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@Resumen:

Sistema para ensamblado de piezas genéticas.

La presente invencién describe un sistema de
ensamblado in vitro para piezas genéticas. El
ensamblado de fragmentos de DNA constituye la
base de la ingenieria genética y la biologia sintética.
Para el disefio de nuevos circuitos genéticos, ambas
disciplinas tienden hacia la generacién de colecciones
de piezas genéticas intercambiables y reciclables (es
decir, susceptibles de ser utilizadas en laboratorios
distintos y para generar combinaciones genéticas
distintas), que puedan ser unidas entre si mediante el
uso de un método estandar de ensamblaje. Es
particularmente necesario el desarrollo de métodos
gue permitan gran eficiencia y versatilidad en el
ensamblaje de piezas en los rangos que van entre 5y
50 piezas individuales, ya que la naturaleza modular
de las interacciones genéticas hace que buena parte
de la ingenieria se desarrolle en torno a disefios
genéticos que abarcan estos rangos de tamafio.
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DESCRIPCION
Sistema para ensamblado de piezas genéticas

La presente invencion se engloba en el sector técnico de la Biotecnologia, la Biologia Sintética y por extension a la
Biotecnologia Agraria y Biologia Sintética de Plantas para la creacion de plantas transgénicas, cisgénicas y/o
intragénicas con nuevos caracteres agronoémicos.

ESTADO DE LA TECNICA ANTERIOR

El ensamblaje de estructuras funcionales basicas de DNA (denominadas de aqui en adelante “piezas” o “partes”)
para producir nuevas combinaciones (referidas de aqui en adelante como “maddulos”, o “dispositivos” si resultan del
ensamblaje de dos o mas modulos) constituye la herramienta basica de la Biologia Sintética.

Tradicionalmente, el ensamblado multiple de fragmentos de DNA se ha llevado a cabo sobre plasmidos que
contienen un sitio de clonaje multiple (MCS). EI MCS consiste en una secuencia de DNA con un ndamero variable de
dianas de enzimas de restriccion tipo Il (ERTII). En esta metodologia, el ensamblaje de uno o mas fragmentos para
formar estructuras de complejidad creciente se realiza por inserciones sucesivas de nuevas piezas, utilizando para
ello las dianas de restriccion presentes en el MCS. Las clonaciones multiples basadas en MCS tradicionales tienen
importantes limitaciones, fundamentalmente la presencia de dianas de restriccion internas en los nuevos fragmentos
a ensamblar, el numero finito de dianas del MCS, la complejidad técnica, que incluye separacion
electroforética/purificacion de los fragmentos, o la permanencia de las secuencias diana en las zonas de unién entre
las partes ensambladas (referidas de aqui en adelante como “costuras de ensamblado” o simplemente “costuras”).
Todo ello hace que el método MCS tradicional no sea susceptible de estandarizacién y por tanto es susceptible de
ser mejorado.

Como alternativa a MCS tradicional, se han venido desarrollando nuevos métodos de ensamblaje. La tendencia
general es acercar el ensamblaje genético a los mecanismos habituales en otras ingenierias, y para ello se
requieren cuatro caracteristicas basicas:

(i) estandarizacién, es decir que las reglas de ensamblaje puedan aplicarse independientemente de la identidad de
las partes;

(ii) reciclabilidad, es decir que los nuevos ensamblajes puedan reutilizarse para realizar ensamblajes mas complejos;
(iii) eficiencia, es decir que permita la construccion de ensamblajes complejos de forma rapida y segura; y finalmente

(iv) simplicidad, es decir que el ensamblaje funcione con un conjunto minimo de reglas sencillas para facilitar la
automatizacion y la adopcion del sistema por el usuario final.

Los métodos desarrollados en la actualidad son fundamentalmente de dos tipos: multipartitos, en los que el
ensamblaje multiple se realiza en un solo paso mediante adicion de dos o mas partes en tandem; o bien binarios, en
los que el ensamblaje mdltiple va creciendo paso a paso mediante uniones dos a dos de fragmentos ensamblados
previamente.

Uno de los métodos mas utilizados es el denominado “Gateway Cloning”, sujeto a las patentes US numeros
5888732, 6143557, 6171861, 6270969, 6277608, 6720140 y otras patentes pendientes pertenecientes a Invitrogen
Corporation. El clonaje Gateway esta basado en recombinacién homologa in vitro mediada por una mezcla de
recombinasas denominadas BP y LR. En una elaboracion ulterior se desarrollé el sistema Multisite Gateway
(Invitrogen), que permite el ensamblaje multipartito de hasta cuatro partes de forma direccional en un vector de
destino. Varios vectores de ensamblaje multigénico se han desarrollado a partir de la tecnologia Gateway (Chen et
al., 2006, Chung et al., 2005). A pesar de su alta eficiencia, el ensamblaje por Gateway cloning esta limitado a un
maximo de cuatro partes, lo que impide formar moddulos de orden superior y/o dispositivos. Ademas la
recombinacién conduce a la formacién de costuras (sitios attB) de 25 nucleétidos.

Un conjunto alternativo de metodologias (SLIC, Gibson, CPEC) esta basado en la generacién de fragmentos
solapantes de simple cadena entre las “partes” a ensamblar. De esta forma el ensamblaje se estabiliza por
apareamiento entre las cadenas complementarias, que posteriormente es cerrado covalentemente por ligasas o por
la propia célula huésped. En todas estas tecnologias, las extensiones solapantes son introducidas por PCR,
generando posteriormente los fragmentos de simple cadena mediante distintas técnicas. SLIC (Sequence and
Ligase Independent Cloning), produce los fragmentos de simple cadena mediante la actividad exonucleasa de la
ligasa T4 (Aslanidis and de Jong, 1990, Li and Elledge, 2007). El método de Gibson usa la polimerasa T5 perseguida
por la polimerasa Phusion para generar y reparar la secuencias solapantes (Gibson et al., 2009). Finalmente el
método llamado Circular Polymerase Extension Cloning (Quan and Tian, 2009), se basa en la actividad cebadora
mutua de plasmido e inserto para ensamblar partes por PCR sin adicién de oligonucleétidos. Todos estos sistemas
de ensamblaje son multipartitos y generan ensamblajes sin costuras. Sin embargo, son bastante susceptibles de
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introducir errores, ya que estan basados en PCR. Ademas, debido a que estan basados en apareamientos de
secuencias complementarias, son poco compatibles con la existencia de zonas con alta estructura secundaria,
secuencias repetitivas, etc. Otras metodologias multipartitas emplean distintas herramientas como el uso enzimas de
restriccion con secuencias de reconocimiento largo (rare cutters) (Goderis et al., 2002) “homing endonucleases”,
secuencias de recombinacion (Lin et al., 2003), o una combinacién de dos o mas de ellas como el kit ACEM
(Bieniossek et al., 2009) (Berger, 2010) (WO/2010/100278).

Otra metodologia de ensamblaje multipartito descrita recientemente es el llamado método Golden Gate (Engler et
al., 2009, Engler et al., 2008). Esta basado en el uso de enzimas de restriccion de tipo IS (ERTIIS). A diferencia de
los ERTII convencionales, en los cuales el sitio de reconocimiento es palindrémico y coincide con el sitio de
digestion, los ERTIS no tienen diana de corte sino que digieren algunos nucledtidos mas alla del sitio de
reconocimiento, independientemente de su secuencia, dejando extremos protuberantes generalmente de 4
nucledtidos. En Golden Gate, las partes a ensamblar estan flanqueadas por dianas ERTIIS orientadas hacia dentro
del fragmento. De esta forma la diana desaparece tras el ensamblaje, facilitando una unién sin costuras. Para el
ensamblaje sélo se requiere una pequefia region solapante de 4 nucledtidos entre partes adyacentes, que se hace
coincidir con la zona de corte del ERTIIS. En una reaccion Golden Gate los fragmentos a ensamblar se incuban en
presencia del ERTIIS y ligasa T4 en ciclos de digestidon y ligacion en un unico tubo. Esta técnica aumenta
notablemente la eficiencia de los ensamblajes pues evita tener que realizar extraccion de gel de los fragmentos a
clonar. Golden Gate es facilmente estandarizable, sin embargo en su desarrollo inicial, las construcciones no eran
reusables, lo que impide su adopcidon como estandar en Biologia Sintética.

En una subsiguiente innovacion técnica, denominada MoClo (Weber, Engler et al. 2011), se introdujeron dos nuevos
enzimas de restriccion de tipo 1IS en los plasmidos de destino, lo que permite la utilizacién de estos enzimas para
una segunda ronda de ensamblaje multipartito. Con objeto de aproximarse al objetivo de reciclabilidad, el sistema
MoClo introduce un nivel de ensamblaje llamado “intermedio” que consiste en adicionar un casete de seleccion
negativa como una pieza mas al final del ensamblaje. Esto permite crear versiones de construcciones multiples
“abiertas”, que si bien no pueden ser directamente transferidas a la célula ya que contienen una pieza superflua
(cassete de seleccion), si que se puedan utilizar como molde sobre el que adicionar nuevas piezas y hacer asi
crecer la construccion en el futuro. El sistema MoClo es pues un sistema modular estandarizado susceptible de
automatizacion. Aunque MoClo permite el crecimiento teéricamente indefinido de los ensamblajes Golden Gate, el
disefio resultante presenta una serie de inconvenientes que complican su adopciéon por el usuario y que se
enumeran a continuacion:

(i) el sistema requiere el uso de tres enzimas de restriccion para asegurar un potencial crecimiento indefinido del
sistema; para que el sistema funcione correctamente las piezas deben estar libres de dianas de restriccion internas.
Para ello es necesario mutagenizar (domesticar) aquellas piezas originales que presentas dianas de restriccion
internas. El empleo de tres enzimas distintos aumenta la probabilidad de encontrar dianas internas en las piezas
originales y por tanto aumenta los requerimientos de domesticacion.

(ii) los mdédulos ensamblados en MoClo no son completamente reciclables dado el caracter “cerrado” de las
construcciones: si no se le afiade el casete de seleccion adicional no pueden seguir aumentando de tamaiio;

(iii) el sistema en su conjunto es complejo: consta de 36 plasmidos (42 si se usa la opcién de crecimiento reverso) y
un gran numero de reglas de ensamblaje;

(iv) la topologia del sistema es basicamente lineal con diferentes niveles de ensamblaje y ramas laterales
correspondientes a los niveles intermedios (figura 1A).

Por ultimo, la propuesta mas representativa que permite crecimientos binarios es el estandar de ensamblaje de
Biobricks desarrollado en el MIT (Che, 2004, Knight, 2003), y comercializado recientemente por New England
Biolabs y Ginkgoo Bioworks. Los Biobricks son, en virtud de su simplicidad, una propuesta muy exitosa de
estandarizacién de las reglas ensamblaje de piezas en Biologia Sintética. Los biobricks son piezas genéticas
basicas (biopiezas) flanqueadas por 4 enzimas de restriccion de tipo Il, Ay B en su extremo 5°, y C y D en su
extremo 3. En virtud de la compatibilidad entre B y C, la unién entre dos piezas basicas genera una pieza de orden
superior indivisible (mddulo) que contiene los mismos sitios flanqueantes que sus constituyentes iniciales. Esta
propiedad se denomina “idempotencia”, y constituye la maxima simplificacién en las reglas de ensamblaje, ya que
una sola regla gobierna todo tipo de ensamblajes. Esta simplicidad facilita la automatizacién y el intercambio de
piezas genéticas entre laboratorios, ya que cualesquiera piezas genéticas generadas mediante esta metodologia
pueden a su vez ensamblarse entre si independientemente de su origen y su secuencia nucleotidica. No obstante, el
uso de enzimas tipo Il genera “costuras”, lo que resulta problematico en la generacién de ensamblajes “limpios”
como los requeridos en fusiones de regiones codificantes. Por otra parte, esta estrategia hace uso de 4 enzimas de
restriccion distintos, lo que obliga a sintetizar o mutagenizar (“domesticar”) gran cantidad de piezas basicas que
contienen sitios de reconocimiento para estas enzimas en sus secuencias originales. Finalmente, al tratarse de un
sistema que no incorpora uniones multipartitas, es necesario un gran nimero de uniones binarias para realizar
ensamblajes complejos, lo que lo convierte en una metodologia lenta y costosa para muchas aplicaciones.
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BREVE DESCRIPCION DE LA INVENCION

Las metodologias de ensamblaje actuales son de dos tipos: multipartitas o binarias. Los métodos binarios pueden
ser compatibles con el uso de piezas intercambiables y reciclables. En particular los sistemas del tipo Biobricks son
idempotentes, es decir, utilizan una unica regla para cualquier ensamblaje, lo que facilita enormemente su
estandarizacién y automatizacion. Sin embargo los métodos descritos hasta el momento producen costuras entre las
piezas ensambladas. Ademas, al tratarse en todo caso de ensamblajes binarios la construccion de circuitos
complejos a partir de piezas basicas resulta mas laboriosa que en el caso de los ensamblajes multipartitos.

Los métodos multipartitos son rapidos porque permiten ensamblajes simultaneos de mas de dos elementos. Sin
embargo los métodos actuales adolecen de ciertas limitaciones. Algunos son limitados en el numero de piezas a
ensamblar (multisite Gateway). Otros requieren la sintesis de piezas de novo en cada reaccién de ensamblaje,
generalmente mediante PCR, para poder asi agregar regiones solapantes entre las piezas a ensamblar que no
existian necesariamente en las piezas originales. La generacion de amplias regiones solapantes asegura un
ensamblado sin costuras pero dificulta la intercambiabilidad y reciclabilidad de las piezas. Ademas, hace necesaria
la comprobacion de la integridad de la pieza tras cada ensamblaje, ya que la sintesis de novo puede generar errores
de copia. Por tanto estas metodologias multipartitas son poco aptas para su utilizacién como estandar de
ensamblaje en colecciones de piezas genéticas intercambiables y reciclables.

Recientemente se describié metodologia multipartita conocida como Golden Gate, basada en el uso de enzimas de
restriccion de tipo IIS. Golden Gate es altamente eficiente, y tiene como principal caracteristica que permite un
ensamblaje sin costuras sin utilizar PCR en el proceso de ensamblaje. Sin embargo, en su descripcion original,
Golden Gate tiene como principal inconveniente la falta de reciclabilidad de sus piezas, lo que dificulta su uso como
sistema de ensamblaje estandarizado en Biologia Sintética. Esta carencia de Golden Gate ha sido parcialmente
superada mas recientemente mediante la tecnologia MoClo, que extiende de forma indefinida las capacidades de
ensamblaje multipartito de Golden Gate. Para ello MoClo amplia la tecnologia Golden Gate utilizando al menos dos
enzimas de restriccion de tipo lIs en orientacion A12B, siendo A y B sitios de corte del primer enzima y 1 y 2 sitios de
reconocimiento del segundo enzima (ej. Bpl-Bsal-Bsal-Bpl). Ello le permite llevar a cabo dos niveles de ensamblaje:
en el nivel 1 se ensamblan las “partes” basicas utilizando el primero de los enzimas (Bsal), mientras que el segundo
enzima se utiliza para ensamblaje de unidades transcripcionales (Bpl). Para conseguir abrir el sistema de forma
indefinida a ulteriores ensamblajes, existe la posibilidad de dejar “abierto” el nivel 2 mediante la adicién, como una
pieza mas, de un nuevo casete de seleccién. El sistema MoClo tiene por tanto una estructura lineal con
ramificaciones laterales (Figura 1A). Estas ramificaciones permiten dejar la estructura abierta a nuevos ensamblajes,
aunque dicha estructura abierta no es directamente utilizable para su introduccién en la célula ya que contiene un
cassete de seleccion ajeno al ensamblaje. Por tanto, la estrategia MoClo supone una solucion parcial al problema de
la reciclabilidad de los ensamblajes multipartitos Golden Gate, y esta lastrada por una gran complejidad, muy alejada
de la idempotencia de los BioBricks: el sistema completo contiene un total de 42 plasmidos incluyendo adaptadores,
linkers y plasmidos para realizar ensamblajes reversos.

La presente invencion consiste en un nuevo sistema modular de ensamblaje que permite combinar de forma
indefinida las construcciones multipartitas Golden Gate haciendo uso de reglas muy simples, cercanas a la
idempotencia y con un numero muy pequefo de elementos. Tras una primera etapa de ensamblaje multipartito en el
que se unen partes basicas de forma estandarizada, los ensamblajes multipartitos resultantes (dispositivos) se unen
entre si indefinidamente mediante uniones binarias. En su conjunto, el sistema de clonaje puede describirse como
un doble bucle que permite un ensamblaje quasi-idempotente de ensamblajes multipartitos. Es por tanto una
solucion alternativa a MoClo que afiade sencillez y reciclabilidad a los ensamblajes multipartitos, facilitando su
aplicacion a la Biologia Sintética.

Brevemente, la invencién consiste en un sistema de ensamblado in vitro para piezas genéticas basado en el uso de
enzimas de restriccion de tipo 1IS. En el estado anterior de la técnica, el ensamblaje estandarizado MoClo, también
basado en enzimas de restriccion de tipo IIS, utilizaba dos dianas de dos enzimas de restriccion en orientacion
definida (A12B), lo que daba lugar a un disefio lineal de sucesivos niveles jerarquicos, con ramificaciones laterales
opcionales que permiten dejar ensamblajes abiertos para la adicion de piezas adicionales (Fig 1A). La presente
invencién proporciona una solucién alternativa sencilla al disefio lineal: un disefio de clonaciones en bucle que hace
uso de solo dos niveles que van alternandose entre si (Figura 1B). Ello se consigue mediante el uso de 2 enzimas
de restriccion tipo 1IS (E1 y E2), pero a diferencia de MoClo, en la presente invencion, ambos enzimas se utilizan en
los dos niveles y con orientaciones invertidas. Asi en el nivel a la orientacion de los enzimas es del tipo general
A12B, mientras que en el siguiente nivel (nivel Q), la orientacidon es del tipo general 1AB2, donde los numeros
representan sitios de corte del primer enzima y donde las letras representan sitios de corte del segundo enzima.
Para conseguir la reciclabilidad de los ensamblajes resultantes (es decir, que estos puedan seguir ensamblandose
entre si), la presente invencion necesita de sélo dos plasmidos de destino para cada nivel (a y Q). El sistema
resultante tiene una estructura de doble bucle en el que los plasmidos de entrada de la primera ronda (nivel a) de
ensamblaje se convierten en plasmidos de destino de la segunda ronda (nivel Q) y viceversa, lo que permite
ensamblar nuevas unidades de forma indefinida. Las Unicas limitaciones seran las impuestas por el tamafio y/o
composicion de DNA que pueda ser propagado por un determinado vector. La presente invencion permite por tanto
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la estandarizacion de Golden Gate para su uso en Biologia Sintética. Ademas, se consigue un crecimiento
potencialmente indefinido con un conjunto pequefio de herramientas y un limitado nimero de reglas de ensamblaje.

Plasmido pDGB K C12B (CECT 7899)

Uno de los plasmidos de destino objetos de la presente invencion para el ensamblaje in vitro de piezas de DNA de
doble cadena, ha sido depositado el 21 de marzo de 2011, en la Coleccion Espaiiola de Cultivos Tipo (CECT) en
el Edificio 3 CUE del parque cientifico de la Universidad de Valencia, Catedratico Agustin Escardino n°9, 46980
Paterna, Valencia (Espafa), por D. Diego Orzaez, del Instituto de Biologia Molecular y Celular de Plantas (IBMCO),
Consejo Superior de Investigaciones Cientificas (CSIC), Universidad Politécnica de Valencia, Avenida Fausto Elio
S/N 46022, Valencia (Espafa).

El plasmido de destino para el ensamblaje in vitro de piezas de DNA de doble cadena depositado cuya referencia es
pDGB_K_C12B, fue recibido por la CECT con el numero de acceso CECT 7 899 una vez dicha Autoridad
Internacional para el Depdsito declaré que el plasmido en cuestion era viable.

El plasmido CECT 7899 es un plasmido circular y contiene un casete de seleccion positiva LacZ flanqueado en su
extremo 5 por los sitios C y 1 y en su extremo 3’por los sitios 2 y B. El resto de elementos estructurales del
plasmido son: un origen de replicacion pSa, un origen de replicacion ColE1 y un gen de resistencia a kanamicina.
(SEQ.ID.NO:11).

Plasmido pDGB K A12C (CECT 7900)

Uno de los plasmidos de destino objetos de la presente invencion para el ensamblaje in vitro de piezas de DNA de
doble cadena, ha sido depositado el 25 de marzo de 2011, en la Coleccion Espaiola de Cultivos Tipo (CECT) en
el Edificio 3 CUE del parque cientifico de la Universidad de Valencia, Catedratico Agustin Escardino n°9, 46980
Paterna, Valencia (Espafa), por D. Diego Orzaez, del Instituto de Biologia Molecular y Celular de Plantas (IBMCO),
Consejo Superior de Investigaciones Cientificas (CSIC), Universidad Politécnica de Valencia, Avenida Fausto Elio
S/N 46022, Valencia (Espana).

El plasmido de destino para el ensamblaje in vitro de piezas de DNA de doble cadena depositado cuya referencia es
pDGB_K_A12C, fue recibido por la CECT con el numero de acceso CECT 7 900 una vez dicha Autoridad
Internacional para el Dep6sito declaré que el plasmido en cuestion era viable.

El plasmido CECT 7900 es un plasmido circular y contiene un casete de seleccion positiva LacZ flanqueado en su
extremo 5" por los sitios A 'y 1 y en su extremo 3" por los sitios 2 y C. El resto de elementos estructurales del
plasmido son: un origen de replicacion pSa, un origen de replicacion ColE1 y un gen de resistencia a kanamicina.
(SEQ.ID.NO:10).

Plasmido pDGB K 3AB2 (CECT 7901)

Uno de los plasmidos de destino objetos de la presente invencion para el ensamblaje in vitro de piezas de DNA de
doble cadena, ha sido depositado el 01 de abril de 2011, en la Colecciéon Espafiola de Cultivos Tipo (CECT) en el
Edificio 3 CUE del parque cientifico de la Universidad de Valencia, Catedratico Agustin Escardino n°9, 46980
Paterna, Valencia (Espafa), por D. Diego Orzaez, del Instituto de Biologia Molecular y Celular de Plantas (IBMCO),
Consejo Superior de Investigaciones Cientificas (CSIC), Universidad Politécnica de Valencia, Avenida Fausto Elio
S/N 46022, Valencia (Espana).

El plasmido de destino para el ensamblaje in vitro de piezas de DNA de doble cadena depositado cuya referencia es
pDGB_K_3AB2, fue recibido por la CECT con el nimero de acceso CECT 7 901 una vez dicha Autoridad
Internacional para el Depésito declard que el plasmido en cuestion era viable.

El pldsmido CECT 7901 es un plasmido circular y contiene un casete de seleccién positiva LacZ flanqueado en su
extremo 5" por los sitios 3 y A y en su extremo 3'por los sitios B y 2. El resto de elementos estructurales del
plasmido son: un origen de replicacion pSa, un origen de replicacion ColE1 y un gen de resistencia a
espectinomicina. (SEQ.ID.NO:13).

Plasmido pDGB K 1AB3 (CECT 7902)

Uno de los plasmidos de destino objetos de la presente invencion para el ensamblaje in vitro de piezas de DNA de
doble cadena, ha sido depositado el 21 de marzo de 2011, en la Coleccion Espaiiola de Cultivos Tipo (CECT) en
el Edificio 3 CUE del parque cientifico de la Universidad de Valencia, Catedratico Agustin Escardino n°9, 46980
Paterna, Valencia (Espafa), por D. Diego Orzaez, del Instituto de Biologia Molecular y Celular de Plantas (IBMCO),
Consejo Superior de Investigaciones Cientificas (CSIC), Universidad Politécnica de Valencia, Avenida Fausto Elio
S/N 46022, Valencia (Espafa).
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El plasmido de destino para el ensamblaje in vitro de piezas de DNA de doble cadena depositado cuya referencia es
pDGB_K_1AB3, fue recibido por la CECT con el numero de acceso CECT 7 902 una vez dicha Autoridad
Internacional para el Depésito declaré que el plasmido en cuestion era viable.

El plasmido CECT 7902 es un plasmido circular y contiene un casete de seleccion positiva LacZ flanqueado en su
extremo 5" por los sitios 1 y A y en su extremo 3’por los sitios B y 3. El resto de elementos estructurales del
plasmido son: un origen de replicacion pSa, un origen de replicacion ColE1 y un gen de resistencia a
espectinomicina. (SEQ.ID.NO:12).

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

La invencién describe un sistema de ensamblado in vitro basado en el uso de enzimas de restriccion de tipo IIS. El
sistema Golden Gate anteriormente descrito permite realizar un ensamblaje multipartito sin costuras basado en
enzimas de restriccion de tipo IS mediante el uso de dianas de un Unico enzima de restriccion (E1). La presente
invencion permite, en virtud de un disefio especial de los plasmidos de destino en el que se usan al menos 2
enzimas de restriccion de tipo lls (E1, E2), ademas de realizar ensamblajes multipartitos como los previamente
descritos, la posibilidad de combinarlos indefinidamente de forma binaria.

El sistema esta formado por cuatro plasmidos de destino, pDGBs. Cada uno de los plasmidos de destino incorpora
un casete delator que permita seleccion negativa (Sel), tal como LacZ o ccdB, o cualquier otro marcador que permita
el crecimiento y la seleccion de aquellos clones que no contienen dicho marcador. Dicho marcador esta flanqueado
por un minimo de 4 dianas de al menos 2 enzimas de restriccion de tipo IIS, (E1 y E2). Las enzimas E1 y E2 pueden
ser enzimas de restriccion de tipo 1IS tal como Bsal, BsmBI, Bsbl, Fokl, BsmAl, Aarl, etc, o cualquier otro enzima de
restriccion con las siguientes caracteristicas:

(i) que los sitios de reconocimiento y corte del enzima estén separados espacialmente, y preferentemente que
el sitio de reconocimiento consista en una secuencia especifica de cinco o mas nucleétidos;

(ii) que el sitio de corte del enzima no tenga requerimientos de secuencia, de forma que se pueda asignar a
cada enzima cualquier secuencia de corte consistente en una serie de n nucleétidos (preferentemente cuatro o mas)
donde n es una caracteristica del propio enzima;

(iii) que la digestién del DNA con el enzima tenga como consecuencia la formacién de extremos cohesivos de
DNA (preferentemente de 4 o mas nucleoétidos), que coincidiran con la secuencia de corte asignada por la invencion.

Aprovechando la caracteristica de las ERIIs de tener distintos sitios de reconocimiento y corte y el hecho de que la
zona de corte viene determinada por la orientacion de la secuencia de reconocimiento de la enzima de restriccion,
se disefd una disposicion como la que se muestra en la Figura 2A. Las dianas de reconocimiento de las enzimas de
restriccion presentan sus secuencias de reconocimiento en direccion 5 —3’ conforme se indica en la figura 2A con
flechas sdlidas. Estas se encuentran en orientaciones invertidas de modo que se pueden dirigir los sitios de
reconocimiento conforme se indica en la Figura 2A mediante las flechas discontinuas.

Los sitios de corte de los ERTII son secuencias de nucledtidos cualesquiera, donde el numero de nucledétidos que
componen la diana, habitualmente cuatro, puede variar segun el enzima concreto de que se trate. Por simplicidad,
las secuencias nucleotidicas concretas asignadas a los sitios de corte del enzima E1 en los plasmidos de la
invencion se denotan con nomenclatura numérica (1,2,3...) y las propias de E2 una nomenclatura alfabética
(A,B,C...).

Dado que los ERTII no tienen requerimientos respecto a los sitios de corte (sélo a los de reconocimiento), los sitios
de corte 1, 2, 3, A, B y C asignados a los distintos enzimas en los distintos plasmidos de la invencién pueden
consistir en cualquier secuencia nucleotidica siempre que:

(i) el numero de nucledtidos de cada secuencia concreta sea igual a nUmero de nucleétidos de la secuencia de
corte de su enzima correspondiente (E1 o E2). Habitualmente se tratara de secuencias de 4 o mas nucleétidos;

(i) cada secuencia de corte concreta se localice a la distancia correcta del sitio de reconocimiento de su
enzima y en la orientacion correcta respecto de éste, de forma que pueda ser digerida por su enzima
correspondiente dando lugar a la generacion de un extremo cohesivo de cadena sencilla;

(iii) las secuencias 1 2 y 3 sean distintas entre si, y que preferiblemente se diferencien en 2 o mas posiciones;
(iv) las secuencias A, B y C sean distintas entre si, y que preferiblemente se diferencien en 2 o mas posiciones;
(v) no se trate de secuencias palindromicas.

En el sistema se usan al menos dos marcadores de seleccién positiva diferentes (M1 y M2) en la estructuras de los
plasmidos, dando lugar a dos grupos de plasmidos, los plasmidos de nivel a, que contienen el marcador M1 y los
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plasmidos de nivel Q, que contienen el marcador M2. Los marcadores de seleccion positiva utilizados pueden ser
cualquier tipo de marcador que permita el crecimiento y la seleccion de aquellos clones que si llevan el marcador,
como son los genes de resistencia a antibiéticos como ampicilina, kanamicina, rifampicina, espectinomicina,
estreptomicina, tetraciclina, gentamicina, carbenicilina, etc.

Asi, la primera pareja de plasmidos, correspondientes al nivel a (pDGB_ A12C y pDGB_ C12B), contienen dianas de
E2 en posicion 5’ respecto a las dianas de E1, con orientaciones son invertidas.

1. El plasmido pDGB_A12C contiene un casete de seleccién que permite seleccién negativa con la siguiente
estructura: 5’- Sitio de reconocimiento de E2-Sitio de corte de E2 tipo A-Sitio de corte de E1 tipo 1- Sitio de
reconocimiento de E1-Casset de Seleccion-Sitio de reconocimiento de E1- Sitio de corte de E1 tipo 2-Sitio de corte
de E2 tipo C- Sitio de reconocimiento de E2 -3'. (Figura 2B).

2. El plasmido pDGB_C12B contiene un casete de seleccién que permite seleccidn negativa con la siguiente
estructura: 5’ -Sitio de reconocimiento de E2-Sitio de corte de E2 tipo C-Sitio de corte de E1 tipo 1- Sitio de
reconocimiento de E1-Casset de Selecciéon-Sitio de reconocimiento de E1- Sitio de corte de E1 tipo 2-Sitio de corte
de E2 tipo B- Sitio de reconocimiento de E2 -3'. (Figura 2C)

La pareja de plasmidos de nivel Q (pDGB_ 1AB3 y pDGB_ 3AB2) contiene dianas de E1 en posicién 5 respecto a
las dianas de E2, también con orientaciones invertidas.

1. El plasmido pDGB_1AB3 contiene un casete de seleccidon que permite seleccidén negativa con la siguiente
estructura: 5’- Sitio de reconocimiento de E1-Sitio de corte de E1 tipo 1-Sitio de corte de E2 tipo A- Sitio de
reconocimiento de E2-Cassete de Seleccion-Sitio de reconocimiento de E2- Sitio de corte de E2 tipo B-Sitio de corte
de E1 tipo 3- Sitio de reconocimiento de E1-3’. (Figura 2D)

2. El plasmido pDGB_3AB2 contiene un cassete de seleccion que permite seleccion negativa con la siguiente
estructura: 5'-Sitio de reconocimiento de E1-Sitio de corte de E1 tipo 3-Sitio de corte de E2 tipo A- Sitio de
reconocimiento de E2-Cassete de Seleccién-Sitio de reconocimiento de E2- Sitio de corte de E2 tipo B-Sitio de corte
de E1 tipo 2- Sitio de reconocimiento de E1 -3. (Figura 2E)".

El punto de partida del sistema es un ensamblaje multipartito de partes basicas (piezas) de DNA de doble cadena,
flanqueadas por extremos de simple cadena (colas), de forma que la cola en 3'de cada pieza aparee con la cola en
5" de la pieza subsiguiente, la cola en 5 de la primera pieza aparee con el sitio de corte tipo 1, y la cola en 3" de la
Ultima pieza aparee con el sitio de corte tipo 2 de los plasmidos tipo a (figura 3A). En una realizacion particular, una
o varias de las piezas pueden presentarse en forma de precursores, bien lineales, bien formando parte de un
plasmido circular (plasmido de entrada o pENTR). Cada precursor contiene la pieza original flanqueada por
secuencias adicionales que contienen dianas de E1. De esta forma, tras la digestion con el enzima E1, la pieza
original se desprende del precursor, quedando flanqueada por extremos protuberantes que constituyen en si mismos
las colas necesarias para el ensamblaje. En el ejemplo ilustrado en la Figura 3A se ensamblan entre si tres piezas
de DNA (PR, CDS y TM), flanqueadas por extremos protuberantes representados con las etiquetas 1, IV, lll y 2.
Sera posible ensamblar el nUmero de piezas que se desee siempre que el primer precursor contenga un sitio de
corte para la E1 compatible con el sitio 1, el Ultimo precursor contenga un sitio de corte para la E1 compatible con el
sitio 2 y las piezas adyacentes tengan extremos compatibles. Es recomendable que las piezas a ensamblar no
contengan dianas para las enzimas E1 y E2 en su secuencia para aumentar la eficiencia de las clonaciones.
También es recomendable que los pENTR contengan un marcador de seleccién diferente (M3) al de los pDGB.

En cada reaccién de ensamblaje, el plasmido de destino de nivel a (pDGB_A12C o pDGB_C12B) pierde su casete
de seleccioén negativa (ej LacZ), incorporando en su lugar el médulo ensamblado mediante una reaccién de ligacion
entre los extremos protuberantes (1 y 2 en los extremos, y tantas ligaciones como partes se quiera ensamblar)
dejados tras la digestion con E1. Tras la ligacion, el plasmido resultante, que contiene al médulo ensamblado, pierde
todas las dianas de E1, pero mantiene las dianas de E2, inherentes al plasmido.

A continuacion, los modulos ensamblados sobre los plasmidos de nivel a pueden ser considerados a su vez como
plasmidos de entrada para un nuevo ensamblaje en nivel Q (Fig 3B). Dos médulos ensamblados sobre pDGB_A12C
y pDGB_C12B respectivamente pueden a su vez ser ensamblados entre si, esta vez utilizando el enzima E2 y un
plasmido de nivel Q. En esta segunda ronda de ensamblaje, se pierden todos los sitios E2, pero se mantienen los
sitios E1 del plasmido resultante.

En una tercera ronda de ensamblaje, y analogamente al caso anterior, los mdédulos construidos con plasmidos del
nivel Q pueden nuevamente ensamblase entre si, utilizando el enzima E1 y un plasmido del nivel a, cerrando un
bucle iterativo e indefinido de ensamblajes jerarquicos (ver Figura 1B).

Andlogamente al ejemplo anterior, la incorporacion de modulos al sistema del ensamblaje multipartito puede
realizarse directamente sobre los plasmidos del nivel Q. Una vez ensamblado el médulo sobre un plasmido de
destino del nivel Q, el procedimiento de ensamblaje igual al descrito anteriormente. Esta posibilidad no altera el
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normal funcionamiento del sistema sino que lo dota de una mayor versatilidad.

El sistema en su conjunto esta compuesto por sélo 4 plasmidos de destino y un sencillo conjunto de reglas de
ensamblaje que formalmente se pueden definir como sigue:

1. REGLAS EGB para ensamblajes BINARIOS

1. pE [1 (Xi) 3] + pE [3 (Xj) 2] + pDGB (A12C) = pE [A (Xj+X]) C]

2. pE [1 (Xi) 3] + pE [3 (Xj) 2] + pDGB (C12B) = pE [C (Xi+X]) B]

3. pE [A (Xi) C] + pE [C (Xj) B] + pDGB (1AB3) = pE [1 (Xi+X]) 3]

4. pE [A (Xi) C] + pE [C (Xj) B] + pDGB (3AB2) = pE [3 (Xi+X]) 2]

Donde

. (Xi) y (Xj) son piezas de DNA a ensamblar, generalmente casetes de expresion.

. (Xi+Xj) es un ensamblado idempotente de (Xi) y (X]j), es decir, que (Xi+Xj) puede a su vez ensamblarse con
otras piezas siguiendo estas mismas reglas.

. 1, 2, 3, son secuencias de 4 nucleétidos que flanquean a las piezas Xi y que se convierten en extremos
protuberantes tras un corte con Bsal.

. A, B y C son secuencias que flanquean a las piezas Xi y que se convierten en extremos protuberantes tras
un corte con BsmBlI.

. pE[ ] es un plasmido cualquiera (plasmido de entrada) que alberga una pieza de Xi, flanqueada por los sitios
de corte y reconocimiento que se indican dentro del corchete.

. pDGBJ ] es un plasmido binario con un casete de seleccidon que permite una seleccién negativa (plasmido
de destino) flanqueado por los sitios de corte y reconocimiento que se indican dentro del corchete. Sélo hay 4
plasmidos binarios, que son los que aparecen en las reglas de ensamblaje.

Partiendo de piezas genéticas estandarizadas y mediante la aplicacion de estas cuatro reglas de ensamblaje, el
sistema de cuatro plasmidos de la invencién permite generar nuevos ensamblajes totalmente reciclables de
complejidad indefinidamente creciente para su uso en aplicaciones de Biologia Sintética.

Las principales ventajas del sistema frente al estado actual de la técnica son:

(i) Reciclabilidad/reusabilidad de sus piezas: todos los ensamblajes pueden ser usados directamente para su
transformacion en células o pueden ser integrados en construcciones mas complejas, sin amplificacion por PCR o
posteriores modificaciones;

(i) Velocidad: el punto de partida del sistema es un ensamblaje multipartito de modo que se ve acelerado con los
sistemas puramente binarios como los BioBricks.;

(iii) Precision: se generan ensamblajes sin costuras gracias al uso de enzimas de tipo lls.

(iv) Simplicidad: el sistema objeto de la invencion puede, teéricamente, realizar infinitos ensamblajes con solamente
cuatro plasmidos y cuatro reglas de ensamblaje.

La presente invencion hace referencia a un plasmido de destino (pDGB) para el ensamblaje in vitro de piezas de
DNA de doble cadena, caracterizado porque comprende un esqueleto cualquiera de un plasmido de DNA de doble
cadena que comprende:

a) al menos un origen de replicacion,
b) al menos un marcador de seleccion, preferiblemente positiva,
¢) al menos un cassete que permite seleccion, preferiblemente negativa,

d) al menos 2 sitios de reconocimiento para una primera enzima de restriccion de tipo 1IS (E1) que dan lugar cada
uno de ellos a un sitio de corte de 4 o mas nucledtidos seleccionados entre 1, 2 y 3, siendo 1, 2 y 3 preferiblemente
secuencias de cuatro nucleétidos cualesquiera distintas entre si,

e) al menos 2 sitios de reconocimiento para una segunda enzima de restriccion de tipo IS (E1) que dan lugar cada
uno de ellos a un sitio de corte de 4 o mas nucledtidos seleccionados entre A, B 'y C, siendo A, B y C preferiblemente
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secuencias de cuatro nucleotidos cualesquiera distintas entre si, de manera que los sitios de corte y reconocimiento
citados en (d) y los sitios de corte y reconocimiento citados en (e) flanquean el cassete de seleccion citado en (c) en
sus extremos 5’y 3'con orientaciones invertidas.

En una realizacion preferente la presente invencion hace referencia a un plasmido de destino (pDGB) para el
ensamblaje in vitro de piezas de DNA de doble cadena, caracterizado porque las orientaciones invertidas de los
sitios de corte y reconocimiento citados en (d) y los sitios de corte y reconocimiento citados en (e) flanqueando el
cassete de seleccion citado en (c) en sus extremos 5y 3’preferiblemente estdn seleccionadas entre todas las
combinaciones posibles entre 1, 2, 3, A, B, y C que cumplan las caracteristicas arriba descritas, y mas
preferentemente estan seleccionadas entre: A12C, C12B, 1AB3, y 3AB2;

En una realizaciéon preferente la presente invencion hace referencia a un plasmido de destino (pDGB) para el
ensamblaje in vitro de piezas de DNA de doble cadena, caracterizado porque la orientacion de los dos sitios de corte
y reconocimiento citados en (d) y los dos sitios de corte y reconocimiento citados en (e) es A12C, depositado en la
Coleccién Espafola de Cultivos Tipo como CECT 7900.

En una realizacion preferente la presente invencion hace referencia a un plasmido de destino (pDGB) para el
ensamblaje in vitro de piezas de DNA de doble cadena segun la reivindicacion 2, caracterizado porque la orientacion
de los dos sitios de corte y reconocimiento citados en (d) y los dos sitios de corte y reconocimiento citados en (e) es
C12B, depositado en la Coleccion Espafiola de Cultivos Tipo como CECT 7899.

En una realizaciéon preferente la presente invencion hace referencia a un plasmido de destino (pDGB) para el
ensamblaje in vitro de piezas de DNA de doble cadena, caracterizado porque la orientacién de los dos sitios de corte
y reconocimiento citados en (d) y los dos sitios de corte y reconocimiento citados en (e) es 1AB3, depositado en la
Coleccién Espafola de Cultivos Tipo como CECT 7902.

En una realizacion preferente la presente invencion hace referencia a un plasmido de destino (pDGB) para el
ensamblaje in vitro de piezas de DNA de doble cadena, caracterizado porque la orientacién de los dos sitios de corte
y reconocimiento citados en (d) y los dos sitios de corte y reconocimiento citados en (e) es 3AB2, depositado en la
Coleccion Espafiola de Cultivos Tipo como CECT 7901.

En una realizacion preferente la presente invencion hace referencia a un método de ensamblaje in vitro de piezas de
DNA de doble cadena caracterizado porque comprende un bucle de ensamblaje indefinido que alterna el nivel a y el
nivel Q de ensamblaje binario quasi-idempotentes, donde el nivel a comprende preferentemente las siguientes
etapas:

i) construccién de los plasmidos de entrada (pE) de nivel a, cada plasmido de entrada (pE) de nivel a comprende
una pieza de DNA de doble cadena seleccionada entre (X;) y/o (X), o (Xi+X;), flanqueada en sus extremos 5’y 3" por
sendos sitios de corte y reconocimiento seleccionados entre 1, 2 y 3, para una primera enzima de restriccion de tipo
IIS (E1):

PE [1 (Xi) 3]y PE [3 (X)) 2]
ii) construccion de los plasmidos de destino (pDGB) de nivel a:
pDGB (A12C) (CECT 7900) y pDGB (C12B) (CECT 7899)

iii) digestion enzimatica de los plasmidos de entrada obtenidos en i) y los plasmidos de destino obtenidos en ii) en
presencia de E1, preferentemente generando en sus extremos 3" y 5° secuencias terminales de cadena sencilla de
DNA de al menos 3 o 4 nucleétidos, también denominados extremos protuberantes,

iv) ligacion con ligasa T4 entre las secuencias terminales de cadena sencilla de los plasmidos de entrada y de
destino digeridos en iii) formando los plasmidos ensamblados de nivel a de DNA de doble cadena circular cerrado:

pE [1 (X)) 3] + pE [3 (X)) 2] + pDGB (A12C) (CECT 7900) = pE [A (Xi+X;) C]
pE [1 (Xi) 3] + pE [3 (X)) 2] + pDGB (C12B) (CECT 7899) = pE [C (Xi+X) B];
y donde el nivel Q comprende las siguientes etapas:

v) construccion de los plasmidos de entrada (pE) de nivel Q cada plasmido de entrada (pE) de nivel Q comprende
una pieza de DNA de doble cadena seleccionada entre (X;) y/o (X;), flanqueada en sus extremos 5’y 3" por sendos
sitios de corte y reconocimiento seleccionados entre A, B y C, para una segunda enzima de restricciéon de tipo IS
(E2):

PE [A (Xi) Cly pE [C (X)) B]
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vi) construccion de los plasmidos de destino (pDGB) de nivel Q:
pDGB (1AB3) (CECT 7902) y pDGB (3AB2) (CECT 7901)

vii) digestion enzimatica de los plasmidos de entrada obtenidos en v) y los plasmidos de destino obtenidos en vi) en
presencia de E2, generando en sus extremos 3" y 5" secuencias terminales de cadena sencilla de DNA de al menos
4 nucledtidos, también denominados extremos protuberantes

viii) ligacién con ligasa T4 entre las secuencias terminales de cadena sencilla de los plasmidos de entrada y de
destino digeridos en vii) formando los plasmidos ensamblados de nivel A de DNA de doble cadena circular cerrado:

PE [A (X) C] + pE [C (X)) B] + pDGB (1AB3) (CECT 7902)= pE [1 (Xi+X;) 3]
PE [A (Xi) C] + pE [C (X)) B] + pDGB (3AB2) (CECT 7901) = pE [3 (X+X)) 2J;

cuando el método de ensamblaje se inicia en el nivel a y continua con el nivel Q, los plasmidos de entrada de nivel A
pE [A (Xi) C] y pE [C (X;) B] definidos en v) son sustituidos por los plasmidos ensamblados de nivel 1 pE [A (Xj+X;) C]
y pE [C (Xi+X;) B] obtenidos en iv); y

cuando el método de ensamblaje se inicia en el nivel Q y continua con el nivel a, los plasmidos de entrada de nivel a
PE [1 (Xi) 3]y pE [3 (X) 2] definidos en i) son sustituidos por los plasmidos ensamblados de nivel Q pE [1 (Xi+X) 3] y
pE [3 (Xi+X;) 2] obtenidos en viii).

En una realizacién preferente la presente invencién hace referencia a un método de ensamblaje in vitro de piezas de
DNA de doble cadena caracterizado porque (Xi) y/o (X;) se selecciona entre un promotor, una secuencia de
localizaciéon subcelular, una secuencia codificante, una copia de DNA se secuencia de RNA interferente, una
secuencia de terminacion, o bien un casete de expresion de proteinas, enzimas, factores de transcripcion,
marcadores, anticuerpos, proteinas reguladoras, o un casete de expresion de RNAs funcionales o elementos
estructurales de cromatina.

En una realizacion preferente la presente invencion hace referencia a un método de ensamblaje in vitro de piezas de
DNA de doble cadena caracterizado porque los plasmidos de destino (pDGB) son preferentemente plasmidos
binarios para la transformacion genética de plantas mediada por Agrobacterium tumefaciens.

En una realizacion preferente la presente invencion hace referencia a un método de ensamblaje in vitro de piezas de
DNA de doble cadena segun la reivindicacion 7 caracterizado porque (Xi+X;) esta formado preferentemente por un
gen de kanamicina, un gen que codifica para la cadena ligera de un anticuerpo y un gen que codifica para la cadena
pesada de un anticuerpo.

En una realizacion preferente la presente invencion hace referencia a un método de ensamblaje in vitro de piezas de
DNA de doble cadena caracterizado porque (Xi+X;) estd formado por cuatro casetes de expresidon constitutiva
preferentemente de tres genes que codifican tres proteinas fluorescentes y un cuarto gen que codifica la proteina
p19.

En una realizacién preferente la presente invencion hace referencia a una planta transformada mediante
Agrobacterium tumefaciens mediante el método de ensamblaje descrito en la invencién y caracterizada porque dicha
planta expresa un anticuerpo recombinante de tipo IgA.

En una realizacién preferente la presente invencidon hace referencia a una planta transformada transitoriamente
mediante Agrobacterium tumefaciens mediante el método de ensamblaje descrito en la invencion y caracterizada
porque dicha planta expresa, preferentemente de manera simultanea, las citadas tres proteinas fluorescentes.

DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

Figura 1. Comparacion de topologias entre MoClo y el sistema objeto de la invencién. (A) Topologia jerarquica
del ensamblaje MoClo. En el nivel 0 se ensamblan de forma flexible las subpartes para formar partes basicas, al
tiempo que se permite la domesticacion de dichas partes. En el nivel 1 se lleva a cabo el ensamblaje multipartito de
partes basicas para dar lugar a unidades transcripcionales. En el nivel 2-1 tiene lugar el ensamblaje multipartito de
unidades transcripcionales, dando lugar a una estructura final no reciclable. Alternativamente, el nivel 1 se puede
bifurcar hacia el nivel 2-1i (intermedio) mediante la unién de un adaptador de cola, dando lugar a una estructura
abierta (aunque no funcional), la cual puede albergar el ensamblaje de nuevas unidades transcripcionales (nivel 2-2).
La creacidon de sucesivos niveles intermedios asegurara el crecimiento indefinido del sistema de clonaje. (B)
Estructura de doble bucle del sistema objeto de la invencion. Los plasmidos del nivel a reciben los ensamblajes
multipartitos de partes basicas dando lugar a unidades transcripcionales. Dos unidades transcripcionales
ensambladas en el nivel a pueden ser ensambladas entre si dando lugar a dos complejos multigénicos alternativos
de nivel Q. A su vez, dos complejos multigénicos de nivel Q pueden ser ensamblados entre si en el nivel a. La
estructura general del sistema es un bucle doble iterativo que asegura el crecimiento indefinido de los ensamblajes.
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Figura 2 (A) Esquema de disposicion de los sitios de reconocimiento y corte de las enzimas E1 y E2 en los pDGB.
Los sitos de reconocimiento se disponen de forma invertida, de modo que se puede dirigir su accién de restriccion
conforme se necesita para el desarrollo de la invencion. (B) Disposicion de sitios de reconocimiento y corte de las
enzimas en el plasmido pDGB_A12C. (C) Disposiciéon de sitios de reconocimiento y corte de las enzimas en el
plasmido pDGB_C12B (D) Disposicion de sitios de reconocimiento y corte de las enzimas en el plasmido
pDGB_1AB3 (E) Disposicion de sitios de reconocimiento y corte de las enzimas en el plasmido pDGB_3AB2

Figura 3. Mecan ismo del sistema objeto de la in vencion. (A) Ensamblaje multipartito de piezas estandar (PR,
promotores; CDS, regiones codificantes; TM, terminadores) flanqueadas por sitios de restriccion de E1
(representados con numeros arabigos y latinos). Los sitios de reconocimiento de E1 desaparecen tras el ensamblaje
(representado con un cuadro tachado). El nuevo médulo ensamblado (DEV, representado como una flecha para
simplificar el esquema) queda flanqueado por sitios de restriccion de BsmBl (representado con circulos y letras
mayusculas). (B) Dos médulos ensamblados en plasmidos complementarios de tipo a pueden ser reciclados como
vectores de entrada (pEGB) para posteriores ensamblajes binarios en vectores de tipo Q ya que tienen un sitio de
corte comun (etiqguetado con el circulo C). De igual manera, las construcciones realizadas sobre plasmidos
complementarios de tipo Q pueden ser usadas para posteriores ensamblajes sobre vectores de tipo a ya que ambas
contienen un sitio de corte comun (cuadrado 3). Los niveles a y Q pueden alternarse de forma indefinida segun se
indica con las flechas que cruzan el bucle, creando estructuras cada vez mas compleja. Los genes de resistencia a
antibiéticos se representan con circulos rallados verticales (resistencia a kanamicina) u horizontales (resistencia a
espectinomicina).

Figura 4. Domesticacion de plasmidos de destino. Ensamblaje de las piezas que conforman el esqueleto de los
plasmidos pDGB del sistema GoldenBraid con los casetes de seleccidon negativa (LacZ flanqueado de sitios Bsal y
BsmBl) y positiva (genes de resistencia a kanamicina o espectinomicina). Se muestra un ejemplo de plasmido para
cada uno de los niveles del sistema.

Figura 5 Estru ctura d el casete L acZ en el sistema . La coleccién de plasmidos del sistema comprende cuatro
plasmidos de destino (pDGBs), agrupandose en dos niveles, a y Q. Los vectores incorporan un casete de seleccion
LacZ flanqueado de cuatro sitios de reconocimiento de enzimas de restriccién de tipo lls (Bsal, BsmBI) en
posiciones y orientaciones invertidas. Para facilitar la visualizacion del disefio, se etiqueta cada sitio de corte de 4
nucleostidos de la siguiente manera: los sitios de corte de Bsal con cuadrados y nimeros arabigos (1, 2, 3); los sitios
de corte de BsmBI con circulos y letras mayusculas (A,B,C).

Figura 6 (A) Analisis de restriccion del plasmido pDGB_K_A12C con las enzimas de restriccion Bsal (carril 2) y
BsmBl (carril 3). (B) Analisis de restriccion del plasmido pDGB_S_1AB3 con las enzimas de restriccion BsmBI (carril
2) y Bsal (carril 3).

Figura 7 Co-tra nsformacion de dis positivos fluores centes. (A) Itinerario seguido para el ensamblaje de las
unidades transcripcionales YFP, p19, BFP y DsRED en un unico T-DNA. (B) Patrones espaciales de expresion de
BFP, YFP y DsRED en hojas de N. bent hamiana agroinfiliradas con pEGB_A-YFP-P19-BFP-DsRed-C (capturas
superiores, 1, 2 y 3) o con una mezcla de dispositivos individuales pEGB_A-YFP-C, pEGB_C-p19-B, pEGB_A-BFP-
C y pEGB_C-DsRed-B (capturas inferiores 4, 5 y 6).

