
  

Ministério da Saúde 

Fundação Oswaldo Cruz 

Centro de Pesquisas René Rachou 

Programa de Pós-graduação em Ciências da Saúde 

 

                                         

  Sequenciamento parcial do DNA mitocondrial de 

Biomphalaria straminea e análise comparativa com 

Biomphalaria glabrata e Biomphalaria tenagophila 

 

 

por 

 

Christiane de Oliveira Goveia 

 

 

Belo Horizonte 

Março/2010 

 

    

 

DISSERTAÇÃO MBCM-CPqRR   C. O. GOVEIA                            2010 
 



II

 

Ministério da Saúde 

Fundação Oswaldo Cruz 

Centro de Pesquisas René Rachou 

Programa de Pós-graduação em Ciências da Saúde 

 

 

Sequenciamento parcial do DNA mitocondrial de 

Biomphalaria straminea e análise comparativa com 

Biomphalaria glabrata e Biomphalaria tenagophila 

 

por 

 

Christiane de Oliveira Goveia 

 

Dissertação apresentada com vistas à obtenção do 

Título de Mestre em Ciências na área de 

concentração de Biologia Celular e Molecular. 

 

Orientação: Roberta Lima Caldeira 

                                   Co-Orientação: Liana Konovallof Jannotti-Passos 

 

Belo Horizonte 

Março/2010 

 



III

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
Catalogação-na-fonte 
Rede de Bibliotecas da FIOCRUZ 
Biblioteca do CPqRR 
Segemar Oliveira Magalhães CRB/6 1975 
G721s 
2010 

Goveia, Christiane Oliveira. 

  

Seqüenciamento parcial do DNA mitocondrial de 

Biomphalaria straminea e análise comparativa com 

Biomphalaria glabrata e Biomphalaria tenagophila / 

Christiane Oliveira Goveia. – Belo Horizonte, 2010. 

 
xii, 66 f.: il.; 210 x 297mm. 
Bibliografia: f.: 69 - 78 
Dissertação (Mestrado) – Dissertação para 

obtenção do título de Mestre em Ciências pelo 
Programa de Pós - Graduação em Ciências da Saúde 
do Centro de Pesquisas René Rachou. Área de 
concentração: Biologia Celular e Molecular. 

 
1. Esquistossomose mansoni/transmissão 2. 

Schistosoma mansoni/parasitologia 3. 

Biomphalaria/genética 4. DNA Mitocondrial/genética I. 

Título. II. Caldeira, Roberta Lima (Orientação). III. 

Janotti-Passos, Liana Konovaloff (Co-orientação) 

 
CDD – 22. ed. – 616.963 

  
 



IV

  

Ministério da Saúde 

Fundação Oswaldo Cruz 

Centro de Pesquisas René Rachou 

Programa Pós-Graduação em Ciências da Saúde 

 

 

Sequenciamento parcial do DNA mitocondrial de 

Biomphalaria straminea e análise comparativa com 

Biomphalaria glabrata e Biomphalaria tenagophila 

por 

 

Christiane de Oliveira Goveia 

 
 
 

Foi avaliada pela banca examinadora composta pelos seguintes membros: 

 

 

Prof. Dra. Roberta Lima caldeira (Presidente) 

Prof. Dra. Betania Paiva Drumond 

Prof. Dra. Raquel Lopes Martins Souza 

Suplente: Dra. Taís Nóbrega de Sousa 

 
Dissertação defendida e aprovada em: 04/03/2010. 

 

 



V

Agradecimentos 

 
 

Agradeço à Deus por todas as alegrias e conquistas em minha vida. 
 
Agradeço aos meus pais pelo amor, apoio e incentivo e às minhas irmãs pela 
paciência. A minha mãe, um agradecimento especial, você é um presente de Deus. 
 
Agradeço ao Marcos, amor da minha vida, por todo o carinho e apoio incondicional.  
 
A todos os meus familiares que me incentivaram e me ajudaram de alguma forma. 
 
À minha orientadora, Dra. Roberta Lima Caldeira, pelos ensinamentos, pela 
amizade, confiança e por ser um exemplo como pessoa e profissional.  
 
À Dra Liana Konovallof Jannotti Passos, minha co-orientadora pelos incentivos e 
valiosas sugestões. 
 
Ao Dr. Omar dos Santos Carvalho, pela confiança e também pelas oportunidades 
que me foram oferecidas. 
 
À Equipe do laboratório de Parasitologia Celular e Molecular, em especial ao Dr. 
Jerônimo Ruiz e Patrícia de Cássia Ruy pela ajuda com os programas de 
Bioinformática. À Elisângela Monteiro e Fernanda Lourenço pelo suporte técnico no 
processo de sequenciamento, e ao Rommeo e Anderson Dominitini pela 
colaboração. 
 
Aos colegas do Laboratório de Helmintologia e Malacologia Médica, especialmente à 
Tatiana Teodoro e Cristiane Lafetá, pelas conversas, apoio e amizade de sempre. 
 
À Cíntia Honório Vasconcelos, pela amizade incondicional. 
 
A todos os meus amigos que me apoiaram sempre, em especial aos colegas do 
Santa Maria e da PUC.  
 
À Pós-Graduação do Centro de Pesquisas René Rachou, pela disponibilidade deste 
curso. 
 
À Biblioteca do CPqRR em prover acesso gratuito local e remoto à informação 
técnico-científica em saúde custeada com recursos públicos federais, integrante do 
rol de referências desta dissertação, também pela catalogação e normalização da 
mesma.  
 
Ao Centro de Pesquisas René Rachou e a Capes pelo apoio financeiro. 
 
A todos que não foram citados, mas que de alguma forma colaboraram para a 
realização deste projeto. 

 

 



VI

SUMÁRIO 

 

LISTA DE FIGURAS..........................................................................................  Vlll 

LISTA DE TABELAS......................................................................................... lX 

LISTA DE ABREVIATURAS E SÍMBOLOS..................................................... X 

RESUMO........................................................................................................... XI 

ABSTRACT....................................................................................................... XII 

1   INTRODUÇÃO.............................................................................................. 13 

1.1   O gênero Biomphalaria............................................................................. 14 

1.2   Importância epidemiológica do gênero Biomphalaria no Brasil................ 15 

1.3   DNA mitocondrial....................................................................................... 18 

1.3.1   Genoma mitocondrial de moluscos..................................................... 21 

1.3.2   Código de barra do DNA (DNA Barcode).......................................... 22 

2   JUSTIFICATIVA.......................................................................................... 24 

3   OBJETIVOS................................................................................................. 26 

3.1   Objetivo Geral............................................................................................ 27 

3.2  Objetivos Específicos.................................................................................. 27 

4   METODOLOGIA.......................................................................................... 28 

4.1   Desenho esquemático da metodologia..................................................... 29 

4.2   Molusco..................................................................................................... 30 

4.3   Extração de DNA...................................................................................... 30 

4.4   Reação em cadeia da polimerase das regiões 16S, COI, 12S e ND1...... 30 

4.5   Sequenciamento dos produtos amplificados............................................. 32 

4.6   Amplificação pela PCR dos fragmentos 12S-COIII, COIII-COI, COI-16S 

e 16S-ND1.........................................................................................................

 

33 

4.7   Clonagem molecular dos produtos de PCR............................................... 35 

4.8   Sequenciamento dos clones..................................................................... 36 

4.9   Análise das sequências obtidas no sequenciamento................................   38 

5   RESULTADOS............................................................................................. 41 

5.1   Sequência parcial dos genes COI, 16S, ND1 e 12S................................. 42 

5.2   Reação em Cadeia da Polimerase dos 4 fragmentos longos do DNA 

mitocondrial........................................................................................................

 

42 

 

 
 



VII

5.3   Minipreps................................................................................................... 43 

5.4   Anotação e análise comparativa dos genes............................................. 44 

5.5   Alinhamento múltiplo dos genes............................................................... 46 

5.5.1   Citocromo c oxidase subunidade I (COI)............................................ 46 

5.5.2   Citocromo c oxidase subunidade III (COIII)........................................ 48 

5.5.3   NADH1 Desidrogenase subunidade 1 (ND1)................................... 48 

5.5.4   NADH2 Desidrogenase subunidade 2 (ND2)................................... 49 

5.5.5   NADH3 Desidrogenase subunidade 3 (ND3)................................... 50 

5.5.6   NADH4 Desidrogenase subunidade 4 (ND4)................................... 51 

5.5.7   NADH5 Desidrogenase subunidade 5 (ND5).................................... 52 

5.5.8   NADH6 Desidrogenase subunidade 6 (ND6)................................... 53 

5.6   Sequência de nucleotídeos do COI........................................................... 53 

5.7   Ordem gênica........................................................................................... 56 

6   DISCUSSÃO................................................................................................ 57 

7   CONCLUSÃO.............................................................................................. 63 

8   ANEXO........................................................................................................ 65 

8.1 Anexo 1 – Sequência parcial do gene COI.................................................. 66 

8.2 Anexo 2 – Sequência parcial do gene 16S.................................................. 66 

8.3 Anexo 3 – Sequência parcial do gene ND1................................................. 67 

8.4 Anexo 4 – Sequência parcial do gene 12S.................................................. 67 

8.5 Anexo 5 – Sequência parcial do gene COIII............................................... 68 

9   REFERÊNCIAS BIBLIOGRÁFICAS............................................................ 69 

 

 

 

 

 

 

 

 



VIII

LISTA DE FIGURAS 

FIGURA 1: Molusco do gênero Biomphalaria com desova............................... 15 

FIGURA 2: Mapa do Brasil com a distribuição espacial de B. glabrata............ 17 

FIGURA 3: Mapa do Brasil com a distribuição espacial de B. tenagophila...... 17 

FIGURA 4: Mapa do Brasil com a distribuição espacial de B. straminea......... 17 

FIGURA 5: Desenho esquemático de uma mitocôndria................................... 18 

FIGURA 6: DNA mitocondrial de Biomphalaria glabrata................................... 22 

FIGURA 7: Desenho esquemático demonstrando alguns genes do DNAmt 

de B. straminea e a região onde foram desenhados os iniciadores................. 
35 

FIGURA 8: Desenho esquemático da metodologia de primer walking 

representando uma região alvo........................................................................ 
37 

FIGURA 9: Gel de agarose 1% corado com brometo de etídio, mostrando os 

produtos de amplificação pela PCR dos fragmentos longos............................ 
43 

FIGURA 10: Gel de agarose 1% corado com brometo de etídio mostrando 

as minipreps obtidos com os quatro fragmentos do DNAmt utilizados............. 
44 

FIGURA 11: Alinhamento das sequências de aminoácidos da proteína COI 

de B. straminea, B. glabrata e B. tenagophila...................................................
47 

FIGURA 12: Alinhamento das sequências de aminoácidos da proteína COIII 

de B. straminea, B. tenagophila e B. glabrata...................................................
48 

FIGURA 13: Alinhamento das sequências de aminoácidos da proteína ND1 

de B. glabrata, B. tenagophila e B. straminea.................................................. 
49 

FIGURA 14: Alinhamento das sequências de aminoácidos da proteína ND2 

de B. straminea, B. tenagophila e B. glabrata...................................................
50 

FIGURA 15: Alinhamento das sequências de aminoácidos da proteína ND3 

de B. straminea, B. tenagophila e B. glabrata...................................................
50 

FIGURA 16: Alinhamento das sequências de aminoácidos da proteína ND4 

de B. straminea, B. tenagophila e B. glabrata...................................................
51 

FIGURA 17: Alinhamento das sequências de aminoácidos da proteína ND5 

de B. straminea, B. tenagophila e B. glabrata...................................................
52 

FIGURA 18: Alinhamento das sequências de aminoácidos da proteína ND6 

de B. straminea, B. glabrata e B. tenagophila...................................................

 

53 

FIGURA 19: Alinhamento das sequências de nucleotídeos do gene COI para 

B. straminea, B. tenagophila e B. glabrata........................................................

FIGURA 20: Desenho esquemático da ordem gênica de B. glabrata 

(sequência 1), B. tenagophila (sequência 2) e B. straminea............................ 

 

56 

 

56 



IX

LISTA DE TABELAS 

 

TABELA 1: Componentes básicos do DNA mitocondrial de animais............... 19 

TABELA 2: Iniciadores utilizados para amplificar as regiões COI, 16S, ND1 e 

12S do DNA mitocondrial de B. straminea........................................................ 

