
NIH-0846 Genotyping Strategies

Reaction Components Vol (ul) Step Temp Time Note
2X Premix G 25 1 95C 3'
25mM MgCl2 3.5 2 95C 30"
10mM dNTPs N/A 3 61C 30"
Primer 20 uM 2.5 4 72C 40" Go to 2, 40 cycles
Primer 20 uM 2.5
5 U/ul Taq polymerase 0.5
Water 11
Total mix volume 45
Tail lysate (1:20 dilution) 5
Total reaction volume 50

Primer Sequences (5’ to 3’): 
Mutant PCR: Primer Puro JA and Primer 0846-lower, 665 bp
Recommended Wt PCR: Primer 0846-25 and Primer 0846-15, 379 bp
Primer Puro JA GAGGAAATTGCATCGCATTGTCT
Primer 0846-lower AGGGTAAAAGTCTCCGTGTTCTG
Primer 0846-25 GGAGCATCACAGAAGCAAAG 
Primer 0846-15 CATAGGAGGTAACACAGGTG 

Mutant PCR
Well Sample Genotype MK    1      2      3      4      5      6       7    MK

1 14 het
2 15 wt 
3 16 het
4 17 het
5 ES DNA het
6 wt lysate wt 
7 water no amp
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Probe 5’ internal 3’ external

Enzyme EcoRV KpnI

Wildtype 12.5kb 11.7kb

Targeted 10.2kb 6.6kb
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Southern Blot Genotyping Strategies: 
 
 

 5’ Internal 3’ External

Name of Probe: 23 + 24 20 + 21 

Restriction Enzyme for Genomic Digest: EcoRV KpnI 

Predicted Wild-type Band (kb): 12.5 11.7 

Predicted Mutant Band (kb): 10.2 6.6 

Probe Size: 488 bp 524 bp 
 
 
 
 
Primer sequences:   
 
Southern probes 
0846-23  5’ – CATAAGCCTGCTTGTTTTACTC 
0846-24  5’ – CTGACAGACTGAACCATCAG 
0846-20  5’ – GAAAACCTGGTATATGTGCATGC 
0846-21  5’ – TCAGAACACTGTCCGTGTTGTG 
 
 
 
 
 

   



   

 
Genomic Sequence Deleted : 
 
TTTTTAAAGTAAAGACTGTCTGTATGGAGCCACTAGCCATCCTGGCACTGCTGAGCCTACCAATCTGCTCAGCGTATCCT
CTGCATGGGGCAGTGACACAAGGCCACCCAAGCATGGATCTTGCTCAGGTAATCAGTCAGTGGTGGGGATCCGCTTCA
ACCAAAGTGGAGGCACAGCCTTGCCCTTTGGTCTTCCAGCAGCAGTAGTTGAGTTAGTTAGAAGTTGTGTTGGAAAATA
TCCAAGTGTAAGAGGTAGAAACTCCATCTTCACCGAAAAGTGAAAAGGGAAGGAAGGAATCGCAGTTACTGGGGGTA
AATAACAATGACAGCAGCCGAAGTGGGGAGACTGGGAATGGATGAGCTCACTCCTGTGCTGGAATTATGCTATTTAAG
ATACTTTAGGAGGGAGGGCATGATAATATTTATCTCCTACAACTTCAAGAAGCAAAGAATACTCTAATTTTTCATTTGT
GAAAAAAAATGAATTTATCCAACAACACTCAACATTGACAGGTTTGTGTTAATAATGGAAATAGAAAACTTAGATACA
TCCATTTAATGTGCTCATACATTTATGCCGACTTCCTTGCTTTGGTAGCAAATTAAATTGCAATGAAATAATAAAATGAG
GGATTTTTGCAGGAAAAAAATCAAATGAAGCACTACATCTACTTGTGTTTCACTAAACTGGGAATGATTAAAATAGATC
TTGAGATTTGTGTATGTGTTTACATTTCATAGCAACCTCTTTAAAACTATGCTTGTTTCTCCACTAGCAATACCTAGAAA
AATACTACAACTTTAAAAAAAATGAGAAACAAATTTTCAAAAGAAAGGACAGTAGTCCTGTTGTCAAAAAAATTCAAG
AAATGCAGAAGTTCCTCGGGTTGGAGATGACAGGGAAGCTGGACTCCAACACTATGGAGCTGATGCACAAGCCCAGGT
GTGGTGTTCCTGATGTTGGTGGCTTCAGTACCTTCCCAGGTTCGCCAAAATGGAGGAAATCCCACATCACCTACAGGTA
ATGGCTCCAGAGTTTTCACACAGCGTTATAAATGTGTCAGGAGCATCACAGAAGCAAAGATTACCTTCTTTGATTTCTC
TTATCCAGGATTGTGAATTATACACCAGATTTGCCAAGACAGAGTGTGGATTCTGCCATTGAGAAAGCTTTGAAGGTCT
GGGAGGAGGTGACCCCACTCACTTTCTCCAGGATCTCTGAAGGAGAGGCTGACATAATGATCTCCTTTGCAGTTGGAGG
TAATGCTCT 
KOS clone sequence:  (note: pKOS-60 was used to generate the TV and that is the sequence included here) 
 
