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DESCRIPCION
Produccion de productos biofarmacéuticos a base de baculovirus sin viriones baculoviricos contaminantes

La presente invencion se refiere a los procedimientos para la produccion de productos biofarmacéuticos por
aplicaciéon de un sistema basado en baculovirus. Estos procedimientos permiten ventajosamente la produccion de
productos biofarmacéuticos con poca o ninguna contaminacion de viriones baculoviricos.

Durante las ultimos veinte afios, la tecnologia de células de insecto y baculovirus se ha convertido en un sistema de
expresion eucariota utilizado con mucha frecuencia para la produccion de proteinas recombinantes, no sélo con
propésitos cientificos, sino que cada vez mas para la medicina humana y veterinaria (Condreay y Kost, 2007, van
Oers, 2006). En concreto, los baculovirus recombinantes procedentes del virus de la nucleopolihedrosis multiple de
Autographa californica (AcMNPV, por su nombre en inglés) se emplean ampliamente para la produccién a gran
escala de proteinas heterdlogas en cultivos de células de insecto. Las principales razones para la frecuente
aplicacion de este sistema son: (1) un nivel de expresion elevado de las proteinas foraneas, (2) las células de
insecto son capaces de crecer en un cultivo de suspension y, por lo tanto, se escalan con facilidad, (3) las proteinas
sintetizadas en las células de insecto se procesan y se modifican postraduccionalmente, (4) las técnicas de
manipulacién estan bien desarrolladas para los vectores viricos, lo que da lugar a un sistema de expresion flexible, y
(5) no es patdgeno para los humanos, ya que el abanico de hospedadores de los baculovirus se limita a insectos e
invertebrados. Los vectores baculoviricos recombinantes se estan utilizando para la produccién de proteinas
individuales, por ejemplo, con el objetivo de hacer vacunas con subunidades, pero también para estructuras de
orden superior que contienen una o mas proteinas, tales como complejos enzimaticos, virus o particulas similiviricas.

Las particulas similiviricas (VLP, por su nombre en inglés) son estructuras muy organizadas que se autoensamblan
a partir de proteinas estructurales procedentes de virus. Estas nanoparticulas versatiles y estables poseen unas
excelentes propiedades adyuvantes capaces de inducir las respuestas inmunitarias adquirida e innata (Ludwig y
Wagner, 2007). Durante los ultimos afios, las VLP se han empleado en otras ramas de la biotecnologia para sacarle
partido a su estabilidad estructural y a que tolera la manipulacion para portar y visualizar moléculas heterdlogas, o
servir de bloques fundamentales para nanomateriales nuevos. Para las aplicaciones inmunoterapéuticas y
preventivas, se han producido exitosamente muchos tipos de particulas similiviricas (VLP) en las células de insecto
infectadas con baculovirus (Noad y Roy, 2003, van Oers et al., 2006, Ramqvist et al., 2007). El primer logro
comercial de la tecnologia de las VLP de baculovirus para su uso en los humanos es la vacuna del virus del
papiloma humano (HPV, por su nombre en inglés) recientemente comercializada por GlaxoSmithKline, que protege
de las cepas de HPV 16 y 18. La proteina L1 de cada uno de estos tipos de HPV se expres6 mediante un vector
baculovirico recombinante y las VLP resultantes se combinaron para producir la vacuna Cervarix™ (Harper et al.,
2006).

Hoy en dia se estan dedicando muchos recursos al desarrollo de particulas similiviricas de la gripe derivadas de
baculovirus, asi como vacunas con subunidades de la gripe, lo que constituiria una nueva generacion de posibles
vacunas basadas en cultivos de células que no sean de mamiferos y que no sean huevos. Las particulas
similiviricas de la gripe incapaces de replicarse son eficaces a la hora de desencadenar una respuesta inmunitaria
protectora, amplia, y que sirva en varios clados contra las proteinas de aislados emergentes de la gripe H5N1, lo que
da lugar a un posible candidato de vacuna de la gripe pandémica para los humanos que se puede almacenar para
ser usada en el caso de un brote de la gripe H5N1 (Bright et al., 2008). Una vacuna con subunidades de la gripe
producida en las células de insecto esta muy cerca de la autorizacion de la FDA (Cox y Hollister, 2009). En principio,
se podrian aplicar estrategias parecidas para las vacunas contra la gripe pandémica, tal como el brote reciente de
gripe porcina.

Con propésitos genoterapicos, la tecnologia de células de insecto y baculovirus también se aplica a la produccion de
vectores de dependovirus (AAV, por su nombre en inglés) infecciosos (p. e€j., Urabe et al., 2002) y vectores
lentiviricos (Lesch et al., 2008). Para la produccion de vectores de AAV, se coinfectan las células de insecto con tres
baculovirus recombinantes: uno que produce proteinas de la replicasa (REP) de los AAV, uno que lleva las
funciones CAP para producir las proteinas estructurales viricas de los AAV (VP1, VP2, VP3), y un tercer baculovirus
que comprende un vector de AAV-ITR con la capacidad de portar y transferir transgenes. Recientemente se habia
publicado una version mejorada para esta produccion que se basa en el uso Unico de baculovirus recombinantes, en
donde uno de ellos lleva las funciones REP y CAP de los AAV (Smith et al., 2009). El vector de AAV que se forma es
indistinguible del producido en las células de mamifero basandose en sus propiedades fisicas y bioldgicas. El
rendimiento de las particulas de vector de AAV-ITR se acercé a 5 x 10* por célula de insecto Sf9, lo que demuestra
que el sistema es capaz de producir grandes cantidades de vectores de AAV de una manera sencilla. En la
actualidad estan en marcha ensayos clinicos con vectores de AAV procedentes de baculovirus, por ejemplo, para la
deficiencia de la lipoproteina lipasa (Amsterdam Molecular Therapeutics B. V.). Como alternativa, una estrategia
escalable para producir vectores lentiviricos (Lesch et al., 2008), en la que las células 293T de mamifero se
transdujeron simultaneamente con cuatro baculovirus recombinantes producidos en las células de insecto para
expresar todos los elementos que se necesitaban para la generacion de un vector lentivirico seguro. El titulo de
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lentivirus sin concentrar en el medio de cultivo de las células de mamifero era de promedio 2,5 x 108 UT ml'1,
comparable al titulo de los lentivirus producidos mediante los procedimientos convencionales de transfeccién con
cuatro plasmidos. Ademas, se esta invirtiendo en general para convertir los procedimientos de produccion de
vectores lentiviricos en tecnologias basadas en células de insecto que se puedan escalar mejor.

Tjia et al., 1983, descubrieron que los BV se pueden internalizar en las células de mamiferos y que algunos de los
ADN viricos incluso alcanzaron el ndcleo de las células. Otros estudios demostraron que los baculovirus consiguen
entrar en las células de mamifero y se ponen a expresar la cloranfenicol acetiltransferasa de Escherichia coli
controlada por el promotor del virus del sarcoma de Rous (Carbonell et al., 1985). Estos hallazgos condujeron al
desarrollo de nuevos vehiculos baculoviricos para introducir genes en las células de mamifero (Boyce y Bucher,
1996, Hofmann et al., 1995, Condreay y Kost, 2007, Kaikkonen et al., 2008). Hoy en dia, existen pruebas firmes de
que los vectores baculoviricos para la introduccién de genes son capaces de conseguir la expresion transitoria y
estable de los genes foraneos en las células de mamifero después de la seleccion con antibiéticos (Lackner et al.,
2008).

Hay todavia se sabe poco de la actividad transcripcional de los promotores de baculovirus en las células de
mamiferos. Se ha demostrado que la proteina transactivadora IE1 del AcMNPV es funcional en las células de
mamiferos (Murges et al., 1997), asi como el promotor de temprano a tardio (ETL, por su nombre en inglés) (Liu et
al., 2006a,b). Entre las otras areas poco exploradas se encuentra la interaccién de los baculovirus con los
componentes del sistema inmunitario de los mamiferos. El AcMNPV es capaz de inducir la produccién de citocinas
antiviricas, lo que protege a las células de la infeccion por el virus de la estomatitis vesicular y por el virus de la gripe
(Abe et al., 2003, Gronowski et al., 1999). EIl AcMNPV también es reconocido por el receptor 9 de tipo Toll en las
células dendriticas y en los macrofagos, y el ACMNPV induce inmunidad adquirida antitumoral (Kitajima y Takaku,
2008). Estos resultados sugieren que el AcCMNPV tiene el potencial de ser un virus eficaz o un agente terapéutico
antitumoral que induce las inmunidades innata y adquirida. A pesar de los efectos universalmente positivos del
AcMNPV sobre los componentes de la inmunidad humoral y la adaptativa mediada por células en los ratones, la
interaccion de los baculovirus con el sistema inmunitario humano puede ser ligeramente diferente. Adicionalmente,
las propiedades inmunoadyuvantes del AcMNPV se deberian separar completamente de la respuesta inmunitaria
contra las deseadas vacuna/sustancias biofarmacéuticas que se producen en las células de insecto.

Estas peculiaridades de los baculovirus son muy desventajosas en los casos donde los baculovirus se utilizan para
la produccién de vacunas o vectores viricos con fines terapéuticos (p. €j., AAV, lentivirus). La contaminacion de los
productos biofarmacéuticos producidos con ambos tipos de viriones baculoviricos —viriones de gemacion (BV, por
su nombre en inglés) y viriones derivados por oclusion (ODV, por su nombre en inglés)— debe, por lo tanto, evitarse.
En general, las proteinas recombinantes se pueden producir en las células de insecto como proteinas citosdlicas,
unidas a la membrana o secretadas al exterior celular. Estas Ultimas proteinas secretadas estan muy
«contaminadas» con los BV baculoviricos presentes en el medio de cultivo. Puede ser muy dificil separar los viriones
baculoviricos indeseables de los productos biofarmacéuticos recombinantes producidos en algunas configuraciones
de produccion y purificacion. Por ejemplo, se ha demostrado que estos BV pueden causar problemas durante el
procedimiento de purificacion de los vectores de AAV con la tecnologia de células de insecto y baculovirus
(comunicacion personal de O. Merten, Genethon). Por otra parte, estan también los ODV, que se forman siempre en
el interior del nucleo de las células infectadas, en todos los sistemas convencionales de expresion en células de
insecto con baculovirus, incluso si no se forman los cuerpos de oclusién debido a la sustitucion del marco abierto de
lectura de la polihedrina por un gen deseado. De forma analoga, estos viriones se pueden copurificar con proteinas
recombinantes producidas dentro de la célula o las VLP durante el procedimiento de purificacion.

En resumen, la separacion de las proteinas recombinantes y, en concreto, las VLP, de las particulas baculoviricas
requiere un gran esfuerzo y se produce con elevados costes. Ademas, reduce la eficacia de la produccion de
proteinas recombinantes. Por lo tanto, es muy deseable que se desarrolle una tecnologia mejorada de células de
insecto y baculovirus que permita que se expresen en gran cantidad las proteinas heterélogas al mismo tiempo que
se elimina la produccién de baculovirus BV y ODV, y es el tema de esta solicitud de patente. Tal sistema de
produccion sin viriones baculoviricos representaria una mejora significativa sobre los sistemas actuales para la
produccién de toda clase de productos biofarmacéuticos en las células de insecto.

La presente invencion se basa en la identificacion del los procedimientos que usan las células de insecto y
baculovirus para producir productos biofarmacéuticos con poca o ninguna cantidad de viriones baculoviricos.

Asi pues, un objeto de la presente invencién da a conocer un procedimiento para la produccion de una sustancia
biofarmacéutica, que comprende:

(a) infectar una célula de insecto productora de la sustancia biofarmacéutica con al menos un baculovirus, en donde
dicho al menos un baculovirus comprende un genoma que codifica dicha sustancia biofarmacéutica, y

(b) mantener la célula de insecto productora de la sustancia biofarmacéutica en condiciones tales que se produce la
sustancia biofarmacéutica,
3
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en donde cada genoma de dicho al menos un baculovirus es deficiente para vp80 o en donde dicha célula de insecto
productora de la sustancia biofarmacéutica comprende un sistema de control de expresién que permite la
inactivacion de vp80.

En una realizacién, la invencion se refiere al procedimiento anterior, en donde vp80 se hace deficiente en dicho
genoma por mutacion, por ejemplo, por medio de la sustitucion, insercion o delecion de nucleétidos.

En otra realizacion, la invencion se refiere al procedimiento de mas arriba, en donde la célula de insecto productora
de la sustancia biofarmacéutica es una célula de insecto recombinante que comprende una construccién que
expresa un ARN bicatenario (dsRNA, por su nombre en inglés) especifico de vp80, en donde el dsRNA se expresa
opcionalmente bajo el control de un promotor inducible.

En otra realizacion, la invencion se refiere al procedimiento de mas arriba, en donde el al menos un baculovirus se
produce antes de la etapa (a) en una célula productora de baculovirus que expresa una copia que complementa a
vp80.

En otra realizacion, la invencién se refiere al procedimiento de mas arriba, en donde la deficiencia o la inactivacion
de vp80 no afecta a la expresion génica muy tardia de dicho baculovirus en comparacion con la expresion génica
muy tardia del vector baculovirico de tipo silvestre.

AUn en otra realizacion, la invencion se refiere al procedimiento de mas arriba, en donde el al menos un baculovirus
procede preferiblemente del AcCMNPV o del NPV de Bombyx mori (Bm).

En otra realizacion mas, la invencién se refiere al procedimiento de mas arriba, en donde el producto
biofarmacéutico es una proteina recombinante, un virus recombinante, un vector procedente de virus o una particula
similivirica.

En otra realizacion, la invencion se refiere al procedimiento de mas arriba, en donde el producto biofarmacéutico es
un vector recombinante de AAV. Ademas, la invencion se refiere al procedimiento de mas arriba, en donde el
producto biofarmacéutico es una vacuna. Ejemplos representativos de vacunas que se pueden producir con el
procedimiento de la presente invencion incluyen, pero sin limitarse a ellas, vacunas con particulas similiviricas de la
gripe o subunidades de la gripe, y vacunas contra el virus del papiloma humano.

En otra realizacion, la invencién se refiere al procedimiento de mas arriba, en donde el producto biofarmacéutico
esta codificado por al menos un gen introducido en el genoma del baculovirus recombinante bajo el control de un
promotor del baculovirus, preferiblemente el promotor de p10 o de la polihedrina.

Otro objeto de la invencién da a conocer el uso de un sistema de células de insecto y baculovirus para la produccion
de un producto biofarmacéutico, en donde el sistema de células de insecto y baculovirus comprende una célula de
insecto productora de un producto biofarmacéutico con al menos un baculovirus recombinante, en donde:

cada uno, o todos, los baculovirus recombinantes comprenden un genoma de baculovirus recombinante que codifica
el producto biofarmacéutico o al menos un componente del producto biofarmacéutico, y

el genoma de baculovirus recombinante carece de vp80 o la célula de insecto productora del producto
biofarmacéutico comprende un sistema de control de la expresion que permite la inactivacion de vp80.

Aun otro objeto descrito en la presente memoria se refiere a un bacmido que comprende un genoma de baculovirus,
en donde dicho genoma carece de un gen esencial para el correcto ensamblaje de los viriones baculoviricos,
preferiblemente en donde el genoma de dicho baculovirus carece de vp80, vp39, p6.9 o vp1054. En un aspecto
particular, dicho bacmido procede del ACMNPV y carece del ORF de vp80.

Otro objeto mas descrito en la presente memoria se refiere a un vector baculovirico recombinante de AcMNPV, en
donde el genoma de dicho baculovirus carece de un gen esencial para el ensamblaje correcto de viriones
baculoviricos, preferiblemente en donde el genoma de dicho baculovirus carece de vp80, vp39, vp1054 o p6.9. En
un aspecto particular, la invencion se refiere a un baculovirus recombinante de AcCMNPV que carece del ORF de
vp80.

También se describe en la presente memoria una célula de insecto infectada con el baculovirus recombinante de
AcMNPV mencionado mas arriba.

Otro objeto descrito se refiere a una célula de insecto, que comprende una construccion que expresa un dsRNA
especifico de un gen esencial para el ensamblaje correcto de viriones baculoviricos, preferiblemente dirigida contra
vp80, vp39, vp1054 ylo p6.9, en donde dicha construccion esta preferiblemente integrada en el genoma de la célula
de insecto.
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Otro objeto mas descrito en la presente memoria se refiere a una célula de insecto que comprende un casete de
expresion que codifica un gen esencial para el ensamblaje correcto de viriones baculoviricos. En particular, la
invencion se refiere a dicha célula de insecto en la que el gen codificado por el casete de expresion es vp80, vp39,
vp1054 y/o p6.9.

Otro objeto descrito en la presente memoria se refiere a un procedimiento para la produccion de un baculovirus que
carece de al menos un gen esencial para el ensamblaje correcto de viriones baculoviricos, que comprende la etapa
de transfectar una célula de insecto que comprende un casete de expresion que codifica un gen esencial para el
ensamblaje correcto de viriones baculoviricos, con un bacmido que comprende un genoma baculovirico, en donde
dicho genoma carece de un gen esencial para el ensamblaje correcto de viriones baculoviricos, preferiblemente en
donde el genoma de dicho baculovirus carece de vp80, vp39, p6.9 y/o vp1054, en donde el gen esencial para el
ensamblaje correcto de viriones baculoviricos en dicho bacmido es el gen codificado mediante el casete de
expresion comprendido en dicha célula de insecto.

La presente invencion se refiere a la produccion de productos biofarmacéuticos en las células de insecto mediante la
aplicacién de un sistema baculovirico, pero sin la coproducciéon de viriones baculoviricos contaminantes. Los
procedimientos de la invencién simplifican en gran medida el procesamiento posterior de los productos
biofarmacéuticos producidos en las células de insecto.

Asi pues, la invencion se refiere a los procedimientos para la produccion de un producto biofarmacéutico mediante la
aplicacion de un sistema baculovirico disefiado para evitar la produccién de viriones baculoviricos contaminantes. El
procedimiento de la presente invencién comprende la infecciéon de células de insecto que producen productos
biofarmacéuticos con al menos un baculovirus que codifica dicha sustancia biofarmacéutica.

Los baculovirus son virus ADN y envueltos de los artropodos, de los que dos miembros son vectores de expresion
bien conocidos por producir proteinas recombinantes en los cultivos de células. Los baculovirus tienen genomas
bicatenarios circulares (de 80 a 200 kpb) que se pueden manipular genéticamente para permitir la introduccion de un
gran contenido genémico en células concretas. Los virus utilizados como vector son por lo general el virus de la
nucleopolihedrosis multiple de Autographa californica (AcMNPV) o el NPV de Bombyx mori (BmNPV) (Kato et al.,
2010).

Los baculovirus se utilizan con frecuencia para infectar células de insecto y que expresen proteinas recombinantes.
En particular, la expresion de genes heterdlogos en los insectos se puede llevar a cabo como se describe en, por
ejemplo, la patente de los EE. UU. 4.745.051; Friesen et al. (1986); patente europea EP 127.839; patente europea
EP 155.476; Vlak et al. (1988); Miller et al. (1988); Carbonell et al. (1988); Maeda et al. (1985); Lebacg-Verheyden et
al. (1988); Smith et al. (1985); Miyajima et al. (1987); y Martin et al. (1988). En Lockow et al. (1988), Miller et al.
(1986); Maeda et al. (1985) y McKenna (1989) se describen numerosas cepas y variantes de baculovirus y las
correspondientes células hospedadoras de insecto permisivas que se pueden utilizar para la produccién de
proteinas .

De acuerdo con la presente invencion, se puede utilizar cualquier genoma procedente de un baculovirus utilizado
corrientemente para la expresion recombinante de proteinas y sustancias biofarmacéuticas. Por ejemplo, el genoma
del baculovirus puede proceder de, pongamos por caso, AcMNPV, BmNPV, el NPV de Helicoverpa armigera
(HearNPV) o el MNPV de Spodoptera exigua, preferiblemente de AcCMNPV o BmNPV. En particular, el genoma del
baculovirus puede proceder del clon C6 de AcMNPV (secuencia genomica: n.° de acceso de GenBank
NC_001623.1, SEQID n.° 1).

La terminologia «sustancia biofarmacéutica» y «producto biofarmacéutico» pretenden definir farmacos médicos
producidos por biotecnologia. Como tal, los productos biofarmacéuticos pueden corresponder a farmacos producidos
por técnicas recombinantes, tales como proteinas recombinantes, especialmente hormonas recombinantes o
proteinas recombinantes para ser usadas como vacunas, virus, por ejemplo AAV recombinante terapéutico u otros
vectores viricos para ser usados en la genoterapia, asi como particulas similiviricas (VLP). Tales productos
biofarmacéuticos se pretende que se administren a un sujeto que los necesita para el tratamiento preventivo o el
tratamiento curativo de una afeccion o enfermedad en dicho sujeto que puede ser de origen humano o animal.

Un producto biofarmacéutico puede corresponder a una proteina o péptido monocatenario, por ejemplo, en el caso
de una proteina recombinante terapéutica, o puede ser una estructura compleja, tal como un virus o una particula
similivirica. En los Ultimos dos casos, los componentes del complejo se pueden expresar a partir de varios
baculovirus recombinantes, en donde cada uno lleva al menos un componente de la estructura compleja o a partir de
un solo baculovirus cuyo genoma se ha modificado genéticamente mediante la insercion de secuencias que
codifican todos los componentes del complejo. Por ejemplo, para la produccién de un AAV recombinante, se puede
utilizar un sistema que comprende tres baculovirus: un baculovirus que codifica la proteina REP de AAV, un
baculovirus que codifica la proteina CAP de AAV, y un baculovirus que codifica el genoma de AAV-ITR que
comprende un gen terapéutico entre las dos ITR del AAV. Ahora también esta disponible un sistema que comprende
dos baculovirus, para lo cual las secuencias de ADN que codifican la proteina REP de AAV vy la proteina CAP de
5
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AAV se producen desde un Unico baculovirus.

En una realizacion preferida de la invencion, el gen o genes heterdlogos que codifican los productos
biofarmacéuticos estan colocados bajo el control de un promotor baculovirico. Por ejemplo, el gen o genes
heterélogos se colocan bajo el control del promotor de la polihedrina o de p10, o de cualquier otro promotor
baculovirico utilizado corrientemente para la expresion en una célula de insecto (p. €j., el promotor ie-1, p6.9, gp64 o
el ie-2 del MNPV de Orchyia pseudotsugata (Op)). En una realizacion preferida de la invencion, el promotor
baculovirico se selecciona de promotores de expresion muy tardia, por ejemplo, los promotores de p10 y de la
polihedrina, preferiblemente bajo el control del promotor de la polihedrina.

En el procedimiento descrito en la presente memoria, al menos un gen esencial para el ensamblaje correcto de
viriones baculoviricos esta ausente del genoma del o de los baculovirus construidos en el procedimiento descrito
mas arriba, o bien se impide su expresion. Los inventores han demostrado que la delecién o la inactivacion de tales
genes da lugar a la reduccion, o incluso a la ausencia completa, de viriones de gemacion y/o viriones derivados por
oclusioén, las dos formas de un baculovirus.

Un «gen esencial para el ensamblaje correcto de viriones baculoviricos» es un gen cuya deficiencia o inactivacion en
una célula que produce baculovirus afecta negativamente al nimero de BV y ODV producidos por dicha célula. Tal
gen se puede identificar como se da a conocer en los ejemplos que vienen a continuacién en la presente memoria.
En particular, se pueden utilizar ARN bicatenarios (dAsRNA) especificos de un gen baculovirico concreto para valorar
el impacto de la ausencia de dicho gen concreto sobre la produccion de BV y ODV, por ejemplo, mediante la
deteccion de la expresion de un gen indicador presente en el genoma baculovirico en el cultivo celular y, asi pues,
determinar la diseminacion o la ausencia la diseminacion del baculovirus (fenotipo de una Unica infeccion). Otra
alternativa es que se pueden detectar los viriones baculoviricos por la presencia de proteinas estructurales
baculoviricas o de secuencias del genoma baculovirico en el medio de cultivo cuando se toman muestras para la
produccién de BV. Ambos tipos de viriones se pueden detectar por microscopia electrénica.

Dentro de la presente memoria se describe un procedimiento en el que el gen esencial para el ensamblaje correcto
de viriones baculoviricos se selecciona de vp80, vp39, vp1054 y p6.9. Mas preferiblemente, el gen se selecciona de
vp80 y vp39, en donde dicho gen es preferiblemente vp80. En el procedimiento de la invencion, el gen esencial para
el ensamblaje correcto de viriones baculoviricos es vp80.

La presente descripcién da a conocer la inactivacion de genes esencial para el ensamblaje correcto de viriones
baculoviricos. Se pueden implantar varias estrategias con este propdsito y en particular: la mutacion, por ejemplo
mediante delecion, del gen o genes seleccionados del genoma baculovirico recombinante; o la reducciéon de la
expresion del gen seleccionado mediante un sistema de control de la expresion proporcionado en la célula de
insecto productora de la sustancia biofarmacéutica que se pretende infectar con el baculovirus. Preferiblemente, el
sistema de control de la expresidon mediante la interferencia por ARN conlleva la represion de la expresion de la
proteina o proteinas codificadas por el gen o genes seleccionados.

En una realizacion de la presente descripcion, el genoma de al menos un baculovirus construido en el procedimiento
de la invencion carece de al menos un gen esencial para el ensamblaje correcto de viriones baculoviricos, en
particular, de un gen que codifica vp80, vp39, vp1054 ylo p6.9, preferiblemente vp80 y/o vp39, e incluso mas
preferiblemente vp80. Mas en concreto, dicho genoma procede del AcCMNPV, mas en concreto de la secuencia
gendmica del clon C6 del AcMNPV (n.° de acceso de GenBank NC_001623.1, SEQ ID n.° 1). Por consiguiente, en
un aspecto la presente descripcion se da a conocer el procedimiento que se define mas arriba, en donde el genoma
baculovirico es un genoma de AcMNPV, en particular un genoma del clon C6 del AcCMNPV, que carece del gen que
codifica vp80, vp39, vp1054 ylo p6.9, preferiblemente vp80 y/o vp39, e incluso mas preferiblemente vp80. Tal y
como se conoce bien en la técnica y se especifica en el acceso de GenBank n.° NC_001623.1, estos genes se
colocan como sigue en el genoma del clon C6 del AcMNPV (a saber, en la SEQ ID n.° 1): posiciones 89564-91639
para vp80; posiciones 75534-76577para vp39 (secuencia complementara); posiciones 45222-46319 para vp1054;
posiciones 86712-86879 para p6.9 (secuencia complementaria).

Se debe observar que, en el caso de que el producto biofarmacéutico sea un producto complejo que comprende
diferentes subunidades, cada una codificada por diferentes baculovirus, los genomas de todos los baculovirus
recombinantes implicados carecen del gen esencial seleccionado para evitar que un genoma complemente a otro.
Es decir, cuando se utilizan varios baculovirus para infectar la misma célula de insecto productora de la sustancia
biofarmacéutica, a cada uno de estos baculovirus le falta el mismo gen o genes esenciales para el ensamblaje
correcto de los viriones baculoviricos.

De acuerdo con la presente invencion, un gen puede hacerse defectuoso al mutar dicho gen. Una mutacion de un

gen esencial para el ensamblaje correcto de viriones baculoviricos es una modificacion de dicho gen que da lugar a

la total ausencia de un producto génico esencial y funcional. Por consiguiente, dicha mutacion puede dar lugar a la

introduccion de uno o varios codones de parada en el marco abierto de lectura del ARNm transcrito desde el gen

esencial para el ensamblaje correcto de los viriones baculoviricos, o puede corresponder a la delecion, total o
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parcial, del gen esencial para el ensamblaje correcto de los viriones baculoviricos. Un gen esencial para el
ensamblaje correcto de los viriones baculoviricos se puede mutar por medio de la sustitucion, insercion o delecion
de nucleotidos en la secuencia de todo o parte del gen de tipo silvestre (por ejemplo, en la secuencia dada a
conocer por el n.° de acceso de GenBank NC_001623.1, para un genoma procedente de AcMNPV). La mutacion
puede corresponder a la delecion completa del gen o a solo una parte de dicho gen. Por ejemplo, se pude eliminar al
menos el 50%, mas preferiblemente al menos el 60%, mas preferiblemente al menos el 70%, mas preferiblemente al
menos el 80%, e incluso mas preferiblemente al menos el 90% del gen esencial para el ensamblaje correcto de los
viriones baculoviricos.

El genoma baculovirico mutante se puede producir mediante los procedimientos estandares bien conocidos en la
técnica, tales como la mutagénesis especifica de sitio (véase, p. €j., Sambrook et al., (1989)) y la recombinacién con
Lambda RED (Datsenko y Wanner, 2000). El gen esencial para el ensamblaje correcto de viriones baculoviricos se
puede, en particular, eliminar como se da a conocer en los ejemplos que vienen a continuaciéon. En resumen, se
pueden utilizar los sitios loxP mutantes descritos por Suzuki et al. (2005), reemplazando bien totalmente o en parte
el gen esencial para el ensamblaje correcto de viriones baculoviricos por un gen indicador flanqueado por los sitios
LoxP mutantes por recombinacion. El gen indicador (por ejemplo, el gen que codifica la cloranfenicol
acetiltransferasa (cat)) luego se escinde con la aplicacién de una recombinacién con la recombinasa Cre.

Esta realizacion se ilustra en los ejemplos que vienen a continuacion y se detalla para los baculovirus cuyo genoma
se ha modificado por delecion de un fragmento de 2074 pb del ORF de vp80 en el genoma de AcMNPV. Este
genoma concreto es parte de la presente invencion, pero se ofrece a modo de ejemplo no limitante de lo que es un
genoma baculovirico mutante de acuerdo con la invencion.

Se debe observar que la construccion recombinante del genoma de baculovirus puede dar lugar a la insercion de
varias secuencias como sitios de clonacion o sitios de recombinacion (por ejemplo, queda un sitio LoxP después de
la recombinacién con la recombinasa Cre). Esto es irrelevante en la medida en que el genoma resultante carezca del
gen seleccionado como esencial para el ensamblaje correcto de los viriones baculoviricos.

En esta realizacion, en donde el genoma de al menos un baculovirus carece de al menos un gen esencial para el
ensamblaje correcto del virién baculovirico, la produccion de particulas recombinantes de baculovirus de gemacion
necesarias para la infeccion inicial de las células que producen las sustancias biofarmacéuticas requiere la
aplicacion de células especiales que rescatan el gen defectuoso, a saber, estas células que producen el baculovirus
expresan el gen seleccionado. En ofras palabras, la célula que produce el baculovirus expresa una copia que
complementa el al menos un gen esencial para el ensamblaje correcto de los viriones baculoviricos que falta en el
genoma del baculovirus. Por ejemplo, se podria plantear una linea celular procedente de Sf9 que produzca
constitutivamente el producto del gen esencial para el ensamblaje correcto del virion de baculovirus. Esta linea de
células recombinantes se utiliza para la produccién de reservas de siembra de baculovirus, mientras que las lineas
de células de insecto convencionales como Sf9, Sf21 o High-five, se pueden infectar con el baculovirus producido
por la expresion heteréloga del producto biofarmacéutico. Por consiguiente, la presente descripcion también se
refiere a una célula de insecto modificada para que exprese un gen esencial para el ensamblaje correcto de
baculovirus, en donde dicho gen mutado en un baculovirus se utiliza para la produccion de productos
biofarmacéuticos, tal y como se define mas arriba. Tal linea celular utilizada para la produccién del vector
baculovirico mutante construido en el procedimiento de la presente invencién se denomina una «célula productora
de baculovirus». Cuando el genoma del baculovirus carece de un gen esencial para el ensamblaje correcto de
viriones baculoviricos, la célula de insecto productora de baculovirus debe proporcionar y expresar dicho gen para
complementar la deficiencia y producir un baculovirus infeccioso. En una realizacion concreta, la célula de insecto
utilizada para la produccién de baculovirus se modifica mediante la transfecciéon con un casete de expresion que
codifica al menos un gen esencial para el ensamblaje correcto de viriones baculoviricos. En una realizacion, dicho
casete de expresion se integra en el genoma de dicha célula. También se pueden utilizar células de insecto
infectadas transitoriamente con al menos un plasmido que comprende el casete de expresion. La terminologia
«casete de expresion» se refiere a una construccion que comprende la secuencia codificante de un gen de interés
unido funcionalmente a secuencias de control de la expresién. Tal casete de expresion puede ser un plasmido que
comprende el ORF de un gen esencial para el ensamblaje correcto de los viriones baculoviricos bajo el control de un
promotor funcional en la célula de insecto seleccionada, y no contiene secuencias del genoma baculovirico que no
sean el gen esencial para que se complemente el ensamblaje correcto de viriones baculoviricos y opcionalmente se
permita que la secuencia del promotor exprese dicho gen (en particular, un casete de expresion no es un bacmido ni
cualquier otro genoma entero baculovirico). Las secuencias de control de expresion de ejemplo se pueden elegir
entre promotores, potenciadores, aisladores, etc. En una realizacion, el gen para la complementacion procede del
genoma del baculovirus en el cual se ha inactivado el gen esencial para el ensamblaje correcto de los viriones
baculoviricos. En otra realizacién, el gen para la complementacién procede del genoma de una especie de
baculovirus diferente a la del genoma del baculovirus utilizado para la produccion de productos biofarmacéuticos.
Por ejemplo, el baculovirus utilizado para la produccion de productos biofarmacéuticos puede proceder del genoma
de AcMNPV vy el gen para la complementacion introducido en la célula productora de baculovirus procede de
BmNPV o SeMNPV. Mas especificamente, el genoma del baculovirus se puede hacer que carezca de vp80, vp39,
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vp1054 y/o p6.9, y la célula productora de baculovirus puede comprender una copia de un gen de BmNPV o
SeMNPV capaz de complementar estos genes (p. €j., como se da a conocer en los ejemplos, se elimina p6.9 en el
genoma de AcMNPV vy la célula productora de baculovirus proporciona una copia de rescate del gen p6.9 de
SeMNPV).

Asi pues, la presente descripcién también da a conocer un procedimiento para la produccién de un baculovirus que
carece de al menos un gen esencial para el ensamblaje correcto de viriones baculoviricos, que comprende la etapa
de transfectar una célula de insecto que comprende un casete de expresion que codifica un gen esencial para el
ensamblaje correcto de los viriones baculoviricos, con un bacmido que comprende un genoma baculovirico, en
donde dicho genoma carece de un gen esencial para el ensamblaje correcto de los viriones baculoviricos,
preferiblemente en donde el genoma de dicho baculovirus carece de vp80 o vp39, p6.9 y/o vp1054, en donde el gen
esencial para el ensamblaje correcto de los viriones baculoviricos en dicho bacmido es el gen codificado por el
casete de expresion comprendido en dicha célula de insecto. De acuerdo con este procedimiento, el gen que falta en
el genoma baculovirico se complementa con el gen que se expresa en la célula de insecto. Las células transfectadas
con el bacmido se mantienen en condiciones tales que se producen los viriones baculoviricos. Estos viriones
baculoviricos producidos, que comprenden un genoma en el que falta al menos un gen esencial para el ensamblaje
correcto de los viriones baculoviricos, luego se recogen para su uso posterior para infectar células de insecto
productoras de sustancias biofarmacéuticas para la produccion de los productos biofarmacéuticos.

En la realizacion donde el genoma de baculovirus carece de al menos un gen esencial para el ensamblaje de los
viriones baculoviricos, la célula de insecto productora de la sustancia biofarmacéutica debe ser incapaz de
complementar la carencia de dicho gen. Por lo demas, la carencia seria rescatada por la célula productora de la
sustancia biofarmacéutica y se podrian producir los BV y los ODV. La presencia o ausencia de un gen esencial para
el ensamblaje correcto de baculovirus se puede monitorizar, por ejemplo, mediante la comprobacion de dicha célula
por una PCR especifica de dicho gen o por la deteccién del producto de la proteina de este gen (por ejemplo,
mediante transferencia Western con un anticuerpo especifico de dicho producto génico). Hay que descartar como
células productoras de productos biofarmacéuticos las células que expresan un producto funcional del gen esencial
para el ensamblaje correcto de los viriones baculoviricos que se han hecho deficientes en el genoma del baculovirus
construido con que se pretendia infectar dicha célula.

En otra realizacion de la invencion, la expresion del gen esencial para el ensamblaje correcto de los viriones
baculoviricos se controla mediante un sistema de control de la expresion. La terminologia «sistema de control de la
expresion» define una modificacion del sistema de células de insecto productoras del baculovirus/sistema de células
productoras de los productos biofarmacéuticos y/o ain otra adaptacion del genoma virico, lo que da lugar a la
regulacion especifica del gen esencial para el ensamblaje correcto de viriones baculoviricos. Este sistema puede ser
un sistema de expresion inducible (por ejemplo, Tet-On, Tet-Off, sistemas basados en ecdisona (Dai et al., 2005) o
elementos que contienen la regiéon homologa (hr) del baculovirus, tal como el sistema hr2 descrito por Aslanidi et al.,
(2009), lo que permite la induccion o la represion a voluntad del gen esencial, una construccion que expresa un ARN
interferente o una combinacion de estos.

En una realizacion concreta, la expresion del gen esencial para el ensamblaje correcto de baculovirus esta
inactivado por el silenciamiento mediado por ARN o la interferencia por ARN (Salem y Maruniak, 2007,
Kanginakudru et al., 2007). Preferiblemente, se establece una linea celular procedente de células de insecto, en
particular una linea celular procedente de Sf9, mediante la transformacion estable de tal célula con una construccion
que codifica un ARN bicatenario (dsRNA) especifico del gen para silenciar la expresion del gen esencial para el
ensamblaje correcto del virién de baculovirus. Esta linea celular que expresa el dsRNA se utiliza para la expresion
del producto biofarmacéutico después de la infeccidon con el o los baculovirus recombinantes que llevan el gen que
codifica dicho producto biofarmacéutico. En esta realizacién, se pueden generar uno o varios baculovirus
recombinantes de reserva para siembra con las lineas celulares convencionales Sf9, Sf21 o High-Five (a saber, sin
necesidad de una copia que complemente el gen de la célula), ya que, en este caso, el genoma del baculovirus
comprende el gen de tipo silvestre esencial para el ensamblaje correcto del virion del baculovirus.

Aun en ofra realizacion de la invencion, el gen esencial para el ensamblaje correcto del virion de baculovirus se
coloca bajo el control de un promotor inducible, lo que permite la expresion o bien la represion de dicho gen en
condiciones controladas.

En una realizacion preferida, el nimero de viriones baculoviricos producidos con el procedimiento de la presente
invencion se reduce en al menos el 50% en comparacion con el niumero de baculovirus que de otro modo produciria
la célula productora de la sustancia biofarmacéutica mediante el uso de un genoma de baculovirus que comprende
todos los genes esenciales para el ensamblaje correcto de los viriones baculoviricos. Mas preferiblemente, el
numero de viriones baculoviricos se reduce al menos un 60%, al menos un 70%, al menos un 80%, al menos un
90% y lo mas preferiblemente al menos un 95% en comparacion con un genoma de baculovirus de tipo silvestre.

Tal y como se explico mas arriba, el uso de sistemas de células de insecto y baculovirus para producir los productos
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biofarmacéuticos en la técnica anterior se caracteriza por la coproduccion de enormes cantidades de baculovirus
recombinantes (y puede ser de mas de 108 ufp/ml) en paralelo al producto biofarmacéutico, y que necesita
desarrollar y optimizar cuidadosamente protocolos de procesamiento posteriores para inactivar y eliminar esta
contaminacion de baculovirus. La inactivacion se puede realizar mediante la adiciéon de una etapa de detergente que
conduce a la desintegracion de la capa lipidica del baculovirus contaminante, tal y como se utiliza para la purificacion
de las particulas similiviricas con el propésito de hacer vacunas (parvovirus porcino-VLP (Maranga et al. (2002)) o
rotavirus-VLP (Mellado et al. (2008)) o la purificacion de diferentes serotipos de AAV (Smith et al. 2009).

Se han utilizado mas etapas de separacion eficientes: centrifugacion (Wang et al. (2000); Maranga et al. (2002);
Mellado et al. (2008)), microfiltracion (Tellez. (2005)), eliminacion negativa de proteinas de baculovirus (p. €j.,
Mellado et al. (2008)) o cromatografia de afinidad positiva (retencién/captura de una sustancia biofarmacéutica — por
la que fluyen las proteinas contaminantes, tal como la captura de la proteina vp7 de rotavirus mediante la
cromatografia con concanavalina A (Mellado et al. (2008), captura de las particulas viricas quiméricas e
inmunogenas rVP2H de la bursitis infecciosa mediante cromatografia de afinidad de iones metalicos inmovilizados
(Wang et al. (2000)) o la captura de diferentes serotipos de AAV mediante cromatografia de inmunoafinidad con
anticuerpos camélidos (Smith et al., 2009). En particular, debido al uso de inmunoligandos muy especificos, el uso
de la inmunoafinidad permite separar completamente la sustancia biofarmacéutica a purificar (p. €j., AAV especifico)
de cualquier contaminante y, en el caso del sistema de baculovirus, de la enorme contaminacion con baculovirus
debido a la producciéon concomitante de baculovirus en paralelo a la sustancia biofarmacéutica.

Estas referencias presentan con mucha claridad la necesidad de estas diferentes etapas de procesamiento para
inactivar y eliminar los contaminantes residuales de baculovirus, ya que sin estas etapas, el producto
biofarmacéutico todavia esta considerablemente contaminado con diferentes proteinas de baculovirus y no se puede
utilizar con fines clinicos.

El procedimiento de la presente invenciéon permite una reduccion significativa del numero de viriones baculoviricos
contaminantes o incluso su total ausencia. Como consecuencia, sera necesario un pequefo nimero de etapas de
purificacion para conseguir una sustancia biofarmacéutica para propdsitos clinicos (o incluso sin etapas de
purificacion si no se produce ningun viridon baculovirico). Asi pues, la produccion biofarmacéutica y el protocolo de
purificacion se simplifican con el uso del procedimiento de la presente invencion, y la necesidad de eliminar el virion
de baculovirus residual se reduce enormemente. En caso de que aun haya que aplicar un protocolo de purificacion
simplificado, el experto en la técnica puede seleccionar al menos uno de los procedimientos y los protocolos
identificados mas arriba para obtener un producto biofarmacéutico purificado.

Preferiblemente, el gen esencial seleccionado es un gen cuya inactivacion no afecta a la expresién génica muy
tardia del baculovirus, en comparacion con el vector baculovirico original. En el genoma del AcMNPV (y otros a-
baculovirus), los promotores de p10 y de la polihedrina son los promotores que se expresan mas tarde y se debe
observar que, en los sistemas de produccion de células de insecto y baculovirus, el gen heterdlogo se inserta con
mas frecuencia bajo el control de estos promotores muy fuertes, lo que permite la expresion de proteinas
recombinantes en grandes cantidades. Asi pues, se prefiere la inactivacién de un gen esencial para el ensamblaje
correcto del virion de baculovirus, que no afecta a la expresidon génica muy tardia. La terminologia «no afecta la
expresion génica muy tardia» se refiere al hecho de que el nivel de expresion de la proteina recombinante a partir
del promotor baculovirico muy tardio comprendido en el genoma de un baculovirus modificado de acuerdo con la
invencion es al menos del 70% en comparacion con los niveles obtenidos de un genoma sin modificar, mas
preferiblemente de mas del 80%, mas preferiblemente de mas del 90%. Se debe mencionar que el nivel de
expresion de un producto biofarmacéutico a partir de un promotor baculovirico muy tardio podria incluso ser mayor
del 100% del nivel obtenido con el vector no modificado en el procedimiento de la presente invencion.

Entre los genes analizados por los inventores, el gen vp80 se utiliza en la presente invencion ya que su delecion no
afecta a la expresion muy tardia, mientras que impide por completo la produccion de BV y da lugar a una reduccion
significativa del nimero de nucleocapsidas intracelulares, los precursores de los ODV.

La expresion muy tardia se puede evaluar al colocar un gen indicador, por ejemplo, un gen que codifica una GFP, en
particular egfp o un gen de la luciferasa, bajo el control del promotor de la polihedrina o de p10 en un vector de
AcMNPV de tipo silvestre y en un genoma mutante de AcCMNPV en el cual se ha inactivado el gen esencial, y la
comparacion de la expresion del producto del gen indicador en ambos genomas. Preferiblemente, la expresion muy
tardia del vector con un esqueleto de baculovirus mutado es al menos del 60% del nivel de expresion obtenido con
el vector de AcMNPV de tipo silvestre y preferiblemente de mas del 80%, mas preferiblemente de mas del 90%,
segun se mide a partir de un gen indicador bajo el control del promotor del gen de p10 o bien del gen de la
polihedrina.

La presente descripcion también se refiere a un procedimiento para cribar genes baculoviricos, cuya inactivacion
podria ser Util para producir productos biofarmacéuticos sin viriones baculoviricos contaminantes en un sistema de
célula de insecto y baculovirus segun se define mas arriba, que comprende:
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a) proporcionar un cultivo de células, o células, que contienen un genoma baculovirico;

b) poner en contacto dicho cultivo de células con medios para inactivar al menos un gen baculovirico problema de
dicho genoma baculovirico, por ejemplo, con ARN interferentes; y

c) analizar la formacioén de viriones de dicho cultivo de células en comparacion con la formacién de viriones a partir
de un cultivo de células que no ha estado en contacto con dichos medios;

en donde se selecciona un gen problema como potencialmente Util para producir productos biofarmacéuticos si su
inactivacion reduce la formacion de viriones baculoviricos.

En una realizacién concreta, el procedimiento de cribado comprende ademas la etapa d) de analisis de la expresion
génica muy tardia en el cultivo de células puesto en contacto con dichos medios en comparacion con la expresion
génica muy tardia a partir de un cultivo de células que no se ha puesto en contacto con dichos medios,

en donde un gen problema se selecciona como potencialmente Util para la produccién de sustancias
biofarmacéuticas si su inactivacion reduce la formacion de viriones baculoviricos y si no afecta a la expresion génica
muy tardia de dicho genoma baculovirico.

La presente descripcion también se refiere a un procedimiento para cribar genes baculoviricos, cuya inactivacion
podria ser Util para producir productos biofarmacéuticos sin viriones baculoviricos contaminantes en un sistema de
células de insecto y baculovirus tal y como se define mas arriba, que comprende:

inactivar al menos un gen problema de un genoma baculovirico (por ejemplo, mediante la delecién de dicho gen
problema en dicho genoma);

evaluar la expresion génica baculovirica muy tardia de dicho genoma baculovirico tal y como se define mas arriba;
determinar la produccién de viriones baculoviricos a partir de las células que contienen dicho genoma baculovirico;

en donde un gen se selecciona como potencialmente Util para la produccion de productos biofarmacéuticos si su
inactivacion

reduce la produccion de viriones baculoviricos, y
no afecta a la expresion génica muy tardia de dicho genoma baculovirico, tal y como se define mas arriba.

En una realizacién concreta del procedimiento para cribar un gen baculovirico, cuya inactivacion podria ser util para
producir sustancias biofarmacéuticas, la inactivacion del gen problema se lleva a cabo con un dsRNA especifico de
dicho gen problema. En particular, el gen baculovirico candidato se puede identificar al silenciar su expresion
mediante interferencia por ARN para analizar su funcién en la formacién del virién.

La invencion se ilustrara ahora con los siguientes ejemplos, que se proporcionan como realizaciones de ejemplo no
limitantes de la invencion.

Leyenda de las figuras

Figura 1. Cribado por silenciamiento génico mediado por dsRNA. Las células de insecto Sf9 se inocularon en placas
de cultivo de tejidos de 24 pocillos (2 x 10° células/pocillo) en 1 ml de medio de cultivo Sf-900 || SFM a 28 °C. Al
cabo de dos horas, se retird el medio de cultivo y las células se infectaron con baculovirus recombinantes que llevan
el gen egfp bajo el control del promotor de la polihedrina (AcMNPV-EGFP) en condiciones estandares. (A)
Determinacion del nivel de expresion génica muy tardia mediante microscopia fluorescente. Las células se infectaron
a una MDI = 10 unidades de TCIDsg/célula y la transfeccion con el dsRNA especifico de gen para vp1054, vp39,
vp80, dbp y ec-27 se realizd 1 h después de la infeccion (p.i.). El nivel de la expresion génica muy tardia se
comprobé por fluorescencia especifica de EGFP a 48 h p.i. Los dsRNA especificos de las secuencias de egfp y cat
se utilizaron como controles de RNAI. (B) Medicion del nivel de expresion génica muy tardia mediante un ensayo de
inmunotransferencia. Las células se infectaron con ACMNPV-EGFP a una MDI = 1 y la transfeccién con el dsRNA
especifico de gen se realizé también 1 h p.i. El nivel de la expresiéon génica muy tardia se analiz6 con un antisuero
policlonal anti-EGFP de conejo a las 48 h p.i. Se utilizaron anticuerpos anti-vp39 y anti-a-tubulina como controles
internos. (C). Titulacién y deteccion de los viriones de gemacion que se producen en las células tratadas con dsRNA.
Se recogieron los viriones de gemacion a las 36 horas p.i. y se utilizaron para ensayos de dilucidon hasta el limite
para medir los titulos de los viriones infecciosos, o bien para la detecciéon por PCR para comprobar la presencia de
las particulas viricas. (D) Presencia de viriones derivados por oclusion y estructuras con forma de bastoncillo en la
células con represion de vp39 y vp80. Las células se recogieron 36 horas p.i., se lisaron y los lisados celulares se
ultracentrifugaron a través de un colchén de solucion de sacarosa al 40% (45.000 rpm durante 1 hora, Beckman
SW55). Los sedimentos se resuspendieron en agua desmineralizada y se analizaron por microscopia electronica con
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tincion negativa. Las barras representan 100 nm.

Figura 2. Construccién del bacmido de AcMNPV con vp80 anulado (vp80-null). (A) Estrategia para la construccion de
un bacmido vp80-null que contiene una delecion completa del marco abierto de lectura de vp80 de AcMNPV por
recombinacién homologa en E. coli. En la primera etapa, se deleciond un fragmento de 2.074 pb que abarca el ORF
de vp80 y se reemplazd por un casete de secuencia que contiene el gen de resistencia al cloranfenicol (cat)
flanqueado por los sitios loxP modificados (LE y RE). Posteriormente se elimind el gen de resistencia al antibiético
(cat) de la secuencia del bacmido mediante el sistema de recombinacion Cre/loxP. La secuencia del promotor del
gen p48 y la sefal de poliadenilacion del gen he65 permanecieron intactas. En el analisis por PCR se utilizaron
parejas de oligonucledtidos del locus de tipo silvestre y dos genotipos con vp80 anulado para confirmar la delecion
del ORF de vp80 y la correcta insercion/delecion del casete del gen de resistencia al cloranfenicol, como se indica
mediante las flechas unilaterales. Sus nombres se asignan de acuerdo con las coordenadas de la secuencia de
nucleodtidos. Los cebadores para la amplificacion del casete del gen cat se denominan cat-F y cat-R. (B). Deteccion
por PCR de la presencia o ausencia de modificaciones de secuencia en el locus de vp80 en los bacmidos de
AcMNPV original (Ac-wt), Ac-vp80-null(+cat) y Ac-vp80null(—cat). La figura superior confirma la delecion del gen
vp80 y la insercion del casete de cat en el locus de vp80 con las parejas de cebadores 90292/90889 y cat-F/cat-R.
La figura inferior muestra la verificacion por PCR de que la recombinacién ocurrié correctamente en el locus de vp80
mediante la pareja de cebadores 89507/91713.

Figura 3. Capacidad de replicacion virica de las construcciones de bacmidos de AcMNPV con el vp80 anulado y
reparado mediante los ensayos de transfeccion-infeccion. (A). Representacién esquematica de los casetes de
expresion transpuestos en el locus de la polihedrina. Se hicieron cuatro construcciones de reparacion (vp80
impulsado por su promotor nativo, vp80 impulsado por el promotor de la polihedrina, vp80 etiquetado con FLAG en
el extremo amino y vp80 etiquetado con FLAG en el extremo carboxilo, ambos expresados desde su promotor
nativo). Los esqueletos del genoma del bacmido utilizados para los ensayos de transfeccion se indican a la
izquierda. Como control positivo de la replicacion virica, se utilizd el bacmido de AcMNPV de tipo silvestre
(bMON14272). El bacmido Ac-gp64null se utilizé6 como control negativo que representa un bacmido prototipo con un
fenotipo de «infecciéon de una sola célula». (B). Microscopia de fluorescencia con el transcurso del tiempo que
muestra la propagacion de la infeccion por las células Sf9 transfectadas con las construcciones de bacmidos
indicadas. El progreso de la infeccion virica se comprob6 mediante la deteccion de EGFP a los tiempos indicados
después de la transfeccion. A las 120 horas p.t. se recogieron los sobrenadantes de los cultivoa de células para
iniciar una infeccion secundaria. (C) Ensayo de infeccién secundaria. La EGFP se detecté a las 72 horas p.i. para
sefalar el progreso de la infeccion.

Figura 4. Curvas de crecimiento de las construcciones generadas de bacmidos reparados de AcCMNPV-vp80null en
unos ensayos a lo largo del tiempo desde la transfeccion. Las células Sf9 se transfectaron con 5,0 ug de ADN de
cada bacmido reparado. (a) vp80 impulsado por su promotor nativo, (b) vp80 impulsado por el promotor de la
polihedrina, (c) vp80 etiquetado con FLAG en el extremo amino y (d) vp80 etiquetado con FLAG en el extremo
carboxilo, ambos expresados desde el promotor de vp80. Los sobrenadantes de los cultivos de células se recogieron
en los puntos de tiempo indicados después de la transfeccion y se les analizé la produccion de virus de gemacion
infecciosos mediante un ensayo de diluciéon hasta el limite de la TCIDsp. La infectividad se determiné mediante la
monitorizacion de la expresion de la EGFP. Los puntos indican el promedio de los titulos procedentes de tres
transfecciones independientes y las barras de error representan la desviacion estandar.

Figura 5. El mutante AcCMNPV-vp80null es incapaz de producir ningun virion de gemacion infeccioso o no infeccioso.
Las células Sf9 se transfectaron independientemente con 20 ug del ADN de bacmido de Ac-Avp80 (a), Ac-wt (b), Ac-
Avp80-vp80 (c), Ac-Avp80-pH-vp80 (d), Ac-Avp80-FLAG-vp80 (e) o Ac-Avp80-vp80-FLAG (f). Cinco dias p.t., los
sobrenadantes del cultivo de células enriquecidos en virus de gemacion se ultracentrifugaron y los virus de
gemacion se observaron al microscopio electrénico con tinciéon negativa (A). Las barras representan 200 nm. En
paralelo, los viriones de gemacion recogidos también se separaron también en SDS-PAGE, se transfirieron, y se
inmunodetectaron con anticuerpos anti-VP39 o se utilizaron para la detecciéon por PCR de la presencia de las
particulas viricas (B).

Figura 6. El bacmido mutante con el gen vp80 anulado forma un nimero pequefio de nucleocapsidas y no produce
viriones derivados por oclusion. Las células Sf9 transfectadas con Ac-Avp80 (A a D), o bien con Ac-Avp80-vp80 (E,
F) o bien con Ac-wt (G, H) se fijaron, se tifieron, se incluyeron y se obtuvieron cortes finos tal y como se describe en
Materiales y Métodos. (A). Vison general representativa de la célula Sf9 transfectada con el bacmido mutante Ac-
vp80null. (B) EI mutante Ac-vp80null forma un nimero menor de nucleocapsidas en el estroma virégeno (C), y
tampoco ningun virién derivado por oclusién en la zona anular de las células transfectadas (D). Por otra parte, la
construccion del bacmido de reparacion Ac-Avp80-vp80 regenera totalmente la formacion de numerosas
nucleocapsidas en el estroma virégeno (E), asi como viriones derivados por oclusiéon que parecen normales en la
zona anular de las células transfectadas (F). Imagenes representativas del estroma virégeno (G) y la zona anular (H)
de las células transfectadas con el bacmido Ac-wt. Las barras representan 500 nm. Abreviaturas: Nc, nucleocapsida;
MN, membrana nuclear; Nu, nucleo; RZ, zona anular; Mi, mitocondria; ODV, viriones derivados por oclusion; VS,
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estroma virégeno.

Figura 7. Complementacion funcional del bacmido mutante Ac-vp80null con el gen vp80 actuando en frans. Las
células Sf9 se transfectaron con el vector plZ-flag-vp80 (A) o bien plZ (B) y se sometieron a la seleccion mediante
Zeocin™, Tres semanas después de la transfeccion, las poblaciones policlonales de células resistentes a Zeocin™
se inocularon en placas nuevas de 6 pocillos y se transfectaron con el bacmido mutante Ac-vp80null para comprobar
la actividad de complementacion. La propagacion del virus se monitorizé mediante la fluorescencia especifica de la
EGFP alas 72 h y las 96 h p.t. A las 120 horas p.t. se recogi6 el sobrenadante de los cultivos de células para iniciar
una infeccion secundaria en las células Sf9 sin tratar (tipo silvestre) (panel derecho). La EGFP se detecté a las 72
horas p.i. para sefialar el progreso de la infeccion. La EGFP se detecté a las 120 horas p.i. para sefalar el progreso
de la infeccion.

