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DESCRIPCION

Método isotérmico rapido altamente sensible para la deteccién de mutaciones puntuales y SNP, conjunto de
cebadores y kit para el mismo

Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a un método para detectar una mutacion puntual o un SNP en una secuencia de
nucleétidos por medio de un método de amplificacién por LAMP (polimerizacion mediada por amplificacién por
bucle) mejorado, asi como a un conjunto de cebadores y a un kit para llevar a cabo el método de la invencion.
Segun una realizacion no limitativa, el método, el conjunto de cebadores y el kit son adecuados para detectar la
mutacion G1849T (V617F) en el gen JAK2.

Antecedentes de la invencion

Los trastornos mieloproliferativos (MPD) son trastornos clonales de progenitores hematopoyéticos, e incluyen los
MPD clasicos leucemia mieloide crénica (CML), policitemia vera (PV), trombocitemia esencial (ET) y mielofibrosis
primaria (PMF), asi como leucemia eosindfila cronica (CEL), leucemia mielomonocitica crénica (CMML) y
mastocitosis sistémica (SM) y otros. En las Ultimas dos décadas, se han identificado alelos mutantes en CML,
CMML, CEL y SM2-5, y en cada caso la mutacién causante da como resultado la activacién constitutiva de la
sefalizacion por tirosina cinasa. Las causas genéticas de los MPD mas comunes siguieron siendo desconocidas
hasta la identificacién de mutaciones que activan la sefalizacién por la cinasa Janus 2 (JAK2) en la mayoria de los
pacientes con PV, ET o PMF(1, 2, 3, 4). JAK2 es un miembro de la familia Janus de tirosina cinasas no receptoras
citoplasmaticas, que también incluye JAK1, JAK3 y TYK2. La mutacién es una sustitucion de guanina a timidina en
la posicion 1849 en la secuencia codificante de JAK2 (n.? de registro de GenBank NM_004972, SEQ ID NO: 1),
comenzando la numeracion en el coddn de iniciacion ATG, correspondiente a la posicién 2343 de SEQ ID NO: 1.
Una mutacion de este tipo da como resultado una sustitucién de fenilalanina por valina en el amino&cido 617 de la
proteina JAK2 (JAK2V617F), dentro del dominio pseudocinasa JH2 (5). La pérdida de autoinhibicién de JAK2 da
como resultado la activacion constitutiva de la cinasa, de manera analoga a otras mutaciones en MPD y leucemia
que activan de manera aberrante tirosina cinasas (6, 7, 8).

La secuenciacion directa sélo es sensible hasta aproximadamente el 20% del ADN mutante en un contexto de tipo
natural (9, 10). Esta cuestion es bastante relevante para trastornos mieloides cronicos, en los que la sangre y la
meédula estdn compuestas a menudo por una mezcla de elementos hematopoyéticos normales residuales y
neoplasicos. Este es especialmente el caso de ET y MDS, en los que pueden estar presentes mutaciones génicas
evidentes fenotipicamente en clones diminutos que comprenden menos del 10% de la poblacion de células de
médula total. James et al. (11) investigaron esta cuestion especificamente con respecto a 1849 G-T de JAK2
realizando una serie de experimentos de mezclado con células de eritroleucemia HEL, que portan la mutacion de
JAK2, mezcladas con células de eritroleucemia TF-1, que no la portan. No pudieron detectar el alelo mutado cuando
estaba presente en <5% del ADN total. Con ADN de paciente mutante homocigoto diluido en ADN de una persona
sana, la secuenciacion era incluso menos sensible (10%) de lo que era con las lineas celulares (12).

Un método comun usado para la deteccion de mutaciones de &cidos nucleicos es el sistema de amplificacion
resistente a la amplificacion (ARMS). Se aprovecha del hecho de que los cebadores de oligonucleétidos deben
aparearse perfectamente en sus extremos 3’ para que una ADN polimerasa extienda estos cebadores durante la
PCR (12). Disefiando cebadores de oligonucledtidos que se aparean sélo con una mutacion puntual del ADN
especifica, tal como la que codifica para V617F de JAK2, ARMS puede distinguir entre alelos polimérficos. Por tanto,
a estas técnicas se les dan los nombres alternativos de “PCR especifica de alelo” (AS-PCR) o “PCR de cebador
especifico de secuencia”. La sensibilidad de ARMS es de hasta del 1 al 2% (13) de ADN mutante en un contexto de
tipo natural.

La monitorizacion en tiempo real de la acumulacién de productos de PCR durante el termociclado puede ser valiosa
como método semicuantitativo y pueden usarse ensayos de curvas de fusion de ADN conjuntamente con PCR en
tiempo real. Asimismo, James et al. (14) compararon la secuenciacidon mediante quimica de colorantes fluorescentes
con dos sistemas de detecciéon de mutaciones basados en PCR en tiempo real diferentes, uno que usaba un
instrumento LightCycler (Roche Diagnostics) y otro que usaba una maquina Tagman ABI Prism 7500 (Applied
Biosystems). Estas técnicas de PCR en tiempo real detectaron del 0,5 al 1% de ADN de la linea celular HEL diluido
en ADN de la linea celular TF-1 y del 2 al 4% de ADN de paciente mutado de manera homocigota diluido en ADN de
una persona sana.

Es posible un analisis de polimorfismos de longitud de fragmentos de restriccion (RFLP) puesto que la mutacion
1849 G-T de JAK2 suprime un motivo en la secuencia de JAKZ2 de tipo natural que se reconoce por la enzima de
restriccion BsaXl. Aunque la supresién de un sitio de restriccion no es tan satisfactoria como la creacién de un nuevo
sitio, debido a que una reaccién de escisidon enzimatica negativa podria deberse o bien a la ausencia de la mutacién
o bien a un fallo del procedimiento de digestion, puede ser Util como analisis de primer paso. La sensibilidad
proporcional notificada depende en parte del método usado para detectar los fragmentos y es de aproximadamente
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el 20% de ADN mutante en un contexto de tipo natural (15, 16).

La pirosecuenciacion es un método de genotipado rapido que depende de la liberacién de pirofosfato (PPi) siempre
que se incorpore un dNTP a una cadena de ADN en crecimiento durante la polimerizacion de ADN dirigida por
molde (17). Varios grupos (17, 18) han intentado la pirosecuenciacion de JAK2 usando el sistema automatizado
PSQ HS 96 (Biotage, Uppsala, Suecia) con experimentos de dilucién similares a los descritos anteriormente
mostrando una sensibilidad del ensayo notificada del 5 al 10% de alelo mutante en un contexto de tipo natural.

Se han descrito otras varias técnicas de detecciobn de mutaciones, incluyendo andlisis de polimorfismos
conformacionales de cadena sencilla (SSCP), electroforesis en gel con gradiente desnaturalizante (DGGE),
cromatografia de liquidos de alta resolucion desnaturalizante (DHPLC), ensayos de extensién de cebador de un solo
nucleétido (Pronto), y otros. De hecho, la DHPLC puede detectar la mutacién de ADN gendémico que subyace a
V617F de JAK2 de manera fiable, y puede detectar mutaciones a una proporcionalidad de <1 al 2%. Sin embargo, la
DHPLC vy las otras técnicas o bien suponen un desafio técnico o bien requieren mucha mano de obra o ambos. O
bien no permiten una alta producciéon a un coste adecuado para un laboratorio clinico (SSCP y DGGE) o bien
requieren una inversion inicial considerable en equipo (DHPLC) .

Tedricamente, también podrian usarse técnicas basadas en proteinas para detectar la mutacién V617F de JAK2,
pero éstas son generalmente engorrosas, y el acceso a tales recursos es limitado. Por tanto, habitualmente no se
prefieren ensayos basados en proteinas si son viables pruebas basadas en ADN o ARN.

La solicitud de patente europea EP1692281A da a conocer un método para la deteccién de la mutacion G1849T de
JAK2 basandose en amplificacién por PCR.

Los documentos de la técnica anterior W0O2009/049630, Nagamina et al, (Molecular and Cellular Probes (2002) 16,
223-229), US2007/0218464 y EP1975249 dan a conocer métodos de amplificaciéon isotérmica mediada por bucle
(LAMP) que emplean ademas de los cebadores externos F3 y B3, los cebadores internos FIP y BIP y también los
cebadores de bucle LB o LF.

Los métodos de la técnica anterior muestran varias limitaciones. En primer lugar, el menor nivel de sensibilidad, que
permite la deteccion de la secuencia de JAK2 mutante hasta el 1% de la muestra en los mejores casos. Una
sensibilidad de este tipo requiere el enriquecimiento de los mutantes por medio de aislamiento de granulocitos antes
de la extraccion. Esta es una etapa que requiere mucho tiempo y mano de obra que da como resultado
aproximadamente 2 horas adicionales para los procedimientos ya largos (de desde 2 hasta 5 horas) requeridos para
el diagnostico. Ademas, todos los métodos ilustrados anteriormente son relativamente caros y requieren mucha
mano de obra, requiriendo a menudo equipo especializado que no siempre esta faciimente disponible.

Descripcion de la invencion

Los presentes inventores han establecido un método de LAMP novedoso de deteccion de una mutacion puntual o un
SNP en una molécula de acido nucleico, que es particularmente selectivo y rapido. Los presentes inventores han
establecido también un conjunto de cebadores novedoso y un kit para llevar a cabo el método de la invencién. El
método para detectar una mutacién puntual o un SNP de acido nucleico y el conjunto de cebadores y el kit para el
mismo se caracterizan por las caracteristicas definidas en las reivindicaciones adjuntas, que forman una parte
integral de la descripcién.

El método de la presente invencion difiere de la tecnologia de LAMP convencional que se da a conocer en la
solicitud de patente europea EP 1020534A y que se representa en el presente documento en la figura 1. El método
de la invencidn permite la amplificacion y deteccidn selectivas simultdneas de la sustitucion de una sola base en una
muestra de &cido nucleico. Ademas, el método de la presente invencién es facil de realizar, puesto que requiere
instrumentacion sencilla y los resultados pueden generarse en una reaccién en un solo tubo. Por estos motivos,
también es menos caro en comparacion con los métodos de la técnica anterior.

El método de la invencién supera las limitaciones y los inconvenientes de las técnicas de la técnica anterior, dando
como resultado una mayor sensibilidad (hasta el 0,01% de secuencias mutantes en un contexto de tipo natural); es
isotérmico y rapido, completandose el diagnostico en una reaccion de una hora. Ademas, el método de la invencion
permite evaluar si la cantidad de alelo mutante, tal como por ejemplo el alelo de JAK2 mutante, que esta presente en
la muestra sometida a prueba es mayor o menor del 50%, proporcionando una indicacién de si el sujeto sometido a
prueba es heterocigoto u homocigoto para la mutaciéon puntual individual o el SNP de &acido nucleico de interés.

Por tanto, un primer aspecto de la presente invencion es un método de deteccion de la presencia de una mutacion
puntual en una molécula de acido nucleico diana dentro de un contexto de moléculas de &cido nucleico de tipo
natural, comprendiendo el método las etapas de:

1) proporcionar una muestra de &cido nucleico;
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2) poner en contacto dicha muestra de acido nucleico, en condiciones de reaccién apropiadas, con una
disolucién que comprende una mezcla de oligonucleétidos y una ADN polimerasa que tiene una actividad de
desplazamiento de hebra en condiciones de hibridacién, en el que dicha mezcla de oligonucleétidos consiste en
cebadores adecuados para la amplificacién isotérmica mediada por bucle de la regiéon de la molécula de acido
nucleico diana que incluye la posicién de acido nucleico de la mutaciéon puntual que va a detectarse,
comprendiendo dichos cebadores:

i. un primer cebador externo F3 y un segundo cebador externo B3;
ii. un primer cebador interno FIP y un segundo cebador interno BIP,

en el que FIP consiste en una secuencia de &cido nucleico en 3’ F2 y una secuencia de acido nucleico
en 5 Fic y BIP consiste en una secuencia de acido nucleico en 3° B2 y una secuencia de acido
nucleico en 5’ Bic,

en el que F2 puede reconocer e hibridarse con una regién de la molécula de acido nucleico diana
designada como F2c y B2 puede reconocer e hibridarse con una region de la molécula de acido
nucleico diana designada como B2c,

en el que F2c y B2c son regiones diferentes ubicadas en hebras opuestas de la molécula de &cido
nucleico diana,

en el que o bien B2c esté4 en el sentido de 3’ de la mutacion puntual o bien F2c esta en el sentido de 5’
de la mutacién puntual, y en el que si B2c esta en el sentido de 3’ de la mutacién puntual, entonces
dicha mutacién puntual esta ubicada en la secuencia de F2c o en el sentido de 3’ de la secuencia de
F2c y en el sentido de 5’ de la secuencia de Fic, o

si F2c esta en el sentido de 5’ de la mutacién puntual, entonces dicha mutacién puntual esta ubicada
en la secuencia de B2c o en el sentido de 5’ de la secuencia de B2c y en el sentido de 3’ de la
secuencia de Bic;

ii. un cebador extensible mutante de tallo-bucle que comprende:

- una secuencia de bucle central que puede reconocer e hibridarse selectivamente con una region de
la molécula de acido nucleico diana que comprende la mutaciéon puntual, de manera que la
secuencia de bucle central puede reconocer e hibridarse con la molécula de acido nucleico diana
s0lo si esta presente la mutacion puntual, y

- una secuencia de extremo 5’ y una secuencia de extremo 3’ que son complementarias entre si de
manera que se forma un tallo tras hibridacién intramolecular,

siendo la afinidad de hibridacién de la secuencia de bucle central con la regiéon de la molécula de
acido nucleico diana que comprende la mutacién puntual mayor que la afinidad de hibridacion
intramolecular de la secuencia en 5’ con la secuencia en 3° de manera que, si esta presente la
mutacion puntual, la secuencia de bucle central se apareara con y amplificara la region de la
molécula de acido nucleico diana que comprende la mutacion puntual;

iv. un resto no extensible que puede reconocer e hibridarse selectivamente con las moléculas de &cido
nucleico de tipo natural;

3) incubar la mezcla resultante a una temperatura constante;

4) detectar una sefal indicativa de la amplificacion de la region de la molécula de acido nucleico diana que
comprende la mutacion puntual.

La primera etapa del método implica obtener la muestra de acido nucleico que va a someterse a prueba, tal como
por ejemplo de un paciente que se sospecha que porta la mutacion puntual de interés, en una forma o bien
heterocigota o bien homocigota.

En una realizacion preferida, los dos cebadores internos FIP y BIP estan disefiados en una region de la molécula de
acido nucleico diana que comprende la posicion de acido nucleico de la mutacion puntual que va a detectarse de
manera que la mutacién puntual esta ubicada en la regién entre la secuencia de F2c y la secuencia de Fic o entre la
secuencia de B2c y la secuencia de Bic. En una realizacion alternativa, la mutacién puntual estd ubicada en la
region estudiada con sonda por B2 o F2, es decir dentro de la secuencia de F2c o dentro de la secuencia de B2c.

En otra realizacion preferida, la secuencia en el extremo 5’ y la secuencia en el extremo 3’ del cebador extensible
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mutante de tallo-bucle tienen al menos 3 nucleétidos de longitud. El cebador extensible mutante de tallo-bucle puede
disefarse alternativamente como un “cebador extensible mutante autoapareado”, o mas simplemente como un
“cebador extensible autoapareado” (LB o LF).

En una realizacion adicional preferida del método de la invencion, el resto no extensible es un &cido nucleico
peptidico (PNA), que tiene preferiblemente al menos 10 nucleétidos de longitud. Los ADN y los ARN consisten
respectivamente en una estructura principal de azucar de desoxirribosa y ribosa, mientras que la estructura principal
de los PNA esta compuesta por unidades de repeticion de N-(2-aminoetil)-glicina unidas por enlaces peptidicos. Las
bases de purina y pirimidina se unen a la estructura principal por enlaces metileno-carbonilo. Los PNA se
representan como péptidos, con el extremo N-terminal en la primera posicion (izquierda) y el extremo C-terminal a la
derecha. Puesto que la estructura principal del PNA no contiene ningln grupo fosfato, la unién entre las hebras de
PNA/ADN es mas fuerte que entre las hebras de ADN/ADN debido a la falta de repulsién electrostatica.

En la realizacién mas preferida de la invencién, el acido nucleico peptidico (PNA) comprende una secuencia de
bases que puede hibridarse con la regién de la molécula de acido nucleico que incluye la supuesta mutacion puntual
(es decir, que incluye la posicion de &cido nucleico de la mutacion puntual que va a detectarse), dando como
resultado de ese modo la formacién de dos estructuras bicatenarias, una con la molécula de acido nucleico diana de
tipo natural y la otra con la molécula de &cido nucleico diana mutada. La temperatura de fusién de la estructura
bicatenaria que resulta de la hibridacion del PNA con la molécula de &cido nucleico diana en ausencia de la
mutacién puntual (es decir, con la secuencia de tipo natural) se designa como (Tf) = X y la temperatura de fusién de
la estructura bicatenaria que resulta de la hibridacién del PNA con la molécula de &cido nucleico diana en presencia
de la mutaciéon puntual (es decir, con la secuencia mutada) se designa como (Tf) = Y. Segun una realizacién
preferida, Y< temperatura de incubacion < o igual a X y X es al menos 5°C mayor que Y.

En una realizacion alternativa de la presente invencion, el resto no extensible es un cebador no extensible de tipo
natural de tallo-bucle, que comprende:

- una secuencia de bucle central que puede reconocer e hibridarse selectivamente con una regién de la molécula de
acido nucleico de tipo natural que comprende la posicién de acido nucleico de la mutacion puntual que va a
detectarse,

- una secuencia de extremo 5’ y una secuencia de extremo 3’, siendo dichas secuencias de extremo 5’ y de extremo
3’ complementarias entre si para formar un tallo, de modo que dicha secuencia de bucle central tiene una
mayor afinidad de hibridacién con la regién que comprende la secuencia de tipo natural de la molécula de
acido nucleico que la afinidad de hibridacion de la secuencia de extremo 5’ con la secuencia de extremo 3’,
de modo que da como resultado el apareamiento con y el bloqueo de la amplificacién de la secuencia de tipo
natural. El experto en la técnica es consciente del hecho de que la hibridacién entre la secuencia de extremo
5’y la secuencia de extremo 3’ es una hibridacién intramolecular.

En una realizacién preferida de la presente invencion, la ADN polimerasa que tiene actividad de desplazamiento de
hebra en las condiciones de reaccion es la Bst polimerasa de fragmento grande; alternativamente, es una de o una
combinacion de Bca (exo-), Vent, Vent (exo-), Deep Vent, Deep Vent (exo-), fago ®29, fago MS-2, Z-Taqg, KOD,
fragmento Klenow.

En una realizacién preferida, la temperatura de reaccion constante esta comprendida entre 62°C y 67°C.

En una realizacion preferida de la presente invencién, la sefal indicativa de amplificacion de la molécula de
nucleétidos que comprende la mutacién puntual se detecta mediante turbidimetria. Alternativamente, la sefal
indicativa de amplificacién de la molécula de nucleétidos que comprende la mutacion puntual se detecta mediante
fluorescencia o cualquier otro medio adecuado para la deteccion.

En todavia otra realizacién preferida de la presente invencion, la molécula de acido nucleico diana comprende la
regiéon del gen JAK2 humano (n.? de registro de GenBank NG_009904, SEQ ID NO: 2) que contiene la supuesta
sustitucion de guanina a timidina en la base 93526 de SEQ ID NO: 2, correspondiente a la posicion de nucleétido
1849 desde el coddn de iniciacion en la secuencia codificante de JAK2 (n.2 de registro de GenBank NM_004972,
SEQ ID NO: 1), que a su vez corresponde a la posicién 2343 de SEQ ID NO: 1.

Preferiblemente, los cebadores externos primero y segundo F3 y B3 estan ubicados respectivamente en las regiones
de intrén que flanquean al exén 14 del gen JAK2 humano (n.? de registro de GenBank NG_009904, SEQ ID NO: 2)
que contiene la supuesta sustitucién de bases G—T en la posicion 93526. Mas preferiblemente, F3 consiste en una
secuencia de nucleétidos que abarca las posiciones 93367-93388 de SEQ ID NO: 2 y B3 consiste en una secuencia
de nucledtidos que es complementaria a la regiéon de nucledtidos entre las posiciones 93561-93582 de SEQ ID NO:
2. Preferiblemente, los cebadores internos primero y segundo FIP y BIP estan disefiados tal como sigue: el cebador
FIP consiste en una secuencia de F2 ubicada en la region de intrén en el sentido de 5 del ex6n 14 de JAK2
(preferiblemente entre las posiciones 93408-93425 de SEQ ID NO: 2) y en una secuencia de Fic que es
complementaria a los nucleétidos 93445 a 93470 de SEQ ID NO: 2; el cebador BIP consiste en una secuencia de B2
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complementaria a una region que comprende los nucleétidos 93538-93559 de SEQ ID NO: 2, que incluye las
primeras dieciocho bases del intrén en el sentido de 3’, y en una secuencia de B1c ubicada en la posicion 93486-
93515 de SEQ ID NO: 2. La secuencia de bucle central del cebador extensible mutante de tallo-bucle consiste
preferiblemente en los nucleétidos 93516-93529 de SEQ ID NO: 2. La secuencia de bases de PNA consiste
preferiblemente en los nucleétidos 93518-93534 de SEQ ID NO: 2.

Lo mas preferiblemente, los cebadores adecuados para la amplificacion isotérmica mediada por bucle, que se
emplean para llevar a cabo el método segun la presente invencion, consisten en las siguientes secuencias:

F3 5-GCATCTTTATTATGGCAGAGAG-3’ (SEQ ID NO: 3);

B3 5-TGCTCTGAGAAAGGCATTA-3' (SEQ ID NO: 4);

FIP 5-GCTGCTTCAAAGAAAGACTAAGGAAATGGACAACAGTCAAACAAC-3’ (SEQ ID NO: 5);

BIP 5-GCTTTCTCACAAGCATTTGGTTTTAAATTAGCCTGTAGTTTTACTTACTCTC-3’ (SEQ ID NO: 6);
Cebador extensible mutante de tallo-bucle: 5-GTCTCCACTGGAGTATGTTTCTGTGGAGAC-3’ (SEQ ID NO: 8).

En una realizacion mas preferida, el resto no extensible es una molécula de PNA, que tiene preferiblemente la
estructura: " GAGTATGTGTCTGTGGA®N* (SEQ ID NO: 9).

El método de la presente invencion también es adecuado para evaluar cuantitativamente la cantidad de alelos
mutantes (por ejemplo de los alelos mutantes de JAK2 presentes) en una muestra de &acido nucleico, por ejemplo
para evaluar si la mutacion puntual esta en una forma homocigota o heterocigota. Esto se logra comparando
cuantitativamente la sefal indicativa de amplificacion de la regién de la molécula de acido nucleico diana que
comprende la mutacién puntual obtenida a partir de la muestra con dicha senal obtenida a partir de al menos un
calibrador. En una realizacion preferida, el al menos un calibrador consiste en un porcentaje predeterminado (%) de
moléculas de acido nucleico diana mutantes en un contexto de moléculas de acido nucleico de tipo natural, en el que
dicho porcentaje predeterminado (%) es preferiblemente de aproximadamente el 10%. Por ejemplo, analizando la
eficacia de amplificacion de muestras no diluidas y diluidas 1:5 en comparacion con 3 calibradores (por ejemplo, el
100%, el 10% y el 1% de plasmido G1849T JAK mutante en un contexto de plasmido de tipo natural), es posible
determinar si la cantidad de alelos mutantes en las muestras de prueba es mayor o menor del 50%, lo que es
indicativo de homocigosidad o heterocigosidad.

El método de la invencion también es adecuado para detectar otras mutaciones génicas responsables de diferentes
patologias, tales como kRAS, EGFR, asi como para detectar SNP.

Otro aspecto de la presente invencién es un conjunto de cebadores para detectar la presencia de una mutacién
puntual en una molécula de &cido nucleico diana en un contexto de moléculas de acido nucleico de tipo natural
mediante amplificacién isotérmica mediada por bucle, comprendiendo el conjunto de cebadores un primer cebador
externo F3, un segundo cebador externo B3, un primer cebador interno FIP, un segundo cebador interno BIP y un
cebador extensible mutante de tallo-bucle, todos tal como se definieron anteriormente con referencia al método de la
invencion.

Segun una realizacién preferida, el conjunto de cebadores comprende un primer cebador externo F3 que consiste en
SEQ ID NO: 3, un segundo cebador externo B3 que consiste en SEQ ID NO: 4, un primer cebador interno FIP que
consiste en SEQ ID NO: 5, un segundo cebador interno BIP que consiste en SEQ ID NO: 6 y un cebador extensible
mutante de tallo-bucle que consiste en SEQ ID NO: 8.

Una realizacion adicional preferida de la invencién es un conjunto de cebadores tal como se definié anteriormente
que comprende ademas un resto no extensible que puede hibridarse con las moléculas de acido nucleico de tipo
natural. El resto no extensible es, por ejemplo, un acido nucleico peptidico (PNA) o un cebador no extensible de
tallo-bucle, tal como se definen en las reivindicaciones adjuntas. Se prefiere mas un PNA que tiene al menos 10
bases de longitud. El PNA ilustrado en la lista de secuencias como SEQ ID NO: 9 es la realizacion mas preferida del
resto non extensible.

Un aspecto adicional de la presente invencion es un kit para detectar la presencia de una mutacién puntual en una
molécula de &cido nucleico diana en un contexto de moléculas de &cido nucleico de tipo natural mediante
amplificacion isotérmica mediada por bucle, comprendiendo el kit un conjunto de cebadores tal como se definid
anteriormente asi como una o mas ADN polimerasas que tienen actividad de desplazamiento de hebra. La ADN
polimerasa se selecciona preferiblemente del grupo que consiste en Bst polimerasa de fragmento grande, Bca
(exo-), Vent, Vent (exo-), Deep Vent, Deep Vent (exo-), fago ®29, fago MS-2, Z-Tag, KOD, fragmento Klenow, y
cualquier combinacién de los mismos. La ADN polimerasa més preferida es la Bst polimerasa de fragmento grande.

El kit segln la presente invencién puede contener componentes convencionales adicionales tales como por ejemplo
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uno o mas calibradores, medios para detectar y/o cuantificar la amplificacion de la molécula de &cido nucleico
dianas, asi como instrucciones para llevar a cabo el ensayo. La seleccién y el uso de tales componentes adicionales
estan muy dentro de las capacidades del experto en la técnica.

La invencién se describe adicionalmente a continuacién en el presente documento por medio de ejemplos
especificos no limitativos, con referencia a los siguientes dibujos:

Figura 1. Principio de LAMP (técnica anterior)

La reaccion de amplificacion se realiza empleando 4 cebadores de oligonucleétidos especificos para 6 regiones
diferentes de la secuencia genémica diana. Los cebadores internos se hibridan con secuencias complementarias en
la molécula de acido nucleico diana y se extienden por la ADN polimerasa; el producto de amplificacion se desplaza
en dos etapas por los cebadores externos (F3, B3) y se conforma como una estructura de tallo-bucle doble
(estructura de partida) (panel A). La estructura de partida se amplifica simultdaneamente desde los extremos 3’ libres
y por otro cebador interno (panel B). Se sintetizan progresivamente concatameros de ADN mediante repeticiones
invertidas del médulo inicial de manera exponencial (panel C).

Figura 2. Estrategia de “DOBLE ASA” (dumb bell) de LAMP

En la presente configuracion de ensayo ilustrada en la figura 2, los oligonucleétidos Fic y Bic contenidos en los
cebadores internos FIP y BIP son complementarios a regiones no solapantes del gen JAK2 que acaba y comienza
respectivamente una base en el sentido de 5’ y una base en el sentido de 3’ del nucleétido de interés en la posicion
1849 desde el coddn de iniciacion en la secuencia codificante de JAK2. Ademas, la base en el extremo 5’ de los
cebadores FIP y BIP es especifica para el nucleétido mutado en la secuencia de JAK2 y ambos cebadores internos
tienen una base apareada erroneamente en la tercera base desde el extremo 3’. Cuando la reaccién contiene el
alelo diana de tipo natural y se forma una estructura de doble asa, las secuencias de Fic y Blc especificas
mutantes no se aparean en el extremo 3’, bloqueando cualquier amplificacién de la diana adicional. De manera
diferente, si el alelo diana mutante esta presente en disolucion, las secuencias Fic y Bic especificas mutantes se
hibridan perfectamente con la regién diana de acido nucleico complementaria y se extienden por la ADN polimerasa.

Figura 3. Estrategia de “extensién de cebador de bucle especifico de alelo” de LAMP.

El nucleétido en el extremo 3’ del cebador de bucle especifico de mutante es complementario al nucleétido T mutado
en la posicion 1849 en la secuencia codificante de JAK2. Ademas, este cebador de bucle contiene una base
apareada erroneamente en la tercera base desde el extremo 3'. Si la reaccidn contiene la secuencia de JAK2 de tipo
natural, el cebador de bucle especifico de mutante en el exiremo 3’ no se aparea con la secuencia diana, dando
como resultado la ausencia de amplificacién. De manera diferente, si estan presentes secuencias de JAK2 mutantes
en disolucion, el cebador de bucle especifico de mutante se hibrida perfectamente con la secuencia diana
complementaria y se extiende por la ADN polimerasa.

Figura 4. Estrategia de “cebadores de bucle-tallo” de LAMP

Conjunto de cebadores universales (insensibles a mutantes) que comprende los oligonucleétidos F3, B3, FIP y BIP
para obtener una doble asa que presenta el supuesto nucleétido T mutado en la regiéon de bucle. Se incluye un
primer cebador de tallo-bucle disefiado para reconocer la base mutada en la estructura de doble asa monocatenaria,
junto con un segundo cebador de tallo-bucle modificado complementario a la secuencia de tipo natural de JAK2 y
que contiene un extremo 3’ no extensible. Cuando la secuencia de JAK2 mutada esta presente en la muestra de
acido nucleico (panel A), el cebador de tallo-bucle especifico de mutante rompe su estructura interna para aparearse
con la secuencia diana y se extiende por la ADN polimerasa. A la inversa, si la secuencia diana de tipo natural esta
presente en la muestra (panel B), el cebador de tallo-bucle no extensible modificado se hibrida con la secuencia
diana de tipo natural, bloqueando la amplificacion de esta secuencia (efecto de “silenciamiento”).

Figura 5. Estrategia de “cebador de tallo-bucle especifico de mutante con PNA” de LAMP

Conjunto de cebadores universales (insensibles a mutantes) que comprende los oligonucleétidos F3, B3, FIP y BIP
para obtener una doble asa que presenta el supuesto nucleétido T mutado en la regiéon de bucle. Se incluye un
primer cebador de tallo-bucle disefiado para reconocer la base mutada en la estructura de doble asa monocatenaria,
junto con una molécula de PNA. ElI PNA esta disefiado para ser complementario a la regiéon de bucle comprendida
entre B2 y B1c y que abarca la posicion de acido nucleico de la mutacién puntual que va a detectarse. Forma un
duplex estable con la secuencia de tipo natural de JAK2, impidiendo por tanto la hibridacién y extension del cebador
de tallo-bucle especifico de mutante y suprimiendo la amplificaciéon inespecifica de la secuencia de tipo natural
(panel B). EI PNA no se hibrida con la secuencia de JAK2 mutada debido a la menor afinidad (panel A).

Figura 6. Sensibilidad del ensayo de “DOBLE ASA” de LAMP

Se realiz6 la reaccion de amplificacion con una muestra que contenia plasmido de tipo natural de JAK2 7e3 cps/ul
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(cuadrado), con un control no diana y con diluciones en serie de plasmido mutante de JAK2 en agua (desde 7e3
hasta 7e1 cps/ul, puntos romboidales, y 7e0 cps/ul, punto circular). Se sometié a prueba cada muestra por triplicado.
Las barras de error representan una desviacién estandar. En comparacion con el plasmido de tipo natural, la
secuencia diana mutante se amplifica con mayor eficacia hasta una concentracion de muestra de 7e1 cps/ul. El
presente ensayo muestra linealidad para muestra de plasmido mutante entre 7e3 y 7e1 cps/pl.

Figura 7. Sensibilidad del ensayo de “cebador de bucle mutante especifico de alelo” de LAMP

Se realiz6 la reaccion de amplificacién con una muestra que contenia plasmido de tipo natural de JAK2 7e3 cps/ul
(punto cuadrado), con un control no diana y con diluciones en serie de plasmido mutante de JAK2 en agua (desde
7e3 hasta 7e1 cps/ul, puntos romboidales). Se sometié a prueba cada muestra por triplicado. Las barras de error
representan una desviacion estandar. En comparacién con el plasmido de tipo natural, la secuencia diana mutante
se amplifica con mayor eficacia hasta una concentracion de muestra de 7e2 cps/ul. El presente ensayo muestra
linealidad para muestra de plasmido mutante entre 7e3 y 7e1 cps/ul.

Figura 8. Selectividad del ensayo de “cebador de tallo-bucle” de LAMP

Se realiz6 la reaccion de amplificacion con una muestra que contenia plasmido de tipo natural de JAK2 7e3 cps/ul
(punto cuadrado), con un control no diana y con diluciones en serie de plasmido mutante de JAK2 en plasmido de
tipo natural, oscilando entre el 75% y el 1%, 35000 cps de cantidad total de ADN por reaccion. Se sometié a prueba
cada muestra por ftriplicado. Las barras de error representan una desviacién estdndar. En comparacién con el
plasmido de tipo natural, la secuencia diana mutante se amplifica con mayor eficacia hasta una muestra de dosis del
1% (350 copias de plasmido mutante en 34650 copias de plasmido parental original). El ensayo muestra linealidad
entre el 100% y el 1% de muestra de plasmido mutante en un contexto de tipo natural.

Figura 9. Ensayo de “cebador de tallo-bucle con PNA” de LAMP

Rendimiento del ensayo con muestras de plasmido mutante y de tipo natural (35000 cps de cada uno) con y sin
PNA. En ausencia de PNA, el plasmido de tipo natural de JAK2 se amplifica inespecificamente por el cebador de
tallo-bucle especifico de mutante, con un retraso de 5 minutos con respecto a la secuencia diana mutada. En
cambio, cuando se anade el PNA a la mezcla de reaccidn, el plasmido de tipo natural se amplifica por el cebador de
tallo-bucle especifico de mutante con un retraso de una hora y se mide un retraso de sélo 5 minutos para la
amplificacion especifica del plasmido mutante de JAK2. El PNA forma un diplex estable sélo con la secuencia
complementaria de tipo natural impidiendo la hibridacion y extensién del cebador de tallo-bucle especifico de
mutante provocando de ese modo un desplazamiento de una hora en el tiempo de amplificacién de la secuencia de
tipo natural.

Figura 10. Selectividad del ensayo de “cebador de tallo-bucle con PNA” de LAMP

Rendimiento del ensayo con muestras de plasmido mutado de JAK2 (350000 cps), muestras de plasmido de tipo
natural de JAK2 (350000 cps) y con plasmidos mutados diluidos en serie en un contexto de tipo natural en las
siguientes proporciones, el 1, el 0,5, el 0,1, el 0,05 y el 0,01%. Las barras de error corresponden a 1 desviacion
estandar. No se detectd amplificacion para la muestra de tipo natural (350000 cps de plasmido de tipo natural) en
una reaccion de una hora. Se detecta la amplificacion especifica de la secuencia diana mutante hasta el 0,01% de
secuencias mutantes en un contexto de tipo natural (35 copias de plasmido mutante tot en 349650 copias de
plasmido de tipo natural). El ensayo es lineal hasta una concentracion del 0,1% de plasmido mutante (350 copias de
plasmido mutante tot en 349650 copias de plasmido de tipo natural).

Figura 11. Reaccién de control de LAMP

Conjunto de cebadores universales (insensibles a mutantes) que incluye los oligonucleétidos F3, B3, FIP y BIP. Este
método esta disefiado para amplificar la secuencia diana de ADN gendmico independientemente de la presencia de
la mutacién especifica. Un ensayo de control de este tipo permite evaluar la eficacia de amplificacion de los
cebadores y la presencia de inhibidores en el tubo de reaccién.

Figura 12. Reaccién de control de LAMP con muestras de acido nucleico de tipo natural y mutante de JAK2

La eficacia de amplificacion del conjunto de cebadores universales (insensibles a mutantes) que incluye los
oligonucledtidos F3, B3, FIP y BIP es comparable para todas las muestras analizadas: el 100% de plasmido de tipo
natural de JAK2, el 100%, el 10% y el 1% de plasmido mutante de JAK2. Un retraso o la ausencia de amplificacion
de la secuencia diana es indicativo de la presencia de inhibidores de reacciéon o problemas en las condiciones de
reaccion.

Figura 13. Principio de |la estimacién de las copias alélicas de JAK2 mutante en una muestra de acido nucleico.
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Para estimar si la cantidad de copias alélicas de JAK2 en una muestra de acido nucleico es mayor o menor del 50%,
se realiza la LAMP modificada con cebador de tallo-bucle especifico de mutante y PNA con muestras no diluidas y
muestras diluidas 1:5. Si una muestra contiene mas del 50% de copias alélicas de JAK2 mutante, el minuto de
amplificacion umbral de la secuencia diana estd comprendido entre el (min)t del 100% de calibrador y el 10% de
calibrador para las muestras tanto no diluidas (panel A) como diluidas (panel B). Si una muestra contiene menos del
50% de copias alélicas de JAK2 mutante, el minuto de amplificacion umbral de la secuencia diana esta comprendido
entre el t(min) del 100% de calibrador y el 10% de calibrador para las muestras no diluidas (panel A), y entre el
min(t) del 10% de calibrador y el 1% de calibrador para las muestras diluidas (panel B).

Figura 14. Estimacién de las copias alélicas de JAK2 en muestras de acido nucleico que contienen mas del 50% de
secuencias diana mutadas

Se diluyeron 1:5 cuatro muestras de acido nucleico que contenian mas del 50% de plasmido de JAK2 mutante en un
contexto de tipo natural (respectivamente el 60%, el 70%, el 80% y el 90%) y se analizaron usando en ensayo de
“cebador de tallo-bucle con PNA de LAMP”, junto con tres calibradores que consistian en el 100%, el 10% y el 1%
de plasmidos mutantes de JAK2 en un contexto de tipo natural. Para las cuatro muestras, el minuto de amplificacion
umbral estaba comprendido entre el min(t) del 100% de calibrador y el min(t) del 10% de calibrador.

Figura 15. Estimacién de las copias alélicas de JAK2 mutante en muestras de acido nucleico gue contienen menos
del 50% de secuencias diana mutadas

Se diluyeron 1:5 cuatro muestras de acido nucleico que contenian el 50% o menos de plasmido de JAK2 mutante en
un contexto de tipo natural (respectivamente el 40%, el 30% y el 20%) y se analizaron usando el ensayo de “cebador
de tallo-bucle con PNA de LAMP”, junto con tres calibradores que consistian en el 100%, el 10% y el 1% de
plasmidos mutantes de JAK2 en un contexto de tipo natural. La amplificacién de la muestra del 50% diluida 1:5 se
produjo en el mismo minuto de umbral de la muestra del 10% de calibrador. Para las tres muestras restantes, el
minuto de amplificacion umbral estaba comprendido entre el min(t) del 10% de calibrador y el min(t) del 1% de
calibrador.

Los siguientes ejemplos se proporcionan a modo de ilustracion Unicamente y no pretenden limitar el alcance de la
presente invencion tal como se define mediante las reivindicaciones adjuntas.

EJEMPLO 1 - Materiales, métodos y resultados de la estrategia de “doble asa” de LAMP modificada para JAK2

Reactivos

Se proporcionaron plasmidos de JAK2 por el proveedor GeneArt (Ratisbona, Alemania) y contenian la secuencia de
JAK2 de tipo natural o mutante. En detalles:

- Plasmido de JAK2 cuyo inserto corresponde a la secuencia 93249-93731 de SEQ ID NO: 2, incluyendo una base
de G en el nucleétido 93526, denominado “plasmido de tipo natural’;

- Pldsmido de JAK2 cuyo inserto corresponde a la secuencia 93249-93731 de SEQ ID NO: 2, incluyendo una base
de T en el nucleétido 93526, denominado “plasmido mutante’”.

Cebadores: Sintetizados por el proveedor Eurofins MWG Operon (Ebersberg, Alemania) denominados “cebadores”:
- GA211 (F3) 5 GTCAAACAACAATTCTTTGTACT 3’ (SEQ ID NO: 10);

- GA212 (B3) 5 AGCTGTGATCCTGAAACTG 3’ (SEQ ID NO: 11)

- GA216 (FIP) 5AATATACTCCATAATTTAAAACCAAATGCTTTCTTTCTTTGAAGCAGCAAGT 3’ (SEQ ID NO: 12)

- GA220 (BIP) 5TTTTGTGGAGACGAGAGTAAGTAAAACTACATAAACAAAAACAGATGCTCTGA 3’ (SEQ ID NO:
13)

- GA221 (LF) 5 GTGAGAAAGCTTGCTCATCAT 3’ (SEQ ID NO: 14)
- GA222 (LB) 5 AGGCTTTCTAATGCCTTTC 3 (SEQ ID NO: 15)

Tampén de reaccién: Tris-HCI 100 mM pH 8,8, KCI 50 mM, MgSO4 40 mM, (NH4)2SO4 50 mM, Tween al 0,5%,
DMSO al 5% “tampdn 5x”

mezcla de dNTP 25 mM (Fermentas), “dNTP’

Bst polimerasa de fragmento grande 8 U/ul (New England Biolabs), “Polimerasa”



10

15

20

25

30

35

40

ES 2535178 T3

Agua apirdgena estéril (SALF Spa), “daw”
Procedimiento

Preparacién de las muestras

Preparar la mezcla de reaccion tal como sigue: cebadores externos 0,2 uM (F3 y B3), cebadores internos 1,6 uM
(FIP y BIP), cebadores de bucle 0,8 uM (LF y LB), disoluciéon tampén 1x, mezcla de dNTP 1,4 mM, 8 U de Bst
polimerasa. El volumen final de la mezcla de reaccién debe ser 4/5 del volumen de reaccién total (es decir, 20 ul de
mezcla de reaccion + 5 pl de muestra). Mantener siempre los reactivos en hielo. Preparar la mezcla para al menos
17 muestras, que comprenden 3 de control negativo (plasmido de tipo natural 7e3 cps/ul), 12 de control positivo (3
muestras de plasmido mutante 7e3 cps/ul, 3 muestras de plasmido mutante 7e2 cps/ul, 3 muestras de plasmido
mutante 7e1 cps/ul, 3 muestras de plasmido mutante 7e0 cps/ul), 1 control no diana.

Tabla 1 - Composicién de la mezcla de muestras

Tubo de muestra 1-3 4-6 7-9 10-12 13-15 16-19
Diana que va a Elésmido de | Plasmido Plasmido Plasmido Plasmido
anadirse (5 ) tipo natural | mutante mutante mutante mutante

7e3 cps/ul | 7e3 cps/ul | 7e2 cps/ul | 7e1 cps/ul | 7e0 cps/ul
GA 211 100 uM 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05
GA212 100 uM 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05
GA 221 100 uM 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2
GA 221 100uM 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2
GA 216 100 uM 0,4 0,4 0,4 0,4 0,4 0,4
GA 220 100 uM 0,4 0,4 0,4 0,4 0,4 0,4
Buffer LAMP 5x 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5
Bst polimerasa 8 U/ul |1 1 1 1 1 1
dNTP 25 mM 1,4 1,4 1,4 1,4 1,4 1,4
Ddw hasta 20 pl 13,18 13,18 13,18 13,18 13,18 13,18

Dispensar 20 ul de la mezcla de reaccion en la tira. Mantener las tiras en hielo. Mantener siempre la mezcla de
reaccion en hielo de ahora en adelante.

Preparar diluciones en serie de la diana (“diluciones de la diana”) a partir de la disolucién enviada (plasmido de tipo
natural y plasmido mutante). La disolucion enviada es de 7*10'° copias/ul. Diluir inicialmente el plasmido mutante
hasta 7*10* copias/ul en Tris 10 mM, luego diluir en serie hasta 7e3 cps/ul, 7e2 cps/ul, 7e1 cps/ul y 7€0 cps/ul en
Tris 10 mM. Diluir el plasmido de tipo natural hasta 7*1 0° copias/ul en Tris 10 mM.

Anadir 5 pl de las diluciones de la diana a la tiras, por triplicado. Anadir 5 ul de las diluciones de la diana
comenzando desde la muestra menos concentrada hasta la muestra mas concentrada. Cerrar todos los tubos.

Reaccion
La reaccién sigue el esquema del método de la figura 1y 2.

Programar el turbidimetro (Teramecs) para incubacién a temperatura constante y monitorizacién en tiempo real de la
turbidez, con el fin de obtener una temperatura de reaccién constante de 66°C durante 1 hora.

Poner las tiras en el instrumento inmediatamente antes del comienzo de los programas. Comenzar el programa.
Andlisis de datos

Analizar la variacién de absorbancia en cuanto a u.a. (unidades arbitrarias de absorbancia) para hallar el tiempo
umbral para cada muestra analizada. El tiempo umbral es el minuto en el que la absorbancia de la muestra, tras la

resta de la linea base, alcanza el valor de unidades arbitrarias que representa el umbral (en este caso, 0,1 u.a.). El
tiempo umbral alcanzado por cada muestra se correlaciona con su logaritmo de copias de ADN/ul.

10
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Resultados

La estrategia de “doble asa de JAK2 de LAMP” se basa en el método de LAMP de Eiken para la deteccion de SNP
(descrito en el documento EP 1231281, 20, 21, 22, asi como en http://loopamp.eiken.co.jp/e/lamp/snps_anim.html).

En la presente configuracion de ensayo ilustrada en la figura 2, los oligonucleétidos Fic y Bic contenidos en los
cebadores internos FIP y BIP son complementarios a secuencias no solapantes del gen JAK2 que acaba y comienza
respectivamente una base en el sentido de 5’ y una base en el sentido de 3’ del nucleétido de interés en la posicion
1849 desde el codén de iniciacion en la secuencia codificante de JAK2. Ademas, la base en el extremo 5 de los
cebadores FIP y BIP es especifica para el nucleétido de T mutado en la secuencia de JAK2 y ambos cebadores
internos tienen una base apareada errébneamente en la tercera base desde el extremo 3’. Cuando la reaccion
contiene el alelo diana de tipo natural y se forma una estructura de doble asa, las secuencias de Fic y Bic
especificas de mutante no se aparean en el extremo 3’, bloqueando cualquier amplificacién adicional. De manera
diferente, si el alelo diana mutante esta presente en disolucion, las secuencias de F1c y B1c especificas de mutante
se hibridan perfectamente con la regién diana de acido nucleico complementaria y se extienden por la ADN
polimerasa.

Tal como se muestra en la figura 6, se detectaron concentraciones de plasmido mutante decrecientes mediante el
ensayo de LAMP que oscilaban entre 7e3 cps/ul y 7e0 cps/ul (35 copias de plasmido mutante tot). A bajas
concentraciones de la secuencia diana de acido nucleico, esta configuracion de ensayo de LAMP podria no
discriminar entre plasmidos mutantes y de tipo natural que se amplifican en efecto a una concentracion de
7e3 cps/ul. Puesto que se requiere un valor de selectividad menor del 1% con el fin de superar las limitaciones de
los métodos de ensayo descritos anteriormente en la bibliografia, no se obtuvo una ventaja clara con el presente
enfoque.

EJEMPLO 2 - Materiales, métodos y resultados de la estrategia de “extensién de cebador de bucle especifico de
alelo” de LAMP modificada para JAK2

Reactivos

Se sintetizaron plasmidos de JAK2 por el proveedor GeneArt (Ratisbona, Alemania) para que contuviesen la
secuencia de JAK2 de tipo natural o mutante. En detalles:

- Plasmido de JAK2 cuyo inserto corresponde a la secuencia 93249-93731 de SEQ ID NO: 2, incluyendo una base
de G en el nucleétido 93526, denominado “plasmido de tipo natural’;

- Pladsmido de JAK2 cuyo inserto corresponde a la secuencia 93249-93731 de SEQ ID NO: 2, incluyendo una base
de T en el nucleétido 93526, denominado “plasmido mutante”.

Cebadores: Sintetizados por Eurofins MWG Operon, denominados “cebadores’:
- JAKRS (F3) 5 TCTATAGTCATGCTGAAAGTAGGAG 3’ (SEQ ID NO: 16)
- JAKR2 (B3) 5 AAGGCATTAGAAAGCCTGTAGT 3’ (SEQ ID NO: 17)

- JAKR7 (FIP) 5ACAAAGAATTGTTGTTTGACTGTTGTCCATTGCATCTTTATTATGGCAGAGAGAA3’ (SEQ ID NO:
18)

- JAKR8 (BIP) 5 AGTCTTTCTTTGAAGCAGCAAGTATGATGTTACTTACTCTCGTCTCCACAGA 3 (SEQ ID NO: 19)
- JAKR9 (LB) 5 AGCATTTGGTTTTAAATTATGGAGTAGGTT 3’ (SEQ ID NO: 20).

La base subrayada corresponde a un nucledtido apareado erréneamente; la base en negrita corresponde al
nucleétido mutado en la posicién 1849 desde el coddn de iniciacién ATG de la secuencia codificante de JAK2.

Tampén de reaccién: Tris-HCI 100 mM pH 8,8, KCI 50 mM, MgSO4 40 mM, (NH4)2SO4 50 mM, Tween al 0,5%,
“tampon 5x”

mezcla de dNTP 25 mM (Fermentas), “dNTP’
Bst polimerasa de fragmento grande 8 U/ul (New England Biolabs), “Polimerasa”
Agua apirdgena estéril (SALF Spa), “daw”

Procedimiento
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Preparacién de las muestras

Preparar disoluciones madre de los cebadores en alicuotas. Es mejor almacenar las disoluciones madre a -20°C,
mientras que las diluciones de trabajo deben almacenarse a 4°C.

Preparar la mezcla de reaccion tal como sigue: cebadores externos 0,2 uM (F3 y B3), cebadores internos 1,6 uM
(FIP y BIP), cebador de bucle 0,8 uM (LB), disolucion tampén 1x, mezcla de dNTP 1,4 mM, 8 U de Bst polimerasa.
El volumen final de la mezcla de reaccion debe ser 4/5 del volumen de reaccion total (es decir, 20 ul de mezcla de
reaccion + 5 ul de muestra). Mantener siempre los reactivos en hielo. Preparar la mezcla para al menos 14
muestras, que comprenden 3 de controles negativos (plasmido de tipo natural 7e3 cps/ul), 9 de control positivo (3
muestras de plasmido mutante 7e3 cps/ul, 3 muestras de plasmido mutante 7e2 cps/ul, 3 muestras de plasmido
mutante 7e1 cps/ul), 1 control no diana.

Tabla 2- Composicién de la mezcla de muestras

Tubo de muestra 1-3 4-6 7-9 10-12 13-15 16-19
Diana que va a|Plasmido de|Plasmido |Plasmido |[Plasmido Plasmido
afadirse (5 ul) tipo  natural| mutante mutante mutante mutante

7e3 cps/ul 7e3 cps/ul |7e2 cps/ul | 7e1 cps/ul | 7e0 cps/ul
JAKRS5 100 pM 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05
JAKR2 100 puM 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05
JAKR7 100 puM 0,4 0,4 0,4 0,4 0,4 0,4
JAKR8 100 uM 0,4 0,4 0,4 0,4 0,4 0,4
JAKR9 100 uM 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2
Tampo6n LAMP 10x 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5
Bst polimerasa 8 U/ul |1 1 1 1 1 1
dNTP 25 mM 1,4 1,4 1,4 1,4 1,4 1,4
Ddw hasta 20 pl 14 14 14 14 14 14

Dispensar 20 pul de la mezcla de reaccion en la tira. Mantener las tiras en hielo. Mantener siempre la mezcla de
reaccion en hielo de ahora en adelante.

Preparar diluciones en serie de la diana (“diluciones de la diana”) a partir de la disolucién enviada (plasmido de tipo
natural y plasmido mutante). La disolucion enviada es de 7*10'° copias/ul. Diluir inicialmente el plasmido mutante
hasta 7*10* copias/ul en Tris 10 mM, luego diluir en serie hasta 7e3 cps/ul, 7e2 cps/ul, 7e1 cps/ul en Tris 10 mM.
Diluir el plasmido de tipo natural hasta 7*10° copias/ul en Tris 10 mM. Afadir 5 ul de las diluciones de la diana a la
tiras, por triplicado. Anadir 5 pl de las diluciones de la diana comenzando desde la muestra menos concentrada
hasta la mas concentrada. Cerrar todos los tubos.

Reaccion
La reaccién sigue el esquema del método de la figura 3.

Programar el turbidimetro (Teramecs) para incubacién a temperatura constante y monitorizacién en tiempo real de la
turbidez con el fin de obtener una temperatura de reaccién constante de 65°C durante 1 hora.

Poner las tiras en el instrumento inmediatamente antes del comienzo de los programas. Comenzar el programa.
Analisis de datos

Analizar la variacion de absorbancia en cuanto a u.a. para hallar el tiempo umbral para cada muestra analizada. El
tiempo umbral es el minuto en el que la absorbancia de la muestra, tras la resta de la linea base, alcanza el valor de
unidades arbitrarias que representa el umbral (en este caso, 0,1 u.a.). El tiempo umbral alcanzado por cada muestra
se correlaciona con su logaritmo de copias de ADN/ul.

