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“No es la especie mas fuerte la que sobrevive, ni la mas inteligente
9 b
sino la mas receptiva al cambio”.

Charles Darwin
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Resumen y Abstract IX

Resumen

El disefio de una vacuna contra Plasmodium vivax se ha centrado en la seleccion de antigenos
involucrados en el proceso de invasién del parasito que presenten bajo polimorfismo, para asi
evitar las respuestas inmunes alelo-especificas. La proteina de cuello de roptrias-4 (RON4) ha sido
caracterizada como un miembro indispensable del tight junction, un complejo proteico esencial en
la invasion a los hepatocitos y/o eritrocitos. Sin embargo, poco se conoce acerca de su variabilidad

genética.

En este estudio, se analizd la diversidad genética y haplotipica del locus pvron4 a partir de 73
secuencias de ADN obtenidas de aislados clinicos colombianos, colectados entre los afios 2007 y
2015. El efecto de la seleccion natural, asi como las relaciones evolutivas entre especies
emparentadas, fueron caracterizados mediante enfoques de genética de poblaciones y evolucion
molecular, con el fin de explicar el patron de variacion observado en el locus. Los resultados
mostraron que, aunque pvron4 posee una baja diversidad genética a nivel de secuencia, un nimero
variable de repeticiones en tdndem hacia la region N-terminal genera un alto polimorfismo en
tamafio. La region central y C-terminal de la proteina, son altamente conservadas intra- e inter-
especies, como consecuencia de la seleccion purificante. Por lo tanto, estas regiones parecen tener
una restriccién funcional o estructural, lo que las convierte en regiones prometedoras a incluir en

el disefio de una vacuna altamente eficiente, basada en subunidades.

Palabras clave: Plasmodium vivax, roptrias, diversidad genética, repeticiones en tindem, pvron4,

seleccién natural, restriccion funcional.
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Abstract

Designing a vaccine against Plasmodium vivax has been focused on selecting antigens involved in
parasite mechanisms to invade red blood cells; such antigens must have domains with low
polymorphism to avoid inducing allele-specific immune responses. The rhoptry neck protein 4
(RONA4) has been characterized as a vital member of the tight junction, a protein complex which is
essential for invasion of hepatocytes and/or erythrocytes; however, little is known about this locus’

genetic diversity.

In this study, the genetic and haplotype diversity of the pvron4 locus were analyzed from 73 DNA
sequences obtained from Colombian P. vivax clinical isolates collected between 2007 and 2015.
The effect of natural selection and the evolutionary relationships between closely related species
were characterized by population genetics and molecular evolutionary approaches, to explain the
pattern of genetic variation observed in the locus. The results showed that, although pvron4 had a
low genetic diversity at sequence level, a variable amount of tandem repeats at the N-terminal
region led to an extensive size polymorphism. On the other hand, the central and C-terminal
regions are highly conserved at intra- and inter-species level, as a consequence of a purifying
selection effect. Thus, these regions seem to be under functional or structural constraint,
representing promising candidates when designing a highly efficient subunit-based vaccine against

P. vivax.

Key words: Plasmodium vivax, rhoptry, genetic diversity, tandem repeats, pvron4, natural

selection, functional restriction.
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Introduccion

La Malaria es una de las enfermedades parasitarias de alto impacto en la salud publica alrededor
del mundo. Esta enfermedad es causada por Apicomplexos del género Plasmodium, un grupo de
parésitos intracelulares obligados que invaden células tanto del higado (hepatocitos) como de la
sangre (eritrocitos y/o reticulocitos), transmitiéndose a través de su hospedero definitivo, el
mosquito hembra del genero Anopheles. Estos parasitos se encuentran ampliamente distribuidos
sobre las regiones tropicales y subtropicales del mundo [1-3]. Los sintomas clinicos de la
enfermedad abarcan desde dolor de cabeza, fiebre, escalofrios y anemia, hasta la muerte a causa de

la malaria cerebral o falla renal secundaria a la enfermedad.

Anualmente, se reportan cerca de 300 millones de casos clinicos y mas de 400 mil muertes por
malaria alrededor del mundo [4], siendo Plasmodium falciparum el responsable de la gran mayoria
de estas muertes, afectando principalmente a la poblacion africana. De las cinco especies capaces
de causar malaria en humanos (P. falciparum, P. vivax, P. ovale, P. malariae y P. knowlesi), esta
especie es la mas patogénica, razon por la cual se ha convertido en el principal blanco de una
vacuna. Sin embargo, los crecientes reportes de malaria severa a causa de Plasmodium vivax, las
frecuentes recaidas de la enfermedad en pacientes tratados y la generacion de resistencia a los

farmacos, convierten a esta especie en un problema de salud publica creciente [5, 6].

Plasmodium vivax es la especie de mayor distribucion global [2, 7-9], ya que el mosquito
transmisor es capaz de resistir climas mas frios, con alta prevalencia en los continentes de Asia y
América del Sur; cerca de 2.500 millones de individuos permanecen en riesgo de infeccion por las
especies mas prevalentes de malaria (P. falciparum y P. vivax) [4, 8, 10]. La capacidad que tiene P.
vivax de permanecer como formas latentes en el higado (hipnozoitos), asi como la produccion de
gametos infectivos para nuevas hembras de Anopheles, ain antes de causar sintomas, dificultan
enormemente el control de la enfermedad causada por esta especie de parasito. Es por esto que la
investigacion y el desarrollo de nuevas estrategias de control, como lo es el desarrollo una vacuna

antimaldrica, son necesarias para disminuir su incidencia y asegurar su posterior erradicacion.
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Uno de los mayores obstaculos para el desarrollo de una vacuna antimalérica eficaz, es el
polimorfismo de los antigenos del paréasito, el cual se asocia con la evasidn a la respuesta inmune
del hospedero [8, 10, 11]. Aunque un importante nimero de antigenos de P. vivax ha sido
caracterizado en los diferentes estadios de su ciclo de vida, s6lo algunos de ellos presentan
caracteristicas que los convierten en buenos candidatos a vacuna. Para la fase sanguinea de la
infeccion, un potencial candidato debe ser una proteina que sea expresada en las Gltimas horas del
ciclo intraeritrocitico, necesaria o indispensable en la invasion a las células hospederas y capaz de
despertar una respuesta inmune, comprobada bajo condiciones naturales o experimentales.
Estructuralmente, dichas proteinas suelen tener una secuencia sefial, dominios transmembranales o

anclaje GPI y regiones o dominios conservados [12].

A la fecha, la mayoria de los antigenos caracterizados corresponden a proteinas del estadio
infectivo en sangre o merozoito [12]. La alta homologia entre proteinas de P. falciparum y P.
vivax, asi como la secuencia de eventos similar en los mecanismos de invasion de estas especies,
con otros Apicomplexa como T. gondii, ha permitido identificar potenciales candidatos y
caracterizar procesos importantes como el tight junction (TJ o unidn estrecha), un paso decisivo en
el éxito de la invasion. EI TJ es una estructura proteica formada entre el antigeno de micronemas
AMAL y proteinas del cuello de roptrias (RONSs). Esta estructura permite la formacién de un anillo
conectivo a través del cual el parasito entra a la célula huésped impulsado por su motor actina-
miosina [13, 14]. EI complejo de proteinas RON (caracterizado en P. falciparum) esta constituido
por las proteinas RON2, RON4 y RONS5, de las cuales se conoce que RON2 (expuesta en la
membrana de la célula huésped) une directamente a AMAL, la cual est4 anclada a la membrana del
parasito. Aunque el mecanismo en cuanto a funcién e interaccion entre las demas proteinas el
complejo no es claro, éstas son consideradas importantes blancos para bloquear la invasion. Sin

embargo, el conocimiento actual sobre su potencial como candidatos a vacuna es insuficiente.

Estudios de co-localizacion y modelos de invasion descritos para Plasmodium spp y T. gondii han
conducido a establecer la participacion convincente de RON4 en el TJ [13, 15, 16]. Asi mismo, su
expresion en las formas invasivas del parésito (el esporozoito y el merozoito) [14, 17-19], la
habilidad para provocar una respuesta inmune en infecciones naturales [19] y la naturaleza
conservada de la proteina, especificamente hacia la regién C-terminal (inferida por analisis
comparativos entre secuencias de aminoacidos de PfFRON4 y TgRON4) [20], sugieren que esta
proteina juega un papel importante para el parasito y podria asi ser evaluada como candidato a

vacuna. Recientemente, el ortélogo de la proteina PfRON4 fue caracterizado en la cepa VCG-1 de



Plasmodium vivax [18]. En esta especie, RON4 (PvRON4) es codificada por un gen de
aproximadamente de 2.657 pares de bases (pb), expresado durante las ultimas horas del ciclo intra-
eritrocitico y es secretada desde el cuello de las roptrias. Esta proteina contiene un péptido sefal,
un dominio de baja complejidad conformado por dos tipos de repeticiones en tandem, un dominio
hélice alfa de doble espiral y cinco cisteinas conservadas hacia el extremo C-terminal [18]; esta
Gltima region parece estar altamente conservada entre P. vivax y especies del parasito que infectan
primates del viejo mundo [21].

Teniendo en cuenta la participacion potencial de RON4 en la invasion y dado que la diversidad
genética de los antigenos de parasito es un obstaculo para el disefio de una vacuna completamente
eficaz contra P. vivax, en este estudio se caracterizo la variabilidad genética del locus pvron4 y los
procesos evolutivos que generan su patron de variacion, con el fin de determinar dominios
conservados que puedan ser incluidos en el desarrollo de una vacuna multiantigeno contra la

malaria producida por P. vivax.
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1. Planteamiento del problema

La diversidad genética de los organismos les permite responder a cambios en el medio ambiente en
el cual estos se desarrollan. Por lo tanto, esta diversidad puede permitir la adaptacién bajo ciertas
circunstancias. En Malaria, la diversidad genética de los antigenos parasitarios de P. falciparum ha
generado una disminucidn en la eficacia de las vacunas desarrolladas. Este alto polimorfismo suele
ser consecuencia de presiones selectivas impuestas por el sistema inmune del hospedero,
convirtiendo la variabilidad genética en un mecanismo de evasion, debido a que variantes de un
determinado antigeno provocaran respuestas inmunes alelo—especificas, que permiten el escape del
parasito a las defensas del individuo infectado. Por lo tanto, este polimorfismo es uno de los
principales obstaculos en el desarrollo de vacunas [12]. Ya que P. vivax presenta casi el doble de
diversidad genética con respecto a P. falciparum, el desarrollo de una vacuna contra este paréasito
podria encontrar un obstaculo ain mayor. De acuerdo a lo anterior, una vacuna efectiva contra P.
vivax basada en subunidades dependeria de la inclusion de regiones o dominios conservados de los
antigenos candidatos, lo que hace necesario evaluar la diversidad genética de los potenciales
antigenos candidatos. Considerando que RON4 es un componente indispensable del TJ [14, 16] y
un potencial candidato a vacuna contra P. vivax [15, 17], el presente estudio pretende describir la
variabilidad genética de este locus y las fuerzas evolutivas que han modulado su variacion, los

cuales, a la fecha son desconocidos.
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2. Justificacion

Plasmodium vivax es la especie causante de malaria mas ampliamente distribuida en el mundo. El
estudio de la biologia funcional de este parasito se ha visto limitado por su preferencia por infectar
reticulocitos o glébulos rojos inmaduros, los que se hallan en baja proporcién en sangre. Esta
preferencia por células inmaduras impide el mantenimiento de un cultivo in vitro y por ende la
caracterizacion funcional de la mayoria de los antigenos parasitarios. Diversos enfoques
computacionales han sido efectuados para superar este obstaculo y asi evaluar aspectos de la

biologia, comportamiento poblacional, distribucion y resistencia de esta especie parasitaria.

Dentro de las principales caracteristicas que hacen de esta especie una gran amenaza para la salud
publica se encuentran: su capacidad para permanecer en formas latentes en las células del higado,
la produccion de estadios sexuales en corto tiempo y la reciente deteccion de cepas resistentes a los
farmacos antimalaricos (resistencia que ha sido atribuida a la acumulacion de polimorfismos en su
genoma). En consecuencia, el aumento de la tasa de morbilidad, las frecuentes recaidas en
pacientes tratados y el reporte de casos de malaria por P. vivax cada vez mas complicados [6, 22],
han hecho necesario ahondar esfuerzos e incrementar la investigacion en esta especie, con el fin de

disefiar una vacuna antimalarica completamente efectiva.

Dado que las manifestaciones clinicas de la malaria ocurren en el estadio intra-eritrocitico (o
estadio sanguineo de la infeccion), parte del desarrollo de vacunas basadas en subunidades contra
estos pardsitos se ha enfocado en las formas parasitarias que infectan los glébulos rojos,
denominadas merozoitos [23]. Es asi como antigenos del merozoito estan siendo caracterizados,
con el fin de entender su modo de accion e inducir una respuesta inmune contra ellos, lo que
evitaria la interaccion parasito-hospedero, reduciendo asi la carga del parésito en el individuo y

llevando a un descenso en la transmision de la enfermedad.

Sin embargo, para inducir una respuesta inmune efectiva, es necesario dirigirla hacia las regiones

mas conservadas del antigeno, para evitar asi respuestas alelo-especificas. En este sentido, los
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candidatos potenciales a vacuna deben ser aquellos que, ademéas de cumplir un rol esencial en la
invasion, posean regiones o dominios conservados. Recientemente, varios complejos proteicos que
median el proceso de invasion del merozoito a la célula hospedera han sido descritos en otros
Apicomplexa como Toxoplasma gondii y P. falciparum. Ortélogos de las proteinas que participan
en estas interacciones han sido descritos en P. vivax [23], dentro de los cuales se encuentra la
proteina del cuello de las roptrias 4 (RONs) [15, 17]. La caracterizacion de esta proteina ha
permitido identificar su participacion convincente en la formacién del TJ [15] y ensayos de
antigenicidad bajo infecciones naturales han demostrado que puede inducir una respuesta inmune
[18]. Sin embargo, la variabilidad genética de esta proteina se desconoce, razén por la cual es

necesario evaluar su variabilidad genética y determinar su potencial como blanco vacunal.



3. Hipotesis

La proteina del cuello de roptrias 4 de Plasmodium vivax (PvRON4) posee dominios altamente

conservados, que se han mantenido por seleccion natural.
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4. Objetivos
4.1 Objetivo general

Evaluar la variabilidad genética del locus que codifica para la proteina del cuello de las roptrias 4
de Plasmodium vivax (PvRON4) y las fuerzas evolutivas que generan el patron de variacion
observado, a partir de aislados clinicos colombianos provenientes de las tres regiones de mayor
transmisibilidad en Colombia, obtenidos entre los afios 2007-2015.

4.2 Objetivos especificos

o Determinar la presencia de diferentes genotipos de Plasmodium vivax a partir de aislados
clinicos colombianos provenientes de la Costa Pacifica (departamentos de Chocé y Narifio),
Uraba/Bajo Cauca/Sur de Cordoba (departamentos de Cérdoba y Antioquia), y la region de

Orinoquia-Amazonia (departamentos de Amazonas, Guainia), entre los afios 2007 y 2015.

e Obtener fragmentos de ADN del gen pvrond a partir de aislados clinicos colombianos

colectados entre los afios 2007 y 2015.

e Evaluar el grado de diferenciacion genética en el locus pvrond entre las poblaciones
parasitarias procedentes de la Costa Pacifica, Uraba/Bajo Cauca/Sur de Cérdoba, y la region de

Orinoquia-Amazonia.

e Determinar sefiales de seleccion natural en el locus pvron4 a partir de las secuencias obtenidas

de las poblaciones colombianas y a partir de aquellas disponibles en bases de datos.
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5. Marco tedrico

Anualmente, las enfermedades parasitarias cobran un alto nimero de vidas humanas alrededor del
mundo. Para el afio 2013, se reporté mas de un millon de muertes, de las cuales, mas del 85%
fueron causadas por paréasitos de la malaria [24]. Esta es una enfermedad infecciosa causada por
Apicomplexas del género Plasmodium que afecta a cerca de 97 paises alrededor del mundo [3, 25,
26]. A pesar de los constantes esfuerzos por controlarla en regiones endémicas, esta enfermedad
permanece como un problema de salud publica global. Durante el 2015, ésta llego a causar 300
millones de casos, con un promedio estimado de 438.000 muertes [3].

A la fecha, se han descrito cinco especies de Plasmodium capaces de infectar seres humanos (P.
falciparum, P. vivax, P. ovale, P. malariae y P. knowlesi) [27], de las cuales P. falciparumy P.
vivax representan la mayor amenaza. P. falciparum es el responsable de la mayoria (91%) de las
muertes relacionadas con la malaria en Africa subsahariana, donde los nifios menores de 5 afios
son la poblacién mas vulnerable [3, 24]. La severidad de la infeccion por esta especie, la ha
clasificado como la especie mas patogénica [28]. Por su parte, el vector transmisor de P. vivax
tiene la caracteristica de soportar climas mas frios, ademas, el parésito puede permanecer latente
(como hipnozoitos) en las células del higado y generar formas sexuales en corto tiempo,
convirtiendo al huésped en un potencial transmisor, aun sin presentar los sintomas de la
enfermedad. Todas estas caracteristicas le han permitido a P. vivax tener una mayor distribucién
con respecto a otras especies, siendo ésta la responsable de altas tasas de morbilidad. Aunque
puede ocurrir en Africa, la alta frecuencia de individuos negativos para el antigeno Duffy del
glébulo rojo, el cual media la invasion del parasito, hace que la mayoria de los individuos en este

continente sean resistentes a la infeccion [3], por lo que es mas prevalente fuera de Africa.
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Para el 2015, la malaria causada por P. vivax ha sido responsable de cerca de 13.8 millones de
casos Y alrededor de 14.900 muertes, con alta prevalencia en el continente Americano, el sudeste
asiatico y la region del Mediterraneo Oriental (Figura 5-1). Segun la Organizacion Mundial de la
Salud (OMS) (2015), la etapa de hipnozoito es la principal causa de multiples recaidas,
aumentando la incidencia de P. vivax. Sumado a esto, las limitaciones en la adquisicion del
tratamiento con farmacos como la primaquina para controlarlo, asi como la aparicién de cepas
resistentes a los medicamentos antimalaricos como la cloroquina, hacen que su incidencia decrezca
mas lentamente que la de P. falciparum en las regiones donde las dos especies coexisten. Asi, P.
vivax puede persistir como el principal causante de la malaria y representa el principal desafio para

la eliminacion de la malaria [29].

Figura 5-1. Proporcion de casos de malaria por P. vivax

Proportion of cases

AFR AMR EMR SEAR WPR Outside Africa World
AFR, African Region; AMR, Region of the Americas; EMR, Eastern Mediterranean Region; SEAR,
South-East Asia Region; WPR, Western Pacific Region
Source: National malaria control programme reports and WHO estimates

Tomado de [29]. Los casos fueron estimados en cada region durante el afio 2015.

En América, el nimero de casos clinicos de infecciones por Plasmodium supera el mill6n, de los
cuales, el 65% corresponden a P. vivax. En este continente, un tercio de la poblacion se encuentra
en riesgo y los paises que aportan la mayoria de casos son Colombia y Brasil con el 68% [26],

siendo parte de los 24 paises en donde el tratamiento con cloroquina ha presentado falencias [29].

Segun la OMS [30], en Colombia, el 22% de la poblacidn esta en riesgo de contraer la enfermedad.
Del total de casos de malaria reportados para el 2015 (50.243), el 46,6% correspondié a
infecciones causadas por P. vivax y el 50,9% a P. falciparum [31] (Figura 5-2). Por otro lado, la
infeccion por P. malariae ocurre en focos dispersos a lo largo de la costa Pacifica y no existe

transmision reportada de las dos especies restantes (P. knowlesi y P. ovale). A pesar de los reportes
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oficiales anteriores, una muy alta incidencia de infeccion por P. malariae ha sido descrita
recientemente en el Departamento del Amazonas [32]. Infecciones mixtas o infecciones
simultaneas por dos especies, usualmente P. vivax y P. falciparum, pueden ocurrir en bajas
proporciones [33]. Sin embargo, éstas representan un desafio para el diagnostico y el tratamiento
de la enfermedad, debido a que recientes estudios de genética poblacional en la region de Cérdoba,
un departamento endémico para la malaria en Colombia, han revelado la aparicion de cepas de P.
vivax resistentes a farmacos antimalaricos, que deberian ser usados exclusivamente en pacientes

infectados con P. falciparum [34, 35].

Figura 5-2. Porcentaje de casos producidos por P. falciparum y P. vivax en el 2015.
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Tomado de [31].

En determinadas regiones de Colombia, existe una tendencia a la transmision de la malaria
influenciada en gran medida por el fenémeno del Nifio, que propicia las condiciones ecoldgicas
para la infeccion, siendo tres los focos de mayor transmisibilidad: 1) el foco de Urabé - Bajo Cauca
— Sur de Cordoba; 2) el foco de la Costa Pacifica y 3) el foco de la Orinoquia-Amazonia [25]. Esta
transmision focalizada y la variabilidad de la incidencia de una region a otra, durante épocas y
entre afios, son las razones por las cuales la malaria en Colombia se considera de transmisién
inestable [25].

5.1 Ciclo de vida del parasito

Plasmodium es un género de parasitos intracelulares obligados, clasificados dentro del filo
Apicomplexa y el orden Haemosporidia. Estos protozoarios se caracterizan por presentar un
conjunto de organulos en su extremo apical conocidos como roptrias, micronemas y granulos
densos, los cuales liberan su contenido (proteico y también lipidico) durante la invasion a las

celulas hospederas [23, 36].
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Para completar su ciclo de vida, Plasmodium spp. requiere de dos hospederos (Figura 5-3); un
hospedero invertebrado que es el mosquito hembra del género Anopheles, en el cual se lleva a cabo
la fase sexual, y un hospedero vertebrado, particularmente mamifero, en el que se lleva a cabo la
fase asexual. Durante estas fases, el parasito expone diferentes estadios de desarrollo que implican
cambios morfoldgicos y distintos patrones de expresion de proteinas necesarios para mediar la
interaccién y la invasion a las diferentes células del hospedero [37, 38]. De esta manera, la fase

asexual se puede dividir en exo-eritrocitica e intra-eritrocitica [36].

Figura 5-3. Ciclo de vida de Plasmodium spp.
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Tomado de [12]. En cada estadio parasitario han sido descritos varios antigenos involucrados en el proceso
de invasion. Estos son blancos potenciales para el desarrollo de una vacuna contra P. falciparum o P. vivax.

La etapa exo-eritrocitica inicia con la picadura de un mosquito hembra a un hospedero sano. En ese
momento, el mosquito trasmite esporozoitos desde sus glandulas salivales al torrente sanguineo del
hospedero, a través de su probdscide [39]. Los esporozoitos se transportan rapidamente al higado,
donde pueden llegar a invadir de 100-300 hepatocitos [28]. Una vez en el hepatocito, se desarrolla
un esquizonte tisular que se reproduce asexualmente, generando alrededor de 30.000 merozoitos.
Los hepatocitos infectados con las formas maduras de esquizontes mueren y se rompen, liberando
los merosomas (sacos en los que van contenidos miles de merozoitos). Posteriormente, cada

merozoito puede llegar a invadir un eritrocito o un reticulocito, siendo este tltimo la célula diana
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de P. vivax [12, 40]. Tanto P. vivax como P. ovale pueden residir en el tejido hepético por un largo

periodo de tiempo (meses) en un estadio conocido como hipnozoito [39].

En la etapa intra-eritrocitica, el merozoito se internaliza y desarrolla dentro de los glébulos rojos.
Alli, el parésito atraviesa por los estadios de anillo, trofozoito y esquizonte. Tras un par de dias
desde la invasion, el esquizonte madura y el eritrocito infectado se rompe liberando en promedio
16 nuevos merozoitos, que invadiran nuevos eritrocitos. Esta etapa es considerada la mas critica,
debido a que el paréasito entra en un ciclo de desarrollo, liberacion e invasion, causando todas las
manifestaciones clinicas de la enfermedad [39, 40]. Alternativamente, durante la etapa intra-
eritrocitica, el merozoito se puede diferenciar en gametocito masculino o femenino, que
posteriormente seran tomados por el mosquito durante la ingesta de sangre. Una vez en el intestino
del insecto, los gametocitos se fusionan para formar el cigoto y éste a su vez, se diferencia en un
ooquinete invasivo, que atraviesa el intestino medio y se transforma en un ooquiste, a partir del
cual se liberan nuevos esporozoitos. Finalmente, estos esporozoitos migran a través de la
hemolinfa hacia las glandulas salivales del mosquito, donde maduran y se almacenan hasta su
transmision a un hospedero sano en la siguiente ingesta de alimento [12, 36, 40].

5.2 Mecanismo molecular de invasion al eritrocito

El estadio parasitario que se desarrolla dentro de los eritrocitos es el merozoito (Figura 5-4). Al
igual que el esporozoito (forma invasiva de los hepatocitos), este estadio posee organulos apicales
conocidos como roptrias, micronemas y granulos densos, los cuales secretan sus contenidos

durante el proceso de invasion [23].

Figura 5-4. Esquema del merozoito de P. vivax.

P. vivax

Microneme

Proteins Rhoptry Proteins

AMA-1
TRAMP
DBP

RAP-1
RAP-2
Clag-7
Pv-38

Pv-34
RON-1
RON-2

RhopH3

RBP-1

RBP-2

Merozoite Surface
Proteins

MSP-1 t
MSP-3
MSP-7
MSP-8
MSP-9
MSP-10
Pv-41
Pv-12

Tomado de [23]. En el esquema se observan algunas de las proteinas involucradas en el proceso de invasion
estudiadas como potenciales candidatos a vacuna.
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La exposicidon del merozoito al sistema inmune durante su recorrido por el torrente sanguineo, a
causa del repetitivo ciclo de invasién a los eritrocitos, es la principal razon por la que la gran
mayoria de los candidatos a vacuna descritos pertenecen a este estadio. Es asi como proteinas del
merozoito, tanto de superficie, como aquellas secretadas desde sus organelos, son evaluadas como
potenciales candidatos a vacuna, debido a que las respuesta inmune generada hacia ellas, podria

inhibir la invasion [12].

Varios modelos, tanto para T. gondii como para P. falciparum, han sido descritos para explicar el
proceso de invasion. Recientemente, Weiss y cols., [13] propusieron una secuencia de
interacciones receptor-ligando que ocurren en P. falciparum durante su proceso de invasion al
eritrocito, la cual se ha considerado como un modelo general para este género. En resumen, este
proceso involucra tres pasos importantes: 1) un contacto inicial, 2) la reorientacion del extremo
apical del merozoito hacia la superficie de la célula diana y 3) la internalizacion del merozoito
dentro de una vacuola parasitdfora hacia el interior del eritrocito (Figura 5-5).

El contacto inicial entre el parasito y el eritrocito estd mediado por una familia de proteinas de
superficie denominadas MSPs (del inglés, Merozoite Surface Proteins) que reconocen receptores
del eritrocito como Banda 3 y otros aun desconocidos, induciendo una deformacion débil del
eritrocito [14, 41]. Posteriormente, se establecen interacciones alternas de ligandos como las
mediadas por las proteinas de la familia EBA (del inglés, Erythrocyte Binding Antigen) y las PfRh
(del inglés, Plasmodium falciparum Reticulocyte binding-like proteins), que se unen a receptores
especificos como la glicoforina y la basigina, respectivamente, induciendo una deformacion fuerte
del eritrocito y la reorientacion del parasito [14]. Pese a que estas proteinas son funcionalmente
redundantes, la proteina Rh5, perteneciente a la familia de las PfRhs, parece desempefiar un papel
importante en la secrecion de los contenidos de los micronemas y las roptrias. Aunque no se tiene
total claridad respecto a su funcion, se plantea que la interaccién con basigina, media la formacion
de una apertura o poro por donde se secretan los contenidos de los organulos apicales hacia el
interior de la célula huésped, permitiendo la internalizacion del paréasito [13]. En P. vivax, las
proteinas que se encuentran mediando este paso son las RBPs (del inglés, Reticulocyte binding

proteins) y la proteina de unién a Duffy o DBP (del inglés, Duffy binding protein).
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Figura 5-5. Modelo de la secuencia de interacciones ligando-receptor durante la invasion de P. falciparum al
eritrocito
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Dentro de las proteinas secretadas por los organulos apicales del parasito, se encuentra la proteina
de micronemas AMAL (del inglés, Apical Membrane Antigen-1) y las proteinas del cuello de
roptrias 0 RONSs. La interaccion entre AMAL y el complejo de proteinas RONs constituyen un
anillo conectivo entre el merozoito y el eritrocito denominado Tight Junction (TJ) o Moving
Junction (MJ), a través del cual, el merozoito ingresa al eritrocito impulsado por el motor actina-
miosina [14, 42]. El TJ es una estructura importante en la formacion de la vacuola parasitéfora e

induce el cierre de la misma, constituyendo un paso decisivo para una invasion exitosa [13].

5.3 Tight Junction

La proteina AMAL es una proteina antigénica, considerada un potencial candidato a vacuna debido
al papel que cumple en las diferentes especies de Plasmodium durante el proceso de invasion y
dado que se expresa en dos estadios criticos del ciclo de vida del paréasito, el esporozoito y el
merozoito [43, 44]. Este antigeno es una proteina de membrana integral constituida por una
secuencia sefial, un ectodominio N-terminal dividido en tres dominios estructurales (DI, DII, DIII)
definidos por ocho enlaces disulfuro [45] y una hélice transmembranal, seguida por un pequefio
dominio citoplasmico C-terminal. Los dominios DI y DIl son estructuralmente similares entre si y

cumplen diversas funciones de adhesion [14, 22].

El complejo de proteinas RON, caracterizado en Apicomplexas como T. gondii y P. falciparum,
esta constituido por las proteinas RON2/4/5/8. Una vez secretadas desde las roptrias, éstas se

insertan dentro de la membrana de la célula hospedera. RON4/5/8 forman un complejo que soporta
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a RON2, la unica proteina con al menos una hélice transmembranal, para facilitar la exposicion de
un gran ectodominio hacia el exterior del eritrocito, el cual actia como receptor para AMAL [42,
46]. Tras la secrecion desde los micronemas, la proteina AMAL se ancla a la membrana del
merozoito, exponiendo el ectodominio hacia el exterior celular, donde el dominio I y 1l de AMA1
conforman el bolsillo de union a RON2 [13, 14, 16, 18, 36, 42, 47, 48]. De esta manera, se
establece el TJ y los parésitos Plasmodium y Toxoplasma codifican su propio ligando y receptor
(Figura 5-6).

Figura 5-6. Modelo del Tight Junction propuesto en Toxoplasma gondii.

Host cell

La proteina AMAL se ancla a la membrana del parasito y establece una union con la regién préxima al C-
terminal de RON2, que forma un bucle. EI complejo RON2/4/5/8 se encuentra insertado dentro de la
membrana de la célula hospedera [42].

Aunque no se tiene claridad acerca de la interaccién entre las proteinas del complejo RON, se sabe
gue la proteina RON8 pueden no ser indispensable en especies de Plasmodium [14]. Por el
contrario, RON4 resulta ser la Gnica proteina que ha sido claramente identificada y localizada en la
interaccién con AMAL después de RON2, tanto en T. gondii como en especies de Plasmodium [16,
49, 50]. El analisis de las secuencias de aminoacidos de RON4 en estos Apicomplexa indica que
esta proteina posee dominios altamente conservados en su extremo C-terminal, que pueden estar

asociados a una restriccion funcional, importante en términos evolutivos [20].

Luego de AMA1-RON2, RON4 es el segundo antigeno mas estudiados del complejo [15]. Su
importancia como potencial candidato a vacuna radica en los siguientes aspectos: es esencial en la
invasién por merozoitos y esporozoitos a sus respectivas células diana [16, 49, 50], estudios de
antigenicidad han demostrado que la proteina PfRON4 induce respuesta inmune en infecciones
naturales, lo que sugiere que en algin momento de la invasion, es detectable por el sistema inmune
[18, 51].
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5.4 RON4 en Plasmodium vivax (PvRON4)

En Plasmodium vivax, PvRON4 ha sido caracterizada a partir de la cepa Vivax Colombia
Guaviare-1 (VCG-I) como una proteina de 733 aminoacidos y una masa molecular de ~80 kDa.
Estd constituida por una secuencia sefial, un motivo a-helicoidal de doble espiral, una region
variable de baja complejidad que contiene dos repeticiones en tdndem (TR), y seis cisteinas
conservadas hacia el carboxi-terminal (Figura 5-7). Carece de dominios transmembranales y
anclaje GPI, lo que sugiere que se trata de una proteina soluble que se expresa en el extremo apical
de los esquizontes maduros [18].

El gen pvron4 que codifica para la proteina PvRON4, posee una longitud aproximada de 2.657 pb
y esté constituido por 3 exones y 2 intrones. El exon 2 varia en longitud entre las cepas Salvador-1
(Sal-1) y VCG-I, debido a que codifica para la region de baja complejidad. Estas regiones variables
son especificas de cada especie e incluso de diferentes cepas del parasito [52]. De acuerdo con
Grau & Behr [53], estas regiones pueden actuar como blancos para anticuerpos antigeno-
especificos, y a menudo funcionan como mitégenos de células B y células T gama-delta. Tienden a
ser regiones altamente inmunogénicas y, por lo tanto, generan una "pantalla de humo

inmunoldgica", ya que inducen respuestas inmunitarias ineficaces [53, 54].

Figura 5-7. Esquema del gen que codifica la proteina PvRON4 en la cepa VCG-I
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esquematica de la proteina PYRON4, constituida por un péptido sefial (rojo), una region a-helicoidal de
doble espiral (azul) y una regién de repeticiones en tandem (gris). Las lineas rojas punteadas indican las
cisteinas conservadas entre las secuencias consenso [18].
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En un analisis previo, en el que se evaluaron las sefiales de seleccion natural en 59 antigenos de P.
vivax, utilizando Unicamente 5 secuencias de referencia [21], se encontr6 que pvron4 esta dentro de
los 8 genes con menor diversidad genética. Adicionalmente, este gen posee una region variable
(dentro de la especie) y divergente (entre especies) entre los residuos 255 a 292, lo que sugiere que
es blanco del sistema inmune. Por otro lado, posee un dominio altamente conservado entre
especies hacia el extremo C-terminal, que podria indicar una restriccion funcional [21].
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6. Metodologia

6.1 Tipo de investigacion

Este es un trabajo descriptivo, en el que se evalud la variabilidad genética del locus pvron4 que
codifica para la proteina de cuello de roptrias 4 de Plasmodium vivax (PvRON4).

6.2 Poblacion de estudio

El ADN gendmico de P. vivax fue obtenido a partir de 73 muestras de sangre colectadas entre los
afios 2007 a 2015, provenientes de la Costa Pacifica (departamentos de Chocd y Narifio),
Uraba/Bajo Cauca/Sur de Coérdoba (departamentos de Cordoba y Antioquia), y la region de
Orinoquia-Amazonia (departamentos de Amazonas, Guainia), regiones con la mayor
transmisibilidad de malaria por P. vivax en Colombia [25]. Los pacientes fueron notificados del
proposito de la investigaciéon y dieron su consentimiento informado. Todos los procedimientos
fueron aprobados por el Comité de Etica de la Fundacion Instituto de Inmunologia de Colombia y

por el Comité de Etica de la Universidad del Rosario.

