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DESCRIPCION
Sistemas de expresion para el control de insectos dafinos
La presente invencién se refiere a sistemas de expresién en insectos que comprenden un promotor.

La manipulacion genética de insectos distintos de Drosophila melanogaster, por procedimientos de ADN
recombinante esta en su infancia (Alphey, 2002; Alphey y Andreasen, 2002; Alphey y col., 2002; Benedict y
Robinson, 2003; Berghammer y col., 1999; Catteruccia y col., 2000; Coates y col., 1998; Handler, 2002; Horn y col.,
2002; Jasinskiene y col., 1998; Lobo y col., 2002; Lozovsky y col., 2002; McCombs y Saul, 1995; Moreira y col.,
2004; Peloquin y col., 2000; Perera y col., 2002; Scott y col., 2004), y se han obtenido muy pocas lineas
transgénicas de insectos no-Drosophila, utilizando promotores heter6logos.

La transformacion de insectos es un sistema de baja eficacia que requiere la identificacion de transformantes
escasos, en un contexto con un gran ndmero de individuos no transformados. Por tanto, es importante que los
transformantes tengan un marcador facilmente valorable. Actualmente los marcadores favoritos son las proteinas
fluorescentes, tales como la GFP, DsRed y sus derivados mutantes. Estos requieren elementos de control de la
transcripcion, incluyendo un promotor, para su funcionamiento. Los mejor conocidos de estos son los genes de la
Drosophila Actin5C (Act5C) y ubi-p63E (Pub). También se ha utilizado una seda de polilla homéloga de Act5C, el
BmAS3, asi como un par de promotores especificos de tejido (3xP3, un promotor sintético especifico de ojo, y Act88F,
especifico de los musculos indirectos de vuelo).

Sin embargo, ninguno de estos promotores es satisfactorio completamente. El Act5C se ha utilizado para
transformar varios mosquitos, asi como Drosophila, pero su patron de expresién en mosquitos esta lejos de ser
ubicuo (Catteruccia y col., 2000; Pinkerton y col., 2000). Los esfuerzos para utilizarlo como parte de un marcador de
transformacion en la mosca mediterranea de la fruta (Ceratitis capitata) han fallado, donde los experimentos con Pub
habian conseguido un buen resultado. El Pub tiene limitaciones similares: el patron de expresion que se ha visto en
los transformantes de la mosca mediterranea de la fruta es muy variable, sugiriendo que el patrén de expresién es al
menos muy sensible al efecto de posicién. Ademas, ninguno de estos promotores se puede regular en un sentido o
activarse o desactivarse si se desea.

Fussenegger y col., (1998a; 1998b) ilustra una retroalimentacion positiva que controla transcripciones multi-
cistronicas, utilizando un marcador de seleccion, en un ejemplo. Los experimentos se restringieron a sistemas
mamiferos. Se describe el pTRIDENT como un operdén artificial mamifero tricistrénico. Se ha descrito la expresion o
la expresion transitoria de genes del ciclo celular detenidos para “manipulacion metabdlica”, es decir, que regulan la
expresion de proteinas deseadas, y se menciona que un efecto de “silenciamiento” del dominio transactivador VP16
puede ser letal para la célula huésped, incluso a niveles de expresion moderados (Berger y col., 1990; Damke y col.,
1995; Gill y Ptashne, 1988; Gossen y Bujard, 1992; Salghetti y col., 2001). Se han tratado los beneficios de los
sistemas autorreguladores mono o policistrénicos, incluyendo los sistemas de expresion multicistrénicos selectivos
de mamiferos que incluyen el tTA en una configuracién basada en pTRIDENT o una configuracién tetracistronica
(pQuatro-tTA; Fussenegger y col., (1998b); Figura 2). Aunque el gen tTA se codifica en la unidad de expresion
multicistrénica por si misma, no se expresa o0 se expresa poco tTA bajo condiciones de restriccion. Este sistema de
regulacion por retroalimentacion positiva no muestra signos de silenciamiento. Los experimentos con una
configuracién monocistronica de retroalimentacién positiva en animales transgénicos, tampoco ha mostrado efectos
perjudiciales (Shockett y col., 1995).

Se han caracterizado muy pocos promotores u otros elementos de control, y existe una necesidad acuciante para
tales elementos. Seria deseable proporcionar un promotor universal activo en todas o casi todas las células de un
amplio intervalo de insectos, 0 que fuera capaz de una utilizacion mas amplia que un promotor existente. Una
pretension mas es regular la actividad de los promotores de insectos, especialmente en una manera de estadio de
vida y/o especifica de sexo. También se pretende reducir o eliminar selectivamente la actividad del promotor en
células o tejidos particulares. La presente invencion proporciona tales sistemas.

Sorprendentemente, se ha descubierto ahora que es posible emplear un mecanismo de retroalimentacion positiva
tanto para mejorar el efecto de un promotor de insectos, asi como para controlar su expresion.

Por tanto, en un primer aspecto, la presente invencidn proporciona un sistema de expresiéon génica de insectos, que
comprende al menos un gen que hay que expresar y al menos un promotor del mismo, en el que el producto del gen
que hay que expresar sirve como factor de control positivo de la transcripcién para al menos un promotor, y que es
controlable por el producto, o la expresion del producto.

Como se utiliza en el presente documento, el término “gen” se refiere a cualquier secuencia de ADN que se pueda
transcribir o traducir en un producto, al menos uno de los cuales tiene una actividad o funcién in vivo. Tal gen
normalmente tendra al menos un promotor de transcripcién y un terminador asociado operativamente con él.
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El producto capaz del control positivo de la transcripcién puede actuar de cualquier manera adecuada. En particular,
el producto se puede unir a un potenciador localizado en las proximidades del promotor o promotores, sirviendo de
esta manera para mejorar la union de la polimerasa al promotor, por ejemplo. Se pueden emplear otros
mecanismos, tales como contra un represor de los mecanismos, tal como el bloqueo de un inhibidor de la
transcripcion o la traduccién. Los inhibidores de la transcripcién se pueden bloquear, por ejemplo, utilizando ARN en
horquilla o ribozimas para bloquear la traduccion del ARNm que codifica el inhibidor, por ejemplo, o el producto se
puede unir al inhibidor directamente, previniendo de esta manera la inhibicion de la transcripcion o la traduccién.

Mas preferentemente, el mecanismo es un mecanismo de retroalimentacion positiva, en el que el producto, que
puede ser el ARN o el producto de la traduccion del mismo, actda en el sitio del potenciador de la transcripcién,
normalmente uniéndose al sitio, y asi aumentando la actividad promotora. El aumento de la actividad promotora
sirve entonces para incrementar la transcripcion del gen para el producto, que a su vez, ademas sirve para elevar la
inhibicién o mejorar la promocién, llevando de esta manera a un bucle de retroalimentacion positiva.

El control del producto puede ser por cualquier medio adecuado, y puede efectuarse a cualquier nivel. Se prefiere
que el control sea eficaz bien para bloquear la transcripcién del gen de factor de control o para bloquear la
traduccion del producto ARN del mismo, o para prevenir o inhibir la accién de la traduccién del producto del gen.

Por ejemplo, el producto del gen tTA (activador de transcripcion que se reprime en presencia de tetraciclina) actua
en la secuencia del operador tetO (Baron y Bujard, 2000; Gossen y col., 1994; Gossen y Bujard, 1992). Corriente
arriba de un promotor, en cualquier orientaciéon, cuando el tetO se une al producto del gen tTA, es capaz de
aumentar los niveles de transcripcién a partir de un promotor que esté muy proximo al mismo. Si el gen tTA es parte
del casete que comprende el operador tetO junto con el promotor, se produce entonces la retroalimentacion positiva
cuando se expresa el producto génico del tTA.

El control de este sistema se consigue facilmente por exposicion a la tetraciclina, la cual se une al producto génico e
impide la transactivacién del tetO.

El sistema tTA también tiene la ventaja de proporcionar una toxicidad especifica del estadio en varias especies. En
particular, se observa el “silenciamiento” en las fases de desarrollo de muchos insectos, siendo la fase precisa de los
insectos susceptibles dependiente de la especie. Algunos insectos pueden alcanzar el estadio de pupa antes de que
muera la larva, mientras que otros mueren antes. La susceptibilidad varia del 100 % de mortalidad a una pequefia
reduccion de las tasas de supervivencia. Sin embargo, en general, los insectos adultos parecen ser inmunes al
efecto de silenciamiento de tTA, por lo que es posible criar insectos que comprendan un sistema tTA de
retroalimentacion positiva en presencia de tetraciclinas, y luego liberar los insectos adultos en el medio. Estos
insectos no suponen o minimamente, una desventaja para el tipo silvestre, y se cruzaran con los insectos de tipo
silvestre, pero las larvas que portan el casete tTA de retroalimentacién positiva moriran antes de alcanzar la
madurez.

Es relativamente sencillo modificar la secuencia de tTA para mejorar la compatibilidad con la especie de insecto que
se desee, y esto se ha demostrado en los Ejemplos adjuntos, con tTAV, el cual tiene dos aminoacidos adicionales
que proporcionan un sitio para proteasas, pero que se codifica por una secuencia que se ha cambiado
sustancialmente a partir de la del tTA con el fin de que se ajuste mas estrechamente a su uso en Drosophila.

En consecuencia, en un aspecto preferido, la presente invencion proporciona un sistema como el que se describe,
en el que al menos un gen es tTA, 0 es un gen que codifica un producto similar al tTA eficaz para regular
positivamente el promotor tetO.

Por tanto, la presente invencién es Util en combinaciéon con un gen letal dominante, que permita la expresion
selectiva del gen letal dominante, o la expresion en un estadio especifico, como se desee, del gen letal o del fenotipo
letal. Se apreciara que el gen letal dominante no necesita de una parte integral del mecanismo de retroalimentacion
positiva, sino que puede ser parte de un casete bicistronico, por ejemplo. Particularmente se prefiere el uso de la
presente invencidn en asociacion con RIDL (Liberacion de Insectos que son portadores de un Dominante Letal).

El control del mecanismo de retroalimentacion positiva, en el caso de tTA o un andlogo del mismo, se efectia
simplemente por la presencia o ausencia de tetraciclina, o por modulacién de la concentracion de tetraciclina,
cuando se utiliza el producto del gen tTA. En el caso de otro sistema de retroalimentacion positiva, el GAL4, se
puede controlar por ejemplo, por temperatura, suprimiendo de esta manera el gen eficaz, preferentemente un gen
letal dominante, hasta que se libere el insecto.

Se pueden emplear también otros mecanismos, tales como ribozimas o antisentido o moléculas ARN parcialmente
autocomplementarias, tales como ARN en horquilla, para inhibir o evitar la expresién de un péptido activador, o
agentes blogueantes que impidan la unién del activador al sitio potenciador.

Tales agentes bloqueantes pueden expresarse en el mismo insecto bajo condiciones selectivas, o se pueden
administrar, por ejemplo, como parte del medio de cultivo.
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Cuando el agente bloqueante o controlador se produce en el insecto, se prefiere entonces que su expresion sea
selectiva, tal como que sea especifica del sexo. La administracion del agente bloqueante en el medio de cultivo, por
ejemplo, hara posible la supresion del casete de retroalimentacién positiva bajo cualquier circunstancia, hasta la
liberacion del insecto, tras la cual se producira la seleccion especifica sea por el sexo o el estadio, preferentemente
en una generacioén posterior, preferentemente, de manera particular, en la siguiente generacién.

Mas preferentemente, el casete que comprende el mecanismo de retroalimentacién positiva se asocia con la
especificidad por el sexo o el estadio. Por ejemplo, se ha observado corte y empalme especifico del sexo en los
mecanismos de transformacion 'y de sexo doble vistos en la mayoria de insectos, y se puede emplear para limitar la
expresion del sistema de retroalimentaciéon en un sexo en particular, empleando el corte y empalme especifico de
sexo por ejemplo, para eliminar todo o parte del gen efector, o para incorporar un desplazamiento de la fase de
lectura o un codén de terminacién, o para modular la estabilidad de ARN o la eficacia traduccional de ARNm, o
cualquier otra cosa que afecte la expresion para la diferenciacién entre sexos. Se prefiere particularmente dirigirlo
contra las hembras de las especies dafinas.

Aunque es posible proporcionar el gen efector en un lugar diferente e incluso en un cromosoma separado,
generalmente es preferible unir el gen efector con el gen de retroalimentacion. Esto se puede conseguir bien
situando los dos genes en tandem, incluyendo la posibilidad de proporcionar los dos como un producto de fusién, o
por ejemplo proporcionando cada gen con su propio promotor en orientaciones opuestas pero en yuxtaposicién con
el sitio potenciador.

Un gen efector es el gen del que se desea potenciar la expresion. Cuando el producto de retroalimentacion positiva
también es eficazmente letal para un estadio especifico, tal como el tTA en muchas especies, entonces el gen
efector y el gen de retroalimentacion puede ser uno y el mismo, y esto es una realizacién preferida.

El gen efector serd a menudo un gen letal, y se prevé que el sistema de la presente invencion se empleara mas
frecuentemente en el control de las poblaciones de insectos dafninos, particularmente en combinacién con la técnica
RIDL o un procedimiento relacionado, como se describe posteriormente.

Se prefiere incluir un marcador con los sistemas de la invencion, tales como DsRed, proteinas fluorescentes verdes,
y variantes de los mismos, ya que las tasas de éxito en insectos son extremadamente bajas, es Util ser capaces de
poderlos seleccionar de alguna manera.

El promotor puede ser un gran promotor complejo, pero estos tienen a menudo la desventaja de que se utilizan muy
poco o esporadicamente cuando se utilizan en huéspedes no insectos. En consecuencia, se prefiere emplear
promotores minimos, tales como Hsp70, que aunque tiene naturalmente relativamente un bajo nivel de actividad,
puede potenciarse sustancialmente en un escenario de retroalimentacion positiva, tal como el que usan tTA y tetO.

Un promotor es una secuencia de ADN, generalmente directamente corriente arriba de la secuencia codificante, que
se necesita para la transcripcién basica y/o regulada de un gen. En particular, un promotor tiene la informacion
suficiente para permitir el inicio de la transcripcion, que tiene generalmente un sitio de inicio del comienzo de la
transcripcion y un sitio de unién para el complejo de la polimerasa. Un promotor minimo generalmente tendra
suficiente secuencia adicional para permitir que esos dos sean eficaces. Normalmente se suprime cualquier otra
secuencia de informacion, tal como la que determina la especificidad tisular, por ejemplo, y el que se prefieran los
promotores minimos es, normalmente, porque como resultado de esta deficiencia, son sustancialmente inactivos en
ausencia de un potenciador activo. Por tanto, un cistron, o sistema, los dos términos son preferentemente
intercambiables en general en el presente documento, de la invenciéon generalmente estara inactivo cuando el o
cada promotor es un promotor minimo, hasta que un potenciador adecuado u otro elemento regulador se activa o
deja de estar reprimido, normalmente el producto génico.

Por tanto, se apreciara que los promotores minimos se pueden obtener directamente de fuentes conocidas de
promotores, o derivados de los promotores mas grandes que se producen naturalmente, o que por otra parte ya se
conocen. Los promotores minimos adecuados incluyen un promotor minimo derivado de hsp70, un promotor minimo
P (ejemplificado posteriormente como WTP-tTA), un promotor minimo CMV (ejemplificado posteriormente como
JY2004-Tta), un promotor minimo basado en Act5C, un fragmento del promotor BmA3, y un promotor core Adh
(Bieschke, E., Wheeler, J., y Tower, J. (1998). Doxycycline-induced transgene expression during Drosophila
development and aging. Mol Gen Genet 258, 571-579). Por ejemplo, el Act5C responde al tTA en Aedes
transgénicos y la presente invencién.

No todos los promotores minimos funcionaran necesariamente en todas las especies de insectos, pero es facilmente
evidente para los expertos en la técnica cémo hacer para asegurar que el promotor se active. Por ejemplo, un
plasmido u otro vector, que comprenda un cistrén de la invencion con el promotor minimo a ensayarse ademas
comprende un marcador, un gen que codifica una proteina fluorescente, bajo el control de un promotor que se sepa
que funciona en esas especies, el procedimiento ademas comprende el ensayo de la expresién del marcador en
individuos transgénicos relacionados, y el ensayo de la expresion del gen bajo el control del promotor minimo en los
individuos que expresan el marcador, ensayando el ARN transcrito. La presencia del ARN por encima de los valores
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antecedentes bajo condiciones inducidas o no reprimidas es indicativo de que el promotor minimo esta activo en las
especies que se investigan; la ausencia o presencia de solo bajos niveles de tal ARN en condiciones no inducidas o
reprimidas es indicativo de que el promotor minimo tiene una actividad intrinseca basal baja.

Nosotros hemos utilizados los siguientes promotores marcadores, a modo de ejemplo solamente, pero muchos otros
son Utiles y aparentes para los expertos en la técnica:

mini-blanco (promotor blanco): WPT-{TA, JY2004-tTA

Promotor Act5C: LA513 y LA517

Promotor ubi-p63E: LA656 y LA1038

Promotor BmA3: LA710

Potenciador hr y promotor ie1: LA920, LA1124 y LA1188

y todos estos son Utiles como o en la preparacion de promotores minimos.

Se apreciara que un cistron o sistema de la invencién puede comprender dos o mas cistrones. Un sistema puede
comprender ademas elementos no unidos, tal como cuando un segundo gen que va a expresarse esta lejos del
cistron de retroalimentacién positiva.

Por lo tanto, en un aspecto preferido, la presente invencion proporciona construcciones de retroalimentacion positiva
de la forma general que se muestra en la Figura 1. En este escenario, la proteina activadora de la transcripcién que
reprime la tetraciclina (tTA), cuando se expresa, se une a la secuencia del operador tetO y da lugar a la expresion de
un promotor minimo cercano. En la configuracion mostrada, este da lugar entonces a la expresion de tTA, que se
une entonces al tetO, y asi sucesivamente, creando un sistema de retroalimentacion positiva. Este sistema se inhibe
por la tetraciclina, que se une a la tTA y evita que se una a etO.

La expresion es controlable, y puede conseguirse uniendo operativamente el promotor a un factor de transcripcion
controlable. Como se ilustré anteriormente, puede ser tTA (que se reprime o se induce por tetraciclina), o cualquier
otro sistema de factor controlable, tal como GAL4 (que es ligeramente sensible al frio, y que puede ademas
controlarse por el uso de GAL80 o mutantes del mismo), o por ejemplo, el sistema de expresion regulado por
estreptogramina. Se apreciara que los otros sitios de uniéon apropiados del factor de transcripcion dependeran del
factor de transcripciéon de que se trate, tales como, por ejemplo UASgaL4 (secuencia de activacion corriente arriba)
para GAL4.

Los sistemas preferidos de la presente invencion tienen altos niveles de expresion inducida, preferentemente
disponible a varios niveles de induccion, con un bajo nivel basal de expresion del gen regulado, pero también de
cualquier otro componente, y preferentemente a través de un intervalo de especies. Los niveles basales
preferentemente son bajos o esencialmente no existen cuando la expresién es fuertemente perjudicial, aunque los
niveles aceptables dependeran del efecto del producto. Los niveles maximos generalmente no seran un problema,
ya que la condicion de retroalimentacion positiva a menudo producira niveles de expresion mortales e, incluso
cuando la expresion del producto no es mortal, 0 asociado con consecuencias fatales, es posible que se expresen
en mayores concentraciones que la mayoria de los productos génicos.

Cuando se desea un nivel basal de expresion, se puede emplear una secuencia que no necesite la presencia de un
potenciador, aunque generalmente habra retroalimentacion. Como al menos hay un nivel de corte de la
retroalimentacion, por debajo del cual la retroalimentacién no funciona, se apreciara entonces que se prefiere
mantener un minimo de expresion retroalimentada del gen.

Las diferentes construcciones de la presente invencion (descritas en los Ejemplos adjuntos) tienen varias
actividades, segun los componentes de las construcciones. Por ejemplo, en Drosophila: WPT-tTA da lugar a un nivel
bajo de expresién inducida (no reprimida).

JY2004-tTA da lugar a una fuerte expresién cuando no se reprime, aproximadamente equivalente al Act5C-tTA
LA513 es letal cuando no se reprime.

Los primeros dos parecen que dan una expresion constitutiva, a juzgar por el uso de un gen indicador (tRE-EGFP),
esto es dificil de evaluar para el LA513 letal, aunque a 10 ug/ml tet, es justo suficiente para una buena
supervivencia, el LA513 en Drosophila conduce a la expresién de un gen indicador tetO7-EGFP tanto en la linea
germinal masculina y femenina en adultos, asi como en células somaticas. Esto lo distingue de Act5C, que se utiliza
comunmente como un promotor “ubicuo, constitutivo”, que, de hecho, no se expresa bien en estas células.

Las propiedades de estas construcciones se muestran en la Tabla 1, a continuacion.
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Tabla 1
Expresion Max. Promotor Intron ¢ Region 3'UTR y poliA
minimo codificante
optimizada?
WPT-{TA Baja P PP1096A No fs(1)K10
JY2004-tTA Alta CMV B-globina Conejo No B-globina Conejo
LA513 Muy alta (letal) Hsp70 Adh Si fs(1)K10

En consecuencia, se apreciara que el nivel de expresion inducida o no reprimida se puede modificar de manera Gtil y
predecible ajustando la secuencia del sistema de retroalimentacion positivo. La toxicidad y/o la actividad de la
proteina tTA se puede modificar independientemente de las sefiales de control de la transcripcion o traduccion por
medio de varias estrategias, por ejemplo, utilizando una sefial de localizacién nuclear, una modificaciéon del dominio
de activacion, etc. (véase Fussenegger, 2001 para mas ejemplos).

La letalidad de LA513 es util, por las razones dadas anteriormente, y mas particularmente porque:

a) Proporciona un sistema génico letal que se puede reprimir compacto y altamente eficaz;

b) Como utiliza solamente elementos de control simples de Drosophila (promotor minimo hsp70, un intrén
pequefio y un terminador de fs (1) K10), tanto este, como su casete de expresién, funcionan a lo largo de un
amplio intervalo filogenético;

c) Tiene un efecto perjudicial muy pequefio, si tiene alguno en adultos, incluso en ausencia de tetraciclina. Esta
es una propiedad muy deseable y sorprendente en el campo de su uso, por ejemplo en un programa de control
basado en RIDL, en el que los adultos liberados deben ser competitivos y tienen que tener una vida larga para la
eficacia completa del programa. Se apreciara que el efecto del sistema de la invencion podria ser modificado
ademas incorporando un letal eficaz para adultos, por ejemplo en la configuracién “expresion bidireccional -
retroalimentacion positiva” descrita en el presente documento; y

d) Por su naturaleza, se minimiza la “comunicacion” entre varios elementos. Esto es porque: (i) el core de la
construccion solamente es un elemento compositivo, mejor que los dos sistemas de expresion bipartita: (ii) el
potenciador principal del componente autorregulador, los sitios de unién tTA, esta activo esencialmente solo en
ausencia de tetraciclina y (iii) la expresion modesta de tTA bajo la influencia de un potenciador préximo, sea en
otra parte de la construccidon o en el cromatina cercana, es poco probable que sea perjudicial de manera
significativa.

JY2004-tTA también es util en la presente invencién.

