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Trpv4-eKO1基因敲除小鼠模型结题报告
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[bookmark: _Toc11798][bookmark: _Toc425793776]1. 项目内容
[bookmark: _Toc425793777][bookmark: _Toc30946]1.1 项目目标
[bookmark: _Toc425793778]利用CRISPR/Cas9技术，获得Trpv4基因敲除的杂合子小鼠。
[bookmark: _Toc31060]1.2 项目基本信息
目的基因名称（Ensembl号）： Trpv4（ ENSMUSG00000014158）
目的基因Ensembl网址链接： http://asia.ensembl.org/Mus_musculus/Gene/Summary?db=core;g=ENSMUSG00000014158;r=5:114760213-114796482;t=ENSMUST00000071968
方案针对的转录本（Ensembl号）：Trpv4-201（ENSMUST00000071968.9）
Flox针对的exon：exon 3
[bookmark: _Toc425793779][bookmark: _Toc1584]2. 摘要
本项目采用CRISPR/Cas9技术，利用非同源重组修复引入突变的方式，造成Trpv4基因蛋白读码框移码，功能缺失。简要过程如下：通过体外转录的方式，获得Cas9 mRNA和gRNA；将Cas9 mRNA和gRNA显微注射到C57BL/6J小鼠的受精卵中，获得F0代小鼠。PCR扩增及测序鉴定阳性的F0代小鼠与C57BL/6J小鼠交配获得只阳性F1代小鼠。PCR扩增及测序鉴定阳性的F1代小鼠与阳性的F1代小鼠交配获得14只阳性F2代小鼠。

[bookmark: _Toc425793780][bookmark: _Toc25331]
3. 设计策略
[bookmark: _Toc426582835][bookmark: _Toc30932]3.1设计策略示意图：
[image: ]

图1：小鼠构建策略示意图

[bookmark: _Toc426582836][bookmark: _Toc20518]3.2 gRNAs序列信息
	gRNAs
	Sequence (5’-3’)

	gRNA1
	ACCTCTGACTACCTTAGGTG AGG

	gRNA2
	CCAAACACACAGAAGATCAT TGG


[bookmark: _Toc425793782]


[bookmark: _Toc425793781][bookmark: _Toc26367][bookmark: _Toc426582839]4. 结果
[bookmark: _Toc21755]4.1 F0代小鼠基因型鉴定
将注射后的受精卵移植到假孕母鼠中，20天左右出生的小鼠为F0代小鼠。通过PCR扩增及测序对其进行基因型鉴定。由于受精卵早期卵裂速度很快，因此得到的F0 代小鼠为嵌合体，不一定具备稳定遗传的能力，需要进行传代以获得可稳定遗传的F1 代小鼠。

[bookmark: _Toc442347557][bookmark: _Toc425793786][bookmark: _Toc6303]4.1.1 F0代小鼠基因型鉴定策略
F0代小鼠基因型鉴定策略如下图所示：
[image: ]
图2：F0代小鼠鉴定策略示意图
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[bookmark: _Toc442347559][bookmark: _Toc425793788][bookmark: _Toc30039]4.1.2 阳性F0代小鼠PCR测序鉴定结果
F0代小鼠PCR产物，经测序，阳性F0代阳性小鼠为：3#，14#号，突变后的基因组序列如表2所示：
表2：F0代小鼠序列突变情况。
	鼠号
	序列信息（5’—3’）
	突变情况

	WT
	......gcatcccatagtattctttagtcccttgggtttcatttcccccaacctctgactaccttaggtgagggagcacagtgcaggcagaggctaaactcctggtatccttcttttttcccttctagGAAGCAGCCACAGAGCCCCAAAGCTCCTGCACCCCAGCCACCCCCCATCCTCAAAGTCTTCAATCGGCCCATCCTCTTTGACATTGTGTCCCGGGGCTCCACTGCGGACCTAGATGGACTGCTCTCCTTCTTGTTGACCCACAAGAAGCGCCTGACTGATGAGGAGTTCCGGGgtgagccgcaccagtgggcagggggaggggtctgctctgcttgggtaatcctcttccccggtttgcgtatctctttgggccaaacacacagaagatcattgggtagagtctggactcctgcatccttcaccacgttacggaattcattcatgcagtagccaaccaaa......
	Wild type