 

32 

TABELA 3: Iniciadores desenhados para utilização no PCR longo.................. 34 

TABELA 4: Sequência dos iniciadores internos para metodologia de Primer 

Walking..............................................................................................................
38 

TABELA 5: Código genético mitocondrial de invertebrados............................. 40 

TABELA 6: Códons de iniciação e parada encontrados em proteínas 

codificadas pelo DNA mitocondrial de B. straminea (Bs), B. tenagophila (Bt) 

e B. glabrata (Bg).............................................................................................. 

 

 

45 

TABELA 7: Número de aminoácidos (aa) encontrados nas proteínas COI, 

COIII, ND2, ND3 ND4, ND5 e ND6 de B. straminea (Bs) e seu percentual de 

identidade com B. tenagophila (Bt) e B. glabrata (Bg)...................................... 

 

 

46 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



X

LISTA DE ABREVIATURAS E SÍMBOLOS 

 

cm/s Centímetros por segundo 

CO Citocromo oxidase 

DNA ácido desoxirribonucléico 

DNAmt ácido desoxirribonucléico mitocondrial 

dNTP deoxinucleotídeo trifosfato 

Kb kilobase 

M molar 

ml mililitro 

mM milimolar 

µl Microlitro 

µM Micromolar 

µg Micrograma 

ng Nanograma 

ND Nicotinamina Desidrogenase 

pb pares de bases 

PCR polymerase chain reaction; reação em cadeia da polimerase 

pH Refere-se a uma medida que indica se uma solução líquida é ácida, (pH 

< 7), neutra (pH = 7), ou básica/alcalina (pH > 7) 

qsp Quantidade suficiente para 

RNA ácido ribonucléico 

RPM Rotação por minuto 

Taq DNA polimerase termoestável derivada da bactéria Thermus aquaticus 
oC Grau Celsius 

% Por cento 

12S Subunidade menor do RNA ribossomal, subunidade 12 

16S Subunidade maior do RNA ribossomal, subunidade 16 

 
 



XI

RESUMO 
 
 

No Brasil, existem três espécies hospedeiras intermediárias do Schistosoma 

mansoni: Biomphalaria glabrata, B. tenagophila e B. straminea. Em virtude da 

importância epidemiológica dessas espécies, técnicas moleculares vêm sendo 

introduzidas no estudo destes moluscos. Com o desenvolvimento da técnica de 

sequenciamento automático de nucleotídeos, tornou-se possível aumentar 

consideravelmente as informações sobre o genoma de diversos organismos, 

inclusive sobre o DNA mitocondrial de moluscos, no qual os estudos vêm crescendo 

nos últimos anos. Das espécies do gênero Biomphalaria, B. glabrata e B. 

tenagophila têm o seu genoma mitocondrial totalmente sequenciado. Neste trabalho 

foi parcialmente sequenciado e caracterizado o DNAmt  de B. straminea e 

comparado aos de B. glabrata e B. tenagophila.  Para sequenciar o DNAmt de B. 

straminea, foi extraído o DNA total da região cefalopodal do molusco. Inicialmente as 

regiões 16S, citocromo c oxidase subunidade I (COI), 12S, citocromo c oxidase 

subunidade III (COIII) e ND1 foram parcialmente amplificadas e sequenciadas. A 

partir das sequências obtidas, iniciadores específicos foram desenhados para 

amplificar quatro fragmentos maiores do DNA mitocondrial de B. straminea: 12S-

COIII, COIII-COI, COI-16S e 16S-ND1, que foram clonados e sequenciados. Para a 

amplificação desses fragmentos foram utilizados iniciadores direcionados para a 

técnica de PCR longo e em seguida desenhados iniciadores internos (primer 

walking). Foram sequenciados 7.764 nucleotídeos, totalizando 2.588 aminoácidos, 

relativos aos genes: COI, COIII, ND1 (parcial), ND2, ND3, ND4, ND5 e ND6. Foi 

realizada a comparação das sequências dos aminoácidos, dos códons de iniciação e 

de parada entre B. straminea, B. tenagophila e B. glabrata, sendo encontradas 

diferenças no tamanho e na composição dos genes. A ordem dos genes de B. 

straminea foi a mesma que a de B. tenagophila e B. glabrata. A sequência 

nucleotídica do gene COI foi analisada devido ao seu potencial na separação de 

espécies, baseada na abordagem de código de barra de DNA (DNA Barcode). Esta 

análise permitiu distinguir B. straminea das outras duas espécies transmissoras da 

esquistossomose no Brasil.  
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ABSTRACT 

 
In Brazil, there are three intermediate host species of Schistosoma mansoni: 

Biomphalaria glabrata, B. tenagophila and B. straminea. Due to the epidemiologic 

relevance of these species, molecular techniques have been introduced in the study 

of these molluscs. The development of the technique for automatic sequencing of 

nucleotides has enabled a considerable increase of information about the genome of 

several organisms, including the mitochondrial DNA of molluscs whose studies have 

been increasing in recent years. The B. glabrata and B. tenagophila species present 

totally sequenced mitochondrial genomes. In this work, the mtDNA of B. straminea 

was partially sequenced and compared to those of B. glabrata and B. tenagophila.  In 

order to sequence the mtDNA for B. straminea, the total DNA was extracted from 

cephalopodal region of the mollusc. The regions of 16S, cytochrome c oxidase sub-

unit I (COI), 12S, cytochrome c oxidase sub-unit III (COIII) and ND1 were partially 

amplified and sequenced. The obtained sequences enabled the drawing of specific 

primers for amplification of four larger mitochondrial DNA fragments of B. straminea: 

12S-COIII, COIII-COI, COI-16S and 16S-ND1, which were cloned and sequenced. 

For the amplification of these fragments, there were utilized primers directed to the 

long PCR technique and drawing of primer walking. There were sequenced 7,764 

nucleotides, with a total of 2,588 amino acids related to genes COI, COIII, ND1 

(partial), ND2, ND3, ND4, ND5 and ND6. There were comparisons of amino acid 

sequences, start and stop between B. straminea, B. tenagophila and B. glabrata, with 

differences in gene size and composition. The B. straminea gene order was identical 

to B. tenagophila e B. glabrata. The nucleotide sequence of the COI gene was 

analyzed due to its potential in species separation, based on the DNA Barcode 

approach. This analysis enabled the differentiation from B. straminea from other two 

species that transmit schistosomiasis in Brazil.  
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1.1  O gênero Biomphalaria 

As espécies do gênero Biomphalaria encontram-se no filo Mollusca, classe 

Gastropoda, subclasse Pulmonata, ordem Basommatophora e família Planorbidae. 

O termo Biomphalaria vem do latim bis: duas vezes + do grego omphalos: 

umbigo, em referência ao aprofundamento do giro central dos dois lados da concha. 

Os moluscos deste gênero possuem concha discoidal em espiral plana, com os 

lados aproximadamente paralelos, os orifícios genitais localizados no lado esquerdo 

do corpo e os tentáculos finos e longos. Os giros das conchas são esculpidos com 

estrias de crescimento e a abertura varia de acordo com a espécie (Paraense, 

1975). 

Estes moluscos são hermafroditas e em condições naturais reproduzem 

preferencialmente por fecundação cruzada, mas quando criados isoladamente são 

capazes de reproduzir por autofecundação, sendo um único exemplar capaz de 

produzir uma nova colônia (Paraense, 1955). 

A oviposição geralmente é noturna e os ovos apresentam-se envolvidos por 

uma cápsula elástica, gelatinosa, resistente e transparente, denominada cápsula 

ovígera. Esta cápsula fica aderida à vegetação aquática ou quaisquer superfícies 

sólidas submersas, inclusive à concha de outros caramujos. Cada cápsula ovígera 

libera de 20 a 100 ovos que dependendo da temperatura, demoram cerca de oito 

dias para eclodir (Paraense, 1955; 1972; 1976).  

Normalmente, estes moluscos são encontrados em uma variedade de 

coleções de água doce, parada ou de correnteza, naturais ou artificiais, com 

velocidade inferior a 30cm/s, e em pequenos córregos, margens de lagoas, brejos, 

poços, valas e pântanos. Os moluscos apresentam preferência por locais ricos em 

matéria orgânica e microflora, pouca turbidez, pH entre 6 a 8 e temperatura média 

entre 20C e 25C (Paraense, 1972).  

Devido às fortes pressões ambientais, existem populações de moluscos 

adaptadas a diversas condições do meio ambiente, podendo resistir a grandes 

variações no local onde vivem. Esses moluscos desenvolveram alguns mecanismos 

de sobrevivência e escape como a diapausa, que é a parada brusca no 

desenvolvimento, controlada por fatores internos, mesmo quando as condições do 

meio são favoráveis; e a quiescência, que é determinada diretamente por condições 

desfavoráveis do meio, manifestando-se na forma de estivação ou hibernação. Na 

estivação ocorre a parada do desenvolvimento induzida pela elevação da 
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temperatura, já na hibernação a parada no desenvolvimento se dá em virtude da 

redução da temperatura. Além desses mecanismos, os moluscos podem enterrar-se 

na lama ou em solo úmido, o que possibilita resistir à dessecação e a ação de 

moluscicidas. Esta resistência vai depender da capacidade do molusco em 

conservar recursos como água, oxigênio e energia, bem como neutralizar os 

produtos tóxicos do metabolismo. Geralmente os moluscos sobrevivem na natureza 

durante um ano e sua persistência nos focos decorre do ritmo de reprodução, que 

depende por sua vez, de diversos fatores ecológicos que podem influenciar na 

fecundidade, na postura e viabilidade dos ovos (Paraense, 1972).  A figura 1 mostra 

um molusco do gênero Biomphalaria. 

 

 

 
 

Figura 1 - Molusco do gênero Biomphalaria com desova (Carvalho et al., 2005) 

 

1.2 Importância epidemiológica do gênero Biomphalaria 
no Brasil 
 

No Brasil são encontradas onze espécies e uma subespécie de moluscos do 

gênero Biomphalaria, sendo elas: B. glabrata (Say, 1818), B. tenagophila (Orbigny, 

1835), B. straminea (Dunker, 1948), B. peregrina (Orbigny, 1835), B. schrammi 

(Crossi, 1864), B. kuhniana (Clessin, 1883), B. intermedia Paraense & Deslandes, 



Introdução                                                                              Dissertação               

16

1962, B. amazonica Paraense 1966, B. cousini Paraense 1966, B. oligoza Paraense 

1974, B. occidentalis Paraense 1981 e B. t. guaibensis Paraense 1984. 

As três espécies hospedeiras intermediárias do Schistosoma mansoni no 

Brasil são B. glabrata, B. tenagophila e B. straminea, sendo a primeira espécie, a 

mais importante nas Américas devido principalmente à sua alta compatibilidade com 

o trematódeo, o que facilita a infecção e eliminação de um número elevado de 

cercárias (Souza et al., 1995). B. glabrata encontra-se distribuída por 806 municípios 

de 16 estados brasileiros e no Distrito Federal (Carvalho et al., 2008) (figura 2). 

 B. tenagophila é encontrada em larga faixa costeira, desde o sul da Bahia até 

o Chuí no Rio Grande do Sul, sendo notificada em 603 municípios de 10 estados 

brasileiros e no Distrito Federal (Carvalho et al., 2008) (figura 3). Trata-se da única 

espécie transmissora da esquistossomose em extensas áreas do Estado de São 

Paulo e também é responsável por focos isolados nos Estados de Minas Gerais, 

Santa Catarina e Rio de Janeiro (Paraense, 1986).  

B. straminea é menos suscetível que B. glabrata, sendo responsável pela 

transmissão da esquistossomose na região Nordeste do país. Entretanto, entre as 

três espécies, esta possui a distribuição mais abrangente, sendo encontrada em 

1.327 municípios distribuídos por 24 estados e no Distrito Federal (Carvalho et al., 

2008) (Figura 4). Estudos realizados por Souza et al (1995) demonstram que apesar 

de possuir baixa taxa de infecção quando comparada às outras espécies 

hospedeiras, B. straminea é capaz de manter o ciclo da doença no campo. De fato, 

durante os anos de 1954 e 1955, análises com B. straminea oriundas de 17 

municípios do Estado de Pernambuco revelaram taxas de infecção inferiores a 1% 

(Barbosa & Coelho, 1956). No entanto, Paraense & Corrêa (1963) ao avaliarem os 

dados de prevalência obtidos em 1950 em 14 desses municípios, depararam-se 

com taxas de infecção humana, superiores a 50%. Assim, Paraense & Corrêa 

(1989) concluiram que, apesar da B. straminea ser um hospedeiro pouco eficiente 

(menos de 1% é encontrado infectado e a taxa de infecção experimental é menor 

que 4%) essa espécie é uma importante vetora, pois mantém a prevalência elevada 

em algumas localidades. Uma hipótese para este fato é que muitos exemplares 

desta espécie morrem ao eliminar cercárias de S. mansoni. 
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 Figura 2 – Mapa do Brasil com a distribuição espacial de Biomphalaria glabrata 

(Carvalho et al., 2008) 

 

Figura 3 – Mapa do Brasil com a distribuição espacial de Biomphalaria tenagophila 

(Carvalho et al., 2008). 