6.3 Verificacion de la integridad del ADN

La presencia e integridad del ADN parasitario se verific través de la amplificacion por PCR de la
subunidad ribosomal 18S de P. vivax. Los productos de PCR fueron evaluados por electroforesis

en gel de agarosa al 1,5%, con el marcador de peso Hyperladder I (Bioline Inc. USA).
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6.4 Genotipificacion de las muestras por PCR-RFLPs

A partir de 100 muestras de ADN parasitario obtenidas de 3 diferentes regiones de Colombia, se
seleccionaron aquellas que presentaron infeccion por cepa Unica. Para esto, se llevo a cabo la
amplificacién por PCR del marcador pvmsp-3a, un gen altamente polimérfico. Muestras que
presentaron mas de una banda de amplificacion fueron excluidas, mientras que aquellas que
presentaban una sola banda fueron tipificadas por PCR-RFLPs. Con el fin de evaluar la presencia
de genotipos distintos del parasito en las poblaciones estudiadas, la tipificacion de las muestras fue
Ilevada a cabo a partir de la digestion del fragmento pvmsp-3a con las enzimas de restriccion Alu-I
y Hha-1 (BioLabs Inc. New Egland). Los resultados fueron analizados por electroforesis en gel de
agarosa al 3%, utilizando el marcador de peso Hyperladder V (Bioline Inc. USA).

6.5 Disefno de cebadores

El disefio de los cebadores para la amplificacion y la secuenciacion del gen pvron4 se realizd con
el software Generunner v3.05 (Hastings software, Inc.) y el servidor en linea Oligoanalizer v3.1
(IDT® Integrated DNA Technologies). Para esto, se utilizd la secuencia gendmica reportada de la
cepa de referencia Sal-1 para este gen (GenBank, numero de acceso AAKM01000005.1). Las
regiones seleccionadas como cebadores tenian un tamafio entre 18 y 25 pb, presentaron AG
positivos al analizar la formacién de harpins, con temperaturas de formacién por debajo de 0 o0 no
superior a 20 °C. La temperatura de anillamiento (Tm) de los cebadores de amplificacion fue de
56.4 y 52.6 °C y la de los cebadores utilizados en la secuenciacion fue de 50.1 y 51.7 °C. Cada

cebador al extremo 3’ inicio por una citosina o una guanina.

6.6 Amplificacion por PCR

La amplificacion del locus pvrond se llevd a cabo utilizando los cebadores pvronddir 5’
CACAGTGCAACCATGTCTCG 3, y pvrondrev 5 GCAAGCTAATTTCACAAGTCTTC 3°. La
reaccion de PCR se realiz6 mediante una Touchdown PCR utilizando la enzima KAPA-HiFi
HotStart Readymix (kapabiosystems®) y ADN genémico de la cepa VCG-1 como control positivo,
en reacciones de 25uL, con el siguiente perfil térmico: un paso de denaturacion inicial a 95°C por
5 min, 10 ciclos de 20 seg a 98°C, 15 seg a 68°C (la temperatura disminuy6 un grado por ciclo), y
1 min a 72°C, seguido por 35 ciclos de 20 seg a 98°C, 15 seg a 60°C, 1 min a 72°C y un paso de

extension final de 5 min a 72°C.
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Los productos amplificados fueron verificados por electroforesis en gel de agarosa al 1,5%, con el
marcador de peso Hyperladder |. Posteriormente, se realizd la purificacion de los productos
utilizando el kit de purificacion UltraClean PCR Clean-up (MOBIO®), siguiendo las
recomendaciones del fabricante. Los fragmentos purificados fueron confirmados por electroforesis

en gel de agarosa al 1,5%, con el marcador de peso Hyperladder I.

6.7 Ligacion, transformacion y clonacion del fragmento
purificado

Los productos de PCR purificados fueron ligados al vector de clonacion pGEM T-easy, el cual fue
usado para la transformacion de células Escherichia coli de la cepa JM109. Las bacterias
(colonias) recombinantes fueron seleccionadas por el método de alfa complementacion y su
capacidad de crecer en presencia de ampicilina. Estas fueron confirmadas por PCR utilizando la
enzima MangoTaq™ ADN Polimerasa y cebadores internos para el gen (intdir: 5°
TGTGGGTGGCGAGAGTG 3°, e intrev: 5° ATATTTCCATTGCTGTACTAGG 3’) bajo las
siguientes condiciones térmicas: un paso de 5 min a 95°C, 35 ciclos de 20 seg a 98°C, 15 seg a

60°C y un paso de extensién final por 5 min a 72°C.

6.8 Extraccion del ADN plasmidico y secuenciacion

Las colonias recombinantes confirmadas por PCR fueron tomadas para realizar indculos en medio
LB suplementado con ampicilina. Los indculos se incubaron toda la noche a 37°C en agitacion
constante. Posteriormente, se centrifugaron a 4.000 rpm durante 20 minutos y el pellet celular fue
utilizado para la extraccion del ADN plasmidico utilizando el kit UltraClean® 6 Minute Mini
Plasmid Prep (MOBIO®), de acuerdo con las recomendaciones del fabricante. La calidad y
concentracién del ADN plasmidico extraido se verificd por electroforesis en gel de agarosa al

1,5%, con el marcador de peso Hyperladder I.

ADN plasmidico procedente de dos colonias recombinantes por muestra, clonados a partir de
reacciones de PCR independientes, fueron enviados a secuenciar. La secuenciacion se realizd
bidireccionalmente utilizando el kit BigDye Terminator (MACROGEN, Seul, Corea del Sur), con

los cebadores universales T7 y SP6 y un juego de cebadores internos (pvronddseq: 5’
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CACTAGAAAAGCTAAACATAAACC 3’, y pvrondrseq: 5> ACTCCAATGGTCCTCAAC 3’)

disefiados previamente para la secuenciacion.

6.9 Analisis de la diversidad genética y el efecto de la seleccion
natural sobre el locus pvron4

Los electroferogramas obtenidos por secuenciacién fueron ensamblados usando el software CLC
DNA workbench v3 (CLC bio, Cambridge, MA, USA). 73 secuencias consenso obtenidas en este
estudio, fueron analizadas junto con 7 secuencias de referencia (de las cepas Salvador-I (Sal-l),
Mauitania-I, India-VII, Brazil-I, Corea del Norte, Ctg y P.vivax01) y 13 secuencias ortologas (de
las especies Plasmodium cynomolgi, Plasmodium knowlesi, Plasmodium inui, Plasmodium fragile,
Plasmodium coatneyi, Plasmodium reichenowi, Plasmodium falciparum, Plasmodium bergei,
Plasmodium vyoelii, Plasmodium chabaudi, Plasmodium vinckei, Plasmodium gaboni, y
Plasmodium gallinaceum (Sanger institute:
gal28a.d000001405.Contigl/gal28a.d000000110.Contigl)), obtenidas de las bases de datos
GenBank y PlasmoDB.

Las secuencias de ADN de los aislados colombianos fueron utilizadas para identificar regiones
repetitivas con el algoritmo T-REKS [55]. Adicionalmente, a partir de estas secuencias, se infirio
las secuencias deducidas de aminoacidos, con las cuales se realiz6 un alineamiento multiple
utilizando el algoritmo MUSCLE [56]. Este alineamiento fue editado manualmente para asegurar
la alineacidn correcta de las regiones repetitivas utilizado el software GeneDoc v.2.6.002 [57]. A
partir de este alineamiento, se infiri6 el alineamiento de las secuencias de ADN, manteniendo el

marco de lectura, mediante el uso del software Pal2Nal [58].

A partir del alineamiento de ADN obtenido de las secuencias colombianas y las secuencias de
referencia de P. vivax, se estimé la diversidad genética usando el software DnaSP v5 [59]. Los
estimadores de diversidad tomados en cuenta fueron: el nimero de sitios segregantes (S), el
namero de sitios singleton (Ss), el nimero de sitios parsimoniosos (P), el nimero de haplotipos (H)
y la diversidad nucleotidica (Hd), los cuales se calcularon teniendo en cuenta el polimorfismo de
secuencia (SNPs: Single Nucleotide Polimorphism) y polimorfismo de longitud (InDels:

Insertions/ Deletions),
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Para evaluar desviaciones de la neutralidad, se utilizaron Unicamente las secuencias colombianas,
mediante el célculo de los estadisticos de Tajima [60], Fu & Li [61], Fu [62] y Fay & Wu [63],
teniendo en cuenta simulaciones de coalescencia, para obtener los intervalos de confianza y su

significancia estadistica. Las regiones repetitivas o con gaps fueron excluidas de los analisis.

Adicionalmente, se calculé el nimero promedio de sustituciones sindénimas por sitio sindnimo (ds)
y el nimero promedio de sustituciones no-sinénimas por sitio no-sindnimo (dy) para identificar
seleccién a nivel intra-especifico, utilizando el método modificado de Nei-Gojobori [64], con el
software MEGA v.6 [65] Por otra parte, para determinar sefiales de seleccion natural a lo largo de
la historia evolutiva de Plasmodium (usando las secuencias de P. vivax junto con las secuencias
ortélogas de parésitos filogenéticamente cercanos) se calcul6 el nimero promedio de divergencias
sindnimas por sitio sindnimo (Ks) y el nimero promedio de divergencias no-sinénimas por sitio
no-sindnimo (Ky), utilizando el método modificado de Nei-Gojobori con la correccion de Jukes-
Cantor [66]. Las diferencias entre las tasas de sustitucion intra- e inter-especie fueron determinadas
aplicando la prueba de Fisher (Fisher Exact Test, recomendada cuando el nimero de sustituciones
sindnimas y/o no-sinénimas es menor a 10) o la prueba Z incorporada en el software MEGA v.6.
Adicionalmente, se utilizé el test de McDonald-Kretiman (MK) [67] para evaluar desviaciones de
la neutralidad usando un servidor web [68]. Finalmente, la tasa evolutiva (o = dn/ds y/0 Kn/Ks) se
analizd mediante una ventana deslizante para evaluar el efecto de la seleccion a lo largo del gen.
Sitios individuales bajo seleccion fueron identificados calculando las tasas de sustituciones
sindénimas y no-sinénimas por codén mediante los métodos SLAC, FEL, REL, IFEL [69], MEME
[70] y FUBAR [71], implementados en el servidor en linea Datamonkey [72]. Para estos analisis,

las regiones repetitivas o con gaps no fueron tenidas en cuenta.

6.10 Analisis de seleccion positiva episodica sobre el locus
pvron4

Para evaluar la existencia de linajes bajo seleccion diversificante episodica en la historia evolutiva
de Plasmodium para el locus pvron4, se utilizé el método Branch-site REL (Branch-site Random
effects likelihood) [73]. A partir de 14 secuencias ortdlogas de diferentes especies del género, se
realiz6 un alineamiento maltiple usando el algoritmo MUSCLE y a partir de éste, se infirié el
mejor modelo evolutivo por medio del software MEGA. Posteriormente, se infirié una filogenia

con el método de méxima verosimilitud usando el modelo JFF+G+F. Esta se utiliz6 como
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referencia para analizar la seleccion positiva linaje-especifica con el método Branch-site REL en el
paquete HyPhy [74], usando el alineamiento de ADN inferido por Pal2Nal.

6.11 Uso efectivo de codones

El nimero efectivo de codones (ENC) se estimé utilizando el software ENCprime [75] y DnaSP.
Esta es una medida de presion selectiva a nivel traduccional, que conlleva a la pérdida o ganancia
de funcioén de la proteina [75]. Esta prueba compara el uso de cada codén con una distribucion nula
(uso uniforme de codones sindénimos). Valores ENC cercanos a 61 indica que todos los codones
sindnimos para cada aminoécido son usados equitativamente, mientras valores cercanos a 0
sugieren un sesgo o uso preferencial de codones [76]. La significancia estadistica se puede ver
afectada por la longitud del gen o la recombinacion [76], por esta razéon, se utilizd la medida de la
desviacion del uso uniforme de codones o CBI (del inglés codén bias index), la cual toma un rango

de valores de 0 (uso uniforme de codones sinénimos) a 1 (sesgo maximo de codones) [77] .

6.12 Desequilibrio de ligamiento y recombinacion

El desequilibrio de ligamiento (LD) fue evaluado mediante el calculo del estimador Zns [78]. Una
regresion lineal entre éste y la distancia nucleotidica fue realizada para evaluar si la recombinacion
intragénica ocurre en pvron4, utilizando el software DnaSp v.5. La recombinacién fue evaluada
por el estimador ZZ [79], por el nimero minimo de eventos de recombinacion (Rm) [80], por el
algoritmo GARD [81] y por el programa RDP v.3 [82].

6.13 Diferenciacion y estructura genética poblacional del locus
pvron4

El grado de diferenciacion genética (o heterogeneidad inter-poblacional) en el locus pvron4 entre
las regiones de donde se colectaron muestras (Costa Pacifica, Uraba/Bajo-Cauca/Sur de Cérdoba y
la region de la Orinoquia-Amazonia), se estimé mediante un Andlisis de la Varianza Molecular
(AMOVA) vy el indice de fijacion de Wright (Fsr), utilizando el programa Arlequin v.3.1 [83].
Adicionalmente, para evaluar los posibles caminos mutacionales que dan origen a los haplotipos de
pvrond, la distribucion de éstos y sus frecuencias, se construyd una red mediana de union
utilizando el programa NETWORK v.5. Este método expresa multiples caminos evolutivos
plausibles en forma de ciclos, unidos por vectores interpretados como secuencias ancestrales
extintas [84].
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6.14 Prediccion de dominios putativos y del potencial antigéenico
de pvron4

El algoritmo Blastp del servidor web NCBI fue utilizado para identificar dominios putativos en
PvRON4 utilizando la secuencia Sal-1 como referencia. Con el fin de evaluar el potencial
antigénico de PvRON4, se predijo pardmetros como su antigenicidad [85], asi como su
hidrofilicidad [86], la disponibilidad al solvente de la proteina [87] y sus potenciales epitopes B
lineales [88], utilizando la herramienta BepiPred en la base de datos IEDB (Immune epitope
database and analysis resource). Estas pruebas fueron realizadas con dos diferentes haplotipos de
PvRON4 diferenciados por el numero de repeticiones: el haplotipo 6 (con 1 copia de
GEHGEHAEHGE) y el haplotipo 17 (con 7 copias de la repeticion), con el fin de determinar si el

repeat y su longitud cumple una funcién en el comportamiento antigénico de la proteina.
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7. Resultados

7.1 Andlisis y genotipificacion de las muestras

73 secuencias del locus pvron4 fueron obtenidas a partir de muestras colectadas de la poblacion
colombiana (24 de la Amazonia-Orinoquia, 21 de la Costa Pacifica, 28 del Uraba/Bajo Cauca/Sur
de Cérdoba). La presencia de ADN genémico del parasito fue previamente confirmada mediante la
amplificacion de un fragmento de la subunidad ribosomal 18S de P. vivax. Las muestras positivas
para esta especie fueron tipificadas por RFLPs del gen pvmsp3-«, confirmando la presencia de
infecciones Unicas (Fig. 7-8) y distintos genotipos parasitarios (Fig. 7-9). Posteriormente, se
amplifico el gen pvron4 (Fig. 7-10) a partir de las muestras seleccionadas y los productos fueron
purificados (Fig. 7-11) y enviados a secuenciar.

Figura 7-8. Productos amplificados del gen pvmsp3-a.
MP 1 234 5 67 89 1011213141516 17 18 19 202122 23 24 25 26 C+ C-

2,000pb
1,500pb

1,000pb

~1,900pb

Todas las muestras analizadas en este estudio correspondieron a infecciones Unicas. El analisis por RFLPs
del gen pvmsp3a confirmo los resultados de genotipificacion obtenidos previamente con pvmspl. Posicion 1:
marcador de peso molecular (MP) Hyperladder I, posicidn 2-26: infecciones Unicas, C+: Control positivo,
ADN de la cepa VCG-I, C-: Control negativo.
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Figura 7-9. Productos de la digestion enzimatica del gen pvmsp3a tratado con las enzimas Alu-1 y Hha-I.
Alu-1 Hha-1
1 2 3 4 5 6 7 8 9 MP1 2 3 4 5 6 7 8 9 MP

- g M
s - 500pb
L - P
300pb

200pb
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El patron de bandeo obtenido tras la digestion enzimatica evidencid la presencia de distintos genotipos.
Posicion 1-9: gen pvmsp3a digerido con las enzimas respectivas. Marcador de peso molecular (MP)
Hyperladder V. Las mismas muestras fueron tratadas con las dos enzimas.

7.2 Diversidad genética en el locus pvron4

pvron4 fue anotado inicialmente a partir de la cepa VCG-I como un gen de 2.657pb [18], sin
embargo, el locus analizado a partir de las muestras colombianas, presentdé una variacion en
longitud como consecuencia de dos repeticiones en tdndem ubicadas hacia el extremo 5’ del gen
(Fig. 7-12). Estas repeticiones estdn constituidas por copias de la secuencia nucleotidica
GTGGCGAGA, que codifica para los aminoacidos GES (1-3 veces) y una secuencia mas larga
CGGAGAGCACGGTGAACACGCTGAACATGGGGAGCA, que codifica para la secuencia
GEHGEHAEHGE, la cual se repite entre 1-7 veces (Figura 7-13 y Anexo 1).

Figura 7-10. Productos de amplificacion del gen pvron4.

MP 1 2 3 4 5 6 C+ C-

3,000pb
2,500pb

1,000pb

~2,657pb

Posicion 1: Marcador de peso molecular (MP) Hyperladder I. Posiciones 2-6: productos de PCR de muestras
provenientes del departamento de Amazonas, C+: Control positivo ADN de la cepa VCG-I, C-: Control
negativo.
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Figura 7-11. Productos purificados del gen pvron4.
MP 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

3,000pb
2,500pb

~2,800pb

1,000pb

Productos purificados representativos del total de muestras enviadas a secuenciar. Posicion 1-12: gen pvron4
purificado. Marcador de peso molecular (MP) Hyperladder I. No6tese que la longitud del fragmento varia
entre muestras.

A nivel de secuencia, un bajo numero de polimorfismos de nucleétido simple (SNPs) fue
encontrado. A partir de 2.542 sitios analizados entre las secuencias colombianas y las de
referencia, el nimero de SNPs vario entre 5 a 8 (Tabla 1). Los estimadores de diversidad genética
mostraron valores bajos (0w = 4.7 X 10* y © = 4.1 x 10*) en la poblacién colombiana. Estos valores
se mantuvieron constantes cuando se analizaron las secuencias colombianas con las de referencia
(Tabla 1). Asi mismo, el nimero total de haplotipos identificados y la diversidad haplotipica en la
poblacion colombiana fueron bajos. Sin embargo, al analizar las inserciones/deleciones (InDels) en
pvron4, se encontré un total de 21 haplotipos y valores altos en los estimadores de diversidad
(Tabla 1). Teniendo en cuenta los SNPs y los InDels entre secuencias de referencia y las
secuencias colombianas de pvron4, fueron identificados un total de 32 haplotipos (Anexo 2).






Figura 7-12. Representacion esquematica del CDS de pvron4 y ventana deslizante para la tasa ®.
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Los valores @ de ron4 dentro de P. vivax se muestran en verde a lo largo del gen. Asi mismo, las tasas de divergencia entre las especies que infectan primates y
P. vivax son mostradas en azul (para las especies evolutivamente cercanas a P. vivax) y rojo (mas distantes). Una representacion del gen ron4 es dada bajo la
ventana deslizante indicando el péptido sefial (azul), la region repetitiva (negro) y el dominio putativo serin/esterasa (pUrpura). Las posiciones de SNPs de P.
vivax se indican con lineas discontinuas; los nimeros corresponden a las posiciones del alineamiento del Anexo 2. Los sitios bajo seleccion purificante dentro de

la especie son representados con lineas verde claras y verde oscuras entre especies, mientras los sitios seleccionados positivamente entre especies son mostrados
por lineas rojas.

Figura 7-13. Secuencia de aminodcidos de los Haplotipos 6 y 17 del locus pvron4

* 20 * 40 * 60 * 80 * 100 *
H 6 : PHEVADKNGEDTSQEGSHAGALSPAHV - ——GGEHGBHGEHARRGERGEHGE ——— —————————————————— =~~~ ———— ;52
H 17 : PHEVADKNGEDTSQEGSHAGALSPAHV GGEHGEHGEHAEHGEHEEHGEHARHGREGCE HGEHAEHGE H RN RS HIEEE - £ HGEHAFR HGE BN ENABNERN GEHGE @ 11
120 * 140 * 160
HE @ - HGEHGEHAEQEEHQIYGTIHPEAEASILPALKE : 85

H 17 : HAEHGEHGEHGEHGEHGEHAEQEEHQIYGTIHPEAEASILPALKE : 160

El alineamiento de las dos clases de repeticiones en tdindem y el nimero de éstas en el haplotipo 6 (corto) y el haplotipo 17 (largo) encontrados para el locus
pvron4. La repeticion GES se encuentra de 1-3 veces y la repeticion GEHGEHAEHGEH se encuentra 1-7 veces en todos los haplotipos.



Tabla 1. Estimadores de diversidad genética calculados a partir del polimorfismo de nucleétido simple
(SNP) y la longitud de secuencia en pvron4.

Polimorfismo de nucleotido simple Polimorfismo de longitud de secuencia

n Sitio Ss S Ps H Hd Ow n Sitios N°InDels H Hd n

Secuencias totales

80 2542 8 3 5 11 0,67 7,6x10* 4,3x10* 408 21 21 0,82 99x10*
Secuencias Colombianas
73 2464 5 0 5 8 0,65 47x10* 4,1x10* 289 15 15 0,78 8,0x10*

Los estimadores de diversidad genética fueron calculados usando las secuencias obtenidas de bases de datos
junto con secuencias obtenidas a partir de 73 aislados colombianos (secuencias totales), asi como solo a
partir de las secuencias colombianas. n: nimero de aislados analizados, sitios: total de sitios analizados, Ss:
namero de sitios segregantes, S: nimero de sitios singleton, Ps: nimero de sitios parsimonioso informativos,
H: nimero de haplotipos, Hd: diversidad haplotipica, Ow: estimador de Watterson, n: diversidad nucleotidica
por sitio.

7.3 Efecto de la seleccion en el locus pvron4

No se encontraron valores estadisticamente significativos para pvron4 utilizando los estimadores
de Tajima, Fu & Li, Fay & Wu y Fu (Tabla 2). Asi mismo, la prueba MK no mostré desviaciones
de la neutralidad (Tabla 3). Por otra parte, la diferencia dy-ds (Tabla 3) evidencié que la tasa de
sustitucion sindénima fue mas alta que la tasa de sustitucion no-sindnima (p = 0.000, Fisher exact
test), sugiriendo que pvron4 se encuentra bajo seleccion purificante. Adicionalmente, a través de la

ventana deslizante, se observaron valores de ® < 1 a lo largo del gen (Fig. 7-12).

Tabla 2. Pruebas de neutralidad, desequilibrio de ligamiento y recombinacién para el gen pvron4 en la
poblacion colombiana de P. vivax.

Tajima  Fuand Li

N Gen Fayand Wu’s H Fu'sFs Zns ZZ RM
D D*  F*

Secuencias totales

80 2.578 NP NP NP NP NP 0,154 -0,002 O

Secuencias Colombianas

73 2578 -0,037 -0,035 -0,020 -0,039 -0,028 0,163* -0,002 0

Las pruebas de neutralidad no arrojaron valores estadisticamente significativos. Z,s: Promedio de R*2 de
todos los pares de comparaciones; ZZ: diferencia Zns-Za. Rm: Minimo nimero de eventos de recombinacion.
p <0.05t. NA: prueba no aplicada, ya que no todas las secuencias pertenecian a la misma poblacion.
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Tabla 3. Evaluacion de la sustitucion intra-especie (dn-ds), divergencia (Kn-Ks) e indice de neutralidad de la
prueba MK.

P. vivax/Plasmodium ssp

P. vivax P. knowlesi P.inui P.coatneyi P.cynomolgi P.fragile Pcyn/Pinu Pkno/Pcoa/Pfra
dn-ds Kn-Ks

-0,011%  -0,006°  -0,006" -0,0098 -0,0108  -0,015P -0,0258
-0.002* NI

0,696 0,597 0,857 1,133 0,919

Tasa de sustitucion no-sinénima (dn) y tasa de sustitucion sinénima (ds) dentro P. vivax. Divergencia no-
sinénima (Kn) y sinénima (Ks) entre P. vivax y especies filogenéticamente cercanas del género. indice de
neutralidad (NI), estimado por el test de McDonald-Kreitman (MK) usando la correccion de Jukes Cantor. *;
p < 0,01, b: p < 0,001, Pcyn: P. cynomolgi, Pinu: P. inui, Pkno: P. knowlesi, Pcoa: P. coatneyi, Pfra: P.
fragile.

Cuando se comparan especies filogenéticamente relacionadas, la ventana deslizante mostr6 valores
de ® < 1, con pocas regiones con un ® > 1 (posiciones 1.172-1.325, 2.955- 2.975 y en la posicién
2.955; Figura 7-12). La diferencia Kn-Ks (Tabla 3) mostré valores negativos sugiriendo que la
seleccion purificante tiene un rol importante en la historia evolutiva de este locus en el género
Plasmodium. Por otro lado, el célculo de seleccion por codon basado en los métodos de maxima
probabilidad (SCAL, FEL, IFEL, REL y FUBAR) y el método bayesiano (MEME), encontraron 4
sitios seleccionados negativamente (28, 112, 149 y 643) a lo largo del gen dentro de P. vivax,
mientras ningun sitio bajo seleccion positiva (Figura 7-12). Estos métodos encontraron que entre

especies hay 162 sitios bajo seleccidn negativa y 21 bajo seleccién positiva (Figura 7-12).

A partir de secuencias ortdlogas de 14 especies de Plasmodium, se infirié una filogenia que fue
utilizada como marco de referencia para realizar la prueba Branch-site REL. Este método encontré
6 ramas (linajes) con evidencia de seleccién episédica (Figura 7-14). Tres corresponden a ramas
ancestrales (internas) mientras las otras tres (externas) dieron origen a P. inui, P. chabaudi y P.
gabonni. Adicionalmente, el método MEME encontr6 codones bajo seleccion episodica

diversificante.
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Figura 7-14. Linajes sujetos a seleccion diversificante episodica en pvron4
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Las ramas (linajes) bajo seleccién positiva episédica fueron identificadas por el método Branch-site REL. La
figura muestra los valores o+, el porcentaje de sitios (Pr [®@ = o+]) y los valores p. La sombra de cada color
en las ramas indica fuerza de la seleccion (en rojo se muestra o+ > 15, azul - < 1, y gris ® = 1). El tamafio
de cada color representa el porcentaje de sitios en la clase correspondiente. Las ramas han sido clasificadas
como sometidas a seleccién episodica diversificante por el valor p corregido para maltiples pruebas,
utilizando el método de Bonferroni-Holm con p <0,002.

7.4 Uso efectivo de codones

Dada la alta conservacion del locus pvron4, se evalué la desviacion del uso efectivo de codones,
como una medida de seleccion a nivel traduccional. EI ENC para pvron4 estimado por ENCprime
(N’c = 53, scaled X?= 0,103) y por DnaSP (ENC = 55,4, scaled X?= 0,159), mostré valores
cercanos a 61, con un CBI de 0,162, sugiriendo que no existe un sesgo en el uso efectivo de

codones, descartando una seleccién a nivel traduccional.
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7.5 Desequilibrio de ligamiento y recombinacién

El desequilibrio de ligamiento (LD) entre los polimorfismos de pvron4 fue evaluado por el
estimador Zs, el cual mostré un valor de 0,15, no significativo. La regresion lineal entre el LD y la
distancia nucleotidica mostré una reduccién del LD conforme la distancia aumenta, sugiriendo
recombinacion (Figura 7-15). Sin embargo, el estimador ZZ mostré un valor de -0,0019 y no se
detectaron sitios minimos de recombinacién. Asi mismo, los métodos GARD vy el programa RDP

no encontraron break-points ni tracks de recombinacion, respectivamente.

Figura 7-15. Regresion lineal entre el desequilibrio de ligamiento y la distancia nucleotidica.

1.0 |
0.8 4
0.6 4
RA2
0.4 -1

0.2 1 T

0.0 7 o

0 500 1000 1500 2000

Distancia nucleotidica

La linea roja indica la tendencia del desequilibrio de ligamiento (R*2) a disminuir, a medida que aumenta la
distancia nucleotidica.

7.6 Estructura genética de la poblacion Colombiana respecto al
locus pvron4

Para evaluar la diversidad genética geoespacial de pvron4 en Colombia, se calcul6 un AMOVA
entre las tres regiones colombianas (Costa Pacifica [departamentos de Chocd y Narifio],
Urabd/Bajo-Cauca/Sur de Coérdoba [departamentos de Cordoba y Antioquia] y la region de
Orinoquia-Amazonia [departamentos de Amazonas, Guainia]), asi como el indice de fijacion de
Wright (Fst) entre las diferentes poblaciones. EI AMOVA mostré que existen diferencias
estadisticamente significativas entre las subpoblaciones dentro de las regiones (Fsc = 0,06, p =
0,04). Las comparaciones entre pares de poblaciones (regiones) estimadas por el indice Fsr dio
valores cercanos a 0, con una diferencia estadisticamente significativa entre las regiones de
Urabéa/Bajo-Cauca/Sur de Cordoba y la Orinoquia-Amazonia (Tabla 4). La subpoblacion de Narifio
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(costa pacifica) puede ser la responsable de las diferencias genéticas respecto a cada una de las

demas subpoblaciones (Tabla 5).

Tabla 4. Estadistico Fsr inter-poblaciones para pvron4.

= Costa Uraba/Bajo-Cauca/Sur de Orinoquia-
ST Pacifica Coérdoba Amazonia
Costa Pacifica 0,44043 0,31836
Uraba/Bajo-Cauca/Sur de
Coérdoba -0,00581 0,01465
Orinoquia-Amazonia 0,00542 0,08128

El Fst fue calculado para las poblaciones parasitarias en tres regiones de Colombia. Los valores cercanos a 0
indican baja diferenciacion genética mientras valores cercanos a 1 indican alta diferenciacion genética.
Valores por debajo de la diagonal indican los valores Fsr y aquellos sobre la diagonal representan los valores
p. Valores en negrita indican diferencias estadisticamente significativas p<0,02

Tabla 5. Estadistico Fsr interpoblacional para pvron4

Fst Chocdé Narifio Antioquia Cérdoba Amazonas
Choco 0,00195 0,22656 0,19336 0,05176
Narifio  0,40062 0,02930 0,05273  0,00879

Antiogquia 0,04272 0,28000 0,43555 0,01172
Cérdoba 0,02428 0,13422 -0,01859 0,07715

Amazonas 0,09516 0,27552 0,22928 0,05302
El Fsr fue calculado para las subpoblaciones parasitarias (departamentos) en Colombia. Los valores por
debajo de la diagonal corresponden al valor del Fst (cercanos a O indican baja diferenciacion genética y
cercanos a 1 indican alta diferenciacion genética), mientras los valores p se encuentran por encima de la
diagonal. En negrita se muestran los valores estadisticamente significativos.

Para entender mejor la relacién evolutiva entre los haplotipos de pvron4, se empleé un Median
Joining Network para describir el conjunto de vias mutacionales potenciales que dan lugar a los 32
haplotipos disponibles para el locus. Network mostré que las distintas poblaciones del parésito
comparten haplotipos, independiente de la region geogréfica, los cuales se hallan relacionados por
distintos caminos mutacionales y secuencias ancestrales (median vectors) (Figura 7-16 y 7-17).
Dentro de los haplotipos mas frecuentes, se encuentran: H5 (53,1%), seguido por H4 (31,2%), H13
(25%), H3 y H20 (12,5% cada uno), Cabe resaltar la presencia de haplotipos Unicos en las
poblaciones de Narifio (H7, H8 y H10) y Amazonas (H21, H22, H2) que pueden ser considerados

alelos raros o privados (Anexo 2 y Anexo 4).
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Figura 7-16. Median—joining network por regiones colombianas.
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La gréfica muestra los haplotipos de pvron4 identificados a partir de los aislados de las tres regiones de
Colombia. Los haplotipos 22 y 28 fueron incluidos dentro del haplotipo 15 al utilizar el algoritmo “star
contraction” [83], para simplificar la interpretacion de la red. Cada nodo es un haplotipo y su tamafio indica
la frecuencia del mismo. Las lineas que conectan los haplotipos entre si, representan los distintos caminos
mutacionales y los puntos negros (median vectors) son las secuencias ancestrales que explican la relacion y
origen evolutivo.

7.7 Prediccion de dominios putativos y del potencial antigénico
de pvron4

El andlisis de la secuencia de PvRON4 de la cepa Sal-1 mostré la presencia de un dominio putativo
de la superfamilia de proteinas serin/esterasa (pfam05057) entre los aminoacidos 311-425
(nucleotidos 931 a 1.275, nimeros basados en la secuencia de referencia Sal-I, nimero de acceso
PlasmoDB: PVX_091434) con un valor e de 1,10e-03. Este dominio est4 ubicado después de la

region repetitiva y es altamente conservado (Figura 7-12).
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Por otra parte, de acuerdo con la prediccion de la antigenicidad de Kolaskar & Tongaonkar y de
epitopes B lineales, hay una region potencialmente antigénica entre las posiciones 41-171 y 178
hasta la 256 para el haplotipo 6 y hasta la posicion 340 para el haplotipo 17 (Figura 7-18). Esto es
congruente con las predicciones de hidrofilicidad y accesibilidad al solvente, de manera que la
regién N-terminal de PvRON4 parece ser un potencial blanco inmune. Asi mismo, el nimero de
repeticiones en tandem expande la regién antigénica, aumentando la posibilidad de ser reconocidas
por el sistema inmune. En contraste, la region central (después de la region repetitiva) y la C-

terminal, parecen ser menos antigénicas, asi como menos expuestas al solvente (Figura 7-18).

Figura 7-17. Median —joining network para las poblaciones parasitarias por departamentos.
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Relacion evolutiva entre los 32 haplotipos identificados a partir de los aislados colectados de cinco
departamentos de Colombia, junto con la secuencia de referencia. Los haplotipos 22 y 28 fueron incluidos
dentro del haplotipo 15 al utilizar el algoritmo “star contraction” [89], para simplificar la interpretacién de la
red. Cada nodo es un haplotipo y su tamafio indica la frecuencia del mismo. Las lineas que conectan los
haplotipos entre si, representan los distintos caminos mutacionales y los puntos negros (median vectors) son
las secuencias ancestrales que explican la relacién y origen evolutivo. El color corresponde a cada una de las
subpoblaciones de origen.
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Figura 7-18. Regiones potencialmente antigénicas de PvRON4.
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8. Discusioén

Varias de las proteinas contenidas dentro de los organelos apicales del pardsito parecen ser
cruciales para la invasién a la célula hospedera y, por ende, representan blancos vacunales
prometedores. Dentro de las proteinas localizadas en estos organelos apicales, se distinguen las
proteinas del complejo RON, las cuales se encuentran participando en la formacion del TJ [13, 14,
36, 42]. Este TJ juega un rol decisivo para el ingreso del parasito a la célula hospedera y el cierre
de la vacuola parasitofora [13]. La proteina RON4, localizada en el complejo de invasion, esta
presente en los miembros del phylum Apicomplexa [16, 19, 20], sugiriendo que ésta forma parte de
una ruta conservada de invasion. Por tal motivo, esta proteina ha sido descrita como potencial

candidato a vacuna.

