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DESCRIPCION

Nuevas cepas del virus Chikungunya aisladas y purificadas y polinucleétidos y secuencias polipeptidicas, usos
diagndsticos e inmunogénicos de las mismas

CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencion se refiere a cepas naturales del virus Chikungunya aislado de pacientes que exhiben formas
graves de infeccion y que derivan de una epidemia de arbovirosis humana. La presente invencion también se refiere
a secuencias de polipéptido y a fragmentos de las mismas derivados de su genoma, al polinucleétido que las
codifica y a su uso en productos de diagndstico, tales como vacunas y/o composiciones inmunogénicas.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

El virus Chikungunya (CHIKV) es un Alfavirus transmitido por mosquitos que pertenece a la familia de los
Togaviridae [1,2]. Se aislo por vez primera en un brote en Tanzania en 1952 [3]. Es responsable de una infeccion
aguda de inicio brusco, que se caracteriza por fiebre elevada, artralgia, mialgia, dolor de cabeza y sarpullido [4,5]. La
poliartralgia, el sintoma patognoménico de la enfermedad, es muy dolorosa. Generalmente los sintomas son
autolimitantes y duran de 1 a 10 dias. Sin embargo, la artralgia o los sintomas artriticos pueden persistir durante
meses o anos. En algunos pacientes, también se han descrito sintomas hemorragicos menores tales como epistaxis
0 gingivorragia.

El CHIKV se distribuye geograficamente en Africa, India y Sudeste Asiatico. En Africa, el virus se mantiene a través
del ciclo de transmision selvatico entre primates salvajes y mosquitos tales como Aedes luteocephalus, Ae. furcifer o
Ae. taylori [4]. En Asia, el CHIKV se transmite principalmente de humano a humano mediante Ae. aegypti y en
menor extension mediante Ae. albopictus a través de un ciclo de transmisién urbana. Desde el brote de 1952 en
Tanzania, el CHIKV ha causado brotes en el Africa Oriental (Tanzania, Uganda), en el Africa Austral (Zimbabue,
Sudaéfrica), en el Africa Occidental (Senegal, Nigeria) y en el Africa Central (Republica Centroafricana, Republica
Democratica del Congo) [4]. La re-emergencia epidémica mas reciente se documenté en 1999-2000 en Kinshasa,
donde se estima que se infectaron unas 50.000 personas [6]. Desde el primer brote documentado de Asia en 1958
en Bangkok, Tailandia, se han documentado brotes en Tailandia, Camboya, Vietnam, Laos, Myanmar, Malasia,
Filipinas e Indonesia [4,5]. La re-emergencia epidémica mas reciente se documenté en 2001-2003 en Java después
de 20 afios [7]. Tanto en Africa como en Asia, la re-emergencia fue impredecible, con intervalos de entre 7-8 afios y
20 afos entre epidemias consecutivas.

Desde el final de 2004, el virus Chikungunya (CHIKV) ha emergido en las islas del Océano indico suroccidental.
Entre enero y marzo de 2005, han sido referidos mas de 5.000 casos en Comoros. A finales de 2.005, el virus ha
circulado por otras islas, esto es, Mayotte, Seychelles, Reunién y Mauricio. Al comienzo de diciembre de 2005, la
estacion de lluvias dio lugar a una circulacion epidémica renovada del virus. Entre el 1 de enero y el 1 de marzo de
2006 se contabilizaron 2.553, 3.471 y 4.650 casos en Mauricio, Mayotte y Seychelles (12 de marzo de 2006). La isla
mas afectada fue Reunion, con una estimacion de 212.000 casos hasta el 12 de marzo de 2006 (poblacion total:
770.000). Mas recientemente, se ha documentado la circulacion del virus en Madagascar.

En Isla Reunion los primeros casos documentados fueron pacientes que procedian de Comoros en Marzo de 2005.
Entre marzo y junio se documentaron mas de 3.000 casos. La transmision se vio limitada durante la temporada de
invierno del hemisferio sur y desde mediados de diciembre se observd una resurgencia importante, estimandose
210.000 casos entre enero y marzo de 2006 [8]. Desde marzo de 2005, 85 pacientes con infeccion de CHIKV
confirmada han desarrollado sintomas clinicos graves (meningoencefalitis o hepatitis fulminante) que justificaron la
hospitalizacion en una unidad de cuidados intensivos. Varios casos de meningo-encefalitis y sindrome algico grave
han sido asociados a una transmisioén vertical del virus 9.

Hasta la fecha, se han determinado dos secuencias de nucleétidos del CHIKV completas, para las cepas Ross (n°
de acceso: AF490259) y S27 [9], ambas aisladas de pacientes durante el brote de 1952 en Tanzania. Se ha
determinado otra secuencia de nucleétidos completa para una cepa aislada en Ae. furcifer durante el brote de 1983
en Senegal (n° de acceso AY726732). Khan y colaboradores [9] demostraron que el genoma de S27 era similar en
estructura al de otros alfavirus, y que el virus O’nyong-nyong (ONN) era el pariente mas préximo al CHIKV.
Adicionalmente, analisis filogenéticos basados en secuencias parciales E1 procedentes de elementos aislados de
Africa y Asia revelaron la existencia de tres filogrupos de CHIKV distintos, uno que contenia todos los elementos
aislados de Africa Occidental, uno que contenia los elementos aislados de Asia, y uno correspondiente a los
elementos aislados de Africa Oriental, Central y del Sur [10]. Las cepas aisladas en 1999-2000 en la Republica
Democratica del Congo pertenecian al ultimo filogrupo [6].

SUMARIO DE LA INVENCION

Un aspecto de la invencién tal como se define en las reivindicaciones 1-13 es proporcionar nuevas herramientas
diagndsticas e inmunoldgicas contra enfermedades asociadas al virus CHIK, tal como la arbovirosis.
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Dicho aspecto se alcanza de manera concreta proporcionando una cepa natural aislada y purificada del virus
Chikungunya (CHIK) capa de infectar células humanas in vitro; y su uso para la deteccién de un CHIKV asociado a
un arbovirus, o para la preparacion de una composicion que evite y/o trate un arbovirus.

Otro aspecto de la invencion tal como se define en las reivindicaciones 1-13 se refiere a una cepa aislada y
purificada de CHIKV que comprende al menos una mutaciéon en la proteina estructural E1 y/o en la proteina
estructural E2; y su uso para la deteccion de un CHIKV asociado a un arbovirus, o para la preparacion de una
composicion que evite y/o trate un arbovirus.

Otro aspecto de la invencion tal como se define en las reivindicaciones 1-13 se refiere a un polinucleétido aislado y
purificado de la secuencia de SEQ ID NO: 1; y su uso para la deteccion de un CHIKV asociado a un arbovirus, o
para la preparacion de una composicion que evite y/o trate un arbovirus.

Otro aspecto de la invenciéon tal como se define en las reivindicaciones 1-13 se refiere a un fragmento del
polinucledtido de la invencion donde codifica para el ectodominio de la glicoproteina E2 6 E1; y su uso para la
deteccion de un CHIKV asociado a un arbovirus, o para la preparacién de una composicion que evite y/o trate un
arbovirus.

Otros aspectos de la invencién tal como se define en las reivindicaciones 1-13 se refiere a un vector que comprende
un fragmento contemplado por la presente invencion, y una célula hospedante que comprende dicho vector; y su uso
para la deteccion de un CHIKV asociado a un arbovirus, o para la preparacion de una composicion que evite y/o
trate un arbovirus.

Otro aspecto adicional de la invencion tal como se define en las reivindicaciones 1-13 se refiere a un polipéptido
purificado codificado por un fragmento de la invenciéon; y su uso para la deteccion de un CHIKV asociado a un
arbovirus, o para la preparaciéon de una composicion que evite y/o trate un arbovirus.

Un aspecto adicional de la invencion tal como se define en las reivindicaciones 1-13 se refiere al uso de un
anticuerpo monoclonal o policlonal, o un fragmento del mismo que se une especificamente a un polipéptido de la
invencioén para la detecciéon de un CHIKV asociado a un arbovirus.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

Figura 1: Localizacion de los cambios de E1 sobre la estructura 3D modelizada a partir de la estructura
cristalina de SFV E1 [43] [19].

A) Diagrama de cinta de la E1, con el dominio | de color rojo, el dominio Il amarillo y el dominio Ill, azul. Los tubos
verdes marcan enlaces de disulfuro. El péptido de fusién, en la punta de la molécula (en el dominio Il) esta en color
naranja y marcado. El extremo N y el extremo C observados en el cristal (que estan 30 aa por encima de la region
trans-membrana) también estan marcados. Los 2 Gnicos cambios observados en el Océano indico estan indicados
por estrellas y estan marcados: posiciones 226 (blanco) y 284 (magenta).

B) Representacion parcial (un octante, ligeramente extendido) de la estructura icosahédrica de la E1 en la superficie
del virién, vista bajo un eje de simetria de 5 aumentos. Un promotor de E1 esta resaltado en colores, como en A); los
demas estan representados en gris. La localizacién de algunos de los ejes de simetria icosahédrica esta dibujada
con simbolos negros solidos: pentagonos para el eje de 5 aumentos, triangulos para los ejes de 3 aumentos, elipses
para los ejes de 2 aumentos (que en la capa T=4 de los alfavirus son coincidentes con los ejes de cuasi 6
aumentos). Los triangulos abiertos indican la localizacion aproximada de los trimeros de E2 que interaccionan
estrechamente con E1, cubriendo el dominio Il y el péptido de fusién, y presentando los principales sitios
antigénicos. Los triangulos abiertos también marcan ejes de simetria de cuasi 3 aumentos de la capa icosahédrica
de superficie T=4. Una esfera magenta marca la localizacion de Glu 284, en el sitio de contacto de promotor inter-
E1. Dicho contacto se propaga 240 veces en la capa de superficie (nétense las esferas rosas dibujadas sobre los
promotores grises). Cabe destacar que el péptido de fusion, en naranja, esta apuntando hacia arriba, lejos de los
contactos con otros promotores E1. Esto se observa mas facilmente en la periferia del virién, donde uno de ellos
esta marcado (FP). En el virion, esta region de E1 no es accesible, estando cubierta bajo la molécula de E2 [19].

Figura 2: Relaciones filogenéticas entre los elementos aislados de Chikungunya en base a las secuencias parciales
de nucledtido E1. Los elementos aislados del brote del Océano indico (Reunién, Seychelles, Mayotte, Mauricio,
Madagascar) representan un grupo dentro del filogrupo grande de Africa Oriental, Central y del Sur (ECSA, del
inglés “East, Central and South Africa”). Los valores de remuestreo de cincha estan indicados en los nodos
principales. La rama que conduce al filogrupo de Africa Occidental (de una longitud aproximada de 15%) fue
acordada por comodidad.

Figura 3: Escenario de evolucion propuesto de los elementos aislados de virus Chikungunya procedentes del brote
1 del Océano Indico. El escenario se basa en seis secuencias genémicas determinadas por el secuenciamiento
directo de productos RT-PCR obtenidos usando extractos de ARN como plantilla; por tanto las secuencias se
corresponden a secuencias de consenso (Seq. Cons.) de la posible mezcla de genomas coexistentes (cuasi-
especies). Interior: nUmero de casos de E1-226A y E1-226V a diferentes intervalos de tiempo en la Isla de Reunién,
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en base a secuencias parciales de la E1. El E1-226V se observé en las secuencias de consenso 2, 3y 4, y por lo
tanto la mayoria de los elementos aislados de E1-226V genotipados en base a secuencias parciales de E1
probablemente estan relacionados con estos genotipos. Sin embargo, la apariencia independiente del E1-226V en
otros genotipos no se puede excluir. Interior: secuencia intermedia. La localizacién, tamafio y posicion relativa de las
Islas y de la frontera africana son indicativos. La secuencia de consenso 1 se obtuvo a partir de un paciente de
Reuniéon que viajo desde Comoros en marzo de 2005, y a partir de un paciente de la Isla de Reunion. Las
secuencias 2 a 4 corresponden a muestras de Isla Reunién; la secuencia 5 a una muestra de las Seychelles.

Figura 4: muestra la secuencia de nucleétidos del genoma de una cepa de virus CHIK segun una realizacion
preferida de la invencion, y mas especificamente de la cepa preferida denominada 05.115 (SEQ ID NO: 1).

Figura 5. muestra la secuencia de nucledtidos del genoma de una cepa de virus CHIK segun la presente
descripcion, y mas especificamente de la cepa preferida denominada 05.209 (SEQ ID NO: 2).

Figura 6: muestra la secuencia de nucleétidos del genoma de una cepa de virus CHIK segun la presente
descripcion, y mas especificamente de la cepa preferida denominada 06.21 (SEQ ID NO: 3).

Figura 7: muestra la secuencia de nucledtidos del genoma de una cepa de virus CHIK segun la presente
descripcion, y mas especificamente de la cepa preferida denominada 06.27 (SEQ ID NO: 4).

Figura 8: muestra la secuencia de nucleétidos del genoma de una cepa de virus CHIK segun la presente
descripcion, y mas especificamente de la cepa preferida denominada 06.49 (SEQ ID NO: 5).

Figura 9: muestra la secuencia de nucleétidos del genoma de una cepa de virus CHIK segun la presente
descripcion, y mas especificamente de la cepa preferida denominada 05.61 (SEQ ID NO: 6).

Figura 10: muestra una secuencia de nucleétidos de un fragmento de un virus CHIK segun la presente descripcion,
y mas especificamente un fragmento que codifica para el ectodominio de la glicoproteina E2 de la cepa preferida
denominada 06.21 (SEQ ID NO: 7).

Figura 11: muestra una secuencia de nucleétidos de un fragmento de un virus CHIK segun la presente descripcion,
y mas especificamente un fragmento que codifica para el ectodominio de la glicoproteina E2 de la cepa preferida
denominada 06.27 (SEQ ID NO: 8).

Figura 12: muestra una secuencia de nucleétidos de un fragmento de un virus CHIK segun la presente descripcion,
y mas especificamente un fragmento que codifica para el ectodominio de la glicoproteina E2 de la cepa preferida
denominada 06.49 (SEQ ID NO: 9).

Figura 13: muestra una secuencia de nucleétidos de un fragmento de un virus CHIK segun una realizacion preferida
de la invencion, y mas especificamente un fragmento que codifica para el ectodominio de la glicoproteina E2 de la
cepa preferida denominada 05.115 (SEQ ID NO: 10).

Figura 14: muestra una secuencia de nucleétidos de un fragmento de un virus CHIK segun la presente descripcion,
y mas especificamente un fragmento que codifica para una forma soluble de la glicoproteina E2 de la cepa preferida
denominada 06.21 (SEQ ID NO: 11).

Figura 15: muestra una secuencia de nucleétidos de un fragmento de un virus CHIK segun la presente descripcion,
y mas especificamente un fragmento que codifica para una forma soluble de la glicoproteina E2 de la cepa preferida
denominada 06.27 (SEQ ID NO: 12).

Figura 16: muestra una secuencia de nucleétidos de un fragmento de un virus CHIK segun la presente descripcion,
y mas especificamente un fragmento que codifica para una forma soluble de la glicoproteina E2 de la cepa preferida
denominada 06.49 (SEQ ID NO: 13).

Figura 17: muestra una secuencia de nucleétidos de un fragmento de un virus CHIK segun una realizacién preferida
de la invencidn, y mas especificamente un fragmento que codifica para una forma soluble de la glicoproteina E2 de
la cepa preferida denominada 05.115 (SEQ ID NO: 14).

Figura 18: muestra una secuencia de aminoacidos de un polipéptido de virus CHIK preferido segun la presente
descripcion, y mas especificamente relacionado con el ectodominio de la glicoproteina E2 de la cepa preferida
denominada 06.21 (SEQ ID NO: 15).

Figura 19: muestra una secuencia de aminoacidos de un polipéptido de virus CHIK preferido segun la presente
descripcion, y mas especificamente relacionado con el ectodominio de la glicoproteina E2 de la cepa preferida
denominada 06.27 (SEQ ID NO: 16).

Figura 20: muestra una secuencia de aminoacidos de un polipéptido de virus CHIK preferido segun la presente
descripcion, y mas especificamente relacionado con el ectodominio de la glicoproteina E2 de la cepa preferida
denominada 06.49 (SEQ ID NO: 17).
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Figura 21: muestra una secuencia de aminoacidos de un polipéptido de virus CHIK preferido segun una realizacion
preferida de la invencion, y mas especificamente relacionado con el ectodominio de la glicoproteina E2 de la cepa
preferida denominada 05.115 (SEQ ID NO: 18).

Figura 22: muestra una secuencia de aminoacidos de un polipéptido de virus CHIK preferido segun la presente
descripcion, y mas especificamente relacionado con una forma soluble de la glicoproteina E2 de la cepa preferida
denominada 06.21 (SEQ ID NO: 19).

Figura 23: muestra una secuencia de aminoacidos de un polipéptido de virus CHIK preferido segun la presente
descripcion, y mas especificamente relacionado con una forma soluble de la glicoproteina E2 de la cepa preferida
denominada 06.27 (SEQ ID NO: 20).

Figura 24: muestra una secuencia de aminoacidos de un polipéptido de virus CHIK preferido segun la presente
descripcion, y mas especificamente relacionado con una forma soluble de la glicoproteina E2 de la cepa preferida
denominada 06.49 (SEQ ID NO: 21).

Figura 25: muestra una secuencia de aminoacidos de un polipéptido de virus CHIK preferido segun una realizacion
preferida de la invencién, y mas especificamente relacionado con una forma soluble de la glicoproteina E2 de la
cepa preferida denominada 05.115 (SEQ ID NO: 22).

Figura 26: Elementos de Secuencia de Repeticion encontrados en la region 3’NTR

A. Alineamiento de los Elementos de Secuencia de Repeticion (RSE, del inglés “Repeat Sequence Elements”)
encontrados en la region 3'NTR del genoma del virus Chikungunya. Todas las secuencias forman estructuras de
tallo-lazo conservadas y estables en las que el lazo esta constituido por los nucleétidos menos conservados en torno
a la posicion 20. En los genomas de Chikungunya se observan tres RSE. El primero (RSE1) esta insertado antes de
la secuencia poli-A interna del genoma S27 [9], mientras que los otros dos se encuentran por debajo de esta
estructura.

B. Estructura secundaria predicha para el RSE1 del elemento aislado 05-115.
Figura 27: Fenotipo de foco de virus Chikungunya sobre células AP61 mediante inmunoensayo de foco.

Se infectaron células AP61 de mosquito en placas de 24 pocillos con reservas de virus CHIK cultivadas en células
de mosquito (titulos de virus de 2-5 x 108 FFU-mL-1) a una multiplicidad de infeccion de 0,0001 (pocillo superior) o
0,00001 (pocillo inferior). Las células infectadas fueron superpuestas con CMC en medio de cultivo Leibovitz L15 con
un 2% de FBS durante 2 dias para permitir el desarrollo del foco a 28°C. Las células fueron fijadas con un 3% de
PFA en PBS, permeabilizadas con Triton X-100 en PBS, y los focos de replicacion de virus CHIK fueron
inmunotefidos con HMAF anti-CHIK de raton (dilucion 1 : 2.000) e Ig anti-ratéon de cabra conjugada con peroxidasa
(dilucion 1 : 100).

Figura 28: Preparacion virica que contiene pE2. Las proteinas pE2 fueron detectadas mediante anticuerpos anti-
CHIK.

Figura 29: Alineamiento de secuencias de nucleotido que codifican la forma soluble de la glicoproteina E2 (E2-1 a
E2-361) de las cepas de virus CHIK del Océano Indico -21, -27, -49 y -115.

Figura 30: Secuencias de cebador (SEQ ID NO: 79 y 80) usadas para la amplificacion y la clonacion de la forma
soluble del E2 (E2-1 a E2-364) (fragmento de acido nucleico N-terminal y C-terminal: SEQ ID NO: 81 y 82;
fragmento de proteina N-terminal y C-terminal: SEQ ID NO: 83 y 84) del virus CHIK en el vector lanzadera
pMT2/BiP/V5-HisA.

Figura 31: SDS-PAGE que muestra la tincion de CHIK-sE2 con azul de Coomassie.
Figura 32: Analisis de inmunotincion de proteina sE2 de CHIK altamente purificada.

Figura 33: Construccion del vector TRIP que expresa la forma soluble secretada de la glicoproteina E2 (sE2)
procedente de cepas 05 de virus Chikungunya de Reunion.

Figura 34: muestra la secuencia de nucleotidos que codifica la forma soluble secretada de la glicoproteina E2 (sE2)
en el vector TRIP (SEQ ID NO: 85).

Figura 35: Ensayo inmunofluorescente (IF) con anticuerpos anti-CHIK sobre células 293 transducidas con
TRIP/CHIK.sE2.

Figura 36: muestra un ELISA directo con 10 mL de proteina pE2 enriquecida por pocillo. Los antigenos fueron
evaluados respectivamente con un anti-DEN1 de ratén (diluciéon 1 : 1.000), anti-WN (dilucion 1 : 1.000) y anti-CHIK
(dilucion 1: 10.000).
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Figura 37: muestra una secuencia de aminoacidos del ORF 2 (proteinas estructurales) de la cepa CHIK S27
(GenBank AF339485; SEQ ID NO: 23).

Figura 38: muestra una secuencia de aminoacidos del ORF 2 (proteinas estructurales) de un virus CHIK preferido
segun la presente descripcion, es decir la cepa 05.61 (SEQ ID NO: 24).

Figura 39: muestra una secuencia de aminoacidos del ORF 2 (proteinas estructurales) de un virus CHIK preferido
segun la presente descripcion, es decir la cepa 05.209 (SEQ ID NO: 25).

Figura 40: muestra una secuencia de aminoacidos del ORF 2 (proteinas estructurales) de un virus CHIK preferido
segun una realizacion preferida de la presente invencion, es decir la cepa 05.115 (SEQ ID NO: 26).

Figura 41: muestra una secuencia de aminoacidos del ORF 2 (proteinas estructurales) de un virus CHIK preferido
segun la presente descripcion, es decir la cepa 06.49 (SEQ ID NO: 27).

Figura 42: muestra una secuencia de aminoacidos del ORF 2 (proteinas estructurales) de un virus CHIK preferido
segun la presente descripcion, es decir la cepa 06.27 (SEQ ID NO: 28).

Figura 43: muestra una secuencia de aminoacidos del ORF 2 (proteinas estructurales) de un virus CHIK preferido
segun la presente descripcion, es decir la cepa 06.21 (SEQ ID NO: 29).

Figura 44: muestra una secuencia de aminoacidos del ORF 1 (proteinas no estructurales) de un virus CHIK
preferido segun la presente descripcion, es decir la cepa 05.61 (SEQ ID NO: 30).

Figura 45: muestra una secuencia de aminoacidos del ORF 1 (proteinas no estructurales) de un virus CHIK
preferido segun la presente descripcion, es decir la cepa 05.209 (SEQ ID NO: 31).

Figura 46: muestra una secuencia de aminoacidos del ORF 1 (proteinas no estructurales) de un virus CHIK
preferido seguin una realizacion preferida de la presente invencion, es decir la cepa 05.115 (SEQ ID NO: 32).

Figura 47: muestra una secuencia de aminoacidos del ORF 1 (proteinas no estructurales) de un virus CHIK
preferido segun la presente descripcion, es decir la cepa 06.49 (SEQ ID NO: 33).

Figura 48: muestra una secuencia de aminoacidos del ORF 1 (proteinas no estructurales) de un virus CHIK
preferido segun la presente descripcion, es decir la cepa 05.27 (SEQ ID NO: 34).

Figura 49: muestra una secuencia de aminoacidos del ORF 1 (proteinas no estructurales) de un virus CHIK
preferido segun la presente descripcion, es decir la cepa 06.21 (SEQ ID NO: 78).

Figura 50: Evaluacion de reactividad de Mab de E2 anti-CHIK mediante ELISA.
Figura 51: Evaluacion de reactividad de Mab de E2 anti-CHIK sobre viriones de CHIK mediante ELISA.

Figura 52: Andlisis de inmunofluorescencia (IF) de la reactividad de Mab de E2 anti-CHIK sobre células Vero
infectadas con CHIKV.

Figura 53: Analisis de inmunofluorescencia (IF) de la reactividad de Mab de E2 anti-CHIK sobre células 293A
transducidas con TRIP/CHIK.sE2.

Figura 54: Union de Mab de E2 anti-CHIK sobre la superficie celular de células Vero infectadas con virus CHIK
mediante analisis FACS.

Figura 55: Andlisis de transferencia “Western blot” de la expresion de CHIKsSE2 en células 293A transducidas con
TRIP/CHIK.sE2.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

En el presente estudio, los inventores determinaron las secuencias de nucleétidos casi completas de los virus
aislados de seis pacientes procedentes de las Islas de Reuniéon y Seychelles. La presente descripcion permite
determinar la estructura gendmica, asi como las caracteristicas moleculares Unicas de elementos aislados del brote
del Océano indico, que se distinguen de otras secuencias de CHIKV y alfavirus.

Como puede apreciar el especialista en la técnica, la originalidad de la presente descripcion es la identificacion de
nuevas cepas del virus Chikungunya (CHIK) que se distinguen del virus CHIK de la técnica previa, y el uso de dichas
cepas de CHIK y de los polipéptidos y los polinucledtidos que las codifican derivados de su genoma en el
diagndstico, la prevencion y/o el tratamiento de la arbovirosis.

Segun un primer aspecto, la presente invencién tal como se define en las reivindicaciones 1-13 se refiere a una cepa
natural aislada y purificada del virus Chikungunya (CHIKV) capaz de infectar células humanas in vitro.
Preferiblemente, la presente invencion tal como se define en las reivindicaciones 1-13 se refiere a una cepa natural
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del virus CHIK que exhibe las caracteristicas del elemento aislado 05.115. Segun un método preferido, la cepa que
se encuentra dentro del alcance de la presente invencion tal como se define en las reivindicaciones 1-13 se
caracteriza por que su genoma comprende al menos una mutacion cuando se compara con la secuencia del
genoma de la cepa S-27 de virus CHIK (GenBank AF339485). También dentro del alcance de la invencioén tal como
se define en las reivindicaciones 1-13, se encuentra cualquier cepa cultivada u obtenida mediante cultivo celular a
partir de una muestra de una cepa de CHIK preferida. El genoma de la cepa preferida segun la presente invencion
tal como se define en las reivindicaciones 1-13 consiste en la secuencia mostrada en la Figura 4 (SEQ ID NO: 1). El
genoma de las cepas preferidas segun la presente descripcion comprende una secuencia como la mostrada en la
Figura 5,6,7,8 69 (SEQID NO: 2, 3,4, 5 6 6).