Sin quedar ligados por ninguna teoria, el mecanismo por el cual el LA513 mata los embriones y las larvas recientes,
pero no los adultos parece ser que es una propiedad inherente de su toxicidad. La toxicidad de tTA se cree que
deriva de su “silenciamiento de la transcripcion”, en el que el alto nivel de expresién del dominio activador de la
transcripcion (en el caso de tTA es el VP16 o un fragmento del mismo) se une a elementos de la maquinaria de la
transcripcion y los valora, conduciendo a un efecto general sobre la transcripcion, aunque también puede actuar
saturando la ruta de degradacion de la ubiquitina. El silenciamiento de la transcripcion es el efecto que se cree que
produce los efectos perjudiciales en las lineas celulares de mamiferos que expresan altos niveles de tTA; en el
contexto de la expresién optimizada de retroalimentacion positiva de LA513 conduce a la expresion de tTA a niveles
letales. Sin embargo, los estados en desarrollo pueden ser mas sensibles a la ruptura de la transcripcion que los
adultos: puesto que tienen que expresar los genes de una manera altamente coordinada para alcanzar un desarrollo
apropiado, mientras que los adultos pueden ser mas tolerantes a la ruptura.

El desarrollo de los heterocigotos LA513 en el medio con un nivel intermedio de tet (3 o 10 ug/ml), siendo suficiente
para sobrevivir, mostrd un retraso significativo, en relacion a sus hermanos del tipo silvestre. Experimentos paralelos
utilizando altas concentraciones de tetraciclina, por ejemplo 100 pg/ml, no mostraron ningun retraso del desarrollo,
sugiriendo de esta manera que la expresion subletal de tTA puede afectar adversamente el desarrollo normal de los
insectos.

Se prefiere que el sistema de retroalimentacién positivo muestre una alta relacién entre conexion: desconexiéon y que
el cambio de conectado a desconectado sea sobre un intervalo de concentracién més estrecho que en un sistema
convencional, permitiendo de esta manera la utilizacion de una amplia variedad de moléculas efectoras. Se pueden
utilizar moléculas efectoras con toxicidad baja (baja actividad especifica), que se puedan expresar a altos niveles
bajo las condiciones activas sin llevar a problemas de toxicidad a niveles basales. A la inversa, las mas tdxicas (con
actividad especifica alta) se pueden utilizar a niveles basales necesariamente bajos que no impidan altos niveles de
expresion cuando se dejan de reprimir o se inducen. Como el nivel basal de expresion se determina solo
parcialmente por el nivel de tTA, en el caso de las moléculas de toxicidad baja supone una ventaja particularmente
clara. La tTA es un ejemplo preferido de una molécula efectora con una baja actividad especifica que se puede
utilizar como letal en el contexto de retroalimentacion positiva de LA513, por ejemplo. La ventaja del cambio de
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conectado a desconectado en un intervalo de concentracion estrecho es que se puede utilizar una concentracion
modesta de represor sin riesgo de expresion residual (no totalmente reprimida) que conduzca a efectos adversos
que potencialmente seleccionen por la resistencia. Por el contrario, para un sistema inducible, las concentraciones
modestas del activador pueden dar una expresién completa.

Los controladores activados o no reprimidos son Utiles para expresar moléculas efectoras. Ejemplos de moléculas
efectoras incluyen ARN funcionales, ribozimas, etc., y una o mas proteinas codificadas. Se apreciara que, son
apropiados diferentes niveles de expresion, para diferentes aplicaciones. Como los factores de transcripcion
especificos de secuencia utilizados para controlar el sistema de retroalimentacion positiva también se pueden utilizar
para expresar otros genes en un sistema de expresion bipartita, se puede conseguir haciendo dos construcciones
separadas, una con el controlador (normalmente una construccién de un factor promotor de la transcripcion, siendo
aqui una construccién de retroalimentacién positiva), el otro con el gen o la molécula de interés bajo el control de un
promotor compuesto (sitio de unién + promotor minimo) que responde al factor de transcripcién (Bello y col., 1998;
Brand y col., 1994). Esto también es apropiado para estos controladores de la retroalimentacion positivos. De
manera alternativa, los dos elementos se pueden combinar en la misma construccion. Esta realizacion tiene ventajas
significativas para la mayoria de las aplicaciones de campo, como que se reduce sustancialmente el riesgo de que
los dos componentes se separen por recombinacion. Ademas, el sistema completo de expresién se puede introducir
en un solo acontecimiento de transformacion, lo que significa que los insectos homocigotos para el sistema son
homocigotos para un locus solamente mejor que dos, lo que hace mas facil construirlos por reproduccion, y tiende a
reducir pérdida en la aptitud biolégica debido a mutagénesis por insercion.

También es posible condensar tal sistema de expresion en una forma mas compacta, tal como se ilustra en la Figura
2 adjunta.

Esto aprovecha la naturaleza bidireccional de los potenciadores, en este caso el sitio de unién tetO en presencia de
tTA. Esta disposicion ademas permite, o facilita, el uso de elementos aisladores para reducir el efecto de
potenciadores o supresores de la cromatina adyacente: en esta disposicion el casete de expresién completo puede
estar flanqueado por aisladores. Esta disposicion también elimina la necesidad de duplicar los sitios de union del
factor de transcripcion en la construccion. Tal duplicacion es preferible evitarla, porque puede llevar a inestabilidad
durante la recombinacién homoéloga. Por razones similares, generalmente se prefiere utilizar aisladores no idénticos,
tales como scs y scs’, mejor que utilizar el mismo dos veces.

Es posible ademas condensar el sistema para proporcionar una transcripcion Unica, sea bicistronica o expresando
un unico polipéptido, el cual puede potencialmente procesarse ademas en mas de una proteina, por ejemplo por el
uso de una técnica de fusion a ubiquitina (Varshavsky, 2000). Cada una de estas estrategias (expresion
bidireccional, expresion bicistrénica, proteina de fusidon con transactivador) tiende a reducir el tamafio de la
construccion, lo que a su vez tiende a aumentar la frecuencia de transformacion y reduce el que se convierta en una
diana mutagénica. Tal condensaciéon se puede conseguir por varias formas, como se muestra, en forma de
diagrama, en la Figura 3 adjunta. Las extensiones apropiadas y las variaciones de las disposiciones mostradas en
forma de diagrama seran evidentes para los expertos en la técnica.

Como un ejemplo de la utilidad de tal sistema, se puede construir un marcador general de transformacion utilizando
un sistema transactivador que se sepa que funciona sobre un amplio intervalo filogenético, por ejemplo, el que se
basa en tetR, GAL4, lexA o AcNPV ie-1. Tal transactivador, unido funcionalmente a una regién codificante por una
proteina fluorescente por cualquiera de los procedimientos anteriores (expresion bidireccional, expresion
bicistronica, proteina de fusion con transactivador), proporcionaria un marcador genético expresado por un amplio
intervalo de tejidos y estadios de desarrollo a lo largo de un intervalo filogenético amplio. Tal marcador deberia ser
util no solo para detectar los transgénicos en transformacion y otros experimentos de laboratorio, sino también para
distinguir, por ejemplo, las moscas transgénicas de las moscas de tipo silvestre en el campo, o aquellas capturadas
en el campo.

Otro ejemplo es la expresion de una transposasa, integrada en los cromosomas, que seria una construccion
“impulsadora”, por ejemplo la transposasa piggyBac integrada en un cromosoma de insecto utilizando mariner/mos1.
Tales construcciones son utiles para removilizar elementos piggyBac. Un impulso aplicable ampliamente deberia
expresarse a un nivel significativo a lo largo de un amplio intervalo filogenético. El sistema de expresion de la
presente invencion proporciona esto. Ademas, tal construccién (piggyBac transposasa bajo el control de un sistema
de retroalimentacién positivo de una de las estructuras mencionadas) deberia ser Util también en la transformacion
de insectos por medio de expresién transitoria (co-expresion de un plasmido “auxiliar’, el procedimiento utilizado
mas ampliamente para transformacién de insectos), y asi mismo seria util y funcional a lo largo de un amplio
intervalo filogenético.

Es ventajoso regular la accion de un sistema de expresion en el estadio, sexo u otros niveles, ademas de ser capaz
de regular el nivel de expresion cambiando las condiciones ambientales. Ejemplos adecuados son los siguientes:
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1. Expresion de una proteina represora.

Las proteinas represoras se conocen o pueden construirse para los principales sistemas de expresion, por ejemplo
GALB8O0 o sus derivados mutantes por el sistema GAL4, el tetR fusionado a proteinas inhibidoras por el sistema tet,
etc. Otra alternativa es el silenciamiento génico del factor de transcripcion utilizando un ARN en horquilla dirigido
contra parte del casete de expresion. La expresion basal a partir del sistema de retroalimentacién positiva es
bastante bajo, de forma que se puede suprimir facilmente por la expresién de tal inhibidor.

La expresién de un inhibidor adecuado bajo un control adecuado tendera a inhibir la expresién a partir del casete de
expresion de retroalimentacién positiva donde se expresa el inhibidor. La expresion especifica femenina, por
ejemplo, puede alcanzarse de esta manera expresando un inhibidor en machos.

2. Integracioén de especificidad en el sistema de retroalimentacion positiva.

La especificidad se puede integrar en el sistema de retroalimentaciéon positiva utilizando componentes que son
especificos por si mismos. Por ejemplo, la sefial de la combinacién del promotor minimo hsp70 + intrén SV40 y poliA
de pUAST se sabe que no se expresa en la linea germinal femenina de Drosophila, mientras que la sefal del
promotor minimo P + intron P + fs (1) K10 poliA de pUASp se expresa (Rorth, 1998). Los sistemas de
retroalimentacion positiva pueden, de este modo, construirse para que especificamente se expresen o no en este
tejido, dependiendo del uso de los elementos reguladores apropiados.

En otra realizacién, se puede integrar una especificidad de sexo en el sistema por el uso de un corte y empalme
especifico de sexo. El corte y empalme especifico de sexo de doble sexo y sus homédlogos es un mecanismo
regulador conservativo y, por tanto, disponible para su uso de esta forma en un amplio intervalo filogenético. El corte
y empalme especifico de sexo de transformacion y sus homélogos es otra alternativa. El uso de corte y empalme
especifico de sexo en un sistema de expresion de retroalimentacion positivo se puede conseguir de varias formas,
como se muestra, en forma de diagrama en la Figura 4 adjunta. Las extensiones apropiadas y las variaciones de las
disposiciones mostradas en forma de diagrama seran evidentes para los expertos en la técnica.

En otra configuracion, un sitio de corte y empalme especifico se puede insertar en una region que codifica el
transactivador de forma que dos o mas proteinas alternativas se producen en distintas condiciones, por ejemplo, en
diferentes tipos celulares o en sexos diferentes. Esto se puede ordenar de forma que se produzca un activador de
transcripcion en un tipo celular pero en otro tipo celular lo que se produce es un represor de transcripcion. Esta
disposicion tiene la ventaja de que es relativamente robusta frente a la produccion debido a un corte y empalme
ineficaz (imperfecto) de una proporcion relativamente baja de activador de la transcripcién en el tipo celular
apropiado, por ejemplo, en células masculinas, serd menos probable que produzca una amplificacion de
retroalimentacion positiva ya que estas células estan produciendo también una gran cantidad de represor. La
discriminacion en el resultado (relacion entre los niveles de activador de transcripcion en los dos tipos celulares, o la
relacién de la expresiéon de un indicador u otro ARN o proteina ligado funcionalmente a la expresion del activador de
la transcripcién) entre los dos tipos celulares se mejora de esta manera.

Sera facilmente evidente para los expertos en la técnica que cualquiera de estas disposiciones del transactivador
especifico puede combinarse facilmente con cualquiera de las disposiciones desveladas en el presente documento
para la expresion de una proteina adicional o ARN, por ejemplo, expresion bidireccional, expresién bi o
multicistrénica, expresion de una proteina de fusiéon, o combinado con uno o mas casetes de expresion separados
dependiendo de, o parcialmente dependiendo de, la expresion del transactivador, sea combinado en la misma
construccion o en cualquier sitio del genoma o la célula.

3. Utilizacion de una molécula efectora especifica

La especificidad en la consecuencia fenotipica también se puede introducir por el uso de una molécula efectora
especifica. Cuando una molécula, por ejemplo ARN o una proteina, que se expresa bajo el control de cualquiera de
los sistemas de expresién descritos en el presente documento tiene un efecto especifico solo en células particulares,
tejidos, o sexo, etc., entonces, se puede obtener la especificidad fenotipica con una expresiéon especifica mas o
menos amplia del transactivador. Por ejemplo, en el contexto de un programa de control de la poblacién con
liberacién masiva de insectos tipo RIDL, utilizando el sistema de expresion de una molécula solamente téxica o
preferentemente toxica, para los estadios previos a adultos, da como resultado adultos que son completamente, o
razonablemente competitivos en relacion al tipo silvestre. Esto es deseable, ya que la efectividad del programa
depende de la competitividad y la longevidad de las formas adultas, cuando se liberan en el medio. Como la
concentracién de su represor interno (por ejemplo, la tetraciclina) es probable que disminuya en el medio libre, seria
ventajoso asegurar que la induccion (sin represién) del sistema de expresion, como y cuando ocurre en adultos,
tenga un efecto negativo minimo sobre ellos.

Como otro ejemplo, la separacion de sexos, o los efectos especificos del sexo, se pueden conseguir por la expresion
en machos y hembras de una molécula con efectos diferentes en machos y en hembras. Por ejemplo, la expresion
de la proteina Transformadora en machos de Drosophila tendera a transformarles en hembras, pero no tendra efecto
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en hembras. Similarmente, la expresion de la proteina especifica de machos letal-2 (Msl-2) en Drosophila tendera a
matar hembras, pero no machos (Gebauer y col., 1998; Kelley y col., 1995; Matsuo y col., 1997; Thomas y col.,
2000). A la inversa, la expresion de una molécula de ARN parcialmente autocomplementaria con homologia
sustancial en su regién autocomplementaria, o region formadora de doble cadena (“contra ARN en horquilla”) para la
transformacion tendera a transformar las hembras genéticas en machos fenotipicos, mientras que los machos
genéticos no se afectan, y la expresion de ARN en horquilla contra msl-2 tendera a ser letal para los machos pero no
para las hembras. La expresién de ARN en horquilla contra los exones especificos de machos o hembras de doble
sexo tenderan a afectar esos sexos solamente, y la expresion simultanea de ARN que codifique la otra forma de
doble sexo (es decir, Dsx" en hembras o Dsx™ en machos) tendera a modificar o potenciar este efecto. Esta
expresion simultanea de una proteina y una molécula de ARN en horquilla se puede conseguir faciimente
combinando la estrategia bicistronica o de proteina de fusion descrita anteriormente con la expresion de un ARN en
horquilla utilizando un sistema de expresién bidireccional como se ha descrito anteriormente. Se puede afadir
ademas especificidad de sexo, estadio u otra a tal sistema por la incorporacion del corte y empalme especifico
apropiado u otras sefiales de control de la transcripcién, traduccién u otras post-traduccionales en cualquier parte del
sistema como sera evidente para la persona experta en la técnica.

Las moléculas de ARN en horquilla multifuncionales se pueden construir y estan previstas. Por ejemplo, el ARNi
contra la transformacion de la mosca mediterranea de la fruta Ceratitis capitata Wiedmann (mosca mediterranea de
la fruta) tenderd a transformar la hembras genéticas en machos fértiles. Para un programa de control de la poblacion
en un area amplia que se base en la liberacion masiva de tales insectos, es preferible esterilizar las moscas
liberadas. Esto se puede conseguir utilizando una molécula ARN compuesta que rompa simultdneamente la
expresion de ambas trasformaciones y un gen necesario para la espermatogénesis o la viabilidad embrionaria o
larvaria. Muchos de tales genes se conocen en Drosophila con homdlogos en mosquitos u otros animales. Con la
mosca mediterranea de la fruta, se puede facilmente aislar un homélogo adecuado, utilizando técnicas conocidas
por los expertos en la técnica. Nosotros preferimos utilizar un gen que permita la produccion de fluido seminal, y
preferentemente también esperma, para reducir la tendencia de la hembra a aparearse de nuevo después de la
inseminacion por el macho afectado. Particularmente preferimos dirigir esta segunda parte de la molécula de ARNi
en horquilla contra el efecto letal paterno, de forma que no se produzca una descendencia viable, o contra el gen
expresado zigoéticamente que se necesita para la viabilidad embrionaria o larvaria o el desarrollo, de forma que la
descendencia heredera de la construccion estard afectada. Se han concebido otras construcciones y seran
facilmente evidentes para los expertos en la técnica: por ejemplo la expresién de una proteina letal especifica de
hembras por la expresién bicistronica y un ARN en horquilla que da lugar a un efecto letal paterno por expresion
bidireccional. En comun con el ARN en horquilla compuesto contra un gen adecuado de determinacion del sexo y un
efecto letal paterno, se permite la generaciéon de una poblacion de insectos de un solo sexo (solo machos), cuya
descendencia entera morira por la accion de la accion del efecto letal paterno, independientemente de si su progenie
o parejas se alimentan con tetraciclina. Por tanto, la presente invenciéon proporciona un promotor controlado, como
se ha definido, en el que el promotor esta unido operativamente con el ADN que codifica un ARNi que produce
mortalidad o esterilidad. En este caso, la mortalidad puede corresponder a baja salud, tal como falta de vuelo, mas
que a una letalidad instantanea, produciendo que la probabilidad de emparejamiento se reduzca sustancialmente.

4. Utilizacion de recombinasa(s) especifica(s) del sitio

La especificidad se puede introducir también en un sistema de retroalimentacién positiva insertando un fragmento
“tapon” que lo inactive. Si este fragmento “tapén” esta flanqueado por los sitios diana para una recombinasa
especifica del sitio adecuada, entonces tendera a escindirse en presencia de la recombinasa activa. Cualquier
sistema para la expresion selectiva de una recombinasa activa, por ejemplo, la expresién de la recombinasa bajo el
control de un promotor especifico de hembras, tendera por tanto a producir la expresion selectiva del sistema de
retroalimentacién positiva, en este caso solamente en hembras. Si la recombinasa solamente se expresa en células
somaticas, por ejemplo utilizando el procedimiento descrito anteriormente, entonces la version transmitida a la
siguiente generacion incluye el fragmento tapoén, el cual puede estar de nuevo en las hijas pero no en los hijos. A la
inversa, si la recombinasa se expresa solamente en el genoma, la provision de recombinasa activa conducird a una
prole en la que el sistema de expresion esté activo, a partir de los padres en los que esta inactivo. Esto se puede
utilizar, por ejemplo para generar gametos que contienen un sistema génico letal dominante o estéril (por ejemplo,
especifico de hembras o no especifico del sexo) para su uso en una estrategia de control de poblacién de insectos.

En una realizacién preferida, el fragmento tapén codifica la recombinasa. Esta realizacién es particularmente
compacta. En otra realizacion preferida, el fragmento tapdn codifica un represor de la transcripcién que tiende a
inactivar el sistema de expresion de retroalimentacion positiva- esta realizacion tiende a reducir la expresion basal
del sistema en presencia del fragmento tapon.

A la inversa, el sistema se puede inactivar especificamente en ciertas células o clones de células, introduciendo
sitios diana para una recombinasa especifica del sitio adecuada en posiciones adecuadas, y luego expresando o
introduciendo la recombinasa activa adecuada en las células apropiadas, tal que uno o mas elementos funcionales
clave del sistema de expresién se eliminan o rompen por recombinacién entre los sitios diana de la recombinasa.

Los sistemas de recombinasa adecuados incluyen cre/lox y FIp/FRT.
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La presente invencién se ilustra por los siguientes Ejemplos, no limitantes. En los siguientes ejemplos, las Figuras
son las siguientes:

La Figura 1 muestra un escenario de activador de la transcripciéon que se reprime por tetraciclina;
La Figura 2 muestra un sistema de la invencién que utiliza un potenciador bidireccional;

La Figura 3 muestra un sistema especifico de sexo;

La Figura 4 muestra otro sistema especifico de sexo;

La Figura 5 es un di agrama de la region tetO7-tTA del pJY2004:

La Figura 6 es un diagrama esquematico de pLA513:

La Figura 7 es un diagrama esquematico del transposén del LA513;

La Figura 8 es un diagrama esquematico del pLA517;

La Figura 9 ilustra la accion bidireccional de tetO7 en mosquitos 513A y 513B;

La Figura 10 es un diagrama esquematico de pLA656;

La Figura 11 es un diagrama esquematico de pLA928;

La Figura 12 es un diagrama esquematico de pLA1124;

La Figura 13 es un diagrama esquematico de pLA670;

La Figura 14 es un diagrama esquematico de pLA1038;

La Figura 15 es un diagrama esquematico de pLA710;

La Figura 16 ilustra el corte empalme especifico de sexo de Cctra en la mosca mediterranea de la fruta;
La Figura 17 es un diagrama esquematico de pLA1188;y

La Figura 18 ilustra el corte empalme especifico de sexo en la mosca mediterranea de la fruta.

Ejemplos

Se hicieron una serie de construcciones con tTA en una configuracion de retroalimentacién positiva, es decir con la
expresion de tTA regulada por la union de tTA a tetO. Se obtuvieron los insectos transgénicos que portaban estas
construcciones y se analizaron sus propiedades.

tTAV

En algunos casos, la intencion era obtener niveles muy altos de expresion de tTA en ausencia de tetraciclina. En
varias construcciones ejemplificadas descritas posteriormente en el presente documento, la expresion de tTA era tan
alta como para ser letal. Como parte del proceso de obtenciéon una fuerte expresion de tTA, parte de la fase de
lectura abierta de tTA se redisefié para expresar una proteina similar, pero con el uso de un codén cercano a la
norma para Drosophila melanogaster, y deficiente en algunos sitios cripticos potenciales de corte y empalme
presentes en la secuencia de nucleétidos original. Esta variante de la secuencia de tTA se llamé tTAV (SEC ID N¢ 3,
secuencia proteica SEC ID N¢ 32).

EJEMPLO 1
WTP-tTA y JY2004-tTA en Drosophila melanogaster

La region codificante de tTA (SEC. ID N? 29, secuencia proteica SEC ID N? 30) de pUHD15-1 (SEC ID N® 33,
Gossen y col., 1994, Gossen y Bujard, 1992) se situ6 bajo el control de tetO, en una configuracion de
retroalimentacion positiva, insertandola en pWPT2 (Bello y col., 1998) o pJY2004, una version de pJY2000 que
carece de aisladores (Stebbins y Yin, 2001). Estas construcciones se llamaron pWTP-tTA y pJY2004-iTA,
respectivamente. Se proporciona un diagrama de la regién tetO7-tTA de pJY2004 en la Figura 5 adjunta, y es la SEC
ID N2 14,

En pWTP-1TA los sitios de union del tetO; estan seguidos por un promotor minimo del elemento P, una secuencia
directora de Drosophila hsp70, un intrén corto del gen PP1096A de Drosophila, la regién codificante de tTA y un
terminador de Drosophila hsp70. En pJY2004-tTA, el promotor minimo y las secuencias directoras son de CMV,
seguido por la region codificante de tTA y un terminador de la transcripcion de la B-globina de conejo, como se
muestra en la Figura 5.

Las Drosophilas melanogaster transgénicas que portaban cualquiera de estas construcciones eran totalmente
viables, incluso sin tetraciclina en la dieta. Se examinaron los insectos doblemente heterocigotos por WTP-EGFP y
cualquiera de estas construcciones viendo su fluorescencia verde caracteristica de la expresién de EGFP. Los
insectos con WTP-tTA y WTP-EGFP mostraron una fluorescencia muy débil solamente ligeramente por encima de la
autofluorescencia anterior. Por el contrario, los insectos con JY2004-tTA y WTP-EGFP mostraron una fuerte
fluorescencia, similar a la vista en los insectos que portaban EGFP bajo control del promotor Actin5C, el cual se
utiliza ampliamente como un promotor fuerte, constitutivo en Drosophila (por ejemplo, Reichhart y Ferrandon, 1998).
La expresion de EGFP se reprimi6 hasta niveles indetectables cuando los insectos se criaron con una dieta
suplementada con 100 pg/ml de tetraciclina. En el control de los insectos heterocigotos tanto WTP-EGFP, JY2004-
tTA o WTP-tTA no mostraron fluorescencia por encima del antecedente tanto si se criaron con una dieta que
contuviera tetraciclina, como si no.
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Nosotros situamos la tTA bajo el control del promotor Actin5C, en el plasmido pP [Casper-Act5C-tTA]. Las moscas
transgénicas que portaban esta construccion y WTP-EGFP, criadas con una dieta que carecia de tetraciclina,
mostraron fluorescencia verde de intensidad comparable a la observada en moscas equivalentes con JY2004-tTA y
WTP-EGFP.