Son varias las caracteristicas de un candidato a vacuna [12, 90]. Una de las principales es que debe
presentar una baja diversidad genética para asi evitar las respuestas inmunes alelo-especificas que
disminuyen la eficacia de las vacunas. Analisis de cepas de laboratorio de P. falciparum de
diferentes origenes geogréficos, mostraron que el locus pfron4 es altamente conservado,
presentando solamente una sustitucion de aminodacidos [19]. En P. vivax, este locus parece tener el
mismo comportamiento. El analisis de 5 secuencias de referencia, reveld una baja diversidad
genética [21]. Con el fin de confirmar que pvron4 es un gen altamente conservado en P. vivax, este
estudio analizé 73 asilados clinicos de la poblacion colombiana. A pesar de aumentar el nimero de
secuencias analizadas, la diversidad de pvron4 se mantuvo baja. Nuestros resultados mostraron que
pvron4 presenta una diversidad genética més baja de lo reportado previamente [21]. Solo 8 SNPs
fueron identificados en 80 secuencias disponibles, contrastando con los 14 previamente
identificados [21]. Este alto nimero de SNPs (14 en estudios previos), es consecuencia de un

alineamiento errneo de la region repetitiva en los estudios anteriores.
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pvron4 mostrdé un comportamiento similar a otras proteinas de organelos apicales [91, 92]. pvrapl
y pvrap2 tienen un 7 entre 0,0009 y 0,001, respectivamente [92], mientras pvron4 mostro un valor
aun mas bajo al de pvrapl, sugiriendo que éste tiene una baja diversidad genética, siendo el locus
mas conservado reportado hasta la fecha para P. vivax. Aungue pvron4 fue altamente conservado
en secuencia, éste mostrd un alto polimorfismo en tamafo. Estudios previos identificaron dos tipos
de repeticiones hacia el extremo N-terminal de la proteina codificada [18]. Estas repeticiones
fueron reportadas como copias imperfectas de los aminoacidos GGE[H/S]GE[H/S] y [G/A]EH. Sin
embargo, nuestros resultados muestran que la region repetitiva de pvron4 esta compuesta por dos
tipos de repeticiones con una identidad del 100%. La primera codifica para tres aminoacidos GES
(1 a 3 copias) y la segunda para los aminoacidos GEHGEHAEHGE (1 a 7 copias). Estas
repeticiones generan un alto nimero de haplotipos (alelos) diferentes en la poblacion de P. vivax.

Estudios previos han sugerido que las repeticiones en tandem podrian tener un papel importante
como mecanismo de evasion de las respuestas inmunes del hospedero [37, 54, 93, 94]. En este
estudio, 21 haplotipos fueron identificados en PvRON4 cuando los InDels fueron analizados.
Adicionalmente, la regién N-terminal de PvRON4 parece ser la porcion de la proteina mas
expuesta segun los resultados de disponibilidad al solvente e hidrofilicidad. Esta region (después
del péptido sefial y la region repetitiva), parece ser un potencial blanco antigénico, debido a que es
alli donde se predijo el mayor nimero de potenciales epitopes B lineales. Las secuencias
repetitivas identificadas, amplian la region expuesta al solvente y el potencial antigénico de la
proteina. Consecuentemente, la region N-terminal de PvRON4 podria ser la regién expuesta al
sistema inmune del hospedero y la repeticién podria estar actuando como una cortina de humo
inmunoldgica. Futuros estudios de antigenicidad e inmunogenicidad son necesarios para confirmar
esta hipdtesis. Adicionalmente, ya que la region repetitiva fue altamente conservada en secuencia,
ésta podria tener un papel estructural o funcional importante, como se ha sugerido recientemente
para CSP [95, 96].

Mientras la region N-terminal parece estar expuesta al sistema inmune, la region central y la C-
terminal podrian ser funcionalmente importantes. Los test de neutralidad (e.g. Tajima, Fu & Li) no
mostraron valores estadisticamente significativos y por lo tanto no se descarta la neutralidad. Si
pvron4 esta bajo neutralidad, éste deberia mostrar un alto polimorfismo, a menos que exista una
restriccion funcional o estructural [97]. Dado que este locus fue altamente conservado en
secuencia, una restriccion funcional/estructural es probable. Sin embargo, una seleccion a nivel

traduccional podria también ser la responsable de la alta conservacion en secuencia de pvron4. Los
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andlisis del uso preferencial de codones no mostraron un sesgo en el uso de codones (ENC =53 a
55). De hecho, este valor fue similar al reportado para el genoma completo (ENC = 52,18) [98].
Esto sugiere que la alta conservacion del locus pvron4d no se debe a una seleccién a nivel

traduccional y podria ser resultado de una fuerte seleccion purificante.

En pvrond, la tasa ds fue significativamente mayor a dn segln la prueba de Fisher (Fisher exact
test), lo que sugiere que este locus estd bajo seleccién purificante. Sin embargo, evaluar como
actla la seleccion natural en antigenos altamente conservados no es facil [91, 99, 100]. Con el fin
de evaluar el efecto de la seleccion sobre antigenos parasitarios, estudios previos han comparado
las secuencias de P. vivax con especies filogenéticamente relacionadas [91, 99-102]. El analisis de
la ventana deslizante de la tasa ® mostr6 valores menores a 1 hacia la region central de la proteina,
asi como hacia el extremo C-terminal. Adicionalmente, la tasa Ks fue estadisticamente mayor a Ky
y varios sitios bajo seleccion purificante entre especies fueron detectados en estas regiones,
sugiriendo que la seleccion purificante juega un papel importante durante la evolucién del locus en
el género. Teniendo en cuenta que las regiones funcionales tienden a evolucionar mas lentamente y
suelen ser conservadas entre especies [103], estos resultados sugieren que la region central y C-
terminal de PvVvRON4 podrian ser funcionalmente importantes. La presencia de cisteinas
conservadas en la porcion C-terminal (que en la mayoria de las veces estan asociadas con la
interaccion proteina-proteina) podria estar mediando la interaccion entre RON4 y AMA-1 y/u otras
RONSs [17, 104], mientras la presencia de un dominio putativo serin/esterasa en la region central de

la proteina, podria estar involucrado en la entrada de RON4 a la célula hospedera.

Estudios en P. falciparum y T. gondi han mostrado que la regién C-terminal de RON4 parece jugar
un rol importante para la proceso de invasion [17, 20]. RON4 se encuentra dentro del glébulo rojo
sirviendo de anclaje para el complejo AMA1/RON2 [13, 20, 47]. Por lo tanto, durante las etapas
iniciales de este proceso, RON4 debe ser secretada y entrar al glébulo rojo por un mecanismo audn
desconocido. La presencia de un dominio serin/esterasa en la regién central de PvRON4, podria
dar pistas del mecanismo de accion. Esta region es una de las més estructuradas de la proteina,
conteniendo varios sitios bajo seleccion purificante que reiteran un papel funcional/estructural.

Este dominio podria entonces estar participando en el ingreso de RON4 a la célula huésped.

Mientras la region N-terminal de PvRON4 parece estar asociado con la evasion de la respuesta
inmune, la regién central (conteniendo el dominio serin/esterasa), podria estar asociado con la

ruptura de los enlaces éster en los fosfolipidos que constituyen la membrana de la célula
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hospedera. Esta ruptura permitiria la entrada de RON4 al citoplasma del glébulo rojo o del
hepatocito. Una vez dentro, la regién C-terminal de RON4 serviria de anclaje para la proteina
RONZ2, que a su vez permitiria la interaccion entre el parasito y la célula hospedera, mediada por
AMAL. Aungue esto es sélo una hipdtesis, la presencia de este dominio, asi como la observacion
de varios sitos bajo seleccion purificante en la region central y C-terminal, y la alta conservacién
de esta proteina entre especies emparentadas, la sustentaria. Futuros estudios funcionales son

necesarios para su confirmacion.

A pesar de gue ron4 fue altamente conservada entre especies y que la seleccion purificante parece
ser importante durante la evolucién de este locus en Plasmodium, algunos sitios bajo seleccion
positiva fueron identificados. Estos coinciden con las regiones donde se observo un @ > 1. Estudios
previos han mostrado que algunos antigenos (independiente de su diversidad genética) presentan
regiones/codones bajo seleccidn positiva episodica que podrian haber permitido la adaptacion a
diferentes hospederos [102, 105, 106]. La topologia del arbol obtenida para el gen ron4 es similar a
la obtenida al analizar el ADN mitocondrial [107]. Las relaciones filogenéticas de las especies que
infectan roedores y hominidos son obtenidas en la filogenia de ron4. Sin embargo, estas relaciones
no se ven representadas para las especies que infectan primates del viejo mundo. Estas especies
tienen una compleja historia evolutiva que incluye aspectos biogeograficos, adaptacion a nuevos
hospederos macacos, e incluso el cambio de monos a humanos [105, 108]. La seleccion episodica
observada podria ser entonces consecuencia de una diversificacién rapida (en la region N-terminal
y una pequefia porcion en la region C-terminal) de este grupo de parasitos que permitié la
adaptacion de RON4 de una poblacion ancestral a nuevos hospederos disponibles, como
previamente ha sido sugerido [102, 105, 106, 108].

En Colombia, se encontré un relativo alto nimero de haplotipos en el locus pvron4 que resultan de
la combinacion entre SNPs y de repeticiones en tdindem. El analisis median joining mostrd que las
regiones colombianas comparten la mayoria de los haplotipos y parecen ser genéticamente
similares. Sin embargo, al analizar el AMOVA se encontrd que existe un 6% de variacion estimada
entre las subpoblaciones que conforman las distintas regiones. El valor Fsr mostr6 que las
subpoblaciones de Narifio, Antioquia y Amazonas pueden estar genéticamente aisladas, debido a la
presencia de haplotipos Unicos. Estos es concordante con previos estudios en Colombia con otros
antigenos parasitarios [100], asi como con estudios de ADN mitocondrial en América [109], que
sugieren que la poblacion parasitaria en América esta estructurada y con limitado flujo génico. Sin

embargo, ya que algunas subpoblaciones analizadas aqui tenian un tamafio de muestra limitado, se
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hace necesario ampliar el nimero de secuencias para confirmar estos resultados y determinar si

existe un efecto demogréafico que permita el aislamiento de estas poblaciones.
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9. Conclusiones y recomendaciones

9.1 Conclusiones

El disefio de una vacuna completamente efectiva contra los parasitos que causan malaria, requiere
de antigenos con una limitada diversidad genética que evite las respuestas inmunes alelo-
especificas. El locus pvrond mostré tener una baja diversidad genética a nivel de secuencia, pero
con una gran cantidad de haplotipos debido a repeticiones en tandem ubicadas en la region 5” del
gen, que podrian estar involucradas en la evasion de la respuesta inmune. Por otra parte, la region
central y la 3°, son altamente conservadas, incluso entre especies. Estas regiones estan bajo
seleccion purificante, sugiriendo que son funcional o estructuralmente importantes en la proteina.
Adicionalmente, la region central de PvRON4 presenta un dominio putativo serin/esterasa.
Nosotros hipotetizamos que este dominio permitiria la entrada de RON4 a la célula hospedera,
mientras la region C-terminal serviria de anclaje al complejo AMA1/RONSs. Teniendo en cuenta
estos resultados, la region central o C-terminal de PvRON4 son candidatos prometedores a incluir

en el disefio de una vacuna basada en subunidades contra P. vivax.

9.2 Recomendaciones

Con base en la baja variabilidad de la proteina PvRON4 y la participaciéon de sus ortélogos en
mecanismos de invasién conservados, es necesario realizar ensayos funcionales que permitan
identificar la interaccion entre esta proteina y las demas RONs que participan en el complejo de
unién a AMAL1 en Plasmodium vivax. Adicionalmente, se debe evaluar la actividad esterasa
predicha computacionalmente, mediante pruebas bioquimicas. Estos estudios permitirian elucidar
la hipotesis planteada acerca del rol potencial de RON4 en la entrada del parasito a la célula

hospedera.
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Asi mismo, estudios de antigenicidad e inmunogenicidad son requeridos para evaluar la respuesta
inducida por péptidos de la proteina PvRON4 al usarlos como inmundgenos. Especificamente, es
necesario evaluar la regién central y C-terminal, las cuales parecen ser blancos prometedores, ya
gue representan la region mas conservada y funcionalmente importante, de acuerdo a los resultados

obtenidos en este estudio.

Por otro lado, aungue poco se ha elucidado acerca de la funcién de las repeticiones en tdndem en
proteinas de agentes patdgenos, este estudio sustenta su participacion en la expansién de regiones
antigénicas como posibles cortinas de humo. Sin embargo, ain queda por explicar las razones por
las que estas repeticiones (independiente del nimero de veces que se presentan) son altamente
conservadas, y si estas podrian tener alguna funcion estructural, como ha sido sugerido para la
proteina de circumsporozoito (CSP), mediante enfoques de biologia molecular con parasitos
knockout para las repeticiones en tandem del gen csp.

La conservacion interespecifica de RON4 evidencia que esta proteina es un componente esencial
en el género Plasmodium. Estudios previos enP. falciparum indican que los knockout
de pfron4 son inviables, lo que confirma su importancia para el parasito. Esto deberia comprobarse
en P. vivax, ya que, de ser asi, RON4 representa no sélo un candidato mas a vacuna, sino una diana

terapéutica para intentar controlar la malaria mediante enfoques diferentes a la vacunacion.
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11. Anexos

11.1Anexo 1. Variacion en el numero de repeticiones en tandem en el locus pvron4.

* 20 * 40 * 60 * 80 * 100 *
H 6 : GCTGTCACCTGCGCATGTGGCEEEEECEACA - -—--——— GTGGCGGCGAGCACGGAGAGCACGGTGAACACGCTGAACATGGGGAGCACGGAGAGCACGGTGA-——————————— : 94
H 17 : GCTGTCACCTGCGCATGTGG GTGGCGGCGAGCACGGAGAGCACGGTGAACACGCTGAACATGGGGAGCACGGAGAGCACGGTGAACACGCTGAACA : 114
120 * 140 * 160 * 180 * 200 * 220
H6 & ———————— - mm e : -
H 17 : TGGGGAGCACGGAGAGCACGGTGAACACGCTGAACATGGGGAGCACGGAGAGCACGGTGAACACGCTGAACATGGGGAGCACGGAGAGCACGGTGAACACGCTGAACATGGGGA 228
* 240 * 260 * 280 * 300 * 320 * 340
H 6 i mmm e ACATGGCGAGCACGGTGAACAT : 115
H 17 : GCACGGAGAGCACGGTGAACACGCTGAACATGGGGAGCACGGAGAGCACGGTGAACACGCTGAACATGGGGAGCACGGAGAGCACGGTGAACATGGCGAGCACGGTGAACAT ¢ 340

Secuencia de ADN de los haplotipos 6 (el alelo con el menor nimero de repeticiones) y 17 (el alelo con el mayor nimero de repeticiones) del
locus pvron4.






11.2Anexo 2. Alineamiento de los 32 haplotipos identificados para pvron4.

H1 VCG

H2

H3

H4

H5

H6

H7

H8

H9

H10

H11

H12

H13

H14

H15

H16

H17

H18

H19

H20

H21

H22

H23

H24

H25

H26 Mauritania-I ref
H27 India-VII refseq
H28 Ctg refsequence
H29 Salvador-I refse
H30 NKorea refsequen
H31 P.vivax0l refseq
H32 Brazil-I refsequ

* 20 * 40 * 60 * 80 * 100
ATGTCTCGTAAAAGGGTTTTTCTTCTGTGCATTTTTCTGGCCATTTCCGCCGTTGTTGACGAAGCCGAGTCGTTCAGGAGTAAGCAAAAAGAAAGGAAAAAAAA
ATGTCTCGTAAAAGGGTTTTTCTTCTGTGCATTTTTCTGGCCATTTCCGCCGTTGTTGACGAAGCCGAGTCGTTCAGGAGTAAGCAAAAAGAAAGGAAAAAAAA
ATGTCTCGTAAAAGGGTTTTTCTTCTGTGCATTTTTCTGGCCATTTCCGCCGTTGTTGACGAAGCCGAGTCGTTCAGGAGTAAGCAAAAAGAAAGGAAAAAAAA
ATGTCTCGTAAAAGGGTTTTTCTTCTGTGCATTTTTCTGGCCATTTCCGCCGTTGTTGACGAAGCCGAGTCGTTCAGGAGTAAGCAAAAAGAAAGGAAAAAAARA
ATGTCTCGTAAAAGGGTTTTTCTTCTGTGCATTTTTCTGGCCATTTCCGCCGTTGTTGACGAAGCCGAGTCGTTCAGGAGTAAGCAAAAAGAAAGGAAAAAAAA
ATGTCTCGTAAAAGGGTTTTTCTTCTGTGCATTTTTCTGGCCATTTCCGCCGTTGTTGACGAAGCCGAGTCGTTCAGGAGTAAGCAAAAAGAAAGGAAAARAAAA
ATGTCTCGTAAAAGGGTTTTTCTTCTGTGCATTTTTCTGGCCATTTCCGCCGTTGTTGACGAAGCCGAGTCGTTCAGGAGTAAGCAAAAAGAAAGGAAAAAAAA
ATGTCTCGTAAAAGGGTTTTTCTTCTGTGCATTTTTCTGGCCATTTCCGCCGTTGTTGACGAAGCCGAGTCGTTCAGGAGTAAGCAAAAAGAAAGGAAAAAAAA
ATGTCTCGTAAAAGGGTTTTTCTTCTGTGCATTTTTCTGGCCATTTCCGCCGTTGTTGACGAAGCCGAGTCGTTCAGGAGTAAGCAAAAAGAAAGGAAAAAAAA
ATGTCTCGTAAAAGGGTTTTTCTTCTGTGCATTTTTCTGGCCATTTCCGCCGTTGTTGACGAAGCCGAGTCGTTCAGGAGTAAGCAAAAAGAAAGGAAAAAAAA
ATGTCTCGTAAAAGGGTTTTTCTTCTGTGCATTTTTCTGGCCATTTCCGCCGTTGTTGACGAAGCCGAGTCGTTCAGGAGTAAGCAAAAAGAAAGGAAAAAAAA
ATGTCTCGTAAAAGGGTTTTTCTTCTGTGCATTTTTCTGGCCATTTCCGCCGTTGTTGACGAAGCCGAGTCGTTCAGGAGTAAGCAAAAAGAAAGGAAAAAAARA
ATGTCTCGTAAAAGGGTTTTTCTTCTGTGCATTTTTCTGGCCATTTCCGCCGTTGTTGACGAAGCCGAGTCGTTCAGGAGTAAGCAAAAAGAAAGGAAAAAAAA
ATGTCTCGTAAAAGGGTTTTTCTTCTGTGCATTTTTCTGGCCATTTCCGCCGTTGTTGACGAAGCCGAGTCGTTCAGGAGTAAGCAAAAAGAAAGGAAAAAAAA
ATGTCTCGTAAAAGGGTTTTTCTTCTGTGCATTTTTCTGGCCATTTCCGCCGTTGTTGACGAAGCCGAGTCGTTCAGGAGTAAGCAAAAAGAAAGGAAAAAAAA
ATGTCTCGTAAAAGGGTTTTTCTTCTGTGCATTTTTCTGGCCATTTCCGCCGTTGTTGACGAAGCCGAGTCGTTCAGGAGTAAGCAAAAAGAAAGGAAAAAAARA
ATGTCTCGTAAAAGGGTTTTTCTTCTGTGCATTTTTCTGGCCATTTCCGCCGTTGTTGACGAAGCCGAGTCGTTCAGGAGTAAGCAAAAAGAAAGGAAAAAAAA
ATGTCTCGTAAAAGGGTTTTTCTTCTGTGCATTTTTCTGGCCATTTCCGCCGTTGTTGACGAAGCCGAGTCGTTCAGGAGTAAGCAAAAAGAAAGGAAAAAAARA
ATGTCTCGTAAAAGGGTTTTTCTTCTGTGCATTTTTCTGGCCATTTCCGCCGTTGTTGACGAAGCCGAGTCGTTCAGGAGTAAGCAAAAAGAAAGGAAAAAAARA
ATGTCTCGTAAAAGGGTTTTTCTTCTGTGCATTTTTCTGGCCATTTCCGCCGTTGTTGACGAAGCCGAGTCGTTCAGGAGTAAGCAAAAAGAAAGGAAAAAAAA
ATGTCTCGTAAAAGGGTTTTTCTTCTGTGCATTTTTCTGGCCATTTCCGCCGTTGTTGACGAAGCCGAGTCGTTCAGGAGTAAGCAAAAAGAAAGGAAAAAAAA
ATGTCTCGTAAAAGGGTTTTTCTTCTGTGCATTTTTCTGGCCATTTCCGCCGTTGTTGACGAAGCCGAGTCGTTCAGGAGTAAGCAAAAAGAAAGGAAAAAAAA
ATGTCTCGTAAAAGGGTTTTTCTTCTGTGCATTTTTCTGGCCATTTCCGCCGTTGTTGACGAAGCCGAGTCGTTCAGGAGTAAGCAAAAAGAAAGGAAAAAAAA
ATGTCTCGTAAAAGGGTTTTTCTTCTGTGCATTTTTCTGGCCATTTCCGCCGTTGTTGACGAAGCCGAGTCGTTCAGGAGTAAGCAAAAAGAAAGGAAAAAAAA
ATGTCTCGTAAAAGGGTTTTTCTTCTGTGCATTTTTCTGGCCATTTCCGCCGTTGTTGACGAAGCCGAGTCGTTCAGGAGTAAGCAAAAAGAAAGGAAAAAAAA
ATGTCTCGTAAAAGGGTTTTTCTTCTGTGCATTTTTCTGGCCATTTCCGCCGTTGTTGACGAAGCCGAGTCGTTCAGGAGTAAGCAAAAAGAAAGGAAAAAAAA
ATGTCTCGTAAAAGGGTTTTTCTTCTGTGCATTTTTCTGGCCATTTCCGCCGTTGTTGACGAAGCCGAGTCGTTCAGGAGTAAGCAAAAAGAAAGGAAAAAAAA
ATGTCTCGTAAAAGGGTTTTTCTTCTGTGCATTTTTCTGGCCATTTCCGCCGTTGTTGACGAAGCCGAGTCGTTCAGGAGTAAGCAAAAAGAAAGGAAAAAAAA
ATGTCTCGTAAAAGGGTTTTTCTTCTGTGCATTTTTCTGGCCATTTCCGCCGTTGTTGACGAAGCCGAGTCGTTCAGGAGTAAGCAAAAAGAAAGGAAAAAAAA
ATGTCTCGTAAAAGGGTTTTTCTTCTGTGCATTTTTCTGGCCATTTCCGCCGTTGTTGACGAAGCCGAGTCGTTCAGGAGTAAGCAAAAAGAAAGGAAAAAAAA
ATGTCTCGTAAAAGGGTTTTTCTTCTGTGCATTTTTCTGGCCATTTCCGCCGTTGTTGACGAAGCCGAGTCGTTCAGGAGTAAGCAAAAAGAAAGGAAAAAAAA
ATGTCTCGTAAAAGGGTTTTTCTTCTGTGCATTTTTCTGGCCATTTCCGCCGTTGTTGACGAAGCCGAGTCGTTCAGGAGTAAGCAAAAAGAAAGGAAAARAAAN
ATGTCTCGTAAAAGGGTTTTTCTTCTGTGCATTTTTCTGGCCATTTCCGCCGTTGTTGACGAAGCCGAGTCGTTCAGGAGTAAGCAAAAAGAAAGGAAAAAARAA

104
104
104
104
104
104
104
104
104
104
104
104
104
104
104
104
104
104
104
104
104
104
104
104
104
104
104
104
104
104
104
104



64 Diversidad genética del locus ron4 de Plasmodium vivax
* 120 * 140 * 160 * 180 * 200
H1 VCG GGAGAGATAGGTAGAGAGGGGCATCACACGCAACTGCTATACGCATGCAACTGCGABACECACEREACTRECEGTACACACCTGTGCAATGGCGCGTGCCGTATG 208
H2 GGAGAGATAGGTAGAGAGGGGCATCACACGCAACTGCTATACGCATGCAACTGCGRTACECACETEACTECEGTACACACCTGTGCAATGGCGCGTGCCGTATG 208
H3 GGAGAGATAGGTAGAGAGGGGCATCACACGCAACTGCTATACGCATGCAACTGCGABACECACCREACTECEGTACACACCTGTGCAATGGCGCGTGCCGTATG 208
H4 GGAGAGATAGGTAGAGAGGGGCATCACACGCAACTGCTATACGCATGCAACTGCGRTACECACETEACTECEGTACACACCTGTGCAATGGCGCGTGCCGTATG 208
HS GGAGAGATAGGTAGAGAGGGGCATCACACGCAACTGCTATACGCATGCAACTGCGABACECACCREACTECEGTACACACCTGTGCAATGGCGCGTGCCGTATG 208
H6 GGAGAGATAGGTAGAGAGGGGCATCACACGCAACTGCTATACGCATGCAACTGCGRTACECACETEACTECECTACACACCTGTGCAATGGCGCGTGCCGTATG 208
H7 GGAGAGATAGGTAGAGAGGGGCATCACACGCAACTGCTATACGCATGCAACTGCGABMCECACCREACTECEGTACACACCTGTGCAATGGCGCGTGCCGTATG 208
HS GGAGAGATAGGTAGAGAGGGGCATCACACGCAACTGCTATACGCATGCAACTGCGRTACECACCTEACTECEGTACACACCTGTGCAATGGCGCGTGCCGTATG 208
HO GGAGAGATAGGTAGAGAGGGGCATCACACGCAACTGCTATACGCATGCAAC TG g © T . CACACCTGTGCAATGGCGCGTGCCGTATG 191
H10 GGAGAGATAGGTAGAGAGGGGCATCACACGCAACTGCTATACGCATGCAACTGCGRTACBEACEREACTECEGTACACACCTGTGCAATGGCGCGTGCCGTATG 208
H11 GGAGAGATAGGTAGAGAGGGGCATCACACGCAACTGCTATACGCATGCAACTGCGABMCECACCREACTECEGTACACACCTGTGCAATGGCGCGTGCCGTATG 208
H12 GGAGAGATAGGTAGAGAGGGGCATCACACGCAACTGCTATACGCATGCAACTGCGRTACECACEREACTECECTACACACCTGTGCAATGGCGCGTGCCGTATG 208
H13 GGAGAGATAGGTAGAGAGGGGCATCACACGCAACTGCTATACGCATGCAACTGCGRTACECACEREACTECECTACACACCTGTGCAATGGCGCGTGCCGTATG 208
H14 GGAGAGATAGGTAGAGAGGGGCATCACACGCAACTGCTATACGCATGCAACTGCGABACECACCREACTECE T ACACACCTGTGCAATGGCGCGTGCCGTATG 208
H15 GGAGAGATAGGTAGAGAGGGGCATCACACGCAACTGCTATACGCATGCAACTGCGRTACECACEREACTECECTACACACCTGTGCAATGGCGCGTGCCGTATG 208
H16 GGAGAGATAGGTAGAGAGGGGCATCACACGCAACTGCTATACGCATGCAACTGCGABACECACCREACTECE T ACACACCTGTGCAATGGCGCGTGCCGTATG 208
H17 GGAGAGATAGGTAGAGAGGGGCATCACACGCAACTGCTATACGCATGCAACTGCGRTACECACETEACTECECTACACACCTGTGCAATGGCGCGTGCCGTATG 208
H18 GGAGAGATAGGTAGAGAGGGGCATCACACGCAACTGCTATACGCATGCAACTGCGANACECACCREACTECE T ACACACCTGTGCAATGGCGCGTGCCGTATG 208
H19 GGAGAGATAGGTAGAGAGGGGCATCACACGCAACTGCTATACGCATGCAACTGCGETACECACEREACTECECTACACACCTGTGCAATGGCGCGTGCCGTATG 208
H20 GGAGAGATAGGTAGAGAGGGGCATCACACGCAACTGCTATACGCATGCAACTGCGANACECACCREACTECE T ACACACCTGTGCAATGGCGCGTGCCGTATG 208
H21 GGAGAGATAGGTAGAGAGGGGCATCACACGCAACTGCTATACGCATGCAACTGCGRTACECACEREACTECECTACACACCTGTGCAATGGCGCGTGCCGTATG 208
H22 GGAGAGATAGGTAGAGAGGGGCATCACACGCAACTGCTATACGCATGCAACTGCGANACCCACCREACTECE T ACACACCTGTGCAATGGCGCGTGCCGTATG 208
H23 GGAGAGATAGGTAGAGAGGGGCATCACACGCAACTGCTATACGCATGCAACTGCGRTACECACEREACTECECTACACACCTGTGCAATGGCGCGTGCCGTATG 208
H24 GGAGAGATAGGTAGAGAGGGGCATCACACGCAACTGCTATACGCATGCAACTGCGANACCCACCREACTECECTACACACCTGTGCAATGGCGCGTGCCGTATG 208
H25 GGAGAGATAGGTAGAGAGGGGCATCACACGCAACTGCTATACGCATGCAACTGCGRTACECACCREACTECEC TACACACCTGTGCAATGGCGCGTGCCGTATG 208
A CRPE RV R E R R aE Pl G 7. GAGATAGGTAGAGAGGGGCATCACACGCAACTGCTATACGCATGCAACTGCGRTACEEACETEACTECE G TACACACCTGTGCAATGGCGCGTGCCGTATG 208
AR R E R ERTA S QP A-IY- MM - G2\ GAGATAGGTAGAGAGGGGCATCACACGCAACTGCTATACGCATGCAACTGCCATACCCACETEACTECEG TACACACCTGTGCAATGGCGCGTGCCGTATG 208
H28 Ctg refsequence GGAGAGATAGGTAGAGAGGGGCATCACACGCAACTGCTATACGCATGCAACTGCGANACCCACCREACTECE T ACACACCTGTGCAATGGCGCGTGCCGTATG 208
PR ENR Y IR R OE -IPN 5 G 2\ GA GAT AGGTAGAGAGGGGCATCACACGCAACTGCTATACGCATGCAACTGCCATACECACETEACTECEG TACACACCTGTGCAATGGCGCGTGCCGTATG 208
T (P ERE TR 1N oW G G . GAGATAGGTAGAGAGGGGCATCACACGCAACTGCTATACGCATGCAACTGCGATACCGEACETEACTECE G TACACACCTGTGCAATGGCGCGTGCCGTATG 208
SN IR S RPN ESIYe Ml 5 G 2\ GAGATAGGTAGAGAGGGGCATCACACGCAACTGCTATACGCATGCAACTGCCATACECACETEACTECEG TACACACCTGTGCAATGGCGCGTGCCGTATG 208
PSP RN QS SISV NP G 2. GAGATAGGTAGAGAGGGGCATCACACGCAACTGCTATACGCATGCAACTGCGATACEEACETEACTECE G TACACACCTGTGCAATGGCGCGTGCCGTATG 208
GGAGAGATAGGTAGAGAGGGGCATCACACGCAACTGCTATACGCATGCAACTGCGatacgcacgtgactgecgGTACACACCTGTGCAATGGCGCGTGCCGTATG
* 220 * 240 * 260 * 280 * 300 *

H1 VCG CATGCTGTCCACGGCGCTCCACCCCCAAAGCAACGAAATAAAAAATAAAAAGTAAATAAATAAATAAATAAATTCCCCCTTTCAGAGCCEGACGCGGCAGCGAR 312
H2 CATGCTGTCCACGGCGCTCCACCCCCAAAGCAACGAAATAAAAAATAAAAAGTAAATAAATAAATAAATAAATTCCCCCTTTCAGAGCCEGACGCGGCAGCGAR 312
H3 CATGCTGTCCACGGCGCTCCACCCCCAAAGCAACGAAATAAAAAATAAAAAGTAAATAAATAAATAAATAAATTCCCCCTTTCAGAGCCIIGACGCGGCAGCGAA 312
H4 CATGCTGTCCACGGCGCTCCACCCCCAAAGCAACGAAATAAAAAATAAAAAGTAAATAAATAAATAAATAAATTCCCCCTTTCAGAGCCIIGACGCGGCAGCGAA 312
H5 CATGCTGTCCACGGCGCTCCACCCCCAAAGCAACGAAATAAAAAATAAAAAGTAAATAAATAAATAAATAAATTCCCCCTTTCAGAGCCEGACGCGGCAGCGAR 312
H6 CATGCTGTCCACGGCGCTCCACCCCCAAAGCAACGAAATAAAAAATAAAAAGTAAATAAATAAATAAATAAATTCCCCCTTTCAGAGCCEGACGCGGCAGCGAR 312
H7 CATGCTGTCCACGGCGCTCCACCCCCAAAGCAACGAAATAAAAAATAAAAAGTAAATAAATAAATAAATAAATTCCCCCTTTCAGAGCCINGACGCGGCAGCGARA 312
H8 CATGCTGTCCACGGCGCTCCACCCCCAAAGCAACGAAATAAAAAATAAAAAGTAAATAAATAAATAAATAAATTCCCCCTTTCAGAGCCIRIGACGCGGCAGCGAA 312
H9 CATGCTGTCCACGGCGCTCCACCCCCAAAGCAACGAAATAAAAAATAAAAAGTAAATAAATAAATAAATAAATTCCCCCTTTCAGAGCCEGACGCGGCAGCGARA 295




65

H10

H11

H12

H13

H14

H15

H16

H17

H18

H19

H20

H21

H22

H23

H24

H25

H26 Mauritania-I ref
H27 India-VII refseqg
H28 Ctg refsequence
H29 Salvador-I refse
H30 NKorea refsequen
H31 P.vivax0l refseqg
H32 Brazil-I refsequ

H1 VCG
H2
H3
H4
H5
H6
H7
H8
H9
H10
H11
H12
H13
H14
H15
H16
H17
H18
H19

CATGCTGTCCACGGCGCTCCACCCCCAAAGCAACGAAATAAAAAATAAAAAGTAAATAAATAAATAAATAAATTCCCCCTTTCAGAGCCIAGACGCGGCAGCGAR
CATGCTGTCCACGGCGCTCCACCCCCAAAGCAACGAAATAAAAAATAAAAAGTAAATAAATAAATAAATAAATTCCCCCTTTCAGAGCCIRGACGCGGCAGCGAR
CATGCTGTCCACGGCGCTCCACCCCCAAAGCAACGAAATAAAAAATAAAAAGTAAATAAATAAATAAATAAATTCCCCCTTTCAGAGCCIAGACGCGGCAGCGAR
CATGCTGTCCACGGCGCTCCACCCCCAAAGCAACGAAATAAAAAATAAAAAGTAAATAAATAAATAAATAAATTCCCCCTTTCAGAGCCEGACGCGGCAGCGAR
CATGCTGTCCACGGCGCTCCACCCCCAAAGCAACGAAATAAAAAATAAAAAGTAAATAAATAAATAAATAAATTCCCCCTTTCAGAGCCEGACGCGGCAGCGAR
CATGCTGTCCACGGCGCTCCACCCCCAAAGCAACGAAATAAAAAATAAAAAGTAAATAAATAAATAAATAAATTCCCCCTTTCAGAGCCIAGACGCGGCAGCGAR
CATGCTGTCCACGGCGCTCCACCCCCAAAGCAACGAAATAAAAAATAAAAAGTAAATAAATAAATAAATAAATTCCCCCTTTCAGAGCCEGACGCGGCAGCGAR
CATGCTGTCCACGGCGCTCCACCCCCAAAGCAACGAAATAAAAAATAAAAAGTAAATAAATAAATAAATAAATTCCCCCTTTCAGAGCCEGACGCGGCAGCGAR
CATGCTGTCCACGGCGCTCCACCCCCAAAGCAACGAAATAAAAAATAAAAAGTAAATAAATAAATAAATAAATTCCCCCTTTCAGAGCCEGACGCGGCAGCGAR

