Electronic Supplementary Material (ESI) for Green Chemistry.
This journal is © The Royal Society of Chemistry 2023

Supplementary information
A strategy to increase rebaudioside A content based on one-step bioconversion of
Stevia extract to steviol
Yu Lin, T2 Manman Wen,T? Qing Lan,? Yu Yin,? Ribo Huang,*** Hao Pang,® Hang Wei 2 and Liqgin

Du ka

aState Key Laboratory for Conservation and Utilization of Subtropical Agro-bioresources, Guangxi Research
Center for Microbial and Enzymatic Technology, College of Life Science and Technology, Guangxi
University, Daxue Road No. 100, Nanning, Guangxi 530005, China.

bGuangxi Key Laboratory of Bio-refinery, National Engineering Research Center for Non-Food Biorefinery,
State Key Laboratory of Non-Food Biomass and Enzyme Technology, Guangxi Academy of Sciences, Daling
Road No. 98, Nanning, Guangxi 530007, China.

*Corresponding authors, E-mail: duliqgin@gxu.edu.cn (L. Du), guruace@163.com (R. Huang).

TThese authors contributed equally to this work.



Supporting Figures

mAU 9
600 -
400 8 !
2 1 0 a
200 5 6
N
0 B I I I * I = 1
5 10 15 20 25(min)
100 - b
0 4 A
T T T T 1
5 10 15 20 25(min)
100 -
50 - P2 C
l P1 J
0 Mt A A
T T T T T T 1
5 10 15 20 25(min)
823.35 1o0- 625.32
&0 661.30 e
833.38 &0
Y 40
787.38 |/ b7 207
‘ 51520 625;'312 . 1 l‘ (l/ ?85{40 G: 377.08 61131 723,‘30 809.34 97545
400 600 " 800 ‘a0 60 800 1000

Fig. S1 HPLC and MS analysis of RC hydrolysis by SBGL3. (a): Standard: RA (1), ST

(2), rebaudioside F (3), RC (4), dulcoside A (5), RU (6), RB (7), steviolbioside (8),

steviol 19-glycoside (9), steviolmonoside (10), SV (11); (b): RC standard; (c): RC was

catalyzed by SBGL3; (d) and (e): The MS analysis of P1 and P2 marked in (c).
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Fig. S2 HPLC analysis of RC co-hydrolysis by SBGL3 and SPRHAZ2. (a): Standard:

RA (1), ST (2), rebaudioside F (3), RC (4), dulcoside A (5), RU (6), RB (7),

steviolbioside (8), steviol 19-glycoside (9), steviolmonoside (10), SV (11); (b): RC

standard; (c): RC was catalyzed by SBGL3; (d): RC was co-hydrolyzed by SBGL3 and

SPRHAZ2.
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Fig. S3 SDS-PAGE analysis of crude enzyme extracts of E.coli strain E1 and E2. Lane

M: Protein Marker; Lane 1: Induced cell lysate of E.coli IM109 with pSE380; Lane 2



and 3: Induced cell lysate of E.coli strain E1 and E2, respectively.
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Fig. S4 HPLC analysis of Stevia extract hydrolysis by crude enzyme extract of E.coli

strain E4. (a): Standard: RA (1), ST (2), rebaudioside F (3), RC (4), dulcoside A (5),

RU (6), RB (7), steviolbioside (8), steviol 19-glycoside (9), steviolmonoside (10), SV

(11); (b): Stevia extract; (c-¢): The dosage of crude enzyme extract was 5, 15, 65 pL in

the reactions, respectively.
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Fig. S5 SDS-PAGE analysis of crude enzyme extracts of E.coli strain E3 (a) and E4
(b). (a): Lane M: Protein Marker; Lane 1: Induced cell lysate of E.coli BL21(DE3) with
pRSFDuet-1 and pSE380; Lane 2: Induced cell lysate of E.coli strain E3. (b): Lane M:
Standard protein Marker; Lane 1: Induced cell lysate of E.coli BL21 (DE3) with