Estos resultados muestran que las construcciones de retroalimentacion positiva pueden utilizarse para dar una
expresion reprimida por la tetraciclina fuerte (JY2004-tTA) o débil (WTP-tTA), a partir de una construccién adecuada
(aqui WTP-EGFP).

El EGFP se utiliza ampliamente como un indicador neutro. Nosotros ademas ensayamos el cruzamiento de las
moscas JY2004-tTA con moscas con construcciones capaces de expresar proteinas conocidas o predichas de ser
perjudiciales. Insertamos el dominio central de Nipp1Dm (Bennett y col., 2003; Parker y col., 2002) (“nipper”), en el
pJY2004, para crear el pJY2004-nipper, y se transformaron Drosophila con esta construccién. También utilizamos
moscas que portaban tetO-hid (Heinrich y Scott, 2000). En cada caso, el cruzamiento con moscas JY2004-iTA
producia mortalidad reprimida por la tetraciclina. Los datos de los dos cruzamientos del ejemplo se presentan en la
Tabla 2, siguiente.

Tabla 2
Uso de construcciones de retroalimentacion positiva para dirigir la expresion de genes letales en
Drosophila
Macho JY2004-tTA/CyO x Hembra tetO-hid/tetO-hid [tetraciclina] (ug/ml)
JY2004-tTA CyO
0 15 0
9 10 100

Macho JY2004-tTA/CyO x Hembra JY2004-nipper/JY2004-nipper

JY2004-(TA CyO
0 20 0
16 13 100
EJEMPLO 2

LA513 en Drosophila melanogaster

Preparamos una construccion pLA513 (SEC ID N° 16, diagrama esquematico mostrado en la Figura 6), que contenia
un transposon piggyBac no auténomo. Generamos Drosophila melanogaster transgénica que portaba esta
construccion por coinyeccién de un plasmido auxiliar en una cepa con ojos blancos (Handler, 2002; Handler y
James, 2000). Los transgénicos potenciales se seleccionaron por la fluorescencia caracteristica de DsRed2. Se
recuperaron 5 lineas transgénicas, que se designaron como 053, M8, M13, F23 y F24. Un diagrama esquemético
del transpos6n LA513 se muestra en la Figura 7 adjunta.

Las estirpes de Drosophila melanogaster se mantuvieron a 25 °C en un medio con levadura/ azucar/ maiz/
tetraciclina (tetraciclina (Sigma) a una concentracion final de 100 pug/ml), a menos que se establezca otra cosa.
Todos los experimentos se llevaron a cabo a 25 °C.

Supervivencia de LA513/+ transgénicos con y sin tetraciclina

Se cruzaron los heterocigotos transgénicos con el tipo silvestre al menos por triplicado en el medio con y sin Tc
(tetraciclina). En ausencia de letalidad alguna, se deberia esperar que aproximadamente la mitad de la
descendencia de tal cruzamiento seria transgénica. La descendencia se valor6 como adultos jévenes por el
marcador de fluorescencia DsRed [Matz y col., 1999] utilizando un microscopio Olympus SZX12 con capacidad de
fluorescencia, y se calculd la relacion de fluorescentes (transgénicos) con respecto al total de moscas. Los
resultados se muestran en la Tabla 3, a continuacién. En estos experimentos, todas las 5 lineas transgénicas
mostraron un 100 % de mortalidad, en ausencia de tetraciclina y una buena supervivencia (es decir una relacion
fluorescentes: no fluorescentes de ~1:1), en presencia de 100 pug/ml de tetraciclina. La inspeccion de los viales
mostraba poca o no mucha fluorescencia en ausencia de Tc, aunque estaban presentes muchas larvas con una
fluorescencia muy pequena, al tiempo que eran visibles larvas no fluorescentes (tipo silvestre para LA513) de todos
los tamanos. Esto sugiere que, en ausencia de tetraciclina, el LA513 produce mortalidad a un estadio temprano
(embrionario y/o larvario reciente) del estadio de desarrollo.
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Tabla 3
Las inserciones LA53 son letales dominantes que se reprimen por la tetraciclina
i 0 ug/ml Tetraciclina 100 pg/ml Tetraciclina
Linea LA513 —
N? de moscas N°@de fluorescentes | N° de moscas N° de fluorescentes Relacién
0513 490 0 1963 937 0,48
M8 74 0 66 25 0,38
M13 657 0 1838 892 0,49
F23 473 0 1914 845 0,44
F24 61 0 114 60 0,53
Total 1755 0 5895 2759 0,47

La letalidad dominante podria tener varias causas. Sin estar restringidos por teoria alguna, parece probable que, en
ausencia de tetraciclina, se acumula tTAV a una concentracion relativamente alta y que es letal, posiblemente
debido al silenciamiento de la transcripcién, o la interferencia con la degradacioén proteica. Una alternativa es que, en
ausencia de tetraciclina, la tTAV se une a tetO y actia como un potenciador a largo plazo, perturbando la expresion
de genes cercanos a la insercion del LA513. Esto parece improbable, porque todas las 5 lineas dieron resultados
similares. Cada una de estas lineas derivaba de un superviviente diferente GO a la inyeccion, y por tanto estas lineas
estan probablemente portando el LA513 integrado en diferentes sitios genémicos. Verificamos esto por PCR inversa.
La tabla 4, a continuacién, muestra los sitios de integracion para 3 de las lineas; en cada caso la insercién LA513
estaba en la secuencia TTAA, como se esperaba por la preferencia de insercién en el sitio del transposén piggyBac.
Como se esperaba, las tres inserciones estaban ademas en 3 sitios diferentes en el genoma de la Drosophila.

Tabla 4
Sitios de insercion de LA513 en el genoma de Drosophila
Secuencia amplificada o al sitio de integracion Brazo del Citologia de Gen mas
Linea cromosoma Drosophila proximo
predicho predicha predicho
0513 CacagcgcatgatgagcacaTTAAcaaaatgtagtaaaatagga oL OBF4-25F5 CG9171
(SEC ID N2 1)
GtttcgataaatattgctatTTAAaatgcttatiticaatgcta
M8 2L 36F6-36F6 CG15160
(SEC ID N2 2)
TttgttttctaacgttaaagTTAAagagagtccagcecacatttt
F24 2L 21C4-21C5 CG13691
(SEC ID N2 3)

Se muestra la secuencia que esta flanqueando el sitio de insercién, TTAA, en mayusculas. Las localizaciones
cromosomicas predichas, y el gen mas proximo predicho, se muestran también; estos estan basados en la
secuencia de Drosophila publicada.

EJEMPLO 3
Reduccion de la toxicidad de tTAV

El efecto toxico del nivel de expresion alto de tTAV se cree que es debido al silenciamiento de la transcripcion y/o a
la interferencia con la protedlisis dependiente de ubiquitina, por medio de la seccion derivada de VP-16 (Gossen y
Bujard, 1992; Salghetti y col., 2001). Por lo tanto, nosotros hemos modificado el tTAV eliminando la seccién VP16 y
sustituyéndola con una secuencia sintética que codifica 3 copias de un péptido (PADALDDFDLDML) derivado del
VP16 (Baron y Bujard, 2000; Baron y col., 1997). Este derivado se llamé tTAF; el plasmido resultante se llamo6
pLA517,y esla SEC ID N® 17, y se muestra, en forma de diagrama, en la Figura 8 adjunta.

Se transformé la Drosophila melanogaster con esta construccion, y se obtuvo una linea transgénica. Los machos
LA513 heterocigotos se cruzaron con hembras del tipo silvestre (para LA513) y se valor6 la fluorescencia de la
descendencia (como adultos). Si toda la descendencia tenia la misma probabilidad de sobrevivir, la proporciéon
esperada de la descendencia total fluorescente era del 50 %. En ausencia de tetraciclina, esta proporcion fue del 32
%, solamente una reduccion modesta comparada con el 48 % cuando los parentales y la descendencia se
mantuvieron con una dieta se suplement6 con 100 pug/ml. Los resultados se muestran en la Tabla 5, a continuacion.
Ensayamos si la suplementacion de tetraciclina en la dieta de los parentales pero no de la descendencia podria
reducir esta mortalidad. En este caso, observamos una proporcién intermedia de 0,37, indicando que la tetraciclina
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contribuida maternalmente tenia un efecto beneficioso modesto.

Tabla 5
Efecto de la tetraciclina en la supervivencia de LA517/+ Drosophilay sus hermanos +/+
LA517
Parental [Tc] ug/ml | Descendencia [Tc] ug/ml  No fluorescentes Fluorescentes
0 0 165 78
100 100 524 482
100 0 502 297

Como el LA517, solo, tiene poco impacto sobre la viabilidad, a diferencia de la construccién LA513 estrechamente
relacionada, ensayamos si era capaz de controlar la expresién de un gen heterdlogo bajo el control de tetO. Para
esto utilizamos tetO-hid (Heinrich y Scott, 2000). Las moscas homocigotas por tetO-hid se cruzaron con las moscas
heterocigotas por LA517. En ausencia de tetraciclina solamente el 3,4 % de los descendientes adultos llevaban el
LA517. En presencia de 100 pg/ml de tetraciclina, la proporcién era del 42 %. Por lo tanto el LA517 es capaz de
dirigir la expresion eficaz de un gen heterélogo.

Tabla 6

Efecto de la tetraciclina en la supervivencia de LA517/+, +/tetO-hid de Drosophila 'y sus
hermanos +/+, +/tetO-hid

TetO-Hid x LA517/+

[Tel No fluorescentes Fluorescentes
0 636 23
100 174 127

EJEMPLO 4
Utilizacion de analogos de la tetraciclina

Se utilizé la linea F23 para determinar si analogos quimicos de la tetraciclina podian utilizarse en lugar de la
tetraciclina para suprimir la letalidad de LA513. Con este fin, ensayamos 3 analogos en una intervalo de
concentraciones de 0 a 100 pg/ml (suministradores: tetraciclina y doxiciclina, Sigma; 4-epi-oxitetraciclina, Acros
Organics: clortetraciclina Fuzhou Antibiotic Group Corp.). Calculamos las concentraciones necesarias para la
supervivencia media maxima. Se muestran en la tabla 7, a continuacién.

Tabla 7
Eficacia de los analogos de Tc
Linea Tc/Analogo Concentracion para la supervivencia media maxima, pug/mi
F23 Tetraciclina 5,0
F23 Doxiciclina 3,9
F23 7-Clortetraciclina 1,7
F23  4-epi-oxitetraciclina 42,0

EJEMPLO 5
Longevidad de adultos LA513/+ en ausencia de tetraciclina

LA513 claramente confiere letalidad dominante, activa en el estadio embrionario o de larva reciente. Las larvas se
criaron con una dieta suplementada con 100 ug/ml de tetraciclina. Después de la eclosién, los adultos se
transfirieron a una dieta que carecia de tetraciclina. Se midio6 la duracién de la vida de estos adultos, y también la de
los adultos w''"® no transgénicos comparables. Como se muestra en la Tabla 8, a continuacion, las lineas
transgénicas mostraron una supervivencia buena como adultos con respecto al control no transgénico. Esto sugiere
que la especificidad de estadio se habia obtenido de este modo- aqui LA513 es letal larvario/embrionario, pero no es
letal para adultos.
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Tabla 8
Media de la duracién de vida de los adultos LA513/+ transgénicos de Drosophila
Linea | Media de tiempo de supervivencia post-eclosion, | Desviacion estandar | Numero de Moscas
dias
0513 | 40,3 12,3 66
M8 26,1 2,5 9
M13 | 29,5 9,9 47
F23 29,6 11,3 83
F24 19,9 10,0 9
w222 8,6 88

Es posible explicar estos datos de longevidad proponiendo que las larvas acumulan tetraciclina alimentandose, y
que retienen esta tetraciclina en la madurez, de forma que sobreviven como adultos incluso en la ausencia de
tetraciclina en la dieta. Para examinar esto, se criaron moscas heterocigotas de LA513/+ (linea M13) como larvas
con varias concentraciones de tetraciclina. Tras la eclosién, los adultos se transfirieron a una dieta carente de
tetraciclina y se midié la duracién de la vida de estos adultos, como anteriormente. Como se muestra en la Tabla 9, a
continuacion, la concentracion de la tetraciclina de la dieta mientras eran larvas no tiene un efecto obvio sobre la
longevidad de los adultos subsecuentes en ausencia de tetraciclina, lo que implica que la supervivencia de los
adultos no se debe primariamente a la retencién de tetraciclina durante la alimentacién de las larvas. A una
concentracién de 1 pg/ml, ningln transgénico sobrevivié hasta la madurez, y a 3 pg/ml solo sobrevivié hasta la
madurez aproximadamente la mitad del nimero esperado, por lo que esta concentracion esta cerca del minimo para
la supervivencia de las larvas.

Tabla 9
Efecto de la tetraciclina de las larvas en la longevidad de los adultos
Tetraciclina de las Media de tlemp:gﬁssiuéﬁervwenma post- Desviacion Numero de
larvas ug/ml T estandar Moscas
dias

1 - - -

3 33,5 13,2 9

10 28,4 9,6 17

30 26,3 11,3 23
100 29,5 9,9 47

Otra posible explicacion para la supervivencia de los adultos LA513/+ es que el tTAV sea inactivo en adultos, por lo
que el ciclo de retroalimentacién positiva no funciona, y el tTAV no se acumula. Examinamos esto midiendo la
cantidad de ARNm tTAV por PCR cuantitativa a continuacién de una reacciéon de transcriptasa inversa (rt-PCR
cuantitativa, o gPCR). Utilizamos quimica Tagman y reactivos (ABI), y un instrumento de QPCR ABI Prism 7000.
Cada muestra se ensayd por triplicado: los datos son la media de estos tres ensayos. Los cebadores 18S se
hibridaron al ARN18S de Drosophila melanogaster, Ceratitis capitata y Aedes aegypti, entonces estos cebadores se
utilizaron para las tres especies.

Cebadores utilizados:

18S RNA SEC ID N2
Cebador directo: ACGCGAGAGGTGAAATTCTTG 4
Cebador inverso: GAAAACATCTTTGGCAAATGCTT 5
Sonda TagMan MGB: 6-Fam-CCGTCGTAAGACTAAC-MGB 6
tTAV

Cebador directo: CATGCCGACGCGCTAGA 7
Cebador inverso: TAAACATCTGCTCAAACTCGAAGTC 8
Sonda TagMan MGB: VIC-TCGATCTGGACATGTTGG-MGB 9

Encontramos que los 0513 criados con 100 ug/ml de tetraciclina tenian una relacion tTA: 18S de 0,00016 (larvas) y
0,00013 (adultos). Los adultos que provenian de larvas con 100 ug/ml de tetraciclina, pero que se transferian a una
di eta sin tetraciclina cuando eran adultos tenian unas relaciones de 0,0061, 0,0047, 0,0087 y 0,011 después de 1, 2,
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4 y 8 dias sin tetraciclina respectivamente. Este aumento de 28 y 64 veces en la expresion con respecto a los
controles alimentados con tetraciclina indica que el sistema de expresion con retroalimentacién positiva basada en
tTAV es funcional en adultos.

EJEMPLO 6
LA513 en Aedes aegypti

Se transformaron mosquitos Aedes aegypti (el mosquito de la fiebre amarilla, también el vector principal del dengue
febril urbano) con LA513. Se obtuvieron dos lineas independientes de insercién, la LA513A y la LA513B.

A los machos heterocigotos por LA513A (criados como larvas con 30 ug/ml de tetraciclina) se les dej6 aparearse con
hembras tipo silvestre. Se recogieron los huevos y las larvas resultantes se criaron en medio normal, o en medio
suplementado con tetraciclina (Tc) a 30 ug/ml. Se determin6 el nimero de adultos transgénicos y no transgénicos
resultantes de esos huevos. Los datos son la suma de al menos 5 experimentos. Las larvas se criaron con una
densidad de < 250 individuos por litro; todos los huevos de los experimentos “sin tetraciclina” se lavaron dos veces
antes de la sumersién para evitar la transferencia de tetraciclina. Para los experimentos “con tetraciclina”, se
suplementaron la sangre parental y el agua azucarada con 30 pg/ml de tetraciclina; mientras que para los
experimentos “sin tetraciclina” no. El ensayo x 2 para la diferenciacién en la relacién entre la supervivencia de
adultos transgénicos y de tipo silvestre: “con tetraciclina”, en cualquier orientacion: p> 0,05; “sin tetraciclina” en
cualquier orientacion p< 0,001 (hipo6tesis nula: el genotipo con respecto a LA513 no tiene efecto sobre la
supervivencia).

Por tanto, LA513A es dominante letal que se puede reprimir, con una penetracion en estos experimentos el 95-97 %.
El LA513B también es dominante letal que se puede reprimir, con una penetracién en estos experimentos del 100 %.
Los resultados se muestran en la Tabla 10, a continuacién.

Tabla 10
Efecto de tetraciclina en la supervivencia de Aedes aegypti LA513/+ y sus hermanos +/+
Parentales Descendencia

Macho Hembra Tcen Genotipo
larvas
Huevos 1 20 30 40 Pupa Adultos
estado
larvario
LA513A/+ 489 468 446 442 437 434
LAS513A/+  +/+ 1000 Si Tipo
silvestre 444 431 403 400 396 392
LA513A/+ 442 420 404 399 393 383
++ LA513A/+ | 1000 S Tipo 466 444 428 417 412 404
silvestre
LA513A/+ 274 265 235 208 155 7
LAS13A/+  +/+ 540 No Tipo
silvestre 233 225 214 212 209 206
LA513A/+ 216 205 181 168 131 9
++ LAST3A/+ | 497 No  Tipo 241 225 216 214 211 207
silvestre
Parentales Descendencia
Macho Hembra Tcen  Genotipo
larvas
Huevos 1 20 3° 40 Pupa Adultos
estado
larvario
LA513B/+ 161 153 147 141 139 131
LAS13B/+  +/+ 877 Si Tipo 178 171 165 160 157 153
silvestre

LA513B/+ 189 181 170 166 161 153

+/+ LA513B/+ | 442 Si Tipo
silvestre 203 198 185 182 180 176
LA513B/+ 69 19 0 0 0 0
LA513B/+ +/+ 188 No T'|po 85 84 83 83 82 81
silvestre
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LA513B/+ 91 60 0 0 0 0

+/+ LA513B/+ | 497 No T'ipo 107 104 99 08 95 93
silvestre

Examinamos la supervivencia de los machos LA513A/+ que habian sido criados con tetraciclina (30 pug/ml), cuando
eran larvas, pero a los que no se les dio tetraciclina cuando fueron adultos. Encontramos que todos los machos
ensayados sobrevivieron durante tres semanas, independientemente del genotipo (LA513A/LA513A, LA513A/+ o
+/+) 0 de la presencia 0 ausencia de tetraciclina en su dieta (n> 40 para cada genotipo).

Investigamos las cinéticas de induccion de tTAV en mosquitos adultos LA513B/+ después de la retirada de la
tetraciclina utilizando qPCR. Como se muestra en la Tabla 11, a continuacion, el tTAV aumentaba en machos y
hembras tras la retirada de tetraciclina. La induccién de la expresion de tTA es bastante rapida tras eliminar la Tc,
como en la Drosophila. En cada caso, el cambio entre las dietas que contenian diferentes niveles de tetraciclina
proporciona un nivel de control sobre el nivel de expresién de los genes controlados por tTA (ejemplificado aqui por
el mismo tTA), utilizando tal sistema de retroalimentacion positiva.

Tabla 11
Induccion de la expresion de tTA en machos LA513B/+ después de la retirada de tetraciclina
Expresion de tTA:18S con

Sexo Tiempo (dias) sin Relacion de expresién respecto a machos con
tetraciclina tTA:18S O
tetraciclina
Macho 0 0,00036 1
Hembra 0 0,00060 1,7
Macho 3 0,0043 12
Hembra 3 0,014 38
Macho 4 0,054 150
Hembra 4 0,019 530
Macho 8 0,012 34
Hembra 8 0,52 1500
Macho 16 0,10 280
Hembra 16 0,032 88
EJEMPLO 7

Potenciacion reprimible por tetraciclina de un promotor cercano por tTAV en una configuracion de
retroalimentacion positiva

Observamos que el marcador fluorescente en mosquitos transgénicos LA513A y LA513B mostraba un patrén
diferente en ausencia de tetraciclina, cuando se comparaba con el patron en presencia de tetraciclina. La
fluorescencia en presencia de tetraciclina era tipica de la expresién dirigida por Actin5C en mosquitos (Catteruccia y
col., 2000; Pinkerton y col., 2000), y limitada sobre todo a la parte hinchada del térax. Por el contrario, en ausencia
de tetraciclina, la expresion era mucho mas fuerte y evidente sustancialmente por todo el cuerpo de los individuos
transgénicos. En cada caso, la evaluacién de la intensidad de la fluorescencia y el patron de expresion se hizo por
observacion visual utilizando microscopia de fluorescencia.

La expresion de tTAV en esta situacion de retroalimentacion positiva parece, por tanto, que estimula la expresién del
promotor cercano Actin5C. Esto se ilustra, en forma de diagrama en la Figura 9. También descubrimos que la
concentracién intermedia de tetraciclina, se ajustaba sustancialmente a la supresién de la letalidad de LA513, y no
suprimia este patron de expresién amplio de fluorescencia. A esas concentraciones intermedias de tetraciclina, se
acumulaba el tTAV a un nivel intermedio — subletal, pero mayor que con 30 pug/ml de tetraciclina, y que adn
influenciaba la expresion de DsRed2. Esto ejemplifica de nuevo el control adicional disponible modulando la
concentracién de tetraciclina.

La Figura 9 ilustra la accion bidireccional de tetO; en mosquitos 513A y 513B. En 513, el DsRed2 esta bajo el control
de transcripcion del promotor Actin5C de Drosophila.

(A) En presencia de tetraciclina, se produce relativamente poco tTAV, que se une a la tetraciclina y que no tiene
o0 tiene poco efecto sobre la expresion de DsRed2. Se ve DsRed2 en un patrén tipico de la expresion de Actin5C
en mosquitos.

(B) En ausencia de tetraciclina, tTAV estimula su propia expresion en un bucle de retroalimentacion positiva.

(C) tTAV se une a los sitios tetO y aumenta la expresion del promotor minimo hsp70, y por tanto de tTAV, pero
también del promotor Actin5C, y por tanto de DsRed2.
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EJEMPLO 8
LA656, LA928 y LA1124 en Ceratitis capitata

No se obtuvieron lineas transgénicas de la mosca mediterranea de la fruta (mosca mediterranea de la fruta, Ceratitis
capitata), utilizando pLA513, probablemente indicando que el marcador basado en Actin5C de pLA513 no es
apropiado para su uso en mosca mediterranea de la fruta. Esto enfatiza el deseo de que haya construcciones de
expresion con un intervalo amplio de especies. Nosotros, por tanto, modificamos la construccion para incluir un
marcador basado en una poliubiquitina (ubi-p63E) en vez de la que se basaba en Actin5C de pLA513. Tal
construccion es pLA656. También hicimos dos construcciones adicionales, pLA928, y pLA1124 (SEC ID N*® 18,20 y
21, respectivamente, y que se muestra en forma de diagrama en las Figuras 10, 11, y 12), utilizando un marcador
basado en el potenciador hr5 y el promotor ie1 de un baculovirus (virus de poliedrosis nuclear Autographica
califérnica, AcMNPV). Este se diferencia en la orientacién del marcador con respecto al casete tetO-tTAV. El
potenciador hr estd més proximo al casete tetO-tTAV en pLA1124 que en pLA928. Ademas, el pLA1124 tiene 21, en
vez de 7, copias de tetO y adicionalmente tiene una regién GAGA-factor de union aparente relacionada con la de
pUASPp (Roth, 1998).