Resultados

El presente enfoque consiste en la amplificacion selectiva de una secuencia mutante usando un cebador de bucle

especifico de mutante (figura 3). Se disefid un conjunto de cebadores universales (insensibles a mutantes) que
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incluia los oligonucleétidos F3, B3, FIP y BIP para obtener una estructura de doble asa que presentaba la supuesta
mutaciéon en la region de bucle comprendida entre B2 y Blc. Ademas, se disefid un cebador de bucle que
presentaba la Ultima base en el extremo 3’ complementaria al nucleétido de T mutado en la posicién 1849 de la
secuencia codificante de JAK2 y una base apareada erroneamente en la tercera base desde el extremo 3'.

Si la reacciéon contiene la secuencia diana de tipo natural, el extremo 3’ del cebador de bucle especifico de mutante
no se aparea con el nucleétido complementario, dando como resultado por tanto ausencia de amplificacién. De
manera diferente, si estan presentes secuencias mutantes de JAK2 en disolucién, el cebador de bucle especifico de
mutante se hibrida perfectamente con la secuencia complementaria y se extiende por la ADN polimerasa.

Se realiz6 la evaluacion del ensayo con muestras de plasmido mutante a concentraciones que oscilaban entre
7e3 cps/uly 7e1 cps/ul (35000 y 350 copias de plasmido mutante tot) y con una muestra de tipo natural que contenia
plasmido 7e3 cps/ul, todas las muestras sometidas a prueba por triplicado. Con el presente método, se detectd
amplificacion inespecifica para la muestra de plasmido de tipo natural a 7e3 cps/ul y no pudieron discriminarse
muestras mutantes y de tipo natural a concentraciones de 7e1 cps/ul. Puesto que se requiere un valor de
selectividad menor del 1% con el fin de superar las limitaciones de los métodos de ensayo descritos anteriormente
en la bibliografia, no se obtuvo una ventaja clara con el presente enfoque (figura 7).

EJEMPLO 3 - Materiales, métodos y resultados de de la estrategia de LAMP de “cebador de tallo-bucle” modificada
para JAK2

Reactivos

Se sintetizaron plasmidos de JAK2 por el proveedor GeneArt (Ratisbona, Alemania) para que contuviesen la
secuencia de JAK2 de tipo natural o mutante. En detalles:

- Plasmido de JAK2 cuyo inserto corresponde a la secuencia 93249-93731 de SEQ ID NO: 2, incluyendo una base
de G en el nucleétido 93526, denominado “pldsmido de tipo natural’;

- Pldsmido de JAK2 cuyo inserto corresponde a la secuencia 93249-93731 de SEQ ID NO: 2, incluyendo una base
de T en el nucleétido 93526, denominado “plasmido mutante”.

Cebadores: Sintetizados por Eurofins MWG Operon, denominados “cebadores”:

- GA231 (F3) 5 GCATCTTTATTATGGCAGAGAG 3’ (SEQ ID NO: 3)

- GA232 (B3) 5 TGCTCTGAGAAAGGCATTA 3' (SEQ ID NO: 4)

- GA233 (FIP) 5 GCTGCTTCAAAGAAAGACTAAGGAAATGGACAACAGTCAAACAAC 3’ (SEQ ID NO: 5)

- GA234 (BIP) 5 GCTTTCTCACAAGCATTTGGTTTTAAATTAGCCTGTAGTTTTACTTACTCTC 3’ (SEQ ID NO: 6)
GA235 (LF) 5GTCTCCACTGGAGTATGTGTCTGTGGAGAJAC3’ (SEQ ID NO: 7)

- la base subrayada corresponde al nucleétido de tipo natural en la posicién 1849 desde el coddn de iniciacion ATG
en la secuencia codificante de JAK2 (n.? de registro de GeneBank NM_004972).

- ddC significa didesoxi-citosina no extensible.
- GA236 (LB) 5 GTCTCCACTGGAGTATGTITCTGTGGAGAC 3’ (SEQ ID NO: 8)

- la base subrayada corresponde al nucle6tido mutado en la posicion 1849 desde el coddn de iniciacién ATG en la
secuencia codificante de JAK2 (n.? de registro de GeneBank NM_004972).

Tampédn de reaccién: Tris-HCl 100 mM pH 8,8, KCI 50 mM, MgSOs 40 mM, (NH4)2SO4 50 mM, Tween al 0,5%,
“tampon 5x”

mezcla de dNTP 25 mM (Fermentas), “dNTP’

Bst polimerasa de fragmento grande 8 U/ul (New England Biolabs), “Polimerasa”
Agua apirégena estéril (SALF Spa), “daw”

Procedimiento

Preparacién de las muestras
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Preparar disoluciones madre de los cebadores en alicuotas. Es mejor almacenar las disoluciones madre a -20°C,
mientras que las diluciones de trabajo deben almacenarse a 4°C.

Preparar la mezcla de reaccion tal como sigue: cebadores externos 0,2 uM (F3 y B3), cebadores internos 1,6 uM
(FIP y BIP), cebadores de bucle autoapareados ambos 0,8 uM (LB y LF no extensibles), disolucion tampdn 1x,
mezcla de dNTP 1,4 mM, 8 U de Bst polimerasa. El volumen final de la mezcla de reaccién debe ser 4/5 del volumen
de reaccion total (es decir, 20 ul de mezcla de reaccién + 5 ul de muestra). Mantener siempre los reactivos en hielo.
Preparar la mezcla para al menos 26 muestras, que comprenden 3 de controles negativos (el 100% de plasmido de
tipo natural, 7e3 cps/ul), 21 de control positivo (3 muestras del 100% de plasmido mutante (7e3 cps/ul), 3 muestras
del 75% de plasmido mutante diluido en plasmido de tipo natural, 3 muestras del 50% de plasmido mutante diluido
en plasmido de tipo natural, 3 muestras del 25% de plasmido mutante diluido en plasmido de tipo natural, 3 muestras
del 10% de plasmido mutante diluido en plasmido de tipo natural, 3 muestras del 5% de plasmido mutante diluido en
plasmido de tipo natural, 3 muestras del 1% de plasmido mutante diluido en plasmido de tipo natural) y un control no
diana.

Tabla 3 - Composicién de la mezcla de muestras

Tubo de muestra 1-3 4-6 7-9 10-12 13-15

Diana que va a|Plasmido de|Plasmido Plasmido mutante [Plasmido mutante | Plasmido mutante

anadirse (5 pl) tipo natural | mutante 5,25e3 cps/ul, 3,5e3 cps/ul 1,75e3 cps/ul

7e3 cps/ul 7e3 cps/ul |plasmido de tipo|plasmido de tipo|plasmido de tipo

natural natural natural
1,75e3 cps/ul 3,5e3 cps/ul 5,25e3 cps/ul

GA231 100 uM 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05

GA232 100 uM 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05

GA233 100 uM 0,4 0,4 0,4 0,4 0,4

GA234 100 uM 0,4 0,4 0,4 0,4 0,4

GA235 100 uM 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2

GA236 100 uM 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2

Tampoén LAMP 10x 25 25 25 25 25

Bst polimerasa 8 U/ul |1 1 1 1 1

dNTP 25 mM 1,4 1,4 1,4 1,4 1,4

Ddw hasta 20 ul 13,8 13,8 13,8 13,8 13,8

Dispensar 20 ul de la mezcla de reaccion en la tira. Mantener las tiras en hielo. Mantener siempre la mezcla de
reaccion en hielo de ahora en adelante.

Prepare diluciones en serie de la diana (“diluciones de la diana”) a partir de la disolucion enviada (plasmido de tipo
natural y plasmido mutante). La disolucion enviada es de 7*10'® copias/ul. Diluir inicialmente el plasmido mutante
hasta 7*10* copias/ul en Tris 10 mM, luego diluir en serie el plasmido mutante en plasmido de tipo natural para
obtener las siguientes concentraciones de secuencias mutantes en un contexto de tipo natural: el 75%, el 50%, el
25%, el 10%, el 5%, el 1% (cantidad total por tubo, 7e3 cps/ul).

Anadir 5 pl de las diluciones de la diana a la tiras, por triplicado. Anadir 5 ul de las diluciones de la diana
comenzando desde la muestra menos concentrada hasta la méas concentrada. Cerrar todos los tubos.

Reaccién
La reaccién sigue el esquema del método de la figura 4.

Programar el turbidimetro (Teramecs) para incubacién a temperatura constante y monitorizacién en tiempo real de la
turbidez, con el fin de obtener una temperatura de reaccién constante de 65°C durante 1 hora.

Poner las tiras en el instrumento inmediatamente antes del comienzo de los programas. Comenzar el programa.

Analisis de datos
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Analizar la variacion de absorbancia en cuanto a u.a. para hallar el tiempo umbral para cada muestra analizada. El
tiempo umbral es el minuto en el que la absorbancia de la muestra, tras la resta de la linea base, alcanza el valor de
unidades arbitrarias que representa el umbral (en este caso, 0,1 u.a.). El tiempo umbral alcanzado por cada muestra
se correlaciona con su logaritmo de copias de ADN/ul.

Resultados

El presente enfoque consiste en la amplificacion selectiva de una secuencia mutante basandose en un disefo de
cebador de bucle particular que da como resultado la hibridacién selectiva de tal cebador de bucle con la doble asa
formada a partir de la secuencia mutante (figura 4). Se disefid un conjunto de cebadores universales (insensibles a
mutantes) que incluia los oligonucleétidos F3, B3, FIP y BIP para obtener una estructura de doble asa que
presentaba la supuesta mutacion en la region de bucle comprendida entre B1 y B2. No se detectaron diferencias
importantes cuando se realizaron tales experimentos con secuencias alternativas que contenian el supuesto
nucleétido mutado en la regién de bucle dentro de B2 o entre B2 y Bic. Se incluy6 en el conjunto de cebadores un
cebador de bucle particular que presentaba una regiéon de secuencia de 8 bases en su extremo 5 complementaria a
su propia secuencia en el extremo 3’. En consecuencia, este cebador de bucle especial forma una estructura en
horquilla intramolecular que esta en equilibrio con su forma abierta a la temperatura de reaccion (65°C).

Cuando la secuencia de JAK2 mutada esta presente en la muestra, tal cebador de bucle modificado rompe su
estructura interna para hibridarse con la secuencia diana complementaria, segun el equilibrio termodinamico (Tf
entre el cebador y la diana especifica = 65°C). El cebador de bucle hibridado con la diana mutada especifica se
extiende entonces por la polimerasa y la amplificacion puede avanzar adicionalmente. Como caracteristica adicional,
el cebador de bucle especifico para la mutacion G—T de JAK2 presenta una Tf con la secuencia diana de tipo
natural (59°C) menor que la estructura en horquilla intramolecular (65°C). Por tanto, en una muestra que contiene la
secuencia de tipo natural de JAK2, tal diferencia en los valores de Tf da como resultado el autosecuestro del
cebador de bucle modificado que prefiere plegarse en la estructura en horquilla en vez de formar un duplex con la
diana inespecifica, puesto que las fuerzas intramoleculares son mayores que las intermoleculares.

Para limitar la competencia de este cebador de bucle por las secuencias de tipo natural que probablemente estan
presentes en gran exceso en la muestra clinica, se incluyé en la configuracién de reaccién un segundo cebador de
bucle con estructura andloga y que contenia una secuencia de nucleétidos complementaria a la secuencia de tipo
natural de JAK2, es decir con una base de G en la posicion 1849 desde el coddn de iniciacién (n.? de registro de
GeneBank NM_004972).

El extremo 3’ de este cebador de bucle “competidor” se hace no extensible mediante una modificacion (3’ didesoxi).
La tarea de este competidor es “silenciar” la secuencia de tipo natural, permitiendo por tanto que el cebador mutante
especifico encuentre su diana.

Cuando el cebador “competidor” reconoce la secuencia de tipo natural complementaria, rompe su estructura
intramolecular para hibridarse con la diana de tipo natural, segun la mayor afinidad (Tf del duplex formado por la
diana de tipo natural y el cebador de bucle modificado de tipo natural = 67°C). El cebador de bucle hibridado con la
diana de tipo natural no es extensible, dando como resultado ausencia de amplificacion de las secuencias de tipo
natural. Puesto que la reaccion se realiza a temperatura constante, el cebador de tallo-bucle especifico de tipo
natural permanece unido a las secuencias de tipo natural impidiendo por tanto la hibridacion inespecifica del cebador
de bucle mutante.

En contraposicion al cebador de bucle especifico de mutante, el cebador “competidor” presenta una Tf con la
secuencia diana mutante (62°C) menor que la estructura en horquilla intramolecular formada consigo mismo (65°C).
Por tanto, las mayores fuerzas intramoleculares en comparacién con las intermoleculares provocan el autosecuestro
del cebador de tallo-bucle modificado que prefiere plegarse en la estructura en horquilla en vez de formar un ddplex
con la secuencia diana mutante.

La selectividad del presente ensayo se evalué realizando la amplificacién de la secuencia diana en diluciones en
serie de plasmido mutante en un contexto de tipo natural (figura 8). La selectividad lograda es significativamente
menor del 1% (350 copias de plasmido mutante tot en 34650 copias de plasmido de tipo natural) lo que indica un
mayor rendimiento que los ensayos descritos anteriormente en la bibliografia.

Se detecta linealidad del ensayo entre el 100% de plasmido mutante (35000 cps) y el 1% de mutante en el 99% de
plasmidos de tipo natural (350 copias de plasmido mutante tot en 34650 copias de plasmido de tipo natural),
permitiendo por tanto la deteccion y cuantificacion de un bajo porcentaje de secuencias mutantes en una gran
cantidad de plasmidos de tipo natural. Por tanto, se ha logrado una mejora significativa con tal enfoque de LAMP
implementado.

EJEMPLO 4 - Materiales, métodos y resultados de la estrategia de “cebador de tallo-bucle con PNA” de LAMP
modificada para JAK2
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Reactivos

Se sintetizaron plasmidos de JAK2 por el proveedor GeneArt (Ratisbona, Alemania) para que contuviesen la
secuencia de JAK2 de tipo natural o mutante. En detalles:

- Plasmido de JAK2 cuyo inserto corresponde a la secuencia 93249-93731 de SEQ ID NO: 2, incluyendo una base
de G en el nucleétido 93526, denominado “plasmido de tipo natural’;

- Plasmido de JAK2 cuyo inserto corresponde a la secuencia 93249-93731 de SEQ ID NO: 2, incluyendo una base
de T en el nucleétido 93526, denominado “plasmido mutante”.

Cebadores: Sintetizados por Eurofins MWG Operon, denominados “cebadores”:

- GA231 (F3) 5 GCATCTTTATTATGGCAGAGAG 3’ (SEQ ID NO: 3)

- GA232 (B3) 5 TGCTCTGAGAAAGGCATTA 3’ (SEQ ID NO: 4)

- GA233 (FIP) 5 GCTGCTTCAAAGAAAGACTAAGGAAATGGACAACAGTCAAACAAC 3’ (SEQ ID NO: 5)

- GA234 (BIP) 5GCTTTCTCACAAGCATTTGGTTTTAAATTAGCCTGTAGTTTTACTTACTCTC 3 (SEQ ID NO: 6)
- GA236 (LB) 5 GTCTCCACTGGAGTATGTITCTGTGGAGAC 3’ (SEQ ID NO: 8)

La base subrayada corresponde al nucleétido mutado en la posicion 1849 desde el codén de iniciacién ATG en la
secuencia codificante de JAK2 (n.? de registro de GeneBank NM_004972).

PNA: Sintetizado por Eurogentec, denominado “PNA” GM43 "2 GAGTATGTGTCTGTGGA®®®" (SEQ ID NO: 9.)

La fase subrayada corresponde al nucleétido de tipo natural en la posicion 1849 desde el coddn de iniciacién ATG
en la secuencia codificante de JAK2 (n.? de registro de GeneBank NM_004972).

Tampédn de reaccién: Tris-HCI 100 mM pH 8,8, KCI 50 mM, MgSO4 40 mM, (NH4)2SO4 50 mM, Tween al 0,5%,
“tampon 5x”

mezcla de dNTP 25 mM (Fermentas), “dNTP’

Bst polimerasa de fragmento grande 8 U/ul (New England Biolabs), “Polimerasa”
Agua apirégena estéril (SALF Spa), “daw”

Procedimiento

Preparacién de las muestras

Preparar disoluciones madre de los cebadores en alicuotas. Es mejor almacenar las disoluciones madre a -20°C,
mientras que las diluciones de trabajo deben almacenarse a 4°C.

Preparar la mezcla de reaccion tal como sigue: cebadores externos 0,2 uM (F3 y B3), cebadores internos 1,6 uM
(FIP y BIP), cebador de bucle autoapareado 0,8 uM especifico para JAK2 mutante (LB), PNA 0,8 uM, disolucion
tampén 1x, mezcla de dNTP 1,4 mM, 8 U de Bst polimerasa. El volumen final de la mezcla de reaccion debe ser 4/5
del volumen de reaccion total (es decir, 20 pl de mezcla de reaccién + 5 ul de muestra). Mantener siempre los
reactivos en hielo. Preparar la mezcla para al menos 23 muestras, que comprenden 3 de controles negativos (el
100% de plasmido de tipo natural, 7e4 cps/pul), 18 de control positivo (3 muestras del 100% de plasmido mutante, 3
muestras del 1% de plasmido mutante diluido en plasmido de tipo natural, 3 muestras del 0,5% de plasmido mutante
diluido en plasmido de tipo natural, 3 muestras del 0,1% de plasmido mutante diluido en plasmido de tipo natural, 3
muestras del 0,05% de plasmido mutante diluido en plasmido de tipo natural, 3 muestras del 0,01% de plasmido
mutante diluido en plasmido de tipo natural (cantidad total de ADN de 7e4 cps/ul)) y un control no diana.
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Tabla 4 - Composicién de la mezcla de muestras

Tubo de muestra  |1-3 4-6 7-9 10-12 13-15 16-19

Diana que va a|Plasmido]|Plasmido |Plasmido Plasmido Plasmido Plasmido

anadirse (5 ul) de tipo|mutante |[mutante mutante mutante mutante
natural |[7e4 7e2 cps/ul, 3,5e2 cps/ul, 7e1 cps/ul, 3,5e1 cps/ul,
7e4 cps/ul plasmido de tipo|plasmido de|plasmido de tipo|plasmido de
cps/ul natural tipo natural | natural tipo natural

6,93e4 cps/ul 6,65e4 cps/ul 6,993e4 cps/ul  [6,9965e4 cps/ul

GA231 100 uM 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05

GA232 100 uM 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05

GA233 100uM 0,4 0,4 0,4 0,4 0,4 0,4

GA234 100 uM 0,4 0,4 0,4 0,4 0,4 0,4

PNA 100 uM 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2

GA236 100 uM 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2

Tampé6n LAMP 10x |2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5

Bst polimerasa 8|1 1 1 1 1 1

U/ul

dNTP 25 mM 1,4 1,4 1,4 1,4 1,4 1,4

Ddw hasta 20 pl 13,8 13,8 13,8 13,8 13,8 13,8

Dispensar 20 ul de la mezcla de reaccién en la tira. Mantener las tiras en hielo. Mantener siempre la mezcla de
reaccion en hielo de ahora en adelante.

Preparar diluciones en serie de la diana (“diluciones de la diana”) a partir de la disolucién enviada (plasmido de tipo
natural y plasmido mutante). La disolucion enviada es de 7*10'° copias/ul. Diluir inicialmente el plasmido mutante
hasta 7*10* copias/ul en Tris 10 mM, luego diluir en serie el plasmido mutante en plasmido de tipo natural para
obtener las siguientes concentraciones de secuencias mutantes en un contexto de tipo natural: el 1%, el 0,5%, el
0,1%, el 0,05%, el 0,01% (cantidad total por tubo, 7e4 cps/ul).

Anadir 5 ul de las diluciones de la diana a las tiras, por triplicado. Afadir 5 pl de las diluciones de la diana
comenzando desde la muestra menos concentrada hasta la mas concentrada. Cerrar todos los tubos.

Reaccion
La reaccién sigue el esquema del método de la figura 5.

Programar el turbidimetro (Teramecs) para incubacién a temperatura constante y monitorizacién en tiempo real de la
turbidez con el fin de obtener una temperatura de reaccién constante de 65°C durante 1 hora.

Poner las tiras en el instrumento inmediatamente antes del comienzo de los programas. Comenzar el programa.
Andlisis de datos

Analizar la variacion de absorbancia en cuanto a u.a. para hallar el tiempo umbral para cada muestra analizada. El
tiempo umbral es el minuto en el que la absorbancia de la muestra, tras la resta de la linea base, alcanza el valor de
unidades arbitrarias que representa el umbral (en este caso, 0,1 u.a.). El tiempo umbral alcanzado por cada muestra
se correlaciona con su logaritmo de copias de ADN/ul.

Resultados

Este enfoque consiste en la amplificacion selectiva de una secuencia mutante basandose en un disefio de cebador
de bucle particular que da como resultado la hibridacién selectiva de tal cebador de bucle con la doble asa formada
a partir de la secuencia mutante (figura 5). Se disefié un conjunto de cebadores universales (insensibles a mutantes)
que incluia los oligonucleétidos F3, B3, FIP y BIP para obtener una doble asa que presentaba el supuesto nucleétido
mutado en la regién de bucle comprendida entre B1 y B2. No se detectaron diferencias importantes cuando se
realizaron tales experimentos con secuencias alternativas que contenian el supuesto nucleétido mutado en la region
de bucle dentro de B2 o entre B2 y B1c. Se incluyé en el conjunto de cebadores un cebador de bucle particular que
presentaba una region de secuencia de 8 bases en su extremo 5 complementaria a su propia secuencia en el
extremo 3’. En consecuencia, este cebador de bucle especial forma una estructura en horquilla intramolecular que
esté en equilibrio con su forma abierta a la temperatura de reaccién (65°C).
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Cuando la secuencia de JAK2 mutada esta presente en la muestra, tal cebador de bucle modificado rompe su
estructura interna para hibridarse con la secuencia diana complementaria, segun el equilibrio termodinamico (Tf
entre el cebador y la diana especifica = 65°C). El cebador de bucle hibridado con la diana mutada especifica se
extiende entonces por la polimerasa y la amplificacion puede avanzar adicionalmente. Como caracteristica adicional,
el cebador de bucle especifico para la mutacion G—T de JAK2 presenta una Tf con la secuencia diana de tipo
natural (59°C) menor que la estructura en horquilla intramolecular (65°C). Por tanto, en una muestra que contiene la
secuencia de tipo natural de JAK2, tal diferencia en los valores de Tf da como resultado el autosecuestro del
cebador de bucle modificado que prefiere plegarse en la estructura en horquilla en vez de formar un duplex con la
diana inespecifica, puesto que las fuerzas intramoleculares son mayores que las intermoleculares.

Para aumentar adicionalmente la capacidad de discriminacion del sistema de LAMP basado en cebador de tallo-
bucle selectivo, se anadio a la mezcla de reaccién un acido nucleico peptidico (PNA).

Los PNA son oligonucleétidos no extensibles y no desplazables en los que la estructura principal de ribosa-fosfato
se reemplaza por unidades de (2-aminoetil)-glicina unidas mediante enlaces amida. Cada apareamiento de bases
ADN/PNA contribuye a la estabilidad de la estructura de ddplex mas que un apareamiento de bases regular
ADN/ADN. Por tanto un solo apareamiento erréneo en un duplex de PNA/ADN da como resultado una diferencia
significativa en la Tf. Una sonda de PNA completamente complementaria a la secuencia de tipo natural del gen JAK2
impide la hibridacién y extension del cebador de tallo-bucle especifico de mutante, suprimiendo la amplificacion
inespecifica de la secuencia de tipo natural. En presencia de un solo apareamiento erréneo, el PNA no inhibe la
hibridacion del cebador de bucle, lo que conduce a amplificacién. Por tanto, puede usarse PNA para bloquear
selectivamente la secuencia de tipo natural presente en la muestra.

El PNA esta disefiado para que sea complementario a la regién de bucle comprendida entre B2 y B1c que presenta
el nucledtido de G de tipo natural. Forma un duplex estable s6lo con la secuencia complementaria de tipo natural (Tf
de 65,7°C), impidiendo la hibridacion y extension del cebador de tallo-bucle especifico de mutante y por tanto
suprimiendo la amplificacion de la secuencia de tipo natural. El PNA no se hibrida con la secuencia de JAK2 mutada
de menor afinidad (Tf = 56°C).

Se evalué la eficacia del PNA como pinza de amplificacion de tipo natural comparando el rendimiento de las
reacciones de amplificacién llevadas a cabo con y sin el PNA en muestras de plasmidos mutantes y de tipo natural
7e3 cps/ul (figura 9). El andlisis de las curvas de amplificacién revelé que la presencia del PNA condujo a un retraso
de una hora en la amplificacién inespecifica del plasmido de tipo natural por el cebador de tallo-bucle especifico de
mutante y a un retraso de 5 minutos en la amplificacién especifica del plasmido mutante. A la inversa, en ausencia
de PNA la amplificacion no especifica del plasmido de tipo natural por el cebador de tallo-bucle especifico de
mutante se produjo con un retraso de sélo 5 minutos en comparacién con la secuencia diana mutada especifica. El
retraso observado en la amplificacion de tipo natural se explica por la formacién de un duplex estable entre el PNA y
la secuencia complementaria de tipo natural, impidiendo por tanto la hibridacién inespecifica y extensién del cebador
de tallo-bucle especifico de mutante.

Para determinar la selectividad de este formato de ensayo de LAMP, se realizaron reacciones de amplificacion con
diluciones en serie de plasmido mutante en un contexto de tipo natural (figura 10). Puesto que la selectividad lograda
es menor del 0,01% (35 copias de plasmido mutante tot en 34965 copias de plasmido de tipo natural), el presente
enfoque muestra una mayor selectividad que los ensayos descritos en la técnica anterior, aproximadamente 3
logaritmos mayor con respecto a la secuenciacion directa, RFLP y pirosecuenciacion y aproximadamente 2
logaritmos con respecto a ARMS, técnicas en tiempo real y andlisis de curvas de fusién de ADN.

En resumen, el presente formato de ensayo de LAMP representa una mejora significativa con respecto a las
estrategias descritas anteriormente en este documento y los métodos de deteccion ilustrados en la bibliografia: i) la
amplificacion inespecifica de la muestra de tipo natural (350000 cps de plasmido de tipo natural) se retrasa
aproximadamente una hora, ii) la amplificacion especifica de la diana mutante se detecta hasta el 0,01% de
secuencias mutantes en el tipo natural (35 copias de plasmido mutante tot en 349965 copias de plasmido de tipo
natural), iii) la selectividad del ensayo es aproximadamente 2 logaritmos mayor que la selectividad de otros enfoques
descritos en la bibliografia, iv) la linealidad del ensayo es hasta el 0,1% de secuencias mutantes (350 copias de
plasmido mutante tot en 349650 copias de plasmido de tipo natural), permitiendo por tanto la deteccion y
cuantificacion de un bajo porcentaje de alelos mutantes en un gran exceso de ADN de tipo natural.

EJEMPLO 5 — Ensayo de “cebador de tallo-bucle con PNA” de LAMP en muestras clinicas: comparacion con ARMS

Se analizaron un total de 29 muestras de ADN extraido de pacientes en el Ospedali Riuniti di Bergamo usando la
estrategia de “cebador de tallo-bucle con PNA” de LAMP para JAK2, tal como se describe en el ejemplo 4. Se
compararon los resultados obtenidos con los datos obtenidos en el Hospital usando la tecnologia de ARMS. El
ARMS se aprovecha del hecho de que los cebadores de oligonucleétidos deben aparearse perfectamente en sus
extremos 3’ para que una ADN polimerasa extienda estos cebadores durante la PCR. Disefiando cebadores de
oligonucledtidos que coinciden en el extremo 3 con la mutacién puntual de JAK2 especifica, el ARMS puede
distinguir entre alelos de tipo natural y mutantes.
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Tal como se muestra en la tabla 5, el ensayo de LAMP detecté como positivas todas las muestras diagnosticadas
previamente como tales mediante ARMS. De las 15 muestras que resultaron negativas mediante ARMS, 11 se
diagnosticaron como negativas mediante LAMP y 4 como positivas bajas. Para excluir que estas 4 muestras
discordantes fuesen falsos positivos en el ensayo de LAMP y confirmar que el diagnéstico de mutacién se debia a la
mayor selectividad del método de LAMP implementado, se sometieron a prueba las muestras discordantes usando
un tercer ensayo. Tal ensayo se basaba en la amplificacion de la region de JAK2 de interés mediante PCR en
presencia de la molécula de PNA complementaria a la diana de tipo natural con el fin de enriquecer la base mutada,
si estaba presente, mediante la supresion de la amplificacion de la secuencia de tipo natural por medio de
pinzamiento con PNA. Si se logra un enriquecimiento en la muestra del 20% del alelo mutante, puede detectarse la
secuencia alterada mediante un enfoque de secuenciacion directa. Los cebadores (GA231 directo y GA232 inverso)
y el PNA eran tal como se describieron anteriormente (ejemplo 4). Se realiz6 la amplificacién en tampoén de reaccién
1x que contenia MgCl, 2,5 mM, dNTP 200 uM, cebadores directo e inverso 500 nM, PNA 1,5 My 0,025 U de Taq
Gold en un volumen final de 45 pl. Se anadié un volumen de 5 pl de secuencia diana (20 ng/ul) a la mezcla de
reaccion y se incubd la disolucién en un termociclador, siguiendo un programa térmico que consistia en 10 min a
95°C seguido por 35 ciclos de 30 s a 94°C, ciclos de 40 s a 62°C, 30 s a 58°C y 30 s a 72°C y acabando con 10 min
a 72°C para la extension final. Se sometieron a prueba por duplicado las cuatro muestras clinicas discordantes, una
muestra de control no diana y controles positivo y negativo que contenian respectivamente la diana de plasmido
mutante y de tipo natural. Tras la reaccion, se separaron los productos de amplificacién en un gel de agarosa y se
visualizaron usando EtBr. No se detect6 amplificacion para el control no diana; era visible una banda débil en el gel
de agarosa para el control negativo y una banda intensa para el control positivo. Se analizaron posteriormente los
productos de PCR de las cuatro muestras clinicas por medio de secuenciacién automatica, mostrando todos un
doble pico en la posicion 1849 desde el coddon de iniciacion ATG (n.° de registro de GeneBank NM_004972),
correspondiente respectivamente a la base de guanina (de tipo natural) y a la base de timina (mutada). Estos
resultados confirmaron que se diagnosticd correctamente que las cuatro muestras discordantes portaban la
sustitucion de bases G—T mediante LAMP, mientras que ARMS las detectaba como falsos negativos.

Tabla 5
muestra ARMS Ensayo de cebador de bucle autoapareado con PNA de LAMP
PIGI - + (bajo)
PEVI - -
ACGI + +
BEMA + +
BILU + +
PAAN - + (bajo)
BOMA - -
OLIN - -
PALO + +
BOED + +
SAGE + +
BAGI + +
FEGI + +
BEAL + +
TALU + +
CAPI + +
SAGI + +
SAVGI + +
PECA + +
SCLU - -
BILU2 - + (bajo)
NAGI - -
MAST - -
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COSA - -
GUAL - -
cocL - -
PEMG - -
SABA - + (bajo)
ANPI - -

EJEMPLO 6 - “Estrategia de cebador de tallo-bucle” de LAMP modificada para JAK2 fluorescente

Reactivos

Se sintetizaron plasmidos de JAK2 por el proveedor GeneArt (Ratisbona, Alemania) para que contuviesen la
secuencia de JAK2 de tipo natural o mutante. En detalles:

- Plasmido de JAK2 cuyo inserto corresponde a la secuencia 93249-93731 de SEQ ID NO: 2, incluyendo una base
de G en el nucleétido 93526, denominado “plasmido de tipo natural’;

- Pldsmido de JAK2 cuyo inserto corresponde a la secuencia 93249-93731 de SEQ ID NO: 2, incluyendo una base
de T en el nucleétido 93526, denominado “plasmido mutante”.

Cebadores: Sintetizados por Eurofins MWG Operon, denominados “cebadores”:

- GA231 (F3) 5 GCATCTTTATTATGGCAGAGAG 3 (SEQ ID NO: 3)

- GA232 (B3) 5 TGCTCTGAGAAAGGCATTA 3’ (SEQ ID NO: 4)

- GA233 (FIP) 5 GCTGCTTCAAAGAAAGACTAAGGAAATGGACAACAGTCAAACAAC 3’ (SEQ ID NO: 5)

- GA234 (BIP) 5 GCTTTCTCACAAGCATTTGGTTTTAAATTAGCCTGTAGTTTTACTTACTCTC 3 (SEQ ID NO: 6)

GA236 (LB) 5 TAMRA-TGTCTCCACTGGAGTATGTITCTGTGGAGAC 3’ (SEQ ID NO: 8)

- La base subrayada corresponde al nucleétido mutado en la posicion 1849 desde el coddn de iniciacion ATG de la
secuencia codificante de JAK2 (n.2 de registro de GeneBank NM_004972). La base de timina en negrita en el
extremo 5’ no tiene una base complementaria en la secuencia diana. Se ha afadido para separar el fluor6foro
de la base de guanina en el sentido de 3’, que tiene un efecto de extincion.

- GA235 (LF) 5-5GTCTCCACTGGAGTATGTGTCTGTGGAGAdIC3’ (SEQ ID NO: 7)

La base subrayada corresponde al nucleétido de tipo natural en la posicion 1849 desde el codén de iniciaciéon ATG

de la secuencia codificante de JAK2 (n.2 de registro de GeneBank NM_004972); ddC representa didesoxi-citosina no

extensible.

Tampédn de reaccién: Tris-HCl 100 mM pH 8,8, KCI 50 mM, MgSOs 40 mM, (NH4)2SO4 50 mM, Tween al 0,5%,
“tampon 5x”

mezcla de dNTP 25 mM (Fermentas), “dNTP’

Bst polimerasa de fragmento grande 8 U/ul (New England Biolabs), “Polimerasa”
Agua apirégena estéril (SALF Spa), “daw”

Procedimiento

Preparacién de las muestras

Preparar disoluciones madre de los cebadores en alicuotas. Es mejor almacenar las disoluciones madre a -20°C,
mientras que las diluciones de trabajo deben almacenarse a 4°C.

Preparar la mezcla de reaccion tal como sigue: cebadores externos 0,2 uM (F3 y B3), cebadores internos 1,6 uM

(FIP y BIP), cebador de bucle autoapareado fluorescente 0,8 uM especifico para JAK2 mutante (LB), cebador de
bucle no extensible autoapareado 0,8 uM para JAK2 de tipo natural (LF), disolucién tampdn 1x, mezcla de dNTP
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1,4 mM, 8 U de Bst polimerasa. El volumen final de la mezcla de reaccién debe ser 4/5 del volumen de reaccién total
(es decir, 20 pl de mezcla de reaccion + 5 ul de muestra). Mantener siempre los reactivos en hielo. Preparar la
mezcla para al menos 23 muestras, que comprenden 3 de controles negativos (el 100% de plasmido de tipo natural,
7e3 cps/ul), 18 de control positivo (3 muestras del 100% de plasmido mutante, 3 muestras del 1% de plasmido
mutante diluido en plasmido de tipo natural, 3 muestras del 0,5% de plasmido mutante diluido en plasmido de tipo
natural, 3 muestras del 0,1% de plasmido mutante diluido en plasmido de tipo natural, 3 muestras del 0,05% de
plasmido mutante diluido en plasmido de tipo natural, 3 muestras del 0,01% de plasmido mutante diluido en
plasmido de tipo natural, cantidad total de ADN de 7e3 cps/ul) y un control no diana.

Tabla 6 - Composicién de la mezcla de muestras

Tubo de muestra | 1-3 4-6 7-9 10-12 13-15 16-19
Diana que va a|Plasmido |Plasmido Plasmido Plasmido Plasmido Plasmido
anadirse (5 ul) de tipo | mutante mutante mutante mutante mutante
natural 7e3 cps/ul  [7e1 cps/ul, 3,5e1 cps/ul, 7e0 cps/ul, 3,5e0 cps/pl,
7e3 cps/ul plasmido  de|plasmido  de|plasmido  de|plasmido  de
tipo natural | tipo natural | tipo natural | tipo natural
6,93e3 cps/ul  |6,965e3 cps/ul [6,993e3 cps/ul |6,996e3 cps/ul
GA231 100 uM 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05
GA232 100 uM 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05
GA233 100 uM 0,4 0,4 0.4 0,4 0,4 0.4
GA234 100 uM 0,4 0,4 0.4 0,4 0,4 0.4
GA235 100 uM 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2
GA236 100 uM 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2
Tampén LAMP 10x | 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5
Bst polimerasa|1 1 1 1 1 1
8 u/ul
dNTP 25 mM 1,4 1,4 1,4 1,4 1,4 1,4
Ddw hasta 20 pl 13,8 13,8 13,8 13,8 13,8 13,8

Dispensar 20 ul de la mezcla de reaccién en la tira. Mantener las tiras en hielo. Mantener siempre la mezcla de
reaccion en hielo de ahora en adelante.

Preparar diluciones en serie de la diana (“diluciones de la diana”) a partir de la disolucién enviada (plasmido de tipo
natural y plasmido mutante). La disolucion enviada es de 7*10'° copias/ul. Diluir inicialmente el plasmido mutante
hasta 7*10* copias/ul en Tris 10 mM, luego diluir en serie el plasmido mutante en plasmido de tipo natural para
obtener las siguientes concentraciones de secuencias mutantes en un contexto de tipo natural: el 1%, el 0,5%, el
0,1%, el 0,05%, el 0,01% (cantidad total por tubo, 7e3 cps/ul).

Anadir 5 ul de las diluciones de la diana a las tiras, por triplicado. Afadir 5 pl de las diluciones de la diana
comenzando desde la muestra menos concentrada hasta la mas concentrada. Cerrar todos los tubos.

Reaccion

La reaccién sigue el esquema del método de la figura 4.

Programar el instrumento en tiempo real para incubacion a temperatura constante con el fin de obtener una
temperatura de reaccion constante de 65°C durante 1 hora. Programar el instrumento en tiempo real con el fin de
obtener una lectura de fluorescencia por minuto.

Poner las tiras en el instrumento inmediatamente antes del comienzo de los programas. Comenzar el programa.
Andlisis de datos

El cebador de bucle autoapareado fluorescente en la reaccion produce una sefal fluorescente una vez que se excita
mediante una emisién de luz de longitud de onda apropiada. Cuando avanza la reaccién de LAMP, el cebador de

bucle autoapareado fluorescente se hibrida con la secuencia diana complementaria que se incorpora en
consecuencia en los productos de amplificacion. El cebador de bucle autoapareado fluorescente esta disefiado para
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ser complementario a una secuencia que contiene al menos un nucleétido de guanina préximo al extremo 5. La
base de guanina puede absorber la longitud de onda emitida por el fluoréforo (TAMRA en este caso), provocando la
extincion de la senal fluorescente. En este caso, la deteccion de la amplificacién de la secuencia diana durante la
reaccion de LAMP se basa en la medicion de la disminucion de la sefial de fluorescencia con el fin de hallar un
tiempo umbral para cada muestra en analisis. El tiempo umbral es el minuto en el que la sefal de fluorescencia de la
reaccion alcanza el 50% de extinciéon. Para cada muestra, el tiempo umbral se correlaciona con el logaritmo de
copias de ADN/ul.

Resultados

El presente enfoque consiste en la amplificacion selectiva de una secuencia mutante basandose en un disefio de
cebador de bucle particular que da como resultado la hibridacién selectiva de tal cebador de bucle con la doble asa
formada a partir de la secuencia mutante (figura 4). Se disefié un conjunto de cebadores universales (insensibles a
mutantes) que incluia los oligonucleétidos F3, B3, FIP y BIP para obtener una estructura de doble asa que
presentaba la supuesta mutacion en la region de bucle comprendida entre B1 y B2. No se detectaron diferencias
importantes cuando se realizaron tales experimentos con secuencias alternativas que contenian el supuesto
nucleétido mutado en la regién de bucle dentro de B2 o entre B2 y Bic. Se incluy6 en el conjunto de cebadores un
cebador de bucle particular que presentaba una region de secuencia de 8 bases en su extremo 5’ complementaria a
su propia secuencia en el extremo 3’. En consecuencia, este cebador de bucle especial forma una estructura en
horquilla intramolecular que esta en equilibrio con su forma abierta a la temperatura de reaccion (65°C).

Cuando la secuencia de JAK2 mutada esta presente en la muestra, tal cebador de bucle modificado rompe su
estructura interna para hibridarse con la secuencia diana complementaria, segun el equilibrio termodinamico (Tf
entre el cebador y la diana especifica = 65°C). El cebador de bucle hibridado con la diana mutada especifica se
extiende entonces por la polimerasa y la amplificacion puede avanzar adicionalmente. Como caracteristica adicional,
el cebador de bucle especifico para la mutacion G—T de JAK2 presenta una Tf con la secuencia diana de tipo
natural (59°C) menor que la estructura en horquilla intramolecular (65°C). Por tanto, en una muestra que contiene la
secuencia de tipo natural de JAK2, tal diferencia en los valores de Tf da como resultado el autosecuestro del
cebador de tallo-bucle especifico de mutante que prefiere plegarse en la estructura en horquilla en vez de formar un
duplex con la diana inespecifica, puesto que las fuerzas intramoleculares son mayores que las intermoleculares.

Para limitar la competencia de este cebador de bucle por las secuencias de tipo natural que probablemente estan
presentes en gran exceso en la muestra clinica, se incluyé en la configuracién de reaccién un segundo cebador de
bucle con estructura andloga y que contenia una secuencia de nucleétidos complementaria a la secuencia de tipo
natural de JAK2, es decir con una base de G en la posicion 1849 desde el cod6n de iniciacion (n.? de registro de
GeneBank NM_004972).

El extremo 3’ de este cebador de bucle “competidor” se hace no extensible mediante una modificacion (3’ didesoxi).
La tarea de este competidor es “silenciar” la secuencia de tipo natural, permitiendo por tanto que el cebador mutante
especifico encuentre su diana.

Cuando el cebador “competidor” reconoce la secuencia de tipo natural especifica, rompe su estructura
intramolecular para hibridarse con la diana de tipo natural, segun la mayor afinidad (Tf del daplex formado por la
diana de tipo natural y el cebador de tallo-bucle especifico de tipo natural = 67°C). El cebador de tallo-bucle
hibridado con la diana de tipo natural no es extensible, dando como resultado ausencia de amplificacién de las
secuencias de tipo natural. Puesto que la reaccién se realiza a temperatura constante, el cebador de tallo-bucle
especifico de tipo natural permanece unido a las secuencias alélicas de tipo natural impidiendo por tanto la
hibridacion inespecifica del cebador de bucle mutante.

En contraposicién al cebador de tallo-bucle especifico de mutante, el cebador “competidor” presenta una Tf con la
secuencia diana mutante (62°C) menor que la estructura en horquilla intramolecular formada consigo mismo (65°C).
Por tanto, las mayores fuerzas intramoleculares en comparacién con las intermoleculares provocan el autosecuestro
del cebador de bucle modificado que prefiere plegarse en la estructura en horquilla en vez de formar un ddplex con
la secuencia diana mutante.

Para seguir la reaccién en un instrumento en tiempo real, se marcé el extremo 5 del cebador de tallo-bucle
especifico de mutante con un colorante de FAM. Para evitar la unién del fluoréforo a la base de guanina presente en
el extremo 5’ del cebador de bucle modificado, que tiene un efecto de extincion, se afadié una base de timina al
extremo del oligonucleétido. El cebador marcado modificado, cuando esta presente en disolucion, emite una sefal
fluorescente si se excita a la luz de longitud de onda apropiada. Cuando comienza la reaccién de LAMP y avanza, el
cebador de tallo-bucle fluorescente se incorpora en los productos de amplificacion. Las bases de guanina presentes
en la secuencia de nucleétidos complementaria pueden absorber la longitud de onda emitida por el fluoréforo,
provocando una extincién detectable de la sefal fluorescente en tiempo real. Por tanto, la acumulacién de productos
de amplificacién puede monitorizarse a lo largo de toda la reaccion de LAMP midiendo la disminucién en la sefial de
fluorescencia provocada por este “efecto de extincion”.
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EJEMPLO 7 - Reaccion de LAMP de control

Reactivos

Se sintetizaron plasmidos de JAK2 por el proveedor GeneArt (Ratisbona, Alemania) para que contuviesen la
secuencia de JAK2 de tipo natural o mutante. En detalles:

- Pladsmido de JAK2 cuyo inserto corresponde a la secuencia 93249-93731 de SEQ ID NO: 2, incluyendo una base
de G en el nucleétido 93526, denominado “pldsmido de tipo natural’;

- Plasmido de JAK2 cuyo inserto corresponde a la secuencia 93249-93731 de SEQ ID NO: 2, incluyendo una base
de T en el nucleétido 93526, denominado “pldsmido mutante”.

Cebadores: Sintetizados por Eurofins MWG Operon, denominados “cebadores’:

- GA231 (F3) 5 GCATCTTTATTATGGCAGAGAG 3’ (SEQ ID NO: 3)

- GA232 (B3) 5 TGCTCTGAGAAAGGCATTA 3’(SEQ ID NO: 4)

- GA233 (FIP) 5 GCTGCTTCAAAGAAAGACTAAGGAAATGGACAACAGTCAAACAAC 3’ (SEQ ID NO: 5)

- GA234 (BIP) 5GCTTTCTCACAAGCATTTGGTTTTAAATTAGCCTGTAGTTTTACTTACTCTC 3’ (SEQ ID NO: 6)

Tampédn de reaccién: Tris-HCl 100 mM pH 8,8, KCI 50 mM, MgSOs 40 mM, (NH4)2SO4 50 mM, Tween al 0,5%,
“tampon 5x”

mezcla de dNTP 25 mM (Fermentas), “dNTP’

Bst polimerasa de fragmento grande 8 U/ul (New England Biolabs), “Polimerasa”
Agua apirégena estéril (SALF Spa), “daw”

Procedimiento

Preparacién de las muestras

Preparar disoluciones madre de los cebadores en alicuotas. Es mejor almacenar las disoluciones madre a -20°C,
mientras que las diluciones de trabajo deben almacenarse a 4°C.

Preparar la mezcla de reaccion tal como sigue: cebadores externos 0,2 uM (F3 y B3), cebadores internos 1,6 uM
(FIP y BIP), disolucion tampdén 1x, mezcla de dNTP 1,4 mM, 8 U de Bst polimerasa. El volumen final de la mezcla de
reaccion debe ser 4/5 del volumen de reaccion total (es decir, 20 ul de mezcla de reaccién + 5 ul de muestra).
Mantener siempre los reactivos en hielo. Preparar la mezcla para al menos 23 muestras, que comprenden 3 de
controles negativos (el 100% de plasmido de tipo natural, 7e3 cps/ul), 9 de control positivo (3 muestras del 100% de
plasmido mutante, 3 muestras del 10% de plasmido mutante diluido en plasmido de tipo natural, 3 muestras del 1%
de plasmido mutante diluido en plasmido de tipo natural) y un control no diana.

Tabla 7 - Composicién de la mezcla de muestras

Tubo de muestra 1-3 4-6 7-9 10-12

Diana que va a|Pldsmido de|Plasmido Plasmido mutante | Plasmido mutante

anadirse (5 ul) tipo natural | mutante 7e2 cps/ul, plasmido de|7e1 cps/ul, plasmido de
7e3 cps/ul 7e3 cps/ul tipo natural 6,3e2 cps/ul [tipo natural 6,93e2 cps/ul

GA231 100 uM 0,05 0,05 0,05 0,05

GA232 100 uM 0,05 0,05 0,05 0,05

GA233 100 uM 0,4 0,4 0,4 0,4

GA234 100 uM 0,4 0,4 0,4 0,4

Tampén LAMP 10x 2,5 2,5 2,5 2,5

Bst polimerasa 8 U/ul |1 1 1 1

dNTP 25 mM 1,4 1,4 1,4 1,4
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Ddw hasta 20 pl 13,8 13,8 13,8 13,8

Dispensar 20 pul de la mezcla de reaccion en la tira. Mantener las tiras en hielo. Mantener siempre la mezcla de
reaccion en hielo de ahora en adelante.

Preparar diluciones en serie de la diana (“diluciones de la diana”) a partir de la disolucién enviada (plasmido de tipo
natural y plasmido mutante). La disolucién enviada es de 7*10' copias/ul. Diluir inicialmente el plasmido mutante
hasta 7*10* copias/ul en Tris 10 mM, luego diluir en serie el plasmido mutante en plasmido de tipo natural para
obtener las siguientes concentraciones de secuencias mutantes en un contexto de tipo natural: el 10%, el 1%
(cantidad total por tubo, 7e3 cps/ul).

Anadir 5 pl de las diluciones de la diana a las tiras, por triplicado. Ahadir 5 pl de las diluciones de la diana
comenzando desde la muestra menos concentrada hasta la mas concentrada. Cerrar todos los tubos.

Reaccién
La reaccién sigue el esquema del método de la figura 11.

Programar el turbidimetro (Teramecs) para incubacién a temperatura constante y monitorizacién en tiempo real de la
turbidez con el fin de obtener una temperatura de reaccién constante de 65°C durante 1 hora.

Poner las tiras en el instrumento inmediatamente antes del comienzo de los programas. Comenzar el programa.
Andlisis de datos

Analizar la variacion de absorbancia en cuanto a u.a. para hallar el tiempo umbral para cada muestra analizada. El
tiempo umbral es el minuto en el que la absorbancia de la muestra, tras la resta de la linea base, alcanza el valor de
unidades arbitrarias que representa el umbral (en este caso, 0,1 u.a.). El tiempo umbral alcanzado por cada muestra
se correlaciona con su logaritmo de copias de ADN/ul.

Resultados

El presente enfoque consiste en una amplificacion insensible a mutantes de la secuencia génica de JAK2 usando los
cebadores F3, B3, FIP y BIP (figura 11). Se emple6 el mismo conjunto de cebadores descrito en el “ejemplo 4”,
excluyendo el PNA y el cebador de tallo-bucle especifico de mutante de la mezcla de reaccién. La deteccion de la
amplificacion de la secuencia diana en el “ensayo de control de LAMP” es indicativa de diferentes parametros de
calidad tales como el apareamiento de bases correcto de los cebadores con el molde, las condiciones de extensién
eficaces y la ausencia de inhibidores en la disolucién de reaccion. A la inversa, la ausencia o el retraso de la
amplificacion de la muestra de acido nucleico en el “ensayo de control de LAMP” resalta problemas en la
configuracién de reaccidén (es decir, composicién de tampones, temperatura, calidad de los cebadores,..) o la
presencia de un inhibidor en la mezcla de reaccion.

Para evaluar tal método de control del ensayo, se analizé una muestra clinica por duplicado usando el ensayo de
LAMP especifico para detectar la mutacion G—T (ejemplo 4) y el “ensayo de control de LAMP”. Cuando se amplifica
la secuencia diana de acido nucleico en ambos ensayos, se obtiene un resultado validado y se considera que la
muestra porta la mutacién V617F. Cuando se amplifica la secuencia diana de acido nucleico mediante el “ensayo de
control de LAMP” y no mediante la “estrategia de cebador de tallo-bucle con PNA de LAMP modificada para JAK2”,
se obtiene de nuevo un resultado validado y se diagnostica la muestra como una muestra de JAK2 de tipo natural.
En el caso de ausencia de amplificacion de la secuencia diana en el “ensayo de control de LAMP”, el analisis ha de
considerarse no valido.

Se realizé la evaluacién del “ensayo de control de LAMP” con muestras de plasmido de ADN que contenian
respectivamente plasmido de tipo natural y mutante 7e3 cps/ul y con muestras que contenian el 10% y el 1% de
plasmido mutante en un contexto de tipo natural, 35000 copias totales (figura 12). Todas las muestras de acido
nucleico sometidas a prueba mostraron una eficacia de amplificacion comparable, indicando por tanto la ausencia de
inhibidores de reaccién.

EJEMPLO 8 - Estimacién de la cantidad de secuencias de JAK2 mutantes en una muestra usando el ensayo de
“cebador de tallo-bucle con PNA de LAMP”

Reactivos

Se sintetizaron plasmidos de JAK2 por el proveedor GeneArt (Ratisbona, Alemania) para que contuviesen la
secuencia de JAK2 de tipo natural o mutante. En detalles:
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- Pladsmido de JAK2 cuyo inserto corresponde a la secuencia 93249-93731 de SEQ ID NO: 2, incluyendo una base
de G en el nucleétido 93526, denominado “plasmido de tipo natural’;

- Plasmido de JAK2 cuyo inserto corresponde a la secuencia 93249-93731 de SEQ ID NO: 2, incluyendo una base
de T en el nucleétido 93526, denominado “plasmido mutante”.

Cebadores: Sintetizados por MWG Operon, denominados “cebadores”:

- GA231 (F3) 5 GCATCTTTATTATGGCAGAGAG 3 (SEQ ID NO: 3)

- GA232 (B3) 5 TGCTCTGAGAAAGGCATTA 3’ (SEQ ID NO: 4)

- GA233 (FIP) 5 GCTGCTTCAAAGAAAGACTAAGGAAATGGACAACAGTCAAACAAC 3’ (SEQ ID NO: 5)

- GA234 (BIP) 5 GCTTTCTCACAAGCATTTGGTTTTAAATTAGCCTGTAGTTTTACTTACTCTC 3 (SEQ ID NO: 6)

- GA236 (LB) 5 GTCTCCACTGGAGTATGTTTCTGTGGAGAC 3 (SEQ ID NO: 8)

La base subrayada corresponde al nucleétido mutado en la posicion 1849 desde el codén de iniciacién ATG en la
secuencia codificante de JAK2 (n.% de registro de GeneBank NM_004972). PNA: Eurogentec, denominado “PNA’
GM43 ""PGAGTATGTGTCTGTGGA®®?" (SEQ ID NO: 9)

La base subrayada corresponde al nucleétido de tipo natural en la posicion 1849 desde el coddn de iniciacion ATG
en la secuencia codificante de JAK2 (n.? de registro de GeneBank NM_004972).

