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DESCRIPCION

Caracterizacion de la funcién génica usando inhibicién por ARN bicatenario.

La presente invencion se refiere a la caracterizacién o identificacion de la funcién de genes usando la inhibicién
por ARN bicatenario (ARNibc) y métodos de identificacién del ADN responsable de la induccién de un fenotipo
especifico en una célula y un método de asignacion de la funcién a secuencias de genes conocidas.

Se ha descrito recientemente en Nature Vol 391, pags. 806-811, Febrero 1998, que la introduccién de ARN bica-
tenario en una célula da como resultado una interferencia potente y especifica con la expresién de genes endégenos
en la célula y siendo la interferencia sustancialmente mds eficaz que proporcionar individualmente cualquier cadena
de ARN como se propone en la tecnologia antisentido. Se descubrié que esta reduccion especifica de la actividad del
gen también sucedia en el helminto nematodo Caenorhabditis elegans (C. elegans) cuando se introducia el ARN en el
genoma o en la cavidad corporal del helminto.

Los presentes inventores han utilizado esta técnica y la han aplicado adicionalmente para encontrar nuevos e
ingeniosos métodos de asignacién de funciones a genes o fragmentos de ADN que se han secuenciado en diversos
proyectos, tales como, por ejemplo, el proyecto genoma humano, y a los que todavia hay que dar una funcién particular,
y para usar en la identificacién del ADN responsable de conferir un fenotipo particular.

El documento WO 90/14090 describe un método para producir ARN bicatenario in vitro por transcripcién de
cadenas molde clonadas en vectores pGEM. Se preparan dos cadenas sencillas de ARN separadas en reacciones de
transcripcion in vitro separadas y posteriormente se hibridaron para producir un ARN bicatenario.

De acuerdo con la invencion, se proporciona un método de introduccién de ARNbc o ADN capaz de producir
ARNbc en un organismo no humano, comprendiendo el método suministrar a dicho organismo un microorganismo
adecuado que comprende un vector de expresién que comprende un promotor o promotores orientados en relacién con
una secuencia de ADN de manera que son capaces de iniciar la transcripcion de dicha secuencia de ADN en ARN
bicatenario tras la unién de un factor de transcripcién apropiado a dicho promotor o promotores o suministrar a dicho
organismo directamente dicho vector de expresion.

Un método de identificacién del ADN responsable de conferir un fenotipo en una célula puede comprender a)
construir una genoteca de ADNc o genémico del ADN de dicha célula en una orientacién en relacién con el promotor
(o promotores) capaz de promover la transcripcién de dicho ADNc o ADN en ARN bicatenario (bc) tras la unién
de un factor de transcripcion apropiado a dicho promotor (o promotores), b) introducir dicha genoteca en una o mas
de dichas células que comprenden dicho factor de transcripcion y c¢) identificar y aislar un fenotipo deseado de dicha
célula que comprende dicha genoteca e identificar el fragmento de ADN o ADNc de dicha genoteca responsable de
conferir dicho fenotipo.

La genoteca puede organizarse en combinaciones jerarquicas como se describe con mas detalle en los ejemplos
proporcionados, antes de la etapa b) tal como para incluir, por ejemplo, familias de genes.

Un método de asignacién de funcién a una secuencia de ADN conocida puede comprender a) identificar un homo-
logo (u homdlogos) de dicho ADN en una célula, b) aislar el ADN homdlogo (u homélogos) pertinente o un fragmento
del mismo de dicha célula, c) clonar dicho homdlogo o fragmento en un vector apropiado en una orientacién con re-
lacién a un promotor (o promotores) capaz de promover la transcripcion de ARNbc tras la unién de un factor de
transcripcion apropiado a dichos promotores, d) introducir dicho vector en dicha célula de la etapa a) que comprende
dicho factor de transcripcidn, y e) identificar el fenotipo de dicha célula en comparacién con el tipo silvestre.

En la invencion, la secuencia de nucledtidos o de ADN puede proporcionarse tanto en una orientacién con sentido
como antisentido con relacién a un solo promotor que tiene las propiedades definidas anteriormente, o como alter-
nativa puede proporcionarse entre dos promotores idénticos. En ambos métodos descritos anteriormente el ARNbc
se proporciona a partir de la transcripcién iniciada a partir del promotor tras la unién de su factor de transcripcion
apropiado.

La célula de acuerdo con dicho método puede proceder de o estar contenida en un organismo. Cuando la célula
estd contenida en un organismo, el organismo puede adaptarse para expresar el factor de transcripcién apropiado. El
organismo puede ser cualquiera de una planta, animal, hongo o levadura pero preferiblemente puede ser el helminto
nematodo C. elegans, que puede ser cualquiera de un tipo silvestre, un mutante nuc-1 o pha-ts de C. elegans o una
combinacién de dichas mutaciones. En una realizacion alternativa, la genoteca de ADN o ADNc o el ADN homélogo o
fragmento del mismo puede transfectarse o transformarse ventajosamente en un microorganismo, tal como una célula
bacteriana o de levadura, que puede suministrarse al organismo, que es preferiblemente el helminto nematodo C.
elegans. En esta realizacidn de la invencion, el microorganismo puede adaptarse para expresar el factor de transcripcién
apropiado. Preferiblemente, el microorganismo es E. coli.

En cada aspecto de los métodos descritos, la genoteca de ADN, homélogo de ADN o fragmento de ADN puede
construirse en un vector de ADN adecuado que comprende una secuencia de nucleétidos que codifica dicho factor de
transcripcién. Como alternativa, dicho factor de transcripcion estd codificado por un vector adicional. En una alter-
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nativa adicional mads, la célula u organismo puede expresarse o adaptarse para expresar dicho factor de transcripcion.
Preferiblemente, cualquiera de los vectores usados en el método de acuerdo con la invencién comprende un marcador
de seleccién que puede ser, por ejemplo, una secuencia de nucleétidos que codifica sup-35 o un fragmento del mismo.
La secuencia de nucledtidos puede orientarse en relacién con un promotor de manera que la unién de un factor de
transcripcion al promotor inicia la transcripciéon del ADN en ARN bicatenario. La Figura 10 ilustra los vectores y la
orientacion de la secuencia de ADN que permite la produccién de ARN bicatenario en C. elegans. De esta manera, en
una realizacién el ADN se localiza entre dos promotores en un vector capaz de expresar ARNbc después de la unién
de un factor de transcripcién apropiado a dichos promotores. Como alternativa, el vector comprende dos copias de la
secuencia de ADN organizada en una orientacion sentido y antisentido con relacién al promotor y cuyo marcador es
de seleccion cuando estd contenido en un C. elegans mutante pha-1. Preferiblemente, los promotores son cualquiera
de los promotores T7, T3 o SP6 y el factor de transcripcién comprende la polimerasa apropiada.

Preferiblemente el marcador de seleccién comprende una secuencia de nucleétidos capaz de inhibir o impedir la
expresion de un gen en dicha célula y siendo dicho gen responsable de conferir un fenotipo conocido. Esta secuencia de
nucledétidos puede ser parte de o idéntica a dicho gen que confiere dicho fenotipo, y estando dicha propia secuencia de
nucledtidos orientada en relacién con un promotor (o promotores) adecuado capaz de iniciar la transcripciéon de ARN
bicatenario tras la unién de un factor de trascripcion apropiado a dicho promotor (o promotores). Como alternativa,
la secuencia de nucleétidos puede ser una parte de o idéntica a dicha secuencia génica que confiere dicho fenotipo,
y siendo dicha secuencia de nucledtidos tal que permite la integracién de dicho vector adecuado o adicional por
recombinacién homdéloga en el genoma de dicha célula y a continuacién dicha integracién de dicha secuencia de
nucledtidos es capaz de inhibir la expresion de dicha secuencia génica que confiere dicho fenotipo. En esta realizacion,
dicha secuencia de nucleétidos comprende codones de terminacion suficientes para impedir la traduccién de dicha
secuencia de nucledtidos después de su integracion en dicho genoma.

En dicho método, ventajosamente, pueden afiadirse compuestos a dicha célula u organismo con el propdsito de
exploracion para fenotipos deseados, tales como por ejemplo, resistencia o sensibilidad al compuesto cuando se com-
para con el tipo silvestre. Los promotores son preferiblemente inducibles. En algunas realizaciones el factor de trans-
cripcion puede proceder de fagos, tal como por ejemplo, una polimerasa T7 dirigida por un promotor de fago. Sin
embargo, cuando se utiliza C. elegans puede usarse un promotor especifico de helmintos o especifico de tejido, tal
como 1et858, SERCA, UL6, myo-2 o myo-3. Preferiblemente, la cepa de E. coli es una cepa ARNasa III, e incluso
mas preferiblemente, ARNasa negativa.

Un método de generacién de un organismo transgénico no humano que comprende un factor de transcripcién exo-
geno y un transgén que comprende un promotor unido operativamente a un fragmento de ADN que se expresa tras la
unién de dicho factor de transcripcién al mismo, puede comprender a) proporcionar un primer organismo transgénico
que comprende una primera construcciéon que incorpora ADN que codifica un factor de transcripcién exégeno y un
segundo organismo transgénico que comprende una segunda construccidon que incluye al menos un promotor unido
operativamente a una secuencia de ADN deseada que se expresa tras la unién del factor de transcripcion de dicho
primer organismo transgénico al mismo b) cruzar dichos primer y segundo organismos transgénicos y seleccionar los
descendientes que expresan dicha secuencia de ADN deseada. En una realizacién, dichos primer y segundo organismos
transgénicos se generan mediante la transformacién de dichas primera y segunda construcciones en los microorganis-
mos respectivos para el posterior suministro al organismo respectivo. Preferiblemente, dicha segunda construccién
comprende dicha secuencia de ADN deseada en una orientacion en relacién con dicho promotor de manera que es
capaz de iniciar la transcripcion de dicho ADN en ARNbc tras la unién de dicho factor de transcripcién al mismo.
En esta realizacién, dicha segunda construccién comprende dos promotores que flanquean dicha secuencia de ADN
deseada, pudiendo dichos promotores iniciar la transcripcién de dicha secuencia de ADN en ARNbc tras la unién
de dicho factor de transcripcion a dichos promotores. Como alternativa, se proporciona dicha secuencia de ADN en
una orientacién sentido y antisentido en relacién con dicho promotor para producir ARNbc tras la unién del factor de
transcripcion a los promotores.

En cada una de estas realizaciones, la primera y/o segunda construcciones pueden proporcionarse preferiblemente
con un gen indicador unido operativamente a un promotor que es capaz de iniciar la transcripcion de dicho indicador
tras la unién de dicho factor de transcripcién al mismo. Preferiblemente, el gen indicador codifica cualquiera de
luciferasa, proteina verde fluorescente, S-galactosidasa o S-lactamasa.

Un método de validacion de clones identificados en experimentos de vectores de doble hibrido en levadura, siendo
dichos experimentos bien conocidos por los especialistas en la técnica y siendo dichos experimentos propuestos por
primera vez por Chien et al. (1991) para detectar interacciones proteina-proteina, puede comprender proporcionar
una construccién que incluye el ADN que codifica una proteina identificada en un experimento de vectores de doble
hibrido, siendo su construccién tal que dicho ADN se proporciona en una orientacién en relaciéon con uno o mas
promotores capaz de promover la transcripcién de dicho ADN en ARN bicatenario tras la unién de un factor de trans-
cripcién apropiado a dichos promotores, transformando una célula, tal como una célula bacteriana o, como alternativa,
transformando un organismo que comprende dicho factor de transcripcién con dichas construcciones e identificando
un cambio fenotipico en dicha célula u organismo, que puede ser C. elegans o similar, comparado con el tipo silvestre.
Preferiblemente, el factor de transcripcion es inducible en la célula u organismo. Una vez mas la secuencia de ADN
puede localizarse entre dos promotores o tanto en una orientacién sentido como antisentido en relacién con un sélo
promotor, como se ha descrito anteriormente. Preferiblemente, el promotor es un promotor de polimerasa de fago y
dicho factor de transcripcion es una ARN polimerasa, y preferiblemente polimerasas T7. También estan incluidos en
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el alcance de la presente invencion los vectores usados para transformar dichas células u organismos y las propias
células u organismos.

Un método de mitigacion de infestacién por plaga de plantas, puede comprender a) identificar una secuencia de
ADN de dicha plaga que es fundamental tanto para su supervivencia, desarrollo, proliferaciéon o reproduccién, b)
clonar dicha secuencia de la etapa a) o un fragmento de la misma en un vector adecuado en relacién con uno o
mds promotores capaces de transcribir dicha secuencia en ARN o ARNbc tras la unién de un factor de transcripcién
apropiado a dichos promotores y c) introducir dicho vector en la planta.

Por lo tanto, ventajosamente, el método proporciona un mecanismo particularmente selectivo para mitigar una
infestacion por plaga, y en algunos casos la infestacion parasitaria de plantas, de manera que cuando la plaga se intro-
duce en la planta digerird el ARNbc expresado en la planta inhibiendo de esta manera la expresién del ADN dentro de
la plaga, que es fundamental para su desarrollo, supervivencia, proliferacién o reproduccion. En una realizacion pre-
ferida, la plaga puede ser cualquiera de Tylenchulus ssp., Radopholus ssp., Rhadinaphelenchus ssp., Heterodera ssp.,
Rotylenchulus ssp., Pratylenchus ssp., Belonolaimus ssp., Canjanus ssp., Meloidogyne ssp., Globodera ssp., Nacob-
bus ssp., Ditylenchus ssp., Aphelenchoides ssp., Hirschmenniella ssp., Anguina ssp., Hoplolaimus ssp., Heliotylenchus
ssp., Criconemella ssp., Xiphinema ssp., Longidorus ssp., Trichodorus ssp., Paratrichodorus ssp., Aphelenchs ssp. La
secuencia de ADN o fragmento de la misma de acuerdo con este aspecto de la invencién puede clonarse entre dos
promotores especificos de tejido, tales como dos promotores especificos de raiz.

El vector usado en cada uno de los métodos descritos en este documento para la construccién de dicha genoteca,
comprende dos promotores idénticos orientados de manera que son capaces de iniciar la transcripcion de una secuen-
cia de ADN localizada entre dichos promotores en ARNbc tras la unién de un factor de transcripcién apropiado a
dichos promotores. La secuencia de ADN puede, por ejemplo, incluir un sitio de clonacién mdltiple. Preferiblemente,
el vector de expresion comprende una secuencia de nucleétidos que codifica un marcador de seleccién. En una realiza-
cidn, la secuencia de nucledtidos que codifica dicho marcador de seleccidn se localiza entre dos promotores idénticos
orientados de manera que son capaces de iniciar la transcripcién del ADN localizado entre dichos promotores en ARN
bicatenario tras la unién de un factor de transcripcién apropiado a dichos promotores. Preferiblemente, el marcador de
seleccién comprende una secuencia de nucledtidos que codifica sup-35, para la introduccién en C. elegans que tiene
una mutacién pha-1.

Preferiblemente, el factor de transcripciéon comprende una polimerasa de fago que se une a su correspondiente
promotor o un promotor especifico de C. elegans e incluso mas preferiblemente una polimerasa T7. Preferiblemente,
el vector incluye un sito de clonacién miiltiple entre dichos promotores idénticos.

Un vector de expresion para expresar un factor de transcripcion apropiado puede comprender una secuencia de
nucledtidos que codifica dicho factor de transcripcion unido operativamente a secuencias de control de la expresion
adecuadas. Preferiblemente, las secuencias del control de la expresién incluyen promotores que son promotores indu-
cibles, constitutivos, generales o especificos de tejido, o combinaciones de los mismos. Preferiblemente, el factor de
transcripcién comprende una polimerasa de fago, y preferiblemente ARN polimerasa T7, T3 o SP6.

En este documento se describe un sistema de seleccidn para identificar la transformacién de una célula u organismo
con un vector, comprendiendo dicho sistema un vector que se describe en este documento en el que dicho marcador
de seleccién comprende una secuencia de nucledtidos capaz de inhibir o impedir la expresiéon de un gen en dicha
célula u organismo, siendo dicho gen responsable de conferir un fenotipo conocido. Preferiblemente, dicha secuencia
de nucleétidos corresponde a una parte de o es idéntica a dicho gen que confiere dicho fenotipo conocido, y estando
dicha propia secuencia de nucledtidos localizada entre dos promotores idénticos capaces de iniciar la transcripcién
de ARN bicatenario tras la unién de un factor de transcripcién apropiado a los mismos. De manera alternativa, la
secuencia de nucledtidos comprende una secuencia de nucleétidos que es una parte de o idéntica a dicha secuencia
génica que confiere un fenotipo conocido en dicha célula u organismo, y que es tal que tras la integracién de dicho
vector por recombinacién homéloga en el cromosoma de dicha célula u organismo dicha secuencia inhibe la expresién
de dicha secuencia génica que confiere dicho fenotipo conocido. Preferiblemente, de acuerdo con esta realizacion, la
secuencia de nucleé6tidos comprende codones de terminacidn suficientes para impedir la traduccién de la secuencia de
nucledtidos tras la integracion en dicho cromosoma.

Preferiblemente, la secuencia génica conocida comprende un gen sup-35 o un fragmento del mismo que puede
seleccionarse por identificacién de descendientes que crecen a una temperatura superior a 25°C tras la introduccién en
un helminto C. elegans mutante pha-1 et123ts.

Un método de asignacion de funcién a una secuencia de ADN de un organismo multicelular puede comprender a)
proporcionar i) una construccién que comprende dicho fragmento de ADN clonado entre dos promotores capaces de
promover la transcripcion en dicho organismo multicelular, en un organismo multicelular capaz de iniciar la transcrip-
cién a partir de dicho promotor; b) identificar el fenotipo de dicho organismo multicelular en comparacién con el tipo
silvestre.

La presente invencién puede entenderse mas claramente mediante los siguientes ejemplos que son puramente
ejemplares con referencia a las figuras adjuntas, en las que:
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La Figura 1 es una secuencia de nucleétidos del plasmido PGN1 de acuerdo con la presente invencion.
La Figura 2 es una secuencia de nucledtidos del plasmido PGN100 de acuerdo con la presente invencion.

La Figura 3 es una representacion esquemadtica de los vectores usados y del régimen de transformacién usado en
los métodos descritos en este documento.

La Figura 4 es una ilustraciéon de un vector de expresion usado de acuerdo con la invencién.

La Figura 5 es una ilustracién esquematica de los vectores de expresion de ARN polimerasa T7 usados para la
transformacion de C. elegans.

La Figura 6 es una ilustracién del pldsmido PGNI.

La Figura 7 es una representacion esquemadtica de un vector mejorado para la inhibicién por ARNbc que codifica
el ARNbc de sup-35.

La Figura 8 es una ilustracién de un vector para la integracién en el genoma de C. elegans.

La Figura 9 es una ilustracién de la posicién de una secuencia (o secuencias) de ADN en relacién con un promotor
adecuado para iniciar la expresiéon de ARNbc a partir de la secuencia (o secuencias) de ADN.

La Figura 10 es una representacion del plasmido pGN108.

La Figura 11 es una representacion del plasmido pGN105.

La Figura 12 es una representacion del plasmido pGN400.

La Figura 13 es una representacion del plasmido pGN401.

La Figura 14 es una representacion del plasmido pGN110.

La Figura 15 es una representacion del plasmido pAS2 con promotores T7/T3/SP6 directos e inversos.

La Figura 16 es una representacion del plasmido pGAD424 con promotores T7/T3/SP6 directos e inversos.

La Figura 17 es una representacion del plasmido pAS2-cyHA+, both T7-final.

La Figura 18 es una representacién del plasmido pGAD424-without-FULL-ICE-BOTH-T7.

La Figura 19 (a) es una representacion del plasmido pGN205 y (b) es una representacion del plasmido pGN207.
Ejemplo A
Construccion de una genoteca de ADNc ordenada y combinada jerdrquicamente y aplicaciones de la misma

Genoteca ordenada y combinada aleatoria

El vector es un vector de E. coli que contiene dos promotores T7, con un sitio de clonacién multiple (MCS) entre
medias. Los dos promotores estdn orientados uno hacia el otro, y hacia el MCS. En presencia de ARN polimerasa
T7, expresada en E. coli, C. elegans o cualquier otro organismo, se producird ARN, comenzando a partir de los
dos promotores T7. Como estos estan orientados en sentido opuesto, se producirdn ambas cadenas de ARN a partir
del ADN insertado (clonado) en el MCS entre los dos promotores, dando como resultado la generacién de ARN
bicatenario (ARNbc) tras la unién de la ARN polimerasa T7 a los mismos.

En el MSC se construye una genoteca de ADNc de C. elegans usando técnicas de biologia molecular convenciona-
les. La genoteca se transforma dentro de E. coli, y las E. coli resultantes se cultivan y almacenan en placas multipocillo
de 96. En esta fase, el ADN pldasmido puede aislarse y almacenarse en placas multipocillo de 96 que se corresponden
con los de las colonias de E. coli. Se puntian aproximadamente 100.000 colonias. De este modo, la genoteca alojara
aproximadamente 5 veces las variaciones totales de ADNc expresado de C. elegans, 1o que proporciona la oportuni-
dad de que las secuencias poco expresadas estén presentes en la genoteca. Esto dard como resultado aproximadamente
1041 placas de 96 pocillos. Las placas se combinan jerdrquicamente segin sea necesario. Por ahora la combinacién
de clones se dispone en un intervalo de 10 a 100. Si la combinacién jerarquica es por 8 o 12 (son niimeros mas con-
venientes ya que las placas de 96 pocillos tienen una rejilla de 8 por 12), esto dard como resultado aproximadamente
87 placas multipocillo y aproximadamente 8352 pocillos. Si la combinacién jerdrquica es por 96 pocillos, que es una
placa completa, dard como resultado aproximadamente 11 placas y aproximadamente 1041 pocillos. E1 ADN pldsmi-
do puede aislarse en cualquier fase de la combinacién jerdrquica, que seria menos complicado cuantas menos placas
se usasen, pero darfa como resultado una pérdida de complejidad aunque este no deberia ser el caso en la combinacién
por 12. La combinacién del ADN también puede llevarse a cabo con el ADN original.
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Los siguientes experimentos describen cdmo debe realizarse la combinacién jerdrquica, tanto para el ADN como
para la genoteca de E. coli.

Una genoteca ordenada para la tecnologia de ARNi que contiene todos los genes del genoma de C. elegans, con
aplicaciones de la misma

Como el proyecto de secuenciacion del genoma esta llegando a su fin, puede usarse esta informacion en la apli-
cacion de la tecnologia de inhibicién por ARN de T7. Todos los genes del genoma de C. elegans pueden clonarse
usando la tecnologia de PCR. Se clonaran, con preferencia, los exones con una longitud minima de 500 pb. Si los
exones son demasiado pequefios, los fragmentos mds pequefios se aislardn con PCR, o incluso partes de intrones y
exones vecinos se aislardn con la tecnologia de PCR de manera que se clone al menos una parte suficiente de la regién
traducida del gen. Para esto, es necesario realizar al menos 17000 reacciones de PCR. Esta coleccién de productos
de PCR se clonard en un vector T7 como se ha descrito (dos promotores T7 orientados uno hacia el otro con un sitio
de clonacién multiple entre medias). Cada producto PCR se clona independientemente, o puede usarse para generar
una genoteca aleatoria, andloga a la genoteca de ADNc descrita. Si cada producto PCR se clona individualmente, la
bacteria resultante y el ADN pldsmido pueden combinarse de diversas maneras. En primer lugar, esta coleccién de
productos PCR clonados individualmente en el vector de ARNi T7 puede combinarse aleatoriamente, como se ha
descrito en la genoteca aleatoria. Esta combinacién también puede hacerse de una manera mds racional. Por ejemplo,
pueden analizarse los genes del genoma de C. elegans usando herramientas bioinforméticas (biologia in silico). Diver-
sos genes del genoma pertenecerdn a una familia de genes, o tendran homdlogos en el genoma. Estos miembros de la
familia de genes se combinaran, o se combinaran los miembros que sean homdlogos. De esta manera el nimero total
de aproximadamente 1700 clones se reduce a una cantidad mas manejable. Esta genoteca puede usarse para explorar
fenotipos en los métodos de acuerdo con la invencién. El fenotipo resultante proporciona una descripcién funcional
para el gen o familia de genes u homoélogos de genes del genoma de C. elegans. Como la genoteca consta de una parte
de todos los genes en el genoma, este método permite la descripcién del genoma completo en términos fenotipico-
funcionales. Para esto es necesario introducir el ARN bicatenario (ARNbc) en el helminto. Esta introduccion de clones
solos o clones combinados, siendo una combinacién aleatoria o0 combinacién racional, puede conseguirse de varias
formas como se describe.

Ejemplo de un vector para la expresion de ARNi bicatenario

Puede usarse cualquier vector que contenga un promotor T7, y que contenga un sitio de clonaciéon multiple (hay
muchos disponibles en el mercado). Se disefian cebadores que contienen el promotor T7 y un cebador con la cade-
na complementaria inversa, ambos con los extremos apropiados. Estos cebadores pueden hibridarse, y si estdn bien
disefiados, clonarse en el vector de eleccién. La secuencia minima para un promotor T7 es TAATACGACTCACTA
TAGGGCGA. Aunque puede usarse cualquier vector para la construccién de un vector de expresién T7, a continuacién
hay un ejemplo de cémo conseguir esto con el vector pPGEM-3zf(-).

- Se digiri6 el vector pGEM-3zf(+) (PROMEGA) con HindIII y Sall

- Se mezclaron juntos los cebadores oGN1 y oGN2 a una concentracién final de 1 pg/30 ul llevados a ebullicién y
enfriados lentamente a temperatura ambiente.

- El cebador se ligé en el vector usando procedimientos de ligamiento convencionales. El vector resultante es pGN1
(se muestra en la Figura 1) y contiene dos promotores T7 orientados uno hacia el otro, y contiene un sitio de clonacién
multiple entre medias.

Las secuencias de oGNI y oGN2 son:

- oGN1: AGC TGT AAT ACG ACT CAC TAT AGG GCG AGA AGCTT

- oGN2: TCG AAA GCT TCT CGC ATA ATA GTG AGT CGT ATT AC
Ejemplo de la construccion de una genoteca

Puede aislarse ARN de todo organismo que sea sensible a ARNi. En general, el ARN aislado se copia después
en ADNc bicatenario y posteriormente se prepara en vectores adecuados para la clonacién. Existen varios procedi-
mientos y pueden adquirirse kits de biologia molecular de diversas firmas incluyendo promega, clontech, boehringer
Mannheim, BRL, etc. que permiten:

- aislamiento de ARN,

- finalmente, puede aislarse ARN poliA (disponibles varias técnicas y Kkits)

- sintetizar la primera cadena con transcriptasa inversa de AMYV, cebadores hexaméricos aleatorios y/o cebador
oligo (dT)

- sintetizar la segunda cadena con ARNasa H, ADN Polimerasa I,
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- nivelar los extremos con ADN Polimerasa T4

- adicién de un adaptador con ADN ligasa T4

- finalmente, tratamiento con polinucleétido quinasa T4
- clonacién del ADNCc en el vector.

Puede considerarse la mezcla de ligamiento resultante como la genoteca de ADNc. El ligamiento contiene todo el
ADNCc del procedimiento ligado en el vector de interés.

Para ordenar la genoteca, el ligamiento debe transformarse en cepas de E. coli.
Aplicacion de esta E. coli o genoteca de ADN
Cepa de produccion de ARN T7

- BL21 (DE3) es una cepa patrén: F-ompT[lon]hsds(r-m-; y cepa B de E. coli) A (DE3). Finalmente pueden usarse
variantes de BL21 (DE3), aunque se usa BL21 (DE3)pLysS.

- es necesario construir cualquier otra cepa de E. coli que produzca la ARN polimerasa T7, que puede estar
disponible. Esto puede generarse facilmente usando un fago que esté disponible en el mercado, en este caso, se usa
el vector ACE6 (proporcionado por Promega). Con este fago pueden transfectarse casi todas las cepas de E. coli y
producird ARN polimerasa T7.

- un mutante ARNasa IIl de E. coli:

En principio estdn disponibles diversas cepas, se elige usar en un primer experimento la cepa AB301-105: rna-
19, suc-11, bio-3, gdhA2, his95, rnc-105, relAl, spoT1, metB1. (Kinder ef al. 1973 Mol Gen. Genet 126: 53), pero
pueden adaptarse mejor otras cepas. Esta cepa se infecta con ACE6 y de esta manera se construird una variante que
produzca T7. Pueden crecer helmintos C. elegans de tipo silvestre sobre las combinaciones de bacterias. La bacteria
estd expresando la ARN polimerasa T7. Esto da como resultado grandes cantidades de ARNbc en el intestino del C.
elegans, que se difundirdn en el organismo y dardn como resultado la inhibicién de la expresion. Esta genoteca puede
usarse ahora para la exploracidn de varios fenotipos. Esta técnica tiene la ventaja de que es mucho mds rdpida para
detectar genes pertinentes en determinadas rutas que la tecnologia de C. elegans conocida. Ademads, si se encuentra
un fenotipo interesante, el gen responsable puede clonarse facilmente. Usando la combinacién jerdrquica se puede
encontrar ficilmente en una segunda exploracién el clon pertinente de la combinacién. E1 ADN insertado de este clon
puede secuenciarse después.

Este experimento da como resultado DATOS genéticos y bioquimicos en una etapa.

Las cepas de C. elegans de tipo silvestre pueden combinarse con compuestos para explorar para determinar el
fenotipo, resistencia a firmacos y/o sensibilidad a farmacos. La cepa de C. elegans puede ser una cepa mutante,
explorando para un fenotipo aumentado, un fenotipo reducido o un nuevo fenotipo. La cepa de C. elegans puede ser
una cepa mutante, y la exploracién de genoteca puede combinarse con compuestos. Por tanto puede explorarse para
resistencia a farmacos, sensibilidad a farmacos, un fenotipo aumentado, un fenotipo reducido o un nuevo fenotipo. La
cepa de E. coli puede ser cualquier cepa que exprese ARN polimerasa T7, como BL21 (DE3), por ejemplo, pero la
formacién del ARN bicatenario puede potenciarse usando una cepa de E. coli especial que sea ARNasalll negativa.
La ARNasalll reconoce bucles especificos en el ARNbc. Finalmente, puede usarse una cepa de E. coli que tenga
delecionadas otras ARNasas distintas de ARNasalll o puede usarse una E. coli que tenga delecionada una o mas
ARNasas. La expresion de la ARN polimerasa T7 en la mayoria de las cepas y construcciones de E. coli conocidas
que estan disponibles para generar cepas de E. coli que producen ARN polimerasa T7, comprenden generalmente un
promotor inducible. De esta manera la produccién de ARN polimerasa T7 estd regulada, y por tanto la produccién
de ARNbc. Ventajosamente, puede usarse esta caracteristica para “estimular” el suministro a los helmintos C. elegans
en fases especificas del desarrollo. Los helmintos se desarrollan sobre las cepas de E. coli no inducidas. Cuando el
helminto ha alcanzado la fase de interés, se induce la produccion de ARN T7 en la bacteria. Esto permite el estudio de
la funcién de cualquier gen en cualquier punto del ciclo biolégico del animal.

Exploracion de la genoteca para homologos de genes humanos supuestamente interesantes y asignacion de funcion a
estos genes

Se han aislado cientos de genes en diversos proyectos, siendo proyectos genémicos, matrices de expresién diferen-
cial, estudios de hibridacién, etc. La genoteca de ADNc descrita puede proporcionar un modo para validar o asignar
la funcidn a estos genes de una manera més rdpida y eficaz. En primer lugar es necesario identificar el homélogo u
homdlogos o los genes del helminto mediante herramientas informaticas (biologia in silico). Se desarrollan cebadores
de PCR vy el fragmento de ADNc se aisla usando tecnologia de PCR. Puede realizarse PCR sobre las combinacio-
nes jerarquicas. Los pocillos de combinacién o individuales positivos que contienen la bacteria que tiene el ADNc
apropiado se suministra a C. elegans y se puntia el fenotipo.
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Puede realizarse PCR sobre ADNc aislado de C. elegans. El ADN resultante puede clonarse en el vector T7 y
transformarse en la E. coli que produce ARNbc de la que se alimentan después los helmintos C. elegans. Dependiendo
del modo mads rapido y mas fiable es necesario hacer una eleccion.

Si el gen pertenece a una familia de genes, puede ser necesario suministrar al helminto una mezcla de bacterias.
Conteniendo cada una de ellas una parte del miembro de la familia de genes. Pueden realizarse cepas de E. coli,
condiciones de cultivo, combinaciones con compuestos, como las descritas anteriormente.

Si se usa la genoteca racional, en la que todos los genes de C. elegans se clonan de manera organizada y estructura-
da, puede rastrearse facilmente el homodlogo de C. elegans y finalmente los otros homdlogos, ortélogos y miembros de
la familia de genes en la genoteca usando biologia in silico. En esta etapa no estd implicada una PCR y puede aislarse
la bacteria y/o el ADN sobre el que crecerd el helminto.

Ejemplos

La idea de la serie de experimentos era ensayar tanto el vector de ARNi como las diversas cepas de E. coli que se
construyeron.

1) Construccion de un pldsmido de ensayo

Puede usarse cualquier ADNc que proporcione un fenotipo claro en el helminto cuando se anula o usado en un
experimento de ARNi. Se sabe que unc-22 es un buen candidato, pero son posibles otros genes. Se opt6 por un sistema
sensible que puede usarse en una fase posterior. El sistema se ensayé con sup-35 en un fondo pha-1. Mediante PCR
se aislo el exén 5 del sup-35 y se clond en el vector de promotor T7 pGNI1. El vector resultante se denomind pGN2.
Los helmintos mutantes pha-1 (e2123) no pueden producir descendientes a temperaturas superiores de 25°C. Esto es
debido a un problema del desarrollo en la embriogénesis. Cuando sup-35 estd anulado, o inhibido en esta cepa, los
descendientes pueden crecer a esta temperatura. La combinacién de helmintos mutantes pha-1 y ARNi de sup-35 es
un buen sistema para validar las diversas opciones.

2) Ensayo del ARNi usando una cepa de E. coli que produce ARNbc

- Se introdujo pGN2 en la cepa de E. coli BL21(DE3) y se indujo la ARN polimerasa T7 con IPTG. Los helmintos
C. elegans (pha-1 (e2123)) se inocularon sobre esta bacteria, y se desarrollaron a la temperatura limitada de 25°C.
Como este mutante es un mutante embrionario a esta temperatura, no se observard descendencia. Si el gen sup-35 se
inhibe de manera eficaz mediante el ARNbc presente en E. coli, se observara descendencia.

- Se introdujo pGN2 en la cepa de E. coli AB301-105 (DE3) y se indujo la ARN polimerasa T7 con IPTG. Los
helmintos C. elegans (pha-1 (¢2123)) se inocularon sobre esta bacteria, y se cultivaron a la temperatura limitada de
25°C. Como este mutante es un mutante embrionario a esta temperatura, no se observard descendencia. Si el gen sup-
35 se inhibe de manera eficaz mediante el ARNbc presente en E. coli, se observara descendencia.

3) Mejora de la cepa de helminto para una mejor captacion de ARNbc

Antes de desarrollar en placas C. elegans pha-1 sobre la cepa E. coli que produce el ARN bicatenario de sup-35. Se
modificé por mutagénesis con EMS (etilico del 4cido metanosulfénico) el helminto. La descendencia de este helminto
mutado se desarroll después en placas sobre la bacteria. El helminto que se alimenta de esta bacteria produce mayor
descendencia que tiene una mutacién que da como resultado una mejora de la captacién de ARNbc y puede usarse
para experimentos adicionales.

Integracion estable del vector que produce ARNbc en el genoma del helminto que produce ARN polimerasa T7

Puede construirse un vector de E. coli que contiene las siguientes caracteristicas; dos promotores T7 dirigidos
uno hacia el otro, con un sitio de restriccién o un sitio de clonacién multiple entre medias. Ademas, el vector puede
contener el ADN genémico de sup35 de C. elegans, modificado por ingenieria genética de manera que contiene varios
codones de terminacién a diversos intervalos, para que no pueda expresarse ninguna proteina de longitud completa
a partir del fragmento de ADN gendémico de sup35 como se ilustra en la Figura 8. Cualquier ADNc o fragmento de
ADNCc puede clonarse en el sitio de clonacién multiple entre los dos promotores T7. Cuando este vector se introduce
en una cepa de C. elegans que expresa ARN polimerasa T7, el ADNc o fragmento de ADNc clonado entre los dos
promotores T7 se transcribird, generando ARNbc a partir del fragmento clonado.

El vector esta disefiado para usarse en helmintos mutantes pha-1 (e2123) que expresan ARN polimerasa T7. La
expresion de la ARN polimerasa T7 puede ser constitutiva o regulada, general o especifica de tejido. Estos helmintos
pha-1 (e2123) no pueden producir descendencia a temperaturas superiores a 25°C, debido a un problema del desarrollo
en la embriogénesis. Cuando se inhibe o se anula sup-35 en esta cepa, la descendencia puede crecer a esta temperatura.

Cuando el vector se introduce en el helminto, el vector puede integrase mediante recombinacién homoéloga (in-
tegracion de tipo Campbell). Se ha demostrado que la recombinacién homoéloga se produce en C. elegans, aunque a
bajas frecuencias (Plasterk y Groenen, EMBO J. 11: 287-290, 1992). La recombinacién homoéloga en el gen sup-35
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dard como resultado una anulacién del gen ya que los dos genes sup-35 resultantes alojardn los codones de termi-
nacién. Si se produce esta recombinacion en los huevos, el helminto resultante y su descendencia tendrdn una copia
del vector integrado en el genoma. Esto puede seleccionarse ya que unicamente los helmintos cuyo sup-35 se haya
anulado tendrdn descendencia a temperaturas superiores a 25°C. Ademds, el helminto resultante producird de manera
estable ARN bicatenario a partir del fragmento de ADN clonado entre los dos promotores T7. Este helminto puede
considerarse ahora como una cepa estable de helminto transgénico con una reduccion de la funcién del gen, del que
se ha clonado un fragmento entre los dos promotores T7.

Se puede proporcionar ADN al helminto mediante varias técnicas incluyendo inyeccién, transformacion biolistica,
impregnacién en la solucién de ADN, alimentacién con bacterias. Pueden considerarse métodos nuevos y otros que
aumenten las eficacias de transformacién.

La cepa diana de C. elegans puede tener ademads otras mutaciones distintas de la mutacién pha-1 (e2123) y puede
expresar otros genes distintos de ARN polimerasa T7.

Ejemplo B
Vector de ARNi de doble hibrido en levadura

Puede construirse un vector de doble hibrido en levadura que aloje los dos promotores T7. Los vectores pueden
disefnarse para replicarse tanto en levaduras como en E. coli. En general se preparan genotecas de ADNc para el
sistema de doble hibrido en levadura en los vectores Gal4 o LexA. La genoteca se construye en vectores que tienen el
dominio de activacién de uno de estos genes. Puede construirse un vector que atin pueda funcionar en la exploracién
de doble hibrido en levadura pero que ademds contenga dos promotores T7 orientados uno hacia el otro con un sitio de
clonacién en el mismo entre medias. El orden de la secuencia en el plasmido serd por tanto “estructura del plasmido,
(GALA4-T7), MCS, T7, estructura”. Puede usarse una genoteca de ADNc de C. elegans construida en este vector como
una genoteca de doble hibrido en levadura patrén en un experimento para aislar proteinas que interaccionen con una
proteina dada. Una vez aislado un clon, puede introducirse el pldsmido en una cepa de E. coli que exprese la ARN
polimerasa T7 y, por lo tanto, producird ARNbc a partir del fragmento clonado. La bacteria que produce esta ARNbc
puede suministrarse al helminto y pueden puntuarse los fenotipos. Como en el ejemplo anterior, este procedimiento de
validacién para un clon de doble hibrido en levadura recién aislado es notablemente mds corto que el procedimiento
convencional, que requiere etapas de clonacién y/o PCR, experimentos de ARN y/o experimentos de anulacién. En la
mayoria de los casos los clones aislados se secuencian primero, y en base a la secuencia, se toma una decisién para
continuar con experimentos adicionales. En la presente invencién cada clon aislado puede introducirse facilmente en
la E. coli apropiada y suministrarse al helminto. Después se realiza la validacién mediante el andlisis del fenotipo.

Para aplicar este procedimiento se realizé un doble hibrido en levadura usando un gen conocido como cebo y la
genoteca recién construida como diana. Las proteinas codificadas por los clones en la diana que interaccionan con la
proteina cebo, dardn como resultado clones de levadura positivos que expresan la molécula indicadora de modo que
puede observarse mediante tincién de LacZ con X-gal. El pldsmido que codifica la proteina diana se aisla directamente
a partir de la cepa de levadura y se introduce en E. coli. La E. coli es E. coli productora de ARN polimerasa T7. En
este caso, se produce un ARN bicatenario a partir del ADN clonado en el sitio de clonacién multiple del vector.
Cuando este ARNbc se suministra al helminto usando los métodos descritos anteriormente, el gen se ha inhibido en el
helminto, dando como resultado un fenotipo particular.

- Este vector de doble hibrido en levadura puede usarse ventajosamente para construir una genoteca ordenada y
combinada jerdrquicamente como se ha descrito en el ejemplo anterior.

- También puede construirse una cepa de levadura que produce de forma condicionada ARN polimerasa T7. Des-
pués de los experimentos de doble hibrido en levadura, podria inducirse la expresion de la polimerasa T7, dando como
resultado la producciéon de ARNbc en la célula de la levadura. Por consiguiente, la levadura podria suministrarse al
helminto. Se dispone de pruebas que demuestran que los helmintos de C. elegans pueden alimentarse de levaduras.

Construccion de una cepa productora de ARN polimerasa T7 y aplicaciones de la misma

Puede construirse una cepa de C. elegans que exprese ARN polimerasa T7. La expresion puede ser general y
constitutiva, pero también podria estar regulada bajo un promotor especifico de tejido, un promotor inducible, o un
promotor temporal o un promotor que incluya una de estas caracteristicas o una combinacion de caracteristicas. Puede
introducirse ADN en esta cepa de C. elegans. Esto se hace por inyeccion, por bombardeo con particulas, por electropo-
racién o como se ha mencionado anteriormente por alimentacién. Si el ADN es un pldsmido como se ha descrito en los
ejemplos anteriores, es decir un plasmido que aloja un fragmento de ADNc clonado o un fragmento de PCR entre dos
promotores T7 flanqueantes, entonces el ARNbc de este ADNc o fragmento de PCR se forma en la célula u organis-
mo completo dando como resultado la regulacién negativa del gen correspondiente. EI ADN introducido puede tener
una regulacion negativa transitoria eficaz. E1 ADN introducido puede formar una matriz extracromosémica, pudiendo
dicha matriz dar como resultado una anulacién o reduccién mds catalitica de fenotipo funcional. El plasmido también
podria integrarse en el genoma del organismo, dando como resultado la misma anulacién o reduccion catalitica de
fenotipo funcional, pero transmitiéndose de forma estable.
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- Mediante técnicas convencionales puede introducirse en el helminto con ARN polimerasa T7 un ADN plasmidico
que aloja un ADNc o una parte de un ADNc o una EST o un fragmento de PCR de C. elegans clonado entre dos
promotores T7 como se ha descrito en los ejemplos A) y B). Pueden analizarse los fenotipos. ADN de una genoteca
ordenada y combinada como en el ejemplo A) puede introducirse en el helminto con ARN polimerasa T7, mediante
técnicas convencionales (inyeccién, bombardeo). Pueden analizarse los fenotipos. Con la combinacién jerdrquica, el
clon original puede encontrarse faicilmente.

- Puede realizarse el mismo procedimiento con un helminto mutante que expresa la ARN polimerasa T7. Explo-
rando para fenotipos aumentados, reducidos o nuevos.

- Puede usarse el procedimiento para permitir la exploracién de compuestos. Explorar con cualquier cepa de tipo
silvestre o una cepa mutante para fenotipos aumentados o nuevos.

- El ADN podria introducirse en el helminto mediante nuevos métodos. Siendo uno de ellos el suministro de
ADN mediante E. coli. En este caso la genoteca combinada jerdrquicamente se suministra al animal. Para impedir
la digestion del ADN de E. coli en el intestino del nematodo, se usard preferentemente un C. elegans deficiente en
ADNasa, tal como nuc-1 (e1392). Este procedimiento seria uno de los mds interesantes ya que seria independiente de
las eficacias de transformacién de otras técnicas, y generalmente mas rapido y menos laborioso.

2) Supuestas mejoras del método

- Se disefia un vector para que contenga el ADNc de sup-35 o una parte de este ADNc, clonado entre dos pro-
motores T7. El resto del vector es como se ha descrito en los ejemplos A) y B). Este vector puede introducirse en
un C. elegans mutante pha-1ts. En este caso existe un sistema de seleccion por temperatura y Unicamente aquellos
helmintos que hayan captado el ADN y expresen el ARN bicatenario de sup-35 sobrevivirdn a temperaturas limitadas.
La genoteca combinada jerdrquicamente puede suministrarse mediante cualquier método descrito anteriormente.