Se obtuvo una linea transgénica por pLA656, tres por pLA928 y tres por pLA1124. Se asumid que estas lineas
tienen inserciones independientes, ya que se derivaron de diferentes GO supervivientes de la inyeccién.

Se cruzaron machos heterocigotos de cada linea con hembras tipo silvestre. La descendencia se crio con una dieta
de referencia para Drosophila de levadura/azicar/germen de trigo o levadura/azdcar/maiz, suplementada
apropiadamente con tetraciclina. Los parentales se mantuvieron con la misma dieta, suplementada con 100 ug/ml de
tetraciclina en el caso de los machos transgénicos. Las hembras del tipo silvestre con las que se aparearon los
machos se mantuvieron sin tetraciclina, para eliminar cualquier contribucion potencial materna de tetraciclina. Se
determiné el numero de pupas y adultos transgénicos y no transgénicos obtenidos en cada cruzamiento
clasificandolos por el DsRed2 mediante microscopia de fluorescencia.

Los resultados de estos cruzamientos se muestran en la Tabla 12, a continuacién. En cada caso, en ausencia de
tetraciclina, la supervivencia de los heterocigotos transgénicos era menor del 2 % en relacion con su tipo silvestre. El
cambio entre las dietas que contenian diferentes niveles de tetraciclina, la modificacion de la construccion y el efecto
del uso de una posicién, se tratan en otra parte del presente documento.

Tabla 12
Efecto de la tetraciclina sobre las moscas mediterraneas de la fruta heterocigotas transgénicas por varias construcciones y sus
hermanos +/+
Descendencia Pupas Relacion de Macho |[Hembra F | Macho | Hembra Relacion de
LA656 [Tc] (ug/mil) F/NF supervivencia F NF NF supervivencia
pupal (%) de adultos (%)
0 84/1161 7 6 2 530 551 0,7
0,1 16/423 4 0 0 205 177 0
1 124/384 32 34 12 155 174 14
3 258/370 70 84 53 165 133 46
10 249/252 99 91 98 107 127 81
100 330/307 107 151 150 134 148 107
Descendencia Pupas Relacion de Macho | Hembra | Macho | Hembra Relacion de
LA928m1 [Tc] (ng/ml) F/NF supervivencia F F NF NF supervivencia
pupal (%) de adultos (%)
0 28/1499 1,87 5 1 661 639 0,46
0,1 0/765 0 0 0 347 246 0
1 190/256 74 62 59 119 101 55
3 290/302 96 133 98 143 107 92
10 nd nd nd nd nd nd nd
100 222/286 77 84 84 146 126 74
Descendencia Pupas Relacion de Macho | Hembra | Macho | Hembra Relacion de
LA928m3 [Tc] (ug/mil) F/NF supervivencia F F NF NF supervivencia
pupal (%) de adultos (%)
0 68/1026 6,6 13 4 489 449 1,8
0,1 0/265 0 0 0 117 91 0
1 358/446 80 154 100 228 164 65
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3 105/105 100 39 35 42 38 93
10 nd nd nd nd nd nd nd
100 245/245 100 109 121 117 108 100
Descendencia Pupas Relacion de Macho | Hembra | Macho | Hembra Relacion de
LA928F1 [Tc] (ug/ml) F/INF supervivencia F F NF NF supervivencia
pupal (%) de adultos (%)
0 17/1331 1,3 2 0 639 599 0,16
0,1 2/254 0,8 0 0 100 84 0
1 461/567 81 218 146 244 181 85
3 520/527 99 214 182 249 202 88
10 350/399 91 139 112 131 159 87
100 126/117 108 63 57 57 49 113
Descendencia Pupas Relacion de Macho | Hembra | Macho | Hembra Relacion de
LA1124f1 [Tc] (ug/mil) F/NF supervivencia F F NF NF supervivencia
pupal (%) de adultos (%)
0 104/213 51 0 3 95 62 1.9
100 478/536 89 218 208 205 203 104
Descendencia Pupas Relacion de Macho | Hembra | Macho | Hembra Relacion de
LA1124m1 [Tc] (ng/ml) F/NF supervivencia F F NF NF supervivencia
pupal (%) de adultos (%)
0 337/437 77 2 1 176 207 0,78
100 84/90 93 35 31 30 26 118
Descendencia Pupas Relacion de Macho |[Hembra F | Macho | Hembra Relacion de
LA1124m2 [Tc] (ng/ml) F/NF supervivencia F NF NF supervivencia
pupal (%) de adultos (%)
0 104/145 72 0 1 46 34 1,3
100 77177 100 24 14 19 13 119
F: fluorescente
NF: no fluorescente

Se recolectaron las pupas y se valor6 su fluorescencia (columna 3), entonces se les dejé eclosionar. Se evaluaron la
fluorescencia y el sexo (columnas 5-8) de los adultos supervivientes. A partir de estos datos en adultos, se calcul6 la
relacién entre supervivientes fluorescentes y no fluorescentes, y se presenta en la columna 9 como el porcentaje de
adultos fluorescentes observados en relacion con los no fluorescentes. Se esperaba que estos cruzamientos darian,
de media, igual nimero de individuos transgénicos y no transgénicos; de esta forma si sobreviven hasta la madurez
la misma proporcién de individuos transgénicos y no transgénicos, entonces deberia dar una “relacion de

supervivencia de adultos” del 100 %.

Ademas investigamos la expresién de tTA en estas lineas transgénicas por PCR-rt (tiempo real) cuantitativa (QPCR).

Los resultados se dan en la Tabla 13, a continuacion.

Tabla 13
Niveles de expresién de tTA en mosca mediterranea de la fruta tipo silvestre y transgénicas
Muestra Relacion tTA/18S Relacion NT/T
Larvas
WT tet 3,13E-06
WT NT 2,81E-06
656 tet 5,80E-06 1,00
656 NT 2,06E-04 36
670A tet 2,71E-06 1,00
670A NT 1,10E-04 41
670e tet 9,70E-06 1,00
670e NT 8,40E-05 8,7
Adultos
Hembra WT 2,83E-06
Macho WT 2,16E-07
Heterocigotos
656 tet M 0d 5,52E-06 1,00
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656 tet M8d 1,12E-05 2,0
656 NT M 0d 4,49E-05 8,1
656 NT M 2d 2,77E-04 50
656 NT M 4d 2,22E-04 40
656 NT M 8d 9,71E-05 18
656 NT M 16d 1,49E-04 27
670 M tet 4,21E-06 1,00
670 F tet 2,86E-06 0,68
670 MNT S 6,93E-05 16,45
670 FNT S 1,92E-04 45,57
928Am1 F tet 7,17E-06 1,00
928Am1 M tet 8,56E-06 1,19
928Am1 M NT 2d 1,71E-04 23,81
928Am1 M NT 4d 5,36E-04 74,72
928Am1 M NT 8d 1,91E-04 26,66
928Am1 M NT 16d 1,01E-05 1,41
928Am1 M tet 8d 1,11E-06 0,16
928Am1 MNT S 2,22E-04 31,02
928Am1 MNT S 1,51E-04 21,11
928Am3 F tet 9,09E-07 1,00
928Am3 M tet 9,09E-07 1,00
928Am3 F NT S 3,62E-05 39,85
928Am3 F NT S 8,74E-04 962,07
928Am3 F NT S 2,99E-04 329,32
928Am3 M NT S 5,53E-05 60,83
928Am3 M NT S 9,18E-04 1009,90
1124f1 F tet 2,86E-05 1,00
1124f1 F NT 7d 4,11E-04 14,35
1124m1 M tet 1,62E-05 1,00
1124m1 FNT S 9,30E-04 57,55
1124m2 F tet 8,98E-05 1,00
1124m2 F NT 7d 7,90E-04 8,79
Homocigotos

656 tet 8d 1,49E-05 1,00
656 NT 0d 9,23E-05 6,2
656 NT 2d 3,90E-03 262
656 NT 4d 1,92E-03 129
656 NT 8d 4,70E-03 316
656 NT 16d 8,58E-04 58

M: Sexo masculino;

F: Sexo femenino;

tet: Criado con una dieta suplementa da con 100 ug/ml de tetraciclina;

NT S: Criado con dieta de referencia (0 ug/ml de tetraciclina);

d: dias post eclosion;

NT (n)d: alimentados con dieta tet, cuando llegan a adultos con dieta no tet (NT)
durante n dias, como se indica;

tet (n)d: alimentados con dieta tet, cuando llegan a adultos con dieta tet

durante n dias, como se indica

EJEMPLO 9
LA670 en Ceratitis capitata
Obtuvimos una sola linea transgénica de mosca mediterranea de la fruta por transformacién con pLA670, una

construccion que se parecia mucho a pLA656. Este plasmido se ilustra en la Figura 13 adjunta, y es la SEC ID N®
23.
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Sin embargo, esta linea transgénica dio una cantidad significativa de descendientes adultos transgénicos, incluso
cuando se criaron con una dieta carente de tetraciclina cuando eran larvas (Tabla 14). Sin embargo esta linea de
insercién LA670 produce una cantidad facilmente detectable de ARNm tTAV en ausencia de tetraciclina, que se
reduce sustancialmente por la tetraciclina de la dieta (evaluado por qPCR, los resultados se muestran en la Tabla 13
anterior). Por tanto, LA670 representa una fuente regulable Gtil de tTAV con la cual controlar la expresién de los
genes que responden a tTAV. La diferencia fenotipica entre LA656 y LA670, que son extremadamente similares en
su estructura, es debida probablemente al efecto de posicion., que es la variacion en la expresion de los transgenes
dependiendo de donde estan insertados en el genoma. Tal variacién se muestra también por la variacion de fenotipo
y los niveles de expresion de tTAV entre diferentes lineas transgénicas con la misma construccion, como se muestra
en la Tabla 13, anterior. Por tanto, se proporciona un procedimiento simple para obtener lineas transgénicas que
porten construcciones de retroalimentacion positiva con diferentes niveles de expresion y consecuencias fenotipicas,
que comprende la generacién de un panel de lineas de insercion y seleccion de los niveles y patrones de expresion
reprimida y basal.

Tabla 14
Efecto de la tetraciclina sobre las moscas mediterraneas de la fruta heterocigotas transgénicas por LA670, y sus
hermanos +/+

Descendencia | Pupas Relacion de | Macho | Hembra | Macho | Hembra | Relacion de
LA670 [Tc] (ng/ml) F/NF | supervivencia F F NF NF supervivencia
_— pupal (%) de adultos
(%)
0 182/220 83 72 35 102 103 52
100 10/8 125 5 3 5 3 100

F: fluorescente
NF: no fluorescente

Se recogieron las pupas y se valoré la fluorescencia (columna 3), entonces se les dej6 eclosionar. Se evaluaron la
fluorescencia y el sexo (columnas 5-8) de los adultos supervivientes. A partir de estos datos en adultos, se calcul6 la
relacién entre supervivientes fluorescentes y no fluorescentes, y se presenta en la columna 9 como el porcentaje de
adultos fluorescentes observados en relacion con los no fluorescentes. Se esperaba que estos cruzamientos darian,
de media, igual nimero de individuos transgénicos y no transgénicos; de esta forma si sobreviven hasta la madurez
la misma proporcién de individuos transgénicos y no transgénicos, entonces deberia dar una “relacion de
supervivencia de adultos” del 100 %.

Ensayamos la capacidad de LA670 para dirigir la expresiéon de secuencias situadas bajo del control de la
transcripcion de tetO. Analizamos la expresion de dos ARNm potenciales de pLA1038 (Figura 14, SEC ID N® 24),
que contiene dos unidades de transcripcién que responden a tTA, transcritas divergentemente. Estos son CMV-tTA y
hsp70-Cctra-nipper. Se llevdé a cabo un andlisis por PCR, con controles, de la expresion de estas unidades de
transcripcion en presencia y ausencia de pLA670. Ambas unidades de transcripcion se expresan en presencia de
pLA670. CMV-tTA se expresa a un nivel mas bajo pero detectable en transgénicos LA1038/+ en ausencia de LA670.
La hsp70-Cctra-nipper no se expresaba detectablemente en ausencia de pLA670, lo que muestra que la expresion
ademas esta controlada por, y depende de, la tTAV suministrada por pLA670.

EJEMPLO 10
LA710 en Pectinophora gossypiella

La Pectinophora gossypiella (Qusano rosado o lagarta rosada, un lepidéptero) se transformé con LA710 (Figura 15,
SEC ID N2 19) por procedimientos de referencia (Peloquin, y col., 2000). Se recuperaron cuatro lineas transgénicas.
Los machos de esta linea se cruzaron con hembras de tipo silvestre para LA710. Las larvas recién nacidas se
situaron en viales individuales de 1,7 ml con una dieta, o bien con o sin 7-clortetraciclina (40 pug/ml), y se valor6 su
fluorescencia. No se observé ninguna diferencia significativa en el niumero de transgénicos supervivientes en la
madurez con respecto al nimero de sus hermanos de tipo silvestre, tanto con o sin clortetraciclina. Concluimos que
LA710 no produce normalmente la acumulacion de niveles letales de tTAV, incluso en ausencia de clortetraciclina en
la dieta.

Examinamos la expresién de ARNm tTAV en los transgénicos LA710 por PCR a continuacién de una reaccién de
transcriptasa inversa (rt-PCR). Encontramos que no era detectable el ARNm tTAV en las larvas alimentadas con
clortetraciclina, pero era detectable en las larvas que no habian recibido la clortetraciclina (datos no mostrados). Esta
construccion de retroalimentacién positiva, por lo tanto, proporciona en estas polillas, una fuente de tTAV que se
puede regular por el suministro en la dieta de clortetraciclina, y para la que la expresion no reprimida, aunque
detectable facilmente, no es letal. También observamos una variacion significativa en la intensidad de la banda
correspondiente al ARNm tTAV en muestras de diferentes lineas.
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EJEMPLO 11
LA1124 en Pectinophora gossypiella

La Pectinophora gossypiella (Qusano rosado o lagarta rosada, un lepiddptero) se transformé con LA1124 (Figura 12,
SEC ID N? 21) por procedimientos de referencia (Peloquin, y col., 2000). Se recuper6 una Unica linea transgénica.
Los machos de esta linea se cruzaron con hembras de tipo silvestre para LA1124. Las larvas recién nacidas se
situaron en viales individuales de 1,7 ml con una dieta, o bien con o sin 7-clortetraciclina (40 pug/ml), y se valord su
fluorescencia. Estas larvas se evaluaron de nuevo cuando tenian un tiempo de desarrollo de ultimo estadio larvario.
Todas las larvas sobrevivieron, excepto las larvas fluorescentes (LA1124/+) con la dieta que carecia de
clortetraciclina, como se muestra en la Tabla 15, a continuacion.

Tabla 15
Gusano rosado: supervivencia desde el estadio temprano hasta el Gltimo, de LA1124/+ o sus hermanos de tipo
silvestre, con una dieta con o sin clortetraciclina

Clortetraciclina100 pg/ml Clortetraciclina 0 ng/mi
LA1124/+ Tipo silvestre LA1124/+ Tipo silvestre
3 (0 muertes) 11 (0 muertes) 8 (8 muertes) 7 (0 muertes)

Examinamos la expresién de ARNm tTAV en los gusanos rosas del algodén LA1124 por PCR a continuacion de una
reaccion de transcriptasa inversa (rt-PCR). Encontramos que el ARNm tTAV se detectaba facilmente en las larvas
alimentadas con clortetraciclina, y estaba elevado considerablemente en las larvas que no habian recibido la
clortetraciclina (datos no mostrados). La expresién basal significativa de ARNm tTAV en esta construccion se debe
probablemente a la inclusién en LA1124 del potenciador hr, que se incluy6 por esta razén. La comparacion de la
estructura y funcién de LA1124 y la de LA710 ilustra claramente que los niveles basal y maximo del producto génico
se pueden seleccionar facilmente, modificando apropiadamente la construccion de expresion, este principio se
demuestra, aqui, regulando los niveles de expresion de un ARN dependiente de tTAV (en este caso el ARNm tTAV).

EJEMPLO 12
Expresion especifica del sexo utilizando retroalimentacion positiva

Se prefiere controlar, por el disefio, la expresién de tTAV a partir de una construccion de retroalimentacién positiva,
de forma que se puede expresar deferencialmente en diferentes tejidos, o en diferentes estadios de desarrollo, o
diferentes sexos, por ejemplo. Una aplicacion para esto es en la determinacion del sexo genético, en el que se
induce un dimorfismo sexual entre los dos sexos y que se utiliza como base para separar los dos sexos. En el
contexto de la Técnica de insectos Estériles, por ejemplo, para la mosca mediterranea de la fruta, esto significa
preferentemente matar las hembras, mas preferentemente en un estadio temprano de su desarrollo. No se conocen
promotores de actuacion temprana especificos de hembras para mosca mediterranea de la fruta, lo cual limita el
potencial del sistema de dos componentes dominante letal que se puede reprimir, ejemplificado para Drosophila, que
utiliza promotores o potenciadores de genes de proteina de yema de huevo (Heinrich y Scott, 2000; Thomas y col.,
2000). Seria claramente ventajoso ser capaces de combinar las caracteristicas beneficiosas de un sistema de
retroalimentacion positiva condicional con un mecanismo que confiriera la especificidad femenina.

Por tanto, modificamos una construccién de retroalimentacion positiva no especifica del sexo insertando una region
intronica especifica del sexo de Cctra, el homélogo en la mosca mediterranea de la fruta del gen transformador de
Drosophila melanogaster (Pane y col., 2002). El corte y empalme especifico del sexo de Cctra se ilustra en forma de
diagrama en la Figura 16, que se ha adaptado de Pane y col., 2002, mencionado anteriormente. La Figura 16
muestra la organizacion genémica del gen tra de la mosca mediterranea de la fruta. La linea superior representa el
locus gendmico Cctra. Los exones se muestran como bloques, aug marca el coddn de inicio compartido. Las
uniones alternadas de corte y empalme se marcan como i. Los sitios de unidn aparentes tra/tra-2 se marcan con
puntas de flecha. La transcripcién F1, es el Unico que codifica proteina Cctra funcional, y es especifico de hembras.
Las transcripciones M1 y M2 se encuentran tanto en machos como en hembras.

Se producen tres transcripciones principales: M1, M2 y F1. La transcripcién F1 se encuentra solamente en hembras,
y es el Unico que codifica la proteina Cctra funcional, de longitud completa. Las transcripciones M1 y M2 se
encuentran tanto en machos como en hembras, e incluyen una secuencia exoénica adicional, que inserta uno o mas
codones de parada relativos a la transcripcién F1, dando lugar a que se trunque la fase de lectura abierta.

Insertamos el intrén Cctra en la fase de lectura abierta de tTAV, de forma que la escisién por corte y empalme del
intron completo, en forma de transcripcion F1, deberia reconstituirse en una region codificadora intacta tTAV, pero
cortando y empalmando en la manera de M1 o M2 resultaria en una proteina truncada incapaz de actuar como un
potenciador de la transcripcion. El plasmido resultante pLA1188 (Figura 17, SEC ID N¢ 22), se inyecto en los
embriones de mosca mediterranea de la fruta. Se recuperaron las larvas supervivientes, y se analizaron extractos de
estas larvas por rt-PCR para determinar el patron de corte y empalme de la transcripcion tTAV.
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Las larvas hembras rendian productos PCR que correspondian a los tamafos esperados que resultarian del corte y
empalme en el patrén del gen Cctra endégeno, en otras palabras correspondiendo al corte y empalme en los
patrones M1, M2 y F1. Estos datos indican que el intron Cctra puede cortar y empalmar correctamente en un
contexto heterdlogo, y por tanto, proporcionar un procedimiento adecuado para introducir una especificidad del sexo
en una construccidon de retroalimentaciéon positiva. Ademas, como se conservo la funcion de tra a lo largo de un
intervalo filogenético amplio (Saccone y col., 2002), y se conocen otros intrones especificos del sexo, por ejemplo,
en Drosophila melanogaster el gen de sexo doble (dsx), que también se conserva bien, proporciona un
procedimiento general para manipular la expresion de genes. Sera aparente para la persona experta en la técnica
que tales manipulaciones pueden alternativamente, o adicionalmente, aplicarse a otros genes que responden a un
activador de la transcripcion, de forma que se puede conseguir la expresion especifica del sexo de un gen diana
combinando la expresion no especifica del sexo de un activador de la transcripcion con la expresién especifica del
sexo, por ejemplo, por medio de corte y empalme de un ARN funcional bajo el control de la transcripcion del
activador de la transcripcion. Ademas, sera también aparente que esto proporciona un mecanismo simple para la
expresion diferencial de dos, o mas, genes diana diferentes, o productos génicos, tal que uno, o un grupo, se
exprese en ambos sexos y el otro, u otro grupo, en un solo sexo. Esto se ilustra para la mosca mediterranea de la
fruta en la Figura 18.

Los cebadores utilizados fueron:

Tra(tTAV)Sec+: 5-CCTGCCAGGACTCGCCTTCC (SEC ID N® 12)
Tra(tTAV)Sec-: 5-GTCATCAACTCCGCGTTGGAGC (SEC ID N° 13)

Se produjeron productos RT-PCR de ~600 y -200 pb cuando el ADNc derivado de hembras de mosca mediterranea
de la fruta 1 y 2 se utilizaron como matriz, representando respectivamente formas cortadas y empalmadas de ARNm
especificas de “macho” (M1 y M2) y especificas de hembras (F1) (datos no mostrados). El producto de ~200 pb
puede que se produjera debido a la contaminacién con ADN tTAV - la forma femenina de corte y empalme eliminaba
completamente el intrén Cctra y por tanto llevaba a un producto PCR que es idéntico al que se deberia obtener de
cualquiera de los varios plasmidos que contienen tTAV o las muestras manejadas en el mismo laboratorio. La banda
de ~600 pb, por el contrario, retiene ~400 pb de la secuencia Cctra y es diagndstica del correcto corte y empalme de
la construccion.

En otro experimento (datos no mostrados), se analizé la expresién de las transcripciones de LA1038 en respuesta a
tTAV de LA670 por cromatografia en gel (datos no mostrados), utilizando:

A: rt-PCR para la expresion de CMV-tTA de LA1038 en extractos de heterocigotos dobles LA1038/+, LA670/+;
B: rt-PCR para la expresién de hsp70-Cctra-nipper en extractos de heterocigotos dobles LA1038/+, LA670/+;y
C: rt-PCR para la expresién de CMV-tTA de LA1038 en extractos de heterocigotos LA1038/+ sin LA670.

Todas las moscas se criaron en ausencia de tetraciclina en la dieta. En Ay C, se presentaron dos bandas entre 200
pb y 400 pb y representaban el ADNc del ARNm cortado y empalmado (la banda de bajo peso molecular) y el ADN
gendmico o el ADNc del mensaje sin cortar y empalmar (la banda de mayor peso molecular) respectivamente. En B,
una banda de aproximadamente 200 pb representa el ADNc del ARNm cortado y empalmado en el patron de la
transcripcion de Cctra especifica de hembra, una banda superior de aproximadamente 1500 pb que representa el
ADN genomico o el ADNc del mensaje sin cortar y empalmar, y bandas de tamafio intermedio que representan el
ADNCc cortado y empalmado en el patron de las transcripciones M1 y M2 de Cctra no especificas de sexo, o bandas
no especificas.