Tampédn de reaccién: Tris-HCl 100 mM pH 8,8, KCI 50 mM, MgSOs 40 mM, (NH4)2SO4 50 mM, Tween al 0,5%,
“tampon 5x”

mezcla de dNTP 25 mM (Fermentas), “dNTP’

Bst polimerasa de fragmento grande 8 U/ul (New England Biolabs), “Polimerasa”
Agua apirégena estéril (SALF Spa), “daw”

Procedimiento

Preparacién de las muestras

Preparar disoluciones madre de los cebadores en alicuotas. Es mejor almacenar las disoluciones madre a -20°C,
mientras que las diluciones de trabajo deben almacenarse a 4°C.

Preparar la mezcla de reaccion tal como sigue: cebadores externos 0,2 uM (F3 y B3), cebadores internos 1,6 uM
(FIP y BIP), cebador de bucle autoapareado 0,8 uM para JAK2 mutante (LB), PNA 0,8 uM, disolucién tampén 1x,
mezcla de dNTP 1,4 mM, 8 U de Bst polimerasa. El volumen final de la mezcla de reaccion debe ser 4/5 del volumen
de reaccion total (es decir, 20 ul de mezcla de reaccién + 5 pl de muestra). Mantener siempre los reactivos en hielo.
Preparar la mezcla para al menos 23 muestras, incluyendo 3 de controles negativos (el 100% de plasmido de tipo
natural, 7e3 cps/ul), 9 de controles de calibradores positivos (3 muestras del 100% de pladsmido mutante, 3 muestras
del 10% de plasmido mutante diluido en plasmido de tipo natural, 3 muestras del 1% de plasmido mutante diluido en
plasmido de tipo natural) y un control no diana.

Tabla 8 - Composicién de la mezcla de muestras

Tubo de muestra 1-3 4-6 7-9 10-12

Diana que va a|Pldésmido de|Plasmido mutante|Plasmido mutante | Plasmido mutante

anadirse (5 pl) tipo natural | 7e3 cps/ul 7e2 cps/ul, plasmido de(7e1 cps/ul, plasmido de
7e3 cps/ul tipo natural 6,3e3 cps/ul  |tipo natural 6,93e3 cps/ul

GA231 100 uM 0,05 0,05 0,05 0,05

GA232 100 uM 0,05 0,05 0,05 0,05

GA233 100 uM 0,4 0,4 0,4 0,4

GA234 100 uM 0,4 0,4 0,4 0,4

PNA 100 uM 0,2 0,2 0,2 0,2
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GA236 100 uM 0,2 0,2 0,2 0,2
Tampén LAMP 10x |2,5 2,5 2,5 25
Bst polimerasa |1 1 1 1

8 U/ul

dNTP 25 mM 1,4 1,4 1,4 1,4
Ddw hasta 20 ul 13,8 13,8 13,8 13,8

Dispensar 20 pul de la mezcla de reaccion en la tira. Mantener las tiras en hielo. Mantener siempre la mezcla de
reaccion en hielo de ahora en adelante.

Preparar diluciones en serie de la diana (“diluciones de la diana”) a partir de la disolucién enviada (plasmido de tipo
natural y plasmido mutante). La disolucion enviada es de 7*10' copias/ul. Diluir inicialmente el plasmido mutante
hasta 7*10* copias/ul en Tris 10 mM, luego diluir en serie el plasmido mutante en plasmido de tipo natural para
obtener las siguientes concentraciones de secuencias mutantes en un contexto de tipo natural: el 10%, el 1%
(cantidad total por tubo, 7e3 cps/ul).

Anadir 5 pl de las diluciones de la diana a la tiras, por triplicado. Anadir 5 pl de las diluciones de la diana
comenzando desde la muestra menos concentrada hasta la mas concentrada. Cerrar todos los tubos.

Reaccién
La reaccién sigue el esquema del método de la figura 5.

Programar el turbidimetro (Teramecs) para incubacién a temperatura constante y monitorizacién en tiempo real de la
turbidez con el fin de obtener una temperatura de reaccién constante de 65°C durante 1 hora.

Poner las tiras en el instrumento inmediatamente antes del comienzo de los programas. Comenzar el programa.
Andlisis de datos

Analizar la variacion de absorbancia en cuanto a u.a. para hallar el tiempo umbral para cada muestra analizada. El
tiempo umbral es el minuto en el que la absorbancia de la muestra, tras la resta de la linea base, alcanza el valor de
unidades arbitrarias que representa el umbral (en este caso, 0,1 u.a.). El tiempo umbral alcanzado por cada muestra
se correlaciona con su logaritmo de copias de ADN/ul.

Resultados

Un subconjunto de pacientes son homocigotos para el alelo V617F de JAK2'. El mecanismo de homocigosidad
resulta de la recombinacion mitética y la duplicacién del alelo mutante, conocido como disomia uniparental
adquirida’. La heterocigosidad u homocigosidad del alelo mutante de JAK2 se correlaciona con el pronéstico, dando
como resultado por tanto la importancia de determinar si la cantidad de copias alélicas mutantes de JAK2 en la
muestra es mayor o menor del 50%.

Segun el presente enfoque, las muestras desconocidas se analizan como no diluidas y diluidas 1:5 usando el
ensayo de “cebador de tallo-bucle con PNA de LAMP” descrito anteriormente en el ejemplo 4. Ademas, la
configuracién de ensayo incluye tres muestras de calibrador que contienen respectivamente el 100%, el 10% y el 1%
de copias de plasmido mutante de JAK2 en un contexto de tipo natural. Si la cantidad de secuencia diana de JAK2
mutante en la muestra de acido nucleico es mayor del 50%, se detecta la amplificacién en tiempo real de dicha
secuencia diana en un tiempo entre los minutos de umbral de amplificacién del 100% de calibrador y el 10% de
calibrador, ambos en el caso de muestras no diluidas (figura 13, panel A) y muestras diluidas 1:5 (figura 13, panel
B). Se detecta un rendimiento de amplificacion diferente para muestras de acido nucleico que contienen una
cantidad de menos del 50% de secuencia de JAK2 mutante puesto que se detectan amplicones diana en las
muestras no diluidas antes que en el 10% de calibrador (figura 13, panel A) mientras que el minuto de umbral de
amplificacion en las muestras correspondientes diluidas 1:5 se mide en un tiempo entre el min(t) del 10% del
calibrador y el min(t) del 1% del calibrador (figura 13, panel B).

Se sometid a prueba el presente enfoque realizando la reaccién de “cebador de tallo-bucle con PNA de LAMP” con
muestras control (plasmido de tipo natural 7e3 cps/ul, plasmido mutante 7e2 cps/ul en plasmido de tipo natural
6,3e3 cps/ul, plasmido mutante 7e1 cps/ul en plasmido de tipo natural 6,93e3 cps/ul), con cuatro muestras que
consisten en mezclas de plasmido de JAK2 mutante en un contexto de tipo natural en proporciones mayores del
50% (respectivamente el 60%, el 70%, el 80%, el 90%) y con cuatro muestras que consisten en mezclas de
plasmido de JAK2 mutante en un contexto de tipo natural en una proporcién del 50% o menor del 50%
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(respectivamente el 40%, el 30%, el 20%). Excepto para los controles, se analizaron todas las muestras como no
diluidas (5 ul de 7e3 cps/ul para cada reaccién) y diluidas 1:5 en Tris-HCI 10 mM.

Para las muestras de prueba que contienen méas del 50% de copias alélicas de JAK2 mutante y diluidas 1:5, se
detecté la amplificacion de la secuencia diana tras la amplificacién de la secuencia correspondiente en el 100% de
calibrador y antes del 10% de calibrador (figura 14). Para las muestras de prueba que presentan una cantidad del
50% de copias alélicas de JAK2 mutante y diluidas 1:5, se registrd la amplificacion de la secuencia diana al mismo
minuto de umbral que para la muestra del 10% de calibrador (figura 15).

Para las muestras de prueba que contienen menos del 50% de copias alélicas de JAK2 mutante y diluidas 1:5, se
detecté la amplificacion de la secuencia diana a un minuto de umbral intermedio entre el tiempo de amplificacion del
10% y el 1% de calibrador (figura 15).

Por tanto, usando el presente enfoque es posible estimar si la cantidad de copias alélicas mutantes de JAK2 en una
muestra de acido nucleico es mayor o menor del 50%. Una informacion de este tipo es clinicamente muy relevante
ya que proporciona una indicacion sobre la “heterocigosidad u homocigosidad” en una muestra que se correlaciona
a su vez con el pronéstico de la enfermedad.
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taaatctgga

gagagaggaa
ctgacaggcet
ggcceggtegg
cgcagggaga
gagggcccce
cagaccttga
ccgatctgtg
tctgcagaaa
ctgcatggga
atatcagaat
tcaggtgtat
tggggagtat
tgtgtatcat
ccatgtcette
ctttectegt
tgctgaagcet
tgattttgtg
tgggatggca
catctataac
agactatcat
attcagccaa

aactctgcag
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gaggagcaga
gggceeggege
gcecctegge
ggectggtec
gagggceccag
ccegecgggt
tagcecggttt
aagaggctcet
atggectgece
ggtgatattt
ctttaccatt
gttgcagaag
aatatgtttg
catatagatg
tggtattgca
cctettettg
cacggatgga
gtgttagata
tctatcaget
attttgacaa
tgcaaagcca

tctgecttet

agggggcage
ccggceteget
cegggettge
tegetgecga
cctggaggtce
aggagccgcec
cagaagcagg
tecctectect
ttacgatgac
ctggaaatge
cccttgggaa
aaatctgtat
ctttaatgag
agtcaaccag
gtggcagcaa
atgactttgt
taaaagtacc
tgatgagaat
acaagacatt
ggaagcgaat
ctgccagaaa

acacagagaa

29

agcggacgcece
tgggtgttcg
ggcgegegte
gggatgtgag
gttcagagcc
cctgeggget
caacaggaac
ccecgegacgg
agaaatggag
caattctatg
atctgaggca
tgetgettet
tgaaacagaa
gcataatgta
cagagcctat
catgtcttac
tgtgactcat
agccaaagaa
cttaccaaaa
aaggtacaga
cttgaaactt

atttgaagta

gctaacggce
cgtegecact
ggggctgagg
tgggagctga
gtgccegtee
cgagggcgcg
aagatgtgaa
caaatgttct
ggaacatcca
aagcaaatag
gattatctga
aaagcttgtg
aggatctggt
ctctacagaa
cggcatggaa
ctetttgete
gaaacacagg
aacgatcaaa
tgtattcgag
tttegecagat
aagtatctta

aaagaacctg

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320



gaagtggtcc
ttcagtggtc
tatattgcga
caaatgaaag
ttagctcatt
ctgcagatge
tacaaagcaa
caggtaatca
ttttgacttt
aaaatgagaa
atcttttgaa
ctaaatgctg
gtgtttctga
tgtttcacaa
ttacaaagat
cagaagttct
aagcagcaag
gtgtctgtgg
catatctgaa
agttggecatg
ccaaaaatat
aacttagtga
taccatgggt
aatggagttt
ctetggatte
agtgggcaga
cttecttteag
taacagaaaa
ttgaagaccg
gcaagggtaa
gggaggtggt

aaagggaaat

ttcaggtgag
aagagggaaa
ttttcectaat
ccgagttgta
aagggaagct
acatcattac
ctgtcatgge
gactggactg
tgctgtegag
tgaagagtac
ttgttaccag
tcceccaaag
tgtaccaacc
aatcagaaat
ttttaaagge
tttaaaagtt
tatgatgagce
agacgagaat
aaagaataaa
ggccatgcat
tctgettate
tcctggecatt
accacctgaa
tggtaccact
tcaaagaaag
attagcaaac
agccatcata
tgacatgtta
ggatcctaca
ttttgggagt
cgctgtaaaa

tgaaatcctg
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gagatttttg
cataaagaaa
attattgatg
actatccata
ttgtettteg
ctctgtaaag
ccaatttecga
tatgtacttce
cgagaaaatg
aacctcagtg
atggaaactg
ccaaaagata
tcaccaacat
gaagatttga
gtacgaagag
ctggataaag
aagectttete
attctggtte
aattgtataa
tttctagaag
agagaagaag
agtattacag
tgcattgaaa
ttgtgggaaa
ctacaatttt
cttataaata
cgagatctta
ccaaatatga
cagtttgaag
gtggagatgt
aagcttcage

aaatccctac

caaccattat
gtgagacact
tcagtattaa
agcaagatgg
tgtcattaat
aagtagcacc
tggattttge
gatgcagtcc
tcattgaata
ggacaaagaa
ttcegetcaga
aatcaaacct
tacagaggcc
tatttaatga
aagtaggaga
cacacagaaa
acaagcattt
aggagtttgt
atatattatg
aaaacaccct
acaggaagac
ttttgccaaa
atcctaaaaa
tctgcagtgg
atgaagatag
attgtatgga
acagtttgtt
ggataggtgce
agagacattt
gccggtatga
atagtactga

agcatgacaa

30

aataactgga
gacagaacag
gcaagcaaac
taaaaatctg
tgatggatat
teccagecegtg
cattagtaaa
taaggacttt
taaacactgt
gaacttcage
caatataatt
tctagtcectte
tactcatatg
aagccttgge
ctacggtcaa
ctattcagag
ggttttaaat
aaaatttgga
gaaacttgaa
tattcatggg
aggaaatcct
ggacattctt
tttaaatttg
aggagataaa
gcatcagett
ttatgaacca
tactccagat
cctggggttt
gaaatttcta
ccctctacag
agagcaccta

cattgtaaag

aacggtggaa
gatttacagt
caagagggtt
gaaattgaac
tatagattaa
cttgaaaata
ctgaagaaag
aataaatatt
ttgattacaa
agtcttaaag
ttccagttta
agaacgaatg
aaccaaatgg
caaggcactt
ctgcatgaaa
tetttetttg
tatggagtat
tcactagata
gttgctaaac
aatgtatgtg
cetttecatca
caggagagaa
gcaacagaca
cctctaagtg
cctgeaccaa
gatttcagge
tatgaactat
tctggtgect
cagcaacttg
gacaacactg
agagactttg

tacaagggag

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240



10

<210>2
<211> 149939
<212> ADN

tgtgctacag
gtttacgaga
acacatctca
atctggecaac
ggttaaccaa
gtcecatatt
atgtttggag
gtccaccage
tccatttgat
atgagatcta
ttagggatct
gacctteatt
tggactatta
aaaatatctg
aagacattaa
ttaacatcac
gacctgaaaa
tagtttttac
gagggctggt
acttcactat
gttecatttat
tgtactgtaa
tttecctgac
tttattatgg
ccaaattttt
caggaatatt
ttatgctcat
atggatagcet
gaggggtttc
aaatgaggta
aattcataac
ataaggggtt
taaaataaaa
tgttatttat

cttta

<213> Homo sapiens

<400> 2

tgctggtcegg
ctatcttcaa
gatatgcaag
gagaaatata
agtcttgeca
ctggtatget
ctttggagtg
ggaatttatg
agaacttttg
tatgatcatg
agctcttcga
ctgagaccaa
ttacatatat
ctcaaaactt
tgagaattcc
tcttgtctgg
aattattatg
cacagtggat
gttecattaat
acaaacaaat
atcgetggece
atatttttca
cctaaataat
ttteccttgt
ctaagactac
gtcatccttt
gaactaaatt
cattaagaag
agaattttge
aataagtaaa
gtgtatcttt
gttegttgtt
tatggtgggt

acaaaactta
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cgtaatctaa
aaacataaag
ggtatggagt
ttggtggaga
caagacaaag
ccagaatcac
gttctgtatg
cgtatgattg
aagaataatg
acagaatgct
gtggatcaaa
agtagattta
cattattata
tcaaagttta
ttagcaagga
caaaagaaaa
taaattttge
gtataatace
actgttttet
taagatgtte
agcattataa
cataaaggga
acattttgaa
atctatttgt
tatgaacagt
gagctgetga
taagcttaag
tgcagcaggt
attgcagtca
aaagtatgct
aagaaaaatg
gtcatttgtt
tttgtgtgtg

aaatacttge

aattaattat
aacggataga
atcttggtac
acgagaacag
aatactataa
tgacagagag
aacttttcac
gcaatgacaa
gaagattacc
ggaacaataa
taagggataa
cagaacaaag
taaatcatga
gtaagttttt
ttttgtaaga
aaaatagact
aatgttaaag
ttggcatcett
aatttttceca
agataattga
gcaggtgtat
acaaatgtct
atgaaacaag
ggtgaatgtg
tttcttttaa
ctgccaataa
ccataaaata
taagaatttt
tagaagagat
tgttaatttt
agcatacatc
atagtgctac
tgtgtgtgtg

tgttttgatt

31

ggaatattta
tcacataaaa
aaaaaggtat
agttaaaatt
agtaaaagaa
caagttttet
atacattgag
acaaggacag
aagaccagat
tgtaaatcaa
catggctgga
ttttatattt
tgctagccag
cttcatgagg
agtttcttaa
ttttcaacte
atgcacagaa
gtgtgatgtt
tagttaatct
ataagtacct
acttttaget
agttttattt
cttacaaaga
ttttttaaat
aattttgaga
cattcttecga
gattagattg
ttcctaaaga
ttattteoctt
attcaagaat
ttaaatcttt
tccactttag
tgtgtgtgtg

aaaaagaaaa

ccatatggaa
cttctgeagt
atccacaggg
ggagattttg
cctggtgaaa
gtggcctcag
aagagtaaaa
atgatcgtgt
ggatgecccag
cgeccctect
tgaaagaaat
cacattgctg
caaagatgtg
ccaccagtaa
acattgtcag
agctttttga
tatgtatgta
ttacacacat
ataattaatt
ttgtgtectt
tgtagttcca
gtataggaaa
tataatctat
ggaactatct
ttaagaatge
tctetgggat
ttttttaaaa
ctgtatattt
tttagagggg
gccagtagaa
tcaattaagt
acaccatagc
tgtgtgtgtg

tagtttctta

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980

5040

5100

5160

5220

5280

5285



atgattgaag
ttttcececctgt
ccttactect
aaaggagaaa
gaccttataa
tctettetet
aagatggtaa
gaacagaaaa
ctctgatgge
aacgtaggtg
agaatcctta
attatgectag
gtecttgetet
acctecccagg
catgccacca
agccaggaga
gggattacag
gcatgaatce
cagttttaag
tgccaaataa
tgttttggtt
ctgttcactg
agggaactga
ttgccatage
aaaaaaaaca
gcttataatce

tcaggaaagt

atagacttecc
tgtaatttga
ggttatttca
tttgtcataa
gaaagaggga
tectgtggeat
cctcatagtg
gtctgatttg
tcagettggt
ccagaggctg
gtctaaatta
ggatttattt
gttgcccagyg
ttcaagtgaa
tgectggcta
tcttgatcete
gtgtgagcca
tttcacacac
ttaaattttt
ttatectcac
ttcaagcacc
gcaatatctt
tgtagagaca
caaccaaatt
ttgcttgett
ctacatttgg

acatcttcece
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acactttgtg
cagagtattt
gttgtgagta
ggaagtattt
actgaaaagc
tcttetetee
gcagccttaa
ctgtttttga
ccaatcaagg
gctactctgg
ggactcagga
ttatttttta
ctggagtgca
tectectgecg
attttttgta
ctgaccttgt
ctgcgectgg
acaaaaaatg
taaaagtage
ttgaaagagg
aaagtttaat
ttttgtttte
aggacatgct
ttggaataaa
gtctgtctac
aataaataag

tgttttggaa

ggtgaatcat
ttctetectea
cgctgacact
tcaagataga
tatggggaca
tatagcaaat
ctttagagca
atcccaacte
ggttgtggga
gtgaagagga
attaagtctce
ttttatttta
gtagcatgat
cagcctectg
tttttagtag
gatccaccca
ccgaaatttt
tttttegtga
acatagttat
ttattaatte
acatccagtt
cttttetttt
gaagtaccga
tggtactaaa
ttgattaata
cctettteca

agaaacaaac

32

acattttttt
tcagcttact
actagatcta
aaatgcatga
catactgcge
cagctttetg
tgggtaacct
caaattccce
agcagggtgt
cagttctcag
tgagtctctg
ttttattttt
cteggcetcac
agtagctggg
agacagggtt
cgectggacte
gtttttaaga
ataggcaact
aatggtcatt
ttggcttaca
atctcaaggg
tgtgattgaa
ggaggtattg
atatctggat
ccecttgect
tattttattce

taactcctgg

taaatataca
atgatgtctc
acttaagtca
agttttggtg
acattctcte
tgcaagaatg
catttcaagt
aggagtgaga
cacaaactag
caaagaggac
taaactaaca
tgagatggga
tgcaacctce
actataggca
tcaccatgtt
ccaaagtgct
gtgaatgctg
atatgtctaa
ttacatattt
aagggaaaac
aatgagggat
agtaaggata
gaaaatttct
gatttgtagt
ttgtcttttg
ctttcectgect

acttctccce

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620



agcccttegt
acatttatgt
gttttttaaa
ctaccageec
aataaaattc
ccacagatat
atcttcaaaa
ggcttagaaa
gtctggacte
tatgtcaaac
actgaggcag
tgccatgcectg
caacaactag
gttaccttac
gtcaaattcc
tttgccttga
aagttctgtt
catgtcttag
ctttectatgt
ttgteccacct
caaaaatatc
aaatggcttc
agtatatcac
tctaaaacaa
tgcttttecat
gtgttetage
tagtcactgt
agaaattctt
ttttcctgta
gaattcaagt
atgtaagaag

aagacagace

ttgagccetgt
ccctecttaa
attcaaatgg
acacagtcct
aacaaattte
aatagacatt
tctctctaca
atctaaataa
ttaaagcgta
cacctaaaaa
tettgttggg
gccaacactg
ctgttaagtt
agctcatatt
ttggaattct
gtagcaaatt
aatacagagt
tgatgaggga
ggggagacag
tgtecttecat
ctcaatatte
tcecctgeaaa
tgcaaaatat
gcattttett
ttacccatga
ttttacctea
ttgtaattge
actaactttg
aatccctece
aatttectat
aaatgcagga

tgaagagcag
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ttcecetttece
gaatgatgtt
agatcttcac
gtgtagtgca
ttatacctece
tgataactgt
ggggagatta
actttcctgg
agttcttaaa
tgttaaaaag
gtggggggaa
gaaggacaaa
ttcccattag
tcecttgtttet
tttcatcatt
tctagtgatg
gaaaaaagct
ggctttcact
aagatttcte
acccacatct
accacttcca
caggctgtgg
agaaacatca
cccctcacaa
cgttaagete
gtagcagttt
ggccttgata
cccatatatt
tcttatacag
gctgctatca
gttgetttgg

catcagttgt

aaggacttte
ttcagtctca
atttatctct
ataaactgtg
cagcttggtt
gctaagggtt
ttatcctcat
caaaagctgt
cccttggeeca
ttatagaagce
ggtttgggca
acctcaagac
atcttgecac
tcatattgta
atcaaagaat
ccactaccag
caacattcca
ttctgaatga
aattctatag
ctaatattaa
aatggettet
acagtaagag
cttataatga
aatatcacat
atctttaget
ttgtttgcag
ttctaageca
acctatgaag
ctctagttca
tttgcttaaa
tgaggtttat

gtatggggaa

33

ctgecatcttt
tcatttaatg
attacaactc
acaaatactt
atatctgtaa
ttaaaatact
tatactgatg
gattgaaaga
tggattttca
caatgcgeca
tagcagtcaa
actacacaca
aaagttttga
tgaatgtttt
aagggaaatt
gaatcacata
ggttagcatt
caggaggcaa
gcttatgaat
gaaaataacc
ccctgeaatt
ataccatgcce
aagtaatact
ttcecatttee
cttetteatt
gaaaaaagga
ttgagtcaca
cagtagcegt
ttatttaaaa
gaccttttge
ttaaagaaac

acaggagceta

ttttgtgete
atatagttct
agcccttate
caatcttect
attggtcctg
ttttecaccta
aggaaacaga
aacctgggtg
accgtggett
tctcacactt
gaatcactge
gccccacagt
atctaaatgt
gaaagacttg
tectgaaatg
aagagctcaa
gacttaaaat
gttgcttcat
aatataccce
tgctececca
caccaattte
tagttacata
gtttcagagt
acagttgtga
atgtgggtcet
actcttttgg
attaataatt
aggaatgcaa
gattcagggt
aatgggtcett
cattaagtge

tgaatgegte

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540



acttcattta
tgccaggcecta
ccacagtgac
tgeccttecagyg
tctcateett
gtaaaatagce
agcagaaaac
gegttgtttg
ggggtcegtgt
taaatatttg
tctecacect
aaacattcgc
cececttteca
cagegtgtgt
tggactgggg
gaagtgtgcg
cgegetgggg
acacacacac
ggcaccageg
cegtcccagg
cecegegectg
teeggetete
caaccgggag
gagaagacgg
gaagtgggag
agcggacgec
tgggtgtteg
ggcgegegte
gggatgtgag
gttcagagce
cctgeggget
tgecectggett

cegectgece

ggttgacaga
cttetttgge
ctctttcectg
agtccctcetg
cagatctctg
acacccccte
tatgcatttt
ttgttttgte
tcacctggta
aatgaatgaa
cteceeggget
taggccttgt
gccaaggtgg
gagcgcegttg
aaggacgggt
ggaggggagt
agccagccag
cegeccatet
tttegegagg
aatctccacg
cecggtecege
ccceagecte
gctgagtteg
tgtggccccg
tggtgtgggg
gctaacggee
cgtegecact
ggggctgagg
tgggagctga
gtgececcgtec
cgagggegeg
ctgggtgggg

cctgetagtg
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aagagggcta
ctcacctctt
atccttgaac
cctgaaattce
ctcaaatgte
ctcactttet
cttagtggea
gecttecateca
tetetgggga
tgaggcectt
acaccaggcce
tgccaacceg
ctgatgggag
tececeggece
ctgctgtace
cteccgegegg
ggtgagtcac
agtgagggcce
cgecgeagece
cgegetegee
gaccagcace
tatceggccee
aagctagcag
gagagggtgg
ctgcaggaag
tccecteggeg
teggettcete
gcetgetgegg
gcccacactg
cggggctteg
ctectggtege
ggcagcagct

gcagcaaact

atacttgaaa
accactgccecce
ttgeccaaaca
ttttcecccaga
acttattcta
actcctttte
attacacacc
gaatacaatc
cctacageee
tggcagecegg
acgcecggtaa
caggcggcetg
tcaggctcte
ceggegecac
cgggaggtgg
aggcagcccg
tceceggecge
gggeccageg
ttaacttect
ggctteceecga
gageggcegea
ggtctecctge
ggcggcgaag
agacaactgt
gagagaggaa
ctgacaggct
ggceeggtegg
cgcagggaga
gagggccece
cagaccttga
cecgatctgtg
gtctctecac

tctgagecag

34

aaaatcccta
cctectteeg
cttteecctte
tagtcatggg
ggaaatcgtt
tttgttatta
cecgcacatta
cagtagggca
ggcacctagt
gaagccegte
agttgtttect
ggcgcetteat
gagggcgcat
ttccectegg
aaggaaaagc
gectecteca
ttcecctggag
ctggegecta
tgcgegeteca
gaggcagctg
cgegeactge
cattecgggga
ccagtgtege
gacgggctte
gaggagcaga
gggceggcege
geccectegge
ggcctggtee
gagggcccag
cccgeegggt
tagceggtgg
ccccttecta

aaaaatcttce

cacgatetgg
tgtcctecag
tcaaggtctt
actggttcat
cctggecace
tgtatatgge
tgcatttaaa
aggagtgtgt
agacactcag
acagcegttg
cctctaggag
cccaccetea
tgccacgaaa
cctagcagee
cgaaagcgga
gtgcaggctg
ggcggceggec
gcteccagecg
cgeccagggg
cectgegtgg
aggacgegeg
gactgcaggce
ccgeggegtt
ceggetgece
agggggcage
ceggeteget
cegggettge
tegetgecga
cectggaggte
aggagcegee
gtgttatcte
cettttggte

ctctttaaga

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460

5520



cgacacctag
cgcteececgee
catttgtttc
agaagcaggc
cctectecte
tectggagetg
attgttgett
aattttgggg
tacacataac
gcagccagag
tgggagaaca
tggttttatc
ttactaatct
tggagaagga
ttgtacagtg
ttgggaccaa
tcagacatct
cttattcaca
agtttgtatt
aatgtttcag
acccagaaca
cttataccac
aacgtatgta
ataggaaagc
tgaatatcct
tgtgtgeett
ttctetttea
cattggcttt
attatttacg
gaaggaggat
atctctacta

actegggagg

aacgagtctt
tccttattee
ccctggattt
aacaggaaca
cegegacggt
ggagtgegtg
actcttctga
tgttttgttg
gtgactttge
attcttaate
cgttagetat
tgcctaaget
gttaggagaa
aactggaagt
agttgttggg
aagtgttttg
tgaggatggg
cagccactaa
aagtacctat
attttgecage
tttgaagatg
tttaagtgtg
cagactggat
tgcagtactt
gtatttgcaa
tggtgatttg
cctggetatt
ggagtgagat
gctggtcatg
cacttgaggt

aaaatacaaa

gtgaggcagg
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gctggtgata
tttttaaaat
atgtggtagt
agatgtgaac
gggtgtgetg
cgtagggaag
aaatgtcagt
ttcgtcttgg
agagaaacga
ctttaaagag
tettgetggg
tgctgtgtcg
actccattte
gggaataagg
ctactgcaaa
gatttttttt
acccaagtgt
gtcatttgca
gcggggaatt
ttttcagata
aataatcaat
agaattattt
gtatccagca
gctggccaga
tttatagcag
agacaggtgt
actgaaaggt
ctggatttga
gtggctcacg
gaggagcttg
aattagcegg

agaattgett

tttgcttceca
tttctagaca
agttaactgce
tgtttetett
tectttateg
gttggaagceg
gctaaacttt
atcctttaag
aaaacgttgt
gagtatttce
gtttctgeta
gttgaattta
tctgaatgaa
gaaatgattg
taaagatttt
aaaaattttg
aaatacgaaa
atatttttaa
ttcccettgt
agggatgatce
ttttggecte
gcttgtacat
cttgccttaa
agagcacacce
ttttagggac
ctcagatatg
gggatgcettt
atcctggtgt
cctgtaatce
agaccagcct
gegtggtggt

gaacctggga
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tttgtgtett
cttaaacagce
tgcttectgtt
ctgcagaaaa
ctgcagtaaa
tgtgaagaga
taatgttgat
aaacattttt
ccattaccct
aagcaataag
ccacattgaa
cccagtttgt
agggtaggag
cttttggttt
gtatcectte
gaatgtttge
ttegtttgtt
tacgtctgtyg
agcatcatgt
agcecttgtatt
cctteecceca
gcatttgtcect
tagtacatgt
atgettgttt
tcattaggga
ggaagggaat
tgaggcagaa
tcttgecact
cagcactttg
ggccaacatg
gcacacctgt

agtggtggtt

ataattccct
ctagaaaaag
tttaggtttc
agaggctectt
ggcgaaggtg
ggcagggcete
ctgggagagt
ttgttggett
ttettettaa
agatagcttt
tgtttectca
ttteccagtaa
cggctgagta
cataataagt
tecagaatge
atatacaaaa
tcatatagac
catgaaacaa
tggtgctcaa
ttgatataac
tecgecteac
gttggtgtgt
atttacctga
ttgctctaac
attttgtgtg
atgacattgt
taggaaagtg
taagagttge
ggaggctgag
gtgaaaccce
aatcccaget

geagtgagcee

5580

5640

5700

5760

5820

5880

5940

6000

6060

6120

6180

6240

6300

6360

6420

6480

6540

6600

6660

6720

6780

6840

6900

6960

7020

7080

7140

7200

7260

7320

7380

7440



gagatctcac
aaaaaaagaa
aagattgttg
aaagtcttgg
tgcataaggt
acttcaaggt
tgtgtctetg
ggttaactgt
actccctttt
agagcaccte
tacaccegtt
aaaaagcaac
aatttgattc
ctactaagta
taagactcag
tctgataaaa
tcctatgtaa
ctaacttgtt
tgttcatcte
tttettctaa
cetettatte
cctttactgt
acttctgaga
actccttatt
ttaaattttc
tttgtctaag
agctatgett
ctatttetgt
ttagttgttt
tctttgagga
ggcagcattc
atttgttaat

tataaaatag

cactgcactce
agaaaaaaag
tgagaagtga
ctactatcac
gatctgecctg
cttaaactgg
cttaaaccce
gctaagacct
agacccctee
aggcttgaac
tctacaatgt
tactacatga
taaggtttga
agttgttcaa
agctccctga
ttattgatat
tatgtttata
gtactagtca
cttaaactce
tcatgtagge
ccattcaaaa
gtgaatcceca
attcagtgtce
atagecattcc
ctgactttta
gatctctagt
cttectatect
agctectttag
gatagttatt
gcagtacctt
aagaaataca
acttgcaatg

gctectttee
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caggctggge
agttatatta
gtaagacaca
ggctgggagg
taactegtgt
tgagggagta
cattgtgttg
ttettttget
tettagetee
ttgtgttttg
catgtctttg
aaatgaatgt
taagttctac
acctatttct
atgggtttgg
aaagctagta
acttctgcece
cttecetggtt
gaatgcccca
tttaaattag
tgtccatatt
ggacacattt
ccttecttet
cttgecccaa
agatagtcta
ccttaagett
ttaatttttg
tcttagaaca
teccctagtgt
agattaaaaa
tgttgattgt
taaaaggtac

ctaaggactt

aacacagcaa
tttacgactc
tgcaaagtgg
caaaggagat
ttcecctecettt
ttacagecctt
cccctaccaa
cttcteecat
cagtttccca
agttggttca
taaagatgta
agaacaggaa
agtgctctac
tttggcctgg
aaacctctge
ccagctgate
agttcttteca
tttectgtac
agtgaaagtt
gcatcatctt
tectttettt
cctgagecta
gtttatccte
aaccttcagt
ttatcaatcc
gtaagctgat
cccatgttet
ttttcacatg
tageccatatce
aaaaccacaa
gtgataagga
ttggctgtat

acagtataat
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gactectgtet
ttttagette
taaactgecct
tcagagaagqg
ctagtataaa
tgtatggaaa
ttattgtget
tacatttcce
aactgtgtge
tggtttcaat
ttttcagagg
atgacagtgt
actaagttgt
gggtgtcgtg
cttagetttt
atggcttaat
ttttaaaact
tggtcttcetg
accattttet
taaactactt
ctecatatete
gaatattgaa
aatagagatt
ggcttaccat
ctgcectatt
ttccacactt
ccatcectet
gtttaattat
ttttcaagtt
cacacagtgg
actgtagtca
tcaaaagaga

tgggcagata

aaaaaaaaaa
actttcttat
ggctgtcecata
gcagaatgac
gagataaagg
ggtttgactt
gcccccttgt
acccttecce
caaggtgcce
attagatacc
ttgctececgat
ggtattgtce
aaggacataa
aaaaatttgc
agtttgettt
atatttecte
aatcctattg
cttctactte
accccttaat
ctttcattta
tgectttecct
agtcatttga
ccactctaat
tttctactta
tatttagtct
tctaataata
tttttttect
atgccatget
gattgtgtat
agagcacatg
ccaaacaaat
aataaagaaa

agctaaataa

7500

7560

7620

7680

7740

7800

7860

7920

7980

8040

8100

8160

8220

8280

8340

8400

8460

8520

8580

8640

8700

8760

8820

8880

8940

9000

9060

9120

9180

9240

9300

9360

9420



taaaagttac
aactggtaga
cagtacataa
ttaaaaatgt
actttgacct
aataagtatt
agaatggtag
agtcagattg
ggggagaaga
aatcaaagag
attaggactc
caaagaaact
tagctggtag
ggccgtggga
ttagcgaagt
tagegggtgg
ggcaaattag
tgagaagaat
gaaatctata
taatattttg
tggagacttt
aaacctagga
tgtccaggta
gttagacaag
atttgtttet
tgattgatga
tttetgtata
ttgcatgttt
tggaaacaga
gaaataaaat
tgcactgttt

ttcaggcaac

agatatttaa
gggggtaage
ataacttgac
agttggaatt
gtagatatgg
ttaggaaaat
aaagaggtag
cagagatgtc
gtgattaaag
tgttgactcet
agaccagaga
gcegtttgat
aggggatgta
tgggcaagtg
taaggctggt
gtgaaaggag
tggataggtt
cagatccaaa
aaaacagaag
ttectetecgg
tccaaagete
gatattttte
ctattcttee
ccatctetgg
aaaaggaagg
aattaggggt
gttacaaagg
attttgatct
gtactcatta
gctattaggt
tggaaatcag

tcacgtaate
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gaccacttga
aaaggcaaaa
tgaaatgaag
tgattatgga
agaagcttta
caaagcagca
gaaaataatt
acaagacatt
attaccttac
ccaagacate
gatttaaaaa
taatggcagt
gacagttgag
aaaattgata
gctgtggtac
aggaatgggt
aggaggcgga
aaaaggtctt
aaaattgett
tttaacaaaa
tccatcacta
aacagattgt
tgtgtgcatt
gtgettttgt
agaaattett
actggaaaga
gttaactagg
tcccaagaac
gttcttacta
aatattttta
gggataaggg

agtgagtett

gttgagcaga
tatgtatata
atttgtgtga
tgtctttaaa
aaagttttga
ccagtgectag
gagccctgaa
attatggatt
cttgaaggtt
ttagaacatc
tgtgtccaaa
tactaacaaa
cgtatattgt
gcatacagtg
ttaagagaaa
aaaggagaca
atgatcaaca
aaaaagatgt
atactttecce
gacctttgga
ggactaagga
cattecgtctg
ggttctgtgt
gctggtaaaa
ggtcgataac
acaaagagaa
ttagaatggt
attcttctgt
agtggtttta
taatataaag
actgaccctg

gtctattgag
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gattttgecat
tgtatgatat
aagagtagta
tgctaggatg
attgagaaag
gtctcatatg
gtaatgagga
ggataagaag
tgcttttecag
taagtctata
gttactcage
aatagttatg
ggatatgttg
ggacatatga
agagtgggat
aagaaaaaaa
tgttgatcat
attcgtgttt
tacgtggaaa
tttgacagtt
tgagaatttt
tatcgtctta
ttttttctga
tttgaataaa
ttataaatct
gcattattta
ccatgggetg
tcatcttttt
gtttaataaa
ggccatgtga
ctctcageat

ggaatggact

aataggaagg
gttcagagag
agaaattgtg
agaagaatgt
agtttgctga
aattggaaag
cttagaaata
ggagaatgga
tgacggagga
tgttttgtat
tagttaatga
gcagtgttag
agtttgcggt
ctagaatttg
tgcececataat
cagtatgaga
tggcaagaaa
ttcctaataa
taaccactgt
gggtgatcag
aggcataata
tatatcacac
atgatagaag
gtgataaaat
gagggttgaa
ttttgaagct
tttactttge
agtatgttat
ttatgattat
tgtgagtaag
ggtatatgat

aaatetttte

9480

9540

9600

9660

9720

9780

9840

9900

9960

10020

10080

10140

10200

10260

10320

10380

10440

10500

10560

10620

10680

10740

10800

10860

10920

10980

11040

11100

11160

11220

11280

11340



tagaaaattt
ggtttaccaa
tecttttceta
ttttcacctt
gtgtagaaga
tttettgect
ctattgetgt
gctcacagat
gctecacaat
ggcaaaggac
ctecttgactg
ctcacaatat
tgagtgtgtc
ctgeccatgte
aagttcacac
acaattatta
tctgaaatac
catgacagta
ttttcttggg
agtttatatg
cattcctect
gggcacatgt
ataggacata
cctgecaccca
cctgectgta
tccaagctaa
tgtactgcca
tgagtctget
tatgaggtac
ttgctctgag
tacatctcct
ttctcteaat

cteecttaatt

aaaaaggtgg
tgtttatgac
gtctctaatt
tataatgaat
gctcatccece
tctcaattet
gtaacagaaa
accatgggte
ggctactagg
tggaatcate
ggatgttage
ggtggcttca
tcagcataaa
ctactggttg
tgcagaagaa
atactattge
acgcaaaata
actcagagte
tatggttaat
tcecectgeat
caagaagcat
tgccagttee
ggcttcttet
acccatataa
gtgctccaga
tacaactcct
tacccacaaa
gtgggacaac
tgatttagat
gccettttta
tgaaattcta
tataagggca

cattaggtca
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gatcacatgg
aaaaaccagc
cctgtacacce
gaattgttta
tttgcctteca
tececctcetact
ctacccaaaa
agtaattgag
acatgagttg
tggaggtgte
tgggctgtta
gggtggtcac
tecttttatga
taagggtcag
aaacatgtga
catagtttge
cactgagctt
cagtatctca
tggatatggt
actttacaaa
gcaaggtagg
ttgattaggt
gtttttgggt
attgetttgt
gtccaaagge
ttaaaaactt
tctettttga
acccttaaga
cttaagaaag
tttgacactt
ctcaaaaaat
gctagaagaa

ggtatgtatt

taaaatgtgt
aaactctttce
aggcaaccac
gcatccacte
agggctttac
ggattattte
cttagtgatt
acagggcaca
ggaagaattg
ttcactcaca
actggagcat
ctttcatagt
tttagcettg
aagcctgtec
gatgggaaat
cattttgcca
ctcctcaaag
tcatataaat
tcttcettgaa
atggaaaagg
cacagtctgt
ctcagtectg
ttaccttctg
atttgtaaga
ccccttttat
tgtggacttc
gaggaactct
tccttagata
gatcttataa
tgctggectga
gaatagctta
gccaaattge

ttattttecca

38

ataaagttta
ccaccecccee
ctgtectctg
taaagcctcet
cattatattt
catcagcatt
taaaacaact
ccagggatga
ccagecaggg
tgatgggtag
gtacatgtgg
ggtgagtaga
gtagctgecac
agatttgatg
agtgttatgg
aacttcacat
gtccctaatt
caggtccagg
ctgaggacce
cacaggttat
agcaattctg
cttcectggaa
aattatttat
gtagetttet
atagcaactg
ctgtgtgtaa
ttccteccet
atatttegte
tcacactcta
aaagattgtt
ttctttagtt
tttaacttce

tgttaatgta

aaaaggaaat
accccacatc
tactttgecg
ccattcagtt
ctctectett
actctgattg
actttattag
ctttgttttt
gtgacttgaa
ttgatgetgg
cctggattte
gaattaaaag
agtataactt
ggggagtgge
ccatctttgg
cecctectgta
cacatcccat
tacagaatag
atgaagagac
ctgcagtaga
caaccteact
gtcattectta
ctececececcace
gagcttgett
tececctttecat
gtttataatc
aagctctgtg
tgaaaggatc
gattggatct
ctgagtccat
catctctctg
tgctgagaat

ggtgacagtt

11400

11460

11520

11580

11640

11700

11760

11820

11880

11940

12000

12060

12120

12180

12240

12300

12360

12420

12480

12540

12600

12660

12720

12780

12840

12300

12960

13020

13080

13140

13200

13260

13320



ttgctaaact
ttctcetcact
gaagtttecct
atatagcagg
tecctggetgg
tttecgggtg
gtctaaatgg
gtcctgtcecta
tegtgactga
atgtgtgtat
ttagaagttt
ttagectatg
gaacctattg
ttatcagaat
agtttgttte
atctgataat
gcaagatttt
ttctettgea
aatgaacaga
tggctaaatt
actccacatce
gagagttgtc
cacatttaaa
tgtgtgtgtg
ggtatatgtt
ttttctacac
gtgaaaaata
tcttcactca
gggagctctt
ttgtetettt
ggttcecttet

gaatttatac

ttgecctagt
ttgcttgaag
caagaccctt
tcecttgaata
ggccactgtt
ctccaattte
tctcagactg
gggttggttc
actgaattgg
agctcacatt
gatgatgttt
gaaaaatgga
aagacagtga
tacctaaagg
attagctctg
gttgatetgg
tctattaagg
cctactcaat
cgtggctcat
tggtatgtgt
tcttcaaget
tgtatttgte
tgtcttagaa
tgtgactata
actaagttca
ctttactaac
gaatctcatt
tatcttggee
atactaagga
atctttttga
aaccctgaaa

tgatgcaaga
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atgtaacaag
tcctcactga
tacatgtgtg
actgtcattt
tgtgtggagt
ctcecacatt
agtgatcatg
ccaccttgtyg
gttaataatt
tatttcagtg
ttgtggccat
ttttgttaca
ggattaactg
acttattgaa
gagtgggact
ggcctagatt
atcataaata
tccgectttg
ggctgtgtte
gaactgtgcet
atggcccecat
tctttttatt
ttcaaaaagt
actaaagatt
acaaatattg
attgtgtttt
ataattttaa
cactttctat
agatagcttt
ttctgtagat
ttatattttg

tataagatgg

ggtgtecctet
cagtctcctt
aacacaaagg
cttcataacg
ttggacattec
ccaaagatge
tatggatgag
ccttgagttg
atcctacttg
tttaataatc
aaatatgcca
cattgtttca
tactagaact
acacaaattg
tgaggatttg
gtgagaatta
aaatatttta
tggtgcaaaa
tcataaagcet
ctgccaatte
ttttcactec
ctttcataaa
agtaaatatc
aagtagaaga
ccaaattgac
cagatgactt
tttgcttttt
tggatttgtg
gagtttgcga
agtgtgattt
agattctecce

gacgcaactt
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tattcagett
gagggctctt
gtccttatct
ttgataagaa
tccecacgte
atatgttagt
tgtgecttge
ctaggatagg
tttttattag
agagtgtttg
taggaactte
cttaaagtca
gtttectaac
cegetgggee
catctgtgag
ctgatttaaa
gactttgtgg
gcagttatag
ttatttacat
ccaatttaaa
cctttggaac
aaaattatct
tttgtacatt
ggagttgctg
atagaaatac
gattgttgee
attctecttt
gtccttttac
aatgagttgt
tgttgttgtg
ttgttttett

ttttececta

tcactatcat
aggctcccat
gttecctggcet
aaaaatggat
tgtgtgggtt
ggatcggtgt
agtgggtgat
ctctagecac
tetttettaa
gaatctttac
cttatctcaa
cagtttccaa
ccactggttce
ccaccececag
ttececaggtyg
ccagggattg
gcaagattgt
acaatacgta
aacaggcagce
tcattacttg
aaaactctct
attttttgaa
tgtcagggcg
attcaaaagt
caagttatge
aacttgagac
tttagggaac
tttgctttgt
tttccctagg
catctaggta
gtteccatetg

gatggttgte

13380

13440

13500

13560

13620

13680

13740

13800

13860

13920

13980

14040

14100

14160

14220

14280

14340

14400

14460

14520

14580

14640

14700

14760

14820

14880

14940

15000

15060

15120

15180

15240



cagtttcaat
ttttaaattg
cctetgaaac
tcectgtataa
aatcaagcat
tttaattcte
accttttttt
atttgctaac
tcacagtata
ggcaatccat
aacattgaat
aagtctggat
tttttaagta
atggtgaaac
gtaatctgag
ttgcagtgag
tctcaaaaaa
tgattctett
ttggtttttt
tcagttgtaa
tatecttgee
ataattggat
acctccattg
cactgtatta
gttetttttt
tggectecgate
cagectectg
ttttttttgt
ccagcaatct
gcatggectg
ataaagaaaa
tttgctcage

agcaggaata

actatttgte
tgtatgtagt
catattgtga
tatttattag
ttaggaatag
tatttctgat
taaactttat
ttatgtgtet
gttttatttg
aggataggte
tattagatct
tttacaactt
gaagtatatg
cctgtetcta
ctacttggga
ctgagatcgt
taaataaata
atttatatgt
tgaggagggg
tgatattget
ttcaccecta
tatatttact
tagtaagttt
ggaacagtct
tttttttttt
acggctcact
agtagctgge
agagatgggg
ttctgecateca
ttagtctgtt
gagatttaat

ttctggggag

tcacattteca
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agataatcct
tggatctatt
gttcettgggt
catatgggag
aagcagatct
tttaaacttg
tgtgaagtat
gctettatta
tatcaaattt
aagtcatttg
gtggttaatt
attattttag
gatcacctga
ctaaatacaa
ggctgagaca
gccattgcac
aataaataaa
ataatttatt
cgggggtgat
ggaatccace
cecectecctg
attatgaaaa
gattcacagt
tecatggtggg
tttttgagat
gcagccttge
actgcaggeg
tttcacegtg
gectceccaaa
cttgcattge
tggctecatgg
teccteeggga

agagctggag

tettttetet
tctggacttt
agtgaacatt
gcattcaagt
ttttgccaat
aatttaacct
taagttattt
gtctattttt
gctactgagg
agattggaac
ggccaggtta
agggtcaaat
ggtcaggagt
aaaaatagcc
ggagaatcgce
tctagectgg
aataaataca
tttttaaata
gtgaaatata
atttaggacc
ccacagactt
tttaaaatta
gcctetggtt
agttctcetec
ggtttcactg
cttecectggg
agtgccacta
tcactcagte
gtgetgggat
tataaagaaa
ttectgecagge
gcttttacte

caaaagagaa
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gctgetgtga
gtttcattcet
tetatttatt
acttgaaaat
tattecatttt
tggttttcca
tttgtactta
ggcctcaaat
gaagcttgte
cattaaggat
gagaagacag
ttagaataat
tcaccaccag
aggtgtggtg
ttgtacctgg
gcaacaagag
taaatagaag
catgaggtat
gttttecattg
ctgtettgtt
ttaaaggtaa
ttagaagtaa
atggtggtca
ttttactett
tcactcagge
gtccagtgat
ggcctggeta
tggtcttgaa
tatggttctg
tacctgagge
ttacaagcat
atggtcaaaa

tgtggggaag

aatgctggtg
aaaaatggct
tgtttccaag
aaaatgaata
agttattcta
ttttagtttt
ctgaatggge
tgttaaaaat
atttcataat
aagttcattt
aattacaggg
atttttaagc
cctgactaac
gtgcatgcct
gaggcagagg
tgaaactctg
tatactatte
tgtagatttt
catcagatct
aaaaaaaaat
gtattctgeg
aatgaaatat
gtaaaagtaa
ctgttagttt
tggaggacag
cctectacct
atttttatat
ctectggget
gagccacege
tgagtaattt
ggggctgaca
gctaagaggg

gtgcacacac

15300

15360

15420

15480

15540

15600

15660

15720

15780

15840

15900

15960

16020

16080

16140

16200

16260

16320

16380

16440

16500

16560

16620

16680

16740

16800

16860

16920

16980

17040

17100

17160

17220



ttttaaacag
tgctaaacca
ctccaacatt
tatcaacctt
tataaaggtt
cagagaagaa
cttccaaaac
cttattgttt
ataatcttta
gcagtatttt
tttttgaata
ttectgtgea
gtcttggtaa
actccaacgg
ggagtgcagt
tectacctea
ttttgtattt
gacctcgtga
atgcceggece
tcacactttt
ttttectgtg
caaaaaccac
ttttgcagaa
ttttgagatg
teegecteece
gtgecegeca
cegtgttage
aaagtgctgg
ttgcctgtca
ggtagccctt
attcatctta

tatttgcatg

ccaaatettg
ttcatgagaa
ggggattaca
gctgtaccee
tgatatggaa
aatagtgcat
ataatgctte
ccttgtttat
aataattatt
aaaaatcatt
tcaatagcag
attttatttt
tacaggcettg
gtttttttgt
ggcattatct
gcetecegag
ttagtagaga
tcegeccgee
aaaaactcca
tctgtatgtg
tagtcatcat
aaaaaacaaa
taatttatat
gagtctecet
gggttcacge
ccacgecegyg
caggatggtc
gattacaggc
tgtgtgtact
aaatgtatgg
gatttettgt

tattttatat
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caagaactca
atccacccce
gtgcaacaca
tcagecteat
agattcatta
gatagtataa
agtgtctgeca
ccataggtge
tcagaggaat
atgagcttaa
agggtagttt
ttatagacaa
gaatatgatg
tgttgttgtt
cagetcactg
taactgggat
cggggtttca
ttggcectece
acttttagag
tgttgtgaat
taagcatgat
aaaaaaaaca
tttettctet
ctgtcaccca
cattctectg
ctattttttt
tcgatctect
gtgagccace
tctgacgctg
ctgttcttaa
ttcttaagtg

actgttttaa

gtatcttcag
atgatcaagt
tgaaatttaa
tttataggca
ggagtggatt
gtctatctga
gaattgtttc
ttaatttttt
atctgaaata
attcatactg
taaatattte
actcgtcact
gtattgaaat
gagatggagt
caacttctge
tataggcegeg
ccatgttggt
aaagtgctgg
gectatttac
tataaatctg
tctaagaagt
acaaaaaacc
tcatggcatc
ggctgtagtg
cctcagecte
ttttgtattt
gaccttgtga
gcacceggge
gcccaaggta
tettttetaa
aaagaatcat

taggcagtag
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gacagcacca
cacctecccac
aggggacaac
acaattgaat
ttaggacttg
ttgatgagta
atttccatgt
tttaatctga
ttcagtgtte
atttaaacaa
acgagcagaa
tcttaaaate
gagatcttaa
cttgectetgt
cteeccagatt
caccaccacg
caggctggte
gattacaggce
agcacttgte
gettttecta
agctcaaaat
aaaaccagaa
agttttctca
cagtggtgceg
cggagtaget
tcagtagaga
teccacctgee
tcaggaggtc
aaatgattac
agcctaaaag
gacattgtat