Segun otro aspecto, la presente invencion tal como se define en las reivindicaciones 1-13 proporciona una cepa
aislada y purificada del virus Chikungunya (CHIKV) que comprende al menos una mutacion en la proteina estructural
E1 y/o en la proteina estructural E2, y mas particularmente en su region de ectodominio. Segun una realizacion
preferida, la cepa de la invencion tal como se define en las reivindicaciones 1-13 se caracteriza por el hecho de que
su genoma comprende al menos una mutaciéon en la proteina E2 en una posicion homoéloga a la posicion de
aminoacido 382, 399, 404, 485, 489, 506, 536, 624, 637, 669, 700 6 711 de la SEQ ID NO: 23 (Fig. 37). Mas
particularmente, la mutacion se selecciona preferiblemente del grupo que consiste en G382K, 1399M, G404E,
N485T, A489T, L506M, I536T, S624N, T637M, A669T, S700T y V711A, tal como se muestra en la Tabla 6. Segun
otra realizacion preferida, la cepa de la invencién tal como se define en las reivindicaciones 1-13 se caracteriza por
el hecho de que su genoma comprende al menos una mutacién en la proteina E1 en una posicion homologa a la
posicion de aminoacido 1035, 1078, 1093 6 1131 de la SEQ ID NO: 23. Mas particularmente, la mutacion se
selecciona preferiblemente del grupo que consiste en A1035V, M1078V, D1093E y V1131A tal como se muestra en
la Tabla 6.

Tal como se usa en la presente memoria, la expresion “en una posicién homoéloga a una posicion de aminoacido” de
una proteina, se refiere a posiciones de aminoacido que se determinan para corresponder una con otra en base a
alineamientos de secuencia y/o estructurales con una proteina de referencia especifica. Por ejemplo, en una
posicion que corresponde a una posicion de aminoacido de una proteina estructural de virus CHIK fijada en la SEQ
ID NO: 1 se puede determinar empiricamente alineando las secuencias de aminoacidos fijadas en la SEQ ID NO: 1
con una proteina estructural de virus CHIK particular. Las posiciones homdlogas o correspondientes se pueden
determinar a través de dicho alineamiento por parte de un especialista en la técnica usando alineamientos manuales
o usando los numerosos programas de alineamiento disponibles (por ejemplo, BLASTP). Las posiciones homélogas
o correspondientes también se pueden basar en el alineamiento estructural, por ejemplo usando alineamientos
simulados por ordenador de la estructura de la proteina. Cuando se dice que los aminoacidos de un polipéptido
corresponden a aminoacidos de una secuencia descrita se refiere a aminoacidos identificados por alineamiento del
polipéptido con la secuencia descrita para maximizar la identidad o la homologia (cuando los aminoacidos
conservados estan alineados) usando un algoritmo estandar, tal como el algoritmo GAP. Tal como se usa en la
presente memoria, “en una posicion homologa” se refiere a una posicion de interés (es decir, un nimero de base o
un numero de residuo) de una molécula de acido nucleico o proteina respecto a la posicién en otra molécula de
acido nucleico o proteina de referencia. La posicion de interés respecto a la posicidon en otra proteina de referencia
puede estar, por ejemplo, en una secuencia de aminoacidos de la misma proteina de otra cepa de CHIK. Las
posiciones homdlogas se pueden determinar comparando y alineando secuencias para maximizar el nimero de
nucledtidos o residuos coincidentes, por ejemplo, de tal modo que la identidad entre las secuencias sea superior al
95%, preferiblemente superior al 96%, mas preferiblemente superior al 97%, incluso mas preferiblemente superior al
98% y lo mas preferiblemente superior al 99%. A continuacién se asigna un numero a la posicion de interés dentro
de la molécula de acido nucleico de referencia.

Otro aspecto de la invencion tal como se define en las reivindicaciones 1-13 se refiere a un polinucleétido aislado y
purificado que consiste en la secuencia mostrada en la Figura 4 (SEQ ID NO: 1).

Otro aspecto de la descripcion se refiere a un polinucleétido aislado y purificado que comprende la totalidad o parte
de las secuencias mostradas en las Figuras 5, 6, 7,8 6 9 (SEQ ID NO: 2, 3, 4, 5 6 6).

Otro aspecto de la invenciéon tal como se define en las reivindicaciones 1-13 se refiere a un fragmento del
polinucleétido de la invencidon que se caracteriza por el hecho de que codifica para la regidon de ectodominio de la
glicoproteina E1 o E2. De forma ventajosa, el fragmento de la invencion tal como se define en las reivindicaciones 1-
13, cuando codifica para el ectodominio de E2, comprende, o mas preferiblemente, consiste en una secuencia de
nucleotidos como la mostrada en la Figura 13 (SEQ ID NO: 10).

Otro aspecto de la descripcion se refiere a un fragmento del polinucledtido que se caracteriza por el hecho de que
codifica para la glicoproteina E1 o E2, y mas preferiblemente para su regién de ectodominio. De forma ventajosa, el
fragmento de la descripcidon cuando codifica para el ectodominio E2 comprende, o mas preferiblemente, consiste en
una secuencia de nucleétidos como las mostradas en las Figuras 10, 11 6 12 (SEQ ID NO: 7, 8 6 9).

Otro aspecto adicional de la invencion tal como se define en las reivindicaciones 1-13 se refiere a un fragmento del
polinucleétido de la invencién que se caracteriza por el hecho de que codifica para una forma soluble de la
glicoproteina E2. Segun una realizacion preferida, dicho fragmento del polinucleétido de la invencion que codifica
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para un fragmento soluble de la glicoproteina E2 tal como se define en las reivindicaciones 1-13, consiste en una
secuencia de nucleotidos como la mostrada en la Figura 17 (SEQ ID NO: 14).

Otro aspecto adicional de la descripcion se refiere a un fragmento del polinucleétido que se caracteriza por el hecho
de que codifica para una forma soluble de la glicoproteina E2. Segun una realizacion preferida, el fragmento del
polinucledtido que codifica para un fragmento soluble de la glicoproteina E2 comprende o mas preferiblemente
consiste en la secuencia de nucleétidos mostrada en las Figuras 14, 15 6 16 (SEQ ID NO: 11, 12 6 13).

Como apreciara el especialista en la técnica, un fragmento como el contemplado por la presente invenciéon puede
obtenerse mediante:

- el uso de enzimas de restriccion, donde sus sitios de ruptura estan presentes en el polinucleétido que
comprende dicho fragmento;

amplificacion con cebadores especificos para dicho fragmento;

transcripcion in vitro; o
- sintesis quimica.

Segun otro aspecto, la presente invencion tal como se define en las reivindicaciones 1-13 se refiere a un polipéptido
aislado y purificado codificado por un fragmento de la invencién. Tal como se usan en la presente memoria, los
términos “polipéptido” y “proteina” se usan de forma indistinta para denotar un polimero de aminoacido o un conjunto
de dos o mas polimeros de aminoacido que interaccionan o estan ligados.

Por “aislado” se entiende, en relacion a un polipéptido, que la molécula indicada esta separada y discreta respecto al
organismo completo en el cual se encuentra de forma natural, o que esta presente en una ausencia sustancial de
otras macro-moléculas del mismo tipo. El término “aislado” en relacién a un polinucleétido es una molécula de acido
nucleico desprovista, en su totalidad o en parte, de las secuencias asociadas normalmente a él en la naturaleza; o
una secuencia, tal como se da en la naturaleza, pero que tiene secuencias heterélogas asociadas a la misma; o una
molécula desasociada del cromosoma.

Definidos de forma amplia, los términos “polipéptido purificado” o “polinucledtido purificado” se refieren a polipéptidos
o polinucledtidos que estan sustancialmente libres de otras proteinas o polinucledtidos, o carbohidratos, y lipidos con
los que asocian de forma natural. El polipéptido o polinucleétido puede purificarse mediante cualquier proceso
mediante el cual la proteina o el polipéptido se separen de otros elementos o compuestos en base, por ejemplo, a la
carga, el tamafio molecular o la afinidad de unién.

Los péptidos preferidos de la invencion tal como se definen en las reivindicaciones 1-13 comprenden al menos una
sustitucion de aminoacido con respecto a la secuencia de aminoacidos de la cepa S-27 (GenBank AF339485) y se
derivan de la secuencia de una proteina codificada por un fragmento de la invencion tal como el definido en las
reivindicaciones 1-13. Preferiblemente, un polipéptido purificado de la invenciéon tal como se define en las
reivindicaciones 1-13 consiste en la secuencia definida en la Figura 40 (secuencia de aminoacidos del ORF2 (SEQ
ID NO: 26) de la cepa de virus CHIK 05.115).

Un polipéptido purificado de la descripcién comprende la totalidad o parte de la secuencia de aminoacidos de un
ORF 1 6 2 de virus CHIK contemplado por la presente descripcion, tal como el definido por una cualquiera de las
SEQ ID NOs: 24 a 25 y 27 a 29 (ORF 2) o las SEQ ID NOs: 30 a 34 y 78 (ORF 1). Mas preferiblemente, un
polipéptido purificado de la descripcion comprende la totalidad o parte de la secuencia de aminoacidos de una
glicoproteina E2 contemplada por la presente descripcion tal como una definida en una cualquiera de las SEQ ID
NOs: 15 a 18 (Figuras 18 a 21). Incluso mas preferiblemente, un polipéptido purificado de la descripcién comprende
la totalidad o parte de la secuencia de aminoacidos de una forma soluble de la glicoproteina E2 contemplada por la
presente descripcion tal como la definida en una cualquiera de las SEQ ID NOs: 19 a 22 (Figuras 22 a 25).

La presente invencion tal como se define en las reivindicaciones 1-13 también se refiere a un vector que comprende
un fragmento de un polinucledtido de la invencion tal como se define en las reivindicaciones 1-13. Tal como se usa
en la presente memoria, el término “vector’ se refiere a una construccion de polinucleétido disefiada para la
transduccion/transfeccion de uno o mas tipos celulares. Los vectores pueden ser, por ejemplo, “vectores de
clonaciéon” que estan disefiados para el aislamiento, la propagacion y la replicacion de nucleétidos insertados,
“vectores de expresion” que estan disefiados para la expresion de una secuencia de nucleétidos en una célula
hospedante, o un “vector virico” que esta disefiado para dar como resultado la produccién de un virus recombinante
o de una particula de tipo virus, o “vectores lanzadera”, que comprenden los atributos de mas de un tipo de vector.
Los vectores preferidos son aquellos depositados en la CNCM (Collection Nationale de Cultures de
Microorganismes), 28 Rue du Docteur Roux, 75724 PARIS Cedex 15, Francia, el 15 de marzo de 2006 bajo los
numeros de acceso 1-3587, |-3588, 1-3589 e 1-3590. Otro vector preferido contemplado por la presente descripcion es
el plasmido denominado TRIP-CHIK.sE2 que ha sido depositado en la CNCM (Collection Nationale de Cultures de
Microorganismes), 28 Rue du Docteur Roux, 75724 PARIS Cedex 15, Francia, el 14 de marzo de 2007 bajo el
numero de acceso 1-3733. Dicho vector comprende un fragmento que codifica para una forma soluble de la
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glicoproteina E2 de la invencion. Este vector preferido ha sido optimizado para la produccion eficiente de la proteina
E2 recombinante en células de mamifero. Tal como se usa en la presente memoria, el término “optimizado” significa
que el vector incorpora secuencias de regulacion, tales como una secuencia de péptido sefal, a fin de proporcionar
una expresion adecuada de la proteina codificada deseada.

En un aspecto relacionado, la presente invencién tal como se define en las reivindicaciones 1-13 proporciona una
célula hospedante que comprende un vector como el definido anteriormente. El término “célula hospedante” se
refiere a una célula que presenta una nueva combinacion de segmentos de acido nucleico que no estan unidos
covalentemente unos a otros en la naturaleza. Una nueva combinaciéon de segmentos de acido nucleico se puede
introducir en un organismo usando una amplia variedad de técnicas de manipulacién de acidos nucleicos disponibles
para los especialistas en la técnica. Una célula hospedante puede ser una Unica célula eucariética, o una Unica
célula procariética, o una célula de mamifero. La célula hospedante puede albergar un vector que se extragendémico.
Un vector de acido nucleico extragendmico no se inserta en el genoma de la célula. Una célula hospedante puede
albergar ademas un vector o una porcidon del mismo que sea intragendmica. El término intragendmico define una
construccion de acido nucleico incorporada dentro del genoma de la célula hospedante. Una célula hospedante E.
coli preferida tal como una que contenga un vector como el definido en las reivindicaciones 1-13 esta depositada en
la CNCM (Collection Nationale de Cultures de Microorganismes), 28 Rue du Docteur Roux, 75724 PARIS Cedex 15,
Francia, el 15 de marzo de 2006 bajo los numeros de acceso 1-3587, 1-3588, 1-3589 e 1-3590, y el 14 de marzo de
2007 bajo el numero de acceso 1-3733.

La presente invencién tal como se define en las reivindicaciones 1-13 se refiere ademas al uso de un anticuerpo
monoclonal o de anticuerpos policlonales, o fragmentos de los mismos, que se unen especificamente a un
polipéptido de la invencién para la deteccién in vitro de un CHIKV asociado a una arbovirosis tal como se define en
las reivindicaciones 1-13. Tal como se usa en la presente memoria, el término “se une especificamente a” se refiere
a anticuerpos que se unen con una afinidad relativamente elevada a uno o mas epitopos de una proteina de la
invencion, pero que no reconocen sustancialmente ni se unen a moléculas diferentes a la(s) de interés. Tal como se
usa en la presente memoria, la expresion “relativamente alta afinidad” significa una afinidad de unién entre el
anticuerpo y la proteina de interés de al menos 10° M, y preferiblemente de al menos aproximadamente 10" Me
incluso mas preferiblemente 10® M a 10™"° M. La determinacion de dicha afinidad se lleva a cabo preferiblemente
bajo condiciones estandares de inmunoensayo de union competitiva, que son de conocimiento comun para el
especialista en la técnica.

Tal como se usa en la presente memoria, el término “anticuerpo” se refiere a una glicoproteina producida por células
linfoideas en respuesta a una estimulacién con un inmundégeno. Los anticuerpos poseen la capacidad de reaccionar
in vitro e in vivo especifica y selectivamente con un determinante antigénico o epitopo que provoca su produccion o
con un determinante antigénico estrechamente relacionado con el antigeno homélogo. El término “anticuerpo”
pretende abarcar construcciones que usan la regiéon de unién (variable) de dicho anticuerpo, y otras modificaciones
de anticuerpo. Por tanto, un anticuerpo util en el uso de la invenciéon puede comprender un anticuerpo completo, un
fragmento de anticuerpo, un agregado de anticuerpo polifuncional, o en general una sustancia que comprenda uno o
mas sitios de unién mas especificos de un anticuerpo. El fragmento de anticuerpo puede ser un fragmento tal como
un fragmento Fv, Fab o F(ab’), o un derivado del mismo, tal como un fragmento Fv de cadena sencilla. El anticuerpo
o fragmento de anticuerpo puede ser no recombinante, recombinante o humanizado. El anticuerpo puede ser de un
isotipo de inmunoglobulina, p.ej., IgG, IgM y similares. Adicionalmente, se puede usar un agregado, un polimero, un
derivado y un conjugado de una inmunoglobulina, o un fragmento de los mismos, cuando sea apropiado.

Otro aspecto de la invencion tal como se define en las reivindicaciones 1-13 es el uso de un elemento seleccionado
del grupo que consiste en una cepa, un polinucleétido, un fragmento, un vector, una célula hospedante, un
polipéptido de la invencion para la deteccion de un CHIKV asociado a una arbovirosis, o para la preparacion de una
composicion que evite y/o trate una arbovirosis.

Otro aspecto de la invencion tal como se define en las reivindicaciones 1-13 es un anticuerpo monoclonal o
policlonal o un fragmento del mismo que se une especificamente a un polipéptido de la invencién tal como se define
en las reivindicaciones 1-13 para la deteccién de un CHIKV asociado a arbovirosis.

Otro aspecto de la presente invencion tal como se define en las reivindicaciones 1-13 se refiere a una composicion
para tratar y/o prevenir una arbovirosis. La composicion de la presente invencion tal como se define en las
reivindicaciones 1-13 comprende de forma ventajosa al menos un elemento seleccionado del grupo que consiste en
una cepa, un polinucleétido, un fragmento, un vector, una célula hospedante, y un polipéptido de la invencion tal
como se define en las reivindicaciones 1-13. La composicion de la invencidon tal como se define en las
reivindicaciones 1-13 puede comprender ademas un vehiculo aceptable. En un aspecto relacionado, la descripcién
proporcionar un método para tratar y/o prevenir una arbovirosis. EIl método comprende la etapa de administrar a un
sujeto que lo necesite una composicion de la invencion.

Tal como se usa en la presente memoria, el término “tratar” se refiere a un proceso mediante el cual el desarrollo de
una infeccién de un CHIKV se ve afectado o es eliminado completamente. Tal como se usa en la presente memoria,
el término “prevenir” se refiere a un proceso mediante el cual la infeccién de CHIKV se ve obstruida o retrasada.
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Tal como se usa en la presente memoria, la expresion “un vehiculo aceptable” significa un vehiculo para contener
los componentes (o elementos) de la composicion de la invencion tal como se define en las reivindicaciones 1-13
que puede administrarse a un hospedante animal sin efectos adversos. Los vehiculos adecuados conocidos en la
técnica incluyen, aunque sin limitacion, particulas de oro, agua esterilizada, disolucién salina, glucosa, dextrosa o
disoluciones tamponadas. Los vehiculos pueden incluir agentes auxiliares que incluyen, aunque sin limitacion,
diluyentes, estabilizantes (es decir, azicares y aminoacidos), conservantes, agentes humectantes, agentes
emulsionantes, agentes tamponantes de pH, aditivos potenciadores de la viscosidad, colorantes y otros similares.

La cantidad de componentes de la composiciéon de la invencion tal como se define en las reivindicaciones 1-13
preferiblemente es una cantidad terapéuticamente efectiva. Una cantidad terapéuticamente efectiva de componentes
de la composicion es la cantidad necesaria para permitir a la misma que desempefie su funcién de prevencién y/o
tratamiento contra una infeccion de CHIKV sin provocar efectos negativos excesivos en el hospedante al que se
administre la composicion. La cantidad exacta de componentes a usar y la composicion a administrar variaran de
acuerdo a factores tales como el modo de administracion, asi como de los demas ingredientes de la composicion.

La composicién de la invenciéon tal como se define en las reivindicaciones 1-13 puede administrarse a un
hospedante (tal como un humano) a través de varias rutas de administracion. Por ejemplo, la composicion se puede
administrar en la forma de preparaciones esterilizadas inyectables, tales como suspensiones acuosas u oleaginosas
inyectables esterilizadas. Dichas suspensiones pueden formularse de acuerdo a técnicas conocidas en la técnica
usando agentes dispersantes o humectantes adecuados y agentes de suspension adecuados. Las preparaciones
inyectables esterilizadas también pueden ser disoluciones o suspensiones inyectables esterilizadas en diluyentes o
disolventes no toxicos y parenteralmente aceptables. Pueden administrarse parenteralmente, por ejemplo
intravenosamente, intramuscularmente o subcutaneamente mediante inyeccion, por infusién o per os. Las dosis
adecuadas variaran dependiendo de factores tales como la cantidad de cada uno de los componentes de la
composicion, el efecto deseado (a corto o largo plazo), la ruta de administracion, la edad y el peso del hospedante a
tratar. Se puede usar cualquier otro método bien conocido en la técnica para la administracién de la composicion de
la invencion.

Otro aspecto adicional de la invencion tal como se define en las reivindicaciones 1-13 es el uso de una composicion
como la definida por las reivindicaciones 1-13 para la preparacion de un medicamento para tratar y/o prevenir una
arbovirosis en un sujeto que lo necesite.

Otro aspecto adicional de la invencion tal como se define en las reivindicaciones 1-13 es proporcionar un kit para la
deteccion de un CHIKV asociado a una arbovirosis, que comprende al menos un elemento seleccionado del grupo
que consiste en una cepa, un polinucledtido, un fragmento, un vector, una célula hospedante, un polipéptido de la
invencion tal como se define en las reivindicaciones 1-13 y anticuerpos monoclonales o policlonales, o un fragmento
del mismo, que se una especificamente a un polipéptido de la invencion tal como se define en las reivindicaciones 1-
13. Los kits de acuerdo con esta realizacion de la invencién pueden comprender paquetes, que comprenden cada
uno o mas de los elementos mencionados (tipicamente en forma concentrada) que son requeridos para llevar a cabo
los ensayos respectivos diagnosticos.

EJEMPLOS

Los ejemplos mostrados a continuacion destacaran otras caracteristicas y ventajas de la presente invencion tal
como se define en las reivindicaciones 1-13, y serviran para ilustrar el alcance del uso de la presente invencion y no
para limitar su alcance. Es posible usar otros métodos o productos equivalentes a los presentados a continuacion
para evaluar o para llevar a cabo la presente invencion tal como se define en las reivindicaciones 1-13, se describen
los materiales y métodos preferidos.

EJEMPLO 1: Identificacion y caracterizacion de virus CHIK que causan el brote del Océano indico

Los inventores (alguna vez referidos en la presente memoria como “nosotros”) presentan la secuencia genémica
casi completa de seis elementos aislados clinicos seleccionados, junto con las secuencias parciales de la
glicoproteina E1 de un total de 60 pacientes de las Islas Reunién, Seychelles, Mauricio, Madagascar y Mayotte. Los
presentes resultados indican que el brote se inicid con una cepa relacionada con elementos aislados de Africa
Oriental, a partir de la cual han evolucionado variantes viricas siguiendo una historia de microevolucién trazable. Se
han identificado las caracteristicas moleculares Unicas de los elementos aislados del brote. De manera destacada,
en la regiéon que codifica para las proteinas no estructurales, se encontraron diez cambios de aminoacido, tres de los
cuales estan localizados en posiciones conservadas del alfavirus de nsP2 (que contiene actividades de helicasa,
proteasa y ARN trifosfatasa) y de la polimerasa nsP4. El unico elemento aislado obtenido de fluido cerebroespinal de
un paciente presenté cambios Unicos en nsP1 (T3011), nsP2 (Y642N) y nsP3 (eliminacion de E460). En la region de
la proteina estructural, se observaron dos cambios destacables (A226V y D284E) en la glicoproteina E1 de fusion de
membrana. Una modelizacion 3D de homologia permiti6 el mapeo de estos dos cambios en regiones que son
importantes para el ensamblaje de virién y para la fusion de membrana. El cambio E1-A226V estaba ausente en las
cepas iniciales pero se observé en >85% de las secuencias viricas subsiguientes de Reunion, lo que denota el éxito
evolucionario debido posiblemente a una adaptacion del vector mosquito.
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MATERIALES Y METODOS

Pacientes. Los 60 pacientes para los que se determind la secuencia de nucleétidos de CHIKV parcial o completa
procedian de Reunidon (N=43), Seychelles (N=3), Madagascar (N=7), Mayotte (N=4) y Mauricio (N=3). Las
caracteristicas de los pacientes y las muestras bioldgicas se incluyen en la Tabla 1.

Aislamiento de virus y extraccion de ARN. Los virus fueron aislados a partir de suero o de fluido cerebroespinal
(CSF) (Tabla 1). Resumidamente, se inocularon células C6-36 de Aedes albopictus con 1 mL de suero o CSF diluido
1:10 en medio L15 (Gibco). Las células fueron cultivadas a 28°C en L15 suplementado con un 5% de suero fetal
bovino y un 10% de triptosa-fosfato. Las células y los sobrenadantes fueron recolectados tras el primer pasaje (5
dias) y el segundo pasaje (7 dias). Los elementos viricos aislados fueron identificados como CHIKV mediante
inmunofluorescencia indirecta, usando fluido ascitico de CHIKV hiper-inmune. En el caso de los elementos aislados
05.115, 06.21, 06.27 y 06.49, cuyos genomas fueron secuenciados, la ausencia de fiebre amarilla, dengue y virus de
Nilo Occidental se confirmé mediante inmunofluorescencia indirecta usando sueros especificos. El ARN fue extraido
usando el Minikit Virico QIAAmp (Qiagen, Francia).

Secuenciamiento de nucleétidos. Se disefiaron cebadores (Tabla 4) en base a la secuencia de nucleétidos 20 de
la cepa S27. Se llevo a cabo una RT-PCR usando el kit de RT-PCR Titan One Tube (Roche, Francia). Los
fragmentos de RT-PCR fueron purificados mediante ultrafiltracion antes del secuenciamiento (Millipore, Francia). Las
reacciones de secuenciamiento se llevaron a cabo usando el kit de secuenciamiento en ciclos BigDye Terminator
v1.1 (Applied Biosystems, EE.UU.) y se purificd mediante precipitacion con etanol. Los cromatogramas de secuencia
se obtuvieron en analizadores de secuencia automaticos ABI3100 6 ABI3700 (Applied Biosystems). Todos los
amplicones fueron secuenciados en ambas cadenas.

Ensamblaje de secuencias genomicas y analisis de secuencias. El ensamblaje de contig se llevdo a cabo
independientemente por distintos operadores y software, usando BioNumerics version 4.5 (Applied-Maths, Sint-
Martens-Latem, Bélgica) o PhredPhrap / Consed [11]. Ambos analisis dieron lugar exactamente a la misma
secuencia de consenso para todas las cepas. Se obtuvo un contig individual de 11.601 nt para cinco elementos
aislados, mientras que para la cepa 05.61 faltaba una porcién de la secuencia, entre las posiciones S27 5.246 y
5.649 (posiciones 390 a 524 de nsP3). Los alineamientos de secuencia y el calculo de tablas de sustitucion se
llevaron a cabo usando los programas BioNumerics, DNASP versién 4.10 [12] y DAMBE version 4.2.13 [13]. Los
alineamientos de secuencias de nucledtidos y aminoacidos frente a secuencias de alfavirus seleccionadas se
llevaron a cabo con el software ClustalW1.7 [14]. Las identidades de secuencia se calcularon con el paquete Phylip
[15]. La estructura secundaria de ARN fue predicha con el servidor de estructura secundaria de ARN Vienna [16]. Se
construyeron arboles de unién vecina usando MEGA version 3.1 [17] con las correcciones de parametros de
multiples sustituciones Kimura-2. La fiabilidad de los nodos se determindé mediante remuestreo de cincha con 1.000
réplicas. Las cantidades de sustituciones sindnimas por sitio sinénimo (Ks) y de sustituciones no sinénimas por sitio
no sinénimo (Ka) fueron estimadas usando DNASP. Se us6é RDP2 [18] para detectar secuencias mosaico putativas.

Modelizacion de estructura 3D. La estructura cristalografica del ectodominio de la glicoproteina E1 de Virus
Semliki Forest (SFV) a pH neutro [19]; Protein Data Bank cddigo 2ALA) se us6 como plantilla para modelizar y
analizar las dos mutaciones de aminoacido de los elementos aislados del Océano indico. La Figura 2 se prepard
usando el programa RIBBONS [20].