- El vector puede usarse para construir una genoteca que se introduce en una E. coli que expresa ARN polimerasa
T7. En este caso se tiene una exploracion andloga a la de la parte A) con una exploracién adicional para helmintos en
los que sea activo el ARNbc de sup-35.

- E1 ADN y/o ARNbc de sup-35 podria suministrarse en un plasmido diferente. Para el suministro, tanto suministro
de ADN (Ejemplo C) como suministro de ARNbc, Ejemplos A) y B), esto significa que los dos pldsmidos podrian
estar presentes en una bacteria, o que al helminto se le suministra una mezcla de bacterias, conteniendo una de ellas la
construccién de sup-35.

Ejemplo de la construccion de un C. elegans productor de ARN T7

Para producir ARN polimerasa T7 en el helminto, son posibles varias posibilidades. La polimerasa T7 puede
expresarse bajo diversos promotores, siendo promotores inducibles, promotores constitutivos, promotores generales y
promotores especificos (de célula) de tejido, o combinaciones de los mismos. Los ejemplos de estos promotores son el
promotor de choque térmico hsp-16, el promotor intestinal ges 1, el promotor de cet858, pero también el promotor de
dpy7 y el elemento promotor GATAL1. En este ejemplo la ARN polimerasa T7 se expresa bajo el control del promotor
hsp-16 que esta disponible en el vector pPD49.78. La ARN polimerasa T7 se aisla como un producto de PCR usando
los cebadores GN3 y GN4.

El producto de PCR resultante se digiere con Nhel y Ncol, al igual que el vector en el que se quiere clonar, siendo
el vector Fire pPD49.78. El vector resultante es pGN100 ilustrado en la Figura 2. Se incluyen oGN3: CAT GGC
AGG ATG AAC ACG ATT AAC ATC GC y oGN4: ATG GCC CCA TGG TTA CGG GAA CGC GAA GTC CG de
pGN100.

El vector se introduce en el helminto usando técnicas convencionales, tales como, por ejemplo, microinyeccion.

Después se construyeron las siguientes cepas:

- Tipo silvestre (pGN100)

- nuc-1 (e1392) (pGN100)

- pha-1 (e2123) (pGN100)

- pha-1; nuc-1 (pGN100)

Todas estas cepas son capaces de producir ARN polimerasa T7 cuando se inducen por temperatura o de manera
alternativa mediante metales tal como aplicacién de cadmio o mercurio pesado. El procedimiento para induccién por

temperatura es cambiar al animal a una temperatura de 30-33°C durante al menos una hora, después el animal puede
cambiarse de nuevo a temperaturas convencionales (15-25°C).
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La cepa de tipo silvestre que produce ARN polimerasa T7 puede usarse para la produccién de cualquier ARN en
el helminto. M4s especificamente, los pldsmidos de las genotecas descritas pueden introducirse en estos helmintos y
pueden puntuarse los fenotipos.

El helminto mutante nuc-1 se usara para introducir el ADN a través de la bacteria de la que se alimenta el helminto.
Como el helminto nuc-1 no digiere el ADN, el ADN plasmidico puede atravesar la pared intestinal. Si se capta por las
células que producen la ARN polimerasa T7, se producird ARNbc, inhibiendo de esta manera el gen a partir del que
se transcribié el ARN.

Puede usarse la cepa mutante pha-1 que producia ARN polimerasa T7 para mejorar los procedimientos que se han
descrito anteriormente. Puede introducirse ADN mediante bombardeo, microinyeccion o alimentacién. Mds especifi-
camente, puede usarse esta cepa para los vectores que producen ARNbc a partir de sup-35 y a partir del gen de interés,
pudiendo ser este tltimo un producto de PCR, un ADNc o una genoteca como se ha descrito.

Para el suministro bacteriano del ADN puede usarse el mutante pha-1; nuc-1 que produce ARN polimerasa T7.
Preferentemente el ADN serd el pldsmido que produce ARNbc tanto a partir de sup-35 como del gen de interés.
Preferentemente la cepa de helminto producird la ARN polimerasa T7 en el intestino. Preferentemente, el suministro
se producird por alimentacion del helminto sobre la bacteria que aloja el pldsmido.

Aplicacion de la tecnologia ARNi en plantas

Los nematodos son responsables de una gran parte del dafio inflingido en plantas y, mds particularmente, en plantas
usadas en la industria agricola. Pueden aplicarse a plantas los procedimientos de ARNi de acuerdo con la invencién
para impedir que estos nematodos parasitarios se sigan alimentando. En una primera etapa, se aisla del nematodo
parasitario de plantas un fragmento de ADN que es fundamental para la supervivencia o desarrollo de los animales, o
para alimentarse o proliferar. Cualquier gen cuya expresion sea esencial es adecuado para este propdsito.

Se clona una parte de este gen, un exén o ADNc. Este fragmento de ADN puede clonarse bajo la influencia de un
promotor especifico de tejido, preferiblemente un promotor especifico de raiz, incluso mas preferiblemente entre dos
promotores especificos de raiz. Usando tecnologia transgénica de plantas, puede introducirse en la planta de interés el
ADN del gen clonado bajo el control del promotor especifico de raiz. Para cada nematodo parésito, puede ser necesario
un trozo diferente de ADN y, asi mismo, serd necesario un promotor diferente para cada estirpe de planta.

La raiz producird ARN o ARNbc a partir del trozo de ADN introducido cuando se utiliza un promotor especifico
de raiz. Como el nematodo se alimenta de la planta, el nematodo consumird o ingerird el ARN y/o ARNbc. El ARN
y/o ARNbc pueden introducirse en las células del nematodo y realizar su accién inhibidora sobre el ADN diana.
Dependiendo de la naturaleza del trozo de ADN del helminto clonado, el nematodo no serd capaz de sobrevivir,
alimentarse, proliferar, etc. en ningtin caso, impidiendo que el animal se siga alimentando de la planta, y protegiendo
de esta manera la planta.

Construccion de un C. elegans productor de ARN polimerasa T7

Para producir una ARN polimerasa T7 u otras ARN polimerasas en animales, y mds particularmente en nema-
todos y mds particularmente en C. elegans, pueden considerarse varias posibilidades. La ARN polimerasa T7 puede
expresarse bajo diversos promotores. Estos promotores pueden ser promotores inducibles, promotores constitutivos,
promotores generales, promotores especificos de tejido, o combinaciones de estos.

Ejemplo 1
Construccion de un vector bdsico para la expresion de polimerasa T7 en C. elegans

A partir de 4 CE6 (Novagen, Madison, Estados Unidos) se amplificé por PCR la secuencia codificante de la po-
limerasa T7 usando los cebadores o0GN26 (ATGGAATTCTTACGCGAACGCGAAGTCCG) y oGN46 (CTCACCGG
TAATGAACACGATTAACATCGC), usando procedimientos convencionales (PCR, A practical approach, 1993, Ed.
J. McPherson, et al, IRL Press). El fragmento de ADN resultante que codifica la ARN polimerasa T7 se digirié con
Agel y EcoRI y se insert6 en el vector Fire pPD97.82 digerido con Agel y EcoRI. La construccién resultante codifica
una fase de lectura abierta de la ARN polimerasa T7 en fusidn con la sefial de localizacién nuclear (NLS) del anti-
geno T grande de SV40 con la secuencia de aminodcidos MTAPKKKRKVPV. Esta secuencia sefial de localizacién
nuclear es necesaria para translocar la ARN polimerasa T7 del citoplasma al nicleo, donde es capaz de unirse a sus
promotores especificos, denominados promotores de T7. Cadena arriba de la secuencia codificante de la proteina de
fusién de polimerasa T7 hay un promotor minimo (myo-2) precedido por un sitio de clonacién multiple (MCS) en el
que pueden insertarse varios promotores de C. elegans. Este plasmido (pGN105 que se muestra en la Figura 11) es un
plasmido de ARN polimerasa T7 bdsico que permite la expresion de la polimerasa T7 en C. elegans. Los derivados
de este pldsmido en los que se clonan promotores en el sitio de clonacién miltiple permiten la expresion inducible,
constitutiva, general y especifica de tejido de la ARN polimerasa T7 en C. elegans, ya que la expresion estard regulada
por el promotor clonado en el sitio de clonacién muiltiple.
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Aunque no se limita a estos ejemplos, se sabe que los siguientes promotores inducen la expresién en los siguientes
tejidos.

let-858 (expresion ubicua), myo-2 (expresion en faringe), myo-3 (musculos de la pared corporal), egl-15 (musculos
vulvares), unc-119 (pan-neuronal).

Ejemplo 2
Construccion de un vector para la expresion de ARN polimerasa T7 en el tejido muscular de C. elegans

La secuencia codificante de la ARN polimerasa T7 se amplificé por PCR a partir de A CE6 usando los cebadores
0oGN43 (GCCACCGGTGCGAGCTCATGAACACGATTAACATCGC) y oGN44 (CACTCAGTGGGCCCTTACGC
GAACGCGAAGTCCG) digeridos con Agel/Spel e insertados en el vector pGK13 digerido con Agel/Spel. (Este
vector contiene el promotor fuerte SERCA que dirige la expresién en la faringe, el muisculo vulvar, misculo de la
cola y de la pared corporal). Se insert6 una sefial de localizacién nuclear (NLS) del antigeno T grande de SV40 en
frente de la secuencia codificante de la polimerasa T7 por insercién de dos oligonucleétidos solapantes oGN45 (CCG
GATGACTGCTCCAAAGAAGAAGCGTAAGCT) y oGN46 (CTCACCGGTAATGAACACGATTAACATCGC) en
los sitios de restriccidon Sacl/Agel. La construccidn resultante se denomindé pGN108, como se muestra en la Figura
10. La introduccién de este pldsmido en C. elegans da como resultado la expresién de la ARN polimerasa T7 en la
faringe, musculo vulvar, musculos de la cola y de la pared corporal.

Para ensayar la expresion y la funcionalidad de la ARN polimerasa T7 en C. elegans bajo la regulacion del promotor
SERCA, se inyecté pGN108, que codifica la ARN polimerasa T7 bajo el control del promotor SERCA, en C. elegans.
Se coinyect6 un vector de ensayo. Este vector de ensayo codifica GFP bajo el control de un promotor T7 (pGN401
en la Figura 13). Se construy6 el plasmido pGN401 insertando dos oligonucleétidos solapantes oGN41 (CCCGG
GATTAATACGACTCACTATA) y oGN42 (CCGGTATAGTGAGTCGTATTAATCCCGGGAGCT) en el vector Fire
pPD97.82 abierto con Sacl/Agel, generando un promotor T7. Ademads se coinyecté un marcador de seleccién para
seleccionar los transformantes (rol6, pRF4). El dltimo vector de seleccion pRF4 es bien conocido para el especialista en
la técnica. La F1 transgénica podia aislarse facilmente ya que muestran el fenotipo rol 6. Estos C. elegans transgénicos
expresaban todos GFP en la faringe, el misculo vulvar, el misculo de la cola y de la pared corporal. Estos datos
muestran claramente que la ARN polimerasa T7 se expresa funcionalmente bajo la regulacién del promotor SERCA,
y que la ARN polimerasa T7 expresada se une al promotor T7 presente en pGN401 e inicia la transcripcion del gen
GFP, que después se expresa funcionalmente, dando como resultado fluorescencia en los tejidos musculares donde
SERCA estd induciendo la expresion de la ARN polimerasa T7.

Ejemplo 3
Construccion de un vector para la expresion ubicua de polimerasa T7 en C. elegans

El gen de fusién de NLS-ARN polimerasa T7 se aislo a partir de pGN108 con Xmal/Bsp1201 y se clon6 en el
vector Fire pPD103.05 digerido con Xmal/Bsp1201. Esto da como resultado un vector en el que la ARN polimerasa
T7 se clona bajo la regulacién del promotor 1et858. Este promotor especifico permite la expresién de ARN polimerasa
T7 en todos los tejidos. El pldsmido resultante se denominé pGN110 (Figura 14).

Ejemplo 4

Construccion de un vector para la expresion mediada por ARN polimerasa T7 de fragmentos de ADN, genes y ADNc
bajo el control de un promotor T7

Se digiri6 el vector Fire pPD97.82 con Sacl/Agel y se gener6 una secuencia de promotor T7 por insercion de dos
oligonucleétidos solapantes 0GN41 (CCCGGGATTAATACGACTCACTATA) y oGN42 (CCGGTATAGTGAGTCG
TATTAATCCCGGGAGCT) en los sitios de endonucleasas de restriccién Sacl/Age. Esta construccién (pGN400 Figura
12) contiene una fase de lectura abierta de GFP clonada entre los sitios de endonucleasas de restriccién Sacl y EcoRI
bajo la regulacion del promotor T7. En este vector puede clonarse cualquier gen, ADNc o fragmento de ADN por
delecion del gen de GFP como un fragmento Agel/Sacl y clonando el fragmento de ADN de interés dentro del vector.
Preferentemente el fragmento de ADN de interés puede obtenerse por amplificaciéon por PCR, insertando los sitios
Sacl/Agel en los cebadores. El fragmento de ADN resultante después de la amplificacién por PCR el digerido y el
gen de GFP en pGN400 se reemplaza por el fragmento de ADN amplificado. Todos los vectores que contengan un
promotor T7 pueden usarse para el propdsito de la expresién inducida por ARN polimerasa T7 en C. elegans, tales
como los vectores pGEM y los vectores pBluescript disponibles en el mercado. Esto se demuestra claramente por el
vector pGN401 que expresa GFP bajo la regulacién del promotor T7 en un C. elegans transgénico que expresa ARN
polimerasa T7.

El uso de pGN400 tiene la ventaja de que el vector incluye un fragmento 3> UTR de unc-54 que potencia la
transcripcién o la estabilidad del ARN.
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Generacion de lineas permanentes de C. elegans con ARNi “pseudo knock-out” especifico de tejido

En la actualidad, se obtienen C. elegans con genes anulados (knock out) después de mutagénesis aleatoria a gran
escala y seleccion sib (seleccion de individuos morfolégicamente iguales y genéticamente diferentes) basada en PCR.
Este método es engorroso, consume mucho tiempo y es tedioso. Se ha descrito que introduciendo ARN bicatenario en
una célula da como resultado una interferencia potente y especifica de la expresion de genes endégenos. En C. elegans
la expresion génica puede regularse negativamente inyectando ARN en la cavidad corporal del helminto, impregnando
el helminto en una solucién que contiene ARNbc o suministrandole E. coli que expresa el ARNbc correspondiente
al gen de interés. Las células de C. elegans tienen la capacidad de captar ARNbc de su medio extracelular. Se ha
descrito que el ARNm es la diana de esta interferencia genética mediada por ARNbc (Montgomery y Fire 1998).
También se ha sugerido que el ARN diana se degrada en el nicleo antes de que pueda ocurrir la traduccién. Aunque la
reduccion mediada por ARNi de la expresién génica puede pasarse a las siguientes generaciones, la heredabilidad es
escasay el efecto se pierde rdpidamente en descendientes posteriores. Esto es probablemente debido a una disminucién
continua de la combinaciéon de ARNbc. Se propone en este documento un método para construir lineas de C. elegans
con un fenotipo ARNi permanente heredable. El método incluye la generacidn de lineas de C. elegans transgénicas
introduciendo plasmidos que contienen fragmentos de ADNc del gen diana en orientacién sentido y antisentido bajo
el control de un promotor de helminto o mediante la transcripcién de una repeticion invertida del ADNc a partir de
una sola construccién. Como alternativa, puede transcribirse ARNbc de un vector que aloja un ADNc flanqueado por
dos promotores T7 en una cepa de C. elegans que expresa polimerasa T7. El resultado es un helminto transgénico con
un fenotipo “pseudo-knock-out” estable heredable. La expresion del ADNc o de la polimerasa T7 puede ser general y
constitutiva pero también podria regularse bajo un promotor especifico de tejido. Al contrario que el ARNi inducido
por ARNibc externo (inyectado, impregnado o suministrado) este método permitiria obtener la inhibicién condicional
especifica de tejido de la expresion de genes.

La inhibicion de la expresion de unc-22 por interferencia con ARN da como resultado un fenotipo “inestable”

Se cloné ADNc de unc 22 (ex6n 22) en orientacién sentido y antisentido en pPD103.05 (A. Fire N° L2865)
que contenia el promotor let 858 que es capaz de expresar secuencias de ARN en todos los tejidos. Los plasmidos
resultantes se denominaron pGN205 (Figura 19a) y pGN207 (Figura 19b). Estas construcciones se introdujeron en C.
elegans junto con un marcador de seleccién (rol-6; GFP). Los individuos transgénicos de la F1 (que expresan rol-6 o
GFP) mostraron un fenotipo “inestable” indicando que el ARNi podria estar mediado por la transcripcién endégena
de ARN a partir de ADN transgénico. El fenotipo ARNi cosegregaba con el marcador de seleccion en descendientes
posteriores. Esto dio como resultado la generacion de lineas de C. elegans con fenotipo ARNi permanente.

Generacion de lineas estables con lineas de ARN polimerasa T7 y generacion de helmintos dobles transgénicos

Un sistema de expresion en C. elegans basado en una ARN polimerasa exdgena demanda dos pldsmidos. Uno
estd codificado por la ARN polimerasa bajo el control de un promotor especifico, mientras que el otro pldsmido
codifica el fragmento de ADN a expresar, bajo la regulaciéon del promotor T7. En el caso de ARNi semiestable,
también denominados knock out pseudoestables, el ADN de interés se clona entre dos promotores T7 para que pueda
producirse ARNbc.

Como se sabe que el sistema de expresion de ARN polimerasa T7 es un sistema de alta expresion esto dard como
resultado problemas para generar animales doblemente transgénicos. Si el gen a expresar en el nematodo C. elegans es
téxico, esto dard como resultado efectos letales y, por lo tanto, la construccién de un C. elegans sin expresion estable
altamente regulada del gen de interés. Si el gen de interés es esencial para la supervivencia del organismo, el ARNi
con un fragmento de ADN de este gen también dard como resultado efectos letales, de manera que no son posibles
knock out pseudoestables.

Para solucionar este problema los presentes inventores han disefiado un sistema que consiste en dos animales
transgénicos. El primer animal es transgénico para la ARN polimerasa T7. Esta ARN polimerasa T7 puede expresarse
en todas las células o en células o tejidos especificos como se ha demostrado en ejemplos anteriores. El segundo animal
transgénico es transgénico para el fragmento de ADN de interés. Este puede ser un gen o ADNc unido a un promotor
T7, o si se quiere realizar ARNi, un fragmento de ADN de dicho gen clonado entre dos promotores T7.

Ambos animales transgénicos son viables y no muestran fenotipo anormal. Esto es porque la ARN polimerasa
T7 expresada en el primer organismo transgénico no es toxica para el organismo, incluso si se expresa a niveles
relativamente altos. En el segundo organismo transgénico, el gen de interés no se expresa o el ARNbc no se produce
ya que estos animales transgénicos no contienen la ARN polimerasa T7.

La expresion del gen o ADNc de interés o ARNi con un fragmento de ADN puede obtenerse ahora por apareamien-
to de los dos animales transgénicos. La descendencia de estos es doblemente transgénica y expresan el gen de interés
o expresan ARNbc o el fragmento de ADN de interés. Para generar suficientes machos en dicho apareamiento, uno de
los animales transgénicos machos puede ser un mutante de C. elegans con un fenotipo que favorezca la generacion de
machos. Un Ejemplo de dicho mutante es him-5. Preferentemente, dicho mutante se usard para generar un C. elegans
transgénico para ARN polimerasa T7, mientras que el hermafrodita contiene el fragmento de ADN bajo la regulacién
del promotor T7.

13



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 320 527 T3

Para seleccionar de manera eficaz la descendencia doble transgénica puede introducirse un segundo transgén en
el segundo animal transgénico. Este transgén contiene un gen indicador bajo la regulacién del promotor T7. El gen
indicador puede ser GFP, luciferasa, beta-galactosidasa o beta-lactamasa, siendo un ejemplo de dicho transgén los
vectores pGN400 y pGN401.

Para obtener la expresion inducible especifica de tejido de un transgén en C. elegans se puede generar una reserva
de machos (es decir, him-5) que lleven la construccion de polimerasa T7 bajo el control de diferentes promotores de
C. elegans que permiten la expresion especifica de tejido como tal. Estos machos pueden cruzarse con hermafroditas
que lleven el gen de interés bajo el control del promotor T7.

Ademds, los transgenes pueden integrarse en el genoma del animal. Se han descrito métodos para generar la
integracion estable de un plasmido en el genoma del animal (Methods in cell biology, Vol. 48, 1995, ed. por Epstein y
Shakes, Academic Press) e implica la radiacién del animal.

Esto puede hacerse para ambos animales, pero preferentemente, los animales que expresan la ARN polimerasa T7
se someten a dicho tratamiento. Esto da como resultado una coleccién de nematodos C. elegans que expresan de forma
estable la ARN polimerasa T7 bajo el control de diversos promotores, siendo ejemplos de dichos promotores el myo-
2 (expresion en faringe), myo-3 (musculos de la pared corporal), egl-15 (musculos vulvares), unc-119 (pan-neuronal),
SERCA (musculos), 1et858 (todas las células), ges-1 (intestino).

Construccion de vectores de doble hibrido en levadura del promotor T7 de ARNi
pGAD424 con T7/T3 y/ o Sp6 directo e indirecto

En la mayoria de los experimentos de doble hibrido se clona una genoteca de ADNc en el plasmido pGAD424
(Figura 16) que se ha modificado por ingenieria genética con sitios de restriccién adicionales en el polienlazador tal
como un sitio Ncol (Clontech). Esta genoteca permite la exploracion de proteinas de unién en un experimento de doble
hibrido en levadura. Se construy6 un nuevo vector de doble hibrido en levadura con las mismas posibilidades para
realizar doble hibrido en levadura, pero que contienen dos promotores T7 adicionales, de manera que el vector puede
usarse para knock out pseudo estables inducidos por ARN polimerasa T7. Para esto se inserté un T7 directo usando un
enlazador de T7 (que consiste en los siguientes cebadores aattcttaatacgactcactatagggec y catgggcecctatagtgagtattaag) en
el sitio EcoRI-Ncol de pGAD424. El vector resultante se denomindé pGAD424-without-FULL-ICE-both-T7. Se tuvo
cuidado de eliminar los codones de terminacién y usar aminodcidos de maxima compatibilidad con el polienlazador.
Se adopt6 la misma estrategia para el T7 inverso (que consistia en ambos cebadores gatccgtcgacagatctccctatagtgagtcg
tattactgca y gtaatacgactcactatagggagatctgtcgacg) con BamH1 y Pstl. Para evitar la pérdida de Sall, se incluyé este
sitio en el cebador.

El sitio Sall es importante ya que la mayoria de las genotecas se clonan en este sitio, se dispone de adaptadores.
Esto hace al vector recién construido compatible con vectores existentes.

PAS2 con T7/T3 y/ o Sp6 directo e inverso

Se construy6 un vector de doble hibrido en levadura andlogo basado en pAS2 (Clontech). Mediante digestion par-
cial con EcoRV se fue capaz de eliminar una parte significativa del gen cyh2. La construccion correcta puede aislarse
y revisarse mediante una digestion de restricciéon con BgIII. Este sitio de restriccion estd presente en el fragmento
EcoRV de PAS2 a eliminar. Esto elimina el gen cyh2 que es un gen ligeramente téxico y que estd implicado en el
retraso del crecimiento. Este gen no es esencial para la realizacién del ARNi y los experimentos de doble hibrido
en levadura. Después de la eliminacion del fragmento EcoRYV, el sitio de restriccion EcoRI que se localiza entre la
secuencia de ADN que codifica GAL4ABD y HA (epitopo) se vuelve tinica para el pldsmido, y puede usarse para
sustituir HA con un enlazador que contiene el promotor T7. Esto asegura la persistencia de todos los sitios de restric-
cion, permitiendo tanto la clonacién en fase de lectura como la compatibilidad con vectores previos y pGAD424. Se
usaron los siguientes enlazadores (cebadores: aattcttaatacgactcactatagggca y tatgccctatagtgagtcgtattaag) usando sitios
de clonacién Ecorl y Ndel. Se adopt6 la misma estrategia para el T7 inverso (cebadores: gatccgtcgacagatctccctatagt
gagtcgtattactgcacatgggecctatagtgagtegtattaag y gtaatacgactcactatagggagatctgtcgacg) con BamH1 y Pstl. Para evitar la
pérdida de Sall se incluy6 en el cebador. El vector resultante se denominé pAS1-cyh2-HA-+both T7-final.

Tener el promotor T7 (o de manera alternativa el promotor T3 o SP6) en pGAD424 permite ir rdpidamente de la
proteina que interacciona al ARNi y asignar una funcién al fragmento de ADN aislado. Una ventaja adicional es la
capacidad de generar mediante transcripcidn in vitro acoplada a traduccién in vitro (hay un ATG en fase de lectura
con GAL4DB o GAL4AD) una proteina marcada que puede usarse para controles in vitro (por ejemplo ensayos de
inmunoprecipitacién) de la interaccién proteina-proteina real.
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Las secuencias de los plasmidos producidos y la polimerasa SP6 y T3 se identifican en la Lista de Secuencias
proporcionada a continuacion:
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ARN polimerasa dependiente de ADN de SP6: SECUENCIA ID N°: 1
numero de acceso swissprot P06221
secuencia de proteina:

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841

mgdlhaiqlg
keeyegkkgr
fskleghaak
gigttlleil
yapevipprp
wginkdvlav
wggfinwkge
stlspgsndl
dmcrdiaadp
gighysamlr
sgtelramas
grtankvhpf
eglmytlptg
hdashliltv
eehevrwmvd

leeemfnggi
apralaflqce
yfekvkkslk
egsvfyngep
wrtpfnggfh
ieevirldlg
carlytaetk
gkallrfteg
ltftgwakad
devgakavnl
awdsigitrs
eddrqdyltp
fileqgkimat
celvdkgvts
tgievpegge

rrfeadqqrg
venevaayit
asrtksyrha
vimramrtyg
tekvasrirl
ygvpsfkpli
rgsksaavvr
rpvngvealk
apyeflawcf
kpsdapgdiy
ltkkpvmtlp
gaaynymtal
emlrvrtclm
iavihdsfgt
fdineimdse

iaagsesdta
rkvvmdmlnt
hnvavvaeks
gktiyylgts
vkgnrehvrk
dkenkpanpv
mvggarkysa
wfcinganlw
eyagyldlvd
gavaqgvvikk
ygstritcre
iwpsisevvk
gdikmslqve
hadntltlrv
yvfa

wnrrllseli
datlgaiams
vaekdadfdr
esvggwisaf
ltgkampkvy
pvefghlrgr
fesiyfvyam
gwdkkt fdvr
egradefrth
nalymdadda
svidyivdle
apivamkmir
tdivdeaamm
alkggnvamy

apmaegiqay
vaeriedqvr
weawpketql
kehvaglspa
kainalgntg
elkemlspeq
dsrsrvyvgs
vsnvideefq
lpvhqdgscs
ttftsgsvtl
ekeagkavae
qlarfaakrn
gaaapnfvhg
idgnalgkll

ARN polimerasa dependiente de ADN de T3: SECUENCIA ID N°: 2

numero de acceso swissprot P07659
secuencia de proteina:

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841

mniieniekn
kageiadnaa
kvilasltst
kafmgvvead
dhealglage
hskkglmrye
lppkpddidt
mdwrgrvyav
afiekhvddi
csgighfsam
kdtgeisekl
dsgkglmftqg
rhrecavhwtt
pnfvhsqdgs
dvladfysqf

dfseielaai
akpllatllp
nrttigaaag
migrgllgge
yvdvlakrag
dvympevyka
neaalkewkk
pnfnpggndm
lacakdpinn
lrdevggrav
klgtstlaqq
pngaagymak
pdgfpvwgey
hlzmtvvyah
adqlhetqld

pfntladhyg
klttrivewl
mlgkaiedea
awsswdkett
alagispmfq
vnlagntawk
aaagiyrldk
tkglltlakg
twwaeqdspf
nlipsetvqd
wlaygvtrsyv
liwdavsvty
rkplgkrldm
ekygiesfal
kmpplpkkgn

15

salakeqlal
eeyaskkgrk
rfgrirdlea
mhvgirliem
pcvvppkpwv
inkkvlavvn
arvsrrisle
kpigeegfyw
cflafcfeya
iygivagkvn
tkrsvmtlay
vaaveamnwl
iflgafrlgp
ihdsfgtipa
lnlgdilksd

ehesyelger
psayaplqll
khfkkhveeq
liestglvel
aitgggywan
eivnwkncpv
fmleqankfa
lkihgancag
gvthhglsyn
eilkqdaing
gskefgfrgq
ksaakllaae
tintlkdsgi
dagklfkavr
fafa

rflkmlerqga
kpeasafitl
lnkrhggvyk
grhnagnags
grrplalvrt
adipslerge
skkaiwfpyn
vdkvpfperi
cslplafdgs
tpnemitvtd
vlddtigpai
vkdkktkeil
dahkgesgia
etmvityenn
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pGN108 SECUENCIAID N°: 3

ghigtcgtaaagagatgtititattnacittacaccgggicciciolctetgeeageacagotcagtgtizgeigigtgetegggeicctgecaccgecegy
cotcatcticticoitettctetcotgetcicgetiateacticticaticatic tiatiec itteateateasactageatitctiactitatitatttitticantittea
attitcagataaaaccaaactacttgggtiacageogicaacagatcccegggatiggeraaaggacccaaaggtalgtitcgaatgatactancalaa
catagaacaitticaggaggacccttgottggagggtaccggatgactgeiccasagaagaagegtaageteatgaacac gattaacaicgctaagaa
cgactcicigacatcgaaciggotpetatcccgiteaacactclggeigaccatiacggtaapcgiitagetogcgascagitppccetigagcatgag
tctiacgagatgggtgaapcacgeticogeaagatgtitgapeg icaactiaaagetggigaggugcggataacgoigecgccasgecictcatcact
accctactecctaagatgatigcacgeatcascgactggiitpaggaagtpaadgclaagegeggraagegeccgacagecticeagiicetgcaag
aaatcaageeggaagecptagegtacatcaccattaagaccacictggetigectaaccagtgetgacaatacaacegticaggetgtageaagege
aatcgplcggpecattpaggacgaggetcgeitcpgicgtatcegtgactigaagotaagracticaagaaanacgiigaggaacancicaacasy
cgeglagggcacgictacaagaaapcatitatgcangtigicgaggetgacatgcicictaagggictacicggipgcgaggegiggicticgiggea
taaggaagactctattcatgtaggaglacgetgeatcgagatgeicatigagtcaaceggaalggtiagettacaccgecanantgoipgcgtagtage
tcaagacictgagactatcgaactegeaccgaatacgetgagctatcgeaacecgigeagatyegetggeipgealctetcegatgitccaacctty
cgmgﬁcctcctaagccgtggzctggcmactggtggtggttangggchacggtcgtcg!cctctggcgctggtgcgtactcacagtaagaaagc
actgatgcgetacgaagacgtttacatgectgaggigtacasagegatiaacangegraaaacacegeatgpaaaatcaacaagasagicetageg
gicgecaacgtaatcaccaagiggaageatigiceggicgaggacatcectpegatipagegipaagaacicccgalgaaaccggaagacalcgac
atgaatcoigaggoloicaccgCgigganacEtgcIgcogeigigigaccpraagacaaggeicgeasgicicgecgtaicagectigagiicaty
cttgagcaagecaataagtitgctaaccataaggecatcigg icecttacaacatg gactgegcggtcgtattiacgetgipgtcaatgticaaccege
aaggtaacgatatgaccasaggacgicttacgciggegasaggtaaaccaategplaaggaaggtiactactggetgaaadtccacggtgeaaacty
1gegggigicpataaggtticgittectgagegratoaagitcatipaggaaaaccacgagaacatcarggetigegetaagictecactggagaacac
nagigggctzagcaagattctecgictgcticettgegticigettigagtacgctggpglacagcaccacgpectgagetataactgctecciccge
fggeggac gggncugctctggcatccagmttctcegcgatgctccgagatgaggtaggtggzchgcggﬂaacngcﬁcctagggaaaccgt
tcaggacalciacgggattgttgcaagaaagicaacgagaticipcaageagacpeaalcaatgggaccgataacgaaglagttacctgaccgat

gagaacactggtgasatctctgagaaagtcaagetpggcactaaggcaciggetggicaatpgeiggetiacggtgtiactcgeagtpigactaage

ghcagtcatpacgetggettacggpteeaaagagticggetteegicaaceagigeiggaagataccaticagerageiatigattccggcaaggatc
1gatgricacteagecgaatcaggelgetggatacatpgctaagelgatiigggaatcegtaagegipacgpiggtlagetzcagtigaagcaatgaac
lggctmlgtctgctgctaagctgctggctgctgaggtcmgataagaagactggagagamﬂcgcaagcgttgcgctgtgcangggtaactcct

galgeniceoigigtggcaggaatacaagaagectaticagacgegetigaaceigatgitceicggcagiiccgtiacagectaccatiaacacca
acaaagatagcgagangatgcaucaaacaggagtctggtatcgctoctaactﬂgtacacagccangacggtagceacc!tcglaagactgtagtg
1gggcacacgagaagiacggaatcgaatctitigractgatticacgaciccicgguaccaticCRCIgacgCtgeRaacciglicaagCaglgest
gaaactatggttgacacatatg agtcngtgatgtactggctgantctacgaccagttcgctgaccagttgcacgagtctcaattggacaaaatgccagc
acrecpgetaaaggtaactigaaccicegtgacatcttagagieggacticgegticgeptaagggeccactagteggeegtacgggecctitegect
cgegogtttcggigalpgacggtgasaaceicigacacatgeageiccoggagacggicacagctigiciglaagepgatpecgggageagacaage
ccgtcagggepegicagegagtatipgcegptglcggaecigacitaaciatgepgcatcagageagatiptacigagagtgcaccatalgegtpt
geaalaccgeacagatgegtaaggagaaaataccgcatcaggeggccttaagggccts gtgatacgectatitttatagptiaatgicatgataataat

ggmcttagacgtcagg‘ggcactmcggggaaatgtgcgcggaacccctamgnmttmmaamcmcaaamgwlccgctcatgagacaat
naccctgntaaatgmcaauatmguaaaggugagtatgagtattcaacamccgtglcgcccltattcccmmgcggcamtgccncclgtm
tgctcactcagaaacgctggtgazagtaaaagatgctgaagatcagttgggtgcacgagtgggttacatcgaactggatctcaacagcggmgatc
cttgagagtmcgccccgaagaacgttnccaatgatgagcacttmngttctgcmgtggcgcggtattawccgmtgacgccgggcaag'agca
actcggtcgccgcatacactattctcagaatgacttggttgzgmctcaccagtcacaguaagcatcmggatggcatgacagtaagagaattatg

cagtgctgocataaccatgagtgataacac!gcggccaacttacttctgacaacgatcggaggaccgaaggagctuccgctmttgcamcatgg
ggga lcatgtaactcgccngatcgttgggaaccggagctgaatgaagccalaccaaacgacgagcg(gacaccacgalgcctgtagmtggcaa
caacgttgcgcaaactama'c(ggcgaactacnacn:tagcttcccggcaacaanaatagamggslggaggcggamangngcaggaccacm:
(gcgctcggcccttccggctggﬂggmttgctgataaatctggagccggtgagcgtgggtctcgcggtatcmgcagcaﬂggggccagatggt

aageectece gtatcgtagtutctacacgacggggagtcaggcaactatggatgaacgaaatagaugatcgctgagatagglgcclcactgaﬂaa
gcattggtaactglcagaccaagtmacatatammgattgmumncamammggatcmggtgaagammgamtctca
tgacceaaateccttaac gtgaguttcgttccactgagcgtcagaccccgtagaaaagalcaaaggatcncﬂgagalccmmtclgcgcgnatctg
ctgcttgcaaacaaaaaaaccace gctaccagcggtggmgmgccggatcaagagctaccmlcttmccgaaggtaactggcttcagcagagc
gcagatamaataCtgtccnctagtgtagccgmgmggccaccacttcaagaactctgmgcaccgcctacamcctcgctctgcmatsctgmc
cagtggctgctgccaglggcgataaglcglglcttxl:cgggnggacu:aagacgatagttaccggamaggcgcagcggtcgggctgaacggggg
gttcgtgcncacagcccagcttggagcgaacgacctacaccgaaclgagatacctacagcgtgagcangagaaagcgccacgcncccgaaggg
agaaaggcggacaggtatccgg:aagcggcagggtcggaacaggagagcgcacgagggagcnccagggggaaacgoctggtatcmmgtc
ctgtcgggmcgocacctctgacngagcgtcymttgtgatgctcglcaggggggcggagccmggaaaaacgccagcmgcggccttmac
ggncctggcctmgctggccmtgctcacatgucmcctgcgttalcccctgattctgtggamcgmnaccgccm;agtgagctgataccgctc
gccgcagCCgaacgaccgagcgcagcgagtcagtgagcgaggaagcggaagagcgcccaamcgcaaaccgcctctf:t:ccgcgcgﬁggccg
aﬂcattaatgcagctggcacgacaggmcccgactggaaagcgggcagtgascgcaacgcaattaatgtgagttagclcactcamggcacccca
ggcmacacutatgcuccggctcgmgﬂgtgtggaattgtgagcggataammcacacaggaaacagctalgaccatgmacgccazgctgt
aagftiaaacatgalctizciaactaactarictcatitagatittcagagcitaaanatggelgaaatcacicacascgalggatacgclaacaactiggaa
atgaumagcttgcatgectgcagagcaaaamtaetgcmtcmgcaaaancggtgctm:ncaaagngaancnngaagtcggcgcgagcat
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ticctictitgacttetcictitccgccaanaagectageattittatigataattigattacacacactcagagticttcgacatgataaagiptitcatigpcac
tcgecctaacagtacatgacaagggeggatiattatcgatcgalattgaagacaaaciccaaatgtgtgcteattttggageccegtgtaggscagetg
cictcaatatattactagggagacgaggagggggaccitatcgaacgtcgeatgagecattctitcttctitatgeactetettcactetctecacacattaat
cgattcatagacicccataltcctigatgaaggtgtgggtitttagctittittccogatitgtaaaaggaagaggotgacgalg itagpaaaaagagaacg
gagcecgaaaaaacatccgtagtaagtcticctittaagecgacacttittagacageaticgecgetagtittgaaptitasatiitaaaaaataaaaatiag
titcaattitttaatiactaaataggeanaagiititcaagaactctagaaazactagettaaticatgggtactagaaaaattcitgitttaaatitaatatita
tcttaagatglaatacgagaagctttitigaaaattctcaattaaaagaatitgcegatitagaataaaagicticagaaatgagtaaaagctcaaattaga
agfttgtttttaaaggaaasacacgaaaaaagaacactatitatcttttcctecccgegtaaaatiagttgtigtgataatagtgatccgetgtetattigeact
cggctcticacaccgtgcticctetcacttgacccaacaggaaaaaaaaacatcacgtclgagacggtgaatigectiatcaagagcgtegtetctitca
cccagtaacaaasaaaatttggmictitactitatatttatgtaggicacaaaaaaaaagtgatpcagtittgtgpotcppttgtctecacaceacctecge
ctccageagceacacaatcatcticgtgtgttctcgacgaticetigtatgeegeggtegtpaatgeaccacaticgacgegeaactacacaccacactc
acttteggtggtattactacacgtcatcgttgticgtagteteccgetetitegiccecacteactectcattaticeccitggtgtattgattitttttaaatgga
caccactcetgacgtttctaccttctegtittccgtecatttagattttatctggaaattitittaaaattitaggccagagagtictagticiigtictaaaagicta
gglcagacatacatittctattictcatcaaaaaaaaagtigataaagaaaactggtiattcagaaagagtptatetcgttganattgattcaasaaaaaatt
cccaccectogettguctcaaaatatgagatcaacggatrtticeticrcgattcaattttttgetgegetcigictgccaaagtptptgtetccgageaaa
agatgagagaatttacaaacapaaatgaaaasaagtippccaaataatpaagtittatcegagatigatggganagatattaatgttctttacggiitgga
£gggagagagagatagatittcgcatcaaactcegectittacatgtetittagaatetaaaatagatittictcatcatititaatagaaaatcgagaaatta
cagtaamcgcaamtcttgccaaaaatacacgaaamgtgggtclcgccacgatctcggtcmgtggmcatttggtttaaaagriiataaaamcm
tictagtptttaatttccgeataattggacctaaaatggptitttg tcatcattitcaacaagaaatcgtgaaaatcetgligtitcgcaattticitticaaaaata
cacgaaatatatggtaatttcccgaaatattgagggtctcgecacgatitcagtcacagiggecaggatitatcacgaaasaaagttcgectagtetcacat
ficcggeaaaccgaatctaaattagtttitgtcatcattttgaacaaaaaatcgagacatccctatagtitcgeaattitegtegctiticictceaaaaatga
cagtctagaattaaaattcgetggaactgggaccatgatatcititctccccgitittcatittatttitiattacactggattgactaaaggtcaccaccaccg
ccaglgigtgccatatcacacacacacacacacacaatgicgagattitatgtgttatccctgetigatitcgttecgtigtetetetcictetattcatetittg
agccgagaagcelccagagaatggagcacacaggatcceggogegegatgtcgicgpragatgpcgocgecigggaagecgecgagagatatca
gggaagatcgicigatitctecicggatgecacctcatetetcgagtiictcegectgtiactcectgcegaacctgatatticee

