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*Terminale STL - Enseignement spécifique de biotechnologies

Theme du
programme

Situations
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Liens
internet

A 4

Compétences
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*Initiation a la biologie moléculaire et au génie génétique
— Du géne ala protéine

« Activité technologique en salle informatique

« http://www.endmemo.com/bio/gc.php « http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/muscle/
« http://blast.ncbi.nim.nih.gov « http://web.expasy.org/translate/

* Domaine 1: travailler dans un environnement numérique évolutif
» Domaine 3 : produire, traiter, exploiter et diffuser des documents numériques

Matériels

*Un poste PC par bindbme
*Une connexion internet
*Logiciel de traitement de texte et d'images

TICE

» Pourcentage de GC, identification de séquences, alignement de séquences, traduction
de séquences, BLAST, MUSCLE (ClustalW).

Votre avis nous intéresse, merci de répondre a notre enquéte concernant ce scénario.

Eléve, cliquer ici. Professeur, cliquer ici.
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Activité technologique : Analyse bioinformatique de séquences d'ADN

Contexte de I'Activité technologique

Un patient découvre qu'il est porteur hétérozygote d'une mutation non répertoriée de la
drépanocytose. Or, la drépanocytose est une pathologie dont la gravité dépend des mutations qui
affectent le géne de la béta globine.

Ainsi, pour évaluer le risque associé a cette mutation, plusieurs méthodes et techniques ont
été mises en ceuvre. D'abord, I'ADN du patient a été extrait puis purifié. Dans cet ADN, la séquence
correspondant au gene codant la béta globine a ensuite été amplifiée par PCR. Enfin, les résultats de
PCR ont été envoyés a un laboratoire de séquengage afin d'obtenir les séquences exactes du gene de
la béta globine du patient.

Aujourd'hui, vous allez exploiter ces séquences a l'aide d'outils bioinformatiques pour
évaluer, a priori, la gravité de la pathologie associée a la mutation de ce patient.

Objectifs
Etudier des séquences nucléotidiques et peptidiques pour comprendre leur fonction

o Identifier des séquences en les cherchant dans des bases de données a I'aide de I'outil BLAST

e Traduire informatiquement des séquences nucléotidiques en séquences peptidiques a l'aide de
I'outil EXPASY

e Comparer des séquences entre elles a I'aide de I'outil MUSCLE.

Modalités de travail

e L'ensemble des fichiers utiles sont contenus dans un dossier situé sur I’espace de partage de la

classe sur le réseau (ou sur le Bureau de I'ordinateur).

o Les différents outils bioinformatiques a utiliser sont accessibles en ligne a I'aide de n'importe

quel navigateur web comme Firefox ou Chrome.

e Le fonctionnement des outils utilisés est détaillé dans les annexes situées a la fin de ce

document.

e Le compte-rendu de cette activité est a produire sous forme d'un document informatique.
Ce document contiendra les réponses aux questions ainsi que des impressions d'écran lorsque
cela est demandé. A la fin de la séance, le fichier produit devra étre déposé sur la plateforme
prévue a cet effet.

STMS - Biotechnologies
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Activité n°1 : Trois séquences ?

Le laboratoire de séquencgage nous a envoyé par e-mail le fichier "ResultatSequencage.txt"
dont le contenu a été copié-collé a la fin de ce fichier. Il contient trois séquences distinctes notées
"Séquence 1", "Séquence 2" et "Séquence 3". Or, nous avons envoyé un seul extrait d'ADN ; a quoi
correspondent donc ces trois séquences ? Vous allez a présent utiliser des outils bioinformatiques
pour identifier ces séquences.

W\
,'\‘
i

1- A l'aide de I'annexe 1, calculer les pourcentages de GC des trois séquences obtenues.

Présenter une impression d'écran pour |'un de ces calculs.

2- Comparez ces trois pourcentages et conclure quant a I'origine des trois séquences.
N.B : Des séquences ayant moins de 1% de différence dans leurs pourcentages de GC
sont considérées comme étant issues du méme organisme.

3- A l'aide de I'annexe 2, utiliser I'outil BLAST pour chercher les trois séquences dans les
bases de données. Présenter une impression d'écran des premiers résultats obtenus pour
chacune des séquences recherchées.