	3#
	......gcatcccatagtattctttagtcccttgggtttcatttcccccaacctctgactacc...(-335bp)...attgggtagagtctggactcctgcatccttcaccacgttacggaattcattcatgcagtagccaaccaaa......
	-335bp

	14#
	......gcatcccatagtattctttagtcccttgggtttcatttcccccaacctctgactacctt...(-336bp)...gggtagagtctggactcctgcatccttcaccacgttacggaattcattcatgcagtagccaaccaaa......
	-336bp
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[bookmark: _Toc425793789][bookmark: _Toc14067][bookmark: _Toc442347560]4.1.3阳性F0代小鼠PCR鉴定方法
[bookmark: _Toc425793791]引物信息：
	[bookmark: _Hlk534584534]
	Sequence 5' --> 3'
	Primer Type

	I
	GGGGGAGGGGTGAGTGGGTGAATA
	Forward

	II
	CAGGGGAGGATGCAGGTTTTGTGG
	Reverse







	反应体系：
		Reaction Component
	Volume (µl)

	ddH2O
	8.05

	2xPCR Buffer
	10

	Primer I (20pmol/µl)
	0.3

	Primer II (20pmol/µl)
	0.3

	KOD-Multi&Epi-*
	0.35

	Genomic DNA
	1

	Total
	20





* KOD-Multi&Epi-（TOYOBO，Code No：KME-101）

反应条件：
	Step #
	Temp (℃)
	Time
	Note

	1
	94
	3 min
	-

	2
	98
	15 sec
	-

	3
	63
	15 sec
	-

	4
	68
	30 sec
	repeat steps 2-4 for 35cycles

	5
	68
	5 min
	-

	6
	12
	-
	hold





[bookmark: _Toc442347561][bookmark: _Toc425793792][bookmark: _Toc16068]4.2 F2代小鼠获得及基因型鉴定
阳性的F1代小鼠与阳性的F1代小鼠交配，获得的F2代小鼠有2种类型，敲除类型1，-335个碱基对，敲除类型2，-336个碱基对。鉴定方法及同4.1F0代小鼠鉴定。最终提供的F2小鼠信息如下：
	鼠号
	出生日期
	代数
	性别
	类型
	基因型
	突变类型
	亲代

	Mice ID
	DOB
	Gener-ations
	Sex
	Type
	Geno-type
	mutation type
	Father
	Mother

	36
	2021/9/2
	F2
	♂
	KO
	He
	-336
	24#F1
	34#F1

	37
	2021/9/2
	F2
	♂
	KO
	He
	-336
	24#F1
	34#F1

	38
	2021/9/2
	F2
	♂
	KO
	Ho
	-336
	24#F1
	34#F1

	39
	2021/9/2
	F2
	♀
	KO
	Ho
	-336
	24#F1
	34#F1

	40
	2021/9/2
	F2
	♀
	KO
	Ho
	-336
	24#F1
	34#F1

	42
	2021/9/2
	F2
	♀
	KO
	He
	-336
	24#F1
	34#F1

	43
	2021/9/2
	F2
	♂
	KO
	Ho
	-335
	4#F1
	14#F1

	44
	2021/9/2
	F2
	♂
	KO
	He
	-335
	4#F1
	14#F1

	46
	2021/9/2
	F2
	♂
	KO
	He
	-335
	4#F1
	14#F1

	47
	2021/9/2
	F2
	♂
	KO
	He
	-335
	4#F1
	14#F1

	51
	2021/9/2
	F2
	♀
	KO
	He
	-335
	4#F1
	14#F1

	52
	2021/9/2
	F2
	♀
	KO
	Ho
	-335
	4#F1
	14#F1

	53
	2021/9/2
	F2
	♀
	KO
	He
	-335
	4#F1
	14#F1

	54
	2021/9/2
	F2
	♀
	KO
	He
	-335
	4#F1
	14#F1



[bookmark: _Toc1430][bookmark: _Toc425793793][bookmark: _Toc442347562]4.2.1 基因敲除F2代小鼠基因型比较分析

