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INFORMACION GENERAL

1) Responsables de la actividad:
a) Entidad:

Nombre: Universitat Pompeu Fabra (UPF)
Direccion postal: Dr. Aiguader, 88 — 08003 Barcelona

b) Representante legal de la entidad:

Nombre y apellidos: Jaume Casals i Pons
NIF: 37317474-C

Cargo: Rector

Tel: 93 542 20 00

Fax: 93 542 20 02

Correo electronico: rector@upf.edu

¢) Responsable cientifico de la actividad:

Nombre y apellidos: Juana Diez Anton

NIF: 74181228-H

Cargo: Investigadora Principal del Grupo de Virologia Molecular, Coordinadora de la
Unidad de Virologia, Departamento de Ciencias Experimentales y de la Salud,
Universidad Pompeu Fabra

Tel: 93 316 08 62 - fax: 93 316 09 01

Correo electronico: juana.diez@upf.edu

d) Responsable de bioseguridad de la instalacion donde se realizara la actividad:

Nombre y apellidos: Andreas Franz Meyerhans

NIF: Y-0810274-K

Cargo: Responsable del laboratorio de contencién 309.02 con nivel de seguridad
biolégica de nivel 3

Tel: 93 316 08 31

Fax: 93 316 09 01

Correo electronico: andreas.meyerhans@upf.edu

PLAZA DE SAN JUAN DE LA

CRUZ, SIN
28071 MADRID

TEL.: 91 597.59.08
FAX.: 91 534.05.82



e) Indicar cudl de los anteriores actuara como persona de contacto:
El responsable de bioseguridad de la instalacién actia como persona de contacto.

2) Debe sefalarse si para la ejecucion de esta actividad se recibe financiacion del Plan Estatal
de Investigacion Cientifica y Técnica y de Innovacion. Esta informacion es necesaria para
determinar si la actividad se encuentra dentro del supuesto del articulo 3.2.b) de la Ley
9/2003 y, por lo tanto, la competencia recae en la Administracion General del Estado.

sl X NO [

3) Instalacion donde se va a desarrollar la actividad de utilizacion confinada (cumplimente si
previamente ha sido comunicada/autorizada para este tipo de actividades; en caso contrario,
cumplimente el Formulario Parte B):

a) Fecha de comunicacién / autorizacién de la instalacion: 22/11/2016.
b) Numero de referencia del expediente: A/ES/16/1-21.

DESCRIPCION DE LA ACTIVIDAD:

1) Finalidad de la actividad:
Nombre OMG: CHIK-RLucy CHIKV-LR5_GFP

Introduccion transitoria del genoma viral del CHIKV a través de la transfeccion de su material
genético en cultivos celulares para investigar el efecto del CHIKV en células humanas en
condiciones normales y bajo el agregado de sustancias quimicas y otras. Se cuantifica la
replicacion viral mediante la medicion de los genes introducidos de luciferasa y/o la proteina
fluorescente verde (GFP).

2) Clasificacion de la actividad:

Para la clasificacion del tipo de riesgo de las operaciones se seguira el procedimiento establecido conforme
al articulo 4 y el anexo Ill de la Directiva 2009/41/CE del Parlamento Europeo y del Consejo, de 6 de mayo,
relativa a la utilizacion confinada de microorganismos modificados genéticamente, y la Decision de la
Comision 2000/608/CE, de 27 de septiembre, relativa a las Notas de orientacion para la evaluacion del
riesgo.

Tipo 1
Tipo 2
Tipo 3
Tipo 4

(|
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PROCESO GENERAL PARA LA OBTENCION DE UN OMG A EFECT OS DE NOMENCLATURA:

Gen(es) o cualquier secuencia de DNA o RNA obtenido del
ORGANISMO DONANTE mediante técnicas de extraccion,
amplificacion o sintesis. Puede proceder del mismo ORGANISMO
RECEPTOR y haber sido modificado; por ejemplo, interrumpido o
modificado para utilizarlo en mutagénesis o silenciacion.

v

v

VECTOR (virus, pldasmido o de cualquier otra
naturaleza). Puede haberse obtenido de células
de mamifero, insecto, planta, bacteria..., sin que

éstas se consideren el organismo donante.

Cualquier técnica para la introduccién de
DNA en el organismo receptor:
recombinacion por vectores,

macroinyeccién, microinyeccidn, balistica...

ORGANISMO MODIFICADO GENETICAMENTE
Organismo cuyo material genético ha sido

v

Modificacion
genética

ORGANISMO RECEPTOR

modificado de alguna manera que no se . e .
g a € Organismo que sufre la modificacién

produce naturalmente en el apareamiento ni
en la recombinacion natural

genética
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INFORMACION SOBRE EL ORGANISMO RECEPTOR DEL CU AL SE DERIVA EL OMG

1)

2)

3)

4)

5)

6)

b)

C)

Nombre cientifico: Virus del chikungunya (CHIKV).
Taxonomia: Género Alphavirus, familia Togaviridae.
Nombre comun: Virus del chikungunya.

Descripcion de los métodos de identificacion y aislamiento:

Técnicas de aislamiento: El virus puede ser aislado de la sangre de pacientes infectados
durante los primeros dias de infeccion. Existen varios métodos. Ver: Konstantin et al
2006, adjuntado .

Técnicas de identificacion: Existen diversos métodos para la identificacion y el
diagnostico. Las mas comunes son la deteccién de anticuerpos IgM e IgG especificos del
CHIKV por ELISA. También por métodos de PCR pueden detectarse la presencia del
virus en muestras serolégicas de pacientes infectados.

Marcadores genéticos: Konstantin et al 2006, adjuntado

Marcadores fenotipicos: la infeccion por Chikungunya se caracteriza por fiebre seguida
de dolor articular. Otros sintomas incluyen: dolor muscular, dolor de cabeza, nausea y
fatiga. El virus puede causar infeccion aguda, subaguda o crénica. Los sintomas
normalmente se resuelven y el paciente puede recuperarse plenamente. En pocos
casos algunos sintomas pueden permanecer por varios meses. No son frecuentes
complicaciones serias.

Estabilidad genética: El virus del chikungunya posee un genoma de RNA de cadena
sencilla y polaridad positiva. Dicho genoma se amplifica mediante la actividad de una
RNA polimerasa dependiente de RNA. La fidelidad de estas RNA-polimerasas virales
es muy baja y producen tipicamente alrededor de un cambio de nucleétido por
genoma.

Posibles modificaciones genéticas anteriores: se desconocen modificaciones anteriores.

¢ Se considera patogeno el organismo receptor?:

S X NO [

En caso afirmativo, especificar para qué clase de los organismos (seres humanos,
animales, plantas) se considera patégeno este organismo, vivo 0 muerto, y/o sus
productos extracelulares: el virus se transmite de humano a humano por las mordidas de
los mosquitos vectores Aedes aegypti y Aedes albopictus.

Si el organismo receptor es patdégeno para los seres humanos, especificar el grupo de
riesgo asignado de acuerdo con la legislacion comunitaria existente, (en particular la
Directiva 2000/54/CE) o0 segun otros sistemas de clasificacion, nacionales o
internacionales (OMS, NIH, etc.): segun la OMS y el NIH el CHIKV se considera un
agente biolégico de nivel 3.

a) ¢ De qué modo se manifiesta la patogenicidad?:

El chikungunya se caracteriza por un brote subito de fiebre, acompafiado por dolor en las
articulaciones. Otros sintomas y molestias durante la fase cronica pueden incluir fatiga y
depresion ademéas de dolores musculares, dolores de cabeza, nausea, fatiga y
sarpullidos. La mayoria de los pacientes se recuperan totalmente, pero en algunos
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7)

8)

9)

casos, la afectacion de las articulaciones puede persistir de manera cronica. Aunque las
complicaciones serias no son frecuentes, en el caso de adultos mayores, nifios y
embarazadas la enfermedad puede agravarse.

b) En el caso de cepas no virulentas de especies patdgenas: ¢es posible excluir la
reversion a la patogenicidad?:

st [ NO [
Porqué: Desconocemos la existencia de cepas no virulenta.

La cepa/linea celular receptora: ¢ esta libre de agentes biolégicos contaminantes?: si, esta
libre de agentes biolégicos contaminantes.

Experiencia adquirida en relacion con la seguridad en la utilizacion del organismo
receptor:

Los investigadores principales de la Unidad de Virologia
(https://www.upf.edu/web/virology-unit), Prof. Juana Diez y Prof. Andreas Meyerhans,
del Departamento de Ciencias Experimentales y de la Salud de la Universidad Pompeu
Fabra y responsables cientificos de la actividad y de la bioseguridad de la instalacion
respectivamente, tienen una vasta experiencia (desde los afios 1985 y 1988)
investigando y trabajando con (i) virus infecciosos wild-type (HIV, HCV, HSV, Polio y
diversos virus emergentes), y (i) con sus respectivos clones moleculares. La sala
donde se trabajara con el OMG esta en funcionamiento desde del afio 2010 y cuenta
con todas las medidas de contencion de seguridad biologica de nivel 3 que establece la
normativa y ya ha sido debidamente legalizada por el Ministerio para trabajar con el
OMG de la hepatitis C.

Informacién sobre la capacidad de supervivencia y de reproduccion en el medio
ambiente:

a) ¢El organismo receptor es capaz de sobrevivir fuera de las condiciones de
cultivo?: No, como cualquier virus depende de una célula huésped.

En caso afirmativo: No procede.

b) Capacidad de crear estructuras de resistencia o letargo: No.
) esporas ]
ii) endosporas ]
i) quistes ]
iv) esclerocios []
V) esporas asexuales (hongos) ]
Vi) esporas sexuales (hongos) ]

vii) otros, especifiquese
c) Otros factores que afectan la capacidad de supervivencia: no procede.
d) Posibles nichos ecolégicos: Ser humano.

e) Tiempo de generacién en ecosistemas naturales: se desconoce.
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10) Efectos posibles sobre el medio ambiente:

a) Implicaciones en procesos ambientales (p.gj. fijacion del nitrégeno o regulacion del pH
del suelo): no procede.
b) Interacciones con otros organismos y efectos sobre éstos: no procede.

11) Distribucion geogréfica y tipo de ecosistema en el que se encuentra el organismo
receptor: la enfermedad esta presente en Africa, Asia y en India. En 2007, la transmisién
de la enfermedad se reportd por primera vez en Europa, en un brote localizado al
noroeste de Italia. En diciembre del 2013, la OPS/OMS recibié la confirmacién de los
primeros casos de transmision autéctona del chikungunya en las Américas.

12) Habitat natural del organismo: Poblaciones humanas y mosquitos.

INFORMACION RELATIVA AL ORGANISMO DONANTE

Dos organismos donantes para dos vectores:

OMG (A) CHIKV-LR 5_GFP

1) Nombre cientifico: Aequorea victoria.
Taxonomia: Género Aequorea, Familia Aequoreidae.
Nombre comun: Gelatina cristal.

2) Tipo de material genético obtenido del organismo donante: ADN correspondiente al gen de la
proteina fluorescente verde (GFP).

OMG (B) CHIK-RLuc
1) Nombre cientifico: Renilla reniformis.
Taxonomia: Género Renilla, Familia Renillidae.
Nombre comu: Renilla reniformis o Pensamiento de Mar.

2) Tipo de material genético obtenido del organismo donante: ADN correspondiente al gen de la
luciferasa.

3) Método de obtencion:
a) Extraccion []
b) PCR O
c) Sintesisinvitro X

4) Funcion del gen/genes en el organismo donante:

La luciferasaes un término genérico para la clase de enzimas oxidativas utilizados
en bioluminiscencia. La luciferasa consume/oxida el pigmento luciferina con gasto de ATP (que
en la célula suele proceder de la transformacion del pirofosfato por el enzima sulfurilasa). La
reaccion de oxidacion libera luz, de color diferente segin la composicion de la luciferina y
luciferasa, lo que explica la produccién de varios colores, en distintas especies de organismo.
La funcion de la GFP es generar bioluminiscencia en el hébitat natural. El proposito de la
bioluminiscencia primaria y la fluorescencia por GFP en la Gelatina Cristal no esta bien descrito.
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5) ¢Es patégeno o nocivo de cualquier otra forma (incluidos sus productos extracelulares) el
organismo donante, vivo 0 muerto?:

st [ NO X
a) En caso afirmativo, especificar para que organismos: no procede.
) seres humanos []
ii) animales []
i) plantas ]
b) ¢,De qué modo se manifiesta la patogenicidad? no procede.
C) Las secuencias insertadas: ¢estan implicadas de alguna forma en las

propiedades patdgenas o nocivas del organismo? no.

6) ¢Intercambian los organismos donante y receptor material genético de forma natural? no.

INFORMACION RELATIVA A LA MODIFICACION GENETICA

1) Tipo de modificacion genética:

a) Insercion de material genético
b) Delecion de material genético
¢) Sustitucion de bases

d) Fusion celular

e) Otros, especifiqguese

I

2) Finalidad de la modificacion genética:

Insertar el gen de la renilla luciferasa y la GFP junto al material genético del virus para que
pueda ser expresado en células de mamifero. En biologia molecular estos genes se usan
principalmente como genes reporteros en estudios sobre la regulacion de la transcripcion.
En este caso concreto, medir la actividad luminiscente equivale a medir el nivel de
expresion de proteinas virales, simplificando asi la cuantificacion de la expresion viral.

3) Método utilizado para llevar a cabo la modificacion genética:

CHIKV-RIuc : El vector fue construido utilizando fragmentos sintéticos del cDNA y de la
cepa Mauritius del CHIKV. ElI marcador de la luciferasa fue insertado en la region
codificante para la proteina nsP3 mediante técnicas de clonacion estandar. El virus se
obtiene mediante transcripcion in vitro en células BHK-21. Informacién detallada en:
Pohjala et al 2011, adjuntado.