Remarqgue : Dans le cadre de cette Activité, les séquences cherchées seront présentes dans
les bases de données ; pour ces séquences, les pourcentages d'identité seront donc de
100%. Par conséquent, on considérera que les séquences ayant ce score de 100%
d'identité avec la séquence cherchée seront effectivement la séquence cherchée.

4- Grace aux résultats fournis par I'outil BLAST, déterminer quels génes sont codés par ces
trois séquences. Préciser le ou les organisme(s) dont ils sont issus. Faire une hypothése sur
la qualité des manipulations du laboratoire de séquencage.
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Activité n°2 : Géne muté et gene non muté

Vous avez a votre disposition les séquences de la version mutée et de la version non mutée
du géne de I'hémoglobine (dans le fichier "ResultatSequencage.txt"). Vous allez a présent évaluer la
différence qui existe entre ces deux séquences nucléotidiques.

_
Q.'\ m
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1- Comparer les 20 premiers nucléotides des deux séquences du géne de I'hémoglobine et

mesurer le temps que vous mettez a faire cette comparaison. Présenter cette comparaison
selon le méme format que I'exemple de résultat de I'annexe 3.

2- Calculer le temps qu'il vous faudrait pour comparer des séquences de 2000 nucléotides
de long (c'est la taille approximative du géne de I'hémoglobine).

3- En vous aidant de I'annexe 3, comparer a présent les deux séquences grace a l'outil
MUSCLE et présenter une impression d'écran du résultat obtenu.

4- Evaluer le temps que nécessite la comparaison par MUSCLE, comparer ce temps a celui
de la question 2- et conclure sur I'efficacité de cet outil.

5- Identifier la nature de la mutation portée par le patient. Préciser s’il s'agit d'une
insertion, d'une délétion, ou d'une substitution et indiquer combien de nucléotides sont
affectés.
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Activité n°3 : Du géne muté a la protéine mutée

Vous avez identifié la mutation portée par le patient a un niveau génétique, mais vous ne
savez pas encore quelles conséquences cette mutation peut avoir sur le phénotype. Vous allez donc a
présent traduire les génes mutés et non mutés pour identifier les conséquences de la mutation sur
I'hémoglobine.
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1- A l'aide du code génétique fourni en annexe 4, traduire les 20 premiers nucléotides du
géne muté et mesurer le temps que vous mettez a faire cette traduction. Présenter cette
traduction selon le méme format que I'exemple de résultat de I'annexe 5.

2- Calculer le temps qu'il vous faudrait pour traduire des séquences de 2000 nucléotides
de long (c'est la taille approximative du géne de I'hémoglobine).

3- Sachant qu'un ORF ("Open Reading Frame" en anglais) commence toujours par un
codon d’initiation AUG, préciser s'il y en a un dans les 20 premiers nucléotides que vous
avez traduits a la main.

4- A l'aide de I'annexe 5, utiliser 'outil EXPASy pour traduire les séquences des deux génes
et présenter une impression d'écran du résultat obtenu.

5- Evaluer le temps que nécessite la traduction par ExPASy, comparer ce temps a celui de
la question 2- et conclure sur I'efficacité de cet outil.

N.B : Dans la suite, les séquences auxquelles on s'intéressera seront celles du troisieme
cadre de lecture dans le sens 5'— 3'; c'est a dire les séquences notées "5'3' Frame 3".

TMS - Biotechnologies
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Activité n°4 : Conséquences de la mutation

A présent que les séquences nucléotidiques ont été traduites en séquences peptidiques, vous
allez comparer les protéines mutées et non mutées pour identifier leurs différences. Vous allez donc
exploiter MUSCLE mais pour comparer des séquences peptidiques cette fois. Cela vous permettra de
conclure sur le danger éventuel que représente cette mutation.

@) Questions _
4

1- A l'aide de I'annexe 3, comparer les séquences du premier ORF (surligné en rouge) du
troisieme cadre de lecture ("5'3' Frame 3") de chacun des deux génes (muté et non muté).

Présenter une impression d'écran du résultat obtenu.

2- Lister les différences et les ressemblances que vous observez entre la protéine mutée et
la protéine non mutée.

