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RESUMEN

La Granulomatosis Enzooética Bovina (GEB) es una enfermedad que afecta al ganado bovino en regiones de
sabana inundable de Venezuela. El agente etioldgico de la GEB ha sido identificado previamente en animales
infectados como Pythium insidiosum, mediante estudios inmunolégicos y de morfologia microscopica. Para
confirmar la identidad del microorganismo por andlisis de secuencia, se tomaron muestras de tejido infectado
de 20 bovinos y se aisl6 ADN gendmico total. La secuencia correspondiente al ADNr 18S fue amplificada
mediante PCR usando cebadores previamente reportados (NS1 y NS8). El segmento amplificado (1,8 kpb) fue
clonado en el plasmido pCR®2.1-TOPO® y expandido en células de E. coli transformadas. El ADN
recombinante recuperado fue secuenciado y se compard con secuencias reportadas para P. insidiosum y otras
especies del género Pythium: P. myriotylum, P. monospermum, P. Ro21 y P. spinosum. El alineamiento
multiple de las secuencias demostré6 una identidad total del segmento amplificado con la secuencia de
referencia para P. insidiosum, y diferencias significativas con las demds secuencias incluidas en el analisis.
Estos resultados, junto a las evidencias previas, demuestran que el agente etiolégico de la GEB en los bovinos
estudiados es Pythium insidiosum. Este hallazgo tiene implicaciones importantes pues la enfermedad puede
ocasionar grandes pérdidas econdmicas y su agente causal puede infectar también a humanos (causando
Pythiosis humana). Por lo tanto, es necesario caracterizar las cepas de P. insidiosum que se encuentran en el
pais y emprender la produccién de vacunas inmunoterapéuticas y el desarrollo de tratamientos especificos.
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ABSTRACT

Confirmation of Pythium insidiosum as an etiologic agent of Enzootic Bovine Granulomatosis by
sequence analysis

Enzootic bovine granulomatosis (EBG) is a disease that affects bovine cattle in the flooded Savanna regions of
Venezuela. The etiologic agent was previously identified as Pythium insidiosum by means of microscopic
morphology and immunological methods. To confirm the identity of the microorganism by sequence analysis,
infected tissue samples were taken from 20 bovines and total genomic DNA was isolated. The sequence
corresponding to rDNA 18S was amplified by PCR using previously reported primers (NS1 and NS8). The
amplified segment (1.8 kbp) was cloned in the plasmid pCR®2.1-TOPO® and expanded in transformed E. coli
cells. The recovered recombinant DNA was sequenced and compared with reported sequences for P.
insidiosum and other species of the genus Pythium: P. myriotylum, P. monospermum, P. Ro21 and P.
spinosum. Multiple alignment analyses revealed a total identity of the amplified segment with the reference
sequence of P. insidiosum, as well as significant differences with the other sequences included. These results,
together with the previous evidence, demonstrate that the etiologic agent of EBG in the infected animals studied
is indeed Pythium insidiosum. This finding has important implications because the disease causes high
economic loses and the causative agent can also infect humans (causing human Phytiosis). Therefore, it is
necessary to characterize the strains of P. insidiosum found in the country and begging projects of an
immunotherapeutic vaccine production and development of specific treatments.
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INTRODUCCION

En la ganaderia bovina de los Ilanos venezolanos, particularmente en los rebafos
criados bajo sistema de explotacion extensiva, vienen apareciendo una serie de
enfermedades denominadas exoéticas, debido a falta de informacién sobre su
etiologia. Estas enfermedades constituyen una seria amenaza por su difusiéon en
diferentes rebafnos del pais, limitando la productividad y crecimiento de la poblacion
bovina. Entre estas enfermedades, destaca una nueva patologia, descrita al
principio de la década de los 90 (1), que afecta especialmente a bovinos jovenes,
con una evolucion de brotes de caracter enzooético y cuyo comportamiento es
variable de un animal a otro. Las caracteristicas epidemiolégicas y las lesiones
observadas en los bovinos han determinado la denominacion Granulomatosis
Enzodtica Bovina (GEB).

