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@ Resumen:

Procedimiento para la identificacion genética de las espe-
cies europeas del género Maja (centollas).

Se ha desarrollado un protocolo para la identificacion ge-
nética de la centolla europea del Atlantico (Maja brachy-
dactyla) frente a las deméas especies del género que se
encuentran en el Mediterraneo (M. squinado, M. crispa-
tay M. goltziana). Estas especies constituyen un recurso
comercial de gran valor; su identificacién es fundamen-
tal para posibilitar su trazabilidad y correcto etiquetado y
para orientar su gestién y conservacion.

El protocolo consiste en amplificar una region de 671 pb
del gen 16S del ADN mitocondrial, cuya secuencia nu-
cleotidica es caracteristica de cada una de las 4 espe-
cies. En particular, se han identificado 3 enzimas de res-
tricciéon que digieren el fragmento de 671 pb de forma que
la combinacién de los patrones de bandas que generan
es distintiva y caracteristica de cada una de las especies.
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DESCRIPCION

Procedimientos para la identificacion genética de las especies europeas del género Maja (centollas).
Sector de la técnica

La centolla es un recurso pesquero muy importante en Europa y, como tal, una exigencia bédsica de mercado es
la autentificacion de su origen y su correcto etiquetado. Ademds, se estd explotando de forma intensiva y, de hecho,
en el Mediterraneo, la especie mds comercializada ya se considera amenazada. Por eso también es fundamental la
identificacion de estas especies para desarrollar programas de recuperacion y repoblacién, de modo que se asegure la
incorporacién correcta de cada especie en su drea de distribucidon geogréfica.

Estado de la técnica

La centolla es uno de los crustdceos de mayor importancia econémica en las costas europeas. Pertenece al género
Maja y en esta regién se han definido cuatro especies: M. brachydactyla, M. squinado, M. crispata y M. goltziana
(Neumann 1998), si bien el interés comercial se centra en las dos primeras. M. brachydactyla se distribuye en el
Atlantico (desde el sur del Mar del Norte hasta Senegal) mientras que M. squinado es endémica del Mediterrdneo. M.
crispata 'y M. goltziana fueron descritas inicialmente tanto en el Atlantico (desde el oeste de Portugal hasta el Golfo
de Guinea) como en el Mediterraneo, aunque los registros recientes corresponden al Mediterraneo (Carmona-Sudrez
2003, Fiirbock y Patzner 2005; Soppelsa et al. 2005, Lelli et al. 2007).

La diferenciacién de estas especies es muy complicada, especialmente en el caso de M. brachydactyla'y M. squina-
do; se basa en una serie de caracteres morfoldgicos como la forma de los primeros gonépodos, la forma de las espinas
del caparazoén (y su disposicion) y varias medidas morfométricas (Neumann 1998). Sin embargo, estas diferencias no
son definitivas, son apreciables s6lo por expertos y tienen el inconveniente afiadido de que cambian a lo largo de la
vida del individuo (no se observan en estado larvario y varian entre juveniles y adultos). Por este motivo, las cento-
llas pescadas en el Atlantico (M. brachydactyla, segin Neumman) son todavia etiquetadas en los mercados como M.
squinado.

Desde el punto de vista comercial, las capturas de centolla superaron las 5000 toneladas en el afio 2005 (segtn los
ultimos datos disponibles de la FAO); y, siendo un producto muy apreciado en el mercado, alcanza ademds precios
elevados. Se pesca casi exclusivamente en el litoral Atlantico, mientras que en el Mediterraneo es cada vez mas
dificil de encontrar. De hecho, en algunas zonas del Mediterrdneo, M. squinado se considera una especie amenazada.
Por estos motivos, se estd desarrollando el cultivo en cautividad, tanto para abastecer a los mercados y paliar la
sobreexplotacion de las poblaciones naturales como para repoblar y recuperar las dreas mds afectadas.

Para resolver los problemas de identificacién, hemos llevado a cabo un estudio genético con marcadores de ADN
mitocondrial: un fragmento de 710 pb del gen COI y un fragmento de 560 pb del gen 16S (Sotelo et al. 2008),
confirmando el estatus de especie de cada una de las formas propuestas.

En este estudio concluimos ademas que el fragmento de 16S es un marcador idéneo para la identificacién de estas
centollas, por ser invariable dentro de especie y variable entre especies. Conociendo la secuencia nucleotidica de estos
fragmentos, es posible asignar una muestra de centolla europea de forma inequivoca a una de las cuatro especies. La
ventaja de la identificacién genética es su validez en cualquier etapa del desarrollo del individuo, desde larva a adulto,
y su aplicacién sobre una pequefia cantidad de tejido del individuo analizado, por lo que no es necesario disponer del
individuo completo.

Aunque la secuenciacion del fragmento del 16S es un buen método de identificacién, hemos disefiado un proto-
colo de asignacién molecular més rapido y sencillo, pero igualmente eficaz. El principal objetivo es la identificacién
de M. brachydactyla frente a M. squinado, ya que estas dos especies de centolla son las mds parecidas morfoldgica-
mente y de mayor interés comercial. Sin embargo, para evitar cualquier posible confusion con las demds especies del
Mediterraneo, éstas también se han incluido a la hora de desarrollar la técnica.
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Explicacion de la invencién

El objetivo de la invencidn es la identificacion genética inequivoca de las 4 especies de centolla que se han descrito
en las costas europeas. La invencién se basa en la amplificacion de un fragmento de 671 pb del gen 16S del ADN
mitocondrial, para el que ya habfa cebadores disponibles con anterioridad, y en el estudio de las diferencias en la
secuencia entre las 4 especies de centolla. Teniendo en cuenta estas diferencias, se han identificado 3 enzimas de
restriccion que digieren el fragmento de 671 pb (cada enzima por separado, en una reaccién independiente) de modo
que el patrén combinado de bandas que generan es caracteristico de cada una de las especies.

Descripcion detallada de la invencion (forma de realizacion)

El procedimiento para la identificacion genética de las 4 especies europeas del género Maja (centollas), M. bra-
chydactyla, M. squinado, M. crispata y M. goltziana, consta de las siguientes etapas:

1. Extraccién de ADN.
2. Amplificacién por PCR de un fragmento de 671 pb del gen mitocondrial 16S.

3. Digestién del fragmento amplificado de 671 pb con 3 endonucleasas de restriccion, en reacciones independien-
tes.

4. Electroforesis de los fragmentos que resultan de cada digestion y andlisis de los patrones combinados de las 3
enzimas, caracteristicos de cada especie.

1.- Extraccion de ADN

Para extraer ADN se parte de una muestra de tejido de 0.5 cm?, de misculo preferentemente. Se han descrito
muchos protocolos de extraccién, pero uno de los mds sencillos y rdpidos es el que utiliza la resina quelante Chelex
[Estoup et al. (1996) Mol Mar Biol Biotech 5: 295-298], Consiste en homogeneizar el tejido en 400 uL. de una solucién
de Chelex 100 (Bio Rad) al 10%. La solucién debe mantenerse caliente y en agitacion antes de tratar la muestra. Para
potenciar la eliminacién de proteinas, se afiaden 30 uL de proteasa 20 mg/mL (Pronase, Roche) al homogeneizado.
Este se incuba primero a 60°C durante 1 hora (en un bafio de agua, con agitacion) y después a 99°C durante 15 minutos
(en una estufa). Para que precipiten los restos de tejido, junto con la resina, y el ADN quede en el sobrenadante, se
aplica una centrifugacién final de 1 minuto.

Si la cantidad de muestra es limitante (si se trata de una larva, por ejemplo), el kit NucleoSpin Tissue (Macherey-
Nagel) es mds adecuado porque permite recuperar mds ADN y de mejor calidad. En este caso, se siguen las instruc-
ciones del fabricante.

Para comprobar la efectividad de la extraccion, una alicuota de 4 uL se somete a electroforesis en un gel de agarosa
(Agarose D-1 low EEO-QDT, Pronadisa) al 1% en tampén TBE 1x. EI gel lleva incorporado bromuro de etidio, de
modo que el ADN se hace visible bajo luz ultravioleta (Figura 1).