Deteccion de focos viricos mediante tincion inmunolégica. Se cultivaron células AP61 de Aedes
pseudoscutellaris en una placa de cultivo de tejido de 24 pocillos en medio de crecimiento Leibovitz L-15 con un 10%
de suero fetal de ternero (FCS) inactivado térmicamente durante 24 h. Las monocapas de células de mosquito se
lavaron una vez con Leibovitz L-15 y se afadieron 0,2 mL de Leibovitz L-15/FCS al 2%. Las células fueron
infectadas con virus CHIK en 0,2 mL de Leibovitz L-15/FCS al 2% y se incubaron a 28°C durante 1 h. A continuacion
se afiadio por encima un medio que consistia en 0,4 mL de Leibovitz L-15/FBS al 2% y carboximetilcelulosa (CMC)
(1,6%), y las placas de cultivo de tejido se incubaron a 28°C durante 2 dias. Los focos de células infectadas fueron
visualizados mediante inmunoensayo de foco (FIA). Las células fueron lavadas con PBS, fijadas con un 3% de
paraformaldehido (PFA) en PBS durante 20 minutos y permeabilizadas con un 0,5% de Triton X-100 en PBS durante
4 minutos a temperatura ambiente. Las células fijadas se incubaron durante 20 minutos a 37°C con una dilucion
1:2.000 de fluido ascitico de ratén hiper-inmune (HMAF) dirigido contra CHIKV. Se usé IgG anti-ratén de cabra,
conjugada a peroxidasa de rabano como segundo anticuerpo (diluciéon 1:100) a 37°C durante 20 minutos. Los focos
fueron visualizados con Sustrato de Peroxidasa DAB (Sigma).

1. Estructura genémica y firmas moleculares de los virus de chikungunya del brote del Océano indico

Organizacion de genoma. Determinamos las secuencias genémicas casi completas de seis elementos aislados de
CHIKV (05.115, 05.61, 05.209, 06.21, 06.27 y 06.49) que representan distintos origenes geograficos, puntos
temporales y formas clinicas (Tabla 1) del brote del Océano indico de virus de chikungunya. Se determinaron 11.601
nucledtidos, correspondientes a las posiciones 52 (5’NTR) a 11.667 (3’'NTR, extremo del tercer Elemento de
Secuencia de Repeticion) en la secuencia de nucleétidos del elemento aislado de Tanzania de 1952 S27 (longitud
total de 11.826 nt). Habia tres eventos de insercion/eliminacion entre el S27 y los elementos aislados de Reunion,
dos de los cuales fueron observados en el 3'NTR. En primer lugar, la tira interna de poli-A de 14 nucledtidos
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observada en S27 (11.440-11.443) y correspondiente a un sitio poli-A interno probable [9] estaba sustituida por una
tira de solo 5 A en los elementos aislados del Océano indico, algo similar a lo observado en otros virus de
Chikungunya, p.ej. la cepa Ross (n° de acceso: AF490259). En segundo lugar, faltaba una A en los elementos
aislados del Océano indico en una tira de 5-A en la posicién 11.625 de S27. Finalmente, faltaba un codén en el
elemento aislado 06.27, correspondiente a al codén 460 de nsP3, en el cual todos las demas secuencias de alfavirus
de elementos aislados del Océano indico analizadas y disponibles son GAA, que codifica para Glu.

Las secuencias gendmicas de los seis elementos aislados presentados en la presente memoria fueron similares a
las publicadas previamente para alfavirus [9, 21, 22]. Las secuencias codificadoras consistian en dos marcos de
lectura abierta (ORF) grandes de 7.422 nt y 3.744 nt que codifican la poliproteina no estructural (2.474 aminoacidos)
y la poliproteina estructural (1.248 aminoacidos), respectivamente. La poliproteina no estructural es el precursor de
las proteinas nsP1 (535 aa), nsP2 (798 aa), nsP3 (530 aa) y nsP4 (611 aa) y la poliproteina estructural es el
precursor de las proteinas C (261 aa), p62 (487 aa, precursor de E3 — 64 aa —y E2 — 423 aa), 6K (61 aa) y E1 (439
aa). Los sitios de ruptura caracteristicos de la familia de alfavirus en las poliproteinas no estructurales y estructurales
se conservaban. Los sitios de glicosilacion en E3, E2 y E1 también se conservaban. Se identificd una secuencia de
interseccion de 65 nt entre el codon de parada (TAG, 7499-7501) del ORF no estructural y el codén de inicio (7567-
7569) del ORF estructural. La region no traducida 5 (5'NTR) acababa en la posicion 76. La regiéon 3'NTR
comenzaba en la posicion 11.314 y contenia tres elementos de secuencia de repeticion (RSE) con estructuras
secundarias predichas (Figura 26) que eran consistentes con el trabajo previo [9].

Diferencias entre los elementos aislados del brote del Océano Indico y la cepa S27. En comparacion con la cepa
S27, el elemento aislado 05.115 de Reunion presentd 28 cambios de aa (1,13%) en las proteinas no estructurales
(Tabla 5, con la mayor proporcién en nsP3 (2,26%) y la menor en nsP2 (0,6%). Diez de cada 12 cambios de
aminoacido en nsP3 estaban concentrados entre las posiciones 326 y 524 (5,0% de variacién), similar a lo
observado en los virus ONN [23]. Una diferencia importante con la S27 fue que los elementos aislados del Océano
indico exhibieron un codén de parada opal (UGA) en el codén 524 de nsP3, en lugar de Arg (CGA) en la S27. Este
codon opal ha sido observado en alfavirus relacionados [9, 22, 23], y se cree que regula la expresion de nsP4, la
ARN polimerasa putativa, a través de un mecanismo de lectura directa [21, 24].

En comparacion con la S27, las proteinas estructurales mostraron de 21 (1,68%, para 05.115) a 22 (1,76%, para
otros elementos aislados) sustituciones de aminoéacidos en los elementos aislados del Océano indico (Tabla 6).
Cabe destacar que la proteina de envoltura E2 mostré la mayor variacién, con 14 cambios de aa (3,3%), mayor que
la proteina de envoltura E1 (0,68%) y que la proteina de capsida (0,38%). La ratio de tasas de evolucion de sitios
sinénimos y no sindnimos (Ks/Ka) entre los elementos aislados S27 y 05.115 fue de 11,0 para la poliproteina
completa, mientras que fue de tan solo 6,12 para la proteina E2, indicativo probablemente de una seleccién positiva
en favor de cambios de aminoacido en esta proteina inmunogénica. Por comparacion, la ratio Ks/Ka fue de 18,75
para la poliproteina no estructural.

Firmas moleculares del brote del Océano Indico en proteinas no estructurales y variacién fenotipica. Diez posiciones
(que excluyen posiciones polimorficas) presentaron aa que eran Unicos para las proteinas no estructurales de los
elementos aislados del brote, en comparacién con otras secuencias de CHIKV (Tabla 2). En primer lugar, la nsP2-54
fue Asn en los elementos aislados del Océano indico y en el SFV, pero fue Ser en todas las demas secuencias. En
segundo lugar, la nsP2-374 fue Tyr en los elementos aislados del Océano Indico, pero fue His o Asn en otras
secuencias de alfavirus (Tabla 2). En tercer lugar, la posicion 500 en la nsP4 fue Leu en las secuencias del Océano
indico en lugar de GIn en las otras cuatro secuencias de CHIKV publicadas. De forma interesante, esta posicion, que
tiene aproximadamente 30 aa desde la estructura catalitica “GDD”, es una Glu estrictamente conservada en todos
los demas alfavirus. Los otros siete cambios restantes tuvieron lugar en regiones relativamente variables.

Se observaron cambios especificos adicionales en los elementos aislados 05.209 (S358P) y 06.27 (nsP1-T301I,
nsP2-Y642N y nsP3-460del). Cabe destacar que nuestros ensayos fenotipicos llevados a cabo en paralelo
mostraron diferencias para la cepa 06.27. El inmunoensayo de foco mostré que las reservas de CHIKV 05.115,
06.21, 06.27 y 06.49 formaban mezclas de focos con diferentes tamafios en células C6/36 de Ae. Albopictus (datos
no mostrados) y células AP61 de Ae. pseudoscuterallis (Figura 27). De forma interesante, solo el elemento aislado
06-27 formd focos medios, mientras que otros formaron minutas y focos pequefios. El fenotipo particular del 06.27
podria estar ligado a las diferencias de aa observadas en las proteinas no estructurales, que estan implicadas en la
replicacion virica [21].

Firmas moleculares de Océano Indico en proteinas estructurales y modelizacién 3D. Al analizar las secuencias de
aa de las proteinas estructurales, se observaron siete posiciones (cuatro en la E2, una en la 6K y dos en la E1) que
eran Unicas para los elementos aislados procedentes del brote del Océano Indico (Tabla 2). Dos de éstas estaban
localizadas en el ectodominio de E2, identificandose Thr 164 y Met 312 en nuestros elementos aislados en lugar de
Ala y Thr, respectivamente, en todas las demas secuencias de CHIKV disponibles (Tabla 2). La primera de estas
dos posiciones es variable en los alfavirus; se encuentra en una regiéon definida previamente como que contiene
epitopos neutralizantes [5, 25]. En la posicién 312, la Thr esta presente en otros CHIKV, en ONNV y en SFV, pero
varia en otros alfavirus; se encuentra en una region identificada como importante para la oligomerizacién E1-E2 [5,
25].
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En la E1 se observaron dos sustituciones cruciales, una en el residuo 284, especifica de los elementos aislados del
Océano indico, y una en el residuo 284, presente en 3 de los 6 elementos aislados del indico (06.21, 06.27 y 06.49).
Ambas mutaciones fueron mapeadas en la estructura 3D (modelada a partir de la estructura cristalina de la E1 de
SFV) de la Figura 1. De forma interesante, el residuo 226 es Ala en todas las secuencias de CHIKV publicadas
(Tabla 2), y también fue Ala en el primero de nuestros elementos aislados del Océano indico secuenciado aqui
(05.61 y 05.115, obtenidos al principio del brote). Todos los elementos subsiguientes (obtenidos de pacientes
recopilados en noviembre y diciembre de 2005) presentaron un residuo Val en esta posicion. Aunque la posicion 226
es relativamente variable entre los alfavirus, se observd que una uUnica mutacién en esta posicion (Pro a Ser)
permitia al SFV adaptarse para crecer en células de insecto agotadas en colesterol [26, 27].

El otro aa Unico observado en la E1 procedente de elementos aislados del Océano indico fue la Glu 284. Esta es
una posicion altamente conservada en la E1, que presenta una Asp en la mayoria de los alfavirus o una Asn en SIN
(Tabla 2). Este aminoacido esta localizado en la interfaz entre los protomeros de E1 de la superficie del virion,
participando en los contactos que constituyen la estructura icosahédrica de la E1 (Figura 1).

2. Analisis filogenético

Trabajos previos basados en secuencias de proteina E1 mostraron una fuerte estructura filogeografica de las
especies de virus Chikungunya [6, 10]. A fin de determinar el filogrupo progenitor del cual emergieron los elementos
aislados del brote del Océano Indico, comparamos una region de 1.044 nt dentro de la secuencia codificadora de la
E1 (posiciones 271 a 1314, es decir, los codones 91 a 438) de 63 especimenes bioldgicos procedentes de 60
pacientes de Reunion, Seychelles, Madagascar, Mayotte y Comoros (Tabla 1) con otras 29 secuencias de
Chikungunya disponibles (Tabla 7). El andlisis filogenético (Figura 2) demostré claramente que los presentes
elementos aislados del Océano indico representan un subgrupo homogéneo dentro de un amplio grupo (grupo
ECSA) que comprende los elementos aislados de Africa Oriental, Central y del Sur (ECSA, Figura 2). Los elementos
aislados procedentes de un brote de la Republica Democratica del Congo [6] también formaron un subgrupo
homogéneo dentro del grupo ECSA. No habia ningin miembro del grupo ECSA que mostrase una relacion
significativamente méas estrecha con los elementos aislados del Océano Indico. Los elementos aislados asiaticos
estaban menos relacionados con los elementos del Océano indico y constituian el grupo hermano del grupo ECSA,
mientras que los elementos aislados de Africa Occidental eran incluso mas divergentes. La inclusién de otros
alfavirus, que incluyen el pariente ONN mas proximo, coloco la raiz de los elementos aislados de Chikungunya en la
rama que conduce al filogrupo de Africa Occidental (datos no mostrados).

La comparacién de las secuencias de los elementos aislados del brote del Océano Indico con la secuencia S27
reveld 316 sustituciones de nucledtidos (2,7%) en el elemento 05.115 (Tabla 8). La cepa Nagpur del subgrupo
asiatico mostré un 5,1% de divergencia de nucledtidos media respecto al 05.115, mientras que la cepa 37997 de
Senegal del subgrupo de Africa Occidental mostré un 15% de diferencia (Tabla 8). De forma interesante, la Gltima
cepa mostro una conservacion completa de una porcion de 87 nucleétidos (9.958 — 10.045 en la interseccion entre
las proteinas estructurales 6K y E1) con los elementos aislados del brote de Africa Oriental y del Océano indico. La
identidad de secuencia en esta porcion puede reflejar un evento pasado de recombinacion genética entre las cepas
de Africa Occidental y de Africa Oriental/Central. De manera diferente, no observamos ninguna evidencia estadistica
(P > 7E-2) para el mosaicismo o recombinacién de secuencias desde la separacion entre los elementos S27 y de
Reunidn, aunque algunas regiones gendémicas difirieron en su densidad de polimorfismos de nucleétido.

3. Variacién genotipica y fenotipica entre los elementos aislados del brote del Océano indico y el escenario
de microevolucion

Se observaron cambios especificos de aa en las proteinas no estructurales en los elementos 05.209 (S358P) y
06.27 (nsP1-T3011, nsP2-Y642N y nsP3-460del). En las proteinas estructurales, se observo el cambio E1-A226V en
los elementos aislados 06.21, 06.27 y 06.49, y el cambio E2-Q146R en el elemento aislado de Seychelles 05.209.
Ademas de estos cambios no sinénimos, habia 8 sustituciones silenciosas, observadas en 05.209, 06.27 y 06.49
(Tabla 3).

Se dedujo una historia de evolucion de secuencia probable producida durante el brote (Figura 3) a partir de las 14
variaciones de aminoacido observadas en los seis genomas completos (Tabla 3). El elemento aislado 05.61 se
selecciond inicialmente para analisis de genoma debido a que se aislé en marzo de 2005, al inicio del brote, a partir
de un paciente de Reunién que volvia de la Isla de Comoros, donde el brote habia estado en desarrollo desde enero
de 2005. De forma destacable, los elementos aislados 05.61 y 05.115 (que fue el segundo elemento analizado), el
elemento aislado africano S27 y otros elementos aislados previos de Chikungunya no relacionados procedentes de
Africa y Asia fueron idénticos en los 14 sitios polimérficos. Por tanto, la secuencia de consenso de los elementos
aislados 05.61 y 05.115 (secuencia de consenso 1) probablemente representan el genotipo ancestral del brote de
Reunion. La distribucion de los 14 polimoérficos sugirié que este fundador dio lugar a tres secuencias de consenso
que probablemente evolucionaron en cuatro etapas. En primer lugar, la sustitucion en la posicion de genoma 10.670
(que provoca el cambio A226V en la E1) dio lugar a la secuencia de consenso 2, representada por el elemento
aislado de finales de noviembre de 2005 06.21. En segundo lugar, una sustitucion sinénima de G a A en la posicion
6.547 (nsP4) condujo a una secuencia intermedia, que a su vez dio lugar a dos secuencias posteriores: la secuencia
de consenso 3 (elemento 06.27), seguida de cuatro sustituciones adicionales y una eliminacion de codon (Tabla 3), y
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la secuencia de consenso 4 (06.49), que surgi6 tras tres sustituciones sinénimas distintas (Tabla 3). Se represento
una quinta secuencia de consenso solo a través del elemento aislado de Seychelles 05.209, que exhibié cuatro
sustituciones (dos de ellas produciendo cambios de aa en nsP3-S358P y en E2-Q146R) en comparacion con la
secuencia de consenso 1 (Figura 3).

Puesto que los elementos aislados de Reunion tenian E1-226A en el comienzo del brote y E1-266V A en el
comienzo del brote y E1-266V mas tarde durante la epidemia, comparamos el residuo 226 en 57 secuencias
adicionales (57 secuencias procedentes de 54 sueros y 3 CSF) de la epidemia del Océano indico. De forma
destacable, la naturaleza de E1-226 difirid totalmente en la Isla Reunién antes y después de la temporada de
invierno. Cincos secuencias tomadas de pacientes entre marzo y junio de 2005 (que incluyen la secuencia
procedente de un viajero que volvia de Comoros) tenian E1-226A. Entre septiembre y finales de diciembre de 2005,
21 secuencias mostraron E1-226V. Entre las 17 secuencias de Reunién de 2006, se observé E1-226V 12 veces y
E1-226A 5 veces (Tabla 1). En las secuencias de Madagascar y Seychelles, para las cuales las muestras fueron
tomadas cuando se sospecharon los primeros casos clinicos (es decir, probablemente al comienzo de los brotes),
solo se observo el E1-226 Ala. En las secuencias de Mayotte de 2006, solo se observd el E1-226 V. En las
secuencias de Mauricio de 2006, se observaron ambos, E1-226 Ala y Val.

Hasta la fecha, solo las cepas de CHIKV de laboratorio, pasadas muchas veces sobre células de mosquito o
mamifero, habian sido secuenciadas completamente [9]. Nosotros proporcionamos por vez primera secuencias de
nucledtidos casi completas de seis elementos aislados clinicos pasados in vitro solo una o dos veces (véase la
seccion de Materiales y Métodos). La presencia de pacientes infectados de una poblacion virica mixta, denominada
cuasi-especie [31-33], con genotipos que coexisten en un equilibrio gobernado por el compromiso entre la mutacion
y la seleccion natural. La presencia en S27 de un codon de Arg en lugar del codén de parada opal de los elementos
aislados del Océano indico se explica probablemente por numerosos pasajes in vitro del S27, ya que la evolucién de
opal a Arg fue observada experimentalmente en virus ONN [23]. Aunque puede ser ventajoso para las cuasi-
especies viricas mantener el codon opal in vivo, un codon Arg probablemente confiera una ventaja selectiva in vitro,
como se ha observado para el virus Semliki Forest estrechamente relacionado [34]. La situacion in vivo de la cuasi-
especie de virus Chikungunya también podria explicar el polimorfismo nsP1-T301| observado para el elemento
aislado LCR 06.27. De hecho, es probable que la seleccion de un subconjunto de genotipos que albergan este
cambio pueda asociarse con la invasion del LCR [33]. Estos resultados subrayan que la secuencia gendmica de
cepas “de referencia” de laboratorio pueda no reflejar de manera precisa la situacion natural, ya que la complejidad
genotipicas de la cuasi-especie in vivo esta sujeta a erosion en la seleccion in vitro. Puesto que los elementos de
aislamiento del Océano Indico secuenciados aqui fueron sometidos a seleccién in vitro solo durante unas pocas
generaciones, probablemente se corresponden mas estrechamente a los genotipos in vivo que las cepas de
Chikungunya secuenciadas previamente.

Las diferencias de aminoacidos (aa) detectadas entre los elementos aislados del brote 1 pueden estar relacionadas
con caracteristicas bioldgicas y patogénicas del virus. Aunque nuestros resultados de cultivo virico son preliminares,
demuestran claramente diferencias fenotipicas entre el elemento aislado Unico procedente de CSF (06.27), aislado
de un caso de encefalopatia neonatal, y los otros tres elementos aislados, asociados a la forma clasica de la
enfermedad o encefalopatia. Los mayores focos observados en el cultivo con 06.27 podrian reflejar una mayor tasa
de replicacion del virus y estar ligados a los cambios de aminoacidos especificos identificados en nsP1, nsP2 y
nsP3. Se ha demostrado previamente que los cambios individuales de aminoacido en la nsP1, que incluyen un
cambio Thr/lle (residuo 538 del virus Sindbis) [35,36] y una eliminacion de 18 nt en la nsP3 afectan a la
neurovirulencia en otros alfavirus [35-37]. Sin embargo, en ausencia de datos estructurales de nsP1, es dificil de
predecir el impacto estructural o funcional del cambio 1301T observado en el elemento aislado 06.27. También
podria destacarse que todas las secuencias viricas determinadas a partir de suero o los elementos aislados
procedentes de tres casos de encefalopatia neonatal y un caso de meningo-encefalitis adulto presentaron E1-226
Val. Sin embargo, puesto que este genotipo también se observa en las formas clasicas de la enfermedad, una
potencial relacion entre E1-226 Val y la neuropatogénesis necesita mas estudios. Los factores de hospedante deben
ser considerados en la aparicion de formas neuroldgicas de la enfermedad. Por ejemplo, el paso hematoencefalico
puede verse favorecido a edad joven o hipertension.

Las firmas moleculares Unicas de los genomas del brote del Océano Indico fueron identificadas cuando se
compararon con las demas secuencias de alfavirus publicadas. Estas caracteristicas representan dianas
interesantes para futuros estudios funcionales, asi como para seguimiento epidemioldgico. Una caracteristica
particularmente interesante fue el residuo E1-226 Val (ver arriba). Otra firma molecular interesante de los genomas
del brote del Océano indico fue E1-284 Asp. Aunque el modelo seudo-atémico de estructura usado tiene una
resolucion modesta (la resolucién de la estructura cristalina es limitada — aproximadamente 3A — y el modelo es el
resultado de ajustar esta estructura en una reconstruccion de microscopia crio-electronica de 9A de resolucion),
parecer ser que la cadena lateral de la Asp 284 interacciona con la cadena principal de un polipéptido E1 adyacente
del virion. De hecho, se encuentra en una posicién compatible con la aceptaciéon de un enlace de hidrégeno de la
amida 379 de la cadena principal del promotor E1 vecino. Puesto que el empaquetamiento es muy apretado (véase
la Figura 1B), es posible que la cadena lateral de mayor longitud del acido glutamico (que tiene un grupo CH2 extra
en comparacion con Asp o Asn) pueda introducir una ligera distorsion en los sitios de contacto, un efecto que se
propaga por la simetria icosahédrica T=4 del virion. Por tanto, un efecto cooperativo debido a este cambio en la
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posicion Asp 284 puede desempeiiar una funcion a la hora de permitir un ensamblaje menos eficiente de nuevas
particulas en células infectadas, o un proceso de desensamblaje de particula mas eficiente durante la invasion de
una nueva célula, o una combinacion de ambos. Esta informacién puede guiar nuevos estudios de mutagénesis sito-
dirigida, usando genética inversa, para evaluar el efecto de la sustitucion Asp/Glu en el ciclo del virus.

Ejemplo 2: Identificacion y caracterizacion de una forma soluble de E2 (sE2) del virus CHIK.

El plasmido TOPO/CHIK-21.pE2 (CNCM 1-3587) que contiene el ADNc que codifica para la glicoproteina pE2
(E3+E2) procedente de la cepa de virus CHIK 21 (Schuffenecker et al., Plos Med., 3: 1058, 2006) se us6 como
plantilla para la amplificacion mediante PCR de la secuencia de ectodominio de la glicoproteina de envoltura E2
(Figura 29). El ectodominio de gp-E2 (E2-1 a E2-364; 85% de E2) esta conservado estrictamente entre las lineas
celulares CHIK-21, 27, 49 y 115 aisladas del Océano indico durante el brote epidémico de 2005-06 (véase la Figura
29). La forma soluble de la sE2 se corresponde con el ectodominio de gp-E2 que esta eliminado en el extremo
carboxilico de su regién de anclaje de transmembrana. Es interesante destacar que la forma soluble porta los
epitopos principales que activan los anticuerpos neutralizadores del virus. Los cebadores de PCR se describen en la
Figura 30 (SEQ ID NO: 79 y 80): permiten la clonacion de la secuencia sE2 entre los sitios Unicos Bg/ll y Notl del
vector pMT/BiP/V5-HisA (Invitrogen), por un lado en una fase dependiente del péptido sefial BiP del extremo N-
terminal, y por otro lado en la unién sucesiva de etiquetas V5 (His)6 en su extremo carboxilico.

Se transfectaron células S2 de Drosophila con el plasmido recombinante pMT/BiP/CHIK-sE2 en presencia del
plasmido que codifica para el gen de resistencia a blasticidina. La linea celular estable S2/CHIK-sE2 se obtuvo
mediante pasajes sucesivos en presencia de blasticidina. La linea celular se selecciond por su capacidad para
promover la secrecioén eficiente del virus CHIK-sE2 tras la activacion del promotor de metalotioneina.

Las células S2/CHIK-sE2 en suspensién fueron inducidas para la secrecion de sE2 durante 21 dias en presencia de
Cu?'. El sobrenadante celular se filtra a 0,22 uM y se concentra durante 16 horas en una columna de afinidad de 5
mL HiTrap Chelating HP (Amersham Biosciences) con la ayuda de una bomba peristaltica. La proteina CHIK sE2 es
eluida de la columna de afinidad en presencia de concentraciones crecientes de imidazol (50, 100 y 500 mM, pH 8).
La proteina CHIK sE2 es eluida especificamente a una concentracion de imidazol de 500 mM (elucién E3) de la
fraccion Es7 (Figura 31). La proteina sE2 se detecta como altamente purificada en PAGE SDS tras coloracion con
Azul de Coomassie. La proteina sE2 eluida en la fraccion E39 es inmunodetectada especificamente a través de un
ascite (HMAF) de un raton hiper-inmunizado contra el virus CHIK que fue producido en la unidad IMFH (Figura 32).
No se observé reactividad cruzada con el HMAHF anti-dengue (DEN) o anti-Nilo Occidental (WN) y el anticuerpo
monoclonal 9D12 anti-DEN E. Las proteinas solubles DEN sk (DEN-3 y DEN-4) y WN sE purificadas a partir de los
sobrenadantes de clones celulares S2 inducidos segun el protocolo descrito antes en la presente memoria se usan
como antigenos viricos de control para la especificidad de los anticuerpos murinos anti-CHIK.

Ejemplo 3: Construccion del vector TRIP que expresa la forma soluble de E2 (sE2) del virus CHIK segun la
presente invencion.

El gen que codifica la proteina CHIK sE2 ha sido optimizada por la firma Genecust de tal modo que proporcione un
ADN sintético con un contenido de G+C enriquecido en comparacion con el ADNc obtenido del ARN gendmico
virico. Los codones ricos en G+C (aminoacidos E2-1 a E2-364, ectodominio gp-E2 soluble, sE2) fueron fusionados a
la secuencia de péptido sefial de calreticulina humana (ssCRT) MLLSVPLLLLGLLGLAA (SEQ ID NO: 77) para la
traslocalizacion de la proteina virica en el mecanismo de secrecién. Los sitios de la enzima de restriccion BamHi en
5’y Xhol en 3’ han sido afiadidos en sus respectivos extremos de las secuencias que codifican para la proteina de
fusion ssCRT+sE2.