3- Interpréter ces différences/ressemblances en termes de fonctionnement biologique et
conclure sur la santé de personnes qui seraient homozygotes pour cette mutation.

oono Juin 2016 oon




EERRANT Travaux des Actions
e ‘ Académiques ( / ;'é'raAM »

Mutualisées

TMS - Biotechnologies

Annexe n°1 : Protocole d'utilisation d'un outil de calcul de pourcentage de GC

e Adresse web : http://www.endmemo.com/bio/gc.php

e Apparence de l'outil :

Cadre ou copier-coller la
sequence a analyser

Cadres de résultat

Search ' Wob 'SEndeso
Home » Blology » GC Content Caleulation
PHP Tutarial
DNARNA GC Coantant Calcutator
Fieasst 2 a0 (e DNATONA Siegannde
GC Content
“owar sngth by

Bouton de lancement

]

e Protocole d'utilisation :

1) Copier-coller la séquence a analyser dans le cadre prévu a cet effet.

2) Cliquer sur le bouton de lancement "Calculate" situé au bas de I'écran.

3) Lire les résultats dans les deux cadres situés au-dessus du bouton "Calculate".
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Annexe n°2 : Principe de fonctionnement et utilisation de BLAST

e Principe de I'outil :

L'acronyme "BLAST" signifie en anglais "Basic Local Alignment Search Tool" ce qui pourrait
étre traduit par "Outil de Recherche par Alignement Local Basique". Cet outil permet en effet de
rechercher, dans les bases de données, I'ensemble des séquences similaires a une séquence donnée.

Pour cela, cet outil va essayer d'aligner la séquence qu'on lui fournit aux différentes
séquences contenues dans la base de données utilisée. Le résultat fourni par cet outil est donc une
liste de séquences, présentes dans la base de données et rangées par ressemblance décroissante
avec la séquence cherchée.

La méthode d'alignement est similaire a celle utilisée par ClustalW (Cf. annexe 3) et fournit
donc différentes mesures de ressemblance des séquences entre elles. En outre, cette ressemblance
peut étre mesurée par le nombre de bases azotées qui sont parfaitement alignées ; c'est ce qu'on
appelle le pourcentage d'identité.

e Adresse web :
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=Dblastn&PAGE TYPE=BlastSearch&LINK LOC=blasthome

e Apparence de l'outil :

» NCOU DLAST! Dlasts sufe Standard Nucleotide BLAST

Seaem | jueyin | jsealy | (nesty | (aealy

~ o PLASTI UICgame searsh imptdectute tetatmans semg b mecteitade ey, trre
Emtor Quety Sequonce

Entar accestlon nemnber(s). gits), or FASTA sequence(s} » Clese Query st ~
| e Cadre ou copier-coller la
To séquence a analyser
Or, uplooad e Parcounr. | Aucus fchin sdlchioens &
Jubs Title

Align Two Of mole HQUEnCeEs W

Choose Saarch Sai

aabose FAUNGN QINKITIC ¢ TARACHR Moute genamic + wmsengt - ®'Others (e sic | ZOI’\E de ChOIX de |3 base de
Nuclectde collacton el vig o données é exploiter

Organism

i |Exchade =
Extee organ Tmen name BnITEE o tacd Oniy 20 o Sers Wil be thoan @

Exclude Wodets (W} || Uncidtisdivmmonmental samphe sequmnces

Limit 1o Sacpecc e biett ygw malweal

Entiez Quory YwlBER) Cronee custom datatians

rtremiel e 1w »

U bttt smardt 8

Progiam Selocton

Omi""" for f Sl MQUOACES (1N ) -
s :"‘ . u"““‘ S Zone de choix du programme
e BLSIMI Seguences |dsTamguaus megatiast) ) < 2
Biahal Saias s e (bhsatt) de rechercher a exécuter

2

_f-mh database Nucleotide collection (neinf) usisg Megabiast (Optienize for highly sismilar sequance n/(‘ Bouton de Iancement
oy |

— -
L S5tvwanguts in 2 wew window —

~e E——
{#}algorshm porametne e
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e Protocole d'utilisation :
1) Copier-coller la séquence a chercher dans le cadre prévu a cet effet

2) Choisir la base de données a exploiter : cocher "Others (nr etc)" et choisir "Nucleotide collection
(nr/nt)" dans le menu déroulant (cette base de données regroupe I'ensemble des ADN et ARN
connus a I'heure actuelle).