 
Figura 4 – Mapa do Brasil com a distribuição espacial de Biomphalaria straminea 

(Carvalho et al., 2008). 
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1.3  DNA mitocondrial  
 

Acredita-se que as mitocôndrias representem os descendentes de células 

bacterianas primitivas que foram simbioticamente fagocitadas por ancestrais 

primitivos eucarióticos e finalmente evoluíram para organelas dentro das células 

animais, trazendo consigo o seu próprio DNA. Estruturalmente, esta organela 

apresenta a forma alongada de um bastonete e caracteriza-se pela presença de 

duas unidades de membrana fosfolipídicas: uma externa, lisa e contínua, e outra 

interna, com invaginações formando as cristas mitocondriais. Estas membranas são 

separadas por um espaço intermembranar. O espaço interno delimitado pela 

membrana é preenchido pela matriz mitocondrial (Figura 5). Imersos nessa matriz 

estão os grânulos densos, ribossomos e moléculas de RNA e DNA. 

 

Figura 5 – Desenho esquemático de uma mitocôndria 

(http://www.cientic.com/tema_celula_img4.html)  
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O DNAmt dos animais é uma molécula circular dupla fechada contendo 37 

genes que codificam: 13 RNAs mensageiros (RNAm), 22 RNAs de transferência 

(RNAt) e 2 RNAs ribossomais (RNAr), constituindo-se em uma importante fonte 

de informação genética extra-nuclear (Avise, 1986; Boore, 1999). 

Na tabela 1 encontram-se os componentes básicos que constituem o DNAmt, 

conforme revisão de Boore (1999). 

Tabela 1 - Componentes básicos do DNA mitocondrial de animais 

 
Codificador de proteínas 

 
Designação do DNAmt em 

animais 

 
Sinônimo 

Citocromo c oxidase 

subunidades I, II e III 

COI, COII, COIII cox1, cox2, 

cox3, 

Citocromo b apoenzima Cytb Cob 

Nicotinamina adenina 

dinucleotídeo (NAD) 

desidrogenase subunidades 

1-6, 4L 

ND1-6, ND4L nad1-6, nad4L 

Trifosfato de adenosina 

(ATP) sintetase 

subunidades 6,8 

ATP6, ATP8 atp6,atp8 ou A6, 

A8 

Subunidade maior do RNA 

ribossomal 

16S LrRNA, ml 

Subunidade menor do RNA 

ribossomal 

12S SrRNA, ms 

18 RNAs transportadores 

cada um especificando um 

aminoácido 

Com a primeira letra do 

aminoácido correspondente 

trnX 

Dois RNAs transportadores 

específicos para leucina 

Diferenciado pelo código 

reconhecido L(CUN) ou L(UUR) 

Diferenciado 

pelo código 

Dois RNAs transportadores 

específicos para serina 

Diferenciado pelo código 

reconhecido S(AGN) ou S(UCN) 

Diferenciado 

pelo código 
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A principal função da mitocôndria é liberar energia gradualmente das 

moléculas de ácidos graxos e glicose provenientes dos alimentos, produzindo calor e 

moléculas de ATP. Para desenvolver esta função, as proteínas codificadas pelos 

RNAs mensageiros: citocromo b (Cytb), subunidades I-III do citocromo c oxidase 

(COI, COII, COIII), subunidades 6 e 8 do complexo ATPsintetase (ATP6, ATP8) e 

subunidades 1-6 e 4L da NADH desidrogenase (ND1-ND6, ND4L) participam do 

sistema de fosforilação oxidativa e são diretamente responsáveis pela função 

respiratória. As demais subunidades deste complexo protéico e todas as enzimas 

envolvidas na replicação e transcrição do DNAmt são importadas do citoplasma por 

meio de sinais específicos de um sistema de transporte através das membranas 

mitocondriais (Alberts et al., 2004).  

Estes genes codificadores de proteínas são analisados quanto ao tamanho e 

sequências dos nucleotídeos, sequências de aminoácidos e de códon. Com relação 

à posição das bases dos códons, sabe-se que a terceira tem sido considerada 

neutra por alguns autores. O motivo é que as mutações que ocorrem nesta posição 

raramente levam a mudança de aminoácido. Para Garesse (1988), a substituição na 

terceira base muda a eficiência de tradução não sendo um caráter verdadeiramente 

neutro.  

Os RNAt são pequenas moléculas que apresentam cerca de 80 nucleotídeos 

e possuem o anticódon, sequência trinucleotídica complementar ao códon que 

representa seu aminoácido (Alberts et al., 2004). O anticódon reconhece o códon 

através do emparelhamento de bases complementares. Existem 22 tipos de RNAt 

mitocondriais e 64 códons diferentes, sendo necessário que alguns destes RNAt 

reconheçam diferentes códons.   

 Os RNAr têm um importante papel na síntese protéica. O genoma 

mitocondrial possui 2 genes para o RNAr , a subunidade maior denominada 16S e a 

subunidade menor denominada  12S.  

O DNAmt contém regiões não codificadoras de tamanhos variáveis com sítios 

de iniciação para a transcrição e replicação (Wolstenholme, 1992). Frações dessas 

regiões não codificadoras algumas vezes são duplicadas, resultando para alguns 

organismos, em moléculas de DNAmt de tamanho variáveis. Os introns, regiões 

intergênicas, estão ausentes nas sequências dos DNAmt de vários vertebrados 

(Anderson et al., 1981; 1982; Bibb et al., 1981) e invertebrados (Clary & 

Wolstenholme, 1985; Wolstenholme et al., 1968). Estas e outras características são 

responsáveis por diferenças no tamanho do DNAmt, que varia entre 14Kb e 42Kb 
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dependendo da espécie, e cuja exceção são os cnidários do gênero Hydra, com 

DNAmt linear contendo 8 Kb de tamanho (Warrior & Gall, 1985; Gissi et al., 2008).  

Em animais o DNAmt tem evoluído mais rápido que o DNA nuclear (Brown et 

al., 1979). A molécula não possui mecanismos eficientes de reparo acumulando 

mais mutações que o DNA nuclear (Clayton et al., 1974) e, além disso, ocorre em 

um grande número de cópias por célula. 

O pequeno tamanho deste genoma e a alta taxa de mutação quando 

comparado com o genoma nuclear fazem do DNAmt um bom marcador em estudos 

comparativos entre espécies (Harrison, 1989; Boore, 1999; Rawlings et al., 2001; 

Yamazaki et al., 1997).  

 

1.3.1  Genoma mitocondrial de moluscos  

O estudo de sequências do DNAmt de moluscos demonstra que esta é uma 

molécula circular no qual o tamanho é diferenciado entre o grupo e apresenta uma 

grande variação na organização dos genes (Boore & Brown, 1994; Kurabayashi et 

al., 2000) e nas sequências (Lecanidou et al., 1994), quando comparado com outros 

grupos. Hoffman et al (1992) publicaram a primeira sequência completa do DNAmt 

do molusco Mytilus edulis (Mollusca: Bivalvia), com tamanho de 17.100pb e 

verificaram ainda que a organização de seus genes foi diferente do reportado para 

outros metazoários, além de possuir um número de nucleotídeos não codificantes 

incomum, não apresentar o gene para ATP8 e ter um RNAt de Metionina extra. 

Grande et al (2002) determinaram a sequência dos nucleotídeos do DNAmt do 

molusco Roboastra europaea (Gastropoda: Opistobranchia) reportando o tamanho 

de 14.472pb. Maynard et al (2005) sequenciaram o DNAmt de Haliotis rubra 

(Mollusca: Gastropoda) cujo tamanho encontrado foi de 16.907pb. No gênero 

Biomphalaria, a sequência completa do DNAmt de B. glabrata foi publicada em 2004 

(DeJong et al., 2004) e a de B. tenagophila em 2007 (Jannotti-Passos, 2007). O 

tamanho do DNAmt encontrado para B. glabrata foi de 13.670pb e para B. 

tenagophila foi de 13.722pb. Estes genomas possuem o mesmo número de genes 

da maioria dos organismos sequenciados: 2 genes para o RNAr, 13 genes para 

RNAm e 22 genes para RNAt (Figura 6). Os genes encontrados nas fitas plus e 

minus que codificaram as proteínas de B. tenagophila, foram os mesmos de B. 

glabrata.  

 
 Plus – sentido na fita de DNA 5´> 3’ 
Minus – sentido na fita de DNA 3´> 5’ 
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Figura 6 – DNA mitocondrial de Biomphalaria glabrata. RNAt – representados pela 
letra do código que eles representam, RNAt com anticódons variantes – Sagn, Sucn, 
Luur, Lcun; Genes representados na cor cinza - na fita minus – descritos no interior 
do círculo; Genes representados na cor branca - na fita plus – descrito fora do 
círculo (Dejong et al., 2004) 

 

Vários aspectos da evolução genômica podem ser desvendados a partir do 

genoma mitocondrial e análises comparativas de genes mitocondriais têm permitido 

gerar informações da evolução de organismos e de seus genomas (Boore, 1999), 

além de permitir a discriminação de espécies (Hebert et al., 2003a). 

 
 1.3.2  Código de barra do DNA (DNA Barcode) 
 

O código de barra do DNA ou DNA Barcode tem como proposta utilizar uma 

sequência gênica pequena como uma posição padrão no genoma. Para os animais 

foi estabelecido como DNA Barcode o gene mitocondrial COI (Hebert et al., 2003b). 

O COI é o catalisador terminal na cadeia respiratória mitocondrial e está 

diretamente envolvida no transporte de elétrons e na translocação de prótons 

através da membrana (Saraste, 1990; Gennis, 1992).  

A escolha de um gene mitocondrial como DNA barcode baseou-se em 

algumas características deste DNA, tais como, o fato de ser amplamente distribuído 

entre os animais, ter alto número de cópias por célula, apresentar taxa de mutação 

diferente entre espécies, não sofrer recombinação, ter uma herança 
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predominantemente materna na maioria dos organismos e possuir baixo 

polimorfismo ancestral. O gene COI é o marcador de escolha por tratar-se da maior 

subunidade do citocromo oxidase (Clary e Wolstenholme, 1985; Beard et al., 1993) e 

suas proteínas contêm domínios funcionais altamente conservados e regiões 

variáveis (Saraste, 1990; Gennis, 1992). 

Projetos envolvendo insetos, pássaros e peixes, entre outros organismos, têm 

sido desenvolvidos com o intuito de obter marcadores genéticos para identificação 

de amostras (Dawnay et al., 2007; Pagès et al., 2009; Alcaide et al., 2009; Kerr et al., 

2009; Steinke et al., 2009). Todos estes projetos têm o objetivo comum de construir 

um banco de dados de referência de DNA barcodes que irão aprimorar o 

conhecimento acerca da biodiversidade e permitir a identificação específica. 

Segundo Eiziriki et al (2009), alguns aspectos são observados nesta iniciativa: 

sistematas especializados são responsáveis por identificar os espécimes-

testemunho utilizando critérios morfológicos, moleculares, comportamentais, entre 

outros, que servirão de referência para o DNA barcode; estimula-se o uso de 

segmentos genômicos padronizados, de modo que bases de dados comparativas 

internacionais e de livre acesso possam ser estabelecidas e utilizadas. Em animais, 

recomenda-se como DNA barcode a utilização de um segmento do gene COI; uma 

base de dados integrada (Barcode of Life Data Systems – BOLD Systems) foi 

estabelecida para abrigar e disponibilizar os códigos de barra de DNA e todas as 

informações ligadas a este, tais como os dados morfológicos dos espécimes-

testemunho, imagem e localização do ponto de coleta, dados brutos de sequência e 

outros marcadores associados como, por exemplo, outros genes do táxon em 

questão. Nesta base de dados existem ferramentas de busca para identificação de 

espécimes questionados e também pode ser utilizada como plataforma de trabalho 

para redes de pesquisa em áreas com normas de acesso protegido por senha 

(Ratnasingham et al., 2007). 

É importante ressaltar que esta identificação de espécies não é equivalente à 

sistemática molecular ou taxonomia molecular, mas sim depende da ação da 

comunidade taxonômica (incluindo sistematas especialistas nos grupos e curadores 

de coleções científicas), uma vez que somente espécimes validados por estes 

especialistas poderão ser utilizadas como referência para estabelecer os caracteres 

diagnósticos de cada espécie, bem como a viabilidade de que os marcadores 

propostos efetivamente discriminem táxons. 
 