El gen sintético se clon6 en el vector TRIP entre los sitios BamHI y Xhol bajo la transcripcion del promotor ieCMV. EI
plasmido no replicativo e integrativo TRIP/CHIK.sE2 producido de este modo fue validado para la expresion de la
proteina sE2 tras la transduccién de células 293.

Tal como se muestra en la Figura 33, los inventores han construido un vector que expresa la CHIK sE2. Tal como se
ha mencionado anteriormente, la secuencia CHIK sE2 original clonada en el vector TRIP ha sido modificada para
mejorar la expresion en células de mamifero (Figura 34).

La Figura 35 muestra células de mamifero, tales como las células 293, transducidas con el vector TRIP-CHIK.sE2.
La proteina sE2 expresada ha sido revelada mediante IF con anticuerpos anti-CHIK.

Ejemplo 4: Produccion de proteina recombinante sE2 y anticuerpos monoclonales especificos.

Los inventores han generado la linea celular S2/CHIK.sE2 inducible estable que libera la forma soluble de la
glicoproteina E2 de envoltura (sE2) procedente de cepas de virus CHIK de Reunién. Los inventores también han
generado una linea celular estable 293A/CHIK.sE2 que fue transducida mediante vector lentiviral recombinante
TRIP/CHIK.sE2. Debia usarse un gen sE2 sintético que fue modificado para uso 6ptimo de codon en células de
mamifero con el objetivo de obtener una expresion eficiente de sE2 de virus CHIK en células 293A fibroblasticas
humanas. El vector TRIP/CHIK.sE2 se caracteriza actualmente por su capacidad para inducir inmunidad protectora
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en un modelo murino de infeccidon experimental. La suspensién virica enriquecida principalmente en CHIK pE2
(precursor de E2 o E3E2) se obtuvo solubilizando viriones de CHIK cultivados en células de mosquito con Triton X-
100. Se hiper-inmuniz6 ratones adultos con CHIK pE2 en presencia de un adyuvante a fin de generar un hibridoma
dirigido contra proteinas estructurales de CHIK. Los anticuerpos monoclonales anti-CHIK E2 producidos mediante
hibridoma de ratén fueron caracterizados mediante un ensayo ELISA sobre virion de CHIK altamente purificado y
analisis de transferencia “Western blot” sobre sE2 secretada de la linea celular estable S2/CHIK.sE2 (Figuras 50, 51
y Tabla 9). Los ensayos de inmunodeteccion fluorescente de antigenos viricos intracelulares o superficiales también
fueron establecidos en células VERO infectadas por virus CHIK y la linea celular transducida 293A/CHIK.sE2 estable
(Figuras 52-55). Los Mabs anti-CHIK.sE2 de los inventores tienen uso potencial en el desarrollo de diagnosis virica
temprana de la enfermedad de CHIK en base a la inmunocaptura de viriones de CHIK en sangre virémica de
pacientes, y como herramientas para estudios inmunoldgicos y virologicos.
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REIVINDICACIONES

1. Una cepa natural aislada y purificada 05.115 de virus chikungunya (CHIKV) capaz de infectar in vitro células
humanas, y donde su genoma consiste en la secuencia mostrada en la Figura 4.

2. Un polinucleétido aislado y purificado que consiste en la secuencia mostrada en la Figura 4.
3. Un fragmento del polinucleétido segun la reivindicacion 2, que codifica para el ectodominio de la glicoproteina E2.

4. Un fragmento del polinucleétido segun la reivindicacion 2, que codifica para una forma soluble de la glicoproteina
E2.

5. Un fragmento del polinucleétido segun la reivindicacion 2, que codifica para el ectodominio de la glicoproteina E1.
6. Un vector que comprende un fragmento como el definido en una cualquiera de las reivindicaciones 3 a 5.
7. Una célula hospedante que comprende un vector como el definido en la reivindicacion 6.

8. Un polipéptido purificado codificado por un fragmento de polinucleétido como el definido en una cualquiera de las
reivindicaciones 3 a 5.

9. Un polipéptido purificado que consiste en la secuencia definida en la Figura 40.
10. El uso de un elemento seleccionado del grupo que consiste en:
- una cepa de virus chikungunya 05.115 que consiste en el genoma definido en la Figura 4;
- un polinucleétido que consiste en la secuencia mostrada en la Figura 4;
- un fragmento como el definido en una cualquiera de las reivindicaciones 3 a 5;
- un vector como el definido en la reivindicacion 6;
- una célula hospedante como la definida en la reivindicacion 7;
- un polipéptido como el definido en una cualquiera de las reivindicaciones 8 6 9; y

- anticuerpos monoclonales o policlonales, o fragmentos de los mismos, que se unan especificamente a un
polipéptido como el definido en una cualquiera de las reivindicaciones 8 y 9;

para la deteccion in vitro de un CHIKV asociado a una arbovirosis.
11. El uso de un elemento seleccionado del grupo que consiste en:
- una cepa de virus chikungunya 05.115 que comprende un genoma como el definido en la Figura 4;
- un polinucleétido que consiste en la secuencia mostrada en la Figura 4;
- un fragmento como el definido en una cualquiera de las reivindicaciones 3 a 5;
- un vector como el definido en la reivindicacion 6;
- una célula hospedante como la definida en la reivindicacion 7; y
- un polipéptido como el definido en una cualquiera de las reivindicaciones 8 6 9;
para la preparacion de una composicion que prevenga y/o trate una arbovirosis.
12. Una composicion que comprende al menos un elemento seleccionado del grupo que consiste en:
- una cepa de virus chikungunya 05.115 que comprende un genoma como el definido en la Figura 4;
- un polinucleétido que consiste en la secuencia mostrada en la Figura 4;
- un fragmento como el definido en una cualquiera de las reivindicaciones 3 a 5;
- un vector como el definido en la reivindicacion 6;
- una célula hospedante como la definida en la reivindicacion 7; y

- un polipéptido como el definido en una cualquiera de las reivindicaciones 8 6 9, y que ademas comprende un
vehiculo aceptable.
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13. Un kit para la deteccidon de un CHIKV asociado a una arbovirosis, que comprende al menos un paquete que
comprende al menos un elemento seleccionado del grupo que consiste en:

- una cepa de virus chikungunya 05.115 que consiste en el genoma definido en la Figura 4;
- un polinucleétido que consiste en la secuencia mostrada en la Figura 4;

- un fragmento como el definido en una cualquiera de las reivindicaciones 3 a 5;

- un vector como el definido en la reivindicacion 6;

- una célula hospedante como la definida en la reivindicacion 7;

- un polipéptido como el definido en una cualquiera de las reivindicaciones 8 ¢ 9; y anticuerpos monoclonales o
policlonales, o fragmentos de los mismos, que se unan especificamente a un polipéptido como el definido en
una cualquiera de las reivindicaciones 8 y 9.
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FIGURA 1
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FIGURA 2
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FIGURA 4 (continuacién)
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aacatcacca
ttcatcggcg
tgtgccactt
ccttactttt
gcagacccgce
gatgaagata
attgatgagc
gtaatgtcca
gtcataactt
gccgacagea
tttacaatag
ggcccagacc
ataaactgac
agcaaaagca
aaaagaaacc
tcgaaaatga
tggtggggga
tggccaaact
tgcacatgaa
ggcaccacgg
aaccagggga
taggaggagc
ttgtcactaa
gecctgttgge
aaaaggaacc

gctcagacac
acaccggtcc
ccectggagga
aactattact
cgcgcaaagt
tatacttaat
tgtactcgce
atgagttctt
atgcatatct
cgtcaaaact
ctgtaccgte
actgcaacgt
agtgtttcaa
ttaggataac
cagcgctatt
tcacagtaga
gacctaaggt
ttcacagaga
ttgacatgte
ctgttttgga
ctgctttgat
ctgctttegy
ccatgatgaa
tcgccagecg
acgacaacat
ggatgaacat
gtggagggtt
taaaaaggct
gaagacgagc
tggagaaagc
tggccacctt
tgtacggcgyg
agtatctaaa
gaggtaccayg
gcgecctcag
aatgcgegeg
aaaacaacag
ggctcaaaag
ttgtatttte
caaagtaatg
ggcctttaag
gteccgacget
agcagtacag
cagcggcaga
taatgaagga
aatcacccce
aaacaccacg

ggaggaaacc

5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6480
6540
6600
6660
6720
6780
6840
6900
6960
7020
7080
7140
7200
7260
7320
7380
7440
7500
7560
7620
7680
7740
7800
7860
7920
7980
8040
8100
8160
8220
8280
8340
8400



ctacgcatgce
ttaacatgtt
gccacaagac
cccgtagcac
tcecttgeaaa
gacaaccaca
tgtacgatta
ctgacggtgg
cacgacecctce
ctaccttgea
atgccececag
acagtcaatg
acaactacag
aatcacaaaa
cgaaaaggaa
gcaaggaacc
cacccaacac
gtgatgcata
ggcaacaacyg
cacccgcatg
gtgtcagtgg
tgtgcacgac
ctgcttagece
atatacctgt
geectgattyg
tttttageecg
atcecgaaca
atggtattgg
atcacgtgeg
gagtgcaagg
tttatgtggg
cacgtggaga
gcatctgcat
tatgcaaacyg
tcttcagect
atggactacc
acacctgaga
ggtacggtac
cgcggggegt
agagcggtga
' ttcactaggyg
acccattcct
aagtgtgegg
gaagggaatt
gtacaagtct
atagtcaact
atgtcatggg
attctaatcg

ttgaggacaa
cteoccccaccyg
catacttagc
tagaacgcat
teggaataaa
tgccagcaga
ctggaacaat
gattcactga
ctgtgatagg
gcacgtacgt
acaccecctga
gccagacggt
acaaagtgat
agtggcagta
aaattcacat
ccaccgtgac
tcctgtecta
agaaggaagt
agccgtataa
agataattct
ccacgttecat
gcagatgcat
taatatgctg
ggaacgagca
ttctatgcaa
taatgagcgt
cggtgggagt
agatggaact
agtacaaaac
acaaaaacct
geggegecta
agtccgaate
cagctaagct
gcgaccatgce
ggacaccttt
cgececctttgg
gtaaagacgt
acgtgececata
cgctgcagca
actgcgeccgt
tcgtegacge
cagactttgg
tgcattcgat
ctcagectgca
gttctacaca
aceceggegte
tgcagaagat
tggtgctatg
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FIGURA 4 (continuacién)

cgtcatgaga
ccagcgacgc
tcactgtecc
cagaaatgaa
gacggatgac
cgcagagagg
gggacacttc
cagtaggaag
tcgggaaaaa
geagageace
tcgcacatta
gcggtacaag
taataactge
taactececcct
cccgtttecg
gtacgggaaa
ccggaatatg
cgtgctaace
gtattggceg
gtattattat
actectgteg
cacaccgtat
catcagaaca
gcaacctttg
ctgtctgaga
cggtgcccac
accgtataag
actgtcagtc
cgtecateecg
acctgactac
ctgettetge
atgcaaaaca
ccgegteett
cgtcacagtt
cgacaacaaa
cgcaggaaga
ctatgctaat
ctctecaggca
cacagcacca
agggaacatg
gcecctettta
gggcgtcegee
gactaacgcec
aatctcttte
agtacactgt
acataccacc

cacgggaggt
cgtgtcgtte

cctgggtact
agcaccaaqq
gactgtggag
gcgacagacg
agccacgatt
gcggggctat
atcetggecce
attagtcact
ttcecattece
gccgcaacta
atgtcacaac
tgtaattgcg
aaggttgate
ctggtecececge
ctggcaaatg
aaccaagtca
ggagaagaac
gtgcecgactg
cagttatcta
gagctgtacc
atggtgggta
gaactgacac
gctaaagcgg
ttttggctac
ctcttaccat
actgtgagcg
actctagtea
actttggagc
teteccgtacg
agctgtaagg
gacgctgaaa
gaatttgcat
taccaaggaa
aaggacgcca
attgtggtgt
ccaggacaat
acacaactgg
ccatctggct
tttggctgece
cccatctcca
acggacatgt
attattaaat
gteactattc
tegacggecet
gcagccgagt
cteggggtcc
gtgggactgg
agcaggcact
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atcagectget
acaacttcaa
aagggcactc
ggacgctgaa
ggaccaagct
ttgtaagaac
gatgtccaaa
catgtacgca
gaccgcagca
ccgaggagat
agtceggcaa
gtggctcaaa
aatgtcatgce
gtaatgctga
taacatgcag
tecatgctact
caaactatca
aagggctcga
caaacggtac
ccactatgac
tggcageggg
caggagctac
ccacatacca
aagcccttat
gctgctgtaa
cgtacgaaca
atagacctgg
caacactatc
tgaagtgetg
tecttcacegg
acacgcagtt
cagcatacag
ataacatcac
aattcattgt
acaaaggtga
ttggecgatat
tactgcagag
ttaagtattg
aaatagcaac
tcgacatacc
cgtgcgaggt
atgcagccag
gggaagctga
tageccagecgce
gocacccccc
aggacatcte
ttgttgetgt
aacttgacaa

acaagcatcc
tgtctataaa
gtgccatagt
aatccaggtc
gcgttatatg
atcagcaccg
aggggaaact
cccatttcac
cggtaaagag
agaggtacac
cgtaaagatce
tgaaggacta
cgcggtocace
acttggggac
ggtgcctaaa
gtatcctgac
agaagagtgg
ggtcacgtgg
agcccatgge
tgtagtagtt
gatgtgecatg
cgteecttte
agaggctgcg
tccgetggcea
aacgttggct
cgtaacagtg
ctacagcecece
gckttgattac
cggtacagca
cgtctaceca
gagcgaagca
ggctcatacc
tgtaactgee
ggggccaatg
cgtctataac
ccaaagtege
accggctgcg
gctaaaagaa
aaacccggta
ggaagcggcec
accagcectge
caagaaaggc
gatagaagtt
cgaattecege
gaaggaccac
cgctacggcg
tgcegecactg
ttaagtatga

8460
8520
8580
8640
8700
8760
8820
8880
8940
2000
2060
9120
9180
9240
9300
9360
9420
9480
8540
9600
9660
9720
9780
9840
9500
9960
10020
10080
10140
10200
10260
10320
10380
10440
10500
10560
10620
10680
10740
10800
10860
10920
10980
11040
11100
11160
11220
11280



aggtatatgt
ctacgcaacc
atacataaat
atcaaagggce
aatagaaaaa
aacataaaat

gtecectaag
cctgaatagt
aggtatacgt
cgaataacce
ccataaacag
taataaaaat
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FIGURA 4 (continuacién)

agacacactg
aacaaaatac
gtccectaag
ctgaatagta
aagtagttca
c

tacatagcaa ataatctata
aaaatcacta aaaattataa
agacacattg tatgtaggtg
acaaaatatg aaaatcaata
aagggctata aaacccctga
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gatcaaaggg
aaacagaaaa
ataagtatag
aaaatcataa
atagtaacaa

‘11340

11400
11460
11520
11580
11501



caaagcaaga
cgectttteg
cacaccgaat
gcaggaaatt
gatgtcggac
actcegecaat
ctctggaaag
attctgcetta
cgtctatgcet
ggcgtactgg
ccocteatac
atgttcaaca
gctaaaaccg
caagctactt
cacatgccgc
gagcccaggc
cctgatgtgce
atacgtgcceg
ggaggatgca
gcaacggaat
taagtgggca
aagaacactg
caagaggcct
accgagtctg
aagcaaggtg
cgcagaaaaa
tctacaggca
agcgggegea
-agaccacgte
gctcagtctg
agggaggtat
ctecgectgaa
gttcegtaaac
agagtecgtat
tcagagaaga
taatccgcece
caaaattgeca
gaacctagtt
caccaccgac
gctettgaat
ccactctgga
ttgtggtgac
tcacaacate
gaccgccatt
caagccgatt
aacgtgcette
gacagcagcc

‘gattaataac

aaggccctge
gaccatgcta
gaccecgact
aggaagtacc
tatgcgagaa
atcggggact
cacacagacg
gtacacgcac
gttgggttcg
tegacaaact
gacctgacgg
tgcgaccgtg
aagagctggce
tgtgatacag
ctttatggaa
aagactaccg
gcgaccattt
cagaagcetgt
acgaacacca
aaggagtgece
acctgctget
gatacccagt
tggtcgteeg
ccaaaaacegq
gaagcagagg
gcacaggaag
ggaataatag
gtgggagagt
attcacgctt
gcggtcgaag
gacttccaga
agaaagctac
gagctggtga
tgctgtaaga
taccacgaat
gtcataggag
accaggcagg
gtgatgagac
ggatgcaaca
acgctacttg
ccgaagcagt
tgcacccaag
gtgtcatcgt
gtagtggaca
agagggtggg
gcatcccaag
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ccatcatgga
aacgtgcgta
atgctagage
caaccatcct
actgcgtetg
agctagcatc
tacaagcagt
tcteocatgtag
ccacgtegcet
acacaaccce
gggcagatga
aaggtagacg
tgctgttecte
acctgeecate
tggtttegtg
aaaccacagg
acacggttga
gtgatcaaat
tggtggggct
tgaaaaatta
ggaaagacat
gtctatgggce
caattcagaa
ggttgtcaat
acctgatcee
aagaacgaga
atgttcaggt
agactecgag
acctggtact
tggcggagca
cgtacgacgg
gtctaagcga
accatattge
gggcagagag
aggaagaagc
tcgcatatga
tectteggagt
acctggtgac
agagaggtcet
gaccagtcga
ctttgatcge
gcggcttctt
tgtaccacaa
tgcattacga
ctacaggctce
ttaaacaact
ggttaaccag

FIGURA 5

tcctgtgtac
cccecatgttte
gttctcgeat
ggatatcggce
cccgatgege
tgccgcagga
aatggeccgtg
acagagagca
ataccaccag
gttcatgtac
gcaggtactg
aggcaagttg
agtagggtca
ggtgttccat
tgagggctac
gtatgcggta
cggcgaaaga
gaccggcatc
gaaccagaga
tctgettecece
ggaagatgaa
attcaagaag
ggttcaggcc
ccctttgagg
atacagcgga
agcagaactg
cgaaatcgac
aggagctatc
cteccececgeag
agtgaagacg
ccgagtecta
aagcgcaacy
gatgcacgga
gacagaacac
cgcaggactg
agggctaaaa
accgggatct
tagcggaaag
agagatatct
cgtgttgtac
cttggtgaga
caatatgatg
aagtatctcce
aggcaaaatg
aacaaaacct
gcaaattgac
aaaaggagtt
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gtggacatag
gaggtggaac
ctagctataa
agtgcgecag
agtgcggaag
aaagtcctgg
ccagacacgg
gacgtcgcta
gcgattaaag
aatgccatgg
aaggctaaga
tctattatga
acgctctace
ttaaagggca
gtcgttaaga
acccaccacyg
gtgtcattct
cttgctacag
atagtggtta
gtggtecgcec
aaactcctgg
cagaaaacac
gagtttgaca
actagaatca
gacgeccgayg
actcgcgaag
gtggaacagc
aaagttactg
accgtactac
tgcacgcaca
gtgccctceag
atggtgtata
ccageccctga
gagtacgtct
gtactggtgg
atccgcoctyg
ggcaagtcag
aaagaaaact
gcacgtacgg
gtagacgagg
ccaaggcaga
cagatgaaag
aggcggtgta
cgcactacga
gacecctggag
tatcgtggat
tacgcagtta

acgctgacag
caaggcaggt
aactaataga
caaggaggat
atcccgagag
acagaaacat
agacgccaac
tataccaaga
gggtccgagt
cgggtgecta
acataggatt
gagggaaaaa
cggaaagccg
aactcagctt
gaataacgat
cagacggatt
cggtgtgcac
aagtcacgcc
acggcagaac
aagccttcag
gggtcagaga
acacggtcta
gctttgtggt
aatggttgtt
aagccoggga
ccctaccacc
ttgaggacag
cccaaccaac
gtagccagaa
acggacgage
gctatgcaat
acgaaagaga
acaccgacga
acgacgtgga
gcgacttgac
cctgeecata
ctattatcaa
gccaagaaat
ttgacteget
cgtttgcgtg
aagttgtact
tcaactataa
cactgcctgt
atgagtacaa
acctegtgtt
acgaggtcat
gacaaaaagt

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
B40
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1s80
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820



taatgaaaac
ggaaggtaaa
ccecacegaaa
aatggeggge
ttgttggact
gcagtggtct
cctgaatgaa
accgttggtg
gttcggattt
gaagtggaac
taccaccaac
cccagtaaaa
cctggtcagt
aggtgtecge
taggtatgac
gtgcgtegac
accgggcggc
catctgegta
cagcaacact
aactcatgtc
atgtgcaccyg
agtcaacgcc
aaaatggccg
gtgcggtacg
tgaaggggac
gggagtaaat
caggctgacc
ggtcatctac
gacccaagta
cectgacage
atatctagaa
gtggccaaag
tgaatcgatc
tgtecegtgce
ccacgtcaca
agtgcaaaaa
aagtccaagg
actgacgcat
cctggatgcet
gccatccaca
cgcgeccgece
gaatataaca
agaaacagcyg
ggaaccgaat
tggggacttc
ctktcttacca
ggacgacgag

ccgctectatg
ctggtatgga
ggaaacttca
atctgecagtc
aagagcttgg
cagataattc
atatgtacge
tctgtgtatt
aacccegagg
atcaacaagce
atcataccgg
ggggaaagaa
ggctataace
ggagcggact
ctagtggtca
cacgcaatga
tctctattga
ttgggacgca
gagatgtttt
atgaacaatc
tecgtaccggyg
gctaaccctc
gagtccttta
tatccagtaa
cgggaattgg
agtgtagcta
cagtcactga
tgecocgecgaca
gagctgctgg
agecttggcag
gggacccgtt
caaacagagqg
aggcagaaat
ctttgcegtt
agcataattg
gtcaaatget
gaatatagat
agtcaattcg
gacgcecccag
accggaaacc
agaagaaggc
ccecatggeta
gagacgcgtg
catccgcega
aacgaaggag
ggagaagtgg
ttatgactag
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FIGURA 5 (continuacién)

catcaacgtec
agacacttte
aagcaactat
accaaatgac
tccctatect
aagccttcaa
geatgtatgg
acgcggataa
cagcateccat
agatctgegt
ccaacaggag
tggaatggct
ttgcactgcee
acacatacaa
taaacatcca
aactgcaaat
tcagagcata
agtttagatc
tcctattecag
aactgaatgc
taaaacgcat
gcgggttace
agaacagtgc
tccacgetgt
cagctgecta
tacctctect
accacctett
aagaatggga
atgagcacat
gcagaaaadg
ttcatcagac
ccaatgagca
gceeggtgga
acgctatgac
tgtgttctte
ctaaggtaat
cttecccagga
acctaagcgt
ccectagaacce
ttgcggecgt
gagggagaaa
gcgtecgatt
acacagcaat
tctecttegg
aaatcgaaag
atgacttgac
acagggcagyg

agagecacgtce
cggcgacccyg
taaggagtgg
cttegataca
cgaaacagcg
agaagacaaa
ggtggatcta
ccactgggat
tctagaaaga
gactaccagg
actaccacac
ggttaacaag
tactaagaga
cctagagttg
cacacctttt
gctecgggggt
tggttacgca
gtctagageg
caactttgac
agccttegta
ggacatcgcg
gggtgacggt
aacaccagtg
tggaccaaac
tecgagaagte
ctccacaggt
tacagccatg
gaagaaaata
ctccatagac
atacagcacc
ggctgtggat
agtctgeccta
tgatgcagac
tcecagaacge
gtttececte
gctatttgac
gtctgcacag
tgatggcgag
agcactagac
gtetgattgg
cctgactgtg
ctttagggeca
gtctcttecag
agcatcaagc
cttgtettct
agacagcgac
tgggtatata
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aacgtactcc
tggataaaga
gaggtggagc
ttccaaaata
gggataaaac
gcatactcac
gacagcgggce
aataggccty
aagtatccat
aggatagaag
tcattagtgg
ataaacggcc
gteacttagg
ggtctgecag
cgcatacacc
gactcattga
gatagaacca
ttgaaaccac
aatggcagaa
ggacaggtca
aagaacgatg
gtttgcaagg
ggaaccgcaa
ttctctaatt
gcaaaggaag
gtatactcag
gactcgacgyg
tctgaggcca
tgcgatattg
acggaaggcg
atggcggaga
tatgccctayg
gcatcatctce
gtcaccagac
ccaaagtaca
cacaacgtgc
gaggcgagta
atactgcccg
gacggggcga
gtaatgagca
acatgtgacg
gagctgtgtce
gcaccaccga
gagacgttcc
gagctactaa
tggtecacgt
ttctegtegg

taacgegtac
cgctgeagaa
atgcatcaat
aagccaacgt
taaatgatag
ctgaagtagce
tattttctaa
gagggaaaat
tcacaaaagg
actttaaccc
ccgaacaccq
accacgtgcet
tagcgeogtt
caacgcttgg
attaccaaca
gactgctcaa
gtgaacgagt
catgtgtcac
ggaatttcac
cccgagcagyg
aagagtgcgt
cagtatacaa
aaacagttat
attcggagtc
taactaggct
gagggaaaga
atgcagacgt
tacagatgceg
ttcgcgtgca
cactgtactce
tacatactat

gggaaagtat

cccccaaaac
ttcgcatgaa
aaatagaagqg
catcgcgogt
caatcacgtc
tceccgceccaga
cacacacgct
ccgtacctgt
agagagaagg
cggtcgtaca
gtaccgccac
ccattacatt
ctttcggaga
gctcagacac
acaccggtce