Los casos de GEB se han observado principalmente en el estado Apure, en
ecosistemas de sabana inundable. Las lesiones se presentan en la parte inferior de
los miembros anteriores o posteriores. Inicialmente se observa un proceso
inflamatorio local con posterior alopecia, evolucionando hacia un aumento del
volumen de la region afectada, pérdida de la piel y exposicién de los tejidos. La
lesion avanza hacia mayor severidad con necrosis tisular, osteolisis, y fractura del
miembro afectado. Clinicamente los bovinos enfermos muestran hipertermia, dolor,
claudicacion, retraso en el desarrollo (por disminucién de la busqueda de alimento),
aunado a esto la enfermedad es de tendencia crénica (1).

En un trabajo previo, usando técnicas histopatolégicas, inmunofluorescencia, y
distintas pruebas inmunolégicas se senalé a Pythium insidiosum como agente
etiolégico de la GEB (2). P. insidiosum es un organismo clasificado en el Reino
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Straminipila, Phylum QOomycota, Clase Oomycetes, Orden Pythiales y Familia
Pythiaceae (3). Las especies de género Pythium habitan en suelos altamente
humedos, por lo que se les consideran entre los fitopatégenos méas destructivos ya
que ocasionan grandes pérdidas econdémicas en una variedad de cultivos.
Adicionalmente, la especie P. insidiosum se ha encontrado como agente etiolégico
de enfermedades en mamiferos, las cuales son identificadas como Pythiosis (4,5).

El estudio inicial descriptivo de la GEB permitié6 sugerir una probable etiologia
mico6tica de esta patologia o P. insidiosum como agente causal, sin embargo, no se
logré identificar al microorganismo que ocasiona la enfermedad (1). No obstante,
investigaciones realizadas en otros paises indican claramente a P. insidiosum como
agente etiologico de lesiones inflamatorias o ulceradas con formacién de
granulomas en la piel y/o huesos ubicadas en la parte inferior de los miembros
anteriores o posteriores de bovinos (6,7) y equinos (8-10), lesiones granulomatosas
nasales y retrobulbares en gatos (11), gastrointestinales en perros (12-15) y mulas
(16), entre otros mamiferos.

P. insidiosum es también agente etiolégico de patologias en humanos (17). Estas se
caracterizan por lesiones oculares (18-22) e invasién de vasos sanguineos (con
consecuencias graves), especialmente en pacientes con hemoglobinopatias (23,24),
asi como lesiones inflamatorias dérmicas de tipo granulomatoso (25). Es por lo tanto
importante determinar en forma concluyente la presencia de P. insidiosum en
nuestro pais. No solamente por el dafio econdmico en la cria de ganado vacuno sino
también porque representa un riesgo para la salud de los trabajadores involucrados
en la cria. La identificacién por morfologia microscépica y técnicas inmunoldgicas
(2) tiene siempre como limitante la posibilidad de que la presencia de un organismo
relacionado de lugar a falsos positivos. Por esta razon, en este estudio se identificé
el agente etiolégico en casos de GEB mediante técnicas moleculares.

MATERIALES Y METODOS

Poblacion y muestra. La poblacién estuvo constituida por bovinos de raza Brahma
(42.071 animales), censados por el Servicio Autonomo de Sanidad Agropecuaria de
la Parroquia Mantecal (SASA-Mantecal) y ubicados en seis hatos del Municipio
Mufnoz del Estado Apure. La muestra estuvo conformada por 20 bovinos que
presentaron lesiones compatibles con Granulomatosis Enzootica Bovina (1). Se
solicité el consentimiento informado de los duefios de los animales, para lo cual se
describi6 como se presentaba la enfermedad en estudio, el propésito de la
investigacién y el procedimiento a seguir para la toma de muestras de tejido.

Muestra bioldgica. Se tomaron muestras de tejido granulomatoso y necrético
observado en los bovinos enfermos, a través de biopsias. Las extracciones de tejido
se realizaron asépticamente con bisturi estéril, previo lavado de las lesiones con
agua destilada estéril, colocando parte de la biopsia en un frasco con formol al 10%
para el analisis molecular, el resto del tejido se introdujo en una céapsula de petri
estéril, para realizar el estudio micoloégico, como fue reportado previamente (2).

