTTCGTTCCTATTGTTATT
ARATARGCCARTTACAGACGTTCARTATCCTTTGGGTTGTTACARTCTAGCTCCAGTCARTGATTGGGTTAGACGTTATACTTTATCTATTTTCATTGTCTTCTTTATTGCCTTTGTTCCARTTATTGTT
ARATAGACCARTTACCGATGTTTTATATCCARTTGGTTGTTACARTTTCTCCCCTGTTAATGATTGGGTTAGACGTTATACACTATCAATTTTCATTGTCTTCTTTATTGCCTTTATTCCTATTATCGTA
ARATARACCARARACCGATGTTTTATATCCARTTGGATGCTACARTTTACARCCTGTTGTTGATTGGGTGAGACGTTATACCTTGTCTATTTTCATTIGTTTTCTGGATTGCARTTGTTCCTATTATCGGT
GARCARGCCAGTTACAGACCTTTTGCTTCCATATGGTTGTTACARTTTTGACCCTGCTGTTGATTGGATTAGACGTTATACTTTGTCTATTTTTATTIGTTITCTTCATTITCTTTCATTCCCTTARTTGTC
AGACTCTCCTATCACCGACATCATGTTCCCATTCGGCTGTTACARCTTGTCTCCAGCTGTTGACTGGACCAGACGTTATACATTIGTCARTTTTCATTGTICTTTITCATTTCCTTICATTCCTTIGGTTGTG
aaataa.CCaat . ACaGAt .ttttatatCCa, ttGGLTGLTAcaattT, .ctCCLGLLgt TGALTGGgttAgaCGTLaTAc LT TCLATETTCATEGTETTeTL ATTgC  tTeaTeCltaTtaltgtt

4421 4430 4440 4450 4460 4470 4480 4490 4500 4510 4520 4530 4540 4550
1

1
CARGAATTGACTGARAGGGGAGTATGGAGGGCTTCTACACGGCTTGCCARACATTTTGGTTCTTTATCTCCTTTATTCGARGTGTTTGTTTCTCAARTCTATGCCARTTCTTTGCTTCARAATCTTGCAT
CAAGAART TGACTGARAGGGGGGTATGGAGGGCTTCTACACGACTTGCTARGCATTTTGGTTCTTTGTCTCCTTTATTCGARGTGTTCGTTTCTCARATCTATGCTARTTCTTTACTTCAGAATCTTGCAT
CARGARTTGATCGARCGTGGTGTTTGGARAGCARCTGTGAGAT TCTGTCGTCACTTATTGTCTTGGGCTCCTGTTTTTGAAGTTTTTGCTGGTCARGTTTATTCTTCAGCTATTTTCACTGATTTARCTG
CARGARTTARTTGARCGTGGTTTATGGARGGCARTCTTARGATTCTTCCGTCATTTATTATCATTATCTCCARTGT TCGARGTGT TTGCAGGTCARATCTATTCCTCTGCGT TARTGAGTGATTTARCAG
CAAGAATTAATTGARCGTGGTTTATGGARGGCTACTCTTAGATTTTTCCGCCATTTGCTATCGTTATCCCCARTGTTTGAAGTTTTTGCAGGTCAARTTTATTCCTCTGCTTTIGTTARGTGATTTARCTG
CARGARTTGATTGAGCGTGGTTTATGGARAGCARCTCTTAGATTCTTCCGTCARTTATTATCTTTATCACCAGTCTTCGARGTTTTCGCTGGTCARRTTTATTCGGCTTCATTGTTGAGTGATTTGACAG
CARGAGTTARTTGARAGAGGTGTATGGARAGCGACGCARAGAT TTGTTCGTCATATCCTTTCTTTGTCCCCARTGTTCGAAGTTTTCGTTGCTCAARTTTATTCTTCATCGTTATTCACTGACTTARCAG
CAAGAATTGATCGARAGAGGTGTCTGGARGGCATTCCARAGATTCGTTCGCCACTTTATCTCATTGTCACCARTGTTCGAARGTCTTCGTTGCCCAARTCTACTCTTCCTCGGTTTTCACTGATTTGACTG
CARGAaT TgAttGRacGtGGtgTaTGGAaghCaactctaabat Tecttecgt CALLT, .t . TCETLatC,.CCaaTgT TcGARGTLT TeGetggt CARATLTALLC ,tettC LT LT a.tgAttTaaCag

7551 4560 4570 4580 4590 4600 4610 4620 4640 4650 4660 4670 4680

I
TCGGTGGTGCTCGATATATTGGARCTGGTCGTGGATTTGCCACTACTAGARTTCCATTTTCAATTCTTTTTTCARGAT TTGCTGGCGCGTCTATATACTTGGGTTCTCGTACCCTTATTATGCTTTTATT
TTGGTGGTGCTCGATATATTGGTACTGGTCGTGGATTTGCCACTACTAGARTTCCTTTTTICGATTCTTTITTTCARGAT TTGCCGGTGCATCTATATATTTGGGTTCTCGTACCCTTATTATGCTTTIGTT
TTGGTGGTGCTCGTTATATTTCTACTGGTAGAGGTTTCGCARCAGCTCGTATTCCATTTTICARTTTTATATTCGAGGT TTGCTGGTTCTGCTATCTACTTAGGTGCTAGATCTTTATTCATGTTGTTGTT
TTGGGGGTGCACGTTATATTGCCACAGGTCGTGGTTTTGCTACTTCTCGTATTCCATTICTCARTTTTATACTCARGAT TTGCAGGTTCTGCARTTTATATGGGTGCARGATCARTGTTAATGTTATTATT
TAGGTGGTGCTCGTTATATTGCGACAGGTCGTGGTTTTGCCACTTCTCGTATCCCATTTTCCATTTTATATTCARGAT TTGCCGGATCCGCTATCTATATGGGTGCTAGATCGATGATARTGTTATTATT
TGGGTGGTGCACGTTATATTTCTACTGGTAGAGGTATCGCCACTGCACGTATTCCATTCTCAATTCTTTACTCCAGAT TTGCTGGTTCTGCAATCTATATGGGTTCGAGATCGTTATTGATGTTGTTATT
TTGGTGGTGCTAGATACATCTCCACCGGTAGAGGTTTTGCTACTTCGCGTATTCCATTTTCARTATTATATTCACGTTTTGCTGATTCATCTATTTACCTAGGTGCARGATCARTGTTGATTATTGTATT
TAGGTGGTGCTAGGTATATTTCTACAGGTAGAGGGT TTGCARCTTCCAGARTTCCATTCTCGATTTTGTACTCTCGTTTCGCTGACTCTTCCATCTATATGGGTGCCAGATTGATGTTGATCTTGTTGTT
T.GGLGGTGCLcGLETALATLLCLAC ,GGTaGaGGLL TEGE . ACLLCEcGLATLCCATTLTCaATEL TaTat TCaaGaT TLGCLGgtCtgltATcTALaTgGGTgl . aGatc, aTgt T ATgLT LTalT

4630
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4800 4810
1

7881 4630 4700 4710 4720 4730 4740 4750 4760 4770 4780 4730

T-GCGACGGTTACARTGTGGATACCTCATTTAGTGTACTTTTGGGTTTCAGTATTGGCCCTTTGTATA-TCTCCATTTATCTTTARTCCACATCAARTTTTCATGGACAGATTTTTT-CGTGGATTATAGG
T-GCGACGGTTACGATGTGGATACCTCATTTAGTGTACT TTTGGGTTTCAGTATTGGCTCTTTGTATA-TCTCCATTTATTTTTAARTCCACATCARTTTTCATGGACAGATTTCTT-TGTGGATTATAGG
TAGT-ACTATCGCACATTGGCARGCTCCATTATTATGGTTCTGGGCTTCTTTA-AGTGCTTTGATGTGGGCTCCATTTGTTTTCARCCCTCATCAATTTGCTTGGGARGATTTCTT-CTTAGATTACAGA
TGGT-ACTGTGGCTAATTGGARTGTTTGTCTATTATGGT TCTGGGCATCCTTA-ACTTCATTACTATTCTCTCCATTCATTTTCARTCCTCATCARTTTTCGTGGCARGATTTCTT-CTTAGAT TACAGA
TGGTTACAGTTGCCARTTGGARTGTTGCATTGCTTTGGT TCTGGGGTTCTTTGTACAGCATTATTATTTTCACCATTTATTTTCARTCCTCATCARTTTTCATGGCARGATTTTTTTCTTGGAT TACAGA
CTGT-ACARTTGCTCATTGGCARTCTCCATTATTATGGTTTTGGGCATCTATA-TGTTCGCTGATGTGGGCTCCATTTATATTCAATCCACATCARTTTGCATGGGATGATTTTTT-CTTAGATTATAGA
TGGT-TCCGTTTCTCACTGGCARGCACCATTATTATGGT TCTGGGCATCATTG-TCTTCGTTARTGTTCTCACCATTTATTTTCAARCCCCCATCAATTTGCGTGGGARGATTTCTT-CATTGATTACCGT
TGGC-TCTGTTGCACACTGGCAGGTTCCATTGTTATGGT TCTGGGCCTCATTG-TCTTCTTTGATGTTCTCGCCATTTGTATTCAARCCCCCATCARTTCGCCTGGGARGACTTCTT-CATTGACTACCGT
tghGt.aC.gTegl. . catTGGcaagetecat Tat TaTggT TeTGGGe. TC . tTa bette tT, aTgTt ,LCLCCATTLATETTcARLCC . CATCAATTLgC, TGGgaaGALTTeT T, ctT.GALTAcaGa

4811 4820 4830 4840 4850 4860 4870 4880 4890 4300 4910 4920 4930 4940

1 1
GARTTCATTCGTTGGTTATCTCGTGGTARTTCTAGATCACACGCARATTCTTGGATTGGTTATTGTCGTTTATCTAGAACTAGGATARCCGGGT TTARACGAARAGCACTCGGGCARCCATCAGARAAGC
GARTTTATTCGTTGGCTATCCCGCGGTARCTCTAGGTCACATGCAAATTCTTGGATAGGTTATTGTCGTTTATCCAGAACTAGGATAACTGGGT TTARACGARRAGCACT TGGGCAGCCATCAGARRAAC
GATTTCATTAGATGGTTATCTAGAGGTARCARCCARTACCATAGAAATTCATGGATTGGTTATGTTAGARTGTCAAGATCGCGTGTTACTGGTTTCARACGCARGTTAGTTGGTGATGARTCTGARRAGG
GATTTCATCAGATGGTTATCARGAGGTARCAGCARATATCATARGAATTCTTGGATTGGTTATATTAGARTGTCAAGATCTCGTATTACTGGGT TTARACGTARATTGACCGGTGATGARTCAGARRAGG
GATTTTGTTAGATGGCTATCGAGAGGTARTGGTARATATCACAGGAATTCATGGATTGGTTATGTARGAATGTCAAGATCARGARTAACCGGTTTCARACGTARATTACTTGGAGATGAATCTGARAAAG
GATTTTATTAGATGGCTATCCAGAGGTARTGCCARATACCATARGAACTCTTGGATAGGTTATGTTARGTCATCARGATCTCGTGTTACTGGTTTCARACGTARATTGATTGGTGTCGARTCTGARAARRG
GATTTTATTAGATGGTTATCTCGTGGTARCACCARATGGCACAGARACTCATGGATTGGTTATGTTCGTCTTTCARGATCACGTATTACTGGT TTCARGCGTARGT TARTTGGTGATGATTCCGAGARGA
GACTTCATTAGATGGTTGTCGAGAGGTARCACCARGTGGCACAGAAACTCGTGGATTGGATATGTCAGACTTTCAAGATCGCGTGTTACCGGTTTCAAGCGTARATTAACTGGTGACGTGTCTGARAAGG
GAtTTtaTtaGaTGGLTaTC,abaGGTARcaccaaala, CAtagafALTC, TGGATLGGLTATgtaga. b, TCaAGALL .cGtaTtACLGGLTTcARaCGLARattaattGGtgatgaaTCtGAaRAgg

4941 4950 4960 4980 4990 5020 5030 5040 5050 5060 5070
1 |

TTTCAGGAGATATTCCTAGAGCCGGATTTAGTARTGTTTTTTTTAGCGARGT TATTGGGCCARTGATCTTGGTACTTTTATCACTTGTTCCATATTGTTTTATARATTCACGGCCTGGATTTGAGCCATT
TTITCAGGAGATATTCCTAGAGCTGGATTTAGTAATGTTTTTTTTAGTGARGTCATTGGACCARTGATCTTGGTACTTTTATCACTTGTTCCATATTGTTTTATARATTCACGGCCTGGATTTGAGCCATT
CTGCTGGTGATGCTCATAGAGCTCACAGAACARACT TGATTGCTGGTGARATTATTCCATCTGCCATTTATTGTGCTGGTTGTTTCATTGCATTTACTTTTATCAATGCTCARACTGGTGT TA==m=mmm
GAGCTGGTGACGCTAGTAGGGCACACCGTATTAATTTARTATTAGGTGARGTCTTCCCATGTACCGTTTATGCTGCTGGGTGTTTTATTGCTTTTACATTTATTARCGCTCARACAGGTGT TA====mmm
CTGCCGGAGATGCARGTAGAGCACATAGAATARATCTARTATTAGGTGARTTGATCCCATGTGCGGTATATGCAGCAGGGTGTTTCATTGCCTTTACTTTTATTARCGCCCARACGGGTGTCA===——=m
GTACCGGTGATTCTGCARGAGCTCATAGATCAAATGTTATCTCCTCTGARATCATTCCTTGTGCACTTTATGCTGCTGGCTGTTTCATCTCATTCACTTTTATTARTGCACARACTGGTGT TC==~
GCGCTGGTGATGCTACARGAGCTCATAGATCGAATGTTTTCTTCGCTGATTTCTTGCCATGCTTGATTTATACGGCTGGTTTGTTTGTTGCTTACACTTTCATTAATGCCCARACAGGTGTTTAT—====
ATGCTGGTGACGCTTCGAGGGCTCACAGATCCARTATCTTGTTTGCTGACTTCATCCCARCTCTTATCTATACCGCTGGTCTTTTCGTCGCCTACACCTTTATTARTGCTCARACTGGTGTTACTARATA
.tgltGGtGAtget . ctAGaGltca, agaac AAL, T . aT . tt ggtGAa, Tcal, ccatgt.c.aTtTatge.getgg.tgttTealtgl, Tetact TTEATLAAtgC .CaaaltGhtgTta, coaea.