2.- Amplificacion de un fragmento de 671 pb del gen 16S

Para amplificar por PCR este fragmento se utilizan los cebadores 16L.29 y 16HLeu (SEQ ID NO 1 y 2, respec-
tivamente), que ya habian sido descritos para otros crustaceos decapodos (en el laboratorio de Christoph Schubart).
Hay que indicar que el extremo 3’ del fragmento corresponde al inicio del gen tRNALeu. La reaccién contiene: 1
uL de extraccion (ADN), 2 uLL de tampén 10x (160 mM (NH,),SO,, 670 mM Tris-HCI pH 8.8, 0.1% Tween 20),
1 uL. de MgCl, 50 mM, 0.5 uL de cada uno de los cebadores 20 uM, 1 uL. de ANTP Mix 10 mM (Applied Biosys-
tems), 0.2 uL. de ADN polimerasa (BIOTAQ 5 U/uL, Bioline) y agua bidestilada estéril hasta completar un volumen
de 20 pL. El programa de amplificacion consiste en una desnaturalizacidn inicial a 95°C durante 5 minutos, 35 ciclos
de desnaturalizacién a 95°C, templado a 55°C y extensién a 72°C, cada paso durante 20 segundos, y una extensién
final a 72°C durante 7 minutos. El resultado se comprueba migrando 4 pL. del producto de PCR en un gel de aga-
rosa (Agarose D-1 low EEO-QDT, Pronadisa) al 2%, durante 30 minutos a 100 V. En el mismo gel se co-migran
también 3 uL. de un marcador de peso molecular (HyperLadder 1V, Bioline) para estimar el tamafio del fragmen-
to amplificado. Este marcador resulta en un patrén de 10 bandas, con un rango de 100 a 1000 pb (cada banda es
un multiplo exacto de 100 pb). En toda muestra de centolla europea debe visualizarse la banda de 671 pb (Figura
2).
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3.- Digestion del fragmento amplificado de 671 pb con 3 endonucleasas de restriccion

Para identificar las 4 especies de centolla, atendiendo a las diferencias en la secuencia del fragmento de 671 pb
(Figura 3), se han seleccionado 3 enzimas de restriccién que generan patrones combinados de bandas caracteristicos
en cada especie; son Bsgl, Hpy1881 y Psil (New England Biolabs). Cada digestion se lleva a cabo como una reaccién
independiente. Se digieren en cada caso alrededor de 150 ng del producto de PCR con 10U de enzima en un volumen
final de 20 uL (2 uL del tampdén 10x especifico de la enzima y agua bidestilada estéril hasta completar el volumen);
durante un tiempo minimo de lhora a 37°C.

4.- Electroforesis de los fragmentos que resultan de cada digestion y andlisis de los patrones combinados

Una alicuota de 10 pLL de cada digestién se migra en un gel de agarosa (Agarose D-1 low EEO-QDT, Pronadisa) al
2% en tamp6n TBE 1X, durante 60 minutos a 100 V. Se co-migran en cada caso 3 uL. de marcador de peso molecular
(HyperLadder IV, Bioline). Al igual que en los pasos de comprobacién de PCR, el gel contiene bromuro de etidio,
por lo que el resultado de la electroforesis se observa bajo luz ultravioleta. Los perfiles de restriccién que genera cada
enzima son los siguientes:

i.- La enzima Bsgl tiene como diana de corte la secuencia GTGCAG(N),,TNN|

Esta diana s6lo se encuentra en M. brachydactyla, en la posicion 516. La digestion da lugar a 2 fragmentos de 516
y 155 pb (perfil A). En las otras 3 especies el fragmento de 671 pb permanece completo (perfil B) (Figura 4). Esta
enzima ya permite diferenciar M. brachydactyla del resto de especies (Figura 5).

ii.- La enzima HpyIl88I tiene como diana de corte la secuencia TCN|GA

Esta diana aparece dos veces en M. squinado, en las posiciones 87 y 554. La digestion resulta en 3 fragmentos de
87,467 y 117 pb (perfil A). En las otras 3 especies la diana sélo se encuentra una vez, en la posicién 554, de modo
que se obtienen 2 fragmentos de 554 y 117 pb (perfil B) (Figura 6). Esta enzima permite diferenciar M. squinado del
resto de especies (Figura 5).

iii.- La enzima Psil tiene como diana de corte la secuencia TTA| TAA

Esta diana aparece dos veces en M. brachydactyla, en las posiciones 171 y 245, por lo que se forman 3 fragmentos
de 171, 74 y 426 pb (perfil A). En M. squinado y M. crispata s6lo se encuentra una vez, en la posicién 245, y se
obtienen 2 fragmentos de 245 y 426 pb (perfil B). En M. goltziana aparece tres veces, en las posiciones 171, 245
y 640, por lo que resultan 4 fragmentos de 171, 74, 395 y 31 pb (perfil C) (Figura 7). Esta tercera enzima permite
diferenciar M. crispata 'y M. goltziana, las 2 especies que no se pueden separar con las enzimas anteriores (Figura 5).

Los patrones combinados se resumen en la siguiente tabla:

Enzima » | Bsgl Hpy188I Psil Patrén
Especie ¥ Bandas Perfil | Bandas Perfil | Bandas Perfil | combinado
M. brachydactyla 516, 155 A 554, 117 B 426, 171, 74 A ABA
M. squinado 671 B 467, 117, 87 A 426, 245 B BAB
M. crispata 671 B 554, 117 B 426, 245 B BBB
M. goltziana 671 B 554, 117 B 395,171,74,31 |C BBC

Por lo tanto, la digestion secuencial del fragmento de 671 pb del ADN mitocondrial con las enzimas Bsgl, Hpy188I
y Psil permite identificar de forma inequivoca las 4 especies de centolla del género Maja que se han descrito en
Europa.

Se trata de un método sencillo y rapido. Los equipos que se requieren son bdsicos en cualquier laboratorio de
andlisis molecular y es posible analizar simultdneamente un nimero elevado de muestras y obtener los resultados en
horas. La gran ventaja de la identificacién genética frente a la morfolégica (la tnica disponible hasta el momento) es
su aplicacion a cualquier individuo independientemente de la fase vital en que se encuentre, porque no se ve afectada
por cambios ontogénicos, y su aplicacién a muestras pequefias de tejido, sin necesidad de tener individuos completos
e intactos.

La aportacion mads relevante de este procedimiento es la diferenciacién de la centolla del Atlantico, M. brachy-
dactyla, frente a las centollas del Mediterrdneo. Actualmente, esta especie es la mds importante para el comercio y
se estd evaluando su cultivo en cautividad, por lo que es fundamental asegurar su autenticidad en todo momento. La
centolla del Mediterraneo M. squinado esta amenazada en varias regiones de su distribucion natural y por eso se estan
desarrollando planes de recuperacion y repoblacién, en los que es indispensable identificar los individuos de partida.
Ademéds, el conocimiento bésico de cualquier especie, tanto M. brachydactyla como M. squinado, M. crispata o M.
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goltziana, incluye la descripcion de su drea de distribucién y su abundancia, dénde la aplicacién de esta invencion
puede ser muy util.

Descripcion de las figuras

Figura 1. Fotografia de un gel de agarosa al 1% en el que se ha comprobado una extracciéon de ADN a partir
de muestras de musculo de centolla. La primera calle de la izquierda corresponde al marcador de peso molecular
HyperLadder IV, y las siguientes (de izquierda a derecha) a Maja brachydactyla (br), M. squinado (sq), M. crispata
(cr) y M. goltziana (go). Se observa una banda de varios Kpb, resultado de la rotura mecédnica del ADN durante el
proceso de extraccién, pero no se detectan fragmentos pequefios (de cientos de bases) que indicarian que el ADN
estaba dafiado de antemano. Ademds, la intensidad de la banda indica que la cantidad de ADN es suficiente para poder
realizar el analisis molecular.

Figura 2. Fotograffa de un gel de agarosa al 2% en el que se ha comprobado la amplificacién por PCR del fragmento
de 671 pb del gen 16S, a partir de muestras de centolla procedentes de la costa europea. La primera calle de la
izquierda corresponde al marcador de peso molecular HyperLadder 1V, y las siguientes (de izquierda a derecha) a M.
brachydactyla (br), M. squinado (sq), M. crispata (cr) y M. goltziana (go). En las cuatro calles se observa la banda de
671 pb.