tagtatacaa

agggggatgt
caggcctcac
atccaaactg
atattggttt
gggaatgact
actggaaatc
ttatgtattt
atgcattatg
ttctagcatg
cttctagatt
ttaattaaat
ttttaaaaat
gggaaaaaaa
cacccaggct
caagcaattc
cccagctaat
tecgaactect
atgagccacc
ccatatttgt
caaatgtgge
ctectaagac
aagggataca
ggagttcttt
atctgcaage
gggactacag
cggggtttca
teggectece
ttttaagett
atttgacttc
ttgaattagt
taaaatatct

getttgacca

17280

17340

17400

17460

17520

17580

17640

17700

17760

17820

17880

17940

18000

18060

18120

18180

18240

18300

18360

18420

18480

18540

18600

18660

18720

18780

18840

18900

18960

19020

19080

19140



aatgtctett
tcaaaggggc
tagggttctc
ttaaatgatc
gttcaagtct
ctaatccace
ggtgtacatc
agacccettt
gatatgcatg
ccteatatet
agctaaggaa
accatgtttt
agagttactt
aagttttgat
tcatttttca
tatagaaata
aatttcgaat
ttttaaaagg
atataaagag
tggttttecta
ttttaggagt
aattttccct
cteceggtgte
cttgtttgat
atgtataaat
cecctcactgt
tteccagggte
gcttagtaga
actggtaaat
aaatacaatc
ttatttecatt
ggtggtgage

ttaagtaata

catataaaaa
aaaaaagatt
tagaaggaca
acaaggtccc
caaaactgaa
catcttggee
atttttaata
aatgtcatta
ctactactce
ttgecaacac
gaaacaatat
catttetttt
gtataaatat
tatagtgttt
cttagatgtg
actgacatag
gtgtaaggag
gtatttacaa
aagcgtaaca
gtaacagtta
tttettttta
atatgctcaa
ttaaaaataa
atatttgtat
atcaggtaag
caggttcttt
agcaaattce
gtatatagaa
tcatttataa
atgtctgcaa
ttcttaccag
atcctttcet

gaaggttgtt
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attcaagtga
acaaatgctt
gaactaatag
acaataggct
gaacttggag
tcccaaagtg
tectttatagt
attttttcece
tgtccttttt
tgggtattgg
ctcattttta
gtgaaatgce
attaaacctt
ataatatgca
gggtttagaa
ttagatataa
accagtaaga
acacttgaaa
taaaaatgaa
taccaagttt
aactttttga
aacatttttt
ttagtttgtg
atgtattaag
aacttgataa
cctgtttcta
caagatagca
atacaattgg
gttctagtaa
ataaaaagtt
attgcattag
tgttcctgat

tgtagatgat

ataaaaacag
attgtgattg
gatatatata
gtctgcaage
tctgatgtte
ctaggattac
attctgttgg
aatatttaga
caaaggacaa
cattcttcett
tgtactttte
tatttatgtt
tgtagtatat
gtcaaattta
aggaggtaca
aacataccaa
aaatcatgaa
atgtttatgt
ataaaggcat
gaaatgattt
gecttatgttt
tagtggaagg
gagctctttg
taagaactgg
cgtattggtt
ggaattggct
aagcatcaaa
ttttgtttat
ttttttggta
ttatttettt
gtagaacctc
tttatggaga

ctttatttta
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tcatttaaaa
acagaacttg
tgagtttatt
ttgaggagca
aagggcagga
aggcgtgage
ctaagttgee
cttgttteat
ttattagata
gtttaccagt
tctgattett
cattttcata
attttttctg
cccatetttt
taatgtgaca
ggaaatagtc
gaacagctaa
agtttaaagg
atatatagte
ttaggetttg
catcatggee
ttttaatacg
tgtattggag
ataaagaagg
ggtttgcata
agccctggaa
aatacagaat
tttgtgatgt
gaatcctcag
catttcaatc
cagtgttgaa
aagcattcaa

ttgaggaaat

atgacattag
cttaacatat
aaatattaac
aggagagcca
agcegtcecttgg
ccecgtgect
acaatttatc
agaattatta
ttettgtttt
cagctaagga
aattatgttg
ttaaattgta
ttttttttta
atttcecctcta
gagtttttgg
ggaaatgtcc
cagcagtaat
aatgattcaa
attgtgtaga
ttatgeccaac
aatttttata
tctgtaattt
ataccatctt
tggttgggat
tgaaaagttg
ggactgccce
aaaaagacat
atcctgtgat
catttttgat
tctatgtcett
tagaaatggt
tatgtaatca

tececttettt

19200

19260

19320

19380

19440

19500

19560

19620

19680

19740

19800

19860

19920

19980

20040

20100

20160

20220

20280

20340

20400

20460

20520

20580

20640

20700

20760

20820

20880

20940

21000

21060

21120



ttctaattta
cctgcaacaa
gcattgattc
gatggtgttc
atgagaaaca
gtattaggat
ctgtaagagt
agggaagtca
ttattgaaga
tttttgtett
ttgctectat
ttttacatca
atcttagagg
ttttetttat
ttttgtttte
atcataagca
attttattgt
ttcgaacctg
agttttttga
attcagtcett
gaatgttectg
gtaaatgtca
aaaaattttt
tttatttecc
tatttaagaa
gaggtcacat
agaagttaag
aaatgaccaa
tatgtgagta
gctaatacca
ctttagtttg

taggatcaac

tttecagaaa
ttgggacgat
attttcaaat
tgaccttttt
tttgcectgta
aattctggee
ttatacagaa
ctttggccaa
gatatgatac
tcaaggaatt
ctttttatat
tatggggcac
tttatcaact
tgttttatat
tagctaccta
tttatagcta
ttattatcat
ggattattta
tatttattte
ttcaaatgtt
tgagcacttg
gttatattta
tttgttaatt
tcectttacatt
gagtaattta
tggtctgttt
gttatttttt
tatttcttca
tgtttttttg
atctgettgt
ctcttcaaga

ttgtaaattt
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ttttatcatg
cttatggttt
gtcaaagcaa
atatgctecct
attttttttt
acataaaatg
ttggtactat
gagttttett
tattcaaggt
tgttcatcaa
ccacttactg
atattggtaa
ttttaaatct
attattaatt
ggaagcttac
tacattctet
tcaggtgaaa
gaactatgtt
taattcaatt
tgagaattgg
aaaaggatgt
gttggttgat
cctgagaaat
tttgettcat
taaatcttet
tccatcttaa
gccecatatg
ctgaaatgca
gactctattc
tctatcttta
ttgttttgge

ccacaaaaac

aattggtgtt
tgctccatta
ccagtatgac
ggttctatgt
ttttttatga
atttggaaat
tttttectta
tgtgggtatg
ttetgtttet
atctaacttg
tttataaaat
tatgtgttet
tttctaaaaa
tttgttettt
ataattaatt
ctaaccacta
ataatttctg
aattttgcaa
ttgctatgge
tttatggacc
atgttctgea
gtttaggtct
gagtattgaa
gtaattggaa
atgattagtg
attaatattt
aataaccagt
atggcacatc
tgttccattt
tgataaatct
tattgtaaat

tgctaggatt
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gacttttgte
ttctgttaat
tggaataaaa
tetattattt
tgtgtttttg
tatttctgee
aatagttgac
tttttaatga
tcctatgteca
ttaaagtcat
ctgtagcgat
tttetgtttg
caaagttttg
attctttett
tcatatcttt
ttttagectgt
atttcecccttt
tactgggaga
caagaatata
aacctatggt
gttgttggge
tcattatttt
atttttagtg
actattattg
tttttatgtt
gtgtaccgta
tgactaagce
tgttccaaat
gtctatttgt
tgatgtctga
cctttgtttt

ttaattggaa

aaatgetttt
gaggtaaatt
cccacttggt
tgttatgttce
ccaggttttg
cctetgtttt
agactttecce
agaattcaat
gttttggtaa
tggcatgaag
atcctgettt
taaattgatc
gtttgattga
cactctctgg
cttettttee
attcccccaa
taatttette
ttttctagat
attcatatta
ataacttagt
attgtgttct
tactgattaa
taatagttgt
tgtgcatata
ctgecttacaa
tgaagtagat
acatgttttg
taggtaactg
tcatttttgt
taatataaat
tcacagactt

gtgggttgaa

21180

21240

21300

21360

21420

21480

21540

21600

21660

21720

21780

21840

21900

21960

22020

22080

22140

22200

22260

22320

22380

22440

22500

22560

22620

22680

22740

22800

22860

22920

22980

23040



tctatagatt
tatatcagca
ttacagtttt
attttttgtt
ttctgacata
taaattcact
tatgaatact
tgcettattg
catgattgtt
ttgttttttt
gattttaaaa
atgatcatat
aaattttttt
tatgtataca
ttatcttttg
attgttattg
acagaaattt
ctggtaactg
ggatcagtga
tgtettecag
gaattatatt
cacttaggtt
tagatattgc
atatggtagt
aaaatttaca
atgcttgtta
tcactatggt
atttacatat
gaagtgcagt
tcctccttea
tttttttttt
tcactgtgtt

ctcccaaagt

aatttggaaa
tggtctatce
tattgcacag
actattgtaa
cagaaatgca
cagtgattgg
gacaatttta
cactagccac
acgtttttga
actgttacce
tcatgaacat
ggtgtgtttt
ctaaattaca
ttgcagaatg
tggtgagaac
gtaatcacca
cgtatccttt
ctgttctact
gatcatacag
gttecatccat
ctattgtgta
gattctttat
tttgacatat
tecattttaa
ttttecccace
tcecttatate
tttaatttge
tgtetttttt
ggtgtgatca
gcctettgag
tttttttttt
gcccaggcetg

tttgggatta
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agaaccgaca
ctctettatt
tttttacaga
atgatactat
gttgattttt
tagattettt
cttatcettt
aatgtccact
actctagaag
tttatcagag
tggttaaatt
ctcattgtge
taaaaattgt
gcaaaatcag
acttaaaatc
tgatgtacaa
gaccaacgte
tactctetge
ttttgtettt
gttgttgtaa
catatgectgt
cttggctatt
tatttttagt
ttttttgagg
aagagtatac
tttttgataa
atttagtgat
tttttttttt
tagctcactg
tagttgggac
tttttttttt
gtcttgaact

cagggttgag

tctgaaccat
tagctagcat
tatttccata
ttttaaatgt
atatattggt
taaatttcct
ctaatcatca
atggtattga
aacaagatca
tgaggaagtt
ttattaggag
taataatgta
atatatggtg
tctaattaac
tactcttage
tagatctctt
tccecattect
ttctatgatt
ctgtgcctag
atgacaagat
attttettta
aagaataatg
tccaatacce
aacctecatt
aagagtttct
ggctcattgt
gttgaacgtt
gagacagagt
cagccttgac
tgcaggcatg
tttttttttt
cctggtetcea

ccactgeacce
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actgagtttt
ttattttttg
gatgtattcc
tcatttaaaa
cttgcatctt
acatatacag
taacttttat
atagaaatca
atattttace
tgcttttatt
tagtttectge
aaatatattg
tacaacatga
atatgtatca
aattttcaag
cagtttacte
cctaatggga
tctacttttt
ctttattteca
tttettettt
tcagttcate
ctgcaatgag
agaagtggga
cattttecat
ttttetecac
aacaggcatg
ttttcatgaa
cttgetetgt
ctcececaageg
tgccagcatg
ttttttttag
agtaatcctce

cagtectgtat

tetgtattct
tagaaatgtt
taggtatttg
aattgtttge
gtgactttge
acatgtecte
ttagttttet
tgattttaga
attaggtata
cctagtttga
atctattgaa
actatttaaa
cattttgtta
cctecacatac
tatacgatat
ctcectatcta
ccctcagect
tagattctat
cttaatataa
ttttaaggcet
tgttgatgga
catgggagtg
ttgctaaatc
agtgactgta
acactcacca
aggtgagatc
catgttggee
tgectagget
caagtgatce
cctggctaat
gtacagggtc
ccaccttgge

tgtcctttga

23100

23160

23220

23280

23340

23400

23460

23520

23580

23640

23700

23760

23820

23880

23940

24000

24060

24120

24180

24240

24300

24360

24420

24480

24540

24600

24660

24720

24780

24840

24900

24960

25020



ggaatatctg
gagttgtttg
aaatattttc
gtacaagttt
gggtaaattc
tattttgttt
tcecttttcat
gtaagtgttt
cagacatttg
gttttaaatg
ctaccagtac
cgtgatgect
ttggttccat
cttgatgggg
attgattett
ttcattgage
gattectagg
gctctetgtg
gctgagactt
ttttetagat
atattgctat
ctcatggttc
catggtagaa
aaaggacgac
atgagactag
tctaacactg
atcaattata
tgttttaaaa
gtttcaatat
tatgttttat
tttaaaaagce

ctgetettaa

tteceggtect
catttcttat
tcctgtttta
ttaaatctgg
atttggtcaa
agcatttttt
gtecttacat
tttattttet
gaaaaattta
gtatattctg
catgctgttt
ccagctttgt
atgaacttta
atggcattga
cctaccecatg
agtggtttgt
tattttatte
tgttattggt
tgctgaagtt
atacaatcat
aaagagctat
cataggetgt
ggtgaagggg
atgctgcaaa
caaagcgtaa
aagatcataa
tatagaatta
ggaacttcat
tgtaagctct
cttetttttt
caacgtttta

gtactttcat
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ttgececcattt
ctattttgga
taggttgtce
tataatgatt
gatgtattct
tccaaatatg
attttggtat
atttcctgag
ccagcaaagt
agggctctgt
tggttactgt
tcttttgget
aagtagtttt
atctataaat
agcatggaat
agttctecett
tctttgaage
gtataagaat
gcttatcage
ggtatattca
ctgagactgg
acacaaggca
aaaaaagtac
aatttaaata
atccatccca
ttcaacatga
ttcaaatttt
ttgtttttaa
ggtaataatg
tcttgatcag
ctttgetttt

ttttatggtt

ttaaatcagg
tattaactcc
cttcactctg
gatttctaaa
tttaaagtgt
tttatgagag
catgtttata
agagtttgta
cactgggcat
tectgttccat
agecttgtag
taggattgac
ttccaattcet
gaccttggge
gttcttecat
gaagaggtcce
aattgtgaac
gcttgtgatt
ttaaggagat
atttttaaat
gtagttttta
tggctgggaa
atcttcatac
accagatctce
tgacccagte
gatttgggtg
atatttctte
attggagaat
tctacttttt
tctttetagt
ctttatttta

tttggettaa
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ttatttgttt
ttatcatatg
ttaattgttt
tgttaacttt
tattggattt
agattccagt
ctctcatttt
taagctcaat
tacattttet
tgatctatat
tatagtttga
ctggegatge
gtgaagaaag
agtatggceca
ttgtttgtat
ttcacatecce
gggagttcac
tttgtacatt
tttgggctga
tactgtattt
aagaaaagtt
ggcctcagga
agcaacagga
atgcaaactce
acctcetecace
gggacacaga
ttgtgctagt
attcctgttg
aattcccgat
gttttatcaa
tttttatttt

tttgttgcaa

tettgetttt
gatggcttga
ceccttgetgt
gcactcctgg
aatttgctag
gtaatttttt
aagaatgtgg
gtttcttect
atgtggaaaa
ctcetgttttg
agtcaggtag
aggctcetttt
tcattggtag
ttttcacgat
cctettttat
ttgtaagttg
tcatgatttg
gattttgtat
gacaatgggg
gtttgttecte
gtttaattga
aatttacaat
aagagacagc
actcactate
aggccactce
accaaaccat
ttaggtaaat
tcttttacat
attgataatt
ttttaatgcet
tctectgattt

cttettgaaa

25080

25140

25200

25260

25320

25380

25440

25500

25560

25620

25680

25740

25800

25860

25920

25980

26040

26100

26160

26220

26280

26340

26400

26460

26520

26580

26640

26700

26760

26820

26880

26940



tgaaaattta
ttatgaatat
gtatttttaa
aatatatgeg
tattttecat
cagaacttca
ataaatttat
atatactttt
aaaaccacaa
cttttttttt
tatectgagece
agcctcecccaa
ttcactggag
atgatcccce
ggcectaata
gtgaagctga
tttaagaatt
tatataaaat
atttcattaa
ttcececagette
cttgtattte
gattgaggag
agaaatataa
ggaccaatct
gagtagacag
cctttgettt
agatcttttt
ctteectgtg
attgatccte
ttctctttet
gatcctttga
aatgtataga

agcattttet

tttaataaca
cttagtatac
agttattett
ggtttctagt
aagagatttt
catttttcaa
aaaatattaa
attaggttga
ttacttttge
tttggagtgg
ttggctcact
gtagctggga
aacagggtct
cgceccteggee
atgagaattc
gtttcacatt
atataaattt
gtttgettgt
taatttgttg
atttgaaaag
tcagtcaaat
gagaaagtat
aatgatagtt
gaatgcatgt
agataaactg
gatttgtatc
aacatgaacc
ttttecatteg
ttatttctta
gagtctagga
gtcgtattat
gaatttatta

ataacagcaa
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ttgttecagee
acttttactg
tgtaccatgg
tatttttctg
taatttaggt
tgcatacgtg
gtaatcattg
cgctaaagta
accagtctaa
agtctcacte
gcaatctctg
ttacaggcac
cactacattg
tcccaaagtg
ttatcaaact
tttatgegat
tttatagtct
tecattgttt
agaattttat
gatatgcatt
gtaggaagtg
gagatagttg
gagcagcact
gttttcatca
aactctttta
ggtacagttt
cagcatcettt
tectecatet
cttttatget
cctgggagtt
tcaactettt
tgcacagcca

cacataagtt

tttetteteg
cgttttacte
gttctatgaa
tatatgectgt
gccattggeca
agtttttttt
aatgcaaaat
attgegtttt
taatgagaat
tgtcacccag
cctececcaggt
gtgccaccac
gcctggetgg
ctgggattac
gtttacacag
attcttcagt
atacataaag
atgttttgaa
ggcctaacat
cttcagttgt
gagattaaga
tcttggatag
aagggcccat
gtgattttta
gagtttettt
ttaaaaaatt
aacaccaata
agagcttcte
cataatattt
tgtcttgact
cactgaattg
cttgcaaact

ggaacaacac

46

tettgtgtat
attttcatta
aatatattga
ggtacttttg
aatttccatt
gttgaggtat
atgtcctatt
ttactcatac
tattattatt
gectgaactge
tcaagcaatt
gcctggetaa
cctggaatte
aggcatgagce
aataacatga
gttgctattt
tcaatattat
tacaaattat
gtggtctact
taggtgtttg
aaagggetgg
tggaagagta
ttgagtatga
tatgtgtggg
gttatctttg
aaatgttate
aaatttette
tttagaattg
ttttetttet
gtcttccaaa
tecatctatct
ttaacaagta

aaatcttaaa

gaatttaaga
ttgattcaaa
ttaatttaca
tcagtggtta
aattcaaatg
taagaatagc
ttgcaactta
tttaatggca
attatattgt
agtggtgtga
ctecctatcte
tttttgtgtt
ctgacctcaa
caccgagect
gtgggtaatg
gttcagtact
gggtcccaaa
attttgtatg
ttctaaaata
cttttgattg
cacttttggt
aatgttctaa
atctaaagag
taaaagcetct
gtgtttggat
tcctceteage
tattattttt
tactcecetgg
gtetgtetet
ttatgagttt
ctttttettt
tgattagagc

ataactggaa

27000

27060

27120

27180

27240

27300

27360

27420

27480

27540

27600

27660

27720

27780

27840

27900

27960

28020

28080

28140

28200

28260

28320

28380

28440

28500

28560

28620

28680

28740

28800

28860

28920



tggatgagca
aaaggagaga
aaaaatactg
gtggctacat
aatgcccagg
ttattctetg
tctctetgag
cttctggggt
tgceccecatec
atgtgtgtge
ttcagttaaa
aagtggtgec
ttcagectee
ttettttttg
caaacgatcc
cctagectat
ctacttttga
atttgtcgga
ctgttgttac
catgetttaa
ccaggctgga
attctectge
taatttttat
tectgaccte
ccaccacgec
ttataattaa
ttacatgtaa
tgttggtgat
ttttgaaaat
ggattgtaga
gcectecatta

tgtgactget

aattgggtgg
acgatccatt
cttcatgata
ctgatacaga
ctgtcttecat
cteecttttte
aataccgaga
cagttgtttt
ccatcctaac
agacaactgt
attttttttt
aacctagctc
caagtagcta
tagagacagg
tctegecettyg
gtatgtttta
tcttectgga
gccgecatga
ctgttttact
acaattgtca
gtgcagtaaa
ctcagectec
atttttagta
aggtgattca
tggctgtcag
tcacatattt
tatttcettt
gtactctcte
tcttattttt
attectgggtt
cttetgaage

tttaagatta
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tecegaggete
tatttattte
aagaataaag
atggaaacag
tactagtcag
ataatctagt
aagattttaa
ctggtccatt
tgtaataatc
ttttatgett
tttgcagtca
actgcaggcet
gtactacagg
gtctegeaat
gacttccaaa
aatagagtct
attactgtaa
attcgtttat
tttatatcta
gttgtetttt
catgacctce
cgtgtagetg
cagacagggt
cccgectegyg
ttgecetttta
actatttttg
aatccacatg
agcatccatt
tataatacaa
gacagcttte
gatgtcagtt

tctttttgte

agacatcage
tataggaaat
ccgtgaagaa
ccaggataga
gatttttttt
gatgctttat
accaagttat
ttggtcttac
cttgataatc
atagatgcct
cagtcttget
caaactcata
tgcacactac
gttgcegggg
ttgctgggat
atttccteta
atttctgatt
ataaactttt
ttttaagccc
ttttttttag
gttgcaacct
ggattacagg
ttcaccatgt
cctceccaaat
atacatttaa
agctcttecat
attttcettta
tatctgaaaa
cagatccagt
ccectetece
ctatttettg

tttggttttt

47

aggtgttaaa
gcaaaagagg
tatccacaaa
gcagcacagg
tttaattttg
gttttcaaaa
cttecctgea
tcttttatte
attgcatatt
tecctetgtgt
ctgttgceca
agcttaagcee
atgctggeta
ctagtcttga
tggaggcatg
ctctgteatt
tgctgatage
aattttactc
taccatacac
acggagtcte
ctgecttegg
cgtgtaccac
tggccaggtt
gctgggatta
taaatggaag
tectttetgt
tcagttcttg
catatttgtt
agtatgagaa
taccagtact
tettggttet

agcagtttgg

cacctgtggg
caaaattaag
attgtgtata
aacactatga
taaactttat
tattettaaa
ttatctgttt
ctacaaccce
tatgettttt
atttttttte
ggctggagtyg
gtccteccat
atttttagat
gcteccagget
agccategea
ctagtcectat
accttttctt
cttttagcta
cgttattatt
getetgtege
ggttcaagca
tatgecegge
ggtctcgaac
caggegtggg
aagaataata
aaacctgagt
agtgtgagtt
ttgecttgaa
ttatttttca
ttgtcttetg
cctgtatgta

ctataatgtg

28980

29040

29100

29160

29220

29280

29340

29400

29460

29520

29580

29640

29700

29760

29820

29880

29940

30000

30060

30120

30180

30240

30300

30360

30420

30480

30540

30600

30660

30720

30780

30840



acttaagtat
ttttttaaac
acttatatgt
agcctcaaac
acgggcacag
ttgetatgtt
ctcccaaaat
tgtagagttt
tctattacat
getttgggte
ctattgtaca
ctctgaagta
cctgeggagg
tectggtaagt
agatatttac
aaatctctte
atcctatgga
gccctcaatt
taagactgca
agactgtgta
attececette
atgccttcaa
caggaacatt
tacttaaaat
gatttttetg
tataccgtat
ttaaatattt
gacaaggcag
ggaaagagca
atggaatttt
attgggaggc
agaaataata

ttgaaatata

ggatttgtat
aaacttggaa
atcagacttt
tectgagege
agcaccatgce
gccagggceta
gttgggatta
acatatggcet
atgtatcata
catttctatt
ttgtgggtga
atgagttttg
cttggtttta
ggctcttatt
cagttcccte
ccagttcttt
tgggaattca
tttggetttt
getttttaca
tgtagttgte
tttcaagggt
atggtgtttt
agtgtagtat
tgttgttatt
aacttctcat
gtataataaa
agtaagattt
atgaggttet
catagcaaga
agtctaaaca
aaagtagact
gctgtttagt

gtttggaagt
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agattggatt
aacatttage
gttactcttg
aagtaatcct
ccagcaaatt
gtcttgaact
aaggcatgag
tetttatett
gtaaacaaag
atatatattc
tacagtgtag
ttctagecagg
ggctttgttg
cttcaagtgt
taacactaaa
cagatttcta
ggagtcagge
ctagecagcte
agagctetgt
tcaggatgga
catatececcee
tataaatata
aaactactct
tatcatttcce
taagggagge
ataattattt
gtatctcagg
ttgttgaatt
gttgtatgat
ttcgtaaaat
tagggaaaat
gtatgatggt

aaaactatca

cagatgaact
cagtattttt
ttgttcagtg
cctacctcag
aaaaaaaaat
cctggactca
ccatgactce
catgcattat
tctttaaaat
ttetttteat
aaactcecgga
cagttaaatt
ggacaggtct
ggcttttctg
tcctgactcet
gctattgect
cccactgact
caaacttcat
cccctectet
agaagagtaa
cgatttgtat
tatttttaaa
ctcattatca
ttggtgtttg
aacccagect
tgttattttt
atttttctac
ataaggtatt
gaggttggag
atgagggtgg
agttaggagg
agttgtggaa

gtacatattg

48

ttttggateg
tcaagtattt
gtgtgatcac
ccteeccaagt
ttttttgtag
agcaatccte
tggcctagat
attaattttt
aaattctaat
gtttaataag
tgatgtggat
tactagcaga
atttcagttt
gcegtttcagt
ccaggaccag
gtcecctggge
ceccattttee
tctctgatac
ggccectgee
gtatgggecct
ctgecttttgt
aagtttataa
aaaatctgta
gggcagaagg
tggtctggag
atgagcatag
ctgctaagaa
gaagcctata
aggtaagcag
ctcectgtggg
acattgcaat
aaaaaagcca

atggactgga

gtggtttgat
cctectgttee
ggctttetge
agctgggact
agatggggtce
ctgeccttgge
ttettgatat
tactgtaaat
atttgggtct
tttcagetga
ttcaatettt
ccaacttgat
tgccattact
ggaaagcctg
atagctgttg
ttcgatttte
tgagatttct
tttcacccag
tgtacacaac
cattcagtgt
ttetttgaca
ttgtegtcat
tgttaaaaat
gaatgcacat
atcccgaaat
cattaataaa
tagatcgttt
atttagtagt
caaacagata
agattaggtt
agttcaggag
atggatggat

tataggggtg

30800

30860

31020

31080

31140

31200

31260

31320

31380

31440

31500

31560

31620

31680

31740

31800

31860

31920

31980

32040

32100

32160

32220

32280

32340

32400

32460

32520

32580

32640

32700

32760

32820



aaaaaagaga
taagacctct
tttttttcta
agagtacaat
tataggaata
ctaaagaaag
taaaggtaaa
ccttttggga
cagccaaact
tttgcatget
ttteetttta
tgttttaaat
ttattttgta
ggaacagcgg
tgtcatgtaa
caggttagta
aagttgtgtc
aatgtgatat
taacttttat
tgttgeeccag
gagtgcaggg
cagatttgtt
ttattcaaca
tacattaagg
atcataatct
agcagggact
ggctttgggt
tgtgcatttg
atgagagtta
tagaatgttg
atcttgcaga

tttttttttt

agaataaagg
tttetgtttg
ataacttata
acaaaattct
attgtaggaa
taaatcaaaa
catttaaatg
catttctgtg
tgtctctact
tttetecctg
aggtccagee
aattatgatc
cttagatgat
aaatttaatt
gtagtttgea
atttttctaa
tcttagaatt
ttgaggtact
ttactcttte
gctggacttg
attacaggtg
aatcaacaca
actttcatgt
ttecttacctt
aatctatggt
gatggagaag
tacataggta
attgtattta
taaatgacaa
ccagcaattt
agtaaccatt

gcgggggcgyg
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ttgaccaaat
tattttcettt
tcecttettett
tttacattte
aaacatagta
tggttatatc
tattttatat
gaaaagttga
ttgtteccagg
ccaataatge
tatgttttaa
attttettet
gtgtaattta
aagtaatttt
ataagaaagg
tctactgeat
atgtagtata
ggtttttgag
tttttttttt
aactcectgag
tgageccactg
tgttgaccag
gtcagagagt
caagaaactt
gggaaaatat
gagcatggaa
tatgcagtgt
ggagggaaaa
tatgttaaac
gcacctacat
gtgtattgta

ggggagattt

tctttattat
cttgctcaat
ttgtgataaa
acctcaccat
tatctacttg
ttgcaataga
tcttggette
gaagcactga
aacatgctgt
cctgttttte
ttgttgtgtg
tgtcattttg
ctataaatca
attatacaag
atgaaactta
tacttettea
tgagtaaagt
tgtatgtgta
ttttttttte
ctaaagtgat
tacccagect
acttaattac
atcctaggcea
tcattctagt
cagaacagcet
gaactttetg
ccaaacttat
tcctgtaaaa
acccatgaaa
atgtgtttet
ttttgggatt

gtttaacaca
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ctcaaagtat
aagaaaacaa
aaaaaatagg
atttaggttt
gactataaaa
atgcaaaatc
ttcttecagac
cctatctgaa
gtacattcct
attacttgte
aaacttctaa
tagcacttaa
tagattttta
tgaggaagct
tttttaggte
tgtatattta
ttgaaaatat
cagttgatta
gtagagacag
ccteteaccet
cttatttact
agcttttata
ctgagtgcag
ggtacaagac
gtggccactt
ggatgctgat
tgactggtac
ctagaataga
ctaccaccca
ccctagetat
aacatttecct

tgtatatgee

gaaagcttgt
cccaaagcac
agtggtcttt
accaaagtag
ttttggtata
acatggatat
cactccattg
ccttecaate
cttteccatgt
aaaattctat
aacctttett
tttttaaaat
agaattggga
gagattcatt
tettggetee
ttgatctgaa
gaacttttaa
aaatttatta
gttctcacta
tggcttecca
ctttattcaa
tactectteat
tagtaaataa
aatgagcaaa
gagtggttgg
aatttcttag
acttaagatt
tgtaacttat
ccccaggaac
tctcctgtet
tgatttttta

taaacaatgt

32880

32940

33000

33060

33120

33180

33240

33300

33360

33420

33480

33540

33600

33660

33720

33780

33840

33900

33960

34020

34080

34140

34200

34260

34320

34380

34440

34500

34560

34620

34680

34740



actattcagt
tctataattt
tatagttcat
tttacctatt
caatgaatat
gtagaattgt
ctattcaagg
cttttteatt
ggcaccttag
ttetttttet
agtgcagtgg
atcctattgt
acttattett
tcatttaaat
tttaaggcag
taaaatataa
tagattataa
ctgtacagaa
ggcaggtcca
aaggggaacc
ggaagatgag
gactgactgg
tataagacct
tgttagatga
tgaggaatgg
taagaaaaat
aaaatgtaag
aaatgcacag
tcaagaaata
ctcctgecag
cctaactttt
tccatggtca

ttgacggcat

tttgettgtt
actgettttg
ttattttaac
ttecctgatag
tcttgtaatg
agcagttcte
gtttaatgaa
gagttgacat
cacaaatcaa
tttetttttt
catgagcaca
tttetttcte
ttgattecttt
tecgggaaaca
tgtgatttce
aaagagtaaa
gtgcaaaata
gtaggcattg
ggatgttact
tcecegecaaa
atgacatgat
atctgcatceg
ggttctatat
ggagggacac
tgcaatgage
agtcaacaaa
taaacctcta
cttaacaaat
gagtatcace
ttattctcca
tttcaccatg
gtgaacagtt

agtagctgag
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tttgaaattt
caacattgta
aactgaggaa
tttgggttgt
tgtctettgg
agaacgtggt
attaaaatga
atgcacaaat
agcagtaatg
ttttttttga
atcactgcte
gtcatgtact
ttcgtagcaa
tttactgagt
agttaccatc
aaatatcctg
ctgagtgtag
gagacagttt
tttactgcca
cgetgectac
ttaggaactt
tatcagatac
atggatagce
cacagactgt
ctgcaaacca
attaaaaatt
attgaagtgt
tttcataaag
tgaattactg
tgcectecca
agaaagaaat
ctgctaaaat

aatttectag

agaaaaacgg
tttttaagat
cagattctgt
ttgecagtttt
tgtaaatatg
ctctagagga
ttttcataat
ggtacagaag
ctggttgtag
gacaaggtcet
actgecggect
tccaggaaaa
agcatcaatg
gcctatggaa
ctttetgtte
aataaaaata
ttaaagccta
tgctcttgtg
gcegtegett
tgctatagtg
caggatgaag
ctecctecaagg
caggtaggct
gtatgtgtgt
aattgcaaaa
gaaaaatgaa
aacacacaaa
tgaacacacc
gcaggaggcea
ctatcccaac
ggaaggatat
aatttagagg

aatagaaaaa
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tattttacag
ttatccatgt
agtataaatg
tgccattgga
catgaagttt
tgcctgggta
aatgccaaga
taatagtgag
ttgtgatcat
cactttgtta
cggtctectg
gaaaaaagcc
cattttctaa
ttctgggata
taaacacgat
gatcaagctg
tgctatgett
gtacaacatg
cecctecaaat
ttggataagt
tgaagtatct
caggaatttt
aagttgtgge
gtgttgaggg
tatatgaaga
ttttttectg
caggaaagta
tttgttaace
cecccagaggt
cctgecaage
ggaagtgage
gaataacaaa

agacatgaat

cttacagttt
tgcataaagce
cacaaaagta
agctgaggeg
gtaactagac
tcctaaaaac
tgttaaatgt
ttaaacggcet
tgtattettt
ctecaggttgg
ggctcaagtg
aattcgagtc
atgattgaat
tgagtgtatg
tgtgtcatat
tacatatata
getgggttte
gatgactaga
agactattgg
tgcaagetta
cctgecttgt
aacctgetgt
agccacagat
caaggtgagg
aatgtagtgce
ataaaattta
tgctactcat
actacttaga
ctecctgtac
taaccattat
ttgagaggce
gaagtagcat

ctttagatta

34800

34860

34920

34980

35040

35100

35160

35220

35280

35340

35400

35460

35520

35580

35640

35700

35760

35820

35880

35940

36000

36060

36120

36180

36240

36300

36360

36420

36480

36540

36600

36660

36720



aaagtatgta
atattgcaga
acatgtagga
taatatcttt
catatttttt
aaagatacat
acaaaacaat
ttaatgctaa
tttgttaatc
cattttttee
tgtaatgtaa
acttecectet
atagatttca
ttgcagatga
gttgttgttg
tececetttate
atctgatata
tctttaaagg
atttagccat
ttgatatgtg
cetttgttet
gataacattt
tcgtcatctg
tttgagacag
ggctcactge
tagetgggac
catggggttt
tgcctcagec
tgttctttga
gtgttgaatt
ggataatttt

atatatcgtt

gtcatttttg
acattgctge
gtgatagcag
aaagttctgg
tcaaagacta
ttecagcagga
ccaaagtcag
gaacttcgtt
tttteccateca
ttcettetgt
tgttgtttga
tataactgct
aggaattatg
acttcaaaaa
ttttgataca
attectagaat
cctttgeatg
tgagatgagg
tctetatett
aaggcttatt
tttetttete
gaatccttte
tttttcataa
ggttttgete
agcctecgacce
tacagaaacc
tgccatgttg
acccaaagtg
cttccatatg
ccteagettt

getgggtata

ccattetett
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atcaagataa
taatgcaaac
acttcatatt
ggaaagaaaa
caacttaaaa
aaaagtgagt
tggtgggcac
taaattaact
tttttatagt
tagetttggg
catectttett
tttgetgecat
tatttttgaa
tcttgcagtt
ttagaagtte
taccttgtet
gaatatcttt
ttttgtaagt
ttaagtggaa
cctgtecattt
tcatattgtt
ttgtetgtgt
tggtagtaat
ttgttctgte
tccatggtet
tgccaccatg
tccaggetge
ctaggattac
tagaactccc
tgcttgecte
gtatccttga

cetggectgt

agaagaatct
aagttttaaa
tatgttaata
ttataaatag
acccacagag
cctgaaggaa
aaactgataa
ttctatcttt
ttctatgtca
ctttgttett
cctttttgat
ttaatactga
taaattaatt
ttatatctgt
tagaattgtt
ctttactgtt
ttctatecect
ggcatgtagt
agtttaatct
tattaattga
tagcattgtg
gtgtttgctt
tgtccttttt
ctccaggetg
caggtgatcce
cctggetaat
tcttgaacte
aggcttgage
tcaagcattt
agaaaaacta
cttgcaggtt

aatgattetg

51

acatcaaaac
ctacttgagg
gataccacaa
gattttgaga
ccccactgaa
gacccaaaac
aattctagca
tcagaaaacc
tttatttetg
ctttttctag
gtaggtattt
ctataataag
ctttaaagtt
tacagtaatt
atatcctett
tgtgacttaa
ttactttcag
tgggtcatgt
atttacatte
tttetggttg
gtttgttggt
taccagtggg
gtttgtttgt
gagtgcagtg
ttetgectcea
tettttgtat
ctgggctcaa
cactgtgect
cttgtaggtc
tttttecttt
tttttettte

ctgagaaate

ctttecaaaa
gaaagccatg
aacaatgcag
gtgagggcaa
aggtctacta
aatgatgagce
aatttactce
aactcttaga
ctgtgaactt
ttececttgagg
attgctataa
atacgatgta
gcatatccag
gccaggtttt
gatgaattaa
agtctgttgt
tctatgtgta
tttttagtce
aagtttattc
ttectgtaggt
tttectatagt
tttgatactt
ttgtttcttt
gtgtgatcat
gectetecagg
ttttegtaga
gcagtctgece
ggcctgacat
tggtctagta
gcttaatgaa
agcactttte

tgctgttagt

36780

36840

36900

36960

37020

37080

37140

37200

37260

37320

37380

37440

37500

37560

37620

37680

37740

37800

37860

37920

37980

38040

38100

38160

38220

38280

38340

38400

38460

38520

38580

38640



ctgatggage
tetttgtett
gttgacagtt
tetetgaget
attatttcat
aaaattctaa
ttttttettt
ttetttette
tcagggttte
atcctgagtt
gagecttettt
attggaatct
tccecatgttt
ccattttttt
tttgttggee
agattttttt
gtgtggttgt
cctecagteet
gcttacatta
cttgtttggg
ctgggeagtg
ccagttgtcet
cctgcaggtg
cacatcctca
gatcccaagg
gggtgagagt
agcaggatga
gtgeccctgat
taaggagtgt
gtgcatgcaa
ggtggtagag
gtggggttat

gactgteggt

ttcecttaga
tgacaagctg
tgactctaat
tetgtatcetg
taaccaggtt
tattagtttg
atttttgtet
gtagatgcte
ttgttttett
gtttttetgg
aatatcatta
tttggtagaa
cttgtgacct
gaatttgcett
agggcacttt
tcctttgtaa
ggaggctgtg
cagttgtgge
gtaatggtgt
taccaggagt
agcatggecat
gtgcttatgt
gcaagtgtga
gaceccecagg
cccecagata
atcctcagge
ttteccaattt
getggggagg
gcactgcage
atttgcattt
cttgtectea
tgccaatgge

ggaggatgte
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agtgactaga
ttgtctetga
gtgttgtgga
aatgtctaaa
ttctattcet
ctttatggta
aatggggtta
tagaatgtat
tttaaatgat
tttetttgta
tttttaatte
aattattttg
tacttetttg
tcatagggta
gggtttgaat
acagcatcag
gtgaactttt
agcagttgga
tagtgggtce
ggcagtgatg
gggttatgte
cggcagtgac
gtgggaacca
tggaatgcte
acatgcettgg
ccteccagtgg
cctggtggaa
gtgcagttge
tgcaggtgga
tgacacctag
gggcacatac
ttgtgetttg

agtggggcte

ctetttttte
caacagttct
gaacctgttg
tctettgata
tttgtatttt
tccecatatgt
tttcagaaga
tttttattte
atctcteotet
ttgtttatet
tttttetgge
atcctttgga
atatccacac
ggactttttc
ctgggtgcat
tggtgtctgt
gctggggatg
caaccatgee
aggcagtcca
ggetgggcag
agtagcagtg
ggcgattgge
gctgtggtgg
agttgacact
atacgtggga
tgttagcagg
tgttcaggtg
tgtcagtggg
ggctgtagat
cggcagcagce
caatatatgg
gtcccagagg

taggggtgtg
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ttgectgtttt
ctetttgtet
gaattttgte
tacttgggta
cattgtctte
catgcaggcet
cctgtettea
attaaatgaa
ttggtaaatt
gtatgegttt
atttcatgaa
gatgtcatat
atctggtgta
ctgaagattt
gcagtagtgt
gatttccteca
gtgacaccag
tgtacattag
atttttgggt
ctgagtgggt
gtaggagaac
tgggtaggea
tagtggcagg
ggacgtggac
gtggggtgcet
tgctgtttgt
ggggcagcag
agcagttgta
gtgatgaage
ctgcaatggt
cagcecttet
cggcagccag

gatatgcagg

tagaattctc
ttgacaaact
tttttgggga
gttttcagcect
tagaatactg
ttgttecatte
agttcagaaa
ttettecagtt
tctcattgat
gtatctecct
tttecttttge
tteccctatgt
atcatcactt
gactggggtg
agtctctgta
gtggcatagt
ctggactgat
cececagggtg
ctecaggtga
ccacaggcce
ctectggetgt
agtcctaaaa
ttgggtggge
aaactggtgce
gagctgggca
ggtgggcagg
tggetgtget
gggagttgge
tgtactcagg
ggcagctgta
gctgggagea
caatggaggt

ggctgttggg

38700

38760

38820

38880

38940

39000

39060

39120

39180

39240

39300

39360

39420

39480

39540

39600

39660

39720

39780

39840

39300

39360

40020

40080

40140

40200

40260

40320

40380

40440

40500

40560

40620



ctccagggta
tgcttaggac
gtgcagtctc
cttgtgtctg
tactectttec
tgccccactt
cegtgttete
tctttgtgga
caatttgaga
aggattttat
caggaagttt
ttatccagtt
aagggtgcct
gagacagggt
agcctecatec
caagtgegtg
gtttcaccat
ggccccgcaa
tattgttttc
tacgatgaca
tggaaatgcc
ccttgggaaa
aatctgtatt
atgcatggat
tattttttta
gttactggag
cccataaatg
catgggctat
caaaaaatta
accatcattt
tettatgtet

atggaccaaa

ggaggcattce
tcaggggtgt
caggcagcte
ggattgcagg
ccacattgtg
ccctetectt
tcttagatga
gcaggtgagt
tectettette
atcategtee
aaaatgtatg
aatggatttg
tatcaatatt
cttgectgtgt
tceccaggtte
ctgecacgee
gttgctgagg
agtgctagga
tcttacagge
gaaatggagg
aattctatga
tctgaggcag
gctgcttcta
tgttttaatt
atgcecttgtat
tacaatttat
tttgctgact
ctcatgacat
atgttttgaa
tcttectagtt
ttggtgtate

actgtgaace
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tggtgtgggt
gttggaccag
cctatgttac
agtttgecagt
caggctctcet
ccttgecatta
cctattcaaa
accagataac
tgttgtctgt
tcaattaggt
atttcttgeca
acagccattg
atttccattt
cacccagact
aagcaattcet
cagctaattt
cttgtcteca
ttacaggtgt
aaatgttctg
gaacatccac
agcaaataga
attatctgac
aagcttgtgg
atgctatget
ggctggegtg
ggtgaatctg
attctttata
aaggtaatat
atatgtattt
agcttctgaa
ttgaaatcat

agagaactet

tgggctttaa
cataagctcce
tecccagggec
gaaaatgtgg
aggcttctgg
ggtgttttet
gtgtgattat
tctagtcaac
aactgagttt
tgttaactgg
ttgtgetttg
ctgtcaagga
gtaactttat
ggagtgcggt
teegetecac
ttttettttg
acttctggge
gagacactgc
aaaaagactc
ctettetata
tccagttett
ctttecatet
taagtattaa
aatactaggt
tgtgtttteca
ccttgggeta
attacatata
taaagctaga
gatttaaaat
gacctetgec
ttttactett

ttctatagag
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aaatggcacce
ctctctaaag
catgaaagtt
gccactggga
ctgatecctgg
atcacttecte
ctactcgeta
cttectggace
aatgcttgtt
aattttataa
tatgtagtaa
gcagtectte
ttatttatgt
ggagtgcgga
tcccagagta
tatgtttttg
tcaagctate
gcccagcececa
tgcatgggaa
tatcagaatg
caggtgtate
ggggagtatg
aaaacagcat
acatgcataa
catgcataga
ggtatcaaaa
aggtggttaa
tcctgagage
cttgattaaa
aatctttecet
gagacctgat

ctaacacatt

gtgctgtage
caatgtcatt
gacgggctct
gtctetcact
ctgagcagge
tgttgaattt
ttttggttct
cctettecce
tgttcatgtt
tetttgteca
tacacgatat
tttgtgtatg
attcattttt
ggtttgctge
gctaggacta
tagagatgag
tgcecegecte
tttgtaactt
tggcctgect
gtgatatttce
tttaccatte
ttgcagaaga
tttecttttt
tatatatttt
aaatgaaagt
caaattgatg
aaaatcctgt
aacatgaaag
tggctgacaa
catatatatt
tatattatct

ttactagace

40680

40740

40800

40860

40920

40980

41040

41100

41160

41220

41280

41340

41400

41460

41520

41580

41640

41700

41760

41820

41880

41940

42000

42060

42120

42180

42240

42300

42360

42420

42480

42540



actgaggtta
aaagactagt
aaatgtctaa
gatcagtata
gttectteta
ttctatcaaa
ctcttecattt
accttcatgt
ttcagttcect
aatgacatga
ttgtgagctg
gggaccecagt
ccectcectatgt
aggggttcac
gagtctctce
cttgetttte
tactcatggt
tgactatatt
tagettatag
taagatattt
ggtggcttac
aggagatcga
aattagccag
agaatggcat
cagcctggge
ttcattttta
ttgaattcct
cagattggcet
cttagecette
gtcttttett
tagaaatgct
ggttttcagt

ttgttcattt

ctatagagcece
tgacactatt
tatagtattt
ggtcagaata
gctattttga
catttgaact
cectettece
gatcaacttt
ggcttattte
ttacattett
ggcttcaaaa
gtgaacttcc
gaattttttg
agtaggaatg
tagecttcttg
tgttgaatac
tttagttttt
gtaaagtctg
taagatttta
tttagectagt
acctgtaatce
gatcatcctg
gtgtggtggt
gaacccagga
gacagagcga
gcatgtaaga
agggccaaaa
ctgtgttggg
cecttectget
ctaagttctg
tttecagtget
gtgtttattg

gcaatgtttt
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tactatcatg
ttgaagaata
ataagaatgt
accattaact
aaaatacaat
tgttecttet
acccatataa
ttagctececa
actcgacata
ttttacgatg
tatcaccttg
tcactggaat
tecctgecaagg
tggaccattg
ccaatceccgg
cagtgttcct
agtggggaag
tattttttgt
gettgtaaga
aagattttag
ccagcacttt
gctaatatgg
gggcacctgt
ggceggagcett
gactccatct
ttttgecttta
gaaaataata
gcteteatte
tgtgctgact
ttcecttggge
gtcatttcece
tttgectcaa

caatgaatat

gtatctcatt
gtegtatgat
atgattacat
gtaagttgga
acattgttgt
gtctgtattt
ccttgeccagt
catatgaatg
atgaccttca
ccactgggee
ctgtagetge
aggaaatgct
ggctagggtc
ggcatctcta
ctgggcagge
cttggataat
tggatatgag
tgtgtgtagt
tttttttage
cttgtaagat
gggaggctga
tgaaacctca
agtcccaget
gcagtgagce
caaaaaaaaa
gcttgtaaga
gaaaagaaca
agtgtttace
ctaaagaaca
atgcatatgg
aaataaactc
ctttagacct

cttetgtgaa
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tttaaatgtt
tttatttgta
caatttattc
ggaagctagg
taactatagt
ttgtgecccat
ctctgetace
agaacttgtt
gttccatceca
ccaggggagt
ttaggactcg
tttgtgectgt
tctecetgtga
acttaacctt
tgtcttgttt
ctactcaaag
agacctctgg
ctctgaaate
ttttaagatt
ttttagettg
ggcaggcaga
tctctgetaa
acttgggagg
gagattgecge
tttttttttg
tttttttttg
aaaaactctt
cagtccattt
gcttgaggtg
cttttctact
tectetgtea
ctgceeccaga

gctgetttte

cttttaatag
gaggcaaatt
tettatttaa
tacatttcaa
caccctacte
taaccaacat
aatccactct
atatttgtet
tgttgetgtg
acgcattctg
gggggagcgt
ctectgggcag
ctaaaattcc
tcectgtgtg
cgtctectte
tgtgattata
tcagttatct
tctgatcctt
ttttagettg
ggcegggeac
tcacaagatce
aaatacaaaa
ctgaggtggg
cactgcactc
gcttgtaaga
acagatttta
tcagtctttg
acaactetge
aaagcttagg
ctccaataca
tectetgtttt
tagcaacagc

tgeccctgaga

42600

42660

42720

42780

42840

42900

42960

43020

43080

43140

43200

43260

43320

43380

43440

43500

43560

43620

43680

43740

43800

43860

43920

43980

44040

44100

44160

44220

44280

44340

44400

44460

44520



aagtcctgaa
agtcagggca
gagccaggga
actaggggga
aaagtaaaaa
atttatctga
acagttttta
ctactccacc
aagatttttc
aaaatgtgte
ggaattgtet
ttttttcettt
ttgctectte
tttttttgag
cacactgcca
ctggactaca
gtttgeccatg
gcectctcaaa
ttctgttgaa
atctgtctat
acttataatt
atccttgaca
ggatttttat
attgagttag
atttttecte
aatcattatt
gaagttattt
aatgttatta
ataatttaaa
tacagtggaa
atgttttaaa

gtggttagag

ttaagtggaa
aaagagagaa
ccagagttte
gtggagcegg
tgctgcacaa
ttgetgecata
ctcatttttt
attttcactg
tatctatatt
aatttctetg
ttcatgtttg
cttcattgtt
tttettttet
actgagtctt
cctecgectt
ggcacccace
ttggccaage
gtgtgtgage
gttttaaatt
attttcaagt
atgettttta
aagatctatt
catgtccatc
atacttagat
ttgagttteca
cattataaat
gtaaataaaa
taaataactt
ttaagaattt
aatagtgaaa
tatataggat

aacatggtat
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cataggtgtg
aaacagtttt
acactgggag
ggctggtggg
ctttectgee
tctttgecta
ttttectgtt
atgttactct
ggtgagatta
ttegetettg
gttgaactca
attttgttat
tcttettttg
gctetgttge
ccaagttcaa
accacaccca
ttatctcaaa
cactgcacce
aatgaatctt
ttattggcat
aaagttctta
ttgcaaagaa
tctaaccttt
catttgctct
ccttagttgt
gecteccaat
gaatgaatge
accgaaatta
aagtctttct
acataactag
taaaaaaatt

gaatggttat

ctcectttgeat
ttgagattaa
caccaattgce
caggacatgg
atttttaagt
ttttectgtag
tctgggagaa
tttacttttce
ccecttggtat
gtctattete
aatataaatc
tcttettect
tttaagtgga
ccaggctgga
gtgattcatt
gctaattttt
ctcctgactt
agccagaatc
tttaaagtta
aatgttgtte
gtgtttatet
tcatctttta
ctttgggatt
tattttctaa
attccacaat
gtatttttee
aagtatactg
ttacacatct
tgtcagtttg
aataaaatac
ttacatattec

tetgtggaac
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catttettca
ggttggctct
catcttcaag
gegtagtggg
ggctgtttte
tttatatgaa
ggataggtcc
taatcatgga
cgtagtcaaa
tgtgatagta
ttgtectggge
tcecttette
tagagtttgt
gtgcagcage
tececctecagee
gtatttttgg
caggtgatcce
tatttcttta
cattttcaca
tagcactcett
gtgectcttt
ttttgttact
actctattgt
tataagcaga
ttttagtaca
tttgacttct
tttaaaagtt
gtaagtagac
tcatttgtge
ttttgtgtte
atttctgatt

ttctaaagac

gtcagteccce
gttcactcca
actttgctta
tggttaaggg
ttgattcage
gttcattctg
ttggaactac
agtaaagttt
ctaaattcac
tacttaagat
ctgatggtgg
tgtctettte
ttecctttttt
atgattatgg
tectgactag
tagagacggg
acctgecteg
atggttatag
aaaattgtce
tgtcttecata
ttttettatt
tecteectatt
cttctactat
taaagctaca
tgatattggt
gagttatttg
gctgctaaat
ggtcgtgtta
cgtttctate
tgtgagcett
taattgaagt