4.2.1.1 敲除类型1基因型比较分析
4.2.1.1.1 敲除前后序列比对：
WT:
......
gcatcccatagtattctttagtcccttgggtttcatttcccccaacctctgactaccttaggtgagggagcacagtgcaggcagaggctaaactcctggtatccttcttttttcccttctagGAAGCAGCCACAGAGCCCCAAAGCTCCTGCACCCCAGCCACCCCCCATCCTCAAAGTCTTCAATCGGCCCATCCTCTTTGACATTGTGTCCCGGGGCTCCACTGCGGACCTAGATGGACTGCTCTCCTTCTTGTTGACCCACAAGAAGCGCCTGACTGATGAGGAGTTCCGGGgtgagccgcaccagtgggcagggggaggggtctgctctgcttgggtaatcctcttccccggtttgcgtatctctttgggccaaacacacagaagatcattgggtagagtctggactcctgcatccttcaccacgttacggaattcattcatgcagtagccaaccaaa......
MT:
......
gcatcccatagtattctttagtcccttgggtttcatttcccccaacctctgactacc...(-335bp)...attgggtagagtctggactcctgcatccttcaccacgttacggaattcattcatgcagtagccaaccaaa......
4.2.1.1.2敲除前后测序结果比对：
[image: ][image: ]
Query为实际测序结果，Subject为野生型基因组序列。

4.2.1.1.3 敲除前后基因功能分析：
4.2.1.1.3 敲除前后基因功能分析：
在该品系小鼠中，基因敲除前后，目的基因编码蛋白变化如下所示：
WT: MADPGDGPRAAPGEVAEPPGDESGTSGGEAFPLSSLANLFEGEEGSSSLSPVDASRPAGPGDGRPNLRMKFQGAFRKGVPNPIDLLESTLYESSVVPGPKKAPMDSLFDYGTYRHHPSDNKRWRRKVVEKQPQSPKAPAPQPPPILKVFNRPILFDIVSRGSTADLDGLLSFLLTHKKRLTDEEFREPSTGKTCLPKALL......
MT: MADPGDGPRAAPGEVAEPPGDESGTSGGEAFPLSSLANLFEGEEGSSSLSPVDASRPAGPGDGRPNLRMKFQGAFRKGVPNPIDLLESTLYESSVVPGPKKAPMDSLFDYGTYRHHPSDNKRWRRKVVEAVHGEDLPAQGAAEPKQRAQRHHPGVAGHCGAHRQHA.
         
目的基因蛋白读码框发生移码，提前终止，理论上将产生一个166个氨基酸的突变蛋白；因目的基因的蛋白翻译提前终止，极有可能引发Nonsense-mediated mRNA decay （NMD）效应，造成目的基因mRNA被降解，从而造成基因功能缺失。