Figura 8. Construccion de un bacmido de AcMNPV con vp39 anulado (vp39-null). (A) Estrategia para la construccion
del bacmido vp39-null que contiene una delecién parcial del marco abierto de lectura del vp39 de AcMNPV mediante
recombinacion homdloga en E. coli. En la primera etapa se elimin6 un fragmento interno de 498 pb del ORF de vp39
y reemplazé por un casete cuya secuencia contiene el gen de resistencia al cloranfenicol (cat) flanqueado por los
sitios loxP modificados (LE y RE). Posteriormente, el gen cat se elimin6 de la secuencia del bacmido mediante el
sistema de recombinacion Cre/loxP. La secuencia de los promotores de los genes lef-4 y cg-30 no se vio afectada.
Las flechas indican las posiciones de las parejas de oligonucleoétidos utilizadas para el analisis por PCR del locus de
tipo silvestre y dos genotipos con el vp39 anulado para confirmar la delecion parcial del ORF de vp39 y la correcta
insercion/delecion del casete del gen cat. Los nombres de los cebadores se designan de acuerdo con las
coordenadas de la secuencia de nucledtidos. (B) Deteccion por PCR de la presencia o ausencia de las
modificaciones de secuencia en el locus de vp39 de los bacmidos Ac-wt, Ac-vp39null(+cat) y Ac-vp39null(—cat). La
figura muestra la verificacion por PCR de que la recombinacion ocurrié correctamente en el locus de vp39 mediante
la pareja de cebadores 75834/76420.

Figura 9. Determinacion de la capacidad de replicacion virica de las construcciones de los bacmidos de AcMNPV
con vp39 anulado y reparado mediante los ensayos de transfeccion-infeccion. (A) Representacion esquematica de
los casetes de expresion, transpuestos mediante Tn7 en el locus de la polihedrina. (1) vp39 expresado por el
promotor de la polihedrina, (2) un doble gen vp39 y lef-4, ambos impulsados por sus promotores nativos, (3) un
doble gen vp39 y cg-30, ambos impulsados por el promotor de la polihedrina y, finalmente, (4) una construccion
génica doble de vp39 etiquetado con FLAG en el extremo amino impulsado por el promotor de la polihedrina, y el
ORF de cg-30 impulsado por su promotor nativo y también por el promotor de la polihedrina mas arriba en la
secuencia. Los esqueletos del genoma del bacmido parental utilizados para los ensayos de transfeccion se indican a
la izquierda. El bacmido de AcMNPV de tipo silvestre ((MON14272) se utilizd como control positivo de la replicacion
virica. (B) Microscopia de la fluorescencia a lo largo del tiempo que muestra la propagacion de la infeccién en las
células Sf9 transfectadas con las construcciones de los bacmidos indicadas. La progresion de los virus se comprobé
mediante la deteccion de la EGFP en los tiempos indicados después de la transfeccion. A las 168 horas p.t. se
recogio el sobrenadante de los cultivos celulares para iniciar una infeccion secundaria. (C) Ensayo de infeccion
secundaria. La deteccion de la EGFP se realiz6 a las 72 h p.i. para medir el progreso de la infeccion.

Figura 10. Construccidon de un bacmido de AcMNPV con el vp7054 anulado (vp71054-null). (A) Estrategia para la
construccién de un bacmido vp7054-null que contiene una delecién del marco abierto de lectura de vp7054 de
AcMNPYV por recombinacion homoéloga en E. coli. Se elimind una secuencia de 955 pb desde el extremo 3' del ORF
de vp1054 y se reemplazoé por un casete con la secuencia de cat flanqueada por los sitios loxP modificados (LE y
RE). Al mismo tiempo se introdujo una sola mutacion puntual para cambiar el primer codén de traduccion ATG—Met
por ACG—Thr, para impedir que se tradujera una proteina VP1054 con el extremo carboxilo truncado. Esto también
significa que el codon AAT interno n.° 32 de lef-10 se muté a AAC, y que ambos codifican una Asn. Posteriormente,
el gen cat se elimino con el sistema de recombinacion Cre/loxP. La secuencia del promotor de vp1054/lef-10 no se
vio afectada en la construccion del bacmido. Ya que se eliminé la sefial de poliadenilacion del gen lef-10, una nueva
sefial poli-A sintética combinada con el codén de parada (TAATAAA) se le introdujo en el extremo 3' del ORF de lef-
10. Las flechas representan la posicion de las parejas de oligonucleétidos utilizadas para el analisis por PCR del
locus de tipo silvestre y dos genotipos con vp7054 anulado para confirmar la delecién del ORF de vp1054 y la
correcta insercion/delecion del casete de caf. (B) Deteccion por PCR de la presencia o ausencia de las
modificaciones de secuencia en el locus de vp71054 de los bacmidos Ac-wt, Ac-vp7054null(+cat) y Ac-vp1054null(—
cat). La figura superior muestra la confirmacion de la delecion del gen vp1054 y la insercion del casete de cat en el
locus de vp1054 mediante las parejas de cebadores 90292/90889 y cat-F/cat-R. La figura inferior muestra la
verificacion por PCR de que la recombinacién ocurrié correctamente en el locus de vp7054 mediante la pareja de
cebadores 89507/91713.

Figura 11. Capacidad de replicacion virica de las construcciones de los bacmidos de AcMNPV con vp7054 anulado y
reparado mediante los ensayos de transfeccion-infeccion. (A) Representacion esquematica de los casetes de
expresion transpuestos en el locus de la polihedrina. Los esqueletos del genoma de los bacmidos utilizados para los
ensayos de transfeccion se indican a la izquierda. Se fabricaron dos construcciones procedentes de Ac-vp1054null:
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la primera construccion lleva solo el gen marcador egfp bajo el control del promotor de p10, y la segunda
construccion lleva el marcador egfp y el locus de lef-10/vp1054 solapante impulsados por sus secuencias
promotoras naturales (d). Como control positivo de la replicacion virica se utilizé el bacmido de AcMNPV de tipo
silvestre (bMON14272) (a). El bacmido Ac-gp64null se utilizd6 como control negativo al representar un bacmido
prototipo con un fenotipo de «infeccion de una sola célula» (b). (B) Microscopia de fluorescencia a lo largo del tiempo
que muestra la propagacion de la infeccion en las células Sf9 transfectadas con las construcciones de bacmidos
indicadas. El progreso de la infeccion virica se comprobd mediante la deteccion de la EGFP en los tiempos
indicados después de la transfeccion. A las 120 horas p.t., el sobrenadante de los cultivos de células se recogio para
iniciar una infeccion secundaria. (C) Ensayo de infeccidon secundaria. Se detecté la EGFP a las 72 horas p.i. para
sefalar el progreso de la infeccion.

Figura 12. Construccién de un bacmido de AcMNPV con p6.9 anulado (p6.9-null). (A) Estrategia para la construccion
de un bacmido p6.9-null que contiene una delecién completa del marco abierto de lectura de p6.9 de AcMNPV por
recombinacién homologa en E. coli. Se elimind un fragmento de 164 pb del ORF de p6.9 y se reemplazé por un gen
de resistencia cat flanqueado por los sitios loxP modificados (LE y RE). Posteriormente, el gen cat se elimin6 de la
secuencia del bacmido por recombinacién con Cre/loxP. La secuencia del promotor del gen p6.9 no se vio afectada,
ya que su secuencia se solapa con el ORF de p40. Las flechas representan las posiciones de las parejas de
cebadores utilizadas en el andlisis por PCR del locus de tipo silvestre y dos genotipos con el p6.9 anulado. (B)
Deteccion por PCR de la presencia o ausencia de las modificaciones de secuencia en el locus p6.9 de los bacmidos
Ac-wt, Ac-vp6.9null(+cat) y Ac-vp6.9null(—cat). La figura superior muestra la insercién del casete de cat en el locus
de p6.9 mediante las parejas de cebadores cat-F/cat-R. La figura inferior muestra la verificacion por PCR de que la
recombinacion ocurrié correctamente en el locus de p6.9 mediante la pareja de cebadores 86596/86995.

Figura 13. Capacidad de replicacion virica de las construcciones de los bacmidos de AcMNPV con p6.9 anulado y
reparado mediante ensayos de transfeccion-infeccion. (A) Representacion esquematica de los casetes de expresion
transpuestos en el locus de la polihedrina. Se fabricaron dos construcciones de reparacion (los genes p6.9 de
AcMNPV y p6.9 de SeMNPV, ambos impulsados por el promotor del p6.9 de AcMNPV). Los esqueletos de los
genomas de bacmido utilizados para los ensayos de transfeccion se indican a la izquierda. Como control positivo de
la replicacion virica se utilizd el bacmido de AcMNPV de tipo silvestre (bMON14272). El bacmido Ac-gp64null se
utilizé6 como control negativo al representar un bacmido prototipo con un fenotipo de «infeccién de una sola célulay.
(B) Microscopia de fluorescencia a lo largo del tiempo que muestra la propagacion de la infeccion en las células Sf9
transfectadas con las construcciones de bacmido indicadas. El progreso de la infeccion virica se comprobé mediante
la deteccion de la EGFP en los tiempos indicados después de la transfeccion. A las 120 horas p.t. se recogieron los
sobrenadantes de los cultivos celulares para iniciar una infeccion secundaria. (C) Ensayo de infeccion secundaria.
La EGFP se detectd a las 72 horas p.i. para sefalar el progreso de la infeccién. (D) Comparacion de las curvas de
crecimiento de las construcciones AcCMNPV-p6.9null (a), AcCMNPV-p6.9null rescatado con p6.9 de AcMNPV (b) y
AcMNPV-p6.9null rescatado con p6.9 de SeMNPV (c) con el bacmido de tipo silvestre (Ac-wt). Las células Sf9 se
transfectaron con 5,0 ug de ADN de cada bacmido, los sobrenadantes de los cultivos celulares se recogieron en los
momentos de tiempo indicados después de la transfeccion y se les analizé la produccion de virus de gemacion
infecciosos mediante un ensayo de dilucién hasta el limite de la TCIDsg. Se determiné la infectividad mediante la
monitorizacion de la expresion de EGFP. Los puntos indican el promedio de los titulos procedentes de tres
transfecciones independientes y las barras de error representan la desviacion estandar.

Figura 14. Analisis por transferencia Western de Flag:vp80 en las células, de los BV y de los ODV

(A) Evolucion temporal de la expresion de vp80 en las células de insecto infectadas. Las células Sf9 se infectaron
con el virus de reparacion Ac-Avp80-Flag-vp80, y se recogieron en los momentos de tiempo indicados. La Flag-VP80
se detectd mediante analisis por transferencia Western desde las 12 h a las 72 h p.i. como una banda de
aproximadamente 95 kDa. Ademas, una segunda banda especifica de Flag-VP80 de aproximadamente 80 kDa se
acumulé desde las 48 h hasta las 72 h p.i. Se utilizo la tubulina como control de carga interno. (B) La VP80 se asocia
a la fraccion de la nucleocapsida de los BV. Dos dias p.i., los BV se purificaron por ultracentrifugacion isocinética en
un gradiente de sacarosa y se separaron en fracciones de nucleocapsida (Nc) y envoltura (Env) mediante la
extraccion con Nonidet-P40. La Flag-VP80 se detecté en la fraccion Nc como una doble banda con masas
moleculares detectadas entre las dos variantes (80 kDa y 95 kDa) en las células Sf9 infectadas (panel superior). La
separacion correcta en las fracciones Nc y Env se comprobé mediante los anticuerpos anti-VP39 y anti-GP64
(paneles inferiores). (C) La VP80 también es un componente estructural de las nucleocapsidas de los ODV. Las
células Sf9 se coinfectaron con los virus de la cepa E2 de AcMNPV (MDI = 5) y Ac-Avp80-Flag-vp80 (MDI = 25).
Cinco dias p.i., los ODV se liberaron de los cuerpos de oclusién y posteriormente se separaron en las fracciones de
nucleocapsida (Nc) y envoltura (Env). El analisis por transferencia Western mostré que la VP80 esta presente en la
fraccion Nc de DV como una sola banda de aproximadamente 80 kDa. El fraccionamiento adecuado en las
fracciones Nc y Env se comprobé mediante el antisuero anti-PIF-1 (panel inferior).

Figura 15. Complementacion funcional mediante complementacion en frans del bacmido Ac-vp80null incapaz de
producir BV. (A) Deteccién de FLAG:VP80 en una linea de células procedentes de Sf9 transgénicas (Sf9-vp80)
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mediante analisis por transferencia Western. Se utilizé la tubulina como control de carga interno. (B) Microscopia de
fluorescencia (de EGFP) a lo largo del tiempo para seguir la infeccion de las células Sf9-vp80 transfectadas (i) o
infectadas (ii) con el bacmido Ac-Avp80 (a, b). A las 120 h p.t., los sobrenadantes de los cultivos celulares se
recogieron para iniciar una infeccidon secundaria en las células Sf9-vp80 (a) o en las Sf9 (b) (paneles de la derecha).
Se propagd un control negativo Ac-Avp80 en las células Sf9 (c), y el Ac-wt propagado en las células Sf9 (d) se utilizd
como control positivo. (C) Comparacion de la liberacion de viriones infecciosos de BV. Las células Sf9-vp80 se
transfectaron con el bacmido Ac-Avp80 y las células Sf9 con el bacmido Ac-Avp80 (control negativo) o bien con el
Ac-wt (control positivo). Los BV se cuantificaron en los sobrenadantes de los cultivos celulares a los 6 dias p.t.
mediante dilucién hasta el limite. Se muestran los resultados representativos de tres analisis independientes con
barras de error que muestran la DE.

Figura 16. Analisis de la expresion del gen foraneo mediante inoculaciéon de baculovirus incapaces de replicarse,
complementados en frans. Las células Sf9 se infectaron con inéculo del virus Ac-wt, Ac-Avp80-Flag:vp80 o Ac-Avp80
(MDI = 10, unidades de TCIDso por célula), en donde todos expresan egfp desde el promotor muy tardio de p10. (A)
A las 48 h p.i., la presencia de EGFP, Flag:VP80 y GP64 se analiz6 por transferencia Western. Se utilizé la actina
como control de carga interno. (B) Microfotografias de células que expresan la EGFP a las 72 h p.i. (superior) y la
cantidad relativa de EGFP se midié por ELISA a las 48 y 72 h p.i. (inferior). (C) Microfotografias de células que
expresan la EGFP a las 72 h p.i. (superior) y el andlisis de la liberacion de BV para comprobar los genotipos
revertientes mediante la titulacién de TCIDsy (inferior). Los resultados de tres andlisis independientes se muestran
con barras de error (DE) (B y C).

Figura 17. La nueva estrategia de la tecnologia de células de insecto y baculovirus disefiada para producir
sustancias biofarmacéuticas sin viriones baculoviricos contaminantes. (A) Manipulaciéon genética de las células de
insecto para que expresen un factor virico esencial (vp80) que complementa una mutacion de vp80 en el virus. Las
células Sf9 transgénicas codifican el ORF de vp80 y un gen de resistencia que permite la seleccion con antibidticos
de las células transgénicas. (B) Generacion de un bacmido Ac-Avp80 incapaz de producir viriones de BV y ODV. El
bacmido carece de todo el ORF de vp80. (C) Produccion de una reserva para inoculacion de baculovirus mediante
complementacion en frans en las células Sf-vp80 manipuladas genéticamente. Las células Sf9-vp80 se transfectan
con el bacmido Ac-Avp80 para producir la progenie del virus por complementacion en trans. Después de la
propagacion del virus de gemacion, se producen reservas del virus de elevado titulo en las células para
empaquetamiento de Sf9-vp80. (D) Expresion de la proteina recombinante con baculovirus. Las células Sf9
convencionales se infectan con la progenie de virus de gemacion por complementacion en frans. La proteina
recombinante se expresa desde promotores baculoviricos muy tardios (p70 o polh), lo que permite una expresion
muy elevada, mientras que no se producen viriones baculoviricos (BV/ODV) contaminantes.

Ejemplos

Ejemplo 1

Materiales y métodos
Células de insecto y virus

Las células de Spodoptera frugiperda (Sf9) se mantuvieron en el medio SF900-II sin suero (Invitrogen) en
condiciones estandares. El virus AcCMNPV procedente del bacmido recombinante (AcMNPV-EGFP) que lleva un gen
indicador egfp bajo el control del promotor de la polihedrina, muy tardio, transpuesto en el locus de la polihedrina, se
obtuvo de Pijlman et al. (2006). El virus se propago y se determinaron sus titulos mediante un ensayo de dilucién
hasta el limite en las células Sf9.

Sintesis in vitro del dsRNA

El procedimiento utilizado para sintetizar el dsRNA es similar al descrito por Ramadan et al., (2007) con
modificaciones menores. Todos los moldes de ADN se amplificaron por PCR con cebadores con extremos
protuberantes de veinticinco nucledtidos homdlogos a la secuencia del promotor de la ARN polimerasa de T7

5'-gcttctaatacgactcactataggg-3 . La secuencia de los cebadores que se indican a continuacién se ofrecen en la
tabla 1. Para amplificar estos genes se utilizaron los siguientes cebadores: los cebadores vp39-F y vp30-R para
vp39; los cebadores 45510 y 46235 para vp1054, los cebadores 90292 y 90889 para vp80; los cebadores ec-27-F y
ec-27-R para odv-ec27; y los cebadores dbp-F y dbp-R para dbp. Para analizar la eficacia de los estudios de RNAI,
fabricamos dsRNA contra egfp con los cebadores gfp-F y gfp-R, y para tener un control negativo fabricamos dsRNA
con los cebadores cat-F y cat-R para el gen de la cloranfenicol acetiltransferasa (cat).

Los productos de la PCR se purificaron con el kit GFX lllustra de purificacion de banda en gel y de ADN de PCR (GE
Healthcare, Buckinghamshire, Gran Bretafia) y se utilizaron como moldes para la sintesis in vitro del dsRNA con el
sistema de RNAi T7 RiboMAX™ Express (Promega, Madison, WI, EE. UU.) de acuerdo con el protocolo del

14



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2 542740 T3

fabricante. Brevemente, aproximadamente 1 ug de molde de ADN purificado se utilizé para la sintesis del ARN a 37
°C durante 4 h. Después de la sintesis, se retiraron los moldes de ADN mediante digestion con ADNasa. Las hebras
de ARN complementarias se hibridaron mediante incubacién a 70 °C durante 10 min y luego un enfriamiento lento a
temperatura ambiente (aproximadamente 30 min). Las moléculas de ARN sin hibridar (monocatenarias) se
degradaron mediante el tratamiento con la ARNasa A (30 min, 37 °C). Finalmente, el dsRNA se precipitd con
isopropanol, se resuspendi6 en agua estéril tratada con DEPC a una concentracion final de 0,5-1 mg/ml y su pureza
e integridad se comprobaron mediante electroforesis en gel de agarosa. El dsRNA se mantuvo a —80 °C en alicuotas
de 40 pl. Inmediatamente antes de la transfeccion, el dsRNA se descongelo en hielo.

Procedimiento de RNAI en las células de insecto infectadas con baculovirus

Las células Sf9 se inocularon en placas de cultivo de 24 pocillos (2 x 10° células/pocillo) en 1 ml del medio de cultivo
Sf900-I1 sin suero a 28 °C. Al cabo de dos horas se retird el medio de cultivo y las células se infectaron con el
baculovirus recombinante AcCMNPV-EGFP a una multiplicidad de infeccion (MDI) de 10 unidades de TCIDsg/célula
durante 1 h, en condiciones estandares. Una hora después de la infeccion (p.i.), el dsRNA (20 ug/pocillo) se
introdujo en las células mediante transfeccion con Cellfectin™ (Invitrogen) en medio sin suero de Grace. Al cabo de
4 h, la mezcla de transfeccion se reemplazé por el medio Sf900-1I sin suero. Las células se incubaron en total 48 h
p.i. a 28 °C y, a continuacion, se recogieron por centrifugacion a 1000xg durante 5 min para el analisis por
microscopia electronica y transferencia Western. Sin embargo, una quinta parte del medio de cultivo se recogio a 36
h p.i. y se utilizé para la titulacion de viriones de gemacién mediante ensayos de dilucion de punto final o para la
deteccion del ADN virico por PCR. En todos los experimentos, el dsRNA que corresponde al gen cat se tom6 como
control negativo. Por otra parte, el dsRNA especifico del gen egfp se utiliz6 como control positivo para el
procedimiento de RNA..

Electroforesis en SDS-poliacrilamida y transferencia Western

Para la inmunodeteccion, las células Sf9 se lisaron a 95 °C durante 10 min en Tris-HCI a 125 mM, dodecilsulfato de
sodio (SDS) al 2%, 2-mercaptoetanol al 5%, glicerol al 10%, azul de bromofenol al 0,001%, pH 6,8. Las proteinas se
separaron en geles de SDS-poliacrilamida al 10% y posteriormente se transfirieron a membranas de Immobilon-P
(Millipore) por electrotransferencia semiseca. Las membranas se bloquearon durante 30 min en PBS a 1X que
contiene leche en polvo desnatada al 2%, seguido de la incubacién durante 1 h a temperatura ambiente con
antisuero policlonal anti-GFP de conejo (Molecular Probes), antisuero policlonal anti-VP39 de conejo o antisuerpo
monoclonal anti-a-tubulina (Sigma-Aldrich), todos diluidos a 1/2000 en PBS a 1X que contiene leche en polvo al
0,2%. Después del lavado (3 x 10 min) en PBS a 1X, las membranas se incubaron con una dilucion 1/4000 de
anticuerpos de cabra anti-IgG de conejo o bien anticuerpos de conejo anti-IgG de ratdn conjugados a la fosfatasa
alcalina (Sigma). Después del lavado final (3 x 10 min) en tampon AP (Tris-Cl a 100 mM [pH 9,5], NaCl a 100 mM,
MgCl, a 5 mM), las transferencias se revelaron con azul de nitrotetrazolio (NBT)/5-bromo-4-cloro-3-indolilfosfato
(BCIP) (Bio-Rad) de acuerdo con las instrucciones del fabricante.

Preparacion de ADN gendmico de virus y su deteccion por PCR

Se recogieron 200 yl del medio de cultivo celular a las 36 h p.i. y se utilizaron para preparar el ADN virico. Las
células y los residuos celulares se retiraron de las muestras por centrifugacion a 1000xg durante 5 min. Los
sobrenadantes que contienen los viriones de gemacion se transfirieron cuantitativamente a nuevos tubos estériles y
se centrifugaron de nuevo a 12000xg durante 90 min. Los BV sedimentados se resuspendieron en 200 pl de tampdn
TE (Tris-HCI a 10 mM [pH 7,5], EDTA a 1 mM) con proteinasa K (540 pg/ml) y se incubaron a 55 °C durante 2 h.
Posteriormente se realizé una extraccion con fenol:cloroformo:alcohol isoamilico (25:24:1) y una extraccién con
cloroformo. ElI ADN se precipitd por la adicion de una cantidad igual de isopropanol y el sedimento se lavé con etanol
al 70%. El sedimento de ADN se disolvid en 15 pl de agua estéril y 2 pl de la solucién final de ADN se aplicaron a la
deteccion por PCR de la secuencia del gen vp39 con los cebadores mencionados mas arriba. Todas las reacciones
de PCR se realizaron en un volumen de 25 pul que incluia: 2 yl de ADN, dNTP a 200 uM, 10 pmol de cada cebador,
MgCl; a 1,5 mM, y 1,5 U de la ADN polimerasa GoTaq (Promega). Las condiciones de amplificacion fueron las
siguientes: una desnaturalizacion inicial a 94 °C durante 2 min, y tras ella 30 ciclos de desnaturalizacion (30 s a 94
°C), hibridacién de cebadores (20 s a 60 °C) y extension de cebadores (25 s a 72 °C). El ciclo de terminacion era de
7 min a 72 °C. Los controles negativos estaban incluidos en todas las amplificaciones por PCR para comprobar los
contaminantes en los reactivos. Se analizaron alicuotas (3,0 ul) de los productos de PCR por electroforesis en geles
de agarosa al 1,2% (p/v), con tampon TAE a 1X, tefiido con bromuro de etidio (0,5 pg/ml).

Generacién de un bacmido de AcMNPV con vp80 anulado (vp80-null) y sin el gen de resistencia a antibittico

Para determinar si la proteina VP80 tiene una funcion esencial en el contexto de la produccion de la progenie virica,

construimos un bacmido de AcMNPV (procedente de bMON14272 (de Invitrogen)) con una delecion del ORF de

vp80 por recombinacion homologa en E. coli. Para llevar a cabo esto, se amplificé un gen cat flanqueado por los

sitios LoxP mutantes (Suzuki et al., 2005) con los cebadores de PCR vp80-KO-F y vp80-KO-R (véase la tabla 1) a

partir de un plasmido que comprende un gen cat flanqueado por los sitios LoxP mutantes. El fragmento de PCR
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resultante, que contenia el gen cat flanqueado por los sitios LoxP mutantes y secuencias de aproximadamente 50 pb
homologas al AcCMNPV con la regién proximal en 5' o 3' del ORF de vp80, se traté con Dpnl y se purificé en gel para
eliminar el plasmido molde. A continuacion, el producto de la PCR se introdujo por transformacion en las células de
E. coli DH103 que contienen bMON14272 (Invitrogen) y el plasmido pKD46 productor de la recombinasa Lambda
RED (Datsenko y Wanner, 2000), que se habia preparado de la siguiente manera. Las células de E. coli
transformadas DH10B3-bMON14272/pKD46 se hicieron crecer en cultivos de 50 ml de LB (peptona al 2,0%, extracto
de levadura al 0,5%, NaCl a 85,5 mM, [pH 7,0]) con kanamicina (50 pg/ml), ampicilina (100 pug/ml) y L-arabinosa (1,5
mg/ml) a 30 °C hasta una DOgyp de = 0,6 y, a continuacidon, se hicieron electrocompetentes mediante un
procedimiento estandar. Las células electroporadas se incubaron a 37 °C durante 3 h en 3 ml de medio LB y se
sembraron en placas en LB-agar con cloranfenicol a una concentracion de 6,5 yg/ml. Después de incubar 48 h a 37
°C, las colonias resistentes al cloranfenicol se rasparon y sembraron en medio de LB-agar nuevo con cloranfenicol a
34 pg/ml. Las placas se incubaron a 37 °C durante una noche y se seleccionaron las colonias resistentes al
cloranfenicol para otra confirmacién del genotipo relevante por PCR. Se utilizaron los cebadores 90292 y 90889 para
confirmar la ausencia del ORF de vp80 y los cebadores cat-F y cat-R se emplearon para verificar la presencia del
casete cat en el bacmido (se detallan las secuencias en la tabla 1).

Para eliminar del esqueleto del bacmido el gen de resistencia a antibiético introducido (cat), se empled un sistema
de recombinasa Cre/LoxP. Un plasmido pCRE que lleva la recombinasa Cre obtenido de Jeanine Louwerse (LUMC
Leiden, Paises Bajos) se introdujo en las células de E. coli DH103-bMON14272-vp80null y la expresion de CRE se
indujo posteriormente mediante la adicion de isopropiltiogalactésido (IPTG). Brevemente, las células electroporadas
se incubaron a 37 °C durante 3 h en 3 ml del medio LB (peptona al 2,0%, extracto de levadura al 0,5%, NaCl a 85,5
mM, [pH 7,0]) y se sembraron en placas con el medio LB-agar que contienen kanamicina a 50 ug/ml, ampicilina a
100 pg/ml e IPTG a 2 mM. Después de incubarlas 24 h, las colonias resistentes a kanamicina y ampicilina se
seleccionaron para hacer otra verificacion del genotipo deseado por PCR. En el analisis por PCR, los cebadores
89507 y 91713 (tabla 1) se utilizaron para verificar la eliminacion del gen cat del esqueleto del bacmido. Los clones
positivos también se confirmaron por secuenciacién del ADN.

Para recuperar la competencia de la transposicion, el plasmido pMON7124 (Invitrogen) que codifica la transposasa
cooperadora se volvié a introducir en las células de E. coli DH10B8-bMON14272-vp80null. Finalmente, el gen
indicador egfp se introdujo en el bacmido vp80-null para facilitar la observacion de su comportamiento en las células
de insecto. Brevemente, el gen indicador egfp se amplifico con los oligonucleétidos de PCR gfp-Nhel-F y gfp-Sphl-R
(tabla 1) a partir del plasmido pEGFP-N3 (Clontech). Elﬁroducto de la PCR se cloné en el plasmido pJet1.2/Blunt
con el kit de clonacion de productos de PCR CloneJET ™ (Fermentas) de acuerdo con el protocolo del fabricante.
Posteriormente, el ORF de egfp se escindi6é del pJET1.2-egfp sin errores con Nhel y Sphl y se subclond en el
pFastBacDUAL (Invitrogen) digerido con Nhel y Sphl para generar el plasmido pFB-egfp. Un casete de expresion
que contiene el gen indicador egfp bajo control transcripcional del promotor muy tardio de p10 se transpuso desde el
pFB-egfp al locus de la polihedrina del bacmido vp80-null, tal y como se describe en el manual de Bac-to-Bac
(Invitrogen). En el genoma resultante se ha retirado el ORF completo de vp80 (véase la figura 2). Esto corresponde
a la delecion de 2074 pb de las posiciones de nucleétidos 89564 a 91637 en el genoma del clon C6 de AcCMNPV
dado a conocer en la SEQ ID n.° 1.

Construccién de los bacmidos vp80-null reparados

Para preparar los vectores donantes de reparacion de vp80, modificamos el plasmido pFB-egfp (véase mas arriba)
por retirada del promotor de la polihedrina y su reemplazo por un fragmento que contiene la regién del promotor de
vp80 y el ORF de vp80. Primero se amplificé un fragmento de 2300 pb que contiene el promotor de vp80 y la
secuencia del ORF mediante los cebadores pvp80-Stul-F y vp80-Xbal-R (tabla 1) del molde del bacmido
bMON14272, y se clon6 en el vector pJet1.2/Blunt (Fermentas) para formar el pJet1.2-pvp80-vp80. Después de la
verificacién de la secuencia de ADN, el casete de vp80 se escindié del pJet1.2-pvp80-vp80 mediante la doble
digestion con Stul y Xbal y, a continuacion, se subcloné en el pFB-egfp digerido con Bst11071 y Xbal y purificado en
gel para generar el plasmido donante pFB-egfp-pvp80-vp80. En paralo se construyé un plasmido donante pFB-egfp-
polh-vp80, en donde el ORF de vp80 esta impulsado por el promotor muy tardio de la polihedrina (polh). Con este
objetivo, un fragmento de 2105 pb que lleva el ORF de vp80 se amplificd con los cebadores vp80-Sacl-F y vp80-
Xbal-R (tabla 1) y se clono en el pJet1.2/Blunt para generar el pJet1.2-vp80. En la etapa final, se escindi6 el ORF de
vp80 (Sacl/Xbal) del pJET1.2-vp80 y se subcloné en el pFB-egfp digerido con Sacl y Xbal para crear el pFB-egfp-
polH-vp80.

Para solucionar un problema asociado a que no se dispone del anticuerpo anti-VP80, se le afiadi6 la etiqueta FLAG
(fusién en el extremo amino y en el carboxilo) a VP80 para facilitar la inmunodeteccion. La secuencia de FLAG-vp80
fusionada en el extremo amino se generé mediante una estrategia de PCR de doble etapa, la llamada PCR de
fusion. Primero, un fragmento de 259 pb que contiene el promotor de vp80 y la etiqueta FLAG se amplificé por PCR
con los cebadores pvp80-Stul-F y vp80-FLAG-R1 a partir del bacmido molde bMON14272. Después de la
purificacion en gel y la cuantificacion del ADN, se utilizo el fragmento de 259 pb como cebador directo en una
segunda etapa de amplificacion por PCR con el cebador inverso vp80-Xbal-R en el bacmido molde bMON14272. El
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producto final de la PCR (2324 pb) se cloné en el vector pJet1.2/Blunt (Fermentas) para formar el pJet1.2-pvp80-
FLAG-vp80. Después verificar la secuencia del ADN, el casete FLAG-vp80 se escindié de pJet1.2-pvp80-FLAG-vp80
mediante la doble digestion con Stul y Xbal y, a continuacion, se subclon6 en el pFB-egfp purificado en gel y
digerido con Bst11071 y Xbal para generar el plasmido donante pFB-egfp-pvp80-FLAG-vp80. El casete vp80-FLAG
con la fusién en el extremo carboxilo se amplificé con pvp80-Stul-F y vp80-FLAG-R a partir del bacmido molde
bMON14272. El fragmento de 2324 pb se clond en el pJet1.2/Blunt y posteriormente se transfirio al pFB-egfp de una
manera similar a la de las construcciones anteriores.

Los insertos de todos los plasmidos donantes desarrollados se transpusieron en el bacmido vp80-null siguiendo el
protocolo Bac-to-Bac (Invitrogen). El cribado de las construcciones donde se produjo la transposicion en el locus de
polh se hizo mediante el ensayo por PCR triple que emplea los cebadores directo e inverso de M13 y un cebador
GenR especifico del gen de resistencia a la gentamicina (tabla 1).

Ensayo de transfeccion-infeccion

Los ADN de los bacmidos se prepararon a partir de cultivos bacterianos de una noche en 1,5 ml inoculados con 2 a
3 colonias independientes que llevan el bacmido con el gen heterélogo insertado de acuerdo con el manual Bac-to-
Bac (Invitrogen) y se analizaron en paralelo. Para las transfecciones se utiliz6 1 ug de cada preparacion de ADN de
bacmido Para transfectar 1 x 10° células Sf9 en una placa de 6 pocillos mediante el protocolo de transfeccién con
Cellfectin™ tal y como se describe en el manual Bac-to-Bac (Invitrogen). De 72 h a 120 h después de la transfeccion
(p.t.), se comprobd la propagacion virica mediante microscopia de fluorescencia. A las 120 h p.t., el medio de cultivo
celular se centrifugdé durante 5 min a 2000xg para retirar los residuos celulares y este sobrenadante aclarado se
utilizé para infectar 1,5 x 10° células Sf9 en las placas de 6 pocillos. Al cabo de 72 p.i., la diseminacién de la
infeccion del virus se monitorizé de nuevo mediante microscopia de fluorescencia. En todos los experimentos se
utilizé como control positivo un bacmido bMON14272 de tipo silvestre que lleva el gen indicador egfp bajo control del
promotor de p10. Un bacmido bMON14272-gp64null que también lleva el gen indicador egfp bajo control del
promotor de p10 sirvi6 como control negativo porque habia perdido la capacidad de transmision de la infeccion de
una célula a ofra (Lung et al., 2002).

Caracterizacion a lo largo del tiempo de la propagacion virica en el cultivo celular

Se realizaron analisis a lo largo del tiempo para comparar la produccion de virus de gemacion del virus AcCMNPV-
vp80null y las diferentes construcciones de reparacion en comparacion con el bacmido de AcMNPV de tipo silvestre
(Ac-wt) que contiene egfp. Brevemente, las células Sf9 se inocularon en placas de cultivo de tejidos de 6 pocillos (1
x 10° células/pocillo en 1 ml de medio de cultivo Sf900-11 sin suero a 28 °C). Al cabo de dos horas se retir6 el medio
de cultivo y las células se transfectaron con 5 ug del ADN del bacmido, en las condiciones estandares que se
recomiendan en el manual Bac-to-Bac (Invitrogen). Se recogieron los sobrenadantes de los cultivos celulares a las
24,48, 72,96 y 120 h p.t. y se les analizé la produccion del virus de gemacion infeccioso mediante un ensayo de
dilucion hasta el limite para determinar la dosis infecciosa 50 para el cultivo del tejido (TCIDsp). La infeccion se
determiné mediante la monitorizacion de la expresion de egfp (a partir del promotor de p10). Se calcularon los
valores promedio de los titulos infecciosos procedentes de tres transfecciones independientes y representaron en
graficos.

Microscopia electrénica de transmision

Las células Sf9 de insecto se inocularon en un matraz 25T (3,5 x 10° células/matraz) y se transfectaron con 20 pg de
las construcciones de bacmido Ac-Avp80, el Ac-Avp80-vp80 de rescate o Ac-wt. Al cabo de 48 h p.t., las células se
recogieron y prepararon para la microscopia electronica de transmision tal y como se ha descrito previamente (van
Lent et al., 1990). Se examinaron las muestras y se fotografiaron con un microscopio electrénico Philips CM12.

Ensayo de produccion del virus de gemacion

Las células Sf9 de insecto se inocularon en dos matraces 25T (3,5 x 10° células/matraz) y se transfectaron con 20
Mg de las construcciones de bacmido Ac-Avp80, Ac-Avp80-vp80, Ac-Avp80-pH-vp80, Ac-Avp80-FLAG-vp80, Ac-
Avp80-vp80-FLAG o Ac-wt. Cinco dias p.t. se recogieron los sobrenadantes de los cultivos celulares enriquecidos en
BV y se ultracentrifugaron a través de un colchén de una solucion de sacarosa al 10% (25.000 rpm durante 1,5
horas, Beckman SW32). Los viriones de gemacion sedimentados se resuspendieron en agua desmineralizada estéril
y se prepararon para la microscopia electrénica de tincion negativa, o bien para la electroforesis en SDS-
poliacrilamida, o bien para la deteccién por PCR (como se menciona mas arriba).

Purificacion de ODV y estructuras con forma de bastoncillo a partir de las células infectadas

Se analiz6 por microscopia electrénica (EM) la presencia de ODV y estructuras de tipo bastoncillo en las células de
insecto infectadas/transfectadas. Con este propdsito, las células de insecto se recogieron 48 p.i., se lisaron, y los
lisados celulares se ultracentrifugaron (45.000 rpm durante 1 hora, Beckman SW55) a través de un colchén de
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sacarosa al 40% en tampon TE (Tris-HCl a 1 mM, pH 7,4, EDTA a 0,1 mM). Los sedimentos se resuspendieron en
agua desmineralizada estéril y se analizaron mediante EM de tincién negativa tal y como se habia descrito
previamente (van Lent et al., 1990).

Desarrollo de la linea celular transgénica procedente de Sf9 que expresa vp80

Para desarrollar una linea celular que produce la proteina VP80, un fragmento de 2105 pb que lleva el ORF de vp80
se amplificé con los cebadores vp80-Sacl-F y vp80-Xbal-R (tabla 1) y se clond en el pJet1.2/Blunt para generar el
pJet1.2-vp80. En la siguiente etapa se escindid el ORF de vp80 (Sacl/Xbal) del pJet1.2-vp80 y se subcloné en el plZ
digerido con Sacl y Xbal (Invitrogen) para crear el plZ-vp80. El vector plasmidico resultante plZ-vp80 se linealizé con
Eco571 y se purific en gel. Las células Sf9 se inocularon en placas de seis pocillos (1 x 10° células/pocillo) y se
transfectaron con 10 pg del vector linealizado. Al cabo de 24 horas de la transfeccion, las células se seleccionaron
mediante su cultivo en un medio que contiene Zeocin™ (300 pg/ml) durante 2 a 3 semanas hasta que ninguna célula
Sf9 de control sobrevividé en las mismas condiciones. A continuacion, las células se propagaron como una linea
celular sin clonar.

Generacion y caracterizacion de un bacmido de AcMNPV con vp39 anulado (vp39-null)

Para estudiar la importancia del gen vp39 en el contexto de la produccién de la progenie virica y el proceso de
ensamblaje de las nucleocapsidas, construimos un bacmido de AcMNPV (bMON14272) con una delecién de vp39
por recombinacién homaologa en E. coli de acuerdo con el mismo procedimiento que se observé anteriormente para
la construccion del bacmido de AcMNPV vp80null. Ya que la secuencia del ORF de vp39 se solapa con las
secuencias promotoras de los dos ORF flanqueantes (cg-30y lef-4), s6lo se pudo eliminar una parte interna del ORF
de vp39 para evitar desregulaciones de la expresion de cg-30 y de lef-4. Para llegar a esto, un gen cat flanqueado
por los sitios LoxP mutantes se amplificé con los cebadores de PCR vp39-KO-F y vp39-KO-R (tabla 1) a partir de un
plasmido que comprende un gen cat flanqueado por los sitios LoxP mutantes. El fragmento de PCR resultante, que
contenia el gen cat flanqueado por los sitios LoxP mutantes y secuencias de aproximadamente 50 pb homoélogas a
una region interna del ORF de vp39, se traté con Dpnl y se purificé en gel para eliminar el plasmido molde. A
continuacion, el producto de la PCR se introdujo por transformacion en las células de E. coli DH10B que contienen el
bacmido bMON14272 (Invitrogen) y el plasmido pKD46 productor de la recombinasa Lamda RED (Datsenko y
Wanner, 2000) preparado de la manera mencionada mas arriba. En la Ultima etapa, las colonias resistentes a la
kanamicina se analizaron por PCR con los cebadores 75834 y 76420 (tabla 1) para verificar la insercién o
eliminacion del gen cat del esqueleto del bacmido. Los clones positivos se verificaron adicionalmente por
secuenciacion del ADN de los productos obtenidos de la PCR. De acuerdo con este protocolo, se retiré una parte
interna (498 nt = 166 aa) del ORF de vp39, coordenadas: 75894-76391 como se indica en la figura 9.

Construccion y analisis de los bacmidos vp39-null reparados

Para preparar un vector donante de reparacion de vp39, modificamos el plasmido pFB-egfp (descrito mas arriba)
mediante la introduccion del ORF de vp39 bajo el control del promotor de la polihedrina. Inicialmente, se amplificd un
fragmento de 1.073 pb con los cebadores vp39-Sacl-F y vp39-Xbal-R (véase la tabla 1 para la secuencia de los
cebadores) a partir del molde bMON14272 y se clon6 en el vector pJet1.2/Blunt (Fermentas) para formar el pJet1.2-
vp39. Después de la verificacion de la secuencia del ADN, el ORF de vp39 se escindié de pJet1.2-vp39 por digestion
doble con Sacl/Xbal y, a continuacién, se subclond en el pFB-egfp digerido con Sacl/Xbal y purificado en gel para
generar el plasmido donante pFB-egfp-vp39. Después de un intento infructuoso para rescatar el vp39null de
AcMNPV con pFB-egfp-vp39, se prepard una serie de plasmidos donantes nuevos. Primero, un fragmento de 2.498
pb que contenia los ORF de vp39 y lef-4 se generd por PCR con los cebadores vp39-Stul-F y lef-4-Xbal-R a partir
del bacmido molde bMON14272 y se clond en el vector pJet1.2/Blunt (Fermentas) para formar el pJet1.2-vp39-lef-4.
Después de la confirmacion de la secuencia del ADN, el fragmento con los ORF de vp39 y lef-4 se escindié del
pJet1.2-vp39-lef-4 por digestién doble con Stul/Xbal y, a continuacion, se subcloné en el pFB-egfp digerido con
Stul/Xbal y purificado en gel para generar el plasmido donante pFB-egfp-vp39-lef-4.

En paralelo se construyd el plasmido donante pFB-egfp-vp39-cg30, en donde la ORF de vp39 y la de cg-30 las
impulsaba el promotor muy tardio de la polihedrina, y el ORF de cg-30 también puede utilizar su promotor nativo
situado en del extremo 3' del ORF de vp39. Brevemente, un fragmento de 1.868 pb que llevaba los ORF de vp39 y
cg-30 se amplificd con los cebadores cg30-Xbal-F y vp39-Xbal-R (descritos mas arriba) y se cloné en el
pJet1.2/Blunt para generar el pJet1.2-vp39-cg30. El casete vp39/cg-30 se subcloné como Sacl/Xbal en el pFB-egfp
para crear el pFB-egfp-vp39-cg30. Adicionalmente se construyé un vector donante similar pFB-egfp-FLAG-vp39-
cg30, en donde el ORF de vp39 esta etiquetado con FLAG en el extremo amino. Se empled la misma estrategia
para construir este vector, salvo que para amplificar el casete vp39/cg-30 se utilizo el cebador inverso vp39-FLAG-
Sacl-R en vez del cebador vp39-Xbal-R.

Todos los plasmidos donantes construidos se transpusieron en el bacmido vp39-null segun el protocolo del kit Bac-
to-Bac (Invitrogen) y se detect6 selectivamente segin se detalla mas arriba para los bacmidos de reparacion de
vp80. El analisis funcional se realizé como se describe mas arriba para las construcciones de vp80.
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Generacion y analisis del bacmido de AcMNV vp71054-null

Para verificar la funcion esencial del gen vp1054 en el contexto de la produccién de la progenie virica y el
ensamblaje de las nucleocapsidas, construimos un bacmido de AcMNPV (bMON1472) con una delecion de vp1054
por recombinacién homodloga en E. coli de acuerdo con el mismo procedimiento que para la construccion del
bacmido vp80null con alteraciones menores. Ya que el ORF de vp1054 se solapa con el ORF esencial de lef-10, no
pudimos retirar el ORF entero de vp71054 sino soélo una parte de 955 pb del extremo 3' del ORF. Para impedir la
traduccion del mutante VP1054 con el extremo carboxilo truncado en células de insecto, decidimos mutar el primer
codon de traduccion ATG —Met a ACG —Thr. Esta sustitucion de un Unico nucledtido cambié también un coddn
interno, el n.° 32, de (AAT) a AAC en el ORF de lef-10, aunque ambos codifican el mismo aminoacido (Asn). Para
cumplirlo, amplificamos el extremo en 5' del ORF de vp1054 con los cebadores vp1054-KO-F y vp1054-KO-R1 a
partir del bacmido bMON14272 (Invitrogen). El producto de la PCR de 214 pb contenia una mutacion del codén de
inicio ATG del ORF de vp1054, introdujo una secuencia sefial de parada/poli-A sintética para el ORF de lef-10, y
tiene un extremo 3'-protuberante con homologia al casete cat para facilitar la segunda PCR, y una secuencia de
homologia de 49 pb con el extremo en 5' del ORF de vp1054 para mediar la recombinacién homéloga dirigida por
Lambda RED en E. coli. Después de la purificacion en gel y la cuantificacion del ADN, el fragmento de 214 pb se
utilizé6 como cebador directo en una PCR de segunda etapa con el cebador inverso vp1054-KO-R2 con un plasmido
que comprende un gen cat flanqueado por los sitios LoxP mutantes como molde. El fragmento de PCR resultante de
1.230 pb, que contenia el gen cat flanqueado por los sitios LoxP mutantes, un extremo en 5' mutado del ORF de
vp1054 y las secuencias de aproximadamente 50 pb homologas a la region proximal en 5' o 3' del ORF de vp 1054,
se tratd con Dpnl y se purificd en gel para eliminar el plasmido molde. La recombinacién de este producto de PCR
con el bacmido bMON14272 se realiz6 tal y como se ha descrito mas arriba para el mutante de vp80. Las colonias
resistentes a la kanamicina se verificaron por PCR con las parejas de cebadores cat-F/cat-R, 45510/46235 y 45122
y 46411 para comprobar la insercion o eliminacion del gen cat del esqueleto del bacmido. Los sitios de insercion
también se confirmaron por secuenciacion del ADN. Este procedimiento dio lugar a la delecién de 955 pb de las
posiciones nucleotidicas 45365 a 46319 en el genoma del clon C6 de AcMNPV dado a conocer en la SEQ ID n.° 1.
Todas las secuencias de cebadores se ofrecen en la tabla 1.

Construccién de un bacmido reparado de vp7054-null

Para preparar el vector donante de reparacion de vp1054, modificamos el plasmido pFB-egfp (descrito mas arriba)
mediante la retirada del promotor de la polihedrina y su reemplazo por un fragmento que contiene la region del
promotor de vp1054 y el ORF de vp1054. Primero, un fragmento de 1,714 pb que contiene el promotor de vp1054 y
la secuencia del ORF se amplificé con los cebadores vp1054-Rep-F y vp1054-Rep-R a partir del bacmido molde
bMON14272, y se clond en el vector pJet1.2/Blunt (Fermentas) para formar el pJet1.2-pvp1054-vp1054. Después de
la verificacion de secuencia de ADN, el casete de vp1054 se escindié del pJet1.2-pvp1054-vp1054 mediante la
digestion doble con Stul y Xbal y, a continuacién, se subclon6 en el pFB-egfp purificado en gel y digerido con
Bst11071 y Xbal para generar el plasmido donante pFB-egfp-pvp1054-vp1054. Los plasmidos donantes
desarrollados se transpusieron en el bacmido vp7054-null segun el protocolo de Bac-to-Bac (Invitrogen) y se
detectaron selectivamente. Los bacmidos recombinantes se analizaron tal y como se detalld6 mas arriba para los
bacmidos de vp80.

Generacion y analisis del bacmido de AcMNPV p6.9-null

Para verificar la funcion esencial de p6.9 en el contexto de la producciéon de la progenie virica, construimos un
bacmido de AcMNPV (bMON14272) con una delecion de p6.9 por recombinacion homoéloga en E. coli. Para
conseguirlo, un gen de resistencia al cloranfenicol (cat) flanqueado por los sitios LoxP mutantes se amplificé con los
cebadores para PCR p6.9-KO-F y p6.9-KO-R a partir de un plasmido que comprende este gen cat flanqueado por
los sitios LoxP mutantes. Se obtuvieron virus mutantes siguiendo el mismo procedimiento que para los otros
mutantes. Para el analisis por PCR de los clones mutantes obtenidos al final, las parejas de cebadores cat-F y cat-R
y 86596 y 86995 se utilizaron para comprobar la insercion o eliminacion del gen cat del esqueleto del bacmido. Los
clones positivos también se confirmaron por secuenciacion del ADN. Este procedimiento da lugar a la delecion de
164 pb de las posiciones nucleotidicas 86716 a 86879 en el genoma del clon C6 de AcMNPYV dado a conocer en la
SEQ ID n.° 1. Véase la tabla 1 para la secuencia de cebadores.

Construccion y analisis funcional de los bacmidos reparados de p6.9-null

Para preparar los vectores donantes de reparacion de p6.9, se utilizé el vector pFB-GFP-p6.9, que fue construido
por Marcel Westenberg (Universidad de Wageningen). Para fabricar este vector, la secuencia del promotor de p6.9
de AcMNQOV se amplificé a partir del plasmido pAcMP1 (Hill-Perkins y Possee, 1990) con los cebadores pp6.9-F y
pp6.9-R con el sistema de PCR de alta fidelidad de moldes largos Expand (Roche). El producto de la PCR se clon6
como un fragmento Sall en el pFastBac1 (Invitrogen), del cual se delecion6 el promotor de la polihedrina antes de
fusionar el sitio Bst11071 al Stul para obtener el pFB1-p6.9. El promotor p6.9 del pFB1-p6.9 se volvié a clonar como
el fragmento SnaBl/BamHI en los sitios Bst11071 y BamHI del pFastBacDUAL (Invitrogen), con lo que se elimino el
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promotor de la polihedrina. Posteriormente, el gen indicador egfp se clond detras del promotor de p10 en el sitio
Xmal para obtener el pFB-GFP-p6.9. Finalmente, los genes p6.9 de AcMNPV y del MNPV de Spodoptera exigua
(Se) se amplificaron por PCR del bacmido de AcMNPV (bMON14272) o bien del ADN gendmico de SeMNPV con el
sistema de PCR de alta fidelidad de moldes largos Expand y los cebadores que generan sitios EcoRI y Notl en los
extremos en 5'y 3', respectivamente (tabla 1). Los productos de la PCR se clonaron detras del promotor de p6.9
entre los sitios EcoRI y Notl de pFB-GFP-p6.9. Todos los clones generados se secuenciaron para verificar las
secuencias de p6.9 incorporadas.

Los casetes de expresion de ambos plasmidos donantes desarrollados se transpusieron en el bacmido p6.9-null
siguiendo el protocolo Bac-to-Bac (Invitrogen). El cribado de las construcciones positivas para la transposicion en el
locus polh se realizd mediante el ensayo por PCR triple como se describe mas arriba para las construcciones de
vp80. El analisis se realizé como para las construcciones de vp80.

Resultados
El silenciamiento del vp80 de AcMNPV no afecta a la expresion génica muy tardia del baculovirus

Exploramos el efecto de transfectar las células Sf9 con diferentes dsRNA durante la infeccién con AcCMNPV-GFP.
Para desencadenar el silenciamiento inducido por el dsRNA sobre los genes baculoviricos seleccionados (vp1054,
vp39, vp80, dbp y odv-ec27), generamos dsRNA especificos del gen mediante la sintesis in vitro con la ARN
polimerasa de T7. Sin embargo, cuando empezamos estos estudios no estaba claro qué cantidad y qué momento de
la transfeccion del dsRNA eran los mas eficaces para silenciar los genes baculoviricos. Para determinar una
cantidad optima de dsRNA para los ensayos de RNAI en las células infectadas con baculovirus, primero intentamos
silenciar el gen egfp indicador con diferentes cantidades de dsRNA. Estos ensayos piloto demostraron que el efecto
de RNAIi mas potente se consigue con 100 pg de dsRNA por célula (datos sin mostrar). Al mismo tiempo, también se
demostré que el tratamiento de RNAI no tiene efectos negativos sobre la produccién de la progenie de viriones de
gemacion infecciosos. También intentamos transfectar el dsRNA en las células en dos momentos de tiempo
diferentes, 24 h antes de la infecciéon o 1 h p.i. Los resultados demostraron que la transfeccion realizada 1 h p.i. es
mas eficaz para el silenciamiento de los genes expresados en las fases tardia/muy tardia de la infeccion
baculovirica, a diferencia de la transfeccion realizada 24 h antes de la infeccion (datos sin mostrar). Ademas, para
asegurar que el silenciamiento era genoespecifico, el dsRNA que corresponde al gen cat se transfecté como control
negativo de RNAI. En este caso pudimos observar una inhibicion moderada de la propagacion de la infeccion del
baculovirus en comparacion con las células de insecto sin transfectar. Sin embargo, también se observé el mismo
fendmeno cuando las células de insecto se trataron solo con reactivos de transfeccion. Por lo tanto, podemos
concluir que el efecto se puede explicar por un impacto negativo (citotoxicidad) de la presencia de reactivos de
transfeccion sobre la viabilidad celular.

El cribado del silenciamiento de los genes de baculovirus reveld que la represion de vp1054, vp39, dbp y odv/ec-27
también esta asociada a una reduccion o inhibicion de la expresion génica muy tardia medida mediante la deteccion
de la EGFP (figuras 1A y 1B). La mayor inhibicion se observé en las células en las que se actu6 selectivamente
sobre dbp y sobre odv/ec-27. La causa de este efecto se puede explicar por la presencia de transcritos de ARNm
solapantes y bicistrénicos que se producen durante un ciclo de replicacion del baculovirus. Finalmente, en el proceso
también podia intervenir una reaccién cruzada con dianas que tienen poca similitud de secuencia. Sélo las células
tratadas con el dsRNA de vp80 mostraron un nivel de la expresion de EGFP similar al de las células sin transfectar o
en particular al de células tratadas con el dsRNA de cat. Es importante que se observaran muy pocas células
productoras de EGFP en las células de insecto donde se introdujo el dsRNA especifico de egfp (control de RNAI
positivo), lo que demuestra que la eficacia de la transfeccién era alta. Segun nuestros logros sobre el cribado por
RNAI, el gen (locus) vp80 parece ser un candidato adecuado para la accion selectiva por RNAi en el contexto de la
interferencia con la expresion génica muy tardia del baculovirus.

La anulacién de vp80 impide totalmente la produccion de los BV y de los ODV de aspecto normal

Para determinar la importancia de los genes candidatos seleccionados (vp1054, vp39, vp80, dbp y odv/ec-27) en la
produccion de la progenie de viriones por gemacion, al medio de cultivo celular (36 h p.i.) de las células tratadas con
el dsRNA se le examind la presencia de los BV. Las titulaciones por diluciéon hasta el limite confirmaron que todos
los genes analizados son esenciales para la produccion de la progenie infecciosa del virus por gemacion (figura 1C).
No fuimos capaces de detectar ningin BV infeccioso en las células en las que se actud selectivamente sobre vp80'y
dbp. Ademas, el ensayo por PCR indicé que tampoco se producian las particulas viricas no infecciosas o
defectuosas en las células en las que se actud selectivamente sobre vp80. Es importante destacar que los
resultados también mostraron una disminucién significativa de la produccién de BV infecciosos en los controles de
RNAI (células tratadas con el dsRNA especifico de egfp y cat) en comparacion con las células sin transfectar. La
citotoxicidad de los reactivos de la transfeccion es de nuevo la causa supuesta de este efecto negativo. El analisis
por microscopia electronica de los lisados celulares mostré que la formacion de los ODV y de las estructuras en
forma de bastoncillo se inhibié totalmente en las células tratadas con el dsRNA de vp39, tal y como se esperaba
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(figura 1D). La produccion de los ODV y de las estructuras en forma de bastoncillo también se redujo
significativamente en las células de insecto tratadas con el dsRNA de vp80 (figura 1D). Sin embargo, en las células
en las que se actud selectivamente sobre vp80 pudimos encontrar principalmente nucleocapsidas de fenotipos
aberrantes (de forma puntiagudas). Por otra parte, la introduccion del dsRNA de cat en las células de insecto no
ocasiond ningun cambio en la produccion de los ODV.