CHIKV-LR 5_GFP: El vector se deriva del clon infeccioso CHIKV-LR ic. El promotor SP6
fue introducido antes de la region 5" del cDNA vy sitios de linearizacion por Notl fueron
afadidos en la region 3" del cDNA. La secuencia codificante para la proteina GFP fue
introducida en la regién 5" de los genes estructurales. Los virus infecciosos se generan
mediante linearizacion por Notl y transcripcion in vitro utilizando el promotor SP6. El RNA
resultante se electropora en células BHK-21. 48h luego el sobrenadante de los cultivos
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4)

conteniendo el virus se titula y se guarda a -90°C. Informacién detallada en: Konstantin et
al 2006, adjuntado.

¢ Se ha utilizado un vector en el proceso de modificacién?

si X NO [

En caso afirmativo:

Tipo e identidad del vector: Ver 3.

Si se trata de un virus: no procede.

Es defectivo en replicacion Si ] NO [

Aportar mapa de restriccion del vector (funciones y posicion de genes estructurales,
genes marcadores, elementos reguladores, sitios de insercion, origen de replicacion,

origen, funcion y secuencia de otros elementos presentes en el vector):

OMG (A) CHIKV-LR 5_GFP

El vector CHIKV-LR 5 GFP se ha descrito en: Tsetsarkin, Konstantin, et al. "Infectious clones of
Chikungunya virus (La Reunion isolate) for vector competence studies.” Vector-Borne & Zoonotic
Diseases 6.4 (2006): 325-337.

Estructura: (Tomado de Konstantin, et al.)

1t subgenomic 2™ subgenomic

(B) CHIKV-LR 5'GFP promoter promoter

—{ nsP1

'—b
nsP2 | nP3 | nsP4 = GFP | C || F2 || Ei e

Secuencia:

>0i|160426352|gb|EU224269.1| Cloning vector pCHIK-LR 5°GFP, complete sequence
ATGGCTGCGTGAGACACACGTAGCCTACCAGTTTCTTACTGCTCTACTCTGCAAAGCAAG
AGATTAATAACCCATCATGGATCCTGTGTACGTGGACATAGACGCTGACAGCGCCTTTTT
GAAGGCCCTGCAACGTGCGTACCCCATGTTTGAGGTGGAACCAAGGCAGGTCACACCGAA
TGACCATGCTAATGCTAGAGCGTTCTCGCATCTAGCTATAAAACTAATAGAGCAGGAAAT
TGACCCCGACTCAACCATCCTGGATATCGGCAGTGCGCCAGCAAGGAGGATGATGTCGGA
CAGGAAGTACCACTGCGTCTGCCCGATGCGCAGTGCGGAAGATCCCGAGAGACTCGCCAA
TTATGCGAGAAAGCTAGCATCTGCCGCAGGAAAAGTCCTGGACAGAAACATCTCTGGAAA
GATCGGGGACTTACAAGCAGTAATGGCCGTGCCAGACACGGAGACGCCAACATTCTGCTT
ACACACAGACGTCTCATGTAGACAGAGAGCAGACGTCGCTATATACCAAGACGTCTATGC
TGTACACGCACCCACGTCGCTATACCACCAGGCGATTAAAGGGGTCCGAGTGGCGTACTG
GGTTGGGTTCGACACAACCCCGTTCATGTACAATGCCATGGCGGGTGCCTACCCCTCATA
CTCGACAAACTGGGCAGATGAGCAGGTACTGAAGGCTAAGAACATAGGATTATGTTCAAC
AGACCTGACGGAAGGTAGACGAGGCAAGTTGTCTATTATGAGAGGGAAAAAGCTAAAACC
GTGCGACCGTGTGCTGTTCTCAGTAGGGTCAACGCTCTACCCGGAAAGCCGCAAGCTACT
TAAGAGCTGGCACCTGCCATCGGTGTTCCATTTAAAGGGCAAACTCAGCTTCACATGCCG
CTGTGATACAGTGGTTTCGTGTGAGGGCTACGTCGTTAAGAGAATAACGATGAGCCCAGG
CCTTTATGGAAAAACCACAGGGTATGCGGTAACCCACCACGCAGACGGATTCCTGATGTG
CAAGACTACCGACACGGTTGACGGCGAAAGAATGTCATTCTCGGTGTGCACATACGTGCC
GGCGACCATTTGTGATCAAATGACCGGCATCCTTGCTACAGAAGTCACGCCGGAGGATGC
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ACAGAAGCTGTTGGTGGGGCTGAACCAGAGAATAGTGGTTAACGGCAGAACGCAACGGAA
TACGAACACCATGAAAAATTATCTGCTTCCCGTGGTCGCCCAAGCCTTCAGTAAGTGGGC
AAAGGAGTGCCGGAAAGACATGGAAGATGAAAAACTCCTGGGGGTCAGAGAAAGAACACT
GACCTGCTGCTGTCTATGGGCATTCAAGAAGCAGAAAACACACACGGTCTACAAGAGGCC
TGATACCCAGTCAATTCAGAAGGTTCAGGCCGAGTTTGACAGCTTTGTGGTACCGAGTCT
GTGGTCGTCCGGGTTGTCAATCCCTTTGAGGACTAGAATCAAATGGTTGTTAAGCAAGGT
GCCAAAAACCGACCTGATCCCATACAGCGGAGACGCCCGAGAAGCCCGGGACGCAGAAAA
AGAAGCAGAGGAAGAACGAGAAGCAGAACTGACTCGCGAAGCCCTACCACCTCTACAGGC
AGCACAGGAAGATGTTCAGGTCGAAATCGACGTGGAACAGCTTGAGGACAGAGCGGGCGC
AGGAATAATAGAGACTCCGAGAGGAGCTATCAAAGTTACTGCCCAACCAACAGACCACGT
CGTGGGAGAGTACCTGGTACTCTCCCCGCAGACCGTACTACGTAGCCAGAAGCTCAGTCT
GATTCACGCTTTGGCGGAGCAAGTGAAGACGTGCACGCACAACGGACGAGCAGGGAGGTA
TGCGGTCGAAGCGTACGACGGCCGAGTCCTAGTGCCCTCAGGCTATGCAATCTCGCCTGA
AGACTTCCAGAGTCTAAGCGAAAGCGCAACGATGGTGTATAACGAAAGAGAGTTCGTAAA
CAGAAAGCTACACCATATTGCGATGCACGGACCAGCCCTGAACACCGACGAAGAGTCGTA
TGAGCTGGTGAGGGCAGAGAGGACAGAACACGAGTACGTCTACGACGTGGATCAGAGAAG
ATGCTGTAAGAAGGAAGAAGCCGCAGGACTGGTACTGGTGGGCGACTTGACTAATCCGCC
CTACCACGAATTCGCATATGAAGGGCTAAAAATCCGCCCTGCCTGCCCATACAAAATTGC
AGTCATAGGAGTCTTCGGAGTACCGGGATCTGGCAAGTCAGCTATTATCAAGAACCTAGT
TACCAGGCAGGACCTGGTGACTAGCGGAAAGAAAGAAAACTGCCAAGAAATCACCACCGA
CGTGATGAGACAGAGAGGTCTAGAGATATCTGCACGTACGGTTGACTCGCTGCTCTTGAA
TGGATGCAACAGACCAGTCGACGTGTTGTACGTAGACGAGGCGTTTGCGTGCCACTCTGG
AACGCTACTTGCTTTGATCGCCTTGGTGAGACCAAGGCAGAAAGTTGTACTTTGTGGTGA
CCCGAAGCAGTGCGGCTTCTTCAATATGATGCAGATGAAAGTCAACTATAATCACAACAT
CTGCACCCAAGTGTACCACAAAAGTATCTCCAGGCGGTGTACACTGCCTGTGACCGCCAT
TGTGTCATCGTTGCATTACGAAGGCAAAATGCGCACTACGAATGAGTACAACAAGCCGAT
TGTAGTGGACACTACAGGCTCAACAAAACCTGACCCTGGAGACCTCGTGTTAACGTGCTT
CAGAGGGTGGGTTAAACAACTGCAAATTGACTATCGTGGATACGAGGTCATGACAGCAGC
CGCATCCCAAGGGTTAACCAGAAAAGGAGTTTACGCAGTTAGACAAAAAGTTAATGAAAA
CCCGCTCTATGCATCAACGTCAGAGCACGTCAACGTACTCCTAACGCGTACGGAAGGTAA
ACTGGTATGGAAGACACTTTCCGGCGACCCGTGGATAAAGACGCTGCAGAACCCACCGAA
AGGAAACTTCAAAGCAACTATTAAGGAGTGGGAGGTGGAGCATGCATCAATAATGGCGGG
CATCTGCAGTCACCAAATGACCTTCGATACATTCCAAAATAAAGCCAACGTTTGTTGGGC
TAAGAGCTTGGTCCCTATCCTCGAAACAGCGGGGATAAAACTAAATGATAGGCAGTGGTC
TCAGATAATTCAAGCCTTCAAAGAAGACAAAGCATACTCACCTGAAGTAGCCCTGAATGA
AATATGTACGCGCATGTATGGGGTGGATCTAGACAGCGGGCTATTTTCTAAACCGTTGGT
GTCTGTGTATTACGCGGATAACCACTGGGATAATAGGCCTGGAGGGAAAATGTTCGGATT
TAACCCCGAGGCAGCATCCATTCTAGAAAGAAAGTATCCATTCACAAAAGGGAAGTGGAA
CATCAACAAGCAGATCTGCGTGACTACCAGGAGGATAGAAGACTTTAACCCTACCACCAA
CATCATACCGGCCAACAGGAGACTACCACACTCATTAGTGGCCGAACACCGCCCAGTAAA
AGGGGAAAGAATGGAATGGCTGGTTAACAAGATAAACGGCCACCACGTGCTCCTGGTCAG
TGGCTATAACCTTGCACTGCCTACTAAGAGAGTCACTTGGGTAGCGCCGTTAGGTGTCCG
CGGAGCGGACTACACATACAACCTAGAGTTGGGTCTGCCAGCAACGCTTGGTAGGTATGA
CCTAGTGGTCATAAACATCCACACACCTTTTCGCATACACCATTACCAACAGTGCGTCGA
CCACGCAATGAAACTGCAAATGCTCGGGGGTGACTCATTGAGACTGCTCAAACCGGGCGG
CTCTCTATTGATCAGAGCATATGGTTACGCAGATAGAACCAGTGAACGAGTCATCTGCGT
ATTGGGACGCAAGTTTAGATCGTCTAGAGCGTTGAAACCACCATGTGTCACCAGCAACAC
TGAGATGTTTTTCCTATTCAGCAACTTTGACAATGGCAGAAGGAATTTCACAACTCATGT
CATGAACAATCAACTGAATGCAGCCTTCGTAGGACAGGTCACCCGAGCAGGATGTGCACC
GTCGTACCGGGTAAAACGCATGGACATCGCGAAGAACGATGAAGAGTGCGTAGTCAACGC
CGCTAACCCTCGCGGGTTACCGGGTGGCGGTGTTTGCAAGGCAGTATACAAAAAATGGCC
GGAGTCCTTTAAGAACAGTGCAACACCAGTGGGAACCGCAAAAACAGTTATGTGCGGTAC
GTATCCAGTAATCCACGCTGTTGGACCAAACTTCTCTAATTATTCGGAGTCTGAAGGGGA
CCGGGAATTGGCAGCTGCCTATCGAGAAGTCGCAAAGGAAGTAACTAGGCTGGGAGTAAA
TAGTGTAGCTATACCTCTCCTCTCCACAGGTGTATACTCAGGAGGGAAAGACAGGCTGAC
CCAGTCACTGAACCACCTCTTTACAGCCATGGACTCGACGGATGCAGACGTGGTCATCTA
CTGCCGCGACAAAGAATGGGAGAAGAAAATATCTGAGGCCATACAGATGCGGACCCAAGT
9
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AGAGCTGCTGGATGAGCACATCTCCATAGACTGCGATATTGTTCGCGTGCACCCTGACAG
CAGCTTGGCAGGCAGAAAAGGATACAGCACCACGGAAGGCGCACTGTACTCATATCTAGA
AGGGACCCGTTTTCATCAGACGGCTGTGGATATGGCGGAGATACATACTATGTGGCCAAA
GCAAACAGAGGCCAATGAGCAAGTCTGCCTATATGCCCTGGGGGAAAGTATTGAATCGAT
CAGGCAGAAATGCCCGGTGGATGATGCAGACGCATCATCTCCCCCCAAAACTGTCCCGTG
CCTTTGCCGTTACGCTATGACTCCAGAACGCGTCACCCGGCTTCGCATGAACCACGTCAC
AAGCATAATTGTGTGTTCTTCGTTTCCCCTCCCAAAGTACAAAATAGAAGGAGTGCAAAA
AGTCAAATGCTCTAAGGTAATGCTATTTGACCACAACGTGCCATCGCGCGTAAGTCCAAG
GGAATATAGATCTTCCCAGGAGTCTGCACAGGAGGCGAGTACAATCACGTCACTGACGCA
TAGTCAATTCGACCTAAGCGTTGATGGCGAGATACTGCCCGTCCCGTCAGACCTGGATGC
TGACGCCCCAGCCCTAGAACCAGCACTAGACGACGGGGCGACACACACGCTGCCATCCAC
AACCGGAAACCTTGCGGCCGTGTCTGATTGGGTAATGAGCACCGTACCTGTCGCGLCCGLCC
CAGAAGAAGGCGAGGGAGAAACCTGACTGTGACATGTGACGAGAGAGAAGGGAATATAAC
ACCCATGGCTAGCGTCCGATTCTTTAGGGCAGAGCTGTGTCCGGTCGTACAAGAAACAGC
GGAGACGCGTGACACAGCAATGTCTCTTCAGGCACCACCGAGTACCGCCACGGAACCGAA
TCATCCGCCGATCTCCTTCGGAGCATCAAGCGAGACGTTCCCCATTACATTTGGGGACTT
CAACGAAGGAGAAATCGAAAGCTTGTCTTCTGAGCTACTAACTTTCGGAGACTTCTTACC
AGGAGAAGTGGATGACTTGACAGACAGCGACTGGTCCACGTGCTCAGACACGGACGACGA
GTTAAGACTAGACAGGGCAGGTGGGTATATATTCTCGTCGGACACCGGTCCAGGTCATTT
ACAACAGAAGTCAGTACGCCAGTCAGTGCTGCCGGTGAACACCCTGGAGGAAGTCCACGA
GGAGAAGTGTTACCCACCTAAGCTGGATGAAGCAAAGGAGCAACTATTACTTAAGAAACT
CCAGGAGAGTGCATCCATGGCCAACAGAAGCAGGTATCAGTCGCGCAAAGTAGAAAACAT
GAAAGCAGCAATCATCCAGAGACTAAAGAGAGGCTGTAGACTATACTTAATGTCAGAGAC
CCCAAAAGTCCCTACTTACCGGACTACATATCCGGCGCCTGTGTACTCGCCTCCGATCAA
CGTCCGATTGTCCAATCCCGAGTCCGCAGTGGCAGCATGCAATGAGTTCTTAGCTAGAAA
CTATCCAACTGTCTCATCATACCAAATTACCGACGAGTATGATGCATATCTAGACATGGT
GGACGGGTCGGAGAGTTGCCTGGACCGAGCGACATTCAATCCGTCAAAACTCAGGAGCTA
CCCGAAACAGCACGCTTACCACGCGCCCTCCATCAGAAGCGCTGTACCGTCCCCATTCCA
GAACACACTACAGAATGTACTGGCAGCAGCCACGAAAAGAAACTGCAACGTCACACAGAT
GAGGGAATTACCCACTTTGGACTCAGCAGTATTCAACGTGGAGTGTTTCAAAAAATTCGC
ATGCAACCAAGAATACTGGGAAGAATTTGCTGCCAGCCCTATTAGGATAACAACTGAGAA
TTTAGCAACCTATGTTACTAAACTAAAAGGGCCAAAAGCAGCAGCGCTATTCGCAAAAAC
CCATAATCTACTGCCACTACAGGAAGTACCAATGGATAGGTTCACAGTAGATATGAAAAG
GGACGTAAAGGTGACTCCTGGTACAAAGCATACAGAGGAAAGACCTAAGGTGCAGGTTAT
ACAGGCGGCTGAACCCTTGGCGACAGCATACCTATGTGGGATTCACAGAGAGCTGGTTAG
GAGGCTGAACGCCGTCCTCCTACCCAATGTACATACACTATTTGACATGTCTGCCGAGGA
TTTCGATGCCATCATAGCCGCACACTTTAAGCCAGGAGACACTGTTTTGGAAACGGACAT
AGCCTCCTTTGATAAGAGCCAAGATGATTCACTTGCGCTTACTGCTTTGATGCTGTTAGA
GGATTTAGGGGTGGATCACTCCCTGCTGGACTTGATAGAGGCTGCTTTCGGAGAGATTTC
CAGCTGTCACCTACCGACAGGTACGCGCTTCAAGTTCGGCGCCATGATGAAATCAGGTAT
GTTCCTAACTCTGTTCGTCAACACATTGTTAAACATCACCATCGCCAGCCGAGTGCTGGA
AGATCGTCTGACAAAATCCGCGTGCGCGGCCTTCATCGGCGACGACAACATAATACATGG
AGTCGTCTCCGATGAATTGATGGCAGCCAGATGTGCCACTTGGATGAACATGGAAGTGAA
GATCATAGATGCAGTTGTATCCTTGAAAGCCCCTTACTTTTGTGGAGGGTTTATACTGCA
CGATACTGTGACAGGAACAGCTTGCAGAGTGGCAGACCCGCTAAAAAGGCTTTTTAAACT
GGGCAAACCGCTAGCGGCAGGTGACGAACAAGATGAAGATAGAAGACGAGCGCTGGCTGA
CGAAGTGATCAGATGGCAACGAACAGGGCTAATTGATGAGCTGGAGAAAGCGGTATACTC