4.2.1.2 敲除类型2基因型比较分析
4.2.1.2.1 敲除前后序列比对：
WT:
......
gcatcccatagtattctttagtcccttgggtttcatttcccccaacctctgactaccttaggtgagggagcacagtgcaggcagaggctaaactcctggtatccttcttttttcccttctagGAAGCAGCCACAGAGCCCCAAAGCTCCTGCACCCCAGCCACCCCCCATCCTCAAAGTCTTCAATCGGCCCATCCTCTTTGACATTGTGTCCCGGGGCTCCACTGCGGACCTAGATGGACTGCTCTCCTTCTTGTTGACCCACAAGAAGCGCCTGACTGATGAGGAGTTCCGGGgtgagccgcaccagtgggcagggggaggggtctgctctgcttgggtaatcctcttccccggtttgcgtatctctttgggccaaacacacagaagatcattgggtagagtctggactcctgcatccttcaccacgttacggaattcattcatgcagtagccaaccaaa......
MT:
......
gcatcccatagtattctttagtcccttgggtttcatttcccccaacctctgactacctt...(-336bp)...gggtagagtctggactcctgcatccttcaccacgttacggaattcattcatgcagtagccaaccaaa......

4.2.1.2.2敲除前后测序结果比对：
[image: ][image: ]


Query为实际测序结果，Subject为野生型基因组序列。

4.2.1.2.3 敲除前后基因功能分析：
在该品系小鼠中，基因敲除前后，目的基因编码蛋白变化如下所示：
WT: MADPGDGPRAAPGEVAEPPGDESGTSGGEAFPLSSLANLFEGEEGSSSLSPVDASRPAGPGDGRPNLRMKFQGAFRKGVPNPIDLLESTLYESSVVPGPKKAPMDSLFDYGTYRHHPSDNKRWRRKVVEKQPQSPKAPAPQPPPILKVFNRPILFDIVSRGSTADLDGLLSFLLTHKKRLTDEEFREPSTGKTCLPKALL......
MT: MADPGDGPRAAPGEVAEPPGDESGTSGGEAFPLSSLANLFEGEEGSSSLSPVDASRPAGPGDGRPNLRMKFQGAFRKGVPNPIDLLESTLYESSVVPGPKKAPMDSLFDYGTYRHHPSDNKRWRRKVVEAVHGEDLPAQGAAEPKQRAQRHHPGVAGHCGAHRQHA.


目的基因蛋白读码框发生移码，提前终止，理论上将产生一个166个氨基酸的突变蛋白；因目的基因的蛋白翻译提前终止，极有可能引发Nonsense-mediated mRNA decay （NMD）效应，造成目的基因mRNA被降解，从而造成基因功能缺失。
[bookmark: _Toc425793798][bookmark: _Toc2493]
5. 小鼠交付后，后续相关工作流程
[bookmark: _Toc425793799][bookmark: _Toc22816]5.1 小鼠验证
客户接收到我司交付的小鼠后，请首先按照送货单上交付小鼠的信息，对交付小鼠数量和交付小鼠的编号进行核对。我司小鼠的编号原则如下图所示：
[image: ]
[bookmark: _Toc533583290][bookmark: _Toc26210]5.2 后续小鼠繁殖方案
我司交付的小鼠，如无特殊说明，均为基因敲除杂合子小鼠（gene+/-）。
[bookmark: _Toc425793801][bookmark: _Toc426668087][bookmark: _Toc533583291][bookmark: _Toc24458]5.2.1 后续实验小鼠繁殖简要流程及建议：
5.2.1.1 后续实验小鼠繁殖简要流程：
将获得的基因敲除杂合子小鼠（gene+/-）分成两部分：一部分杂合子小鼠与野生型小鼠交配，扩群繁育较多的杂合子小鼠；一部分杂合子小鼠自交，获得基因敲除纯合子小鼠（gene-/-），进行基因敲除效果验证和后续的表型分析。
注：上述实验小鼠的繁育方案仅为一个参考方案，小鼠繁殖过程中，因各种基因型小鼠的数量，情况各不相同，请根据实际情况情况进行自行调整。
[bookmark: _Toc6070][bookmark: _Toc533583292][bookmark: _Toc425793803]5.3 后续小鼠基因型鉴定方案
交付的小鼠经验证无问题后，在后续小鼠交配繁殖过程中，其鉴定方案，根据突变小鼠的碱基变化情况不同，有以下几种供参考。
方案一：PCR产物测序
适用范围：几乎适用于所有不能直接通过PCR产物大小和有无判断基因型的情况，尤其适用于碱基突变<5bp的情况；
优点：直接，可靠性高；
缺点：费用高（增加了测序成本），但较方案二和方案三，成本不一定高。
方案二：PCR产物有无
适用范围：通常适用于碱基突变>5bp的情况，将其中一条引物设计在发生突变的区域，利用针对野生型引物只能扩增出野生型条带，针对突变型引物只能扩增出突变型条带的原理，区分野生型、杂合子和纯合子基因型；
优点：成本低；
缺点：引物设计位点受限制较大，可能有假阳性情况。
方案三：PCR产物大小
适用范围：通常适用于碱基突变>40bp的情况，将鉴定引物设计在发生突变的区域两侧，利用野生型和突变型PCR产物大小的差异，区分野生型、杂合子和纯合子基因型；
优点：成本低，直接；
缺点：PCR产物大小不易过大，引物设计可能受限。
方案四：PCR产物限制性内切酶酶切
适用范围：适用于突变产生了新的酶切位点，或导致原有的酶切结果条带大小发生明显变化；
优点：可能成本较方案一低一些；
缺点：步骤繁琐，有假阳性、假阴性情况。
方案五：PCR产物T7核酸内切酶I酶切
适用范围：适用于所有突变类型；
优点：适用范围广；
缺点：无法区分野生型和纯合子，费用高。
方案六：高分辨率溶解曲线分析（High-resolution melting, HRM）
适用范围：几乎适用于所有情况；
优点：适用范围广；
缺点：依赖于仪器，费用高，间接结果。