CATGCTGTCCACGGCGCTCCACCCCCAAAGCAACGAAATAAAAAATAAAAAGTAAATAAATAAATAAATAAATTCCCCCTTTCAGAGCCIAGACGCGGCAGCGAR

CATGCTGTCCACGGCGCTCCACCCCCAAAGCAACGAAATAAAAAATAAAAAGTAAATAAATAAATAAATAAATTCCCCCTTTCAGAGCCEGACGCGGCAGCGA‘

CATGCTGTCCACGGCGCTCCACCCCCAAAGCAACGAAATAAAAAATAAAAAGTAAATAAATAAATAAATAAATTCCCCCTTTCAGAGCCIAGACGCGGCAGCGARA
CATGCTGTCCACGGCGCTCCACCCCCAAAGCAACGAAATAAAAAATAAAAAGTAAATAAATAAATAAATAAATTCCCCCTTTCAGAGCCgGACGCGGCAGCGA‘
CATGCTGTCCACGGCGCTCCACCCCCAAAGCAACGAAATAAAAAATAAAAAGTAAATAAATAAATAAATAAATTCCCCCTTTCAGAGCCIAGACGCGGCAGCGARA
CATGCTGTCCACGGCGCTCCACCCCCAAAGCAACGAAATAAAAAATAAAAAGTAAATAAATAAATAAATAAATTCCCCCTTTCAGAGCCEGACGCGGCAGCGA‘
CATGCTGTCCACGGCGCTCCACCCCCAAAGCAACGAAATAAAAAATAAAAAGTAAATAAATAAATAAATAAATTCCCCCTTTCAGAGCCIAGACGCGGCAGCGAR
CATGCTGTCCACGGCGCTCCACCCCCAAAGCAACGAAATAAAAAATAAAAAGTAAATAAATAAATAAATAAATTCCCCCTTTCAGAGCCEGACGCGGCAGCGAR
CATGCTGTCCACGGCGCTCCACCCCCAAAGCAACGAAATAAAAAATAAAAAGTAAATAAATAAATAAATAAATTCCCCCTTTCAGAGCCEGACGCGGCAGCGAR
CATGCTGTCCACGGCGCTCCACCCCCAAAGCAACGAAATAAAAAATAAAAAGTAAATAAATAAATAAATAAATTCCCCCTTTCAGAGCCIAGACGCGGCAGCGAR
CATGCTGTCCACGGCGCTCCACCCCCAAAGCAACGAAATAAAAAATAAAAAGTAAATAAATAAATAAATAAATTCCCCCTTTCAGAGCCIAGACGCGGCAGCGAR
CATGCTGTCCACGGCGCTCCACCCCCAAAGCAACGAAATAAAAAATAAAAAGTAAATAAATAAATAAATAAATTCCCCCTTTCAGAGCCEGACGCGGCAGCGAR
CATGCTGTCCACGGCGCTCCACCCCCAAAGCAACGAAATAAAAAATAAAAAGTAAATAAATAAATAAATAAATTCCCCCTTTCAGAGCCEGACGCGGCAGCGAR
CATGCTGTCCACGGCGCTCCACCCCCAAAGCAACGAAATAAAAAATAAAAAGTAAATAAATAAATAAATAAATTCCCCCTTTCAGAGCCEGACGCGGCAGCGAR
CATGCTGTCCACGGCGCTCCACCCCCAAAGCAACGAAATAAAAAATAAAAAGTAAATAAATAAATAAATAAATTCCCCCTTTCAGAGCC GACGCGGCAGCGAA

320 * 340 * 360 * 380 * 400 *
CGTCTCCTTCCTGGAGTTCACAGCAGATGGCAACGCTGAAGAGGGGCAGGCGCAGCCAAGTGAACCCATCGTTAACACCCAGCCGCTGCAGGAAAATGTAAGTG
CGTCTCCTTCCTGGAGTTCACAGCAGATGGCAACGCTGAAGAGGGGCAGGCGCAGCCAAGTGAACCCATCGTTAACACCCAGCCGCTGCAGGAAAATGTAAGTG
CGTCTCCTTCCTGGAGTTCACAGCAGATGGCAACGCTGAAGAGGGGCAGGCGCAGCCAAGTGAACCCATCGTTAACACCCAGCCGCTGCAGGAAAATGTAAGTG
CGTCTCCTTCCTGGAGTTCACAGCAGATGGCAACGCTGAAGAGGGGCAGGCGCAGCCAAGTGAACCCATCGTTAACACCCAGCCGCTGCAGGAAAATGTAAGTG
CGTCTCCTTCCTGGAGTTCACAGCAGATGGCAACGCTGAAGAGGGGCAGGCGCAGCCAAGTGAACCCATCGTTAACACCCAGCCGCTGCAGGAAAATGTAAGTG
CGTCTCCTTCCTGGAGTTCACAGCAGATGGCAACGCTGAAGAGGGGCAGGCGCAGCCAAGTGAACCCATCGTTAACACCCAGCCGCTGCAGGAAAATGTAAGTG
CGTCTCCTTCCTGGAGTTCACAGCAGATGGCAACGCTGAAGAGGGGCAGGCGCAGCCAAGTGAACCCATCGTTAACACCCAGCCGCTGCAGGAAAATGTAAGTG
CGTCTCCTTCCTGGAGTTCACAGCAGATGGCAACGCTGAAGAGGGGCAGGCGCAGCCAAGTGAACCCATCGTTAACACCCAGCCGCTGCAGGAAAATGTAAGTG
CGTCTCCTTCCTGGAGTTCACAGCAGATGGCAACGCTGAAGAGGGGCAGGCGCAGCCAAGTGAACCCATCGTTAACACCCAGCCGCTGCAGGAAAATGTAAGTG
CGTCTCCTTCCTGGAGTTCACAGCAGATGGCAACGCTGAAGAGGGGCAGGCGCAGCCAAGTGAACCCATCGTTAACACCCAGCCGCTGCAGGAAAATGTAAGTG
CGTCTCCTTCCTGGAGTTCACAGCAGATGGCAACGCTGAAGAGGGGCAGGCGCAGCCAAGTGAACCCATCGTTAACACCCAGCCGCTGCAGGAAAATGTAAGTG
CGTCTCCTTCCTGGAGTTCACAGCAGATGGCAACGCTGAAGAGGGGCAGGCGCAGCCAAGTGAACCCATCGTTAACACCCAGCCGCTGCAGGAAAATGTAAGTG
CGTCTCCTTCCTGGAGTTCACAGCAGATGGCAACGCTGAAGAGGGGCAGGCGCAGCCAAGTGAACCCATCGTTAACACCCAGCCGCTGCAGGAAAATGTAAGTG
CGTCTCCTTCCTGGAGTTCACAGCAGATGGCAACGCTGAAGAGGGGCAGGCGCAGCCAAGTGAACCCATCGTTAACACCCAGCCGCTGCAGGAAAATGTAAGTG
CGTCTCCTTCCTGGAGTTCACAGCAGATGGCAACGCTGAAGAGGGGCAGGCGCAGCCAAGTGAACCCATCGTTAACACCCAGCCGCTGCAGGAAAATGTAAGTG
CGTCTCCTTCCTGGAGTTCACAGCAGATGGCAACGCTGAAGAGGGGCAGGCGCAGCCAAGTGAACCCATCGTTAACACCCAGCCGCTGCAGGAAAATGTAAGTG
CGTCTCCTTCCTGGAGTTCACAGCAGATGGCAACGCTGAAGAGGGGCAGGCGCAGCCAAGTGAACCCATCGTTAACACCCAGCCGCTGCAGGAAAATGTAAGTG
CGTCTCCTTCCTGGAGTTCACAGCAGATGGCAACGCTGAAGAGGGGCAGGCGCAGCCAAGTGAACCCATCGTTAACACCCAGCCGCTGCAGGAAAATGTAAGTG
CGTCTCCTTCCTGGAGTTCACAGCAGATGGCAACGCTGAAGAGGGGCAGGCGCAGCCAAGTGAACCCATCGTTAACACCCAGCCGCTGCAGGAAAATGTAAGTG
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H20 CGTCTCCTTCCTGGAGTTCACAGCAGATGGCAACGCTGAAGAGGGGCAGGCGCAGCCAAGTGAACCCATCGTTAACACCCAGCCGCTGCAGGAAAATGTAAGTG 416
H21 CGTCTCCTTCCTGGAGTTCACAGCAGATGGCAACGCTGAAGAGGGGCAGGCGCAGCCAAGTGAACCCATCGTTAACACCCAGCCGCTGCAGGAAAATGTAAGTG 416
H22 CGTCTCCTTCCTGGAGTTCACAGCAGATGGCAACGCTGAAGAGGGGCAGGCGCAGCCAAGTGAACCCATCGTTAACACCCAGCCGCTGCAGGAAAATGTAAGTG 416
H23 CGTCTCCTTCCTGGAGTTCACAGCAGATGGCAACGCTGAAGAGGGGCAGGCGCAGCCAAGTGAACCCATCGTTAACACCCAGCCGCTGCAGGAAAATGTAAGTG 416
H24 CGTCTCCTTCCTGGAGTTCACAGCAGATGGCAACGCTGAAGAGGGGCAGGCGCAGCCAAGTGAACCCATCGTTAACACCCAGCCGCTGCAGGAAAATGTAAGTG 416
H25 CGTCTCCTTCCTGGAGTTCACAGCAGATGGCAACGCTGAAGAGGGGCAGGCGCAGCCAAGTGAACCCATCGTTAACACCCAGCCGCTGCAGGAAAATGTAAGTG 416
H26 Mauritania-I ref CGTCTCCTTCCTGGAGTTCACAGCAGATGGCAACGCTGAAGAGGGGCAGGCGCAGCCAAGTGAACCCATCGTTAACACCCAGCCGCTGCAGGAAAATGTAAGTG 416
PN SN EEEATA R IESSE IO M C G T C TCCTTCCTGGAGTTCACAGCAGATGGCAACGCTGAAGAGGGGCAGGCGCAGCCAAGTGAACCCATCGTTAACACCCAGCCGCTGCAGGAAAATGTAAGTG 416
H28 Ctg refsequence CGTCTCCTTCCTGGAGTTCACAGCAGATGGCAACGCTGAAGAGGGGCAGGCGCAGCCAAGTGAACCCATCGTTAACACCCAGCCGCTGCAGGAAAATGTAAGTG 416
PR EURIIS PN SE S =Tl C G T C TCCTTCCTGGAGTTCACAGCAGATGGCAACGCTGAAGAGGGGCAGGCGCAGCCAAGTGAACCCATCGTTAACACCCAGCCGCTGCAGGAAAATGTAAGTG 416
H30 NKorea refsequen CGTCTCCTTCCTGGAGTTCACAGCAGATGGCAACGCTGAAGAGGGGCAGGCGCAGCCAAGTGAACCCATCGTTAACACCCAGCCGCTGCAGGAAAATGTAAGTG 416
SEND-IRERVEPNNIIES IO M C G T C TCCTTCCTGGAGTTCACAGCAGATGGCAACGCTGAAGAGGGGCAGGCGCAGCCAAGTGAACCCATCGTTAACACCCAGCCGCTGCAGGAAAATGTAAGTG 416
H32 Brazil-I refsequ CGTCTCCTTCCTGGAGTTCACAGCAGATGGCAACGCTGAAGAGGGGCAGGCGCAGCCAAGTGAACCCATCGTTAACACCCAGCCGCTGCAGGAAAATGTAAGTG 416

CGTCTCCTTCCTGGAGTTCACAGCAGATGGCAACGCTGAAGAGGGGCAGGCGCAGCCAAGTGAACCCATCGTTAACACCCAGCCGCTGCAGGAAAATGTAAGTG
420 * 440 * 460 * 480 * 500 * 520
H1 VCG AAGCCGCTCCCCACTCGGAGGAGTCCACTGGGGGAAGCGCGGAGAAGGGAAGTGGCGGCCACGAGGAAACCCCCCACGCAGGAGAACETGACAAAGGTAGTGGC 520
H2 AAGCCGCTCCCCACTCGGAGGAGTCCACTGGGGGAAGCGCGGAGAAGGGAAGTGGCGGCCACGAGGAAACCCCCCACGCAGGAGAACATGACAAAGGTAGTGGC 520
H3 AAGCCGCTCCCCACTCGGAGGAGTCCACTGGGGGAAGCGCGGAGAAGGGAAGTGGCGGCCACGAGGAAACCCCCCACGCAGGAGAACETGACAAAGGTAGTGGC 520
H4 IAAGCCGCTCCCCACTCGGAGGAGTCCACTGGGGGAAGCGCGGAGAAGGGAAGTGGCGGCCACGAGGAAACCCCCCACGCAGGAGAACATGACAAAGGTAGTGGC 520
HS AAGCCGCTCCCCACTCGGAGGAGTCCACTGGGGGAAGCGCGGAGAAGGGAAGTGGCGGCCACGAGGAAACCCCCCACGCAGGAGAACETGACAAAGGTAGTGGC 520
H6 IAAGCCGCTCCCCACTCGGAGGAGTCCACTGGGGGAAGCGCGGAGAAGGGAAGTGGCGGCCACGAGGAAACCCCCCACGCAGGAGAACATGACAAAGGTAGTGGC 520
H7 AAGCCGCTCCCCACTCGGAGGAGTCCACTGGGGGAAGCGCGGAGAAGGGAAGTGGCGGCCACGAGGAAACCCCCCACGCAGGAGAACETGACAAAGGTAGTGGC 520
H8 IAAGCCGCTCCCCACTCGGAGGAGTCCACTGGGGGAAGCGCGGAGAAGGGAAGTGGCGGCCACGAGGAAACCCCCCACGCAGGAGAACATGACAAAGGTAGTGGC 520
H9 AAGCCGCTCCCCACTCGGAGGAGTCCACTGGGGGAAGCGCGGAGAAGGGAAGTGGCGGCCACGAGGARACCCCCCACGCAGGAGAACMTGACAAAGGTAGTGGC 503
H10 IAAGCCGCTCCCCACTCGGAGGAGTCCACTGGGGGAAGCGCGGAGAAGGGAAGTGGCGGCCACGAGGAAACCCCCCACGCAGGAGAACATGACAAAGGTAGTGGC 520
H11 AAGCCGCTCCCCACTCGGAGGAGTCCACTGGGGGAAGCGCGGAGAAGGGAAGTGGCGGCCACGAGGAAACCCCCCACGCAGGAGAACMTGACAAAGGTAGTGGC 520
H12 IAAGCCGCTCCCCACTCGGAGGAGTCCACTGGGGGAAGCGCGGAGAAGGGAAGTGGCGGCCACGAGGAAACCCCCCACGCAGGAGAACATGACAAAGGTAGTGGC 520
H13 AAGCCGCTCCCCACTCGGAGGAGTCCACTGGGGGAAGCGCGGAGAAGGGAAGTGGCGGCCACGAGGARACCCCCCACGCAGGAGAACMTGACAAAGGTAGTGGC 520
H14 IAAGCCGCTCCCCACTCGGAGGAGTCCACTGGGGGAAGCGCGGAGAAGGGAAGTGGCGGCCACGAGGAAACCCCCCACGCAGGAGAACATGACAAAGGTAGTGGC 520
H15 AAGCCGCTCCCCACTCGGAGGAGTCCACTGGGGGAAGCGCGGAGAAGGGAAGTGGCGGCCACGAGGARACCCCCCACGCAGGAGAACETGACAAAGGTAGTGGC 520
H16 IAAGCCGCTCCCCACTCGGAGGAGTCCACTGGGGGAAGCGCGGAGAAGGGAAGTGGCGGCCACGAGGAAACCCCCCACGCAGGAGAACATGACAAAGGTAGTGGC 520
H17 AAGCCGCTCCCCACTCGGAGGAGTCCACTGGGGGAAGCGCGGAGAAGGGAAGTGGCGGCCACGAGGARACCCCCCACGCAGGAGAACETGACAAAGGTAGTGGC 520
H18 IAAGCCGCTCCCCACTCGGAGGAGTCCACTGGGGGAAGCGCGGAGAAGGGAAGTGGCGGCCACGAGGAAACCCCCCACGCAGGAGAACATGACAAAGGTAGTGGC 520
H19 AAGCCGCTCCCCACTCGGAGGAGTCCACTGGGGGAAGCGCGGAGAAGGGAAGTGGCGGCCACGAGGARACCCCCCACGCAGGAGAACMTGACAAAGGTAGTGGC 520
H20 IAAGCCGCTCCCCACTCGGAGGAGTCCACTGGGGGAAGCGCGGAGAAGGGAAGTGGCGGCCACGAGGAAACCCCCCACGCAGGAGAACATGACAAAGGTAGTGGC 520
H21 AAGCCGCTCCCCACTCGGAGGAGTCCACTGGGGGAAGCGCGGAGAAGGGAAGTGGCGGCCACGAGGARACCCCCCACGCAGGAGAACMTGACAAAGGTAGTGGC 520
H22 IAAGCCGCTCCCCACTCGGAGGAGTCCACTGGGGGAAGCGCGGAGAAGGGAAGTGGCGGCCACGAGGAAACCCCCCACGCAGGAGAACATGACAAAGGTAGTGGC 520
H23 AAGCCGCTCCCCACTCGGAGGAGTCCACTGGGGGAAGCGCGGAGAAGGGAAGTGGCGGCCACGAGGAAACCCCCCACGCAGGAGAACATGACAAAGGTAGTGGC 520
H24 AAGCCGCTCCCCACTCGGAGGAGTCCACTGGGGGAAGCGCGGAGAAGGGAAGTGGCGGCCACGAGGAAACCCCCCACGCAGGAGAACATGACAAAGGTAGTGGC 520
H25 IAAGCCGCTCCCCACTCGGAGGAGTCCACTGGGGGAAGCGCGGAGAAGGGAAGTGGCGGCCACGAGGAAACCCCCCACGCAGGAGAACATGACAAAGGTAGTGGC 520
H26 Mauritania-I ref AAGCCGCTCCCCACTCGGAGGAGTCCACTGGGGGAAGCGCGGAGAAGGGAAGTGGCGGCCACGAGGAAACCCCCCACGCAGGAGAACATGACAAAGGTAGTGGC 520
H27 India-VII refseq AAGCCGCTCCCCACTCGGAGGAGTCCACTGGGGGAAGCGCGGAGAAGGGAAGTGGCGGCCACGAGGAAACCCCCCACGCAGGAGAACETGACAAAGGTAGTGGC 520
H28 Ctg refsequence AAGCCGCTCCCCACTCGGAGGAGTCCACTGGGGGAAGCGCGGAGAAGGGAAGTGGCGGCCACGAGGAAACCCCCCACGCAGGAGAACATGACAAAGGTAGTGGC 520
H29 Salvador-I refse IAAGCCGCTCCCCACTCGGAGGAGTCCACTGGGGGAAGCGCGGAGAAGGGAAGTGGCGGCCACGAGGAAACCCCCCACGCAGGAGAACATGACAAAGGTAGTGGC 520




67

H30 NKorea refsequen
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H32 Brazil-I refsequ

H1_VCG
H2
H3
H4

AAGCCGCTCCCCACTCGGAGGAGTCCACTGGGGGAAGCGCGGAGAAGGGAAGTGGCGGCCACGAGGAAACCCCCCACGCAGGAGAACATGACAAAGGTAGTGGC

IAAGCCGCTCCCCACTCGGAGGAGTCCACTGGGGGAAGCGCGGAGAAGGGAAGTGGCGGCCACGAGGAAACCCCCCACGCAGGAGAACATGACAAAGGTAGTGGC
AAGCCGCTCCCCACTCGGAGGAGTCCACTGGGGGAAGCGCGGAGAAGGGAAGTGGCGGCCACGAGGAAACCCCCCACGCAGGAGAACATGACAAAGGTAGTGGC
AAGCCGCTCCCCACTCGGAGGAGTCCACTGGGGGAAGCGCGGAGAAGGGAAGTGGCGGCCACGAGGAAACCCCCCACGCAGGAGAACATGACAAAGGTAGTGGC

* 540 * 560 * 580 * 600 * 620
GGAAGCAACCEECACCAGCGAL AGCAACGGHAGCGTCTTGGCTGATGGCCACGCCGAAGAAGCGCCGAACGAGCAGGTGAGTAGCGAGAAGAACGACGGACACAG
GGARGCAACCEEACCAGCEAA AGCAACGGRAGCGTCTTGGCTGATGGCCACGCCGAAGAAGCGCCGAACGAGCAGGT GAGTAGCGAGAAGAACGACGGACACAG
GGAAGCAACCEEACCACCEAA AGCAACGGHAGCGTCTTGGCTGATGGCCACGCCGAAGAAGCGCCGAACGAGCAGGTGAGTAGCGAGAAGAACGACGGACACAG
GGARGCAACCEEACCAGCEAA AGCAACGGRAGCGTCTTGGCTGATGGCCACGCCGAAGAAGCGCCGAACGAGCAGGT GAGTAGCGAGAAGAACGACGGACACAG
GGAAGCAACCEEACCACCEAA AGCAACGGHAGCGTCTTGGCTGATGGCCACGCCGAAGAAGCGCCGAACGAGCAGGTGAGTAGCGAGAAGAACGACGGACACAG
GGARGCAACCEEACCAGCEAL AGCAACGGHEAGCGTCTTGGCTGATGGCCACGCCGAAGAAGCGCCGAACGAGCAGGT GAGTAGCGAGAAGAACGACGGACACAG
GGAACCARCCEECACCACCEAA AGCAACGGHAGCGTCTTGGCTGATGGCCACGCCGAAGAAGCGCCGAACGAGCAGGTGAGTAGCGAGAAGAACGACGGACACAG
GGARGCAACCEECACCAGCEAL AGCAACGGHEAGCGTCTTGGCTGATGGCCACGCCGAAGAAGCGCCGAACGAGCAGGTGAGTAGCGAGAAGAACGACGGACACAG
GGAACCARCCEECACCACCEAA AGCAACGGHAGCGTCTTGGCTGATGGCCACGCCGAAGAAGCGCCGAACGAGCAGGTGAGTAGCGAGAAGAACGACGGACACAG
GGARGCAACCEEACCAGCEAL AGCAACGGHEAGCGTCTTGGCTGATGGCCACGCCGAAGAAGCGCCGAACGAGCAGGTGAGTAGCGAGAAGAACGACGGACACAG
GGAACCARCCEECACCACCEAL AGCAACGGHAGCGTCTTGGCTGATGGCCACGCCGAAGAAGCGCCGAACGAGCAGGTGAGTAGCGAGAAGAACGACGGACACAG
GGARGCAACCEEACCAGCEAL AGCAACGGHEAGCGTCTTGGCTGATGGCCACGCCGAAGAAGCGCCGAACGAGCAGGT GAGTAGCGAGAAGAACGACGGACACAG
GGAACCARCCEECACCACCEAA AGCAACGGHAGCGTCTTGGCTGATGGCCACGCCGAAGAAGCGCCGAACGAGCAGGTGAGTAGCGAGAAGAACGACGGACACAG
GGARGCAACCEEACCAGCEAL AGCAACGGHEAGCGTCTTGGCTGATGGCCACGCCGAAGAAGCGCCGAACGAGCAGGT GAGTAGCGAGAAGAACGACGGACACAG
GGAACCARCCEECACCACCEAA AGCAACGGHAGCGTCTTGGCTGATGGCCACGCCGAAGAAGCGCCGAACGAGCAGGTGAGTAGCGAGAAGAACGACGGACACAG
GGARGCAACCEEACCAGCEAL AGCAACGGHEAGCGTCTTGGCTGATGGCCACGCCGAAGAAGCGCCGAACGAGCAGGTGAGTAGCGAGAAGAACGACGGACACAG
GGAACCARCCEECACCACCEAA AGCAACGGHAGCGTCTTGGCTGATGGCCACGCCGAAGAAGCGCCGAACGAGCAGGTGAGTAGCGAGAAGAACGACGGACACAG
GGARGCAACCEEACCAGCEAL AGCAACGGHEAGCGTCTTGGCTGATGGCCACGCCGAAGAAGCGCCGAACGAGCAGGTGAGTAGCGAGAAGAACGACGGACACAG
GGAACCAACCEECACCACCEAA AGCAACGGHAGCGTCTTGGCTGATGGCCACGCCGAAGAAGCGCCGAACGAGCAGGTGAGTAGCGAGAAGAACGACGGACACAG
GGARCCAACCEEACCAGCEAL AGCAACGGHEAGCGTCTTGGCTGATGGCCACGCCGAAGAAGCGCCGAACGAGCAGGTGAGTAGCGAGAAGAACGACGGACACAG
GGAACCAACCEEACCACCEAA AGCAACGGHAGCGTCTTGGCTGATGGCCACGCCGAAGAAGCGCCGAACGAGCAGGTGAGTAGCGAGAAGAACGACGGACACAG
GGARGCAACCEEACCAGCEAL AGCAACGGHEAGCGTCTTGGCTGATGGCCACGCCGAAGAAGCGCCGAACGAGCAGGT GAGTAGCGAGAAGAACGACGGACACAG
GGARCCAACCEEACCAGCEAL AGCAACGGHEAGCGTCTTGGCTGATGGCCACGCCGAAGAAGCGCCGAACGAGCAGGT GAGTAGCGAGAAGAACGACGGACACAG
GGAACCAACCEEACCACCEAA AGCAACGGHAGCGTCTTGGCTGATGGCCACGCCGAAGAAGCGCCGAACGAGCAGGTGAGTAGCGAGAAGAACGACGGACACAG
GGARCCAACCEEACCABCEAL AGCAACGGHEAGCGTCTTGGCTGATGGCCACGCCGAAGAAGCGCCGAACGAGCAGGT GAGTAGCGAGAAGAACGACGGACACAG
G . ~. GC AACGGEAGCGTCTTGGCTGATGGCCACGCCGAAGAAGCGCCGAACGAGCAGGTGAGTAGCGAGAAGAACGACGGACACAG
GGARGCAACCEEAGCAGCEAL AGCAACGGHEAGCGTCTTGGCTGATGGCCACGCCGAAGAAGCGCCGAACGAGCAGGT GAGTAGCGAGAAGAACGACGGACACAG
GGAACCARCCEECACCACCEAA AGCAACGGHAGCGTCTTGGCTGATGGCCACGCCGAAGAAGCGCCGAACGAGCAGGTGAGTAGCGAGAAGAACGACGGACACAG
GGARCCAACCEEACCAGCEAL AGCAACGGHEAGCGTCTTGGCTGATGGCCACGCCGAAGAAGCGCCGAACGAGCAGGT GAGTAGCGAGAAGAACGACGGACACAG
GGAACCARCCEECACCACCEAA AGCAACGGHAGCGTCTTGGCTGATGGCCACGCCGAAGAAGCGCCGAACGAGCAGGTGAGTAGCGAGAAGAACGACGGACACAG
GGARGCAACCEEACCAGCEAL AGCAACGGEAGCGTCTTGGCTGATGGCCACGCCGAAGAAGCGCCGAACGAGCAGGTGAGTAGCGAGAAGAACGACGGACACAG
GGAACGCARCCEEACCACCEAA AGCAACGGHAGCGTCTTGGCTGATGGCCACGCCGAAGAAGCGCCGAACGAGCAGGTGAGTAGCGAGAAGAACGACGGACACAG]
GGaagcaacgggagcagcgaAAGCAACGGaAGCGTCTTGGCTGATGGCCACGCCGAAGAAGCGCCGAACGAGCAGGT GAGTAGCGAGAAGAACGACGGACACAG

* 640 * 660 * 680 * 700 * 720
TGAAAGCAGCACCACGGGCTCACACTCAGATAAGGAGGAGCTGGACTTGTATACGTCCTCCCCCTCCGATAAAGAAGAAAACAGCGCCCCTGCCATGGGTGGTA
TGAAAGCAGCACCACGGGCTCACACTCAGATAAGGAGGAGCTGGACTTGTATACGTCCTCCCCCTCCGATAAAGAAGAAAACAGCGCCCCTGCCATGGGTGGTA

TGAAAGCAGCACCACGGGCTCACACTCAGATAAGGAGGAGCTGGACTTGTATACGTCCTCCCCCTCCGATAAAGAAGAAAACAGCGCCCCTGCCATGGGTGGTA
TGAAAGCAGCACCACGGGCTCACACTCAGATAAGGAGGAGCTGGACTTGTATACGTCCTCCCCCTCCGATAAAGAAGAAAACAGCGCCCCTGCCATGGGTGGTA
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H5 TGAAAGCAGCACCACGGGCTCACACTCAGATAAGGAGGAGCTGGACTTGTATACGTCCTCCCCCTCCGATAAAGAAGAAAACAGCGCCCCTGCCATGGGTGGTA 728
H6 TGAAAGCAGCACCACGGGCTCACACTCAGATAAGGABGAGCTGGACTTGTATACGTCCTCCCCCTCCGATAAAGAAGAAAACAGCGCCCCTGCCATGGGTGGTA 728
H7 TGAAAGCAGCACCACGGGCTCACACTCAGATAAGGAGGAGCTGGACTTGTATACGTCCTCCCCCTCCGATAAAGAAGAAAACAGCGCCCCTGCCATGGGTGGTA 728
H8 TGAAAGCAGCACCACGGGCTCACACTCAGATAAGGABGAGCTGGACTTGTATACGTCCTCCCCCTCCGATAAAGAAGAAAACAGCGCCCCTGCCATGGGTGGTA 728
H9 TGAAAGCAGCACCACGGGCTCACACTCAGATAAGGAGGAGCTGGACTTGTATACGTCCTCCCCCTCCGATAAAGAAGAAAACAGCGCCCCTGCCATGGGTGGTA 711
H10 TGAAAGCAGCACCACGGGCTCACACTCAGATAAGGABGAGCTGGACTTGTATACGTCCTCCCCCTCCGATAAAGAAGAAAACAGCGCCCCTGCCATGGGTGGTA 728
H11 TGAAAGCAGCACCACGGGCTCACACTCAGATAAGGAGGAGCTGGACTTGTATACGTCCTCCCCCTCCGATAAAGAAGAAAACAGCGCCCCTGCCATGGGTGGTA 728
H12 TGAAAGCAGCACCACGGGCTCACACTCAGATAAGGAGGAGCTGGACTTGTATACGTCCTCCCCCTCCGATAAAGAAGAAAACAGCGCCCCTGCCATGGGTGGTA 728
H13 TGAAAGCAGCACCACGGGCTCACACTCAGATAAGGAGGAGCTGGACTTGTATACGTCCTCCCCCTCCGATAAAGAAGAAAACAGCGCCCCTGCCATGGGTGGTA 728
H14 TGAAAGCAGCACCACGGGCTCACACTCAGATAAGGAGGAGCTGGACTTGTATACGTCCTCCCCCTCCGATAAAGAAGAAAACAGCGCCCCTGCCATGGGTGGTA 728
H15 TGAAAGCAGCACCACGGGCTCACACTCAGATAAGGAGGAGCTGGACTTGTATACGTCCTCCCCCTCCGATAAAGAAGAAAACAGCGCCCCTGCCATGGGTGGTA 728
H16 TGAAAGCAGCACCACGGGCTCACACTCAGATAAGGABGAGCTGGACTTGTATACGTCCTCCCCCTCCGATAAAGAAGAAAACAGCGCCCCTGCCATGGGTGGTA 728
H17 TGAAAGCAGCACCACGGGCTCACACTCAGATAAGGAGGAGCTGGACTTGTATACGTCCTCCCCCTCCGATAAAGAAGAAAACAGCGCCCCTGCCATGGGTGGTA 728
H18 TGAAAGCAGCACCACGGGCTCACACTCAGATAAGGAGBGAGCTGGACTTGTATACGTCCTCCCCCTCCGATAAAGAAGAAAACAGCGCCCCTGCCATGGGTGGTA 728
H19 TGAAAGCAGCACCACGGGCTCACACTCAGATAAGGABGAGCTGGACTTGTATACGTCCTCCCCCTCCGATAAAGAAGAAAACAGCGCCCCTGCCATGGGTGGTA 728
H20 TGAAAGCAGCACCACGGGCTCACACTCAGATAAGGAGGAGCTGGACTTGTATACGTCCTCCCCCTCCGATAAAGAAGAAAACAGCGCCCCTGCCATGGGTGGTA 728
H21 TGAAAGCAGCACCACGGGCTCACACTCAGATAAGGABGAGCTGGACTTGTATACGTCCTCCCCCTCCGATAAAGAAGAAAACAGCGCCCCTGCCATGGGTGGTA 728
H22 TGAAAGCAGCACCACGGGCTCACACTCAGATAAGGAGGAGCTGGACTTGTATACGTCCTCCCCCTCCGATAAAGAAGAAAACAGCGCCCCTGCCATGGGTGGTA 728
H23 TGAAAGCAGCACCACGGGCTCACACTCAGATAAGGABGAGCTGGACTTGTATACGTCCTCCCCCTCCGATAAAGAAGAAAACAGCGCCCCTGCCATGGGTGGTA 728
H24 TGAAAGCAGCACCACGGGCTCACACTCAGATAAGGAGGAGCTGGACTTGTATACGTCCTCCCCCTCCGATAAAGAAGAAAACAGCGCCCCTGCCATGGGTGGTA 728
H25 TGAAAGCAGCACCACGGGCTCACACTCAGATAAGGAMGAGCTGGACTTGTATACGTCCTCCCCCTCCGATAAAGAAGAAAACAGCGCCCCTGCCATGGGTGGTA 728
H26 Mauritania-I ref TGAAAGCAGCACCACGGGCTCACACTCAGATAAGGAGGAGCTGGACTTGTATACGTCCTCCCCCTCCGATAAAGAAGAAAACAGCGCCCCTGCCATGGGTGGTA 710
H27 India-VII refseqg TGAAAGCAGCACCACGGGCTCACACTCAGATAAGGAGGAGCTGGACTTGTATACGTCCTCCCCCTCCGATAAAGAAGAAAACAGCGCCCCTGCCATGGGTGGTA 728
H28 Ctg refsequence TGAAAGCAGCACCACGGGCTCACACTCAGATAAGGABGGAGCTGGACTTGTATACGTCCTCCCCCTCCGATAAAGAAGAAAACAGCGCCCCTGCCATGGGTGGTA 728
PRI PN SEE S - TIW T G 2\ A AGCAGCACCACGGGCTCACACTCAGATAAGGABGAGCTGGACTTGTATACGTCCTCCCCCTCCGATAAAGAAGAAAACAGCGCCCCTGCCATGGGTGGTA 728
H30 NKorea refsequen TGAAAGCAGCACCACGGGCTCACACTCAGATAAGGABGAGCTGGACTTGTATACGTCCTCCCCCTCCGATAAAGAAGAAAACAGCGCCCCTGCCATGGGTGGTA 728
SR IRE RPN IO M T G A\ A AGCAGCACCACGGGCTCACACTCAGATAAGGABGAGCTGGACTTGTATACGTCCTCCCCCTCCGATAAAGAAGAAAACAGCGCCCCTGCCATGGGTGGTA 728
H32 Brazil-I refsequ TGAAAGCAGCACCACGGGCTCACACTCAGATAAGGABGAGCTGGACTTGTATACGTCCTCCCCCTCCGATAAAGAAGAAAACAGCGCCCCTGCCATGGGTGGTA 728