2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720

3780

3840
3500
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640 -



aggtcattta
agtccacgag
taagaaactc
agaaaacatg
gtcagagacc
tcegatcaac
agctagaaac
agacatggtyg
caggagctac
c¢ecattecag
cacacagatg
aaaattcgca
aactgagaat
cgcaaaaacc
tatgaaaagg
gcaggttata
gctggttagg
. tgcegaggat
aacggacata
gctgttagag
agagatttcce
atcaggtatg
agtgctggaa
aatacatgga
ggaagtgaag
tatactgcac
ttttaaactyg
gctggctgac
ggtatactct
tgcaagetece
tcctaaatag
cactaatcag
cctcgaccct
aggcaagctg
gtaccccaac
gcgecacaaa
aaaaagaagc
gaagtcaagce
aaaccagcac
cggtecatcta
tcgaagtteca
tactcaggag
ccgatctteg
geecgtacaqg
gagggggccg
ttccectget
ctacgcatge
ttaacatgtt

caacagaagt
gagaagtgtt
caggagagtg
aaagcagcaa
ccaaaagtcc
gtccgattgt
tatccaactg
gacgggtcgg
ccgaaacage
aacacactac
agggaattac
tgcaaccaag
ttagcaacct
cataatctac
gacgtgaagg
caggeggctyg
aggctgaacyg
ttcgatgeca
gectectttyg
gatttagggg
agctgteace
tteoctaactc
gatcgtctga
gtegtetecg
atcatagatg
gatactgtga
ggcaaaccgc
gaagtgatca
aggtacgaag
agatccaact
gtacgcacta
ctacaatgga
ggactccgeg
ggcaacttgc
agaagccacg
acaacacaaa
cgggccgcag
acgaaggtaa
acgtaaaggg
agtatgacct
cccatgagaa
gccggttcac
acaacaaggg
ccctecteggt
aagagtggag
cccagceccec
ttgaggacaa
ctececcaccg
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cagtacgcca
acccacctaa
catccatggce
tecatccagag
ctacttaccg
ccaatcccga
tctcatcata
agagttgcct
acgcttacca
agaatgtact
ccactttgga
aatactggga
atgttactaa
tgccactaca
tgactcectgg
aacccttgge
ccgtecctect
tcatagecege
ataagagcca
tggatcactc
taccgacagg
tgttegtcaa
caaaatccge
atgaattgat
cagttgtatc
caggaacagc
tagcggcagg
gatggcaacg
tgcagggtat
tcgagaagct
cagctaccta
gttcatccca
ccctactate
ccagctgatc
caggaatcgg
tcaaaagaag
agagaggatg
ggtaacaggt
gaccategat
tgaatgcgeg
aceggagggyg
catccctaca
acgcgtggtg
ggtgacctgg
tettgecate
ttgcacgccc
cgtcatgaga
ccagcgacgc

gtcagtgctg
gctggatgaa
caacagaagc
actaaagaga
gactacatat
gtcegcagtyg
ccaaattacc
ggaccgagcyg
cgegcecetee
ggcagcagcee
ctecagcagta
agaatttgct
actaaaaggg
ggaagtacca
tacaaagcat
gacagcatac
acccaatgta
acactttaag
agatgattea
cctgctggac
tacgcgcttce
cacattgtta
gtgtgcggcc
ggcagccaga
cttgaaagcc
ttgcagagtg
tgacgaacaa
aacagggcta
atcagttgtg
cagaggaccc
ttttgcagaa
acccaaactt
caagtcatca
tcagcagtta
aagaataaga
cagccaccta
tgcatgaaaa
tacgecgtgecc
aacgeggace
cagatacccg
tactacaact
ggtgetggea
gccatagtct
aataaagaca
ccagttatgt
tgctgctacg
cctgggtact
agcaccaagd
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ceggtgaaca
gcaaaggagc
aggtatcagt
ggctgtagac
ccggegactg
gcagcatgca
gacgagtatg
acattcaatc
atcagaagcg
acgaaaagaa
ttcaacgtgg
gccagcecta
ccaaaagcaqg
atggataggt
acagaggaaa
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atacataaat aggtatacgt gtcccctaag agacacattg tatgtaggtg ataagtatag
atcaaaggge cgaataacec ctgaatagta acaaaatatg aaaatcaata aaaatcataa
aatagaaaaa ccataaacag aagtagttca aagggctata aaacccctga atagtaacaa
aacataaaat taataaaaat c .
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caaagcaaga
cgcetttttyg
cacaccgaat
gcaggaaatt
gatgtcggac
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ctctggaaag
" attctgctta
cgtctatget
ggcgtactgg
ccecctcatac
atgttcaaca
gctaaaaccyg
caagctactt
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gagcccaggce
cctgatgtge
atacgtgecyg
ggaggatgca
gcaacggaat
taagtgggca
aagaacactg
caagaggcct
accgagtctg
aagcaaggtyg
cgcagaaaaa
tctacaggca
agcgggcgea
agaccacgte
gctcagtctg
agggaggtat
ctegectgaa
gttcgtaaac
agagtcgtat
tcagagaaga
taatccgecco
caaaattgca
gaacctagtt
. caccaccgac
gctcttgaat
ccactctgga
tEgtggtgac
tcacaacatc
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caagccgatt
aacgtgcette
gacagcagcc

gattaataac
aaggccctge
gaccatgcta
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aggaagtacc
tatgcgagaa
ateggggact
cacacagacyg
gtacacgcac
gttgggttcg
tcgacaaact
gacctgacgg
tgcgaccgtg
aagagctggce
tgtgatacag
ctttatggaa
aagactaccyg
gcgaccattt
cagaagctgt
acgaacacca
aaggagtgcc
acctgctgct
gataccecagt
tggtcgtccg
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gcacaggaag
ggaataatag
gtgggagagt
attcacgctt
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gcatcccaag
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FIGURA 6

tcectgtgtac
ccccatgttt
gttctegeat
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cccgatgege
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aatggeegtg
acagagagca
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gtteatgtac

gcaggtactg
aggcaagttg
agtagggtca
ggtgttcecat
tgagggctac
gtatgcggta
cggcgaaaga
gaccggcatc
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ggaagatgaa
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ggttcaggce
cectttgagg
atacagcgga
agcagaactg
cgaaatcgac
aggagctatc
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agtgaagacg
ccgagtccta
aagcgecaacg
gatgcacgga
gacagaacac
cgcaggactg
agggctaaaa
accgggatct
tagcggaaag
agagatatct
cgtgttgtac
cttggtgaga
caatatgatg
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gcaaattgac
aaaaggagtt
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ccaggagaca
cttgcgetta
ttgatagagg
aagttcggeg
aacatcacca
ttecatecggeg
tgtgecactt
ccttactttt
gcagaccege
gatgaagata
attgatgagc
gtaatgtcca
gtcataactt
gocgacagea
tttacaatag
ggcccagacce
ataaactgac
agcaaaagca
aaaagaaacc
tcgaaaatga
tggtggggga
tggccaaact
tgcacatgaa
ggcaccacgg
aaccagggga
taggaggagc
ttgtcactaa
gcectgttgge
aaaaggaacc
atcagctgcet
acaacttcaa
aagggcactc

aactattact
cgcygcaaagt
tatacttaat
tgtactcgece
atgagttctt
atgcatatct
cgtcaaaact
ctgtaccgte
actgcaacgt
agtgtttecaa
ttaggataac
cagcgctatt
tcacagtaga
gacctaaggt
ttcacagaga
ttgacatgtc
ctgttttgga
ctgctttgat
ctgetttegy
ccatgatgaa
tcgececageeg
acgacaacat
ggatgaacat
gtggagggtt
taaaaaggct
gaagacgagc
tggagaaagc
tggccaccett
tgtacggcgg
agtatctaaa
gaggtaccag
gcgeccctcag
aatgcgegeg
aaaacaacag
ggctcaaaag
ttgtatttte
caaagtaatg
ggectttaag
gtcecgacgcet
agcagtacag
cagcggcaga
taatgaagga
aatcaccccee
aaacaccacg
ggaggaaacc
acaagecatcce
tgtctataaa
gtgccatagt

5760
5820
5880
5540
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6480
6540
6600
6660
6720
6780
6840
6200
6960
7020
7080
7140
7200
7260
7320
7380
7440
7500
7560
7620
7680 _
7740
7800
7860
7920
7980
8040
8100
8160
8220
8280
B340
8400
8460
8520
8580



cccgtagcac
tccttgcaaa
gacaaccaca
tgtacgatta
ctgacggtgg
cacgacccte
ctaccttgea
atgccceccag
acagtcaatg
acaactacag
aatcacaaaa
cgaaaaggaa
gcaaggaacc
cacccaacac
gtgatgcata

ggcaacaacyg-

cacccgcatg
gtgtcagtgg
tgtgcacgac
ctgcttagcce
atatacctgt
geccctgattg
tttttagecg
atcccgaaca
atggtattgyg
atcacgtgcg
gagtgcaagg
tttatgtggg
cacgtggaga
gcatctgeat
tatgcaaacg
tcttcagect
atggactacc
acacctgaga
ggtacggtac
cgceggggegt
agageggtga
ttcactaggyg
acccattcct
aagtgtgcgg
gaagggaatt
gtacaagtct
atagtcaact
atgtcatggg
attctaatcg
aggtatatgt
cktacgcaacc
atacataaat

tagaacgcat
tcggaataaa
tgeccagcaga
ctggaacaat
gattcactga
ctgtgatagg
gcacgtacgt
acacccctga
gccagacggt
acaaagtgat
agtggcagta
aaattecacat
ccaccgtgac
tcetgtecta
agaaggaagt
agccgtataa
agataattct
ccacgttcat
gcagatgecat
taatatgctg
ggaacgagca
ttctatgcaa
taatgagcgt
cggtgggagt
agatggaact
agtacaaaac
acaaaaacct
geggcegecta
agtccgaatc
cagctaagct
gegaccatge
ggacaccttt
cgecectttgg
gtaaagacgt
acgtgccata
cgctgcagca
actgegecegt
tegtegacge
cagactttgg
tgcattecgat
ctcagctgea
gttctacaca
aceccggegte
tgcagaagat
tggtgctatyg
gtccectaag
cctgaatagt
aggtatacgt
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FIGURA 6 (continuacién)

cagaaatgaa
gacggatgac
cgcagagagg
gggacactte
cagtaggaag
tcgggaaaaa
gcagagcacc
tcogecacatta
gcggtacaag
taataactgc
taactcccect
ccegtttecg
gtacgggaaa
ccggaatatg
cgtgctaacc
gtattggceg
gtattattat
actcectgtceg
cacaccgtat
catcagaaca
gcaacctttg
ctgtctgaga
cggtgceccac
accgtataag
actgtcagte
cgtcatcccg
acctgactac
ctgecttetge
atgcaaaaca
ccgegtectt
cgtcacagtt
cgacaacaaa
cgcaggaaga
ctatgctaat
ctctcaggca
cacagcacca
agggaacatg
gccctettta
gggcgtegec
gactaacgce
aatetcettte
agtacactgt
acataccacc
cacgggaggt
cgtgtcgttc
agacacactg
aacaaaatac
gtcccecctaag

gecgacagacq
agccacgatt
geggggetat
atcctggececce
attagtcact
ttccattecc
gcegecaacta
atgtcacaac
tgtaattgcg
aaggttgatc
ctggtecccgce
ctggcaaatg
aaccaagtca
ggagaagaac
gtgcecgactg
cagttatcta
gagctgtacc
atggtgggta
gaactgacac
gctaaagcgg
ttttggctac
ctcttaccat
actgtgagcg
actctagtca
actttggagc
tecteccgtacg
agctgtaagg
gacgctgaaa
gaatttgcat
taccaaggaa
aaggacgeca
attgtggtgt
ccaggacaat
acacaactgg
ccatctggct
tttggctgee
cceatcteca
acggacatgt
attattaaat
gtcactattec
tegacggecet
gcagccgagt
ctcggggtee
gtgggactgg
agcaggcact
tacatagcaa
aaaatcacta
agacacattg
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ggacgctgaa
ggaccaagct
ttgtaagaac

.gatgtccaaa

catgtacgca
gaccgcagca
ccgaggagat
agtccggcaa
gtggctcaaa
aatgtcatgc
gtaatgctga
taacatgcag
tcatgetact
caaactatca
aagggctcga
caaacggtac
ccactatgac
tggcagcggg
caggagctac
ccacatacca
aagcccttat
gctgectgtaa
cgtacgaaca
atagacctgg
caacactate
tgaagtgctg
tcttcacegg
acacgcagtt
cagcatacag
ataacatcac
aattcattgt
acaaaggtga
ttggcgatat
tactgcagag
ttaagtattg
aaatagcaac
tcgacatacc
cgtgcgaggt
atgcagccag
gggaagctga
tagccagegce
gecaccecece
aggacatctc
ttgttgctgt
aacttgacaa
ataatctata
aaaattataa

tatgtaggtg

aatecaggtce
gegttatatg
atcagcaccg
aggggaaact
cccatttcac
cggtaaagag
agaggtacac
cgtaaagatc
tgaaggacta
cgcggteace
acttggggac
ggtgcctaaa
gtatcctgac
agaagagtgg
ggtcacgtgg
agcccatgge

tgtagtagtt .

gatgtgcatg
cgtcccttte
agaggctgcyg
tccgetggea

.aacgttggct

cgtaacagtg
ctacagcccc
gcttgattac
cggtacagca
cgtctacceca
gagcgaagcea
ggctcatacc
tgtaactgec
ggggccaatg
cgtectataac
ccaaagtcge
accggctgtg
gctaaaagaa
aaacccggta
ggaagcggcc
accagcctge
caagaaaggce
gatagaadgtt
cgaattcege
gaaggaccac
cgctacggcg
tgccgcactg
ttaagtatga
gatcaaaggg
aaacagaaaa
ataagtatag

8640
8700
B760
8820
8880
8940
2000
9060
g120
9180
9240
9300
9360
9420
9480
9540
2600
9660
9720
9780
9840
9900
9960
10020
10080
10140
10200
10260
10320
10380
10440
10500
10560
10620
10680
10740
10800
10860
10220
10980
11040
11100
11160
11220
11280
11340
11400
11460
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FIGURA 6 (continuacién)

atcaaagggc cgaataaccc ctgaatagta acaaaatatg aaaatcaata aaaatcataa 11520
aatagaaaaa ccataaacag aagtagttca aagggctata aaacccctga atagtaacaa 11580
aacataaaat taataaaaat c 11601
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caaagcaaga
cgectttttg
cacaccgaat
gcaggaaatt
gatgtcggac
actecgccaat
ctctggaaag
attctgetta
cgtctatgct
ggcgtactgg
ccecteatac
atgttcaaca
gctaaaaccg
caagctactt
cacatgeccge
gagccecaggc
cctgatgtge
atacgtgceg
ggaggatgca
gcaacggaat
taagtgggca
aagaacactyg
caagaggcet
accgagtctg
aagcaaggtg
cgcagaaaaa
tctacaggca
agcgggcegcea
agaccacgtc
gctcagtctg
agggaggtat
ctegectgaa
gttegtaaac
agagtcgtat
tcagagaaga
taatccgecee
caaaattgca
gaacctagtt
caccacecgac
gctcttgaat
ccactctgga
ttgtggtgac
tcacaacatc
gaccgcecatt
caagecgatt
aacgtgcttce

gattaataac
aaggccctge
gaccatgcta
gaccccgact
aggaagtacc
tatgcgagaa
atcggggact
cacacagacg
gtacacgcac
gttgggttcg
tecgacaaact
gacctgacgg
tgcgaccgtg
aagagctggce
tgtgatacag
ctttatggaa
aagactaccg
gcgaccattt
cagaagctgt
acgaacacca
aaggagtgcc
acctgectgcet
gatacccagt
tggtcgtceg
ccaaaaaccg
gaagcagagyg
gcacaggaag
ggaataatag
gtgggagagt
attcacgctt
gcggtcgaag
gacttccaga
agaaagctac
gagctggtga
tgctgtaaga
taccacgaat
gtcataggag
accaggcagg
gtgatgagac
ggatgcaaca
acgctacttg
ccgaagcagt
tgcacccaag
gtgtcatcgt
gtagtggaca
agagggtggg
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ccatcatgga
aacgtgecgta
atgctagagce
caaccatcct
actgecgtctg
agctagcatc
tacaagcagt
tctcatgtag
ccacgteget
acacaacccc
gggcagatga
aaggtagacg
tgctgttecte
acctgccate
tggtttcatg
aaaccatagg
acacggttga
gtgatcaaat
tggtggggct
tgaaaaatta
ggaaagacat
gtctatgggc
caattcagaa
ggttgtcaat
acctgatecce
aagaacgaga
atgttcaggt
agactccgag
acctggtact
tggcggagca
cgtacgacgg
gtctaagcga
accatattgc
gggcagagag
aggaagaagc
tcgecatatga
tetteggagt
acctggtgac
agagaggtct
gaccagtcga
ctttgatcge
goggettett
tgtaccacaa
tgcattacga
ctacaggete
ttaaacaact

FIGURA 7

tectgtgtac
coccecakbgttt
gttectegcat
ggatatcgge
cccgatgege
tgcecgecagga
aatggccgtyg

acagagagca’

ataccaccag
gttcatgtac
gcaggtactg
aggcaagttg
agtagggtca
ggtgttceccat
tgagggctac
gtatgcggta
cggcgaaaga
gaccggcatce
gaaccagaga
tctgetteee
ggaagatgaa
attcaagaag
ggtteaggec
ccctttgagg
atacagcgga
agcagaactg
cgaaatcgac
aggagctatc
ckeccecegeag
agtgaagacyg
cegagtccta
aagcgcaacg
gatgcacgga
gacagaacac
cgcaggactg
agggctaaaa
accgggatct
tagcggaaag
agagatatct
cgtgttgtac
cttggtgaga
caatatgatg
aagtatctce
aggcaaaatyg
aacaaaacct
gcaaattgac
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gtggacatag
gaggtggaac
ctagctataa
agtgcgccag
agtgcggaag
aaagtcctgg
ccagacacgq
gacgtcgcta
gecgattaaag
aatgccatgg
aaggctaaga
tetattatga
acgctctacc
ttaaagggca
gtegttaaga
acccaccacg
gtgtcattct
¢cttgctacag
atagtggtta
gtggtegece
aaactectgg
cagaaaacac
gagtttgaca
actagaatca
gacgcccgag
actcgcegaag
gtggaacagc
aaagttactg
accgtactac
tgcacgcaca
gtgcecctcag
atggtgtata
ccagccctga
gagtacgtct
gtactggtgg
atccgccctg
ggcaagtcag
aaagaaaact
gcacgtacgg
gtagacgagg
ccaaggcaga
cagatgaaag
aggcggtgta
cgcactacga
gaccctggag
tatecgtggat

acgctgacag
caaggcaggt
aactaataga
caaggaggat
atceccgagag
acagaaacat
agacgccaac
tataccaaga
gggtcegagt
cgggtgcecta
acataggatt
gagggaaaaa
cggaaagccg
aactcagctt
gaataacgat
cagacggatt
cggtgtgcac
aagtcacgce
acggcagaac
aageccttcag
gggtcagaga
acacggtcta
gctttgtggt
aatggttgtt
aagcccggga
ccectaccacce
ttgaggacag
cccaaccaac
gtagccagaa
acggacgagc
gctatgcaat
acgaaagaga
acaccgacga
acgacgtgga
gcgacttgac
cctgeccata
ctattatcaa
gccaagaaat
ttgactcgct
cgtttgegtg
aagttgtact
tcaactataa
‘cactgcctgt
atgagtacaa
acctcgtgtt
acgaggtcat

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
860

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760



gacagcagcc
taatgaaaac
ggaaggtaaa
cccaccgaaa
aatggegggce
ttgttggget
gcagtggtcet
cctgaatgaa
accgttggtg
gtteggattt
gaagtggaac
taccaccaac
cccagtaaaa
cctggtcagt
aggtgtcege
taggtatgac
gtgcgtcogac
accgggeggce
catctgecgta
cagcaacact
aactcatgtc
atgtgcaccyg
agtcaacgcc
aaaatggeccyg
gtgcggtacg
tgaaggggac
gggagtaaat
caggctgacc
ggtcatctac
gacccaagta
ccctgacage
atatctagaa
gtggccaaag
tgaatcgatce
tgtecegtge
ccacgtcaca
agtgcaaaaa
aagtccaagg
actgacgcat
cctggatgct
gccatccaca
cgcgeegece
gaatataaca
agaaacagcg
accgaatcat
ggacttcaac
cttaccagga
cgacgagtta

gcatcccaag
ccgetctatg
ctggtatgga
ggaaacttca
atetgecagtce
aagagcttgg
cagataattc
atatgtacgc
tctgtgtatt
aaccccgagyg
atcaacaagc
atcataccgg
ggggaaagaa
ggcaataacc
ggagcggact
ctagtggtca
cacgcaatga
tectectattga
ttgggacgca
gagatgtttt
atgaacaatc
tecgtaccggg
gctaaccctc
gagteccttta
tatccagtaa
cgggaattgg
agtgtagcta
cagtcactga
tgccgegaca
gagctgctgg
agcttggcag
gggaccegtt
caaacagagyg
aggcagaaat
ctttgecegtt
agcataattg
gtcaaatgct
gaatatagat
agtcaattcg
gacgcceccag
accggaaacc
agaagaaggc
cccatggcta
gagacgcgtg
ccgecgatct
gaaggagaaa
gaagtggatg
tgactagaca
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FIGURA 7 (continuacién)

ggttaaccag
catcaacgtc
agacacttte
aagcaactat
accaaatgac
tcectatect
aageccttcaa
gcatgtatag
acgcggataa
cagcatccat
agatctgcgt
ccaacaggag
tggaatgget
ttgcactgcc
acacatacaa
taaacatcca
aactgcaaat
tcagagcata
agtttagatc
tcctattcag
aactgaatgce
taaaacgcat
gogggttace
agaacagtgc
tccacgctgt
cagctgccta
tacctctect
accacctctt
aagaatggga
atgagcacat
gcagaaaagg
ttcatecagac
ccaatgagca
gccecggtgga
acgctatgac
tgtgttcttce
ctaaggtaat
cttcccagga
acctaagcgt
ccctagaacce
ttgeggcegt
gagggagaaa
gegteccgatt
acacagcaat
cecttecggage
tcgaaagctt
acttgacaga
gggeaggtag

aaaaggagtt
agagcacgtc
cggcgacecyg
taaggagtgg
cttcgataca
cgaaacagceg
agaagacaaa
ggtggatcta
ccactgggat
tctagaaaga
gactaccagg
actaccacac
ggttaacaag
tactaagaga
cctagagttg
cacacctttt
getecgggggt
tggttacgca
gtctagageg
caactttgac
agccttcgta
ggacatcgeyg
gggtgacggt
aacaccagtg
tggaccaaac
tcgagaagtc
ctcecacaggt
tacagccatg
gaagaaaata
cteccatagac
atacagcacc
ggcagtggat
agtctgccta
tgatgcagac
tccagaacgce
gttteccecte
gctatttgac
gtetgcacag
tgatggcgag
agcactagac
gtctgattgg
cctgactgtyg
ctttagggca
gtctcttcag
atcaagcgag
gtettetgag
cagcgactgg
gtatatattc
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tacgcagtta
aacgtactce
tggataaaga
gaggtggagc
ttccaaaata
gggataaaac
gcatactcac
gacagcgggc
aataggcctyg
aagtatccat
aggatagaag
tcattagtgg
ataaacggcc
gtcacttggyg
ggtctgccag
cgcatacacc
gactcattga
gatagaacca
ttgaaaccac
aatggcagaa
ggacaggtca
aagaacgatg
gtttgcaagg
ggaaccgcaa
ttctctaatt
gcaaaggaag
gtatactcag
gactcgacgg
tctgaggcca
tgcgatattg
acggaaggcy
atggcggaga
tatgecetgg
gcatcatctc
gtecacceggce
ccaaagtaca
cacaacgtgc
gaggcgagta
atactgcccg
gacggggcega
gtaatgagca
acatgtgacg
gagctgtgtc
gcaccaccga
acgttcccca
ctactaactt
tccacgtgct
tcgtcggaca

gacaaaaagt
taacgcgtac
cgctgcagaa
atgcatcaat
aagccaacgt
taaatgatag
ctgaagtage
tattttctaa
gagggaaaat
tcacaaaagyg
actttaaccc
ceogaacaccyg
accacgtgct
tagecgeegtt

caacgcttgg”

attaccaaca
gactgctcaa
gtgaacgagt
catgtgtcac
ggaatttcac
cccgagcagyg
aagagtgcgt
cagtatacaa
aaacagttat
attcggagte
taactaggct
gagggaaaga
atgecagacgt
tacagatgcg
ttecgegtgea
cactgtactc
tacatactat
gggaaagtat
cccccaaaac
ttcgcatgaa
aaatagaaqgg
catcgcgegt
caatcacgtc
tcccgtecaga
cacacacgct
ccgtacctgt
agagagaagg
cggtcgtaca
gtaccgccac
ttacatttgg
tcggagactt
cagacacgga
ccggtccagyg

2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3s00
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640



tcatttacaa
ccacgaggag
gaaactccag
aaacatgaaa
agagacccca
gatcaacgtc
tagaaactat
catggtggac
gagctacceg
attccagaac
acagatgagg
attecgcatge
tgagaattta
aaaaacccat
gaaaagggac
ggttatacag
ggttaggagg
cgaggatttc
ggacatagcce
gttagaggat
gatttccage
aggtatgttc
gctggaagat
acatggagtc
agtgaagatc
actgcacgat
taaactgggc
ggctgacgaa
atactetagg
aagctcecaga
taaataggta
taatcagcta
cgaccctgga
caagctgggce
ccoccaacaga
ccacaaaaca
aagaagccgg
gtcaagcacg
ccagcacacyg
tcatctaagt
aagttecacce
tcaggaggcc
atcttegaca
cgtacagecee
ggggccgaag
ccectgectece
cgcatgettg
acatgttctc

cagaagtcag
aagtgttacc
gagagtgcat
gcagcaatca
aaagtceceta
cgattgteca
ccaactgtct
gggtcggaga
aaacagcacy
acactacaga
gaattaccea
aaccaagaat
gcaacctatg
aatctactge
gtaaaggtga
gcggetgaac
ctgaacgcceg
gatgccatca
tcetttgata
ttaggggtygg
tgtecacctac
ctaactctgt
cgtctgacaa
gtctcegatg
atagatgcag
actgtgacag
aaaccgctag
gtgatcagat
tacgaagtge
tccaactteg
cgcactacag
caatggagtt
ctcecgegecce
aacttgccca
agccacgcag
acacaaatca
gccgcagaga
aaggtaaggt
taaaggggac
atgaccttga
atgagaaacc
ggttcaccat
acaagggacy
teteggtggt
agtggagtct
agcccecttg
aggacaacgt
cccaccgeca
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tacgccagteo
cacctaagct
ccatggecaa
tccagagact
cttacecggac
atcccgagte
catcatacca
gttgectgga
cttaccacge
atgtactggc
ctttggacte
actgggaaga
ttactaaact
cactacagga
ctcetggtac
ccttggegac
tecctectace
tagccgcaca
agagccaaga
atecacteccct
cgacaggtac
tcgtcaacac
aatcegegtg
aattgatggc
ttgtatcctt
gaacagettyg
cggcaggtga
ggcaacgaac
agggtatatc
agaagctcag
ctacctattt
cateeccaace
tactatccaa
gctgatctcea
gaatcggaag
aaagaagcag
gaggatgtgc
aacaggttac
catcgataac
atgcgecgecag
ggaggggtac
ccctacaggt
cgtggtggee
gacctggaat
tgeccatccca
cacgcectge
catgagacct
gcgacgcagc

agtgctgecg
ggatgaagca
cagaagcagg
aaagagaggc
tacatatceg
cgcagtggca
aattaccgac
ccgagecgaca
gcccteccecate
agcagccacyg
agcagtatte
atttgectgece
aaaagggcca
agtaccaatg
aaagcataca
agcataccta
caatgtacat
ctttaagcca
tgattcactt
gctggacttyg
gcgcttcaag
attgttaaac
cgeggectte
agccagatgt
gaaagccect
cagagtggeca
cgaacaagat
agggctaatct
agttgtggta
aggacccgtc
tgecagaagec
caaacttttt
gtcatcaggc
gcagttaata
aataagaagc
ccacctaaaa
atgaaaatcg
gcgtgectgg
gcggacctgg
ataccegtge
tacaactggce
gctggcaaac
atagtcttag
aaagacattg
gttatgtgce
tgctacgaaa
gggtactatc
accaaggaca
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gtgaacaccc
aaggagcaac
tatcagtcge
tgtagactat
gcgectgtgt
gcatgcaatg
gagtatgatyg
ttecaateegt
agaagcgctg
aaaagaaact
aacgtggagt
agccctatta
aaagcagcag
gataggttca
gaggaaagac
tgtgggattc
acactatttg
ggagacactg
gcgettactg
atagaggctg
ttcggcgecca
atcaccatcg
atcggcgacyg
gccacttgga
tacttttgtyg
gacccgctaa
gaagatagaa
gatgagctgg
atgtccatgg
ataactttgt
gacagcaagt
acaataggag
ccagaccgcg
aactgacaat
aaaagcaaaa
agaaaccggce
aaaatgattg
tgggggacaa
ccaaactggc
acatgaagtc
accacggagc
caggggacag
gaggagctaa
tcactaaaat
tgttggcaaa
aggaacegga
agctgctaca
acttcaatgt

tggaggaagt
tattacttaa
gcaaagtaga
acttaatgte
actcecgectee
agttcttage
catatctaga
caaaactcag
taccgtccee
gcaacgtcac
gtttcaaaaa
ggataacaac
cgctattege
cagtagatat

ctaaggtgca

acagagagct
acatgtctge
ttttggaaac
ctttgatgct
ctttecggaga
tgatgaaatc
ccagecgagt
acaacataat
tgaacatgga
gagggtttat
aaaggctttt
gacgagcgct
agaaageggt
ccacctttge
acggcggtce
atctaaacac
gtaccagcct
ccctcagagg
gcgcegeggta
acaacaggcg
tcaaaagaaa
tattttcgaa
agtaatgaaa
ctttaagcgg
cgacgcttcg
agtacagtac
cggcagaccyg
tgaaggagcce
cacccccgag
caccacgttc
ggaaacccta
agcatcctta
ctataaagcce