TAACTGTCTTGGCTACATTCCTTTCTCTTGCCACCTAGCCCCTCTTCTCTTCCAGGTTTCCAAAATGCTTTTCCAGGCTAG
AACCCAGGTTGTGGTCTGCTGGCCAGACACAACAATTGGCGCCCAACGTGGGGCTGAGTAAACGGCAAAGGATTTTTA
GTGAAGAGACACCTGCATGGTTCAGAGCTCCATAAAATAAAGGATAAAGGAAATTCATACCGGAGAAGGTATGGGCTA
AGCTGAGACAGCGTTAAACCCGAGCGCTGGTTCACTTAGGTTCAGCAGTGAGGAGCTGGGTAACAGGCGGTAGGCCGT
AGCTCTCCAAAGCTACATGAGGCATGAGAAAAGAAAGGGTTTATTAAAAGGAATAGGCAGATTGCCCCAGTTAATAAA
AAATGCATCATAAGGGAGGAAAATGTCCCAAAAAGCAGAGAGAAATATCTCTCTGGGCCTTATAGCAGGAGTACTCTG
TTCCCTTTTGTGTCTTGTCTAATGTCCGGTGCACCAATCTGTTCTCGTGTTCAATTCATGTATGTTCGTGTCCAGTCTGTA
TAAATGAATGTTCTATATTTTATGTTGGATAATAAAGATGGTATAAAAAACTTTATCTGCAAAGCCGAGAGCTGCCACG
TGTTTCAGCCAGGAATCAGACACATGGCGGGGAGGGCCCCCTGCTAGAAAAACTGTTCGTTTTTAGGAAATAAGGGTG
AGTGCACAGCCTCTTAGTTTCAGAGTAAAAAAGCTAATAAAATAGGTTTATGGATTAATGTGTTTGATAATGGTAAAGT
GTTTTTTATTCTATGATTGTAGCTACAAAAATTATTATTCTCTGATTGGTCTAAATGTAACTGCTTCATTTGGTTCTTTTTT
ATTGGTAATGTGCTCTGAGTGTCTTCACATTCAGCTCATAAGTTGTTGGTTAAGATTAATAATTGTTACATTGCTACAGA
TGGTTAGTGTTAAATTTGATAACTCAAGTTTAGAGTCCTTCCGACACATGGCATAAAGCAGGCCAAGAGGCTGGGTCTC
TAAAGATATTTCTAGTTTAGGTAATAATTAATATAGTTTGTATCCTAAATAGTAAAATTTAAGATAAGATTTAAAGCAA
TGACTTTTTATTAAAGCATTAAAGCTTGCTTTAATAGGTATTCATAGGTATTAATTGACATCCAAACTCCGTAATATGAT
AGTAATGTTTCTAATATTGATTTTAAAGATAATAAATTGTTTTAAACTTGGGTTTTGCTTTCCCAAGGTTATAGGTATTA
TCCTAACCTTGCACAAAAAAACTTAAAAATTATGGTTAAAACTGCCATTGTTCCATTGACTGCAGCTTGCAGTTTGATTA
CAAATTTAAGATCTTTAATTCACCTGTATACTGTAATTAAGATAATTACAAGAGTAATAATCTTATGAGAGCGCTCATA
CAGCTCACTTCATACAAAACTGTGACAAAGTTATCTAGTTATGTTTGTCTTTGTGAATAGATTAGACAAACAGTTTGGTT
ATAGTTGCTGCCAGGCAGGAAACTGCAGTACGGACAATTTTTTCACAACACTAAAGTTGTGAAGAACGTTTTAACTGTA
AGTCATCTTAAGAAAGAGTATCAAAATTTAGAGGCGTAGACAGTTATATTGTTTCTCTAGAATCGGTCCTTATTACAGG
AGGGCCAAGATACTCAGATTAAAAAGTATTTTACGTTTGAGTCAATACATGGCTCTGGGCAGCCCCAGAGTGGCTTGTG
GCTTTTCTTTTGTTTTGCAAACAGTGCCTGAGAAAGTTTTTTCCCTGTGTTCAAGAAAATTTCTTTTTAACAGTGTTGCAG
ATCTATTCAGATGTTTAAAATAATGCTTAAATTCAAAGAGTTTTGTTTCTAGTGAACTGTAATTACTAAAAATTTCTACC
TCTAGGTATGGCTAATGTAACTTTACATTATATAAGAAAAATTTTTATTGTTTCTACTTCTATACAAGAAGCCAAGAGTT
TTAATCTTTCAGTGTATATTGTTTCCTAAGTAAAAAGTATTTTATTAACTAATGCTTCTTAAAGTTTACCTTAAATCCTTG
CTCTCACCCAAAAGATTCAGAGACAATATCCTTTTATTACTTAGGGTTTTAGTTTACTACAAAAGTTTCTACAAAAAATA
AAGAAAGCTTTTATAATTGTTATTAATTGGTAATTAAAAATTGGTTGTGCCCAAAACAATTCTTTGGCCAGAAAAAACA
TTATTGTAGTCATTTTTCTCATCCTCCCAGCCGATCGTTGGCCCACGTGGGCCCAACTAGCTTCTGTGGGGTGGAGTCTT
AAGACACAGTTTCCCCTGTTCCAGCACAGATGATCTAGTTGTGTGCTGTAGATGGTGTTTTAAAATGCTGAACAATCAA
ACCTTAATTTGTATATTAATAGTCAATGCCATATCTCTGAGCTCGCAATTGCTTAAATTGTTCATCCCTCAGATACTATT
AATTCTCAAATTTACAATTGCTTATGCATATTTCTAGTTAATAAATAAATAAATTATACACATGTGACTCTTAATAACTT
TGCAAGCCTTCTAGTTACAACTGCTCCTTAAGAAAATTGATTGAAAGTACAATTAGTCACTGCCCCTTTACAGCCAAGT
ATTTAAAATATTTGGTCAACTAGTTATTAATTCAAAAGTTTAGGTATTGTAAAATTTTAAAACTTTAACTTCTTAAAAGA
CAAAAGAGAGAAATTGTATCCCCGTGCATACTATTTAGTGCATTCCCATGCACACTATTGAAGTCTTACCTTTATTTTCA
AAATCTAATATTTTAATGTCAAAGAGTTTAATAAATGCTTTATAGTATCTTAAAGGGATCTACTTATTGGCATATAGATT
AATCCTAAAACAGCTACCTTATTAGAAAAGAGAAAAACAGGTTTTCTCCACAGAACGCTGCAGAAACATATAAATTCG