4970 5000 5010

?071 5080 5090 5100 5110 5120 5130 5140 5150 5160 5170 5180 5190 520?
Cm==mm=me=GGTARATCARATCCCGCTARRAATGGATCARATCCTTTGATCCGTATTGCARTTGTGTCAT TTGCGCCGATCTGTGT TAATGCARTGGTTGCCTTTGTGTTTTTCGGTATGGCGTGCTGT
C-====-———GGTARATCGARTCCCGCTARRRATGGATCARARTCCTTTGATTCGTATTGCAATTGTGTCATTTGCGCCGATCTGTGT TAATGCARTGGTTGCCTTTGTGTTTTTCGGTATGGCGTGLTGT

ARRCARCTGATGATGACAG---AGTARACTCTGTTGTGCGTATTATCATTTGTACAT TGGCTCCTATTGCTGTTARTTTAGGTGTCTTATCCTICTGTTTAGGTATGTTATGTTGT
=mmmmm=AGACTACACATGACGATAG---AGTARACTCAGTATTACGTTTARTCATCTGTACCT TAGCTCCTATTGGTATTGACATGGCAGTTCTATTGATGTGCCTGGCGATGTCTTGTTGC
GTACARCTGATGATGATAG---AGTTARTTCAGTCCTACGTCTGATTATCTGTACTCTTTGTCCARTTGGTCTARACATGGCTGTTTTACTGTTCTGTGTTAGTATATCTIGTTGT

= AGCCACCGARGATGAGCG-~~CGCARACTCTACAT TARGAT TCATTATTTGTACTGT TGGTCCTATCGCAGTCAATGCCGGCACTTTATTGATTIGTATGGCATTATCTTGTTGC

Ndair
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GAAGATCCACAGGARGTC ~==AATTCTGTATTARGACTTGTTATCTGTGCTTTAGCCCCTGTTGTCATTGATCTTGGATGTTTGGCTGTTTGTCTTGGTATGGCTTGTTGT
CTCATTTGACGTTGACGGTTCARARGACGTCCTGCCTGTCARCTCTACCCTTAGAGTTGTCATCTGTGCTTTGGCTCCAGTGGTTATTGACATGGGTATCTTGGCCGTCTGCGTTGGATTGGCTIGTTGT
essescsessscseesdd.C.AC, . a.6atga.ag.. . agtaffictltgt, Tacht . Ttat .ATctgtalttT . gectCltaltg.t . Ttaft .t gg.gttttatt, . T.Tgt . T.ggtalgtct TGLTGL

5201 5210 5220 5230 5240 5250 5260 5270 5280 5290 5300 5310 5320 5330
1 I

ATGGGTCCARTTTTARCTATTTGTTGCAAGRAATTTGCAGCTGTTTTAGCGACTATTTCTCACGCARTAGCTGTARTARTCTTGGTGACATTTTTTGARGTTTTATGGTTTTTAGAARGGATGGTCTTTCT
ATGGGTCCARTTTTARCTATTTGTTGCARGARATTTGGGGCTGTTTTAGCGACTATTTCTCACGCARTAGCTGTARTARTCTTGGTGACATTTTTTGAAGTTTTATGGTTTTTAGAAGGATGGTCTTTCT
TCAGGTCCATTGTTTGGTATGTGTTGTARARAGACTGGTTCTTCTATGGCTGGCTTTGCACACGGTGTTGCAGTTGTTATTCATTTARTTATGTTTATCGTCATGTGGGTATTTGAAGGTTTCCATTTCA
TCCGGTG---TATTAGGTATGTGTTGCARGAGARCTGGTGCAGTGATGGCTGCARTTGCCCATGGTACTGCTGTCATTGCACATGTTGGTTTCTTTATTGTTATGTGGGTCCTTGARGGTTTCARTTTCA
TCARATGCATTATTAGGTATGTGTTGTARACGTACARGCGCARCCT TGGCAGCTTTTGCCCATGGGGTAGCAGT TATTGGGCATGTAGGGTTTTTCATCGTCATGTGGGTCCTTGARGGATTTARTTTCA
TCGGGTCCTTTGTTTGGTTTATGT TGTARGAGARCARGTGCTGCAT TAGCTGCCATTGCCCATGGTGTGTCTGTTATTGTATATTTGGGTACCTTTATTATTATGTGGGTTTTAGARGGTTTTGATTTTA
GCAGGTCCATTATTGGGTATGTGTTGTAAGARAACTGGTGCTGTTATTGCTGGTGTCGCACACGGTGTCGCAGTTATTGTCARCTTARTTTTCTTTGTCGTCATGTGGGTTTTAGAAGGTTTCGTTTTCG
GCTGGTCCTTTATTGGGARTGTGCTGCARGARGACAGGTGCTGTCATTGCTGGGGT TGCACACGGTGGTGCTGTCATTGTTCACATTGTCTTCTTCATCGTGATGTGGGTATTGGAAGGTTTTGTATTTG
tc.gglecatTalT, ggtalglGLTGLARgaaaactggtgltet .al GCtge, . Tegl .CAcGgtgt .gltGTtaltgt .cat T .g.tttecTTtategl . aTgTGhgT LT GARGGETE, ,atTTca

5331 5340 5350 5360 5370 5380 5390 5400 5410 5420 5430 5440 5450 5460
1

1
CTARARCTATTTTAGGATTAGTTACTATGATATCTCTTCARCGAGCTTTCTTARAGATATTAACARTARTGATTCTTACTCGTGAATTTARGCATGATGGGTCCAATTTGGCATGGTGGACGGGACGATG
CTARARCTATTTTAGGATTAGT TACTATGATATCTCTTCARCGAGCTTTICTTARAGATGTTARCARTARTGATTCTTACTCGTGAATTTARACATGATGGGTCCAATTTGGCATGGTGGACGGGACGATG
CAAGAGGTTTACTTGGTACGATCACATGTATTCARATTCARAGATTGATTTTCATGTGCATGTCTACGTTCTTATTGACTCGTGAATTTARGARTGATCATTCARATACAGCTTTCTGGACTGGTARATG
TAAGAATGTTGATGGGTGTCATTGCTTGTATACARTGCCARAGATTTATCTTCCARTGTACCACTGTGTTCTTACTARGTCGTGAATTTARACATGATCATGCCARCACTGCCTTCTGGARCGGTCARTG
TTAGARTGT TARTGGGTGTGATTGCCTGTATCCARTGTCARAGATTTATTTTCCARTGTACTACAGTTCTGT TATTATCACGTGAATATARGARTGATCATGTARATACAGCATTTTGGTCAGGTARATG
CARGARTGT TARTAGGTATTGTTGCTTGTATCCARGCTGARAGATTGATCATCCARTGCATGACTGTCCTTTTATTGACTAGAGAACARARACATGATTCTGCARACACTGCTTTCTGGGCAGGTAGCTG
CARRAATGTTGTTAGGTGTTATTACTATGATTTACATTCARAGATTATTATTTARATTCTTAARCCTTATGTTTCT TGACARGAGAATTTARGARTGACARAGCTAACACTGCCTTCTGGACTGGTARGTG
CCAGARTGTTATTGGGTTTTGCTACTATGATCTATATTCAGAGACTATTGTTCARATTCTTGACCTTGTGCTTCTTGACCAGAGAATTTARACACGACARAGCCARCACCGCTTTCTGGACTGGTARGTG
cafighatgtTa,.T,.6G6t .t attaCttgtAT . caa.ttcRaaGitt .al . tTcaaatgcat. aC, .ttt tTatTgactcGtGAAtLLARacALGAL ,atge . ARcac,.GC, TecTGGac,GGtaaalG
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PcariniiGlucan
Prurina
Tphaffii
Ncastellii
Ndairenensis
Tphaffii2
Dhansenii
Sstipitis
Consensus

PcariniiGlucan
Pnurina
Tphaffii
Ncastellii
Ndairenensis
Tphaffii2
Dhansenii
Sstipitis
Consensus

Ndairenensis
Tphaffii2
Dhansenii
Sstipitis
Consensus

PcariniiGlucan
Pnurina
Tphaffii
Ncastellii
Ndairenensis
Tphaffii2
Dhansenii
Sstipitis
Consensus

PcariniiGlucan
Pnurina
Tphaffii
Ncastellii
Ndairenensis
Tphaffii2
Dhansenii
Sstipitis
Consensus

PcariniiGlucan
Pnurina
Tphaffii
Ncastellii
Ndairenensis
Tphaffii2
Dhansenii
Sstipitis
Consensus

5480 5490 5500 5510 5520 5530 5540 5550 5560 5570 5580 5590

1
GTATAGTARTARTTTAGGTGTTTATGCTATGTCTCARCCTGCCCGAGARTTTGTTTGCAARGTTATAGAGTTATCTCTTTTTGCTGCCGATTTTTGTCTTGGACATTTGTTGTTATTTATTCTAACACCT
GTATAGTARTARTTTAGGTGTTTATGCTATGTCTCARCCTGCCCGAGARTTTGTTTGCAARGTTATAGAGT TATCTCTTTTTGCTGCCGATTTTTGTCTTGGACATCTATTGTTATTTATTCTAACACCT
GTACGGTTCCGGTATGGGTTACAGTGCTTGGACTCARCCTTCTAGAGARTTATGTGCTAAGGTCATTGARATGTCGGAATTTGCTGCTGATTTCGTTTTGGGCCACATTCTTCTATTCTGTCARGCTCCA
GARTAGTA=-----ATGGTATGC----ATTGGACTCARCCARCARGAGAGT TCCTGGCTAAGGTTATTGAATTGTCTGARTTTGCTGCCGATTTCGTGCTAGGTCACATCATCCTATTCTGTCARTTACCA
GARCAGTA-----ATGGGGTAR----CTTTCAGCARTTTGTTCAGAGARTATATTGCARARGTGT TAGAGT TATCAGAATTTGCTGCAGATTTTGTTTTAGGTCATGTTATTTTATTCTGCCARTTACCT
GTCCACCGCAGGTTACGGTTCTTTATCGTGGGCCGARCCATTTAGAGARTACATTGCCAARGTGATTGARRTGTCTGAATTTGCAGCTGATTTTATTTTAGGTCATACGTTARTGATTTGTCARTTACCA
GTATGGTTCTGGTTTAGGTTACATGGCCTGGACTCAGCCAGCTCGTGARTTCTGTGCARAGACCATTGARARTGTCTGARTTTGCAGGTGACTTTATCTTGGCTCATATCATCTTATTCTGTCARTTGCCA
GTACGGTACTGGTATGGGCTGGATGGCATTCACTCARCCAGCTCGTGARTTCTGTGCTAAGATCATTGARARTGTCTGAGT TTGCGGGCGACTTCGTCTTGGCTCATATCATATTGTTCTGCCARTTGLCT
Gtacagtac.ggtatghgtt.....gcttggactclacca.ctaGaGfalte.ttge. Afiggt .aTtGRaaTgTCtgaal TTGCLGe GALTTEgtttT GgtCAtat al . tTatTctgtCafttalla