5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6480
6540
6600
6660
6720
6780
6840
6900
6960
7020
7080
7140
7200
7260
7320
7380
7440
7500
7560
7620
7680
7740
7800
7860
7920
7980
8040
8100
8160
8220
8280
8340
8400
8460
8520



acaagaccat
gtagcactag
ttgcaaatceg
aaccacatgc
acgattactg
acggtgggat
gaccctectg
ccttgcagea
cccocccagaca
gtcaatggcce
actacagaca
cacaaaaagt
aaaggaaaaa
aggaacccca
ccaacactcc
atgeataaga
aacaacgagc
ccgcatgaga
tcagtgacca
gcacgacgca
cttagcctaa
tacctgtgga
ctgattgttc
ttagccgtaa
ccgaacacgg
gtattggaga
acgtgcgagt
tgcaaggaca
atgtggggcg
gtggagaagt
tctgeateag
gcaaacggeyg
tcagcctgga
gactacecegce
cctgagagta
acggtacacg
ggggegtege
geggtgaact
actagggtcg
cattccteag
tgtgcggtge
gggaattctce
caagtctgtt
gtcaactacc
tcatgggtge
ctaatcgtgg
tatatgtgtc
cgcaaccect

acttagecteca
aacgcatcag
gaataaagac
cagcagacgce
gaacaatggg
tcactgacag
tgataggtcyg
cgtacgtgca
ccectgateg
agacggtgeg
aagtgattaa
ggcagtataa
ttecacatccece
ccgtgacgta
tgtcctaccg
aggaagtcgt
cgtataagta
taattectgta
cgttcatact
gatgcatcac
tatgctgcat
acgagcagca
tatgcaactg
tgagegtegg
tgggagtacc
tggaactact
dcaaaaccgt
aaaacctacc
gcgcctactg
ccgaatcatg
ctaagctecg
accatgccgt
cacctttcga
cctttggege
aagacgtcta
tgcecatactce
tgcagcacac
gcgccgtagg
tcgacgegee
actttggggg
attcgatgac
agctgcaaat
ctacacaagt
cggcgtcaca
agaagatcac
tgctatgcegt
ccctaagaga
gaatagtaac
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etgtcecegac
aaatgaagcg
ggatgacagc
agagagggcg
acacttcate
taggaagatt
ggaaaaattc
gagcacecogcec
cacattaatg
gtacaagtgt
taactgcaag
ctccectetg
gtttecgetg
cgggaaaaac
gaatatggga
gctaaccgtg
ttggcogeag
ttattatgag
cctgtegatg
accgtatgaa
cagaacagct
acctttgttt
tctgagactc
tgeccacact
gtataagact
gtcagtcact
catceegtet
tgactacagc
cttctgegac
Ccaaaacagaa
cgtcctttac
cacagttaag
caacaaaatt
aggaagacca
tgctaataca
tcaggcacca
agcaccattt
gaacatgccc
ctctttaacy
cgtcgecatt
taacgcegte
ctecttteteg
acactgtgca
taccacccte
g9g9aggtgty
gtegttcage
cacactgtac
aaaatacaaa

tgtggagaag
acagacggga
cacgattgga
gggctatttg
ctggccegat
agtcactcat
cattcccgac
gcaactaccg
tcacaacagt
aattgcggtg
gttgatcaat
gteccegegta
gcaaatgtaa
caagtcatca
gaagaaccaa
ccgactgaag
ttatctacaa
ctgtacccca
gtgggtatgg
ctgacaccag
aaagcggeca
tggctacaag
ttacecatgcet
gtgagcgegt
ctagtcaata
ttggagccaa
ccgtacgtga
tgtaaggtcet
gctgaaaaca
tttgcatcag
caaggaaata
gacgccaaat
gtggtgtaca
ggacaatttg
caactggtac
tctggettta
ggctgccaaa
atctccateg
gacatgtcegt
attaaatatg
actattcggg
acggeccttag
gccgagtgcc
ggggtccagg
ggactggttg
aggcactaac
atagcaaata
atcactaaaa
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ggcactegtg

cgctgaaaat
ccaagctgey
taagaacatc
gtccaaaagg
gtacgcacce
cgcagcacgg
aggagataga
ccggcaacgt
gctcaaatga
gtecatgecege
atgctgaact
catgcagggt
tgctactgta
actatcaaga
ggctcgaggt
acggtacagc
ctatgactgt
cagcggggat
gagctaccgt
cataccaaga
ccettattec
gctgtaaaac
acgaacacgt
gacctggcta
cactateget
agtgctgcgg
tcaccggegt
cgcagttgag
catacagggc
acatcactgt
tcattgtggg
aaggtgacgt
gcgatateca
tgcagagace
agtattggct
tagcaacaaa
acataccgga
gcgaggtace
cagccagcaa
aagctgagat
ccagcgccga
acccccegaa
acatctecge
ttgctgttge
ttgacaatta
atctatagat
attataaaaa

ccatagtccec
ccaggtetee

ttatatggac

agcaccgtgt
ggaaactetg
atttcaccac
taaagagcta
ggtacacatg
aaagatcaca
aggactaaca
ggtcacecaat
tggggaccga
gcctaaagca
tectgacceac
agagtgggtg
cacgtgggge
cecatggccac
agtagttgtg
gtgcatgtgt
ccctttecty
ggctgcecgata
gctggeagee
gttggctttt
aacagtgatc
cagcecceatg
tgattacatc
tacagcagag
ctacccattt
cgaagcacac
tcataccgca
aactgcecctat
gccaatgtet
ctataacatg
aagtcogeaca
ggctgtgggt
aaaagaacgc
ccecggtaaga
agcggectte
agcctgcacc
gaaaggcaag
agaagttgaa
attcecgegta
ggaccacata
tacggcgatg
cgcactgatt
agtatgaagyg
caaagggcta
cagaaaaata

8580
8640
8700
8760
8820
8880
8940
9000
2060
9120
2180
9240
9300
9360
2420
2480
9540
9600
2660
9720
9780
9840
2900
5960
10020
10080
10140
10200
10260
10320
10380
10440
10500
10560
10620
10680
10740
10800
10860
10920
10980
11040
11100
11160
11220
li2eo0
11340
11400
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cataaatagg tatacgtgtc ccctaagaga cacattgtat gtaggtgata agtatagatc
aaagggccga ataacccctg aatagtaaca aaatatgaaa atcaataaaa atcataaaat
agaaaaacca taaacagaag tagttcaaag ggctataaaa cccctgaata gtaacaaaac
ataaaattaa taaaaatc
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caaagcaaga
cgectttttyg
cacaccgaat
gcaggaaatt
gatgteggac
actcgccaat
ctctggaaag
attctgctta
cgtctatgct
ggcgtactgg
cccctecatac
atgttcaaca
gctaaaacceyg
caagctactt
cacatgccgc
gagcccaggc
cctgatgtgce
atacgtgccg
ggaggatgca
gcaacggaat
taagtgggca
aagaacactg
caagagacct
accgagtctg
aagcaaggtg
cgcagaaaaa
tctacaggca
agcgggcgca
agaccacgtc
gctcagtctg
agggaggtat
ctcgecctgaa
gttcgtaaac
agagtcgtat
tcagagaaga
taatccgecce
caaaattgca
gaacctagtt
caccaccgac
gctcttgaat
ccactctgga
ttgtggtgac
tcacaacatc
gacegccatt
caagecgatt
aacgtgectte
gacagcagcc

gattaataac
aaggccctge
gaccatgcta
gaccccgact
aggaagtacc
tatgcgagaa
atcggggact
cacacagacg
gtacacgcac
gttgggttcg
tcgacaaact
gacctgacgg
tgcgacegtyg
aagagctggce
tgtgatacag
ctttatggaa
aagactaccg
gcgaccattt
cagaagctgt
acgaacacca
aaggagtgee
acctgctget
gatacccagt
tggtcgteecyg
ccaaaaaccg
gaagcagagg
gcacaggaag
ggaataatag
gtgggagagt
attcacgctt
gcoggtegaag
gactteccaga
agaaagctac
gagctggtga
tgctgtaaga
taccacgaat
gtecataggag
accaggcagd
gtgatgagac
ggatgcaaca
acgctacttg
ccgaagcecagt
tgcacccaag
gtgtcatcgt
gtagtggaca
agagggtgay
gecatcccaag
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ccatcatgga
aacgtgcgta
atgctagagce
caaccatcct
actgegtctg
agctagcatc
tacaagcagt
tectecatgtag
ccacgteget
acacaacccc
gggcagatga
aaggtagacg
tgectgttcte
acctgecate
tggtttcgtg
aaaccacagg
acacggttga
gtgatcaaat
tggtggggcet
tgaaaaatta
ggaaagacat
gtctatggge
caattcagaa
ggttgtcaat
acctgatcee
aagaacgaga
atgttcaggt
agactccgag
acctggtact
tggcggagca
cgtacgacgg
gtctaagcga
accatattge
gggcagagag
aggaagaagc
tcgeatatga
tcttcggagt
acctggtgac
agagaggtct
gaccagtcga
ctttgatcge
gcggettett
tgtaccacaa
tgcattacga
ctacaggcte
ttaaacaact
ggttaaccag

FIGURA 8

tcetgtgtac
cccecatgttt
gttcetegeat
ggatatcggce
ceccgatgege
tgccgcagga
aatggccgtg
acagagagca
ataccaccag
gttcatgtac
gcaggtactg
aggcaagttg
agtagggtca
ggtgttecat
tgagggctac
gtatgeggta
cggcgaaaga
gaccggecatc
gaaccagaga
tctgectteccee
ggaagatgaa
attcaagaag
ggttcaggcc
ccctttgagg
atacagcgga
agcagaactg
cgaaatcgac
aggagctate
ctcceecgecag
agtgaagacg
ccgagtccta
aagcgcaacyg
gatgcacgga
gacagaacac
cgcaggactg
agggctaaaa
accgggatct
tagcggaaag
agagatatct
cgtgttgtac
cttggtgaga
caatatgatg
aagtatectee
aggcaaaatyg
aacaaaacct
gcaaattgac
aaaaggagtt
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gtggacatag
gaggtggaac
ctagctataa
agtgcgccag
agtgcggaayg
aaagtcctgg
ccagacacgg
gacgtcgcta
gcgattaaag
aatgccatgg
aaggctaaga
tctattatga
acgctctacc
ttaaagggca
gtcgttaaga
acccaccacyg
gtgtcattct
cttgctacag
atagtggtta

gtggtegeec

aaactcctgyg
cagaaaacac
gagttbgaca
actagaatca
gacgcccgag
actcgcgaag
gtggaacagc
aaagttactg
accgtactac
tgcacgcaca
gtgcecteag
atggtgtata
ccagccctga
gagtacgtct
gtactggtgg
atcegeccctg
ggcaagteag
aaagaaaact
gcacgtacgg
gtagacgagg
ccaaggcaga
cagatgaaag
aggeggtgta
cgcactacga
gaccctggag
tatcgtggat
tacgcagtta

acgctgacag
caaggcaggt
aactaataga
caaggaggat
atcccgagag
acagaaacat

agacgccaac,

tataccaaga
gggtccgagt
cgggtgccta
acataggatt
gagggaaaaa
cggaaagcceg
aactcagctt
gaataacgat
cagacggatt
cggtgtgcac

aagtcacgcc

acggcagaac
aageccttcag
gggtcagaga
acacggtcta
getttgtggt
aatggttgtt
aagcccggga
ccectaccace
ttgaggacag
cccaaccaac
gtagccagaa
acggacgagc
gctatgcaat
acgaaagaga
acaccgacga
acgacgtgga
gcgacttgac
cctgcccata
ctattatcaa
gccaagaaat
ttgactcgct
cgtttgegtg
aagttgtact
tcaactataa
cactgcctgt
atgagtacaa
acctcogtgtt
acgaggtcat
gacaaaaagt

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
200
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820



taatgaaaac
ggaaggtaaa
cccaccgaaa
aatggeggge
ttgttgaget
gcagtggtet
cctgaatgaa
acecgttggtyg
gtteggattt
gaagtggaac
taccaccaac
cccagtaaaa
cctggtcagt
aggtgtcege
taggtatgac
gtgcgtcgac
accgggcggc
catctgegta
cagcaacact
aactcatgtc
atgtgcaccg
agtcaacgcc
aaaatggccg
gtgcggtacg
tgaaggggac
gggagtaaat
caggctgace
ggtcatctac
gacccaagta
ccctgacage
atatctagaa
gtggccaaag
tgaatcgatc
tgtcccgtge
ccacgtcaca
agtgcaaaaa
aagtccaagyg
actgacgeat
cctggatget
gccatccaca
cgegecgecce
gaatataaca
agaaacagcg
ggaaccgaat
tggggactte
cttettacca

ggacgacgag

cegetetaty
ctggtatgga
ggaaacttca
atctgcagte
aagagcttgg
cagataattc
atatgtacgc
tctgtgtatt
aaccccgagg
atcaacaagc
atcataccgg
ggggaaagaa
ggctataacc
ggagcggact
ctagtggtca
cacgcaatga
tctctattga
ttgggacgca
gagatgtttt
atgaacaatc
tegtaceggg
gctaaccctce
gagtccttta
tatccagtaa
cgggaattgg
agtgtagcta
cagtcactga
tgccgogaca
gagctgctgg
agcttggcag
gggacccgtt
caaacagagg
aggcagaaat
ctttgcegtt
agcataattg
gtcaaatgct
gaatatagat
agtcaattcg
gacgccccag
accggaaacc
agaagaaggc
cecatggeta
gagacgegtg
catcecgecga
aacgaaggayg
ggagaagtgg
ttatgactag
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catcaacgtc
agacactttc
aagcaactat
accaaatgac
tecectatcct
aagccttcaa
gcatgtatgg
acgcggataa
cagcatccat
agatctgcgt
ccaacaggag
tggaatggct
ttgcactgcce
acacatacaa
taaacatcca
aactgcaaat
tcagagcata
agtttagatc
tectattcag
aactgaatgc
taaaacgcat
gcgggttace
agaacagtgc
tccacgetgt
cagctgccta
tacctctcct
accacctett
aagaatggga
atgagcacat
gcagaaaagg
ttcatcagac
ccaatgagca
gceeggtgga
acgctatgac
tgtgttctte
ctaaggtaat
cttecccagga
acctaagcgt
ccctagaace
ttgcggecegt
gagggagaaa
gegtecgatt
acacagcaat
tctccttcgg
aaatcgaaag
atgacttgac
acagggcagg

agagcacgtce
cggcgacccg
taaggagtgg
cttcgataca
cgaaacagcg
agaagacaaa
ggtggatcta
ccactgggat
tctagaaaga
gactaccagg
actaccacac
ggttaacaag
tactaagaga
cctagagttg
cacacctttt
getegggggt
tggttacgca
gtctagagcyg
caactttgac
agccttcgta
ggacatcgcg
gggtgacyggt
aacaccagtg
tggaccaaac
tcgagaagtc
ctccacaggt
tacagccatg
gaagaaaata
ctcecatagac
atacagcacc
ggctgtggat
agtctgceta
tgatgcagac
tccagaacgc
gtttcccete
gctatttgac
gtetgecacag
tgatggcgag
agcactagac
gtctgattgg
cctgactgtg
ctttagggca
gtetettcag
agcatcaagc
cttgtcttct
agacagegac
tgggtatata
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aacgtactcc
tggataaaga
gaggtggagc
ttccaaaata
gggataazaac
gcatactcac
gacagcggge
aataggcctg
aagtatccat
aggatagaag
tcattagtgg
ataaacggcc
gtcacttggg
ggtctgccag
cgcatacacc
gactecattga
gatagaacca
ttgaaaccac
aatggcagaa
ggacaggtca
aagaacgatg
gtttgcaagg
ggaaccgcaa
ttctctaatt
gcaaaggaag
gtatactcag
gactcgacgg
tctgaggceca
tgcgatattg
acggaaggcg
atggecggaga
tatgccctgg
gcatcatcte
gtcaccecgge
ccaaagtaca
cacaacgtgc
gaggcgagta
atactgceeg
gacggggcga
gtaatgagca
acatgtgacyg
gagctgtgtc
gcaccaccga
gagacgttce
gagctactaa
tggtccacgt
ttetegtegg

taacgcgtac
cgctgcagaa
atgcatcaat
aagccaacgt
taaatgatag
ctgaagtagc
tattttctaa
gagggaaaat
tcacaaaagg
actttaacce
ccgaacaccg
accacgtgct
tagcgecgtt
caacgcttgg
attaccaaca
gactgctcaa
gtgaacgagt
catgtgtcac
ggaatttcac
ccogagcagyg
aagagtgcgt
cagtatacaa
aaacagttat
attcggagtc
taactaggct
gagggaaaga
atgcagacgt
tacagatgcg
ttcgegtgea
cactgtactc
tacatactat
gggaaagtat
cccecaaaac
ttcgecatgaa
aaatagaagg
catcgecgcegt
caatcacgtce
tcecccgtcaga
cacacacgct
ccgtacctgt
agagagaagg
cggtcgtaca
gtaccgeccac
ccattacatt
ctttecggaga
gctcagacac
acaccggtce

2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
444Q
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
§520
5580
5640



aggtcattta
agtccacgag
taagaaactc
agaaaacatg
gtcagagacc
tcecgatecaac
agctagaaac
agacatggtg
caggagctac
cccattccag
cacacagatg
aaaattcegea
aactgagaat
cgcaaaaacc
tatgaaaagg
gcaggttata
gctggttagg
tgcegaggat
aacggacata
gctgttagag
agagatttcc
atcaggtatg
agtgctggaa
aatacatgga
ggaagtgaag
tatactgcac
ttttaaactg
gctggetgac
ggtatactect
tgcaagctce
tectaaatag
cactaatcag
cctegacect
aggcaagctg
gtaccccaac
gcgeccacaaa
aaaaagaagc
gaagtcaagc
aaaccagcac
cggtcatcta
tcgaagttca
tactcaggag
ccgatcttcg
gccegtacag
gagggggccyg
ttceecectget
ctacgcatgc

caacagaagt
gagaagtgtt
caggagagtg
aaagcagcaa
ccaaaagtcc
gtccgattgt
tatccaactg
gacgggtcgg
ccgaaacage
aacacactac
agggaattac
tgcaaccaagq
ttagcaacct
cataatctac
gacgtaaagg
caggcggctg
aggctgaacg
ttegatgeea
gectectttg
gatttagggqg
agctgtcacc
ttectaactce
gatcgkctga
gtecgtectoeg
atcatagatg
gatactgtga
ggcaaaccgc
gaagtgatca
aggtacgaaqg
agatccaact
gtacgcacta
ctacaatgga
ggactccgeg
ggcaacttge
agaagccacyg
acaacacaaa
cgggccgeag
acgaaggtaa
acgtazaggg
agtatgacct
cccatgagaa
gceggttecac
acaacaaggg
cccteteggt
aagagtggag
cecageecece
ttgaggacaa
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cagtacgcca
acccacctaa
cateccatggce
tcatccagag
ctacttaccg
ccaatcccga
tctecatcata
agagttgect
acgettacca
agaatgtact
ccactttgga
aatactggga
atgttactaa
tgccactaca
tgactecctgg
aacccttygge
cecgtectect
tcatagccge
ataagagcca
tggatcactc
taccgacagg
tgttegtcaa
caaaatccgce
atgaattgat
cagttgtate
caggaacagc
tageggcagg
gatggcaacg
tgcagggtat
tcgagaagcet
cagctaccta
gttcatccca
ccctactate
ccagctgate
caggaatcgg
tcaaaagaag
agagaggatg
ggtaacaggt
gaccatcgat
tgaatgegeg
accggagggg
catccctaca
acgegtggtg
ggtgacctgg
tcttgeccate
ttgcacgcce
cgtcatgaga

gtcagtgctg
gctggatgaa
caacagaagc
actaaagaga
gactacatat
gtcecgeagtg
ccaaattace
ggaccgagcg
cgcgecctece
ggcagcagcc
ctcagcagta
agaatttgcet
actaaaaggyg
ggaagtacca
tacaaagcat
gacagcatac
acccaatgta
acactttaag
agatgattca
cctgctggac
tacgegette
cacattgtta
gtgegeggcc
ggcagccaga
cttgaaagec
ttgcagagtg
tgacgaacaa
aacagggcta
atcagttgtg
cagaggaccc
ttttgcagaa
acccaaactt
caagtcatca
tcagcagtta
aagaataaga
cagccaccta
tgcatgaaaa
tacgcgtgcc
aacgecggacc
cagatacccyg
tactacaact
ggtgctggca
gcecatagtct
aataaagaca
ccagttatgt
tgctgctacg
cctgggtact
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ccggtgaaca
gcaaaggagc
aggtatcagt
ggctgtagac
ccggegoctg
gcagcatgca
gacgagtatg
acattcaatc
atcagaagcg
acgaaaagaa
ttcaacgtgg
gccagcceta
ccaaaagcag
atggataggt
acagaggaaa
ctatgtggga
catacactat
ccaggagaca
cttgegetta
ttgatagagg
aagttcggceg
aacatcacca
ttcatcggeg
tgtgccactt
cettactttt
gcagaccegc
gatgaagata
attgatgagc
gtaatgtcca
gtcataactt
gccgacagca
tttacaatag
ggeccagacce
ataaactgac
agcaaaagca
aaaagaaacc
tcgaaaatga
tggtggggga
tggccaaact
tgcacatgaa
ggecaccacyy
aaccagggga
taggaggagc
ttgtcactaa
gectgttgge
aaaaggaacc
atcagctgcet

ccctggagga
aactattact
cgcgcaaagt
tatacttaat
tgtactcgec
atgagttctt
atgcatatct
cgtcaaaact
ctgtacecgte
actgcaacgt
agtgtttcaa
ttaggataac
cagecgctatt
tcacagtaga
gacctaaggt
ttcacagaga
ttgacatgtc
ctgttttgga
ctgetttgat
ctgctttegg
ccatgatgaa
togeéageeg
acgacaacat
ggatgaacat
gtggagggtt
taaaaaggct
gaagacgagc
tggagaaagc
tggccacctt
tgtacggcgg
agtatctaaa
gaggtaccag
gcgeccteag
aatgegegeg
aaaacaacag
ggctcaaaag
ttgtatttte
caaagtaatyg
ggcctttaag
gtccgacgcet
agcagtacag
cagcggcaga
taatgaagga
aatecaccccc
aaacaccacg
ggaggaaacc
acaagcatcee