TGAAAGCAGCACCACGGGCTCACACTCAGATAAGGAGGAGCTGGACTTGTATACGTCCTCCCCCTCCGATAAAGAAGAAAACAGCGCCCCTGCCATGGGTGGTA
* 740 * 760 * 780 * 800 * 820 *
H1 VCG TGCACAACACGGTAGGCCTGAGGGGGGGAAGCGCCTCTGAATCGGCGGCCCCAAGTGAAGAGAAAGCATCCGAAGAGAATGECCCCCATGAAGTGGCAGATAAA 832
H2 TGCACAACACGGTAGGCCTGAGGGGGGGAAGCGCCTCTGAATCGGCGGCCCCAAGTGAAGAGAAAGCATCCGAAGAGAATGICCCCCATGAAGTGGCAGATAAR 832
H3 TGCACAACACGGTAGGCCTGAGGGGGGGAAGCGCCTCTGAATCGGCGGCCCCAAGTGAAGAGAAAGCATCCGAAGAGAATGECCCCCATGAAGTGGCAGATAAA 832
H4 TGCACAACACGGTAGGCCTGAGGGGGGGAAGCGCCTCTGAATCGGCGGCCCCAAGTGAAGAGAAAGCATCCGAAGAGAATGHICCCCCATGAAGTGGCAGATAAR 832
H5 TGCACAACACGGTAGGCCTGAGGGGGGGAAGCGCCTCTGAATCGGCGGCCCCAAGTGAAGAGAAAGCATCCGAAGAGAATGECCCCCATGAAGTGGCAGATAAA 832
H6 TGCACAACACGGTAGGCCTGAGGGGGGGAAGCGCCTCTGAATCGGCGGCCCCAAGTGAAGAGAAAGCATCCGAAGAGAATG@CCCCCATGAAGTGGCAGATAAR 832
H7 TGCACAACACGGTAGGCCTGAGGGGGGGAAGCGCCTCTGAATCGGCGGCCCCAAGTGAAGAGAAAGCATCCGAAGAGAATGECCCCCATGAAGTGGCAGATAAA 832
H8 TGCACAACACGGTAGGCCTGAGGGGGGGAAGCGCCTCTGAATCGGCGGCCCCAAGTGAAGAGAAAGCATCCGAAGAGAATGIECCCCCATGAAGTGGCAGATAAA 832
H9 TGCACAACACGGTAGGCCTGAGGGGGGGAAGCGCCTCTGAATCGGCGGCCCCAAGTGAAGAGAAAGCATCCGAAGAGAATGIECCCCCATGAAGTGGCAGATAAA 815
H10 TGCACAACACGGTAGGCCTGAGGGGGGGAAGCGCCTCTGAATCGGCGGCCCCAAGTGAAGAGAAAGCATCCGAAGAGAATGECCCCCATGAAGTGGCAGATAAA 832
H11 TGCACAACACGGTAGGCCTGAGGGGGGGAAGCGCCTCTGAATCGGCGGCCCCAAGTGAAGAGAAAGCATCCGAAGAGAATGIECCCCCATGAAGTGGCAGATAAA 832
H12 TGCACAACACGGTAGGCCTGAGGGGGGGAAGCGCCTCTGAATCGGCGGCCCCAAGTGAAGAGAAAGCATCCGAAGAGAATGECCCCCATGAAGTGGCAGATAAA 832
H13 TGCACAACACGGTAGGCCTGAGGGGGGGAAGCGCCTCTGAATCGGCGGCCCCAAGTGAAGAGAAAGCATCCGAAGAGAATGECCCCCATGAAGTGGCAGATAAA 832
H14 TGCACAACACGGTAGGCCTGAGGGGGGGAAGCGCCTCTGAATCGGCGGCCCCAAGTGAAGAGAAAGCATCCGAAGAGAATGECCCCCATGAAGTGGCAGATAAA 832
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TGCACAACACGGTAGGCCTGAGGGGGGGAAGCGCCTCTGAATCGGCGGCCCCAAGTGAAGAGAAAGCATCCGAAGAGAATGHICCCCCATGAAGTGGCAGATAAA
TGCACAACACGGTAGGCCTGAGGGGGGGAAGCGCCTCTGAATCGGCGGCCCCAAGTGAAGAGAAAGCATCCGAAGAGAATGGCCCCCATGAAGTGGCAGATAAA
TGCACAACACGGTAGGCCTGAGGGGGGGAAGCGCCTCTGAATCGGCGGCCCCAAGTGAAGAGAAAGCATCCGAAGAGAATGHICCCCCATGAAGTGGCAGATAAA
TGCACAACACGGTAGGCCTGAGGGGGGGAAGCGCCTCTGAATCGGCGGCCCCAAGTGAAGAGAAAGCATCCGAAGAGAATGHICCCCCATGAAGTGGCAGATAAA
TGCACAACACGGTAGGCCTGAGGGGGGGAAGCGCCTCTGAATCGGCGGCCCCAAGTGAAGAGAAAGCATCCGAAGAGAATGHCCCCCATGAAGTGGCAGATAAA
TGCACAACACGGTAGGCCTGAGGGGGGGAAGCGCCTCTGAATCGGCGGCCCCAAGTGAAGAGAAAGCATCCGAAGAGAATGHICCCCCATGAAGTGGCAGATAAA
TGCACAACACGGTAGGCCTGAGGGGGGGAAGCGCCTCTGAATCGGCGGCCCCAAGTGAAGAGAAAGCATCCGAAGAGAATGHICCCCCATGAAGTGGCAGATAAA

TGCACAACACGGTAGGCCTGAGGGGGGGAAGCGCCTCTGAATCGGCGGCCCCAAGTGAAGAGAAAGCATCCGAAGAGAATGHICCCCCATGAAGTGGCAGATAAA
TGCACAACACGGTAGGCCTGAGGGGGGGAAGCGCCTCTGAATCGGCGGCCCCAAGTGAAGAGAAAGCATCCGAAGAGAATGHICCCCCATGAAGTGGCAGATAAA

TGCACAACACGGTAGGCCTGAGGGGGGGAAGCGCCTCTGAATCGGCGGCCCCAAGTGAAGAGAAAGCATCCGAAGAGAATGHICCCCCATGAAGTGGCAGATAAA
TGCACAACACGGTAGGCCTGAGGGGGGGAAGCGCCTCTGAATCGGCGGCCCCAAGTGAAGAGAAAGCATCCGAAGAGAATGHICCCCCATGAAGTGGCAGATAAA
TGCACAACACGGTAGGCCTGAGGGGGGGAAGCGCCTCTGAATCGGCGGCCCCAAGTGAAGAGAAAGCATCCGAAGAGAATGHICCCCCATGAAGTGGCAGATAAA
TGCACAACACGGTAGGCCTGAGGGGGGGAAGCGCCTCTGAATCGGCGGCCCCAAGTGAAGAGAAAGCATCCGAAGAGAATGHICCCCCATGAAGTGGCAGATAAA
TGCACAACACGGTAGGCCTGAGGGGGGGAAGCGCCTCTGAATCGGCGGCCCCAAGTGAAGAGAAAGCATCCGAAGAGAATGHICCCCCATGAAGTGGCAGATAAA
TGCACAACACGGTAGGCCTGAGGGGGGGAAGCGCCTCTGAATCGGCGGCCCCAAGTGAAGAGAAAGCATCCGAAGAGAATGHICCCCCATGAAGTGGCAGATAAA
TGCACAACACGGTAGGCCTGAGGGGGGGAAGCGCCTCTGAATCGGCGGCCCCAAGTGAAGAGAAAGCATCCGAAGAGAATGHICCCCCATGAAGTGGCAGATAAA
TGCACAACACGGTAGGCCTGAGGGGGGGAAGCGCCTCTGAATCGGCGGCCCCAAGTGAAGAGAAAGCATCCGAAGAGAATGHICCCCCATGAAGTGGCAGATAAA
TGCACAACACGGTAGGCCTGAGGGGGGGAAGCGCCTCTGAATCGGCGGCCCCAAGTGAAGAGAAAGCATCCGAAGAGAATGHICCCCCATGAAGTGGCAGATAAA
TGCACAACACGGTAGGCCTGAGGGGGGGAAGCGCCTCTGAATCGGCGGCCCCAAGTGAAGAGAAAGCATCCGAAGAGAATGECCCCCATGAAGTGGCAGATAAA

840 * 860 * 880 * 900 * 920 *
AATGGGGAGGACACCTCACAGGAGGGTTCCCACGCGGGAGCGCTGTCACCTGCGCATGTGGGTGGCGA GAGTCCCCAGAGTGGCGGCGAGCACGH
AATGGGGAGGACACCTCACAGGAGGGTTCCCACGCGGGAGCGCTGTCACCTGCGCATGTGGGTGGCGA CAGTECECCEAGAGTGGCGGCGAGCACGH
AATGGGGAGGACACCTCACAGGAGGGTTCCCACGCGGGAGCGCTGTCACCTGCGCATGTGGGTGGCGA GAGTCCCCAGAGTGGCGGCGAGCACGH
AATGGGGAGGACACCTCACAGGAGGGTTCCCACGCGGGAGCGCTGTCACCTGCGCATGTGGGTGGCGA| CACGTCCCCEAGAGTGGCGGCGAGCACGH
AATGGGGAGGACACCTCACAGGAGGGTTCCCACGCGGGAGCGCTGTCACCTGCGCATGTGGGTGGCGA GAGTCCCCAGAGTGGCGGCGAGCACGH
IAATGGGGAGGACACCTCACAGGAGGGTTCCCACGCGGGAGCGCTGTCACCTGCGCATGTGGGTGGCGA| GAGTGGCGGCGAGCACGG
AATGGGGAGGACACCTCACAGGAGGGTTCCCACGCGGGAGCGCTGTCACCTGCGCATGTGGGTGGCCAINEINEEMONCACTCCCEAGAGTGGCGGCGAGCACGG
AATGGGGAGGACACCTCACAGGAGGGTTCCCACGCGGGAGCGCTGTCACCTGCGCATGTGGGTGGCCAINEINEEMENCACTCCCEAGAGTGGCGGCGAGCACGG
IAATGGGGAGGACACCTCACAGGAGGGTTCCCACGCGGGAGCGCTGTCACCTGCGCATGTGGGTGGCGA| CACGTCCCEAGAGTGGCGGCGAGCACGH
AATGGGGAGGACACCTCACAGGAGGGTTCCCACGCGGGAGCGCTGTCACCTGCGCATGTGGGTGGCCAINEINEEMONCACTCCCEAGAGTGGCGGCGAGCACGG
AATGGGGAGGACACCTCACAGGAGGGTTCCCACGCGGGAGCGCTGTCACCTGCGCATGTGGGTGGCGA| CACGTCCCCEAGAGTGGCGGCGAGCACGH
AATGGGGAGGACACCTCACAGGAGGGTTCCCACGCGGGAGCGCTGTCACCTGCGCATGTGGGTGGCGA CAGTCCCCAGAGTGGCGGCGAGCACGH
IAATGGGGAGGACACCTCACAGGAGGGTTCCCACGCGGGAGCGCTGTCACCTGCGCATGTGGGTGGCGA| CACGTCCCEAGAGTGGCGGCGAGCACGH
AATGGGGAGGACACCTCACAGGAGGGTTCCCACGCGGGAGCGCTGTCACCTGCGCATGTGGGTGGCGAYY CAGTCCCCAGAGTGGCGGCGAGCACGH
AATGGGGAGGACACCTCACAGGAGGGTTCCCACGCGGGAGCGCTGTCACCTGCGCATGTGGGTGGCGAR CACGTCCCCEAGAGTGGCGGCGAGCACGH
AATGGGGAGGACACCTCACAGGAGGGTTCCCACGCGGGAGCGCTGTCACCTGCGCATGTGGGTGGCGAYY CAGTCCCCAGAGTGGCGGCGAGCACGH
IAATGGGGAGGACACCTCACAGGAGGGTTCCCACGCGGGAGCGCTGTCACCTGCGCATGTGGGTGGCGA GAGTGCCCCAGAGTGGCGGCGAGCACG(H
AATGGGGAGGACACCTCACAGGAGGGTTCCCACGCGGGAGCGCTGTCACCTGCGCATGTGGGTGGCGA CAGTCCCCAGAGTGGCGGCGAGCACGH
IAATGGGGAGGACACCTCACAGGAGGGTTCCCACGCGGGAGCGCTGTCACCTGCGCATGTGGGTGGCGA GAGTCCCCAGAGTGGCGGCGAGCACG(H
AATGGGGAGGACACCTCACAGGAGGGTTCCCACGCGGGAGCGCTGTCACCTGCGCATGTGGGTGGCGA CAGTCCCCAGAGTGGCGGCGAGCACGH
IAATGGGGAGGACACCTCACAGGAGGGTTCCCACGCGGGAGCGCTGTCACCTGCGCATGTGGGTGGCGA GAGTCCCCAGAGTGGCGGCGAGCACG(H
AATGGGGAGGACACCTCACAGGAGGGTTCCCACGCGGGAGCGCTGTCACCTGCGCATGTGGGTGGCGA CAGTCCCCAGAGTGGCGGCGAGCACGH
AATGGGGAGGACACCTCACAGGAGGGTTCCCACGCGGGAGCGCTGTCACCTGCGCATGTGGGTGGCGA GAGTCCCCAGAGTGGCGGCGAGCACG(H
AATGGGGAGGACACCTCACAGGAGGGTTCCCACGCGGGAGCGCTGTCACCTGCGCATGTGGGTGGCCACINEINEEMENCACTCCCEAGAGTGGCGGCGAGCACGG
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H25 AATGGGGAGGACACCTCACAGGAGGGTTCCCACGCGGGAGCGCTGTCACCTGCGCATGTGGGTGGCGA GAGTCCCCAGAGTGGCGGCGAGCACGG 927
H26 Mauritania-I ref AATGGGGAGGACACCTCACAGGAGGGTTCCCACGCGGGAGCGCTGTCACCTGCGCATGTGGGTGGCGA GAGTGGCGGCGAGCACGG 900
H27 India-VII refseq AATGGGGAGGACACCTCACAGGAGGGTTCCCACGCGGGAGCGCTGTCACCTGCGCATGTGGGTGGCGA GAGTGGCGGCGAGCACGG 918
H28 Ctg refsequence AATGGGGAGGACACCTCACAGGAGGGTTCCCACGCGGGAGCGCTGTCACCTGCGCATGTGGGTGGCGA MGAGTGGCGEAGAGTGGCGGCGAGCACG(] 927
H29 Salvador-I refse AATGGGGAGGACACCTCACAGGAGGGTTCCCACGCGGGAGCGCTGTCACCTGCGCATGTGGGTGGCGA MGCAGCTGCECEAGAGTGGCGGCGAGCACG(] 927
H30 NKorea refsequen AATGGGGAGGACACCTCACAGGAGGGTTCCCACGCGGGAGCGCTGTCACCTGCGCATGTGGGTGGCGA GAGTGGCGGCGAGCACGG 918
H31 P.vivax0l refseq AATGGGGAGGACACCTCACAGGAGGGTTCCCACGCGGGAGCGCTGTCACCTGCGCATGTGGGTGGCGA GAGTGGCGGCGAGCACGG 918
H32 Brazil-I refsequ AATGGGGAGGACACCTCACAGGAGGGTTCCCACGCGGGAGCGCTGTCACCTGCGCATGTGGGTGGCGA GAGTGGCGAGAGTGGCGGCGAGCACGG 927

AATGGGGAGGACACCTCACAGGAGGGTTCCCACGCGGGAGCGCTGTCACCTGCGCATGTGGGTGGCGA gagtggcgaGAGTGGCGGCGAGCACGG
940 960 1000
H1 VCG AGAGCACGGTGAACACGCTGAACATGGGGAGCACGG 996
H2 AGAGCACCGETGAACACGCTGAACATGGGGAGCACGGA CGCTGAACATGGGGAGCAC 997
H3 AGAGCACCGETGAACACGCTGAACATGGGGAGCACGGA CGCTGAACATGGGGAGCAC 997
H4 CGCTGAACATGGGGAGCAC 997
HS5 CGCTGAACATGGGGAGCAC 997
LT A CAGCACGGE TGAACACGCTGAACATGGGGAGCACGCA bbbty CACCACC G TCAACAuNeclelerNelorNole ey eV bbb bbb bbbl 985
= . CAGCACGG T GAACACGCTGAACATGGGGAGCACGGAZEOrNOIEERNErVASNNEIEIOIG /A G C A C G G T A i e it 1005
H8 AGAGCACGGETGAACACGCTGAACATGGGGAGCACGGA ittt G A G CAC G G T G A A € e i CGCTGAACATGGGGAGCAC 1006
H9 AGAGCACCGETGAACACGCTGAACATGGGGAGCACGGA CGCTGAACATGGGGAGCAC 980
H10 AGAGCACGGTGAACACGCTGAACATGGGGAGCACGGA CGCTGAACATGGGGAGCAC 1006
HI11 AGAGCACCGTGAACACGCTGAACATGGGGAGCACGGA CGCTGAACATGGGGAGCAC 997
H12 AGAGCACGGTGAACACGCTGAACATGGGGAGCACGGA CGCTGAACATGGGGAGCAC 997
H13 AGAGCACCGETGAACACGCTGAACATGGGGAGCACGGA CGCTGAACATGGGGAGCAC 997
H14 AGAGCACGGTGAACACGCTGAACATGGGGAGCACGGA CGCTGAACATGGGGAGCAC 997
H15 AGAGCACGGTGAACACGCTGAACATGGGGAGCACGGA CGCTGAACATGGGGAGCAC 997
H16 AGAGCACGGETGAACACGCTGAACATGGGGAGCACGGA ittt G AGC ACG G T GAAC AINEE SIE7NEI0Y NG ClCHNET Vbt bbby 994
H17 AGAGCACGGTGAACACGCTGAACATGGGGAGCACGGA CGCTGAACATGGGGAGCAC 997
H18 AGAGCACGGETGAACACGCTGAACATGGGGAGCACGGA ittt G AGC ACG G T GAAC AINEE SIE7NE0Y NG ClCUNET Vbt bbby 994
H19 AGAGCACGGTGAACACGCTGAACATGGGGAGCACGGA CGCTGAACATGGGGAGCAC 997
H20 AGAGCACGGTGAACACGCTGAACATGGGGAGCACGGA CGCTGAACATGGGGAGCAC 997
H21 AGAGCACGGTGAACACGCTGAACATGGGGAGCACGG A ittt il G A G CAC GG T G A A C A i CGCTGAACATGGGGAGCAC 997
H22 AGAGCACGGTGAACACGCTGAACATGGGGAGCACGGA ittt ittt G A G CAC G G T G A A € e CGCTGAACATGGGGAGCAC 997
H23 AGAGCACGGTGAACACGCTGAACATGGGGAGCACGG A ittt il G A G CAC GG T G A A C A bbb CGCTGAACATGGGGAGCAC 997
H24 AGAGCACGGTGAACACGCTGAACATGGGGAGCACGGA CGCTGAACATGGGGAGCAC 1006
H25 AGAGCACGGTGAACACGCTGAACATGGGGAGCACGGA CGCTGAACATGGGGAGCAC 997
H26 Mauritania-I ref AGAGCACGGTGAACACGCTGAACATGGGGAGCACGGA CGCTGAACATGGGGAGCAC 970
H27 India-VII refseq : [EENeenecciyerverNelelsiyerveruielelelerNe®Nolel&CAGCACGCTGAACATGGCEREONOIECINeVAPATGGCGAGCACGGTGAA-—— - — === —————————— 1003
= O ol R =R oY T b s Lo I A G A G C AC GG T GAAC ACGC T GAAC AT GGGGAGC A C GG A N0y o €l e e 972
= N =Yool i N oo o R A G A G C AC GG T GA A C ACGC T GAAC AT GGG G AGC A C GG A 964
R e A R R e oY b L s A G A GC AC GG T GAACACGCTGAACATGGGGAGC ACG G A SN0y O R bbbt b 964
H31 P.vivax0l refseq CGCTGAACATGGGGAGCAC 979
H32 Brazil-I refsequ AGAGCACGGTGAACACGCTGAACATGGGGAGCACGGACINEOrNGIEIERNErVASIUNEIEIN G /AG C A C G G G A e e e e et 996

agagcacggTGAACACGCTGAACATGGGGAGCACGGA

gagcacggtgaaca
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H1 VCG

H2

H3

H4

HS5

H6

H7

H8

HO9

H10

H11

H12

H13

H14

H15

H16

H17

H18

H19

H20

H21

H22

H23

H24

H25

H26 Mauritania-I ref
H27 India-VII refseq
H28 Ctg refsequence
H29 Salvador-I refse
H30 NKorea refsequen
H31 P.vivax0l refseq
H32 Brazil-I refsequ

H1 VCG
H2
H3
H4
H5
H6
H7
H8
H9

GGAGAGCACGG T GA A — — = — = — — m e
GGAGAGCACGG T GA A — — — = = — — m
GGAGAGCACGGE T GA A~ ———— = ————
GGAGAGCACGG T GA A — — — = = — — m e

GGAGAGCACGGETGAA CA T — ———————
GGAGAGCACGG T GA A — — = — = — — m e
GGAGAGCACGGE T GA A~ ——— — = ————
GGAGAGCACGG T GA A~ — — — = — = — — e
GGAGAGCACGGTGAA CA T — — — = ————
GGAGAGCACGG T GA A~ — — — = = = — — e
GGAGAGCACGGE T GA A~ — —— = — = ———
GGAGAGCACGG T GA A~ — — — = = — — — e

GGAGAGCACGGTGA A~ ——————— —— —
GGAGAGCACGG T GA A~ — — — —— — — —
GGAGAGCACGGTGA A~ ——————— —— —
GGAGAGCACGG T GA A~ — — —— — — — ——
GGAGAGCACGGTGA A~ ——————— —— —
GGAGAGCACGG T GA A~ — ———— — — — —
GGAGAGCACGGTGA A~ — ————————
GGAGAGCACGGTGAACATGGTGAGCATGGTGAGCACGGTGAGCATGGTGAGCATGGTGAGCACGGTGAACATGGTGAGCATGGGGAGCACGGTGAG————————
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H10

H11

H12

H13

H14

H15

H16

H17

H18

H19

H20

H21

H22

H23

H24

H25

H26 Mauritania-I ref
H27 India-VII refseq
H28 Ctg refsequence
H29 Salvador-I refse
H30 NKorea refsequen
H31 P.vivax0l refseq
H32 Brazil-I refsequ

H1 VCG
H2
H3
H4
HS
H6
H7
H8
H9
H10
H11
H12
H13
H14
H15
H16
H17
H18
H19

——————————————————————————————————————————————————————————————————————————————————————— AGAGCACGGTGAACACG
——————————————————————————————————————————————————————————————————————————————— GAGCACGGAGAGCACGGTGAACACG
* 1260 * 1280 * 1300 * 1320 * 1340 *

CATGCTGAACAGGAGGAG
CATGCTGAACAGGAGGA(J

1012
1048
1120
1084
1084
1003
1021
1057
1139
1057
1066
1048
1120
1066
1048
1012
1228
1012
1066
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H20

H21

H22

H23

H24

H25

H26 Mauritania-I ref
H27 India-VII refseq
H28 Ctg refsequence
H29 Salvador-I refse
H30 NKorea refsequen
H31 P.vivax0l refseqg
H32 Brazil-I refsequ

H1 VCG
H2

H3

H4

H5

H6

H7

H8

H9

H10

H11

H12

H13

H14

H15

H1l6

H17

H18

H19

H20

H21

H22

H23

H24

H25

H26 Mauritania-I_ref
H27 India-VII refseq
H28 Ctg refsequence
H29 Salvador-I refse

____________________________________________________________________ CATGGCGAGCACGGTGAA e uNelelifervNerNele)Neler:Xe
________________________________ CACGCTGAACATGGGGAGCACGGAGAGCACGGTGAACATGGCGAGCACGGTGAAR iNelehiNer.VNo)NeleyNele)Ne
____________________________________________________________________ CATGGCGAGCACGGTGAA e uNelslifervNerNele)Neler:Xe
________________________________ CACGCTGAACATGGGGAGCACGGAGAGCACGGTGAACATGGCGAGCACGGTGAA W iNelsiNe).VXey:Neler:Nele)Ne
________________________________ CACGCTGAACATGGGGAGCACGGAGAGCACGGTGAACATGGCGAGCACGGTGAAR iNelehiNer.VNo)NeleyNele)Ne
____________________________________________________________________ CATGGCGAGCACGGTGAA e-uNelelifervNerNele)Neler:Xe
________________________________ CACGCTGAACATGGGGAGCACGGAGAGCACGGTGAACATGGCGAGCACGGTGAAR iNelehiNer.VNo)NeleyNele)Ne
______________________________________________________________________________________ CATGCTGAACAGGAGGAG
CTGAACATGGGGAGCACGGAGAGCACGGTGAACACGCTGAACATGGGGAGCACGGAGAGCACGGTGAACATGGCGAGCACGGTGAA W iNelshiferVNe)\ele)NelerXe
CTGAACATGGGGAGCACGGAGAGCACGGTGAACACGCTGAACATGGGGAGCACGGAGAGCACGGTGAACATGGCGAGCACGGT GAA G uNclouNerVXO:Ne[erNe(erNE
_________________________________________________________________ GAACATGGCGAGCACGGTGAA ¢ iNelouyerv:Xo:XelerNe[erNe
______________ CATGGCGAGCACGGTGAACACGCTGAACATGGGGAGCACGGAGAGCACGGTGAACATGGCGAGCACGGTGAA W iNelsliNerVNo)Nele)NelerXe
________________________________________________________________________________________ TGCTGAACAGGAGGAG]

caTGCTGAACAGGAGGAG

1360 * 1380 * 1400 * 1420 * 1440 *
CACCAAATCTATGGGACGATTCACCCCGAGGCGGAAGCCTCCATTTTGCCCGCGCTGAAGGAAAAGGGCATCCACGTGTCCAGCCCAGAAAGGGTAATCCTCGA
CACCAAATCTATGGGACGATTCACCCCGAGGCGGAAGCCTCCATTTTGCCCGCGCTGAAGGAAAAGGGCATCCACGTGTCCAGCCCAGAAAGGGTAATCCTCGA
CACCAAATCTATGGGACGATTCACCCCGAGGCGGAAGCCTCCATTTTGCCCGCGCTGAAGGAAAAGGGCATCCACGTGTCCAGCCCAGAAAGGGTAATCCTCGA
CACCAAATCTATGGGACGATTCACCCCGAGGCGGAAGCCTCCATTTTGCCCGCGCTGAAGGAAAAGGGCATCCACGTGTCCAGCCCAGAAAGGGTAATCCTCGA
CACCAAATCTATGGGACGATTCACCCCGAGGCGGAAGCCTCCATTTTGCCCGCGCTGAAGGAAAAGGGCATCCACGTGTCCAGCCCAGAAAGGGTAATCCTCGA
CACCAAATCTATGGGACGATTCACCCCGAGGCGGAAGCCTCCATTTTGCCCGCGCTGAAGGAAAAGGGCATCCACGTGTCCAGCCCAGAAAGGGTAATCCTCGA
CACCAAATCTATGGGACGATTCACCCCGAGGCGGAAGCCTCCATTTTGCCCGCGCTGAAGGAAAAGGGCATCCACGTGTCCAGCCCAGAAAGGGTAATCCTCGA
CACCAAATCTATGGGACGATTCACCCCGAGGCGGAAGCCTCCATTTTGCCCGCGCTGAAGGAAAAGGGCATCCACGTGTCCAGCCCAGAAAGGGTAATCCTCGA
CACCAAATCTATGGGACGATTCACCCCGAGGCGGAAGCCTCCATTTTGCCCGCGCTGAAGGAAAAGGGCATCCACGTGTCCAGCCCAGAAAGGGTAATCCTCGA
CACCAAATCTATGGGACGATTCACCCCGAGGCGGAAGCCTCCATTTTGCCCGCGCTGAAGGAAAAGGGCATCCACGTGTCCAGCCCAGAAAGGGTAATCCTCGA
CACCAAATCTATGGGACGATTCACCCCGAGGCGGAAGCCTCCATTTTGCCCGCGCTGAAGGAAAAGGGCATCCACGTGTCCAGCCCAGAAAGGGTAATCCTCGA
CACCAAATCTATGGGACGATTCACCCCGAGGCGGAAGCCTCCATTTTGCCCGCGCTGAAGGAAAAGGGCATCCACGTGTCCAGCCCAGAAAGGGTAATCCTCGA
CACCAAATCTATGGGACGATTCACCCCGAGGCGGAAGCCTCCATTTTGCCCGCGCTGAAGGAAAAGGGCATCCACGTGTCCAGCCCAGAAAGGGTAATCCTCGA
CACCAAATCTATGGGACGATTCACCCCGAGGCGGAAGCCTCCATTTTGCCCGCGCTGAAGGAAAAGGGCATCCACGTGTCCAGCCCAGAAAGGGTAATCCTCGA
CACCAAATCTATGGGACGATTCACCCCGAGGCGGAAGCCTCCATTTTGCCCGCGCTGAAGGAAAAGGGCATCCACGTGTCCAGCCCAGAAAGGGTAATCCTCGA
CACCAAATCTATGGGACGATTCACCCCGAGGCGGAAGCCTCCATTTTGCCCGCGCTGAAGGAAAAGGGCATCCACGTGTCCAGCCCAGAAAGGGTAATCCTCGA
CACCAAATCTATGGGACGATTCACCCCGAGGCGGAAGCCTCCATTTTGCCCGCGCTGAAGGAAAAGGGCATCCACGTGTCCAGCCCAGAAAGGGTAATCCTCGA
CACCAAATCTATGGGACGATTCACCCCGAGGCGGAAGCCTCCATTTTGCCCGCGCTGAAGGAAAAGGGCATCCACGTGTCCAGCCCAGAAAGGGTAATCCTCGA
CACCAAATCTATGGGACGATTCACCCCGAGGCGGAAGCCTCCATTTTGCCCGCGCTGAAGGAAAAGGGCATCCACGTGTCCAGCCCAGAAAGGGTAATCCTCGA
CACCAAATCTATGGGACGATTCACCCCGAGGCGGAAGCCTCCATTTTGCCCGCGCTGAAGGAAAAGGGCATCCACGTGTCCAGCCCAGAAAGGGTAATCCTCGA
CACCAAATCTATGGGACGATTCACCCCGAGGCGGAAGCCTCCATTTTGCCCGCGCTGAAGGAAAAGGGCATCCACGTGTCCAGCCCAGAAAGGGTAATCCTCGA
CACCAAATCTATGGGACGATTCACCCCGAGGCGGAAGCCTCCATTTTGCCCGCGCTGAAGGAAAAGGGCATCCACGTGTCCAGCCCAGAAAGGGTAATCCTCGA
CACCAAATCTATGGGACGATTCACCCCGAGGCGGAAGCCTCCATTTTGCCCGCGCTGAAGGAAAAGGGCATCCACGTGTCCAGCCCAGAAAGGGTAATCCTCGA
CACCAAATCTATGGGACGATTCACCCCGAGGCGGAAGCCTCCATTTTGCCCGCGCTGAAGGAAAAGGGCATCCACGTGTCCAGCCCAGAAAGGGTAATCCTCGA
CACCAAATCTATGGGACGATTCACCCCGAGGCGGAAGCCTCCATTTTGCCCGCGCTGAAGGAAAAGGGCATCCACGTGTCCAGCCCAGAAAGGGTAATCCTCGA
CACCAAATCTATGGGACGATTCACCCCGAGGCGGAAGCCTCCATTTTGCCCGCGCTGAAGGAAAAGGGCATCCACGTGTCCAGCCCAGAAAGGGTAATCCTCGA
CACCAAATCTATGGGACGATTCACCCCGAGGCGGAAGCCTCCATTTTGCCCGCGCTGAAGGAAAAGGGCATCCACGTGTCCAGCCCAGAAAGGGTAATCCTCGA
CACCAAATCTATGGGACGATTCACCCCGAGGCGGAAGCCTCCATTTTGCCCGCGCTGAAGGAAAAGGGCATCCACGTGTCCAGCCCAGAAAGGGTAATCCTCGA
CACCAAATCTATGGGACGATTCACCCCGAGGCGGAAGCCTCCATTTTGCCCGCGCTGAAGGAAAAGGGCATCCACGTGTCCAGCCCAGAAAGGGTAATCCTCGA

1048
1084
1048
1084
1093
1048
1138
1021
1093
1093
1003
1084
1012

1116
1152
1224
1188
1188
1107
1125
1161
1243
1161
1170
1152
1224
1170
1152
1116
1332
1116
1170
1152
1188
1152
1188
1197
1152
1242
1125
1197
1197
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H30 NKorea refsequen
H31 P.vivax0l refseqg
H32 Brazil-I refsequ

H1 VCG

H2

H3

H4

H5

H6

H7

H8

H9

H10

H11

H12

H13

H14

H15

H16

H17

H18

H19

H20

H21

H22

H23

H24

H25

H26 Mauritania-I ref
H27 India-VII refseq
H28 Ctg refsequence
H29 Salvador-I refse
H30 NKorea refsequen
H31 P.vivax0l refseqg
H32 Brazil-I refsequ

H1 VCG
H2
H3
H4

CACCAAATCTATGGGACGATTCACCCCGAGGCGGAAGCCTCCATTTTGCCCGCGCTGAAGGAAAAGGGCATCCACGTGTCCAGCCCAGAAAGGGTAATCCTCGA
CACCAAATCTATGGGACGATTCACCCCGAGGCGGAAGCCTCCATTTTGCCCGCGCTGAAGGAAAAGGGCATCCACGTGTCCAGCCCAGAAAGGGTAATCCTCGA

CACCAAATCTATGGGACGATTCACCCCGAGGCGGAAGCCTCCATTTTGCCCGCGCTGAAGGAAAAGGGCATCCACGTGTCCAGCCCAGAAAGGGTAATCCTCGA
CACCAAATCTATGGGACGATTCACCCCGAGGCGGAAGCCTCCATTTTGCCCGCGCTGAAGGAAAAGGGCATCCACGTGTCCAGCCCAGAAAGGGTAATCCTCGA