5591 5600 5610 5620 5640 5650 5660 5670
I

?461 5470

5630 5680 5690 5700 5710 5720

1
ATATTGGCCATACCTTATATTGATCGTTGGCATTCTATGCTTCTATTTTIGGCTTCGACCTTCTCGACARATTCGACCACCTATATTTTCATTGARACAARATARGCT TCGARRRAGGATTGTTCGTCGAT
ATATTGGCTATACCTTATATTGATCGCTGGCATTCTATGCTTCTATTTTGGCTTCGACCTTCTCGACARATTCGACCACCTATATTTTCATTGARACAARATARGCT TCGAARARGGATTGTTCGTCGAT
TTATTATTAATCCCACGTATCGATAGTTTTCATTCCATGATGTTATTCTGGT TARARCCGTCTCGTCARATTCGTCCACCARTCTATTCATTARAGCAAGCTAGGT TACGTARGCGTATGGTCAARRAGT
ATTCTTTGTATTCCARCCATTGATARATTACACTCTATCATGTTIGTTTTGGTTRAGACCTTCTCGTCARATTCGTCCACCTATTTTCTCTTTGARRCAARCTCGTCTGCGTAGACGTATGGTTATGAAAT
GTTATTTGCATCCCATATATCGATARRRTGCATTCARTTATGCTATTTTGGT TGAARCCATCACGTCARATCCGTCCTCCTATTTATTCTTTGAAGCAARCGCGTCTACGTAGACGTATGGTGGCGARAT
ATTCTATGTATTCCACARATTGATARACTGCATTCTATTATGTTATTTIGGT TGAGACCTTCTCGTCARATTCGTCCAGCARTTTTATCTCTARAGCAAGT TCGCTTARGARRRCTAARTGATTACARAART
ATTTTATGTATTCCATTARTTGATAGATGGCATTCTACTATGTTGTTCTGGT TRAAACCTTCARGGTTGATCAGACCTCCAATTTATTCATTARAGCAAGCTAGAT TGAGAARGAGARTGGTTRGARAGT
ATTTIGTTCATTCCATTAGT TGATAGATGGCACTCTACGATGTTATTCTGGT TGARGCCTTCCAGGTTGATTAGACCTCCARTCTACTCTTTGARGCAAGCARGAT TGAGAARGAGARTGGTCAGARAAT

aTeeT,tgtATeCCat, ,aTtGATagattgCALTCLAL ,aTgt TaTTETGGLT ,aaaCltTCeGtcaafTteGtCCacCaRTETat TCeL TgARgCARgetag LT cGaflaacg ATggTta, aaaal
5721 5730 5740 5750 5770 5780 5790 5800 5810 5820 5830 5840 5850

1 1
ATGCARCTTTGTTCTTTGGTCTTTITTTTACTTITTCTTATGATTATCCTTGTTCCAGCACTAGGG-~---CATTCTARATTTCCARRRTCTCTTARTAARTATTGCTTTTCTTARARACTTGGGACTTATT
ATGCGACTTTGTTCTTTGGTCTCTITTTACTTTITTCTTATGATTATCCTTGTTCCAGCTTTAGGG----~-CATTCTARATTTCCGARATCTCTTARTARTATTGCTTTTCTTARARACTTGGGACTTATT
ACATCTCGTTATTTGTTGCTGTTTTAGTGTTATTCCTAGTTGTTATCATCGCACCTGCTGT TGCA=~~~~TCTARTTACGTTGCCGATGATGTTGCTAGTTCTTTARCTGGTGCTTTCCATAACTTACTA
ATTCARTGCTATACATTCTCATTTTGATTGCGT TTGCTGGTTGTATCATTGGTCCTGCTGTAGCT====~GGTTCTCGTGTCCATAGAGATTTTGGTACTTCCTTGACTGGTATCACACATARTTTATTC
ATTGTTTCTTATACATGGTTGTTTTTGTTCTATTITGCAGGTTGTATTATTGGACCAGCTGT TGCA-----GGATCTCGTGTTCATARAGAT TTRGGTACATCACTARCAGGAGCCGCACATARTTTGTTC
ACATGTCATTATTCTTTATTGTTTTATGCGTTTTTGCTGCCTGTATCATTGGTCCAGCTGTAGGC-~~~~TCAGCTCATGT TTCARRGACATTTGGCAGCGATTTARCTGGCCCATGGARARACTTAGTA
ACTGTACTTTATATTTTGCTGTATTGATTTTGTTTGTTATTGTTATAGT TGGGCCAGCTGTTGCT-~-TCTGGAGCARTAGATAATATTGAGCCTTCTGGGTTGCAGGATGGTCCTTTCARAGGTTTGTTC
ACTGTTCTTTIGTACTTTTTGATTTTGGTTATCTTICGTTGTTATTATTGCAGCTCCAGCTGT TGCAGGCCTGARGCTTCCTARATCGCTCGG--TACTARTATAGATATTTCATTTGCCARGGGTTTGTTC
fict..tc.tTaTactTegttgltTT, bt .t TTegttgtt ,tTATcattGgtCCallLgltbec, ... .8 .a.CL, . .gtL, . aa,.gat tlg.ta, L, b actggt.c...c.a.aattT tTc

5760

5900 5910 5920 5930 5940 5950 5960 5970
CCAGACCAGGAAATTCTARTGGARCCTATARATTGTTTATATACT-~GA
CTAGACCAGGARATTCTARTGGARCCTATARATTGTTTATATACT--GACGATTATC
CATACCTGAGTCATTATTA-CACACACACACCATCTTTARGARCCTGGTCTACCATT
CATACTCAGGCCATTATTA-CACGATTACTCCTTCARTGAGAACGTGGTCTACTARG
ATATTCAGGTCATTATTA-TACCCATACACCATCTCTTARGACATGGGCARCTATC
CAGTCARGGAATGTARGTAATAACGATACAGGTACAGGACT TTCGA: TTATAGCGGTCATTATTA-TACACATACACCARGTTTAARRAACT TGGTCTACTARA
CARCCARGACACARGGACARCARCGATACAGG-CARARGAGGCAGCAGCTAT. GCCAG-~ TACTACATA--~CA-~CTTATTACAGT TACACACCARAGACCCARARGA-CTGCCTTC
CAACCAAGAAAGGT TGACAACAATGACACAGGTCCARRCAGACCARARCAT TACACTTGGCCAGCATATTTGTCCAACARGAGTCAGGCARCTCACART TACACCACTARGGCCTTTTAGATCATCCCAC
CRacCaagaafitgtt ,a.AataatGatACaGGL. .2, .88k . cCEAueceerreccccssnseassssssessaCobac, .aggtclttatta, .acac.tAcaccat. .t taa. ac.tggtctacta,.

?981 5990 6000 6010 6020 6030 6040 6050 6060 6070 6080 6090 6100 6110
1

5851 5860 5870 5880 5890
1

CAACCTTCTAATGATCCARGGGGCGCAACCGGTAGAACCA:
CAGCCTTCTAATGATCCAAGAGGCGCARCCGGTAGARCCA:
CAGCCARGAARTGTATCGAATAATGACACTGGTTACCARATGTCGA:
CAACCARGACATGTTAACAATARTGATACAGGARCTGGAATTGCCA:
CARCCAAGGCACGTTGATARTAATGATACCGGTGTTGGAATATCGA:

5980
1

ARAA

ARATAG

ARTTAR

AACTGA

ACATAA

TCAACTARAGCTTAR
ARATTGGARARGTCARTCATTTTGGTGATGTTARTTGACCGATTACTGCTACATTATTTTCACCARTTACTTGAGTGTGTATTTATACARCTTTTATATACTTTTGTTTACATTTGAARTTCAGGTTTATT

L T T T T T I i i 588 B B B e R B B e

6118117

TTACGAT

ceseces
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Anexo 2

p.carinii
P.jirovecii
Consensus

p.carinii
P.Jjirovecii
Consensus

p.carinii
P.jirovecii
Consensus

p.carinii
P.jirovecii
Consensus

p.carinii
P.jirovecii
Consensus

p.carinii
p.Jirovecii
Congensus

p.carinii
p.Jirovecii
Consensus

p.carinii
p.Jirovecii
Consensus

p.carinii
P.Jirovecii
Consensus

p.carinii
pP.jirovecii
Consensus

p.carinii
p.Jirovecii
Consensus

p.carinii
P.Jirovecii
Consensus

1 10 20 30 40 50 1] 70 a0 =11} 100
1 1
ATGTCACARCARCAGCATTATTACGATGATTCGTATCCAGGACARARTGGGGCATATTATGGAGAGCATAGCTATGGTARTTCTGGATTTARTARCGGTT
ATGTCACARCGACAGCATTATTACGATGATTCTTATCCARGTCARACAGATCCATATTATGCTGACARTGGCTATARTARTGCAGATTTTCACGGGTCTT
ATGTCACARCaAACAGCATTATTACGATGATTCgTATCCAaGaCARAaaGageCATATTATGeaGAcaATaGCTATaaTARTgCaGaaTTTaAcaacgcTT

101 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200
1 |
CATATGCTTCGGGAGGGTATGAACAT-GGGGAG--TATTATGCTCCAGAATACGGGCAGGAATAT TATGATGAAR---TATGATAGTGGAGGAATGATGTA
CATATGCACCCGAAGGGTATGATCATCAGGGAGCTTATCATCCTATGGAATACGGACARGAGTAT TATGATGAAGGATATGATARTGGGCAGGTACCATA
CATATGCacCcGaAGGGTATGAACAT , aGGGAG, . TATcATCCTacaGAATACGGaCAaGAaTATTATGATGAA, . . TATGATAaTGGacaaaTaacaTA

201 210 220 230 240 250 260 270 280 290 300
1 1
TGATGGGCATCCCAGAGAGATGTATARTACT GGGGAGACAGGATATTATCGTCAGGATGACAGGTATTATGATTATCCTCAGGATGGGTATATTCCAGAC
TGATGCACGTGCTTTTGATATGTATTCACCATCGGATGATGCATATTATCGTCARGARAATGCCTATTATGATTATCCTGCAGATGCATATGCARCGGAT
TGATGecaCaTcCcagaGAgATGTATaaaalageGGAgaaabecATATTATCGTCAaGAaalcace TATTATGATTATCC TeaabATGeaTATacaaCakic

301 310 320 330 340 350 360 370 380 390 400

1 1
ACATATGGTATATATARATATTATTTGAGGAGTAATGCGGTTARRTTCTGTTTTTTA-—-TGTTAGATCCCTATGGCGCTCCTATGCCGGATCAGCGTCC
GTGTATGGTACGTTTTTTTATARARTTCAGARGTAATTTGTTATTTACTATTTTTTGARTTATTAGATCCATATGGARTGCCAATTGCTGATCARCACCC
acalATGGTAcaTaTaaaTATaAaaTgaaGAagafagegGT THaaTaCTaTTTTTTa, .. TaTTAGATCCaTATGGaacgCCaATgeCegGATCAaCacCh

401 410 420 430 440 450 460 420 480 490 500
1 I
TCTTCAGTATTTCGAAGGGCATGATGAATATCATATGTATGATCGTARGGGCARGCGTAGAGGLTCGTCAGARGGATCAGARRCGTTTTCCGATTTTACA
TCTTCAARTATTTTCAAGATCATGG—--GART TATATGTATARTCGTARAGGGARGCATAGAGGATCATCTGARGGTTCAGARGCATTTTCCGACTTTACA
TCTTCAaTATTTecARGagCATGa., . ,aaATcATATGTATaATCGTAAAGGcARGCATAGAGGATCaTCaGAAGGaTCAGARACATTTTCCGACTTTACA

501 510 520 530 540 550 560 570 580 530 600

I I
ATGCGTTCGGATATGGCGCGTGCAGCTGARTTTGATTCATATGGCCGAT TCGATGARCARTATCGATCGTATGGACCTAGTTCGGARTCTTTGAATCARA
ATGCGTTCTGATATGGCTCGTGCGGLGGARTTTGATGCATATGGGCGGT TTGATGAGCAGTATAGATCGTATGCACCTAGTACAGARTCTCTTARTCARA
ATGCGTTCgGATATGECECGTGCAGLeGARTTTGATECATATGGECGAT TeGATGAACAATATAGATCGTATGeACCTAGT ACaGARTCTe T¢ARTCARA

601 610 620 630 640 E50 1) 670 680 690 200
I I
TGGCGTCTCGACAGCGTGGATATCGTCCGGATTCT---CAGATATCGTATACGGGARATCGGTCTTCTGGTGCGAGTACGCCARTTTATGGTATGTACTA
TGGCATCTCGAC-—-GTGGATATTATCCTGATTCTTCACARRTTTCATATACTGGARACAGATCTTCTGGAGCARGCACTCCTGTTTATGGCATGGARTA
TGGCaTCTCGAC, , ,GTGGATATcaTCCgGATTCT, , ,CAaATaTCaTATACgGGAAACaGaTCTTCTGGaGCaAGCACECCaaTTTATGGeATGEAATA

701 710 720 730 740 750 760 10 780 790 800
1 1
TARTCAGGCGGCTATGATGACGTCTGCGAGATCTCGTGARCCTTATCCAGCATGGACTGCGGARRATCARATACCCGTTTCTARRGAAGAART TGAGGAT
TARTCAAGCTGCTATGATGACATCAGCARGGTCTCGTGARCCTTATCCAGCATGGACAGCAGARRACCARATACCTATCTCARARGRAAGAART TGAGGAT
TARTCAaGCgGCTATGATGACaATCaGCaAGaTCTCGTGARCCTTATCCAGCATGGACAGCaGARRACCARATACCcaTcTCaARRGAAGARAT TGAGGAT

801 810 820 830 840 850 860 870 880 890 oy
1 1
ATTTTTATCGATCTTACGAATARRTTTGGGTTTCAGAGAGATTCTATGCGARACATGTATGATCATATGATGGTACTTTTGGATTCACGTGCCAGTCGAA
ATTTTTATTGATCTTACTAACARATTTGGGTTCCAGAGGGATTCTATGCGGARTATGTATGATCATATGATGGTGCTTTTAGATTCTCGTGCTAGTCGAA
ATTTTTATcGATCTTACEAACARRTTTGGGTTcCAGAGAGATTCTATGCGaARCATGTATGATCATATGATGGTACTTTTaGATTCaCGTGCcAGTCGAA

