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RESUMEN

Los virus siempre necesitaran de la maquinaria metabdlica de la célula infectada para
replicar su material genético, produciendo numerosas copias del virus original. En dicho
proceso, algunos virus poseen la capacidad de producir un efecto citopatico denominado
lisis celular. Dentro de los virus que producen este efecto se encuentran los virus Herpes,
descritos en insectos, reptiles, anfibios y moluscos; como también en casi todas las

especies de aves y mamiferos que se han investigado.

Uno de los virus de interés veterinario es el Herpes Canino Tipo 1 (CaHV1), debido a que
Su persistencia en un criadero canino provoca pérdidas econdmicas considerables, que
incluso pueden significar el cierre de este tipo de empresas. El CaHV1 provoca una alta
cantidad de cuadros clinicos, en especial en cachorros menores de cuatro semanas, en
donde se ha descrito una mortalidad cercana al 90% de la camada. Si bien en Chile su
deteccién y caracterizacién biolégica fue descrita hace algunos afios, obteniéndose un
aislado nativo denominado RP5, lamentablemente aun no existe un método diagndstico
rapido.

Bajo este contexto, el objetivo de este estudio fue la deteccion simultdnea de dos
fragmentos del gen de la glicoproteina B del CaHV1 en un mismo PCR (variante
multiplex) a partir del aislado RP5. Asi, al determinar las temperaturas y tiempos 6ptimos
para las etapas de alineamiento y elongacion, se pudo implementar una herramienta de
diagndstico molecular que podria ser utilizada y comparada con otros protocolos de PCR,
que actualmente se estan desarrollando en otras memorias de Titulo en la Unidad de

Virologia de nuestra Facultad.
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SUMMARY

Viruses will always need the metabolic machinery of the infected cell in order to replicate
its genetic material and produce multiple copies of the original virus. In this process, some
viruses have the capacity to produce a cytopathic event called cellular lysis. Among the
viruses that produce this effect we can find Herpes virus, described in insects, reptiles,
amphibians, and mollusks; as well as almost all bird and mammal species ever

investigated.

One of the virus of veterinary interest is Canine Herpes Virus Type 1 (CaHV1), due to its
persistence in canine kennels it creates considerable economic losses, that can produce
the shutdown of these kinds of businesses. CaHV1 causes a high number of clinical
cases, especially in puppies younger than four weeks old, where a mortality rate of 90%
has been described. Even though in Chile its detection and biological characterization was
made a few years ago, obtaining a native isolate named RP5, a quick detection method
does not exist.

Due to this, the objective of this study was the simultaneous detection of two fragments of
the CaHV1 glycoprotein B gene in the same PCR (multiplex variant) from the RP5 isolate.
Thus, by establishing the optimal times for elongation and alignment, a tool of molecular
diagnostic was implemented, and could be used and compared with other PCR protocols

that are currently being developed in other thesis in the Virology Laboratory of our Faculty.

Keywords: canine herpes virus, multiplex PCR, molecular diagnostic.



INTRODUCCION

El virus Herpes Canino Tipo 1 (CaHV1), fue descrito por primera vez en Estados Unidos
de Norteamérica como el agente causal de una enfermedad septicémica mortal en
cachorros menores de 4 semanas (3). En perros adultos provoca infeccion de la mucosa
externa del aparato genital causando, entre otros sintomas, una leve vaginitis vesicular;
ademas es uno de los causantes del sindrome respiratorio denominado “tos de las
perreras”, que corresponde a una traqueobronquitis(5).

El CaHV1l se ubica en el Orden Herpesvirales, Familia Herpesviridae, Subfamilia
Alphaherpesvirinae, Género Varicellovirus(11).La Familia Herpesviridae esta compuesta
por un gran numero de virus que actlan como agentes infecciosos en diversas
enfermedades, tanto en humanos como animales (14) y est4 conformada por cuatro
subfamilias: Alphaherpesvirinae, Betaherpesvirinae, Gammaherpesvirinae y una cuarta
que aun no recibe nombre (11). La divisibn en subfamilias obedecié inicialmente a
diferencias observadas en las caracteristicas biol6gicas de sus integrantes. Sin embargo,
actualmente se han considerado antecedentes moleculares que incluyen la secuencia
gendmica y el andlisis filogenético (17).