Estudio Micoldégico por examen directo. Siguiendo el procedimiento previamente
descrito (7,26), los tejidos fueron cortados en segmentos de aproximadamente 10 a
20 mm de diametro y depositados en tubos de 12 x 100 y se realizaron tres lavados
con 5 mL de agua destilada estéril agitando vigorosamente los tubos entre cada
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lavado. Seguidamente, el tejido se coloc6 durante 30 minutos en tubos de 12 x 100
mm con 5 mL de solucién de antibiéticos (250 mg/L de Penicilina G y 500 mg/l de
Sulfato de Streptomicina; Sigma Chemical CO.). Posteriormente, se lavaron con
agua destilada estéril (5 mL) en la forma antes descrita y finalmente, se colocaron
en tubos de 12 x 100 mm contentivos de 5 mL de agua destilada estéril
manteniéndose éstos a una temperatura que oscilé6 entre 35 a 38 °C, hasta su
traslado al laboratorio (aproximadamente 72 horas). Una vez en el laboratorio, se
realizé, a cada muestra, un nuevo lavado con 5 mL de solucién de antibiéticos y un
segundo lavado con 5 mL de agua destilada estéril en la forma descrita. En algunos
tubos donde se transporté el tejido fue observado un crecimiento algodonoso. A esta
masa algodonosa se le realizaron tres lavados en 5 mL de la solucion de
antibidticos ya mencionada y posteriormente se deposité en un tubo de 12 x 100 mm
con 5 ml de la solucién de antibiéticos y se incubé en una estufa a 37°C durante 6
horas, al cabo de las cuales se cultivé en placas con medio Sabouraud Dextrosa
Agar en las condiciones antes citadas. A la masa algodonosa previo y posterior al
cultivo, se le realizé un examen directo en fresco, sin reactivos para visualizar la
morfologia del organismo en crecimiento.

Extraccion de Acidos Nucleicos. Las muestras de tejido posiblemente infectado
(~300 mg) con P. insidiosum fueron congeladas en nitrégeno liquido y pulverizadas
en un mortero antes de mezclar con 600 ml de buffer de ruptura (Tris-HCI 20 mmol/L
pH 8.0, EDTA 5 mmol/L, NaCl 150 mmol/L, SDS 1%) y la disrupcién completada
pasando por una aguja 20 G 1%. Después de centrifugar a 15.000xg por 30
segundos, se tomaron alicuotas del sobrenadante (200 ulL) y se efectud una
digestiéon con proteinasa K (200 ug/mL) por 1 hora a 55°C. Después de extraer con
Fenol:Cloroformo:Alcohol isoamilico (25:24:1), se precipitaron los acidos nucleicos
con etanol (2 volumenes, 12-24 h a -20°C). Los acidos nucleicos recuperados por
centrifugacién se resuspendieron en 150 uL de agua estéril y se incubaron con 5
unidades de ribonucleasa (Promega; Madison, WI) en las condiciones indicadas por
el fabricante por dos horas a 37°C. Terminada la incubacion se realizé de nuevo una
extraccion con Fenol: Cloroformo: Alcohol isoamilico y precipitacion con etanol. El
ADN recuperado fue disuelto en 150 uL de agua estéril, analizado por electroforesis
en gel de agarosa (0,7% en amortiguador TAE) y almacenado a -20°C hasta su uso
(27).

