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Part 1

Parte I: Falta de genomas
de la Covid19.



Appendix A

La falta de genomas del
virus de la Covid19 podria
prolongar la pandemia.

A.1 Lavigilancia genémica del coronavirus SarsCoV2
puede ayudar a controlar la pandemia ac-
tual.

Crdito: Olena Shmahalo.
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A.1.1 En el combate a la pandemia de la Covidl9, los
paises tienen que secuenciar una parte los genomas
de los virus recolectados de sus pacientes.

Los éxitos y fracasos a la altura de los casos de infectados son a menudo sor-
prendentes.

Para combatir la pandemia de la Covid19, los paises se estdn viendo obligados
a secuenciar los genomas de los virus recolectados de sus pacientes. El éxito
parece estar ligado a la secuenciacidn y el posible fracaso parece estar ligado a
solo la planificacién con la epidemiologia cldsica.

Desde el mero inicio de la pandemia de Covid19, incluso antes de que a gran
parte del mundo le llamara la atencién la enfermedad, los investigadores en
China (y luego en Australia) mapearon el genoma del coronavirus aislado de uno
de los 10s. pacientes del brote de Wuhan y de inmediato este Ier. plan genético
del virus SarsCoV2 se dio a conocer publicamente, el 10 de enero de 2020 [1].
La divulgacion inmediata de ese gemoma, y siguieron otros, guid la vigorosa
respuesta cientifica internacional a la pandemia, incluido el desarrollo oportuno
de pruebas de diagndstico, estrategias de vigilancia, vacunas y otras nuevas
herramientas para manejar el brote. De paso y en contaposicién a tal tendencia
vale decir que también surgié paralelamente, lo que nadie se esperaba, un cimulo
de noticias falsas, distorcionadas o exageradas, y teorias conspirativas muy a la
manera del presidente Trump, que la Organizacién Mundial de la Salud (OMS)
llamé infodemia local-global.

Como la OMS senalara via conferencia de su presidente Ghebreyesus y luego
se publicara en [2]. Debido a que la tecnologia ahora podia leer el genoma de
una muestra del virus de un paciente en solo horas,“la secuenciacion gendmica
por lra. vez, en tiempo real, ha sido capaz de informar sobre la respuesta de
la salud piblica a una pandemia” '. Todos esos grandes éxitos que han tenido
los paises para enfrentar a la pandemia estén basados en medidas derivadas
del conocimiento de su gemoma viral. Y no en las criticas formuladas por el
supuesto ‘conocimiento’ o ‘correccion del rumbo’ aportado por la infodemia.

Sin embargo, la necesidad de seguir recopilando informacion sobre el genoma
del SarsCoV?2 esté lejos de terminar. “Es demasiado pronto para concluir cémo
y cudndo terminard la pandemia” (Meng Ling Moi-la malaya subdirectora del
CentroColaborador de la OMS para la Referencia e Investigacién sobre Enfer-
medades Virales Tropicales y Emergentes, de la Univ. de Nagasaki, en japon)

Aunque las cifras estdn disminuyendo, mds de 2.5 millones de nuevas in-
fecciones y més de 64,000 muertes notificadas en la semana anterior al 22 de
Junio del 2021, atin siguen los aumentos significativos en muchos paises [3]. Las
autoridades sanitarias atribuyen la fuerza y persistencia de la pandemia a las
llamadas variantes altamente contagiosas del virus que se estdn propagando por

!Las afirmaciones, declaraciones y entrevistas fueron tomadas de [7].



todo el mundo.

Meng Ling

Moi.

La secuenciacion gendmica® continda siendo la herramienta fundamental

para comprender cdmo estd evolucionando el virus y cémo nuestras defensas
contra él deben adaptarse. En manos de investigadores expertos, los datos
gendmicos pueden explicar los secretos mas profundos del coronavirus, inclu-
idos los comportamientos epidemioldgicos, que solos los datos de pacientes por
sf mismos no pueden capturar.

Debido a esta singular importancia de la secuenciacion, en una conferencia
de prensa en linea en diciembre de 2020,el microbilogo Tedros Adhanom Ghe-
breyesus - director general de la OMS, pedfa a los pafses Imaginar un mundo
en el que todos puedan vivir vidas saludables y productivas, independientemente
de quiénes sean o dénde vivan. Firmemente cree que el compromiso mundial
con el desarrollo sostenible ofrece una oportunidad tnica para abordar los de-
terminantes sociales, econémicos y politicos del mejoramiento de la salud y el
bienestar de las personas en todas partes. Por ello en particular pide intensificar
esfuerzos por secuenciar el SarsCoV2 [2].

La Comisién Europea hizo lo propio unas semanas més tarde, pidiendo a
los estados miembros de la Unién Europea (UE) por secuenciar al menos el 5%

2Los suefios guajiros de tercermundistas como el compilador de estas lineas han intentado
obtener los aparatos indispensables de un laboratorio de Biologia, pero con aparatos lo més
simples y baratos posibles. El aparato simulador de la centrifuga, que en particular ayude al
analisis de sangre humana posible. Encontrando que el juego del zumbador de papel cartulina
resulta ser muy rdpido y barato, al cual adjuntdndole microtubulos que absorben la gota
de sangre y al girar el zumbador hace las veces de la centrifugadora eficiente y barata. La
dindmica de tal aparatito lleva a una ecuacién diferenciable ordinaria de segundo orden del
angulo ¢ de rotacién.[5]. El otro aparatito similar al microscépio, pero mds simple posible
resulta ser no el andlogo del ler. microscépio a la Jenssen, sino al de Anton Van Leeuwenhoek,
cuya manera de construirlo se lo llevo a la tumba y casi a 300 afios de su muerte fue descubierta
la manera de construirlo: En lugar de las dos lentes semiconcava una y convexa la otra en
tubos que se deslizaban Leeuwenhoek usaba gotas de vidrio purificadas al fuego de un mechero
Bunzen que acercados al ojo daban para su época amplificaciones no logradas con las cuales
pudo ver por primera vez todo un micromundo, por lo cual se le conoce como el padre de la
microbiologia. Aqui la matemdtica es la que subyace a las propiedades 6pticas de las esferas
de diversos materiales [6]. En ese mismo espiritu el suefio guajiro era tratar de simplificar
el aparato PCR (Reacciéon en Cadena de la Polimerasa, por sus siglas en inglés), cuyas
nuevas versiones son cada vez mads precisas, pero mds caras. El aparato consigue su anélisis
cambiando las temperaturas tipicas a 3 valores en tiempos cortos. Los colaboradores de la idea
de un aparato simplificado quedé propiamente paralizado al poner como requisito el “tener
presupuesto para su realizacion, sin garantia de éxito”. Ya ni hablamos del 4to. aparato
simplificado que es el tema del presente articulito: el secuenciador. jVerdadero suefio guajiro!



-pero deseable y preferible el 10%- de los resultados positivos de las pruebas de
pacientes de Covid19 [3]. También los Centros para Control y Prevencién de
Enfermedades (CDC), por si mismos, establecieron el objetivo de alcanzar el
5% para EE. UU. para febrero de 2021 [4].

La secuenciacion permitié al mundo identificar rapidamente el virus SarsCo V2
[1], desarrollar pruebas de diagndstico y otras herramientas para la gestion de
brotes. Mds ain la secuenciacion continua del genoma apoya el monitoreo de
la propagacion de la enfermedad y la evolucion del virus. La integracion aceler-
ada de la secuenciacion del genoma en las prdcticas de la comunidad sanitaria
mundial es necesaria si queremos estar mejor preparados para las amenazas fu-
turas. El documento [2] a su vez proporciona orientacién a los laboratorios sobre
como mazimizar el impacto de la secuenciacion del SarsCoV2 ahora en la actu-
alidad y otros patdgenos emergentes en el futuro. El desafio de la secuenciacion
del SarsCoV2: consiste en una comparacion a nivel de todo el planeta.

Las autoridades sanitarias mundiales han recomendado secuenciar los geno-
mas virales del 5% o més de todos los casos confirmados de Covid19, pero la
mayoria de los pafses estdn muy por abajo de ese objetivo.El mapa mundial
de la secuenciacion: con el porcentaje de genomas secuenciados en cada pafs,
puede verse en:

hitps : /Jwww.gisaid.org/index.php?id = 208
hitps : | Jwww.quantamagazine.org/a — lack — of — covid — 19 — genomes — could — prolong — the — pander

Por ejemplo, para México: Genomas secuenciados: 11.747; Casos reportados de Covid19:
~ 2,475,705, Tasa de secuenciacion del genoma 0.474%. Juweek Adolphe; Fuente:

Gisaid, informacién el 21 de junio de 2021.

Los paises todavia estdn muy lejos de alcanzar los objetivos senalados, segiin
la Iniciativa Mundial para compartir datos sobre la influenza aviar(Gisaid), que
también administra el repositorio mundial mas usado de datos gendmicos del
SarsCoV2: De las casi 180 millones de infecciones confirmadas de Covid19
reportadas para todo el mundo, solo se han secuenciado del genoma viral pre-
sentado unos 2 millones (2.042.000),un poco mas del 1% del total. Las tasas
de secuenciacion estdn mejorando en muchos paises, pero no lo suficientemente
rapido. Las cifras son particularmente alarmantes para los paises con mds in-
fecciones: por ejemplo EE.UU. ha secuenciado el 1.7% de sus 33.2 millones de
casos, mientras que Brasil, con casi 18.2 millones de infecciones, e India, con
30.1 millones, han secuenciado solo cerca de 0.1% de sus casos.

A los investigadores médicos les preocupa que un conocimiento insuficiente
de como estd cambiando el Covid19 pueda profundizar y alargar desastrosa-
mente la pandemia. “Cuantas mas grandes sean las brechas en nuestro conocimiento
de las variantes que circulan a nivel mundial, mds probable es que nos perdamos
la evolucion de una variante importante y nos encontremos dando pasos atrds
en la lucha para controlar la pandemia” (Justin O’Grady - hasta hace poco sub-
director del Consorcio covid-19 genomics UK (COG-UK) y ahora director de



aplicaciones traslacionales en Oxford Nanopore)

¢

David

Justin O’Grady. Haussler.

Si no se abordan los factores que actualmente frenan la vigilancia viral, po-
dria haber mds brotes virales incontrolados en el futuro. “Si hay grandes ‘puntos
ciegos’ en la vigilancia de la secuenciacion del virus, entonces con una infeccion
de rdpida propagacion, no se pueden prevenir las pandemias” (David Haussler-
director cientifico del Instituto de Gendémica de la Univ. de California, Santa
Cruz) “Por esta razon, es esencial que los genomas de los virus se secuencien
en todas partes del mundo y que la informacion se comparta de inmediato”.

A.1.2 Por qué los datos genémicos virales son tan cru-
ciales.

Los cientificos consideran las secuencias del genoma recogidas a lo largo de una
epidemia como fuentes invaluables de pistas sobre cémo estd evolucionando un
virus. La wvelocidad a la que muta un genoma viral es relativamente fdcil de
estimar a partir del trabajo de laboratorio, pero eso no es lo mismo que la tasa
de evolucion del virus, que depende de la rapidez y el éxito con que una mutacion
se propaga a través de una poblacion. La tasa evolutiva se evalia con mayor
precision via la comparacion de los genomas de muestras virales recogidas de
diferentes pacientes en diferentes momentos. Los estudios sugieren [8] que para
el SarsCoV2, es mejor que las muestras se recojan a intervalos de al menos
dos meses, con mejores resultados si las muestras provienen de més de éllas,
recogidas durante periodos més largos.