TAGGTACGAAGTGCAGGGTATATCAGTTGTGGTAATGTCCATGGCCACCTTTGCAAGCTC
CAGATCCAACTTCGAGAAGCTCAGAGGACCCGTCATAACTTTGTACGGCGGTCCTAAATA
GGTACGCACTACAGCTACCTATTTTGCAGAAGCCGACAGCAAGTATCTAAACACTAATCA
GGCGCGCCATGGTGAGCAAGGGCGAGGAGCTGTTCACCGGGGTGGTGCCCATCCTGGTCG
AGCTGGACGGCGACGTAAACGGCCACAAGTTCAGCGTGTCCGGCGAGGGCGAGGGCGATG
CCACCTACGGCAAGCTGACCCTGAAGTTCATCTGCACCACCGGCAAGCTGCCCGTGCCCT
GGCCCACCCTCGTGACCACCCTGACCTACGGCGTGCAGTGCTTCAGCCGCTACCCCGACC
ACATGAAGCAGCACGACTTCTTCAAGTCCGCCATGCCCGAAGGCTACGTCCAGGAGCGCA
CCATCTTCTTCAAGGACGACGGCAACTACAAGACCCGCGCCGAGGTGAAGTTCGAGGGCG
ACACCCTGGTGAACCGCATCGAGCTGAAGGGCATCGACTTCAAGGAGGACGGCAACATCC
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TGGGGCACAAGCTGGAGTACAACTACAACAGCCACAACGTCTATATCATGGCCGACAAGC
AGAAGAACGGCATCAAGGTGAACTTCAAGATCCGCCACAACATCGAGGACGGCAGCGTGC
AGCTCGCCGACCACTACCAGCAGAACACCCCCATCGGCGACGGCCCCGTGCTGLTGLCCG
ACAACCACTACCTGAGCACCCAGTCCGCCCTGAGCAAAGACCCCAACGAGAAGCGCGATC
ACATGGTCCTGCTGGAGTTCGTGACCGCCGCCGGGATCACTCTCGGCATGGACGAGCTGT
ACAAGTAGTTTAAACCATGGCCACCTTTGCAAGCTCCAGATCCAACTTCGAGAAGCTCAG
AGGACCCGTCATAACTTTGTACGGCGGTCCTAAATAGGTACGCACTACAGCTACCTATTT
TGCAGAAGCCGACAGCAAGTATCTAAACACTAATCAGCTACAATGGAGTTCATCCCAACC
CAAACTTTTTACAATAGGAGGTACCAGCCTCGACCCTGGACTCCGCGCCCTACTATCCAA
GTCATCAGGCCCAGACCGCGCCCTCAGAGGCAAGCTGGGCAACTTGCCCAGCTGATCTCA
GCAGTTAATAAACTGACAATGCGCGCGGTACCACAACAGAAGCCACGCAGGAATCGGAAG
AATAAGAAGCAAAAGCAAAAACAACAGGCGCCACAAAACAACACAAATCAAAAGAAGCAG
CCACCTAAAAAGAAACCGGCTCAAAAGAAAAAGAAGCCGGGCCGCAGAGAGAGGATGTGC
ATGAAAATCGAAAATGATTGTATTTTCGAAGTCAAGCACGAAGGTAAGGTAACAGGTTAC
GCGTGCCTGGTGGGGGACAAAGTAATGAAACCAGCACACGTAAAGGGGACCATCGATAAC
GCGGACCTGGCCAAACTGGCCTTTAAGCGGTCATCTAAGTATGACCTTGAATGCGCGCAG
ATACCCGTGCACATGAAGTCCGACGCTTCGAAGTTCACCCATGAGAAACCGGAGGGGTAC
TACAACTGGCACCACGGAGCAGTACAGTACTCAGGAGGCCGGTTCACCATCCCTACAGGT
GCTGGCAAACCAGGGGACAGCGGCAGACCGATCTTCGACAACAAGGGACGCGTGGTGGCC
ATAGTCTTAGGAGGAGCTAATGAAGGAGCCCGTACAGCCCTCTCGGTGGTGACCTGGAAT
AAAGACATTGTCACTAAAATCACCCCCGAGGGGGCCGAAGAGTGGAGTCTTGCCATCCCA
GTTATGTGCCTGTTGGCAAACACCACGTTCCCCTGCTCCCAGCCCCCTTGCACGCCCTGC
TGCTACGAAAAGGAACCGGAGGAAACCCTACGCATGCTTGAGGACAACGTCATGAGACCT
GGGTACTATCAGCTGCTACAAGCATCCTTAACATGTTCTCCCCACCGCCAGCGACGCAGC
ACCAAGGACAACTTCAATGTCTATAAAGCCACAAGACCATACTTAGCTCACTGTCCCGAC
TGTGGAGAAGGGCACTCGTGCCATAGTCCCGTAGCACTAGAACGCATCAGAAATGAAGCG
ACAGACGGGACGCTGAAAATCCAGGTCTCCTTGCAAATCGGAATAAAGACGGATGACAGC
CACGATTGGACCAAGCTGCGTTATATGGACAACCACATGCCAGCAGACGCAGAGAGGGCG
GGGCTATTTGTAAGAACATCAGCACCGTGTACGATTACTGGAACAATGGGACACTTCATC
CTGGCCCGATGTCCAAAAGGGGAAACTCTGACGGTGGGATTCACTGACAGTAGGAAGATT
AGTCACTCATGTACGCACCCATTTCACCACGACCCTCCTGTGATAGGTCGGGAAAAATTC
CATTCCCGACCGCAGCACGGTAAAGAGCTACCTTGCAGCACGTACGTGCAGAGCACCGCC
GCAACTACCGAGGAGATAGAGGTACACATGCCCCCAGACACCCCTGATCGCACATTAATG
TCACAACAGTCCGGCAACGTAAAGATCACAGTCAATGGCCAGACGGTGCGGTACAAGTGT
AATTGCGGTGGCTCAAATGAAGGACTAACAACTACAGACAAAGTGATTAATAACTGCAAG
GTTGATCAATGTCATGCCGCGGTCACCAATCACAAAAAGTGGCAGTATAACTCCCCTCTG
GTCCCGCGTAATGCTGAACTTGGGGACCGAAAAGGAAAAATTCACATCCCGTTTCCGCTG
GCAAATGTAACATGCAGGGTGCCTAAAGCAAGGAACCCCACCGTGACGTACGGGAAAAAC
CAAGTCATCATGCTACTGTATCCTGACCACCCAACACTCCTGTCCTACCGGAATATGGGA
GAAGAACCAAACTATCAAGAAGAGTGGGTGATGCATAAGAAGGAAGTCGTGCTAACCGTG
CCGACTGAAGGGCTCGAGGTCACGTGGGGCAACAACGAGCCGTATAAGTATTGGCCGCAG
TTATCTACAAACGGTACAGCCCATGGCCACCCGCATGAGATAATTCTGTATTATTATGAG
CTGTACCCCACTATGACTGTAGTAGTTGTGTCAGTGGCCACGTTCATACTCCTGTCGATG
GTGGGTATGGCAGCGGGGATGTGCATGTGTGCACGACGCAGATGCATCACACCGTATGAA
CTGACACCAGGAGCTACCGTCCCTTTCCTGCTTAGCCTAATATGCTGCATCAGAACAGCT
AAAGCGGCCACATACCAAGAGGCTGCGATATACCTGTGGAACGAGCAGCAACCTTTGTTT
TGGCTACAAGCCCTTATTCCGCTGGCAGCCCTGATTGTTCTATGCAACTGTCTGAGACTC
TTACCATGCTGCTGTAAAACGTTGGCTTTTTTAGCCGTAATGAGCGTCGGTGCCCACACT
GTGAGCGCGTACGAACACGTAACAGTGATCCCGAACACGGTGGGAGTACCGTATAAGACT
CTAGTCAATAGACCTGGCTACAGCCCCATGGTATTGGAGATGGAACTACTGTCAGTCACT
TTGGAGCCAACACTATCGCTTGATTACATCACGTGCGAGTACAAAACCGTCATCCCGTCT
CCGTACGTGAAGTGCTGCGGTACAGCAGAGTGCAAGGACAAAAACCTACCTGACTACAGC
TGTAAGGTCTTCACCGGCGTCTACCCATTTATGTGGGGCGGCGCCTACTGCTTCTGCGAC
GCTGAAAACACGCAGTTGAGCGAAGCACACGTGGAGAAGTCCGAATCATGCAAAACAGAA
TTTGCATCAGCATACAGGGCTCATACCGCATCTGCATCAGCTAAGCTCCGCGTCCTTTAC
CAAGGAAATAACATCACTGTAACTGCCTATGCAAACGGCGACCATGCCGTCACAGTTAAG
GACGCCAAATTCATTGTGGGGCCAATGTCTTCAGCCTGGACACCTTTCGACAACAAAATT
Ministerio de Agricultura,
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GTGGTGTACAAAGGTGACGTCTATAACATGGACTACCCGCCCTTTGGCGCAGGAAGACCA
GGACAATTTGGCGATATCCAAAGTCGCACACCTGAGAGTAAAGACGTCTATGCTAATACA
CAACTGGTACTGCAGAGACCGGCTGTGGGTACGGTACACGTGCCATACTCTCAGGCACCA
TCTGGCTTTAAGTATTGGCTAAAAGAACGCGGGGCGTCGCTGCAGCACACAGCACCATTT
GGCTGCCAAATAGCAACAAACCCGGTAAGAGCGGTGAACTGCGCCGTAGGGAACATGCCCC
ATCTCCATCGACATACCGGAAGCGGCCTTCACTAGGGTCGTCGACGCGCCCTCTTTAACG
GACATGTCGTGCGAGGTACCAGCCTGCACCCATTCCTCAGACTTTGGGGGCGTCGCCATT
ATTAAATATGCAGCCAGCAAGAAAGGCAAGTGTGCGGTGCATTCGATGACTAACGCCGTC
ACTATTCGGGAAGCTGAGATAGAAGTTGAAGGGAATTCTCAGCTGCAAATCTCTTTCTCG
ACGGCCTTAGCCAGCGCCGAATTCCGCGTACAAGTCTGTTCTACACAAGTACACTGTGCA
GCCGAGTGCCACCCCCCGAAGGACCACATAGTCAACTACCCGGCGTCACATACCACCCTC
GGGGTCCAGGACATCTCCGCTACGGCGATGTCATGGGTGCAGAAGATCACGGGAGGTGTG
GGACTGGTTGTTGCTGTTGCCGCACTGATTCTAATCGTGGTGCTATGCGTGTCGTTCAGC
AGGCACTAACTTGACAATTAAGTATGAAGGTATATGTGTCCCCTAAGAGACACACTGTAC
ATAGCAAATAATCTATAGATCAAAGGGCTACGCAACCCCTGAATAGTAACAAAATACAAA
ATCACTAAAAATTATAAAAACAGAAAAATACATAAATAGGTATACGTGTCCCCTAAGAGA
CACATTGTATGTAGGTGATAAGTATAGATCAAAGGGCCGAATAACCCCTGAATAGTAACA
AAATATGAAAATCAATAAAAATCATAAAATAGAAAAACCATAAACAGAAGTAGTTCAAAG
GGCTATAAAACCCCTGAATAGTAACAAAACATAAAATTAATAAAAATCAAATGAATACCA
TAATTGGCAAACGGAAGAGATGTAGGTACTTAAGCTTCCTAAAAGCAGCCGAACTCACTT
TGAGAAGTAGGCATAGCATACCGAACTCTTCCACGATTCTCCGAACCCACAGGGACGTAG
GAGATGTTATTTTGTTTTTAATATTTCAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAGCGGCCGCT
TAATTAATCGAGGGGAATTAATTCTTGAAGACGAAAGGGCCAGGTGGCACTTTTCGGGGA
AATGTGCGCGGAACCCCTATTTGTTTATTTTTCTAAATACATTCAAATATGTATCCGCTC
ATGAGACAATAACCCTGATAAATGCTTCAATAATATTGAAAAAGGAAGAGTATGAGTATT
CAACATTTCCGTGTCGCCCTTATTCCCTTTTTTGCGGCATTTTGCCTTCCTGTTTTTGCT
CACCCAGAAACGCTGGTGAAAGTAAAAGATGCTGAAGATCAGTTGGGTGCACGAGTGGGT
TACATCGAACTGGATCTCAACAGCGGTAAGATCCTTGAGAGTTTTCGCCCCGAAGAACGT
TTTCCAATGATGAGCACTTTTAAAGTTCTGCTATGTGGCGCGGTATTATCCCGTGTTGAC
GCCGGGCAAGAGCAACTCGGTCGCCGCATACACTATTCTCAGAATGACTTGGTTGAGTAC
TCACCAGTCACAGAAAAGCATCTTACGGATGGCATGACAGTAAGAGAATTATGCAGTGCT
GCCATAACCATGAGTGATAACACTGCGGCCAACTTACTTCTGACAACGATCGGAGGACCG
AAGGAGCTAACCGCTTTTTTGCACAACATGGGGGATCATGTAACTCGCCTTGATCGTTGG
GAACCGGAGCTGAATGAAGCCATACCAAACGACGAGCGTGACACCACGATGCCTGTAGCA
ATGGCAACAACGTTGCGCAAACTATTAACTGGCGAACTACTTACTCTAGCTTCCCGGCAA
CAATTAATAGACTGGATGGAGGCGGATAAAGTTGCAGGACCACTTCTGCGCTCGGCCCTT
CCGGCTGGCTGGTTTATTGCTGATAAATCTGGAGCCGGTGAGCGTGGGTCTCGCGGTATC
ATTGCAGCACTGGGGCCAGATGGTAAGCCCTCCCGTATCGTAGTTATCTACACGACGGGG
AGTCAGGCAACTATGGATGAACGAAATAGACAGATCGCTGAGATAGGTGCCTCACTGATT
AAGCATTGGTAACTGTCAGACCAAGTTTACTCATATATACTTTAGATTGATTTAAAACTT
CATTTTTAATTTAAAAGGATCTAGGTGAAGATCCTTTTTGATAATCTCATGACCAAAATC
CCTTAACGTGAGTTTTCGTTCCACTGAGCGTCAGACCCCGTAGAAAAGATCAAAGGATCT
TCTTGAGATCCTTTTTTTCTGCGCGTAATCTGCTGCTTGCAAACAAAAAAACCACCGCTA
CCAGCGGTGGTTTGTTTGCCGGATCAAGAGCTACCAACTCTTTTTCCGAAGGTAACTGGC
TTCAGCAGAGCGCAGATACCAAATACTGTCCTTCTAGTGTAGCCGTAGTTAGGCCACCAC
TTCAAGAACTCTGTAGCACCGCCTACATACCTCGCTCTGCTAATCCTGTTACCAGTGGCT
GCTGCCAGTGGCGATAAGTCGTGTCTTACCGGGTTGGACTCAAGACGATAGTTACCGGAT
AAGGCGCAGCGGTCGGGCTGAACGGGGGGTTCGTGCACACAGCCCAGCTTGGAGCGAACG
ACCTACACCGAACTGAGATACCTACAGCGTGAGCATTGAGAAAGCGCCACGCTTCCCGAA
GGGAGAAAGGCGGACAGGTATCCGGTAAGCGGCAGGGTCGGAACAGGAGAGCGCACGAGG
GAGCTTCCAGGGGGAAACGCCTGGTATCTTTATAGTCCTGTCGGGTTTCGCCACCTCTGA
CTTGAGCGTCGATTTTTGTGATGCTCGTCAGGGGGGCGGAGCCTATGGAAAAACGCCAGC
AACGCGAGCTCGTATGGACATATTGTCGTTAGAACGCGGCTACAATTAATACATAACCTT
ATGTATCATACACAATCGATTTAGGTGACACTATAG
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OMG (B) CHIK-RLuc
El vector CHIK-RLuc se ha descrito en Pohjala et al 2011 (adjuntado).