901 910 920 930 940 950 960 970 980 990 1000
1 I
TGACACCTARTCARGCATTACTTTCTCTTCACGCAGATTATATTGGTGGAGATAATGCGAATTATAGGART TGGTATTTTGCTGCACAGTTTGATTTAGA
TGACACCTAATCAGGCTCTTCTTTCTCTCCATGCAGATTATATTGGTGGGGACARTGCARATTATAGGART TGGTATTTTGCTGCACARCTTGATTTAGA
TGACACCTAATCAaGCacTaCTTTCTCTcCAcGCAGATTATATTGGTGGaGACARTGCaAATTATAGGART TRGTATTTTGCTGCACAacTTGATTTAGA

1001 1010 1020 1030 1040 1050 1060 1070 1080 1030 1100
1 I

TGATGCGGTTGGGTTTTCTARTATGGATCT TGGARARRATAGARRRTCARGT TATTCACARRRRCCTTCTARARAATTTCAGARRRRT TCAGCTTCAARA
TGATGCTGTTGGATTTTCTARTATGGATTTTGAGARRRATARGARRACARRCCATTCTCARAARATTTTC~-~ARAATCTCARARRRRTACARCGGCTARA
TGATGCgGTTGGaTTTTCTARTATGGATCTTGaaAARAATAaaARRaCARaccATTCACAAAARCCTTC ., . .ARAATCTCAAARRRRT aCAaCggzCafRA

1101 1110 1120 1130 1140 1150 1160 1170 1180 1190 1200
1 1
ARTATCCTGCAGGCACTTGACGGTGATARTTCCTTAGAATCTGCGATATATCGATGGAAGACTAGGTGTACTCARATGAGTCARTATGATCGGGCTAGAG

GATATCCTACARGCTCTTGARAGTGATARTCCTTTAGAATCTGCARTATATCGT TGGARGACTARATGTAGTCARATGAGTCARTATGATCGAGCTAGAG
aATATCCTaCAaGCaCTTGAaaGTGATAATCCcTTAGAATCTGCaATATATCGaTGGARGACTAaaTGTAC TCARATGAGTCARTATGATCGaGCTAGAG

81



p.carinii
P.Jirovecii
Consensus

p.carinii
P.Jirovecii
Consensus

p.carinii
P.Jirovecii
Consensus

p.carinii
P.Jirovecii
Consensus

p.carinii
pP.jirovecii
Consensus

p.carinii
pP.Jirovecii
Congensus

p.carinii
pP.jirovecii
Consensus

p.carinii
pP.Jirovecii
Congensus

p.carinii
pP.jirovecii
Consensus

p.carinii
pP.Jirovecii
Congensus

p.carinii
pP.jirovecii
Consensus

1201 1210 1220 1230 1240 1250 1260 1270 1280 1290 1300
1 1
ARCTAGCCCTTTATTTACTTTGTTGGGGTGAGGCGARTCAAGTTCGTTTTACACCTGARTGCCTTTGTTTCATTTTCARATGTGCTARTGATTATCTGAR
AATTGGCACTTTATTTACTTTGCTGGGGTGARGCARRTCAAGTTCGATTTACTCCAGAGTGCCTTTGTTTCATTTTTARRTGTGCTARTGATTATCTCAR
ARcTaGCaCTTTATTTACTTTGeTGGGGTGAaGCaARTCAAGTTCGATTTACACCaGRaTGCCTTTGTTTCATTTTcARRTGTGCTARTGATTATCTCAR

1301 1310 1320 1330 1340 1350 1360 1370 1380 1390 1400
1 1
TTCTCCACARTGTCARGCAATGGTCGAGCCGGCACCCGARGGATCCTATCTTARCGATGT TATTACACCCCTTTATGCATATATGCGTGATCARGGCTAT
TTCTCCACARTGCCAGGCAATGGT TGAGCCGGTTCCTGARGGATCATATCTTARTGATATTATTACACCTCTTTATATATATATGCGTGATCARGGATAT
TTCTCCACARTGeCAaGCAATGET cGAGCCGGCaCCcGARGGATCaTATCTTARCGATAT TATTACACCCCTTTATacATATATGCGTGATCARGGATAT

1401 1410 1420 1430 1440 1450 1460 1470 1480 1490 1500
1 1
GARATCATTARTGGCAGATATGTTCGTCGTGAGCGTGATCATARTARAATCATTGGTTATGATGATATTARCCARTTGTTTTGGTATCCAGAGGGCATTC
GARATCATCARTGGGARGTATGTTCGTCGTGAGCGTGATCATARTARGATTATTGGTTATGATGATATTARTCARTTATTTTGGTATTCAGARGGTATTG
GARATCATCARTGGcAaaTATGTTCGTCGTGAGCGTGATCATARTARAATCATTGGTTATGATGATATTARCCAATTATTTTGGTATCCAGAAGGEAT T

1501 1510 1520 1530 1540 1550 1560 1570 1580 1590 1600
I 1

ARCGTATCGTCCTTTCTGATARRACTCGTATGGTTGATTTACCCTTGGATCAGAGGTATCCCAGGTTTARAGATGTAGTATGGARGARAGCATTTTTTAR
ARCGTATCGTTCTTTCTGATARRRCTCGTATARTTGATTTGCCTCCTGAGCARCGGTATCTTAGACT TARAGATGTAGTATGGARARRGGTATTCTTTAR
AACGTATCGTeCTTTCTGATARRACTCGTATaaTTGATTTalCecegGAgCAaaGGTATCccAGacTTARARGATGTAGTATGGARaARaGeATTeTTTAR

1601 1610 1620 1630 1640 1650 1660 1670 1680 1690 1700
1 1

AACTTATCGCGAAACTCGGAGCTGGTTTCATTTATTCACTAATTTTAATCGAATCTGGATTATTCATATARCCGTATATTGGTTTTACACTGCAGCARAT
GACATATCGTGAARCTCGAAGCTGGTTTCATCTATTTACCARTTTCARTAGAATTTGGATTATTCATATTACTGTGTATTGGTTCTATACTGCTGCARAT
aACaTATCGeGAARCTCGaAGCTGGTTTCATeTATTcACCARTTTcARTaGAATCTGGATTATTCATATAACCGTaTATTGGTTcTACACTGCAGCARAT

1201 1710 1720 1730 1740 1750 1760 1770 1780 1790 1800
1 1
TCACCAACCGTTTATACTCATARTTATCAGCARTCGCTCGATARTCAACCACCTTTTGCCTATCGTATGAGTGCCGTTGGTTTTGGCGGGGGTGTTGCTT
TCACCAACTGTTTATACACATARTTATCARCARTCGCTTGATARCCAGCCGCCTTTTGCTTATCGTATGAGTGCGGTTAGTTTTGGTGGGGGTGTTGCTT
TCACCAACcGTTTATACaCATARTTATCAACARTCGCTeGATARCCAACCACCTTTTGCeTATCGTATGAGTGLeGTTaGTTTTGGeGGGGETGTTGCTT

1801 1810 1820 1830 1840 1850 1860 1870 1880 1890 1900
I 1
CATTATTARTGATTGTTGCCACATTGGCCGARTGGGCATATGTTCCTCGARRATGGCC TGGCGCTCAGCATTTAACTAGGCGTTTATTATTCCTTATCCT
CACTACTAATGATCATTGCTACTTTGGCTGARTGGGCATATGTTCCTCGARAATGGGCAGGTGCTCAGCATTTARCARGGCGTCTTTTATTTCTTATTTT
CAcTAcTAATGATCcaTTGCcACATTGGCcGARTGGGCATATGTTCCTCGARAATGGcCaGGeGCTCAGCATTTAACAAGGCGTeTaTTATTeCTTATeeT

1901 1910 1920 1930 1940 1950 1960 1970 1980 1990 2000
I I
ATTTTTCATTATCAATGTTGCACCTGGTGTATATGTARTAAAATTTGCTCCATGGARRCCGAATGTTAGCATTGTCACARCACTCATARGTATTATGCAC
GTTTCTAARTCATTAATGTTGCACCTGGTGTATATGTARTAAAATTCGCTCCATGGARACCGAAGGTCAGTGTTGTTACGACACTTATARGTATTATACAC
aTTTeTaATcATcARTGTTGCACCTGGTGTATATGTARTAAAAT TeGCTCCATGGARACCGAAZGTcAGeaTTRTcACAACACTCATARGTATTATACAC

2001 2010 2020 2030 2040 2050 2060 2070 2080 2090 2100
1 I
TTTTTGATTGCAATCTTTACATTTTTATTTTTTGCARTCATGCCTT TAGGGGGTTTGTTTGGGAATTATTTATATAARRRARACACGACGTTATGTTGCAA
TTTTTGATTGCAATGTTTACATTTCTTTTTTTTGCARTCATGCCTT TAGGAGGCCTGTTTGGGAATTATTTATACARRRARACACGTCGTTATGTTGCAR
TTTTTGATTGCAATCTTTACATTTeTaTTTTTTGCAARTCATGCCTTTAGGaGGec TGTTTGGGAATTATTTATAcARARARACACGaCGTTATGTTGCAR

2101 2110 2120 2130 2140 2150 2160 2170 2180 2190 2200
I I

GTCARACTTTTACCGCTAATTTTGCTARATTGAAAGGTARCGACTTATGGCTTAGCTATGGTCTTTGGATAGCCGTGTTTGCTTGCARATTTGCAGAARTC
GTCARACTTTTACAGCTAATTTTGCTARATTARAAGGARATGATTTATGGC TCAGTTATGGCCTTTGGATAGCAGTATTTGCGTGTARGTTTGCAGAARTC
GTCARACTTTTACAGCTAATTTTGCTARATTaRAAGGaAACGACTTATGGC TeAGe TATGGeCTTTGGATAGCaGTaTTTGCeTGeARATTTGCAGAATC

2201 2210 2220 2230 2240 2250 2260 2270 2280 2290 2300
1 1

CTATTTCTTCTTGTCTCTTTCTTTGAGAGATCCTATTAGGTATCTTAACACAATGACTATAGGTCATTGTGGTATTCGGTATCTTGGTTCATCGCTTTGT
ATACTTTTTTCTATCTCTTTCTCTGCGAGATCCTATTAGATATCTTARTACCATGACAATAGGACATTGTGGCATTCGATATCTTGGTTCTATTCTTTGE
aTAcTTeTTecTaTCTCTTTCTeTGaGAGATCCTATTAGATATCTTARCACaATGACAATAGGACATTGTGGeATTCGaTATCTTGGTTCaacgCTTTGe
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Consensus
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2301 2310 2320 2330 2340 2350 2360 2370 2380 2390 2400
1 1

CCATATCARGCCAAGATCACTCTTGGAATARTGTATATCACTGATCTGGTATTATTCTTTTTAGACACGTATTTGTGGTATATCATTTGGARTACTATTT
CCATATCAGGCCAARATTACTCTTGGAATARTGTATATCACTGATCTGGTATTATTCTTTTTGGATACATATTTATGGTATATTATTTGGAATACTATTT
CCATATCAaGCCARaATCACTCTTGGAATARTGTATATCACTGATCTGGTATTATTCTTTTTaGAcACAaTATTTaTGGTATATCATTTGGAATACTATTT

2401 2410 2420 2430 2440 2450 2460 2470 2480 2490 2500
1 I
GTTCAGTCGCTAGGTCATTTTATTTGGGAGTTTCTATATGGACACCTTGGAGARATATAT TCTCARGAATGCCGARARGGATTTATTCTAARGATTCTGGL
GTTCTGTTGCTAGATCGTTTTATCTGGGAGTTTCTATATGGACGCCTTGGAGARACATAT TTTCGAGGATGCCARAGAGARTTTACTCTARARTTTTGGL
GTTCaGTcGCTAGATCATTTTATcTGGGAGTTTCTATATGGACaCCTTGGAGARACATAT TcTCaAGaATGCCaARaAGAATTTACTCTARAAT TCTGGL

2501 2510 2520 2530 2540 2550 2560 2570 2580 2590 2600
1 1
TACAAATGATATGGARATARARTATARACCTARAGTTCTTATTTCACARGTTTGGARTGCCGTTGTTATATCGATGTATCGTGAACATC--TTCTT-GCA
ARCARATGATATGGAARTARAGTATARACCCARRGTCCTTATTTCACAGGTTTGGARTGCCATTGTTATATCAATGTATCGAGAACATTCTTTCTTTGLT
aRCARATGATATGGAARTARRaTATARACCcARRGTcCTTATTTCACRAGTTTGGARTGCCaTTGTTATATCAATGTATCGAGAACAT ., . TTCTT, GCa

2601 2610 2620 2630 2640 2650 2660 2670 2680 2690 2700
1 1

ATT-GATCATGTTC-ARRAGTTATTATATCATCAGGTATGTATGATCTTAGTATTATCAT TGGGGGGAGAGGGTTTTTTTTTTTTTTTTCCTTTATTCCT
ATTTGATCATGTACCARRAATTACTATATCACCAGGTAT: TATT
ATT,.GATCATGTaC .ARRRATTACTATATCACCAGETAT . s s v vvversssrssssssssssssssssnssssnssssssnssssnssssssasse lACT

2201 2710 2720 2730 2740 2750 2760 27720 2780 2790 2800
1 I
ARTARTTCGTAGGTTCCTTCTGARCARGAGGGARAARGARCGT TAAGGGCGCCAACATTTTTCATATCGCAAGAGGATCATTCTTTTARRRCGGAATTTT
ARTATATTATAGGTTCCTTCTGARCAGGARGGARAARGARCAT TRAGAGCACCAACTTTTTTCATATCACAAGAAGATCATTCTTTCARRRCCGAATTTT
ARTAaaTcaTAGGTTCCTTCTGARCAaGAaGGARAAAGAACaT TAAGaGCaCCAACATTTTTCATATCaCAAGAaGATCATTCTTTcARARRCCGAATTTT