3) Choisir le programme de recherche a exécuter : cocher "Highly similar sequences (megablast)" ; ce
programme est optimal pour chercher des séquences trés ressemblantes.

4) Cliquer sur le bouton de lancement "BLAST" puis attendre quelques instants les résultats sur la
page qui se charge. La page s'actualisera automatiquement plusieurs fois avant d'afficher les
résultats du BLAST.

e Apparence des résultats :

Les résultats s'affichent sur une page relativement longue ; il faut par conséquent faire défiler cette
page pour accéder aux différentes parties des résultats. Une page de résultats est organisé, de haut
en bas, selon le schéma suivant :

1- Récapitulatif de la recherche :

— ke —

— Cette partie des résultats rappelle notamment quelle séquence est recherchée, dans quelle base
de données et grace a quel programme.

2- Résumé graphiqgue de la recherche :

— Dans ce résumé graphique, les traits de couleur correspondent a un alignement entre la
séquence recherchée et une séquence de la banque. D'autre part, la couleur correspond au score
d'alignement et la longueur a la taille de I'alignement.
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3- Liste des séquences (trouvées dans la base de données, qui ressemblent a celle recherchée):

Cemaran TG T e

— C'est a cette partie des résultats que vous vous intéresserez principalement. En effet, en plus de
présenter les séquences par ressemblance décroissante, cette liste contient une description pour
chaque séquence trouvée dans la base de données. Ce sont ces descriptions qui vous permettront
d'identifier les séquences que vous rechercherez. Par conséquent, c'est cette partie que vous
présenterez par impression d'écran.

4- Liste des alignements (aux séquences trouvées dans la base de données) :

magrtee

— Cette partie des résultats peut étre trés longue puisqu'elle contient les alignements de la
séquence recherchée avec chaque séquence ressemblante qui a été trouvée dans la base de
données.
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Annexe n°3 : Protocole d'utilisation de MUSCLE pour comparer des
séquences nucléotidiques et peptidiques

e Adresse web : http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/muscle/

e Apparence de l'outil :

Multiple Sequence Alignment

MUSCLE stands for MUItiple Sequence Comparizon by Log- Expectation. MUSCLE is claimed to
achieve both better average accuracy and better speed than Clustaliv or T-Coffee, depending
on the chosen options.

STEP 1 - Enter your Input saquences

Entor or pasio & sol of sequences in any sippoared format

Cadre ou copier-coller les
sequences a analyser

O upload afle:  Parcourdt.. | Aucun Bchier sélactionne.

STEP 2 - Set your Parameters
OUTPUT FORMAY: | ChastarW Zones de paramétrage : laisser

The aRfaut! Sngs Wil MAYIK the Needs OF most LIeve and, for Al /Rason, % not Visdie les pa rametres par defaut

STEP 3 - Submit your job

1 Be notfied by emall (Tck thiz Saw f you wavy 10 de noffed by amal wien the resutls aw avaliadie)

| }: Bouton de lancement

e Protocole d'utilisation :

1) Copier-coller les deux séquences a comparer dans le cadre prévu a cet effet. Attention, pour cet
outil, les séquences doivent étre précédées d'un en-téte de la forme ">Sequence_n" ; cela permet de
distinguer les deux séquences. Pour éviter toute erreur, le plus simple est de copier-coller les en-
tétes fournis dans le fichier "ResultatSequencage.txt" en méme temps que les séquences.