Hay que considerar que en el actual brote de SarsCoV2 es la primera vez
que se generan grandes cantidades de datos de secuencias del genoma y se
disponen al publico casi en tiempo real. Los primeros andlisis de estos datos
revelaron una baja variacion de la secuencia, un hallazgo consistente con un
brote recien emergente, pero que plantea la cuestion de si dichos datos son
suficientemente informativos para inferencias filogenéticas de tasas evolutivas
y escalas de tiempo. El umbral filodindmico es un concepto clave que se refiere
al punto en el tiempo en el que se ha acumulado suficiente cambio evolutivo
molecular en las muestras del genoma disponibles para obtener estimaciones
filodinamicas robustas. Por ejemplo, antes de alcanzar el umbral filodindmico,
la variacion gendmica es tan baja que incluso grandes cantidades de secuencias
del genoma pueden ser insuficientes para estimar la tasa evolutiva del virus y la
escala de tiempo de un brote. Se recogieron secuencias del genoma del SarsCoV2



de bases de datos publicas en ocho puntos diferentes en el tiempo y se llevd a cabo
una serie de pruebas de senal temporal para determinar si si y cudndo se alcanzé
el umbral filodindmico, y el rango de inferencias que se pudieron extraer de forma
fiable de esos datos. Los resultados de [8] indican que para el 2 de febrero de
2020, las estimaciones de las tasas evolutivas y las escalas de tiempo se habian
hecho posibles. Los andlisis de conjuntos de datos posteriores, que incluian entre
47y 122 genomas, convergieron a una tasa evolutiva de aproximadamente 1.1
x 1073 subs/sitio/ano y una época de origen de alrededor de finales de noviembre
de 2019. Este mismo estudio proporciona directrices para evaluar el umbral
filodindamico y demuestra que el establecimiento de este umbral constituye un
paso fundamental para comprender el poder y las limitaciones de los datos
tempranos en la vigilancia del genoma del brote.

Monitorear la evolucion del SarsCoV2, por supuesto es ttil, para desarrollar
y mantener la precision de los diagndsticos de Covid19: Las pruebas podrian
volverse poco confiables con el tiempo o en diferentes lugares, si las pruebas
buscan caracteristicas virales que la evolucion ha vuelto obsoletas. El diserio de
vacunas también estd directamente relacionado con la informacion gendmica,
sobre todo ahora que la medicina clinica esté utilizando vacunas del tipo ARNm:

Fig. He aqui una representacién visual de 56 secuencias del genoma del SarsCoV2
(izquierda), que revela algunas de las diferencias en las muestras del virus. Cada genoma se
presenta como una trayectoria (derecha) en el que los colores significan el porcentaje de
bases de guanina y citosina y la curvatura significa la proporcién de repeticiones en cada

segmento de la secuenciacién. Cortesia de Martin Krzywinski/Fuente de ciencia.

“Necesitamos ser capaces de construir una vacuna para una enfermedad
antes de que se propague ampliamente por todo el mundo” (Haussler) “Con
las vacunas de ARNm, se puede comenzar tan pronto como la secuencia del
genoma del agente infeccioso esté disponible. Esto significa que el problema
mas importante ahora es obtener secuencias del genoma al principio del brote
de una nueva cepa, antes de que se haya propagado”.

La informacién gendmica sobre el SarsCoV2 también ha descubierto la bi-
ologia profunda subyacente a la Covidl9. FEsto ayudd a los cientificos, por
ejemplo, a identificar la proteina celular receptora a la que se une el SarsCoV2,
lo que a su vez facilité la sugerencia de a qué tipos de células del enfermo son
mdas vulnerables a la infeccion.

También ayudd a los investigadores que construyen los modelos epidemioldgi-
cos a entender por qué el rotundo fracaso de modelos matemédticos propuestos
por ejm. por eminentes fisicos como Nigel Goldenfeld y Sergei Maslov de la
Univ. de Illinois, Urbana - Champaign, quienes durante algunos meses del
2020, fueron grandes celebridades en la respuesta a la pandemia de Covid19 de



sus estados al usar modelos de la fisica en materia condensada,la evolucion viral
y la dindmica de poblaciones [10], pero no de la epidemiologia o la salud piblica,
intentando lograr obtener una mejor comprensién de la enfermedad. Pero con
la Covid19, tener una wvision clara del virus no ha sido fécil. Por ello todo se
les ha revertido y se les vino abajo, porque sus predicciones para el regreso a
las actividades en su universidad resultaron totalmente incorrectas. Y esto lo
lnico que revela es lo poco preparado que estaba el estado del modelaje para
esta pandemia de la Covid19.

Y bajo estas circunstancias aparece el inucitado anuncio de que este mismo
mes el 19 julio de 2021 ocurriré el ‘dia de la libertad’ COVID para Inglaterra,
lo cual alarma a una parte de su poblacion y a muchos de los investigadores
a nivel mundial. Quitar casi todas las restricciones de la pandemia mientras
aumentan las infecciones, luego crece el riesgo de que surjan nuevas variantes
y se pone en riesgo la salud de los no vacunados, afirman investigadores de todo
el mundo.

En efecto, desde febrero de 2021, el primer ministro del Reino Unido, Boris
Johnson, anuncié una hoja de ruta de 4 pasos que llevaria a Inglaterra del
cierre total al fin de todas las restricciones el 21 de junio. Esta tltima fecha se
retrasé un mes por la propagacién de la variante delta, que es més infecciosa
que el virus original.

Ahora aparecen en conferencia de prensa del 12 de julio de 2021 con Boris Johnson (centro),
Chris Whitty, jefe de asesores médicos del gobierno del Reino Unido (izquierda) y el asesor
cientifico en jefe Patrick Vallance (derecha) anunciando el dia de la libertad de la Covid19.

Crédito: Daniel Leal-Olivas/AFP/Getty

El gobierno afirmé que la relajacion de las restricciones se guiaria por “datos,
no por fechas”, y que cada etapa de la apertura ocurriria solo si se cumplian
ciertos criterios. En particular, la reapertura se pospondria o revisaria si un
aumento en las tasas de infeccion podria causar un aumento en los ingresos
hospitalarios, o si las nuevas variantes del virus alteraran el panorama.Pero No
queda claro si esas mismas medidas se han cumplido para la reapertura casi
total el 19 de julio, dicen los cientificos. Respecto a los datos el 11 de julio
de 2021, hubo 31,000 nuevos casos de Covidl9, y el total de infecciones es
ahora aprox. de 300 por cada 100,000 personas. Ademds un nuevo estudio de
modelizacion muestra un aumento inminente de las hospitalizaciones, aunque
hay que decir que las cifras exactas son inciertas.

El gobierno argumenta que, no obstante, la relajacion estd justificada -dado
el dano a la economia, los medios de vida, la educacion y la salud mental causado
por las restricciones- porque el buen progreso del pais en materia de vacunacion



(68% con al menos una dosis) ha debilitado el vinculo entre infecciones y hospi-
talizaciones o muertes, y el 52% habia recibido ya dos dosis. Aunque las infec-
ciones actuales son comparables a las de febrero, las hospitalizaciones y muertes
son méas de diez veces menores y se cuenta con el alto 10% de secuenciaciones.

Después del anterior paréntesis por la inucitada actuacién del gobierno de
Gran Bretana se puede regresar a las secuenciaciones en general: Pero tener
un registro erhaustivo de la diversificacion del virus a lo largo de la pandemia
también, de una manera mds sutil, es importante debido a lo que puede revelar
sobre la epidemiologia de la enfermedad [9], donde se hace un recuento de la
historia de los trabajos de las ensenanzas de los trabajos de Nigel Goldenfeld y
Sergei Maslov. Dado que el genoma viral acumula aproximadamente un cam-
bio aleatorio cada dos semanas, el nimero de diferencias gendmicas entre las
muestras pueden determinar si los pacientes de la Covid19 analizados forman
parte de la misma red de transmision viral.

David O’Connor.

“El genoma del virus actia como una huella molecular” (David O’Connor-
profesor de patologia en la Univ. de Wisconsin, Madison, cuyo laboratorio
analiza los genomas del SarsCoV2 [10A]) “Al inicio de la pandemia a todos
nos preocupaba que los trabajadores de la salud estuvieran siendo infectados por
pacientes Covid bajo su cuidado”. Pero los genomas de los virus en los médicos
v los pacientes rara vez eran idénticos, “lo que significa que los trabajadores de
la salud se infectaban en la comunidad,mas no en el hospital”, ;TOMEN PARA
QUE APRENDAN!, hijos de la derecha mexicana.

Tipos similares de epidemiologia gendmica ayudaron a los investigadores
a determinar muy temprano en la pandemia que un brote en Connecticut
[11] provino de maltiples fuentes estadounidenses, y no directamente de via-
jeros internacionales. También ayudd a los investigadores a determinar que
en Brasillas intervenciones no farmacéuticas como los cubrevocas y el distan-
ciamiento social disminuyeron la propagacion de la enfermedad dentro de los
estados, pero fueron mucho menos efectivas para frenar la propagacion entre los
estados.

Msés ain los patrones de diversidad viral en la poblacién se pueden utilizar
para estimar pardmetros epidemioldgicos muy importantes de la Covid19, como
su Namero Reproductivo Bdsico, Ry (se lee ‘erre cero’). Entre el publico en
general las variables de los modelos epidemioldgicos no suelen ser bien conocidas,
pero un pardmetro ha tenido un verdadero momento estelar en el cine: “Lo que
tenemos que determinar es esto” y senala a Ry, una cientifica interpretada por
Kate Winslet en la pelicula “Contagio”. “Por cada persona que se enferma,
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ja cudntas personas mds es probable que contagie?” En un pizarrén, anota
la respuesta de varias enfermedades familiares: alrededor de 1 para la gripe
estacional, mas de 3 para la viruela, entre 4 y 6 para la poliomielitis.

Ese walor es el Numero Reproductivo Bdsico, Ry (que se pronuncia “erre-
cero”) - el nimero promedio de infecciones que un enfermo genera en una
poblacién totalmente susceptible (como en la Covid19). Cuando surge una epi-
demia, este pardmetro Ry es lo que todo mundo no escatima en determinar
de inmediato, porque puede indicar cudn agresivo podria propagarse un nuevo
patdgeno, qué tan grande podria llegar a ser un brote de no mitigase, y el umbral
en el que se podria alcanzar la inmunidad de rebanio. Puede ayudar a medir lo
dificil que podria ser controlar la enfermedad y cémo hacerlo.

También pueden ayudar a revelar la dindmica de una pandemia, la cual no
se puede deducir tan solo de los datos epidemioldgicos; por ejemplo, pueden
tluminar lo que sucedid en un brote antes de que se identificara ningin caso.

Los andlisis también pueden revelar diferencias sutiles en los comportamien-
tos epidemioldgicos de linajes especificos o variantes del virus. En todo el mundo
las autoridades sanitarias estdn preocupadas por varias de las variantes sig-
nificativas del SarsCoV2 que se propagan con mayor facilidad. Entre ellos:
B.1.1.7 (alfa), identificado por primera vez en el Reino Unido, que puede conll-
evar un mayor riesgo de muerte; B.1.351 (beta), identificado por primera vez en
Suddfrica, que puede tener resistencia adicional a algunas vacunas; B.1.617.2
(delta), que se identificé por 1ra. vez en la India y se ha convertido en una de
las principales causas de nuevos casos; P.1 (gamma), identificado en Japon y
Brasil [12] (A proposito, de la propagacién del SarsCoV2 en Brasil. Se sabe
que este pais ha sido duramente golpeado por la pandemia del coronavirus 2 del
sindrome respiratorio agudo severo (SarsCoV2). Y el articulo citado de Can-
dido et al. [12] ha logrado combinar el andlisis gendmico y epidemioldgico para
investigar el impacto de las intervenciones no farmacéuticas (NMI) en su pafs.
Para ello han establecido una red de laboratorios gendmicos con el uso de pro-
tocolos armonizados, y los investigadores han encontraron una tasa de positivos
del 29% para el SarsCoV2 entre las muestras recogidas. Se identificaron mds de
100 introducciones internacionales del SarsCoV2 a Brasil, incluidos tres clados
introducidos desde Furopa que ya estaban bien establecidos antes de la tmple-
mentacton de las NMI y las prohibiciones de viaje. El virus se propagd desde
los centros urbanos al resto del pais, junto con un aumento del 25% en la dis-
tancia recorrida promedio por los pasajeros aéreos antes de las prohibiciones de
viajes, a pesar de una caida general en los viajes de corta distancia. Desafortu-
nadamente, la evidencia confirma que las intervenciones actuales siguen siendo
insuficientes para mantener la transmisién del virus bajo control); y finalmente
las variantes B.1.427 y B.1.429 (ambos conocidos como epsilon), identificados
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por 1ra. vez en California USA

The Spread of COVID-19 Variants

As dangerous new SARS-CoV-2 variants evolve, they must be tracked. The highly transmissible alpha variant
spread rapidly around the world. Now the delta variant is a leading cause of new cases.