5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6480
6540
6600
6660
6720
6780
6840
6500
6960
7020
7080
7140
7200
7260
7320
73B0
7440
7500
7560
7620
7680
7740
7800
7860
7920
7980
8040
8100
8160
8220
8280
8340
8400
8460



ttaacatgtt
gccacaagac
cecgtageac
tccttgcaaa
gacaaccaca
tgtacgatta
ctgacggtgg
cacgaccctc
ctaccttgca
atgcccccag
acagtcaatg
acaactacag
aatcacaaaa
cgaaaaggaa
gcaaggaacce
cacccaacac
gtgatgcata
ggcaacaacyg
caccegcacyg
gtgtcagtgg
tgtgcacgac
ctgettagee
atatacctgt
gccctgattg
tttttageeg
atcccgaaca
atggtattgg
atcacgtgeg
gagtgcaagg
tttatgtggg
cacgtggaga
gcatctgcat
tatgcaaacg
tcttecageet
atggactace
acacctgaga
ggtacggtac
cgcggggcgt
agagcggtga
ttcactaggyg
acccattcct
aagtgtgegg
gaagggaatt
gtacaagtct
atagtcaact
atgtcatggyg
attctaatcg

ctcececaceg
catacttagc
tagaacgcat
tcggaataaa
tgccagcaga
ctggaacaat
gattcactga
ctgtgatagg
gcacgtacgt
acacccetga
gccagacggt
acaaagtgat
agtggcagta
aaattcacat
ccaccgtgac
tectgtecta
agaaggaagt
agccgtataa
agataattct
ccacgttcat
gcagatgcat
taatatgctyg
ggaacgagca
ttetatgcaa
taatgagegt
cggtgggagt
agatggaact
agtacaaaac
acaaaaacct
gcggcgccta
agtccgaatce
cagctaagct
gcgaccatgc
ggacaccttt
cgccctttgg
gtaaagacgt
acgtgecata
cgctgcagea
actgcgecgt
tegtegacge
cagactttgg
tgcattegat
ctecagctgceca
gttctacaca
acccggegte
tgcagaagat
tggtgctatg
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FIGURA 8 (continuacién)

ccagcgacge
tcactgtece
cagaaatgaa
gacggatgac
cgcagagagyg
gggacacttc
cagtaggaag
tcgggaaaaa
gcagagcacc
tegeacatta
gcggtacaag
taataactgc
taactceccct
ceccgtbttecg
gtacgggaaa
ccggaatatg
cgtgctaacc
gtattggceg
gtattattat
actcctgtecg
cacaccgtat
catcagaaca
gcaacctttg
ctgtcoctgaga
eggtgeccac
accgtataag
actgtcagtc
cgtcatcceyg
acctgactac
ctgcttctge
atgcaaaaca
ccgcgtcectt
cgtcacagtt
cgacaacaaa
cgcaggaaga
ctatgctaat
ctctcaggea
cacagcacca
agggaacatg
gceectettta
gaggcgtcgee
gactaacgce
aatctcttte
agtacactgt
acataccace
cacgggaggt
cagtgbtegtte

agcaccaagyg
gactgtggag
gegacagacyg
agccacgatt
geggggctat
atcckggecc
attagteact
ttcecattccc
gccgcaacta
atgtecacaac
tgtaattgcg
aaggttgatc
ctggtecege
ctggcaaatyg
aaccaagtea
ggagaagaac
gtgeccgactg
cagttatcta
gagctgtacec
atggtgggta
gaactgacac
gctaaagegg
ttttggctac
ctcttaccat
actgtgageg
actctagteca
actttggagc
tcteegtacyg
agctgtaagg
gacgctgaaa
gaatttgecat
taccaaggaa
aaggacgcca
attgtggtgt
ccaggacaat
acacaactgg
ccatctgget
tttggctgcee
cccatcteca
acggacatgt
attattaaat
gtcactattc
tcgacggect
gcagccgagt
cteggggtcc
gtgggactgg
agcaggcact
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acaacttcaa
aagggcacte
ggacgectgaa
ggaccaagct
ttgtaagaac
gatgtccaaa
catgtacgca
gaccgeagca
ccgaggagat
agtcecggcaa
gtggctcaaa
aatgtcatgc
gtaatgctga
taacatgcag
tcatgectact
caaactatca
aagggctcga
caaacggtac
ccactatgac
tggcagcggg
caggagctac
ccacatacca
aagcccttat
gectgctgtaa
cgtacgaaca
atagacctgg
caacactatc
tgaagtgctg
tcttcaccgg
acacgcagtt
cagcatacag
ataacatcac
aattcattgt
acaaaggtga
ttggcgatat
tactgcagag
ttaagtattg
aaatagcaac
tcgacatace
cgtgcgaggt
atgcagccag
gggaagctga
tagccagege
gccaccccece
aggacatcte
ttgttgetgt
aacttgacaa

tgtctataaa

.gtgccatagt

aatccaggtce
gcgttatatg

atcagcaceg -

aggggaaact
cccatttcac
cggtaaagag
agaggtacac
cgtaaagatc
tgaaggacta
cgeggtcacce
acttggggac
ggtgcctaaa
gtatcctgac
agaagagtgg
ggtcacgtgyg
agcccatggce
tgtagtagtt
gatgtgcatg
cgtceccttte
agaggctgcg
tcegetggea
aacgttggct
cgtaacagtg
ctacagccce
gcttgattac
cggtacagca
cgtctaccca
gagcgaagca
ggctcatacc
tgtaactgcc
ggggccaatg
cgtctataac
ccaaagtcgc
accggetgtg
gctaaaagaa
aaacccggta
ggaagcggcee
accagcctge
caagaaaggc
gatagaagtt
cgaattecege
gaaggaccac

cgctacggceg .

tgeccgcactg
ttaagtatga

8520
8580
8640
8700
8760
8820
8880
8940
2000
9060
9120
-9180
29240
92300
2360
9420
9480
9540
2600
9660
92720
9780
2840
2900
9960
10020
10080
10140
10200
10260
10320
10380
10440
10500
10560
10620
10680
10740
10800
10860
10920
10980
11040
11100
11160
11220
11280



aggtatatgt
ctacgcaacc
atacataaat
atcaaagggc
aatagaaaaa
aacataaaat

gtcccctaag
cctgaatagt
aggtatacgt
cgaataaccc
ccataaacag
taataaaaat
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FIGURA 8 (continuacién)

agacacactg
aacaaaatat
gtcccctaag
ctgaatagta
aagtagttca
c

tacatagcaa
aaaatcacta
agacacattg
acaaaatatg
aagggctata
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ataatctata
aaaattataa
tatgtaggtg
aaaatcaata
aaacccctga

gatcaaaggg
aaacagaaaa
ataagtatag
aaaatcataa
atagtaacaa

11340
11400
11460
11520
11580
11601



cagtttctta
tacgtggaca
tttgaggtgg
catctagecta
ggcagtgcge
cgcagtgegy
ggaaaagtcc
gtgccagaca
gcagacgtcg
caggcgatta
tacaatgcca
ctgaaggcta
ttgtctatta
tcaacgcetct
catttaaagg
tacgtcgtta
gtaacccacc
agagtgtcat
atcecttgcta
agaatagtgg
cccgtggtceg
gaaaaactcc
aagcagaaaa
gccgagtttg
aggactagaa
ggagacgcce
ctgactcgcg
gacgtggaac
atcaaagtta
cagaccgtac
. acgtgcacge
ctagtgeect
acgatggtgt
ggaccagccc
cacgagtacg
ctggtactgg
aaaatccgec
tetggcaagt
aagaaagaaa
tctgcacgta
tacgtagacg
agaccaaggc
atgcagatga
tccaggcggt
atgcgcacta
cctgaccetg
gactatcgtyg

ctgctctact
tagacgctga
aaccaaggca
taaaactaat
cagcaaggag
aagatccega
tggacagaaa
cggagacgcc
ctatatacca
aaggggtccg
tggcgggtge
agaacatagg
tgagagggaa
acccggaaaqg
gcaaactcag
agagaataac
acgcagacgg
tcteggtgty
cagaagtcac
ttaacggcag
cccaagectt
tgggggtcag
cacacacggt
acagctttgt
tcaaatggtt
gagaagcecyg
aagccctacce
agcttgagga
ctgcccaace
tacgtagcca
acaacggacg
caggctatgc
ataacgaaag
tgaacaccga
tctacgacgt
tgggcgactt
ctgectgeee
cagctattat
actgccaaga
cggttgacte
aggcgtttge
agaaagttgt
aagtcaacta
gtacactgcc
cgaatgagta
gagacctegt
gatacgaggt
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ctgcaaagca
cagegecttt
ggtcacaccg
agagcaggaa
gatgatgtcg
gagactcgecc
catctctgga
aacattctgc
agacgtctat
agtggecgtac
ctaccectca
attatgttca
aaagctaaaa
ccgcaagcta
cttecacatge
gatgagccca
attcctgatg
cacatacgtg
gccggaggat
aacgcaacgg
cagtaagtgg
agaaagaaca
ctacaagagg
ggtaccgagt
gttaagcaag
ggacgcagaa
acctctacag
cagagegggc
aacagaccac
gaagctcagt
agcagggagg
aatctcgect
agagttcgta
cgaagagtcg
ggatcagaga
gactaatccg
atacaaaatt
caagaaccta
aatecaccacc
gctgetettyg
gtgccactct
actttgtggt
taatcacaac
tgtgaccgece
caacaagccg
gttaacgtge
catgacagca

FIGURA 9

agagattaat
ttgaaggccc
aatgaccatg
attgacceceg
gacaggaagt
aattatgcga
aagatcgggg
ttacacacag
gctgtacacg
tgggttgggt
tactcgacaa
acagacctga
ccgtgegace
cttaagagct
cgctgtgata
ggcetttatyg
tgcaagacta
ccggcgacca
gcacagaagce
aatacgaaca
gcaaaggagt
ctgacctget
cctgatacce
ctgtggtegt
gtgccaaaaa
aaagaagcag
gcagcacagyg
gcaggaataa
gtcgtgggag
ctgattcacg
tatgecggtceg
gaagacttcc
aacagaaagc
tatgagctgg
agatgctgta
ccctaccacg
geagtceatag
gttaccaggc
gacgtgatga
aatggatgca
ggaacgctac
gacccgaagce
atctgcaccce
attgtgtcat
attgtagtgg
ttecagagggt
gcegecatecce
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aacccatcat
tgcaacgtge
ctaatgctag
actcaaccat
accactgcegt
gaaagctagce
acttacaagc
acgtctcatg
cacccacgtc
tcgacacaac
actgggcaga
cggaaggtag
gtgtgctgtt
ggcacctgcc
cagtggtttc
gaaaaaccac
ccgacacggt
ttbgtgateca
tgttggtggyg
ccatgaaaaa
gcocggaaaga
gekgtetatyg
agtcaattca
ccgggttgte
ccgacctgat
aggaagaacg
aagatgttca
tagagactcce
agtacctggt
ctttggcaga
aagcgtacga
agagtctaag
tacaccatat
tgagggcaga
agaaggaaga
aattcgecata
gagtcttegg
aggacctggt
gacagagagg
acagaccagt
ttgctttgat
agtgcggett
aagtgtacca
cgttgecatta
acactacagg
gggttaaaca
aagggttaac

géatcctgtg

gtaccccatg
agcgttcteg
cctggatate
ctgcccgatg
atctgccgea
agtaatggcc
tagacagaga
gctataccac
cccgtteoatyg
tgagcaggta
acgaggcaag
ctcagtaggy
atcggtgtte
gtgtgaggge
agggtatgcg
tgacggcgaa
aatgaccggce
gctgaaccag
ttatctgctt
catggaagat
ggcattcaag
gaaggttcag
aatccectttg
cccatacage
agaagcagaa
ggtcgaaatc
gagaggagct
actcteccecg
gcaagtgaag
cggcecgagte
cgaaagcgca
tgcgatgcac
gaggacagaa
agcecgcagga
tgaagggcta
agtaccggga
gactagcgga
tctagagata
cgacgtgttg
cgecttggtg
cttcaatatg
caaaagtatc
cgaaggcaaa
ctcaacaaaa
actgcaaatt
cagaaaagga

60
120
180
240
300
360
420
4BO
540
600
660
720
780
840
200
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1820
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820



gtttacgcag
gtcaacgtac
cegtggataa
tgggaggtgg
acattccaaa
gcggggataa
aaagcatact
ctagacageg
gataataggc
agaaagtatc
aggaggatag
cactcattag
aagataaacg
agagtcactt
ttgggtctgc
tttcgecatac
ggtgactcat
gcagatagaa
gcgttgaaac
gacaatggca
gtaggacagg
gcgaagaacqg
ggtgtttgca
gtgggaaccg
aacttctcta
gtcgcaaagq
ggtgtatact
atggactcga
atatctgagg
gactgcgata
accacggaag
gatatggcgg
ctatatgccc
gacgcatecat
cgcgteaccce
ctcccaaagt
gaccacaacqg
caggaggcga
gagatactgc
gacgacgggyg
cagggcaggt
agtacgccag
cccacctaag
atccatggcecc
catccagaga
tacttaccgyg
caatccocgag

ttagacaaaa
tcctaacgeg
agacgctgca
agcatgcatc
ataaagccaa
aactaaatga
cacctgaagt
ggctatttte
ctggagggaa
cattcacaaa
aagactttaa
tggccgaaca
gccaccacgt
gggtagegce
cagcaacgct
accattacca
tgagactgct
ccagtgaacyg
caccatgtgt
gaaggaattt
tcacccgagc
atgaagagtg
aggcagtata
caaaaacagt
attattcgga
aagtaactag
caggagggaa
cggatgecaga
ccatacagat
ttgttcacgt
gcgcactgta
agatacatac
tgggggaaag
ctcocceoccaa
ggcttegeat
acaaaataga
tgeecategeg
gtacaatcac
ccgteccegte
cgacacacac
gggtatatat
tecagtgctgce
ctggatgaag
aacagaagca
ctaaagagag
actacatatc
tccgecagtag
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FIGURA 9 (continuacién)

agttaatgaa
tacggaaggt
gaacccaceg
aataatggcg
cgtittgttgg
taggcagtgg
agccctgaat
taaacegttg
aatgttcgga
agggaagtgg
ccctaccace
ccgececcagta
gctcctggte
gttaggtgtce
tggtaggtat
acagtgegte
caaaccggge
agtcatctgc
caccagcaac
cacaactcat
aggatgtgca
cgtagtcaac
caaaaaatgg
tatgtgeggt
gtctgaaggg
gctgggagta
agacaggctg
cgtggteate
goeggacccaa
gcaccctgac
ctcatatcta
tatgtggcca
tattgaatcg
aactgtcecg
gaaccacgtc
aggagtgcaa
cgtaagtcea
gtcactgacg
agacctggat
gctgcocatee
tctcgtcgga
cggtgaacac
caaaggagca
ggtatcagtc
gctgtagact
cggegectgt
cagcatgcaa

~aacccgcetct
aaactggtat
aaaggaaact
ggcatctgca
gctaagaget
tctcagataa
gaaatatgta
gtgtetgtgt
tttaaccececyg
aacatcaaca
aacatcatac
aaaggggaaa
agtggctata
cgcggagegg
gacctagtgg
gaccacgcaa
ggctctctat
gtattgggac
actgagatgt
gtcatgaaca
ccgtcgtacce
gccgctaacce
ceggagtect
acgtatccag
gaccgggaat
aatagtgtag
acccagtcac
tactgcegeg
gtagagctge
agcagcttgg
gaagggaccc
aagcaaacag
atcaggcaga
tgcectttgeco
acaagcataa
aaagtcaaat
agggaatata
catagtcaat
gctgacgecc
acaaccggaa
caccggtcca
cctggaggaa
actattactt
gcgcaaagta
atacttaatg
gtactcgect
tgagttctta
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atgcatcaac
ggaagacact
tcaaagcaac
gtcaccaaat
tggtccctat
ttcaagectt
cgecgecatgta
attacgogga
aggcagcatc
agcagatctg
cggccaacag
gaatggaatg
accttgcact
actacacata
tcataaacat
tgaaactgca
tgatcagagc
gcaagtttag
tettecctatt
atcaactgaa
gggtaaaacg
ctegegggtt
ttaagaacag
taatccacge
tggcagctgc
ctatacctct
tgaaccacct
acaaagaatg
tggatgagca
caggcagaaa
gttttcatca
aggccaatga
aatgecccggt
gttacgctat
ttgtgtgttc
gctctaaggt
gatecttcececa
tcgacctaag
cagccctaga
accttgegge
ggtcatttac
gtccacgagyg
aagaaactce
gaaaacatga
tcagagaccc
ccgatcaacyg
gctagaaact

gtcagagcac
tteccggegac
tattaaggag
gaccttcgat
cctecgaaaca
caaagaagac
tggggtggat
taaccactgg
cattctagaa
cgtgactacc
gagactacca
gctggttaac
gcctactaag
caacctagag

ccacacacct -

aatgctcggg
atatggttac
atcgtctaga
cagcaacttt
tgcagcctte
catggacatc
accgggtgac
tgcaacacca
tgttggacca
ctatcgagaa
cctctecaca
ctttacagcc
ggagaagaaa
catctccata
aggatacagc
gacggctgtyg
gcaagtctgce
ggatgatgca
gactccagaa
ttcgtttece
aatgctattt
ggagtectgca
cgttgatgge
accagcacta
egtgtctaga
aacagaagtc
agaagtgtta
aggagagtgce
aagcagcaat
caaaagtccc
tccgattgte
atccaactgt

2880

. 2940

3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640



ctcatecatac
gagttgcctg
cgcttaccac
gaatgtactg
cactttggac
atactgggaa
tgttactaaa
gccactacag
gactcctggt
acccttggeg
cgtcctcecta
catagcogca
taagagccaa
ggatcactcc
accgacaggt
gttocgteoaac
aaaatcegcg
tgaattgatg
agttgtatec
aggaacagct
agcggcaggt
atggcaacga
gcagggtata
cgagaagcte
agctacctat
ttecatcccaa
cctactatece
cagctgatct
aggaatcgga
caaaagaagce
gagaggatgt
gtaacaggtt
accatcgata
gaatgcgege
ccggaggggt
atccctacag
cgcgtggtgg
gtgacctgga
cttgececatec
tgcacgcecct
gtcatgagac
cagcgacgca
cactgtceccg
agaaatgaag
acggatgaca
gcagagaggyg
ggacacttca

caaattaceg
gaccgagcga
gcgeccecteca
gcagcagcca
tcagcagtat
gaatttgctg
ctaaaagggce
gaagtaccaa
acaaagcata
acagcatacce
cccaatgtac
cactttaagce
gatgattcac
ctgctggact
acgcgecttea
acattgttaa
tgcgeggect
gcagccagat
ttgaaagcece
tgcagagtgg
gacgaacaag
acagggctaa
tcagttgtgg
agaggaccog
tttgcagaag
cccaaacttt
aagtcatcaqg
cagcagttaa
agaataagaa
agccacctaa
gcatgaaaat
acgcgtgcct
acgeggacet
agatacccgt
actacaactg
gtgctggcaa
ccatagtctt
ataaagacat
cagkttatgtg
gctgctacga
ctgggtacta
gcaccaagga
actgtggaga
cgacagacgg
gccacgattyg
cggggectatt
tectggecey
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acgagtatga
cattcaatcc
tcagaagcgc
cgaaaagaaa
tcaacgtgga
ccagccctat
caaaagcagc
tggataggtt
cagaggaaag
tatgtgggat
atacactatt
caggagacac
ttgcgettac
tgatagaggc
agtteggege
acatcaccat
tcatcggega
gtgccacttyg
cttacttttg
cagacccgct
atgaagatag
ttgatgaget
taatgtccat
tcataacttt
ccgacagcaa
ttacaatagg
gceccagacceg
taaactgaca
gcaaaagcaa
aaagaaaccg
cgaaaatgat
ggtgggggac
ggccaaactyg
gcacatgaag
gcaccacggda
accaggggac
aggaggagct
tgtcactaaa
cctgttggea
aaaggaaccg
tcagctgeta
caacttcaat
agggcactcg
gacgctgaaa
gaccaagctyg
tgtaagaaca
atgtccaaaa

tgcatatcta
gtcaaaactc
tgtaccgtce
ctgcaacgtc
gtgtttcaaa
taggataaca
agegctatte
cacagtagat
acctaaggtg
tcacagagag
tgacatgtct
tgttttggaa
tgctttgatg
tgctttegga
catgatgaaa
cgocagecga
cgacaacata
gatgaacatg
tggagggttt
aaaaaggctt
aagacgagcyg
ggagaaagcg
ggccaccttt
gtacggeggt
gtatctaaac
aggtaccagc
cgccetcaga
atgcgcgegy
aaacaacagyg
gctecaaaaga
tgtattttcg
aaagtaatga
geetttaage
tccgacgett
gcagtacagt
agcggcagac
aatgaaggag
atcacccecyg
aacaccacgt
gaggaaaccc
caagcatcct
gtctataaag
tgccatagtc
atccaggtcet
cqgttatatgg
tcagcaccgt
ggggaaacte
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gacatggtgg
aggagctacc
ccattccaga
acacagatga
aaattcgecat
actgagaatt
gcaaaaacce
atgaaaaggyg
caggttatac
ctggttagga
gccgaggatt
acggacatag
ctgttagagg
gagatttcca
tcaggtatgt
gtgctggaag
atacatggag
gaagtgaaga
atactgcacg
tttaaactgg
ctggctgacg
gtatactcta
gcaagctcca
cctaaatagg
actaatcagce
ctcgacccectg
ggcaagctgg
taccccaaca
cgccacaaaa
aaaagaagcc
aagtcaagca
aaccagcaca
ggtcatctaa
cgaagttcac
actcaggagqg
cgatcttecga
cccgtacagce
agggggccga
tecceoctgete
tacgcatgct
taacatgttc
ccacaagacc
ccgbagcact
ccttgcaaat
acaaccacat
gtacgattac

tgacggtggg

acgggtcgga
cgaaacagca
acacactaca
gggaattacc
gcaaccaaga
tagcaaccta
ataatctact
acgtgaaggt
aggcggctga
ggctgaacge
tcgatgccat
cctoctttga
atttaggggt
gctgtecacct
tcctaactct
ategtctgac
tecgtectoega
tcatagatgc
atactgtgac
gcaaaccgct
aagtgatcag
ggtacgaagt
gatccaactt
tacgcactac
tacaatggagy
gactcecgege
gcaacttgece
gaagccacgco
caacacaaat
gggccgeaga
cgaaggtaag
cgtaaagggy
gtatgacctt
ccatgagaaa
ccggttecace
caacaaggga
cctctcggtg
agagtggagt
ccagccccect
tgaggacaac
tecececaccgce
atacttaget
agaacgcatc
cggaataaag
gccagcagac
tggaacaatg
attcactgac
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€300
6360
6420
€480
6540
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6660
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7200
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8160
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agtaggaaga
cgggaaaaat
cagagcaccg
cgcacattaa
cggtacaagt
aataactgeca
aactecccte
ccgtttecge
tacgggaaaa
cggaatatgg
gtgctaaccg
tattggcege
tattattatg
ctcetgtega
acaccgtatg
atcagaacag
caacctttgt
tgtectgagac
ggtgcccaca
ccgtataaga
ctgtcagteca
gtcatccecgt
cctgactaca
tgcttetgeg
tgcaaaacag
cgegtecttt
gtcacagtta
gacaacaaaa
gcaggaagac
tatgctaata
tcteaggecac
acagcaccat
gggaacatgc
ccctctttaa
ggcgtcgeca
actaacgecg
atctctttet
gtacactgtg
cataccacce
acgggaggtg
gtgtcgttea
gacacactgt
acaaaataca
tccectaaga
tgaatagtaa
agtagttecaa
aaatgaatac

ttagtcacte
teccatteccg
ccgecaactac
tgtcacaaca
gtaattgcgg
aggttgatca
tggtccegeg
tggcaaatgt
accaagtcat
gagaagaacc
tgccgactga
agttatctac
agctgtacce
tggtaggtat
aactgacacc
ctaaagcggc
tttggctaca
tcttacecatg
ctgtgagcgce
ctctagtcaa
ctttggagee
cteccgtacgt
gctgtaaggt
acgctgaaaa
aatttgcatc
accaaggaaa
aggacgeccaa
ttgtggtgta
caggacaatt

cacaactggt
catctggctt
ttggectgeca
ccatctccat
cggacatgtc
ttattaaata
tecactattcg
cgacggcctt
cagccgagtg
teggggtceea
tgggactggt
gcaggcacta
acatagcaaa
aaatcactaa
gacacattgt
caaaatatga
agggctataa
catatgg
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FIGURA 9 (continuacién)

atgtacgecac
accgcagcac
cgaggagata
gtececggeaac
tggctcaaat
atgtcatgce
taatgctgaa
aacatgcagg
catgctactg
aaactatcaa
agggctcgag
aaacggtaca
cactatgact
ggcagcgggg
aggagctacc
cacataccaa
agceccttatt
ctgctgtaaa
gtacgaacac
tagacctgge
aacactatcyg
gaagtgctge
cttcaccggce
cacgeagttg
agcatacagg
taacatcact
attecattgtyg
caaaggtgac
tggcgatatce
actgcagaga
taagtattgg
aatagcaaca
cgacataccyg
gtgcgaggta
tgcageccage
ggaagctgag
agcragegec
ccacceceecyg
ggacatctcc
tgttgetgtt
acttgacaat
taatctatag
aaattataaa
atgtaggtga
aaatcaataa
aacccckgaa

ccatttcace
ggtaaagage
gaggtacaca
gtaaagatca
gaaggactaa
gcggtcacca
cttggggacc
gtgcctaaag
tatcctgacce
gaagagtggg
gtcacgtggg
gcccatggec
gtagtagttg
atgtgcatgt
gtecetttec
gaggctgcga
ccgetggcag
acgttggett
gtaacagtga
tacagcccca
cttgattaca
ggtacagcag
gtctacccat
agcgaageac
gctcataccyg
gtaactgecct
gggccaatgt
gtctataaca
caaagtcgca
ccggetgcegy
ctaaaagaac
aacccggtaa
gaagcggect
ccagcctgca
aagaaaggca
atagaagttg
gaattccgeg
aaggaccaca
gctacggcga
gccgcactga
taagtatgaa
atcaaagggce
aacagaaaaa
taagtataga
aaatcataaa
tagtaacaaa
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acgaccctece
taccttgeag
tgccecccaga
cagtcaatgg
caactacaga
atcacaaaaa
gaaaaggaaa
caaggaaccc
acccaacact
tgatgcataa
gcaacaacga
acccgecatga
tgtcagtggc
gtgcacgacg
tgcttagcect
tatacctgtg
cectgattgt
ttttagecegt
tcccgaacac
tggtattgga
tcacgtgcga
agtgcaagga
ttatgtgggg
acgtggagaa
catctgcatc
atgcaaacgg
cttecagecectg
tggactaccc
cacctgagag
gtacggtaca
gecggggegtc
gagcggtgaa
tecactagggt
cccattecte
agtgtgcggt
aagggaattc
tacaagtctg
tagtcaacta
tgtcatgggt
ttctaatcgt
ggtatatgtg
tacgcaacce
tacataaata
tcaaagggcc
atagaaaaac
acataaaatt

tgtgataggt
cacgtacgtg
cacccctgat
ccagacggtg
caaagtgatt
gtggcagtat
aattcacatc
caccgtgacg
cctgtecctac
gaaggaagtc
gccgtataag
gataattctg
cacgttcata
cagatgcatc
aatatgctgc
gaacgagcag
tctatgcaac
aatgagecgtc
ggtgggagta
gatggaacta
gtacaaaacc
caaaaaccta
cggcgectac
gtccgaatca
agctaagctc
cgaccatgce
gacaccttte
gccctttgge
taaagacgtc
cgtgecatac
gctgcagcac
ctgecgccocgta
cgtegacgeg
agactttggg
gcattcgatg
tcagctgcaa
ttctacacaa
cceggegtcea
gcagaagatc
ggtgctatgc
tcecectaaga
ctgaatagta
ggtatacgtg
gaataacccec
cataaacaga
aataaaaatc

8520
8580
8640
8700
8760
8820
8880
8940
2000
9060
9120
9180
9240
9300
9360
9420
9480
9540
9600
9660
9720
9780
9840
9900
9960