本项目所获得的基因敲除小鼠品系，后续小鼠繁育过程中，小鼠基因型鉴定所需引物及条件，本报告给出了其中的一套方案。如上所述，小鼠基因型鉴定可以有多种方案，客户也可根据我们给出的设计原则，对鉴定方案进行自行设计。引物设计软件无特殊要求，常规的DNASTAR软件中的PrimerSelect程序等均可满足要求（相关软件可通过网络搜索下载）。

[bookmark: _Toc12536][bookmark: _Toc534838911][bookmark: _Toc442350001]5.3.1 敲除小鼠基因型鉴定方案（用于鉴定纯合子、杂合子和野生型）
敲除小鼠基因型鉴定方案为：PCR产物大小。(以类型1为例)
[image: ]
[bookmark: _Toc425793806]5.3.1.1  PCR鉴定条件
	Primer
	Sequence (5’→3’)
	Primer type

	P1
	GGGGGAGGGGTGAGTGGGTGAATA
	Forward

	P2
	CAGGGGAGGATGCAGGTTTTGTGG
	Reverse

	P3
	TTCAATCGGCCCATCCTCTTT
	Forward

	P4
	CTTCCAGCTATCCCGACCCA
	Reverse

	

PCR Reaction System
	Reaction Component
	Volume (µl)

	
	ddH2O
	7.4

	
	2xRapid Taq Master Mix*
	10

	
	Primer I (10pmol/µl)
	0.8

	
	Primer II (10pmol/µl)
	0.8

	
	Genomic DNA
	1

	
	Total
	20

	
	
	

	
	ddH2O
	7.4

	
	2xRapid Taq Master Mix*
	10

	
	Primer III (10pmol/µl)
	0.8

	
	Primer IV (10pmol/µl)
	0.8

	
	Genomic DNA
	1

	
	Total
	20

	
	*2xRapid Taq Master Mix（Vazyme，Code No：P222）

	Cycling Reaction
	Step
	Temp（℃）
	Time
	Note

	
	1
	95  
	3 min
	

	
	2
	95  
	15 sec
	

	
	3
	60  
	15 sec
	

	
	4
	72  
	1 min 
	repeat steps 2-4 for 35cycles

	
	5
	72  
	5 min
	

	
	6
	12 
	Hold
	

	Result
	[bookmark: OLE_LINK1][bookmark: OLE_LINK2][bookmark: _GoBack]PCR Products:
[image: ]
Separated by gel electrophoresis on a 1 % agarose gel.