pRSFDuet-1 and pSE380; Lane 2: Induced cell lysate of E.coli strain E4.
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Fig. S6 HPLC analysis of RB hydrolysis by SBGL2. (a): Standard: RA (1), ST (2),
rebaudioside F (3), RC (4), dulcoside A (5), RU (6), RB (7), steviolbioside (8), steviol
19-glycoside (9), steviolmonoside (10), SV (11); (b): RB standard; (c): RB was

catalyzed by SBGL2.
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Fig. S7 HPLC analysis of Stevia extract hydrolysis by crude enzyme extract of E.coli
strain E5. (a): standard: RA (1), ST (2), rebaudioside F (3), RC (4), dulcoside A (5),
RU (6), RB (7), steviolbioside (8), steviol 19-glycoside (9), steviolmonoside (10), SV
(11); b: Stevia extract; (c-¢): The dosage of crude enzyme extract was 5, 35, 65 puL in

the reactions, respectively.
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Fig. S8 HPLC analysis of 10 mL reaction system for whole-cell catalysis. (a): Standard:
RA (1), ST (2), rebaudioside F (3), RC (4), dulcoside A (5), RU (6), RB (7),
steviolbioside (8), steviol 19-glycoside (9), steviolmonoside (10), SV (11); (b): Stevia

extract; (c): Precipitate in the reaction; (d): Purified SV.
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Fig. S9 NMR spectrum of isolated steviol. 13C NMR (151 MHz, Pyridine-d5) 6 179.84
(C19, C), 157.54 (C16, C), 102.68 (C17, CH,), 79.56 (C13, C), 56.77 (C5, CH), 54.05
(C14, CH,), 47.93 (C9, CH), 47.27 (C4, CHy), 43.66 (C8, C), 41.67 (C15, CHy), 41.59
(C12, CH,), 40.79 (C1, CHy), 40.55 (C7, CHy), 39.60 (C10, CH), 38.42 (C3, CH,),
29.10 (C18, CHj), 22.41(C6, CHy), 20.53 (C11, CHy), 19.60 (C2, CH,), 15.68 (C20,

CH3).



Supporting table

Table S1 Primers in this study.

Primers Sequence

02-F 5-ATAGGATCCAAGGTTGCCAAGGCTGCCGCTGCG-3'

02-R 5-GGTAAGCTTTCACACGCGATTGGCCCGCGCGATC-3'

03-F 5-TCAAGATCTATCGATCGACGCAGCCTGGTCACCT-3'

03-R 5-TCTAAGCTTTCACAGGCTGTTGCGCCGGGCGATG-3'

011-F 5-GAACAAAAACTCATCTCAGAAGAGGATCTG-3'

011-R 5'-AGCTTCAGCCTCTCTTTTCTCGAGAGATAC-3'
5-GTATCTCTCGAGAAAAGAGAGGCTGAAGCTATGCTGCTCCAGGCGG

O12-F GTGCGCGGAAGCTG-3'
5-CAGATCCTCTTCTGAGATGAGTTTTTGTTCTCAGGCCAGTTCGAAGC

012-R TGCCGGACACCCC-3'
5-GTATCTCTCGAGAAAAGAGAGGCTGAAGCTATGCAGGAAGCCGGT

021-F GCCCCGCCGG-3'
5-CAGATCCTCTTCTGAGATGAGTTTTTGTTCTCAATCCTTCCAGCTAC

021R GCGCCGGC-3'

03LF 5-GTATCTCTCGAGAAAAGAGAGGCTGAAGCTATGCAAGAAGCCGGT
GCTCCTCCTGTTAA-3'
5-CAGATCCTCTTCTGAGATGAGTTTTTGTTCTCAATCTTTCCATGATC

031R TAGCTGGAAGTC-3'
5'-GCTGGGCACGACCCGCTGACTCGAGAAGGAGATATACATATGCAG

0011-F GAAGCCGGT-3'
5-CATCGGGTGCCGGCTCCATAGATCTTCTGTTTCCTGTGTGAAATTGT

0011-R TATCCGCT-3'

0012-F 5-GGAAGATCTATGGAGCCGGCACCCGATGCGGCCGCCA-3'

0012-R  5-TTCTCGAGTCAGCGGGTCGTGCCCAGCGTGACCGGGCCA-3'