Las secuencias cebadoras utilizadas fueron.

hsp70-Cctra-nipper: NIP: 5-CATCGATGCCCAGCATTGAGATG y
HSP: 5-CAAGCAAAGTGAACACGTCGCTAAGCGAAAGCTA;
CMV-tTA: CMV: 5'- GCCATCCACGCTGTTTTGACCTCCATAG y
TTA: 5-GCCAATACAATGTAGGCTGCTCTACAC

Estos datos (no mostrados) demuestran que la seccion hsp-Cctra-nipper de LA1038 demuestra que se cortd y
empalmé correctamente en la forma femenina en 6/6 hembras, y en la forma masculina en 6/6 machos.

Secuencias de referencia:

JY2004-tTA (SEC ID N? 14) — secuencia solamente de la region tetO7-tTA
pP[Casper-Act5C-tTA] (SEC ID N° 15)

pLA513 (SEC ID N° 16)

pLA517 (SEC ID N2 17)

pLA656 (SEC ID N° 18)

pLA670 (SEC ID N¢ 23)

pLA710 (SEC ID N2 19)
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pLA928 (SEC ID Ne 20)

pLA1038 (SEC ID N2 24)
pLA1124 (SEC ID N 21)
pLA1188 (SEC ID Ne 22)
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tcatcggata
caatcgttet
taaaaactgy

aattattgaa

cggctactee
cacgatgaga
cgtctecagy
ttcgooegge
ccatgagagg
gecgecaaag
cgaggagctg
gaccagegeo
ggcaatcgoe
gcccagaaag
cagctctgag

atgcaaatat

tctgogtcggg
atggccagac
atgaccttge
tecacgteeg
tacgacaace
agcaggaatyg
gocgeaggata
aggcagttga
gtgaagacca
tatgtgktcac
gtgaacacct

attctaaaca

aaacattaac
tgtgactaga
gragagectt
ttecgeagtgg
agatgccgta
cagtgggagt
taacgtgact
aaattcgtac
tccagtgaaa
ftgatatata
aacaaacact
caaaaaatta
tatatacaaa
ttgagacgaa
cagtegctcee
gcgaaagage
ttgaaaagta
tgatgtaagg

gtggggatgt

.acaaatataa,

tggtaaaaaa
ccogaagtet
ccacgtagte
ccgaactggyg
cccattggtt
atttgaggta
gtaktgataac
ttagatatce
agaagtgeag
gtggcactgt
agcgataaag
aaatcgaate

tgacttacat

31

cettacgtgg
gtaaaattaa
gggtgcagee
aaggetgeac
cctagtaaag
acacaaacag
gtgcgttagy
tttggagtac
tocaageatt
taaacaacac
ggatgteact
ccttaaaaag
tatattggag
atgaaccact
aaggtegtcg
aactacgaaa
tgtatataaa
tatgecaggtyg
tcgaagggga
ttacattagce
aaaaaacaég
tagagccaga
cageggceaga
gcacgtggty
aatcagcaga
tactggcace
cggaggaccee
gaaggacgtt
cactceggee
gagaaaaagc
tegacttegg
gattcattag

ttategtgge

aataaaaaaa

ttcacgtgee
ttggtgaaaa
ctgcaaaagyg
tgatagagece
agtaagtttg
tectgttcat
gaaatgegte
ttectaaatta
tattatgcce
ttoagtecaa
tcataatatt
caaataaatt
cggaaccatt
aacaaaaggﬁ
cgtggtgtygg
aaatatatcc
tgtaagtectt
aatacttgta
tttttgagay
cagktattte
tatgcgagca
tcggcggegy
ttegacgatg
cectegeegg
gagcecgagt
acagacagcg
gacacattagg
cgeagtcoga
ggcaattcgg
gocotoectea
aaagttagta

aaagacgttt

3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4550
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
$100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5540
5640
5700
5760
5820

5880



tgaaaggtca
tgegtgaget
aaatgttact
azactataaa
tatctaaaat
tggaacecact
ccgacagcea
tgtacecatt
ccatateceeg
cgggactcga
ttgtagttgg
tagatacecct
agtgcccaag
cagctcggaa
cttcagcace
gcagatcaga
tcecgeeggac
gagegaaage
tegtggeacc
aaagaggkca
ttggeeatty
ggcaagggea
ttcgeccgga
agatctcaca
ctgggcgecg
cgeecatecgg
gtgaggttet
aggagcgtge
tcegetgtea
ctaaccccga
tgcatageott
aatgcettta

agctaccaga

tgttggtcag
gttggcccaa
cgcatctcat
ctatacatct
ctagcgaatt
cacegttgte
ggatcgecac
ctccggetac
ggctactttg
tctccegtoe
taggacactg
taataaacac
aaagctacec
gacggctgat
tggacgacgc
ageggcggat
agacctttea
tcctggatea
cgeaccatygyg
xectgctgga
agcagtegea
tteagcaggg
taggecacge
cagatcages
gtatgtgteyg
ageceoggetg
cggctagttg
cgtagttttt
<ccctgeaatg
acaaaacgaa
éaaatatctg
gatgtcttga

ataatctgtt
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gaagaggasy
aaagatgagg
taatattcgc
cattgaaaaa
tgtttccaag
tgaataagtc
aggaccgoce
tecagtgget
ctaatggcaa
aggcacaacyg
ggcacccacy
atcgaactca
tgeectegge
gaatggtcag
tgtgggeggt
cgottagtge
cccotgecggy
cctgatccac
cttggaaaat
cataggcgea
tcecoggatgg
tegtettteoe
cgcaaactga
gactgegaat
ccegtigeag
attgacegee
gcegetecet
ggcctgoecy
ataggggatc
gtatcctacg
gttgttatat
teatgataty

tcgtgtcact

atggctecat
ccaatcaaga
gagttaaatg
aactaagaag
aattgtaage
gcacttttac
ggaactgeat
tctecagatt
aattgtcgce
gccaacacct
ctggatagga
ctaggaaaag
catcagaagg
gatgacggte
aaatgagtce
ctcggaggeg
cacaccgatg
gegagecact

caggtgttcc

.cekggoctge,

cgacacttgg
ggcaccggaa
gtttcaaatt
agaaactcac
aatagtccge
ccaaagatgt
gaaccggagt
aagecctagt
tcaaatatca
aagtaggttet
tttttgtaaa
atcttaaaaa

acctgbetgt

32

tgatattcat
tggcaaceat
aaatttattt
ggtgtggaat
gttatatcat
gaggagtggt
gaaccaggtyg
tttggtagee
atatcttggc
gtacgtaaaa
gttgagatgt
aagtcgacgg
atcttgtcaa
ttgecettct
agtecggagg
aatgeccagac
atcgtgtgct
egetgocgat
ctggeccgtta
atctecttgg
atgccocetgeg
ctgeocatcea
ggtaattgga
cgttettgag
gtgtceggtt
ccatattgtg
ccteegacgg
taatgcaget
actacaagceg
atacttttat
aaagaatgta

ctgtcttata

gcgattgegg

tacacccact
ctgcaaatta
atcttetgea
caggeaatto
ttgtttecac
tectegagea
gecttgtagyg
aacaactgct
gatcecgatca
gtcogecgga
aatgtaatgc
cttcgctggg
agagctcaaa
gcgacagett
taggctcatc
gecttecttte
gacatttgct
aggtcagatg
gggagecgat
cgtccacagg
gegatcgaaa
cggccaaaag
ccctttatta
caaatgttte
gaccagctgce
ccaggcatag
actgggtage
ctgcgaagcy
ttatgcteat
ttattttttg
gtcgaaaaty
tagcgageac

tttgggattt

5940
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6480
6540
6600
6660
6720
6780
6840
6900
6980
7020
7080
7140
7200
7560
7320
7380
7440
7500
7560
7620
7680
7740

7860

- 7860



ttgtgagteg
tcaagtgaac
gggtgtttge
tttcacactt
caaacaaaaa
taaaccgett
acgctaggta
ggcgatattt
tttgagtgag
ttaaaactga
ttatctacct
aaatcatgaa
Icactgtcaca
gttttatgge
cattegagaa
aggagaacyga
attcggagea
gtttttcace
tcgetgtete
-attttgaaga
aaaacatgtt
tgtatatacc
gatgatatte
gtgcatgtge
tcagtttctt
aatgcggcaa
ggggcgtgac
cgeatgtgtge
~atctegectct
ctitatgegt
acgctaaaat
tagcaacaaa

gcgagcaaga

cagttcteac
ttaagatgta

tgcetcegey
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gcogcagaca
tgcacatgta

aattaatagc

tcccetgett acccacccaa

taagaagcga
ggagcttegt
acgctacaaa
ctgtggacayg
aggtaatcga
tcagataagt
toccogoaaaaa
tggcatcaac
tecatcttece
cattaaagct
agaagcgate
gctgaktetag
atttgaagec

gtteecgggy

tctecatttg:

-atgagaataa
atctatagat
tttaatgtat
taagatgatg
ggttgtegtt
ggcttattea
aacggtagtg
gaggtctgtg
gtgtgtgtat
ctctagegee
cattttgget
aaataagtet
agcaacaaca

cggeracgace

gaggagtttt
cacgaaaccy
cggtggcgaa
agaaggaggc
aagaacctgg
tcaatgatat
tgggttttat
tctgaatcaa
agatctcgﬁt
ggctgategt
aaagaagegt
tatctctceca
aattkcecate
ccattttcaa
tcgaagaatg
trrgrattta
aattttgtty
tectcatette
ccagaceaca
ttttggaata
.aaaagcaaag
gaaggaaagg
gcotgggegey
tattegtgte
atetegtacy
cgaaatagge
acaatatggt
cagtggettt

ggceaaacgca

atttgatgtt
ctactcacat
tcergatect
aaccaatcac
ggcacagcac
ctgacaaagt
agagatageg
aaacagcgcet
tacatcaaat
ccagtgcagt
taacttacat
atctttgecag
gcctgttatg
cgecaaacac
cttcgggega
caatccaatg
gcctggegat
agactcgteg
ctgaggaatt
Lfacgaaaatc
caaaatatgt
:t#tgtattt
ggctgattte
gtttcaattt
taaagccaaa
ggtgcgaggce
qogtcaccga
tegeecacteg
catgctcaac
aactattkaa
tacttattgc
ccctetteea

attacgctga

33

gcaakcgcag
tgttcagatg
cttggcceat
caccecaate
ttegtgttta
gcaactgaag
gacgcagcgyg
gactttgagt
accettggat
aaaaaaaaaa
acatactaga
atgcacctac
tggccecacaa
caaatacata
gtagéagaat
ccaactgacce
egetecatte
gtaagataag
tcogegatgac
agttagtgga
tgactatgac
ataatggcaa
tgcgtcoteet
teggactgtce
aaagcgagat
agcggaagga
cgttggagece
coggttgttt
geaccgcatg
acaaagatta
catgtgtgtg
ctttttgtet

caaagagcag

ttcetataga
ctcggcagat
tgecgggatt
actcaaaaaa
attgatggcy
gcggacatkg
cgaaagagac
ggaatgtcat
cgaagtaaat
aatgttttte
attctaaaaa
ttcecattte
accaagacac
tcaatatgta
gcggaggaga
aactggocat
teggctatat
attgtgtcac
gtcggegagt
attttctaca
aaagattgta
tgatgatact
gcegaacgca
cgetttgatt
ggcaatacca
agggtgggge
actecctttga

tttbettiet

ttgcegtgte

gteaacgaaa
cagccaacga
gceaagegcgt

acgaagtttt

7920
7980
B8040
8100
8160
8220
8280
8340
8400
8460
8520
8580
8640
8700
8760
8820
gaao
8940
2000
9060
9120
9180
9240
9300
9360
9420
9480
5540
2600
9666
9720
9780

2840



ggeggaaaaa
atattgtteta
ttgaaagaga
aatagcttac
acgacacaka
ctctetctte
attttttatg
ttcaatagee
atgetgeata
gtctggeage
actagtgatg
aagtgcagat
ategetggac
acaatgagta
éccagctgaa
gacccatgga
gttgeggagg
tggtaaaagt

gctaagcggg

aatccagaga
acagcgeatt
cccagaaget
tgctcgacge
aaggggaaag
taagtcatcg
aaactctega
tatatgeact
atcaagtecge
gacaagetat
aattgatcat

gegegegtac

acgacgecec

catcaaggeg
tgaagetgtt
attaggaatc
ctgacgtcac
gagtagcgga
gtotoctgtt
aatgaatatt
aaatactata
tttaggacay
tgtitogeeg
cccctactag
agcagtaaac
attactaata
gttggggaaa
gtatcgaata
agtacactckt
aaattctecg
tttgaacgcg

ctttataaaa

. ~tcttgtgety -tgtggatact

ccccggatct
agagetgett
aggtgtagag
cttagccatt
ctggcaagat
cgatggagca
aaatcaatta
cagegetgty
taaagaagaa
cgaattattt
atgcggatta
gaaaaacaat

cgaagaggcg
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cctgatacga
tgacttcaaa
ggacagctta
agectctgga
gtaggcecage
tgcegcaaacg
tgcactatta
ccacetgage
catcattata
ttattgttaa
aagatgtgtyg
gtaagctaat
aacccactat
aaatgtgtaa
tgagtaaccc
tcatggogat
taaatgaaaa
acttgagagc

€gggctgcdg

Lecteceogaca

agaaccaaaa
aatgaggteg
cagcctacat
gagatgttag
tttttacata
aaagtacatt
gectttttat
gggeatttta
agggaaacac
gatcaccaag
gaaaaacaac

tacgggtcta

gggctggegg

atgecattegce
acacacaaaa
tegrracggg
agaactgccg
gtagtacaca
catagactge
ctatccaaaa
gatgcaacga
gaaatgctte
aaccggetta
ttgcacaaat
atgaatatta
aaacacatgt
aagcaccgty
ccaaattgaa
atacaagaca
cccaategge
ggagagcatt
gaccagtttt
Laaagcoygct
tggctagakt
gaatcgaagg
tgtattggca
ataggcacca

ataacgctaa

taggtacacg

gocaacaagg
ctttaggttg

ctactactga

étgcagagcc_

ttaaatgtga
¢catcgaggy

ctcegegect

34

aataacaatt
aaaaaaataa
ctaacagcac
ccaagcagac
tatgettgtg
actgagaaaa
ctattaagat
aatgatcaat
ttgctgtgta
agttaggtgt
gtccctgaat
tctaactgta
acatatgtat
accatcacag
tcacatgeceyg
cacacaagca
gaacaattca
goggctgata
catatcacta
ccatcageca
agataaaagt
tttaacaace
tgtaaaaaat
tactcactct
aagttttaga
gcctacagaa
tttttcacta
cgtattggaa
tagtatgecy
agecttetta
aagtgggtcc
cctgotegat

gtectttete

gcgatateta
aacaaattac
accgagacga
gatgcagagg
tgtgaggegt
tegattacet
agcaatcaca
ttgagcaaza
cetttetecke
gtttoetaeg
aaccaatttg
atgttttaat
gttteggcat
cataaagata
caactgatag
cgaacaccca
tacccatata
aggttttage
cogttegagt
geagtegtot
aaagtgatta
cgtaaacteog
aagcgggctt
tgocotttag
tgtgetttac
aaacagtatyg
gagaatkgcat
gatcaagagc
ccattattac
tteggeettyg
gegtacagee
¢toceggacy

ecegogggac

9300

9960
10020
10080
10140
10200
10260
10320
10380

10440

- 10500

10560
10620
10680
10740
14800
10860
10920
10280
11040
11100
11160
11220
11280
11340
11400
11460
11520
k1580
11640
11700
11760

11820



10

ES 244742213

acacgegrag actgtcgacg gocecccega

tagacggcga ggacgtggeg atggcgeatg

tgttggggga cggggattcc ccgggtccgg

gegetctgga takggoegac tteogagtttg

acgagtacgg tgggtagggg gegcgag

<210> 16

<211> 11920

<212> ADN

<213> Atrtificial

<220>

<223> pLA513

<400> 16
gggceegatct
accaacaatqg
aagccaatga
ttgacgttgg
cgtcatctte
catcgeettg
tatatattag
tagaacatga
ataatcatge

gcgacggatt
ttacgcagac
aacacgtcat
cgegegetaa
gcatgeetge
atcegoctcac
cctaatgagt
gaaacctgte
gtattgggeg
ggcgageggt
acgcaggaaa
cgttgctgge

caagteagag

gacaatgtte
tttattctta
agaacctggt
chgeacttea
acttacgtga
cagaagagca
tcacgatate
aataacaata

gtcattttga

¢gegetattt
tatctttcta
agaatcttcg
agaatggcaa
aggtcgaaat
aattccacac
gagetaacgtc
gkgccagetg
ctettecget
atcagctcac
gaacatgtga
gttttteecat

gtggcgaaac

agtgcagaga
cctctaatag
tgttcaataa
tgtacctecat
tctgatattt
gagaggatat
tataacaaga
taattategt

ctoacqeggt

.-gcatrgacaa.goacgoctca cgggagetce

agaaagagag
gggttaaaaa
ttcgacaaaa
accaagtcge
tcgtaatcat
aacatacgag
acattaattg
cattaatgaa
tectegotea
tcaaaggegyg
gcaaaaggee
aggcteocgee

ccgacaggac

ccgatgtcag coctgggggac gagetcocact

cegacgoget agacgattte gatctggaca

gatttacccec ccacgactec goccoctacy

agcagatgtt taccgatgec cttggaattyg

ctecggctacy
tcetctgtgg
cattttgtte
ctataaacgc
cactgtcaga
gctcategte
aaatatatat
atgagttaaa
cgrtatagtt
aageggeogac
agcaatattt
agatttgcge
accacattgt
gcgagegtog
ggteataget
cecggaagcat
cgttgegete
teggecaacg
ctgacteoget
taatacggtt
agcaaaagge
cceoctgacga

tataaagata

35

cctogtggac
caaggtcaag
gtctaatate
ttcttckegta
atcctcacca
taaagaacta
akaataagtt
tcttaaaagt
caaaatcagt
tgagatgtec
caagaatgca
tttactcgac
agccaagetyg
acctgcagge
gtttoctgtg
aaagtgtaaa
actgeoceget
cgcggggaga
gegoteggte
ateccacagaa
caggaaccgt
gcatcacaaa

cocaggegttt

tttgaagttg
attetgttag
tecactacege
tocgctetgga
acaagctegt
cceattetat
atcacgtaag
cacgtaaaag
gacacttace
taaatgcaca
tgogtcaatt
ctaaacttta
tgtgacgega
atgcaagectt
tgaaattgtt
gectggggtg
tteccagtegg
ggcggtttge
gtteggetge
tcaggggata
aaaaaggeceg
aatcgacact

cccectggaa

11880
11940
12000
12060

12087

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660

720
780
840
200
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320

1380



geteooctegt
tecettegag
aggtegtteg
ccttatecgg
cagcagécac
tgaagtggtg
tgaagccagt
ctggtagegg
aagaagatce
aagggatttt
aatgaagttt
gcttaatcag
gactccecogt
caatgatacc
ccggaaggge
attgttgceg
ccattgctac
gttocccaacy
cetteggtoe
tggéagcact
gtgagtacte
cggogteaat
gaaaacgttco
tgtaacecac
ggtgagcaaa
gttgaatact
tcatgagegg
catttececeg
ataaaaatag
acctetgaca
gcagacaagc
atgcggeate

gatgecgtaay

gcgetetect
aagegtggeg
ctccaagetyg
taactatcgt
tggtaacagg
goctaactac
taccttegaga
tggttitrtt
tttgatcttt
ggtcatgaga
tazatcaatc
tgaggcacct
cgtgtagata
gcgagaccca
cgagcgcaga
ggaagctaga
aggcatcgty
atcaaggcga

toecgateget
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gttccgacec
ctitctoaat
ggetgtgtge
cttgagteca
attagcagayg
ggctacacta
aaaagagttg
gtttgcaage
tctacggggt
ttatcaaaaa
taaagtatat
atctcagega
actacgatac
cgotcaccgg
agrggtoctg
gtaagtagtt
gtgtcacgct
gttacatgat

gtcagaagta

tgecgottac
getcacgctg
acgaacecocc
acceggtaag
cgagygtatgt
gaaggacagt
gtagctcttg
agcagattac
ctgacgctca
ggatcttcac
atgagtaaac
totgtetatt
gggagggctt
ctccagattt
caactttate
cgccagetaa
cgtegtttgg
cecccatget

agttggccgc

geataattcet cttactgtea tgocatcogt

aaccaagtca ttctgagaat agtgtatgeg

acgggatzat acegcgeocac atagcagaac

ttcggggega
tegtgeacee
aacaggaagyg
catactotee
atacatattt
aaaagtgcca
gegtateoacy-
catgeagete
cegtcaggge
agagtagatt

gagaaaatac

asactctcoaa
aactgatctt
caaaatgceg
ctttttcaat
gaatgtattt
cctgacgtet
aggcectttc
ccggagacgg
gcgtcagegg
gtactgagag

cgcatcagge

ggatcetacce
cagecatcttt
caaaaaaggg
attattgaag
agaaaaataa
aagaaaccat
gtctegegey
tcacagettg
gtgttggegg
tgcaccatat

gccattegec

36

cggatacctg
taggtatcte
cgttcagcec
acacgactta
aggcggtgct
atttggtate
atccggcaaa
gegceagaaaa
gtggaacgaa
ctagatcett
teggtctgac
tcgtteatee
accatctgge
atcagcaata
cgectecateo
tagtttgcac
tatggcttea
atgcaaaaaa
agtgrtatca
aagatgcttt
gegacogagt
tttaaaagtg
gectgttgaga
tactttecace
aataagggceyg
catttatcag
acaaataggg
tattatcatyg

tttcggtgat

-tctgtaageg

gtgtogggge
gqcag t:g tg ag

attcaggcty

tcegeecttte
agtccggtgt
gaccgergeg
tcgecactgyg
acagagetct
tgcgetetge
caaaccaccg
aaaggatcte
aacteacgtt
ttaaattaaa
agttaccaat
atagttgeet
cccagtgety
aaccagccayg
cagtctatta
aacgttgttyg
ttcagetceg
gcggttaget
cteatggita
tctgtg&ctg
tgctettgee
ctcatcattg
toccagttega
agegtitcotg
acacggaaat
ggttattgte
gttecgegea
acattaacet
gacggtgaaa
gatgocggga
tggettaact
ataccgcoaca

cgcaactgtt

1440
1500
1560
1620
1680
17490
1800
1860
1920
1280
2040
2100
2160
2220
2290
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
5240
3300