A la subfamiliaAlphaherpesvirinaepertenecen viriones de propagacion rapida y que
realizan ciclos liticos en las células infectadas, poseen un amplio rango de hospederos y
producen infecciones latentes, especialmente en los ganglios sensoriales (2). Este
fendmeno de latencia en el hospedador puede perdurar largos periodos de tiempo para
luego activarse, por ejemplo en condiciones de estrés (14). Se han descrito cinco
géneros: lltovirus, Mardivirus, Simplexvirus, Varicellovirus y un quinto que todavia no
recibe nombre (11). Cabe destacar que al género Varicellovirus pertenecen la mayoria
de los herpesvirus con importancia veterinaria (5).

Los virus Herpes poseen un genoma ADN, cuya molécula lineal de hebra doble alcanza
un tamafio que varia entre 125y 235 mil pares de bases (pb). Este genoma se encuentra
rodeado por una capside de simetria icosaédrica de aproximadamente 125nm. Rodeando
a la cépside, se ubica una estructura fibrosa proteica denominada tegumento y una
envoltura lipidica con proyecciones distribuidas sobre la superficie. El tamafio final de la
particula viral varia entre 120 y 300nm(14;5).

La alta fragilidad del virion estd en relacion directa con la presencia de una
envolturaglicoproteica y lipidica, que puede ser facilmente destruida por el calor, los rayos
ultravioletas, los solventes lipidicos y los desinfectantes comunes (17). La multiplicacion

del virion es 6ptima entre 32 y 33°C, a esa temperatura se aprecia una replicacion rapida



con lisis de las células infectadas, sin embargo, se inactiva facilmente a temperaturas
superiores a 40°C (8).

La replicacién de un virus Herpes implica un proceso conformado por 5 etapas: adsorcion,
penetracion, sintesis de &cido nucleico y proteinas, ensamblaje y finalmente liberacion
(lisis) (17; 14). La adsorcién es altamente especifica; en esta etapa las proteinas del virus
interaccionan con receptores de la célula, que determinaran cuales células seran
susceptibles de ser infectadas. Para que la replicacion sea efectiva deben sintetizarse
nuevas copias del genoma viral, ademés de la sintesis de proteinas especificas del virus.
Por lo tanto, la fijacion e incluso la penetracion a una célula susceptible, no garantiza la
multiplicacion viral (14). Durante la replicacion se pueden generar tres clases de RNAm: el
temprano inmediato (a) que codifica cinco proteinas reguladoras; el temprano retardado
(B) que codifica proteinas relacionadas con la replicaciéon del ADN, incluyendo la
timidinkinasa, y el tardio (y) que codifica proteinas estructurales de la particula viral. Las
proteinas que han sido sintetizadas se clasifican en dos categorias: proteinas tempranas,
las cuales se sintetizan inmediatamente después de la infeccidén y son requeridas para la
replicacién del &cido nucleico viral; y las proteinas tardias, sintetizadas mas tarde e
incluyen las glicoproteinas de la cubierta viral (17;14).

En cachorros, el CaHV1 provoca una enfermedad breve y severa, que se caracteriza por
una viremia y una mortalidad del 80% en animales menores a una semana. Los animales
sobrevivientes quedan con secuelas cerebelosas y articulares irreversibles. En los
cachorros se observa dos formas de presentacion: una forma superaguda caracterizada
por una mortalidad fulminante de tipo asintomatica y, otra aguda (la mas habitual) que
cursa inicialmente con trastornos digestivos, anorexia, heces liquidas de color grisaceo,
vomitos y quejidos continuos por dolor abdominal; luego aparecen sintomas nerviosos de
encefalomielitis seguidos de coma y muerte (17; 8). Por otra parte, uno de los facilitadores
de la transmision viral es el contacto estrecho entre los individuos, ya sea a través del
contacto por mucosas durante el coito, lamidos y caricias de las madres (17;8;5).
Actualmente, la herpesvirosis canina se distribuye a nivel mundial y su potencial
patogénico esta relacionado a la edad de los animales infectados. Esta enfermedad se
puede presentar en muchos alberges y hoteles caninos, estabularios y principalmente en
criaderos, en los cuales la seroprevalencia superaria el 90%. En estos lugares, la mitad
de los animales seropositivos presentarian trastornos reproductivos. Existen casos de
herpesvirosis endémicas en criaderos en los que se han presentado casos de mortalidad
neonatal; mientras que en cachorros de mas edad y en adultos se presentan distintos

signos patoldgicos, tales como afecciones oculares y rinofaringeas que se manifiesta



clinicamente como “tos de las perreras”. En las hembras se presenta una leve vaginitis
vesicular, ademas las infecciones uterinas pueden derivar en un aborto, malas pariciones

e incluso infertilidad (7; 8; 5).