Not reported [ unverified reports [ Verified reports

ALPHA VARIANT

COUNTRIES WITH

Unverified
rpers. | O

o 164

COUNTRIES WITH
Unverified 8
reports

o | 77

Los mapas mundiales que muestran la diseminacién de las variantes ¢ (alfa) y § (delta) del
SarsCoV2. Credito: Samuel Velasco; Fuente: CDC.

Sin lugar a duda, con el tiempo surgirdn mds variantes, y no quedd claro
cudnto estas variantes complicardn, o incluso retrocederdn, los esfuerzos para
poner fin a la pandemia. “La secuenciacion gemdmica en curso es clave para
identificar la aparicion de variantes del ‘escape a las vacunas™ (Moi) Esto hace
aun mds preocupante que la mayoria de los paises nisiquiera se hayan acercado
a los niveles de secuenciacion del genoma que pueden ser necesarios.

El estado de la situacion de la vigilancia gendmica es més sombrio en 38
paises con infecciones de Covid19 reportadas, pero sin datos de secuenciacion
compartidos con Gisaid. FEstos constituyen algunos de los paises mds pobres
del mundo, como Chad y Burundi. El continente africano, hasta el 27 de junio
del 2021, ha reportado més de 5.3 millones de infecciones - 3.9 millones de
ellas confirmadas-,pero sus paises han secuenciado y publicado solo unos 22,700
genomas, o en el mejor de los casos solo el 0.6% de sus casos. Ademaés del 40%
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de esas secuencias del genoma (unas 9, 600) provienen de un solo pafs, Suddfrica.

Una ilustracién que describe a los investigadores intentando la reconstruccién de la forma de
una curva epidémica a partir de su sombra distorcionada en el piso. Dado que los investi-
gadores no pueden observar directamente muchas caracteristicas clave de la transmisiéon de
enfermedades. Como resultado, se basan en modelos matemadticos o estadisticos para tra-
ducir lo que pueden ver en lo que quieren saber. Pero estdn descubriendo, en particular, para
Covid19, algunos de estos métodos les han estado dando respuestas equivocadas.

Las consecuencias de la escasez de datos sobre Africa podrian ser graves para
las personas de todo el mundo. “Africa, dada su variacion de la poblacion hu-
mana, es candidata a convertirse en la fuente de cepas cada vez mds patdgenas y
refractarias” (Muntasar Ibrahim-genetista sudanés y profesor de biologia mole-
cular en la Univ. de Jartum, donde dirige el Instituto de Enfermedades Endémi-
cas, con estudios en la Universidad de Cambridge es miembro de la Academia
de Ciencias para el Mundo en Desarrollo (TWAS)). Su investigacién se centra
principalmente en los aspectos evolutivos de las enfermedades en relacién con la
diversidad genética humana y de pardsitos con especial interés en la etnicidad,
incluido el papel de la enfermedad en la etno-geografia.

A.1.3 Fallas estratégicas y estructurales.

Las deficiencias en la secuenciacién no pueden achacarse simplemente a la falta
de dinero. (La secuenciacion cuesta alrededor de 120 USD por genoma de
SarsCoV?2, pero los costos se pueden reducir significativamente al secuenciar
los genomas en grandes lotes, segin Haussler).Por eso,algunos paises de los
mé&s pobres hanpodido secuenciar mdas casos que algunos de los paises més ri-
cos, por lo que la riqueza no puede ser el tnico factor determinante. Gambia,
por ejemplo, con un 7.8%, ha logrado mds que Alemania (3.6%), un pais con
producto interno bruto per cdpita 60 veces mayor.

Las tasas bajas tampoco reflejan simplemente lo duro con que han sido gol-
peados los paises por la pandemia. Alrededor del 10% de la poblacién esta-
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dounidense ha padecido la Covid19, lo que resulta en una tasa baja de secuen-
ciacion (1.7%) a pesar de que EE.UU ha secuenciado la mayoria de los genomas
del SarsCoV2. Pero, el Reino Unido, con alrededor del 7% de la poblacién
que ha tenido la enfermedad, ha secuenciado mas del 10% de su nimero de
casos: tiene solo la 13% tasa mds alta de secuenciacion en el mundo, pero ha
secuenciado mas genomas del virus que todos los paises que estdn por delante
juntos.

Lo que realmente parece haber determinado el desemperio de la secuenciacion
del genoma de los paises durante la pandemia es una combinacion de sus op-
ciones estratégicas e infraestructura biomédica.

Tom Maniatis ® - del Centro Gendmico de la ciudad de Nueva York (NYGC),
senalé que la vigilancia de la Covid19 en los EE.UU. se ha visto comprometida
por una falta sistémica de conexion entre las instalaciones que tienen las mues-
tras del wirus (hospitales, laboratorios de salud publica y puntos de pruebas
comerciales) y las instalaciones con la capacidad de secuenciarlas. “Aunque la
situacion ha mejorado ha habido desafios logisticos persistentes” (Maniatis).

Tom Maniatis y Soren Germer (este ultimo, VicePresidente de secuen-
ciacion y andlisis en el New York Genome Center (NYGC), supervisando la
produccion de la secuenciacion, el andlisis de la secuenciacion, el desarrollo de
métodos, la secuenciacion clinica y su andlisis, la gestion de proyectos, la in-
genieria de software y la biologia computacional, desde enero de 2019), quienes
dijeron que la obtencidn de muestras habia sido el mayor desafio en EE.UU.
“Durante los primeros dias de la pandemia, cuando Nueva York fue particu-
larmente afectada, incluso los hospitales mds centrados en la investigacion a
menudo no tenian los recursos para recolectar muestras para la investigacion”
(Maniatis y Germer explicaron por correo electrénico) “Hemos escuchado his-
torias de esfuerzos en verdad heroicos para guardar algunas de estas muestras
para la investigacion y la vigilancia”, pero los hospitales, gravemente en ten-
sidn, tuvieron que priorizar el tratamiento de los pacientes y la proteccion del
personal. Maniatis y Germer también senalaron la falta de financiacion coordi-
nada en Los Estados Unidos, que ha sido desigual a nivel estatal y local y sélo
recientemente ha comenzado a nivel federal.

-Sobre el mercado de Equipos de secuenciacién del genoma, puede consul-

3 Tom Maniatis - el jefe ejecutivo oficial del Centro Genémico de NuevaYork (NYGC),
Quien es reconocido como uno de los pioneros de la biologfa molecular moderna, habiendo
liderado el desarrollo de métodos de ADN recombinante y su aplicacién al estudio de los
mecanismos de regulacién génica. Coautor de los 3 tomos del manual definitivo de laboratorio
sobre ingenierfa genética, titulado Manual de Clonacion Molecular. Este manual de tres
volimenes, publicado por el Cold Spring Harbor Laboratory en 1982, establecié un estandar
para la difusién internacional de métodos del ADN recombinante.
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tarse en: market.biz

Tom Maniatis. Sorem Hermer. Rolf Apweiler.

Rolf Apweiler es Director de EMBL-EBI, junto con Ewan Birney. Rolf ha
hecho una importante contribucion a los métodos para la anotacion automdtica
de proteinas,que permite anadir informacidn relevante a los conjuntos de pro-
teomas para organismos enteros. Ha encabezado el desarrollo de estdndares
para datos protedmicos, y sus equipos han mantenido importantes colecciones
de identificaciones de proteinas a partir de experimentos proteémicos (PRIDE)
e interacciones moleculares (IntAct).

También lidera los esfuerzos de EMBL-EBI en torno a la Plataforma Euro-
pea de datos de la Covid19) y ahora director del Instituto Europeo de Bioin-
formdtica, dice que las naciones que depositan secuencias de SarsCoV2 en la
plataforma dedicada a datos del gemoma que opera su organizacién también
varian sustancialmente en sus pretenciones. Si bien algunos paises apuntan a
una vigilancia gendmica baja o no tienen vigilancia gendmica del SarsCoV2,
(Apweiler), en cambio“paises comolslandia, Dinamarca, Australia y el Reino
Unido tienen como objetivo secuenciar como el 10% de todas las muestras pos-
itivas en momentos de altas tasas de infeccion y todas las muestras positivas
técnicamente factibles en tiempos de bajas tasas de infeccion”.

Es posible que el esfuerzo de secuenciacion del genoma ya esté dando sus
frutos para algunos de los paises que participan en él con mayor vigor. COG-
UK es un consorcio de expertos gendmicos que trabaja para rastrear y controlar
el virus SarsCoV2 en el Reino Unido. Se formd cuando los cientificos del pais
tomaron medidas al principio de la pandemia para garantizar la secuenciacion
gendmica a escala, con la ayuda de 20 millones de libras esterlinas del gobierno.
A las pocas semanas de su formacién en marzo de 2020, el consorcio habia hecho
publicos los 10s. genomas muestreados; ahora ya ha secuenciado unos 450 mil
genomas del virus

Paul O’Grady

Paul O’Grady no obstante sus 64 afios al parecer en abril del 2020 padecia
de la Covid19 en ese momento le basté, le dijo a la presentadora de radio Gaby
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Roslin, con ‘ingerir una mezcla de vinagre de sidra, ajo, romero, limoncillo,
perejil y una hoja de laurel’ y con eso encima pudo acreditar que trabajaba en
serio para ayudar a contener la pandemia en el Reino Unido “La secuenciacion
del genoma ayuddé a poder identificar la variante B.1.1.7, lo que proporciona
una respuesta de por qué el nimero de casos estaba aumentando tan dramati-
camente hacia fines de 2020 y nos permitié implementar medidas de control
exitosas” (O’Grady) Cuando se descubrieron otras variantes en Suddfrica y en
otros lugares, las autoridades del UK incrementaron los esfuerzos de rastreo de
pruebas y contactos y asi lograron reducir la propagacion de esas otras variantes
en su pais.

A.1.4 Preparacién para la lucha.

Muchos paifses trabajan ahora para ampliar sus programas de secuenciacion. En
febrero, los CDC prometieron 200 millones de délares como ‘pago inicial’ para la
vigilancia del genoma. Desde abril del 2021, con el Plan de Rescate Americano
la Casa Blanca del gobierno de Biden anuncié la aplicacién de 1.7 mil millones
de USD a los CDC para impulsar los esfuerzos de secuenciacion y combatir las
variantes del SarsCoV2. “Estados Unidos ahora esté invirtiendo con vigor en
la secuenciacion, conciente de que las ganancias que se han logrado son fragiles
y podrian verse trastocadas por las variantes virales” (O’Connor)

En general, se sabe que la mitad de todos los casos en Estados Unidos en la
actualidad se deben a la cepa original de la Covid19 comprende solo. Nuevas
y potencialmente peligrosas variantes del virus constituyen la otra mitad. Con
el fin de mejorar la deteccion, el monitoreo y la mitigacion de estas variantes
de la Covid19, la Administracién Biden decreté tal inversién para ayudar a
jurisdicciones y estados a combatir estas mutaciones de manera més efectiva.