2801 2810 2820 2830 2840 2850 2860 2870 2880 2830 2900
1 1

TTCCTTCACATAGTGARGCAGARCGTCGTATTTCGTTTTTCGCTCARTCTCTTTCTACTCCGATTCCTGARCCCCTTCCTGTCGATARTATGCCTACGTT
TTCCTTCACATAGCGAGGCAGARCGTCGTATTTCCTTTTTTGCTCAATCACTTTCTACACCARTTCCAGARCCTCTTCCAGTTGATARTATGLCTACGTT
TTCCTTCACATAGeGAaGCAGARCGTCGTATTTCeTTTTTeGCTCAATCACTTTCTACACCAATTCCAGARCCECTTCCAGTeGATARTATGCCTACGTT

2901 2910 2920 2930 2940 2950 2960 2970 2980 2990 3000
1 1

TRCCGTTCTTGTTCCTCATTATGGAGAAARGATTTTATACTCTTTARGGGAGATTATTCGTGAGGATGATCARTTATCARGAGTGACATTGCTGGARTAT
TRCTGTTCTTGTTCCCCATTATGGTGAAARGATTTTATATTCTTTGCGAGARATTATACGTGARGATGATCARCTTTCGAGAGTARCACTACTAGARTAT
TACcGTTCTTGTTCCcCATTATGGaGAARRGATTTTATACTCTTTaaGaGARaATTATACGTGAaGATGATCAACTaTCaAGAGT aACACTaCTaGARTAT

3001 3010 3020 3030 3040 3050 3060 3070 3080 3090 3100
1 I
CTTRRACARTTGCATCCTGTAGRARTGGGATTGTTTTGT TAARGGATACCARGATATTAGCCGARGAGACTTCACTTTATARTGGAGGAGTTCCTTTTGATA
CTTRRACARTTGCATCCTGTAGARTGGGATTGCTTTGTCAARGGATACCARARTATTGGCAGAGGARACTTCTCTTTATARTGGAGGATCATCTTTTGATA
CTTARACARTTGCATCCTGTAGARTGGGATTGeTTTGTcAAGGATACCARAATATTaGCaGAaGAAACTTCaCTTTATARTGGAGGAZcacCTTTTGATA
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p.carinii
P.Jirovecii
Consensus

p.carinii
p.dirovecii
Consensus

p.carinii
p.Jirovecii
Consensus

p.carinii
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p.carinii
P.Jirovecii
Consensus

p.carinii
p.Jirovecii
Consensus

p.carinii
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Consensus

p.carinii
P.Jirovecii
Consensus

p.carinii
p. Jirovecii
Consensus

p.carinii
P. Jirovecii
Consensus

p.carinii
p. Jirovecii
Consensus

301 3110 3120 3130 3140 3150 3160 3170 3180 3190 3200
1 1

ARGATGARAAGGATACGGTGAARRGCAAGATCGATGATTTACCCTTTTATTGTGTTGGATTTARATCTTCTGCGCCAGAGTATACATTARGGACACGTAT
ARGATGARARRGACACAGTARARRGCAAART TGACGATTTACCTTTTTATTGTGTTGGATTCARATCAGCAGCACCAGARTATACCTTARGGACACGTAT
ARGATGAAARaGACACAGT aARRRGCARAAT cGACGATTTACCeTTTTATTGTGTTGGAT TcARATCagCaGCaCCAGRATATACATTARGGACACGTAT

3201 3210 3220 3230 3240 3250 3260 3270 3280 3290 3300
1 I
TTGGGCATCATTACGTTCTCARRCTTTATACAGARCTGTTTCTGGATTTATGAATTATTCACGTGCTATTTARGCTTCTTTATCGTGTTGARARTCCTGA
TTGGGCATCATTGCGTTCTCARRCTTTATACAGARCTGTTTCTGGATTTATGAACTATTCACGAGCTATT-ARGCTTCTTTATCGTGTTGARARTCCTGA
TTGGGCATCATTaCGTTCTCARACTTTATACAGARCTGTTTCTGGATTTATGAACTATTCACGAGCTATT .ARGCTTCTTTATCGTGTTGARARTCCTGA

3301 3310 3320 3330 3340 3350 3360 3370 3380 3390 3400
1 1
TGTTGTTCARATGTTCGGTGGARRTACTGATAAATTGGARCATGAATTAGAAAGGATGGCACGTAGGAAARTTCARATTTGACATATCARTGCARCGGTTC
TGTTGTTCARATGTTTGGTGGARRTACAGATAAGT TAGAACATGAGT TAGAAAGAATGGCCCGTCGGAARTTCARATTTGTTATATCARTGCAACGATTT
TGTTGTTCARATGT TcGGTGGARATACAGATAAATTaGAACATGAaTTAGAAAGaATGGCaCGTaGGAARTTCARATTTGacATATCARTGCAACGaT Te

3401 3410 3420 3430 3440 3450 3460 3470 3480 3490 3500
1 I
TTCARATTTAGTAARGARGAATTGGAGARTACGGARTTTCTTCTTCGTGCTTATCCAGATCTTCARATTGCATATTTGGATGARGAGCCTCCGATGAACG
TTTAAATTCARTAARGAGGAGCARGAGARTACGGAATTTCTTCTTCGGGCCTATCCAGATCTTCARATTGCATATTTGGATGARGAGCCGCCTTCACATG
TTcAAATTcAaTAAAGAaGAacaaGAGARTACGGARTTTCTTCTTCGEGCcTATCCAGATCTTCARATTGCATATTTGGATGARGAGCCgCCgacaafch

3501 3510 3520 3530 3540 3550 3560 3570 3580 3590 3600
I I

ARGGAGATGARCCGARRRTATACTCTTCCTTGATCGATGGTTATTCGGAART TATGGARARTGGTARRCGACGACCARRGTTTAGAATTCARTTATCTGG
ARGGAGATGARCCARRRRTATATTCATCTTTAATAGATGGATATTCGGAGAT TATGGARGATGGTAGACGACGACCARRGT TTAGAATTCARTTATCTGG
ARGGAGATGARCCaARARRTATACTCATCeTTaATaGATGGaTATTCGGAaATTATGGARAATGGTAaACGACGACCARRGTTTAGARTTCARTTATCTGG

3601 3610 3620 3630 3640 3650 3660 3670 3680 3690 37200
I I

TRAATCCTATTCTTGGCGATGGTARAAGTGATAARTCAGARTCATGCGATTATATTTTATCGTGGGGARTACATTCARCTCATTGACGCTARTCARGACAAT
TRAATCCTATTCTTGGTGACGGTARAAGTGATAARTCARARTCATGCARTCATATTTTACCGTGGAGARTATATTCARCTTATCGATGCTARTCARGATAAT
TRAATCCTATTCTTGGcGAcGGTARAAGTGATAATCAAARTCATGCaATCATATTTTACCGTGGaAGARTACATTCAACTcATcGAcGCTARTCARGACART

3701 3710 3720 3730 3740 3750 3760 3770 3780 3790 3800
1 I
TATCTGGARGRATGTTTARAGATTCGTTCGGTTTTAGCCGAART TTGAARGARATGACTCCTACAGAGGAGTCACCGTATARTCCARATGARATTTCGAGTG
TATTTGGARGAATGTTTGARARTTCGTTCAGTTTTAGCAGAART TTGAAGARATGTCCCCACTAGARGAATTTCCATATARTCCARATGARAACTCTAAAG
TATcTGGARGAATGTTTaAAaATTCGTTCAGTTTTAGCaGAAT TTGAAGARATGaCcCCaacAGAaGAaTcaCCaTATARTCCARATGAARacTCgAaat

3801 3810 3820 3830 3840 3850 3860 3870 3880 3890 3900
1 1
CTACTAATCCAGTGGCTATTTTAGGCGCTCGAGAARTACATTTTTTCAGARAATATAGGTGTTTTGGGTGACGTAGCTGCAGGGARAGARCARACTTTTGG
TTAACARTCCAGTAGCTATTTTAGGTGCTCGAGAGTATATTTTTTCTGARRATATAGGTGTTTTAGGTGATGTGGCAGCTGGTARAGAGCARACTTTTGG
cTRacAATCCAGTaGCTATTTTAGGEGCTCGAGAaTACATTTTTTCaGARRATATAGGTGTTTTaGGTGACGTaGCaGCaGGeARAGAaCARACTTTTGE

3901 3910 3920 3930 3940 3950 3960 3970 3980 3990 4000
I 1
ARCATTGTTTGCACGTACTTTAGCACAGATCGGTGGAARGCTTCATTATGGTCATCCTGATTTCTTGAATGGTCCTTTTATGACTACTAGAGGGGGTGTT
ARCATTATTTGCCCGTACTTTGGCTCAAATTGGCGGAARACTTCATTATGGTCACCCTGATTTTTTARATGGACCTTTTATGACTACTAGAGGAGGCGTT
ARCATTaTTTGCaCGTACTTTaGCaCAaATeGGeGGAARACTTCATTATGGTCACCCTGATT TeTTaAATGGACCTTTTATGACTACTAGAGGAGGEGTT

4001 4010 4020 4030 4040 4050 4060 4070 4080 4090 4100
1 1
TCARRGGCTCAGAARGGTTTACATCTCARTGAAGATATATATGCTGGAATGACTGCATTACTTAGAGGCGGCCGTATTARGCATTGTGARTATTATCAGT
TCARRAGCTCAGAARAGGCTTGCATCTTAARTGAAGACATATATGCAGGCATGACTGCACTACTTAGAGGCGGACGTATTARGCATTGTGAATACTATCAGT
TCARRaGCTCAGAAAGGeTTaCATCTeAARTGAAGACATATATGCaGGaATGACTGCACTACTTAGAGGCGGACGTATTARGCATTGTGAATACTATCAGT

4101 4110 4120 4130 4140 4150 4160 4170 4180 4190 4200
I I
GTGGAAAGGGTCGTGATCTTGGATTTGGTTCTATTTTARATTTTACTACARAGGTTGGTACAGGARTGGGTGAACAARTGCTTTCTCGAGARTATTATTA
GTGGAAARGGTCGCGATCTTGGATT TGGATCTATTTTARATTTTACTACARAAGTTGGTACAGGAATGGGAGAGCARARTGCTTTCCAGAGRAATACTATTA
GTGGAAAAGGTCGeGATCTTGGATT TGGaTCTATTTTARATTTTACTACARAGTTGGTACAGGAATGGGaGAaCAARARTGCTTTCcaGAGAATACTATTA

4201 4210 4220 4230 4240 4250 4260 4270 4280 4290 4300
1 I
TCTTGGTACACAACTTCCACTGGRATAGATTTTTGTCGTTTTATTATGCTCATCCTGGATTTCATATCARTARTCTTTTTATCATTCTTTCGGTACAATTA
TCTTGGAARCACAACTTCCATTAGATAGGTTTTTATCTTTTTATTATGCTCATCCTGGRTTTCATATTAATARTCTTTTTATTATTCTTTCAGTACAATTA
TCTTGGaACACAACTTCCAcTaGATAGATTTTTaTCe TTTTATTATGCTCATCCTGGATTTCATATCAARTARTCTTTTTATCATTCTTTCAGTACAATTA

4301 4310 4320 4330 4340 4350 4360 4370 4380 4390 4400
1 1
CTTATGATTGTTATGATARATTTAGGATCARTGTATAATATTTTGCTCATATGTAGGCCTCGTCGAGGACAGCCTATARCAGATCCATATCTTCCGGTGG
CTTATGATTGTCATGATARATTTGGGATCARTGTATARTATTTTACTTATATGTAAACCTAGACGTGGGCARCCTATARCGGATCCTTTTCTTCCAGTGG
CTTATGATTGTcATGATARATTTaGGATCARTGTATARTATTTTACTcATATGTAaaCCTaGaCGahGaCAaCCTATARCAGATCCaTaTCTTCCaGTGE

4401 4410 4420 4430 4440 4450 4460 4470 4480 4490 4500
I I

GETGTTATTCTCTTGCTCCTGTACTTGATTGGATARAGCGTAGTATTATTTCTATATTTATCGATTTCTTTATTGCATTTATACCATTGGTTGTCCAGGA
GATGTTATTCTCTGGCACCTGTGCTTGATTGGATARAACGTAGTATTATTTCTATATTTATTGTTTTTTTTATTGCATTTATACCTCTAGTTGTTCARGA
GaTGTTATTCTCTgGCaCCTGTaCTTGATTGGATARAACGTAGTATTATTTCTATATTTATcGaTTTeTTTATTGCATTTATACCacTaGTTGTcCAAGA
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4501 4510 4520 4530 4540 4550 4560 4570 4580 4590 4600
1 1

ATTGACTGAARGAGGTGTATGGAGGGCTTCTACACGGCTTGCCARACATTTTGGTTCTTTATCTCCTTTATTCGARGTGTTTGTTTCTCARATCTATGCC
GTTARCTGAARGAGGTGTATGGAGGGCCTCTACACGACTTGCTARACATTTTGGTTCATTATCGCCTTTATTTGARGTGTTTGTTTCTCARATTTATGCT
aTTaACTGARAGAGGTGTATGGAGGGCcTCTACACGACTTGCcARACATTTTGGTTCATTATCECCTTTATTcGARGTGTTTGTTTCTCARATCTATGC