2) Cliquer sur le bouton de lancement "Submit" situé au bas de I'écran puis attendre quelques
instants le chargement des résultats sur la page. La page s'actualisera automatiquement plusieurs
fois avant d'afficher les résultats de la comparaison.

e Exemple de résultat :

Sequence 1 ATCGGCGGATATTGAGGACCCCTAGGA 27
Sequence 2 ATC--CGGATATTGAGGACCTTTAGGA 25
* & x khhkdkxrhkhkhhhddhh * & &k

N.B : Les astérisques "*" symbolisent les alignements exacts ; I'absence d'astérisque marque donc
une différence entre les deux séquences. Les tirets "-" symbolisent pour leur part les "gaps", c'est a
dire les espaces créés pour que des séquences de tailles différentes puissent s'aligner correctement.
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Annexe n°4 : Code génétique

(E)

Deuxiéme nucléotide
U C G
UUU Phénylalanine ucu UAU Tyrosine UGU Cystéine U
uuc (F) uce Sérine UAC () UGC (S) C
U
WA  leucine || uca (s) | uaa Codon STOP j uGA ?r"d‘:g ShTa ?]Z [a]
UUG (L) UCG UAG uee P (\/\5)) G
. cuu [ ccu Histidine || cGU =
:g C CcucC Leucine Proline (H) CGC Arginine C g
\8 CUA (L) (P) Glutamine CGA (R) o
K] CUG (Q) CGG G| 3
=1 ()
c >
— AUU Isoleucine | ACU Asparagine | AGU Sérine Ul e
(7] AUC .. o
o= n Thréonine (N) AGC (S) c| o
£ AUA 0 3
:_h" AUG Méthionine Lysine AGA Arginine E
(M) (K) AGG (R) G| ®
GUU GCU 22': Acide a(sga)arthue GGU ::J
G GUC Valine GCC Alanine Acid GGC Glycine
GUA (V) GCA (A) GAA ace [l eea (G) A
GUG GCG GAG  glutamia GGG G

N.B : Le code a une lettre est noté entre parenthéses apres chaque acide aminé.
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Annexe n°5 : Protocole d'utilisation d'EsPASy pour traduire des séquences
nucléotidiques en séquences peptidiques

e Adresse web : http://web.expasy.org/translate/

e Apparence de l'outil :

“!‘Z NSy Translate

Translate tool
Transiate s 3 tool which sfows the transiabion of a nucieotide (DNARNA ) saguence 10 8 prolein sequence

Plagse enjar g DA or RNA gequance in the Dox bedow (ngmbears and bigoks AL ignored)

Cadre ou copier-coller la
seqguence a traduire

TP TGN, Werbowe [T, oy, specms oot et} © Zone de parametrage : laisser
Ge 5 vif* 2 A
Bt cor: el les paramétres par défaut

Fomamt TRANSLATE SEQUENCE

Bouton de lancement

e Protocole d'utilisation :

1) Copier-coller la séquence a traduire dans le cadre prévu a cet effet. Attention, ici il ne faut PAS
précéder la séquence d'un en-téte.

2) Cliquer sur le bouton de lancement "TRANSLATE SEQUENCE" situé au bas de I'écran

3) Les résultats présentent les traductions pour les 3 cadres de lectures possibles ("Frame 1/2/3") dans
les deux sens de lectures possibles (5'— 3' et 3'— 5'), soit 6 traductions possibles en tout.

e Exemple de résultat :

Tool « of
Open mading fraeres we hightghnd o1 I Pleme sefuct one of the Soadowmg flames - i e next page. you will De sbie 10 select your indisor and
seineve your amne o sequence

[~ 43 Frame 1
RGLORRREPFRRARVFTLSpRASOOHHHLROQGPESWpIRHVOQAGOGSRLRLGLLSIOpICSSEHTLLREG

1]
73

Sens 5’3" o FTFwme2

TEGWODEDOGHHSODESLHYEGRAVDITTSDRORNKY G MEEARNDAEEAD DN ERNANIIOREY A

VY Frame 3

L PRAGTRTVTIFTELY MR IO AT R TN RTINS op R F

[~ 3% Frame 1

SAFTEQUMMSop AL DS SwpSlp TOSKPASTASLANMEREN RSN EYY NI EENSwp CRDEBE W SIop P

Sens3'—5' = I5 Framm2
RPSRENVCELWIHSRPERSRLPPPAWPTICRIYSGPCRAWSOPCPPLALHNVKTRRNGODRLRPSPA

5 Frame 3

L CLHC A MY VEEGEIVOPVEANGFERQPGOWAVFIPVEVGUOGDVHREFFIMILSIco 2 | v C MEVTVEVEALG

[ N.B : Les cadres ouverts de lecture, ou Open Reading Frame (ORF) sont surlignés en rouge I
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Document exploité au cours de ce TRAAM : "ResultatSequencage.txt"