Figura 3. Alineamiento de la secuencia nucleotidica del fragmento de 671 pb del gen 16S de las cuatro especies
de centolla, M. brachydactyla, M. squinado, M. crispata y M. goltziana (SEQ ID NO 3 - 6). En el margen izquierdo
se indica la especie a la que pertenece cada linea de la secuencia, que aparece separada en bloques consecutivos de
60 pb, tal como se indica en el margen derecho. Las columnas con un asterisco en la base se corresponden con las
posiciones de la secuencia que no varfan entre las especies; mientras que la ausencia de asterisco marca las posiciones
variables. Las posiciones indicadas en minuscula, las 20 primeras y las 20 tltimas, corresponden a los cebadores
16L29 y 16HLeu (SEQID NO 1y 2).

Figura 4. Localizacién de la secuencia de reconocimiento de la enzima Bsgl, GTCAG(N),¢, sobre el alineamiento
del fragmento de 671 pb de las cuatro especies de centolla. Se indica en negrita y sombreada. Se observa que sélo
aparece en la secuencia de M. brachydactyla, donde da lugar a dos fragmentos de 516 y 155 pb.

Figura 5. Fotografia de un gel de agarosa al 2% en el que se han comprobado las digestiones del fragmento de
671 pb con las enzima Bsgl, Hpy1881 y Psil. Cada bloque de 5 calles corresponde a una digestion, en el orden citado.
En cada grupo, la primera calle de la izquierda corresponde al marcador de peso molecular HyperLadder 1V, y las
siguientes (de izquierda a derecha) a M. brachydactyla (br), M. squinado (sq), M. crispata (cr) y M. goltziana (go).

Con la enzima Bsgl: en la calle que corresponde a M. brachydactyla se observan las dos bandas de 516 y 155 pb.
En las calles restantes aparece la banda de 671, el fragmento completo sin digerir.

Con la enzima Hpy188I. en la calle que corresponde a M. squinado se observan las tres bandas de 467, 117 y 87
pb (la dltima es muy tenue, estd indicada con una flecha). En las calles restantes aparecen las dos bandas de 554 y 117
pb.

Con la enzima Psil: en la calle que corresponde a M. brachydactyla se observan las tres bandas de 426, 171 y 74
pb (la dltima es muy tenue, estd indicada con una flecha). En las calles de M. squinado y M. crispata aparecen las dos
bandas de 426 y 245 pb. En la calle de M. goltziana se diferencian las 4 bandas de 395, 171, 74 (ésta es muy tenue,
estd indicada con una flecha) y 31 pb.

Figura 6. Localizacion de la secuencia de reconocimiento de la enzima Hpy188I, TCNGA, sobre el alineamiento
del fragmento de 671 pb de las cuatro especies de centolla. Se indica en negrita y sombreada. Se observa que aparece
dos veces en la secuencia de M. squinado, donde da lugar a tres fragmentos de 87, 467 y 117 pb, y una vez en las
demads especies, donde genera dos fragmentos de 554 y 117 pb.

Figura 7. Localizacion de la secuencia de reconocimiento de la enzima Psil, TATTAA, sobre el alineamiento del
fragmento de 671 pb de las cuatro especies de centolla. Se indica en negrita y sombreada. Se observa que aparece
dos veces en la secuencia de M. brachydactyla, donde da lugar a tres fragmentos de 171, 74 y 426 pb; una vez en las
secuencias de M. squinado y M. crispata, donde genera dos fragmentos de 245 y 426 pb; y tres veces en la secuencia
de M. goltziana, donde origina cuatro fragmentos de 171, 74, 395 y 31 pb.

Texto libre de la lista de secuencias

SEQ ID NO 1 corresponde al cebador directo disefiado en el laboratorio de Christoph Schubart para amplificar un
fragmento del gen 16S en varios crustdceos decdpodos.

SEQ ID NO 2 corresponde al cebador reverso disefiado en el laboratorio de Christoph Schubart para amplificar un
fragmento del gen 16S en varios crustiaceos decapodos; localizado en el extremo 5’ del gen tRNALeu.
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REIVINDICACIONES

1. Procedimiento para la identificacion genética de las especies de centolla descritas en Europa: en el Atlantico,
Maja brachydactyla, y en el Mediterraneo, M. squinado, M. crispata’y M. goltziana, caracterizado por consistir en:

a. Obtener una muestra para evaluar.
b. Extraer el ADN de la muestra.

c. Amplificar por PCR un fragmento de 671 pb del ADN mitocondrial con los cebadores 16L.29 y 16HLeu (SEQ
ID NO 1y 2, respectivamente) y comprobar la correcta amplificacion.

d. Digerir el fragmento amplificado de 671 pb con enzimas que reconozcan como secuencias diana: GTGCAG(N) 4
TNNJ, TCN|GA y TTA|TAA.

e. Analizar los productos de digestién y compararlos con los patrones combinados de restriccion caracteristicos de
cada una de las 4 especies, de modo que:

- con la enzima que reconoce la secuencia GTGCAG(N),,TNN|, 2 fragmentos de 516 y 155 pb son indicativos
de M. brachydactyla (perfil A), y el fragmento sin cortar de 671 pb es indicativo de M. squinado, M. crispata o
M. goltziana (perfil B).

- con la enzima que reconoce la secuencia TCN|GA, 3 fragmentos de 467, 117 y 87 pb son indicativos de M.
squinado (perfil A), y 2 fragmentos de 554 y 117 pb son indicativos de M. brachydactyla, M. crispata o M.
goltziana (perfil B).

- con la enzima que reconoce la secuencia TTA|TAA, 3 fragmentos de 426, 171 y 74 pb son indicativos de M.
brachydactyla (perfil A), 2 fragmentos de 426 y 245 pb son indicativos de M. squinado o M. crispata (petfil B),
y 4 fragmentos de 395, 171, 74 y 31 pb son indicativos de M. goltziana (perfil C).

Y, por tanto:

el patrén combinado ABA corresponde a M. brachydactyla
- el patrén combinado BAB corresponde a M. squinado

- el patrén combinado BBB corresponde a M. crispata

el patrén combinado BBC corresponde a M. goltziana.

2. Procedimiento segun la reivindicacién 1 en el que la muestra a evaluar procede de una centolla en cualquier
etapa de desarrollo capturada en las costas europeas, del Atldntico o del Mediterraneo.

3. Procedimiento segtin la reivindicacion 1 en el que la enzima que reconoce como diana de corte la secuencia
GTGCAG(N);,TNN| es Bsgl, la enzima que reconoce como diana de corte la secuencia TCN|GA es Hpy188l y la
enzima que reconoce como diana de corte la secuencia TTA|TAA es Psil.

4. Procedimiento segun la reivindicacidn 1 en el que el andlisis de los productos de la digestién enzimética se realiza
mediante electroforesis en geles de agarosa y posterior visualizacién bajo luz ultravioleta por tincién con bromuro de
etidio.
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ygcctgtttatcaaaaacatGTCTATATGAATATTTATATAGTCTAACCTGCTCATTGAC
ygcctgtttatcaaaaacatGTCTATATGAATATTTATATAGTCTAACCTGCTCATTGAC
ygcctgtttatcaaaaacatGTCTATATGAATATTTATATAGTCTAACCTGCTCATTGAC
ygcctgtttatcaaaaacatGTCTATATGAATTTTTATATAGTCTAGCCTGCTCATTGAC

KRHI I KK F I I KKFFIIA KA * I T T I I kA I dhhkhdd Fxdhdkxhdrhrrhkdx Frrhrrxrhrhhhd

TAARAAGTTTAAAAGCCGCGGTATTTTGACCGTGCARAGGTAGCATAATCATTAGTTCTT
TAAAAAGTTTAAAAGCCGCGGTATTCTGACCGTGCARAGGTAGCATAATCATTAGTTCTT
TAAAAAGTTTAARAGCCGCGGTATTTTGACCGTGCAAAGGTAGCATAATCATTAGTTCTT
TATTAAGTTTARAAGCCGCGGTATTTTGACCGTGCAAAGGTAGCATAATCATTAGTTCTT