17



15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2320527 T3

pGN105: SECUENCIA ID N°: 4

aagettgeatgectgeaggoctiggtcgacictagacacititcagetacciagatacatggatatccecgecicecaatccaccracccagggaaaaa
Baagggcicgccgaaasatcaaagtiatciccaggoicgogeateccacegagoggtigacticiciceaccaciiticatittaaccetcgggptacy
geatiggccaaaggacceaaaggtatgtitcgaatpatactaacataacatagaacattitcaggaggacectigetiggagggtaccgagetcagaa
araatgactgeccazagaagragegtonggtacogptaatgaacacgatisacategctaagaacgacticictgacatcgaactpacigetatece
glicarcactcigpetgaccattacggigagegtitagctogogaacagiiggecciigageatgagicitacgagatgegigaageacgcticcgeaa
gatgtitzagcptcaactiasagetggtgagptigepgataacgetgecgecaagecteicalcactaceetactecctaagatgatigeacgeateay
cgaciggitigaggaaglgasagciaagopoggoaagegecrgacageciiceagtivetgeaagaaatcaagecgpaagecgiagoptacatea
ccattaagaccactetggettgectaaccagtgcigacaatacascegticapgetgtageaagegcaateggtegegecatigaggacgaggeteg
cticggtegtatcegtzaccitgaagelaageacitcaagaaaaacgtigaggaacaacicaacaagcgcgagggracgicacaagasageatita
tgcaagipicgaggeigacatgeicictaagggictacicgg tgacgaggegtigaicticgiggeataaggaagacictaticatgtaggagtacget
geatcgagatgcteattgagtcaaccggaatggttagettacacegecaaaaigetggegtagtaggtcaagacictgagactategaacicgoacet
gaatacgcetgaggeratcgeaarcegtgcagargegetggctpgeatctcicegatgriccasccigegtagtiectectaagecgiggactggeatt
actggtgptegclattgggctaacggtcgiegtectolgpcgeiggtgegtactcacagtaagaaageactgatgegetacgaagacgtitacatgect
gaggtptacazagegattaacatigegcadaacacegeatggaaaatcaacaagaaagicetagepgpicgecaacgtaatcaccaagiggaageat
tgiccggtcgaggacatecctgogatigagepigaagaacteecgatgasaccggasgacatcgacatgastectgaggoteicaccgegiggaaa
cgtgetgecgetgetgtgtacegeaaggacagggetogeaagictegeeptatcagectgagitcatgetigageaagecaataagiitgctaaccat
aaggccatctggticecttacaacatggactpgegegptogtgtttacgcegtyteaatgticaacecgeaaggtaacgatatgaccaaaggactgett
acgcigRcgasaggtaaaccaatcgglaaggaaggitactaciggetgaaaatecacggigcaaaciplgoggpiptogataaggticogticooty
agepcatcaagticattgaggasaaccacgagaacatcatggetigegetaagtctecaciggagaacactiggtggactgageaagaticicegttct
goticettgegnctgetiigagtacecigggatacageaccacggectgagetataacigeteccticegetggegtitgacgpgteitgeictggoate
cagcacttcteegegatgetecgagatpagptagptppicgogeggtaacttgcticotagtzagacegticaggacatctacgggatigiigctaag
aaagtcaacgapattctacaageagacgcaaticaatgggaccgataacgaagtagttacegipaccgatgagaacaciggigaaatcicigagaas
gicaagcigggcactaaggeaciggoiggicaatggetggcicacggigtiacicgoagigigactaagegiicagicatgacptggetacgggic
caaagagttcggcticcgtcaacaagigetggaagataccattcagecagetatigattceggeaagggiccgatgiicactcagecgaatcaggcty
ctggatacatggetaagetgatiigggaatctgtgagegtgacgplagtageigeggtigaageadtgaactggottaagtetgetgotaagotgergg
ctgcigapgtcaaagataagaagactg gagagattcticgcaagegigegetgigcatigggtasctecigatpptitceetgigtggeaggaataca
agaagcctaticagacgegettgaacctgalgticcteggteagitccgettacagectaceattaacaccaacaaagatagegagattgatgcacaca
aacaggagiciggtatcgeicctaactitgtacacagecaagacgglagecacciicglaagactglagigigggeacacgagaagtacggaatcga
atctittgeactgaticacgactecticggtaccattceggetgacgeipegaaccigticaaageagtgegegaaactatggiipacacatatgagictt
glgalglaciggcigatitctacgaccagitcgctgaccagttgeacgagicicaattggacaaaatgecageacticcggotaaaggtaactigaacct
ceglgacatcttagagicggacitcgoeticgegtaagaaticcaactgagegecggicgetaccattaccaactigictggigicasaaataataggs
gocgetgteatcagagiaagtitaaacigagitctactaactaacgagiaatatitaaatticageatetegegeccgtgecicigactictaagtcoaatt
actcttcaacatccetacatgeicctcectgigeteccaccccctatingtattatcaaaaaaacticiictiaatitctigitagericnaagca
ccictaacaatgaaaltgtgtagaticaaaaatagaatiaattcgtaataaasagicgaaaaaaatigigeiccctcececeattaataataatctatccea
aaatcracacaatgucegtgacacticttatgtmttacttctgatanartrttitgaaacatcatagaaaaaaccgcacacaaaatacctiateatatgtt
acgmicagtitatgaccgeaatitttatmcicgeacgictgggecicicatgacgteagatcatgeicatcgigaaaaagititg gagattittggaa
caalcaagigaaagtitaigazattaatimicetgettigettnigggggttecceciangigicaagagttecgaggacgpeptititctigctaaaatea
caagtattgatgagcacgatgeaagaasgaicggaagaagetitgggttigaggcicagtpgaaggtpagtagaapttgataatitgaaagiggagta
gigtctatggggingecttaaatgacagaatacaticecaatataccaaacataactgtttcetactagtoggecglacgggeecttteglcicgegeg
titcggtgatgacggigaaaacetctgacacatgcagetcceggagacggicacagetipictgtaagepgalpeegggageagacaageccgles
gegcgegicapcEagignipegagigicgsggciggcitaactatgcggcalcagagcagatigtactgagagtgeaccatalgeggigigaaata
ccgcacagatgcgtaaggagaaaalaocgcatcaggt:ggccnugggcctcgtgatacgcctzﬂtttataggttaatgtcatgalaa!aatggmctt
agacgtcaggtegeacttiteggogaaatgipcpcggaaccectatitgtitattitictaaatacattcaaatatgtatecgetcatgagacaataacect
gataaatgcitcaataatatigaaaaaggaagagtatgagtaticaacamecgigtegecciiattcecttitiigeggeatittgectictgtititgeica
cccagaaacgclgglgaaagmmgalgctgaagatcagttgggtgcacgagtgggttacatcgaactggatctcaacagcggtaagatccngag
agcgeccegaagaacgitticcaatgatgageactitaaag ctgetatgtggogeggtatalcccglatigacgeogggeaagagcaacicg
gtcgccgcatacacmttctcagaatgacttggﬁgagtactcaccagtcaagaaaagcawﬁacggatggcztgacagmagagaamtgcagtg
clgccataaccatgagtgataacactgeggecaactiactictgacaacgateggaggaccgaaggagetaaccgotimtigeacaacatggggpat
catgtaactogectigatcgipggaaccggagcigaatgaagecataccasscgacgagegipacaccacgatgociglagcaatggeaacaacy
tigegeaaactattaactggcgaactacttactctagettcccggeaacaatiaatagactggatggaggeggataaagtigcaggaccactictgeget
cggoccttcegretggetggtangeigatanatctggageeggtzgagcgigggicicgeggtatcattgeageactaggpccagatggaagece
tcccgtatcgtagmtctacacgacggggagtcaggcaactatggatgaacg;aatagacagaﬁcgctgagamggtgcctca.ctgamagca(tg
gtaaciglcagaccaagtitacicatatatactitagattgatitaaaacticartitaatitaraaggaictaggtgaagatectittigataateicatgacca
aaatcccttaacgtgagmcgttc:actgagcgtcagaccccgtagaaaagatcaaaggatcttcﬂgaxammgcgcgmwtgctgm
£C23C2223224CCACCRCaCCAgCRRIZEEIIgCCgRatcaagagctaccanctemiccgaagglaactppeticagcagagegeaga
taccaaamclgtcmctagtgtagccgﬂgnaggccaccacncaagaactctgtagcaccgcmcatacctcgctctgcmalcctgﬂaccagtg
gotgelgocagtggcgataagicgIgicttaccEEg gRactcaagac galagitaccggataaggCECagCggIcgagclganceaRRaRicy
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tgcacacageccagettppagegaacgacctacaccgaactgagatacetacagegtgagcatigagaaagegecacgeticccgaagggagaa
aggeggacaggtatccggiaageggoaggptcggaacaggagagegcacgagggagceticcagggggaaacgectgglatcittatapteetgtc
gegttegecaccicigactigagegtcgattittgtgatpetegtcaggggggcpgagectalggaaaaacgecageaacgeggoctittacggtc
etggeeitiipctpgectittgcteacatgttctiicetgegtiatecectgatictgiggataacegtattaccgectitgagtgagetgatacegetegecg
cagccgaacgaccgagegcagegagteagtgagcgaggaageggaagagegeccaatacgcaaaccgeciiccecgegegtiggecgatica
ttaatgcagctggcacgacaggtitcccgactggaaagegggcagtgagcgcaacgcaattaatgtgagttagetcacicattaggcaccccaggett
tacactttatgcttcepgpctegtatetigtgtggaatigtpapcggataacaatitcacacaggaaacagctatgaccatgattacgecaageigtaagttt
aaacatgatcttactazctaactatictcatttaaattttcagagcttaaaaatggctpgaaatcactcacaacgatggatacgctaacaactiggaaatgaa
at’

pGN400: SECUENCIA ID N°: §

aagcetigeatgectgeaggectiggtegactctagacactiticagetacetagatacatggatatcecogeeteccaatccacccacccagggaaaaa
BaapggEcicgCcegaaaaatcaaagttatctecaggetegegeatcccaccgagegstigacticictecaccacttttcatittaacccteggggtacy

ggattggcecanaggacccasaggtatgiitcgaatgatactaacataacatagaacattticaggaggacectigettggagggtaccgageicccgs
gattaatacgactcactataccggtaganaaaatgagtaaaggagaagaacttitcactggagttgicccaattottgtipaattagatggtgatgttaatg
ggcacaaatittetgtcagtggagaggptgaaggigatgeaacatacggaaaacttaccottaaatitatttgcactactggaaaactacctgticcatgg
gtaagtitaaacatatatatactaactasccctgatiatitaaatiticagecaacacttgtcactactitetgtiatggtgticaatgettctegagataceeag
atcatatgaaacggcatgactttitcaagagtgecatgecegaaggtiatgtacaggaaapaactatatitticaaagatgacgggaactacaagacac

gtaagtttaaacagticggtactaactaaccatacatatttaaattitcaggtectgaagtcaagtttgaaggtgataceeitgtiaatagaatcgagttaaa

aggtattgattttaaagaagatgeaaacaticttggacacaaatiggaatacaactataactcacacaatgtatacatcatggeagacaaacaaaagaat
ggaalcaaagitglaagtttaaacatgatittactaactaactaatctgatitaaattticagaacitcanaatiagacacaacangaagatggaagegtica
actagcagaccattatcaacaaaatactccaattggegatgpeectgtectittaccagacaaccattacctgtecacacaatcetgeectitegaaagate
cCaacgaaaagagagaccacalggtcetictipagtitgtaacagetgetgggattacacatggcatgpatgaactatacaaatageatiegtagaatic
caactgagcgecggtcgctaccantaccaacttgtctggigtcaaaaataataggggecgetgtcatcagagtaagtitaaactgagttctactaactaa
cgagtaatatttaaattitcagcatctcgegecegtgcctetgactictaagtecaatiacicticaacatcectacatgetetticteccctgigetcecacee

cctatttttgttattatcaaaaaaacttcnéMaMgmmagcm;magtcacctctaacaatgaaattgtgtagancaaaaatagaamncg
taataaaaagicgaaaaaaattgigetccetccccecattaataataattctatcccaaaatetacacaatgtictgtgtacacttettatgtittitacttetg
ataaattttititgaaacatcatagaaaaaaccgeacacaaaatacettatcatatgtiacgtttcagtitatgaccgcaatttttatttcticgcacgtetggac
ctctcatgacgicaaatcatgetcatcgigaaaaagitttgpagtattittggaattittcaatcaagtgaaagttatg aaattaatittectgettttpettttg
ggggtitcccctattgttgteaagagtitcgaggacggeptittictigetazaatcacaagtattgatgageacgatgcaagaaagatcggaagaagy
tggsttigagpcicagigpaapetoagtapaagttgataatttgaaagtpgeagtagtgictalgggptititcctitaaatgacagaatacattcccaat
ataccaaacataactgtitcetactagicggecgtacgggecctitcgtctcgegetitcggtpateacg gtgaaaacctctgacacatgeagetceep
gagacggtcacagetigicigtaageggatgecgpgageagacaageccgtcagppegegtcageggptetiggegggtgtcggpecigecita

actatgeggeatcagagcagattgtactgagagtecaccatatgeggtzigaaataccgeacagatgcglaagpagaaaataccgeatcaggegsce
citaaggpcectcgtgatacgectatititataggttaatgicatgataataatggtitcttagacgtcaggtggeactiitcgggpaaatptgcgcggaace
cctatttgtitatitttctaaatacaticaaatatgtatcegetcatgagacaataaccetgataaatgeticaataatattgaaaaaggaapagtatgagtatt
caacatticcgtgtcgeccttaticecttttttgeggeatttigccticctpittttgetcacccagaaacgetggtgaaagtaaaagatgetgaagatcagit
gggtgcacgagtgggttacatcgaactggatctcaacageggtaagatecttgagagttttcgeccegaagaacgttttccaatgatgageacttitaaa
gttcigctaigtgpcgegatattatccogtatigacgccgggeaagageaactegeicpeegeatacactatictcagaatgactiggtigagtactcac
cagtcacagaaaagcatcttacggatggcatgacagtaagagaattatgcagigetgecataaccatgagtgataacactgeggecaactiactictga
caacgalcggaggaccgaaggagetaaccgetittitgeacaacatgggggatcatgtaactcgeetigatcgitgggaaccggagetpaatgaage
cataccaaacgacgagcegtgacaccacgatgectglageaatggcaacaacgtigegeaaactattaactggegaactacttactctagetteccgge
aacaattaatagactgpatggaggcpgataaagtigcaggaccactictgegeteggeccttceggetggciggtttattgetpataaatctggagecg
glgagegigagptctcgegptatcartgcageactggggccagatggtaageectcecgtategtagttatctacacgacggggagtcaggeaactat

ggalgaacgaaatagacagatcgeigagataggtgecicactgattaageattggiaacigicagaccaagittactcatatatactttagattgatitaaa
acticatttttaatttaaaapgatctaggtgaagatcctititgataatctcatgaccaaaatcecttaacgigag Ritcgiticeactgagegtcagaccecg
tagaaaagatcaaaggatctictigagatcctntitictgegeg taatcigetgetgcanacaaaaaaaccaccg ctaccageggtggitigitigecgg
atcaagagctaccaaciciiticegaaggtaactggcticageagagegcagalaccaaatactgtectictagigtapecgtagtaggecaccactt

caagaactctgtagcaccgectacatacctcgeteigetaalcetgttaccagtggctpetgecagtggegataagicgtgtettacegggitggacica
agacgatagttaccggataaggegcageggtegpgctgaacggggpgitcptgeacacageccagetiggagegaacgacctacacegaactga
gatacclacagcgtgagcattgagaaagegeeacgciicccgaagggagaaaggcggacaggtatccgplaagegacagggtcggaacaggag
agcgeacgagggapcticcagpgegaaacpcciggtatetttatagicetgtegggtiicgccaccictgactigagegtegattittgtgatgercgte

aggggegcgeagcetalpgaaaaacgecageaacgeggectittiacggticetggectittgetggeettttgeteacatgttcttcctgegtiatece
ctgatictgtggataaccgtattaccgectttgagtpagetgataccgetcgecgeagecgaacgacegagegeagegagicagtgagegaggaag
cggaagagcgeecaatacgeaaaccgectctcecegegegiiggecgaticattaatgeageiggcacgacaggiticeegaciggaaageggec

agtgagcgeaacgcaattaatgtgagttagetcactcatiaggeaccecaggcetttacactttatgetecggctegtatgitgtotagaattgtgagcegs
ataacaatitcacacaggaaacagctatgaccatgattacgccaageigtaagtitaaacatgatcttactaaclaactatictcattiaaatiticagagcett
aaaaatggctganratcactcacaacgatggatacgetaacaacttggaaatgaaat
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pPGN401: SECUENCIA ID N°: 6

gahcccggcgcgcgatgtcgtcgggagatggcgccgcctgggaagccgccgagagamcagggaagatcgtctgamctcctcggalgccacm
catctctcgagmctccgcctgttactccctgccgaacctgatatttcccgttgtcgtaaagagatgttmattttacmacaccgggtcctctctctc!gcc
agcacageteagigtiggeigtgtecteggpetcctgecaccggeggecicatcticticticttetictctoctgeteiegettatcacticttcattcattctt
aticctiticatcatcaaactageatttcttacitiatttatittiticaattttcaatiticagatasaaccaaactacttgggttacagecgicaacagatccccg
ggattggecaaaggacccaaagglatgtitegaatgatactaacataacatagaacattitcaggaggacectigettggagggtaccgglagaaaaa
atgagtaaaggagaagaactittcactggagtigtcccaatictigitgaattagatggtgatgttaatgggcacaaatittctgtcagiggagagggtga

apgtgaigcaacatacggaaaactiaceettaaatitatitgcactaciggaaaactacctgitccatgggtaagtitaaacatatatatactaactaacect
gattatitaaatittcagccaacactigtcactactitcigttatggtgticaatgetictcgagatacccagatcatatgaaacggeatgactitticaagagt
gecatgeccgaaggttatgtacaggaaagaactatatittcaaagatgacgpgaactacaagacacgtaagtitaaacagticggtactaactaaccal
acatatttaaattticaggtgceteaagtcaaptttgaaggipatacecitgitaatapaatcgagttasaagptatigatttitaaagaagatggaaacattett
ggacacaaattgpaatacaactataactcacacaatgtatacatcatggcagacaaacaaaagaatggaatcaaagttgtaagtitaaacttggacttac
taactaacggattatatttaaatiticagaacticaaaattagacacaacatigaagatggaagegticaactagcagaccattatcaacaaaatactccaa
tggcgatggecetgicctittaccagacaaccattacctgtccacacaatetgecctticgaaagatcecaacgaaaagagagaccacatggiectict
tgagitigtaacageigetgggattacacatggeatgpatgaactatacaaatageattegtagaattccaacigagegecggcgetaccattaccaac
ttgtctggtgtcaaaaataataggggccgctgicatcagagtaagtttanactgagtictactaactaacgagtaatatitagatiticageatctegegeee
gigcctctgactictaagtccaattacicttcaacatecctacatgeictttcteocigtgeteccacceectattttigitatiatcaaaaaaacttcticttaatt
tettigttitttagetictittaagicaccictaacaatgaaatigtgtagaticaaazatagaattaaticgtaataaaaagtcgaaaaaaattgigeteccee
¢cccattaataataatictatcccaaaatctacacaatgtictgtgtacacttcttatgititttitactictgataaatititittgaaacatcatagaaaaaaceg
cacacaaaataccitatcatatgtiacgtttcagtttatgaccgcaatttttatticttcgcacgtctgggecteteatgacgtcaaatcatgeteatcgtgaaa
aagtittgpagtattittggaatttticaatcaagtgaaagitatgaaattaatittcctgetittgetittigggg gtitcccctatptitgtcaagagiticgay
gacggcgttiticttgctaaaatcacaagtattgatgagcacgatgcaagaaagatcggaapgaaggtitggetitgagpcicagtggaagptgagtag

aagtigataatttgaaagtggagtagigtctatggggtittigcettaaatgacagaatacattcccaatataccaaacataactgtitoctactagtcggec
gtacgggeccggtacccagetittgncccagtgagggtiaattgcgegeitggeptaatcatggicatagetgtiiceigigtgaaattgtiatccgel
cacaattccacacaacatacgagecgpaageataaagtgtaaapectggggtgcctaatgagigagetaacicacattaattgegtipcgcteactge

cegetticcagtegggaaacctgtegtgccagetgattaatgaatcggecaacgegeggragaggcggittgegtattgggegetettcegetice
tcgctcactgactegetgepcteggtegticgectgcggcgapcggtatcagetcactcaaaggeggtaatacggitatccacagaatcaggggata
acgcaggaaagaacatgtgagcaaaaggecageaasaggecaggaaccglaaaaaggecgegtgetggcgtititceataggetecgeccecct
gacgagcatcacaaaaatcgacgeicaagicagaggtggegaaaccegacaggactataaagataccaggegtttceccctggaagetecctcgty
cgclctectgtecpaccetgeogetiaccggatacctgteegeatttcteecticgggaagegtggegettictcatageicacgetgtaggtatcteag
tteggtgtaggtegticgetccaagetgpgetgigigeacgaacecoecgticageecgaccgeigegectiatccggtaactatcgtctgagtccaa
cccpgtaagacacgacttatcgecactggeageagecactggtaacaggattagcagagegaggtatgtaggeggtgctacagagtictigaagtg

gtggeetaactacggetacactagaaggacagtatitggtatctgegeictgetgaagocagttaccitcgganaaagagttggtagetcngatccgg

caaacaaaccaccgetggtageggiggiitttiigtttgcaagcageagattacge geagaaaaaaagpatctcaagaagatccittgatetittctacg

ggglctgacgetcagtggaacgaaaactcacgitaagggatttiggtcatgapattatcaaaaaggatettcacctagatcctittaaattaasaatpaap
tttaaatcaatctaaagtatatatgagtaaacttggtetgacagttaccaatgcitaatcagtgaggcacctatcicagegatctgtetatitegitcatceat
agttgectgactcecegtegtgtagataactacgatacgggagpgettaccatctggecccagigetgeaatgataccgcgagacecacgetcaceg
getccapatttatcageaataaaccagecagecggaagggcegagegeagaagiggteetpeaactttatcegectceatccagtctatiaatigtige
cgggaagctagaglaagtagticgecagttaatagttigegeaacgtigttaceattgetacaggeategtgglgteacgetegtegtgptatggete
attcagctccggticccaacgatcaaggegagitacatgatcccecatgtigigcaaaaaageggitagetacticggtcctecgategitgtcagaagt
aaghtggccgcagtgitatcactcatggtiatggcagcactgeataattctettactgtcatgecaicegtaagatge ttitcegtgactggtgagiactcaa
ccaagicaticigagaatagtgtatgcggegaccgaggetetigeccggcgicaatacgggataataccgegecacatagcagaaciitaasagty
ctcatcattggaaaacgticticggggcgaaaactctcaaggatettaccgetgtigagatceagttcgatgiaacccactegtgeacccaacigatetic
agcatctittactttcaccagegtitctgegigagcaaasacaggaaggcaaaatgecgtaaaaaagggaataagggcgacacggaaatigitgaata
ctcalactcticcttittcaatattattgaageatttatcagggitatigtcteatgageggatacatattigaatgtatitagaaaaataaacaaalagggetic
cgcgeacatttceccpgaaaagtgecacciaaattgtaagegttaatatitigitaaaaticgegttaaatittigitaaatcagetcatitittaaceaatagge
cgaaatcggcaaaatcccttataaalcaaaagaatagaccgagatagggttgaptgtigitccagittggaacaagagiccactattaaagaacggga
ciccaacgicaaagggcgaaaaaccgtetatcagggogatggeecactacgigaaccatcaccetaatcaagtittitggggtegaggigecgtaaa

geactaaatcggaaccctaaagggageccccgatttagageitgacggepaaagecggegaacgtggegagaaaggaagogaagaaagepaa

aggagegggegetaggecgetggcaagiglageggtcacgetgegeptaaccaccacacccgecgegetiaatregecgctacagggeresic

ccattcgecaticaggetgegeaactgtigggaagggegateggtgegggecicitcgetattacgccagelggegaaagggpgatgigetgeaag

gegattaagtigggtaacgccagggtittcoeagtcacgacgtigtaaaacgacggecagtgagegcgestaatacgactcactatagggegaatiy

gagetccaccgeggtegepgecgcictagaactagtyg
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pGN110: SECUENCIA ID N°: 7

gatcctccaaaategiencegeictgaaaaacgaaagtggaccttigacatcegaaaaaatgggegaaaaatgaaatigagetutigegcgasaa
aaalgitagaatpetgagaacacgitasacacgaagateatatitantipagacecggatgctoigaaaslgtelgacatagatttaaaaaageatat
atatattiticaititcaacgigaaagtittgtgcaactttatagaatetcctattggcacatigittittatttaactgaggcagtttttgaacaccititipaaactt
tgaatcicititgaagtatacigtegaaaagactgacttgagegiicgaaatgccagaagaaaactatatitgaatctcgegetaaatigagaaatgeaace
gegctccactggacaatigganasaaaatitattcggaggcgacaacggtatiticgaaattgatitictgtotattttcteatitiitataaatic ttetttgars
atcgttcgittgtgagaaatitaatiglaticaaacititttatagtaagataccggiggtaccgetageegtacgaaccegggatiggecaaagpaccea
aaggiatgiticgaatpatactaacataacatagaacattitcaggagpaccciigetiggaggptacegatgactgciccaaagaagazgegtange
tecalgaacacgattaacatcgetaagaacgacticteligacategaactggetgetatccogttcaacaciciggetgaccattacggtgagegittaget
cgegaacagnggeectigageatgagicitacgagatgggtgaageacgeitccgeaagatgiiigagegicaacttaaageigpigapptigcgea
taacgetpecgecangecicicatcactaccotactecetaagaigatigeacgeatcaacgactggittgaggaagtgaaagclaagegcppeaag
cgcccgacagecliceagitcotgcaagaaatcaageoggaagecgtagegtacatcaccattaagaccactctggcitgostaaccagigctgaca
atacaaccgticaggctgtageaagegcantegglogggecatigagpacgagecicgoticpgicptatecgtgacctigaagetaageacticaa
gaaaaacgltgagpaacaactcaacaapepegtaggpcacgtetacaagaaagcatitatgcaagitgtcgaggeigacatgetcictaagggicta
clegpiggegaggegtggiclicgtggcataaggaagactcaticatgtaggaptacgetgeatcgagatgetealigagtcaacegyaatggtiag
" citacaccgecasaatgelggegtagtaggteaagactetgagactategaactegeaccigaatacgetgaggctategraacceglgeaggtges
ciggetggeatctotecgatgticcaacctigegtagticetectaagecgtggactggcattactggtpgtpgctatigpgctaacggtegicgteetet
gRcgciggtpcptactcacagtaaganapcactgatgcgetacgaagacgiacalgectpaggtgiacasagogattaacattgcgeaaaacace
geatggaaaatcaacaagaaagicclageggicpccaacgtaatcaccaaglggaageattgiceggicgaggacatcectgegatipagegtpas
gaactccogatgaaaccgpaagacatcgacalgaatcctgagpctetcacegeglpgaaacgtgetgeegetgetgtgtaccgeaagacaaggctc
graagictegecgtatcagectigaghicatgetigagoaagecaataagiiigetaaccataaggecatetggitcccttacaacalggaciggcgep
gticgigtiacgetgigtcaatgticaaccegeaaggtaacgatatpaccaaaggacgtcttacpctggcgaaaggtasaccaaicgglaag gaagy
taciactggcigaaaatccacggipcaaacigtpcgpptptegataaggtitegtiicctgagegcatcaagticangaggasaaccacgagaacat
catggcitgepctaagtetceactggagancactigptgg gctgageaagaticteegitetgettcetigegitctacittgagtacgetggpgtacage
accacggecigagetataactgctcecttcegetppcp ititgacgggtotigeteiggeatecageacitcteogcgatgctecgagatgaggtaggty
glegegegptiaactipeticctagtgaaacepticaggacatcacgggattyitgctaagaaagicaacgagattctgeaageagacgceaatcaatg
gRaccgalaacgaagtagttacepigaccgatgagaacactggtgaaatcictgagaaagicaagetpggcactaaggeactgaetgptcaatgact
gaciacggtgtactcgeagigigactaagegiicagicatgacgciggcttacgggiccaaagagitcggcticegicaacaagigeiggaagatac
caticageeagetattgaticcggcaappgictpatgticactcagecgaaicaggetgeiggatacatggctaagotgatitggeaatecgtgagept
gacggtgatagetgesptigaageaatgaactggetiaagictgetgctaagotgetggctgctgagpteanagataagaagactggagagattctic
geaagegngegeigtgcatigggaacicogatggiticecigigiggcaggaatacaagaageetaticagacgegetigaacctgalgteetogg
tcagticcgetiacagectaccattaacaccaacaaagatagcegagattgatgeacacaaacaggagtctgptategetectaactitgtacacageea
agacggtagccaccitcgtaagactglagiytgggcacacgagaagtacgpaatcgaatetttigeacigattcacgactecticgptaccattccgge
igacgctgegaaccigticasageagigegogaaactalggtigacacatatgagtictigipatgractggelgattictacgaccagticgoigaccag
ttgeacgagtctcaatigpacaazatgecageacttceggetaaaggtaacttgaacctcegtgacateitagagteggacticgegticgogtaages
ccctcgicgaglcggtcacaatcaccigaaaciccaaaggcagecagigaggaacgigasgaagaagaasaagagicatcigaacagguigarnt
clite(ggtcaaasagatgaaattattgatiticagccagatactcccaaaaciageagegagaagtclgcaagtcgiicacagicgeccagagaatege
gggaagtgagecaagagtatp titticanasatcaataactgateataattintatigtttgptgaattiangaaaataatattcgaaaaticetotgaattat
caagattgcagtaitaatcgagaaaaatigapataticatagagetatiglaaatitictigattiicagacigaaaciicggaaaatcaagagasaacaa
agaaaagpatgacggggalgateagectggeacacegaacagetatagaagcegggaaacticaccagetccaaaaagplccaaggagaccag
gtitptcaaaageticctgegatiaattcicatttcaatitttcagagaatcagagtctectgaaaaalccocggicgttcaagatetcccagaaggtictica
geacgliceecgicacgateticctagacggegec gagaaagaageicagaaagazagcaalccgaagagcecagcaccgclaccagagaaaaagd
agaaagagecgetggatatictacgaacaagaaccggaggageatataticcaccegecaaacttc gacttatgeaacaacagattagtgataagea
sagtgascagfalcagagaatgaangggaaagaatgaagaasasgancacganggtiaacagagicaacgegaagaaicligiicaaanigica
gagaacticticangagaalgtgaticgttcasagtpagtgagazaatcgaagpaaaaggaaagaatiaatitaatititcaggggacticictgccgty
acattattcaagctcaggcttictcaccaggatictetaacgictatgeagetitggcggcagtatcancicgaaaticccicatgteggpaacticticic
cRicgictgatiglacagncaaaagaagtticcgtaganatgacagaggcgicacggigaacgigatcaaaticategeacatitgatiaatcaacaag
ttgcteacgaagtictigegetggaaatcatgattctgatgetigaagaaccaactgatgattcagtigaagicgecattgegttectgaasgaglgrgga
geaaagoncggagatigetceageageictiaacagtg tctacgacegicticgtgeaaticicalggaaactgazagatcggaaaaigeactggate
gacglaticagtatatgaltgagartpcaatgcagattcgaaaggacaaatigepptaagy tagaatatatasatagtitattagaaaaanataaattag
aataatitasaticctactagecaatcaggegacettitigcgeatagtctatiatigaaaaatitggagaatitcicatatictegelcggaaatotggaatt
cgacgagatcitctggcttctgtgcagc!gcatcgctttg!gctccctttc!cgcitgtmctglgtacacaaagaaccltgttgagttcatcaactgaatct
gtgactggengtigcteactggatgeactagacgactzattctcgagasaicagatigagtigegattagggtgacciagaaatigggaataatacgaa
ctitigaaaataticaggaggatiaaaaaaatiatictcgacaatectacaaatttaciaigeaccatgtgeiccaacastiticatiaaaag tiaalgaaaa
aatgtagaaaaicggaaatiggeaattitcagaccatititaageatittcaaaaaanaattgeageigaaatazatgicatiticagatzasicgagegalt
ticigugtctgacactagiitiag ittaaaaaatgtiggaagaacatggtgcaatagptaatticatagaatitceatgtgtitittitcaattaaccaattate
caaatcticcadactcacattttgeggagetgggetatcaagaateigetgcagtitataagacgageatclcigalaicacigaaaatiaatitiaatca
aaactigaatatcaactaaacceacttaftaactictigatettctptegticggtacgatgacggigaagaagecaatigtagtigiigatigettcaag!
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cetticggigitgtacgicagtgiccigeaatgctatitagitataacitaggectaagaticaatitaatgaagigattanaitigictetgaaccicttaags
{gatcititggattagasacatataagacaggintacciaictattaasaaacagatcaaastagatacgaccazatepgataatccatgectacetggcal
claggaacgigticitagaagattictiacgtaatogiatguagasatuacaaltigategitggeragcanasatagygrittangigggaagigtitieal
tagclaaccggaasatittalag ity Ca2 £ aRACCACIZAARCOCCCRANgRIACAITgEARCARCICIRICTItgApCaataaaal
icgataaaacagaatitaagiptaaatigticacatitagtictatittaicanattitg igcteaaasacaticgangctgetetaaasaaatgeattonsas
agRRgicagtggtticacattazaanagcinatittaactaasaatecateatatticeaactitgicacaacaatadastg ctggteanaatgtpticg
aaasaaigtitittititiaatititatanttiasnantaptittetticp cigagacacatacattittigg gop taaatiticag icazatttccatttttacaaccat

aatcatasagetacgicigateicictcgcactiaceigogectgaticgaaagaacaaccglagocaaaagaacaagasgaacaageacgtagitgt

Bgtagtggacgticatcacgcantacigaccaatggicg ggagicteactiiccglactattpagagag gggagactygasgalpgcaatigaggaca
pigencgacgeacgeatgeatceataagealaatecaggag agatggagagasaaatctigtitctaagreectocetttgaatacatacacatatet
aataccgasgaatggeiaatigaatggacgagatgigctatagttgccaaggcatcatogatgaastasctgasagsaagaatiaaataatiatipe
aggeglatceppepgleatigaagactigpactigattgaggagpageatcagatcatccatacactiaatiipzaggatgcgRgatccEgaanaty
gacttaglaagigactgaccacacgeggegagcatinattiaataaatigaticcalticagalg igitcasactagalccagaaticgasaagacga
8gaggtiialgaggagatcegiaagganalcaltggaac CCRAlacgRAtRaggatggIggogacgagtiggalpatgaagangagegtagt
gatgiggaagaggciocgaagaagactacagagattatigataatactgatcagaatigactgeicagaaggtaticatittgagtttgpgoeggesa
atctglaaghigecggtigecgaasatigcigaatitgccggaaaaanaaaticeggaatitatiaaaaactititgtaasaatiasattasatiigeaac
ficagagaagictacctgacastgcaatcatetitiggactaccasgangeigetcacaastigeigaaaatgaagaticcagacagcatpcageteage
Ealgitgcaaagaaanatiticgaccanaaaaaccascoaaicataasattiaszaaaaaactcegttintctttiatacgagaaaaaccaganaa

atglamtittgecaaaticlaaaatactalcccogasatiicaatantneicticagaacgaactotgegegatgengtegatigitgiacicaacagegta
fclacgagepantciacggaatgeteategascgitictgecgachegeetcpaataccagcaatactiigaaaagetetgecaggacacgtaticcac
Baticacegaatigacatcacaaanctgeg gaatttgpetegectiatigoteatitpcrctcgacggatgetatigaciggaagatittggeogatalgaa
aatgaccgaagaggacacaacticticiggeagastctaatiaaatatatatttanipaactigipgagpcgatpgpaatgpiasacticaticgagag

actgateegigagiticctagagagagtigtittcgtaticaatiticectaitiicagaactitg gotcatigeittgtig gattattcccacgaactaatecg

dacagegeacganticgalcaaceiicacaaigatipgatiggglaptigacgiiggaacicgigastppeiggeanag gpicicaagaagaaga
agggaalgciggatcagligaaggccgaatcaagetcagaticategtegictioggaticpteagaciogietgaticticgpattcigacgaticatee

Bacteglettcagaticcteatetftcttcagaateagageoagaaceacegaagaianagasgaagaagaacagigaagagagticcaasiagaag

gaazaagagaatattggicgacgggatcgiggagacaagagagcigaacgicatcgigatcasagiptggagaacaaggacaaggatcgicgacy
tegecaggaticigacgaaaategicggocagaacgaggagatgaccgeaaggatoggagasagatcgicgicgicaagactoggalgatgage

lcggaraggicgigaacgicgpgaagancaggggaaagacgIcgcgpapategpgatcgacgtpatcgaaacaaggatcaggaggatcaccy
1gaagatcgecgigacegaagcaaggategigagpatcgacgigatcgeegegtoatgacictgatgatgategtaaaactcgtegggatagaagt

gaagagcgaggappacgtegtegigaagiggaatcggatgatcgacgecgacpiegtigaattticasatitaaatacigaatatugiticcan
atttaitanteicttiglgitatengettciasanaatasticaatccasatclzaacagapeggitimicticticegicicecaaticgtaticeg et

ecicicatetgaacacaatgtgcaagtitatttatctictogetticatticattag gacg tpggRE gaatig gIggaag g gL ganacacacassaggatg
atggaaaigaaataagpacacacaatatzcaacaacaticaancagaastalggaggasggitiasaagasaacatazaaatatatagaggaggas

gpaaaactagtaaaaaataagcanaganatiaggcegaacgatgagaatigicetegotiggcaaatgogaatocgtaiggagagacacgiiggepa
aggcaaatgiicgetalpgagatetptaaaaatttttaapgitgaaatitgetotigcicttitacazaatiitccgatittcgettgaaattacg gtgccaggtct
cgacacgtenccaaltiicaaaticaanagagectitaatgggetgtagtipctaatiicicgtittiganaatitncticegittaatcgaaatugat glattt
tattiatgaliticaatanatitcanagassctggtgaasacteggazaatiglgaactacagtaatccaatocitaaapgcgcacaceittiaaaigtecge
ccoastacgatattitittaagaticgotagagepeCcogecaccaeggiggageiccaatcgecciatagigagtogtattacaaticactggeegiegt
Hacaacgicgtgacigggaaaacectggoptiacceeaacttaatopecigeageacatcceeceiicgecagetggegtaatagegaagaggece
geaccgatcgeceticecancagtigegtagectgaatggegaatggpacgegeectgtagepgegeanaagegegpegpgigiggigettacge
geagegtgaccgetacactigecagopeeCagcgorcgotecticgetticticeeticciticicgecacgegecggotitoccogicaageicta

astcgggpgctcecttiagpanccgatitagigettacgaeaccicgaccccaaaasactigattagggigatggticacgtagigggocatcgeect
gatagacggnicgcectigacgiiggagiccacgticttiaatagiggactetigticcaaaciggaacaacacteaacectatctcg gretatetit

galnataagggattitgcegameggectattggttaasaaatgageigatitaacanaantitascgegaatittaacaasatatinacgittacaatitea
gpiggeactiticgggpasatgipegeggaaccactattigtitatitciaaatacaticaaatatgtatecgetcatg agacaataaceotgataaatge
ttcaataatattgasaaaggaagagtatgagtaticascatticegtgicgcctiattecctitittgcggcanttigecticetgtititgotcacceagaaac
goiggipaaagiaaangatpctgaagatcagrtgggtgcacgagtgypttacatopaactggateicaacagcgglaagatcclipagagtiticgec

ccgaageacgiiiiccaatgatgageactittaaagiicigotatpiggcgegglattatcecgtatigacgeegggeaagageaacicggiegeegeat
acactaticteagaatgacttggigagtactcaccagtcacagaaaagalcttacggatggealgacagiaagagaattatgcagipctgecataag

catgagtgataacactgcpgecaactlactictgacaacgatcggagpaccgaaggagotaaccgontuiticacaacaiggeggalcatglancey
cettgatcgtiggpaaccggagotgaatgaagecataccanacgacgagegigacaccacgatgecigtageaatgprascaacghgcgeaaact
attaaciggcgaactactiactoiageiccogpcaacaattaatagactg gatggaggepgataaagigeaggaccacncigegeieggeectice

8ecigeclgptiatipeigataaateiggagccgptgagegtaggicicgepgtatcangeageaciggggecagatgtaageccicorgtategt
agtaicracacgacgggcagicaggcaactalggatgaacgasatagacagategeigagataggtaecteacigattaageatig gtaactgteag
accugmmatahmcmagangamaaaacttcamuaam:aaggatctaggtgaagatccMgacaatctcatgucaaaatcccm
cgtgagmtcgttccaczgagcgtcagaccccgtagaaaagatcmggalcucttgigatccmmmgcgcgumtgctgcttgcaucaaaa
agaccaccgetaccagegglggngtgceggalcaagagetacesacientticegaaggtaaciggeticageagagegcagataccaaatact
gleoticagtgtageegtagitaggecaccacticaagsacictgtageaccgectacatacctegeictgetaatectgitaccagtggetgetgecag
1ggepataagiegtptettaccggatiggacteaagacgatag iaceg gatang gegCagogBicggeigancgggagaticptpcacacagic
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cagctiggagepaacgacctacaccgaactgagatacclacageptgageattigagaaagepecacgoticccgaagygagaaagpcggacagy
tatccggtaageggeagggtcggaacaggagagcegcacgagggagcticcagpggagaacgectggtatctitatagtectgtcggatticgecae
ctetgacitgageptogatititgtaatgctogicaggggggccgagectatggaaaaacgecageaacgeggeeittacgpticetggectittget
ggcctitigeteacatgtctitcetgegttatecectgatictgtggataaccgtattacegectitgagtgagcigataccgetcgecgeageegaacga
ccgagegcagegagcagtgagcgaggaageggaagagegeccaatacgeaaaccgecictecccgegegtiggecgaticatiaatgeagetg
gcacgacaggtttcccgactggaaagcgggcagtgagcgcaacgcaanaatgtgagttacctcactcattzggcaccccnggctﬂacacmatgct
tecggclectatgtigtatopaattgtgagcggataacaatitcacacaggaaacagetatgaccatgattacgecaagctcggaattaaccetcactaa

agggaacaanagetzgpese
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pAS2-cyh2-HA+bothT7-final SECUENCIA ID N°: 8

gatecgtegacagatetecclatagigaptogtattactgeagecaagetaaticegggcgaattictiagatttatgatttitattattaaataagttatanasasa
ataagiptatacaaattttanagipacictiaggitiiaaaacgaasatictigitctigagaacicticcigtaggicaggpeticieaggtatageatgaggt
cgetcttattgaccacacciclaccggcatgoaagoiiggogtaatvalggicatagoigtitcetgigigaaattg tatocgetcacaaticcacacaacatac

gagocggaageatanagigtaaapectggantpcctaatgagtgaggaactcacaltaattgegitgegeicactgocegetttccagioggoaascctgt
cgigceagoiggatiaatgastcpeccaacplgtaaEgagagRcEgitgegtatiggacgeicicegeniciegrieactgactc gUtECECCgRICE
Hcggatgeggepagcggtateagetcacicaaaggegptastacggtiatocacagaalcageppataacycaggasagaacatgigigcaaasggce
AgCaaAIPRCCALLIRCCEIAAIAECCECEUETIZRCPINCCRBZRCICCCCCCOCIZATEARTACRCAIRAICHACHCICBABWARAY
glepcgaaaccegacaggaciatasagataccaggegittcecociggaagceicectegigegetcicctgitecgaceeigecgettaccggatacetgic
cgecttictecctteggraagegtegogctitcicatageicacgetptaggtateteaghteggtglagptcgicgetecaagetg ggotpigigeacgaac

ceccepttcagecegacegeigegectiatecggtaactategtetigagiorasceeggtaagacacgactiatogeractggcageagooacipglaaca
gganagcagagegagglalgtaggegglpciacagagiicigaagiggiggcctaactacggciacaciagaaggacaglantggtateigegcetetget
gaagccagiaceticgsasaaapagtipptagctenteatcopposaacasaccactgoigptageggigpititittgitgoaageapeagattacgege
agaaasaaaggaiclcaagaagatoctitgatetitcacgggptotpacgctcagiggaacgaaaactcacgttaagpgatittg gteatgagattatcaaa

zaggatcticacctagatectitasattaaaaalgaagtitteaatcaatctasaglatatatgagtagactiggicigacagtaccaatgetizatlcagtpagge
cctatetcagegatetgtetatitegticatecatagiigectgactececegieptgtagataactacgatacggpaggsetiaccatciggeceeagigrtge

aalgatacegogagacccacgelcaccpgoiccagatttalcageaatanaceageoageeggaag g ECCEsRegragangigatccigrancitiates
geotecatecagictattaatigtigeogggasgetagagtaagtagicgecagitaatagiitgcgcaacgtigttgecatigetacaggeatogiggigica

cgetegtegigptatggciicaticageteeggitoccaacgalcasggegagtiacatgalcecccatgigtgcasasageggiagetoctoggtect
cegategtigteagaagtaagitpgecpeapipitatcacicatggitatggeageactzcataatictetiacigtcargecateogtasgatgctticigigac
iggigagtactcaaccaagicaticigagaatagtglatgeggogacogaghigotettpeccggegicaalacg g gataatacCECFCCACAARCagang
titazagtgcteatcatiggasaacgticttic gggpepaaaacicicaaggatcttaccgcigitgagatccagitcgatgtaacceactcgigeacceaacty
atcncageatotittacticaccagegiictggalgagesanaacaggasggcasantpctgeasasaaggzastaaggpcgacacggaaatgiigant
acicatactcttcctitticaatanattgaageatitatcaggpttatigtctcatgageggatacatatitgaatgatitagaanaatazacaaatagggeticege
geacatitcotoganaagigecaccigaacgaagoatsigigoicattnglagaacasnaatgcaacycgagagcgoaatiitcanncazagaaictga

geigeatitttacagaacagasatgeaacgegasagegerattitaccaacgaagaatoigtgcticattttigtaaaacasanatgeaacgegagagegctaa
tititcaaacasagaaicigageigcatittiacagaacagaastgeaacgcgagagepctattiaccaacaaagaatctatactictititiglictacaanaatg
catcocgagagegctatitictaacasageatcitagatiactittinteiocttigigegoictataatgcagtctoiigataaciititgeaciglaggicegiaag
gitagaagaaggelacggIgiclanticicnccataaaaaangecigaciceacticecgegiuactgattactag cpaagClgeggggeattitticaag
ataaaggcatcccogatiatanctalacegatgiggatigegeatacittgtgaacaganagigatagegtigatgaticticatiggtcagaaatiatgaacy,
gctclatimgicictatatactacgtataggaaatgittacattiicgtatigtitteganeaciclatgaatagiictiactacaatmnintgictaaa gagtaatac
lagagataaacataaaaaatgtagaggicgagitagatgeaagticaaggagegaaaggtggalpggtaggtiatatagggatatageacagagatatata
geaaagagataciitigageaatgimgtggaageggtaticgoaatatiagtageicgnacagceggigogritiggaiigaaagtgegicticagage
gcttnggmtmagcgcmgaagttcctammcugagaataggaacttcggaataggaacttcmgcgtﬂccgamcgagcgc&cgamt
geaacgegapctgogcacatacageicactgicacgicgeacciatatetgegtgtigectgtatatatatatacatgagaagascggcatagigogtgital
gcttaaatgcgtacnatatgcgtc!amatgtaggatgaaaggtagtctagmcctcctgtgatanamccauocatgcggggtatcgmgcmcttcagca
claccettrapetgtictatatgeigeeacicocaattggatagicteatceitcaatgealcatticetitgataiiggaicatatiaagaaaccatiattaicaiga
caitaaccta!ammggcgmacgaggcccmgictcgcgcgtttcggtgalgacggtgwaccmgacacatgcagctcecggzgacggica
cagengtotgtaageggatlpecgggageagacaageccglcaggecgegteageggatatigreggstateggggetggeotaactaigeggcaicag
agcagatigtacigagagigeaccatagatcaacgacatiactatatatataatataggaagcatitaatagacagcategtaatatatggtactitgcagiatg
acgccagatggcagtagtggﬁagatattcmattgammgcttgtcaocMcgmutcugatccggagcmmmtmgccgamagaamncg
gtcgaaanaagaasaggagaggpccaagagggagREcatiggigactantgageacgtgagatacgigatiaagcacacasagcagetiggagtaty
:ctm&:aameaggtag‘uctggtccanggtgaaagmgcgzcttgugagmgaggccgcagthgcmgmcczﬂgctsamgdg