   

TGTGACGAGCTGGTAGGTAAGTTGACTCATGTCCTGATTAAATTGACTAAAAAACTAAATTAAATTCATGTTTTAGATC
CATCCTTACTTGTCATTTTTCCAGTTTAGACTAGCTTCTAGCCTTTTAACTTTATGGCAATAGTACATCAGAGACTGTATA
TTCAGACTTAGTAAAATTAGTCATTTAATAGAGTCATAATGATTTTTCTCTTTTCTTCAGTGTGACCAGCCATTCTAACTC
AATCTTAGACTGGTCTAATATTTAGTCCAATGTTAGAGATTCCTATATTCTAAATTACCTAGCAAAGTTAATTCAGAGCC
CATCCCCCACTTCCCCTAGATCCCTAACCTCAGAAAGATTGCTGGCCTTACAGCTAGTGAAAAAAGCTATTAAAGAGCA
ATTGGTCACTTAATACATTGGTAAAATAGAAGGACTCCCTGACTAACAAATGGAAGGGTCCAGATCCAGTTCTAATTTG
GGGTAGGGGCTCAGTTTATGTTTTTTCACGAGATAAAGATAGAGCGCAGTGGCTGCCAGATAAATTAATTCGTCAGATG
AACACAGATTCTAAATCTTCTAAAGTATCACCTTGAGGACTAAAATTCCTCTTTTGCTTAAAAGTCGGCTTGGGGACTC
AGGCTCCGAAAAAAGCTACTCTCTGAGCCAGCTCCTGACAAGAGGCCGGAAACTAGCCTCAGCTTTACAATTTGCATTT
AAATAAAGTACCTGGACTTCCCCAAAAGAAGTTCTGCTTTCCTACTTTCTCACTGTCGAGATTTTGTCTTTCAAGCAGGT
AAATGAACACTTCTCGAGCGGGACCAGGACCAGCGGATGTACATCCCCGCCCCCCTAGAGCACACAGGTGGCTGCTGT
TATCTCCTTTCCAAGGACATTTCCAGCATGTGGCTTTCAGTCTGAGTTAAAAATTTAGGTTTTCCTAGAGGGCTAGAAAA
GTAGATATTTCTATATTAATAAAGATTGGTTTTTATTTTAATAGACAGGCTTAGTCCCTTAGCTGACCTCTGGCTTTTCAC
CCTTGCTGTTACTACAAGGTGTCCTTAGCTGTGAAAAAAACAGGGATGAGGAGGAACGACTTCCAGCTCCTATTTTAGC
CACAAGTCGTGGTGTTACTAATGACATAATTCTTGCCTAGGTCTTGCTAAATCTGAGGTTGATAATTCTCCTTTAGGAGC
TGCACAGCACTCGAAACTGTGCATACTGGTTTGTGATCGTACAAATTCAGTATGGGCATCGCTTGGTGCAGAGAGCACT
GCAGGAAAAAGCCCAGCTTGACCATTTCTGAGTTTCCTGTGAGAAAGAGGTTGGTATCATATTTTGGGCTAAAAATCAA
AAATATTTTTTGGCTCTGCCTCACCTCCCCAAAAGGTACCGAGAGCCACAGGTGTGGGTCTTACCAGTACCCACGGGAG
GAATCGGGTCAATGTCCACCCAAGCCAAGGTTAAAGGCCCACTCATCTATGGATGAAAAAATCATTTGATCACCTCAGT
TAAGCGTTGCCTTATTTAACTTAATTAATAGGGGGAGAGAGATTGGAGACCGTACTGTCTTCACTGCCTCCCACCCCAA
AATAAAAAAGCCAATTGGCCTTATACTACAGAGCCGGCCGAACCCCTTCTCCCTGTTTCCCACCTATCATCCAAAAATG
CGGAGGAATATCAACTTAGTGTTATTCTTATTATAGTGTATTTCACATTTGTTCAGTCAAACTTAGCCAGAGTTCCAACG
CCCTACTTAAAATTCAACTAGAAAGTTACCTACCAAGTACTAATTAGCATTATAAAGTCAGAGCCTACAGCTCCAGGCT
TTTCAGTTAGTTGTTTACTAAGATAAGAAAGGACAGTCTTAGCCAGATACAGTTTACCATAAGAAAAGTTAAGGAATCC
CATCCTGACTAACTACAGATTTCCCTCCCTGTTCCCCCCCCCAGTCTCTCCTTTACCTCCCTTCTCCCTCAAATCCACCCC
TTATCCTGCCTCCCCTCAGTAAACACAGACATCCCAGGGACATCAACCAAACTCCACATATCAAGCTACAATAAGACCA
GTCACATACTGAAAGATCCTGGCAGAATGTAAAAGGTCTCAGAAGCCCTGAAATTGGCAAAATAGATTTTACTGTTAGT
AGAACTAGCTTCACTAATTTAGAAAAATAAAGGTGCACAATGCTTTGGCCGCTCCTCGAACCTGTGTGTCTGCCAGTGT
TCTGACCAGGTGTGTGCCCATTGCTGCACCTTCATTAGAATCTTTCCTTGTACCCCTCCCATACCCATTTCTTGAAGAAT
CAATCATTTTAGAATAGATATTGTTTAGATCTGGAAATCCCCTACTCCCCCCATTCTCCTTTCCCCTCTGAGGGCCTATA