El gen vp80 de AcMNPV es esencial para la replicacion virica

Se construyé un virus de AcMNPV con delecion tal y como se detalla en la figura 2. Se disefiaron construcciones de
reparacion de tal forma que el ORF del vp80 de tipo silvestre o los genes vp80 etiquetados con FLAG en el extremo
amino o carboxilo junto con sus regiones del promotor de la polihedrina o nativas se insertaron en el locus de la
polihedrina junto al gen egfp bajo el promotor de p10 (figura 3A). Para investigar la funcién del gen vp80, las células
Sf9 se transfectaron con las construcciones de bacmidos con anulacion o de reparacion y se les monitorizo la
expresion de EGFP por microscopia de fluorescencia. Cuando el Ac-vp80null se introdujo en las células Sf9 no se
observé ninguna propagacion virica en el cultivo celular desde las 72 h y las 120 h p.t. Pudimos observar tan solo un
fenotipo de «infeccién de una sola célula» similar al fenotipo del bacmido Ac-gp64null (figura 3B). Los resultados
indican que Ac-vp80null es capaz de alcanzar la fase muy tardia de infeccion como se confirm6é mediante la
expresion de EGFP impulsada por el promotor de p10. Desde las 72 h a las 120 h p.t. se pudo observar la expresion
generalizada de EGFP en monocapas de células de insecto que se transfectaron con las tres construcciones de
reparacion (vp80 impulsado desde su promotor nativo, vp80 impulsado desde el promotor de la polihedrina y vp80
etiqguetado con FLAG en el extremo amino impulsado por su promotor nativo), lo que indica que estos bacmidos eran
capaces de producir una cantidad viriones de gemacion infecciosos que era suficiente para iniciar la infeccion
secundaria a un nivel similar al del bacmido de tipo silvestre (figura 3B). En cambio, en las células de insecto
transfectadas con las construcciones de reparacion de vp80 etiquetado con FLAG en el extremo carboxilo, la
expresion de EGFP al cabo de 72 h p.t. sélo se observd en células aisladas que ya estaban transfectadas
inicialmente, lo que indica que esta construccion de bacmido es incapaz de replicar el virus (figura 3B). Sin embargo,
al cabo de las 96 h p.t. se observo la formacion de calvas diminutas y a las 120 h p.t. se desarrollaron muy pocas
calvas de tamafio normal. Los resultados muestran que el mutante etiquetado con FLAG en el extremo carboxilo
retrasa mucho la produccion de virus de gemacion y mostré que para la funcion de VP80 era muy importante que el
extremo carboxilo estuviera sin modificar. A los 5 dias p.t. se retiraron los sobrenadantes de los cultivos celulares y
se afiadieron a las células Sf9 recién sembradas en placas y a continuaciéon se incubaron durante 3 dias para
detectar la infeccion por el virus generado desde la células transfectadas con estos bacmidos. Tal y como se
esperaba, las células Sf9 incubadas con los sobrenadantes de las transfecciones con construcciones de reparacion
contenian muchas células que expresaban la EGFP (figura 3C). No obstante, las células incubadas con el
sobrenadante de las construcciones etiquetadas con FLAG en el extremo carboxilo presentaban una reduccion
significativa del numero de células positivas para EGFP. Por otra parte, en las células de insecto incubadas con el
sobrenadante de la transfeccion con el vp80 anulado no se detectd ninguna expresion de EGFP en ninglin momento
del tiempo analizado hasta las 72 h (figura 3C).

Ademas, para caracterizar el efecto exacto de la delecién del gen vp80 sobre la infeccion de AcMNPV, la
propagacion virica en las células Sf9 transfectadas se compard entre Ac-wt, Ac-Avp80, Ac-Avp80-vp80Rep, Ac-
Avp80-polh-vp80Rep, Ac-Avp80-FLAG-vo80Rep y Ac-Avp80-vp80-FLAGRep. Los sobrenadantes del cultivo celular
de las construcciones de los bacmidos anteriores se analizaron en los momentos de tiempo indicados en busca de la
produccion de BV (figura 4). Tal y como se esperaba, los virus reparados de Ac-Avp80-vp80Rep, Ac-Avp80-polh-
vp80Rep, Ac-Avp80-FLAG-vp80Rep mostraban una cinética de replicacion virica que concordaba con la
propagacion del virus de tipo silvestre (Ac-wt). La produccion de viriones de gemacion mediante el virus Ac-Avp80-
vp80-FLAGRep, con la etiqueta en el extremo carboxilo, se redujo a aproximadamente el 0,06% en comparacion con
el virus Ac-wt o los otros virus reparados.

Estos resultados indican que el gen vp80 es esencial para la produccion de BV infecciosos. Se ha demostrado con
claridad que se puede eliminar toda la secuencia del ORF de vp80 del esqueleto del bacmido y se puede rescatar
adecuadamente mediante la introduccion del ORF de vp80 en un sitio heterdlogo (locus de la polihedrina) del
genoma. También se ha demostrado que la expresion del gen vp80 se puede impulsar desde la secuencia del
promotor heterélogo de la polihedrina sin ningin efecto negativo sobre la replicacion virica en el cultivo celular.
Adicionalmente, observamos que el extremo amino, a diferencia del extremo carboxilo, del VP80 acepta que se le
hagan modificaciones génicas (marcacion con etiquetas epitopicas). Sefialamos que la cinética del virus con VP80
etiquetada con FLAG en el extremo carboxilo presentaba un retraso significativo cuando se comparé con otros virus
de tipo silvestre o rescatados, lo que indica la importancia funcional del extremo carboxilo de VP80.

Se necesita VP80 para la produccion de BV y de ODV

Los resultados descritos mas arriba indicaban que el mutante Ac-vp80null no es capaz de producir ningun virus de
gemacion infeccioso. Sin embargo, también habia una posibilidad de que el mutante pudiera aun producir particulas
de gemacion no infecciosas. Para investigar esta capacidad, las células Sf9 se transfectaron con las construcciones
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de los bacmidos con anulacién, de reparacion o de tipo silvestre y los medios de cultivo celular se ultracentrifugaron
para sedimentar los virus de gemacion 7 dias p.t. Los sedimentos formados se analizaron por microscopia
electrénica de tincién negativa o bien mediante deteccion por PCR y transferencia Western para confirmar la
presencia de los virus de gemacion. Ningun virus de gemacion intacto, ni particula similivirica, ni sus estructuras (tal
como la proteina principal de la capsida VP39 y la secuencia del genoma virico) aparecieron en el sedimento de las
células transfectadas con el mutante Ac-vp80null (figuras 5A y 5B). Por otra parte, todas las construcciones de
reparacion analizadas produjeron virus de gemacion de aspecto normal cuando se comparaban con el virus de
gemacion procedente del virus de tipo silvestre (figura 5A). No obstante, era muy dificil hallar viriones de gemacion
representativos en el sedimento de las células transfectadas con la construccion de reparacion del gen vp80
etiquetado con FLAG en el extremo carboxilo.

Para caracterizar adicionalmente el efecto de la delecion del gen vp80 sobre el ciclo de vida del baculovirus, se
realizd microscopia electrénica con cortes ultrafinos generados a partir de células transfectadas con el bacmido. Las
células transfectadas con Ac-vp80null desarrollaron tipicamente el fenotipo de célula infectada con el baculovirus,
con un nucleo alargado, una cromatina hospedadora fragmentada, un estroma virogeno electrodenso, etc. (figura
6A). La ausencia de VP80 no impidi6 la formacion de nucleocapsidas de aspecto normal dentro del estroma
virogeno (figura 6C). Las nucleocapsidas formadas eran fenotipicamente indistinguibles de las producidas por los
bacmidos Ac-wt o Ac-vp80null reparado. Sin embargo, las nucleocapsidas ensambladas eran quiza menos
abundantes que con las células transfectadas con los bacmidos Ac-wt o Ac-vp80null reparado (figuras 6E y 6G).
Ademas, no se pudo observar ningun virion derivado por oclusién ni haces de nucleocapsidas antes de que
apareciera una envoltura en el compartimento periestromal de un nucleoplasma (también llamado la zona anular) de
las células transfectadas con el bacmido Ac-vp80null (figuras 6B y 6D). Parece ser que VP80 desempefia su funcion
durante la maduracion de las nucleocapsidas y/o su liberacion o transporte desde el estroma virdgeno. Finalmente,
VP80 puede, de algun modo, contribuir a un ensamblaje de nucleocapsidas eficaz, lo que se podria explicar por que
el numero de nucleocapsidas presentes en el estroma virégeno de las células transfectadas con Ac-vp80null es
pequefio. Cuando el gen vp80 se introdujo de nuevo en el bacmido mutante, se pudieron observar muchas
nucleocapsidas y viriones derivados por oclusion en las zonas del anillo de las células transfectadas (figura 6F). La
abundancia y el aspecto de los viriones derivados por oclusiéon producidos en las células transfectadas con el
bacmido con reparacion Ac-Avp80-vp80 eran similares a los de los producidos con el bacmido de tipo silvestre
(figuras 6F y 6H).

La funcion de VP80 se puede complementar mediante el gen vp80 por accion en trans

Para demostrar que la funcién de VP80 se puede complementar mediante el ORF de vp80 de accién en trans, se
realizd un ensayo de complementacion con una linea de células transgénica, Sf9-vp80, que estaba transformada de
forma estable con el gen vp80 expresado bajo el control de un promotor temprano de ie-2 del baculovirus de Orgyia
pseudotsugata. En el ensayo, las células Sf9 y Sf9-vp80 se transfectaron con el bacmido mutante Ac-vp80null (figura
7). La diseminacion de la infeccion del virus se monitorizd mediante fluorescencia especifica de EGFP alas 72 hy a
las 96 h p.t. En las células Sf9-vp80 se pudieron observar calvas viricas, lo que demuestra la diseminacion del virus.
Por otra parte, en las células Sf9 sdlo se pudo observar el fenotipo «infeccion de una sola célula» tal y como ya se
describié mas arriba. Al cabo de seis dias, los sobrenadantes de cultivo de las células se recogieron y se utilizaron
como un inéculo para infectar grupos nuevos de células Sf9. Al cabo de 5 dias, las células positivas de EGFP se
monitorizaron con microscopia de fluorescencia. Sélo se observé el fenotipo de «infeccion de una sola célula» en las
células Sf9 que recibian el sobrenadante de las células Sf9-vp80. Como se suponia, no se detecté ninguna sefal de
EGFP en las células Sf9 que recibieron el sobrenadante de las células Sf9. Estos resultados demuestran que el Ac-
vp80null se puede rescatar con las células que expresan VP80 (Sf9-vp80) y demuestran que la complementacion
observada se debe a la proteina VP80 expresada desde la linea celular hospedadora y no por la adquisicion del gen
vp80 desde la linea celular. En otras palabras, los resultados satisfacen los requisitos que se le piden para producir
productos biofarmacéuticos (proteina EGFP en nuestro modelo de ensayo) sin viriones baculoviricos contaminantes.

Generacion y caracterizacion del bacmido vp39-null

Para estudiar la funcionalidad del gen vp39 de AcMNPV durante la infeccion del virus, se construy6 un bacmido de
AcMNPV vp39-null mediante la delecion parcial del gen vp39. La construccion con la delecién se seleccion6 por su
resistencia al cloranfenicol, lo que indicaba que se habia producido la delecion especifica de sitio del gen vp39. En el
bacmido de AcMNPV vp39-null resultante, la parte interna del gen vp39 estaba reemplazada correctamente por el
gen cat. Posteriormente, el cat se eliminé por la recombinacion Cre/LoxP (figura 8A). La secuencia de vp39 se retird
desde los nucleodtidos 75894 a 76391 de acuerdo con la secuencia del genoma del clon C6 de AcMNPV (SEQ ID n.°
1). La estructura de las construcciones con la delecién de vp39 se confirmé por PCR con los cebadores 75834 y
76420 (figura 8B). Se amplificd un fragmento de ADN de 647 pb cuando se utilizd6 como molde el bacmido de
AcMNPV de tipo silvestre, mientras que se pudo amplificar un fragmento de ADN de 1.113 pb con el molde de
AcMNPV vp39-nuli(+cat) (figura 8B). Cuando la construccion final de AcMNPV vp80null(—catf) con eliminacion del
casete de cat se utilizé en el andlisis por PCR, soélo se pudo detectar un pequefio fragmento de ADN de 183 pb
(figura 8B). Los resultados se confirmaron por secuenciacion del ADN.
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El mapeo funcional del ORF de vp39 indica una probable relacion funcional entre los ORF de vp39 y cg-30

Las construcciones de reparacion se disefiaron de tal modo que el ORF de vp39 de tipo silvestre bajo control de la
secuencia del promotor de la polihedrina se insert6 en el locus de la polihedrina junto con el gen egfp controlado por
el promotor de p10 (figura 9A). Para estudiar la funcién del gen vp39, las células Sf9 se transfectaron con las
construcciones de bacmidos con anulaciéon o de reparacion y se les monitorizé la expresion de EGFP mediante
microscopia de fluorescencia. Cuando el Ac-vp39null se introdujo en las células Sf9, no se observd ninguna
propagacion virica desde las 72 h a las 168 h p.t. Pudimos observar sélo un fenotipo de «infeccion de una sola
célula» similar al fenotipo del bacmido Ac-gp64null (figura 9B).

Estos resultados indican que la construccion Ac-vp39null es capaz de alcanzar la fase muy tardia de la infeccion, tal
y como se demuestra por la expresion de EGFP impulsada por el promotor de p10. Inesperadamente, no se pudo
observar ninguna propagacion virica en las monocapas de células de insecto que se transfectaron con la
construccion de reparacion de vp39 (vp39 impulsado por la polihedrina, Ac-Avp39-polh-vp39Rep) (figura 3B). Por
este motivo, decidimos preparar tres bacmidos mas de reparacion que llevaban los ORF de vp39 y lef-4 bajo el
control de sus promotores nativos. Cuando las células de insecto se transfectaron con estas construcciones de
reparacion, de nuevo no se produjo la replicacion virica (figura 9B) y se observé un fenotipo de «infeccion de una
sola célula» desde las 72 h a las 168 h p.t. Resulta interesante que en las monocapas de células de insecto que se
transfectaron con las construcciones de reparacion que llevan vp39 (o vp39 etiquetado con FLAG) y cg-30
pudiéramos observar agrupaciones diminutas de células que expresaban la EGFP (3-5 células) (figura 9B). Sin
embargo, no vimos una replicacion virica que se pudiera considerar completa, como la del vector de tipo silvestre
(Ac-wt).

Al cabo de 7 dias p.t. se recogieron los sobrenadantes de los cultivos de células y se afiadieron a las células Sf9
recién sembradas en placas, que a continuacién se incubaron durante 3 dias para detectar la infeccién mediante los
virus generados por las células transfectadas con todos los bacmidos mencionados aqui (figura 9C). Como se
esperaba, las células Sf9 incubadas con el sobrenadante de las transfecciones de Ac-wt mostraron numerosas
células que expresan la EGFP. Por otra parte, las células incubadas con los sobrenadantes de las construcciones
Ac-Avp39-polh-vp39Rep y Ac-Avp39-vp39-lef-4Rep no mostraron ninguna célula positiva para la EGFP. Sin
embargo, en las células de insecto incubadas con los sobrenadantes de Ac-Avp39-vp39-cg30Rep y Ac-Avp39-
FLAG-vp39-Rep se detectaron muchas células que expresaban la EGFP (figura 9C). Estos resultados indicaron que
se requiere una posible relacion funcional entre los ORF de vp39 y cg-30 para la replicacion del baculovirus.

Ya que la secuencia del ORF de vp39 se solapa con las secuencias promotoras de los dos ORF flanqueantes (lef-4
y ¢g-30), no pudimos eliminar el ORF de vp39 completo en nuestra construcciéon de bacmido vp39null. Por lo tanto,
también puede ser que se pudieran expresar el mutante o los mutantes truncados en el extremo carboxilo o amino
de vp39, lo que podria interferir como un inhibidor competitivo con la proteina VP39 normal.

Construccion y analisis del bacmido vp7054-null

Para estudiar la funcionalidad del gen vp7054 de AcMNPV durante la infeccion del virus, se construyé un bacmido
de AcMNPV vp71054-null mediante la delecién parcial del gen vp71054 del bacmido de AcMNPV (bMON14272) por
recombinacién homologa en E. coli. La construccion de delecion se selecciond por su resistencia al cloranfenicol, lo
que indicaba que se habia producido la deleciéon especifica de sitio del gen vp71054. En el bacmido de AcMNPV
vp1054-null resultante, la parte de 955 pb del extremo 3' del gen vp1054 se reemplaz6 correctamente por el gen cat.
Posteriormente se elimino el casete de resistencia antibiotica (cat) del esqueleto del bacmido mediante el sistema de
recombinacion Cre/LoxP (figura 10A). La secuencia eliminada se retiré de las coordenadas nucleotidicas 45365 a
46319 de acuerdo con la secuencia del genoma del clon C6 de AcMNPV (SEQ ID n.° 1). La estructura de todas las
construcciones de delecion se confirmd por PCR (figura 10B). Cuando el gen vp7054 esta presente, como en el
bacmido parental de AcMNPV de tipo silvestre, se puede amplificar un producto de PCR de 775 pb con los
cebadores 45510 y 46235, mientras que se produce un fragmento de PCR de 596 pb con los cebadores cat-F y cat-
R sélo cuando el gen cat se introduce en la secuencia del bacmido en el caso de la construccion vp1054null(+cat) de
AcMNPV (figura 10B). El procedimiento de recombinacion correcta también se confirmé mediante el mapeo por PCR
del locus de vp1054 con los cebadores 45122 y 46441. Se amplificé un fragmento de ADN de 1.320 pb cuando se
utilizé como molde el bacmido de AcMNPV de tipo silvestre, mientras que se pudo amplificar un fragmento de ADN
de 1.353 pb en el molde de AcMNPV vp1054-null(+cat) (figura 10B). Cuando la construccion final AcCMNPV-
vp1054null(—cat) con eliminacion del casete de cat se utilizd en el analisis por PCR, sdélo se pudo detectar un
fragmento de ADN de 423 pb (figura 10B). Los clones positivos se verificaron con éxito por secuenciacion del ADN.

El gen vp1054 de AcMNPV es esencial para la replicacion del virus

La construccion de reparacion se disefio de tal manera que el ORF de vp71054 de AcCMNPV con su region promotora

nativa se insertara en el locus de la polihedrina junto con el gen egfp bajo el control del promotor de p10 (figura 11A).

Ya que el promotor de vp1054 y la secuencia del ORF se solapa con el ORF de lef-10, la construccion de reparacion

también es capaz de expresar la LEF-10. Para estudiar la funcion del gen vp1054, las células Sf9 se transfectaron
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con la construccion del bacmido con anulacion de vp1054 o bien con la de de reparacién y se monitorizaron por la
expresion de EGFP por microscopia de fluorescencia. Cuando la construccion Ac-vp7054null se introdujo en las
células Sf9, no se observo ninguna propagacion virica en el cultivo celular desde las 72 h a las 120 h p.t. Pudimos
observar soélo un fenotipo de «infeccidon de una sola célula» similar al fenotipo del bacmido Ac-gp64null (figura 11B).
Los resultados indican que Ac-vp1054null es capaz de alcanzar la fase muy tardia de la infeccion, tal y como se
confirmé mediante la expresion de EGFP impulsada por el promotor de p10. Es decir, los resultados sugieren que la
expresion del factor de expresion tardio 10, LEF-10, no estaba afectado en el mutante del bacmido vp7054-null.
Desde las 72 h a las 120 h p.t., la expresion generalizada de la EGFP se pudo observar en las monocapas de
células de insecto que se transfectaron con las construcciones de reparacion (Ac-Avp1054-vp1054). Los resultados
indican que el bacmido de reparacion es capaz de producir una cantidad suficiente de viriones de gemacion
infecciosos para que se inicie la infeccion secundaria a un nivel similar a la del bacmido de tipo silvestre (figura 11B).
Al cabo de 6 dias p.t. se retiraron los sobrenadantes de los cultivos celulares y se afiadieron a las células Sf9 recién
sembradas en placas, y a continuacion se incubaron 3 dias para detectar la infeccion por el virus generado desde
las células transfectadas con estos bacmidos. Tal y como se esperaba, las células Sf9 incubadas con los
sobrenadantes de las transfecciones con las construcciones de reparacion mostraron numerosas células que
expresan la EGFP (figura 11C). Por otra parte, en las células de insecto incubadas con el sobrenadante de la
transfeccion con el Ac-vp7054null anulado no se detectd ninguna expresion de EGFP en ningun punto del tiempo
analizado hasta las 72 h (figura 11C).

Estos resultados indican que el gen vp1054 es esencial para la produccion de BV infecciosos. Se ha demostrado
con claridad que la parte de la secuencia de 955 pb del extremo 3' del ORF de vp7054 se puede eliminar
completamente del esqueleto del bacmido y se puede rescatar adecuadamente por la introduccién del ORF de
vp1054 de AcMNPV en un sitio heterélogo (locus de la polihedrina) del genoma. Ademas, los resultados
demostraron que la delecion del gen vp1054 no altera la expresion génica muy tardia, como se demuestra mediante
las células que expresan la EGFP entre las células transfectadas con el bacmido mutante Ac-vp7054null (figura
11B).

Generacion y caracterizacion del bacmido p6.9null

Para estudiar la funcionalidad del gen p6.9 de AcMNPV durante la infeccién del virus, se construyd un bacmido de
AcMNPV vp80-null mediante la delecion del gen p6.9 del bacmido de AcMNPV (bMON14272) por recombinacion
homodloga en E. coli. La construcciéon con la delecién se selecciond por su resistencia al cloranfenicol, lo que
indicaba que se habia producido la delecion especifica de sitio del gen p6.9. En el bacmido de AcMNPV p6.9-null
resultante, el gen p6.9 estaba reemplazado correctamente por el gen cat. Posteriormente se elimind el casete de
resistencia antibiotica (cat) del esqueleto del bacmido con el sistema de recombinacion Cre/LoxP (figura 12A). La
secuencia eliminada se retiré desde el codon de inicio de la traduccion (ATG — Met) hasta el coddn de parada (TAT
— Tyr), coordenadas nucleotidicas 86716 a 86879 de acuerdo con la secuencia del genoma del clon C6 de
AcMNPV (SEQ ID n.° 1). No se eliminé el coddn de parada del ORF de p6.9 ya que su secuencia se solapa con el
codén de parada del ORF flanqueante de lef-5. La estructura de todas las construcciones de delecion se confirmé
por PCR (figura 12B). Cuando el gen p6.9 esta presente, como en el bacmido de AcMNPV de tipo silvestre parental,
solo se pudo amplificar un fragmento de PCR de 596 pb con los cebadores cat-F y cat-R cuando el gen cat se
introdujo en la secuencia del bacmido en el caso de la construccion p6.9null(+cat) de AcMNPV (figura 12B). Todos
los procesos de recombinacion correcta se pudieron confirmar también por PCR al mapear el locus de p6.9 con los
cebadores 86596 y 86995. Se amplificd un fragmento de ADN de 400 pb cuando se us6 como molde un bacmido de
AcMNPV de tipo silvestre, mientras que se conseguia amplificar un fragmento de ADN de 1.220 pb con el ACMNPV
vp80null(+cat) de molde (figura 12B). Cuando la construccion final ACMNPV-vp80null(—cat) sin el casete de cat se
utilizé en el andlisis por PCR, sdélo se pudo detectar un fragmento pequefio de ADN de 290 pb (figura 12B). Los
clones positivos se verificaron satisfactoriamente mediante secuenciacion del ADN.

El gen p6.9 de AcMNPV es esencial para la replicacion virica

Las construcciones de reparacion se disefiaron de tal manera que los ORF de p6.9 de tipo silvestre de AcCMNPV o
de SeMNPV con la regién promotora de p6.9 de AcMNPV se insertaron en el locus de la polihedrina con el gen egfp
bajo el promotor de p10 (figura 13A). Para estudiar la funcion del gen p6.9, las células Sf9 se transfectaron con las
construcciones de bacmido con anulacién o de reparacion de p6.9 y se les monitorizé la expresion de la EGFP
mediante microscopia de fluorescencia. Cuando el Ac-p6.9null se introdujo en las células Sf9, no se observé ninguna
propagacion virica en el cultivo celular desde las 72 h a las 120 h p.t. Pudimos observar solo un fenotipo de
«infeccion de una sola célula» similar al fenotipo del bacmido Ac-gp64null (figura 13B). Los resultados indican que el
Ac-p6.9null es capaz de alcanzar la fase muy tardia de infeccidn como se confirmé por la expresion de la EGFP
impulsada por el promotor de p10. Desde las 72 h a las 120 h p.t. se pudo observar la expresion generalizada de
EGFP en las monocapas de células de insecto que se transfectaron con las dos construcciones de reparacion (Ac-
Ap6.9-Acp6.9 y Ac-Ap6.9-Sep6.9). Los resultados indican que estos dos bacmidos de reparacion son capaces de
producir una cantidad de viriones de gemacion infecciosos suficientes para iniciar la infeccion secundaria a un nivel
similar al del bacmido de tipo silvestre (figura 13B). A los 6 dias p.t. se retiraron los sobrenadantes del cultivo celular

24



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2 542740 T3

y se afadieron a las células Sf9 recién sembradas en placas y a continuacién se incubaron durante 3 dias para
detectar la infeccion por el virus generado por las células transfectadas con estos bacmidos. Tal y como se
esperaba, las células Sf9 incubadas con los sobrenadantes de las transfecciones con las construcciones de
reparacion mostraban numerosas células que expresaban la EGFP (figura 13C). Por otra parte, en las células de
insecto incubadas con el sobrenadante de la transfeccién con el Ac-p6.9null anulado, no se detectd ninguna
expresion de EGFP en ningiin momento del tiempo analizado hasta las 72 h (figura 3C). Ademas, para caracterizar
el efecto exacto de la eliminacion del gen p6.9 en la infeccion de AcMNPV, la propagacion virica en las células Sf9
transfectadas se comparé entre Ac-wt, Ac-Ap6.9, Ac-Ap6.9-Acp6.9Rep, Ac-Ap6.9-Sep6.9Rep. A los sobrenadantes
del cultivo celular de todas las construcciones de bacmidos anteriores se les analizaron en los momentos de tiempo
indicados la produccion de BV (figura 13D). Tal y como se esperaba, los virus Ac-Ap6.9-Acp6.9Rep y Ac-Ap6.9-
Sep6.9Rep mostraron una cinética de replicacion virica acorde con la propagacion del virus de tipo silvestre (Ac-wt).

Estos resultados indican que el gen p6.9 es esencial para la produccion de BV infecciosos. Se ha demostrado con
claridad que la secuencia completa del ORF de p6.9 se puede eliminar totalmente del esqueleto del bacmido y que
se puede rescatar adecuadamente mediante la introduccion del ORF de vp80 de AcMNPV en un sitio heterélogo
(locus de la polihedrina) del genoma. También demostramos que el gen p6.9 se pude complementar con eficacia
mediante el ORF de p6.9 procedente de SeMNPV (M. Westenberg). Ademas, los resultados demostraron que la
delecion del gen p6.9 no altera la expresion génica muy tardia, tal y como se demuestra mediante las células que
expresan la EGFP entre las células transfectadas con el bacmido mutante Ac-p6.9null (figura 15B).

Ejemplo 2. Los inventores han corregido el mejor modo de la presente invencion en el siguiente ejemplo.
Materiales y Métodos
Generacion de un bacmido vp80-null de AcCMNPV sin el gen de resistencia a antibiéticos

Para determinar si la proteina VP80 desempefia una funcién importante en el contexto de la produccion de la
progenie virica, construimos un bacmido de AcMNPV (derivado de bMON14272 (de Invitrogen)) con una delecion
del ORF de vp80 por recombinacion homdloga en E. coli. Para conseguirlo, un gen cat flanqueado por los sitios
LoxP mutantes (Suzuki et al., 2005) se amplificé con los cebadores para PCR vp80-KO-F y vp80-KO-R (véase la
tabla 1) a partir de un plasmido que comprende un gen cat flanqueado por los sitios LoxP mutantes. El fragmento de
PCR resultante, que contenia el gen cat flanqueado por los sitios LoxP mutantes y las aproximadamente 50 pb con
homologia de secuencia con AcMNPV con la region proximal en 5' o 3' del ORF de vp80 se trataron con Dpnl y se
purificaron en gel para eliminar el plasmido molde. A continuacion, el producto de la PCR se transformé en células
de E. coli DH10B que contenian el bMON14272 (Invitrogen) y el plasmido pKD46 productor de la recombinasa
Lambda RED (Datsenko y Wanner, 2000), que se habian preparado de la siguiente manera. Las células de E. coli
transformadas DH10B3-bMON14272/pKD46 se hicieron crecer en cultivos de LB de 50 ml (peptona al 2,0%, extracto
de levadura al 0,5%, NaCl a 85,5 mM, [pH 7,0]) con kanamicina (50 pg/ml), ampicilina (100 pug/ml) y L-arabinosa (1,5
mg/ml) a 30 °C para una DOeqo de = 0,6 y a continuacion se hicieron electrocompetentes mediante un procedimiento
estandar. Las células electroporadas se incubaron a 37 °C durante 3 h en 3 ml de medio LB y se sembraron en
placas en LB-agar que contenian cloranfenicol a una concentracion de 6,5 ug/ml. Después de una incubacion de 48
h a 37 °C, las colonias resistentes al cloranfenicol se extendieron para aislar colonias en el medio LB-agar recién
preparado con cloranfenicol a 34 pg/ml. Las placas se incubaron a 37 °C durante una noche y las colonias
resistentes al cloranfenicol se seleccionaron para otra confirmacion del genotipo pertinente por PCR. Los cebadores
90292 y 90889 se utilizaron para confirmar la ausencia del ORF de vp80 y los cebadores cat-F y cat-R se emplearon
para verificar la presencia del casete de cat en el bacmido (las secuencias se detallan en la tabla 1).

Para eliminar el gen de resistencia antibiotica introducido (cat) del esqueleto del bacmido, se empled un sistema de
la recombinasa Cre/LoxP. Un plasmido pCRE que lleva la recombinasa Cre, que se obtuvo de Jeanine Louwerse
(LUMC Leiden, Paises Bajos), se introdujo en las células de E. coli DH10B-bMON14272-vp80null y la expresion de
CRE se indujo posteriormente mediante la adicién del isopropiltiogalactésido (IPTG). Brevemente, las células
electroporadas se incubaron a 37 °C durante 3 h en 3 ml de medio LB (peptona al 2,0%, extracto de levadura al
0,5%, NaCl a 85,5 mM, [pH 7,0]) y se sembraron en placas de medio LB-agar con kanamicina a 50 pg/ml, ampicilina
a 100 pg/ml e IPTG a 2 mM. Después de la incubacion de 24 h, las colonias resistentes a la kanamicina y a la
ampicilina se seleccionaron para otra verificacion del genotipo deseado por PCR. En los analisis por PCR, los
cebadores 89507 y 91713 (tabla 1) se utilizaron para verificar la eliminacion del gen cat del esqueleto del bacmido.
Los clones positivos también se confirmaron mediante secuenciacion del ADN.

Para recuperar la competencia de la transposicion, el plasmido pMON7124 que codifica la transposasa cooperadora
(Invitrogen) se volvié a introducir en las células de E. coli DH10B-bMON14272-vp80null. Finalmente, el gen indicador
egfp se introdujo en el bacmido de vp80-null para facilitar la observacion de su comportamiento en las células de
insecto. Brevemente, el gen indicador egfp se amplificd con los oligonucleétidos para PCR gfp-Nhel-F y gfp-Sphl-R
(tabla 1) a partir del plasmido pEGFP-N3 (Clontech). El producto de la PCR se cloné en el plasmido pJet1.2/Blunt
con el kit de clonacion de PCR CloneJET™ (Fermentas) de acuerdo con el protocolo del fabricante. Posteriormente
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se escindi6 el ORF de egfp de pJet1.2-egfp sin errores con Nhel y Sphl, y se subcloné en el pFastBacDUAL
(Invitrogen) digerido con Nhel y Sphl para generar el plasmido pFB-egfp. Un casete de expresion que contiene el
gen indicador egfp bajo el control transcripcional del promotor muy tardio de p10 se transpuso desde pFB-egfp al
locus de la polihedrina del bacmido vp80-null tal y como se describe en el manual de Bac-to-Bac (Invitrogen). En el
genoma resultante, se ha eliminado el ORF de vp80 completo (véase la figura 2). Esto corresponde a la delecion del
2.074 pb desde las posiciones nucleotidicas 89564 a 91637 en el genoma del clon C6 de AcMNPV dado a conocer
enlaSEQIDn.°1.

Construccién de los bacmidos vp80-null reparados

Para preparar los vectores del donante de reparacion de vp80, modificamos el plasmido pFB-egfp (descrito mas
arriba) retirandole el promotor de la polihedrina y reemplazandolo por un fragmento que contiene la region del
promotor de vp80 y el ORF de vp80. Primero, un fragmento de 2.300 pb que contiene el promotor de vp80 y la
secuencia del ORF se amplificd con los cebadores pvp80-Stul-F y vp80-Xbal-R (tabla 1) a partir del bacmido molde
bMON14272 y se clon6 en el vector pJet1.2/Blunt (Fermentas) para formar el pJet1.2-pvp80-vp80. Después de la
verificacion de la secuencia del ADN, se escindié el casete de vp80 del pJet1.2-pvp80-vp80 mediante la doble
digestion con Stul y Xbal, y a continuacion se subcloné en el pFB-egfp digerido con Bst11071y Xbal, y purificado en
gel, para generar el plasmido donante pFB-egfp-pvp80-vp80. En paralelo se construyé un plasmido donante pFB-
egfp-polh-vp80, en donde el ORF de vp80 esta impulsado por el promotor muy tardio de la polihedrina (polh). Con
este objetivo, un fragmento de 2.105 pb que lleva el ORF de vp80 se amplificd con los cebadores vp80-Sacl-F y
vp80-Xbal-R (tabla 1) y se cloné en el pJet1.2/Blunt para generar el pJet1.2-vp80. En la ultima etapa se escindio el
ORF de vp80 (Sacl/Xbal) de pJet1.2-vp80 y se subclond en el pFB-egfp digerido con Sacl y Xbal para crear el pFB-
egfp-polH-vp80.

Para superar el problema de la falta de anticuerpos anti-VP80, se realizdé la marcaciéon de VP80 con la etiqueta
FLAG (fusién en el extremo amino y en el carboxilo) para facilitar la inmunodeteccion. La secuencia de FLAG-vp80
con la fusion en el extremo amino se generé mediante una estrategia de PCR en dos etapas, la llamada PCR de
fusion. Primero, un fragmento de 259 pb que contenia el promotor de vp80 y la etiqueta FLAG se amplificé por PCR
con los cebadores pvp80-Stul-F y vp80-FLAG-R1 a partir del bacmido molde bMON14272. Después de la
purificacion en gel y de la cuantificacién del ADN, el fragmento de 259 pb se utiliz6 como cebador directo en una
segunda etapa de amplificacion por PCR con el cebador inverso vp80-Xbal-R sobre el bacmido molde bMON14272.
El producto de PCR final (2.324 pb) se clond en el vector pJet1.2/Blunt (Fermentas) para formar el pJet1.2-pvp80-
FLAG-vp80. Después de la verificacion de la secuencia de ADN, el casete FLAG-vp80 se escindié de pJet1.2-pvp80-
FLAG-vp80 mediante la digestion doble con Stul y Xbal, y a continuacion se subcloné en el pFB-egfp digerido con
Bst11071 y Xbal, y purificado en el gel, para generar el plasmido donante pFB-egfp-pvp80-FLAG-vp80. El casete
vp80-FLAG con la fusién en el extremo carboxilo se amplificd con pvp80-Stul-F y vp80-FLAG-R a partir del bacmido
molde bMON14272. El fragmento de 2.324 pb se cloné en el pJet1.2/Blunt y posteriormente se transfirié al pFB-egfp
de un modo similar a como se realizé para las construcciones anteriores.

Los insertos de todos los plasmidos donantes construidos se transpusieron en el bacmido vp80-null segun el
protocolo de Bac-to-Bac (Invitrogen). La deteccion selectiva de las construcciones positivas para la transposicion en
el locus de polh se realizé6 mediante el ensayo por PCR triple con el empleo de los cebadores directo e inverso de
M13 y un cebador GenR especifico del gen de resistencia a la gentamicina (tabla 1).

Ensayo de transfeccion-infeccion

Se prepararon los ADN de bacmido a partir de cultivos bacterianos de 1,5 ml de una noche a partir de 2 o 3 colonias
independientes que llevan el bacmido con el gen heterdlogo insertado de acuerdo con el manual de Bac-to-Bac
(Invitrogen) y se analizaron en paralelo. Para las transfecciones, 1 ug de cada preparacion de ADN de bacmido se
utilizé para transfectar 1 x 10° células Sf9 en una placa de 6 pocillos mediante el protocolo de transfecciéon con
Cellfectin™ tal y como se describe en el manual de Bac-to-Bac (Invitrogen). Desde las 72 h a las 120 h después de
la transfeccion (p.t.), se comprobd la propagacion virica mediante microscopia de fluorescencia. A las 120 h p.t., el
medio de cultivo celular se centrifugd durante 5 min a 2000xg para retirar los residuos celulares y este sobrenadante
aclarado se utilizé para infectar 1,5 x 10° células Sf9 en placas de 6 pocillos. Después de 72 h p.i., se monitorizé de
nuevo la diseminacion de la infeccion del virus mediante microscopia de fluorescencia. En todos los experimentos se
utilizd como control positivo un bacmido bMON14272 de tipo silvestre que lleva el gen indicador egfp bajo el control
del promotor de p10. Un bacmido bMON14272-gp64null que también lleva el gen indicador egfp bajo el control del
promotor de p10 sirvid como control negativo, ya que habia perdido la capacidad de movimiento de una célula a otra
para la infeccion (Lung et al., 2002).

Caracterizacion de la propagacion virica en el cultivo celular a lo largo del tiempo

Se realizaron analisis a lo largo del tiempo para comparar la produccion de virus de gemacién a partir del virus

AcMNPV vp80null y las diferentes construcciones de reparacién en comparacion con el bacmido de AcMNPV de tipo

silvestre (Ac-wt), todos ellos con egfp. Brevemente, las células Sf9 se inocularon en placas de cultivo de tejidos de 6
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pocillos (1 x 10° células/pocillo) en un medio de cultivo de 1 ml de Sf900-I1 sin suero a 28 °C. Al cabo de dos horas
se retir6 el medio de cultivo y las células se transfectaron con 5 ug de ADN de bacmido en las condiciones
estandares que se recomiendan en el manual de Bac-to-Bac (Invitrogen). Los sobrenadantes de los cultivos
celulares se recogieron a las 24, 48, 72, 96 y 120 h p.t. y se les analiz6é la producciéon de virus de gemacion
infecciosos mediante un ensayo de dilucion hasta el limite para determinar la dosis infecciosa 50 para el cultivo del
tejido (TCIDsp). La infeccion se determiné mediante la monitorizac ién de la expresion de egfp (a partir del promotor
de p10). Se calcularon los valores promedio de los titulos infecciosos procedentes de tres transfecciones
independientes y se representaron graficamente.

Microscopia electrénica de transmision

Las células Sf9 de insecto se inocularon en un matraz 25T (3,5 x 10° células/matraz) y se transfectaron con 20 pg de
la construccién del bacmido Ac-Avp80, Ac-Avp80-vp80 de rescate o Ac-wt. Al cabo de 48 h p.t., las células se
recogieron y prepararon para la microscopia electrénica de transmision tal y como se describié anteriormente (van
Lent et al., 1990). Se examinaron las muestras y se fotografiaron con un microscopio electrénico Philips CM12.

Ensayo de produccion del virus de gemacion

Se inocularon las células de insecto Sf9 en dos matraces 25T (3,5 x 10° células/matraz) y se transfectaron con 20 pg
de la construccion de bacmido Ac-Avp80, Ac-Avp80-vp80, Ac-Avp80-pH-vp80, Ac-Avp80-FLAG-vp80, Ac-Avp80-
vp80-FLAG o Ac-wt. Al cabo de 5 dias p.t. se recogieron los sobrenadantes del cultivo celular enriquecidos en BV y
se ultracentrifugaron a través de un colchén de una solucion de sacarosa al 10% (25.000 rpm durante 1,5 horas,
Beckman SW32). Los viriones de gemacion sedimentados se resuspendieron en agua desmineralizada estéril y se
prepararon para la microscopia electronica de tincion negativa, electroforesis de SDS-poliacrilamida o la deteccion
por PCR (como se mencion6 mas arriba).

Purificacion de los ODV y de las estructuras con forma de bastoncillo a partir de las células infectadas

La presencia de los ODV vy de las estructuras de tipo bastoncillo en las células de insecto infectadas/transfectadas
se analizd por microscopia electrénica (EM). Con este proposito, las células de insecto se recogieron 48 h p.i., se
lisaron y los lisados celulares se ultracentrifugaron a través de un colchén de sacarosa al 40% en tampon TE (Tris-
HCl a 1 mM, pH 7,4, EDTA a 0,1 mM) (45.000 rpm durante 1 hora, Beckman SW55). Los sedimentos se
resuspendieron en agua desmineralizada estéril y se analizaron mediante EM de tincién negativa tal y como se
describié previamente (van Lent et al., 1990).

Purificacion y fraccionamiento de los viriones de BV y ODV

Para producir los BV, 3,0 x 10 células Sf9 se infectaron con Ac-Avp80-Flag.vp80 o el virus Ac-wt de control a una
MDI = 1. Al cabo de 6 dias p.i. se recogieron 72 ml del medio enriquecido con BV y se centrifugaron a 1500xg
durante 10 min. A continuacion se ultracentrifugd el sobrenadante a 80.000%g (rotor Beckman SW28) durante 60 min
a 4 °C. El sedimento de BV se resuspendié en 350 pl de tampén TE a 0,1X y se cargé en un gradiente lineal de
sacarosa (del 25% al 56% (p/v)) y se ultracentrifugé a 80.000xg (rotor Beckman SW55) durante 90 min a 4 °C. Se
recogi6 la banda de BV formada y se diluyé en 12 ml de TE a 0,1X. La preparacion de BV se concentr6 a 80.000xg
durante 60 min a 4 °C. El sedimento de virus final se resuspendié en 150 ul de TE a 0,1X.

Para producir los ODV, 6,0 x 10" células Sf9 se coinfectaron con los virus Ac-Avp80-Flag.vp80 (MDI = 25) y
AcMNPV (MDI = 5) (cepa E2, Smith y Summers, 1979). Cinco dias p.i. se recogieron las células infectadas y los
ODV se purificaron de los cuerpos de oclusion viricos tal y como se describié previamente (Braunagel et al., 1994).
El sedimento de ODV final se resuspendié en 0,5 ml de TE a 0,1X (Tris a 10 mM, EDTA a 1 mM, pH = 7,5).

Los viriones de BV y ODV purificados se fraccionaron en las fracciones de la envoltura y de la nucleocapsida tal y
como se describid previamente (Braunagel et al., 1994). Las fracciones finales se procesaron para SDS-PAGE y se
inmunotransfirieron contra el anticuerpo monoclonal anti-Flag de ratén (Stratagene), antisuero policlonal anti-VP39
de conejo (amablemente proporcionado por Lorena Passarelli, Kansas State University, EE. UU.), antisuero
policlonal anti-GP64 de conejo (amablemente proporcionado por Hualin Wang y Feifei Yin, Instituto de Virologia
Wuhan, China (Yin et al., 2008), o antisuero policlonal de conejo contra el factor 1 de infectividad por via oral (PIF-1)
(amablemente proporcionado por Ke Peng, Universidad de Wageningen, Paises Bajos (Peng et al., 2010)).

Desarrollo de la linea celular transgénica derivada de Sf9 que expresa vp80

Para desarrollar una linea celular, que produce la proteina VP80, un fragmento de 2.105 pb que lleva el ORF de
vp80 se amplificd con los cebadores vp80-Sacl-F y vp80-Xbal-R (tabla 1) y se clond en el pJet1.2/Blunt para generar
el pJet1.2-vp80. En la siguiente etapa se escindid (con Sacl y Xbal) el ORF de vp80 de pJet1.2-vp80 y se subclond
en el plZ digerido con Sacl y Xbal (Invitrogen) para crear el plZ-vp80. El vector plasmidico resultante plZ-vp80 se
linealizd con Eco571 y se purifico en gel. Las células Sf9 se inocularon en una placa de seis pocillos (1 x 10°
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células/pocillo) y se transfectaron con 10 ug del vector linealizado. Al cabo de 24 horas de la transfeccion, las células
se seleccionaron mediante el medio de cultivo celular que contiene Zeocin™ (300 pg/ml) durante 2 o 3 semanas,
hasta que ninguna célula Sf9 de control sobrevivido en las mismas condiciones. A continuacion, las células se
propagaron como una linea celular sin clonar.

Expresion de la proteina recombinante con el virus vp80null

Para medir la capacidad de expresar la proteina recombinante con el inéculo del virus Ac-Avp80 (complementado en
trans), 3,0 x 10" células Sf9 sin transformar se infectaron (ensayo por triplicado independiente) con los virus Ac-wt,
Ac-Avp80-Flag.vp80 (ambos producidos en la linea celular sin transformar) o Ac-Avp80 (producido en la linea celular
Sf9-vp80) con una MDI = 10. Todos estos indculos de virus expresan egfp como un gen heterélogo modelo a partir
del promotor muy tardio de p10 de baculovirus. A las 48 hy a las 72 h p.i., se recogieron las células y el medio de
cultivo, y se utilizaron para transferencia Western, ensayo inmunoenzimatico (ELISA) o titulacion de BV (véase mas
arriba). Para la transferencia Western se utilizaron los mismos anticuerpos que se mencionaron mas arriba para
detectar la etiqueta Flag, EGFP y GP64, asi como un anticuerpo monoclonal antiactina de ratén (ImmunO).

Para la cuantificacion relativa, las placas de 96 pocillos Maxisorp (Nunc) se revistieron durante una noche a 4 °C con
100 ng de anticuerpo anti-GFP policlonal de conejo (Molecular Probes) en un volumen de 100 pl por pocillo, a lo que
siguieron procedimientos estandares de ELISA como los descritos previamente (Fric et al., 2008). Se calculd el
porcentaje de la produccion de EGFP (ensayo por triplicado independiente) de acuerdo con la férmula: % de
expresion de EGFP = (absorbancia probleman, — absorbancia de fondo)/((EGFP de Ac-wtzzn — absorbancia de fondo)
x 100%, en donde nh representa el momento temporal p.i. La significacion estadistica de las diferencias observadas
entre el Ac-wt de control y los genotipos experimentales de Ac-Avp80-Flag.vp80 y Ac-Avp80 se analizaron con la
prueba t de Student.

Resultados
El gen de vp80 de AcMNPYV es esencial para la replicacion virica

Se construyé un virus de AcMNPV con delecién como se detalla en la figura 2. Se disefiaron construcciones de
reparacion de tal modo que el ORF de vp80 de tipo silvestre o los genes vp80 etiquetados con FLAG en el extremo
carboxilo o amino junto con las regiones promotoras de la polihedrina o la nativa se insertaron en el locus de la
polihedrina junto con el gen egfp bajo el promotor de p10 (figura 3A). Para investigar la funcion del gen de vp80, las
células Sf9 se transfectaron con las construcciones de bacmidos con anulacion o de reparacion y se monitorizaron
por la expresion de EGFP mediante microscopia de fluorescencia. Cuando el Ac-vp80null se introdujo en las células
Sf9 no se observé ninguna propagacion virica en el cultivo de células a las 72 h ni a las 120 h p.t. Solo pudimos
observar un fenotipo de «infeccion de una sola célula» similar al fenotipo del bacmido Ac-gp64null (figura 3B). Los
resultados indican que el Ac-vp80null es capaz de llegar a la fase muy tardia de la infeccién, como se confirma por la
expresion de EGFP impulsada por el promotor de p10. Desde las 72 h a las 120 h p.t. se pudo observar una
expresion de EGFP generalizada en las monocapas de células de insecto que se transfectaron con las tres
construcciones de reparacion (vp80 impulsado desde su promotor nativo, vp80 impulsado desde el promotor de la
polihedrina y vp80 etiquetado con FLAG en el extremo amino impulsado desde su promotor nativo), lo que indica
que estos bacmidos eran capaces de producir una cantidad suficiente de viriones de gemacion infecciosos para
iniciar la infeccion secundaria a un nivel similar al del bacmido de tipo silvestre (figura 3B). Por el contrario, en las
células de insecto transfectadas con las construcciones de reparacion de vp80 etiquetado con FLAG en el extremo
carboxilo, hacia las 72 h p.t., solo se observé la expresion de EGFP en células aisladas que inicialmente se habia
transfectado, lo que indica que esta construccion de bacmido no es capaz de replicarse (figura 3B). Sin embargo,
hacia las 96 h p.t. se observo la formacion de calvas diminutas y a las 120 h p.t., se desarrollaron muy pocas calvas
de tamafio normal. Los resultados muestran que el mutante etiquetado con FLAG en el extremo carboxilo tiene muy
retrasada la produccion de virus de gemacion y demostraron que un extremo carboxilo sin modificar es muy
importante para el funcionamiento de VP80. A los 5 dias p.t. se retiraron los sobrenadantes del cultivo celular y se
afiadieron a las células Sf9 recién sembradas en placas y a continuacién se incubaron durante 3 dias para detectar
la infecciéon por el virus generado de las células transfectadas con estos bacmidos. Tal y como se esperaba, las
células Sf9 incubadas con los sobrenadantes de las transfecciones con las construcciones de reparacién mostraron
numerosas células que expresaban la EGFP (figura 3C). No obstante, las células incubadas con el sobrenadante de
las construcciones etiquetadas con FLAG en el extremo carboxilo mostraron una reduccion significativa del nimero
de células positivas para EGFP. Por otra parte, en las células de insecto incubadas con el sobrenadante de la
transfeccion con el vp80 anulado no se detectd ninguna expresion de EGFP en ningin momento del tiempo
analizado hasta las 72 h (figura 3C).

Ademas, para caracterizar el efecto exacto que tiene la delecién del gen de vp80 sobre la infeccion de ACMNPV, la
propagacion virica en las células Sf9 transfectadas se compard entre Ac-wt, Ac-Avp80, Ac-Avp80-vp80Rep, Ac-
Avp80-polh-vp80Rep, Ac-Avp80-FLAG-vp80Rep y Ac-Avp80-vp80-FLAGRep. Los sobrenadantes del cultivo celular
de todas las construcciones de bacmidos anteriores se analizaron en los momentos de tiempo indicados para la
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produccion de BV (figura 4). Tal y como se esperaba, los virus de reparacion Ac-Avp80-vp80Rep, Ac-Avp80-polh-
vp80Rep, Ac-Avp80-FLAG-vp80Rep mostraron una cinética de replicacion virica que concordaba con la propagacion
del virus del tipo silvestre (Ac-wt). La produccion de viriones de gemacién mediante el virus Ac-Avp80-vp80-
FLAGRep etiquetado con FLAG en el extremo carboxilo se redujo a aproximadamente el 0,06% en comparacion con
el virus Ac-wt o los otros virus reparados.

Estos resultados indican que el gen vp80 es esencial para la produccion de BV infecciosos. Se ha demostrado con
claridad que se puede eliminar completamente toda la secuencia del ORF de vp80 del esqueleto del bacmido y
rescatarla adecuadamente mediante la introduccion del ORF de vp80 en un sitio heterdlogo (locus de la polihedrina)
del genoma. También demostramos que la expresion del gen vp80 puede ser impulsada por la secuencia del
promotor de la polihedrina heterélogo sin ningln efecto negativo sobre la replicacion virica en el cultivo celular.
Adicionalmente, observamos que el extremo amino de VP80, a diferencia de su extremo carboxilo, permite que se le
hagan modificaciones génicas (marcacion con la etiqueta de epitopo). Observamos que la cinética del virus con
VP80 etiquetado con FLAG en el extremo carboxilo estaba significativamente retrasada en comparacion con otros
virus de tipo silvestre o de rescate, lo que indica la importancia funcional del extremo carboxilo de VP80.

Se necesita VP80 para la produccion de BV y de ODV

Los resultados descritos mas arriba indicaban que el mutante Ac-vp80null no produce absolutamente ningun virus de
gemacion infeccioso. Sin embargo, también estaba la posibilidad de que el mutante todavia pudiera producir
particulas de gemacion no infecciosas. Para investigar esta posibilidad, las células Sf9 se transfectaron con las
construcciones de bacmidos con anulacién, de reparacion o de tipo silvestre, y se ultracentrifugaron a los 7 dias p.t.
los medios de cultivo celular para sedimentar los virus de gemacion. Los sedimentos formados se analizaron por
microscopia electréonica de tincién negativa o mediante deteccion por PCR y por transferencia Western para
confirmar la presencia de los virus de gemaciéon. No se revelaron ningun virus de gemacion intacto, ni particulas
similiviricas, ni sus estructuras (tal como VP39, la proteina principal de la capsida, y la secuencia del genoma virico)
en el sedimento de las células transfectadas con el mutante Ac-vp80null (figuras 5A y 5B). Por otra parte, todas las
construcciones de reparacion analizadas produjeron virus de gemacién que parecen normales en comparacion con
los virus de gemacion derivados del virus de tipo silvestre (figura 5A). No obstante, era muy dificil encontrar viriones
de gemacion representativos en el sedimento procedente de las células transfectadas con la construccion de
reparacion del gen vp80 etiquetado con FLAG en el extremo carboxilo.

Para caracterizar aun mas la delecion del gen vp80 en el ciclo de vida de los baculovirus, se realizé la microscopia
electrénica con cortes ultrafinos generados de las células transfectadas con el bacmido. Las células transfectadas
con Ac-vp80null desarrollaron tipicamente el fenotipo de célula infectada con baculovirus, con un nicleo agrandado,
una cromatina hospedadora fragmentada, un estroma virégeno electrodenso, etc. (figura 6A). La ausencia de VP80
no impidié la formacidon de nucleocapsidas que parecen normales dentro del estroma virdgeno (figura 6C). Las
nucleocapsidas formadas eran fenotipicamente indiferenciables de las producidas por los bacmidos Ac-wt o Ac-
vp80null de reparacion. Sin embargo, las nucleocapsidas ensambladas era mas bien poco abundante en
comparacion con las células transfectadas con los bacmidos Ac-wt o Ac-vp80null de reparacion (figuras 6E y 6G).
Ademas, en el compartimento periestromatico de un nucleoplasma (también llamado la zona anular) de las células
transfectadas con el bacmido Ac-vp80null no se pudo observar ningun virion derivado por oclusiéon ni haces de
nucleocapsidas antes de una envoltura (figuras 6B y 6D). Parece ser que la VP80 desempefia una funcion
importante durante la maduraciéon de las nucleocapsidas y/o su liberacion o transporte desde el estroma virégeno.
Finalmente, la VP80 puede contribuir, de algin modo, a un ensamblaje eficaz de nucleocapsidas que se podria
explicar por un numero pequefio de nucleocapsidas presentes en el estroma virégeno de las células transfectadas
con Ac-vp80null. Cuando el gen vp80 se reintrodujo en el bacmido mutante, se pudieron observar muchas
nucleocapsidas y viriones derivados por oclusion en las zonas anulares de las células transfectadas (figura 6F). La
abundancia y la forma de los viriones derivados por oclusion producidos en las células transfectadas con el bacmido
de reparacion Ac-Avp80-vp80 eran similares a las de los producidos por el bacmido de tipo silvestre (figuras 6F y
6H).

VP80 esta asociado a las nucleocapsidas de BV y de ODV

Para estudiar la asociacion de VP80 con las preparaciones de BV, se recogieron los BV a las 48 p.i. y se separaron
las fracciones de la nucleocapsida y de la envoltura. La proteina Flag.VP80 sélo se detecté en la fraccién de la
nucleocapsida como una doble banda con masas moleculares que oscilan entre 80 kDa y 95 kDa que se
observaban en las células Sf9 infectadas (figura 14A, panel superior). La separacién correcta en las fracciones de
nucleocapsida y envoltura se confirmé con los anticuerpos contra VP39 (nucleocapsida solo) y GP64 (envoltura solo)
(figura 14A, paneles inferiores).

Para examinar si la VP80 también estaba asociada a los ODV, las células Sf9 se coinfectaron con los virus ACMNPV
de tipo silvestre productores de cuerpos de oclusion (OB) y los virus Ac-Avp80-Flag.vp80 para proporcionar la
proteina POLH. El analisis por transferencia Western demostré que la VP80 estaba asociada a la fracciéon de la
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nucleocapsida de los ODV, y que en este caso migra como una sola banda de aproximadamente 80 kDa, que
corresponde a la forma de 80 kDa producida en la fase muy tardia de la infeccion (figura 14B, panel superior). El
fraccionamiento adecuado en las fracciones de nucleocapsida y envoltura se controlé con el antisuero contra PIF-1,
una proteina de la envoltura de los ODV (figura 14B, panel inferior).

La funcion de VP80 se puede rescatar mediante la complementacion genética en trans

Para verificar si una delecién de vp80 en el genoma virico se puede complementar mediante un ORF de vp80
ofrecido en trans bajo el control de un promotor constitutivo, se construyd una linea celular transgénica que
expresaba el vp80 etiquetado con FLAG. En estas células, la VP80 se producia principalmente como una proteina
de aproximadamente 95 kDa, tal y como se mostré con el analisis por transferencia Western con el anticuerpo anti-
Flag (figura 15A). También se observaron dos bandas menores, una de aproximadamente 80 kDa y una segunda de
aproximadamente 65 kDa.