ggtammgtgtgcccaalagmgagmaaugacccggﬂangcaaggaaaamaagmguaaagcatamaaatagxtcaggcactccgaa
mcnggnggcgtgmcgtaatcaa:cmaggaggatgtmggclctggtcaa!gamcggczﬁgamtcgtccuctgcmggagatgzgtcgtggca
agaataccaagagm:ctcggmgccagnamaaagactcgtamccamgaagmcmacmctcag(gcagcﬁcacagaaacctcaﬁt.‘:gmatt

cccttgmgam:ag:mgcaggtgggacaggtgaacﬂngganggaar.!cgamctgactgggttggaaggtasgagagccccgaxagcmcamt
ghagciggiggactgacgecagaaatgtigatgatgcgeitagatiaaaiggegianggigiipatglaageggagg gt gagacanatgpigiaaaa
gactcuacamtagcaaamagmamtgcmgmmggmmctgagmgtammagtzngmgtgcacttgccg,atcwgcggtgtgaa
a!m:cgcacagatgcgtaaggagmasaccgcawaggmttgtaaacgﬂaatamgmmmgcgﬁaumlfgmmagcmmcc
aataggeegaaateggeaaaatecctiatanatcasasgaatagaccgagataggghigagtgtigitceaginggaacaagagtccac taltaaagaacgt
ggactccaacgmaaagggcgaaaaaccglctatcagggcgﬂggcccactacgtgaaccatcaccctaawaagmm%ggmgagxtgccgmaag
cactaaatcggaacectazagggagoccecgatitagagetigacggegaaageeggegacgiggepagaaaggaagpgaagaasgegaaaipag
cgggegctagpecpclggcaagglagegpicacgetgopogtaaccaccacaccegecgegeitaatgegcogetacapggepegicgegecancy
ceaticaggeigegcaacigipERaagERCEatcgptgcERgccicticgctatiacgcraglgReRaas gREERMEIECIECaRERcEalisagtt
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gggtaacgceaggptittcccagteacgacg!iigtaaaacgacggecagtcgtecaagetitcgegagetcgagateeegagetitgeaaattaaagectic
gagcgicccaaaaccitctcaageaaggitticagtataatgttacatgegtacacgegticigtacagasnaaasagaaaaatitgaaatataaataacgticit
aatactaacatzactataaasaaatasatagggacctagacttcaggtigtctaactecticetiitcggttapagcg gatg g g Se gEAE SECEgAatgtaa
gegtgacataactaattacatgatatccttitgttgtitceggptgtacaatatggacticotetittctggeaaccaaacecatacategggattectataatacett
cgiiggictecctaacatglaggiggeggaggggagatatacaatagaacagataccagacaagacataatgggctaaacaagactacaccaattacactg
ceicatigatggtestacataacgaactaatactgtagocctagacttgatagecateatcatatcgaagiticactacectintccatttgecatctatigaagta
ataataggcgcatgcaactictttcreutitttettticicictecccegtigtigtctcaceatateegeaatgacaazaaaaargatggaagacactaaaggaaa
aaatlaacgacaaagacagcaccaacagatgtcgitgticcagagetgatgaggggtateticgaacacacgaaactttitceticettcattcacgcacacta
Cictctaatgagcaacggtatacggecticeticcagitactigaatitgaaataaaaaaagiitgcegettigetatcaagtataaatagacctgcaattatiaatc
tingittcctegteattgticicgticectttcttectgtitctittictgeacaatatitcaagetataccaagcatacaatcaactccaagetigaageaagectect
gaangalgaagetactgtctictarcgaacaageatgogatattigecgactiaaaaagetcaagtgelccaaagaaaaaccgaagtgcgocaagtgictpa
apaacaactgggagtgtcgctactetcceaanaccaaaaggictecegotgactagggeacatcigacagaagtgpaatcaaggetagasagactggaaca
gclattictactgatttitectegagaagacctigacatgatitiganaatggatictitacaggatatasaagcatigttaacaggattatitgtacaagataatgty
aataaagatgecglcacagataganggcticagtggagactgatatgcctetaacattgagacageatagaataagtgcgacaicateatc ggaagagagt
aglaacaaapgicaaagacapttgactgtatcgecggaatictiaatacgacicactatagggeatatggccatggagpecceggg
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pGAD424-without-FULL-ICE-BOTH-T7 SECUENCIA ID N°: 9

gatccgtegacagateteectatagipagicgtattactgeagagatctatgaatcglagatactgaaaaaccecgeaagticaciicaactgigeategtgca

ccalcioaatiteittcatitatacatogimtgocnstittatptaactatactocictaagiticaatonggecalptaaccictgate tatagaatiititagaigacta
gaattaatgcccatciunmegacetaaatiencatgaasaatatiacgagagctiaticagaagitpgacicticgecagaggipgicaagictccsa
feaagptigtcgpctigtelaccitgcoagasatitacgaaaagatggassapptcasategtipgagatacgtigtigacacictaastsagegaatitett
algatttatgatitttatiatiaaataagiiatasasaasataaptgiatacazatittanagigacictiaggtttaaaacgaaaatictigiiciigagtaactetitce
fgtaggtcagpugetitctcaggtatageatgaggicgoicttatgaccacaccicraccggeatgeccgaaaticecctaceclatgagatatiecatgt
antticgtgiegtitctsatpaatiteatitatanagitiatotacaaatatcataaaasaagagaatcittitaapeaagatiticitaacticticggogacagea
teaccgacticggigglacigitggaaccacctaaatlcaccagicigataccigcatccaaaaccitaactgeateltcaatggeciacciiciteaggeaa
glicaatgacaaticaacatcatigcagcagacaagatagiggegatagegtcaacouattcittggeaaatclggageagaacegiggealggticgtaca
asccasatgeggtptictipictygeasagaggocaaggacgoagatggeaacasasceasggasceigggotaacggaggoticatoggagatgatalc
accaaacatgtipctagtganataataccatiaggtegetigg gitctiaactaggalcatg geggeagaatcantcaattgargtigaacciicaatglagga
aaticgliciigatggiteciccacagittitctocalastetigaagaggccaaaacattagctitatecanggaccanataggeatggigpetcalgiiglag

ggeeatgaaapeggeaticiigtgaticitigeactictpgaacgpiglatigticactateccaagegacaccateaccategieticotitcictiaceaaagt

azataccicecaciaaticletgacaacaacgasgicagticottagcasatiptgectigatiggagataagictaaaagagagicggatscaaagiiacat

getctizaghigecglacaatigaagiicttacggattittagtasacciigcaggictaacacaccigaccocattiaggaccacceacagoacctaacas
aacggeatcaacciiciiggaggettccagegecteatctggaagtygeacacctgtageatcgatageageaceaccaattasatgatticgaaategaac
tgacatiggaacgaacatcagagatagettiaagaaccitaatggottcgecipigattictpaccascgipgicacctggeaanacgacgaictictiaggg
gcagacattagaatggtatatcciigazatatatatatatatigetganatg taasaggtangaaaaptiagaragiaagacgattgclaaccacetatiggaas

aaacaataggtcctiaaataataftgicaactticaagtattgigatgcaagcattiagicatgaacgcticictatictatalgaaaagecggitccggecicteac

citcetttticicccaatitticagtipasaaaggtatatgogteaggegaccicigaaatiaacaaaanatticcagicatc gaattigattctgipcgatagcge

cectgigigoicgtistgigaggaaaaanatsatggiigotasgagaticgasciciipeatctacgataccigagtaticeeacagtigegateicgactc
tagcragaggatcaategtaatcatggtcatagoigtectgigigaaatightateegcicacaaticcacacaacatacgagecg gaageatanagigtaa
agectgggatgectaatgagteaggiaactoacattaatigegitgogeicactgcocgotitccagtegggaaaceigtegigocagetpgatiastpaate

ggccaacgegegRgRagaggeagingeprangggegctettcegeticctogelcactgactogetgcgete gRIcg e peigegacgagcggtale
agetcactcaraggegglastacggiatccacagastcag pggalaacecaggalagaacatpigagcasaagpecagearaaggeeaggaacgts
AAAZECCECBNECIZRCRINCCAtagECICCECLCooCigacgageatcacaaanatcgacgricaagicagaggiggogasacccgacaggact
atzasgataceaggogiitececctggaageteccicgigepetetectplieegacectgecgenaceggataceigtecgeattcieccticgagaagcg
tggegetticteatageteacgcigtaggtalcicagicggtatagglegtivgciccaagotggpotgtgigeacgaaceoecegiicageccgacegely

cgectateeggtaactategtcttgagtecaacecggtaagacacgacttategecactggeageagecactggtaacaggattageagagegaggtatgt
aggcggigclacagagtichgaagiggtagectaactacggctacactagsaggacagtattiggtatctgegetcigatgaagecagttaccticggasaa
agaghigglagciciigatccggealacaaaccaccyrlgglagcppiggtunitgitipeaagragcagatiacgcgeaganiaaaaggatetcagaa

gacCUtgatciticlacggRRICIRCE CICABERARC gazaactcacgitaagggattiiggteatgagaiiateaaaaaggatcttcacctagatontit
aaattaaazatgasgiitiaaatcaatclaaagtatatatgagtaaacttg gictgacaghiaccaatgctizatragigaggeaccatetcagegatctyictatt
tegteatecataghigectgactecoegic gigtagataactacgatacgggagggettaccatciggeccagtgoigeastgataccgogagacceacy

cicaccggeiccagatitatcageaataaaccagccageepEAaggEccRagegcagaagiggtectgeaactttatccgeciceatccagtctatiaatigt
1gecgggasgetagagtaagtagticgccagitaatagitigogcancgiigligecatigctacaggeatcgtpgigicacgeteglogtiiggtatggenica
Reagetecggiicccaacgateaaggegagmacagaicccoeatgtigigcannanageggitagtecticggiocicogatogtgicagaagteagtt

ggci:gcagtguacactcazggmtggcagcactgcataattc!ct!sctgtcatgccatccgmgatgcuﬂc!gtgactggtgagxac!caaccaagtcat
1c1gagaatagigtatpe ggogaccgagtigctctigeceggogicaatacggpataataccgegecacatageagaactiiaasagigetcatcatiggaas
acgtictteggggegaaaactcicaaggalkciaccgeigtigagateeagitegatgaacceactcgtgeaccoasctgatcticageatotittactitcace
agcgﬂtctgggtgagcaaamggaaggcaaaatgccgcmaaagsgmmgggcgacacggmtgﬁgaammmtcmcmwcaatan
attgaagcatitalvaggghatigicicatgagcggalacatatigaatg altiagaasaataaacani tag gERICCRCECACAMITCCI RAARRRIETC
acctgacgictaagasicoatiatatcatgacatiaace atansaataggopiateacgaggocciiegiciogogogineggigatpacggigaasacet
ctgacacatgeagolercggagacggieacagetiptelgtaagcggatgocggagcagacaageocgicaggeegogtcage gaatgtggengnt
g!cggggctggsttaactztgcggcatcagagcagat:gta::tgagagtgcaccamacgcamaagcmaacacgcacmgccgnmmtgtﬂat
alatatzcaggcaacacgcagmtaggtgcgacgtgaacagtgagctgtatgtgcgcagctcgcgttgcnm;:ggngcgctcgmtcggaaacgcttt
gaaghcetaticegaagicctancictagetagaaagtataggaacticagagegemtitgaaaaccaasaggcictgaagacgcaciticaaanaacca
aaascgcaccggactgﬁacgagc:acts:aata:tgcgaataccgcttccacmca!‘!gctcu»gmmmgc&mtata&tgt;mmc&n&
t:lacctacccatccaccmcgctccngaacﬂgcatctaaactcgacctcucattmmgzttatctctagmﬂactcmgacaaammgmgmagaac
taticatagagigaatcgaasacaatacgasaalgtaaacatitcclatacgtagtataagagacaasatagaagasaccgiicataattcigaccaatgas

gaatcatcascgetatoacticigitcacaaaglatgegeaatceacateggtatagaatataatcpgggatpecitiatetiganaasatgeaccegeagett

cgmgmtcagmaacgcgggaagtggtgtczggcmtmatggaagaguaamgacaccazagtagccmmmaccmaggmcmcagtgc
2aaaagitatcaagagacigeatiatagagegcacazaggagadasazagiaaiclaagalgcrigiagaaanatagegelcicggpaigeanmgiaga
acasamgaagtataganamgnggzaawngcgctctcgcgﬁgcwtctguctgmaaaatgﬁasctcagammgmgumnagcgc:tctcg

26



20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2320527 T3

cgitgcatititgtittacanaaatgaageacagaticicgiiggtaaaatagegetticgegiigeattictg itctgtazaaatgeagetcagatictiigtitgas

aaattagegclicicgegitgcatingtictacaaaatgaageacagatgeticgtigettgeatgcaacticttitetittittitentitcicicicceccgtigitgtet
caccatatccgcaatgacaaaaaaaatgatggaagacactasaggaasasatiaacgacasagacageaccaacagatgicgtigitccagageigatga

ggggtatcttcgaacacacgaaactitticeitccticaticacgcacactacteictaatgagcaacggtatacggeenicettecagtiacitgaatitgaaataa
aaaaagtitgccgetitgctateaagtlataaatagaccigceaattatmateitg ttcetegteattgtictepteccittcticetgittetttttetgcacaatattt
caagctataccaagcatacaaicazciccaagetiigeaaagatggataaagoggaatiaaticocgagectccaaaanagaagagasaggicgaatigay
taccgecgecaattitaatcaaagigggaatattgetgatageteatigtecticactitcactaacagtagcaacggtecgaaccicataacaactcadacaaa
fictcaagegotticacaaceaattgectectetaacgticatgataacticatgaataatgasateacggctagtaaaatigatgatgglaataaticaaaaccac
tpteacctggitggacggaccaaactgegtataacgegtiiggaateactacagggatgtitaataccactacaatggatgatgtatataactaictaticgatga
tgaagataccccaccaaacccaaaaaaagagatcgaatictiaatacgactcactatagppcccatggacgaagaaiceagitcattcitatgtactatgetg
agaatcgtgccaataagaageeaatacticettagatgatgcaataaatattadaataaaacaaaacagaaggety
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cogglggtacogggeceocceicgaggicgacgpiategataagetiicgicalizasaagaagateagaatggacgatgggaagaagetotogtt
Brecaggagateagassacagcaactgiiccanalonasgeaggpagaagastatcaaticagaatitcigcicgtaacaaggetggaaciggaga
tectectgatcctictgate gegtiggegaagecagasacciigetccangaaticatgtgaagatctictgatacaactgteanggicggagceac
toteaagicatighicataitgatggigagecageaccagatgtaacalggtcalicaatg ganaaggaatcggagagagcaaggcicaaatiganan
tgagecatacatcicgagatiigettigoaaaggeacticgaageanagiggasaatataccatcactgcaaccaacattaatggaacigacagigte
aciaicaatatcaaggtaaaaageaagioaacgaaaccaaagggaccaacgaggiaacigatgicticguagatcgtgcaactottgaciggasac

caccagaggatgacggaggagagccastigagitciatganatigasangatpaacaccaaggacggaatcigggticcatgiggacgtagtzgag
atacccacticacagtogaticacteaacaagpgagatcattacasgticogigicaaggetgicascagegasggaccitcizatccatiggaaacty
aazccgalalttiggelasasatceattigatcptoeagatagaccaggicgtccagagecaactgattgggatictgatcatgtigatetcaagtzgeat
ceactagtictagaagegetgotmaggegpeccicgicpagicgatoacsatcacciganactceaaaggeageeagigaggaacgtyangaags

agaasmagagicattiganscagpittganticatciggicaaazagatgasatatiganticagecagatacicceaaaactageagegagaagict

graagtegticacagtcgeecagagaaiogegugasgigagecaagagatatgiiticaaaaatcaataactgatcataattittatigintggtgaatit
aagaaaataatattcgazasttecicigaartarcaagatigcagtattaatitcgagaazsattgagataticatagagetlatigtaaatitictigatttcag

actgaaacticggasaatcsagagaasatcazaganasggatgacgyepatgalcagectggeacacegaacagetatagangecggpanactic

. ccagetecaazaaggiccaaggagaccaggiitgicaaaageiiceigugatisaticteatiicaatttitcag agaatcagag ctcctgaaaaatce

ccgglicgticaagatcioccagaaggictcageacticeoogleacgaleiCCtagac g RcEec gaganagaagcleaganagasagcaatcg
aagageeageaccgelaccagagassiagaaganagagecgeiggatatictacgascaagaaccggaggagoatataticeaccegecaaactt
cgactatgeaacancagatiagtgataagcanagigaacagtatcagagantgaatigggasagaatgaagaaaaagattcacgpatiggtiaacag
aglesacgcgasgastetipticasatipteagagaacticiicaagagaatgtpaticpiicasagigagtgagsanatcgaaggaasapgazagaat
tasttaatiittcaggepactictetgee gtgacattantcaagetcaggetitetcaccaggatictetaacg tetatycage itgpeggeagitateaac
tcgazaticeetcatgieggigascntcticiccgteptetgatigiacaghicasaagaagiticegtagaaatgacagaggcgicacggtgaacg igat
cazanicalcgeacatigataacaacaagngetcacgaagicagcgolggaaalcaigaticigalgeitgaagaaccaacigatgaticagitga
agtcgecatigegticelgasagapiptgpagcaaageticiggagatigaiccageagetctiaacagigictacgacegicticg igeaattcicaty
gaaacigaazgatcpgaasatpeacigpatcgacglaticagtatatpatigagacigeaalgoagaticgaanggacazatitpegglaaggtagea
tatataaatagritattagasaaasataaatiagastaatitanaticetactagocaatcaggegacctitigcgcatagttctanatigasaaattiggag
aatticicaaticicgetepgasarctggaaticgacgagatcicippetivigigeageigcatogetitgipeteccitictogettgicticigtgtaca
ccaagaaccitgigagticatcaactgaaictgigactggotigttgeteactgatgcactagacgactgaticicgaganalcagatigaptigegatt
aggptgacctagazatizggpaataatacgaactittgaanataticaggagzattaanaasatiaticicgacaatectacaantitacitattgeaccatgt
tgctecaacatitiicatizaaagiaatgasaasatgtagasasiiggaaangpcaatiticagaccatiittaageattitcaaaaaaaaatigeagetga
aztaaa(grcatvicagatasatcgagogatittetgtigictgacactagitagiitiasaasatgiiggasgaacalggigcaatagglaatticatag
aafticcatgignittiticaattaaccaatiaiccanaicticcaaactcacatttigoggagclggeciaicaagaatetgalgcagitttataagacgage
afctcigatateactgaaaattaatitiaatcaaaactigaatatcaactaaaccoactiattaactticicgatelictgicgiicgglacgaigacggigaa
paagcraatigtagtagitgatipeticaagieetitcggtgrigtacgeagtgtectgraatgctamagiataacttaggcclaagaticaatitaaly
aagigattasatttpticictgaaccicitaagatgatctittgpattagaaacatatangacaggtitacc tatctattaaaasacagatcaaaatagatacy
accaaaicgrataatecatgoctacciggeatctaggaacggticitagaagatticttacgtaaicgtatgaagaastascaatitgatogtiggecag
caaaddtagppittiaagtgggatagigitifattagc aaccggasaatittatagittttititgeaagaaaccactgaasaccccctaatgtatacatitt
ttggagcagetcigpicittngagaataasaticgataanacagaattiaagigtaaatighicacatitagtiictattitaicaaatitgtigcteaaaaa
caltegaagetgetclananaaatgcattaasaasgggpiiteagtgpiiticacattasaaaagclaatitiaactanasatocatcatamtiecaacittg
iracaacaatagsatgetgatcaaaatgigticgaaaaaatgiinuitaattittataatitaaaaatagiiticitcgetgggacacatacatittggge
glaaatiitcagticaaatiiccatntacasccataateatazagetacg cigatctetcicgeactiacetgegectgaticgaasgaacaaccglage
Caaaagaacaagaagaacaageacgiagtipipptagtppacgricatcacgeaatacigaccantgeteginpggictcactttccglactattgaga
gaggggagactgaagatpecaattgaggacagtetettcgacgeacgcatgcatccataageataatecaggapppatggagagassaatettgiit
ctaagecccicectitgiaatacatacacatatetaatacegaagaatpgctaattgaatggacgicagetgtigeigtagtigecaaggeateategaty
aaataacigaaagaaagaatiasataattatigeagpegtatccggeggicattgaagactiggactipaityagpagpaggatcagatcatceatacs
ctiaalitggaggatpcggiigatccggaaaaiggpotiaglaagigactgaccacacgcppegsgcatiaatiinatasattgaattecatitcagatgt
gticaaactagatecagaaticgaaaagaacgaggagg ittatgaggagatccgtaaggasatcatiggaaacgecgatatticggatgagpatpoty
gcgacgagitpeatgatgaapaagapgglapigalptgeaagaggcteogaagaagacticagagattattgataatactgatcagastigactgett
cagaagglaticatitgagiitigpeccaacaaaciglaagiteccagiigecgaaampetgaatitgccggaaaaaasaaticepgastitantta
Aaaacttittgtaaasatiazattaaatitgcaaciiiicagagaagictaccigacaatgeaateatoinggactaccaagaagetgetcacaaatigels
a3aatgaagaticcapacagcatgcaggicagcgatgiigcaaagaaaaatinegaccaaaza?actaaccastcalaaaantanaaaaaaacicc
grtttctitititatac gaganaaaccanaaanatgantittgceaaatictaaaatactatcercganattticaatattiictotticagancgaactclg
cgepatgetipicganignppercaacageglacciacgagegaticlacggastgeicatcgaacgtitcigoegaciicgectcgaataccageaa
tactitgaaaageicigecaggacacgtaltccacgaticaccgaatigacatcacaaaactgeggaatitggetegectangeteattigetctegacy
gatgetatipactggaagatittgoccpatatgaraatgaccgaagaggacacaactictictggcagaatctatattaaatatatatttaatgaacugtg
geppogatgpgaatgpttaaacticatticgagagtiactgateegigagtiicetagagagagttgiticgtaticaanticeetamicagaactitgget
catigcittgtiggatiatticccacgaactaatccgaacagegeacgatttcgatcaactictiicacaatgatiggattppgigptitgacettggaactic
812A218ECIRECAIARERICIcasgasPNARIARRBARLECIZRAICARGAARECCRAGICARCICURANCAICRICRICiC RRATICRICH
gactcgictgaticticggatictpacgaticatorgacicgicttcagaticotcateticticagsatcagagccagaaccaccgaagaaaaagaagen
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gaapgaacagtpaagagagliccaaaaagaaggaaaaagagaatatigglcgacgaeatcgtpgagacaagagagcigaacgicategtgatcaaa
gigtggagaacaaggacaaggateptegacgtegecaggatictgacgasaategicggecagaacgaggagatgaccgeaaggatcggagtaa
agatcgicgicgteaagactcggatgatgaggatcggasaggicgtgaacgicgggaagaticaggggaaagacgicgeggagatcgggategac
glgatcgaaacaaggatcaggaggatcaccgtpaagatcgecgtgaccgaageaaggategigagpatcgacgtgatcgeegtcgtcatgactety
atgatgatcgtasaactogicggpatagaagigaagagcgagpaggacgicgicgtgaagiggaatcggatgatcgacgeegacgtogtigaatit
Caaaftitzaatacigaatatitgtuttttticctattatitatttattccttigigittntitcitgctitctaaaaaattaattcaatccaaatctaaacatgageggtt
titttcicittccgtetcccaaticgtaticegeteetetcatctgaacacaatgtgeaagtatitatctictegetitcatttcattaggacg tgggg g gaatt
g8tggaagegppaaacacacaaaaggatgatggaaatgaaataaggacacacaatatgcaacaacaticaaticagaaatatggapgpaaggittaa
dagaaaacataaaaatatatagaggaggaaggaaaactagtanaaaataagcaaagaaattaggcgaacgatgagaatiptectegetipgeaaaty
cgaatccgtatggagaggcacgittggcgaaggcanatgitcggtatggagalctgtaaaaatttitaagttgaaattiggtgtigetettttacaaaatiit
ccgattitcgctigaaattacggtgecagptetegacacgicticcaatttticaaaticaaaagagectitaatgggctgtagtigetaatiictoptittitga
aaatttticttccgtitaatcgaaattigatgtattttatitatgatittcaataaatitcaaagaaactggtgaaaactcgganaatigtgaaciacagtaatcca
atccttaaaggegcacacctittaaatgtccgccccaatacgatatitttttaagattcgetagageggecgecaccgeggtggagetccaattegeoct
alagtpagtcgtaitacaattcactggecgicgtittacaacgtcptgactgggaaaaccetggegitacceaacttaategectigeageacateecce
ciicgccagetggcgtaatagegaagaggeccgeacegatcgeccttcccaacagitgegtagectgaatggegaatggaacgcgecctgtageg
gegcattaagegegpegegtatgptggitacgegcagegtgacegetacactigecagegecctagegeccgetectttegetitcticecttcctttct

.CBccacgtticgeeggctitceccgtcaageteiaaatcgggggcteccittagggticegatttagigetitacggeacctegaccccaaaaaactigat

taggptgatggticacgtagtggpecatcgecctgatagacgptitticgecctitgacgttggagtecacgtictitaatagtggactctigttccaaact

ggaacaacactcaaccctatctogglctaltcititgatitataapepatittgecgatiicggectattgg taaaaaatgagetgaltttaacaaaaatttaa

cgcgaamttaacaazaatattaacgtitacaatitcaggtggcacttticggggaaatgtgegeggaaccectattigttiattttictaaatacattcaaatat
gtatccgctcatgagacaataaccctgataaatgcttcaataalattgaaaaaggaagagtatgag(aticaacatttccgtgtcgcccnaltcccmtttg
cggcattitgccticctpttttigetcacccagasacgctgptgaangtaaaagatgctgaagatcagtiggptgcacgagigggttacatcgaactgga
teicaacagepgtaagatecttgagagittitcgeccegaagaacgtitecaatgatgageactittaaagtictgetatgiggcgeggtattatcecgtatt
gacgecgggcaagagcaactcggicgecgeatacactaticicagaatgactiggtigagtactcaccagieacagaaaageatcttacggatggeat
gacaglaagagaattatgcagtgctgecataageatgagtgataacactgeggccaacitactictgacaacgatcggaggaccgaaggagetaacce
peutttticacaacatgggggateatgtaactegecttgategtiggpaaceggagetgaatgaagecataccaszacgacgagegtgacaccacgat
gectgtagcaatggeaacaacptigegcaaactattaactgpcgaactacttacictagetteccggeaacaattaatagactgpatggaggegpata

aagitgcaggaccacttctgegetcggeccticcggetggetggtitatigetgataaatciggagecg gtgagegtgggtctegcggtaicatigeag
cactggggccagatggtaageectcecgiategtagtiatetacacgacgggeagicaggeaactatggatgaacgaaatagacagategetgagat
aggtgcectcacigattaageattggtaactgtcagaccaagtittactcatatatacttiagatigatttaaaacttcatitttaatttaasaggatctaggtgaa
gatccittttgataatctcatgaccaaaatcecttaacgigagtitcgttccactgagegtcagaccccgiagaaaagatcaaaggatctictigagatee
tttrtctgegeptaatcigotgetigecaaacaaaaaaaccaccgetaccageggtggtitg ttgccpgatcaagagetaccaactctititecegaapgt
aactggcticagcagagegcagataccaaatactgtccttetagtptagecgtagitaggecaccacttcaagaactcigtagcaccgectacatacct

CEcicgctaatcctgiaccagtgactgeigecagiggegataaptegtpicttaccgggttggacicaagacgatagttaccggataagpegcage

gglegggetgaacggggggticgtgcacacageccagetiggagegaacgacctacaccgaactgagatacctacagegtgagceattpagaaag

cgecacgetticccgaagegagaaapgeggacaggtatccggtaageggcagpgicggaacagpagagcgracgagggagcitccaggpgss
aacgcectggtatctitatagtectgtcgggtitcgocaccictgacttgagegicgatttiigtgatpetcgtcaggggggccgagectatggaaaaacy
ccagcaacgeggectiittacggticetggectitigetggectitigetcacatgtictticctgegtatcecctgattetgtggataacegtattacegeet
Ttgagtgagetgataccgeicgecgeagecgaacgaccgagegeagegagteaglgagegaggaageggaagagegeccaatacgcaaaccge
ctetceccgogegtiggecgattcattaatgeagetggracgacaggttcccgactygaaagegggcagigagegcaacgeaatiaatgtgagha

ccicacteattaggeaceccaggctitacactitatgeticeggetectatgitgigtggaattgtgagcg gataacaatticacacaggaaacagctalg

accatgattacgccaagceicggaattaacceteactaaagggaacaaaagetgggregpatcctccaaaatcptettcegetctgaaaaacgaaagt
ggaccttigacatccgaaazaatgggcgaaaaaatgaaattgagetitttggglcgaaaaaaatgtititagaatgctgagaacacgttaaacacgaag
atcatatitatittgagacccggatgeictgaaaatgtctgacatagatitanaaaageatatatatatitticattttcaacgtgaaagititgtgcaactitata
gaatctcctattggcacattgmtatitaactgaggeagtitttgaacacctittigaaactttgaateictttgaagtatactgicgaaaagactgacttga

geghicgaaatgecagaagaaaactatatitgaatcicgegetaaattgagaaatgeaaccgegetecactggacaatiggaasaaaaatitattcgga
ggcgacaacggtattitcgaaangattitctgigtatitictcatitittataaattctictitgatttategticg tgtg agaaatttaattgtattcaancittit

atagtaagata -
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ceggtggtaccgetagecgtacgascecgggitctagaactagiggatoccactigagatcaacalgatcagaateccastcagtiggeiciggacga
cotggictatctopacgatcaaatggatinagecaaaatategpiicagiticcaatggatagaaggtocticyelgigacageciigacac ggaa
ctigtastgatciceenigitgagigaatcgacigtgaagippgtatctceactacgiocacatggascocagattcegtecnggigttcatettiteaat
catagaacteaaitggetcicctecgteatectotggiggtitecagicaagagngeacgaicticgaagacatcagnacctegatggtecciggnt
cghiggetigenitacctigatatigatagtgacacigteagticcattaaigliggtigcagigatg glatatittccactigetiacgaagigectttggca
sagceaatctegagatgtatggctcatiteaatttgageetgetctotccgaticctiticeatigaaipaccatgiscatctggigetggercaceaten
alatgaacaatgaactigagagtggetccgaccugacagiigtatcagaaagatcticacgalgaatictiggagcaaggiiteiggeiicgeaacaic
acgalcagaaggalcagaaggatctecagliccagectigitacgagcaguaaitcigaatigataticticteccicctiaagattiggascagttgoigt
tclgaicicetggaacaacgagageticitcesategiccatictiatcetettitcaalgacgasagctiatcgataccgicgaccicgagges senc
ceicgicgagteggtcacaatcaccigasactccaagggragccagigaggaacgigaagaogaagaaaaagagicatctgaacaggtiigatinct
fteigpicannangatganattatigattitcagccagatacicccaaaactageagegagaagicigeaagtegttcacagtcgeccagagaategeg
ggragtgagecaagagpiatgnticasaaatcaataacigaicalaatitttatigitipgtyaatitaagaaaataataticgaaaattcctetgaattate
sagatigcagtatiaatticgagaaaaatigagataticatagagctattgtasatittcttgatiicagacigazacticggaasatcaagagaasatoaan
gaaaspgatgacggepatgatcageciggeacaccgaacagctalagaagecgggaaacticaccageiccazasaggicraaggagaccagat
tgtcaaaageticeigeparaaticrcatitcaatritcapapaatcagag cicctgazaaalccccgglicg itcaagatctcocagaaggicticag
CACEUCCCCRICACRACICCIATACEZCRCCLARANARAAZCICAAAARAARCAAICCTAAZEZCCARCACCHCIACCAZARANAARL IR
gaaagagecgeiggatatictacgaacaagaactggaggageatataticcacccgecaaacitcgactiatgcaacaacagatiagtgataageas
agigaacagralcagagaatgaaitgggasagastgaaganaaagaticacggatiggitaacagapicaacgrgaagaatetipticaaatigicag
sgaacticitcaagagaalgigaticgicasagtpaglgagaaasicgaagparaaggaaagaattaaittaalttticaggggacticictgecgtgac
sttattcaagetoaggetnticteaccaggatictetaacgietatgeageimgecgacagtiaicaacicgaaaticectcatgteggte aacttctictes
glegtetpattgtacapticaasagaagtifcogtagasatgscagaggogleacgpigaacgigatcaaaticategacatttgatiaatcaacaagtt
geicacgaaguengepciggasateaigancigatgengaagaaccascigatgattcagtipaagicgecatigegico lgaaagagtatggag
casagetictggagatigetecageagetcttazcagigictacgacegleticgtgcaaticicatggaaacigaaagatcggaasatgeactg gateg
acglaticagiatatgatigagactgeaatgeagaticganaggacaaatitgeggtaaggtagaatatataaatagtitaliagaaasaaatasatiaga
ataatriaaattectactagecaateaggegacenttiigegeatagtictatiatigaaasatitggagaamcteatattcicgeteggaaateiggaatic
gacgagatciiciggenctgigeagcigeatcgetgigeiccetitcicgettgteticigtgtacaccaagaacciigitgagticatcaacigaatctgt
gacigpengirgetcactpgatgeactagacgactgaticicgagaaatcagatigaptipcgattagegtcacctagasattgegaaisatacgaact
fgasaaaticaggaggatiagaasaattaticle gacaatcetacaaantactiattgeaccatgigelecaacatimicattaaaagtaatgaaaza
algtagaasatoggaaatiggeaattticagaccattitiaagcatiiicaaaanaaaattgeageigasataaatg icatiticagataaatcgage gattt
cigttgtetgacactagiitiagitttaaasaatgtgpasgaacatggtgcaataggtastitcatagaatitccatgtyttitttttcaatiaaccaattatee
aaatcliccaaactcacattiigeggagcigggctatcaagaatoigetgeagtinataagacgagearcicigatatcactgaasaraattaalcaa
aactigantatcaactasacccactiattaactitciogatctivigicgitcggtacgatgacg gtgaagangccaatigtagtagtigatiiggticaagic
ctiteggtgtigtacgicagiptcctgcaatgctatttagtiataacitaggectaagaticaattisatgaagigattaaatitgietctgeaccictaagat
gatctitiggattagagacatataagacaggtitacctatetattazaaaacagaicaaaalagatacgaccasatcggataaiceatgectacetggeat
claggaacgtatictagaagatticttacgtaatcgtatgaagaastaacaamigatcgiigpecagcaaaaatapgpiiaagigggatagigittiat
tapctaaccggaanatitiatagiitittitg caagaaaccactgaaaaccocciaattziatacattittig gagcagetictgptottiitigagcaataaaat
icgataaaacagaattisagrgtasatigicacattagitclatittatcaaatimigitigeicaaaaacaticgaagotgcictaazaasaigeattanasa
aggpgititcagiggmitcacatiaazadagctaatiiiaactaaaaatccatcaatticcaactitgicacaacantasantgeiggicanaatgighicy
aaaaaastgirtinitiaatttiatagtiazaaatagiticuicgolgggacacatacatitttgg geglasatiticagncaaatticeatttacaaccat
aatcataaagetacgtolgatctotctegeacttacetpegectgaticganagancaaccgtagecaasagaacaagaagaacaagcacgilagligt
gatagiggacgticatcacgcaatacigaccaalgatogiggggicicacmecgiacatigagagag ggpagacigaagatggeasiigaggaca
gigicticgacgeacgeatgeatorataageataatccapgagegatggagagaasaatctigtiictaagecccteccitigtaatacatacacatatct
axtacegaagaatggctaalipaatggacgicagetgtigetptagtipccasggcateategaigaaataacigaaagaaagaatiasataattatige
aggeptatccggepgicattgaagactiggactigatigagpaggagpatcagatcatccatacactiaatiiggaggatgeggtigatocgganaalg
gectagtaagtgactgaccacacgeggggagcattaataataaangasticcatticagatgigticasactagatccagaattcpaaaagaacga
ggaggiilatgaggagatocglaaggasalcatiggazacgcogatamticggalzapgatgRigecpacgagtiggalgalgaagasgaggglagt
gotgiggaagappctecgaagaagactacagagattattgataatacigatcagaattgacigomticagaaggraticatitigagtitiggpecggcaa
atctgtaagtigecgghigeegassatitgetgaatitgecggasaasaaaaticcggaatitattiaaaaactititgtasaaatiaaatiasattigcaact
ticagagaagletacctgacaaigeaatcateiitgpactaccaagasgeigeicacaaattgetganaatgasgaticcagacageatgeaggicage
gatgtigcaaagaaaaaititcgaccaasasaaceaaccaateataasatitananasssaciccginircitititatacgagaaanaccaaaaas
atgtatnttgceaaatictasaatactatccccgasatittcaatatietcticagaacgaacicipgege gatpengicgattgigigeicaacagegia
cotacgagegatictacggaatgeicatcgaacgitctgec gacticgecicgaataccagcaatacittgaaaageicigecaggacacptaticeac
gatteaccgaatipacateacaaaacigeggaatttggetegectiattgelcattipetetegacggatgetattgaciggaapatiitggecgatatgas
utgaccgaugaggacacucm:mtggcagaaDctatamatammutgawngtggtggcgatgggutggmmmamgagag
ttactgatcegipagittectagagagagiigttitegtaticaatinecctatifteagaactitggeteatigeritgiiggananceracgaactaaceg
aacagegeacgatittcgatcaacetcacaatgatiggatiggetg sttgacgttggaacicgigaatgRetggcasag gpiolcangaagaaga
agggaatgctgpatcagiigaapgecgaaicaagetcagaticategicgicticggaticgteagactegieigaticticggaticigacgattcatee
gactcgicttcagaticctcateticticagaatcagagceagaaccaccgangaaasigaagaagaagaacagigangagapitceanaaagaag
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gaaaaagagaalanggtcgacgggatcgtpgagacaagagagcigaacgtcalcgigalceaaagtgipgagaacaaggacaaggategtegacg
tcgecaggattctgacgaaaategicggecagaacgaggagatgaccgeaaggatcggagtasagategtcgtegteaagacteggalgatgagg
atcggaaaggicgtgaacgicgggaagattcaggpgaaagacgtcgcggagatcgggatcgacgtgatcgaaacaaggatcaggaggatcaccg
igaagatcgecgtgaccgaageaaggategtgaggategacgtgategecgtegicatgactetgatgatpatcgtaaaactegtegggatagaagt
gaagagegaggaggacgtegicgigaagtggaatcggatgatcgacgecgacgtcgtigaattticaaattttaaatactgaatattigtttttittcctatt
attiatitattcictitgtgtittittictigetttctaaaaaattaattcaatccaaatctaaacatgageggttittitictetiteegtetcccaattcgtattecget

cetcicatctgaacacaatgtpcaagtitatitatetictcgetticatitcatiaggacgtggggegaattggtpgaaggggpaaacacacaaaaggaty
alggaaatgaaataaggacacacaatatgcaacaacaticaaticagaaatalggaggaaggtitaaaagaaaacataaaaatatatagaggappaa

ggaaaactagiasaaaataagcaaagaaattagpegaacgatgagaatigtectegettggeanatgegaateegtatgpagaggcacgtitggega
aggcaaatgftcggtatggagatcigtasaaatittiaagtigasatttggtptigetcttitacaaaattticcgattttcgettgaaattacgptgocaggtct
cgacacgtcticcaatttitcaaattcaaaagagecotitaatgggetgtagtigetaattictegtitttgaaaatittictecegittaatcgaaatitgatgtatt
tatttatgatittcaataaatttcaaagaaactgptpaaaactcggaaaatigigaactacagtaatecaatcctizaaggegeacaccttttasatgteege
cccaatacgatattittitaagaticgclagageggecgecaccgeggtagagetccaaticgecctatagtgagtegtattacaattcactggeegtept
Htacaacgtegtgactpggaaaaccotggegitacccaactiaatcgectigeageacateceoccticgecagetggegtaatagegaagaggcce
geaccgategeccttcecaacagtigegtagectgaatggegaatggpacgegecctgtageggegcatiaagegeggoggatatpgtgettacge
Bcagegigaccgetacactigecagegecctagegeecgeteetticgettteticecicetttctcgecacgicgeeggetttceccgteaageteta

aatcgppggcetecentagggnicegatttagtpetttacggeacctegaccccaaaaaacttgattagggtpatgpticacgtagtggpecategecct
gatagacgpittitcgocctitgacg itggagtecacgiictitaatagtggacteitgticcaaactggaacaacactcaaccctateteggictattetits

gatttataaggpattitgccgatiicggectattggitaaaaaatgageigatitaacaaaaatttaacgegaattttaacaaaatattaacgtitacaattica
gatggeaciticggpgaaatgtgcgepggaacecctatttgtitattttictaaatacattcaaatatgtatccgetcatgagacaataacectgataaatge
ttcaataatatigaaaaaggaagagtatgagtattcaacatttcegtgtcgeccttattcccttitttgeggeatittgecticetgtttttgetcacccagaaac
geiggtgaaagtaaaagatgcigaagateagttgpptgcacgagtgpptiacatcgaactggatctcaacageggtaagatecttgagagititcgee

ccgaagaacgttttceaatgatgageacttitaaagttctgctatgtagegeggtattatcecgtatigacgeegggcaagageaacicggtegeegeat
acactatictcagaatgactiggttgagtactcaccagicacagaaaageatcitacggatggcatgacagtaagagaattatgcagtgetgccataag

catgagtgataacactgcggccaacttactictgacaacgatcggaggaccgaaggagetaaccgetitttitcacaacatgggppatcatgtaacteg
ccftgategttggpaaccggagcigaatgaagecataccaaacgacgagegtgacaccacgatgectgtagcaatggcaacaacgtigegeaaact
artaactggcgaactacttaciclagettcccggeaacaattaatagaciggatgpaggcggataaagttgcaggaccactictgegeteggeecttce

gectggctggiitatipeigataaatciggagccpptgagegigggicicgeggtatcatigeageactggggccagatggtaageccteccgtategt
apatctacacgacggpcagtcaggeaactatggatgaacgaaatagacagatcgetgagataggtaccteactgattaageatiggtaactgteag

accaagtitacicatatatactttagatigatttaaaacttcatttttaatttaaaaggatctaggtgaagatcctitttgataatctcatpaccaaaatccctiaa

cgtgagitticpticcactgagegicagaccccglagaaaagatcaaaggatetictigagatcctitttttctgcgeptaatetgetgettgcaaacaaaa

aaaccaccgetaccageggiggittptiteccggatcaagagcetaccaactentiitcegaaggtaactggeticagcagagegcagataccaaatact
gtcetictagtgtagecgtagttaggecaccacttcaagaactetgtagcaccgectacatacctegetotgctaatcetgttaccagiggelgetgecag
tggcgataagtegtgtettaccgggtiggacicaagacgatagttaccggataaggegeageggtegppctgaacgeagggttegtgcacacagec
cagcttggagegaacgacctacaccgaactgagatacctacagegtgageattgagaaagegecacgettcecgaagggagaaaggeggacagg
tatccgglaagegpeaggptcggaacaggagagegeacgagggageticcaggggegaacgeetggtatcitatagtectgtcgggtttegecac
ctetgacttgagegtegattttigigatgetcgicaggggggccgagectalggaaaaacgecageaacgeggectintacggticctggecttuget

ggectittgctcacatgtictitectgeptiatcecctgatictgtggataaccgtattaccgectitgagigagetgataccgetcgecgeageegaacga
ccgapcgeagcgagtcagtgagegaggaageggaagagegeceaatacgcaaaccgesteiccecgegegtiggecgatteattaatgeagetp

gceacgacaggtitcccgaciggaaageggpcagtgagegeaacgcaatitaatgtgagttaccicacicattaggcaccecaggetttacacttatget
tccggctcctatgtigtgtggaatigtgagcggataacaatticacacaggaaacagetatgaccatgattacgccaagetcggaattaacectcactaa
agggaacaaaagciggeggggatcctccaaaatcgtcticegetetgaaaaacgaaagiggaccittgacatccgaaaaaatgggegaaaaaatga
aattgagcitittggetcgaaaaaaatgtititagaatgctgagaacacgtaaacacgaagatcatatitatttigagacccggatgetetgaaaatgictg
acatagatitaaazaagcafatatatatttttcattttcaacgtgaaagtittgtgcaactitatagaatctectattg gcacangtititatitaactgagecag
tttitgaacacctttttgaaacttigaatctctttgaagtatactgtegaaaagactgactigagegticgaaatgecagaagaaaactatatitgaatctege
gctaaattgagaaatgcaaccgegeiccactggacaattggaaaaaaaatitaticggaggegacaacggtatiticgaaattgattitctgigtatttct

catttittataaaticttctitgatitatcgticgtitgtgagaaattiaatigiaticaaactitittatagtaagata
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REIVINDICACIONES

1. Un método para introducir ARNbc 0 ADN capaz de producir ARNbc en un organismo no humano, comprendien-
do dicho método suministrar a dicho organismo un microorganismo adecuado que comprende un vector de expresion
que comprende un promotor o promotores orientados en relacién con una secuencia de ADN de manera que sean
capaces de iniciar la transcripcién de dicha secuencia de ADN en ARN bicatenario tras la unién de un factor de
transcripcién apropiado a dicho promotor o promotores o suministrar a dicho organismo directamente dicho vector de
expresion.