Métodos Diagndsticos. Este tipo de herpesvirosis podria detectarse clinicamente en un
criadero cuando se presentan casos masivos de mortalidad perinatal, seguidos de
abortos, infertilidad y cuadros de tos de las perreras (1;18). En la necropsia, se observan
petequias hemorrdgicas en higado, bazo, pulmones y rifilones, que corresponden a
lesiones caracteristicas. Mientras que, a partir de cortes de tejido afectado por el virus, se
podria realizar un diagndstico rapido mediante inmunofluorescencia. Sin embargo, los
cuerpos de inclusion intranucleares visibles a nivel histolégico son las lesiones

patognomonicas de esta herpesvirosis(13;18)

Reaccién en cadena de la polimerasa (PCR). Si bien, el aislamiento viral del CaHV1 en
cultivos celulares es sin duda la prueba estandar de excelencia, lamentablemente demora
al menos un mes. Por lo cual, actualmente se ha implementado su deteccion molecular
mediante la técnica de la reaccibn en cadena de la polimerasa (PCR), técnica
ampliamente usado en el &rea de la biologia molecular (16).

Este método para detectar acidos nucleicos consiste en tres pasos sucesivos que en
conjunto forman un ciclo: 1. Desnaturacion: se somete el ADN a altas temperaturas (94-
95°C) logrando la separacion de las hebras. 2. Alineacién: el ADN es enfriado (48-58°C),
los oligonucleétidos sintéticos (cebadores) se unen a sitios cercanos a la regién que sera
amplificada. 3. Elongacion: se realiza a temperatura intermedia (72°C), los
oligonucleétidos de la mezcla son incorporados al producto de extensiéon por la ADN
polimerasa termoestable. Estos tres pasos se repiten 30 0 mas veces con el fin de
obtener millones de copias del segmento de ADN de interés, son ciclos repetidos que
llevan a una sintesis exponencial de copias, lo que le otorga a la técnica una gran
sensibilidad y especificidad (17), capaz de detectar parte del genoma del patégeno de
interés, a partir de ADN viral presente en 6rganos y tejidos afectados (9; 20; 8; 5).

PCR multiplex: Corresponde a una variante del PCR que permite la amplificacién
simultanea de varias secuencias de interés en una misma reaccion, utilizando mas de un
par de cebadores. Por lo tanto, esta variante resulta mas rigurosa y exigente,

manteniendo las caracteristicas de sensibilidad y especificidad descritas previamente (6).



Situacion en Chile. El primer hallazgo del CaHV1 se remonta al afio 1992, cuando su
presencia fue sugerida en base a la muerte perinatal de algunos cachorros que
evidenciaron la presencia de petequias en érganos como higado y rifidon, ademas de una
gran cantidad de cuerpos de inclusion intranucleares eosinéfilos. Se observé el efecto
citopéatico caracteristico de este virus en los cultivos de la linea celular de riidn equino
ocupado en ese estudio (13). Luego se detectd y caracterizé biolégicamente un aislado
nacional denominado RP5 (18). Desde entonces, no existen otros informes respecto de

alguna otra caracterizacion viral ni de alguna herramienta diagnéstica al respecto.

Con estos antecedentes, en esta Memoria de Titulo se realizé la deteccion simultanea de
dos fragmentos del gen que codifica una glicoproteina propia de CaHV1: la glicoproteina
B (gB).El gen de la gB(ver anexo 1) consta de 2640pb y los fragmentos utilizados en este
estudioconstan de 450 y 1286 pb.(19)

Esta glicoproteina facilita el ingreso a la célula blanco en las infecciones producidas por
viriones libres o en la infeccion debido a la diseminacion célula a célula (15). Esto
contribuird a la confirmacién molecular de la presencia del CaHV1 en Chile y ademas, en
conjunto con otras dos Memorias de Titulo paralelas que contemplan distintas variantes
del PCR (anidado y convencional), permitiran implementar este procedimiento como

técnica diagndstica rapida vy util para el control de esta enfermedad en Chile.