AsiSl (a387a)
M EcoRizall (14848c)

CHIKW-Luciferase 490

15498 bp

WL EeaT fo et
M ¥medl (pl2s)
Scalg8ze)

BoHII {g7za)

ol Z‘th:f
Byl (adg3)
E=HIl(9397)

5;-'11 (5o7a)
LBl (5o72)
AhdT{5pzz)

o T {5728)

M EcaRi24Tl (051}

EL(8=83)

Sapl (8370}

uziferase firefly

El{&779)

¢ || fragment
Agal (7258)

Secuencia completa del plasmido que codifica para el CHIK-Luc:

TACTAATACGACTCACTATAGATGGCTGCGTGAGACACACGTAGCCTACCAGTTTCTTACTGCTCTACTCTG
CAAAGCAAGAGATTAATAACCCATCATGGATCCTGTGTACGTGGACATAGACGCTGACAGCGCCTTTTTGAA
GGCCCTGCAACGTGCGTACCCCATGTTTGAGGTGGAACCAAGGCAGGTCACACCGAATGACCATGCTAAT
GCTAGAGCGTTCTCGCATCTAGCTATAAAACTAATAGAGCAGGAAATTGACCCCGACTCAACCATCCTGGAT
ATCGGCAGTGCGCCAGCAAGGAGGATGATGTCGGACAGGAAGTACCACTGCGTCTGCCCGATGCGCAGTG
CGGAAGATCCCGAGAGACTCGCCAATTATGCGAGAAAGCTAGCATCTGCCGCAGGAAAAGTCCTGGACAG
AAACATCTCTGGAAAGATCGGGGACTTACAAGCAGTAATGGCCGTGCCAGACACGGAGACGCCAACATTCT
GCTTACACACAGACGTCTCATGTAGACAGAGAGCAGACGTCGCTATATACCAAGACGTCTATGCTGTACAC
GCACCCACGTCGCTATACCACCAGGCGATTAAAGGGGTCCGAGTGGCGTACTGGGTTGGGTTCGACACAA
CCCCGTTCATGTACAATGCCATGGCGGGTGCCTACCCCTCATACTCGACAAACTGGGCAGATGAGCAGGTA
CTGAAGGCTAAGAACATAGGATTATGTTCAACAGACCTGACGGAAGGTAGACGAGGCAAGTTGTCTATTAT
GAGAGGGAAAAAGCTAAAACCGTGCGACCGTGTGCTGTTCTCAGTAGGGTCAACGCTCTACCCGGAAAGC
CGCAAGCTACTTAAGAGCTGGCACCTGCCATCGGTGTTCCATTTAAAGGGCAAACTCAGCTTCACATGCCG
CTGTGATACAGTGGTTTCGTGTGAGGGCTACGTCGTTAAGAGAATAACGATGAGCCCAGGCCTTTATGGAA
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AAACCACAGGGTATGCGGTAACCCACCACGCAGACGGATTCCTGATGTGCAAGACTACCGACACGGTTGA
CGGCGAAAGAGTGTCATTCTCGGTGTGCACATACGTGCCGGCGACCATTTGTGATCAAATGACCGGCATCC
TTGCTACAGAAGTCACGCCGGAGGATGCACAGAAGCTGTTGGTGGGGCTGAACCAGAGAATAGTGGTTAA
CGGCAGAACGCAACGGAATACGAACACCATGAAAAATTATCTGCTTCCCGTGGTCGCCCAAGCCCTCAGTA
AGTGGGCAAAGGAGTGCCGGAAAGACATGGAAGATGAAAAACTCCTGGGGGTCAGAGAAAGAACACTGAC
CTGCTGCTGTCTATGGGCATTCAAGAAGCAGAAAACACACACGGTCTACAAGAGGCCTGATACCCAGTCAA
TTCAGAAGGTTCAGGCCGAGTTTGACAGCTTTGTGGTACCGAGTCTGTGGTCGTCCGGGTTGTCAATCCCT
TTGAGGACTAGAATCAAATGGTTGTTAAGCAAGGTGCCAAAAACCGACCTGATCCCATACAGCGGAGACGC
CCGAGAAGCCCGGGACGCAGAAAAAGAAGCAGAGGAAGAACGAGAAGCAGAACTGACTCGCGAAGCCCT
ACCACCTCTACAGGCAGCACAGGAAGATGTTCAGGTCGAAATCGACGTGGAACAGCTTGAGGACAGAGCG
GGCGCAGGAATAATAGAGACTCCGAGAGGAGCTATCAAAGTTACTGCCCAACCAACAGACCACGTCGTGG
GAGAGTACCTGGTACTCTCCCCGCAGACCGTACTACGTAGCCAGAAGCTCAGTCTGATTCACGCTTTGGCG
GAGCAAGTGAAGACGTGCACGCACAACGGACGAGCAGGGAGGTATGCGGTCGAAGCGTACGACGGCCGA
GTCCTAGTGCCCTCAGGCTATGCAATCTCGCCTGAAGACTTCCAGAGTCTAAGCGAAAGCGCAACGATGGT
GTATAACGAAAGAGAGTTCGTAAACAGAAAGCTACACCATATTGCGATGCACGGACCAGCCCTGAACACCG
ACGAAGAGTCGTATGAGCTGGTGAGGGCAGAGAGGACAGAACACGAGTACGTCTACGACGTGGATCAGAG
AAGATGCTGTAAGAAGGAAGAAGCCGCAGGACTGGTACTGGTGGGCGACTTGACTAATCCGCCCTACCAC
GAATTCGCATATGAAGGGCTAAAAATCCGCCCTGCCTGCCCATACAAAATTGCAGTCATAGGAGTCTTCGG
AGTACCGGGATCTGGCAAGTCAGCTATTATCAAGAACCTAGTTACCAGGCAGGACCTGGTGACTAGCGGAA
AGAAAGAAAACTGCCAAGAAATCACCACCGACGTGATGAGACAGAGAGGTCTAGAGATATCTGCACGTACG
GTTGACTCGCTGCTCTTGAATGGATGCAACAGACCAGTCGACGTGTTGTACGTAGACGAGGCGTTTGCGTG
CCACTCTGGAACGCTACTTGCTTTGATCGCCTTGGTGAGACCAAGGCAGAAAGTTGTACTTTGTGGTGACC
CGAAGCAGTGCGGCTTCTTCAATATGATGCAGATGAAAGTCAACTATAATCACAACATCTGCACCCAAGTGT
ACCACAAAAGTATCTCCAGGCGGTGTACACTGCCTGTGACCGCCATTGTGTCATCGTTGCATTACGAAGGC
AAAATGCGCACTACGAATGAGTACAACAAGCCGATTGTAGTGGACACTACAGGCTCAACAAAACCTGACCC
TGGAGACCTCGTGTTAACGTGCTTCAGAGGGTGGGTTAAACAACTGCAAATTGACTATCGTGGATACGAGG
TCATGACAGCAGCCGCATCCCAAGGGTTAACCAGAAAAGGAGTTTACGCAGTTAGACAAAAAGTTAATGAAA
ACCCGCTCTATGCATCAACGTCAGAGCACGTCAACGTACTCCTAACGCGTACGGAAGGTAAACTGGTATGG
AAGACACTTTCCGGCGACCCGTGGATAAAGACGCTGCAGAACCCACCGAAAGGAAACTTCAAAGCAACTAT
TAAGGAGTGGGAGGTGGAGCATGCATCAATAATGGCGGGCATCTGCAGTCACCAAATGACCTTCGATACAT
TCCAAAATAAAGCCAACGTTTGTTGGGCTAAGAGCTTGGTCCCTATCCTCGAAACAGCGGGGATAAAACTAA
ATGATAGGCAGTGGTCTCAGATAATTCAAGCCTTCAAAGAAGACAAAGCATACTCACCTGAAGTAGCCCTGA
ATGAAATATGTACGCGCATGTATGGGGTGGATCTAGACAGCGGGCTATTTTCTAAACCGTTGGTGTCTGTGT
ATTACGCGGATAACCACTGGGATAATAGGCCTGGAGGGAAAATGTTCGGATTTAACCCCGAGGCAGCATCC
ATTCTAGAAAGAAAGTATCCATTCACAAAAGGGAAGTGGAACATCAACAAGCAGATCTGCGTGACTACCAGG
AGGATAGAAGACTTTAACCCTACCACCAACATCATACCGGCCAACAGGAGACTACCACACTCATTAGTGGC
CGAACACCGCCCAGTAAAAGGGGAAAGAATGGAATGGCTGGTTAACAAGATAAACGGCCACCACGTGCTC
CTGGTCAGTGGCTATAACCTTGCACTGCCTACTAAGAGAGTCACTTGGGTAGCGCCGTTAGGTGTCCGCGG
AGCGGACTACACATACAACCTAGAGTTGGGTCTGCCAGCAACGCTTGGTAGGTATGACCTAGTGGTCATAA
ACATCCACACACCTTTTCGCATACACCATTACCAACAGTGCGTCGACCACGCAATGAAACTGCAAATGCTCG
GGGGTGACTCATTGAGACTGCTCAAACCGGGCGGCTCTCTATTGATCAGAGCATATGGTTACGCAGATAGA
ACCAGTGAACGAGTCATCTGCGTATTGGGACGCAAGTTTAGATCGTCTAGAGCGTTGAAACCACCATGTGT
CACCAGCAACACTGAGATGTTTTTCCTATTCAGCAACTTTGACAATGGCAGAAGGAATTTCACAACTCATGT
CATGAACAATCAACTGAATGCAGCCTTCGTAGGACAGGTCACCCGAGCAGGATGTGCACCGTCGTACCGG
GTAAAACGCATGGACATCGCGAAGAACGATGAAGAGTGCGTAGTCAACGCCGCTAACCCTCGCGGGTTAC
CGGGTGACGGTGTTTGCAAGGCAGTATACAAAAAATGGCCGGAGTCCTTTAAGAACAGTGCAACACCAGTG
GGAACCGCAAAAACAGTTATGTGCGGTACGTATCCAGTAATCCACGCTGTTGGACCAAACTTCTCTAATTAT
TCGGAGTCTGAAGGGGACCGGGAATTGGCAGCTGCCTATCGAGAAGTCGCAAAGGAAGTAACTAGGCTGG
GAGTAAATAGTGTAGCTATACCTCTCCTCTCCACAGGTGTATACTCAGGAGGGAAAGACAGGCTGACCCAG
TCACTGAACCACCTCTTTACAGCCATGGACTCGACGGATGCAGACGTGGTCATCTACTGCCGCGACAAAGA
ATGGGAGAAGAAAATATCTGAGGCCATACAGATGCGGACCCAAGTAGAGCTGCTGGATGAGCACATCTCCA
TAGACTGCGATATTGTTCGCGTGCACCCTGACAGCAGCTTGGCAGGCAGAAAAGGATACAGCACCACGGA
AGGCGCACTGTACTCATATCTAGAAGGGACCCGTTTTCATCAGACGGCTGTGGATATGGCGGAGATACATA
CTATGTGGCCAAAGCAAACAGAGGCCAATGAGCAAGTCTGCCTATATGCCCTGGGGGAAAGTATTGAATCG
ATCAGGCAGAAATGCCCGGTGGATGATGCAGACGCATCATCTCCCCCCAAAACTGTCCCGTGCCTTTGCCG
TTACGCTATGACTCCAGAACGCGTCACCCGGCTTCGCATGAACCACGTCACAAGCATAATTGTGTGTTCTTC
GTTTCCCCTCCCAAAGTACAAAATAGAAGGAGTGCAAAAAGTCAAATGCTCTAAGGTAATGCTATTTGACCA
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CAACGTGCCATCGCGCGTAAGTCCAAGGGAATATAGATCTTCCCAGGAGTCTGCACAGGAGGCGAGTACA
ATCACGTCACTGACGCATAGTCAATTCGACCTAAGCGTTGATGGCGAGATACTGCCCGTCTCGTCAGACCT
GGATGCTGACGCCCCAGCCCTAGAACCAGCACTAGACGACGGGGCGACACACACGCTGCCATCCACAACC
GGAAACCTTGCGGCCGTGTCTGATTGGGTAATGAGCACCGTACCTGTCGCGCCGCCCAGAAGAAGGCGAG
GGAGAAACCTGACTGTGACATGTGACGAGAGAGAAGGGAATATAACACCCATGGCTAGCGTCCGATTCTTT
AGGGCAGAGCTGTGTCCGGTCGTACAAGAAACAGCGGAGACGCGTGACACAGCAATGTCTCTTCAGGCAC
CACCGAGTACCGCCACGGAACCGAATCATCCGCCGATCTCCTTCGGAGCATCAAGCGAGACGTTCCCCATT
ACATTTGGGGACTTCAACGAAGGAGAAATCGAAAGCTTGATGGAAGACGCCAAAAACATAAAGAAAGGCCC
GGCGCCATTCTATCCTCTAGAGGATGGAACCGCTGGAGAGCAACTGCATAAGGCTATGAAGAGATACGCCC
TGGTTCCTGGAACAATTGCTTTTACAGATGCACATATCGAGGTGAACATCACGTACGCGGAATACTTCGAAA
TGTCCGTTCGGTTGGCAGAAGCTATGAAACGATATGGGCTGAATACAAATCACAGAATCGTCGTATGCAGT
GAAAACTCTCTTCAATTCTTTATGCCGGTGTTGGGCGCGTTATTTATCGGAGTTGCAGTTGCGCCCGCGAAC
GACATTTATAATGAACGTGAATTGCTCAACAGTATGAACATTTCGCAGCCTACCGTAGTGTTTGTTTCCAAAA
AGGGGTTGCAAAAAATTTTGAACGTGCAAAAAAAATTACCAATAATCCAGAAAATTATTATCATGGATTCTAA
AACGGATTACCAGGGATTTCAGTCGATGTACACGTTCGTCACGTCTCATCTACCTCCCGGTTTTAATGAATA
CGATTTTGTACCAGAGTCCTTTGATCGTGACAAAACAATTGCACTGATAATGAATTCCTCTGGGTCTACTGG
GTTACCTAAGGGTGTGGCCCTTCCGCATAGAACTGCCTGCGTCAGATTCTCGCATGCCAGAGATCCTATTTT
TGGCAATCAAATCATTCCGGATACTGCGATTTTAAGTGTTGTTCCATTCCATCACGGTTTTGGAATGTTTACT
ACACTCGGATATTTGATATGTGGATTTCGAGTCGTCTTAATGTATAGATTTGAAGAAGAGCTGTTTTTACGAT
CCCTTCAGGATTACAAAATTCAAAGTGCGTTGCTAGTACCAACCCTATTTTCATTCTTCGCCAAAAGCACTCT
GATTGACAAATACGATTTATCTAATTTACACGAAATTGCTTCTGGGGGCGCACCTCTTTCGAAAGAAGTCGG
GGAAGCGGTTGCAAAACGCTTCCATCTTCCAGGGATACGACAAGGATATGGGCTCACTGAGACTACATCAG
CTATTCTGATTACACCCGAGGGGGATGATAAACCGGGCGCGGTCGGTAAAGTTGTTCCATTTTTTGAAGCG
AAGGTTGTGGATCTGGATACCGGGAAAACGCTGGGCGTTAATCAGAGAGGCGAATTATGTGTCAGAGGAC
CTATGATTATGTCCGGTTATGTAAACAATCCGGAAGCGACCAACGCCTTGATTGACAAGGATGGATGGCTAC
ATTCTGGAGACATAGCTTACTGGGACGAAGACGAACACTTCTTCATAGTTGACCGCTTGAAGTCTTTAATTA
AATACAAAGGATATCAGGTGGCCCCCGCTGAATTGGAATCGATATTGTTACAACACCCCAACATCTTCGACG
CGGGCGTGGCAGGTCTTCCCGACGATGACGCCGGTGAACTTCCCGCCGCCGTTGTTGTTTTGGAGCACGG
AAAGACGATGACGGAAAAAGAGATCGTGGATTACGTCGCCAGTCAAGTAACAACCGCGAAAAAGTTGCGCG
GAGGAGTTGTGTTTGTGGACGAAGTACCGAAAGGTCTTACCGGAAAACTCGACGCAAGAAAAATCAGAGAG
ATCCTCATAAAGGCCAAGAAGGGCGGAAAGTCCAAATTGTCTTCTGAGCTACTAACTTTCGGAGACTTCTTA
CCAGGAGAAGTGGATGACTTGACAGACAGCGACTGGTCCACGTGCTCAGACACGGACGACGAGTTATGAC
TAGACAGGGCAGGTGGGTATATATTCTCGTCGGACACCGGTCCAGGTCATTTACAACAGAAGTCAGTACGC
CAGTCAGTGCTGCCGGTGAACACCCTGGAGGAAGTCCACGAGGAGAAGTGTTACCCACCTAAGCTGGATG
AAGCAAAGGAGCAACTATTACTTAAGAAACTCCAGGAGAGTGCATCCATGGCCAACAGAAGCAGGTATCAG
TCGCGCAAAGTAGAAAACATGAAAGCAGCAATCATCCAGAGACTAAAGAGAGGCTGTAGACTATACTTAATG