En enero, el gobierno indu creé el Consorcio Gendémico Indi del SarsCoV2
para acelerar el esfuerzo de secuenciacion de genes a través de una creciente red
de instituciones. El programa de secuenciacién del genoma coordinado a nivel
nacional ha secuenciado mds de 15,000 genomas en unos tres meses (Anurag
Agrawal - jefe cientifico del consorcio y director del CSIR-Instituto de Genémica
y Biologfa Integrativa en Nueva Delhi, una de las instituciones participantes?)

1Las dreas de su enfoque actuales incluyen:

-Desentraniar los hilos comunes de la disfuncién metabdélica y las vias de respuesta al estrés
celular que vinculan las epidemias simultdneas de obesidad, asma y diabetes.

-Estudiar la génesis de la funcién pulmonar baja de los indies, en comparacién con otras
poblaciones globales.

-Uso de tecnologia de la informacién y anélisis de big data para la aplicacién efectiva de los
esfuerzos de salud de la comunidad y el desarrollo de diagnésticos basados en patrones
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“FEspero que los nimeros sigan mejorando”, dijo.

Anurag

Agrawal.

Lab. Aerop.Dehli.

Fig. Anurag Agrawal - especialista en Enfermedades Respiratorias y Biologia Molecular. Fig.
En un laboratorio ad hoc en el aeropuerto de Delhi en India, un trabajador de la salud
comienza el proceso de secuenciacién de muestras del coronavirus halladas en viajeros

internacionales. Crédito: NurPhoto Agencia/AP

En Africa la situacion también estd mejorando. (Segun Fatumo - profesor
asistente de epidemiologia genética y bioinformatica en el Consejo de Investi-
gacién Médica / Instituto de Investigacién del Virus de Uganda), los gobiernos
africanos necesitan con urgencia proporcionar fondos para la investigacién e
infraestructura pertinentes. Pero también sefialé que Africa ha tenido éxzito
moderado en la lucha contra el coronavirus y la secuenciacion del genoma y ha
contribuido a ello.

“La OMS ha establecido una red de laboratorios de secuenciacidn gendmica
de Covid19 en toda Africa” en 18 paises (Segun Fatumo) “Africa es fundamental
por el origen del humano y la susceptibilidad a las enfermedades, por lo que un
estudio gendmico a gran escala en poblaciones de ascendencia africana podria
producir posibles estrategias terapéuticas”.

Rolf Apweiler.

Rolf Apweiler considera que una pandemia solo puede enfrentarse con éxito
si se aborda a nivel mundial con la mayor coordinacidn y colaboracion posible.
“Un nuevo linaje problemdtico del SarsCoV2 en un sdlo pais puede convertirse
en un problema mundial muy rdpidamente” (Apweiler) “Nuestra respuesta a la
pandemia serd tan fuerte globalmente como la parte mds débil de los esfuerzos
globales” .

Meng Ling Moi - la malaya subdirectora del Centro Colaborador de la OMS
para la Referencia e Investigaciéon sobre Enfermedades Virales Tropicales y
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Emergentes, de la Univ. de Nagasaki, estd de acuerdo en la tmportancia de
la secuenciacion, pero también sugiere que siempre serd necesario equilibrar ese
esfuerzo con otras prioridades locales para garantizar el mejor impacto en la
salud publica. “Particularmente durante los grandes brotes, la secuenciacion
de grandes cantidades de virus [genomas] puede no ser practica” y podria au-
mentar las cargas sobre los laboratorios e instalaciones médicas que ya estdn
bajo presién, dijo. Pero también confia en que “con estrategias de secuen-
ciacidn dptimas en su lugar, todavia se pueden lograr conocimientos poderosos
con muestreos y pruebas bien planificados”.

A.1.5 Prevencién de pandemias futuras.

“Si la pandemia hubiera ocurrido incluso hace 5 anos, habria sido mucho mds
dificil implementar programas de vigilancia gendmica a escala” (O’Connor DH)
“Las tecnologias para democratizar la secuenciacion y ponerla a disposicion de
los pequenos laboratorios y las autoridades de salud publica simplemente no
estaban disponibles”, pero, ahora lo estén.

“Nuestra prézima esperanza es que la observacion detallada de la evolucion
viral durante la pandemia y la investigacion ayuden al desarrollo més rdpido
de terapias dirigidas en futuras pandemias” (Maniatis) Para él, la verdadera
pregunta es si las redes de informacion y la infraestructura permitirin que la
vigilancia viral se convierta en algo rutinario, de modo que el descubrimiento
del proxzimo virus pandémico potencial pueda ser una parte normal del sistema
de salud publica.

La OMS ha calificado de “imprescindible” la integracion de la secuenciacion
del genoma en las prdacticas habituales de la comunidad sanitaria mundial en
los preparativos para futuras amenazas.

Haussler estd de acuerdo en que la creacion de capacidad global en secuen-
ciacion de patégenos y el intercambio de genomas podria ayudar a prevenir fu-
turos brotes virales. "Es una de las inversiones mas importantes que el mundo
puede hacer en este momento" (Haussler). “Es probable que salve muchas vidas
y muchos billones de délares a largo plazo”.

A.2 REFERENCIAS.
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A.3

Los Chinos no se anduvieron con rodeos. En cuanto tuvieron la secuenciacién
del virus, lo hicieron publico y lo depositaron en ‘GenBank’. He aqui el depésito
hecho de su secuenciacién (1-29881):

GenBankSend to:
Severe acute respiratory syndrome coronavirus 2 isolate Wuhan-Hu-1, com-

plete genome

GenBank: MN908947.3, FASTA Graphics, Go to:
LOCUS MN908947 29903 bp ss-RNA linear VRL 18-MAR-2020
DEFINITION Severe acute respiratory syndrome coronavirus 2 isolate Wuhan-

Hu-1, complete genome. ACCESSION MN908947, VERSION MN908947.3

ORIGIN
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1 attaaaggtt tataccttcc caggtaacaa accaaccaac tttcgatcte ttgtagatcet