MATERIAL Y METODOS

Esta investigaciobn se realiz6 en los laboratorios de Virologia y Microbiologia del
Departamento de Medicina Preventiva Animal de la Facultad de Ciencias Veterinarias y
Pecuarias de la Universidad de Chile.

Aislado viral:El virus utilizado en esta memoria fue el aislado nacional RP5 (sobrenadante
de cultivo celular infectado) mantenido a -20°C en el laboratorio de la Unidad de Virologia
Animal de la Facultad de Ciencias Veterinarias y Pecuarias de la Universidad de Chile. Como
controles negativos se incluyé DNA de S.enteritidisyDNAc del virus distemper canino y como

control de reactivos se utilizé agua libre de nucleasas (ALN).

Deteccion del gen de la glicoproteina B (gB) de CaHV1 mediante PCR.
Cebadores a utilizar en el PCR multiplex (PCR 3): se utilizaron dos pares de cebadores
disefiados (9;20) para amplificar por separado 2 fragmentos del gen de la gB (PCR1 y

PCR2), encargados a la empresa BIOSCAN para su elaboracion:



PCR1: (9)
GBN3 |5-TAATTCATATGTCCCCTITTIT -3

GBN4 |[5-GTCCTG TATCTT CTAACTCTIGCT-3' Tamafio 1286 pb
PCR2: (20)

RP1 5°-CCT AAA CCT ACT TCG GAT GA -3

RP2 5-GGC TTT AAA TGAACTTCTCTG G -3° Tamafio 450 pb

Mezcla de la reaccion:Se utilizé un kit comercial (2X PCR Master Mix; Fermentas®), que
contiene la polimerasa termoestable, los desoxinucle6tidostrifosfatos (ANTPs), el buffer de
reacciéon y MgCl,. En un tubo Eppendorf de 0.2mL se adicioné 25uL del Master Mix, 5uL
de cada uno de los cebadores y 5uL de la muestra de ADN, obteniendo un volumen total
de 50uL.

Amplificacion del ADN:Para la determinacion de la temperatura éptima de alineamiento de
los partidores utilizados, se utiliz6 un termociclador de gradiente de temperaturas (Px2
ThermalCycler, ThermoElectronCorporation), facilitado por el Dr. Pedro Smith, del
Departamento de Patologia Animal de nuestra Facultad, que permitié realizar la etapa de
alineamiento a una temperatura conocida e individual por cada columna de pocillos del
termociclador.Asi, el protocolo del PCR utilizado contemplé una desnaturacion inicial a 94°C
por 2 minutos y luego 35 ciclos que incluyeron la desnaturacién a 94°C por 60 segundos,
alineamiento por 60 segundos y la extensiébn a 72°C por 60 segundos. Finalmente, la
elongacion final a 72°C durante 10 minutos. El intervalo de temperaturas consider6 doce
grados (40°C —51°C). (*)

Etapa Temperatura (°C) Tiempo (s) N° Ciclos
Desnaturacion inicial 94 120 1
Desnaturacion 94 60

Alineamiento 40 — 51(%) 60 35
Elongacion 72 90

Elongacion final 72 600 1
(9;20)



Visualizacién de productos amplificados. Se realiz6 mediante electroforesis en gel de
agarosa al 2% (Winkler ®) en buffer Tris-borato (90Mm Tris-borato, 10mM EDTA) como
solvente. El producto de PCR se mezcl6 (6:1) con un producto comercial de carga (6X
MassRulerLoadingDyeSolution, Fermentas ®), que posee glicerol y azul de bromofenol
para chequear el progreso de la migracion de las bandas de ADN. Posteriormente, se
depositdé una alicuota de 5 YL de esta mezcla en el pocillo respectivo del gel. La
electroforesis se llevé a cabo a 100V por 40 minutos. Como marcador de tamafio
molecular se utiliz6 un estandar que contiene fragmentos de ADN entre 100 y 2000pb
(HypperLadder II, Bioline ®). Luego de la electroforesis, el gel se sometidé a incubacion en
bromuro de etidio (0,5 pg/mL) (Fermelo ®)y posteriormente se colocé en un

transiluminador de luz ultravioleta (TransiluminatorUVP ®) donde fue fotografiado.

