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Resumen

La leishmaniasis, causada por protozoos del género Leishmania y transmitida por
flebotomos, se manifiesta con formas cutanea, mucocutanea y visceral, con alta morbilidad y
mortalidad en areas endémicas. La deteccion molecular precisa de especies de Leishmania resulta
compleja debido a la gran diversidad genética y a la inespecificidad de cebadores convencionales,
especialmente en regiones con multiples hospedadores reservorios y alta endemicidad como
Ecuador. Por ello el objetivo de este trabajo fue disefar primers dirigidos a la region del gen
citocromo b (CYT-B) de Leishmania spp. mediante herramientas bioinformaticas. Se obtuvieron
35 secuencias de CYT-B de 10 especies de Leishmania (L. equatorensis, L. amazonensis, L.
mexicana, L. tarentolae, L. braziliensis, L. guyanensis, L. naiffi, L. panamensis, L. peruviana y L.
infantum) desde GenBank, filtradas por longitud (500-1100 pb), adecuadas para secuenciacion
Sanger. Las secuencias se alinearon con Clustal Omega usando parametros predeterminados. Se
identificaron regiones conservadas y espacios con variabilidad, cubiertos mediante el uso de bases
degeneradas. Mediante revision manual de alineamientos, se propusieron regiones de union y se
calcularon pardmetros fisicoquimicos usando el servidor OligoCalc. De las 35 secuencias, la
mayoria (82%) se agruparon como Neotropico, 11% como Viejo Mundo y el resto dentro de
“Leishmania” segln origen geografico, reflejando concordancia con estudios previos en Ecuador.
Se obtuvieron dos sets principales: F1 (20 pb, 36 degenerancias) con R1 (19 pb, 55 degenerancias),
y F2 (23 pb, 36 degenerancias) con R2 (20 pb, 40 degenerancias). Los rangos de Tm estimados
fueron aproximadamente 33-54 °C. Los Tm bajos podrian comprometer la especificidad y

eficiencia de amplificacion, incrementando riesgo de amplificados inespecificos o baja eficiencia
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de secuenciacion. La inclusion de elevados numeros de degenerancias amplia cobertura de

especies, pero disminuye especificidad y puede inducir sesgos cuantitativos. Los cebadores
disefiados mediante alineamiento de 35 secuencias de CYT-B permiten la deteccion amplia de
Leishmania spp. en Ecuador, pero presentan valores de Tm y alta degeneracion que pueden reducir
especificidad y eficiencia. Se recomienda validar in vitro la funcionalidad de estos cebadores y
considerar ampliaciones de alineamiento con mas especies para optimizar futuros sets. Asimismo,
explorar marcadores complementarios con menor degeneracion puede mejorar precision en
estudios de diagnostico molecular.

Palabras clave: Leishmania, Primers , Citocromo B, PCR.



Abstract

Leishmaniasis, caused by protozoa of the genus Leishmania and transmitted by sandflies,
manifests in cutaneous, mucocutaneous, and visceral forms, with high morbidity and mortality in
endemic areas. Accurate molecular detection of Leishmania species is complex due to the high
genetic diversity and the non-specificity of conventional primers, especially in regions with
multiple reservoir hosts and high endemicity such as Ecuador. Therefore, the objective of this work
was to design primers targeting the cytochrome b (CYT-B) gene region of Leishmania spp. using
bioinformatics tools. Thirty-five CYT-B sequences from 10 Leishmania species (L. equatorensis,
L. amazonensis, L. mexicana, L. tarentolae, L. braziliensis, L. guyanensis, L. naiffi, L. panamensis,
L. peruviana, and L. infantum) were obtained from GenBank and filtered by length (500—-1100 bp)
suitable for Sanger sequencing. Sequences were aligned with Clustal Omega using default
parameters. Conserved regions and gaps in variability were identified and filled by using
degenerate bases. By manual review of alignments, junctional regions were proposed, and
physicochemical parameters were calculated using the OligoCalc server. Of the 35 sequences, the
majority (82%) were grouped as Neotropical, 11% as Old World, and the remainder within
“Leishmania” according to geographic origin, reflecting concordance with previous studies in
Ecuador. Two main sets were obtained: F1 (20 bp, 36 degeneracies) with R1 (19 bp, 55
degeneracies), and F2 (23 bp, 36 degeneracies) with R2 (20 bp, 40 degeneracies). The estimated
Tm ranges were approximately 33—54 °C. Low Tm could compromise amplification specificity
and efficiency, increasing the risk of nonspecific amplifications or low sequencing efficiency. The
inclusion of high numbers of degeneracies expands species coverage, but decreases specificity and
can induce quantitative bias. Primers designed by alignment of 35 CYT-B sequences allow broad

detection of Leishmania spp. in Ecuador, but their Tm values and high degeneracy can reduce
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specificity and efficiency. It is recommended to validate the functionality of these primers in vitro

and consider alignment extensions with more species to optimize future sets. Likewise, exploring
complementary markers with less degeneration can improve the accuracy of molecular diagnostic

studies.

Keywords: Leishmania , primers, cytochrome B, PCR.



Introduccion

Leishmania spp. es un conjunto de parasitos protozoarios, causantes de la Leishmaniasis,
enfermedad transmitida por la hembra flebotomia o “mosca de la arena”. En la mayoria de los
casos, la Leishmaniasis se presenta como una infeccion asintomatica, pero en otros, los pacientes
pueden desarrollar sintomas, entre los que destacan tres tipos de lesiones: cutdneas, viscerales y
mucocutaneas. Esta enfermedad afecta tanto a humanos como a animales, provocando altas tasas
de mortalidad (Farshchi et al., 2023; Peixoto et al., 2024; Duran-Galea et al., 2024; Pala et al.,
2024).

Los sintomas dependen del tipo de Leishmaniasis. La Leishmaniasis visceral muestra dafios
en oOrganos y tejidos hematopoyéticos (bazo, médula dsea, ganglios linfaticos e higado). La
Leishmaniasis cutdnea llega a producir ulceras en distintas zonas del cuerpo, lo que resulta en
inflamaciones secundarias acompafada de agentes microbianos. La Leishmaniasis mucocutanea se
presenta meses o afios después de haber cicatrizado y afecta al tracto nasal y su mucosa. También
se producen costras serohematicas, rinorrea mucosanguinolenta, deformando la punta de la nariz
(Organizacion Panamericana de la Salud, 2023).

En general se pueden observar tlceras cutaneas auto rehabilitadoras, mal funcionamiento
del sistema inmune y mutilaciones mucocutaneas. Este patogeno tiene la capacidad de ocultarse en
los neutréfilos y macrofagos, lo cual permite evadir la respuesta inmune del hospedador, generando
que las enzimas encargadas de su eliminacion no las puedan destruir. En consecuencia, se suprimen
las funciones de los macrofagos, debilitando el sistema inmune e induciendo apoptosis celular.
Estos mecanismos de evasion vienen a partir de la interaccion agente-patdgeno para la
supervivencia del mismo parasito y se dan gracias a citocinas no protectoras relacionadas con Th2,

IL-4, IL-10,IL-13 Y TGF-B. Una vez detectada la enfermedad, puede mantenerse dentro del cuerpo,
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aunque haya existido tratamiento médico y es gracias a la inmunosupresion que vive el paciente

(Mehri et al., 2020; Silva et al., 2021; Valigurovd & RohousSov4, 2023; Duran-Galea et al., 2024;
Avendafio-Rangel et al., 2024).

La Leishmania spp. se puede identificar durante sus tres fases morfoldgicas, a través de los
vectores que transportan al patdogeno. La mosca de la arena es el vector principal y lo traslada a
vertebrados como perros y gatos, que acaban transmitiendo a los humanos. Sus tres fases son:

1) Promastigote prociclico: se da cuando el parasito se estd desarrollando dentro del
vector como el flebotomo (Mule et al., 2024).

2) Promastigote metaciclico: consiste en la etapa de transmision del parasito hacia el
huésped (Mule et al., 2024).

3) Amastigote: A través de una forma intracelular se da una transicion morfoldgica,
las cuales se ajustan a la fagocitosis de los macrofagos (Mule et al., 2024).

Anteriormente, la forma de detectar las especies de Leishmania spp. se basaba en el uso de
caracteristicas extrinsecas, como la geografia, caracteristicas clinicas o biologicas. En la actualidad,
para detectar la presencia de Leishmania spp. se requiere el uso de PCR y qPCR. Estas herramientas
son indispensables al momento de analizar una muestra biologica debido a su especificidad y esto
se debe gracias a los marcadores moleculares como el gen citocromo-B (CYT - B) que pertenece
a uno de los 3 sectores que conforman el ADN mitocondrial. El gen CYT-B es conocido por
codificar una proteina que pertenece al complejo del sistema de fosforilacion oxidativa dentro de
la mitocondria, ademas de ser un gen muy usado en la identificacion de especies y con un indice
alto de evolucion (Chena et al., 2013; Farag et al., 2020; Ibrahim et al., 2023; Kumar et al., 2024;

Huang et al., 2024; Abdullah et al., 2024; Serem et al., 2024; Da Silva et al., 2024).
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La Organizacién Mundial de la Salud (OMS) declaré un listado de enfermedades tropicales

desatendidas (ETD) donde se incluye la Leishmaniasis y sus variantes. A nivel mundial, esta
enfermedad ha provocado mas de 1,5 millones de casos al afio y actualmente no existe ninguna
vacuna en el mercado para la Leishmaniasis, por lo cual se debe considerar a la Leishmania spp.
como una amenaza a la salud humana y global (Gerasimov et al., 2023; De Oliveira et al., 2023;
Kobialka et al., 2024;Gritti et al., 2023; Rezaei et al., 2024).

Por ejemplo, en Europa la Leishmania infantum fue hallada en felinos, lo cual induce
ulceras que lastimaban al animal en cuestion. Para detectar este parasito, se realizaron PCR en
muestras de sangre con EDTA. También se pudieron hallar distintas especies de Leishmania spp.
en el continente sudamericano. En Brasil se ha podido evidenciar estudios en gatos y perros
domésticos por ser hospedadores reservorios cripticos de Leishmania spp. El proceso de
identificacion consistioé en una prueba de anticuerpos mediante la técnica de inmunofluorescencia
indirecta (IFAT) para analisis serologicos. También se han detectado un estimado de 100 000 casos
de Leishmaniasis visceral en territorio brasilefio, gracias a los indices altos de pobreza, desnutricion
y la mala higiene de las personas (Tarannum et al., 2023; Hartmann et al., 2023; Schéfer et al.,
2023; De Freitas et al., 2024).

La enfermedad tiene la potencialidad de ser mortal. Esto provocd que en Brasil 250
pacientes fallecieran a causa de la Leishmaniasis, debido a que a inicio de los afios 2000, se empezo
a propagar la enfermedad en pueblos pequefios y zonas rurales a través de la transmision zoondtica,
lo cual provoco que la propagacion se extendiera a zonas urbanas como ciudades grandes con el
paso del tiempo, aumentando el nimero, de casos por los sectores norte, centro-oeste y el sur-este

del pais (Chicharro et al., 2023; Gongalves et al., 2023).
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Dentro del territorio ecuatoriano algunas especies de Leishmania spp. fueron descubiertas,

desencadenando la enfermedad dentro de la poblacién. Estas fueron halladas en la region
amazonica, la cordillera de los Andes y sobre todo en ciudades de Costa-Sierra como Pedro Vicente
Maldonado, San Miguel de los Bancos y Puerto Quito. Estas zonas presentan un indice alto de
endemicidad del protozoario y gracias a la afluencia de la gente, sirvieron como focos activos para
la propagacion de la enfermedad. También la provincia de Manabi fue declarada como zona de
transmision y de alto indice epidemioldgico, tanto que en el 2014 se detectaron 21.305 casos de
Leishmaniasis (Hashiguchi et al., 2020; Duque et al., 2020)

Al existir una gran variedad de especies de Leishmania spp. a nivel mundial y en el pais,
la deteccion de este tipo de parasito se complica al no existir primers con un elevado nivel de
especificidad para el género estudiado, por lo cual las investigaciones se complican al punto de no
poder identificar este patdgeno con precision mediante el uso de técnicas moleculares o el uso de
métodos convencionales (Liang et al., 2023; Usman et al., 2023).

Dentro del Ecuador las investigaciones de Leishmania spp. se han visto afectadas por la
inespecificidad de primers en muestras extraidas de la costa-sierra, por lo cual desarrollar primers
con secuencias especificas de Leishmania spp. con la ayuda del gen citocromo B (CYT - B) facilita
la identificacion de las especies en cuestion y permitiria obtener la informacion filogenética del
parasito, permitiendo el diagnostico temprano de la enfermedad y tratamiento especifico contra
esta misma (Duque et al., 2020; Ibrahim et al., 2023; Abdullah et al., 2024). Por eso el objetivo de
este trabajo de investigacion fue disefar primers dirigidos a regiones de CYT - B de Leishmania

spp. Mediante el uso de herramientas bioinformaticas.



Materiales y métodos
1) Busqueda y recuperacion de secuencias:

Para la obtencion de las secuencias de Leishmania spp. se uso la herramienta de la National
Library of Medicine (NCBI) de GenBank (GenBank Overview, 2024). Se buscaron secuencias en
formato FASTA de las distintas especies de Leishmania que han sido reportadas previamente en el
pais. Cada secuencia de Leishmania spp. extraida de la base de datos del NCBI fue clasificada en
una tabla seglin la especie y region a la cual pertenece. Se buscaron secuencias que cumplieran
ciertos requisitos con el fin de obtener primers especificos a la region de citocromo B (CYT-B) de
Leishmania spp. Los requisitos necesarios para ser incorporar las secuencias a los analisis fueron:

a) La secuencia debe estar relacionada con el gen citocromo B (CYT-B) del tipo de
especie de Leishmania.
b) Tamano de la secuencia mayor a 500 pares de bases y menor a 1100 pares de bases
con el fin de poder realizar secuenciacion via Sanger.
2) Alineamiento y seleccion de regiones potenciales para primers:

Las secuencias clasificadas, fueron colocadas en la aplicacion de Clustal Omega (Embl-
Ebi, 2024), un programa bioinformatico con la capacidad de realizar alineamientos multiples de
secuencias de diferentes organismos. Se seleccionaron 10 especies de Leishmania ssp. que se han
detectado dentro del territorio ecuatoriano: L. equatorensis, L. amazonensis, L. mexicana, L.
tarentolae, L. braziliensis, L. guyanensis, L. naiffi, L. panamensis, L. peruviana y L. infantum.
Usando las opciones predeterminadas de la pagina bioinformatica y la opcion del ADN, se cargaron
las secuencias de las 10 especies de Leishmania spp., para realizar el alineamiento general (ver

anexo 2). Una vez se obtuvieron los resultados, se disefaron los posibles primers mediante una
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revision manual, a través de la busqueda de pequenos segmentos nucleotidicos que cumplan las

siguientes caracteristicas:
e 18 a?25 pares de bases para facilitar la especificidad del proceso de union (Benchling, 2024).
e Temperaturas de hibridacion (Tm) entre los 50 °C y 60 °C con un rango maximo de
diferencia entre oligos de 5 °C (Benchling, 2024).
e [os porcentajes de GC% deben rondar entre el 40% al 60% para impulsar la union del
primer (Staff & Staff, 2019)
e Evitar, en lo posible, la formacion de estructuras secundarias como los bucles o hairpins

(Staff & Staff, 2019).

3) Diseiio de primers degenerados
Para el disefio de primers se procedid a identificar los posibles segmentos conservados para
la union de oligos, desde las distintas zonas del alineamiento multiple. Las potenciales regiones
asociadas a los sets de primers disefiados fueron analizadas en un editor de texto plano y se
determinoé la necesidad de usar la nomenclatura de bases degeneradas, para sustituir posiciones de
nucledtidos variables. Las bases asociadas a nucledtidos degenerados fueron ubicadas dependiendo
la zona y segun el nucleo6tido requerido, tomando en cuenta las normas [UPAC y presentados en

formato de tabla, con su codigo y descripcion (Tabla 1) (Gimenez, 2015; Wei et al., 2003).
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Tabla 1: Nomenclatura [IUPAC de las bases degeneradas usadas dentro del alineamiento de la

Leishmania spp. con su cddigo y la descripcion de cada una

Codigo | Descripcion
M AC
R AG
W AT
S CG
Y CT
K GT
A% ACG
H ACT
D AGT
B CGT
N ACGT

Posteriormente, se usé la herramienta informatica “OligoCalc: Oligonucleotide properties
calculator”

(https://www.biosyn.com/gizmo/tools/oligo/oligonucleotide%20properties%20calculator.htm)(C
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a0, 2025) como analizador de los sets de primers, con el fin de examinar los rangos de temperaturas

de melting de los distintos juegos de primers obtenidos a través del alineamiento en Clustal Omega.
El uso de la herramienta OligoCalc: Oligonucleotide properties calculator permite realizar
el calculo de la temperatura de fusion, que dictamina la temperatura a la cual se exponen los primers

y se hayan fusionado al 50% con el fin de formar el duplex (Gonzalez et al., 2023).