	Genotype
	野生型：P1和P2 PCR能获得单一的1007bp片段；P3和P4可以获得417bp片段
杂合子：P1和P2 PCR获得1007bp和671/672bp片段；P3和P4可以获得417bp的片段。
纯合子：P1和P2 PCR获得单一的671/672bp片段；P3和P4不能获得条带。



Note: 在野生型及杂合子小鼠中，P1、P2引物是否能扩增出大条带并不影响结果判读，因为设计这对引物目的是用于扩增KO条带。
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Query 8  GGGA-GTTGTROGTGGORACTGAGGGAGTORGOCCAGGGAGCECACCTOGTRAGGTCA 66

T LU T DT
Sbjct 1605 GGGATGTTGTGGETGGOGACTCAGGGAGTOGGGCCACGGAGGOGAGCTCOTGAGGGTCAG 1546

Query 67  GCAGATCTCTAGAAGTGCAACTGAGAATCOCAACCSTAACCTTGCCACCTTCCAGCTATC 126

TPLL DTV PTL LT T LT
Sbjct 1545 GCAGATCTCTAGAAGTGCAACTGAGAATCOCAACOGTAACCTTGCCACCTTCCAGCTATC 1486

Query 127  CCGAOCCACTGOCATGCTACOCACGGGGGACATGGRATTOCAGCTGCCTGTITAGAGCAC 186

TECTLD UL T LT T
Sbjct 1485 COGAOCCACTGOCATGCTACOCACGGGGGACATGGGATTCCAGCTGCCTGTTTAGAGCAC 1426

Query 187  TTOGGGGCTGRGGGAACCACACCATCAATCTGTAGAAGTGTGTTAGAGODOCOGTGRCTA 246

LU EE T DT LT
Sbjct 1425 TTOGGGGCTGGGGGAACCACACCATCAATGTGTAGAAGTGTGTTAGAGOCOCOSTGECTA 1366

Query 247  AACTTTGOTTGGCTACTGCATGAATGAATTCOGTAROGTGOTCAKGGATGCAGGACTOCA 306

PO TE LT T
Sbjct 1365 AACTTTGGTTGGCTACTGCATGAATGAATTOCOTAMCSTGGTGAMGGATGCAGGAGTOCA 1306

B i

Sbjct 1305 GACTCTACCCAATG 1252
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Score Expect Identities Gaps Strand
593 bits(321) 2173 332/337(99%) 2/337(0%) Plus/Minus

Query 309 CTCTACCCAATGGTAGTCAGAGGTTGGGGCAMATGARACCCAMGOCACTARACAMTACTA 368

DT T T LTI
Sbjct 966 CTC-ACCTAA-GGTAGTCAGAGGTTGGGGGAMATCARACCCAAGGGACTARMGAATACTA 909

Query 369 TOGGATGCTTTROCAGGAAGAGGTAAGCTCGCCTACTGTOTCTTOOGCAGARMACACG 428

T TTE LTI TL T
Sbjct 908 TGGGATGCTTTGOCCAGGAAGAGGTAAGCTGOCCTACTGTGTCTTGOGCAGARAMACAGS 849

Query 429 AMAAGGATGCAAGOCTGCACATCCTCTAGCcCacccacotcccecctecatctanceact 488

T CCT R
Sbjct 848 AAAAGGATGCAAGCCTGCACATCCTCTAGCOCACCCACCTOCOCOCTCCATCTAACCACT | 789

Query 489 cactcactcaﬁLcacctaLccacccacccatccaLccaLct%tccacccacccacccacc 548

LU LT
Sbjct 788 CACTCACTCAGTCACCTATOCACOCACCCATCCATOCATCTGTCCACCCACOCACCCACL 729

Query 549 catccatccatctatccactcacccacceatccatccatctaccactcatcacccatce 608

L LT
Sbjct 728 CATOCATOCATCTATCCACTCACOCACCCATCCATOCATCTACCCACTCATCACCCATCL - 669

Query 609 atccatcocTCTATACAAOCACTCAODOCTOOCCOCA 645

LT T LT
Sbjct 668 ATCCATCOCTCTATTCAOCCACTCACOCCTODCOCCA 632
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Expect Tdentities Gaps Strand