61 gttctctaaa cgaactttaa aatctgtgtg getgtcacte ggetgeatge ttagtgeact

121 cacgcagtat aattaataac taattactgt cgttgacagg acacgagtaa ctcgtctate
181 ttctgeagge tgettacggt ttegtecgtg ttgeageega tecatcageac atctaggttt
241 cgtcecggetg tgaccgaaag gtaagatgga gagecttgte cetggtttca acgagaaaac
301 acacgtccaa ctcagtttge ctgttttaca ggttegegac gtgetegtac gtggetttgg
361 agactccgtg gaggaggtct tatcagagge acgtcaacat cttaaagatg geacttgtgg
421 cttagtagaa gttgaaaaag gegttttgee tcaacttgaa cageectatg tgttcatcaa
481 acgttcggat getegaactg cacctcatgg tcatgttatg gttgagetgg tagecagaact
541 cgaaggcatt cagtacggtc gtagtggtga gacacttggt gtecttgtee ctecatgtggg
601 cgaaatacca gtggcttacc gecaaggttct tcttegtaag aacggtaata aaggagetgg
661 tggccatagt tacggecgeeg atctaaagtc atttgactta ggegacgage ttggeactga
721 tccttatgaa gattttcaag aaaactggaa cactaaacat agcagtggtg ttacccgtga
781 actcatgegt gagcettaacg gaggggcata cactcgetat gtecgataaca acttetgtgg
841 ccctgatgge taccctettg agtgeattaa agaccttcta geacgtgetg gtaaagcette
901 atgcactttg tccgaacaac tggactttat tgacactaag aggggtgtat actgetgeeg
961 tgaacatgag catgaaattg cttggtacac ggaacgttct gaaaagaget atgaattgea
1021 gacacctttt gaaattaaat tggcaaagaa atttgacacc ttcaatgggg aatgtccaaa
1081 ttttgtattt cccttaaatt ccataatcaa gactattcaa ccaagggttg aaaagaaaaa
1141 gcttgatgge tttatgggta gaattcgate tgtctateca gttgegtcac caaatgaatg
1201 caaccaaatg tgcctttcaa ctetecatgaa gtgtgatcat tgtggtgaaa cttcatggea
1261 gacgggcgat tttgttaaag ccacttgega attttgtgge actgagaatt tgactaaaga
1321 aggtgccact acttgtggtt acttacccca aaatgetgtt gttaaaattt attgtccage
1381 atgtcacaat tcagaagtag gacctgagca tagtcttgee gaataccata atgaatctgg
1441 cttgaaaacc attcttcgta agggtggteg cactattgee tttggagget gtgtgttcte
1501 ttatgttggt tgccataaca agtgtgecta ttgggtteca cgtgetageg ctaacatagg
1561 ttgtaaccat acaggtgttg ttggagaagg ttccgaaggt cttaatgaca accttcttga
1621 aatactccaa aaagagaaag tcaacatcaa tattgttggt gactttaaac ttaatgaaga
1681 gatcgccatt attttggeat ctttttctge tteccacaagt gettttgtge aaactgtgaa
1741 aggtttggat tataaagcat tcaaacaaat tgttgaatce tgtggtaatt ttaaagttac
1801 aaaaggaaaa gctaaaaaag gtgectggaa tattggtgaa cagaaatcaa tactgagtee
1861 tctttatgeca tttgecatcag aggetgeteg tgttgtacga tcaattttet ceegeactet
1921 tgaaactgct caaaattctg tgegtgtttt acagaaggee getataacaa tactagatgg
1981 aatttcacag tattcactga gactcattga tgctatgatg ttcacatctg atttggetac
2041 taacaatcta gttgtaatgg cctacattac aggtggtgtt gttcagttga cttecgeagtg
2101 gctaactaac atctttggea ctgtttatga aaaactcaaa ccegtecttg attggettga
2161 agagaagttt aaggaaggtg tagagtttct tagagacggt tgggaaattg ttaaatttat
2221 ctcaacctgt gettgtgaaa ttgteggtgg acaaattgtc acctgtgeaa aggaaattaa
2281 ggagagtgtt cagacattct ttaagettgt aaataaattt ttggetttgt gtgetgacte
2341 tatcattatt ggtggagceta aacttaaage cttgaattta ggtgaaacat ttgtcacgea
2401 ctcaaaggga ttgtacagaa agtgtgttaa atccagagaa gaaactggece tactcatgee
2461 tctaaaagcce ccaaaagaaa ttatcttctt agagggagaa acacttccca cagaagtgtt
2521 aacagaggaa gttgtcttga aaactggtga tttacaacca ttagaacaac ctactagtga
2581 agctgttgaa getecattgg ttggtacace agtttgtatt aacgggetta tgttgctega
2641 aatcaaagac acagaaaagt actgtgccct tgecacctaat atgatggtaa caaacaatac
2701 cttcacactc aaaggcggtg caccaacaaa ggttactttt ggtgatgaca ctgtgataga
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2761 agtgcaaggt tacaagagtg tgaatatcac ttttgaactt gatgaaagga ttgataaagt
2821 acttaatgag aagtgctctg cctatacagt tgaactcggt acagaagtaa atgagttcge
2881 ctgtgttgtg gcagatgetg tcataaaaac tttgecaacca gtatctgaat tacttacacc
2941 actgggcatt gatttagatg agtggagtat ggctacatac tacttatttg atgagtctgg
3001 tgagtttaaa ttggcttcac atatgtattg ttctttctac cctecagatg aggatgaaga
3061 agaaggtgat tgtgaagaag aagagtttga gecatcaact caatatgagt atggtactga
3121 agatgattac caaggtaaac ctttggaatt tggtgccact tctgetgete ttcaacctga
3181 agaagagcaa gaagaagatt ggttagatga tgatagtcaa caaactgttg gtcaacaaga
3241 cggcagtgag gacaatcaga caactactat tcaaacaatt gttgaggttc aacctcaatt
3301 agagatggaa cttacaccag ttgttcagac tattgaagtg aatagtttta gtggttattt
3361 aaaacttact gacaatgtat acattaaaaa tgcagacatt gtggaagaag ctaaaaaggt
3421 aaaaccaaca gtggttgtta atgcagecaa tgtttacctt aaacatggag gaggtgttge
3481 aggagcctta aataaggcta ctaacaatge catgcaagtt gaatctgatg attacatage
3541 tactaatgga ccacttaaag tgggtgetag ttgtgtttta ageggacaca atcttgetaa
3601 acactgtctt catgttgteg geccaaatgt taacaaaggt gaagacattc aacttcttaa
3661 gagtgcttat gaaaatttta atcagcacga agttctactt gecaccattat tatcagetgg
3721 tatttttggt getgacecta tacattcttt aagagtttgt gtagatactg ttcgecacaaa
3781 tgtctactta getgtetttg ataaaaatct ctatgacaaa cttgtttcaa getttttgga
3841 aatgaagagt gaaaagcaag ttgaacaaaa gatcgctgag attcctaaag aggaagttaa
3901 gccatttata actgaaagta aaccttcagt tgaacagaga aaacaagatg ataagaaaat
3961 caaagcttgt gttgaagaag ttacaacaac tctggaagaa actaagttce tcacagaaaa
4021 cttgttactt tatattgaca ttaatggcaa tcttcatcca gattctgeca ctettgttag
4081 tgacattgac atcactttct taaagaaaga tgctccatat atagtgggtg atgttgttca
4141 agagggtgtt ttaactgetg tggttatace tactaaaaag getggtggea ctactgaaat
4201 gctagcgaaa getttgagaa aagtgecaac agacaattat ataaccactt acccgggtea
4261 gggtttaaat ggttacactg tagaggaggc aaagacagtg cttaaaaagt gtaaaagtge
4321 cttttacatt ctaccatcta ttatctctaa tgagaagcaa gaaattcttg gaactgttte
4381 ttggaatttg cgagaaatge ttgcacatge agaagaaaca cgcaaattaa tgectgtetg
4441 tgtggaaact aaagccatag tttcaactat acagcgtaaa tataagggta ttaaaataca
4501 agagggtgtg gttgattatg gtgctagatt ttacttttac accagtaaaa caactgtage
4561 gtcacttatc aacacactta acgatctaaa tgaaactctt gttacaatge cacttggeta
4621 tgtaacacat ggcttaaatt tggaagaage tgeteggtat atgagatcte tcaaagtgee
4681 agctacagtt tctgtttett cacctgatge tgttacageg tataatggtt atcttactte
4741 ttcttctaaa acacctgaag aacattttat tgaaaccatc tcacttgetg gttectataa
4801 agattggtcce tattctggac aatctacaca actaggtata gaatttctta agagaggtga
4861 taaaagtgta tattacacta gtaatcctac cacattccac ctagatggtg aagttatcac
4921 ctttgacaat cttaagacac ttctttcttt gagagaagtg aggactatta aggtgtttac
4981 aacagtagac aacattaacc tccacacgca agttgtggac atgtcaatga catatggaca
5041 acagtttggt ccaacttatt tggatggage tgatgttact aaaataaaac ctcataattc
5101 acatgaaggt aaaacatttt atgttttacc taatgatgac actctacgtg ttgaggettt
5161 tgagtactac cacacaactg atcctagttt tctgggtage tacatgtcag cattaaatca
5221 cactaaaaag tggaaatacc cacaagttaa tggtttaact tctattaaat gggecagataa
5281 caactgttat cttgccactg cattgttaac actccaacaa atagagttga agtttaatcc
5341 acctgctcta caagatgett attacagage aagggctggt gaagetgeta acttttgtge
5401 acttatctta gectactgta ataagacagt aggtgagtta ggtgatgtta gagaaacaat
5461 gagttacttg tttcaacatg ccaatttaga ttcttgcaaa agagtcttga acgtggtgtg
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5521 taaaacttgt ggacaacagc agacaaccct taagggtgta gaagetgtta tgtacatggg
5581 cacactttct tatgaacaat ttaagaaagg tgttcagata ccttgtacgt gtggtaaaca
5641 agctacaaaa tatctagtac aacaggagtc accttttgtt atgatgtcag caccacctge
5701 tcagtatgaa cttaagcatg gtacatttac ttgtgctagt gagtacactg gtaattacca
5761 gtgtggtcac tataaacata taacttctaa agaaactttg tattgcatag acggtgettt
5821 acttacaaag tcctcagaat acaaaggtce tattacggat gttttctaca aagaaaacag
5881 ttacacaaca accataaaac cagttactta taaattggat ggtgttgttt gtacagaaat
5941 tgaccctaag ttggacaatt attataagaa agacaattct tatttcacag agcaaccaat
6001 tgatcttgta ccaaaccaac catatccaaa cgcaagcttc gataatttta agtttgtatg
6061 tgataatatc aaatttgctg atgatttaaa ccagttaact ggttataaga aacctgette
6121 aagagagctt aaagttacat ttttccctga cttaaatggt gatgtgetge ctattgatta
6181 taaacactac acaccctctt ttaagaaagg agctaaattg ttacataaac ctattgtttg
6241 gcatgttaac aatgcaacta ataaagccac gtataaacca aatacctggt gtatacgttg
6301 tctttggage acaaaaccag ttgaaacatc aaattcgttt gatgtactga agtcagagga
6361 cgcgcaggga atggataatc ttgeectgega agatctaaaa ccagtetetg aagaagtagt
6421 ggaaaatcct accatacaga aagacgttct tgagtgtaat gtgaaaacta ccgaagttgt
6481 aggagacatt atacttaaac cagcaaataa tagtttaaaa attacagaag aggttggeca