2. Un método de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que el vector de expresion comprende dos promotores
idénticos que flanquean la secuencia de ADN.

3. Un método de acuerdo con la reivindicacién 1, en el que el vector de expresion comprende la secuencia de ADN
en una orientacion sentido y antisentido en relacién con dicho promotor.

4. Un método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que el vector de expresion
comprende ademds una secuencia de nucleétidos que codifica un marcador de seleccion.

5. Un método de acuerdo con la reivindicacién 4, en el que dicha secuencia de nucleétidos que codifica dicho
marcador de seleccidn estd orientada en relacién con el promotor o promotores de manera que la transcripcion de la
secuencia de nucleétidos en ARN bicatenario se produce tras la unién de un factor de transcripcion apropiado a dicho
promotor o promotores.

6. Un método de acuerdo con la reivindicacién 5, en el que dicha secuencia de nucleétidos que codifica el marcador
de seleccion se proporciona entre los promotores idénticos capaces de iniciar la transcripcién de la secuencia de
nucledtidos en ARNbc tras la unién del factor de transcripcion a los promotores.

7. Un método de acuerdo con la reivindicacién 5, en el que dicha secuencia de nucleétidos que codifica el marcador
de seleccidn se proporciona en una orientacién sentido y antisentido en relacién con el promotor de manera que se
produzca la transcripcién de la secuencia de nucleétidos en ARNbc tras la unién del factor de transcripcién a dicho
promotor.

8. Un método de acuerdo con la reivindicacién 4 6 5 en el que dicho marcador de seleccién comprende una
secuencia de nucleétidos que codifica sup-35, para la introduccién en C. elegans que tiene una mutacién pha-1.

9. Un método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en el que dicho microorganismo o dicho
organismo estdn adaptados para expresar dicho factor de transcripcion.

10. Un método de acuerdo con la reivindicacién 9, en el que dicho microorganismo o dicho organismo comprende
un vector de expresion que comprende una secuencia de nucledtidos que codifica dicho factor de transcripcién unido
operativamente a secuencias de control de la expresién adecuadas.

11. Un método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10 en el que dicho organismo es C. elegans
y dicho microorganismo es E. coli.

12. Un método de acuerdo con la reivindicacién 11 en el que dicha cepa de E. coli es una cepa ARNasa III negativa.

13. Un método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, en el que dicho organismo es un mutante
nuc-1de C. elegans.

14. Un método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 13, en el que dicho factor de transcripcion
es ARN polimerasa T7, T3 o SP6.
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A5 7

pGNI1
gagtgcaccatatgcggtgtgaaataccgeacagatgegtaaggagaaaataccgcatcaggegaaatigtaaacgttaatattt
tgttaaaattcgegttaaatattgtraaatcagetcartttttaaccaataggecgaaatcggeaaaatccctiataaatcaaaagaat
agaccgagataggogttgagtetigticcagtttggaacaagagtccactattaaagaacgtagactccaacgtcaaagggegaa
aaaccgtctatcagggcgatggeccactacgtgaaccatcacccaaatcaagtititgeggtcgaggtgecgtaaagetctaaat
cggaaccctaaagggagcccccgatttagagettgacggggaaageeggegaacgtgecgagaaaggaagegaagaaag
€gaaaggagcegggegctagggegctggcaagtgtageggtcacgctgegegtaaccaccacacccgecgegcttaatgege
cgctacagggcgegtecaticgecattcaggetgcgeaactgtigggaagggcegatcggtgcgggectettcgetattacgeca
gctggegaaaggggpatgtoctgcaaggcgattaagtigggtaacgecaggstittcccagteacgacgttgtaaaacgacgg
Ccagtgaattgtaatacgactcactatagggcgaattcgagcetcggtacccggggatcctctagagtegaaagettctcgecctat
agtgagtcgtattacagettgagtattctatagtgtcacctaaatagettggegtaatcatggtcatagetgticctgtgtgaaatt gt
atccgetcacaattccacacaacatacgagccggaagceataaagtgtaaagectgggstecctaatgagtgagetaactcacatt
aattgcgttgcegctcactgeccgetttccagtcegggaaacctgtegtgccagetgcattaatgaatcggecaacgegcggggag
aggcggtiigegtattgggegcrcttcegettectegetcactgactegetgegetcggtegticggetgeggegageggtatcag
ctcactcaaaggcggtaatacggttatccacagaatcaggggataacgcaggaaagaacatgtgageaaaaggecageaaaa
ggccaggaaccgtadaaaggecgegttgetggegtttitcgataggetecgecccectgacgageatcacaaaaatcgacgct
caagtcagaggtggcgaaacccgacaggactataaagataccaggcgittccccctggaagetcectcgtgegetctectgtic
cgaccetgecgcttaccggataccrgtccgectticteecticgggaagegtggepctttcteatagetcacgetgtaggtatctca
gttcggtgtaggtegticgetccaagetgggetgtgtgcacgaaccccecgitcageccgaccgetgegecttatccggtaacta
tegicttgagtccaacceggtaagacacgacttatcgecactggeageagecactggtaacaggattagcagagegaggtatgt
aggcegtgctacagagttcttgaagtagtggcctaactacggctacactagaaggacagtatitggtatctgegcetctgctgaage
cagttaccttcggaaaaagagrggtagetctigatccggceaaacaaaccaccgetggtageggtagtttttttgiitgcaageage
agattacgcgcagaaaaaaaggatctcaagaagatcctitgatcitttctacggggtetgacgctcagtggaacgaaaactcacgt
taagggattttggtcatgaganatcaaaaaggatcticacctagatccttttaaattaaaaatgaagitttaaatcaatctaaagtatat
atgagtaaactiggtctgacagttaccaatgettaatcagtgaggcacctatctcagegatcigtctatitegttcatccatagttgect
gactcccegtegtgtagataactacgatacgggagggcettaccatctggecccagtgetgcaatgatacegegagacceacgct
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A5 7 (CONTINUACION)

caccggetccagatitatcagcaataaaccagecagecggaagggecgagegcagaagtggtectgcaactitatcegectee
atccagtctattaattgttgccagpaagclagagtaagtagttcgecagttaalagtitgegeaacgitgtiggeatigetacaggcea
tcgiggtgtcacgetcgegtiggtatggettcattcagetceggticccaacgatcaaggegagttacatgatcccccatgtigtg
caaaaaagceggttagetccicggtectecgategttgtcagaagtaagitggecgragtgtiatcactcatggttatggeageact
gcataattctertactgtcatgecatccgtaagatgctittctgtgactggtgagtactcaaccaagtcattctgagaataccgegeee
ggcgaccgagttpctettgcccggegtcaatacgggataatagtgtatgacatageagaactttaaaagtgctcatcattggaaaa
cgticttcggegeraaaacicicaaggatcttaccgcetgtigagatccagticgat gtaacccactegtgeacceaactgarctica
geatcittactitcaccagegtiictgggtgagcaaaaacaggaaggcaaaatgecgcaaaaaagpgaataagggcgacacg

gaaatgttgaatactcatactcticctititcaatattattgaagcatttatcagggttattgtctcatgageggatacatatttgaatgtat
ttagaaaaataaacaaataggggticcgegeacatticccegaaaagtgecacctgacgtctaagaaaccattattatcatgacatt
aacctataaaaataggcgtatcacgaggcecctiicgtctegegegtitcggtgatgacggtgaaaacctctgacacatgcagceice
Cggagacggtcacagettgtctgtaageggatgccgggagragacaageccgcagggegegicagegggtgnggcgggt
gtcggggctgpcttaactatgcggeatcagagcagatigtactga

G Z
PGN100

ctagcatgaacacgattaacatcgctaagaacgacttctctgacatcgaactggeigetatecegticaacacictggetgaccatt
acggtgagcegttagetcgegaacagtiggeccttgageatgagicttacgagatgggtgaageacgcticcgeaagatgitga
gegreaacttaaagetggtgaggtigcggataacgetgecgecaagcectetcateactacectactcectaagatgattgeacge

atcaacgactggltigaggaagigaaagetaagcgcggeaagegecegacagecttccagttectgeaagaaatcaagecgga
agccgtagegtacatcaccattaagaccactctggotigectaaccagtgotgacaatacaaccgticaggetgtagcaagegea
atcggicgggecatigaggacgaggetcgeticggtegtatcegtgaccitgaagotaageacticaagaaaaacgitgaggaa

caactcaacaagcgcgtagggcacgtctacaagaaagcamalgcaagngtcgaggctgacatgctctctaagggtctactcg
gtagcgaggeatggiciicgageataaggaagactctattcatgtaggagtacgetgeatcgagatgctcattgagtcaaccss
aatggttagcttacaccgccaaaazgctggcgtagtaggtcaagactctgagactatcgaactcgcacctgaatacgctgaggct
atcgcazcccgtgcaggtgcgctggctggcatctetccgatgttccaaccttgcgtagttcctcctaagccgtggactggcaﬂac
tgglggtggctattgggctaacggtcgtcgtcctctggcgctggtgcgtactcacagtaagaaagcactgatgcgctacgaagac
gmacatgcctgaggtgtacaaagcgattaacattgcgcaaaacaccgcatggaaaatcaacaagaaagtcctagcggtcgcc
aacgtaatcaccaagtggaagcatgtccggtegaggacatcect gegattgagegtgaagaactcccgatgaaaccggaaga
catcgacatgaatcctgéggctctcaccgcgtggaaacgtgagccgctgctgtgtaccgcaaggacagggctcgcaagtctc

geegtatcagecttgagttcatgett gagcaagccaataagtitgctaaccataaggecatctggticecttacaacatggactgge
gcggtcgtgmacgccgtgtcaatgttcaacccgcaaggtaacgatatgaccaaaggactgcnacgctggcgaaaggtaaac

caatcggtaaggaag_mactactggctgaa.aatccacggtgcaaaclgtgcgggtgtcgataaggnccgnccctgagcgcat
caagttcattgaggaaaaccacgagaacatcatggetigegctaagtetecact ggagaacacttggteggctgageaagatict
ccgrtctgcttccttgcgttctgcmgagtacgctggggtacagcaccacggcctgagctataactgctcccttccgctggcgtttg
acgggtcttgctctggcatccagcact.tctccgcgatgctccgagatgaggtaggtggtcgcgcggnaacttgcttcctagtgag
accgticaggacatclacgggangugctaagaaagtcaacgagatictacaageagacgcaatcaatgggaccgataacgaa
gtagttaccgtgaccgatgagaacactggtgaaatctctgagaaagtcaagctgggcactaaggcactggctggtcaatggctg
gctcacggtgrtactcgcagtgtgactaagcgttcagtcatgacgctggcnacgggtccaaagagttcggcttccgtcaacaagt
gctggaagataccartcagccagctangattccggcaagggtccgatgncactcagccgaatcaggctgctggataca!ggct
aagctgatttgggaatcigtzagegtgacggtegtagelgcygiigaageaatgaactggcettaagtergctgctaagetgetag
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476" 2 (CONTINUACION 1)
ctgctgaggicaaagataagaagactggagagattcticgcaagogitgegetgtgcattgggtaactectgatggtrteectgtat
Bgcaggaatacaagaagcclattcagacgcgetigaacctgatgticctcggteagticcgettacagectaccattaacaccaac
aaagatagcgagattgatgcacacaaacaggagtctggtategetectaacitigtacacagecaagacggtagecacettegia
agacigtagtgtgggeacacgagaagtacggaatcgaatciitgcactgattcacgactccttcggtaccattecggetgacgcet
gcgaacctgticaaageagtgcgogaaactatggitgacacatatgagtcttgtgatgtactggetgatttctacgaccagttcget
gaccagttgcacgagtctcaattggacaaaatgecageacticeggctaaaggtaactigaacctecgtgacatcttagagtegg
acttcgcgttcgcgtaaccatggtattgatatctgagctccgcatcggccgctgtcatcagatcgccatctcgcgcccgtgcctctg
acttctaagtccaattactcttcaacatcectacatgetctttcteectgtgct cocacecoctatttttgttattatcaaaaaaacttcttc
Raaticrtgittittageticnaagteacctclaacaatgaaattggtagaticaaaaatagaattaattcgtaataaaaagtcga
aaaazattgtgctccctceccccattaataataattctatcccaaaatctacacaatgtictgt gtacacttctrat gittttettactt ctga
tazatttttittgaaacatcaragaaaaaaccgeacacaaaataccteatcatatgttacgtttcagtttatgaccgcaatttttatttctic
gcacgtctgggcctctcatgacgtcaaatcatgcteatcgt gaaaaagtittggagtattitiggaattittcaatcaagtgaaagtita
tgaaattaatiticctgetmgeritttgggggttceectattgtitgtcaagagtitcgaggacggegtitticttgctaazatcacaag
tatigatgagcacgatgcaagaaagatcggaagaagpiitggetitgaggctcagtggaagptgagtagaagttgataatttgaa
agtggagtagtgictatggagtitttgccttaaatgacagaatacattcecaatataccaaacataactgttectactagteggeegt
acgggceectircgtcicgegegntcggtgatgacggtgaaaacctotgacacatgeageteccggagacggteacagettgtet
glaageggatgeegggageagacaageccgtcagggecgicagepgatatizgcggatgteggrgctagctiaactatge
ggcatcagageagattgractgagagtgcaccatatgeggtgtgaaataccgeacagatgegtaaggagaaaatacegeatea
ggcggccttaagggcctegtgatacgectattiitataggttaatgtcatgataataatggtitcttagacgtcaggtggeacttttcg
8ggaaatgtgcgcagaaccectatttgttatitttctaaatacattcaaatat gtatcegetcatgagacaataaccetgataaatget
{Caataatattgaaaaaggaagagtatgagtartcaacatticegtgtegeecttattcectttttigcggeatttgecticctgtitetg
Crcacccagaaacgetggtgaaagtaaaagatgetgaagatcagtigggtacacgagtgggttacatcgaactggatctcaaca
geggtaagatccttgagagtittcgecccgaagaacgitttccaatgatgagceacttttaaagttctgetatgtggegeggtattate
ccgtattgacgeocgggeaagageaactcggicgecgeatacacialictcagaatgacttggitgagtactcaccagtcacagaa
aagcatcttacggatggceargacagtaagagaattatgcagtgetgccataaccatgagteataacactgeggecaacttacttct
gacaacgatcggaggaccgaaggagctaaccgetttittgcacaacatgggggatcatgtaactegecttgategttgggaace
ggagcigaatgaagecataccaaacgacgagegtgacaccacgatgecigtagcaatggcaacaacgtigegeaaactattaa
ctggegaactacttactctagettcccggeaacaattaatagactggatggagpcgoataaagiigeaggaccactictgegete
ggcceceggetggetggrtattgetgaraaatctggagecggtgagegtgagtetcgeggtatcattgcageactggggeca
gatggtaagecctcecgtalcgtagtiatctacacgacggggagtcaggeaactatggatgaacgaaatagacagatcgetgag
ataggtgcctcactgattaageattggtaactgtcagaccaagtttactcatatatactttagattgatttaaaacticatttitaatttaaa
aggatctaggtgaagatcciitigataatctcatgaccaaaatcccitaacgtgagttttcgticcactgagegtcagaccecgtag
aaaagatCaaaggatctictigagatccttitittctgegegtaatctgotgetigeaaacaaaaaaaccaccgetaccageggtag
titgtttgccggatcaagagetaccaactctutttccgaaggtaactggcticageagagegeagataccaaatactgtectictagt
gtagccgtagttaggecaccacticaagaactctgtageacegectacatacctegetetgetaatcctgtiaccagtggegetge
cagtggcgataagtcgtptcttaccgggiiggactcaagacgatagttaccggataaggegcagegtcgggctgaacggess
gticgtgcacacageecagettggagegaacgacctacaccgaactgagatacctacagegtgageatigagaaagegecac
gcttccegaaggaagaaaggeggacaggtatccggtaageggcagggteggaacaggagagegeacgagggageticea
88gggaaacgectggtatctitatagtcctgtegggtitcgecacctctgacttgagegtegattitigrgargetegtcaggggag
Cggagcctatggaaaaacgecagcaacgeggoctititacggticciggectitigetggoctitgotcacatgttctitcctgogtt
atcccetgattetgrggataaccgtattaccgectitgagigagergataccgetcgecgeagecgaacgaccgagegeagega
gtcagtgagegaggaageegaagagegeccaatacgcaaaccgoctcteccegegegtiggecgattcattaatgeagetgg
cacgacaggtitcccgactggaaagegggragtgagegcaacgcaattaatgtgagttageteactcattaggeaccecaggct
ttacactttatgcttccggetegtatgttgtgtggaattgtgagcggataacaatttcacacaggaaacagetatgaccatgatiacg
Ccaagcttgeatgectgcaggtegactctagaggatcaagagcatitgaatcagaatatggagaacggagceatgageatttega
agttttitagatgcactagaacaaagegtgttggcttcctetgageccgetitccttatatacccgeattctgeagectiacagaate™
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475 2 (CONTINUACION 2)

ctagaaggtcctagatgcattegttt gaaaatactceeggteggtgcaaagagacgcagacggaaaatgtatctgggtetcttatt
glgtacactactittceatgtaccgaatgtgagtcgeccicctittgaacaageagetcgaatgitctagaaaaaggtggaaaata
gtataaataccgttgaaaataaataccgaacaacattigetctaatigtganattagaaatcticasactataatcatetcactggate
cceggpattggccaaaggacccaaaggtatgtticgaatgatactaacataacatagaacattitcaggaggaccettgs
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G L

Nco |
promotor T7

EPITOPO HA promotor T7

AMP

TRP1
Ao S/l
</

promotor T7  promotor T7
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A7E 5.

Descripcion general del vector de expresion de la ARN
polimerasa T7 de C. elegans con 4 ejemplos

Promotor especifico y/o general
y/o constitutivo y/o inducible

7

intron sintético pequeiio
ARN polimerasa T7

extremo 3' de Unc54

Estructdra
del plasmido
de E. coli
_-intrén sintético pequeio
~—ARN polimerasa T7
extremo 3' de Unc54
Estructura _Y\

del plasmido
de E. coli
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/745 (CONTINUACION)
fépy-?
intrén sintético pequefio
ARN polimerasa T7
extremo 3' de Unc54
Estructura

del plasmido
de E. coli

Fes-1

g

.intron sintético pequefio

ARN polimerasa T7

extremo 3' de Unc54
Estructura

del plasmido—
de E. coli

FGATA—‘!

.intrén sintético pequeiio

‘ARN polimerasa T7

extremo 3' de Unc54

Estructura
del plasmido
de E. coli
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FAGO F1

OPERON LAC
/promotor 17

Apr T promotor T7

W ——— OPERON LAC
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AG 7

promotor T7

/ Genoteca (ADNc, PCR) -
..

promotor T7 en de interés = MCS

o

\

—

promotor T7
SUp35 —

promotor T7

~

Estructuré del plasmido de E. coli

vector aumentado para ARNi, que produce ARNbc de sup35 y
ARNbc de la genoteca, gen de interés o producto de PCR
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e &

promotor T7 /_ promotor T7

C. elegans sup-35 E. coli or

(codones de terminacion

AMP R
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promotor de /75, ‘9
C. elegans
O ARN bc
' ]
promotor de :>
C. elegans ‘ A——
promotbr de

C. elegans . : ARN be
prom T7 promT7
ARN bc
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A7E 70

ARN POL T7
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ArG 77

MCSI
Hind I (2)
Sph1(12)
Pst1(18)

fl/str11)

/ﬁ Sdal(18)

e Sy Stul (20)

B — Ny 1D
* min, myo-2prom

intron sintético

Sacl(292)
Age 1(330)

polimerasa T7
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intrén sintético

MCS |

MSCII
promotor T7
> .
i
o GFP
fii
int3
iv
sefial poliA

Mcsi
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ArE /L

let-858

ARN POL T7
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ez e

pAS2* con T7/T3/Sp6 Directo e Inverso

TIT3/ direct i
promotor T7/T3/Sp6 (directo) promotor T7/T3/Sp6 (inverso)

GAL4DB
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AL

pGAD424 con T7/T3/Sp6 Directo e Inverso

promotor T7/T3/Sp6 promotor T7/T3/Sp6

GAL4AD

EU2
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A6 7T

Sma(7207)
Xma } (7205),
Ncal(7195)’{",_
Mcl(7l94i%
NeT (718
promotor T7/T3/Sp6 (inverso) }S“t promotor T7/T3/Sp6 (directo)
EeoR 1(T161), \3,‘ ;!/ana 1(1)
Hpa(6994), \\ i / [Sal1(7)
GADB N\ __Bglu(13)
Sful(6449) | ' Pst1(43)
pADH1
Mul(sss)
Sacl(5719)
Ecl 136H (571 7)*_:__
e
Nru1(5713)
Nae (5410) =
Ngo M1 (5408)

pAS2-cyh2-HA+bothT7-final
7209 pb

AMP

—_Scal (1985)

TRPT ) .
— N
Pml1(4265) . \ Ppu101(2709)
Bsp EI (4170) "Nsi1(2713)
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A5 /S

promotor T7/T3/Sp6-
promotar T7/T3/Sp6

1

Neol(6704) i|
Apal(6704)i‘.§ |
Bsp 1201(6700)" |
EcoR 1(6676) \l ii :1
MiuT(6569) %. | BamHI()
casap \ \ji
Kpn1(6326)
Aec 651 (6322)_;\- .

i
ADH1_

/Sal 17y

_Pst1(43)

e’
..\

““Msc1(181)

_ADHIT
—
Nsi1(5557) Bsr G (699)
Ppu 101 (5553)__"™\_ " EcoRV (1074)
2MU-0_ TLEW2
Eco1051(5201)__ | . =" AfL T (1505)
- D424-without-FULL-ICE-BOTHR?Z
Cla1(1670)
T Bt EIL(1785)
. - .
Aat 11 {4427) Pyull (2436)
Sca1(3985) 74 ORI
Pvu1 (3875) /
AMP
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AIG A9

urc22-exon2

promotor 1et-858,

j
| pGN205
10597 pb

unc2Z2-exon2
promotor 1et-8%8;

pGN207
10599 pb
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<110> Devgen N. V.

ES 2 320 527 T3

LISTA DE SECUENCIAS

<120> Caracterizacién de la funcién génica usando inhibicién por ARNbc

<130> 50897/408

<140> 99932836.2
<141> 02-07-1999

<150> GB 9814536.0
<151> 03-07-1998

<150> GB 9827152.1
<151> 09-12-1998

<160> 11

<170> PatentIn Ver. 2.0

<210>1

<211> 3216
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: ADN plasmidico

<400> 1

gagtgcacca
ggcgaaattg
tcatttttta
gagatagggt
tccaacgtca
cccaaatcaa
agccccegat
aaagcgaaag
accacacccg
gcaactgttyg
ggggatgtge
gtaaaacgac
cccggggatce
gtattctata
gaaattgtta
cetggggtge
tccagtcggg

tatgcggtgt
taaacgttaa
accaataggce
tgagtgttgt
aagggcgaaa
gttttttgcg
ttagagcettyg
gagcgggcege
ccgegcettaa
ggaagggcga
tgcaaggcga
ggccagtgaa
ctctagagte
gtgtcaccta
tecegetcaca
ctaatgagtg
aaacctgtcg

gaaataccgc
tattttgtta
cgaaatcggc
tccagtttgg
aaccgtctat
gtcgaggtgce
acggggaaag
tagggegetg
tgcgecgeta
tcggtgeggg
ttaagttggg
ttgtaatacg
gaaagcttct
aatagcettgg
attccacaca
agctaactca
tgccagetge

acagatgegt
aaattcgegt
aaaatcccett
aacaagagtc
cagggcgatg
cgtaaagctc
ccggcgaacg
gcaagtgtag
cagggcgcgt
cctettcget
taacgccagqg
actcactata
cgcecctatag
cgtaatcatg
acatacgagc
cattaattgce
attaatgaat

aaggagaaaa
taaatatttg
ataaatcaaa
cactattaaa
gcccactacg
taaatcggaa
tggcgagaaa
cggtcacgcet
ccattcgeca
attacgceceag
gttttcccag
gggcgaattc
tgagtcgtat
gtcatagctg
cggaagcata
gttgegetea
cggccaacgce

taccgcatca
ttaaatcage
agaatagacc
gaacgtggac
tgaaccatea
ccctaaaggg
ggaagggaag
gcgegtaace
ttcaggcetge
ctggcgaaag
tcacgacgtt
gagctcggta
tacagcttga
tttectgtgt
aagtgtaaag
ctgecegett
gcgggygagag

120
180
240
300
360
120
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
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gcggtttgcg
tteggetgeg
caggqgataa
aaaaggccgce
atcgacgctc
ccecctggaag
ccgectttet
gttcggtgta
accgctgege
cgccactgge
cagagttctt
gcgetetget
aaaccaccgc
aaggatctca
actcacgtta
taaattaaaa
gttaccaatg
tagttgectg
ccagtgctge
accageceage
agtctattaa
acgttgttqgg
tcagctccqg
cggttagcetce
tcatggttat
ctgtgactgg
gctcttgccce
tcatcattgg
ccagttcgat
gcgtttctgg
cacggaaatg
gttattgtet
ttcegegeac
cattaaccta
actggtgaaaa
atgcegggag
ggcttaacta

tattgggcege
gcgageggta
cgcaggaaag
gttgctggeg
aagtcagagg
ctcectegtg
ceetteggga
ggtegttege
cttatccggt
agcagccact
gaagtggtgg
gaagccagtt
tggtageggt
agaagatcct
agggattttg
atgaagtttt
cttaatcagt
actcececgte
aatgataccg
cggaagggcc
ttgttgccgg
cattgctaca
ttcccaacga
cttcggtect
ggcagcactg
tgagtactca
ggcgtcaata
aaaacgttct
gtaacccact
gtgagcaaaa
ttgaatactc
catgagcgga
atttcceccga
taaaaataqg
cctetgacac
cagacaagcce
tgcggecatca

<210>2

<211> 6460

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

ES 2320527 T3

tcttecgett
tcagctcact
aacatqgtgag
tttttcgata
tggcgaaacc
cgctetectg
agcgtggcgce
tccaagetgg
aactatcgtc
ggtaacagga
cctaactacg
accttcggaa
ggtttttttg
ttgatctttt
gtcatgagat
aaatcaatct
gaggcaccta
gtgtagataa
cgagacceac
gagcgcagaa
gaagctagag
ggcatcgtygg
tcaaggcgag
cecgategttg
cataattctc
accaagtcat
cgggataata
tcggggcgaa
cgtgcaccca
acaggaaggc
atactcttcc
tacatatttyg
aaagtgccac
cgtatcacqga
atgcagctcec
cgtcagggceg
gagcagattg

cctcgectecac
caaaggcggt
caaaaggcca
ggctecgece
cgacaggact
ttccgaccct
tttctcatag
gctgtgtgca
ttgagtccaa
ttagcagagce
gctacactag
aaagagttgg
tttgcaagca
ctacggggtc
tatcaaaaag
aaagtatata
tctcagcgat
ctacgatacyg
gctcaccgge
gtggtcctge
taagtagttc
tgtcacgetce
ttacatgatc
tcagaagtaa
ttactgtcat
tctgagaata
gtgtatgaca
aactctcaag
actgatcttc
aaaatgccgce
tttttcaata
aatgtattta
ctgacgtcta
ggcecttteg
cggagacggt
cgtcageggg
tactga

<223> Descripcién de la Secuencia Artificial: ADN plasmidico

tgactcegcetg
aatacggtta
gcaaaaggcc
ccctgacgag
ataaagatac
gcegettace
ctcacgctgt
cgaacececcee
cccggtaaga
gaggtatgta
aaggacagta
tagctcttga
gcagattacg
tgacgctcag
gatcttcacc
tgagtaaact
ctgtctattt
ggagggetta
tccagattta
aactttatcc
gccagttaat
gtcgtttggt
ccecatgttg
gttggcegca
gccatccgta
ccgecgeecgyg
tagcagaact
gatcttaccg
agcatctttt
aaaaaaggga
ttattgaagc
gaaaaataaa
agaaaccatt
tetegegegt
cacagcttgt
tgttggcggg

cgcteggteg
tccacagaat
aggaaccgta
catcacaaaa
caggegttte
ggatacctgt
aggtatctca
gttcageceg
cacgacttat
ggcggtgcta
tttggtatct
tcecggecaaac
cgcagaaaaa
tggaacgaaa
tagatccttt
tggtctgaca
cgttcatcca
ccatectggece
tcagcaataa
gcectccatcec
agtttgcgcea
atggcttcat
tgcaaaaaag
gtgttatcac
agatgctttt
cgaccgagtt
ttasaagtge
ctgttgagat
actttcacca
ataagggcga
atttatcagg
caaataggqgg
attatcatga
ttcggtgatg
ctgtaagcgg
tgtcgggget

1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3216
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<400> 2

ctagcatgaa
tcecogtteaa
ttgagcatga
ttaaagctgy
ctaagatgat
geccegacage
ttaagaccac
gegeaatoegg
ctaagcactt
agaaagcatt
aggcgtggte
tgcteattga
aagactctga
gtgegetgge
ctggcattac
ctcacagtaa
cgattaacat
acgtaatcac
aactcccgat
gtgetgeoge
agttcatget
acatggactg
tgaccaaagyg
ggctgaaaat
tcaagtteat
acacttggtyg
ctggggtaca
cttgetetgg
ttaacttget
acgagattct
atgagaacac
aatggctgge
acgggtacaa
trtgatteegy
agetgatttg
ttaagtetge
ttegeaageg
acaagaagcece
ctaccattaa
ctecetaactt
acgagaagta
ctgacgetge
gtgatgtact
acaaaatgec
acttegegtt
gategecate
catgctettt
ttaatttctt
caaaaataga

cacgattaac
cactetgget
gtcttacgag
tgaggttgeg
tgcacgcatc
cttecagtte
tctggottge
tegggooatt
caagaaaaac
tatgcaagtt
ttegtggeat
gtcaaccgga
gactatcgaa
tggcatetcet
tggtggtgge
gaaagoactg
tgcgcaaaac
caagtggaag
gaaaccggaa
tgetgtgtac
tgagcaagcee
gegeggtegt
actgettacyg
ccacggtgea
tgaggaaaac
ggctgagceaa
gecaccacgyce
catccagecac
tcctagtgag
acaagcagac
tggtgaaatc
tcacggtott
agagttegge
caagggtccg
ggaatctgtyg
tgetaagetg
ttgegetgtg
tattcagacg
caccaacaaa
tgtacacage
cggaatcgaa
gaacctgtte
ggctgatttce
agcacttcecg
cgegtaacca
togegeeegt
cteectgtge
tgttttttag
attaattegt

ES 2320527 T3

atogectaaga
gaccattacy
atgggtgaag
gataacgcty
aacgactggt
ctgcaagaaa
ctaaccagtg
gaggacgagqg
gttgaggaac
gtcgaggety
aaggaagact
atggttaget
ctegeacctg
cegatgttee
tattgggcta
atgecgctacg
accgcecatgga
cattigtecgy
gacatcgaca
cgcaaggaca
aataagtttg
gtttacgcceq
ctggegaaaqg
aactgtgogg
cacgagaaca
gattcteoegt
ctgagetata
ttetocgega
accgttcagg
gcaatcaaty
tctgagaaag
actegeagtq
tteegtcaac
atgttcacte
agcgtgacgyg
ctggetgetyg
cattgggtaa
cqcttgaace
gatagcgaga
caagacggta
tettttgeac
aaagcagtge
tacgaccagt
gctaaaggta
tggtattgat
geetcetgact
teecaccece
cttcttttaa
aataaaaagt

acgacttcte
gtgagegttt
cacgctteeg
cegecaagcee
ttgaggaagt
tcaagecgga
ctgacaatac
ctegettegy
aactcaacaa
acatgctete
ctattcatgt
tacaccgeea
aatacqctga
aaccttgeqgt
acggtegtey
aagacgttta
aaatcaacaa
tcgaggacat
tgaatectyga
qggcetcegeaa
ctaaccataa
tgtcaatgtt
gtaaaccaat
gtgtegataa
tcatggettyg
tetgettecet
actgcteect
tgotecgaga
acatctacgy
ggaccgataa
tcaagetyggyg
tgactaageyg
aagtgetaga
agccgaatea
tggtagetge
aggtcaaaga
ctectgatgy
tgatgticct
ttgatgcaca
gocacctteg
tgattcacga
gegaaactat
tegetgaccea
acttgaacct
atctgagete
tctaagteca
tatttttgtt
gtcacctcta
cgaadaaaat

tgacategaa
agetegegaa
caagatgttt
tctcatcact
gaaagctaag
agecgtagey
aaccgttcag
tcgtatcegt
gcgegtaggg
taagggtcta
aggagtacgc
aaatgetgge
ggctatcgea
agtteceteet
tectetggeg
catgecctgag
gaaagtccta
cectgegatt
ggctetcace
gtctegeegt
ggeeatctgyg
caacccegeaa
cggtaaggaa
ggttecgtte
cgetaagtet
tgcgttetge
tecegetggeg
tgaggtagat
gattgttgct
cgaagtagtt
cactaaggca
ttcagtcatg
agataccatt
ggctgetgga
ggttgaagcea
taagaagact
ttteectgtg
cggtcagttc
caaacaggaqg
taagactgta
ctectteggt
ggttgacaca
gttgcacgag
cecgtgacatce
cgcatcggec
attactettc
attatcaaaa
acaatgaaat
tgtgctcect

ctggctgcta
cagttggeee
gagcgtcaac
accctactee
cgcggeaage
tacatcacca
gctgtageaa
gaccttgaag
cacgtctaca
cteggtggeg
tgcatcgaga
gtagtaggte
accegtgcayg
aagecgtgga
ctggtgegta
gtgtacaaag
geggtegeca
gagcgtgaag
gegtggaaac
atcagccttg
tteecttaca
ggtaacgata
ggttactact
cectgagoegea
ccactggaga
tttgagtacy
tttgacgggt
ggtcgegegy
aagaaagtca
accegtgacey
ctggctggte
acgetggett
cagccageta
tacatggecra
atgaactgge
ggagagattc
tggcaggaat
cgettacage
tctggtateqg
gtgtgggeac
accattcegg
tatgagtett
teteaattgyg
ttagagtegg
getgtoatcea
aacatcccta
aaacttette
tgtgtagatt
cceeccatta

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
500
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2108
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2680
2940
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ataataatte
cttctgataa
atgttacgtt
acgtcaaatc
tgaaagttta
tcaagagtit
caagaaagat
aatttgaaag
atataccaas
tteggtgatyg
ctygtaagegyg
tgtegggget
cggtgtgaaa
cctegtgate
aggtggeact
ttcaaatatg
aaggaagagt
ttgectteet
gttgggtgea
ttttogooon
ggtattatos
gaatgactty
aagagaatta
gacaacgatc
aactegectt
caccacgaty
tactctaget
actictgege
gegtgggtet
agttatctac
gataggtgee
ttagattgat
taatctcaty
agaaaagatc
aacaaaaasa
tttteecqgaag
gcegtagtta
aatcctgtta
aagacgatag
geecagettg
aagegeeoaag
aacaggagag
cgggiticge
cctatggaaa
tgctcacatyg
tgagtgaget
ggaagceggas
atgecagetyg

tatcccaaas
atttttrteg
tcagtttatg
atgctcatceg
tgaaattaat
cgaggacgge
c¢ggaagaagg
tggagtagly
cataactgtt
acgytgazaa
atgccgyggag
ggcttaacta
taccgeacag
cgectattet

LLteggggaa
tatcegetcea
atgagtattce
grrtrtgete
cgagtgagtt
gaagaacgtt
cgtattgacg
gttgagtact
tgcagtgcety
ggaggaccga
gatcqtiggy
cetgtageaa
teccggeaac
tegygeectte
cgeggtatea
acgacgggga
teactgarta
ttaaaacttc
accaaaatce
aaaggatett
cecacegetac
gtaactgget
ggceaccact
ceagtggetg
ttaccggata
gagcgaacga
cttocegaag
cgeacgagyyg
cacctetgac
aacgecaqgea
ttettteetg
gataccgete
gagcgcecaa
cacgacagygt
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tctacacaat
aaacatcata
accgoaattt
tgaaaaagtt
tttectgeott
gtttttcitg
tttgggtity
tctatggggt
tectactage
cctetgacac
cagacaagee
tgcggeatca
atgcegtaaggy
tataggttaa
atgtgegegyg
tgagacaata
aacatttccqg
acccagaaac
acatcgaact
tteczatgat
ccgggcaaga
caccagicac
ccataaccat
aggagcraac
aaccggaget
tggcaacaac
aattastaga
cggetggety
ttgcageact
gtoagqcaac
ageattggta
atttrtaatt
cttaacgtga
cttgagatee
cageggtggt
tcageagage
tcaagaactc
ctgccagtgg
aggegeageyg
cctacaccga
ggagaaaggce
agettecagy
ttgagegtcg
acgeggeett
cgttatecce
gecgcageey
tacgcaaacce
tteecgacty

gttctgtgta
gaaaaaaccyg
tratttette
ttggagtatt
ttgctttttg
ctaaaatcac
aggctcagtyg
ttotgectta
cggeegtacg
atgcagectce
c¢gtcaggycy
gagcagattyg
agaaaatacc
tgrcatgata
aaccectatt
accetgataa
tguegeeott
getggtgaaa
ggatctcasc
gagcacttte
geaactcggt
agaaaageat
gagtgataac
cgeittttty
gaatgaagce
gtigcgeaaa
ctggatggaq
gtrtattget
ggggccagat
tatggatgaa
actgteagac
taaaaggatce
gttttogttce
tttttttetyg
ttgtttgeeyg
gcagatacea
tgtagcacceq
cgataagtceg
gtegggetga
actgagatac
ggacaggtas
gggaaacgee
attittgtoa
tttacggtte
tgattctgtyg
aacgaccegag
gectetecee
gaaagegyge

cacttettat
cacacaaaat
gecacgtcetqg
tttggaatet
ggggtttcec
aagtattgat
gaaggtgagt
aatgacagaa
ggecectttcg
cggagacggt
cgtcageggy
tactgagagt
gcatcaggey
ataatgguty
tgtttatett
atgettcaat
attceotttt
gtaaaagatq
ageggtaaga
aaagttctgce
cgcegeatac
cttacggaty
actgeggeca
cacaacatgg
ataccaaacg
ctattaactg
gcggataaag
gataaatctyg
ggtaagecet
cgaaatagac
caagtttact
taggtgaaga
cactgagoegt
cgegtaatet
gatcaagagce
aatactgtee
cctacatacc
tgtcettaccg
acggggggtt
ctacagegty
ccggtaageg
tggtatettt
tgetegteag
ctggectttt
gataaccgta
cgeagegagt
gegegttgge
agtgagegea

gtttteetta
accttatcat
goctetcaty
ttcaatcaag
ctattgtttg
gagcacgatg
agaaqttgat
tacatucecea
tctegegegt
cacagcttgt
tgttggeygg
gecaccataty
gecttaaggg
cttagacgte
tetaaataca
aatattgaaa
ttgeggcatt
ctgaagatea
teettgagag
tatgtggege
actattctcea
gratgacagt
acttacttet
gggatcatgt
acgagegtga
gcgaactact
ttgcaggacce
gagceqggtga
cecgtategt
agatcgctga
catatatact
teoetitttga
cagacceegt
getgettgea
taccaactct
ttctagtgta
tegetetget
ggtrggactce
cgtgcacaca
agcattgaga
geaggategg
atagtceetgt
gggggcygayg
gctggecttt
ttaccgectt
¢cagtgagcga
cgattcatta
acgcaattaa

3000
3060
3120
3180
32490
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3500
3860
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4820
4980
5040
5100
3160
5220
5280
5340
5400
5460
552¢
5580
5640
5700
5760
5820
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<210>3

tgtgagttag
gttgtgtgga
cgccaagcett
tggagaacgg
gcttectetg
gaaggtccta
aaaatgtatc
ccctectttt
ccgttgaaaa
tataatcatc
atactaacat

<211> 8330
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>

ctcactcatt
attgtgagceg
gcatgectge
agcatgagca
agcecgettt
gatgcattcg
tgggtctctt
gcaacaagca
taaataccga
tcactggate
aacatagaac
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aggecacceca
gataacaatt
aggtcgactc
ttttcgaagt
ccttatatac
tttgaaaata
tattgtgtac
gctcgaatgt
acaacatttg
ccegggattg
attttcagga

ggctttacac
tcacacagqga
tagaggatca
tttttagatqg
ccgecattctg
ctceceggtgg
actactttte
tctagaaaaa
ctctaattgt
gccaaaggac
ggacccttgg

<223> Descripcién de la Secuencia Artificial: ADN plasmidico

<400> 3

gttgtcgtaa
agctcagtgt
cttetetcect
ctagcatttc
cttgggttac
gaatgatact
tgactgetec
tctectgacat
gtttagcteg
tcegeaagat
agcctcetceat
aagtgaaagc
cggaageccegt
atacaaccgt
tcggtegtat
acaagcgegt
tctctaaggg
atgtaggagt
gccaaaatgce
ctgaggctat
gcgtagttece
gtegtectet
tttacatgee
acaagaaagt
acatccctge
ctgaggctcet
caagtctcege

agagatgttt
tggctgtgtg
gctetegett
ttactttatt
agccgtcaac
aacataacat
aaagaagaag
cgaactggcet
cgaacagttg
gtttgagegt
cactacccta
taagcgcggce
agcgtacatc
tcaggctgta
cegtgacett
agggcacqgte
tctactcggt
acgctgcatc
tggcgtagta
cgcaacccgt
tcetaageeqg
ggcgetggtg
tgaggtgtac
cctageggte
gattgagegt
caccgegtog
cgtatcagcc

ttattttact
ctegggcetee
atcacttett
tatttttttc
agatcccegyg
agaacatttt
cgtaagctca
gctatceegt
gcccttgage
caacttaaag
ctecectaaga
aagcgeeccga
accattaaga
gcaagcgcaa
gaagctaage
tacaagaaag
ggcgaggegt
gagatgctca
ggtcaagact
gcaggtgege
tggactggcea
cgtactcaca
aaagcgatta
gccaacgtaa
gaagaactcc
aaacqgtgctg
ttgagttcat

ttacaccgqgg
tgccacegge
cattcattcet
aattttcaat
gattggccaa
caggaggacc
tgaacacgat
tcaacactct
atgagtctta
ctggtgaggt
tgattgcacq
cagccttcca
ccactctygge
tcggteggge
acttcaagaa
catttatgca
ggtcttegtyg
ttgagtcaac
ctgagactat
tggctggcat
ttactggtgg
gtaagaaagc
acattgcgeca
tcaccaagtg
cgatgaaacc
ccgctgcetgt
gcttgagcaa

tttatgctte
aacagctatg
agagcatttg
cactagaaca
cagccttaca
gtgcaaagag
catgtaccga
ggtggaaaat
gaaattagaa
ccaaaggtat

tectetetet
ggecteatet
tattcctttt
tttcagataa
aggacccaaa
cttgcttgga
taacatcgct
ggctgaccat
cgagatgggt
tgcggataac
catcaacgac
gttcctgcaa
ttgcctaace
cattgaggac
aaacgttgag
agttgtcgag
gcataaggaa
cggaatggtt
cgaactcgca
ctetecgatg
tggctattgg
actgatgege
aaacaccgcea
gaagcattgt
ggaagacatc
gtaccgcaag
gccaataagt

cggctcgtat
accatgatta
aatcagaata
aagcgtgttg
gaatgttcta
acgcagacgg
atgtgagtcg
agtataaata
atcttcaaac
gtttcgaatg

ctgccageac
tcttettett
catcatcaaa
aaccaaacta
ggtatgtttc
gggtaccgga
aagaacgact
tacggtgage
gaagcacgct
getgeegeca
tggtttgagg
gaaatcaagc
agtgctgaca
gaggcteget
gaacaactca
gctgacatgc
gactctatte
agcttacacc
cctgaatacg
ttccaacctt
gctaacggtce
tacgaagacqg
tggaaaatca
ccggtcegagy
gacatgaatc
acaaggctcg
ttgctaacca