Resultados
Se filtraron los resultados de la recuperacion de las secuencias de Leishmania spp. y se
obtuvieron un total de 3 grupos donde se clasificaron en: Neotrdpico, Viejo mundo y Leishmania.
Dentro de estos 3 grupos, se dividieron y ordenaron las 35 secuencias extraidas de NCBI y
GenBank dentro de las 10 especies distintas de Leishmania spp. En la tabla 2 se pueden observar

los resultados obtenidos de las 35 secuencias del gen CYT - B de las especies de Leishmania spp.



Tabla 2: Grupos de secuencias CYT - B de Leishmania spp. recuperadas de la base de datos

GenBank y su numero de copias respectivo.

Numero de secuencias
Grupo Especie recuperadas

Leishmania L. equatoriensis 2
Neotropico L. amazonensis 4
Neotropico L. mexicana 4
Neotropico L. tarentolae 2
Neotropico L. braziliensis 4
Neotropico L. guyanensis 4
Neotrdopico L. naiffi 2
Neotropico L. panamensis 5
Neotropico L. peruviana 4
Viejo Mundo L. infantum 4
TOTAL 35

Los resultados del alineamiento en la herramienta bioinformatica Clustal Omega se pueden
observar en las figuras 1-4, en las cuales se presentan algunos espacios en blanco o ausencia de
bases conservadas entre las 35 secuencias. Esto es denotado por la ausencia de asteriscos en la parte
inferior del alineamiento, y en las cuales se usaron bases degeneradas. Como resultado general, se
obtuvieron 2 sets, 2 primers forward y 2 primers reverse. A continuacién, se muestran los

resultados obtenidos del alineamiento.
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Leish. Tarentolae LCOA89020. GTATGAGCTGTAGGATTTATAATATATATATTTATAGTAGTTATAGGTTTTATTGGTTAT 314
Leish. Tarentolae LCA92878. GTATGAGCTGTAGGATTTATAATATATATATTTATAGTAGTTATAGGTTTTATTGGTTAT 311
Leish. Naiffi MW117332. GTTTGAGTTATAGGTTTTATTATTTATATATTTATAGTAGTAATAGGTTTTATTGGTTAT 286
Leish. Naiffi AB433279. GTTTGAGTTATAGGTTTTATTATTTATATATTTATAGTAGTAATAGGTTTTATTGGTTAT 286
Leish. Panamensis MW117425. GTTTGAATTATAGGTTTTATTATTTATATATTTATAGTAATAATAGGTTTTATTGGCTAT 286
Leish. Panamensis MW117424. GTTTGAATTATAGGTTTTATTATTTATATATTTATAGTAATAATAGGTTTTATTGGCTAT 286
Leish. Panamensis MW117423. GTTTGAATTATAGGTTTTATTATTTATATATTTATAGTAATAATAGGTTTTATTGGCTAT 286
Leish. Panamensis MW117422. GTTTGAATTATAGGTTTTATTATTTATATATTTATAGTAATAATAGGTTTTATTGGCTAT 286
Leish. Panamensis MW117421. GTTTGAATTATAGGTTTTATTATTTATATATTTATAGTAATAATAGGTTTTATTGGTTAT 286
Leish. Guyanensis 0Q6@8599. GTTTGAATTATAGGTTTTATTATTTATATATTTATAGTAATAATAGGTTTTATTGGTTAT 198
Leish. Guyanensis 00608600 . GTTTGAATTATAGGTTTTATTATTTATATATTTATAGTAATAATAGGTTTTATTGGTTAT 24@
Leish. Guyanensis 00608601 . GTTTGAATTATAGGTTTTATTATTTATATATTTATAGTAATAATAGGTTTTATTGGTTAT 258
Leish. Guyanensis 00608598 . GTTTGP—'\ATTATAGGTI'TI'A'ITATTTATATAT'ITATAGTAATMTAGGTT"ITATTG GTTAT 228
Leish. Peruviana LC593674. GTTTGAATTATAGGTTTTATTATTTATATATTTATAGTAATAATAGGTTTTATTGGTTAT 286
Leish. Braziliensis AB@95966. GTTTGAATTATAGGTTTTATTATTTATATATTTATAGTAATAATAGGTTTTATTGGTTAT 358
Leish. Peruviana LC593673. GTTTGAATTATAGGTTTTATTATTTATATATTTATAGTAATAATAGGTTTTATTGGTTAT 286
Leish. Peruviana LC593675. GTTTGAATTATAGGTTTTATTATTTATATATTTATAGTAATAATAGGTTTTATTGGTTAT 286
Leish. Braziliensis AB434682. GTTTGAATTATAGGTTTTATTATTTATATATTTATAGTAATAATAGGTTTTATTGGTTAT 358
Leish. Peruviana AB433282. GTTTGAATTATAGGTTTTATTATTTATATATTTATAGTAATAATAGGTTTTATTGGTTAT 286

Leish. Braziliensis AB@95967.
Leish. Braziliensis 0Q6@8578.
Leish. Equatorensis AB434687.
Leish. Equatorensis AB434686.

GTTTGAATTATAGGTTTTATTATTTATATATTTATAGTAATAATAGGTTTTATTGGTTAT 358
GTTTGAATTATAGGTTTTATTATTTATATATTTATAGTAATAATAGGTTTTATTGGTTAT 189
GTTTGAGTAGTAGGGTTTATAATATATATATTTATTGTTATTATAGGTTTTATTGGTTAT 360
GTTTGAGTAGTAGGGTTTATAATATATATATTTATTGTTATTATAGGTTTTATTGGTTAT 360

Leish. Infantum  MW387249. GTATGGGTGGTAGGTTTTGTTATATATATATTTATAGTATTAATAGGTTTTATTGGTTAT 243
Leish. Infantum  EF579913. GTATGAGTGGTAGGTTTTGTTATATATATATTTATAGTAATAATAGGTTTTATTGGTTAT 277
Leish. Infantum  LCO89@19. GTATGAGTGGTAGGTTTTGTTATATATATATTTATAGTAATAATAGGTTTTATTGGTTAT 279
Leish. Infantum  KX443560. GTATGAGTGGTAGGTTTTGTTATATATATATTTATAGTAATAATAGGTTTTATTGGTTAT 252
Leish. Mexicana  KU68@833. GTATGGGTGGTAGGTTTTGTGATATATATATTTATAGTAATAATAGGTTTTATCGGCTAT 3@6
Leish. Mexicana  EF579915. GTGTGAGTAGTAGGTTTTGTTATATATATATTTATAGTCATAATCGGTTTTATTGGTTAT 277
Leish. Mexicana  EU499922.1 = ---——------- GGTTTTGTTATATATATATTTATAGTCATAATCGGTTTTATTGGTTAT 48

Leish. Amazonensis MF344895. GTGTGAGTAGTAGGTTTTGTTATATATATTTTTATAGTTATAATTGGTTTTATTGGTTAT 264
Leish. Amazonensis MF344894. GTGTGAGTAGTAGGTTTTGTTATATATATTTTTATAGTTATAATTGGTTTTATTGGTTAT 264
Leish. Mexicana  HQ9@8258. GTGTGAGTAGTAGGTTTTGTTATATATATTTTTATAGTTATAATTGGTTTTATTGGTTAT 358

Leish. Amazonensis MF344893.
Leish. Amazonensis MF344892.

GTGTGAGTAGTAGGTTTTGTTATATATATTTTTATAGTTATAATTGGTTTTATTGGTTAT 264
GTGTGAGTAGTAGGTTTTGTTATATATATTTTTATAGTTATAATTGGTTTTATTGGTTAT 264
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TWATHGGTTTTATYGGYTAT

Figura 1: Alineamiento en Clustal Omega de las secuencias de la Leishmania spp. para el disefio
del primer forward 1. Imagen representativa de los alineamientos generados. En color verde se

resalta la region elegida para el potencial disefio de primer degenerado.

Para el diseno del ler primer forward se examind de manera manual una secuencia, con un
total de 20 pares de bases, 36 degenerancias y un total de 4 puntos de sustitucion. El primer

disefiado se constituy6 por las bases S’ TWATHGGTTTTATYGGYTAT3’
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| Leish. Tarentolae LCO89020. GTTTTTCATGAAGAGTCGTGAGTAATTGTTGACACATTGAAAACATCTGATAAAATTTTA 734
Leish. Tarentolae LCB92878. GTTTTTCATGAAGAGTCGTGAGTAATTGTTGACACATTGAAAACATCTGATAAAATTTTA 731
| Leish. Naiffi MW117332. GTTTTTCATGAGGAGTCATGAGTAATAGTGGATACATTAAAAACTTCTGATAAAATTTTA 786
| Leish. Naiffi AB433279. GTTTTTCATGAGGAGTCATGAGTAATAGTGGATACATTAAAAACTTCTGATAAAATTTTA 786
| Leish. Panamensis MW117425. GTTTTTCATGAGGAGTCATGAGTAATAGTAGACACATTAAAAACTTCTGATAAAATTTTA 786
' Leish. Panamensis MN117424. GTTTTTCATGAGGAGTCATGAGTAATAGTAGACACATTAAAAACTTCTGATAAAATTTTA 7086
Leish. Panamensis MW117423. GTTTTTCATGAGGAGTCATGAGTAATAGTAGACACATTAAAAACTTCTGATAAAATTTTA 7086
| Leish. Panamensis MN117422. GTTTTTCATGAGGAGTCATGAGTAATAGTAGACACATTAAAAACTTCTGATAAAATTTTA 706
Leish. Panamensis MW117421. GTTTTTCATGAGGAGTCATGAGTAATAGTAGACACATTAAAAACTTCTGATAAAATTTTA 7086
Leish. Guyanensis 0Q608599. GTTTTTCATGAGGAGTCATGAGTAATAGTAGACACATTAAAAACTTCTGATAAAATTTTA 618
Leish. Guyanensis 0Q608600. GTTTTTCATGAGGAGTCATGAGTAATAGTAGACACATTAAAAACTTYTGATAAAATTTTA 660
i Leish. Guyanensis 00608601 . GTTTTTCATGAGGAGTCATGAGTAATAGTAGACACATTAAAAACTTCTGATAAAATTTTA 678
Leish. Guyanensis 0Q608598. GTTTTTCATGAGGAGTCATGAGTAATAGTAGACACATTAAAAACTTCTGATAAAATTTTA 648
Leish. Peruviana LC593674. GTTTTTCATGAGGAGTCATGAGTAATAGTAGGCACATTAAAAACTTCTGATAAAATTTTA 706
Leish. Braziliensis AB095966. GTTTTTCATGAGGAGT CATGAGTAATAGTAGACACATTAAAAACTTCTGATAAAATTTTA 778
Leish. Peruviana LC593673. GTTTTTCATGAGGAGTCATGAGTAATAGTAGACACATTAAAAACTTCTGATAAAATTTTA 706
[Leish. Peruviana LC593675. GTTTTTCATGAGGAGTCATGAGTAATAGTAGACACATTAAAAACTTCTGATAAAATTTTA 706
Leish. Braziliensis AB434682. GTTTTTCATGAGGAGTCATGAGTAATAGTAGACACATTAAAAACTTCTGATAAAATTTTA 778
Leish. Peruviana AB433282. GTTTTTCATGAGGAGTCATGAGTAATAGTAGACACATTAAAAACTTCTGATAAAATTTTA 706

Leish. Braziliensis AB@95967.
Leish. Braziliensis 0Q608578.
|Leish. Equatorensis AB434687.
Leish. Equatorensis AB434686.

GTTTTTCATGAGGAGTCATGAGTAATAGTAGACACATTAAAAACTTCTGATAAAATTTTA 778
GTTTTTCATGAGGAGTCATGAGTAATAGTAGACACATTAAAAACTTCTGATAAAATTTTA 6@9
GTATTTCATGAAGAATCTTGAGTTATAGTAGATACTTTAAAAACATCAGATAAAATATTG 780
GTATTTCATGAAGAATCTTGAGTTATAGTAGATACTTTAAAAACATCAGATAAAATATTG 780

Leish. Infantum  MW387249. GTATTTCATGAAGAGTCATGGGTAATAGTTGATACATTAAAAACATCTGATAAGATTCTC 663
Leish. Infantum  EF579913. GTATTTCATGAAGAGTCATGAGTAATAGTTGATACATTAAAAACATCTGATAAGATTCTC 697
I Leish. Infantum  LC@89019. GTATTTCATGAAGAGTCATGAGTAATAGTTGATACATTAAAAACATCTGATAAGATTCTC 699
Leish. Infantum  KX443560. GTATTTCATGAAGAGTCATGAGTAATAGTTGATACATTAAAAACATCTGATAAGATTCTC 672
Leish. Mexicana  KU680833. GTTTTTCATGAAGAGTCTTGAGTTATAGTTGATACATTAAAAACATCTGATAAAATTCTG 726
| Leish. Mexicana  EF579915. GTTTTTCATGAAGAGTCTTGGGTTATTGTGGATACATTAAAAACCTCTGATAAAATTCTG 697
Leish. Mexicana  EU499922. GTTTTTCATGAAGAGTCTTGGGTTATTGTGGATACATTAAAAACCTCTGATAAAATTCTG 468

ILeish. Amazonensis MF344895.
Leish. Amazonensis MF344894 .
Leish. Mexicana  HQO@8258.
Leish. Amazonensis MF344893.
Leish. Amazonensis MF344892.

GTTTTTCATGAAGAGTCTTGGGTTATTGTGGATACATTAAAGACATCTGATAAAATTTTG 684
GTTTTTCATGAAGAGTCTTGGGTTATTGTGGATACATTAAAGACATCTGATAAAATTTTG 684
GTTTTTCATGAAGAGTCTTGGGTTATTGTGGATACATTAAAAACATCTGATAAAATTTTG 778
GTTTTTCATGAAGAGTCTTGGGTTATTGTGGATACATTAAAAACATCTGATAAAATTTTG 684
GTTTTTCATCAAGAGTCTTCGGTTATTGTGGATACATTAAAAACATCTGATAAAATTTTG 684
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Figura 2: Alineamiento en Clustal Omega de las secuencias de la Leishmania spp. para el disefio
del primer reverse 1. Imagen representativa de los alineamientos generados. En color naranja se

resalta la region elegida para el potencial disefio de primer degenerado.