Amplificacion de secuencias de ADNr 18S. Las amplificaciones se realizaron
usando cebadores para amplificar un fragmento de 1,8-1,9 Kb del ADNr
correspondiente al ARNr 18S Pythium insidiosum: el cebador directo NS1 (5'-
GTAGTCATATGCTTGTCTC-3") y el reverso NS8 (57-
TCCGCAGGTTCACC(TA)ACGGA-3") como se ha descrito previamente (10,15). Las
reacciones de amplificacién se hicieron en un volumen de 25 puL conteniendo: 2,5 pL
de buffer concentrado (GeneAmp® 10X PCR buffer IlI, Perkin Elmer, Foster City,
CA), 1,5 ul de MgCl2 25 mM, 2,0 ul de mezcla de dNTPs 10 mmol/L, 2 nanomoles de
los cebadores directo (NS1) y reverso (NS8), 0,25 ul de ADN polimerasa
(AmpliTaqGold™, PerkinElmer), 5,0 ul de ADN y agua desionizada estéril hasta
completar 25 puL. EI protocolo de amplificacion comprendié un paso de
desnaturalizacion de 10 minutos a 95°C, seguido por 40 ciclos de 1 minuto a 94°C, 2
minutos a 63°C, y 3 minutos a 72°C, seguidos por 1 ciclo final de 1 minuto a 94°C, 2
minutos a 63°C, y 10 minutos a 72°C. Los productos de amplificacion fueron
analizados por electroforesis en geles de agarosa al 1%.
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Clonamiento del gen ADNr 18S de P. insidiosum. Los fragmentos de ADN
amplificado fueron clonados usando el sistema “TOPO TA cloning® kit” (Invitrogen;
Carlsbad, CA) conteniendo el vector pCR®2.1-TOPO®. Se realizaron reacciones de
ligacién de 5 pul conteniendo 1-3 pul de ADN amplificado y 1 pL del vector de
clonamiento de acuerdo a las instrucciones del fabricante. Después de incubar 5
min a temperatura ambiente se detuvo la reaccion con 1.0 uL de “6X TOPO®
Cloning Stop Solution” y se usaron 2 uL de la mezcla para transformar alicuotas de
células competentes (TOP10 One Shot® chemically competent cells). A
continuacién, se reactivaron las células a 42°C por 30 segundos después de haber
sido incubadas a 0°C por 30 minutos. Seguidamente, se agregaron 250 uL de medio
SOC (Invitrogen) y se incubaron a 37°C por 1 hora. Alicuotas de las células
recuperadas fueron sembradas en placas LB agar conteniendo X-gal (Promega;
Madison, WI) y 50 ug/mL de kanamicina.

Analisis de los clones positivos. Para determinar la presencia de clones positivos
se aislé ADN plasmidico directamente de las colonias obtenidas en las placas de
agar de la siguiente manera: con un mondadientes estéril se retiré6 una porcién de
colonia y se sumergi6 en 50 uL de EDTA 10 mM, pH 8,0. Seguidamente, se agreg6
50 uL de solucién de ruptura (NaOH 0,2N, SDS 0,5% y sacarosa 20%), se agité por
vortex por 30 segundos y se incubd por 5 minutos a 70°C. Después de dejar enfriar
a temperatura ambiente se agreg6é 1,5 uL de KCI 4 mol/L y 0,5 ul de azul de
bromofenol al 0,4%. Muestras de 50 pl tomadas después de centrifugar a 12.000xg
por 3 minutos fueron analizadas en un gel de agarosa al 0,7% corrido en el sistema
buffer TAE conteniendo bromuro de etidio (0,5 mg/ml). Los clones conteniendo
plasmido con inserto fueron preservados en glicerol al 15% a -80°C.

Purificacion y secuenciacion de ADN plasmidico. EI ADN de plasmido fue
purificado a partir de cultivos de 3 ml en medio LBK (medio LB con kanamicina 50
ug/ml) usando el sistema S.N.A.P para minipreparacion de plasmido (Invitrogen;
Carlsbad, CA) siguiendo las instrucciones del fabricante. El ADN obtenido fue
secuenciado usando el sistema “ABIl Prism™ BigDye™ Terminator Cycle Sequencing
Ready Reaction kit” con AmpliTag® ADN Polimerasa (Perkin Elmer Applied
Biosystems; Foster City, CA) y un “ABl Prism™ 310 Genetic Analyzer” (Perkin
Elmer). Como iniciadores de la secuenciacion se usaron los cebadores de la
reaccion en cadena de la polimerasa antes descrita y el cebador universal M13-21
(directo). Las secuencias obtenidas fueron comparadas con secuencias reportadas
en el Banco de Genes para distintas especies de Pythium: P. insidiosum (AY486144)
como referencia, P. myriotylum (E171383), P. monospermum (AJ238653), P. Ro21
(forma no cultivada, AY129550) y P. spinosum (E17134). Para ello se realizaron
analisis de alineamiento

multiple con el programa Gene Runner (Versién 3.00, 1994, Hastings Software Inc.).