En los ensayos de complementacion en frans, las células Sf9-vp80 se transfectaron con el bacmido Ac-Avp80 y la
diseminacion de la infeccion del virus se monitorizé mediante la fluorescencia especifica de EGFP alas 96 hy 120 h
p.t. (figura 15Ba-c). Se observaron calvas viricas en las células Sf9-vp80 transfectadas, lo que demuestra que el
virus se transmiti6 de una célula a otra. No obstante, observamos que el nimero y el tamafio de calvas
desarrolladas era significativamente mas pequefio que el observado en las células Sf9 transfectadas con el bacmido
Ac-wt (figura 15D). Como control, las células Sf9 no transgénicas mostraron solo infecciones de una sola célula
cuando se transfectaron con el bacmido Ac-Avp80 (figura 15Bc).

Cuando el medio de cultivo de las células Sf9-vp80 transfectadas con Ac-Avp80 se utilizé para infectar las células
Sf9 no transgénicas inoculadas recientemente, se observd un fenotipo de «una sola infeccion» (figura 15Bb, panel
derecho). Por tanto, las particulas de BV que resultan de la complementacién en frans fueron capaces de entrar en
las células, pero eran incapaces de producir nuevos BV. Esto también demuestra que el Ac-Avp80 no se revirtié a
Ac-wt en las células Sf9-vp80 mediante la recuperacion del transgén de las células hospedadoras. Tal y como
estaba previsto, no se detecté ninguna sefial de EGFP en las células Sf9 que recibieron el sobrenadante de células
Sf9 no transgénicas transfectadas con Ac-Avp80 (figura 15Bc, panel derecho). El nimero de BV infecciosos de las
células Sf9-vp80 transfectadas con el bacmido Ac-Avp80 era comparable al producido en las células Sf9
transfectadas con Ac-wt al cabo de 6 dias p.i. Este experimento demostré que, para la produccién de BV, el sistema
actual de complementacion en trans es aproximadamente 25 veces menos eficaz que el sistema de produccion
clasico basado en Sf9 (Fig. 15C).

El virus Ac-vp80null incapaz de replicarse, complementado en frans, es competente para expresar una gran cantidad
de la proteina recombinante

Para valorar el efecto de la delecion del gen vp80 sobre la expresidon de la proteina recombinante, se realizé un
ensayo comparativo de produccién a pequefia escala. En él, las células Sf9 se infectaron en paralelo con tres tipos
de indculos de baculovirus a una MDI = 10, a saber (i) Ac-wt, (ii) Ac-Avp80-Flag.vp80 (ambos producidos en las
células Sf9) y (iii) Ac-Avp80 (producido en las células Sf9-vp80) que codifican todos ellos la EGFP. Los perfiles por
transferencia Western demostraron que la proteina EGFP se expresaba en la misma cantidad en los tres genotipos
de baculovirus analizados, al igual que la glucoproteina GP64 que sirvidé aqui para propésitos de control (figura 16A,
panel superior). La cantidad relativa de EGFP se cuantifico por ELISA a las 48 y 72 h p.i. en los lisados de las
células infectadas (figura 16B) y no se puso de manifiesto entre los tres genotipos de baculovirus analizados ninguna
diferencia estadisticamente significativa respecto a la cantidad de EGFP. Asi pues, los resultados demuestran que el
inéculo del virus Ac-Avp80 complementado en frans, aunque incapaz de replicar el virus, es capaz de producir una
proteina recombinante al igual que los vectores de expresion de baculovirus convencionales, siempre y cuando la
multiplicidad de infeccion inicial sea suficientemente elevada para infectar todas las células.

De igual forma, durante el cultivo de produccién no se detectaron genotipos del virus revertiente que lleven el gen
vp80, ya que no se detectd la proteina Flag.VP80 expresada de novo (figura 16A) en las inmunotransferencias.
Tedricamente, una cierta cantidad de la proteina Flag.VP80 asociada al in6culo del virus complementado en trans
esta entrando en las células de insecto, pero esto ya no se detectaba en tiempos muy tardios después de la
infeccion y probablemente se degradaba por la actividad mediada por el proteasoma o bien por el lisosoma. En el
mismo experimento no se registré ninguna liberacion de BV a los sobrenadantes de los cultivos celulares
procedentes de las células Sf9 inoculadas con el indculo del virus Ac-Avp80 (figura 16C), lo que demuestra que no
se habia producido ni la generacion de virus revertientes ni la contaminacion del virus de tipo silvestre.

Resumen

En este estudio nos centramos en mejorar las herramientas convencionales de expresion en baculovirus con el
objetivo de eliminar la progenie de baculovirus que contaminan la fabricacion de proteinas recombinantes. Este
iniciativa esta muy apoyada por las expectativas farmacéuticas, ya que los farmacos expresados en baculovirus
recombinantes se usan cada vez mas en la medicina humana y veterinaria. Por lo tanto, perseguimos identificar el
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gen o genes de baculovirus cuya accion selectiva da lugar a un baculovirus incapaces de producir viriones, pero que
no afectan, o sélo afectan levemente, a la expresion génica muy tardia. De este modo, el alto nivel de expresion de
los genes heterdlogos quedara salvaguardado.

Una visidn general resumida de la nueva tecnologia con el gen vp80 como ejemplo se presenta en la figura 16. Con
el uso de la manipulacion genética mediante bacmidos, los inventores construyeron un genoma de AcMNPV que
carecia del gen vp80 (figura 16B). La gendmica funcional y los analisis por microscopia electronica revelaron que la
falta de vp80 impide la produccion de los BV y de los ODV. En paralelo se construyeron células Sf9 para producir la
VP80 que complementa en trans el bacmido Ac-Avp80null (figura 14A,C). Finalmente, demostramos que el inéculo
de baculovirus incapaz de replicarse y complementado en frans es capaz de producir una cantidad de proteina
recombinante similar a la producida mediante los vectores baculoviricos convencionales (figura 14D).

Tabla 1. Lista de cebadores para PCR en orden de aparicion en el texto

SEQID n.° |Nombre del cebador |Secuencia Orientacioén
2 vp39-F 5'-gcttctaatacgactcactatagggtegtatccgetaagegttct-3' Directo
3 vp39-R 5'-gcttctaatacgactcactatagggacgcaacgegttatacacag-3' Inverso
4 45510 5'-gcttctaatacgactcactatagggacagegtgtacgagtgeat-'3 Directo
5 46235 5'-gcttctaatacgactcactatagggatctcgagegtgtagetggt-3' Inverso
6 90292 5'-gcttctaatacgactcactatagggtaccgccgaacattacace-3' Directo
7 90889 5'-gcttctaatacgactcactatagggtctattggcacgtttget-3' Inverso
8 ec-27-F 5-gcttctaatacgactcactatagggaaagcagacactcggeagat-3' Directo
9 ec-27-R 5'-gcttctaatacgactcactatagggttgagtggcttcaacctcag-3' Inverso
10 dbp-F 5'-gcttctaatacgactcactatagggegctegctagttttgttet-3' Directo
11 dbp-R 5'-gcttctaatacgactcactatagggaaagatcggaaggtggtga-3' Inverso
12 gfp-F 5'-gcttctaatacgactcactatagggctgaccctgaagttcatctg-3' directo
13 gfp-R 5'-gcttctaatacgactcactatagggaactccagcaggaccatgt-3' Inverso
14 cat-F 5'-gcttctaatacgactcactatagggacggcatgatgaacctgaat-3' Directo
15 cat-R 5'-gctictaatacgactcactatagggatcccaatggcatcgtaaag-3' Inverso
16 vp80-ko-F 5'-ctgtatigtaatctgtaagegcacatggtgcattcgatataaccttataatgtgt- Directo
gctggaatgecct-3°
17 vp80-ko-R 5'- aaatgtactgaatataaataaaaattaaaaatattttataattttttatttaccgtt- Inverso
cgtatagcatacat-3°
18 89507 5’-agecggtcgtaaatgttaaacc-3° Directo
19 91713 5'-tgtataaacaatatgttaatatgtg-3 Inverso
20 gfp-Nhel-F 5’-ccaaaccgctagcaacatggtgagcaagggegag-3° Directo
21 gfp-Sphl 5’-aggaaagggcatgcttaacgcgtaccggtctigtacagetegtecatge-3° Inverso
22 pvp80-Stul-F 5’-ggaacaaaggcctgagctcaaagtaagacctttactgtce-3° Directo
23 vp80-Xbal-R 5'-ccttctatctagattatataacattgtagtttgeg-3 Inverso
24 vp80-Sacl-F 5'-ttatcttgagctcaatatgaacgattccaattctc-3 Directo
25 vp80-FLAG-R1 5'-caacagagaattggaatcgttcttategtegteatecttgtaate- Inverso
catattataaggttatatcgaatg-3
26 vp80-FLAG-R 5-cctictatctagattacttategtegtcatecttgtaatctataacat- Inverso
tgtagtttgcgtte-3°
27 M13-F 5’-cccagtcacgacgttgtaaaacg-3° Directo
28 M13-R 5’-agcggataacaatttcacacagg-3 Inverso
29 GenR 5'-agccacctactcccaacate-3 Inverso
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SEQID n.° |Nombre del cebador |Secuencia Orientacién
30 vp39-ko-F 5’-cttcttatcgggttgtacaac-3° Directo
31 vp39-ko-R 5'-gcgtatcatgacgatggatg-3° Inverso
32 vp39-Sacl-F 5’-aaggttctctagattagacggctattcctecac-3° Directo
33 vp39-Xbal-R 5'-ttatcttgagctcaatatggegetagtgeceg-3° Inverso
34 vp39-Stul-F 5'-ggaacaaaggcctgagcltcttagacggctattcctecac-3° Directo
35 lef-4-Xbal-R 5°-ccttctatctagattaatttggcacgatteggte-3° Inverso
36 cg-30-Xbal-F 5’-aaggttctctagattaatctacatttattgtaacatttg-3° Directo
37 vp39-FLAG-Sacl-R 5'-ttatcttgagctcaatatggattacaaggatgacgacgataagge- Inverso
gctagtgccegtgggt-3°
38 vp1054-ko-F 5'-gtactgaaagataatttatttttgatagataataattacattattttaa- Directo
acgtgttcgaccaagaaaccgat-3°
39 vp1054-ko-R1 5’-agggcgaattccageacactttattacgtggacgegttactttge-3° Inverso
40 vp1054-ko-R2 5'-gataagaatgcttgtttaacaaataggtcagctgttaaatact- Inverso
ggcgatgtaccgttegtatagcatacat-3°
41 vp1054-Rep-F 5'- ggttgtttaggcctgagcetectttggtacgtgttagagtgt-3° Directo
42 vp1054-Rep-R 5'-tcctttcctctagattacacgttgtgtgegtgecaga-3° Inverso
43 p6.9-ko-F 5°-gcettegttcattegetactgteggetgtgtggaatgtetggttgtt- Directo
aagtgtgctggaattegeect-3°
44 p6.9-ko-R 5'-aatattaataaggtaaaaattacagctacataaattacacaattta- Inverso
aactaccgttcgtatagcatacat-3°
45 Ac-p6.9-F 5'-tttgaattcatggttgcccgaagetccaagac-3' Directo
46 Ac-p6.9-R 5'-tttgcggeegcttaatagtagegtgttctgtaac-3' Inverso
47 Se-p6.9-F 5'-tttgaattcatgtatcgtcgtegttcate-3° Directo
48 Se-p6.9-R 5'-tttgcggecgcttaatagtggegacgtetgtate-3° Inverso
49 86596 5°-gggcttagtttaaaatctigca-3 Directo
50 86995 5’-aattcaaacgaccaagacgag-3° Inverso
51 45122 5’-gcaatcatgacgaacgtatgg-3” Directo
52 46441 5’-cgataatttttccaagegetac-3° Inverso
53 pp6.9-F 5'-ggtcgacgtaccaaattcegtittgegacg-3' Directo
54 pp6.9-R 5'-ggtcgacggatccgtitaaattgtgtaatttatg-3’ Inverso
55 75834 5'-cttcttatcgggttgtacaac-3° Directo
56 76420 5’-gcgtatcatgacgatggatg-3’ Inverso
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LISTA DE SECUENCIAS

<213> Autographa californica nucleopolyhedrovirus

<400> 1

gaattctace
catcatcece
aaaacaaatg
gttatgagcc
acaagtagaa
cagcttatga
cggttatgag
acaagtagaa
taagattgaa
ccaagttata
tgcgtacgtg
tagtattgga
tttgegggeg
aagcatagtt
gttggtggge
tttaatgecac
aggtcacaaa
tgcattettt
aaaactatge
acggtaggat
tgettttggt
cgegtcacge

gacaaateca

cgtaaagega
tgattgtgtt
agtcatacct
gtgtgcaaaa
ttctactegt
ctcatacttg
cegtgtgeaa
ttectactegt
agcacgtgta
aaagatteta
actagcgaaqg
gcaataatecg
ggectgttat
caagaattta
gtgcactgea
accactgggta
attgaaagac
aacaaatact
ttegettget
taggecggat
tttecacgta
acaacaccgg

ccactttgge

gtttagtttt
ttacaagtag
aaacacgtta
catgagataa
aaagccagtt
attgtgtttt
aacatgacat
aaagcgagtt
aaatgtttcc
atctgatatg
aagatgtgtg
atttaaccaa
acaaaaaaat
ttgacacggt
cacacggtat
ttgegeegea
aaaattacgt
ttatectatt
cegtttaget
attctecace
cgtettttgg
atgtttgege

aactaaatecg

gaaaaacaaa
aattctatce
ataatcttct
gtttatgaca
cggttatgag
acgcgtagaa
cagcttatga
gaaggatcat
cgegegttgg
ttttaaaaca
gaccgcagaa
cacgtctaaa
tcaagtacet
aaaagaattt
taategeace
ggaagccata
teaagattta
ttcaaattgt
tgtagecogat
acaatgttgg
ceggtaatag
ttgteegegg

gtgacctgeg

tgacatcatt
gtaaagcgag
gatatcagct
tcatecactyg
ccgtgtgcaa
ttctactegt
gtcataatta
atttagttge
cacaactatt
cetttgegge
cagatagtaa
tattatgatg
ggecagactt
acagaaaagt
ggttacatgg
gatagatteg
ttaatttaat
tgegettott
cagtggegtt
caacgttgat
ccegtaaacgt
ggtattgaac

cgtetttttt
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tgtataatga
ttcagttttg
tatgactcaa
ategtgegtt
aacatgacat
aaagcgagtt
atecgtgegtt
gtttatgaga
tacaatgegg
cgegagttgtt
aacaaaacce
gtgtgecattt
tgccgectga
gtoccoggeat
tgtgeagata
aaaaagucag
taatattatt
ccagcegaace
gttecaateg
gttacgttta
agtgocagtceg
cgegegatee

ctgcattatt
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120

180

240

300

360

420

480

540

€00

€60

720

780

840

500

960

1020

1080

11490

1200

1260

1320

1380



tegtetttot
acgegegtga
teaataaact
gogtttgtgt
tceegttgtt
tetaaaagee
atcacgecgyg
tteacgacge
tatttattgt
gegacgtect
aacgtatctt
tgtegatttt
aattaaatat
cggtctegge
ccaatagtac
aatagttatg
ttgacgcctt
cegeacgega
tcocaagtgge
atecgtggegt
ttgegattag
tecgegeoaate
aagcgcageg
tttatccaat
teteaacacg
gtgecacgatc
gatgacatga
accgagtatg
ggaccgctgyg
getecattaga
tattgataaa
aatttcegga

aaattccaat

tttgeatggt
cectgecaaatc
cttgtttttt
goteggtgaa
tgatcgceggg
attcttgtaa
atttagtaat
tgttagaggt
ctacatgaac
tggecacgaa
ctecaaattt
gcaacaacta
gggggaacat
gcaageggct
agttttgatt
acgectacaa
ccteegtgtyg
cgeacaagta
aatattggea
tgggcatgta
tgegattaaa
gagtcaagtyg
cgtattttaa
aatatattat
actatgatag
tgtgcacgey
cceccegtagt
teggtgacgt
tgcgagaagce
gegtcatgtt
ttgaccctaa
ctgegattgt

tttaaaaaac

ttectggaag
tttggeeteg
aacaagttee
tgtogeoaate
atcgtacttg
ttetatggeg
gagoactgta
agggececea
acgtataget
ccggacetgt
aaattcteoca
ttgtttttta
gagacgotae
aaaacgtgtt
tgcatattaa
cteceegese
gecgaacacg
tetgtacace
aattcgaaaa
cgtcegaacg
acgttgtaca
atcaaagtgt
caaactagecc
gtatcgcacg
agatcaaata
tteeggcacyg
gacaacgate
taaaactatt
cgcgaagtat
tagacaagaa
ctccatacac
acatgctgtt

gcagcaagag
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ceggtgtaca
atctgettgt
teggtttttt
agettagtca
cecggtgeaga
taaggeaatt
tgcggetgea
ttttggatqgg
ttatcacaaa
tggtegeget
attttaacge
acgcaaacta
aacactagtc
gcgegttcaa
cggcegatttt
gegttgacte
tcgagegggt
gaatgategt
tatatacagt
ttgatttgeca
tectegettt
ggaataatgt
atcttgtaag
tcaagaatta
aagcgcgaat
agctttgatt
acgceccaaaa
aagecatceca
ggcgaatgca
agctacatat
ggtattctac
aacggcteceg

azacatttgt

tgeggtttag
ccttgatgge
gegecadcad
ccaactgttt
gcacttgagg
tggactteat
aatacagcgg
tetgeteaaa
ctgtatattt
ctagecacgta
gageecatttt
aacttattgt
gttatgaacyg
cgcggcaaac
ttaaattate
gctgeacete
ggtegatgac
egggegaagqg
tgggttgttt
tgcaageega
taatcatgee
tttctttgta
ttagtttcat
acaatgcgee
taaatagctt
gtaataagtt
gaactgecga
atcgacagtt
tcgtataacg
ttaattgate
aatggcgggyg
cccactatta

atgaaagaat
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atcagtcatg
aacgatgegt
cgettgeage
geteteetae
aattacttet
aatcagetga
gtogecectt
taacgatttyg
taaactgtta
cegeaggttyg
gatacacgtg
ggtaagcaat
cagacggcge
atcgcaaaag
ttatttaata
gagcagtteg
cageggegtyg
cacgteggec
gegeatatet
aattaaatea
gtcgattaaa
ttcoccegagto
ttaatgcaac
cgttgtegea
gcegacgcaac
tttacgaage
ctacaaaatt
agtegaatea
tgtggagtce
cegatgattt
ttttggtcaa
atgaaattaa

gegtagaagy

1440

15090

1560

1620

1680

17490

1800

1860

1920

13890

20440

2100

2160

22290

2280

23490

2400

2460

2520

2580

26440

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360



aaagaaaaat
aatattgaac
tatactaaac
aatcaagget
tcttttaate
cgacaagete
aataataaaa
acaagaacat
tatttaaaat
cataaactag
tcataazaat
tttttgttgt
gtttttctgt
attattaaat
gcatagtacg
taactttececa
ctattgtctg
aactaatatc
ttaaaatgat
aataaaaaaa
cgtgtacgac
gaagcactte
agtggctgag
aatcegtaat
ctacagggaa
agtgatggat
attcctggec
gatcgtcgag
gggeggcgge
categategt
tgctgaagag

accagacgea

gtegtogaca
gatttgaaag
tgttacattyg
ctgacgecatt
aaatcccaag
tgtecegtttg
caattataaa
ttgtagtatt
catttteaaa
acgccttgte
taacatagtt
cataaatata
aatttacaac
ttatataatc
cagcttette
aaatgttgta
cgagcagttg
acaaactgga
aaccatcteg
cctataaata
aacaagtact
gocgaacatg
gatecctttee
gttaaaceeg
acttggacce
gtttteocttg
caacacgcte
ccttcatggg
tgececcaataa
gteatectggg
gaggaaatte

cctetgttea

tgotgaacaa
aaaacaatgt
caaacgtggt
tctacaaceca
atgtgtataa
ctggeaactg
tgctaaattt
atctataatt
tgatteacag
gtcttcttet
attatcgtat
tatgtctttt
agtgetattt
aatgaatttg
tagttcaatt
cgaaccgtta
tttgttgtta
aatgtctate
caaataaata
tgceggatta
acaaaaattt
agatcgaaga
tgggaccegg
acacgatgaa
gctteatgga
ttgtcaacat
tgegttgega
tgggcagcaa
tgaaccttca
agaacttcta
tcettgaagt

ctggtacgge
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caagattaat
acegegegge
ttogtgtgec
cgactccaag
accaccaaac
caagggtote
gttttttatt
gaaaacgcegt
ttaatttgeg
togtattect
ccatatatgt
ttaatggggt
tctggtagtt
ggatcgtcgg
acaccatttt
aacaaaaaca
aaaataacag
aatatatagt
agtattttac
ttcatacecgt
aggtgcegtt
ggctacccte
caagaaccaa
gettgtegtt
agacagctte
gcgtcccact
cceccgactat
caacgagtac
ctetgagtac
caagccecate
ttocctggty

gtattaaaac

atgectecegt
ggtatgtaca
aagtgtgaaa
tgtgtgggtg
tgccaaaaaa
aatectattt
aacgatacaa
agttataatc
acaatataat
tetettttte
atctategta
gtatagtacc
cttecggagtg
ttttgtacaa
ttagecagcac
gttcacctec
ccattgtaat
tgctgatate
tgttttegta
cccaccateg
atcaagaacg
gaccacctag
aaactcacte
ggatggaaag
cccattgtta
agacccaacc
gtacctcatg
cgcatcagece
accaactcgt
gtttacateg
ttcaaagtaa

acgatacatt
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gtataaaaaa
ggaagaggtt
accgatgbtt
aagtcatgca
tgaaaactgt
gtaattattg
accaaacgca
gctgaggtaa
tttattttea
atttttctee
tagagtaaat
gctgegeata
tgttgettta
tatgttgceg
cggattaaca
cttttectata
gagacgcaca
atggagataa
acagttttagt
ggcgtaccta
ctaagecgeaa
acaactacct
tctitcaagga
gaaaagagtt
acgaccaaga
gttgttacaa
acgtgattag
tggctaagaa
tcgaacagtt
gtaccgacte
aggagtttge

gttattagta

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

44490

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4820

4980

5040

5100

5160

52290

5280



catttattaa
taataattca
ttecagaegtet
togattagtt
ttegeteaac
cgtttgtgtt
atttecttteoa
ttggacatat
accetegteg
aattgtgteg
tgattgeggg
cacgttagaa
cageggtagt
cggaggegga
tttaggcaac
gaccggtcty
gtcgtctaaa
agacategat
tggeggeggt
caceggegea
gggtggtgge
tgtaatttceg
attgtaaaga
tactacagca
gtcaaaaacg
tgtgttgteg
aaattgatge
atatctacga
cgaaaactgc
atctatttta
caattttaac
aaaaatctat

ctgtecegat

gegotagatt
ttaaatttat
ttatatctga
tcaaacaaqgeg
gccacaaaac
ttgttttgta
tcactgtegt
ttaacategyg
ttagaagttyg
getaacacgt
cegtttttggg
agegatggtg
ggagctgaty
ggeggaggtg
acagtcggcea
agacgagtyge
ggtgecagegg
ggtggtggtg
gecgecggta
ggegeegety
aattcaatat
ctategttta
gattgtcteca
ttgtagtgge
tegttggcaa
taaatgttgt
gecatcaattt
ttegtecatgg
aaaaacgteca
tegeacaage
gctgacgaaa
tttaatcacg

ttatttgaaa

etgtgogttg
aatctttagg
atttaaatat
gttgttttte
ttgeccaaate
ataaaggtte
tagtgtacaa
gegtgttage
cttecgaaga
ccgegatcaa
cgggtttcaa
caggeggtgg
ataaatctac
gtggcggtga
cctcaactat
gattttttte
gttgaggtte
gtggtggagg
taatttgtte
getgcacaae
tataattgga
cegtgocgat
agctcggatce
gagacactte
gctttanaat
ttttgataat
tgttgttect
ccaccacaaa
aaactcggta
ccactagcaa
taazagtteca
gttecatcaa

cactacaaat
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ttgatttaca
gtggtatgtt
taaateetea
cgaacagatg
ttgtagcage
gacgtegtte
ttgactegac
tttattagge
cgattttgec
atttgtagtt
tectaactgtyg
taacatttea
categgtgga
tgcagacggc
tgtactggtt
gtttctaata
cgteggeatt
cgctggaatg
tggtttagtt
ggaaggtegt
atacaaateg
atttaacaac
ccgcacgecg
getgtegteg
atttaaaaga
ttgegettee
attattgaat
tgctacgetg
taaaataatc
attgtatttg
ccagttaatg
caaccaagtg

taaaggegag

gacaattgtt
agagcgaaaa
atagatttgt
getggactat
aatctagett
aaaatattat
gtaaacacgt
cgattategt
atagecacac
gagetttttg
ccegatttta
gacggeaaat
ggcgeaggeg
ggtttaggct
tegggegecg
gcttecaaca
ggtggagegg
ttaggecacgg
tgttegegea
etgcttegag
taaaaatctg
cgetcaatgt
ataacaagce
acgtacatgt
acatctotgt
gecagtatecga
aaataagatt
caaacgetgg
aacgggcgct
cagaaaacaa
agcgaccacc
atcgtgatgg

ctttegtace

45

gtacgtattt
tecaaatgatt
aaaataggtt
ctaatggatt
tgtcgatatt
gegettttgt
taaataaage
cgtegtecea
gacgcetatt
gaattattte
attcagacaa
ctactaatgg
gggetggogg
caaatgtcte
tttttggttt
attgttgtet
gcggcaatte
gagaaggtgg
cgattgtggg
geagegettg
ctataagcat
aagcaattgt
ttttcatttt
atgetttgtt
teagecaccac
cacgtteaaa
gtacagattc
tacaatttta
ttggcaaaat
ttteggegea
caaattttat
actacattga

aacttgttag

5340

54090

5460

5520

5580

56490

5700

5760

5820

5880

5240

6000

6060

6120

6180

6249

6300

6360

6420

64890

6540

6600

6660

6720

6780

6840

6900

65960

7020

70890

7140

7200

7260



caatattatt
caacgacata
cgattacgga
ttttagtceqg
cggcgtgtta
cgaaatgttg
aaaacacgtt
agattgtaga
cecacttgttt
tttatcaatg
aagcatgatc
aaaaacgatt
cacaacaggt
tcaaatacat
accctataac
aaaatgtgeca
cggccataca
tcatcataat
accaattegg
ttattgtace
agtttecegt
atgtcttgag
acgcgcacge
tegatgecea
gogtetatea
gcggtcacgt
tgaactatac
gcataataat
taggctcaat
gggagctgtt
cagecteaac

acaagattgt

agacagctgt
aaactcgaaa
ttgtgcaaac
gaaaaaatte
acatacaagt
gacttgaata
cgtaacgtta
ctcacaaatt
tacgagtaga
actcatttgt
gtgagtggtg
caaatatata
ccatcaatga
cttttaaatt
aaggaaaaga
tgcacgacaa
ttteggegat
cactcttgeg
cgggcacget
accatcecgac
ttetecatgaa
aaatttcteg
tgacgggaac
tegttteget
tettgacege
cccgctctat
ggtaatggtg
tgtaaattat
aatactgatg
ateggttget
catgaagegt

cgagtattta

gtgaagoget
atgtettata
acgaaaactc
gacacacaac
tgctaaccgg
gcatgaageg
acgctcgtga
acazacaaat
attctacgtg
tttaaaacag
ttaataaaat
ataaaaacaa
gtttttgtet
tttatacaca
cttttettet
cttgtgttta
tacacgogga
caaacgaata
tecgatacatt
aacgtcgtta
atattcaaag
ttcaaaattyg
cacegcateg
ggtgctgaac
ttegtcaaag
gcacgacata
atacgacteg
taactttgca
tacaggecacg
attattaaaqg
cgtecattgta

tctttatcty
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caacgatttg
tttegaagea
acttagcgtg
tatgcacgtt
cggccgacac
tegtecageaa
ctttgtgtac
tataaaacat
taacacacga
acttgtttta
cataaaaatt
tctacatcta
ttatccgaca
tctttacatt
tgegtggttt
ctaaaatgct
caattgtacg
aattttttca
attetgtgea
ttagggttga
cggeccaaaa
ttcaaagaga
atttgctcca
caatgggaaa
gtgcaactge
ccgtttacgt
ccatacacgt
gcgagagaca
cgtgctattt
aatggcegte
aattazattc

attactgcaa

cacaagecaca
cttgategeyg
cacgacggca
tegtttgact
ccatttgaaa
tacaatgaca
tgcctaacaa
gagtttttgt
teotaaaagat
cgagtagaat
attgtaaatg
tttecttcaca
tactatgtge
gtctaccaaa
tgecegegecag
acttgcctat
attegtctac
cagettecga
cataagttac
acacgttgge
taatttgcaa
atatctgeca
acacttcacg
ggctettgat
cegetcetteaa
acgattctga
egtgecaccte
tgttgteagt
atatataatt
tgtttttate
tetgoctcaa

tttggtgett
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atttecataca
tgtatgtttyg
cgttggagta
ggtacgecegt
aaagcgaaga
ttggegtttt
gatacaacat
cgtaaaaatyg
gatgteattt
tetacgtgta
tttattattt
atccataaca
atgtaacaaa
atctttaata
atattgaaat
accgcaaaac
gtgtaaacga
caaacgaggce
cacacaaaat
gatgcgecage
gcaatcecaac
tecgttttga
gacgttatcg
ggaategece
acgecgeata
taggtattce
attgtattta
aaagcggtge
tcgeaaggag
acaagettgg
gaattatttg

gtctgtaaaa

7320

7380

7440

7500

7560

7620

7680

7740

7800

7860

7920

7980

8040

8100

8160

8220

8280

8340

8400

8460

8520

8580

8640

8700

8760

8820

8880

8540

9000

9060

91290

9180



gaccttetag
tgtacaaaaa
acgaactgag
accagagagc
ataatatage
gegattgttt
tgtgtaaata
taaatacata
ctetaactac
tgtaatgttt
geacacegte
gecgetettyg
cggccaaatg
ccgecacgac
gttegtgcaa
cgtgggtgac
attcaatctt
tgettttgtt
acaatgegec
ttaaatggta
caagaccttt
atctgtactt
attgttggge
cgatggegtc
ttgetttage
attatagetg
gtceggecaa
caaacgtacg
caactttgea
gattttaaac
gactcttgac
ttteageatt

cetgeegeeyg

taaatataac
gacagacgtg
acaagacgaa
gacaattttt
aattgtggaa
aatatgcaaa
tttagaaaaa
ataataacta
attaggagta
atcgtagagt
atagagtact
gccocaaaaca
ctggtgtttg
ggcggtttte
acgcaattca
cataaatttt
gtegegeaaa
ggcaaaattt
caacgagttg
aacttgateq
gcaaaaatet
gaaactgtgc
gtttatgtgg
gttgtegttg
ttgtctagea
tacggtgege
tactgcaacqg
gactetetea
ggtttctcga
ttgtcggtga
acgttectctt
aaatcgtgtt

cegtegteca

gtgatatttg
caaataacaa
ttetatgeca
agtgtaacaa
agtgaagatt
caaaaaaacce
caaaatgtac
ttatacatgt
caatccacgt
ttttegttaa
tecatgtegt
aaagcgagtt
gtgatgtoge
aatttttcgg
aactgctcaa
tegetgttty
tecatcacget
aaccgeatea
agatcgegtt
cegteccaat
atcacattgt
gtgttgcatt
tactttttgt
tcaccggace
attcetttgt
gtatttgttt
tgagegegte
cacaatgege
aagccttgta
attttaacca
ccgtgtaaaa
cgtcaacata

acggtttgac
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atagtactaa
gectacaacga
aatcateatyg
atazaacaaqgt
gcaacggatt
aatgtecteg
aatcaaactt
ttttatttta
caattacacg
tacattgaat
cttcaaagey
tgatgeggte
goggaaacgt
ccgactgecag
acctgttgec
cattcagttt
cgectteagt
aaatttecaa
tggatetetg
tgcaatcaagqg
agcattttge
tgaatgagtc
agtcgtetge
acatccacca
tatacaacga
gttaacgtta
caagtttgaa
azaactgeee
ccgatgcacg
caaatgaaat
caacagaaac
atttttgtaa

gtgcacgteg

tcaccaacat
atacatcaac
gattgegagt
agaaatgaaa
ttaccecattt
taatteattt
tatatattat
caatacttee
tttagetatt
agccaacaag
catttttege
gtegatgegt
caccgtgcca
catgttaagt
cacctegtte
ctttacatgt
ttgaatgtge
caaccegtge
tttgtgaaaa
tatgtegteg
gttcgtgteg
ccatttaacy
attgaaccga
gttecataac
gaaaattteg
caaaaaatat
tecttgeatat
ggctgaatgt
cgaacatttt
ccacggttge
gecgtggege
teggegteta

gacactttgt
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ttgaaaggeg
tgtatttgea
atttgeggte
tatcatttgt
gagccaacgce
attgtttegt
ttatacgaaa
tgtataacet
tttcetaattt
ggatttgggt
ttgegazaat
tecgaaaata
tttttgettt
ttggcgtcga
ttgaacgtet
tttaaaacag
agcaacgcgt
ttggtegega
acaatttegt
tgegcaattt
ctgtgcacgt
atgtgogace
tectteggegg
caggatagca
ttoceocttata
cectgtecac
goggaacgta
aatcactgte
gagocggacgt
cggtatacat
caatgtaaat
cgacccatte

tttgcacaat

9240

3300

9360

9429

9480

9549

9600

9660

9720

9780

298440

9900

9960

10020

10080

10149

10200

10260

10320

10380

10440

10500

10560

10620

10680

10740

10800

10860

10920

10980

11040

11100

111690



ataactatac
gacegteatg
gacgegette
tgttaatttt
gtacagttat
gcttactget
ccatatagtg
cgtcaageee
taatgecgac
aaagcgegga
tgaaatgtte
gacgtttgat
gtacgatceg
cacggtcgge
cgacgacacg
ggccaacatg
aaaactacgc
ccgaccegtg
gecgttgace
gatttacgta
catgttaate
cqaagtagta
acgegcegty
gagegacgag
gttttaccat
cgtttccage
caaaaaacac
tctagataaa
tcaattgtat
taaatetgtyg
gttatteacce

agcctttata

aattgtgegg
aacgegtact
tgcgtataat
tggctataaa
teggtttgaa
gtaaatgegg
tacaaagtgt
aaactgtttyg
atgtetgttyg
gtggtgtceg
aaagaccagt
ttagtegteg
gcgecccgtaa
gccgtggege
gaggcaaacg
teccaacgegt
aacaaggtge
cegeccageg
aaattaagte
agttttgggt
aatacgttea
aaaaacataa
ctgcgtcata
geettggaag
gegcacaaat
gatcaactac
atggcecgagt
gccatcaaat
tcattaaaaa
ttttetattyg
attatttace

aacgctcaca

aggtatcaaa
tgeggetgte
tgcacactaa
aaggtcacec
gcaaaatgac
ccaatatatt
atattgaagc
cgtattcaac
agcaatacaa
atacagacac
ttgacaatat
tggaagcgtt
ttcaaatcge
ggcacccegt
tgatgacgga
tgctcaaaca
aattgetttt
tgcagtatet
cggteatcaa
cgagcattga
aaacgttgga
cgttgecege
aaaaaatgge
cegggatace
tacagcaact
tagtggcgat
tatatgecget
tcacagaacg
caacagetge
taatgaateca
tggttttttt

aaccaaagdca
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atatctgteg
gttgtacgea
catgttgccc
tttaazattt
tattctctge
ggcecgtgttt
ccttgocgaa
taaaacttat
aaaactagtg
ggtaacegce
caacgtgege
tgccgattat
gecctggectac
ccaccatcct
aatgegtttg
acagtttgga
gctaaacctg
tggeggagga
cgegeaaatg
caccaaatcg
taattacace
caacgtaatc
ggegtttatt
catggtgtgt
cggegtagea
aaacgacgtg
catcaatcat
cgtaattcga
caatgtacecg
cttaacacac
gagagggget

ggtcattatt

gegtgaatce
atggegtece
tttgaacttg
gttacataat
tggcttgcac
cctacgeccag
aaatgtcaca
tgeggtaata
gegaattegq
gctaactacc
aatctcattg
gcgttggtgt
ggtttggegg
aacatttggc
tataaagaat
gccaacacac
catcccatat
atccatecttg
aacaagtcaa
tttgcaaacg
atattatgga
acgcaaaatt
acgcaaggeyg
ctgeecatga
egegecttgg
ttgtttaacqg
gataaagcaa
tatagacatg
tattcaaatt
ttttaattac
ttgtgegact

gtgccaggac
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agegegegtt
acatcatgte
acctcgattg
caaattacca
tgectgtctac
cttacagcoca
acgttacggt
tecacggaaat
caatgtttag
taggcttgat
ccaacaacca
ttggtcactt
aaaactttga
gcagcaattt
ttaaaatttt
cgacaattga
ttgacaacaa
taaagagege
aaageggaac
agtttettta
aaattgacga
ggtttaateca
gactacaate
tgggcgacea
acactgttac
cgcctaccta
cgtttecegee
acatcagteg
actacatgta
gtcaataaat
gogeacttee

gttcaaagge

11220

11280

11340

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

12900

12960

13020

13080



gaaacatcga
cgttcaaaaa
teacctacac
tatgeccacat
tacataaaaa
cegagttggt
aaccageteoa
ttggcaacga
agtacgtgtt
tgetgacgge
ttataaatec
aatctcaaag
gagageoatta
tgcegttcte
tatattcagg
gaasageaty
tatgteattg
gtggtggatt
gtgtataaca
ttagtaaaat
aaataatgtt
tattttattt
gtataacgaa
tggatagttt
caagtagatg
tttcacaaaa
gttgacgcac
gagtetgegt
taactggtcg
aagcgaaaaa
gacaaaaaac
ctegtegacg

cteategttg

aatggagtet
gegecagett
cacegteace
aatatetteg
gaaactgecgg
tagaaaactt
ttggaaatac
aaagtttgta
ttgecaagea
ggegtttggt
ggacgagatt
tgatattaac
ccataatgea
cttttgccaa
ctaccttttg
taacgtttga
gaccattata
caattcaaaa
aatggaatat
aatgtagtaa
actaaatggyg
atttttaaat
aaaatacatg
acgtaatgag
tgcattaatt
ttggtaatgyg
gagttgtacqg
tecaattttat
ttcaaaacgc
tttttgatge
acgttgaaag
cegtetgege

tactgtgtet

gttcaaacge
geegtgecgg
agegbgatte
ttgogtaaca
catttgcaaa
gaaagtgceac
tttggagtag
aggagacgtt
cgegecgatyg
tegegagtoa
getagtggta
gectattaat
atgtatttta
attcaaagta
tagcattage
cgggtttgta
ttctgtegac
ccaacagaca
gcettaaaggt
aatttataaa
ttectgegtt
ttaaataaat
acataaaccyg
ttaaatagge
tacgacaace
tttegttttyg
atteoegecgyg
aatcaaactt
gctgcaacga
ageggtecge
acagegggge
ttgttatgte

ttatgeattt
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gettatgtge
teggttetgt
caaaaaatta
cgeacttgaa
atttgectaaqg
agaagaagac
tcagatgtga
tggecgaget
gagacaaaga
tagtttatga
aacgtttaat
ttgaaaggtg
atagatactg
ttgattattg
gatagtgtaa
aggecggacy
gctgetgteg
atgttaaaag
ttaatttata
ggtagataaa
aaattatttt
gtattgttag
cttccaattt
gggcagttgt
caaagcgggg
ttcettgtac
caggttggea
gttggtgaaa
cgacaccaac
gttgaagagt
tgtggttatt
aatttgtage

tatatggegg

cagtagcaat
gaacagtttg
teaagaaaaa
tttcaataag
aaaaaagaac
aacgcacaga
caacacaatt
gtgeacattg
tegacaggea
aaatagtcege
aattaaacat
aggaagageco
agatctgttt
tagatggctt
caattgttaa
atgaaggtac
ccgaccgtaa
tatttattaa
ataataacaa
aattataata
acgggtagac
aaaattgtgt
tggtcacaca
ccgetaaacg
ccgettatgt
aaacacatgt
aacaagcegct
atgtctttea
acatgatatt
egttteataa
ttaacgecegt
gcaaatctaa

tttaagtgea

49

caatttgete
acacacacca
cgtcagaaaa
atacagtetg
gaaattattg
aatattagta
cgcacaatta
tacaacgeeg
ctagegagte
cggttegagt
ttgecaagatg
caattgegtt
aaatgtcaga
tgatagcget
caaatctaac
aacaatgect
agtgaaggac
cgaggctaat
tgaatetgtt
ttaataaaaa
agctattaac
tgttttatta
aactcttgtg
tgteggtggt
caagtatttt
cggtgtgate
tgagatgett
geaagcacat
cgtttccaaa
tgcgcacgtt
tgtcggtata
ccaaatcaaa

agttgatttg

131490

132040

13260

13320

13380

134490

13500

13560

13620

13680

137440

13800

138640

13920

13980

140490

14100

14160

14220

142890

14340

14400

14460

14520

14580

14640

14700

14760

14820

14880

149490

15000

15060



googtttaat
gtaaacttga
attagtttgc
ttttaatgeqg
gaataaaccg
tgetttagec
taggacgcca
acgactacac
taatcacagt
taatttaaat
catgtttggt
cggggttacyg
ttattaaaaa
taatacaatt
ctttatttac
atactaaatt
cataaacggg
tgggeggtgg
ctetggactt
catcgcacga
gecacgetgta
ttgccgaacy
gegataaaaqg
tgegttacgy
gagttactet
tttteggctt
tacaaattce
ttttgattaa
ttgtaaatgt
tecagataca
tctagegeag

caacacagcc

ctataggete
cgegttagea
aggttgcaaa
cttctgtegt
cegttttege
acaattttat
agatttagtt
tgttcaaatyg
agtttttacg
ttaatgaccg
aaaagtttat
attcaacata
taaataaata
ttatttatac
actataatac
aatactttat
taatagtttt
agtgggageg
geggaacage
ggcgtegeac
caccggettyg
gagacgatgg
atgaaagtgt
caaccacygct
ctegttette
cggcgcgect
agcattgecac
acacggtcgg
tcacatacac
cgatagagtt
gtagatgace

cagtgatcac

cgttttgata
cgtecaatte
acatttttge
cgtcaatatg
aaactacgge
agageaggeg
gattcaacaa
cgcacgcaaa
agtacgeeat
cgtgcaattt
tgctaaatgg
aaatgttaac
aacttgtteca
attaatactt
tttatttaca
ataatcaaaa
ttctettgaa
ggtggagtag
ttgggegaaa
attgtgcacg
ggcacgcetat
gtgtgaagac
ttctgaaacc
getgetattt
gcggegatag
tttcatgtat
agccagtatce
ctegtgatceg
acagttttgg
ccagcacatt
atttttgaac

gtttaccata
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acatttcage
agegtaatgt
gcaaaagccg
gcatgtcacg
ttcgaaacaa
atctteaata
acgttccata
acaaaccctt
cgegtttgta
gatcaactcg
atttgttaat
caacgtgtta
gttctaatta
tggtatttat
ttagtactaa
ataatacttt
atttacgctg
gagtccttac
acgteggegt
cgtceggtga
atgtgttgee
ggcgatgget
gaagtggtgyg
ctgecttegy
tecaatgtege
atgttgtgac
gtaagcacge
cttacaatcg
ctcaaggttt
gattccaaat
acgtagattt

atacacgtga

actaccaacyg
tggtegacge
taatagtcaa
gctgcegecte
tctttgataa
teotttgteg
atgaatagcg
gcaactttat
agecacattge
ttgatcaact
tteotgecattg
agttttttgt
ttgttttatt
taatacaatt
attaatacta
atataatact
caactctteg
gggtttgatg
gegecgacta
ggtacacaaa
aaaactagaa
gtgaagacaa
tagaagtggt
agaccactte
aataatgtte
gecatctcctt
ccattatgat
ctecggcacat
cggtattige
egtagtgacg
gaaacgogge

tagcgacgta

50

gatcegacat
atttttgtaa
aatctatgca
cagttaacac
atgccaactt
taatataagg
gagacgcaac
ttgecaateg
tttttaaaaa
ttgaactcaa
ctaacagcga
tggaaaaata
ttttataaaa
atttacaata
aattacgecta
ttctaatcat
ctaaaacaca
ggcgacagtt
atgatttett
actttettgg
ctegttgtgg
gtecgaagge
agaaggegdg
cagcaatcta
ataagatgce
taactgcacg
tacgggataa
gatgcatttt
gtagtcaatt
atataaaaca
aaacagcate

aaagttttet

15120

15180

15240

15300

15360

15420

15480

15540

15600

15660

15720

15780

15840

15300

15960

16020

16080

16140

16200

16260

16320

16380

16440

16500

16560

16620

16680

16740

16800

16860

16520

16580



ttegeattga
atcttceata
ggtatagata
ctgtctatca
gcattaagee
aacaactaag
tttatatagt
attacaatga
actacgtgec
ceggtgacac
tgtttgattyg
cggatgtgtt
gtttgoccag
cgtgecatage
gcagacaaca
gattactagyg
tgctggagga
atetcatgtt
ttagcaacgt
acgaageggt
gecattataga
atctgtacac
ttgatagtaa
gcaacggcat
acaatgacgt
tgttacgtea
aggettttat
cgacgacgag
caggectcat
ttgtgaaaaa
ttgaattata
gatecgagtat

aaaatctcat

aatttacatt
taaaataaaa
gattgataac
ctaccattat
cgaattgtaa
taatggecaat
gtaccagcec
cacgttggac
gattgaageg
gattaaatge
tagtcagata
tgtggtcaac
caactgtaat
cgaggacceq
ctttgaccge
cogagaggty
cggecactagg
tgttaatceqg
geacaccagt
cacgegtgtt
tggeoctggat
ctectattota
cacggacgca
caacgagcca
cagagggcag
gtagttagta
catggacggt
tacagttgte
gtttgaacgce
attcaatttt
tgaagcgcaa
catcaaagct

cacatactet

tgtgtttgaa
catgtaaaat
cgatbgaettt
agataacaca
aactgcagtg
atgtatcgag
ttttatcagyg
gataggatgg
ttgecegeaa
atgteggtge
tgcgataace
ggccacagac
cgegagacga
cgttactatg
attatgecceg
aacgtgacea
cggttcgaaa
cttaatecee
gttagaccag
acgracattg
aaaagtacgyg
aattattcta
gettttgect
acttateget
ttatcttaat
tataageegt
gtaaagetge
gggegtgace
atgtacggect
gttteggtae
gtttcaactt
cgecattgaaa

gtggaaagea
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gagctgotge
aatatccaca
cetteaattt
aacactatca
attttattta
tactgategt
catacttgea
attacattga
tcaggtttga
ctttgtttgt
cgtetgegge
tgacggtggg
goegt.ecatttt
cgggcacaga
gacagagtga
ctaacacgtt
tgegctgcaa
tocgagtgtet
tatttgaaac
tgecggggga
catcatatag
ataacaaatt
ttgaagtgcc
tttatecttga
tgtgataaca
acatgttgge
tagggacgtyg
gtatcacgtt
tgcgacatca
tgcaagaget
gcacaaacgt
atcagctgea

goattttaag

gatttttegt
tgecegaacge
ccagcaaaaa
gatatgctaa
acattttgaa
gtttttectg
tateggacat
atecgtaatg
tactaatete
tagtgacatt
gtatttettt
cggatactge
aatgagtctc
taacatgacg
taggaacgtc
tegecgeage
egccegagat
ccegaacgtg
gggagagtgt
caggacetet
atatcgeogta
gttatgtcce
cggctectac
taccagatct
caaacaataa
ttgecaaatte
cgegetaata
tacgecagata
tacagacgac
caataatate
cagacaazaata
gtttttgacg

caacgacgty
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ccacacgata
cagcattate
cgegtatetyg
taataatgag
tatttaatte
ttegtgttte
geccaacaag
cgtagaagge
ggcacgttgg
gacctgoega
gtcaacgaaa
tecactaata
aatcagtgga
caactcgcag
ctgtttgace
tgggacgagt
aacaacaata
tgcactaacg
gactgeggeg
atgtgtgeca
gagtgegtta
agtgacactt
cectttatege
cgagttaatt
gtcatttaaa
agtcaatate
attttgttat
gaagatageg
agatttgtgt
aaatctaaaa
aaacagaaca
caactaaaca

ctggacaaca

17040

171040

171640

17220

17280

173240

17400

17460

17520

17580

176440

17700

177640

17820

17880

179490

18000

18060

18120

181890

18240

18200

18360

18420

18480

18540

18600

18660

18720

18780

18840

18900

18960



tcgatctgga
cgcattggag
acagagtaat
acataaactg
tgatgaacgt
gaatagtaaa
acacgctget
gggtagtygga
tgecatttata
ccaccgeegt
tgtgtcotget
atgtgccegt
ttttgtgtec
tgtttatggg
ataatcccaa
ttccaaacac
caaaagtttc
gaataacgta
catactggec
aagcgaccac
tteecteataa
ctaaaattta
cegtggttat
tgttttgetyg
ataacaatga
tacctaatga
atgatgattt
aataaaacat
ctattttcta
actaattegt
tttataaata

acggtcggeg

atatgacgac
caacatgact
gtttttggac
cattgtgage
gctcaacgac
acaaacgcga
aacggaaatg
ttttaacaag
tgttgattta
ttegtttaat
tatcattteg
atctgataac
cgaaactgag
tcgatatage
aaaagcttac
gaccgtgtee
gcceggegtt
tgatgtgace
taaaaagaaa
cagttttata
atttecacatt
caccaacagec
tatcgectatt
tataaaaaaa
atttgtcaca
atacgatagc
gttaaaagat
gtataattga
ttacatattc
ctaaacaaaa
attogetgty

cattgtattt

ageggtgagt
gtatcegacg
acggttacca
aacecgtaceg
aaattggacg
aagaacaaac
aaaaaattaa
gacatgaata
aacacggtea
ttgtatecgeg
ggcaatgaat
tttagacaag
ccgattgceca
gacgacgtgg
gtgaacactt
gtccactatt
ggtgttatgt
ataactgtag
tttaatttta
ccgactgttg
aaagattaca
geggegeceyg
gtcgetgcaa
cggtgteate
atttgcaata
gatgatatge
gataaacctg
aataaatata
caatgecacac
attattcact
ttttatgaac

ttgggtaaag
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ttgacgttta
cgcaagettt
ccagcegacgt
ttgaazacga
acgcagcagc
tcaacatote
cacaaacttt
gttatttega
ttatgtttat
tcatgacggt
actttgggat
attgccaaga
ctatgazactc
acaacatgtg
taatagacta
attgtcacga
tttcgactat
attecgegatt
acaactacat
acaattttac
catcgacgee
acqaagactc
tgatcctatt
aatcaaataa
atttagaaga
caaaaccatt
tgttgtacce
ttatttaata
aaatgtttaa
tgetgttttt
gaatcgtaaa

tacgecaatat

cgacgaatac
gceteegaaac
gagcagcaaa
gtgcatgttt
tttggccaag
caacacggtt
atacaaccaa
tttgtegeaa
taccatgeca
gectttttge
tacagacage
gtttacgggce
gaaagtgtge
cgacattagg
ccgaaaatgg
cgegettgta
ggcgcaaacqg
ttatgteage
cgaccaaatg
ceggecegtt
coatecatttt
gcaagacgac
ctgtggatta
cgtggttgtyg
caatcgagea
gtacccttta
tatgattata
aaatgttttt
tggectatcag
catecatttg
ccgetgectg

ttttagtcaa
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gaacagectt
cegoccaaay
tacgaagaat
ttagccaaca
atgectggage
atagacgacg
aaccgegtgt
gegtataaat
ttgttaaaat
aggggcaaaa
aaaaactatt
tacaatgagt
gagattgaaa
gtggccaatt
ttgtacattt
gaagttgata
tgttecgatta
cattcaacta
ttgettgaaz
ttattgcaac
tteecatecagt
agtaatacca
ttgttatttt
caatacaaaa
tacattaatt
cttggettta
gaaagaataa
tatttatata
ttttaatttt
acatatggeg
ggcettcage

acacagagat

19020

12080

19140

19200

19260

19320

19380

12440

19500

19560

19620

19680

19740

19800

19860

19920

19980

20040

20100

20160

20220

20280

20340

20400

20460

20520

20580

206490

20700

20760

20820

20380



tttaaatctt
ctttegggeg
teggeagata
ttaacttttt
agcgcagtta
atttattgtt
gtaatttteot
atggtgecea
aacaatetat
tttecggtgg
aacatgtege
atcttcaaag
tgtttgtgaa
tttatggttc
atggtgtacg
ggatacaact
tttttcaaaa
acattaateg
atggacgacg
cegetoattgt
tggttgtegt
acgtgogety
taataaatat
ctgacgattt
aaaattacac
getetatcag
caaacatttt
ttaacgeega
caaacgtgct
ttttatttta
atgttaatag
aacagcttga

tattgegaag

ttteoatttat
cgceccagata
tgcacaacat
tattttgcaa
atatgcaaga
caataataac
tattattcat
tecatgtacat
caaaatette
cgtaaattga
geteogetagt
gaaaatcget
tgtotacegta
caaagtcgga
tagtcttgee
tgtettocea
atetgecctte
cecatctgete
gagtaaaata
acggeaccaq
cgcetgetega
tetgetgtgy
ggacgactct
attgaaaaat
cgttttgaag
cgagttgcaa
cgagtacgaqg
aacaaaaacc
cattttgacc
tcagegtgtg
aaagacatag
tegttaacgg

cagaaataaa

atccaagtcog
ctggtttacyg
tttgtegatt
tttaatcaaa
cattttgact
aaatattceca
gtecagtoate
tttaatetee
aacgceteatt
teegttgttg
tttgktetta
ttgeaagtgt
ttgaatgcta
aaaccaaaat
gttggecegge
ttegtgeaaa
gaaacaacta
ctgecacaac
gcacattacg
ctgctggtee
atatccateg
ttcaagtcta
gttgccagea
attcctttta
cggttgagea
aagtttaatt
tttgtagttt
aaactgggec
gtaactttaa
tgacaacttt
ttegtttgaa
gtttaaatac

aaattggtce
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gaacaatcgt
agttcgaget
geagtttcat
ctatttaaat
tataataaaa
ggcttaaaag
tgcatctett
tecgaaggte
ctetgeatat
teacggttga
tecggeaaat
ttttgeaaaa
aaaaactggc
ccgeagggcet
tccaacacca
ctgttcaaat
caattcagta
atcttegtea
cecgtttegt
tecaccacctt
ccaatcttge
attgaagtgt
tgtgegtaga
gtcattccaa
acgggtttat
ttaagataga
tagaacacga
atataaacgt
cgagctaaaa
cgcgacaaca
aattatccca
aatcaagttg

gaagacgagt

atacaaaate
gectecacttg
tgtttttaac
tegettgace
aacaaaactt
ctaacgaata
tgecegtactt
cgtetatttt
caagaggaac
ttatgtaaaa
gaatgeacac
tgttgecaaa
caaagttgct
tgcectgcac
cgatattttt
tagacagtcg
ttgaaaagtt
actegtgtgg
egtgtttcac
ccgatettte
gtttagttge
ttecacagaat
caacgegttt
atgcgeecct
cgacaagtat
teggetaace
tttgtecaca
gtegctaaac
tgaacgagga
ccgecgaaca
ttgaaaacac
acgatcacgt

gtattgaata
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tagettttca
gectttgata
ataataattt
tttettacaa
ttatatatte
gggetttteg
gacgecgtoa
gtececattteg
gtttetgate
cegacgaate
gtttggttec
tatattgttg
tttggcacgt
tettggaceg
atcgggceteg
acaaaatteg
gcctegttte
ctccaattga
gttaaaageg
cegettegyge
catgctaceg
ataagatata
gcgtacacta
ttcaagctac
gtggacgtgt
aactacatat
gtgecacgtea
caaaacgacg
cacgcccecg
cgtattegac
ggcgtttatt
tgtgtgegag

tgcacacgta

209490

210090

210640

21129

21180

21240

21300

21360

214290

214890

215440

21600

216640

217290

217890

21849

21900

21960

22020

22080

221490

22200

22260

223290

22380

22440

22500

22560

22620

22680

22740

22800

22860



accttgtege
aacattacca
atgtccaatt
gacatgatta
gtgtgtttct
cgacacgeag
tgtcaaaact
aacgccgacy
gecgtgotta
caaaagtgte
taaaatggtg
gtttttaatt
caaacagctg
atactactqgg
gcacagaogca
caaacgacecg
gcccatacea
cgacgactac
tttaaataat
ataataataa
tecgtagttg
gtttacgttt
ttgettttgt
gttgtaatte
atccaaatta
tccataaaat
aggttaaagg
tegecceegt
gtggcgcoacg
ggaataactt
tteocaaagtt

gotetgtaca

cgtattgege
tcaacgetgt
tacagtcgeg
caaacattge
tttgcgactg
cagaaaacea
caattactgt
acattgagga
tgeegtgteyg
cgacgtgteg
ttcaacgtgt
catattgege
cgegttctag
cccgatggca
acagtcaaac
cgccgctett
cacagcgact
gacgacaatt
catctagacyg
taaaactata
agaaagtttt
tttgtgacge
ctattaattt
c¢cttgagaaca
ggagttaatt
ggttattttt
ggcaaatggg
ttaacttgaa
gttcgaccag
gegggteate
tttogtegte