ttgttttgag

44580

44640

44700

44760

44820

44880

44940

45000

45060

45120

45180

45240

45300

45360

45420

45480

45540

45600

45660

45720

45780

45840

45900

45960

46020

46080

46140

46200

46260

46320

46380

46440



ttcacgtgat
tatatatgct
ttttagttca
ttacatatgce
cccaaaggac
attcatgact
tgcaaccaca
tgaaccaacc
tgcttgaaag
ggtttggtte
tttaggtttc
gcaataatat
agcactcata
geccttgatgt
tggcaatatc
aaagatgtct
ttgaaaatag
attataaatce
ccatctecaag
ttttategtg
ctettgttac
gatacccatg
ctecectetecat
gtttttttat
ctaaatgtgt
cagaatggat
cagagctctt
tttttctgag
agatgtgcta
catagttctt
gtcacttgtt
aagcactgac

ggetgttttyg

tgttgtgttt
tgaaaatagc
gtggctttca
actcacattt
ataattatta
tctaaatatt
tgcaagcatg
tttetataga
agtctcagea
cagactateg
ccagtgcata
tatgtccaaa
atcatctgag
tgatggctac
ttaaaataag
ctgtagtatg
gaagttgatt
ctttgttgte
aaaccacttt
agattacage
ttctaccaca
agagccagaa
gaactacaaa
ttactttget
ttcccaaata
gttgtgttag
gggtgaccag
ctttaggtet
tettectagge
aatggccata
gcattagcte
ttctttctag

tctacactga
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gtgecttgtgt
ttgtattatt
accatttgtt
taagttgata
atgtattgtg
tttgtgattt
gatttttatt
ggacaactga
gttatatttt
cagtgaagca
taaaagttat
aaagtacata
ccttcagtga
tgactgacca
acaatgaagg
caatgctatt
cactcaaacc
atttcaacaa
ctttgctcat
aattcagtca
tectgeagtga
tcagettcett
tgtttttcat
tagatctgtg
ataagatttg
caggcatgaa
gtgcattgte
caacggtgge
tttgttgtece
gattttcaga
ctcagaagag
ctatgaaact

aaatctattg

gtgtacgtgt
tacttgtgtg
gatgtacctt
tttaaaattt
taaaacttga
gatacctatt
atacctccag
agaaaccaga
aaaatactga
aatattgcaa
gtttaaatta
ccttaattta
gtcataatct
gggtggtgge
ttgetgeate
tgatagcatt
ctgccactge
tattcacage
ccataaaaag
cgtcttecaag
cttectteac
ccaaactcct
gacgtctaga
agaggaaaca
aaagtcaaat
aacaacatga
aatgagtaat
ttaaaatatt
catttataga
atggtcaata
agtcattcag
actcctagat

tttatcagtg

56

atgegtatgt
gtttaggtat
ctaaaatatc
ttcattgtaa
cacattgtte
aattaaaaca
ttcagggaaa
tgaaatgttt
cacacctegg
taaagcaaat
ttectgtagtce
aaaatacttt
ttttgttagt
tgctgaaggt
agtggactct
ttaccecgecag
tttgattaag
atcttcacca
caattcctta
ctccacttet
tgaagattaa
gttaatgttg
atggtgaact
ctgtgacage
tgctecttat
aattcaatgt
aatacttgga
cagtaaacca
gcacaggecag
agcattggct
ttctttgaaa
ggtatcttet

atctttgtta

gtgaatgttc
tctcttggtt
ttttaagaaa
attaaaatag
ttttaagagt
actccttcetg
cttgaaaatt
taaaaatatc
agatattgtg
cacatgaagt
tgttaagtat
attgtcaaaa
ggagagtctt
tgggtggcta
tcctttegtg
tagaacttct
ttgatgtagt
ggaatagatt
tatgtccaag
aattttagtt
atcccteaaa
acattttgac
ctttccataa
cataacctta
ccatgggcetg
acatcttcat
caggaatctt
cgctatatac
ggtaattgag
tcaactaaaa
ctttgaagge
tccaatagaa

gatctttgga

46500

46560

46620

46680

46740

46800

46860

46920

46980

47040

47100

47160

47220

47280

47340

47400

47460

47520

47580

47640

47700

47760

47820

47880

47940

48000

48060

48120

48180

48240

48300

48360

48420



taacttgctg
acatggttte
gcagcttect
tttagggttt
acttttgteca
gtegeatttt
gcaggaggec
attatttcta
teecttteect
tgttgtgtet
ctggagceggt
ggttcatage
tcataactga
tagggacaca
acacttgcecte
ataatgcagg
tcagttgtag
taagagttgt
tgtaccttta
tatgtttget
tatagatgag
taactcactt
ggtacttaat
attctattcet
tgagaataaa
taaacaaaat
tgtgcagegt
aaaaagttga
agttaattta
tttttgcteg
tttttetaag

atttceccacat

catectetee
ttttcttaaa
cacctctcte
ggcttgaggg
catcatcaat
taatttecatt
tggcttttag
gcttttgatt
tgaatgccta
cagggaatag
cagaacacac
ggccccaaat
tataataata
aagtgagcac
taaatcetta
gtgcactaaa
gggttggtat
tactttagcet
ataattcctt
ttaatgagtg
tcaaccagge
aatgctaaaa
accagatacc
gtttctecat
gctgttttgg
cacagtggcee
tttgtgcaat
cgtgaagaaa
tataatttat
aaaggatgaa
catttatata

taaagataaa

ES 2535178 T3

atcaacactt
cctcatgaac
agccttcaca
aatattgtgg
aaggctgttt
caaaaacttt
cctetettgg
taaagtgaga
gaggccattg
agaggcctaa
acagcatttg
gattacaatt
aaaaagtttg
gtgetgttgg
ttttgtaaag
atgaagtatg
atcaaaagat
tcatttcaaa
tctetgette
aaacagaaag
ataatgtact
ggcaaaatgg
tgaaccaatt
cagagaaact
tgggatgcca
tttattaaca
agaatgcaat
agagactttt
ggtaatgtgt
acaaagatac
catatatata

gaatttggag

gctgetteac
cagcctctac
ggtttgaaga
ctggtttgat
tgctctcetta
ttetttgeat
cttttaataa
gatatgaaac
taggattatt
ggagagggag
ttgcttatgt
gtaatgtcaa
aagtattgca
aaaaatggtg
aaaaaaaccc
tttgtataaa
ttegactget
ttataggtge
ttttctaggt
gatctggtat
ctacagaata
gagaaattat
agttagcact
gtttatacat
cttaactcet
aaatcctaaa
ttcacatctt
cccagtgtgt
aatgcctatt
gtttgatttg
taattcatca

cactgagaag

57

cttgcacttt
tagcttcttg
caattagggce
cttetateta
tcatttatgt
tcagaacttg
tacctteccte
tctttaatat
aattggccta
agacacagga
ttgtcatectt
agatcactga
agaattacca
ctgacagact
cacaatatct
aaaagattgt
attacatttt
tatgtaaaaa
atcacacctg
ccacccaace
aggtacttte
caaatatttt
catttaagat
gttgtgtaag
tatgattata
tgtttgggat
atctttataa
atttgcagcece
tagagaaatc
tgtctcacaa
taacttcatg

taatattact

tatgttaggg
cttttcettet
cttgctctgg
gaccactcaa
atttactgca
attgactggt
acttagttta
atgaaactct
atttccatat
atggctgttg
atatgggcac
tcacagatca
aaatgtgaca
tactagattc
gcaaagtaca
gattaataat
gttcegattt
tattctgttg
tgtatcataa
atgtcectteca
ttcagtaaag
ttaattgcaa
ttcatttaag
tagaatactc
attaaataag
attgetggtt
agaacttttt
tcaaattgta
tagaagtatt
atacctgtga
aggtgttaag

caaatttatt

48480

48540

48600

48660

48720

48780

48840

48900

48960

49020

49080

49140

49200

49260

49320

49380

49440

49500

49560

49620

49680

49740

49800

49860

49920

49980

50040

50100

50160

50220

50280

50340



catggtcaca
agcttgecte
tattattgtg
ctettecect
atgtataatt
ggtgaaaaaa
atgcaagcaa
ccttaactaa
aaagttattt
tacaaagatc
aaggcatttt
ccatgagaaa
cattatatga
ataaactaaa
tagaaacata
acaaatggtg
aatgtatate
taaagaaaat
ccatttaagt
aaaaatttte
agatgactga
ggtgatttct
agtgagtgta
gcecacacecg
acagacggca
ttagcaaatg
tcattgetag
gegecegeca
tggagcccac
gggcatagce
gctttgaaga
ctcatcaagt

gagactgaca

caggtaggaa
ttaatcacct
cctatecactt
attctatata
tgcactgagt
ataaatgtte
ccagttatat
ccaggaatgg
gaagaatatg
aatttctett
acggaatttg
gaagacttac
aactacaaaa
taatgagaat
ataatatgaa
gtagaatagt
agataaatta
caaactataa
tgcaaaacaa
aaatgtctga
ataggaacag
gcatttccaa
ggacagtggg
ggaagcgcaa
cctggaaaat
gcacatatcc
cacagcagte
ttgcegaggg
cacagctcaa
aaacaaaagg
gtagtggtte
gggtccctga

ccteacatgg
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ttgggagtca
catgtgtact
ggtgctetcet
aaaatatgca
tcaaaaaaat
aaagaaataa
aatagataaa
tcttaataag
aagaattagg
atgctatate
acacattact
ctggcaattg
tggtatctat
gatggggcca
gaaatctttt
tgattagctg
tagattgatt
aagtctgaat
tagaaaaaat
aggtttecte
gtccagtcta
ctgaggtgta
tgcagcacac
agggtcaggg
cgggtcactce
cgegectgge
tgagatcaaa
ttgagtaggt
ggaggcectge
cagcagaatc
tcccagaatg
accccgagta

cegggtacte

ggttcaaatc
tcattaaaga
caataaattt
gttggatgtg
attttttata
tagatgtaca
gaagatccta
aaaaaacaga
acataacatt
cttagctcta
atgtaaattg
taaaatattt
tattaaagcc
gtatatcttg
catattaacg
tttgaataaa
aaagatcaga
tggaactgaa
catatgggaa
ttaaaatgaa
cagctecccag
ccgggttegt
tgagcatgag
aattcccttt
ccactctaat
tcagagggtc
ctgcaaggtg
aaacaaagca
cggectetgt
ctttgcagac
cagctggaga
gcctaactgg

ctctgagaca

58

caagectggt
gataatgtat
tagtattgtt
tttgecattta
taattattga
aaaatcaaca
tgcagtgtag
agacagtata
ggaatgggga
agccaatcaa
agaattatta
tgtcecagga
acataattaa
aaagtactcc
tggaagggag
attttagett
ttgatatgta
ttcaagtcct
tgactgcaat
aaggcaggag
catgggegat
ctcactgggg
ccgaagcagg
cctagtcaaa
actgegcetat
ctacgecccac
gecagcegagge
gccaggaage
agactccace
ttaaatgtce
tctgagaacg
gaggcaccce

aaacttccag

ttgctteata
atataatatt
ttgecttettt
ctgatgtcta
aaagacaatt
gecattcttat
ctacaaaaac
ggaaaattag
gatggaatat
aatcctaaca
aataagatag
gatattttca
attcagaatc
ttcatacata
agattagtca
cttactttat
aatagaaatg
tgggaaaata
tgtcaactat
ggtggagcca
gecagaagacg
agtgtaggaa
gcgaggcatc
gaaaggggtg
tctaacggta
ggagcctcge
tgggggaggg
tcaaactggg
tctgggggea
ctgtctgaca
gacagactge
caagtagggg

aggaacagtc

50400

50460

50520

50580

50640

50700

50760

50820

50880

50940

51000

51060

51120

51180

51240

51300

51360

51420

51480

51540

51600

51660

51720

51780

51840

51900

51960

52020

52080

52140

52200

52260

52320



aggcagcaac
caggcaaaca
cctgactgte
tatgtcacca
gcagaaaaac
ccttaccage
gcttcagacg
ttaaaaacct
ccttaaagga
gcctcagtag
atgaaatgaa
ttcaagaaat
gggagaatgg
atctagcgag
ccttgagaag
aaaaaatgtt
gactaacagc
tcaacattct
tcatatgtga
ccaccaggec
ggtaccagec
gcatcaacta
taacaatatt
taaactggat
gcagagacac
aacaaaaaaa
agatcaaaag
agctaactgt
tccttagaga
ccccactgte
tgaattcage

caacagaata

atttgectget
gggtctggag
agaaggaaaa
tcatcaaaga
tggaaactct
aacggaacaa
atcaaactac
tgaaaaaaaa
cctgatggag
ccgattcaat
gtgagaagag
atgggactat
aaccaagttg
gcaggcaaac
agcaactceca
aagggcagcee
agatctettg
taaagaaaag
aggagaaata
tgcectaaaa
actgcaaaaa
atgagcaaaa
aaccttaaac
aaagagtcaa
acataggctce
ggcagggatt
aaacaaagaa
cctaaatata
cctacaaaga
aacattagac
tctggaccaa

tatattttea
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caccaatate
tggacctecca
ctaacaaaca
caaaaggtag
aaaaatgaga
agceggatgg
tccaagctaa
ttagacaaat
ctgaaaacca
caataggaag
aagtttagag
gtgaaaagac
gaaaacactc
attcaaatte
acacacataa
agagagaaag
gcagaaactc
aattttcaac
aaatccttta
gagctcctga
cacgccaaat
taaccaggta
gtaaatgggc
gacccatcag
aaaataaagg
gcaatcctag
ggccattaca
tatgcaccca
gacttagact
agatcaacaa
gcagacctaa

gcaccacace

cgctgttetg
gcaaactcca
gaaatgacat
ataaaaccac
gcacctctee
agaatgactt
aggaggaagt
ggctaactag
aggcacgaga
aaagggtatc
aaaaaggaat
caaatctacg
tgcaggatat
aggaaataga
ttgtcagatt
gttgggtaac
tacaagccag
ccagaatgtce
cagacaagca
aggaagcact
tgtaaagacc
acgtcataaa
taaatgctcc
tgtgctgtat
gatggaggaa
tcteggataa
taatggtaaa
atacaggagc
tccacacaat
gacagaaagt
tagacatcta

acacctatte

59

cageccactge
acagacctge
ccacaccaaa
aaagatgggg
tecctccaaag
tgacaagttg
ttgaactcat
aataaccaat
actacgtgat
agagatggaa
aaaaggaaac
tctecattggt
tatccaggag
gagaacgcca
caccaaagtt
ccacaaaggg
aagagagtgg
atatccagcece
aatgctgaga
aaacatagaa
atcgaggeta
gaccggatca
aattaaaaga
tcaggaaacce
catctaccaa
aacagacttt
gggatcaact
acccagattc
aataatggga
taacaaggat
cagaactcte

caaaattgac

tgetggtace
agcagagggt
accccatctg
aaaaaacaga
gaacgcagct
agagaagaag
ggcaaagaag
gcagagaagt
gaatgcacaa
gatgaaatga
aaacaaagcce
gtacctgatg
aacttcccta
caaagatact
gaaatgaagg
aagcccatca
gggccaatat
aaactaagct
gattttgtca
aggaacaact
ggaagaaact
aattcaccca
cacagactgg
catctcacgt
gcaaacggaa
aaaccaacaa
caacaaaaag
ataaagcaag
gactttaaca
atccaggaat
caccccaaat

cacatagttg

52380

52440

52500

52560

52620

52680

52740

52800

52860

52920

52980

53040

53100

53160

53220

53280

53340

53400

53460

53520

53580

53640

53700

53760

53820

53880

53940

54000

54060

54120

54180

54240



gaagtaaagc
accacagtgc
catggaaact
aaataaagat
acacattcaa
aggaaagatc
acacattcaa
atagagagac
gatcaacaaa
catgcaataa
tcagagaata
aattcctgga
gaccaataac
caggaccaga
tccttctgaa
aggccagcat
taccaatatc
tccagecagea
aaggctggtt
gcaaaaacca
tcatgctaaa
ctatctatga
ctttgaaaac
tggaagttct
aagaggaagt
tegtctecage
aaatcaatgt
aaatcatgag
acaagggatg
gaggatacaa
aaaatggcca
atgactttcet

geccacattg

actecctecage
aatcaaacta
gaacaacctg
gttetttgaa
agcagtgtgt
caattgacac
aagctagcag
aaaaaaccct
attgatagac
aaaatgataa
ctataaacac
cacatacacc
aggctctgaa
tggattcaca
actattccaa
catcctgata
cttgatgaac
catcaaaaag
caacatatge
tatgattatec
aactctcaat
cataccgaca
tggcacaaga
ggccagggea
caaattgtcc
ccaaaatcte
gcaaaaatca
tgaactccea
tgaaggacct
acaaatggaa
tactgcccaa
tcacagaatt

ccaagtcaat
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aagtgtaaaa
gaactcagga
ctectgaatg
accaacgaga
agagggaaat
cctaacatca
aaggcaagaa
tcaaaaaaat
tgctagecaag
aggggatatc
ctctacatga
ctcccaagac
attgaggcaa
gctgaattct
tcaatagaat
ccaaagectg
attgatgcaa
cttatccace
aaatcaataa
tcagaggcag
aaattaggta
gccaatatca
cagggatgcce
gtcaggctgg
ctgtttgcag
cttaagectga
caagegttet
ttcacaattg
cttcaaggag
gaacattcca
agtcctttat
ggaaaaaact

cctaagecaa

gaacagaaat
ttaagaaact
actactgggt
acaaagacac
ttatagcact
caattaaaag
ataactgaga
caatgaatge
aataataaga
aacccgatce
ataaactaga
taaaccagaa
taattaatag
accagaggtg
aagagggaat
gcagagacac
aaatcctcaa
atgatcaagt
acgtaatcca
aaaaggtctt
ttgatgggac
tactgaatgg
ctctetecace
agaaggaaat
atgacatgat
taagcaactt
tacccaccaa
cttcaaagag
aactacaaac
tgctcatggg
ggattcaatg
actttaaagt

aagaacaaag
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tataacaaac
cactcaaaac
acataacgaa
aacataccag
aaaggcccac
aactagaaaa
tcagagcaga
tggagectggt
aaagagagaa
cacagaaata
aaatctagaa
agaagttgaa
tttaccaacc
caaagaggag
cctecectaac
aaccaaaaag
caaaatactg
gggcttecatg
gcatataaac
tggcaaaatt
gtgtctcaaa
acagaaactg
actcctatte
aaaggttatt
tgtatatctg
cagcaaagte
taacagacaa
aatacctagg
cactgctcaa
taggaagaat
ccatccecat
tcatatggaa

ctggaggcat

tgtctetcag
cactcaacta
atgacggcag
aatctctggg
aagagaaagc
ccaagagcaa
actgaaggac
gttttgaaaa
gaatcaaata
caaactacca
taaatggata
tctctgeata
aaaaaaagtc
ctggtaccat
tcattttatg
gagaatttta
gcaaaccgaa
cectgggatge
agaactaacg
caacaaccct
ataataagag
gaagcattcc
aacatagtgt
tgattaggaa
gaaaacccca
tcagcataca
acagagagcce
aatccaactt
tgaagtaaaa
caatattgtg
caagctacag
ccaaaaaaga

cacgctacct

54300

54360

54420

54480

54540

54600

54660

54720

54780

54840

54900

54960

55020

55080

55140

55200

55260

55320

55380

55440

55500

55560

55620

55680

55740

55800

55860

55920

55980

56040

56100

56160

56220



gacttcaaac
agagatatag
aaacctgaca
aactggctag
attaattcaa
gaaaacctag
ccaaaagcaa
ttctgcacag
atttttgtaa
caaatttaca
tettgaaaga
atcagagaaa
atcattaaaa
ttacactgtt
ctcagggatc
ccaaaggatt
ctattcacaa
aagaaaatgt
atgtcctttg
ggacaaaaaa
catggacaca
agggatagca
aacatggcac
ttaaagtata
taaacataag
ttacttaatg
tgctttagea
ttgaaaaggc
taattgttta
gacaaattcc
aataggtcta

gtggcttecac

tatactacaa
accaatggaa
aaaacaagaa
ccatgtgtag
gatggattaa
gcaataccat
tggcaacaaa
caaaagaaac
tctactcate
agaaaacaac
agacatttat
tgcaaatcaa
agtcaggaaa
ggtgggactg
tagaactaga
ataaatcatg
taacaaagac
ggcacatata
tagggacatg
ccaaacactg
ggaatggaac
ttaggaaata
atgtatacat
atagaaaaaa
gttagtattce
tacatgaata
catagttaca
cattaatgat
atggatacag
tagaaagaca
tgacaaataa

ttgtgaattc
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ggctacagta
agaaataatg
atggggaaag
aaagctgaaa
agacttaaat
tcaggacata
agccagaatt
taccatcaga
tgataaaggg
aaccccatca
gcagccaaaa
aaccacaaag
caacaggtgc
taaactagtt
aataccattt
ctgctataaa
ttggaaccaa
caccatggaa
gatgaagctg
catgttcectcea
atcacatace
tacctaatgt
atgtaactaa
atgaaaaggc
ttgtaagtat
tatagegtca
actattcatt
ttgttcttet
tgtttttaat
caagttatag
agaaatcaaa

tatcacacat

accaaaacag
ctacctatct
gattcectat
ctggatccet
gttagaccta
agcatgggca
gacaaatggg
gtgaacaggc
ctaatatceca
aaaagtgggce
gacatgaaaa
agataccatc
tggagaggat
caaccattgt
gacccagcca
gacacatgca
gctagatgtce
tactgtgcag
gaaaccatca
ctecttaggtg
ggggceetgtt
taaatgacga
cctgecatgtt
aaattgtaaa
gaaatttaaa
ctagttatga
attcttataa
tttgttaaat
gccaacaaat
gaactgctaa
ttagcaattt

taaaaaaatt

61

catggtactg
acaaccatct
ttaataaatg
teccttacace
aaaccataaa
aggacttcat
atctcattaa
aacctacaga
gaatatacaa
gaaggatacg
aatgctcate
tcacaccagt
gtggagaaat
ggaagtcagt
tccecattact
cacgtatgtt
caacaatgat
ccatgaaaaa
ttctcagecaa
ggaattgaac
ctggggtggg
gttactgggt
gtgcacatgt
gatagtttca
acagtgtate
gaataatgaa
ctagtgatge
atttcttcat
tagaggatca
aagaaagaac
ttataaaage

attactagtt

gtatcaaaac
gatctttgac
gtgctgggaa
ttatacaaaa
aaccctagaa
gtctaaaaca
accaaagagc
atgggagaac
tgaactctaa
aacagacact
accactggece
tagaatggcg
aggaacattt
gtggcgatte
gggtatatac
tattgeggca
agactggatt
tgatgagttc
actatcgcaa
aatgagaaca
gggatggagg
gcagcacacc
accctaaaac
acaaatcaaa
catttaacaa
cgagattgcet
tgagaatttt
gtacattaaa
agatgaaatg
agaaagtttg
ccaggcccaa

attcacaaaa

56280

56340

56400

56460

56520

56580

56640

56700

56760

56820

56880

56940

57000

57060

57120

57180

57240

57300

57360

57420

57480

57540

57600

57660

57720

57780

57840

57900

57960

58020

58080

58140



aatagaaaag
aaattcagac
atcaacaaaa
tgettgggac
tatttgcaga
tctgatgaat
atttcggatt
ctatgaccag
tcaatgtaat
acacagaaaa
taggaatggc
atgtcatact
gatagctact
ggcaagaaaa
cccgetgtat
ggaaaaaaag
agaatacggt
ctagagattt
gtatatcagg
actgcataga
aatcctaagg
gaatagaaga
aaaaatgaaa
aaagaagtgt
acacctaaat
tccttaattg
agaaattgac
acaatcttga
aaaaggactg
gaattgacag
caagacaatt
tccacatgta

cttaaagtgg

gaaggaggat
aaagatgtct
tacttgcaaa
cagaagtgtt
gtatacgctg
atttcettttg
tcagatttte
gtgggattta
acaccacatt
agtatttgat
aaggaacttc
tattagtgaa
tttaccactt
agaaataaaa
ccatgggttt
ttgtgcttac
ataacaacta
taaagtatac
aacatgagta
taccaaagga
aattaataaa
tcaatatata
ttaaaaaaat
aaaatgtata
aaatggaaag
atctgtatgt
aggttaatca
aacaatacaa
taatcaagac
tctcaatata
catgggcata
aactaatgaa

atcataggece
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ttetgagcete
agaagaaaag
ccgaatccag
ttggatttta
gttgaacata
cacatcaggt
aggttaggaa
tcccaggaaa
aatagaataa
aaaatccage
ctcaatttgt
agactgaatg
tgatttaaca
ggcatttata
cacatccatg
actgaacatg
tttacataac
tgaaggatgt
tttgcagatt
tgattgtgta
aaaactatta
aaaatcagtt
ttcattaaca
cactgagaaa
atatctcata
tcaatgcaat
taaatttata
agtttgaaga
aatgtgatac
atttctcaca
gaatagtctt
gtaagacaat

tatatatgag

tttetgtgag
aaaactacag
caatacagct
gatttttttt
cctaatataa
tagegctceta
tgctcagttt
tacaaggcta
atgaccaaaa
atcccatcat
taaagggcat
ccttttecct
ctatactgta
ttggaaaata
gattaaacca
tacagacttt
atttacattg
gcacaggtta
ttggtatgtg
ttcacagatt
gaactaataa
gtatttctat
atagcataac
tataaaacat
gaggacttca
tcctactgaa
taaaaagcaa
cttatactte
taaaggatga
ttgatggtga
ttaaactaac
ctacttcaca

agctaaactt

62

ttcagtatta
accaatgttg
tgaatatgtc
tttttttttg
aaatctaaag
aaggttttga
gtttataaaa
gtgtaactte
ccacatgate
tataaaaaaa
ctgtaaaaaa
atgatcagga
gattcagggt
agaagtaaaa
actgcagatt
ttcttgtcat
tattaggtat
tatgcaaata
tgggaggtte
acatgatctt
atgagctcag
acagagacaa
aaatttttag
cattgaaaga
tatttttaag
ttcctaaatg
agggacttag
ctaattacaa
atatacagat
ttgatttttg
agtgegggga
ctatatacaa

attaaaactc

ccectgataac
taggtagaaa
ttatctgaaa
gattttagaa
tctgaaatge
attttggage
agatgaaata
caaaaatcaa
atcccaagag
ctcaacacaa
ttcaaaagta
atgagatgag
agggaaatta
ttgtagtcat
gaaaatactt
tactcecctaa
tataaatagt
ctatgecettt
tggaactagt
gecatattaaa
gtcagttgeca
agaacaatcc
gaataaactt
aattaaggaa
atggcaatac
tctttattge
catagctaaa
aatttattac
taatggaaag
atcagggtgce
caactggata
aaaaaaaaag

caagaagaaa

58200

58260

58320

58380

58440

58500

58560

58620

58680

58740

58800

58860

58920

58980

59040

59100

59160

59220

59280

59340

59400

59460

59520

59580

59640

59700

59760

59820

59880

59940

60000

60060

60120



cacagaagtc
caagtgacaa
caaagcacac
caaatgtttg
tacagctcaa
atttttccaa
ggcccctgag
gtggctggcc
gcgcgageag
cacccagacg
caaatatgtg
taccggttct
cagcctggag
tgatcacgeg
agaacttect
tegggetgge
acaagagctt
agagccactg
gcctecectg
acatagegeg
tacctgcact
ctggactttg
cgaagcggct
atcagcagtg
cacagcaaaa
gecggecact
atgctgetgt
tgagggcctt
acagactgca
gtaagactgg
ttgtegeecca

cctecegggt

tttgtgtact
aagaaaaata
tatcaaaaat
ggaatcatat
caagacaatg
ataagatata
cgggegtecg
caggcggtge
gagaggggce
ctgecggeag
gctatcaaat
acaagcagct
gacctgttcg
catggattat
ggtggggege
caaggggtac
gacaggtacg
caacaacctg
gcaggggcte
ccacgcececat
acgtgeggeg
agaagctcga
tcgtgttcga
tccacaccga
accaggeget
ccagcgeeca
ttetteccee
ggggcccace
gggtcttgge

ccaaaattte

ggeeggactg

tccegecatt
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tagattaggce
gttaagttag
gcgaaaagac
atctgataat
acaacttaat
caaatggcca
ggaccgtggt
aggagctgga
ggagcgcgga
cctggecatg
tggagctgat
cagcgcecata
accttcacge
gtgcacacca
ccggggacca
actggtctca
gcgtgctaca
gaggtgctgg
aaggctgaca
cgaagtgete
cctggacttt
ctacgactac
ctctgagtac
cctgecectee
gaactccacc
tcagggcgee
tgaatcttet
cacagcggcece
cggcggecce
tttttttttt
cggactgcag

ctectgecte

agtggtttet
gctttatcaa
cacccacaaa
tgtcttatct
ttaaaaagta
aaaagcatgt
gtgccaggeg
gcggggeecg
tecegegeege
gcggagcecaa
caagttcegg
gagggcegtcce
ccaagacggt
agaacctcat
agcggcagca
ggaccaagaa
tgagcatcaa
gccacatgtt
cgatcatgag
tgecgagaact
gagaagcceg
ctgcggaage
gaggggctcg
cagcctcage
aatggggagce
tgcagagatg
ccgtgeggece
cagggccaga
atcccecggga
tttttttttt
tggcgeaatc

agecteccaa

63

tagatatgac
agttaaaaac
tgggttccac
ccagaatata
ggcaagggac
aaaaagatge
cctteegece
agtggggcge
gctgetgaag
ggaaagaatc
accecgcage
ctcaggtcta
gctectgate
ttaccaggac
cgeecatceccac
gcacatcecg
catgcacctg
catgtacttce
cggtacagaa
tceccagagga
actgtgacta
tctecageta
ggaagccctt
ttegggacaa
tgaacgcgga
gaggtgggeg
ccttggggag
cgctggetgg
cgaggggtca
ttttgagacg
teggctcact

gtagctggga

accaaaagct
atctgtgtgt
aaaatggaag
aaagaattct
ttggatagac
ccaacaggtg
ttaacatgcg
cagagcccca
cetggeegge
tctatacaaa
tgcacctggg
ctacctacta
gccatccgge
gtgaagccceg
atcatcgace
tgcagecage
ggcaaggage
ctgtgcagca
gatcggggac
gatggctacg
catgeggege
cctettegac
ggcgaccece
agatcagccg
cgaccccatg
atgaaacgaa
cgagcettgtg
aagccaggac
cttecttecac
gagtcteget
gcaagctecg

ctacaggege

60180

60240

60300

60360

60420

60480

60540

60600

60660

60720

60780

60840

60900

60960

61020

61080

61140

61200

61260

61320

61380

61440

61500

61560

61620

61680

61740

61800

61860

61920

61980

62040



cegecaccge
gccaggatgg
gggattacag
tectagtecte
aaggccccect
ggcecccagg
tccetecatee
ggggccatcet
tgtgcecccag
agccccgcaa
tttcacagece
cacctgttcc
gtegegegge
tetetgtget
agccccgcag
ccagegggte
ccaagtgtac
ggggctttaa
tggtcattag
gcaaaaatca
gtatattgcet
cttaaaaggg
gcaatagaaa
tcacaataga
aaaaagtggt
gatacatgct
agaaaggcca
aaaacattga
taaaggtgtt
aacttccatt
tecectactga
ttgttteccta

acttacattt

gcceggcetaa
tctegatcte
gcgtgageca
ccctecaaga
ccacccccac
gcetgaggece
aaaggccgtt
tgceccaggee
gectecccaa
ccaaaatget
tggcccegge
ccgaggetgt
tecggecectg
ccgeccectg
gtgtatgtge
agcttgagge
ggaaatggceg
aaaaaaaaag
agaaatacaa
gaaagacaaa
gttgggaatg
taaacaaaga
tgaaaacata
aaaataatag
atattcatac
ctaatgtgga
catgttctaa
attttacact
actaaaagac
tctccaaata
tgttactgga
ctattgectte

cttgtacttt
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ttttttgtat
ctgacctcat
cegegeccygg
gcattaacta
ccctecatta
agccagetge
ttctcagtgg
cacctgggag
aactaaaggg
gcaccaaage
gaggggcagg
gcteecgacee
ggccctgetg
gcaagcagcc
aggggggtct
agtgcccagg
tttacgttte
gaaaaatgaa
atcaaaacca
caataacaag
taaagtggtg
gttaccatat
tccacaaaaa
aaacaaaccc
aatgaaatat
tgaaccttga
aattagattg
ttaagtgggt
aatatagagt
agcaattatt
ttaagctatg
tacattttgt

ctgcctatat

ttttagtaga
gatccacceg
ccaagactgg
tttaaaacaa
ctttgctgaa
cccegttage
gagggcagge
ggacacaggce
gaacggaggg
teggtegeca
tgggccctge
tcagaagctg
tgtggaggcg
gcagacaaaa
gcgggceggec
gcggtggecg
tctgatgete
accctcegaa
cgatgggata
tgttagagaa
ctgctacttt
gactcagcaa
cttgtacatg
aaatgtctgt
taatttggca
aaacattatg
tgatatttgt
ggactttatg
gttetttgtt
tgtttttata
tttttaactt
gcactgaagg

tagtgttatc

64

gacggggttt
ccteggecte
ccaaaatttce
ggaataaagg
gtgagtagtg
gtcataaagt
ctggectgga
attgcetgecca
gtggggccge
caggcacgge
taggagggtg
aggggggtgg
cgcegggeteg
tgccttaaag
ctggactgge
tgagtctggt
ttttgaagee
aaaaagatge
ataataggte
tttggactaa
ggaaaacagt
ttctacttet
actcttceata
caggcgatga
ataaaaggaa
ctgagtgaaa
acaatgctat
gtatgtgaat
tctctgaagg
ccaaattage
tttgttaatt
aggtagtata

cacatatcct

caccttgtta
ccaaagtgct
tacacctgtg
aaaaaaaaga
ggatcctgga
ccagettgte
ggggtgetgt
ggggtgagge
ggctgaagece
caccgcagee
cttctegagg
gceggetgge
tggcttectg
cececegacee
tggcggactc
ttttgettta
atacaactta
ccaacatcat
tacaaggatg
tttggatgeca
ttggeccatte
agatatatat
ctagcegttat
atggatacag
atgaagtaat
gaaggcagac
gaataaacta
tatatctcaa
acaagttttt
attttcagat
tctacatttt
ttgattttac

tttgtctcac

62100

62160

62220

62280

62340

62400

62460

62520

62580

62640

62700

62760

62820

62880

62940

63000

63060

63120

63180

63240

63300

63360

63420

63480

63540

63600

63660

63720

63780

63840

63900

63960

64020



atttatattt
tgtaggtgac
gtttttatta
ctatcggeat
ttacctettt
atcttgetgt
tctgtettge
aatcccatgg
tgaatttctt
aggtttacaa
ggtttttaaa
aaagtaggtt
actggatgtt
atgtcaaatt
taaacagtaa
taggaataga
gtatccccaa
acagatcctc
acaacaaaag
gtggtaagag
gtattaagta
tcatettecce
aatggccttt
tcatacaaat
aatgtctgtce
tgaataatat
atacttgggt
gttcttttca
tttttgagga
cagtgcacaa
agccatctet

ccagtgatea

aatactgtta
tatatataga
tcttgtagat
ggaatatcte
gctcaggtat
ttaataagte
acagcaggtg
tttatggata
tettttttag
catgattcat
aaaatttttg
acataaaaaa
gatacttagt
tttgtattgt
ttgaaatatt
aattaaagga
ggtatcagga
atggctcgea
gaaaaacatt
atatataata
caaatacatt
aaatggaaac
tgcaatcacc
ggagttatat
aggttcatec
tccattgeat
tgctgetgtg
atatataccc
actgctacat
gtgtteccaat
atgggtttga

tgagcatctt
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gctgtgtttt
tagtacgttt
tttactttec
gaggtgctga
gattatatta
acttaatcag
cagagaagta
atagaatcta
gactttagat
gtagacatac
gacaatttca
atgagctctg
ctaagagcta
gttggtattt
ttgtcattaa
agaaaatata
gttctaaatc
tttctgagag
tctctattgg
aaaatgacca
gctgtacaac
ttcataccca
attctacttt
agcatttgte
atgttgtage
atgtatactg
aacatgggta
agaaatggaa
tgttttctgt
ttctcaacat
ggtggtatca

ttcatatget

ctaagtatgg
gtatttgaac
tcgttggtat
agctecctett
tcttacttgt
gaaaaacttt
acaaaattga
ttttataaag
cattttaagg
gtggctaaaa
ggcttacaca
atagtttgtt
tattcaagtt
cataatgcett
ataacttgtt
ttagtgctet
agatttgcta
gaagcctagt
ggtatgagac
ttttaaccat
catcaccace
ttaaataata
ctgaatataa
cttttttgac
atgtgeccaga
cattttattt
aacaaatatt
tcgetggatce
agtggctgca
cctcaacaat
ttgtgatttt

tgttggeccat

65

gataatacct
tatttggaag
tgcagtggca
cttgatgact
acatgagtta
acatatggga
gtcttttage
tttttttgga
atttegcaaa
tattagtaac
atggacaatg
tagetgttta
atttgttcac
tettetetat
tttatgtget
tgggtaaaaa
atattgtagg
aagcctagtt
caacaaactt
tttaagtgta
atccatctce
actctgtatt
atctgcecttt
tggcttattt
atttetttee
gttecattcat
tecttgagte
atatggtaaa
ctatttttca
getttgettt
gatgcatact

ctgtttatet

ttcagtatge
ctgaccaaat
gcaacagagc
ttgtcatgtc
aatgataaat
aaattgcagt
actagttttt
ctgatccttt
gtatagactg
atttctttat
aactgtagag
taggaaggtg
taatacagtt
taccttgatt
gctagactag
taggcacttg
aaacaagccc
cagtttatga
tatttttatt
cagttcagtt
agaacatttt
tecccactece
tctatgtacce
cacttagcat
tttttaagge
ctgttgatgg
cectgtttteca
tttataattt
gtcctaccag
gtttgataat
tctctaacaa

tetttgecaga

64080

64140

64200

64260

64320

64380

64440

64500

64560

64620

64680

64740

64800

64860

64920

64980

65040

65100

65160

65220

65280

65340

65400

65460

65520

65580

65640

65700

65760

65820

65880

65940



gatgttgett
ccecattttta
ttaactecctt
tecattectgtt
tetatttttt
gttatgaacc
ggcattgggt
ttgettgtga
gaatggtctt
tectttatet
gecttttgaa
tttecacctgt
agccaagttt
ctagtatttt
aggaaggatt
ctagatagta
ccagaaaata
atgcatgttg
atcttgacat
taagacagta
agatggcect
ggctgctaag
aacaacaatt
tgttttttat
actcaaatga
gctecagtga
gccactatge
tgteccagget
tgctgggagt
aaatgaaatt
gcatttgaga
attgccatca

ccacatgagce

gttggctatt
aatcaggttg
ataagataca
gcecttgtettt
gtttectatg
tttetttetg
ccattttgag
atatccagtt
ggcacctttg
gtatagccat
aacaggatat
gctgecagage
tecccaaacta
tgatctagaa
gtcttatcta
ccacaagcaa
tgatagtatt
tagactatat
ctttaaataa
cctgtaggaa
tttaaattca
caaataaact
ggatgtttac
ttecectgget
gaaaaggttt
ttgtcttget
ctggctaatt
ggtttcaaac
acgagtgtga
tctgagggta
ctcttecatt
ctcattttte

agaatttgtt
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tgtttatctt
tttgtttgtt
tgatttgtag
tgatggacaa
tttttggtgt
ttttettgta
ttaatttttg
ttectagecac
ttgaaaatca
tatgaaaaga
tatgaggtta
tagtatattt
ttcattecage
aaattttggg
gcatggcaag
ttttctattt
tagattacte
atagcaaatg
ccaaaaaata
gacagatttg
gtttectctg
gctgacatgt
ctcatgttct
aatgaagatg
tetttettat
tcagcctgte
tttttagttt
acctggette
gccaccacac
catactataa
tgtaactttt
atatatttat

atctaccagt

ctttgecagag
gttatattat
atagtttttc
aagttttaaa
catatccaag
agagttttat
tctatcgtga
catttgttga
tttgaccacc
gaggggaatg
caactttctg
tgggggtagg
tactttagce
tgatttcaga
gtaattccac
tttaatgttt
taagattgta
tgaccagtgg
gataagccac
gaaaaggtaa
ggaattaatt
gaacaacttt
tggcatcatt
taaatttctt
tttatttttt
agcctcectga
tggttttgtg
aaatgatcct
ctggectgaa
tatttaagga
ctctagtgaa
tgtcttctga

tettttettt

66

atgtctactg
agaaattatt
ccatteteta
tttggcetgta
aaatcattge
cattttaget
aggtaaggge
aagactgtct
aacctacttt
gagagaggct
ttgettttac
ctagttaagt
taatattaat
atactcaatt
catataattc
ttacttctet
ctgttatcat
cattaccaga
tgaactgtct
gcaaataaaa
gectttatat
taattaattc
tctgattttg
aagttcaaat
tatagagatt
gtagctaggt
gagatggggt
cctaccteag
atttttcagt
atagtattta
tagtttatta
tcatgacttc

tetttetttt

aagtcctttg
attctggatc
ggttgcettt
ttctaattta
caaatccaat
cttacattta
ccaacttctt
ttteteecatt
tttatacage
tctaagaata
gggtatatta
cccatttata
actgcaatgt
ttatccttet
taaattatgt
aaatttgtge
tttatattat
gtgtaagaat
ttaaagttct
atcaaaagta
catcaaatat
atatctattce
tgactgtgac
tttgtcagcect
gaactcctgg
acaggtgtgt
ctegetetat
cctecccaaag
agttctaatt
ttatgttttg
tgtttttagt
catagaattt

tttttgagat

66000

66060

66120

66180

66240

66300

66360

66420

66480

66540

66600

66660

66720

66780

66840

663900

66960

67020

67080

67140

67200

67260

67320

67380

67440

67500

67560

67620

67680

67740

67800

67860

67920



ggagtcteccc
tctgectece
gtgcctgeca
gttggccagg
tgctgggatt
aaggcaggct
acttacttge
gtctectace
tgattatttg
ttttattaat
aaaaggttecc
tacagatgta
ttaggtaata
tttgtacttc
tectaaatcce
gacaatatat
tcctggatca
ccgtaaatac
agagacatga
cagteggacce
caggccctaa
attccttcta
actgtgaagt
taactttcetce
ttataattat
accacatctt
gttaggcaat
atagcctagt
tatatagcat
tgtagttaaa
tggaaccatc

ctatttettt

actgttgect
aggttcaagt
ctacgccecgyg
ctggtectega
acaggtgtga
attaaaaaga
ctgttctcaa
ctgaattaat
atggtgtggt
agaaaagcaa
agtaaagcett
gagtatagag
tggectcecttac
tgectttettt
tccaggtcaa
agttaataaa
gatccttatt
actttatttt
tgaaaacaga
ccaacttact
tcaaattagt
tttcectttace
ttcaaatctt
caagttcctg
ttgettetgt
atacagtcat
tttattgtte
atatgcctag
gttgctgtac
catatctaaa
gttatatatg

gtatccaaca
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gggctggagt
gattctcctg
ctaatttttt
actectgace
gccactgeac
atctaccaag
aagtgtggtg
tttgtattag
tcttaatagt
atatactttt
taatttcatg
ggceccttgte
ctttttttet
ttectttetec
aatcgtagaa
gttatcagece
atttegtate
cttcaagcac
tctecatagt
tttctaagtt
ttatgcatct
ctgttttgtg
ccatgaaacc
aaggagcttt
ttegetteta
gtgtcactta
tgtgaatatc
tctgtatggt
tgaatattgt
cataaaaaagqg
tggtctgeca

ccacttgtag

gcaatggegt
actcagecte
gtatttttag
ttgtcatctg
ccagcccate
tcattgatca
aaataagtgt
caacgtttag
ttattttett
aaatatgttt
agacaagtta
cggtttaaaa
acaaagaaaa
cattacatgt
cctcetgtgtt
ttttttcaga
tgagccatac
ttctatcatt
ttctaggatc
ttaatccaca
gaacatatct
tccatecatac
ctcecttgatt
tgtgtggtge
agctaaattt
cttatgggga
atgtattgta
atagcctatt
aggcacttgt
atacagtaaa
ttgaccaaaa

tatgatactt
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gatctcecgget
cctagtaget
tagagatggg
cctgecttgg
tactagttct
tettetactt
ttaaaattga
gecctttgttt
atatgaaaat
cttttaataa
ttacatcaag
ccttgatteg
ttggtattat
tcagtcagat
tctetettet
atcttttagt
accagcctct
gctactactce
aggtcattca
ttatttette
ggtgcttttg
atttetttat
actccagcetg
ttcectatate
tggtccccett
tatattctga
cttatacaaa
attgctctag
aacacaacgg
aatgcagtat
cattgttatg

ccaacataat

cactgcaace
gggattacag
gtttcactat
ccttetaaag
atagggaacc
aaacagtata
gcaaaaatct
tgggtgatac
atcttctata
aattagttta
agaagagaaa
cattgttatt
gtttagaata
ttatctgtat
tcattcttta
atcttetgtt
taaagagcct
tgccaatgga
agggtacctg
acataaactt
tgtgtgtgte
ttttaaacac
aatataatct
atgtctggtg
gatgactgag
gaaatatgtc
cctatatgtt
gctacaaact
taagtatttg
tacaatctta
gggcacatgg

tggagttcag

67980

68040

68100

68160

68220

68280

68340

68400

68460

68520

68580

68640

68700

68760

68820

68880

68940

69000

69060

69120

69180

69240

69300

69360

69420

69480

69540

69600

69660

69720

69780

69840



tatatattta
tttgaagata
gtgtaaatca
aaaattaaag
ttggtctgtt
ctcagcccee
attttttgtg
aagtgatctt
ctggccaatt
tagattaaaa
gtggcggcat
agaatgtctt
ccecactggec
gtgagtagag
ttgtaatact
ttggatattt
caaaatgcte
tttggaacat
catatgggta
agagttgtac
ctgagaaggce
agaagatcct
atattttatt
ctaatccaag
cagatgctct
tctgcatatt
taagaatggt
aaaaatttga
taactggcett
agtatcaatt
ctgttaggte
tagaagattc

ttgaatactt

actcagtaat
tatttaatga
gtttccattt
gaggaattta
acccagacta
caagtagctg
gagatgagat
catgecttgg
tgtatcttgt
catgataatg
gattttgtge
gggatggcag
atctataact
attttatata
agttaagtac
ccagattttg
taatgagcat
ttegtattte
agttttatat
tacaggaaat
tagggaagtt
ccagttgget
tgcattagac
agatttggat
agggtattct
gaacttgaca
ttaagtttga
gtacatcatg
cagtcattte
tctgtatttce
ttaacctaag
caaagcccaa

gctgtatgee
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atctacttta
aataggttga
gcaaatgaac
tgccatttat
gggtgcagtg
ggactgcagg
cttgecatgt
cctcecaaag
aaatgcatat
aaacttacga
acggatggat
tgttagatat
ctatcaggta
attcgtatat
tccttatcta
gaatattgge
ttcectttgaa
agatatttge
cttgggagta
atcataggta
cagaggaaca
atataaatga
tcacgtgggg
tcagtaaatc
tatacaaatg
atcatggcta
aggcaaatat
agtgtggtta
tttgeccatgt
tctetttggt
ggtgtaggee
aggaaaaaaa

aggctatagt

atttaggtaa
tgttatatgt
ttttattaaa
ttatttatta
gtgtgatcat
tatgtgccac
tgceccagget
ttetgggatt
gttetgaaaa
tgagatattt
aaaagtacct
gatgagaata
attttetttt
attttctgtg
aaatgcttgg
attgaactta
catcatgttg
aagagggata
aaacacactt
ttaaatatct
gaagaaacac
cctgaataag
gagcctgtta
tgagttgaag
gtccaaactc
atataaaact
gtattttata
aagcttectt
catcaaaaca
tttaaatatt
atagggtata
aaacacattc

agaacatagt

68

tttttatgta
actctgtaat
attgtatcge
atcattttag
agctgaagag
catgcctgga
ggtctcaaac
acaggcatga
ttatgattaa
ccttecaaatt
gtgactcatg
gccaaagaaa
gcaaatcctt
tttacccatg
aatcagaaat
ccagttgage
acgttcaaaa
gtcaacctat
tgtaaggtga
attatttgat
ctggaggeat
tatttcccaa
aaatcaaaga
cccacaaata
tgcattctte
gctttttaaa
tattacatac
ttttgaaatt
gttacatace
cttgttttac
attttaggaa

attcattcaa

tggaggaaga

gaagatataa
tgggaaccca
aaaatgaatg
agactgggtc
atcctectac
taatttttaa
tectgggete
geccactgage
aatataatca
tttggtttta
aaacacagga
acgatcaaac
acacataagt
ccttttgatt
gcttcagatt
acccctaatce
agttctggat
aataaaaaat
aattatttaa
ttcatttatt
actttttgat
atggtggtgt
tttctgggtce
tgaattttta
aaattattct
aaggtatata
ttecccagatt
gttcteecaa
caatttgcag
tttcagatgt
ctcagaaatc
cagctactta

gtatcttaga

69900

69960

70020

70080

70140

70200

70260

70320

70380

70440

70500

70560

70620

70680

70740

70800

70860

70920

70980

71040

71100

71160

71220

71280

71340

71400

71460

71520

71580

71640

71700

71760

71820



tgtegttaca
cccattgaag
atttctgett
tgtagtttct
tctagtgtec
ctcttageca
ctttaaaaat
ttattgagat
tgtattatat
cctttetgaa
ctctggaaac
aatagaatca
gatgtttcca
tgaatcattt
atgtgggctg
gagtaatttt
tcctggaaca
ctgtgccaca
tttctgtetg
gttcatttet
tatgecttet
tgtcttttaa
ataatcatat
cctgaaggta
ttttetttgt
gttttagcaa
agggataaat
agataggctg
gacattaatt
aggtccagaa
taggagatgg

ggtacttcag

tagaaactga
atgaatgtta
tggaaaccat
tccagtttga
taaacctaat
ggatataaac
agtgtagata
aatttacaaa
tcacagggtt
agaaacccca
cacttatctt
tgcaaaatgt
aggttcattc
cattatatag
cttecatgtt
gtggatgtat
tatggtaact
ttacattcac
tattttatce
ctaatgacta
gtagagaagt
ttattgagtt
ttatgatttg
tcatttgtag
gtcttgtgee
gagcagttte
ggaaggcaag
tggccagaag
tagcaagtcc
aggcttccetg
atgattggaa

aaataaaatg
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aggaattcag
taaatatgaa
gctgtcatce
gaatcatgte
gactatttag
acagatgcaa
ttaaacatte
tcataaatct
gtataaagat
tgcccattag
tttgtttgeg
ggtgtggcat
atgttgtaga
atataccaca
ttggctattg
ttttttecatt
gtttaacttt
actagcagta
atcctagtgg
ctgatgtttg
gtctatttga
tagaaaattc
ccattattte
cacaaaagtt
atgtggaaat
tcttgaaata
aaaatggaaa
gaaatgtggg
tttgtgcctg
gattagatgg
gaaagattag

ttccttagaa

gggaacacag
gccatctcta
aaagtcttgg
atctattget
taactattta
aatgctgecat
atataagatt
cacccattta
gaccagaatc
cattcagtce
tggattttce
tttttttgte
atgtatcagt
ttttgettat
tgactaatgt
ttttettgtg
ttgaggaact
catgaagagt
gtggaagtgc
gecatctttte
attcattget
tttttatatt
ctcccattet
ttaattttga
gtggttttag
atggaacaga
tggctatgta
attaagagat
tggattctac
tacttgagcece
catatattac

gcacagaaat
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ttgaagaaca
gacttaagct
cacaatcttt
cttatceccta
tctgattett
catttttttt
ccatgatatt
aaatatacaa
taattttaga
tcatcccact
tgtctcaaac
tggettcettt
acttcattte
ttgttctteca
ggctatgaac
catatattta
gcttaacttt
tccaactcett
tgtctcatte
atgtactttt
cattttttaa
ctggatacaa
gtgtattgtt
agtagtctaa
caacatggat
agccaaactg
catgctttca
tttacatttt
atctaatatg
ttgtcgaatg
ggcatggaaa

aaattacctt

gaagcetttga
atcgtggaat
ctatgtagat
cattatttag
ttaactcatg
tactgcttta
ttaaaagagt
tttaatattt
acatttgcat
ttcececcage
atttcatata
cacttaatat
tttttattge
cttgatgaaa
agttgtatat
ggagtggaat
tcaaaagcag
tccgecacttg
tagttttgat
tggcecatttg
ttgggttatt
gtctecacat
attttacttt
tttgcccecat
gtetttettg
gaatgagttg
aaaagaggcce
atacgggacg
ccacagaatg
agtaactaga
attatttaat

ctttagaata

71880

71940

72000

72060

72120

72180

72240

72300

72360

72420

72480

72540

72600

72660

72720

72780

72840

72900

72960

73020

73080

73140

73200

73260

73320

73380

73440

73500

73560

73620

73680

73740



ttgtacatag
cacaaaggaa
gcataatgaa
agcacagcat
taaaccatta
tagactgagg
tgataactta
tgtatggatg
aatcatggaa
tttgttttgt
tgtattcgag
tttegecagat
aagtatctta
aaagaacctg
aacggtggaa
gtaatcctta
aagtaatttt
tttttaatag
tttttecattt
gatgtcaaat
aaggcataat
tatatacctg
atatccgtgt
atctttggta
gaagagtgcc
aagcaagata
tctattgtta
gtettgtttt
ataggattta
aaaccaagag
tctggtaagt
attttagaat