6541 cacagatcta atggctgett atgtagacaa ttctagtctt actattaaga aacctaatga
6601 attatctaga gtattaggtt tgaaaaccct tgetactcat ggtttagetg ctgttaatag
6661 tgtcccttgg gatactatag ctaattatge taagectttt cttaacaaag ttgttagtac
6721 aactactaac atagttacac ggtgtttaaa ccgtgtttgt actaattata tgecttattt
6781 ctttacttta ttgctacaat tgtgtacttt tactagaagt acaaattcta gaattaaage
6841 atctatgccg actactatag caaagaatac tgttaagagt gtcggtaaat tttgtctaga
6901 ggcttcattt aattatttga agtcacctaa tttttctaaa ctgataaata ttataatttg
6961 gtttttacta ttaagtgttt gectaggttc tttaatctac tcaaccgetg ctttaggtgt
7021 tttaatgtct aatttaggca tgecttetta ctgtactggt tacagagaag getatttgaa
7081 ctctactaat gtcactattg caacctactg tactggttct ataccttgta gtgtttgtet
7141 tagtggttta gattctttag acacctatce ttctttagaa actatacaaa ttaccatttc
7201 atcttttaaa tgggatttaa ctgettttgg cttagttgea gagtggtttt tggeatatat
7261 tcttttcact aggtttttct atgtacttgg attggetgea atcatgeaat tgtttttcag
7321 ctattttgca gtacatttta ttagtaattc ttggettatg tggttaataa ttaatcttgt
7381 acaaatggcc ccgatttcag ctatggttag aatgtacate ttctttgeat cattttatta
7441 tgtatggaaa agttatgtge atgttgtaga cggttgtaat tcatcaactt gtatgatgtg
7501 ttacaaacgt aatagagcaa caagagtcga atgtacaact attgttaatg gtgttagaag
7561 gtecttttat gtctatgeta atggaggtaa aggettttge aaactacaca attggaattg
7621 tgttaattgt gatacattct gtgetggtag tacatttatt agtgatgaag ttgegagaga
7681 cttgtcacta cagtttaaaa gaccaataaa tcctactgac cagtettctt acatcgttga
7741 tagtgttaca gtgaagaatg gttccatcca tetttacttt gataaagetg gtcaaaagac
7801 ttatgaaaga cattctctet ctcattttgt taacttagac aacctgagag ctaataacac
7861 taaaggttca ttgectatta atgttatagt ttttgatggt aaatcaaaat gtgaagaate
7921 atctgcaaaa tcagegtctg tttactacag tcagettatg tgtcaaccta tactgttact
7981 agatcaggca ttagtgtctg atgttggtga tagtgeggaa gttgecagtta aaatgtttga
8041 tgcttacgtt aatacgtttt catcaacttt taacgtacca atggaaaaac tcaaaacact
8101 agttgcaact gcagaagetg aacttgcaaa gaatgtgtee ttagacaatg tcttatctac
8161 ttttatttca gcagctcgge aagggtttgt tgattcagat gtagaaacta aagatgttgt
8221 tgaatgtctt aaattgtcac atcaatctga catagaagtt actggegata gttgtaataa
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8281 ctatatgctc acctataaca aagttgaaaa catgacaccc cgtgaccttg gtgettgtat
8341 tgactgtagt gecgegteata ttaatgegea ggtagcaaaa agtcacaaca ttgetttgat
8401 atggaacgtt aaagatttca tgtcattgtc tgaacaacta cgaaaacaaa tacgtagtge
8461 tgctaaaaag aataacttac cttttaagtt gacatgtgea actactagac aagttgttaa
8521 tgttgtaaca acaaagatag cacttaaggg tggtaaaatt gttaataatt ggttgaagea
8581 gttaattaaa gttacacttg tgttcctttt tgttgetget attttctatt taataacacc
8641 tgttcatgtc atgtctaaac atactgactt ttcaagtgaa atcataggat acaaggctat
8701 tgatggtggt gtcactcgtg acatagecate tacagatact tgttttgeta acaaacatge
8761 tgattttgac acatggttta gecagegtgg tggtagttat actaatgaca aagettgece
8821 attgattgct gcagtcataa caagagaagt gggttttgte gtgeetggtt tgectggeac
8881 gatattacgc acaactaatg gtgacttttt geatttctta cctagagttt ttagtgecagt
8941 tggtaacatc tgttacacac catcaaaact tatagagtac actgactttg caacatcage
9001 ttgtgttttg getgetgaat gtacaatttt taaagatget tetggtaage cagtaccata
9061 ttgttatgat accaatgtac tagaaggttc tgttgettat gaaagtttac geecctgacac
9121 acgttatgtg ctcatggatg getctattat tcaatttcet aacacctace ttgaaggtte
9181 tgttagagtg gtaacaactt ttgattctga gtactgtagg cacggeactt gtgaaagate
9241 agaagctggt gtttgtgtat ctactagtgg tagatgggta cttaacaatg attattacag
9301 atctttacca ggagttttct gtggtgtaga tgetgtaaat ttacttacta atatgtttac
9361 accactaatt caacctattg gtgctttgga catatcagea tctatagtag ctggtggtat
9421 tgtagctatc gtagtaacat gecttgecta ctattttatg aggtttagaa gagettttgg
9481 tgaatacagt catgtagttg cctttaatac tttactattc cttatgtcat tcactgtact
9541 ctgtttaaca ccagtttact cattcttacc tggtgtttat tctgttattt acttgtactt
9601 gacattttat cttactaatg atgtttcttt tttagcacat attcagtgga tggttatgtt
9661 cacaccttta gtacctttct ggataacaat tgcttatate atttgtattt ccacaaagea
9721 tttctattgg ttctttagta attacctaaa gagacgtgta gtctttaatg gtgtttectt
9781 tagtactttt gaagaagctg cgetgtgeac ctttttgtta aataaagaaa tgtatctaaa
9841 gttgegtagt gatgtgetat tacctcttac gcaatataat agatacttag ctetttataa
9901 taagtacaag tattttagtg gagcaatgga tacaactage tacagagaag ctgcttgttg
9961 tcatctcgea aaggctctca atgacttcag taactcaggt tetgatgtte tttaccaacc
10021 accacaaacc tctatcacct cagetgtttt gcagagtggt tttagaaaaa tggeattcee
10081 atctggtaaa gttgaggett gtatggtaca agtaacttgt ggtacaacta cacttaacgg
10141 tctttggett gatgacgtag tttactgtce aagacatgtg atctgeacct ctgaagacat
10201 gcttaaccct aattatgaag atttactcat tcgtaagtct aatcataatt tcttggtaca
10261 ggctggtaat gttcaactca gggttattge acattctatg caaaattgtg tacttaaget
10321 taaggttgat acagccaatc ctaagacacc taagtataag tttgttcgea ttcaaccagg
10381 acagactttt tcagtgttag cttgttacaa tggttcacca tetggtgttt accaatgtge
10441 tatgaggcce aatttcacta ttaagggttc attccttaat ggttcatgtg gtagtgttge
10501 ttttaacata gattatgact gtgtctettt ttgttacatg caccatatgg aattaccaac
10561 tggagttcat gctggecacag acttagaagg taacttttat ggaccttttg ttgacaggea
10621 aacagcacaa gcagctggta cggacacaac tattacagtt aatgttttag cttggttgta
10681 cgctgetgtt ataaatggag acaggtggtt tctcaatcga tttaccacaa ctcttaatga
10741 ctttaacctt gtggctatga agtacaatta tgaacctcta acacaagacc atgttgacat
10801 actaggacct ctttctgete aaactggaat tgeegtttta gatatgtgtg cttcattaaa
10861 agaattactg caaaatggta tgaatggacg taccatattg ggtagtgett tattagaaga
10921 tgaatttaca ccttttgatg ttgttagaca atgctcaggt gttactttcc aaagtgecagt
10981 gaaaagaaca atcaagggta cacaccactg gttgttactc acaattttga cttcactttt
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11041 agttttagtc cagagtactc aatggtcttt gttctttttt ttgtatgaaa atgecttttt
11101 accttttget atgggtatta ttgetatgte tgettttgea atgatgtttg tcaaacataa
11161 gcatgcattt ctetgtttgt ttttgttace ttctettgee actgtagett attttaatat
11221 ggtctatatg cctgetagtt gggtgatgeg tattatgaca tggttggata tggttgatac
11281 tagtttgtct ggttttaage taaaagactg tgttatgtat geatcagetg tagtgttact
11341 aatccttatg acagcaagaa ctgtgtatga tgatggtget aggagagtgt ggacacttat
11401 gaatgtcttg acactcgttt ataaagttta ttatggtaat getttagate aagecattte
11461 catgtgggct cttataatct ctgttacttc taactactca ggtgtagtta caactgtcat
11521 gtttttggee agaggtattg tttttatgtg tgttgagtat tgeectattt tettcataac
11581 tggtaataca cttcagtgta taatgctagt ttattgtttc ttaggetatt tttgtacttg
11641 ttactttgge ctettttgtt tactcaaccg ctactttaga ctgactettg gtgtttatga
11701 ttacttagtt tctacacagg agtttagata tatgaattca cagggactac tcccacccaa
11761 gaatagcata gatgccttca aactcaacat taaattgttg ggtgttgete gecaaaccttg
11821 tatcaaagta gccactgtac agtctaaaat gtcagatgta aagtgcacat cagtagtctt
11881 actctcagtt ttgcaacaac tcagagtaga atcatcatct aaattgtggg ctcaatgtgt
11941 ccagttacac aatgacattc tcttagctaa agatactact gaagectttg aaaaaatggt
12001 ttcactactt tctgttttge tttccatgea gggtgetgta gacataaaca agetttgtga
12061 agaaatgctg gacaacaggg caaccttaca agctatagee tcagagttta gtteecttee
12121 atcatatgca gettttgeta ctgetcaaga agettatgag caggetgttg ctaatggtga
12181 ttctgaagtt gttcttaaaa agttgaagaa gtctttgaat gtggetaaat ctgaatttga
12241 ccgtgatgea gecatgeaac gtaagttgga aaagatgget gatcaageta tgacccaaat
12301 gtataaacag gctagatctg aggacaagag ggcaaaagtt actagtgeta tgecagacaat
12361 gcttttcact atgcttagaa agttggataa tgatgcactc aacaacatta tcaacaatge
12421 aagagatggt tgtgttcect tgaacataat acctcttaca acagcageca aactaatggt
12481 tgtcatacca gactataaca catataaaaa tacgtgtgat ggtacaacat ttacttatge
12541 atcagcattg tgggaaatce aacaggttgt agatgcagat agtaaaattg ttcaacttag
12601 tgaaattagt atggacaatt cacctaattt agcatggect cttattgtaa cagetttaag
12661 ggccaattct getgtcaaat tacagaataa tgagettagt cctgttgeac tacgacagat
12721 gtcttgtget gecggtacta cacaaactge ttgecactgat gacaatgegt tagettacta
12781 caacacaaca aagggaggta ggtttgtact tgcactgtta tccgatttac aggatttgaa
12841 atgggctaga ttccctaaga gtgatggaac tggtactate tatacagaac tggaaccace
12901 ttgtaggttt gttacagaca cacctaaagg tcctaaagtg aagtatttat actttattaa