5880
5940
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6460

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
800
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
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taaggccatce
tgttcaaccce
caatcggtaa
ataaggtttc
cttgcgctaa
tecttgegtt
cecttecget
gagatgaggt
acqgggattgt
ataacgaagt
tgggcactaa
agcgttcagt
tggaagatac
atcaggctgce
ctgeggttyga
aagataagaa
atggtttcee
tecteggtea
cacacaaaca
ttecgtaagac
acgactcctt
ctatggttga
accagttgca
acctcecgtga
acgggcecctt
tceeggagac
gegegtceage
ttgtactgag
accgcatcag
ataataatgg
attegtttat
taaatgcttc
cttattecect
aaagtaaaagqg
aacagcggta
tttaaagttce
ggtcgecgea
catcttacgg
aacactgcgg
ttgcacaaca
gccataccaa
aaactattaa
gaggcggata
gctgataaat
gatggtaagc
gaacgaaata
gaccaagttt
atctaggtga

tggttecett
gcaaggtaac
ggaaggttac
gtttectgag
gtctecactg
ctgctttgag
ggcegtttgac
aggtggtcgce
tgctaagaaa
agttacegtyg
ggcactggct
catgacgctg
cattcagcca
tggatacatg
agcaatgaac
gactggagag
tgtgtggcag
gttccgetta
ggagtctggt
tgtagtgtgg
cggtaccatt
cacatatgag
cgagtctcaa
catcttagag
tcgtetegeg
ggtcacagcet
gggtgttgge
agtgcaccat
gceggecttaa
tttcttagac
ttttctaaat
aataatattg
tttttgegge
atgctgaaga
agatccttga
tgctatgtgg
tacactattc
atggcatgac
ccaacttact
tgggggatca
acgacgagcg
ctggcgaact
aagttgcagg
ctggagcegyg
cctececgtat
gacagatcgc
actcatatat
agatecctitt
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acaacatgga
gatatgacca
tactggetga
cgcatcaagt
gagaacactt
tacgctgggg
gggtcttget
gcggttaact
gtcaacgaga
accgatgaga
ggtcaatggce
gcttacgqgt
gctattgatt
gctaagctga
tggcttaagt
attcttcgea
gaatacaaga
cagcctacca
atcgctecta
gcacacgaga
ccggetgacg
tcttgtgatg
ttggacaaaa
teggactteg
cgtttcggtg
tgtctgtaag
gggtgtcggg
atgcggtgtg
gggectegty
gtcaggtgge
acattcaaat
aaaaaggaag
attttgcctt
tcagttgggt
gagttttecge
cgcggtatta
tcagaatgac
agtaagagaa
tctgacaacg
tgtaactcge
tgacaccacyg
acttactcta
accacttctg
tgagegtggg
cgtagttate
tgagataggt
actttagatt
tgataatcte

ctggegeggt
aaggacgtct
aaatccacgg
tcattgagga
ggtgggetga
tacagcacca
ctggcatcca
tgcttectag
ttctgcaage
acactggtga
tggcttacagg
Ccaaagagtt
ccggeaagygyg
tttgggaatc
ctgctgctaa
agcgttgege
agcctattca
ttaacaccaa
actttgtaca
agtacggaat
ctgcgaacct
tactggetga
tgccagcact
cgttcgegta
atgacggtga
cggatgccgg
gctggettaa
aaataccgca
atacgectat
actttteggg
atgtatccge
agtatgagta
cetgtttttg
gcacgagtgg
cccgaagaac
tceegtattyg
ttggttgagt
ttatgcagtg
atcggaggac
cttgatcgtt
atgcctgtag
gctteeecgge
cgcteggece
tctegeggta
tacacgacgg
gcctcactga
gatttaaaac
atgaccaaaa

tcgtgtttac
tacgetggeg
tgcaaactqgt
adaccacgag
gcaagattct
cggectgage
gcacttctce
tgaaaccgtt
agacgcaatc
aatctctgag
tgttactege
cggcttecgt
tergatgtte
cgtgagegtyg
gctgctggct
tgtgcattgg
gacgegettg
caaagatagc
cagccaagac
cgaatctttt
gttcaaagea
tttctacgac
tccggctaaa
agqggcccact
aaacctctga
gagcagacaa
ctatgcggea
cagatgcgta
ttttataggt
qgaaatgtgeg
tcatgagaca
ttcaacattt
ctcacccaga
gttacatega
gttttccaat
acgccgggcea
actcaccagt
ctgccataac
cgaaggagct
gggaaccgga
caatggcaac
aacaattaat
ttccggetgg
tcattgcage
ggagtcaggc
ttaagcattg
ttcattttta
tcecttaacyg

gctgtgtcaa
aaaggtaaac
gcgggtateg
aacatcatgg
ccgttctget
tataactgcet
gcgatgetcee
caggacatct
aatgggaccg
aaagtcaagce
agtgtgacta
caacaagtge
actcageccga
acggtggtag
gctgaggtca
gtaactcctg
aacctgatgt
gagattgatg
ggtagccace
gcactgattc
gtgcgcgaaa
cagttecgcetg
ggtaacttga
agtcggeegt
cacatgcage
gccegtcagg
tcagagcaga
aggagaaaat
taatgtcatg
cggaacccct
ataaccctga
ccgtgtegec
aacgctggtyg
actggatctce
gatgagcact
agagcaactc
cacagaaaag
catgagtgat
aaccgetttt
gctgaatgaa
aacgttgcge
agactggatg
ctggtttatt
actggggcecea
aactatggat
gtaactgtca
atttaaaagg
tgagtttteg

1680
1740
1800
1860
1520
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
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ttccactgag
ctgcgegtaa
ccggatcaag
ccaaatactg
ccgectacat
tegtgtetta
tgaacggggg
tacctacage
tatceggtaa
geekggtate
tgatgctegt
ttectggect
gtggataacc
gagcgecagcg
ccegegegtt
ggcagtgagce
cactttatgc
ggaaacagct
actattctca
acqgctaacaa
ttcecttgeaa
ccttctttga
cacacactca
atgacaaggg
ttggagecccc
cttatcgaac
cattaatcga
tcececgatttg
acatccgtag
ttgaagttta
cadaagtttt
ttgttttaaa
caattaaaag
tagaagtttg
gcgtaaaatt
accgtgette
ttgccttate
tttatattta
caccacctce
tgcecgeggte
ggtattacta
cattattece
cttettgttt
gagttctagt
aaaaaagttg
aaaaaaaaat
tctcgattca
gagagaattt

cgtcagacce
tctgetgett
agctaccaac
tccttctagt
acctegetet
ccgggttgga
gttcgtgcac
gtgagcattg
gcggeagggt
tttatagtee
<¢aggggggeyg
tttgectaggee
gtattaccgc
agtcagtgag
ggccgattca
gcaacgcaat
tteceggeteg
atgaccatga
tttaaatttt
cttggaaatg
aattcggtgce
cttctetett
gagttctteg
cggattatta
gtgtggggea
gtcgecatgag
ttcatagact
taaaaggaag
taagtcttce
aattttaaaa
ttcaagaact
tttaatattt
aatttgccga
tttttaaaqgq
agttgttgtg
ctetcacttg
aagagegtcg
tqtaggtcac
gcetecagea
gtgaatgcac
cacgtcatcg
cttggtgtat
tcegtccatt
tcttgttcta
ataaagaaaa
tececcaceeet
attttttgct
acaaacagaa
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cgtagaaaag
gcaaacaaaa
tectttttecg
gtagccgtag
gctaatcctyg
ctcaagacga
acagcccage
agaaagcgce
cggaacagga
tgtcogattt
gagcctatgg
ttttgctcac
ctttgagtga
cgaggaageq
ttaatgcage
taatgtgagt
tatgttgtgt
ttacgecaag
cagagcttaa
aaataagctt
tttcttcaaa
tcecgcecaaaa
acalgataaa
tegatcgata
gctgctetea
ccattcttte
ccecatattee
aggctgacga
ttttaageeg
aatagaaatt
ctagaaaaac
atcttaagat
tttagaataa
aaaaacacga
ataatagtga
acccaacagyg
tctettteac
aaaaaaaaag
gcacacaatc
cacattcgac
ttgttcgtag
tgattttttt
tagattttat
aaagtctagg
ctggttatte
cgettgttte
gcgetcetgte
atgaaaaaas

atcaaaggat
aaaccaccge
aaggtaactg
ttaggccace
ttaccagtqgg
tagttaccqgyg
ttggagegaa
acgettceeg
gagcgcacga
cgccacctet
aaaaacgcca
atgttcttte
gctgataccg
gaagagcgece
tggcacgaca
tagetcacte
ggaattgtga
ctgtaagttt
aaatggetga
gcatgectge
gagaaacttt
agectagceat
gtgtttcatt
ttgaagacaa
atatattact
ttctttatge
ttgatgaaqgg
tgttaggaaa
acacttttta
agtttcaatt
tagcttaatt
gtaattacga
aagtcttcag
adaaaagaaca
tceegetgtet
aaaaaaaaac
ccagtaacaa
tgatgcagtt
atcttcgtgt
gcgcaactac
tcteecegete
taaatggtac
ctggaaattt
tcagacatac
agaaagagtg
tcaaaatatg
tgccaaagtg
gttggccaaa

cttcttgaga
taccagcggt
gcttecageag
acttcaagaa
ctgetgeeag
ataaggcgea
cgacctacac
aagggagaaa
gggagettce
gacttgageg
gcaacgcggce
ctgegttatce
ctcgecgeag
caatacgcaa
ggtttccega
attaggcacc
gcggataaca
aaacatgatc
aatcactcac
agagcaaaaa
tgaagtcggce
ttttattgat
ggcactcgcc
actccaaatqg
agggagacga
actctecttca
tgtgggtttt
aagagaacgq
gacagcattce
ttttttaatt
catgggtact
gaagcttttt
aaatgagtaa
ctatttatet
atttgcactc
atcacgtctg
aaaaaatttg
ttgtgggtcg
gttetegacy
acaccacact
tttegteeee
accactcctg
ttttaaaatt
attttctatt
tgtctegttg
agatcaacgq
tgtgtgtecg
taatgaagtt

tecttttttt
ggtttgtttg
agcgcagata
ctctgtagca
tggcgataag
geggtcggge
cgaactgaga
ggcggacagg
agggggaaac
tegatttteg
ctttttacgg
cectgattet
ccgaacgacce
accgectete
ctggaaagceq
ccaggcttta
atttcacaca
ttactaacta
aacgatggat
aatactgctt
gegageattt
aatttgatta
ctaacagtac
tgtgctcatt
dggagggggac
ctctctcaca
tagetttttt
agccgaaaaa
gcegetagtt
actaaatagg
agaaaaattc
tgaaaattcet
aagctcaaat
tttecteecee
ggctcttcac
agacggtgaa
gtttctttac
gttgtctcca
attcctigta
cactttcggt
actcactcct
acgtttctac
ttaggccaga
tctecatcaaa
aaattgatte
attttttcct
agcaaaagat
ttatccgaga

4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
498¢
5040
5100
5160
5220
5280
§340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
60C0
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6480
6540
6600
6660
6720
6780
6840
65800
6960
7020
7080
7140
1200
7260
7320
7380
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<210> 4

ttgatgggaa
catcaaactc
taatagaaaa
ttgtgggtct
ttcaaattct
ttcaacaaga
atatatggta
gatttatcac
ttttttgtca
gecttttctet
tcttttetee
caccgcecagt
tatcecctget
gctccagaga
ctgggaagcc
atctctcgag

<211> 6470
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>

agatattaat
cgecttttac
tcgagaaatt
cgccacgatce
agtgtttaat
aatcgtgaaa
atttcccgaa
gaaaaaagtt
tcattttgaa
ccaaaaatga
ccgtttttcea
gtgtgccata
tgatttegtt
atggagcaca
gccgagagat
tttctecgee

ES 2320527 T3

gttctttacg
atgtctttta
acagtaattt
tcggtcettag
ttecgceataa
atectgttgt
atattgaggg
cgectagtcet
caaaaaatcg
cagtctagaa
ttttatettt
tcacacacac
cegttgtete
caggatccceyg
atcagggaag
tgttactcce

gtttggaggg
gaatctaaaa

cgcaattttc
tggttcattt
ttggacctaa
ttecgecaattt
tctegecacyg
cacatttccg
agacatccct
ttaaaattcg
tattacactg
acacacacac
tctetctceta
gcgegegatg
atcgtctgat
tgcegaacct

<223> Descripcién de la Secuencia Artificial: ADN plasmidico

<400> 4

aagcttgeat
ggatatcccc
aagttatctc
tttaacccte
acataacata
tgactgetce
acgacttete
gtgagegttt
cacgcttecg
ccgeeaagec
ttgaggaagt
tcaagecgga
ctgacaatac
ctegettegg
aactcaacaa
acatgctcte
ctattcatgt
tacaccgeca
aatacgctga
aaccttgcegt
acggtegteg
aagacgttta

gcctgeagge
gcctcececaat
caggctcegeg
ggggtacggg
gaacattttce
aaagaagaag
tgacatcgaa
agctegegaa
caagatgttt
tctecatcact
gaaagctaag
agcoegtageg
aaccqttcag
tegtateegt
gcgegtaggg
taagggtcta
aggagtacgc
aaatgcetgge
ggctatcgea
agttecteet
tectetggeg
catgeetgag

cttggtegac
ccacgeacee
catceccaccy
attggccaaa
aggaggaccc
cgtaaggtac
ctggctgceta
cagttggeec
gagcegteaac
accctactce
cgcggeaage
tacatcacca
gctgtageaa
gaccttgaag
cacgtctaca
ctcggtggeg
tgcatcgaga
gtagtaggtc
accegtgeag
aagcegtgga
ctggtgegta
gtgtacaaag

tctagacact
agggaaaaag
agcggttgac
ggacccaaag
ttgcttggag
cggtaatgaa
teeegtteaa
ttgagcatga
ttaaagetgg
ctaagatgat
gcccgacage
ttaagaccac
gcgeaateqgg
ctaagecactt
agaaagcatt
aggcgtggtce
tgctcattga
aagactctga
gtgcgetgge
ctggcattac
ctcacagtaa
cgattaacat

gagagagaga
tagattttte
ttgccaaaaa
ggtttaaaag
aatgggtttt
tcttttcaaa
atttcagtca
gaaaaccgaa
ataqtttege
ctggaactgg
gattgactaa
aatgtcgaga
ttcatctttt
tcgtegggag
ttctectegg
gatatttccc

tttecagctac
aagggctcge
ttetctecac
gtatgttteg
ggtaccgagc
cacgattaac
cactctgget
gtcttacgag
tgaggttgeg
tgcacgcatc
cttcecagttce
tectggettge
tcgggecatt
caagaaaaarc
tatgcaagtt
ttegtggeat
gtcaaccgga
gactatcgaa
tggeatctet
tggtggtgge
gaaagcactg
tgcgcaaaac

tagatttteq
tcatcatttt
tacacgaaat
tttataaaat
tgtcatcatt
aatacacgaa
cagtggccag
tctaaattag
aattttcgtc
gaccatgata
aggtcaccac
ttttatgtgt
gagccgagaa
atggecgecge
atgccacctce

ctagatacat
cgaaaaatca
cacttttecat
aatgatacta
tcagaaaaaa
atcgetaaga
gaccattacy
atgggtgaag
gataacgetyg
aacgactggt
ctgcaagaaa
ctaaccagtg
gaggacgagg
gttgaggaac
gtcgaggety
aaggaagact
atggttaget
ctegcacety
ccgatgttec
tattgggcta
atgcgetacg
accgcatgga

7440
7500
7560
7620
7680
7740
7800
7860
7920
7980
8040
g8l00
B160
8220
8280
8330

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
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aaatcaacaa
tcgaggacat
tgaatcctga
gggcotegeaa
ctasccataa
tgtraatgte
gtaaaccaat
gtgtcgatasa
tcatggettyg
tetgettest
actgctecect
tgotecgags
acatctacgg
qgaccgataa
tcaagetggg
tgactaagcy
aagtgectgga
agccgaatea
tyggtagetge
aggtcaaaga
ctectqgatyg
tgatgttect
ttgatgcacsa
geeaccttey
tgattcacga
gecgaaactat
togotgacea
acttgaacct
gcgeeggteg
cagagtaagt
cgegeeeqty
teecetgtget
gttttttage
ttaattegts
atcccaaaat
trtttettyge
cagtttatga
tgcteategt
gaaattaatt
gaggacggey
ggaagaaggt
ggagtagtgt
ataactgtut
cggtgaaaac
tgceggqgage
gcttaactat
acegeacaga
gectattitt

gaaagtecta
ccetgegatt
ggctetcace
gtctegeogt
ggccatetgg
caacceegeaa
cggtaaggaa
ggttecgite
cgetaagocet
tgegttetge
tcegetggeg
tgaggtaqggt
gattgttget
cgaagtagtt
cactaaggcea
titcagtcatg
agataccatt
ggctgctgga
ggttgaagea
taagaagqact
ttteacigty
cggrcagtte
caaacaggag
taagactgta
ctectioggt
ggttgacaca
gttgcacgag
cegtgacate
ctaccattac
ttaaactgag
cctetgactt
cecaccacet
ctcttttaag
ataaaaaqtce
Ctacacaatg
aacatcatag
cegoaatttt
gaaaaagttt
wteetgettt
zttttertge
ttgggtitga
ctatqgggtt
cctactagte
ctetgacaca
agacaagcce
geggeateag
tgcgtaagga
ataggttaat

ES 2320527 T3

geggtegeca
gagcgtgaag
gegtagaaac
atcageotty
ttecettaca
ggtaacgata
ggttactact
cctgagegea
ccactyggaga
tttgagtacg
ttigacgggt
ggtegegegy
aagaaagtcea
accglgaceq
ctggetggte
acgetggett
cagecageta
tacatggcta
atgaactgge
ggagagatte
tggcaggaat
cgcettacage
tctggtatey
gtgtgggeac
accattecgg
tatgagtctt
totcaattygy
ttagagtegy
caactigtet
ttctactaac
ctaagtccaa
atttttgtta
tcacctetaa
gasaaaaatt
ttctgtgtac
aaaaaaccge
tatttetteg
tggagtattt
tgettittgg
taaaatcaca
ggctcagtgy
tttgecttaa
ggcegtacag
tgeageteee
gtcagggege
agcagattgt
gaaaataccg
gtcatgataa

acgtaatcac
aactcocegat
gtgctgecge
agttoatget
acatggactg
tgaccaaagg
ggctgaaaat
tcaagttcat
acackttggtg
ctggagtaca
cttgetetqy
ttaacttget
acgagattet
atgagaacac
aatgegctqgye
acgggtecaa
ttgatteegg
agetgatttg
ttaagtetge
ttegcaageg
acaagaagece
Cctaceatiaa
ctegtaactt
acgagaagta
ctgacgcetge
gtgatgtact
acaaaatgee
acttegegtt
ggtgtcaaaa
raacgagraa
ttactcttea
ttatcaaaaa
caatgaaatt
gtgctecocte
acttettatg
acacaaaata
cacgtcrgoqg
ttggaatttt
gggtttecce
agtattgatg
aaggtgagta
atgacagaat
geectticegt
ggagacggtc
gtcagcgggt
actgagagtyg
catcaggegg
taatggttte

caagtggaag
gaaaccggaa
tgetgtgtac
tgagcaagee
gegeggtegt
actgettacqg
ccacggtgea
tgaggaazac
ggctgageaa
graccacqyc
catceageac
tcctagtgag
acaagcagac
tggtgaaatc
tcacggtgte
agagttegge
caagggtecy
ggaatctgtg
tgoctaagetg
ttgegetgtq
tattcagacyg
caccaacsda
tgracacage
cggaatogaa
gaacctgtic
ggctgattte
agcacticeyg
cgegtaagaa
ataatagggg
tattiaaatrt
acatcectac
aacttcttet
gtgtagattc
cceccattaa
ttrertrtac
ccttatcata
ccteteatga
tcaatcaagt
tattgtttgt
agcacgatgce
gaagttgata
acattcccaa
ctegegegtt
acagertgte
gttggcgggt
caccatatgce
ccttaaggygce
ttagacgtca

cattgteoegg
gacatceqaca
cgeaaggaca
aataagtttyg
gtttacgecg
ctggegaaag
aactgtgegy
cacgagaaca
gattctoegt
ctgagetata
ttetecgega
accgticayg
gecaatcaaty
tetgagaaaqg
actogeagtg
tteegtcaac
atgttcactce
agegtgacqgyg
ctggetgetyg
cattgggtaa
cgettgaace
gatagegaga
caagacggta
tottttgeac
aaagcagtge
tacgaccagt
gctaaaggta
ttecaactga
cogetgteat
ttcageatcet
atgcetettte
taattiotte
aaaaatagaa
taataattcet
ttctgataaa
tgttacgtte
cgtcaaatca
gaaagritat
caagagttte
aagaaagate
atttgaaagt
tataccaaac
teggtgatga
tgtaagcgga
gtcggggety
ggtgtgaaat
ctegtgatac
ggtggeactt

1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1989
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
258¢
2540
2700
2760
2820
2880
2540
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3800
3660
3720
3780
3840
3900
396C
402¢
4080
4140
4200
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ttecggggaaa
atccgcteat

tgagtattca
tttttgetea
gagtgggtta
aagaacgqgttt
gtattgacgce
ttgagtacte
gcagtgctgce
gaggaccgaa
atcgttggga
ctgtagcaat
ccecggecaaca
cggcccttcee
gcggtatcat
€gacggggag
cactgattaa
taaaacttca
ccaaaatcce
aaggatctte
caccgectace
taactggctt
gccaccactt
cagtggctge
taccggataa
agcgaacgac
ttccecgaagg
gcacgaggga
acctctgact
acgccagcaa
tetttectge
ataccgcteg
agcgcccaat
acgacaggtt
tcactcatta
ttgtgagegyg
aagtttaaac
ggctgaaatc

tgtgegegga
gagacaataa
acatttcegt
ccecagaaacg
catcgaactg
tccaatgatg
cgggcaagag
accagtcaca
cataaccatg
ggagctaacc
accggagcetg
ggcaacaacq
attaatagac
ggetggetgg
tgcagcactg
tcaggcaact
gecattggtaa
tttttaattt
ttaacgtgag
ttgagatcct
agcggtggtt
cagcagagcqg
caagaactct
tgcecagtggc
ggcgcagegg
ctacaccgaa
gagaaaggcyg
gcttccaggg
tgagegtega
cgcggeettt
gttatccect
cecgcageega
acgcaaaccqg
tceegactgg
ggcaccceaqg
ataacaattt
atgatcttac
actcacaacyg

<210>5

<211> 4689

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

ES 2320527 T3

accectattt
ccetgataaa
gtegeectta
ctggtgaaag
gatctcaaca
agcactttta
caactecggtc
gaaaagcatc
agtgataaca
gcttttttge
aatgaagcca
ttgegecaaac
tggatggaqyg
tttattgetg
gggccagatg
atggatgaac
ctgtcagacc
aaaaggatct
ttttegttee
ttttttctge
tgtttgeegyg
cagataccaa
gtagcaccgce
gataagtcgt
tcgggetgaa
ctgagatacc
gacaggtatc
ggaaacgcect
tttttgtgat
ttacggttce
gattctgtgg
acgacecgagce
cctetececg
aaagcgggca
gctttacact
cacacaggaa
taactaacta
atggatacgc

gtttattttt
tgcttcaata
tteccttttt
taaaagatgc
gcggtaagat
aagttctgcet
gececgeataca
ttacggatgg
ctgcggecaa
acaacatgqgg
taccaaacga
tattaactgg
cggataaagt
ataaatctgg
gtaagcccte
gaaatagaca
aagtttactc
aggtgaagat
actgagegtce
gcgtaatcty
atcaagagct
atactgtcct
ctacatacct
gtcttaccgg
cggggggttce
tacagcgtga
cggtaagcgg
ggtatcttta
gctegtcagg
tggcettttg
ataaccgtat
gcagcgagte
cgcgttggee
gtgagcgceaa
ttatgcttce
acagctatga
ttcteattta
taacaacttg

<223> Descripcién de la Secuencia Artificial: ADN plasmidico

10

ctaaatacat
atattgaaaa
tgcggeattt
tgaagatcag
ccttgagagt
atgtggcgeg
ctattcteag
catgacagta
cttacttctg
ggatcatgta
cgagcegtgac
cgaactactt
tgcaggacca
agccggtgag
ccgtatcgta
gatecgetgag
atatatactt
cctttttgat
agaccccgta
ctgcttgeaa
accaactctt
tctagtgtag
cgctctgeta
gttggactca
gtgcacacag
gcattgagaa
cagggtcgga
tagtcetgte
ggggcggage
ctggeetttt
taccgecettt
agtgagcgag
gattcattaa
cgcaattaat
ggctcgtatg
ccatgattac
aattttcaga
gaaatgaaat

tcaaatatgt
aggaagagta
tgcecttectg
ttgggtgcac
tttegececcg
gtattateccce
aatgacttgg
agagaattat
acaacgatcg
actegecttg
accacgatgce
actctagctt
cttctgcget
cgtgggtcte
gttatctaca
ataggtgect
tagattgatt
aatctcatga
gaaaagatca
acaaaaaaac
tttecegaagyg
ccgtagttag
atcctgttac
agacgatagt
cccagcettygg
agcgccacgc
acaggagagc
gggtttcgece
ctatggaaaa
gctcacatgt
gagtgagctg
gaagcggaag
tgcagctgge
gtgagttagc
ttgtgtggaa
gccaagctgt
gcttaaaaat

4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4600
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
57G0
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
0420
6470
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<400> 5

aagcttgeat
ggatatceee
aagttatcte
tttaaccote
acataacata
aatacgactc
tgteecaatt
agagggtgaa
aaaactacct
aaattttcag
cceagatcat
ggaaagaact
cggtactaac
taccettgtt
tggacacaaa
aaagaatgga
aaattttcag
ceatteteaa
cctgtecaca
tettgagttt
ttegtagaat
taatagygye
atttaaattt
catcectaca
acttectictt
tgtagattca
ceceattaat
teretttact
cttatcatat
cteteoatgac
caatcaagtyg
attgttigtc
gcacgatgea
aagttgataa
cattcecaat
tegogogtit
cagottgtet
ttggegagty
accatatgeg
cttaagggee
tagacgtcag
taaatacatt
tattgaaaaa
geggecatttt
gaagatcagt
cttgagagtt
tgtggcycgg
tattctcaga

gestgeagge
gecteccaat
caggetegeg
ggggtacggy
gaacatttte
actatacoeyg
ctigttgaat
ggtgatgcaa
gttceatggyg
ccaacacttg
atgaaacggc
atatttttea
taaccataca
aatagaateg
ttggastaca
atcaaagttg
aacttcasas
caaaatacte
caateotgece
gtaacagety
tccaactgag
cgatgteato
tcagcatotc
tgetetttetr
aztttetttg
aaaatagaat
aataattcta
totgataaat
gttacgtttc
gtcaaatcat
saagtttatg
aagagtttcg
agaaagateg
tttqaaagtqg
ataccaaaca
cggtgatgac
gtaageggat
tcggggetygy
gtgtgaaata
tegtgatacy
gtggeacttt
caaatatgta
ggaagagtat
geetteetgt
tgggtgcacy
ttegeccega
tattateceg
atgactiggt

ES 2320527 T3

cttggtegac
ccaccracee
catceraccey
attggccaaa
aggaggaccec
tagaaaaaat
tagatggtga
catacggaaa
taagtttaaa
tcactactit
atgacttittt
aagatgacqg
tatttaaatt
agttaaaaqqg
actatsactce
taagtttaaa
ttagacacaa
caattggcga
tttegaaaga
ctgggattac
cgeeqgatege
agagtaagtt
gegeesgtge
ceetgtgete
ttttttaget
taattogtaa
tceccaaaate
ttrttregaa
agtttatgac
geteategty
aaattaattt
aggacggegt
gaagaaqggtt
gagtagtgte
taactgtttc
ggtgaaaacc
geegggagea
cttaactatyg
cegeacagat
cotattttta
teggggaaat
teegereaty
gagtattcaa
ttetecteae
agtgggttac
agaacgtttt
tattgacgec
tgagtactca

tctagacact
agggaaaaayg
ageggttgac
ggacccaaag
ttgottggag
gagtaaagga
tgttaatggqg
acttaccett
catatatata
ctgttatger
caagagtygcee
gaactacaag
ttcaggtge:
tattgattts
acacaatgta
catgatttta
cattgaagat
tggeecetgte
tcccaacgaa
acatggcatg
taccattacc
taaactgagt
csotgactte
ccacceccta
tcttttaagt
taaaaagteqg
tacacaatg:z
acatcataqa
cgeaatitre
aaaaaqgttss
tcetgettte
tuttettget
tgggtttgag
tatggggttt
ctactagteg
tctgacacat
gacaagecceg
cggeatcaga
gcgtaaggag
taggttaatg
gtgegeggaa
agacaataac
catttcogtg
ccagaaacqge
atcgaactgg
ccaatgatga
gggcaagage
¢cagteacag

11

tttecagetac
aagggeteoge
ttetetecae
gtatgtttcg
ggtaccqgage
gaagaacttt
cacaaatttt
aaattrattt
ctaactaacc
gttcaatget
atgrccgaag
acacgtaagt
gaagtcaagt
aaagaagatqg
tacatcatygg
ctaactaact
qgaaqeqgtte
cttttaccayg
aagagagacce
gatgeactat
aacttgtotg
tctactaact
taagtecaat
ttteegttat
cacctctaac
aanaaaattyg
tctgigtaca
aaaaaccqgea
atttettege
ggagtatttt
getttttgyg
aasatcacaa
getecagtgya
ttgeettaaa
gecgtacgyyg
gecagcteecyg
teagggegey
gcagattgta
aasataccge
teatgataat
eccectatttg
cctgataaat
Lcgecettat
tggtgaaagt
atctcaacag
gcacttitaa
aacteggteg
aaaagcatct

ctagatacat
cgaaaaatca
cactttteat
aatgatacta
tceogggatt
tcactggagt
ctgtcagtgg
gcactactyy
ctgattattt
toctegagata
gttatgtaca
ttaaacagtt
ttgaaggtga
gaaacattct
cagacaaaca
aatctgatte
aactagcags
acaaccatta
acatggtect
acaaatagca
gtgtcaaaaa
aacgagtaat
tactctteaa
tateaasaaaa
aatgaaattg
tgctecetee
citottatgt
cacaaaatac
acgtetgygge
tggaatttit
ggtttceect
gtattgatga
aggtgagtag
tgacagaata
ccetttegtc
gagacggtca
seageggate
ctgagagtqc
at.caggcgge
aatggttter
tttattttte
gctteaataa
reecttiiit
aaaagatget
cggtaagatc
agttctgeta
ccgcatacac
tacggatgge

120
180
240
300
360
420
480
540
800
660
120
180
840
00
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
13806
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2560
2640
2700
2760
2820
2880
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<210> 6

atgacagtaa
ttacttctga
gatcatgtaa
gagegtgaca
gaactactta
gcaggaccac
gccggtgage
cgtatcgtag
atecgetgaga
tatatacttt
ctttttgata
gacccegtag
tgcttgcaaa
ccaactcttt
ctagtgtagc
gctctgetaa
ttggactcaa
tgcacacagc
cattgagaaa
agggtcggaa
agtcctgtcg
gggcggagec
tggecttttg
accgcctttg
gtgagcgagg
attcattaat
gcaattaatyg
gctegtatgt
catgattacg
attttcagag
aaatgaaat

<211> 5175
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>

gagaattatg
caacgatcgg
ctcgecttga
ccacgatgce
ctctagettce
ttetgegete
gtgggtctcg
ttatctacac
taggtgcectc
agattgattt
atctcatgac
aaaagatcaa
caaaaaaacc
ttccgaaggt
cgtagttaqgqg
teetgttacc
gacgatagtt
ccagettgga
gcgccacgcet
caggagagceg
ggtttcgceca
tatggaaaaa
ctcacatgtt
agtgagctga
aagcggaaga
gcagctggea
tgagttagcet
tgtgtggaat
ccaagctgta
cttaaaaatg

ES 2320527 T3

cagtgcetgce
aggaccgaag
tcgttgggaa
tgtagcaatg
ccggcaacaa
ggcccttceeg
cggtatcatt
gacggggagt
actgattaag
aaaacttcat
caaaatcect
aggatcttct
accgctacca
aactggcttce
ccaccacttc
agtggctgcet
accggataag
gcgaacgacce
tceccgaaggg
cacgagggag
cctctgactt
cgccagcaac
ctttectgeg
tacecgetege
gcgcccaata
cgacaggttt
cactcattag
tgtgagcgga
agtttaaaca
gctgaaatca

ataaccatga
gagctaaccg
ccggagctga
gcaacaacgt
ttaatagact
gctggetggt
gcagcactgg
caggcaacta
cattggtaac
ttttaattta
taacgtgagt
tgagatcett
geggtggttt
agcagagcge
aagaactctg
gccagtggeg
gegeageggt
tacaccgaac
agaaaggcgg
cttccagggg
gagcgtcgat
gcggeetttt
ttatccectg
cgcagcecgaa
cgcaaaccge
cccgactgga
gcaccccagqg
taacaatttc
tgatcttact
ctcacaacga

<223> Descripcién de la Secuencia Artificial: ADN plasmidico

<400> 6

gatcccggeg
agggaagatc
tactceetge
caccgggtcc
caccggeggce
tcattcttat
tttcaatttt

cgcgatgteg
gtctgatttc
cgaacctgat
tctctctetg
cteatettet
teccttttcat
cagataaaac

tcgggagatg
teceteggatg
atttccegtt
ccagcacagce
tcttettett
catcaaacta
caaactactt

gtgataacac
cttttttgea
atgaagccat
tgcgcaaact
ggatggagge
ttattgctga
ggccagatgg
tggatgaacg
tgtcagacca
adaggatcta
tttcgttceca
tttttetgeg
gtttgccgga
agataccaaa
tagcaccgee
ataagtcgtg
cgggetgaac
tgagatacct
acaggtatcc
gaaacgcctg
ttttgtgatg
tacggttcet
attctgtgga
cgaccgagcg
ctcteeeege
aagcgggcag
ctttacactt
acacaggaaa
aactaactat
tggatacgct

gcgeegectg
ccacctcatce
gtcgtaaaga
tcagtgttgy
ctctectget
gcatttcetta
gggttacagce

12

ggaagccegee
tctegagttt
gatgttttta
ctgtgtgctc
ctegettatc
ctttatttat
cgtcaacaga

tgcggccaac
caacatggag
accaaacgac
attaactgge
ggataaagtt
taaatctgga
taagccctee
aaatagacag
agtttactca
ggtgaagatce
ctgagcgtca
cgtaatctge
tcaagagcta
tactgtcctt
tacatacctc
tcttaccggg
gggagggtteyg
acagegtgag
ggtaagcgge
gtatectttat
ctcgtcaggg
ggcettttge
taaccgtatt
cagcgagtca
gcgttggceg
tgagegcaac
tatgcttceg
cagctatgac
tctcatttaa
aacaacttgg

gagagatatc
ctcecgectgt
ttttacttta
gggctectge
acttettcat
ttttttcaat
tccecegggat

2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
33860
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4689

60
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240
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tggccaaaqgg
gaggacccett
tggagttgtc
cagtggagag
tactyqgaaaa
ttatttaaat
gagataccca
tgtacaggaa
acagtteggt
aggtgatacce
cattcttgga
caaacaaaaqg
atatttaaat
agcagaccat
ceattacetyg
ggtocttott
atagcaticy
caazaataat
agtaatattt
cttcaacate
aaasaaactt
aaattgtgta
cocereceoee
ttatgtettt
daatacctta
ctgggectot
atttttceaat
tecectattg
tgatgageac
gagtagaagt
agaatacatti
gtacccaget
tagcetgttte
agcataaagt
cgeteactyge
caacgegeqy
tegetgeget
cggttatceca
aaggccagga
gacgageate
agataccagg
cttaccggat
cgetgraggt
cececegtie
gtaagacacg
tatgtaggceg
acagtarttyg
tettgarceyg

acccaaaggt
gcttggaggy
ccaattctty
ggtgaaggtg
ctacetgtte
tttcagecaa
gatcatatga
agaactatat
actaactaac
cttgttaata
cacaaattgg
aatggaatca

tteagaact
tatcaacaaa
tccacacaat
gagtitgtaa
tagaattcca
aggggccget
aaattttcag
cctacatget
cttcttaatt
gattcaaasaa
attaataata
tttactictyg
tcatatgtta
catgacgtcea
caagtgaaag
ttigtcaaga
gatgoaagaa
tgataatttg
cccaatatac
geLgttecer
ctgigtgaaa
gtaaageetg
cegettteca
ggagagygcyg
cggtegticy
cagaatcagqg
accgtaaaaa
acaaaaatceg
cgtttceece
acctgteege
atctcagtte
agcecgaceq
acttategee
gtgctacaga
gtatctgege
gcaaacaaac
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atgtttegaa
taceqggtaga
ttgaattaga
atgcaacata
catgggtaay
cacttgteac
aacggeatga
ttttcaaaga
catacatatt
gaatcgagtt
aatacaacta
aagttgtaag
tcaaaattag
atactccaat
ctygceetute
cagetgetqy
actgagegee
gteatcagag
catetegege
cttteteeet
tcttigtttt
tagazattaat
attctatece
ataaatittt
cgtttcagtt
aatcatgctc
tttatgaaat
gtttegagga
agatcggaay
aaagtggagt
caaacataac
ttagtgaqygg
ttgttatcey
gggtgcctaa
gtcgggasac
tttgegtatt
getgeggeqga
ggataacgcea
ggeogegttyg
acqgctcaagt
tggaaqgctec
ctttcteect
ggtgtaggte
ctgcgectta
actggcagea
gttcttgaag
tcetgetgaag
cacegetggt

tgatactaac
aaaaatgagt
tggtgatgtt
cggaaaactt
tttaaacata
tactitctgt
crrrttcaag
tgacgggaac
taaattttea
aaaaggtatrt
taactcacac
tttaaactig
acacaacatt
tggcgatgge
gaaagatcec
gattacacet
ggtegetace
taagtttaaa
cegtgectet
grgcteccac
tragettett
tegtaataga
aaaatctaca
titgaaacat
tatgaccgea
atcgtgacaa
taatttteces
cggeghttte
aaggtttggg
agtgtetatg
tgtttectac
ttaattgege
cteacaatte
tgagtgagoet
ctgtegtgec
gggegetott
gcggtatcag
ggaaagaaca
ctggegtete
cagaggtggc
ctegtgeqget
tcgggaageg
gttcgeteoa
tecggtaact
gccactggta
tggtyggecta
ccagttacct
ageggtgeatt

13

ataacataga
aaaggagaay
aatgggceaca
accottaaat
tatatactaa
tatggtgtte
agtgcecatge
tacaagacac
ggtgctgaag
gattttaaag
aatgrataca
gacttactaa
gaagatggas
cctgtecttt
aacgaaaaga
qgcatqggatg
attaccaact
ctgagticta
gacttctaag
ccectatitt
ttaagteace
aaglLegaaaa
caatgtictg
catagaaaaa
atttttattt
agttttggay
gottttgett
cttgectaaaa
tttgaggete
gagtttttge
tagtcggecg
gettggegta
cacacaacat
aactcacatt
agctgoatta
cegettecte
cteacteaaa
tgtgagcaaa
tccatagget
gaaaccegac
cteetgttee
tggegettte
agctgggetyg
ategtettga
acaggattag
actacggcta
tcggaaaaag
tetttgtitg

acattttcag
aacttttcac
aattttetgr
ttatttgeac
ctaaccetga
aatgcttere
ccgaaggtta
gtaagtttaa
tcaagttega
aagabtggaaa
tecatggeaga
ctaacggatt
gegttcaact
taccagacaa
gagaccacat
aactatacaa
tgtctggtgt
ctaactaacg
tccaattact
tgttattate
tctaacaaty
aaattgtgcet
tgtacactte
accgoacaca
cttegecacgt
tatttitgaa
tttgggggtt
tcacaaqgtat
aqtggaaggt
cttaaatgac
tacgggeceg
atcatggtes
acgageegga
aattgegtty
atgaatcegge
gcteactgac
ggcggtaata
aggecageas
cegeececot
aggactataa
gacectgeeg
tcatagetes
tgtgeacgaa
gteccaaceeq
cagagcgagy
cactagaaqgy
agttggtage
caageageag

480

540

600

660

720

180

840

500

960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1680
2040
2100
2160
2220
228¢
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240¢C
246C
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
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<210>7

attacgcgca
gctcagtgga
ttcacctaga
taaacttggt
ctatttcgtt
ggcttaccat
gatttatcag
ttatccgecet
gttaatagtt
tttggtatag
atgttgtgca
gcegeagtgt
tccgtaagat
atgcggcgac
agaactttaa
ttacegcectgt
tettttactt
aagggaataa
tgaagcattt
aataaacaaa
ttaatatttt
aggccgaaat
ttgttccagt
gaaaaaccgt
tggggtcgag
cttgacgggyg
gegctagggce
ttaatgcgcce
ggcgatceggt
ggcgattaag
gtgagcgege
gctctagaac

<211> 12482
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

gaaaaaaagqg
acgaaaactce
tcettttaaa
ctgacagtta
catccatagt
ctggccccag
caataaacca
ccatcecagtce
tgcgcaacgt
cttcattcag
aaaaagceggt
tatcactcat
gcttttctgt
cgagttgctce
aagtgctcat
tgagatccag
tcaccagegt
gggcgacacg
atcagggtta
taggggttcc
gttaaaattc
cggcaaaatc
ttggaacaag
ctatcagggc
gtgccgtaaa
aaagccggcyg
gctggeaagt
gctacagggce
gcgggectcet
ttgggtaacg
gtaatacgac
tagtg

ES 2320527 T3

atctcaagaa
acgttaaggg
ttaaaaatga
ccaatgctta
tgcctgacte
tgctgeaatg
gccagccegga
tattaattgt
tgttgccatt
ctecggttoe
tagctectte
ggttatggca
gactggtgag
ttgceceggeg
cattggaaaa
ttcgatgtaa
ttctgggtga
gaaatgttga
ttgtctcatg
gcgcacattt
gecgttaaatt
ccttataaat
agtccactat
gatggceccac
gcactaaatc
aacgtggcga
gtagcggtcea
gcgtecceatt
tcgctattac
ccagggtttt
tcactatagg

gatcctttga
attttggtca
agttttaaat
atcagtgagg
ccegtegtgt
ataccgegag
agggcegage
tgcegggaag
gctacaggca
caacgatcaa
ggtcctceega
gcactgcata
tactcaacca
tcaatacggg
cgttcttegg
cccactegty
gcaaaaacag
atactcatac
agcggataca
ccccgaaaag
tttgttaaat
caaaagaata
taaagaacgt
tacgtgaacc
ggaaccctaa
gaaaggaagyg
cgctgegegt
cgccattcag
gccagctggce
cccagtcacg
gcgaattgga

<223> Descripcién de la Secuencia Artificial: ADN plasmidico

<400> 7

gatcctccaa
atgggcgaaa
aacacgttaa
catagattta
ttatagaatce
ttttgaaact

aatcgtcttc
aaatgaaatt
acacgaagat
aaaaagcata
tcetattgge
ttgaatctct

tcttttcetac
tgagattatc
caatctaaag
cacctatctc
agataactac
acccacgetce
gcagaagtgg
ctagagtaag
tegtggtgte
ggcgagttac
tegttgteag
attctcttac
agtcattctyg
ataataccgc
ggcgaaaact
cacccaactg
gaaggcaaaa
tctteotttt
tatttgaatg
tgccacctaa
cagctcattt
gaccgagata
ggactccaac
atcaccctaa
agggagccce
gaagaaagcg
aaccaccaca
gctgcgcaac
gaaaggggga
acgttgtaaa
gctccaccge

cgctctgaaa
gagetttttg
catatttatt
tatatatttt
acattgtttt
ttgaagtata

aacgaaagtyg
ggtcgaaaaa
ttgagacccg
tcattttcaa
ttatttaact
ctgtcgaaaa

14

gacctttgac
aatgttttta
gatgctctga
cgtgaaagtt
gaggcagttt
gactgacttg

ggggtctgac
aaaaaggatc
tatatatgag
agcgatctgt
gatacgggag
accggctcca
tcctgeaact
tagttcgcca
acgctegtcg
atgatceccce
aagtaagttg
tgtcatgcca
agaatagtgt
gccacatagce
ctcaaggatc
atcttcagca
tgccgcaaaa
tcaatattat
tatttagaaa
attgtaagceg
tttaaccaat
gggttgagtg
gtcaaagggc
tcaagttttt
cgatttagag
aaaggagegg
ccegeegege
tgttgggaag
tgtgctgeaa
acgacggceca
ggtggcggee

atccgaaaaa
gaatgctgag
aaatgtctga
ttgtgcaact
ttgaacacct
agcgttcgaa

3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3500
39690
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5175

60

120
180
240
300
360



15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

atgccagaag
ctggacaatt
ctgtgtattt
ttaattgtat
cgggattgge
tttcaggagg
tcatgaacac
cgttcaacac
agcatgagtc
saagctggtga
agatgattgc
cgacagcectt
agaccactet
caatcggtcg
agcacttcaa
aagcatttat
cgtggtcette
tcattgagtc
actctgagac
cgctggetgg
gcattactgg
acagtaagaa
ttaacattgce
taatcaccaa
tccegatgaa
ctgecgectge
catgettgag
ggactyggege
cCaaadggacyg
tgaaaatcca
agttcattga
cttggtggge
gggtacagca
gctctggeat
acttgettee
agattctgca
agaacactgg
ggctggctta
ggtccaaaga
attccggcaa
tgatttggga
agtctgctge
gcaagcgttg
agaagcctat
ccattaacac
ctaactttgt
agaagtacgg
acgctgcgaa

aaaactatat
ggaaaaaaaa
tectecattttet
tcaaactttt
caaaggacce
acecttgett
gattaacatc
tectggetgac
ttacgagatg
ggttgcggat
acgcatcaac
ccagttcctg
ggcttgecta
ggccattgag
gaaaaacgtt
gcaagttgtc
gtggcataag
aaccggaatg
tatcgaacte
catcteteeg
tggtggctat
agcactgatqg
gCaaaacacc
gtggaagcat
acecggaagac
tgtgtaccge
caagccaata
ggttegtgtt
tettacgety
cggtgcaaac
ggaaaaceac
tgagcaagat
ccacggectyg
ccagcacttc
tagtgaaace
ageagacgca
tgaaatctet
cggtgttact
gtteggettce
gggtetgatg
atcegtgage
taagctgctyg
cgctgtgeat
tcagacgege
caacaaagat
acacagccaa
aatcgaatcet
cctgttcaaa