10020

10080

10140

10200

10260

10320

10380

10440

10500

10560

10620

10680

10740

10800

10860

10920

10980

11040

11100

11160

11220

11237



ataccecgtge
tacaactggc
gctggcaaac
atagtcttag
aaagacattg
gttatgtgee
tgctacgaaa
gggtactatc
accaaggaca
tgtggagaag
acagacggga
cacgattgga
gggctatttg
ctggecccgat
agtcactecat
cattccegac
gcaactaccyg
tcacaacagt
aattgcggtyg
gttgatcaat
gtceccgcegta
gcaaatgtaa
caagtcatca
gaagaaccaa
ccgactgaag
ttatctacaa
ctgtacccca
gtgggtatgg
ctgacaccag
aaagcggcca

acatgaagte
accacggagc
caggggacag

gaggagctaa
tcactaaaat
tgttggcaaa
aggaaccgga
agctgctaca
acttcaatgt
ggcactcgtg
cgctgaaaat
ccaagctgeg
taagaacatc
gtccaaaagg
gtacgcaccc
cgcagcacgg
aggagataga
ccggcaacgt
getecaaatga
gtcatgccge
atgctgaact
catgcagggt
tgctactgta
actatcaaga
ggctegaggt
acggtacagc
ctatgactgt
cagcggggat
gagctaccgt
cataccaaga
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cgacgetteg
agtacagtac
cggcagaccg
tgaaggagcc
cacccccgag
caccacgtte
ggaaacccta
agcatcctta
ctataaagcee
ccatagtccc
ceaggtetee
ttatatggac
agcaccgtgt
ggaaactcty
atttcaccac
taaagagcta
ggtacacatg
aaagatcaca
aggactaaca
ggtcaccaat
tggggaccga
gcctaaagca
tcctgaccac
agagtgggty
cacgtggggc
ccatggecac
agtagttgty
gtgcatgcgt
ccctttectg
ggctgcgata

FIGURA 10

aagttcacce
tcaggaggcc
atcttcgaca
cgtacagcecece
ggggccgaag
cectgetecce
cgcatgcttg
acatgttctc
acaagaccat
gtagcactag
ttgcdaaatcg
aaccacatgc
acgattactg
acggtgggat
gaccctectg
ccttgcagca
ccccecagaca
gtcaatggcc
actacagaca
cacaaaaagt
aaaggaaaaa
aggaacecca
ccaacactcc
atgcataaga
aacaacgagc
ccgcatgaga
tcagtggcea
gcacgacgca
cttagcctaa
tacctgtgga
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atgagaaacc
ggttcaccat
acaagggacyg
tctcggtggt
agtggagtct
agcceecttg
aggacaacgt
cccaccgcca
acttagctca
aacgcatcag
gaataaagac
cagcagacgce
gaacaatggg
tcactgacayg
tgataggtcg
cgtacgtgca
cececctgateg
agacggtgceg
aagtgattaa
ggcagtataa
ttcacatccc
ccgtgacgta
tgtcctaceg
aggaagtcgt
cgtataagta
taattctgta
cgttcatact
gatgcatcac
tatgctgcat
acgagcagca

ggaggggtac
cectacaggt
cgtggtggcc
gacctggaat
tgccatececa
cacgccctge
catgagacct
gcgacgcagc
ctgtcccgac
aaatgaagcg
ggatgacagc
agagagggcyg
acacttcatc
taggaagatt
ggaaaaattc
gagcaccgco
cacattaatg
gtacaagtgt
taactgcaag
ctccectatg
gtttccgectg
cgggaaaaac
gaatatggga
gctaaccgtg
ttggcegeag
ttattatgag
cetgtegatg
accgtatgaa
cagaacagct
accttta
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atacccgtgce
tacaactggce
gectggcaaac
atagtcttag
aaagacattg
gttatgtgee
tgctacgaaa
gggtactatc
accaaggaca
tgtggagaag
acagacggga
cacgattgga
gggctatttg
ctggccegat
agtcactcat
cattcccgac
gcaactaccqg
tcacaacagt
aattgcggtg
gttgatcaat
gtccegegta
gcaaatgtaa
caagtcatca
gaagaaccaa
ccgactgaag
ttatctacaa
ctgtacccca
gtgggtatgg
ctgacaccag
aaagcggcca

acatgaagtc
accacggagc
caggggacag
gaggagctaa
tcactaaaat
tgttggcaaa
aggaaccgga
agctgctaca
acttcaatgt
ggcactcgtg
cgctgaaaat
ccaagectgeg
taagaacatc
gtcocaaaagyg
gtacgcaccc
cgcagcacgg
aggagataga
ccggcaacgt
gctcaaatga
gtecatgcege
atgctgaact
catgcagggt
tgctactgta
actatcaaga
ggctegaggt
acggtacagce
ctatgactgt
cagcggggat
gagctacegt
cataccaaga
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cgacgctteg
agtacagtac
cggcagaceyg
tgaaggagcc
cacccecgag
caccacgtte
ggaaacccta
agcatcctta
ctataaagcc
ccatagtccc
ccaggtctcc
ttatatggac
agcaccgtgt
ggaaactetg
atttcaccac
taaagagcta
ggtacacatg
aaagatcaca
aggactaaca
ggtcaccaat
tggggaccga
gcctaaagca
tectgaccac
agagtgggtg
cacgtggggce
ccatggeecac
agtagttgtg
gtgcatgtgt
cectttectyg
ggctgcgata

FIGURA 11

aagttcaccc
tcaggaggcc
atcttegaca
cgtacagcce
ggggccgaag
cectgetecee
cgcatgettg
acatgttecte
acaagaccat
gtagcactag
ttgcaaatecg
aaccacatgce
acgattactg
acggtgggat
gaccctcctg
ccttgcagca
cccccagaca
gtcaatggcc
actacagaca
cacaaaaagt
aaaggaaaaa
aggaacccca
ccaacactce
atgcataaga
aacaacgagc
ccgeatgaga
tcagtggcca
gcacgacgca
cttagcctaa
tacctgtgga
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atgagaaace
ggttcaccat
acaagggacg
tcteggtggt
agtggagtct
agceccecttg
aggacaacgt
cccaccgceca
acttagctca
aacgcatcag
gaataaagac
cagcagacgc
gaacaatggg
tcactgacag
tgataggteg
cgtacgtgeca
cccetgateg
agacggtgcg
aagtgattaa
ggcagtataa
ttcacatccc
ccgtgacgta
tgtectaceg
aggaagtcgt
cgtataagta
taattctgta
cgttcatact
gatgcatcac
tatgctgecat
acgagcagca

ggaggggtac
ccctacaggt
cgtggtggcc
gacctggaat
tgccateccca
cacgcectge
catgagacct
gcgacgcagc
ctgtcececgac
aaatgaagcg
ggatgacagc
agagagggcyg
acacttcatc
taggaagatt
ggaaaaattce
gagcaccgcc
cacattaatg
gtacaagtgt
taactgcaag
ctccectetg
gtttcecgetg
cgggaaaaac
gaatatggga
gctaaccgtg
ttggccgecag
ttattatgag
cctgtcgatg
accgtatgaa
cagaacagct
accttta
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atacccgtge
tacaactggc
gctggcaaac
atagtcttag
aaagacattg
gttatgtgcc
tgctacgaaa
.gggtactatc
accaaggaca
tgtggagaag
acagacggga
cacgattgga
gggctatttg
ctggcecegat
agtcactcat
cattceecgac
gcaactaccg
tcacaacagt
aattgcggtyg
gttgatcaat
gtccegegta
gcaaatgtaa
caagtcatca
gaagaaccaa
ccgactgaag
ttatctacaa
ctgtacccca
gtgggtatgg
ctgacaccag
aaagcggceca

acatgaagtce
accacggagc
caggggacag
gaggagctaa
tcactaaaat
tgttggcaaa
aggaaccgga
agctgctaca
acttcaatgt
ggcactegty
cgctgaaaat
ccaagctgcg
taagaacatc
gtccaaaagg
gtacgcaccc
cgcagcacgg
aggagataga
ccggecaacgt
gctcaaatga
gtcatgccge
atgctgaact
catgcagggt
tgctactgta
actatcaaga
ggctecgaggt
acggtacagc
ctatgactgt
cagcggggat
gagctacegt
cataccaaga
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cgacgctteg
agtacagtac
cggcagaccg
tgaaggagcc
caccccegag
caccacgtte
ggaaacccta
agcatcctta
ctataaagce
ccatagtece
ccaggtectce
ttatatggac
agcaccgtgt
ggaaactctg
atttecacecac
taaagagcta
ggtacacatg
aaagatcaca
aggactaaca
ggtcaccaat
tggggaccga
gcctaaagca
tcctgaccac
agagtgggtg
cacgtggggc
ccatggccac
agtagttgtg
gtgcatgtgt
ccetttectg
ggctgcgata

FIGURA 12

aagttcacce
tcaggaggcc
atettegaca
cgtacagecce
ggggccgaag
cectgetece
cgecatgctty
acatgttctc
acaagaccat
gtagcactag
ttgcaaatcg
aaccacatgc
acgattactg
acggtgggat
gaccctectyg
ccttgecagca
ccecccagaca
gtcaatggece
actacagaca
cacaaaaagt
aaaggaaaaa
aggaacccea
ccaacactcc
atgcataaga
aacaacgagce
ccgcacgaga
tcagtggecca
geacgacgeca
cttagcctaa
tacctgtgga
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atgagaaacc
ggttcaccat
acaagggacg
tcteggtagt
agtggagtct
agccecettg
aggacaacgt
cccaccgceca
acttagctca
aacgcatcag
gaataaagac
cagcagacgc
gaacaatggg
tcactgacag
tgataggteg
cgtacgtgca
cccctgateg
agacggtgcg
aagtgattaa
ggcagtataa
ttcacatcee
cegtgacgta
tgtcctaccg
aggaagtcgt
cgtataagta
taattctgta
cgttecatact
gatgcatcac
tatgctgcat
acgagcagca

ggaggggtac
ccctacaggt
cgtggtggec
gacctggaat
tgccatecca
cacgecectge
catgagacct
gcgacgcagc
ctgtccecgac
aaatgaagcg
ggatgacagc
agagagggcg
acacttcatc
taggaagatt
ggaaaaatte
gagcaccgce
cacattaatg
gtacaagtgt
taactgcaag
ctececectetg
gtttccgetyg
cgggaaaaac
gaatatggga
gctaacegtyg
ttggcecgcayg
ttattatgag
cetgtcogatg
accgtatgaa
cagaacagct
accttta

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
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1320
1380
1440
1500
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1620
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1797



atacccgtge
tacaactgge
gectggcaaac
atagtcttag
aaagacattg
gttatgtgecc
tgctacgaaa
gggtactatc
accaaggaca
tgtggagaag
acagacggga
cacgattgga
gggctatttg
ctggeccgat
agtcactcat
cattcccgac
gcaactaceg
tcacaacagt
aattgcggtyg
gttgatcaat
gteccgegta
gcaaatgtaa
caagtcatca
gaagaaccaa
ccgactgaag
ttatetacaa
ctgtaccceca
gtgggtatgg
ctgacaccag
aaagcggcca

acatgaagtc
accacggage
caggggacag
gaggagctaa
tcactaaaat
tgttggcaaa
aggaaccgga
agctgctaca
acttcaatgt
ggcactcogtg
cgetgaaaat
ccaagectgeg
taagaacatce
gtccaaaagg
gtacgcaccc
cgcagcacgg
aggagataga
ccggcaacgt
gctcaaatga
gtcatgcege
atgctgaact
catgcagggt
tgctactgta
actatcaaga
ggctcgaggt
acggtacage
ctatgactgt
cagcggggat
gagctaccegt
cataccaaga
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cgacgcttcg
agtacagtac
cggcagaccyg
tgaaggagcc
cacccccgag
caccacgttc
ggaaacccta
agcatcctta
ctataaagcc
ccatagtccc
ccaggtetee
ttatatggac
agcaccgtgt
ggaaactctg
atttcaccac
taaagagata
ggtacacatg
aaagatcaca
aggactaaca
ggtcaccaat
tggggaccga
gcctaaagca
tecetgaccac
agagtgggtg
cacgtggggc
ccatggeccac
agtagtigtg
gtgcatgtgt
ccctttectg
ggctgcgata

FIGURA 13

aagttcaccc
tcaggaggce
atcttcgaca
cgtacagece
ggggccgaag
ccctgctecec
cgcatgettg
acatgttcte
acaagaccat
gtagcactag
ttgcaaatcg
aaccacatgc
acgattactg
acggtgggat
gaccctecectg
ccttgcagca
ccceoccagaca
gtcaatggecc
actacagaca
cacaaaaagt
aaaggaaaaa
aggaaccccoa
ccaacactecc
atgcataaga
aacaacgagc
ccgecatgaga
tecagtggcca
gcacgacgca
cttagcctaa
tacctgtgga
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atgagaaacc
ggttcacecat
acaagggacg
teteggtggt
agtggagtct
agcccecttg
aggacaacgt
cccaccgeca
acttagcteca
aacgcatcag
gaataaagac
cagcagacgc
gaacaatggg
tcactgacag
tgataggtcg
cgtacgtgca
ccocctgateg
agacggtgeg
aagtgattaa
ggcagtataa
ttcacatccc
ccgtgacgta
tgtectacceg
aggaagtecgt
cgtataagta
taattetgta
cgttcatact
gatgcatcac
tatgctgeat
acgagcagca

ggaggggtac
ccectacaggt

cgtggtggee

gacctggaat
tgccatceca
cacgccetge
catgagacct
gcgacgcaga
ctgtececgac
aaatgaagcg
ggatgacagc
agagagggcg
acacttcatc
taggaagatt
ggaaaaattc
gagcaccgcec
cacattaatg
gtacaagtgt
taactgcaag
ctecectctg
gtttecegcectg
cgggaaaaac
gaatatggga
gctaaccgtg
ttggccgcag
ttattatgag
cectgtegatg
accgtatgaa
cagaacagct
accttta
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720
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200
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1500
1560
1620
1680
1740
1737



gacaacttceca
gaagggcact
gggacgctga
tggaccaagc
tttgtaagaa
cgatgtccaa
tcatgtacgc
cgacecgeage
accgaggaga
cagtcecggea
ggtggctcaa
caatgtcatg
cgtaatgctg
gtaacatgca
atcatgctac
ccaaactatc
gaagggcteg
acaaacqggta
cccactatga

gacaacttca
gaagggcact
gggacgctga
tggaccaagce
tttgtaagaa
cgatgtccaa
tcatgtacgce
cgaccgcage
accgaggaga
cagtceggeca
ggtggctcaa
caatgtcatg
cgtaatgcetg
gtaacatgca
atcatgctac
ccaaactate
gaagggctcg
acaaacggta
cccactatga

atgtctataa
cgtgecatag
aaatccaggt
tgcgttatat
catecageace
aaggggaaac
acccattteca
acggtaaaga
tagaggtaca
acgtaaagat
atgaaggact
ccgeggteac
aacttgggga
gggtgcctaa
tgtatcctga
aagaagagtg
aggtcacgtg
cagcccatgg
ct

atgtctataa
cgtgccatag
aaatccaggt
tgegttatat
catcagcacc
aaggggaaac
accecattteca
acggtaaaga
tagaggtaca
acgtaaagat
atgaaggact
ccgecggteac
aacttgggga
gggtgcctaa
tgtatcctga
aagaagagtyg
aggtcacgtg
cagcccatgg
ct
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agccacaaga
tececcgtagea
ctecttgeaa
ggacaaccac
gtgtacgatt
tctgacggtyg
ccacgacecct
getacettge
catgceccceca
cacagtcaat
aacaactaca
caatcacaaa
ccgaaaagga
agcaaggaac
ccacccaaca
ggtgatgcat
gggcaacaac
ccacccgcat

agccacaaga
tcccgtagea
ctccttgcaa
ggacaaccac
gtgtacgatt
tetgacggtyg
ccacgaceact
gctaccttge
catgccceca
cacagtcaat
aacaactaca
caatcacaaa
ccgaaaagga
agcaaggaac
ccacccaaca
ggtgatgcat
gggcaacaac
ccacccegeat

FIGURA 14

ccatacttag
ctagaacgea
atcggaataa
atgccagcag
actggaacaa
ggattcactg
cctgtgatag
agcacgtacg
gacacccctg
ggccagacgyg
gacaaagtga
aagtggcagt
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FIGURA 26
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FIGURA 27
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FIGURA 29

GACRECTTCARTCTCRATARAGCCACAAEACCATACTIAGCTCACTICTCCCE
GACARACTTCAATCTCRATAAAGCCACRAAGACCATACTREGCTCACTIGTCLCG
GACARCTTCAATGTCEATARAGCCRACARGRCCATACTTABCTCARCIGTCCCG
GACARCTTCALTGTCTATARAGCCACAACGACCATACTTAGCTCACTETCCCG

ACTGTGERAGARCSGCACTCGTECCATAGTCCCGTAGCACTACAACCOATCLEGARATGAAG

ACTGPGERGAAGEGCACTCATRCCATAGTCCCGTAGCACTAGRACCCATCACAARTGAAG
ACTGZGSRGARGEGCACTCETGCCATAGTCCCGTAGCACTAGRACGORTCAGARATGARAG
ACTGTGEEGAMEEGCACTCETECCATAGTCCCETACCACTACAACGIATCAGAARTGRAG

CCGACAGACGEERCECTERAMATCCAGCT CTCCTTGCAARTCGEARTARAGACGERTERCA
CEACAGACGSEACGCTEAAN A TCCABCTCTCCTIGCARATOCEARTARRGACGGRATGACA
CEACACRCGEEACGCTGRARATCCRAGET CTCCTTGCARATUGEARTASEGACGERTGRCA
CCACAGACGGERCGCTCEARRTCCRAGETCTCCTIGCAARTCEGRATARAGACGGATARCA

GCCACGADTGERCCAAGCTGC I TATATSEACAACCACATGCCAGCAGRACGCAGAREAGGS
SCCACGATTGCOARSCAAGCTGC GTTATATGEACRAACCACATGCCAGCAGACCCAGAGAGGE
GCCACGRTTGGACCAAGC TEC T TATATGEACARCCACRTGCCAGCAGACGCAGRGAGES
GCCACGATTGGRECARAGCTGCETTATATGEACAACCACAT SCCAGCAGARCCCAGRERACGS

CGGGEGCTATTTCTARGARCATCACGCACCSTGTACGATTACTEGARCARTEGEACRCTTCA
CEGEECTATTTGTAAGARCATCAGCACCSTGTACGAT TACTCCARCARTGGGACACTECA
CEGGECTATTECTAAGARCATCAGCACCETGTACSAT TRCTGCAACARTEGSCACRCTTICA
CEGGECTATTOGTARGAACATCAGCACCOTGTACGAT TACTGCARCAATGEGACACTTCA

TCCTEGoCCHATSTCOAAARCGEEARACTCTGLAGETOEAATTCACTIECACACTACGANGA
TCCTGGoCCGATSTCCARARGEGECAAACTCIGSACGETGEGATTCACTICACAGIAGGARGA
TCCTCCRCCBATETCCARALCEECARACTCTSRCEETCECAT TICACTGACACTACGARGA
TCCIGGOCCEATGTCOCARAMGGEEARACTCIGRCGOT SCCATTCACTGACACTAGSARGA

PPAGTCACTCATGTACGCACCCATTTCACCASEACCCTCCEG TGATAGCT CECGERAARAT
FTAGTCACTCATSTACGCACCCATTFCACCATSACCCTOCTETSATAGGICCGEEARRAT
FTASTCACTCRATGTACGCACCCATT ICACCACGACCCTCCIETGATAGETCECERAMLAT
IFPAGPLACTCATSPEACGCACCCATTTICACCACGACCCTCCTCTGATAGCTCCGGRAASAT

TCCARTCCCEACCCECAGCACEETRAACAGCTACCTTGCAGCACSTACGTGCRGRECCACCG
TCCATICCCGACCGCAGCACEGRARACASCTACCTIGCAGTACSTACGTGCRAGRGCRLCE
TFCCATICCCGRCCCCAGCACGETAARCAGCTACCTTGCACCACGPACGTGCAGAGCRLCG
TCCATTCCCSACCGCACCACGEIRARACAGCTACCTIGOAGSACETACGTECRGRECALCE

CCGTRACTACC GRGGAGATIRCAGGTAGACATGGTCCCAGACACCCCIGRTCGCAGATTAA
CCGCAACTACCCGAGGACGATAGRGETACACATGCCCCCREACECOCCTCGATCCCACATTAN
CCGCAACTACCGAGCAGARTAGAGG TACACAIGUCCCCAGALACCCCTICGATCGCACATTAR
CCRTAACTRCCEAGGAGRTACAGETACACATGCCCCCAGACACTCCTIGRTCGCACATTAR

TGTCRCASCACTCCESCRACGTARAGAT CACAGT CAATGGCCASACEETGCEGTACARGT
TGTCACRAACAGTCCCECARCCEARRAGATCRACAGT CAATEGUCAGRCICTECEEGTACARGT
PETCACARCACTCCESCRACCT A AGATCACAGTCAATGGUCAGRCGETGCGETACARGT
PETCACARCAGTCOGESCAACCTARAGATCACAGT CAATCGCCRGACSETEGCEGTACAAGT
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FIGURA 29 (continuacién)

GPAZTTGCEETEECTCARATGALRCGACTARCAACTRCAGACRRAGCTEGATEARATARCTGCA
GILAATTGREGTEECTCARARCARGGRCEARCAACTACACRCAMAGTGATISATARCTCCA
GEAATTGCEETGECTCARATCANCECACTARCARCTACLCACARACTGATIAATARCTGCA
GTAAFIGCGSTCSCTCAAATCARCEACT AR CARCTACACGACARACTGATTAATARCTGCA

ACGTTCATCAATSTCATCECCEGCGETCACCAATCACAAARAGTESCAGTATARCTCCCCIC
AEGTICATCAATE?CATCCCECGECTCACCAATCACRAARAGTCECREGTATARCTCCCCTC
AGCTTCATCAATGTICATECCECCGETCACCARATCACHANAARGTCSCRETRTARCTCCCCTIC
AGGCTTGAZCAATSZCLRCCCCGLEETCACCAATCACRALAMGPCECAGDATAACTCCTCCTIT

TEGETCCCECE ARG TRAACT T CGECACCGARAAGGARRARTTCATHATCCCGTTITCGE
TCEGTCCCGCETAATCCIGARCTTGGECACCEARAAGCGASAANTTCHCATCCCGTTECCGT
TCETCCCGCETAARGCTGAACTPGGEEACCGARARCGARRAAMTTICRCATCCCGTTTICGT
TGGTCCCGCETAARNGCTCARCTPCCECACCEAMMACGARALATTCRCATCCCGTTTICCGE

TEGCARAPGTARCATGCAGCCIGCCCTRAACCARGSAACCCCACCGTEACGTACGEGARAR
TGGCRAATGT X ECATECAGCCIGCCTARAGCAAGGAACCCCAOCCTGRACETACCCGARAN
TEGOLARTGTAXCATSCAGEGGIGCCTARACCARGSAACCCCARCCGTGACETRCGGGARAR
TGGCAARTGIAACATSCREGCCTGCCTARAGCARGGAXACCCCACCGTSACHIACGEGEARAR

ACCARGTCATCATGCTACTESTATCCTEACCACCCANCACTCCTIICCRRCOCGGREATATGS
ACCARGTCATCATECTACTICTATCCTCACCACCCALCACTCCTSZCOIACCGERATATES
ACCARGTCATCATGCTECESTATRCCTCACCACCCALCACTICCTETCCRACCGGARTATES
ACCARGTCATCATGCTACTGTATCCTCACCACCCAACACTCCTGTCLTACCGEARTARGS

GAGARGAACCAAACTATCARCGAACAGT GSCTGATGCATAAGAAGGAAGTCGTGCTAACTG
GAGARGAACCARACTAYCAACAACACTGSECTEATGCATAAGARGERAGTCGTGCTAACCG
GAGARGARCCHRARCTATCAR CARCAGTGEEGTAATGCATAAGAAGCRACGTCGTGCTARLCLE
GRGARGAACCARACTATCARCARCASTGIG IGRTGCATAAGARGGRAGTCGTGCTAALLCG

TCECCCACTGARCGGCTCEAGCTCACG LGEEGOAACAACCAGCCGTATARGRATTEGTCED
PCCCCACTGARESGCTCEAGCTCACEDGECGOAACARCGRAGCCETRTRAGCERTTEGCCGT
TECCCACTGRACIGCTCCAGCTCACOGLGGEGCAACSACCAGCCSTRTARGTATTCECCGT
TECCRACTEANGEGCTCCAGGICACETGGEGCRACAACCAGCCETRATARAGTATTEGGTCGC

ACTTATCTACRAACCITACRGCCCATEGCCACCCGCATCAGATARTTICTGRATTATTATS
AGTTATCTACARACGSTRCAGCCCATGGCCACCCGCACGAGATARTTCTGTATIRTTIATS
ACTIATCPACLARCCSTACACCCCATCGECACCCGCATEGAGATASTTCTGRATTATTATIG
ACTTATCOACRRACGCSTRCAGCCCATGGUCACCCGCATGAGATAATICTGERT

AGCTGTACCCCACTATGRCT
AGCTGTACCCCACTAIGRCT
ACCTCTACCCCROIATSACT
AGCTCTACCCCRCTATGARCT

85



ES 2 543 839 T3

Iz a9

T340 5T: I4€  SOISW-Gp Jopeqan .s-Beeoebeieeieszobece)bbbeybeyeay6o6o0EboE13331~.5

I8N
690 obg boe B3= joe j00 oey Bio O=b jer et oey 533 oye =32 Oeb Jeo bBoc -2

LE-203 5316 116 =15 =36 joe B3 Joe 399 oey Bio beb 3y 33 oey b33 o3e eje beb jed Goo -.¢
s & & A A K & 4 X T 3 X Z X2 T I I I H 4
23 MIHD @p oluIlIopo)}d@ [op |eulwa)-) elouandas e| eled Iopeqe)

1376
STITHD LTIXAY  SOloW-gp JOPEQID .E-aaebeeaedobereyeiaibieenyioeesebioyeberene- .5

,c-e20 3063 282 156 2y> oey ea0 ebe eoe oob eee ey o3b jeE D33 oee oefsbze oo= gbe ofo-.¢
d 2 ¥ ¥ T X 4 ¥ T ¥ A X A& M I ¥ 4 eimdni spopis WFIRF £F

7ds 3 MIHD P [eUlulia)-N elouanoas e| eded JOpeqa)

0€ YdaNoOId

86



ES 2 543 839 T3

FIGURA 31

o .. Hiptrap Chelating HP
Volumen de imidazol 500 mM (elucién: Es) Elucién: 1 mL/fraccion

Muestra: 16,5 pL/pocillo
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FIGURA 32
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Antigenos viricos purificados Elucion de imidazol Fecha Western blot:
« DEN-3 sE > fraccion €, 2 1007108 PAGE-SDS 4-12%
» DEN4 sE <> fraccion E, 3 2007108 16,5 pL/pocillo
*WNsE <> fraccion By 2 25007:006 RHEP
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FIGURA 33
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FIGURA 35
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FIGURA 36
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