Andlisis de resultados: La determinacion de las temperaturas y tiempos 6éptimos de
alineamiento y elongacion del PCR mudltiplex implementado, se realiz6 comparando
visualmente las evidencias fotograficas (fluorescencia de amplicones obtenidos);
entendiendo como 6ptimo, al presentar ambos fragmentos una fluorescencia y un tamafio

de banda similares.

Medidas de bioseguridad. El trabajo de laboratorio se realiz6 acorde a los niveles de
bioseguridad establecidos para los laboratorios de Microbiologia y Virologia Animal, tales
como: uso de material limpio, correcta eliminacion de desechos y la utilizacién de delantal
cerrado y guantes en el trabajo practico. El proceso de visualizacion del producto
amplificado involucré el uso de bromuro de etidio y un transiluminador de luz UV. Debido
a esto, al momento de visualizar el gel se utilizé una placa de acrilico y gafas con filtro UV.
Posteriormente, la eliminacion del gel sumergido en bromuro de etidio contemplé su
incineracion, pues el compuesto quimico mencionado tiene —entre otras- propiedades

mutagénicas.

RESULTADOS

Al analizar los amplicones generados por el termociclador de gradiente de temperaturas
en la electroforesis en gel de agarosa al 2% y su posterior visualizacion bajo luz UV, se
evidenci6 la presencia de dos bandas de DNA de alrededor de 450 y 1300pb en los

carriles correspondientes. Sin embargo, las bandas mas intensas se observaron para la
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temperatura de 47°C, con lo cual se pudo definir esta temperatura como la temperatura
Optima de alineamiento.

De la Figura 1, es posible destacar que conservando las condiciones iniciales
(alineamiento a 47° C; 60 s; elongacion a 90 s), el aumento del nimero de ciclos (de 35 a

40) permiten obtener bandas de ADN fluorescentes aun mas nitidas.

La Figura N°1 resume los resultados obtenidos en la implementacion de este protocolo de
PCR multiplex.

Carril | Contenido, ciclos °C
1 RP5, 35 45
2 RP5, 35 46
3 RP5, 35 47
4 RP5, 35 48
5 RP5, 35 49
6 Control negativo, 40 47
7 Control reactivos, 40 47
8 RP5, 40 47
9 RP5, 40 47
10 | MM: 100 — 2000 pb

MM: Marcador de tamafio molecular
(HyperLadder I, Bioline®)

Figura 1: Electroforesis en gel de Agarosa al 2%. Protocolo de PCR multiplex. Virus
herpes canino tipo 1. Aislado nativo RP5

DISCUSION

Para el diagnostico de la infeccion por CaHV-1 se utiliza tanto el examen clinico en animales
vivos, como la necropsia y los estudios histopatoldgicos en animales muertos. Si bien estos
métodos sugieren la presencia del virus, no logran ser diagndsticos definitivos. Por lo cual, el
método de eleccion definitivo aun es el aislamiento viral, que en contrapartida demora

aproximadamente un mes. Por tal motivo, un protocolo de PCR resulta evidentemente mas
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ventajoso ya que posee mayor especificidad, pues detecta un fragmento especifico de DNA
de un patégeno; mayor sensibilidad, pues en cada ciclo se genera un aumento exponencial
del producto a detectar y finalmente, se debe hacer notar la rapidez con que se obtienen los
resultados (9; 20; 8; 5; 16).

En consideracion a lo anterior, en FAVET se han implementado varios métodos para el
diagnoéstico del CaHV-1lgue involucran la técnica del PCR convencional: mediante la
deteccién del gen UL37 (10), del gen gB (4), del gen gC (21) y paralelamente se encuentra en
desarrollo otro estudio que detecto6 el gen de la timidina quinasa (TK) mediante la utilizacion
de un PCR anidado (12, datos aun no publicados). Estos métodos, junto al presentado en
esta Memoria de Titulo, el cual contemplé un protocolo de PCR multiple que involucro la
deteccién simultanea de dos fragmentos de ADN de tamafios aproximados de 450 y 1280 pb,
pretenden contribuir en la busqueda de un método definitivo de diagnéstico molecular del
CaHV-1 que puede ser de utilidad en la Medicina de Pequefios Animales.