ES 2320527 T3

ttgaatcteg
tttattegga
tataaattct
ttatagtaag
aaaggtatgt
ggagggtace
gctaagaacg
cattacggtg
ggtgaagcac
aacqctgcecg
gactggtttg
caagaaatca
accagtgetg
gacgaggetce
gaggaacaac
gaggctgaca
gaagactcta
gttagcttrac
gcacctgaat
atgttccaac
tgggctaacg
cgctacgaag
gcatggaaaa
tgtcecggteg
atcgacatga
aagacaaggce
agtttgectaa
tacgetgtqgt
gcgaaaggta
tgtgegggtyg
gagaacatca
tcteegttcet
agctataact
tcegegatge
gttcaggaca
atcaatggga
gagaaagtca
cgcagtgtga
cgtcaacaag
ttcactcage
gtgacggtgg
gectgetgagg
tgggtaacte
ttgaacctga
agcgagattg
gacggtagcec
tttgcactga
gecagtgcgceyg

cgctaaattyg
ggcgacaacyg
tectttgattt
atacecggtgg
ttcgaatgat
ggatgactgc
acttctectga
agcgtttage
getteegeaa
ccaagcectcet
aggaaqgtgaa
agecggaage
acaatacaac
gctteggteg
tcaacaagcg
tgctctctaa
ttcatgtagg
accgccaaaa
acgctgaggc
cttgegtagt
gtegtegtee
acgtttacat
tcaacaagaa
aggacatccec
atcctgaggce
tecgceaagtet
ccataaggec
caatgttcaa
aaccaatcgg
tcgataaggt
tgogcttgege
gecttecttge
gcteccttee
tcegagatga
tctacgggat
ccgataacga
agctgggeac
ctaagcgttc
tgetggaage
cgaatcaggc
tagctgeggt
tcaaagataa
ctgatggttt
tgttcectegg
atgcacacaa
accttegtaa
ttecacgactc
aaactatggt

15

agaaatgcaa
gtattttcga
atcgttegtt
tacegctage
actaacataa
tccaaagaaq
catcgaactg
tcgcgaacag
gatgtttgag
catcactacc
agctaagege
cgtagcgtac
cgttcagget
tatccgtgac
cgtagggcac
gggtctactc
agtacgctgce
tgctggegta
tategcaacc
tectectaag
tctggegetyg
gcotgaggtg
agtcectagceg
tgcgattgag
tetcacegey
cgcecgtatca
atetggttce
ceegeaaggt
taaggaaggt
ttcgtttcecot
taagtctcca
gttctgecttt
gctggegttt
ggtaggtggt
tgttgctaag
agtagttacc
taaggcactg
agtcatgacg
taccattcag
tgctggatac
tgaagcaatg
gaagactgga
cectgtatag
tcagttcege
acaggagtct
gactgtagtyg
ctteggtace
tgacacatat

ccgegeteca
aattgatttt
tgtgagaaat
cgtacgaacc
catagaacat
aagegtaage
getgetatce
ttggeccttg
cgtecaactta
ctactcecta
ggcaagcgee
atcaccatta
gtagcaagceg
cttgaagcta
gtctacaaga
ggtggcgagg
atecgagatgc
gtaggtcaag
cgtgcaggtg
ccgtggactg
gtgcgtactc
tacaaagcga
gtcgeccaacyg
cgtgaagaac
tggaaacgtg
gccttgagtt
cttacaacat
aacgatatga
tactactggce
gagcgcatca
ctggagaaca
gagtacgctg
gacgggtctt
cgegeggtta
aaagtcaacg
gtgaccgatg
gctggtcaat
ctggcttacy
ccagetattyg
atggctaagc
aactggctta
gagattcette
caggaataca
ttacagcecta
ggtatcgcte
tgggcacacg
attceggectg
gagtcttgtg

420
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1260
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1440
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1560
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atgtactgge
aaatgccagce
tcgegttege
ccagtgagga
ggtcaaaaag
tctgcaagte
tcaaaaatca
gaaaattcet
tagagctatt
aaagaaaagg
acttcaccag
attctcattt
atctcecceaga
aagctcagaa
gcegetggat
acttatgcaa
aagaatgaag
aattgtcaga
ggaaaaggaa
cteaggcettt
cgaaattcecc
gtttcegtag
ttaatcaaca
aaccaactga
ttctggagat
tggaaactga
caatgcagat
aaaaaataaa
agttctatta
gacgagatct
tctgtgtaca
cactggatgc
ctagaaattg
tegacaatce
taatgaaaaa
aaaaaaaaat
tctgacacta
atagaattte
tttgcggage
cactgaaaat
tcgatettet
ttcaagtect
cctaagattce
ttggattaga
acgaccaaat
cttacgtaat
agtgggatag
cactgaaaac

tgatttctac
acttcegget
gtaagggccc
acgtgaagaa
atgaaattat
gttcacagtc
ataactgatc
ctgaattate
gtaaattttce
atgacgggga
ctccaaaaag
caatttttca
aggtcttcag
agaaagcaat
attctacqgaa
caacagatta
aaaaagattc
gaacttctte
agaattaatt
ctcaccagga
tcatgtcggt
aaatgacaga
agttgctcac
tgattcagtt
tgctecagea
aagatcggaa
tcgaaaggac
ttagaataat
ttgaaaaatt
tctggettet
ccaagaacct
actagacgac
ggaataatac
tacaaattta
atgtagaaaa
tgcagctgaa
gtttttagtt
catgtgtttt
tgggctatca
taatttttaa
gtcgtteggt
tteggtgtty
aatttaatga
aacatataag
cggataatce
cgtatgaaga
tgtttttate
cccctaattg
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gaccagttcqg
aaaggtaact
tcgtcgagte
gaagaaaaag
tgattttcag
gcccagagaa
ataattttta
aagattgcag
ttgatttcag
tgatcagect
gtccaaggag
gagaatcaga
cacgttcccee
ccgaagagcc
caagaaccgg
gtgataagea
acggattggt
aagagaatgt
taatttttcea
ttetetaacg
gaacttctte
ggcgtcacgy
gaaqgttcettg
gaagtegeea
gctettaaca
aatgcactgg
aaatttgegg
ttaaattcct
tggagaattt
gtgcagetgce
tgttgagttc
tgattctcga
gaacttttga
cttattgcac
tcggaaattg
ataaatgtca
ttaaaaaatg
ttttcaatta
agaatctgct
tcaaaacttg
acgatgacgg
tacgtcagtyg
agtgattaaa
acaggtttac
atgectacet
aataacaatt
agctaacegg
tatacatttt

ctgaccagtt
tgaacctcceg
ggtcacaatce
agtcatctga
ccagatactc
tcgecgggaag
ttgtttggtyg
tattaatttc
actgaaactt
ggcacaccga
accaggtttg
gtctectgaa
gtcacgatct
agcaccgcta
aggagcatat
aagtgaacag
taacagagtc
gattegttcea
ggggacttet
tctatgcage
tecegtegtet
tgaacgtgat
cgctggaaat
ttgegtrect
gtgtctacga
atcgacgtat
taaggfagaa
actagccaat
ctcatattct
atcgctttgt
atcaactgaa
gaaatcagat
aaatattcag
catgttgctc
gcaattttca
ttttcagata
ttggaagaac
accaattate
gcagttttat
aatatcaact
tgaagaagcc
tectgeaatg
tttgttetct
ctatctatta
ggcatctagg
tgatcgttgg
aaaattttat
ttggagcage

16

gcacgagtet
tgacatctta
acctgaaact
acaggtttga
ccaaaactag
tgagccaaga
aatttaagaa
gagaaaaatt
cggaaaatca
acagctatag
tcaaaagett
aaatcccegg
cctagacggce
ccagagaaaa
attccaceceg
tatcagagaa
aacgcgaaga
aagtgagtga
ctgceegtgac
tttggcggeca
gattgtacag
caaattecatc
catgattctg
gaaagagtgt
ccgtcticgt
tcagtatatg
tatataaata
caggcgacet
cgcteggaaa
gcteeettte
tctgtgactg
tgagttgega
gaggattaaa
caacattttt
gaccattttt
aatcgagcga
atggtgcaat
caaatcttce
aagacgagca
aaacccactt
aattgtagta
ctatttagtt
gaacctctta
aaaaacagat
aacgtgttct
ccagcaaaaa
agtttttttt
ttctggtett

caattggaca
gagtcggact
ccaaaggcag
ttttetttet
cagcgagaag
ggtatgtttte
aataatattc
gagatattca
agagaaaatc
aagccgggaa
cctgcegatta
ttegttcaag
gccgagaaag
agaagaaaga
ccaaacttcg
tgaattggga
atcttgttea
gaaaatcgaa
attattcaag
gttatcaact
ttcaaaagaa
gcacatttga
atgettgaag
ggagcaaagc
gcaattctca
attgagactg
gtttattaga
ttttgegeat
tctggaattce
tegettgtet
gcttgttget
ttagggtgac
aaaattatte
cattaaaagt
aagcattttc
ttttetgttg
aggtaatttc
aaactcacat
tctetgatat
attaactttc
gttgatttgg
ataacttagg
agatgatctt
caaaatagat
tagaagattt
tagggtttta
tgcaagaaac
tttgagcaat

3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3300
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120
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aaaattcgat
attttgrtge
cagtggtttt
tgtcacaaca
ttataattta
agttcaaatt
tacctgegeo
gttgtggtag
gtactattga
atgcateeat
cottighaat
gttgetgtag
tigeaggogt
atccatacac
accacacgeq
gatccagaat
aacgoegata
gatglggaag
ctgetttcag
ccgaaaattt
taagaattas
tggactacea
teagegatgl
agaaascice
caaattctaa
gegatgetty
atcgaacgtt
gacacgtatt
attgetcatt
accgaagagy
gtggaggega
agagagtiglt
ggattattce
attggattyggy
aagaagggaa
gattegteag
tcctcatett
gaagagagtt
agagctgaac
caggattety
gatcglegto
tcaggggaaa
caccgtgaag
catgactctg
cgtegtgaag
ctgaatattt
tctaaaaaat
cecaattegta

adaacagaat
tcaanaacat
tcacattaaa
ataaaatgct
aaaatagttt
tecattttta
tgattcgaaa
tggacgttca
gagaggggayg
aagcataatce
acatacacat
ttgocaagqge
atceggeggt
ttaattrgga
gggggeatta
tcgaaaagaa
tttcggatga
aggctocgaa
aaggtattca
goetgaattig
attaaattte
agaagetget
tgcaaagaaa
gkttttttet
aatactatee
tegattqttg
tetgecgact
ccacqgattea
tgetetcgac
acacaactte
tgggaatggt
tttegtatte
cacgaactaa
gtggtttgac
tgctggateca
actegtetga
cttcagaate
ccaaaaagaa
gtcategtga
acgaaaatcyg
glcaagacte
gacgtcgegg
atcgecgtga
atgatgatcg
tggaatcgga
gtttttttte
taattcaatc
ttccgotect
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ttaagtgtaa
tcgaagetge
aaagctaatt
ggtcaaaaty
tctetegety
caaccataat
gaacaaccgt
tecacgeaata
actgaagaty
caggagggat
atctaatace
atcateogaty
cattgaagac
ggatgeggtt
atttaataaa
cgaggaggtt
ggatggtgge
gaagactaca
ttrtgagttt
ceggaaaaas
caacttttca
cacaaattge
aattitegac
ttttrtttat
ccgaaattit
tgctcaacaq
tegoctegaa
cegaattgac
ggatgectatt
ttctggeaga
taaacttcat
aattiteeet
tccgaacage
gttggaactt
gttgaaggee
tteottoggat
agagccagaa
ggaaaaagag
tcaaaqtgty
Legygccagaa
ggatgatgeg
agatcgggat
cogaageasy
taaaactegt
tgateogacge
ctattattia
caaatctaaa
cteatotgaa

attgttcaca
tetaaaaaaa
ttaactaaaa
tgqhtcgaaaa
ggacacatac
cataaagota
agccaaaaga
ctgaccaatg
geaattgagg
ggagagaaaa
gaagaatggce
aaataactyga
ttggacttga
gatceggaaa
ttgaatteca
tatgaggaga
gacgagttgy
gagattattqg
tgggeeggea
aaattcegga
gagaagtcta
tgaaaatgaa
caaazaaacc
acgagaaaaa
caatatttte
cgtacctacg
taccagcaat
atcacaaaac
gactggaaga
gtctatatta
tegagagtta
attttcagaa
gcacgatttt
cgtgaatgge
gaatcaaget
tetgacgatt
ccaccegaaga
aatattggtc
gagaacaagq
cgaggagatg
gatcggaaag
cgacgtgatce
gatcgtgagy
¢gggatagaa
cgacgtoghs
tttattetet
catgagceggt
cacaatgtge

17

tttagtttet
tgcartaaaa
atccatcata
aatgrttite
atttrtggge
cgtcbgatet
acaagaagas
gtegtyggggt
acagtgtctt
atctrgttte
taattgaatg
dagaaagaat
ttgaggaggs
atgggetiag
tttcagaiqgt
tecegtaagga
atgatgaaga
ataatactga
aatctgtaag
atttatttaa
ccigacaatyg
gattecagac
aaccaatcat
ccaazaaaaat
tctttocagaa
agcgattcta
actttgaaaa
tgcggaartt
tLTtggecga
agtatatatt
ctgateegtg
cttrggetea
cgatcaactt
{ggcaaaggy
cagattcatc
catcegacte
aaaagaagaa
gacgggatey
acaaggatcy
accgcaagga
gtegtgaacy
gaaacaagga
atcgacgtga
gtgaagagay
gaattttceaa
trgtgretet
tttttticte
aagtttattt

attttatcaa
aaggggttty
tttceaactt
tttttaattt
gtaaattttce
ctetegeact
caagcacgta
cteactttec
cgacgeacge
taagccecte
gacgtcagcet
taaataatta
ggatcagatc
taagtgactg
gttcaaacta
aatcattgga
agagggtagt
tecagaattga
ttgeceggtty
aaacttittg
caatcatclt
agcatgeagyg
aaaatttaaa
gtattittge
cgaactctyge
cggaatgete
getctgeeag
ggctcgectt
tatqgaaaatly
taatgaactt
agtttcctag
ttgctttgrt
cttcacaatg
tctcaagaag
gtegtotteg
gtecttcagat
gaagaacagl
tggagacaag
tcgacgicge
toggagtaaa
tcgggaagat
teaggaggat
tegeegtegt
aggaggacgt
attttaaata
tttettgett
ttteegtete
atettetege

6180
6240
6300
6360
6420
6480
654¢
6500
6360
6720
6780
€840
6300
6360
1020
7080
7140
7200
7260
7323
7380
7442
7508
7568
7e2C
768C
1748
7800
7860
7920
7980
8040
8100
8160
8220
8280
B340
8400
8460
B520
8580
B640
8700
8760
8820
8880
8940
90600
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tttcatitea
ggaaatgaasa
tttaaaagaa
gazattaggce
cacgttigge
tggtgteget
acacgtette
tegrttntga
caataaattt
cttaaaggey
gageggecge
ctggcegteyg
cttgcageac
cetteccaac
4gegeggcgyg
ceegetectt
getetaaate
aaaasacttg
cgeectitga
acactcaace
tattggitaa
acghitacaa
rttttctaaa
caataatatt
ttrtttgege
gatgetgaag
aagatcecttg
ctgctatgtyg
atacactatt
gatggcatga
gccaacttac
atgggggatc
aacgacgagce
actggoegaac
aaagttgcag
tetggageeyg
ceeteecegta
agacagatcg
tacteatata
aagatccttt
gegtcagacce
atctgetget
gagetaccaa
gtecttctag
tacctegoete
accgggttgg
ggttogtygea
cgtgageatt

ttaggacqgtyg
Laaggacaca
aacataaaaa
gaacgatgag
gaaggcaaat
cttttacaaa
caattttteca
asatttttet
czaagaaact
cacacctttt
cacequgatg
ttittacaacy
atcccecctt
agttgegtag
gtgtggtggt
tegetttest
gggggcteee
attagggtga
cgrtggagte
ctatcteggt
aasaatgagcel
tLieagatyy
tacattcaaa
gaaaaaggaa
cattitgect
atcagttgqgg
agagtttteg
gegegglatt
ctcagaatga
cagtaagaga
ttoetgacaac
atqtaactcg
gtgacaccac
tacttactet
gaccacttct
gtgagegtygg
tecgtagttat
ctgagatagg
tactttagat
ttgataatcet
cegtagaasaa
tgcaaacaaa
ctebttitee
tgtagacgta
tgctaateot
actcaagacqg
cacageccag
gagaaaqgcge
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gggggaattg
caatatgcaa
tatataqgaqqg
aattgtecte
gtteggtatg
attttecgat
aattcaaaag
teegtttaat
gatgaaaact
aaatglcege
gagctoecaat
tegtgactqgy
cgecagetgg
cctgaatgge
tacgcgeage
ceetteettt
tttagggtte
tggtteacgt
cacgttottt
ctattectitt
gatttaacaa
cacttiLcgg
tatgtatccg
gagtatgagt
tcctgttttt
tgecacgagtg
cccegaagaa
atccegtatt
ctigyttgag
attatgeagt
gatcggagga
ccttgategt
gatgectgta
agetreecyg
gegeteggec
gtetegeggt
ctacacqgacqy
tgeceteactyqg
tgatttazaa
catgaccaaa
gatcaaagga
aaaaccaccqg
gaaggtaact
gttaggecac
gttaccagtg
atagttaccg
cttggageqga
cacgettece

atggaagqygy
caacattcaa
aggaaggaaa
gettggeaaa
gagatctgta
tttegettga
agectttaat
cgaaatttga
cggaaaatig
cecaatacga
togecctata
gaaaaccctg
cgtaatageg
gaatgggacq
gtgacegeta
ctegecacgt
cgatttagtg
agtgggccat
aatagtggac
gatitalaay
aaalttaacg
ggaaatgtge
ctcatgagac
attcaacatt
gctcacccag
ggttacateg
cgttttccaa
gacgeaggge
tactcaccag
getgecatas
ccgaaggaqgc
tgggaaccgg
gcaatggcaa
caacaattaa
cttecggety
atcattgcag
ggcagtcagq
attasageatt
ctteattttt
atccettaac
tcttetigag
ctaccagegg
ggottcagoa
cacttcaaga
getgetgeca
gataaggege
acgacetaca
gaagggagaa

18

gaaacacaca
ttcagaaata
actagtaaas
tgegaateeg
aaaattttta
aattacggtg
gggetgtagt
tgtattttat
tgaactacag
tattttitta
glgagtegta
gegttacoca
aagaggeceeyg
cgecetgtag
cacttgecag
tegeeggett
ctttacggea
cgccetygata
tertgtteea
ggattttgee
cgaatttiaa
gaggaaceee
asataaccctyg
tcegtgtege
aaacgctggt
aactggatct
tgatgageac
aagageaact
tcacagaaaa
geatgagtga
taaccgettt
agctgaatga
caacgttgeyg
tagactggat
getggtttat
cactyguges
caactatgga
ggtaactgte
aatttaaaag
gtgagtttte
atcctttttt
tggttbgttt
gagcgoagat
actotgtage
grggegataa
ageggtegyy
cegaactgay
aggcggacag

aaaggatgat
tggaqgaagyg
astaagcasaa
tatggagagg
agttgaaatt
ccaggtcteg
tgetaattte
ttatgatttt
taatccaatce
agattcgeta
ttacaattca
acttaatege
caccgatoge
cggegeatta
cgcoctageqg
teecegteaa
ccregaceee
gacggttrtt
aactggaaca
gatttcggee
caaaatatta
tatttgttta
ataaatgett
ccttattece
gaaagtaaaa
caacageggt
ttitaaagtt
cggicgoecye
gcatcttacyg
taacactgeg
ttrtcacaac
agecatacea
caaactatta
ggaggeggat
tgctgataaa
agatggtaag
tgaacgaaat
agaccaagtt
gatctaggty
gttccactga
tectgegegta
geeggatcaa
accaaatact
accgoctaca
gtegtgtett
ctgaacgygd
atacctacag
gtatccggta

8060
9120
9180
9240
%300
9360
9420
$480
$540
9600
9660
9720
9780
9840
3900
9960
10020
10080
10140
10200
10260
10320
10380
10440
10500
10560
10620
10680
10740
10800
10860
10920
10980
11040
11200
1160
11220
11280
311340
11400
11460
11520
11580
11640
11700
11760
11820
11880
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agcggecaggg
ctttatagtc
tcaggggggce
ttttgetgge
cgtattacceg
gagtcagtga
tggccgatte
cgcaacgcaa
cttecggete
tatgaccatg

g9

tcggaacagg
ctgtegggtt
cgagcctatg
cttttgctea
cctttgaqgtyg
gcgaggaage
attaatgcag
ttaatgtgag
ctatgttgtg
attacgccaa
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agagcgcacg
tcgecaccte
gaaaaacgcc
catgttettt
agetgatacc
ggaagagcgce
ctggcacgac
ttacctcact
tggaattgtg
gcteggaatt

agggagcttc
tgacttgagc
agcaacgcegyg
cctgegttat
gctcgecgea
ccaatacgea
aggttteccg
cattaggcac
agcggataac
aaccctcact

Caggggggaa
gtcgattttt

cctttttacy
ccectgatte
gccgaacgac
aaccgecetcet
actggaaagc
cccaggettt
aatttcacac
aaagggaaca

cgcctggtat
gtgatgctceg
gttcectggee
tgtggataac
cgagcgcagc
cceegegegt
gggcaqgtgag
acactttatg
aggaaacagce
aaagctggqgg

11940
12000
12060
12120
12180
12240
12300
12360
12420
12480
12482

<210> 8

<211> 7209
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Descripcién de la Secuencia Artificial: ADN plasmidico

<400> 8

gatccgtcega
gaatttctta
caaattttaa
cctgtaggte
taccggcatg
cegetcacaa
taatgagtga
aacctgtcgt
attgggcgcet
cgagcggtat
gcaggaaaga
ttgctggegt
agtcagaggt
tcectegtge
ccttecgggaa
gtcgtteget
ttatccggta
gcagecactyg
aagtggtgge
aagccagtta
ggtagcggtg
gaagatcctt
gggattttgg
tgaagtttta
ttaatcagtg
cteeeegteg
atgataccgce

cagatctece
tgatttatga
agtgactcett
aggttgcttt
caagcttgge
ttecacacaa
ggtaactcac
gccagctgga
cttcegette
cagctcacte
acatqtgagc
ttttccatag
ggcgaaacce
gctcteetgt
gcgtggeget
ccaagctggqg
actatcgtct
gtaacaggat
ctaactacqgg
ccttcggaaa
gtttttttqgt
tgatctttte
tcatgagatt
aatcaatcta
aggcacctat
tgtagataac
gagacccacqg

tatagtgagt
tttttattat
aggttttaaa
ctcaggtata
gtaatcatgg
catacgagec
attaattgcg
ttaatgaatc
ctcgcetcact
aaaggcggta
aaaaggccag
gctcegecee
gacaggacta
tcegacceetg
ttetcatage
ctgtgtgcac
tgagtccaac
tagcagagcg
ctacactaga
aagagttggt
ttgcaagcag
tacggggtct
atcaaaaagg
aagtatatat
ctcagcgate
tacgatacqgg
ctcacegget

cgtattactg
taaataagtt
acgaaaattc
gcatgaggtce
tcatagetgt
ggaagcataa
ttgcgetcac
ggccaacgcg
gactcgctge
atacggttat
caaaaggcca
cctgacgage
taaagatacc
ccgcttaccg
tcacgetgta
gaaccccccg
ccggtaagac
aggtatgtag
aggacagtat
agctettgat
cagattacge
gacgctcagt
atcttcacct
gagtaaactt
tgtctattte
gagggcttac
ccagatttat

19

cagccaagct
ataaaaaaaa
ttgttcttga
gctettattg
ttcetgtgtg
agtgtaaagc
tgcecegettt
¢ggggagagg
gctcggtegt
ccacagaatc
ggaaccgtaa
atcacaaaaa
aggcgtttee
gatacctgte
ggtatctcag
ttcagceccga
acgacttatc
gcggtgctac
ttggtatctg
ccggcaaaca
gcagaaaaaa
ggaacgaaaa
agatcetttt
ggtctgacay
gttcatcecat
catctggecc
cagcaataaa

aattccggge
taagtgtata
gtaactcttt
accacacctce
aaattgttat
ctggggtgce
ccagtcggga
cggtttgegt
tcggctgegg
aggggataac
aaaggccegeg
tcgacgcetca
ccctggaagce
cgectttete
ttcggtgtag
ccgetgegece
gccactggea
agagttcttg
cgctetgetyg
aaccaccget
aggatctcaa
ctcacgttaa
aaattaaaaa
ttaccaatgce
agttgcectga
cagtgctgca
ccagccagcc

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
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ggaagggcceg
tgttgecggg
attgctacag
tcccaacgat
tteggtcectc
gcagcactge
gagtactcaa
gcgtcaatac
aaacgttctt
taacccacte
tgagcaaaaa
tgaatactca
atgagcggat
tttceecgaa
caacgcgaga

. atgcaacgcg

aaatgcaacg
cagaaatgca
tacaaaaatg
ctectttgtg
ggttagaaga
ttceegegtt
cccgattata
ttgatgattc
ctacgtatag
tactacaatt
gagtttagat
acagagatat
attttagtag
cgettttggt
gaataggaac
gcacatacag
acatgagaag
tatgtaggat
tcgtatgett
attagtctca
tattatcatg
ttteggtgat
tctgtaageg
gtgtcgggge
atcaacgaca
tgtgtacttt
tagcttgtca
ttaattcggt
gcacgtgagt
tcacaggtag
aatgtgctct
gaacaattga

agcgcagaag
aagctagagt
gcatecgtggt
caaggcgagt
cgatcgttgt
ataattctct
ccaagtcatt
gggataatac
c€ggggcgaaa
gtgcacccaa
caggaaggca
tactettect
acatatttga
aagtgccacc
gegetaattt
aaagcgetat
cgagagegcet
acgcgagagc
catececgaga
cgctcetataa
aggctacttt
tactgattac
ttctatacceg
ttecattggtc
gaaatgttta
ttttitgtcta
gcaagttcaa
atagcaaaga
ctcgttacag
tttcaaaagce
ttcaaagcgt
ctcactgtte
aacggcatag
gaaaggtagt
cctteageac
tcettcaatg
acattaacct
gacggtgaaa
gatgceggga
tggcttaact
ttactatata
gcagttatga
ccttacgtac
cgaazaaaga
atacgtgatt
ttctggteca
agattccgat
ceceggttatt
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tggtcctgea
aagtagtteg
gtcacgctecg
tacatgatcc
cagaagtaag
tactgtcatg
ctgagaatag
cgcgecacat
actctcaaqgg
ctgatcttea
aaatgeccgea
ttttcaatat
atgtatttag
tgaacgaagce
ttcaaacaaa
tttaccaacg
aatttttecaa
gctattttac
gcgetatttt
tgcagtctct
ggtgtctatt
tagcgaagcect
atgtggattyg
agaaaattat
cattttcgta
aagagtaata
ggagcgaaag
gatacttttg
tcecggtgegt
gctctgaagt
ttccgaaaac
acgtcgecacce
tgcgtgttta
ctagtaccte
taccctttag
ctatcattte
ataaaaatag
acctctgaca
gcagacaagc
atgcggcatc
tataatatag
cgccagatgg
aatcttgatc
aaaggagagg
aagcacacaa
ttggtgaaag
gctgacttge
gcaaggaaaa

actttatccg
ccagttaata
tcgtttggta
cccatgttgt
ttggcecgeag
ccatccqtaa
tgtatgegge
agcagaactt
atcttaccge
gecatctttta
aaaaagggaa
tattgaagca
daaaataaac
atctgtgctt
gaatctgage
aagaatctgt
acaaagaatc
caacaaagaa
tctaacaaag
tgataacttt
ttctetteca
gcgggtgeat
cgecatacttt
gaacggtttc
ttgttttega
ctagagataa
gtggatgggt
agcaatgttt
tteeggtttt
tcetatactt
gagcgcettee
tatatctgeqg
tgcttaaatg
ctgtgatatt
ctgttctata
ctttgatatt
gegtatcacy
catgcagete
cegtcaggge
agagcagatt
gaagcattta
cagtagtgga
cggagcetttt
gccaagaggg
aggcagcttg
tttgeggett
tgggtattat
tttecaagtet

20

cctccatceca
gtttgcgecaa
tggcttcatt
gcaaaaaagc
tgttatcact
gatgcttttc
gaccgagtty
taaaagtget
tgttgagate
ctttcaceag
taagggcgac
tttatcaggg
aaataggggt
cattttgtag
tgcattttta
gcttcatttt
tgagctgcat
tctatacttc
catcttagat
ttgcactgta
taaaaaaagc
tttttcaaga
gtgaacagaa
ttctattttg
ttecactctat
acataaaaaa
aggttatata
gtggaagcgg
ttgaaagtgc
tctagagaat
gaaaatgcaa
tgttgectgt
cgtacttata
atcccattcc
tgetgecact
ggatcatatt
aggcccttte
c¢cggagacgy
gegteagegg
gtactgagag
atagacagca
agatattctt
ctttttttgc
agggeattqgy
gagtatgtct
gcagagcaca
atgtgtgccce
tgtaaaagca

gtctattaat
cgttgttgcec
cagctceeggt
ggttagctce
catggttatg
tgtgactggt
ctettgeccg
catcattgga
cagttcgatg
cgtttetgag
acggaaatgt
ttattgtctce
tecegegeaca
aacaaaaatg
cagaacagaa
tgtaaaacaa
ttttacagaa
ttttttgtte
tacttttttt
ggteegttaa
ctgactcecac
taaaggcatc
agtgatagcg
tctctatata
gaatagttct
tgtagaggte
gggatatagce
tattcgcaat
gtcttcagag
aggaacttcg
cgcgagctgce
atatatatat
tgcgtctatt
atgcggggta
cctcaattgg
aagaaaccat
gtctegegeg
tcacagcttg
gtgttggegg
tgcaccatag
tcgtaatata
tattgaaaaa
cgattaagaa
tgactattga
gttattaatt
gaggccgeag
aatagaaaga
tataaaaata

1680
1740
1800
1860
1920
1380
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
28B0
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3800
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
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<210>9

gttcaggeac
togetotggt
aagaatacca
gcaacatact
cagaagcagg
ggcaagagag
ttggtgatgce
caaatggtgt
ttattactga
aaataccgea
tttgttaaaa
asteggeaaa
agtttggaac
cgtctateag
gaggtgccgt
gggaaagcecey
ggcgetggea
geegetacag
atcggtgege
attaagttygg
tecaagettt
aaaccticte
aaaaaagaaa
aaatagggac
999gagggcy
gggtgtacasa
aataccrtceg
ataccagaca
gtggtacata
ttcactacee
ttettotttt
azaatgatqgg
ttgttecags
acgeacacta
asatasaaas
ttgtttecte
tcaagctata
gctactgtot
caaagaaaaa
caaaaccaaa
aagactgqgaa
aatggatter
gaataaagat
gagacagecat
acagttgact
ggeceegyy

<211> 6820

tcegaaatac
caatgattac
agagttcete
actcagtgca
tgggacagot
cococgaaage
gettagatta
aaaagactct
gtagtattta
cagatgegta
ttocgegttaa
atcecttata
aagagtecac
ggcgatggee
aaagcactaa
gegaacgtgg
agtgtagegy
ggcgegtege
gectettege
gtaacgccag
cgegageteg
aagcaagqgtt
aatttgaaat
ctagacttces
tgaatgtaag
tatggactte
ttggtctcee
agacataatg
acgaactaat
tttiteecatt
ttottticte
aagacactaa
gctgatgagy
ctototaatg
agtttgecge
gtcattgttc
ccaagcatac
tctatcegaac
ccgaagtgey
aggtecteege
cagctattte
ttacaggata
gecgtcacaqg
agaataagtg
gtategeeqy

ES 2320527 T3

ttggttggcy
ggcattgata
ggtttgecaqg
gecttcacaga
gaacttttgg
ttacatttia
aatggegtta
aacaaaataq
tttaagtatt
aggagaaaat
atttttgtta
aatcaaaaga
tattaaagaa
cactacgtga
atcggaacce
cgagaaagga
tcacgetgeg
gceattegee
tattacgeoca
ggttttecca
agatcccgag
ttcagtataa
ataaataacy
ggttgtctaa
cgtgacataa
ctetttroty
taacatgtag
ggctaaacaa
ectgtagece
tgeecatetat
totecocegt
aggaaaaaat
ggtatctteg
agcaacggta
tttgotatea
tcgttceeett
gatcaactec
aagcatgega
ccaagtgtcot
tgactagggc
tactgatttt
taaaageratt
atagattggce
cgacateatce
aattcttaat

tgtttcgtea
tegtcocaact
ttattaaaag
aacctcattc
attggaactc
tgttagetgg
ttggtgttga
caaatttogt
gtttgtgecac
accgcatcag
aatcagcetea
atagacegag
cgtggactee
accatcacee
taaagggagc
agggaagaaa
cgtaaccace
attcaggcetg
gctggcegaaa
gtcacgacgt
cttigcaaat
tgttacatgc
ttettaatac
ctectteett
ctaattacat
gcaaccaaac
gtggcggagyg
gactacacca
tagacttgat
tgaagtaata
tgttgtctca
taacgacaaa
aacacacgaa
tacggeettc
agtataaata
tcttecttgt
aagcttgaag
tatttgccga
gaagaacaac
acatctgaca
tectegagaa
gttaacagga
ttcagtggag
atcggaagag
acgacteact

21

tcaacctaag
gcatggagat
actegtattt
gtttattcce
gatttetgac
tggactgacy
tgtaagegga
caaaaatgct
ttgeecgatet
gaaattgtaa
ttttttaace
atagggttga
aacgtcaaaqg
taatcaagtt
ccecgattta
gegaaaggag
acaccegecy

cgcaactgtt,

g9gggatgry
tgtaaaacga
taaagectie
gtacacgegt
taacataact
trecggttaga
gatatccttt
ccatacatceg
ggagatatac
attacactgce
agegateate
ataggcgcat
ccatatecge
gacagcacea
acttttteet
cttcecagtta
gacctgcaat
trettettet
caagcctect
cttaaaaagc
tgggagtgtc
gaagtggaat
gaccttgaca
ttatttgtac
actgatatge
agtagtaaca
atagggcata

gaggatgtet
gagtegtgge
ccaaazgact
ttgtttgatt
tgggttggaa
ccagaaaatq
ggtgtyggaga
aagaaataqgg
atgeggtgtyg
acgttaatat
aataggccga
gtgttgttce
ggcgaaaaac
ttttgoggte
gagettgacg
cgggegetag
cgettaatge
gggaagggcy
ctgcaaggeg
cggecagtey
gagcgtoceca
ctgtacagaa
ataaaaaaat
gcggatgtgg
tgttgtttce
ggattectat
aatagaacag
ctcattgatg
atatcgaagt
gcaacttctt
aatgacaaaa
acagatgtcg
tectteatte
cttgaatttyg
tattaatcett
gceacaatatt
gaaagatgaa
tcaagtgetc
gctactctee
caaggctaga
tgattttgas
aagataatgt
ctetaacatt
aaqggtcaaag
tggccatgga

4560
4620
4687
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5830
5940
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6480
6540
6600
6660
6720
6780
6840
6900
6960
7020
7080
7140
7200
7209
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<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>

ES 2320527 T3

<223> Descripcién de la Secuencia Artificial: ADN plasmidico

<400>9

gatccgtcga
atactgaaaa
catttataca
ccatgtaacce
ttggacctaa
ttcgcecagag
atttacgaaa
taagcgaatt
gtatacaaat
tctttectgt
acctetaceg
gtgtegtttc
gaatcttttt
gtactgttgg
gcatcttcaa
gcagacaaga
tggecatggtt
gatggcaaca
aacatgttgce
gcggcagaat
tcctecacag
caaataggca
tgcacttctg
tttctettace
ttagcaaatt
ggtcttaagt
ctaacactac
ttettggagyg
ccaccaatta
ttaagaacct
acgatcttct
tgaaatgtaa
aaacaatagg
atgaacgctt
ccecaattttt
ttccagtcat
gaaaaaaata
ccacagttgg
ttcctgtgtg
agtgtaaagce

cagatctecec
accccgcaaqg
tegttttgee
tctgatctat
attctteatg
gtttggtcaa
agatggaaaa
tettatgatt
tttaaagtga
aggtcaggtt
gcatgcccga
tattatgaat
aagcaaggat
aaccacctaa
tggccttace
tagtggcgat
cgtacaaace
aacccaagga
tggtgattat
caatcaattg
tttttcteca
atggtggcte
gaacggtgta
caaagtaaat
gtggcttgat
tggcgtacaa
ctgtacccea
cttcecagege
aatgattttc
taatggcttc
taggggcaga
aaggtaagaa
tcettaaata
ctctattcta
cagttgaaaa
cgaatttgat
atggttgeta
ggatctcgac
aaattgttat
ctggggtgec

tatagtgagt
ttcacttcaa
ttettttatyg
agaatttttt
aaaatatatt
gtctecaatce
gggtcaaatce
tatgattttt
ctettaggtt
getttctcag
aattccccta
ttcatttata
tttettaact
atcaccagtt
ttecttcagge
agggtcaacc
aaatgeggtg
acctgggata
aataccattt
atgttgaacc
taatcttgaa
atgttgtagg
ttgttcacta
acctcccact
tggagataag
ttgaagttct
tttaggacca
ctcatctgga
gaaatcgaac
ggctgtgatt
cattagaatg
aagttagaaa
atattgtcaa
tatgaaaagc
aggtatatge
tctgtgcgat
agagattcga
tctagetaga
ccgctcacaa
taatgagtga

cgtattactg
ctgtgcatcg
taactatact
aaatgactag
acgagggcett
aaggttgteg
gttggtagat
attattaaat
ttaaaacgaa
gtatagcatg
ccctatgaac

-aagtttatgt

tctteggega
ctgatacctg
aagttcaatg
ttattctttg
ttcttgtctg
acggaggctt
aggtgggttg
ttcaatgtag
gaggccaaaa
gccatgaaag
tcccaagega
aattctctga
tctaaaagag
ttacggattt
cccacagcac
agtgggacac
ttgacattagg
tcttgaccaa
gtatatcctt
gtaagacgat
cttcaagtat
cggttecegge
gtcaggcgac
agcgcccctg
actcttgcat
ggatcaattc
ttccacacaa
ggtaactcac

22

cagagatcta
tgcaccatct
cctctaagtt
aattaatgcce
attcagaagc
gettgtcetac
acgttgttga
aagttataaa
aattcttgtt
aggtcgetcet
atattccatt
acaaatatca
cagcatcacce
catccaaaac
acaatttcaa
gcaaatctqgyg
gcaaagaggc
catcggagat
ggttcttaac
gaaattegtt
cattagcttt
cggcecattet
caccatcacc
caacaacgaa
agtcggatgc
ttagtaaacc
ctaacaaaac
ctgtageatce
aacgaacatc
cgtggtcace
gaaatatata
tgctaaccac
tgtgatgcaa
ctctcacctt
ctctgaaatt
tgtgttctcg
cttacgatac
gtaatcatgg
catacgagcce
attaattgcg

tgaatcgtag
caatttettt
tcaatcttgg
catctttttt
tttggacttc
cttgccagaa
cacttctaaa
aaaaataagt
cttgagtaac
tattgaccac
ttgtaattte
taaaaaaaga
gacttcggtg
ctttttaact
catcattgea
agcagaaccg

caaggacgca

gatatcacca
taggatcatg
cttgatggtt
atccaaggac
tgtgattectt
atcgtettee
gtcagtacct
aaagttacat
ttqttcaggt
ggcatcaacc
gatagcagca
agaaatagct
tggcaaaacqg
tatatattgce
ctattggaaa
gcatttagtc
tcetttttet
aacaaaaaat
ttatgttgag
ctgagtattc
tcatagctgt
ggaagcataa
ttgegetceac

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
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tgcccgettt
c€ggggagagq
gctegagtegt
ccacagaatc
ggaaccgtaa
atcacaaaaa
aggcgtttee
gatacctgte
ggtatctcag
ttcagecega
acgacttatce
gcggtgctac
ttggtatctg
ceggcaaaca
gcagaaaaaa
ggaacgaaaa
agatcectttt
ggtctgacag
gttcatccat
catctggcece
cagcaataaa
ccteecatceca
gtttgegeaa
tggcttcatt
gcaaaaaagc
tgttatcact
gatgctttte
gaccgagttg
taaaagtgct
tgttgagatc
ctttcaccag
taagggcgac
tttatcaggyg
aaataggggt
ttatcatgac
tcggtgatgs
tgtaagcgga
gteggggery
catttaagca
cgcagatata
ggaagcgcte
tagaaagtat
tcaaaaaacc
ccacaaacat
acctacccat
atgtttatct
tgaatcgaaa
agaagaaace

ccagtcggga
¢ggtttgegt
teggetgegg
aggggataac
aaaggeegeyg
tecgacgcetea
ccctggaage
cgeetttete
tteggtgtag
ccgctygegee
gecactggea
agagttcttg
cgctetgetg
aaccaccgcet
aggatctcaa
ctcacgttaa
aaattaaaaa
ttaccaatgc
agttgcctga
cagtgctgca
ccageeagee
gtctattaat
cgttgttgcee
cagceteeggt
ggttagctee
catggttatg
tgtgactyggt
ctettgeecg
catcattgga
cagttcgatyg
cgtttetggg
acggaaatgt
ttattgtete
tcecgegeaca
attaacctat
cggtgaaaac
tgcegggage
gcttaactat
taaacacgca
ggtgcgacgt
gtttteggaa
aggaacttca
adaaaacgcac
tgctcaaaag
ccacctttcyg
ctagtattac
acaatacgaa
gttcataatt

ES 2320527 T3

aacctgtcgt
attgggceget
cgagcggtat
gcaggaaaga
ttgctggegt
agtcagaggt
tccetegtge
ccttegggaa
gtegtteget
ttatccggta
gecagccactg
aagtggtggc
aagccagtta
ggtageggtyg
gaagatcett
gggatttigg
tgaagtttta
ttaatcagtg
cteceegteg
atgatacecge
ggaagggccg
tgttgecggy
attgctacag
tceccaacgat
ttcggtecte
gcagcactge
gagtactcaa
gecgtcaatac
aaacgttett
taacccactc
tgagcaaaaa
tgaatactca
atgagcggat
tttceceegaa
aaaaataggce
ctctgacaca
agacaagccce
geggeatcag
ctatgeegtt
gaacagtgag
acgctttgaa
gagcgetttt
cggactgtaa
tatctctttg
ctecttgaac
tctttagaca
aatgtaaaca
ttectgaccaa

gccagetgga
cttecegette
cagcetcacte
acatgtgage
ttttccatag
ggcgaaaccee
gctctectgt
gcgtggeget
ccaagetggg
actatcgtct
gtaacaggat
ctaactacgg
ccttcggaaa
gtttttttgt
tgatctttte
tcatgagatt
aatcaatcta
aggcacctat
tgtagataac
gagacccacyg
agcgcagaag
aagctagagt
gcatcgtyggt
caaggcgagt
cgatcgttgt
ataattctct
ccaagtcatt
gggataatac
cggggcgaaa
gtgcacccaa
caggaaggca
tactcttect
acatatttga
aagtgccacc
gtatcacgag
tgcagetece
gtcagggcge
agcagattgt
cttctcatgt
ctgtatgtgce
gttectatte
gaaaaccaaa
cgagctacta
ctatatatct
ttgcatctaa
aaaaaattgt
tttecctatac
tgaagaatca