AAAACTGGGACCTCTTTCCCCTCGAGGTCAACTCCTCTACCCCTGCGTGGGATATGAGTCATCCCCAGAGCTCTGGCTTT
CCCTGAAGCCTCATGTGGTTTGCAACAATCTTGGTCTATCGTGAGTTCTTGGGTGTCTGTTATTGTCCTGAGGCCTAAGC
GAGGGGCTCCTTTTGGAGTCTTTCAATACCATCACATCAATGGTTGGCAAGGCAACTCAGTAGAAGGAAAAGGGTCCC
ACAAGTATGCAAAAGAGTCAGGGACACTGCTACCCCTTCCTATTGTTAGGATTCCCACAAGAACACCAAGTTAGCTTCA
GCCATAACATATATTCAAAGGACCCAGGTCAGACCCCCACAGGCTCCCTGGTTTCTACATGCCACCCTGAGTCCCAGTC
AGTTGATTCTGTGGGCTGTATTCTTCTGGTGTGTCCCTGACCCCTCTGCTTTCTCATATCCTTCCTACCCCTCCTCAGCAG
GACTCCCACAGCTCCACCGGTGTGTCTGTGGAACTCTGCATCTGCTCCCATCAGTTGCTGGATGAAGTCTCTCTGGTGCT
AGGCTCTGGATCCGAACACTCTGCAGGCAGAACAAACTGGAAGCCGGAGTTTTTGTGATTGTGTTGGTGCCCCAGTCCC
TCCTTGAGGCCTTGCCTGGTTACAGAAGGTGGCTGGTTCAGGATCCATTTCTCTATCACTAGCAGTCTTACAAAGGGAT
ACTCTTGGAGTTTACACTGCACTAGCTTTCTTCTTCACCCCCAAAACGCCTCACAAATACAGCTTTTCTCCCAGTATTTCT
CCCTTCCCCACCACCTGATCCTTTGTTCCCACTCCTACCTGCAACCAGTCCATCGGCTAAATCTATTCTCTCTCCCCTTCC
CAGGGAAATTTTTGTGTCCCTTCTTAACCTACCAACCCAGAGAAGCCATAACATTTTTGATCGGCATATAAGTATGGTG
AGCTAGTCTTCTGTGAAATCATTCTTCAGTTTTTATGATTCTAATCTTGACCTTCTTAGGTTGTTCTGCAGATTAAAGATA
ACATGTAGTTAAAAATTTCACATAAAAGAGCTCTGTTCTAGGATTCCACTTTGCCTTAATGAACTGCATAAGCCTGCTTG
TTTTACTCTATAAATATTCGGTACATTTAATAAATAATAACTTACTTAAAAATAAACAGGACTCCATTACCCCCAAGTTA
TTAATCTCCTTCAGGTGTGGTGGCCTAAAGTAGAGTTCTTTTATCCACCAAAATCACTCCTGCAAGGCACACCCTTTCAT
GGTTAGTCAACCACAGTCAAAATCATAACTCTGATCAACAAGAACCATCAGCAGGATGTGCCACCAACAACAAAGGAA
TGATTCAAATGAATATGAGGCATCTCAGAATGAGTCGACTCAGCACCTCAGGCAGTTAGCAATCTGTCCTGCTAACAAG
CCCTATCAGCTAATAACCCAGGAATAAAGTAAAAAGGCACTTGCTGCCCGCATGAAGTACACATAAAACCAAGACCTT
GTTTGTTTTCCATAGGGAAAGCAATCACGGGATAAAATTACATACTTGCTCAAGTCTAGCTGATGGTTCAGTCTGTCAG
CCTCTTTGCCTCTCTGAATTTTAGGTTGGCATATTCTCTGTGTAGTGCCTACACTAAGCCACAAGCTGACTTGGCTGGCC
TAGTGTACACATCCCTCATCCAAGCTGTGGCTCAAAGGCCTCAAAGCCTCCTGGTTTAGGAAGAGGAGGACAGAGGTA
GGAAGAATATTTTCATTTAATAGTTAATTAACTGATTTCCATTTGACACGTCTTTATGGAGCCAGTATATGCTTATAGCA
ATTATTCTGAAACAGAGAGTAGGTGGGCCCCAAGCTTCTTACCTCTGTACATTTCCTCCTCCGTATTGACTGCTTTCTCA
GAGTACTCTTACCCCAGGGCTGGAAATACCTCTTACCCAAGGACTCCAGCAATGGAGTTTCTGCCATTATAGCTTCCTA
GACAGCAGTCCTTACATTCACTTTGCAATCTCTTTCCATTAAACTATTCACTCCTTGCCTGAATGTATGTAAGCCTAAGG
CATGTTTTTAAAAATTACACTGCTTTCAAAATATCTAAACATTTTGCAAATATTAATTACCCAGACAGTCCCTTTTCCTC
TTTGTAAACACAGAAGCCACATCCTTGAGATTAAGCATTCTTTCAAGTTTACTAGGTTGAGGGATTCACTGATGTAAGC
TATTCTCTCTTCATCTTATGAATGTTCTTGTAGTCATTTGGATTAAAAATAGCACCCATGTGAGTCATGCTTAGTGACCT