12961 aggattaaac aacctaaata gaggtatggt acttggtagt ttagetgeca cagtacgtet
13021 acaagctggt aatgcaacag aagtgectge caattcaact gtattatett tetgtgettt
13081 tgctgtagat getgetaaag cttacaaaga ttatctaget agtggggeac aaccaatcac
13141 taattgtgtt aagatgttgt gtacacacac tggtactggt caggcaataa cagttacacc
13201 ggaagccaat atggatcaag aatcctttgg tggtgcateg tgttgtetgt actgeegttg
13261 ccacatagat catccaaatc ctaaaggatt ttgtgactta aaaggtaagt atgtacaaat
13321 acctacaact tgtgctaatg accctgtgge ttttacactt aaaaacacag tctgtaccgt
13381 ctgcggtatg tggaaaggtt atggetgtag ttgtgatcaa cteccgegaac ccatgettea
13441 gtcagctgat gcacaategt ttttaaacgg gtttgeggtg taagtgeage cegtettaca
13501 ccgtgeggea caggeactag tactgatgte gtatacaggg cttttgacat ctacaatgat
13561 aaagtagctg gttttgctaa attcctaaaa actaattgtt gtegetteca agaaaaggac
13621 gaagatgaca atttaattga ttcttacttt gtagttaaga gacacacttt ctctaactac
13681 caacatgaag aaacaattta taatttactt aaggattgtc cagetgttge taaacatgac
13741 ttctttaagt ttagaataga cggtgacatg gtaccacata tatcacgtca acgtcttact
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13801 aaatacacaa tggcagacct cgtctatget ttaaggeatt ttgatgaagg taattgtgac
13861 acattaaaag aaatacttgt cacatacaat tgttgtgatg atgattattt caataaaaag
13921 gactggtatg attttgtaga aaacccagat atattacgcg tatacgccaa cttaggtgaa
13981 cgtgtacgee aagetttgtt aaaaacagta caattctgtg atgecatgeg aaatgetggt
14041 attgttggtg tactgacatt agataatcaa gatctcaatg gtaactggta tgatttcggt
14101 gatttcatac aaaccacgcc aggtagtgga gttectgttg tagattctta ttattcattg
14161 ttaatgcecta tattaacctt gaccagggct ttaactgcag agtcacatgt tgacactgac
14221 ttaacaaagc cttacattaa gtgggatttg ttaaaatatg acttcacgga agagaggtta
14281 aaactctttg accgttattt taaatattgg gatcagacat accacccaaa ttgtgttaac
14341 tgtttggatg acagatgeat tctgeattgt gecaaacttta atgttttatt ctctacagtg
14401 ttcccaccta caagttttgg accactagtg agaaaaatat ttgttgatgg tgttccattt
14461 gtagtttcaa ctggatacca cttcagagag ctaggtgttg tacataatca ggatgtaaac
14521 ttacatagct ctagacttag ttttaaggaa ttacttgtgt atgetgetga cectgetatg
14581 cacgctgett ctggtaatet attactagat aaacgcacta cgtgettttc agtagetgea
14641 cttactaaca atgttgettt tcaaactgtc aaacccggta attttaacaa agacttctat
14701 gactttgetg tgtctaaggg tttctttaag gaaggaagtt ctgttgaatt aaaacacttc
14761 ttctttgete aggatggtaa tgetgetate agegattatg actactateg ttataatcta
14821 ccaacaatgt gtgatatcag acaactacta tttgtagttg aagttgttga taagtacttt
14881 gattgttacg atggtggctg tattaatget aaccaagtca tcgtcaacaa cctagacaaa
14941 tcagctggtt ttccatttaa taaatggggt aaggetagac tttattatga ttcaatgagt
15001 tatgaggatc aagatgcact tttcgecatat acaaaacgta atgtcatcee tactataact
15061 caaatgaatc ttaagtatge cattagtgeca aagaatagag ctcgeaccgt agetggtgte
15121 tctatctgta gtactatgac caatagacag tttcatcaaa aattattgaa atcaatagcc
15181 gccactagag gagctactgt agtaattgga acaagcaaat tctatggtge ttggeacaac
15241 atgttaaaaa ctgtttatag tgatgtagaa aaccctcacc ttatgggttg ggattatect
15301 aaatgtgata gagccatgee taacatgett agaattatgg ccteacttgt tettgetege
15361 aaacatacaa cgtgttgtag cttgtcacac cgtttctata gattagctaa tgagtgtget
15421 caagtattga gtgaaatggt catgtgtgge ggttcactat atgttaaacc aggtggaacc
15481 tcatcaggag atgccacaac tgcttatget aatagtgttt ttaacatttg tcaagetgte
15541 acggccaatg ttaatgcact tttatctact gatggtaaca aaattgecga taagtatgtc
15601 cgcaatttac aacacagact ttatgagtgt ctctatagaa atagagatgt tgacacagac
15661 tttgtgaatg agttttacge atatttgegt aaacatttet caatgatgat actctetgac
15721 gatgctgttg tgtgtttcaa tagcacttat gecatctcaag gtctagtgge tagcataaag
15781 aactttaagt cagttcttta ttatcaaaac aatgttttta tgtctgaage aaaatgttgg
15841 actgagactg accttactaa aggacctcat gaattttget ctcaacatac aatgctagtt
15901 aaacagggtg atgattatgt gtaccttect tacccagatce catcaagaat cctaggggec
15961 ggctgttttg tagatgatat cgtaaaaaca gatggtacac ttatgattga acggttegtg
16021 tctttagceta tagatgetta cccacttact aaacatccta atcaggagta tgetgatgte
16081 tttcatttgt acttacaata cataagaaag ctacatgatg agttaacagg acacatgtta
16141 gacatgtatt ctgttatget tactaatgat aacacttcaa ggtattggga acctgagttt
16201 tatgaggcta tgtacacacc gecatacagtc ttacaggetg ttggggcettg tgttctttge
16261 aattcacaga cttcattaag atgtggtget tgcatacgta gaccattctt atgttgtaaa
16321 tgctgttacg accatgtcat atcaacatca cataaattag tcttgtctgt taatcegtat
16381 gtttgcaatg ctccaggttg tgatgtcaca gatgtgacte aactttactt aggaggtatg
16441 agctattatt gtaaatcaca taaaccaccc attagttttc cattgtgtge taatggacaa
16501 gtttttggtt tatataaaaa tacatgtgtt ggtagegata atgttactga ctttaatgea
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16561 attgcaacat gtgactggac aaatgctggt gattacattt tagctaacac ctgtactgaa
16621 agactcaagc tttttgecage agaaacgcetc aaagctactg aggagacatt taaactgtct
16681 tatggtattg ctactgtacg tgaagtgctg tctgacagag aattacatcet ttcatgggaa
16741 gttggtaaac ctagaccacc acttaaccga aattatgtct ttactggtta tegtgtaact
16801 aaaaacagta aagtacaaat aggagagtac acctttgaaa aaggtgacta tggtgatget
16861 gttgtttacc gaggtacaac aacttacaaa ttaaatgttg gtgattattt tgtgetgaca
16921 tcacatacag taatgccatt aagtgcacct acactagtge cacaagagca ctatgttaga
16981 attactggct tatacccaac actcaatatc tcagatgagt tttctagcaa tgttgecaaat
17041 tatcaaaagg ttggtatgea aaagtattct acactccagg gaccacctgg tactggtaag
17101 agtcattttg ctattggect agetetetac taceettetg ctegeatagt gtatacaget
17161 tgctctcatg cecgetgttga tgeactatgt gagaaggeat taaaatattt gectatagat
17221 aaatgtagta gaattatacc tgcacgtget cgtgtagagt gttttgataa attcaaagtg
17281 aattcaacat tagaacagta tgtcttttgt actgtaaatg cattgectga gacgacagea
17341 gatatagttg tctttgatga aatttcaatg gecacaaatt atgatttgag tgttgtcaat
17401 gccagattac gtgctaagea ctatgtgtac attggegacce ctgetcaatt acctgeacca
17461 cgcacattge taactaaggg cacactagaa ccagaatatt tcaattcagt gtgtagactt
17521 atgaaaacta taggtccaga catgttccte ggaacttgte ggegttgtee tgetgaaatt
17581 gttgacactg tgagtgcttt ggtttatgat aataagctta aagcacataa agacaaatca
17641 gctcaatget ttaaaatgtt ttataagggt gttatcacge atgatgtttc atctgecaatt
17701 aacaggccac aaataggegt ggtaagagaa ttccttacac gtaaccctge ttggagaaaa
17761 gctgtettta tttcacctta taattcacag aatgetgtag cctcaaagat tttgggacta
17821 ccaactcaaa ctgttgattc atcacaggge tcagaatatg actatgtcat attcactcaa
17881 accactgaaa cagctcactc ttgtaatgta aacagattta atgttgctat taccagagea
17941 aaagtaggca tactttgcat aatgtctgat agagaccttt atgacaagtt gcaatttaca
18001 agtcttgaaa ttccacgtag gaatgtggea actttacaag ctgaaaatgt aacaggactc
18061 tttaaagatt gtagtaaggt aatcactggg ttacatccta cacaggcacc tacacaccte
18121 agtgttgaca ctaaattcaa aactgaaggt ttatgtgttg acatacctgg catacctaag
18181 gacatgacct atagaagact catctctatg atgggtttta aaatgaatta tcaagttaat
18241 ggttacccta acatgtttat cacccgegaa gaagctataa gacatgtacg tgecatggatt
18301 ggcttcgatg tcgagggetg tcatgetact agagaagetg ttggtaccaa tttaccttta
18361 cagctaggtt tttctacagg tgttaaccta gttgetgtac ctacaggtta tgttgataca
18421 cctaataata cagatttttc cagagttagt gctaaaccac cgectggaga tcaatttaaa
18481 cacctcatac cacttatgta caaaggactt ccttggaatg tagtgegtat aaagattgta
18541 caaatgttaa gtgacacact taaaaatctc tctgacagag tcgtatttgt cttatgggca
18601 catggctttg agttgacatc tatgaagtat tttgtgaaaa taggacctga gegeacctgt
18661 tgtctatgtg atagacgtge cacatgettt tccactgett cagacactta tgectgttgg
18721 catcattcta ttggatttga ttacgtctat aatccgttta tgattgatgt tcaacaatgg
18781 ggttttacag gtaacctaca aagcaaccat gatctgtatt gtcaagtcca tggtaatgea
18841 catgtagcta gttgtgatge aatcatgact aggtgtctag ctgtecacga gtgetttgtt
18901 aagcgtgttg actggactat tgaatatcct ataattggtg atgaactgaa gattaatgeg
18961 gcttgtagaa aggttcaaca catggttgtt aaagctgeat tattagecaga caaattccca
19021 gttcttcacg acattggtaa ccctaaaget attaagtgtg tacctcaage tgatgtagaa
19081 tggaagttct atgatgcaca gecttgtagt gacaaagett ataaaataga agaattattc
19141 tattcttatg ccacacattc tgacaaattc acagatggtg tatgectatt ttggaattge
19201 aatgtcgata gatatcctge taattccatt gtttgtagat ttgacactag agtgetatet
19261 aaccttaact tgectggttg tgatggtgge agtttgtatg taaataaaca tgecattccac