4601 4610 4620 4630 4640 4650 4660 4670 4680 46390 4700
I I
ARTTCTTTGCTTCARRATCTTGCATTCGGTGGTGCTCGATATATTGGAACTGGTCGTGGATTTGCCACTACTAGAATTCCATTTTCARTTCCTTTTTCAR
ARTTCTTTACTCCARRATCTTGCATTTGGAGGTGCTCGATATATTGGTACTGGTCGTGGATTTGCARCTACTAGARTCCCATTTTCARTACTTTTTTCAR
ARTTCTTTaCTcCARRATCTTGCATTeGGaGGTGCTCGATATATTGGAACTGGTCGTGGATTTGCaACTACTAGAATCCCATTTTCARTACeTTTTTCAR

47201 4710 4720 4730 4740 4750 4760 4770 4780 4790 4800
1 1
GATTTGCTGGCGCATCTATATACTTGGGTTCTCGTACCCTTATTATGCTTTTATTTGCGACGGTTACARTGTGGATACCTCATTTAGTGTACTTTTGGGT
GGTTTGCTGGTGCATCTATATATTTGGGTTCACGCACTCTTATTATGCTCTTGTTTGCAACAGTTACTATGTGGATACCTCATTTAGTATACTTCTGGGT
GaTTTGCTGGeGCATCTATATACTTGGGTTCaCGeACCCTTATTATGCTeTTaTTTGLaACaGTTACAATGTGGATACCTCATTTAGTaTACTTcTGGGT

4801 4810 4820 4830 4840 4850 4860 4870 4880 4830 4900
1 I
TTCAGTATTGGCCCTTTGTATATCTCCATTTATCTTTARTCCACATCAATTTTCATGGACAGATTTTTTCGTGGATTATAGGGARTTCATTCGTTGGTTA
TTCAGTGTTAGCACTTTGTATATGCCCATTTATTTTTARTCCACACCAGTTTTCATGGACTGATTTCTTTGTGGATTATAGAGARTTTATTCGCTGGTTA
TTCAGTaTTaGCaCTTTGTATATecCCATTTATGTTTARTCCACACCAATTTTCATGGACAGATT TeTTeGTGGATTATAGAGARTTCATTCGe TGGTTA

4901 4910 4920 4930 4940 4950 4960 4970 4980 4990 5000
1 1
TCTCGTGGTARTTCTAGATCACACGCARATTCTTGGATTGGTTATTGTCGTTTATCTAGAACTAGGATAACCGGGTTTARACGARRRGCACTCGGGCAAL
TCTCGTGGTARTTCCAGATCTCATGCARATTCATGGATAGGTTATTGTCGTTTATCCAGAACTAGARTARCAGGATTCARACGARRRGCTCTTGGACAGE
TCTCGTGGTARTTCcAGATCaCACGCARATTCaTGGATaGGTTATTGTCGTTTATCcAGAACTAGAATAACaAGGATTcARACGARRRGCaCTeGGaCAal

5001 5010 5020 50320 5040 5050 5060 5070 5080 5090 5100
I 1

CATCAGAARAGCTTTCAGGAGATATTCCTAGAGCCGGATTTAGTARTGTTTTTTTTAGCGAAGTTATTGGGCCAATGATCTTGGTACTTTTATCACTTGT
CATCAGAGARACTTTCAGGTGATATTCCTAGGGCAGGATTTARCARTGTTTTTTTTAGTGAAGTTATCGGGCCATTGATCTTAGTARTTTTGTCACTTGT
CATCAGAaRRaCTTTCAGGaGATATTCCTAGAGC aGGATTTAacARTGTTTTTTTTAGCGAAGTTATcGGGCCAATGATCTTaGTAATTTTaTCACTTGT

5101 5110 5120 5130 5140 5150 5160 5170 5180 5190 5200
1 I
TCCATATTGTTTTATARRTTCACGGCCTGGATTTGAGCCATTCGGTAAATCARATCCCGCTARRRRTGGATCARATCCTTTGATCCGTATTGCARTTGTG
TCCATTTTGTTTCATGARTTCACGGCCTGGATTTGARCCATTTGGTAAATCARATCCAGC TCGARRCGGTTCARATCCTTTAATTCGTATTGCGATTGTT
TCCATATTGTTTcATAARTTCACGGCCTGGATTTGAACCATTcGGTAAATCARATCCAGCTaaAARcGGaTCARATCCTTTaATCCGTATTGCAATTGT

5201 5210 5220 5230 5240 5250 5260 5270 5280 5290 5300
1 I
TCATTTGCGCCGATCTGTGTTARTGCARTGGTTGCCTTTGTGTTTTTCGGTATGGCGTGCTGTATGGGTCCARTTTTARCTATTTGTTGCARGAAATTTG
TCATTTGCTCCGATTTGTGTTAATGCATTGGTGGCCTTTGTGTTTTTCGGTATGGCATGTTGTATGGGTCCARTTTTARCTATATGTTGTARARAATTTG
TCATTTGCgCCGATCTGTGTTAATGCAATGGTgGCCTTTGTGTTTTTCGGTATGGCaTGeTGTATGGGTCCARTTTTARCTATATGTTGeARaARATTTG

5301 5310 5320 5330 5340 5350 5360 5370 5380 5390 5400
I I
GAGCTGTTTTAGCGACTATTTCTCACGCARTAGCTGTAATAATCTTGGTGACATTTTTTGAAGTTTTATGGTTTTTAGARGGATGGTCTTTCTCTARAAL
GAGCAGTTTTAGCARCTATTTCTCATGCARTAGCTGTARTAGTCTTAGTAGCGTTTTTTGAAGTTTTATGGTTTTTAGAGGGATGGTCTTTTTCCARAAL
GAGCaGTTTTAGCaACTATTTCTCAcGCARTAGCTGTARTAATCTTaGTaaCaTTTTTTGAAGTTTTATGGTTTTTAGRaGGATGGTCTTTe TCcARAAL

5401 5410 5420 54320 5440 5450 5460 5470 5480 5490 5500
I I
TATTTTAGGATTAGTTACTATGATATCTCTTCARCGAGCTTTCTTAARGATAT TRACAATAATGATTCTTACTCGTGARTTTARGCATGATGGGTCCAAT
TATTTTAGGATTAGTTACTATGATTTCTCTTCARCGGGCTTTCTTAARAATGT TRACAATAATGATTCTTACTCGTGARTTTAARRCATGATGGGTCTAAT
TATTTTAGGATTAGTTACTATGATaTCTCTTCAACGaGCTTTCTTAARaAT AT TRRCAATAATGATTCTTACTCGTGARTTTARACATGATGGGTCcAAT

5501 5510 5520 5530 5540 5550 5560 5570 5580 5590 5600
1 I

TTGGCATGGTGGGTARGCATACATTTTTCATTATATARAGAARATCTTGARTTTTACARTTTTAG-ACGGGACGATGGTATAGTARTARTTTAGGTGTCTA
TTAGCATGGTGG=-TATGTGTA==TTTT TCA======== ARRRACTTTARGT TTGACARTTCTAGGACGGGACGATGGTATAGTARTARCTTAGGCGTTCA
TTaGCATGGTGG, TAaGeaTA,  TTTTTCA,. .. ....RaAAAccTTaRaT TTgACARTTcTAG,, ACGGGACGATGGTATAGTARTARCTTAGG:GTccA

5601 5610 5620 5630 5640 5650 5660 5670 5680 5690 5200
1 1

TGCCATGTCACAACCTGCACGAGARTTTGTTTGCARAGT TATAGRAGTTATCTCTTTTTGCTGCCGATTTTTGTCTTGGACATTTGTTGTTATTTATTCTA
TGCTATGTCTCAACCTGCTCGAGARTTTGTCTGCARAGT TATAGRATTATCTCTATTTGCTGCAGATTTTTGCCTTGGACATTTGTTATTGTTTATCCTC
TGCcATGTCaCAACCTGCaCGAGARTTTGTcTGCAARGT TATAGRATTATCTCTaTTTGCTGCAGATTTTTGeCTTGGACATTTGTTaTTaTTTATCCTa

57201 5710 5720 5730 5740 5750 5760 5770 5780 5790 5800
I I
ACACCTATATTGGCCATACCTTATATTGATCGTTGGCATTCTATGCTTCTATTTTGGCTTCGACCTTCTCGACARATTCGACCACCTATATTTTCATTGA
ACTCCCATATTGGCTATACCTTATATTGATCGCTGGCATTCTATGCTTTTATTTTGGCTTCGACCTTCTCGACAAATTCGACCACCTATATTTTCATTAR
ACaCCcATATTGGCcATACCTTATATTGATCGeTGGCATTCTATGCTTeTATTTTGGCTTCGACCTTCTCGACARATTCGACCACCTATATTTTCATTAA

5801 5810 5820 5830 5840 5850 5860 5870 5880 5890 5900
1 1
ARCARAATARGCTTCGARAARGGATTGTTCGTCGATATGCAACTTTGTTCTTTGGTCTTTTTTTACTTTTTCTTATGATTATCCTTGTTCCAGCACTAGG
AGCAGAACARACTTCGARAARGAATTGTTCGTCGATATGCARCCTTATTCTTTGGTCTTTTTCTACTTTTTCTTATGATTATCCTTGTTCCTGCTGTAGG
AaCAaAAcARaCTTCGARAARGAATTGTTCGTCGATATGCAACCTTaTTCTTTGGTCTTTTTeTACTTTTTCTTATGATTATCCTTGTTCCAGE ac TAGG

5901 5910 5920 5930 5940 5950 5960 5970 5980 5990 6000
I I
GCATTCTARATTTCCARRRTCTCTTAATARTATTGCTTTTCTTARARACTTGGGACTTATTCARCCTTCTARTGATCCARGGGGCGCAACCGGTAGAACE
ACATTCTARATTTCCARRATCTCTTAACARTATACCTGCTCTTARARATTTAGGACTTATTCAGCCTTCTARTGATCCARGAGGCGCAACCGGTAGGACT
aCATTCTARATTTCCARAATCTCTTAACARTATacCTge TCTTARAAACTTaGGACTTATTCAACCTTCTARTGATCCARGAGGCGCAACCGGTAGaAC

6001 6010 6020 6030 6040 6048
1

1
ACCAGACCAGGAAATTCTARTGGARCCTATARATTGTTTATATACTGA
ACTAGACCGGCAAATTCTAATGGARCATATARGATGTTTACATA
ACcAGACCaGcARRTTCTAATGGARCaTATARaaTGTTTACATA. . ..
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Anexo 3
5 ’
ACAGCATTATTACGATGATTCTTATCCAAGTCAAACAGATCCATATTATGCTGACAATGGCTATAATAATGCA