   

AAACACCGACTCCCTATAAAAGAGTGGCCACTAAAGGGAAGATATGGAAACCAGGTGCTAGAGAAGGATCGGTTTTTA
AAGTAAAGACTGTCTGTATGGAGCCACTAGCCATCCTGGCACTGCTGAGCCTACCAATCTGCTCAGCGTATCCTCTGCA
TGGGGCAGTGACACAAGGCCACCCAAGCATGGATCTTGCTCAGGTAATCAGTCAGTGGTGGGGATCCGCTTCAACCAA
AGTGGAGGCACAGCCTTGCCCTTTGGTCTTCCAGCAGCAGTAGTTGAGTTAGTTAGAAGTTGTGTTGGAAAATATCCAA
GTGTAAGAGGTAGAAACTCCATCTTCACCGAAAAGTGAAAAGGGAAGGAAGGAATCGCAGTTACTGGGGGTAAATAA
CAATGACAGCAGCCGAAGTGGGGAGACTGGGAATGGATGAGCTCACTCCTGTGCTGGAATTATGCTATTTAAGATACT
TTAGGAGGGAGGGCATGATAATATTTATCTCCTACAACTTCAAGAAGCAAAGAATACTCTAATTTTTCATTTGTGAAAA
AAAATGAATTTATCCAACAACACTCAACATTGACAGGTTTGTGTTAATAATGGAAATAGAAAACTTAGATACATCCATT
TAATGTGCTCATACATTTATGCCGACTTCCTTGCTTTGGTAGCAAATTAAATTGCAATGAAATAATAAAATGAGGGATT
TTTGCAGGAAAAAAATCAAATGAAGCACTACATCTACTTGTGTTTCACTAAACTGGGAATGATTAAAATAGATCTTGAG
ATTTGTGTATGTGTTTACATTTCATAGCAACCTCTTTAAAACTATGCTTGTTTCTCCACTAGCAATACCTAGAAAAATAC
TACAACTTTAAAAAAAATGAGAAACAAATTTTCAAAAGAAAGGACAGTAGTCCTGTTGTCAAAAAAATTCAAGAAATG
CAGAAGTTCCTCGGGTTGGAGATGACAGGGAAGCTGGACTCCAACACTATGGAGCTGATGCACAAGCCCAGGTGTGGT
GTTCCTGATGTTGGTGGCTTCAGTACCTTCCCAGGTTCGCCAAAATGGAGGAAATCCCACATCACCTACAGGTAATGGC
TCCAGAGTTTTCACACAGCGTTATAAATGTGTCAGGAGCATCACAGAAGCAAAGATTACCTTCTTTGATTTCTCTTATCC
AGGATTGTGAATTATACACCAGATTTGCCAAGACAGAGTGTGGATTCTGCCATTGAGAAAGCTTTGAAGGTCTGGGAG
GAGGTGACCCCACTCACTTTCTCCAGGATCTCTGAAGGAGAGGCTGACATAATGATCTCCTTTGCAGTTGGAGGTAATG
CTCTCATCTGGTGTTTGAGTTATTCAGGCTACTCAAACAAAATATCTCACATTGGAAGATCTGTAAACAACACAAAGGT
ATCACTCAGACTTCCTGAATCTGAAAAATATAAAATAAGGGGGTGGGAAAACTCAATCTGGTGTGTTCTTAGGTAGCAC
CTGTGTTACCTCCTATGGCAAAAGCAGCCAAGAGGTGCCTCCAACTTCTTTCTCATAGACACTAATGGACACTAAGCAT
CCATGAAGACTCACACCCTTATCGTATTCTAAAGGTGATGGCTGCCTAGCATTCCCATCACACTGAAGATTACATCTAG
ATTTCAAGAGAAATAAACTGTCAAACCATACAGCCCCTGAGCTCTCTTACTGAAAAGGGATTGGAGGAAATTCTAATA
CTTACATTTCTGTACATTTGTTTACCATCAGAACACGGAGACTTTTACCCTTTTGATGGGCCAGGACAGAGTCTGGCTCA
TGCCTACCCACCTGGCCCTGGATTTTATGGAGATGTTCACTTCGATGATGATGAGAAATGGACACTTGCACCCTCAGGT
AGGATAAGGTCAGATATGAGTTGTCCAAGAATAACATGATTGTCTAGAGCAAGTCTCAAATGGAATATTCTGCTATCTG
TACTTTCTGATTCGCTGTGTAGCAACCTGAAGCCCTATTAGTAATCTACCCATTACATGGTAATGAACCATGTAAGCTGA
GTCATTCTTTCTTTGCTCCAAGTACAATATGGTGAGTGCCATTCAACTTTCTTTCCACAATTCAGGATCTTGTACAGGGT
TTGAGTGTAACCTCTTCAACACTGTGTACCACTGTTCACCACTGTTAACTGCTATTCACCACTGTTTACCAATCCCATAA
TAGAGGAGTAGTTTAATGAATGTAATTGAGTAAGACAGTGTGTGATC 
Selection cassette sequence: (note: linker sequences may vary and are not provided) 
 