* % Khhkhkhkdhdhhkhkhhhdrrhdhhd Frhkhhrdhhrhrdrrrrdhkdddrrxddrrdrrrxdk

TAATTGAGAACTTGTATGARAGGTTGARCAAGAGAAAGACTGTATCTATTATAAATCTTA
TAATTGGGAACTTGTATGAAAGGTTGAACAAGAAAAAGACTGTATCTATTGTAAATCTTA
TAATTGGGAACTTGTATGAAAGGTTGAACAAGAGAAAGACTGTATCTATTGTARATCTTA
TAATTGGGAACTTGTATGAAAGGTTGAACAAGAGAAAGACTGTGTCTATTATARATCTTA

hkdhkhh KAk I I A I I I Ak AT I bk hkhhkdxrhhhkkhd Fhhkhdrdrdrdx FrXdrhd Fhrdrrkhhh

AATTTAACTTTTAAGTGAABAGGCTTAAATAATTTAGAGGGACGATAAGACCCTATARAG
AATTTAACTTTTAAGTGAAAAGGCTTAAATAACTTAGAGGGACGATAAGACCCTATARAG
AATTTAACTTTTAAGTGAARAAGGCTTAAATAACTTAGAGGGACGATAAGACCCTATARAG
AATTTAACTTTTAAGTGAARAAGGCTTAAATAATTTAGAGGGACGATAAGACCCTATARAG

R A EEE R ESEEEES S LSRR RS S S IESSES R RS EREEEREE SRR EEE S S

CTTTATAAGTAAGTAGAARATTTATTGAATTARRAATTGARAACTATATTTCTATTGTCTT
CTTTATAAGTAAGTAGARATTTATT-AATTAATAACTGAARACCTATATTTCTATTATCTT
CTTTATAAGTAAGTAGARATTTATT~AATTAATAACTGAAAACTATATTTCTATTATCTT
CTTTATAAGTAAGTGGAAATTTATTAARATAARARTTGAAARTTATATTTCTATTGTCTT

kkdkdhkkddhkhdddx FIkkkrdhkkhdod *k *hk*x *k d*xkhkxk khk Xk hkhkhkrxkdhkk kkkk

ATTGTGTTGGGGCGACATAAATATAAATTATTTAACTGTTTGAGAATAAGACATAAATTT
ATTGTGTTGGGGCGACATAAATATAAATTATTTARCTGTTTGAGAATAAGACATARATTT
ATTGTGTTGGGGCGACATAARATATARATTATTTAACTGTTTGAGAATAAGACATAAATTT
ATTATGTTGGGGCGACATAAATATAAATTATTTAACTGTTTAAGAATARAACATGAATTT

dk* FhkkhkAkdhdhkhhkrhdhhrhh kA rFrrrkhkdhkdrhrhdhhdx Fhrrxdhkdkdx *kdkx *xxkk

ATGAATTAAARATTAATTGATCCTTTTTAAAGATTTAAGTTTAAGTTACTTTAGGGATAAC
ATGAATTGAAATTAATTGATCCTTTTTAAAGATTCAAGTTTAAGTTACTTTAGGGATAAC
ATGAATTGAAATTAATTGATCCTTTTTAAAGATTCAAGTTTAAGTTACTTTAGGGATAAC
TTGAATTAAAATTAATTGATCCTTTTTAAAGATTTAAGTTTAAGTTACTTTAGGGATAAC

FhkkFkdk khkkhhdhhkhhkhdhdhdhdrrhhdhhkdhdhx Fhhddrhdhdhkrdrrhhkhhrrrrhrrdhx

AGCGTTATTTCTTTTGAGAGTTCTTATCGAGAAAGARAGTTTGCGACCTCGATGTTGAARTT
AGCGTTATTTCTTTTGAGAGTTCTTATCGAGAAAGAAGTTTGCGACCTCGATGTTGAATT
AGCGTTATTTCTTTTGAGAGTTCTTATCGAGARAGRAGTTTGCGACCTCGATGTTGAATT
AGCGTTATTTCTTTTGAGAGTTCTTATCGAGAAAGAAGTTTGCGACCTCGATGTTGAATT
LRSS RS S SRS R EEERSEEEEERSEEEEEESEEESERES S SR EEEEEESEEEREEE]
AARCTATCTTGATGGTGCAGCAGCTAAGAGAGAAAGTCTGTTCGACTTTTAAATGTTTAC
AAACTATCTTGATGGTGTAGCAGCTAAGAGAGABRAGTCTGTTCGACTTTTARATGTTTAC
AAACTATCTTGATGGTGTAGCAGCTAAGAGAGAAAGTCTGTTCGACTTTTARATGTTTAC
AAACTATCTTGATGGTGTAGCAGCTGAGAGAGAAAGTCTGTTCGACTTTTAAATGTTTAC

Thkhkkhkrhhhkdhhddrkd Hrhdhddhd Fhhkdddhrddrbrrdrddrrhddkrrddrxhhrrrdrkx

ATGATTTGAGTTCAGACCGGCGTGAGCCAGGTCGGTTTCTATCTTCTARATATAAAAAAT
ATGATTTGAGTTCAGACCGGCGTAAGCCAGGTCGGTTTCTATCTTCTARATATAAAAAAT
ATGATTTGAGTTCAGACCGGCGTGAGCCAGGTCGGTTTCTATCTTCTAAATATAAARAARC
ATGATTTGAGTTCAGACCGGCGCGAGCCAGGTCGGTTTCTATCTTCTAAAAATTAARAAT

dhkFhdhkkhhdrbhkhhkdhdhkhk PR RS R EEEEEEEE SRR EEEESEEE IS IS S

TGCTTTAGTACGAAAGGATTGAGCAGT TAAAATATTTTTGTGATTTACCAGctattttygg
TGCTTTAGTACGARAGGATTGAGTAGTTARAATATTTTTGTAAGTTAC-AGCctattttygyg
TGCTTTAGTACGAAAGGATTGAGTAGTTAARATATTTTTATGAATTAC-AGctattttygg
TGCTTTAGTACGAAAGGATTAAGTAGTTAAA-TATTTTTATAAATTAC-AGCctattttgyg

Fhkhhkkkkkhkkhdhhhhhdd Fhk Ahhrrhkhk Fhhrdddhk * *x Fhdkk kkkhkkkkkkkx
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ygcctgtttatcaaaaacatGTCTATATGAATATTTATATAGTCTAACCTGCTCATTGAC
ygcctgtttatcaaaaacatGTCTATATGAATATTTATATAGTCTAACCTGCTCATTGAC
ygcctgtttatcaaaaacatGTCTATATGAATATTTATATAGTCTAACCTGCTCATTGAC
ygcctgtttatcaaaaacatGTCTATATGAATTTTTATATAGTCTAGCCTGCTCATTGAC

Fh AKX KkFI I T r Ik hkhkdddhhhhhkddhhhhdkdhhhd *dFdhkrxhddhdrx Frhhhddkxrrrrx

TAAAAAGTTTARAAGCCGCGGTATTTTGACCGTGCAAAGGTAGCATARTCATTAGTTCTT
TAAAAAGTTTAAAAGCCGCGGTATTCTGACCGTGCAAAGGTAGCATAATCATTAGTTCTT
TAAAAAGTTTAAAAGCCGCGGTATTTTGACCGTGCARAGGTAGCATAATCATTAGTTCTT
TATTAAGTTTAAAAGCCGCGGTATTTTGACCGTGCAAAGGTAGCATAATCATTAGTTCTT

* * khkkhkhkhkhhkdhkdhdhhdhrhdhk drhddhhdrrxdhrhdrhrkhhrhrdkhkhhhxrrxddkk

TAATTGAGAACTTGTATGAAAGGTTGAACAAGAGAAAGACTGTATCTATTATAAATCTTA
TAATTGGGAACTTGTATGAAAGGTTGAACAAGAAAAAGACTGTATCTATTGTAAATCTTA
TAATTGGGAACTTGTATGAAAGGTTGAACAAGAGAAAGACTGTATCTATTGTARATCTTA
TRATTGGGAACTTGTATGAAAGGTTGARACAAGAGARAGACTGTGTCTATTATARATCTITA

LS RS SRS EESESEEEEERESEEEEESEEEEERIEREEEEEEENIEEEEEENEEEEE SRS

AATTTAACTTTTAAGTGAAAAGGCTTAARATAATTTAGAGGGACGATAAGACCCTATAAAG
AATTTAACTTTTAAGTGAAAAGGCTTAAATAACTTAGAGGGACGATAAGACCCTATAAAG
AATTTAACTTTTAAGTGAAAAGGCTTAAATAACTTAGAGGGACGATAAGACCCTATAAAG
AATTTAACTTTTAAGTGAAAAGGCTTARATAATTTAGAGGGACGATAAGACCCTATARAAG