23

ttaatgaatc
ctcgeteact
aaaggcggta
aaaaggceag
gctecgecce
gacaggacta
tecegacectg
ttcteatage
ctagtgtgeac
tgagtccaac
tagcagagcg
ctacactaga
aagagttagt
ttgcaagcag
tacggggtcet
atcaaaaagg
aagtatatat
ctcagcgate
tacgatacgg
ctcaccgget
tggtcctgcea
aagtagttcg
gtcacqgctey
tacatgatce
cagaagtaag
tactgtcatg
ctgagaatag
cgegecacat
actctcaagg
ctgatcttca
aaatgccgea
ttttcaatat
atgtatttag
tgacgtctaa
gccetttegt
ggagacggtc
gtcagegggt
actgagagtg
atatatatat
gcagctegeyg
cgaagttect
agcgetctga
aaatattgcg
ctgtgctata
actcgaccte
agtaagaact
gtagtatata
tcaacgctat

ggccaacgceg
gactcgectge
atacggttat
caaaaggcca
cctgacgagce
taaagatacc
¢ccgettaccg
tcacgctgta
gaaceceeeq
ccggtaagac
aggtatgtag
aggacagtat
agctcttgat
cagattacgc
gacgctcagt
atcttcacct
gagtaaactt
tgtctattte
gagggcttac
ccagatttat
actttatceg
ccagttaata
tcgtttggta
cceatgtigt
ttggccgcag
ccatccgtaa
tgtatgcgge
agcagaactt
atcttaccge
gcatctttta
aaaaagggaa
tattgaagca
aaaaataaac
gaaacratta
ctcgegegtt
acagcttgtc
gttggegqgt
caccataacg
acaggcaaca
ttgcatttte
attctetage
agacgcactt
aataccgctt
tcecctatata
tacatttttt
attcatagag
gagacaaaat
cacttiotgt

2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
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tcacaaagta
aaaaatgcac
tttatggaag
gcaaaaagtt
gatgctttgt
tagattcttt
ctcagattct
aagcacagat
tgcagctcag
aatgaagcac
tcteeccegt
aggaaaaaat
ggtatcttcg
agcaacggta
tttgctatca
tcgtteectt
aatcaactce
agaagagaaa
atagctcatt
aaacaaattce
tgaataatga
ctggttggac
ccactacaat
caaaaaaaga
gttcattett
tgatgcaata

<211> 10597
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

ccggtggtac
gaaggataag
aactgttcca
ggctggaact
tgctccaaga
caagttcatt
aaaaggaatc
tttgccaaaq
tggaactgac
accaatcgag
ggatgacgga
aatctgggtt

tgcgecaatee
ccgeagettc
agaaaataga
atcaagagac
tagaaaaata
gttggtaaaa
ttgtttgaaa
tcttcgttgg
attctttgtt
agatgcttcg
tgttgtctca
taacgacaaa
aacacacgaa
tacggecette
agtataaata
tcttecttat
aagctttgea
ggtcgaattg
gtccttcact
tcaagcgcett
aatcacggcet
ggaccaaact
ggatgatgta
gatcgaattce
atgtacctat
aatattaaaa

€gggccccece
aatggacgat
aatcttaagg
ggagatcctt
attcatcgtg
gttcatattg
ggagagagca
gcacttcgta
agtgtcacta
gtaactgatg
ggagaqgccaa
ccatgtggac

ES 2320527 T3

acatcggtat
gctagtaatce
caccaaagta
tgcattatag
gcgctctegg
tagcgcectcte
aattagcgct
taaaatagcg
tgaaaaatta
ttgcttgeat
ccatatccge
gacagcacca
actttttect
ctteccagtta
gacctgcaat
ttctttttet
aagatggata
ggtaccgceg
ttcactaaca
tcacaaccaa
agtaaaattg
gcgtataacyg
tataactatc
ttaatacgac
gctgagaatc
taaaacaaaa

ctcgaggteg
gggaagaagc
agggagaaga
ctgatcette
aagatctttc
atggtgagcece
aggctcaaat
agcaaagtgg
tcaatatcaa
tcttcgaaga
ttgagttcta
gtagtggaga

agaatataat
agtaaacgcg
gcettettcet
agcgcacaaa
gatgeatttt
gegttgeatt
ctcgegttge
ctttcgegtt
gcgetetege
gcaacttctt
aatgacaaaa
acagatgtcg
tccttcatte
cttgaatttyg
tattaatctt
gcacaatatt
aagcggaatt
ccaattttaa
gtagcaacgg
ttgecctecte
atgatggtaa
cgtttggaat
tattcgatga
tcactatagg
gtgccaataa
cagaaggcty

<223> Descripcién de la Secuencia Artificial: ADN plasmidico

acggtatcga
tctegttgtt
atatcaattc
tgatcgtgtt
tgatacaact
agcaccagat
tgaaaatgag
aaaatatacc
ggtaaaaagc
tegtgcaact
tgaaattgaa
tacccactte

24

cggggatgcee
ggaagtggag
aaccttaacg
ggagaaaaaa
tgtagaacaa
tectgttetgt
atttttgttt
gcatttcegt
gttgcatttt
ttettttttt
aaaatgatgg
ttgttccaga
acgcacacta
aaataaaaaa
ttgtttecte
tcaagctata
aattcccqgag
tcaaagtggg
tccgaacctce
taacgttcat
taattcaaaa
cactacagqg
tgaagatacc
gccecatggac
gaagccaata

taagectttceg
ccaggagatce
agaatttctg
gttgcgaagc
gtcaaggtcg
gtaacatggt
ccatacatet
atcactgcaa
aagccaacga
cttgactgga
aagatgaaca
acagtcgatt

tttatcttga
tcaggetttt
gacctacagt
agtaatctaa
aaaagaagta
aaaaatgcag
tacaaaaatg
tctgtaaaaa
tgttctacaa
ttcttttete
aagacactaa
gctgatgagg
ctctetaatyg
agtttgecegce
gtcattgttce
ccaagcatac
cctccaaaaa
aatattgctg
ataacaactc
gataacttca
ccactgtcac
atgtttaata
ccaccaaacc
gaagaatcca
cttecttaga

tcattgaaaa
agaaaacagc
ctcgtaacaa
caagaaacct
gagccactct
cattcaatgg
cgagatttgc
ccaacattaa
aaccaaaggqg
aaccaccaga
ccaaggacygg
cactcaacaa

5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6480
6540
6600
6660
6720
6780
6820

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720



15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

gggagatcat
ggaaactgaa
tccagageea
agaagcgctg
agccagtgag
ctggtcaaaa
agtctgcaag
tttcaaaaat
tcgaaaattic
catagagcta
tcaaagaaaa
aaacttcacce
taattcteat
agatctccecea
agaagctcag
gagcegetgg
cgacttatge
gaaagaatga
caaattgtcea
aaggaaaagqg
agctcaggcet
ctcgaaatte
aagtttccgt
gattaatcaa
agaaccaact
gettetggag
catggaaact
tgcaatgcaqg
gaaaaaaata
atagttctat
tegacgagat
cttetgtgta
cteactggat
acctagaaat
tctcgacaat
gttaatgaaa
tcaaaaaaaa
tgtctgacac
tcatagaatt
attttgcgga
atcactgaaa
tctegatett
ggttcaagte
ggcctaagat
ttttggatta
atacgaccaa
ttcttacgta
taagtgggat

tacaagttcc
accgatattt
actgattggy
ctaaggggge
gaacgtgaag
agatgaaatt
tcgttceacag
caataactga
ctctgaatta
ttgtaaattt
ggatgacggyg
agctccaaaa
ttcaattttt
gaaggtctte
aaagaaagca
atattctacg
aacaacagat
agaaaaagat
gagaacttct
aaagaattaa
ttctecaccag
cctecatgteg
agaaatgaca
caagttgete
gatgattcag
attgctccag
gaaagatcgg
attcgaaagg
aattagaata
tattgaaaaa
cttetggett
caccaagaac
gcactagacg
tgggaataat
cctacaaatt
aaatgtagaa
attgcagcetg
tagtttttag
tceatgtgtt
gctgggetat
attaattttt
ctgtcgttcg
cttteggtagt
tcaatttaat
gaaacatata
atcggataat
atecgtatgaa
agtgttttta
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gtgtcaaggce
tggctaaaaa
attctgatca
cctegtcgag
aagaagaaaa
attgatttte
tcgcccagag
tcataatttt
tcaagattge
tcttgattte
gatgatcagce
aggtccaagg
cagagaatca
agcacgttcc
atccgaagag
aacaagaacc
tagtgataag
tcacggattg
tcaagagaat
tttaatteee
gattctctaa
gtgaacttct
gaggcgtcac
acgaagttct
ttgaagtcge
cagctettaa
aaaatgcact
acaaatttge
atttaaattc
tttggagaat
ctgtgeaget
cttgttgagt
actgattctc
acgaactttt
tacttattgce
aatcggaaat
aaataaatgt
ttttaaaaaa
ttttttcaat
caagaatctg
aatcaaaact
gtacgatgac
tgtacqgtcag
gaagtgatta
agacaggttt
ccatgectac
gaaataacaa
ttagctaacc

tgtcaacagc
tccatttgat
tgttgatcte
tcggtcacaa
agagtcatct
agccagatac
aatcgeggga
tattgtttgg
agtattaatt
agactgsaaac
ctggecacace
agaccaggtt
gagtctcctg
ccgtcacgat
ccagcaccge
ggaggageat
caaagtgaac
gttaacagag
gtgattegtt
caggggactt
cglctatgea
tetcegtegt
ggtgaacgtg
tgcgetggaa
cattgcgtte
cagtgtctac
ggategacgt
ggtaaggtag
ctactagcea
ttcteatatt
gcategettt
fcatcaactyg
gagaaatcag
gaaaatattc
accatgttge
tggcaatttt
cattttcaga
tgttggaaga
taaccaatta
ctgcagtttt
tgaatatcaa
ggtgaagaag
tgtcctgeaa
aatttgttct
acctatctat
ctggcatcta
tttgatcgtt
ggaaaatttt
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gaaggacctt
cgtccagata
aagtgggatc
tcacctgaaa
gaacaggttt
tccecaaaact
agtgagccaa
tgaatttaag
tcgagaaaaa
ttcggaaaat
gaacagctat
tgkcaaaagc
aaaaatccce
ctcctagacg
taccagagaa
atattecacc
agtatcagag
tcaacgcgaa
caaagtgagt
ctetgeegtyg
gctttggcgg
ctgattgtac
atcaaattca
atcatgattc
ctgaaagagt
gaccgtctte
attcagtata
aatatataaa
atcaggcgac
ctcgetegga
gtgctecett
aatctgtgac
attgagttgce
aggaggatta
tccaacattt
cagaccattt
taaatcgagce
acatggtgca
tccaaatcett
ataagacgag
ctaaacccac
ccaattgtag
tgctatttag
ctgaacctcet
taaaaaacaqg
ggaacgtgtt
ggccagcaaa
atagtttttt

ctgatccatt
gaccaggtcg
cactagttcet
ctccaaaggc
gattttcttt
agcagcgaga
gaggtatgtt
aaaataatat
ttgagatatt
caagagaaaa
agaageeqggg
ttectgegat
ggttcgttca
gcgeegagaa
aaagaagaaa
cgccaaactt
aatgaattgg
gaatcttgtt
gagaaaatcg
acattattca
cagttatcaa
agttcaaaag
tegeacatte
tgatgcttga
gtggagcaza
gtgcaattct
tgattgagac
tagtttatta
ctttttgege
aatctggaat
tctegettgt
tggcttgttg
gattagggtg
aaaaaattat
ttcattaaaa
ttaagcattt
gattttctgt
ataggtaatt
ccaaactcac
catctctgat
ttattaactt
tagttgattt
ttataactta
taagatgate
atcaaaatag
cttagaagat
aatagggttt
tttgcaagaa

780

840

900

960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
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accactgaaa
ataaaattcg
aaattttgtt
ttcagtggtt
tttgtcacaa
ttttataatt
tcagttcaaa
cttacctgeg
tagttgtggt
cecgtactatt
gcatgcatce
tccctttgta
ctgttgctgt
tattgcagge
tcatccatac
tgaccacacg
tagatccaga
gaaacggega
gtgatgtgga
gactgctttc
tgccgaaaat
tgtaaaaatt
tttggactac
ggtcagcgat
aaaaaaaact
gccaaattct
gcgegatget
tcatcgaacg
aggacacgta
ttattgctea
tgaccgaaga
ttgtggaggce
agagagagtt
ttggattatt
tgattggatt
agaagaaggg
cggattcegte
attcectecatc
gtgaagagag
agagagctga
geccaggatte
aagategteg
attcagggga
atcacegtga
gtcatgactc
gtegtegtga
tactgaatat
tttctaaaaa

acccectaat
ataaaacaga
gctcaaaaac
tttcacatta
caataaaatg
taaaaatagt
tttcecatttt
cctgattega
agtggacgtt
gagagagggg
ataagcataa
atacatacac
agttgccaaq
gtatceggeyg
acttaatttg
cggggggceat
attcgaaaag
tatttcggat
agaggctccyg
agaaggtatt
ttgctgaatt
aaattaaatt
caagaagctyg
gttgcaaaga
ccgttttttt
aaaatactat
tgtcgattgt
tttetgecga
ttccacgatt
tttgctcteg
ggacacaact
gatgggaatg
gttttcgtat
cccacgaact
gagtggtrrg
aatgctggat
agactcgtct
ttcttcagaa
ttccaaaaag
acgtcatcgt
tgacgaaaat
tcgtecaagac
aagacgtcge
agatcgcegt
tgatgatgat
agtggaatcg
ttgttttttt
attaattcaa
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tgtatacatt
atttaagtgt
attcgaagct
aaaaagctaa
ctggtcaaaa
tttctttcge
tacaaccata
aagaacaace
catcacgcaa
agactgaaga
tecaggagyg
atatctaata
gcatcatcga
gtcattgaag
gaggatgegg
taatttaata
aacgaggagyg
gaggatggtg
aagaagacta
cattetgagt
tgecggaaaa
tgcaacttitt
ctcacaaatt
aaaatttteg
ctttttettt
ccecgaaatt
tgtgectcaac
cttcgeceteg
caccgaattg
acggatgcta
tcttetggea
gttaaacttc
tcaattttcce
aatccgaaca
acgttggaac
cagttgaagg
gattcttegg
tcagagccag
aaggaaaaaq
gatcaaagtg
cgtcggeeag
teqgatgatyg
ggagatcggg
gaccgaagca
cgtaaaactc
gatgatcgac
tcctattatt

tccaaatcta

ttttggagca
aaattgttca
gctctaaaaa
ttttaactaa
tgtgttcgaa
tgggacacat
atcataaagc
gtagccaaaa
tactgaccaa
tggcaattga
atggagagaa
ccgaagaatg
tgaaataact
acttggactt
ttgatecgga
zattgaatte
{ttatgagga
gcgacgagtt
cagagattat
trtgggecgg
aaaaattecqg
cagagaagtc
gctgaaaatyg
accaaaaaaa
atacgagaaa
ttcaatattt
agcgtaceta
aataccagca
acatcacaaa
ttgactggaa
gaatctatat
attcgagagt
ctattttcag
gcgcacgatt
ttcgtgaatg
ccgaatcaag
attctgacga
aaccaccgaa
agaatattgg
tggagaacaa
aacgaggaga
aggatcggaa
atcgacgtga
aggatcgtga
gtecgggatag
gcegacgtcg
tatttattct
aacatgagceg
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gcttetggte
catttagttt
aatgcattaa
aaatccatca
aaaatgtttt
acatttttgyg
tacgtctgat
gaacaagaag
tggtcgtggg
ggacagtgtc
aaatcttgtt
gctaattgaa
gaaagaaaga
gattgaggag
aaatgggctt
catttcagat
gatccgtaag
ggatgatgaa
tgataatact
caaatctgta
gaatttattt
tacctgacaa
aagattccag
ccaaccaatc
aaccaaaaaa
tctettteag
cgagegatte
atactttgaa
actgcggaat
gattttggcee
taaatatata
tactgatceg
aactttggct
ttcgatcaac
gctggcaaag
ctcagattca
ttcatccgac
gaaaaagaag
tcgacgggat
ggacaaggat
tgaccgcaag
aggtcgtgaa
tcgaaacaag
ggatcgacgt
aagtgaagag
ttgaatttte
ctttgtgttt
gtttttttte

tttttgagca
ctattttate
aaaaggggtt
tatttccaac
tttttttaat
gegtaaattt
ctctetegea
aacaagcacg
gtctcacttt
ttcgacqgeace
tctaageece
tggacgtcag
attaaataat
gaggatcaga
agtaagtgac
gtgttcaaac
gaaatcattg
gaagagggta
gatcagaatt
agttgeecggt
aaaaactttt
tgcaatcatc
acagcatgca
ataaaattta
atgtattttt
aacgaactcet
tacggaatgce
aagctctgcc
ttggcteygcee
gatatgaaaa
tttaatgaac
tgagttteet
cattgetttg
ttettcacaa
ggtctcaaga
tegtegtett
tcgtettcag
aagaagaaca
cgtggagaca
cgtegacgte
gatcggagta
cgtcgggaag
gatcaggagg
gatcgecegtc
cgaggaggac
aaattttaaa
tttttcttge
tctttcegte

3660
3720
3780
3840
3500
3960
4020
4080
4140
4200
1260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4360
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6480
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tcecaatteg
goettteattt
atggaaatga
ggtttaaaag
aagaaattag
ggcacgtttyg
tttggtgttg
cgacacgtcet
tctegttett
ttcaataaat
tccettaaagg
tagagcggee
cactggccgt
gecttgeage
gcecttcccea
taagegeggce
egecegetec
aagctctaaa
ccaaaaaact
ttcgeeettt
caacactcaa
cctattggrt
taacgtttac
tatttttcta
ttcaataata
cettttttge
aagatgctga
gtaagatcct
ttctgetatg
gcatacacta
cggatggcat
cggccaactt
acatggggga
caaacgacga
taactggcega
ataaagttgce
aatctggagce
agcececteceg
atagacagat
tttactcata
tgaagatcct
gagcgtcaga
taatctgctg
aagagctacc
ctgtcettet
catacctege
ttaccgggtt
ggggttegty

tatteegete
cattaggacg
aataaggaca
aaaacataaa
gcgaacgatg
gcgaaggcaa
ctcttttaca
tccaattttt
gaaaattttt
ttcaaagaaa
cgcacacctt
geccaccgegq
cgttttacaa
acatcceccee
acagttgegt
gggtygtggtyg
tttcgettte
tcgggggete
tgattagggt
gacgttggag
ccctateteg
aaaaaatgag
aatttcaggt
aatacattca
ttgaaaaagqg
ggcattttge
agatcagttyg
tgagagtttt
tggcgeggta
ttctcagaat
gacagtaaga
acttctgaca
tcatgtaact
gcgtgacace
actacttact
aggaccactt
cggtgagcgt
tatcgtagtt
cgetgagata
tatactttag
ttttgataat
cccegtagaa
cttgcaaaca
aactctttee
agtgrageccg
tctgctaate
ggactcaaga
cacagcagece
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cteteatetg
tggggggaat
cacaatatge
aatatataga
agaattgtce
atgttcggta
aaattttceg
caaattcaaa
cttecegttta
ctggtgaaaa
ttaaatgtcce
tggagcteca
cgtcgtgact
ttegecaget
agcctgaatg
gttacgegea
ttecetteet
cctttagggt
gatggttcac
tecacgttcet
gtctattett
ctgatttaac
ggcacttttc
aatatgtatce
aagagtatga
cttecctgttt
ggtgcacgag
cgececqaag
ttatcecgta
gacttggttg
gaattatgca
acgatcggag
cgectigate
acgatgcectyg
ctagecttcce
ctgegetegy
gggtctcegeg
atctacacga
ggtgcectcac
attgatttaa
ctcatgacca
aagatcaaag
aaaaaaccac
ccgaaggtaa
tagttaggcc
ctgttaccag
cgatagttac
agettggage

aacacaatgt
tggtggaagg
aacaacattc
ggaggaagga
tcgettggea
tggagatctyg
attttcgett
agagccttta
atcgaaattt
ctcggaaaat
gecccaatac
attcgceccta
gggaaaaccce
ggcgtaatag
gcgaatggga
gegtgaccgce
ttctegecac
tcecgatttag
gtagtgggce
ttaatagtgg
ttgatttata
aaaaatttaa
ggggaaatgt
cgeteatgag
gtattcaaca
ttgctcacce
tgggttacat
aacgttttee
ttgacgcegg
agtactcacc
gtgctgecat
gaccgaagga
gttgggaacce
tagcaatggce
ggcaacaatt
cecctteegge
gtatcattge
cgggcagtca
tgattaagca
aacttcattt
aaatcectta
gatcrteteg
cgctaccage
ctggcticag
accacttcaa
tggetgetge
cggataagge
gaacgaccta
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gcaagtttat
gggaaacaca
aattcagaaa
aaactagtaa
aatgcgaatc
taaaaattty
gaaattacgg
atgggctgta
gatgtatttt
tgtgaactac
gatatttttt
tagtgagteg
tggcgttace
€gaagagqgcc
cgegeectgt
tacacttgce
gttcgeeggce
tgetttacggq
atcgcecctga
actcttgtte
agggattttg
cgcgaatttt
gcgcggaace
acaataacce
ttteegtgte
agaaacgctyg
cgaactggat
aatgatgagc
gcaagagcaa
agtcacagaa
aagcatgagt
gctaacegcet
ggagctgaat
aacaacgttg
aatagactgg
tggetgytte
agcactqgggg
ggcaactatg
ttggtaactg
ttaatttaaa
acgtgagttt
agatecttte
ggtagttegt
cagagcgceag
gaactctgta
cagtggcgat
geagcggteg
caccgaactg

ttatcttcte
caaaaqgatg
tatggaggaa
aaaataagca
cgtatqgaga
taagttgaaa
tgccaggtcet
gttgctaatt
atttatgatt
agtaatccaa
taagattege
tattacaatt
caacttaate
cgcaccgatce
agcggegeat
agcgcecetag
tttececegte
cacctegace
tagacggttt
caaactggaa
ccgatttegg
aacaaaatat
cctatttgtt
tgataaatgc
gcecttatte
gtgaaagtaa
ctcaacageg
acttttaaag
cteggtegee
aagcatctta
gataacactg
ttttttcaca
gaagccatac
cgcaaactat
atggaggcgg
attgctgata
ccagatggta
gatgaacgaa
tcagaccaag
aggatctagg
tegttccact
tttctgcgceg
ttgecggatce
ataccaaata
gcaccgeeta
aagtegtgte
ggctgaacgg
agatacctac

6540
6600
6660
6720
6780
6840
6900
6960
7020
7080
7148
7200
7260
7320
7380
7440
7500
7560
7620
1680
7740
7800
7860
7920
7980
8040
8100
8160
8220
8280
8340
8400
8460
8520
8580
8640
8700
8760
8820
8880
8940
3000
9060
9120
9180
9240
9300
9360
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agcgtgagea
taagcggcag
atctttatag
cgtcaggggg
ccttttgctyg
accgtattac
gcgagtcagt
gttggccgat
agcgcaacge
tgcttcegge
gctatgacca
gggggatcct
aaaaatgggc
tgagaacacg
ctgacataga
aactttatag
acctttttga
cgaaatgcca
tccactggac
ttttctgtgt
aaatttaatt

<210> 11

<211> 10599
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>

ttgagaaagc
ggtcggaaca
tecetgteggg
gccgagecta
geettttget
cgcectttgag
gagcgaggaa
tcattaatge
aattaatgtg
tcctatgttg
tgattacgcee
ccaaaatcgt
gaaaaaatga
ttaaacacga
tttaaaaaag
aatctectat
aactttgaat
gaagaaaact
aattggaaaa
attttctcat
gtattcaaac

ES23

gccacgcttc
ggagagcgca
tttegecace
tggaaaaacqg
cacatgttct
tgagctgata
gcggaagagce
agctggecacg
agttacctca
tgtggaattg
aagctcggaa
ctteegetet
aattgagett
agatcatatt
catatatata
tggcacattyg
ctctttgaag
atatttgaat
aaaatttatt
tttttataaa
ttttttatag
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ccgaagggag
cgagggagct
tctgacttga
ccagcaacgce
ttcetgegtt
ccgctegecg
gcccaatacg
acaggtttee
ctcattaggc
tgagcggata
ttaaccctca
gaaaaacgaa
tttgggtcga
tattttgaga
ttttteattt
ttetttattt
tatactgteg
ctcgcgctaa
cggaggcgac
ttcttctttg
taagata

<223> Descripcién de la Secuencia Artificial: ADN plasmidico

<400> 11

ccggtggtac
caacatgatce
atggattttt
tgacagcctt
gggtatctce
tttcatagaa
cacgatcttc
ttaccttgat
attttccact
tttcaatttg
gtgctggete
tatcagaaag
gatcagaagqg
gatattcttc
cgagagcette
accgtcgace
gcagccagtyg

cgctagecgt
agaatcccaa
agccaaaata
gacacggaac
actacgtcca
ctcaattggce
gaagacatca
attgatagtg
ttgcttacga
agcecttgete
accatcaata
atcttcacga
atcagaagga
tccctectta
tteccategt
tcgagggggy
aggaacgtga

acgaacccgg
tcagttgget
tcggttteag
ttgtaatgat
catggaaccce
tctecteegt
gttacctcega
acactgtcag
agtgectttg
tecteegattce
tgaacaatga
tgaattcttg
tctceccagtte
agatttggaa
ccattcttat

geccctegteg

agaagaagaa

gttctagaac
ctggacgace
tttecaatgg
cteecttgtt
agattccgtce
catcctetgg
ttggtceett
ttcecattaat
gcaaagcaaa
cttttcecatt
acttgagagt
gagcaaqggtt
cagccttgtt
cagttgetgt
ccttetttte
agtcggtcac
aaagagtcat

28

aaaggcggac
tccagggggg
gegtcegatet
ggcettttta
atceccctgat
cagccgaacyg
caaaccgecet
cgactggaaa
accccagget
acaatttcac
ctaaagggaa
agtggacctt
aaaaaatgtt
cccggatget
tcaacgtgaa
aactgaggca
aaaagactga
attgagaaat
aacggtattt
atttatcgtt

tagtggatce
tggtctatct
atcagaaggt
gagtgaateg
cttggtgttc
tggtttccag
tggtttceott
gttggttgca
tctcgagatg
gaatgaccat
ggctccgacce
tettggette
acgagcagaa
tttetgatcet
aatgacgaaa
aatcacctga
ctgaacaggt

aggtatccgyg
aacgcectggt
ttgtgatget
cggttcetgg
tctgtggata
accgagegea
ctcececgege
gcgggeagtg
ttacacttta
acaggaaaca
caaaagcetgg
tgacatccga
tttagaatge
ctgaaaatgt
agttttgtgce
gtttttgaac
cttgagegtt
gcaaccgege
tcgaaattga
cgtttgtgag

cacttgagat
ggacgatcaa
ccttegetgt
actgtgaagt
atcttttcaa
tcaagagttg
ggcttgettt
gtgatggtat
tatggeteat
gttacatctg
ttgacagttg
gcaacaacac
attctgaatt
cctggaacaa
gcttatcgat
aactccaaag
ttgattttet

9420
9480
9540
9600
9660
9720
9780
9840
9500
9360
10020
10080
10140
10200
10260
10320
10380
10440
10500
10560
10597

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
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ttotggtcaa
gaagtctgea
tttttcaaaa
attcgaaaat
ttcatagage
aatcaaagaa
ggaaacttea
attaattcte
caagatctec
aaagaagete
aagageeqget
ttegactiat
ggqgaaagaat
ticaaattgt
cgaaggaaaa
caagctoagg
aactcgaaat
agaagtttee
ttgattaate
gaagaaccaa
aagcetictgy
ctecatggaaa
actgeaatge
tagaaaaasa
gcatagtect
attcgacgag
grtettetgtg
tgctcactygg
Lgacctagaa
attctcgaca
aagttaatga
tttcaaaaaa
gttgtctgae
tttcatagaa
acattttgeg
atatcactga
tttotegate
trggttaaag
taggectaag
tettttggat
agaracgace
atttettacy
tttaagtgyg
aaaceactyga
caataaaatt
tcaaattttyg
tttteagtqy
actttgteac

aaagatgaaa
agtegtteac
atcaataact
tectetgaat
tattgtaaat
aaggatgacg
ccagetocaa
atttcaatts
cagaaggtet
agaaagaaag
ggatattera
geaacaacag
gaagaaaaayg
cagagaactt
ggaaagaatt
ctttetcace
toccteatgt
gtagaaatga
aacaagttge
ctgatgatte
agattgcteo
ctgaaagatc
agattcgaaa
taaattaqgaa
attattgaaa
atcttctgge
tacaccaaga
atgcactaga
atigggaata
atcctacaaa
aaaaatgtag
aaattgcage
actagtttrt
trteccatgtg
gagctgggct
aaattaattt
ttetgtegtt
tecttteggt
attcaattta
tagaaacata
aaateggata
taategtatg
atagtgtite
aaaccceecta
cgataaaacsa
ttgctcaaaa
tttttoacat
aacaataaaa
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ttattgattt
agtcqeeecag
gatcataatt
tatcaagatt
tttettgatt
gggatgatca
aaaggtcecaa
ttcagageaat
tcageacgtt
caatccgaag
cgaacaagaa
attagtgata
attcacgcat
cticaagaga
aatttaatrt
aggattcetes
cggtgaactt
cagaggegtc
tcacgaagtt
agttgaacte
agcagetett
ggaaaatqca
ggacaaattt
taatttaaat
aatttggags
ttctgtgrag
accttgtiga
cgactgaite
atacgaactt
tttacttate
aaaatcgeaa
tgaaataaat
agttttaaaa
cgrtttetea
atcaagaatc
ttaatcaaaa
cggtacgaty
gttgtacgrc
atgaagtgat
taagacagge
atccatgoct
aagaaataac
tattagetaa
attgtataca
gaatttaagt
acatlicgaag
taasaaaqget
tgctggtoasa

teagecagat
agaategegq
tttattgttt
gcagtattaa
tcagactgaa
gectggeaca
ggagaccagq
cagagtcetoe
cecegteacy
agccageace
ccggaggage
agcaaagtga
tggttaacag
atgtgatteg
ttcaggggac
aacgtctatg
cttcteegtce
acggtgaacg
cttgegetgyg
goeattgegt
aacagtgtet
ctggategac
gcggtaaggt
tectactage
attteteata
ctygcateget
gtteateaac
tcgagaaatc
ttgaaaatat
gcaccatgtt
attggcaatt
gtcattitea
aatgttggaa
attaaccaat
tgctgeagtt
cttgaatatc
acggtgaaga
agtgtectge
teaatttgtt
ttacctatet
acctggeate
aatttgatcg
ceggaaaatt
Lettttggag
gtaaattgtt
ctgetctaaa
aattttaact
aatgtgttey

29

actccoaaaa
gaagtgagce
ggtgaattta
tttegageaa
acttcggaaa
ccgaacaget
ttrgtcaaaa
tgaaaaatce
atetectaga
getaccagag
atatattcea
acagtatcag
agtcaacgceg
ttoaaagtga
tteretgeoy
cagetttgge
gtctgatigt
tgatcaaatt
agatcatgat
tectgaaaga
acgaccgtet
grartcagta
agaatatata
caatgcaggeqg
trotogoteg
ttgtgetece
tgaatotgtyg
agattgagtt
tcaggaggat
getecaacat
ttcagaceat
gataaatecga
gaacatggty
tatccaaate
ttataagacg
aactaaacoe
agccaattgt
aargotatut
ctetgaacet
attaaaaaac
taggaacgtg
ttggocagea
tzatagttit
cagetictog
cacatttagt
aaaatgcatt
aaaaatccat
asaasatgtt

ctagcagega
aagaggtatg
agaaaataat
aattgagata
atcaagagaa
atagaagecg
gettectgey
ceggtteget
cggcgoegag
aaaaagaaga
ccogoeasac
agaatgaatt
aagaatctty
gtgagaaaat
tgacattatt
ggcagttate
acagttcaaa
catcgceacat
tetgatgett
gtgtggageca
tegtgeaatt
tatgattgaqg
aatagtttat
accttrttge
gaaatcetgga
tttetegett
actggettgt
gcgattaggy
taaaaaaatt
ttttcattaa
ttttaageat
gegatitict
caataggtaa
ttccaaacte
agcatctctyg
acttattaac
agtagttgat
agttataact
cttaagatga
agatcaaaat
ttcttagaag
aaaataqgggt
tttttgeaag
tetttttgag
ttctatttta
aaaaaaqgyg
catattteca
ttttetttta

1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1820
1580
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
27760
2820
2880
2%40
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
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atttttataa
tttcagttca
cacttacctg
cgtagttgty
tteegtacta
acgcatgcat
cctcecetttg
agctgttget
attattgecag
gatcatccat
actgaccaca
actagatcca
tggaaacqgec
tagtgatgtg
ttgactgctt
gttgccgaaa
tttgtaaaaa
tectttggact
caggtcagcg
taaaaaaaaa
ttgccaaatt
ctgcgcgatg
gctcatcgaa
ccaggacacyg
ccttattget
aatgaccgaa
acttgtggag
ctagagagag
tgttggatta
aatgattgga
gaagaagaag
ttcggattcg
agattcctcea
cagtgaagag
caagagagqcet
tcgecaggat
taaagatcgt
agattcaggg
ggatcacegt
tcgtcatgac
acgtcgtegt
aatactgaat
gctttctaaa
tcteccaatt
tegetttcat
tgatggaaat
aaggtttaaa
caaagaaatt

tttaaaaata
aatttccatt
cgeetgatte
gtagtggacg
ttgagagagyg
ccataagcat
taatacatac
gtagttgcca
gcgtatcegg
acacttaatt
€gcgggagyc
gaattcgaaa
gatatttcgg
gaagaggctc
tcagaaggta
atttgctgaa
ttaaattasa
accaagaage
atgttgcaaa
ctecgttttt
ctaaaatact
cttgtcgatt
cgtttctgee
tattccacga
catttgctct
gaggacacaa
gcgatgggaa
ttgttttegt
ttcccacgaa
ttgggtggtt
ggaatgctgg
tcagactcgt
tecttetteag
agttccaaaa
gaacgtcatc
tctgacgaaa
cgtcgtcaag
gaaagacgte
gaagatcegcee
tctgatgatg
gaagtggaat
atttgttttt
aaattaattc
cgtattecge
ttcattagga
gaaataagga
agaaaacata
aggcgaacga
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gttttettte
tttacaacca
gaaagaacaa
ttcatcacgc
ggagactgaa
aatccaggag
acatatctaa
aggcatcatc
cggtcattga
tggaggatgce
attaatttaa
agaacgagga
atgaggatgyg
cgaagaagac
ttcattttga
tttgceggaa
tttgcaactt
tgctcacaaa
gaaaaatttt
ttottttttt
gtcceegaaa
gttgtgcteca
gacttecgeet
ttcaccgaat
cgacggatgce
cttcttctgg
tggttaaact
attcaatttt
ctaatcecgaa
tgacgttgga
atcagttgaa
ctgattctte
aatcagagce
agaaggaaaa
gtgatcaaag
atcgteggec
actcggatga
gcggagatcey
gtgaccgaag
atcgtaaaac
cggatgatcg
tttectatta
aatccaaatce
teccteteate
cgtgggggga
cacacaatat
aaaatatata
tgagaattgt

gctgggacac
taatcataaa
ccgtagccaa
aatactgacce
gatggcaatt
ggatggagag
taccgaagaa
gatgaaataa
agacttggac
ggttgatccg
taaattgaat
ggtttatgag
tggcgacqgag
tacagagatt
gttttgggcc
aaaaaaattce
ttcagagaag
ttgctgaaaa
cgaccaaaaa
ttatacgaga
ttttcaatat
acagcgtacce
cgaataccag
tgacatcaca
tattgactgg
cagaatctat
tcattegaga
ccetatttte
cagcgcacga
acttcgtgaa
ggccgaatca
ggattetgac
agaaccaccq
agagaatatt
tgtggagaac
agaacgagga
tgaggateqq
ggatcgacgt
caaggategt
tcgtegggat
acgeccgacgt
ttcatttatt
taaacatgag
tgaacacaat
attggtggaa
gcaacaacat
gaggaggaag
cetegettyayg

30

atacattttt
gctacgtctg
aagaacaaga
aatggtcgtyg
gaggacagtg
aaaaatcettg
tggctaattg
ctgaaagaaa
ttgattgagg
gaaaatgggc
tccatttcag
gagatcecgta
ttggatgatg
attgataata
ggcaaatctyg
cggaatttat
tctacctgac
tgaagattec
aaccaaccaa
aaaaccaaaa
tttctetttce
tacgagcgat
caatactttg
aaactgcgga
aagattttgg
attaaatata
gttactgatc
agaactttgg
ttttcgateca
tggctggcaa
agctcagatt
gattcatceg
aagaaaaaga
ggtcgacggg
aaggacaadq
gatgaccgca
aaaggtcgtg
gatcgaaaca
gaggatcgac
agaagtgaag
cgttgaattt
ctctttgtgt
cggttttett
gtgcaagttt
gggggaaaca
tcaattcaga
gaaaactagt
caaatgcgaa

gggcgtaaat
atctctcteg
agaacaagca
gggtctcact
tettcgacge
tttctaagcee
aatggacgtc
gaattaaata
aggaggatca
ttagtaagtyg
atgtgttcaa
aggaaatcat
aagaagaggqg
ctgatcagaa
taagttgceceg
ttaaaaactt
aatgcaatca
agacagcatg
tcataaaatt
aaatgtattt
agaacgaact
tctacggaat
aaaagctetg
atttggceteg
ccgatatgaa
tatttaatga
cgtgagttte
ctcattgott
acttcttcac
agggtctcaa
catcgtegtce
actcgtettce
agaagaagaa
ategtggaga
atcgtcgacg
aggateggag
aacgtcggga
aggatcagga
gtgatcgeeg
agcgaggagg
tcaaatttta
tttttttett
tetctttecyg
atttatctte
cacaaaagga
aatatggagg
aaaaaataag
tcegtatgga

3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6480
6540
6600
6660
6720
6780
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gaggcacgtt
aatttggtgt
ctcgacacgt
tttctegttt
ttttcaataa
aatccttaaa
getagagegy
ttcactggece
tcgcettgea
tcgeecttee
attaagcgcg
agegeccegcet
tcaagctcta
ccccaaaaaa
ttttcgeect
aacaacactc
ggcctattgq
attaacgttt
tttattttte
gcttcaataa
tceoctttttt
aaaagatgct
cggtaagatc
agttctgcta
cecgeatacac
tacggatgge
tgecggecaac
caacatgggg
accaaacgac
attaactggc
ggataaagtt
taaatctgga
taagcectec
aaatagacag
agtttactca
ggtgaagatc
ctgagcgtca
cgtaatctge
tcaagagcta
tactgteett
tacataccte
tcttacecqgag
ggggggttcg
acagcgtgag
ggtaagcgge
gtatctttat

ctegtcaggg
ggecttttge

tggcgaaggce
tgctetttta
cttccaattt
ttgaaaattt
atttcaaaga
ggegeacace
cegeeaccge
gtegttttac
gcacatcecc
caacagttgc
gcgggtgtgg
cctttegett
aatcggggge
cttgattagy
ttgacgttgg
aaccctatct
ttaaagaatg
acaatttecag
taaatacatt
tattgaaaaa
gcggcatttt
gaagatcagt
cttgagagtt
tgtggcgegy
tattctcaga
atgacagtaa
ttacttctga
gatcatgtaa
gagcgtgaca
gaactactta
gcaggaccac
gccggtgage
cgtatcgtag
atcgctgaga
tatatacttt
ctttttgata
gaccccgtag
tgcttgcaaa
ccaactettt
ctagtgtage
gctetgetaa
ttggactcaa
tgcacacagc
cattgagaaa
agggtcggaa
agtcctgteg
gggccgageco
tggccettttg
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aaatgttcqgg
caaaattttc
ttcaaattca
ttcttecegtt
aactggtgaa
ttttaaatgt
ggtggagctc
aacgtcgtga
cctrcgecag
gtagectgaa
tggttacgeg
tcttecctte
tccctttagg
gtgatggtte
agtccacgtt
cggtctatte
agetgattta
gtggcacttt
caaatatgta
ggaagagtat
gecttoctgt
tgggtgeacy
ttegecccga
tattatcceg
atgacttggt
gagaattatg
caacgatcgyg
ctcgecttga
ccacgatgee
ctctagette
ttctgegete
gtgggtcteg
ttatctacac
taggtgecte
agattgattt
atctcatgac
aaaagatcaa
caaaaaaacc
tteccgaaggt
cgtagttagg
tcetgttace
gacgatagtt
ccagcttgga
gcgecacgcet
caggagagey
ggtttcgcea
tatggaaaaa
ctcacatgtt

tatggagatc
cgattttege
azagagcctt
taatcgaaat
aacteggaaa
ccgecccaat
caattcgece
ctgggaaaac
ctggcgtaat
tggcgaatgg
cagcgtgacc
ctttctegec
gttecgattt
acgtagtggg
ctttaatagt
ttttgattta
acaaaaattt
tcggggaaat
tcegetceatyg
gagtattcaa
ttttgctcac
agtgggttac
agaacgtttt
tattgacgec
tgagtactca
cagtgctgcc
aggaccgaag
tegttgggaa
tgtagcaatg
ccggcaacaa
ggccetteeg
cggtatcatt
gacggqcagt
actgattaag
aaaacttcat
caaaatccct
aggatcttct
accgcectacca
aactggette
ccaccacttce
agtggcetgcet
accggataag
gcgaacgace
tccecgaaggg
cacgagggag
cctetgactt
cgecageaac
cttteetgeg

31

tgtaaaaatt
ttgaaattac
taatgggctg
ttgatgtatt
attgtgaact
acgatatett
tatagtgagt
cctggcgtta
dgcgaagagqg
gacgcgecct
gctacacttg
acgttcgeeg
agtgctttac
ccatcgeect
ggactettgt
taagggattt
aacgcgaatt
gtgcgcggaa
agacaataac
catttecgtg
ccagaaacgc
atcgaactgy
ccaatgatga
gggcaagagce
ccagtcacag
ataagcatga
gagctaaccg
ccggagctga
gcaacaacgt
ttaatagact
gctggetggt
gcagcactgg
caggecaacta
cattggtaac
ttttaattta
taacgtgagt
tgagatcctt
geggtggttt
ageagagcge
aagaactctg
gccagtggeg
gcgeagegyt
tacaccgaac
agaaaggcgg
cttecaqggqgg
gagcgtcgat
geggeetttt
ttatccectg

tttaagttga
ggtgccaggt
tagttgctaa
ttatttatga
acagtaatcc
tttaagattc
cgtattacaa
cccaacttaa
ccecgcaccga
gtagcggcgce
ccagcgccct
gctttceeeg
ggcacctcga
gatagacggt
tccaaactgg
tgccgatttce
ttaacaaaat
cccctatttg
cctgataaat
tcgeecttat
tggtgaasagt
atctcaaceg
gcactttraa
aacteggtceg
aaaagcatet
gtgataacac
ctttttttea
atgaagccat
tgcgeaaact
ggatggaggc
ttattgctga
dgccagatgg
tggatgaacg
tgtcagacca
aaaggatcta
tttegtteca
tttttetgeqg
gtttgecgga
agataccaaa
tagcaccgece
ataagtcgtyg
cgggctgaac
tgagatacct
acaggtatce
ggaacgeetg
ttttgtgatg
tacggtteet
attctgtgga

6840
6900
6960
7020
7080
7140
7200
7260
7320
7380
7440
7500
7560
7620
7680
7740
7800
7860
7920
7980
8040
8100
8160
8220
8280
8340
8400
8460
8520
8580
8640
8700
8760
8820
8880
8940
2000
9060
9120
9180
9240
9300
9360
9420
9480
9540
2600
9660



20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

taaccgtatt
cagcgagtca
gcgttggeeg
tgagcgecaac
tatgcttccg
cagctatgac
gggggggate
gaaaaaatgg
gctgagaaca
gtctgacata
gcaactttat
acaccttttt
ttcgaaatgce
gctccactgg
gattttctgt

agaaatttaa

accgectttg
gtgagcgagg
attcattaat
gcaattaatg
gctcctatgt
catgattacg
ctccaaaate
gcgaaaaaat
cgttaaacac
gatttaaaaa
agaatctcct
gaaactttga
cagaagaaaa
acaattggaa
gtattttetce
ttgtattcaa
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agtgagctga
aagcggaaga
gcagctggcea
tgagttacet
tgtgtggaat
ccaagcetcayg
gtcttceget
gaaattgagc
gaagatcata
agcatatata
attggcacat
atctectttga
ctatatttga
daaaaattta
attttttata
acttttttat

taccgetege
gcgeccaata
cgacaggttt
cactcattag
tgtgagcgga
aattaaccct
ctgaaaaacg
tttttgggte
tttattttga
tatttttcat
tgttttttat
agtatactgt
atctcgeget
ttcggaggcg
aattcttett
agtaagata

32

cgcagccgaa
cgcaaaccge
ccegactgga
gcaccececagg
taacaatttc
cactaaaggg
aaagtggace
gaaaaaaatg
gaccecggatg
tttcaacgtg
ttaactgagg
cgaaaagact
aaattgagaa
acaacggtat
tgatttateg

cgaccgagcg
ctcteeceege
aagcgggcag
ctttacactt
acacaggaaa
aacaaaagct
tttgacatcc
tttttagaat
ctetgaaaat
aaagttttgt
cagtttttga
gacttgagcg
atgcaaccgc
tttcgaaatt
ttegtttgtyg

9720
9780
9840
9900
9960
10020
10080
10140
10200
10260
10320
10380
10440
10500
10560
10599
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