GGCGCGCCGGATCCCGGGCCGCTCTAGCTAGACTAGTCTAGCTAGAGAATTCCGCCCCCCCCCCCCCCCCCCCTCTCCC
TCCCCCCCCCCTAACGTTACTGGCCGAAGCCGCTTGGAATAAGGCCGGTGTGCGTTTGTCTATATGTTATTTTCCACCAT
ATTGCCGTCTTTTGGCAATGTGAGGGCCCGGAAACCTGGCCCTGTCTTCTTGACGAGCATTCCTAGGGGTCTTTCCCCTC
TCGCCAAAGGAATGCAAGGTCTGTTGAATGTCGTGAAGGAAGCAGTTCCTCTGGAAGCTTCTTGAAGACAAACAACGT
CTGTAGCGACCCTTTGCAGGCAGCGGAACCCCCCACCTGGCGACAGGTGCCTCTGCGGCCAAAAGCCACGTGTATAAG
ATACACCTGCAAAGGCGGCACAACCCCAGTGCCACGTTGTGAGTTGGATAGTTGTGGAAAGAGTCAAATGGCTCTCCT
CAAGCGTATTCAACAAGGGGCTGAAGGATGCCCAGAAGGTACCCCATTGTATGGGATCTGATCTGGGGCCTCGGTGCA
CATGCTTTACATGTGTTTAGTCGAGGTTAAAAAAACGTCTAGGCCCCCCGAACCACGGGGACGTGGTTTTCCTTTGAAA
AACACGATGATAAGCTTGCCACAACCATGGAAGATCCCGTCGTTTTACAACGTCGTGACTGGGAAAACCCTGGCGTTAC
CCAACTTAATCGCCTTGCAGCACATCCCCCTTTCGCCAGCTGGCGTAATAGCGAAGAGGCCCGCACCGATCGCCCTTCC
CAACAGTTGCGCAGCCTGAATGGCGAATGGCGCTTTGCCTGGTTTCCGGCACCAGAAGCGGTGCCGGAAAGCTGGCTG
GAGTGCGATCTTCCTGAGGCCGATACTGTCGTCGTCCCCTCAAACTGGCAGATGCACGGTTACGATGCGCCCATCTACA
CCAACGTGACCTATCCCATTACGGTCAATCCGCCGTTTGTTCCCACGGAGAATCCGACGGGTTGTTACTCGCTCACATTT
AATGTTGATGAAAGCTGGCTACAGGAAGGCCAGACGCGAATTATTTTTGATGGCGTTAACTCGGCGTTTCATCTGTGGT
GCAACGGGCGCTGGGTCGGTTACGGCCAGGACAGTCGTTTGCCGTCTGAATTTGACCTGAGCGCATTTTTACGCGCCGG
AGAAAACCGCCTCGCGGTGATGGTGCTGCGCTGGAGTGACGGCAGTTATCTGGAAGATCAGGATATGTGGCGGATGAG
CGGCATTTTCCGTGACGTCTCGTTGCTGCATAAACCGACTACACAAATCAGCGATTTCCATGTTGCCACTCGCTTTAATG
ATGATTTCAGCCGCGCTGTACTGGAGGCTGAAGTTCAGATGTGCGGCGAGTTGCGTGACTACCTACGGGTAACAGTTTC
TTTATGGCAGGGTGAAACGCAGGTCGCCAGCGGCACCGCGCCTTTCGGCGGTGAAATTATCGATGAGCGTGGTGGTTAT
GCCGATCGCGTCACACTACGTCTGAACGTCGAAAACCCGAAACTGTGGAGCGCCGAAATCCCGAATCTCTATCGTGCG
GTGGTTGAACTGCACACCGCCGACGGCACGCTGATTGAAGCAGAAGCCTGCGATGTCGGTTTCCGCGAGGTGCGGATT
GAAAATGGTCTGCTGCTGCTGAACGGCAAGCCGTTGCTGATTCGAGGCGTTAACCGTCACGAGCATCATCCTCTGCATG
GTCAGGTCATGGATGAGCAGACGATGGTGCAGGATATCCTGCTGATGAAGCAGAACAACTTTAACGCCGTGCGCTGTT
CGCATTATCCGAACCATCCGCTGTGGTACACGCTGTGCGACCGCTACGGCCTGTATGTGGTGGATGAAGCCAATATTGA
AACCCACGGCATGGTGCCAATGAATCGTCTGACCGATGATCCGCGCTGGCTACCGGCGATGAGCGAACGCGTAACGCG
AATGGTGCAGCGCGATCGTAATCACCCGAGTGTGATCATCTGGTCGCTGGGGAATGAATCAGGCCACGGCGCTAATCA
CGACGCGCTGTATCGCTGGATCAAATCTGTCGATCCTTCCCGCCCGGTGCAGTATGAAGGCGGCGGAGCCGACACCAC
GGCCACCGATATTATTTGCCCGATGTACGCGCGCGTGGATGAAGACCAGCCCTTCCCGGCTGTGCCGAAATGGTCCATC