1460 * 1480 * 1500 * 1520 * 1540 * 1560
GATCATCGAAAGCGCCAAGGAGGGAATAAAAGGATTGCTGAAGCTCCGGAAGAGCAAAGACACAGGCAAGCTGCTGGAGGAGGCACTAGAAAAGCTAAACATAA
GATCATCGAAAGCGCCAAGGAGGGAATAAAAGGATTGCTGAAGCTCCGGAAGAGCAAAGACACAGGCAAGCTGCTGGAGGAGGCACTAGAAAAGCTAAACATARA
GATCATCGAAAGCGCCAAGGAGGGAATAAAAGGATTGCTGAAGCTCCGGAAGAGCAAAGACACAGGCAAGCTGCTGGAGGAGGCACTAGAAAAGCTAAACATAA
GATCATCGAAAGCGCCAAGGAGGGAATAAAAGGATTGCTGAAGCTCCGGAAGAGCAAAGACACAGGCAAGCTGCTGGAGGAGGCACTAGAAAAGCTAAACATAA
GATCATCGAAAGCGCCAAGGAGGGAATAAAAGGATTGCTGAAGCTCCGGAAGAGCAAAGACACAGGCAAGCTGCTGGAGGAGGCACTAGAAAAGCTAAACATAR
GATCATCGAAAGCGCCAAGGAGGGAATAAAAGGATTGCTGAAGCTCCGGAAGAGCAAAGACACAGGCAAGCTGCTGGAGGAGGCACTAGAAAAGCTAAACATAA
GATCATCGAAAGCGCCAAGGAGGGAATAAAAGGATTGCTGAAGCTCCGGAAGAGCAAAGACACAGGCAAGCTGCTGGAGGAGGCACTAGAAAAGCTAAACATAR
GATCATCGAAAGCGCCAAGGAGGGAATAAAAGGATTGCTGAAGCTCCGGAAGAGCAAAGACACAGGCAAGCTGCTGGAGGAGGCACTAGAAAAGCTAAACATAA
GATCATCGAAAGCGCCAAGGAGGGAATAAAAGGATTGCTGAAGCTCCGGAAGAGCAAAGACACAGGCAAGCTGCTGGAGGAGGCACTAGAAAAGCTAAACATARA
GATCATCGAAAGCGCCAAGGAGGGAATAAAAGGATTGCTGAAGCTCCGGAAGAGCAAAGACACAGGCAAGCTGCTGGAGGAGGCACTAGAAAAGCTAAACATAA
GATCATCGAAAGCGCCAAGGAGGGAATAAAAGGATTGCTGAAGCTCCGGAAGAGCAAAGACACAGGCAAGCTGCTGGAGGAGGCACTAGAAAAGCTAAACATAR
GATCATCGAAAGCGCCAAGGAGGGAATAAAAGGATTGCTGAAGCTCCGGAAGAGCAAAGACACAGGCAAGCTGCTGGAGGAGGCACTAGAAAAGCTAAACATAA
GATCATCGAAAGCGCCAAGGAGGGAATAAAAGGATTGCTGAAGCTCCGGAAGAGCAAAGACACAGGCAAGCTGCTGGAGGAGGCACTAGAAAAGCTAAACATARA
GATCATCGAAAGCGCCAAGGAGGGAATAAAAGGATTGCTGAAGCTCCGGAAGAGCAAAGACACAGGCAAGCTGCTGGAGGAGGCACTAGAAAAGCTAAACATAA
GATCATCGAAAGCGCCAAGGAGGGAATAAAAGGATTGCTGAAGCTCCGGAAGAGCAAAGACACAGGCAAGCTGCTGGAGGAGGCACTAGAAAAGCTAAACATARA
GATCATCGAAAGCGCCAAGGAGGGAATAAAAGGATTGCTGAAGCTCCGGAAGAGCAAAGACACAGGCAAGCTGCTGGAGGAGGCACTAGAAAAGCTAAACATAA
GATCATCGAAAGCGCCAAGGAGGGAATAAAAGGATTGCTGAAGCTCCGGAAGAGCAAAGACACAGGCAAGCTGCTGGAGGAGGCACTAGAAAAGCTAAACATARA
GATCATCGAAAGCGCCAAGGAGGGAATAAAAGGATTGCTGAAGCTCCGGAAGAGCAAAGACACAGGCAAGCTGCTGGAGGAGGCACTAGAAAAGCTAAACATAA
GATCATCGAAAGCGCCAAGGAGGGAATAAAAGGATTGCTGAAGCTCCGGAAGAGCAAAGACACAGGCAAGCTGCTGGAGGAGGCACTAGAAAAGCTAAACATAA
GATCATCGAAAGCGCCAAGGAGGGAATAAAAGGATTGCTGAAGCTCCGGAAGAGCAAAGACACAGGCAAGCTGCTGGAGGAGGCACTAGAAAAGCTAAACATAA
GATCATCGAAAGCGCCAAGGAGGGAATAAAAGGATTGCTGAAGCTCCGGAAGAGCAAAGACACAGGCAAGCTGCTGGAGGAGGCACTAGAAAAGCTAAACATAA
GATCATCGAAAGCGCCAAGGAGGGAATAAAAGGATTGCTGAAGCTCCGGAAGAGCAAAGACACAGGCAAGCTGCTGGAGGAGGCACTAGAAAAGCTAAACATAA
GATCATCGAAAGCGCCAAGGAGGGAATAAAAGGATTGCTGAAGCTCCGGAAGAGCAAAGACACAGGCAAGCTGCTGGAGGAGGCACTAGAAAAGCTAAACATAA
GATCATCGAAAGCGCCAAGGAGGGAATAAAAGGATTGCTGAAGCTCCGGAAGAGCAAAGACACAGGCAAGCTGCTGGAGGAGGCACTAGAAAAGCTAAACATAR
GATCATCGAAAGCGCCAAGGAGGGAATAAAAGGATTGCTGAAGCTCCGGAAGAGCAAAGACACAGGCAAGCTGCTGGAGGAGGCACTAGAAAAGCTAAACATAA
GATCATCGAAAGCGCCAAGGAGGGAATAAAAGGATTGCTGAAGCTCCGGAAGAGCAAAGACACAGGCAAGCTGCTGGAGGAGGCACTAGAAAAGCTAAACATAR
GATCATCGAAAGCGCCAAGGAGGGAATAAAAGGATTGCTGAAGCTCCGGAAGAGCAAAGACACAGGCAAGCTGCTGGAGGAGGCACTAGAAAAGCTAAACATAA
GATCATCGAAAGCGCCAAGGAGGGAATAAAAGGATTGCTGAAGCTCCGGAAGAGCAAAGACACAGGCAAGCTGCTGGAGGAGGCACTAGAAAAGCTAAACATAR
GATCATCGAAAGCGCCAAGGAGGGAATAAAAGGATTGCTGAAGCTCCGGAAGAGCAAAGACACAGGCAAGCTGCTGGAGGAGGCACTAGAAAAGCTAAACATAA
GATCATCGAAAGCGCCAAGGAGGGAATAAAAGGATTGCTGAAGCTCCGGAAGAGCAAAGACACAGGCAAGCTGCTGGAGGAGGCACTAGAAAAGCTAAACATAR
GATCATCGAAAGCGCCAAGGAGGGAATAAAAGGATTGCTGAAGCTCCGGAAGAGCAAAGACACAGGCAAGCTGCTGGAGGAGGCACTAGAAAAGCTAAACATAA
GATCATCGAAAGCGCCAAGGAGGGAATAAAAGGATTGCTGAAGCTCCGGAAGAGCAAAGACACAGGCAAGCTGCTGGAGGAGGCACTAGAAAAGCTAAACATAR
GATCATCGAAAGCGCCAAGGAGGGAATAAAAGGATTGCTGAAGCTCCGGAAGAGCAAAGACACAGGCAAGCTGCTGGAGGAGGCACTAGAAAAGCTAAACATAA

* 1580 * 1600 * 1620 * 1640 * 1660
ACCAAAGGGATCTGCATGCAAACAATAATTTCATTACCCTAGAAATGTATGACCGGATCCTCTCCGAAATGTTTAAAATATTAACAGAAATGTCATTCTATAAG
[ACCAAAGGGATCTGCATGCAAACAATAATTTCATTACCCTAGAAATGTATGACCGGATCCTCTCCGAAATGTTTAAAATATTAACAGAAATGTCATTCTATAAG

ACCAAAGGGATCTGCATGCAAACAATAATTTCATTACCCTAGAAATGTATGACCGGATCCTCTCCGAAATGTTTAAAATATTAACAGAAATGTCATTCTATAAG
[ACCAAAGGGATCTGCATGCAAACAATAATTTCATTACCCTAGAAATGTATGACCGGATCCTCTCCGAAATGTTTAAAATATTAACAGAAATGTCATTCTATAAG

1107
1188
1116

1220
1256
1328
1292
1292
1211
1229
1265
1347
1265
1274
1256
1328
1274
1256
1220
1436
1220
1274
1256
1292
1256
1292
1301
1256
1346
1229
1301
1301
1211
1292
1220

1324
1360
1432
1396
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H5

H6

H7

H8

H9

H10

H11

H12

H13

H14

H15

H16

H17

H18

H19

H20

H21

H22

H23

H24

H25

H26 Mauritania-I ref
H27 India-VII refseq
H28 Ctg refsequence
H29 Salvador-I refse
H30 NKorea refsequen
H31 P.vivax0l refseq
H32 Brazil-I refsequ

H1 VCG
H2
H3
H4
H5
H6
H7
H8
H9
H10
H11
H12
H13
H14

[ACCAAAGGGATCTGCATGCAAACAATAATTTCATTACCCTAGAAATGTATGACCGGATCCTCTCCGAAATGTTTAAAATATTAACAGAAATGTCATTCTATAAG
[ACCAAAGGGATCTGCATGCAAACAATAATTTCATTACCCTAGAAATGTATGACCGGATCCTCTCCGAAATGTTTAAAATATTAACAGAAATGTCATTCTATAAG
[ACCAAAGGGATCTGCATGCAAACAATAATTTCATTACCCTAGAAATGTATGACCGGATCCTCTCCGAAATGTTTAAAATATTAACAGAAATGTCATTCTATAAG
[ACCAAAGGGATCTGCATGCAAACAATAATTTCATTACCCTAGAAATGTATGACCGGATCCTCTCCGAAATGTTTAAAATATTAACAGAAATGTCATTCTATAAG
[ACCAAAGGGATCTGCATGCAAACAATAATTTCATTACCCTAGAAATGTATGACCGGATCCTCTCCGAAATGTTTAAAATATTAACAGAAATGTCATTCTATAAG
[ACCAAAGGGATCTGCATGCAAACAATAATTTCATTACCCTAGAAATGTATGACCGGATCCTCTCCGAAATGTTTAAAATATTAACAGAAATGTCATTCTATAAG
[ACCAAAGGGATCTGCATGCAAACAATAATTTCATTACCCTAGAAATGTATGACCGGATCCTCTCCGAAATGTTTAAAATATTAACAGAAATGTCATTCTATAAG
[ACCAAAGGGATCTGCATGCAAACAATAATTTCATTACCCTAGAAATGTATGACCGGATCCTCTCCGAAATGTTTAAAATATTAACAGAAATGTCATTCTATAAG
[ACCAAAGGGATCTGCATGCAAACAATAATTTCATTACCCTAGAAATGTATGACCGGATCCTCTCCGAAATGTTTAAAATATTAACAGAAATGTCATTCTATAAG
[ACCAAAGGGATCTGCATGCAAACAATAATTTCATTACCCTAGAAATGTATGACCGGATCCTCTCCGAAATGTTTAAAATATTAACAGAAATGTCATTCTATAAG
[ACCAAAGGGATCTGCATGCAAACAATAATTTCATTACCCTAGAAATGTATGACCGGATCCTCTCCGAAATGTTTAAAATATTAACAGAAATGTCATTCTATAAG
ACCAAAGGGATCTGCATGCAAACAATAATTTCATTACCCTAGAAATGTATGACCGGATCCTCTCCGAAATGTTTAAAATATTAACAGAAATGTCATTCTATAAG
ACCAAAGGGATCTGCATGCAAACAATAATTTCATTACCCTAGAAATGTATGACCGGATCCTCTCCGAAATGTTTAAAATATTAACAGAAATGTCATTCTATAAG
ACCAAAGGGATCTGCATGCAAACAATAATTTCATTACCCTAGAAATGTATGACCGGATCCTCTCCGAAATGTTTAAAATATTAACAGAAATGTCATTCTATAAG
ACCAAAGGGATCTGCATGCAAACAATAATTTCATTACCCTAGAAATGTATGACCGGATCCTCTCCGAAATGTTTAAAATATTAACAGAAATGTCATTCTATAAG
ACCAAAGGGATCTGCATGCAAACAATAATTTCATTACCCTAGAAATGTATGACCGGATCCTCTCCGAAATGTTTAAAATATTAACAGAAATGTCATTCTATAAG
ACCAAAGGGATCTGCATGCAAACAATAATTTCATTACCCTAGAAATGTATGACCGGATCCTCTCCGAAATGTTTAAAATATTAACAGAAATGTCATTCTATAAG
ACCAAAGGGATCTGCATGCAAACAATAATTTCATTACCCTAGAAATGTATGACCGGATCCTCTCCGAAATGTTTAAAATATTAACAGAAATGTCATTCTATAAG
ACCAAAGGGATCTGCATGCAAACAATAATTTCATTACCCTAGAAATGTATGACCGGATCCTCTCCGAAATGTTTAAAATATTAACAGAAATGTCATTCTATAAG
ACCAAAGGGATCTGCATGCAAACAATAATTTCATTACCCTAGAAATGTATGACCGGATCCTCTCCGAAATGTTTAAAATATTAACAGAAATGTCATTCTATAAG
[ACCAAAGGGATCTGCATGCAAACAATAATTTCATTACCCTAGAAATGTATGACCGGATCCTCTCCGAAATGTTTAAAATATTAACAGAAATGTCATTCTATAAG
ACCAAAGGGATCTGCATGCAAACAATAATTTCATTACCCTAGAAATGTATGACCGGATCCTCTCCGAAATGTTTAAAATATTAACAGAAATGTCATTCTATAAG
[ACCAAAGGGATCTGCATGCAAACAATAATTTCATTACCCTAGAAATGTATGACCGGATCCTCTCCGAAATGTTTAAAATATTAACAGAAATGTCATTCTATAAG
ACCAAAGGGATCTGCATGCAAACAATAATTTCATTACCCTAGAAATGTATGACCGGATCCTCTCCGAAATGTTTAAAATATTAACAGAAATGTCATTCTATAAG
[ACCAAAGGGATCTGCATGCAAACAATAATTTCATTACCCTAGAAATGTATGACCGGATCCTCTCCGAAATGTTTAAAATATTAACAGAAATGTCATTCTATAAG
ACCAAAGGGATCTGCATGCAAACAATAATTTCATTACCCTAGAAATGTATGACCGGATCCTCTCCGAAATGTTTAAAATATTAACAGAAATGTCATTCTATAAG
[ACCAAAGGGATCTGCATGCAAACAATAATTTCATTACCCTAGAAATGTATGACCGGATCCTCTCCGAAATGTTTAAAATATTAACAGAAATGTCATTCTATAAG
ACCAAAGGGATCTGCATGCAAACAATAATTTCATTACCCTAGAAATGTATGACCGGATCCTCTCCGAAATGTTTAAAATATTAACAGAAATGTCATTCTATAAG
ACCAAAGGGATCTGCATGCAAACAATAATTTCATTACCCTAGAAATGTATGACCGGATCCTCTCCGAAATGTTTAAAATATTAACAGAAATGTCATTCTATAAG

* 1680 * 1700 * 1720 * 1740 * 1760
GATGGCCATTTTTACGAAACGTTAGGTTTGAATAAATCTATACTAAATCAATCGCTGAAAGAAATTAAAATAAAAATGTTGAGGACCATTGGAGTGCCATACAC]
GATGGCCATTTTTACGAAACGTTAGGTTTGAATAAATCTATACTAAATCAATCGCTGAAAGAAATTAAAATAAAAATGTTGAGGACCATTGGAGTGCCATACAC]
GATGGCCATTTTTACGAAACGTTAGGTTTGAATAAATCTATACTAAATCAATCGCTGAAAGAAATTAAAATAAAAATGTTGAGGACCATTGGAGTGCCATACAC]
GATGGCCATTTTTACGAAACGTTAGGTTTGAATAAATCTATACTAAATCAATCGCTGAAAGAAATTAAAATAAAAATGTTGAGGACCATTGGAGTGCCATACAC]
GATGGCCATTTTTACGAAACGTTAGGTTTGAATAAATCTATACTAAATCAATCGCTGAAAGAAATTAAAATAAAAATGTTGAGGACCATTGGAGTGCCATACAC]
GATGGCCATTTTTACGAAACGTTAGGTTTGAATAAATCTATACTAAATCAATCGCTGAAAGAAATTAAAATAAAAATGTTGAGGACCATTGGAGTGCCATACAC]
GATGGCCATTTTTACGAAACGTTAGGTTTGAATAAATCTATACTAAATCAATCGCTGAAAGAAATTAAAATAAAAATGTTGAGGACCATTGGAGTGCCATACAC]

GATGGCCATTTTTACGAAACGTTAGGTTTGAATAAATCTATACTAAATCAATCGCTGAAAGAAATTAAAATAAAAATGTTGAGGACCATTGGAGTGCCATACAC]
GATGGCCATTTTTACGAAACGTTAGGTTTGAATAAATCTATACTAAATCAATCGCTGAAAGAAATTAAAATAAAAATGTTGAGGACCATTGGAGTGCCATACAC]
GATGGCCATTTTTACGAAACGTTAGGTTTGAATAAATCTATACTAAATCAATCGCTGAAAGAAATTAAAATAAAAATGTTGAGGACCATTGGAGTGCCATACAC]
GATGGCCATTTTTACGAAACGTTAGGTTTGAATAAATCTATACTAAATCAATCGCTGAAAGAAATTAAAATAAAAATGTTGAGGACCATTGGAGTGCCATACAC
GATGGCCATTTTTACGAAACGTTAGGTTTGAATAAATCTATACTAAATCAATCGCTGAAAGAAATTAAAATAAAAATGTTGAGGACCATTGGAGTGCCATACAC]
GATGGCCATTTTTACGAAACGTTAGGTTTGAATAAATCTATACTAAATCAATCGCTGAAAGAAATTAAAATAAAAATGTTGAGGACCATTGGAGTGCCATACAC]
GATGGCCATTTTTACGAAACGTTAGGTTTGAATAAATCTATACTAAATCAATCGCTGAAAGAAATTAAAATAAAAATGTTGAGGACCATTGGAGTGCCATACAC]
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H15 GATGGCCATTTTTACGAAACGTTAGGTTTGAATAAATCTATACTAAATCAATCGCTGAAAGAAATTAAAATAAAAATGTTGAGGACCATTGGAGTGCCATACAC] 1464
H16 GATGGCCATTTTTACGAAACGTTAGGTTTGAATAAATCTATACTAAATCAATCGCTGAAAGAAATTAAAATAAAAATGTTGAGGACCATTGGAGTGCCATACAC] 1428
H17 GATGGCCATTTTTACGAAACGTTAGGTTTGAATAAATCTATACTAAATCAATCGCTGAAAGAAATTAAAATAAAAATGTTGAGGACCATTGGAGTGCCATACAC] 1644
H18 GATGGCCATTTTTACGAAACGTTAGGTTTGAATAAATCTATACTAAATCAATCGCTGAAAGAAATTAAAATAAAAATGTTGAGGACCATTGGAGTGCCATACAC] 1428
H19 GATGGCCATTTTTACGAAACGTTAGGTTTGAATAAATCTATACTAAATCAATCGCTGAAAGAAATTAAAATAAAAATGTTGAGGACCATTGGAGTGCCATACAC] 1482
H20 GATGGCCATTTTTACGAAACGTTAGGTTTGAATAAATCTATACTAAATCAATCGCTGAAAGAAATTAAAATAAAAATGTTGAGGACCATTGGAGTGCCATACAC] 1464
H21 GATGGCCATTTTTACGAAACGTTAGGTTTGAATAAATCTATACTAAATCAATCGCTGAAAGAAATTAAAATAAAAATGTTGAGGACCATTGGAGTGCCATACAC] 1500
H22 GATGGCCATTTTTACGAAACGTTAGGTTTGAATAAATCTATACTAAATCAATCGCTGAAAGAAATTAAAATAAAAATGTTGAGGACCATTGGAGTGCCATACAC] 1464
H23 GATGGCCATTTTTACGAAACGTTAGGTTTGAATAAATCTATACTAAATCAATCGCTGAAAGAAATTAAAATAAAAATGTTGAGGACCATTGGAGTGCCATACAC] 1500
H24 GATGGCCATTTTTACGAAACGTTAGGTTTGAATAAATCTATACTAAATCAATCGCTGAAAGAAATTAAAATAAAAATGTTGAGGACCATTGGAGTGCCATACAC] 1509
H25 GATGGCCATTTTTACGAAACGTTAGGTTTGAATAAATCTATACTAAATCAATCGCTGAAAGAAATTAAAATAAAAATGTTGAGGACCATTGGAGTGCCATACAC] 1464
H26 Mauritania-I ref GATGGCCATTTTTACGAAACGTTAGGTTTGAATAAATCTATACTAAATCAATCGCTGAAAGAAATTAAAATAAAAATGTTGAGGACCATTGGAGTGCCATACAC] 1554
H27 India-VII refseq GATGGCCATTTTTACGAAACGTTAGGTTTGAATAAATCTATACTAAATCAATCGCTGAAAGAAATTAAAATAAAAATGTTGAGGACCATTGGAGTGCCATACAC] 1437
H28 Ctg refsequence GATGGCCATTTTTACGAAACGTTAGGTTTGAATAAATCTATACTAAATCAATCGCTGAAAGAAATTAAAATAAAAATGTTGAGGACCATTGGAGTGCCATACAC] 1509
H29 Salvador-I refse GATGGCCATTTTTACGAAACGTTAGGTTTGAATAAATCTATACTAAATCAATCGCTGAAAGAAATTAAAATAAAAATGTTGAGGACCATTGGAGTGCCATACAC] 1509
H30 NKorea refsequen GATGGCCATTTTTACGAAACGTTAGGTTTGAATAAATCTATACTAAATCAATCGCTGAAAGAAATTAAAATAAAAATGTTGAGGACCATTGGAGTGCCATACAC] 1419
H31_P.vivax01_refseq GATGGCCATTTTTACGAAACGTTAGGTTTGAATAAATCTATACTAAATCAATCGCTGAAAGAAATTAAAATAAAAATGTTGAGGACCATTGGAGTGCCATACAC] 1500
H32 Brazil-I refsequ GATGGCCATTTTTACGAAACGTTAGGTTTGAATAAATCTATACTAAATCAATCGCTGAAAGAAATTAAAATAAAAATGTTGAGGACCATTGGAGTGCCATACAC] 1428

GATGGCCATTTTTACGAAACGTTAGGTTTGAATAAATCTATACTAAATCAATCGCTGAAAGAAATTAAAATAAAAATGTTGAGGACCATTGGAGTGCCATACAC
* 1780 * 1800 * 1820 * 1840 * 1860 *
H1 VCG GAAGCTACCGCCAATCGTTAAGAACAAAGAGAAGGAAAGCACATGTGCTGCGAACAATCTCATCATTAGCATTACATCAAAAGAGCTAGCTCAACGAATGGCTA 1532
H2 GAAGCTACCGCCAATCGTTAAGAACAAAGAGAAGGAAAGCACATGTGCTGCGAACAATCTCATCATTAGCATTACATCAAAAGAGCTAGCTCAACGAATGGCTA 1568
H3 GAAGCTACCGCCAATCGTTAAGAACAAAGAGAAGGAAAGCACATGTGCTGCGAACAATCTCATCATTAGCATTACATCAAAAGAGCTAGCTCAACGAATGGCTA 1640
H4 GAAGCTACCGCCAATCGTTAAGAACAAAGAGAAGGAAAGCACATGTGCTGCGAACAATCTCATCATTAGCATTACATCAAAAGAGCTAGCTCAACGAATGGCTA 1604
H5 GAAGCTACCGCCAATCGTTAAGAACAAAGAGAAGGAAAGCACATGTGCTGCGAACAATCTCATCATTAGCATTACATCAAAAGAGCTAGCTCAACGAATGGCTA 1604
H6 GAAGCTACCGCCAATCGTTAAGAACAAAGAGAAGGAAAGCACATGTGCTGCGAACAATCTCATCATTAGCATTACATCAAAAGAGCTAGCTCAACGAATGGCTA 1523
H7 GAAGCTACCGCCAATCGTTAAGAACAAAGAGAAGGAAAGCACATGTGCTGCGAACAATCTCATCATTAGCATTACATCAAAAGAGCTAGCTCAACGAATGGCTA 1541
H8 GAAGCTACCGCCAATCGTTAAGAACAAAGAGAAGGAAAGCACATGTGCTGCGAACAATCTCATCATTAGCATTACATCAAAAGAGCTAGCTCAACGAATGGCTA 1577
HOS GAAGCTACCGCCAATCGTTAAGAACAAAGAGAAGGAAAGCACATGTGCTGCGAACAATCTCATCATTAGCATTACATCAAAAGAGCTAGCTCAACGAATGGCTA 1659
H10 GAAGCTACCGCCAATCGTTAAGAACAAAGAGAAGGAAAGCACATGTGCTGCGAACAATCTCATCATTAGCATTACATCAAAAGAGCTAGCTCAACGAATGGCTA 1577
H11 GAAGCTACCGCCAATCGTTAAGAACAAAGAGAAGGAAAGCACATGTGCTGCGAACAATCTCATCATTAGCATTACATCAAAAGAGCTAGCTCAACGAATGGCTA 1586
H12 GAAGCTACCGCCAATCGTTAAGAACAAAGAGAAGGAAAGCACATGTGCTGCGAACAATCTCATCATTAGCATTACATCAAAAGAGCTAGCTCAACGAATGGCTA 1568
H13 GAAGCTACCGCCAATCGTTAAGAACAAAGAGAAGGAAAGCACATGTGCTGCGAACAATCTCATCATTAGCATTACATCAAAAGAGCTAGCTCAACGAATGGCTA 1640
H14 GAAGCTACCGCCAATCGTTAAGAACAAAGAGAAGGAAAGCACATGTGCTGCGAACAATCTCATCATTAGCATTACATCAAAAGAGCTAGCTCAACGAATGGCTA 1586
H15 GAAGCTACCGCCAATCGTTAAGAACAAAGAGAAGGAAAGCACATGTGCTGCGAACAATCTCATCATTAGCATTACATCAAAAGAGCTAGCTCAACGAATGGCTA 1568
Hl6 GAAGCTACCGCCAATCGTTAAGAACAAAGAGAAGGAAAGCACATGTGCTGCGAACAATCTCATCATTAGCATTACATCAAAAGAGCTAGCTCAACGAATGGCTA 1532
H17 GAAGCTACCGCCAATCGTTAAGAACAAAGAGAAGGAAAGCACATGTGCTGCGAACAATCTCATCATTAGCATTACATCAAAAGAGCTAGCTCAACGAATGGCTA 1748
H18 GAAGCTACCGCCAATCGTTAAGAACAAAGAGAAGGAAAGCACATGTGCTGCGAACAATCTCATCATTAGCATTACATCAAAAGAGCTAGCTCAACGAATGGCTA 1532
H19 GAAGCTACCGCCAATCGTTAAGAACAAAGAGAAGGAAAGCACATGTGCTGCGAACAATCTCATCATTAGCATTACATCAAAAGAGCTAGCTCAACGAATGGCTA 1586
H20 GAAGCTACCGCCAATCGTTAAGAACAAAGAGAAGGAAAGCACATGTGCTGCGAACAATCTCATCATTAGCATTACATCAAAAGAGCTAGCTCAACGAATGGCTA 1568
H21 GAAGCTACCGCCAATCGTTAAGAACAAAGAGAAGGAAAGCACATGTGCTGCGAACAATCTCATCATTAGCATTACATCAAAAGAGCTAGCTCAACGAATGGCTA 1604
H22 GAAGCTACCGCCAATCGTTAAGAACAAAGAGAAGGAAAGCACATGTGCTGCGAACAATCTCATCATTAGCATTACATCAAAAGAGCTAGCTCAACGAATGGCTA 1568
H23 GAAGCTACCGCCAATCGTTAAGAACAAAGAGAAGGAAAGCACATGTGCTGCGAACAATCTCATCATTAGCATTACATCAAAAGAGCTAGCTCAACGAATGGCTA 1604
H24 GAAGCTACCGCCAATCGTTAAGAACAAAGAGAAGGAAAGCACATGTGCTGCGAACAATCTCATCATTAGCATTACATCAAAAGAGCTAGCTCAACGAATGGCTA 1613
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H26 Mauritania-I ref
H27 India-VII refseq
H28 Ctg refsequence
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H30 NKorea refsequen
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GAAGCTACCGCCAATCGTTAAGAACAAAGAGAAGGAAAGCACATGTGCTGCGAACAATCTCATCATTAGCATTACATCAAAAGAGCTAGCTCAACGAATGGCTA
GAAGCTACCGCCAATCGTTAAGAACAAAGAGAAGGAAAGCACATGTGCTGCGAACAATCTCATCATTAGCATTACATCAAAAGAGCTAGCTCAACGAATGGCTA
GAAGCTACCGCCAATCGTTAAGAACAAAGAGAAGGAAAGCACATGTGCTGCGAACAATCTCATCATTAGCATTACATCAAAAGAGCTAGCTCAACGAATGGCTA
GAAGCTACCGCCAATCGTTAAGAACAAAGAGAAGGAAAGCACATGTGCTGCGAACAATCTCATCATTAGCATTACATCAAAAGAGCTAGCTCAACGAATGGCTA

GAAGCTACCGCCAATCGTTAAGAACAAAGAGAAGGAAAGCACATGTGCTGCGAACAATCTCATCATTAGCATTACATCAAAAGAGCTAGCTCAACGAATGGCTA
GAAGCTACCGCCAATCGTTAAGAACAAAGAGAAGGAAAGCACATGTGCTGCGAACAATCTCATCATTAGCATTACATCAAAAGAGCTAGCTCAACGAATGGCTA
GAAGCTACCGCCAATCGTTAAGAACAAAGAGAAGGAAAGCACATGTGCTGCGAACAATCTCATCATTAGCATTACATCAAAAGAGCTAGCTCAACGAATGGCTA
GAAGCTACCGCCAATCGTTAAGAACAAAGAGAAGGAAAGCACATGTGCTGCGAACAATCTCATCATTAGCATTACATCAAAAGAGCTAGCTCAACGAATGGCTA
GAAGCTACCGCCAATCGTTAAGAACAAAGAGAAGGAAAGCACATGTGCTGCGAACAATCTCATCATTAGCATTACATCAAAAGAGCTAGCTCAACGAATGGCTA

1880 * 1900 * 1920 * 1940 * 1960 *
TCATGTTCGCAAAATGGCTAGCTCCAGAAGAATACGGGTCTGTCGTCGATTTAGATAAAAGCATAGAATTAAATGTCCTCTGCGCAGGGGCACCTATCCTAGTA
TCATGTTCGCAAAATGGCTAGCTCCAGAAGAATACGGGTCTGTCGTCGATTTAGATAAAAGCATAGAATTAAATGTCCTCTGCGCAGGGGCACCTATCCTAGTA
TCATGTTCGCAAAATGGCTAGCTCCAGAAGAATACGGGTCTGTCGTCGATTTAGATAAAAGCATAGAATTAAATGTCCTCTGCGCAGGGGCACCTATCCTAGTA
TCATGTTCGCAAAATGGCTAGCTCCAGAAGAATACGGGTCTGTCGTCGATTTAGATAAAAGCATAGAATTAAATGTCCTCTGCGCAGGGGCACCTATCCTAGTA
TCATGTTCGCAAAATGGCTAGCTCCAGAAGAATACGGGTCTGTCGTCGATTTAGATAAAAGCATAGAATTAAATGTCCTCTGCGCAGGGGCACCTATCCTAGTA
TCATGTTCGCAAAATGGCTAGCTCCAGAAGAATACGGGTCTGTCGTCGATTTAGATAAAAGCATAGAATTAAATGTCCTCTGCGCAGGGGCACCTATCCTAGTA
TCATGTTCGCAAAATGGCTAGCTCCAGAAGAATACGGGTCTGTCGTCGATTTAGATAAAAGCATAGAATTAAATGTCCTCTGCGCAGGGGCACCTATCCTAGTA
TCATGTTCGCAAAATGGCTAGCTCCAGAAGAATACGGGTCTGTCGTCGATTTAGATAAAAGCATAGAATTAAATGTCCTCTGCGCAGGGGCACCTATCCTAGTA
TCATGTTCGCAAAATGGCTAGCTCCAGAAGAATACGGGTCTGTCGTCGATTTAGATAAAAGCATAGAATTAAATGTCCTCTGCGCAGGGGCACCTATCCTAGTA
TCATGTTCGCAAAATGGCTAGCTCCAGAAGAATACGGGTCTGTCGTCGATTTAGATAAAAGCATAGAATTAAATGTCCTCTGCGCAGGGGCACCTATCCTAGTA
TCATGTTCGCAAAATGGCTAGCTCCAGAAGAATACGGGTCTGTCGTCGATTTAGATAAAAGCATAGAATTAAATGTCCTCTGCGCAGGGGCACCTATCCTAGTA
TCATGTTCGCAAAATGGCTAGCTCCAGAAGAATACGGGTCTGTCGTCGATTTAGATAAAAGCATAGAATTAAATGTCCTCTGCGCAGGGGCACCTATCCTAGTA
TCATGTTCGCAAAATGGCTAGCTCCAGAAGAATACGGGTCTGTCGTCGATTTAGATAAAAGCATAGAATTAAATGTCCTCTGCGCAGGGGCACCTATCCTAGTA
TCATGTTCGCAAAATGGCTAGCTCCAGAAGAATACGGGTCTGTCGTCGATTTAGATAAAAGCATAGAATTAAATGTCCTCTGCGCAGGGGCACCTATCCTAGTA
TCATGTTCGCAAAATGGCTAGCTCCAGAAGAATACGGGTCTGTCGTCGATTTAGATAAAAGCATAGAATTAAATGTCCTCTGCGCAGGGGCACCTATCCTAGTA
TCATGTTCGCAAAATGGCTAGCTCCAGAAGAATACGGGTCTGTCGTCGATTTAGATAAAAGCATAGAATTAAATGTCCTCTGCGCAGGGGCACCTATCCTAGTA
TCATGTTCGCAAAATGGCTAGCTCCAGAAGAATACGGGTCTGTCGTCGATTTAGATAAAAGCATAGAATTAAATGTCCTCTGCGCAGGGGCACCTATCCTAGTA
TCATGTTCGCAAAATGGCTAGCTCCAGAAGAATACGGGTCTGTCGTCGATTTAGATAAAAGCATAGAATTAAATGTCCTCTGCGCAGGGGCACCTATCCTAGTA
TCATGTTCGCAAAATGGCTAGCTCCAGAAGAATACGGGTCTGTCGTCGATTTAGATAAAAGCATAGAATTAAATGTCCTCTGCGCAGGGGCACCTATCCTAGTA
TCATGTTCGCAAAATGGCTAGCTCCAGAAGAATACGGGTCTGTCGTCGATTTAGATAAAAGCATAGAATTAAATGTCCTCTGCGCAGGGGCACCTATCCTAGTA
TCATGTTCGCAAAATGGCTAGCTCCAGAAGAATACGGGTCTGTCGTCGATTTAGATAAAAGCATAGAATTAAATGTCCTCTGCGCAGGGGCACCTATCCTAGTA
TCATGTTCGCAAAATGGCTAGCTCCAGAAGAATACGGGTCTGTCGTCGATTTAGATAAAAGCATAGAATTAAATGTCCTCTGCGCAGGGGCACCTATCCTAGTA
TCATGTTCGCAAAATGGCTAGCTCCAGAAGAATACGGGTCTGTCGTCGATTTAGATAAAAGCATAGAATTAAATGTCCTCTGCGCAGGGGCACCTATCCTAGTA
TCATGTTCGCAAAATGGCTAGCTCCAGAAGAATACGGGTCTGTCGTCGATTTAGATAAAAGCATAGAATTAAATGTCCTCTGCGCAGGGGCACCTATCCTAGTA
TCATGTTCGCAAAATGGCTAGCTCCAGAAGAATACGGGTCTGTCGTCGATTTAGATAAAAGCATAGAATTAAATGTCCTCTGCGCAGGGGCACCTATCCTAGTA
TCATGTTCGCAAAATGGCTAGCTCCAGAAGAATACGGGTCTGTCGTCGATTTAGATAAAAGCATAGAATTAAATGTCCTCTGCGCAGGGGCACCTATCCTAGTA
TCATGTTCGCAAAATGGCTAGCTCCAGAAGAATACGGGTCTGTCGTCGATTTAGATAAAAGCATAGAATTAAATGTCCTCTGCGCAGGGGCACCTATCCTAGTA
TCATGTTCGCAAAATGGCTAGCTCCAGAAGAATACGGGTCTGTCGTCGATTTAGATAAAAGCATAGAATTAAATGTCCTCTGCGCAGGGGCACCTATCCTAGTA
TCATGTTCGCAAAATGGCTAGCTCCAGAAGAATACGGGTCTGTCGTCGATTTAGATAAAAGCATAGAATTAAATGTCCTCTGCGCAGGGGCACCTATCCTAGTA
TCATGTTCGCAAAATGGCTAGCTCCAGAAGAATACGGGTCTGTCGTCGATTTAGATAAAAGCATAGAATTAAATGTCCTCTGCGCAGGGGCACCTATCCTAGTA
TCATGTTCGCAAAATGGCTAGCTCCAGAAGAATACGGGTCTGTCGTCGATTTAGATAAAAGCATAGAATTAAATGTCCTCTGCGCAGGGGCACCTATCCTAGTA
TCATGTTCGCAAAATGGCTAGCTCCAGAAGAATACGGGTCTGTCGTCGATTTAGATAAAAGCATAGAATTAAATGTCCTCTGCGCAGGGGCACCTATCCTAGTA
TCATGTTCGCAAAATGGCTAGCTCCAGAAGAATACGGGTCTGTCGTCGATTTAGATAAAAGCATAGAATTAAATGTCCTCTGCGCAGGGGCACCTATCCTAGTA
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1980 * 2000 * 2020 * 2040 * 2060 * 2080
H1 VCG CAGCAATGGAAATATTACCAAAACATGTTAGGGTTCGAAACGGGAAATGAACATGCCTTCTTAAACCTCATCGATGAGTTGCTAGTCATCGACAAGAGACACAG 1740
H2 CAGCAATGGAAATATTACCAAAACATGTTAGGGTTCGAAACGGGAAATGAACATGCCTTCTTAAACCTCATCGATGAGTTGCTAGTCATCGACAAGAGACACAG 1776
H3 CAGCAATGGAAATATTACCAAAACATGTTAGGGTTCGAAACGGGAAATGAACATGCCTTCTTAAACCTCATCGATGAGTTGCTAGTCATCGACAAGAGACACAG 1848
H4 CAGCAATGGAAATATTACCAAAACATGTTAGGGTTCGAAACGGGAAATGAACATGCCTTCTTAAACCTCATCGATGAGTTGCTAGTCATCGACAAGAGACACAG 1812
H5 CAGCAATGGAAATATTACCAAAACATGTTAGGGTTCGAAACGGGAAATGAACATGCCTTCTTAAACCTCATCGATGAGTTGCTAGTCATCGACAAGAGACACAG 1812
H6 CAGCAATGGAAATATTACCAAAACATGTTAGGGTTCGAAACGGGAAATGAACATGCCTTCTTAAACCTCATCGATGAGTTGCTAGTCATCGACAAGAGACACAG 1731
H7 CAGCAATGGAAATATTACCAAAACATGTTAGGGTTCGAAACGGGAAATGAACATGCCTTCTTAAACCTCATCGATGAGTTGCTAGTCATCGACAAGAGACACAG 1749
H8 CAGCAATGGAAATATTACCAAAACATGTTAGGGTTCGAAACGGGAAATGAACATGCCTTCTTAAACCTCATCGATGAGTTGCTAGTCATCGACAAGAGACACAG 1785
H9 CAGCAATGGAAATATTACCAAAACATGTTAGGGTTCGAAACGGGAAATGAACATGCCTTCTTAAACCTCATCGATGAGTTGCTAGTCATCGACAAGAGACACAG 1867
H10 CAGCAATGGAAATATTACCAAAACATGTTAGGGTTCGAAACGGGAAATGAACATGCCTTCTTAAACCTCATCGATGAGTTGCTAGTCATCGACAAGAGACACAG 1785
H11 CAGCAATGGAAATATTACCAAAACATGTTAGGGTTCGAAACGGGAAATGAACATGCCTTCTTAAACCTCATCGATGAGTTGCTAGTCATCGACAAGAGACACAG 1794
H12 CAGCAATGGAAATATTACCAAAACATGTTAGGGTTCGAAACGGGAAATGAACATGCCTTCTTAAACCTCATCGATGAGTTGCTAGTCATCGACAAGAGACACAG 1776
H13 CAGCAATGGAAATATTACCAAAACATGTTAGGGTTCGAAACGGGAAATGAACATGCCTTCTTAAACCTCATCGATGAGTTGCTAGTCATCGACAAGAGACACAG 1848
H14 CAGCAATGGAAATATTACCAAAACATGTTAGGGTTCGAAACGGGAAATGAACATGCCTTCTTAAACCTCATCGATGAGTTGCTAGTCATCGACAAGAGACACAG 1794
H15 CAGCAATGGAAATATTACCAAAACATGTTAGGGTTCGAAACGGGAAATGAACATGCCTTCTTAAACCTCATCGATGAGTTGCTAGTCATCGACAAGAGACACAG 1776
H1l6 CAGCAATGGAAATATTACCAAAACATGTTAGGGTTCGAAACGGGAAATGAACATGCCTTCTTAAACCTCATCGATGAGTTGCTAGTCATCGACAAGAGACACAG 1740
H17 CAGCAATGGAAATATTACCAAAACATGTTAGGGTTCGAAACGGGAAATGAACATGCCTTCTTAAACCTCATCGATGAGTTGCTAGTCATCGACAAGAGACACAG 1956
H18 CAGCAATGGAAATATTACCAAAACATGTTAGGGTTCGAAACGGGAAATGAACATGCCTTCTTAAACCTCATCGATGAGTTGCTAGTCATCGACAAGAGACACAG 1740
H19 CAGCAATGGAAATATTACCAAAACATGTTAGGGTTCGAAACGGGAAATGAACATGCCTTCTTAAACCTCATCGATGAGTTGCTAGTCATCGACAAGAGACACAG 1794
H20 CAGCAATGGAAATATTACCAAAACATGTTAGGGTTCGAAACGGGAAATGAACATGCCTTCTTAAACCTCATCGATGAGTTGCTAGTCATCGACAAGAGACACAG 1776
H21 CAGCAATGGAAATATTACCAAAACATGTTAGGGTTCGAAACGGGAAATGAACATGCCTTCTTAAACCTCATCGATGAGTTGCTAGTCATCGACAAGAGACACAG 1812
H22 CAGCAATGGAAATATTACCAAAACATGTTAGGGTTCGAAACGGGAAATGAACATGCCTTCTTAAACCTCATCGATGAGTTGCTAGTCATCGACAAGAGACACAG 1776
H23 CAGCAATGGAAATATTACCAAAACATGTTAGGGTTCGAAACGGGAAATGAACATGCCTTCTTAAACCTCATCGATGAGTTGCTAGTCATCGACAAGAGACACAG 1812
H24 CAGCAATGGAAATATTACCAAAACATGTTAGGGTTCGAAACGGGAAATGAACATGCCTTCTTAAACCTCATCGATGAGTTGCTAGTCATCGACAAGAGACACAG 1821
H25 CAGCAATGGAAATATTACCAAAACATGTTAGGGTTCGAAACGGGAAATGAACATGCCTTCTTAAACCTCATCGATGAGTTGCTAGTCATCGACAAGAGACACAG 1776
H26_Mauritania—1_ref CAGCAATGGAAATATTACCAAAACATGTTAGGGTTCGAAACGGGAAATGAACATGCCTTCTTAAACCTCATCGATGAGTTGCTAGTCATCGACAAGAGACACAG 1866
H27 India-VII refseq CAGCAATGGAAATATTACCAAAACATGTTAGGGTTCGAAACGGGAAATGAACATGCCTTCTTAAACCTCATCGATGAGTTGCTAGTCATCGACAAGAGACACAG 1749
H28 Ctg refsequence CAGCAATGGAAATATTACCAAAACATGTTAGGGTTCGAAACGGGAAATGAACATGCCTTCTTAAACCTCATCGATGAGTTGCTAGTCATCGACAAGAGACACAG 1821
H29 Salvador-I refse CAGCAATGGAAATATTACCAAAACATGTTAGGGTTCGAAACGGGAAATGAACATGCCTTCTTAAACCTCATCGATGAGTTGCTAGTCATCGACAAGAGACACAG 1821
H30 NKorea refsequen CAGCAATGGAAATATTACCAAAACATGTTAGGGTTCGAAACGGGAAATGAACATGCCTTCTTAAACCTCATCGATGAGTTGCTAGTCATCGACAAGAGACACAG 1731
H31 P.vivax0l refseqg CAGCAATGGAAATATTACCAAAACATGTTAGGGTTCGAAACGGGAAATGAACATGCCTTCTTAAACCTCATCGATGAGTTGCTAGTCATCGACAAGAGACACAG 1812
H32_Brazil—1_refsequ CAGCAATGGAAATATTACCAAAACATGTTAGGGTTCGAAACGGGAAATGAACATGCCTTCTTAAACCTCATCGATGAGTTGCTAGTCATCGACAAGAGACACAG 1740
CAGCAATGGAAATATTACCAAAACATGTTAGGGTTCGAAACGGGAAATGAACATGCCTTCTTAAACCTCATCGATGAGTTGCTAGTCATCGACAAGAGACACAG
* 2100 * 2120 * 2140 * 2160 * 2180