>Sequence_1
CAACTCCTAAGCCAGTGCCAGAAGAGCCAAGGACAGGTACGGCTGTCATCACTTAGACCTCACCCTGTG
GAGCCACACCCTAGGGTTGGCCAATCTACTCCCAGGAGCAGGGAGGGCAGGAGCCAGGGCTGGGCATAAA
AGTCAGGGCAGAGCCATCTATTGCTTACATTTGCTTCTGACACAACTGTGTTCACTAGCAACCTCAAACA
GACACCATGGTGCACCTGACTCCTGAGGAGAAGTCTGCCGTTACTGCCCTGTGGGGCAAGGTGAACGTGG
ATGAAGTTGGTGGTGAGGCCCTGGGCAGGTTGGTATCAAGGTTACAAGACAGGTTTAAGGAGACCAATAG
AAACTGGGCATGTGGAGACAGAGAAGACTCTTGGGTTTCTGATAGGCACTGACTCTCTCTGCCTATTGGT
CTATTTTCCCACCCTTAGGCTGCTGGTGGTCTACCCTTGGACCCAGAGGTTCTTTGAGTCCTTTGGGGAT
CTGTCCACTCCTGATGCTGTTATGGGCAACCCTAAGGTGAAGGCTCATGGCAAGAAAGTGCTCGGTGCCT
TTAGTGATGGCCTGGCTCACCTGGACAACCTCAAGGGCACCTTTGCCACACTGAGTGAGCTGCACTGTGA
CAAGCTGCACGTGGATCCTGAGAACTTCAGGGTGAGTCTATGGGACCCTTGATGTTTTCTTTCCCCTTCT
TTTCTATGGTTAAGTTCATGTCATAGGAAGGGGAGAAGTAACAGGGTACAGTTTAGAATGGGAAACAGAC
GAATGATTGCATCAGTGTGGAAGTCTCAGGATCGTTTTAGTTTCTTTTATTTGCTGTTCATAACAATTGT
TTTCTTTTGTTTAATTCTTGCTTTCTTTTTTTTTCTTCTCCGCAATTTTTACTATTATACTTAATGCCTT
AACATTGTGTATAACAAAAGGAAATATCTCTGAGATACATTAAGTAACTTAAAAAAAAACTTTACACAGT
CTGCCTAGTACATTACTATTTGGAATATATGTGTGCTTATTTGCATATTCATAATCTCCCTACTTTATTT
TCTTTTATTTTTAATTGATACATAATCATTATACATATTTATGGGTTAAAGTGTAATGTTTTAATATGTG
TACACATATTGACCAAATCAGGGTAATTTTGCATTTGTAATTTTAAAAAATGCTTTCTTCTTTTAATATA
CTTTTTTGTTTATCTTATTTCTAATACTTTCCCTAATCTCTTTCTTTCAGGGCAATAATGATACAATGTA
TCATGCCTCTTTGCACCATTCTAAAGAATAACAGTGATAATTTCTGGGTTAAGGCAATAGCAATATTTCT
GCATATAAATATTTCTGCATATAAATTGTAACTGATGTAAGAGGTTTCATATTGCTAATAGCAGCTACAA
TCCAGCTACCATTCTGCTTTTATTTTATGGTTGGGATAAGGCTGGATTATTCTGAGTCCAAGCTAGGCCC
TTTTGCTAATCATGTTCATACCTCTTATCTTCCTCCCACAGCTCCTGGGCAACGTGCTGGTCTGTGTGCT
GGCCCATCACTTTGGCAAAGAATTCACCCCACCAGTGCAGGCTGCCTATCAGAAAGTGGTGGCTGGTGTG
GCTAATGCCCTGGCCCACAAGTATCACTAAGCTCGCTTTCTTGCTGTCCAATTTCTATTAAAGGTTCCTT
TGTTCCCTAAGTCCAACTACTAAACTGGGGGATATTATGAAGGGCCTTGAGCATCTGGATTCTGCCTAAT
AAAAAACATTTATTTTCATTGCAATGATGTATTTAAATTATTTCTGAATATTTTACTAAAAAGGGAATGT
GGGAGGTCAGTG