Para el disefio del ler primer reverse se observo y analizé de manera manual una secuencia
de 19 pares de bases, 55 degenerancias en su composicion y 5 puntos de sustituciones. La secuencia

final fue STAWTGRGTDCTRAGRAGTA3J.
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GTGTTACCATGTACAATGATGTCGTATTGAGGGTTGACTGTTTTTAGTAATATTTTAGCA 374
GTGTTACCATGTACAATGATGTCGTATTGAGGGTTGACTGTTTTTAGTAATATTTTAGCA 371
GTATTGCCATGTACAATGATGTCGTATTGAGGATTAACAGTTTTTAGTAATATTTTAGCT 346
GTATTGCCATGTACAATGATGTCGTATTGAGGATTAACAGTTTTTAGTAATATTTTAGCT 346
GTACTGCCGTGTACAATGATGTCGTATTGAGGATTAACAGTTTTTAGTAATATTTTAGCT 346
GTACTGCCGTGTACAATGATGTCGTATTGAGGATTAACAGTTTTTAGTAATATTTTAGCT 346
GTACTGCCGTGTACAATGATGTCGTATTGAGGATTAACAGTTTTTAGTAATATTTTAGCT 346
GTACTGCCGTGTACAATGATGTCGTATTGAGGATTAACAGTTTTTAGTAATATTTTAGCT 346
GTACTGCCGTGTACAATGATGTCGTATTGAGGATTAACAGTTTTTAGTAATATTTTAGCT 346
GTATTGCCATGTACAATGATGTCGTATTGAGGATTAACAGTTTTTAGTAATATTCTAGCT 258
GTATTGCCATGTACAATGATGTCGTATTGAGGATTAACAGTTTTTAGTAATATTCTAGCT 300
GTATTGCCATGTACAATGATGTCGTATTGAGGATTAACAGTTTTTAGTAATATTCTAGCT 318
GTATTGCCATGTACAATGATGTCGTATTGAGGATTAACAGTTTTTAGTAATATTCTAGCT 288
GTATTGCCATGTACAATGATGTCGTATTGAGGATTAACAGTTTTTAGTAATATTTTAGCT 346
GTATTGCCATGTACAATGATGTCGTATTGAGGATTAACAGTTTTTAGTAATATTTTAGCT 418
GTATTGCCATGTACAATGATGTCGTATTGAGGATTAACAGTTTTTAGTAATATTTTAGCT 346
GTATTGCCATGTACAATGATGTCGTATTGAGGATTAACAGTTTTTAGTAATATTTTAGCT 346
GTATTGCCATGTACAATGATGTCGTATTGAGGATTAACAGTTTTTAGTAATATTTTAGCT 418
GTATTGCCATGTACAATGATGTCGTATTGAGGATTAACAGTTTTTAGTAATATTTTAGCT 346
GTATTGCCATGTACAATGATGTCGTATTGAGGATTAACAGTTTTTAGTAATATTTTAGCT 418
GTATTGCCATGTACAATGATGTCGTATTGAGGATTAACAGTTTTTAGTAATATTTTAGCT 249
GTTTTACCATGTACAATGATGTCATATTGAGGTTTAACTGTATTTAGTAATATTTTAGCA 420
GTTTTACCATGTACAATGATGTCATATTGAGGTTTAACTGTATTTAGTAATATTTTAGCA 42

GTATTACCATGTACGATGATGTCGTATTGGGGTCTAACAGTATTTAGTAATATTTTAGCA 383
GTATTACCATGTACGATGATGTCGTATTGAGGTCTAACAGTATTTAGTAATATTTTAGCA 337
GTATTACCATGTACGATGATGTCGTATTGAGGTCTAACAGTATTTAGTAATATTTTAGCA 339
GTATTACCATGTACGATGATGTCGTATTGAGGTCTAACAGTATTTAGTAATATTTTAGCA 312
GTTTTACCATGTACAATGATGTCGTATTGGGGTTTAACAGTGTTCAGTAACATTTTAGCA 366
GTTTTACCATGTACAATGATGTCTTATTGAGGTTTAACTGTATTTAGTAATATTTTAGCA 337
GTTTTACCATGTACAATGATGTCTTATTGAGGTTTAACTGTATTTAGTAATATTTTAGCA 1@8
GTTTTACCATGTACAATGATCTCTTATTGAGGCTTAACTGTATTTAGTAATATTTTAGCA 324
GTTTTACCATGTACAATGATCTCTTATTGAGGCTTAACTGTATTTAGTAATATTTTAGCA 324
GTTTTACCATGTACAATGATGTCTTATTGAGGCTTAACTGTATTTAGTAATATTTTAGCA 418
GTTTTACCATGTACAATGATGTCTTATTGAGGCTTAACTGTATTTAGTAATATTTTAGCA 324
GTTTTACCATGTACAATGATGTCTTATTGAGGCTTAACTGTATTTAGTAATATTTTAGCA 324
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Figura 3: Alineamiento en Clustal Omega de las secuencias de la Leishmania spp. para el primer

forward 2. Imagen representativa de los alineamientos generados. En color verde se resalta la

Para el disefio del 2do primer forward se examin6 de manera manual un segmento de la

region elegida para el potencial disefio de primer degenerado

secuencia y se hallo un primer de 23 pares de bases, 36 degenerancias y 4 puntos de sustitucion.

El primer es: ’CCRTGTACRATGATSTCDTATTG 3’
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Leish. Tarentolae LC@8902@. TITTTAGCTTTTTTAATATTATTTTATGTAGTATACTTTATATTCATAAATTGATATTTT 674
Leish. Tarentolae LCA92878. TITTTAGCTTTTTTAATATTATTTTATGTAGTATACTTTATATTCATAAATTGATATTTT 671
Leish. Naiffi MW11v332. TTTTTAGCATTTTTAATATTATTTTTTGTAGTGTATTTTATATTTATAAATTGATATTTT 646
Leish. Naiffi AB433279. TTTTTAGCATTTTTAATATTATTTTTTGTAGTGTATTTTATATTTATAAATTGATATTTT 646
Leish. Panamensis MW117425. TTTTTAGCGTTTTTAATATTATTTTTTGTAGTGTATTTTATATTTATAAATTGATATTTT 646
Leish. Panamensis MW117424. TTTTTAGCGTTTTTAATATTATTTTTTGTAGTGTATTTTATATTTATAAATTGATATTTT 646
Leish. Panamensis MW117423. TTTTTAGCGTTTTTAATATTATTTTTTGTAGTGTATTTTATATTTATAAATTGATATTTT 646
Leish. Panamensis MW117422. TTTTTAGCGTTTTTAATATTATTTTTTGTAGTGTATTTTATATTTATAAATTGATATTTT 646
Leish. Panamensis MW117421. TTTTTAGCGTTTTTAATATTATTTTTTGTAGTGTATTTTATATTTATAAATTGATATTTT 646
Leish. Guyanensis 00608599. TTTTTAGCATTTTTAATATTATTTTTTGTAGTGTATTTTATATTTATAAATTGATATTTT 558
Leish. Guyanensis 00608600 . TTTTTAGCATTTTTAATATTATTTTTTGTAGTGTATTTTATATTTATAAATTGATATTTT 600
Leish. Guyanensis 00608601 . TTTTTAGCATTTTTAATATTATTTTTTGTAGTGTATTTTATATTTATAAATTGATATTTT 618
Leish. Guyanensis 0Q608598. TTTTTAGCATTTTTAATATTATTTTTTGTAGTGTATTTTATATTTATAAATTGATATTTT 588
Leish. Peruviana LC593674. TTTTTAGCATTTTTAATATTATTTTTTGTAGTGTATTTTATATTTATAAATTGATATTTT 646
Leish. Braziliensis AB@95966. TTTTTAGCATTTTTAATATTATTTTTTGTAGTGTATTTTATATTTATAAATTGATATTTT 718
Leish. Peruviana LC593673. TTTTTAGCATTTTTAATATTATTTTTTGTAGTGTATTTTATATTTATAAATTGATATTTT 646
Leish. Peruviana LC593675. TTTTTAGCATTTTTAATATTATTTTTTGTTGTGTATTTTATATTTATAAATTGATATTTT 646
Leish. Braziliensis AB434682. TTTTTAGCATTTTTAATATTATTTTTTGTAGTGTATTTTATATTTATAAATTGATATTTT 718
Leish. Peruviana AB433282. TTTTTAGCATTTTTAATATTATTTTTTGTAGTGTATTTTATATTTATAAATTGATATTTT 646

Leish. Braziliensis AB@95967.
Leish. Braziliensis 0Q608578.
Leish. Equatorensis AB434687.
Leish. Equatorensis AB434686.

TTTTTAGCATTTTTAATATTATTTTTTGTAGTGTATTTTATATTTATAAATTGATATTTT 718
TTTTTAGCATTTTTAATATTATTTTTTGTAGTGTATTTTATATTTATAAATTGATATTTT 549
TTTTTAGCATTTTTTATTTTATTTTGTGTTATGTATTTTATTTTTATTAACTGATATTTT 720
TTITTTAGCATTTTTTATTTTATTTTGTGTTATGTATTTTATTTTTATTAACTGATATTTT 720

Leish. Infantum  MW387249. TTTTTAGCATTTTTAATATTGTTTTTTGTGATTTATTTTATTTTTATAAATTGGTATTTT 6@3
Leish. Infantum  EF579913. TTTTTAGCATTTTTAATATTGTTTTTTGTGATTTATTTTATTTTTATAAATTGATATTTT 637
Leish. Infantum  LC@89019. TTTTTAGCATTTTTAATATTGTTTTTTGTGATTTATTTTATTTTTATAAATTGATATTTT 639
Leish. Infantum  KX443560. TTTTTAGCATTTTTAATATTGTTTTTTGTGATTTATTTTATTTTTATAAATTGATATTTT 612
Leish. Mexicana  KU68@833. TITTTGGCTTTTTTGATATTATTTTTTGTAATTTATTTTATTTTTATAAATTGATATTTT 666
Leish. Mexicana  EF579915. TTTTTAGCATTTTTAATATTATTTTATGTAATATATTTTATTTTTATTAATTGATATTTT 637
Leish. Mexicana  EU499922. TTTTTAGCATTTTTAATATTATTTTATGTAATATATTTTATTTTTATTAATTGATATTTT 488

Leish. Amazonensis MF344895.
Leish. Amazonensis MF344894.
Leish. Mexicana  HQ9@8258.
Leish. Amazonensis MF344893.
Leish. Amazonensis MF344892.

TTTTTAGGATTTTTAATATTATTTTATGTAATATATTTTATTTTCATTAATTGATATTTT 624
TTTTTAGGATTTTTAATATTATTTTATGTAATATATTTTATTTTCATTAATTGATATTTT 624
TTTTTAGCATTTTTAATATTATTTTATGTAATATATTTTATTTTCATTAATTGATATTTT 718
TTTTTAGCATTTTTAATATTATTTTATGTAATATATTTTATTTTCATTAATTGATATTTT 624
TTTTTAGGATTTTTAATATTATTTTATGTAATATATTTTATTTTCATTAATTGATATTTT 624
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Figura 4: Alineamiento en Clustal Omega de las secuencias de la Leishmania spp. para el primer
reverse 2. Imagen representativa de los alineamientos generados. En color naranja se resalta la

region elegida para el potencial disefio de primer degenerado.

Para el disefo del 2do primer reverse, se marcd un pequeno segmento de la alineacién y se
hall6 un primer de 20 pares de bases, 40 degenerancias y 4 puntos de sustitucion. El primer es;

STGTDTTTTRTTWTADTTTTT3’
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Finalmente, se obtuvieron 2 sets de primers forward y reverse, con la posibilidad de

combinarse entre si para obtener en total 4 juegos distintos. Esto es posible debido a sus
propiedades fisicoquimicas similares, las cuales se pueden observar en la tabla 3 como: los rangos
de temperaturas de melting, el tamafo aproximado del amplicon, el nimero de degenerancias de
cada uno de los primers, el porcentaje guanina-citosina y sobre todo la formacion de hairpins. Cada
uno de estos parametros fisicoquimicos permite conocer a detalle como funciona cada primer al

momento de realizar una amplificacion del segmento del gen CYT - B de Leishmania spp.



Tabla 3: Sets de primers disenados del alineamiento de las secuencias de Leishmania.
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Tamafio
SET Tm aproximado del [#
S PRIMERS (5'-->3") rango |amplicon degenerancias [%GC |Hairpins
FORWARD:
37,38 a
TWATHGGTTTTATYGGY
44,9 °C
F1 Y |TAT 36 26,7 2
500 pb
R1 IREVERSE:
33,49 a
TAWTGRGTDCTRAGRAG
45,6 °C
TA 55 36 1
FORWARD:
47,48 a
CCRTGTACRATGATSTCD
53,4 °C
F2 Y |TATTG 36 40,6 6
300 pb
R2 'REVERSE:
33,65a
TGTDTTTTRTTWTADTTT
36,4 °C
TT 40 10,8 2
FORWARD:
37,38 a
TWATHGGTTTTATYGGY
44,9 °C
F1 Y |TAT 36 26,7 2
350 pb
R2 IREVERSE:
33,65a
TGTDTTTTRTTWTADTTT
36,4 °C
TT 40 10,8 2
FORWARD:
F2Y 47,48 a
CCRTGTACRATGATSTCD 400 pb
R1 53,4 °C
TATTG 36 40,6 6
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REVERSE:
33,49 a
TAWTGRGTDCTRAGRAG
45,6 °C
TA 55 36 1

Discusion de Resultados

Se obtuvieron 35 secuencias del gen citocromo b (CYT - B) de 10 distintas especies de
Leishmania spp. a través de la busqueda y descarga desde la base de datos de GenBank, de las
cuales cada especie posee entre un rango de 2 a 5 copias de secuencias del gen CYT - B, lo cual
permitid clasificar las especies en tres grupos: Leishmania, Neotropico y Viejo mundo a través de
su denominacion de origen geografico o ubicacion, donde fueron descubiertas por primera vez,
como el continente Americano para el grupo “Neotropico” y “Leishmania” y Europa/Asia para el
“Viejo mundo” con el fin de establecer una relacion en base a su origen. Segln la investigacion
cientifica de (Asato et al., 2008) el autor establece que la identificacion y clasificacion de especies
de Leishmania spp. a través del uso del gen citocromo b (CYT - B) permite constituir una base
firme y poder relacionar cada especie o subespecie de Leishmania spp. para su estudio y posterior
analisis filogeografico a través de la examinacion de semejanzas o diferencias entre cada especie o
subespecie. Por lo cual, comparando la clasificacion de especies de Leishmania spp. con el trabajo
del autor, la clasificacién de especies permite conocer de manera exacta y efectiva el tipo de

parasito que se esta tratando, a través de sus nexos entre especies parasitarias.
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Segun el autor (Hernandez Aguirre, 2023), en su estudio determin6 que, de un total de 96

secuencias, el 50% de las especies de su estudio de Leishmania spp. en el Ecuador pertenecian a la
clasificacion de “Neotropico"”, con lo cual existe una similitud en este estudio de que existe un
mayor porcentaje de especies pertenecientes a esta clasificacion, de las cuales se pudieron clasificar
un total de 29 secuencias de 35 en total, representando un 82% de la clasificacion “Neotropico”,
determinando que en territorio ecuatoriano abundan especies de Leishmania spp. pertenecientes a
la clasificacion “Neotropico” y se sugiere que este tipo de especies se expanden con mayor
facilidad e infectan a la poblacion exitosamente. Adicionalmente el autor (Hernandez Aguirre,
2023) observo que el 30% de especies y sus secuencias pertenecen a la clasificacion de “Viejo
Mundo”, al igual que este estudio, se clasificd solamente 4 secuencias pertenecientes a este grupo,
de la especie L. infantum, siendo solamente el 11% de las secuencias totales, teniendo en cuenta
que, entre este estudio y el estudio del autor, abundan menos especies de Leishmania spp. de la
clasificacion “Viejo Mundo” en territorio ecuatoriano.

Los resultados del alineamiento de las 10 especies de Leishmania mostraron que, a lo largo
de los segmentos de bases, existen degenerancias en distintos espacios del alineamiento, por lo cual
esto dificulta tener un alineamiento 100% limpio al momento de identificar y seleccionar los
primers, por lo cual se usaron bases degeneradas con el fin representar esta variabilidad. Al
momento de generar primers, el nimero de degenerancias se encontraba en un rango de 36 a 55y
esto afecta a los resultados finales. Con base en los estudios realizados por (Mufioz Salazar, 2015),
el autor en su trabajo de investigacion mostré como hacer un alineamiento mas sencillo y sobre
todo con menos posibilidades de tener un error al momento de secuenciar. A partir de las muestras
de 3 pacientes con posibles indicios de Leishmaniasis, el autor obtuvo las secuencias finales a

partir de la extraccion de una muestra de sangre y de las lesiones cutaneas de los pacientes, luego
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se envio a amplificar las muestras extraidas y por ultimo se obtuvieron los productos amplificados

que codifican el gen CYT - B y uni6 cada uno de los productos obtenidos de la amplificacién dando
como resultado final las secuencias usadas para el alineamiento de Leishamnia spp. En este caso
pudo obtener un resultado mas limpio, pudiendo identificar hasta en un 99% de efectividad, el tipo
de Leishmania spp. que se hallaba dentro del paciente. A comparacion de este estudio el cual el
uso de las bases degeneradas se vuelve esencial para poder obtener un alineamiento sin regiones
vacias. Por lo cudl, el uso de estas mismas dentro de un alineamiento suele ser una opcién
arriesgada al momento de realizar primers con un numero elevado de secuencias, pero permite ser
una herramienta al momento de identificar las especies de Leishmania spp. a partir del gen CYT -
B si se estd usando un numero elevado de copias del parasito.