TCAGAGACCCCAAAAGTCCCTACTTACCGGACTACATATCCGGCGCCTGTGTACTCGCCTCCGATCAACGT
CCGATTGTCCAATCCCGAGTCCGCAGTGGCAGCATGCAATGAGTTCTTAGCTAGAAACTATCCAACTGTCTC
ATCATACCAAATTACCGACGAGTATGATGCATATCTAGACATGGTGGACGGGTCGGAGAGTTGCCTGGACC
GAGCGACATTCAATCCGTCAAAACTCAGGAGCTACCCGAAACAGCACGCTTACCACGCGCCCTCCATCAGA
AGCGCTGTACCGTCCCCATTCCAGAACACACTACAGAATGTACTGGCAGCAGCCACGAAAAGAAACTGCAA
CGTCACACAGATGAGGGAATTACCCACTTTGGACTCAGCAGTATTCAACGTGGAGTGTTTCAAAAAATTCGC
ATGCAACCAAGAATACTGGGAAGAATTTGCTGCCAGCCCTATTAGGATAACAACTGAGAATTTAGCAACCTA
TGTTACTAAACTAAAAGGGCCAAAAGCAGCAGCGCTATTCGCAAAAACCCATAATCTACTGCCACTACAGGA
AGTACCAATGGATAGGTTCACAGTAGATATGAAAAGGGACGTAAAGGTGACTCCTGGTACAAAGCATACAG
AGGAAAGACCTAAGGTGCAGGTTATACAGGCGGCTGAACCCTTGGCGACAGCATACCTATGTGGGATTCAC
AGAGAGCTGGTTAGGAGGCTGAACGCCGTCCTCCTACCCAATGTACATACACTATTTGACATGTCTGCCGA
GGATTTCGATGCCATCATAGCCGCACACTTTAAGCCAGGAGACACTGTTTTGGAAACGGACATAGCCTCCTT
TGATAAGAGCCAAGATGATTCACTTGCGCTTACTGCTTTGATGCTGTTAGAGGATTTAGGGGTGGATCACTC
CCTGCTGGACTTGATAGAGGCTGCTTTCGGAGAGATTTCCAGCTGTCACCTACCGACAGGTACGCGCTTCA
AGTTCGGCGCCATGATGAAATCAGGTATGTTCCTAACTCTGTTCGTCAACACATTGTTAAACATCACCATCG
CCAGCCGAGTGCTGGAAGATCGTCTGACAAAATCCGCGTGCGCGGCCTTCATCGGCGACGACAACATAAT
ACATGGAGTCGTCTCCGATGAATTGATGGCAGCCAGATGTGCCACTTGGATGAACATGGAAGTGAAGATCA
TAGATGCAGTTGTATCCTTGAAAGCCCCTTACTTTTGTGGAGGGTTTATACTGCACGATACTGTGACAGGAA
CAGCTTGCAGAGTGGCAGACCCGCTAAAAAGGCTTTTTAAACTGGGCAAACCGCTAGCGGCAGGTGACGA
ACAAGATGAAGATAGAAGACGAGCGCTGGCTGACGAAGTGATCAGATGGCAACGAACAGGGCTAATTGAT
GAGCTGGAGAAAGCGGTATACTCTAGGTACGAAGTGCAGGGTATATCAGTTGTGGTAATGTCCATGGCCAC
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CTTTGCAAGCTCCAGATCCAACTTCGAGAAGCTCAGAGGACCCGTCATAACTTTGTACGGCGGTCCTAAATA
GGTACGCACTACAGCTACCTATTTTGCAGAAGCCGACAGCAAGTATCTAAACACTAATCAGCTACAATGGAG
TTCATCCCAACCCAAACTTTTTACAATAGGAGGTACCAGCCTCGACCCTGGACTCCGCGCCCTACTATCCAA
GTCATCAGGCCCAGACCGCGCCCTCAGAGGCAAGCTGGGCAACTTGCCCAGCTGATCTCAGCAGTTAATA
AACTGACAATGCGCGCGGTACCCCAACAGAAGCCACGCAGGAATCGGAAGAATAAGAAGCAAAAGCAAAA
ACAACAGGCGCCACAAAACAACACAAATCAAAAGAAGCAGCCACCTAAAAAGAAACCGGCTCAAAAGAAAA
AGAAGCCGGGCCGCAGAGAGAGGATGTGCATGAAAATCGAAAATGATTGTATTTTCGAAGTCAAGCACGAA
GGTAAGGTAACAGGTTACGCGTGCCTGGTGGGGGACAAAGTAATGAAACCAGCACACGTAAAGGGGACCA
TCGATAACGCGGACCTGGCCAAACTGGCCTTTAAGCGGTCATCTAAGTATGACCTTGAATGCGCGCAGATA
CCCGTGCACATGAAGTCCGACGCTTCGAAGTTCACCCATGAGAAACTGGAGGGGTACTACAACTGGCACCA
CGGAGCAGTACAGTACTCAGGAGGCCGGTTCACCATCCCTACAGGTGCTGGCAAACCAGGGGACAGTGGC
AGACCGATCTTCGACAACAAGGGACGCGTGGTGGCCATAGTCTTAGGAGGAGCTAATGAAGGAGCCCGTA
CAGCCCTCTCGGTGGTGACCTGGAATAAAGACATTGTCACTAAAATCACCCCCGAGGGGGCCGAAGAGTG
GAGTCTTGCCATCCCAGTTATGTGCCTGTTGGCAAACACCACGTTCCCCTGCTCCCAGCCCCCTTGCACGC
CCTGCTGCTACGAAAAGGAACCGGAGGAAACCCTACGCATGCTTGAGGACAACGTCATGAGACCTGGGTA
CTATCAGCTGCTACAAGCATCCTTAACATGTTCTCCCCACCGCCAGCGACGCAGCACCAAGGACAACTTCA
ATGTCTATAAAGCCACAAGACCATACTTAGCTCACTGTCCCGACTGTGGAGAAGGGCACTCGTGCCATAGT
CCCGTAGCACTAGAACGCATCAGAAATGAAGCGACAGACGGGACGCTGAAAATCCAGGTCTCCTTGCAAAT
CGGAATAAAGACGGATGACAGCCACGATTGGACCAAGCTGCGTTATATGGACAACCACATGCCAGCAGAC
GCAGAGAGGGCGGGGCTATTTGTAAGAACATCAGCACCGTGTACGATTACTGGAACAATGGGACACTTCAT
CCTGGCCCGATGTCCAAAAGGGGAAACTCTGACGGTGGGATTCACTGACAGTAGGAAGATTAGTCACTCAT
GTACGCACCCATTTCACCACGACCCTCCTGTGATAGGTCGGGAAAAATTCCATTCCCGACCGCAGCACGGT
AAAGAGCTACCTTGCAGCACGTACGTGCAGAGCACCGCCGCAACTACCGAGGAGATAGAGGTACACATGC
CCCCAGACACCCCTGATCGCACATTAATGTCACAACAGTCCGGCAACGTAAAGATCACAGTCAATGGCCAG
ACGGTGCGGTACAAGTGTAATTGCGGTGGCTCAAATGAAGGACTAACAACTACAGACAAAGTGATTAATAAC
TGCAAGGTTGATCAATGTCATGCCGCGGTCACCAATCACAAAAAGTGGCAGTATAACTCCCCTCTGGTCCC
GCGTAATGCTGAACTTGGGGACCGAAAAGGAAAAATTCACATCCCGTTTCCGCTGGCAAATGTAACATGCA
GGGTGCCTAAAGCAAGGAACCCCACCGTGACGTACGGGAAAAACCAAGTCATCATGCTACTGTATCCTGAC
CACCCAACACTCCTGTCCTACCGGAATATGGGAGAAGAACCAAACTATCAAGAAGAGTGGGTGATGCATAA
GAAGGAAGTCGTGCTAACCGTGCCGACTGAAGGGCTCGAGGTCACGTGGGGCAACAACGAGCCGTATAAG
TATTGGCCGCAGTTATCTACAAACGGTACAGCCCATGGCCACCCGCATGAGATAATTCTGTATTATTATGAG
CTGTACCCCACTATGACTGTAGTAGTTGTGTCAGTGGCCACGTTCATACTCCTGTCGATGGTGGGTATGGC
AGCGGGGATGTGCATGTGTGCACGACGCAGATGCATCACACCGTATGAACTGACACCAGGAGCTACCGTC
CCTTTCCTGCTTAGCCTAATATGCTGCATCAGAACAGCTAAAGCGGCCACATACCAAGAGGCTGCGATATAC
CTGTGGAACGAGCAGCAACCTTTGTTTTGGCTACAAGCCCTTATTCCGCTGGCAGCCCTGATTGTTCTATGC
AACTGTCTGAGACTCTTACCATGCTGCTGTAAAACGTTGGCTTTTTTAGCCGTAATGAGCGTCGGTGCCCAC
ACTGTGAGCGCGTACGAACACGTAACAGTGATCCCGAACACGGTGGGAGTACCGTATAAGACTCTAGTCAA
TAGACCTGGCTACAGCCCCATGGTATTGGAGATGGAACTACTGTCAGTCACTTTGGAGCCAACACTATCGC
TTGATTACATCACGTGCGAGTACAAAACCGTCATCCCGTCTCCGTACGTGAAGTGCTGCGGTACAGCAGAG
TGCAAGGACAAAAACCTACCTGACTACAGCTGTAAGGTCTTCACCGGCGTCTACCCATTTATGTGGGGCGG
CGCCTACTGCTTCTGCGACGCTGAAAACACGCAGTTGAGCGAAGCACACGTGGAGAAGTCCGAATCATGC
AAAACAGAATTTGCATCAGCATACAGGGCTCATACCGCATCTGCATCAGCTAAGCTCCGCGTCCTTTACCAA
GGAAATAACATCACTGTAACTGCCTATGCAAACGGCGACCATGCCGTCACAGTTAAGGACGCCAAATTCATT
GTGGGGCCAATGTCTTCAGCCTGGACACCTTTCGACAACAAAATTGTGGTGTACAAAGGTGACGTCTATAA
CATGGACTACCCGCCCTTTGGCGCAGGAAGACCAGGACAATTTGGCGATATCCAAAGTCGCACACCTGAGA
GTAAAGACGTCTATGCTAATACACAACTGGTACTGCAGAGACCGGCTGTGGGTACGGTACACGTGCCATAC
TCTCAGGCACCATCTGGCTTTAAGTATTGGCTAAAAGAACGCGGGGCGTCGCTGCAGCACACAGCACCATT
TGGCTGCCAAATAGCAACAAACCCGGTAAGAGCGGTGAACTGCGCCGTAGGGAACATGCCCATCTCCATC
GACATACCGGAAGCGGCCTTCACTAGGGTCGTCGACGCGCCCTCTTTAACGGACATGTCGTGCGAGGTAC
CAGCCTGCACCCATTCCTCAGACTTTGGGGGCGTCGCCATTATTAAATATGCAGCCAGCAAGAAAGGCAAG
TGTGCGGTGCATTCGATGACTAACGCCGTCACTATTCGGGAAGCTGAGATAGAAGTTGAAGGGAATTCTCA
GCTGCAAATCTCTTTCTCGACGGCCTTAGCCAGCGCCGAATTCCGCGTACAAGTCTGTTCTACACAAGTACA
CTGTGCAGCCGAGTGCCACCCCCCGAAGGACCACATAGTCAACTACCCGGCGTCACATACCACCCTCGGG
GTCCAGGACATCTCCGCTACGGCGATGTCATGGGTGCAGAAGATCACGGGAGGTGTGGGACTGGTTGTTG
CTGTTGCCGCACTGATTCTAATCGTGGTGCTATGCGTGTCGTTCAGCAGGCACTAACTTGACAATTAAGTAT
GAAGGTATATGTGTCCCCTAAGAGACACACTGTACATAGCAAATAATCTATAGATCAAAGGGCTACGCAACC
CCTGAATAGTAACAAAATACAAAATCACTAAAAATTATAAAAACAGAAAAATACATAAATAGGTATACGTGTCC
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CCTAAGAGACACATTGTATGTAGGTGATAAGTATAATCAAAGGGCCGAATAACCCCTGAATAGTAACAAAAT
ATGAAAATCAATAAAAATCATAAAATAGAAAAACCATAAACAGAAGTAGTTCAAAGGGCTATAAAACCCCTGA
ATAGTAACAAAACATAAAAATTAATAAAAATCAAATGAATACCATAATTGGCAAACGGAAGAGATGTAGGTAC
TTAAGCTTCCTAAAAGCAGCCGAACTCACTTTGAGAAGTAGGCATAGCATACCGAACTCTTCCACGATTCTC
CGAACCCACAGGGACGTAGGAGATGTTATTTTGTTTTTAATATTTCAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAGCG
GCCGCAATGAACGAATTCAAGCTTGATATCATTCAGGACGAGCCTCAGACTCCAGCGTAACTGGACTGCAA
TCAACTCACTGGCTCACCTTCACGGGTGGGCCTTTCTTCGGTAGAAAATCAAAGGATCTTCTTGAGATCCTT
TTTTTCTGCGCGTAATCTGCTGCTTGCAAACAAAAAAACCACCGCTACCAGCGGTGGTTTGTTTGCCGGATC
AAGAGCTACCAACTCTTTTTCCGAGGTAACTGGCTTCAGCAGAGCGCAGATACCAAATACTGTTCTTCTAGT
GTAGCCGTAGTTAGGCCACCACTTCAAGAACTCTGTAGCACCGCCTACATACCTCGCTCTGCTAATCCTGTT
ACCAGTGGCTGCTGCCAGTGGCGATAAGTCGTGTCTTACCGGGTTGGACTCAAGACGATAGTTACCGGATA
AGGCGCAGCGGTCGGGCTGAACGGGGGGTTCGTGCACACAGCCCAGCTTGGAGCGAACGACCTACACCG
AACTGAGATACCTACAGCGTGAGCTATGAGAAAGCGCCACGCTTCCCGAAGGGAGAAAGGCGGACAGGTA
TCCGGTAAGCGGCAGGGTCGGAACAGGAGAGCGCACGAGGGAGCTTCCAGGGGGAAACGCCTGGTATCT
TTATAGTCCTGTCGGGTTTCGCCACCTCTGACTTGAGCATCGATTTTTGTGATGCTCGTCAGGGGGGCGGA
GCCTATGGAAAAACGCCAGCAACGCAGAAAGGCCCACCCGAAGGTGAGCCAGGTGATTACATTTGGGCCC
TCATCAGAGGTTTTCACCGTCATCACCGAAACGCGCGAGGCAGCTGCGGTAAAGCTCATCAGCGTGGTCGT
GAAGCGATTCACAGATGTCTGCCTGTTCATCCGCGTCCAGCTCGTTGAGTTTCTCCAGAAGCGTTAATGTCT
GGCTTCTGATAAAGCGGGCCATGTTAAGGGCGGTTTTTTCCTGTTTGGTCATTTAGAAAAACTCATCGAGCA
TCAAGTGAAACTGCAATTTATTCATATCAGGATTATCAATACCATATTTTTGAAAAAGCCGTTTCTGTAATGAA
GGAGAAAACTCACCGAGGCAGTTCCATAGGATGGCAAGATCCTGGTATCGGTCTGCGATTCCGACTCGTCC
AACATCAATACAACCTATTAATTTCCCCTCGTCAAAAATAAGGTTATCAAGTGAGAAATCACCATGAGTGACG
ACTGAATCCGGTGAGAATGGCAAAAGCTTATGCATTTCTTTCCAGACTTGTTCAACAGGCCAGCCATTACGC
TCGTCATCAAAATCACTCGCACCAACCAAACCGTTATTCATTCGTGATTGCGCCTGAGCGAGACGAAATACG
CGATCGCCGTTAAAAGGACAATTACAAACAGGAATCGAATGCAACCGGCGCAGGAACACTGCCAGCGCATC
AACAATATTTTCACCTGAATCAGGATATTCTTCTAATACCTGGAATGCTGTTTTCCCTGGGATCGCAGTGGTG
AGTAACCATGCATCATCAGGAGTACGGATAAAATGCTTGATGGTCGGAAGAGGCATAAATTCCGTCAGCCA
GTTTAGCCTGACCATCTCATCTGTAACATCATTGGCAACGCTACCTTTGCCATGTTTCAGAAACAACTCTGG
CGCATCGGGCTTCCCATACAATCGATAGATTGTCGCACCTGATTGCCCGACATTATCGCGAGCCCATTTATA
CCCATATAAATCAGCATCCATGTTGGAATTTAATCGCGGCCTCGAGCAAGACGTTTCCCGTTGAATATGGCT
CATTTTAGCTTCCTTAGCTCCTGAAAATCTCGATAACTCAAAAAATACGCCCGGTAGTGATCTTATTTCATTAT
GGTGAAAGTTGGAACCTCTTACGTGCCGATCAAGTCAAAAGCCTCCGGTCGGAGGCTTTTGACTTTCTGCT
ATGGAGGTCAGGTATGATTTAAATGGTCAGTATTGAGCGATATCTAGAGAATTCGTC