Figura 8 Seleccio n de isotipos de una Ig A humana construidos con el sistema objeto de la in vencion. (A)
Estrategia seguida en el ensamblaje de diferentes isotipos de la IgA humana. En primer lugar, la fase de ensamblaje
multipartito consistié en la combinacién de diferentes partes basicas cada una ocupando una posicién fija en el
ensamblaje (P1-P5). Las cadenas individuales de inmunoglobulinas se ensamblaron en el plasmido pDGB_C12B
para generar los cuatro isotipos de la IgA. En la figura, 35S representa el promotor CamV35S; SP representa el
péptido sefial de una pectato liasa de tomate; CHa1 y CHa2 son dominios constantes de la cadena pesada; CA y Ck
son dominios constantes de la cadena pesada; VH y VL son regiones variables de las cadenas pesada y ligera de un
anticuerpo frente al péptido VP8* de rotavirus. (B) Digestion Bglll de dos colonias de cada una de las cuatro
construcciones finales: a1A, pEGB_C-lga1-IgA-B; alk, pEGB_C-lga1-Igk-B; a2A, pEGB_C-lga2-B-Igk-B, a2k,
pEGB_C-Iga2-Igk-B. (C) Analisis Western Blot de la expresion transitoria de las distintas construcciones en
Nicotiana benthamiana. Las hojas de la planta se infiltraron con las cuatro construcciones anteriores. Las muestras
se resolvieron en condiciones reductoras (izda) y no reductoras (dcha) y se revelaron con anticuerpos frente a la
cadena pesada, ligera A y ligera k respectivamente. La carrera HS contiene un control de suero humano. (D) Titulado
ELISA de punto final de las cuatro combinaciones de IgA ensayadas mediante expresion transitoria. Todas las
muestras fueron tituladas frente a VP8* o frente Albumina sérica bovina (BSA) y comparadas con muestras
equivalentes derivadas de hojas silvestres.
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EJEMPLOS

Los siguientes ejemplos especificos que se proporcionan en este documento de patente sirven para ilustrar la
naturaleza de la presente invencion. Estos ejemplos se incluyen solamente con fines ilustrativos y no han de ser
interpretados como limitaciones a la invencién que aqui se reivindica. En un primer ejemplo, desarrollamos la
domesticacion de los vectores pDGBs para adaptarlos al sistema objeto de la invencién. En un segundo ejemplo,
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ensamblamos en un unico T-DNA tres proteinas fluorescentes y el supresor de silenciamiento p19, demostrando las
ventajas de la construccion multigénica en cis al ser ensayada de forma transitoria por agroinfiltracién en planta. En
un tercer ejemplo, mostramos la versatilidad del sistema para ensayar diferentes isotipos de anticuerpos en una
aproximacion combinatorial de los mismos.

Asi, los ejemplos descritos mas adelante ilustran la invencién en el campo de la Biologia Sintética de Plantas, sin
limitar el campo de aplicacién de la misma en otros campos.

EJEMPLO 1: CONSTRUCCION DE LOS VECTORES pDGB

En este ejemplo se describe la realizacion de la invencion para el caso concreto de un sistema de ensamblaje
destinado al ensamblaje de piezas genéticas para la transformacion genética de plantas. Se describe la creacion de
un sistema de cuatro vectores binarios derivados del vector binario pGreenll, que incorporan el esquema descrito en
la invencioén para los plasmidos de destino (pDGB). El esqueleto de cualquier plasmido podria adaptarse, de forma
similar a la que se propone en el presente ejemplo, al sistema objeto de la invencion.

Los vectores pDGB se construyeron por ensamblaje, mediante una reaccion Golden Gate (Engler, Kandzia et al.
2008) con Bbsl, de un ndmero variable de piezas (Figura 4). Cada pieza fue amplificada por PCR incorporando en
sus extremos sendos sitios de reconocimiento de Bsbl y sitios de corte compatibles con la pieza contigua a
ensamblar, generando los precursores de cada pieza. Posteriormente cada precursor fue clonado en un vector TA
cloning pGEMT (Promega), generando los denominados vectores de entrada (pENTR) para cada pieza.

Los precursores necesarios para ensamblar un plasmido son, generalmente, un casete de seleccion negativa (LacZ,
en este caso), un casete se seleccidon positiva (resistencia a antibiético) y un numero variable de piezas que
conforman el esqueleto del vector y contienen los origenes de replicacion y los bordes de T-DNA.

Para generar el set de vectores del sistema objeto de la invencién, se generaron cuatro piezas de seleccion
negativa (precursores LacZ-A12C, LacZ-C12B, LacZ-1AB3, LacZ-3Ab2), dos genes de resistencia a antibiético
(resistencia a kanamicina —precursores 2KA y 2KB- y espectinomicina —precursor 2S-) y dos piezas (precursor 1y
precursor 3) que comprenden el esqueleto del plasmido pGreenll. Asi, los precursores son:

a) El precursor 1 (SEQ.ID.NO:1) contiene la pieza 1, que corresponde a los nucledtidos 1296-2169
del esqueleto del plasmido pGreenll (Hellens, Edwards et al. 2000).

b) El precursor 2KA (SEQ.ID.NO:2) contiene la pieza 2AK, que corresponde a los nucleétidos 2166-
2542 del esqueleto del plasmido pGreenll. Incluye una mutacion A>T en el nucleétido 2542 para eliminar
un sitio de restriccion BsmBl. Se corresponde con el fragmento 3’ de la resistencia a kanamicina.

c) El precursor 2KB (SEQ.ID.NO:3) contiene la pieza 2KB, que corresponde a los nucledtidos 2539-
2989 del esqueleto del plasmido pGreenll. Incluye una mutacién A>T en el nucledtido 2542 para eliminar
un sitio de restriccion BsmBl. Se corresponde con el fragmento 5’ de la resistencia a kanamicina.

d) El precursor 2S (SEQ.ID.NO:4) contiene la pieza 2S, que corresponde a los nucleétidos 248-1392
del esqueleto del plasmido pCR8 (Invitrogen). Se corresponde con la resistencia a espectinomicina.

e) El precursor 3 (SEQ.ID.NO:5) contiene la pieza 3, que corresponde a los nucleétidos 2986-565 del
esqueleto del plasmido pGreenll.

f) Los precursores de las piezas de seleccion negativa se amplifican a partir del plasmido pUC19 en
cuatro versiones distintas. Cada pieza incorpora, junto con el gen lacZ, dianas vy sitios de corte de dos
ERTIIS en distintas posiciones relativas distintas, segun se describe méas abajo. Por simplicidad, los sitios
de corte concretos de la enzima Bsal se nombran de forma numérica (1, 2, 3) y para los de BsmBl se usa
una nomenclatura alfabética (A,B,C). Las secuencias nucleotidicas concretas también se muestran: A
(CCAC), B (CGTC), C (GGCA), 1 (GGCA), 2 (CGAC) Y 3 (GATG). La estructura resultante y la
composicion nucleotidica resultante de cada uno de los precursores de las cuatro piezas de seleccion
negativa son :

i. El precursor de la pieza LacZ-A12C (SEQ.ID.NO.6) tiene la siguiente estructura: 5’ Sitio
de reconocimiento de BsmBI -Sitio de corte de BsmBI tipo A-Sitio de corte de Bsal tipo 1- Sitio de
reconocimiento de Bsal -LacZ-Sitio de reconocimiento de Bsal- Sitio de corte de Bsal tipo 2-Sitio
de corte de BsmBl tipo C- Sitio de reconocimiento de BsmBI 3'. (Figura 5)
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ii. El precursor de la pieza LacZ-C12B (SEQ.ID.NO.7) tiene la siguiente estructura: 5 Sitio
de reconocimiento de BsmBI-Sitio de corte de BsmBI tipo C-Sitio de corte de Bsal tipo 1- Sitio de
reconocimiento de Bsal-LacZ-Sitio de reconocimiento de Bsal- Sitio de corte de Bsal tipo 2-Sitio
de corte de BsmBl tipo B- Sitio de reconocimiento de BsmBI 3’. (Figura 5)

iii. El precursor de la pieza LacZ-1AB3 (SEQ.ID.NO.8) tiene la siguiente estructura: 5’ Sitio
de reconocimiento de Bsal -Sitio de corte de Bsal tipo 1-Sitio de corte de BsmBl tipo A- Sitio de
reconocimiento de BsmBI -LacZ-Sitio de reconocimiento de BsmBlI- Sitio de corte de BsmBI B-
Sitio de corte de BsmBl tipo 3- Sitio de reconocimiento de Bsal 3’. (Figura 5).

iv. El precursor de la pieza LacZ-3AB2 (SEQ.ID.NO.9) tiene la siguiente estructura: 5" Sitio
de reconocimiento de Bsal -Sitio de corte de Bsal tipo 3-Sitio de corte de BsmBI tipo A- Sitio de
reconocimiento de BsmBI-LacZ-Sitio de reconocimiento de BsmBlI- Sitio de corte de BsmBI B-
Sitio de corte de BsmBl tipo 2- Sitio de reconocimiento de Bsal 3’ (Figura 5).

Todos los precursores se obtuvieron por amplificacion PCR y se clonaron en el vector pGEMT, generando los
correspondientes plasmidos de entrada pENTR_Pieza. Como se indica, el ensamblaje de los vectores pDGBs se
realiza mediante una reaccion Golden Gate en un solo tubo (Engler, Kandzia et al. 2008) que contenia los distintos
pENTRSs, Bbsl y ligasa T4 en 25 ciclos de 37°C y 14°C. Para eliminar falsos positivos, se realiza una digestion final
adicional a la descrita por Engler et al.(2008) Las combinaciones de pENTRs para cada reaccion fueron:

1. pPENTR_1, pENTR_2KA, pENTR_2KB, pENTR_3 y pENTR_LacZ-A12C para construir el plasmido
pDGB_K_A12C (SEQ.ID.NO:10).

2. pPENTR_1, pENTR_2KA, pENTR_2KB, pENTR_3 y pENTR_LacZ-C12B para construir el plasmido
pDGB_K_C12B (SEQ.ID.NO:11).

3. pENTR_1, pENTR_2S, pENTR_3 y pENTR_LacZ-1AB3 para construir el plasmido pDGB_S_1AB3
(SEQ.ID.NO:12).

4. pENTR_1, pENTR_2S, pENTR_3 y pENTR_LacZ-3AB2 para construir el plasmido pDGB_S_3AB2
(SEQ.ID.NO:13).

Tras realizar el ensamblaje Golden Gate, se utilizd un microlitro de cada reaccion para transformar E. coli. Las
células transformadas se sembraron en placas de LB con kanamicina y X-gal en el caso de las reacciones 1y 2, y
en placas de LB con espectinomicina y X—gal para las transformaciones resultantes de las reacciones 3 y 4. De
cada reaccion se seleccionaron cuatro colonias de color azul, se crecieron en medio liquido y se procedio a aislar y
analizar el plasmido correspondiente mediante analisis de digestién y posterior secuenciacion. Ambos analisis
mostraron ensamblajes correctos en al menos tres de las cuatro colonias analizadas para cada reaccion. La Figura 6
muestra los analisis de restriccion obtenidos para las reacciones 1y 3.

EJEMPLO PRACTICO 2

La expresion de genes de forma transitoria en N. benthamiana mediada por Agrobacterium (agroinfiltracion) es una
tecnologia eficiente para la produccion de proteinas recombinantes en plantas. Un punto interesante del sistema es
la alta eficiencia de co-transformaciéon conseguida por combinacién de dos o mas cultivos independientes de
Agrobacterium con distintos genes de interés (co-transformacion en trans). El complicado ensamblaje de multiples
unidades transcripcionales en un unico T-DNA conlleva el uso de la co-transformacién en trans cuando se persigue
la expresion coordinada de dos o mas proteinas en una misma célula/tejido. El sistema objeto de la invencion
permite un clonaje eficiente y sencillo de varias unidades transcripcionales en un mismo T-DNA (en cis). Para testar
si esto es asi y si la co-transformacion en cis mejora una aproximacion similar en trans, se ensamblan tres médulos
fluorescentes junto con una proteina supresora de silenciamiento en un mismo T-DNA y se compara su resultado
con una aproximacion en trans.

De este modo, en el presente ejemplo se demuestra la funcionalidad de la presente invencién para la construccion
de estructuras multigénicas para la transformacion genética de plantas. Se muestra el ensamblaje ordenado de un
total 12 fragmentos consecutivos a partir de 7 piezas basicas distintas, incluyendo el vector binario. Las piezas
estandar se agrupan de tres en tres (promotor, regidon codificante y terminador), dando lugar a cuatro médulos
funcionales distintos (casetes de expresion) correspondientes a tres proteinas fluorescentes distintas (verde, roja y
azul) y un supresor de silenciamiento p19 del TBSV (Qiu, Park et al. 2002) para potenciar los niveles de expresion
transitoria. El ensayo de la construccion mediante transformacion transitoria de hojas de N. benthamiana demuestra
que el ensamblaje multigénico resultante es totalmente funcional.

Para el ensamblaje se construyen los correspondientes plasmidos de entrada (pENTR), mediante clonaje TA de los
distintos precursores en pGEM-T. Los precursores se obtuvieron por amplificacion por PCR de cada pieza,
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incluyendo los correspondientes sitios de corte y reconocimiento del enzima Bsal en las secuencias de los
cebadores empleados en la amplificacidn, segun se detalla a continuacion:

a) Precursor del Promotor 35s (SEQ.ID.NO 14): el promotor 35S esta flanqueado por dos sitios de
restriccion Bsal siendo los sitios de corte de tipo 1 en el extremo 5’ y de tipo IV (GATG) en 3'. Se amplifica
del vector pK2GW,0 (Karimi, Inze et al. 2002) e incluye una mutacion C>G en el nucleétido 206 para
eliminar un sitio de restriccion Bsal.
b) Precursor del Terminador Tnos (SEQ.ID.NO 15): el terminador esta flanqueado por dos sitios de
restriccion Bsal siendo los sitios de corte de tipo Il (TGAG) en el extremo 5’ y de tipo 2 en 3. Se amplifica
del vector pBIN-YFP/GUS (Orzaez, Mirabel et al. 2006).
c) Precursores de los distintos CDS: los CDS estan flanqueados por dos sitios de restriccion Bsal,
siendo estos sitios de corte tipo IV en el extremo 5 y de tipo lll en el extremo 3. Se construyen los
siguientes médulos CDS:

i. YFP (SEQ.ID.NO 16): amplificado del vector pBIN-YFP/GUS (Orzaez, Mirabel et al. 2006).

ii. DsRed (SEQ.ID.NO 17): Contiene la secuencia de la proteina fluorescente DsRed en la
que se realiza una mutacién silenciosa C>A en el nucledtido 491 para eliminar un sitio de
restriccion Bsal.

iii. BFP (SEQ.ID.NO 18): contiene la secuencia de la proteina fluorescente BFP en la que se
realizan dos mutaciones silenciosas, ambas G>A, en los nucleotidos 443 y 632 para eliminar
sendos sitios de restriccion BsmBI y Bsal.

iv. P19 (SEQ.ID.NO 19): amplificado del vector pBINp19. Se realizan tres mutaciones
silenciosas para eliminar dos sitios Bsal (G>C en el nucleétido 386 y G>A en el nucleétido 503) y
un sitio BsmBI (G>T en el nucleétido 155).

El ensamblaje de las distintas piezas para generar médulos (casetes de expresion) se realizé mediante una reaccion
Golden Gate en un solo tubo (Engler, Kandzia et al. 2008) que contenia los distintos pENTR_pieza, enzima Bsal y
ligasa T4 en 25 ciclos de 37°C y 14°C. Las combinaciones de pENTR_pieza para los ensamblajes de esta
estrategia se esquematizan en la figura 7.A y fueron:

a. Ensamblaje tripartito de pENTR_35S, pENTR_YFP y pENTR_terminador en el vector de destino
pDGB_K_A12C, para dar lugar al vector de expresién pEGB_K_A-YFP-C (SEQ.ID.NO 20)

b. Ensamblaje tripartito del pENTR_35S, el pENTR_p19 y pENTR_terminador en el vector de destino
pDGB_K_C12B, para dar lugar al vector de expresién pEGB_K_C-p19-B. (SEQ.ID.NO 21)

c. Ensamblaje tripartito del pENTR_35S, el pENTR_BFP y el pENTR_terminador en el vector de
destino pDGB_K_A12C, para dar lugar al vector de expresiéon pEGB_K_A-BFP-C. (SEQ.ID.NO 22)

d. Ensamblaje tripartito del pENTR_35S, el pENTR_DsRed y el pENTR_terminador el vector de
destino pDGB_K_C12B, para dar lugar al vector de expresion pEGB_K_C-DsRed-B. (SEQ.ID.NO 23)

Tras realizar el ensamblaje, se utilizd un microlitro de cada reaccién para transformar E. coli. Las células
transformadas se sembraron en placas de LB con kanamicina y X-gal. De cada reaccién se seleccionaron cuatro
colonias de color blanco, se crecieron en medio liquido y se procedi6 a aislar y analizar el plasmido correspondiente
mediante analisis de digestion y posterior secuenciacion. Ambos analisis mostraron ensamblajes correctos en al
menos tres de las cuatro colonias analizadas para cada reaccion.

Los cuatro vectores pEGB resultantes pueden a su vez funcionar como plasmidos de entrada ya que en ellos los
nuevos modulos genéticos estan flanqueados por sitios de restriccion BsmBI de tipo A, B o C. De este modo se
pueden ensamblar modulos dos a dos sobre los vectores de destino pDGB de nivel Q, mediante reacciones Golden
Gate con BsmBI como enzima de restriccion.

El ensamblaje de los distintos mddulos sencillos para generar modulos de orden superior (doble transgénico) se
realizé mediante una reaccion Golden Gate en un solo tubo (Engler, Kandzia et al. 2008) que contenia los distintos
pEGB _MODULO, el enzima BsmBI y ligasa T4 en 25 ciclos de 37°C y 14°C. Las combinaciones de pEGB
_MODULO para cada reaccion fueron:

a. Ensamblaje bipartito de pEGB_K_A-YFP-C y pEGB_K_C-p19-B en el vector de destino
pDGB_S_1AB3, para dar lugar al vector de expresion pEGB_S_1-YFP-p19-3 (SEQ.ID.NO 24)

b. Ensamblaje bipartito de los médulos pEGB_K_A-BFP-C y pEGB_K_C-DsRed-B en el vector de
destino pDGB_S_3AB2, para dar lugar al vector de expresion pEGB_S_3-BFP-DsRed-2 (SEQ.ID.NO 25)

Tras realizar el ensamblaje, se utilizd un microlitro de cada reaccién para transformar E. coli. Las células
transformadas se sembraron en placas de LB con espectinomicina y X-gal. De cada reacciéon se seleccionaron
cuatro colonias de color blanco, se crecieron en medio liquido y se procedi6 a aislar y analizar el plasmido
correspondiente mediante andlisis de digestion y posterior secuenciacién. Ambos analisis mostraron ensamblajes
correctos en al menos tres de las cuatro colonias analizadas para cada reaccion.
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Los dos vectores pEGB doble transgénicos resultantes pueden funcionar como plasmidos de entrada por la
presencia de sitios de restriccion Bsal de tipo 1, 2 6 3. De este modo, para ensamblar un el casette de expresion
cuadruple pEGB_K_A-YFP-P19-BFP-DsRed-C (SEQ.ID.NO 26), se incubaron en un solo tubo el vector de destino
pDGB_K_A12C, y los plasmidos pEGB_S_1-YFP-p19-3 y pEGB_S_3-BFP-DsRed-2 en presencia de Bsal y T4
ligasa en 50 ciclos de 37°C y 14°C

Tras realizar el ensamblaje, se utiliz6 un microlitro de cada reaccién para transformar E. coli. Las células
transformadas se sembraron en placas de LB con kanamicina y X-gal. Posteriormente se seleccionaron cuatro
colonias de color blanco, se crecieron en medio liquido y se procedi6 a aislar y analizar el plasmido correspondiente
mediante andlisis de digestion y posterior secuenciacion. Ambos analisis mostraron ensamblajes correctos en las
cuatro colonias analizadas (Figura 7B).

Se seleccioné una de las colonias correctas de la construccion final pEGB_K_A-YFP-P19-BFP-DsRed-C y se co-
transformé con el vector pPSOUP en Agrobacterium tumefaciens C58. Se comprobo la integridad del plasmido aislado
de Agrobacterium mediante andlisis de restriccion de los clones seleccionados en placas de LB rifampicina,
kanamicina, tetraciclina y gentamicina. Un clon de Agrobacterium que contenia la construccion correcta fue crecido
en medio liquido y utilizado para transformar transitoriamente hojas de Nicotiana benthamiana (Wieland, Lammers et
al. 2006). Tras cuatro dias de incubacién, se observaron las hojas infiltradas en la lupa de fluorescencia y, con filtros
correspondientes, se comprobo la correcta expresion de las tres proteinas fluorescentes. En paralelo, se agroinfiltré
en frans una mezcla de cultivos de Agrobacterium que expresaban por separado las tres proteinas fluorescentes y
p19. Como se muestra en la figura 7C, las proteinas ensambladas en un mismo T-DNA mostraron una expresion
coordinada en N. be nthamiana como se deduce de la similar intensidad de fluorescencia observada en los tres
canales. En cambio, cuando los moédulos fluorescentes se agroinfiltraron en tra ns, cada canal mostré una
distribucién diferente en cuanto a las intensidades, evidenciando niveles de expresion heterogéneos para las
diferentes proteinas. Ademas, demostramos como el sistema es permisivo, al menos en lo que se refiere a
expresion transitoria, con la introduccion de cuatro copias del promotor 35s en un Unico T-DNA sin afectar a la
expresion de las proteinas fluorescentes. Segun los resultados obtenidos, un ensamblaje de varias unidades
transcripcionales asistido por la presente invencion mejora la expresion de las mismas en cis frente al resultado
obtenido por su agroinfiltracion en trans.

EJEMPLO PRACTICO 3

La produccién de anticuerpos para uso terapéutico en plantas es un campo que requiere estrategias de clonajes
muy flexibles. En el presente ejemplo se muestra una realizacion de la invencion para la construccion de diferentes
versiones de anticuerpos recombinantes y comparar los resultados obtenidos tras expresar las proteinas in planta.
Se ensamblan, en primer lugar, piezas basicas para formar mddulos de expresion de cadenas de inmunoglobulinas
humanas. Posteriormente, se ensamblan dos médulos inmunoglobulina (ligera y pesada) para formar un dispositivo
de expresion de una inmunoglobulina A completa, evaluandose cual de todas ellas resulta en una mejor expresion.
Finalmente, se ensambla un modulo de expresion de resistencia a kanamicina como marcador de seleccion a la
combinacién de cadena pesada y ligera que resulta mas eficiente. En total se ensamblaron 8 piezas basicas
incluyendo el vector binario. El resultado final es una construccion funcional de tres genes, lista para ser
transformada en la planta.

Este ejemplo tiene la peculiaridad de que uno de los mddulos se ensambla sobre un plasmido pDGB_K (nivel a) y
los dos restantes se ensamblan sobre los plasmidos pDGB_S (nivel Q), demostrando asi la versatilidad de puntos de
entrada que puede tener el sistema objeto de invencion. Ademas, muestra la versatilidad y flexibilidad del sistema
objeto de la invencion para ensamblar construcciones combinatoriales a partir de unas piezas prefijadas.

En primer lugar se construyen los distintos plasmidos de entrada, amplificandose por PCR las secuencias de los
precursores de los médulos, y clonandose en pGEM-T (Promega):

a) Precursor Médulo KanR (SEQ.ID.NO 27): el médulo Resistencia a Kanamicina esté flanqueado por
dos sitios de restriccion Bsal siendo los sitios de corte de tipo 1 en el extremo 5’ y de tipo Ill en 3'. Se
amplifica del vector pK2GW,0 (Karimi, Inze et al. 2002).

b) Precursor Pieza 35sSP (SEQ.ID.NO 28): este mddulo comprende el promotor 35s del vector
pK2GW,0 (Karimi, Inze et al. 2002) junto con el péptido sefial de la pectato liasa de Solanum
lycopersicum. El médulo esta flanqueado por dos sitios de restriccion BsmBl, siendo los sitios de corte de
tipo A en el extremo 5’ y de tipo B (TGCC) en el extremo 3'.

c) Precursor Pieza CL.Tnos (SEQ.ID.NO 29): incluye las secuencias de la region constante de la
cadena ligera lambda de la IgA (Uniprot #P0CG04) y del terminador Tnos del vector pBIN-YFP/GUS
(Orzaez, Mirabel et al. 2006). EI médulo esta flanqueado por dos sitios de restriccion BsmBl, siendo los
sitios de corte de tipo y (GGTC) en el extremo 5’ y de tipo B en el extremo 3.

d) Precursor Pieza CK.Tnos (SEQ.ID.NO 30): incluye las secuencias de la region constante de la
cadena ligera kappa de la IgA (GenBank AAH62704.1) y del terminador Tnos del vector pBIN-YFP/GUS
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(Orzaez, Mirabel et al. 2006). El médulo esta flanqueado por dos sitios de restriccion BsmBl, siendo los
sitios de corte de tipo y (GGTC) en el extremo 5’ y de tipo B en el extremo 3.

e) Precursor Pieza CHa1.Tnos (SEQ.ID.NO 31): incluye las secuencias de la region constante de la
cadena pesada de la IgA (Uniprot #P01876) y del terminador Tnos del vector pBIN-YFP/GUS (Orzaez,
Mirabel et al. 2006). EI médulo esta flanqueado por dos sitios de restriccion BsmBI, siendo los sitios de
corte de tipo vy’ (GCAT) en el extremo 5’ y de tipo B en el extremo 3.

f) Precursor Pieza CHo2.Tnos (SEQ.ID.NO 32): incluye las secuencias de la region constante de la
cadena pesada de la IgA (Uniprot # P01877) y del terminador Tnos del vector pBIN-YFP/GUS (Orzaez,
Mirabel et al. 2006). El médulo esta flanqueado por dos sitios de restriccion BsmBI, siendo los sitios de
corte de tipo y' (GCAT) en el extremo 5’ y de tipo B en el extremo 3.

9) Precursor Pieza VL (SEQ.ID.NO 33): region variable de la cadena ligera del scFv_2A1 (Monedero,
Rodriguez-Diaz et al. 2004). El médulo esta flanqueado por dos sitios de restriccion BsmBl, siendo los
sitios de corte de tipo 3 en el extremo 5’ y de tipo y en el extremo 3'.

h) Precursor Pieza VH (SEQ.ID.NO 34): region variable de la cadena pesada del scFv_2A1
(Monedero, Rodriguez-Diaz et al. 2004). El médulo esta flanqueado por dos sitios de restriccion BsmBl,
siendo los sitios de corte de tipo 8 en el extremo 5’ y de tipo y’ en el extremo 3.

Una vez construidos los plasmidos de entrada de las distintas piezas (P ENTR_PIEZA), se realizan los ensamblajes
esquematizados en la figura 8A para generar los siguientes médulos:

1 Los médulos de expresion de las cadenas pesada de la inmunoglobulina A humana (IgHa1 e IgHa2) se
ensamblaron mediante sendas reacciones Golden Gate con BsmBIl y ligasa T4 los plasmidos de entrada
pENTR_35sSP, pENTR_VH y pENTR_CHa1.Tnos 6 pENTR_CHo2 con el vector de destino
pDGB_S 1AB3, dando lugar a los vectores de expresion pEGB_S_1-lgHa1-3 (SEQ.ID.NO 35) y
pEGB_S_1-IgHa2.-3 (SEQ.ID.NO 36).

2 Los médulos de expresion de las cadenas ligeras de la inmunoglobulina A humana (IgA e Igk) se
ensamblaron combinando en un solo tubo, en presencia de BsmBl y ligasa T4 los plasmidos de entrada
pENTR_35sSP, pENTR_VL y pENTR_CA.Tnos 6 pENTR_Ck.Tnos con el vector de destino
pDGB_S_3AB2, dando lugar a los vectores de expresion pEGB_S_3-IgA-2 (SEQ.ID.NO 37) y pEGB_S_3-
Igk-2 (SEQ.ID.NO 38).

3 El médulo de resistencia a kanamicina se ensamblé combinando en un solo tubo en presencia de Bsal y
ligasa T4 los plasmidos de entrada PENTR_ KanR, PENTR_ Tnos con el vector de destino pDGB_K_A12C,
dando lugar al vector de pEGB_S_A-KanR-C (SEQ.ID.NO 39)

Tras realizar los ensamblajes descritos, se utilizé un microlitro de cada reaccién para transformar E. coli. Las células
transformadas se sembraron en placas de LB con espectinomicina y X-gal. De cada reacciéon se seleccionaron
cuatro colonias de color blanco, se crecieron en medio liquido y se procedié a aislar y analizar el plasmido
correspondiente mediante analisis de digestion y posterior secuenciacién. Ambos analisis mostraron ensamblajes
correctos en al menos tres de las cuatro colonias analizadas para cada reaccion.

Seguidamente los cuatro vectores que contienen las cadenas pesadas vy ligeras de la IgA se ensamblaron entre si
en las cuatro combinaciones posibles mediante reacciones Golden Gate con Bsal sobre el vector de destino
pDGB_K_C12B para dar lugar a los vector de expresion pEGB_K_C-IgHa1-Igh-B (SEQ.ID.NO 40), pEGB_K_C-
IgHa2-IgA-B (SEQ.ID.NO 41), pEGB_K_C-IgHa1-Igk-B (SEQ.ID.NO 42) y pEGB_K_C-IgHa2-Igk-B (SEQ.ID.NO 43)
con los cuales se pueden expresar cuatro isotipos de la IgA_2A1.

Los cuatro vectores anteriores, una vez comprobados por digestion (se seleccionaron dos colonias en cada caso,
resultando las dos correctas —Figura 8B-), se emplearon para transformar células de Agrobacterium tum efaciens
C58. Se comprobd la integridad del plasmido aislado de Agrobacterium mediante analisis de restriccion
seleccionadas en placas de LB Rifampicina y Spectinomicina. Un clon de Agrobacterium que contenia la
construccion correcta en cada uno de los casos fue crecido en medio liquido y utlizado para transformar
transitoriamente hojas de Nicotiana benthamiana (Wieland, Lammers et al. 2006). Tras cinco dias de incubacion, la
presencia de una IgA recombinante correctamente ensamblada se comprob6 mediante western blot en condiciones
reductoras y no reductoras (Figura 8C) con los anticuerpos adecuados anti IgH, anti IgA y anti Igk. Adicionalmente,
se realizaron tests antigeno ELISA con titulado a punto final. Brevemente, los pocillos se tapizaron con antigeno
VP8* recombinante o BSA como control negativo (10 ug/mL). Tras bloquear los pocillos, éstos se incubaron con
extracto crudo de plantas transformadas en diluciones seriadas y se lavaron 5 veces con PBS. Posteriormente se
incubaron con un anticuerpo secundario anti-lgA (SIGMA) conjugado con peroxidasa y el resultado de la reaccion
colorimétrica se cuantificéd en un espectrofotémetro. Los resultados del ensayo de actividad anti-VP8 de los extractos
transgénicos pueden verse en la Figura 8D. Del test antigeno ELISA y del Western Blot se puede concluir que las
cuatro construcciones son funcionales si bien la version IgHa1-IgA muestra una mejor expresion in planta.

Dado que el vector pEGB_K_C-IgHa1-IgA-B puede funcionar como plasmido de entrada por la presencia de los sitios
de restriccion BsmBI de tipo C y B, los dispositivos A-KanR-C y C-IgHa1-IgA\-B se ensamblaron binariamente,
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mediante una reacciéon Golden Gate con BsmBl como enzima de restriccion, sobre el vector de destino
pDGB_S_1AB3 para dar lugar al vector de expresion pEGB_S_1-KanR-IgHa1-IgA-3 (SEQ.ID.NO 44).

Tras el ensamblaje enzimatico, se utilizé un microlitro de cada reaccidon para transformar E. coli. Las células
transformadas se sembraron en placas de LB con espectinomicina y X-gal. De cada reaccion se seleccionaron
cuatro colonias de color blanco, se crecieron en medio liquido y se procedié a aislar y analizar el plasmido
correspondiente mediante analisis de digestion y posterior secuenciacién. Ambos analisis mostraron ensamblajes
correctos en al menos tres de las cuatro colonias analizadas para cada reaccién. El vector resultante pEGB_S_1-
KanR-IgHa1-1gA-3 esta listo para ser transformado establemente en planta.
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REIVINDICACIONES

1. Un plasmido de destino (pDGB) para el ensamblaje in vitro de piezas de DNA de doble cadena, caracterizado
porque comprende un esqueleto de un plasmido de DNA de doble cadena que comprende:

a) al menos un origen de replicacion,
b) al menos un marcador de seleccion positiva,
c) al menos un cassete que permite seleccion negativa,

d) al menos 2 sitios de reconocimiento para una primera enzima de restriccion de tipo 1IS (E1) que dan lugar cada
uno de ellos a un sitio de corte de 4 o mas nucledtidos seleccionados entre 1, 2 y 3, siendo 1, 2 y 3 secuencias de
cuatro nucledtidos cualesquiera distintas entre si, y

e) al menos 2 sitios de reconocimiento para una segunda enzima de restriccion de tipo IS (E1) que dan lugar cada
uno de ellos a un sitio de corte de 4 0 mas nucledtidos seleccionados entre A, B y C, siendo A, B y C secuencias de
cuatro nucledtidos cualesquiera distintas entre si de manera que los sitios de corte y reconocimiento citados en (d) y
los sitios de corte y reconocimiento citados en (e) flanquean el cassete de seleccién citado en (c) en sus extremos
5’y 3’con orientaciones invertidas.

2. El plasmido de destino (pDGB) para el ensamblaje in vitro de piezas de DNA de doble cadena segun la
reivindicacion 1, caracterizado porque las orientaciones invertidas de los sitios de corte y reconocimiento citados
en (d) y los sitios de corte y reconocimiento citados en (e) flanqueando el cassete de seleccion citado en (c) en sus
extremos 5’y 3 estan seleccionadas entre: A12C, C12B, 1AB3, y 3AB2.

3. El plasmido de destino (pDGB) para el ensamblaje in vitro de piezas de DNA de doble cadena segun la
reivindicacion 2, caracterizado porque la orientacion de los dos sitios de corte y reconocimiento citados en (d) y los
dos sitios de corte y reconocimiento citados en (e) es A12C, depositado en la Coleccion Espafiola de Cultivos Tipo
como CECT 7900.

4. El plasmido de destino (pDGB) para el ensamblaje in vitro de piezas de DNA de doble cadena segun la
reivindicacion 2, caracterizado porque la orientacion de los dos sitios de corte y reconocimiento citados en (d) y los
dos sitios de corte y reconocimiento citados en (e) es C12B, depositado en la Coleccion Espafiola de Cultivos Tipo
como CECT 7899.

5. El plasmido de destino (pDGB) para el ensamblaje in vitro de piezas de DNA de doble cadena segun la
reivindicacion 2, caracterizado porque la orientacion de los dos sitios de corte y reconocimiento citados en (d) y los
dos sitios de corte y reconocimiento citados en (e) es 1AB3, depositado en la Coleccion Espafiola de Cultivos Tipo
como CECT 7902.

6. El plasmido de destino (pDGB) para el ensamblaje in vitro de piezas de DNA de doble cadena segun la
reivindicacion 2, caracterizado porque la orientacion de los dos sitios de corte y reconocimiento citados en (d) y los
dos sitios de corte y reconocimiento citados en (e) es 3AB2, depositado en la Coleccion Espafiola de Cultivos Tipo
como CECT 7901.

7. Un método de ensamblaje in vitro de piezas de DNA de doble cadena caracterizado porque comprende un bucle
de ensamblaje indefinido que alterna el nivel a y el nivel Q de ensamblaje binario quasi-idempotentes, donde el nivel
a comprende las siguientes etapas:

i) construccién de los plasmidos de entrada (pE) de nivel a, cada plasmido de entrada (pE) de nivel a comprende
una pieza de DNA de doble cadena seleccionada entre (Xi) y/o (X;), flanqueada en sus extremos 5y 3" por sendos
sitios de corte y reconocimiento seleccionados entre 1, 2 y 3, para una primera enzima de restriccion de tipo 1I1S (E1):

PE [1 (Xi) 3]y PE [3 (X)) 2]
ii) construccion de los plasmidos de destino (pDGB) de nivel a definidos en las reivindicaciones 3 y 4:
pDGB (A12C) (CECT 7900) y pDGB (C12B) (CECT 7899)

iii) digestion enzimatica de los plasmidos de entrada obtenidos en i) y los plasmidos de destino obtenidos en ii) en
presencia de E1, generando en sus extremos 3" y 5" secuencias terminales de cadena sencilla de DNA de al menos
3 nucledtidos,

iv) ligacion con ligasa T4 entre las secuencias terminales de cadena sencilla de los plasmidos de entrada y de
destino digeridos en iii) formando los plasmidos ensamblados de nivel a de DNA de doble cadena circular cerrado:

PE [1 (X)) 3] + pE [3 (X)) 2] + pDGB (A12C) (CECT 7900) = pE [A (Xi+X;) C]
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pE [1 (X)) 3] + pE [3 (X)) 2] + pDGB (C12B) (CECT 7899) = pE [C (Xi+X) B];
y donde el nivel Q comprende las siguientes etapas:

v) construccion de los plasmidos de entrada (pE) de nivel Q cada plasmido de entrada (pE) de nivel Q comprende
una pieza de DNA de doble cadena seleccionada entre (X;) y/o (X;), flanqueada en sus extremos 5’y 3" por sendos
sitios de corte y reconocimiento seleccionados entre A, B y C, para una segunda enzima de restriccion de tipo IS
(E2):

PE [A (Xi) Cly pE [C (X)) B]
vi) construccion de los plasmidos de destino (pDGB) de nivel Q definidos en las reivindicaciones 5 y 6:
pDGB (1AB3) (CECT 7902) y pDGB (3AB2) (CECT 7901)

vii) digestidon enzimatica de los plasmidos de entrada obtenidos en v) y los plasmidos de destino obtenidos en vi) en
presencia de E2, generando en sus extremos 3" y 5" secuencias terminales de cadena sencilla de DNA de al menos
3 nucledtidos,

viii) ligacién con ligasa T4 entre las secuencias terminales de cadena sencilla de los plasmidos de entrada y de
destino digeridos en vii) formando los plasmidos ensamblados de nivel A de DNA de doble cadena circular cerrado:

PE [A (X;) C] + pE [C (X;) B] + pDGB (1AB3) (CECT 7902)= pE [1 (X+X;) 3]
PE [A (X;) C] + pE [C (X;) B] + pDGB (3AB2) (CECT 7901) = pE [3 (Xi*+X)) 2;

cuando el método de ensamblaje se inicia en el nivel a y continua con el nivel Q, los plasmidos de entrada de nivel A
pE [A (Xi) C] y pE [C (X;) B] definidos en v) son sustituidos por los plasmidos ensamblados de nivel 1 pE [A (Xj+X;) C]
y pE [C (Xi+X;) B] obtenidos en iv); y

cuando el método de ensamblaje se inicia en el nivel Q y continua con el nivel q, los plasmidos de entrada de nivel a
PE [1 (Xi) 3]y pE [3 (X) 2] definidos en i) son sustituidos por los plasmidos ensamblados de nivel Q pE [1 (Xi+X) 3] y
PE [3 (Xi+X;) 2] obtenidos en viii).

8. El método de ensamblaje in vitro de piezas de DNA de doble cadena segun la reivindicacién 7 caracterizado
porque (Xi) y/o (Xj) se selecciona entre un promotor, una secuencia de localizacién subcelular, una secuencia
codificante, una copia de DNA se secuencia de RNA interferente, y una secuencia de terminacién, un casete de
expresion de proteinas, enzimas, factores de transcripcion, marcadores, anticuerpos, proteinas reguladoras, o un
casete de expresion de RNAs funcionales o elementos estructurales de cromatina.

9. El método de ensamblaje in vitro de piezas de DNA de doble cadena segun la reivindicaciéon 7 caracterizado
porque los plasmidos de destino (pDGB) son plasmidos binarios para la transformacion genética de plantas
mediada por Agrobacterium tumefaciens.

10. El método de ensambilaje in vitro de piezas de DNA de doble cadena segun la reivindicacion 7 caracterizado
porque (Xi+X) estda formado por un gen de kanamicina, un gen que codifica para la cadena ligera de un anticuerpo y
un gen que codifica para la cadena pesada de un anticuerpo.

11. El método de ensambilaje in vitro de piezas de DNA de doble cadena segun la reivindicacion 7 caracterizado
porque (Xi+X;) esta formado por cuatro casetes de expresion constitutiva de tres genes que codifican tres proteinas
fluorescentes y un cuarto gen que codifica la proteina p19.

12. Una planta transformada mediante Agrobacterium tumefaciens mediante el método de ensamblaje descrito en la
reivindicacion 11 y caracterizada porque dicha planta expresa un anticuerpo recombinante de tipo IgA.

13. Una planta transformada transitoriamente mediante Agrobacterium tu mefaciens mediante el método de
ensamblaje descrito en la reivindicacién 12 y caracterizada p orque dicha planta expresa simultaneamente las
citadas tres proteinas fluorescentes.
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FIGURA 8
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Listado de secuencias

<110> CONSEJO SUPERIOR DE INVESTIGACIONES CIENTIFICAS Y UNIVERSIDAD

POLITECNICA DE VALENCIA

<120> SISTEMA PARA ENSAMBLADO DE PIEZAS GENETICAS

<130> SISTEMA PARA ENSAMBLADO DE PIEZAS GENETICAS

<160> 44

<170> PatentIn version 3.5

<210> 1

<211> 890

<212> DNA

<213> Artificial sequence

<220>

<223> Nucleotidos 1296-2169 del esqueleto del plasmido pGreenII
<400> 1

gaagacaatg acaggatata ttggcgggta aactaagtcg ctgtatgtgt ttgtttgaga
60

tctcatgtga gcaaaaggcc agcaaaaggc caggaaccgt aaaaaggccg cgttgetggce
120

gtttttccat aggcteccgee cccctgacga gcatcacaaa aatcgacgct caagtcagag
180

gtggcgaaac ccgacaggac tataaagata ccaggcgttt cccectggaa gctcecectegt
240

gcgctcteet gttccgacce tgecgettac cggatacctg tcegecttte tccetteggg
300

aagcgtggceg ctttctcata gctcacgetg taggtatcte agttceggtgt aggtcgttcg
360

ctececaagetg ggctgtgtge acgaaccece cgtteagccc gaccgctgcg ccttatccgg
420

taactatcgt cttgagtcca acccggtaag acacgactta tecgecactgg cagcagccac
480

tggtaacagg attagcagag cgaggtatgt aggcggtgcet acagagttct tgaagtggtg
540

gcctaactac ggctacacta gaagaacagt atttggtatce tgcgctctge tgaagccagt
600

taccttcgga agaagagttg gtagctcttg atccggcaaa caaaccaccg ctggtagcgg
660

tggttttttt gtttgcaagc agcagattac gcgcagaaaa aaaggatctce aagaagatcc
720

tttgatcettt tctacggggt ctgacgctca gtggaacgaa aactcacgtt aagggatttt
780

ggtcatgaga ttatcaaaaa ggatcttcac ctagatcctt ttaaattaaa aatgaagttt
840

taaatcaatc taaagtatat atgtgtaaca ttggtctagt gattgtcttc

890

26


emonjasm
Texto escrito a máquina
Listado de secuencias

emonjasm
Texto escrito a máquina

emonjasm
Texto escrito a máquina

emonjasm
Texto escrito a máquina

emonjasm
Texto escrito a máquina


ES 2389792 Al

Artificial sequence

Incluye una mutacion A>T en el nucleotido 2542

gaagacaagt gattagaaaa actcatcgag catcaaatga aactgcaatt

ataccatatt

cataggatgg

cctattaatt

actgaatccg

cagccattac

tgcgcctgag

tttgaaaaag

caagatcctg

tccectegte

gtgagaatgg

gctcegtceatce

cgagtttgtc

Artificial Sequence

cegtttetgt

gtatcggtct

aaaaataagg

caaaagttta

aaaatcactc

ttc

aatgaaggag

gcgattccga

ttatcaagtg

tgcatttctt

gcatcaacca

Incluye una mutacion A>T en el nucleotido 2542

<210> 2
<211> 393
<212> DNA
<213>
<220>
<223>
<400> 2
60
aggattatca
120
gaggcagttc
180
atcaatacaa
240
atgagtgacg
300
ttcaacaggce
360
cattcgtgat
393

<210> 3
<211> 467
<212> DNA
<213>
<220>
<223>
<400> 3
gaagacaaga
60
tgcaaccggce
120
tcttctaata
180
tcaggagtac
240
agtctgacca
300
aactctggceg
360
ttatcgcgag
420
cttgagcaag

gtcgaaatac gcgatcgcetg ttaaaaggac aattacaaac

gcaggaacac

cctggaatgce

ggataaaatg

tctcatctgt

catcgggctt

cccatttata

acgtttcccg

tgccagcgca

tgttttccet

cttgatggte

aacaacattg

cccatacaat

cccatataaa

ttgaatatgg

tcaacaatat

gggatcgcag

ggaagaggca

gcaacgctac

cggtagattg

tcagcatcca

ctcataacat

27

tttcacctga

tggtgagtaa

taaattcegt

ctttgccatg

tcgcacctga

tgttggaatt

tgtctte

Nucleotidos 2166-2542 del esqueleto del plasmido pGreenII.

tattcatatc

aaaactcacc

ctcgtccaac

agaaatcacc

tccagacttg

aaccgttatt

Nucleotidos 2539-2989 del esqueleto del plasmido pGreenII.

aggaatcgaa

atcaggatat

ccatgcatca

cagccagttt

tttcagaaac

ttgccecgaca

taatcgcgge
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Artificial sequence

gaagacaatg ttccagccag gacagaaatg

467

<210> 4
<211> 1169
<212> DNA
<213>
<220>
<223>
Resistencia
<400> 4
60
ggtgacgcac
120
ttcgtaagcect
180
aacgcagcegg
240
gggtacagtc
300
tgatgttatg
360
acatcatgag
420
tcatcgagcg
480
atggcggect
540
atgaaacaac
600
agagcgagat
660
ggcgttatce
720
caggtatctt
780
gagaacatag
840
aacaggatct
900
gggctggcga
960
ccggcaaaat
1020
agtatcagcc

accgtggaaa

gtaatgcaag

tggtaacggc

tatgcectcgg

gagcagcaac

ggaagcggtg

ccatctcgaa

gaagccacac

gcggcgagcet

tctecgeget

agctaagcgce

cgagccagcc

cgttgeettg

atttgaggcg

tgagcgaaat

cgcgccgaag

cgtcatactt

cggatgaagg

tagcgtatge

gcagtggcgg

gcatccaagce

gatgttacgc

atcgccgaag

ccgacgttge

agtgatattg

ttgatcaacg

gtagaagtca

gaactgcaat

acgatcgaca

gtaggteccag

ctaaatgaaa

gtagtgctta

gatgtcgetyg

gaagctagac

cctecgactte

cacgaaccca

gctcacgcaa

ttttcatggc

agcaagcgcg

agcagggcag

tatcgactca

tggccgtaca

atttgctggt

accttttgga

ccattgttgt

ttggagaatg

ttgatctggc

¢ggcggagga

ccttaacgct

cgttgtcecg

ccgactggge

aggcttatct

28

Nucleotidos 248-1392 del esqueleto del plasmido

gctgectgecce

gtggacataa

ctggtccaga

ttgttatgac

ttacgcecgtyg

tcgccctaaa

actatcagag

tttgtacggce

tacggtgacc

aacttcggct

gcacgacgac

gcagcgcaat

tatcttgetg

actctttgat

atggaactcg

catttggtac

aatggagcgc

tggacaagaa

pCRS8.

aaggttgcecg

gcctgttcecgg

accttgaccg

tgtttttttg

ggtcgatgtt

acaaagttaa

gtagttggcg

tccgcagtgg

gtaaggcttg

tccectggag

atcattccgt

gacattcttg

acaaaagcaa

ccggttectyg

ccgeccgact

agcgcagtaa

ctgceggece

gaagatcgct
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tggcctcgeg cgcagatcag ttggaagaat ttgtccacta cgtgaaaggc gagatcacca

aggtagtcgg caaataatca cttgtcttc

1080

1140

1169

<210> 5
<211> 900
<212> DNA
<213>
<220>
<223>
<400> 5
gaagacaaaa
60
gatatatttt
120
tgaataaatc
180
gaccgttecg
240
ctcatcaacc
300
atccaacagc
360
gttatccacg
420
gctccaaaaa
480
acgtgaaatc
540
aatagccctt
600
agtagtatgt
660
ggcttgtgga
720
ccaccgtcga
780
tataaatttt
840
gatttccgat
900

<210> 6
<211> 623

caccccttgt

tatcttgtge

gaacttttgc

tggcaaagca

gtggctccct

ccgccgtcga

tgaaaccgct

ctatccacgt

gctaataagg

tcagatcaac

tcaattagcet

caatgcgcta

gcgcecagege

tttttttgaa

ccececggaatt

Artificial sequence

attactgttt

aatgtaacat

tgagttgaag

aaagttcaaa

cactttctgg

gcgggetttt

aatgcccegce

gaaatcgcta

tcacgtgaaa

agcttgcaaa

tttcaattat

cgcgcaccgg

ctttgcccac

aaagaaaaag

agagatcttg

atgtaagcag

cagagatttt

gatcagatca

atcaccaact

ctggatgatg

ttatcccecgg

aaagccttga

atcagggtac

tcgctaatca

caccccetege

gaatatatat

cteccgeecgt

aacccggegg

cccgaaaggce

gcaggatata

29

Nucleotidos 2986-565 del esqueleto del plasmido

acagttttat

gagacacaac

cgcatcttcc

ggtccaccta

gggcgattca

aagcctgtgg

ttcacggggce

gtgaaatcgc

aaaaggcacg

tccggcaagt

atcaattatt

ggacaaccgc

ccggecgcaa

ggcaacctct

ttgtggtgta

pGreenlI

tgttcatgat

gtggetttgt

cgacaacgca

caacaaagct

ggcgatcccc

atagagggta

tttceggece

taatcggagt

tgagaacgct

agttacagca

ggtcgccett

aagcggttge

cagatcgttt

cgggcttetg

acttgtcttce



cactggcaga

ggcgcgtcag

attgtactga

taccgcatca

cgggcctcett

tgggtaacgc

ctcggtacce

gtcatagctg

cggaagcata

gttgcgctcea

ggcatgagac
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Artificial sequence

Precursor pieza LacZ Al2C

gacccacagce

cgggtgttgg

gagtgcacca

ggcgcceatte

cgctattacg

cagggttttc

ggggatcctce

ttteetgtgt

aagtgtaaag

ctgceegett

gtc

Artificial sequence

Precursor pieza LacZ C12B

gacgtctcag gcatggcaga gacccacagc

<212> DNA
<213>
<220>
<223>
<400> 6
gacgtctcac
60
agcccgtcag
120
atcagagcag
180
aaggagaaaa
240
gcgateggtg
300
gcgattaagt
360
tgaattcgag
420
cgtaatcatg
480
acatacgagc
540
cattaattgc
600
gtctctcgac
623