0021-F 5'-ATGGAGCCGGCACCCGATGCGGCCGCCA-3'

0021-R  5-GCTCATTTCAGAATATTTGCCAGAACCG-3'
5-GCAAATATTCTGAAATGAGCCCCGGGTTGACAATTAATCATCCGGC

0022-F TCGTA-3'
5-GCATCGGGTGCCGGCTCCATATGTATATCTCCTTAGATCTTCACAGG

0022-R CTGTTGCGCCGGGCGATG-3'
5-GCAAATATTCTGAAATGAGCCCCGGGTCATAAAAAATTTATTTGCT

0023-F TTGTGA-3'
5-GCATCGGGTGCCGGCTCCATATGTATATCTCCTTAGATCTTCACAGG

0023-R CTGTTGCGCCGGGCGATG-3'

0031-F 5-GGGGAATTCAATCGATCGACGCAGCCTGGTCACCT-3'

0031-R  5-GGGAAGCTTTCACAGGCTGTTGCGCCGGGCGATG-3'

0041-F 5-GGAAGATCTAGAGCCGGCACCCGATGCGGCCGCCA-3'

0041-R  5-TCGAGTCAGCGGGTCGTGCCCAGCGTGACC-3'

0051-F 5-GGAAGATCTAAAGGTTGCCAAGGCTGCCGCTGCGCCCAC-3'

0051-R

5'-TTCTCGAGTCACACGCGATTGGCCCGCGCGATCGCGCCCA-3’




Table S2 Plasmids and strains used in this study.

Plasmids Backbone Description References
pSH1 pSE380 pTre-spbgll, pRR322, Amp* !
pSH2 pSE380 pTre-sbgl, pRR322, Amp* 2
pSH3 pQE30 pT5-sprha2, pRR322, Amp* This study
pSH4 pQE30 pT5-sbgl2, pPRR322, Amp*

pSHS pQE30 pT5-sbgi3, pRR322, Amp™*

pSH6 pSE380 pTrc-sbgl-spbgil , pRR322, Amp™*

pSH7 pSH6 pTrc-sbgi3-sprha2-sbgl , pRR322, Amp™*

pSHS pSH7 pT5-sbgi3-sprha2-sbgl , pPRR322, Amp*

pSH9 pRSFDuet-1 pT7-sbgl3, RSF, Kan*

pSH10 pSH9 pT7-sbgl3-T7-sprha2, RSF, Kan*

pSH11 pSH2 pTrc-sprha2-sbgl, pPRR322, Amp*

pSH12 pSH9 pT7-sbgl3-T7-sbgl2, RSF, Kan*

Strains

Cl1 E. coli IM109 IM109 carrying pSH1 This study
C2 E. coli IM109 JM109 carrying pSH2

C3 E. coli IM109 IM109 carrying pSH3

C4 E. coli IM109 IM109 carrying pSH4

C5 E. coli IM109 IM109 carrying pSHS

C6 E. coli IM109 IM109 carrying pSH6

El E. coli IM109 IM109 carrying pSH7

E2 E. coli IM109 IM109 carrying pSHS

E3 E. coli BL21 (DE3) BL21 (DE3) carrying pSH2 and pSH10

E4 E. coli BL21 (DE3) BL21 (DE3) carrying pSH9 and pSH11

ES E. coli BL21 (DE3) BL21 (DE3) carrying pSH11 and pSH12
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cggccaaatttcccgacgtgegatattgatcggegeaagtgeggecageggeatgggeggeaageeccggegegegegatgetgcetecagg
cgggtgegeggaagetgeececgeggeggtegagtegetgetcgegaagatgacegtcgaggaaaaggeegggeagetcaceetgatgge
ggecgeatggteecggeggegeggeggtgacgetgaacceggegggtgectegtecaatttcgacggecagetggeggaagtgcgegece
gggeggctgacgggcegtgtticaacggcaacggggcggcgatggcccagegeatgcagacggtegegatgegegaatceeggetcagga
ttcecgetgetgttecgeggeggacgtgatccacggetteccgeaccgtetttccggtgecgatgggegaggeggegagettecgateccgateteg
ccgageggaccgegegggtggeggeggtggaggecgeggectccggeategactggaccttcgegeecgatggtggacatcaccegega