Por otro lado, en el estudio realizado por (Perez Mejia, 2017), el autor detecté de manera
eficiente dos especies de Leishmania: Leishmania sp. y Leishmania mexicana a través del uso de
primers ITS1 (espaciador transcripcional interno ribosomal 1) con nombres L5.8S al primer
forward y LITSR al primer reverse, a través de la exploracion en flebotomos hembra que habian
tenido ingesta sanguinea en el momento de la extraccion, a comparacion de este estudio que uso el
gen CYT - B para la identificacion de Leishmania spp. usando primers con bases degeneradas. El
autor enfatizd el uso de estos primers para la identificacion del parésito en localidades como
Progreso y Calceta, debido a que el uso de los mismos tuvo una efectividad considerable (44,4%
en Progreso y un 57% en Calceta) al momento de identificar Leishmania, se puede considerar el
uso de estos primers como una opcion alterna de identificaciéon de especies sin usar bases
degeneradas dentro del alineamiento, por lo cual se evitara errores y sobre todo se podra ser mas

exactos al momento de secuenciar las muestras de Leishmania spp de la paciente.
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Se obtuvieron 2 sets de primers forwards y reverse a partir del alineamiento y se observé

que los rangos de temperaturas de Tm rondan entre los 35 a 50 °C aproximadamente, siendo un
valor bajo. Segun el autor (Naqib et al., 2019,) el disefio de estos primers provocaria que se unieran
de manera errénea o inespecifica ya que estos valores se encargan de la apertura de las hebras de
ADN, lo cual puede resultar en la generacion de productos secundarios no deseados. Al igual que
la eficiencia se veria reducida en cierta medida, lo cual generaria que los productos finales no se
secuencien de manera correcta y se desnaturalizan ante la exposicion de temperaturas semejantes.

El pardmetro de %GC es considerablemente bajo, rondando entre un 25% a 40%, a
excepcion del primer reverse 2, siendo 10%. Segun el autor (Siswanto et al., 2022), tener datos
muy bajos en este trabajo investigativo produciria que la estabilidad de los primers se vea
comprometida, afectando la union entre la cadena molde y el primer, adicionalmente tener un bajo
nimero de guaninas y citosinas produciria un posible desanclaje durante la PCR.

El parametro del # de degenerancias dentro de los primers ronda entre los 35 y 55, siendo
un valor por debajo del limite. Segtn el autor (Gaby & Buckley, 2017) en este trabajo investigativo
el tener un nimero de degenerancias puede abarcar un mayor nimero de especies para su
identificacion, también se pierde la propiedad de la especificidad y se puede acortar la eficiencia,
también se puede generar un sesgo en el momento de la identificacion, llegando a tener a tener
futuros errores en el momento de la cuantificacion.

Por ultimo, se mostrod la posible formacion de estructuras secundarias como Hairpins,
aproximadamente entre 1 a 6 estructuras secundarias. Segtin la informacion dada por el autor (Fan
et al., 2018), tener hairpins en este trabajo investigativo complica el disefio de primers como tal,
debido a que tener estas estructuras puede inhibir el proceso de secuenciacion, evitando que exista

una correcta eficiencia debido a la competitividad entre los hairpins y el primer a la secuencia
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diana. Determinando que este los parametros anteriormente mencionados no cumplen en cierta

medida los requisitos necesarios para una correcta secuenciacion.

En el trabajo investigativo de (Fonseca Carrera, 2019), el autor realizd pruebas de deteccion
y diferenciacion molecular para subgéneros de Leishmania, en este caso se hizo uso del marcador
molecular “nagA”, a comparacion de este estudio que se lo realizd con el gen CYT - B. En el
estudio de (Fonseca Carrera, 2019, el autor obtuvo resultados positivos gracias al uso de los
primers: INAGA-F537 (Forward) e INAGA-R836 (Reverse). Se mostraron los parametros
fisicoquimicos, como la temperatura de denaturacion que rondaba entre los 56 °C y 57°C, una
longitud de 19 a 20 pb por primer, un amplicon de aproximadamente 300 pb y la posible formacion
de estructuras secundarias como: homodimeros y heterodimeros. Comparando los resultados de
este estudio con los del autor (Fonseca Carrera, 2019), existe una gran diferencia entre cada
parametro fisicoquimico. Se puede explicar que al realizar un alineamiento con varias secuencias
de especies de Leishmania produjo que los primers no posean los parametros fisicoquimicos
deseados al momento de que estos sean sometidos a un proceso de secuenciacion, dando como
resultado un producto no 100% exacto, gracias al uso de bases degeneradas como método para
rellenar las regiones en blanco. A comparacion del estudio de (Fonseca Carrera, 2019) donde el
autor, a través del uso del primer INAGA-F537: 3> CGTCATGACCATCTCGCCM 5’ en su
estructura solamente tenia en una base degenerada (M), por lo cudl, el producto final de la
secuenciacion seria mas limpio y sobretodo con menos errores, facilitando la identificacion de las
especies de Leishmania spp. Siendo una alternativa que se puede aplicar en este trabajo
investigativo gracias al uso del marcador molecular “nagA”.

Comparando los productos obtenidos en este trabajo investigativo con los del autor

(Fonseca Carrera, 2019, los primers usados por el autor son menos probables de que tengan errores
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por pardmetros fisico-quimicos al momento de secuenciar gracias a que no poseen en su estructura

varias bases degeneradas, a comparacion de los primers disefiados en este estudio investigativo que
si los poseen. Sin embargo, el disefio de primers de este estudio investigativo permite la
identificacion de varias especies de Leishmania spp. que se encuentran en el pais gracias al uso del
gen CYT - B como marcador molecular, a comparacion de los primers usados por el autor (Fonseca
Carrera, 2019 que permiten sélo identificar subgéneros especificos de Leishmania spp, gracias al
marcador molecular “nagA” lo cual limita la investigacion e identificacion de estas especies.
Finalmente, desde la perspectiva del método empleado para el disefio de primers, dichos
protocolo de abordaje in silico han sido implementado en otros trabajos con la finalidad de mejorar
la deteccion e identificacion de tripanosomatidos en el territorio ecuatoriano, como es el caso de
disefio de primers dirigidos a segmentos alternativos y altamente informativos como la
Fosfofructoquinasa y el gliceraldehido 3 fosfato deshidrogenasa (Marifio Suarez, 2023; Vélez
Requenez, 2023). Estos procedimientos permiten abrir nuevas lineas de trabajo con la finalidad de
optimizar marcadores moleculares, sondas y primers, cuyos disefios pueden mejorar gracias al
constante enriquecimiento de secuencias nucleotidicas de agentes infecciosos, a nivel de
fragmentos o genomas completos presentes en bases de datos de acceso abierto como GenBank y
TrypDB. De igual manera, la necesidad de la actualizacion y mejoramientos de recursos para el
diagnostico molecular se hace evidente al considerar a Ecuador, y a sus regiones de costa y
Amazonia, como ecosistemas con nichos ecologicos ideales para la proliferacion de enfermedades
causadas por otros hemoparasitos kinetoplastidos como Trypanosoma spp., entre los que destacan
T. vivax, T. theileriy T. evansi (De La Cadena Flores, 2021; Avila Carabajo, 2022; Maldonado et
al., 2024; Guayaquil et al., 2025), lo cual resalta el requerimiento de continuar investigaciones

sobre enfermedades desatendidas en el pais.
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Conclusiones

Tomando en cuenta que los cebadores finales para este estudio se obtuvieron a partir de un
alineamiento de 35 secuencias de 10 especies distintas del parésito los resultados del disefio de
primers Forward y Reverse resultantes de este estudio no son 100% confiables ya que pueden
existir errores al momento de secuenciar como la desnaturalizacion, formacion de estructuras
secundarias o amplificar regiones no deseadas. Por otro lado, al haber alineado una gran cantidad
de secuencias provenientes de distintas especies de Leishmania spp. los primers obtenidos en este
estudio permiten identificar una gran variedades de este parasito en el territorio ecuatoriano, sin
necesidad de contar con un primer para cada especie.

Después de la extraccion, alineamiento y analisis de los primers en cuestion, se determind
que estos mismos cumplen los parametros fisico-quimicos para una secuenciacion mediante PCR.
Los valores obtenidos son bastante positivos teniendo en cuenta que para el disefio de estos primers
degenerados se usaron bases degeneradas como una alternativa para la formacion de estos sets, en
comparacion de los valores que se podria obtener de un set de cebadores sin estas mismas bases.
Lo anteriormente mencionado influye o se desvia en menor medida de los parametros
fisicoquimicos basicos convencionales, tales como los rangos de temperatura, los %GC, la posible
formacion de estructuras secundarias como hairpins y sobre todo el rango del amplicon esperado.
Esto se debe a que en este estudio, la muestra que se usd se compone de una gran variedad genética
de Leishmania spp, lo cual provoca que se reduzca la especificidad de los primers, pero al contrario,
resaltando una caracteristica benéfica como la amplificacion del rango de identificacion de varias

especies de Leishmania spp.
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Se sugiere que para futuros estudios, se realicen pruebas in vitro para la deteccion de

Leishmania spp. con los primers de esta investigacion para corroborar la efectividad de estos
mismos al momento de secuenciar futuras muestras, adicionalmente, para proximos trabajos se
recomienda ampliar el nimero de especies del pardsito para formar un alineamiento mas grande y
con ello, formar sets de primers con un mayor rango de deteccion y poder detectar una mayor

cantidad de especies.
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Anexos

Anexo 1: Alineamiento total de las especies de Leishmania spp. mediante el uso de la

herramienta bioinformatica Clustal Omega

CLUSTAL O(1.2.4) multiple sequence alignment

LC089020.1
LC092878.1
MW117332.1
AB433279.1
MW117425.1
MW117424.1
MW117423.1
MW117422.1
MWI117421.1
0Q608599.1
0Q608600.1
0Q608601.1
0Q608598.1
LC593674.1
AB095966.1
LC593673.1
LC593675.1
AB434682.1
AB433282.1
AB095967.1
0Q608578.1
AB434687.1
AB434686.1
MW387249.1
EF579913.1
LC089019.1
KX443560.1
KU680833.1
EF579915.1
EU499922.1
MF344895.1
MF344894.1
HQ908258.1
MF344893.1
MF344892.1

LC089020.1
LC092878.1
MW117332.1
AB433279.1
MW117425.1
MW117424.1
MW117423.1

TCACTATAGGTGTA 14
CATTAGGTGTA 11

S OO OO OO OO O oo

--AAGCGGAGAGAAAAGAAAAGGCTTAACTTCAGGTTGTTTATTGCGAATTTATGGTGTA 58
0
0
--AAGCGGAGAGAAAAGAAAAGGCTTAACTTCAGGTTGTTTATTGCGAATTTATGGTGTA 58
0
--AAGCGGAGAGAAAAGAAAAGGCTTAACTTCAGGTTGTTTATTGCGAATTTATGGTGTA 58
0
AAGCGGAGAGGAAAGAAAAGGCTTTTAACTTCAGGTTGTTTATTAAGAGTATATGGTGTG 60
AAGCGGAGAGGAAAGAAAAGGCTTTTAACTTCAGGTTGTTTATTAAGAGTATATGGTGTG 60

GGTGTA 6

AAGCG--GAGAGGAAAGAAAAGGCTTAACTTCAGGTTGTTTATTACGAGTTTATGGTGTA 58
0
0

GGTTTTAGTTTAGGTTTTTTTATTTGTATGCAAATTATATGTGGTGTTTGCTTAGCATGA 74
GGTTTTAGTTTAGGTTTTTTTATTTGTATGCAAATTATATGTGGTGTTTGCTTAGCATGA 71
.............. TTTTTTTATTTGTATGCAAATAATATGTGGTGTTTGCTTAGCATGA 46
______________ TTTTTTTATTTGTATGCAAATAATATGTGGTGTTTGTTTAGCATGA 46
______________ TTTTTTTATTTGTATGCAAATAATATGTGGTGTTTGTTTAGCATGA 46
.............. TTTTTTTATTTGTATGCAAATAATATGTGGTGTTTGTTTAGCATGA 46
______________ TTTTTTTATTTGTATGCAAATAATATGTGGTGTTTGTTTAGCATGA 46

34



MW117422.1
MW117421.1
0Q608599.1
0Q608600.1
0Q608601.1
0Q608598.1
LC593674.1
AB095966.1
LC593673.1
LC593675.1
AB434682.1
AB433282.1
AB095967.1
0Q608578.1
AB434687.1
AB434686.1
MW387249.1
EF579913.1
LC089019.1
KX443560.1
KU680833.1
EF579915.1
EU499922.1
MF344895.1
MF344894.1
HQ908258.1
MF344893.1
MF344892.1

LC089020.1
LC092878.1
MW117332.1
AB433279.1
MW117425.1
MW117424.1
MW117423.1
MW117422.1
MW117421.1
00Q608599.1
0Q608600.1
0Q608601.1
00Q608598.1
LC593674.1
AB095966.1
LC593673.1
LC593675.1
AB434682.1
AB433282.1
AB095967.1
0Q608578.1
AB434687.1
AB434686.1
MW387249.1

-------------- TTTTTTTATTTGTATGCAAATAATATGTGGTGTTTGTTTAGCATGA 46
-------------- TTTTTTTATTTGTATGCAAATAATATGTGGTGTTTGTTTAGCATGA 46
0
0
GGTGTTTGTTTAGCATGA 18
0
-------------- TTTTTTTATTTGTATGCAAATAATGTGTGGTGTTTGTTTAGCATGA 46
GGTTTTAGTTTAGGTTTTTTTATTTGTATGCAAATAATATGTGGTGTTTGTTTAGCATGA
-------------- TTTTTTTATTTGTATGCAAATAATATGTGGTGTTTGTTTAGCATGA 46
-------------- TTTTTTTATTTGTATGCAAATAATATGTGGTGTTTGTTTAGCATGA 46
GGTTTTAGTTTAGGTTTTTTTATTTGTATGCAAATAATATGTGGTGTTTGTTTAGCATGA
-------------- TTTTTTTATTTGTATGCAAATAATATGTGGTGTTTGTTTAGCATGA 46
GGTTTTAGTTTAGGTTTTTTTATTTGTATGCAAATAATATGTGGTGTTTGTTTAGCATGA
0
GGTTTTAGTTTAGGTTTTTTTATTTGTATGCAAATAATATGTGGTGTTTGTTTAGCATGA
GGTTTTAGTTTAGGTTTTTTTATTTGTATGCAAATAATATGTGGTGTTTGTTTAGCATGA
TGG 3
----------------------- TTGTATGCAGATAATATGTGGTGTGTGTTTAGCGTGG 37
--------------------- ATTTGTATGCAGATAATATGTGGTGTGTGTTTAGCGTGG 39
TTGTTAGCGTGG 12
GGTTTTAGTTTAGGTTTTTTTATTTGTATGCAAATTATTTGTGGTGTATGTTTAGCATGA
----------------------- TTGTATGCAAATTATTTGTGGTGTATGTTTGGCATGA 37
0
ATTTGTGGTGTGTGTTTAGCATGA 24
ATTTGTGGTGTGTGTTTAGCATGA 24
GGTTTTAGTTTAGGTTTTTTTATTTGTATGCAAATTATTTGTGGTGTGTGTTTAGCATGA
ATTTGTGGTGTGTGTTTAGCATGA 24
ATTTGTGGTGTGTGTTTAGCATGA 24
TTATTTTTTAGTTGCTTTATTTGTACAAATTGATATTTTGTATTATTTTTATGAGATTTT
TTATTTTTTAGTTGCTTTATTTGTACAAATTGATATTTTGTATTATTTTTATGAGATTTT
TTATTTTTTAGTTGTTTTATTTGTACTAATTGATATTTTGTTTTATTTTTATGAGATTTT
TTATTTTTTAGTTGTTTTATTTGTACTAATTGATATTTTGTTTTATTTTTATGAGATTTT
CTATTTTTTAGTTGTTTTATTTGTACTAATTGATATTTTGTTTTATTTTTATGAGATTTT
CTATTTTTTAGTTGTTTTATTTGTACTAATTGATATTTTGTTTTATTTTTATGAGATTTT
CTATTTTTTAGTTGTTTTATTTGTACTAATTGATATTTTGTTTTATTTTTATGAGATTTT
CTATTTTTTAGTTGTTTTATTTGTACTAATTGATATTTTGTTTTATTTTTATGAGATTTT
CTATTTTTTAGTTGTTTTATTTGTACTAATTGATATTTTGTTTTATTTTTATGAGATTTT
TTTATTTTATGAGATTTT 18
CTATTTTTTAGTTGTTTTATTTGTACTAATTGATATTTTGTTTTATTTTTATGAGATTTT
CTATTTTTTAGTTGTTTTATTTGTACTAATTGATATTTTGTTTTATTTTTATGAGATTTT
———————————— TGTTTTATTTGTACTAATTGATATTTTGTTTTATTTTTATGAGATTTT 48
TTATTCTTTACTTGGTTTATTTGTACTAATTGATGTTTTGTTTTATTTTTGTGAGATTTT