Justificativa                                                                           Dissertação               

24

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2  Justificativa 



Justificativa                                                                           Dissertação               

25

 

O DNAmt tem permitido desvendar vários aspectos da evolução de 

organismos e de seus genomas, além de permitir a discriminação de espécies e 

estudos de genética de populações. 

No Brasil encontramos três espécies hospedeiras intermediárias do S. 

mansoni: B. glabrata, B. tenagophila e B. straminea. Existem vários estudos acerca 

das duas primeiras espécies, entre eles a caracterização e análise do genoma 

mitocondrial. 

No presente estudo objetivou-se ampliar o conhecimento acerca do DNAmt 

de B. straminea, sendo realizado o sequenciamento e análise parcial do genoma 

mitocondrial desta espécie.   

Ênfase foi dada à análise do COI, recomendado por vários pesquisadores, 

como região de escolha para identificação molecular de espécies, numa iniciativa 

denominada código de barra do DNA (DNA barcode).  

Uma vez que o Laboratório de Helmintologia e Malacologia Médica é 

referência nacional na identificação e exame de moluscos do gênero Biomphalaria, e 

possui especialistas na taxonomia deste grupo, foi oportuna a análise comparativa 

do COI das três espécies hospedeiras para avaliar a proposta de DNA barcode para 

este grupo. 

Com a obtenção parcial do DNAmt de B. straminea, combinado às 

informações já disponíveis do DNAmt de B. glabrata e B. tenagophila, torna-se 

possível desenvolver análises comparativas e determinar marcadores moleculares 

para estudos genéticos e evolutivos com as três espécies hospedeiras 

intermediárias do S. mansoni no Brasil. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Objetivos                                                                                Dissertação 

 

26

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3  Objetivos 



Objetivos                                                                                Dissertação 

 

27

3.1  Objetivo geral 
 

Sequenciamento e caracterização dos genes ND1 (parcial), ND2-6 e COI e III 

do DNA mitocondrial de B. straminea e compará-los com os de B. glabrata e B. 

tenagophila depositados no GenBank. 

 

3.2  Objetivos específicos 
 
Amplificar e sequenciar quatro pequenos fragmentos do DNAmt para 

possibilitar o desenho de iniciadores longos para amplificação das regiões 12S-

COIII, COIII-COI, COI-16S, 16S-ND1 do DNAmt de B. straminea; 

 

Padronizar e otimizar a reação de PCR com os iniciadores longos 

desenhados; 

 
Clonar as sequências nucleotídicas das quatro regiões amplificadas: 12S-

COIII, COIII-COI, COI-16S, 16S-ND1; 

 

Sequenciar os quatro clones a partir de novos iniciadores utilizando a 

abordagem de iniciadores internos (primer walking); 

 

Fazer a anotação das sequências nucleotídicas; 

 

Comparar as sequências dos aminoácidos dos genes COI, COIII, ND1, ND2, 

ND3, ND4, ND5 e ND6 de B. straminea com as de B. glabrata e B. tenagophila 

depositadas no GenBank; 

 

Comparar a ordem gênica desses genes de B. straminea com as de B. 

tenagophila e de B. glabrata; 

 

Avaliar as sequências nucleotídicas do gene COI de B. straminea, B. glabrata 

e B. tenagophila para serem utilizadas na identificação molecular de acordo com o 

sistema de código de barra do DNA (DNA Barcode). 
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4.1 Desenho esquemático da metodologia  

 

. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

. 

 

 
 

 

 

  

 

 

 

SEQUENCIAMENTO 

EXTRAÇÃO 
DO DNA 

PCR – FRAGMENTOS 
PEQUENOS 

SEQUENCIAMENTO 

CLONAGEM 

PCR – FRAGMENTOS 
LONGOS 

PCR – PRIMER 
WALKING 

ANÁLISE PARA DESENHO DOS INICIADORES LONGOS 

SEQUENCIAMENTO 

Anotação das sequências 
de aminoácidos do COI, 
COIII, ND1 (parcial), ND2, 
ND3, ND4, ND5 e ND6 de 
B. straminea e comparação 
com os de B. glabrata e B. 
tenagophila 

Comparação da ordem 
gênica dos genes COI, 
COIII, ND1, ND2, ND3, 
ND4, ND5 e ND6 de B. 
straminea com os de B. 
glabrata e B. tenagophila

Avaliar as sequências 
nucleotídicas do gene COI 
de B. straminea, B. 
glabrata e B. tenagophila 
para serem utilizadas na 
identificação molecular 
baseada no sistema de 
código de barra de DNA 
(DNA barcode) 

ANÁLISE 

MOLUSCO 

DESENHO DE NOVOS INICIADORES 



Metodologia                                                                           Dissertação 

 

30

4.2  Molusco 

Foi utilizado um exemplar de B. straminea proveniente de uma população de 

Jaboticatubas - MG, mantida desde 1995 no Moluscário Lobato Paraense do Centro 

de Pesquisas René Rachou/Fiocruz. O exemplar foi identificado pela morfologia 

(Paraense, 1975) e análise molecular (Vidigal et al., 2000) no Laboratório de 

Helmintologia e Malacologia Médica do Centro de Pesquisas René Rachou - 

Referência Nacional em Identificação e Exame de moluscos do gênero 

Biomphalaria. 

 

4.3  Extração de DNA 

Foi utilizado um fragmento da região cefalopodal do molusco para ser 

extraído o DNA através do Kit de extração Wizard da Promega. Este fragmento foi 

incubado em 200µl de solução de lise nuclear junto com 1µl (20g/ml) de proteinase 

K por 12 horas a 37ºC. Posteriormente, foram adicionados 80l de solução de 

precipitação proteica®. A suspensão foi agitada vigorosamente com auxílio do vórtex 

por 20 segundos e em seguida centrifugada a 13.000 RPM por 3 minutos. O 

sobrenadante foi transferido para um tubo contendo 200l de isopropanol, 

homogeneizado por inversão durante 20 minutos e centrifugado a 13.000 RPM por 6 

minutos. O sobrenadante foi descartado e o sedimento foi suspendido com 500l de 

etanol absoluto juntamente com 10l de acetato de sódio 3M pH 5.2, por 2 horas a  

-70 oC. Após este período o DNA foi centrifugado a 13.000 RPM por 10 minutos e o 

sobrenadante foi descartado. O sedimento foi lavado com 500l de etanol 70% e 

centrifugado a 13.000 RPM por 10 minutos. O sobrenadante foi descartado e o 

sedimento foi re-hidratado com 30l de solução de re-hidratação®, mantido por 30 

minutos a 37oC e armazenado a -20oC. O DNA foi utilizado como molde para a 

Reação em Cadeia da Polimerase (PCR). 

 

4.4  Reação em cadeia da polimerase das regiões 16S, COI, 

12S e ND1 

Na primeira reação de PCR foram utilizados iniciadores que amplificaram 

parte das regiões 16S, COI, 12S e ND1. As regiões COI e 16S foram amplificadas 

com iniciadores universais, nas demais regiões foram utilizados iniciadores 
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desenhados a partir das sequências de DNAmt de B. glabrata (NC 005439) e B. 

tenagophila (NC 010220) depositadas no GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov). 

Os iniciadores utilizados estão descritos na tabela 2. 

Para as reações de PCR foram utilizados em um volume final de 10l, 1-10ng 

de DNA alvo, 50 pmoles de cada iniciador, 0,8 unidades de Platinum TaqDNA 

polimerase (Invitrogen), 1,5 mM MgCl2, 200M de cada dNTP e tampão (10mM Tris - 

HCl, pH 8,5, 50 mM KCl). Após o preparo, cada reação foi coberta com uma gota de 

óleo mineral (aproximadamente 20l) para evitar evaporação durante os ciclos de 

temperatura da PCR. As amostras foram amplificadas em termocicladores da marca 

MJ Research, modelo PTC-100 (Programmable Thermal Controller) e o programa 

utilizado apresentava os seguintes ciclos: desnaturação inicial por 3 minutos a 95ºC, 

seguida de 32 ciclos de anelamento a 54ºC por 1 minuto; extensão a 72°C por 2 

minutos e desnaturação a 95ºC por 45 segundos; e uma extensão final a 72ºC por 5 

minutos. Os produtos amplificados foram analisados em gel de agarose 1% corados 

com brometo de etídio e os fragmentos visualizados em transluminador com luz 

ultravioleta (UV) da marca UVP®, e as imagens digitalizadas através da máquina 

fotográfica acoplada ao equipamento. 
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Tabela 2 – Iniciadores utilizados para amplificar as regiões COI, 16S, ND1 e 12S do 

DNA mitocondrial de B. straminea 

 
Iniciador 

 

 
Localização 

(gene) 
 

 
Sequências 

 
Referências 

LCO COI 5´ GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG  3´ Folmer et al. 1994 

HCO COI 5´TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA 3´ Folmer et al. 1994 

16SAR 16S 5´ CGCCTGTTTATCAAAAACAT  3´ Palumbi  1996         

16SBR 16S 5` CCGGTCTGAACTCAGATCACGT  3´ Palumbi 1996 

ND1FIC ND1 5’ TTGCTGTTGCATTTTATACTTTA  3’ Desenhado a 
partir de B. 
glabrata e B. 
tenagophila 

ND1RIC ND1 5’  AATATACAAATTCCAAAAGGT 3’ Desenhado a 
partir de B. 
glabrata e B. 
tenagophila 

12SRIC 
 

12S 5´ TACCTCTACTATGTTACGACT 3´ Desenhado a 
partir de B. 
glabrata e B. 
tenagophila 

12SFIC 12S 5´ ATCCAGTTAGTGATATTGAAC 3´ Desenhado a 
partir de B. 
glabrata e B. 
tenagophila 

 

4.5  Sequenciamento dos produtos amplificados 

Os produtos obtidos na PCR foram inicialmente purificados com a enzima 

ExoSap (USB Corporation), sendo utilizado 3µl da enzima juntamente com 7µl do 

produto da PCR. A reação foi mantida a 37ºC por 45 minutos seguidos por 20 

minutos a 80ºC. Após a purificação, foi realizada a reação de sequenciamento com 

o Kit DYEnamic ET dye terminator (Amersham Pharmacia Biotech, Madison-USA) 

com dideoxinucleotídeos marcados com fluorocromos (dye terminators). Nas 

reações de sequenciamento foram utilizados 90ng do produto de PCR purificado, 5 

pmoles de cada par de iniciadores separadamente (tabela 2) e 4l do Kit 

DYEnamic ET dye terminator com volume final de 10l. O programa utilizado no 

termociclador (Mastercycler, Eppendorf) para as reações de sequência foi: 30 

ciclos de 95°C para desnaturação por 20 segundos, 55°C para o anelamento por 

15 segundos e 60°C para extensão por 1 minuto. Os produtos da reação de 

sequenciamento foram purificados por precipitação de acordo com o seguinte 
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protocolo: a cada poço da placa de sequenciamento foi adicionado 1l de acetato 

de amônio e 30l de etanol 96% (Merck, Brasil). A placa foi agitada no vórtex 

rapidamente e incubada por 15 minutos a temperatura ambiente. Em seguida a 

placa foi centrifugada a 3.700 rpm por 45 minutos a -20°C. O sobrenadante foi 

descartado e foram adicionados 100l de etanol 70% gelado. A placa foi 

centrifugada a 3.700 rpm por 15 minutos a -20°C. Novamente o sobrenadante foi 

descartado, a placa invertida sobre um papel absorvente e centrifugada por 1 

segundo a 900 rpm. As amostras foram ressuspendidas em 10l de tampão de 

amostra (Amersham Biosciences – UK limited, England) e a placa agitada no 

vórtex por 2 minutos. Para obter as sequências nucleotídicas, as placas foram 

colocadas no sequenciador automático MEGABACE 500 DNA Analysis System 

(Amersham Pharmacia Biotech). Cada região foi sequenciada no mínimo três 

vezes para garantir a confiabilidade da sequência final e a análise realizada 

conforme descrito no item 4.9. 