d. Gama de hospedadores del vector: bacteria.
e. Caracteristicas de la movilidad del vector: no procede.

i) factores de movilizacién

i) Si el vector es un bacteri6fago ¢se han inactivado sus propiedades
lisogénicas?

i) ¢, Puede el vector transferir marcadores de resistencia a otros organismos?

5) Informacioén del inserto:

a) Dimensiones del inserto, mapa de restriccion y secuencia: ver apartado V4.

b) Origen y funcidn especifica de cada parte del inserto: ver apartados V4 y V5.

c) Descripcion del método utilizado para la transformacién: ver apartados V4 y V5.

d) Informacion sobre los genes estructurales presentes en el inserto: ver apartados V4 y
V5.

e) Informacion sobre los elementos reguladores presentes en el inserto: ver apartados
V4 'y V5.

f) ¢Elinserto ha sido secuenciado completamente?:
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g) ¢Contiene secuencias que no son necesarias para la funcion deseada? En caso
afirmativo, especifiquese.

h) ¢Contiene secuencias cuya funcion es desconocida? En caso afirmativo,
especifiquese.

VI. INFORMACION RELATIVA AL ORGANISMO MODIFICADO GE NETICAMENTE

1)

2)

Estado y expresion del material genético introducido:
a) ¢ Es un plasmido libre? No.

En caso afirmativo:
i) Namero de copias:
ii) ¢ El plasmido recuperado corresponde al construido?

b) ¢ Esta integrado en los cromosomas nucleares? No.

En caso afirmativo:

i) nimero de copias:

i) localizacion cromosomica:

iif) secuencias colindantes

iv) ¢ La insercion activa o inactiva la expresion de otros genes?:

C) Si se trata de un virus:
i) La insercion es especifica X
i) La insercion se produce al azar ]

iii) Existe la posibilidad de formacion de particulas viricas  [X]

d) Andlisis moleculares realizados relativos a la expresion del producto deseado (PCR,
Northern, secuenciacion, otros):

i) Determinacion de la estructura del inserto (secuenciacion) [X]
ii) Transcripcionales (nivel de sintesis de mMRNA) =
iii) Traduccionales (nivel de sintesis de proteinas) =

Aportar toda la documentacion al respecto. Se adjuntan los articulos cientificos de los
grupos que han generado los OMG. Ver: Pohjala et al 2011 (CHIK-RLuc ) y Konstantin et
al 2006 (CHIKV-LR 5_GFP) adjuntados.

Caracteristicas genéticas y fenotipicas modificadas del organismo receptor como
resultado de la manipulacion genética:

¢ Es diferente el OMG del receptor en lo que respecta a la capacidad de supervivencia
fuera de las condiciones de cultivo? En caso afirmativo, especifiquese: No.
¢ Es diferente el OMG del receptor en lo que respecta al modo o tasa de reproduccion?
En caso afirmativo, especifiquese: No.
¢ Es diferente el OMG del receptor en lo que respecta a la patogenicidad para el hombre,
plantas o animales? En caso afirmativo, especificar: No.
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VILI.

d) ¢Es diferente el OMG del receptor en lo que respecta a los posibles efectos sobre el
medio ambiente? En caso afirmativo, especifiquese: No procede.

e) ¢Es diferente el OMG en cuanto a las caracteristicas nutricionales? En caso afirmativo,
especifiquese: No.

f) Marcadores especificos del OMG: El gen de la luciferasa firefly.

3) Estabilidad genética del OMG (Estado y secuencia del inserto después de un cierto nimero de
generaciones):

El OMG es estable en cultivos celulares. De todas formas existe una probabilidad baja de
pérdida del inserto durante el proceso de replicacion celular.

4) Posibilidad de transferencia de material genético a otros organismos:
Nula. El inserto no tiene capacidad autonoma de transferirse.
5) Descripcion de métodos de identificacidn y aislamiento empleados.
a) Técnicas utilizadas para la identificacion del OMG: Técnicas de biologia molecular:

deteccidn de luciferasa, deteccion de ARN viral mediante gPCR, etc.
b) Técnicas empleadas para aislar el OMG en el medio ambiente: No procede.

DESCRIPCION DE LAS OPERACIONES

1) Naturaleza de las operaciones:

a) Ensefianza []
b) Investigacion X
c) Desarrollo []

2) Volumen o cantidad de OMG a utilizar:
a) Volumen maximo en el caso de microorganismos: < 1.0L / dia.
b) NuUmero de plantas: No procede.
¢) Numero de animales: No procede.

3) Periodo previsto para la actividad de utilizacion confinada
(Debe concretarse lo mas posible la duracion de la actividad (por ejemplo, teniendo en consideracion la
duracién de la financiacion de los proyectos a los que estan asociados las actividades con los OMG):

Tiempo indefinido.
4) Finalidad de la actividad de utilizacion confinada, incluidos los resultados esperados:

Introduccion transitoria del genoma viral del CHIKV a través de la transfeccion de su material
genético en cultivos celulares para investigar el efecto del CHIKV en células humanas en
condiciones normales y bajo el agregado de sustancias quimicas y otras. Se cuantifica la
replicacion viral mediante la medicion de los genes introducidos de luciferasa y/o la proteina
fluorescente verde (GFP).

5) Origen del OMG: indicar si el OMG procede de otro centro o empresa (sefialar nombre y
ubicacién), y si es asi, si dicho centro 0 empresa esté registrado conforme a la normativa
espafiola y/o europea vigente sobre OMG:
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El vector que codifica y expresa el OMG para el CHIKV-LR 5_GFP fue provisto sin restricciones
por Dr. Olivier Schwartz, Institute Pasteur, Paris, Francia. El vector que codifica y expresa el
OMG CHIK-RLuc procede del laboratorio de la Dra. Barbara Schnierle (Investigadora
Principal del grupo “AIDS, New and Emerging Pathogens”, Paul-Ehrlich-Institut, Langen,
Alemania).

6) Informacion sobre el transporte de los OMG en el caso de que provengan de, 0 se destinen a
otros centros o instalaciones, asi como descripcion de las medidas adoptadas durante el
mismo en virtud de la legislacién aplicable' (tipo de transporte, manejo y embalaje,
documentacion de acompafiamiento e identificacion oly etiquetado).

Los plasmidos que codifican para los OMG'’s se envian desde Alemania en un paquete que
contiene viales con DNA plasmidico. El envio se hace a una temperatura de 4°C y se envian
mediante la compafia FeDEX con la documentacion adecuada indicando su contenido
bioldgico y su no peligrosidad (el plasmido que contenia la secuencia parcial del virus).

7) Descripcion de los métodos de manejo de los OMG (incluyendo descripcidon de las fases de
cultivo y concentraciéon maxima de OMG en el cultivo):

El ARN del CHIKV se obtiene mediante la transcripcién in vitro del plasmido OMG. Una vez
obtenida la molécula de ARN, esta se transfecta mediante electroporacion a las células diana
susceptibles a la infeccion por el CHIKV. Cuando sea necesario las células se lisan y se
evalla la actividad luciferasa o de la GFP, que equivale a medir la actividad viral.

8) Descripcion de las medidas de confinamiento y proteccion que vayan a aplicarse:

El laboratorio de contencion 309.02 cuenta con las medidas de accion preventiva propias del
nivel 3 de contencién bioldgica, de acuerdo con el anexo IV al Real Decreto 664/1997, de 12
de Mayo, sobre Proteccién de los trabajadores contra los riesgos relacionados con la
exposicion a agentes bioldgicos durante el trabajo.

La gestién de residuos se basa en el Manual de Residuos del Parque de Investigacion
Biomédica de Barcelona (ver Anexo XV) y se lleva a cabo por la empresa especializada
CESPA.

VIIl.-  INFORMACIONES ADICIONALES RELATIVAS A LA UBI_CACION DE LA INSTALACION

1) Proximidad a fuentes de peligro potenciales:

Se adjunta croquis de situacion (ver Anexo XVI) y plano 1:5.000: (ver Anexo XVII).

2) Descripcién de las condiciones climéaticas predominantes:

! Legislacién vigente que afecta al transporte NGO

« Reglamento (CE) N° 1946/2003, del Parlamento Eurgpael Consejo, de 15 de julio de 2003, relativamavimiento
transfronterizo de organismos modificados genétarae El formulario necesario para acompafiar ©ME& en el
transporte, puede encontrarse en el siguienteesrftdtp://www.biodiv.org/biosafety/cop-
mop/result.aspx?id=8288&Ig-)1

* Normativa nacional e internacional (OACI/IATA, OMIDG, TPF/RID y TPD/ADR) para el transporte de mexias
peligrosas y, en particular, de sustancias infesesy muestras para diagnostico.
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El clima en Barcelona es Mediterraneo, del tipo bajo central. La precipitacion mediana anual
esta alrededor de los 600mm, siendo los valores mas elevados cerca de la cordillera del litoral.
La estacion lluviosa al afio, es el otofio, seguida de la primavera, y la seca el verano sobre
todo en julio. Con respecto a las temperaturas, los inviernos son suaves, con medias de 9°C a
11°C, las temperaturas son mas bajas en las zonas proximas a BesOs y a la Zona Franca
dénde las minimas son mas frias y los veranos calurosos, entre los 23°C y 24°C por término
medio, comportando una amplitud térmica anual moderada. Casi nunca hiela en el centro de
Barcelona.

3) Notificacion de la instalacion: indicar las secciones donde se desarrolla la actividad objeto de la
notificacion, con indicaciones de la categoria de confinamiento prevista:

El laboratorio donde se manipularén los organismos es el laboratorio de contencion 309.02,
gue cuenta con las medidas de accion preventiva propias del nivel 3 de contencion bioldgica,
de acuerdo con el anexo IV al Real Decreto 664/1997, de 12 de Mayo, sobre Proteccion de los
trabajadores contra los riesgos relacionados con la exposicién a agentes biolégicos durante el
trabajo.

DESCRIPCION DE LAS MEDIDAS DE PROTECCION Y CONT ROL ADOPTADAS DURANTE
LA UTILIZACION CONFINADA

1) Adopcién de las Buenas Précticas de Laboratorio:

El personal que trabaja en la zona de utilizaciéon confinada de organismos genéticamente
modificados dispone de una norma de prevencién y de una coleccion de instrucciones béasicas
de uso del laboratorio de contencidn. Correspondiendo, respectivamente, a los Anexos:

Anexo lll: Manual de Bioseguridad.

Anexo IV: instruccion bésica para utilizar el laboratorio de contencion 309.02.
Anexo V: Instruccion basica para entrar y salir del laboratorio de contencién
309.02.

Anexo VI: instruccion basica para actuar en emergencias en el laboratorio de
contencion 309.02.

2) Formacion del personal adscrito:

El edificio Parc de Recerca Biomédica de Barcelona dispone de un Plan de autoproteccion. El
responsable de su elaboracion e implantacion es el Consorci Parc de Recerca Biomédica de
Barcelona, como titular del edificio. Desde el afio 2007, se difunden dos veces al afio, con
motivo del simulacro de emergencia y en el periodo vacacional de verano, unas normas
bésicas de autoproteccion. También estan disponibles en la intranet de la Universidad. Se
adjuntan como Anexo:

Anexo XlI: Informe de andlisis de los riesgos y de las condiciones de proteccion del
laboratorio de nivel 3 de contencion biolégica ubicado en el edificio PRBB (Barcelona).

3) Programas de limpieza/desinfeccién/descontaminacion:
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El personal que trabaja en la zona de utilizacion confinada de organismos genéticamente
modificados dispone de una norma de prevencidn que contiene sub-apartados especificos con
el procedimiento de limpieza de los principales equipos de trabajo.

Anexo lll: Manual de Bioseguridad (apartado 4.5.2.7.6: pautas especificas de
actuacion con equipos de trabajo).

4) Programas de mantenimiento de aparatos para el confinamiento:

La Universidad Pompeu Fabra tiene repartidos el mantenimiento de las salas de contencién
biologica y el resto de laboratorios de la forma siguiente:

El mantenimiento de las instalaciones troncales, electricidad, climatizacion (incluidos filtros
Hepa), datos, deteccion de incendios, agua, desguaces, etc. lo tiene delegado al gestor del
edificio Parque de Investigacién Biomédica de Barcelona (PRBB) al formar parte del edificio,
pagando este servicio conjuntamente con el alquiler. EI PRBB tiene contratado para este
trabajo a la empresa Veolia.

El mantenimiento del equipamiento cientifico estd contratado a la empresa TBS,
complementado con los contratos de mantenimiento especificos del equipamiento especial
(Matachana y Telsar), con los fabricantes del equipo.
5) Programas de inspeccién y control del confinamiento:

Estudio inicial de comprobacién de la estanqueidad del laboratorio de contencién (Anexo

XIlI-A / B) i seguimiento periddico y certificado de la eficacia de los filtros HEPA de las
cabinas de bioseguridad (Anexo XIV).

GESTION E INACTIVACION DE RESIDUOS

1) Encargado de la gestién de residuos:

Gestion interna: Si [] NO [X
Gestion por una empresa externa:  Si X NO []

Si es el caso, nombre de la empresa externa encargada de la gestidn de los residuos:
Cespa Gestidon de Residuos, S.A.

2) Inactivacion de residuos: método, forma final, destino de cada uno de los tipos de residuos
generados

Los residuos infecciosos y no infecciosos generados en el laboratorio de contencién son
residuos sanitarios especificos del grupo lIl.

Para la eliminacion de residuos liquidos, mediante decantacion, y de pequefios residuos
sélidos que han estado en contacto con material infeccioso, es necesario:

« Decantar los residuos en el recipiente de plastico autoclavable, ubicado en el
interior de las cabinas de seguridad biologica.
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« Inactivar el contenido con Perasafe al 1%.

« Introducir las pipetas Pasteur o calibradas, puntas de pipeta, tubos Eppendorf o
tubos Sarsted y demas material pequefio en los recientes de decantacién de las
cabinas.

Las pipetas largas deberan lavarse (aspirante y liberando) con la dilucion de Perasafe, como
minimo dos veces antes de ser descartadas dentro del recipiente.

Los tubos pequefios, después de eliminar el liquido de su interior, se introducirdn abiertos en
el recipiente de decantacion.

Este material se dejara inactivar durante 8 h dentro de la cabina.

« No superar con los residuos sélidos el nivel de liquido que hay dentro del recipiente
de decantacion.

o Sustituir el recipiente de decantacion cuando se llene en dos tercios de su
capacidad.