tgeecgetggggtegeagegtggagggggegggegaggacgtgetgeteggeaagetgatcgeggeggegegggtgegegggticeag
ggcacgaaggggctggaggeggeggatgeggtcgecgectgegecaageatttcgeggectatggegeggeggaaggegggetggact
acagcacggtcgacatttcggagcggacgetgcgegagacctatttcccgecgticgaggeageacttgeggegggggegecgacggtga
tggcctegttcaacgagcetgtcgggcatcececcgecaccgecaatgaatggetgctgacggaagtgctgegecgegaatgggetttcgageg
cgtcgtegtetccgactataccgecgacgaggaactgatcgegeacggtttcgecgeggatgegegegaggegacceeggetegecttectg
gecggtgtcgacatgageatgcagageggcttctacatccgecacctgecggacctegtecgecaagggegaggteccgatggegeggctg
gacgaggeggtgcggcgggtactggcgetcaaggtgcagetgggectgttcgacgateegttcecgecgeatcgatccgacgegggagaa
ggegegggtecggacgeccgegeatctggegetggecccgegaggeggggtcgegetecgategtgatgctcaagaacgagggeagectg
ctgeegetgecgegetecgggcaagaagatcgegetgateggecegticgegggegggcetgcatgaccgggteggeccgtggaacgtetac
ggeaccgatgccgaagecgtagacttggegageagegtcagggegetggtgecaggatecggegetggtgaccgttaccgaaggegegg
ggetegacgggeegategegggegggategacgeggeggtggeggeggegegggeggeggacgtegtegtgetggeggtgggegaa
catgccecgeatgtceggegaggegeagtegegetecgecattgtegtgccaccggegeagatggeactggeagaggeggtcgeagegac
cggcaagcecgatggtggtectgctccgecaacggecgggegetggcgetggaggggecggtgctgaaggegecggegatectegtecacct
ggttectcggatcacaggacggeccggegatcgecgacgtgetgttcggcatcgtegggecctecggegeggetgecggtctecttcecegea
ggegacggggcaggcegcecctatcattacgatcacaagectaccggtegecccaacccggeggggecgetgcaggagtacaagaccceatt
atcgcgagttcccgaaccaggegctgttceegttcgggeacgggctaacctatggegacatcgegtacggegagttggacatgggceggag
geeggcttgecgecgacggeaagetgacggtitcggegacgatcaccaaccgegggtegegtgecgecgaggaagtggtgcagetctac
attcgcgacgtggeggcegagegtgaccecgeeccggtticgegagetaaaggectttcggegtgtggccectgacgeccggegageggaaacg
ggtggcgttcacgetcacccgegecgacctgetgttcatcggecaggegetcaagecgacggtegageeggggeggttccagetgtggate
gegecectcggecgaggeggagggggtgtccggeagettcgaactggectga