EEEEE R EEEEESEE RS SRS PSSR E SN SEEEEE e SRR R R R R R R R EEE S

CTTTATAAGTAAGTAGAAATTTATTGAATTAARRATTGAARACTATATTTCTATTGTCTT
CTTTATAAGTAAGTAGAAATTTATT-AATTAATAACTGAARACCTATATTTCTATTATCTT
CTTTATAAGTAAGTAGAAATTTATT-AATTAATAACTGAAAACTATATTTCTATTATCTT
CTTTATAAGTAAGTGGAAATTTATTAAAATAAARATTGAARATTATATTTCTATTGTCTT

Fhhkhkhkhdkdhkrkhkhkdd *xrkhkddhkhdkx Fdk kk*x F**k Fhkkk*x Fhkhk Kk Ak khkkdrkxkx Khkkk

ATTGTGTTGGGGCGACATAAATATAAATTATTTAACTGTTTGAGAATAAGACATAAATTT
ATTGTGTTGGGGCGACATARATATAAATTATT TAACTGTTTGAGAATAAGACATARATTT
ATTGTGTTGGGGCGACATAAATATAAATTATTTAACTGTTTGAGAATAAGACATARATTT
ATTATGTTGGGGCGACATAAATATAAATTATTTAACTGTTTAAGAATAAAACATGARATTT

hhkk khkkkdhkhkdhkddrhhkrhddhhhhdrkhadkhkhkhhhhkddx dhkhkhdhhhk dkkk *kkkkx

ATGAATTAAAATTAATTGATCCTTTTTAAAGATTTAAGTTTAAGTTACTTTAGGGATAAC
ATGAATTGAARATTAATTGATCCTTTTTAAAGATTCAAGTTTAAGTTACTTTAGGGATAAC
ATGAATTGARATTAATTGATCCTTTTTARAGATTCAAGTTTAAGTTACTTTAGGGATAAC
TTGAATTAAAATTAATTGATCCTTTTTARAAGATTTAAGTTTAAGTTACTTTAGGGATAAC

Fhxhhkh Fhkhkhkhkkhdhhhkhhdhdhkhhhdhrhdd dhdhhkrrkhhhhkkdhkhkhxkdhdhhhx

AGCGTTATTTCTTTIGAGAGTTCTTATCGAGARAGAAGTTTGCGACCTCGATGTTGAATT
AGCGTTATTTCTTTTGAGAGTTCTTATCGAGAAAGAAGTTTGCGACCTCGATGTTGAATT
AGCGTTATTTCTTTTGAGAGTTCTTATCGAGAAAGAAGTTTGCGACCTCGATGTTGAATT
AGCGTTATTTCTTTTGAGAGTTCTTATCGAGARAGAAGTTTGCGACCTCGATGTTGARATT

LR SRR R A S SRS EE RS EEREEEEREEESSEEERESE RS SR EEEE SRR RS

AARCTATCTTGATGETREAGCAL L T AAGAGAGAAAGTCTGTTCGACTTTTAAATGTTTAC
AAACTATCTTGATGGTGTAGCAGCTAAGAGAGAAAGTCTGTTCGACTTTTARATGTTTAC
AAACTATCTTGATGGTGTAGCAGCTAAGAGAGAAAGTCTGTTCGACTTTTARATGTTTAC
AAACTATCTTGATGGTGTAGCAGCTGAGAGAGARAGTCTGTTCGACTTTTAAATGTTTAC

FIhkdkhhkhdkhrhhdhkhrhd Fhrxdrdhd Fxxrdrhdrhrrdrkahdkdhrrddrrkx X drrdrxxrddrxx

ATGATTTGAGTTCAGACCGGCGTGAGCCAGGTCGGTTTCTATCTTCTAAATATAAAARAAT
ATGATTTGAGTTCAGACCGGCGTAAGCCAGGTCGGTTTCTATCTTCTAAATATAARAAAT
ATGATTTGAGTTCAGACCGGCGTGAGCCAGGTCGGTTTCTATCTTCTAAATATAAAARAC
ATGATTTGAGTTCAGACCGGCGCGAGCCAGGTCGGTTTCTATCTTCTAAAAATTAAAAAT

Kk rhhkkrrhhhkhkFrhhk ok k% Ahkkkkhkkkkkkdhhhkhxhhdrhkdhxd *x Fhdkh*

TGCTTTAGTACGAAAGGATTGAGCAGTTAAAATATTTTTGTGATTTACCAGCctattttgg
TGCTTTAGTACGAAAGGATTGAGTAGTTAAAATATTTTTGTAAGTTAC-AGctattttgg
TGCTTTAGTACGRAAGGATTGAGTAGTTAAAATATTTTTATGAATTAC-AGctattttygg
TGCTTTAGTACGAARAGGATTAAGTAGTTAAA-TATTITTATAAATTAC-AGctattttgg

Fhhkkhkddhhkhkhxdhdhhkdrhhh *k Fhhkhkhhd Fhhkdkhhdx * K Fhxdx K*hdhkdxkhkkhkxk
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ygcctgtttatcaaaaacatGTCTATATGAATATTTATATAGTCTAACCTGCTCATTGAC
ygcctgtttatcaaaaacatGTCTATATGAATATTTATATAGTCTAACCTGCTCATTGAC
ygcctgtttatcaaaaacatGTCTATATGAATATTTATATAGTCTAACCTGCTCATTGAC
ygectgtttatcaaaaacatGTCTATATGAATTTTTATATAGTCTAGCCTGCTCATTGAC

Ahkhhkhkhk Ak hk kA A Ik F AN I A A A h I h A I hhohkk AdhrFhdhkhhrhdx Xhkkhkhkxkxdhxk

TAAAAAGTTTAARAAGCCGCGGTATTTTGACCGTGCAAAGGTAGCATAATCATTAGTTCTT
TAAAAAGTTTAAAAGCCGCGGTAT@GTGACCGTGCAAAGGTAGCATAATCATTAGTTCTT
TAAAAAGTTTAAAAGCCGCGGTATTTTGACCGTGCAAAGGTAGCATAATCATTAGTTCTT
TATTAAGTTTAAARAGCCGCGGTATTTTGACCGTGCAAAGGTAGCATAATCATTAGTTCTT

* * Fhdkhkkhhkdhrhrrhodbhhhddd *rrrhhddFhhddhrharrrdhkrbdrkhkdrdkkx

TAATTGAGAACTTGTATGAARAGGTTGAACAAGAGARAGACTGTATCTATTATAAATCTTA
TAATTGGGAACTTGTATGAAAGGTTGAACAAGAARAAGACTGTATCTATTGTAAATCTTA
TAATTGGGAACTTGTATGAAAGGTTGAACAAGAGAAAGACTGTATCTATTGTAAATCTTA
TAATTGGGARACTTGTATGAAAGGTTGAACAAGAGAAAGACTGTGTCTATTATAAATCTTA

Khkhkdhhkkx Ahkhdhhhhkhhrhhhhhhdhrhhdhhdhh *hhhhdhdhhk Fhhxhx hhkhkxhhhk

AATTTAACTTTTAAGTGAAAAGGCTTAAATAATTTAGAGGGACGATAAGACCCTATAAAG
AATTTAACTTTTAAGTGAAAAGGCTTAAATAACTTAGAGGGACGATAAGACCCTATARAG
AATTTAACTTTTAAGTGAARAGGCTTARATAACTTAGAGGGACGATAAGACCCTATARAG

AATTTAACTTTTAAGTGAAAAGGCTTAAATAATTTAGAGGGACGATAAGACCCTATARAG
R R R R R R R I o

CTTTATAAGTAAGTAGAAATTTATTGRAAT TAAAAATTGARAACTATATTTCTATTGTCTT
CTTTATAAGTAAGTAGAAATTTATT-AATTAATAACTGAAACCTATATTTCTATTATCTT
CTTTATAAGTAAGTAGAAATTTATT-AATTAATAARCTGAAAACTATATTTCTATTATCTT
CTTTATAAGTAAGTGGAAATTTATTARAATARAARTTGAARATTATATTTCTATTGTCTT

hkkhkkkhkhhkhkhkhkFxhdx Khkhkhhdhkhhkx ** K,k*x *k *kxkkx Fhkrkxdhkhkkhkkkx K*hkhkk