TTATTTTTTAGTTGTTTTATTTGTACTAATTGATATTTTGTTTTATTTTTGTGAGATTTT
TTATTTTTTAGTTGTTTTATTTGTACTAATTGATATTTTGTTTTATTTTTGTGAGATTTT
TTATTTTTTAGTTGTTTTATTTGTACTAATTGATATTTTGTTTTATTTTTGTGAGATTTT
TTATTTTTTAGTTGTTTTATTTGTACTAATTGATATTTTGTTTTATTTTTGTGAGATTTT
TTATTTTTTAGTTGTTTTATTTGTACTAATTGATATTTTGTTTTATTTTTGTGAGATTTT
TTATTTTTTAGTTGTTTTATTTGTACTAATTGATATTTTGTTTTATTTTTGTGAGATTTT
TGAGATTTT 9
CTCTTTTTTAGTTGTTTTATATGTACAAACTGATATTTTGTATTATTTTTATGAGATTTT
CTCTTTTTTAGTTGTTTTATATGTACAAACTGATATTTTGTATTATTTTTATGAGATTTT
TTATTTTTTAGTTGTTTTATATGTACAAATTGGTATTTTGTTTTATTTTTCTGGGATTTC

118

118

118

120
120

66

118

134
131
106
106
106
106
106
106
106

60
78

106
178
106
106
178
106
178

180
180
63



EF579913.1

LC089019.1
KX443560.1
KU680833.1
EF579915.1

EU499922.1
MF344895.1
MF344894.1
HQ908258.1
MF344893.1
MF344892.1

LC089020.1
LC092878.1
MW117332.1
AB433279.1
MW117425.1
MW117424.1
MW117423.1
MW117422.1
MW117421.1
0Q608599.1
0Q608600.1
0Q608601.1
0Q608598.1
LC593674.1
AB095966.1
LC593673.1
LC593675.1
AB434682.1
AB433282.1
AB095967.1
0Q608578.1
AB434687.1
AB434686.1
MW387249.1
EF579913.1
LC089019.1
KX443560.1
KU680833.1
EF579915.1
EU499922.1
MF344895.1
MF344894.1
HQ908258.1
MF344893.1
MF344892.1

LC089020.1
LC092878.1
MW117332.1
AB433279.1
MW117425.1

TTATTTTTTAGTTGTTTTATATGTACAAATTGATATTTTGTTTTATTTTTATGAGATTTC
TTATTTTTTAGTTGTTTTATATGTACAAATTGATATTTTGTTTTATTTTTATGAGATTTC
TTATTTTTTAGTTGTTTTATATGTACAAATTGATATTTTGTTTTATTTTTATGAGATTTC
TTATTTTTTAGTTGTTTTATATGTACTAATTGATATTATGTATTTGTTTATTGTAGATTT
CTTTTTTTTAGTTGTTTTATTTGTACAAACTGGTATTTTGTTTTATTTTTATGAGATTTT
0
CTTTTTTTTAGTTGTTTTATTTGTACAAATTGGTATTTTGTATTATTTTTATGAGATTTT
CTTTTTTTTAGTTGTTTTATTTGTACAAATTGGTATTTTGTATTATTTTTATGAGATTTT
CTTTTTTTTAGTTGTTTTATTTGTACAAATTGGTATTTTGTATTATTTTTATGAGATTTT
CTTTTTTTTAGTTGTTTTATTTGTACAAATTGGTATTTTGTATTATTTTTATGAGATTTT
CTTTTTTTTAGTTGTTTTATTTGTACAAATTGGTATTTTGTATTATTTTTATGAGATTTT

GATTTAGGATTTGTGATACGTAGTACACATATATGTTTTACATCTTTATTATTTTTTCTT
GATTTAGGATTTGTGATACGTAGTACACATATATGTTTTACATCTTTATTATTTTTTCTT
GATTTAGGTTTTGTGATAAGAAGTACACATATTTGTTTTACATCATTATTATTTTTTCTT
GATTTAGGTTTTGTGATAAGAAGTACACATATTTGTTTTACATCATTATTATTTTTTCTT
GATTTAGGTTTTGTGATAAGAAGTACACATATTTGTTTTACATCATTACTATTTTTTCTT
GATTTAGGTTTTGTGATAAGAAGTACACATATTTGTTTTACATCATTACTATTTTTTCTT
GATTTAGGTTTTGTGATAAGAAGTACACATATTTGTTTTACATCATTACTATTTTTTCTT
GATTTAGGTTTTGTGATAAGAAGTACACATATTTGTTTTACATCATTACTATTTTTTCTT
GATTTAGGTTTTGTGATAAGAAGTACACATATTTGTTTTACATCATTACTATTTTTTCTT
GATTTAGGTTTTGTGATAAGAAGTACACATATTTGTTTTACATCATTACTATTTTTTCTT
GATTTAGGTTTTGTGATAAGAAGTACACATATTTGTTTTACATCATTACTATTTTTTCTT
GATTTAGGTTTTGTGATAAGAAGTACACATATTTGTTTTACATCATTACTATTTTTTCTT
GATTTAGGTTTTGTGATAAGAAGTACACATATTTGTTTTACATCATTACTATTTTTTCTT
GATTTAGGTTTTGTGATAAGAAGTACACATATTTGTTTTACATCATTACTATTTTTTCTT
GATTTAGGTTTTGTTATAAGAAGTACACATATTTGTTTTACATCATTACTATTTTTTCTT
GATTTAGGTTTTGTGATAAGAAGTACACATATTTGTTTTACATCATTACTATTTTTTCTT
GATTTAGGTTTTGTGATAAGAAGTACACATATTTGTTTTACATCATTACTATTTTTTCTT
GATTTAGGTTTTGTTATAAGAAGTACACATATTTGTTTTACATCATTACTATTTTTTCTT
GATTTAGGTTTTGTGATAAGAAGTACACATATTTGTTTTACATCATTACTATTTTTTCTT
GATTTAGGTTTTGTGATAAGAAGTACACATATTTGTTTTACATCATTACTATTTTTTCTT
GATTTAGGTTTTGTGATAAGAAGTACACATATTTGTTTTACATCATTACTATTTTTTCTT
GATTTAGGATTTGTTGTACGCAGTACACATATATGTTTTACATCATTATTATTTTTTTTA
GATTTAGGATTTGTTGTACGCAGTACACATATATGTTTTACATCATTATTATTTTTTTTA
GACTTAGGTTTTGTAATACGTAGTACACATATTTGTTTTACATCATTATTATTTTTCCTT
GACTTAGGTTTTGTAATACGTAGTACACATATTTGTTTTACATCATTATTATTTTTCCTT
GACTTAGGTTTTGTAATACGTAGTACACATATTTGTTTTACATCATTATTATTTTTCCTT
GACTTAGGTTTTGTAATACGTAGTACACATATTTGTTTTACATCATTATTATTTTTCCTT
GATTTGGGATTTGTAATACGAAGCACACATATTTGTTTTACATCGTTGTTATTTTTTCTT
GATTTAGGTTTTGTAATACGAAGTACACATATTTGTTTTACTTCTTTATTATTTTTTCTT
0
GATTTAGGTTTTGTAATACGAAGTACACATATTTGTTTTACTTCTTTATTATTTTTCCTT
GATTTAGGTTTTGTAATACGAAGTACACATATTTGTTTTACTTCTTTATTATTTTTCCTT
GATTTAGGTTTTGTAATACGAAGTACACATATTTGTTTTACTTCTTTATTATTTTTCCTT
GATTTAGGTTTTGTAATACGAAGTACACATATTTGTTTTACTTCTTTATTATTTTTCCTT
GATTTAGGTTTTGTAATACGAAGTACACATATTTGTTTTACTTCTTTATTATTTTTCCTT

CTTTATGTGCACATTTTTAAATGCATAGTATTGATAATATTATTTGATACTCATATTTTA

CTTTATGTGCACATTTTTAAATGCATAGTATTGATAATATTATTTGATACTCATATTTTA
CTTTATGTTCATATATTTAAATGTATAGTATTAATAATATTATTTGATACTCATATTTTA

CTTTATGTTCATATATTTAAATGTATAGTATTAATAATATTATTTGATACTCATATTTTA
CTTTATGTTCATATATTTAAATGTATAGTATTAATAATATTATTTGATACTCATATTTTA

97
99
72
126
97

84
84
178
84
84

194
191
166
166
166
166
166
166
166
78

120
138
108
166
238
166
166
238
166
238
69

240
240
123
157
159
132
186
157

144
144
238
144
144

254
251
226
226
226

36



MW117424.1
MW117423.1
MW117422.1
MW117421.1
0Q608599.1
00Q608600.1
0Q608601.1
0Q608598.1
LC593674.1
AB095966.1
LC593673.1
LC593675.1
AB434682.1
AB433282.1
AB095967.1
0Q608578.1
AB434687.1
AB434686.1
MW387249.1
EF579913.1
LC089019.1
KX443560.1
KU680833.1
EF579915.1
EU499922.1
MF344895.1
MF344894.1
HQ908258.1
MF344893.1
MF344892.1

LC089020.1
LC092878.1
MW117332.1
AB433279.1
MW117425.1
MW117424.1
MW117423.1
MW117422.1
MW117421.1
0Q608599.1
0Q608600.1
0Q608601.1
0Q608598.1
LC593674.1
AB095966.1
LC593673.1
LC593675.1
AB434682.1
AB433282.1
AB095967.1
0Q608578.1
AB434687.1

CTTTATGTTCATATATTTAAATGTATAGTATTAATAATATTATTTGATACTCATATTTTA
CTTTATGTTCATATATTTAAATGTATAGTATTAATAATATTATTTGATACTCATATTTTA
CTTTATGTTCATATATTTAAATGTATAGTATTAATAATATTATTTGATACTCATATTTTA
CTTTATGTTCATATATTTAAATGTATAGTATTAATAATATTATTTGATACTCATATTTTA
CTTTATGTTCATATATTTAAATGTATAGTATTAATAATATTATTTGATACTCATATTTTA
CTTTATGTTCATATATTTAAATGTATAGTATTAATAATATTATTTGATACTCATATTTTA
CTTTATGTTCATATATTTAAATGTATAGTATTAATAATATTATTTGATACTCATATTTTA
CTTTATGTTCATATATTTAAATGTATAGTATTAATAATATTATTTGATACTCATATTTTA
CTTTATGTTCATATATTTAAATGTATAGTATTAATAATATTATTTGATACTCATATTTTA
CTTTATGTTCATATATTTAAAAGTATAGTATTAATAATATTATTTGATACTCATATTTTA
CTTTATGTTCATATATTTAAATGTATAGTATTAATAATATTATTTGATACTCATATTTTA
CTTTATGTTCATATATTTAAATGTATAGTATTAATAATATTATTTGATACTCATATTTTA
CTTTATGTTCATATATTTAAATGTATAGTATTAATAATATTATTTGATACTCATATTTTA
CTTTATGTTCATATATTTAAATGTATAGTATTAATAATATTATTTGATACTCATATTTTA
CTTTATGTTCATATATTTAAATGTATAGTATTAATAATATTATTTGATACTCATATTTTA
CTTTATGTTCATATATTTAAATGTATAGTATTAATAATATTATTTGATACTCATATTTTA
TTATATGTCCATATATTTAAGTCTATTGTTTTAATTATATTATTTGATAGTCATATTTTA
TTATATGTCCATATATTTAAGTCTATTGTTTTAATTATATTATTTGATAGTCATATTTTA
CTTTATGTCCATATATTTAAGTGTATAGTATTAATAATATTGTTTGATACACATATTTTA
CTTTATGTCCATATATTTAAGTGTATAGTATTAATAATATTGTTTGATACACATATTTTA
CTTTATGTCCATATATTTAAGTGTATAGTATTAATAATATTGTTTGATACACATATTTTA
CTTTATGTCCATATATTTAAGTGTATAGTATTAATAATATTGTTTGATACACATATTTTA
CTTTATGTTCATATATTTAAGTGTATAGTATTAATAATTTTATTTGATACACATATTTTA
TTATATATTCATATATTTAAGTGTATAGTGTTAATAATTTTGTTTGATACTCATATTTTA
0
TTATATATTCATATATTTAAGTGTATAGTATTAATAATTTTATTTGACACTCATATTTTA
TTATATATTCATATATTTAAGTGTATAGTATTAATAATTTTATTTGACACTCATATTTTA
TTATATATTCATATATTTAAGTGTATAGTATTAATAATTTTATTTGACACTCATATTTTA
TTATATATTCATATATTTAAGTGTATAGTATTAATAATTTTATTTGACACTCATATTTTA
TTATATATTCATATATTTAAGTGTATAGTATTAATAATTTTATTTGACACTCATATTTTA

GTATGAGCTGTAGGATTTATAATATATATATTTATAGTAGTTATAGGTTTTATTGGTTAT
GTATGAGCTGTAGGATTTATAATATATATATTTATAGTAGTTATAGGTTTTATTGGTTAT
GTTTGAGTTATAGGTTTTATTATTTATATATTTATAGTAGTAATAGGTTTTATTGGTTAT
GTTTGAGTTATAGGTTTTATTATTTATATATTTATAGTAGTAATAGGTTTTATTGGTTAT
GTTTGAATTATAGGTTTTATTATTTATATATTTATAGTAATAATAGGTTTTATTGGCTAT
GTTTGAATTATAGGTTTTATTATTTATATATTTATAGTAATAATAGGTTTTATTGGCTAT
GTTTGAATTATAGGTTTTATTATTTATATATTTATAGTAATAATAGGTTTTATTGGCTAT
GTTTGAATTATAGGTTTTATTATTTATATATTTATAGTAATAATAGGTTTTATTGGCTAT
GTTTGAATTATAGGTTTTATTATTTATATATTTATAGTAATAATAGGTTTTATTGGTTAT
GTTTGAATTATAGGTTTTATTATTTATATATTTATAGTAATAATAGGTTTTATTGGTTAT
GTTTGAATTATAGGTTTTATTATTTATATATTTATAGTAATAATAGGTTTTATTGGTTAT
GTTTGAATTATAGGTTTTATTATTTATATATTTATAGTAATAATAGGTTTTATTGGTTAT
GTTTGAATTATAGGTTTTATTATTTATATATTTATAGTAATAATAGGTTTTATTGGTTAT
GTTTGAATTATAGGTTTTATTATTTATATATTTATAGTAATAATAGGTTTTATTGGTTAT
GTTTGAATTATAGGTTTTATTATTTATATATTTATAGTAATAATAGGTTTTATTGGTTAT
GTTTGAATTATAGGTTTTATTATTTATATATTTATAGTAATAATAGGTTTTATTGGTTAT
GTTTGAATTATAGGTTTTATTATTTATATATTTATAGTAATAATAGGTTTTATTGGTTAT
GTTTGAATTATAGGTTTTATTATTTATATATTTATAGTAATAATAGGTTTTATTGGTTAT
GTTTGAATTATAGGTTTTATTATTTATATATTTATAGTAATAATAGGTTTTATTGGTTAT
GTTTGAATTATAGGTTTTATTATTTATATATTTATAGTAATAATAGGTTTTATTGGTTAT
GTTTGAATTATAGGTTTTATTATTTATATATTTATAGTAATAATAGGTTTTATTGGTTAT
GTTTGAGTAGTAGGGTTTATAATATATATATTTATTGTTATTATAGGTTTTATTGGTTAT
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LC089020.1
LC092878.1
MW117332.1