<210> 7
<211> 623
<212> DNA
<213>
<220>
<223>
<400> 7
60
agcccgtcag
120
atcagagcag
180
aaggagaaaa
240
gcgatcggtg
300
gcgattaagt

ggcgegtceag

attgtactga

taccgcatca

cgggcctcett

tgggtaacgce

cgggtgttgg

gagtgcacca

ggcgcceattce

cgctattacyg

cagggttttc

ttgtctgtaa

cgggtgtcag

tatgcggtgt

gccattcagg

ccagctggcg

ccagtcacga

tagagtcgac

gaaattgtta

cctggggtgce

tccagtcggg

ttgtctgtaa

cgggtgtcgg

tatgcggtgt

gccattcagg

ccagctggcyg

ccagtcacga

30

gcggatgecg

ggctggctta

gaaataccge

ctgcgcaact

aaagggggat

cgttgtaaaa

ctgcaggcat

tccgetecaca

ctaatgagtg

aaacctgtcg

gcggatgccg

ggctggctta

gaaataccgc

ctgcgcaact

aaagggggat

cgttgtaaaa

ggagcagaca

actatgcggce

acagatgcgt

gttgggaagg

gtgctgcaag

cgacggccag

gcaagcttgg

attccacaca

agctaactca

tgccagetgg

ggagcagaca

actatgecgge

acagatgcgt

gttgggaagg

gtgctgcaag

cgacggccag
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360

tgaattcgag ctcggtaccc ggggatcctc
420

cgtaatcatg gtcatagctg tttcetgtgt
480

acatacgagc cggaagcata aagtgtaaag
540

cattaattgc gttgcgctca ctgcccgcett
600

gtctctcgac cgtctgagac gtc

623

<210> 8

<211l> 643

<212> DNA

<213> Artificial sequence

<220>

<223> Precursor pieza LacZ 1AB3
<400> 8

gaagacaata acggtctctt ggcccactga
60

ggagcagaca agcccgtcag ggcgcgtcag
120

actatgcggc atcagagcag attgtactga
180

acagatgcegt aaggagaaaa taccgcatca
240

gttgggaagg gcgatcggtg cgggcctctt
300

gtgctgcaag gcgattaagt tgggtaacgc
360

cgacggccag tgaattcgag ctcggtaccce
420

gcaagcttgg cgtaatcatg gtcatagcetg
480

attccacaca acatacgagc cggaagcata
540

agctaactca cattaattgc gttgcgctca
600

tgccagctge gtcectcagtag gatgagagac
643

<210> 9

<211> 649

<212> DNA

<213> Artificial sequence

tagagtcgac

gaaattgtta

cctggggtge

tccagtcggg

gacgcacagc

cgggtgttgyg

gagtgcacca

ggegecatte

cgctattacyg

cagggtttte

ggggatccte

tttcectgtgt

aagtgtaaag

ctgececegett

ctgacttgtce

31

ctgcaggcat

tcecgectcaca

ctaatgagtg

aaacctgtcg

ttgtctgtaa

cgggtgtcgg

tatgcggtgt

gccattcagg

ccagctggcg

ccagtcacga

tagagtcgac

gaaattgtta

cctggggtge

tccagtcggyg

tte

gcaagcttgg

attccacaca

agctaactca

tgccagectgg

gcggatgeceg

ggctggcetta

gaaataccgc

ctgcgcaact

aaagggggat

cgttgtaaaa

ctgcaggcat

tccgcectcecaca

ctaatgagtyg

aaacctgtcg
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Precursor pieza LacZ 3AB2

gaagacaata acggtctctg atgccactga

agcccgtcag

atcagagcag

aaggagaaaa

gcgatcggtg

gcgattaagt

tgaattggag

cgtaatcatg

acatacgagc

cattaattgc

agctgcgtcect

ggcgegtcag

attgtactga

taccgcatca

cgggcecctett

tgggtaacgc

cttggtacce

gtcatagctg

cggaagcata

gttgcgctca

cacgtccgac

Artificial sequence

resistencia a kanamicina

<220>
<223>
<400> 9
60
ggagcagaca
120
actatgcggce
180
acagatgegt
240
gttgggaagg
300
gtgctgcaag
360
cgacggccag
420
gtaagctggg
480
attccacaca
540
agctaactca
600
tgccagctgce
649

<210> 10
<211> 3194
<212> DNA
<213>
<220>
<223>
<400> 10
taaccgtcte
60
caagcccgtce
120
gcatcagagce
180
gtaaggagaa
240
gggcgatcgg
300
aggcgattaa
360

accactggca

agggcgcgtc

agattgtact

aataccgcat

tgcgggecte

gttgggtaac

gagacccaca

agcgggtgtt

gagagtgcac

caggcgccat

ttcgctatta

gccagggttt

gacgcacagc

cgggtgttgg

gagtgcacca

ggcgecatte

cgctattacg

cagggtttte

gtggatcttc

tttcectgtgt

aagtgtaaag

ctgceegett

agagacctga

Plasmido de destino Golden Braid con

gcttgtctgt

ggcgggtgtc

catatgeggt

tcgccattceca

cgcecagetyg

tcccagtceac

32

ttgtctgtaa

cgggtgtegg

tatgcggtgt

gccattcagg

ccagctggeg

ccagtcacga

tagtgtcgat

gaaattgtta

cctggggtge

tccagtecggg

cttgtcttc

gcggatgceg

ggctggctta

gaaataccgc

ctgcgcaact

aaagggggat

cgttgtaaaa

ctgcacgeat

tcecgeteaca

ctaatgagtg

aaacctgtcg

casete LacZ Al2C y

aagcggatgce

ggggctggct

gtgaaatacc

ggctgcgcaa

cgaaaggggg

gacgttgtaa

cgggagcaga

taactatgcg

gcacagatgc

ctgttgggaa

atgtgctgcea

aacgacggcc



agtgaattcg
420

ggcgtaatca
480

caacatacga
540

cacattaatt
600

ggggtctctce
660

atgtgtttagt
720

aggccgegtt
780

gacgctcaag
840

ctggaagctc
900

cctttetecce
960

cggtgtaggt
1020

gctgcgecett
1080

cactggcagc
1140

agttcttgaa
1200

ctctgctgaa
1260

ccacegcetag
1320

gatctcaaga
1380

cacgttaagg
1440

attaaaaatg
1500

agaaaaactc
1560

catatttttg
1620

ggatggcaag
1680

agctcggtac

tggtcatagc

gccggaagca

gcgttgeget

gacggcatga

ttgagatctc

gctggegttt

tcagaggtgg

cctcgtgege

ttcgggaage

cgttcgctcce

atccggtaac

agccactggt

gtggtggccect

gccagttacc

tagcggtggt

agatcctttg

gattttggtc

aagttttaaa

atcgagcatc

aaaaagccgt

atcctggtat

ES 2389792 Al

ccggggatcec

tgtttcctgt

taaagtgtaa

cactgecege

gacgtgacag

atgtgagcaa

ttcecatagge

cgaaacccga

tctecctgtte

gtggcgettt

aagctgggct

tatcgtcttg

aacaggatta

aactacggct

ttcggaagaa

ttttttgttte

atcttttcta

atgagattat

tcaatctaaa

aaatgaaact

ttctgtaatg

cggtctgcga

tctagagtceg

gtgaaattgt

agcctggggt

tttccagteg

gatatattgg

aaggccagca

tcegecceccee

caggactata

cgaccctgcec

ctcatagctce

gtgtgcacga

agtccaaccc

gcagagcgag

acactagaag

gagttggtag

gcaagcagca

cggggtctga

caaaaaggat

gtatatatgt

gcaatttatt

aaggagaaaa

ttccgactcg

33

acctgcaggc

tatccgcetca

gcectaatgag

ggaaacctgt

cgggtaaact

aaaggccagg

tgacgagcat

aagataccag

gcttaccgga

acgctgtagg

accceceegtt

ggtaagacac

gtatgtaggc

aacagtattt

ctcttgatcc

gattacgcgce

cgctcagtgg

cttcacctag

gtaacattgg

catatcagga

ctcaccgagg

tccaacatca

atgcaagctt

caattccaca

tgagctaact

cgtgccagct

aagtcgctgt

aaccgtaaaa

cacaaaaatc

gcgtttecee

tacctgtccg

tatctecagtt

cagcccgacc

gacttatcgce

ggtgctacag

ggtatctgeg

ggcaaacaaa

agaaaaaaag

aacgaaaact

atccttttaa

tctagtgatt

ttatcaatac

cagttccata

atacaaccta



ttaatttccc
1740

aatccggtga
1800

cattacgcectce
1860

cctgagcgag
1920

gcaaccggcg
1980

cttctaatac
2040

caggagtacyg
2100

gtctgaccat
2160

actctggcgce
2220

tatcgcgage
2280

ttgagcaaga
2340

aagcagacag
2400

gattttgaga
2460

agatcacgca
2520

ccaactggtce
2580

atgatggggc
2640

ccccggaagce
2700

ccttgattca
2760

gggtacgtga
2820

taatcaaaaa
2880

cctegeteeyg
2940

atatatatca
3000

ctcgtcaaaa

gaatggcaaa

gtcatcaaaa

tcgaaatacg

caggaacact

ctggaatgcect

gataaaatgce

ctcatctgta

atcgggcttce

ccatttatac

cgtttcccgt

ttttattgtt

cacaacgtgg

tctteceecgac

cacctacaac

gattcaggcg

ctgtggatag

cggggctttce

aatcgctaat

ggcacgtgag

gcaagtagtt

attattggtc
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ataaggttat

agtttatgca

tcactcgecat

cgatcgctgt

gccagegeat

gttttcecetg

ttgatggtcg

acaacattgg

ccatacaatc

ccatataaat

tgaatatggc

catgatgata

ctttgttgaa

aacgcagacc

aaagctctca

atccccatcce

agggtagtta

cggcccgctce

cggagtacgt

aacgctaata

acagcaagta

gcccttggcet

caagtgagaa

tttcttteca

caaccaaacc

taaaaggaca

caacaatatt

ggatcgcagt

gaagaggcat

caacgctacc

ggtagattgt

cagcatccat

tcataacacc

tatttttatce

taaatcgaac

gtteccgtggce

tcaaccgtgg

aacagcccgce

tccacgtgaa

caaaaactat

gaaatcgcta

gccectttcag

gtatgttcaa

tgtggacaat

34

atcaccatga

gacttgttca

gttattcatt

attacaaaca

ttcacctgaa

ggtgagtaac

aaattccgtce

tttgccatgt

cgcacctgat

gttggaattt

ccttgtatta

ttgtgcaatg

ttttgctgag

aaagcaaaag

ctcectcecact

cgtcgagcegyg

accgctaatg

ccacgtgaaa

ataaggtcac

atcaacagct

ttagcttttce

gcgctacgeg

gtgacgactg

acaggccagce

cgtgattgcg

ggaatcgaat

tcaggatatt

catgcatcat

agccagttta

ttcagaaaca

tgcccgacat

aatcgcggcec

ctgtttatgt

taacatcaga

ttgaaggatc

ttcaaaatca

ttctggetgg

gcttttttat

cccegcaaag

tcgctaatca

gtgaaatcgc

tgcaaacacc

aattatgaat

caccggcetee



ES 2389792 Al

aaccgcaagc ggttgcccac cgtcgagcegce

ccgcaacaga tcgttttata aatttttttt

acctctcggg cttetggatt tccgatcccee

ggtg

Artificial sequence

resistencia a kanamicina

gccecgtggac
3060
¢ggcggccegyg
3120
aaaggcggca
3180
gatatattgt
3194

<210> 11
<211> 3183
<212> DNA
<213>
<220>
<223>
<400> 11
tgacaggata
60
gagcaaaaggd
120
ataggctccg
180
acccgacagg
240
ctgttcecgac
300
cgctttctea
360
tgggctgtgt
420
gtcttgagtc
480
ggattagcag
540
acggctacac
600
gaagaagagt
660
ttgtttgcaa
720
tttctacggg
780
gattatcaaa
840
tctaaagtat

tattggcggg

ccagcaaaag

ccececectgac

actataaaga

cctgcecgett

tagctcacgce

gcacgaacce

caacccggta

agcgaggtat

tagaagaaca

tggtagctct

gcagcagatt

gtctgacgcet

aaggatcttc

atatgtgtaa

taaactaagt

gccaggaace

gagcatcaca

taccaggegt

accggatacc

tgtaggtatce

cccgttecage

agacacgact

gtaggcggtg

gtatttggta

tgatceggea

acgcgcagaa

cagtggaacg

acctagatcc

cattggtcta

Plasmido de destino Golden Braid con

cgctgtatgt

gtaaaaaggc

aaaatcgacg

ttececceetgg

tgtcecgeett

tcagttcggt

ccgaccgcty

tatcgccact

ctacagagtt

tctgegetcet

aacaaaccac

aaaaaggatc

aaaactcacg

ttttaaatta

gtgattagaa

35

cagcgecttt

tttgaaaaag

ggaattagag

gcccacaace

aaaaagcccg

atcttggcag

casete LacZ Cl12B y

gtttgtttga

cgecgttgetg

ctcaagtcag

aagctccctce

tctecetteg

gtaggtcgtt

cgccttatcce

ggcagcagcce

cttgaagtgg

gctgaagcca

cgctggtage

tcaagaagat

ttaagggatt

aaaatgaagt

aaactcatcg

gatctcatgt

gcgtttttcece

aggtggcgaa

gtgcgctete

ggaagcgtgg

cgctccaagce

ggtaactatc

actggtaaca

tggcctaact

gttaccttcg

ggtggttttt

cctttgatet

ttggtcatga

tttaaatcaa

agcatcaaat



900

gaaactgcaa
960

gtaatgaagg
1020

ctgcgattcc
1080

ggttatcaag
1140

tatgcattte
1200

tcgcatcaac
1260

cgctgttaaa
1320

gcgcatcaac
1380

tcecetgggat
1440

tggtcggaag
1500

cattggcaac
1560

acaatcggta
1620

ataaatcagc
1680

tatggctcat
1740

atgatatatt
1800

gttgaataaa
1860

cagaccgttc
1920

ctctcatcaa
1980

ccatccaaca
2040

tagttatcca
2100

ccgctccaaa
2160

gtacgtgaaa

tttattcata

agaaaactca

gactcgtcca

tgagaaatca

tttccagact

caaaccgtta

aggacaatta

aatattttca

cgcagtggtg

aggcataaat

gctacctttg

gattgtcgca

atccatgttg

aacacccctt

tttatcttgt

tcgaactttt

cgtggcaaag

cecgtggetec

gcececgeegte

cgtgaaaccg

aactatccac

tcgctaataa
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tcaggattat

ccgaggcagt

acatcaatac

ccatgagtga

tgttcaacag

ttcattcgtg

caaacaggaa

cctgaatcag

agtaaccatg

tcecgtcagcce

ccatgtttca

cctgattgece

gaatttaatc

gtattactgt

gcaatgtaac

gctgagttga

caaaagttca

ctcactttct

gagcgggcectt

ctaatgccce

gtgaaatcgc

ggtcacgtga

caataccata

tccataggat

aacctattaa

cgactgaatc

gccagccatt

attgcgcetg

tcgaatgcaa

gatattctte

catcatcagg

agtttagtct

gaaacaactc

cgacattatc

gcggecettga

ttatgtaagc

atcagagatt

aggatcagat

aaatcaccaa

ggctggatga

ttttatcccece

gcaaagcctt

taatcagggt

aatcgctaat

36

tttttgaaaa

ggcaagatcc

tttccecteg

cggtgagaat

acgctcgtca

agcgagtcga

ccggcgcagg

taatacctgg

agtacggata

gaccatctca

tggcgeatcg

gcgagcccat

gcaagacgtt

agacagtttt

ttgagacaca

cacgcatcectt

ctggtccacc

tggggcgatt

ggaagcctgt

gattcacggg

acgtgaaatc

caaaaaggca

agccgtttet

tggtatcggt

tcaaaaataa

ggcaaaagtt

tcaaaatcac

aatacgcgat

aacactgcca

aatgctgttt

aaatgcttga

tctgtaacaa

ggcttcccat

ttatacccat

tccegttgaa

attgttcatg

acgtggcttt

cccgacaacg

tacaacaaag

caggcgatce

ggatagaggg

gctttcecegge

gctaatcgga

cgtgagaacg



tttcagatca

gttcaattag

gacaatgcgce

gagcgccage

tttttttttg

atccceggaa

gagacccaca

agcgggtgtt

gagagtgcac

caggcgccat

ttcgctatta

gccagggttt

ccggggatce

tgtttcctgt

taaagtgtaa

cactgceege

acg
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acagcttgca

cttttcaatt

tacgcgcacc

gcetttgece

aaaaagaaaa

ttagagatct

gcttgtctgt

ggcgggtgte

catatgcggt

tcgccattca

cgccagetgyg

tccecagtceac

tctagagteg

gtgaaattgt

agcctggggt

tttccagtceg

Artificial sequence

aacacccctce

atgaatatat

ggctccgcecce

acaaccecgge

agcccgaaag

tggcaggata

aagcggatgce

ggggctggct

gtgaaatacc

ggctgcgcaa

cgaaaggggg

gacgttgtaa

acctgcagge

tatccgctcea

gcctaatgag

ggaaacctgt

resistencia a espectinomicina

2220
ctaatagccc
2280
caagtagtat
2340
ttggcttgtyg
2400
gcccaccgte
2460
tttataaatt
2520
tggatttceg
2580
aggcatggca
2640
agggcgcgtce
2700
agattgtact
2760
aataccgceat
2820
tgcgggectce
2880
gttgggtaac
2940
agcteggtac
3000
tggtcatagc
3060
gcecggaagea
3120
gcgttgeget
3180
accgtctgag
3193

<210> 12
<211> 3523
<212> DNA
<213>
<220>
<223>
<400> 12

gctccggcaa

atatcaatta

gtggacaacc

ggccggccge

gcggcaacct

tattgtggtg

cgggagcaga

taactatgcg

gcacagatgc

ctgttgggaa

atgtgctgca

aacgacggcce

atgcaagctt

caattccaca

tgagctaact

cgtgccagct

gtagttacag

ttggtcgecce

gcaagcggtt

aacagatcgt

ctcgggcettce

taaccgtcectce

caagcccgtc

gcatcagagce

gtaaggagaa

gggcgatcgg

aggcgattaa

agtgaattcg

ggcgtaatca

caacatacga

cacattaatt

gggtcteteg

Plasmido de destino Golden Braid con casete LacZ 1AB3 y

taacggtctc ttggcccact gagacgcaca gcttgtctgt aagcggatgc cgggagcada

60

37



caagecccgte
120

gcatcagagc
180

gtaaggagaa
240

gggcgatcgg
300

aggcgattaa
360

agtgaattcg
420

ggcgtaatca
480

caacatacga
540

cacattaatt
600

gcgtctcacg
660

tgtgtttgtt
720

ggccgegttg
780

acgctcaagt
840

tggaagctcc
900

ctttctececcet
960

ggtgtaggtc
1020

ctgcgectta
1080

actggcagca
1140

gttcttgaag
1200

tctgctgaag
1260

caccgctggt
1320

atctcaagaa
1380

agggcgegtc

agattgtact

aataccgcat

tgcgggecte

gttgggtaac

agctceggtac

tggtcatagc

gccggaagca

gcgttgcget

tcgatgagag

tgagatctca

ctggegtttt

cagaggtggc

ctegtgegcet

tcgggaagcg

gttcgctcca

tcecggtaact

gccactggta

tggtggecta

ccagttacct

agcggtggtt

gatcctttga
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agcgggtgtt

gagagtgcac

caggcgccat

ttcgctatta

gccagggttt

cecggggatcec

tgtttcectgt

taaagtgtaa

cactgcccge

acctgacagg

tgtgagcaaa

tccataggct

gaaacccgac

ctcectgttece

tggcgcectttc

agctgggctg

atcgtcttga

acaggattag

actacggcta

tcggaagaag

tttttgtttg

tcttttctac

ggcgggtgtce

catatgecggt

tcgccattceca

cgccagcetygg

tcccagtcac

tctagagtceyg

gtgaaattgt

agcctggggt

tttccagtcg

atatattggce

aggccagcaa

ccgeccceect

aggactataa

gaccctgccg

tcatagctca

tgtgcacgaa

gtccaacceg

cagagcgagg

cactagaaga

agttggtagc

caagcagcag

ggggtctgac

38

ggggctggcet

gtgaaatacc

ggctgcgcaa

cgaaaggggg

gacgttgtaa

acctgcaggce

tatccgctca

gcctaatgag

ggaaacctgt

gggtaaacta

aaggccagga

gacgagcatc

agataccagg

cttaccggat

cgctgtaggt

cceceecgtte

gtaagacacyg

tatgtaggcyg

acagtatttg

tettgateceg

attacgcgca

gctcagtgga

taactatgcg

gcacagatgc

ctgttgggaa

atgtgctgca

aacgacggcc

atgcaagcectt

caattccaca

tgagctaact

cgtgccaget

agtcgctgta

accgtaaaaa

acaaaaatcg

cgtttecccece

acctgtccge

atctcagttc

agcccgaceyg

acttatcgcc

gtgctacaga

gtatctgcgce

gcaaacaaac

gaaaaaaagg

acgaaaactc



acgttaaggg
1440

ttaaaaatga
1500

tttgeccgact
1560

tgcgcgcgag
1620

gacgggctga
1680

cgcgattttg
1740

ctcatcgcca
1800

aaatagatcc
1860

aacgctatgt
1920

ctcgaagata
1980

agctggataa
2040

gagaatctcg
2100

ccgegttgtt
2160

cttecaggceyg
2220

atggcgctcg
2280

ttcectecatg
2340

gctccataac
2400

catagactgt
2460

accaccgcetg
2520

ttacagctta
2580

cggtgtgegt
2640

gggaacaccce
2700

attttggtca

agttttaaat

accttggtga

gccaagcgat

tactgggecg

ccggttactg

gcccagtcgg

tgttcaggaa

tctettgett

cctgcaagaa

cgccacggaa

ctctctcecag

tcatcaagcc

ccatccactg

atgacgccaa

atgtttaact

atcaaacatce

accccaaaaa

cgtteggtcea

cgaaccgaac

cacccggcaa

cttgtattac

ES 2389792 Al

tgagattatc

caatctaaag

tctecgecettt

cttcttettg

gcaggcgcetce

cgctgtacca

gcggcgagtt

ccggatcaaa

ttgtcagcaa

tgtcattgceg

tgatgtcgtc

gggaagccga

ttacggtcac

cggagccgta

ctacctctga

ttgttttagg

gacccacggce

aacagtcata

aggttctgga

aggcttatgt

ccttgggcag

tgtttatgta

aaaaaggatc

tatatatgtg

cacgtagtgg

tccaagataa

cattgcccag

aatgcgggac

ccatagcgtt

gagttcctcc

gatagccaga

ctgccattet

gtgcacaaca

agtttccaaa

cgtaaccagc

caaatgtacg

tagttgagtc

gcgactgecce

gtaacgcgct

acaagccatg

ccagttgcgt

ccactgggtt

cagcgaagtc

agcagacagt

39

ttcacctaga

taacattggt

acaaattctt

gcctgtctag

tcggcagcga

aacgtaagca

aaggtttcat

gcegetggac

tcaatgtcga

ccaaattgca

atggtgactt

aggtcgttga

aaatcaatat

gccagcaacyg

gatacttcgg

tgctgcgtaa

tgctgettgg

aaaaccgcca

gagcgcatac

cgtgeccttceca

gaggcatttc

tttattgttc

tccttttaaa

ctagtgatta

ccaactgatc

cttcaagtat

catccttegg

ctacatttceg

ttagcgcctc

ctaccaaggc

tcgtggcetagg

gttegegett

ctacagcgceg

tcaaagctcg

cactgtgtgg

tcggttcgag

cgatcaccgce

catcgttgct

atgcccgagg

ctgcgecgtt

gctacttgca

tcegttteca

tgtcctggct

atgatgatat



tgtgcaatgt

tttgctgagt

aagcaaaagt

tcectcecactt

gtcgagcggg

ccgetaatge

cacgtgaaat

taaggtcacg

tcaacagctt

tagcttttca

cgctacgcgce

agcgecctttg

ttgaaaaaga

gaattagaga
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aacatcagag

tgaaggatca

tcaaaatcac

tctggctgga

cttttttatc

ccecgcaaagce

cgctaatcag

tgaaatcgct

gcaaacaccc

attatgaata

accggctccg

ccecacaaccece

aaaagcccga

tcttggcagg

Artificial sequence

attttgagac

gatcacgcat

caactggtce

tgatggggcg

cccggaagcec

cttgattcac

ggtacgtgaa

aatcaaaaag

ctcgeteegg

tatatatcaa

cccgtggaca

ggcggcecggce

aaggcggcaa

atatattgtg

Plasmido de destino Golden Braid con

resistencia a espectinomicina

atttttatct
2760
aaatcgaact
2820
ttecegtggea
2880
caaccgtggc
2940
acagcccgcce
3000
ccacgtgaaa
3060
aaaaactatc
3120
aaatcgctaa
3180
cecectttcaga
3240
tatgttcaat
3300
gtggacaatg
3360
gtcgagcgcec
3420
attttttttt
3480
ccgatcceeg
3523

<210> 13
<211> 3528
<212> DNA
<213>
<220>
<223>
<400> 13
taacggtctc
60
caagcccgtce
120
gcatcagagc
180
gtaaggagaa
240

tgatgccact gagacgcaca gcttgtctgt

agggcgcgtce

agattgtact

aataccgcat

agcgggtgtt

gagagtgcac

caggcgccat

ggcgggtgtc

catatgeggt

tcgccattca

40

acaacgtggce

cttcccgaca

acctacaaca

attcaggcga

tgtggataga

ggggctttec

atcgctaatc

gcacgtgaga

caagtagtta

ttattggtcg

accgcaagcg

cgcaacagat

cctecteggge

gtg

tttgttgaat

acgcagaccg

aagctctcat

tccecatceca

gggtagttat

ggccegetee

ggagtacgtg

acgctaatag

cagcaagtag

cecttggett

gttgcccacc

cgttttataa

ttctggattt

casete LacZ 3AB2 y

aagcggatgce

ggggctggcet

gtgaaatacc

ggctgcgcaa

cgggagcaga

taactatgcg

gcacagatgce

ctgttgggaa



gggcgatcgg
300

aggcgattaa
360

agtgaattgg
420

ggcgtaatca
480

caacatacga
540

cacattaatt
600

gcagctgcgt
660

gctgtatgtg
720

taaaaaggcc
780

aaatcgacgce
840

tcececectgga
900

gtcecgecettt
960

cagttcggtyg
1020

cgaccgctge
1080

atcgccactg
1140

tacagagttc
1200

ctgegetetg
1260

acaaaccacc
1320

aaaaggatct
1380

aaactcacgt
1440

tttaaattaa
1500

tgattatttg
1560

tgcgggectce

gttgggtaac

agcttggtac

tggtcatagc

gccggaagca

gcgttgcecgcet

ctcacgtcecg

tttgtttgag

gcgttgctgg

tcaagtcaga

agctcceteg

ctcccttcegg

taggtecgttc

gccttatceceg

gcagcagcca

ttgaagtggt

ctgaagccag

gctggtagcg

caagaagatc

taagggattt

aaatgaagtt

ccgactacct
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ttcgetatta

gccagggttt

ccgtggatcet

tgtttcectgt

taaagtgtaa

cactgccegce

acagagacct

atctcatgtg

cgtttttcca

ggtggcgaaa

tgcgctctce

gaagcgtggce

gctccaagct

gtaactatceg

ctggtaacag

ggcctaacta

ttaccttegg

gtggtttttt

ctttgatctt

tggtcatgag

ttaaatcaat

tggtgatctc

cgccagetgg

tcccagteac

tctagtgtcg

gtgaaattgt

agecctggggt

tttccagtcg

gacaggatat

agcaaaaggc

taggctccgce

cccgacagga

tgttccgacce

gctttcteat

gggctgtgtyg

tcttgagtcecce

gattagcaga

cggctacact

aagaagagtt

tgtttgcaag

ttctacgggyg

attatcaaaa

ctaaagtata

gcctttcacg

41

¢gaaaggggg

gacgttgtaa

atctgcacgc

tatccgctca

gcctaatgag

ggaaacctgt

attggcgggt

cagcaaaagyg

cccectgacyg

ctataaagat

ctgcecgctta

agctcacgct

cacgaacccc

aacccggtaa

gcgaggtatg

agaagaacag

ggtagctctt

cagcagatta

tctgacgcte

aggatcttca

tatgtgtaac

tagtggacaa

atgtgctgcea

aacgacggcc

atgtaagctg

caattccaca

tgagctaact

cgtgccaget

aaactaagtc

ccaggaaccg

agcatcacaa

accaggcgtt

ccggatacct

gtaggtatct

ccgtteagece

gacacgactt

taggcggtgce

tatttggtat

gatcecggcaa

cgcgcagaaa

agtggaacga

cctagatcect

attggtctag

attcttccaa



ctgatctgeg
1620

aagtatgacg
1680

cttcggegeg
1740

atttcgctca
1800

cgcctcaaat
1860

caaggcaacg
1920

ggctggcteg
1980

gcgettagcet
2040

agcgcggaga
2100

agctcgcege
2160

gtgtggcttc
2220

ttcgagatgg
2280

caccgcttcecce
2340

gttgectgcectc
2400

ccgaggcata
2460

gccgttacca
2520

cttgecattac
2580

tttccacggt
2640

ctggctggaa
2700

gatatatttt
2760

tgaataaatc
2820

gaccgtteeg
2880

cgcgaggcca

ggctgatact

attttgcecgg

tcgecagcecece

agatcctgtt

ctatgttctc

aagatacctg

ggataacgcc

atctcgctct

gttgtttcat

aggccgccat

cgctegatga

ctcatgatgt

cataacatca

gactgtacce

ccgctgegtt

agcttacgaa

gtgcgtcacc

cacccettgt

tatcttgtge

gaacttttge

tggcaaagca
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agcgatcttce

gggccggceag

ttactgecgcet

agtcgggcgyg

caggaaccgyg

ttgcttttgt

caagaatgtc

acggaatgat

ctccagggga

caagccttac

ccactgcgga

cgccaactac

ttaactttgt

aacatcgacc

Ccaaaaaaaca

cggtcaaggt

ccgaacaggce

cggcaacctt

attactgttt

aatgtaacat

tgagttgaag

aaagttcaaa

ttcttgtcca

gcgctccatt

gtaccaaatg

cgagttccat

atcaaagagt

cagcaagata

attgcgcetgce

gtcgtegtge

agccgaagtt

ggtcaccgta

gccgtacaaa

ctctgatagt

tttagggcga

cacggcgtaa

gtcataacaa

tctggaccag

ttatgtccac

gggcagcagc

atgtaagcag

cagagatttt

gatcagatca

atcaccaact

42

agataagcct

gcccagtcgg

cgggacaacg

agcgttaagg

tccteegecyg

gccagatcaa

cattctccaa

acaacaatgg

tccaaaaggt

accagcaaat

tgtacggcca

tgagtcgata

ctgccctgcet

cgecgettget

gccatgaaaa

ttgcgtgagce

tgggttcgtg

gaagtcgagg

acagttttat

gagacacaac

cgeatcttcee

ggtccaccta

gtctagette

cagcgacatc

taagcactac

tttcatttag

ctggacctac

tgtcgatcgt

attgcagttce

tgacttctac

cgttgatcaa

caatatcact

gcaacgtcgg

cttcggcegat

gcgtaacatc

gcttggatgce

ccgeccactgce

gcatacgcta

ccttcatecg

catttctgtc

tgttcatgat

gtggctttgt

cgacaacgca

caacaaagct
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ctggatgatg

ttatcccecgg

aaagccttga

atcagggtac

tcgctaatca

caccccetege

gaatatatat

ctcegecegt

aacccggegg

ccegaaaggce

gcaggatata

cctttgcccce

tcgacggaga

atttcagaaa

agacgatcta

atgcagtcaa

agatcagaag

taatagagat

aaattcagat

gggcgattca

aagcctgtgg

ttcacgggge

gtgaaatcgc

aaaaggcacg

tccggcaagt

atcaattatt

ggacaaccgc

ccggcecgcaa

ggcaacctct

ttgtggtg

ggagatcacc

aggtgacgat

gaatgctgac

cccgagtaat

aagattcagg

tactattcca

tggagtctct

cgaggatcta

ctcatcaacc gtggctccct cactttctgg
2940

atccaacage ccgccgtcga gcgggcetttt
3000

gttatccacg tgaaaccgct aatgccccgc
3060

gctccaaaaa ctatccacgt gaaatcgcta
3120

acgtgaaatc gctaataagg tcacgtgaaa
3180

aatagccctt tcagatcaac agcttgcaaa
3240

agtagtatgt tcaattagct tttcaattat
3300

ggcttgtgga caatgcgcta cgcgcaccgg
3360

ccaccgtcga gcgccagcgce ctttgcccac
3420

tataaatttt tttttttgaa aaagaaaaag
3480

gatttccgat ccccggaatt agagatcttg
3528

<210> 14

<211> 1049

<212> DNA

<213> Artificial sequence

<220>

<223> Precursor pieza Promotor 35S del CAMV
<400> 14

ggtctcatgg cactagagcc aagctgatct
60

ttctctatet ctacgatcta ggaagaaagt
120

ccaccgataa tgagaagatt agcctcttca
180

ttagagaggc ctacgcggca ggtctgatca
240

agatcaaata ccttcccaag aaggttaaag
300

tcaagaacac agagaaagat atatttctca
360

ttcaaggctt gcttcataaa ccaaggcaag
420

ttcctactga atcaaaggcc atggagtcaa
480

43

ggcgatecccee

atagagggta

tttcecggcecce

taatcggagt

tgagaacgct

agttacagca

ggtcgeccett

aagcggttgc

cagatcgttt

cgggcettetg

atggacgact

accatgttca

ccacagatgg

aatctccagg

actaactgca

gtatggacga

aagaaagtag

acagaactcg



ES 2389792 Al

ccgtgaagac tggcgaacag ttcatacaga
540

tettegtcaa catggtggag cacgacactce
600

tctcagaaga ccaaagggct attgagactt
660

tcggattcca ttgcccagct atctgtcact
720

gcacctacaa atgccatcat tgcgataaag
780

acagtggtcc caaagatgga cccccaccca
840

caaccacgtc ttcaaagcaa gtggattgat
900

cacaatccca ctatccttcg caagaccctt
960

agaggactcc ggtattttta caacaatacc
1020

atttactatt ctagtcgaga tgtgagacc
1049

<210> 15

<211> 514

<212> DNA

<213> Artificial sequence

<220>

<223>

<400> 15

ggtctcatga gggaatggat cttcgatccc
60

ttaagattga atcctgttgc cggtcttgcg
120

gttaagcatg taataattaa catgtaatgc
180

attagagtcc cgcaattata catttaatac
240

taggataaat tatcgcgedc ggtgtcatct
300

ttcttgaaga cgaaagggcc tcgtgatacg
360

aatggtttet tagacgtcag gtggcacttt
420

tttatttttc taaatacatt caaatatgta
480

gcttcaataa tgggaccgac tcggccatga

gtcttttacg

tcgtctacte

ttcaacaaag

tcatcaaaag

gaaaggctat

cgaggagcat

gtgatatctc

cctctatata

acaacaaaac

gatcgttcaa

atgattatca

atgacgttat

gcgatagaaa

atgttactag

cctattttta

tcggggaaat

tcecgetceatg

gacc

44

actcaatgac

caagaatatc

ggtaatatcg

gacagtagaa

cgttcaagat

cgtggaaaaa

cactgacgta

aggaagttca

aaacaacaaa

acatttggca

tataatttct

ttatgagatg

acaaaatata

atcgggaatt

taggttaatg

gtgcgcggaa

agacaataac

aagaagaaaa

aaagatacag

ggaaacctcce

aaggaagdgtg

gcctctgeceg

gaagacgttc

agggatgacg

tttcatttgg

caacattaca

Precursor pieza Terminador de la Nopalina Sintasa

ataaagtttc

gttgaattac

ggtttttatg

gcgcgcaaac

gccaagctaa

tcatgataat

cccetatttg

cctgataaat



514

<210> 16
<211> 748
<212> DNA
<213>
<220>
<223>
<400> 16
ggtctcagat
60
agctggacgg
120
ccacctacgg
180
ggcccaccct
240
acatgaagca
300
ccatcttett
360
acaccctggt
420
tggggcacaa
480
agaagaacgg
540
agctcgecega
600
acaaccacta
660
acatggtcct
720
acaagtcagt
748

<210> 17
<211> 694
<212> DNA
<213>
<220>
<223>
Protein
<400> 17

ggtgagcaag

cgacgtaaac

caagctgacc

cgtgaccacc

gcacgacttc

caaggacgac

gaaccgcatc

gctggagtac

catcaaggtyg

ccactaccag

cctgagctac

gctggagttc

catgagctga
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Artificial sequence

Precursor pieza CDS de la

ggcgaggagce

ggccacaagt

ctgaagttca

ttcggctacyg

ttcaagtccg

ggcaactaca

gagctgaagg

aactacaaca

aacttcaaga

cagaacaccce

cagtccgccce

gtgaccgccg

gtgagacc

Artificial sequence

vellow fluorescent protein

tgttcaccgg

tcagcgtgtce

tctgcaccac

gcctgaagtg

ccatgcceccga

agacccgege

gcatcgactt

gccacaacgt

tccgccacaa

ccatcggcga

tgagcaaaga

ccgggatcac

ggtggtgccc

¢ggcgagggc

cggcaagctyg

cttcgcccege

aggctacgtc

cgaggtgaag

caaggaggac

ctatatcatg

catcgaggac

cggccecgtg

ccccaacgag

tcteggcatg

atcctggteyg

gagggcgatg

cecegtgeect

taccccgacce

caggagcgca

ttcgagggceg

ggcaacatcc

gccgacaage

ggcagcgtgce

ctgctgcececg

aagcgcgatc

gacgagctct

Precursor pieza CDS de la Discosoma sp. Red Fluorescent

ggtctcagat ggcctcctcece gagaacgtca tcaccgagtt catgcgcttc aaggtgcgca

60

tggagggcac cgtgaacggc cacgagttcg agatcgaggg cgagggcgag ggccgcccct

45



120
acgagggcca
180
gggacatcct
240
acatcccecga
300
acttcgagga
360
tcatctacaa
420
agaagacgat
480
agggcgagac
540
agtccatcta
600
agctggacat
660
agggccgceca
694

<210> 18
<211> 718
<212> DNA
<213>
<220>
<223>
<400> 18
ggtctcagat
60
ccgtggacaa
120
cccagaccat
180
tggctactag
240
acttcttcaa
300
acgggggcgt
360
acgtcaagat
420
tcggctggga
480

caacaccgtg

gtccececceecag

ctacaagaag

cggcggcgtg

ggtgaagttc

gggctgggag

acacaaggcc

catggccaag

cacctcccac

ccacctgttce

gagcgagcetg

ccatcacttce

gagaatcaag

cttcctctac

gcagtccttce

gctgaccgcet

cagaggggtg

ggccttcacc
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aagctgaagg

ttccagtacg

ctgtccttce

gcgaccegtga

atcggcgtga

gcctccacceg

ctgaagctga

aagcccgtge

aacgaggact

ctgtgagtga

Artificial sequence

Precursor pieza CDS de la

attaaggaga

aagtgcacat

gtggtcgagg

ggcagcaaga

cctgagggct

acccaggaca

aacttcacat

gaaacgctgt

tgaccaaggg

gctecaaggt

ccgagggctt

cccaggacte

acttcccctce

agcgcctgta

aggacggcgyg

agctgcecegg

acaccatcgt

gacc

cggcccectg

gtacgtgaag

caagtgggag

ctceectgecag

cgacggcccee

cccecegegac

ccactacctg

ctactactac

ggagcagtac

cccttegect

cacccegecyg

cgegtgatga

gacggctgcet

gtgatgcaga

ggcgtgctga

gtggagttca

gtggacgcca

gagcgcaccg

Blue Fluorescent Protein

acatgcacat

ccgagggcga

gecggececetet

ccttcatcaa

tcacatggga

ccagcctcceca

ccaacggceee

acccegetga

46

gaagctgtac

aggcaagccc

ccecttegece

ccacacccag

gagagtcacc

ggacggctgce

tgtgatgcag

cggcggectg

atggagggca

tacgagggca

ttcgacatcc

ggcatccecyg

acatacgaag

ctcatctaca

aagaaaacac

gaaggcagaa



cctgaagcetce
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gtgggcggga

gccatctgat cgcaaacatc aagaccacat

gaaacccgcet aagaacctca agatgectgg cgtctactat gtggactaca

gactggaaag aatcaaggag gccaacaacg aaacctacgt cgagcagcac gaggtggcag

acgacatggc
540
atagatccaa
600

660
tggccagata
718

<210> 19
<211> 535
<212> DNA
<213>
<220>
<223>

TBSV

<400> 19
ggtctcagat
60
gttgggatgg
120
gttggactga
180
gtttcaagga
240
ggacggaagc
300
cagcatctcg
360
gagttagtat
420
ttcggtctaa
480
gaggatgccce
535

<210> 20
<211> 4857
<212> DNA
<213>
<220>
<223>
<400> 20

ctgcgacctc

ggaacgagct

aggatcagga

gtggcggeta

aagctggggt

ttecactgcac

atttttcggt

caccgtttct

gcaagaactg

tgaaggtact

cctagcaaac

Artificial sequence

atacaaggaa

ggtaccactt

cataacgatg

ttcgggaaag

agagtccttg

ttecgaccaga

ggaggctctc

ctacagcttg

gaaaccttcg

Artificial sequence

tggggcacaa gcttaattga gtgagacc

acgacgctag

ctcecttcecaa

agactaattc

ttgtatttaa

gatcttggac

tcggatgtac

gaactcttca

ccccaatcga

aaaaagaaag

ggaacaagct

acttcctgac

gaatcaagat

gagatatctc

gggagattcg

ctatagtatt

gcatctctgt

agtggaaagt

cgagtgagtg

Vector de expresion de YFP bajo el promotor 35s

Precursor pieza CDS del supresor de silenciamiento pl9 del

aacagtgaac

gaaagtccga

aatccccttg

agatacgaca

gttaactatg

cggtttcgag

gagatggcaa

aatgtatcaa

agacc

tggcactaga gccaagctga tctcctttge cccggagatc accatggacg actttctcta

60

tctctacgat ctaggaagaa agttcgacgg agaaggtgac gataccatgt tcaccaccga

120

47



taatgagaag
180

ggcctacgcyg
240

ataccttcce
300

cacagagaaa
360

cttgcttcat
420

tgaatcaaag
480

gactggcgaa
540

caacatggtg
600

agaccaaagg
660

ccattgcceca
720

caaatgccat
780

tcccaaagat
840

gtcttcaaag
900

ccactatccet
960

tccggtattt
1020

attctagtcg
1080

gtcgagctgg
1140

gatgccacct
1200

ccctggceeca
1260

gaccacatga
1320

cgcaccatct
1380

ggcgacacce
1440

attagcctcet

gcaggtctga

aagaaggtta

gatatatttc

aaaccaaggc

gccatggagt

cagttcatac

gagcacgaca

gctattgaga

gctatctgte

cattgcgata

ggacccecac

caagtggatt

tcgcaagacc

ttacaacaat

agatggtgag

acggcgacgt

acggcaagct

ccctegtgac

agcagcacga

tcttcaagga

tggtgaaccg
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tcaatttcag

tcaagacgat

aagatgcagt

tcaagatcag

aagtaataga

caaaaattca

agagtctttt

ctctcgtceta

cttttcaaca

acttcatcaa

aaggaaaggc

ccacgaggag

gatgtgatat

cttcctectat

accacaacaa

caagggcgag

aaacggccac

gaccctgaag

caccttecggce

cttcttcaag

cgacggcaac

catcgagctg

aaagaatgct

ctacccgagt

caaaagattc

aagtactatt

gattggagtc

gatcgaggat

acgactcaat

ctccaagaat

aagggtaata

aaggacagta

tatcgttcaa

catcgtggaa

ctccactgac

ataaggaagt

aacaaacaac

gagctgttca

aagttcagceg

ttcatctgca

tacggcctga

tccgecatge

tacaagaccc

aagggcatcg

48

gacccacaga

aataatctcc

aggactaact

ccagtatgga

tctaagaaag

ctaacagaac

gacaagaaga

atcaaagata

tcgggaaacc

gaaaaggaag

gatgcctctg

aaagaagacg

gtaagggatg

tcatttcatt

aaacaacatt

ccggggtgagt

tgtcecggcega

ccaccggcaa

agtgcttcgce

ccgaaggcta

gcgeccgaggt

acttcaagga

tggttagaga

aggagatcaa

gcatcaagaa

cgattcaagg

tagttcctac

tcgcegtgaa

aaatcttegt

cagtctcaga

tcectcggatt

gtggcaccta

ccgacagtgg

ttccaaccac

acgcacaatc

tggagaggac

acaatttact

gcccatcctg

gggcgaggge

gctgececgtyg

ccgctacccece

cgtccaggag

gaagttcgag

ggacggcaac



atcctggggce
1500

aagcagaaga
1560

gtgcagctceg
1620

ccegacaacce
1680

gatcacatgg
1740

ctctacaagt
1800

ggcaataaag
1860

ttctgttgaa
1920

gatgggtttt
1980

tatagcgegce
2040

aattgccaag
2100

aatgtcatga
2160

ggaaccccta
2220

taaccctgat
2280

tatattggcg
2340

ggccagcaaa
2400

cgcceccectyg
2460

ggactataaa
2520

accctgceegce
2580

catagctcac
2640

gtgcacgaac
2700

tccaaccegg
2760

acaagctgga

acggcatcaa

ccgaccacta

actacctgag

tcctgetgga

cagtcatgag

tttcttaaga

ttacgttaag

tatgattaga

aaactaggat

ctaattcttg

taataatggt

tttgtttatt

aaatgcttea

ggtaaactaa

aggccaggaa

acgagcatca

gataccaggc

ttaccggata

gctgtaggta

cccecgttea

taagacacga
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gtacaactac

ggtgaacttc

ccagcagaac

ctaccagtcc

gttcgtgacc

ctgagggaat

ttgaatcctg

catgtaataa

gtceccgeaat

aaattatcgce

aagacgaaag

ttcttagacg

tttctaaata

ataatgggac

gtcgctgtat

ccgtaaaaag

caaaaatcga

gtttccccct

cctgtceccgece

tctecagtteg

gcececgaccge

cttatcgcca

aacagccaca

aagatccgcc

acccceccecateg

gcccectgagceca

gccgecggga

ggatcttecga

ttgeeggtet

ttaacatgta

tatacattta

gcdeggtgtce

ggcctcgtga

tcaggtggca

cattcaaata

cgactcgega

gtgtttgttt

gcegegttge

cgctcaagte

ggaagctccc

tttctcecett

gtgtaggtcg

tgcgecttat

ctggcagcag

49

acgtctatat

acaacatcga

gcgacggecc

aagaccccaa

tcactctegg

tccegategt

tgcgatgatt

atgcatgacg

atacgcgata

atctatgtta

tacgcctatt

cttttecgggyg

tgtatccgct

cggcatgaga

gagatctcat

tggcgttttt

agaggtggcg

tcgtgcgcetce

cgggaagcgt

ttcgctceeaa

ccggtaacta

ccactggtaa

catggccgac

ggacggcagc

cgtgctgetg

cgagaagcgc

catggacgag

tcaaacattt

atcatataat

ttatttatga

gaaaacaaaa

ctagatcggg

tttataggtt

aaatgtgcgce

catgagacaa

cgtgacagga

gtgagcaaaa

ccataggctc

aaacccgaca

tcectgttecg

ggcgctttet

gctgggetgt

tecgtcttgag

caggattagc



agagcgaggt
2820

actagaagaa
2880

gttggtagct
2940

aagcagcaga
3000

gggtctgacg
3060

aaaaggatct
3120

atatatgtgt
3180

aatttattca
3240

ggagaaaact
3300

ccgactegte
3360

agtgagaaat
3420

tctttccaga
3480

accaaaccgt
3540

aaaggacaat
3600

acaatatttt
3660

atcgcagtgg
3720

agaggcataa
3780

acgctacctt
3840

tagattgtcg
3900

gcatccatgt
3960

ataacacccce
4020

tttttatctt
4080

atgtaggcgg

cagtatttgg

cttgatccgg

ttacgcgcag

ctcagtggaa

tcacctagat

aacattggtc

tatcaggatt

caccgaggca

caacatcaat

caccatgagt

cttgttcaac

tattcattcg

tacaaacagg

cacctgaatc

tgagtaacca

attccgtcecag

tgeccatgttt

cacctgattg

tggaatttaa

ttgtattact

gtgcaatgta
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tgctacagag

tatctgcgct

caaacaaacc

aaaaaaagga

cgaaaactca

ccttttaaat

tagtgattag

atcaatacca

gttccatagg

acaacctatt

gacgactgaa

aggccagcea

tgattgcgcecce

aatcgaatgce

aggatattct

tgcatcatca

ccagtttagt

cagaaacaac

cccgacatta

tcgeggecett

gtttatgtaa

acatcagaga

ttcttgaagt

ctgctgaagce

accgctggta

tctcaagaag

cgttaaggga

taaaaatgaa

aaaaactcat

tatttttgaa

atggcaagat

aatttccecccet

tcecggtgaga

ttacgctegt

tgagcgagtc

aaccggcgcea

tctaatacct

ggagtacgga

ctgaccatct

tctggcgcat

tcgegagece

gagcaagacyg

gcagacagtt

ttttgagaca

50

ggtggcctaa

cagttacctt

gcggtggttt

atcctttgat

ttttggtcat

gttttaaatc

cgagcatcaa

aaagccgttt

cctggtatcg

cgtcaaaaat

atggcaaaag

catcaaaatc

gaaatacgcg

ggaacactgc

ggaatgctgt

taaaatgctt

catctgtaac

cgggcttcecce

atttataccc

tttcecgttg

ttattgttca

caacgtggct

ctacggctac

cggaagaaga

ttttgtttge

cttttectacyg

gagattatca

aatctaaagt

atgaaactgc

ctgtaatgaa

gtctgcgatt

aaggttatca

tttatgcatt

actcgcatca

atcgctgtta

cagcgcatca

tttccetggg

gatggtcgga

aacattggca

atacaatcgg

atataaatca

aatatggcectc

tgatgatata

ttgttgaata



ttgctgagtt

agcaaaagtt

ccctcecacttt

tcgagcgggc

cgctaatgce

acgtgaaatc

aaggtcacgt

caacagcttyg

agcttttcaa

gctacgcgca

gcgcecetttge

tgaaaaagaa

aattagagat
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gaaggatcag

caaaatcacc

ctggetggat

ttttttatcc

ccgcaaagcece

gctaatcagg

gaaatcgcta

caaacacccce

ttatgaatat

ccggetecege

ccacaacccg

aaagcccgaa

cttggcagga

Artificial sequence

gatggaacga gctatacaag gaaacgacgc

aatcgaactt
4140
tcecgtggceaa
4200
aaccgtggcet
4260
cagcccgcecg
4320
cacgtgaaac
4380
aaaactatcc
4440
aatcgctaat
4500
cctttcagat
4560
atgttcaatt
4620
tggacaatgc
4680
tcgagcgceca
4740
tttettettet
4800
cgatccecegg
4857