>sbgl
atgggcaagcaatttctgtccgeecgtggegettgetgeggtgggggecggcatggggccagettecggtagtgggcgeaggaagecggtace
ccgecggtaaaccttgecgecgecgaagegegegeggatcagaccgtcaaggegatgaccgecgacgagegeaccacgcetgacteatg
gcatcatggccatccagctttttccecggegegecgecgatecececcgaggatgecgtgecgggegeggggtatattgecgggttgecgegect
gggcegtgcccgegetcaaggaaaccgacgecagectgggegtggectgggtgggeggegegegeaagegeggggegacagegetge
cttcgggcattgcccaggeggeaagetgggateetgeegtgetgeacgatggeggegegatgateggtgcegaagegegegeecageggc
tacaacgtgctgctggecggtggegtcaacctcacgegegateccgegeaatggecgeacgtttgaatatctgtcggaagatecgetgetgteg
ggegtgctggtgggcgecgecatticgeggeatccagtccaaccacatcatttccacgatcaageacttcgegetcaacgggecaggaaaccg
ggeggcagttcgtggacatccagatcgecaatececgecgegegegaaagegatetgetggegttccagatcggeatcgageagggecage
ccggcegegatcatgtgtgectacaaccgegtgaacggeccgegtgectgegecagegactggcetgetcaacaccgtgcetcaagegegact
ggcgctacaagggcttcgteatgtcggactggggegeggtgceggggcttgaggeggecacggecgggcetggaccageaatcggggga
acagcttgacaaggcggtctatttcggaagcaagetggecgacaaggecgecacggacaaggectgggecgegegegtggecagacatga
accgcecgegtgctgaccgegatctatgecacgggggtggacaagaatccggtcageccaggegggeagtgggatcaggetgeccattee
geegtggecgaaaaggeggegattgeeggeatggtettgctgegeaaccagaacaacgegetgeegetgttgegegatgecaagagegta
geggtgatcggcggctatgeccgatggeggegtgatetcgggeggtggatcgagecaggtgcagggegatggeggeccggtggtitcgeg
cceggtgetggecggecgggatgtitgccgggatcatgecaggaacagttccaccgetccageccgetecgacgegatcaaggegegectgee
gcaggcggcgatgceatttccgegatgggcgcetatatcgeecgacgeggtggaggcggegegecggtetgacgtggecatcgtetttgecact
gaatggcgceaccgaagggctggaccageccgacctgtcgetgeecgatggecaggacgegetgatcgeggeagtggecggeggecaate
cgcgceaccatcgtggtgetggaaaccggegggecggtggecatgecctggetggacaagaccgecgecgtgetcgaageatggtacece
ggegegegeggeggggaagegatcgecaaggtgetgtitggggaggegaacceeggeggecgectgeecggteacgticccggecageg
tcgecgceaattgecccggeccaagetggatggcagegacacgetcgatecegatttcatgggeaacccgecgacgecgcaaaccacgcetea
aggccgattacaatgtcgagggctccgacgtgggctatcgetggttcgegeggaccggggccaageegetgtttcegticggetatggectg
agctacaccacctttgcccaagacgggctgagegtggatggcaagaccgegegctttaccctgegcaacaccggcaaggtggcgggtgat



gacgtggggcaggtctatctggtcgatcgegecggeagegecaagegecgectggtgggctttgceegegtgcatctggageecgggegag
agcaagacggtgagcgtgccgatcgatccgegectettggecgattggcaggacgecgggaagggcgggtggacgatgccagecggga
cctatggctttgccctgggcagegatgecgagaccetgggecaggtggtgactgtgcgectgeecggegegtagetggaaggattga

>sbgl2
aaggttgccaaggetgeegetgegeccacgttceccgeagggcettectgtggggcgectecaccgegecgeaccagatcgagggeaacaac
accgccagcgatctgtggttcatcgagaaccagcageccaccgtgticgtcgegecegtecgggegatgeggecaacagectgetgetgtegg
agcaggatctcgacctggccaagggceatgggcctcaactgcetatcgeticggcatcgaatgggcgeggatcgagecggaaaagggcctgtt
ctcgeaggcecatgctcgatcactatgetcgegtgatcgacggcetgecgegegegeggcectecgeeccggtggtcacgttcagecactttaceg
cgcegegetggttttccgegeaaggtggctgggecaatccggaaagegegagectgttecgecegetttgecgacaaggecgeecgtcactt
cgcggaccgceatccacgecgegatcaccttcaacgaacccaacatcetgetgetgttgecagaacgecaatgtgecgecgeaactgtgggat
atccagaagctgacgctggaaaccgetgccaagegectgggegtgecacgettectetgegecaacgtggegggcaaggacgatctgece
gatctgcaacgegggcetgetcgecgegeacaaggecggeaaggeggegatcaaggeggeegegeeeagecetgeeggtgggectetege
tggcgatgatggacgaccaggeggtgggccagggttcgcagegegacatgecgecgecageagatgtacggeacctggetggacgtggce
aaggcagacgatttcctcggegtgeagaactacgaacgegegetgtgggggccgeagggeegectgecggegeecggeeggateggtagt
caactggtccggcagegaagtetgggcgecctegetggegggcactgtgegetatgeccacgeggecaccggegtgecgatectggtcag
cgaacatggcgtgggcaccgatgacgacagcatccgegecgegttcatccecegecgegetcacccacctgaaagecgegatcgacgatg
gegtgeccggtgcteggctattgccactggagectgatcgacaacttcgaatggatcttcggcetacaageccaagttcggectggecagetatg
atccggtcaccttcgeccgeacccccaageccagegeggecgtgctgggcgegatcgegegggecaatcgegtgtga