 

4.6  Amplificação pela PCR dos fragmentos 12S-COIII, 

COIII-COI, COI-16S e 16S-ND1  

A partir das sequências obtidas acima e das sequências do COIII de B. 

glabrata e B. tenagophila obtidas do GenBank, iniciadores específicos foram 

desenhados para amplificar quatro fragmentos maiores do DNA mitocondrial de B. 

straminea (Tabela 3). Os iniciadores 12SFIL e COX3RIL foram usados para 

amplificar o fragmento 12S-COIII com aproximadamente 2000pb; os iniciadores 

COX3FIL e COIRIL para amplificar o fragmento COIII-COI (2000pb); os iniciadores 

COIFIL e 16SRIL para amplificar o fragmento COI-16S (1500pb) e os iniciadores 

16SFIL e ND1RIL foram utilizados para amplificar o fragmento 16S-ND1 (3000pb). A 

figura 7 mostra um desenho esquemático do DNAmt com a identificação dos locais 

onde os iniciadores ancoraram. Os reagentes da reação de PCR e o termociclador 

foram os mesmos descritos no item 4.4, exceto os iniciadores, que foram os 

descritos na tabela 3. O programa do PCR Longo (Cheng et al., 1994), que consiste 

na utilização de iniciadores com aproximadamente 30 a 40 nucleotídeos e 

temperatura de extensão e anelamento idênticas, envolveu os seguintes ciclos: 

desnaturação inicial por 1 minuto a 94ºC, anelamento e extensão a 68°C por 15 

minutos, seguido de 30 ciclos com a desnaturação a 98°C por 15 segundos, 
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anelamento e extensão a 68°C por 15 minutos, sendo que no último ciclo o tempo de 

extensão foi alterado para 15 minutos a 72°C. Os produtos amplificados foram 

separados por eletroforese em gel de agarose 1% corados com brometo de etídio, e 

os fragmentos visualizados em transluminador com luz ultravioleta (UV) da marca 

UVP®, e as imagens digitalizadas através da máquina fotográfica acoplada ao 

equipamento. 

 

Tabela 3 – Iniciadores desenhados para utilização no PCR longo. Cada par de 

primers está representado por uma cor. 

Iniciador Localização 

(gene) 

Sequências 

12SFIL 12S 5´ AGTGCTTAGATAGTAAGATGTGTTCTAAAATAATAGGGTATC 3’ 

COX3RIL COIII 5´ TATTTTTATATGTAAGAATCTATTGATGAGGTTCAT  3’ 

COX3FIL COIII 5´ ATGAACCTCATCAATAGATTCTTACATATAAAAATA  3’ 

COIRIL COI 5´ TACAAATTACGATAAACGTTCCATCGTAATTCCAGGAGCTCG 3’ 

COIFIL COI 5´ ACCCTCCTCTGAGTGGACCTATTGCTCATGGTGGTGCATCTGTAGA 3’  

16SRIL 16S 5´ CATTCCAGACTTTAATTAGAAGCCAATTGATTATGCTACCTTAGC 3’ 

16SFIL 16S 5´ GCTAAGGTAGCATAATCAATTGGCTTCTAATTAAAGTCTGGAATG  3’ 

NDIRIL ND1 5´ CCATATTCTACATTAAACCCAGAAACTAGTTCAGATTCACCCTCA 3’ 

 

 

 



Metodologia                                                                           Dissertação 

 

35

 

 

Figura 7 – Desenho esquemático demonstrando os genes do DNAmt de B. 

straminea e a região onde foram desenhados os iniciadores para desenvolvimento 

da Técnica de PCR Longo. Demais componentes do DNAmt foram omitidos nesta 

imagem. As setas indicam o sentido dos iniciadores e suas cores representam os 

pares de iniciadores descritos na tabela 3. Setas azuis: iniciadores COX3FIL e 

COIRIL, setas pretas: iniciadores 12SFIL e COX3RIL, setas vermelhas: iniciadores 

COIFIL e 16SRIL, setas verdes: iniciadores 16SFIL e NDIRIL. 

 

4.7  Clonagem molecular dos produtos de PCR 

Os fragmentos obtidos pelo PCR longo foram clonados em diferentes 

plasmídeos de acordo com o seu tamanho: fragmentos de até 2.000pb foram 

clonados no TOPO TA cloning (Invitrogen - Life Tecnologies, Europa) e o fragmento 

de 3000 pb foi clonado no pGEM-T EASY (Promega). Os protocolos utilizados para a 

reação de ligação de cada plasmídeo foram os descritos pelos fabricantes e a partir 

deste procedimento, cada fragmento foi denominado de miniprep. 

Bactérias Escherichia coli cepa TOP 10 F` foram preparadas para 

transformação química de acordo com o protocolo descrito por Sambrook et al 

(1989). Estas células foram transformadas com os plasmídeos recombinantes da 

seguinte forma: 50l de células competentes foram incubados a 4ºC com 5l do 
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produto da ligação durante 30 minutos. Em seguida, as células foram incubadas a 

42°C por 45 segundos e colocadas no gelo por 2 minutos. Após este tempo foi 

adicionado às amostras 1ml de meio LB líquido (10g de peptona de caseína, 5g de 

extrato de levedura, 10g de NaCl, qsp 1000mL de água milli-q, pH 7) e estas foram 

incubadas a 37°C sob agitação por 1 hora. Em seguida, as células foram 

centrifugadas a 13.000 RPM (Eppendorf Mini Spin, Alemanha) por 30 segundos. 

Foram descartados 800l de LB do sobrenadante e o sedimento ressuspendido no 

restante do meio. Após esta etapa, as células foram espalhadas em placas de Petri 

contendo meio LB sólido (meio LB líquido acrescentado de 7,5g de ágar), 100g/mL 

de ampicilina, 0,1 mM de IPTG (isopropli-B-D-tiogalactopiranosida) (Ge Healthcare-

Amersham, Europa), e 20 mg/mL de Xgal (5-bromo-4cloro-3indolil-B-D-

galactopiranosida) (Invitrogen, USA). As placas de Petri foram mantidas na estufa 

por um período de 12 a 18 horas. Para verificar a presença do inserto nas colônias 

que cresceram, foi feita a PCR dessas colônias utilizando os iniciadores específicos 

da reação de PCR que originou o material clonado. Os produtos da PCR das 

colônias foram submetidos à eletroforese em géis de agarose 1% e corados com 

brometo de etídio. Os géis foram visualizados através de luz ultravioleta (UV) e as 

imagens digitalizadas através da máquina fotográfica acoplada ao equipamento. Os 

clones foram considerados positivos quando o fragmento obtido apresentava 

tamanho compatível com o esperado. 

Algumas colônias que apresentavam o inserto foram transferidas para tubos 

de 50mL contendo 5mL de meio LB líquido acrescido de 5l de ampicilina 

(100g/mL) e incubadas sob agitação a 200 RPM por 16 horas a 37°C. A extração 

dos plasmídeos foi realizada por meio do Kit QIAprep Spin Miniprep (Qiagen, 

Valencia, CA, USA). O protocolo utilizado foi o fornecido pelo fabricante. As 

minipreps foram armazenadas a -20°C até o procedimento de sequenciamento. 

 

4.8  Sequenciamento dos clones 

Os clones foram sequenciados conforme descrito no item 4.5, sendo 

utilizados os iniciadores descritos na tabela 3. As minipreps eram utilizadas como 

DNA molde nas reações de PCR e os produtos amplificados eram então purificados 

e submetidos ao sequenciamento (item 4.5). Após obtenção dessas primeiras 

sequências das minipreps, foram desenhados iniciadores internos que foram 
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utilizados na metodologia denominada Primer Walking (Tabela 4) para dar 

continuidade ao sequenciamento dos clones. Esta metodologia consiste na 

utilização de iniciadores que são desenvolvidos de acordo com o resultado obtido no 

sequenciamento, isto porque de acordo com o tamanho do fragmento, não é 

possível sequência-lo com apenas uma reação. Neste trabalho, a cada nova reação 

de seqüenciamento, as sequências nucleotídicas das extremidades eram utilizadas 

na construção de iniciadores internos que caminharam na minha sequência alvo 

(primer walking) (figura 8). A cada resultado de amplificação e sequenciamento, 

novos primers eram utilizados até que se obtivesse a sequência completa dos genes 

alvos.    

 

 

 

 

 

Figura 8 – Desenho esquemático da metodologia de primer walking representando 

uma região alvo. 
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Tabela 4 – Sequência dos iniciadores internos para metodologia de Primer Walking  

Iniciador Localização 
(gene) 

Sequências 

12SF2C 12S 5’ AACTAGGATTAGATACCCTAC 3’ 

COX3RIW COIII 5’ ATACATATATTTCCTATAA 3’ 

12SF3C ND3 5’ TGCTTAGATAGTAAGATGT 3’ 

COX3R2W ND4 5’ ACACAAGAATTAATCATGG 3’ 

COX3FIW COIII 5’ AAGTCTCCCGATGAACTT 3’ 

COXIRIC COI 5’ TCAGGAGGTAAAAATAAATC 3’ 

COX3F2W ND2 5’ ATACAAAATATAGCGGATG 3’ 

COIR2W ND2 5’ TATAAAAGTGTTCATCTATC 3’ 

COIFIW COI 5’ CTTAGGATTTATTGTATGAG 3’ 

16SRIW 16S 5’ AGATTATTTCCTTAAACTATG 3’ 

COIF3W COI 5’ GTAATAAAAGTTAATAACGAC 3’ 

16SR3W 16S 5’ ATTGATTATGCTACCTTAGC 3’ 

16SFIW 16S 5’ ATCCTACATGATCTGAGTTC 3’ 

ND1RIW ND1 5’ AAATGGTTGTAAAATACC 3’ 

16SF2W ND6 5’ TAATCTATATCTTTTGATTAG 3’ 

NDIR2W ND1 5’ ATACAATGTCAATAATTTGAT 3’ 

16SF3W ND5 5’ TTACCTAGTAATTTCGGG 3’ 

ND5RIW ND5 5’ TCTAACTCTTCTCCATTTA 3’ 

ND2FIW ND2 5’ TTAAAATCCTTAATATTCTCGTC 3’ 

ND2RIC ND2 5’ CATACACCAACACATATTCA 3’ 

COX1FIC COI 5’ ACTCTTGTTTTGATAGATGAA 3’ 

COIR2W COI 5’ AATGAATCGGCCAACGCGC 3’ 

COXIRIC COI 5’ TCAGGAGGTAAAAATAAATC 3’ 

ND5FIC ND5 5’ AGATTTATATTTGTTACTATTGT 3’ 

ND5FIW ND5 5’ GAGGATTGGGTAGAGTG 3’ 

ND5RIC ND5 5’ GTAGCAAATGAAATTAT 3’ 

ND4RW ND4 
 

5’ AATGAAGGCGCAATCGA 3’ 

 

4.9  Análise das sequências obtidas no sequenciamento 

As sequências nucleotídicas foram identificadas e posicionadas na ordem em 

que figuram no genoma em estudo. Este processo é denominado anotação gênica. 

As sequências de B. straminea obtidas foram analisadas com os programas Phred-

Phrap-Consed (Ewing et al., 1998, Ewing & Green, 1998, Gordon et al., 1998). O 

programa Phred executou a leitura binária dos cromatogramas gerados pelo 

sequenciador e os transformou em formato texto (Ewing et al., 1998). Este programa 
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relaciona uma base nucleotídica a cada pico de fluorescência identificado e utiliza 

métodos que examinam os sinais das quatro diferentes bases, além disso, atribui 

valores de qualidade às bases, sendo neste trabalho considerado para o 

agrupamento das sequências o valor de qualidade de phred ≥ 20. O programa Phrap 

(Phragment Assembly Program) é responsável pela montagem dos fragmentos de 

DNA sequenciados em regiões contíguas (Ewing & Green, 1998). De acordo com a 

sequência de bases e os valores de qualidade calculados pelo Phred, o programa 

Phrap compara as sequências entre si e busca agrupá-las de modo que se obtenha 

uma sequência consenso ou contig, com base na sobreposição de sequências 

(Ewing & Green, 1998). As sequências que não se agruparam com nenhuma outra 

foram reunidas em um arquivo chamado sequências únicas ou singlets. No editor de 

sequências Consed (Gordon et al., 1998) foi possível realizar a visualização, edição 

e análise das sequências geradas. Regiões de vetores de clonagem foram filtradas 

pelo programa Cross-match (Ewing et al., 1998), que comparou a sequência 

analisada com arquivos de sequências de vetores. Neste arquivo de vetores foram 

depositadas as sequências dos vetores utilizados neste estudo: TOPO TA e pGEM-T 

EASY.  

A confirmação das sequências como sendo da região alvo foi feita através da 

busca por similaridade utilizando-se o parâmetro padrão do programa BLAST (Basic 

Local Alignment Tool) disponível no sítio www.ncbi.nhm.nih.gov, comparando-as 

com sequências depositadas no GenBank.  