» Cerrar el recipiente y autoclavarlo.

El material plastico de mayor volumen se eliminara en funcién de su estanqueidad. Las placas
y frascos se descontaminardn poniendo Perasafe al 1% en los pozos de las placas y los
frascos, y dejandoles un minimo de 8 horas en la cabina u otros recipientes que por si mismos
cierren herméticamente. Todos los contenedores de residuos deben estar rotulados con el
nombre del usuario, contenido y fecha. Al dia siguiente habra que tirar el material al
contenedor especifico de residuos sélidos (negro con tapa amarilla).

Los objetos punzantes y/o cortantes se utilizaran Unicamente en los casos en que sea
estrictamente necesario, y tendran recipientes especiales situados en el interior de las cabinas
(amarillo con tapa roja).

Los contenedores especificos se cerrardn y se autoclavaran.

Los papeles de pipetas u otros papeles no contaminados se depositardn en la papelera, que
contendra una doble bolsa, la externa de autoclave y la interna de residuos urbanos. Nunca se
llenard méas de la mitad de su capacidad, para que puedan ser manipuladas con seguridad.
Ambas bolsas tendran que cerrarse antes de autoclavarlas, minimizando su manipulacién, y
poner cinta indicadora de esterilizacion en su exterior.

Todo el material sélido o liquido de rechazo, aunque ya no sea estrictamente infeccioso, debe
salir de la zona de contencion convenientemente autoclavado.

PREVENCION DE ACCIDENTES (Cumplimentar para los tipos 2,3y 4)

1) Condiciones en las que podria producirse un accidente:

La causa mas probable es por derramamiento de un cultivo que contenga el OMG. Si éste se
produce en el interior de la cabina se deben seguir las recomendaciones previstas en el
protocolo de trabajo en cabina. Si se produjera fuera de la cabina se deben de seguir las
recomendaciones de seguridad del protocolo de trabajo de la P3.
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En otro tipo de accidentes que se puedan producir, como por ejemplo un incendio en el interior
de la sala de cultivos, el OMG no tendria ningun efecto en la salud humana o el medio
ambiente ya que no se liberaria al exterior sino que quedaria destruido.

2) Equipamiento de seguridad (especifiquese):

La zona de utilizacion confinada de organismos genéticamente modificados dispone de un
botiquin portétil de primeros auxilios, dotados de acuerdo a lo establecido en el anexo VI del
Real Decreto 486/1997, de 14 de Abril, sobre disposiciones minimas de Seguridad y Salud en
los Lugares de Trabajo.

3) Descripcion de la informacion suministrada a los trabajadores:

El personal que trabaja en la zona de utilizaciéon confinada de organismos genéticamente modificados
dispone de una norma de prevencién que contiene un capitulo especifico sobre medidas de
emergencia donde se detallan; protocolo de actuacion en caso de vertido de agentes
biolégicos, protocolo de actuacién en caso de contacto accidental y protocolo de gestion
interna y de notificaciébn de accidentes e incidentes, asi como una instruccion basica de
actuacion.

Anexo lll: Manual de Bioseguridad.
Anexo VI: instruccion bésica para actuar en emergencias en el laboratorio de
contencion 309.02.

4) Planes de emergencia:

El protocolo de actuacién en caso de contacto accidental se ha coordinado con el Servicio de
Prevencion de Riesgos Laborales del Parc de Salut Mar de Barcelona, y con los servicios
asistenciales de la Mutua de Accidentes de Trabajo y Enfermedades Profesionales, a la que la
UPF se ha asociado.

Anexo Ill: Manual de Bioseguridad.
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COMISION NACIONAL DE
BIOSEGURIDAD

EVALUACION DE RIESGO DE ACTIVIDADES DE UTILIZACION CONFINADA DE
ORGANISMOS MODIFICADOS GENETICAMENTE

N° de Registro: N° de Notificacion:

Cumplimentar un formulario tipo C por cada activida d tipo 2, 3 0 4. En caso de actividades tipo 1,
deben seguirse las instrucciones recogidas en el ap artado lll.1.a de la Guia para la remisién de
solicitudes de registro de instalaciones.

RESPONSABLES DE LA ACTIVIDAD

1) Entidad

Nombre: Universitat Pompeu Fabra (UPF)
Direccion postal: Dr. Aiguader, 88 — 08003 Barcelona

2) Representante legal de la entidad

Nombre y apellidos: Jaume Casals Pons
NIF: 37317474-C

Cargo: Rector

Tel: 93 542 20 00

Fax: 93 542 20 02

Correo electrénico: rector@upf.edu

3) Responsable cientifico de la actividad

Nombre y apellidos: Juana Diez Antén

NIF: 74181228-H

Cargo: Investigadora Principal del Grupo de Virologia Molecular, Coordinadora de la Unidad de
Virologia, Departamento de Ciencias Experimentales y de la Salud, Universitat Pompeu Fabra
Tel: 93 316 08 62

Fax: 93 316 09 01

Correo electrénico: juana.diez@upf.edu

d) Responsable de bioseguridad de la instalacion donde se realizara la actividad

Nombre y apellidos: Andreas Franz Meyerhans

NIF: Y-0810274-K

Cargo: Responsable del laboratorio de contencién 62.309.02 con nivel de seguridad bioldgica de
nivel 3

Tel: 93 316 08 31

Fax: 93 316 09 01

Correo electrdnico: andreas.meyerhans@upf.edu

PLAZA DE SAN JUAN DE LA

CRUZ, SIN
28071 MADRID

TEL.: 91 597.59.08
FAX.: 91 534.05.82




5) Indicar cudl de los anteriores actuara como persona de contacto:

El responsable de bioseguridad de la instalacién actia como persona de contacto.

Il. DESCRIPCION DE LA ACTIVIDAD.

1. Objetivo de la actividad:

Nombre OMG: CHIK-Luc y pCHIKV-118-GFP

Introduccion transitoria del genoma viral del CHIKV a través de la transfeccion de su material
genético en cultivos celulares para investigar el efecto del CHIKV en células humanas en
condiciones normales y bajo el agregado de sustancias quimicas y otras. Se cuantifica la
replicacion viral mediante la medicion de los genes introducidos de luciferasa y/o la proteina
fluorescente verde (GFP)

2. Duracion prevista de la actividad:
Debe concretarse lo mas posible la duracién de la actividad (por ejemplo, teniendo en consideracion la
duracion de la financiacién de los proyectos a los que estan asociados las actividades con los OMG).

Indeterminada.

Il EVALUACION DE RIESGO

Para llevar a cabo dicha evaluacion se tendra en cuenta el procedimiento establecido en el Anexo Il de la
Directiva 2009/41/CE del Parlamento Europeo y del Consejo, de 6 de mayo, relativa a la utilizacién confinada de
microorganismos modificados genéticamente y la Decision de la Comisién 2000/608/CE, de 27 de septiembre,
relativa a las notas de orientacién para la evaluacion de riesgo.

1. Identificacion de las propiedades nocivas del OMG, en funcion de las caracteristicas del:
Desarrollar con la extension que proceda, siguiendo el orden propuesto.

9)

Organismo receptor. Virus del chikungunya (CHIKV)

Organismo donante. Aequorea victoria y Renilla reniformis

Inserto. Genes de la Renilla luciferasa y de la proteina fluorescente verde (GFP)
Vector. Ver Konstantin et al 2006 y el documento MTA adjuntados.

Organismo modificado genéticamente resultante. Plasmidos que codifican para el
CHIKV y que expresan el gen de la renilla luciferasa (CHIK-Luc) o el de la GFP
(PCHIKV-118-GFP)

Efectos para la salud humana y la sanidad animal y vegetal. El OMG es infeccioso
para las personas. Ver Formulario A para mas detalles.

Efectos para el medio ambiente. No procede

2. Clasificacion inicial del organismo modificado genéticamente:
Para establecer esta primera valoracion se tendra en cuenta lo dispuesto en el articulo 4 de la Directiva
2009/41/CE vy, en caso de ser aplicable, otros sistemas de clasificacion nacionales e internacionales
existentes (por ejemplo, la Directiva 2000/54/CE sobre proteccion de los trabajadores contra los riesgos
relacionados con la exposicion a agentes biolégicos durante el trabajo).

Tipo 1 []
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Tipo 2 []
Tipo 3 X
Tipo 4 []

3. Probabilidad de que se produzcan efectos nocivos y gravedad de los mismos, en funcion de:
Desarrollar con la extension que proceda, siguiendo el orden propuesto.

a) Caracteristicas de la/s actividad/es (medidas de confinamiento y control, y exposicion
humana y ambiental): las actividades se desarrollan en el correspondiente laboratorio de
seguridad de nivel 3 de acuerdo a los protocolos establecidos (ver apartado 5).

b) Concentracion y escala utilizadas: el titulo del OMG varia de acuerdo a la eficiencia de
produccién. Normalmente se obtiene un titulo de 10%-107 TCIDsy/mL de sobrenadante.

c¢) Condiciones de cultivo (se tendrd en cuenta el entorno potencialmente expuesto, la
presencia de especies susceptibles, supervivencia del OMG vy efectos sobre el entorno
fisico).

Los cultivos se desarrollan en el correspondiente laboratorio de seguridad de nivel 3 de
acuerdo a los protocolos establecidos (ver apartado 5). La causa mas probable es por
derramamiento de un cultivo que contenga el OMG. Si éste se produce en el interior de
la cabina se deben seguir las recomendaciones previstas en el protocolo de trabajo en
cabina. Si se produjera fuera de la cabina se deben de seguir las recomendaciones de
seguridad del protocolo de trabajo del P3.

4, Determinacion de la clasificacién y medidas de confinamiento definitivas y confirmacion
de su idoneidad:

Laboratorio de contencion con nivel de Seguridad biologica de clase 3: laboratorio
preparado para trabajar con agentes biolégicos en un nivel 3 de contencién fisica. El
laboratorio objeto de autorizacion se dedica al tratamiento de muestras clinicas y a la
investigacion en virologia en general, actividades que requieren ciertas limitaciones de
trabajo.

Segun establece el RD 664/1997 para este tipo de laboratorios, cumple con las
condiciones siguientes: filtracion del aire extraido del espacio de trabajo con filtros
HEPA, acceso restringido al personal autorizado, procedimientos de desinfeccion
especificos, control eficiente de vectores, superficies impermeables al agua y de facil
limpieza y resistente a acidos, alcalinos y disolventes y desinfectantes, almacén de
seguridad para agentes bioldgicos, cabinas de seguridad biolégica. También dispone
de una autoclave propia para poder esterilizar todo el material que sale de la sala.

5. Determinacion del riesgo en el caso de que se produzca una liberacion accidental:
Desarrollar con la extension que proceda, siguiendo el orden propuesto.

a) Informacién adicional relativa a la ubicacion de la instalacion (proximidad a fuentes de
peligro potenciales, condiciones climaticas predominantes, etc.)

El laboratorio de contencion 62.309.02 se encuentra en el tercer piso del Parc de
Recerca Biomedica de Barcelona. Este edificio, ubicado en el barrio de la Barceloneta,
esta en el Paseo Maritimo, delante del mar. A su izquierda se encuentra el Hospital del
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Mar. Hay diversos colegios en la zona, asi como equipamientos municipales
(mercados, gimnasios...).

El clima en Barcelona es Mediterrdneo, del tipo bajo central. La precipitacion mediana
anual estd alrededor de los 600mm, siendo los valores méas elevados cerca de la
cordillera del litoral. La estacion lluviosa al afio, es el otofio, seguida de la primavera, y
la seca el verano sobre todo en julio. Con respecto a las temperaturas, los inviernos
son suaves, con medias de 9°C a 11°C, las temperaturas son mas bajas en las zonas
préximas a Besods y a la Zona Franca donde las minimas son mas frias y los veranos
calurosos, entre los 23°C y 24°C por término medio, comportando una amplitud térmica
anual moderada. Casi nunca hiela en el centro de Barcelona. La humedad relativa de la
ciudad suele estar entre el 60 al 75%.

b) Condiciones en las que podria producirse un accidente.

La causa mas probable es por derramamiento de un cultivo que contenga el OMG. Si
éste se produce en el interior de la cabina se deben seguir las recomendaciones
previstas en el protocolo de trabajo en cabina. Si se produjera fuera de la cabina se
deben de seguir las recomendaciones de seguridad del protocolo de trabajo de la P3.

En otro tipo de accidentes que se puedan producir, como por ejemplo un incendio en el
interior de la sala de cultivos, el OMG no tendria ningun efecto en la salud humana o el
medio ambiente ya que no se liberaria al exterior sino que quedaria destruido.

No se contempla la posibilidad de salida de materia | contaminado ni la
posibilidad de lesién con objeto punzante

¢) Equipos de seguridad, sistemas de alarma y métodos de confinamiento adicionales.

Sala de cultivos con presion negativa. Doble puerta para acceder a la sala. Sistema de
radiacion ultra violeta general. Cabinas de flujo laminar. Batas de laboratorio
especificas para la sala de cultivos de tipo Ill. Guantes individuales y de un solo uso.

d) Planes de emergencia (para actividades tipo 3y 4).

El personal que trabaja en la zona de utilizacibn confinada de organismos
genéticamente modificados dispone de una norma de prevencion (NP-05.2: Manual del
laboratorio de Contencién 62.309.02 con nivel de seguridad biol6gica de clase 3), que
contiene un capitulo especifico sobre medidas de emergencia donde se detallan;
protocolo de actuacion en caso de vertido de agentes biol6gicos, protocolo de
actuacion en caso de contacto accidental y protocolo de gestidén interna y de
notificacién de accidentes e incidentes, asi como una instruccidn béasica de actuacion.

Anexo Ill: Manual de Bioseguridad.
Anexo VI: instruccion basica para actuar en emergencias en el laboratorio de
contencion 62.309.02.
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