>sbgl3
atgatcgatcgacgcagcctggtcacctcggecatggecctgggegcettccaccgegatggagagtgtgggcacattggecaaggeageg
gceggcecaaaccgattgatcecceggtttceccgecggcettectgtgggggacatccacggeggegeatcaggtggaaggcaacaatatcaacg
ccgacctgtggetgatcgagaacctgecgggcacgatgtitgctgagegetcgggcgacgeggcaaacagettcgaactatggecgaccg
acctcgaccttgcccggaacatgggcctcaattectatcgettcagectggaatgggegeggatcgaaccggacaaggggcacttttccaac
gccatgctcgatcactacaaggegatgatcgacggetgecgggegeggggcctecatceecgtggteacgttcaaccacttcaccacgeege
getggtttgccgeccagggtggatggcatcatgecgaatcccecgatetetttgeccgettctgegacegegeggegegecatetggeeggce
ggaatcgaactggccaccacgctcaacgaacccaacctggtgggggtgatcggegaaatcctgecegecgegetggttgecggtgaccgt
gegatgcaggaagecgecgegegecagettggegtteccgetctatgegeegggegtggegctttatgtccaggatcccaagetctatcgege
caacatgatggaagcccatcggegeggggtggecgegatcaaggeegegegeggegegetgeeggtgggegtgageetggecatecte
gatgaccaggccgcecggaccgceattccatgegegaccagatecgtgagegcetattatggcgaatggetgeggcettgecgegeagacctge
gatttcgtgggcgtgcagaactatgagegeaaggtetggaccgacaagggcgegetgecgecgecagecgatgeeccggegcaacaccac
cggggcggaagtctggccgggttcgetggccggegecgtacgetatgectgggaagegaccaggetgecggtetacgtcaccgageacg
gegtgaacaccgatgacgatacactgcgecaatggetgateccecggeggecctggetgaactcaagegegegatggacgatggegtecegg
tgcgeggctatatgecactggtegetgctcgacaatttcgagtggggctttggctatgeccategetttggectgecacgectttgaccgegagac
gttcgtgegeaccgecaagecgagegeggecegtectgggegecatcgeccggegeaacagectgtga

>sprha2

gagccggeacccegatgeggecgecageeeggtecececggegeecggggceggtecatgecggeatggecgtteccgetegatetgcaattecg
cgatccgceccgettcggeccggecgegegtatggtggcactggatgaacggcaatgtcacacaggatggcatcgeccaaggacatcgactg
gatgagccgceatggggatcggeggcttgecaggegtttgacgecgggctgatgacgecgceaagtggtegatcacegectggtgttcatgteg
cccgaatggaaggatgecttcegetttgecgegeagagegecgatgecgegegggctggaactggeaattgectettcgeeceggetggtetg
aaaccggcggceccctgggtgecaaccggecgacgegetcaagaaagtggtegtggagegagaccgtggtgcceggeggeaageecgetgte
cgctecgetggecgegecgecccatgtcaccggeacgttccaggacatggaactgaacgateccgetggeggegetgaccaaggaaggec