ataactctaa

agatgaatgt
ttattaggag
aatggcttecc
cataggaaat
actctggtat
attcatttca
gagtgtgtgg
ggggttatgt
aaaggtggta
ttttetgtat
caaagatcca
ttattcagca
taaatctgga
gaagtggtce
ttcagtggte
atgatatgtt
aatcatttge
cgtgaaccta
aattttttat
tctaaaagtg
tataaaactt
ctaaataatg
tgttcataga
gtcacattte
atagcacatt
cagcatagte
tcaatacctt
aaaatggcte
cagttatatt
ggttcaaatg
ttgetttatg
cttagtacca

acatcagttce
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acagaaaagt
ttgaagctgg
aacaaaatgt
atttgtagca
gtgaaataga
ttaggggaag
atatatttat
caacttacge
acttettttt
gtgetttttt
agactatcat
attcagccaa
aactctgcag
ttcaggtgag
aagagggaaa
cttgttettt
aacatggtat
tcaaggtcat
gacaaaataa
attttaaagg
gttaactaga
aatttatttt
ttgttactag
cagttttctg
ttagattcct
ttagggttag
ttttatttta
tgtaaattet
gegattttee
aaagccgagt
attgaataat
aaattatttt

agtaaacttt

cagaatattt
cctaacaaaa
aacaatttcc
cagttcaata
gaaaaggaat
aagattaaca
atcatcaaac
cacttggcca
caatttttag
atcecctaget
attttgacaa
tgcaaagcca
tcectgecttet
gagatttttg
cataaagaaa
gttattttaa
tgcacttcte
ataattettt
ttaccaatga
agttttgecet
aaagattgat
aggtttgcat
agatttagag
gcagtggttt
ggcatcattt
attgatagag
aagaatttgg
accegttttt
taatattatt
tgtaactatc
ggtttcattt
ctggtaggaa

ttgataacat
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ctaaatggaa
taatatacag
aaaattcagg
tatgccaaaa
ttttagagat
tettettttg
aaaatcttaa
ctgtgttgta
atttatctte
acaagacatt
ggaagcgaat
ctgccagaaa
acacagagaa
caaccattat
gtgagacact
gtacaatgga
ccatttgata
gectactatt
ctatattata
ttcactacta
attaattgat
tgcaagtttt
ggatcatttt
ctactaatgt
aatgecccteca
taaatcacgt
aaagaatgtt
aattttacat
gatgtcagta
cataagcaag
tatagttcte
ttttgattgt

ctagettttt

ttgttttgat
aagtatgttt
taaatgttgg
tattatetta
tcttattaac
taaacattga
agttttatac
aggcctactt
caatttttgt
cttaccaaaa
aaggtacaga
cttgaaactt
atttgaagta
aataactgga
gacagaacag
aataaaaaca
gaagtggaag
cttaaatggt
gtttcagaaa
gtgataacag
tttatgataa
gaatttgtta
ttaattttte
taattgaatt
tttttaagte
ttaatgetta
gtcttcttaa
gettttaatt
ttaagcaage
atggtaaaaa
agaaatgtgt
agttttaaat

gtattactat

73800

73860

73920

73980

74040

74100

74160

74220

74280

74340

74400

74460

74520

74580

74640

74700

74760

74820

74880

74940

75000

75060

75120

75180

75240

75300

75360

75420

75480

75540

75600

75660

75720



caacaccatc
gattagcaaa
gatgtaatgc
tactgectaa
gtaaatcaat
aacgctttet
aaatgaatta
aactcagatg
tttatcttaa
ttgtaactaa
gatagtacac
tgtgtgtttg
ataaatattt
ataataaatg
agaacttcte
agttaagtaa
tgcatgecttt
aaagctcctt
gttgacattt
tatacaagta
tcatgtttet
ttaatacttc
tttgcttatt
cattttecte
ataaaattta
cttttgecate
ataaaaactc
tttttttttt
cgatcttgge
ccegataget
tagagacggg

cectgecteat

ttectacaga
gcaccagtta
tcacccctga
ttaaaggaga
cccaggtcag
ctttttttaa
ttttatactt
cttettgace
gtatttatat
cttgcaacte
ctactgecta
tacccectac
tatggatgca
tttctgggag
catgggactg
ctttccaagg
gaaaacctaa
aaaaatatta
ctttctcata
ttattttatg
tgctgaattt
ttctctgtgt
attgcatttt
ttcattectgg
gcatcttaac
caatttccag
accatttcce
tttttttgag
tcactgtaac
gggattacag
gtttcaccat

ccteccaaag
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gtttettgta
ctttctecce
ctaaaatatt
aaaaataaat
ccccacccaa
atagcettcag
tgctcttaag
cttectgget
ggcttacetg
acttaattca
gtagactgtg
accttgecaca
taaaaggatg
agtttattga
tatttggact
gcacagtgtt
gctcttaagt
tactgacatt
ttaaattttt
tttttcagta
tattcatgat
attttectac
cccagtgtat
catttattte
catttttaag
aactctttta
cctettececa
atgagtcttg
ctgtgcctce
gtgcacgeca
gttggccagg

tgetgggatt

cattactgta
catccctact
ttatcaacag
caatgatgte
gctgtaggac
aaatctaatt
tttctcattt
taaactagtc
tctggetgtt
gcatagtttt
agecttttga
gtactcaggg
attaacaatt
tcttaatgtg
tggcttaatt
agttaagtgg
gtgacactaa
ttgttggaat
tattttaggg
attcttgate
atgttatget
caaattattt
tatgtgttag
tectttataat
tgtacagttt
tecttgcaaaa
atccttgcaa
ccetgtcate
tgggttcaag
ccatgettgg
ttggtettga

acaggtgtga
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ctttttttac
ctagattata
ggatgtatat
tggaatttat
atggttgatt
tattttaatg
atcttctetg
ctattaatgt
ccagggttat
ctgttettag
aggtaaggat
cctagtttag
atcaacctca
aacaaactgt
ttaagtctge
tagggctatt
cttetttget
tgtgcaacaa
atacattgta
attttattca
ttttctgttg
atggatatag
taacattttg
tttggtaaaa
agtagtgtta
ttgaagtcta
ccagcattcet
caggctggag
caattttcct
ctaatttttt
agtectgace

gecactgtge

tcatttttat
ctagttctct
gtgccagtta
ataacaaaat
ctaaaagatt
taaataggag
tettettttt
tatttgtcta
attaccaaaa
ataaaaatat
catattttta
aaaaagcttg
atgtggatat
agtaacccaa
aatacagaga
taaactcaaa
aagtatccgt
actgggaaga
tttctecttg
tattgataca
tttattaaaa
gaaagtaatt
tttttactgt
tatatataaa
agtatattca
cacccattaa
actttetttt
cacaatggcg
gcctcagect
gtatctttag
tcatgatccg

cecageeecte

75780

75840

75900

75960

76020

76080

76140

76200

76260

76320

76380

76440

76500

76560

76620

76680

76740

76800

76860

76920

76980

77040

77100

77160

77220

77280

77340

77400

77460

77520

77580

77640



tactttetta
tactgtettt
ttacagcatg
taccacattt
attgtgagta
aattcctttg
tgggactgga
cccaggaaac
agcagaagag
aactccctea
ccaccatgte
cgcagagcca
ttgtaatttt
ctaccaggag
tagccatctg
gattagtgtt
aaatatatat
aattatttat
tccecatteca
aaagttttag
catgaaccca
gtacatcttt
ttteccacatg
accatcactt
tettttaaaa
catgtgtcag
aattttaaat
ataaatttac
gtatatatat
aaacaatttt
ttgtctcata
gtggatgtgt

ttcaatactt

ttctatgaat
ttgtgacagg
tatcaatttc
gttecattcat
atgectgcectgt
gatatatacc
taatttattt
ttaaaatcat
agacagtgte
ctatcatgag
ccteectega
aaccatgtca
ttagggagcc
tacattctee
atgggtgtga
gctgagegte
tcaagtcctt
gtattctgga
tagattgett
ctagttcaac
gtaaagcaca
gtagccacac
catcttcceca
agttttatct
tctagattcet
ttcattcett
gtattectgtt
catgaacatt
atcctagaga
ttgtagttct
tcceccatcaa
actggtagcet

tttcacttac
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ttgactactce
cttatttcag
cttcattttt
ccatcaatga
gaacatgggt
ttctattagt
aaaaagaggg
ggcagaaggt
caggggaaag
aacagcatgg
cacatgggga
tacctagaag
accatgctgt
acatgctcat
agtagtatct
ttttcatata
tgctecatttt
tattaatcce
ttcactatgt
ttttgttgee
ctaatecttac
ccacctcaaa
catattcacc
attaataaag
tttagttagt
tttattgctg
gatggacatt
cttatacata
taggattatt
atcagttcac
ctcttaattt
attgtagttt

ttattgttca

tagatacctce
ttagtataat
aatatatgta
atattcaggt
gtacaaatat
cegttctcac
tttaattgac
gaagggcaag
tgccactttt
gggaaacaac
ttacaattaa
tagaattgct
tttecatage
caaaacttgt
cattgtgatt
tgtattgcca
ttaatcaggt
ttttcaaata
tgcttgtgte
tatttttett
gtgtatagcet
aaacagaata
tccaccecta
gttgtataaa
ataatgtttg
ggtagtattg
tgggttgett
ttttttggtyg
gagtcatagt
tcttctttea
tgtcagtcta
ttattttcat

tctgaatate
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ataaaagcag
atactcaagg
tgtattctgt
cactttttta
ctcttgaaaa
actgctataa
tegecagtteg
gaagccatgt
aaaccatcag
ccccatgatt
agatgagagt
ggatcatatg
agcggcacca
tattttctgt
ttgattcaca
tttgtatate
tttttttget
tatgatttge
ctttgatgeg
tttactttgt
caatgaattt
gttctettac
acttaagata
tggaatgata
gagattcatt
aattgtttga
tcactttggg
gacttatgea
gatagcttta
gtaatgcatg
aaaatgtctt
tgcecetggtg

cttettatga

gctgaaacaa
ttcatttgta
gtcatgtata
ctttttgaca
ctetgettte
agatactace
geatggetgg
cttacatgge
atctcatgag
cagtcaccte
tgggtgggga
gtaattctac
ttttacattc
tttctgatag
tttccctaat
ttctttgaag
gaattataga
aaatatttte
cagatgtttt
tgagatataa
ttacatattt
tecctagaagg
cctatcatct
ctgtatgtat
tatgttgtta
ctgtacctca
gattttaggg
ctettttttt
gtatactgce
aaaattacag
agtttgtctg
agtaatgatg

agtgcetgtg

77700

77760

77820

77880

77940

78000

78060

78120

78180

78240

78300

78360

78420

78480

78540

78600

78660

78720

78780

78840

78900

78960

79020

79080

79140

79200

79260

79320

79380

79440

79500

79560

79620



acagtcetttt
tagattctaa
ttctagttca
aattttttgg
gtgtgcaaca
aatgataatc
tgttgatgge
tttcttaaga
ctctgtagea
gagtcagtcc
getgtetttt
ccattttttt
attcagtcac
ctagtgactt
aacttettec
ttcttectgg
atcagatgaa
gacttgaaag
ggtctgaaaa
gegttgtcaa
tgggcttaaa
tgttgttcca
atttttggaa
tagcaagagg
gctgtggaag
aatctgtttg
tgctgtaget
ttcttttett
cctcacctet
tttggcttaa
tcaataagge

cecteaagga

gcacattttt
gtcttttgta
gttctggacce
tttctcagta
gcattatgte
tgagcctcea
tgctgaccga
taacaatgac
tgtgacattg
tctcaaacce
caacaacatt
atgcataaga
atcttcaget
cctecattga
aaattccetga
catcaagaat
tcactatcta
ttgaaattac
taacatgaat
tgagagtaat
atagtcagta
tttatagagce
tggtaaatga
gtcagcectat
tecctagatgg
ttagtgtcac
tccacatcag
aaacctcatg
ctcagcctte
gggaatgtta
tgttcacttt

cttttecttt
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cattgacttg
ggatgtttgt
actgcaataa
catataaaag
ttaaaaatta
gagagttata
tcagtgtggt
atttactgca
tttggtaaca
tgccactget
cacagcatct
agcaacttat
ctacttctaa
agtcgtgaac
taatgttaac
ggtgaatecct
tggcagctta
tecttgacce
atccttgtac
actttgaaag
aaccatgcta
acaggcagag
gcgetggttt
cctttgaagt
catattette
catcttcate
catttgctge
aaccaacctce
atagaattta
tggetggttt
cttataattt

ggattcataa

teccctttetg
aaaacgtata
agcaaatttt
ttatgtttac
atttaaaaca
atctttctge
ggctgettaa
tcagtagact
ttttacccac
ttatgtacta
tcaccecagga
ctgtccaaat
ttctagttcet
ccctcaaagt
actttgacct
ttccataagt
geccttacaaa
atgggctaca
atctctgtca
caatettttt
taaacaatag
tagacttagce
gaatttcaag
ttgaaggcaa
caacagaagg
aatggtcctt
ttcaccttge
tgctagcttce
agagcattag
gatcttctat
atgtgctcac

cttgectttt
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atcaatctgt
tagacatacg
gcaatgaagt
actataatca
ctttattget
ttatgagggt
ggttgggttg
cttecatttcg
agtagaattt
aactttatte
ctagatteca
tttatcatga
cttgctattt
catccatgag
tcttecatga
ttttetattt
atgtatttct
gaatggatgt
gagcgettgg
ttectgagecag
atgtgctgte
ataattcgca
tcaccaatgg
gcactgactt
ctgttttgtt
actagatctt
acttatgcetg
caacttttct
ggtcttgete
ctagaacttt
aggagtagca

tagtgcaaga

agagtctcta
tcagagatat
gagtcacata
agtctactaa
aaaaaatcct
attattttga
gccaaagcaa
ttaaagttgt
ctttagaaat
taaatccttt
tectcaagaaa
gattgtagca
ctaccacatc
ggttggaatc
atcactgatg
acccagetee
tagataataa
tgtgtcacca
gtgaccaggt
atcttaacaa
atccaagect
gagccctggg
cataggccct
cteccteteta
tacatttgaa
ctggataact
tgcacatgge
tctgcagett
tagattaggc
ctctgtatca
ctttcagttt

ggectagett

79680

79740

79800

79860

79920

79980

80040

80100

80160

80220

80280

80340

80400

80460

80520

80580

80640

80700

80760

80820

80880

80940

81000

81060

81120

81180

81240

81300

81360

81420

81480

81540



tcagegtgtg
atttaaagtg
attattaatt
agggaaaaag
acttaagtte
ceccttggaca
aaacatggat
cattttgcat
gtatatgcag
ttacatcaaa
attttgtgaa
tgcactgata
aaaaaaaaaa
cagtaaaaca
tcaaagggta
tccaatgtat
ttttaatttt
ttaattagaa
tacttctgtg
ttttatacgt
aatctceccaag
tttgtgttag
aatttttggt
gcectgggecaa
taattattgce
tctgtaaagt
tagcattttt
tgtggactgg
cetttettat
ctcatgtttg
attgagacaa
ttcctaccat

gtttttgtta

ttggecttteca
agagatgggt
ggcctaattt
aaagggaaat
accatcttat
tcacaggttt
ggaaaatata
atatgggtte
gggtcectgta
ggtcattgat
aattaccaaa
gacttgtact
aaaaaaaaaa
aaatgtgtct
tgaatattta
ctgtacacct
tctgeccaaat
cctgagattg
gattgeccttt
tttattcceca
tettttaatt
ctaaatacct
tgaggactct
gaaatatgct
tttatgattt
agtggacttc
acttetttte
aagttttcetg
cctggtaact
cectgttttt
attagaaaat
ggttaatctt

attattgata
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gecatgectte
gaatcttcct
cattattgtt
agctattcgg
ataggcccag
gaattgtgtg
gtattcacag
tgcagggctg
actaatccce
cacaaatcac
acatgacaca
tgcteccactt
aaaaaaaggt
gtatatcaat
caactttgat
gttttecttgt
caatgggcaa
agcaatacct
tecatgtectt
caatgtatgt
ttgtttagga
tttatagttc
attctgtgtt
gtaatcacat
ttcecectttgta
tcaatacaaa
tggagaagta
ggtacagcta
atgttttcat
ctaggtacag
taatttagag
ctatatattt

ttgcatecte

ctcactaage
ttcacttgaa
gtgtctgagg
tggagcagtce
tgtgtggtge
ggtccactta
gatgcaaaac
atttcagaac
cttgtattet
cgtaacaggt
taggaagtaa
aagtttgtca
catatctgeca
aagagggata
agattattaa
atcctttgece
aataatgctg
catgtgttta
tgactagttt
taggtatatt
taccttttat
aaacatgtca
ctctttatga
tttegttett
tctagcettta
atttcacata
cctettegat
ttattttgte
ctctettata
cctctggtat
aggattttta
aaataaaaag

tttgttacaa
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ttaatcattt
tactcagtgg
gaatagggag
agaacatata
cccaaaacaa
tatgcaattt
ctgcatatgt
ttgaatatgt
gagggacaac
ataatagtaa
gcatatgcta
gaaaccttce
aggagcaata
ctagttagtg
aatacttcte
aacactggat
tectgttata
taggtcaget
tettttttta
cetttgttat
agtacttgtt
catgettgte
ttatgtaaat
atataacttt
ttttcatttt
atcaaacctg
cacagcatct
agctgtaatt
ttggatctga
ttgttggtat
catttttatg
ttgcataaga

atggggettt

ctagettttg
tcattgtagg
gcectgaggag
caaatttatce
ttacagttga
tttttecagee
gtagggctga
tcagattttg
tgtacaatag
taaagtttaa
ttggaaaaat
atttgtaaaa
aagggaagtg
aactgctagt
aaaaggtgtt
gttatcaatc
tttcatttce
ttaatattta
tttttaattg
acatgtttgt
tttttggeta
tctttattat
attgttcatt
tteccaggagt
ctacaagaac
tcatatatga
tactttgtag
tttggtecatt
ttttctaaat
ctttaatgtg
atattgaatt
gtgttttgaa

tttcattata

81600

81660

81720

81780

81840

81900

81960

82020

82080

82140

82200

82260

82320

82380

82440

82500

82560

82620

82680

82740

82800

82860

82920

82980

83040

83100

83160

83220

83280

83340

83400

83460

83520



taactgactt
tgctgecattt
tggtgactca
caggaatttg
aattagcegg
agaategett
cagcctggge
gctacatatc
gtagggctga
ggatcacttg
actaaaaata
gagggtgagg
gtgccagtge
aaaggaaatg
tgagataact
tagagtgaac
gacatgagaa
agaaaattgt
tctaaaaggt
gggaagcttt
atcattacct
gtcatggccc
ctgtatttac
acaagttttt
tagtgtataa
catttgttaa
ccaatttatg
attctttatg
tgatgtccac
atatctgtge
gtggctaatg

agctacatgt

tttgtatgta
ttggctgact
cgcgtgtaat
agaccagect
gegtcettgge
gaacccagga
gacagagcaa
ctaacatttt
tgecegtgget
aggtcaggag
caaaaattag
tgggtggatc
acttcagect
ctcatgattt
ggtatattag
tataactggg
tttgtaattc
atttaacatg
gctatttett
gtctttegtyg
ctgtaaagaa
aatttcgtga
aaagaagatt
tttaaacaaa
tttaccatet
tcatgectat
ttttattaat
tttggatagt
atttctagac
tgtgtaacac
caaccgagga

ggctagtaac
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aaaatataat
acatgttcac
cccagcactt
ggccaacatg
gtgtgectgt
ggcagaagtt
gactctgact
agtttgtage
cacgectgta
ttggagacca
ctgggcatgg
gcttgagect
gggcgatgga
ctaatgtcaa
tctaagaagg
aaggtatgat
atattgagta
gaatgaagaa
tttettttet
tcattaattg
gtagcaccte
gtaatacaga
taacagagtg
aggctatttg
gtatcccaat
gtgtgattca
tttaaaatac
ccatcteett
tagtgctatg
agcagccact
actgaatttt

tatcacattg

acgtctatat
atatgtatta
tgggaggcca
ttgaaactct
aatcccaget
gcagtgagec
gggcggggge
atgaatactt
accccaacac
gcctggecaa
cggcatatge
gggaggtgga
gcaagactct
cttttatate
acattggaaa
aatctgtatt
ctgagccata
aattttcaat
ctgcttagga
atggatatta
cagccgtget
cttaaaagta
atacatgtat
caatcagatt
ctataatatt
ctectgeatg
tgcaaggaag
ctactgaaag
tagaacttcc
agctacatgt
aatttaattt

gcetcacacag
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atttteccat
agatacaatc
aggcgggegyg
gtctctacta
ttttgggaga
aagatcgege
cacaaaaaaa
tagcagtatg
tttgggagac
catggcgaga
ctgtaatecce
ggttgcagtg
caaaaaaaaa
atattaaata
ataaagtaaa
taggaggatc
aaagatatga
atttaacatg
aattgaactt
tagattaact
tgaaaatata
aatttttaga
gtttagaaaa
acataataat
tataagttgt
ttactaaaaa
ccacagtgeca
gttcaaacac
tgcagcgatg
ggctgtttag
taatttcttt

ttgtagatee

gtaagtaaca
aggccgggea
atcattaggt
aaaatacaaa
ctgagacagg
cattgcacte
tcatagcata
taattggtat
tgaggtgggt
acctgtettt
agctactecat
agccaagatt
aaaaaagaaa
gatttctage
atgatggcta
ttaaatatca
gcaatttaga
gagttgactt
agctcattaa
gcagatgcac
caaagcaact
aaagtaaatg
aaataatttg
tagaattatt
acaagtttaa
agaaagatct
aaatttgaaa
aagatatata
aaaatattct
catttgagat
acatttaaat

ttactttaat

83580

83640

83700

83760

83820

83880

83940

84000

84060

84120

84180

84240

84300

84360

84420

84480

84540

84600

84660

84720

84780

84840

84900

84960

85020

85080

85140

85200

85260

85320

85380

85440



actgggtaaa
agctaggatg
ggatcatgag
atcttgggta
ttgttgctat
tttttaaaac
tatatttact
aagtgaaaca
tgcagecttca
tcettctetta
cagtaactgc
atgaaggttt
atcaaatgaa
aagctatata
attttttcect
tttagatttg
atattattca
gaaagcaggt
atattttttg
tttagttcat
attatagett
ataaacaagt
ctttttattt
tatttcatca
tgtagaacaa
aggaaacaga
ttaactgatg
aaaactgcaa
tactatcact
atttatcttg
ttttataaaa
gttatgccat

tgttactata

gctagectate
tggtttatgt
catattatgt
atataaagag
gaaaaagttg
tecttgectt
gagtaactac
gaatgattct
gaaaacataa
gactttgtta
tatggtagta
ctgagagtat
caaattgttc
attgteccctt
ttgaaagatt
acttttgatt
aattgcttcet
aatcagactg
acttttgetg
ttaatttecct
tggatatgat
tataattccc
tgcatttatt
agtgtcttga
aataaatcgg
attagagaaa
attttctaat
tgaaacccea
tatgaggcaa
cttttttaaa
tgcaacttat
cactttacct

acagataata
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atgcataaca
tgacaacaga
tetttgeatt
ttgatttagt
tactacttga
tattcatgta
tatgtgcaag
ttettttgta
aaaattttaa
tegtactgaa
gagatataag
ggttttaaaa
tttgtgattt
gaagtggttt
attgctaaac
gttttagatg
tetttacctt
gactgtatgt
tegaggttag
cteccatattt
aactagtata
agggtttata
ttattttctg
tgtttetttg
aagcaaattt
actaggtcaa
atttttaaga
ctgttaatac
tttcatggta
acagagaaaa
atttggcata
ttgtgtaaaa

gtacattata

tctatttage
tttgaataac
taacctacce
ctatgcttaa
actttatgte
tccataaatt
cattggtttg
tagattatat
aaaccagtag
taataaaatc
tattttctga
atattaactt
tgtcettataa
gaacttactg
atataaagta
acacttggte
taggatggat
acttecgatge
tatgtcacac
atttaccata
atgcttaatt
taaaaatata
atgttttggt
tttgcaaaac
tctgtttatt
taacaaacaa
atagtggtet
agatcatttt
taaatcctaa
ataagaactt
tgtagagggt
ctggtaatct

ttcaagtatg
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ttaagteccta
tcgagcaaag
ctaaatattt
tatttattta
tgtaatttac
cattcaaaca
tatattagaa
tttgetttte
tetttgtecag
atgcattcag
tatataatct
tgtaatcage
atacctttta
caaaatagct
gaggagacaa
ataatattat
tttgccatta
agtcctaagg
ttattagtgg
tttecettttt
tecctecagaga
aaataattta
gttaccagtg
tggaaatctt
aacagtggtt
atagaaacat
acaatgcatg
ggatctcate
gaaactatag
tgttattcaa
agattactta
atcctaattt

aattcaaaaa

atgatctett
ggaaaatctg
gagaaaatac
gtaatgaata
atgtttaata
ttettttatt
atatggtgat
tttcagggtg
ttgeccatggt
atttttatgt
ttatagttaa
aggcagaaaa
ttggttttta
tggtactttg
ttctgacagt
ggtgcttgat
gtaaactgaa
actttaataa
taacacttta
aatactgaga
ttetgtacaa
taatgtctat
tgttaaaagg
tgccacatca
gcagaattag
taaagcactt
tttcaacggt
tatgattata
aagcttgcaa
ttattttaat
cagaagggag
caaagtatcc

aatatatata

85500

85560

85620

85680

85740

85800

85860

85920

85980

86040

86100

86160

86220

86280

86340

86400

86460

86520

86580

86640

86700

86760

86820

86880

86940

87000

87060

87120

87180

87240

87300

87360

87420



tatattttat
atgctacagce
caaaaaattc
acaggtttac
gcactttagg
aatgtggtga
tggtgegeac
gggaggtgga
cgagacacgg
ggcataggaa
gtagaatgaa
tgcataagac
tacaaataca
gtgagcatta
ataaaggttc
gaattatcaa
ggctggaacg
aaccagctca
ggaaaactat
tcataaaatc
ggaactaagt
ttetgttget
actatccctce
acactgtttg
cttcagecagt
tataatttte
gttattttta
gatttcaaag
acaagcatca
ttcaattatt
tggaagatct

ggattttaat

gttcactgta
cctacctteca
taaatcgaac
aattattaag
aggccaaggce
aatggtgaaa
ctgtagtcce
ggttgcagtg
tctcaaaaaa
gaacctgatt
tatgtttata
aaatatttaa
atggtggtge
gagaggacct
attgctcaga
ggcatgaage
taggttgtat
tggaaggctc
taaggatggt
aacttttaaa
acttctatca
tgttcttgtg
cctttettta
attacaaaaa
cttaaagatc
cagtttacta
aattactggt
gatatatgaa
tcaaataaga
ctaaaatgag
cactactaaa

ttetgtattt
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tgtgecaage
ggaaacttat
attgtaatta
aaagggcagce

gggtggatca
ccctgtetet
agctactcgg
agtcaagatt
aaacaacaac
gaccttgagg
aaatgcacct
aaactgcaaa
agtggaatgg
cttagaaaca
agaagtgggt
agcatggeat
gttggcagtg
tatatgctac
attgttgcta
ccacttttgt
ctatactgge
atatcatttt
taattaaact
atgagaatga
ttttgaattg
aatgctgtce
catggattgt
agaagcagct
ttgtttactt
attttaaaca
ttcttatgtt

taaaaataaa

ctaatatgag
ctactggaca
tctagcatag
caggtgtggt
cgaggtcaag
accaaaatta
gaggctgagg
gtgccactge
aaaaaaaaaa
tattggtaga
taaaaatagg
atattaaaaa
ctgtatgttce
gtggtacttg
atacattctt
ttgecttgaaa
gcaggagctg
atttgtttta
ttaattatca
aggctgagaa
actacatcgg
gtcagaataa
tatacagcga
agagtacaac
ttaccagatg
cccaaagcca
ttatgtggeg
ctaaaagtta
tggttttggt
taatgtgtgg
gttttaagta

gacagtaaag
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agctatgtat
aacaaaaatt
gcaaatatag
ggctcacace
agattgagac
caaaaattag
taggagaagce
actccagect
aaaaacaaga
ttttatataa
tgaacaagtt
tgtaatatta
acctttgett
aactgagttt
aggtagaaag
tgatttaagt
agattggaga
ggctttatct
ttgecttett
attgtaaatt
attcatggtt
tcactgtgat
gaaaatgtca
ctcagtggga
gaaactgtte
aaaggtaaga
tgaagtatct
attttatctt
ggtctagaag
tatgatgtca
aaaattttca

ttggaaatte

tatagagttt
ttcaaatata
acagtaacag
tgtaatacca
catcetggee
ctgggcatgg
gcttgaacce
ggcgacagag
aaggttattt
atgtttctga
cataatatag
aagataatta
gtgcaaagag
tgatgaatga
atagecatgaa
catttaatat
tggaggcaga
tataaatgat
acatgetttt
gececttttga
caaatgttta
gtccattgtg
ttgaatataa
caaagaagaa
gctcagacaa
taatttteta
tcagtacatt
attctattgt
tgacttgaag
tttattgaac
tatacttega

cttgaaataa

87480

87540

87600

87660

87720

87780

87840

87900

87960

88020

88080

88140

88200

88260

88320

88380

88440

88500

88560

88620

88680

88740

88800

88860

88920

88980

89040

89100

89160

89220

89280

89340



tgagccttac
ctataatttt
ttaaggaagt
atgagttgac
catttcttat
gtgtattttg
ttcagaacga
atgaaccaaa
atactcatta
atgtgacatt
atgaaaaata
agaatggaat
taaaaattaa
gaaattcaag
gtccatgagg
ggaacctgtg
ctgtatttet
caggacttge
ccttgcagat
acccacatat
acataagatc
aagggggtta
cgagttaaaa
gtaaaacaat
attgtcattt
cataagcttt
aaaagtggta
accacatact
agcttttaat
gtagaccaac
acagactata
ataacaagac

aatatcctca

tattaaaaat
gaattaatga
gattataatt
ccctaaaata
acgtagaaca
aagtgatata
atggtgttte
tggtgtttca
ctgtettttt
ggaattattt
tgccaacctt
cttaattttc
aaatctacaa
gggttaaaaa
gattggttcce
gatatgaaaa
ttttttaaat
tgtgtcacce
gcagaaccceq
aaatggacct
tgataatctg
agatttaaga
gtgagactat
atatagaatg
ttaactgege
ggaatttggg
ctctectaat
cttaacctag
agaaaattta
aaacatcaaa
aaatacatat
attgttttaa

ttgacattaa
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tattaaaatt
aataactggce
ttgaatgtat
attttctatt
catttcattt
tatgtatttt
tgatgtacca
caaaatcaga
tgtcctttta
tgttatatac
gtgttagatg
tttttggaaa
agacctatat
taaagaagaa
aggactaccce
gttggcecte
aactaattat
aggctggaat
cectgecagt
gtgcagtcca
gecagtcaggt
gcaatttaaa
ccctgagtaa
tgaaaaattc
ttetggtgag
cttcattata
attgtgtggt
gcaacccata
gaaacataca
attagaactc
acatgtttaa
caaacaaaaa

aacagaatat

cctgaaaaat
aggaatacat
gaagtaacta
ataaaaaaag
tactcctett
attttttcag
acctcaccaa
aatgaagatt
aaacaacatc
aaatttagtt
ttagcaaaat
tttaaaaatg
cgcaactccc
actgagaaaa
atggatacca
tatatacatg
tttttaaaat
gcagaaatac
acagagggece
aacccatget
ggtgagggtt
agggccaggt
aaccaggaca
acccactage
gaaaaggagt
ctacctacat
gcttggaaga
attcccacag
aggaaataat
caggaacttc
agatagaaaa
agatgtcagg

acaggatgaa

78

tgtatgagtt
caaaatccaa
agaagaaata
aacaattagg
tggagcaatt
ataaatcaaa
cattacagag
tgatatttgt
tgttttettg
gtgatttaaa
taattatctt
attcttcaca
aagttctcaa
aaatccagcece
aaatctgagg
ggttttgcat
tatttattta
tatattttee
cactggattt
gttcaagggt
gatgatcage
ctcagacctg
cttaagtaaa
aagcagagaa
ctctectaag
agactgagaa
aacaaaaaaa
ataaaagcat
gcaggattaa
ctatcacaga
ggaattgaaa
aaaaaggcat

aagtaaatta

aaggaagtta
attacattag
tcaaagttca
agttattaag
catactttca
ccttetagte
gectactceat
aagtcattag
atttacatte
tatttttett
aattatccta
aatctcaaat
gaaagtaagg
atctctcagt
atacttaagt
cctatgaaca
tttattagag
aactgagttt
attgaaaaaa
caactgtagt
cacatttatce
tgcaaggcecca
tacatcctca
gaaaaggaat
aatttgtcat
atcctaaatt
tcttttegga
tgcaaacaca
ttaagagtca
attttcagat
ccacggagaa
agaaatgata

cttatagetg

89400

89460

89520

89580

89640

89700

89760

89820

89880

89940

90000

90060

90120

90180

90240

90300

90360

90420

90480

90540

90600

90660

90720

90780

90840

903900

90960

91020

91080

91140

91200

91260

91320



aagagagatg
agaaagaaat
cccaactcat
acaagcatct
aaatctaata
ctttcaacaa
tacttaatge
acttattgat
aaaccacgac
taagagaaag
ggcaaagaaa
agtgacaatt
ttcattaatc
atttggagtc
aaattettec
cttttetttt
atttttaaag
cttttaaaag
ttgttcatgt
tgtgcagett
cttgtgggge
actaattatg
tgattttcaa
catttatttg
ttagtgaaat
ccagttgeca
ggtgttagaa
agtattggtg
ttagagtgat
acattcttaa
atatctatct

gtcaagcetg

tagtgaacct
ggattatatg
atctgagctce
tcatgtgagt
aatagtagac
ttactttgta
acatttacta
cataacaatc
agctgcagca
tcagatatte
atgattccca
atagcccatt
cttgttttet
ttaaatctgg
tcattgaatg
acctttttet
gcgtacgaag
ttctggataa
agtttatgct
ttcaaaattg
tatagaatta
tttagcatta
acttggctce
aaaaaaaaac
ctagatgeccet
gagctctgaa
gatgatgtga
attgtgattc
gttaaaacta
ttetttagea
ctgacatcta

tttgactgge
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caagacagat
aaagagggat
tataaggaga
aacaggaaac
cttggatttg
aagatatgca
tgtgtcatgg
ctatgggaaa
cagagattaa
tgcctetgea
tgtaagcaaa
caggagattt
gtctcettatt
atttagattc
tattttettg
cttgaagaat
agaagtagga
agcacacaga
gtttaaagat
taatttttaa
cagggtttga
tgttaggagt
ccagagcttt
aaaaaaccaa
ctgggecatca
catagcaaga
aaagttcaag
actaatcata
tgctagtatc
agtgttattt
cctetagttyg

attattcatg

ctgaagaaat
taagtggcat
caatagatag
agagtggcca
aacacaagca
agaaatacta
actgtgctaa
atagttatta
atagcctgta
gaccacatte
tgtaggtaaa
caaaaccgag
actatttaag
taaggaaaat
ttectactte
gaaagecttg
gactacggtc
aactattcag
gtgctetcat
atgtgtcaag
aaattaccgg
gttattacat
atgggttaca
gtttcaaagg
teccagagatg
tatgatactt
ccaaagagtt
cccaggggtt
ctgacacaga
aaaggctaca
tacttetgte

attectgtac

79

taagaatgca
ggaaggcaaa
aattagccag
ggtaacttga
gccttactge
gtattagtag
gtgcttttat
ttctcatttt
caaggtcata
tctagtgtge
cactgactct
tagagccaaa
gaagcagaat
acttgcttat
gttetecate
gccaaggeac
aactgcatga
aggtgtgtat
atgcatacaa
gacttttetg
attaaaaaaa
ttctgecatat
cagaggctcc
cactgtacta
ctagcectggea
acaatatctt
gttctaatce
ctagtcacag
tgtcgtgata
tccatctace
ctctatttca

cactettget

gcagttaggg
atgagaaaga
aatggtaaag
ctaacattac
agagtgcagg
taatagctga
gtatttattc
tcagatgaag
caagtggtaa
tagtaggaaa
atttttaaaa
atacacttaa
aaaagcatta
ggatttaaaa
tttactcatt
ttttacaaag
aacagaagtt
gttctttata
cgtactcatg
aggatacatt
ttaattccaa
actgtggect
tctacaatta
aggaacatgce
gacceegtgg
aaagggtgtt
agaataccac
tttagttgaa
ttttatctge
tcagtttecct

ggtgttatgg

ctectetecact

91380

91440

91500

91560

91620

91680

91740

91800

91860

91920

91980

92040

92100

92160

92220

92280

92340

92400

92460

92520

92580

92640

92700

92760

92820

92880

92940

93000

93060

93120

93180

93240



ttgatctecca
gtccatataa
gaaagtgcat
acaacaatte
agcaagcttt
agtaagtaaa
gaaaattcag
aagtattttt
agcaatgaag
aatgtctata
acattggaat
taaatgatac
gatatatttt
ccatgecttta
ttagatattg
tcagcaacat
ttctagecaac
atgctagtat
tcatagatga
ctecectetee
taatcacaca
aaatggaaag
aagatctagc
gacaagctga
teccttgaagg
agtcttattg
cttgageccaa
gagaggtgag
taagaaaaga
aagctacage
acaaacagat
acttccacag

accctettge

tattccagge
agggaccaaa
ctttattatg
tttgtacttt
ctcacaagca
actacaggct
tttecaggate
gaaactgaaa
ttaaaagtag
aaacattttg
aactggcctt
acttaatttt
ttggctaaat
atactataca
tattttttac
ttteccaaca
atttcaaact
tgtaattatt
atgecagtgtg
tggggectee
atggtcttta
ctagaaatga
aaagaccatt
aagctaggec
aaactgaaag
atgatacaga
agcccaatcet
gaagctgcag
agcecatgtge
aagttatcca
tttcaaatgt
ctagagagga

taagggccaa
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ttacacaggg
gcacattgta
gcagagagaa
tttttttecct
tttggtttta
ttctaatgee
acagctaggt
acactgtagg
aaggttacaa
tgttcatgat
ttcagtacaa
taatggaact
ttaggtgttc
ggcatgectce
atattgaagg
gcatgtgcte
ttaaaaaaat
ctggggtgte
tgctcetgact
ctattcectg
aatgttcaag
agcagcaaac
gatgaagatg
tettgeacta
tgctactcct
gaaagttcta
agagcaagat
aagaaaagtt
acagcataag
gaagatctag
aaacaaaaca
gaagtcagtg

tgccattggt

gtttectcag
tcctecatcta
ttttcetgaac
tagtctttet
aattatggag
tttetcagag
gtcagtgtaa
actattcagt
tgcccaaaca
agcaaaagag
acttatctgg
gacagaaatg
acagaaacta
attttattge
tttacggcaa
atttcatgtce
catatggtga
ccaaacagag
gctecatcaa
agacaacaat
tgaaaggaag
gctgatgtgg
gcttagagag
aaaaggcaag
gtgagcacat
gatagaagat
cttaatgcte
ggaagctage
tgcaaggtga
caaggaccat
gecttetgtt
cttgecttea

gatttgaaat
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aacgttgatg
tagtcatgcet
tatttatgga
ttgaagcage
tatgtgtctg
catctgtttt
actataattt
tatatcttgt
atagagtatt
attatggcag
aattatgaag
attatgttga
ctaaaagtat
accttgettt
cccagtgtet
tctgtgtecat
tetgtgatca
agaatataag
tgagccatte
attaaaatta
attcaccegt
aagctgcage
gaaggcatgce
ttatgaatcce
aaattacaag
caaaccagte
ttaaattcta
agaggttggt
agcagcaaat
tgatgaagat
ggaagaatat
aagcttcgaa

tcaaaccagce

gcagttgcag
gaaagtagga
caacagtcaa
aagtatgatg
tggagacgag
tgtttatata
aacaggagtt
gaaaaaggaa
atagtaaaca
gttcaacata
acaaagcata
tatgatacta
aaatcgtacc
attgtgette
agcaactctg
attttggtaa
gtaatcttta
aaggcaaact
ctetgtetet
ggccatttaa
ctetcacttt
agttatccag
tgaaagccaa
aaaggaaaag
aaagtgaaac
acaacattcce
tgaaggctga
tcatgaggtt
gctgatgtgg
ggtgacacta
gccatctagg
ggacaggctg

gctcatttac

93300

93360

93420

93480

93540

93600

93660

93720

93780

93840

93900

93960

94020

94080

94140

94200

94260

94320

94380

94440

94500

94560

94620

94680

94740

94800

94860

94920

94980

95040

95100

95160

95220



catteccaaaa
catggaacaa
ttaagcccat
ttgacaatgc
ttttcaggee
ctttcaagte
ttecctetggt
agatgccagg
aatttggaaa
gaaggaagtc
gactcaattg
taagcagaga
tgtgaaatga
gggtttgaga
tgcatgctac
ttattttaag
gcagcegatta
accttttttg
acgctgttge
gataccaaga
ttecgaggtat
taattececta
ttttcatatc
ggaggtatct
acacttgttt
agcagcgcaa
caaattctee
gaacttcagg
atttattttt
atatattata
tgttgtaagt

agttgtgagt

atcccaggge
gaaagcctag
tgttgagacc
acctggtcac
tggtgacaca
ttattatcta
ggatctgggt
aatagcattc
aagttcatte
actgcagaga
ctacaatcte
aagtggtttc
caacaaaggg
ggactgaccce
agagaaatct
aaactgccac
acatcaagca
gcaataaagt
acactaaata
aattcatgac
gceetttattt
ttttccacta
tttgaaaatt
gagaggctece
ttectggcaaa
aacatttectg
tttatgtcta
aaggtttgaa
aaaaaccagc
catttatgtt
aaactaaaaa

tttgccaatt
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tctgegaatt
atgacagcac
tgctcagaaa
ccaagagcte
acatccatte
agaaatacat
aaagtaagta
atggttcatg
taaccctect
tggtggaaac
acgataagce
ttaagatgga
tttggaattt
tgtaaagttc
ttcatgaaag
agctacctga
aaaagattac
atttttaaaa
gactccatta
ttgetttatt
tagtgectca
gtaatgcaga
gataatcttc
tgtggaccat
atatgtttta
tattttttge
tagtactata
tgtctaaaaa
cataattcag
atatataata
ccaaaaatat

taatttettt

atgctaagte
atctgtttat
aaaagattgc
tgatggagat
tgtagcccat
tttgtaaggce
gaaaaactta
gaaggagatc
ggatgacttt
agagaactaa
ctgaaagaag
atctactcect
tacataaact
tactgtgggt
gaagagtctg
actttaagca
aactttctga
agatatattc
tagtgtatat
atggtagtcet
caaagtttac
ttaaatacac
tcaaaagcag
gaaggaatcc
tatatttttt
agaattaaaa
gacaattgtt
gttatgtgga
tactaatata
atatataatt
aatgctgtgt

acctataatg

81

tactctgect
agcatggttt
tttcaaagta
gtacaaggat
ggatcaagga
taagctgeca
tggaaaggat
aaaatggcag
gagggatatg
gaagtggage
gaggagttge
agtgatgatg
tgattgatca
agaaggctat
cagtgaattt
gccaccacca
aggctcagat
tttgtttttt
acaagtttta
aaaaccaaac
attcaagaaa
atctacactt
tggtttggaa
aggattgttt
taaaaaagtt
gattaaatgg
agtaattttt
agagaaattg
taaaggtgtg
gtttagacte
atccattaag

gtcacatgta

gtgctcectata
attgactatt
ttactgatca
attcatgtta
gttatttcaa
tagatagtga
tcaccattct
cattaatagg
gtactttaat
ttgaagatgt
ttcttatgga
ctgtgaacat
agcagttgca
caaacagcat
cattgttgte
tgatcagtca
tatcattage
ttaagatata
tatgcattgg
tggtaatatc
attgtttata
gtatgacatt
cctgttatat
ttggaagcca
ttaaagataa
agctagaact
gtgtgtagaa
agaaattttc
ctggtatatt
ctactcttge
ttttcetttaa

agtataaaga

95280

95340

95400

95460

95520

95580

95640

95700

95760

95820

95880

95940

96000

96060

96120

96180

96240

96300

96360

96420

96480

96540

96600

96660

96720

96780

96840

96900

96960

97020

97080

97140



tttaaattac
taatgcagat
aaagaataaa
ggccatgeat
taaaacaata
aattcatgta
tgtatgtaaa
taatagacaa
gaagtatgtg
tgacagagaa
cctgetgeag
tgtcagectt
aagcatagat
cttttttcte
ctgttttggg
atgtgcgttt
aatattctge
agtgatcctg
atataatgtt
tgaattccat
aaattgttag
gtgaggtgat
tccattttta
tettttette
tctgtgaaga
ctttgatttg
agtcagatag
tagataattt
actgatgtgt
acagtgataa
cttacatctg
atgtattcat

aataccagaa

atatatttaa
attetggtte
aattgtataa
tttetagtaa
tacaaattat
aaatagtctg
atcacttttg
tetgtatgtt
cttetgtatt
gaataccagg
aactgaagta
agaactcatg
tattgtgtta
aatgecatgecce
ggcttgaaca
aactctaata
ttatcagaga
gcattagtat
actaagettt
ttaatttgta
ttaaatctta
tttttaaaaa
gtatgaagtt
tegtcactaa
aattagttta
tgtttgttca
ttgagagggg
ctctaattgg
cctatttaag
ctgggcagta
gtatcctgga
atggtgaagg

agtagggtta
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ttatatttat
aggagtttgt
atatattatg
gtagtacaac
ctttacctgg
tgttaggtga
aaaaaaaagt
gtgtettttg
tttgggecat
gggactgcca
gtatttectta
tgaaatggca
tttaaaatgt
tccaaattat
tactaaatgce
ggaagaaaac
agaagacagg
tacagttttg
acttgggcag
tgttectgat
gtctectattt
cagttttaat
ttgtaatatt
ataaaaattt
attatccage
tctttactac
ttttttgggt
atgttctaaa
ctaatagtac
gtacaggagt
aaattttatc
tatttgtcaa

tattgettet

acttaagccet
aaaatttgga
gaaacttgaa
ctttttateca
aaacaaaaaa
taaaaagaga
tttgtecatce
gatttagaaa
tgtacattat
gtcatcagac
atgtcagcte
ttggtagttt
aaaacaggaa
tatactatca
tccagtactt
acccttatte
aagacaggaa
ccaaaggaca
tggtgtaaag
taataataaa
ttetttetta
ctctaattat
ccttgageca
agcctgagat
taattctgac
ttaacacagt
ctagataatt
tttagattet
ttaaacttaa
agggagtatg
ctttggaatc
tcaatctatt

teetttettyg

82

tattattatt
tcactagata
gttgctaaac
aaagatacta
taaatctgta
ttactttagg
catcaatate
attcaaccaa
ggtccatgag
cectecagggt
ccatccagaa
taatttattc
gcataggagt
tgtattttte
gtggactgat
atgggaatgt
atcctecttt
gtaagttcta
ggcatgttgt
attatcactt
taagcatata
gtatgaagga
caagtaaatt
tttaggattt
tttttaaaac
gggttaaaaa
ataactgaat
aaattgatca
tgacttatct
gcagaaaatt
ggaagtgaag
tgtctgtctg

aatacagtcce

acttatattt
catatctgaa
agttggcatg
ttttatttta
attggatgcce
catatgttta
ttagaactac
aaattatgca
aaagcggtgt
gecacctatgt
acacaaacca
atttcatcac
cataaatttc
ttectttaaat
atttgaatat
atgtgccaaa
catcaaactt
gaaggattat
taattttect
ttagcaattt
accatggact
taggatttta
ttctaaatat
ttttctatce
cttaaaaaaa
tacaaatttce
tttgttatct
atttttgtge
gacagtgaag
cttacagggt
atggaaaaaa
tctatgtcag

ttetggtgga

97200

97260

97320

97380

97440

97500

97560

97620

97680

97740

97800

97860

97920

97980

98040

98100

98160

98220

98280

98340

98400

98460

98520

98580

98640

98700

98760

98820

98880

98940

99000

99060

99120



atcaaagacc
tcaattccat
tgttggtcct
ttagaacatc
caaaaagtat
tgcagtgget
tgggtggatc
ctctagectg
gtaaaactaa
ggaaagatta
caaattgtgt
gatgaaatat
atgtgcatgt
atttgaactt
tactetgttce
gcattgaaaa
tgtgggaaat
gtttatatag
tttgtatttt
ttctecagttt
tcectgeacca
agatttcagg
tatgtatttg
cattactaat
tettatgtte
attttcattt
ttactetgte
tccaaggttc
gccaccacac
caggatggte
gattacagge

ttagttttec

acagaaactt
atatctagaa
tgggtttttt
tctgaatgat
catggggcaa
catgcctgta
acttaagcce
agtgacacag
tggaaagagg
gttgattcag
ggctttggge
tgaattagat
gcacatccaa
taaagctatt
gtatcattta
tcctaaaaat
ctgcagtgga
actaagttag
ttagccecate
gtggttettt
aagtgggcag
ccttetttca
aatgatctta
ttttaattce
atatggettt
ttataaaaag
gcccaggetg
acgccattct
ccggctaatt
tegatctect
ttgagccace

atttagtgag
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tacttgagaa
tattttggtg
tttttatetg
gtaacattac
ttttaggata
attccaatge
aagaggtcaa
tgacaccctg
ttgagaaaat
aactcactgt
agattactca
gatcttgaag
ccecectecaaa
tacatataaa
aaagttctte
ttaaatttgg
ggagataaac
aattactcta
taattttaaa
aattatagaa
aattagcaaa
gagccatcat
ttgattttce
tttaaaacat
tcatgcttta
accttttett
gagtgcagtg
cctgectcag
ttttgtattt
gatcttgtga
gcteccagee

ttgtaaatta

attccecgtgat
caatttagecce
caagtgggaa
ctttactact
aactatataa
tttgggagge
agcatagtga
tctcaaaaaa
ggtatgccag
acaggattct
atcatatgte
gtcccttcetg
ataaagaaaa
agattggttt
aggagagaat
caacagacaa
ctctaagtge
tctectgaact
aagaaggttg
gctacaattt
ccttataaat
acgagatctt
agctttctat
tttcttgatg
tacatattet
tttttttttt
gegegatcete
cctectgagt
ttagtagaga
tecgeecgee
aaaaagacct

tagtattttt
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ttgagcagag
ttccatctge
ttgeccatgge
tacgcattat
aaaaaaaaga
tgattgctte
gctgcaatcg
aaaatttttt
ttgagacact
aattctgtet
tccatgttgt
gttettaage
taggcecctgat
acttgtgaat
accatgggta
atggagtttt
tctggattct
ttcatattte
gtgtggcatt
tatgaagata
aattgtatgg
aacagtttgt
ctttattgta
tcatttggge
aatctecttg
tttttttttg
ggctcactge
agctgggact
cggggtttca
teggectece
tttetttecag

tttttgetta

cccacctata
cataaatgct
tattaaatca
gaagaaatac
tttggccagg
ctaaagcgcet
tgccattgca
ttttttgaag
atggtttaat
ctgctgctaa
cattgttaaa
ttatgcagtc
tattcaaatg
tatttaaccce
ccacctgaat
ggtaccactt
caaagagtaa
tttcacatga
acacaattta
ggcatcagct
attatgaacc
ttactccagg
tttaatgaat
cctettaatt
actgagaatt
agatggagte
aagctccace
acaggcgccce
ccgtgttage
aaagtgctgg
taacctaatt

aattgacttt

99180

99240

99300

99360

99420

99480

99540

99600

99660

99720

99780

99840

99900

99960

100020

100080

100140

100200

100260

100320

100380

100440

100500

100560

100620

100680

100740

100800

100860

100920

100980

101040



taaaaaacaa
agctgtattt
tttgacctat
atattacctt
tgcaaagtct
ataattgaaa
ggtcaacttg
aatattettt
gaggataggt
agagagacat
atagagtata
caacatttta
ctgtgttaaa
ggtaattctc
tatagagaaa
acactggtct
tgeggcagga
gaatctgtgt
gatttatget
ctgccaacat
aatgtataat
gecttectet
cggtcaggte
tggacattac
cctggtttat
ttttgttaac
atatttttgt
caattgttca
cagtaacaca
acatgtaatg
gacttgacca
tacagaaagg

aattaatctt

ttctetttaa
gttttgettt
aggtgctttc
actttatgaa
ctcttgaagg
ctatttgagt
aatgtatate
atttcteccag
gecctggggt
ttgaaattte
atcatttcat
aggagtgctt
taaacagcta
gtcaggtggg
gaaaagtggg
ctgagtttcc
gagcagggtg
cacaaataag
tcetetecace
gtctegecte
tgggttttat
tttactaatc
tttceccatece
ceggetttec
tgagactgga
aaggcacatc
gagcttcagg
gggtacagat
ctgatctcte
tgcatgaaca
agagactgtt
aatacataag

attgecttagg
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catttctcat
gttctetecct
taccccagta
tactaaaact
cctgtcagat
ttececctgtat
agtttagtce
attatgaact
tttetggtge
tacagcaact
ttaggaaaaa
gtagaaaaaa
tectttactga
accagagact
cccaggggac
tcagtattta
atagtgggga
ttcaagggaa
caaacatcte
cecgccacagg
accgaggcat
ctccececagea
cacgaggcca
agggcagagg
gaatggcgat
ctacacagce
ttggggcaaa
caaaatggaa
tttettttee
tcttcaagag
ccttggtage
cttttectgee