H1 VCG TAACAATGAAGCGTATTCAAAAGTGATAAGGAAAATAAAAAAATCGAAAGCCTTTAATTATTGTACTAAAGTTATGAGGATTGCAGGGAATATTTCTTCCATTC 1844
H2 TAACAATGAAGCGTATTCAAAAGTGATAAGGAAAATAAAAAAATCGAAAGCCTTTAATTATTGTACTAAAGTTATGAGGATTGCAGGGAATATTTCTTCCATTC 1880
H3 TAACAATGAAGCGTATTCAAAAGTGATAAGGAAAATAAAAAAATCGAAAGCCTTTAATTATTGTACTAAAGTTATGAGGATTGCAGGGAATATTTCTTCCATTC 1952
H4 TAACAATGAAGCGTATTCAAAAGTGATAAGGAAAATAAAAAAATCGAAAGCCTTTAATTATTGTACTAAAGTTATGAGGATTGCAGGGAATATTTCTTCCATTC 1916
H5 TAACAATGAAGCGTATTCAAAAGTGATAAGGAAAATAAAAAAATCGAAAGCCTTTAATTATTGTACTAAAGTTATGAGGATTGCAGGGAATATTTCTTCCATTC 1916
H6 TAACAATGAAGCGTATTCAAAAGTGATAAGGAAAATAAAAAAATCGAAAGCCTTTAATTATTGTACTAAAGTTATGAGGATTGCAGGGAATATTTCTTCCATTC 1835
H7 TAACAATGAAGCGTATTCAAAAGTGATAAGGAAAATAAAAAAATCGAAAGCCTTTAATTATTGTACTAAAGTTATGAGGATTGCAGGGAATATTTCTTCCATTC 1853
H8 TAACAATGAAGCGTATTCAAAAGTGATAAGGAAAATAAAAAAATCGAAAGCCTTTAATTATTGTACTAAAGTTATGAGGATTGCAGGGAATATTTCTTCCATTC 1889
H9 TAACAATGAAGCGTATTCAAAAGTGATAAGGAAAATAAAAAAATCGAAAGCCTTTAATTATTGTACTAAAGTTATGAGGATTGCAGGGAATATTTCTTCCATTC 1971
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TAACAATGAAGCGTATTCAAAAGTGATAAGGAAAATAAAAAAATCGAAAGCCTTTAATTATTGTACTAAAGTTATGAGGATTGCAGGGAATATTTCTTCCATTC
TAACAATGAAGCGTATTCAAAAGTGATAAGGAAAATAAAAAAATCGAAAGCCTTTAATTATTGTACTAAAGTTATGAGGATTGCAGGGAATATTTCTTCCATTC
TAACAATGAAGCGTATTCAAAAGTGATAAGGAAAATAAAAAAATCGAAAGCCTTTAATTATTGTACTAAAGTTATGAGGATTGCAGGGAATATTTCTTCCATTC
TAACAATGAAGCGTATTCAAAAGTGATAAGGAAAATAAAAAAATCGAAAGCCTTTAATTATTGTACTAAAGTTATGAGGATTGCAGGGAATATTTCTTCCATTC
TAACAATGAAGCGTATTCAAAAGTGATAAGGAAAATAAAAAAATCGAAAGCCTTTAATTATTGTACTAAAGTTATGAGGATTGCAGGGAATATTTCTTCCATTC
TAACAATGAAGCGTATTCAAAAGTGATAAGGAAAATAAAAAAATCGAAAGCCTTTAATTATTGTACTAAAGTTATGAGGATTGCAGGGAATATTTCTTCCATTC
TAACAATGAAGCGTATTCAAAAGTGATAAGGAAAATAAAAAAATCGAAAGCCTTTAATTATTGTACTAAAGTTATGAGGATTGCAGGGAATATTTCTTCCATTC
TAACAATGAAGCGTATTCAAAAGTGATAAGGAAAATAAAAAAATCGAAAGCCTTTAATTATTGTACTAAAGTTATGAGGATTGCAGGGAATATTTCTTCCATTC
TAACAATGAAGCGTATTCAAAAGTGATAAGGAAAATAAAAAAATCGAAAGCCTTTAATTATTGTACTAAAGTTATGAGGATTGCAGGGAATATTTCTTCCATTC
TAACAATGAAGCGTATTCAAAAGTGATAAGGAAAATAAAAAAATCGAAAGCCTTTAATTATTGTACTAAAGTTATGAGGATTGCAGGGAATATTTCTTCCATTC
TAACAATGAAGCGTATTCAAAAGTGATAAGGAAAATAAAAAAATCGAAAGCCTTTAATTATTGTACTAAAGTTATGAGGATTGCAGGGAATATTTCTTCCATTC
TAACAATGAAGCGTATTCAAAAGTGATAAGGAAAATAAAAAAATCGAAAGCCTTTAATTATTGTACTAAAGTTATGAGGATTGCAGGGAATATTTCTTCCATTC
TAACAATGAAGCGTATTCAAAAGTGATAAGGAAAATAAAAAAATCGAAAGCCTTTAATTATTGTACTAAAGTTATGAGGATTGCAGGGAATATTTCTTCCATTC
TAACAATGAAGCGTATTCAAAAGTGATAAGGAAAATAAAAAAATCGAAAGCCTTTAATTATTGTACTAAAGTTATGAGGATTGCAGGGAATATTTCTTCCATTC
TAACAATGAAGCGTATTCAAAAGTGATAAGGAAAATAAAAAAATCGAAAGCCTTTAATTATTGTACTAAAGTTATGAGGATTGCAGGGAATATTTCTTCCATTC
TAACAATGAAGCGTATTCAAAAGTGATAAGGAAAATAAAAAAATCGAAAGCCTTTAATTATTGTACTAAAGTTATGAGGATTGCAGGGAATATTTCTTCCATTC
TAACAATGAAGCGTATTCAAAAGTGATAAGGAAAATAAAAAAATCGAAAGCCTTTAATTATTGTACTAAAGTTATGAGGATTGCAGGGAATATTTCTTCCATTC
TAACAATGAAGCGTATTCAAAAGTGATAAGGAAAATAAAAAAATCGAAAGCCTTTAATTATTGTACTAAAGTTATGAGGATTGCAGGGAATATTTCTTCCATTC
TAACAATGAAGCGTATTCAAAAGTGATAAGGAAAATAAAAAAATCGAAAGCCTTTAATTATTGTACTAAAGTTATGAGGATTGCAGGGAATATTTCTTCCATTC
TAACAATGAAGCGTATTCAAAAGTGATAAGGAAAATAAAAAAATCGAAAGCCTTTAATTATTGTACTAAAGTTATGAGGATTGCAGGGAATATTTCTTCCATTC
TAACAATGAAGCGTATTCAAAAGTGATAAGGAAAATAAAAAAATCGAAAGCCTTTAATTATTGTACTAAAGTTATGAGGATTGCAGGGAATATTTCTTCCATTC
TAACAATGAAGCGTATTCAAAAGTGATAAGGAAAATAAAAAAATCGAAAGCCTTTAATTATTGTACTAAAGTTATGAGGATTGCAGGGAATATTTCTTCCATTC
TAACAATGAAGCGTATTCAAAAGTGATAAGGAAAATAAAAAAATCGAAAGCCTTTAATTATTGTACTAAAGTTATGAGGATTGCAGGGAATATTTCTTCCATTC
TAACAATGAAGCGTATTCAAAAGTGATAAGGAAAATAAAAAAATCGAAAGCCTTTAATTATTGTACTAAAGTTATGAGGATTGCAGGGAATATTTCTTCCATTC

* 2200 * 2220 * 2240 * 2260 * 2280
CATTTAATCATGAAAATAATAAAACGCCTAGCTACTCCATCATCGGGTCGTTAGGTAACCTGGTGAAGGCTCACATGGGGAACTACTACGTTGCCATTGCTAAT]
CATTTAATCATGAAAATAATAAAACGCCTAGCTACTCCATCATCGGGTCGTTAGGTAACCTGGTGAAGGCTCACATGGGGAACTACTACGTTGCCATTGCTAAT)
CATTTAATCATGAAAATAATAAAACGCCTAGCTACTCCATCATCGGGTCGTTAGGTAACCTGGTGAAGGCTCACATGGGGAACTACTACGTTGCCATTGCTAAT)
CATTTAATCATGAAAATAATAAAACGCCTAGCTACTCCATCATCGGGTCGTTAGGTAACCTGGTGAAGGCTCACATGGGGAACTACTACGTTGCCATTGCTAAT)
CATTTAATCATGAAAATAATAAAACGCCTAGCTACTCCATCATCGGGTCGTTAGGTAACCTGGTGAAGGCTCACATGGGGAACTACTACGTTGCCATTGCTAAT)
CATTTAATCATGAAAATAATAAAACGCCTAGCTACTCCATCATCGGGTCGTTAGGTAACCTGGTGAAGGCTCACATGGGGAACTACTACGTTGCCATTGCTAAT)
CATTTAATCATGAAAATAATAAAACGCCTAGCTACTCCATCATCGGGTCGTTAGGTAACCTGGTGAAGGCTCACATGGGGAACTACTACGTTGCCATTGCTAAT)
CATTTAATCATGAAAATAATAAAACGCCTAGCTACTCCATCATCGGGTCGTTAGGTAACCTGGTGAAGGCTCACATGGGGAACTACTACGTTGCCATTGCTAAT)
CATTTAATCATGAAAATAATAAAACGCCTAGCTACTCCATCATCGGGTCGTTAGGTAACCTGGTGAAGGCTCACATGGGGAACTACTACGTTGCCATTGCTAAT)
CATTTAATCATGAAAATAATAAAACGCCTAGCTACTCCATCATCGGGTCGTTAGGTAACCTGGTGAAGGCTCACATGGGGAACTACTACGTTGCCATTGCTAAT)
CATTTAATCATGAAAATAATAAAACGCCTAGCTACTCCATCATCGGGTCGTTAGGTAACCTGGTGAAGGCTCACATGGGGAACTACTACGTTGCCATTGCTAAT)
CATTTAATCATGAAAATAATAAAACGCCTAGCTACTCCATCATCGGGTCGTTAGGTAACCTGGTGAAGGCTCACATGGGGAACTACTACGTTGCCATTGCTAAT,
CATTTAATCATGAAAATAATAAAACGCCTAGCTACTCCATCATCGGGTCGTTAGGTAACCTGGTGAAGGCTCACATGGGGAACTACTACGTTGCCATTGCTAAT
CATTTAATCATGAAAATAATAAAACGCCTAGCTACTCCATCATCGGGTCGTTAGGTAACCTGGTGAAGGCTCACATGGGGAACTACTACGTTGCCATTGCTAAT,
CATTTAATCATGAAAATAATAAAACGCCTAGCTACTCCATCATCGGGTCGTTAGGTAACCTGGTGAAGGCTCACATGGGGAACTACTACGTTGCCATTGCTAAT
CATTTAATCATGAAAATAATAAAACGCCTAGCTACTCCATCATCGGGTCGTTAGGTAACCTGGTGAAGGCTCACATGGGGAACTACTACGTTGCCATTGCTAAT]
CATTTAATCATGAAAATAATAAAACGCCTAGCTACTCCATCATCGGGTCGTTAGGTAACCTGGTGAAGGCTCACATGGGGAACTACTACGTTGCCATTGCTAAT
CATTTAATCATGAAAATAATAAAACGCCTAGCTACTCCATCATCGGGTCGTTAGGTAACCTGGTGAAGGCTCACATGGGGAACTACTACGTTGCCATTGCTAAT]
CATTTAATCATGAAAATAATAAAACGCCTAGCTACTCCATCATCGGGTCGTTAGGTAACCTGGTGAAGGCTCACATGGGGAACTACTACGTTGCCATTGCTAAT
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H20 CATTTAATCATGAAAATAATAAAACGCCTAGCTACTCCATCATCGGGTCGTTAGGTAACCTGGTGAAGGCTCACATGGGGAACTACTACGTTGCCATTGCTAAT] 1984
H21 CATTTAATCATGAAAATAATAAAACGCCTAGCTACTCCATCATCGGGTCGTTAGGTAACCTGGTGAAGGCTCACATGGGGAACTACTACGTTGCCATTGCTAAT) 2020
H22 CATTTAATCATGAAAATAATAAAACGCCTAGCTACTCCATCATCGGGTCGTTAGGTAACCTGGTGAAGGCTCACATGGGGAACTACTACGTTGCCATTGCTAAT] 1984
H23 CATTTAATCATGAAAATAATAAAACGCCTAGCTACTCCATCATCGGGTCGTTAGGTAACCTGGTGAAGGCTCACATGGGGAACTACTACGTTGCCATTGCTAAT, 2020
H24 CATTTAATCATGAAAATAATAAAACGCCTAGCTACTCCATCATCGGGTCGTTAGGTAACCTGGTGAAGGCTCACATGGGGAACTACTACGTTGCCATTGCTAAT] 2029
H25 CATTTAATCATGAAAATAATAAAACGCCTAGCTACTCCATCATCGGGTCGTTAGGTAACCTGGTGAAGGCTCACATGGGGAACTACTACGTTGCCATTGCTAAT, 1984
H26 Mauritania-I ref CATTTAATCATGAAAATAATAAAACGCCTAGCTACTCCATCATCGGGTCGTTAGGTAACCTGGTGAAGGCTCACATGGGGAACTACTACGTTGCCATTGCTAAT] 2074
H27 India-VII refseqg CATTTAATCATGAAAATAATAAAACGCCTAGCTACTCCATCATCGGGTCGTTAGGTAACCTGGTGAAGGCTCACATGGGGAACTACTACGTTGCCATTGCTAAT, 1957
H28 Ctg refsequence CATTTAATCATGAAAATAATAAAACGCCTAGCTACTCCATCATCGGGTCGTTAGGTAACCTGGTGAAGGCTCACATGGGGAACTACTACGTTGCCATTGCTAAT] 2029
H29 Salvador-I refse CATTTAATCATGAAAATAATAAAACGCCTAGCTACTCCATCATCGGGTCGTTAGGTAACCTGGTGAAGGCTCACATGGGGAACTACTACGTTGCCATTGCTAAT, 2029
H30 NKorea refsequen CATTTAATCATGAAAATAATAAAACGCCTAGCTACTCCATCATCGGGTCGTTAGGTAACCTGGTGAAGGCTCACATGGGGAACTACTACGTTGCCATTGCTAAT 1939
H31 P.vivax0l refseqg CATTTAATCATGAAAATAATAAAACGCCTAGCTACTCCATCATCGGGTCGTTAGGTAACCTGGTGAAGGCTCACATGGGGAACTACTACGTTGCCATTGCTAAT, 2020
H32 Brazil-I refsequ CATTTAATCATGAAAATAATAAAACGCCTAGCTACTCCATCATCGGGTCGTTAGGTAACCTGGTGAAGGCTCACATGGGGAACTACTACGTTGCCATTGCTAAT, 1948

CATTTAATCATGAAAATAATAAAACGCCTAGCTACTCCATCATCGGGTCGTTAGGTAACCTGGTGAAGGCTCACATGGGGAACTACTACGTTGCCATTGCTAAT
* 2300 * 2320 * 2340 * 2360 * 2380 *
H1 VCG AGGATTAACTCCTATTTTGCCTATGCCGAGAAGAGGAACAAAAAAAACAGCCCCTTAAAAGTTGTCTCCGTCTGTACTCTCCTTCATTTGACCGACATGCTCCA 2052
H2 AGGATTAACTCCTATTTTGCCTATGCCGAGAAGAGGAACAAAAAAAACAGCCCCTTAAAAGTTGTCTCCGTCTGTACTCTCCTTCATTTGACCGACATGCTCCA 2088
H3 AGGATTAACTCCTATTTTGCCTATGCCGAGAAGAGGAACAAAAAAAACAGCCCCTTAAAAGTTGTCTCCGTCTGTACTCTCCTTCATTTGACCGACATGCTCCA 2160
H4 AGGATTAACTCCTATTTTGCCTATGCCGAGAAGAGGAACAAAAAAAACAGCCCCTTAAAAGTTGTCTCCGTCTGTACTCTCCTTCATTTGACCGACATGCTCCA 2124
H5 AGGATTAACTCCTATTTTGCCTATGCCGAGAAGAGGAACAAAAAAAACAGCCCCTTAAAAGTTGTCTCCGTCTGTACTCTCCTTCATTTGACCGACATGCTCCA 2124
H6 AGGATTAACTCCTATTTTGCCTATGCCGAGAAGAGGAACAAAAAAAACAGCCCCTTAAAAGTTGTCTCCGTCTGTACTCTCCTTCATTTGACCGACATGCTCCA 2043
H7 AGGATTAACTCCTATTTTGCCTATGCCGAGAAGAGGAACAAAAAAAACAGCCCCTTAAAAGTTGTCTCCGTCTGTACTCTCCTTCATTTGACCGACATGCTCCA 2061
H8 AGGATTAACTCCTATTTTGCCTATGCCGAGAAGAGGAACAAAAAAAACAGCCCCTTAAAAGTTGTCTCCGTCTGTACTCTCCTTCATTTGACCGACATGCTCCA 2097
HO AGGATTAACTCCTATTTTGCCTATGCCGAGAAGAGGAACAAAAAAAACAGCCCCTTAAAAGTTGTCTCCGTCTGTACTCTCCTTCATTTGACCGACATGCTCCA 2179
H10 AGGATTAACTCCTATTTTGCCTATGCCGAGAAGAGGAACAAAAAAAACAGCCCCTTAAAAGTTGTCTCCGTCTGTACTCTCCTTCATTTGACCGACATGCTCCA 2097
H11 AGGATTAACTCCTATTTTGCCTATGCCGAGAAGAGGAACAAAAAAAACAGCCCCTTAAAAGTTGTCTCCGTCTGTACTCTCCTTCATTTGACCGACATGCTCCA 2106
H12 AGGATTAACTCCTATTTTGCCTATGCCGAGAAGAGGAACAAAAAAAACAGCCCCTTAAAAGTTGTCTCCGTCTGTACTCTCCTTCATTTGACCGACATGCTCCA 2088
H13 AGGATTAACTCCTATTTTGCCTATGCCGAGAAGAGGAACAAAAAAAACAGCCCCTTAAAAGTTGTCTCCGTCTGTACTCTCCTTCATTTGACCGACATGCTCCA 2160
H14 AGGATTAACTCCTATTTTGCCTATGCCGAGAAGAGGAACAAAAAAAACAGCCCCTTAAAAGTTGTCTCCGTCTGTACTCTCCTTCATTTGACCGACATGCTCCA 2106
H15 AGGATTAACTCCTATTTTGCCTATGCCGAGAAGAGGAACAAAAAAAACAGCCCCTTAAAAGTTGTCTCCGTCTGTACTCTCCTTCATTTGACCGACATGCTCCA 2088
H16 AGGATTAACTCCTATTTTGCCTATGCCGAGAAGAGGAACAAAAAAAACAGCCCCTTAAAAGTTGTCTCCGTCTGTACTCTCCTTCATTTGACCGACATGCTCCA 2052
H17 AGGATTAACTCCTATTTTGCCTATGCCGAGAAGAGGAACAAAAAAAACAGCCCCTTAAAAGTTGTCTCCGTCTGTACTCTCCTTCATTTGACCGACATGCTCCA 2268
H18 AGGATTAACTCCTATTTTGCCTATGCCGAGAAGAGGAACAAAAAAAACAGCCCCTTAAAAGTTGTCTCCGTCTGTACTCTCCTTCATTTGACCGACATGCTCCA 2052
H19 AGGATTAACTCCTATTTTGCCTATGCCGAGAAGAGGAACAAAAAAAACAGCCCCTTAAAAGTTGTCTCCGTCTGTACTCTCCTTCATTTGACCGACATGCTCCA 2106
H20 AGGATTAACTCCTATTTTGCCTATGCCGAGAAGAGGAACAAAAAAAACAGCCCCTTAAAAGTTGTCTCCGTCTGTACTCTCCTTCATTTGACCGACATGCTCCA 2088
H21 AGGATTAACTCCTATTTTGCCTATGCCGAGAAGAGGAACAAAAAAAACAGCCCCTTAAAAGTTGTCTCCGTCTGTACTCTCCTTCATTTGACCGACATGCTCCA 2124
H22 AGGATTAACTCCTATTTTGCCTATGCCGAGAAGAGGAACAAAAAAAACAGCCCCTTAAAAGTTGTCTCCGTCTGTACTCTCCTTCATTTGACCGACATGCTCCA 2088
H23 AGGATTAACTCCTATTTTGCCTATGCCGAGAAGAGGAACAAAAAAAACAGCCCCTTAAAAGTTGTCTCCGTCTGTACTCTCCTTCATTTGACCGACATGCTCCA 2124
H24 AGGATTAACTCCTATTTTGCCTATGCCGAGAAGAGGAACAAAAAAAACAGCCCCTTAAAAGTTGTCTCCGTCTGTACTCTCCTTCATTTGACCGACATGCTCCA 2133
H25 AGGATTAACTCCTATTTTGCCTATGCCGAGAAGAGGAACAAAAAAAACAGCCCCTTAAAAGTTGTCTCCGTCTGTACTCTCCTTCATTTGACCGACATGCTCCA 2088
H26 Mauritania-I ref AGGATTAACTCCTATTTTGCCTATGCCGAGAAGAGGAACAAAAAAAACAGCCCCTTAAAAGTTGTCTCCGTCTGTACTCTCCTTCATTTGACCGACATGCTCCA 2178
H27 India-VII refseq AGGATTAACTCCTATTTTGCCTATGCCGAGAAGAGGAACAAAAAAAACAGCCCCTTAAAAGTTGTCTCCGTCTGTACTCTCCTTCATTTGACCGACATGCTCCA 2061
H28 Ctg refsequence AGGATTAACTCCTATTTTGCCTATGCCGAGAAGAGGAACAAAAAAAACAGCCCCTTAAAAGTTGTCTCCGTCTGTACTCTCCTTCATTTGACCGACATGCTCCA 2133
H29 Salvador-I refse AGGATTAACTCCTATTTTGCCTATGCCGAGAAGAGGAACAAAAAAAACAGCCCCTTAAAAGTTGTCTCCGTCTGTACTCTCCTTCATTTGACCGACATGCTCCA 2133
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AGGATTAACTCCTATTTTGCCTATGCCGAGAAGAGGAACAAAAAAAACAGCCCCTTAAAAGTTGTCTCCGTCTGTACTCTCCTTCATTTGACCGACATGCTCCA

AGGATTAACTCCTATTTTGCCTATGCCGAGAAGAGGAACAAAAAAAACAGCCCCTTAAAAGTTGTCTCCGTCTGTACTCTCCTTCATTTGACCGACATGCTCCA
AGGATTAACTCCTATTTTGCCTATGCCGAGAAGAGGAACAAAAAAAACAGCCCCTTAAAAGTTGTCTCCGTCTGTACTCTCCTTCATTTGACCGACATGCTCCA
AGGATTAACTCCTATTTTGCCTATGCCGAGAAGAGGAACAAAAAAAACAGCCCCTTAAAAGTTGTCTCCGTCTGTACTCTCCTTCATTTGACCGACATGCTCCA

2400 * 2420 * 2440 * 2460 * 2480 *
CAATTGCTCTGATGAACATTTAAAGAATATTTTGGACCTCAACACTTTGAAGCTTAACATTETGAACATGCAGGGCAGGCGCGTGCTGCAGCCCCTCGTCAAGA
CAATTGCTCTGATGAACATTTAAAGAATATTTTGGACCTCAACACTTTGAAGCTTAACATTETGAACATGCAGGGCAGGCGCGTGCTGCAGCCCCTCGTCAAGA
CAATTGCTCTGATGAACATTTAAAGAATATTTTGGACCTCAACACTTTGAAGCTTAACATTETGAACATGCAGGGCAGGCGCGTGCTGCAGCCCCTCGTCAAGA
CAATTGCTCTGATGAACATTTAAAGAATATTTTGGACCTCAACACTTTGAAGCTTAACATTETGAACATGCAGGGCAGGCGCGTGCTGCAGCCCCTCGTCAAGA
CAATTGCTCTGATGAACATTTAAAGAATATTTTGGACCTCAACACTTTGAAGCTTAACATTETGAACATGCAGGGCAGGCGCGTGCTGCAGCCCCTCGTCAAGA
CAATTGCTCTGATGAACATTTAAAGAATATTTTGGACCTCAACACTTTGAAGCTTAACATTETGAACATGCAGGGCAGGCGCGTGCTGCAGCCCCTCGTCAAGA
CAATTGCTCTGATGAACATTTAAAGAATATTTTGGACCTCAACACTTTGAAGCTTAACATTETGAACATGCAGGGCAGGCGCGTGCTGCAGCCCCTCGTCAAGA
CAATTGCTCTGATGAACATTTAAAGAATATTTTGGACCTCAACACTTTGAAGCTTAACATTETGAACATGCAGGGCAGGCGCGTGCTGCAGCCCCTCGTCAAGA
CAATTGCTCTGATGAACATTTAAAGAATATTTTGGACCTCAACACTTTGAAGCTTAACATTETGAACATGCAGGGCAGGCGCGTGCTGCAGCCCCTCGTCAAGA
CAATTGCTCTGATGAACATTTAAAGAATATTTTGGACCTCAACACTTTGAAGCTTAACATTETGAACATGCAGGGCAGGCGCGTGCTGCAGCCCCTCGTCAAGA
CAATTGCTCTGATGAACATTTAAAGAATATTTTGGACCTCAACACTTTGAAGCTTAACATTETGAACATGCAGGGCAGGCGCGTGCTGCAGCCCCTCGTCAAGA
CAATTGCTCTGATGAACATTTAAAGAATATTTTGGACCTCAACACTTTGAAGCTTAACATTETGAACATGCAGGGCAGGCGCGTGCTGCAGCCCCTCGTCAAGA
CAATTGCTCTGATGAACATTTAAAGAATATTTTGGACCTCAACACTTTGAAGCTTAACATTETGAACATGCAGGGCAGGCGCGTGCTGCAGCCCCTCGTCAAGA
CAATTGCTCTGATGAACATTTAAAGAATATTTTGGACCTCAACACTTTGAAGCTTAACATTETGAACATGCAGGGCAGGCGCGTGCTGCAGCCCCTCGTCAAGA
CAATTGCTCTGATGAACATTTAAAGAATATTTTGGACCTCAACACTTTGAAGCTTAACATTETGAACATGCAGGGCAGGCGCGTGCTGCAGCCCCTCGTCAAGA
CAATTGCTCTGATGAACATTTAAAGAATATTTTGGACCTCAACACTTTGAAGCTTAACATTETGAACATGCAGGGCAGGCGCGTGCTGCAGCCCCTCGTCAAGA
CAATTGCTCTGATGAACATTTAAAGAATATTTTGGACCTCAACACTTTGAAGCTTAACATTETGAACATGCAGGGCAGGCGCGTGCTGCAGCCCCTCGTCAAGA
CAATTGCTCTGATGAACATTTAAAGAATATTTTGGACCTCAACACTTTGAAGCTTAACATTETGAACATGCAGGGCAGGCGCGTGCTGCAGCCCCTCGTCAAGA
CAATTGCTCTGATGAACATTTAAAGAATATTTTGGACCTCAACACTTTGAAGCTTAACATTETGAACATGCAGGGCAGGCGCGTGCTGCAGCCCCTCGTCAAGA
CAATTGCTCTGATGAACATTTAAAGAATATTTTGGACCTCAACACTTTGAAGCTTAACATTETGAACATGCAGGGCAGGCGCGTGCTGCAGCCCCTCGTCAAGA
CAATTGCTCTGATGAACATTTAAAGAATATTTTGGACCTCAACACTTTGAAGCTTAACATTETGAACATGCAGGGCAGGCGCGTGCTGCAGCCCCTCGTCAAGA
CAATTGCTCTGATGAACATTTAAAGAATATTTTGGACCTCAACACTTTGAAGCTTAACATTETGAACATGCAGGGCAGGCGCGTGCTGCAGCCCCTCGTCAAGA
CAATTGCTCTGATGAACATTTAAAGAATATTTTGGACCTCAACACTTTGAAGCTTAACATTETGAACATGCAGGGCAGGCGCGTGCTGCAGCCCCTCGTCAAG‘
CAATTGCTCTGATGAACATTTAAAGAATATTTTGGACCTCAACACTTTGAAGCTTAACATTETGAACATGCAGGGCAGGCGCGTGCTGCAGCCCCTCGTCAAGA
CAATTGCTCTGATGAACATTTAAAGAATATTTTGGACCTCAACACTTTGAAGCTTAACATTETGAACATGCAGGGCAGGCGCGTGCTGCAGCCCCTCGTCAAGA
CAATTGCTCTGATGAACATTTAAAGAATATTTTGGACCTCAACACTTTGAAGCTTAACATTETGAACATGCAGGGCAGGCGCGTGCTGCAGCCCCTCGTCAAGA
CAATTGCTCTGATGAACATTTAAAGAATATTTTGGACCTCAACACTTTGAAGCTTAACATTETGAACATGCAGGGCAGGCGCGTGCTGCAGCCCCTCGTCAAGA
CAATTGCTCTGATGAACATTTAAAGAATATTTTGGACCTCAACACTTTGAAGCTTAACATTETGAACATGCAGGGCAGGCGCGTGCTGCAGCCCCTCGTCAAGA
CAATTGCTCTGATGAACATTTAAAGAATATTTTGGACCTCAACACTTTGAAGCTTAACATTETGAACATGCAGGGCAGGCGCGTGCTGCAGCCCCTCGTCAAGA
CAATTGCTCTGATGAACATTTAAAGAATATTTTGGACCTCAACACTTTGAAGCTTAACATTETGAACATGCAGGGCAGGCGCGTGCTGCAGCCCCTCGTCAAGA
CAATTGCTCTGATGAACATTTAAAGAATATTTTGGACCTCAACACTTTGAAGCTTAACATTETGAACATGCAGGGCAGGCGCGTGCTGCAGCCCCTCGTCAAGA
CAATTGCTCTGATGAACATTTAAAGAATATTTTGGACCTCAACACTTTGAAGCTTAACATTETGAACATGCAGGGCAGGCGCGTGCTGCAGCCCCTCGTCAAGA
CAATTGCTCTGATGAACATTTAAAGAATATTTTGGACCTCAACACTTTGAAGCTTAACATTCTGAACATGCAGGGCAGGCGCGTGCTGCAGCCCCTCGTCAAGA