   

AAAAAATGGCTTTCGCTACCTGGAGAGACGCGCCCGCTGATCCTTTGCGAATACGCCCACGCGATGGGTAACAGTCTTG
GCGGTTTCGCTAAATACTGGCAGGCGTTTCGTCAGTATCCCCGTTTACAGGGCGGCTTCGTCTGGGACTGGGTGGATCA
GTCGCTGATTAAATATGATGAAAACGGCAACCCGTGGTCGGCTTACGGCGGTGATTTTGGCGATACGCCGAACGATCG
CCAGTTCTGTATGAACGGTCTGGTCTTTGCCGACCGCACGCCGCATCCAGCGCTGACGGAAGCAAAACACCAGCAGCA
GTTTTTCCAGTTCCGTTTATCCGGGCAAACCATCGAAGTGACCAGCGAATACCTGTTCCGTCATAGCGATAACGAGCTC
CTGCACTGGATGGTGGCGCTGGATGGTAAGCCGCTGGCAAGCGGTGAAGTGCCTCTGGATGTCGCTCCACAAGGTAAA
CAGTTGATTGAACTGCCTGAACTACCGCAGCCGGAGAGCGCCGGGCAACTCTGGCTCACAGTACGCGTAGTGCAACCG
AACGCGACCGCATGGTCAGAAGCCGGGCACATCAGCGCCTGGCAGCAGTGGCGTCTGGCGGAAAACCTCAGTGTGACG
CTCCCCGCCGCGTCCCACGCCATCCCGCATCTGACCACCAGCGAAATGGATTTTTGCATCGAGCTGGGTAATAAGCGTT
GGCAATTTAACCGCCAGTCAGGCTTTCTTTCACAGATGTGGATTGGCGATAAAAAACAACTGCTGACGCCGCTGCGCGA
TCAGTTCACCCGTGCACCGCTGGATAACGACATTGGCGTAAGTGAAGCGACCCGCATTGACCCTAACGCCTGGGTCGA
ACGCTGGAAGGCGGCGGGCCATTACCAGGCCGAAGCAGCGTTGTTGCAGTGCACGGCAGATACACTTGCTGATGCGGT
GCTGATTACGACCGCTCACGCGTGGCAGCATCAGGGGAAAACCTTATTTATCAGCCGGAAAACCTACCGGATTGATGG
TAGTGGTCAAATGGCGATTACCGTTGATGTTGAAGTGGCGAGCGATACACCGCATCCGGCGCGGATTGGCCTGAACTG
CCAGCTGGCGCAGGTAGCAGAGCGGGTAAACTGGCTCGGATTAGGGCCGCAAGAAAACTATCCCGACCGCCTTACTGC
CGCCTGTTTTGACCGCTGGGATCTGCCATTGTCAGACATGTATACCCCGTACGTCTTCCCGAGCGAAAACGGTCTGCGC
TGCGGGACGCGCGAATTGAATTATGGCCCACACCAGTGGCGCGGCGACTTCCAGTTCAACATCAGCCGCTACAGTCAA
CAGCAACTGATGGAAACCAGCCATCGCCATCTGCTGCACGCGGAAGAAGGCACATGGCTGAATATCGACGGTTTCCAT
ATGGGGATTGGTGGCGACGACTCCTGGAGCCCGTCAGTATCGGCGGAATTCCAGCTGAGCGCCGGTCGCTACCATTAC
CAGTTGGTCTGGTGTCAAAAATAATAATAACCGGGCAGGCCATGTCTGCCCGTATTTCGCGTAAGGAAATCCATTATGT
ACTATTTAAAAAACACAAACTTTTGGATGTTCGGTTTATTCTTTTTCTTTTACTTTTTTATCATGGGAGCCTACTTCCCGT