ccgatcagcaccacgaattctatgeccgacatcgecegtgctggecgtgecggtggacgeggecggggecacgetgecgetgecggtgatea
ccggeccggatggcaaggegttggatgecgeactgetgacecggtgacagetttgccaaggggcagatggtegccgeacggeaccgageag
caaccttcggtggtgctggcgeggticgaccggecgeagaccgtgcgeggggtcacgetgticctggecggagecaagggeatgtictcgg
gegecegttgtegegeccaggetggaagegageagegacggeacgacctggagcaaagtggecgatgtgecggteacctcggeeccgac
cagcgtgagcttcgcgecggtcaccgecagecagttccgegtegtgctggegececttgecgttcaagggctccaacctgggegateccggea
ccgggegeggecaccgatgteggtttcatgaagatgatggeggecggggccaccgegecgttcgacttgegecacttcegectgeacggg
gagccgegcatcgaccggtticgaggecaaggecggtttctccatcgagecaggactattacgecctgggeatgeccgatgecggegeggece
gggecggatgecgtcaaggtggtgaacctgacaggcaagetgegeccecgacggeacgetggactggacaccgecggegggeagegect
ggcgcatcctgegetttggeaccagectgetgggeactaccaaccacceegeagecceggaagegacegggctggaagtggacaagttcg
atggcgecggeggtgcggcgcetacctgacgeactacttggggatgtatcgegacgegaccgggecggaactgatgggecageatggegtg
aaagccctgctgacggattcgatcgaagtgggcgeggecaactggacgeccaagatgatcgaccagttcaagegettgegeggctatgate
ccaccccectggetgecgacgetggecggegtgctgatcggeagecgegecgatgecgaccgttteetetatgactggegecgeacgetege
cgatctgctcgectcggagceattatggeatggtggcgcaagtggcgeacgagaacggectcaaggtctacggegaggegetggaggacaa
ccgeecgatgetgggcgatgacatggecatgegeatgegegecgatgtgecgatggeggegetgtggacctttggeccgegagacggggc
cgaaccccagctatctcgecgacatgaaaggegecgectecggtegegeacgtetatgggcagaacctggttgeggctgagtecatgacgtct
gecectggegecectgggectacacgeccaaggacttgegecggatcatcgacctggaattcgtcagegggatcaaccgeceggtggtgcac
acctcggtccaccagecggtggacgacaaggtgccgggcectgtcgetgatgatetttggecagttettcaaccgecacgaaagetgggecg
agatggcgeggecctgggtggattacatggcgegeaattcgetgetgttgecagecaagggcegeaacgtggecgatgtegcettattictatggeg
aggaagccccactgaccgggctttacggcaaggeaccggtggecgatgegeccaaggecaacgectatgacttegtcaatgecgacgege
tgggtggcgtgctgctcaaccaaggcaacgaactcgtcagecagggeggggcacgetatcgegeggtcetacctecggeggttegtegegga
tgatgacgctcaagaccctgegecgectegecgaactggtggatggtggcgecacggtaattggectggegecgeagggttcgeecgegcet
cgacgatgcgcaageggecaaggeggeggagtggeageaactggtggegeggcetetggecaggeageggegacgecacggteggca
agggcecgcegtgattgegttggccgatgtcgacgeecgggcetggegeggctgggegtggegeccgatttceggetggtgggcgeaagegat
gegceaagtgecgttcgtgeaccgecaactcgecgatggegacgectggttcetggtcaaccgecgecaaccgegatgaaacgttcgagecg
catttccgegtcaccggceaageageccgagetgtggeacgecgacageggeagggtggagecggtategtggcgcagegagaacggcg
aaaccatcgtgccgcetcagectgecggeggaaagtteggtcttcgtggtgttccgcaagecggecacgaccacccatggegaagtgcgggc
ggtgcatgacatgccgetcggceactetcggegeggegaccggatcgacccgeageaagtcgegegatgecggcetggatggtegegtteca
ggecggeeggggtgcgeccegcttecgetggecatgectaccttggegeggetggaccagaatgecgegeceggegtgcgcetatttcteccgg
catcgcgacctatgeccegeagcttcecgectgeccaagggcetggaagaaaggecagecgcetgtggetegacctgggtgaagtgcacgatatt
gcegcaagtcactgtcaacggcecaggatctgggcacgeagtggcacgegecctatcgettcgatgtcggcagegeggtgeacaatggeacce
aacgcgatccaggtgcgegtggccaatagetgggtcaaccgectgatcggegatgecgeageecggegecaccaaggtgacctggaccge
gattcccacctacaatgecgatgecccgetgegaccttegggectggttggcceggtcacgetgggcacgacccgetga
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