GTTTGAGTAGTAGGGTTTATAATATATATATTTATTGTTATTATAGGTTTTATTGGTTAT
GTATGGGTGGTAGGTTTTGTTATATATATATTTATAGTATTAATAGGTTTTATTGGTTAT
GTATGAGTGGTAGGTTTTGTTATATATATATTTATAGTAATAATAGGTTTTATTGGTTAT
GTATGAGTGGTAGGTTTTGTTATATATATATTTATAGTAATAATAGGTTTTATTGGTTAT
GTATGAGTGGTAGGTTTTGTTATATATATATTTATAGTAATAATAGGTTTTATTGGTTAT
GTATGGGTGGTAGGTTTTGTGATATATATATTTATAGTAATAATAGGTTTTATCGGCTAT
GTGTGAGTAGTAGGTTTTGTTATATATATATTTATAGTCATAATCGGTTTTATTGGTTAT
------------ GGTTTTGTTATATATATATTTATAGTCATAATCGGTTTTATTGGTTAT 48
GTGTGAGTAGTAGGTTTTGTTATATATATTTTTATAGTTATAATTGGTTTTATTGGTTAT
GTGTGAGTAGTAGGTTTTGTTATATATATTTTTATAGTTATAATTGGTTTTATTGGTTAT
GTGTGAGTAGTAGGTTTTGTTATATATATTTTTATAGTTATAATTGGTTTTATTGGTTAT
GTGTGAGTAGTAGGTTTTGTTATATATATTTTTATAGTTATAATTGGTTTTATTGGTTAT
GTGTGAGTAGTAGGTTTTGTTATATATATTTTTATAGTTATAATTGGTTTTATTGGTTAT
skekoskesksk skoskesk skoekokokok skokokoksk skok sk skok skekokkokokoksk skok sksksk
GTGTTACCATGTACAATGATGTCGTATTGAGGGTTGACTGTTTTTAGTAATATTTTAGCA
GTGTTACCATGTACAATGATGTCGTATTGAGGGTTGACTGTTTTTAGTAATATTTTAGCA
GTATTGCCATGTACAATGATGTCGTATTGAGGATTAACAGTTTTTAGTAATATTTTAGCT
GTATTGCCATGTACAATGATGTCGTATTGAGGATTAACAGTTTTTAGTAATATTTTAGCT
GTACTGCCGTGTACAATGATGTCGTATTGAGGATTAACAGTTTTTAGTAATATTTTAGCT
GTACTGCCGTGTACAATGATGTCGTATTGAGGATTAACAGTTTTTAGTAATATTTTAGCT
GTACTGCCGTGTACAATGATGTCGTATTGAGGATTAACAGTTTTTAGTAATATTTTAGCT
GTACTGCCGTGTACAATGATGTCGTATTGAGGATTAACAGTTTTTAGTAATATTTTAGCT
GTACTGCCGTGTACAATGATGTCGTATTGAGGATTAACAGTTTTTAGTAATATTTTAGCT
GTATTGCCATGTACAATGATGTCGTATTGAGGATTAACAGTTTTTAGTAATATTCTAGCT
GTATTGCCATGTACAATGATGTCGTATTGAGGATTAACAGTTTTTAGTAATATTCTAGCT
GTATTGCCATGTACAATGATGTCGTATTGAGGATTAACAGTTTTTAGTAATATTCTAGCT
GTATTGCCATGTACAATGATGTCGTATTGAGGATTAACAGTTTTTAGTAATATTCTAGCT
GTATTGCCATGTACAATGATGTCGTATTGAGGATTAACAGTTTTTAGTAATATTTTAGCT
GTATTGCCATGTACAATGATGTCGTATTGAGGATTAACAGTTTTTAGTAATATTTTAGCT
GTATTGCCATGTACAATGATGTCGTATTGAGGATTAACAGTTTTTAGTAATATTTTAGCT
GTATTGCCATGTACAATGATGTCGTATTGAGGATTAACAGTTTTTAGTAATATTTTAGCT
GTATTGCCATGTACAATGATGTCGTATTGAGGATTAACAGTTTTTAGTAATATTTTAGCT
GTATTGCCATGTACAATGATGTCGTATTGAGGATTAACAGTTTTTAGTAATATTTTAGCT
GTATTGCCATGTACAATGATGTCGTATTGAGGATTAACAGTTTTTAGTAATATTTTAGCT
GTATTGCCATGTACAATGATGTCGTATTGAGGATTAACAGTTTTTAGTAATATTTTAGCT
GTTTTACCATGTACAATGATGTCATATTGAGGTTTAACTGTATTTAGTAATATTTTAGCA
GTTTTACCATGTACAATGATGTCATATTGAGGTTTAACTGTATTTAGTAATATTTTAGCA
GTATTACCATGTACGATGATGTCGTATTGGGGTCTAACAGTATTTAGTAATATTTTAGCA
GTATTACCATGTACGATGATGTCGTATTGAGGTCTAACAGTATTTAGTAATATTTTAGCA
GTATTACCATGTACGATGATGTCGTATTGAGGTCTAACAGTATTTAGTAATATTTTAGCA
GTATTACCATGTACGATGATGTCGTATTGAGGTCTAACAGTATTTAGTAATATTTTAGCA
GTTTTACCATGTACAATGATGTCGTATTGGGGTTTAACAGTGTTCAGTAACATTTTAGCA
GTTTTACCATGTACAATGATGTCTTATTGAGGTTTAACTGTATTTAGTAATATTTTAGCA
GTTTTACCATGTACAATGATGTCTTATTGAGGTTTAACTGTATTTAGTAATATTTTAGCA
GTTTTACCATGTACAATGATCTCTTATTGAGGCTTAACTGTATTTAGTAATATTTTAGCA
GTTTTACCATGTACAATGATCTCTTATTGAGGCTTAACTGTATTTAGTAATATTTTAGCA
GTTTTACCATGTACAATGATGTCTTATTGAGGCTTAACTGTATTTAGTAATATTTTAGCA
GTTTTACCATGTACAATGATGTCTTATTGAGGCTTAACTGTATTTAGTAATATTTTAGCA
GTTTTACCATGTACAATGATGTCTTATTGAGGCTTAACTGTATTTAGTAATATTTTAGCA

sosksk skokeskokok skelokoksk ok skekokoksk ok sk skek skek skek skokekskok skekesk skekeskok

ACTGTGCCAGTGATCGGTACCTGACTTTGTTATTGAATTTGAGGAAGTGAATATATTAAT
ACTGTGCCAGTGATCGGTACCTGACTTTGTTATTGAATTTGAGGAAGTGAATATATTAAT
ACTGTACCAGTTATTGGTGTTTGGTTATGTTATTGGATTTGAGGAAGTGAATATATAAAT
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ACTGTACCAGTTATTGGTGTTTGGCTATGTTATTGAATTTGAGGAAGTGAATATATAAAT
ACTGTGCCAGTGATTGGTGTTTGATTATGTTATTGAATTTGAGGAAGTGAATATATAAAT
ACTGTGCCAGTGATTGGTGTTTGATTATGTTATTGAATTTGAGGAAGTGAATATATAAAT
ACTGTGCCAGTGATTGGTGTTTGATTATGTTATTGAATTTGAGGAAGTGAATATATAAAT
ACTGTGCCAGTGATTGGTGTTTGATTATGTTATTGAATTTGAGGAAGTGAATATATAAAT
ACTGTGCCAGTGATTGGTGTTTGATTATGTTATTGAATTTGAGGAAGTGAATATATAAAT

ACTGTGCCAGTTATTGGTGTTTGACTATGTTATTGAATTTGAGGAAGTGAATATATAAAT

ACTGTGCCAGTTATTGGTGTTTGACTATGTTATTGAATTTGAGGAAGTGAATATATAAAT

ACTGTGCCAGTTATTGGTGTTTGACTATGTTATTGAATTTGAGGAAGTGAATATATAAAT

ACTGTGCCAGTTATTGGTGTTTGACTATGTTATTGAATTTGAGGAAGTGAATATATAAAT

ACTGTGCCAGTTATTGGTGTTTGATTATGTTATTGAATTTGAGGAAGTGAATATATAAAT

ACTGTGCCAGTTATTGGTGTTTGATTATGTTATTGAATTTGAGGAAGTGAATATATAAAT

ACTGTGCCAGTTATTGGTGTTTGATTATGTTATTGAATTTGAGGAAGTGAATATATAAAT

ACTGTGCCAGTTATTGGTGTTTGATTATGTTATTGAATTTGAGGAAGTGAATATATAAAT

ACTGTGCCAGTTATTGGTGTTTGATTATGTTATTGAATTTGAGGAAGTGAATATATAAAT

ACTGTGCCAGTTATTGGTGTTTGATTATGTTATTGAATTTGAGGAAGTGAATATATAAAT

ACTGTGCCAGTTATTGGTGTTTGATTATGTTATTGAATTTGAGGAAGTGAATATATAAAT

ACTGTGCCAGTTATTGGTGTTTGATTATGTTATTGAATTTGAGGAAGTGAATATATAAAT

ACAGTCCCAGTAATTGGTACTTGATTATGTTATTGAATATGAGGTAGTGAGTACATTAAT

ACAGTCCCAGTAATTGGTACTTGATTATGTTATTGAATATGAGGTAGTGAGTACATTAAT
ACAGTCCCAGTTATTGGTACTTGGCTTTGTTATTGGATTTGGGGTAGTGAATATATTAAT

ACCGTCCCAGTTATTGGTACTTGACTTTGTTATTGAATTTGAGGTAGTGAATATATTAAT

ACCGTCCCAGTTATTGGTACTTGACTTTGTTATTGAATTTGAGGTAGTGAATATATTAAT

ACCGTCCCAGTTATTGGTACTTGACTTTGTTATTGAATTTGAGGTAGTGAATATATTAAT

ACTGTCCCAGTTATTGGTACTTGACTTTGTTATTGAATATGAGGTAGTGAGTATATTAAT

ACAGTACCTGTTATAGGCACTTGACTTTGTTATTGAATATGAGGTAGTGAATATATTAAT

ACAGTACCTGTTATAGGCACTTGACTTTGTTATTGAATATGAGGTAGTGAATATATTAAT

ACAGTACCTGTTATAGGCACTTGACTTTGTTATTGAATATGAGGTAGTGAATATATTAAT

ACAGTACCTGTTATAGGCACTTGACTTTGTTATTGAATATGAGGTAGTGAATATATTAAT

ACAGTACCTGTTATAGGCACTTGACTTTGTTATTGAATATGAGGTAGTGAATATATTAAT

ACAGTACCTGTTATAGGCACTTGACTTTGTTATTGAATATGAGGTAGTGAATATATTAAT

ACAGTACCTGTTATAGGCACTTGACTTTGTTATTGAATATGAGGTAGTGAATATATTAAT

skekosksk sksk sksk skeko sk skoekokokokokoksk skok skok skok kokskokosk skek sksk sksksk

GACTTCACTTTACTTAAATTACACGTTTTACACGTTTTATTACCTTTTGTATTAATATTA

GACTTCACTTTACTTAAATTACACGTTTTACACGTTTTATTACCTTTTGTATTAATATTA
GATTTTACTTTACTTAAATTACATGTTTTACATGTTTTACTACCTTTTATTTTATTAATA

GATTTTACTTTACTTAAATTACATGTTTTACATGTTTTATTACCTTTTATTTTATTAATA
GATTTTACTTTACTTAAATTACATGTTTTACATGTTTTACTACCTTTTATTTTATTAATA
GATTTTACTTTACTTAAATTACATGTTTTACATGTTTTACTACCTTTTATTTTATTAATA
GATTTTACTTTACTTAAATTACATGTTTTACATGTTTTACTACCTTTTATTTTATTAATA
GATTTTACTTTACTTAAATTACATGTTTTACATGTTTTACTACCTTTTATTTTATTAATA
GATTTTACTTTACTTAAATTACATGTTTTACATGTTTTACTACCTTTTATTTTATTAATA