aaacgcctaa

gtatgctaac
actagtgaaa
tatggatacg
ggaagcggga
ttgcgtacgt
gcaatgttat
cactcacgtt
aaaatatgaa
geatttttge
tcaggacgte
actacaacgg
ctgatttgaa
acaagcgcge
caaagtttgt
ggaccgacag
tagattctec
ggaatgaaga
tagaagatgg
acttgaatgt
ttttgtaata
gtettgactt
ttttaatttt
cttccaattg
tettgagaaa
attattcatt
attgcgataa
ctgegtggec
aatggcgcta
tatcatecttg
gecattegteg
gaaccgcegge

attcaaaaac
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aagatcgecg
gaaggcaaac
tttgttaact
cttttttaca
gattggcata
tttgtattgt
gataaacgtg
tgecaaagtcet
gtttgegtte
accgatttta
ctattatgtg
aaacagcgte
ctacaggcag
ctctcatccg
cteogeatega
tegettggac
actaaagctg
cgaaatcgac
attagzaaaa
tataatgtat
cataactcete
ctcaaaatge
agattttaaa
acatacagat
tgtategega
gtgttggcat
gataaaagat
cacgtttcta
tgatatgcgg
gaattaaget
actgcettgea

tgattgcatt

agegtgaatc
ccaagtgtgt
tttggecctge
cgggtcgegyg
ctaatgaaga
cggtgaaagq
acgacgacaa
gtetegaacy
agtgttattt
tazaaatatt
gazaaaaaat
gactggaacq
gtgttgcact
tacaacaaat
ttaaaaagce
ggatatgttt
tacgeccaga
gaacgtgact
caataaaaca
tttatttaaa
ttectecatat
tggctgtcaa
tctegctgag
gaggtaaaac
ccatttgete
tgacattttg
tccagttcaa
cgctategtg
ttttgacatt
ttaaatggeg
agtegacgeqg

gttgcagete
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gtttggecgac
gtacagatge
cgeattgegt
agacgaaact
cacctggecag
taaagaattt
tttaaacgaa
ccaacgeygac
tggattagat
tgtggtgtaa
tetccaagga
gcagcacgeg
gcaacggcag
ctattcgcac
acgtggtega
tggecatcgte
gocacggcta
ctttaaaaag
tgtattaaaz
aattgtctat
tetgeagete
tagttatttt
attgagatgc
ageatetttt
gtacacatct
caaatgtcegt
caatececetet
ttceotgttga
catgtgcaac
tcegtatget
gggaaacgge

tgtecaateyg

229820

22880

23040

23100

23160

23220

23280

23340

23400

23460

235290

23580

23640

23700

23760

238290

23880

23240

249000

24060

24120

24180

24240

24300

24360

24420

24480

24540

24600

24660

24720

24780



acgegatttt
gtaatcactyg
teatttetaa
aacgcagtee
tattecgtcaa
tettgeacge
tettgoatgt
gtgttcaagt
tgaaaccatt
gegtattttt
tecaacaagt
aacgaccaga
gaaataattt
cattcgegeg
ttgttgggag
cgttgtagea
gacegttttg
taattaatta
aatttatttt
tttgcctega
cacgtcggee
aattaggcat
agtaaacatg
tttggtegtg
aaccggcaat
tegttetaac
catttgtttt
getttacgag
aaaaccgaac
catttgtttt
gagagatgat
tacttgtaac

aactegettt

tgtaattttg
tgtaattgat
actetggatyg
atttgtcaat
acacgagcat
ggecttegeg
acgcoggacaa
gtttgtattt
sttttagtag
getgeaccga
ceccaaacge
tcaaatgtga
t.ccaatccaa
atatgegett
atttgacgge
cttgggttoy
gteggeatgt
agaaacaaca
caacaagaat
ggtttgcacyg
ggtgagcact
gttggcgact
atggacaacqg
cacacggaca
tetggeggece
tegetttacy
tcaaaactga
tagaattcta
tcgeotttacg
ttaaaattga
gtcatatttt
gcatgatcaa

acgagtagaa

aaacagcate
cagettgtge
cgeaaacaty
acacttacag
gtgateccgac
taagcaatac
attaacgttt
ggacacataa
tatgtgactyg
caacgagagyg
gagtataaaa
tttaaacctyg
cttgttgcga
ccaaaacgtg
caattcaatt
agccatgtey
tcaaacgteg
tgaaagecat
cagcgaatcea
getttcacagt
ttaatccocac
tgggcaacat
ttatgtctet
aagacgattt
gtttgggatg
agtagaatte
actcaagaaa
cttgtaacge
agtagaattc
actggcttta
gcacacggct
gggatgatgt

ttetacttgt
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aggttgaacqg
caatactggg
tgtetaatgt
tetgaatgta
cacggtatge
aaaatgageg
tecatacage
tegtagttga
geccactatge
ttattgtaat
tettgegtea
ttggegattg
aacacgtgaa
tcatcttgea
atttttatat
actgaagcete
attacatgtt
ctgeatecatt
accgettaaa
gcacgaatat
caatgaggac
aaaatcgget
atatggecceg
gggecttace
cggaataatt
tacgtgtaaa
tgatgtecatt
atgatcaagqg
tacttgtaaa
cgagtagaat
ctaattaaac
attggatgag

aacgeacgee

ecgegetgge
cattgaaatt
agtacgaggyg
acgtgttcac
tgtgggcgat
egtegetgat
tcacattgtt
tgtactattt
gtttecaatt
ttttggatat
aaaatttttg
ttategacaa
taaaatagac
aattaagcaa
attctttttg
cacgetgttt
tgetttacat
ageggegatg
attagegget
ggcgacacga
cacggegete
ggctacaatt
cataatatta
gatcatcegt
gccatatgta
acataatcaa
tgtttttcaa
gatgatgteca
acataatcga
tetacttgta
tcgctttacg
tcatttgttt

caagggatga
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gogeacgtth
ttcttecaaac
cggggegtty
caaacaggga
caattttagt
cttgacacag
tattagegee
aatgggttet
taatttgtgt
ttettecatg
ctcagacace
cggegaaatt
gaegteccgtaa
atagacacga
ctttaaageg
gaagcaaggt
caaaatggeg
ttcatggaaa
atttgttaaa
geaacgygttyg
cegatgetga
cactgaccga
tcggaagaag
tgagcaaaac
aatgatgtca
gagatgatgt
aactgaactg
tttgttttte
aagatgatgt
aaacacaatc
agtaaaattc
ttcaaaacta

tgteatttat

243490

243090

249640

25020

25080

251490

25200

25260

25320

25380

254440

25500

25560

25620

256890

25749

25800

25860

25920

25980

260490

26100

26160

262290

26280

26340

26400

26460

26520

26580

26640

26709

26760



ttgtgeaaag
tttgttttte
gcegatgatgt
gtagaattet
tatttaaata
ggcgaacaat
gtttcaataa
gtagtttteg
ctttataata
ataaagtttt
tggegttttg
cgttgtecga
ggttaataaa
agtcagccat
ccccacagea
ttttgaagat
gggtattgeg
cagacttaag
tagattaatt
aaactgtttg
gggegacaca
taataaatcqg
taaatcgtag
gtegtetgag
atcaaaagecc
gggctgctgt
gtttgtgtee
aaattttgta
acagtaaaaa
gtagttgttg
ccacaacecaq

aaaatttaaa

ctgatgtecat
aaaactgaac
cattttaaaa
acgtgtaaaa
aaaatgtttt
aattteactt
agccatggcg
gggagtaccy
egtgttgtag
tgatcecgtac
aatgacgatg
ttcaatggtt
cagctggecg
agaggctaga
aactggeget
tagataatat
cattataaat
ttttttgeaa
cggecagecg
gccatctege
taaaacgata
cteogetttga
cctaattcegt
ttttttggaa
gecaattttgg
aacgtccaca
aggtcgggeg
agcgtttgta
tattcctega
catgttatgt
teggogtgey

tactogacag

cttttgeoaca
tegetttacyg
atgatgtcat
cacaatcaag
tattgtaaaa
tttatattag
tacacgctaa
tegttettea
ttattttttt
agttggeccac
cgatttetgt
ccgtaaacag
ggaatagacg
gctacaagtg
tttatataaa
tgagattagt
caaggtcgag
acacteggte
cgtegeccae
gccacattee
tgggecacgee
ttttgccgga
acaaacgcett
atttggaceg
ttettttage
tggtgaatge
ttgaaaaatt
gcgcacgttt
taagcatgac
cgegtgtgee
tgtaacaaaqg

ttttgcaget
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cgattataaa
agtagaatte
ttgtttttca
ggatgatgte
tacacattga
gacacgacgt
gcttgcccag
gtgecacata
ccagaaatte
accggteccat
caacggcaac
ctcecgtetgg
tgccegtgat
ccagcaagcg
aatttgggec
taataatttg
ttgtataaac
tgaatcgeta
ataaazagat
cgtgteggge
agtagetttt
acctaaatqgg
tagcttgtgt
tgtetttgag
gecgteatga
atcttactca
gtagcttgee
ggcatcttgt
tacacccata
gegatacgeg
tegacagega

tagattccge

cacaatcaaa
tacttgtaaa
aaactaaact
atttactaaa
ttacacgtga
gtatatagga
cttgcggete
cgtcaacttg
dotcataaag
gecacaggtac
gegettgaat
atttactgec
gtgtgtcage
atacatgatg
atttttggeg
tgtgattaga
tgctetggeg
aaatectttet
tgttecttgt
tttegatget
ttaatattet
gettggtteg
gegeacggaa
ctaattageg
accgegtacg
aagtccatca
attagatcgg
ttaaaattac
tcactgttta
tgattteggt
aacaatttat

gtttgattca
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taatgactca
acacaatcaa
cgctttacga
ataaaataat
catttacgat
aagcttaage
tttgaaatct
cgatcegtaca
caatcettgg
acacacgtga
atggtgtcga
aaaaactgcc
agagctgage
aactttaagt
attagataat
taacttttta
tgtaaaactg
gacceggtggt
caatatgegt
catcettgtt
ctaatttata
taaaaacaac
ggagetgcca
tgeegtecaa
catacaaate
attcgtacge
atagegatte
acgacgacag
agtgectcgac
gaaaatcaca
cgttttccaa

ccttaaaate

268290

26880

26940

27000

27060

271290

27180

27240

27300

27360

27420

27480

27540

27600

27660

27720

27780

27840

27900

27960

28020

28080

28140

28200

28260

28320

28380

284490

28500

28560

28620

28680



gtegteagee
ctcecceaag
gteggeetgy
tegtggtgtg
attcacagea
cattgacggg
agcaaaaaat
gecaaacaact
tteacatggt
atatacataa
cattaaaagt
tggaactgag
agacggtgaa
gaaatcgcge
aaatgtcteg
cteoctteaat
tggaattget
cagettttea
caaatcccac
gttaaacaaa
ttegtettge
atttacaata
attcaacagc
gtttacecatg
atttttttaa
gaacatttgt
cgctcaaacyg
ttgagegtgt
gaatcacacc
agtggegtag
aaaatcaaaa
ataattaaag

gegtegeggt

tetataatet
tggeceeggtg
taatttttga
ggtataeggee
accgttgtea
caaaaccatt
tgccgataaa
ggaagattee
gttacgatta
aagtttttta
getggageea
ctttteettt
acgggcaact
gttaacactt
tttaacaagc
tetgecaaat
gegttetege
gtgtgatcaa
atggecggge
atgtatttat
atgacaggea
acggccaget
ttttcatttt
tttgettett
tgcccaacaa
cggtgattac
acacgatgte
tgatggette
cgcctaagtg
aaaaagtcet
aattcaatgt
tatttgttga

tttaacatta

cgggcaacag
ttatattaag
ceacgggegh
gectgttgea
tttataagta
accgecgaaa
gaaggtgtge
aaaactatgg
cgaggagggt
tttaatotga
cagtgttgeg
tectgetgen
tgagcgotac
cgtcgtaaat
tgtaaaacte
ttgegttggt
ttgaagacga
aaatgaacac
tactaggcca
tgttgttaat
ccacgttaag
ggtccatgtt
tgcacacgge
gtaaaccttt
cctggeaatt
tgtgaaatgyg
caacatgtge
cctgaacage
cgtgcaattt
gecaattgect
aattgctgta
geggcacgat

tacggtagte
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cttgeoettgt
tegtttaaaa
ggaaatcaat
caattocace
atagtgtaaa
cggaacccge
cegtagatca
ccgattacaa
attaataata
catatttgta
gegagtettt
getaatggga
agteottaaat
gttacttagc
cgaataaagc
aageaccaca
cgatgtecgat
aaaatctgec
ctegggetge
cactttette
gatatagtta
ggatttgttyg
cgcagtectec
gaaacaaccc
cgtttgtgat
cctaaattag
gogeagacgt
gettgtattt
ttggggggca
attatcaaaa
atcgtacgtg
ggccaggetg

attgecaaac

tgecceateog
tecatttattg
tgecgttgaa
ageggtggag
aatgcaaata
agagacggtg
acaaagactt
tattecagaag
acaataataa
tettgtgtat
atagaagate
gtgggeacgt
ttggocatac
agaggcgcaa
ttatcgegea
gtetgtettt
cggteggeca
aattegggect
ttgatcttag
ttgegtttag
atgttettte
taagagectcg
ggagattgtt
gtttgtatte
gaagacacac
ctettatata
tttetgtgtt
cgetgagagt
tegttgtcta
egegeettga
atcagttgtt
egegetattt

gtgcceggea
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tatecgatecac
ctteetgeac
gggaaataat
goaagggoge
ttcatcaaaa
gecgatetta
atctttgegg
gaatetacte
aaaccattaa
tategetaac
gttgtttgge
actctgtagt
ttttagtgat
cattgtgatt
tttegeaget
ttttgcteoge
tttttttgec
tgtttttcac
tgtaccaact
acattttgeg
tttccaagaa
attcecagttt
gcteceggeac
ttgatgatat
cttacgette
ttcttttata
categtgtge
caagcagtoe
tctttttcag
cgctgegeac
tgtcgttcat
cgraattgaa

acaacttcac

28740

28800

28860

28920

28980

29040

29100

29160

29220

29280

29340

29400

29460

29520

295890

296490

29700

29760

29820

29880

29240

30000

30060

30120

30180

30240

30300

30360

30420

30480

30540

30600

30660



ggtgtacgtg
tatcaaatac
gatgaacgceg
gtaaactttt
agtgtegttc
caggacagac
tatttgacac
tttacaattt
ttgeaagttg
cccegttgtat
aatgtazaca
aattttttta
atgatttaac
cgataattta
ttttatagee
caaagcattt
cattgcgget
taatatggac
tttaaactte
cacaacttta
ttgattgate
tgectgtttyg
gtagtatttt
attegttgeg
gggcttetea
tttgtccatg
cgtaatgtge
cgcaattgat
acaactccaa
cgttgaaceca
tttcaaacge

aaaacataaa

ttgggtttgg
ttgtaggtga
ctgtcaaaaa
gegtcgcaac
atgtcggegg
ttgtecgget
ttaaaaaatt
atcagtttac
actaaatgac
ttgaaaaaac
tgcaaaattt
ttatttatca
aaaagctttt
atttgtttect
acgtttatgt
gttacggcaa
tttaaaatta
aaacatecgge
tttgttactt
attaaccatt
tegagecace
attacgggtt
ggcaggcaat
tacgaatega
caataataat
attggctecag
aceggttege
tacacgattg
aggattgtaa
ttecagagee
aaacttgttt

attgccattt

cgttcacgtt
cgcegtcate
accggccagt
aategcgatg
cgggcgegtt
agattatcat
gcgcacacga
gttgaaccey
aaaattttte
tttttttcac
tgttactcte
acgatggeca
cgtatagcgg
cggttggcag
ctttgecacag
atgegtagtt
cttgcaagca
gaaacaattt
gttttataat
tgtgcgeata
ggcattggte
ctaaaagacy
aatcaaaaaa
gtttttecaaa
cttegttgta
tgtaacgatt
acacgtttge
tgttgggegg
agegecagatt
acgattgtgt
tttaggcaat

ttaaagtaaa
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aatcaagttg
tttecattgt
ttcttecaca
acctcgtggt
cgcgectecegg
aaacaatcct
gcaccategt
ttttaatttt
ggttetgeaa
gcggegacaa
gtcaaaacag
ttgtaaattg
aacttcaatt
catttcatgce
caaatgtggg
tgatttgacg
ttgtacgaat
gtaataatta
aaataaaatt
ttgattgtet
gtttgatace
aaacagcage
atccgtaage
aattactttyg
gaacagaaac
gattcaaatc
cgegtatgta
cgegttttat
tttccagagt
acagcaaaaa
agtagtaaaa

attctacatce

cegogeacga
aacgtaaatg
aactcgegea
atggaaattt
tacgecgcgac
geagegttte
ttgataccta
ttagatcegt
aacegeecett
ctgettgtat
cggttggegt
tegtcattta
ccecttggaac
ttgattaaca
ttgtegacaa
acgcectttt
acctcetttgt
tgaaatccca
tgctgaceca
egttgttecec
gtegttaacg
gtaaatttgt
aattctctge
tttgtatgaa
ggtttgcgag
aaaattgaca
atccatgttt
tgaatttagg
aaacgagttt
gaatatttet
ttttaacgaa

cgtgacgaac
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cgectacgta
geaacttgta
cggetgteote
tttctaaaaa
gggcacacag
geattttaca
attgcaacta
cettgtteag
gtetgtteca
aatattgecce
tecattccat
tacgcatcat
atttttcaaa
atcgectgac
tgtaatagtg
tettgacggg
gtttaaacaa
aattgcaggt
tgtetgegee
aaccggaaaa
cagacgetee
ttttgogteyg
atctattaat
aataacgttt
aattggcacg
acacgtttge
atttegetgt
cgacgegteg
aagtggecac
ttgtegacat
ttgtataaat

aaaaggttta

30720

30780

30840

30800

30960

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



ctattttgtt
cgtecatcte
cetgbtgeaa
atttcttgga
acttttcaaa
gatgtttgaa
gacccaacgt
egagateate
accaccgate
ttetggttag
aacgktgeaaa
cttgeactte
cgtacaaaac
gctecaaceg
agtacgtggg
getattgeac
tatgcggceg
agcatccaaa
acgtgggcec
aattggtegt
ttgtgcaaaa
gtgcgataca
aactcgtcgt
cgagegegea
caaattgcaa
acatcaaacg
agaaaaaaac
geteteotgtg
gtgtcctttg
taacatttta
ggtgaccacg
aagtctgttt

ctgeaagacyg

cteogaacaag
gatcaacaac
cgattecaca
aaacacqgtgt
cgtegegtet
atccaaacca
gtagtgatet
aacgtettte
teggcacaca
atttatatag
atcaaacatt
gegetttaca
cagcacttea
ggtgacaaac
cacgatcgec
gcaacaggat
tttgecgace
teceggegttyg
gegttacacg
gtacacgege
tttttcagaa
agtagcgaca
caatcacgtt
ataaccataqg
ttgcaagaat
cccaatctat
ggecggecea
ctaatgttaa
tctttaateca
aagtattaca
tacgacgttt
tcaacceget

ggegtgeaca

tgtgeoeoaatt
acgtacggeg
gegtecgace
cgtttgataa
tececaaccac
ctetgaatta
tegtaggege
tgttgcaaaa
agetgtagea
tegtcaatat
tttatgttgt
aaacgaggta
tattocagtt
atgactatgg
acaatgatga
goggattett
tgcaattttg
gaatatttta
tacatgaatt
acgctacaag
acaagctaca
ttatcagttt
gattagataa
tttaatcgaa
tttttgacca
tggegeatea
acggeggegt
togeaaaaaa
atcattgggt
aatctttgga
tattggcaca
ggcatcgagt

acgecgegty
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ttettaagta
ttttggaatt
aatatgacgce
cetegotgat
gcaccgaaac
acttggttgt
geteccacat
ttegeegeaa
tttttaaate
cetegggegt
agtcgaatet
gegtgtaate
tgcacgettg
azaztaacgc
aacgaacatt
tgtgcgtgte
tategtteeg
aatttgaaga
acacgetttt
ctaacatgta
aacatgtteg
acgaacaaat
tgtcegtgtt
gagaatagcc
agcgccagac
gaaaaaaggc
gcttgecegac
caacteteta
aaccgaaaac
tgcecgacacg
tttcaaattg
tgttetagat

cgetttgace

caccattgaa
taazattatt
tgecacatet
ggacgtgatac
gggegetgte
gattegtatg
cacgttacac
acgegecaca
gtgategete
ggtttgegte
aacaaatcca
gaaccegttt
cggcaazaat
ggaattcaac
gaacgtttta
agacgacacy
cgtgecacate
aagtetggeg
taaaaacgtc
egeggacggg
tgtgtatgtt
tattgaagat
aaatgtgata
gtegccacaa
aacgacgatc
atacagtgga
gacatgggac
caattgaaaa
aagaagcatg
gttgagcatt
atcaaacaaa
gaagcgcata

gcaacaaacae
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tttttgtegt
ctaaaatttt
agacagatgt
gattgtaaat
gtgtcggget
cteaactgtt
acaaatttga
tegecettgt
aagcoctattaa
atgtctgtaa
teggegttea
aaatagattg
tgtgtggtgt
agacgactag
cgacagcagyg
geggectggt
gaccagtttg
caacgecaac
gtggccctea
ttgeegtatt
agaaaacttg
acaataaatg
tecttagatta
tggataatta
ccaactttga
tgattaacag
teggcaaaac
ctcoctaatagt
atttaaattt
accacattgt
ataaacagtc
ttatcazaaa

gatggtgeat

32640

327040

32760

32820

32880

32940

33000

33060

33120

33180

33240

33300

33360

33420

33480

33540

33600

33660

33720

33780

338490

33900

33960

34020

34080

34140

34200

34260

34320

34380

344490

34500

34560



taccggeoaca
atgtegteet
aaatcgcata
ttctaacatt
aacgttgtac
gegtgaaaac
actgaaattg
ggaaacaaac
cttggtagac
ggaatattta
cacgggccaa
caatactcaa
aataggcgga
ggcgcaagac
aaatgtggaa
gtttgtcaac
caacttgtag
agttggtgta
accaacggeqg
aactaaaaat
cacgacggte
tacgactcga
cgeghaatceg
aacttgeege
agaaaaagtt
tgcaccgact
attagatata
cgtgttggtt
aaaaagtgtg
gegtgacgac
tttaactaaa

tgatggtcgg

cegateccaca
tttaacaatce
aaaagtatta
cctaaacaca
gataaattaa
gaaaacgeac
aggcaaatct
gactgtttta
gacattttga
aaaatatttg
ttaaaagtgg
catcgaattt
aaccacattyg
cgaatcagte
gacaacagca
acggtctttg
ctggtaagte
cttgtttaag
catggccatt
tggcaacgge
gegttaagac
cegtegateyg
actttgcggg
tecaacacaga
tegecagttta
gcgacgaaac
aattaaaata
tacttgtecge
ctgtttgcoea
aacgacgacy
aaaataataa

tatgtggtta

acaagcattg
<caagagtgtg
ttaaaaaaat
cggttgagta
agtgtgaatce
taagecgatt
gctgecaccc
aaatggatta
acacaageaa
aaaacttttt
aagacaggat
tgetgettte
taatgttgga
gtatgggaca
tecgaaaaata
aagagactect
gtcatgaaca
aaaacgttta
gttaaaaacyg
gtttegatte
gcaagegett
acacggetge
cattcgcaac
atgcaatgtg
cceegeegtt
ggtaaacgtg
caaaactttg
cggcgcagat
gcaactetge
accectattt
atgtttataa

cacgcgacgt
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ggacatgtac
gaaaatgtta
tgttttaaaa
tgtacatgtt
ggaagaggcg
geageaaatg
gtatttggec
tatgagecage
cgacaagata
taaaczaaaa
tttggeccgag
cattaagtgce
gectcattgg
aacaazaaac
cattaaacaa
gctcaattac
cccgatatge
gtaacatgte
gtatcgtget
caatttacce
cgagttttgg
aaggtgttca
aaaacgetgg
aaagttgteg
acctatetge
gacaacacgt
taacatgttg
tctaaattta
aaaagttaac
ttactacaaa
taaaactgaa

tttaatgtge

tecgatgatta
aataaaaaca
cgcgacaaat
aattttaatqg
tatgtgaagg
cagcacgtgt
atgcacggta
aagtgcaaac
atattggttt
aacattgcta
acgacatteca
ggcggegteg
aacccgcaaa
acgtacgtgt
cgccaagaca
gaagacatta
tacttgctat
ccctteggee
gtgeccacgt
ccaccgeget
cacgeteget
cggtgeggeq
aaatcattaa
acagtgeatyg
attgcggaca
gtcctaaatg
ccctacgaaa
aaccttectt
gaacgcatca
cagttcataa
aagtgtatta

tttgtaaaca
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attttttgea
acgactcetac
ctgaaattte
aagaagaaaa
ctgtggcage
tatggotaat
aaaatatttt
gagtgctega
cgeaatgggt
cgttaatgta
atgatgctge
ggttaaactt
ttgaattgca
acaagatgct
aaaagattge
aaaaattttt
gtttgecgacg
gotgegtttt
tgttegtegg
caacaacatg
acctecgetg
ctacaacaga
aacggataga
catgegttge
ttegtgtetg
taaaagcgge
tggtgattge
ttgcatacca
ggeggegage
agattaattt
gagegacgtt

agagttatat

34620

34680

34740

34800

34860

34920

34980

35040

35100

35160

35220

35280

35340

35400

35460

35520

35580

35640

35700

357a0

35820

35880

35240

36000

36060

36120

36180

36240

36300

36360

36420

36480



gaagcaattg
tagtccagaa
gttggegtet
aaaaactgtyg
tctategtat
aatagcaata
ccgotoaatyg
aacaacagea
tggttcaaaa
aatagaaatt
gactttggta
gacacgttat
tgcagoaaac
tggtaccatt
gaaacgcagc
cecacgygcey
gtgecctaca
cagggaatac
ttgeacgteg
aattcatact
gtgggtttga
gtecatgtcte
ttggcegtec
ggttecggttg
attcaagcge
aactataatg
atcatgegea
acggctatag
atgaacaatt
tattacaaca
ctaagcagag
aacaacaact

acaaacatca

ctgegegagg
tttggttttt
atttgtttaa
tgtttacaat
tgattattgt
ataaaaatga
ctacaaccge
tagtggectt
ataatectete
ggaacgacaa
ceghgtgeea
accagaacec
tgcocgatea
tcacaatcac
attacgacga
tcaactcgat
cgtacagtca
aagaaatcet
attegatata
ttacgtttge
cgagagccat
gaaacggcac
attecggecga
tgggcgtaac
ccctgtggac
ccaacacyggt
teccegtegygyg
ceaaaaccga
tgcaatttaa
ttggegtgga
acacgtcggt
cgtcggaagg

acgtgectte

ttgacacteg
atgtaaatag
aacactagtt
taagaaaaat
catagttgta
tgccaataaa
tactactace
teggecaaaac
atattagttt
cacggtattt
cacgetcata
tgaattgget
geagoageac
aatgcccgag
agctgegtee
ggagctggcae
aatcttgege
aaacacgate
catcgatcac
ctattacacg
cgaaaacgtyg
gttgtactct
ttactccaaa
gaataggttg
catggegegg
gtegtttgag
caccacgtee
cacggecgge
atcgtgcacyg
accaaacteg
caacaccaac
caccacgtte

tetgacegtt
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cattacacta
caaaattatg
cggcaaatge
ttgtattaat
atatttttaa
aacaatgcett
actgecgttg
aacattcaag
agccaaaaaqg
gacaatttga
gggtattgeg
tacaatectea
caacaagcgc
gtgtttatga
ctcacgegtt
cggacggcaqg
ggatattcat
gcogttteegt
attgacgtge
tactattttyg
ggcagtcceg
aacgtgatag
gtgttgacca
gecttactacg
cgcatttgga
tegggtatta
acgcagtegt
gecattttgg
ttgttctacg
ctcaacaaca
gatttgtcat
aacggtgtgg

cgaagtecca

cagcaacttg
tttgtgttaa
gagtaggttgy
aataagcaac
tatgtttttt
ttattgatet
ctaccaaccac
aactacaaaa
ctgaaaaggt
gteegtggac
tacgetacaa
ttaacggget
cot.ggggeaa
acattaccat
actggctcgg
gcaactcaat
tggegcaaat
acgtgactca
gegettacgg
gagacgaggt
agggagttgt
gcaactttat
aactttcaaa
aatcecgatec
atcggcgegg
ttttgeaaag
tcagaccgac
tgtacgocaa
atcacggcat
caaacgggeg
ttgaagcgea
tetgteateg

attctagegt
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ttaaaatgta
ctgaateggt
acaaaaatat
attegacatg
gtacctatca
caatcecttyg
taccaacaac
ctttgaacga
ggtaaatcece
aagegttecg
caacaccage
gegeateatt
ggtecgoagat
tgtgctaaac
cttgtatctg
gegeatgggt
taggcaagag
aggcaacggce
ctatttgata
aatcaacacg
ggtgccagge
tacgtatccg
aacatattac
cacaaacaac
cagaattate
tttgaacgga
cattggccaa
gtttgeggaa
gttccageta
ggtgattgtg
aagaattaac
cgttectate

cgaactagte

36540

36600

36660

36720

36780

36840

36900

36960

37020

37080

371440

37200

372640

37320

37380

374490

37500

37560

37620

37680

37740

37800

37860

37920

37980

38040

38100

38160

38220

38280

38340

38400

38460



gagcagataa
aacgtcgaag
tatgtaaacg
gaaaataaca
ataatgaatt
tttgtgtatg
gaaattgtgt
aagactgata
tttatttatt
ggacatggaa
catatatttg
atctagtegt
gcgagtgact
gcatatatat
catttagttt
aggtgtcttc
ttttatcace
tttctaaaca
aattgtegta
ttccatgeag
gttgttaaca
tteccaatttyg
ggctitageca
tttgagaacy
gcocatttget
ttgcgteatg
gtaatcgeta
cgtgcagatt
tttcatcagt
ggacacgttg
ttgcaacgac

atcacaatca

ttagttttea
gtcattegga
tgggcaacgy
aagtgtcttt
ccttcaccte
gaaacggttt
aattatattt
ttgttgttgt
aaactgttta
ttgcgcagaa
atttettect
tgggcgacct
gtgecgctcca
cgttaaacgt
tataacageg
gacaggtacg
gtttattatt
attcactttt
ttetattaca
cgcatcecatt
atettgggeyg
aacqggcagtt
aaatgacaca
gaaaagtttt
ctaaactgea
tctttgcaca
tecggaatte
ctattgtegt
acagagctge
ageggeacgt
acgqagcgega

aaagtagegt

aacaatgtac
ttecetgaga
cgttaaagec
catgtcgget
tatcggegaa
caaattgaac
agggagaatg
tacaaaatayg
attttaatge
aagtcttgat
cgatttgeat
cgccaatttt
tcatectgge
ttatgtttac
teggtaattt
attattttee
ttgceccaaac
ctattategt
attetgegge
tegtactgea
ctaaaaagca
ccteggacat
agtaatcgece
agttgtecge
gaccettett
cctgcgcaaa
ccaaatgtte
tgttgaacac
gectegttaac
tgeggteaca
catgegaggt

gcggcagcaqg

ES 2 542740 T3

acggccacgg

gettttagag
ctgtttaatt
aacgaagaca
ccagctttge
aacagcacgt
tgatattcaa
ataataaaac
taacgegtad
agtgtecgatt
tteccaagttt
aaataataca
actttttaat
tttcacgtta
tattttttaa
cattgacact
acacgtactc
gtacgcaatt
atttataaaa
aatgecggege
cgecaacacyg
gtatattgte
cgcaaaagtyg
geteatetge
ggaacacgac
ctcgacgcte
cacgtcgatg
gaacgccatc
geatttgaca
tcectatatttt
gtacataace

atccttaaaa

ctteoggectg
ttaattccga
atccoctgggt
ctactatacc
aatactctcce
ttgatttaca
aagactgact
aaaaaataaa
aaatcacget
tettegeegt
gegtattett
ttatccgaca
gtgaatatta
gctcgttteca
agtaaacaga
gttttegtge
gtttettcote
aaaagtaaac
tttattaatg
aattaaaaaa
cacacgtctt
acggtgggeq
tgegttacgg
acgtbacgecyg
acaataatat
gacatgtgga
cacatcaact
acatcgecet
attttactta
ttgaaacecct
tgecatgetta

gtttccacea
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ttacaaatta
cgaaaacatt
aatggtcaaa
atttagegtt
atcaaattgce
atttattttt
gttaacacaa
ttaaatatta
gttecgacgt
cateccactte
gcaaataata
ccaaatgcca
aaaggttgtt
ttgatgtaaa
ccaaaatcaa
acagatataa
aagccaacta
gaagcegcetac
ttgacgcaaa
ttteectegte
taatgcaata
ccaaaggage
tttgetttge
agccaatgte
cgtggtcegaa
cgacgcaatc
tgagegtgta
gatcttcege
aactgtttat
cggegtgtag
cgectogatt

gectettcaa

38520

38580

38640

38700

38760

38820

38880

38840

39000

39060

39120

39180

39240

39300

39360

39420

39480

39540

39600

39660

39720

39780

35840

39900

39960

40020

40080

40140

40200

40260

40320

40380



aactgogecog
ctectttgata
gtttgeaate
tggacaccac
gcaaacttte
gagtgeette
tgtegggtgt
gegggtegte
actggegaga
ccatecacte
atatttttat
tgtegeegtt
taaagtaaac
accgtcggec
acagcacaag
ctaaacacga
tgtataaaca
tattgteteg
ttaccgecac
acacgggeat
tatgaaataa
tgacgtecate
tatagtggta
actttttttt
tettecaatte
attttaaaca
gaacgtegtt
tttgegeaac
ttttgccege
ttttttgett
cgacgcgata
gttgattggg

gecegttgac

gttttaaatt
caactaattt
gtgcaagegt
gttgaacteqg
cgacattctg
gacttttteg
attattaaat
atgattteeca
caaaaacgayg
ggteaggtet
tecttccaaa
aaccaccatg
gtacactttg
gtegtacacce
teegtegtet
ctgettgggy
aatgggcage
caccaacgte
agagtagcea
ggcattettt
atgtataaaa
gttttctacy
ttegtagggt
gatgcatate
gatgggcegee
ttttaaattt
gaggtcgtec
catttegtag
cacggtcatt
caacatttte
ttttaacacg
aaagactttg

tatacaateg

ccgettogaa
tacgacgacg
tatcaatttt
cagoagtttt
ttgectacga
tgtecagtgt
agcatgtatg
cegegoacea
acgygegaca
tegetgeggt
tegttggtgg
ctggegtega
taaacgttaa
caattaatct
agcgcaacgt
cocgaccacaa
gecaatgtgeg
cacaatttaa
tttggtaaac
agattggtta
ttacgataat
atcgtacact
gtcaacaata
attccttegt
atgtttettt
gtgggtctat
acgaacgcega
tecacgttgg
tcgccgtgaa
tggegecatge
ggcaacgaaa
egttgcttge

acaatctttt
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catttttage
atgegagett
teattategt
goggcaagtt
acgattgatt
ggcttgtttt
gtatgttgaa
catatttgeg
ggcatatttyg
taaacacacc
acgtgactat
gtttttecaat
aattgoogtt
ttgegttget
aatttttgte
gettgecoctt
gaatgtacgg
acattttatt
cegatacgca
gggacacaat
aatactgctce
gaataatggyg
cgttaatgtc
gatgattaac
tcatagtgta
cattaaacge
ccagattgtyg
gceaaacatga
aaaaactgec
tgtegttggt
tttcaatatt
taaaagtttt

tegactettt

agtgattcta
ttattecaace
attgttgeac
ggaccegeag
ctttgtecat
aataaattet
gatgggataa
cteaatttta
ggegtgegta
tttetgacog
gactatttta
tttttgattt
ggtgcacqgtt
caccaacaca
gctactatte
caatttgtte
atctteggeg
gttgagcaaa
atttteoctet
caatttgggt
caacttggac
attatagtat
ggcttegttg
gtaaagtatt
cacgataaac
gatcagecaac
ttttagcaaa
gttgeggeaa
aataaattte
gattegegee
gttattgctg
cgatacgcaa

gttgtacaag
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attgeagetg
gagecgtgeat
atcaacagge
cgcatacaat
tgatcgaage
ttgaaaatat
cgettggegt
tcaaaattgg
ccatcettegy
tgaatgecace
agcataacgt
ttaatttgte
tecaattttgt
ccggecatgt
gtaaacttta
actttgttgt
gtcatgagtt
atggacttgt
ttgtactcaa
acgggegtgg
atgagcgatt
atagaatgtt
ttcacccgea
ctgtctgtaa
gacgtgtttg
gagtegtett
tattgaaatt
aggaaaaact
acaaaatcct
acctegttge
ctgttgtcct
tatatgagac

acgctttgaa

404490

405040

40560

406290

40680

40740

40800

40860

40920

403980

410440

41100

411640

412290

41280

413490

41400

41460

41520

41580

416490

41700

41760

41820

41880

41940

42000

42060

42120

421890

42240

42300

42360



ttttacgacg
gttgatagtt
atacaatttt
ttatgtgtte
gtttcecattt
ctacgtaate
ctagttggat
gtttgcaatg
tcattatgtt
tgtttgegte
cgggcacaca
acttgcgtte
aagtatattt
ccacgtccgt
cggteggttyg
aaaaatgaat
aaaatgcaat
atggccaacg
tacaacacgg
agtgtcaaaa
tegtacgate
caaaaactca
aacaacccag
agggcaatta
attcaaatag
gccgaaaaaa
tgtecctttaa
gccatgactg
tacaacgtgg
gaggatttaa
aaacaattgt

ttttttacaa

cttgttegee
ttgcaaaatt
gttggccaaa
cacgagttgt
geccgetgttg
goetagegtac
tgegegattg
tttggegtat
gggaaaacte
gacatcgtec
tttatgeatt
ttgaatageg
taatttgtat
catcgtgaag
ttteggatga
cttttttggg
acgttccgga
tggtgacgaa
tgegtaacgt
agcaatacta
cattgattac
gaaaagcttt
atgtagtitec
aacaaaaaac
attggaaaac
ttgtaaagcce
aacacaacceg
taaatgacga
ccaaaacaga
gaaacgcttt
aacaaaaata

tgcgtetgtt

acaegtgtacg
gtecgaagtta
ctgtctatag
tgcttgtgaa
gccagatatg
acgtoetegag
atgtgecttet
agettgtegt
aaaaatctge
gtttctctaa
acgcaactga
caaaaaagca
ttattttcaa
cgattactge
aacggccaaa
gttttgcaac
ccaaaagttt
acaagttaga
gttgatttta
tgacgatgtg
ggtettttta
ggtcaatatt
gtatcaattt
taaaactata
tcttteocgaa
ttgttttgag
aattattgte
cactcgattt
aatggtgaac
aaaatcttac
atttacatta

gtecegtegag
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cegtegtegte
ataacagtte
aatagtttat
gcegtgttgta
tttccagecac
caaacaggac
cttgatccac
agaaattgtg
egtecageat
attgcttgte
gctgttcatt
tacgttcatt
ttctatcgta
gcactaatta
cgecattegac
ttggaagaaa
gacaacgatt
cogtataaca
ataaazaatg
ttaaaattga
caaattggeg
tttactaata
atttttggca
attgtaaaac
gacgaacaaa
caatttggca
gagtatgcaa
acagttacag
cagcgaattg
acataaatta
aaatttacaa

cattgcaaac

ggeegtettg
tatcaaatag
gtcgtgatte
ttcgaagaga
agaatttaaa
gtegtettgt
gttgecgtac
caccaaaacq
aaaagttceqg
taagegegtg
aagagcgcaa
getgtttgta
caactcgttg
tgtctaaacg
aaaacgaaca
ttgattatta
ttattttaac
gtatcgacga
cgegtttagt
aaaaaaatac
aatctgtaaa
aacccgacaa
gagtacaaaa
gtectacaac
aaatgactag
ctatattaca
actcagagte
agttttecgt
agataataag
aaatatcgaa
gtttttttet

atattgtgga
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tcgagaacte
gegtgettgt
ataataattt
aaatcgagceg
tettecgteca
ttgtegtaaa
azaaacatgec
ttgttgttea
ttaatattgt
cegaatataa
cacaaataag
gegeaatcaa
aaatcttgasa
tgttcgtgaa
ctgteatgee
tcaatgttta
agtgtacaga
aaagcaccat
gottagtaat
agacttggaa
tgaagaaata
gtecggatata
attgtataac
tatgaacaga
acaagaaatt
catatacgta
ggtacaaaaa
ggttcagtac
caaggacatt
caaaggaaaa
agtgtegtac

cggegcaaaa

42420

42480

42540

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

44229

44280



tagcaaacaa
aatttttecat
acacaaacat
ttatgggaaa
acatttggea
ccatgacgte
tttggtacgt
gecacgtcat
tatttaaaga
acgataacgg
ttcacgaaca
ttataazaata
gagaaactaa
aacgcgttac
tgcaatcatg
agataattta
cgatcaagtt
ccaageegat
gtaacaatta
gegbgttttt
ccgaggegag
caattcogtac
taaagatcat
ttttgatage
tgcetcaaag
aaagtgtega
gtattgtttc
acaatacagt
atacttctat
taaagtgctyg
gtgagatcac
aacgatacag

gegaaaacgt

aaggcacgtc
tgtegecaaa
gtacaattge
caaacacttg
aaatgegteq
ttgggtecac
gttagagtgt
tatgttetge
ttattggeea
gggeatagtg
atgtattcag
ttattttaac
agggtctata
acaggaagac
acgaacgtat
tttttgatag
agacctectgt
gcaatgetgg
ttcagatcea
gaacgageac
aaaaacaatt
ggaacatttt
catcgatgeg
ggaccgcatqg
cgcegtacatt
cgtttgtaat
tacggacgaqg
cttgaccegea
ttcaattata
cgatcttaat
caaaaaattt
cgagttaatc

aaacaaccaqg

egegetetoa
cgtegeteeg
tgtegeggey
tcacaacaca
caatttttgt
ttttteaaca
ttttgataag
acettttgtt
acgtgeacga
geaatgocag
cgttggegte
ttteoecocaa
ggcgatcacy
gecectggaca
ggttcgegac
ataataatta
gecteggtga
atacatecte
gataacgaaa
gegaaattgt
ctcaacgeeg
agaagcogtoy
gtcatcaagt
tatgtegatt
atcaaaggag
gaactegaat
tcacgtcagt
atteottaaac
gtcaggaatt
tacggcggeg
tttcattacg
gegegecaat

ctacacgete
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cacgetatte
ctgectectt
ttaattgteg
aatactegtt
acggacgaga
agacactttt
ctttgataag
taaaagacag
cagaatgceea
acactggcat
gegaacatac
aaacactaga
aaattgatag
ttgaactcga
ggacgtcaac
cattatttta
aattaacgec
gacgagcgaa
acgacatgtt
attateggea
acagcgtgta
acgaggctgyg
acattggcaa
taatctatte
attacgcaga
atccttggaa
cgecaatacat
aaaacaatcc
tgggcagctg
tecegecggg
caaagtgggt
cagaaaccgg

gagatgtgtc

taaaacgatg
ccaataacaa
ctgtttttee
aattgtcaca
ttctatgega
atatttgtga
tttaaaactg
aaattactat
gatatgtett
gttaaacttg
tegagateee
ggagtgcaac
cgtttacaaa
ttttaggcat
ctgatcaatt
aatgtgttog
cttcaaaccg
ttgecaaagta
geacatgacc
ettgttgege
cgagtgeatg
cgaacacaac
actggccgac
cgaatttagg
aagcgatagt
attaattacg
ttategecact
attcgacgta
tccaaacaat
acatgtcatg
tcgaaatcec
eggcggatet

tcaattacat
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aatcecatatt
atactcagaa
aaatagteta
accgacaagce
agttcgttgt
tttgtacaac
ttoggagtaag
atgttcaaac
gagaaaattyg
gaaaagatgt
tttaategtg
gtgatgette
agogtttate
ttttttaaaa
gtgtactgaa
accaagaaac
atgcggecge
acgegtecac
gtgttaaaca
aacgatcaag
ttaattagac
atgagogttt
gacgagtaca
gecattattt
gaaagceggge
gegaacaatt
tttettttgt
attgcocgaaa
aaagatcggg
tgececegecge
aacaagtaca
gegagtttac

ttattggatt

44349

444040

444640

44529

44580

446490

44700

44760

44820

44880

442449

45000

450640

451290

45180

45249

45300

45360

45420

45480

455490

45600

45660

45720

45780

45840

45900

45560

46020

46080

46140

46200

46260



gggaaaactt
atcgecagta
tccgacgtgg
gaaaacacag
gccagtgcaa
cagecacacta
aaaaaatatt
caaaaaacec
cgaagtgage
tcggtgecct
ttetgeoeecta
ttatttacge
aaagggattt
gaggtattat
tggagtttga
ctcaaaatga
acattacttg
taattgtgaa
acgcgaccga
tggccaagaa
ttcaaaaacg
cettggateg
ttgtaataat
ttttgtttta
gcattaaatg
tcgtcttcag
tttgatttag
actatctecgt
acttttette
ttttatgata
cattgtataa

ggttgtactg

tatgggtgaa
tttaacaget
tgacaattgt
tagaaagcaa
aattgagttt
cgtacgacgt
gacatgctge
tecgattatt
gtggetgaat
aacgatttta
ttttaceecte
tagatattgg
gagcttcata
atcaggcagt
tgatgtagtg
agagtacatt
tgatctgtcg
acaaatggag
caacgacaac
getgacgeeo
taactgeata
tgaactagaa
tatcttcgte
ategtttgeg
cectettage
tgtcataatc
ttttegtaga
aggcggcttt
gagegetttt
ctttgtaaac
catatcggga

tatteggttt

ttcagcagtt
gacctatttg
atccacaatc
atataaaagc
aagcgaatat
ggteggeaag
gatcaatcat
atgtagtgtt
acatagaaat
ttgtgaccaa
tgtgttaata
gtttaaggtt
taaatacaat
cgaacgtgceg
ttagatttga
atttttatga
cttgaaacgc
tttgagcage
teceatgataa
gacgaaacgt
cecteggeeoe
ataaaactat
ctcatcttcg
cgtegacace
gacgegeegt
cgtgctagtg
attgtecgeg
gcgeggaatc
ctagetttat
gtctegacga
atttgataca

ctgtatotgt
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attttggtet
ttaaacaage
atgaaaaaag
aacagtgtgt
tacaazactt
cgagattaca
gcgacgttte
atgtccaaag
gcataaaaat
ctctazaagt
aagtttgttg
cttagaaata
attcgectega
cgatgzaaca
ctagtttaat
atgtazaaaa
tgaccgtgtt
cgcecaaactt
tagacttgtg
atcatcagecg
caatecgagte
acaagtagaa
ctggtgtecat
acttegecga
ttacgactac
ttttegttgt
ttatcgtege
caagattttg
gecatagcaat
ataacttttt
ttgtaattag

agtggaatae

geacgcacac
attcttatet
tagcgettgg
cgtcgteatt
ttgaagcaaa
cgaaatttga
aagagtacaa
tgttattttg
tttaacacga
tggaataatc
tttgtatttt
gagttgtatt
caagcggttt
tccegtttac
atttttagag
ggcgttttac
ggtgtacgaa
tgttaatttt
tteegacgeg
egtgtcegga
ggacccaaaa
aaaaattaat
aatgcggtag
taggaaattt
taaacatgtt
tattttctat
tttegtegat
caatgtatct
gtettegteg
ggcgegagga
aattaagcaa

tctgtactag
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aacgtgtage
caataattgg
aaaaattatc
gtcaacggge
taaagtgggce
caaattggtg
acaatctcag
tgacgtegge
aattegeega
atgaaaattg
gtggttttat
ttcecctacca
atttecactcg
gctagatatt
tttgataacg
aaaaacttte
aaagctcgee
atcagtttca
cgeataatcyg
tttttggatt
gtgegagacg
ttattaatag
tgtgtttgtg
tttggattte
gacgegetceg
gagacgatcg
gtegteecta
attttaacqgt
cocgeegttca
ggcatttttt
gttegtotte

tagtagtgte

46320

46380

46440

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

481290

48180



gctattgttg
aacagcacaa
atecgtagaat
caacatatea
atggacgtect
caacttgata
ctategtttt
getttgagat
cgtetecacea
tegegagttt
ggeecegtegt
tgeeattett
gaagattcta
tagtttctaa
tectgtgagat
gacacatttt
tgttcaaatt
ttttttaace
catgttttet
gttgcaaaac
cacagattta
caacgtgtac
caaatcaact
gaccaacaag
tcacaatttt
tgacattteg
gecagageaaa
gttetacgee
cgtaaagcge
caacattage
ctggaatgta
caaaaaaatt

gtaeggegac

gegtcaggec
catgctaget
ttttcaaata
ataaaagaca
ggcaagaatc
ctaaaattaa
cagactcaaa
attetatatt
taacacegtt
ttttaagtaa
aattaatgtt
tagegoegegt
tgacgtgttt
tttttttatt
tgtcgtatte
cgtegatttyg
gatccatatt
ctettatact
tttttggata
gtggeatttt
aagaagaacc
acagacgogt
tgtgttatag
tttacagaca
gttatatttt
ggcgctetge
aacgggtacy
aacgtgcaat
tattatggac
cagectgagta
aaagtgggtc
attacatttt

ceteggttta

ttggectgeea
tggtagetat
teetettace
atataaaaac
acaaccaata
ttattaatta
attategacg
ttgotcattt
tttacaaatyg
cagettttge
taaattaaaa
cgegbcacae
aaagtttagg
attcagectg
tageccttttt
cgttttgate
aactatatea
ttgeactctg
aaactcoctac
ttaccaatga
aaaaattaaa
cggtgaaaaa
tcacagattt
ctattaatta
taaacaaage
agaaaatcaa
cggtccaata
gtttaaatgg
gtgatgtgga
cgcaagtcte
tgggaatatt
taceccaaace

atttcattty
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tttacegtet
ctgtgtegac
gttataggga
tttgtgtttg
ttagtgtttt
aattaaatta
ctategetat
ttaacaataa
gaaatgtatt
tecgetgtgg
tttttaagte
agcttggeca
tegagtaaaqg
ctgtegtgaa
agtttttege
aacgacttga
acccgatgeg
cgttaatacg
tgagtttgac
agaatttaaa
ttatttcaac
cacgcagcac
gccgtcecaac
tttaattttg
tttcaattet
acttacacac
cttgtacgeyg
tgtcaacgaa
caacgtgegt
ggacgtccac
tcceggeget
taattcecta

ctttgacaaa

atcaacatgt
ttatattttt
aggttttgat
tgttttattt
ttttecttaca
aattttgaag
gaaaagagta
acacgegact
tgtaaaacgg
cggocacaaa
gacgetegeg
caatgtggtt
cgeaaatott
tacecgtatat
tecatcgactt
gcagagacac
tatatggtge
egttegtgta
ctcatattag
gttattttaa
agtttaatecg
gacgtgttgg
gtgtttcteca
ccecacttta
aaacatgaaa
ggtgteatea
acgtttetca
attatgecge
gcatggacca
attaacgagt
aacacagact
atcgactcgg

aacegtttgt
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attttttcet
gtaaactacg
aatatttagg
atcacataaa
ttacgagatt
catttttteg
atatttgttg
cttttegteg
caacagageyg
tatttttacg
cgacttggtt
tttgtecaaac
ttttaaataa
ctcaacgctg
gatattgtece
gttaatcaac
gtaaaatata
cagacgtaat
accctcacaa
azaatttecat
accaattaat
ctaaaattat
aaaagttgaa
ttttgtggga
acgatctggt
aagatcagtt
acacggectce
cgecggageag
cgcgtcatce
catctaccga
gcgacggtga
aatgecctttt

egtttgtgte

482490

483040

48360

48420

48480

48540

48600

48660

48720

48780

488490

48900

4859640

49020

49080

49149

49200

49260

49320

49380

494490

49500

49560

49620

49680

49740

49800

49860

49920

493280

50040

50100

50160



acaacaaatt
accattggtt
gatgttgttg
acagcttaca
tttaggcgge
taaaageoacyg
agccaccacc
cgacatatat
ttacaaaaac
tccagaacat
catgcaatca
tcacttgaat
ttttgazaaat
aatcagttge
caaaaatgga
tgacgatgac
ttatgacagg
ctacgaattt
tettgetaaa
aaatgacgaa
gegtgeatea
tetgcatteg
cacgggatct
tactacgggt
taaatttgaa
atcccagttt
acaaaaatga
cctccagttg
gtttgaaceg
gtecataatta
tgtggaageg

gtaagcattg

tattatttgt
tacgegetgt
cgtgatttth
cagctcatag
caatttgtag
caacaatace
agtttaaata
cataacacygy
gacgaacgta
ttgectegaca
gtgttttatt
gggctgcacg
caagtageccg
aacactttaa
ctgttaaate
gaaatatcca
tgtgaaaata
gaagacatgt
tataatatgt
taatttgatt
agtttatget
tegtctagag
atgcgectgee
atagaataga
tegttaccac
gatttagtaa
acattcatet
ttaaaaggtt
geaccgcaaa
ggaccggecca
gecgeccegy

cggcacgeqgy

acaaaaatat
ggcaaaaaca
gcttaattge
ctaacgaaga
acatgattaa
gacagacttt
gttacatatc
ttgtgttaca
caatcatgaa
tgttcattga
aattttagag
gagaagcaaa
atgaaatcaa
ctgcggaaag
cttacgecaa
aacgagatca
tggaagaata
ttgaaattgt
aattaaaatt
tgegtgcacg
tttgtaattg
tttcaaacac
aacgcacata
ctagactgtt
ctatgtatte
taaacactte
gataaaccgg
cgteccattee
gtgtgtgcgg
cagecegegta
attetaaate

cgtegggaat
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tgacgcaatg
taaacatgag
cagttcaaac
aatggtgtge
aagcggtgcect
aaatacagat
ttctcacaat
gagegtgttt
tatttgeget
atgatzatat
caacatgtac
atactacaaa
gcggttttgt
tctcaatacg
agaagtacaqg
agatggcttt
ttttttaatt
togtattgat
ttgtttgttt
ccaacaagat
gcttetgace
cagqateggeqg
cattacaaat
gtcacataat
taattegtte
aaaataactg
ttgatagega
gettttatca
cacaacectt
tteecatatac
gagagetcga

gttategeca

gaggegttgt
cagtttgcac
gctagttatt
ggagatgaag
aaaggcagtc
attgaaactg
aaggtaaaag
attaaaaata
ttgecetetg
aaatagageq
gataaattta
tatttaatgt
gaaactcgte
ctcgtagaca
tttgetttge
aaactatttt
aacaatttta
tgtagagatc
tattaaaatc
tetteogtcat
actttagcea
caattataaa
tgatttgacc
gaategaceyg
caagttattg
ggctcgtgta
tttaaatata
ccaaacacag
tgtttgatta
tgttgaaaca
tatttataat

ttgtegggec
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ttaaatctac
agaggctaga
tactttttaa
aaatattcaa
aaaatctgat
tgtettecacg
tgtgtggege
actatgtttyg
agtttetgtt
catttgattg
tgatctatct
ctcaaatgga
tgaaaccgge
gcgtagtctg
aatatctttt
tattacataa
gcatagcaga
tgttattact
ctggattaaz
tatgatcaat
tttgagegta
atcecttcace
tgtacggtat
gatttggaat
gattgegacg
tggctgttgg
gegtatttgg
aattgcgate
ggtcaaaate
tgtattgege
agactgattt

aataaaagtt

50220

50280

50340

50400

50460

50520

50580

50640

50700

50760

50820

50880

50240

51000

51060

51120

51180

51240

51300

51360

51420

51480

51540

51600

51660

51720

51780

51840

51900

51960

52020

52080



teooatettta
cactgcegge
acttatagaa
ttgaaacata
tataaacttt
gtgtecatttt
tagtegtcac
tettttegat
geaattttat
aaaatgeocea
gggtacgett
cegttgecgyg
accgtaatea
ttgecegggt
gcaaactcat
tccaaatgac
atatcectttt
tattttttet
cegteegtga
teggtttegt
tegecgtaca
tegttgetea
gtgatgtagt
gtgegettea
tgattgtcege
acaactattg
ttggacaaac
gaaaacgcgt
accgtttgat
aattttettt
attattgaca
tegttaatge

atattacata

aaacatttat
gegtgaateg
cactaategyg
ataacacctt
attttttcat
cgetgtetga
gtttgegttt
cgtacaattyg
scttttgtte
tgtgttttat
tttetgttac
gcacaaaate
acgagtatttt
tatcgttata
catagtattc
gcaatatttyg
taactaacca
tttttaatag
atgagttatt
tggatattte
caactttaaa
aaccttecaat
ttgcaagcac
cggaattttg
gattettttt
cacgcgaatt
aagcacaaat
tettgtaaat
tggecgggtec
tgagattaga
gatcgttttt
gegtgtttgt

tecacgtegte

attgacggge
cagcaaacaa
aataataace
acagtaacat
tttatacaaa
actatcacaa
gacactgcat
attetgeatg
gtegecaaat
ccagetgatt
cttgectteg
cgtgectttyg
gggtgacgga
ggtcatacta
ataaaaacta
ttecactgee
acccttgtat
tattaaaact
aacgegtgte
gttatagtta
agtgatgctg
cagagaaaty
tttgtaaaaa
tttttgateg
aaatttgcac
gtggttcaaa
ggcetatcatt
geetgeacga
caaattgatg
aatacceget
gttaaazaaa
gatggctgeg