<210> 21
<211> 4644
<212> DNA
<213>
<220>
<223>
<400> 21
60
tggaggatca
120
tgagtggcgg
180
ggaaagctgg
240
agcttcactg
300
tcgatttttce
360

ggaggtacca

ctacataacg

ggtttcggga

cacagagtcc

ggtttcgacce

cttctcectt

atgagactaa

aagttgtatt

ttggatcttyg

agatcggatg

atcacgcatc

aactggtcca

gatggggcga

ccggaagcct

ttgattcacg

gtacgtgaaa

atcaaaaagg

tcgcteegge

atatatcaat

ccgtggacaa

gcggccggcece

aggcggcaac

tatattgtgg

tagggaacaa

caaacttcct

ttcgaatcaa

taagagatat

gacgggagat

tacctatagt

51

ttccecgacaa

cctacaacaa

ttcaggcgat

gtggatagag

gggctttccg

tcgctaatcg

cacgtgagaa

aagtagttac

tattggtcgc

ccgcaagcegg

gcaacagatc

ctctcgggct

tgtaaccgtc

Vector de expresion de pl9 bajo el promotor 35s

gctaacagtg

gacgaaagtc

gataatcccc

ctcagatacg

tcggttaact

attcggtttc

cgcagaccgt

agctctcatce

ccecatceccaa

ggtagttatc

gccecgetceca

gagtacgtga

cgctaatagce

agcaagtagt

ccttggecttg

ttgcccaccg

gttttataaa

tctggatttce

tcaccac

aacgttggga

cgagttggac

ttggtttcaa

acaggacgga

atgcagcatc

gaggagttag



tatcaccgtt
420

taagcaagaa
480

ccctgaaggt
540

gatcgttcaa
600

atgattatca
660

atgacgttat
720

gcgatagaaa
780

atgttactag
840

cctattttta
900

tcggggaaat
960

tcegetcatg
1020

ctgagacgtg
1080

tctcatgtga
1140

gtttttccat
1200

gtggcgaaac
1260

gcgctctect
1320

aagcgtggcg
1380

ctccaagetg
1440

taactatcgt
1500

tggtaacagg
1560

gcctaactac
1620

taccttcgga
1680

tctggaggct

ctgctacagc

actgaaacct

acatttggca

tataatttct

ttatgagatg

acaaaatata

atcgggaatt

taggttaatg

gtgcgecggaa

agacaataac

acaggatata

gcaaaaggcc

aggctccgcce

ccgacaggac

gttccgaccce

ctttctcata

ggctgtgtgce

cttgagtcca

attagcagag

ggctacacta

agaagagttg
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ctcgaactct

ttgccceccaat

tcgaaaaaga

ataaagtttc

gttgaattac

ggtttttatg

gcgcgcaaac

gccaagctaa

tcatgataat

ccectatttg

cctgataaat

ttggcgggta

agcaaaaggc

cccectgacga

tataaagata

tgccgcecttac

gctcacgctg

acgaaccccc

acccggtaag

cgaggtatgt

gaagaacagt

gtagctcttg

tcagcatctc

cgaagtggaa

aagcgagtga

ttaagattga

gttaagcatg

attagagtcc

taggataaat

ttcttgaaga

aatggtttct

tttattttte

gcttcaataa

aactaagtcg

caggaaccgt

gcatcacaaa

ccaggcgttt

cggatacctg

taggtatctc

cgttcagccc

acacgactta

aggcggtgct

atttggtatc

atccggcaaa

52

tgtgagatgg

agtaatgtat

gggaatggat

atcctgttgce

taataattaa

cgcaattata

tatcgegede

cgaaagggcc

tagacgtcag

taaatacatt

tgggaccgac

ctgtatgtgt

aaaaaggccg

aatcgacgcet

ccecectggaa

tcegeecttte

agttcggtgt

gaccgctgcg

tcgececactgg

acagagttct

tgcgetcetge

caaaccaccg

caattcggtc

caagaggatg

cttcgatccce

cggtcttgcg

catgtaatgc

catttaatac

ggtgtcatct

tcgtgatacg

gtggcacttt

caaatatgta

tcgecgaccgt

ttgtttgaga

cgttgctgge

caagtcagag

gectcectegt

tceetteggg

aggtecgttcg

ccttatcecgg

cagcagccac

tgaagtggtyg

tgaagccagt

ctggtagcgg



tggttttttt
1740

tttgatcttt
1800

ggtcatgaga
1860

taaatcaatc
1920

catcaaatga
1980

cecgtttetgt
2040

gtatcggtct
2100

aaaaataagg
2160

caaaagttta
2220

aaaatcactc
2280

tacgcgatcg
2340

cactgccagc
2400

tgctgtttte
2460

atgcttgatg
2520

tgtaacaaca
2580

cttcceecatac
2640

atacccatat
2700

cegttgaata
2760

tgttcatgat
2820

gtggectttgt
2880

cgacaacgca
2940

caacaaagct
3000

gtttgcaagc

tctacggggt

ttatcaaaaa

taaagtatat

aactgcaatt

aatgaaggag

gcgattccga

ttatcaagtg

tgcatttcectt

gcatcaacca

ctgttaaaag

gcatcaacaa

cctgggatcyg

gtcggaagag

ttggcaacgce

aatcggtaga

aaatcagcat

tggctcataa

gatatatttt

tgaataaatc

gaccgttccg

ctcatcaacc
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agcagattac

ctgacgctca

ggatcttcac

atgtgtaaca

tattcatatc

aaaactcacc

ctcgtccaac

agaaatcacc

tccagacttg

aaccgttatt

gacaattaca

tattttcacc

cagtggtgag

gcataaattc

tacctttgcc

ttgtcgcecacce

ccatgttgga

caccceccttgt

tatcttgtgce

gaacttttgc

tggcaaagca

gtggctccct

gcegcagaaaa

gtggaacgaa

ctagatcctt

ttggtctagt

aggattatca

gaggcagttc

atcaatacaa

atgagtgacg

ttcaacaggc

cattcgtgat

aacaggaatc

tgaatcagga

taaccatgca

cgtcagccag

atgtttcaga

tgattgeccceg

atttaatcgc

attactgttt

aatgtaacat

tgagttgaag

aaagttcaaa

cactttctgg

53

aaaggatctc

aactcacgtt

ttaaattaaa

gattagaaaa

ataccatatt

cataggatgg

cctattaatt

actgaatccg

cagccattac

tgcgectgag

gaatgcaacc

tattcttcta

tcatcaggag

tttagtctga

aacaactctg

acattatcgc

ggccttgage

atgtaagcag

cagagatttt

gatcagatca

atcaccaact

ctggatgatg

aagaagatcc

aagggatttt

aatgaagttt

actcatcgag

tttgaaaaag

caagatcctg

tccecctegte

gtgagaatgg

gctcgtcate

cgagtcgaaa

ggcgcaggaa

atacctggaa

tacggataaa

ccatctcatc

gcgcatcggg

gagcccattt

aagacgtttc

acagttttat

gagacacaac

cgcatcttcce

ggtccaccta

gggcgattca



ggcgatccec
3060

atagagggta
3120

tttcecggcecece
3180

taatcggagt
3240

tgagaacgct
3300

agttacagca
3360

ggtcgcccett
3420

aagcggttge
3480

cagatcgttt
3540

cgggcttctyg
3600

accgtctcag
3660

acgactttct
3720

tgttcaccac
3780

agatggttag
3840

tccaggagat
3900

actgcatcaa
3960

ggacgattca
4020

aagtagttcc
4080

aactcgcecgt
4140

agaaaatctt
4200

atacagtctc
4260

acctcctegg
4320

atccaacagc

gttatccacg

gctccaaaaa

acgtgaaatc

aatagccctt

agtagtatgt

ggcttgtgga

ccaccgtcga

tataaatttt

gatttccgat

gcatggcact

ctatctctac

cgataatgag

agaggcctac

caaatacctt

gaacacagag

aggcttgcett

tactgaatca

gaagactggce

cgtcaacatg

agaagaccaa

attccattgce
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ccgccgtega

tgaaaccgcet

ctatccacgt

gctaataagg

tcagatcaac

tcaattagct

caatgcgcta

gcgccagege

tttttttgaa

ccccggaatt

agagccaagc

gatctaggaa

aagattagcc

gcggcaggtc

cccaagaagg

aaagatatat

cataaaccaa

aaggccatgg

gaacagttca

gtggagcacg

agggctattg

ccagctatct

gcgggcetttt

aatgcceege

gaaatcgcta

tcacgtgaaa

agcttgcaaa

tttcaattat

cgcgcacegg

ctttgcccac

aaagaaaaag

agagatcttg

tgatctcctt

gaaagttcga

tcttcaattte

tgatcaagac

ttaaagatgc

ttctcaagat

ggcaagtaat

agtcaaaaat

tacagagtct

acactctegt

agacttttca

gtcacttcat

54

ttatcccegg

aaagccttga

atcagggtac

tcgctaatca

cacccctege

gaatatatat

ctccgeceecgt

aacccggcegg

cccgaaaggc

gcaggatata

tgcceccggag

cggagaaggt

cagaaagaat

gatctacccg

agtcaaaaga

cagaagtact

agagattgga

tcagatcgag

tttacgactc

ctactccaag

acaaagggta

caaaaggaca

aagcctgtgg

ttcacggggce

gtgaaatcgc

aaaaggcacyg

tceggcaagt

atcaattatt

ggacaaccgc

ccggcecgcaa

ggcaacctct

ttgtggtgta

atcaccatgg

gacgatacca

gctgacccac

agtaataatc

ttcaggacta

attccagtat

gtctctaaga

gatctaacag

aatgacaaga

aatatcaaag

atatcgggaa

gtagaaaagg



aaggtggcac
4380
ctgeccgacag
4440
acgttccaac
4500
atgacgcaca
4560
atttggagag
4620
attacaattt
4644

<210> 22
<211> 4827
<212> DNA
<213>
<220>
<223>
<400> 22
tggcactaga
60
tctctacgat
120
taatgagaag
180
ggcctacgeg
240
ataccttccc
300
cacagagaaa
360
cttgettcat
420
tgaatcaaag
480
gactggcgaa
540
caacatggtg
600
agaccaaagg
660
ccattgccca
720
caaatgccat

ctacaaatgc

tggtcccaaa

cacgtcttcea

atcccactat

gactccggta

actattctag

gccaagctga

ctaggaagaa

attagcctet

gcaggtctga

aagaaggtta

gatatatttc

aaaccaaggc

gccatggagt

cagttcatac

gagcacgaca

gctattgaga

gctatctgtc

cattgcgata
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catcattgcg

gatggaccec

aagcaagtgg

ccttegcaag

tttttacaac

tcga

Artificial sequence

tctcectttge

agttcgacgg

tcaatttcag

tcaagacgat

aagatgcagt

tcaagatcag

aagtaataga

caaaaattca

agagtctttt

ctetcegtceta

cttttcaaca

acttcatcaa

aaggaaaggc

ataaaggaaa

cacccacgag

attgatgtga

acccttectce

aataccacaa

cccggagatce

agaaggtgac

aaagaatgct

ctacccgagt

caaaagattc

aagtactatt

gattggagtc

gatcgaggat

acgactcaat

ctccaagaat

aagggtaata

aaggacagta

tatcgttcaa

55

ggctategtt

gagcatcgtg

tatctccact

tatataagga

Caaaacaaac

Vector de expresion de BFP bajo el promotor 35s

accatggacg

gataccatgt

gacccacaga

aataatctcce

aggactaact

ccagtatgga

tctaagaaag

ctaacagaac

gacaagaaga

atcaaagata

tcgggaaacc

gaaaaggaag

gatgcctctg

caagatgcct

gaaaaagaag

gacgtaaggg

agttcatttc

aacaaacaac

actttctcta

tcaccaccga

tggttagaga

aggagatcaa

gcatcaagaa

cgattcaagg

tagttcctac

tcgeecgtgaa

aaatcttcgt

cagtctcaga

tcectecggatt

gtggcaccta

ccgacagtgg



780

tceccaaagat
840

gtcttcaaag
900

ccactatcct
960

tccggtattt
1020

attctagtcg
1080

ggcaccgtgg
1140

ggcacccaga
1200

atcctggcta
1260

cccgacttet
1320

gaagacgggg
1380

tacaacgtca
1440

acactcggcet
1500

agaaacgaca
1560

acatatagat
1620

tacagactgg
1680

gcagtggcca
1740

ggatcttcga
1800

ttgeccggtet
1860

ttaacatgta
1920

tatacattta
1980

gcdcggtgtce
2040

ggcctcgtga

ggacccccac

caagtggatt

tcgcaagacc

ttacaacaat

agatgagcga

acaaccatca

ccatgagaat

ctagcttcct

tcaagcagtc

gcgtgcetgac

agatcagagg

gggaggcctt

tggccctgaa

CCaagaaacc

aaagaatcaa

gatactgcga

tccecgategt

tgcgatgatt

atgcatgacg

atacgcgata

atctatgtta

tacgcctatt
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ccacgaggag

gatgtgatat

cttcctcetat

accacaacaa

gctgattaag

cttecaagtgce

caaggtggtc

ctacggcagc

cttcectgag

cgctacccag

ggtgaacttce

caccgaaacg

gctcgtggge

cgctaagaac

ggaggccaac

cctecectage

tcaaacattt

atcatataat

ttatttatga

gaaaacaaaa

ctagatcggg

tttataggtt

catcgtggaa

ctccactgac

ataaggaagt

aacaaacaac

gagaacatgc

acatccgagg

gagggcggcc

aagaccttca

ggcttcacat

gacaccagcc

acatccaacg

ctgtacccceg

gggagccatc

ctcaagatgc

aacgagacct

aaactggggc

ggcaataaag

ttctgttgaa

gatgggtttt

tatagcgecgce

aattgccaag

aatgtcatga

56

aaagaagacyg

gtaagggatg

tcatttcatt

aaacaacatt

acatgaagct

gcgaaggcaa

ctctecccctt

tcaaccacac

gggagagagt

teccaggacgg

gccctgtgat

ctgacggcgg

tgatcgcaaa

ctggcgtcta

acgtcgagca

acaagcttaa

tttcttaaga

ttacgttaag

tatgattaga

aaactaggat

ctaattcttg

taataatggt

ttccaaccac

acgcacaatc

tggagaggac

acaatttact

gtacatggag

gcecctacgag

cgccttcgac

ccagggcatc

caccacatac

ctgecctcecatce

gcagaagaaa

cctggaaggc

catcaagacc

ctatgtggac

gcacgaggtg

ttgagggaat

ttgaatcctg

catgtaataa

gtcccgcaat

aaattatcgc

aagacgaaag

ttcttagacg



2100

tcaggtggca
2160

cattcaaata
2220

cgactcgcecga
2280

gtgtttgttt
2340

gccgegttge
2400

cgctcaagtc
2460

ggaagctccc
2520

tttctcectt
2580

gtgtaggtcg
2640

tgcgeccttat
2700

ctggcagcag
2760

ttcttgaagt
2820

ctgctgaagc
2880

accgctggta
2940

tctcaagaag
3000

cgttaaggga
3060

taaaaatgaa
3120

aaaaactcat
3180

tatttttgaa
3240

atggcaagat
3300

aatttcccct
3360

tccggtgaga

cttttcgggg

tgtatccget

cggcatgaga

gagatctcat

tggcgttttt

agaggtggcg

tcgtgcgcectce

cgggaagcgt

ttecgctccaa

ccggtaacta

ccactggtaa

ggtggcctaa

cagttacctt

gcggtggttt

atcctttgat

ttttggtcat

gttttaaatc

cgagcatcaa

aaagccgttt

cctggtatcg

cgtcaaaaat

atggcaaaag
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aaatgtgcgc

catgagacaa

cgtgacagga

gtgagcaaaa

ccataggctce

aaacccgaca

tcctgttecg

ggegetttet

gctgggetgt

tcgtcttgag

caggattagc

ctacggctac

cggaagaaga

ttttgtttge

cttttctacyg

gagattatca

aatctaaagt

atgaaactgc

ctgtaatgaa

gtctgegatt

aaggttatca

tttatgcatt

ggaaccccta

taaccctgat

tatattggcg

ggccagcaaa

cgeececectg

ggactataaa

accctgcecge

catagctcac

gtgcacgaac

tccaaceccgg

agagcgaggt

actagaagaa

gttggtagct

aagcagcaga

gggtctgacg

aaaaggatct

atatatgtgt

aatttattca

ggagaaaact

ccgactegtc

agtgagaaat

tcttteccaga

57

tttgtttatt

aaatgcttca

ggtaaactaa

aggccaggaa

acgagcatca

gataccaggc

ttaccggata

gctgtaggta

ccececgttea

taagacacga

atgtaggcgg

cagtatttgg

cttgatcecgg

ttacgcgcag

ctcagtggaa

tcacctagat

aacattggtc

tatcaggatt

caccgaggca

caacatcaat

caccatgagt

cttgttcaac

tttctaaata

ataatgggac

gtegetgtat

ccgtaaaaag

caaaaatcga

gttteccccct

cctgtecegee

tctcagtteg

gcecgaccgc

cttatcgcca

tgctacagag

tatctgecgcet

caaacaaacc

aaaaaaagga

cgaaaactca

ccttttaaat

tagtgattag

atcaatacca

gttccatagg

acaacctatt

gacgactgaa

aggccagcca



3420

ttacgctcgt
3480

tgagcgagtc
3540

aaccggcgca
3600

tctaatacct
3660

ggagtacgga
3720

ctgaccatct
3780

tctggcgeat
3840

tcgcgagceccce
3900

gagcaagacg
3960

gcagacagtt
4020

ttttgagaca
4080

atcacgcatc
4140

aactggtcca
4200

gatggggcga
4260

ccggaagect
4320

ttgattcacg
4380

gtacgtgaaa
4440

atcaaaaagg
4500

tcgectecegge
4560

atatatcaat
4620

ccgtggacaa
4680

gcggccggcce

catcaaaatc

gaaatacgcg

ggaacactgc

ggaatgctgt

taaaatgctt

catctgtaac

cgggcttcecce

atttataccc

tttcecegttg

ttattgttca

caacgtggct

ttceccgacaa

cctacaacaa

ttcaggcgat

gtggatagag

gggctttcecg

tcgctaatcg

cacgtgagaa

aagtagttac

tattggtcgce

ccgcaagcgyg

gcaacagatc
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actcgcatca

atcgctgtta

cagcgcatca

tttecetggy

gatggtcgga

aacattggca

atacaatcgg

atataaatca

aatatggctc

tgatgatata

ttgttgaata

cgcagaccgt

agctctcatc

ccccatccaa

ggtagttatc

gcecgceteca

gagtacgtga

cgctaatage

agcaagtagt

ccttggettg

ttgcccaccg

gttttataaa

accaaaccgt

aaaggacaat

acaatatttt

atcgcagtgg

agaggcataa

acgctacctt

tagattgtcg

gcatccatgt

ataacacccc

tttttatctt

aatcgaactt

tcegtggeaa

aaccgtggcet

cagceccgcecg

cacgtgaaac

aaaactatcc

aatcgctaat

cctttecagat

atgttcaatt

tggacaatge

tcgagcgcca

ttttteeeet

58

tattcattcg

tacaaacagg

cacctgaatc

tgagtaacca

attccgtcag

tgccatgttt

cacctgattg

tggaatttaa

ttgtattact

gtgcaatgta

ttgctgagtt

agcaaaagtt

ccctecacttt

tcgagcgggce

cgctaatgec

acgtgaaatc

aaggtcacgt

caacagcttg

agcttttcaa

gctacgcgca

gcgeetttgce

tgaaaaagaa

tgattgegcee

aatcgaatgc

aggatattct

tgcatcatca

ccagtttagt

cagaaacaac

cccgacatta

tecgeggectt

gtttatgtaa

acatcagaga

gaaggatcag

caaaatcacc

ctggctggat

ttttttatcce

ccgcaaagcec

gctaatcagg

gaaatcgcta

caaacacccc

ttatgaatat

ccggetecgce

ccacaacccg

aaagcccgaa



4740
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aggcggcaac ctcteggget tctggatttc cgatccccgg aattagagat cttggcagga

tatattgtgg tgtaaccgtc tcaccac

4800

4827

<210> 23
<211> 4806
<212> DNA
<213>
<220>
<223>
<400> 23
tggcactaga
60
tctctacgat
120
taatgagaag
180
ggcctacgcg
240
ataccttccc
300
cacagagaaa
360
cttgcttcat
420
tgaatcaaag
480
gactggcgaa
540
caacatggtg
600
agaccaaagg
660
ccattgccca
720
caaatgccat
780
tcccaaagat
840
gtcttcaaag
900
ccactatcct
960

gccaagctga

ctaggaagaa

attagcctcet

gcaggtctga

aagaaggtta

gatatatttc

aaaccaaggc

gccatggagt

cagttcatac

gagcacgaca

gctattgaga

gctatctgtce

cattgcgata

ggacccccac

caagtggatt

tcgcaagacc

Artificial sequence

tctectttge

agttcgacgg

tcaatttcag

tcaagacgat

aagatgcagt

tcaagatcag

aagtaataga

caaaaattca

agagtctttt

ctctcgtceta

cttttcaaca

acttcatcaa

aaggaaaggc

ccacgaggag

gatgtgatat

cttccectctat

Vector de expresion de DsRed bajo el

ccecggagatce

agaaggtgac

aaagaatgct

ctacccgagt

caaaagattc

aagtactatt

gattggagtc

gatcgaggat

acgactcaat

ctccaagaat

aagggtaata

aaggacagta

tatcgttcaa

catcgtggaa

ctccactgac

ataaggaagt

59

promotor 35s

accatggacg

gataccatgt

gacccacaga

aataatctcc

aggactaact

ccagtatgga

tctaagaaag

ctaacagaac

gacaagaaga

atcaaagata

tcgggaaacc

gaaaaggaag

gatgcctctg

aaagaagacg

gtaagggatg

tcatttcatt

actttctcecta

tcaccaccga

tggttagaga

aggagatcaa

gcatcaagaa

cgattcaagg

tagttcctac

tcgecegtgaa

aaatcttcgt

cagtctcaga

tcectcecggatt

gtggcaccta

ccgacagtgg

ttccaaccac

acgcacaatc

tggagaggac



tccggtattt
1020

attctagtcg
1080

cgcatggagyg
1140

cecctacgagg
1200

gcectgggaca
1260

gccgacatcc
1320

atgaacttcg
1380

tgcttcatct
1440

cagaagaaga
1500

ctgaagggcyg
1560

ttcaagtcca
1620

gccaagctgg
1680

accgagggcec
1740

caaacatttg
1800

tcatataatt
1860

tatttatgag
1920

aaaacaaaat
1980

tagatcggga
2040

ttataggtta
2100

aatgtgcgcg
2160

atgagacaat
2220

gtgacaggat
2280

ttacaacaat

agatggcctce

gcaccgtgaa

gccacaacac

tcectgtceece

ccgactacaa

aggacggcgg

acaaggtgaa

cgatgggcetg

agacacacaa

tctacatggc

acatcacctc

gccaccacct

gcaataaagt

tctgttgaat

atgggttttt

atagcgcgca

attgccaagc

atgtcatgat

gaacccctat

aaccctgata

atattggcgg
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accacaacaa

ctccgagaac

cggccacgag

cgtgaagctyg

ccagttccag

gaagctgtcc

cgtggcgacc

gttcatcggc

ggaggcctcce

ggccctgaag

caagaagccc

ccacaacgag

gttcctgtag

ttcttaagat

tacgttaagc

atgattagag

aactaggata

taattcttga

aataatggtt

ttgtttattt

aatgcttcaa

gtaaactaag

aacaaacaac

gtcatcaccy

ttcgagatcg

aaggtgacca

tacggctcca

ttccccgagg

gtgacccagg

gtgaacttcc

accgagcgcec

ctgaaggacg

gtgcagctgce

gactacacca

tgagggaatg

tgaatcctgt

atgtaataat

tccecgecaatt

aattatcgceg

agacgaaagg

tcttagacgt

ttctaaatac

taatgggacc

tcgctgtatg

60

aaacaacatt

agttcatgcg

agggcgaggyg

agggcggcce

aggtgtacgt

gcttcaagtg

actcctcecect

cctccgacgg

tgtacccecg

gcggccacta

ccggctacta

tcgtggagca

gatcttcgat

tgeceggtett

taacatgtaa

atacatttaa

cdeggtgtca

gcctcgtgat

caggtggcac

attcaaatat

gactcgcgac

tgtttgtttg

acaatttact

cttcaaggtg

cgagggecgc

cctgcecttce

gaagcacccc

ggagcgcgtg

gcaggacggc

ccecegtgatg

cgacggcgtg

cctggtggag

ctacgtggac

gtacgagcgc

cccgategtt

gcgatgatta

tgcatgacgt

tacgcgatag

tctatgttac

acgcctattt

ttttcgggga

gtatcecgcetce

cgtctgagac

agatctcatg



tgagcaaaag
2340

cataggcetcc
2400

aacccgacag
2460

cctgttccga
2520

gcgetttcte
2580

ctgggctgty
2640

cgtcttgagt
2700

aggattagca
2760

tacggctaca
2820

ggaagaagag
2880

tttgtttgca
2940

ttttctacgg
3000

agattatcaa
3060

atctaaagta
3120

tgaaactgca
3180

tgtaatgaag
3240

tctgcgattce
3300

aggttatcaa
3360

ttatgcattt
3420

ctcgcatcaa
3480

tcgctgttaa
3540

agcgcatcaa
3600

gccagcaaaa
gcccccétga
gactataaag
ccctgeegcet
atagctcacg
tgcacgaacc
ccaacccggt
gagcgaggta
ctagaagaac
ttggtagctc
agcagcagat
ggtctgacgce
aaaggatctt
tatatgtgta
atttattcat
gagaaaactc
cgactegtec
gtgagaaatc
ctttccagac
ccaaaccgtt
aaggacaatt

caatattttc
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ggccaggaac

cgagcatcac

ataccaggcg

taccggatac

ctgtaggtat

cccegttcag

aagacacgac

tgtaggcggt

agtatttggt

ttgatccggc

tacgcgcaga

tcagtggaac

cacctagatc

acattggtct

atcaggatta

accgaggcag

aacatcaata

accatgagtg

ttgttcaaca

attcattcgt

acaaacagga

acctgaatca

cgtaaaaagg

aaaaatcgac

tttececcectg

ctgtccgect

ctcagttcgg

cccgaccgcet

ttatcgecac

gctacagagt

atctgcgcetce

aaacaaacca

aaaaaaggat

gaaaactcac

cttttaaatt

agtgattaga

tcaataccat

ttccatagga

caacctatta

acgactgaat

ggccagccat

gattgecgcect

atcgaatgca

ggatattctt

61

ccgcgttgcet

gctcaagtca

gaagctccct

ttetceceette

tgtaggtcgt

gcgecttatc

tggcagcagc

tcttgaagtg

tgctgaagcc

ccgetggtag

ctcaagaaga

gttaagggat

aaaaatgaag

aaaactcatc

atttttgaaa

tggcaagatc

atttcccectce

ccggtgagaa

tacgctcgtc

gagcgagtcg

accggcgceag

ctaatacctg

ggcgtttttc

gaggtggega

cgtgecgetet

gggaagcgtg

tcgctccaag

cggtaactat

cactggtaac

gtggcectaac

agttaccttc

cggtggtttt

tcctttgatce

tttggtcatg

ttttaaatca

gagcatcaaa

aagccgtttce

ctggtatcgg

gtcaaaaata

tggcaaaagt

atcaaaatca

aaatacgcga

gaacactgcc

gaatgctgtt



ttcecectggga
3660

atggtcggaa
3720

acattggcaa
3780

tacaatcggt
3840

tataaatcag
3900

atatggctca
3960

gatgatatat
4020

tgttgaataa
4080

gcagaccgtt
4140

gctctcatca
4200

cccatccaac
4260

gtagttatcc
4320

ccecgetcecaa
4380

agtacgtgaa
4440

gctaatagcce
4500

gcaagtagta
4560

cttggcttgt
4620

tgceccaccgt
4680

ttttataaat
4740

ctggatttece
4800

caggca
4806

<210>
<211>

24
7247

tcgcagtggt

gaggcataaa

cgctaccttt

agattgtecgce

catccatgtt

taacacccct

ttttatcttg

atcgaacttt

ccgtggcaaa

accgtggetce

agccegecgt

acgtgaaacc

aaactatcca

atcgctaata

ctttcagatc

tgttcaatta

ggacaatgcg

cgagegccag

tttetetett

gatccccgga
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gagtaaccat

ttcecgtcage

gccatgtttce

acctgattgc

ggaatttaat

tgtattactg

tgcaatgtaa

tgctgagttg

gcaaaagttc

cctcacttte

cgagcgggct

gctaatgccc

cgtgaaatcg

aggtcacgtg

aacagcttgce

gcttttcaat

ctacgcgcac

cgectttgece

gaaaaagaaa

attagagatc

gcatcatcag

cagtttagtc

agaaacaact

ccgacattat

cgcggcecttg

tttatgtaag

catcagagat

aaggatcaga

aaaatcacca

tggctggatg

tttttatccc

cgcaaagcct

ctaatcaggg

aaatcgctaa

aaacacccct

tatgaatata

cggeteegec

cacaacccgg

aagcccgaaa

ttggcaggat

62

gagtacggat

tgaccatctc

ctggcgeatc

cgcgagecca

agcaagacgt

cagacagttt

tttgagacac

tcacgcatct

actggtccac

atggggcgat

cggaagcctyg

tgattcacgg

tacgtgaaat

tcaaaaaggc

cgctccggca

tatatcaatt

cgtggacaac

cggccggcecg

ggcggcaacc

atattgtggt

aaaatgcttg

atctgtaaca

gggcttccca

tttataccca

ttcecegttga

tattgttcat

aacgtggcett

tccecgacaac

ctacaacaaa

tcaggcgatc

tggatagagg

ggetttecegg

cgctaatcgg

acgtgagaac

agtagttaca

attggtcgcc

cgcaagcggt

caacagatcg

tctegggcett

gtaaccgtct



<212> DNA
<213>
<220>
<223>
<400> 24
ccactggcac
60
tctatctcta
120
ccgataatga
180
gagaggccta
240
tcaaatacct
300
agaacacaga
360
aaggcttgct
420
ctactgaatc
480
tgaagactgg
540
tcgtcaacat
600
cagaagacca
660
gattccattg
720
cctacaaatg
780
gtggtcccaa
840
ccacgtcttc
900
aatcccacta
960
ggactccggt
1020
tactattcta
1080
cctggtcgag
1140
gggcgatgcc
1200

tagagccaag

cgatctagga

gaagattagc

cgcggcaggt

tcccaagaag

gaaagatata

tcataaacca

aaaggccatg

cgaacagttc

ggtggagcac

aagggctatt

cccagctatc

ccatcattgc

agatggaccc

aaagcaagtyg

tccttcgcaa

atttttacaa

gtcgagatgg

ctggacggcg

acctacggca
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Artificial sequence

Vector de expresion de YFP y pl9 bajo sendos promotores 35s

ctgatctcct ttgcecccgga gatcaccatg gacgactttc

agaaagttcg

ctcttcaatt

ctgatcaaga

gttaaagatg

tttctcaaga

aggcaagtaa

gagtcaaaaa

atacagagtc

gacactctcg

gagacttttce

tgtcacttca

gataaaggaa

ccacccacga

gattgatgtg

gacccttect

caataccaca

tgagcaaggg

acgtaaacgg

agctgaccct

acggagaagg

tcagaaagaa

cgatctaccc

cagtcaaaag

tcagaagtac

tagagattgg

ttcagatcga

ttttacgact

tctactccaa

aacaaagggt

tcaaaaggac

aggctatcgt

ggagcatcgt

atatctccac

ctatataagg

acaaaacaaa

cgaggagctg

ccacaagttc

gaagttcatc

63

tgacgatacc

tgectgaccca

gagtaataat

attcaggact

tattccagta

agtctctaag

ggatctaaca

caatgacaag

gaatatcaaa

aatatcggga

agtagaaaag

tcaagatgcc

ggaaaaagaa

tgacgtaagg

aagttcattt

caacaaacaa

ttcaccgggg

agcgtgteceg

tgcaccaccg

atgttcacca

cagatggtta

ctccaggaga

aactgcatca

tggacgattc

aaagtagttc

gaactcgccg

aagaaaatct

gatacagtct

aacctccectceg

gaaggtggca

tctgccgaca

gacgttccaa

gatgacgcac

catttggaga

cattacaatt

tggtgcccat

gcgagggcga

gcaagctgce



cgtgeectgg
1260

cceccgaccac
1320

ggagcgcacce
1380

cgagggcgac
1440

caacatcctg
1500

cgacaagcag
1560

cagcgtgcag
1620

gctgcecgac
1680

gcgcgatcac
1740

cgagctctac
1800

atttggcaat
1860

taatttctgt
1920

atgagatggg
1980

aaaatatagc
2040

cgggaattgc
21060

ggttaatgtc
2160

gcgecggaacce
2220

acaataaccc
2280

ccaagctgat
2340

taggaagaaa
2400

ttagcctctt
2460

caggtctgat
2520

cccacceteg

atgaagcagc

atcttcttca

accctggtga

gggcacaagce

aagaacggca

ctcgcecgacce

aaccactacc

atggtcctgce

aagtcagtca

daagtttcett

tgaattacgt

tttttatgat

gcgcaaacta

caagctaatt

atgataataa

cctatttgtt

tgataaatgc

ctcctttgcece

gttcgacgga

caatttcaga

caagacgatc
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tgaccacctt

acgacttctt

aggacgacgg

accgcatcga

tggagtacaa

tcaaggtgaa

actaccagca

tgagctacca

tggagttcgt

tgagctgagg

aagattgaat

taagcatgta

tagagtcccg

ggataaatta

cttgaagacg

tggtttctta

tatttttcta

ttcaataatg

ccggagatca

gaaggtgacg

aagaatgctg

tacccgagta

cggctacggce

caagtccgece

caactacaag

gctgaagggce

ctacaacagc

cttcaagatc

gaacaccccc

gtcecgeectg

gaccgccgec

gaatggatct

cctgttgceceg

ataattaaca

caattataca

tcgcgedegg

aaagggcctc

gacgtcaggt

aatacattca

ggaccgactc

ccatggacga

ataccatgtt

acccacagat

ataatctcca

64

ctgaagtgct

atgccecgaag

acccgecgecg

atcgacttca

cacaacgtct

cgccacaaca

atcggcgacg

agcaaagacc

gggatcactc

tcgatccega

gtcttgcgat

tgtaatgcat

tttaatacgce

tgtcatctat

gtgatacgcce

ggcacttttce

aatatgtatc

gcgacggcat

ctttctctat

caccaccgat

ggttagagag

ggagatcaaa

tcgceccgcta

gctacgteca

aggtgaagtt

aggaggacgg

atatcatggc

tcgaggacgg

gcccegtgcet

ccaacgagaa

tcggcatgga

tcgttcaaac

gattatcata

gacgttattt

gatagaaaac

gttactagat

tatttttata

ggggaaatgt

cgctcatgag

ggcactagag

ctctacgatc

aatgagaaga

gcctacgcgg

taccttccca



agaaggttaa
2580

atatatttct
2640

aaccaaggca
2700

ccatggagtce
2760

agttcataca
2820

agcacgacac
2880

ctattgagac
2940

ctatctgtca
3000

attgcgataa
3060

gacceccace
3120

aagtggattg
3180

cgcaagaccc
3240

tacaacaata
3300

gatggaacga
3360

tggaggatca
3420

tgagtggcgg
3480

ggaaagctgg
3540

agcttcactg
3600

tcgatttttc
3660

tatcaccgtt
3720

taagcaagaa
3780

ccctgaaggt
3840

agatgcagtc

caagatcaga

agtaatagag

aaaaattcag

gagtctttta

tetegtcetac

ttttcaacaa

cttcatcaaa

aggaaaggct

cacgaggagc

atgtgatatc

ttcetctata

ccacaacaaa

gctatacaag

ggaggtacca

ctacataacg

ggtttceggga

cacagagtcc

ggtttcgacc

tctggaggcet

ctgctacagce

actgaaacct
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aaaagattca

agtactattc

attggagtct

atcgaggatc

cgactcaatg

tccaagaata

agggtaatat

aggacagtag

atcgttcaag

atcgtggaaa

tccactgacg

taaggaagtt

acaaacaaca

gaaacgacgc

cttctceccectt

atgagactaa

aagttgtatt

ttggatcttg

agatcggatg

ctcgaactct

ttgccccaat

tcgaaaaaga

ggactaactg

cagtatggac

ctaagaaagt

taacagaact

acaagaagaa

tcaaagatac

cgggaaacct

aaaaggaagg

atgcctctgce

aagaagacgt

taagggatga

catttcattt

aacaacatta

tagggaacaa

caaacttcct

ttcgaatcaa

taagagatat

gacgggagat

tacctatagt

tcagcatctc

cgaagtggaa

aagcgagtga

65

catcaagaac

gattcaaggc

agttcctact

cgccgtgaag

aatcttcgtce

agtctcagaa

cctcggatte

tggcacctac

cgacagtggt

tccaaccacg

cgcacaatcc

ggagaggact

caatttacta

gctaacagtg

gacgaaagtc

gataatcccc

ctcagatacg

tcggttaact

attecggtttc

tgtgagatgg

agtaatgtat

gggaatggat

acagagaaag

ttgcttcata

gaatcaaagg

actggcgaac

aacatggtgg

gaccaaaggg

cattgcccag

aaatgccatc

cccaaagatg

tcttcaaagce

cactatcctt

ccggtatttt

ttctagtcga

aacgttggga

cgagttggac

ttggtttcaa

acaggacgga

atgcagcatc

gaggagttag

caattcggtc

caagaggatg

cttcgatccc



gatcgttcaa
3900

atgattatca
3960

atgacgttat
4020

gcgatagaaa
4080

atgttactag
4140

cctattttta
4200

tcggggaaat
4260

tccgetcatg
4320

cgatgagaga
4380

gagatctecat
4440

tggcgttttt
4500

agaggtggcyg
4560

tcgtgegete
4620

cgggaagcegt
4680

ttcgctcecaa
4740

ccggtaacta
4800

ccactggtaa
4860

ggtggcctaa
4920

cagttacctt
43980

gcggtggttt
5040

atcectttgat
5100

ttttggtcat
5160

acatttggca

tataatttct

ttatgagatg

acaaaatata

atcgggaatt

taggttaatg

gtgcgcggaa

agacaataac

cctgacagga

gtgagcaaaa

ccataggctc

aaacccgaca

tcectgttecg

ggcgctttet

gctgggctgt

tcgtettgag

caggattagc

ctacggctac

cggaagaaga

ttttgtttge

cttttctacg

gagattatca
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ataaagtttc

gttgaattac

ggtttttatg

gcgcgcaaac

gccaagctaa

tcatgataat

ccectatttg

cctgataaat

tatattggcg

ggccagcaaa

cgcccceectg

ggactataaa

accctgecege

catagctcac

gtgcacgaac

tccaaccecgg

agagcgaggt

actagaagaa

gttggtagcect

aagcagcaga

gggtctgacg

aaaaggatct

ttaagattga

gttaagcatg

attagagtcc

taggataaat

ttcttgaaga

aatggtttct

tttatttttce

gcttcaataa

ggtaaactaa

aggccaggaa

acgagcatca

gataccaggc

ttaccggata

gctgtaggta

cceceecgttea

taagacacga

atgtaggcgg

cagtatttgg

cttgatccgg

ttacgcgcag

ctcagtggaa

tcacctagat

66

atcctgttge

taataattaa

cgcaattata

tatcgcgedce

cgaaagggcc

tagacgtcag

taaatacatt

tgggaccgac

gtcgctgtat

ccgtaaaaag

caaaaatcga

gtttcececect

cctgtecgece

tctcagttceg

gcccgaccge

cttatcgcca

tgctacagag

tatctgeget

caaacaaacc

aaaaaaagga

cgaaaactca

ccttttaaat

cggtcttgeg

catgtaatgc

catttaatac

ggtgtcatct

tcgtgatacg

gtggcacttt

caaatatgta

tcgecgacegt

gtgtttgttt

gcecgegttge

cgctcaagtc

ggaagctccc

tttctecectt

gtgtaggtcg

tgcgecttat

ctggcagcag

ttecttgaagt

ctgctgaagc

accgctggta

tctcaagaag

cgttaaggga

taaaaatgaa



gttttaaatc
5220

ccttggtgat
5280

ccaagcgatc
5340

actgggccgg
5400

cggttactgce
5460

cccagtcggg
5520

gttcaggaac
5580

ctettgettt
5640

ctgcaagaat
5700

gccacggaat
5760

tctceteccagg
5820

catcaagccet
5880

catccactge
5940

tgacgccaac
6000

tgtttaactt
6060

tcaaacatcg
6120

ccccaaaaaa
6180

gttcggtcaa
6240

gaaccgaaca
6300

acccggcaac
6360

ttgtattact
6420

gtgcaatgta
6480

aatctaaagt

ctegecttte

ttcttcttgt

caggcgctece

gctgtaccaa

cggecgagttce

cggatcaaag

tgtcagcaag

gtcattgege

gatgtcgtcg

ggaagccgaa

tacggtcacc

ggagcegtac

tacctctgat

tgttttaggg

acccacggcg

acagtcataa

ggttctggac

ggcttatgtce

cttgggcagc

gtttatgtaa

acatcagaga
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atatatgtgt

acgtagtgga

ccaagataag

attgcccagt

atgcgggaca

catagcgtta

agttcctcceg

atagccagat

tgcecattete

tgcacaacaa

gtttccaaaa

gtaaccagca

aaatgtacgg

agttgagtcg

cgactgcect

taacgcgett

caagccatga

cagttgcegtg

cactgggttc

agcgaagtcg

gcagacagtt

ttttgagaca

aacattggtc

caaattcttce

cctgtctagce

cggcagcgac

acgtaagcac

aggtttcatt

ccgctggace

caatgtcgat

caaattgcag

tggtgacttce

ggtegttgat

aatcaatatc

ccagcaacgt

atacttcggce

gctgcgtaac

gctgcttgga

aaaccgccac

agcgcatacg

gtgccttcat

aggcatttct

ttattgttca

caacgtggct

67

tagtgattat

caactgatct

ttcaagtatg

atccttegge

tacatttcge

tagcgcecctcea

taccaaggca

cgtggectggce

ttegegetta

tacagcgcgg

caaagctegce

actgtgtggce

cggttcgaga

gatcaccgct

atcgttgcetg

tgcccgagge

tgcgeegtta

ctacttgcat

ccgtttecac

gtcctggctg

tgatgatata

ttgttgaata

ttgccgacta

gcgegegagg

acgggctgat

gcgattttge

tcatcgccag

aatagatcct

acgctatgtt

tcgaagatac

gctggataac

agaatctcgce

cgcgttgttt

ttcaggccgce

tggcgctega

tcecctcatga

ctcecataaca

atagactgta

ccaccgctgce

tacagcttac

ggtgtgcgtc

ggaacacccce

tttttatctt

aatcgaactt



ES 2389792 Al

ttcecgacaa

cctacaacaa

ttcaggcgat

gtggatagag

gggctttecg

tcgctaateg

cacgtgagaa

aagtagttac

tattggtcgc

ccgcaagegg

gcaacagatc

ctetegggcet

tgtaacggtce

cgcagaccgt

agctctcatc

ccccecatccaa

ggtagttatc

gcccgcetcecea

gagtacgtga

cgctaatagc

agcaagtagt

ccttggettg

ttgcccacceyg

gttttataaa

tctggatttce

tcttggce

tcecgtggcaa

aaccgtggct

cagceegeeg

cacgtgaaac

aaaactatcc

aatcgctaat

cctttcagat

atgttcaatt

tggacaatgc

tcgagecgceca

LR ol of o o o o S o o

cgatccececqgg

Vector de expresion de BFP y DsRed bajo sendos promotores 35s

ctgatctcct ttgccccgga gatcaccatg gacgactttce

ttgctgagtt gaaggatcag atcacgcatc
6540

agcaaaagtt caaaatcacc aactggtcca
6600

ccectecacttt ctggctggat gatggggcecga
6660

tcgagcgggce ttttttatcc ccggaagcct
6720

cgctaatgcc ccgcaaagcec ttgattcacg
6780

acgtgaaatc gctaatcagg gtacgtgaaa
6840

aaggtcacgt gaaatcgcta atcaaaaagg
6900

caacagcttg caaacacccc tecgcteccggce
6960

agcttttcaa ttatgaatat atatatcaat
7020

gctacgcgeca ccggctcececge ccgtggacaa
7080

gcgectttge ccacaacccg gcggccggcece
7140

tgaaaaagaa aaagcccgaa aggcggcaac
7200

aattagagat cttggcagga tatattgtgg
7247

<210> 25

<211> 7378

<212> DNA

<213> Artificial sequence

<220>

<223>

<400> 25

ccactggcac tagagccaag

60

tctatcteta cgatctagga agaaagttcg
120

ccgataatga gaagattagc ctcecttcaatt
180

gagaggccta cgcggcaggt ctgatcaaga
240

tcaaatacct tcccaagaag gttaaagatg
300

agaacacaga daaagatata tttctcaaga

acggagaagg

tcagaaagaa

cgatctaccc

cagtcaaaag

tcagaagtac

68

tgacgatacc

tgctgaccca

gagtaataat

attcaggact

tattccagta

atgttcacca

cagatggtta

ctccaggaga

aactgcatca

tggacgattc



360

aaggcttgcect
420

ctactgaatc
480

tgaagactgg
540

tcgtcaacat
600

cagaagacca
660

gattccattg
720

cctacaaatg
780

gtggtcccaa
840

ccacgtectte
900

aatcccacta
960

ggactccggt
1020

tactattcta
1080

ggagggcacc
1140

cgagggcace
1200

cgacatcctg
1260

catcceccgac
1320

atacgaagac
1380

catctacaac
1440

gaaaacactc
1500

aggcagaaac
1560

gaccacatat
1620

ggactacaga

tcataaacca

aaaggccatg

cgaacagttc

ggtggagcac

aagggctatt

cccagctatc

ccatcattgce

agatggaccc

aaagcaagtg

tccttegecaa

atttttacaa

gtcgagatga

gtggacaacc

cagaccatga

gctactagct

ttcttcaage

gggggcgtgce

gtcaagatca

ggctgggagg

gacatggccce

agatccaaga

ctggaaagaa
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aggcaagtaa

gagtcaaaaa

atacagagtc

gacactctcg

gagacttttc

tgtcacttca

gataaaggaa

ccacccacga

gattgatgtg

gacccttecct

caataccaca

gcgagctgat

atcacttcaa

gaatcaaggt

tcctctacgg

agtccttccce

tgaccgctac

gaggggtgaa

ccttcaccga

tgaagctcgt

aacccgctaa

tcaaggaggc

tagagattgg

ttcagatcga

ttttacgact

tctactccaa

aacaaagggt

tcaaaaggac

aggctatcgt

ggagcatcgt

atatctccac

ctatataagg

acaaaacaaa

taaggagaac

gtgcacatcc

ggtcgagggc

cagcaagacc

tgagggctte

ccaggacacc

cttcacatcc

aacgctgtac

gggcgggagce

gaacctcaag

caacaacgag

69

agtctctaag

ggatctaaca

caatgacaag

gaatatcaaa

aatatcggga

agtagaaaag

tcaagatgcc

ggaaaaagaa

tgacgtaagg

aagttcattt

caacaaacaa

atgcacatga

gagggcgaag

ggccctcectec

ttcatcaacc

acatgggaga

agcctccagg

aacggeccctg

ccecgetgacyg

catctgatcg

atgcctggcg

acctacgtcg

aaagtagttc

gaactcgececg

aagaaaatct

gatacagtct

aacctccteg

gaaggtggca

tctgcecgaca

gacgttccaa

gatgacgcac

catttggaga

cattacaatt

agctgtacat

gcaagcccta

ccttcgecett

acacccaggyg

gagtcaccac

acggctgcect

tgatgcagaa

gcggcctgga

caaacatcaa

tctactatgt

agcagcacga



1680

ggtggcagtg
1740

gaatggatct
1800

cctgttgceyg
1860

ataattaaca
1520

caattataca
1980

tcgecgedegg
2040

aaagggcctc
2100

gacgtcaggt
2160

aatacattca
2220

ggaccgactc
2280

ccatggacga
2340

ataccatgtt
2400

acccacagat
2460

ataatctcca
2520

ggactaactg
2580

cagtatggac
2640

ctaagaaagt
2700

taacagaact
2760

acaagaagaa
2820

tcaaagatac
2880

cgggaaacct
2940

aaaaggaagg

gccagatact

tcgatcecega

gtcttgcgat

tgtaatgcat

tttaatacgc

tgtcatctat

gtgatacgcc

ggcacttttc

aatatgtatc

gcgacggcat

ctttctctat

caccaccgat

ggttagagag

ggagatcaaa

catcaagaac

gattcaaggc

agttcctact

cgcegtgaag

aatcttegte

agtctcagaa

ccteggatte

tggcacctac

ES 2389792 Al

gcgacctcecece

tcgttcaaac

gattatcata

gacgttattt

gatagaaaac

gttactagat

tatttttata

ggggaaatgt

cgetcatgag

ggcactagag

ctctacgatc

aatgagaaga

gcctacgegyg

taccttccca

acagagaaag

ttgcttcata

gaatcaaagg

actggcgaac

aacatggtgg

gaccaaaggg

cattgcccag

aaatgccatc

tagcaaactg

atttggcaat

taatttctgt

atgagatggg

aaaatatagc

cgggaattgce

ggttaatgtc

gcgcggaace

acaataaccc

ccaagctgat

taggaagaaa

ttagcctett

caggtctgat

agaaggttaa

atatatttct

aaccaaggca

ccatggagtc

agttcataca

agcacgacac

ctattgagac

ctatctgtca

attgcgataa

70

gggcacaagc

aaagtttett

tgaattacgt

tttttatgat

gcgcaaacta

caagctaatt

atgataataa

cctatttgtt

tgataaatgce

ctecctttgec

gttcgacgga

caatttcaga

caagacgatc

agatgcagtc

caagatcaga

agtaatagag

aaaaattcag

gagtctttta

tctcgtctac

ttttcaacaa

cttcatcaaa

aggaaaggct

ttaattgagg

aagattgaat

taagcatgta

tagagtcceg

ggataaatta

cttgaagacg

tggtttctta

tatttttcta

ttcaataatg

ccggagatca

gaaggtgacg

aagaatgctg

tacccgagta

aaaagattca

agtactattc

attggagtct

atcgaggatc

cgactcaatg

tccaagaata

agggtaatat

aggacagtag

atcgttcaag



3000

atgcctctgc
3060

aagaagacgt
3120

taagggatga
3180

catttcattt
3240

aacaacatta
3300

gttcatgege
3360

gggcgagggc
3420

gggcggcccece
3480

ggtgtacgtg
3540

cttcaagtgg
3600

ctecteecty
3660

ctccgacggce
3720

gtacccccge
3780

cggccactac
3840

cggctactac
3900

cgtggagcag
3960

atcttcgatc
4020

gccggtettyg
4080

aacatgtaat
4140

tacatttaat
4200

dcggtgtcat
4260

cctegtgata

cgacagtggt

tccaaccacg

cgcacaatcc

ggagaggact

caatttacta

ttcaaggtgce

gagggccgee

ctgcccttceg

aagcacccceg

gagcgcgtga

caggacggct

ccegtgatgce

gacggcegtge

ctggtggagt

tacgtggacg

tacgagcgca

ccgatcgttce

cgatgattat

gcatgacgtt

acgcgataga

ctatgttact

cgccetatttt

ES 2389792 Al

cccaaagatg

tcttcaaagce

cactatcctt

ceggtatttt

ttctagtcga

gcatggaggg

cctacgaggg

cctgggacat

ccgacatccce

tgaacttcga

gcttcatcta

agaagaagac

tgaagggcga

tcaagtccat

ccaagctgga

ccgagggccg

aaacatttgg

catataattt

atttatgaga

aaacaaaata

agatcgggaa

tataggttaa

gacccccacce

aagtggattg

cgcaagaccc

tacaacaata

gatggcctcc

caccgtgaac

ccacaacacc

cctgteecce

cgactacaag

ggacggeggce

caaggtgaag

gatgggctgg

gacacacaag

ctacatggcc

catcacctcc

ccaccacctg

caataaagtt

ctgttgaatt

tgggttttta

tagcgcgcaa

ttgccaagct

tgtcatgata

71

cacgaggagc

atgtgatatc

ttcctectata

ccacaacaaa

tccgagaacg

ggccacgagt

gtgaagctga

cagttccagt

aagctgtcct

gtggcgaccg

ttcatcggcg

gaggcctcca

gccctgaagce

aagaagcccg

cacaacgagg

ttcctgtagt

tcttaagatt

acgttaagca

tgattagagt

actaggataa

aattcttgaa

ataatggttt

atcgtggaaa

tccactgacg

taaggaagtt

acaaacaaca

tcatcaccga

tcgagatcga

aggtgaccaa

acggctccaa

tccccgaggg

tgacccagga

tgaacttccc

ccgagcgect

tgaaggacgg

tgcagctgcce

actacaccat

gagggaatgg

gaatcctgtt

tgtaataatt

cccgcaatta

attatcgcgce

gacgaaaggyg

cttagacgtce



4320

aggtggcact
4380

ttcaaatatg
4440

actcgcgacce
4500

atgtgtttgt
4560

aggccgegtt
4620

gacgctcaag
4680

ctggaagctc
4740

cctttcteee
4800

cggtgtaggt
4860

gctgcgectt
4920

cactggcagc
4580

agttcttgaa
5040

ctctgctgaa
5100

ccaccgctgg
5160

gatctcaaga
5220

cacgttaagg
5280

attaaaaatg
5340

atttgecgac
5400

ctgcgcgcga
5460

tgacgggctyg
5520

gcgcgatttt
5580

gctcatcgcce

tttcggggaa

tatccgcetca

gtccgacaga

ttgagatctc

gctggegttt

tcagaggtgg

cctcgtgecgce

ttcgggaagce

cgttegetece

atccggtaac

agccactggt

gtggtggccet

gccagttacce

tagcggtggt

agatcctttg

gattttggte

aagttttaaa

taccttggtg

ggccaagcga

atactgggcc

gccggttact

agcccagtcg
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atgtgcgcgg

tgagacaata

gacctgacag

atgtgagcaa

ttccataggce

cgaaacccga

tctectgttce

gtggcgettt

aagctgggct

tatcgtetty

aacaggatta

aactacggcet

ttcggaagaa

ttetttgttte

atcttttcta

atgagattat

tcaatctaaa

atctegectt

tcttettcett

ggcaggcgcet

gcgctgtacc

ggcggcgagt

aacccctatt

accctgataa

gatatattgg

aaggccagca

tcecgececcee

caggactata

cgaccctgcc

ctcatagcectc

gtgtgcacga

agtccaaccc

gcagagcgag

acactagaag

gagttggtag

gcaagcagca

cggggtctga

caaaaaggat

gtatatatgt

tcacgtagtg

gtccaagata

ccattgecca

aaatgcggga

tccatagcegt

72

tgtttatttt

atgcttecaat

cgggtaaact

aaaggccagg

tgacgagcat

aagataccag

gcttaccgga

acgctgtagg

accceccgtt

ggtaagacac

gtatgtaggc

aacagtattt

ctcttgatcc

gattacgcgce

cgctcagtgg

cttcacctag

gtaacattgg

gacaaattet

agcctgtcta

gtcggcageg

caacgtaagc

taaggtttca

tctaaataca

aatgggaccg

aagtcgctgt

aaccgtaaaa

cacaaaaatc

gcgtttcecce

tacctgtccg

tatctcagtt

cagcccgacce

gacttatcge

ggtgctacag

ggtatctgcg

ggcaaacaaa

agaaaaaaag

aacgaaaact

atccttttaa

tctagtgatt

tccaactgat

gcttcaagta

acatcctteg

actacatttc

tttagcgcect



5640

caaatagatc
5700

caacgctatg
5760

gctcgaagat
5820

tagctggata
5880

ggagaatctc
5940

gcegcegttgt
6000

gcttcaggcc
6060

gatggegcete
6120

cttcecteat
6180

tgctccataa
6240

gcatagactg
6300

taccaccgcet
6360

attacagcett
6420

acggtgtgcg
6480

tggaacaccc
6540

atttttatct
6600

aaatcgaact
6660

ttcegtggea
6720

caaccgtggc
6780

acagcccgcec
6840

ccacgtgaaa
6900

aaaaactatc

ctgttcagga

ttctettget

acctgcaaga

acgccacgga

gctctcecteea

ttecatcaagce

gccatccact

gatgacgcca

gatgtttaac

catcaaacat

taccccaaaa

gcgtteggtce

acgaaccgaa

tcacccggca

cttgtattac

tgtgcaatgt

tttgctgagt

aagcaaaagt

tccctcecactt

gtcgageggg

ccgetaatge

cacgtgaaat
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accggatcaa

tttgtcagca

atgtcattgc

atgatgtcgt

ggggaagccg

cttacggtca

gcggageegt

actacctctg

tttgttttag

cgacccacgg

aaacagtcat

aaggttctgg

caggcttatg

accttgggca

tgtttatgta

aacatcagag

tgaaggatca

tcaaaatcac

tctggctgga

cttttttatc

cccgcaaagc

cgctaatcag

agagttcctc

agatagccag

gctgccattc

cgtgcacaac

aagtttccaa

cecgtaaccag

acaaatgtac

atagttgagt

ggcgactgcece

cgtaacgcgc

aacaagccat

accagttgcg

tccactgggt

gcagcgaagt

agcagacagt

attttgagac

gatcacgcat

caactggtcc

tgatggggcg

cceggaagec

cttgattcac

ggtacgtgaa

73

cgcegetgga

atcaatgtcg

tccaaattgc

aatggtgact

aaggtcgttg

caaatcaata

ggccagcaac

cgatacttcg

ctgctgegta

ttgctgettyg

gaaaaccgcc

tgagcgcata

tcgtgecectte

cgaggcattt

tttattgttc

acaacgtggc

ctteeccgaca

acctacaaca

attcaggcga

tgtggataga

ggggctttcc

atcgctaatce

cctaccaagg

atcgtggcetg

agttcgcgcet

tctacagcgce

atcaaagctc

tcactgtgtg

gtecggttcga

gcgatcaccg

acatcgttgc

gatgccecgag

actgcgcegt

cgctacttge

atccgtttcc

ctgtcctggce

atgatgatat

tttgttgaat

acgcagacceg

aagctcteat

tccecatcecea

gggtagttat

ggccecgctcee

ggagtacgtg



6960

aaatcgctaa taaggtcacg tgaaatcgct
7020

ccetttcaga tcaacagett gcaaacaccc
7080

tatgttcaat tagcttttca attatgaata
7140

gtggacaatg cgctacgcgce accggctccg
7200

gtcgagecgece agcgcectttg cccacaaccce
7260

attttttttt ttgaaaaaga aaaagcccga
7320

ccgatccececg gaattagaga tcttggcagg
7378

<210> 26

<211> 11382

<212> DNA

<213> Artificial sequence

<220>

<223> Vector de expresion de YFP, pl9,
35s

<400> 26

tggcccactg gcactagagc caagctgatc
60

tttctectate tctacgatcect aggaagaaag
120

accaccgata atgagaagat tagcctcttc
180

gttagagagg cctacgcggc aggtctgatc
240

gagatcaaat accttcccaa gaaggttaaa
300

atcaagaaca cagagaaaga tatatttctc
360

attcaaggct tgcttcataa accaaggcaa
420

gttcctactg aatcaaaggc catggagtca
480

gcegtgaaga ctggcgaaca gttcatacag
540

atcttcgtca acatggtgga gcacgacact
600

gtctcagaag accaaagggc tattgagact
660
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aatcaaaaag