gtctaggatt

attttataat
ttttcaaaat
ctactcacct
tecttattttg
tatgggtaat
catttagtat
agagaatgtt
attaacagaa
ctttgaagac
tggcaaggta
cttaagagcg
aaggtttggt
atgaaggggg
gagaaaagaa
cagtgctcag
ttactgtttt
gaaggtcage
ggtactatge
agtggagtaa
gcagttttte
tcagttececa
cagaccctte
tatttcagac
tcececctgaegge
gacttttacce
ctagccttaa
gttacagatt
tttettatgt
ctataactga
gaagatgaat
aggagttcat
tgecctttetg

ttgactgtge
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tgattgattc
actgagctga
ttctecacaat
gaaaacaaaa
gattaaaggce
ttttaacteca
atttgctaat
aatgacatgt
cgggatccta
aattgtcaga
tttctaaagt
tgtcagatgt
ccagececte
agaagacaca
catatggagg
cactatcteca
aagaaaacat
ctggatgtge
agaataataa
tectatctea
ggggcaggea
acggatgttg
tatcacatgg
tttecegeagt
aagcatactg
accttgatte
aacagcatct
ctteetttte
agaactttte
taggcagtat
tgttaagtga
cctttagtta

catattcact

tctaaacatg
aatgcatgtg
aagtatcagt
ttttatectt
tcccattaat
cgattatttt
ttaaggtgat
taccaaatat
cacagtttga
attttttcaa
tcactttcta
tggagaaatg
cacacctgtg
gagacaaaag
acccgcacca
gcaagaggaa
gtgaggaaag
acataggcca
agcagcattg
gaaatgaaca
ggagacagtg
ggctggggga
ggagaaacct
gcattgtgte
cctgtacaca
catacaacac
cagggcaaag
tacatagaca
agaggcttta
tattcaaatt
ttcagtgaaa
tctcagggag

agcagagact

101100

101160

101220

101280

101340

101400

101460

101520

101580

101640

101700

101760

101820

101880

101940

102000

102060

102120

102180

102240

102300

102360

102420

102480

102540

102600

102660

102720

102780

102840

102900

102960

103020



ctgtctatta
atgctcagtt
ggataaggtt
aaattcatat
tatagcattt
ttggtttttg
atagattact
atttaagaag
gggaaacagc
tgatatactg
tagtctetge
tatatcttge
aattttaagt
taatgttctt
cttttaaaca
atgaaatata
tagtcagtca
actttcatct
actgccttac
cattttataa
aaaatattcce
aataatggta
agaaactatt
tectttatec
tatttgtgta
tcaagacacc
atttaaaaag
atatctttta
aattcttagg
cttgtgagta
actgctctet

accatcactce

aaacgtcaca
cttagtaggt
ctcactagta
tttectgaaa
attgtttett
tttgcttgee
aggcacacaa
tagacataac
agactaaatt
cttatagaga
acaactacac
tatttttecat
gaatatacca
ttgettttta
taagtaaatt
tttettagta
tagatatttt
ttgtttgttt
tgaaacaatc
aaattagcta
aaagagggat
tattttttta
gtgaaatctt
tcatgcccac
atagccttac
tcaattagaa
ttttctgaaa
aaatgatttt
cacagtctga
caatttctga
cttattgett

tgtaatacat
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cagtcatgta
ccaaccatag
agtaccatgt
tatcteccaga
ttatacaact
ctttttttee
ttttgtcata
aaagaataca
ataaagttat
aattggaaaa
aatttettte
atatcaagat
taatttattt
acatttttag
gaagagactc
atttagtttg
aatgtggata
gaagtaattg
aaaatgccat
ctgtatcecet
atatatttaa
ttttttaaaa
ttcttttget
atatacttat
atgtggatat
tttataggac
aaacttttge
tggttatctg
gatagctgcc
aagttgaatg
catggcagta

actgtggage

taacctacat
tggtaagctc
tagtgttgtc
tgtcattgat
taatcacagt
ttgacttaaa
tattgtcaaa
tcaaaagatc
cttttecaagt
tattacaatg
aatagtgaaa
tttccecatta
acaacattcc
tgttttccat
taaggaaggc
taggaaatga
tttcectatcet
atgtgttcag
tcctacaaaa
ttgttatcet
aattatttte
aatattttca
atttgaaatc
attctttttt
taacagtgta
tagaatgaca
aataaaacaa
cacatgaagc
agaaagaaca
agggcgtcte
ctgctgggea

tectgtctaca
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attataagta
tttctegeat
tgttattatc
tttectettt
cttetgttgt
aaaagttecct
acaatggaat
actaatttag
aatttttecta
aagatacgtt
ccattctata
ttaatattct
cctttattgt
agttccgtga
gttttcaaaa
aaggtaaatg
gtatttaaca
tggtttgtct
atgattgcat
tttcaattag
atatgtttta
tactgttgta
tagagtgttt
aaattaattt
aacagtacca
gattcagatg
attgcccate
aaacaaagtg
gaaagagttg
tttetgggga
aggtaggttg

teteceggea

agaccaggga
aagcttgcta
agctattcct
tetgggaact
ttattagatc
ttagatcecca
atatactggt
attaacaaaa
gttatgaaag
ccatttgttg
tatacaatte
tttgagacat
aattttgagt
gcttaaaatt
tacatgtaca
gtgtaatcat
ccataatttt
agatatttgt
gtcaccttte
tggtatggtg
agccaagaga
aaaggagcca
tttgctttct
taacatggat
catataacca
gtttaattac
aataagtttg
tattccacaa
tcatttatgt
tgagaagttt
tttgttttac

aactgaacca

103080

103140

103200

103260

103320

103380

103440

103500

103560

103620

103680

103740

103800

103860

103920

103980

104040

104100

104160

104220

104280

104340

104400

104460

104520

104580

104640

104700

104760

104820

104880

104940



tctecatgatce
ggctaacctg
gtcgaataca
gatctcatge
tatcaggcte
attttcetttt
taaaatagat
aattaaatct
cgagaacgtg
gcaattaagg
ttacatgctc
aagtagtact
ccctcataca
ccactgtgtg
ggacaggcag
cecttetgee
aaggcteggg
accagcgcga
gccegegate
accttctege
gcagatatgg
ttctcaatct
ttggtccaca
ccattatttt
aagttatgat
ttagaaaatt
ttttcaacat
cttettattg
atcaagecgeg
tcacceceece
aatacaactt
agatataaat

gactcttact

atagecattca
agattcacat
tcatctatta
accactgggt
gcagtattet
gacccgaget
ataacagctg
ccagcaagga
cattatcaat
ctgtggegeg
gggccattag
cagagatttc
gacctttcaa
ttttgctgta
gtgttaaatg
tatgagcctg
gagecggtcete
ggcecacggte
ctcetgecag
ttcactccta
gattcagaga
tctetgaata
ttececttgaat
ggatgccctt
tatgttaaat
tcectaccetg
aaatgecctte
gaacgtaaat
tttaaatgtt
ttcecttgat
agcattttta
ctttattgtt

ggttgtatta
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tttectgggaa
cagctgatgt
gctgaaaage
cggggecatce
tgaaggtctt
gaagaaattec
tatttccagt
cagcecttctt
aacgtcatcg
ctggectaget
taccacaata
cttaagttct
gtctctecaa
cggggttgtg
cttcacaaga
cgcegggeate
cacgeccgeeg
ggagtctgaa
gacctggage
geggttttga
tcaggatctt
tgattcttat
acttttagta
ccaatactta
gagttcettt
aaatctccct
tttttgatat
tggtgaccct
catatctttt
tatctgette
aattgtgctt
ttcattgaaa

gtetgttcte

ctgetgacag
tggtttgcect
tattcctaca
tagaacagag
ttcaaggtat
accacacacc
ttgtgecccca
ttcaccecag
tgaacaagac
tgcacatgte
attgatcgaa
gttgttgata
ccgagtttga
tgatgaaact
ttaaaatagg
ggcagcggceg
gtctcecagea
agtecgcggta
ctgaaaccte
aatcctettt
agtgcgacta
tttectetet
ctcattgttt
aaaaaaaaat
gaactctata
gtctgactat
ctttggtatt
ttctagagag
aaactacttt
actttcccta
ccatccctea
attggtttcc

acgctgcaaa
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gcaaatagga
atgttagaac
ttttttecegt
actgetttac
tgtgcaaatc
aaatcttcaa
cctatagata
atcttgtgtg
tagcagtgtg
gggagttatt
aggecttttec
tgageggtte
aaggatcggt
gtgatatact
gtatctgaga
cgcggecceg
acagccgege
ggatggtgge
ttatattett
attcettttt
ctttgaaatt
tcccatceatt
tctcatecace
tecttggett
atcccatgta
aactttatag
gectagtgtet
cttectecatag
cgctggtate
ttatttccta
aacactaaaa
aacattggtt

taaagacata

caggaccagt
atgaggtgaa
actgataggt
aactgttgge
tctcatgete
taactcgggt
ctacagaaag
tttteetttt
gatcatttct
atgatgaata
ttttacatca
ctttctaata
gtatttectca
atatacattt
caagtcaagt
gcggcecccge
cgecceegee
tcegectetg
tatatcettt
ccteccatggt
atcagcatca
agctaacatc
ttacctectg
ctetacacca
ataaccttac
cctttggett
ttcacacttt
agcagtttgt
cacaattata
gtacgggaac
gaaaaaaatc
aggcacttat

ceccgagactg

105000

105060

105120

105180

105240

105300

105360

105420

105480

105540

105600

105660

105720

105780

105840

105900

105960

106020

106080

106140

106200

106260

106320

106380

106440

106500

106560

106620

106680

106740

106800

106860

106920



ggtaatttat
caggaaactt
gtgccagcag
gagaacagca
tgacatgtgg
aaccatatca
ctatcttaaa
agaggcattc
aaaaagtata
attggaacat
ctttgaaatg
aatatttatt
tgtacattta
aaaattatta
gttaagtaga
tggaataatt
atgaaaaacc
ggatcaatat
atccacctta
atggtctagg
aatcttgtaa
acactaattt
attctatgta
aaaaaaaaat
ctgectataac
tteccagggee
tettettgge
ctctaatgtce
taacctaatt
gggggttaag
cagacacatt

aattettect

aaaggaaaga
acagtcatgg
gagaaatgcc
tggaggaaac
ggattatggg
cteecttact
tctttetttt
cgaattaaaa
atgatcattg
caaatggtaa
ttettatett
tataagaata
tgtttccaat
atttcaagga
ggggaagaag
tctcacaaca
tcattttagg
tctagttcca
ttgtgtggece
ttttttaaaa
ctcaagaact
gattaatatc
cttaatgagt
gtagagtcat
aaaataccat
tggaaagtct
ttgcagatgg
tcttectett
taacttttat
gctteattat
ccatccagat

ggaagttagt
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ggtttaattg
cagaaggcac
agatgcttac
caccegeatg
gtttacaatt
tgatttettt
cgctgtattt
gtgagactga
ttggcaggga
ccactgccag
ttgaacagcet
ttattgcaat
gttaaaatta
atatatagtg
ataaaactta
gcectcatgag
gagttctgaa
atctgacttg
ttctaaactg
aactgactte
acattgtttt
aaaaacctat
tttaggtaaa
cccatagget
agactgggta
gagatcaaag
ccatcttett
ataagggcac
cacctcctca
ataaattttg
cactgacagt

gacaaaagtt

actgacagtt
ctcttcacag
aaaaccatca
attcagttge
caagatgaga
cctggtecta
ttcttcatet
tttttgecta
tgtgataaaa
acagcttcta
aattaagtat
gacatgactg
gtgcattegt
gcactagaaa
tttectactt
atagacattt
ttgtecegegg
agagtcctgg
tgtaattaag
aagtatataa
atcctgtaag
actttattta
aagagtggat
aaaagtttct
gcttaaacat
ttctggcagg
gctgtgtect
tagecttgte
caaggcccta
ggtaaggggt
gatagcaaaa

taggaatcct
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accecatgget
ggcagcagga
gatctcatga
cteccaccag
tttgggtgag
tctecaaacce
ccttctteca
tcaaagtgac
tatacatttt
atgcagtgtg
ccttaataga
tatttaaaaa
gtgacaatat
ataaatttta
ttgtttteta
tattattcte
tcacagagag
gtcttgagag
agatttaact
ctgaaaatat
aatgcaataa
aatgttatag
ttctttaaag
tacttcttaa
cagacattta
gattggttte
cacatgggag
acattagagt
tctccaaata
cactgacatt
ggtattttgt

cageatgtee

ggggaggcect
gagagaatga
gaactatcac
gtccttcecaa
gacaatgcca
ttetggtttt
taagaaaaat
aaggatttag
cccactgett
tatcaagtce
gatgtacaca
tttttecttag
acaataatta
tgaacacatt
aaatgtgttt
cactttaagg
agcaagttgt
tectgggtcet
ttgagcectac
agtcacttag
tatccaaaat
caacttacca
acatcttcaa
tttgetttgg
tttetttgaa
tagtgaggtt
agagagattg
tccaccctta
cagtcatatt
tagcccataa
aaaaaaggaa

cttggettat

106980

107040

107100

107160

107220

107280

107340

107400

107460

107520

107580

107640

107700

107760

107820

107880

107940

108000

108060

108120

108180

108240

108300

108360

108420

108480

108540

108600

108660

108720

108780

108840



cttgacaatt
ctataattcc
tttecttttc
atggtggctc
tcaggagatc
aaaattagct
ggagaatggt
tccaacctgg
agacagtctg
tttgcecttga
gagtgtggag
aaaaaagcett
cctgaaatcc
taagctgeccc
taaatgtaca
ataatgacta
gttggttaaa
ggaattgttt
atatcaatga
tagaaaactg
aaagactatg
gatttcatat
tatggcagag
aattatggaa
gatagatcac
gattatttge
ttttcataga
aaaactagcet
gtatatccac
aattggagat
agaacctggt
agagcacaga

gtaacagtga

aatgectcate
ttttgaagaa
ttgttctaag
atgcctgtaa
aagacaatcc
gggcgtattg
gtgaacccag
gtgacagage
ctaattccag
aaacttggta
atgtgccggt
cagcatagta
ctacagcatg
attgaaacct
atgtcttaac
gagattgtgt
cattectttte
ttgtttacat
ggagaaagga
aaacgcaaat
ttcttaacaa
atgtttaagt
taaaacatta
tatttaccat
ataaaacttc
tgtagatgaa
taataaaggg
gaaagaaaaa
agggatctgg
tttgggttaa
gaaagtccca
cttcaaactt

acatttaagt
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atttatttaa
attaaattta
agttccttaa
tceccageact
tggctaacac
gegggegect
ggggcggage
gagacttcgt
ctactagaat
ttteccatecct
atgaccctct
ctgaagagca
acaacattgt
attttaaatt
gatctggact
ttggtgatca
acctcttget
tttctataaa
agtttteteca
agtttcaaag
ctatatcace
catttatgta
tttccacctt
atggaagttt
tgcagtacac
gcaaccgtgt
aatatatagg
tgttttatee
caacgagaaa
ccaaagtctt
tattctggtg
tattgttgtt

cttttaagte

atgetttttt
cagatttact
tataagctta
ttgggaggce
agcgaaaccce
gtattcccag
ttgecagtgag
ctcaaaaaaa
tttetatata
aatgtgatgt
acaggacaac
cctaagagac
aaagtacaag
caaggtatgt
tatgccaatg
tagactataa
taagcttace
aatatttttg
tcagtttatt
cttttatteca
tttaatgtat
tgatagtttt
tatgttaaaa
acgagactat
atctcagata
tgaagtagac
gttaagacca
atagggtatg
tatattggtg
gccacaagac
agtatatttc
atttaatagt

ttacatttaa
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gaagtaattt
acccacctgt
aagatagtct
gagttgggtg
tgtctctact
ctactgggga
ccgagategt
aaaaaaaaaa
attataaaat
gtcatttagg
actggggagg
tttgaaaggg
ggagtgtgcet
gtttggcatc
cccagaggga
ctataggaag
aagaaagtat
aattcaatgt
ttggtttgee
ttcaaaagtt
aataaagttt
ctaatattta
ggtcggegta
cttcaaaaac
tgcaaggtaa
attaggaaat
tttaaattgt
gagtatcttg
gagaacgaga
aaagaatact
agtatgataa
ttgcecattte

cttttttttt

atatttecage
tgagatagta
getgetggge
gatcaccagg
aaatatacaa
ggctgaggca
gccactgeac
aaaaaaaaaa
ttatttgtaa
gtaattttgg
tggtecgetgt
aaattgaaat
acagtgctgg
ctgtgtaata
gaggcattct
tatttggcta
catttttaaa
tttttgtteg
tgaagagtta
tttgattcaa
tgtcatetta
atcagtataa
atctaaaatt
ataaagaacg
ctaatatcct
catctagacg
ttatatttat
gtacaaaaag
acagagttaa
ataaagtaaa
atgaaatttt
tatatttaca

ttaggtctta

108900

108960

109020

109080

109140

109200

109260

109320

109380

109440

109500

109560

109620

109680

109740

109800

109860

109920

109980

110040

110100

110160

110220

110280

110340

110400

110460

110520

110580

110640

110700

110760

110820



tagtcatggt
cttatttata
ggtaattatt
ggggttaata
agtgatagct
cttattatta
ggtggtgate
ggttgattca
tggttgctgg
attagataat
gtttgggttc
agtgaagcta
agctgaataa
tgttagttat
ctgtgagett
tagtgatgag
ggagaggatt
ctaaggttat
tgaggtggca
aaatctaagg
tgaataaggce
aatattattt
ctggaaagtg
ggaagatttc
atactattaa
ttettatett
acaagccctt
caagtcccee
tggcaaaata
ctggttgtee
tcecctgtaag

cttectacag

tatagtccac
gggattgtag
agtggtgctg
gtetttttta
attgaggagt
ggattattaa
acggttgatt
tgaggatttt
ttgatcattg
taatagtaga
gtgaaatggt
gattttggcet
aaacctagta
gaaattaagce
taggtggagt
gaatceggeg
atcattaata
aaagtaagca
agaaatgggce
gctcaaggag
cacgaagcac
aaattctcta
ctcttggaca
atcacaacct
accatcgtaa
ggcacaatag
ataccttcetg
gaaaccaaat
gtgggaagat
aagatagaat
tttaactgtt

agagtacaaa
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gtgggaaaat
gtttttette
tgggttgtgg
tttacttggg
atcctgaaac
tagagttgat
ttaatagcat
gtaggtgcag
ttagtatttt
gtttaggect
ttttggtata
tatgaatagg
tactggagaa
tctattgcta
ggtatagttg
aagatactge
acaatcagaa
caagtaaata
cacattttct
gatttagcag
gcacacactg
tacatgaata
aacaaagtgt
ggtcactttg
tcaaaccatt
atacagtace
cataaagtat
gagctatgca
tcatgagtag
cttagttcag
aatctaaaga

ataacatege

ggcatatget
aaaactgtct
tattgtgttg
tggtataatg
atgagggcca
actggtttgg
agggagttga
ctgccttgta
tgtcgeaatt
ttttggtcag
gacttttcta
cttaagtcgg
gttaaatgtc
gtaagagacc
tttgggggga
cgattgetag
ttgtaaaaca
cataaaaacg
accccagaaa
taaaccaaga
cctgteacee
gaggagataa
cgcttaacce
agccaaccct
taccttagac
gtaagggaaa
taagtagaaa
agaatggctg
tggtgataag
ctttaaactt
gggacagctce

catagttgge
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ttatttctat
cctatttatt
aattttggtg
gttatttttg
agtactgata
tgaatagttg
tttaattttt
taattatggg
gaaattacte
atacagtaat
gtcaaactgg
ggggctgaat
tataatgggt
tagggtggtt
tgaagtaggg
gtgctgaact
aggttgtcct
ttaggtcaac
atctcacgac
gtagagtgct
tccgcaaata
gtecgtaatat
aaagcatcca
agccccaaac
aaaagaatag
gatgaaagaa
taactttaca
aaagagcgta
cctatcaage
acccacagaa
tttagacecct

ccaaaageag

taagtgttgt
gaggcttagg
gggctttecat
gttatactce
tttgagggge
aatatgatgg
gagggggagyg
tgttggttgg
agggtaatag
ggaggctgaa
gtctagtaga
ggtgaattgt
actttaaggt
acacctaggg
ataatactgt
gagttaatte
attacagcac
gtgtagctca
aacctttatg
tggttgaggt
tcattctaga
ggtaagtgta
gcttacacce
ctcactaaaa
gcaatagaaa
ctgagcaaag
cagagatagce
ctcacctacg
ctgctgatag
ttacttaatg
aggaaccaac

ccaacaatta

110880

110940

111000

111060

111120

111180

111240

111300

111360

111420

111480

111540

111600

111660

111720

111780

111840

111900

111960

112020

112080

112140

112200

112260

112320

112380

112440

112500

112560

112620

112680

112740



agaaagtgtt
aacattacac
gaaaatattc
aacagctaga
tgctctaagg
accaaaaaca
gttecaacgac
gggacttaga
cgtttaatca
aagaccccat
taacctacta
ccgaacaacc
atttgatcaa
ataatagggt
agggttcatt
aggttggttt
cacttcataa
cacccaagaa
ttacaatcaa
ttatattccc
gataccgtag
agagaaccct
ggcectttet
ttttaatata
atgatcagga
ccagacaatt
tggetcaact
tgacccttag
gacttaacag
tcatttgecce
ctactatttt
tcattaccaa

tteccactaca

caagctcaac
tggtctaatc
tccaccgeat
tattttacaa
aaatattaca
tcacctctag
cacecatatce
agaatggcca
gtagaatctg
ggcactttaa
tctetgeatt
taaactaaga
cagaacaagt
ttacgaccte
tattcaatga
ctatctgttt
agtgecectee
cagggtttet
aggttcaact
actctaattg
gcecectgtgg
tacgacccte
atcaccctec
ggcctettat
taagcatcca
tcatatgaag
tatatgcatg
ccatattatg
aaagagaatc
tcttetttat
tctaggagta
gaccctectt

accaactcat
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atccaagtat
tattatttaa
aagcttacat
taagcatcct
aaaagtaaaa
cattaccagt
tgaccttgea
catgagggtt
acctattggt
ttcattaatg
aaaaattttg
ccacagtagt
taccctaggg
gatgttggat
ttaaagtcct
aacatttcte
ccccataaat
taagatggeg
ccecttetta
ctatagecatt
actgcttcaa
aacgtctact
tcttetggac
ttattctage
attcaaatta
tcaccctage
catcacaatg
atttatttce
agaactagtt
agcagaatat
ctacacacta
ttaaccaccg

atacctttta

cttaaattct
tagaagcaat
aagactggaa
attatttata
ggaactcgge
attagaggca
aaggtaacat
cagctgtcat
gaagaggagce
caaataaaaa
gttggggtga
ctaagcgagt
ataacagtgc
caggacatcc
atgtgatctg
ctagtatgaa
gatgctatct
gagectggea
acaatatgee
ccttacactt
ccatttgetg
gttacccttt
tccecttect
cacatcaagc
tgtactgatc
cattatcctg
ccagaattac
acactagcaa
tcaggectteca
atgaatatta
tgtattcacc
tttttatgaa

tgaaaaaatt
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aatcactcta
aatgttaata
taacccactg
ctgttaatce
aaatcttacce
ctgecctgece
aatcacttgt
gagggttcag
ttataagcaa
ctcaaaaage
cctcatageca
taatacacat
aatcctatte
taatggtgta
atttcagace
aggacaagag
caatctagga
atagcataaa
tataattaac
aacagttacg
acccaataaa
atatcattge
ataccceatc
ctagecagtcet
ggcacactac
ctatcactac
tectgaceget
aaactaaccg
atgtcgaata
ttgtataaat
agaactctgt
tccgaacage

tectaccact

cggaactect
taaataacat
actgacagtt
aacacaggca
ccacctgttt
agtgacatat
tccctaaata
ctgtctetta
ataagatgag
ctataggecct
tattcaacct
tgacccaata
tatcatatca
gcegetatta
agagtaatcc
aaatacggcce
aatcaccaca
acgtaaaact
cttttectac
caaaggacct
actttteace
cteccaaccct
ccctaattaa
attccattct
gagctgtgge
tactgctaag
cctaccatca
agccectttt
tgctgecaagt
gcecctgacta
accataaatt
atacctccaa

tacattagca

112800

112860

112920

112980

113040

113100

113160

113220

113280

113340

113400

113460

113520

113580

113640

113700

113760

113820

113880

113940

114000

114060

114120

114180

114240

114300

114360

114420

114480

114540

114600

114660

114720



ttetgecatat
atgtctgaca
ctggaactat
aaccatatecc
tggttatacc
tttcacagga
aggaataaat
agaagcagcc
tatcetttte
ttcatcctta
agtcccagaa
aaaactagcec
cctatctate
attctgcaaa
aacttataat
cacatttcta
aaacaaatta
acctccatta
tagtcttatt
atgecctaatt
atgacaattc
cctettacee
cagggacctt
actgcaaaac
cettgetaga
tcaactggcet
cctggecagea
gctggtaaaa
attttaccct
gctateggaa
agccttctaa

tataatgtta

atctcaatge
aaagaattac
aggaattgaa
taaagtaagt
cttecccatac
accctcatca
atagtagttc
accaaatatt
aacaacccgt
ataataacag
gtaacccagg
cctatctcaa
acaatcctat
atcttaacct
ccaaacgtta
gcacttagce
acatgattaa
acaggatttc
accccaacca
tactccatet
aaaaacacaa
atctctecac
caaaaccctt
tctattetge
tecggtggaat
tcaatctact
ttgaagctge
agaggtcttg
tttttccact
cactatacct
tttgagcaga

ttgttacege
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ctttectaat
tttgatagag
cctatccetg
tcagctaaat
taattaatce
caatgctacg
ttaccccecat
ttcttacaca
ccteegggea
ccctagtaat
gaacttctet
ttatatttca
ccattaacgt
actcctcaat
ccattataaa
taagtataag
cacctatagt
tgcctgaatg
ttatagctat
caatgacaat
aacccatatt
tgattctagt
agtaaatgaa
atcagttgaa
tcaaacccecac
tcteecteca
tecctttgaat
acctctgtcet
tatgttcatc
gctgttegge
attaggtcaa

ccacgaattt

tteccagecatt
taaacaagag
agactccaaa
aagctattgg
attagctcaa
ctcacactga
cttgattaaa
agcaactgca
atggacaata
aaagctagaa
aatgtctgge
aattttccca
aagcggttga
tactcatata
tctgattgtt
cactacaacc
ttcactaatt
agtcatcatt
cataacacta
attceccecaca
actcctcect
tataacttag
ttatacttaa
cgcaaatcaa
aaaaatttag
tgtgggggga
ttgcaattca
ttagatttac
aattgttgat
gcatgagtgg
ccaggaacte

gtcataatct
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ccaccccaaa
aggttaaaat
attctccatg
gccecattete
cttattatct
tttettatet
aaaacaaatc
tctataatte
ataaacacta
atagcccect
atacttctee
tcaataaaca
ggaggactta
ggttgaatga
taccttattt
ctgtcactgt
ctactatcce
caagaatttt
ctcaacctgt
tccaataata
ccacttattt
aaatttaggt
tttctgtaac
ccactttaat
ttaacagcta
gggtggtagg
acataaaaaa
agtccaatge
tgttttcaac
ggatagtggg
tgctaggaga

totttatggt

cataggaaat
cctettattt
ctacctatta
ctgaaaatgt
ctcttactat
gaacaggect
tccactctac
tcatgatggg
ctaatcaatt
ttcactteeg
tcacatgaca
cgaccagtct
atcaaacaca
tcccagtact
taacaactac
ctcacacttg
taggagcttt
caaaaaacaa
agttttatat
cgaaaataaa
cttctacett
taaataagac
aaacccaagg
taagctaagt
aataccctaa
ceggagaage
ttacctcagg
ttactcagcce
caatcacaaa
tacctectta
tgaccagatc

catatcaatt

114780

114840

114900

114960

115020

115080

115140

115200

115260

115320

115380

115440

115500

115560

115620

115680

115740

115800

115860

115920

115980

116040

116100

116160

116220

116280

116340

116400

116460

116520

116580

116640



ataattgggg
ttteccacgga
tgcatcctca
aaacctaaca
tattctattt
atatcccaat
ctttetetet
actacttttt
ctttggtcac
cgtgacgtat
aatatctatt
agacatagac
tactggecatc
teccegecaatg
cattgtacta
tcattteccac
tggttccecce
ttatattcat
tgcegecaacyg
taggctecatt
ttgtttegaa
atggctgtcee
aaaaagaaag
ttctecgataa
aatcctatat
tatcatagaa
ttectggtte
acagatgece
aggcctctea
tgtcaaagca
aagcttcaat
gtgcagtggt

tgectecagee

gttteggcaa
taaataataa
atagaagccg
catgecaggat
taggagccat
atcaaacacc
cagtecctage
gacectgetg
cctgaagttt
tactctggaa
ggcttcttag
acagacacat
aaggtcttta
ttctgagcce
gctaattcat
tacgtcctat
attctcaggt
aggtgttaat
ttattccegat
tatctcatta
aagaaaaact
accaccttac
gaattaactt
gatattagca
gtcttaatgg
gaaccgctca
tatacattat
aagaaattga
tccctacgta
attggtcatc
tecttttttt
gtgatctcag

tccegagtag
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ctaactagte
tgagecttttt
gtgctggaac
cetttgtggg
taactttatt
ccttttegte
cgetggeatt
gtgggggtga
atatccttat
aaaaggagcce
ggtttattgt
gagcatactt
gctgattage
taggattcat
cactagatat
caccaggagc
tatatgetta
ttaacctttt
tatcctgatg
gecagcagtta
ataacaattg
cacacatttg
ccagaaactg
aattcattac
ctcatccagt
ctttecegtga
ttcegtaata
gactgtttga
ttctgtataa
aatgatattg
tttttttgag
ctcactgcaa

ctgggactac

cctetgataa
acttctecee
tggctgaaca
tettaccatce
actacaatta
caaccattce
accacaatat
tcectatcetta
tctatcagge
atttgggtat
atgagcacac
caccteceget
tacactgegt
ctttetttte
tattttacat
ggtgttegee
atcagaccta
tcccacagea
catacaccge
tgctaacaat
aacaaccatce
aagagccaac
gtttcaagce
gtaactttgt
tcaattaggce
ccacgttctt
ctcacaacaa
actatcttac
aacagatgaa
aagctatgaa
acagagtctc
gctctgecte

aggcgaccge
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ttgctgecee
cactetttee
gtttatccece
ttetecactte
ttaacaaaaa
tcattacage
taactgaccg
tatcaacatt
tttgggatga
atgggcatag
catatattta
accataatta
ggtggtaaca
acagtaggag
gatacatact
atcataggag
cgctaaaatt
cttecttgge
atgaaatatt
ttttataate
tagtaattta
ctacattaaa
aatcaaaaac
caaagttaag
cttcaagacg
ataattattt
aattaactca
ctgcecattat
gttaataate
tatatagact
gctetgtege
ccgggttcac

caccatgeet

tgatatggca
tactcctact
ctttagctga
acttggcagg
gccecccagee
aatcctacte
taacctcaac
tattctgatt
tcteccecatgt
tatgagccat
cagtaggaac
ctgctatgce
tcaaatgatc
gtctaattgg
atgttgtage
gctttaccac
cacttcacca
ctatceggta
atctcatcct
tgagaagcct
gagtgacttt
ccecttaaatg
ctetgtgact
ttataggcta
ctacatccce
tcctaattag
tattagcacce
cttaatttta
cttcecttac
atgaagaatt
ccaggctgea
gcecattetee

gggtaatttt

116700

116760

116820

116880

116940

117000

117060

117120

117180

117240

117300

117360

117420

117480

117540

117600

117660

117720

117780

117840

117900

117960

118020

118080

118140

118200

118260

118320

118380

118440

118500

118560

118620



tttgtatttt
acgttgtgtt
tgcgeeccgge
acttegactce
attaatctca
agatgcaatc
ctatggacag
taatcctett
ctattcagea
tgcctcaact
tetecattat
tcaaaacaca
tttgctacce
gtttccaacc
ccaacctgea
tataataata
ttcatttaca
aggcgcagta
acaaggcaca
tattcaacca
aatacattta
agttgetttt
ggcttatgtc
caaacacatg
gctctactaa
accctaggece
gaaagtaaat
attctattta
tctagtctag
cctcaaacge
gttacttegg

tccatcacga

tagtagagac
ccacccactt
ttaagcttca
cttgaagttg
tctgaagaca
cccagatget
tgctcagaaa
aaaatatttc
tttacetttt
agatacttce
tcagttaaaa
aaaacacaag
ctacaattct
tctagtcatce
ctaaaacaga
tcectaatta
ccaactatcce
attacagtct
cctatgecac
atagcattag
attgcaggag
attattctaa
ttcacactac
cttgccatat
taacatctgg
tattaatcaa
ttcaaggcca
ttatctgaga
ccccaatgee
ttagaagtac
ctcatcacag

ttaccttagg
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ggggtttcac
cagcctccca
attcttatat
ataaccgaac
tcctgeacte
taaatcaaac
tttgtgaatec
aaaacctgat
aagttaaaga
acatgatcca
ttattaaatt
gcttectgag
aggcctacca
aaattagtaa
taataattac
tecttecactge
aattatcaat
tctgctttaa
ttatccctat
ctgtgcaatt
acacactagt
tecctactgac
tagtaagcct
agtcaaacce
cctggecatg
cacactaact
ccatacaaca
agtattctte
agaattagga
ctttetgaat
cctgatagaa

tatttactte

catgttagece
aagtgctggg
aaccccaaca
aattcteccea
atgaactatc
taccttaacc
taaccagttt
ccacatctac
ttgacggagt
ttattatcct
tcatttatat
aattaaaatg
gcagtagtat
ccgattattt
ccataacatt
ctcaaccaac
aaacctgggt
aacgaaaaac
actagtaatc
aacagccaac
actattaget
tattctcaaa
ttatctatat
agcccctgac
tgatttcact
gtataccaat
gttgtccaaa
tttgctggtt
ggacactgac
acatctgtat
ggaaatcgaa

accctectac

93

aggatggtct
attacaggcg
ccagacttaa
acagaaatac
cccttattag
actgggcgac
tatacctatt
actaaaatat
ctacacctet
gtcaataate
tatccctaca
aacgaaatct
taatcattct
tctattcaac
aaaggacaaa
ctecttggge
atagcaatcce
teccttggetyg
attgaaacca
attatagtca
attagtttte
ttegecatag
gacaacacat
cactaacaga
ttaattctac
gatgatgtga
aaggcctceca
tcttcetggge
cccccaacag
tatttgeate
agcaaataat

aaatcteagt

tcatectectg
tgtgagccac
aaccaggaga
ccateccatat
gcctcaaaac
caggtcttta
gtcctagaac
cactgtaaag
ctgcagtgaa
ataactttat
ccaaaaataa
attcatctct
gtttceccact
gatgattaat
cctgatcect
ttctacceca
cectgtgage
gcetttttace
ttagcctatt
gtcatctact
ccacagette
accttattca
aatgacccac
agctctctca
tactetttta
tattatctga
atatggaata
attctatcac
gcatttttcc
aggagtttca
tctagcacta

actttgagge

118680

118740

118800

118860

118920

118980

119040

119100

119160

119220

119280

119340

119400

119460

119520

119580

119640

119700

119760

119820

119880

119940

120000

120060

120120

120180

120240

120300

120360

120420

120480

120540



cecttttact
tggatttcat
atatcacttt
gacgcagaag
ctggttggac
cacccaggaa
gactgtacct
ccaaatggea
agcectgete
gcggagggge
cgaactgggt
tgggggcagg
tgacagctct
agactgcctce
gaggccaact
gatcaggcag
tacecgaggeca
gggacctgac
aaagggcatce
taaaaccaca
ggeectettet
gagctgacag
gatgttcaaa
actacaataa
tgagaactac
gtatcagtga
agagtaaaaa
tctacatttg
tecttcaggat
tcaggaaata
aattgtcata
aatgtcgggt

ctctacaage

atctectgatg
gttattactg
acaagatgtc
atggtgattt
agggggtgca
gcacaagggg
ggaaaatcag
caccaggaga
actgctagea
gtecegecatt
ggagcccace
gcatagctga
gaagagagca
aggtggatcc
gacacctcat
caacattgge
aacagagtct
tgttagaaag
cacaccaaaa
aagatgggga
cctecaaagg
aagtaggctt
cccatecgeaa
acagtgtaga
aggacgcatg
ttgaagatca
gcaacaagat
attgttgtac
attatccagg
cagagaactc
ttcaccaagg
tgcccacaaa

cagaagagag
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ggatctatgg
gatcaacatt
tgaataggaa
cegecatttee
gcccacagag
tcaggggatt
gacacttttg
ttatatcceca
cagcagecta
getgaggett
acagctctge
aaaggcagca
gtgtttctac
ctgatgette
acaggtgggt
tgttctgcaa
ggagtggace
aaaactaaca
ccccatetgt
gaaaccagag
attgcagcte
cagaaggttg
ggaagctaaa
gaagacctta
cacaagcttce
aattaatgaa
aaagcctaca
ctgaaagtga
agaacttcce
cacaaagata
ttgaaatgaa
gggaagccca

tggaggccaa

ctcaacattce
tctcactatce
tagctcecagt
aactgaggta
ggcaagttga
tcecetttece
cccaaatact
tgtetggett
agatccacce
gagtaggtaa
aaggecctgcet
gaaacttctg
cagcatggtg
tgtagcctaa
gcctgtetgg
tatttgetgt
tccagcaaac
aacagaaagg
aggttaccag
cagaaaagct
cttgecaget
gtaataacaa
aaccttgaaa
aatgacctga
actagccgac
ataaagcgag
agaaatacag
cggggagaat
cgacctacca
ctcctecgaga
ggaaaaaaat
tcagactaac

tattcaacat
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tttacagcca
tgcttectee
ctgcagctee
cctggttecat
agcagggcgg
agccaaggga
gtgcttttee
ggcaggtcce
gtgaggcage
acaaagtgge
gectttgtag
cagacttaaa
tttgagctet
gtgggagaca
gacgaagctt
tctgecagect
tccaagagac
aatagcatca
caccaaagac
gaaaattcta
ggatggagaa
acttctecaa
aaagattaga
tggagctgaa
ttgatcaagt
aggagaagtt
gactatgtga
ggaaccaage
aggcaggcca
agagcaacce
gttaagggca
agcggatctce

tcttagagaa

caggcttteca
gccaattaaa
cagcatgatc
ctecateggga
ggcatcacct
agccatgaca
aacagtctta
acacccacgg
agcectggecag
cagggaagct
accacacctc
cgtcecctgte
gacaatggac
cctcecccagta
ccagaggaag
ccactgecaga
ctgcagetga
acatcaacaa
caaaagtaga
aaaaccagag
tgactttgac
gctaaaggag
ccaatggcta
aaccatggca
ggaagaaagg
tagagaaaaa
aaagaccaaa
tggaaaacac
acattcaaat
caagacacgt
gccagagaga
tcagcagaaa

aaagactttt

120600

120660

120720

120780

120840

120900

120960

121020

121080

121140

121200

121260

121320

121380

121440

121500

121560

121620

121680

121740

121800

121860

121920

121980

122040

122100

122160

122220

122280

122340

122400

122460

122520



caacccagaa
tttacagaca
ctgaaggaag
aaattgtaaa
gctaacatca
gggatgaatg
tcactgtgcet
aagggatgga
aaaaaaaaaa
agatcaaaag
agctaactat
tccttagaga
cctetetgte
tgaactcagce
caacagaata
aagtaaagca
gcacagtgca
atggaaattg
tataaagatg
catatttaag
ggaaagagct
aacaaattca
gatagagaca
aacaaaatag
gagggaataa
atcagagaat
aaattcctgg
agaccaataa
gaccagatgg
ttctgaaact
ccagcatcag

atatececctga

tttcatatee
agcaaatgct
cactaaacat
gaccatcgat
taataacagg
ccccaattaa
gtattcagga
ggaagatcta
agcaggagtt
agacaaaaaa
actaaatata
cctataaaga
aataatagac
tctgcaccat
tacattette
cttetcacca
atcaaattag
aacaacctge
ttctttgaaa
gcagtgtgta
aaaatcgaca
aaagctagca
caactcttca
atacactgcet
aaaatggtaa
actattaaca
acacatacac
caggctctga
actcacagcc
attccaatca
cccgatacca

tgaacgtega
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agccacacta
gagagatttt
ggaaaggaac
gataggaaga
ttcaaattca
aaaacacaaa
gaccaatcte
ccaagcaaag
gcaatccegg
ggccattaca
taggtaccca
gacttagact
agatcaatga
gtgaacctaa
tcagcacgac
aacgtaaaag
aactcaggac
tcctgaatga
ccaacgagaa
gagggaaatt
ccttaacate
gaaggcaaga
aaaaatcaat
agcaagacta
aggggatate
cctetacaca
ccteccaaga
aattgaggca
gaattctecct
atggaaaaag
aagcectageca

tgtgaaaatc

agcttcataa
gtcattacca
aaccagtagce
aacagcatca
cacataacaa
ctggcaaatt
atgtgcagag
ggaaagcaaa
tctctgaaaa
taatggtaaa
atacagcagce
cccacacaat
gacagaaggt
tagacatcta
atcacactta
aacagatatc
taagaaactc
ctactgggta
caaagacaca
tatagcacta
acaattaaaa
aataactaag
gaatccagga
ataaagaaga
accaccgate
aataaactag
ctaaaccagg
ataatagcct
agaggtacaa
agggaatcct
gagacaccac

ctcaataaaa
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gtgaaggaga
ggcctgectt
agccactgca
actaacggge
tattaacctt
ggataaagat
aaacacatgg
aaaaaaaaaa
aaaagacttt
aggatcaact
accaagatte
aataatggga
taacaaggat
cagaacccte
ttccaaaata
acaacaaact
actcaaaacc
aataatgaaa
gcataccaga
aatgcccaca
gaactacaga
atcagagcag
gctggttttt
aaagagagaa
ccacagaaat
aaaatctaga
aagaagttga
accaaccaaa
agaggagctg
ccctaactca
aaaaaaataa

tactggecaaa

aataaaatce
acaagatctc
aaaacatacc
aaaataacca
aaatgtaaat
tgaagaccca
gctcaaaata
aaaaaaaaaa
aagccaacaa
gggcaagaag
ataaagcaag
gactttaaca
atccaggaca
caccccaaat
gaccacatag
ggctcetcaga
gcacaacttc
tgaagacaga
atctctggga
agagaaagca
agcaagagca
aactgaagga
caaaaagatc
gaatcaaata
acaaactacce
agaaatggat
atctctgaat
aaaagtccag
ataccattcce
ttttatgagg
ttttagacca

ceccaatecag

122580

122640

122700

122760

122820

122880

122940

123000

123060

123120

123180

123240

123300

123360

123420

123480

123540

123600

123660

123720

123780

123840

123900

123960

124020

124080

124140

124200

124260

124320

124380

124440



cagcacatce
tggttcaaca
aaccacatga
atgccaaaaa
gtttatgaca
ttgaaaactg
gaagttctgg
gaggaagtca
atctcagcee
atcaatgtge
atcatgagtg
acaagagatg
aaatacaaga
atatcgtgaa
agctaccaat
aaaaaagagc
cactacgtaa
acccaaacag
tacaaccatc
tttaataaat
ttecttacac
aaaaccataa
aaggacttca
gatctaattc
cctacagaat
atctacaaag
acagacactt
atcactggte
tagaatggtg
aggaacactt
agtgtggcga
actgggtata

gtttactgtg

aaaagcttat
tttgcaaatc
ttatttcaat
ctectcaataa
aactcacagc
gcaaaagaca
ccagggcaat
aattgtccct
caaatctcect
aaaaatcaca
aactattcac
cgaaggacct
ggacacaaac
aatggcgata
gactttttte
ctgecattgee
cttcaaacta
agatagacca
tgatctttga
ggtgctggga
cttatagaaa
aagccctaga
tgatgaaaac
aactaaacag
gggagaaaat
aaatttacaa
ctcaaaagaa
atcagagaaa
atcattaaaa
tcacactgtt
ctcectcaagg
cacccaaagg

gcactatteca
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caaccacgat
aataaacgta
agatgcacaa
actaggtatt
caatatcata
aggatgeccct
caggcaagag
gtttgcagat
taggctggta
agcattecta
aattgctaca
ctggacctct
aaatggaaga
ctgcccaaag
atagaactgg
aagaccatcce
tactacaagg
atggaacaga
caaacctgac
aaactggcta
aattaattca
agaaagccta
gccagaaaca
ctgcacageca
ttttgcaatce
gaaaaaaaca
ggcatttatg
tggaaatcaa
agacaggaaa
ggtgggagta
atctagaact
attataaatc

caatagcaaa

caagtcgget
atccataaca
aaggtctttg
gatggaatgt
ctgaatgggce
ctgtcaccat
aaagaaataa
gacacgactg
agcaacttca
tacacccata
aagagaataa
tcaaggaaaa
acattccatg
taatttatag
aaacaactac
taagccaaaa
ctaccgtaac
acagaggcct
aaaaacaaga
gccatatgta
agatggatta
ggcaatacca
aaggcaacca
aaacaaacta
tacccatcag
accccatcaa
cagccaacag
aaccacaatg
caacagatgce
gtgtaaacta
agaaatacca
atgctgetat

gacttggaac
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tcatcectag
taaacagaac
acaaaattct
atctcaaaat
aaaaactgga
tectattcaa
agggtattca
tatatttaga
gcaaagtcte
acagacaaac
aatacctggg
ctacaaacca
ctcatggata
attcaatgcce
tttcaagtte
gaacaaagct
caaaacaaca
cagaaataac
aatgggaaaa
gaaagctgaa
aagacttaaa
ttcaggacat
aagccaaaac
ccattagagt
acaaagggct
aaagtgggca
acatataaaa
agataccate
tggagaagat
gttcaaccac
tttgacccag
aaagacacat

caacccaaat

gatgcaaggce
caatgacaaa
acagccctte
aataagagct
agcattccct
cactgtgtta
attaggaaaa
aaacttggte
aggatacaaa
atacagccaa
aatccaactt
ctgctecaatg
ggaagaatca
atccccatca
atatggaacc
ggaggcatca
tggtactgcet
accacacatc
ggattecctta
actggatcce
tgttagactt
aggtgtggge
agacagatgg
ggacaggcaa
aatatccaaa
aaggatatga
aatgcttate
tcatgeccagt
gtggcgaaat
tgcagaagac
ccatcceatt
gcecatgtat

gcccatcaat

124500

124560

124620

124680

124740

124800

124860

124920

124980

125040

125100

125160

125220

125280

125340

125400

125460

125520

125580

125640

125700

125760

125820

125880

125940

126000

126060

126120

126180

126240

126300

126360

126420



gatagactgg
aagggtgagt
aaactagcgce
acaatgagaa
tagcattagg
gcacatgtat
tataataaaa
tgcctgatgt
atgaggatecc
taatatctga
cctactacta
cagcccectat
attcttecta
cctgecatga
agttatcatt
tgaattggta
catatttacc
ctggtaaaat
tactgtcaat
ctataatacc
tattagtttc
agtgctaaaa
tataatctga
ttttaaccaa
gatgtcaccc
taactgttca
agatttttta
gaagccacac
cgcctcaatg
gttacacttg
actgaccaag

gectttatag

ataagaaaat
tcatgtcctt
aaggacagaa
cacttggaca
agaaatacct
atctatgtaa
atatatatac
tgacactttg
tactctttta
aagatattaa
ctactaatta
gaaggcagat
gtagccaaca
gctattcaaa
ttaatcctag
aatagtttaa
aaatgcectce
taatctatca
atttatcata
cattatecte
aatctccaac
attatteccga
attaacatga
ttcaacagta
ctectaattt
atgaatcace
aaattatage
taattcctac
caagctcata
tctacacttt
aactgttage

taaaaataac
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atgccacaaa
tgcagggaca
aagcaaacac
catggcaggg
aatgtaaatg
caaacctgca
atcactttac
tagatgtagt
gtataaagag
ataacctgac
catttttact
ttgacccaat
catttctect
caaattacct
gcttaattta
gtcaaaagaa
tatttacatc
aacccaccta
attaccctta
ctagtatttg
acatacggcee
caattatgct
ccatccacag
actcatccaa
taacagccta
cccacaaaaa
attcacagce
cctaattatt
tttcectattg
aaatacttca
ctcettatee

tctattegga

tatcccaagg
tggatgaagc
tgcatgttct
aacatcacac
acgagttaat
cattgtgcac
atccaaccag
atgactattc
taccattgac
actagecctta
tccacaaatt
aacctccaac
cttagactta
aacaacaata
caaaagaact
atgatttcga
aacattatat
atatcatccce
taactttaaa
ctgcetgtga
tagattacac
gttaccaata
cctacttatce
cttctcacta
ttacctttta
agctctatat
acagaactaa
attatcaccc
tacacactag
gattctctaa
aataatctta

cttecacctgt
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aatactatge
tggaaaccat
cactcatagg
aaaggggccce
gggtgctgea
atgtacccta
cactttgget
ttatatgtct
ttccaatcaa
gtaaccgaca
aatatttata
tgcctecect
gaaatcgcte
atcaccacag
caaaaagggt
ttcattagat
taccatatac
tatgtgccta
tatacatttt
agcegecagtg
acaaaatcta
atatgattct
agcctcatca
gttttctett
taatcctage
ttctatattg
ttatatttta
gctgagggaa
tagggtccct
atatgctagt
tatgactage

gactcccaaa

agccataaac
cattctcage
tgggagttga
gggggaggga
aatcaacatg
gaacttaaag
ttgaagccac
ctatctactg
ctagtttega
ccttactgge
tagataaatc
tttccataaa
taatactacc
cecttatact
tagattgaat
tataataaac
catatcacta
gaaggcataa
actctagcat
ggccttgect
aatttactte
ctaaaaattc
ccctattgtt
ctgatctgcet
aagccaatat
atttececctge
tattttcttt
ccaaccagaa
tcctctactt
aatgatattt
atgtattatg

agcccatgta

126480

126540

126600

126660

126720

126780

126840

126900

126960

127020

127080

127140

127200

127260

127320

127380

127440

127500

127560

127620

127680

127740

127800

127860

127920

127980

128040

128100

128160

128220

128280

128340



gaagccecta
ggtataatac
ctcacactat
aaatcagtta
atccaaaccce
tcatcecetgt
tacttacctg
aaatctcact
atggcttcat
acaaccctet
attaacagtt
tattcttcta
ttaaccaaaa
gaaagtatgc
tttaaaggat
gaaaagtaac
caattattac
gccatcacat
gtcattatct
agactactte
tatgatatat
gtattecttec
ggaatcatgt
gcecctecaag
tggttcectct
tctaatcecce
ggcctecate
cactccagea
gaaaataacc
acagcaatct
agtcagctgg
cacatgtgca

cacaatctca

ttgeeggete
ggcttacccet
ccctatgagg
ttgectacte
cttgaagcett
tattctgect
aggccttcaa
aatcttgect
tctectgate
actcectaca
aaaccttcect
ttatcctaaa
cattaaattg
aagaactgct
tggagtcatc
aaatatgtat
gttagtcaac
gegecttcac
caaactgaca
tcecataatat
aaactcagac
aatattccac
ctttettact
cagtectgeca
tttectccaa
ttccattaat
cctgacttee
ctatagttgt
tctgaacceca
gcgetctaac
gecttacgat
cccacacctt

atgatgaaca
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aacagtactt
tatcctecage
gatagttatg
ctetgtaage
tacaggtgce
agcaaattce
atactcctce
taccecctace
aaacatcact
tgtaccaate
ttacacgaga
tectaaaatt
tggatctaat
aactcatgce
cgttggectt
ttttccacta
ccctgcaaaa
cattagecte
ttgaatgaca
ttattctagt
cctaacatta
caacaaactc
aactggctga
caategcatc
cacatgagag
tegecttcete
atccgecata
agcaggagtt
aacctttaca
acaaaatgat
agtcacaatt
ttttaaagct

agatatttga

gcagceggtac
ccectaacag
acaagctcca
catataccac
gtcaccctta
aactacgagt
cactgatata
attaatctag
attatgetta
acaacacaat
aaatacatta
attatgggcet
aatagaagcc
cccatgecta
aggaaccaaa
ctataatagce
gaagattcat
atcccaacgt
atcccaacte
agcactattt
atcaattttt
tttcaactcet
caatatggcc
ggcgacattg
attcaacaag
ttagcagcag
gaaggcccaa
tteectgetea
ttatctcecag
atttaaaaaa
ggcattaatc
atattattta

aaaataggac
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tcctaaaact
aatatatagc
tttgtctaca
ttgtcatcat
taattaccca
gagtccaaaa
gectecatgat
taagggaact
caggacttaa
gagggacact
atatttatac
ttacatgctg
tgcaacttct
acaatatggc
aacattggtg
cctaatcgee
acccaaatta
ttatatatac
ttaaactcte
gttacctgta
caaatatttt
ttatcggatg
gagcagatgce
gttttatttt
cattcattcet
caggaaagtce
ccccagecte
teccgetteta
gggctgttac
tcatagcatt
agccacatct
tatgctcagg