En base a los resultados obtenidos, se estableci6 que para este PCR multiplex, una
temperatura de alineamiento de 47° C, un tiempo de alineamiento y elongacién de 60y 90 s,
respectivamente, y la repeticion del proceso 40 veces (ciclos), permitié la obtencion de los
amplicones con mayor especificidad y cantidad.

El disponer de una técnica de deteccion temprana del CaHV-1 mediante PCR, permitiria
diagnosticar y solucionar una enfermedad infecciosa que actualmente involucra problemas
afectivos y pérdidas econdémicas. Del mismo modo se podria disminuir la alta mortalidad
observada en los cachorros menores de cuatro semanas, y detectar ejemplares adultos
infectados para evitar la cruza de estos animales y retirarlos del criadero. Por otra parte,
conocer el status sanitario de un criadero de perros de alto valor genético, evitaria cuantiosas

pérdidas a futuro, por concepto de muertes neonatales y/o abortos.

CONCLUSION

A la luz de los resultados se puede concluir que el protocolo de PCR muiltiple implementado
result exitoso y que entre las versiones moleculares de diagnéstico de CaHV-1 existentes en
FAVET, podria ser el método de eleccién, considerando su mayor especificidad, al detectar

simultdneamente dos fragmentos del gen de la glicoproteina B.
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Anexo 1.

Canine herpesvirus glycoprotein B (gB) gene. GenBank: AF361073.1

a1
121
181
241
301
361
4z1
481
541
601
66l
721
781
841
201
961
1021
1081

1141
1zZ01
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1a81
1741
1801
1861
1921
1981
Z041
Z1io01
Z16l
2221
Z281
2341
2401
2461
2521
2581
Ze4l

ATETTTTCAT
ACAACACCEE
ACTTCGEATE
ACATTTTACA
GCATGETCCTA
GAARATATTT
ACTETATEET
ATAGETETTC
GATTATATTC
GTTCATTTAL
GATACTTACE
ATAGTTGAAG
GEEEATATAS
ATTAGTTATT
ACTAGACTAC
GTTGECTTEEA
ATTGATGAAS
TCTGCAACAT
TETECCALAC

ACTCATATTC
TTTAGACCAR
AATCGTACGE
AGAAGATCAG
GTAAATAATT
GOCTATGATC
TETAATCTTC
AGTETEECTT
GCAGTTACTC
GTTTTAGET
AACTCAACTA
ALAGCTAATT
GTATATTTTS
AGTECATATG
GTATATACTC
AGAAATCAAC
AATETTETAR
GEATTTEEAL
TCCTCGETTTC
CTATTTECAG
GUACTATACC
AATAATAGT S
AAACGARATGA
ATTALAARA M
CATCETEETC
TAAAAAMTTT

TiTATCTATA
ALAGTACTAT
ATATTCGETGA
TETECCCACC
ACTATARACT
CTCCTTATAS
CTEEAAGCAC
CTGAARATTAC
GTAATAATTA
AGCCTTCARS
CAARAATT GG
AAGTTEATEC
TTCATATGTC
CAACTGATAG
AGCTTGEETGEC
ATTEEETTCC
TTATTCETGA
TTATTTCTGA
GTGAAGCTAT

AAACAGEAGH
TEATTAGTAR
TTEATTTEAR
TAGAGGAAAR
CAACAATAART
ATATTCAATC
AMAATAMDGH
CEETTECTAT
AATETGTTAR
CAACAACTAC
ACTATATTGA
AACCATGETAC
AAAACTATGC
TAGATCTTAR
GAGCAGAGTT
TACATGCACT
TTATGAGGGEE
AAGTTETTTT
TTAATAACCC
CETTTTTEEC
CAGTAACTAC
ATEGAGAAGE
TTAALATATAT
ATAGTEZECOC
CAARAMAECAR
AAATATTACE