ctegeteegg

tatatatcaa

cccgtggaca

ggcggcecgge

aaggcggcaa

atatattgtg

BFP

tcectttgecce

ttcgacggag

aatttcagaa

aagacgatct

gatgcagtca

aagatcagaa

gtaatagaga

aaaattcaga

agtcttttac

ctcgtctact

tttcaacaaa

74

gcacgtgaga

caagtagtta

ttattggtceg

accgcaagcg

cgcaacagat

cctcteggge

gtgtaacggt

y DsRed bajo promotores

cggagatcac

aaggtgacga

agaatgctga

acccgagtaa

aaagattcag

gtactattcc

ttggagtctc

tcgaggatct

gactcaatga

ccaagaatat

gggtaatatc

acgctaatag

cagcaagtag

cccttggett

gttgcccacc

cgttttataa

ttctggattt

ctctgatg

catggacgac

taccatgttc

cccacagatg

taatctcecag

gactaactgc

agtatggacg

taagaaagta

aacagaactc

caagaagaaa

caaagataca

gggaaacctc



cteggattec
720

ggcacctaca
780

gacagtggtc
840

ccaaccacgt
900

gcacaatccc
960

gagaggactc
1020

aatttactat
1080

ccatcctggt
1140

gcgagggcga
1200

tgccegtgece
1260

gctaccccga
1320

tccaggagcyg
1380

agttcgaggg
1440

acggcaacat
1500

tggccgacaa
1560

acggcagcgt
1620

tgctgetgece
1680

agaagcgcga
1740

tggacgagct
1800

aaacatttgg
1860

catataattt
1920

atttatgaga
1980

attgcccage

aatgccatca

ccaaagatgg

cttcaaagca

actatccttc

cggtattttt

tctagtcgag

cgagcetggac

tgccacctac

ctggcecacce

ccacatgaag

caccatcttc

cgacaccctg

cctggggceac

gcagaagaac

gcagctcgcecce

cgacaaccac

tcacatggtc

ctacaagtca

caataaagtt

ctgttgaatt

tgggttttta
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tatctgtcac

ttgcgataaa

acceceecaccee

agtggattga

gcaagaccct

acaacaatac

atggtgagca

ggcgacgtaa

ggcaagctga

ctecgtgacca

cagcacgact

ttcaaggacg

gtgaaccgca

aagctggagt

ggcatcaagg

gaccactacc

tacctgagct

ctgctggagt

gtcatgagct

tcttaagatt

acgttaagca

tgattagagt

ttcatcaaaa

ggaaaggcta

acgaggagca

tgtgatatct

tcctcectatat

cacaacaaaa

agggcgagga

acggccacaa

ccctgaagtt

cctteggcecta

tcttcaagtc

acggcaacta

tcgagctgaa

acaactacaa

tgaacttcaa

agcagaacac

accagtccge

tcgtgaccgce

gagggaatgg

gaatcctgtt

tgtaataatt

cccgcaatta
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ggacagtaga

tcgttcaaga

tcgtggaaaa

ccactgacgt

aaggaagttc

caaacaacaa

gctgttcacc

gttcagcgtyg

catctgcacc

cggcctgaag

cgccatgceccce

caagacccgc

gggcatcgac

cagccacaac

gatcecgccac

cceccategge

cctgagcaaa

cgcecgggatce

atcttegatc

gcecggtcttg

aacatgtaat

tacatttaat

aaaggaaggt

tgcctctgece

agaagacgtt

aagggatgac

atttcatttg

acaacattac

ggggtggtgce

tccggcgagg

accggcaagc

tgcttecgcece

gaaggctacyg

gccgaggtga

ttcaaggagg

gtctatatca

aacatcgagg

gacggccceg

gaccccaacyg

actctcggca

ccgatcgttce

cgatgattat

gcatgacgtt

acgcgataga



aaacaaaata
2040

agatcgggaa
2100

tataggttaa
2160

atgtgcgcgg
2220

tgagacaata
2280

agagccaagc
2340

gatctaggaa
2400

aagattagcc
2460

gcggcaggtce
2520

cccaagaagg
2580

aaagatatat
2640

cataaaccaa
2700

aaggccatgg
2760

gaacagttca
2820

gtggagcacg
2880

agggctattg
2940

ccagctatct
3000

catcattgcg
3060

gatggacccce
3120

aagcaagtgg
3180

ccttegcaag
3240

tttttacaac
3300

tagcgcgcaa

ttgccaagcet

tgtcatgata

aacccctatt

accctgataa

tgatctccectt

gaaagttcga

tcttcaattt

tgatcaagac

ttaaagatgce

ttctcaagat

ggcaagtaat

agtcaaaaat

tacagagtct

acactctcgt

agacttttca

gtcacttcat

ataaaggaaa

cacccacgag

attgatgtga

acccttcecctce

aataccacaa
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actaggataa

aattcttgaa

ataatggttt

tgtttatttt

atgcttcaat

tgcceeggag

cggagaaggt

cagaaagaat

gatctaccecg

agtcaaaaga

cagaagtact

agagattgga

tcagatcgag

tttacgactc

ctactccaag

acaaagggta

caaaaggaca

ggctategtt

gagcatcgtyg

tatctccact

tatataagga

Caaaacaaac

attatcgegce

gacgaaaggyg

cttagacgtce

tctaaataca

aatgggaccg

atcaccatgg

gacgatacca

gctgacccac

agtaataatc

ttcaggacta

attccagtat

gtctctaaga

gatctaacag

aatgacaaga

aatatcaaag

atatcgggaa

gtagaaaagg

caagatgcct

gaaaaagaag

gacgtaaggg

agttcatttc

aacaaacaac
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dcggtgtcat

cctcgtgata

aggtggcact

ttcaaatatg

actcgcgacg

acgactttct

tgttcaccac

agatggttag

tccaggagat

actgcatcaa

ggacgattca

aagtagttcc

aactcgecegt

agaaaatctt

atacagtctc

acctcctegg

aaggtggcac

ctgccgacag

acgttccaac

atgacgcaca

atttggagag

attacaattt

ctatgttact

cgcectatttt

tttcggggaa

tatccgctca

gcatggcact

ctatctctac

cgataatgag

agaggcctac

caaatacctt

gaacacagag

aggcttgctt

tactgaatca

gaagactggc

cgtcaacatg

agaagaccaa

attccattgce

ctacaaatgc

tggtcccaaa

cacgtcttca

atceccactat

gactccggta

actattctag



tcgagatgga
3360

gggatggagg
3420

ggactgagtg
3480

tcaaggaaag
3540

cggaagcette
3600

catctcgatt
3660

ttagtatcac
3720

ggtctaagca
3780

gatgccctga
3840

tcecegategt
3900

tgcgatgatt
3960

atgcatgacg
4020

atacgcgata
4080

atctatgtta
4140

tacgcctatt
4200

cttttcgggg
4260

tgtatccgcet
4320

cegtegatge
4380

acgactttct
4440

tgttcaccac
4500

agatggttag
4560

tccaggagat
4620

acgagctata

atcaggaggt

gcggctacat

ctggggttte

actgcacaga

tttcggttte

cgtttctgga

agaactgcta

aggtactgaa

tcaaacattt

atcatataat

ttatttatga

gaaaacaaaa

ctagatcggg

tttataggtt

aaatgtgcge

catgagacaa

cactggcact

ctatctctac

cgataatgag

agaggcctac

caaatacctt
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caaggaaacg

accacttctce

aacgatgaga

gggaaagttg

gtccttggat

gaccagatcg

ggctctcgaa

cagcttgcecce

accttcgaaa

ggcaataaag

ttctgttgaa

gatgggtttt

tatagcgcge

aattgccaag

aatgtcatga

ggaacccecta

taaccctgat

agagccaagc

gatctaggaa

aagattagcc

gcggcaggte

cccaagaagg

acgctaggga

ccttcaaact

ctaattcgaa

tatttaagag

cttggacggg

gatgtaccta

ctcttcagca

caatcgaagt

aagaaagcga

tttcttaaga

ttacgttaag

tatgattaga

aaactaggat

ctaattcttg

taataatggt

tttgtttatt

aaatgcttca

tgatctectt

gaaagttcga

tcttcaattt

tgatcaagac

ttaaagatgc
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acaagctaac

tcctgacgaa

tcaagataat

atatctcaga

agattcggtt

tagtattcgg

tctctgtgag

ggaaagtaat

gtgagggaat

ttgaatcctg

catgtaataa

gtcccgcaat

aaattatcgc

aagacgaaag

ttcttagacg

tttctaaata

ataatgggac

tgcceceggag

cggagaaggt

cagaaagaat

gatctacceg

agtcaaaaga

agtgaacgtt

agtccgagtt

cceccttggtt

tacgacagga

aactatgcag

tttcgaggag

atggcaattc

gtatcaagag

ggatcttcga

ttgccggtct

ttaacatgta

tatacattta

gcdeggtgte

ggcctcgtga

tcaggtggca

cattcaaata

cgactcgecga

atcaccatgg

gacgatacca

gctgacccac

agtaataatc

ttcaggacta



actgcatcaa
4680

ggacgattca
4740

aagtagttcc
4800

aactcgcegt
4860

agaaaatctt
4920

atacagtctc
4980

acctcctecgg
5040

aaggtggcac
5100

ctgccgacag
5160

acgttccaac
5220

atgacgcaca
5280

atttggagag
5340

attacaattt
5400

gctgtacatg
5460

caagccctac
5520

cttecgectte
5580

cacccagggc
5640

agtcaccaca
5700

cggctgcecctce
5760

gatgcagaag
5820

cggcctggaa
5880

aaacatcaag
53940

gaacacagag

aggcttgcectt

tactgaatca

gaagactggc

cgtcaacatg

agaagaccaa

attccattgc

ctacaaatgc

tggtcccaaa

cacgtcttca

atcccactat

gactccggta

actattctag

gagggcaccg

gagggcaccc

gacatcctgg

atccccgact

tacgaagacg

atctacaacg

aaaacactcg

ggcagaaacg

accacatata
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aaagatatat

cataaaccaa

aaggccatgg

gaacagttca

gtggagcacg

agggctattg

ccagctatct

catcattgcg

gatggaccce

aagcaagtgg

ccttegcaag

tttttacaac

tcgagatgag

tggacaacca

agaccatgag

ctactagctt

tcttcaagea

ggggcgtgcet

tcaagatcag

gctgggaggc

acatggccct

gatccaagaa

ttctcaagat

ggcaagtaat

agtcaaaaat

tacagagtct

acactctcgt

agacttttca

gtcacttcat

ataaaggaaa

cacccacgag

attgatgtga

acccttectce

aataccacaa

cgagctgatt

tcacttcaag

aatcaaggtg

cctctacggce

gtccttecect

gaccgctacc

aggggtgaac

cttcaccgaa

gaagctcgtg

acccgctaag
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cagaagtact

agagattgga

tcagatcgag

tttacgactc

ctactccaag

acaaagggta

caaaaggaca

ggctatcgtt

gagcatcgtg

tatctccact

tatataagga

caaaacaaac

aaggagaaca

tgcacatccg

gtcgagggceg

agcaagacct

gagggcttca

caggacacca

ttcacatcca

acgctgtacc

ggcgggagcec

aacctcaaga

attccagtat

gtctctaaga

gatctaacag

aatgacaaga

aatatcaaag

atatcgggaa

gtagaaaagg

caagatgcct

gaaaaagaag

gacgtaaggg

agttcatttc

aacaaacaac

tgcacatgaa

agggcgaagg

gcecctetecee

tcatcaacca

catgggagag

gcctccagga

acggccctgt

ccgctgacgg

atctgatcgce

tgcctggegt



ctactatgtg
6000

gcagcacgag
6060

taattgaggg
6120

agattgaatc
6180

aagcatgtaa
62490

agagtceege
6300

gataaattat
6360

ttgaagacga
6420

ggtttcttag
6480

atttttctaa
6540

tcaataatgg
6600

cggagatcac
6660

aaggtgacga
6720

agaatgctga
6780

acccgagtaa
6840

aaagattcag
6900

gtactattcc
6960

ttggagtcte
7020

tcgaggatcet
7080

gactcaatga
7140

ccaagaatat
7200

gggtaatatc
7260

gactacagac

gtggcagtgg

aatggatctt

ctgttgcegg

taattaacat

aattatacat

cgcgedeggt

aagggcectceg

acgtcaggtg

atacattcaa

gaccgactcg

catggacgac

taccatgttc

cccacagatg

taatctccag

gactaactgc

agtatggacg

taagaaagta

aacagaactc

caagaagaaa

caaagataca

gggaaacctc
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tggaaagaat

ccagatactg

cgatcccgat

tcttgcgatyg

gtaatgcatg

ttaatacgcg

gtcatctatg

tgatacgect

gcacttttcg

atatgtatcc

cgacggcatg

tttctctatce

accaccgata

gttagagagg

gagatcaaat

atcaagaaca

attcaaggct

gttcctactg

gccgtgaaga

atcttegtca

gtctcagaag

ctcggattcce

caaggaggcc

cgacctecect

cgttcaaaca

attatcatat

acgttattta

atagaaaaca

ttactagatc

atttttatag

gggaaatgtg

gctcatgaga

gcactagagc

tctacgatct

atgagaagat

cctacgcggce

accttcccaa

cagagaaaga

tgcttcataa

aatcaaaggc

ctggcgaaca

acatggtgga

accaaagggc

attgcccagce
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aacaacgaga

agcaaactgg

tttggcaata

aatttctgtt

tgagatgggt

aaatatagcg

gggaattgcc

gttaatgtca

cgcggaaccec

caataaccct

caagetgatc

aggaagaaag

tagcctcettce

aggtctgatc

gaaggttaaa

tatatttctc

accaaggcaa

catggagtca

gttcatacag

gcacgacact

tattgagact

tatctgtcac

cctacgtcga

ggcacaagct

aagtttctta

gaattacgtt

ttttatgatt

cgcaaactag

aagctaattc

tgataataat

ctatttgttt

gataaatgct

tcctttgece

ttcgacggag

aatttcagaa

aagacgatct

gatgcagtca

aagatcagaa

gtaatagaga

aaaattcaga

agtcttttac

ctcgtcetact

tttcaacaaa

ttcatcaaaa



ggacagtaga
7320

tcgttcaaga
7380

tcgtggaaaa
7440

ccactgacgt
7500

aaggaagttc
7560

caaacaacaa
7620

catcaccgag
7680

cgagatcgag
7740

ggtgaccaag
7800

cggctccaag
7860

cccegaggge
7920

gacccaggac
7980

gaactteccee
8040

cgagcgcectg
8100

gaaggacggc
8160

gcagctgccc
8220

ctacaccatc
8280

agggaatgga
8340

aatcctgttg
8400

gtaataatta
8460

ccgcaattat
8520

ttatcgcged
8580

aaaggaaggt

tgcctcetgec

agaagacgtt

aagggatgac

atttcatttg

acaacattac

ttcatgcgcet

ggcgagggceg

ggcggcccecee

gtgtacgtga

ttcaagtggg

tcctceectge

tcegacggcece

taccccecgceg

ggccactacc

ggctactact

gtggagcagt

tcttegatcec

ccggtcttge

acatgtaatg

acatttaata

cggtgtcatc
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ggcacctaca

gacagtggtc

ccaaccacgt

gcacaatccc

gagaggactc

aatttactat

tcaaggtgcyg

agggccgecc

tgcecttege

agcacccege

agcgegtgat

aggacggctg

ccgtgatgcea

acggcgtgcet

tggtggagtt

acgtggacgc

acgagcgcac

cgatcgttca

gatgattatc

catgacgtta

cgcgatagaa

tatgttacta

aatgccatca

ccaaagatgg

cttcaaagca

actatccttc

cggtattttt

tctagtcgag

catggagggc

ctacgagggc

ctgggacatc

cgacatcccce

gaacttcgag

cttcatctac

gaagaagacg

gaagggcgag

caagtccatc

caagctggac

cgagggccgce

aacatttggc

atataatttc

tttatgagat

aacaaaatat

gatcgggaat
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ttgcgataaa

acceececaccece

agtggattga

gcaagaccct

acaacaatac

atggcctect

accgtgaacg

cacaacaccg

ctgtcceccce

gactacaaga

gacggcggcg

aaggtgaagt

atgggctggg

acacacaagg

tacatggcca

atcacctccce

caccacctgt

aataaagttt

tgttgaatta

gggtttttat

agcgegcaaa

tgccaagcta

ggaaaggcta

acgaggagca

tgtgatatct

tcctctatat

cacaacaaaa

ccgagaacgt

gccacgagtt

tgaagctgaa

agttccagta

agctgtcecett

tggcgaccgt

tcatcggcegt

aggcctccac

cecctgaagcet

agaagccegt

acaacgagga

tcctgtagtg

cttaagattg

cgttaagcat

gattagagtc

ctaggataaa

attcttgaag



acgaaagggc
8640

ttagacgtca
8700

ctaaatacat
8760

atgggaccga
8820

actaagtcgc
8880

aggaaccgta
8940

catcacaaaa
9000

caggcgtttce
9060

ggatacctgt
9120

aggtatctca
9180

gttcagcceg
9240

cacgacttat
9300

ggcggtgeta
9360

tttggtatct
$420

tcecggcaaac
9480

cgcagaaaaa
9540

tggaacgaaa
9600

tagatccttt
9660

tggtctagtg
9720

ggattatcaa
9780

aggcagttcc
9840

tcaatacaac
9900

ctcgtgatac

ggtggcactt

tcaaatatgt

ctecgegacceg

tgtatgtgtt

aaaaggccgce

atcgacgctc

cccectggaag

ccgectttcet

gttcggtgta

accgetgegc

cgccactggce

cagagttcectt

gcgctctget

aaaccaccgce

aaggatctca

actcacgtta

taaattaaaa

attagaaaaa

taccatattt

ataggatggc

ctattaattt

ES 2389792 Al

gcctattttt

ttcggggaaa

atccgctcat

tccgacggca

tgtttgagat

gttgctggeg

aagtcagagg

ctcectegtg

ccettecggga

ggtcgttcgce

cttatccggt

agcagccact

gaagtggtgg

gaagccagtt

tggtagcggt

agaagatcct

agggattttg

atgaagtttt

ctcatcgage

ttgaaaaagc

aagatcctgg

cccetegtea

ataggttaat

tgtgcgcgga

gagacaataa

tgagacgtga

ctcatgtgag

tttttccata

tggcgaaacc

cgctctectg

agcgtggegce

tccaagetgg

aactatcgtc

ggtaacagga

cctaactacg

accttcggaa

ggtttttttg

ttgatctttt

gtcatgagat

aaatcaatct

atcaaatgaa

cgtttetgta

tatcggtctg

aaaataaggt
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gtcatgataa

accceccetattt

ccctgataaa

caggatatat

caaaaggcca

ggctccgece

cgacaggact

tteccgaccct

tttctcatag

gctgtgtgca

ttgagtccaa

ttagcagagc

gctacactag

gaagagttgg

tttgcaagca

ctacggggtce

tatcaaaaag

aaagtatata

actgcaattt

atgaaggaga

cgattccgac

tatcaagtga

taatggtttc

gtttattttt

tgcttcaata

tggcgggtaa

gcaaaaggcc

ccctgacgag

ataaagatac

gccgcettacce

ctcacgctgt

cgaacccceccece

ccecggtaaga

gaggtatgta

aagaacagta

tagctcttga

gcagattacg

tgacgctcag

gatcttcacc

tgtgtaacat

attcatatca

aaactcaccg

tcgtccaaca

gaaatcacca



tgagtgacga
9960

tcaacaggcce
10020

attcgtgatt
10080

acaggaatcg
10140

gaatcaggat
10200

aaccatgcat
10260

gtcagccagt
10320

tgtttcagaa
10380

gattgcccga
10440

tttaatcgecg
10500

ttactgttta
10560

atgtaacatc
10620

gagttgaagg
10680

aagttcaaaa
10740

actttctggc
10800

cgggcttttt
10860

atgccccecgea
10920

aaatcgctaa
10980

cacgtgaaat
11040

gcttgcaaac
11100

ttcaattatg
11160

gcgcaceggc
11220

ctgaatccgg

agccattacg

gcgcctgage

aatgcaaccg

attcttctaa

catcaggagt

ttagtctgac

acaactctgg

cattatcgcecg

gccttgagceca

tgtaagcaga

agagattttg

atcagatcac

tcaccaactg

tggatgatgg

tatcccecgga

aagccttgat

tcagggtacg

cgctaatcaa

acceccteget

aatatatata

tcegeeegtg
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tgagaatggc

ctecgteatca

gagtcgaaat

gcgcaggaac

tacctggaat

acggataaaa

catctcatct

cgcateggge

agcccattta

agacgtttcc

cagttttatt

agacacaacg

gcatctteccc

gtccacctac

ggcgattcag

agcctgtgga

tcacgggget

tgaaatcgct

aaaggcacgt

ccggcaagta

tcaattattg

gacaaccgca

aaaagtttat

aaatcactcg

acgcgatcgce

actgccagcg

gctgttttcc

tgcttgatgg

gtaacaacat

ttcccataca

tacccatata

cgttgaatat

gttcatgatg

tggctttgtt

gacaacgcag

aacaaagctc

gcgatceccca

tagagggtag

tteecggeceg

aatcggagta

gagaacgcta

gttacagcaa

gtcgceccttyg

agcggttgec
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gcatttcttt

catcaaccaa

tgttaaaagg

catcaacaat

ctgggatcgce

tcggaagagg

tggcaacgct

atcggtagat

aatcagcatc

ggctcataac

atatattttt

gaataaatcg

accgttcegt

tcatcaaccg

tccaacagcc

ttatccacgt

ctccaaaaac

cgtgaaatcg

atagcccttt

gtagtatgtt

gcttgtggac

caccgtegag

ccagacttgt

accgttattc

acaattacaa

attttcacct

agtggtgagt

cataaattcc

acctttgcca

tgtcgcacct

catgttggaa

accccttgta

atcttgtgca

aacttttgct

ggcaaagcaa

tggctcectce

cgecgtegag

gaaaccgcta

tatccacgtg

ctaataaggt

cagatcaaca

caattagcett

aatgcgctac

cgccagegcece
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tttgcccaca acccggcggce cggceccgcaac agatcgtttt ataaattttt ttttttgaaa

11280

aagaaaaagc ccgaaaggcg gcaacctctce gggcttctgg atttececgatc cccggaatta

11340

gagatcttgg caggatatat tgtggtgtaa ccgtctcacc ac

11382
<210> 27
<211> 1419
<212> DNA
<213>
<220>
<223>
<400> 27
ggtctcatgg
60
gacaagccgt
120
cgggtttetg
180
aagtcgccta
240
ttccataaat
300
gcatgattga
360
tcggctatga
420
cagcgcaggg
480
tccaagacga
540
tgctcgacgt
600
aggatctcct
660
tgcggeggcet
720
gcatcgagcg
780
aagagcatca
840
acggcgagga
900
atggccgcett

Promotor y CDS

catacatgag

tttacgttcg

gagtttaatg

aggtcactat

tceccteggt

acaagatgga

ctgggcacaa

gcgcccggtt

ggcagcgegyg

tgtcactgaa

gtcatctcac

gcatacgttt

agcacgtact

ggggctcgeg

tctcgtegtg

ttctggattce

Artificial sequence

de resistencia a kanamicina de plantas

aattaaggga

gaactgacag

agctaagcac

cagctagcaa

atccaattag

ttgcacgcag

cagacaatcg

ctttttgtca

ctatcgtggc

gcgggaaggg

cttgectectg

gatceggeta

cggatggaag

ctagccgaac

acccacggcg

atcgactgtg

gtcacgttat

aaccgcaacg

atacgtcaga

atatttcttg

agtctcatat

gttctcegge

gctgctectga

agaccgacct

tggccacgac

actggcectgcet

ccgagaaagt

cctgcccatt

ccggtcecttgt

tgttcgecag

atgcctgcett

gccggetggg

83

gacccecgcec

ttgaaggagc

aaccattatt

tcaaaaatgc

tcactctcaa

cgcttgggtg

tgccgeegtg

gtccggtgcece

gggcgttcct

attgggcgaa

atccatcatg

cgaccaccaa

cgatcaggat

gctcaaggeg

gccgaatatc

tgtggcggac

gatgacgcgg

cactgagccg

gcgegttcecaa

tccactgacg

ctcgatcgag

gagaggctat

ttccggetgt

ctgaatgaac

tgcgcagctg

gtgccggggac

gctgatgcaa

gcgaaacatc

gatctggacg

cggatgcecg

atggtggaaa

cgctatcagg



960
acatagcegtt
1020
tcetegtget
1080
ttgacgagtt
1140
gttcaaacat
1200
ttatcatata
1260
cgttatttat
1320
tagaaaacaa
1380
tactagatcg
1419

<210> 28
<211> 3697
<212> DNA
<213>
<220>
<223>
<400> 28
tcatcgtctc
60
gactttctct
120
ttcaccaccg
180
atggttagag
240
caggagatca
300
tgcatcaaga
360
acgattcaag
420
gtagttccta
480
ctcgecegtga
540
aaaatcttcg
600

ggctaccegt

ttacggtatce

cttctgagcg

ttggcaataa

atttctgttg

gagatgggtt

aatatagcgc

accggcatgce

Promtor 35s

accacactag

atctctacga

ataatgagaa

aggcctacgce

aataccttcce

acacagagaa

gcttgcttca

ctgaatcaaa

agactggcga

tcaacatggt
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gatattgctg

gcecgeteccg

ggactctggg

agtttcttaa

aattacgtta

tttatgatta

gcaaactagg

aagctgattg

Artificial sequence

agccaagctg

tctaggaaga

gattagcctc

ggcaggtctg

caagaaggtt

agatatattt

taaaccaagg

ggccatggag

acagttcata

ggagcacgac

aagagcttgg

attcgcagceg

gttcggactc

gattgaatcc

agcatgtaat

gagtcccgea

ataaattatc

agtgagacc

atctcctttg

aagttcgacg

ttcaatttca

atcaagacga

aaagatgcag

ctcaagatca

caagtaatag

tcaaaaattc

cagagtcettt

actctegtet

84

cggcgaatgg

catcgcctte

tagctagagt

tgttgcecggt

aattaacatg

attatacatt

gcgegeggtg

cccecggagat

gagaaggtga

gaaagaatgc

tctacccgag

tcaaaagatt

gaagtactat

agattggagt

agatcgagga

tacgactcaa

actccaagaa

gctgaccgcet

tatcgccette

caagcagatc

cttgcgatga

taatgcatga

taatacgcga

tcatctatgt

caccatggac

cgataccatg

tgacccacag

taataatctc

caggactaac

tccagtatgg

ctctaagaaa

tctaacagaa

tgacaagaag

tatcaaagat



acagtctcag
660

ctccteggat
720

ggtggcacct
780

gccgacagtg
840

gttccaacca
900

gacgcacaat
960

ttggagagga
1020

tacaatttac
1080

cttttcttet
1140

gggtaaacta
1200

aaggccagga
1260

gacgagcatc
1320

agataccagg
1380

cttaccggat
1440

cgctgtaggt
1500

ccececegtte
1560

gtaagacacg
1620

tatgtaggcg
1680

acagtatttg
1740

tcttgatceg
1800

attacgcgca
1860

gctcagtgga
1920

aagaccaaag

tccattgccc

acaaatgcca

gtcccaaaga

cgtcttcaaa

cccactatcce

ctceggtatt

tattctagtc

ccttecteecg

agtcgetgta

accgtaaaaa

acaaaaatcg

cgtttcecece

acctgtececge

atctcagttce

agccecgaceg

acttatcgee

gtgctacaga

gtatctgcgc

gcCaaacaaac

gaaaaaaagg

acgaaaactc
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ggctattgag

agctatctgt

tcattgcgat

tggaccceca

gcaagtggat

ttcgcaagac

tttacaacaa

gagatgggca

tcecetecettg

tgtgtttgtt

ggccgcgttg

acgctcaagt

tggaagctcc

ctttctcecect

ggtgtaggtc

ctgcgcecetta

actggcagca

gttcttgaag

tctgctgaag

caccgctggt

atctcaagaa

acgttaaggg

acttttcaac

cacttcatca

aaaggaaagg

cccacgagga

tgatgtgata

ccttecctceta

taccacaaca

cttecctetgt

cctgagacgt

tgagatctca

ctggcgtttt

cagaggtggc

ctegtgeget

tcgggaagcg

gttecgcteca

tceggtaact

gccactggta

tggtggcecta

ccagttacct

agcggtggtt

gatcctttga

attttggtca

85

aaagggtaat

aaaggacagt

ctatcgttca

gcatcgtgga

tctccactga

tataaggaag

daacaaacaa

ttttctacta

gcctgacagg

tgtgagcaaa

tccataggct

gaaacccgac

ctecetgttcec

tggcgcettte

agctgggctg

atcgtcttga

acaggattag

actacggcta

tcggaagaag

tttttgtttg

tcttttcectac

tgagattatc

atcgggaaac

agaaaaggaa

agatgcctct

daaagaagac

cgtaagggat

ttcatttcat

caaacaacat

ttcettettt

atatattggc

aggccagcaa

ccgccececct

aggactataa

gaccctgceceg

tcatagctca

tgtgcacgaa

gtccaacccg

cagagcgagg

cactagaaga

agttggtagc

caagcagcag

ggggtctgac

aaaaaggatc



ttcacctaga
1980

taacattggt
2040

atatcaggat
2100

tcaccgaggce
2160

ccaacatcaa
2220

tcaccatgag
2280

acttgttcaa
2340

ttattcattc
2400

ttacaaacag
2460

tcacctgaat
2520

gtgagtaacc
2580

aattccgtca
2640

ttgccatgtt
2700

gcacctgatt
2760

ttggaattta
2820

cttgtattac
28890

tgtgcaatgt
2840

tttgctgagt
3000

aagcaaaagt
3060

tcectecactt
3120

gtcgageggg
3180

ccgctaatgc
3240

tccttttaaa

ctagtgatta

tatcaatacc

agttccatag

tacaacctat

tgacgactga

caggccagcec

gtgattgcgc

gaatcgaatg

caggatattc

atgcatcatc

gccagtttag

tcagaaacaa

gceccgacatt

atcgcggcct

tgtttatgta

aacatcagag

tgaaggatca

tcaaaatcac

tctggctgga

cttttttate

cccgcaaagce
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ttaaaaatga

gaaaaactca

atatttttga

gatggcaaga

taatttcccece

atccggtgag

attacgcteg

ctgagcgagt

caaccggege

ttctaatacc

aggagtacgg

tctgaccatc

ctctggcgca

atcgcgagcec

tgagcaagac

agcagacagt

attttgagac

gatcacgcat

caactggtcc

tgatggggcg

cceggaagcec

cttgattcac

agttttaaat

tcgagcatca

aaaagccgtt

tcctggtatce

tcgtcaaaaa

aatggcaaaa

tcatcaaaat

cgaaatacgc

aggaacactg

tggaatgctg

ataaaatgct

tcatctgtaa

tcgggcttcece

catttatacc

gtttccecgtt

tttattgttce

acaacgtggce

cttceccgaca

acctacaaca

attcaggcga

tgtggataga

ggggctttcc

86

caatctaaag

aatgaaactg

tctgtaatga

ggtctgcgat

taaggttatc

gtttatgcat

cactcgcatc

gatcgctgtt

ccagegceatce

ttttcecectgg

tgatggtcgg

caacattggc

catacaatcg

catataaatc

gaatatggct

atgatgatat

tttgttgaat

acgcagaccg

aagctctcat

tccccatcca

gggtagttat

ggcccgctec

tatatatgtg

caatttattc

aggagaaaac

tccgactegt

aagtgagaaa

ttctttccag

aaccaaaccg

aaaaggacaa

aacaatattt

gatcgcagtg

aagaggcata

aacgctacct

gtagattgtc

agcatccatg

cataacaccc

atttttatct

aaatcgaact

ttcegtggcea

caaccgtggce

acagccegec

ccacgtgaaa

aaaaactatc
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ggtacgtgaa

aatcaaaaag

ctegeteegg

tatatatcaa

ccecgtggaca

ggcggecggce

aaggcggcaa

atatattgtg

atcgctaatc

gcacgtgaga

caagtagtta

ttattggtcg

accgcaagcg

cgcaacagat

cecteteggge

gtgtaac

ggagtacgtg

acgctaatag

cagcaagtag

ccecttggcett

gttgcccacc

cgttttataa

ttctggattt

aaatcgctaa

cccttteaga

tatgttcaat

gtggacaatg

gtcgagegee

atttttteet

ccgatcececyg

Precursor Pieza Region constante de la Cadena ligera lambda de

IgA fusionada con el terminador de la nopalina sintasa

cgggtaaact

aaaggccagg

tgacgagcat

aagataccag

gcttaccgga

acgctgtagg

acccccegtt

ggtaagacac

gtatgtaggc

aacagtattt

cacgtgaaat cgctaatcag
3300

taaggtcacg tgaaatcgct
3360

tcaacagctt gcaaacaccce
3420

tagcttttca attatgaata
3480

cgctacgcge accggctecg
3540

agcgcctttg cccacaaccc
3600

ttgaaaaaga aaaagcccga
3660

gaattagaga tcttggcagg
3697

<210> 29

<211> 3419

<212> DNA

<213> Artificial Sequence
<220>

<223>

la

<400> 29

tgcctgacag gatatattgg
60

atgtgagcaa aaggccagca
120

ttccataggc tccgcccccce
180

cgaaacccga caggactata
240

tctecectgtte cgaccctgcece
300

gtggcgettt ctcatagctce
360

aagctgggct gtgtgcacga
420

tatcgtettg agtccaaccc
480

aacaggatta gcagagcgag
540

aactacggct acactagaag
600

aagtcgctgt

aaccgtaaaa

cacaaaaatc

gcgtttcecce

tacctgteceg

tatctcagtt

cagcccgacce

gacttatcgce

ggtgctacag

ggtatctgcg

87

atgtgtttgt

aggccgegtt

gacgctcaag

ctggaagctc

cctttetece

cggtgtaggt

gctgcgccett

cactggcagc

agttcttgaa

ctctgctgaa

ttgagatctc

gctggcgttt

tcagaggtgg

cctecgtgegce

ttecgggaage

cgttcgctcce

atccggtaac

agccactggt

gtggtggccet

gccagttacc



ttcggaagaa
660

tcectetgtet
720

atcttttcta
780

atgagattat
840

tcaatctaaa
900

aaatgaaact
960

ttctgtaatg
1020

cggtctgega
1080

ataaggttat
1140

agtttatgca
1200

tcactcgcat
1260

cgatecgetgt
1320

gccagcgcat
1380

gttttcecetg
1440

ttgatggtcg
1500

acaacattgg
1560

ccatacaatc
1620

ccatataaat
1680

tgaatatggc
1740

catgatgata
1800

ctttgttgaa
1860

aacgcagacce
19290

gagttggtag

gcaagcagca

cggggtctga

caaaaaggat

gtatatatgt

gcaatttatt

aaggagaaaa

ttccgacteyg

caagtgagaa

tttctttcea

caaccaaacc

taaaaggaca

caacaatatt

ggatcgcagt

gaagaggcat

caacgctacc

ggtagattgt

cagcatccat

tcataacacc

tatttttatc

taaatcgaac

gttcegtgge
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ctcttgatcec

gattacgcgce

cgctcagtgg

cttcacctag

gtaacattgg

catatcagga

ctcaccgagg

tccaacatca

atcaccatga

gacttgttca

gttattcatt

attacaaaca

ttcacctgaa

ggtgagtaac

aaattccgtce

tttgccatgt

cgcacctgat

gttggaattt

ccttgtatta

ttgtgcaatg

ttttgctgag

aaagcaaaag

ggcaaacaaa

agaaaaaaag

aacgaaaact

atccttttaa

tctagtgatt

ttatcaatac

cagttccata

atacaaccta

gtgacgactg

acaggccagce

cgtgattgcg

ggaatcgaat

tcaggatatt

catgcatcat

agccagttta

ttcagaaaca

tgcccgacat

aatcgcggcc

ctgtttatgt

taacatcaga

ttgaaggatc

ttcaaaatca

88

ccaccgetgg

gatctcaaga

cacgttaagg

attaaaaatg

agaaaaactc

catatttttg

ggatggcaag

ttaatttccc

aatcecggtga

cattacgctc

cctgagegag

gcaaccggcg

cttctaatac

caggagtacg

gtctgaccat

actctggcgce

tatcgecgagce

ttgagcaaga

aagcagacag

gattttgaga

agatcacgca

ccaactggtc

tagcggtggt

agatcctttg

gattttggtc

aagttttaaa

atcgagcatc

aaaaagccgt

atcctggtat

ctcgtcaaaa

gaatggcaaa

gtcatcaaaa

tcgaaatacg

caggaacact

ctggaatgct

gataaaatgc

ctcatctgta

atcgggcttce

ccatttatac

cgtttececegt

ttttattgtt

cacaacgtgg

tcttcecgac

cacctacaac



aaagctctca
1980

atccccatcc
2040

agggtagtta
2100

cggeccegcetce
2160

cggagtacgt
2220

aacgctaata
22890

acagcaagta
2340

gceettgget
2400

ggttgcccac
2460

tcgttttata
2520

cttctggatt
2580

atcgtctcaa
2640

tgaggagctc
2700

agctgtgaca
2760

caaaccctcc
2820

cgagcagtgg
2880

ggagaagaca
2940

tcaaacattt
3000

atcatataat
3060

ttatttatga
3120

gaaaacaaaa
3180

ctagatcggg
3240

tcaaccgtgg

aacagcccgce

tccacgtgaa

caaaaactat

gaaatcgcta

gccctttecag

gtatgttcaa

tgtggacaat

cgtcgagegce

aattttteet

tccgatceccce

ggtggtcaac

caagccaaca

gtggcctgga

aaacagagca

aagtcccaca

gtggcccecta

ggcaataaag

ttctgttgaa

gatgggtttt

tatagcgcgc

aattgccaag

ES 2389792 Al

ctcectceact

cgtcgagegg

accgctaatg

ccacgtgaaa

ataaggtcac

atcaacagct

ttagctttte

gcgetacgeg

cagcgcecttt

tttgaaaaag

ggaattagag

caaaggccgce

aggccacact

aggcagatgg

acaacaagta

gaagctacag

cagaatgttce

tttcttaaga

ttacgttaag

tatgattaga

aaactaggat

ctaattcttg

ttctggetgg

gcttttttat

cceegeaaag

tcgctaatca

gtgaaatcgc

tgcaaacacc

aattatgaat

caccggctec

gcccacaacc

aaaaagcccg

atcttggcag

ccectetgtce

agtgtgtctg

cagccccgtce

cgeggecage

ctgccaggte

atgagggaat

ttgaatcctg

catgtaataa

gtceccgeaat

aaattatcgc

aagacgaaag

89

atgatggggc

ccccggaage

ccttgattea

gggtacgtga

taatcaaaaa

cctegeteeg

atatatatca

gecegtggac

€ggcggccgg

aaaggcggca

gatatattgt

actctgttcc

atcagtgact

aaggcgggag

agctacctga

acgcatgaag

ggatcttcga

ttgccggtcet

ttaacatgta

tatacattta

gcdcggtgtce

ggcctegtga

gattcaggceg

ctgtggatag

cggggcetttce

aatcgctaat

ggcacgtgag

gcaagtagtt

attattggtc

aaccgcaagc

ccgcaacaga

acctctecggg

ggtgtaactc

cgccctecte

tctacccggag

tggagacaac

gcctgacgece

ggagcaccgt

tccegategt

tgcgatgatt

atgcatgacg

atacgcgata

atctatgtta

tacgcctatt
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tttataggtt aatgtcatga taataatggt ttcttagacg tcaggtggca cttttcgggg

3300

aaatgtgcgc ggaaccccta tttgtttatt tttctaaata cattcaaata tgtatccget

3360

catgagacaa taaccctgat aaatgcttca ataatgggac cgactcgccg tctgagacg

Artificial Sequence

Precursor Pieza Region constante de la Cadena ligera kappa de

IgA fusionada con el terminador de la nopalina sintasa

3419

<210> 30
<211> 3422
<212> DNA
<213>
<220>
<223>

la

<400> 30
tcatcgtctce
60
gaacaactta
120
gaagctaaag
180
gttactgaac
240
aaagctgatt
300
tctccagtta
360
atcgttcaaa
420
tgattatcat
480
tgacgttatt
540
cgatagaaaa
600
tgttactaga
660
ctatttttat
720
cggggaaatg
780
ccgctcatga
840
gacgtgcectg
900

aaggtaggac

aatctggaac

ttcaatggaa

aagattctaa

atgaaaaaca

ctaaatcttt

catttggcaa

ataatttctyg

tatgagatgg

caaaatatag

tcgggaattyg

aggttaatgt

tgcgcggaac

gacaataacc

acaggatata

tgttgctgct

tgcttctgtt

agttgataat

agattctact

taaagtttat

taatagagga

taaagtttct

ttgaattacg

gtttttatga

cgegeaaact

ccaagctaat

catgataata

ccctatttgt

ctgataaatg

ttggcgggta

ccatctgttt

gtttgtcttc

gctctteaat

tattctcttt

gcttgtgaag

gaatgttgag

taagattgaa

ttaagcatgt

ttagagtcce

aggataaatt

tcttgaagac

atggtttctt

ttatttttct

cttcaataat

aactaagtcg

90

ttatttttcc

ttaataattt

ctggaaattc

cttctactct

ttactcatca

ggaatggatc

tcectgttgec

aataattaac

gcaattatac

atcgecgedeg

gaaagggcct

agacgtcagg

aaatacattc

gggaccgact

ctgtatgtgt

accatctgat

ttatccaaga

tcaagaatct

tactctttct

aggactttct

ttecgatcecy

ggtcttgcga

atgtaatgca

atttaatacg

gtgtcatcta

cgtgatacgc

tggcactttt

aaatatgtat

cgccgtcectga

ttgtttgaga



tctcatgtga
960

gtttttccat
1020

gtggcgaaac
1080

gcgctctcct
1140

aagcgtggceg
1200

cteccaagetg
1260

taactatcgt
1320

tggtaacagg
1380

gcctaactac
1440

taccttcgga
1500

tggttttttt
1560

tttgatcttt
1620

ggtcatgaga
1680

taaatcaatc
1740

catcaaatga
1800

ccgtttetgt
1860

gtatcggtcet
1920

aaaaataagg
1980

caaaagttta
2040

aaaatcactc
2100

tacgcgatcg
2160

cactgccagce
2220

gcaaaaggcc

aggctccgcece

ccgacaggac

gttccgaccc

ctttctcata

ggctgtgtge

cttgagtcea

attagcagag

ggctacacta

agaagagttg

gtttgcaagc

tctacggggt

ttatcaaaaa

taaagtatat

aactgcaatt

aatgaaggag

gcgattceccga

ttatcaagtg

tgcatttctt

gcatcaacca

ctgttaaaag

gcatcaacaa
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agcaaaaggc

cccetgacga

tataaagata

tgccgcttac

gctcacgctg

acgaaccccc

acccggtaag

cgaggtatgt

gaagaacagt

gtagctettg

agcagattac

ctgacgctca

ggatcttcac

atgtgtaaca

tattcatatc

aaaactcacc

ctcgtccaac

agaaatcacc

tccagacttg

aaccgttatt

gacaattaca

tattttcacc

caggaaccgt

gcatcacaaa

ccaggcegttt

cggatacctg

taggtatctc

cgttcagcece

acacgactta

aggcggtgcet

atttggtatc

atccggcaaa

gcgcagaaaa

gtggaacgaa

ctagatcctt

ttggtctagt

aggattatca

gaggcagttc

atcaatacaa

atgagtgacyg

ttcaacaggc

cattcgtgat

aacaggaatc

tgaatcagga

91

aaaaaggccg

aatcgacgct

ccecectggaa

tccgecttte

agttcggtgt

gacecgcetgeg

tegecactgg

acagagttct

tgcgctcetge

caaaccaccg

aaaggatctc

aactcacgtt

ttaaattaaa

gattagaaaa

ataccatatt

cataggatgg

cctattaatt

actgaatccg

cagccattac

tgcgecctgag

gaatgcaacc

tattcttcta

cgttgetggce

caagtcagag

gctcectegt

tccettecggg

aggtcgttcg

cettatcegg

cagcagccac

tgaagtggtg

tgaagccagt

ctggtagcgg

aagaagatcc

aagggatttt

aatgaagttt

actcatcgag

tttgaaaaag

caagatcctg

tcecectegte

gtgagaatgg

gctcgtceatce

cgagtcgaaa

ggcgcaggaa

atacctggaa



tgctgttttc
2280

atgcttgatg
2340

tgtaacaaca
2400

cttcccatac
24690

atacccatat
2520

ccgttgaata
2580

tgttecatgat
2640

gtggctttgt
2700

cgacaacgca
2760

caacaaagct
2820

ggcgatcccc
2880

atagagggta
2940

tttcecggceece
3000

taatcggagt
3060

tgagaacgct
3120

agttacagca
3180

ggtcgccecett
3240

aagcggttgce
3300

cagatcgttt
3360

cgggettetg
3420

ac
3422

<210>
<211>

31
4168

cctgggatceg

gtcggaagag

ttggcaacgc

aatcggtaga

aaatcagcat

tggctcataa

gatatatttt

tgaataaatc

gaccgttccg

ctcatcaacc

atccaacagc

gttatccacg

gctccaaaaa

acgtgaaatc

aatagccctt

agtagtatgt

ggcttgtgga

ccaccgtcga

tataaatttt

gatttccgat
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cagtggtgag

gcataaattc

tacctttgce

ttgtcgcacc

ccatgttgga

caccccecttgt

tatcttgtge

gaacttttgc

tggcaaagca

gtggctccct

ccgcecgtcga

tgaaaccgct

ctatccacgt

gctaataagg

tcagatcaac

tcaattagct

caatgcgcta

gcgccagcgc

tttttttgaa

cceccggaatt

taaccatgca

cgtcagccag

atgtttcaga

tgattgcccg

atttaatcgce

attactgttt

aatgtaacat

tgagttgaag

aaagttcaaa

cactttctgg

gcgggctttt

aatgccccgce

gaaatcgcta

tcacgtgaaa

agcttgcaaa

tttcaattat

cgcgeaceqqg

ctttgcccac

aaagaaaaag

agagatcttg

92

tcatcaggag

tttagtctga

aacaactctg

acattatcgc

ggccttgage

atgtaagcag

cagagatttt

gatcagatca

atcaccaact

ctggatgatg

ttatcceccgg

aaagccttga

atcagggtac

tcgctaatca

cacccctcgce

gaatatatat

ctcecgeecegt

aacccggcgyg

cccgaaaggce

gcaggatata

tacggataaa

ccatctcatc

gcgcateggy

gagcccattt

aagacgtttc

acagttttat

gagacacaac

cgcatcttec

ggtccaccta

gggcgattca

aagcctgtgg

ttcacggggce

gtgaaatcgc

aaaaggcacg

tccggcaagt

atcaattatt

ggacaaccgc

ccggcecgcaa

ggcaacctct

ttgtggtgta
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Artificial Sequence