3360



g9gaaggacyg
ctgcaaggcg
¢ggccagtge
ggcaaaatca
acgttggacg
tcgggetgeg
. ctgtrgaaat
actttaaatt
aggtcaaact
cgcgtattaa
tacgcatcgg
geteaagbct
gagcgaaaaa
tattcacgac
ataatcatat
tcggtctgta
acacttacat
aaapaaacaa

tttacaaaaa
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atcggtgegg gectcttoge
attaagttgg gtaacgecag
caagctttgt ttaaaatata
aataattaat agtgtccgta
gcaaatccgt gactataaca
tgtttEttge cgacgogtct
aatttaattt ttggttette
cttecattggt aaaaaatgce
cagtaggagt tttatccaaa
cgcagagtgc aaagtataag
gtragatatceg ttaatatgga
ttgatcaaaa cgcaaatcga
ctaaaaaggc tagaatacga
agcaggctga ataataaaaa
tgtgacgtac gttaaagata
tatcgaggtt tatttattaa
actaataata aattcaacaa
aaactcaaaa tttettetat

taaacttatt ttgtacttta

tattacgcca
ggttttecca
acaaaattgt
aacttgttgg
caagttgatt
gtatacacgt
tttaaatcty
acgttttgea
aaagaaaaca
agggttaaaa
tcaatttgaa
cgaaaatgtg
caatctcaca
aattagaaac
atcatgcgta
tttgaataga
acaatttatt
aaagtaacaa

aaaacagrca

-aaktagectta-acttatacat..aatagaaaca_.aattatactt

tttggcacat
catttygectt
ctggctctte
tatkategeg
acgtcaggct
tgctactgac
cgracaataa
tttggtctag
taccggtact
tagetggett
tteccactgg
gcacggttee

tgcagtaaaa

atcaatatta tgctetegac
tegecttatt ttagaggggc
agtactgtca tctgatgtac
caaatatcte ttcaaagtag
catgtaaagyg tttctcataa
attatagctg tatataataa
kgccatagge cacctatteg
cgtgtccact cogectttag
ttcgtegata gaagcatcet
cggtttatat gagacgagag
cctggagega ctgkttttca
cacaatggtt geggeeggcoe

aaaaaaaatg ttttectttat

saataacttt
agtaagtaca
caggcacttc
gagctictaa
attttitgeg
aagaatttat
tcttectact
tttgattata
catcacaaga
taaggggtec
gtacttcegg
agatttaaat

ctactttecy

37

getggegaaa
gtcacgacgt
gatcccacaa
tettcaactt
taataatttc
tgattaactg
tgatgaaatt
acttatgagg
tgattacgte
aatatéttft
cagttgatta
tcggacaata
gacagcgttg
tattatttaa
aaattgacge
tattaagttt
tatgtttatt
aacttttaaa
tgttgtatta
attagtcagt
tttgceatttt
gtaagracgt
atttggcaaa
acgcttacge
actttggacc
gcaggcaatg
gcaggteatce
atacétaacc
tgataataag
gtcaaaacaa
tatctogegt
gageggecge

caaaaatagg

gaggggatgty
tgtaaaacga
aatgaagtgg
tttgaggaac
agccaacacg
gtcgattaaa
ttttaaaata
gtctaatatg
tgtacacgaa
acgcaccata
acgtgtcecet
tcaagtogat
agatatacgg
ccctagaaag
atgtgtttta
tattatactt
tacctattaa
cattctetet
taaaataagt
cagaaacaac
ttgeacgatg
ttéttcatta
atattagaga
ataaacgatg
ttctectecct
tttateatte
acagaacaca
atttgeggtt
tataccatet
aacatcgatg
ttgttigate
agatatccag

ttttattaac

3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3200
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620 -
4680
4740
4800
4860
492¢
4980
5040
5100
5160
5220
5280

5340



ttacatacat
tgaatggcat
cacatcatte
tggccattaa
agaaagaagce
acgagctgat
agcaatttga
caccgttcee
tctckcttea
aagaatgaga
tgttatctat
tacctttaat
attttzagat
gtgecggttgt
tcttégctta
gcaaaacggt
tggcggggte
gtgegtgtgt

ctctetctag

acktagaattce
caactctgaa
ttccagatct
agcetggetga
gatcaaagaa
ctagtatctc
agccaattte
ggggecatet
tttgtegaag
ataatttgca
agataatttt
gtattctecat
gatgccagac
tgttitttgg
ttcaaaaagc
agtggaagga
tgtggctgygyg
gtattattcg

cgecatetcg

gogtcattiy gactogaaat

aaataaataa
caaaagcaac
aagacggcac
aaaacatcaa
tttatgaagc
gagaattagg
ttacctgacg
catagagtag
cttegtctee
tatgaatgaa
agccaaatac
catatttagg

cagctgttec

gtetacaata
aacacagtgg
gaceggcaaa
ggeygcctgat
tgtttgactt
aatcggacag
tcacageeto
cggagtagyge
tgtitgcgea
tatttgcact
tataccacct
acggcatceat

geccgttattg

ES 244742213

tatattctaa
tcaaatcttt
cgctgeetgt
tegtegecaa
gegtoteegg
tccacaatco
catogectygg
tcaaagacte
aatgctgagy
tttatacgaa
gttgcaaaat

ttteckatgt

cacaggctga

aatagtttea
aaagtaaagce
aagggqgtgeg
cqcgacgtca
tgtectegeca
tacgcatgct
aggcaattat
tggttactta
cttteectet
cgcaattacy
acgaatgcai
caaaacacac
cttatcgtta
tggaagaact
cagcgtagta
aacgcataga
attactatte
gagcgatgea
tatagaaatg

ttaaaaccgg

aaacacaaat
gcagatgcac
tatgtggece
acaccaaata
gcgagtagga
aatgccaact
cgategetec
gteggtaaga
aatttcgega
aatcagttag
atgttgacta
atttataatg
tttetgegte
attttecggac
caaaaaagcqg
gggcagcgga
ccgacgttgg
ctcgecggtt
caacgcaceg
ttaaacaaagy
ttgccatgtg
ttcactettt
ctgacaaaga
ttgcaataac
aaaaéaaaaa
cgggctaaca
gcogccaage
cgeatgeget
ctgcactgag
aaaactatta
acgaaatgat
cttettgetg

cttaagttag

38

gatacttcta
ctacttetca
acaaaccaag
catatcaata
gaatgegoag
gaccaactgg
attcttggcet
taagattgty
tgacgtcggc
tggaattttc
tgacaaagat
gcaatgatga
ttttgcegaa
tgtcocgectt
agatggcaat
aggaaggagtg
ageccacteoct
gtttktttet
catgttgeeg
attagtcaac
tgtgcagcea
gtttgecaage
gcagacgaag
aattgcgata
ataaaacaaa
gcacaccgag
agacgatgca

tgtgtgtgag

aaaatcgate.

agatagcaat
caatttgage
tgtactktte

gegtgttkte

aaaaaaatca
tttccactgt
acacgtttta
tgtacatteg
gagaaggaga
ccatattcgg
atatgtbttt
tecactegetg
gagtattttg
tacaaaaaca
tgtatgtata
tactgatgat
cgcagtgecat
gatttcagtt
accaaatgcg
gggcggggcyg
ttgaccatgt
ttttatctceg
tétcctttat
gaaaacgcta
acgatagcaa
gegtgegage
ttttggecga
tttaatattyg
ttatttgaaa
acgaaatagc
gaggacgaca
gegtotctcet
accetattttt
cacattcaat
aaaaatgctg
tetegtetgg

tacgactagte

5400
5460
5520
55840
564490
5700
5760
5820
5880
5540
6000
6060
6120
6189
6240
6300
6360
8420
6480
65440
6600
6660
6720
6780
6840

6900

€960

7020

‘7080

7140

7200

72640

732¢



gatgecccta
agatagcagt
gaacattact
agtagttagyg
tgaagtateq
tggaagtaca
gaggaaattc
aagctttgaa
cgggctttat
getgtgtgga
gagaccocgg
agtteatgeqg
agggegagagy
agggcggccc
aggtgtacgt
gectcaageg
actceteoet
cctococgacgg

tgtacececg

. geggecacta._cctggtggag.

ccggetacta
tegkggagea
caattagcat
gctgeaatat
atectteotee
ataﬁgataag
agcataatta
gatagttgee
atatctaata
caaattgact
aagtcatgtg
ttttaagcakt

caatcagete

ctagaagatg
aaacgtaagc
aataaaccca
gaaaaaatgt
aatatgagta
ctcttcatayg
tecgtaaatg
cgcgacttga
aaaacgggcet
tactacteooe
atctagaacc
ctteaaggtg
cgagggccgc
ccegeccite
gaagcaccco
ggagegegty
geaggacgge
coccegtgacy

cgacggeaty

ctacgtggac
gtacgagegce
gaacgttctg
tgaaaatota
tgactttett
tacctgcaaa
gtaacttatc
gaggtcaaat
gtacccaatt
titetgeogg
agaaatttgt
cttgatttta

gagtctttat

ES 2 447

tgtgttgeac
taatatgaat
ctataaacac
gtaaaagcac
acecccaaat
cgatatacaa
aaaacccaat
gagcggagag
gcgggacoag
gacaczaagc
aaaatggcta
cgcatggagg
ccckacgagg
geckgggaca
gecgacatec
atgaactteog
tgcttcecatet
cagaagaaga

ctgaagagey

422 T3

aaatgteccet
attatttaac
atgtacatat
cgtgaccatce
tgaatcacat
gacacacaca
cggcgaacaa
cattgcggcet
ttttcatate
cgckccatca
gaatggeccte
gcaccgtgaa
gccacaacac
teetgtoeee
ccgactacaa
aggacggeqyg
acaaggtgaa
ccatgggetg

agacccacaa

trcaagtcea totagatgge

gccaagetaqg
accgagggcee
aaaagcacat
ataaacaaaa
atttagaatt
acactgeagc
gegcagaatt
gttgttgtat
caattgcaaa
aaaagcaacce
aaataaaatt
cgatgacacc

taggcateoag

acatcaccte
gccaccacct
ttagctotee
ctaatgtaca
aatataatac
teaagtctta
cgctaatgte
ttgtattata
gatagtcatt
ttgacacaca
tttcgoagta
gcaataaggt

tetttctete

39

gaataaccaa
tgtaatgttt
gtatgttttg
acagcataaa
gecgeaacty
agcacgaaca
ttcataccea
gataaggttt
actaccgktt
gccageagte
cteocgagaac
caggccacgag
cgtgaagetg
¢cagttcoag
gaagctgtceo
cgtggcgace
gttcategge
ggaggcctee
ggccctgaag
caagaagcec
ccacaacgag
gttcetgtga
actacttaca
ttaa;tcttc
tgcatacaktt
atgaggttet
ccocgacetac
ccteaatatt
daaaaaaacct
aagttaatta
atttaagtgg
acaactttat

taagtttctt

cttitgaagtge
taatatcgct
gcakacaatg
gataaccage
ataggaccca
coccagttgcyg
tatatggtaa
tagcgctaag
gagttcttgt
gtctaatcca
gtcatcaceg
ttcgagatcg
aaggtgacca
tacggctcoca
teccoccgagy
gtgacccaqgg
gtgaacttce
accgagbgcc
ctgaaggacg
gtgcagctge
gactacacca
gatccatgag
catatccctat
agttttgaat
aatactgtaa
gocgatagecet
atgtacttct
ggtatattca
aaatcacttg
gtttatctgyg
geetaatece
attgtttttg

cgtgcaataa

7380
7440
7500
7560
7620
7680
7740
78040
7860
7920
7980
8040
8100
8le0
8220
8280
8340
8400
8460
8520
8580
8640
8700
8760
ggzo
B8BOD
8940
8000
9060
9120
2180
9240

9300



atgaggttee
azagagcaaa
tctcgagggg
actgataggg
actcgacttt
tctatcactg
tggtaaactc
cttttectcta
aggegcticg
gegaaageta
geggtaagtt
ataacaccte
gegttggage
aagctgggcy
gatgeeetgg
gagtccegge
caccgagécg
ctggagaace
gctetgageg
.gtcgcaaaag
graategagc
attatctgecg
cgecgegegta
gacgacgeec
cacacgcgca
ttagacggcy
atgetggggg
ggegetetgg
gacgagtacg
ctcgaggage
tgaagttgag
gcgcecataaa

ttagcaataa

aaactccgta
ccectaggte
gggcettaat
agtggtaaac
cacttttcte
atagggagtg
gactttcact
teactgatag
tctacggage
agcaaataaa
gatcaaagga
tagaaaccac
Egttgaacga
tggagcagce
cecatcgagat
aggacttect
gtgccaaagt
agctcgogtt
cegtcoggtoa
aggagegega
tattcgatca
gattggaaaa
cgaaaaacaa
ccgaagagge
gactgtcgac
aggacgtggce
acggagatte
atatggececga
gtgggtagtt
ttgataacat
aacacaatta
catagcacca

ctctgetgac

ES 244742213

gatttttoet
tgtccaggaa
taagaggecge
tcgactttea
tatcactgat
gtaaactcoga
tttetetate
ggagtggtaa
gacaattcaa
caagcgcage
aacgcaaagt
catgggeage
agttggecatt
caccctctac
gekcgaccge
ccgcaataac
ceatctegge
cctgtgecag
ctttacecety
gaccccaaca
tcaaagagec
geaactgaaa
ttacgggtct
gggagectggeg
ggcecceceg
gatggegeat
ceccgggtoeg
cttogagitt
ctagagtcga
tatacctaaa
agcatccect
atttegaaga

ttcaaaacga

tctvtgttga
tgtattttog
gccaggettc
cttttcteta
agggageggt
ctttcacttt
actgatagay
actcgaaaac
ttcaaacaag
tgaacaagcet
cttcaagaaa
cgectggata
gagggactga
tggcacgtga
caccacacgc
gccaagtegt
acgegoccecga
caaggcttca
ggctgegtge
accgattcoga
gagecggeat
tgegagtegy
accatcgagg
getecgegee
accgatgtca
gecgacgege
ggatttacce
gageagatgt
cetcgaacgt
coecatggtca
ggttaaacct
aatcagttaa

gaagagttgc

40

atcecagatcce

tgtttgtega

gactttcact

tcactgatag
aaactcgact
tctetatecac
agtggtaaac
gagcgecaga
caaagtgaac
aaécaatctg
aaacaaaact
agtccaaagt
cgacccgcaa
agaataagceyg
actttigeee
tcocgetgoego
ccgaaaagea
gcctggaaaa
tggaggacca
tgececoact
tectgttogg
gctogggeee
geetgetega
tgteoctttet
gcctgaggga
tagacgattt
ccecacgacte
ttaccgatgc
taacattaac
agagtaaaca
gacattcata
aagcaattag

aagtatttgt

tgcaaagaaa
tcgaccatag
tttckctate
égagtggtaa
ttcactttte
tgatagggag
tecgactttca
gtataaatag
acgtcgctaa
cggtaccotg
aatttgattt
catcaactce
gttggegceag
ggcgetgcty
gttggaaggc
tctgetgtce
atacgagaca
tgctctctac
agagcatcaa
getgegtcag
cktggagetg
cgegtacage
tectcecggac
ccoeocgegaga
cgagetccac
cgatctggac
cgcececctac
ccktggaatt
gtaacgttaa
tttetgeett
cttgttaata
caattagcaa

aaggeacagt

9360
9420
9480
9540
9600
9660
8720
2780
ggd0
8900
2960
10020
10080
10140
10200
103260
10320
10380
10440
10500
10560
106240
10680
10740
10800
10860
10920
10980
11040
11100
11160
11220

11280



10

ttatagaceca
tgaacatata
aatttaattg
gacettgett
coccatececyg
aggcattgeg
agccacttaa
gtaatcgeaa
atggagaagc
gtrttgggage

tctagaaaga

<210> 17
<211> 11570
<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> pLA517

<400> 17

ccgacggete
gtggaattat
caaatagaga
gtcaggtgea
caaktaatgaa
aazactttet
gecgacaagtt
gagtatatag
aagaggattt
tccaageogge

gagagcaata
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attagggecte gteatgtaac
tattatcaat ggggaagatt
gtcctaagac taaataatat
tttgggttca atcgtaagtt
gaataccgea gaataaagag
atgggggate attacactcg
tggccaacaa tccatctaat
gcaatagaac ccatggattt
caaactgaac acécacagta
gactgagatg tcctaaatgce

tttcaagaaa aacggogccec

gaccgoteat ttaaatctgg ceggcoogeaa ccattgtggg

gcgagatace ggaagtactg aaaaacagte getocaggec

gttttgacgg accoccttact ctegtcetcat ataaaccgaa

—rattatcatc_ttgtgargag .gatgcttcta tocaacgaaag.

ttatgtatta
tgacctgcag
ttgcctgeat
tccaaagecg
gtaagcgttt
tgccaaatga
gtacttactg
aatgcaaaaa
tgactaataa
atacaacatg
taaaagtttt
taaacataaa

acttaatate

caatcaaact
taggaagacg
aaattctttt
caaaaaattt
agaagctcct
agtgcctggt
tacttactgce

agttatttgt

gtataatttg-

actgttttta
gttactttat
taaattgttt

tattcaaatt

aaaggcggag tagacacgcet
aataggtggce ctatggeatt
attatataca gccataatgt
atgagaaacc tttacatgag
actttgaaga gatatttgeg
acatcagatg acagtactga
ccetcotaaaa taaggegaaa
cgagagcata atattgatat
4tttctattat gtataagtta
aagtacaaaa taagtttatc
agaagaaatt ttgagtittt
gttgaattta ttattagtat

aataaataaa cctegatata

41

taagcogeggt
taaccctcag
atttaaaaat
getteoctatat
agatttgcaa
gagcctacggt
agctaatage
gaccaaaggt
ctgtgtacta

acagcgacgg

aaccgtgoga
agtgggaaca
dgccagctaag
taccggtaaa
agaccaaatg
attgtacgga
cagtagcazg
cctgacgtca
cgataatatc
agagccagta
ggcaaatgca
gtgccaaagt
agctaattac
tttgtaaaag
gtttteteet
gtaagtgtaa

cagaccgata

gaaacccaat
gtagcaaagt
ctggccettt
asacacttte
caaaaaataa
tacaattceoe
gcaatcactg
aaccgagaca
ccactggege

attcgeogcta

tcasacaaac
tcgatgttet
atggtatact
ccqacaaatgy
tgttctgtga
atgataaaca
ggagaaaagg
tcgtetatge
tctaatattt
atgaaaaaac
tegtgeaaaa
tgtttetgac
ttattctata
agagaatgktt
aataaataaa
atataataaa

aaacacatgc

11340
11400
11460
1i520
11580
11640
11700
11760
11820
11880

119220

60
120
180
240
300
360
420
480
540
€00
660
720
780
840
200
960

10290



gtcaatttta
aaataatagt
acgctgtctg
ttgtcegaca
atcaactgtt
aatatattet
cgtaatcatyg
tcacaagttg
tttcatcaca
gttaatcaac
aattattaaa
gttgaagacc
gtaggatcac
gtegtgacty
tegeccagetg
gcctgaatgg
cacaccgcat
ccegacacca

cttacagaca

—Caccgaaacg._.cgegagacga .

tgataataat
ctatttgttt
gataaatget
cectkattee
tgaaagtaaa
tcaacageag
cttttaaagt
teggtegeeg
-ageatcttac
ataacactge
tcttgoacaa
aagccatacce

gcaaactatt

cgcatgatta
ttctaatttt

tgagattgte

‘cattttegte

caaattgate
ttaacectct
ftttetttet
caaaacgtgg
gatttaaaga
gtgtacacagq
tcaacttgtg
aacaagttta
aattttgtta
ggaaaacccet
gegtaatage
cgaatggege
atggtgecact
gccaacacea

agctgtgacce

ggtttecttag
attttictaa
tcaataatat
cttttttocg
agatgctgaa
taagatcctt
tetgetatgt
catacactat
ggatggcatg
ggccaactta
catgggggat
aaacgacgag

aactggcegaa

ES 244742213

tetttaacgt
tttattatte
gtattctage
gattrgegtt
catattaacg
tatactttge
tggataaaac
cattttttac
agaaccaaaa
acgcgtoggc
ttatagtcac
cggacactat
tattttaaac
ggcgttacce
gaagaggccc
ctgatgeggt
ctcagtacaa
gctgacgcege
gtecteegaga
-aagggecteg
acgtcaggtg
atacattcaa
tgaaaaagga
gecakttttgec
gatcagttgg
gagagtttte
ggcgeggtat
tctcagaatg
acagtaagag
cttctgacaa
catgtaactc
cgtgacacca

ctacttacte

acgtcacaak
agcctgetgt
ctttttagtt
ttgatcaaag
atatcaacce
actctgegtt
tectactgag
caatgaagaa
attaaattat
aaaaaacacg
ggatttgccy
taattattrg
aaagcttgge
aacttaateg
gcaccgateg
attttctcet
tctgctekga
cctgacggge
getgeatgtyg
tgatacgccet
gcactttteg
atatgtatce
agagtatgag
ttoctgttet
gtgcacgagt
gcceocgaaga
tatcccgtat
acttggttga
aattatgeag
cgatcagagyg
gecttgateg
cgatgectgt

tagettoceg

42

atgattatct
cgtgaatace
tttoegeteoat
acttgagcag
gatgcgtata
aatacgegtt
tttgacctea
tttaaagtta
ttgaacagtt
cagoecgacy
tecoaacgtgt
attttgecee
actggcegtce
cecetgeagea
ccctitcecaa
tacgeatetg
tgccgeatag
ttgtetgete
ccagaggttt
atttttatag
gggaaatgtg
gctcakgaga
tattcaacat
tgotcaccca
gggttacatc
acgttttoea
tgacgeccggg
gtactcacca
tgetgecata
accgaaggag
ttgggaaccg
agcaaktggea

gcaacaatta

ttccagggtt
gtatatctca
cgacttgata
agacacgtta
tggtgcgtaa
cgtgtacaga
tattagaccc
ttttaaaaaa
taatcgacca
tgttggctaa
tectcaaaaa
acttcatttt
gttttacaac
catccceett
cagttgegea
tgeggtattt
ttaagccage

ccggcatceg

teacogtcat

gttaatgtca
cgcggaacce
caataaccct
ttecgtgteg
gaaacgetgg
gaactggatc
atgatgagea
caagagcaac

gtcacagaaa

accatgagtg™

ctaaccgett
gagctgaatg
acaacgttge

atagactgga

1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1e680
1740
1800
1860
1520
1280
2040
2100
2169

2220

22a0

2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940

3000



tagaggeaga
ttgctgataa
cagatggtaa
atgaacgaaa
cagaccaagt
ggatctaggt
cgttecactyg
ttetgegegt
tgecggatca
taccaaatac
caccgectac
agtcogtgtet
gctgaacggg
gatacctaca
ggtatceggt
acgccetggta
tgtgatgcte
ggttcctgygc

ctgtggataa

taaagttgea
atctggagec
geccctecegt
tagacagatc
ttactecatat
gaagatcctt
agcgtcagac
aatctgetge
agagctacC§
tgtecttocta
ataccteget

taccgggttyg
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ggaccactte tgogetegge cctteegget

ggtgagcgtg ggtctegegg-tatcattgea

atcgtagtta
gctgagatag
atactttaga
tttgataate
ccogtagaaa
ttgcaaacaa
actetttite
gtgtageegt
ckgctaatec

gactcaagac

tctacacgac
gtgcetcact
Ctgatttaaa
tcatgaccaa
agatcaaagg
aaaaaccace
cgaaggtaac
agttaggcca
tgttaccagt

gatagttace

gggttcgtge acacagccca géttggagcg

gcgtgageat
aagcggeagg
tctttatagt
gtcagggggd
cttttgetgyg

ccgtattace

tgagaaageg
greggaacag
cctgteaggt
cggagectat
cettttgete

gootttgagt

ccacgettec
gagagegcac
ttegeocacet
ggaaaaacgc
acatgttctt

gagctgatac

.cocgagegeag.cgaghcagty_agcgaggaag__cggdaagagedg

tecocgegeg
cgggcagtga
tacactttat
caggaaacag
ctgcaggteg
gcttggecac
cgagtaaagc
cattcttgaa
acatctcagt
tgattttgaa
ttttaagatt
cttattatat

gttctttaga

ttggcegatt
gcgcaacgca
gcttcogget
ctatgacecat
acgctegoge
aatgtggett
gcaaatcttt
atattgectct
cgcegettgyg
ctataacgac
taactcatac
atatatttec

cgatgageat

cattaatgca
attaatgtga
cgtatgtegt
gattacgaat
gacttggttt
ttgtcaaacyg
tttaacecta
ctctttctaa
agetecegtyg
cgegtgagte
gataattata
ttgttataga

atcctctetg

gctggeacga

gttagotcac’

gtggaattgt
ttegacetge
goccatteottt
aagattctat
gaaagatagt
atagecgcgaa
aggcatgctt
aaaatgacge
ttgttaﬁttc
tatcgtgact

ctcttetgea

43

ggggagtcag
gattaagcat
acttcatttt
aatcccottaa
atcktcttga
gctacceageyg
tggctecage
ccacttcaag
ggctgetgee
ggataaggeg
aacgacctac
cgaagggaga
gagggagett
ctgacttgag
cagcaacgeg
toctgegtta
cgetogeege
cccaatacge
caggttteee
tcattaggea
gageggataa
aggcatgcaa
agcgegegt.e
gacgtgttta
ctgegtaaaa
tcegtogetg
gtcaakgeqy
atgattatect
atgttctace
aatatataat

aagcgatgac

ggctggttta
gcactgggge
goaactatag
tggtaactgt
taatttaaaa
cgtgagttte
gacccttttt

gtggttitgtt

agagegcaga

aactctgtag
agtggcgata
tageggtegg
accgaactga
aaggcggaca
ccagggggaa
cgbegatttt
geetttttae
tcceoectgatt
agccgaacga
aaaccgeete
gactggaaag
ccccaggett
caatttcaca
gcttgecatgc
gcgtcacaca
aagtttaggt
ttgacgcatg
tgcatttagg
taagtgtcac
tttacgtgac
tacgtgataa
aaaatgggta

gagettgttyg

3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3490
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3300
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920