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>Sequence_2
CAACTCCTAAGCCAGTGCCAGAAGAGCCAAGGACAGGTACGGCTGTCATCACTTAGACCTCACCCTGTG
GAGCCACACCCTAGGGTTGGCCAATCTACTCCCAGGAGCAGGGAGGGCAGGAGCCAGGGCTGGGCATAAA
AGTCAGGGCAGAGCCATCTATTGCTTACATTTGCTTCTGACACAACTGTGTTCACTAGCAACCTCAAACA
GACACCATGGTGCACCTGACTCCTGAGGAGAAGTCTGCCGTTACTGCCCTGTGGGGCAAGGTGAACGTGG
ATGAAGTTGGTGGTGAGGCCCTGGGCAGGTTGGTATCAAGGTTACAAGACAGGTTTAAGGAGACCAATAG
AAACTGGGCATGTGGAGACAGAGAAGACTCTTGGGTTTCTGATAGGCACTGACTCTCTCTGCCTATTGGT
CTATTTTCCCACCCTTAGGCTGCTGGTGGTCTACCCTTGAACCCAGAGGTTCTTTGAGTCCTTTGGGGAT
CTGTCCACTCCTGATGCTGTTATGGGCAACCCTAAGGTGAAGGCTCATGGCAAGAAAGTGCTCGGTGCCT
TTAGTGATGGCCTGGCTCACCTGGACAACCTCAAGGGCACCTTTGCCACACTGAGTGAGCTGCACTGTGA
CAAGCTGCACGTGGATCCTGAGAACTTCAGGGTGAGTCTATGGGACCCTTGATGTTTTCTTTCCCCTTCT
TTTCTATGGTTAAGTTCATGTCATAGGAAGGGGAGAAGTAACAGGGTACAGTTTAGAATGGGAAACAGAC
GAATGATTGCATCAGTGTGGAAGTCTCAGGATCGTTTTAGTTTCTTTTATTTGCTGTTCATAACAATTGT
TTTCTTTTGTTTAATTCTTGCTTTCTTTTTTTITTCTTCTCCGCAATTTTTACTATTATACTTAATGCCTT
AACATTGTGTATAACAAAAGGAAATATCTCTGAGATACATTAAGTAACTTAAAAAAAAACTTTACACAGT
CTGCCTAGTACATTACTATTTGGAATATATGTGTGCTTATTTGCATATTCATAATCTCCCTACTTTATTT
TCTTTTATTTTTAATTGATACATAATCATTATACATATTTATGGGTTAAAGTGTAATGTTTTAATATGTG
TACACATATTGACCAAATCAGGGTAATTTTGCATTTGTAATTTTAAAAAATGCTTTCTTCTTTTAATATA
CTTTTTTGTTTATCTTATTTCTAATACTTTCCCTAATCTCTTTCTTTCAGGGCAATAATGATACAATGTA
TCATGCCTCTTTGCACCATTCTAAAGAATAACAGTGATAATTTCTGGGTTAAGGCAATAGCAATATTTCT
GCATATAAATATTTCTGCATATAAATTGTAACTGATGTAAGAGGTTTCATATTGCTAATAGCAGCTACAA
TCCAGCTACCATTCTGCTTTTATTTTATGGTTGGGATAAGGCTGGATTATTCTGAGTCCAAGCTAGGCCC
TTTTGCTAATCATGTTCATACCTCTTATCTTCCTCCCACAGCTCCTGGGCAACGTGCTGGTCTGTGTGCT
GGCCCATCACTTTGGCAAAGAATTCACCCCACCAGTGCAGGCTGCCTATCAGAAAGTGGTGGCTGGTGTG
GCTAATGCCCTGGCCCACAAGTATCACTAAGCTCGCTTTCTTGCTGTCCAATTTCTATTAAAGGTTCCTT
TGTTCCCTAAGTCCAACTACTAAACTGGGGGATATTATGAAGGGCCTTGAGCATCTGGATTCTGCCTAAT
AAAAAACATTTATTTTCATTGCAATGATGTATTTAAATTATTTCTGAATATTTTACTAAAAAGGGAATGT
GGGAGGTCAGTG