RESULTADOS Y DISCUSION

Una muestra de las lesiones tipicas encontradas en los bovinos con GEB se puede
observar en la Figura 1 A.
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Figura 1. (A) Lesion ulcerada con fondo granulomatoso (FG), localizada en miembro anterior del bovino. (B)
Crecimiento algodonoso (indicado por las flechas) en una biopsia de tejido ulcerado obtenida de un bovino con
GEB. (C) Examen microscépico (400X) directo en fresco del crecimiento algodonoso mostrado en B. Se
evidencian hifas ramificadas sin septos formando angulo de 90°.

Se trata de una lesién ulcerada con fondo granulomatoso (FG) que aparece en
estadio avanzado de la infeccion. De este tipo de lesiones se tomaron las biopsias
para el estudio. En la mayoria de las muestras colectadas por biopsia de dichas
lesiones se evidencio, después del transporte al laboratorio, un crecimiento de
aspecto algodonoso (Figura 1B). Este crecimiento algodonoso fue examinado
microscOpicamente mediante examen directo en fresco, observandose la presencia
de hifas alargadas, ramificadas, cenociticas y sin 6rganos de reproduccién. También
se observd la presencia de ramificaciones que formaban un angulo de 90° (Figura
1C). Este hallazgo es morfolégicamente compatible con las hifas de Pythium
insidiosum ya que este tipo de ramificaciones son observadas cuando el citado
hongo crece en medios de cultivo tales como Sabouraud Dextrosa Agar y Sabouraud
liquido (2).

Para confirmar la presencia de P. insidiosum se procedié a examinar los tejidos de
los bovinos con GEB a través de técnicas moleculares. Para ello, se extrajo el ADN
de los tejidos en referencia y la calidad del mismo se determind mediante
electroforesis en gel de agarosa al 0,7%.

En la Figura 2A se presenta la electroforesis del ADN extraido en 9 muestras, donde
se evidencia un patrén de degradacion moderada y uniforme que se conservd en
todas las muestras analizadas. Esta degradacién parcial se debe al tratamiento de
la muestra durante la extraccién y a la fijacién previa con formol para su transporte
al laboratorio. Sin embargo, el tamano promedio de los fragmentos de ADN
recuperados (la mayor proporcién corresponde a méas de 20 Kb, ver Figura 2A)
supera ampliamente la longitud de la seccién de ADN a estudiar (1,8 kpb). Por lo
tanto, no era de esperar interferencia con la aplicacion de las técnicas de
amplificacién mediante PCR.

Una seccién del ADNr, correspondiente al ARNr 18S de la subunidad ribosomal 40S,
fue amplificada a partir del ADN extraido de los tejidos de los 20 bovinos enfermos.
Para ello se usaron los cebadores universales NS1 y NS8, que han demostrado alta
eficiencia en los protocolos de amplificacién de ADN aislado de tejido de mamiferos
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infectados (10,15). Los productos de amplificacién fueron analizados por
electroforesis en gel de agarosa al 1%. Se observé en cada caso un producto
amplificado de aproximadamente 1800 pares de bases, que corresponde a la
amplificacién esperada del ADNr 18S. En la Figura 2B se pueden observar los
productos de amplificacién de tres muestras de ADN extraido de los bovinos
estudiados.

Para determinar la secuencia de nucledtidos de los productos amplificados es
necesario obtener una mayor cantidad de ADN, que ademas debe ser de alta
calidad. Para ello, se insert6 el ADN amplificado de cada muestra en un vector de
clonamiento apropiado y los pldsmidos recombinantes obtenidos fueron usados para
transformar células competentes de E. coli. De esta manera, el ADN plasmidico
puede ser amplificado en las células bacterianas y luego purificado para la
secuenciacion. En la Figura 2C, se muestra el andlisis electroforético, en gel de
agarosa al 0,7%, del ADN plasmidico aislado de los clones positivos de E. coli. En
el andlisis electroforético se incluy6é como control negativo, un plasmido sin el
inserto de ADN amplificado (Figura 2C, canal 9) y como control positivo un plasmido
recombinante con un inserto de ADN amplificado del ADNr 18S, derivado del
material gendmico de un aislado de P. insidiosum previamente caracterizado (Figura
2C, canal 20). Se observd baja recuperacion de plasmido recombinante en solo uno
de los clones analizados (Figura 2C, canal 12).