Precursor Pieza Region constante de la Cadena pesada alfa 1 de

IgA fusionada con el terminador de la nopalina sintasa

<212> DNA
<213>
<220>
<223>

la

<400> 31
tgcctgacag
60
atgtgagcaa
120
ttccataggce
180
cgaaacccga
240
tctectgtte
300
gtggcgettt
360
aagctgggct
420
tatcgtcttyg
480
aacaggatta
540
aactacggct
600
ttcggaagaa
660
ttecttgttte
720
atcttttcta
780
atgagattat
840
tcaatctaaa
900
aaatgaaact
960
ttctgtaatg
1020
cggtctgcga
1080
ataaggttat
1140

gatatattgg

aaggccagca

tececgeceeccee

caggactata

cgaccctgcece

ctcatagctc

gtgtgcacga

agtccaaccc

gcagagcgag

acactagaag

gagttggtag

gcaagcagca

cggggtctga

caaaaaggat

gtatatatgt

gcaatttatt

aaggagaaaa

ttcecgactcg

caagtgagaa

cgggtaaact

aaaggccagg

tgacgagcat

aagataccag

gcttaccgga

acgctgtagg

accccecegtt

ggtaagacac

gtatgtaggc

aacagtattt

ctcttgatce

gattacgcgce

cgctcagtgg

cttcacctag

gtaacattgg

catatcagga

ctcaccgagg

tccaacatca

atcaccatga

aagtcgctgt

aaccgtaaaa

cacaaaaatc

gecgttteccce

tacctgtccg

tatctcagtt

cagcccgacce

gacttatcgc

ggtgctacag

ggtatctgcg

ggcaaacaaa

agaaaaaaag

aacgaaaact

atccttttaa

tctagtgatt

ttatcaatac

cagttccecata

atacaaccta

gtgacgactg

93

atgtgtttgt

aggccgcegtt

gacgctcaag

ctggaagctc

cctttctccce

cggtgtaggt

gctgecgectt

cactggcagc

agttcttgaa

ctctgctgaa

ccaccgectgg

gatctcaaga

cacgttaagg

attaaaaatg

agaaaaactc

catatttttg

ggatggcaag

ttaatttccc

aatccggtga

ttgagatctc
gctggegttt
tcagaggtgg
cctcegtgege
ttcgggaagc
cgttcgcetcece
atccggtaac
agccactggt
gtggtggccet
gccagttacc
tagcggtggt
agatcctttg
gattttggtc
aagtttﬁaaa
atcgagcatce
aaaaagccgt
atcctggtat
ctcgtcaaaa

gaatggcaaa



agtttatgca
1200

tcactcgceat
1260

cgatcgetgt
1320

gccagcgcat
1380

gttttccctg
1440

ttgatggtcg
1500

acaacattgg
1560

ccatacaatc
1620

ccatataaat
16890

tgaatatggc
1740

catgatgata
1800

ctttgttgaa
1860

aacgcagacc
1820

aaagctctca
1980

atccccatcc
2040

agggtagtta
2100

cggeeegete
2160

cggagtacgt
2220

aacgctaata
2280

acagcaagta
2340

gcecttggct
2400

ggttgcccac
2460

tttctttcca

caaccaaacc

taaaaggaca

caacaatatt

ggatcgcagt

gaagaggcat

caacgctacc

ggtagattgt

cagcatccat

tcataacacc

tatttttatc

taaatcgaac

gttccgtgge

tcaaccgtgg

aacagcccgce

tccacgtgaa

caaaaactat

gaaatcgcta

gcecctttcag

gtatgttcaa

tgtggacaat

cgtecgagege
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gacttgttca

gttattcatt

attacaaaca

ttcacctgaa

ggtgagtaac

aaattccgtc

tttgccatgt

cgcacctgat

gttggaattt

ccttgtatta

ttgtgcaatg

ttttgctgag

aaagcaaaag

ctcectcact

cgtcgagegg

accgctaatg

ccacgtgaaa

ataaggtcac

atcaacagct

ttagcttttc

gcgctacgcyg

cagecgcecttt

acaggccagc

cgtgattgcg

ggaatcgaat

tcaggatatt

catgcatcat

agccagttta

ttcagaaaca

tgcccgacat

aatcgcggcc

ctgtttatgt

taacatcaga

ttgaaggatc

ttcaaaatca

ttectggetgg

gcttttttat

ccccgcaaag

tcgctaatca

gtgaaatcgce

tgcaaacacc

aattatgaat

caccggctcece

gcccacaacc

94

cattacgctc

cctgagcgag

gcaaccggcg

cttctaatac

caggagtacg

gtctgaccat

actctggcgc

tatcgcgagce

ttgagcaaga

aagcagacag

gattttgaga

agatcacgca

ccaactggtc

atgatggggc

cceccggaagce

ccttgattca

gggtacgtga

taatcaaaaa

cectegetceeg

atatatatca

gccegtggac

cggcggcecgg

gtcatcaaaa

tcgaaatacg

caggaacact

ctggaatgct

gataaaatgc

ctcatctgta

atcgggettc

ccatttatac

cgtttcccgt

ttttattgtt

cacaacgtgg

tctteccegac

cacctacaac

gattcaggcg

ctgtggatag

cggggcectttce

aatcgctaat

ggcacgtgag

gcaagtagtt

attattggtc

aaccgcaagc

ccgcaacaga



tcgttttata
2520

cttctggatt
2580

atcgtctcag
2640

ccagatggga
2700

agtgtgacct
2760

gatgcctceg
2820

ctagccggca
2880

actgtgccct
2840

ccatctccect
3000

ctcttaggtt
3060

gtcaccttca
3120

gacctctgtg
3180

catgggaaga
3240

accctctcaa
3300

gaggagctgg
3360

aaggatgtgc
3420

acttgggcat
3480

ctgcgegtgg
3540

gaggccctgce
3600

catgtcaatg
3660

tgagggaatg
3720

tgaatcctgt
3780

aatttttttt

tcegatccec

catccccgac

acgtggtcat

ggagcgaaag

gggacctgta

agtccgtgac

gcccagttec

catgctgcca

cagaagcgaa

cctggacgcc

gctgctacag

ccttcacttg

aatccggaaa

ccctgaacga

tggttecgetg

ccecggcagga

cagccgagga

cgctggectt

tgtctgttgt

gatcttcgat

tgccggtett

ES 2389792 Al

tttgaaaaag

ggaattagag

cagccccaag

cgcctgectg

cggacagggc

caccacgagc

atgccacgtg

ctcaactcca

ccceccgactg

cctecacgtge

ctcaagtggg

cgtgtccagt

cactgctgcec

cacattccgg

gctggtgacg

gctgcagggyg

gcecagecag

ctggaagaag

cacacagaag

catggcggag

cccgategtt

gcgatgatta

aaaaagcccg

atcttggcag

gtecttececge

gtccagggct

gtgaccgcca

agccagctga

aagcactaca

cctacccecat

tcactgcacc

acactgacceg

aagagcgctg

gtcctgecegg

taccccgagt

ccecgaggtcece

ctgacgtgcc

tcacaggagc

ggcaccacca

ggggacacct

accatcgacc

gtggacggca

caaacatttg

tcatataatt

95

aaaggcggca

gatatattgt

tgagcctctg

tcttcceccca

gaaacttccc

ccectgeecgge

cgaatcccag

ctccctcecaac

gaccggcect

gcctgagaga

ttcaaggacc

gctgtgccga

ccaagacccc

acctgctgcece

tggcacgtgg

tgcecccecgega

ccttegetgt

tctecetgeat

gcttggcggg

cctgctacaa

gcaataaagt

tctgttgaat

acctctcggg

ggtgtaactc

cagcacccag

ggagccactc

acccagccag

cacacagtgc

ccaggatgtg

tccacctacc

tgaggacctg

tgcctcaggt

acctgagegt

gcettggaat

gctaaccgcec

gcegeegteg

cttcagccce

gaagtacctg

gaccagcata

ggtgggccac

taaacccacc

ggacgaactc

ttcttaagat

tacgttaagc



taacatgtaa

atacatttaa

cdcggtgtceca

gcctcgtgat

caggtggcac

attcaaatat

gactcgccgt
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tgcatgacgt

tacgcgatag

tctatgttac

acgcctattt

ttttcgggga

gtatcegcetce

ctgagacg

Artificial Sequence

tatttatgag

aaaacaaaat

tagatcggga

ttataggtta

aatgtgcgceg

atgagacaat

atgggttttt

atagcgcgca

attgccaagce

atgtcatgat

gaacccctat

aaccctgata

atgattagag

aactaggata

taattcttga

aataatggtt

ttgtttattt

aatgcttcaa

Precursor Pieza Region constante de la Cadena pesada alfa2

IgA fusionada con el terminador de la nopalina sintasa

atgtaataat
3840
tccegeaatt
3900
aattatcgcg
3960
agacgaaagg
4020
tcttagacgt
4080
ttctaaatac
4140
taatgggacc
4168

<210> 32
<211> 4120
<212> DNA
<213>
<220>
<223>

la

<400> 32
tcatcgtctc
60
accccccaag
120
ccactcagtg
180
agccaggatg
240
cagtgcccag
300
gatgtgactg
360
ctgcaccgac
420
ctgaccggcec
480
agegctgtte
540
ctgcctggcet
600
cccgagttga
660

agcatgcatc

atgggaacgt

tgacctggag

cctccgggga

acggcaagtc

tgeccctgecece

cggccctcecga

tgagagatgc

aaggaccacc

gtgcccagcec

agaccccact

ccecgaccagce

ggtcgtcgcea

cgaaagcgga

cctgtacacc

cgtgacatge

agttcccccea

ggacctgctc

ctctggtgcce

tgagcgtgac

atggaaccat

aaccgccaac

cccaaggtct

tgcctggtcc

cagaacgtga

acgagcagcc

cacgtgaagc

cctecececat

ttaggttcag

accttcacct

ctetgtggcet

ggggaaacct

atcacaaaat

96

tccegetgag

agggcttctt

ccgccagaaa

agctgaccct

actacacgaa

gectgeccaccec

aagcgaacct

ggacgccctce

gctacagegt

tcacctgcac

ccggaaacac

cctcgacagc

cccccaggag

cttcccacct

gcecggccaca

tcccagecag

ccgactgtcg

cacgtgcaca

aagtgggaag

gtccagtgtc

tgctgceccac

attccggcecc

de



gaggtccacc
720

acgtgcctgg
780

caggagctgce
840

accaccacct
900

gacaccttet
960

atcgaccgcet
1020

gacggcacct
1080

aagtttctta
1140

gaattacgtt
1200

ttttatgatt
1260

cgcaaactag
1320

aagctaattc
1380

tgataataat
1440

ctatttgttt
1500

gataaatgct
1560

ggcgggtaaa
1620

caaaaggcca
16890

cctgacgagc
1740

taaagatacc
1800

ccgcettacceg
1860

tcacgctgta
1920

gaacccceeg
1980

tgctgeccgee

cacgtggcett

ccegegagaa

tcgectgtgac

cctgeatggt

tggcgggtaa

gctatgaggg

agattgaatc

aagcatgtaa

agagtccege

gataaattat

ttgaagacga

ggtttcttag

atttttctaa

tcaataatgg

ctaagtcgct

ggaaccgtaa

atcacaaaaa

aggcgtttcce

gatacctgtc

ggtatctcag

ttcagceccga
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gcegteggag

cagccccaag

gtacctgact

cagcatactg

gggccacgag

acccacccat

aatggatctt

ctgttgcegyg

taattaacat

aattatacat

cgcgedcggt

aagggccteg

acgtcaggtg

atacattcaa

gaccgactceg

gtatgtgttt

aaaggccgeg

tcgacgctca

ccectggaagce

cgecetttete

ttecggtgtag

ccgetgegec

gagctggcec

gatgtgctgg

tgggcatccce

cgegtggcag

gcecctgecge

gtcaatgtgt

cgatcccgat

tcttgcgatg

gtaatgcatg

ttaatacgcg

gtcatctatg

tgatacgcect

gcacttttcg

atatgtatcc

ccgtctgaga

gtttgagatc

ttgctggegt

agtcagaggt

tccectegtgce

ccttcgggaa

gtcgtteget

ttatccggta

97

tgaacgagct

ttegetgget

ggcaggagcc

ccgaggactg

tggccttcecac

ctgttgtcat

cgttcaaaca

attatcatat

acgttattta

atagaaaaca

ttactagatc

atttttatag

gggaaatgtg

gctcatgaga

cgtgectgac

tcatgtgage

ttttccatag

ggcgaaaccc

gctctectgt

gcgtggeget

ccaagctggg

actatcgtct

ggtgacgctg

gcaggggtca

cagccagggce

gaagaagggg

acagaagacc

ggcggaggtyg

tttggcaata

aatttctgtt

tgagatgggt

aaatatagcg

gggaattgcc

gttaatgtca

cgcggaaccce

caataaccct

aggatatatt

aaaaggccag

gctcegecec

gacaggacta

tccgacectg

ttctcatagce

ctgtgtgcac

tgagtccaac



ccggtaagac
2040

aggtatgtag
2100

agaacagtat
2160

agctcttgat
2220

cagattacgc
2280

gacgctcagt
2340

atcttcacct
2400

gtgtaacatt
2460

ttcatatcag
2520

aactcaccga
2580

cgtccaacat
2640

aaatcaccat
2700

cagacttgtt
2760

ccgttattca
2820

caattacaaa
28890

ttttcacctg
2940

gtggtgagta
3000

ataaattccg
3060

cctttgccat
3120

gtcgcacctg
3180

atgttggaat
3240

cceettgtat
3300

acgacttatc

gcggtgctac

ttggtatctg

ccggcaaaca

gcagaaaaaa

ggaacgaaaa

agatcctttt

ggtctagtga

gattatcaat

ggcagttcca

caatacaacc

gagtgacgac

caacaggcca

ttcgtgattg

caggaatcga

aatcaggata

accatgcatc

tcagccagtt

gtttcagaaa

attgcccgac

ttaatcgcgg

tactgtttat
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gccactggca

agagttcttg

cgctetgetg

aaccaccgct

aggatctcaa

ctcacgttaa

aaattaaaaa

ttagaaaaac

accatatttt

taggatggca

tattaatttc

tgaatccggt

gccattacge

cgectgageg

atgcaaccgg

ttcttctaat

atcaggagta

tagtctgacc

caactctggce

attatcgcga

ccttgagcaa

gtaagcagac

gcagccactg

aagtggtggc

aagccagtta

ggtagcggtg

gaagatcctt

gggattttgg

tgaagtttta

tcatcgagca

tgaaaaagcc

agatcctggt

ccctegtcaa

gagaatggca

tcgtcatcaa

agtcgaaata

cgcaggaaca

acctggaatg

cggataaaat

atctcatctg

gcatcgggct

gcccatttat

gacgtttccc

agttttattg

98

gtaacaggat

ctaactacgg

cctteggaag

gtttttttgt

tgatcttttc

tcatgagatt

aatcaatcta

tcaaatgaaa

gtttctgtaa

atcggtctgc

aaataaggtt

aaagtttatg

aatcactcgc

cgegateget

ctgccagcgce

ctgttttcce

gcttgatggt

taacaacatt

tcccatacaa

acccatataa

gttgaatatg

ttcatgatga

tagcagagcg

ctacactaga

aagagttggt

ttgcaagcag

tacggggtct

atcaaaaagg

aagtatatat

ctgcaattta

tgaaggagaa

gattccgact

atcaagtgag

catttctttc

atcaaccaaa

gttaaaagga

atcaacaata

tgggatcgca

cggaagaggc

ggcaacgcta

tcggtagatt

atcagcatcc

gctcataaca

tatattttta
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tcttgtgcaa tgtaacatca gagattttga
3360

acttttgctg agttgaagga tcagatcacg
3420

gcaaagcaaa agttcaaaat caccaactgg
3480

ggctccctca ctttctggect ggatgatggg
3540

gccgtcgage gggctttttt atccccggaa
3600

aaaccgctaa tgccccgcaa agcecttgatt
3660

atccacgtga aatcgctaat cagggtacgt
3720

taataaggtc acgtgaaatc gctaatcaaa
3780

agatcaacag cttgcaaaca cccctcgcetce
3840

aattagcttt tcaattatga atatatatat
3900

atgcgctacg cgcaccggct ccgecegtgg
3960

gccagcgcect ttgcccacaa cccggcggcece
4020

tttttgaaaa agaaaaagcc cgaaaggcgg
4080

ccggaattag agatcttgge aggatatatt
4120

<210> 33

<211> 352

<212> DNA

<213> Artificial sequence

<220>

<223>

2A1

<400> 33

cccgtctcat gcctcttctg agctgactca
60

gacagtcagg atcacatgcc aaggagacag
120

gcagaagcca ggacaggccce ctgtacttgt
180

gatcccagac cgattctctg gctccagctc
240

ggctcaggcg gaagatgagg ctgactatta

gacacaacgt

catctteeeg

tccacctaca

gcgattcagg

gcctgtggat

cacggggctt

gaaatcgcta

aaggcacgtg

cggcaagtag

caattattgg

acaaccgcaa

ggccgcaaca

caacctcteg

gtggtgtaac

ggaccctgct

cctcagaagc

catctatggt

aggaaacaca

ctgtaactcc
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ggctttgtty

acaacgcaga

acaaagctct

cgatccccat

agagggtagt

tceggceceegce

atcggagtac

agaacgctaa

ttacagcaag

tecgceettgg

gcggttgcecce

gatcgtttta

ggcttctgga

gtgtctgtgg

tattatgcaa

daaaacaacc

gcttcecttga

cgggacagca

aataaatcga

ccgtteegtyg

catcaaccgt

ccaacagccc

tatccacgtg

tccaaaaact

gtgaaatcgce

tagccctttc

tagtatgttc

cttgtggaca

accgtegage

taaatttttt

tttccgatce

Precursor pieza region variable de la cadena ligera del scFv_

ccttgggaca

gctggtacca

ggccctecagg

ccatcactgg

gtggtaacca



300
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tgatttggta ttcggcggag ggaccaagct gaccgtccta ggttgagacg gg

gcccaggtge

atctcctgta

atgceccggga

tacagccegt

tacctgcagt

aggcggaata

Artificial sequence

agctgttgca

agggttctgg

aaggcctgga

ccttccaagg

ggagcagcct

cttttgacta

Artificial Sequence

Vector de expresion de la

inmunoglobulina A humana

352

<210> 34
<211> 371
<212> DNA
<213>
<220>
<223>

2A1

<400> 34
ccecgteteat
60
gtctctgaag
120
ggtgcgecag
180
tgatacccga
240
cagcaccgcec
300
tgcaagatat
360
attgagacgg
371

<210> 35
<211> 5940
<212> DNA
<213>
<220>
<223>
<400> 35
cgtcgatgag
60
tttgagatct
120
tgctggcgtt
180
gtcagaggtg
240
ccectegtgeg
300
cttcgggaag
360

agacctgaca

catgtgagca

tttccatagg

gcgaaacccg

ctcteetgtt

cgtggegett

ggatatattg

aaaggccagc

ctcecgcceccecce

acaggactat

ccgaccetge

tctcatagct

gtctgcagceca

atacagcttt

gtggatgggg

ccaggtcacc

gaaggcctcg

ttggggccaa

gaggtgaaaa

accagctact

atcatctatc

atctcagccg

gacacggccg

ggtagcctgg

Precursor pieza region variable de la cadena pesada del scFv_

agccecgggga

ggatcggctg

ctggtgacte

acaagtccat

tgtattactg

tcaccgtecgce

cadena pesada alfa 1 de la

gcgggtaaac

aaaaggccag

ctgacgagca

aaagatacca

cgcttacecgg

cacgctgtag

100

taagtcgetg

gaaccgtaaa

tcacaaaaat

ggecgtttccc

atacctgtcce

gtatctcagt

tatgtgtttg

aaggccgegt

cgacgctcaa

cctggaagct

gcctttectee

tcggtgtagg



tcgttecgcecte
420

tatccggtaa
480

cagccactgg
540

agtggtggcc
600

agccagttac
660

gtagcggtgg
720

aagatccttt
780

ggattttggt
840

gaagttttaa
900

ctaccttggt
960

aggccaagcg
1020

gatactgggc
1080

tgcecggttac
1140

cagcccagtc
1200

cctgttcagg
1260

gttctcttgce
1320

tacctgcaag
1380

aacgccacgg
1440

cgctctctcece
1500

tttcatcaag
1560

cgccatccac
1620

cgatgacgce
1680

caagctgggc

ctatcgtctt

taacaggatt

taactacggc

ctteggaaga

tttttttgtt

gatcttttet

catgagatta

atcaatctaa

gatctcgect

atcttcttct

c¢ggcaggcgce

tgcgetgtac

gggcggcegag

aaccggatca

ttttgtcagc

aatgtcattg

aatgatgtcg

aggggaagcc

ccttacggtce

tgcggagccyg

aactacctct
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tgtgtgcacg

gagtccaacc

agcagagcga

tacactagaa

agagttggta

tgcaagcagc

acggggtctg

tcaaaaagga

agtatatatg

ttcacgtagt

tgtccaagat

tcecattgecece

caaatgcggg

ttccatagceg

aagagttcct

aagatagcca

cgetgcecatt

tcgtgcacaa

gaagtttcca

accgtaacca

tacaaatgta

gatagttgag

aacccceecgt

cggtaagaca

ggtatgtagg

gaacagtatt

gctcttgatc

agattacgcg

acgctcagtyg

tcttcaccta

tgtaacattg

ggacaaattc

aagcctgtct

agtcggcagc

acaacgtaag

ttaaggtttc

ccgecgetgg

gatcaatgtc

ctccaaattg

caatggtgac

aaaggtcgtt

gcaaatcaat

cggccagcaa

tcgatacttc

101

tcagcccgac

cgacttateg

cggtgctaca

tggtatctgc

cggcaaacaa

cagaaaaaaa

gaacgaaaac

gatcctttta

gtctagtgat

ttccaactga

agcttcaagt

gacatccttce

cactacattt

atttagcgcec

acctaccaag

gatcgtggct

cagttcgegce

ttctacagcg

gatcaaagct

atcactgtgt

cgtcggttceg

ggcgatcacc

cgctgegect

ccactggcag

gagttcttga

gctctgctga

accaccgctg

ggatctcaag

tcacgttaag

aattaaaaat

tatttgccga

tctgecgegeg

atgacgggct

ggcgcgattt

cgcteategce

tcaaatagat

gcaacgctat

ggctcgaaga

ttagctggat

cggagaatct

cgcegegttg

ggcttcaggce

agatggcgct

gcttcectceca



tgatgtttaa
1740

acatcaaaca
1800

gtaccccaaa
1860

tgcgttecggt
1920

tacgaaccga
1980

gtcacceggce
2040

ccttgtatta
2100

ttgtgcaatg
2160

ttttgetgag
2220

aaagcaaaag
2280

ctcecctcact
2340

cgtcgagcgg
2400

accgctaatg
2460

ccacgtgaaa
2520

ataaggtcac
2580

atcaacagct
2640

ttagcttttce
2700

gcgctacgceg
2760

cagcgecttt
2820

tttgaaaaag
2880

ggaattagag
2940

ccaagctgat
3000

ctttgtttta

tcgacccacg

aaaacagtca

caaggttctg

acaggcttat

aaccttgggce

ctgtttatgt

taacatcaga

ttgaaggatc

ttcaaaatca

ttctggctgg

gcttttttat

ccccgcaaag

tcgctaatca

gtgaaatcgc

tgcaaacacc

aattatgaat

caccggctcecc

gcccacaacce

aaaaagcccg

atcttggcag

ctcctttgcece

ES 2389792 Al

gggcgactgc

gcgtaacgceg

taacaagcca

gaccagttgc

gtccactggg

agcagcgaag

aagcagacag

gattttgaga

agatcacgca

ccaactggtce

atgatggggce

cccecggaage

ccttgattca

gggtacgtga

taatcaaaaa

cctcecgcteeg

atatatatca

gccecgtggac

cggcggecgg

aaaggcggca

gatatattgt

ccggagatca

cctgetgegt

cttgetgett

tgaaaaccge

gtgagcgcat

ttcgtgcctt

tcgaggcatt

ttttattgtt

cacaacgtgg

tctteccegac

cacctacaac

gattcaggcg

ctgtggatag

cggggctttce

aatcgctaat

ggcacgtgag

gcaagtagtt

attattggtc

aaccgcaagc

ccgcaacaga

acctcteggg

ggtgtaacgg

ccatggacga

102

aacatcgttg

ggatgcccga

cactgcgecg

acgctacttg

catccgtttce

tctgtcctgg

catgatgata

ctttgttgaa

aacgcagacc

aaagctctceca

atccccatcc

agggtagtta

cggcecgcetce

cggagtacgt

aacgctaata

acagcaagta

gccettgget

ggttgcccac

tcgttttata

cttctggatt

tctecttggcee

ctttctcectat

ctgctccata

ggcatagact

ttaccaccgce

cattacagct

cacggtgtgce

ctggaacacce

tatttttatc

taaatcgaac

gttcegtgge

tcaaccgtgg

aacagceccgc

tccacgtgaa

caaaaactat

gaaatcgcta

gcccettteag

gtatgttcaa

tgtggacaat

cgtcgagcgce

aatttttetet

tcegateccce

cacactagag

ctctacgatc



taggaagaaa
3060

ttagcetett
3120

caggtctgat
3180

agaaggttaa
3240

atatatttct
3300

aaccaaggca
3360

ccatggagtc
3420

agttcataca
3480

agcacgacac
3540

ctattgagac
3600

ctatctgtca
3660

attgcgataa
3720

gacccccacce
3780

aagtggattg
3840

cgcaagaccce
3900

tacaacaata
3960

cctgcaggeg
4020

tctttetttet
4080

agcagaggtg
4140

ctttaccagc
4200

ggggatcatc
4260

caccatctca
4320

gttcgacgga

caatttcaga

caagacgatc

agatgcagtc

caagatcaga

agtaatagag

aaaaattcag

gagtctttta

tctecgtcectac

ttttcaacaa

cttcatcaaa

aggaaaggct

cacgaggagce

atgtgatatc

ttcctcectata

ccacaacaaa

gccgecactag

cttctcectte

aaaaagcccg

tactggatcg

tatcctggtyg

gccgacaagt
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gaaggtgacg

aagaatgctg

tacccgagta

aaaagattca

agtactattc

attggagtct

atcgaggatc

cgactcaatg

tccaagaata

agggtaatat

aggacagtag

atcgttcaag

atcgtggaaa

tccactgacg

taaggaagtt

acaaacaaca

tgatatcgat

tcecegtecct

gggagtctct

gctgggtgceg

actctgatac

ccatcagcac

ataccatgtt

acccacagat

ataatctcca

ggactaactg

cagtatggac

ctaagaaagt

taacagaact

acaagaagaa

tcaaagatac

cgggaaacct

aaaaggaagg

atgcctctgce

aagaagacgt

taagggatga

catttcattt

aacaacatta

gggcacttcce

ccttgcceecag

gaagatctecc

ccagatgccc

ccgatacage

cgcctacctg

103

caccaccgat

ggttagagag

ggagatcaaa

catcaagaac

gattcaaggc

agttcctact

cgccgtgaag

aatcttcgtce

agtctcagaa

ccteggattce

tggcacctac

cgacagtggt

tccaaccacg

cgcacaatcc

ggagaggact

caatttacta

tctgttttte

gtgcagctgt

tgtaagggtt

gggaaaggcc

ccgtecttcee

cagtggagca

aatgagaaga

gcctacgcgg

taccttccecca

acagagaaag

ttgcttcata

gaatcaaagg

actggcgaac

aacatggtgyg

gaccaaaggg

cattgcecag

aaatgccatc

cccaaagatg

tcttcaaagce

cactatcctt

ccggtatttt

ttctagtcga

tactattcct

tgcagtctgc

ctggatacag

tggagtggat

aaggccaggt

gcctgaaggc



ctcggacacyg
4380

ccaaggtagc
4440

ctgcagcacc
4500

ccaggagcca
4560

cccacccagce
4620

ggccacacag
4680

cagccaggat
4740

aactccacct
4800

ccttgaggac
4860

agatgcctca
4820

accacctgag
4980

cgageettgg
5040

ccegetaace
5100

gccgecgecg
5160

tggcttcagce
5220

cgagaagtac
5280

tgtgaccagc
5340

catggtgggce
5400

gggtaaaccc
5460

caaggacgaa
5520

agtttcttaa
5580

aattacgtta
5640

gccgtgtatt

ctggtcaccg

cagccagatg

ctcagtgtga

caggatgcct

tgecctagceceg

gtgactgtgc

acccecatctce

ctgctcttag

ggtgtcacct

cgtgacctet

aatcatggga

gccaccctcet

tcggaggage

cccaaggatg

ctgacttggg

atactgcgceg

cacgaggccc

acccatgtca

ctctgaggga

gattgaatcce

agcatgtaat
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actgtgcaag

tcgecateccece

ggaacgtggt

cctggagcga

ccggggacct

gcaagtccgt

cctgcececagt

cctcatgcectg

gttcagaagc

tcacctggac

gtggctgcta

agaccttcac

caaaatccgg

tggccctgaa

tgctggttceg

catcceggea

tggcagccga

tgccgetgge

atgtgtctgt

atggatcttc

tgttgcecggt

aattaacatg

atataggcgg

gaccagcccc

catcgcctge

aagcggacag

gtacaccacg

gacatgccac

tccetcaact

ccaccccecega

gaacctcacg

gccctcaagt

cagcgtgtcc

ttgcactgct

aaacacattc

cgagctggtg

ctggctgcag

ggagcccage

ggactggaag

cttcacacag

tgtcatggcg

gatccegatce

cttgcgatga

taatgcatga

104

aatacttttg

aaggtcttcc

ctggtccagg

ggcgtgaccg

agcagccagc

gtgaagcact

ccacctaccce

ctgtcactgce

tgcacactga

gggaagagceg

agtgtcctgc

gcctaccceceg

cggcccgagg

acgctgacgt

gggtcacagg

cagggcacca

aagggggaca

aagaccatcg

gaggtggacg

gttcaaacat

ttatcatata

cgttatttat

actattgggg

cgctgagect

gcttecttece

ccagaaactt

tgaccctgece

acacgaatcc

catctccctce

accgaccggce

ccggectgag

ctgttcaagg

cgggctgtgce

agtccaagac

tccacctget

gcctggeacg

agctgeccccyg

ccaccttcge

ccttctectg

accgcttggce

gcacctgcta

ttggcaataa

atttctgttg

gagatgggtt



gagtcccgea

ataaattatc

tgaagacgaa

gtttcttaga

tttttctaaa
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attatacatt

gcgedeggtyg

agggcctegt

cgtcaggtgg

tacattcaaa

Artificial Sequence

Vector de expresion de la

inmunoglobulina A humana

tttatgatta
5700
gcaaactagg
5760
agctaattct
5820
gataataatg
5880
tatttgttta
53940

<210> 36
<211> 5886
<212> DNA
<213>
<220>
<223>
<400> 36
ccacactaga
60
tctctacgat
120
taatgagaag
180
ggcctacgcg
240
ataccttecce
300
cacagagaaa
360
cttgcttcat
420
tgaatcaaag
480
gactggcgaa
540
caacatggtg
600
agaccaaagg
660
ccattgcccea
720
caaatgccat
780
tcccaaagat

gccaagctga

ctaggaagaa

attagcctet

gcaggtctga

aagaaggtta

gatatatttc

aaaccaaggc

gccatggagt

cagttcatac

gagcacgaca

gctattgaga

gctatctgtce

cattgcgata

ggacccccac

tcteectttge

agttcgacgg

tcaatttcag

tcaagacgat

aagatgcagt

tcaagatcag

aagtaataga

caaaaattca

agagtctttt

ctctegtcta

cttttcaaca

acttcatcaa

aaggaaaggc

ccacgaggag

taatacgcga

tcatctatgt

gatacgecta

cacttttcgg

tatgtatccg

tagaaaacaa

tactagatcg

tttttatagg

ggaaatgtgc

ctcatgagac

aatatagcgc

ggaattgcca

ttaatgtcat

gcggaaccce

aataaccctg

cadena pesada alfa 2 de la

cceggagatc

agaaggtgac

aaagaatgct

ctacccgagt

caaaagattc

aagtactatt

gattggagtc

gatcgaggat

acgactcaat

ctccaagaat

aagggtaata

aaggacagta

tatcgttcaa

catcgtggaa
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accatggacg

gataccatgt

gacccacaga

aataatctcc

aggactaact

ccagtatgga

tctaagaaag

ctaacagaac

gacaagaaga

atcaaagata

tcgggaaacc

gaaaaggaag

gatgcctctg

aaagaagacg

actttctcta

tcaccaccga

tggttagaga

aggagatcaa

gcatcaagaa

cgattcaagg

tagttcctac

tcgccgtgaa

aaatcttegt

cagtctcaga

tcctecggatt

gtggcaccta

ccgacagtgg

ttccaaccac



840

gtcttcaaag
500

ccactatcct
960

tccggtattt
1020

attctagtcg
1080

cttcteceegt
1140

ccecggggagt
1200

atcggctggg
1260

ggtgactctg
1320

aagtccatca
1380

tattactgtg
1440

accgtcgeat
1500

ccaagatggg
1560

cagtgtgacce
1620

ggatgcctcc
1680

cccagacggc
1740

gactgtgccecc
1800

ccgaccggec
1860

cggcctgaga
1920

tgttcaagga
1980

tggctgtgcece
2040

gttgaagacc
2100

ccacctgctg

caagtggatt

tcgcaagacc

ttacaacaat

agatgggcac

ccctecttge

ctctgaagat

tgcgccagat

atacccgata

gcaccgecta

caagatatag

gcatccccga

aacgtggtcg

tggagcgaaa

ggggacctgt

aagtccgtga

tgcccagttce

ctcgaggacce

gatgcctetg

ccacctgagc

cagccatgga

ccactaaccg

ccgecgecgt
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gatgtgatat

cttecctetat

accacaacaa

ttcectetgtt

ccaggtgcag

ctcctgtaag

gcccgggaaa

cagccegtee

cctgecagtgg

gcggaatact

ccagcececccaa

tcgcatgcecet

gcggacagaa

acaccacgag

catgccacgt

¢eccaccetee

tgctcttagg

gtgccacctt

gtgacctcetg

accatgggga

ccaacatcac

cggaggagct

ctccactgac

ataaggaagt

aacaaacaac

tttctactat

ctgttgcagt

ggttctggat

ggcctggagt

ttccaaggee

agcagcctga

tttgactatt

ggtcttecceyg

ggtccagggce

cgtgacegcece

cagccagetyg

gaagcactac

cccatgcectgce

ttcagaagcg

cacctggacg

tggctgctac

aaccttcacc

aaaatccgga

ggccctgaac

106

gtaagggatg

tcatttcatt

aaacaacatt

tcettettte

ctgcagcaga

acagctttac

ggatggggat

aggtcaccat

aggcctcgga

ggggccaagg

ctgagcectceg

ttetteeeccee

agaaacttcc

accctgccgg

acgaatccca

cacccccgac

aacctcacgt

ccctcaagtg

agcgtgtcca

tgcactgctg

aacacattcc

gagctggtga

acgcacaatc

tggagaggac

acaatttact

tcttcttete

ggtgaaaaag

cagctactgg

catctatcct

ctcagecgac

cacggcecegtg

tagcctggtce

acagcacccc

aggagccact

cacctagcca

ccacacagtg

gccaggatgt

tgtcgctgca

gcacactgac

ggaagagcgc

gtgtcctgcce

cccaccecga

ggcccgaggt

cgetgacgtyg



2160

cctggcacgt
2220

gctgccecege
2280

caccttcgct
2340

cttetectge
2400

ccgettggeg
2460

cacctgctat
2520

tcttaagatt
2580

acgttaagca
2640

tgattagagt
2700

actaggataa
2760

aattcttgaa
2820

ataatggttt
28890

tgtttatttt
2940

atgcttcaat
3000

gtaaactaag
3060

ggccaggaac
3120

cgagcatcac
3180

ataccaggcg
3240

taccggatac
3300

ctgtaggtat
3360

cccegttecag
3420

aagacacgac

ggcttcagcc

gagaagtacc

gtgaccagca

atggtgggcc

ggtaaaccca

gagggaatgg

gaatcctgtt

tgtaataatt

cccgcecaatta

attatcgcgce

gacgaaaggg

cttagacgtc

tctaaataca

aatgggaccg

tcgctgtatg

cgtaaaaagg

aaaaatcgac

tttceeectyg

ctgtcecgect

ctcagttcgg

ccecgaccgcet

ttatcgececac
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ccaaggatgt

tgacttgggce

tactgcgcgt

acgaggccct

cccatgtcaa

atcttegate

gceggtettg

aacatgtaat

tacatttaat

dcggtgtcat

cctegtgata

aggtggcact

ttcaaatatg

actcgcecgtce

tgtttgtttg

ccgegttget

gctcaagtca

gaagctccct

ttctecectte

tgtaggtcgt

gcgecttatce

tggcagcagc

gctggttcge

atcceggeag

ggcagccgag

gcecgetggcec

tgtgtctgtt

cegategtte

cgatgattat

gcatgacgtt

acgcgataga

ctatgttact

cgcctatttt

tttcggggaa

tatcecgetea

gatgagagac

agatctcatg

ggcgtttttce

gaggtggcga

cgtgegetet

gggaagcgtg

tcgctccaag

cggtaactat

cactggtaac

107

tggctgcagg

gagcccagec

gactggaaga

ttcacacaga

gtcatggcgg

aaacatttgg

catataattt

atttatgaga

aaacaaaata

agatcgggaa

tataggttaa

atgtgcgcgg

tgagacaata

ctgacaggat

tgagcaaaag

cataggctcc

aacccgacag

cctgttccga

gcgcectttcetce

ctgggctgtg

cgtcttgagt

aggattagca

ggtcacagga

agggcaccac

agggggacac

agaccatcga

aggtggacgg

caataaagtt

ctgttgaatt

tgggttttta

tagcgcgcaa

ttgccaagct

tgtcatgata

aacccctatt

accctgataa

atattggcgg

gccagcaaaa

gcecccectga

gactataaag

ccctgecgcet

atagctcacg

tgcacgaacc

ccaacccggt

gagcgaggta



3480

tgtaggcggt
3540

agtatttggt
3600

ttgatccggce
3660

tacgcgcaga
3720

tcagtggaac
3780

cacctagatc
3840

acattggtct
3900

aaattcttcc
3960

ctgtctagct
4020

ggcagcgaca
4080

cgtaagcact
4140

ggtttcattt
4200

cgetggaccet
4260

aatgtcgatc
4320

aaattgcagt
4380

ggtgacttct
4440

gtcgttgatc
4500

atcaatatca
4560

cagcaacgtc
4620

tacttcggceg
4680

ctgcgtaaca
4740

ctgcttggat

gctacagagt

atctgcgcetce

aaacaaacca

aaaaaaggat

gaaaactcac

cttttaaatt

agtgattatt

aactgatctg

tcaagtatga

tcetteggeg

acatttcgcet

agcgcctcaa

accaaggcaa

gtggctggcet

tcgegettag

acagcgegga

aaagctcgce

ctgtgtggct

ggttcgagat

atcaccgcectt

tcgttgctge

gcccgaggcea
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tcttgaagtg

tgctgaagce

ccgctggtag

ctcaagaaga

gttaagggat

aaaaatgaag

tgccgactac

¢gcgcgaggce

cgggctgata

cgattttgcece

catcgccage

atagatcctg

cgctatgtte

cgaagatacc

ctggataacg

gaatctcgcet

gcgttgttte

tcaggccgcc

ggcgctegat

ccctcatgat

tccataacat

tagactgtac

gtggcctaac

agttaccttc

cggtggtttt

tcetttgatce

tttggtcatg

ttttaaatca

cttggtgatc

caagcgatct

ctgggcegge

ggttactgcg

ccagtecggge

ttcaggaacc

tcttgetttt

tgcaagaatg

ccacggaatg

ctcteccaggg

atcaagectt

atccactgcg

gacgccaact

gtttaacttt

caaacatcga

CcCCaaaaaaa

108

tacggctaca

ggaagaagag

tttgtttgca

ttttetacgyg

agattatcaa

atctaaagta

tcgectttea

tcttettgte

aggcgctcca

ctgtaccaaa

ggcgagttee

ggatcaaaga

gtcagcaaga

tcattgegct

atgtcgtcgt

gaagccgaag

acggtcaccg

gagccgtaca

acctctgata

gttttagggc

cccacggecgt

cagtcataac

ctagaagaac

ttggtagctc

agcagcagat

ggtctgacge

aaaggatctt

tatatgtgta

cgtagtggac

caagataagc

ttgcccagtce

tgcgggacaa

atagcgttaa

gttecteege

tagccagatc

gccattctce

gcacaacaat

tttccaaaag

taaccagcaa

aatgtacggc

gttgagtcga

gactgccctg

aacgcgcttg

aagccatgaa



4800
aaccgccact
4860
gcgcatacgce
4920
tgccttcecatce
4980
ggcatttctg
5040
tattgttcat
5100
aacgtggcett
5160
tcececgacaac
5220
ctacaacaaa
5280
tcaggcgatc
5340
tggatagagyg
5400
ggctttecgg
5460
cgctaatcgg
5520
acgtgagaac
5580
agtagttaca
5640
attggtcgcc
5700
cgcaagcggt
5760
caacagatcg
5820
tctcgggett
5880
gtaacggtct
5896

<210> 37
<211> 5175
<212> DNA
<213>
<220>

gcgcecgttac

tacttgcatt

cgtttccacg

tcetggetgg

gatgatatat

tgttgaataa

gcagaccgtt

gctctcatca

cccatcecaac

gtagttatcc

cccgcetcecaa

agtacgtgaa

gctaatagcce

gcaagtagta

cttggcttgt

tgecccaccgt

ttttataaat

ctggatttee

cttggce
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caccgctgeg

acagcttacg

gtgtgcgtca

gaacacccct

ttttatcttg

atcgaacttt

ccgtggcaaa

accgtggcetce

agcceogeegt

acgtgaaacc

aaactatcca

atcgctaata

ctttcagatc

tgttcaatta

ggacaatgcg

cgagcgecag

tttttteette

gatccececgga

Artificial Sequence

ttcggtcaag

aaccgaacag

cccggcaace

tgtattactg

tgcaatgtaa

tgctgagttg

gcaaaagttc

cctcacttte

cgagcgggcet

gctaatgccc

cgtgaaatcg

aggtcacgtg

aacagcttgc

gcttttcaat

ctacgcgcac

cgecetttgee

gaaaaagaaa

attagagatc

109

gttctggacc

gcttatgtce

ttgggcagca

tttatgtaag

catcagagat

aaggatcaga

aaaatcacca

tggctggatg

tttttatccecce

cgcaaagcct

ctaatcaggg

aaatcgctaa

aaacacccct

tatgaatata

cggctecgec

cacaacccgg

aagcccgaaa

ttggcaggat

agttgcgtga

actgggttcg

gcgaagtcga

cagacagttt

tttgagacac

tcacgcatct

actggtccac

atggggcgat

cggaagcctg

tgattcacgg

tacgtgaaat

tcaaaaaggc

cgcteccggea

tatatcaatt

cgtggacaac

cggccggcecg

ggceggcaacc

atattgtggt



<223>
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Vector de expresion de la

inmunoglobulina A humana

<400> 37

ccacactaga gccaagctga tctecctttge

60

tctctacgat
120

taatgagaag
180

ggcctacgceg
240

ataccttcece
300

cacagagaaa
360

cttgcttcecat
420

tgaatcaaag
480

gactggcgaa
540

caacatggtg
600

agaccaaagg
660

ccattgccecca
720

caaatgccat
780

tcccaaagat
840

gtcttcaaag
900

ccactatcct
960

teccggtattt
1020

attctagtcg
1080

cttctcecegt
1140

ttgggacaga
1200

tggtaccagc
1260

ctaggaagaa

attagcctct

gcaggtctga

aagaaggtta

gatatatttc

aaaccaaggc

gccatggagt

cagttcatac

gagcacgaca

gctattgaga

gctatctgtce

cattgcgata

ggacccccac

caagtggatt

tcgcaagacc

ttacaacaat

agatgggcac

ceccteecttge

cagtcaggat

agaagccagg

agttcgacgg

tcaatttcag

tcaagacgat

aagatgcagt

tcaagatcag

aagtaataga

caaaaattca

agagtctttt

ctctcgtcta

cttttcaaca

acttcatcaa

aaggaaaggc

ccacgaggag

gatgtgatat

cttcctetat

accacaacaa

ttcctctgtt

ctcttctgag

cacatgccaa

acaggcccct

cadena ligera lambda de la

cccggagatce

agaaggtgac

aaagaatgct

ctacccgagt

caaaagattc

aagtactatt

gattggagtc

gatcgaggat

acgactcaat

ctccaagaat

aagggtaata

aaggacagta

tatcgttcaa

catcgtggaa

ctccactgac

ataaggaagt

aacaaacaac

tttctactat

ctgactcagg

ggagacagcc

gtacttgtca

110

accatggacg

gataccatgt

gacccacaga

aataatctcc

aggactaact

ccagtatgga

tctaagaaag

ctaacagaac

gacaagaaga

atcaaagata

tcgggaaacc

gaaaaggaag

gatgcctctyg

aaagaagacg

gtaagggatg

tcatttcatt

aaacaacatt

tececttettte

accctgetgt

tcagaagcta

tctatggtaa

actttctcta

tcaccaccga

tggttagaga

aggagatcaa

gcatcaagaa

cgattcaagg

tagttcctac

tcgecegtgaa

aaatcttcgt

cagtctcaga

tcctcggatt

gtggcaccta

ccgacagtgg

ttccaaccac

acgcacaatc

tggagaggac

acaatttact

ttttcttcte

gtctgtggcc

ttatgcaagc

aaacaaccgg



ccctcaggga
1320

atcactggag
1380

ggtaaccatg
1440

aaggccgceee
1500

gccacactag
1560

gcagatggca
1620

aacaagtacg
1680

agctacagct
1740

gaatgttcat
1800

tcttaagatt
1860

acgttaagca
1920

tgattagagt
1980

actaggataa
2040

aattcttgaa
2100

ataatggttt
2160

tgtttatttt
2220

atgcttcaat
2280

gtaaactaag
2340

ggccaggaac
2400

cgagcatcac
2460

ataccaggcyg
2520

taccggatac
2580

tcccagaccg

ctcaggegga

atttggtatt

cctctgtcac

tgtgtctgat

gccccecgtcaa

cggccagcag

gccaggtcac

gagggaatgg

gaatcctgtt

tgtaataatt

ccegcaatta

attatcgcgce

gacgaaaggg

cttagacgtce

tctaaataca

aatgggaccg

tcgctgtatg

cgtaaaaagg

aaaaatcgac

tttcececectyg

ctgtececgect
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attctctggce

agatgaggct

€ggcggaggyg

tctgttececcg

cagtgacttc

ggcgggagtg

ctacctgagc

gcatgaaggg

atcttecgatc

gccggtettg

aacatgtaat

tacatttaat

dcggtgtcat

cctcgtgata

aggtggcact

ttcaaatatg

actcgcegte

tgtttgtttg

ccgegttget

gctcaagtca

gaagctccct

ttctcecette

tccagctcag

gactattact

accaagctga

ccectcectetg

tacccgggag

gagacaacca

ctgacgcccg

agcaccgtgg

ccgategtte

cgatgattat

gcatgacgtt

acgcgataga

ctatgttact

cgcctatttt

tttcggggaa

tatcecgctca

cgacagagac

agatctcatg

ggcgttttte

gaggtggcga

cgtgecgcetcet

gggaagcgtg

111

gaaacacagc

gtaactceccg

ccgtectagg

aggagctcca

ctgtgacagt

aaccctccaa

agcagtggaa

agaagacagt

aaacatttgg

catataattt

atttatgaga

aaacaaaata

agatcgggaa

tataggttaa

atgtgcgcgg

tgagacaata

ctgacaggat

tgagcaaaag

cataggctcc

aacccgacag

cctgttccga

gcgctttcte

ttccttgacce

ggacagcagt

tggtcaacca

agccaacaag

ggcctggaag

acagagcaac

gtcccacaga

ggcccctaca

caataaagtt

ctgttgaatt

tgggttttta

tagcgcgcaa

ttgccaagct

tgtcatgata

aaccccetatt

accctgataa

atattggcegg

gccagcaaaa

gcccecctga

gactataaag

ccctgecgcet

atagctcacg



ctgtaggtat
2640

cceegttcag
2700

aagacacgac
2760

tgtaggcggt
2820

agtatttggt
2880

ttgatccgge
2940

tacgcgcaga
3000

tcagtggaac
3060

cacctagatce
3120

acattggtct
3180

aaattcttcc
3240

ctgtctagct
3300

ggcagcgaca
3360

cgtaagcact
3420

ggtttcattt
3480

cgctggacct
3540

aatgtcgatc
3600

aaattgcagt
3660

ggtgacttct
3720

gtcgttgatc
3780

atcaatatca
3840

cagcaacgtc
3900

ctcagttcgg

cccgaccgcet

ttatcgccac

gctacagagt

atctgcgcectce

aaacaaacca

aaaaaaggat

gaaaactcac

cttttaaatt

agtgattatt

aactgatctg

tcaagtatga

tcetteggeg

acatttcgct

agcgcctcaa

accaaggcaa

gtggctggcet

tcgegettag

acagcgcgga

aaagctcgcc

ctgtgtggct

ggttcgagat
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tgtaggtcgt

gcgecttatce

tggcagcagce

tecttgaagtg

tgctgaagcc

ccgctggtag

ctcaagaaga

gttaagggat

aaaaatgaag

tgccgactac

cgegegaggce

cgggctgata

cgattttgcc

catcgccagce

atagatcctg

cgctatgtte

cgaagatacce

ctggataacg

gaatctcgct

gegttgttte

tcaggccgcece

ggcgctcgat

tcgctccaag

cggtaactat

cactggtaac

gtggcctaac

agttaccttc

cggtggtttt

tcctttgate

tttggtcatg

ttttaaatca

cttggtgatc

caagcgatct

ctgggccggce

ggttactgecg

ccagtcgggc

ttcaggaacc

tecttgetttt

tgcaagaatg

ccacggaatg

ctctccaggg

atcaagcctt

atccactgcg

gacgccaact

112

ctgggctgtg

cgtcttgagt

aggattagca

tacggctaca

ggaagaagag

tttgtttgea

ttttctacgg

agattatcaa

atctaaagta

tcgeccetttea

tcttettgte

aggcgctcca

ctgtaccaaa

ggcgagttcc

ggatcaaaga

gtcagcaaga

tcattgecgcet

atgtcgtcgt

gaagccgaag

acggtcaccg

gagccgtaca

acctctgata

tgcacgaacc

ccaacccggt

gagcgaggta

ctagaagaac

ttggtagctc

agcagcagat

ggtctgacgc

aaaggatctt

tatatgtgta

cgtagtggac

caagataagc

ttgcececagtce

tgcgggacaa

atagcgttaa

gttceteege

tagccagatc

gccattectcce

gcacaacaat

tttccaaaag

taaccagcaa

aatgtacggc

gttgagtcga



tacttcggcg
3960

ctgcgtaaca
4020

ctgcttggat
4080

aaccgccact
4140

gcgcatacgc
4200

tgecetteatc
4260

ggcatttctg
4320

attgttcatg
4380

acgtggcttt
4440

cccgacaacyg
4500

tacaacaaag
4560

caggcgatcc
4620

ggatagaggg
4680

gctttceggce
4740

gctaatcgga
4800

cgtgagaacg
4860

gtagttacag
4920

ttggtcgcecc
4980

gcaagcggtt
5040

aacagatcgt
5100

ctcgggcette
5160

taacggtctce
5175

atcaccgctt

tcgttgetge

gcccgaggcea

gcgccgttac

tacttgcatt

cgttteccacg

tcctggetgg

atgatatatt

gttgaataaa

cagaccgttc

ctctcatcaa

ccatccaaca

tagttatcca

ccgcectceccaaa

gtacgtgaaa

ctaatagccc

caagtagtat

ttggcttgtg

gcccaccgtce

tttataaatt

tggatttccg

tgatg
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ccctcatgat

tccataacat

tagactgtac

caccgctgcg

acagcttacg

gtgtgcegtea

aacacccctt

tttatcttgt

tcgaactttt

cgtggcaaag

ccgtggetcec

gceecgecgte

cgtgaaaccg

aactatccac

tcgctaataa

tttcagatca

gttcaattag

gacaatgcgc

gagcgccagce

tttttttttg

atcccecggaa

gtttaacttt

caaacatcga

cccCaaaaaaa

ttcggtcaag

aaccgaacag

cceoggeaace

gtattactgt

gcaatgtaac

gctgagttga

caaaagttca

ctcactttct

gagcgggcett

ctaatgcccee

gtgaaatcgc

ggtcacgtga

acagcttgca

cttttcaatt

tacgecgcacc

gcctttgece

aaaaagaaaa

ttagagatct

113

gttttagggce

cccacggegt

cagtcataac

gttectggacc

gcttatgtce

ttgggcagca

ttatgtaagc

atcagagatt

aggatcagat

aaatcaccaa

ggctggatga

ttttatccee

gcaaagcctt

taatcagggt

aatcgctaat

aacaccccete

atgaatatat

ggctccgcecce

acaacccggce

agcccgaaag

tggcaggata

gactgcectyg

aacgecgettg

aagccatgaa

agttgcgtga

actgggttcg

gcgaagtcga

agacagtttt

ttgagacaca

cacgcatctt

ctggtccacce

tggggcgatt

ggaagcctgt

gattcacggg

acgtgaaatc

caaaaaggca

gctcecggcaa

atatcaatta

gtggacaacc

ggccggccgce

gcggcaaccet

tattgtggtg



ES 2389792 Al

Artificial Sequence

Vector de expresion de la

inmunoglobulina A humana

<210> 38
<211> 5190
<212> DNA
<213>
<220>
<223>
<400> 38
cgtccgacag
60
tttgagatct
120
tgctggcegtt
180
gtcagaggtg
240
ccctegtgeg
300
cttcgggaag
360
tcgttegetce
420
tatccggtaa
480
cagccactgg
540
agtggtggcce
600
agccagttac
660
gtagcggtgg
720
aagatccttt
780
ggattttggt
840
gaagttttaa
900
ctaccttggt
960
aggccaagcg
1020
gatactgggc