2500 * 2520 * 2540 * 2560 * 2580 * 2600
TGAGCTTCCTCGGCGCCGCGCAGAACCCCGCCCTCAAGGAGATCTGCGAGCCGAGCAACCACCTAGTGGGTGAGTGACGGGGGGGECGACCTCCATGGGGGGCT)
TGAGCTTCCTCGGCGCCGCGCAGAACCCCGCCCTCAAGGAGATCTGCGAGCCGAGCAACCACCTAGTGGGTGAGTGACGGGGGGGECGACCTCCATGGGGGGLT]

TGAGCTTCCTCGGCGCCGCGCAGAACCCCGCCCTCAAGGAGATCTGCGAGCCGAGCAACCACCTAGTGGGTGAGTGACGGGGGGGECGACCTCCATGGGGGGCT]
TGAGCTTCCTCGGCGCCGCGCAGAACCCCGCCCTCAAGGAGATCTGCGAGCCGAGCAACCACCTAGTGGGTGAGTGACGGGGGGGECGACCTCCATGGGGGGCLT)
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2237
2192
2282
2165
2237
2237
2147
2228
2156

2260
2296
2368
2332
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H5 TGAGCTTCCTCGGCGCCGCGCAGAACCCCGCCCTCAAGGAGATCTGCGAGCCGAGCAACCACCTAGTGGGTGAGTGACGGGGGGGECGACCTCCATGGGGGGCT] 2332
H6 TGAGCTTCCTCGGCGCCGCGCAGAACCCCGCCCTCAAGGAGATCTGCGAGCCGAGCAACCACCTAGTGGGTGAGTGACGGGGGGGECGACCTCCATGGGGGGC TN
H7 TGAGCTTCCTCGGCGCCGCGCAGAACCCCGCCCTCAAGGAGATCTGCGAGCCGAGCAACCACCTAGTGGGTGAGTGACGGGGGGGECGACCTCCATGGGGGGCT] 2269
H8 TGAGCTTCCTCGGCGCCGCGCAGAACCCCGCCCTCAAGGAGATCTGCGAGCCGAGCAACCACCTAGTGGGTGAGTGACGGGGGGGECGACCTCCATGGGGGGCTIERINS
H9 TGAGCTTCCTCGGCGCCGCGCAGAACCCCGCCCTCAAGGAGATCTGCGAGCCGAGCAACCACCTAGTGGGTGAGTGACGGGGGGGECGACCTCCATGGGGGGCT] 2387
H10 TGAGCTTCCTCGGCGCCGCGCAGAACCCCGCCCTCAAGGAGATCTGCGAGCCGAGCAACCACCTAGTGGGTGAGTGACGGGGGGGECGACCTCCATGGGGGGCTINRINS
H11 TGAGCTTCCTCGGCGCCGCGCAGAACCCCGCCCTCAAGGAGATCTGCGAGCCGAGCAACCACCTAGTGGGTGAGTGACGGGGGGGECGACCTCCATGGGGGGCT] 2314
H12 TGAGCTTCCTCGGCGCCGCGCAGAACCCCGCCCTCAAGGAGATCTGCGAGCCGAGCAACCACCTAGTGGGTGAGTGACGGGGGGGECGACCTCCATGGGGGGCT NPT
H13 TGAGCTTCCTCGGCGCCGCGCAGAACCCCGCCCTCAAGGAGATCTGCGAGCCGAGCAACCACCTAGTGGGTGAGTGACGGGGGGGECGACCTCCATGGGGGGCT] 2368
H14 TGAGCTTCCTCGGCGCCGCGCAGAACCCCGCCCTCAAGGAGATCTGCGAGCCGAGCAACCACCTAGTGGGTGAGTGACGGGGGGGECGACCTCCATGGGGGGC TN
H15 TGAGCTTCCTCGGCGCCGCGCAGAACCCCGCCCTCAAGGAGATCTGCGAGCCGAGCAACCACCTAGTGGGTGAGTGACGGGGGGGECGACCTCCATGGGGGGCT] 2296
H16 TGAGCTTCCTCGGCGCCGCGCAGAACCCCGCCCTCAAGGAGATCTGCGAGCCGAGCAACCACCTAGTGGGTGAGTGACGGGGGGGECGACCTCCATGGGGGGC TN
H17 TGAGCTTCCTCGGCGCCGCGCAGAACCCCGCCCTCAAGGAGATCTGCGAGCCGAGCAACCACCTAGTGGGTGAGTGACGGGGGGGECGACCTCCATGGGGGGCT] 2476
H18 TGAGCTTCCTCGGCGCCGCGCAGAACCCCGCCCTCAAGGAGATCTGCGAGCCGAGCAACCACCTAGTGGGTGAGTGACGGGGGGGECGACCTCCATGGGGGGCT] 2260
H19 TGAGCTTCCTCGGCGCCGCGCAGAACCCCGCCCTCAAGGAGATCTGCGAGCCGAGCAACCACCTAGTGGGTGAGTGACGGGGGGGECGACCTCCATGGGGGGC TR
H20 TGAGCTTCCTCGGCGCCGCGCAGAACCCCGCCCTCAAGGAGATCTGCGAGCCGAGCAACCACCTAGTGGGTGAGTGACGGGGGGGECGACCTCCATGGGGGGCT] 2296
H21 TGAGCTTCCTCGGCGCCGCGCAGAACCCCGCCCTCAAGGAGATCTGCGAGCCGAGCAACCACCTAGTGGGTGAGTGACGGGGGGGECGACCTCCATGGGGGGCT NPRRY
H22 TGAGCTTCCTCGGCGCCGCGCAGAACCCCGCCCTCAAGGAGATCTGCGAGCCGAGCAACCACCTAGTGGGTGAGTGACGGGGGGGECGACCTCCATGGGGGGCT] 2296
H23 TGAGCTTCCTCGGCGCCGCGCAGAACCCCGCCCTCAAGGAGATCTGCGAGCCGAGCAACCACCTAGTGGGTGAGTGACGGGGGGGECGACCTCCATGGGGGGCT NPRRY
H24 TGAGCTTCCTCGGCGCCGCGCAGAACCCCGCCCTCAAGGAGATCTGCGAGCCGAGCAACCACCTAGTGGGTGAGTGACGGGGGGGECGACCTCCATGGGGGGCT] 2341
H25 TGAGCTTCCTCGGCGCCGCGCAGAACCCCGCCCTCAAGGAGATCTGCGAGCCGAGCAACCACCTAGTGGGTGAGTGACGGGGGGGECGACCTCCATGGGGGGCT NPT
H26 Mauritania-I ref TGAGCTTCCTCGGCGCCGCGCAGAACCCCGCCCTCAAGGAGATCTGCGAGCCGAGCAACCACCTAGTGGGTGAGTGACGGGGGGGECGACCTCCATGGGGGGCT] 2386
H27 India-VII refseq : [NelXelotioleiislelelelelelelelolele).te):V-Xelolo/oleclelelolifor:V-Nele).Ne) ok ielele).Xelololel.Nelor:V-Xele) NololiV-Neh Ielelelyel Nellel-Nolelelelelelele - (ofe)-XelouNelo)-Ulelelelelelelouy : 22 6O
H28 Ctg refsequence TGAGCTTCCTCGGCGCCGCGCAGAACCCCGCCCTCAAGGAGATCTGCGAGCCGAGCAACCACCTAGTGGGTGAGTGACGGGGGGGECGACCTCCATGGGGGGCT 2341
H29 Salvador-I refse : [NelNeloutioeiielelelolelelelelolelo).te).V-Xololo o eleleloliior:V-Nele).Ne)\iolielele)-Xelololel.Nelor.V-Xolo):Xololil:Yel Ieleleliye) Nellel-Nolelelelelelele - ofel-Xolounolo)eleleleleleloly : 2341
H30 NKorea refsequen TGAGCTTCCTCGGCGCCGCGCAGAACCCCGCCCTCAAGGAGATCTGCGAGCCGAGCAACCACCTAGTGGGTGAGTGACGGGGGGGECGACCTCCATGGGGGGCT) 2251
H31 P.vivax0l refseq : jNeiXeloliyoeiislelelelelelelelolele).Ne):V-Xelolololclsloloor:V-Xele)Nel-\lohelele).Nelololel-Nelor.V-Xolo) NololiV:-Neh elelelel.Nel fe-Xelelelelelelele - (ole)-XolouNelo-U felelelelelelely : 332
H32 Brazil-I refsequ TGAGCTTCCTCGGCGCCGCGCAGAACCCCGCCCTCAAGGAGATCTGCGAGCCGAGCAACCACCTAGTGGGTGAGTGACGGGGGGGECGACCTCCATGGGGGGCT] 2260

TGAGCTTCCTCGGCGCCGCGCAGAACCCCGCCCTCAAGGAGATCTGCGAGCCGAGCAACCACCTAGTGGGTGAGTGACGGGGGGGGCGACCTCCATGGGGGGCT
* 2620 * 2640 * 2660 * 2680 * 2700
H1 VCG GCTATTCCAGCGCGGTGATCCACGCAGTGATCCGCGCAGCTGCTTTATTGGAAGCGCTTTACTCGAACTGCCTTCCTTCATTCGAACTTCCTTCCTTCATTCGC] 2364
H2 GCTATTCCAGCGCGGTGATCCACGCAGTGATCCGCGCAGCTGCTTTATTGGAAGCGCTTTACTCGAACTGCCTTCCTTCATTCGAACTTCCTTCCTTCATTCGC R
H3 GCTATTCCAGCGCGGTGATCCACGCAGTGATCCGCGCAGCTGCTTTATTGGAAGCGCTTTACTCGAACTGCCTTCCTTCATTCGAACTTCCTTCCTTCATTCGC] 2472
H4 GCTATTCCAGCGCGGTGATCCACGCAGTGATCCGCGCAGCTGCTTTATTGGAAGCGCTTTACTCGAACTGCCTTCCTTCATTCGAACTTCCTTCCTTCATTCGC R
H5 GCTATTCCAGCGCGGTGATCCACGCAGTGATCCGCGCAGCTGCTTTATTGGAAGCGCTTTACTCGAACTGCCTTCCTTCATTCGAACTTCCTTCCTTCATTCGC] 2436
H6 GCTATTCCAGCGCGGTGATCCACGCAGTGATCCGCGCAGCTGCTTTATTGGAAGCGCTTTACTCGAACTGCCTTCCTTCATTCGAACTTCCTTCCTTCATTCGC R
H7 GCTATTCCAGCGCGGTGATCCACGCAGTGATCCGCGCAGCTGCTTTATTGGAAGCGCTTTACTCGAACTGCCTTCCTTCATTCGAACTTCCTTCCTTCATTCGC] 2373
H8 GCTATTCCAGCGCGGTGATCCACGCAGTGATCCGCGCAGCTGCTTTATTGGAAGCGCTTTACTCGAACTGCCTTCCTTCATTCGAACTTCCTTCCTTCATTCGC] 2409
H9 GCTATTCCAGCGCGGTGATCCACGCAGTGATCCGCGCAGCTGCTTTATTGGAAGCGCTTTACTCGAACTGCCTTCCTTCATTCGAACTTCCTTCCTTCATTCGC] 2491
H10 GCTATTCCAGCGCGGTGATCCACGCAGTGATCCGCGCAGCTGCTTTATTGGAAGCGCTTTACTCGAACTGCCTTCCTTCATTCGAACTTCCTTCCTTCATTCGC] 2409
H11 GCTATTCCAGCGCGGTGATCCACGCAGTGATCCGCGCAGCTGCTTTATTGGAAGCGCTTTACTCGAACTGCCTTCCTTCATTCGAACTTCCTTCCTTCATTCGC] 2418
H12 GCTATTCCAGCGCGGTGATCCACGCAGTGATCCGCGCAGCTGCTTTATTGGAAGCGCTTTACTCGAACTGCCTTCCTTCATTCGAACTTCCTTCCTTCATTCGC] 2400
H13 GCTATTCCAGCGCGGTGATCCACGCAGTGATCCGCGCAGCTGCTTTATTGGAAGCGCTTTACTCGAACTGCCTTCCTTCATTCGAACTTCCTTCCTTCATTCGC] 2472
H14 GCTATTCCAGCGCGGTGATCCACGCAGTGATCCGCGCAGCTGCTTTATTGGAAGCGCTTTACTCGAACTGCCTTCCTTCATTCGAACTTCCTTCCTTCATTCGC] 2418
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H15

H16

H17

H18

H19

H20

H21

H22

H23

H24

H25

H26 Mauritania-I ref
H27 India-VII refseq
H28 Ctg refsequence
H29 Salvador-I refse
H30 NKorea refsequen
H31 P.vivax0l refseq
H32 Brazil-I refsequ

H1 VCG
H2
H3
H4
H5
H6
HT
H8
HO
H10
H11
H12
H13
H14
H15
H16
H17
H18
H19
H20
H21
H22
H23
H24

GCTATTCCAGCGCGGTGATCCACGCAGTGATCCGCGCAGCTGCTTTATTGGAAGCGCTTTACTCGAACTGCCTTCCTTCATTCGAACTTCCTTCCTTCATTCGC]
GCTATTCCAGCGCGGTGATCCACGCAGTGATCCGCGCAGCTGCTTTATTGGAAGCGCTTTACTCGAACTGCCTTCCTTCATTCGAACTTCCTTCCTTCATTCGC]
GCTATTCCAGCGCGGTGATCCACGCAGTGATCCGCGCAGCTGCTTTATTGGAAGCGCTTTACTCGAACTGCCTTCCTTCATTCGAACTTCCTTCCTTCATTCGC]
GCTATTCCAGCGCGGTGATCCACGCAGTGATCCGCGCAGCTGCTTTATTGGAAGCGCTTTACTCGAACTGCCTTCCTTCATTCGAACTTCCTTCCTTCATTCGC]
GCTATTCCAGCGCGGTGATCCACGCAGTGATCCGCGCAGCTGCTTTATTGGAAGCGCTTTACTCGAACTGCCTTCCTTCATTCGAACTTCCTTCCTTCATTCGC]
GCTATTCCAGCGCGGTGATCCACGCAGTGATCCGCGCAGCTGCTTTATTGGAAGCGCTTTACTCGAACTGCCTTCCTTCATTCGAACTTCCTTCCTTCATTCGC]
GCTATTCCAGCGCGGTGATCCACGCAGTGATCCGCGCAGCTGCTTTATTGGAAGCGCTTTACTCGAACTGCCTTCCTTCATTCGAACTTCCTTCCTTCATTCGC]
GCTATTCCAGCGCGGTGATCCACGCAGTGATCCGCGCAGCTGCTTTATTGGAAGCGCTTTACTCGAACTGCCTTCCTTCATTCGAACTTCCTTCCTTCATTCGC]
GCTATTCCAGCGCGGTGATCCACGCAGTGATCCGCGCAGCTGCTTTATTGGAAGCGCTTTACTCGAACTGCCTTCCTTCATTCGAACTTCCTTCCTTCATTCGC]
GCTATTCCAGCGCGGTGATCCACGCAGTGATCCGCGCAGCTGCTTTATTGGAAGCGCTTTACTCGAACTGCCTTCCTTCATTCGAACTTCCTTCCTTCATTCGC
GCTATTCCAGCGCGGTGATCCACGCAGTGATCCGCGCAGCTGCTTTATTGGAAGCGCTTTACTCGAACTGCCTTCCTTCATTCGAACTTCCTTCCTTCATTCGC]
GCTATTCCAGCGCGGTGATCCACGCAGTGATCCGCGCAGCTGCTTTATTGGAAGCGCTTTACTCGAACTGCCTTCCTTCATTCGAACTTCCTTCCTTCATTCGC]
GCTATTCCAGCGCGGTGATCCACGCAGTGATCCGCGCAGCTGCTTTATTGGAAGCGCTTTACTCGAACTGCCTTCCTTCATTCGAACTTCCTTCCTTCATTCGC]
GCTATTCCAGCGCGGTGATCCACGCAGTGATCCGCGCAGCTGCTTTATTGGAAGCGCTTTACTCGAACTGCCTTCCTTCATTCGAACTTCCTTCCTTCATTCGC]
GCTATTCCAGCGCGGTGATCCACGCAGTGATCCGCGCAGCTGCTTTATTGGAAGCGCTTTACTCGAACTGCCTTCCTTCATTCGAACTTCCTTCCTTCATTCGC]
GCTATTCCAGCGCGGTGATCCACGCAGTGATCCGCGCAGCTGCTTTATTGGAAGCGCTTTACTCGAACTGCCTTCCTTCATTCGAACTTCCTTCCTTCATTCGC]
GCTATTCCAGCGCGGTGATCCACGCAGTGATCCGCGCAGCTGCTTTATTGGAAGCGCTTTACTCGAACTGCCTTCCTTCATTCGAACTTCCTTCCTTCATTCGC]
GCTATTCCAGCGCGGTGATCCACGCAGTGATCCGCGCAGCTGCTTTATTGGAAGCGCTTTACTCGAACTGCCTTCCTTCATTCGAACTTCCTTCCTTCATTCGC]
GCTATTCCAGCGCGGTGATCCACGCAGTGATCCGCGCAGCTGCTTTATTGGAAGCGCTTTACTCGAACTGCCTTCCTTCATTCGAACTTCCTTCCTTCATTCGC

* 2720 * 2740 * 2760 * 2780 * 2800
ACCGCCTTCTTTCACCCCCCTCAGACGAGACEETCTCCAAGCTGCTCAACCTGCTCTCGACCGGTTCGCACGAACTCCTCGCGGCCGAGGTGGAAAAGCGCGGC
[ACCGCCTTCTTTCACCCCCCTCAGACGAGACECETCTCCAAGCTGCTCAACCTGCTCTCGACCGGTTCGCACGAACTCCTCGCGGCCGAGGTGGAAAAGCGCGGC
ACCGCCTTCTTTCACCCCCCTCAGACGAGACEETCTCCAAGCTGCTCAACCTGCTCTCGACCGGTTCGCACGAACTCCTCGCGGCCGAGGTGGAAAAGCGCGGC
[ACCGCCTTCTTTCACCCCCCTCAGACGAGACEETCTCCAAGCTGCTCAACCTGCTCTCGACCGGTTCGCACGAACTCCTCGCGGCCGAGGTGGAAAAGCGCGGC
ACCGCCTTCTTTCACCCCCCTCAGACGAGACEETCTCCAAGCTGCTCAACCTGCTCTCGACCGGTTCGCACGAACTCCTCGCGGCCGAGGTGGAAAAGCGCGGC
ACCGCCTTCTTTCACCCCCCTCAGACGAGACECTCTCCAAGCTGCTCAACCTGCTCTCGACCGGTTCGCACGAACTCCTCGCGGCCGAGGTGGAAAAGCGCGGC
ACCGCCTTCTTTCACCCCCCTCAGACGAGACEETCTCCAAGCTGCTCAACCTGCTCTCGACCGGTTCGCACGAACTCCTCGCGGCCGAGGTGGAAAAGCGCGGC
ACCGCCTTCTTTCACCCCCCTCAGACGAGACEETCTCCAAGCTGCTCAACCTGCTCTCGACCGGTTCGCACGAACTCCTCGCGGCCGAGGTGGAAAAGCGCGGC
[ACCGCCTTCTTTCACCCCCCTCAGACGAGACEETCTCCAAGCTGCTCAACCTGCTCTCGACCGGTTCGCACGAACTCCTCGCGGCCGAGGTGGAAAAGCGCGGC
ACCGCCTTCTTTCACCCCCCTCAGACGAGACEETCTCCAAGCTGCTCAACCTGCTCTCGACCGGTTCGCACGAACTCCTCGCGGCCGAGGTGGAAAAGCGCGGC
[ACCGCCTTCTTTCACCCCCCTCAGACGAGACEETCTCCAAGCTGCTCAACCTGCTCTCGACCGGTTCGCACGAACTCCTCGCGGCCGAGGTGGAAAAGCGCGGC
ACCGCCTTCTTTCACCCCCCTCAGACGAGACEETCTCCAAGCTGCTCAACCTGCTCTCGACCGGTTCGCACGAACTCCTCGCGGCCGAGGTGGAAAAGCGCGGC
[ACCGCCTTCTTTCACCCCCCTCAGACGAGACEETCTCCAAGCTGCTCAACCTGCTCTCGACCGGTTCGCACGAACTCCTCGCGGCCGAGGTGGAAAAGCGCGGC
ACCGCCTTCTTTCACCCCCCTCAGACGAGACEETCTCCAAGCTGCTCAACCTGCTCTCGACCGGTTCGCACGAACTCCTCGCGGCCGAGGTGGAAAAGCGCGGC
[ACCGCCTTCTTTCACCCCCCTCAGACGAGACECETCTCCAAGCTGCTCAACCTGCTCTCGACCGGTTCGCACGAACTCCTCGCGGCCGAGGTGGAAAAGCGCGGC
ACCGCCTTCTTTCACCCCCCTCAGACGAGACEETCTCCAAGCTGCTCAACCTGCTCTCGACCGGTTCGCACGAACTCCTCGCGGCCGAGGTGGAAAAGCGCGGC
IACCGCCTTCTTTCACCCCCCTCAGACGAGACLCETCTCCAAGCTGCTCAACCTGCTCTCGACCGGTTCGCACGAACTCCTCGCGGCCGAGGTGGAAAAGCGCGGC
ACCGCCTTCTTTCACCCCCCTCAGACGAGACEETCTCCAAGCTGCTCAACCTGCTCTCGACCGGTTCGCACGAACTCCTCGCGGCCGAGGTGGAAAAGCGCGGC
ACCGCCTTCTTTCACCCCCCTCAGACGAGACLETCTCCAAGCTGCTCAACCTGCTCTCGACCGGTTCGCACGAACTCCTCGCGGCCGAGGTGGAAAAGCGCGGC
ACCGCCTTCTTTCACCCCCCTCAGACGAGACHETCTCCAAGCTGCTCAACCTGCTCTCGACCGGTTCGCACGAACTCCTCGCGGCCGAGGTGGAAAAGCGCGGC
ACCGCCTTCTTTCACCCCCCTCAGACGAGACHECTCTCCAAGCTGCTCAACCTGCTCTCGACCGGTTCGCACGAACTCCTCGCGGCCGAGGTGGAAAAGCGCGGC
ACCGCCTTCTTTCACCCCCCTCAGACGAGACHETCTCCAAGCTGCTCAACCTGCTCTCGACCGGTTCGCACGAACTCCTCGCGGCCGAGGTGGAAAAGCGCGGC
IACCGCCTTCTTTCACCCCCCTCAGACGAGACLCETCTCCAAGCTGCTCAACCTGCTCTCGACCGGTTCGCACGAACTCCTCGCGGCCGAGGTGGAAAAGCGCGGC
ACCGCCTTCTTTCACCCCCCTCAGACGAGACEETCTCCAAGCTGCTCAACCTGCTCTCGACCGGTTCGCACGAACTCCTCGCGGCCGAGGTGGAAAAGCGCGGC

2400
2364
2580
2364
2418
2400
2436
2400
2436
2445
2400
2490
2373
2445
2445
2355
2436
2364

2468
2504
2576
2540
2540
2459
2477
2513
2595
2513
2522
2504
2576
2522
2504
2468
2684
2468
2522
2504
2540
2504
2540
2549
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H25 ACCGCCTTCTTTCACCCCCCTCAGACGAGACLETCTCCAAGCTGCTCAACCTGCTCTCGACCGGTTCGCACGAACTCCTCGCGGCCGAGGTGGAAAAGCGCGGC 2504
GRS UCUPS R TR E S . C CGCCTTCTTTCACCCCCCTCAGACGAGACEETCTCCAAGCTGCTCAACCTGCTCTCGACCGGTTCGCACGAACTCCTCGCGGCCGAGGTGGAAAAGCGCGGC IRNER!
H27 India-VII refseq ACCGCCTTCTTTCACCCCCCTCAGACGAGACLETCTCCAAGCTGCTCAACCTGCTCTCGACCGGTTCGCACGAACTCCTCGCGGCCGAGGTGGAAAAGCGCGGC 2477
H28 Ctg refsequence ACCGCCTTCTTTCACCCCCCTCAGACGAGACEETCTCCAAGCTGCTCAACCTGCTCTCGACCGGTTCGCACGAACTCCTCGCGGCCGAGGTGGAAAAGCGCGGC IRAE]
H29 Salvador-I refse ACCGCCTTCTTTCACCCCCCTCAGACGAGACLETCTCCAAGCTGCTCAACCTGCTCTCGACCGGTTCGCACGAACTCCTCGCGGCCGAGGTGGAAAAGCGCGGC 2549
TN CR e IS M . C CGCCTTCTTTCACCCCCCTCAGACGAGACEETCTCCAAGCTGCTCAACCTGCTCTCGACCGGTTCGCACGAACTCCTCGCGGCCGAGGTGGAAAAGCGCGGC NREE]
H31 P.vivax0l refseq ACCGCCTTCTTTCACCCCCCTCAGACGAGACLETCTCCAAGCTGCTCAACCTGCTCTCGACCGGTTCGCACGAACTCCTCGCGGCCGAGGTGGAAAAGCGCGGC 2540
PP CE R GIEScE <IN\ . C CGCCTTCTTTCACCCCCCTCAGACGAGACEETCTCCAAGCTGCTCAACCTGCTCTCGACCGGTTCGCACGAACTCCTCGCGGCCGAGGTGGAAAAGCGCGGC A

ACCGCCTTCTTTCACCCCCCTCAGACGAGACCCcTCTCCAAGCTGCTCAACCTGCTCTCGACCGGTTCGCACGAACTCCTCGCGGCCGAGGTGGAAAAGCGCGGL
* 2820 * 2840 * 2860 * 2880 * 2900 *
H1 VCG TTCGACGAGGACTACATCCAGGAGGAAATCAAAAACATAAACGAAAGCGACAACAACGTTCGGGACAAGGGCGAAGACGAAGTGGAAAATCTCATTTTTGAAGA 2572
H2 TTCGACGAGGACTACATCCAGGAGGAAATCAAAAACATAAACGAAAGCGACAACAACGTTCGGGACAAGGGCGAAGACGAAGTGGAAAATCTCATTTTTGAAGA 2608
H3 TTCGACGAGGACTACATCCAGGAGGAAATCAAAAACATAAACGAAAGCGACAACAACGTTCGGGACAAGGGCGAAGACGAAGTGGAAAATCTCATTTTTGAAGA 2680
H4 TTCGACGAGGACTACATCCAGGAGGAAATCAAAAACATAAACGAAAGCGACAACAACGTTCGGGACAAGGGCGAAGACGAAGTGGAAAATCTCATTTTTGAAGA 2644
H5 TTCGACGAGGACTACATCCAGGAGGAAATCAAAAACATAAACGAAAGCGACAACAACGTTCGGGACAAGGGCGAAGACGAAGTGGAAAATCTCATTTTTGAAGA 2644
H6 TTCGACGAGGACTACATCCAGGAGGAAATCAAAAACATAAACGAAAGCGACAACAACGTTCGGGACAAGGGCGAAGACGAAGTGGAAAATCTCATTTTTGAAGA 2563
H7 TTCGACGAGGACTACATCCAGGAGGAAATCAAAAACATAAACGAAAGCGACAACAACGTTCGGGACAAGGGCGAAGACGAAGTGGAAAATCTCATTTTTGAAGA 2581
H8 TTCGACGAGGACTACATCCAGGAGGAAATCAAAAACATAAACGAAAGCGACAACAACGTTCGGGACAAGGGCGAAGACGAAGTGGAAAATCTCATTTTTGAAGA 2617
H9 TTCGACGAGGACTACATCCAGGAGGAAATCAAAAACATAAACGAAAGCGACAACAACGTTCGGGACAAGGGCGAAGACGAAGTGGAAAATCTCATTTTTGAAGA 2699
H10 TTCGACGAGGACTACATCCAGGAGGAAATCAAAAACATAAACGAAAGCGACAACAACGTTCGGGACAAGGGCGAAGACGAAGTGGAAAATCTCATTTTTGAAGA 2617
H11 TTCGACGAGGACTACATCCAGGAGGAAATCAAAAACATAAACGAAAGCGACAACAACGTTCGGGACAAGGGCGAAGACGAAGTGGAAAATCTCATTTTTGAAGA 2626
H12 TTCGACGAGGACTACATCCAGGAGGAAATCAAAAACATAAACGAAAGCGACAACAACGTTCGGGACAAGGGCGAAGACGAAGTGGAAAATCTCATTTTTGAAGA 2608
H13 TTCGACGAGGACTACATCCAGGAGGAAATCAAAAACATAAACGAAAGCGACAACAACGTTCGGGACAAGGGCGAAGACGAAGTGGAAAATCTCATTTTTGAAGA 2680
H14 TTCGACGAGGACTACATCCAGGAGGAAATCAAAAACATAAACGAAAGCGACAACAACGTTCGGGACAAGGGCGAAGACGAAGTGGAAAATCTCATTTTTGAAGA 2626
H15 TTCGACGAGGACTACATCCAGGAGGAAATCAAAAACATAAACGAAAGCGACAACAACGTTCGGGACAAGGGCGAAGACGAAGTGGAAAATCTCATTTTTGAAGA 2608
H16 TTCGACGAGGACTACATCCAGGAGGAAATCAAAAACATAAACGAAAGCGACAACAACGTTCGGGACAAGGGCGAAGACGAAGTGGAAAATCTCATTTTTGAAGA 2572
H17 TTCGACGAGGACTACATCCAGGAGGAAATCAAAAACATAAACGAAAGCGACAACAACGTTCGGGACAAGGGCGAAGACGAAGTGGAAAATCTCATTTTTGAAGA 2788
H18 TTCGACGAGGACTACATCCAGGAGGAAATCAAAAACATAAACGAAAGCGACAACAACGTTCGGGACAAGGGCGAAGACGAAGTGGAAAATCTCATTTTTGAAGA 2572
H19 TTCGACGAGGACTACATCCAGGAGGAAATCAAAAACATAAACGAAAGCGACAACAACGTTCGGGACAAGGGCGAAGACGAAGTGGAAAATCTCATTTTTGAAGA 2626
H20 TTCGACGAGGACTACATCCAGGAGGAAATCAAAAACATAAACGAAAGCGACAACAACGTTCGGGACAAGGGCGAAGACGAAGTGGAAAATCTCATTTTTGAAGA 2608
H21 TTCGACGAGGACTACATCCAGGAGGAAATCAAAAACATAAACGAAAGCGACAACAACGTTCGGGACAAGGGCGAAGACGAAGTGGAAAATCTCATTTTTGAAGA 2644
H22 TTCGACGAGGACTACATCCAGGAGGAAATCAAAAACATAAACGAAAGCGACAACAACGTTCGGGACAAGGGCGAAGACGAAGTGGAAAATCTCATTTTTGAAGA 2608
H23 TTCGACGAGGACTACATCCAGGAGGAAATCAAAAACATAAACGAAAGCGACAACAACGTTCGGGACAAGGGCGAAGACGAAGTGGAAAATCTCATTTTTGAAGA 2644
H24 TTCGACGAGGACTACATCCAGGAGGAAATCAAAAACATAAACGAAAGCGACAACAACGTTCGGGACAAGGGCGAAGACGAAGTGGAAAATCTCATTTTTGAAGA 2653
H25 TTCGACGAGGACTACATCCAGGAGGAAATCAAAAACATAAACGAAAGCGACAACAACGTTCGGGACAAGGGCGAAGACGAAGTGGAAAATCTCATTTTTGAAGA 2608
H26 Mauritania-I ref TTCGACGAGGACTACATCCAGGAGGAAATCAAAAACATAAACGAAAGCGACAACAACGTTCGGGACAAGGGCGAAGACGAAGTGGAAAATCTCATTTTTGAAGA 2698
H27 India-VII refseqg TTCGACGAGGACTACATCCAGGAGGAAATCAAAAACATAAACGAAAGCGACAACAACGTTCGGGACAAGGGCGAAGACGAAGTGGAAAATCTCATTTTTGAAGA 2581
H28 Ctg refsequence TTCGACGAGGACTACATCCAGGAGGAAATCAAAAACATAAACGAAAGCGACAACAACGTTCGGGACAAGGGCGAAGACGAAGTGGAAAATCTCATTTTTGAAGA 2653
H29:Sal§ador—1_refse TTCGACGAGGACTACATCCAGGAGGAAATCAAAAACATAAACGAAAGCGACAACAACGTTCGGGACAAGGGCGAAGACGAAGTGGAAAATCTCATTTTTGAAGA 2653
H30 NKorea refsequen TTCGACGAGGACTACATCCAGGAGGAAATCAAAAACATAAACGAAAGCGACAACAACGTTCGGGACAAGGGCGAAGACGAAGTGGAAAATCTCATTTTTGAAGA 2563
H31 P.vivax0l refseq TTCGACGAGGACTACATCCAGGAGGAAATCAAAAACATAAACGAAAGCGACAACAACGTTCGGGACAAGGGCGAAGACGAAGTGGAAAATCTCATTTTTGAAGA 2644
H32 Brazil-I refsequ TTCGACGAGGACTACATCCAGGAGGAAATCAAAAACATAAACGAAAGCGACAACAACGTTCGGGACAAGGGCGAAGACGAAGTGGAAAATCTCATTTTTGAAGA 2572

TTCGACGAGGACTACATCCAGGAGGAAATCAAAAACATAAACGAAAGCGACAACAACGTTCGGGACAAGGGCGAAGACGAAGTGGAAAATCTCATTTTTGAAGA
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CTTGTGA

2579
2615
2687
2651
2651
2570
2588
2624
2706
2624
2633
2615
2687
2633
2615
2579
2795
2579
2633
2615
2651
2615
2651
2660
2615
2705
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2660
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2651
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