O programa Clustal W (Thompson et al., 1994), ferramenta gratuita disponível 

na internet, foi utilizado para fazer o alinhamento múltiplo automático dos 

nucleotídeos e aminoácidos encontrados no DNAmt de B. glabrata, B. tenagophila e 

B. straminea. O alinhamento múltiplo é uma hipótese de semelhança posicional 

entre bases ou aminoácidos de genes ou proteínas de duas ou mais sequências. 

Para a visualização das sequências do DNAmt utilizou-se o programa Artemis 

(Rutherford et al., 2000). A determinação das proteínas codificadas no genoma 

mitocondrial de B. straminea foi realizada utilizando o código genético mitocondrial 

de invertebrados (Tabela 5). Os alinhamentos dos nucleotídeos e dos aminoácidos 

foram visualizados utilizando o programa Jalview (Clamp et al., 2004).  

Para comparação do genoma mitocondrial foram utilizadas as sequências de 

nucleotídeos e de aminoácidos dos moluscos B. glabrata (NC 005439) e B. 

tenagophila (NC 010220) depositadas no GenBank. Na análise de aminoácidos de 
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todos os genes estudados foi utilizado o programa Alistat, que realiza a leitura de 

múltiplas sequências alinhadas e mostra os dados estatísticos desta leitura, tais 

como a porcentagem da identidade, número e tamanho de sequências. Este 

programa pertence a um pacote de programas chamado HMMER (Durbin et al., 

1998).  

Na análise comparativa das sequências nucleotídicas do COI nas três 

espécies foi utilizado o DNAsp (Polimorfismo na sequência do DNA) que é um 

programa que demonstra a variabilidade interespecífica e intraespecífica do DNA e 

fornece informações sobre polimorfismos, regiões com bases faltantes ou gaps, 

sítios monomórficos e polimórficos, sítios não informativos, sítios codificantes e não 

codificantes e substituições sinônimas e não sinônimas de proteínas, entre outros 

recursos (Librado et. al., 2009). 

 
Tabela 5 - Código genético mitocondrial de invertebrados  

TTT  F  Phe TTC F  Phe TTA L  Leu TTG L  Leu 
TCT  S  Ser TCC S  Ser TCA S  Ser TCG  S Ser 
TAT Y Tyr TAC Y Tyr TAA  * Ter TAG *  Ter 
TGT C  Cys TGC C  Cys TGA W Trp TGG W Trp 
    
CTT  L Leu CTC  L  Leu CTA  L   Leu CTG  L   Leu 
CCT  P  Pro CCC  P  Pro CCA  P   Pro CCG  P   Pro 
CAT  H  His CAC  H  His CAA  Q  Gln CAG  Q  Gln 
CGT  R  Arg CGC  R  Arg CGA  R  Arg CGG  R  Arg 
    
ATT  I  Ile ATC  I  Ile ATA  M  Met ATG  M  Met 
ACT T Thr ACC T Thr ACA  T  Thr ACG  T  Thr 
AAT N Asn AAC N Asn AAA  K  Lys AAG  K  Lys 
AGT S  Ser AGC S  Ser AGA  S   Ser AGG  S   Ser 
    
GTT V  Val GTC  V  Val GTA V  Val GTG  V  Val 
GCT A  Ala  GCC  A  Ala GCA A  Ala GCG  A  Ala 
GAT D  Asp GAC  D  Asp GAA E  Glu GAG  E  Glu 
GGT G  Gly GGC  G  Gly GGA G  Gly GGG  G  Gly 

* códon de parada 
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5  Resultados
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5.1  Sequência parcial dos genes COI, 16S, ND1 e 12S 

 Após amplificação com os iniciadores descritos na tabela 2, o fragmento 

obtido para parte do gene COI foi de 745pb, para o 16S foi de 686pb, para o 

ND1 foi de 779pb e para o 12S foi de 597pb. Os anexos 1, 2, 3 e 4 mostram as 

sequências obtidas e a região onde foram desenhados os iniciadores longos 

específicos forward e reverse em cada gene. A partir das sequências do COIII 

de B. glabrata e B. tenagophila descritos no GenBank, foram desenhados os 

iniciadores COX3FIL forward e COX3RIL reverse que foram utilizados na PCR 

para amplificar parte da região do COIII do DNAmt de B. straminea. Estes 

iniciadores amplificaram um fragmento de 794pb (anexo 5). O nome e a 

sequência dos iniciadores longos estão listados na tabela 3. 

 

5.2  Reação em cadeia da polimerase dos 4 fragmentos 

longos do DNA mitocondrial 

Os pares de iniciadores específicos 12SFIL-COX3RIL, COX3FIL-

COIRIL, COIFIL-16SRIL e 16SFIL-ND1RIL foram utilizados na PCR e 

amplificaram quatro fragmentos denominados: 12S-COIII; COIII-COI; COI-16S 

e 16S-ND1, do DNAmt de B. straminea, garantindo a cobertura completa dos 

genes ND2, ND3, ND4, ND5, ND6, COI e COIII e parcial do ND1. A figura 9 

mostra os quatro fragmentos obtidos pela PCR.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Forward – sentido adiante, à frente 
Reverse – sentido reverso, contrário 
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Figura 9 – Gel de agarose 1% corado com brometo de etídio, mostrando os 

produtos de amplificação pela PCR dos fragmentos longos. Canaleta 1 - 

padrão de peso molecular 1Kb, canaleta 2 - fragmento amplificado a partir dos 

iniciadores 12SFIL-COX3RIL, canaleta 3 - fragmento amplificado a partir dos 

iniciadores COX3FIL-COIRIL, canaleta 4 - fragmento amplificado a partir dos 

iniciadores COIFIL-16SRIL e canaleta 5 - fragmento amplificado a partir dos 

iniciadores 16SFIL-ND1RIL. Os valores à esquerda do gel correspondem ao 

padrão de peso molecular 1Kb. 

 

5.3  Minipreps 

Os quatro fragmentos obtidos pela PCR foram clonados em diferentes 

plasmídeos de acordo com o seu tamanho e a partir deste procedimento, cada 

fragmento foi denominado de miniprep. A figura 10 demonstra as minipreps dos 

fragmentos 12S-COIII (Figura 10, canaleta 2);  COIII-COI (Figura 10, canaleta 

3); 16S-ND1 (Figura 10, canaleta 4 ) e COI-16S (Figura 10, canaleta 5). 
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Figura 10: Gel de agarose 1% corado com brometo de etídio mostrando as 

minipreps obtidos com os quatro fragmentos do DNAmt utilizados. Canaleta 1: 

Padrão de peso molecular de 1Kb; canaleta 2: fragmento 12S-COIII; canaleta 

3: fragmento COIII-COI; canaleta 4: fragmento 16S-ND1.; canaleta 5: 

fragmento COI-16S. Os valores à esquerda do gel correspondem ao padrão de 

peso molecular 1Kb. 

 

5.4  Anotação e análise comparativa dos genes 

Sete genes que codificam proteínas foram totalmente sequenciados 

(COI, COIII ND2, ND3 ND4, ND5 e ND6) enquanto o ND1 foi parcialmente 

sequenciado; totalizando 7.764 nucleotídeos e 2.588 aminoácidos. Estes 

genes foram analisados com base no código genético mitocondrial de 

invertebrados (Tabela 5). Com base na análise realizada no programa Artemis, 

os genes COIII, ND4 e ND1 estavam na fita plus, e os genes COI, ND2, ND3, 

ND5 e ND6 foram encontrados na fita minus. 

Entre os genes analisados, foram encontrados os seguintes códons de 

iniciação: TTG (COI), ATA (COIII), ATG (NDI), ATT (ND2), ATC (ND3), ATA 

(ND4, ND5, ND6) sendo o primeiro codificador do aminoácido Leucina, o 

segundo e terceiro codificadores de Metionina, o quarto e quinto, Isoleucina e 
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os três últimos codificadores de Metionina, de acordo com o código genético 

mitocondrial de invertebrados. Entretanto, todos estes códons foram 

considerados codificantes da metionina como produto final na proteína 

(Wolstenholme, 1992). Os códons de parada foram TAA (ND2, ND3, ND6) e 

TAG (COI, ND5) que são os descritos para genes mitocondriais 

(Wolstenholme, 1992).  Foi encontrado códon de parada incompleto no COIII, 

sendo este completado por adição de adenina durante a transcrição do RNAm. 

A análise comparativa entre os códons de iniciação e parada de B. 

straminea, B. tenagophila e B. glabrata, pode ser visualizada na tabela 6. 

 

Tabela 6 - Códons de iniciação e parada encontrados em proteínas 

codificadas pelo DNA mitocondrial de B. straminea (Bs), B. tenagophila (Bt) e 

B. glabrata (Bg).   

Códon de iniciação Códon de parada  

Proteína Bs Bt Bg Bs Bt Bg 

COI TTG TTG TTG TAG TAG TAA 

COIII ATA ATA ATA *T-- *T-- *T-- 

ND1** ATG ATG ATG - TAA TAA 

ND2 ATT ATT ATT TAA *T-- *T-- 

ND3 ATC ATT ATA TAA TAA TAA 

ND4 ATA ATA ATT *T-- *T-- *T-- 

ND5 ATA ATA ATA TAG TAG TAG 

ND6 ATA ATA ATA TAA TAA TAA 

* códon de parada é completado por adição de A na porção 3` do RNAm 

* * Proteína que foi parcialmente sequenciada para B. straminea 
 

 
O número de aminoácidos encontrados nas proteínas COI, COIII, ND2, 

ND3 ND4, ND5 e ND6 de B. straminea e seu percentual de identidade com B. 

tenagophila e B. glabrata encontra-se representado na tabela 7. 
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Tabela 7 – Número de aminoácidos (aa) encontrados nas proteínas COI, COIII, 

ND2, ND3 ND4, ND5 e ND6 de B. straminea (Bs) e seu percentual de 

identidade com B. tenagophila (Bt) e B. glabrata (Bg). 

Comprimento (aa)   
Proteína 
 

 
Bs  

 
Bt  

 
Bg  

 
Identidade 

Bs com Bg (%)
 

 
Identidade 

Bs com Bt (%) 

 
COI 

 

 
508 

 
508 

 
508 

 
99 

 
98 

 
COIII 

 

 
262 

 
262 

 
262 

 
87 

 
86 

 
ND2 

 

 
302 

 
303 

 
302 

 
85 

 
86 

 
ND3 

 

 
115 

 
115 

 
115 

 
82 

 
85 

 
ND4 

 

 
434 

 
435 

 
433 

 
81 

 
81 

 
ND5 

 

 
545 

 
545 

 
545 

 
89 

 
89 

 
ND6 

 

 
152 

 
152 

 
153 

 
95 

 
79 

 
 

5.5  Alinhamento múltiplo dos genes 

Nos alinhamentos abaixo cada aminoácido está representado por uma 

cor.  Para o gene COI, estão representadas as sequências de aminoácidos e 

de nucleotídeos. 

 

5.5.1  Citocromo c oxidase subunidade I (COI) 

 A figura 11 representa o alinhamento múltiplo obtido pelo programa 

Jalview dos aminoácidos da proteína COI de B. straminea, B. glabrata e B. 

tenagophila. 



Resultados                                                                       Dissertação 

 

47

  

 

Figura 11 - Alinhamento das sequências de aminoácidos da proteína COI 

de B. straminea, B. glabrata e B. tenagophila. 
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5.5.2  Citocromo c oxidase subunidade III (COIII) 

 A figura 12 representa o alinhamento múltiplo obtido pelo programa 

Jalview dos aminoácidos da proteína COIII de B. straminea, B. glabrata e B. 

tenagophila.

 
 

 

Figura 12 - Alinhamento das sequências de aminoácidos da proteína COIII 

de B. straminea, B. tenagophila e B. glabrata. 

 

5.5.3  NADH 1 desidrogenase unidade 1 (ND1) 

A figura 13 representa o alinhamento múltiplo obtido pelo programa 

Jalview dos aminoácidos da proteína ND1 de B. straminea, B. glabrata e B. 

tenagophila. 
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Figura 13 - Alinhamento das sequências de aminoácidos da proteína ND1 

de B. glabrata, B. tenagophila e B. straminea. 

 

5.5.4  NADH 2 desidrogenase subunidade 2 (ND2) 

A figura 14 representa o alinhamento múltiplo obtido pelo programa 

Jalview dos aminoácidos da proteína ND2 de B. straminea, B. glabrata e B. 

tenagophila. 
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Figura 14 - Alinhamento das sequências de aminoácidos da proteína ND2 

de B. straminea, B. tenagophila e B. glabrata. 

 

5.5.5  NADH 3 desidrogenase unidade 3 (ND3) 

A figura 15 representa o alinhamento múltiplo obtido pelo programa 

Jalview dos aminoácidos da proteína ND3 de B. straminea, B. glabrata e B. 

tenagophila. 