A
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Figura 2. (A) Electroforesis en gel de agarosa al 0.7% del ADN extraido de 9 muestras de tejido ulcerado de
bovino con Granulomatosis Enzodtica Bovina (canales 1 a 9); el canal 10 corresponde a los marcadores de
peso molecular (1 Kb Ladder de Promega). (B) Analisis electroforético de los productos de amplificacién del
ADNr 18S de muestras de ADN aislado del tejido citado (canales 1-3), comparando con un control negativo
(canal 4) y patrones de peso molecular (1 Kb, canal 5). Se indica la posicion del marcador de 2 Kb. (C) Analisis
del ADN plasmidico de los clones positivos obtenidos después de transformar células de E. coli con plasmidos
recombinantes conteniendo insertos correspondientes a los productos de amplificacion del ADNr 18S (ver B)
(canales 1-8, 10-11-19); el canal 9 corresponde a un control negativo; el canal 20 corresponde a un plasmido
control positivo (Pla); el material correspondiente a ADN gendmico de E. coli contaminante estd marcado como
23.0 Kb.

Finalmente, el ADN plasmidico procedente de clones positivos fue purificado y
secuenciado como se indica en la seccién de Materiales y Métodos. Las secuencias
obtenidas fueron comparadas, mediante alineamiento multiple, con la reportada para
P. insidiosum (AY486144) y de otras especies de Pythium: P. myriotylum (E17133),
P. monospermum (AJ238653), P. Ro21 (forma no cultivada, AY129550) y P.
spinosum (E17134). La Tabla 1 muestra los resultados del analisis de alineamiento
para los primeros 284 nucleétidos de la secuencia clonada de los aislados
obtenidos. Se puede observar una identidad total con la secuencia reportada para P.
insidiosum, y esta identidad se conserva a lo largo de toda la secuencia amplificada
(resultados no mostrados). No se encontré lo mismo con las secuencias de las otras
especies del género Pythium incluidas en el analisis. Como se puede observar en la
Tabla 1 (ver al final del texto), hay en cada caso diferencias de secuencia,
inserciones y supresiones.

Los resultados obtenidos, junto a las evidencias microscédpicas e inmunoldgicas
previamente reportadas (2), demuestran que el agente etiolégico de la GEB en los
bovinos estudiados es  Pythium insidiosum. Este hallazgo tiene implicaciones
economicas importantes pues la enfermedad es causal de grandes pérdidas en
nuestra ganaderia. Ademas, el hecho de que el agente causal también puede
infectar a humanos, pone en la palestra un potencial problema de salud publica,
pues los trabajadores de la ganaderia estan expuestos al agente infeccioso. En
primer lugar, se debe investigar la dimensién del problema usando los métodos de
diagndéstico disponibles para humanos y animales (2,28,29). En segundo lugar, es
pertinente la inversion en adquisicién y estudio de los tratamientos inmunol6gicos
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que existen para animales (30,31) y humanos (24). Por otra parte, es también
necesario ampliar el estudio del agente causal en nuestros rebanos, comenzando,
por ejemplo, con su aislamiento y caracterizacion antigénica. Esto podria conducir a
mediano plazo a la produccion de vacunas inmunoterapeuticas y tratamientos
especificos para las cepas de P. insidiosum que se encuentran en nuestro medio.
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Tabla 1. Alineamiento multiple de las secuencias del ADNr 18S (primeros 280-300 pb) correspondientes a P.
insidiosum (AY486144), P. myriotylum (E17133), P. monospermum (AJ238653), P. Ro21 (forma no cultivada,
AY129550), y P. spinosum (E17134), con la secuencia correspondiente al ADN aislado de tejido de bovino

con GBE (Aisl. bovino).