le-165  311/313(99%) 0/313(0%) Plus/Minus

AGCCACTTTCTCOGTCOCCACTCACCGAGTCEOCCCACGEACCEACCTOGTCACCETCA

L TV U T T
AGCCATCTTCTCCCTCOCCACTCACCGACTCCOGCCACGEACGCCACCTECTCAGCETCA

CGCACATCTCTACAAGTCCAACTC AGAATCCCACCCTAACCT TECCACCTTCCACCTAT

TP C T UL T T T
CGCAGATCTCTACAAGTGCAACTCAGAATCCCAACCCTAACCT TGCCACCTTCCACCTAT

CCOCACCCACTCCCATCCTACCCACCGGOCACATCOCATTCCACCTCCCTCTTTAGACCA

TECTUC LTV
CCOGACCCACTGCCATGCTACCCACCGGGGACATCGCATTCCACCTGCCTCTTTAGAGCA

000GCTCCR0CAACCACACCATCAATC TCTACAACTO TG TTAGACCOCCECTCGCT

CTTC
DU EL LTI
CTTCCGCECTRCCCCAACCACACCATCAR TCTCT ACAAC TG TC TTAGAGCCCOCG TEGCT

AACTTTCCTTCOCTACTCCATCARTC AATTCORTAACC TOCTCAAGCATCCAGCAGTCC

Y
FELCLDCCE UL LTI
AAACTTTCGTTCCCTACTCCATCAATCARTTCOGTAACGTGGTCAAGGATCCAGGACTCC

AGACTCTACCCAL 319

T
AGACTCTACCCAL 1294

66
1547
126
1487
186
1427
246
1367
306
1307




image10.png
Range 2: 657 to 966 Graphics A Previous Match 4 Firs

Score. Expect Identities Gaps Strand
562 bits(304) 6e-164  309/311(99%) 1/311(0%) Plus/Minus

Query 310 CTCTAOCCAAGGTAGTCAGAGGTTOOGGCAMTCARMOCCAMCGCACTAMGAATACTAT 369

Sbjct 966 CTC-ACCTAAGGTAGTCAGAGGTTGGGGGAAMTCARMMCCCAAGIGACTARAGAATACTAT 908

Query 370 GOGATGCTTTGOOCAGGAAGAGGTAAGCTOGCCTACTGTGTGTTGOGCAGARAMCAGGA 429

Sbjct 807 GGGATGCTTTGCCCAGGAAGAGGTAAGCTGGCCTACTGTGTGTTGGCCAGAMAAACAGEA 848

Query 430 AMAGGATGCAAGOCTOCACATOCTCTAGccacccaccteccoccticeat ctanceactc 489

Sbjct 847 AAAGGATGCAAGOCTGCACATCCTCTAGOCCACCCACCTCOCOCCTCUATCTAACCACTC 788

Query 490 acLcactcaiLcaccLatccacccacccatccaLccatctﬁLccacccacccacccaccc 549

Sbjct 787 ACTCACTCAGTCACCTATCCACCCACOCATCCATCCATCTGTOCACCUACCCACCCACCY 728

Query 550 atccatceatctatccactcacceacccatccatecatctacccacteatcacccatoca 609

Sbjct 727 ATCCATCCATCTATOCACTCACCCACOCATCCATCCATCTACOCACTCATCACOCATCCA 668

e 0T

Sbjct 667 TCCATOCCTCT 657
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