tattcaagac

aggcggetge
ctaccecette
aaccgatgta
agctctacta
tggagtcact
cggaatcata
gacttctage
ctetgtgate
tatactaatt
tacatattac
atgttacacc
tagctatagt
tatctaccaa
tttctcaact
caactccaaa
ttaatcacac
cataaaaata
agaccaagaa
actaagettt
gaattctcaa
cctecateaca
agaaggtata
taatacagca
agttatagca
aaaccctacce
agctaaattc
agccctgete
cectttaata
caccttattt
ctccacctca
agcattectt
ctccatecatce

tttaccette

128400

128460

128520

128580

128640

128700

128760

128820

128880

128940

129000

129060

129120

129180

129240

129300

129360

129420

129480

129540

129600

129660

129720

129780

129840

129900

129960

130020

130080

130140

130200

130260

130320



acttectett
ttttactcta
cectttetatt
ctttgetctg
ggggccctge
cgcccageag
gcagaggatg
gttccegetg
cagaggtteca
cagctectee
cggcagceac
cgggectatt
ctgcegggea
acctcecggt
tggacacgca
tgcccagete
ccagcagegce
agctctggag
cctegteect
geggectgea
ggcttecgge
ccacacgect
ctctggggac
aacttgtggt
cactagectg
ggectggaga
ccacgcecatg
cttgggctte
aacaccctga
ccagctagee
ggcgagecagg

getgaccact

cccttattat
aagaccttat
actcttactg
cggactggee
tgcategece
ggttteccatg
gcatcegtgg
ccegttgeca
ggtcttgaga
tttgacccca
tctecattea
cctectttgg
agctggeect
actaccccte
gcccacgaag
aggtgaggag
ctgtececegece
ttcectggge
cccgeccage
ccagcacgag
tgcatccace
gtcggegggg
gcccteggga
ccagcceccte
gagcaggagt
gtaagataga
ggcacggcta
gccggececa
ggacggccct
aggecgeccte
ccactgggga

caagaggaga
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tggtagecctt
tatcgaaacc
ccacctcett
atgcaggagt
gtttgttegg
tctgagatge
acacggacaa
acgggaaggyg
actggcccag
gctggacgtt
cattecctggg
tagagacgca
cagcagcccee
ctacgccage
gtcgggaagg
tacggtaggg
ccecttetaca
caggtgggcet
agcggceccetg
cgegtggget
ttctecttgg
ccgacaacct
aggcctggee
caccgecgtyg
cectggtgee
agaccaccta
gcaacgtgca
tgctgctggt
gcgggcagceg
cccgacctet
aatcaagegg

agaaggaget

gcacttacag
acaaatactg
aactgctgge
ggtaagggcc

ggaaggtggg
cegctetgge
ggagctcagt
ccggeccgec
ctecaggctec
cagcgaaggce
accgggacte
ggcegtgegea
ggaccectgt
agctctggeg
teecegectgg
atgcegecege
tggcagatgg
ttggccccat
tgggcagtgg
accggetgea
cceceggage
cctgggetece
tcaatctact
ggctcecece
ttatcaccca
cctgaacgag
cacgctgceta
gggggcagea
ccagcctcat
cttggectte
gaggaggagg

gaaggaccce
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atatgccttt
tcatatacca
tatagtaccce
cgggccacge

ggggacgctt
cccaagagaa
aacctggact
tcectggecg
tggggcagcg
gctcaacttg
ggaggcaaga
gectgactca
cccectcagg
gacagaggcg
tcttecatee
ctatccatce
cagectgecac
gctgggeggg
cggaggecage
cggaggagaa
cacgtaggeg
cgagggacca
ctceggatca
agggcctggg
gctacgacgg
ggcatccacg
ceccggecace
cgcaggcectyg
gcacatccat
cgactectge
atgaggagaa

cgggaccgga

cttcacagge
acgcctgage
gtgttatttt
gcgacgectg
catgecgecg
tgaaccagcc
tcagcatgat
gggcgcaatt
gcgaccagaa
ctgagtcgca
gcagetageg
ggctggette
catgaagggg
gacagcggcc
teggegtace
gccaagacgce
ccctaagecg
ggctcatgee
agcacgtttg
gtgaacggtg
gegtetecag
cagccagcag
ctcaagcaat
agggacgtcg
gggtctecac
tgctetgeag
gggegetgge
gttggaggcg
gttgccctct
agtgggctag
cacgtcggceg

ccageccaga

130380

130440

130500

130560

130620

130680

130740

130800

130860

130920

130980

131040

131100

131160

131220

131280

131340

131400

131460

131520

131580

131640

131700

131760

131820

131880

131940

132000

132060

132120

132180

132240



caaggacgag
ggtggccaat
ggcgcatgtg
accaggceagt
ccaaaacagc
agatggtgcet
tgtgaaaggt
gaacgcccac
cattgagcca
gggggtgagg
tgcecteget
ggaccctgaa
tttttttttt
cagaaaagaa
ggagatgctg
taattttttt
aaaaacccgg
gtgactccce
catccatctt
acctgggctg
gcteccteaa
acgccatcac
ggcacacact
caccctecce
gaccatccag
ctggaggatg
gagetggect
acctacacct
gcagattcta
ttcatcegea
aacgtgaagce
caagagaagc

gactggatca

gaggaagatg
aacgccaggg
gcaactgcac
cteggteate
ctgtttgaaa
ttcagetgee
acgectecegt
ttgaggccct
acaccgacct
aaggtgacge
ccecectgece
actgcatctt
tttttceccagt
aaaaatgcct
tggaaacttg
taaggaaaat
actgaccttg
tggtgggctg
ceccettgate
cectggecaca
caggageget
cagccagctg
ctgtggtceg
accgtgaaga
ttectgtgee
ggcaggtcgt
ccacacaaag
gccaggtcac
accegcaagg
agttgcccac
tgacttggte
agtgcaatgg

agggggagac
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accttttcee
agcggcetgeg
ctcaacagcg
ctgaatttgg
cggcgagaag
cacctggget
gggacgagec
gggcttecate
gatgaggcte
tgggtecagg
ccgtatctca
ggccctgttg
aaacaaaacc
taactataaa
gecttattcett
aaaaagaaca
gecaggcetgg
gtctcagetg
cectgetgea
ggctacttce
gggaccttece
actgcctcegg
cagaccaggt
tettacagte
tcatctetgg
ggatgtgaac
caagctcace
ctatcaaggt
ggtgagcace
aatcacctgt
ccaggccagt
cacgttcacce

ctaccagtge

cccagagcag
ggtcccttaa
agaagcccca
agcagcaagt
agaaggtgtc
tgagtgaage
accegceacte
cacatccaca
agagtgatgg
agctcecetgg
gccaccatgt
tctgggetgg
tgaatgcaag
atgtggagaa
caaaagccag
ttagttattt
atcagactgg
atcttgactg
aagacattge
tgaagtcagt
cagccaccac
gtgcgtggge
cagtaccttc
ctcecctgtgat
gtacacccag
tggtccatcg
ctcacccaga
aacacctttg
tacctgagece
ctggtggtgg
gggaagtctg
atcacgtcca

agggtgacce

100

aaggeccgagt
gagggctctt
gaccaaactc
gcgagagcgg
gcgegtgtte
ccacaaccce
agcceegtgg
cctcacacaa
gggcaaggaa
gaccecegget
caccctgtga
caggagcttt
caacaaaaca
atcgtaacat
cagcaaattg
aaaaaaaaaa
cctagagtag
teccegectee
ctctgatgee
gactgtgace
cctcacgeee
caaacgctca
agcatctact
ggcagtggac
gtgccatcag
cctcteccat
agcgetgget
aggacagtge
ggtccagece
acctggcace
tggctcaggt
ccctgetggt

acacccacct

gggagaagca
aaggagctgg
cttatcctge
aacctgaatc
ggaggcccce
getgggcacg
getgggecca
ctgttgtcag
ggtgagtgat
cacccctecac
cctgececat
tttttttttte
tacactttgt
atcacttgag
tgcctaageg
aaaaaaaaaa
acttcagagg
acacagggcce
acctccatga
tgggacacag
tectggeeatt
cctgecagegt
ccagggactt
acttacccce
catcacctgg
actggaggat
gcccgaccac
caagaagtgt
cttctacctg
cagcaaggag
catcctaagg
gggcaccaga

gcagtccacg

132300

132360

132420

132480

132540

132600

132660

132720

132780

132840

132900

132960

133020

133080

133140

133200

133260

133320

133380

133440

133500

133560

133620

133680

133740

133800

133860

133920

133980

134040

134100

134160

134220



accaagatca
ccgaggaacce
atcttggtge
cagccccgea
gctgaatggg
tcacagaccg
cccactaggg
ttgcaatgac
aaacaaacaa
atgggcaagg
agatgggatc
gctacctaca
aagaatctac
gtaaaggata
aaaaaaagct
catctecatge
ggatgtggaa
ttgtggaaga
gcaattccat
tgcacatgta
tgcccatcaa
gcagccataa
ataattctca
ggagttgaac
tgttgggtgg
gttgatgggt
tctgcacatg
ttattgtagg
acaacccttg
cttacccaag
atcccagagt

ttgttcteta

geggeccatg
aggacaagcg
agtggctgta
aaaccaaggg
aacagaaaaa
tcaagtaact
ctctgtcecag
cccaggaage
acataaaaac
acttcatgac
taattaaact
gaatgggaaa
aaagaactta
tgaacagaca
catcatcact
cagttagaat
aaacaggaat
cagtgtggca
tactgggtat
tgtttattgt
tgatagactg
acaaggatga
gcaaacacag
aatgacaaca
agggctaggg
gcagcaaace
tatcccaaaa
cttacattgg
gagaacatgt
gtggcatgac
tcatgettat

atttgggtag
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tgctecececca
caccctcace
caacgaggtg
ctetggegte
cgagttcate
gttgtctgta
ctgtgtggtg
cacccccaat
cctagaggaa
taaaacacca
aaacagctge
aattttttge
aacaagttca
cttectcaaaa
ggtcatcaga
ggcgatcatt
gcttttacat
attcctccag
atacccaaag
ggcactttte
gataaagaaa
gttcatgtcc
gaacagaaaa
tatggacaca
gagggatage
accatgacac
cttaaagtat
gctaaatgca
atgattatta
tagtaaatca
aagcecttect

gtttgaaatt

caggtctacg
tgcctgatcc
cagctccegg
ttagtcttca
tgctctgtgg
aatcccatta
ggaagggctg
aaacagtgcce
aacctaggca
aaagcaatgg
atagcaaaag
aatctagcca
caagaaaaaa
gaagacattt
gaaatgcaaa
aaaaagtcag
tgttgatggg
gatccagagt
gattataaat
acaatagcaa
atgtgacaca
tttgcaggga
ccatacacca
gggaggggaa
tttaagagaa
gtgtatacct
aataaaattt
ttttatggat
tctctatttt
ctggaccagg
aaccatgata

tttcataata

101

tgtttgcaac
agaacttctg
acacttggca
gctgectgga
tccatgagac
aatgtecctce
gccagacctt
tgctcagaaa
ataccattca
caacaaaagce
aaactgatca
cctgacaaaa
acaaccccat
atgtggccaa
tcaaaaccag
gcaacaacag
agtgtaaatt
tagaaatacc
cattctacta
agacttggaa
tatacaccat
caaagatgaa
cttgttcteg
catcacacac
atacctaatg
acgttaacaa
aaaaaaaaaa
aatctcattt
aagcatggag
atttaaacce
atgctttaat

aatattaaaa

gctagaagag
gcccaaggac
cagcatgacg
ggttaccagg
agcgactgge
tgccttecte
ctgtccactg
acaaacaaac
ggacataggc
caaaatagac
gagtgaacag
ggctaatatc
caaaaagtgg
caaacatatg
agtgaggtac
atgctgaaga
agttcaacca
atttcactga
taaagacaca
ccaacccaaa
ggaatactat
gctagaaacce
ctgataagtg
cagggcctgt
tagttgatgg
acctgcacct
cagtgaacat
aatcctcata
aactgaatag
aaaaagtctg
ctggcattaa

atactttttg

134280

134340

134400

134460

134520

134580

134640

134700

134760

134820

134880

134940

135000

135060

135120

135180

135240

135300

135360

135420

135480

135540

135600

135660

135720

135780

135840

135900

135960

136020

136080

136140



aggaaatgtc
gtgaaactaa
gatacatgaa
aattagctgg
atgaatacaa
aggtagggat
gaactaaaag
gtcccttcaa
taagtgcaat
attcagectga
ccteteecte
tettgeettt
gcaacaaggc
acctttatca
attatccatt
aatgagttca
aggggaataa
agcagttctg
aatggatgtt
aagatatgtt
actecttatea
acaggtaatg
tatttaatat
tcagtaattt
agaggggacg
aggatctagg
aaaaaccaca
ttataatgta
ctttaaatgt
cactccagee
aatttgatac
gtacaaactt

tccaaatttt

gtcatgataa
aaagtaagac
tttaattgtt
caatcaaaaa
gctaataaat
atgaagatag
gaaaagtttg
gagctcataa
aagtgtaagt
agatttatgt
atgaatggga
ccactttcat
tcececttgga
tggactcceca
gtcaggtact
gaccttcttt
catggtgaga
aaagtgtggg
atttgctctt
ttctatttaa
aagtttattt
gttttatctt
ggtaaatact
ttaagagtat
ttgtattaat
ccactggttt
tectettaca
ttttctaaag
gtccaactga
tgggcgacag
ccacttatca
tgtatcatte

gcataatatg
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acattagaac
tcatctaaaa
tttattgttt
atattagtta
atttattaag
gcttageate
acgtgatagg
ttaggaaaag
gcaataatta
aagataacta
ttaaggccct
ccatgtgagg
agcagagagc
acctccagaa
ctgttatage
agtagacagt
ttcatatttt
gactttaggg
ttcactecatt
ccaaacattg
tggaaatagt
aaataaatta
ggtagatata
acgaggaagc
gagaggctaa
tcaaaccttt
catttttaaa
tactgtaaat
atctaaatag
agcgagactc
cccacttaaa
ctttttetet

ttacactttg

tgegttecate
ataatcatct
tcagaatgaa
tatgaagatt
actctactgt
agaaaaggac
caaattcaac
tcatatgtat
aggtactggg
agatgacatt
tataagaggc
acacggcatt
agccctcecacc
gtatgagaaa
agcatacatg
gcgtaaggtg
agaaagatag
tgtetgtgaa
ttttcataag
aagagacttg
tgttttecat
ataaatattt
actcacagaa
ctgagatcaa
tagtagagag
taagtatata
ttgatagcta
attgacattt
tgcttgeagt
catctcaaac
aagattatat
ttaaaatagt

tatttggata

102

taattacttt
gttttggcca
aaattaaaga
cagagatttg
gctccaaata
tgtcecttag
tgacaggtce
aatatggcac
aaaacataac
tcaacgattg
ttcatgcage
cctectectet
acacacctga
taaatttctg
gacgcccagt
ggaaattaga
ctctactttt
gtaaaaaata
tatagtttte
caaaaatgta
aaaatacatt
ttatatttta
acaaaagttt
aagctttgag
gcagctaatt
tgctcactaa
atttttttet
aaataacage
gagcggagac
aaacaaataa
gaatagactt
attceccactt

atcttatgat

tagggtatga
tatccccagt
ggttaaataa
gttatactta
ctatacaggg
tagaaaggct
actacccata
tttcaataat
agtacaaata
gttgaattga
atttggetce
aaaagatgtg
acctgeccage
ttectttataa
acatcatgtt
ggctttatce
gttatagaac
ttttcataat
cagaggcaat
aaacaatgtg
acttatgtta
ttagctttaa
tttggcaacc
aactactgac
agattttatg
aagaatttag
ttgtaagtag
tatgtcaatc
ctegecactg
atagtgcagce
ttattttttt
ccecttetcat

cacctatttt

136200

136260

136320

136380

136440

136500

136560

136620

136680

136740

136800

136860

136920

136980

137040

137100

137160

137220

137280

137340

137400

137460

137520

137580

137640

137700

137760

137820

137880

137940

138000

138060

138120



ctttgtaacc
aacaaacttg
gttttccaaa
atggaacaat
tataatggga
gctgagaaaa
gtatcattca
attaaaaatt
attaaaagca
aggttcatct
aactatatgt
ttgaaaaaac
tatgatttaa
atgtcctteca
cagaaaaact
taaaacctga
tgaagcatat
gcactttcat
caaattatat
cagtcaggat
ataagataat
attataactt
ttagggggag
aaatcagaaa
aaaaaatata
tgcaagtaga
attttagaat
cttagtcecct
aaatttattt
ggegtctggt
gagaggagga

ctgecatgaag

aagatatgta
taactattca
gcaatgtaaa
cecteececte
caagattaag
cttgtttgtg
tttctatgac
atctgttatt
gagaattaaa
gttttectcaa
tacactttea
agactattat
acacagcaaa
tacaacccat
cagacttcat
gaaacaaatg
ccagaggtec
gtataatttt
aagctttggg
aagctgaaga
ttectecattac
atgaagtaag
gtatgaagtg
taacttattt
tactgctaaa
aaataaatat
atgaattgat
ttatgctget
ctcacacttc
gagagctget
acaccatgte

cctetecataa
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tataagtaag
catttttett
taacaaattt
caattggttt
cataaattct
taagtgagtg
gecttctgag
gggcagtttc
accacttgac
tttctgaaaa
cgtggatgta
taatacatta
cctetcaget
ttggtaatge
ttttcaagte
acagaacaaa
tccttecaag
gtattctttg
acctgtatct
tgatatatat
ttaatttgca
gtatatggta
aattctgact
ttcctcatga
agcaaatcag
tttatacaat
aaaataagtt
ataacagaat
tagaggttag
ctettettte
ctcacatgga

gggecttaat

ttgaaattaa
ctgggttatc
ggataattgc
gtatatccte
gtgttcattt
gacaggaatg
atatgcagga
atttgatcag
tttcaaaaat
gtataccaaa
ccttgtttaa
ttattaacat
acctcaaagg
caggcatcaa
actaaatata
tgcatggagg
gttcctttet
tcataatgaa
ctgcctatac
atctggecata
ataaataata
catggcatgg
ttggggaata
tcaaaatttt
gcagttagca
gaaatgaagt
tgagctaact
acctgaaaat
gagtccatga
caagatggag
caaaagtgga

cctatteatg

103

ttaaaaattt
attgaagtta
tttaaaaatt
ggatgaatat
tgcactttac
gaaggagttt
aaaaagtaca
atccattatg
gagtttacta
aagcttttaa
actaatacat
attttatcat
ttgagtagat
acaaatcact
ttaataatat
tatgtttatt
aattttaaat
agcctaaaaa
atgtgaaaaa
attaatttca
cagagtaaaa
tcattectte
attagaagca
catatgtact
tatagtttta
tcattaaatt
tattgaataa
ggataattta
aaaaagtgct
ccttgetget
agggcgagag

agggagaage

tectgtgace
ctaggataca
ttattggtga
tatttattte
agatgtaaac
tgttataata
gtaatatacc
tttcaatttt
accagtcatc
aattaattce
tcagaaaagt
gttttaaata
tttgtgaaga
taatttctgg
gtgatttttt
atgaagctaa
agaaaattat
aaaaaggctt
atcatgaggg
tattatgaaa
tatggctaag
agtaaatgtg
acttgtatga
taatgaacac
tttttatatt
ttatgtaaat
taaacactgt
taaagaacag
ggcaggttca
tectecttca
gggccaaatg

cecteatggeg

138180

138240

138300

138360

138420

138480

138540

138600

138660

138720

138780

138840

138900

138960

139020

139080

139140

139200

139260

139320

139380

139440

139500

139560

139620

139680

139740

139800

139860

139920

139980

140040



taatcatctc
gaggagacac
gattttgecce
tectatattgt
ggtaataact
attttggact
tttgtacatt
gatgtaaact
aagggactta
ttcaaattga
agcaagtttt
tctaaaagtc
agtatatagg
gatgaagaga
ggaaagtata
gaaaacaatt
cccctaagag
taacccettt
gacagcacta
ttgetaattg
ttttgcaget
agtaagggtg
aaagacattc
tttacataca
gaaggaggag
tgtatttacc
ggaaattaca
ggaatagtgce
tgataataac
attaggatgt
ggcaataaga
ttttgaagga

tetgtagetg

ttaaaggcce
atagcaaaca
atgatatcat
ttttettgtt
gggggaaaaa
cctggaggat
attettecace
gtaacaatgg
gtgggtcatt
gcagctaaat
ggaaagagga
tggagcacta
tggatgatac
ccctgggaaa
attgaaaaca
ttatgattga
atttgcaaag
cattcaagtt
tttgccacat
getttataca
tggaaggagg
ctatcttcet
atgggtcaca
cttcaaaaag
tetttettet
cttacataag
atgagtgcta
tgtcttcaag
ataactagat
ttaattacgt
cctggagtag
gagattaaat

tetetataat
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cacctgttaa
ctaaatctga
ttttttaaaa
cgaaaaggct
gtgecctetge
cctttactet
ttgtgtgaag
gttaggagac
agacactgga
agattgtgat
tggaattctg
aacaaaggtc
tatctaaggg
ccttecaattt
aaatcttcca
gtaagcatta
acagaaggaa
cttaggataa
acgtagttta
aaggaaaata
ctectgetga
tgatgactga
aaactggcaa
acaaagaatt
tattttcaac
tgatagaaca
tatgaaaacc
aactttgcat
atgtaaaatt
agtatggact
gcagggaagg
ctatgtaatt

aaagataaac

taccatcaca
agtctgaaag
actcaatttc
cttttgtttt
ttaaatgttg
ttttactaca
acctctgtge
tgattggaga
gtgaaagatg
gctatttatt
tttgecctata
aaagatatgg
aaagttttta
agaagaggca
acccagaaaa
gagcaggatg
atctcaccct
acattaacta
ttctaaatte
cacttttcat
agttaggett
attcccaaga
gaggctttga
tacaagtttt
aaggggaatt
gacagaaaaa
agaggaagag
tccecttgtyg
tgtaaagact
gccagtacta
atttgtggag
cacattttta

ttagcaatgg

104

ttaacaacac
aactcaattt
atttaaaaga
aagctaacaa
taaaaaatcg
gaagtaccca
tagtcatgag
tatttctaag
cgtcaaaaat
gcataagaaa
gatctttaat
ttataaattt
accaagagag
gaatagtagt
ccttteccaca
tgatgtgtat
tttatatage
gtcctcaagt
acttggtaat
atcttecatga
ctacteccac
gatagttaca
agcaagagat
ctgaatgcte
aattttgtte
aacagctgtg
catattttge
gaataaaact
aaatgtaaaa
taggaattca
attaggaaac
atatcagtct

aaccatgata

ctgaattttg
ttattcacag
aactttgtta
tatggttgac
gtgaaacagg
ttggatgatc
ataaggatgt
ctatactcta
aattaagatt
caaaataatc
gtggaaatgt
gggagacttt
gaataaatct
agtagtgttg
aagatagaag
cacaagcagt
caacctgata
aagaagactt
tggagtgact
caggaggtag
agaaactggg
cgttecttgag
ttttaaaaga
taagaacaaa
tttttaaatt
gaaatgtgcg
aaggagtgag
aacatacatt
agaatatage
gtggcctgag
ttaaatggga
aaaacacatc

ctcacagtecce

140100

140160

140220

140280

140340

140400

140460

140520

140580

140640

140700

140760

140820

140880

140940

141000

141060

141120

141180

141240

141300

141360

141420

141480

141540

141600

141660

141720

141780

141840

141900

141960

142020



actaggccaa
tgtgactttt
tttatagctt
catttaaagc
ttaaccttgg
tatgtcagag
ctcagcatat
ttaggcactc
cagcataaac
gaattgtgga
atcatagaag
ttatacaatg
gttattcata
cctcagatgt
gtaaaagtcc
ttgattttta
tggtgaagtc
ataatttctc
ttccacattce
gtatttgtet
tacaaaagac
ccacatttte
ttttgtgaag
cttgtecttt
taggtctctg
ccaacagtgt
ctctetecatt
tctetttttt
tgcatttctc
tettettttyg
gttttggttg

aaagtttgea

aacgttecct
tcctttetgt
taagtcttge
ttaacttgea
tgctgtctac
attcccaaga
atccatattc
tcegectgge
cgtattgttt
atcecctectg
cctecaggect
atttgcaggt
tatttacagg
ttggagettt
accageggtce
taaatttatg
agagctttta
agcatctact
tacgttcatg
ttctatgget
ataatttcat
tttatccagt
aatgctgcaa
aggtagatac
agaaatcettt
ataagagtte
tttttttceca
ttttttgtca
tggtgattag
aaaatgtcta
aattgettga

aatattttet

ES 2535178 T3

tggatagtgt
attccttagt
cttggaacca
aagagcagct
agagacaaaa
ccatceccecag
atggttatga
acatactaaa
gtacaaacaa
aaatctaagt
gctgtgataa
aaaatcaaga
tatgctccag
ggagtggttc
agtgtgettt
gggtacaagt
gggtatccac
ccaccaatgg
tgtatacatt
gatttgttte
tcegttgttat
catccactga
taaacataca
cccatagtgg
ataatgtttt
ccttttetee
ttctgactgg
ttctgactgg
tgattagcat
ttgatctecct
gttecttata

cegattatge

taatgecttga
cacccctett
atttttttcet
tattttcact
ataaatttect
gttgacgatt
ttcattatag
gttacatact
tctaggcata
tcacaggtge
ctettttete
gtccacatat
aatcactgac
tgtatgaact
ttatttactt
acaattttge
caccttaata
ctcaccctte
atatagctce
acttaagata
ggctgaatag
tggacactta
ggtggaggta
gaatgctgga
ccatagaggt
acacccttge
agtcagacat
aataaggcat
tttttcatat
ttgtccactt
aattctggat

aggttttctg

105

gtgaacaatg
ctggttaaca
ccagcatatt
tcttagaagg
ttggatttta
tgctaggaag
ggaaataaca
cccagaagaa
gtgagtcact
caggcaaaaa
tacatgtttt
caagtaactg
agagagcaag
tttcacatac
tcagtttttt
tacatgcata
acatacattg
caagtctcta
cgcttataag
attacctecca
tattccattt
ggttgattce
tctttttgat
tcgaatggta
tgtacaaatg
caacatctgt
atctcactgg
atctcattgt
gcctettgte
tttaacacga
ggtagttecct

ttecattctgt

acaccattge
ggttctttct
tatatggatt
tactctgeag
gttatcttte
actcacagga
taaagcaaaa
aagtagatgt
cttatttagg
ggccctttta
tttttttaat
tecttttaaat
ttttctgtgg
attgagaaga
gtttgttegt
cattgecatag
tatcecttaa
ttgtctatca
tgaaaacgtg
tecatgttge
tgtatgtata
atgtctttge
acagtgattt
gttctatatt
cacattctca
tattttttcet
ggtaattttt
gattttaatt
agtttgggtg
ttattagggg
tgtcagatac

tgattattga

142080

142140

142200

142260

142320

142380

142440

142500

142560

142620

142680

142740

142800

142860

142920

142980

143040

143100

143160

143220

143280

143340

143400

143460

143520

143580

143640

143700

143760

143820

143880

143940



ttttgctatg
tgecctatget
tttetctagg
tegatcgagt
atggcaatcce
aagcaatctg
ttagaaaaaa
ttctaagcaa
aggctacagt
aacagaatag
atcaacaaga
agtaagccta
aataatccca
tagttagtac
aattattgca
ttttttttaa
gaagaccacce
tatacaaaga
tattatttta
attacagcat
ctgagtagca
cttttaagta
tctetgataa
ttttaatttc
tagggatgta
aagttgatag
actatatatt
ctttgectat
aaataagtaa
actttgacat
attctcetttt
tttttaacaa

tcaggggatt

ctgaaatttt
tttgaggtct
ttttttttet
taatttttet
aatttaccag
cagattcaat
caatcctaaa
aaagaacaaa
aaccaaagca
aaaacccaga
acatacattc
ggactcactt
aacctattec
agtctcttaa
taagttaaaa
tatggaaaag
tcaatattgt
agtatataaa
taaaattaag
gggtaattta
ttececatecata
acacttcagt
ttatcttaga
aaaatgcttt
catttcatca
gggagaagtt
tgttgggtgt
ctttatattt
atgatgttta
atgaaagttt
atattcaact

caaaaaactc

tgtgttgagt
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ttagecttaat
ttgccatgaa
agtatttttce
atatggtgat
caccatttat
gcagttecta
attcataggg
gcetggaagea
geatggtact
aataaagcca
aagttttttt
tagagctttt
taaactagct
tattactttt
taaaccttce
tatgaaaaaa
ggtatgttac
acttttataa
gtcatactgt
ctgtattaga
aggctatata
gaacatagtg
ataaaagtat
ctagaaaagc
tttgecacta
atatatattt
ttagggtggg
gtaatttttt
agtattttece
tctttgttgt
ttttattteca
aaaggaaata

ttattacage

aaagtctcat
ttetttgttt
tagtttcaga
aaatatgggt
tgaaaagggt
tcaaaatacc
aaccaaaaag
tcacattact
catataaaaa
caaatttata
ttaacatgag
attgcecttatt
tgaattttta
attaaatcca
aaagtaattt
taaaaatcat
ctttcagget
cttttataaa
gcagtttget
aaaatgtact
tgtetgaaca
aacatcctca
aagtaaaagt
tgtgccaaat
ttggttatta
taatttccat
tatgtatata
ttececcaattt
tagettataa
atttatgctt
attgaaatgt
tgtttttagt

tatggaaatg
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ttgtetattt
acactcattt
tettacattt
ccagtttecat
gtceccttteee
aatgtcattt
agccctaata
tgacctcaaa
acaaacacat
gccaactgat
aaaggattta
tttaaggcaa
aaaaggggat
gtaagctaat
ttctettggt
ctctaatgeca
tcattttgtg
agttcactta
ctccttetgt
gcaaatatgt
atcattttec
tgcataaata
tatgaactat
tatatctcaa
tatttttatg
ttcttttett
tgtgaattat
ataagagctg
ttcagatttt
attcattcat
aatatgataa
tcatgtgttt

gaaattatag

ttggttttgt
ccattaaagt
aagtctgtaa
tettetgeat
atactgegca
gttcacagaa
gcaaaagcga
ttatattata
agatcaatgg
ctttgacaaa
tccaaagaat
tatcaaacaa
attgggaagc
tcattctagg
catcatagaa
attactcaga
tataaaagta
tataaatata
ttcatgaagt
tttetaattg
attcttcagt
tttatattta
tttaaaattt
cagcaatgca
tacttttgce
aatgtggttg
ctettetgtg
tctatattga
aattttataa
tttttcttat
aaatatgagt
tgagcecctee

aagttccata

144000

144060

144120

144180

144240

144300

144360

144420

144480

144540

144600

144660

144720

144780

144840

144900

144960

145020

145080

145140

145200

145260

145320

145380

145440

145500

145560

145620

145680

145740

145800

145860

145920



tttaacagecc
acaaaagcac
tgctacaaat
atgattggeca
aataatggaa
tecagggtag
aatttaatgt
ggttatgaca
tagtgttcat
tgctggaaca
caaataaggg
tttacagaac
tatataaatc
tttagtaagt
aggattttgt
aaaaaaaata
ttgcaatgtt
taccttggca
ttctaatttt
gttcagataa
ataagcaggt
gggaacaaat
tgaaatgaaa
ttgtggtgaa
cagttttett
ctgactgceca
taagccataa
aggttaagaa
gtcatagaag
tgcttgttaa
aatgagcata

tgttatagtg

ttatgttttt
acatatacta
taaatgtaca
atgacaaaca
gattaccaag
tcatgecattt
gcggagette
tgtgcecctgt
ttaattttgg
ataatgtaaa
ataacatgge
aaagttttat
atgatgctag
ttttcttecat
aagaagtttce
gactttttca
aaagatgcac
tcttgtgtga
tccatagtta
ttgaataagt
gtatactttt
gtctagtttt
caagcttaca
tgtgtttttt
ttaaaatttt
ataacattct
aatagattag
ttttttecta
agatttattt
ttttattcaa
catcttaaat

ctacteccact
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gatcctaaaa
aattttttce
aaaaatattg
aggacagatg
accagatgga
tcecttttactt
cagataaaca
attgaaaatt
tttattttet
tcaacgcece
tggatgaaag
atttcacatt
ccagcaaaga
gaggccacca
ttaaacattg
actcagettt
agaatatgta
tgttttacac
atctataatt
acctttgtgt
agcttgtagt
atttgtatag
aagatataat
aaatggaact
gagattaaga
tcgatctetg
attgtttttt
aagactgtat
cctttttaga
gaatgccagt
cttttcaatt

ttagacacca

gtagtttgtt
cattgactgg
aaagtgggtt
ategtgttec
tgcccagatg
tttactcaag
gcataatcag
aatgtcttec
cctttacaga
tectttaggg
aaatgacctt
getgtggact
tgtgaaaata
gtaaaagaca
tcagttaaca
ttgagacctg
tgtatagttt
acatgagggce
aattacttca
ccttgtteat
tccatgtact
gaaatttcecc
ctattttatt
atctccaaat
atgccaggaa
ggatttatge
aaaaatggat
atttgagggg
ggggaaatga
agaaaattca
aagtataagg

tagctaaaat
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ttgaaaaggt
aggaaattga
tgttttagga
atttgataga
aggtaacaat
gacttcagtt
atgactgtgg
accaattaaa
tctatatgat
atctagctcet
cattctgaga
attattacat
tctgctcaaa
ttaatgagaa
tcactettgt
aaaaaattat
ttaccacagt
tggtgttcat
ctatacaaac
ttatatcget
gtaaatattt
tgaccctaaa
atggtttcce
ttttctaaga
tattgtcate
tcatgaacta
agctcattaa
tttcagaatt
ggtaaataag
taacgtgtat
ggttgttegt

aaaatatggt

ttgaaaacat
gaaagaattt
atttatgegt
acttttgaag
ttttttttaa
cacttectga
aacaaggcat
agatggccct
catgacagaa
tecgagtggat
ccaaagtaga
atatcattat
actttcaaag
ttccttagea
ctggcaaaag
tatgtaaatt
ggatgtataa
taatactgtt
aaattaagat
ggccageatt
ttcacataaa
taatacattt
ttgtatctat
ctactatgaa
ctttgagetg
aatttaagct
gaagtgcage
ttgcattgca
taaaaaagta
ctttaagaaa
tgttgtcatt

gggttttgtg

145980

146040

146100

146160

146220

146280

146340

146400

146460

146520

146580

146640

146700

146760

146820

146880

146940

147000

147060

147120

147180

147240

147300

147360

147420

147480

147540

147600

147660

147720

147780

147840
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<210> 3
<211> 22
<212> ADN

tgtgtgtgtg
ttgetgtttt
tttttgaaag
tgttttttac
gcagaaatca
agtttaattt
tettcecattt
gattttcata
cattgctttt
tettttagtt
accttattat
ttcecattttg
ctgtacaaga
aatattcttc
cagtatatta
aaatagtcac
aagagtgtte
tataacttct
agttctgtat
gagectatgt
ttcagaagceg
tttagggatg
tcaaccactg
attatttete
taatgtacta
attatccaaa
aagtatgaat
atcaagataa
gacactgaga
ttaacttttt
atatttactt
aaaattaatt
tatgtttcat
aaacaccagt

cctttattta

<213> Secuencia artificial

<220>

tgtgtgtgtg
gattaaaaag
ttgtactgaa
attcattatt
tctaaaatga
ttatttgtaa
tactaccttt
ctaaaactta
taaaacaaga
ttatataaag
aaaattccaa
attctgacta
aacaggtaag
agaaacaagg
agttatacaa
tttttcacge
ttttaaccta
ggtatttaaa
ctatagagce
taatttettt
attttetttt
ttgtgatage
tattgtecttt
atgaaagttt
agaatcagtt
caaaagacta
atcagaaata
ctagetgeta
gaactgaaaa
acattaatca
ttataatctt
tcagttgtgt
tcttttttat

cttactacta

catagcaaat
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tgtgtgtgtg
aaaatagttt
gacttctgat
atacttaaag
cagtgaatta
agactcctca
caagtgaaaa
actacatact
tgtgaactaa
aatcccacat
gtttccaaga
cacataaaaa
taattattgt
gtaaaggtat
tctttatata
tatttatata
aggcttectag
ttttatttaa
aatcttgatg
agcatgetce
gecatttttac
ttaccttceca
aatgaacact
ctectaatatt
tgcectgtatat
ggttttatga
ctgtgtgttt
agegtttcat
actacatcag
gattcttagt
accttttatt
ttatgccaga
agtctttcac

cggttttaaa

tgcttaacat

tgtgtgttat
cttactttat
tttgggttga
catttttaaa
ggttttaaaa
aggatttgta
atagcctate
taaaagtagg
cttttettaa
gtacattett
gacttectttt
taagataacc
accagttaat
tcttagaatt
aatgactttt
tgctgccagt
tttacagtca
acagctacaa
gtgggtgtgg
ccctaaattg
ctaaccaagg
gtttttaaga
gttgtatcce
tctaatgaaa
tagaataaat
gataagcttg
actctcagat
aattctcaca
tcaaattcat
aaaatgcaga
tcaatataaa
tggcattgcet
atttataagg

agttgttaat

tttattttga
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ttatacaaaa
ttttactggt
agggaaggaa
gcattttaat
agattttaga
tatgcaacac
atacaatatg
ttcttatcaa
acattttttt
gtttttagaa
cattgaggct
ctgtagttat
gccaaaatat
atgtaattct
tccatgggta
aacactataa
agtgtaattt
aagagttage
cattatgtge
aaatagtgat
aaacgggcca
aatgcttecct
atcctaattce
gtttctctaa
agtaacagta
atttaagaaa
tttagttggt
gtgatattag
gtatgtatat
ctgtatacct
taaaattctt
tagttggtge
aaaagcctta

gatcattate

atataacaga

cttaaaatac
atgttctact
aaggaagaaa
agttctggat
tttttttgaa
agtaaggaga
cttgattteca
gggtctcetaa
aaatgctteca
tggggtgact
tcgtaaagtt
taagttggtt
ttttcacgtt
gtaactattc
cttgtttgga
tttgctatgg
tcatcacaac
aaatacctac
tcactttatt
gtagtaaata
cacaccttgg
acaactgctg
ttgtactgaa
tttgggggca
agtcagcagg
aaaacaatta
tggatttaat
atttcaaaat
catatagcct
aaatattaaa
cttaggttaa
aagctctcaa

tctccaactg
tattataagg

tttttaaaa

147900

147960

148020

148080

148140

148200

148260

148320

148380

148440

148500

148560

148620

148680

148740

148800

148860

148920

148980

149040

149100

149160

149220

149280

149340

149400

149460

149520

149580

149640

149700

149760

149820

149880

149939
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<223> oligonucleoétido sintético

<400> 3
gcatctttat tatggcagag ag 22

<210>4

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucleoétido sintético

<400> 4
tgctctgaga aaggcatta 19

<210>5

<211>45

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucleoétido sintético

<400> 5
gctgcttcaa agaaagacta aggaaatgga caacagtcaa acaac

<210>6

<211> 52

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucledtido sintético

<400> 6
gctttctcac aagceatttgg ttttaaatta gectgtagtt ttacttactce tc

<210>7

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucleoétido sintético

<220>

<221> misc_feature
<222> (30)..(30)
<223> didesoxi-citosina no extensible

<400>7

gtctccactg gagtatgtgt ctgtggagac 30

<210>8

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucledtido sintético
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<400> 8

gtctccactg gagtatgttt ctgtggagac 30

<210>9

<211>17

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> acido nucleico peptidico (PNA)

<400>9
gagtatgtgt ctgtgga 17

<210> 10

<211>23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucledtido sintético

<400> 10
gtcaaacaac aattctttgt act 23

<210> 11

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucledtido sintético

<400> 11
agctgtgatc ctgaaactg 19

<210> 12

<211> 52

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucleoétido sintético

<400> 12
aatatactcc ataatttaaa accaaatgct ttctttctit gaagcagcaa gt

<210> 13

<211> 53

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucledtido sintético

<400> 13

ttttgtggag acgagagtaa gtaaaactac ataaacaaaa acagatgctc tga
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<210> 14

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucleoétido sintético
<400> 14

gtgagaaagc ttgctcatca t

<210> 15

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucleoétido sintético

<400> 15
aggctttcta atgcctttc

<210> 16

<211>25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucleoétido sintético

<400> 16

ES 2535178 T3

21

19

tctatagtca tgctgaaagt aggag 25

<210> 17

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucledtido sintético

<400> 17
aaggcattag aaagcctgta gt

<210> 18

<211>55

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucleoétido sintético

<400> 18

acaaagaatt gttgtttgac tgttgtccat tgcatcttta ttatggcaga gagaa

<210> 19

<211> 52

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

22

111
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<220>
<223> oligonucleoétido sintético

<400> 19

agtcttictt tgaagcagca agtatgatgt tacttactct cgtctccaca ga
<210> 20
<211> 30

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucleoétido sintético

<400> 20

agcatttggt tttaaattat ggagtagagtt 30

112
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REIVINDICACIONES

Método de deteccion de la presencia de una mutacién puntual en una molécula de acido nucleico diana en
un contexto de moléculas de acido nucleico de tipo natural, comprendiendo el método las etapas de:

1) proporcionar una muestra de &cido nucleico;

2) poner en contacto dicha muestra de acido nucleico, en condiciones de reaccion apropiadas, con una
disolucién que comprende una mezcla de oligonucleétidos y una ADN polimerasa que tiene actividad de
desplazamiento de hebra en condiciones de hibridacion, en el que dicha mezcla de oligonucleétidos
consiste en cebadores adecuados para amplificacion isotérmica mediada por bucle de la regién de la
molécula de acido nucleico diana que incluye la posicion de acido nucleico de la mutacion puntual que va a
detectarse, comprendiendo dichos cebadores:

i. un primer cebador externo F3 y un segundo cebador externo B3;
ii. un primer cebador interno FIP y un segundo cebador interno BIP,

en el que FIP consiste en una secuencia de acido nucleico en 3’ F2 y una secuencia de acido nucleico en
5’ F1c y BIP consiste en una secuencia de acido nucleico en 3’ B2 y una secuencia de acido nucleico en
5 B1c,

en el que F2 puede reconocer e hibridarse con una regiéon de la molécula de acido nucleico diana
designada como F2c y B2 puede reconocer € hibridarse con una region de la molécula de acido nucleico
diana designada como B2c,

en el que F2c y B2c son regiones diferentes ubicadas en hebras opuestas de la molécula de acido
nucleico diana,

en el que o bien B2c esté en el sentido de 3’ de la mutacién puntual o bien F2¢ esta en el sentido de 5’ de
la mutacion puntual, y en el que si B2c esta en el sentido de 3’ de la mutacion puntual, entonces dicha
mutacion puntual esta ubicada en la secuencia de F2c o en el sentido de 3’ de la secuencia de F2c y en el
sentido de 5’ de la secuencia de Fic, o

si F2c esta en el sentido de 5’ de la mutacion puntual, entonces dicha mutacion puntual esta ubicada en la
secuencia de B2c o en el sentido de 5’ de la secuencia de B2c y en el sentido de 3’ de la secuencia de
Bic;

iii. un cebador extensible mutante de tallo-bucle que comprende:

- una secuencia de bucle central que puede reconocer e hibridarse selectivamente con una region de la
molécula de acido nucleico diana que comprende la mutacion puntual, de manera que la secuencia de
bucle central puede reconocer e hibridarse con la molécula de acido nucleico diana sélo si esta presente
la mutacion puntual, y

- una secuencia de extremo 5’ y una secuencia de extremo 3’ que son complementarias entre si de
manera que se forma un tallo tras hibridacién intramolecular,

siendo la afinidad de hibridacion de la secuencia de bucle central con la region de la molécula de &cido
nucleico diana que comprende la mutacion puntual mayor que la afinidad de hibridacion intramolecular
de la secuencia en 5’ con la secuencia en 3’ de manera que, si estd presente la mutacion puntual, la
secuencia de bucle central se aparea con y amplifica la region de la molécula de &acido nucleico diana
que comprende la mutacién puntual;

iv. un resto no extensible que puede reconocer e hibridarse selectivamente con las moléculas de &cido
nucleico de tipo natural;

3) incubar la mezcla resultante a una temperatura constante;

4) detectar una sefal indicativa de amplificacion de la region de la molécula de &cido nucleico diana que
comprende la mutacion puntual.

Método segun la reivindicacién 1, en el que la mutaciéon puntual estd ubicada en la region entre la
secuencia de F2c y la secuencia de F1c o entre la secuencia de B2c y la secuencia de Bic.

Método segun la reivindicacion 1, en el que la mutacién puntual esta ubicada en la secuencia de F2c o en la
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

ES 2535178 T3

secuencia de B2c.

Método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que cada una de la secuencia de extremo 5’ y
la secuencia de extremo 3’ del cebador extensible mutante de tallo-bucle tiene al menos 3 nucleétidos de
longitud.

Método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que el resto no extensible es un acido nucleico
peptidico (PNA).

Método segun la reivindicacion 5, en el que el PNA tiene al menos 10 bases de longitud.

Método segun la reivindicacién 5 6 6, en el que la secuencia de bases de PNA es tal que la temperatura de
fusion de la estructura bicatenaria que resulta de la hibridacion del PNA con la molécula de acido nucleico
diana en ausencia de la mutaciéon puntual (Tf = X) es mayor que la temperatura de incubacion y la
temperatura de fusién de la estructura bicatenaria que resulta de la hibridacion del PNA con la molécula de
acido nucleico diana en presencia de la mutacion puntual (Tf = Y) es menor que la temperatura de
incubacién, y ademas en el que X es al menos 5°C mayor que Y.

Método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que el resto no extensible es un cebador no
extensible de tipo natural de tallo-bucle, que comprende:

- una secuencia de bucle central que puede reconocer e hibridarse selectivamente con una region de la
molécula de acido nucleico de tipo natural que comprende la posicion de acido nucleico de la mutacién
puntual que va a detectarse;

- una secuencia de extremo 5’ y una secuencia de extremo 3’ que son complementarias entre si de
manera que se forma un tallo tras hibridacién intramolecular,

siendo la afinidad de hibridacién de la secuencia de bucle central con la regién de la molécula de acido
nucleico de tipo natural que comprende la posicion de acido nucleico de la mutacién puntual que va a
detectarse mayor que la afinidad de hibridacion intramolecular de la secuencia de extremo 5 con la
secuencia de extremo 3’, de manera que la secuencia de bucle central se aparea con la region de la
molécula de acido nucleico de tipo natural que comprende la posicion de &cido nucleico de la mutacién
puntual que va a detectarse, bloqueando de ese modo la amplificacion.

Método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en el que la ADN polimerasa se selecciona del
grupo que consiste en Bst polimerasa de fragmento grande, Bca (exo-), Vent, Vent (exo-), Deep Vent, Deep
Vent (exo-), fago 29, fago MS-2, Z-Taq, KOD, fragmento Klenow y cualquier combinacién de los mismos.

Método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, en el que la mutacion puntual que va a detectarse
es la mutacion g — t en la posicién 2343 de SEQ ID NO: 1.

Método segun la reivindicacion 10, en el que el primer cebador externo F3 consiste en SEQ ID NO: 3, el
segundo cebador externo B3 consiste en SEQ ID NO: 4, el primer cebador interno FIP consiste en SEQ ID
NO: 5, el segundo cebador interno BIP consiste en SEQ ID NO: 6 y el cebador extensible mutante de tallo-
bucle consiste en SEQ ID NO: 8.

Método segun la reivindicaciéon 11, que comprende ademas un resto no extensible que es un PNA que tiene
la siguiente secuencia de bases: NH>-GAGTATGTGTCTGTGGA-COOH (SEQ ID NO: 9), en la que G es
guanina, A es adenina, T es timina y C es citosina.

Método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12, que comprende ademas la etapa de evaluar si la
mutacion puntual estd en forma homocigota o heterocigota, comparando cuantitativamente la sefal
indicativa de amplificacién de la regién de la molécula de acido nucleico diana que comprende la mutacion
puntual obtenida a partir de la muestra con dicha sefial obtenida a partir de al menos un calibrador.

Método segun la reivindicacién 13, en el que el al menos un calibrador consiste en un porcentaje
predeterminado (%) de moléculas de &cido nucleico diana mutantes en un contexto de moléculas de acido
nucleico de tipo natural, en el que dicho porcentaje predeterminado (%) es preferiblemente de
aproximadamente el 10%.

Conjunto de cebadores para detectar, mediante amplificacion isotérmica mediada por bucle, la presencia de
una mutacion puntual en una molécula de &cido nucleico diana en un contexto de moléculas de &cido
nucleico de tipo natural, comprendiendo el conjunto de cebadores:

i. un primer cebador externo F3 y un segundo cebador externo B3;
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17.

18.

19.

20.

21.

22.
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ii. un primer cebador interno FIP y un segundo cebador interno BIP,

en el que FIP consiste en una secuencia de acido nucleico en 3’ F2 y una secuencia de acido nucleico en
5’ F1c y BIP consiste en una secuencia de acido nucleico en 3’ B2 y una secuencia de acido nucleico en
5 B1c,

en el que F2 es complementaria una region de la molécula de acido nucleico diana designada como F2c y
B2 es complementaria a una region de la molécula de acido nucleico diana designada como B2c,

en el que F2c y B2c son regiones no solapantes ubicadas en hebras opuestas de la molécula de acido
nucleico diana,

en el que o bien B2c esté en el sentido de 3’ de la mutacién puntual o bien F2¢ est& en el sentido de 5’ de
la mutacién puntual, y en el que si B2c esta en el sentido de 3’ de la mutacion puntual, entonces dicha
mutacion puntual esta ubicada en la secuencia de F2c o entre la secuencia de F2c y la secuencia de Fic,
o

si F2c esta en el sentido de 5’ de la mutacion puntual, entonces dicha mutacion puntual esta ubicada en la
secuencia de B2c o entre la secuencia de B2c y la secuencia de B1ic;

iii. un cebador extensible mutante de tallo-bucle que comprende:

- una secuencia de bucle central complementaria a una region de una molécula de acido nucleico diana
que comprende la mutacién puntual, y

- una secuencia de extremo 5’ y una secuencia de extremo 3’ que son complementarias entre si de
manera que se forma un tallo tras hibridacién intramolecular,

siendo la afinidad de hibridacién de la secuencia de bucle central con la regiéon de la molécula de acido
nucleico diana que comprende la mutacion mayor que la afinidad de hibridacion intramolecular de la
secuencia en 5’ con la secuencia en 3.

Conjunto de cebadores segun la reivindicacién 15, en el que cada una de la secuencia de extremo 5’ y la
secuencia de extremo 3’ del cebador extensible mutante de tallo-bucle tiene al menos 3 nucleétidos de
longitud.

Conjunto de cebadores segun la reivindicacion 15 6 16, que comprende ademas un resto no extensible que
puede hibridarse con las moléculas de &cido nucleico de tipo natural.

Conjunto de cebadores segun la reivindicacién 17, en el que el resto no extensible es un acido nucleico
peptidico (PNA).

Conjunto de cebadores segun la reivindicacion 18, en el que el PNA tiene al menos 10 bases de longitud.

Conjunto de cebadores segun la reivindicaciéon 15 6 16, en el que el resto no extensible es un cebador no
extensible de tallo-bucle, que comprende:

- una secuencia de bucle central complementaria a una regién de las moléculas de acido nucleico de tipo
natural que comprende la posicion de acido nucleico de la mutacion puntual que va a detectarse;

- una secuencia de extremo 5’ y una secuencia de extremo 3’ que son complementarias entre si de
manera que se forma un tallo tras hibridacion intramolecular,

siendo la afinidad de hibridacion de la secuencia de bucle central con la regién de las moléculas de acido
nucleico de tipo natural que comprende la posicion de acido nucleico de la mutacion puntual que va a
detectarse mayor que la afinidad de hibridaciéon intramolecular de la secuencia de extremo 5’ con la
secuencia de extremo 3’.

Conjunto de cebadores segun cualquiera de las reivindicaciones 15 a 20, en el que el primer cebador
externo F3 consiste en SEQ ID NO: 3, el segundo cebador externo B3 consiste en SEQ ID NO: 4, el primer
cebador interno FIP consiste en SEQ ID NO: 5, el segundo cebador interno BIP consiste en SEQ ID NO: 6 y
el cebador extensible mutante de tallo-bucle consiste en SEQ ID NO: 8.

Conjunto de cebadores segun la reivindicacion 21, que comprende ademas un resto no extensible que es
un PNA que tiene la siguiente secuencia de bases: NH2-GAGTATGTGTCTGTGGA-COOH (SEQ ID NO: 9),
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en la que G es guanina, A es adenina, T es timina y C es citosina.

Kit para detectar, mediante amplificacién isotérmica mediada por bucle, la presencia de una mutaciéon
puntual en una molécula de &cido nucleico diana en un contexto de moléculas de &cido nucleico de tipo
natural, comprendiendo el kit el conjunto de cebadores segun cualquiera de las reivindicaciones 15 a 22 y
una ADN polimerasa con actividad de desplazamiento de hebra.

Kit segun la reivindicacion 23, en el que la ADN polimerasa se selecciona del grupo que consiste en Bst
polimerasa de fragmento grande, Bca (exo-), Vent, Vent (exo-), Deep Vent, Deep Vent (exo-), fago 29,
fago MS-2, Z-Taq, KOD, fragmento Klenow y cualquier combinacién de los mismos.

Kit segun la reivindicacion 23 6 24, que comprende ademas uno o mas calibradores.
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