>Sequence_3
ATAGAGTTTGATAATCGAGAGTTAATGATAACTTTTACAGTGAGGCATTTCAAACAATTTGAGGTGTTTT
CTGTTTATACAGATGTGAAAGCGAAGAAAAATTATACCGTATGTTCATTAGACTTTAGTCAATTGGATAA
AGGTTTTGTCGAAAGTTTATGAAGATACAGGTTCGTTTAATTATATGTTAAATTTTTAACTAAAAAATTA
GAGTTTAGTGAAATTTAAAAATTAAAGTTTTTCAAAATGATTGTCATGTCACGTTAAATTGTTATACAAT
GTAGAAACTTTTAGTAAAGTAAAGTTCTTATGTGGGACATTAAAAATAAATTTGCGATAAATTTCAAAAT
TATTGGTATGCTTACTATATTAGAAAAAAAGGGGGGTTCCTATGAAAAAACAATTATTCATTCTTTATTT
TAATATATTTCTTATATTTTTAGGGATTGGATTAGTTATTCCTGTACTTCCTGTATATTTGAAGGATTTA
GGATTAAAAGGTAGTGACTTAGGAATGCTAGTTGCTGCTTTTGCATTATCACAAATGATTATTTCACCAT
TTGGTGGGACACTAGCTGATAAATTGGGTAAAAAATTAATTATATGTATCGGTTTAGTATTCTTTGCTGT
CTCTGAATTTATGTTCGCAGCCGGTCAAAGTTTTACCATTTTAATCATTTCACGTGTTTTAGGTGGCTTT
AGTGCAGGCATGGTCATGCCTGGTGTAACAGGTATGATTGCAGATATTTCTCCAGGAGCTGATAAAGCTA
AAAACTTTGGTTACATGTCGGCAATTATTAATTCAGGTTTTATATTAGGACCTGGATTTGGAGGCTTTTT
AGCTGAAATTTCACATAGATTACCTTTCTATGTTGCTGGAACATTAGGTGTTGTTGCATTCATTATGTCA
GTTTTATTAATTCATAATCCTCAAAAAGCAACTACAGATGGATTCCACCAATATCAACCTGAATTATTCA
CTAAAATTAATTGGAAAGTATTTATTACTCCAGTCATATTAACACTTGTATTAGCATTTGGTTTATCTGC
TTTTGAAACATTATTTTCTTTATATACAGCTGACAAAGTAAATTATACTCCTAAAGATATTTCGATAGCT
ATTATCGGTGGAGGCGTGTTTGGCGCATTATTCCAAGTATTCTTCTTTGATAAATTTATGAAATATATGA
GTGAACTTAATTTTATTGCATGGTCATTACTATATTCAGCCATTGTTCTCGTTATGTTAGTGCTTGCAAA
CGGTTATTGGACGATTATGATTATTAGCTTTGTTGTTTTTATAGGTTTTGATATGATTAGACCAGCTTTA
ACCAATTACTTCTCGAATATAGCAGGCAAACGGCAAGGTTTTGCAGGTGGATTGAATTCAACTTTTACCA
GTATGGGTAACTTTATAGGTCCTCTTGTAGCTGGTGCATTATTCGATGTTAATTTAGAGTTTCCTTTATA
TATGGCTATTGCGGTTTCATTAAGTGGAATTATCATTATTTTTATTGAAAAAGGACTTAAGTCACGCCGT
AAAGAAGCAAATTAATACGGGGCCCCAACAAAGAGAATTTCGCCGAGAAATTCTACGGACAGAGCAAGTT
TTGGGGACGAGGTGGGACACAGTGTTCAAGACGAATTCTGTGTCCCACTTCTTTTGTTTTATAACTTGTA
ATGTAAAGTTGATGTTATCTCAAATATAAGTTTTAAAAGATTATGAGTTATTAGTGGTTTATGTAACAAA
AATAACAACTATATTAATGTTAGTGTTACAAATATTACAATCTATTTAAATTGTAATCTACATATCTTTT
ATTAAAAGTTGTTGTGTTAAGATAGAATAAATCTTAAGAGAAATG
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