tgtacacaaa
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cgtcggoacg
tgcaattaat
getgtegtaa
acaataaaac
caaaatttat
tecategteat
tttttttaggt
tacttttgea
attteccagea
cgcattttea
atgtctateca
ttaaccaaaa
cectecattat
aagctgtagt
gtctgtaaac
gtoctaaacy
acgattttat
ttcattaaat
tcaacatgtg
aatgtgggea
ceccagattga
gaecagcagaa
atgccataat
tacagatcgt
ctttegetta
tacacgttge
atagtcaagt
ggttttaaca
gcatctttag
geggetttgt
tacgggtcag
taaaagcacgqg

cgatgcaata

gacaaatage
aatgcaatca
tettggteaa
aacatagtat
acgtattgtt
catcatcate
taattttcac
tgategeggt
actegtteat
ctggategaa
aaaggtacgg
tttctetaca
cgtcagttga
cggtcaacga
tttgcaaaca
cgattctcat
tetcactgtt
tttecaaatge
tgecatatttg
aaacaaatgt
atttttctaa
actgattgeyg
aaccgtatat
acaagaatge
acaattttaa
cgtecttegea
acaaagaatt
ctttgeagec
gtatgttttt
eggctttgaa
gctcectettt
ccacgetaat

tacattgcga
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cgtgagageg
ttatgattat
aaacgttatg
cgtatataat
agcacattga
attgtecateg
taacactggt
azaacacttt
aaatgtgecac
caaacgeaag
gatacgatet
atgeetagee
tttgegtttt
ttttgatttg
tttgtccatg
azaaacggyc
gagatagcaa
cattttgtaa
ttttaatgtg
agaatctgtg
aatctcaggg
accaactcta
gctattggeg
cgattegett
tagcaattta
taaaattaaa
aaaatcgaga
tttgtacttg
tagaggtatc
ttggccegat
gccggtgete
caaatgegaa

atatacagaa

521490

522040

52260

52320

52380

524490

52500

52560

52620

52680

527440

52800

52860

52920

52980

53040

53100

53160

53220

53280

533490

53400

53460

53520

53580

53640

53700

53760

53820

53880

539490

54000

54060



tecggecattt
ttggcaatca
togattttgt
ttatgctgat
aaataatacg
gcagcecggea
tagggcagat
atcatgtcaa
teatogteat
gcatactegt
tteogacatgt
atgccgetgg
ttaaacatge
aatcgcatat
agaaacttgt
atcacgttta
ctgatgcact
tacaaattta
caaaatgcaa
tcggctgaag
tecattgtaag
agacgtcaac
aatcaaaact
tttgaaaceg
gcaattttta
caagtacgat
tecctecaacce
gtatcegttt
cggctcgeaa
tttatttaaa
gttaatecagg

gtctataact

tcaatttgac
cgtecagecy
tttcacccaa
tagaatcgcet
tgtccacttt
aatcgtaacg
caaatacgtec
amaacgcetgt
aggtetetgy
cgtttttgta
tgtggeocgte
ttaaagtcat
gegtegtega
aggcgcctte
ccaaacacge
tottgttcoaa
tgttgoggca
gttttacttt
acaagcaace
taatattgaa
gatatatttt
acgegcacty
ctggageggt
tecgegaaca
teggattteg
tacaattatc
ccegegecac
tcgacaccge
agtttgaate
aacatgcaaa
ategtacygey

tecgttagaa

aaacaatttt
tegagtgttg
atagtaacta
gctgaaaaat
gttgecccaac
ctttaatage
tccgttaaaa
aatecatgteg
aatetgggte
caccacaaat
cgaatgagte
ttecatcgace
tccaccgaca
cacaaacggc
cgegttgtec
ataatttcet
agacggaaat
aaagtaaaac
ttgtttttea
ttctectggt
catttttaaa
tacacqgattt
atgagcacge
cacatagett
ccggecgaga
cgceggegec
ctcaaccace
cgccaacaca
aaatcacgtt
cgaacatgac
tgcacgtagt

cattaattga
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atcggcaaca
tacatettga
ctgattgtgt
ttatacaaat
ttgtttataa
attttggttt
tccaaaatca
attteatttt
ggcagettgt
cctatagaca
tcaatgtecat
aactcaaagt
tagttatttt
gtttgcatgt
gatggegetg
tccacgccog
atgtgcttgt
tgcagecactce
togtaatgea
tttgecatatt
tatgcagega
gttaaacace
tttgcgagag
tgaacecgac
tatcaacacg
cgtgccegeg
gtattacaac
gccgcecagaa
gactaacgag
ttgggaactt
aaacaacqgtyg

ttacaatttt

tgcaatectg
ccattteggt
tcaattgaaa
caatgtgaat
acagctttgt
tattecaateg
catcgggatt
gaaacatgac
gatacataaa
ttatgcaatc
agcacgacaa
cttcattaaa
ggeagcgttg
gtacgcgatt
ctttgtttet
gegccacaaa
cgtagcattg
gttotttgat
aacgaatgat
ctgecaaageq
tggcecaaat
ataaacacca
attcacaaag
getetgacegg
ttgacgcaca
atgcaaccac
aattatccgt
tcgaacgteg
gaggagtctg
gttcaaaatt
accatgatta

acagaattta
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cacgttgtac
ccaaggcaaa
gttttcaact
gtaatagtta
cgteggegece
tecaagtata
tgtaattttt
cacatacgtyg
acaaaatttt
aaccgatgcet
aacgggcatg
atgttgcaaa
tgttttettg
aacgttgtga
ttegtattta
cgtggtgtag
tttgtaagaa
atttgtatta
acgaaacgta
cgttttgagt
atggaggeac
tgagtgctey
tegttgtaat
cgttgattat
acatcaacta
cgccaccgee
attatecegee
cgggegteqg
aactggegge
tegttgaagt
acgttatate

ttagatgegt

54120

54180

542490

54300

54360

54420

54480

54540

54600

54660

54720

54780

54840

54300

54960

55020

55080

55140

55200

552a0

55320

55380

55440

55500

55560

55620

55680

55740

55800

55860

55820

55980



ataccazaaa
gtttatagat
cactttigac
acttcaaage
catttcaaat
geaacataga
tttaaagtat
cgtgegaaaa
attgagagat
cgaatataaa
agaatcgaca
aaagcaattyg
agacgaaact
ggtatcgatt
tatatatcaa
gacaaccaat
gttggegttt
geecgatttet
agattggttg
agtttccgaa
aaatcgaatt
ggaaagtgtt
aaagcaaaac
attggagcaa
tttecaacaga
gtctagtaaa
tcaggetgte
atttgttaaa
aaggtacgaa
ttacaaaaat
gttgtgatte
cagcageatt

ttttttattt

acaaacatac
ttttttacta
caattgacec
goggctecte
ttgcaagaac
attgcaaacy
aaagagatat
attaaacaat
gaaaatgceeg
aacatgaatc
tttgataaag
gatgataaac
acacagaggt
aaagatcaag
caaactgtaa
caaagtttat
atagatagcet
aaaccacagce
caaaaattga
ttgagtgatt
ttaaaagaaa
gctgtcacaa
gttaaactta
aatcagactg
aatttaaatg
tattcageect
aaatctgaaa
tataatcgta
acgttggcge
ttatattcat
tcgecegttet
gagatttgat

gtgttgacgt

gttttgeaat
gagtectttta
aatactataa
tttotectee
aattaaaaag
aaagagtgga
ttgaagacaa
tagagagate
aaagattgte
gecagttgaa
attacgtcga
aaaatttaaa
acaaacttga
aaattgccat
atgaattaac
ttgcagaaaa
tttatcaaat
ttacagecaca
ggtctaaact
taazaagtea
attataaagt
gtgctgtaag
gacaagaatt
attttgagte
acgagcgatt
tggaaacgac
tgagtaaatt
aagctcaaga
gaacaacage
tttecatette
cgacagttac
tgaaatccge

agaaaacaga
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agatcagtat
tttggtgatg
cgaactttac
gacegtggaa
agaacgecgcet
aactctgcaa
aagtgaattc
caacaaagaa
tgaaatacaa
cgaggacatt
aacettgaac
cegggaacta
agccaaagat
gaaaaacgct
tgcaactaaa
tgaagaatct
aattatgcag
agaaagtata
gtcaaacgoe
aataatttet
aaaagtagaa
cgctttagta
cgaaataaaa
aatatcagagq
ccaaaacttg
taaaattaaa
aaacacacaa
catatttgag
ggccagegtt
gtcatactte
gtaaatagtt
acatagettt

tttgttecat

etgtgeacta
cgaacaaatt
acaagaatte
acqggtcaaca
ttgatgcaac
tegeaatacg
gcacaacaaa
ctecaacgaca
ttgecaaaaaqg
tataaactca
gataaaattg
agaagcagea
attatggaac
caatatttag
aatgaattgt
aaagtgettt
attgaaaaac
tatecaaacgg
gacgttgeca
attgtaccae
aatgtcaatg
cagcaatatyg
ttaaacgatt
tttatectcac
aggcaacaat
gagatggagt
ctagatgaat
tggaaaacta
caaccaaacyg
aacagtcecea
actttgatta
tgtagegaat

ttgeccaagt
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acatagttac
ttcagttcac
aaacgageat
gegatatogt
aaatcagcga
acgagttgga
aaagtgaaaa
ccgtacagaa
gegatttgga
aazagaagaat
aategttgga
tttcaaaaat
tcaaacagte
aattgagtgc
ctcaagtcge
tagaaggcac
ctgattacgt
attatatcaa
atttgcaate
gaaatattgt
cagaattact
aacgatcaga
tacaaagatt
gagatcegge
acgacgaaat
ctattgeaga
taaacteottt
geatgettaa
tcgaatagaa
acacgttcat
aattatcttc
cegetteggt

cggaagaggt

56040

561040

561640

56220

56280

56340

56400

56460

56520

56580

56640

56700

56760

56820

56880

56940

57000

57060

57120

57180

57240

573200

57360

57420

57480

57540

57600

37660

57720

57780

57840

57900

57960



agaacagtca
gttatcgeee
aacgtgtttg
atatgctteg
attcatgtac
gatttggttt
tatattgtte
cacgtcgygga
getgttgatt
ttcaaaatgt
acattetttg
actaatgtca
ttcttgaatt
caacgtcatt
ggggctactg
agatcttttg
ctgaatggeg
attataaacg
geegattttg
ttaacaatgt
caaacggteca
agegtgttgg
gcagcaaaaa
ttgegetege
actatcagag
gtgcggcgga
gtatggegte
caaaaatttc
tgtatttgag
ggttgacgtt
cqagacgeaq

cgacgegttt

tececgaategg
atgtcatttt
ttegatcgac
ctttctttag
acgtttgate
teattgtett
ttgaatagat
tegtegttyga
ttettgtaga
ttgttagtca
tatteogttga
tagcacttge
ttgttgtegg
ttgctcatca
gccatagocoa
gtcgcecatat
acgaaatcga
tggccageaa
aaaatttcoga
acaacgagag
atgttaatat
cegtettttt
ttaaataaac
tcaaaattat
atcgacaaaa
ccgggcgagt
acgttgacaa
acaaccatta
attagcatca
aatggacgcyg
ctaattttaa

gaacacgaaa

caatgttcaa
cttecaatte
taatgttgat
cctegcacaa
cattaaaaat
ttaaatattt
ttattagtgt
gatttttgta
taaatttgta
aatagtcget
tctgaatcat
cttetteocat
acattattcg
atttaccact
tgegttttat
tgctgttgte
agtgtcgeca
cacgecgete
ctacaacacyg
aataagageg
tgegtacgta
cgacacaaac
tcaaagatgg
ttgacaaacyg
agtttcacgt
ttgccaacta
acaactcggt
cggggeccga
agtgtggcaa
aaaacgaaca
tttgectgey

cgatccaaat
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ctegtegett
getttttaac
ctttgegttit
ttcgatgege
ttgttgacac
aaacacctca
tttcgcattg
cacaacctca
ctttacaata
catgggggtt
ttgactaaac
gtctttgaaa
aaaagtgtaa
aatccttttg
aageggctcea
gatatgtggg
gagcaccegtt
gacaacacgt
cegattgtgt
gctctgaaca
tttttgttet
attgcegaceyg
tttgaacacy
cacaacgeyge
ttgeccgacac
taccatgtcg
gtgegtgtac
caagtcaggce
cgegtgegat
agaacgtcte
teccggegge

gctaaacaag

ttaaactgeca
acatttacat
gtgcaatttt
gtagagttga
tttatactgt
ttgatgtegt
acagaacatt
aaaacaactt
atattgacge
geagtttcaa
tttgttttea
gattgcgaat
tggtattcat
taattttctc
cegetacttt
aatctatceq
cgttagcgtg
tcagaacaat
acaatttaaa
gaccegtcoeg
ttatttgtat
acacgaagaqg
ticagcageca
agacctagat
gttgacacgt
ttgaacccge
aaaccgacag
gacgtgtttg
ctggtgttgg
aactttgatt
aattgegttt

tttgttaace
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caataaactt
tgtacgaage
gcaaatttga
ccacgttcca
aaatggtaas
cagacacctt
ccacttgaac
tgtacaaace
catottaatt
tttececattte
cataatttaa
cgcecgtagta
tatcgatact
taatcttctt
cteocagacaa
atggcaaata
gagggagttg
gtttcaaaaa
azcaaaaact
atttaacgat
agttttgetg
taaaaatgtt
agtcggtggt
gttggecgaaa
ttttggattt
tttgcaaage
tgcgcaaacyg
ataaaaatgt
cagatggcte
tgatcatgtyg
taaaagtttt

atttegaaaa

58020

58080

58140

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



atgggtttta
tttcaataaa
tgaaaaatat
ataacgtgtg
agccaatttg
aaaatattge
tggacaatge
tatategaaa
taataaaacg
ttttacaaat
gtgtttggaa
tecttegttt
caatcaacct
gctgtacgea
ttattctaga
caatacecatyg
atctaaatat
aatgaaaata
atacaagtta
tttgatgcaa
catgtcgeta
taacctgatt
taaacgacac
atcgatgaga
atcegtggte
tttgegttgt
cegygcacaaa
atttggeaaa
getaagegtt
caaagtttgt
gtgcacggaa
gegeatcgaa

getatatata

tacaaaccge
ttagttagac
tategeatac
tataaaaaqge
tgettgaaaa
gacgcatgte
atatgcaaca
attaaaccga
tgeaaaaacy
gaaagttgta
tataaaaaga
aaagcegttt
ttattgaaaa
acgttggeeg
aaaatgatat
caatgttttt
tttaaaaata
aaacgtgtte
ataaatgttt
tttaattttt
gacaatgagt
aaatgtatag
acgtattcga
aaaaaatcat
gttgacatgt
tecggatgece
caaaattgea
ctegatgttyg
aaaccttcgg
tttgatagag
tgttcgegte
acattacctce

aatattgcat

etteotteteg
cgtattgtaa
aattaaaaaa
cagaggattea
ccectgectta
getacagatt
tatgcaacaa
agaaagaaaa
aatgtaatea
aagagctcaa
atttatacaa
gttttteatg
tgtacaaaga
atgtagattt
tgtgtgcteca
gtectegaca
atgtattgtg
caaaatggaa
aattttaagg
tgatacttte
acaaacttga
gectgtegeac
attattgcat
ttacgagttt
tggctegteg
atatagtttt
agtttctcaa
cggaaaaaga
cgecgeccge
aaaaateggt
ggtgcaageg
agtaaacatt

tgtatgacaa

ES 2 542740 T3

gectgecaat
caattatgte
cttaaacaag
aaatcaggca
caagtttgag
tttaccaaaa
teccaaaaaat
caaagaaata
acaatcaaac
ttgttgttgg
tgtaaatttyg
tataaaaaga
gaagcaagaa
anazatatta
atgtcatata
gagttataaqg
tgttaaaagt
gcatagtgta
atattgttat
cacagacqggt
attggeccaaa
gattttggac
atcgtcaacc
taaaagectct
cggcttetat
taaatataaa
cgecaatagaa
aatactgget
cgaaccgcta
gtgtttecatg
ttgttgtgtg
gcaaacgact

aaaaattatt

tocegaacget
aacgagttgg
ttgataaact
tecattcaaca
ccgectaagt
ttttetgatg
atagattgta
tatattaceca
cggagatgtt
tttaataaaa
tatacgattg
atcaaaacgt
gagogtttga
gacatttacg
tttgcacget
tgtgaatgta
aaageggctt
gattatactt
ggaataaact
agqattcagaa
acggggetgt
aagattaacy
aacgcgttga
ceggegtecagt
tattttggeca
agegtagacyg
gactatteccg
gecgatttga
actcaacagg
ccgtgecgte
tgcaacgcaa
acgacattect

aacctactge
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atttaatttg
aaaaacagtt
tgttgaaaat
tggatteget
ttttacgaac
aazaaattttyg
catcateata
gcaacaagtt
taatttocta
actgttacat
atggtecattg
gecaagtttyg
agatgcagtc
atgtcgacaa
gtttttgtac
tatgecgacg
gttttaataa
tcaaaagtat
ataaaatgaa
cgatggcaaa
tttectecacaa
ccaagcaaat
tgttcaatga
ttgeatcaca
aagccggeca
acgcccaacg
tcaatgaaca
ttooteogeg
tetececgaatg
acctggetgt
adattatgca
ttaaaaataa

aaagtaaaac

599490

60000

60060

60120

60180

60240

60300

60360

60420

60480

60540

60600

60660

60720

60780

60840

60900

60960

61020

61080

611440

61200

61260

61320

61380

61440

61500

61560

61620

61680

61740

61800

61860



ttgtaazagg
taagegacga
tcatatacat
ttaaattaat
tactttttte
ctaaaazatce
cgctgtttag
tgagcetttgt
acaattgtac
gcaatccaat
tttgteoctta
tttattgttg
aaaaatgctg
tttcatgctg
tttgtaatag
gttegeateg
ggttttaact
atcatetttt
ctetteggge
caaatcgget
taaattaatt
tactattaat
aaaaaactga
gttacactga
ttattagaag
tttaaaaaca
tgttegeaca
gtcgatttga
tatcaatcta
aattttttte
ttettactta

aaaaagatgc

cttttcaaaa
agacgacage
aaatattgta
acaccaattt
gtcaaacact
aaactgtttg
atattggtce
caccacgtceo
gtgtecacta
ttegtgttea
teggocaacg
tcaaattegt
cgcaacacct
acctctttge
gcgacgtatt
accactttte
atatccggtt
tgetttggeg
acgetgttea
ttaattttat
aaagactgaa
acgectggcag
getegtcecctyg
cattgtttaa
agtecgacegt
tgttaactac
gccaattget
ccagttcggt
ttgagctggt
ggacgctett
taatggcegy

tgttttcett

aaatttgcga
gacggtgatc
aaataaaaga
aaacacatgt
atggcgttge
cceggegegt
acttegogea
acggacgtgt
tacaattegg
acaaattggt
caagtttcaa
gcgtgttgeg
cgtacaactg
taacgtacat
ttgatttaag
gattattate
caatatttaa
tggtcaatgg
gacgtaacgt
tagaattgag
attgtatatt
ttggtatget
tgttaaaacg
caatgeatgt
ttetactagt
tegtttgagt
aagagtggtt
gaaaaagttt
atttttgttt
agctttatga
getgacgata

tttgtcatac
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gtttattttg
getattatca
catattattg
tgatgttgtt
tttcgattag
ttagggatte
ttatgtccaa
teatgtttet
cttaatatac
gatgatatct
ttegeotetgt
ttccaaccac
tctgcctaac
tactaaaaaa
ttttaaaccg
gocgettgtt
agtttcaaaa
taaatctate
aatctttttg
caacgacatg
gcacaaattt
tcatccattt
ttgtcgtcca
attaaaaaat
ttgtagattt
ttaagcgaaa
ttgaccacgg
ttcattaaat
agaatcgcat
cteggtatgt
ataaacacqga

actaggctaa

tegetgegte
gtataataac
tacataatgt
gtgaataatt
ttttttegtt
tatggtgtag
gacgttgtte
tttttgaaaa
tegteggege
ttgaacgtge
aaagtttcta
aatttgaacg
gtgtacactt
tctacaagta
tcocacegtgt
gecggegegt
gatttaatgg
gaggagttgt
ggategtett
gtggtegett
attttecattt
ttgtgactaqg
cgaatctatyg
caacetgteg
tgttatttte
aatccttgte
acaccttggt
tggacatttt
caagcgettg
cttetacggt
gaaacaatat

atatggecaqg
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gtgtegcate
aattgtaatt
tttattgtaa
tttaaatttt
agcatttcat
tegggegtgt
tgcaaatgaa
ctazaattgea
aategtattt
acgttttcaa
aaattttgte
gctegtegac
gcteogtatte
ttttcaaaca
attegtecac
cggectgtte
cattcataaa
cgtecegtgtyg
catecgggtat
gtaaatttaa
ttattgatet
aaaatttget
caatgtaaat
cctactgagt
aattteoattg
cggatagact
ggtgaacgtc
aacaaacact
ctegatctce
agacteggtyg
gagcagatace

tgegeccaac

€1920

61980

62040

62100

62160

€2220

62280

62340

62400

62460

62520

62580

62640

62700

62760

62820

€2880

€2940

63000

63060

€3120

63180

€3240

63300

63360

63420

63480

63540

63600

63660

63720

63780



aacaaatata
teteccgacyg
tectettage
cttgecggagg
tataggttac
ccegactett
tgcaaaatgg
atgttgttga
agttttecte
attogeatac
tegtgaacat
tetattacgt
tagaegoggeoa
taaaagttta
ctgcacagtt
tecaacgagt
atgaatcgag
ttgetecaca
aaatcgaaca
ttgttttegt
aaggagaate
aatatattac
taattcccge
ttttgtgaac
atttcaacgg
aattcatgtt
gatgagacgc
ggeggtgttyg
gcgcaaacac
cgtgatgecee
gttggtgtac
gegttaggeg

aaaataaaac

aattcatttt
aaccggacga
tgetegttte
attegtggtt
tgctcaaata
caaggagteg
tegggttteg
gtgtgttatt
ttttaattag
cegteccotaa
aategectgtt
ttttaageat
gcataaccat
tagtcaactg
cttggggatc
acgacatgte
acttgtaact
gactgttgtt
cggactagaa
tgcgaacatt
ggtgtcaata
atacagcagt
cgacacgttg
gggetegeta
gatgtattee
tacaacttat
aatttgaaat
tagtegtacg
ttggcgectt
gtgtacaatt
agagtcgteg
cageccgegge

gtettagagt

tattceoetta
attgegatta
gtetaaacet
cattaatttg
atgtcttate
cctgaaatet
tgaataaate
acgactgegt
cacgttgaga
catgatgcaa
gageatttta
taaattettt
goggggaatt
tagtgtttct
aatgagaagt
ttecaggtga
ttttaaagtyg
ttteaceteg
ceggggageg
aaaacegtte
ctatccgaat
aagaataaaqg
ctegtegtgt
aattgttgeg
accttttegt
ttgectaacag
acttgcoctgea
cgetegeget
gtttgttcga
ttecattgte
ccatgattat
aataategeg

ttegttttag
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ctetattcegt
tgctgegegt
atattgtatt
gecacttttt
atgttgetge
ttgaagggcy
tegegtgeca
tttegettta
togtecacge
aacactateg
attttatcat
tectttteece
ttgtattogg
ttggtgaccg
gtttggtttt
acatcgtecta
gtgggegeaa
tcgggegtge
gattgaattt
attgtggtta
attgttgttg
ctataaaagce
tgtcatagec
gttegetgge
ggttgcccaa
gaatttatge
tttacgetta
gtgatacacqg
atgetgtttt
ttgecgeaga
gcagtgcgec
ttggegtect

aacgecaatt

tgegatagta
egtegtegte
tgtteaagta
gtaaaggcac
geggeegtte
tegaggtgtt
attccaacgg
aattaategt
tgagttageg
cgeccctaat
taataaaatt
tgatattttt
gcaagttcat
agcgaagtte
ctatcgagte
ccgageagta
acggtttggg
ategttgeeg
ttattttceca
atcaaattta
ttectettaat
gactacacta
caccatgteg
agtategteg
ccgatagtag
aacaaaagtyg
agattgtatt
agccgtaaat
atgcgtctgt
atgtacacge
ctttcgtgtt
tgttgtaatt

cggtcaaget
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caacaacgat
gttgttgtte
atgtttggtyg
gecgetattg
catctegacg
tttagatatt
tttecattttg
gtegetgtge
cgettegtty
tagaccgegg
taatatggta
gagcteoettyg
catgttggtg
gagcatgege
aaactccttg
cacaatttta
gaacatgtac
atcggtggec
agaattaaaa
ttaaaaacaa
attacgaaat
attaaaatta
tttattggeca
ttgagegeca
ggcacgtecca
gtttggettt
ccatgegygge
tggttgegtt
taagattget
accacacctt
cggccgagtg
tatttgttga

ctectggeaa

63840

63900

63960

64020

64080

64140

64200

64260

64320

64380

644440

64500

645640

64620

64680

647490

64800

64860

64920

64980

650490

65100

65160

65220

65280

65340

65400

65460

65520

65580

65640

65700

65760



gegettttgg
gtggegttet
ttgaatatgt
atgactegeg
aacagatcgt
cgegactaga
atgtaattgt
gettecgeeca
tetttgooea
tttagcacaa
ctcotgtcoceca
aaccgcttta
tttataaaaa
ataatctttt
gteggttett
ctcgtgtaat
acgtaccegg
ggatacctca
tttatttgta
gtgacaaaaa
ttcaacgttg
gogocgacac
gatataatca
gaggcegteg
cgagtaccca
ttttttaacc
gtttttattg
cttgtttage
tttcttegaa
cggaggeggce
tgtgtacage

tttggeoctt

tcaaatgage
ggaacatgct
tggcagacgc
cectgttttt
caatcacgge
ctgegeteotg
tggeccagctg
ccatgtacty
acatateage
acgatggetg
actectttttg
ccacgtttac
gaatcatgag
gaacaaaatc
tgcteottgtt
ccatcctgtt
gcgegttgta
geggeggagyg
ctettatgat
agcgataata
aataacaaca
aaaatgcettt
cgecagttctt
gtgtgtateg
gtggacacgt
tttacttttg
tggtgatecat
gttgtcaagt
atcgagtcca
cteteegteg
agagtecgte

gttcaacttt

ggceggcgaa
gggetgettg
agatagcgge
ttcgttcage
gttgatcaga
tatgtttgge
ctgattgaaa
gacggecaga
gecacegttyg
aaatatattt
caaccgaate
gctgattggg
aggactaagt
cacacatttg
gtacggtgea
gtcgegegtyg
agtttgogeg
ggtgttgtaa
tacaaaacte
aaattaacaa
acaaaatgge
cgeaatttet
ttttacaaca
tttgaaatgt
gtatetgtge
atattttaat
cgtacaaata
ttttgtttet
acaacgtcgg
tegteatteg
ttactattat

atttecggege
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ttgacegegt
ceggetegeyg
gccaaaaacq
acgtagtggt
tcocgttgatca
ggcagagtgg
ggtaacggaa
ctgagttgtt
taaaactttt
gaatcgectcg
aggtggegta
ttegtgtega
tctgacatgt
ttgtaccaaa
ategetaceg
gcgacggteg
ctggtgaata
taaaaattge
aatatacgga
aattatcaac
gcaggtecaac
aaaagccaca
ttcgtegcac
cagegygttyga
aaaataatgg
aacattaatg
atgaagcaac
taggegttagg
cgtttcoette
cggtttetac
cggacegeca

agttaaacat

tggeggecga
tegecagete
caacgttcte
agtaatcgec
tgttgatgtg
cgtgettgag
tgggaatgtt
tggecggeete
gegegtacge
acagggactc
teatggttte
tgcacatgte
cattgcacct
tagattcacc
agtttgtget
taggcaccgt
tggcegttge
cacgttecate
ttacttataa
aagttaatca
agcacecgttt
ttaaacgaat
aaazattaaca
ctgeetyggat
gctaatateq
ttgttatttg
agttecactat
agegtcteeg
ttgetcatcg
agtgegtttg
aatttttgtt

tattgcatta
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cgttaagaag
ggccatgtaa
ttttaaactce
gccgecggea
cggaaagcga
caacagagte
gcacgtcace
ggccaaagey
cggoagegaa
ggecegegttyg
cteegattca
acgaatagtg
gtaatatcta
ggcgtcgage
gttgctgegg
cgceggegge
cggattagag
tgtcatactt
tatagttgtt
tggaaaattt
gaaaactgac
tttecaccttt
cetttataat
gaaattcaaa
aggegecegt
cgtaatcaga
cgtatttaat
tcgtcgatat
atageggegg
ggcgacgacy
tgaaataaca

agatcatatt

65820

65880

€5940

66000

66060

€6120

€6180

66240

66300

66360

66420

66480

66540

66600

66660

66720

€6780

€6840

66900

66960

€7020

£€7080

€7140

€7200

67260

67320

€7380

67440

67500

67560

67620

67680



cgoegttttg
cgtttttgta
cgeceegttt
cactgttgat
ttettataat
ctttcaccaa
ccacaceecga
ggttcaacac
tttttgattt
gageaaatga
tgaaatgcece
cgtgcgacaa
tgttgaacca
tctatettag
cgtttgacge
getatatact
atgggegeea
cgtgegtgga
atatcggcga
gcatcaaceg
tagatttace
acaacagtgg
aatcaaacgt
caactgaggt
tacgttecac
ccatgttggy
acgacgecat
acccgttecac
ctagacgcge
gegatggega
gcecaattttg
agcegacgtat

tttaccaaaa

cacgaaattg
caacaatctg
ttttaagtaa
ttgggegtte
agegtttact
geggetocaa
cgtaatagge
cgteogacctt
cttaaatcaa
tgaaaatcec
cgeatatttt
caagtctgec
acacttggac
gtgttttgea
ggaaaccggc
atecatacttt
egtggtggge
agcegeatceqg
cacgcaatat
gatcagaaac
caacggtacy
ccaattggtyg
gtttgaaaac
gtttgacgge
gtttgecatt
cacgaccgaa
ctttgetcaa
cggegagect
aaacatttgt
gtttttaaac
tgctatatec
attgacaaat

atatactaca

cacaaaacac
agttgcggeg
tattegtett
acgatgatgt
ttaatgtatt
gtgatgactg
tacgtgtegg
tcocacctate
aaatttcaac
aacgagttta
aactttgatt
ggtetttate
aaagattatt
aacggagege
cagtgtaaag
ccetecaatt
gaatgeoceyg
tgegegttta
ttcaaatgtt
teotgacaace
ggccaacatg
tgegataatt
gogttgttta
acegegtgeg
gaaaatatte
atggttaaac
tggeottttgt
atcgactgtt
aacgattcgg
gtattgagea
tacgaaaacg
atactacagt

ctaazactcta
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catagtigec
agctagccac
caattataaa
ctggegtaat
tggcaattta
aatatgtgaa
atattatgeca
acgaaageqgt
ctgttgateg
ttttgagegy
acgracaact
ccatggacga
ctaccaacge
acgeagtcga
ttaacgaatt
tgctegteaa
cgaataaaat
acggegoecgg
tgaataataa
agtacgagtg
tattcaaaca
ttgaagttat
tggacaaatt
tgcecagecac
caaaccatta
agttggttte
atgegagaga
ttggagacaa
gaacgagcgt
gcacgetgac
geccaaaaaat
cggacgtttyg

aatatactac

gecacgacact
cttgataata
atctagtacyg
gttgctcatg
ttttgaattt
gcgcaccaac
aaacacttat
gcatgatgac
aatcgtacac
cgacaaggoed
aaaatgtgtt
gegtttgetg
geacttgtat
agaatgteca
gtgtgaaaac
ccagtttaty
atttgatcge
acacacgtac
cgagtcacaa
ttecggegac
cgttgacgac
ttecegacate
tagattaaac
egeggacaat
tggcataegac
caaagatttyg
caaagacgec
cttgtacgat
tttaaaaacg
cggaaaagat
cgtagaaaac
tgeegaccta

aactccactt
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gtagaatagg
tgggegecaa
tttteatett
cttgecattt
gacgaaacga
geagacgaac
attgtaacgt
cggattgaaa
gatecgegtta
gacgtgacca
ceogtgeege
gacacgttgy
cateccacgt
gataattaca
aggccagacg
cagtgegtaa
aacttaatgt
ataacggeceg
ctgataacgt
tecagatgea
gatatttcgt
gaatgtgatc
atgcaattee
gtcaactttt
atgcaaacct
tegttazaca
atcgggetta
gtgtttgacg
ctcaattttg
gaggattate
gaacatttte
tatactacac

caatataacc

67740

67800

67860

67920

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



acactectegt
acgetacgat
agccaaataa
acgcegtatg
ccgcaccacc
cagagttace
cggttccogtt
taaacgagtt
cgcacgtttt
acggagatge
acacgecaatc
acatggcegtg
ataaattata
aaaacaaatg
ttaaaataag
catgttaata
acaagtagaa
aacatgttaa
aattectacte
ttttacacgt
ttacagatga
tttagtttta
tcgtaaageyg
gtagaattet
catgegttac
gtttatgata
catgtttecga
tcaagttcgt
gectaacgtt
aaacaaateqg
gaaacctttt

ttegetgggt

aaaacggeco
teccaaaaaac
caggcaaaac
gtacagcgaa
teccacegece
gtcacegeta
tttcaagcta
acgcaacaac
gaacgegtac
gatagtggta
caacgacgge
teccgaagaa
ctatttggat
acatcattce
cegtgtgeoaa
atcatgtttt
ttctactegt
taatcgtgta
gtaaagcgag
agaattctac
catcatttet
aaaaacaaat
agtttagttt
actcgtaaay
aagtagaatt
gcaagtataa
atatacccta
tataaagatg
gcgattgtaa
ctgaaaagct
cgtcagttaa

ttaccaatta

aaaaatateg
getgcaacta
gattctattc
ccaggtggeg
gagccagaac
atattagaca
accagttgte
gttaaagtgy
gettatgtgg
aaaaaagaag
gtcaaataca
ttgtacgata
aatttacaag
ggatcatgat
aaatgacatc
aaaatgacat
aaagcgagtt
taaaggatga
tteggttttyg
tcgtaaagta
tgattatgtt
gacatcatet
tgaaaaacaa
cgagtttagt
ctactegtaa
ataaccgcac
ataacacaac
tatcacatat
acgaatatgg
tgcaagattt
aategttaaa

tttttaatce

ES 2 542740 T3

aaatatatgg
tteegeeegt
tacccetgtt
acgacgacca
cagagccaga
acaaagattt
atgcggaaaa
acgctgatty
gecaatgggat
ccgtgectag
acegttggtt
acaacgaatt
aagattccat
ttacgcgtag
agacaaatga
cagcttatga
tagttttgaa
catcatccac
aaaaacaaat
tgttecagttt
ttacaagtag
cttgattatyg
atgacatcat
tttcaaaaac
agcegagttga
aaagttaaat
tgtgcceggt
togetttttyg
acctaacaac
gtgtctggac
tgctgtttgt

ggctttgcta

ggcaaataca
gtttaatcee
taacccetttt
ttgggtagtg
acccgagcca
attttattea
tgacgtcatt
cgaattggee
tggttgtaga
tcacgtgtac
geacgtcaaa
taaatgtaac
tgtataaaca
aattctactt
catcatectac
ctaataattg
aaacaaatga
taategtgeg
gacatcattt
aaaaaacaaa
aattctacte
ttttacaagt
ctecttgatta
aaatgacate
attttgatta
ttttttcatt
tgtttagtgg
tcagattatt
cagttagtaa
aaaatagceqg
ttgatgegag

caaagaaaaq
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cgtttaaaaa
tttgaaaace
caaacgaccg
gegeegecaa
gaacccgagc
tgccactact
attgatgctt
aaagacctat
teegegtacyg
gecaacctga
aacggccaat
atagaatcgg
ttttatgtcg
gtaaagcaag
ctatcatgat
atecgtgegtt
gtcatcatta
ttacaagtag
cttgattgtyg
tgacatcatt
gtaaagecaag
agaattctac
tgttttacaa
atececcttgat
caaatatttt
tacttgtcac
gtgacattat
tatctttgat
taaaacgcaa
tttegetcaa
acattatatt

tgcagcagey

69720

69780

€9840

69300

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

715290

71580



cagegtggga
tgtegttgaa
tggtttaaat
aatgttgttt
tatgacatta
ttatttgttt
tgttaacaat
accatcaage
gecaagatec
aattttttat
aatckttgeeca
tteecteotgat
ctgaaggcat
gagtgggctg
aatttgccaa
tattatcaaa
ataatacagc
ttagaaactt
gtttataatt
ggtaattatyg
tgtegetgac
ttttggtaat
tcagttttgt
ctgtatagec
acaccaacaa
cctgettagt
ttaattttaa
aacatttcea
ccgacaccat
gtttaatgac
taacaagctg
aatacacgte

cttettecaa

tatttcatga
gagaaacaat
gtttttaaaa
gtttgacatt
ttttcetgtt
gtegacggte
tttgatttta
aaataggtgt
caacgtatat
ttaaaattec
catgecgaaca
atagttgtta
cataaacaat
ttcacaaatt
atacttaacqg
atcataaaac
geggggaaat
tttatattge
gagttcaaga
cgttgecggee
aaccacgttyg
ttgttcttet
ataatcgeeg
ttttaaactt
ttgttttgaa
cgatacaaat
aaattcgete
cggeaaagtt
aatatttatt
actttttaaa
cgccaattta
gettttaate

atttttcaac

attcaaaatt
tgcagagtaa
taaaagaata
aaaggttate
attttacaat
gaggggtcag
ttttattcat
gtgttgetgg
tggaaatggt
aagtaatceoc
acgecacggee
aacaatttta
ttatatgatt
acgcttetee
caagtaataa
gatctatttyg
ttgtegecga
tttttaatag
goegtttccoa
attttttgee
geaccacatt
ttagtttgte
tttaaaaaca
ttggcatacg
gaaggcaatt
tttataatat
tecacatega
tgcacecagtt
gtagactcgt
tgecgggaaaa
gtaggatttt
ttgeatagtg

tgggeegegt
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ggaaaggttt
tttgtatata
acaatttaca
atggtgcaat
ataaaatcac
cggegtgtge
tttttatgaa
gaactegeat
gttaaataaa
tgcaaacatt
tgtegtegaa
attttaataa
taatatcaaa
cgctcataaa
cgtctaageq
tgggcaaage
caggaacgta
tttetggatt
aagaaacgtc
acatgtccac
ttgeggettt
tacatttcog
acttaacgceg
tgcttttgee
taattgttgg
ttttgatcat
togtttgtge
cgttgaaacq
tggtgaacgt
gagctagaaa
cagcacggcet
gegegttgtt

gttcgacaca

geeaattgtg
gattattttt
cattgtttta
gattaataat
accaattgtg
aacaataaaa
tttgcaageg
tggatggaac
agtgaatata
aaacactgta
caccgetatt
ataatettta
atactttteca
cacgataatt
ggctteatct
tactgtaccy
atattecgaaa
taatggaaat
catcaaacge
cqattgagtg
taaaaactgt
cgattggtta
cacgtcgtct
cgaacccgaa
agcaagttta
tttaattttt
tttacgacat
ctgttgatte
gtttctageca
gtcategtgt
ctgatttttg
tttategtaa

ttettgeaca
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atcggggtea
gtatgatttg
ttacatggat
aaaacaatat
caaagtttta
aacatgaage
ctaccagatt
gatgacaata
ttttttataa
ggtattttta
acattatatt
caagtategt
at.ccagttte
gegtegtgge
tgagcaactc
tetaaatcac
ttatttacect
ttatcagage
gttaaaaaat
ttcaaattag
teaatgeaca
tagaaagcgt
ctgttgattt
atgectatca
ttatttaatg
teaggetegg
ctgtacgeta
aaagtcaaac
tcaacgtacg
tegecattta
tgcatgttca
actacaaatc

gacgtaaact

71640

717040

717640

71820

71880

71949

72000

72060

72120

72180

722440

72300

7232640

72420

72480

72540

72600

72660

72720

72780

72840

723900

72960

73020

73080

73140

73200

73260

73320

73380

73440

73500

73560



cgtaacattt
cgttgtttet
tgttgtgttt
acaacgcttg
taaacgtcac
gecattagece
taaaattcte
geaattettyg
tgttaagaat
attcgtaatt
tgtcacaaag
ctgtttaata
gttatcaacg
atcgcataca
aatgetttgg
aaatgtaaac
aaaacataca
gatagccogat
aacaagagac
tattacatta
tgtggtaata
taataaattt
actcaatttg
ctttteagtt
gtegetttta
taaatctaat
ttttagtate
tgegtegtec
agegtttatt
gttteggttt
tacttttttt

gtctagttet

ggggtatttg

gettgecaaa
gcttgttaac
aaattgattg
gtctgacacg
gttgtacttg
cttecgattgg
aaaattazaag
taaaccgega
aagaaccate
atttttcact
atgcatacca
cgttecgatge
acattatgaa
gcttgeoaace
gtgacgcgta
atcttacgtt
ggegogacac
atatatatag
aagtagaatg
gtggegttgg
ttgtgtttaa
gegtttttag
gtaattegtt
attttgteta
tgttgtttaa
gettgtgett
aacagacttt
ttatteccatt
acgctgtaaa
cgttttctaa

aatacgggta

caaaacggca
taccacaacyg
tcaaacatgt
tgggectegt
caaaggtttt
tagattttaa
aacagtttgt
aaacgatcga
cattcecacga
aaatcgtgtt
cegecgtttg
atgctaaact
cgacatatat
tacaaggggt
tcaaagtaaa
cacgcgttte
gcaacaatac
aaataattgg
agttaatttt
ttatgtaaac
ttatacattt
tcaattcaat
acgecaagttt
tecagttgeaa
acttttettg
tgttgagcectg
cagacageat
tttcaaacaa
gtgcgacact
cgttgaaatg
tettgogtat

ttatagtcaa
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aattggaaca
ttggetgtte
gagtcgacge
caagttgaag
ctgcaaaagc
ttaaacttce
gatgagcatc
aagaacgcga
ccacaggatg
cggtataatt
caagtagacg
gtctattata
aaacgcaatg
tgtgttaata
ttgaaaatta
aagggcgtaa
aacgaggcge
catcacgata
aattctaaaa
agttaattaa
atatgattgt
atttttattt
tgegtaatcyg
ttctttaaaa
catagaaacg
cgtttgttcg
agtgtcgteg
cacactggcce
cgacgegetg
caaacttteca
acacattgag

tetgtetatt

gtaaaaataa
atcgtaaacyg
gcagtctaaa
agcttgcaaa
acttcctegg
gtogattttt
ttcgecgeeg
cacaacggceyg
atectegateg
tttaattttg
cgaaacgtge
taaagtgcag
taacagtttt
ataataaaat
ttgcacataa
aggcgatcaa
tcaatcagtg
ttgaagaagg
cecaagaaat
tctacattta
aatgttgtgt
gataaaacet
tecattgageg
gatttatgca
cttgtttgtt
gcaatgtcta
geatttgegt
aaagaggccg
catttaatca
acecctacaca
cataattgat

ggttgcagaa
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tegeecgttt
gttacaatte
tattegttac
actaaacgtt
gtgectggecat
tegtaaaact
atattttgta
tacgtygeygge
cgtteaaacy
actttaaact
aacatgattg
tgataacttt
tgctagtace
gatatttatg
aatactagaa
gaatgaacta
cgctttaaac
tgtgaaaata
tgaagaatat
ttgtaacatt
actegttttg
tatttteget
attitagcge
tgttgttgta
gtaatttgte
cctgtagttt
tgttgtette
catcaaaatt
catececacaac
agggacatgg
gtttgcacgt

aataattttt

73620

73680

73740

73800

73860

73920

73980

74040

74100

74160

74220

74280

74340

74400

74460

74520

74580

74640

74700

74760

74820

74880

74240

75000

75060

75120

75180

75240

75300

75360

75429

75480



aatttotgea
getattecte
cecagagtag
gaattgatta
ctaagegtte
aaacgattgg
cegtegggea
aaccteaatt
ttttgcaaaa
cgggegttgg
tteoggotttyg
tgegtgttge
tttteogttgt
ttaaacacgt
ttatttccaa
atgggcaaaa
catccatcgt
aacgacacga
acgggcacta
agaaagaaat
cttatattgt
gectttogcecac
agactaattc
cgttggtgtg
tgagtaaaat
atgtatattt
ccaaactget
tgggcagega
ccgacgacge
acgcgcaaaa
gaaaatttga
taaaaaaatg

tttgeattat

accgaaaaac
cacctgette
cgttaggatt
tttggtatee
tgtccagete
gttgacttet
cagacgcgac
cecteegtgte
atccactgta
tecacgtceaaa
tggtgtecag
ttgtgaaace
tatatatcaa
cttggtaatt
ctaaatgect
cecatttttga
catgatacge
tggacgegaa
gaegecatatt
ctettattea
tectaattat
tegtatacet
caaacacaaa
gagagaaagc
aattaaagtg
ttcgaaaagt
gactttgttg
tgaaattttg
gcagctaaac
catatcaceq
acgggaacaa
ggcgctcaaa

tcaaaccgac

aaatgttgeoa
gectgeoaaca
tgetetitggt
caaaaacage
acgtgtgteg
cataatgtea
cagaceagtt
gatttgeaag
attgttaasat
gaaacgcaat
aatgettttt
tteggtatat
atgaaagatt
ggttgcgett
agcgategte
cattttaaaa
gtcgggegaa
aatgcagega
gttgcagtta
ataaatttta
tegotggeac
attcagaqgey
aaatttgttt
aaagaaatca
tacgtttace
gacattgate
gaaaatgggg
gececgeatac
gtgatgtgca
ttegtgeegt
aaaatagtgt
ttggacggta

gatatgeaat
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ttgcaattta
ceaggegeag
ataaagtcgt
ggaacgtacg
ccttecaaatt
ctgettetta
tegtcaatta
tactegggeqg
aattgatege
tegtetageg
gtagttgegt
tttagattgt
agctgttogg
ggaattaaaa
attttgaatt
cgttttatga
cacggegatt
ttaactctea
taaatatgga
gecaagattt
aacaatattt
cttgcaataa
attggcctaa
aactgectta
aacacgataa
tatttgatte
acgettceaga
gtctegaata
acataattge
tgaccacgtt
acggcgacga
tgcggggeag

tctacaaaac

acazaactcca
gacctgocac
tgegeaaaaa
tegggtatta
tcaaaacgtt
tegggttgta
tacacgtgge
ctactgegeg
cageacagee
acacccegoga
aaacgetgtg
cgeatatagt
cttgcatcat
ttegcttgat
gattgtegte
ggtggttgtt
tgtatgttat
tttgtegegg
ctacggogat
gttogtataaa
cgatttgtac
cataatatca
agataccaac
caagactctt
aattgaaatc
cacgatggeg
gacgctgcaa
tgaatttgac
ggacatggaa
gattgacaag
cgegttcgac
aggtctgttt

caaaatggee
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tttttagacg
tgcgeegeeg
gbtgttttet
ttogtateag
tctaatttge
caactegggy
geaatttcta
tecgaatcaaa
teogaageget
acaaaacgtg
tataacgegt
gttaactgeg
actgtttaga
acctctttet
ttcgtcgaaa
gceaaataaac
gcacgegteg
cgececatacee
tttgtgattg
attttaaatt
gacgaaaacg
agcgtgaaaa
gegttggtge
tegecacaact
aaatttgaac
aacaagatat
aactecgeaag
gacgacgegae
gegttaaceg
atggeccecte
aacgcgtccg
atgegcaatt

aatctgtttg

75540

75600

75660

75720

75780

75840

75900

75960

76020

76080

761440

76200

762640

76320

76380

764490

76500

76560

76620

76680

76740

76800

76860

76920

76980

77040

77100

77160

77220

77280

77340

77400

77460



cgctaaacaa
cagatttget
tgaacgcgtc
acaacgtgea
aattttttga
tegtgectega
agtatgacgc
ttttaaccga
cgacaataaa
gcggatacaa
acgcattgtt
tecegttaca
gectaagaaa
cgcccaaagg
gceggeggcega
taggaggaat
gaggtgtagg
aaggtgtagg
gtacaattgg
aaattattat
tgttgettaa
ttgtattcte
cacttgtaat
atgagcatat
tcgacaaacg
atgtggtaaa
agtatgaaaa
tctaaactgc
atggtgtcec
ttgagttctg
gatgegttaa

ttcatcaaac

cattgtggece
gcaagtgttt
atacgctata
aagcgtcacg
tccacecgeta
caccgagttg
cgtgaataag
cttgecggay
cgtgttgaaa
cgggcagtce
gtgacagetg
attccacgge
atttattaat
actgggagaa
aggtgtaggt
aggagaaggt
tgtaggtgtt
agtaggtgga
tggatttgga
aaataaattt
atataaaaat
cccatgteat
cgttaatgtyg
tatttgacac
taatgtctgt
tgatgaaacc
atacgttgta
ttttgtcteg
atatggtagt
tggttttgte
tggcccatte

acgcaaaatg

tttcaatgeg
aaatacaaat
gatccggtga
ttgaccgaca
cagcagagca
agatacgteca
tcgtttaaca
ttactgcacy
categtegeg
gagctgttaa
aggatataaa
acagegtatg
gctteatttg
ggcggcggeg
gttggaggaa
ggaggtgtag
ggaggtatag
ggtgtaggta
tacaattect
aatattatta
taaacaaaga
gegttegtaa
gttgtgaaaa
aactgcaaca
gcegtatttt
tttgacgttc
aaatagcacc
cgtatacacc
aaacgtgtaa
cataaattet
gatcaactge

gtataagtaa
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aggttatgga
acaacaatcqg
cggccatoga
cttgcecege
attacatgac
aatataaatg
cactcaatgg
aaaacattta
acegaategt
agtcaataca
aaggaataga
ttgctegagt
tatctatatt
aaggtgtagg
taggagaagg
gtgtaggtgt
gtgttggagg
acggtacaat
gaatgtegte
ttattattat
atgttgtatt
tgagcgggeg
gtcatactga
tetgegectg
totttgteaa
atataatgat
ttcattgttt
atatcgtcga
gtaaaactct
atgegaaact
tgcacetogt

gttgettgeg

caaacaaaag
aacacagtac
atgtataaac
aattgaattqg
cgtgtcegtg
gatgecaaca
gccattgaac
cgaatgtgta
gocaaattaa
accatcgtta
gaagtaattg
tctatcagtt
agaaggataa
tgtaggagga
cggceggegaa
tggaggtata
aggtgtagge
tggtggagat
taatattttt
tatcacaata
attgcaaatt
gttttttatt
cgtaggccat
cegbttettg
gtgcaattte
cgcggcacat
tcaactgctg
tgatgagact
tgggetggea
gttgeaagte
acttttgaat

aagacaacaqg
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atttacatta
gaatgcggeyg
tacatgaaca
cggtttcage
gacgggtatg
accgagttag
ggtctcatga
atcacggaca
ageacgttaa
acaaacgaat
caatgaaata
gcacacaacyg
tacataggtt
ataggagaag
ggtgtaggtg
ggtgttggag
gaaggtggag
gtaggtggtg
aaagttaata
atgtaccaca
taacaatttt
tetttgtate
taaatttttc
ctggtacgaa
tataagetca
ggcgcactgt
catgacaaaa
gagaaagtgc
cgaacgcaaa
catgtegggg
gtetttgtat

tttggtgagy

77520

77580

77640

77700

77760

77820

77880

77840

78000

78060

78120

78180

78240

78300

78360

78420

78480

78540

78600

78660

78720

78780

78840

78900

78960

79020

79080

79140

79200

79260

79320

79380



tgegtegatt
tetttgtaac
ctgtacttgt
gacgagacta
aagtttactt
aaacacttgg
atgattatgt
atcaactatt
ategtegtgyg
ttgeacaace
tegtgttact
tcaatteoctt
acgagaacaa
cacacggcga
acatagtcaa
acgactatgyg
geggegecge
tgaegeeccac
ttgtgtgttt
gcazatectaa
aaaataactt
acagagaaat
acaaaatttg
aacacatttg
acttgttcat
tactgaacaa
tectecattt
atgtaaatga
tgcatagggt
ctgtacatta
atgctttcta
acgctgtcta

tcataatcgt

tagaggcteqg
gagaaaaaaqg
gteaggegeca
ttatttattt
attttgetga
tgettaaaaa
ataagacata
gegaacagtt
cegtygecegt
taaatcteat
tategttttg
aaccgagteg
acaattaaac
taataaattg
agagggctec
aatcaaatca
aaactttgat
taaaactgta
gategacceo
ttgractttyg
taccgtcatt
gaattaataa
gtacactagt
tagttttatt
taaatacaaa
acgaggggty
tgtectetee
gegeatacag
cgttgctcag
gtacgtgcga
tcggaaactg
caaacttatg

ceacgtacag

caaaaggtet
cggegteage
ggccacageyg
cgaaaatatt
actcaaacag
cgagggtget
tgtgcatttyg
tatcacggee
caattgggaa
tggaattgaa
cteatactgt
tegeoecagtt
gtaaagotga
agccaagtgt
aacaaggtgg
ccaaacgegy
atcaaggaat
gaggacaatg
aacacggcge
gtgtacacaa
aatgctgaac
aacaaaaagt
gttcaaatcg
gtaattattt
agactttgaa
caaaaagttt
tattgtaata
cggactattg
cagcgttttg
caaaaacaaa
tttggacttg
gttegtgtaa

cggettgttyg
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atgagacgaa
ggtatcatgg
tegttgtacyg
acagaatgte
gagcaagcct
tttaacaaac
gtcgacgagt
atttttgaaa
aacgataatt
attgtaaatt
tttatettta
tagggeagag
ataacqgcag
atattgeccga
gcactaacagq
cecagcacate
tcaagtccat
gcatgttgeg
cgetgtacga
gaaacgegge
aaaccgecta
ctatttatat
tttctgttea
ttaaatttat
ctacttgegt
ttgaaatget
gtggcactge
ttggtgoetca
tatactacaa
cgcaceggeqg
atgtgttcgt
acaatcaaaa

ttaacaatta

acgaatacaa
cgactagcaa
ttagegeaga
ttacggacga
tatttatgaa
accacgtatt
ctgegttcegg
tttttacget
taagtgtact
aaaacaaatc
ttggacgaat
cagcecgacteg
ggtggccaac
aaaaccgcta
cgtttttctg
tagtaatgta
gtttategta
attcgaagte
acgagaggtg
agetcagcaa
tctcaaaaac
aatatattat
acgccattgt
ttttaatttg
ttatattett
gecacggcaat
geacegtttt
agcacattag
ageccegtttt
tcacaagecga
acacggagcce
atctgtettg

acattttgta
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cagatagetg
aacgategtg
cacggacged
ccaatgegac
aaaagtatac
gttecgatgea
aagcaacgtt
cagecagtaaa
tttgaaacat
atgtggggaa
geattaaatt
gtggaattag
ttgegecataeg
tctatagacg
ggcaccgtat
accatgacyge
ttcaagggtg
gacaacatga
cgegaattge
gttttattygg
tataaatcat
ttattaacat
catgttataa
ctgtaataaa
tttataattg
acctatecatce
aatgtttaga
gttgtgetta
ggggtcgegt
ctcgtaatac
ggcaaacttg
tacaccgteg

gttggettca

794490

795040

795640

79620

79680

79740

79800

79860

79920

793980

800490

80100

801640

80220

80280

80340

80400

80460

80520

80580

80640

80700

80760

80820

80880

80940

81000

81060

81120

811890

812490

812300

81360



tactttagea
ttcttaaagt
agtttgctca
tcaaacttgt
cccggttege
goeggcgaaat
tacaaatage
ttggacatga
egegecaata
gegtggtgeg
cgtgecaacat
aacatgtcga
tgttetttgg
gtggtcgaca
gcategttac
attttettgt
cattttaggt
atcagatttt
atateggett
agcattttta
teggegetag
ggcttettga
ctgttggtga
aattttatgt
ttetttacaa
tccaattttc
ttectegtacg
gtcaaatata
tecgtcaaagt
taaggectcac
tcacacaaaa

ttggtcaata

gecccttggta
acgacteget
cttecttgte
gcatcaacac
cgggcatgta
geatcaacat
cttcgacaat
tgatgegeat
tgattttgte
tgtaaaattt
catcgegeaa
catattecgat
aaaaaaactc
cgtacgtttt
cgaacatgte
agcatttgeca
tgtgcaacat
catcgtecaa
ggcatgtgtt
catctcggea
tagatageat
atgtctgegy
acacgttgta
tgetecaactt
tttgataatg
taaagaatcc
tgtacgcecea
tcatgtagtg
caaaccaatg
ategetteaa
gttccaaaaa

tettacacag

ttttetgete
geattgttte
gctegttitec
caaatagtec
aatagcctte
aategegtte
ctttttcaaa
gtagaatcga
ccaccacaca
ggaaatgtta
ttoggttaaa
tttgtgaatt
tcegtgttgg
gttagtaaaa
cgocatcaaqg
ttttggtcega
gtcggaaacc
attccacaaa
gcaattgece
cattttggeg
gtaattaaac
caacgtggtea
cacaccgtge
gtaacaattg
tttgeocgttyg
tttacacaca
caatteateg
tatgccaaaa
attgcaggcec
agctteatte
cagtttgaty