4980



gtgaggattc
cagaagaagc
tattagacga
tgaccttgce
ccacgaggey
ccaaacgege
ctecattgte
gattaccagt
gtggctggga

atgeetttat

gatggggaaa

aaggtcaaag
taaattactt
tgttcaattg
ctataaacty
tgctaattge
tggcgetatt
acttcaaagg
etcgagttaa
tcgagatcaa
gcgteegeocy
gactegeatt
gccggetegy
gaateggttg
acgcagccca
aagccecttget
gggegegtge
gacttggcgt
gtgtggtgge
acétgccagt
agtcectcaa
tecaggegge

tcttgaaaac
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tgacagtgaa atatcagatc acgtaagtga

gtttatagat
acaaaatgtt
acagaggact
tagccgagte
cagtggtagt
tcggttacct
gattgcgeta
attgtaaccy
ttcttgrtge
gtgtttatat
ggocagattt
tgctacctga
ggtttcaccy
tgccttacaa
taattgctaa
aacaagtaty
cagaaatgtt
cgttacgtta
agtcgtecaa
gcagcatatc
tcagtegett
ctccttgatg
ttggggtctce
gggtaaagtyg
ggcacaggaa
cgagatggac
tattgcggag
ggtcgageat.
agagggtggg
tgeccaactte
tgcccatggt

tttgegttec

daggtacatg
attgaacaac
attagaggta
tcktgcactga
acacagtact
ttggtcaaat
ttagctatta
taggccegag
gaatctcte
agaagecaact
ttaaatatat
gggttaaate
cgcttagtta
atacttgcaa
ttgettetaa
aatgtcaggr
tactecttgac
acgttaacgt
agcatcagcg
caggtcgaag
ttecaatceg
atcgaacagc
gegetectet
acogacggey
¢gegagetgg
tttggecaceg
gaagtcctge
ctegatggce-
ctgetcocacg
gttcaacagce
ggtttctaaa

ccttgatcaa

aagtgcagce
caggttctte
agaataaaca
acattgtcag
gtgggtgttc
ccatgggtte
gatggatkgt
tgtaatgatc
ttattctgeg
tacgattgaa
tatttagtet
ttececattyg
catgacgagc
ctecttetegt
ctgatttctt
ttaaccagygy
catgggtcta
tcgaggtega
ggcaacatat
tecatccaggg
cagataatca
tegattgecet
tttgcgactt
ctcagagegt
ttctccagtg
teteggtgay
caggactege
agggcatcca
ccoagettet
tccaacgegg
ggtgttataa

cttaccgeca

44

agatgacgte
aacgtcaage
attggettct
ctgttggteoa
atcggeeeqgq
agtttgaaat
tattgectat
tggccaaact
ccccataaaa
gtattcttea
cccaaatgca
taggactcte
ataataataa
cctaatgage
tttgaagetca
cgaaattggt
gatgettaat
ggtataatgt
ctctagatcta
ccaagtcaaa

categgeggg

gectccaagee.

gacgcagcag
gatgetottg
agagagcatt
tctegtattg
acagcagage
cttecaacgg
gcagegoecg
gcgccaacth
agttgatgac
atcaaattag

gggtaccgea

cagagegata
ggtagtgaaa
aacagaatct
acttcaaagt
gcgoegttte
cctettgett
atactettgc
tgtcgettaa
agttttcgea
ttattgegog
cctgacaage
tatttgcaat
ttccactata
cgtcagtagt
gcagagttat
gectatgttta
tgtgttctea
tatcaaqcote
ttacagcatg
atéatcgaga
geccogagoce
gaacaggaat
tgggggcacc
gtcctecage
ttccaggetyg
cttttocggte
geagcggaac
geaaaaatge
cttatcette
gcgggtegte
cttggactta
ttttgtettt

gattgtttag

5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6480
6540
6600
6660
6720
6780
6840
6900

6960



ctrgttcage
tgtttgaatt
tttegagttt
ctatcagtga
agtgaaagte
cactccetat
gagaaaagtg
aacctggege
aaaatacatt
aacaaagaag
gagaaagact
cttattgegg
ctgegaaaaa
tgtgécaagg
tgactatect
taatacaaat
cattagggaa
agacttgage

attatattaa

tgegettgtt
gaattgtcge
accactceoct
tagagaaaag
gagtttacca
cagtgataga
aaagtcgagt
gecctcttaat
cctggacaga
gaaaaatcta
gatgcctaat
tgtcatcgta
ttttatttac
ttgcttttee

tgcaattgaa

acaacaacat

ttctgegega
tgcagtgttt

ttctaaataa
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tatttgectta gectttegett
tceogtagacy aagcegectct
atcagtgata gagaaaagtg
tgaaagtcga gtttaccact
ctecctatea gtgatagaga
gaaaagtgaa agtcgagttt
ttaccactce ctatcagtga
taaggceeocce cotegagace
cctaggggtt tgctotittt
cggagtttgg aacctcattt
aaagactcaa gctgattgea
aaaccaagat gcttaaaagg
aaatttctca catgacttce
ggcagaaaag tcaatttgea
ttgggtacta ttagatattg
ttgacctcgg caactatcag
taagttacta attatgctaa
tgcaggtact tatcatattt

gaaagtcagg agaaggatat

-tacattagtt_trgtttatta gattttcaat atbiggagecat

agagctaaac
gtagtggcog
agtgatgtce
catgtagatg
gtgggteteg
goceatggte
caccttgtag
geegteeteg

‘gtagtegygg

ggacaggatg

gttgtggece
cacggtgccc

ggccattcta

gcgettttea
cccteggtge
agctitggegt
gacttgagct
ccctteagea
tecttctgea
atgaagcage
aagttcatea
atgtcggcgg
teccaggega
tegtagggge
tccatgegea

gccatttegg

gaacgttcat gctaattget
getegtactg ctccacgatyg
ccacgtagta gtagecggge
ccaccaaggta gtggcegoey
cgcegtegey ggggtacagg
tcacggggee gtcggagoga
cgtectgeag ggaggagtoe
cgegetecea cttgaageece
ggtgcttcac gtacaccttg
agggcoagggg geegoecttg
Qgccctcgcc ctegeceteg
cottgaagcg catgaacteg

ttectagatce ggggtcoctoeg
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agcgacgtgt
atttatactc
aaagtcgagt
ccctatcagt
aaagtgaaag
accactcecct
tagagaaaag
atggtegate
tectttgoayg
attgcacgaa
aaaacaatat
gattaggeec
agataaacta
agtgatttag
aatataccaa
aagtacatgt
gotatcgeag
acagtattaa
tcaaaactga
agaatatgtyg
catggatcee
gtgtagtcek
agctgcacgg
.tccttcagct
cgeteggtygg
aagttcacge
tgggteacag
tcggggaagy
gagecogtact
gtcaccttca
atctcgaact
gtgatgacgt

gattagacga

tcactttget -

cggegeotege
ttaccactee
gatagagaaa
tcgagtttac
atecagtgata
tgaaagtcga
gacaaacacg
atctggattce
gaaacttaga
aaagregtac
acttaaatta
attaactttg
gtrtttetaa
tattgaggta
aggtcgggaa
aacctcatﬁa

tgtatgcagt

-agaattaatg

taagtagtgg
acaggaacag
cgttgtggga
gettetegge
tcagggcecett
aggcctocca
cgatgaactt
tcgecacgee
acagcttctt
ggaactgagg
gettecacggt
cgtggeegtt
teteggagga

ctgctagetg

7020

7080

7140

7200

7260

7320

7380

7440

7500

7560

7620

76840

7140

7800

7860

7920

7980

8040

aio0

8160

B220

8280

8340

B400

B4690

8520

8580

8640

- 8700 -

8760

8820

8880

8540



atggagcggce
tatgaaaact
ccgcaatget
gttegeegat
tgtgtgtctt
‘gtgattcaat
tggtcacggt
atgtacatgt
taaataatat
ggacatttgt
aacttaagcc
gcaagaagca
catttegttg
atagttttga
cagtgcagtc
cacatgegta
ttggcggeag
ttagcccgta

tttetettgt

tttgtgteqg
ggtcccgeag
ctecgekcte
tgggttttca
gtatatcgece
ttgggggtea
getettacac
gtttatagtg
tcatattage
gcaacacaca
ggttttaaca
tttctataat
catcgctcag
atagtaatag
tatgegtttg
ctécgctggc
ttcticcaga
acgataagct

gtgttttgaa

tattgcaaat gcattcgtac

tttgtcageg
aaagtgaaag
catgacaata
ttgtttaaat
gtgcgttgag
ceggegagtg
aacgtcggtg
cgecegececg
cttttttgge
¢cgaaaattyg
tgcagaaatc
ttataaatac

gtcaacatat

taattgegtt
agggaaagcce
agtaaccata
aattgectat
catgcgtacyg
gegagacacg
acgtcgeace
cacccottec
tttactttge
aaactattcc
agectgtggt
ataagaaaat

ttkgocaacaa
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gaggagtatc
ccegttttat
aagtcgcgtt
tttacggaga
atgaagagtg
ctcatatteg
attetetece
ggtttattag
ttacgtttac
tettctagta
ataacggcga
gatgccgtee
gtggtatagt
tgcaaatatt
cgcaaacagg
ctactcecget
ggctgtgacg
gtecgattec
gtcaaacage
caggegecth
tgeceggtegt
actgtgttgt
ttgtagactt
ttcgaéccaa
agatggeget
aataatacac
cagccacaga
cttecactac
tttttgaata
azaaaacaac
ctggoatcat
gagaatacat

aattatetat

cacacagcac
aaagcceget
caaaactttt
atttecktcoeg
tactteceatg
atacttcagc
caactactca
taatgtccag
tgctatetge
ggggeatcac
aacagctgce
taaatatgea
atttggctat
cattcataaa
agacgaagag
actctatgtyg
tcaggﬁaagc
taattctctt
ttcataaaca
gatgttttte
geegtettge
tgetttegtt
atttatttca
aatgacgeat
agagagagcoyg
acacgcacac
ceceogceacy
cgtttegecg
agccaagaaa
aacegeacat
cttaaaatat
taaaggtata

agataacatyg
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aagaactcaa
tagcgetaaa
accatatatg
caactgggtyg
ggtcctatca

tggttatctt

ttgtatgeca

cgatattaaa
acttcaaatt
tagktegtaga
agacgagaga
geatttttge
tﬁaatgtgat
aaataggtaa
agagacgecct
tegtoctotyg
tatticgtet
tcaaataatt
atattaaata
ggccaaaact
tegcacgege
gctategteg
gecgtkttegt
aaaggacacg
agataaaaag
atggtcaaag
cceogeccea
catttggtat
ctgaaatcaa
gcactgegtt
catcagtatc
tacatacaat

tttttgtaga

acggtagtga
acctratecag
ggtatgaatt
ttegtgettg
gttgeggeat
tatgctgtga
aaacatacat
acattacagt
ggttattcag
aaacacacct
aaagtacaca
tcaaattgat
tgctacctta
tegatttict
cacacacaag
catcgtetge
cggtgtgctyg
tgttttatte
tcgcaattgt
tegtctgete
ttgcaaacaa
gctgeoacaca
tgactaatct
gcaacatgcg
aaaaaaacaa
gagtggeteoc
cecttoette

tgccakctcg

9000
9060
9120
9180
9240
9300
9360
9420
5480
9540
9600
9660
9720
9780
9840
9900
9960
10020
10080
10140
10200
10260
10320
10380
10440
10500
10560

10620

ageggacagt -10580-

cggcaaaaga
atcattgcca
cttrgtcata

adattccact

10740

10800

10860

10920



aactgatttt
gogaaattec
ttaccgacga
agcgategec
ttggcattgg
ctactegeec
tttggtgttt
gccacataac
geoatctgeaa
ttgtgtttet

gaaagtagat

<210> 18

<211> 11251
5 <212> ADN

<213> Artificial

<220>
<223> pLAB56

10

<400> 18

cgtataaata
tcagcattct
gtctttgaaa
aggcgatgga
attgtggaga

gaagacgett
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caaattattec
tcgacaaatg
atggeccecegg
aattggettc
gatactagat

ctttgatcgce

ggcgacgatc agccagettt

aggcagcgag atctggaaaa
agatttgatkt cagagttgat
agaatataga attctagtat

aaaaaaaaca ttttoetttt

tcattcteca
aagagagaca
gaacggtgaa
aaattgetce
cagctcgtte
ttettteteg
aatggecata
atgatgtgac
gacakteatg
gtatgtaagt

ttactgcact

¢gccaggega tggaaattgg cttoaaatty ctocgaatat

ttggattgtg gagagatact agatcagerc gttbctectte

gcocegaagac gottetttga togettottt ctcgaatgta

.gtitggcgac_gatcagccag_ctttaatdgc _cataaaacgt

taacaggcag cgagatctgg aaaaatgatg tgacagtgga

gcaaagatet
ttttagaata
agataaaaaa
ctggceages
actgaaaaac
tactectegte
tgaggatgct
aactaaaggc
gacgaatagg
ttttattata
atttatgaga

tcctactttg

gattcagagt tgatgecatt
tagaattcta gtatgtatgt
aacatttttt ttttttactg
gcaaccattyg tgggaacegt
agtegctceoa ggccagtygg
tcatataaac cgaageocage
tctatcaacg aaagtacegg
ggagtggaca cgetagacca
tggecctatgyg cattattgta
tacagccata atgtcagtag
aacctttaca tgagectgac

aagagatatt tgcgegataa

catgatcttt
aagttaataa
cactggatat
gcgatcaaac
aacatcgatg
taagatggta
taaaccgcaa
aatgtgttet
cggaatgata
caagggagaa
gtcategttt

tatectetaat

47

aaatactegc cgacgtcate
gcgagtgaca caatcttate
aaacatatag ccaagaatgg
gaatatggce agttggtcag
teccttetcet ccogeattete
aatgtacata ttgatatgta
aaacgtgtet tggtttgtgg
agtggaaatg agaagtaggt
atttttttta gaagtatcat
taataaaacc catttttacg

ggatatctge

ggccagttgg tcagttggea
tectocgeat tctoctacte
catattgata tgtatttggt
gtcttggttt gtgaggccaca
aatgagaagt aggtgcatet
tttaéaagta tcaktttgtgt
aacccatttt tgoggaaagt
ctgeggeege tcatttaaat
aaacgegaga taccoggaagt
ttttattttg acggaccecet
tacttattat catcttgtga
atggtcatgt attataatca
gtgatgacct -gcagtaggaa
aacattgcct gcaktaaattce
aaggtccaaa gtegcaaaaa
atgecgtaagc gtttagaagce

attttgccaa atgaagtgec

10980
11040
11100
11160
11220
11280
11340
11400
11460
11520

11570

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
9200
960

1020



tggtacatca
ctgcccctcet
ttgtcgagag
tttgtttcta
tttaaagtac
ttatagaaga
gtttgttgaa
aattaataaa
attatctrta
tttetttatt
tgtegtatte
cgtegatttg
gateccatatt
cteteatact
tttttggata
gtagcatttt
’aagaagaacc
acagacgegt

tgtgttatag

Ltitacggaca. ctartaatta

gttatacttt
ccetggegtt
tagcgaagag
gegectgatg
cactctcagt
accegetgac
gaccgtekee
acgaaagggc
ttagacgtca
ctaaatacat
atattgaaaa
tgeggeattt

tgaagatcag

gatgacagta
aaaataaggc
cataatattg
ttatgtataa
aaaataagtt
aattttgagt
tttactatta
taaacctega
acgtacgtcea
attcagcetg
tagcettttt
cgttttgatce
aacgatatca
ttgcactctg
aaactcctac
ttaccaatga
Aaazaattaaa
cggcaaaaaa

tcacggattt

aaacaaagcet
acccaactta
gcecgcacey
cggtakttcte
acaatctget
gegecetgac
gggagctgea
ctegtgatac
ggtggcactt
tcaaatatgt
aggaagagta
tgccttectg

ttgggtgecac
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ctgaagagce
gaaaggcaaa
atatgtgcca
gttaagctaa
tatttttgta
ttttgetett
gtatgtaagt
tatacagacc
caatatgatt
ctgtcgtgaa
agtttttege
aaagacttga
acccgatgeg
cgctaatacg
tgagtttgac
agaatttaaa
ttatttecaac
cacgcagecee
geccgtecaac
tttgattttg
tggcactgge
atcgcettge
atcgceccte
tcecttacgea
ctgatgecge
gggcttgtct
tgtgtcagag
gectattitt
ttcggggaaa.
atccgctcat
tgagtattca
ttttegetea

gagtgggtta

agtaatgaaa
tgcategtge
aagttgttte
ttacttatket
aaagagagaa
ttttaataaa
gtaaatataa
gataaaacac
atckttctag
taccgtatat
tcatcgactt
gcagagacac
tatatggtgce
cgttegtgta
ctcatattag
gttattttaa
agtttaatcg
gacgtgteag
gtgttcetca
ccccacttca
cgtegtteta
agcacatece
ccaacagttyg
tetgtgeggt
atagttaagce
getocceggea
gtcttcaceg
ataggttaat
tgtgegoaga
gagacaataa
acatttecgt
cccagaaacy

catcgaactg

48

aaacgtactt
aaaaaatgca
tgactgacta
tataatacaa
tgtttaaaag
taaataaaca
taaaacttaa
atgegtcaat
ggttaaataa
ctcaacgetg
gatattgtece
gttaatcaac
gtaaaatata
cagacgtaat
accctcacaa
aaaatttcat
accagttaat
ctaaaattat
aaaagttgaa
ttttgtggga
caacgteogtg
cctttegeca
cgcagoctga
attteacace
cagceccgac
tccgettaca
tcatcacecga
gtcatgataa
acccctattet
ccctgataaa
gtegecoctta
ctggtgaaag

gatctcaaca

actgtactta
aaaaagttat
ataagtataa
catgactgtt
ttttgttact
taaataaatt
tatctattca
tttacgcaﬁé
tagtttctaa
tctgtgagat
gacacatttt
tgttcaaatct
tttettaace
catgttitet
gttgcaaaac
cacagakttta
caacgtatac
taaatcaact
gaccaacaag
tcacaaktet
actgggaaaa
getggegtaa
atggcgaatg
gcatatggtg

accecgecaac

gacaagetgt

aacgogegag
taatggttte
gtttatktett
tgctteaata
ttceoctttit
taaaagatge

gcggtaagat

1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1629
1680
1740
1800
l8e60
1920
1960
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
24690
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940

3000



cctbtgagagt tttogecoceg
atgtggegey gtattatece
ctattctcag aatgacttgg
catgacagta agagaattat
cttacttety acaacgateg
ggatcatgta actcgecttg
cgagegtgac aﬁcacgatgc
cgaactactt actctagett
tgcaggacca cttectgcget
agccggtgag cgtgggterc
cegtatcgta gttatctaca
gatcgotgag ataggtgect
atatatactt tagattgatt
ccttbtbtgat aatcteatga
agaccccgta gaaaagatca
ctgcttgoaa acaaaaaaac
accaactctt tttccgaagg
tetagtgtag cogtagttag

cgctetgeta atcctgttac
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aagaacgtct
gtattgacge
ttgagtacte
gecagtgetge
gaggaccgaa
atcattggga
ctgtagcaat
cceoggeaaca
cggeecttec
geggtatcat
cgacggggag
cactgattaa
taaaactteca
ccaaaatccc
aaggatctte
caccgctace
taactggctt
gceaccactt

cagtggotgo

.grtggactea_agacgatagt .taccggataa

gtgcacacag cccagcttgg
geattgagaa agcgegacac
cagggteaga acaggagage
tagtcetgte gggtittogee
ggggcggage ctatggaaaa
ctggectitt gctcac;tgt
tﬁccgccttt gagtgagcteg
agtgagcgag gaagceggaag
gattcattaa tgcagctgge
cgcaattaat gtgagttagc
ggctcgtatg ttgtgtggaa
ccatgattac gaatttcgac

gocgegacttg gtttgecatte

agcgaacgac
ttcecgaaqg
gcacgaggga
acctotgact
acgccagcaa
tetttectge
ataccgcteg
agcgccecaat
acgacaggtt
tcactcatta
ttgtgagegg
ctgcaggcat

ctttagcgeg

tccaatgaty
cgggcaagag
agccagtcaca
cataaccatg
ggagctaace
accggagctg
ggcaacaacg
attaatagac
ggctggetgg
tgcagcactg
tcaggcaact
gcattggtaa
tttttaattt
ttaacgtgag
ttgagatcct
ageggtggtt
cagcagagey
caagaactct
tgecagtgge
ggcgdecagegg
ctacaccgaa
gagaaaggcg
gcttccaggy
tgagegtoga
cgecggeettt
gttatcecet
cegeagooga
acgcaaaceg
tcecgactgg
ggcaccccay
ataacaaktt
gcaagettge

cgtegegtea
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ageactitia
caacteggte
gaaaagcatc
agtgataaca
geottttitge
éatgaagcca
ttgegeaaac
tggatggaqg
tttattgetyg
gggccagatg
atggatgaac
ctgtocagace
aaaaggatct
ttttegtteo
ttttttctge
tgtttgeegyg
cagataccaa
gtagcaccge
gataagtegt
tcgggckgaa
ctgagatace
gacaggtatc
ggaaacgect
tttttgtgat
ttacggttee
gattctgtgg
acgaccgagce
cctetoeccg
aaagegggea
gctttacact
cacacaggaa
atgectgcag

cacagettgg

aagktecegcet
gcegeataca
ttacggatgy
ctgeggecaa
acaacatggg
taccaaacga
tattaactgy
cggataaagt
ataaatctgg
gtaagcccte
gaaatagaca
aagtttactc
aggtgaagat
actgagcgtce
gegtaatetyg
atcaagagct
atactgtcct
ctacatacct
gtcttaccgg
cggggggrte
tacagcegtga
cggtaagcgg
ggtatcttta
gctegtaagg
tggectttty
ataacegtat
gcagegagtc
cgegetggeo
gtgagcgcaa-
ttatgettee
acagetatga
gtogacgete

ccacaatgtg

3080
3120
ilso0
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740 -
4800
4860
4520