ATTGTGTTGGGGCGACATAAATATAAATTATTTAACTGTTTGAGAATAAGACATAAATTT
ATTGTGTTGGGGCGACATAAATATAAATTATTTAACTGTTTGAGAATAAGACATAAATTT
ATTGTGTTGGGGCGACATAAATATAAATTATTTARCTGTTTGAGAATAAGACATAAATTT
ATTATGTTGGGGCGACATAAATATAAATTATTTAACTGTTTAAGAATAAAACATGAATTT

KRk KA A A XK I A A I I I I d I AT AR I I I I I A A KNI * XA b d hhkdkkhkhkk F*hdx *xxdk

ATGAATTAAAATTAATTGATCCTTTTTAAAGATTTAAGTTTAAGTTACTTTAGGGATAAC
ATGAATTGAAATTAATTGATCCTTTTTAAAGATTCAAGTTTAAGTTACTTTAGGGATAAC
ATGAATTGAAATTAATTGATCCTTTTTAAAGATTCAAGTTTAAGTTACTTTAGGGATAAC
TTGAATTAAAATTAATTGATCCTTTTTAAAGATTTAARGTTTAAGTTACTTTAGGGATAAC

dhkhk KKK hhkhkdkkhhhrhhkkhhhddhhhkhkhkhkdrd hhkhkhkdhhhhhkrhrddhhkkkhdxhdrhx

AGCGTTATTTCTTTTGAGAGTTCTTATCGAGARAGAAGTTTGCGACCTCGATGTTGAATT
AGCGTTATTTCTTTTGAGAGTTCTTATCGAGAAAGAAGTTTGCGACCTCGATGTTGAATT
AGCGTTATTTCTTTTGAGAGTTCTTATCGAGARAGAAGTTTGCGACCTCGATGTTGAATT
AGCGTTATTTCTTTTGAGAGTTCTTATCGAGARAGAAGTTTGCGACCTCGATGTTGAATT

Fhhk kA Xk hkhkkdhhhhkkkhhkhhkdhhkhkhkdhkd ok hkkhkddh kA x X hFdhkkhhkkkkkkx

AAACTATCTTGATGGTGCAGCAGCTAAGAGAGAAAGTCTGTTCGACTTTTARATGTTTAC
AAACTATCTTGATGGTGTAGCAGCTAAGAGAGAAAGTCTGTTCGACTTTTAAATGTTTAC
AAACTATCTTGATGGTGTAGCAGCTAAGAGAGAAAGTCTGTTCGACTTTTAAATGTTTAC
AAACTATCTTGATGGTGTAGCAGCTGAGAGAGAAAGTCTGTTCGACTTTTAAATGTTTAC

AR SRR RS RS EE RS NESEEEEENE S EEEEEREESEREEEEEREREEEEEEEEEREEEE]

ATGATTTGAGTLEAGACCGGCGTGAGCCAGGTCGGTTTCTATCTTCTARATATARAAAAT
ATGATTTGAGTTCAGACCGGCGTAAGCCAGGTCGGTTTCTATCTTCTARATATARAAAAT
ATGATTTGAGTECAGACCGGCGTGAGCCAGGTCGGTTTCTATCTTCTAAATATARARRAC
ATGATTTGAGTY CCGGCGCGAGCCAGGTCGGT TTCTATCTTCTARAAATTAARAAT

LRSS R R R R LS SRR Fhhkhkhkdkhkkxkhdxdhaxdhkdhkdrhodrrdrddx *x%k F*xkkk

TGCTTTAGTACGAAAGGATTGAGCAGTTARAATATTTTTGTGATTTACCAGctattttgg
TGCTTTAGTACGAAAGGATTGAGTAGTTAAAATATTTTTGTAAGTTAC-AGectattttgg

TGCTTTAGTACGAAAGGATTGAGTAGTTAAAATATTTTTATGAARTTAC~-AGctattttgg
TGCTTTAGTACGAAAGGATTAAGTAGTTARA-TATTTTTATAAATTAC-AGectattttgg

IhIhk I hhkhkhhhxrrhhkkdrdx *k *hkkkdrdxdx dhhkdhkhdd * * Ahdhdk *khkhkhkkrxkkhkhk

cagataatatg
cagataatatg
cagataatatg
cagataatatg
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ygcctgtttatcaaaaacatGTCTATATGAATATTTATATAGTCTAACCTGCTCATTGAC
ygcctgtttatcaaaaacatGTCTATATGAATATTTATATAGTCTAACCTGCTCATTGAC
ygcctgtttatcaaaaacatGTCTATATGAATATTTATATAGTCTAACCTGCTCATTGAC
ygcctgtttatcaaaaacatGTCTATATGAATTTTTATATAGTCTAGCCTGCTCATTGAC

Fhkkhkkhhkdhddrhkxkdhhhkd X ddhdrdhhdraxdrdd Frxrxrdkdrdrrdrd *Fhrdrhxrdrrrr

TAAAAAGTTTAARAGCCGCGGTATTTTGACCGTGCAAAGGTAGCATAATCATTAGTTCTT
TAAARAGTTTARAAGCCGCGGTATTCTGACCGTGCAAAGGTAGCATAATCATTAGTTCTT
TAAAAAGTTTARAAGCCGCGGTATTTTGRACCGTGCARAGGTAGCATAATCATTAGTTCTT
TATTAAGTTTAARAAGCCGCGGTATTTTGACCGTGCAAAGGTAGCATAATCATTAGTTCTT

* * dhkkhkhhkkkrhddhhkhhdhhkhkdhx Fdhrdhhdhhkhkhkdrrkxhddhbkhkhhhkkkhkdhhrdddxhk

TAATTGAGAACTTGTATGAAAGGTTGAACAAGAGAAAGACTGTATCTATIATAAATCTTA
TAATTGGGAACTTGTATGAAAGGTTGAACAAGAAAARAGACTGTATCTATTGTAARATCTTA
TAATTGGGAACTTGTATGARAGGTTGAACARGAGAAAGACTGTATCTATTGTAAATCTTA
TAATTGGGAACTTGTATGAAAGGTTGAACAAGAGARAGACTGTGTCTATTATAMATCTTA

Frkhkhkhkh Fhkdhkhhkhhhdddhhdhdhdhhhkrxddhdrdr Ahdhhkhkdhd *hdkddrdh hhkhkkhkxkhkkx

AATTTAACTTTTAAGTGAAAAGGCTTAAATAATTTAGAGGGACGATAAGACCCTATAAAG
AATTTAACTTTTAAGTGAAARAGGCTTAARTAACTTAGAGGGACGATAAGACCCTATAAAG
AATTTAACTTTTAAGTGAAAAGGCTTAAATAACTTAGAGGGACGATAAGACCCTATAAAG
AATTTAACTTTTAAGTGAAAAGGCTTARAATAATTTAGAGGGACGATAAGACCCTATAAAG

Fh Ik F I I A AN Ak kdhrhFddrhkdkdkhkhkhhkhdrdddk Ahkdrhkdkddrdrdhhrxdddrxhhkrhdxrx