tacatagatt
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ttggaatege
aactegttga
ttgttggact
aacagctcaa
tttccgtaat
gagbkgattaa
taattgtacg
gtcagecaag
ttgtacttet
tccgattett
aacaaacgtt
gttcgataca
ttaacaaatt
attagcatcc
cagactttta
gatccecgata
ctgttcttgt
tegegaaaca
atgtagttaa
atgtgataag
gcegtectegg
cccaacaaaa
gttgtcaagt
cttttggtea
aaaaccaaat
atgtcaggcg
tgatccaaaa
taatagccca
ctattzaaca
aaagcttett
teggtttote

aaaaaatcaa

tettgectega
tagtgtacaa
cteegetgtg
aaaacgacga
ctacgggaat
aattggtgaa
agtactcctt
tgggcaaate
teaagatcat
caaactgaac
tatcattaaa
agtactgaat
cgctgttegt
aaatcaattc
gegettttet
cegttgaceg
ttacgtacag
ggttgtttaa
ctatggeegt
ttctataaat
gcaaatactt
atggacaget
acaagtatit
atttgaatag
tgactcecggt
gcaagtttag
tttegttttt
acgatacgca
ctattttcte
tgtegeagge
tgtacgagaa

aatttttaaa
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ateggeatge
ctgegagttyg
gttgtcatcg
cttgeccgaa
ggccaaacta
gegtttaaag
caagtccact
gtcegtgetg
taacgegteg
atcgggttca
cttgtcocate
aattttgttg
gcgaatcaac
gctcaattct
attgatecttt
acacggtttg
agcgagcgta
cgegactege
gttagttttt
getgageteg
ttegteggtg
cgaatgaaaqg
ccaattgtta
gteatectet
cactacgttt
cgccatcaca
agccgactga
caatttggta
ttgttttttg
aaataatgat
attttegtte

tttgettttt

81420

81480

81540

81600

81660

81720

a1780

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



tcaaagtatt
accatgttet
ttttegetge
aagtcocacgt
acgttgacga
ctaatgtaat
gccacagtge
gtttttecat
acgttgagaa
tgtatgattg
catecegttaa
gettgeoacge
atatactttt
aaatcgttac
gcaggttctt
aagttgttte
egtgttectg
tegtacgttt
ttggctateg
catecattet
ggcgegtatg
attgcgeceyg
tecggcgaacyg
aaaacgatca
ctaattgaac
gtggtegace
ggctacgtgg
aatcatttta
aaattttgeca
ttatttaata
ttcccaatet
gttattagtt

getecaaatat

gttgtagaag
cgtgaattge
tegecgatat
cgtttttgte
tatgcttgta
tgaaaaaatt
cgteggecat
ttacaaacag
aacatttagy
gtategtggg
aagagaaage
atttgttaat
gtatgatgtec
ttteccaacac
cggtgtette
taattgtgtt
ttegegtgtt
tgtcttgagy
tgtttgtact
tacatagaat
tacagattta
aaaatgtggt
tgttttgtec
acgagacggg
attttgcaac
aacagattea
atttgttgge
atacatttga
atggaaaacqg
aaatattgtt
tgcacggggg
ggcagategt

ttaattacaa

gtttggateg
tataagocce
aatgggtacy
aaaattgttg
cttgggecace
tttatcegaa
tttgagtata
egtttgegge
gtecaaacaca
ttegatgaca
ttgekttttg
gtatecaggyg
atagtgectte
ccagtegtgg
gcaagatgeg
taagaactgt
tetaatgatt
caegttttte
tttegtgtta
agazacgecta
cgatttaage
gttgtataat
caacgagttt
aatatatgece
attazaaaaat
gtttteaata
cgaataacge
ttgaactaaa
gcgataaaga
cgtaatccat
tggggcateg
cgacaagtgt

tttttggega
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ttggetegtt
aaattgattt
atgegeggtt
tteteogaaca
gtaatgecatt
ttgaccaget
aacaagtctt
ggatcgtgat
aacaaatcea
attccaaatt
ggecagttgg
teggtgetet
ttcaaaatga
ccgtctaatg
ccecatgtegt
tgasaagttgt
aaatgatttg
azaaaaaatt
atttatttaa
atacaagatt
acgocogeec
tttaacaaaa
agcgtgacca
accgcatgca
aacgtgeceqg
ctecgacatta
gtatatagac
catacatctg
agacagcgac
aatgttttgt
tttgactttg
gatcgacttg

tttgggtata

egtgggtcge
gegtttgaat
ttetggaacyg
cteotgagget
cctececaaatt
egecattaac
egtgagaata
tegtgegeag
cagggestag
ttatatttaa
gecaataata
tgazaaaatc
aaggttttac
tttgagctge
gtttegegea
tgacgtacte
catcttgcaa
gtaaaatgtt
taatttogat
tcaacaacae
gcaccgaacg
cgetectatta
cgttcacgca
egecggtcag
atcacacgct
tecaattattt
gettgtacgt
caatgggtga
aatgaataga
attatttcat
acgtagaaat
aaaaagttta

ttgttgtegy
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caaaacttta
gtagtctgea
cgtgtegete
tttgaggttg
aatgtegtee
tttgcacgtyg
gtcaaacttg
getgageteg
ttttttgtty
aaacagetge
gtaategees
ttcaaaatta
aaaaatgcaa
gtgtttctet
cggaccgtta
aaacaatcta
gttgttaatc
gtcaatecatg
caaaaatcac
attgttgttt
attgtttatt
ttacttggac
atccactatt
cagecttgacg
cgttctegat
gatttacaat
teoatcgtagt
aagagteact
gtttatattt
tgtgataatg
cgtacgcgta
catttttate

atcgatgatt

83340

834040

83460

83520

83580

83640

83700

83760

83820

83880

839440

84000

840640

84120

84180

842490

84300

84360

84420

844890

84540

84600

84660

84720

84780

84840

84900

84560

85020

85080

85140

85200

85260



gtgaatgtca
agegttgtgt
gataatgata
tctactgececa
gtcatacaca
caaatczaac
cactttgtag
gctaagoacy
gatgtegege
ttctatgate
tttatacttt
tegtttgatg
cataatgtac
aacaaaaact
aacaaaacgt
cccagegteca
gcaaagctgt
atcgaacgga
ctcaacacea
aaatttaaaa
ttgttgttga
aaacacagge
ctatttgage
agcecaaacga
atgtetggtt
ctggatcttc
ctgegtgteg
tttaaattgt
cattcgacga
tgetgtgttt
acttgecaatt

tgtaatacat

aaaacaaatt
gaattttgaa
tcaaaatagc
tacgaccaca
aacggatcte
acgaccacgt
tgtggcaata
cacatgtgge
atgtegtogy
ttgcacagcet
tcaaagccaa
atggegtegt
aaaaatggac
actctaaact
tcaactttte
gtgatttggt
tcaacaacac
ccgaaggegt
aaaattacgt
aggaaccttt
aaaaaaagga
aaatattgaa
ttagcgggct
gggcaggcga
gttaatagta
tgtatgtgeg
aaccatatgt
gtaatttatg
ctgaactcee
cctaatattt
ggacacggea

cegactgage

tatttteaat
ctaaatcaga
cttccaaatc
agactaaaac
gaatctcaac
gceggaaatec
gaaaccattc
ccaacactgy
cgggegettt
gegggtegtt
ggtatttgag
taaggcgcaa
cagttacgec
aatagatttec
gtetacegge
gaaagagcge
aataaacgat
cgattgetgt
ggazaactta
tgacaacatt
aaaacatace
tgataaagtt
tagtttaaaa
cgaaatcget
gegtgttetg
gggtctacce
ggtaceggtt
tagctgtaat
aaatatatgt
teccatcacet
tagttttcca

gggtacggat
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gaaacgcttt
gegttettet
gacgtctege
gcaaccecatce
ttgctectet
ccacgtcaaa
tttaagaaac
cgttttgaat
gaatatttge
gcaaaattga
gteggegtac
acagatccat
ttatttaaac
ttaacagaaa
catctgttte
aaacaaatte
ttcaaactgt
tgtecegtgee
aattgcaaac
ctttacaagt
agcactgggt
atttatttac
tettgeagac
tegtteatte
taacttegge
gggcggegtc
gaagaacggce
ttttacctta
ttaactcgte
taaatatgtt
tagtcgtgta

ctatgtgttt

tttaaattgt
tgaacggtygyg
atcgagtgtg
tcgtgcaact
teggttatga
gattegettt
gaatacattg
gegegtttaa
atacagtaat
aatattacat
tegettaaaa
ttgetttgaa
tgtttaaaga
attttcccaa
actegttgea
gattgcagac
acactgagct
agctattgea
tgtttgacat
attccctaaa
gtacacgcaa
aaaacagtaa
atgatttigt
getactgteg
gacctgtega
tgtaacccga
gacggcgacyg
ttaatatttt
ttggtegttt
attgtaatce
aaacatggta

gagcagectq
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aatctacaat
aacctteget
ctacatgatc
cctgecaaget
gagtgctgte
tgagagagac
goggtttgtt
tattgtgect
tgtaattgtt
attcaaaaaa
cgagaacatg
gcgaggagge
gtttcgtata
caacgtcaaa
cgegtacgtg
agaatatttg
gtacgagttt
caagagtecta
aaagecgece
ttacaaaagt
aaagaaaate
taaaaataasz
aacagtcgaa
getgtgtgga
tgaacggcte
gettctgcge
ataaaccatg
ttacgetttyg
gaatttttgt
tecaatgttga
ttggctgcat

ttcaaaaact

85320

85380

85440

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



ctgeategte
tttgtatett
gtaaagacac
agegtgeaaa
tctecaacag
gtetgeacgt
ccgatogcag
tggtgetgtt
tgttgatcaa
ttattacggg
cegeegegta
gagecacgtyg
cgt.egeagaqg
ttaaccgcaa
cacacttact
aacacgttga
teccaacagac
ttgggegtaa
gtttgeaaca
ttgeggeggt
attgaagcaa
ggtaatgatg
aatatctatt
cttgecteatg
gttgggcaaa
tttgttaace
tagcaacagce
actcaacacg
gacaaatggc
gttatagaaa
ttegtttttg
tettaaaaaa

caagtatttyg

geaaaacgga
ttegeegege
gttttgtaac
cgacgacaga
agatcgcacq
gtagtegtea
caaaaatatc
caacgaatag
ctetteggaa
acgeggoegta
ctgagacget
catcataaaa
caaaggaaat
tttgtttatt
ctgtaactat
cegtttegat
tgegegetee
tgtegttgat
tgtegacgge
ttettegtge
tcatggttga
tgcecttataa
ttgatcaatt
atgaaacgac
ctetctaaat
tttttcattt
ctgtcetecgt
cgetegtgat
acgcacatgt
aattgcacaa
taatcggttc
atgtceccaac

catttgeact

atttcggtac
tegatcaaca
ageactattt
ataatatcga
gegtecaaca
aacgtggttt
atggteatga
tgatggatta
ggctgegegy
ggetgegegg
atggcagegt
tttatcaaca
agctbggggee
tccaaataca
cacttggatc
tetatteaac
gacagattga
taacaacgac
cgecatttge
ttgcgacatg
gttogataag
atgtttcqgy
tcaatttatg
aaacgttgeg
agtgtctcaa
tagtattgeg
tagcaacagt
cttottggeg
cgegtttegt
atatectgegt
gaagcaacac
cattttgcaa

caaaacattg
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cgetgtigat
attctteaag
tegeatatet
cggtegtcaa
gcgtgtecgt
cgageagttt
cecacgteget
gtttgegage
gogeggegge
acgetggege
tgttatttaa
cgteggtgtt
atatocgccaa
acgcgatage
gtgttgtegt
ttaattgtgg
gtagacaaaa
gcagecegttt
gtttgegeceg
ttgtegtcag
cagagatatt
cacaatcatt
aattaacaga
gagttecaac
ataaaagceqg
geccatttet
ggagcageeyg
caatccgacq
gtacaaagaa
aatcaagttg
gtacaacatc
gecegegteg

aattttgttt

gtattgttge
agtggtgegt
cataatagga
gtegattgtg
ttgaacctge
gaacaacgaa
gattttgtat
ageatttetg
gttggetege
ggcgacgacg
aattgtgttt
caactgoacyg
ttgcatagge
gctecategtg
aaacgcttec
acgegttage
tttttazact
gagaggecege
aaggtcttge
tgtccatate
tegttgteca
teotgteatta
ttaatgtttt
teegetacag
atcaatacgg
atecatgaagt
ttgecattgeg
gttgettttt
tacgctttgt
ttttegttaa
agaggcatge
agggtgctea

gegggettge
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ggctgoaaca
ttgtegeget
ctgttgaaac
gtogaaggea
gtcatttgeg
tgatactttt
tetgtagaac
tateggegea
gcaaacaaat
tecgegttte
tgecgatttge
ctttgatgtt
taegtetattt
accgacgacg
caaaaagtet
ttgcateggt
ttcegtotta
agtgttgatg
tggeggectyg
ggtatcattt
attggtactt
geacgttaca
cgteegagta
gatacgettt
tggacgectat
ttttaaacgg
cgctceaaaat
tgcattettt
cgcaaatcaa
taatgtcact
cgaacatggg
gcgaggacge

acgactgaca

87240

87300

87360

87420

87480

87540

87600

87660

87720

87780

878440

87900

87960

88020

88080

881490

88200

88260

88320

88380

88440

88500

88560

88620

88680

88740

88800

88860

88920

88980

89040

§9100

89160



catgategca
aatggtecta
gttttttaca
ggaaacaata
gctttggttg
ttgegettea
taatctgtaa
tetgttgatt
gattgttgac
gttggetgta
atcgatcatt
gttgcgtatg
cggtttagtt
caattatcag
taaaattgat
cgaaagagaa
ggagaggcga
cacggcattt
agagtcggac
caaagactac
tttgegttta
tgatcaattyg
aatattttta
gttttteaac
taatattgag
gcaagaaatt
tgacgcecata
aatcaatttc
tgcggaagac
tgtaatateg
agqaaagtaaa

tagcaaggac

tccacgtegg
aaatggggta
ttgtgtatgt
catttgttaa
aaatattttg
aaacacacgt
gcgcacatgg
acgegtttygy
gacaaaacge
aatagccege
aaaaataaca
geegtegttt
gccgaaatag
aacattgagg
agactattta
caggaagcgg
gcgcagacgt
agcgatcege
acgtacatgg
aacgcggegt
atecgaaaagyg
aaaaagttta
aaccaggaag
gttegttgeg
ttggtgcage
aaagattcga
aaaaacaaaa
ttggacacgt
gacttgttge
tecagaagacg
cgceagaaaat

attgtcaacqg

gtgecggegt
cctgtttgat
tgtctgtgtt
attectgtgaa
aaaataaaaa
tttecaaageg
tgcattogat
cagegcaaat
teagtttgga
cgcaategece
gcaaaatggt
ttgttaageca
aaagtaatct
gttacgatag
aagagagcat
agagattgag
ccgcagacga
ttecaggcec
aaacogeceyg
acactgoccga
cgetggecac
gagattatet
attgtgtgat
tggecgacac
ctgaaagcga
gcacgccget
acattaaaac
ccgcaaccag
cgactegecag
agcaggaaga
tagaagacga

aaaagcttea
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cggattgtaa
aaactegteg
gttggcttga
aaaagtaaga
acacaacgaa
gtaegtaaatg
ataaccttat
actgtccaga
agaaaaaata
gecgegggta
gggcaacgat
ttatcccaag
gttgcaatat
tttattaaat
taaaaaaatce
ggccgaacaa
tgtcgttaat
cagcgogecyg
acgtacegec
cgagtacaat
tctaaaaaat
gaatagcgat
actgaaaaat
gttagaggta
tgcegtacgg
gtacaacatt
cttgttegac
teccagttege
cagcaaacgt
tgatgacgtt
agattttcote

aaaaattatt

tatttttgeca
cgcaaaaata
ttctcaaaac
cetttactgt
tecgatttcat
ttaaacctta
aatatgaacg
aacatgcaaa
gacacgttga
acatccageqg
tttgaaatge
tattacaacg
caaaattatg
aaggcggaag
atggacgaca
actgccgcaa
cgtgccgacg
cggtacatgt
gaacattaca
teectggtea
cggttgecaca
getgatgetg
tigtcaaatt
atgttggaag
cgaatagtea
gccatgtaca
ttgtacaacg
aaaacttceqg
gecaatagac
gaagatgteg
aaattaaaaq

gtggtcaccg
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agtattgeat
tegaaaaaat
tactctttat
ccacgatcaa
cttgtaacaa
aactgtattg
attccaattec
cggtggatgt
ceageatggt
acctggeecge
gatacaacgt
agacgaccgce
taaaccaagg
agtgttatgt
cggaagegtt
acgetettet
ccaatattce
acgaaagtte
cogatcagga
agacggttct
taacaactat
gagaatttca
tagcgtcaaa
cgettegeaa
taaaaatgac
aaagcgatta
acaggctgcecce
gcaagagatc
ccgaaattaa
actacgaaaa
cattagaatt

acggtatgaa

89220

89280

89340

89400

82460

89520

89580

89640

89700

89760

89820

89880

89940

920000

20060

20120

20180

20240

20300

90360

90420

90480

20540

20600

90660

90720

90780

90840

90900

90960

91020

91080



acggctgtac
ctatggeage
aaatttttac
aacgetttet
cgctaaaaac
cgactttatg
caaattaate
ggteatgegqg
aaagaaagac
aaactacaat
tacatttaca
tgaattgttyg
ttactttgeoa
cgtcacagtt
ttaatttgtt
taataaatce
caaaatcgtt
actettgege
agtatttcaa
cgtegtettt
gaagcgateg
cgtceggtet
tgaaattaca
ttttaccttg
cttegggcat
eggtgegete
gttgaaaata
gttttaaaag
cattattttt
ccatcgtaat
tcggegeacg
acaatcettt

tegacacegt

gaatactgea
ttgetcaaaa
gagttgetgt
catcaattqgg
ttcaactata
gteatgtttyg
gacgagctgg
gataaaattg
aagtegegea
gttatataat
catattaaca
tctaaacaaa
catgttataa
gettttaatg
taaatcttta
ttecagegyy
gtacaaatat
ctccacaaag
actetettte
craacecatt
catgcacgtt
gtaagtgttt
accgtccaac
atctagatge
tacgggtceg
cggeggttet
tteggtecat
tttgacattec
gtttaaatecc
ttttatctea
tttataatct
ggcattgtte

catcaacttg

actgcaaaaa
ggctaaacct
ttecattgac
taaattacat
tgegegaaac
ttataaaatt
tgcacaacaa
ttaaactage
acacaaaaca
aaaaaattat
tattgtttat
ttazacactt
caaaaaatta
taatcgcaag
taatcagact
ctttggggaa
ttgtgacacyg
ggcacaaact
tggtccacgt
aattegecagt
tetaaatctt
cttgaccecgt
ttttcttgaa
gacacagatg
cgttecattta
ggcacgtggt
tettgttgat
tttacaaata
aatacattta
tegeccacgt
aaataatatt
aaaattttgt

gttacaaact
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ttetttagag
gtacaatctc
actgtacaat
atttttggee
ttttaacgtg
taacttttta
acagcccaac
ttttagtaat
tttgcaaaga
aaaatatttt
acazattctt
tattaaacaa
aaattttcat
ttaaccactc
tcagtttgta
acattaaaga
gaatagtatt
cccegecgta
agttaattac
agacaataaa
ttcgaatgeg
acgtaatttt
caataatttc
gataaatttg
acgcgtacat
gcagtctgte
actegecegey
acgttagagt
aategttcac
tgaacaacat
caacgtacac
atctecatcaa

cgtacaattg

actttaccga
gatcatatecg
gacaatgata
agtaactatt
tttggecegt
tgegacatge
atgagaatta
ttacaattte
ctaataatgt
taatttttat
ataatcatta
taactttteg
catgtctgat
aaaaggaccc
aattagattt
cttgaaattt
aaaccccacg
taattgaatt
gttaatgggt
acegteattg
gtaataattc
attttggttyg
tttgteggee
atacacaatt
gacaatgttg
ctgcaattgt
ttgecatgagt
ttegtegatt
taccagttga
gtttaaaatt
gtaattgaac
agtataaata

caagttttca
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gogeoegetaa
aaatgaatgt
acagtgacaa
ttcaaaactg
ttaaacaaat
gtaattttge
acagegtgtt
azacctttte
tgatgaacge
ttatattcag
tgatttaaat
ttgtaatttt
ttgtetatgg
ttttctattt
ccacatcgaa
aacctttcta
ttagtcaaca
tegtaagegt
gtegtttttyg
aaccgegect
ataaaattge
caaatgattec
aacgtacctt
ttattctecat
tggegaatgt
tgcttecatt
tttacgtaca
ttgtatecte
ttgtttttat
ttggtggatt
atgagctgca
attttcacca

ataccgtatt

911490

912040

912640

91320

91380

91449

91500

91560

91620

91680

917440

91800

918640

91920

91980

920490

92100

92160

92220

92280

923490

92400

924690

92520

92580

92640

92700

92760

92820

22880

92949

93000

93060



tgtctttaaa
tgccaattaa
catgtcgatt
atttagtgta
tgcecegtatce
agecttatat
aattgtgtac
aaagcaagtt
atcatgtgea
aaagcgagtt
ttaagtgaaa
tgattacaga
agagattgta
tacattaaaa
ttaacagacg
ccatcgtaca
taaagagttec
ccagtecacgg
cgtttgaata
attttattaa
acgtgatgaa
taccagcace
tttcetttgta
gttteatatt
aacataaaga
tctttaatta
gagttgtggg
gatataatgt
tgacgggegt
caaaattaat
aatcgggeat

aaaacagceq

atcttecacgt
teeegtgtac
tttcaaaagc
aatatggtag
aatgcaaatg
acctcaaaat
aaaatatgac
cggttgtgay
aaatatgaca
taaaaatttt
cattatgact
taaatgtagt
gagaaggcca
aattattttt
catcctattg
aagagatecat
tcegeogeaat
acgaacatca
cagttacace
accggcattg
cgaacgtaaa
accgcecacaa
attatattgt
tttgtttttyg
ataacacaat
gcgatcggtt
cttggatgat
cggccgeegt
cacegtgatg
gtttgteega
gttgatggge

aatttttttg

ttactgaaca
aagtcaacgt
tetttattgt
tcagtgtege
tacaccatgt
atttecacatt
tcattaatcg
cegtygtgeaa
teatcegacyg
gtgacgtcaa
tccaataatt
gctctaatca
gagacaagta
acgaaaaaat
atagttttta
cgagtggeea
gcttcageat
tttgttgaca
aacactaatg
aaacctttge
agaaaattac
ttgcgtaaac
tgcatttcta
tacagtaatt
cataacaaaa
tctatttaca
gtcgacgata
cggtttecatg
ccgetgetaa
ttagegtagt
acaatgcoge

tagggctetyg
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tgettaatte
atttgacate
cgataaattt
tgctttegac
tagaatgtge
tttgeatcat
atcgtgegtt
aacatgacat
attgtgtttt
tgaaacaacg
ttgtggatgt
aagtgcggat
ttttgagggc
atatggacga
aattegettt
ttaaacgttt
tacaatgaat
aaagagttge
ceatcageat
cagatgcaag
aaaacaccaa
ttgaaaaaaa
tttctaatat
gtttettggt
attaaazaagc
aattggccga
ttgttgecegg
atgtgcttaa
aacctcocegte
cggaataate
tggagetgat

ctttattegy

gggagatttt
gttgeecgat
ttcaaaggte
cegcegtatcec
tgecttactgt
cgtaaaatat
acaagtagaa
cataactaat
acaagtagaa
tgtaatattt
ggatacgttt
ctgttgecegg
caactcaaaa
ttcgatagat
aaacaagagc
aaacaaaatt
gtttggaaaa
tacaaaaata
ggacaaaaca
accgecateg
ctcaacggea
gaatcattta
catagttttc
ttaacaagat
cgecatactac
gctgatcgee
egecgaccgee
ctacaaataa
cgttaagacg
aaacgtgttg
agcaatgetg

cgcagacgac
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ccagtcaaaa
tecatcttttg
tctogateac
ttggecatgge
gectgtatca
acatgeatat
ttctactggt
catgtttata
ttetactegt
tttacaatat
gcaagacaat
caaacatttt
aaactatgaa
tataaagatt
acaatacttt
aacecccgatt
tctagacaat
tttatecgaag
gatgaatttg
cttttggecca
aaatgtttge
ttgcctttgt
taataaagta
cacaaccaat
tagaacaaat
ttcagtcgge
tgtegectete
tagttgtact
cgttgegtta
ggcggactaa
tegttettge

accatetggt

923120

93180

23240

93300

93360

93420

93480

93540

23600

93660

93720

93780

93840

93300

93960

24020

924080

941490

94200

94260

94320

94380

94440

24500

94560

94620

94680

94740

94800

94860

94920

94580



caaagttgtt
ggaacatttt
gegectgttt
cgeccttoat
cctegtgegg
aaatgegttt
aaaagteatt
gtegecaaatt
asgetgeacge
ttteatggtg
aaacacgegt
tggtggegga
tgtacactag
cgtctgtggg
gttecaccaa
acgggcacte
gtgaactcgt
ctgttgaaca
cactatgatt
aataaaatac
attgtaaaac
atatgtgaca
gagaggtttg
caggcaatgt
taataaacgt
tttgaattge
tttgetgttt
ttggcacaac
aaacgacgga
agcgtatcet
ttgattatat
atttgctgtt

cegacacgta

caattttatg
gacaaagtec
aatgtatttg
aagocggagae
cagattgatt
caacgacaat
getttecace
getttttatt
agattgeatyg
aacgatcata
ttegecegea
cgetgttttt
cacagaattg
cacgtacacqg
attgtgaggg
catcgtgatyg
accgtattca
cgtgegttgt
agaaaggtag
atagtacttt
ttgtgatcgt
tettegtaca
cggtegttgt
cactgatgca
acacaatagc
gagaccgtea
gtgtggecace
attgaatacc
tcgetacaac
cattattatg
gaaagtaact
gatggacatg

ttgttttgag

attacgttgg
acaaccgttt
agacktggage
gttototeooe
acatagegeg
atcttceaceca
aattctttaa
ggaggcggaa
teecgtttegy
gtgttgeaat
cegatttegg
tttggegate
aattttggaa
atcaagtttt
aacgcaaaaa
tatatgtett
atagggtgte
tcactacgat
cagacagaaa
tatacgttta
getogecagyg
cegatttett
tgtaaaaatt
tatgctttaa
acgtttateg
acataacgtt
acgacaacea
atgeacggeg
tgcccgtttyg
gaaactgtgt
gcaatgttaa
gattgtgtgg

cegttttacy
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gtaccaattg
ggctatagte
ggtttactgt
aattcaattt
cgggectgttt
tggtggacgt
aatgagacag
cgetttgace
gatacgtaaa
aaaacaagtt
tgatgggtac
gactgtetat
attgtttttt
cgattaattt
agcgateget
acttcattag
gggcacgtaa
tgaaatgcaa
atattteate
tttatatttg
cataatttet
gatgttacca
ttgcaccgaa
ttttttattg
gttaaagata
tatcaacgeg
atttgtttge
ctataaatge
caaaaacata
tgacagtata
acceccaccth
tgcaaagegt

actctcaaat

ataggggaaa
gggaatgccg
agegceaattyg
gttgtacaaa
gcgatattga
ttecagattg
eggaatttea
gttgegattt
ctegatggga
gttggtcagg
caacgggtte
gttaacatea
gtecaatgtac
gttgcctacg
aatacaaact
actttagatt
ttgtaatggt
aaatacatca
tttaaatctt
ttttetttgt
ttgecacatca
tegtgaageyg
taattatcca
cattcagtta
actttcaata
atgactaaac
aacacggacg
ategttttgt
aatctcataa
gtgaaacgtg
gttggacgtc
gecaatggaaa

taaatggtty
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attattitet
agcaaagact
gatggcaegt
ttatcaatct
aagatgcaaa
aaacataaca
caagegateg
tttagtaacyg
catttggagt
agcacgetaa
cagtagacta
tgctegtgee
aaccggtogt
tegetttgeg
tgaatctgaa
attttaattt
aaaacagatc
agtacataaa
atgectagttg
tataacegta
gettgegaat
ttgteggett
tagtgcageca
ttatatgatt
tataaaagtg
gacaatttge
aataccegtt
actgtgtgga
attataaaaa
ctggcaaaaa
gcgtacaatt
caattgtecaa

tacgegocea

95040

951040

95160

95220

95280

95340

95400

95460

95520

95580

956490

95700

957640

95820

95880

953949

96000

96060

96120

96180

962440

96300

96360

96420

96480

96540

96600

96660

96720

26780

96840

96300

96960



aaagcggaca
aagtgcagea
caaatgacaa
aattttacaa
atttaacttt
tttacaaaaqg
tttttattga
ttcaaaattyg
tgtcattttt
caagttgata
taatatatga
tagaattcta
ctcgetttac
aatgatgtca
gcaagatcgg
gtagaattect
atggctcttt
tgcacacgac
tcagagtgeg
atttgtaate
gattttgaca
gtttgtegat
acttgttttt
gcagtgtgte
ttaaagtttg
cttcaatgtc
agcgaggttt
acacgttgtg
ggttgazaaa
tactgttgeg
acaacttaat

gtagegtget

aagttttgat
acatcgazaa
ttttatggtyg
ttacagattt
tagacgtggce
taaaaatatg
caatactcac
aactggettt
gtacgtgatt
aacatgatta
ctcatatgtt
cttgtaacge
gagtagaatt
tttgttttte
tggatgatgt
acgtgtaaaa
gttaatgtcg
cgtttttagt
atgtgtaatg
cegttcatac
ggegttatgg
taaactgtta
tgtctgttca
gttatacaaa
ttggetgtta
ggaatgcttg
gagtttattt
agccagcgat
agagtctgte
tgactcaacg
gttatcaaty

cagttoggte

agttatettg
gaattaatac
ttcaaaaatt
cccatcaatt
ggcagttgga
ccaaaattta
atttgatatt
acgagtagaa
ataaacatgt
atgtacgact
tgtgcaaaaa
atgatcaagg
ctacttgtaa
aaaaccgaac
cattttaaaa
cacgattaca
taattgatta
tcttgaaaca
ctggtgacga
gctetgtaat
tacgaattga
acaaacatca
aatttgtaca
¢caaaatggta
acgtectggyg
ttttcaaatt
tctaaatteca
ccttgattgg
aaaacgtttg
acggceegtgt
teggtgatgt

gagtagttat
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aaaactatge
tgcattgtgt
atattaacat
ttgaggacaa
aaactcaact
ttaaataaaa
atttataatc
ttttacttgt
ttaaacatgg
catttgtttg
tgatgtcate
gatgatgtca
aacacaatcg
tcgctttacg
atgatgtcat
gcacttcgta
atatgtcgta
ttttttegtg
geatcaaaat
cgccaacaac
taatatttac
cgttgeccaa
aattazaaac
aaacgtttaa
gatgtaaact
tgtccttgte
tttggatatt
ttttaatcat
tgtcgttgtt
aacataacaa
ttggcaccag

tcaacgatcg

aactctaatt
ggattttett
gattataaaa
cacgatgaaa
gcaacccgta
caaattaatt
aagaaatgat
aaaacacaat
tacattgaac
tgcaagttga
gtacaaacte
tttgtttttt
agggatgatg
agtagaattc
cgtacaaact
gttgtatcga
caatttggeg
tatgtttage
gataaaatct
tetgtggeea
tatagtttet
gegegacggt
getcatagac
ttegacaaac
gttattcata
tacagtttca
ttcaatatgg
attcaaaata
aaatatcget
gegegecagt
attttcattyg

attgtgegat
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cgagtcaaac
acaatgaaag
gtgtatttge
ccttgtgtaa
tgcaattatg
taaacaagcg
gtcatttgtt
caagaaatga
ttaatttttyg
taaacgtgat
gectttacgag
taaaattcaa
tcatttgtag
tacttgtaac
cgcetttacga
aaattgttca
gogttgtgtt
atgttgtatt
aaageggeta
gatcttttta
cttgttateg
ttagacacey
tggtcgtcag
gacgagcaca
acgtaacaca
atggtgattg
tataccaccg
ttcatgatat
tteccagggtt
tgecatgtgeg
cogtetteoca

tcaaacaagt

27020

27080

97140

97200

97260

97320

97380

97440

27500

97560

97620

27680

97740

97800

97860

27920

97980

28040

98100

98160

98220

98280

28340

28400

98460

98520

98580

98640

98700

98760

98820

98880



ttactatcge
cecttgttete
cgttggactt
gatectttget
cgttgatgat
tteagttgta
tgegagecag
egtecggega
aaggectegyg
acacgacaaa
ctatcaagte
ggcaggtcaa
tcacgoacgyg
ttaacggcgg
gaacaaattt
gcecaaaagtt
tgactggttg
tttacegtea
gacgtgaaat
tgttgcaatyg
gacatggaag
aaaatatgtyg
aaataccaaa
atctattcet
caaacagtgt
aattttgata
cgcattatte
gatatcaaag
atacatagtg
catgagegeg
cattctccaa
gcaatagtgt

attacggttt

aggttgtaca
cagecataaac
tttgtaattt
aaacagttta
cattttttgt
aacgegtetyg
tgcecgtttgg
aaattgeace
tgttecagta
atcteegeeg
cggagectge
ctegtttgea
taaccggtte
cgcttecaac
aaacgtgtac
caacatgate
cgcaaaaaat
tgecatctgac
acatttataa
gegattgttt
tgttggagag
tgatagttga
ttttattata
agtacaacaa
aaaaatacta
gegtaattta
acaaataaca
cetttttcaa
ttaaagtttt
cacataateq
taagtaaaat
acacgtatgt

ttgacaacac

tagtttttta
gacaaatttt
aacaacateyg
ttggtagegt
aaaagcgegt
tacaaattgg
cgaaatageoa
gtgttcaaat
tegtecacea
geggagaaaa
gegtttaceca
gegetggaga
aatgaacaat
tegttaatgt
atgtacacga
gtettaacty
aaaccggggt
ggctaatgta
tacctatttg
ggecgtggtg
tttagaatac
taattacgac
tcattttgtt
ataatttgat
cagaataata
tactttgata
aaatttttct
acaattgaaa
tacataacaa
egttggecge
gcattttgect
agacttgata

acgegegecy
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tgtcgtcoaaa
ttaggtcgaa
ceaacagttt
aattecacgtt
acttgectcat
cecatgegatt
tttttteata
tecatattcaa
agtetetgta
cgtgaaccaa
aagesgtegga
teacgoagtt
ctacgoctag
gcatgtatge
ttagtataat
agtgtgaaaa
ctatataact
ttgctegtte
aaaaattaca
gtgttggace
actagtgaca
aagtattacc
ttatttaata
tattattttt
caatacataa
tttttecaacy
aatatgeccat
aattgcaaac
ttctataatg
aaatatcteg
attatactgt
gatgtgeacc

cttattgaac

ttgaattata
tttaatattt
gtgtaacteg
gtegttcaaa
gttgacagaa
cggaatgeac
gcegctagaa
ceggecgteg
egtgetecacyg
geccagtgog
ggegttgcaa
gteteotacac
attgogetga
atcttgecaaa
taccagtaga
gegtagtgty
cggcgtagac
ctaaecgegct
gtgtaattga
gaaatecaget
acattgaact
aaaaaaattyg
attaaagaat
gagtgcacat
atattatagt
tacaacgtta
ttgtcegeaa
aaaaccacgt
aagaaaattg
tacgtacaaa
tgtttettet
atgaagaggt

cgeegtecga
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togatcttgt
ggcgegtttt
cegttagett
aacagcaact
tectettacat
acggggatey
caategeacg
ttgcatagat
catgtttgag
ggatcgeatt
aageecatect
tgctgatecg
aacgtaaaat
ataaattttt
ataagtattt
acgcacgaaa
cgegtteatt
caaaaagcgg
aggtgtgatg
geaaaacacg
gttatgegaa
tgtataaata
acaacgccac
taaaaaataa
aaatagctge
aatgttgata
ttgtttttge
acatgacgtt
ctaaacacgg
aatactegga
agtgattatt
gegttatect

aatagtaatce

98940

290040

990640

99120

99180

99249

99300

99360

99420

994890

995490

99600

99660

99720

99780

998490

99900

993960

100020

100080

100140

100200

100260

1003290

100380

100440

100500

100560

100620

100680

100740

1008090

100860



gaaggecaatg
gatetgtgee
atgcgtggag
ttggetttgg
gccgaaactg
cagektcoaaca
gacaatatca
aacgccgaca
gagagttttt
ctcaatgatt
tcggtggace
aatggtgtgg
aatcgacaca
tgcttgcage
tggggecgea
aaccaactca
gacgtaacag
accacattga
agtggcactg
tccgattegt
aactegtggt
cgatateccac
gatcgcgaac
atagacgeat
cattttaaaa
atttagggec
gactaacata
gaaacgaaaa
atgatgacat
aacttgtttt
acaaataata

aaattttaca

cacacgaatg
gcgaaggatt
atgacggcca
atcgagaacg
aaactggttt
tgtacgaaga
acagegctte
ccgaaactceo
tteegeggge
tttaccgeag
cgattagegg
gaatcaacgg
ccgecgacac
cgtttaacgt
gcgaccacac
gtcacgaacg
aaatcgtaac
aaaatatact
cteagecggt
gcatcaggcg
gtgtactgag
goggagacge
gaaacacaat
taacccaaat
gttgtagaag
aagacttgtt
aaagaagtgyg
atagataaaa
cataacgggt
acgegtaaaa
gtatgtaata

ttgaatcaat

tcacaaaact
agcecaactge
agaacacgag
cgcecgateg
cgctcttttg
ctgeaacgtg
gatceggtge
gtattgcegt
gecatgegea
acactttaga
gcaacgcaca
atgcaattgt
gggcatggtt
gcacatgtta
cgagtttgeco
gtatcgageg
agtcaacatg
attaccatct
atgettettt
acacgctggt
tegtgaaggt
gectgcagey
aagageggte
acttgaaact
cgtgeaattt
tggatatcge
cagtcatgtt
aaattgcaca
tcaatattect
ttctactggt
aaataaacat

ctgtettogt
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ttgacgecegt
cagttgtttyg
acgcttatte
tgtaacccca
tgcaactgct
ccagtggget
gtgtgcgacyg
cegegeacey
gacggecaaqg
ctcgaagaca
tcgggacget
coggecgatg
agacazagcg
tcegttgegte
gacgeggaca
attttgtact
ggtgtcatga
tetgttttta
ceaggegtag
ggtcaagtgt
acgcatataa
ttaagattge
actacaggcyg
taceceaact
ggcacacact
tttagataat
aaacaagaaa
acgtgtttta
gtgtgcaaaa
aaaacaagtt
atttgtgtgt

gtttgttgta

gettecacaca
acgaagatac
gagcgggaga
acacgggtgt
tacggccegg
gegaegectea
acgggtacgt
tgegegacgt
ttegtetgga
tttgogtgat
tatttcacca
acgggttact
accgcacegt
atgtggatta
tggtgtttea
egttgctega
aaatttcegt
ggctatttag
gacggtgeat
ggaccgcaga
aagtttggag
geggcttett
acatgaccca
actctgtata
tttttaaaat
ttggaactat
actacagagt
ataaaaattt
ataaatgaca
tgagatatga
aaatataatt

aggtcttega
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cggegattge
aatagtcaag
agcgtactge
gtggttgttyg
acttgttacg
cggecgtate
gagcgactat
aatgtacgac
toateeggey
cgacccttge
accaaccgta
gccegtgttt
cgcgaacgct
caaattttte
agcgaatgte
gtcgcaceeyg
gtcatacgat
atttaaagaa
aacegtcaat
aacgttcace
tegegegtea
tetgaacaac
agggcaacaa
acaacatgag
tgggttattt
tgcgtcgaaa
gtttgeaatt
acactatcaa
tcatatttca
tgteatecate
tattacaaat

atcttgtgtt

100920

100880

101040

101100

101160

101220

101280

101340

101400

101460

101520

101580

101640

101700

101760

101820

101880

101940

102000

102060

102120

102180

102240

1023200

102260

102420

102480

102540

102600

102660

102720

102780



tcageeoecte
ttttgececat
tggtgttata
cttttatagt
cagccattea
ggteaattta
gttagttage
aacaatgcec
tgecagegtac
aaacatgceg
aatattgtgg
aaacttgeta
ttgcaaattyg
atatatgcgg
ttaagtgtta
atcgcacaag
gcaageattt
gtttgegtgt
tgttgegttg
catggtaaca
gtttttgatyg
agcccatgaa
gttgaattat
tttaattcac
cacaatgggce
tgttteagtt
tgataacagt
gtggtettta
tgttcegttt
aaaaaataaa
aacaaaaaat
tetggacace

aaattatctt

gggatggtea
ggegagtgtg
tattcgacaa
tttttagaac
gecatceggte
ggatggectt
gtagtttcge
aaactataca
aaagttatat
cecacataca
tgcacgatat
atataaaage
acgttgtttea
tgctgecgeg
acgcgtcact
atgettaacy
gtatttaate
tgcacaaaat
tegtacateca
ttcaatgact
tecegtggtge
gtaatttacy
gtggtgtttt
tgttgtgtac
acgtacacgg
atgagtgtta
ttgatgttta
aaaaataatt
tcatacaacg
aaataattta
ataaatacaa
tattcatatc

tacaacaatt

aaatgogecog
acaaacgcgg
tatatgggte
acgttgtgta
gttgactgta
gggataaact
gttacaaage
tgtecattttt
tttgagggtt
aatcaaagte
ttacggaatg
caaaatccge
aatagtoget
gattcaaata
aaattcagac
cgatctgttt
aatcgaaceg
acacaagget
acgtgacget
ccagegaatt
taaacgetee
aaatgaaqgct
tggacaatca
tttttatgat
attatcaata
ctattgttat
acgegtttgt
tgactagtta
atccgeegee
taaaaatgtt
acttattatg
attgatatta

aaagcaatta
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tagtaattgt
cecacgacaaa
gettetaaat
tteocaacagt
atcatgetga
tgccggeatt
agtcttgaag
gggggtgtac
gtttttgata
gggeccagte
aategettte
cggaacttta
caacatgtac
aaccaattgt
acgagcgcac
ataaactaaa
tgcactgata
gtecgacecgac
gtgcacctac
gaaatattta
gactctgtgg
gttecacgoce
aatgggtaca
atttgttgaa
tgtcaaateqg
gggtttagag
gtgegetttyg
ttacgtttea
accgttctet
ttttattett
ttgtcgtcta
cagtectacta

aaacaattta

taatggatet
cagcaggata
caccttgtee
aattgttcca
attaatttac
tgetgtacat
ggcattatea
acttttttga
aacgttttgt
atgaaaatat
acggegetea
atgttggtcet
tagtttagag
tegggtttca
gccctatata
acgcactgea
taagaattaa
acazaaaatga
accgecatgt
caatactggt
acgatgctca
atgtacttta
aattttgttt
ttgettatce
tgttatatgg
tgtttgaaaa
tacattgtga
aatttacaaa
aacattgtaa
tcacaattet
aataaacatc
tacaacaatt

aataatctte

95

ttcaacgatt
atcagtttca
ccaaaagect
tetetttcaa
aaacaattte
tgtttetaaa
attcgaataa
tttgtteotgg
atagactgec
cttegggatt
ccaaatcaac
ttgraaaagt
gaegacgaeaat
tggtatacag
catacaattt
ataaatttta
aaatgggttt
agtttececta
tggtgggata
tgectgttgte
aaaccacaga
gtaacgtget
ttgttaacaa
tgttgggeca
ttatattgtt
cgaaactaat
ttgcaataat
gtattcaagt
tggatgacat
gtaaattcta
aatttgtaaa
aaaactaacc

attgtegteg

102840

1023090

1029640

103020

103080

103140

103200

103260

103320

103380

1034440

103500

103560

103620

103680

1037490

103800

103860

103920

103980

1040490

104100

104160

104229

104280

104340

104400

104460

104520

1045890

104640

104709

104760



tataagttta
atcaacttte
ggtaacggoec
acacagcteg
gttattccaa
agctttaaat
aatcccacga
tectaatggta
acaactaaca
ttaaactgtg
aacaggecgc
ctgtcaaacg
ctgtcaaacyg
ccgtecteece
gtataatttg
ttgggatcga
tcegagttece
gceccctttaa
tagtttacca
ctgceggttt
tatgttttgg
aactcccaat
gaatctacaa
gtecagecte
aactgtccaa
tgtacggcgyg
ctttgecaaag
ccgcagatgg
acgggazaagt
tetetectge
cegtoggtgt

caaagtttga

tttgeoactgt
tegecaactt
aattcaacgt
ctttaccaaa
gataattaca
aatcttcaac
cttttgecatg
aacgtatgey
caaaactaaa
cgtttatege
ccaatttatt
aaatcaaatc
tgtacacata
acgtgccecga
ttacgeocggt
cgeccttgttt
aacttggcege
aatcgtaact
cggecaatott
gegcttcegag
cgtcacegte
cgatgtctac
aaacgttict
ctattgaagy
aattgocttt
cccacggate
attcaaaget
gtatgaaacc
tgecgecegta
caggtttgtt
ctgcgacttt

cacgcatgtt

agacggtgtt
gtaccataaa
gacgatgcgc
cgaaagcaaa
aataaactga
gttgttgteg
taaaatcgga
ttttgetegt
atgatactea
gttgagcaag
teggtcgaca
acctttactt
attgttgaga
ccececggeceg
ccagcegegg
cagtaacgeca
gtagactgtt
catgagaaat
gtegtaacee
gtegtctage
cgeategeee
accgtcaaaqg
tttttcaaca
aagaattttt
atacggeteg
gtgaatggca
tcegggtate
atacaacaag
cacaceccae
gttttecage
gaccaacacy

aaattgeceyg
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acacagcgat
aattgtttgg
acgtocectegg
ggtactaaat
tcegtegtgg
cgceaaaagte
tccaaatact
gggegetttg
atatattget
tegeegttat
tatttaactt
ttatcgaaaa
tctttttgaa
ttgccagtge
ccgtacatgg
tcgacagegt
gtttggtage
attttgecta
gegettatag
attgecgegea
aacgacgggt
aatttccaca
tegtgcataa
aaatgggggt.
ttcecaagegg
actttgaaat
gttttgaggg
tgtgataaat
tcaacaaagt
catgtgtatt
ggatcgetca

ctcacaagaa

ceattcgacyg
acaaaaagtt
gtatgeattt
atggcgecat
ggtgataact
tgeattttac
gcagaatcgt
taacgetega
tttacagtte
cggecatcaat
ttectaacac
cgtacgacge
tttgacgata
cggaaaaata
cgacgcccac
agtgtgtagt
ccaaatcegt
atgacttttg
cgettgttaa
getectecaa
tagecececcttt
cttgcagaaa
aataaaatgg
ttgctaattt
acacaccttt
cttegegtee
cgtegtttat
ttggcaaggg
acgcagcgac
cgageggtge
cggaacagec

ctttaatggt
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ttegtgtteg
ttccaacaat
gttaaaaaac
tggctgattt
ggcaggtgte
acgegtbgtt
gtctataatt
catcctaata
atetttaggt
ctcccaagea
agagtcgacg
ttgageggeg
atctacaaca
gttgtecattc
aattattttg
gtatagctct
gtttgaccaa
cgetteggeg
ttegtaaace
caacaaaatg
gocgeocegga
ttecttaace
gtcltgataga
tgeegecate
ttggggtttt
cttgcacgat
teccategeceg
aactttgtet
aattttatce
cagatggeeg
gtocteattyg

agcactttta

104820

104880

104940

105000

105060

105120

105180

105240

105300

105260

105420

105480

105540

105600

105660

105720

105780

105840

105900

105960

106020

106080

106140

106200

106260

106320

106380

106440

106500

106560

106620

106680



ctttoggegt
atgtcegecgt
aaattttegt
caatcgatea
aacaatttgt
aaatgaacaa
accttttgaa
gtagegaagt
ttaatazaaza
aagacgaaac
gcaaagtaat
gtctecaacaa
ccactatgge
cggagcagea
acacagegtt
acgaageaga
attgttatag
geectattec
aatattgttt
acaacattee
ttttcagggt
cagtcattta
ctcaaggtag
ctegectgag
aaaaactata
aatattgtet
ttacaaagtt
cagecatgga
tggtggttat
aactgtegtg
ttgctagtte
aacgccette

tgcacggcat

cgectttcea
teccagacgtt
aageggtgge
caggegtgec
acaacatttt
aattttgttt
agcgcctaat
tgaaaaattg
ccaaaacgat
tatcgcaaaa
agtectagac
agtcactage
tagtttggaa
aatgatcgat
cgaagccatce
caataacaat
atacattace
tatggccata
caacagaggt
atattggace
acaacaaaac
ttaatctcaa
agcgtagegce
atattaaaaa
caatttttta
attacggttt
aactacatga
agtgatgteq
gaggttgctt
ataggtegtg
cttgtagttg
tttgtagatg

cagcaaaaac

tacctgetge
ccaactgact
ctegbaattt
gggaatageg
aatttatctt
tatttgtttg
tattttgaag
cgaagattea
teggecaaat
tacacaggtt
cageccacegg
gtazaaaate
agtcaatttg
tgtgattttg
attaaaatgg
tgccgtatga
gtgtacgagg
gacgctgeeg
ctaaaccatg
tttaaaaaca
ataaacgcct
cacactcget
tctggatcgt
actttgtaat
ttattacatt
ctaatecatac
ccaaacatga
ctecagactgg
ttttgttggg
ttgcecgatag
ctaaaatcta
ctgttgttgt

gtgtegteeyg
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tegtcaaaca
tgaacgtcga
atttetacga
ttagaaacqgg
aattttaagt
tgtacggegt
aatttgtteca
azaatttteeca
atgaaataaa
tgtetttgee
gcaaagggec
agggeatgtg
caatcaaaca
tcgacgetgg
gcggegtaca
actccaataa
aaaaacttaa
acattgttaa
cggttetttt
cttggggcac
gtggtatgag
atttggaaca
atagatcttg
tttaaaaatt
aataatgata
agtacaaaaa
acgaagtcaa
tgeecgacgea
caataaacga
tegggatcca
tgcattgcga
agcaattact

acaaaaatgt

acacgtacge
cttgttettt
gegeataatt
cgaccaacca
tgtaattatt
tgtaaacage
tcgattoaac
acacaattta
caaatteteg
tattcagact
ccttgaatte
tggegectge
taaccagttyg
ctgtaacgge
gctggaaage
gtttctagtt
agatttgtta
ctataaacag
agtgggttat
ggattgggga
aaacgaactt
taatcatatc
ctaaggttgt
ttattttata
caatttttat
taaaatcaca
tttageggee
gecaaacttg
ccagcegcetyg
aaactegacg
cgagteccgtg
ggtgtgtgee

tgaagaaaca
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tatgtegeca
aggctttatt
gegateggee
caaaacgttt
ttatgtaaaa
geggegtacy
aaagattatg
aatgaaatta
gatttgtcoea
caaaattttt
gactggegte
tgggegtttg
attaatetgt
ggcttgttge
gactatccat
caagtaaaag
cgecttgteg
ggtattataa
ggtgttgaaa
gaggacggat
gegtetactg
gt.ctcagtag
gagttcaagt
atatacaatt
tattacattt
attaatataa
aattegectt
gtgtteteca
geatctttce
tegtegtcaa
ttggccacce
ggcggattgg

gagttgttea

106740

106800

1068640

106920

106980

107040

107100

107160

107220

107280

107340

107400

107460

107520

107580

107649

107700

107760

107820

107880

1079240

108000

108060

1081290

108180

108240

108300

108360

108420

10848490

108540

108600

108660



tgagattgee
tattgtttag
tttogtacat
ctgtgtactt
cgactttgeg
atatatcatt
ctttaatgag
gaatcatact
cetoagegte
tgtacatttt
agtgattgtt
cgttgtegeg
cctogeactg
tcatggtttc
ggtagtacce
ttteccacgte
acggaccegt
cegecaaaag
agcettggtg
tggcctacgt
ataagattat
acatcgaaca
accaattegg
tecacctttte
ttgattaaaa
tacaatttaa
gacttgetta
ctgtgtgecga
gatgcggeeg
ttgeagtcetg
aaaaatataa

acaatgaact

aatcaaacge
cttgttgaty
cagctcctet
ggctctaacg
tttaatgecat
gtcaatcaaa
cagacacgca
cacgeegtet
caaaatgtat
cgaagtggaa
attectgecege
aaaacagtcyg
ctgectgatg
ttegacgegt
cttgtageeg
cttttgcage
cttecatttge
cacatataaa
tgactgattt
gacacaaggc
ttttatetgg
cgcgcaactt
acggcegatca
ttagcaacygyg
acaataaaaa
ataataaaaa
tgggcgctea
ttcaggagag
cgaacceges
aatacaataa
aggatttaat

tttgggecac

tegtecacet
tgcgcatgea
tgaatatgca
ttgtggegec
ctgttaaact
cagtgttege
gcttttattt
cgatgaagca
acotggeact
atgeccgeatce
ttcaccaact
tcgetgteac
ctccacataa
gtgttgggat
ataatcacgt
gtttccttgg
gcgttgoagt
acaatagecge
actagtagca
acgttgttag
ctgttataaa
catgtactet
cgatggctat
cagtteggee
ttatattcat
gcgtcctaaa
aggcaaagta
tctcaacgag
tgcgecagac
aaaaattace
gtgcctgaat

gtttagcatt
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tggccacgga
tcagetcaat
tcaggtegec
aagtgggcgg
tgcagttcca
gtgtecaccga
ggegcgtggt
cagtgtecac
cgteegtgte
gccacgattt
ctttgecttt
tgccccaacg
gcaaatectce
ccagcgagcc
tttegttgta
geggggtaat
gctccgecge
ttaccatett
ttgaggecatce
attaataatc
aacgggateca
cccgacagea
ctggaactaa
gtgtggacca
gtgtttggtt
gagtattaca
tttgatcege
gctatttcga
attaacaagt
tttaccactg
aaataataat

tgtctggtgg

gactatcagg
gttecatttte
tttggtggca
ccgettettg
cgtgttttta
ctoggggtta
gaacgtagac
ggtcacgttg
gteetggeac
gttgcacgtg
gaccecactgg
gtegatcage
tttgeccaca
gccgttgtac
gteegtetee
gtccaagttt
aaaggcagaa
gettgtgtgt
ttatatacce
ttatettttt
tgaacacgga
grctggaggt
cogeegecge
acgeggegac
tatttaaata
cccttaaate
tttgcgaagt
ttttgaacgt
tgcaagaact
atacaatttt
aagggttttyg

gttatttggt
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tecgtgeagea
agcaaategt
gtgtctoecct
acteggtgcet
gaaagatcat
tttttgteat
ttttgtttga
atggggttge
togagectge
tggtgcgeaa
ccgeggecct
tettegecca
ttcagegttt
gcatacgcct
acgatggtga
ttaatcttgt
tgecgeoogecg
tccttattga
gacegttate
atcttaattg
cgetecagteg
ggtcatcatt
caaagtcatg
ctegeacaaa
tetgtcaaat
gattattage
aaaaacgcaa
tcatagcaac
gatacaagat
ggagaattta
tacgatttca

gtacgcggga

108720

108780

108840

108800

108860

109020

1095080

102140

109200

109260

109320

109280

109440

109500

109560

109620

109680

109740

109800

109860

109820

109980

110040

110100

110160

110220

110280

110340

110400

110460

110520

110580



cacttgaata
gaaaageatt
atgttgagea
aaaaaaatat
aacaacgtgc
agteactaca
ggtoctttgg
tecaacaactt
ategtgtceat
gagaacgect
ghgectacttt
ttctecteat
gtececggtot
cgacgegetg
aaatctcaac
tcazaacgty
aaacacattg
attagectgaa
aacaacacca
ctcaacaatt
aacgaagceg
atactcacqg
gtggcagcca
aaaagttgea
atgtttette
agaatgeagt
ctecttgataa
ataccgatta
acaaaaacga
acgtaatttt
ttactgeacc
atagtgacag

aaceteecgt

acgagctaca
ttteccaatgt
acttgecaaaa
ccaatetoga
taaacgtteca
atatttcaaa
atcgacacgg
ttgttcacea
aacacggtea
tgetegtteg
tacecgtegte
tgcagaccte
agatocgeoggt
gaaaagattc
caaactaatc
cagetectey
cttgecgaga
caattgttgg
actetatttt
tgctageege
acagacaaaa
gaacgctgac
tgeccatgacg
gcaatacaaqg
tttgecagaac
tgtagtatta
ttttattgte
caaattaaaa
agtecgctatce
agacactata
tgttcaagat
ttgggaagta

cattttacceca

agazaataaaa
ggtagacgaa
taacacgatt
cgaaaaaatt
ataaacgctt
atatgaagee
actacattta
ttecatetazn
aatacatggt
ccgaccagtt
gecgatcacg
gttegegete
cacgttecate
gtcatcaaaa
aatttttaga
cggcgttgga
ttacagacte
acgecatcaa
gaccaattta
tatecgaaaac
actggaccte
aaaaaaataa
ttgegagage
aaagccateg
cccggggaga
gaaaatgaac
geattegtga
ctagaatgtg
aacaggccta
gaaactattg
caagaactaa
ccaaagtata