TTTTCCCGATTTGGCTACATGACATCAACCATATCAGCAAAAGTGATACGGGTATTATTTTTGCCGCTATTTCTCTGTTC
TCGCTATTATTCCAACCGCTGTTTGGTCTGCTTTCTGACAAACTCGGAACTTGTTTATTGCAGCTTATAATGGTTACAAA
TAAAGCAATAGCATCACAAATTTCACAAATTTAATTAAGGCCGCGGTCGAGTACCGGGTAGGGGAGGCGCTTTTCCCA
AGGCAGTCTGGAGCATGCGCTTTAGCAGCCCCGCTGGGCACTTGGCGCTACACAAGTGGCCTCTGGCCTCGCACACATT
CCACATCCACCGGTAGGCGCCAACCGGCTCCGTTCTTTGGTGGCCCCTTCGSGCCACCTTCTACTCCTCCCCTAGTCAGG
AAGTTCCCCCCCGCCCCGCAGCTCGCGTCGTGCAGGACGTGACAAATGGAAGTAGCACGTCTCACTAGTCTCGTGCAG
ATGGACAGCACCGCTGAGCAATGGAAGCGGGTAGGCCTTTGGGGCAGCGGCCAATAGCAGCTTTGCTCCTTCGCTTTCT
GGGCTCAGAGGCTGGGAAGGGGTGGGTCCGGGGGCGGGCTCAGGGGCGGGCTCAGGGGCGGGGCGGGCGCCCGAAG
GTCCTCCGGAGGCCCGGCATTCTGCACGCTTCAAAAGCGCACGTCTGCCGCGCTGTTCTCCTCTTCCTCATCTCCGGGCC
TTTCGACCTGCACTGCGCGCCAGCTTACCATGACCGAGTACAAGCCCACGGTGCGCCTCGCCACCCGCGACGACGTCCC
CAGGGCCGTACGCACCCTCGCCGCCGCGTTCGCCGACTACCCCGCCACGCGCCACACCGTCGATCCAGACCGCCACATC
GAGCGGGTCACCGAGCTGCAAGAACTCTTCCTCACGCGCGTCGGGCTCGACATCGGCAAGGTGTGGGTCGCGGACGAC
GGCGCAGCAGTGGCGGTCTGGACCACGCCGGAGAGCGTCGAAGCGGGGGCGGTGTTCGCCGAGATCGGCCCGCGCAT
GGCCGAGTTGAGCGGTTCCCGGCTGGCCGCGCAGCAACAGATGGAAGGCCTCCTGGCGCCGCACCGGCCCAAGGAGCC
CGCGTGGTTCCTGGCCACCGTCGGTGTCTCGCCCGACCACCAGGGCAAGGGTCTGGGCAGCGCCGTCGTGCTCCCCGGA
GTGGAGGCGGCCGAGCGCGCCGGGGTGCCCGCCTTCCTGGAGACCTCCGCGCCCCGCAACCTCCCCTTCTACGAGCGG
CTCGGCTTCACCGTCACCGCCGACGTCGAGGTGCCCGAAGGACCGCGCACCTGGTGCATGACCCGCAAGCCCGGTGCC
TGACGCCCGCCCCACGACCCGCAGCGCCCGACCGAAAGGAGCGCACGACCCCATGCATCGATGATCTAGAGCTCGCTG
ATCAGCCTCGACTGTGCCTTCTAGTTGCCAGCCATCTGTTGTTTGCCCCTCCCCCGTGCCTTCCTTGACCCTGGAAGGTG
CCACTCCCACTGTCCTTTCCTAATAAAATGAGGAAATTGCATCGCATTGTCTGAGTAGGTGTCATTCTATTCTGGGGGGT
GGGGTGGGGCAGGACAGCAAGGGGGAGGATTGGGAAGACAATAGCAGGCATGCTGGGGATGCGCTCGAGTACGCATA
TAACTCACCGGTGTCGAGGGCGCGCC 
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