GATTTTACTTTACTTAAATTACATGTTTTACATGTTTTACTACCTTTTATTTTATTAATA

GATTTTACTTTACTTAAATTACATGTTTTACATGTTTTACTACCTTTTATTTTATTAATA

GATTTTACTTTACTTAAATTACATGTTTTACATGTTTTACTACCTTTTATTTTATTAATA

GATTTTACTTTACTTAAATTACATGTTTTACATGTTTTACTACCTTTTATTTTATTAATA

GATTTTACTTTACTTAAATTACATGTTTTACATGTTTTACTACCTTTTATTGTATTAATA

GATTTTACTTTACTTAAATTACATGTTTTACATGTTTTACTACCTTTTATTTTATTAATA

GATTTTACTTTACTTAATTTACATGTTTTACATGTTTTACTACCTTTTATTTTATTAATA

GATTTTACTTTACTTAAATTACATGTTTTACATGTTTTACTACCTTTTATTTTATTAATA

GATTTTACTTTACTTAAATTACATGTTTTACATGTTTTACTACCTTTTATTTTATTAATA

GATTTTACTTTACTTAAATTACATGTTTTACATGTTTTACTACCTTTTATTTTATTAATA

GATTTTACTTTACTTAAATTACATGTTTTACATGTTTTACTACCTTTTATTTTATTAATA
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& kk

LC089020.1

GATTTTACTTTACTTAAATTACATGTTTTACATGTTTTACTACCTTTTATTTTATTAATA
GATTTTACTTTATTAAAATTACATGTTTTACATGTGTTATTACCATTTGTTTTAATATTA
GATTTTACTTTATTAAAATTACATGTTTTACATGTGTTATTACCATTTGTTTTAATATTA
GATTTTACATTATTAAAATTACATGTATTACATGTTTTATTACCATTCGTATTAATACTT
GATTTTACATTATTAAAATTACATGTATTACATGTTTTATTACCATTCGTATTAATACTT
GATTTTACATTATTAAAATTACATGTATTACATGTTTTATTACCATTCGTATTAATACTT
GATTTTACATTATTAAAATTACATGTATTACATGTTTTATTACCATTCGTATTAATACTT
GATTTTACATTGTTAAAATTACATGTGTTGCATGTGCTATTACCTTTTGTATTAATACTT
GATTTTACACTACTTAAATTACATGTTTTACATGTTTTATTACCTTTTGTATTAATATTA
GATTTTACACTACTTAAATTACATGTTTTACATGTTTTATTACCTTTTGTATTAATATTA
GATTTTACATTACTTAAATTACATGTTTTACATGTTTTATTGCCTTTTGTATTAATATTA
GATTTTACATTACTTAAATTACATGTTTTACATGTTTTATTGCCTTTTGTATTAATATTA
GATTTTACATTACTTAAATTACATGTTTTACATGTTTTATTGCCTTTTGTATTAATATTA
GATTTTACATTACTTAAATTACATGTTTTACATGTTTTATTGCCTTTTGTATTAATATTA
GATTTTACATTACTTAAATTACATGTTTTACATGTTTTATTGCCTTTTGTATTAATATTA
skekoosko sk skesk skoekokoskok skok skok skok skok o skok ok skok sksk sk kok kk 3k
GTAATATTTATGCATTTATTTTGTTTACATTACTTTATGAGTTCTGATGGTTTTTGTGAT
GTAATATTTATGCATTTATTTTGTTTACATTACTTTATGAGTTCTGATGGTTTTTGTGAT
ATAATTTTTATGCATTTATTTTGTTTACATTATTTTATGAGTTCTGATGGTTTTTGTGAT
ATAATTTTTATGCATTTATTTTGTTTACATTATTTTATGAGTTCTGATGGTTTTTGTGAT
ATAATTTTTATGCATTTATTTTGTTTACATTATTTTATGAGTTCTGATGGTTTTTGTGAT
ATAATTTTTATGCATTTATTTTGTTTACATTATTTTATGAGTTCTGATGGTTTTTGTGAT
ATAATTTTTATGCATTTATTTTGTTTACATTATTTTATGAGTTCTGATGGTTTTTGTGAT
ATAATTTTTATGCATTTATTTTGTTTACATTATTTTATGAGTTCTGATGGTTTTTGTGAT
ATAATTTTTATGCATTTATTTTGTTTACATTATTTTATGAGTTCTGATGGTTTTTGTGAT
ATAATTTTTATGCATTTATTTTGTTTACATTATTTTATGAGTTCTGATGGTTTTTGTGAT
ATAATTTTTATGCATTTATTTTGTTTACATTATTTTATGAGTTCTGATGGTTTTTGTGAT
ATAATTTTTATGCATTTATTTTGTTTACATTATTTTATGAGTTCTGATGGTTTTTGTGAT
ATAATTTTTATGCATTTATTTTGTTTACATTATTTTATGAGTTCTGATGGTTTTTGTGAT
ATAATTTTTATGCATTTATTTTGTTTACATTATTTTGTGAGTTCTGATGGTTTTTGTGAT
ATAATTTTTATGCATTTATTTTGTTTACATTATTTTATGAGTTCTGATGGTTTTTGTGAT
ATAATTTTTATGCATTTATTTTGTTTACATTATTTTATGAGTTCTGATGGTTTTTGTGAT
ATAATTTTTATGCATTTATTTTGTTTACATTATTTTATGAGTTCTGATGGTTTTTGTGAT
ATAATTTTTATGCATTTATTTTGTTTACATTATTTTATGAGTTCTGATGGTTTTTGTGAT
ATAATTTTTATGCATTTATTTTGTTTACATTATTTTATGAGTTCTGATGGTTTTTGTGAT
ATAATTTTTATGCATTTATTTTGTTTACATTATTTTATGAGTTCTGATGGTTTTTGTGAT
ATAATTTTTATGCATTTATTTTGTTTACATTATTTTATGAGTTCTGATGGTTTTTGTGAT
GTAATTATTATGCATTTATTTTGCTTGCATTATTTTATGAGTTCTGATGGTTTTTGTGAT
GTAATTATTATGCATTTATTTTGCTTGCATTATTTTATGAGTTCTGATGGTTTTTGTGAT
GTAATATTTATGCATTTATTTTGTTTACATTTTTTTATGAGTTCAGATGGGTTTTGTGAT
GTAATATTTATGCATTTATTTTGTTTACATTATTTTATGAGTTCAGATGGGTTTTGTGAT
GTAATATTTATGCATTTATTTTGTTTACATTATTTTATGAGTTCAGATGGGTTTTGTGAT
GTAATATTTATGCATTTATTTTGTTTACATTATTTTATGAGTTCAGATGGGTTTTGTGAT
GTAATATTTATGCATTTGTTTTGTTTACATTATTTTATGAGTTCAGATGGTTTTTGTGAT
GTGATATTTATGCATTTATTTTGTTTACATTATTTTATGAGTTCAGATGGTTTTTGTGAT
GTGATATTTATGCATTTATTTTGTTTACATTATTTTATGAGTTCAGATGGTTTTTGTGAT
GTTATATTTATGCATTTATTTTGTTTACATTATTTTATGAGTTCAGATGGTTTTTGTGAT
GTTATATTTATGCATTTATTTTGTTTACATTATTTTATGAGTTCAGATGGTTTTTGTGAT
GTTATATTTATGCATTTATTTTGTTTACATTATTTTATGAGTTCAGATGGTTTTTGTGAT
GTTATATTTATGCATTTATTTTGTTTACATTATTTTATGAGTTCAGATGGTTTTTGTGAT
GTTATATTTATGCATTTATTTTGTTTACATTATTTTATGAGTTCAGATGGTTTTTGTGAT

seskeoskoskostokokoskoskok skekokoksk ko skekeokok seokok skeolokskeskokok skelokoksk sokokskekokokskosk

AGATTTGCATTTTATTGTGAACGTTTATGCTTTTGCATGTGATTTTATTTAAGAGATATG
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AGATTTGCATTTTATTGTGAACGTTTATGCTTTTGCATGTGATTTTATTTAAGAGATATG
AGATTTGCATTTTATTGTGAGCGATTATGTTTTTGTATGTGATTTTATTTAAGAGATATG
AGATTTGCATTTTACTGTGAGCGATTATGTTTTTGTATGTGATTTTATTTAAGAGATATG
AGATTTGCATTTTATTGTGAGCGATTATGTTTTTGTATGTGATTTTATTTAAGAGATATG
AGATTTGCATTTTATTGTGAGCGATTATGTTTTTGTATGTGATTTTATTTAAGAGATATG
AGATTTGCATTTTATTGTGAGCGATTATGTTTTTGTATGTGATTTTATTTAAGAGATATG
AGATTTGCATTTTATTGTGAGCGATTATGTTTTTGTATGTGATTTTATTTAAGAGATATG
AGATTTGCATTTTATTGTGAGCGATTATGTTTTTGTATGTGATTTTATTTAAGAGATATG
AGATTTGCATTTTATTGTGAACGACTATGTTTTTGTATGTGATTTTATTTAAGAGATATG
AGATTTGCATTTTATTGTGAACGACTATGTTTTTGTATGTGATTTTATTTAAGAGATATG
AGATTTGCATTTTATTGTGAACGACTATGTTTTTGTATGTGATTTTATTTAAGAGATATG
AGATTTGCATTTTATTGTGAACGACTATGTTTTTGTATGTGATTTTATTTAAGAGATATG
AGATTTGCATTTTATTGTGAGCGGCTATGTTTTTGTATGTGATTTTATTTAAGAGATATG
AGATTTGCATTTTATTGTGAGCGGCTATGTTTTTGTATGTGATTTTATTTAAGAGATATG
AGATTTGCATTTTATTGTGAGCGGCTATGTTTTTGTATGTGATTTTATTTAAGAGATATG
AGATTTGCATTTTATTGTGAGCGGCTATGTTTTTGTATGTGATTTTATTTAAGAGATATG
AGATTTGCATTTTATTGTGAGCGGCTATGTTTTTGTATGTGATTTTATTTAAGAGATATG
AGATTTGCATTTTATTGTGAGCGGCTATGTTTTTGTATGTGATTTTATTTAAGAGATATG
AGATTTGCATTTTATTGTGAGCGGCTATGTTTTTGTATGTGATTTTATTTAAGAGATATG
AGATTTGCATTTTATTGTGAGCGGCTATGTTTTTGTATGTGATTTTATTTAAGAGATATG
CGTTTTGCATTTTATTGTGAGCGTTTATGTTTTTGTATGTGGTTTTATCTAAGAGATATG
CGTTTTGCATTTTATTGTGAGCGTTTATGTTTTTGTATGTGGTTTTATCTAAGAGATATG
AGATTCGCATTTTATTGTGAACGTTTATGTTTTTGTATGTGGTTTTATTTACGAGATATG
AGATTTGCATTTTATTGTGAACGTTTATGTTTTTGTATGTGATTTTATTTACGAGATATG
AGATTTGCATTTTATTGTGAACGTTTATGTTTTTGTATGTGATTTTATTTACGAGATATG
AGATTTGCATTTTATTGTGAACGTTTATGTTTTTGTATGTGATTTTATTTACGAGATATG
CGATTTGCATTTTATTGCGAACGTTTATGTTTTTGTATGTGATTTTATTTACGAGATATG
AGATTTGCATTTTATTGTGAACGTTTATGTTTTTGTATGTGGTTTTATTTAAGAGATATG
AGATTTGCATTTTATTGTGAACGTTTATGTTTTTGTATGTGGTTTTATTTAAGAGATATG
AGATTTGCATTTTATTGTGAACGTTTATGTTTTTGTATGTGGTTTTATTTAAGAGATATG
AGATTTGCATTTTATTGTGAACGTTTATGTTTTTGTATGTGGTTTTATTTAAGAGATATG
AGATTTGCATTTTATTGTGAACGTTTATGTTTTTGTATGTGGTTTTATTTAAGAGATATG
AGATTTGCATTTTATTGTGAACGTTTATGTTTTTGTATGTGGTTTTATTTAAGAGATATG
AGATTTGCATTTTATTGTGAACGTTTATGTTTTTGTATGTGGTTTTATTTAAGAGATATG

sk ockok steokskoskokokskosk ko sk skek skekokek skekekokok skekokoksk skekokeskokok skok skekskokokskskok

LC089020.1
LC092878.1
MW117332.1
AB433279.1
MW117425.1
MW117424.1
MW117423.1
MW117422.1
MW117421.1
0Q608599.1
00Q608600.1
0Q608601.1
0Q608598.1
LC593674.1
AB095966.1
LC593673.1
LC593675.1
AB434682.1

TTTTTAGCTTTTTTAATATTATTTTATGTAGTATACTTTATATTCATAAATTGATATTTT
ITTTTAGCTTTTTTAATATTATTTTATGTAGTATACTTTATATTCATAAATTGATATTTT
TTTTTAGCATTTTTAATATTATTTTTTGTAGTGTATTTTATATTTATAAATTGATATTTT
ITTTTAGCATTTTTAATATTATTTTTTGTAGTGTATTTTATATTTATAAATTGATATTTT
TTTTTAGCGTTTTTAATATTATTTTTTGTAGTGTATTTTATATTTATAAATTGATATTTT
ITTTTAGCGTTTTTAATATTATTTTTTGTAGTGTATTTTATATTTATAAATTGATATTTT
TTTTTAGCGTTTTTAATATTATTTTTTGTAGTGTATTTTATATTTATAAATTGATATTTT
TTTTTAGCGTTTTTAATATTATTTTTTGTAGTGTATTTTATATTTATAAATTGATATTTT
TTTTTAGCGTTTTTAATATTATTTTTTGTAGTGTATTTTATATTTATAAATTGATATTTT
TTTTTAGCATTTTTAATATTATTTTTTGTAGTGTATTTTATATTTATAAATTGATATTTT
TTTTTAGCATTTTTAATATTATTTTTTGTAGTGTATTTTATATTTATAAATTGATATTTT
TTTTTAGCATTTTTAATATTATTTTTTGTAGTGTATTTTATATTTATAAATTGATATTTT
TTTTTAGCATTTTTAATATTATTTTTTGTAGTGTATTTTATATTTATAAATTGATATTTT
TTTTTAGCATTTTTAATATTATTTTTTGTAGTGTATTTTATATTTATAAATTGATATTTT
TTTTTAGCATTTTTAATATTATTTTTTGTAGTGTATTTTATATTTATAAATTGATATTTT
TTTTTAGCATTTTTAATATTATTTTTTGTAGTGTATTTTATATTTATAAATTGATATTTT
TTTTTAGCATTTTTAATATTATTTTTTGTTGTGTATTTTATATTTATAAATTGATATTTT
TTTTTAGCATTTTTAATATTATTTTTTGTAGTGTATTTTATATTTATAAATTGATATTTT

611
586
586
586
586
586
586
586
498
540
558
528
586
658
586
586
658
586
658
489
660
660
543
577
579
552
606
577
348
564
564
658
564
564

674
671
646
646
646
646
646
646
646
558
600
618
588
646
718
646
646
718
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AB433282.1
AB095967.1
0Q608578.1
AB434687.1
AB434686.1
MW387249.1
EF579913.1
LC089019.1
KX443560.1
KU680833.1
EF579915.1
EU499922.1
MF344895.1
MF344894.1
HQ908258.1
MF344893.1
MF344892.1

TTTTTAGCATTTTTAATATTATTTTTTGTAGTGTATTTTATATTTATAAATTGATATTTT
ITTTTAGCATTTTTAATATTATTTTTTGTAGTGTATTTTATATTTATAAATTGATATTTT
ITTTTAGCATTTTTAATATTATTTTTTGTAGTGTATTTTATATTTATAAATTGATATTTT
TTTTTAGCATTTTTTATTTTATTTTGTGTTATGTATTTTATTTTTATTAACTGATATTTT
ITTTTAGCATTTTTTATTTTATTTTGTGTTATGTATTTTATTTTTATTAACTGATATTTT
TTTTTAGCATTTTTAATATTGTTTTTTGTGATTTATTTTATTTTTATAAATTGGTATTTT
ITTTTAGCATTTTTAATATTGTTTTTTGTGATTTATTTTATTTTTATAAATTGATATTTT
ITTTTAGCATTTTTAATATTGTTTTTTGTGATTTATTTTATTTTTATAAATTGATATTTT
TTTTTAGCATTTTTAATATTGTTTTTTGTGATTTATTTTATTTTTATAAATTGATATTTT
ITTTTGGCTTTTTTGATATTATTTTTTGTAATTTATTTTATTTTTATAAATTGATATTTT
TTTTTAGCATTTTTAATATTATTTTATGTAATATATTTTATTTTTATTAATTGATATTTT
ITTTTAGCATTTTTAATATTATTTTATGTAATATATTTTATTTTTATTAATTGATATTTT
TTTTTAGGATTTTTAATATTATTTTATGTAATATATTTTATTTTCATTAATTGATATTTT
TTTTTAGGATTTTTAATATTATTTTATGTAATATATTTTATTTTCATTAATTGATATTTT
ITTTTAGCATTTTTAATATTATTTTATGTAATATATTTTATTTTCATTAATTGATATTTT
TTTTTAGCATTTTTAATATTATTTTATGTAATATATTTTATTTTCATTAATTGATATTTT
ITTTTAGGATTTTTAATATTATTTTATGTAATATATTTTATTTTCATTAATTGATATTTT

deckokdok sk keokeskkok skek skeok skekokok skekok sk skok skeokoksksk ko sk skek skeok skekekokoksk

LC089020.1
LC092878.1
MW117332.1
AB433279.1
MW117425.1
MW117424.1
MW117423.1
MW117422.1
MWI117421.1
0Q608599.1
00Q608600.1
0Q608601.1
0Q608598.1
LC593674.1
AB095966.1
LC593673.1
LC593675.1
AB434682.1
AB433282.1
AB095967.1
0Q608578.1
AB434687.1
AB434686.1
MW387249.1
EF579913.1
LC089019.1
KX443560.1
KU680833.1
EF579915.1
EU499922.1
MF344895.1
MF344894.1
HQ908258.1
MF344893.1
MF344892.1

GTTTTTCATGAAGAGTCGTGAGTAATTGTTGACACATTGAAAACATCTGATAAAATTTTA
GTTTTTCATGAAGAGTCGTGAGTAATTGTTGACACATTGAAAACATCTGATAAAATTTTA

646
718
549
720
720
603
637
639
612
666
637
408
624
624
718
624
624

734
731

GTTTTTCATGAGGAGTCATGAGTAATAGTGGATACATTAAAAACTTCTGATAAAATTTTA 706

GTTTTTCATGAGGAGTCATGAGTAATAGTGGATACATTAAAAACTTCTGATAAAATTTTA

706

GTTTTTCATGAGGAGTCATGAGTAATAGTAGACACATTAAAAACTTCTGATAAAATTTTA 706
GTTTTTCATGAGGAGTCATGAGTAATAGTAGACACATTAAAAACTTCTGATAAAATTTTA 706
GTTTTTCATGAGGAGTCATGAGTAATAGTAGACACATTAAAAACTTCTGATAAAATTTTA 706
GTTTTTCATGAGGAGTCATGAGTAATAGTAGACACATTAAAAACTTCTGATAAAATTTTA 706
GTTTTTCATGAGGAGTCATGAGTAATAGTAGACACATTAAAAACTTCTGATAAAATTTTA 706

GTTTTTCATGAGGAGTCATGAGTAATAGTAGACACATTAAAAACTTCTGATAAAATTTTA
GTTTTTCATGAGGAGTCATGAGTAATAGTAGACACATTAAAAACTTYTGATAAAATTTTA
GTTTTTCATGAGGAGTCATGAGTAATAGTAGACACATTAAAAACTTCTGATAAAATTTTA
GTTTTTCATGAGGAGTCATGAGTAATAGTAGACACATTAAAAACTTCTGATAAAATTTTA
GTTTTTCATGAGGAGTCATGAGTAATAGTAGGCACATTAAAAACTTCTGATAAAATTTTA
GTTTTTCATGAGGAGTCATGAGTAATAGTAGACACATTAAAAACTTCTGATAAAATTTTA
GTTTTTCATGAGGAGTCATGAGTAATAGTAGACACATTAAAAACTTCTGATAAAATTTTA
GTTTTTCATGAGGAGTCATGAGTAATAGTAGACACATTAAAAACTTCTGATAAAATTTTA
GTTTTTCATGAGGAGTCATGAGTAATAGTAGACACATTAAAAACTTCTGATAAAATTTTA
GTTTTTCATGAGGAGTCATGAGTAATAGTAGACACATTAAAAACTTCTGATAAAATTTTA
GTTTTTCATGAGGAGTCATGAGTAATAGTAGACACATTAAAAACTTCTGATAAAATTTTA
GTTTTTCATGAGGAGTCATGAGTAATAGTAGACACATTAAAAACTTCTGATAAAATTTTA
GTATTTCATGAAGAATCTTGAGTTATAGTAGATACTTTAAAAACATCAGATAAAATATTG
GTATTTCATGAAGAATCTTGAGTTATAGTAGATACTTTAAAAACATCAGATAAAATATTG