CTHTATAAGTAAGTAGAAATTTATTGAATTARAAATTGAAAACTATATTTCTATTGTCTT
CTTTATAAGTAAGTAGAAATTTATT-AATTAATAACTGAAACCTATATTTCTATTATCTT
CT?@AQA&GTAAGTAGAAATTTATT—AATTAATAACTGAAAACTATATTTCTATTATCTT
CTPTATAAGTAAGTGGARATTTATTARAATAAAAATTGAAAATTATATT TCTATTGTCTT

dAhkkFF I hhkkkdkdk Khdkhkkdxddhk xk *kk Kk Fchkkkk *hkkkhhhxhkhk Kokhkok

ATTGTGTTGGGGCGACATAAATATAAATTATTTAACTGTTTGAGAATAAGACATARATTT
ATTGTGTTGGGGCGACATAAATATAAATTATTTAACTGTTTGAGAATAAGACATARATTT
ATTGTGTTGGGGCGACATAAATATAAATTATTTAACTGTTTGAGAATAAGACATARATTT
ATTATGTTGGGGCGACATARATATAAATTATTTAACTGTTTAAGAATARARACATGAATTT

dhkk Fhhkdhkhhkhhkhkhkhkdhdhhhrdhhhhkhhhrdhhhdrhhddx *hhhdhhkd dxkdx F*xhxx

ATGAATTAAAATTAATTGATCCTTTTTAAAGATTTAAGTTTAAGTTACTTTAGGGATAAC
ATGAATTGAAATTAATTGATCCTTTTTAAAGATTCARGTTTAAGTTACTTTAGGGATAAC
ATGAATTGAAATTAATTGATCCTTTTTAAAGATTCAAGTTTARGTTACTTTAGGGATAAC
TTGAATTAAAATTAATTGATCCTTTTTARAGATTTAAGTTTAAGTTACTTTAGGGATAAC

dhhkkhkd hhkhkhkkhkhhkhhhddhdhhkhhhhhkrhodhhkhk Frdrdhhkkrhhkkddrhrrdrhhxhh

AGCGTTATTTCTTTTGAGAGTTCTTATCGAGAAAGAAGTTTGCGACCTCGATGTTGAATT
AGCGTTATTTCTTTTGAGAGTTCTTATCGAGAAAGAAGTTTGCGACCTCGATGTTGAATT
AGCGTTATTTCTTTTGAGAGTTCTTATCGAGAAAGAAGTTTGCGACCTCGATGTTGAATT
AGCGTTATTTCTTTTGAGAGTTCTTATCGAGAAAGAAGTTTGCGACCTCGATGTTGAATT
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AAACTATCTTGATGGTGCAGCAGCTAAGAGAGAAAGTCTGTTCGACTTTTAAATGTTTAC
AAACTATCTTGATGGTGTAGCAGCTAAGAGAGAAAGTCTGTTCGACTTTTAAATGTTTAC
AAACTATCTTGATGGTGTAGCAGCTAAGAGAGAARAGTCTGTTCGACTTTTARATGTTTAC
ARAACTATCTTGATGGTGTAGCAGCTGAGAGAGAAAGTCTGTTCGACTTTTAAATGTTTAC

dFhkFdhkhhhkhhkhkxrhdhdd Fhrhddhdk *xdxFrrhbhhkdrdrdrrrrxrrdrrhhkhxdrdddx

ATGATTTGAGTTCAGACCGGCGTGAGCCAGGTCGGTTTCTATCTTCTARATATAAARAAT
ATGATTTGAGTTCAGACCGGCGTAAGCCAGGTCGGTTTCTATCTTCTARATATAAAAAAT
ATGATTTGAGTTCAGACCGGCGTGAGCCAGGTCGGTTTCTATCTTCTARATATAAAAANC
ATGATTTGAGTTCAGACCGGCGCGAGCCAGGTCGGTTTCTATCTTCTAAARATTARARAT

khkkhkhkhkkdhhkhhkdkxkdhhrrxd ki Ak *kkkdhkhkkhkhhkhdhrrhhhhrhdhkx *k *hdkhx

TGCTTTAGTACGAAAGGATTGAGCAGTTAARATATTTTTGTGATTTACCAG ctattttgy
TGCTTTAGTACGARAGGATTGAGTAGTTARRATATTTTTGTAAGTTAC-AGctattttgg
TGCTTTAGTACGRAAGGATTGAGTAGTTAARATATTTTTATGAATTAC-AGctattttgg
TGCTTTAGTACGAAAGGATTAAGTAGTTAAR-TATTTZZALAAATTAC-AGectattttgyg

khkkkkdhdhkdhdhhhhkhdhrd Kk hkhkdddkhk hhkhdhkdhkd * K% *hkhk hhkhhkhkhkxhhdhk

cagataatatg
cagataatatg
cagataatatg
cagataatatg

EE R i

Figura 7
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LISTA DE SECUENCIAS

<120> Identificacion genética de las especies europeas del género Maja (centollas)

<130>

<160>

<210>
211>
<212>

8

1
20
DNA

<213> Artificial sequence

<220>

<223> Forward primer designed at Christoph Schubart’s lab to amplify a fragment of the 16S gene in several decapod

<400>

<210>
<211>
<212>

crustaceans

1

ygccetgttta tcaaaaacat

2
20
DNA

<213> Artificial sequence

<220>

20

<223> Reverse primer designed at Christoph Schubart’s lab to amplify a fragment of the 16S gene in several decapod
crustaceans; located in the 5’ extreme of the tRNALeu gene

<400>

<210>
<211>
<212>

2

catattatct gccaaaatag

3
671
DNA

<213> Maja brachydactyla

<400>

3

ygcctgttta
taaaaagttt
taattgagaa
aatttaactt
ctttataagt
attgtgttgg
atgaattaaa
agcgttattt
aaactatctt
atgatttgag
tgctttagta
cagataatat

<210> 4
<211> 671

tcaaaaacat
aaaagccgcg
cttgtatgaa
ttaagtgaaa
aagtagaaat
ggcgacataa
attaattgat
cttttgagag
gatggtgcag
ttcagaccgg
cgaaaggatt
g

gtctatatga
gtattttgac
aggttgaaca
aggcttaaat
ttattgaatt
atataaatta
cctttttaaa
ttcttatcga
cagctaagag
cgtgagccag
gagcagttaa

atatttatat
cgtgcaaagg
agagaaagac
aatttagagg
aaaaattgaa
tttaactgtt
gatttaagtt
gaaagaagtt
agaaagtctg
gtcggtttct
aatatttttyg

agtctaacct
tagcataatc
tgtatctatt
gacgataaga
aactatattt
tgagaataag
taagttactt
tgcgacctcg
ttcgactttt
atcttctaaa
tgatttacca

gctcattgac
attagttctt
ataaatctta
ccctataaag
ctattgtctt
acataaattt
tagggataac
atgttgaatt
aaatgtttac
tataaaaaat
gctattttgg
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<212> DNA

<213> Maja squinado

<400> 4

ygcctgttta
taaaaagttt
taattgggaa
aatttaactt
ctttataagt
attgtgttgg
atgaattgaa
agcgttattt
aaactatctt
atgatttgag
tgctttagta
cagataatat

<210> 5
<211> 671
<212> DNA

<213> Maja crispata

<400> 5

ygcctgttta
taaaaagttt
taattgggaa
aatttaactt
ctttataagt
attgtgttgg
atgaattgaa
agcgttattt
aaactatctt
atgatttgag
tgctttagta
cagataatat

<210> 6
<211> 671
<212> DNA

<213> Maja goltziana

<400> 6

ygcctgttta
tattaagttt
taattgggaa
aatttaactt
ctttataagt
attatgttgg
ttgaattaaa
agcgttattt
aaactatctt
atgatttgag
tgctttagta
cagataatat

tcaaaaacat
aaaagccgceg
cttgtatgaa
ttaagtgaaa
aagtagaaat
ggcgacataa
attaattgat
cttttgagag
gatggtgtag
ttcagaccgg
cgaaaggatt
g

tcaaaaacat
aaaagccgceg
cttgtatgaa
ttaagtgaaa
aagtagaaat
ggcgacataa
attaattgat
cttttgagag
gatggtgtag
ttcagaccgg
cgaaaggatt
g

tcaaaaacat
aaaagccgceg
cttgtatgaa
ttaagtgaaa
aagtggaaat
ggcgacataa
attaattgat
cttttgagag
gatggtgtag
ttcagaccqag
cgaaaggatt
g