TATTTTTTTT
TAATCCATTA
AATTTTACGT
ACCATCGEEA
TEETAAMLAT
ATTTAAAGCT
ATATGECAGTA
AGAGTTEATT
TEAATTTACT
GTTTAATACA
GEETTCTEEA
CAGATCTETT
CCCTTTTTTT
ATTTCANCAR
ACCAGTTTCT
AARAMNTTCGT
TEAGTATAAG
TACTACTCAR
AGAAGCTATT

ATTEFEAAACA
TEAGTTAGCA
ATCTCTTTTA
TAAAAGATCA
TAAGACAACT
ACATETTAAT
GAGAACCCTT
GEATCAAAGA
TATATCAGET
ATGTTACAGT
AFGACAACTT
AGCTAACCAT
ATATGTTCGA
TATTACATTA
AGAAGATACK
TAAGTTTTAT
CATTECALAT
FEEFTECTECA
ATTTEEEECE
TTATAGATAT
ARGAAATTTA
AAATEATGAT
GTCTCTASTT
TEZCCTTCTA
ACGTTTEARR
TAhA

ATTATTTATA
AATCATCACA
GAATCCCARRL
TCAACATTGE
TTTACAGAAG
AATATATACT
ATTACTAATA
GATAGANGAG
GCATTTEATA
CCAGZATCCC
TTTTATCATT
TATCCATATE
GGATTACGAG
ATAGAAGETT
AGGAATTTTT
GAAGTGTETA
GEATCTTACA
TTTGEATATTG
GATAAGATCT

TACTTECTA
ALARTTGTATA
AATCCATCT
ALAACGTAATA
TCATCTGTTC
GAAATECTTA
TEEALTGAMG
GTTTCAGCAT
TCTAGTGTTT
CETCCTCTTA
GEEEAAAATA
ALRAGATATT
AAGETACCTC
CTTEAGGATC
GEACTATTGE
FATATTEACA
TTCTTCCAAG
AATECTETTA
CTAGCCETTE
GTTTCTALAC
AAACAMAGTG
AATATCGATG
TCTECTATGE
GCAAGTCACA
AATETAAATG

CTTTAATAAT
ATTTATCAMAC
TTGEAATCTGA
TECETTTEEA
GALATTECTET
ACARAAATAT
FATATACAGA
GTATETETTT
AGCATGALGA
GTGEATEGECA
CTGEAACATC
ATTCATTTEC
ATGGTGCTCA
ATTATCCTAT
TALACAACACA
CTTTEECTAR
GATTTACAGC
ATCGETGTARL
ACARAMNBAMRMN

GAGFGEEGATT
TAAATGAGTT
TAAGAEGGEGE
TTZALGGTGE
ATTTTGCTAT
GTAGAATTEC
TTATGAAACT
GAATGTTAGE
TTATTCARAR
TATCATTTAR
ATEAACTATT
TTAAATTTGE
TTAATGAALT
GTEAATTTTT
ACTATAGTGA
FTETTETAAL
FACTTGEAGE
TTECAACTET
GFATTECTGAT
TTAAGTCAAR
TTAAGART G
ARGAMRAGOT
AACAGCAGGA
TTACAAACCT
ARREATGARRG

ATGETEATCCA
ACCTAAACCT
TGATACATCA
GFUCACCTAGA
ALTATTTARG
TATTATCACC
TCETETACCT
ATCAARAGCT
COCCAGAGARN
TACAGTTAAT
TETAAATTET
TATCTCCACC
TACTEAATAT
CEACTTAGAT
ACACGTTACT
ATGECET AN
ALAATCAATA
GTTALAGTGAT
ATATAATAAMN

TATTATAGCA
AGTAALGATCT
GECTAGAAMNG
TATTZAARAT
GCTTCAGTTT
AACTECATGE
TAATCCAACT
GEATETTCTT
TTCCATGCGET
AGCACTAGAR
AGTAGAACGA
TGTAGATTAT
TEAAATGEATC
ACCACTAGAG
GATTCAACGT
AGTTEATAAT
TETTEEAGCE
TTCTEEAGTE
TTTAGCTEGEA
TOCAATEAAR
TAATTCTEGEA
TCAACAAGCT
ACATARAGCT
ATCTCTTARA
TAAAGTTTAL
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