 

Figura 15 - Alinhamento das sequências de aminoácidos da proteína ND3 

de B. straminea, B. tenagophila e B. glabrata. 
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5.5.6   NADH 4 desidrogenase subunidade 4 (ND4) 

A figura 16 representa o alinhamento múltiplo obtido pelo programa 

Jalview dos aminoácidos da proteína ND4 de B. straminea, B. glabrata e B. 

tenagophila. 

 

 

Figura 16 - Alinhamento das sequências de aminoácidos da proteína ND4 

de B. straminea, B. tenagophila e B. glabrata. 
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5.5.7  NADH 5 desidrogenase subunidade 5 (ND5) 

A figura 17 representa o alinhamento múltiplo obtido pelo programa 

Jalview dos aminoácidos da proteína ND5 de B. straminea, B. glabrata e B. 

tenagophila. 

 

 

Figura 17 - Alinhamento das sequências de aminoácidos da proteína ND5 

de B. straminea, B. tenagophila e B. glabrata. 
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5.5.8  NADH 6 desidrogenase unidade 6 (ND6) 

A figura 18 representa o alinhamento múltiplo obtido pelo programa 

Jalview dos aminoácidos da proteína ND6 de B. straminea, B. glabrata e B. 

tenagophila. 

 

 

Figura 18 - Alinhamento das sequências de aminoácidos da proteína ND6 

de B. straminea, B. glabrata e B. tenagophila. 

 

5.6  Sequência de nucleotídeos do COI 

O número de nucleotídeos encontrados neste gene para B. 

straminea foi de 1527. Foi utilizada uma sequência nucleotídica para cada 

espécie, sendo a sequência de B. straminea obtida neste trabalho e as 

sequências de B. glabrata e B. tenagophila obtidas do GenBank. Foram 

observados 1338 sítios invariáveis ou monomórficos e 189 sítios variáveis 

ou polimórficos. Através do programa DNAsp, foram encontrados 180 sítios 

com variação em uma das espécies e 9 sítios com variações nas três 

espécies, nas posições  42, 99, 165, 351, 390, 417, 1167, 1197 e 1212. 

Quando analisamos as espécies duas a duas, observamos que entre B. 

straminea e B. glabrata foram encontrados 130 sítios polimórficos, já entre 

B. straminea e B. tenagophila foram 124. Uma região de aproximadamente 

650pb do COI, compreendida entre os nucleotídeos 70 e 700, tem sido 

utilizada para identificação de espécies como DNA barcode (Hebert et al., 

2003b). Nesta faixa de nucleotídeos foram encontrados 5 diferenças entre 

as três espécies analisadas. A figura 19 representa o alinhamento múltiplo 

obtido pelo programa Jalview dos nucleotídeos do gene COI de B. 
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straminea, B. glabrata e B. tenagophila e as diferenças nucleotídicas entre 

estas espécies. 
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Figura 19 - Alinhamento das sequências de nucleotídeos do gene COI de 

B. straminea, B. tenagophila e B. glabrata. As setas em vermelho indicam 

as posições onde ocorreram variações nucleotídicas nas três espécies e a 

seta lateral determina a região utilizada com DNA barcode. 

 

 
5.7  Ordem gênica 

Os genes sequenciados de B. straminea apresentaram as mesmas 

posições que os descritos para B. glabrata e B. tenagophila. Na figura 20 temos 

uma representação esquemática da ordem dos genes de B. straminea, B. 

glabrata e B. tenagophila. 

 

12S ND3 ND4 COIII ND2 COI 16S ND6 ND5 ND1 ND4L CYTB COII ATP8 ATP6 
12S ND3 ND4 COIII ND2 COI 16S ND6 ND5 ND1 ND4L CYTB COII ATP8 ATP6 
 ND3 ND4 COIII ND2 COI  ND6 ND5 ND1      

 

Figura 20 – Desenho esquemático da ordem gênica de B. glabrata (sequência 

1), B. tenagophila (sequência 2) e B. straminea (sequência 3). Nesta figura 

foram omitidos os demais componentes do DNAmt.  

1 
2 
3 
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 6  Discussão 
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No Brasil ocorrem onze espécies e uma subespécie de moluscos do 

gênero Biomphalaria, sendo três de importância na transmissão da 

esquistossomose: B. glabrata, B. tenagophila e B. straminea.  Diversos estudos 

têm sido desenvolvidos com o intuito de ampliar o conhecimento genético 

acerca destas espécies e no presente trabalho foi realizado um estudo 

comparativo de alguns genes do DNAmt das espécies hospedeiras. A escolha 

do DNAmt deve-se às particularidades encontradas neste genoma, que o 

diferencia do DNA nuclear, tornando-o útil na análise evolutiva e na 

identificação de espécies (Boore, 1999, Rawlings et al., 2001, Yamazaki et al., 

1997). 

Os genes COI, COIII, ND2, ND3, ND4, ND5 e ND6 do DNAmt de B. 

straminea foram totalmente sequenciados e caracterizados, e o ND1 

parcialmente sequenciado totalizando 7764 nucleotídeos e 2588 aminoácidos 

analisados. As sequências dos aminoácidos de B. straminea foram analisadas 

comparativamente com as sequências de B. glabrata e B. tenagophila 

disponíveis no GenBank. Alguns estudos do DNAmt utilizam como fonte de 

dados sequências de nucleotídeos, entretanto, as sequências de aminoácidos 

são consideradas mais úteis para comparação entre organismos por serem 

isentas de substituições sinônimas, e portanto, menos influenciadas por altas 

taxas de mutação (Foster et al., 1997).  

Apesar do DNAmt de animais possuir a característica de evoluir 

rapidamente, seu arranjo frequentemente mantém-se inalterado por períodos 

longos de tempo, e sua ordem gênica tende a ser estável em níveis 

taxonômicos maiores, como filo (Rawlings et al., 2001). Como exemplos temos 

a semelhança observada entre o DNAmt de animais com plantas, fungos e 

protistas; e os arranjos gênicos de humanos e trutas, que são idênticos (Boore, 

1999). Os moluscos parecem ser uma exceção entre os metazoários, por 

apresentarem grande variação na organização dos genes (Lecanidou et al., 

1994, Hatzoglou et al., 1995). Grande et al (2002) determinaram a sequência 

do DNAmt do molusco Opistobranchia Roboastra europaea e compararam a 

ordem gênica obtida com a de outros moluscos, e observaram que a 

organização gênica foi a mesma quando comparado com outros 

Opistobranchia e Pulmonata, no entanto, apresentou variações quando 

comparado a Prosobranchia. Knudsen et al (2006) analisaram a ordem gênica 
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de moluscos das classes Gastropoda, Polyplacophora, Cephalopoda, 

Scaphopoda e Bivalvia e mostraram que na classe Gastropoda, os 

Opistobranchia e Pulmonata apresentaram a mesma ordem gênica, tendo 

como única exceção, o gênero Cepaea. Jannotti-Passos (2007) analisou 

comparativamente o DNAmt de B. glabrata e B. tenagophila e observou que 

eles apresentaram a mesma ordem gênica. Neste trabalho, ao compararmos 

as regiões analisadas para B. straminea, com as de B. glabrata e B. 

tenagophila anteriormente descritas, observamos que não houve variação entre 

a ordem gênica nestas espécies. Wolstenholme (1992) afirma que existe uma 

perda extrema da conservação do arranjo gênico em alguns invertebrados, 

inclusive moluscos, entretanto esta característica não foi observada para 

moluscos do gênero Biomphalaria. Estes resultados enfatizam o conceito de 

que arranjos gênicos similares são um indicativo de ancestrais comuns e 

demonstram que os Planorbideos estudados até o presente momento, 

apresentam a mesma ordem gênica e possivelmente o mesmo ancestral 

comum. De fato, a monofilia dos Pulmonatas, entre eles os Planorbideos, tem 

sido aceita devido a estudos envolvendo caracteres morfológicos e moleculares 

(Winnepenninckx et al., 1998). Entretanto, muito se discute sobre as relações 

filogenéticas deste grupo, que são tidas como confusas e que geram 

controvérsias (Albrecht et al., 2007).  

Houve variação entre os genes encontrados nas fitas plus e minus que 

codificaram as proteínas de B. straminea, dos anteriormente descritos para B. 

glabrata e B. tenagophila. Esta característica já foi observada em alguns 

moluscos gastrópodes e metazoários (Bandyopadhyaya et al., 2006). 

Com relação ao tamanho dos genes totalmente sequenciados e das 

proteínas inferidas, COI, COIII, ND3 e ND5 apresentaram o mesmo número de 

aminoácidos nas três espécies analisadas, respectivamente 508, 262, 115 e 

545 aminoácidos. Por outro lado, ND2, ND4 e ND6 variaram de tamanho, 

sendo que ND2 apresentou um tamanho de 302 aminoácidos para B. 

straminea e B. glabrata, e 303 para B. tenagophila; ND4 apresentou um 

tamanho de 433 para B. glabrata e 435 para B. tenagophila e B. straminea e 

ND6 apresentou um tamanho de 152 aminoácidos para B. straminea e B. 

tenagophila e 153 para B. glabrata. Moléculas do DNAmt podem acumular 

substituições, pequenas deleções, inserções e rearranjos gênicos que 
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acarretam em variações, porém, a maioria das variações de tamanho são 

atribuídas a diferenças no comprimento de regiões controle, que geralmente 

contêm sequências repetitivas (Wolstenholme, 1992). 

Alta porcentagem de variação no tamanho de proteínas do DNAmt, 

foram observadas em estudo realizado por Wolstenholme (1992), sendo que a 

proteína com porcentagem de variação máxima foi o ND6, apresentando 39,3% 

de variação entre os metazoários analisados.  No presente estudo, esperava-

se obter baixa variação na análise comparativa entre as espécies devido a 

estas serem do mesmo gênero e também devido à baixa variabilidade obtida 

por Jannotti-Passos (2007) em análises comparativas com B. glabrata e B. 

tenagophila. Entretanto, quando comparou-se o tamanho dessa proteína entre 

as três espécies,  foi observado que em B. straminea e B. tenagophila, houve 

apenas 79% de identidade entre os aminoácidos, sendo esta, a região menos 

conservada entre os genes analisados.  

Para a maioria dos metazoários o códon de iniciação possui variação 

apenas na terceira posição, podendo ser: ATA, ATT, ATG, ATC. Neste trabalho 

foi observado, além dos quatro códons de iniciação, o códon TTG. Com relação 

a códons de parada incompletos, já foram relatados para B. glabrata, B. 

tenagophila e outros moluscos (DeJong et a., 2004; Jannotti-passos, 2007; 

Hatzoglou et al., 1995). No presente trabalho, foi observado códon de parada 

incompleto no COIII e ND4, sendo este completado pela adição de adenina (A) 

durante a transcrição do RNAm. Códons de parada incompletos são 

consequência de uma extrema economia na organização gênica (Garesse et 

al., 1988). 

Em virtude da identificação de organismos como aspecto fundamental 

de diversos tipos de estudos biológicos, tais como ecologia, parasitologia, 

genética, entre outros; diversos métodos têm sido utilizados ou aprimorados 

para identificação de espécies. Classicamente essas identificações são 

baseadas nos aspectos morfológicos, comportamentais, fisiológicos e/ou 

genéticos e estão diretamente relacionados à área de atuação do especialista 

(Eiziriki et al., 2009). Para haver uma identificação confiável, além da 

necessidade de profissional especializado, é necessário tempo de dedicação e 

material de qualidade para análise. Em decorrência desses fatores, estudos 

empregando técnicas moleculares para identificação têm apresentado alta 
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efetividade. No âmbito desta tendência, a iniciativa do código de barra de DNA 

(DNA barcode) surgiu em 2003 com o intuito de fomentar a padronização dos 

métodos moleculares utilizados para identificar espécies de organismos vivos, 

e aumentar a escala com que identificações confiáveis possam ser realizadas. 