ttaggtettt

ES 2 542740 T3

tcaatattag
attgattcte
cgaacgtggy
aacgtgttat
atcactaagt
gacgaataac
tcaaaattta
acatagaaaa
ggacatttac
gttgageaca
atcacgetea
tecteattge
gtctoaccagg
cgacatgttg
attgtccaac
aaccgctaaa
gttacecegac
cacggtgcag
gegtcaagoeg
ttagtaggeqg
gtgtacactt
gecatgtcecga
gcggegtaac
ctgecgagea
gtgecegtttt
aaaaacgatt
atcegacgta
cecagaatcag
agatatcgtc
aatacgattt
gaaaatccat
tgaaaaaatt

agatttggta

tggtcatgta
ttaaaacgga
acgecagttgt
taacaaaaaa
taatatacta
gttatgtteg
aaaatgactt
atgatcaacg
ggageggecg
tttattgcaa
cgatcacget
agacctagtt
cgagggagta
atgagcaacg
atgatgacgg
gatgttattt
ttgacgteca
caaacctgeg
teacaaacat
geggeggegg
tggttaacga
caaaacacca
aaaaccccca
aacgctgege
tcaagagttg
gtatcecata
teccatyggee
aagcgattta
ttttaaattg
acaaaataaa
tatttatttt
gtttgatgaa

aggctagcac
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cgaatctatg
cacgtttatg
aaaaaatgge
cggggtagtt
aaaatcacat
acgacgegte
tgcaggegtt
atgegggegg
ttetggtttt
acaattattt
cgegateacg
cgegateteg
gacaaatatt
tcaaccaaat
gegtgegeaa
tgaccagatt
tgttagataa
caacgagttg
caacggtacg
tggcaatttt
aatcaazaat
acaaaaaaqgqg
aaaaagtctg
accacagcag
ganagattag
ttagatacge
tattttgtea
ctttacaaaa
caattgaaca
gttetcacaa
aatattttaa
atgcaattgg

gtegacatca

1106490

11070490

110760

1108290

110880

1109490

111000

111060

1111290

1111890

1112449

111300

111360

1114290

111480

111549

111600

111660

1117290

111789

1118440

111500

111960

112029

112080

112140

112200

112260

112320

1123890

1124490

1125090

112560



tgtttgegte
atgtgaaaac
ttcagccaaa
aaagcaaaaa
ccaactegte
gtcacgtcaa
aaattatgag
gtttgecacge
tggaaataaa
tggggaacgg
gcacgeccoecca
tgtatgtgat
tggtttctgt
cgtacgtgge
gacggcttte
ctatggtega
ttagctcaga
aaagttttaa
gattgcaaag
ttggttacta
cgtegeccac
cetttatatt
aaatattgac
ggctgeccaac
caataaactc
ccaggttttg
gattgtatac
attcaatgta
caaaagttat
aaaaagtttt
tgtacttgte

acgtgtegtt

gttgacctea
gatcgagttyg
acctttggat
tgagctgtgg
cggcaacatg
agaaaccaac
cgeggtegtt
cgettegoce
atgtecgtac
caatcgcaag
gttecgaaatg
gaacgcgect
gccgcegcegac
gtttgccgtg
attcaaaacg
tegcggaata
cagtcgggaa
cttgaaacat
tttagctaaag
tttaactecat
caaacacgat
atatataatt
tegttgttca
gegttegttt
ctecaactgge
tagaatgttt
atagttttga
caatttgtge
ttettgacceg
teettettea
aaaatcttea

taaaacatgt

gagcaaaage
agtcaagege
cgtgcagaaa
acgctattge
ttacaacgac
ggecatcatgt
gaaacggttt
gatgegtatt
aattaccgag
tategcgtga
gtcaaaacgg
atgggcetttt
gaaacgttet
gaaaactcca
cacagctgea
tatttagatt
acgtgcgatt
aaaaactttg
agtcaccact
acaggaacecce
catttaaacg
cttttattta
gaaagtttaa
tgaatgegeg
aaattaacaa
tcgggaaaaa
tattetteeca
agtgacaaaa
ttgaaatgta
agcacaaacg
attatatgat

tcgtcaacaa
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tgttattaaa
agttggetca
ttttacgtgt
gtttggatcg
cagcgetttt
tagaccacat
tggattgegyg
tttetetege
acacgaccegt
aacacaccgce
atgcgeatta
acgtggtcaa
gcaacaaaga
actgcgecgeg
atcacaacta
atggacattt
ctgttttaaa
acaatcctac
ttagaazacga
tgaagacctt
actgtgtata
tacatttgtt
taagctigtc
taatceggtt
ttttgtttge
tggcaattct
gcgtaggata
ttctgttaaa
cactttgcaa
cggggegeat
agaaatacaa

cteogttatyg

aaaatataaa
ttggegttca
cgaaaaggcco
caacacagcg
gtttggaaac
gcegagaaate
catgttcttt
cgacggaacy
ggagcagatg
getgttggtt
caagcaaatg
attcaaacaa
actgtctacg
ctaccaatgc
tagtggtcaa
aaaatgtgcg
acgcgagcac
atactttgat
cgctaaaaca
ttgetgegga
ttatttggaa
tatacaattt
aatttcticg
tacggtattyg
gtactcattg
attaaatttg
tttgtttaaa
atccaaacga
ttgtttcaat
cgtgttatet
atatcteteo

atttacttte
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tttaacaatt
aacaaagata
accaggggac
tctgeategt
gcgcaagaaa
atagaaagta
agccccttgg
tggatcecag
cgtgtegagt
aacaagaaag
caacggcaga
aatttggtgg
gaaaacaacg
gccgacaagc
gaaatcgatg
tactgtgatt
accaactgca
tatgttaaaa
cttgectatt
tegcaaaact
ataaaataaa
tatttacgac
getigoaaag
ttggcgegaa
tgcactgegg
acatgttttt
ctettgacge
gaacatttct
aaactgtcgt
acaacgetta
gogtttatgg

aaaaatttca

112620

112680

112740

112800

112860

112920

112380

113040

113100

1132160

113220

113280

113340

113400

113460

113520

113580

113640

113700

113760

113820

113880

113240

114000

114060

114120

114180

114240

114300

114360

1144290

114480



aatcttgcaa
acgetcotgtt
tacgttttag
accattgeag
tteccaaaatg
aagecgtoggy
tgecatteogt
cgtecaatgta
taaacgegac
cgaattgete
gegttecatyg
ttttaatcte
tcaaactgcae
cgctategtt
acgcttegte
tgttetgata
aataatttat
cgttatacaa
ttttaatctg
getggeggag
aattgataaa
cggttgtaat
cgttgcgata
tetgttecgt
cgtttagcaa
tgtacazaaag
attegetggg
ctecgattte
tactgatgtt
agtaatagte
tcttgttgat
cgttectgtaa

aaattacacg

agegtecgeq
tgcaatccac
acaatacget
gatttgcaac
ttgattgteg
caattttact
gttgttaatg
ttetgegteg
stttttageg
gttgggeact
ctgaatcaac
tttattttgg
ctgaattgtt
ggctaaaata
gtegtegttyg
gtgtaaattt
ggecgtgeta
cgttttataa
gtcaaaattc
acgettecage
tttgaaccga
gatatcgtag
aatcttgecag
gttattattg
atttttgcaa
tttecaacttyg
cetggtgtea
tttttggegg
ttegatttea
cgagtttgte
tgatatttaa
catgagtgat

cgegtegtaa

ttggteoaact
tecacagegt
cgttttitta
atgtcctegyg
tgtttaaaaa
ttgatcageg
cggtaaatga
tttatgtget
tcazaaatacy
atggegeceg
tgcttcaaac
ctecataaaa
tcaaacaagt
caatcgggga
gcaacaacat
ttecattacat
atggtgetgt
aattctgttg
atactagaat
ttgtecacet
acaaaagaca
ttaaattctt
tcegagttgt
atggcataaa
acgtttgect
cegtegagea
gtaccctege
caataagcac
ttctgaaatt
gacaaggaat
ttttggcgac
cgtgtgtgtg

cgtgaacgtt
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tgttgataat
ccaaaacgga
cegecteaac
caazatgoge
gcaacgttga
gctecatage
catagegttt
tgtacagecaa
tgcacgecaa
taaaagggeg
tttccaaatt
gaggaaactc
tgtaatgtgt
atcgaatatt
cgteggttte
caaaagcgta
cgataatttt
acttgaacgt
tgttagtttg
cgtttaacac
geagttcatc
tggttaaatt
tgacaaacgc
acacaatgcg
catttttgga
agtttatatt
cattgeggey
tecaatgeaa
gttctaaagt
cgteggtage
ggatttttat
ttatctetgg

tatattataa

aaatttgtet
catgegttta
gttcacgtea
gaactgacga
aatttecgag
caggttgetg
aaagtagtecco
atagtacata
cacgtaateqg
tetgetgege
ataacaatat
gagteggett
taacaatatg
ttctacgttg
ggcgttaacg
tgacttgtty
atcaaaattg
gtttacaaac
tttgattteg
gttggegtee
ttttttegat
gaccecattcog
cgaggcaacg
ttegaaacta
aatttggceg
cttgtgaate
caaataacga
atacaaaact
ttgtaacgcg
gtacacgtag
atacacgagc
cagcgegata

atattcaacg
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ttgecattcaa
aacatgttga
gtgtagtege
agetttteoct
acataccaca
aacccgatea
tttacattat
aggeeegegt
ttgtattegt
ggtgacaaac
teaattgaat
ttaaacttgg
geoggeacac
ctgtaategt
ctcgctaact
cgattgtgea
agaacatcgg
teoatttttat
ctgaatagee
gteggeatgg
ataaaatttt
accatttcat
gacaaatcaa
aacggttttt
teggtcacca
cactttatga
ctettgacgt
ttgtegeaac
ttcttgttaa
tagttaatca
ggagcggtca
gtggtcgega

ttgettgtat

114540

1146090

114660

114720

114780

1148490

1143900

114960

115020

115080

1151440

115200

115260

115320

115380

115449

115500

115560

115620

115680

115740

115800

115860

115929

115980

116040

116100

116160

116220

1162890

116340

116409

1164690



taagtgageca
cgtgtcccag
cattaacaag
gggtcctata
agtcgatgaa
cgatageate
gttgaaaage
tgaagcttac
ggeggtatge
gtacaacceqg
actttacgag
tgaagagttt
atattacaac
agaatcgagc
ttatgataaa
caaaaatgta
tgtcattget
tttacgagta
gttttgtaca
gatcagtgga
tecataaacte
ttgttttgea
ttacgggtag
aactgaacte
tttgttataa
ttacgggtag
atacgttaaa
caaataaaat
cgggtcaaga
gttegattat
gcagtttgat

gotttgtgtt

tttgagettt
acgattatte
attatgaaca
cgaagcgtta
caatttgate
aagtatttta
aagtttgcta
gagaaatact
gtgttgaage
attggtaaca
tacgacgteg
gtgcagagtt
gaagcgtcga
tggggcaaat
aaatcaaaag
atattaaaca
tgtcatttat
gaattctacg
cggctcataa
tgatgtcatt
getttacgag
atatgatate
aattctactt
getttacgag
aaataaaage
aattctacge
tecaaacggac
tgtaatagag
agtgttcgac
ttteecegeaa
cacgttgaaa

tggcaatttg

accattgcaa
gagattgtca
cgcaattgac
cgcgcaagaa
aactagaacg
aagatgaaca
aaattttaaa
gtttygeccaa
cgggatttga
aagttattgt
tagettacgt
taatattgece
aaaacaaaag
ccgaaaagta
tgttgtatgt
caattaaata
taatttggat
cgtaaaacac
ccgaactgge
tgtttttcaa
tagaatteta
atacaatatg
gtaaagcaca
tagaattcta
tgatgtcatg
gtaaaacatg
gttatggaat
caagtcgaca
gaaacgctaa
ctegtgttaa
ctegaaaaca

ccagcqggedyg
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aatgtgtgta
ggtggacaaa
aaaacccgtt
caacaatttg
cgattacagc
ctatteggta
gagtcatgat
attggtegac
gaacggeage
gccgtttget
ggacagtgtg
gtegtegtte
catgatctac
taattggaaa
taaattgcac
aatgttaaaa
gatgtcattt
aatcaagtat
tttacgagta
atcgagatga
cgtgtaacge
actcatttgt
atcaazaaga
cgtgtaaaac
ttttgeacat
attgataatt
tgtataatat
atgtggacge
gecagtacca
acacaataat
cttgttttaa

tegtgaataa

atttttecogg
caaascagag
ctecatgatgt
cgcgacagaa
gatcaaatgg
agttgccaaa
tataccgata
gaacgeaacq
aaccaagtge
cacgaaatta
cagtttgatg
aaaaattcgg
aaggctttag
attttttgta
aatgtaacta
tttattgcct
gtttttaaaa
gagtcataat
gaattctact
tgtecatgttt
acgatecgatt
ttttcaaaac
tgatgtcatt
acaatcaaga
ggctcataac
aaataattca
tazatatgeca
gtttgtgcat
ccaatttect
tagegttttg
ttttcacgtyg

tgaaacgaaq
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tagaaatcga
agttggtgta
ttaacatttc
taaaatcaaa
atggattcca
atggecagogt
aaaagtctat
actactacgt
tatotttega
acgacacggyg
gogaacaatt
aaaaggtttt
agtttactac
acggttttat
gtgcactcaa
aatattattt
ttgaactgge
ctgatgtcat
tgtaatgcae
tgcacacgge
gatgagteat
cgaacttgat
tgtttttcaa
aatgatgtea
taaacteget
tttgcaagct
attgateccaa
attttagaac
ggegtegtta
agcgaagacyg
tgcaataaac

caaaaactge

116520

116580

116640

116700

116760

116820

116880

116540

117000

117060

117120

117180

117240

117300

117360

117420

117480

117540

117600

117660

117720

117780

117840

117900

117960

118020

118080

118140

118200

118260

118320

118380



gcattggage
gtgttggega
cgggacatat
totacgggac
ataaaacgee
teacttacaa
aacccaacac
taaaatacta
cgeasatttt
taaacgggcet
ttaacactaa
cagacteact
gtggtaaacg
aatattcgta
atataaaaaa
ttgcaaataa
gtgtgttttg
ctaacgettg
agtttaacat
atagagatte
taaactctat
acgtgogega
cccatagcge
agctggettg
cgatcacgtt
tecacgegeeg
tttttttcaa
taccgaaaac
cgctgattga
aattgtatge
gcgaccegtt
caaattccaa

agtecacgtt

teocaattttt
aaacgaatgg
gaaggtgetyg
tgtgcaattg
aaacgegttg
caagggggac
aatatattat
tactgtaaat
agacgeegtt
ggaagaatca
gatctcagaa
aaagcctaag
cagttccaag
cgattetttg
tatgagttct
acccagtatt
cctaaacgtg
ccccaccaaa
ttggecegteg
aaacgtggeg
gatttctetg
catgtogteg
caaaaccaaa
gatagegatt
gagcgagtge
agtegtgeta
catgetttta
gagegegtaa
acggtcgage
gateggagtt
gacgatcatg
gtetgtggeg

gggtegtgge

gocggoaaaa
ctgttaccgg
aacggegtee
cegtacgata
gagtcttgtg
tatgaaatta
agttaaataa
tacattttat
acggaaacta
tteccagettt
attcaatcca
ctgaaaacce
taaatgaate
attatgtaat
gtgtgtataa
atttgattaa
tactgcataa
gtagattegt
gaattaactt
teatcgtecg
gacgtggtgt
ggaaactcge
tctgeccageg
cgagttaacg
actaacgcgg
agecaacatgt
aacccggaca
totteocaaaa
gectcgaaat
ttagtaaage
cccaaatcgt
ttatcgegea

ggtagtatge
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agetggttte
tgacgggaat
gtgttgaaaa
aaattaaaca
tgctatttta
tgcatttgag
gaattattat
ttacaatecat
acacaaaggt
tggacggttt
tattgaccgy
aagcettttga
gtttttaaaa
aaaatgtgat
caaatgetgt
aattgttgtt
actccatgeg
caaaatccte
ctaaagatge
tttecgaccat
tgtegaaact
goggaaacat
tcaatagaat
ctttggeagt
ctttgtaagt
gtttecatgge
ttagcatatce
acgatgttat
gttecgacacg
cggtttegge
ttagtgttgg
cgctgegeca

tggaaggcgce

ggtegtgacg
tegagaggeg
atggegacee
geatgegeta
caaagattea
gatgecugga
caaatcattt
gtcaaagect
tgacagtgtt
gecegetcaa
cgacattgtt
actcgattca
taacaaatca
cattaggaag
aaacgccaca
ttetttgtte
agtgtatage
aattteatca
cacataatct
ttecgaaaag
ctcaaagtac
gttgttgtaa
gagcacgatg
cacggtcage
ctetcccaac
cggaatgaga
aaagccaatg
aattgactec
tgcacgtteg
cgtogtacgtg
atttttgtta
ttgegetagt

tttgtaatea
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gegttteate
teccagetgt
aacatgtecyg
gagraagaaa
gaaatacgca
cetttaatte
gtatattaat
aacgttttga
caaacteagt
ttgacecgate
ceggatette
gacgetegte
attgttttat
attacgaaaa
attgtgtttg
atagacaata
gagctagtgg
coctecteea
aataaatgaa
aactegggea
geagtoagga
ccgaacggght
ccgacaatgg
gttttgatgg
atgegoacgg
gaagtgttaa
teoccgtageaa
aagtettggt
ttaccgeggt
atctggacgg
adaagttttt
attgegttgg

aaatcgegea

1153440

118500

1185640

118620

118680

118740

118800

118860

118920

1183980

11920440

119100

1191640

119220

119280

1193490

119400

119460

119520

1195890

1196440

119700

119760

1198290

119880

115940

120000

120060

120120

1201890

1202490

120300

120360



gttcgectaaa
cgaatccgat
cgaaacgtcg
cgggatcggg
cggtgegeaa
tgttgtegag
tggccgeege
aggtctgeat
agcageteat
cggccaattt
cgattagtat
gtatggcata
ggacttaaaa
atttacattt
ttatttagac
atataatcat
tagagtatte
gatttttata
tcaaaggaaa
caaacacggt
ttggetettg
tteggtageg
tgctaagatc
gaattattte
tgtgctetaa
tgaggtcgac
atagatageca
tgtgaaccac
tggtgcateg
caaatttgee
aaaattttag

gatcgegete

aatgttgttg
gagegattes
acagtaggct
ccgaacgtta
gtatgggetyg
cgtgtatceta
cctgteccagg
gtacatgaac
gettacacac
cggcggeaca
atgcggazac
cctactggea
taaacaacaa
attataacaa
attgttattt
ttegttgtge
aggaaaatga
atacagttta
cgtgattgeg
tectttgata
aagtataaaa
ctgcaacact
gattgtttga
aaacactttyg
acttacaggyg
caaattgata
tttttgacag
aacatacaaa
cgaatcgcte
cgtecatgege
egtggettte

ttgtttgaaa

gccageattt
caccatctaa
tecgttgaatt
aaagccggea
ttaaagtaca
aacteggeag
tggtagcacg
ggcgtegtgt
cegegettge
taataatcgt
ctggtgogee
ttagttaaat
tatataatga
tactttttat
acaatattaa
atttcaaage
taaacgttgg
gtttttttac
cegteocaata
cccgaaaatce
cagttgacgt
atattggtgt
atgegectcegt
cagttgtgat
aaaatgtatt
gaaggatata
cagatgteta
aaccattcge
atgtgectcca
atatctttge
atgatgtoge

tccagtttyt
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tgaaagtgac
acgaacaace
cgoctttaaa
catcgteccac
ttttggacag
actgaacttg
cgggctgege
tggacacgac
tgaaagecaqg
cgtcacttga
atctcgaaat
cgacggcetgt
aatatttatt
ttaatctgat
ttaacttttt
ttttgatage
taaacccgea
acaatttgca
cetgggtaaa
ggttgtettg
catcecaccac
atgtttcect
tgggctettt
cgtcaattet
ggtaaaaaaa
tttcgtacga
tgcggtcagg
gegtgttgte
tagtcttcett
tgtttatgta
gttctaaate

cgetgtacge

aaagategtg
geegttgaat
gcgttoggga
gccecatgatce
cgagtccact
ggttteggeg
gtaacccacg
geeggttteg
tttgacggee
cegegggacge
aaactcgaga
taaaaccgcece
agattatatt
tatattataa
atacattttt
ttcaaagtaa
tttggtacaa
atagttgtta
etttttgact
cagagecggec
gtegggtetg
gagaacgaga
gtgatticga
caattettta
cctetetetg
ggtttttgga
atecgtccaac
tttgaatcta
gtatttcaca
geceataatg
gcteatgaaa

gggcaaacet
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togeeccagea
agctctetge
aacaaggggt
gtgtgttctt
aagatgcatt
ccttocacgea
ctagtctegg
tgaaacggat
agegetttgt
agcgtgtagt
cgatgcatat
atgttatata
atagcaatac
cgatacattt
aaatcataat
tacatgaatt
tataacacgg
gttgtaggtt
ttaacagtgg
atcatttege
gtgeacatge
cegecggtagy
attatgegcee
actteegteg
gcetaaatage
acgttgtgat
ggcttttega
taattgcaag
ggectgettg
taattggtgg
tgcatacgta

tcaaacttgt

120420

120480

120540

120600

120660

120720

120780

120840

120800

120860

121020

121080

121140

121200

121260

121320

121380

121440

121500

121560

121620

121680

121740

121800

121860

121820

121980

122040

122100

122160

122229

122280



tcoeocaaacte
caatgctget
agatgegegt
agttggegge
caaaaatgtt
teaacacgat
tagagataag
etagggetgt
caattgtget
ggcaacgcaa
cgtcaaactyg
agcaggtaat
acgcaaagat
tggaaatgta
acattgccaa
ttgatgecca
atcgcggcaa
taattazaaz
acgagttaat
ttazagttat
aaatatctac
acgegtgety
ggacatcgta
ggaaagagat
acatgttcct
getagacgat
tttggtggge
gtgegatege
cacgecegtyg
gtacgctgaa
ctgocgtgttg
tgtgcgaatg

actgggegag

gggeggeaca
gtgetecaac
aggtggtttyg
aggegetgge
attctetega
actgtgeacy
attgtatatg
ggaggggaca
ceggegeaca
catgataaga
tgegtecateg
gatcgataac
gcaatgogge
caagcataga
acccgaccgt
acgtattatt
tgtaatagtg
ctettttgeg
atcaaattge
gaatttgttt
ggatgaaaga
cgttaacatg
taaataagca
cattttaaat
tcagagecta
gecgtgetea
agcacgtega
acaactgtgg
tacgccacga
tttggcaagg
gcgggeagtg
tgtgecggege

gacatggcta

aaatatccat
ggecttggeceg
atgttagatt
aaagatttgg
aaaaaacggt
tteagecate
cgtaggagag
ggectatataa
cgetegettyg
accagcoagte
ccatattegt
tttgttttet
gtgogetcgy
atagagaata
ctgceccgatg
caatgtatta
ttttatecgt
tgttgtttta
ctgttgttta
gtagacaatt
tttttaaage
tggaagacgyg
cgcaacgcaa
atttattttt
tggcatttat
tgaactattt
caaacatttt
acattttaga
acctgttcac
tgtttaaaaa
ccggtttott
cgegattaga

ageactttgt
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cttttetgtt
gagaggtgea
ttggeggegy
cacgacectt
tcattgtaac
gagaggettt
cetggteacg
agcecegtttyg
cgegeeggat
acgtgctgaa
gegaggeaac
ttcacatgta
cegegtttge
aattttttta
acgacggcgce
aagagattga
acttgaaaca
aaattataaa
ttgaaaagct
tggttttgta
caazagaatg
ccaccacgca
aatgagtggt
gaccagctat
tegecaattac
caattactty
caagtttgta
atttgacacqg
gtccaatcce
taaaatatte
gttcgacgat
taacaacatg

cgataataat

gacgactggt
cataggetgt
acgaacagge
gecceaggta
tgttagttag
atatatggaa
taggcacttt
cccaactegt
agtataagta
cegtoccaggaa
gtecgettge
caacgeogac
aatgatogac
ttactatgat
gtgctgtcac
aagcgegtac
gttgegagac
ttetatgecaa
ggaaactatt
cgaatgcaat
ttgegaatac
cgcaaaatgt
ggcggcaact
tttgatttaa
ttgaattgeca
caaageatge
aagccacaat
cgecatgtaca
cgcaagatga
gtaaacatca
gegtacgtgg
catcegttee

atactaccge
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tttttactta
ttaggeggag
gacggcggeg
ctitggegegt
cactcagaaa
accttatcta
gegeacggea
aaatecagtat
attgataacyg
aatataatga
geagaagete
atacaaattg
gataaacatt
caatgtgeceg
cattttattt
ggcgtgegtg
gegttgaage
atgtacgtga
aataaaactg
gtttgtaaag
getatatgea
ccagegtgea
tgttgactct
aagataatga
cgtttgattt
aattgaaaca
ttagatttgt
taaaaccaegg
tggctttect
acaactacgg
attggaatgg
gactgtatet

cgeacectte

122340

122400

122460

122520

122580

122640

122700

122760

122820

122880

1229440

123000

123060

123120

123180

123249

123300

123360

123420

1234890

123540

123600

123660

1237290

123780

123840

123900

123960

124020

1240890

1241490

1242090

1242690



taacgcaaag
tetgecgetyg
acccaacgat
gtttattcag
aaacgaatac
aaacccaget
caattatcge
tcatgaateg
egegttoetac
cgccacggaa
ggtcegtttg
acacgtgttc
gtctgacttg
attaatccec
ctagcacaga
gaccatcttg
taatggaaac
tttaaacget
gataagtgta
tgtaaacage
tectaageagt
ggctatgete
agacactegg
ccatecectt
cacaageatt
cgtggacaga
aaactttgaa
caaaaacacqg
tttgagegat
cgtegaacat
caaategeta

aacgtctaat

actcgeazaa
ttcaaatcaa
atatttaatg
cgcgactaca
atgaccazaa
atgageggtyg
aagctgtaca
tegtacattt
gegeccaage
acgatcgact
acgggcgacyg
tcaaacacgg
aaatccctte
gactcggtac
cgtegtecogt
gctgtagtag
agctcggggg
accatgegayg
taaaaaatga
gatgaaaaaa
ttagaaaget
agcacectygy
cagattgccyg
gttactaatt
cceggagaac
ccgtctateg
aacgacaact
acgcgcagceg
tttagcataa
gecctatttac
acggacecatt

ttactgttaa

tcaacaatte
agtacacggt
agatagataa
tattecgacge
gctcgatcat
aaatgtcteg
taaaaatgga
ttgtgagecaa
agegtatatt
ttecatcccaa
tgtatgttgt
tgcctgeata
gcgatttgaa
aataatatga
ccacaaacta
taattattge
gtaatgtacc
ctaatccctt
aacgtatcaa
tccaaaagac
atgaaactet
aaatgactca
cegtggtgtt
ttactaacaa
ccattttgtt
ttaaaatget
gcaacgtgeg
atgattacga
ctgaggttga
attattatat
agetttttae

gcaaattcaa
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aatgtttatg
ggtgaacage
agaattaaat
ccagtttecg
gaaaataatt
cgagattatt
aataaccaac
agactttttyg
aagtattttg
cctgectegtg
tgataagaac
tettttaata
tcegtgggtt
tttacactga
tttaaacagg
tttaataatt
tccaaacgeco
tatgaacacg
atgcaacaaa
ctacgaattg
aaaaattaaa
accgetgttyg
tagcacatta
aatggagttt
tacggaaaac
aagccgcegag
gatagccaag
gtcaaataaa
ageccactcaa
ttttaaaaat
caacaaattg

atttaccatt

ctgaaaaact
actaaaateqg
ggcaactgte
ccagatttge
accaagtttg
cttgateget
cagtttcctg
caattgaaag
geggtgaate
taceggcaga
gazaaaagttt
agaggtgatt
cagaacacgc
tcccactact
ctaactecaa
atatttgtte
ctggggggtt
cctcaaagge
gttegaacgg
gctgaatttg
ttggegetea
gaaatattta
gettttatac
gtggteacty
gaaggtgtge
tttgacaccqg
acgtttggeg
caacccaatt
tatttaactec
tacggggtgt
cgatcgacaa

gaagattttg
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tttacaaagg
tgaccegaaa
cgtttatcaa
ttgatttget
tgattgaaga
actecagtaga
tcatgtacga
gcactatgaa
gtttgtttgg
gttegeecgee
ttttggtcaa
acgaaagtte
ttctecaaatt
ggcgctacga
acatgttett
aatctagcag
ttgtaaatce
aaatgttgta
tcacegagat
atttaaaaaa
gcaaatacat
gaaacaaaqge
acaatagatt
aaaccaacga
tgetgtgtte
aggctttagt
cctetaageg
acgatatgga
tgttgectgac
ttgaatattg
tgagcacaaa

acaaaataaa

124320

124380

124440

124500

124560

124620

124680

124740

124800

124860

124820

124980

125040

125100

125160

125220

125280

125340

125400

125460

125520

125580

125640

125700

125760

125820

125880

125540

126000

126060

126120

126180



ctoaaattot
acaatgtttt
gaatcaaatt
caacgoagat
ttgegaatta
teacacggge
tttocagttyg
cgatgtettt
tgeecgacat
ctagecatgece
tgtgecacac
acttgttgta
acgctactag
gactgttttc
gttctatate
aagaaatatt
ttgtttecagt
acgcaaatta
gacaacagcet
cateecacee
aactttttgg
accactgata
cctgttgtgg
getggtgtga
aattcacaag
agecacaatte
acggtegett
atgegttteg
ggttattaca
aagtacgtga
gtgtttgtgg
accggcatag

tgtaaaaaat

gtaacatcag
tattaattat
catcetaaagt
cactatgatt
aatcacgaat
agegggtgta
cacaacacta
gtgatgegeyg
tatcattaaa
cgtaacggac
ttgragectet
tgcaaataaa
tgtteoagtta
gtatcegetc
taatttgaat
gttategtgt
tgcaagttga
attttaacge
atteagagtt
cggatggage
caagcgtcaa
atctcgaaga
agcaaccatc
accaaccatc
gtatggtggg
aaagctgtge
caactcaaga
acgacaacga
tgtttgtgagt
gcaatgtggt
taacttttga
aaattectea

gecatttegt

ggtttaatat
atttttaata
gteacagega
gcacggagta
ttgacttgga
cggetegeat
ttatcgattt
cgacattttt
tecttggegt
ctegtacttt
geatgtgtge
tetegataaa
aaggacggty
accaaacgcg
aaataaacga
tegecattag
cactggegge
gtegtacace
ttgtgataaa
cgacacggtg
ctegttaact
agcagttagt
gceccagttet
ggcaactgga
ccagtttaac
aacccttgaa
aattacgcat
ctacaattee
taaaaaaagt
ttacgaatat
taaaattagg
ttetcaagat

cgatgtgeac
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atataatttt
ttaattaaaa
taaaatttgt
ttatetbgtgt
cteegecage
gtatagaaac
geagtteggg
gtaggttatt
agaatttgte
tggetteaaa
gegttaccac
ggegeggege
ttatcgacct
tttttgeatt
taaccgegtt
ggcagtataa
gacaagatcg
agcgecttega
caacccaacq
atatctgaca
gataatgatt
tetgettatt
gcttatcatg
actaaacgga
aaaattaaat
cagacaatta
tattttacta
aacaggtteot
gaagtgaagc
acaaacaatt
tttatgattt
gtgtgcaacg

cacacgttta

aataaataat
gtattaatat
cotaaagggt
ccgoataaaqg
tgcaagecta
ttgttactat
acataaatgt
gataaaatga
gggtecattg
ggttttgege
aaatcccaac
gcegaatgeag
cagattaatg
aacattgtat
ggttttagag
attgacgtte
tgaacaacca
egecgtaceg
actatttaag
gegagactge
tagtggaatg
attcggaatc
cggaatecttt
agctggacga
tgaggcctaa
atcacaacac
atgattttge
ccgaccatat
cgtttgaaat
attacatggt
cgtacaattt
acgagacgge

aagctgetet

107

taaataatat
ttaaaaaaat
attttggect
tgraaatgtt
tegtgtacga
gaagageggy
ttaaatatat
acggatacgt
tocgtgtgeg
acagacaaaa
ggegeagtgt
ctgatcacgt
tttatcggac
gtcggeggat
ggcataataa
atgttggata
agtgactatg
agcgtegtte
ttattataac
ggcagcttca
tttgetecaag
ccttgagcag
tgagcattct
atacttggac
atacaagaaa
gaacatttge
gecgtattta
gtoccgaaact
tatatttgee
agataatcge
ggttaaagaa
tgracaaaat

gacttcatat

126240

126300

126360

126420

126480

126540

126600

126660

126720

126780

1268440

126900

126960

127020

127080

127149

127200

127260

127320

1273890

127440

127500

127560

1276290

127680

127740

127800

127860

127920

1273890

128040

128100

128160



tttaatttag
gaaagaaaat
tttactttge
aatttetttg
cccgacaatc
agtacgoteca
catgacaata
ggcagceatge
aattttatag
gagttttatt
tataatagat
acattgcaca
tecgacgcta
aattaattat
tettttatta
ttggcgacgt
taaaataaaa
acttgceget
gtaaccaatc
tgagtgtttg
cggacggate
tgttggttag
ccgactgatt
cgatttetee
tgattatatc
gtatgceccegt
gcagtgegtt
ctgcattgga
gcaattgget
tggggacate
tagatagttg

tgagcacatt

atatgtatta
gtgggtttet
ctattatgct
tatcgeccgta
ccccaaacaa
cgtacaaata
ttgcgagtaa
acattgtcga
tattgtettt
ggatttctgg
ttaagecateca
ataatttgtt
taacgtttgec
acatatattt
tcgaggggee
tgctgegeca
tattaaacct
gacgctgtca
tagacccaag
gcccgecagga
gctgeegega
ttegggegga
tagattgggg
ggegtettta
ttgtactagt
tectcectact
ttgaacacct
tegegtcetge
caatgagttt
attgttacga
atagcccgge

tgtgaaaceg

cgogcaaace
tttgagecaag
tagtcgtaaa
tgtgagtcaa
atatgtggtg
cageagegte
taataacgca
acagtatttyg
caaaaacgag
cgaaattaaa
catgtttgta
aaaattgtta
ggaacaaaaa
tgaatttaat
gttgttggtg
acaccaccte
aaaaacaaga
ctaacgttgg
tecgecaacta
agatcgctaa
caaactgttt
ttgttaggca
tcttgacgac
cettgeacat
gtggeggege
tttaagcttt
tegggegtge
ttggtgtggt
atttgagggt
gtaattetgt
tgaaatctgt

gegggagtge
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acatttgtga
ttgtacgaaa
gagagtaatg
atattzaagt
gacaatttaa
gotaatettt
gaaaatttaa
actcagaatyg
gagegattga
gatgtagacg
atcggtaaag
getttaatat
ctaaattgta
taattataca
tggggttttg
ctoctectee
cegegectat
acgatttgee
aatcaccaaa
tatctacgta
tttctactte
acaaggggtc
aagtgcgetg
aataacttee
taaacaagaa
gcatgtaact
gcacgttggt
aattaaagtc
ctgaaatgee
ttatgtetga
tgtttecaat

ttgttaaaaqg

ctttgttaca
tgtatcaaga
aaattgagac
atteggaaaq
atttaattgt
tgtttaataa
aaaaggttaa
tagataatgt
ctatagcetaa
ttagtcaagt
tgaaccgaag
tacagggtct
aatataaaaa
tatattttat
catagaaata
tttcatcatg
caacaaaatg
gactaaacct
cgagtaaggt
ttgaggcgaa
atagttgaat
gaatgggcaa
caataacaag
geeggtgtta
atagccgeag
atgtagacgg
ttecegggaag
tggcacgttg
ctgaaatact
agtgctcaca
gttgegtaca

acgegtatta
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ategttggge
taaaaattta
tgcatctaat
tgtgecagttt
taacaaaaas
ttataaatat
gaaggaggac
aaagggtcac
gaaaaacaaa
aattcaaaaa
agagagcact
ggtteegttyg
attcgaattt
attatttttyg
acaatgggag
tatectgtaga
ataggcatta
teategecca
tegatgeaca
tetgggtegyg
cottggeaca
atggtaacat
caggectcgg
ttgatggegt
gtggccaaga
gggttttget
ttttgtttga
tccacgegee
ccgegtatgt
aactggttgt
ctgggegegt

tcagtaataa

128220

128280

128340

128400

128460

128520

128580

128640

128700

128760

128820

128880

128340

129000

129060

129120

129180

129240

129200

129360

129420

129480

129540

129600

129660

129720

129780

129840

129200

129960

130020

130080



aactggectg
taaagcaaac
atacaacacg
gggegagaag
ggtatctega
ctecacggeg
accegtttcaa
ttgttttcaa
gacgacgggt
tgtgacgett
ggatttgaat
getaaccaaa
gattaataaa
cgtectagaca
gaaaatttgg
gtcgattgea
aaatctaatt
gteattttat
tgcteocacat
cgecaatget
taccegtget
acagaattgt
atcgaagtca
ttacacgaaa
tgcggagact
taagatggac
tetaaaccte
tgetgggcag
acgtcatcct
taatacgtga
atctgcacgt
cgactgettg

gtaaagttga

attaggatac
ttatttaata
geageggegt
gogeoatttgt
cgtatgaagce
cgegttgata
taaatatgtt
taattatttt
tcagttgeta
tetacatgtg
ttgatccaga
actaaaaata
ataaaattta
taacagtttg
cttgagactc
actettetga
cggegacage
gttecaacttg
agttcaagtc
gtttgatgga
tattgtacac
ccataattat
caaacgagga
cetetactte
geggcgaggce
tataagtggg
gttgcagage
tgatgteggg
cttgacttaa
cacectgacqg
tttctteget
aagacggctg

tgcggegacyg

aatttattga
aatatatcac
catgbtggta
tgtgtaagtt
aactttaaca
cggatgatat
aaaacccaac
tactgttttg
taacaaacea
tgteggttta
tgttaaaaat
aaataaaatt
tttaatatat
taacttagaa
ggccacctge
tttottggta
atgecttgtgt
getggtettyg
cgtggtgtga
atectggtta
gegacaatcet
cttgacataa
atttacgttt
ttettegggt
aaacaaatct
agaccttggg
cctetgegea
aaaccgttea
tagcggatcg
atggtaggtg
gacacgctge
getgegactg

gctgagagae
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ctgcgegaag
agtaaaggtt
aaatetaatce
atttegacqgt
ttgttataat
ctetecattyg
atgttaatta
azaatctaaaa
attggagtaa
aatcaaaaat
tgtgttecta
tatatagatt
tatactattt
actaaatcag
ttacgcaatt
gattcttgea
ttaagcataa
gctegeaget
ttgttgaccg
cgagtgacgt
gatgaagtag
cacttgaaac
ttagtgtctt
tetgattget
ggcgactgtg
gcaatctcat
gotgteteeyg
cgatccacat
tcattgctaa
cgcgteaacy
tcctgacgece
cttgaagacg

agectgtgge

atttgaaaaa
ttgcaazact
tteteettge
ctgoattatt
tttttttaaa
tatgateget
taatattcat
gaggtgacga
atttteagea
tagagttaat
tatcagatta
aatgaaataa
atattattta
agttactgcg
gttecttgecag
agtcatagtt
tgtagteget
cggacagtte
tgttatttte
taatgggecat
cgetgecaaaa
acacagcatyg
taaaagtagt
getgetgetg
gtattacgta
teatcagetyg
acgcaatgtt
tttcactatt
tgttaacctg
getegttgac
gctcectgacg
getgggette

ggcggetget
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azactecattt
gecgtegtea
tttagattet
tgttgtgtaa
tattgatgeg
aaatttatat
aatagtttgt
tgacgaatca
tectactaga
ctgeectgaa
tggatgtace
aatttatata
caacacttaa
ctcaaactct
attattcaca
tgccttttgt
gtttaacatg
tttttgeaat
taaaageteg
aaattctaca
acatttgtac
gttacaatga
aaaacaaata
ctgetgegge
atteggecgaa
agcctcaaga
atcctggtac
aattagtatg
accgtgcacg
gtteecgata
gcgatggctg
gggagatgtt

getgggagtyg

130140

130200

1302640

1303290

130380

1304490

130500

130560

130620

130680

1307440

130800

1308640

130920

130980

1310490

131100

131160

131220

1312890

131340

131400

131460

131529

131580

131640

131700

131760

131820

131880

1319490

132000

132060



gecggegttga
gettgaactg
cgactgataa
gcaaaaaagt
aataaaatag
acttttttge
gttatctgte
acagttegtt
aacaatcgec
ttgcaagaca
aacctgegcet
gaacagcagc
tgtagtgtgt
cecgactacgt
atgaatattc
cgttccttaa
gttececgeeceg
agtgtcgaag
gctttggaag
cgacagetga
gtgaggacat
agtgcgeccag
ctgtttattg
gctagttcat
aaatgtatat
tttattteat
gtaaaatacg
aatgcgtatg
gaacaacaac
acagcaacat

aatgacatta

<210> 2
<211>45
<212> ADN

tttggcgact
tgcttacgag
gacaatagtg
tgatagtgta
tctacgattt
attgcaaaaa
ccccactecag
gtgaagtgaa
accggtctac
atttggacag
atcaagtgeqg
gaatgatgge
gtttagaaac
gcgaccacgyg
cgecattccac
agcctaacge
tgcagcagta
acaacgacaa
ctgaattgga
tagaagaaaa
tggtgecgea
ccgagctgaa
aaaatggegt
gtgatgtaaa
ataaaaatga
gtgattaaga
atatgecegtt
acactatcga
aagtcaatga
acaattcttyg

teoctegatt

<213> artificial

<220>

catggctggg
tagaacggeca
gtgggggaac
gtagtatatt
gtagagattg
aattcatttt
geghtgeaget
cacggagage
gcecatatgaa
cataaacage
tagaaggecag
ggaattaaac
atatteccaa
tttttgttte
tgtgtgetgt
tgttgtgacg
taaaaacatt
taattgtgac
agaagaaaaa
tactegtete
acgtggeatt
cgagegtttt
tcatagtatt
tgttactgtt
tggaataaat
aacttttaag
acattatcaa
tgttgacece
aacaaataaa
cataataaaa

gtgttttaca

<223> cebador directo vp39-F
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ctggtaggat
gctgtattta
ttgeccaggea
gggagegtat
tactgtatat
aaatttatca
ataaaagcag
ctgecaataa
cgtectacge
cgagacagaa
cgtcaaaacc
aacgagccgg
caatctaacg
aaatgcgtca
ccattgtgeca
tgtaagtttt
attaaagtge
ataaatatgg
aatcacagtg
aatgaacaga
acggttaate
cgctecacttg
caaaattatg
aattttgggt
aataaacatt
atggatagta
tgtgacaata
aacaaaagat
caagttgteg
atttaaatga

agta

actgttecact
tactgtttat
aaaatgaact
cgtacagtgt
ggagtgtcag
tatcacagge
gcactcacca
geaaaatgec
ttgaagatct
tgeaagaaga
agcteegete
tgattaattt
atacttgtecc
tcaatctgea
atacccaggt
acaagaaaac
tacaagaacg
agaatcagge
atcaagtage
ttecaagagtt
agcaaattgg
tctattegac
tttatgecegyg
ttgaaaatta
tttatacttt
gtaattgtat
acgcagataa
ttataattaa
ataaaacatt

catcatattt

110

aggctgtgag
cagtactgeca
tttttgtaat
agactattet
geaaaagtga
tgcagtttet
actcgtaage
aagggacace
ccgcagacag
acaagaagaa
catacaaatg
taaatttgag
ttttttgatt
aagcaacgeg
aaaaatgtgg
tcaagaaaga
gagegtgatt
aaagatagct
ttctgaaaac
geageateag
cegtgacgac
tatttcagag
aacttetget
atgtgatatg
ttatgttttt
taaaatagat
agacgttgta
tcataatcac
cataaatgac

gagaataaca

132120

132180

132240

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

133894
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<400> 2

gcttctaata cgactcacta tagggtcgta tccgctaagc gttct
<210> 3

<211>45

<212> ADN

<213> artificial

<220>
<223> cebador inverso vp39-R

<400> 3
gcttctaata cgactcacta tagggacgca acgcgttata cacag

<210> 4
<211> 43
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> cebador directo 45510

<400> 4
cttctaatac gactcactat agggacagcg tgtacgagtg cat

<210>5
<211> 45
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> cebador inverso 46235

<400> 5
gcttctaata cgactcacta tagggatctc gagcgtgtag ctggt

<210> 6
<211> 44
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> cebador directo 90292

<400> 6
gcttctaata cgactcacta tagggtaccg ccgaacatta cacc

<210>7
<211> 43
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> cebador inverso 90889

<400>7
gcttctaata cgactcacta tagggtctat tggcacgttt get

<210> 8
<211> 45
<212> ADN
<213> artificial

45

45

43

45

44

43
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<220>
<223> cebador directo ec-27-F

<400> 8
gcttctaata cgactcacta tagggaaagc agacactcgg cagat

<210>9
<211> 45
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> cebador inverso ec-27-R

<400> 9
gcttctaata cgactcacta tagggttgag tggcttcaac ctcag

<210> 10
<211> 44
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> cebador directo dbp-F

<400> 10
gcttctaata cgactcacta tagggcgctc gctagttttg ttct

<210> 11
<211> 44
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> cebador inverso dbp-R

<400> 11
gcttctaata cgactcacta tagggaaaga tcggaaggtg gtga

<210> 12
<211> 45
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> cebador directo gfp-F

<400> 12
gcttctaata cgactcacta tagggctgac cctgaagttc atctg

<210> 13
<211> 44
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> cebador inverso gfp-R

<400> 13
gcttctaata cgactcacta tagggaactc cagcaggacc atgt

<210> 14
<211> 45

45

45

44

44

45

44
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<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> cebador directo cat-F

<400> 14
gcttctaata cgactcacta tagggacggc atgatgaacc tgaat 45

<210> 15
<211> 45
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> cebador inverso cat-R

<400> 15
gcttctaata cgactcacta tagggatccc aatggcatcg taaag 45

<210> 16
<211> 68
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> cebador directo vp80-KO-F

<400> 16
ctgtattgta atectgtaage geacatggtg cattegatat aaccttataa tgtgtgetgg

aatgeecet

<210> 17
<211> 71
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> cebador inverso vp80-KO-R

<400> 17
aaatgtactg aatataaata aaaattaaaa atattttata attttttatt tacegttegt

atagecataca t

<210> 18
<211> 21
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> cebador directo 89507

<400> 18
agcggtcgta aatgttaaac c 21

<210> 19
<211> 25
<212> ADN
<213> artificial

<220>
113
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<223> cebador inverso 91713

<400> 19
tgtataaaca atatgttaat atgtg 25

<210> 20
<211> 34
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> cebador directo gfp-Nhel-F

<400> 20
ccaaaccgct agcaacatgg tgagcaaggg cgag

<210> 21
<211> 49
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> cebador inverso gfp-Sphl

<400> 21

34

aggaaagggc atgcttaacg cgtaccggtc ttgtacagct cgtccatge

<210> 22
<211> 40
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> cebador directo pvp80-Stul-F

<400> 22
ggaacaaagg cctgagctca aagtaagacc tttactgtcc

<210> 23
<211> 35
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> cebador inverso vp80-Xbal-R

<400> 23
ccttctatct agattatata acattgtagt ttgcg

<210> 24
<211> 35
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> cebador directo vp80-Sacl-F

<400> 24
ttatcttgag ctcaatatga acgattccaa ttctc

<210> 25
<211> 69
<212> ADN

40

35

35

114

49



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2 542740 T3

<213> artificial

<220>
<223> cebador inverso vp80-FLAG-R1

<400> 25
caacagagaa ttggaatcgt tcttategte gtcatcettg taatccatat tataaggtta 60

tatcgaatg 69

<210> 26

<211> 62

<212> ADN

<213> artificial

<220>

<223> cebador inverso vp80-FLAG-R

<400> 26
cottetatet agattactta tegtegteat ccttgtaate tataacattg tagtttgegt 60

tc 62

<210> 27
<211> 23
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> cebador directo M13-F

<400> 27
cccagtcacg acgttgtaaa acg 23

<210> 28
<211> 23
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> cebador inverso M13-R

<400> 28
agcggataac aatttcacac agg 23

<210> 29
<211> 20
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> cebador inverso GenR

<400> 29
agccacctac tcccaacatc 20

<210> 30
<211> 71
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> cebador directo vp39-KO-F

<400> 30
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tcgggecacag acgegaccag accegttteg tcaattatac acgtggegea taccgttegt
ataatgtatg ¢

<210> 31
<211>70
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> cebador inverso vp39-KO-R

<400> 31
gtttatttge aacaaccacc tcataaaacg ttttaaaatg tcaaaaatgt accgttegta

tagcatacat

<210> 32
<211> 33
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> cebador directo vp39-Sacl-F

<400> 32
aaggttctct agattagacg gctattccte cac 33

<210> 33
<211> 32
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> cebador inverso vp39-Xbal-R

<400> 33
ttatcttgag ctcaatatgg cgctagtgec cg 32

<210> 34
<211> 39
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> cebador directo vp39-Stul-F

<400> 34
ggaacaaagg cctgagctct tagacggcta ttcctccac 39

<210> 35
<211> 34
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> cebador inverso lef-4-Xbal-R

<400> 35
ccttctatct agattaattt ggcacgattc ggtc 34

<210> 36
<211> 39
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<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> cebador directo cg-30-Xbal-F

<400> 36
aaggttctct agattaatct acatttattg taacatttg 39

<210> 37
<211> 61
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> cebador inverso vp39-FLAG-Sacl-R

<400> 37
ttatcttgag ctcaatatgg attacaagga tgacgacgat aaggegetag tgocegtggg

t

<210> 38
<211>72
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> cebador directo vp1054-KO-F

<400> 38
gtactgaaaqg ataatttatt tttgatagat aataattaca ttattttaaa cgtgttegac

caagaaaccqg at

<210> 39
<211> 45
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> cebador inverso vp1054-KO-R1

<400> 39
agggcgaatt ccagcacact ttattacgtg gacgcgttac tttgc 45

<210> 40
<211> 71
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> cebador inverso vp1054-K0O-R2

<400> 40
gataagaatg cttgtttaac aaataggtca getgttaaat actggegatg tacegttegt

atageataca t
<210> 41
<211> 41
<212> ADN
<213> artificial
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<220>
<223> cebador directo vp1054-Rep-F

<400> 41
ggttgtttag gcctgagctc ctttggtacg tgttagagtg t 41

<210> 42
<211> 36
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> cebador inverso vp1054-Rep-R

<400> 42
tcctttecte tagattacac gttgtgtgeg tgcaga 36

<210> 43
<211> 67
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> cebador directo p6.9-KO-F

<400> 43
gettegttea ttegetactg teggetgtgt ggaatgtetg gttgttaagt gtgetggaat

tegecet

<210> 44
<211>70
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> cebador inverso p6.9-KO-R

<400> 44
aatattaata aggtaaaaat tacagctaca taaattacac aatttaaact accgttcgta

tagcatacat

<210> 45
<211> 32
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> cebador directo Ac-p6.9-F

<400> 45
tttgaattca tggttgcccg aagctccaag ac 32

<210> 46
<211> 34
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> cebador inverso Ac-p6.9-R

<400> 46
118
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tttgcggcceg cttaatagta gegtgttetg taac

<210> 47
<211> 29
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> cebador directo Se-p6.9-F

<400> 47
tttgaattca tgtatcgtcg tcgttcate 29

<210> 48
<211> 34
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> cebador inverso Se-p6.9-R

<400> 48
tttgcggcceg cttaatagtg gegacgtctg tatc

<210> 49
<211> 22
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> cebador directo 86596

<400> 49
gggcttagtt taaaatcttg ca 22

<210> 50
<211> 21
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> cebador inverso 86995

<400> 50
aattcaaacg accaagacga g 21

<210> 51
<211> 21
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> cebador directo 45122

<400> 51
gcaatcatga cgaacgtatg g 21

<210> 52
<211> 22
<212> ADN
<213> artificial

ES 2 542740 T3
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<220>
<223> cebador inverso 46441

<400> 52
cgataatttt tccaagcgct ac 22

<210> 53
<211> 30
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> cebador directo pp6.9-F

<400> 53
ggtcgacgta ccaaattccg ttttgcgacg 30

<210> 54
<211> 34
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> cebador inverso pp6.9-R

<400> 54
ggtcgacgga tccgtttaaa ttgtgtaatt tatg 34

<210> 55
<211> 21
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> cebador directo 75834

<400> 55
cttcttatcg ggttgtacaa c 21

<210> 56
<211> 20
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> cebador inverso 76420

<400> 56
gcgtatcatg acgatggatg 20
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REIVINDICACIONES
1. Procedimiento para la produccion de un producto biofarmacéutico, que comprende:

(a) infectar una célula de insecto productora de sustancia biofarmacéutica con al menos un baculovirus, en
donde dicho al menos un baculovirus comprende un genoma que codifica dicho producto biofarmacéutico, y

(b) mantener la célula de insecto productora de sustancia biofarmacéutica en condiciones tales que se
produce el producto biofarmacéutico,

en donde el genoma de dicho al menos un baculovirus es deficiente para vp80 o en donde dicha célula de insecto
productora de sustancia biofarmacéutica comprende un sistema de control de la expresién que permite la
inactivacion de vp80.

2. Procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde

— vp80 se hace deficiente en dicho genoma por medio de una sustitucion, insercion o delecién de nucleétidos;
o

— en donde la célula de insecto productora de sustancia biofarmacéutica es una célula de insecto
recombinante que comprende una construccién que expresa un dsRNA especifico de vp80, en donde el
dsRNA se expresa opcionalmente bajo un promotor inducible.

3. Procedimiento de acuerdo con la reivindicacién 1 o 2, en donde al menos un baculovirus se produce antes de
la etapa (a) en una célula productora de baculovirus que expresa una copia que complementa la vp80.

4. Procedimiento de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en donde la deficiencia o inactivacion
de vp80 no afecta a la expresion muy tardia de dicho baculovirus en comparacién con la expresion muy tardia del
baculovirus de tipo silvestre.

5. Procedimiento de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en donde el producto biofarmacéutico
es una proteina recombinante, un virus recombinante o una particula similivirica.

6. Procedimiento de acuerdo con la reivindicacién 5, en donde el producto biofarmacéutico es un AAV
recombinante.

7. Procedimiento de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en donde el producto biofarmacéutico
esta codificado por al menos un gen introducido en el genoma baculovirico recombinante bajo el control del promotor
de la polihedrina o de p10.

8. Procedimiento de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en donde al menos un baculovirus
procede de AcCMNPV o BmNPV.

9. Utilizacion de un sistema de células de insecto y baculovirus para la produccion de un producto
biofarmacéutico, en donde el sistema de células de insecto y baculovirus comprende una célula de insecto
productora de baculovirus infectada con al menos un baculovirus recombinante, en donde:

— el baculovirus recombinante, o cada uno de ellos, comprende un genoma baculovirico que codifica el
producto biofarmacéutico o al menos un componente del producto biofarmacéutico, y

— el genoma baculovirico recombinante, o cada uno de ellos, es deficiente para vp80, o la célula de insecto
productora de baculovirus comprende un sistema de control de expresion que permite la inactivaciéon de
vp80.
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{A)Casete de expresién en el locus de la polihedrina {B) horas después de la transfeccién

(C) horas p.i.

Ac-wt

“Ac-gp64nuil

Ac-vp80null

Fig 3

124

i 72 ||




TCID50/ml

TCID50/mI

ES 2542740 T3

~»— Ac-Avp80

) —*Ac-Avp80 (b)
- Ac-Avp80-vp80ORep = Ac-Avp80-polh-vp80ORep
== Ac-wt - Ac-wit

TCID50/mi

24 48 72 96 120 24 48 72 96 120
Horas después de la transfeccion Horas después de la transfeccion

(c) —*Ac-Avp80 _ (d) —*Ac-Avp80
—— Ac-Avp80-FLAG-vpB80ORep = Ac-Avp80-vp80-FLAGRep
~a- Ac-wt ~m— Aot i

TCID50/mi

Horas después de la transfeccion ~ Horas después de la transfeccion

Fig 4
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Fig 6
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Horas después de la transfeccion Horas p.i.
! 72 ! 96 ! 120

+ plZ-vp80

+ plZ

@
' Ac-vp80null T Ac-vp8onull

Fig 7

A 756834 | | o B

Escalera de ADN
Tipo silvestre

vp39-null (+ caf)
vp39-null (- caf)
Control negativo

LoxP

1M
Vp39, lef-d >—

75893 76 391
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(C) Infeccién

(A)  Casete de expresion transpuesto en el locus de polH

Ac de tipo silvestre

~ Acvp39null (cat)
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(A) Expresion del casete en el locus de PolH

(B) horas después de |a transfeccion

{C) horas p.i.

pid PoiH

N

- p10 ief-10/vp80

72 i 96 I 120

Fig 11
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(A) Casete de expresion en el locus de PolH (B) Horas después de la transfeccion (C) horas p.i.

Ac-wt

Ac-gp64null

Ac-p6.9null
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