TAATCAAATGGCATCTCGACGTGGATATTATCCTGATTCTTCACAAATTTCATATACTGGAAACAGATCTTCT
GGAGCAAGCACTCCTGTTTATGGCATGGAATATAATCAAGCTGCTATGATGACATCAGCAAGGTCTCGTGA
ACCTTATCCAGCATGGACAGCAGAAAACCAAATACCTATCTCAAAAGAAGAAATTGAGGATATTTTTATTGA
TCTTACTAACAAATTTGGGTTCCAGAGGGATTCTATGCGGAATATGTATGATCATATGATGGTGCTTTTAGA
TTCTCGTGCTAGTCGAATGACACCTAATCAGGCTCTTCTTTCTCTCCATGCAGATTATATTGGTGGGGACAAT
GCAAATTATAGGAATTGGTATTTTGCTGCACAACTTGATTTAGATGATGCTGGCNGCNANATANCNGAAGG
NGGTAATTGGGTATNTGCAAAACAAACTTTATCTGGAATTTTCNAATCTCAAAAAAATACAGCGGCTAAAG
ATNTCCTACAAGCTCTTGAAAGTGATAATCCTTTAGAATCTGCATTATATCGTTGGAAGACTAAATGTAGTC
AAATGAGTCAATATGATCGAGCTAGAGAATTGGCACTTTATTTACTITGCTGGGGTGAAGCAAATCAAGTTC
GATTTACTCCAGAGTGCCTTTGTTTCATTTTTAAATGTGCTAATGATTATCTCAATTCTCCACAATGCCAGGCA
ATGGTTGAGCCGGTTCCTGAAGGATCATATCTTAATGATATTATTACACCTCTTTATATATATATGCGTGATC
AAGGATATGAAATCATCAATGGGAAGTATGTTCGTCGTGAGCGTGATCATAATAAGATTATTGGTTATGAT
GATATTAATCAATTATTTTGGTATTCAGAAGGTATTGAACGTATCGTTCTTTCTGATAAAACTCGTATAATTG
ATTTGCCTCCTGAGCAACGGTATCTTAGACTTAAAGATGTAGTATGGAAAAAGGTATTCTTTAAGACATATC
GTGAAACTCGAAGCTGGTTTCATCTATTTACCAATTTCAATAGAATTTGGATTATTCATATTACTGTGTATTG
GTTCTATACTGCTGCAAATTCACCAACTGTTTATACACATAATTATCAACAATCGCTTGATAACCAGCCGCCT
TTTGCTTATCGTATGAGTGCGGTTAGTTTTGGTGGGGGTGTTGCTTCACTACTAATGATCATTGCTACTTTGG
CTGAATGGGCATATGTTCCTCGAAAATGGGCAGGTGCTCAGCATTTAACAAGGCGTCTTTTATTTCTTATTTT
GTTTCTAATCATTAATGTTGCACCTGGTGTATATGTAATAAAATTCGCTCCATGGAAACCGAAGGTCAGTGT
TGTTACGACACTTATAAGTATTATACACTTTTTGATTGCAATGTTTACATTTCTTTTTTTTGCAATCATGCCTTT
AGGAGGCCTGTTTGGGAATTATTTATACAAAAAAACACGTCGTTATGTTGCAAGTCAAACTTTTACAGCTAA
TTTTGCTAAATTAAAAGGAAATGATTTATGGCTCAGTTATGGCCTTTGGATAGCAGTATTTGCGTGTAAGTTT
GCAGAATCATACTTTTTTCTGTCTCTTTCTCTGCGAGATCCTATTAGATATCTTAATACCATGACAATAGGACA
TTGTGGCATTCGATATCTTGGTTCTATTCTTTGCCCATATCAGGCCAAAATTACTCTTGGAATAATGTATATCA
CTGATCTGGTATTATTCTTTTTGGATACATATTTATGGTATATTATTTGGAATACTATTTGTTCTGTTGCTAGA
TCGTTTTATCTGGGAGTTTCTATATGGACGCCTTGGAGAAACATATTTTCGAGGATGCCAAAGAGAATTTAC
TCTAAAATTTTGGCAACAAATGATATGGAAATAAAGTATAAACCCAAAGTCCTTATTTCACAGGTTTGGAAT
GCCATTGTTATATCAATGTATCGAGAACATCTTCTTGCTATTGATCATGTCCAAAAATTACTATATCACCAGG
TATTATTGTGAAATAACAATTAACATTCTTTTTTTAATATATTATAGGTTCCTTCTGAACAGGAAGGAAAAAG
AACATTAAGAGCACCAACTTTTTTCATATCACAAGAAGATCATTCTTTCAAAACCGAATTTTTTCCTTCACATA
GCGAGGCAGAACGTCGTATTTCCTTTTTTGCTCAATCACTTTCTACACCAATTCCAGAACCTCTTCCAGTTGAT
AATATGCCTACGTTTACTGTTCTTGTTCCCCATTATGGTGAAAAGATTTTATATTCTTTGCGAGAAATTATACG
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TGAAGATGATCAACTTTCGAGAGTAACACTACTAGAATATCTTAAACAATTGCATCCTGTAGAATGGGATTG
CTTTGTCAAGGATACCAAAATATTGGCAGAGGAAACTTCTCTTTATAATGGAGGATCATCTTTTGATAAAGA
TGAAAAAGACACAGTAAAAAGCAAAATTGACGATTTACCTTTTTATTGTGTTGGATTCAAATCAGCAGCACC
AGAATATACCTTAAGGACACGTATTTGGGCATCATTGCGTTCTCAAACTTTATACAGAACTGTTTCTGGATTT
ATGAACTATTCACGAGCTATTAAGCTTCTTTATCGTGTTGAAAATCCTGATGTTGTTCAAATGTTTGGTGGAA
ATACAGATAAGTTAGAACATGAGTTAGAAAGAATGGCCCGTCGGAAATTCAAATTTGTTATATCAATGCAA
CGATTTTTTAAATTCAATAAAGAGGAGCAAGAGAATACGGAATTTCTTCTTCGGGCCTATCCAGATCTTCAA
ATTGCATATTTGGATGAAGAGCCGCCTTCACATGAAGGAGATGAACCAAAAATATATTCATCTTTAATAGAT
GGATATTCGGAGATTATGGAAAGATGGTAGACGACGACCAAAGTTTAGAATTCAATTATCTGGTAATCCTA
TTCTTGGTGACGGTAAAAGTGATAATCAAAATCATGCAATCATATTTTACCGTGGAGAATATATTCAACTTAT
CGATGCTAATCAAGATAATTATTTGGAAGAATGTTTGAAAATTCGTTCAGTTTTAGCAGAATTTGAAGAAAT
GTCCCCACTAGAAGAATTTCCATATAATCCAAATGAAAACTCTAAAGTTAACAATCCAGTAGCTATTTTAGGT
GCTCGAGAGTATATTTTTTCTGAAAATATAGGTGTTTTAGGTGATGTGGCAGCTGGTAAAGAGCAAACTTTT
GGAACATTATTTGCCCGTACTTTGGCTCAAATTGGCGGAAAACTTCATTATGGTCACCCTGATTTTTTAAATG
GACCTTTTATGACTACTAGAGGAGGCGTTTCAAAAGCTCAGAAAGGCTTGCATCTTAATGAAGACATATATG
CAGGCATGACTGCACTACTTAGAGGCGGACGTATTAAGCATTGTGAATACTATCAGTGTGGAAAAGGTCGC
GATCTTGGATTTGGATCTATTTTAAATTTTACTACAAAAGTTGGTACAGGAATGGGAGAGCAAATGCTTTCC
AGAGAATACTATTATCTTGGAACACAACTTCCATTAGATAGGTTTTTATCTTTTTATTATGCTCATCCTGGGTT
TCATATTAATAATCTTTTTATTATTCTTTCAGTACAATTACTTATGATTGTCATGATAAATTTGGGATCAATGT
ATAATATTTTACTTATATGTAAACCTAGACGTGGGCAACCTATAACGGATCCTTTTCTTCCAGTGGGATGTTA
TTCTCTGGCACCTGTGCTTGATTGGATAAAACGTAGTATTATTTCTATATTTATTGTTTTTTTTATTGCATTTAT
ACCTCTAGTTGTTCAAGAGTTAACTGAAAGAGGTGTATGGAGGGCCTCTACACGACTTGCTAAACATTTTGG
TTCATTATCGCCTTTATTTGAAGTGTTTGTTTCTCAAATTTATGCTAATTCTTTACTCCAAAATCTTGCATTTGG
AGGTGCTCGATATATTGGTACTGGTCGTGGATTTGCAACTACTAGAATCCCATTTTCAATACTTTTTTCAAGG
TTTGCTGGTGCATCTATATATTTGGGTTCACGCACTCTTATTATGCTCTTGTTTGCAACAGTTACTATGTGGAT
ACCTCATTTAGTATACTTCTGGGTTTCAGTGTTAGCACTTTGTATANGCCCATTTATTTTTAATCCACACCAGT
TTTCATGGACTGATTTCTTTGTGGATTATAGAGAATTTATTCGCTGGTTATCTCGTGGTAATTCCAGATCTCA
TGCAAATTCATGGATAGGTTATTGTCGTTTATCCAGAACTAGAATAACAGGATTCAAACGAAAAGCTCTTGG
ACAGCCATCAGAGAAACTTTCAGGTGATATTCCTAGGGCAGGATTTAACAATGTTTTTTTTAGTGAAGTTAT
CGGGCCATTGATCTTAGTAATTTTGTCACTTGTTCCATTTTGTTTCATGAATTCACGGCCTGGATTTGAACCAT
TTGGTAAATCAAATCCAGCTCGAAACGGTTCAAATCCTTTAATTCGTATTGCGATTGTTTCATTTGCTCCGAT
TTGTGTTAATGCATTGGTGGCCTTTGTGTTTTTCGGTATGGCATGTTGTATGGGTCCAATTTTAACTATATGT
TGTAAAAAATTTGGAGCAGTTTTAGCAACTATTTCTCATGCAATAGCTGTAATAGTCTTAGTAGCGTTTTITG
AAGTTTTATGGTTTTITAGAGGGATGGTCTTTCCAAAACTATTTTAGGATTAGTTACTATGATTTCTCTTCAAC
GGGCTTTCTTAAAAATGTTAACAATAATGATTCTTACTCGTGAATTTAAACATGATGGGTCTAATTTAGCATG
GTGGTATGTGTATTTTTCAAAAAACTTTAAGTTTGACAATTCTAGGACGGGACGATGGTATAGTAATAACTT
AGGCGTTCATGCTATGTCTCAACCTGCTCGAGAATTTGTCTGCAAAGTTATAGAATTATCTCTATTTGCTGCA
GATTTTTGCCTTGGACATTTGTTATTGTTTATCCTCACTCCCATATTGGCTATACCTTATATTGATCGCTGGCA
TTCTATGCTTTTATTTTGGCTTCGACCTTCTCGACAAATTCGACCACCTATATTTTCATTAAAGCAGAACAAAC
TTCGAAAAAGAATTGTTCGTCGATATGCAACCTTATTCTTTGGTCTTTTTCTACTTTTTCTTATGATTATCCTTG
TTCCTGCTGTAGGACATTCTAAATTTCCAAAATCTCTTAACAATATACCTGCTCTTAAAAATTTAGGACTTATT
CAGCCTTCTAATGATCCAAGAGGCGCAACCGGTAGGACTACTAGACCGGCAAATTCTAATGGAACATATAA
GATGTTTACATA 3’
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Anexo 4:

600 bp
500 bp
400 bp
300 bp

= 560 bp

200 bp

100bp

Anexo 4: Fotografia do resultado de gel de PCR da sequéncia 1. Uma banda Gnica pode ser visualizada aos 560

pares de base quando comparada com a faixa do marcador.
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Anexo 5:

Anexo 5: Fotografia do resultado de gel de eletroforese da PCR da sequéncia 2 mostrando a banda pretendida

de 535 pares de base.
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Anexo 6:

Anexo 6: Fotografia do resultado de gel de eletroforese da PCR da sequéncia 3 mostrando 3 pogos idénticos

com a banda pretendida de 620 pares de base.
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Anexo 7:

622bp

Anexo 7: Fotografia da PCR da sequéncia 4 mostrando a banda de 622 pares de base relacionado na coluna do

marcador. Esta ¢ a faixa de bases pretendidas nesta sequéncia e portanto pode-se prosseguir.
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Anexo 8:

495bp

Anexo 8: Fotografia em gel de eletroforese do resultado da reacdo de PCR da sequéncia 5. Na imagem pode-se
ver duas bandas. Uma delas, marcada na faixa dos 495 bp é a banda pretendida e a outra ndo conseguiu-se

eliminar em otimizac6es da PCR, mas pode ser aqui descartada.
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Anexo 9:

Anexo 9: Fotografia do resultado de gel de eletroforese da PCR da sequéncia 6 mostrando a banda pretendida

de 644 pares de base.
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Anexo 10:

Anexo 10: Fotografia em gel de eletroforese do resultado da reacdo de PCR da sequéncia 8. A banda maior,
em destaque, é a pretendida para amplificacdo desta sequéncia e, portanto, menosprezou-se a outra enviando a

amostra para sequenciamento.

94



Anexo 11:

673b

£88

500
400
300

200

100

Anexo 11: Fotografia do resultado de gel de eletroforese da PCR da sequéncia 9 mostrando a banda pretendida
de 673 pares de base.
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Anexo 12:

1212 - - - - - - - - M

Anexo 12: Fotografia em gel de eletroforese do resultado da reacdo de PCR da sequéncia 12. Os dois primeiros

pocos do gel nos mostram a banda pretendida como resultado da amplificagdo desta sequéncia.
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Anexo 13:

NACAGCATTATTACGATGATTCTTATCCAAGTCAAACAGATCCATATTATGCTGACAATGGCTATAATAATG
CAGATTTTCACGGGTCTTCATATGCACCCGAAGGGTATGATCATCAGGGAGCTTATCATCCTATGGAATACG
GACAAGAGTATTATGATGAAGGATATGATAATGGGCAGGTACCATATGATGCACGTGCTTTTGATATGTAT
TCACCATCGGATGATGCATATTATCGTCAAGAAAATGCCTATTATGATTATCCTGCAGATGCATATGCAACG
GATGTGTATGGTACGTTTTTTTATAAAATTCAGAAGTAATTTGTTATTTACTATTTTTTGAATTATTAGATCCA
TATGGAATGCCAATTGCTGATCAACACCCTCTTCAATATTTTCAAGATCATGGGAATTATATGTATAATCGTA
AAGGGAAGCATAGAGGATCATCTGAAGGTTCAGAAGCATTTTCCGACTTTACAATGCGTTCTGATATGGCT
CGTGCGGCGGAATTTGATGCATATGGGCGGTTTGATGAGCAGTATAGATCGTATGCACCTAGTACAGAATC
TCTTAATCAAATGGCATCTCGACGTGGATATTATCCTGATTCTTCACAAATTTCATATACTGGAAACAGATCT
TCTGGAGCAAGCACTCCTGTTTATGGCATGGAATATAATCAAGCTGCTATGATGACATCAGCAAGGTCTCGT
GAACCTTATCCAGCATGGACAGCAGAAAACCAAATACCTATCTCAAAAGAAGAAATTGAGGATATTTTTATT
GATCTTACTAACAAATTTGGGTTCCAGAGGGATTCTATGCGGAATATGTATGATCATATGATGGTGCTTTTA
GATTCTCGTGCTAGTCGAATGACACCTAATCAGGCTCTTCTTTCTCTCCATGCAGATTATATTGGTGGGGACA
ATGCAAATTATAGGAATTGGTATTTTGCTGCACAACTTGATTTAGATGATGCTGNTTCTNTTTTCNAATCTCA
AAAAAATACAACGGCTAAAGATATCCTACAAGCTCTTGAAAGTGATAATCCTTTAGAATCTGCAATATATCG
TTGGAAGACTAAATGTAGTCAAATGAGTCAATATGATCGAGCTAGAGAATTGGCACTTTATTTACTTTGCTG
GGGTGAAGCAAATCAAGTTCGATTTACTCCAGAGTGCCTTTGTTTCATTTTTAAATGTGCTAATGATTATCTC
AATTCTCCACAATGCCAGGCAATGGTTGAGCCGGTTCCTGAAGGATCATATCTTAATGATATTATTACACCTC
TTTATATATATATGCGTGATCAAGGATATGAAATCATCAATGGGAAGTATGTTCGTCGTGAGCGTGATCATA
ATAAGATTATTGGTTATGATGATATTAATCAATTATTTTGGTATTCAGAAGGTATTGAACGTATCGTTCTTTC
TGATAAAACTCGTATAATTGATTTGCCTCCTGAGCAACGGTATCTTAGACTTAAAGATGTAGTATGGAAAAA
GGTATTCTTTAAGACATATCGTGAAACTCGAAGCTGGTTTCATCTATTTACCAATTTCAATAGAATTTGGATT
ATTCATATTACTGTGTATTGGTTCTATACTGCTGCAAATTCACCAACTGTTTATACACATAATTATCAACAATC
GCTTGATAACCAGCCGCCTTTTGCTTATCGTATGAGTGCGGTTAGTTTTGGTGGGGGTGTTGCTTCACTACT
AATGATCATTGCTACTTTGGCTGAATGGGCATATGTTCCTCGAAAATGGGCAGGTGCTCAGCATTTAACAAG
GCGTCTTTTATTTCTTATTTTGTTTCTAATCATTAATGTTGCACCTGGTGTATATGTAATAAAATTCGCTCCAT
GGAAACCGAAGGTCAGTGTTGTTACGACACTTATAAGTATTATACACTTTTTGATTGCAATGTTTACATTTCT
TTTTTTTGCAATCATGCCTTTAGGAGGCCTGTTTGGGAATTATTTATACAAAAAAACACGTCGTTATGTTGCA
AGTCAAACTTTTACAGCTAATTTTGCTAAATTAAAAGGAAATGATTTATGGCTCAGTTATGGCCTTTGGATA
GCAGTATTTGCGTGTAAGTTTGCAGAATCATACTTTTTTCTGTCTCTTTCTCTGCGAGATCCTATTAGATATCT
TAATACCATGACAATAGGACATTGTGGCATTCGATATCTTGGTTCTATTCTTTGCCCATATCAGGCCAAAATT
ACTCTTGGAATAATGTATATCACTGATCTGGTATTATTCTTTTTGGATACATATTTATGGTATATTATTTGGAA
TACTATTTGTTCTGTTGCTAGATCGTTTTATCTGGGAGTTTCTATATGGACGCCTTGGAGAAACATATTTTCG
AGGATGCCAAAGAGAATTTACTCTAAAATTTTGGCAACAAATGATATGGAAATAAAGTATAAACCCAAAGT
CCTTATTTCACAGGTTTGGAATGCCATTGTTATATCAATGTATCGAGAACATCTTCTTGCTATTGATCATGTCC
AAAAATTACTATATCACCAGGTATTATTGTGAAATAACAATTAACATTCTTTTTTTAATATATTATAGGTTCCT
TCTGAACAGGAAGGAAAAAGAACATTAAGAGCACCAACTTTTTTCATATCACAAGAAGATCATTCTTTCAAA
ACCGAATTTTTTCCTTCACATAGCGAGGCAGAACGTCGTATTTCCTTTTTTGCTCAATCACTTTCTACACCAAT
TCCAGAACCTCTTCCAGTTGATAATATGCCTACGTTTACTGTTCTTGTTCCCCATTATGGTGAAAAGATTTTAT
ATTCTTTGCGAGAAATTATACGTGAAGATGATCAACTTTCGAGAGTAACACTACTAGAATATCTTAAACAAT
TGCATCCTGTAGAATGGGATTGCTTTGTCAAGGATACCAAAATATTGGCAGAGGAAACTTCTCTTTATAATG
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GAGGATCATCTTTTGATAAAGATGAAAAAGACACAGTAAAAAGCAAAATTGACGATTTACCTTTTTATTGTG
TTGGATTCAAATCAGCAGCACCAGAATATACCTTAAGGACACGTATTTGGGCATCATTGCGTTCTCAAACTT
TATACAGAACTGTTTCTGGATTTATGAACTATTCACGAGCTATTAAGCTTCTTTATCGTGTTGAAAATCCTGA
TGTTGTTCAAATGTTTGGTGGAAATACAGATAAGTTAGAACATGAGTTAGAAAGAATGGCCCGTCGGAAAT
TCAAATTTGTTATATCAATGCAACGATTTTTTAAATTCAATAAAGAGGAGCAAGAGAATACGGAATTTCTTCT
TCGGGCCTATCCAGATCTTCAAATTGCATATTTGGATGAAGAGCCGCCTTCACATGAAGGAGATGAACCAA
AAATATATTCATCTTTAATAGATGGATATTCGGAGATTATGGAAAGATGGTAGACGACGACCAAAGTTTAG
AATTCAATTATCTGGTAATCCTATTCTTGGTGACGGTAAAAGTGATAATCAAAATCATGCAATCATATTTTAC
CGTGGAGAATATATTCAACTTATCGATGCTAATCAAGATAATTATTTGGAAGAATGTTTGAAAATTCGTTCA
GTTTTAGCAGAATTTGAAGAAATGTCCCCACTAGAAGAATTTCCATATAATCCAAATGAAAACTCTAAAGTT
AACAATCCAGTAGCTATTTTAGGTGCTCGAGAGTATATTTTTTCTGAAAATATAGGTGTTTTAGGTGATGTG
GCAGCTGGTAAAGAGCAAACTTTTGGAACATTATTTGCCCGTACTTTGGCTCAAATTGGCGGAAAACTTCAT
TATGGTCACCCTGATTTTTTAAATGGACCTTTTATGACTACTAGAGGAGGCGTTTCAAAAGCTCAGAAAGGC
TTGCATCTTAATGAAGACATATATGCAGGCATGACTGCACTACTTAGAGGCGGACGTATTAAGCATTGTGA
ATACTATCAGTGTGGAAAAGGTCGCGATCTTGGATTTGGATCTATTTTAAATTTTACTACAAAAGTTGGTAC
AGGAATGGGAGAGCAAATGCTTTCCAGAGAATACTATTATCTTGGAACACAACTTCCATTAGATAGGTTTTT
ATCTTTTTATTATGCTCATCCTGGGTTTCATATTAATAATCTTTTTATTATTCTTTCAGTACAATTACTTATGATT
GTCATGATAAATTTGGGATCAATGTATAATATTTTACTTATATGTAAACCTAGACGTGGGCAACCTATAACG
GATCCTTTTCTTCCAGTGGGATGTTATTCTCTGGCACCTGTGCTTGATTGGATAAAACGTAGTATTATTTCTA
TATTTATTGTTTTTTTTATTGCATTTATACCTCTAGTTGTTCAAGAGTTAACTGAAAGAGGTGTATGGAGGGC
CTCTACACGACTTGCTAAACATTTTGGTTCATTATCGCCTTTATTTGAAGTGTTTGTTTCTCAAATTTATGCTA
ATTCTTTACTCCAAAATCTTGCATTTGGAGGTGCTCGATATATTGGTACTGGTCGTGGATTTGCAACTACTAG
AATCCCATTTTCAATACTTTTTTCAAGGTTTGCTGGTGCATCTATATATTTGGGTTCACGCACTCTTATTATGC
TCTTGTTTGCAACAGTTACTATGTGGATACCTCATTTAGTATACTTCTGGGTTTCAGTGTTAGCACTTTGTATA
NGCCCATTTATTTTTAATCCACACCAGTTTTCATGGACTGATTTCTTTGTGGATTATAGAGAATTTATTCGCTG
GTTATCTCGTGGTAATTCCAGATCTCATGCAAATTCATGGATAGGTTATTGTCGTTTATCCAGAACTAGAATA
ACAGGATTCAAACGAAAAGCTCTTGGACAGCCATCAGAGAAACTTTCAGGTGATATTCCTAGGGCAGGATT
TAACAATGTTTTTTITTAGTGAAGTTATCGGGCCATTGATCTTAGTAATTTTGTCACTTGTTCCATTTTGTTTCA
TGAATTCACGGCCTGGATTTGAACCATTTGGTAAATCAAATCCAGCTCGAAACGGTTCAAATCCTTTAATTC
GTATTGCGATTGTTTCATTTGCTCCGATTTGTGTTAATGCATTGGTGGCCTTTGTGTTTTTCGGTATGGCATG
TTGTATGGGTCCAATTTTAACTATATGTTGTAAAAAATTTGGAGCAGTTTTAGCAACTATTTCTCATGCAATA
GCTGTAATAGTCTTAGTAGCGTTTTTTGAAGTTTTATGGTTTAGAGGGATGGTCTTTTTCCAAAACTATTTTA
GGATTAGTTACTATGATTTCTCTTCAACGGGCTTTCTTAAAAATGTTAACAATAATGATTCTTACTCGTGAATT
TAAACATGATGGGTCTAATTTAGCATGGTGGTATGTGTATTTTTCAAAAAACTTTAAGTTTGACAATTCTAGG
ACGGGACGATGGTATAGTAATAACTTAGGCGTTCATGCTATGTCTCAACCTGCTCGAGAATTTGTCTGCAAA
GTTATAGAATTATCTCTATTTGCTGCAGATTTTTGCCTTGGACATTTGTTATTGTTTATCCTCACTCCCATATTG
GCTATACCTTATATTGATCGCTGGCATTCTATGCTTTTATTTTGGCTTCGACCTTCTCGACAAATTCGACCACC
TATATTTTCATTAAAGCAGAACAAACTTCGAAAAAGAATTGTTCGTCGATATGCAACCTTATTCTTTGGTCTT
TTTCTACTTTTTCTTATGATTATCCTTGTTCCTGCTGTAGGACATTCTAAATTTCCAAAATCTCTTAACAATATA
CCTGCTCTTAAAAATTTAGGACTTATTCAGCCTTCTAATGATCCAAGAGGCGCAACCGGTAGGACTACTAGA
CCGGCAAATTCTAATGGAACATATAAGATGTTTACATA
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Anexo 14:

Sequéncia l

10 73 281 572
| | | |
Forward 5 NNNNNNNNNNN . . ... ATGNCTATAA..... CCTGCAGATG..... GCACCAAATT 3’
20 73 281 518
I I I I
Reverse 5’ GCATTATTAC..... ATGNCTATAA ... .. CCTGCAGATG..... CTCGTGCGGC 3’
Sequéncia 2
520 737 920 998
| | | |
Forward 5’ CGTGCGGCGG..... AACCTTATCC. .... TCTTTICTCTCCATG . . ... ATGATGCTGA 3’
510 737 9520
I | I
Reverse 5’ TGAAGGTTCA..... AACCTTATCC..... TCATTTCTCTCCATG 3’
Sequéncia 3
1070 1136 1230
| | |
Forward 5’ NTTTTCNAATCTCAAAA. . ... CTGCAATATAT..... AAATCAAGTT 3’
964 1039

I I
Reverse 5’ GGAATT . .. TTGGA CTAATATGGATTTTGAGAAAAATAAGAAAACAAACCATT

1064 1136
I |
CTCAAAAATTTTCAAAATCTCAAAAAAATACAACGGCTAAAGATATCC. .. .. CTGCAATATAT.....
1466
|
ATCAATTATT 3’
Sequéncia 4
1470 1689 2029
I I I
Forward 5 ATTATITIGG..... TGCAAATTICA..... GCAATCATGC 3’
1435 1689 1987
I I I
Reverse 5’ TCATAATAAG . .... TGCAAATTCA..... ATTATACACT 3’
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Sequéncia 5
1962 2204 2429
I I I
Forward 5" CAGTGTTGTT..... TTTCTGTCTC..... TCTATATGGA 3’
1934 2204 2386
| I I
Reverse 5’ TAAAATTCGC. .. .. TITCTGTCTC. .... AATACTATTT 3’
Sequéncia 6
2376 2590 2972
| I I
Forward 5’ TATTATTIGG. .. .. GAACA_TC_TTC_TTGCTA_TTGATCATGT_CCA..... AACAATTGCA 3’
2916 2590 2918
I | I
Reverser 5’ GAAATTATAC. . ... GAACA_TC_TTC_TTGCTA_TTGATCATGT_CCA..... AAATTATACG 3
Sequéncia 8
3483 3710 4036
I I |
Forward 5' AATATATTCA ... .. TGAAGAAATG. .... GACGTATTA 3’
3445 3710 4002
I I |
Reverse 5’ GATGAAGAGC.. ... TGAAGAAATG. . ... CATATATGCA 3’
Sequéncia 9
3976 4092 4420 4595
I I I |
Forward 5’ CATATATGCA. .... GATCTATTIGN . .... TATTTTA..... AGGTGCTCG 3’
3941 4092 4420 4535
I I I I
Reverse 5’ CCTTTTATGAC..... GATCTATTTT..... TATTTAT..... TATTTGAAGT 3’
Sequéncia 12
5469 5692 5994
I I I
Forward 5’ GCATGGTGGT..... CATTCTATGC....GTTTACATA 3’
5422 5692 5943
| | I
Reverse 5’ CAATAATGA . .... CATTCTATGC..... CCGGTAG 3’
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