28



19321 acaccagctt ttgataaaag tgcttttgtt aatttaaaac aattaccatt tttctattac
19381 tctgacagtc catgtgagtc tcatggaaaa caagtagtgt cagatataga ttatgtacca
19441 ctaaagtctg ctacgtgtat aacacgttge aatttaggtg gtgctgtetg tagacatcat
19501 gctaatgagt acagattgta tctcgatget tataacatga tgatctcage tggetttage
19561 ttgtgggttt acaaacaatt tgatacttat aacctctgga acacttttac aagacttcag
19621 agtttagaaa atgtggcttt taatgttgta aataagggac actttgatgg acaacagggt
19681 gaagtaccag tttctatcat taataacact gtttacacaa aagttgatgg tgttgatgta
19741 gaattgtttg aaaataaaac aacattacct gttaatgtag catttgaget ttgggctaag
19801 cgcaacatta aaccagtacc agaggtgaaa atactcaata atttgggtgt ggacattget
19861 gctaatactg tgatctggga ctacaaaaga gatgctccag cacatatate tactattggt
19921 gtttgttcta tgactgacat agccaagaaa ccaactgaaa cgatttgtge accactcact
19981 gtcttttttg atggtagagt tgatggtcaa gtagacttat ttagaaatge ccgtaatggt
20041 gttcttatta cagaaggtag tgttaaaggt ttacaaccat ctgtaggtce caaacaaget
20101 agtcttaatg gagtcacatt aattggagaa gecgtaaaaa cacagttcaa ttattataag
20161 aaagttgatg gtgttgtcca acaattacct gaaacttact ttactcagag tagaaattta
20221 caagaattta aacccaggag tcaaatggaa attgatttct tagaattage tatggatgaa
20281 ttcattgaac ggtataaatt agaaggctat gecttegaac atatcgttta tggagatttt
20341 agtcatagtc agttaggtgg tttacatcta ctgattggac tagctaaacg ttttaaggaa
20401 tcaccttttg aattagaaga ttttattcct atggacagta cagttaaaaa ctatttcata
20461 acagatgcge aaacaggttc atctaagtgt gtgtgttctg ttattgattt attacttgat
20521 gattttgttg aaataataaa atcccaagat ttatctgtag tttctaaggt tgtcaaagtg
20581 actattgact atacagaaat ttcatttatg ctttggtgta aagatggeca tgtagaaaca
20641 ttttacccaa aattacaatc tagtcaageg tggcaaccgg gtgttgetat gectaatett
20701 tacaaaatgc aaagaatgct attagaaaag tgtgaccttc aaaattatgg tgatagtgea
20761 acattaccta aaggcataat gatgaatgtc gcaaaatata ctcaactgtg tcaatattta
20821 aacacattaa cattagctgt accctataat atgagagtta tacattttgg tgetggttet
20881 gataaaggag ttgcaccagg tacagctgtt ttaagacagt ggttgectac gggtacgetg
20941 cttgtcgatt cagatcttaa tgactttgte tctgatgeag attcaacttt gattggtgat
21001 tgtgcaactg tacatacage taataaatgg gatctcatta ttagtgatat gtacgaccct
21061 aagactaaaa atgttacaaa agaaaatgac tctaaagagg gttttttcac ttacatttgt
21121 gggtttatac aacaaaagcet agetcttgga ggttecgtgg ctataaagat aacagaacat
21181 tcttggaatg ctgatcttta taagctcatg ggacactteg catggtggac agectttgtt
21241 actaatgtga atgcgtcatc atctgaagca tttttaattg gatgtaatta tcttggeaaa
21301 ccacgcgaac aaatagatgg ttatgtcatg catgcaaatt acatattttg gaggaataca
21361 aatccaattc agttgtcttc ctattcttta tttgacatga gtaaatttce ccttaaatta
21421 aggggtactg ctgttatgtc tttaaaagaa ggtcaaatca atgatatgat tttatctett
21481 cttagtaaag gtagacttat aattagagaa aacaacagag ttgttatttc tagtgatgtt
21541 cttgttaaca actaaacgaa caatgtttgt ttttcttgtt ttattgecac tagtctctag
21601 tcagtgtgtt aatcttacaa ccagaactca attacccect geatacacta attctttcac
21661 acgtggtgtt tattaccctg acaaagtttt cagatccteca gttttacatt caactcagga
21721 cttgttctta cctttetttt ccaatgttac ttggttecat getatacatg tetetgggac
21781 caatggtact aagaggtttg ataaccctgt cctaccattt aatgatggtg tttattttge
21841 ttccactgag aagtctaaca taataagagg ctggattttt ggtactactt tagattcgaa
21901 gacccagtce ctacttattg ttaataacge tactaatgtt gttattaaag tctgtgaatt
21961 tcaattttgt aatgatccat ttttgggtgt ttattaccac aaaaacaaca aaagttggat
22021 ggaaagtgag ttcagagttt attctagtge gaataattge acttttgaat atgtctctea
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22081 gccttttett atggaccttg aaggaaaaca gggtaatttc aaaaatctta gggaatttgt
22141 gtttaagaat attgatggtt attttaaaat atattctaag cacacgccta ttaatttagt
22201 gegtgatcte cctcagggtt tttcggettt agaaccattg gtagatttge caataggtat
22261 taacatcact aggtttcaaa ctttacttge tttacataga agttatttga ctectggtga
22321 ttcttettca ggttggacag ctggtgetge agettattat gtgggttate ttcaacctag
22381 gacttttcta ttaaaatata atgaaaatgg aaccattaca gatgctgtag actgtgeact
22441 tgaccctcte tcagaaacaa agtgtacgtt gaaatccttc actgtagaaa aaggaatcta
22501 tcaaacttct aactttagag tccaaccaac agaatctatt gttagatttc ctaatattac
22561 aaacttgtge ccttttggtg aagtttttaa cgecaccaga tttgeatcetg tttatgettg
22621 gaacaggaag agaatcagca actgtgttge tgattattct gtectatata atteccgeate
22681 attttccact tttaagtgtt atggagtgte tectactaaa ttaaatgate tctgetttac
22741 taatgtctat gcagattcat ttgtaattag aggtgatgaa gtcagacaaa tcgctccagg
22801 gcaaactgga aagattgctg attataatta taaattacca gatgatttta caggetgegt
22861 tatagcttgg aattctaaca atcttgattc taaggttggt ggtaattata attacctgta
22921 tagattgttt aggaagtcta atctcaaacc ttttgagaga gatatttcaa ctgaaatcta
22981 tcaggccggt agcacacctt gtaatggtgt tgaaggtttt aattgttact ttectttaca
23041 atcatatggt ttccaaccca ctaatggtgt tggttaccaa ccatacagag tagtagtact
23101 ttcttttgaa cttctacatg caccagcaac tgtttgtgga cctaaaaagt ctactaattt
23161 ggttaaaaac aaatgtgtca atttcaactt caatggttta acaggcacag gtgttcttac
23221 tgagtctaac aaaaagtttc tgecttteca acaatttgge agagacattg ctgacactac
23281 tgatgctgte cgtgatccac agacacttga gattcttgac attacaccat gttcttttgg
23341 tggtgtcagt gttataacac caggaacaaa tacttctaac caggttgetg ttctttatca
23401 ggatgttaac tgcacagaag tceetgttge tattcatgea gatcaactta ctectacttg
23461 gegtgtttat tctacaggtt ctaatgtttt tcaaacacgt gcaggetgtt taatagggec
23521 tgaacatgtc aacaactcat atgagtgtga catacccatt ggtgeaggta tatgegetag
23581 ttatcagact cagactaatt ctccteggeg ggeacgtagt gtagetagte aatccatcat
23641 tgectacact atgtcacttg gtgcagaaaa ttcagttget tactctaata actctattge
23701 catacccaca aattttacta ttagtgttac cacagaaatt ctaccagtgt ctatgaccaa
23761 gacatcagta gattgtacaa tgtacatttg tggtgattca actgaatgea geaatctttt
23821 gttgcaatat ggcagttttt gtacacaatt aaaccgtget ttaactggaa tagetgttga
23881 acaagacaaa aacacccaag aagtttttge acaagtcaaa caaatttaca aaacaccacc
23941 aattaaagat tttggtggtt ttaatttttc acaaatatta ccagatccat caaaaccaag
24001 caagaggtca tttattgaag atctactttt caacaaagtg acacttgecag atgetggett
24061 catcaaacaa tatggtgatt gecttggtga tattgetget agagacctca tttgtgeaca
24121 aaagtttaac ggecttactg ttttgecace tttgetcaca gatgaaatga ttgetcaata
24181 cacttctgea ctgttagegg gtacaatcac ttetggttgg acctttggtg caggtgetge
24241 attacaaata ccatttgcta tgcaaatgge ttataggttt aatggtattg gagttacaca
24301 gaatgttctc tatgagaacc aaaaattgat tgccaaccaa tttaatagtg ctattggeaa
24361 aattcaagac tcactttctt ccacagcaag tgcacttgga aaacttcaag atgtggtcaa
24421 ccaaaatgca caagctttaa acacgcttgt taaacaactt agctccaatt ttggtgeaat
24481 ttcaagtgtt ttaaatgata tcctttcacg tettgacaaa gttgaggctg aagtgeaaat
24541 tgataggttg atcacaggcea gacttcaaag tttgecagaca tatgtgactc aacaattaat
24601 tagagctgea gaaatcagag cttctgetaa tettgetget actaaaatgt cagagtgtgt
24661 acttggacaa tcaaaaagag ttgatttttg tggaaagggce tatcatctta tgtecttece
24721 tcagtcagca cctcatggtg tagtcttett geatgtgact tatgtcectg cacaagaaaa
24781 gaacttcaca actgctectg ccatttgtca tgatggaaaa geacacttte ctegtgaagg
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24841 tgtetttgtt tcaaatggea cacactggtt tgtaacacaa aggaattttt atgaaccaca
24901 aatcattact acagacaaca catttgtgtc tggtaactgt gatgttgtaa taggaattgt
24961 caacaacaca gtttatgatc ctttgcaacc tgaattagac tcattcaagg aggagttaga
25021 taaatatttt aagaatcata catcaccaga tgttgattta ggtgacatct ctggeattaa
25081 tgcttcagtt gtaaacattc aaaaagaaat tgaccgecte aatgaggttg ccaagaattt
25141 aaatgaatct ctcatcgatc tccaagaact tggaaagtat gagcagtata taaaatggec
25201 atggtacatt tggctaggtt ttatagetgg cttgattgee atagtaatgg tgacaattat
25261 gctttgetgt atgaccagtt getgtagttg tectcaaggge tgttgttctt gtggatectg
25321 ctgcaaattt gatgaagacg actctgagee agtgetcaaa ggagtcaaat tacattacac
25381 ataaacgaac ttatggattt gtttatgaga atcttcacaa ttggaactgt aactttgaag
25441 caaggtgaaa tcaaggatge tactccttca gattttgttc gegetactge aacgataccg
25501 atacaagcct cactcecttt cggatggctt attgttggeg ttgeacttet tgetgttttt
25561 cagagcgett ccaaaatcat aaccctcaaa aagagatgge aactagcact ctccaagggt
25621 gttcactttg tttgcaactt getgttgttg tttgtaacag tttactcaca cettttgete
25681 gttgctgetg geettgaage cecttttete tatetttatg ctttagtcta cttettgeag
25741 agtataaact ttgtaagaat aataatgagg ctttggcttt getggaaatg cegtteccaaa
25801 aacccattac tttatgatge caactatttt ctttgetgge atactaattg ttacgactat
25861 tgtatacctt acaatagtgt aacttcttca attgtcatta cttcaggtga tggcacaaca
25921 agtcctattt ctgaacatga ctaccagatt ggtggttata ctgaaaaatg ggaatctgga
25981 gtaaaagact gtgttgtatt acacagttac ttcacttcag actattacca getgtactca
26041 actcaattga gtacagacac tggtgttgaa catgttacct tcttcatcta caataaaatt
26101 gttgatgage ctgaagaaca tgtccaaatt cacacaatcg acggttcate cggagttgtt
26161 aatccagtaa tggaaccaat ttatgatgaa ccgacgacga ctactagegt gectttgtaa
26221 gcacaagctg atgagtacga acttatgtac tcattegttt cggaagagac aggtacgtta
26281 atagttaata gecgtacttct ttttettget ttegtggtat tettgetagt tacactagee
26341 atccttactg cgcttegatt gtgtgegtac tgetgeaata ttgttaacgt gagtettgta
26401 aaaccttctt tttacgttta ctctegtgtt aaaaatctga attcttctag agttectgat
26461 cttctggtet aaacgaacta aatattatat tagtttttct gtttggaact ttaattttag
26521 ccatggcaga ttccaacggt actattaccg ttgaagaget taaaaagctc cttgaacaat
26581 ggaacctagt aataggtttc ctattcctta catggatttg tcttctacaa tttgectatg
26641 ccaacaggaa taggtttttg tatataatta agttaatttt cctctggetg ttatggecag
26701 taactttage ttgttttgtg cttgetgetg tttacagaat aaattggate accggtggaa
26761 ttgctatcge aatggettgt cttgtagget tgatgtgget cagetactte attgettett
26821 tcagactgtt tgegegtacg cgttecatgt ggtcattcaa tccagaaact aacattette
26881 tcaacgtgee actccatgge actattctga ccagaccget tctagaaagt gaactcgtaa
26941 tcggagetgt gatecttegt ggacatcette gtattgetgg acaccatcta ggacgetgtg
27001 acatcaagga cctgcctaaa gaaatcactg ttgetacate acgaacgett tcttattaca
27061 aattgggage ttcgecagegt gtagcaggtg actcaggttt tgetgeatac agtegetaca
27121 ggattggcaa ctataaatta aacacagacc attccagtag cagtgacaat attgetttge
27181 ttgtacagta agtgacaaca gatgtttcat ctcgttgact ttcaggttac tatagcagag
27241 atattactaa ttattatgag gacttttaaa gtttccattt ggaatcttga ttacatcata
27301 aacctcataa ttaaaaattt atctaagtca ctaactgaga ataaatattc tcaattagat
27361 gaagagcaac caatggagat tgattaaacg aacatgaaaa ttattctttt cttggeactg
27421 ataacactcg ctacttgtga getttatcac taccaagagt gtgttagagg tacaacagta
27481 cttttaaaag aaccttgete ttctggaaca tacgagggea attcaccatt tcatectcta
27541 gctgataaca aatttgeact gacttgettt agcactcaat ttgettttge ttgtectgac
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27601 ggcgtaaaac acgtctatca gttacgtgee agatcagttt cacctaaact gttcatcaga
27661 caagaggaag ttcaagaact ttactctcca atttttctta ttgttgecgge aatagtgttt
27721 ataacacttt gcttcacact caaaagaaag acagaatgat tgaactttca ttaattgact
27781 tctatttgtg ctttttagee tttectgetat tecttgtttt aattatgett attatetttt
27841 ggttctcact tgaactgcaa gatcataatg aaacttgtca cgectaaacg aacatgaaat
27901 ttcttgtttt cttaggaatc atcacaactg tagetgeatt tcaccaagaa tgtagtttac
27961 agtcatgtac tcaacatcaa ccatatgtag ttgatgacce gtgtectatt cacttctatt
28021 ctaaatggta tattagagta ggagctagaa aatcagcacc tttaattgaa ttgtgegtgg
28081 atgaggctgg ttctaaatca cccattcagt acatcgatat cggtaattat acagtttect
28141 gtttaccttt tacaattaat tgccaggaac ctaaattggg tagtcttgta gtgegttgtt
28201 cgttctatga agacttttta gagtatcatg acgttegtgt tgttttagat ttcatctaaa
28261 cgaacaaact aaaatgtctg ataatggacc ccaaaatcag cgaaatgcac cccgeattac
28321 gtttggtgga ccctcagatt caactggeag taaccagaat ggagaacgea gtgggecgeg
28381 atcaaaacaa cgtcggecce aaggtttace caataatact gegtettggt tcaccgetet
28441 cactcaacat ggcaaggaag accttaaatt ccctcgagga caaggegttc caattaacac
28501 caatagcagt ccagatgacc aaattggcta ctaccgaaga getaccagac gaattegtgg
28561 tggtgacget aaaatgaaag atctcagtcc aagatggtat ttctactace taggaactgg
28621 gccagaagcet ggactteect atggtgetaa caaagacgge atcatatggg ttgecaactga
28681 gggagccttg aatacaccaa aagatcacat tggcaccege aatcctgeta acaatgetge
28741 aatcgtgcta caacttcctc aaggaacaac attgecaaaa ggettectacg cagaagggag
28801 cagaggcggce agtcaagect cttetegtte ctecatcacgt agtcgeaaca gttcaagaaa
28861 ttcaactcca ggcagceagta ggggaactte tectgetaga atggetggea atggeggtega
28921 tgctgetett getttgetge tgettgacag attgaaccag cttgagagea aaatgtetgg
28981 taaaggccaa caacaacaag gccaaactgt cactaagaaa tctgetgetg aggettctaa
29041 gaagcctcgg caaaaacgta ctgecactaa agcatacaat gtaacacaag ctttcggeag
29101 acgtggtcca gaacaaaccc aaggaaattt tggggaccag gaactaatca gacaaggaac
29161 tgattacaaa cattggecge aaattgeaca atttgeccee agegettcag cgttettegg
29221 aatgtcgege attggcatgg aagtcacacc ttcgggaacg tggttgacct acacaggtge
29281 catcaaattg gatgacaaag atccaaattt caaagatcaa gtcattttge tgaataagca
29341 tattgacgca tacaaaacat tcccaccaac agagectaaa aaggacaaaa agaagaaggc
29401 tgatgaaact caagccttac cgcagagaca gaagaaacag caaactgtga ctettettee
29461 tgctgecagat ttggatgatt tctccaaaca attgecaacaa tccatgagea gtgetgactc
29521 aactcaggcc taaactcatg cagaccacac aaggcagatg ggctatataa acgttttege
29581 ttttecgttt acgatatata gtctactctt gtgecagaatg aattctegta actacatage
29641 acaagtagat gtagttaact ttaatctcac atagcaatct ttaatcagtg tgtaacatta
29701 gggaggactt gaaagagcca ccacattttc accgaggeca cgeggagtac gatcgagtgt
29761 acagtgaaca atgctaggga gagctgecta tatggaagag ccctaatgtg taaaattaat
29821 tttagtagtg ctatccccat gtgattttaa tagettctta ggagaatgac aaaaaaaaaa
29881 aaaaaaaaaa aaaaaaaaad aaa
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