Pelo fato do COI apresentar níveis de divergência apropriados para estudos de 

diferenciação entre espécies (Stothard & Rollinson, 1997; Clark et al., 2001; 

Campbell et al., 2000; Foottit et al., 2008; Rougerie et al., 2009; Steinke et al., 

2009) e ser considerado um dos mais indicados para caracterização específica 

de organismos (Hebert et al., 2003a), a sequência nucleotídica desse gene foi 

analisada. Hebert et al (2003a, b) propõem que todos os organismos tenham 

seu próprio código de barra de DNA para que possam ser identificados a partir 

dele. Além disso, dados gerados pelo DNA barcode contribuem em pesquisas 

de taxonomia, de genética populacional e de análises filogenéticas. Dos 

resultados observados neste trabalho, ao compararmos a sequência 

nucleotídica do COI de B. straminea, com as sequências de B. glabrata e B. 

tenagophila retiradas do GenBank, observamos que em apenas 9 posições 

houve variação nucleotídica nas três espécies. Entretanto, destes pontos 

variáveis, 5 deles (99pb, 165pb, 351pb, 390pb, 417pb) encontram-se inseridos 

no fragmento do COI utilizado como DNA barcode. Deste modo, pode-se 

concluir que a variabilidade encontrada, apesar de pequena, permite a 

identificação e distinção das três espécies, no entanto, faz-se necessário 

ampliar o estudo intraespecífico e interespecífico para confirmar se esta região 

pode ser utilizada, com segurança, na separação dessas espécies. 

O percentual de identidade representa quantos aminoácidos foram 

idênticos nas espécies comparadas. Neste trabalho, o COI foi o gene mais 

conservado entre as três espécies estudadas, apresentando 99% de identidade 

entre B. straminea e B. glabrata e 98% de identidade quando comparamos B. 

straminea e B. tenagophila. Este resultado era esperado uma vez que as 

variações nucleotídicas totais (189 pontos) quando ocorreram, geralmente não 

acarretaram em mudanças ao nível de aminoácidos, sendo portanto, alterações 

sinônimas. Mudanças de aminoácidos em pelo menos uma das espécies foi 

observado em 10 posições: 18, 53, 328, 399, 407, 411, 458, 476, 484 e 501. 

O presente trabalho amplia o conhecimento genético acerca do molusco 

B. straminea e possibilita futuras aplicações destas informações em análises 
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filogenéticas e de geração de marcadores espécie específicos do tipo DNA 

Barcode.
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7  Conclusão 
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 Os genes COI, COIII, ND2, ND3, ND4, ND5 e ND6 foram totalmente 

sequenciados para B. straminea, enquanto o gene ND1 foi parcialmente 

sequenciado. 

 

 Os genes COI, COIII, ND1, ND2, ND3, ND4, ND5 e ND6 de B. straminea 

apresentaram posições (ordem gênica) idênticas a B. glabrata e B. 

tenagophila. 

 

 O tamanho dos genes estudados foi similar aos de B.glabrata e B. 

tenagophila. 

 

 Entre as regiões estudadas, foi possível observar cinco códons de 

iniciação (TTG, ATA, ATG, ATT e ATC) e dois códons de parada (TAA e 

TAG). 

 

 Existem diferenças nucleotídicas no gene COI que diferenciam B. 

straminea, B. glabrata e B. tenagophila. 
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8.1 Anexo 1 – Sequência parcial do gene COI 

Os iniciadores universais LCO forward e HCO reverse foram utilizados 

na PCR para amplificar uma região do COI do DNAmt de B. straminea. Estes 

iniciadores amplificaram um fragmento de 745pb. Este anexo demonstra a 

sequência encontrada e a região onde foram desenhados os iniciadores 

específicos COIFIL forward e COIRIL reverse.  

TTGGCCACCTCATAAGAAGGATGGAAACTGGTATCATAGTTGCTCCTTGAG
ATACCAGATGTGAATCTAGTTAGAACTGGATGTAGCACATATTGATAGTATA
CCGTGGGGTATTAGAACTTGAGTACAACACTTGTTATAGATAAGATGAACA
CTTTTATAATGTTATTGTTACTGCTCATGCTTTTATTATAATGTTTTTTTATAT
GTTATACCTATAATAATGTGGTGGATTTGGAAACTGAATAGTTCCTTTATTA
ATTGGTGCTCCAGACATAAGATTTCCTCGAATAAATAATATATCTTTTTGAC
TTCTTCCTCCTTCATTTATTTTACTATTAGTATCTAGAATAGTTGAAGGTGG
GGTAGGAACAGGTTGAACTGTTTACCCTCCTCTGAGTGGACCTATTGCTCA
TGGTGGTGCATCTGTAGACTTGGCTATTTTTTCTTTACATTTAGCAGGAATA
AGTTCTATTTTAGGTGCTATTAATTTTATTACTACAATTTTTAATATACGAGC
TCCTGGAATTACGATGGAACGTTTATCGTAATTTGTATGATCTGTATTAGTT
ACAGCATTTTAATTATTGCTATCTTTACCTGTTTATAGCTGGTGCCATTACTA
TATTATTGACTCGATCTGACAATTATGAAAACTAGATTTTTGGATCCACGCA
CCGAAGCTGGCTGATGANCTCTAATCAATCTANAACNTACTTAACAGTCTC
GATTGCTGCTGCNTGCC 
 

8.2 Anexo 2 – Sequência parcial do gene 16S 

Os iniciadores universais 16Sar forward e 16Sbr reverse foram utilizados 

na PCR para amplificar parte da região do 16S do DNAmt de B. straminea. 

Estes iniciadores amplificaram um fragmento de 686pb. Este anexo demonstra 

a sequência nucleotídica encontrada e a região onde foram desenhados os 

iniciadores específicos 16SFIL forward e 16SRIL reverse.  

 

GGAAATAATCTTAAATGAATTCTGCCCAGTGATTTTTTTTTAAATGGCCGCA
GTACCTTGACTGTGCTAAGGTAGCATAATCAATTGGCTTCTAATTAAAGTCT
GGAATGAAAGGAAATATGAAGTAATTCTATCTTAAAGGATTTTTTTTGAATTT
ATTTAAATGATGAAAATATCATTTTATAGAAAAAAGACGAGAAGACCCTTAG
AGTTTTGATATTTATATATTTTTGTTGGGGCGACAGGTAAACATATAACTTTA
CGAATTATCATATTGATCGATTTTTTATAAGAATAATAAAAACTACCTTAGGG
ATAACAGCATTATATTTTTTTATGATTGTGACCTCGATGTTGGACTAGGAAC
TTTATGGCTAGCCGTCAAAAAAGATTTGTTCTGTTCGAACAATTTTATCCTA
CATGATCTGAGTTCAGACCGGCGTGAGCCAGGTCAGTTTCTATCTTTTATT
TTAATATTTTTAGTACGAAAGGATCGGAATATTTTTTTTAACTTGGCAGAAAA
AATGCAATTAATTTAGGATTAATCTATATCTTTTGATTAGTTGGTAATATAAT
TTATTTTAGAATACTTAGTTTGCATCTAAGAAGAAGTTTATCTTTTTACCAAT
CAAAAATAGTTTATAAAAACATTAACTTTGGGAGTTAATAAATAGATTAATTT
CTAT 
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8.3 Anexo 3 – Sequência parcial do gene ND1 

O iniciador universal ND1RIC forward e ND1FIC reverse foram utilizados 

na PCR para amplificar parte do ND1 do DNAmt de B. straminea. Estes 

iniciadores amplificaram um fragmento de 779pb. Este anexo demonstra a 

sequência encontrada e o local onde foI desenhado o iniciador específico 

ND1RIL reverse.. 

GATGTTTGGCTAATAGAAGTAGGTACTGAGAGTATAAGGACAAAATGGTGA
CTGTGTGGTTAAATTTTACAACCATTTGCAGATGCGGTAATATTTTTAAATG
AAATAATTTTACCTATAAAAAGTAATAAAATTTTATATGTAGTTGCTCCTATT
ATAGGATTTGCATTGGCATTATTTCTTTGGGTTATTTATCCTAGAAAGTACT
GTGTTAAATTTATTAGTTTTGGGTTATTAATTTTTCTTTGTATTTCAGCAATTA
ATGTATATTGTATTCTTCTTGCAGGTTGAACATCAAATTCTAAGTATGCATTT
TTAGGAGCTTTACGTGCTAGAGCACAAACAATTTCTTATGAAGTTAGAATAT
TATTTATTTTAATTGTTCCCGTACTTTTAATTCTAGAAACTAATATGGAAATA
GCCTTAGAAGGTTACACTATTGCTTTTTTAATATTTCCATTATTACTAGTTTG
ATTTACAACAACATTAGCAGAAACTAATCGGGCACCTTTTGATTTTGCTGAG
GGTGAATCTGAACTAGTTTCTGGGTTTAATGTAGAATATGGAGGTGGTTTA
TTTGCATTATTATTTTTAGCAGAATATGCAAATATTATTTTTATATCTACAATG
TCAATAATTTGATTTTTATATAATAATAATCTGATAGTTTTTGTATTAGGAATT
GTTGTATTTTCTACTTTATATTACTTTCCACGTGGGGCTATCCTCGTCATTT
ACAGCGCCTGCTAATAATATTGTGTGAATGCTAGCCTCACACC 
 

8.4 Anexo 4 – Sequência parcial do gene 12S 

Os iniciadores universais 12SFIC forward e 12SRIC reverse foram 

utilizados na PCR para amplificar parte da região 12S do DNAmt de B. 

straminea. Estes iniciadores amplificaram um fragmento de 597pb. Este anexo 

demonstra a sequência nucleotídica encontrada e o local onde foi desenhado o 

iniciador específico 12SFIL.  

CTTTTATAAAAATAAGGAGAATGACGGGCGATTTGTGCACAAATCAAAAAA
AAATTCATTATTTATATATTTTATTATTACTTTTAAGTCCATCTTTAAAGAAAA
TATTAATTTCTTATTTGAAAAGAATATATATTGTAACTCACCTTATGACTTAA
ACATTAGCTACACTATGACCTGTTATATAAAAAAGTTTTTATTGATTTCTCCT
TAAGGGAAATCACAACGGCAATATATAAGCTCTTAGATTAAGCAGGACCAC
TTGAGGGTTATCAATTATCTGGTAAGTTCCCCTAAAAATTTGATTTACCGCC
ATAATTTTTAAGTTTTAATATTAATATTTTAGTGCTTAGATAGTAAGATGTGT
TCTAAAATAATAGGGTATCTAATCCTAGTTTTTAAAATAGAATTTTATTTAGT
ACTTTTTAAAAAAGTAATAGATTTTTTATATTTTACTAAAAAAAAATCATTTTT
TTAAAAAAAATTATCTAAAAAAAATCAAACAATTAGGTATGACCGCGACTGC
TGGCACCTAATTCGTCTTGTTCAAAAAGAAAACTGAATTTTTCTTTTGAAAA
TTGTTCAATATCACTACTG 
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8.5 Anexo 5 – Sequência parcial do gene COIII 

A partir das sequencias do COIII de B. glabrata e B. tenagophila 

descritos no GenBank, foram desenhados os iniciadores COX3FIL forward e 

COX3RIL reverse que foram utilizados na PCR para amplificar parte da região 

do COIII do DNAmt de B. straminea. Estes iniciadores amplificaram um 

fragmento de 794pb. Este anexo demonstra a sequência nucleotídica consenso 

obtida a partir do COIII de B. glabrata e B. tenagophila descritos no GenBank e 

a região onde foram desenhados os iniciadores específicos COX3FIL forward e 

COX3RIL reverse.  

 
AGCTATTCTGAAATGAACCTCATCAATAGATTCTTACATATAAAAATAATCAT
ACTACATCAACAAAATGTCAATATCAAGCAGCAGCTAAAAAACCAACATGAT
GATTTTTATTAAAGTGAAAATTTTTTAAACGAAAAAAACAAACAATTAAAAAA
GTTGCTCCAACTGCAACATGAGTACCATGAAATCCTGTTGCCATGAAAAAG
ACATGAACCATAAATTCCATCAGCAGATAGAAAATATAGTTTCAGAATATTC
CCCATATTGCAAAAATAAAAAATATAAGCCCTAATAAAACAGTAATAAATAA
GTCCTTGAATTGCTGATTTATAATTTCCTTCTTCAATAGAATGATGAACTCAT
GTAATGGAAACTCCAGATAAGTAAGTAAAACCGAAGTATTTAATAACGGAA
CTTGAAATGCTTGCAACGTAAAAATTCCGGTTGGAGGTCAAATGTGCTCCA
ATTTCTACAGAAGGGGCTAATCTTGAATGAAAATAAGCTCAAAAAAAGGCA
AAAAAGAAACAAACTTCAGATAAAATAAATAATATAACTCCAATTTTTAATCC
TTTGATTACTAATTTATTATGAAATCCTTGATAAGTAGACTCTCGAACAACAT
CACGTCATCATAAAAAAGAAATTAATGCAGTAGTAAAGAAACCTAAAACTAA
TAATGAAATACTCGATGAACGAATATAATTAATTAACCCAATAGGTATTGAA
AAAATGCTAAAAGAAATAAGAAGAGGTCATGGACTAAATTCTACTAAATGAA
AAGGTTGTCGTAT 
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