Organismo Numeracion Secuencia

Aisl. bovino 1-75 GTAGTCATATGCTTGTCTCAAAGATTAAGCCATGCATGTCTAAG TATAAACAACTTTGTACTGTGAAACTGCGAA
P. insidiosum 1-75 GTAGTCATATGCTTGTCTCAAAGATTAAGCCATGCATGTCTAAG TATAAACAACTTTGTACTGTGAAACTGCGAA
P. myriotylum 18-92 GTAGTCATABGCTTGTCTCAAAGATTAAGCCATGCATGTCTAAG TATAAACAACTTTGTNCTGTGANACTGCGHN
P. monospermum 1-71 TCATATGCTTGTCTCAAAGATTAAGCCATGCATGTCTAAG TATAAACAAMTTTGTACTGTGARACTGCGAA
P. Ro21 1-71 EEETEE B8EA 8f - AcATTAAGCCATGCATGTCTAACTATAAACAA T TTGTACTGTGAAACTGCGAR
P. spinosum 16-90 GTAGTCATABGCTTGTCTCAAAGATTAAGCCATGCATGTCTAAG TATAAACAAMTTTGTACTGTGAAACTGCGAA
Aisl. bovino 76-151 TGGCTCATTATATCAGTTATAGTCTACTCGATAGTACCTTACTACTTGGATAACCGTAGTAATTCTAGAGCTAATA
P. insidiosum 76-151 TGGCTCATTATATCAGTTATAGTCTACTCGATAGTACCTTACTACTTGGATAACCGTAGTAATTCTAGAGCTAATA
P. myriotylum 93-168 TGGCTCATTATATCAGTTATAGTCTACTCGATAGTACCTTACTACTTGGATAACCGTAGTAATTCTAGAGCTAATA
P. monospermum 72-147 TGGCTCATTATATCAGTTATAGTCTACTCGATAGTACCTTACTACTTGGATAACCGTAGTAATTCTAGAGHTAATA
P. Ro21 72-147 TGGCTCATTATATCAGTTATAGTCTACTCGATAGTACCTTACTACTTGGATAACCGTAGTAATTCTAGAGCTAATA
P. spinosum 91-166 TGGCTCATTATATCAGNTATAGTCTACTCGATAGTACCTTACTACTTGGATAACCGTAGTAATTCTAGAGCTAATA
Aisl. bovino 152-227 CATGCATCAATACCCAACTGCTTGTCGGACGGGTAGCATTTATTAGATTGAAACCAATGCAGTCTTCGGGCTGGTA
P. insidiosum 152-227 CATGCATCAATACCCAACTGCTTGTCGGACGGGTAGCATTTATTAGATTGAAACCAATGCAGTCTTCGGGCTGGTA
P. myriotylum 169-244 CATGCATCAATACCCAACTGCTTGTCGGACGGGTAGCATTTATTAGATTGAAACCAATGCAGTCTTCGGGCTGGTA
P. monospermum 148-223 CATGCATEAATACCCAACTGCTTGTCGGECGGGTAGCATTTATTAGATTGARAACCAATGCAGTCTTCGGGCTGGTA
P. Ro21 148-223 CATGCATBAATACCCAACTGCTTGTCGGECGGGTAGCATTTATTAGATTGARAACCAATGCAGTCTTCGGGCTGGTA
P. spinosum 167-242 CATGCATENATACCCAACTGCTTGTCGGECGGGTAGCATTTATTAGATTGARACCANTGCAGTCTTCGGGCTGGTA
Aisl. bovino 228-284 TTGTGTTGAGTCATAATAACTGTGCGGACCGCACTTTTGTGCGGTAAATCGATTGAG

P. insidiosum 228-284 TTGTGTTGAGTCATAATAACTGTGCGGACCGCACTTTTGTGCGGTAAATCGATTGAG Se indican las:
P. myriotylum 245-301 TTGTGTTGAGTCATAATAACTGTGCGGACCGCACTTTTGTGCGGTAAATCGATTGAG diferencias I

P. monospermum 224-280 TTGTGTTGAGTCATAATAACTGTGCGGABCGCACTTT-GTGCGRTARATCGATTGAC]] inserciones |:|

P. Ro21 224-280 TTGTGTTGAGTCATAATAACTGTGCGGAMCGCACTTT-GTGCGRTARATCGATTGAC] _

P. spinosum 243-299 TTGTGTTGAGTCATAATAACTGTGCGGAMCGCACTTT-GTGCGRTARATCGATTGAC] supresiones -