1080

agacctgaca

catgtgagca

tttccatagg

gcgaaacccg

ctctcectgtt

cgtggcgcett

caagctgggc

ctategtcectt

taacaggatt

taactacggc

cttcggaaga

tttttttgtt

gatcttttet

catgagatta

atcaatctaa

gatctcgcect

atcttcecttcet

cggcaggcgce

ggatatattg

aaaggccagce

ctccgcecccce

acaggactat

ccgaccctge

tctcatagcet

tgtgtgcacg

gagtccaacc

agcagagcga

tacactagaa

agagttggta

tgcaagcagc

acggggtctg

tcaaaaagga

agtatatatg

ttcacgtagt

tgtccaagat

tccattgccce

cadena ligera kappa de la

gcgggtaaac

aaaaggccag

ctgacgagca

aaagatacca

cgettacegyg

cacgctgtag

aacccceegt

cggtaagaca

ggtatgtagg

gaacagtatt

gctcttgatc

agattacgcg

acgctcagtg

tcttcaccta

tgtaacattg

ggacaaattc

aagcectgtcet

agtcggcagc

114

taagtcgctg

gaaccgtaaa

tcacaaaaat

ggcgtttccc

atacctgtcce

gtatctcagt

tcagcccgac

cgacttatcg

cggtgctaca

tggtatctge

cggcaaacaa

cagaaaaaaa

gaacgaaaac

gatcctttta

gtctagtgat

ttccaactga

agcttcaagt

gacatccttc

tatgtgtttg

aaggccgcgt

cgacgctcaa

cctggaagct

gcctttetcece

tcggtgtagg

cgectgegect

ccactggcag

gagttcttga

gctctgetga

accaccgctg

ggatctcaag

tcacgttaag

aattaaaaat

tatttgccga

tctgcgegceg

atgacgggct

ggcgcgattt



tgcecggttac
1140

cagcccagtce
1200

cctgttcagg
1260

gttetettge
1320

tacctgcaag
1380

aacgccacgg
1440

cgctctctcee
1500

tttcatcaag
1560

cgeccatcecac
1620

cgatgacgcc
1680

tgatgtttaa
1740

acatcaaaca
1800

gtaccccaaa
1860

tgcgttcggt
1920

tacgaaccga
1980

gtcacccggc
2040

ccttgtatta
2100

ttgtgcaatg
2160

ttttgctgag
2220

aaagcaaaag
2280

ctccctecact
2340

cgtcgagegg
2400

tgcgetgtac

gggcggcgag

aaccggatca

ttttgtcagce

aatgtcattg

aatgatgtcg

aggggaagcc

ccttacggtc

tgcggagccg

aactacctct

ctttgtttta

tcgacccacg

aaaacagtca

caaggttctg

acaggcttat

aaccttgggc

ctgtttatgt

taacatcaga

ttgaaggatc

ttcaaaatca

ttctggctgg

gcttttttat
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caaatgcggg

ttccatagcg

aagagttcct

aagatagcca

cgctgecatt

tcgtgcacaa

gaagtttcca

accgtaacca

tacaaatgta

gatagttgag

gggcgactge

gcgtaacgcg

taacaagcca

gaccagttgce

gtccactggg

agcagcgaag

aagcagacag

gattttgaga

agatcacgca

ccaactggtc

atgatggggc

ccecggaage

acaacgtaag

ttaaggtttc

cegeegetgg

gatcaatgtc

ctccaaattg

caatggtgac

aaaggtegtt

gcaaatcaat

cggccagcaa

tcgatacttc

cctgctgegt

cttgctgcett

tgaaaaccgc

gtgagcgcat

ttcgtgcctt

tcgaggcatt

ttttattgtt

cacaacgtgg

tcttceccgac

cacctacaac

gattcaggcg

ctgtggatag

115

cactacattt

atttagcgcece

acctaccaag

gatcgtggct

cagttcgcgce

ttctacagcyg

gatcaaagct

atcactgtgt

cgtcggttcg

ggcgatcacc

aacatcgttg

ggatgccega

cactgcgccg

acgctacttg

catccgtttce

tctgtcctgg

catgatgata

ctttgttgaa

aacgcagacc

aaagctctca

atccceccatcece

agggtagtta

cgctcatcge

tcaaatagat

gcaacgctat

ggctcgaaga

ttagctggat

cggagaatct

cgeccgegttg

ggcttcaggc

agatggcgcet

gcttccetcea

ctgctccata

ggcatagact

ttaccaccgc

cattacagct

cacggtgtgc

ctggaacacc

tatttttatc

taaatcgaac

gttccgtgge

tcaaccgtgg

aacagccagc

tccacgtgaa



accgctaatg
2460

ccacgtgaaa
2520

ataaggtcac
2580

atcaacagct
2640

ttagcttttce
2700

gcgctacgeg
2760

cagcgccettt
2820

tttgaaaaag
2880

ggaattagag
2940

ccaagctgat
3000

taggaagaaa
3060

ttagecctctt
3120

caggtctgat
3180

agaaggttaa
3240

atatatttct
3300

aaccaaggca
3360

ccatggagtc
3420

agttcataca
3480

agcacgacac
3540

ctattgagac
3600

ctatctgtceca
3660

attgcgataa
3720

cceccgeaaag

tcgctaatca

gtgaaatcgce

tgcaaacacc

aattatgaat

caccggctcecce

gcccacaacc

aaaaagcccg

atcttggcag

ctcetttgee

gttcgacgga

caatttcaga

caagacgatc

agatgcagtc

caagatcaga

agtaatagag

aaaaattcag

gagtctttta

tctegtctac

ttttcaacaa

cttcatcaaa

aggaaaggct
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ccttgattcea

gggtacgtga

taatcaaaaa

cctegetecy

atatatatca

gcecgtggac

cggeggcecgyg

aaaggcggca

gatatattgt

ccggagatca

gaaggtgacg

aagaatgctg

tacccgagta

aaaagattca

agtactattc

attggagtct

atcgaggatce

cgactcaatg

tccaagaata

agggtaatat

aggacagtag

atcgttcaag

cggggettte

aatcgctaat

ggcacgtgag

gcaagtagtt

attattggtc

aaccgcaagc

ccgcaacaga

acctctcggg

ggtgtaacgg

ccatggacga

ataccatgtt

acccacagat

ataatctcca

ggactaactg

cagtatggac

ctaagaaagt

taacagaact

acaagaagaa

tcaaagatac

cgggaaacct

aaaaggaagg

atgcctctgce

116

cggceegetc

cggagtacgt

aacgctaata

acagcaagta

gececttgget

ggttgcccac

tcgttttata

cttctggatt

tctectgatge

ctttectctat

caccaccgat

ggttagagag

ggagatcaaa

catcaagaac

gattcaaggc

agttcctact

cgecgtgaag

aatcttcgtce

agtctcagaa

cctecggattce

tggcacctac

cgacagtggt

caaaaactat

gaaatcgcta

gcccttteag

gtatgttcaa

tgtggacaat

cgtcgagege

aatttttett

tcecgatceccece

cacactagag

ctctacgatce

aatgagaaga

gcctacgegg

taccttcccea

acagagaaag

ttgcttcata

gaatcaaagg

actggcgaac

aacatggtgg

gaccaaaggg

cattgcccag

aaatgccatc

cccaaagatg



gacccccacce
3780

aagtggattg
3840

cgcaagaccc
3900

tacaacaata
3960

gatgggcact
4020

ccteecttgee
4080

agtcaggatc
4140

gaagccagga
4200

cccagaccga
4260

tcaggcggaa
4320

tttggtattc
4380

tgtttttatt
4440

tcttcttaat
4500

tcaatctgga
4560

tctttcttct
4620

tgaagttact
4680

taaagatgaa
4740

agtttcttaa
4800

aattacgtta
4860

tttatgatta
4920

gcaaactagg
4980

agctaattcet
5040

cacgaggagc

atgtgatatc

ttcctcectata

ccacaacaaa

tcetetgttt

tcttetgage

acatgccaag

caggccecctyg

ttectectgget

gatgaggctg

ggcggaggga

tttccaccat

aatttttatc

aattctcaag

actcttactc

catcaaggac

ctttgaggga

gattgaatcc

agcatgtaat

gagtcccgcea

ataaattatc

tgaagacgaa
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atcgtggaaa

tccactgacg

taaggaagtt

acaaacaaca

ttctactatt

tgactcagga

gagacagcct

tacttgtcat

ccagctcagg

actattactg

ccaagctgac

ctgatgaaca

caagagaagc

aatctgttac

tttctaaagc

tttcttctee

atggatcttce

tgttgccggt

aattaacatg

attatacatt

gcgedeggtyg

agggcctegt

aagaagacgt

taagggatga

catttcattt

aacaacatta

ccttetttet

ccectgetgtg

cagaagctat

ctatggtaaa

aaacacagct

taactcececgg

cgtcctaggt

acttaaatct

taaagttcaa

tgaacaagat

tgattatgaa

agttactaaa

gatccegate

cttgcgatga

taatgcatga

taatacgcga

tcatctatgt

gatacgccta

117

tccaaccacg

cgcacaatcc

ggagaggact

caatttacta

tttcttctce

tctgtggect

tatgcaagct

aacaaccggce

tccttgacca

gacagcagtg

aggactgttg

ggaactgctt

tggaaagttg

tctaaagatt

aaacataaag

tcttttaata

gttcaaacat

ttatcatata

cgttatttat

tagaaaacaa

tactagatcg

tttttatagg

tcttcaaagc

cactatcctt

ccggtatttt

ttctagtecga

ttctececegte

tgggacagac

ggtaccagca

cctcagggat

tcactggggc

gtaaccatga

ctgctccatc

ctgttgtttg

ataatgctct

ctacttattc

tttatgctty

gaggagaatg

ttggcaataa

atttctgttg

gagatgggtt

aatatagcgce

ggaattgcca

ttaatgtcat



ES 2389792 Al

gataataatg gtttcttaga cgtcaggtgg cacttttcgg ggaaatgtgc gcggaacccc

5100

tatttgttta tttttctaaa tacattcaaa tatgtatccg ctcatgagac aataaccctg

5160

ataaatgctt caataatggg accgactcgce

5190

<210> 39
<211> 4548
<212> DNA
<213>
<220>
<223>
<400> 39
tgagggaatg
60
tgaatcctgt
120
atgtaataat
180
tccecgcaatt
240
aattatcgcg
300
agacgaaagg
360
tcttagacgt
420
ttctaaatac
480
taatgggacc
540
tcgetgtatg
600
cgtaaaaagg
660
aaaaatcgac
720
tttececcectyg
780
ctgtccgect
840
ctcagttcgg
900
cccgaccget

9640

gatcttcgat

tgeccggtcett

taacatgtaa

atacatttaa

cdcggtgtca

gcctegtgat

caggtggcac

attcaaatat

gactcgcgac

tgtttgtttyg

ccgegttgcet

gctcaagtca

gaagctcecct

ttctecectte

tgtaggtcgt

gcgcecttatce

Artificial sequence

cccgategtt

gcgatgatta

tgcatgacgt

tacgcgatag

tctatgttac

acgcctattt

ttttcgggga

gtatccgctc

ggcatgagac

agatctcatg

ggcgttttte

gaggtggcga

cgtgcgcectct

gggaagcgtg

tcgctccaag

cggtaactat

Vector de expresion de resistencia a

caaacatttg

tcatataatt

tatttatgag

aaaacaaaat

tagatcggga

ttataggtta

aatgtgcgcg

atgagacaat

gtgacaggat

tgagcaaaag

cataggctcc

aacccgacag

cctgttccga

gcgcectttecte

ctgggctgtg

cgtcttgagt

118

kanamicina

gcaataaagt

tctgttgaat

atgggttttt

atagcgcgca

attgccaagc

atgtcatgat

gaacccctat

aaccctgata

atattggcgg

gccagcaaaa

gcccecectga

gactataaag

ccetgeeget

atagctcacg

tgcacgaacc

ccaacccggt

para plantas

ttcttaagat

tacgttaagc

atgattagag

aactaggata

taattcttga

aataatggtt

ttgtttattt

aatgcttcaa

gtaaactaag

ggccaggaac

cgagcatcac

ataccaggcg

taccggatac

ctgtaggtat

cceegttecag

aagacacgac



ttatcgccac
1020

gctacagagt
1080

atctgcgctce
1140

aaacaaacca
1200

aaaaaaggat
1260

gaaaactcac
1320

cttttaaatt
1380

agtgattaga
1440

tcaataccat
1500

ttccatagga
1560

caacctatta
1620

acgactgaat
1680

ggeccagceceat
1740

gattgcgcct
1800

atcgaatgca
1860

ggatattctt
1920

gcatcatcag
1980

cagtttagtce
2040

agaaacaact
2100

ccgacattat
2160

cgcggcecttg
2220

tttatgtaag
2280

tggcagcagc

tcttgaagtg

tgctgaagcc

ccgcetggtag

ctcaagaaga

gttaagggat

aaaaatgaag

aaaactcatc

atttttgaaa

tggcaagatc

atttccccte

ccggtgagaa

tacgctecgtce

gagcgagtcg

accggcgcag

ctaatacctg

gagtacggat

tgaccatctc

ctggcgcatc

cgegagecca

agcaagacgt

cagacagttt
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cactggtaac

gtggcctaac

agttaccttce

cggtggtttt

tcctttgatce

tttggtcatg

ttttaaatca

gagcatcaaa

aagccgttte

ctggtatcgg

gtcaaaaata

tggcaaaagt

atcaaaatca

aaatacgcga

gaacactgcc

gaatgctgtt

aaaatgcttg

atctgtaaca

gggcttccecca

tttataccca

ttccegttga

tattgttcat

aggattagca

tacggctaca

ggaagaagag

tttgtttgca

ttttctacgag

agattatcaa

atctaaagta

tgaaactgca

tgtaatgaag

tctgegatte

aggttatcaa

ttatgcattt

ctcgcatcaa

tcgctgttaa

agcgcatcaa

ttcectggga

atggtcggaa

acattggcaa

tacaatcggt

tataaatcag

atatggctca

gatgatatat

119

gagcgaggta

ctagaagaac

ttggtagctce

agcagcagat

ggtctgacgc

aaaggatctt

tatatgtgta

atttattcat

gagaaaactc

cgactcgtcece

gtgagaaatc

ctttccagac

ccaaaccgtt

aaggacaatt

caatattttc

tcgcagtggt

gaggcataaa

cgctaccttt

agattgtcgce

catccatgtt

taacacccct

ttttatcttg

tgtaggcggt

agtatttggt

ttgatcecggce

tacgcgcaga

tcagtggaac

cacctagatce

acattggtct

atcaggatta

accgaggcag

aacatcaata

accatgagtg

ttgttcaaca

attcattegt

acaaacagga

acctgaatca

gagtaaccat

ttcegtcecage

gccatgttte

acctgattgc

ggaatttaat

tgtattactg

tgcaatgtaa



catcagagat
2340

aaggatcaga
2400

aaaatcacca
2460

tggctggatg
2520

tttttatccec
2580

cgcaaagcct
2640

ctaatcaggg
2700

aaatcgctaa
2760

aaacacccct
2820

tatgaatata
2880

cggctcecgec
2940

cacaacccgg
3000

aagcccgaaa
3060

ttggcaggat
3120

atacatgaga
3180

ttacgtttgg
3240

agtttaatga
3300

ggtcactatc
3360

ccccteggta
3420

caagatggat
3480

tgggcacaac
3540

cgceceggtte
3600

tttgagacac

tcacgcatct

actggtccac

atggggcgat

cggaagcctg

tgattcacgg

tacgtgaaat

tcaaaaaggc

cgctececggea

tatatcaatt

cgtggacaac

cggeeggecg

ggcggcaace

atattgtggt

attaagggag

aactgacaga

gctaagcaca

agctagcaaa

tccaattaga

tgcacgcagg

agacaatcgg

tttttgtcaa
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aacgtggcett
tcccgacaac
ctacaacaaa
tcaggcgatc
tggatagagg
ggctttcegg
cgctaatcgg
acgtgagaac
agtagttaca
attggtcgcc
cgcaagcggt
caacagatcg
tctcgggett
gtaaccgtct
tcacgttatg
accgcaacgt
tacgtcagaa
tatttcttgt
gtqtcatatt
ttcteecggece
ctgctctgat

gaccgacctg

tgttgaataa

gcagaccgtt

gctctcatca

cccatccaac

gtagttatcc

ccecgetcecaa

agtacgtgaa

gctaatagcc

gcaagtagta

cttggcttgt

tgcccaccegt

ttttataaat

ctggatttcc

caccactggc

accceegecg

tgaaggagcc

accattattyg

caaaaatgct

cactctcaac

gcttgggtgg

gccgecgtgt

tcecggtgecce

120

atcgaacttt

ccgtggcaaa

accgtggctc

agcccgecegt

acgtgaaacc

aaactatcca

atcgctaata

ctttcagatc

tagttcaatta

ggacaatgcg

cgagcgcecag

tttttteeet

gatcccecgga

atacatgaga

atgacgcggg

actcagcegc

cgcgttcaaa

ccactgacgt

tcgatcgagg

agaggctatt

tcecggetgte

tgaatgaact

tgctgagttg

gcaaaagttc

cctcactttce

cgagcgggct

gctaatgccce

cgtgaaatcg

aggtcacgtg

aacagcttgc

gcttttcaat

ctacgcgcecac

cgcctttgcece

gaaaaagaaa

attagagatc

attaagggag

acaagccgtt

gggtttctgg

agtcgcctaa

tccataaatt

catgattgaa

cggctatgac

agcgcagggg

ccaagacgag



tatcgtggct

¢gggaaggga

ttgctcetge

atccggctac

ggatggaagc

cagccgaact

cccacggega

tcgactgtgg

atattgctga

ccgcteccga

gactctgggg

gtttcttaag

attacgttaa

ttatgattag

caaactagga

agctgataat
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ggccacgacyg

ctggctgcta

cgagaaagta

ctgcccattce

cggtcttgtce

gttcgccagg

tgcectgettyg

ccggetgggt

agagcttggc

ttcgecagege

ttcggactct

attgaatcct

gcatgtaata

agtcccgcaa

taaattatcg

tcaaagatcg

Artificial Sequence

cadena ligera lambda

gcagcgcggce
3660
gtcactgaag
3720
tcatctcace
3780
catacgcttg
3840
gcacgtactc
3900
gggctcgege
3960
ctegtegtga
4020
tctggattca
4080
gctacccgtg
4140
tacggtateg
4200
ttetgagegyg
4260
tggcaataaa
4320
tttctgttga
4380
agatgggttt
4440
atatagcgcg
4500
ccggeatgca
4548

<210> 490
<211> 7860
<212> DNA
<213>
<220>
<223>
<400> 40

ggcgtteett

ttgggcgaag

tccatcatgg

gaccaccaag

gatcaggatg

ctcaaggcegce

ccgaatatca

gtggcggacc

ggcgaatggg

atcgccettet

agctagagtc

gttgcecggte

attaacatgt

ttatacattt

cgcgeggtgt

accggcatgce

gcgcagetgt

tgccggggca

ctgatgcaat

cgaaacatcg

atctggacga

ggatgcccga

tggtggaaaa

gctatcagga

ctgaccgcett

atcgecttcet

aagcagatcg

ttgcgatgat

aatgcatgac

aatacgcgat

catctatgtt

aagctgat

gctcgacgtt

ggatctcctg

gcggceggetg

catcgagcga

agagcatcag

cggcgaggat

tggccgcettt

catagcgttyg

cctcgtgett

tgacgagttc

ttcaaacatt

tatcatataa

gttatttatg

agaaaacaaa

actagatcga

Vector de expresion de la IgA 2Al1 con cadena pesada alfa 1 y

tggcccacac tagagccaag ctgatctccect ttgeccecgga gatcaccatg gacgacttte

60

tctatctcta cgatctagga agaaagttcg acggagaagg tgacgatacc atgttcacca

120

121



ccgataatga
180

gagaggccta
240

tcaaatacct
300

agaacacaga
360

aaggcttgct
420

ctactgaatc
480

tgaagactgg
540

tcgtcaacat
600

cagaagacca
660

gattccattg
720

cctacaaatg
780

gtggtcccaa
840

ccacgtcttc
900

aatcccacta
960

ggactccggt
1020

tactattcta
1080

ttttctacta
1140

gctgttgcag
1200

gggttctgga
1260

aggcctggag
1320

cttccaaggce
1380

gagcagcctg
1440

gaagattagc

cgecggcaggt

tcccaagaag

gaaagatata

tcataaacca

aaaggccatg

cgaacagttc

ggtggagcac

aagggctatt

cecagcetatce

ccatcattgce

agatggaccc

aaagcaagtg

tccttegeaa

atttttacaa

gtcgacctgc

ttccttettt

tctgcagcag

tacagcttta

tggatgggga

caggtcacca

aaggcctcgg
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ctcttcaatt

ctgatcaaga

gttaaagatg

tttctcaaga

aggcaagtaa

gagtcaaaaa

atacagagtc

gacactctcg

gagacttttc

tgtcacttca

gataaaggaa

ccacccacga

gattgatgtg

gacccttect

caataccaca

aggcggccgce

cttttecttct

aggtgaaaaa

ccagctactg

tcatctatcc

tctcageccga

acacggccgt

tcagaaagaa

cgatctaccc

cagtcaaaag

tcagaagtac

tagagattgg

ttcagatcga

ttttacgact

tctactccaa

aacaaagggt

tcaaaaggac

aggctatcgt

ggagcatcgt

atatctccac

ctatataagg

acaaaacaaa

actagtgata

ccttcteecg

gccceggggag

gatcggctgg

tggtgactct

caagtccatc

gtattactgt

122

tgctgaccca

gagtaataat

attcaggact

tattccagta

agtctctaag

ggatctaaca

caatgacaag

gaatatcaaa

aatatcggga

agtagaaaag

tcaagatgcc

ggaaaaagaa

tgacgtaagg

aagttcattt

caacaaacaa

tcgatgggca

tccctcecttg

tctctgaaga

gtgcgccaga

gatacccgat

agcaccgcect

gcaagatata

cagatggtta

ctccaggaga

aactgcatca

tggacgattc

aaagtagttc

gaactcgccg

aagaaaatct

gatacagtct

aacctccteg

gaaggtggca

tctgccgaca

gacgttccaa

gatgacgcac

catttggaga

cattacaatt

cttcctectgt

cccaggtgca

tctcctgtaa

tgccecgggaa

acagcccgtc

acctgcagtg

ggcggaatac



ttttgactat
1500

cttccegetg
1560

ccagggcette
1620

gaccgccaga
1680

ccagctgacc
1740

gcactacacg
1800

tacccecatcet
1860

actgcaccga
1520

actgaccggc
1980

gagcgctgtt
2040

cctgcegggce
2100

cccegagtcece
2160

cgaggtccac
2220

gacgtgcetg
2280

acaggagctg
2340

caccaccacc
2400

ggacaccttce
2460

catcgaccgce
2520

ggacggcacc
2580

aacatttggc
2640

atataatttc
2700

tttatgagat
2760

tggggccaag

agcctetgcea

ttcecececcagg

aacttcccac

ctgccggcecca

aatcccagcece

ccetcaacte

ccggcccttg

ctgagagatg

caaggaccac

tgtgccgagce

aagaccccgce

ctgctgecege

gcacgtggct

cccecgegaga

ttcgectgtga

tcctgecatgg

ttggcgggta

tgctacaagyg

aataaagttt

tgttgaatta

gggtttttat
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gtagcctggt

gcacccagcce

agccactcag

ccagccagga

cacagtgcct

aggatgtgac

cacctacccce

aggacctgct

cctcaggtgt

ctgagcgtga

cttggaatca

taaccgccecac

cgccgtegga

tcagccccaa

agtacctgac

ccagcatact

tgggccacga

aacccaccca

acgaactctg

cttaagattg

cgttaagcat

gattagagtc

caccgtcgcea

agatgggaac

tgtgacctgg

tgccteccggyg

agccggcaag

tgtgecccetge

atctcecctceca

cttaggttca

caccttcacc

cctetgtgge

tgggaagacc

cctctcaaaa

ggagctggcc

ggatgtgctg

ttgggcatcc

gcgegtggea

ggcecctgeeg

tgtcaatgtg

agggaatgga

aatcctgttg

gtaataatta

ccgcaattat

123

tcececegaccea

gtggtcatcg

agcgaaagceg

gacctgtaca

tccgtgacat

ccagttccct

tgctgecacc

gaagcgaacc

tggacgcect

tgctacageg

ttcacttgca

tccggaaaca

ctgaacgagc

gttcgetgge

cggcaggagc

gccgaggact

ctggecttea

tctgttgtca

tcttecgatcece

ccggtcettge

acatgtaatg

acatttaata

gcceccaaggt

cctgectggat

gacagggcgt

ccacgagcag

gccacgtgaa

caactccacc

cccgactgtce

tcacgtgcac

caagtgggaa

tgtccagtgt

ctgctgccta

cattccggece

tggtgacgct

tgcaggggte

ccagccaggg

ggaagaaggg

cacagaagac

tggcggaggt

cgatcgttca

gatgattatc

catgacgtta

cgcgatagaa



adacaaaatat
2820

gatcgggaat
2880

ataggttaat
2940

tgtgcgcgga
3000

gagacaataa
3060

agagccaagc
3120

gatctaggaa
3180

aagattagcc
3240

gcggcaggtce
3300

cccaagaagqg
3360

aaagatatat
3420

cataaaccaa
3480

aaggccatgg
3540

gaacagttca
3600

gtggagcacg
3660

agggctattg
3720

ccagctatcet
3780

catcattgcg
3840

gatggaccce
3900

aagcaagtgag
3960

ccttegcaag
4020

tttttacaac
4080

agcgcgcaaa

tgccaagcta

gtcatgataa

acccctattt

ccctgataaa

tgatctcctt

gaaagttcga

tcttcaattt

tgatcaagac

ttaaagatgce

ttctcaagat

ggcaagtaat

agtcaaaaat

tacagagtct

acactctcgt

agacttttca

gtcacttcat

ataaaggaaa

cacccacgag

attgatgtga

acccttecte

aataccacaa
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ctaggataaa

attcttgaag

taatggtttc

gtttattttt

tgcttcaata

tgceccecggag

cggagaaggt

cagaaagaat

gatctacccg

agtcaaaaga

cagaagtact

agagattgga

tcagatcgag

tttacgactc

ctactccaag

acaaagggta

caaaaggaca

ggctatcgtt

gagcatcgtg

tatctccact

tatataagga

caaaacaaac

ttatcgcged

acgaaagggc

ttagacgtca

ctaaatacat

atgggaccga

atcaccatgg

gacgatacca

gctgacccac

agtaataatc

ttcaggacta

attccagtat

gtctctaaga

gatctaacag

aatgacaaga

aatatcaaag

atatcgggaa

gtagaaaagg

caagatgcct

gaaaaagaag

gacgtaaggg

agttcattte

dacCaaacaac

124

cggtgtcatce

ctcgtgatac

ggtggcactt

tcaaatatgt

ctecgcegteg

acgactttct

tgttcaccac

agatggttag

tccaggagat

actgcatcaa

ggacgattca

aagtagttcc

aactcgccgt

agaaaatctt

atacagtctc

acctcctcgg

aaggtggcac

ctgccgacag

acgttccaac

atgacgcaca

atttggagag

attacaattt

tatgttacta

gcctattttt

ttcggggaaa

atccgctcat

atgccacact

ctatctctac

cgataatgag

agaggcctac

caaatacctt

gaacacagag

aggcttgctt

tactgaatca

gaagactggce

cgtcaacatg

agaagaccaa

attccattgce

ctacaaatgce

tggtcccaaa

cacgtcttca

atcccactat

gactcecggta

actattctag



tcgagatggg
4140

cgtecctect
4200

agacagtcag
4260

agcagaagcc
4320

ggatcccaga
4380

gggctcaggc
4440

atgatttggt
4500

ccecectetgt
4560

tagtgtgtct
4620

gcagcccegt
4680

acgcggccag
47490

gctgccaggt
4800

catgagggaa
4860

attgaatcct
4920

gcatgtaata
4980

agtcccgcaa
5040

taaattatcg
5100

gaagacgaaa
5160

tttcttagac
5220

ttttctaaat
5280

aataatggga
5340

aactaagtcg
5400

cacttcctct

tgcctcttet

gatcacatgce

aggacaggcc

ccgattctct

ggaagatgag

attcggcgga

cactctgtte

gatcagtgac

caaggcggga

cagctacctg

cacgcatgaa

tggatcttcg

gttgecggtce

attaacatgt

ttatacattt

cgedceggtgt

gggcctcecgtg

gtcaggtgge

acattcaaat

ccgactcgcece

ctgtatgtgt
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gtttttctac

gagctgactc

caaggagaca

cctgtacttg

ggctccagcet

gctgactatt

gggaccaagce

ccgeectect

ttctacccgg

gtggagacaa

agcctgacgce

gggagcaccg

atcccgatcg

ttgcgatgat

aatgcatgac

aatacgcgat

catctatgtt

atacgcctat

acttttcggg

atgtatccgce

gtccgacgge

ttgtttgaga

tattccttct

aggaccctgce

gcctcagaag

tcatctatgg

caggaaacac

actgtaactc

tgaccgtect

ctgaggagct

gagctgtgac

ccaaacccte

ccgagcagtg

tggagaagac

ttcaaacatt

tatcatataa

gttatttatg

agaaaacaaa

actagatcgg

ttttataggt

gaaatgtgcg

tcatgagaca

atgagacgtg

tctcatgtga

125

ttcttttectt

tgtgtctgtg

ctattatgca

taaaaacaac

agcttecttyg

ccgggacagce

aggtggtcaa

ccaagccaac

agtggcctgg

caaacagagc

gaagtcccac

agtggccect

tggcaataaa

tttctgttga

agatgggttt

atatagcgcg

gaattgccaa

taatgtcatg

cggaacccect

ataaccctga

acaggatata

gcaaaaggcc

ctccttectec

gcecttgggac

agctggtacc

cggccctcag

accatcactg

agtggtaacc

ccaaaggccg

aaggccacac

aaggcagatg

aacaacaagt

agaagctaca

acagaatgtt

gtttcttaag

attacgttaa

ttatgattag

caaactagga

gctaattctt

ataataatgg

atttgtttat

taaatgcttc

ttggcgggta

agcaaaaggc



caggaaccgt
5460

gcatcacaaa
5520

ccaggcgttt
5580

cggatacctg
5640

taggtatctc
5700

cgttcagccce
5760

acacgactta
5820

aggcggtgcect
5880

atttggtatc
5940

atccggcaaa
6000

gcgcagaaaa
6060

gtggaacgaa
6120

ctagatcctt
6180

ttggtctagt
6240

aggattatca
6300

gaggcagttc
6360

atcaatacaa
6420

atgagtgacg
6480

ttcaacaggc
6540

cattcgtgat
6600

aacaggaatc
6660

tgaatcagga
6720

aaaaaggccd

aatcgacgct

cceectggaa

tccgecttte

agttcggtgt

gaccgctgceg

tcgccactgg

acagagttct

tgcgctctge

caaaccaccg

aaaggatctc

aactcacgtt

ttaaattaaa

gattagaaaa

ataccatatt

cataggatgg

cctattaatt

actgaatccg

cagccattac

tgcgcctgag

gaatgcaacc

tattcttcta
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cgttgetgge

caagtcagag

gctcectcegt

tceetteggg

aggtcgttcg

ccttatcegg

cagcagccac

tgaagtggtg

tgaagccagt

ctggtagegy

aagaagatcc

aagggatttt

aatgaagttt

actcatcgag

tttgaaaaag

caagatcctg

tcecectegte

gtgagaatgg

gctecgtcatce

cgagtcgaaa

ggcgcaggaa

atacctggaa

gtttttccat

gtggcgaaac

gcgctctcect

aagcgtggcg

ctccaagctg

taactatcgt

tggtaacagg

gcctaactac

taccttegga

tggttttttt

tttgatcttt

ggtcatgaga

taaatcaatc

catcaaatga

cegtttetgt

gtatcggtct

aaaaataagg

caaaagttta

aaaatcactc

tacgcgatcg

cactgccage

tgctgtttte

126

aggctcegcce

ccgacaggac

gttccgaccce

ctttctcata

ggctgtgtge

cttgagtcca

attagcagag

ggctacacta

agaagagttg

gtttgcaagce

tctacggggt

ttatcaaaaa

taaagtatat

aactgcaatt

aatgaaggag

gcgattccga

ttatcaagtg

tgcatttctt

gcatcaacca

ctgttaaaag

gcatcaacaa

cctgggateg

ccecctgacga

tataaagata

tgccgcettac

gctcacgctg

acgaaccccece

acccggtaag

cgaggtatgt

gaagaacagt

gtagctcttg

agcagattac

ctgacgctca

ggatcttcac

atgtgtaaca

tattcatatc

aaaactcacc

ctecgtccaac

agaaatcacc

tccagacttyg

aaccgttatt

gacaattaca

tattttcacc

cagtggtgag



taaccatgca
6780
cgtcagccag
6840
atgtttcaga
6900
tgattgcccg
6960
atttaatcgce
7020
attactgttt
7080
aatgtaacat
7140
tgagttgaag
7200
aaagttcaaa
7260
cactttctgg
7320
gcgggcetttet
7380
aatgccccgce
7440
gaaatcgcta
7500
tcacgtgaaa
7560
agcttgcaaa
7620
tttcaattat
7680
cgcgecaccegg
7740
ctttgcccac
7800
aaagaaaaag
7860

<210> 41
<211> 7918
<212> DNA
<213>
<220>
<223>

tcatcaggag

tttagtctga

aacaactctg

acattatcgc

ggccttgagc

atgtaagcag

cagagatttt

gatcagatca

atcaccaact

ctggatgatg

ttatcccecgg

aaagccttga

atcagggtac

tcgctaatca

cacccctcgce

gaatatatat

ctcecgecegt

aacccggcegyg

cccgaaaggce
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tacggataaa

ccatctcecatc

gcgcateggg

gagcccattt

aagacgtttc

acagttttat

gagacacaac

cgcatcttcc

ggtccaccta

gggcgattca

aagcctgtgg

ttcacggggce

gtgaaatcgce

aaaaggcacg

tccggcaagt

atcaattatt

ggacaaccgc

ccggccgcaa

ggcaacctct

Artificial Sequence

cadena ligera kappa

atgcttgatg

tgtaacaaca

cttceccatac

atacccatat

ccgttgaata

tgttcatgat

gtggctttgt

cgacaacgca

caacaaagct

ggcgatcccece

atagagggta

tttccggecce

taatcggagt

tgagaacgcet

agttacagca

ggtcgccctt

aagcggttge

cagatcgttt

cgggcettetg

127

gtcggaagag

ttggcaacgc

aatcggtaga

aaatcagcat

tggctcataa

gatatatttt

tgaataaatc

gaccgttccg

ctcatcaacc

atccaacagce

gttatccacg

gctccaaaaa

acgtgaaatc

aatagccctt

agtagtatgt

ggcttgtgga

ccaccgtcga

tataaatttt

gatttccgat

gcataaattc

tacctttgcce

ttgtcgceacc

ccatgttgga

caccccttgt

tatcttgtgce

gaacttttgce

tggcaaagca

gtggctcect

ccgeegtcga

tgaaaccgct

ctatccacgt

gctaataaqg

tcagatcaac

tcaattagct

caatgcgcta

gecgccagege

tttttttgaa

ccceggaatt

Vector de expresion de la IgA 2Al1 con cadena pesada alfa 1y



<400> 41
tggcccacac
60

tctatctcta
120

ccgataatga
180

gagaggccta
240

tcaaatacct
300

agaacacaga
360

aaggcttgct
420

ctactgaatc
480

tgaagactgg
540

tcgtcaacat
600

cagaagacca
660

gattccattg
720

cctacaaatg
780

gtggtcccaa
840

ccacgtette
900

aatcccacta
960

ggactccggt
1020

tactattcta
1080

ttttctacta
1140

gctgttgcag
1200

gggttctgga
1260

aggcctggag

tagagccaag

cgatctagga

gaagattagce

cgcggcaggt

tcccaagaag

gaaagatata

tcataaacca

aaaggccatg

cgaacagttc

ggtggagcac

aagggctatt

cccagctatce

ccatcattgc

agatggaccc

aaagcaagtg

teccttegeaa

atttttacaa

gtcgaccetgce

ttccttettt

tctgcagcag

tacagcttta

tggatgggga
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ctgatctect

agaaagttcg

ctcttcaatt

ctgatcaaga

gttaaagatg

tttctcaaga

aggcaagtaa

gagtcaaaaa

atacagagte

gacactcteg

gagacttttc

tgtcacttca

gataaaggaa

ccacccacga

gattgatgtg

gacccttecet

caataccaca

aggcggcecegce

cttttecttet

aggtgaaaaa

ccagctactg

tcatctatce

ttgceccegga

acggagaagg

tcagaaagaa

cgatctaccc

cagtcaaaag

tcagaagtac

tagagattgg

ttcagatcga

ttttacgact

tctactccaa

aacaaagggt

tcaaaaggac

aggctatecgt

ggagcategt

atatctccac

ctatataagg

acaaaacaaa

actagtgata

cctteteceg

gcccggggag

gatcggctgg

tggtgactct

128

gatcaccatg

tgacgatacc

tgctgaccca

gagtaataat

attcaggact

tattccagta

agtctctaag

ggatctaaca

caatgacaag

gaatatcaaa

aatatcggga

agtagaaaag

tcaagatgcc

ggaaaaagaa

tgacgtaagg

aagttcattt

caacaaacaa

tcgatgggca

tcecetecttg

tctctgaaga

gtgcgccaga

gatacccgat

gacgactttc

atgttcacca

cagatggtta

ctccaggaga

aactgcatca

tggacgattc

aaagtagttc

gaactcgceg

aagaaaatct

gatacagtct

aacctccteg

gaaggtggca

tctgcecgaca

gacgttccaa

gatgacgcac

catttggaga

cattacaatt

cttectetgt

cccaggtgcea

tctcctgtaa

tgccecgggaa

acagcccgtce



1320

ctteccaaggce
1380

gagcagcctg
1440

ttttgactat
1500

cttcccgetg
1560

ccagggcectte
1620

gaccgccaga
1680

ccagctgacc
1740

gcactacacg
1800

taccccatct
1860

actgcaccga
1920

actgaccgge
1980

gagcgctgtt
2040

cctgecggge
2100

cccecgagtee
2160

cgaggtccac
2220

gacgtgectg
2280

acaggagctg
2340

caccaccacc
2400

ggacaccttc
2460

catcgaccge
2520

ggacggcace
2580

aacatttggc

caggtcacca

aaggcctcgg

tggggccaag

agcctctgca

ttcececcagg

aacttcccac

ctgccggcecca

aatcccagcece

ccctecaactce

ccggeccttg

ctgagagatg

caaggaccac

tgtgcecgage

aagaccccgce

ctgctgcege

gcacgtggct

ccecgegaga

ttcgctgtga

tcctgcatgg

ttggcgggta

tgctacaagg

aataaagttt
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tctcageega

acacggecgt

gtagcctggt

gcacccagcece

agccactcag

ccagccagga

cacagtgcct

aggatgtgac

cacctacccee

aggacctgct

cctcaggtgt

ctgagcgtga

catggaacca

taaccgccac

cgccgtcegga

tcagccccaa

agtacctgac

ccagcatact

tgggccacga

aacccaccca

acgaactctg

cttaagattg

caagtccatc

gtattactgt

caccgtegcea

agatgggaac

tgtgacctgg

tgcctececggg

agccggcaag

tgtgccctge

atctccecctcea

cttaggttca

caccttcacc

cctectgtggce

tgggaagacc

cctctcaaaa

ggagctggcce

ggatgtgctg

ttgggcatcc

gcgcgtggea

ggccctgccg

tgtcaatgtg

agggaatgga

aatcctgttg

129

agcaccgect

gcaagatata

tccececgacca

gtggtcatcg

agcgaaagcg

gacctgtaca

tcegtgacat

ccagttcecct

tgectgccacce

gaagcgaacc

tggacgccect

tgctacagcg

ttcacttgca

tccggaaaca

ctgaacgagc

gttcgetgge

cggcaggagce

gccgaggact

ctggccttca

tctgttgtea

tcttcgatcc

ceggtettge

acctgcagtg

ggcggaatac

gccccaaggt

cctgeetggt

gacagggcgt

ccacgagcag

gccacgtgaa

caactccacc

ccecgactgtce

tcacgtgcac

caagtgggaa

tgtccagtgt

ctgctgceccta

cattceggec

tggtgacgct

tgcaggggtc

ccagccaggg

ggaagaaggg

cacagaagac

tggcggaggt

cgatcgttca

gatgattatc



2640

atataatttc
2700

tttatgagat
2760

aacaaaatat
2820

gatcgggaat
2880

ataggttaat
2940

tgtgcgecgga
3000

gagacaataa
3060

agagccaagc
3120

gatctaggaa
3180

aagattagcce
3240

gcggcaggtce
3300

cccaagaagg
3360

aaagatatat
3420

cataaaccaa
3480

aaggccatgg
3540

gaacagttca
3600

gtggagcacg
3660

agggctattg
3720

ccagctatcet
3780

catcattgcg
3840

gatggacccce
3900

aagcaagtgg

tgttgaatta

gggtttttat

agcgcgcaaa

tgccaagcta

gtcatgataa

acccctattt

ccctgataaa

tgatctcctt

gaaagttcga

tcttcaattt

tgatcaagac

ttaaagatgc

ttctcaagat

ggcaagtaat

agtcaaaaat

tacagagtct

acactctcgt

agacttttca

gtcacttcat

ataaaggaaa

cacccacgag

attgatgtga

ES 2389792 Al

cgttaagcat

gattagagtc

ctaggataaa

attcttgaag

taatggtttce

gtttattttt

tgcttcaata

tgeceeceggag

cggagaaggt

cagaaagaat

gatctaccceg

agtcaaaaga

cagaagtact

agagattgga

tcagatcgag

tttacgactc

ctactccaag

acaaagggta

caaaaggaca

ggctatecgtt

gagcatcgtg

tatctccact

gtaataatta

ccgcaattat

ttatcgcged

acgaaagggc

ttagacgtca

ctaaatacat

atgggaccga

atcaccatgg

gacgatacca

gctgacccac

agtaataatc

ttcaggacta

attccagtat

gtctctaaga

gatctaacag

aatgacaaga

aatatcaaag

atatcgggaa

gtagaaaagg

caagatgcct

gaaaaagaagd

gacgtaaggg

130

acatgtaatg

acatttaata

cggtgtcatce

ctcgtgatac

ggtggcactt

tcaaatatgt

ctecgecegtceg

acgactttct

tgttcaccac

agatggttag

tccaggagat

actgcatcaa

ggacgattca

aagtagttcc

aactecgeegt

agaaaatctt

atacagtctc

acctcctcgg

aaggtggcac

ctgccgacag

acgttccaac

atgacgcaca

catgacgtta

cgcgatagaa

tatgttacta

gcctattttt

ttcggggaaa

atccgctcat

atgccacact

ctatctctac

cgataatgag

agaggcctac

caaatacctt

gaacacagag

aggcttgcett

tactgaatca

gaagactggc

cgtcaacatg

agaagaccaa

attccattgc

ctacaaatgc

tggtcccaaa

cacgtcttca

atcccactat



3960

ccttegeaag
4020

tttttacaac
4080

tcgagatggg
4140

cgtccctect
4200

agacagtcag
4260

agcagaagcc
4320

ggatcccaga
4380

gggctcaggc
4440

atgatttggt
4500

catctgtttt
4560

tttgtcttct
4620

ctcttcaatce
4680

attctcttte
4740

cttgtgaagt
4800

aatgtaaaga
4860

ataaagtttce
4920

gttgaattac
4980

ggtttttatg
5040

gcgcgcaaac
5100

gccaagctaa
5160

tcatgataat
5220

cccctatttg

acccttectce

aataccacaa

cacttcctct

tgcctcecttcet

gatcacatgc

aggacaggcc

ccgattctct

ggaagatgag

attcggegga

tatttttcca

taataatttt

tggaaattct

ttctactctt

tactcatcaa

tgaactttga

ttaagattga

gttaagcatg

attagagtcc

taggataaat

ttecttgaaga

aatggtttct

tttatttttc
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tatataagga

caaaacaaac

gtttttetac

gagctgactc

caaggagaca

cctgtacttg

ggctccagcet

gctgactatt

gggaccaagc

ccatctgatg

tatccaagag

caagaatctg

actctttcta

ggactttctt

gggaatggat

atcctgttge

taataattaa

cgcaattata

tatcgcgedc

cgaaagggcec

tagacgtcag

taaatacatt

agttcatttc

aacaaacaac

tattccttct

aggaccctgce

gcctcagaag

tcatctatgg

caggaaacac

actgtaactc

tgaccgtcect

aacaacttaa

aagctaaagt

ttactgaaca

aagctgatta

ctccagttac

cttcgatccee

cggtcttgcg

catgtaatgc

catttaatac

ggtgtcatct

tcgtgatacg

gtggcacttt

caaatatgta
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atttggagag

attacaattt

ttcttttett

tgtgtctgtg

ctattatgca

taaaaacaac

agcttccettg

ccgggacagce

aggtaggact

atctggaact

tcaatggaaa

agattctaaa

tgaaaaacat

taaatctttt

gatcgttcaa

atgattatca

atgacgttat

gcgatagaaa

atgttactag

cctattttta

tcggggaaat

tcegetcatg

gactccggta

actattctag

ctccettcetee

gccttgggac

agctggtacc

cggccctcag

accatcactg

agtggtaacc

gttgctgcectce

gcttetgttg

gttgataatg

gattctactt

aaagtttatg

aatagaggag

acatttggca

tataatttct

ttatgagatg

acaaaatata

atcgggaatt

taggttaatg

gtgcgcggaa

agacaataac



5280

cctgataaat
5340

atatattgge
5400

aggccagcaa
5460

cegeccecct
5520

aggactataa
5580

gaccctgccg
5640

tcatagctca
5700

tgtgcacgaa
5760

gtccaacceg
5820

cagagcgagg
5880

cactagaaga
5940

agttggtagc
6000

caagcagcag
6060

ggggtctgac
6120

aaaaaggatc
6180

tatatatgtg
6240

caatttattc
6300

aggagaaaac
6360

tcecgactegt
64290

aagtgagaaa
6480

ttctttccag
6540

aaccaaaccg

gcttcaataa

gggtaaacta

aaggccagga

gacgagcatc

agataccagg

cttaccggat

cgctgtaggt

cceeceegtte

gtaagacacg

tatgtaggcg

acagtatttg

tcttgatceg

attacgcgcea

gctcagtgga

ttcacctaga

taacattggt

atatcaggat

tcaccgaggce

ccaacatcaa

tcaccatgag

acttgttcaa

ttattcattc
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tgggaccgac

agtcgectgta

accgtaaaaa

acaaaaatcg

cgtttececce

acctgtecgce

atctcagttc

agcccgaccg

acttatcgec

gtgctacaga

gtatctgege

gcaaacaaac

gaaaaaaadqg

acgaaaactc

tccttttaaa

ctagtgatta

tatcaatacc

agttccatag

tacaacctat

tgacgactga

caggccagcec

gtgattgcgce

tcgecgtecg

tgtgtttgtt

ggccgegttg

acgctcaagt

tggaagctcc

ctttectececect

ggtgtaggtc

ctgcgectta

actggcagca

gttcttgaag

tctgctgaag

caccgctggt

atctcaagaa

acgttaaggg

ttaaaaatga

gaaaaactca

atatttttga

gatggcaaga

taatttcccecce

atccggtgag

attacgctcg

ctgagcgagt
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accgtctgag

tgagatctca

ctggegtttt

cagaggtggc

ctcgtgeget

tcgggaagceg

gttcgctcca

tccggtaact

gccactggta

tggtggccta

ccagttacct

agcggtggtt

gatcctttga

attttggtca

agttttaaat

tcgagcatca

aaaagccgtt

tcectggtatce

tcgtcaaaaa

aatggcaaaa

tcatcaaaat

cgaaatacgc

acgtgacagg

tgtgagcaaa

tccataggcet

gaaacccgac

ctcetgttece

tggcgctttce

agctgggctg

atcgtcttga

acaggattag

actacggcta

tcggaagaag

tttttgtttyg

tcttttctac

tgagattatc

caatctaaag

aatgaaactg

tctgtaatga

ggtctgcgat

taaggttatc

gtttatgcecat

cactcgcatc

gatcgctgtt



6600

aaaaggacaa
6660

aacaatattt
6720

gatcgcagtg
6780

aagaggcata
6840

aacgctacct
6900

gtagattgtc
6960

agcatccatg
7020

cataacaccc
7080

atttttatct
7140

aaatcgaact
7200

ttcecgtggcea
7260

caaccgtggce
7320

acagccegec
7380

ccacgtgaaa
7440

aaaaactatc
7500

aaatcgctaa
7560

ccectttcaga
7620

tatgttcaat
7680

gtggacaatg
7740

gtecgagegec
7800

attttteeee
7860

ccgatccceg

ttacaaacag

tcacctgaat

gtgagtaacc

aattccgtca

ttgccatgtt

gcacctgatt

ttggaattta

cttgtattac

tgtgcaatgt

tttgctgagt

aagcaaaagt

tceccteactt

gtcgageggg

ccgctaatgce

cacgtgaaat

taaggtcacg

tcaacagctt

tagcttttca

cgctacgcgce

agcgectttg

ttgaaaaaga

gaattagaga
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gaatcgaatg

caggatattc

atgcatcatc

gccagtttag

tcagaaacaa

geccegacatt

atcgcggect

tgtttatgta

aacatcagag

tgaaggatca

tcaaaatcac

tctggctgga

cttttttate

cccgcaaagc

cgctaatcag

tgaaatcgct

gcaaacaccc

attatgaata

accggctccg

cccacaaccee

aaaagcccga

tcttggcagg

caacecggegce

ttctaatacc

aggagtacgg

tctgaccatc

ctctggegcea

atcgcgagcec

tgagcaagac

agcagacagt

attttgagac

gatcacgcat

caactggtcc

tgatggggcg

cceggaagcec

cttgattcac

ggtacgtgaa

aatcaaaaag

ctcgeteccgg

tatatatcaa

cccgtggaca

ggcggecgge

aaggcggcaa

atatattgtg
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aggaacactg

tggaatgctg

ataaaatgct

tcatctgtaa

tcgggcttcce

catttatacc

gtttccegtt

tttattgttc

acaacgtggce

cttcccgaca

acctacaaca

attcaggcga

tgtggataga

ggggctttcc

atcgctaatc

gcacgtgaga

caagtagtta

ttattggtcg

accgcaagcg

cgcaacagat

cctctcgggce

gtgtaaccgt

ccagcgcatc

ttttceetgg

tgatggtcgg

caacattggc

catacaatcg

catataaatc

gaatatggct

atgatgatat

tttgttgaat

acgcagaccg

aagctctcat

tcceccatceca

gggtagttat

ggcccgctcce

ggagtacgtg

acgctaatag

cagcaagtag

ccettggett

gttgcccacc

cgttttataa

ttctggattt

ctcaggca
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Artificial Sequence