618
660
678
648
706
778
706
706
778
706
778
609
780
780

GTATTTCATGAAGAGTCATGGGTAATAGTTGATACATTAAAAACATCTGATAAGATTCTC 663

GTATTTCATGAAGAGTCATGAGTAATAGTTGATACATTAAAAACATCTGATAAGATTCTC
GTATTTCATGAAGAGTCATGAGTAATAGTTGATACATTAAAAACATCTGATAAGATTCTC
GTATTTCATGAAGAGTCATGAGTAATAGTTGATACATTAAAAACATCTGATAAGATTCTC
GTTTTTCATGAAGAGTCTTGAGTTATAGTTGATACATTAAAAACATCTGATAAAATTCTG
GTTTTTCATGAAGAGTCTTGGGTTATTGTGGATACATTAAAAACCTCTGATAAAATTCTG
GTTTTTCATGAAGAGTCTTGGGTTATTGTGGATACATTAAAAACCTCTGATAAAATTCTG
GTTTTTCATGAAGAGTCTTGGGTTATTGTGGATACATTAAAGACATCTGATAAAATTTTG
GTTTTTCATGAAGAGTCTTGGGTTATTGTGGATACATTAAAGACATCTGATAAAATTTTG
GTTTTTCATGAAGAGTCTTGGGTTATTGTGGATACATTAAAAACATCTGATAAAATTTTG
GTTTTTCATGAAGAGTCTTGGGTTATTGTGGATACATTAAAAACATCTGATAAAATTTTG
GTTTTTCATGAAGAGTCTTGGGTTATTGTGGATACATTAAAAACATCTGATAAAATTTTG

697
699
672
726
697
468
684
684
778
684
684
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LC089020.1
LC092878.1
MW117332.1
AB433279.1
MW117425.1
MW117424.1
MW117423.1
MW117422.1
MW117421.1
0Q608599.1
0Q608600.1
0Q608601.1
0Q608598.1
LC593674.1
AB095966.1
LC593673.1
LC593675.1
AB434682.1
AB433282.1
AB095967.1
0Q608578.1
AB434687.1
AB434686.1
MW387249.1
EF579913.1
LC089019.1
KX443560.1
KU680833.1
EF579915.1
EU499922.1
MF344895.1
MF344894.1
HQ908258.1
MF344893.1
MF344892.1

CCAGAGTGATTTTTTCTATTTTTATTTGGTTTTTTAAAAGCAGTCCCTGATAAATTTACT
CCAGAGTGATTTTTTCTATTTTTATTTGGTTTTTTAAAAGCAGTCCCTGATAAATTTACT
CCTGAATGATTTTTTTTATTTTTATTTGGTTTTTTAAAAGCAGTACCTGATAAATTTACT
CCTGAATGATTTTTTTTATTTTTATTTGGTTTTTTAAAAGCAGTACCTGATAAATTTACT
CCTGAATGGTTTTTTTTATTTTTATTTGGTTTTTTAAAAGCAGTACCTGATAAATTTACT
CCTGAATGGTTTTTTTTATTTTTATTTGGTTTTTTAAAAGCAGTACCTGATAAATTTACT
CCTGAATGGTTTTTTTTATTTTTATTTGGTTTTTTAAAAGCAGTACCTGATAAATTTACT
CCTGAATGGTTTTTTTTATTTTTATTTGGTTTTTTAAAAGCAGTACCTGATAAATTTACT
CCTGAATGGTTTTTTTTATTTTTATTTGGTTTTTTAAAAGCAGTACCTGATAAATTTACT
CCTGAATGGTTTTTTTTATTTTTATTTGGCTTTTTAAAAGCAGTACC------------- 665
CCTGAATGGTTTTTTTTATTTTTATTTGGCTTTTTAAAAGCAGTACCTGATAAATTTACT
CCTGAATGGTTTTTTTTATTTTTATTTGGCTTTTTAAAAGCAGTACCTGATAAATTTACT
CCTGAATGGTTTTTTTTATTTTTATTTGGCTTTTTAAAAGCAGTACCTGATAAATTTAC-
CCTGAATGGTTTTTTTTATTTTTATTTGGTTTTTTAAAAGCAGTACCTGATAAATTTACT
CCTGAATGGTTTTTTTTATTTTTATTTGGTTTTTTAAAAGCAGTACCTGATAAATTTACT
CCTGAATGGTTTTTTTTATTTTTATTTGGTTTTTTAAAAGCAGTACCTGATAAATTTACT
CCTGAATGGTTTTTTTTATTTTTATTTGGTTTTTTAAAAGCAGTACCTGATAAATTTACT
CCTGAATGGTTTTTTTTATTTTTATTTGGTTTTTTAAAAGCAGTACCTGATAAATTTACT
CCTGAATGGTTTTTTTTATTTTTATTCGGTTTTTTAAAAGCAGTACCTGATAAATTTACT
CCTGAATGGTTTTTTTTATTTTTATTTGGTTTTTTAAAAGCAGTACCTGATAAATTTACT
CCTGAATGGTTTTTTTTATTTTT 632
CCAGAATGATTTTTTTTATTTTTATTCGGTTTTTTAAAAGCAGTGCCTGATAAGTTTACT
CCAGAATGATTTTTTTTATTTTTATTCGGTTTTTTAAAAGCAGTGCCTGATAAGTTTACT

CCAGAATGGTTTTTTTTATTCTTATTTGGTTTTTTAAAGGCAGTACCTGATAAGTTTACT

CCAGAATGATTTTTTTTATTCTTATTTGGTTTTTTAAAGGCAGTACCTGATAAGTTTACT
CCAGAATGATTTTTTTTATTCTTATTTGGTTTTTTAAAGGCAGTACCTGATAAGTTTACT

CCAGAATGATTTTTTTTATTCTTATTTGG 701
CCAGAATGGTTTTTTTTATTTTTATTCGGCTTTTTAAAAGCAGTACCAGATAAATTTACT
CCAGAATGGTTTTTTTTATTTTTATTCGGCTTTTTAAAAGCAGTACCAGATAAATTTACT
CCAGAATGGTTTTTTTTATTTTTATTCGGCTTTTTAAAAGC----------====-=-=- 509
CCTGAATGGTTTTTTTTATTTTTATTCGGTTTTTTAAAAGCAGTAC-------------- 730
CCTGAATGGTTTTTTTTATTTTTATTCGGTTTTTTAAAAGCAGTAC-------------- 730
CCTGAATGGTTTTTTTTATTTTTATTCGGCTTTTTAAAAGCAGTACCAGATAAATTTACT
CCTGAATGGTTTTTTTTATTTTTATTCGGTTTTTTAAAAGCAGTAC-------------- 730
CCTGAATGGTTTTTTTTATTTTTATTCGGTTTTTTAAAAGCAGTAC-------------- 730

ek sk skesk skeskoskelokosk sioloksk sk

LC089020.1
LC092878.1
MW117332.1
AB433279.1
MW117425.1
MW117424.1
MW117423.1
MW117422.1
MW117421.1
00Q608599.1
0Q608600.1
0Q608601.1
0Q608598.1
LC593674.1
AB095966.1
LC593673.1

GGTT 798
GGTTTACTATTAATGGTAATACTATTATTTTCATTATTTTTATTTATATTAAATTGCATA
GGTTTATTATTAATGGTTATATTGTTATTTTCATTGTTCTTATTT------------——- 811

GGTTTATTATTAATGGTTATATTGTTATTTTCATTGTTCTTATTTATATTA --------- 817
GGTTTATTATTAATGGTTATACTATTATTTTCATTGTTTTTATTT ------=----=--- 811
GGTTTATTATTAATGGTTATACTATTATTTTCATTGTTTTTATTT------------——- 811
GGTTTATTATTAATGGTTATACTATTATTTTCATTGTTTTTATTT ------=----=--- 811
GGTTTATTATTAATGGTTATACTATTATTTTCATTGTTTTTATTT------------——- 811
GGTTTATTATTAATGGTTATACTATTATTTTCATTGTTTTTATTT -----------=--- 811

665

GGTTTATT
GGTTTATTATTAATGGTTATAT

728

760

707
GGTTTATTATTAATGGTTACATTATTATTTTCATTGTTTTTATTTATATTA--------- 817
GGTTTATTATTAATGGTTATATTATTATTTTCATTGTTTTTATTTATATTAAATTGTATA
GGTTTATTATTAATGGTTACATTATTATTTTCATTGTTTTTATTTATATTA--------- 817

794
791
766
766
766
766
766
766
766

720
738
707
766
838
766
766
838
766
838

840
840
723
757
759

786

757

838

851

898
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LC593675.1
AB434682.1
AB433282.1
AB095967.1
0Q608578.1
AB434687.1
AB434686.1
MW387249.1
EF579913.1
LC089019.1
KX443560.1
KU680833.1
EF579915.1
EU499922.1
MF344895.1
MF344894.1
HQ908258.1
MF344893.1
MF344892.1

LC089020.1
LC092878.1
MW117332.1
AB433279.1
MW117425.1
MW117424.1
MW117423.1
MW117422.1
MW117421.1
0Q608599.1
00Q608600.1
0Q608601.1
0Q608598.1
LC593674.1
AB095966.1
LC593673.1
LC593675.1
AB434682.1
AB433282.1
AB095967.1
0Q608578.1
AB434687.1
AB434686.1
MW387249.1
EF579913.1
LC089019.1
KX443560.1
KU680833.1
EF579915.1
EU499922.1
MF344895.1
MF344894.1
HQ908258.1

GGTTTATTATTAATGGTTACATTATTATTTTCATTGTTTTTATTTATATTA--------- 817
GGTTTATTATTAATGGTTATATTATTATTTTCATTGTTTTTATTTATATTAAATTGTATA
GGTTTATTATTAATGGTTATATTATTATTTTCATTGGTTTTATTTATATTA --------- 817
GGTTTATTATTAATGGTTATATTATTATTTTCATTGTTTTTATTTATATTAAATTGTATA
632
GGATTATTATTGATGGTAATTTTATTATTTTCATTATTTTTATTTATTTTAAATTGTATT
GGATTATTATTGATGGTAATTTTATTATTTTCATTATTTTTATTTATTTTAAATTGTATT
GGTTTATTATTAATGGTTATTTTATTATTTTCGTTATTTTTGTTTATATTAAATTGTATA
GGTTTATTATTAATGGTTATTTTATTATTTTCGTTATTTTTGTTTATATTAAATTGCATA
GGTTTATTATTAATGGTTATTTTATTATTTTCGTTATTTTTGTTTATATTAAATTGCATA
701
GGTTTACTATTAATGGTTATTTTATTGTTTTCTTTATTTTTGTTTATATTAAATTGTATA
GGTTTACTATTAATGGTTATTTTATTGTTTTCTTTATTTTTGTTTATATTAAATTGTATA
509
730
730
GGTTTATTGTTAATGGTTATTTTATTGTTTTCTTTATTTTTGTTTATATTAAATTGTATA
730
730

798
TTATGATTTGTTTATTGTAGCGT 874
811
817
811
811
811
811
811
665
728
760
707
817
TTATGATTTGTTTATTGTCGAAGTTCGTTATTATGATTTACTTATTCATTAATTTTATTT
817
817
TTATGATTTGTTTATTGTCGAAGTTCGTTATTATGATTTACTTATTCATTAATTTTATTT
817
TTATGATTTGTTTATTGTCGAAGTTCGTTATTATGATTTACTTATTCATTAATTTTATTT
632
TTATGATTTGTTTATTGTAGAAGTTCGTTATTATGATTTACATATTCATTAATACTTTTT
TTATGATTTGTTTATTGTAGAAGTTCGTTATTATGATTTACATATTCATTAATACTTTTT
TTATGGTTTGTTTATTGTAG 803

TTATGATTTGTTTATTGTAGAAGTTCATTGTTGTGATTTACTTACTCATTAATTT-----
TTATGATTTGTTTATTGTAGCGTCGTGA 847
701

TTATGATTTGTATATTGTAG 866
TTATGATTTGTATATTGTAGAAGTTCATTATTATGATTTACATATTCATTTATTT-----
509
730
730
TTATGATTTGTATATTGTAGAAGTTCATTATTATGATTCACATATTCATTTATTTTATTT

898
898
900
900
783
817
819

846
817

898

958

958

958

960
960

872

872

958
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MF344893.1
MF344892.1

LC089020.1
LC092878.1
MW117332.1
AB433279.1
MW117425.1
MW117424.1
MW117423.1
MW117422.1
MW117421.1
0Q608599.1
0Q608600.1
0Q608601.1
0Q608598.1
LC593674.1
AB095966.1
LC593673.1
LC593675.1
AB434682.1
AB433282.1
AB095967.1
0Q608578.1
AB434687.1
AB434686.1
MW387249.1
EF579913.1
LC089019.1
KX443560.1
KU680833.1
EF579915.1
EU499922.1
MF344895.1
MF344894.1
HQ908258.1
MF344893.1
MF344892.1

LC089020.1
LC092878.1
MW117332.1
AB433279.1
MW117425.1
MW117424.1
MW117423.1
MW117422.1
MW117421.1
0Q608599.1
0Q608600.1
0Q608601.1
0Q608598.1
LC593674.1

730
730

798

874
811
817
811
811
811
811
811
665
728
760
707

817
TATAGTATATTTATGAGTGGCTTTTTAGCTTTATACGTTATATTAGCTTATCCTATTTGA
817

817

TATAGTATATTTATGAGTGGCTTTTTAGCTTTATACGTTATATTAGCTTATCCTATTTGA
817
TATAGTATATTTATGAGTGGCTTTTTAGCTTTATACGTTATATTAGCTTATCCTATTTGA
632
TATAGTATCTTTATGAGTGGTTTTTTAGCTTTATATGTAATTTTAGCATATCCTATTTGA
TATAGTATCTTTATGAGTGGTTTTTTAGCTTTATATGTAATTTTAGCATATCCTATTTGA
803
872

847

701
866
872

509
730
730
TATAGTATATTTATGAGTGGTTTTTTAGCTTTGTATGTTATATTAGCATATCCTATATGA
730
730

798

874

811
817
811
811
811
811
811
665
728
760
707
817

1018

1018

1018

1020
1020

1018
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AB095966.1
LC593673.1
LC593675.1
AB434682.1
AB433282.1
AB095967.1
0Q608578.1
AB434687.1
AB434686.1
MW387249.1
EF579913.1
LC089019.1
KX443560.1
KU680833.1
EF579915.1
EU499922.1
MF344895.1
MF344894.1
HQ908258.1
MF344893.1
MF344892.1

ATGGAGTTACAATTTTGAGTATTAATTTTATTTATGTTAATAGTATGTAGATTAGATTAG
817

817
ATGGAGTTACAATTTTGAGTATTAATTTTATTTATGTTAATAGTATGTAGATTAGATTAG
817
ATGGAGTTACAATTTTGAGTATTAATTTTATTTATGTTAATAGTATGTAGATTAGATTAG
632
ATGGAGTTGCAATTTTGAGTTTTATTGTTATTTATGTTAGTTGTGTGTAGATTAGATTAA
ATGGAGTTGCAATTTTGAGTTTTATTGTTATTTATGTTAGTTGTGTGTAGATTAGATTAA
803

872
847

701
866

872
509
730
730
ATGGAATTACAATTTTGGGTTTTACTTTTATTTATGTTAGTTGTATGTAGATTAGATTAA
730
730

1078

1078

1078

1080
1080

1078
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