ES 2 366 289 Al

gtctatatga
gtattctgac
aggttgaaca
aggcttaaat
ttatt-aatt
atataaatta
cctttttaaa
ttcttatcga
cagctaagag
cgtaagccag
gagtagttaa

gtctatatga
gtattttgac
aggttgaaca
aggcttaaat
ttatt-aatt
atataaatta
cctttttaaa
ttcttatcga
cagctaagag
cgtgagccag
gagtagttaa

gtctatatga
gtattttgac
aggttgaaca
aggcttaaat
ttattaaaat
atataaatta
cctttttaaa
ttcttatcga
cagctgagag
cgcgagccag
aagtagttaa

atatttatat
cgtgcaaagg
agaaaaagac
aacttagagg
aataactgaa
tttaactgtt
gattcaagtt
gaaagaagtt
agaaagtctg
gtcggtttct
aatatttttg

atatttatat
cgtgcaaagg
agagaaagac
aacttagagg
aataactgaa
tttaactgtt
gattcaagtt
gaaagaagtt
agaaagtctg
gtcggtttcet
aatattttta

atttttatat
cgtgcaaagg
agagaaagac
aatttagagg
aaaaattgaa
tttaactgtt
gatttaagtt
gaaagaagtt
agaaagtctg
gtcggtttct
a-tattttta

agtctaacct
tagcataatc
tgtatctatt
gacgataaga
acctatattt
tgagaataag
taagttactt
tgcgacctcg
ttcgactttt
atcttctaaa
taagttac-a

agtctaacct
tagcataatc
tgtatctatt
gacgataaga
aactatattt
tgagaataag
taagttactt
tgcgacctcg
ttcgactttt
atcttctaaa
tgaattac-a

agtctagcecect
tagcataatc
tgtgtctatt
gacgataaga
aattatattt
taagaataaa
taagttactt
tgcgacctcg
ttcgactttt
atcttctaaa
taaattac-a

gctcattgac
attagttctt
gtaaatctta
ccctataaag
ctattatctt
acataaattt
tagggataac
atgttgaatt
aaatgtttac
tataaaaaat
gctattttgg

gctcattgac
attagttctt
gtaaatctta
ccctataaaqg
ctattatctt
acataaattt
tagggataac
atgttgaatt
aaatgtttac
tataaaaaac
gctattttgg

gctcattgac
attagttctt
ataaatctta
ccctataaag
ctattgtctt
acatgaattt
tagggataac
atgttgaatt
aaatgtttac
aattaaaaat
gctattttgg

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
671

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
671

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
671



OFICINA ESPANOLA

DE PATENTES Y MARCAS
@ N.° solicitud: 201000362

ESPANA

@ Fecha de prioridad:

INFORME SOBRE EL ESTADO DE LA TECNICA

@ Fecha de presentacion de la solicitud: 18.03.2010

@ Int. Cl.:

C12Q1/68 (2006.01)

DOCUMENTOS RELEVANTES

Categoria Documentos citados Reivindicaciones
afectadas

A SOTELO, G. et al.,, 'Genetic identification of the riortheastern Atlantic spiny spider crab as Maje 1-4
brachydactyla Balss', 1922., JOURNAL OF CRUSTACEAN BIOLOGY, 2008 Feb, Vol. 28, No. 1,
paginas 76-81, ISSN: 0278-0372, todo el documento, en particular, Materiales y Métodos: 'DNA
sequencing'; Resultados: 'Genetic differentiation for 16S'.

A SOTELO, G. et al., 'ldentification and characterization of microsatellite loci in the spiny spider crab 1-4
Maja brachydactyla’, CONSERVATION GENETICS, 2007, Vol. 8, No. 1, paginas 245-247,
ISSN: 1566-0621, todo el documento.

A SCHUBART, C. D. et al, 'Molecular phylogeny of the crab genus Brachynotus (Brachyura: 1-4
Varunidae) based on 16S rRNA gene', HYDROBIOLOGIA, 2001, Vol. 449, paginas 41-46,
ISSN 0018-8158, todo el documento.

A WO 2007011367 A2 (MONTAGNIER, LUC et al.) 25.01.2007, 1-4

todo el documento.

Categoria de los documentos citados
X: de particular relevancia O: referido a divulgacién no escrita

Y: de particular relevancia combinado con otro/s de la
misma categoria de la solicitud
A: refleja el estado de la técnica

de presentacion de la solicitud

P: publicado entre la fecha de prioridad y la de presentacién

E: documento anterior, pero publicado después de la fecha

El presente informe ha sido realizado

para todas las reivindicaciones ] para las reivindicaciones n°:
Fecha de realizacion del informe Examinador Péagina
28.06.2011 J. Vizan Arroyo 1/4




INFORME DEL ESTADO DE LA TECNICA N de solicitud: 201000362

Documentacion minima buscada (sistema de clasificacion seguido de los simbolos de clasificacion)

C12Q

Bases de datos electrénicas consultadas durante la basqueda (nombre de la base de datos y, si es posible, términos de
busqueda utilizados)

INVENES, EPODOC, BIOSIS, MEDLINE, EBI

Informe del Estado de la Técnica Pagina 2/4



OPINION ESCRITA

N° de solicitud: 201000362

Fecha de Realizacion de la Opinion Escrita: 28.06.2011

Declaraciéon

Novedad (Art. 6.1 LP 11/1986) Reivindicaciones 1-4 Sl
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La presente opinidn se ha realizado sobre la base de la solicitud de patente tal y como se publica.
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OPINION ESCRITA

N° de solicitud: 201000362

1. Documentos considerados.-

A continuacién se relacionan los documentos pertenecientes al estado de la técnica tomados en consideracion para la
realizacién de esta opinién.

Documento Numero Publicacién o Identificacion Fecha Publicacion
D01 SOTELO, G. et al., J. Crustac. Biol., (Feb 2008), 28(1): 76-81. 2008
D02 SOTELO, G. et al., Conserva. Geneti., (2007), 8(1): 245-247. 2007
D03 SCHUBART, C. D. et al., Hydrobiologia, (2001), 449: 41-46. 2001
D04 WO 2007011367 A2 (MONTAGNIER, LUC et al.) 25.01.2007

En D1 se describe un procedimiento de diferenciacion genética de las especies Maja brachydactyla, Maja squinado y Maja
crispata.

En D2 se identifican y caracterizan diferentes loci microsatélites en Maja brachydactyla.

En D3y D4 se describen procedimientos de identificaciéon de microorganismos basado en una reaccion PCR anidada.

2. Declaracién motivada segun los articulos 29.6 y 29.7 del Reglamento de ejecucion de la Ley 11/1986, de 20 de
marzo, de Patentes sobre la novedad y la actividad inventiva; citas y explicaciones en apoyo de esta declaracién

1. NOVEDAD (Art. 4.1. y Art. 6.1. de la Ley de Patentes).

1.1. La presente invencidn satisface el criterio establecido en el Art. 4.1. de la Ley de Patentes porque el objeto de la
invencién, definido en las reivindicaciones 1-4, es nuevo de acuerdo con el Art. 6.1. de la Ley de Patentes.

2. ACTIVIDAD INVENTIVA (Art. 4.1. y Art. 8.1. de la Ley de Patentes).
2.1. Reivindicacién independiente 1.

2.1.1. El documento D1 constituye el estado de la técnica mas préximo. En él se describe un procedimiento para diferenciar
entre si las especies Maja brachydactyla, Maja squinado y Maja crispata, basado en el andlisis de un fragmento de
518pb del correspondiente gen mitocondrial 16S. La comparacion de las respectivas secuencias revelo la presencia
de un nucledtido Guanina (G) extra en la posicion 246 en el fragmento obtenido de M. brachydactyla frente a los
obtenidos de M. squinado y M. crispata (cf. D1: Resultados: 'Genetic Differentiation for 16S"; Discusion).

2.1.2. El problema técnico a resolver por el objeto de la reivindicacién independiente 1 puede ser considerado, por
consiguiente, como la provisién de un nuevo procedimiento de identificacién de las especies Maja brachydactyla, Maja
squinado, Maja crispata y Maja goltziana.

2.1.3. La solucion propuesta es el procedimiento de la reivindicacion 1 que comprende la amplificacion de un fragmento de

671 pb del correspondiente gen 16S y su digestion con enzimas de restriccion que reconozcan las secuencias diana:
GTGCAG(N)14TNN!, TCNIGA y TTAITAA. La identificacion de cada una de las diferentes especies se basa en el
patron de fragmentos de restriccion obtenido tras la digestion.
En el estado de la técnica méas préximo, constituido por los documentos D1-D4, no se ha divulgado ningdn
procedimiento de identificacion de las especies indicadas que comparta las mismas caracteristicas técnicas del
procedimiento de la invencién. Ademas, dicho procedimiento no se deduce de una manera obvia mediante la
combinacion de métodos descritos previamente. Por consiguiente, el objeto de proteccion de la reivindicacion
independiente 1y el de las dependientes 2-4 se considera inventivo.

2.2. La presente invencion satisface el criterio establecido en el Art. 4.1. de la Ley de Patentes porque el objeto de la
invencion, definido en las reivindicaciones 1-4, implica actividad inventiva de acuerdo con el Art. 8.1. de la Ley de
Patente.
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