Vector de expresion de la

cadena ligera lambda

7918

<210> 42
<211> 7828
<212> DNA
<213>
<220>
<223>
<400> 42
tggcccacac
60
tctatctcta
120
ccgataatga
180
gagaggccta
240
tcaaatacct
300
agaacacaga
360
aaggcttgct
420
ctactgaatc
480
tgaagactgg
540
tcgtcaacat
600
cagaagacca
660
gattccattg
720
cctacaaatg
780
gtggtcccaa
840
ccacgtctte
900
aatcccacta
960
ggactcecggt
1020
tactattcta
1080

tagagccaag

cgatctagga

gaagattagc

cgcggcaggt

tcccaagaag

gaaagatata

tcataaacca

aaaggccatg

cgaacagttc

ggtggagcac

aagggctatt

ccecagctatc

ccatcattgc

agatggaccc

aaagcaagtg

tccttegeaa

atttttacaa

gtcgagatgg

ctgatctect

agaaagtteg

ctcttcaatt

ctgatcaaga

gttaaagatg

tttctcaaga

aggcaagtaa

gagtcaaaaa

atacagagtc

gacactcteg

gagacttttc

tgtcacttca

gataaaggaa

ccacccacga

gattgatgtg

gacccttect

caataccaca

gcacttceccecte

IgA_2Al1 con cadena pesada alfa 2 y

ttgccecgga

acggagaagg

tcagaaagaa

cgatctaccc

cagtcaaaag

tcagaagtac

tagagattgg

ttcagatcga

ttttacgact

tctactccaa

aacaaagggt

tcaaaaggac

aggctategt

ggagcatcgt

atatctccac

ctatataagg

acaaaacaaa

tgtttttcta
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gatcaccatg

tgacgatacc

tgctgaccca

gagtaataat

attcaggact

tattccagta

agtctctaag

ggatctaaca

caatgacaag

gaatatcaaa

aatatcggga

agtagaaaag

tcaagatgcce

ggaaaaagaa

tgacgtaagg

aagttcattt

caacaaacaa

ctattcctte

gacgactttc

atgttcacca

cagatggtta

ctccaggaga

aactgcatca

tggacgattc

aaagtagttc

gaactcgccg

aagaaaatct

gatacagtct

aacctcctcg

gaaggtggca

tctgccgaca

gacgttccaa

gatgacgcac

catttggaga

cattacaatt

tttecttttet



tctcettecte
1140

aaagccegag
1200

ctggatcggce
1260

tcctggtgac
1320

cgacaagtcc
1380

cgtgtattac
1440

ggtcaccgtc
1500

cceccccaaga
1560

cactcagtgt
1620

gccaggatge
1680

agtgcccaga
1740

atgtgactgt
1800

tgcaccgacce
1860

tgaccggcect
1920

gcgctgttca
1980

tgectggetg
2040

ccgagttgaa
2100

aggtccacct
2160

cgtgectgge
2220

aggagctgcce
2280

ccaccacctt
2340

acaccttcte
2400

ccgtccecetcece

gagtctctga

tgggtgegee

tctgataccc

atcagcaccg

tgtgcaagat

gcatgcatcc

tgggaacgtg

gacctggagce

ctcocggggac

cggcaagtec

gccctgceccea

ggccctcgag

gagagatgcc

aggaccacct

tgcccageca

gaccccacta

gctgecgecg

acgtggcettc

cecgecgagaag

cgctgtgacc

ctgcatggtg
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ttgcccaggt

agatctcctg

agatgceccgg

gatacagccc

cctacctgeca

ataggcggaa

ccgaccagcc

gtcgtecgcecat

gaaagcggac

ctgtacacca

gtgacatgcc

gttcceccac

gacctgctcect

tctggtgcca

gagcgtgacc

tggaaccatg

accgceccaaca

ccgtcggagg

agccccaagg

tacctgactt

agcatactgce

ggccacgagg

gcagctgttg

taagggttct

gaaaggcctg

gtccttcecaa

gtggagcagc

tacttttgac

ccaaggtctt

gcctggtcca

agaacgtgac

cgagcagcca

acgtgaagca

ctcccececatg

taggttcaga

ccttcacctyg

tctgtggetg

gggaaacctt

tcacaaaatc

agctggecect

atgtgctggt

gggcatceceg

gcgtggcagce

ccectgcecget

135

cagtctgcag

ggatacagct

gagtggatgg

ggccaggtca

ctgaaggcct

tattggggcc

ccecgcectgagce

gggcttctte

cgccagaaac

gctgaccctyg

ctacacgaat

ctgeccacccce

agcgaacctce

gacgccctcea

ctacagcgtg

cacctgcact

cggaaacaca

gaacgagctg

tcgetggcetyg

gcaggagccc

cgaggactgg

ggccttcaca

cagaggtgaa

ttaccagcta

ggatcatcta

ccatctcagc

cggacacggce

aaggtagcct

ctcgacagca

cceccaggagce

ttcccaccta

ccggecacac

cccagccagg

cgactgtcgc

acgtgcacac

agtgggaaga

tccagtgtcce

gctgcccecace

ttceggeceg

gtgacgctga

caggggtcac

agccagggca

aagaaggggg

cagaagacca



tcgaccgett
2460

acggcacctg
2520

agtttcttaa
2580

aattacgtta
2640

tttatgatta
2700

gcaaactagg
2760

agctaattct
2820

gataataatg
2880

tatttgttta
2940

ataaatgctt
3000

tcctttgeec
3060

ttcgacggag
3120

aatttcagaa
3180

aagacgatct
3240

gatgcagtca
3300

aagatcagaa
3360

gtaatagaga
3420

aaaattcaga
3480

agtcttttac
3540

ctecgtcectact
3600

tttcaacaaa
3660

ttcatcaaaa
3720

ggcgggtaaa

ctatgaggga

gattgaatcce

agcatgtaat

gagtcccgceca

ataaattatc

tgaagacgaa

gtttcttaga

tttttctaaa

caataatggyg

cggagatcac

aaggtgacga

agaatgctga

acccgagtaa

aaagattcag

gtactattcc

ttggagtctce

tcgaggatct

gactcaatga

ccaagaatat

gggtaatatc

ggacagtaga
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cccacccatg

atggatcttc

tgttgcecggt

aattaacatg

attatacatt

gcgedeggtg

agggcctcgt

cgtcaggtgg

tacattcaaa

accgactcgce

catggacgac

taccatgttc

cccacagatg

taatctccag

gactaactgc

agtatggacg

taagaaagta

aacagaactc

caagaagaaa

caaagataca

gggaaacctc

aaaggaaggt

tcaatgtgtc

gatcccgatce

cttgcgatga

taatgcatga

taatacgcga

tcatctatgt

gatacgccta

cacttttcgg

tatgtatccg

cgtegatgcec

tttctctatc

accaccgata

gttagagagg

gagatcaaat

atcaagaaca

attcaaggct

gttcctactg

gcegtgaaga

atcttcgtca

gtctcagaag

ctcggattcce

ggcacctaca
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tgttgtcatg

gttcaaacat

ttatcatata

cgttatttat

tagaaaacaa

tactagatcg

tttttatagg

ggaaatgtgc

ctcatgagac

acactagagc

tctacgatct

atgagaagat

cctacgeggce

accttcccaa

cagagaaaga

tgcttcataa

aatcaaaggc

ctggcgaaca

acatggtgga

accaaagggc

attgcccagce

aatgccatca

gcggaggtgg

ttggcaataa

atttctgttyg

gagatgggtt

aatatagcgc

ggaattgcca

ttaatgtcat

gcggaacccec

aataaccctg

caagctgatc

aggaagaaag

tagcctcttc

aggtctgatc

gaaggttaaa

tatatttctc

accaaggcaa

catggagtca

gttcatacag

gcacgacact

tattgagact

tatctgtcac

ttgcgataaa



ggaaaggcta
3780

acgaggagca
3840

tgtgatatct
3900

tcctectatat
3960

cacaacaaaa
4020

cctectgtttt
4080

cttctgagcet
4140

catgccaagg
4200

aggcccctgt
4260

tctctggetce
4320

atgaggctga
4380

gcggagggac
4440

tgttcecegece
4500

gtgacttcta
4560

cgggagtgga
4620

acctgagcect
4680

atgaagggag
4740

cttecgatccce
4800

cggtcttgeg
4860

catgtaatgc
4920

catttaatac
4980

ggtgtcatct
5040

tegttcaaga

tcgtggaaaa

ccactgacgt

aaggaagttc

caaacaacaa

tctactattc

gactcaggac

agacagcctc

acttgtcatc

cagctcagga

ctattactgt

caagctgacc

ctectetgag

cccgggagcet

gacaaccaaa

gacgcccgag

caccgtggag

gatcgttcaa

atgattatca

atgacgttat

gcgatagaaa

atgttactag
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tgcctctgec

agaagacgtt

aagggatgac

atttcatttg

acaacattac

cttctttett

cctgetgtgt

agaagctatt

tatggtaaaa

aacacagctt

aactcccggg

gtcctaggtg

gagctccaag

gtgacagtgg

ccetecaaac

cagtggaagt

aagacagtgg

acatttggca

tataatttct

ttatgagatg

acaaaatata

atcgggaatt

gacagtggtc

ccaaccacgt

gcacaatccce

gagaggactc

aatttactat

ttecttcteet

ctgtggcctt

atgcaagctg

acaaccggcc

ccttgaccat

acagcagtgg

gtcaaccaaa

ccaacaaggc

cctggaaggce

agagcaacaa

cccacagaag

cccctacaga

ataaagtttc

gttgaattac

ggtttttatg

gcgcgcaaac

gccaagctaa
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ccaaagatgg

cttcaaagca

actatccttce

cggtattttet

tctagtcgag

tctecegtee

gggacagaca

gtaccagcag

ctcagggatc

cactggggct

taaccatgat

ggcegeeece

cacactagtg

agatggcagc

caagtacgcg

ctacagctgc

atgttcatga

ttaagattga

gttaagcatg

attagagtcc

taggataaat

ttcttgaaga

accceccaccece

agtggattga

gcaagaccct

acaacaatac

atgggcactt

ctcecttgecet

gtcaggatca

aagccaggac

ccagaccgat

caggcggaag

ttggtatteg

tctgtcactce

tgtctgatca

cccgtcaagg

gccagcagcet

caggtcacgc

gggaatggat

atcctgttgce

taataattaa

cgcaattata

tatcgcgede

cgaaagggcc



tcgtgatacg
5100

gtggcacttt
5160

caaatatgta
5220

tcgcegtceceg
5280

tgtgtttgtt
5340

ggccgegttg
5400

acgctcaagt
5460

tggaagctcc
5520

ctttctcecet
5580

ggtgtaggtc
5640

ctgcgectta
5700

actggcagca
5760

gttcttgaag
5820

tctgctgaag
5880

caccgctggt
59490

atctcaagaa
6000

acgttaaggg
6060

ttaaaaatga
6120

gaaaaactca
6180

atatttttga
6240

gatggcaaga
6300

taatttcccece
6360

cctattttta

tcggggaaat

tcecgectcatg

accgtctgag

tgagatctca

ctggcgtttt

cagaggtggc

ctcgtgceget

tcgggaagcg

gttcgctcecca

tccggtaact

gccactggta

tggtggcecta

ccagttacct

agcggtggtt

gatcctttga

attttggtca

agttttaaat

tcgagcatca

aaaagccgtt

tcctggtatce

tcgtcaaaaa
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taggttaatg

gtgcgcggaa

agacaataac

acgtgacagg

tgtgagcaaa

tccataggcet

gaaacccgac

ctcctgttece

tggcgcttte

agcetgggcetg

atcgtcttga

acaggattag

actacggcta

tcggaagaag

tttttgtttg

tcttttctac

tgagattatc

caatctaaag

aatgaaactyg

tctgtaatga

ggtctgcgat

taaggttatc

tcatgataat

ccectatttg

cctgataaat

atatattggc

aggccagcaa

ccgeccecct

aggactataa

gaccctgeeg

tcatagctca

tgtgcacgaa

gtccaacccg

cagagcgagg

cactagaaga

agttggtagc

caagcagcag

ggggtctgac

aaaaaggatc

tatatatgtg

caatttattc

aggagaaaac

tccgactcgt

aagtgagaaa
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aatggtttct

tttatttttc

gcttcaataa

gggtaaacta

aaggccagga

gacgagcatc

agataccagg

cttaccggat

cgctgtaggt

cceceecgtte

gtaagacacg

tatgtaggcg

acagtatttg

tettgatccg

attacgcgca

gctcagtgga

ttcacctaga

taacattggt

atatcaggat

tcaccgaggc

ccaacatcaa

tcaccatgag

tagacgtcag

taaatacatt

tgggaccgac

agtcgctgta

accgtaaaaa

acaaaaatcg

cgtttccccee

acctgtccege

atctcagttc

agcccgaccg

acttatcgcc

gtgctacaga

gtatctgcgce

gcaaacaaac

gaaaaaaagg

acgaaaactc

tccttttaaa

ctagtgatta

tatcaatacc

agttccatag

tacaacctat

tgacgactga



atcecggtgag
6420

attacgctcg
6480

ctgagcgagt
6540

caaccggcgc
6600

ttctaatacc
6660

aggagtacgg
6720

tctgaccatc
6780

ctctggegcea
6840

atcgcgagcec
6900

tgagcaagac
6960

agcagacagt
7020

attttgagac
7080

gatcacgcat
7140

caactggtcce
7200

tgatggggcg
7260

ccecggaagcec
7320

cttgattcac
7380

ggtacgtgaa
7440

aatcaaaaag
7500

ctegetecegyg
7560

tatatatcaa
7620

ccegtggaca
7680

aatggcaaaa

tcatcaaaat

cgaaatacgc

aggaacactg

tggaatgctg

ataaaatgct

tcatctgtaa

tcgggettec

catttatacc

gtttccegtt

tttattgttc

acaacgtggc

cttcccgaca

acctacaaca

attcaggcga

tgtggataga

ggggctttce

atcgctaatc

gcacgtgaga

caagtagtta

ttattggtcg

accgcaagcyg
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gtttatgcat

cactcgcatc

gatcgetgtt

ccagcgceatce

ttttceetgg

tgatggtcgg

caacattggc

catacaatcg

catataaatc

gaatatggct

atgatgatat

tttgttgaat

acgcagaccg

aagctctcat

tccecececatcca

gggtagttat

ggcececgcetee

ggagtacgtg

acgctaatag

cagcaagtag

cccttggett

gttgcccacce

ttctttccag

aaccaaaccg

aaaaggacaa

aacaatattt

gatcgcagtg

aagaggcata

aacgctacct

gtagattgtc

agcatccatg

cataacaccce

atttttatct

aaatcgaact

ttcegtggca

caaccgtggce

acagccecgec

ccacgtgaaa

aaaaactatc

aaatcgctaa

ccetttecaga

tatgttcaat

gtggacaatg

gtcgagegec

139

acttgttcaa

ttattcattc

ttacaaacag

tcacctgaat

gtgagtaacc

aattccgtca

ttgcecatgtt

gcacctgatt

ttggaattta

cttgtattac

tgtgcaatgt

tttgctgagt

aagcaaaagt

tcectcecactt

gtcgagcggg

ccgctaatgce

cacgtgaaat

taaggtcacg

tcaacagctt

tagcttttca

cgctacgcegce

agcgcctttg

caggccagcc

gtgattgcgce

gaatcgaatg

caggatattc

atgcatcatc

gccagtttag

tcagaaacaa

gcccgacatt

atcgecggect

tgtttatgta

aacatcagag

tgaaggatca

tcaaaatcac

tctggctgga

cttttttatc

cccgcaaagc

cgctaatcag

tgaaatcgct

gcaaacaccc

attatgaata

accggctceeg

cccacaaccc
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ggcggecgge cgcaacagat cgttttataa attttttttt ttgaaaaaga aaaagcccga

7740

aaggcggcaa cctctcggge ttctggattt ccgatccccg gaattagaga tcttggcagg

atatattgtg gtgtaaccgt ctcaggca

Artificial Sequence

Vector de expresion de la

cadena ligera kappa

7800

7828

<210> 43
<211> 7843
<212> DNA
<213>
<220>
<223>
<400> 43
tggcccacac
60
tctatctcta
120
ccgataatga
180
gagaggccta
240
tcaaatacct
300
agaacacaga
360
aaggcttgct
420
ctactgaatc
480
tgaagactgg
540
tcgtcaacat
600
cagaagacca
660
gattccattg
720
cctacaaatg
780
gtggtcccaa
840
ccacgtcttc
900

tagagccaag

cgatctagga

gaagattagc

cgcggcaggt

tcccaagaag

gaaagatata

tcataaacca

aaaggccatg

cgaacagttc

ggtggagcac

aagggctatt

cccagctatc

ccatcattgc

agatggaccc

aaagcaagtg

ctgatctcct

agaaagttcg

ctecttcecaatt

ctgatcaaga

gttaaagatg

tttctcaaga

aggcaagtaa

gagtcaaaaa

atacagagtc

gacactctcg

gagacttttc

tgtcacttca

gataaaggaa

ccacccacga

gattgatgtg

IgA 2Al1 con cadena pesada alfa 1 y

ttgccccgga

acggagaagg

tcagaaagaa

cgatctaccc

cagtcaaaag

tcagaagtac

tagagattgg

ttcagatcga

ttttacgact

tctactccaa

aacaaagggt

tcaaaaggac

aggctatcgt

ggagcatcgt

atatctccac

140

gatcaccatg

tgacgatacc

tgctgaccca

gagtaataat

attcaggact

tattccagta

agtctctaag

ggatctaaca

caatgacaag

gaatatcaaa

aatatcggga

agtagaaaag

tcaagatgcc

ggaaaaagaa

tgacgtaagg

gacgactttce

atgttcacca

cagatggtta

ctccaggaga

aactgcatca

tggacgattc

aaagtagttc

gaactcgcceg

aagaaaatct

gatacagtct

aacctccteg

gaaggtggca

tctgccgaca

gacgttccaa

gatgacgcac



aatcccacta
960

ggactccggt
1020

tactattcta
1080

tcteccttcecte
1140

aaagcccggg
1200

ctggatecggce
1260

tectggtgac
1320

cgacaagtcc
1380

cgtgtattac
1440

ggtcaccgte
1500

ccecccaaga
1560

cactcagtgt
1620

gccaggatgc
1680

agtgecccaga
1740

atgtgactgt
1800

tgcaccgacc
1860

tgaccggect
1920

gcgctgttceca
13980

tgectggcetg
2040

ccgagttgaa
2100

aggtccacct
2160

cgtgcctggce
2220

tcecttcecgcecaa

atttttacaa

gtcgagatgg

ccgtccctece

gagtctctga

tgggtgcgece

tctgataccce

atcagcaccg

tgtgcaagat

gcatgcatcce

tgggaacgtyg

gacctggagc

ctccggggac

cggcaagtcc

gccctgccceca

ggcectegag

gagagatgcc

aggaccacct

tgcccagcecca

gaccccacta

gctgeegeey

acgtggcttce
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gacccttcct

caataccaca

gcacttcctc

ttgcccaggt

agatctcectg

agatgccegg

gatacagccc

cctacctgca

ataggcggaa

ccgaccagec

gtcgtegeat

gaaagcggac

ctgtacacca

gtgacatgcce

gttcccccecac

gacctgctct

tctggtgcca

gagcgtgacc

tggaaccatg

accgccaaca

ccgtcggagyg

agccccaagg

ctatataagg

acaaaacCaaa

tgtttttcta

gcagctgttg

taagggttct

gaaaggcctg

gtcctteccaa

gtggagcagc

tacttttgac

ccaaggtctt

gcetggteca

agaacgtgac

cgagcagcca

acgtgaagca

ctccccecatg

taggttcaga

ccttecacctg

tctgtggctg

gggaaacctt

tcacaaaatc

agctggecect

atgtgctggt

141

aagttcattt

caacaaacaa

ctattcctte

cagtctgcag

ggatacagct

gagtggatgg

ggccaggtcea

ctgaaggcct

tattggggcc

ccecgetgage

gggcttcttce

cgccagaaac

gctgaccectg

ctacacgaat

ctgccacccce

agcgaacctc

gacgccctca

ctacagcgtg

cacctgcact

cggaaacaca

gaacgagctg

tcgctggetg

catttggaga

cattacaatt

tttcttttct

cagaggtgaa

ttaccagcta

ggatcatcta

ccatctcagce

cggacacggc

aaggtagcct

ctcgacagceca

ccccaggage

ttcccaccta

ccggecacac

ccecagcecagg

cgactgtcgc

acgtgcacac

agtgggaaga

tccagtgtcce

gctgcccacc

ttcecggeccyg

gtgacgctga

caggggtcac



aggagctgcc
2280

ccaccacctt
2340

acaccttcte
2400

tcgaccgcett
2460

acggcacctg
2520

agtttcttaa
2580

aattacgtta
2640

tttatgatta
2700

gcaaactagg
2760

agctaattct
2820

gataataatg
2880

tatttgttta
2940

ataaatgctt
3000

tcctttgecc
3060

ttcgacggag
3120

aatttcagaa
3180

aagacgatct
3240

gatgcagtca
3300

aagatcagaa
3360

gtaatagaga
3420

aaaattcaga
3480

agtcttttac
3540

ccgcgagaag

cgctgtgace

ctgcatggtg

ggcgggtaaa

ctatgaggga

gattgaatcc

agcatgtaat

gagtcccgcea

ataaattatc

tgaagacgaa

gtttcttaga

tttttctaaa

caataatggg

cggagatcac

aaggtgacga

agaatgctga

acccgagtaa

aaagattcag

gtactattcc

ttggagtctc

tcgaggatct

gactcaatga
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tacctgactt

agcatactgc

ggccacgagg

cccaccceatg

atggatcttc

tgttgceggt

aattaacatg

attatacatt

gcgedeggtg

agggcctcgt

cgtcaggtgg

tacattcaaa

accgactcgce

catggacgac

taccatgttc

cccacagatg

taatctccag

gactaactgc

agtatggacg

taagaaagta

aacagaactc

caagaagaaa

gggcatcccyg

gcgtggcagc

ccctgeeget

tcaatgtgtc

gatccegate

cttgcgatga

taatgcatga

taatacgcga

tcatctatgt

gatacgccta

cacttttcgg

tatgtatccg

cgtcgatgcece

tttctcectatce

accaccgata

gttagagagg

gagatcaaat

atcaagaaca

attcaaggct

gttcctactg

gccecgtgaaga

atcttcgtca

142

gcaggagccc

cgaggactgg

ggccttcaca

tgttgtcatg

gttcaaacat

ttatcatata

cgttatttat

tagaaaacaa

tactagatcg

tttttatagg

ggaaatgtgc

ctcatgagac

acactagagc

tctacgatct

atgagaagat

cctacgcggce

accttcccaa

cagagaaaga

tgcttcataa

aatcaaaggc

ctggcgaaca

acatggtgga

agccagggca

aagaaggggyg

cagaagacca

gcggaggtgg

ttggcaataa

atttctgttg

gagatgggtt

aatatagcgc

ggaattgcca

ttaatgtcat

gcggaaccce

aataaccctg

caagctgatc

aggaagaaag

tagcctctte

aggtctgatc

gaaggttaaa

tatatttctce

accaaggcaa

catggagtca

gttcatacag

gcacgacact



ctcgtctact
3600

tttcaacaaa
3660

ttcatcaaaa
3720

ggaaaggcta
3780

acgaggagca
3840

tgtgatatct
3900

tcctctatat
3960

cacaacaaaa
4020

cctetgtttt
4080

cttctgaget
4140

catgccaagg
4200

aggccectgt
4260

tctetggcecte
4320

atgaggctga
4380

gcggagggac
4440

ttccaccatce
4500

atttttatcc
4560

attctcaaga
4620

ctcttactct
4680

atcaaggact
4740

tttgagggaa
4800

attgaatcct
4860

ccaagaatat

gggtaatatc

ggacagtaga

tcgttcaaga

tcgtggaaaa

ccactgacgt

aaggaagttc

caaacaacaa

tctactattc

gactcaggac

agacagcctc

acttgtcatc

cagctcagga

ctattactgt

caagctgacc

tgatgaacaa

aagagaagct

atctgttact

ttctaaagct

ttcttctcceca

tggatcttcg

gttgceggte
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caaagataca

gggaaacctc

aaaggaaggt

tgcctcetgcece

agaagacgtt

aagggatgac

atttcatttg

acaacattac

cttctttctt

cctgetgtgt

agaagctatt

tatggtaaaa

aacacagctt

aactcccggg

gtcctaggta

cttaaatctg

aaagttcaat

gaacaagatt

gattatgaaa

gttactaaat

atccecgateg

ttgcgatgat

gtctcagaag

ctcggattcee

ggcacctaca

gacagtggtc

ccaaccacgt

gcacaatccc

gagaggactc

aatttactat

ttcttcteccet

ctgtggectt

atgcaagctg

acaaccggcc

ccttgaccat

acagcagtgg

ggactgttgc

gaactgcttc

ggaaagttga

ctaaagattc

aacataaagt

cttttaatag

ttcaaacatt

tatcatataa

143

accaaagggc

attgcccagce

aatgccatca

ccaaagatgg

cttcaaagca

actatccttc

cggtattttt

tctagtcgag

tctcecegtcee

gggacagaca

gtaccagcag

ctcagggatc

cactggggct

taaccatgat

tgcteccatcet

tgttgtttgt

taatgctctt

tacttattct

ttatgcttgt

aggagaatgt

tggcaataaa

tttctgttga

tattgagact

tatctgtcac

ttgcgataaa

acccccaccc

agtggattga

gcaagaccct

acaacaatac

atgggcactt

ctcecttgect

gtcaggatca

aagccaggac

ccagaccgat

caggcggaag

ttggtattcg

gtttttattt

cttcttaata

caatctggaa

ctttcttcta

gaagttactc

aaagatgaac

gtttcttaag

attacgttaa



gcatgtaata
4320

agtcccgcaa
49890

taaattatcg
5040

gaagacgaaa
5100

tttcttagac
5160

ttttctaaat
5220

aataatggga
5280

aactaagtcg
5340

caggaaccgt
5400

gcatcacaaa
5460

ccaggcgttt
5520

cggatacctg
5580

taggtatctc
5640

cgttcagceccec
5700

acacgactta
5760

aggcggtgct
5820

atttggtatc
5880

atccggcaaa
5940

gcgcagaaaa
6000

gtggaacgaa
6060

ctagatcctt
6120

ttggtctagt
6180

attaacatgt

ttatacattt

cgedceggtgt

gggcctcgtg

gtcaggtggc

acattcaaat

ccgactegece

ctgtatgtgt

aaaaaggccg

aatcgacgcet

cccectggaa

tcegecttte

agttcggtgt

gaccgctgcg

tcgceactgg

acagagttct

tgcgetectge

caaaccaccg

aaaggatctc

aactcacgtt

ttaaattaaa

gattagaaaa
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aatgcatgac

aatacgcgat

catctatgtt

atacgcctat

acttttcggg

atgtatcecge

gtccgaccgt

ttgtttgaga

cgttgetgge

caagtcagag

gctccctegt

tceetteggg

aggtcgttcg

ccttateccgg

cagcagccac

tgaagtggtg

tgaagccagt

ctggtagcgg

aagaagatcc

aagggatttt

aatgaagttt

actcatcgag

gttatttatg

agaaaacaaa

actagatcgg

ttttataggt

gaaatgtgcyg

tcatgagaca

ctgagacgtg

tctcatgtga

gtttttecat

gtggcgaaac

gcgctctecet

aagcgtggcg

ctccaagctyg

taactatcgt

tggtaacagg

gcctaactac

taccttegga

tggttttttt

tttgatecttt

ggtcatgaga

taaatcaatc

catcaaatga

144

agatgggttt

atatagcgcg

gaattgccaa

taatgtcatg

cggaacccect

ataaccctga

acaggatata

gcaaaaggcc

aggcteegec

ccgacaggac

gttccgaccce

ctttctcata

ggctgtgtge

cttgagtcca

attagcagag

ggctacacta

agaagagttg

gtttgcaagc

tctacggggt

ttatcaaaaa

taaagtatat

aactgcaatt

ttatgattag

caaactagga

gctaattctt

ataataatgg

atttgtttat

taaatgcttc

ttggcgggta

agcaaaaggc

ccectgacga

tataaagata

tgccgcttac

gctcacgctg

acgaaccccc

acccggtaag

cgaggtatgt

gaagaacagt

gtagctettg

agcagattac

ctgacgctca

ggatcttcac

atgtgtaaca

tattcatatc



aggattatca
6240

gaggcagttc
6300

atcaatacaa
6360

atgagtgacg
6420

ttcaacaggc
6480

cattcgtgat
6540

aacaggaatc
6600

tgaatcagga
6660

taaccatgca
6720

cgtcagcecag
6780

atgtttcaga
6840

tgattgcccg
6900

atttaatcgc
6960

attactgttt
7020

aatgtaacat
7080

tgagttgaag
7140

aaagttcaaa
7200

cactttctgg
7260

gcgggcetttt
7320

aatgccecgce
7380

gaaatcgcta
7440

tcacgtgaaa
7500

ataccatatt

cataggatgg

cctattaatt

actgaatccg

cagccattac

tgcgcctgag

gaatgcaacc

tattcttcta

tcatcaggag

tttagtctga

aacaactctg

acattatcgc

ggccttgage

atgtaagcag

cagagatttt

gatcagatca

atcaccaact

ctggatgatg

ttatccececgg

aaagccttga

atcagggtac

tcgctaatca

ES 2389792 Al

tttgaaaaag

caagatcctg

tceectegte

gtgagaatgg

gctcgtcatc

cgagtcgaaa

ggcgcaggaa

atacctggaa

tacggataaa

ccatctcatce

gcgcatcggyg

gagcccattt

aagacgtttc

acagttttat

gagacacaac

cgcatcttcce

ggtccaccta

gggcgattca

aagcctgtgg

ttcacggggce

gtgaaatcgce

aaaaggcacg

ccgtttcectgt

gtatcggtct

aaaaataagg

caaaagttta

aaaatcactc

tacgcgatcg

cactgccagce

tgctgtttte

atgcttgatg

tgtaacaaca

cttcccatac

atacccatat

ccgttgaata

tgttcatgat

gtggctttgt

cgacaacgca

caacaaagct

ggcgatcccc

atagagggta

tttccggecece

taatcggagt

tgagaacgct

145

aatgaaggag

gcgattccga

ttatcaagtg

tgcatttctt

gcatcaacca

ctgttaaaag

gcatcaacaa

cctgggatcg

gtcggaagag

ttggcaacgc

aatcggtaga

aaatcagcat

tggctcataa

gatatatttt

tgaataaatc

gaccgttccg

ctcatcaacc

atccaacagc

gttatccacg

gctccaaaaa

acgtgaaatc

aatagccctt

aaaactcacc

ctegtccaac

agaaatcacc

tccagacttg

aaccgttatt

gacaattaca

tattttecacc

cagtggtgag

gcataaattc

tacctttgcce

ttgtcgcacc

ccatgttgga

caccccttgt

tatcttgtgce

gaacttttgc

tggcaaagca

gtggctcect

ccgeegtega

tgaaaccgct

ctatccacgt

gctaataagg

tcagatcaac
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tceggcaagt

atcaattatt

ggacaaccgc

ccggecgcaa

ggcaacctct

ttgtggtgta

taagggagat

aagccgtttt

gtttctggag

tcgcctaagg

cataaattcc

tgattgaaca

gctatgactg

cgcaggggcyg

aagacgaggc

tcgacgttgt

atctcctgtce

ggcggctgca

agcttgcaaa cacccctcegce
7560
tttcaattat gaatatatat
7620
cgcgecaccgg ctceccgeeegt
7680
ctttgcccac aacccggcgyg
7740
aaagaaaaag cccgaaaggc
7800
agagatcttg gcaggatata
7843
<210> 44
<211> 10197
<212> DNA
<213> Artificial sequence
<220>
<223>

plantas
<400> 44
ccactggcat acatgagaat
60
ccecegecgat gacgcgggac
120
aaggagccac tcagccgcgg
180
cattattgeg cgttcaaaag
240
aaaatgctcc actgacgttc
300
ctctcaactc gatcgaggca
360
ttgggtggag aggctattcg
420
cgcecgtgtte cggctgtcag
480
cggtgcecectg aatgaactcece
540
cgttcettge gcagcectgtge
600
gggcgaagtg ccggggcagg
660
catcatggct gatgcaatgc
720
ccaccaagcg aaacatcgca

tcgagcgage

agttacagca

ggtcgeectt

aagecggttge

cagatcgttt

cgggcttctyg

accgtctcag

acatgagaat

acgtttggaa

tttaatgagc

tcactatcag

cctcggtatc

agatggattg

ggcacaacag

cecggttett

agcgcggcta

cactgaagcg

atctcacctt

tacgcttgat

acgtactcgg

146

agtagtatgt

ggcttgtgga

ccaccgtega

tataaatttt

gatttcecgat

gca

taagggagtc

ctgacagaac

taagcacata

ctagcaaata

caattagagt

cacgcaggtt

acaatcggct

tttgtcaaga

tcgtggetgy

ggaagggact

gctcctgceeg

ccggctacct

atggaagccg

tcaattagct

caatgcgcta

gcgeccagege

tttttttgaa

ccceggaatt

Vector de expresion de IgA 2Al1 y Resistencia a kanamicina para

acgttatgac

cgcaacdgttyg

cgtcagaaac

tttcttgtca

ctcatattca

ctccggeccegce

gctctgatge

ccgacctgtce

ccacgacggg

ggctgctatt

agaaagtatc

gcccattcga

gtcttgtcga



780

tcaggatgat
840

caaggcgcegg
900

gaatatcatg
960

ggcggaccge
1020

cgaatgggct
1080

cgccttetat
1140

ctagagtcaa
1200

tgccggtcett
1260

taacatgtaa
1320

atacatttaa
1380

cgcggtgatcea
1440

cggcatgcaa
1500

taaagtttct
1560

ttgaattacg
1620

gtttttatga
1680

cgcgcaaact
1740

ccaagctaat
1800

catgataata
1860

cecctatttgt
1920

ctgataaatg
1980

ctgatctcct
2040

agaaagttcg

ctggacgaag

atgceccgacg

gtggaaaatg

tatcaggaca

gaccgcttce

cgecttettg

gcagatcgtt

gcgatgatta

tgcatgacgt

tacgcgatag

tctatgttac

gctgattgag

taagattgaa

ttaagcatgt

ttagagteccc

aggataaatt

tcttgaagac

atggtttett

ttatttttcet

cttcaataat

ttgcceccecgga

acggagaagg
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agcatcaggg

gcgaggatct

gccgcttttce

tagegttgge

tcgtgcttta

acgagttctt

caaacatttg

tcatataatt

tatttatgag

aaaacaaaat

tagatcgacc

ggaatggatc

tcctgttgee

aataattaac

gcaattatac

atcgcgedeg

gaaagggcct

agacgtcagg

aaatacattc

gggaccgact

gatcaccatg

tgacgatacc

gctcgcgcecca

cgtecgtgacce

tggattcatc

tacccgtgat

cggtatcgcecce

ctgagcggga

gcaataaagt

tctgttgaat

atgggttttt

atagcgcgca

ggcatgcaag

ttcgatceeg

ggtcttgecga

atgtaatgca

atttaatacg

gtgtcatcta

cgtgatacgc

tggcactttt

aaatatgtat

cgcgacggea

gacgactttce

atgttcacca

147

gccgaactgt

cacggcgatg

gactgtggcece

attgctgaag

gctccecgatt

ctctggggtt

ttcttaagat

tacgttaagc

atgattagag

aactaggata

ctgataattc

atcgttcaaa

tgattatcat

tgacgttatt

cgatagaaaa

tgttactaga

ctatttttat

cggggaaatg

ccgctcecatga

tggceccacac

tctatctcta

ccgataatga

tcgccagget

cctgettgece

ggctgggtgt

agcttggcgg

cgcagcgcat

cggactctag

tgaatcctgt

atgtaataat

tccecgecaatt

aattatcgecg

aaagatcgac

catttggcaa

ataatttctg

tatgagatgg

caaaatatag

tcgggaattg

aggttaatgt

tgcgeggaac

gacaataacc

tagagccaag

cgatctagga

gaagattagc



2100

ctcttcaatt
2160

ctgatcaaga
2220

gttaaagatg
2280

tttctcaaga
2340

aggcaagtaa
2400

gagtcaaaaa
2460

atacagagtc
2520

gacactcteg
2580

gagacttttc
2640

tgtcacttca
2700

gataaaggaa
2760

ccacccacga
2820

gattgatgtg
2880

gacccttcect
2940

caataccaca
3000

aggcggccge
3060

cttttcttct
3120

aggtgaaaaa
3180

ccagctactg
3240

tcatctatce
3300

tctcagccga
3360

acacggccgt

tcagaaagaa

cgatctacec

cagtcaaaag

tcagaagtac

tagagattgg

ttcagatega

ttttacgact

tctactccaa

aacaaagggt

tcaaaaggac

aggctatecgt

ggagcatcgt

atatctccac

ctatataagg

acaaaacaaa

actagtgata

ccttcteecyg

gcecggggag

gatcggctgg

tggtgactcet

caagtccatc

gtattactgt
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tgctgaccca

gagtaataat

attcaggact

tattccagta

agtctctaag

ggatctaaca

caatgacaag

gaatatcaaa

aatatcggga

agtagaaaag

tcaagatgce

ggaaaaagaa

tgacgtaagg

aagttcattt

caacaaacaa

tcgatgggca

tcecteecttg

tctctgaaga

gtgcgccaga

gatacccgat

agcaccgcct

gcaagatata

cagatggtta

ctccaggaga

aactgcatca

tggacgatte

aaagtagttc

gaactcgceg

aagaaaatct

gatacagtct

aacctceccteg

gaaggtggca

tctgecgaca

gacgttccaa

gatgacgcac

catttggaga

cattacaatt

cttcctetgt

ccecaggtgca

tctectgtaa

tgccecgggaa

acagcccegte

acctgcagtg

ggcggaatac

148

gagaggccta

tcaaatacct

agaacacaga

aaggcttgct

ctactgaatc

tgaagactgg

tcgtcaacat

cagaagacca

gattccattg

cctacaaatg

gtggtcccaa

ccacgtcttc

aatcccacta

ggactccggt

tactattcta

ttttctacta

gctgttgcag

gggttctgga

aggcctggag

cttccaaggce

gagcagcctyg

ttttgactat

cgcggcaggt

tcccaagaag

gaaagatata

tcataaacca

aaaggccatg

cgaacagttce

ggtggagcac

aagggctatt

cccagcetatce

ccatcattgc

agatggaccc

aaagcaagtg

tcecttegeaa

atttttacaa

gtcgacctgce

ttcettettt

tctgcagcag

tacagcttta

tggatgggga

caggtcacca

aaggcctcgg

tggggccaag



3420

gtagcctggt
3480

gcacccagcce
3540

agccactcag
3600

ccagccagga
3660

cacagtgcct
3720

aggatgtgac
3780

cacctaccce
3840

aggacctgct
3900

cctcaggtgt
3960

ctgagegtga
4020

cttggaatca
4080

taaccgccac
4140

cgccgtcgga
4200

tcagccccaa
4260

agtacctgac
4320

ccagcatact
4380

tgggccacga
4440

aacccaccca
4500

acgaactctg
4560

cttaagattg
4620

cgttaagcat
4680

gattagagtc

caccgtecgcea

agatgggaac

tgtgacctgg

tgccteeggg

agccggcaag

tgtgcectge

atctccctcea

cttaggttca

caccttcacc

cectetgtgge

tgggaagacc

cctctcaaaa

ggagctggcce

ggatgtgctg

ttgggcatcce

gcgcegtaggcea

ggccctgcecg

tgtcaatgtg

agggaatgga

aatcctgttg

gtaataatta

ccgcaattat
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tcececgacca

gtggtcatcg

agcgaaagcg

gacctgtaca

tcecgtgacat

ccagttcccet

tgctgccacce

gaagcgaacc

tggacgccct

tgctacagceg

ttcacttgca

tccggaaaca

ctgaacgagce

gttcgctggce

c¢ggcaggagc

gccgaggact

ctggeccttea

tctgttgtca

tcttecgatcce

ccggtcettge

acatgtaatg

acatttaata

gcecccaaggt

cctgeectggt

gacagggcgt

ccacgagcag

gccacgtgaa

caactccacc

ccecgactgtce

tcacgtgcac

caagtgggaa

tgtccagtgt

ctgctgccta

cattceggcce

tggtgacgcet

tgcaggggtc

ccagccaggg

ggaagaaggg

cacagaagac

tggcggaggt

cgatcgttca

gatgattatc

catgacgtta

cgcgatagaa

149

cttececgetg

ccagggcttc

gaccgccaga

ccagetgacce

gcactacacg

taccccatct

actgcaccga

actgaccggc

gagcgctgtt

cectgeecggge

cceccgagtcece

cgaggtccac

gacgtgcctg

acaggagctg

caccaccacc

ggacaccttc

catcgaccgce

ggacggcacc

aacatttggc

atataatttc

tttatgagat

aacaaaatat

agecctctgceca

ttcceccagg

aacttcccac

ctgceggeca

aatcccagcec

ccctcaactce

ccggccettyg

ctgagagatg

caaggaccac

tgtgccgagce

aagaccccgc

ctgctgccgce

gcacgtggct

cccegegaga

ttegetgtga

tcetgeatag

ttggcgggta

tgctacaagyg

aataaagttt

tgttgaatta

gggtttttat

agcgcegcaaa



4740

ctaggataaa
4800

attecttgaag
4860

taatggtttc
4920

gtttattttt
4980

tgcttcaata
5040

tgcecccggag
5100

cggagaaggt
5160

cagaaagaat
5220

gatctaccceg
5280

agtcaaaaga
5340

cagaagtact
5400

agagattgga
5460

tcagatcgag
5520

tttacgactc
5580

ctactccaag
5640

acaaagggta
5700

caaaaggaca
5760

ggctategtt
5820

gagcatcgtg
5880

tatctccact
5940

tatataagga
6000

caaaacaaac

ttatcgeged

acgaaagggc

ttagacgtca

ctaaatacat

atgggaccga

atcaccatgg

gacgatacca

gctgacccac

agtaataatc

ttcaggacta

attccagtat

gtctctaaga

gatctaacag

aatgacaaga

aatatcaaag

atatcgggaa

gtagaaaagg

caagatgcct

gaaaaagaag

gacgtaaggg

agttcatttc

aacaaacaac
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cggtgtcatc

ctcgtgatac

ggtggcactt

tcaaatatgt

ctcgecegteg

acgactttet

tgttcaccac

agatggttag

tccaggagat

actgcatcaa

ggacgattca

aagtagttcc

aactcgecegt

agaaaatctt

atacagtctc

acctccectegg

aaggtggcac

ctgcegacag

acgttccaac

atgacgcaca

atttggagag

attacaattt

tatgttacta

gcectattttt

ttcggggaaa

atcecgctceat

atgccacact

ctatctctac

cgataatgag

agaggcctac

caaatacctt

gaacacagag

aggcttgctt

tactgaatca

gaagactggce

cgtcaacatg

agaagaccaa

attccattge

ctacaaatgc

tggtcccaaa

cacgtcttca

atcccactat

gactccggta

actattctag
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gatcgggaat

ataggttaat

tgtgcgcgga

gagacaataa

agagccaagc

gatctaggaa

aagattagcc

gcggcaggtce

cccaagaagg

aaagatatat

cataaaccaa

aaggccatgg

gaacagttca

gtggagcacg

agggctattg

ccagctatct

catcattgcg

gatggacccc

aagcaagtgg

ccttecgecaag

tttttacaac

tcgagatggg

tgccaagcta

gtcatgataa

accectattt

ccctgataaa

tgatctcctt

gaaagttcga

tcttcaattt

tgatcaagac

ttaaagatgc

ttctcaagat

ggcaagtaat

agtcaaaaat

tacagagtct

acactctcgt

agacttttca

gtcacttcat

ataaaggaaa

cacccacgag

attgatgtga

acccttecectce

aataccacaa

cacttcctct



6060

gtttttctac
6120

gagctgactce
6180

caaggagaca
6240

cctgtacttyg
6300

ggctccagct
6360

gctgactatt
6420

gggaccaagc
6480

ccgecctecet
6540

ttctaccegg
6600

gtggagacaa
6660

agcctgacgce
6720

gggagcaccg
6780

atccecgatceg
6840

ttgcgatgat
6900

aatgcatgac
6960

aatacgcgat
7020

catctatgtt
7080

atacgcctat
7140

acttttecggg
7200

atgtatccgce
7260

gtccgacegt
7320

gtgtttgttt

tattccttct

aggaccctgce

gcctcagaag

tcatctatgg

caggaaacac

actgtaactc

tgaccgtcct

ctgaggagct

gagctgtgac

ccaaaccctc

ccgagcagtg

tggagaagac

ttcaaacatt

tatcatataa

gttatttatg

agaaaacaaa

actagatcgg

ttttataggt

gaaatgtgcg

tcatgagaca

cgatgagaga

gagatctcat
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ttettttett

tgtgtctgtg

ctattatgca

taaaaacaac

agcttcecttg

cecgggacage

aggtggtcaa

ccaagccaac

agtggcctgg

caaacagagc

gaagtcccac

agtggcccect

tggcaataaa

tttctgttga

agatgggttt

atatagcgeg

gaattgccaa

taatgtcatg

cggaaccect

ataaccctga

cctgacagga

gtgagcaaaa

ctcettetece

gccttgggac

agctggtacc

cggcecteag

accatcactg

agtggtaacc

ccaaaggccg

aaggccacac

aaggcagatg

aacaacaagt

agaagctaca

acagaatgtt

gtttcttaag

attacgttaa

ttatgattag

caaactagga

gctaattctt

ataataatgg

atttgtttat

taaatgcttc

tatattggcg

ggccagcaaa

151

cgtcectect

agacagtcag

agcagaagcc

ggatcccaga

gggctcaggc

atgatttggt

cccectetgt

tagtgtgtct

gcagccccgt

acgcggccag

gctgccaggt

catgagggaa

attgaatcct

gcatgtaata

agtcccgcaa

taaattatcg

gaagacgaaa

tttcttagac

ttttctaaat

aataatggga

ggtaaactaa

aggccaggaa

tgcctcttcet

gatcacatgc

aggacaggcc

ccgattctct

ggaagatgag

attcggcgga

cactctgttc

gatcagtgac

caaggcggga

cagctacctg

cacgcatgaa

tggatcttecg

gttgccggte

attaacatgt

ttatacattt

cgcdcggtgt

gggcctegtg

gtcaggtggc

acattcaaat

ccgactecgece

gtcgctgtat

ccgtaaaaag



7380

gcegegttge
7440

cgctcaagtce
7500

ggaagctccc
7560

tttctcectt
7620

gtgtaggtcg
7680

tgcgcecttat
7740

ctggcagcag
7800

ttcttgaagt
7860

ctgctgaage
7920

accgctggta
7980

tctcaagaag
8040

cgttaaggga
8100

taaaaatgaa
8160

ttgccgacta
8220

gcgegcegagg
8280

acgggctgat
8340

gcgattttgce
8400

tcatcgecag
8460

aatagatcct
8520

acgctatgtt
8580

tcgaagatac
8640

gctggataac

tggcgttttt

agaggtggcg

tcgtgcegcetce

cgggaagcgt

ttcgctccaa

ceggtaacta

ccactggtaa

ggtggcctaa

cagttacctt

gcggtggttt

atcctttgat

ttttggtcat

gttttaaatc

ccttggtgat

ccaagcgatc

actgggccgg

cggttactgce

cccagtecggg

gttcaggaac

ctettgettt

ctgcaagaat

gccacggaat
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ccataggctce

aaacccgaca

tcectgttceg

ggcgctttcet

gctgggetgt

tcgtcttgag

caggattagc

ctacggctac

cggaagaaga

ttttgtttgce

cttttctacg

gagattatca

aatctaaagt

ctcgecttee

ttcttettgt

caggcgctec

gctgtaccaa

cggecgagttce

cggatcaaag

tgtcagcaag

gtcattgcge

gatgtcgtcg

cgcceccectg

ggactataaa

accctgcecgce

catagctcac

gtgcacgaac

tccaacccgyg

agagcgaggt

actagaagaa

gttggtagct

aagcagcaga

gggtctgacyg

aaaaggatct

atatatgtgt

acgtagtgga

ccaagataag

attgcccagt

atgcgggaca

catagcgtta

agttcctcceg

atagccagat

tgccattcte

tgcacaacaa
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acgagcatca

gataccaggc

ttaccggata

gctgtaggta

cccecgttcea

taagacacga

atgtaggcgg

cagtatttgg

cttgatccgg

ttacgcgcag

ctcagtggaa

tcacctagat

aacattggtc

caaattcttc

cctgtctage

cggcagcgac

acgtaagcac

aggtttcatt

ccgctggacce

caatgtcgat

caaattgcag

tggtgacttc

caaaaatcga

gtttccecect

cctgtcegcec

tctcagttcg

gceccgaccegce

cttatcgcecea

tgctacagag

tatctgecgcet

Caaacaaacc

aaaaaaagga

cgaaaactca

ccttttaaat

tagtgattat

caactgatct

ttcaagtatg

atccttcggce

tacatttcgc

tagcgectea

taccaaggca

cgtggctggce

ttcgcgcectta

tacagcgcgg



8700

agaatctcge
8760

cgcgttgttt
8820

ttcaggccge
8880

tggcgctcga
8940

tccctecatga
9000

ctccataaca
9060

atagactgta
9120

ccaccgctgce
9180

tacagcttac
9240

ggtgtgegte
9300

ggaacacccce
9360

tttttatett
9420

aatcgaactt
9480

tccgtggcaa
9540

aaccgtggcet
9600

cagccecgeeg
9660

cacgtgaaac
9720

aaaactatcc
95780

aatcgctaat
9840

cctttcagat
9900

atgttcaatt
9960

tggacaatgc

tctcteccagy

catcaagcct

catccactgce

tgacgccaac

tgtttaactt

tcaaacatcyg

CcCCCaaaaaa

gttcggtcaa

gaaccgaaca

acccggceaac

ttgtattact

gtgcaatgta

ttgctgagtt

agcaaaagtt

ccectecacttt

tcgagcgggce

cgctaatgec

acgtgaaatc

aaggtcacgt

caacagcttg

agcttttcaa

gctacgecgca
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ggaagccgaa

tacggtcacc

ggagccgtac

tacctctgat

tgttttaggg

acccacggeg

acagtcataa

ggttctggac

ggcttatgtc

cttgggcagce

gtttatgtaa

acatcagaga

gaaggatcag

caaaatcacc

ctggctggat

ttttttatce

ccgcaaagcec

gctaatcagg

gaaatcgcta

caaacaccec

ttatgaatat

cecggctecgce

gtttccaaaa

gtaaccagca

aaatgtacgg

agttgagtcg

cgactgceccct

taacgcgcectt

caagccatga

cagttgcgtg

cactgggttc

agcgaagtcg

gcagacagtt

ttttgagaca

atcacgcatc

aactggtcca

gatggggcga

ceggaagect

ttgattcacg

gtacgtgaaa

atcaaaaagg

tcgectcegge

atatatcaat

ccgtggacaa
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ggtcgttgat

aatcaatatc

ccagcaacgt

atacttcggce

gctgcgtaac

gctgecttgga

aaaccgccac

agcgcatacg

gtgccttceat

aggcatttct

ttattgttca

caacgtggct

ttceccgacaa

cctacaacaa

ttcaggcgat

gtggatagag

gggctttccg

tcgctaateg

cacgtgagaa

aagtagttac

tattggtcgce

ccgcaagegg

caaagctcegce

actgtgtggce

cggttcgaga

gatcaccgct

atcgttgetg

tgccegagge

tgcgccgtta

ctacttgcat

ccegttteccac

gtcctggcetyg

tgatgatata

ttgttgaata

cgcagaccgt

agctctcatc

ccccatccaa

ggtagttatc

gccegcetcca

gagtacgtga

cgctaatagce

agcaagtagt

ccttggcttg

ttgcccaceg
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10020

tcgagegeca gecgectttge ccacaacccg gecggeccggcec gcaacagatc gttttataaa
10080

tttttttttt tgaaaaagaa aaagcccgaa aggcggcaac ctcteggget tctggatttce
10140

cgatccccgg aattagagat cttggcagga tatattgtgg tgtaacggtce tcttgge
10197

154
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P: publicado entre la fecha de prioridad y la de presentacién

de la solicitud

E: documento anterior, pero publicado después de la fecha

de presentacion de la solicitud

El presente informe ha sido realizado
para todas las reivindicaciones

] para las reivindicaciones n°:

Fecha de realizacion del informe
01.10.2012

Examinador
J. L. Vizan Arroyo
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INFORME DEL ESTADO DE LA TECNICA N de solicitud: 201130613

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

C12N

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

INVENES, EPODOC, WPI, BIOSIS, EMBASE, MEDLINE, EMBL-EBI
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OPINION ESCRITA

N° de solicitud: 201130613

Fecha de Realizacion de la Opinion Escrita: 01.10.2012

Declaraciéon

Novedad (Art. 6.1 LP 11/1986)

Actividad inventiva (Art. 8.1 LP11/1986)

Reivindicaciones
Reivindicaciones

Reivindicaciones
Reivindicaciones

Se considera que la solicitud cumple con el requisito de aplicacion industrial
examen formal y técnico de la solicitud (Articulo 31.2 Ley 11/1986).

Base de la Opinién.-

7-13
1-6

7-13

SI
NO

SI
NO

. Este requisito fue evaluado durante la fase de

La presente opinion 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: 201130613

1. Documentos considerados.-

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

Documento Numero Publicacién o Identificacion Fecha Publicacion
D01 WEBER, E. et al., PLoS One, (18-02-2011), 6(2):e16765. 18.02.2011
D02 ENGLER, C. et al., PLoS one, (2009), 4(5): e5553. 2009
D03 ENGLER, C. et al., PLoS One, (2008), 3(11): e3647. 2008

En D1 se describen plasmidos que facilitan el ensamblaje de construcciones multigénicas.para su aplicacion en un
método de clonado modular.

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 declaracion

1. NOVEDAD (Art. 4.1. y Art. 6.1. de la Ley de Patentes) y ACTIVIDAD INVENTIVA (Art. 4.1. y Art. 8.1. de la Ley de
Patentes).

1.1. Reivindicacion independiente 1.

1.1.1. El objeto de la reivindicacién 1 consiste en un plasmido de destino pDGB para el ensamblaje in vitro de piezas de
ADN de doble cadena que comprende basicamente una construccion genética (cassete) que permite una seleccion
negativa flanqueada en sus extremos 5y 3" por sendas secuencias de reconocimiento de dos enzimas de restriccion
del tipo IS, dispuestas en orientacion invertida una con respecto a la otra. Ademas, cada enzima de restriccion da
lugar, en el sitio de corte, a una secuencia de cuatro nucleétidos seleccionada de entre tres posibles (1,203,yA,Bo
C, respectivamente). Sin embargo, plasmidos con dichas caracteristicas técnicas ya han sido descritos en el
documento D1 (cf. D1: Resultados; Figuras 3 , 4 y 5). Por consiguiente, el objeto de proteccién de la reivindicacién
independiente 1 y el de las reivindicaciones dependientes 2 a 6 se considera que no es nuevo ni tiene actividad
inventiva sobre la base del | documento D1.

1.2. La presente solicitud no satisface el criterio establecido en el Art. 4.1. de la Ley de Patentes, pues el objeto de las
reivindicaciones 1-6 no es nuevo ni tiene actividad inventiva de acuerdo con los Arts. 6.1. y 8.1. de la Ley de Patentes.
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