4980



gtttttgtea
cttttttaac
ctctcectet
ttggagetec
cgaccgegtq
atacgataat
tttettgtta
gcatatecte
tgaaatacca
agatgaggta
tgttattgaa
gactattaga
agtctctgca
tctectteta
gagctcccaa
ttgctteteo
tcttgegatt
gettaagtgg

ttegcaatge

aacgaagatt
cctagaaaga
ctaaatageg
cgtgaggcgt
agtcaaaakg
tatattgtta
tagatatcgt
teotgeteotte
gakcacgtaa
catgaagtgce
caaccaggtt
ggtaagaata
ctgaacattg
aatagcgega
acgegocoagt
attgtctegg
accagtgatt
ctgggaattg

cttratttte
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ctatgacgtg
tagtctgegt
cgaatccgee
gcttgteaat
acgcatgatt
ttteatgtee
gactaatata
tgcaaagcga
gtgaagatga
agccaacgtc
cttcattgge
aacattgttg
tcagatcgge
atccgteget
ggtagtacac
ttacetttag
gogetattag
taaccgtagg

tgrtgcaaat

-tgcggggatg_gggaaagtgt_ttatabagaa

acaageaagg
tgcaattaaa
actatatgtt
ggtggtctat
agttattget
kgtttatgge
ttctcaactt
aagctccteg
accgtacteg
atccagageyg
gtccoecaac
ctegoecgtet

tetgegegtyg

tcaaagggec
ttactttget
caattgggtt

aaactgtgec

aattgctaat

gctattaaca
caaaggcaga
agttaacgtt
Ecaattccaa
¢Cgtaggagy
aﬁgtccagat
aagtggaget

tgtcccgegy

agattcktaa
acctgagggt
tcaccgoget
ttacaaatac
tgctaattge
agtatgaatg
aatgttract
acgttaacgt
gggcatcggt
cggageogty
cyaaatcgte
cgtececcag

ggagaaagga

tttaaagtte
aaaattgacyg
gctgtgeatt
gcggtaagtg
atcectttacg
tacttacgtg
taataaaatyg
tgacgagctt
cgtccagage
aageqggtagt
ttctaacaga
gtcaacttca
ccgdgegecyg
gcgcatttag
agtactgtgg
tcaaatccac
ctattagatg
ccogagtgta
ctctgtttat
gcaacttacg
atatattatt
taaatcttcee

tagttacatg

ttgeaactct

ttctaactga
tecaggtttaa
cttgaccatg
taacgttcga
aaacatctgc
gggggtaaat
tagegegteg
getgacatog

caggcgegda
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aggtcgagta
catgcattct
taggacatct
tcactgattt
tgacttttaa
ataacttatt
gatagttett
gttagtgagg
gatacagaag
gaaatattag
atcttgacct
aagtccacga
ttettecttga
gacacctcag
gtgttcagtt
gggttctate
gattgttgge
atgatcecee

tctgeggtat

attgaacceca

tagtettagg
ccakkgataa
acgagccecta
tctegettttg
tttettegaa
ccaggggatg
gatttaggta
ggteaactet
tcaaactcga
cecggacceg
gcatgegeeca
ategygyggay

gcegecagees

aagegeoaaat
tgaaatattg
cagtcgecqge
tgaactataa
gatttaacte
atatatatat
tagacgatga
attctgacag
aagecgttiat
acgaacaaaa
tgccacagag
ggegtagecy
aatattgete
tegecgettg
tgaaatccte
goctatatac
caaacttgte
ataaaaagtt
tcticattat
aatgcacctg
actetetatt
taataattcc
atgageegte
aagrcagcag
attggtgcta
cttaattgtg
taatgttate
agaactacce
agtcggecat:
gggaatcece
tcgecacgte
cegtcgacag

cogoeteotte

5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5480
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
&060
6120
6180
6240
6300
€360
6420
6480
6540
6600
6660
6720
€780
6840
6900

6960



gggggcgteyg
cgtacgegeg
tccogeagata
cagctegate
ctetetegeg
ggcgetcaga
ctggttctee
accgtctegg
ctgccaggac
ggccagggea
cacgeceage
cagctecaac
taaagatgtt
tcaacttace
cttagettte
gacgaagegc
gatagagaaa
tcgagtetac
atcagtgata
tgaaagtcga
ctcectatea
gcgttaagat
tttackttgtg
caagttaaca
gttttttaaa
agatceggtg
aacaggtagt
tgggaggtga
ttggccatat
gccttgbggg
tcccagecca
aacttcacct

acgcegeegt

tcatecgygga
cggctgtacg
atcagetcca
gcctgacgca
acttgatget
gogtagagag
agtgtctegt
tgggacagda
teaccttcca
tceageageyg
ttectgegeca
gcggagtﬁga
ataaatcaaa
gccagggtac
gcttagogac
ctcratttat
agtgaaagte
cactcectat
gagaaaagtg
gtttaccact
gtgatagaga
acattgatga
aaatttgtga
acaacaattg
geaagtaaaa
gatcttacgg
ggcggcecte
tgtccagett
agatggactt
tctegeeett
tggtettott
tgtagatgaa

cctogaagtt
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gatcgageag
cggggcccga
agccegaacag
gcagtgagag
cttggtccte
cattttecag
attgetttte
Qagcgcagcg
acgggcaaaa
ccogettatt
acttgegggt
tgactttgga
ttagtttetgt
cgcagattgt
gtgttecactt
actceggege
gagtttacca
cagtgataja
aaagtcgagt
ccctatcagt
aaagtgaaag
gtttggacaa
tgctattget
cattcatttt
cctectacaaa
gtcctecace
ggtgeqeteg
ggcgtecacg
gaactccace
cagcacgceg
ctgeatcacy
goageegtce

catcacgege

goectegatg
gcccgacteg
gaatgecgge
catcgaatceg
cagcacgcag
gctgaageek
gategggege
gaacgacttg
atgegtgtyg
cttcacgtge
cgteagtece
cttatécagg
tteeecttga
ttagetigtt
tgcttgtttg
tcgttttoga
ctecetatca
gaaaagtgaa
tfaccactcc
gatagagaaa
tcgaaaccetg
accacaacta
ttatttgtaa
atgttteagg
tgtggtatgg
ttecgoktet
tactgctoca
tagtagtagc
aggtagtggc
tcgegggagt
gggacgecag
tgcagggagg

tcecacttga
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gtagacccgt
cattocagte
toggetoott
gttgttgagg
cccagyggtaa
tgetggcaca
gtgecogagat
gegttattge
tgacggtoga
cagtagaggyg
tcaatgeccaa
cggetgeeca
aaactctgeg
cagctgegee
aattgaattg
gtttaccact
gtgatagaga
agtcgagtet
ctatcagtga
agtgaaagtc
gcgegectct
gaatgcagtyg
ccattataag
ttcagaggga
ctgattatga
tektgggteg
cgatggtgta
cgggcagetg
egeegtectt
acaggegcete
aggggaagtt
agtecctgggt

agcectcggg

aattgtettet
gcttetecaa
gatgatecgaa
tctoegegete
agtgaccgac
ggaacgcegag
ggactttgge
ggaggaagte
gecatctbcgat
tgggetgete
cttcgttcaa
tggtggttte
tttockttga
tgtttattty
tcgeteoogta
ccctatcagt

aaagtgaaag

-accacteect

tagagaaaag
gagtttacca
taattaactc
aaaaaaaktge
ctgcaataaa
ggtgtgggag
teagttatce
agatctcagg
gtcetegtg
cacgggettc
cagcettcagg
ggtggaggce
cacgecgatg
cacggtegee

gaaggacage

7020
7080
7140
7200
7260
7320
7380
7440
7500

7560

7620

7680

7740

7800

7860

7920

7980

8040

B100

81690

8220

8280

8340

8400

8460

8520

8580

BE40

8700

8760

8820

8880

BS%40



ttcttgtagt
tggggagaca
acggtgttgt
cegtteacyg
gaggaggcca
tgcattttgg
tgagtttegt
ggaaacttat
tggaacaaag
cgtcatcgtt
tacacattat
agacgtggct
tagtaaaata
gagktgegtte
ataaatcttg
ccaattgatt
gcgttgaata
actcaacgtce

ttgtgacttt

cggggatgte
ggatgtcecca
ggeccctegta
tgccctecat
tggtggegac
attattetac
tgaaattaca
ttatcgacge
gaaagogaag
ttcataatge
tttgtgtgta
ttegtttcaa
cttcaattaa
gtgatttcte
gcgaaaatca
gggaaaacaa
aaaaaaaaat
ttgttgctat

cgagaatgtt

—ttttecgetga. tegogettta

tgaaggcgac
aaaataccgt
ttgatacgta
tegtgttttt
caaattgaga
cctacttett
aaggettgtt
cggctataat
aaagggtgtt
atatittcaa
cataatctta
ggcaaataat

catattataa

cgttegegaa
agtgttegta
cgaatacctt
cgtttaaact
cektbategt
accatgacat
aggattggtg
tttgaaacte
ttaaaagtgt.
aacttattgt
cacaagcttt
tgttaaateg

tattaaaaca
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ggcggggge
ggcgaagage
ggggeggcce
gcgeaccettg
cggtttgcge
gggtcaaaat
aaactattga
caactttgtt
aaacaggaac
gagtgtgtge
tatggtgacg
gcaacctact
gceaaagaact
gaattttcaa
acacgcaégt
gatgcegtyge
ggccgaacaa
tattactaat
cttttaattg
ctttcogett
cgctgtttat
acactttagt
gtattaaaat
caccacagta
actgacttga

tgaatgcaat

tttatttagt

gcagcttgac
gatgtgrtga-
ttttgaagtg
tettaatcea
ctttaagtgg

tataataecac

ttcacgtaca
agggggecgce
tegecctege
aagcgeatga
ttettcttygg
agagatgtgg
aactaacttce
gagaaacece
asaggtagtt
atgtatatat
tcacaactac
ctattteage
aactaactaa

atgcgtecact

tttatttata

tgocaattte
agaccttgaa
tggtaacage
tactttaatc
gtacttgetg
ataccctogy
acagagaaaa
tttctatgat
caaaacaata
ceggetgaat
gecacckttyg
ttgettttga
tggaaattta
gegetgegge
ttktaaatgg
tttttaagtg
gettacatet

tgtgetttee

52

ccttggagee
cettggtcac
cctegatcte
actcggtgat
gtygggtgag
aaaattagta
ctggctggag
tattaaccct
gagaaacctg
acacagctga
traagcaataa
taaaaataag
taacatgecac
gcgaatttca
gatttgtttg
ttattttgta
atgcagttte
gagttaaaaa
accaacaatt
ctgcaaatgt
tgtccgttga
aaaattgtygc
ttetgtgtat
aaatattttt
gaggatttct
atctaaactt
aatagecactg
aaaagtaatt
aacgactgcet
agctatctgg
aaatktgtte
ggataagtaa

cegtgtgtgg

gktactggaac

cttcagctic
gaactcgtgg
gacgttetcg
atcocoegatce
cgaaatcaaa
aataaaaatqg
ctacgaatat
ttecgttget
aacgeatgca
gaaattttee
tggatttegt
acaaatgcte
caatttgceca
cgttttgatyg
attacgtaga
tcttgaaatt
cttacgttte
aagtatéaa:
caattggttt
aaatcactaa
cgaaatgttt
cactteteet
aagacaattt
acctagacga
acaaaagtec
tettctctac
ctgtgtaggt
atttatgtat
caacgctgeg
ttactettte
tgaaaacctyg

cratatacet

2000
9060
9120
9180
9240
9300
9360
9420
9480
9540
9600
9660
9720
9780
9840
9900
9560
10020
10080
10140
10200
10260
10320
10380
10440
10500
10560
10620
10680
10740
10800
10860

10920



10

aaaaaagttt
ttggacagta
aagaacagca
ctgegegece
cgretggaac

cgttceggey
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attttegeay ageccogeac
ctgattgcaa gegoaccgaa

agecgtacyg caaggtgaag

ggteacacta cggtteggeg attttcgate

agcaaaatgyg agctggagat tthgaacgeg

gtgecctcoeg gogotacgce catcggegat

taattcacaa gaccctgaag cagaccccac acgcgaateg ceagtagett

tgaagggcaa aagcctgaaa gatacggaca cattggaace tctgtegetg

acaagatcgg ggtacogoga

£

<210> 19
<211> 9468
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> pLA710

<400> 19

ggcegetoat
gegagatace
gttttgacgg
tattatcate
ttatgtatta
tgacctgcag

tcgectgeat

ttaaatctgg
ggaagtactg
acecccttact
ttgtgatgag
taatcaaact
taggaagacqg

aaattctete

ccggecgcaa ccattgtggy
asaaacagtc gctccagges
ctegtebcat ataaaccgaa
gatgcttcta tcaacgaaaq
aaaggcggag tggacacgct
aataggtgge ctatggeatct

attatataca gecataatgt

tccaaagtog caaaazatit atgagaaacce tttacatgag

tgccaaatga agtgectggt acatcagatg

gtacttactyg
aatgcaaaaa
tgactaataa
atacaacatg
taaaagtttt
taaacataaa
acttaatate
gtcaaktttta
aaataaktagt
acgctgtetg
ttgtccgaca

atcaactgtt

tacttactge
agttatttat
gtataatttg
actgttttta
gttactttat
taaattgtet
tattcaaatt
cgeatgatta
ttetaattte
tgagattgtc
cattttegte

caaattgate

cectotaaaa
cgagagcata
tttectattat
aagtacaaaa
agaagaaatt
gttgaattta
zataaataaa
tetttaacgt
tttattattc
gtattctage
gatttgegtt

catattaacg

—gtaagegttt_agaagetect.acttkgaaga, gakatttgey

acagtactga
taaggcgaaa
atattgatat
gtataagtta
taagtttatt
ttgagttttt
ttattagtat
cctegatata
acgtecacaat
agectgetgt
ctttteagtte
ttgatcaaag

atatcaaccc
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aaccgtacga
agtgggaaca
geccagctaag
taccggtaaa
agaccaaatyg
atcgtacéga
cagtagcaag
cctgacgtca
cgataatate
agageccagta
ggcaaatgea
gtgccaaagt
agctaattac
tttgtaaaag
gteteeteet
gtaagtgtaa
cagaccgata
atgattatet
cgtgaatace
tttcgercat
acttgageag

gatgcgtata

tcaaacaaac
tegatgrtte
atggtatact
ccgcaaatgg
tgttctgtga
atgataaaca
ggagaaaagg
tegttitatge
tectaatatet
atgaaaaaac
tcgtgcaaaa
tgtttctgac
ttattttata
agaggatgtg
aataaataaa
atataataaa
aaacacatge
tt&:agggtt
gtatatctca
cgacttgata
agacacgtta

tggtgegtaa

10980

11040

11100

11160

11220

11281

60
12¢
180
240
300
380
420
480
540
€00
660
720
780
840
900
960

1020
10890
1140
1200
1260

1320



aatatatttt
cgtaatcatg
tcacaagttyg
tttcatcaca
gttaatcaac
aattattaaa
gttgaagacc
gtgggatcac
gtegtgactg
tcgecagetg
gcoctgaatgg
cacaccgcoat
cocgacacce
cttacagaca
caccgaaacg
tgataataat
ctattegttt
gataaatgcet

cccttattec

ttaacectet
ttttoetkkt
caaaacgtgg
gatttaaaga
gtgtacacag
tcaacttgty
aacaagttta
aattttgtta
ggaaaaccct
gcgtaatage
cgaatggcgce
atggtgcact
gecaacacce
agctgtgace
cgcgagacga
ggktttettag
atttttetaa
tcaataatat

cttetttgeg

.tgaaagtaaa_agatgctgaa

tcaacagegg
cttttaaagt
teggtegeog
agcatcttac
ataacactgce
tttbkgcacaa
aagcecatace
gcaaactatt
tggaggcaga
ttgetgataa
cagatggtaa
atgaacgaaa

cagaccaagt

taagatcett
tctgetatgt
catacactat
ggatggcatg
ggccaactta
catgggggat
aaacgacgag
aactggegaa
taaagttgca
atctggagee
geceteccgt
tagacagate¢

ttactcatat
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tatactttge
tggataaaac
cattttLtac
agaaccaaaa
acgegtegge
ttatagtecac
cggacactat
tattttaaac
ggcgttacce
gaagaggcee
ctgatgcygagt
ctcagtacaa
gectgacgege
gtotecggga
aagggccteg
acgtecaggtg
atacattcaa
tgaaaaagga
gcéttttgce
gatcagttgg
gagagtttte
ggcgeggtat
tetcagaatg
acagtaagag
cttctgacaa
catgtaacte
cgtgacacca
ctacttacte
ggaccacttc
ggtgagegiy
atcgtagtta
gctgagatag

atactttaga

actectgegte
tcctactgag
caatgaagaa
attaaattat
aaaaaacacg
ggatttgeeg
taattattty
aaagcttgge
aacttaatcyg
gcaccgateg
atttbctect
tetgetoctga
cctgacgggd
gctgoatgtg
tgatacgect
gcactttteg
atatgtatcc
agagtatgag
tteootgtttt
gtgcacgagt
geoocccgaaga
tatccegtat
acttggttga
aattatgcag
cgatcggagg
gocttgatcg
cgatgectgt
tagcttcecg
tgcgectegge
ggtctegegg
tctacacgac
gtgcetcact

ttgatttaaa

54

aatacgcogtt
tttgacctca
tttaaagtta
ttcaacagtt
cagcecgacyg
tccaacgtgt
attttgecece
actggcogtce
ecttgcagea
ccctteccaa
tacgcatctg
tgceogeatag
ttgtetgete
tecagaggttt
atttttatag
gagaaatgtg
gctcatgaga
tattcaacat
tgetcaccca
gggttacatce
acgttttoca
tgacgeeggy
gractcacca
tgctgccata
accgaaggag
ttgggaageqg
agcaatggea
gcaacaatta
ccttecegget
tatcattgeca
ggggagtcag
gattaagcat

acttcattte

cgtgtacaga
tatfagaccc
ttttaaaaaa
taatcgacea
tgttggetaa
toctcaaaaa
acttcatttt
gttttacaac
catccogcote
cagttgcogea
tgeggtattt
cttaagccage
ccggeatocyg
tecaccgtcat
gttaatgtca
cgcggaacce
caataaccct
ttcegtgteg
gaaacgctgg
gaactggate
atgatgagca
caagagcaac
gtcacagaaa
accatgagtg
ctaacegcett
gagctgaakyg
acaacgtige
atagactgga
ggctggttta

gcactgggge

gcaactatgg .

tggtaactgt

taatttaaaa

1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
lg00
1860
1920
19280
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940

3000

-<3060-

3120

3180

3240

3300



ggatetaggt
cgttccactyg
ttctgegogt
tgceggatea
taccaaatac
caccgectac
agtcgtgtet
gctgaacggg
gatacctaca
ggtateceggt
acgectggta
tgtgatgete
ggttcctggce
ctgtggataa
ccgagegeag
tccecgogey
cgggcagtga
tacactttar

caggaaacag

gaagatcett
agegtcagac
aatctgctgce
agagctacca
tgtcctteta
ataccteget
taccgggttg
gggttegtge
gogtgageoat
aagcggcagg
tctttacagt
gtcaggaggg
cttttgctag
ccgtattace
cgagtcagtg
ttggccgatt
gocgcaacgca
getteegget

ctatgaccat

r£rtgcaggteg.acgotogege

gcettggecac
cgagtaaage
cattcttgaa
acaktctcagt
tgattttgaa
ttttaagatt
ecttattatat
gttctitaga
gtgaggatte
cagaagaagce
tattagacga
tgacettgee

ccacgaggeyg

aatgtggttt
gcaaakctth
atattgctet
cgcegettgg
ctataacgac
taactecatac
atatattttec
cgatgagcat
tgacagktgaa
gtttatagat
acaaaatgtt
acagaggact

tagcogagee
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tttgakcaate
ccegtagaaa
ttgcaaacaa
actcttttte
gtgtagcegt
ctgctaateoce
gactcaagac
acacagccca
tgagaaagcg
gtcoggaacag
cctgtogggt
cggagectat
ccttttgete
gcectttgagt
agcgaggaag
catktaatgca
atcaatgtga
cgratgttgt
gattacgaat
gacttggttt
ttgtcaaacg
tttaacccta
ctctttctaa
agcteocegtg
cgegtgagte
gataattaka
ttattataga
atectctetg
atatcagacce
gaggtacatg
attgaacaac
attagagata

tetgeactga

tcatgaccaa
agatcaaagg
aaaaaccace
cgaaggtaac
agttaggcca
tgttaccagt
gatagttacc
gcrtggageg
ccacgottoo
gagagegeac
ttegeocaccet
ggaaaaacgc
acatgttett
gagctgatac
cggaagageyg
gctggracga
gttagcteac
gtggaattgt
ttcgacctge
gccattcttt
aagattctat
gaaagatagt
atagcgegaa
aggegtgett
aaaatgacge
ttgttactte
tatcgtgact
ctcttetgea
acgtaagtga
aagtgcagce
caggttette
agaataaaca

acattgtcag

55

aatccettaa
atcttcttga
gctaccageg
tggcttcage
¢cacttcaag
ggetgctgee
ggataaggey
aacgacctac
cgaagggaga
gagggagctt
ctgacttgag
cagcaacgeg
tectgegtta
cgctegooge
cccaatacge
caggtttcéc
tcattaggea
gagcggataa
aggcatgcas
agegegegto
gacgtgttta
ctgcgtaaaa
tcegtegetyg
gtecaatgcgg
atgatktatct
atgttcract
aatatataat

aagcgatgac

cgtgagtett
gatcctttrt
gtggtttgtt
agagcgcaga
aactctgtag
agtggcgata
cagcggtegg
accgaactga
aaggcggaca
ccagggggaa
cgtogattte
geetttttac
tecectgate
agccgaacga
aaacegecte
gactggaaag
ccocaggett
caatttcaca

gcttgcatge

gogtoacaca:

aagtttaggt
ttgacgcatg
tgecatttagg
taagtgtcac
tttacgtgac
tacgtgataa
aaaatgggta

gagcttgteg

agatgacgtc—cagaécgata

aacgtcaage
attggctect
ttgttggtea

atcggcecag

ggtagtgaaa
aacagaatct
acttcaaagt

gcacegtttt

3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
45620
4680
4740
4800

4860

" 4920

4980

5040

5100

5160

5220

5280



tcttéaaata
tcteagtege
tcagtitgaa
tctattgeet
gttggccaaa
tccceocataa
cggﬁattctt
aacccaaaty
cttaggactc
tgataataat
geectaatga
gttttgaagt
ttogaaattg
gggatgctta
raggtataat
gactctaéaa
actcgaagte

gaccegggga

gegecatoge

~ggggggecgt_cgacagtctg .

ccagoceoge
accegtaatt
tcagttgett
ctcottagatg
ttggggtete
gggtaaagty
ggcacadgaa
cgagatggac
tattgeggag
ggtcgageat
agagggtggg
tgceaackttc

tgcocecatggt

ttgectetete
cgcttggage
atcctettge
atatactctt
cttgtecgett
aaagttttcyg
cattattgcg
caccegacaa
tctacttgca
aattccacea
gecgtcggtyg
cagcagagtt
gtgctatgtt
attgtgttet
gttatcaagc
ctacccacey
ggceatatee
atccecegtec

cacgtecteyg

ctcticgggg

gttttiecgea
ttceaatceg
atcgaacage
gegctectet
accgacyggeyg
cgcgagctag
tttggcaceg
gaagtectge
ctegatgyee
ctgctccacy
gttcaacage

ggtttctaaa
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tttctaaata
teccaaacge
Ltctecattg
gcgattacea
aagtggetgg
Ccaatgcettt
gggatgggga
geaaggtcaa
attaaattac
tcatgttcaat
gtctataaac
attgctaatt
tatggegeta
caacttcaaa
tcctegagte
tactcgtcaa
agagegeogt
cccaacatgt
ccgictaagt
cgcgtgté;c
acgtegtegt
cgegegeggc
cagataatca
tegattgect
tttgcgactt
ctcagagegt
ttetccagtg

tcteggtgag

caggactcge.

agggcatcca
ccecagettet

teccaacgogg

ggtgttataa

gcgogaatec
gccagtggta
tctcagttac
gtgattgegc
gaattgtaac
attttttgte
aagtgtttat
agggccagat
tttgatacet
tgggtttcac
tgtgocottac
gctaattget
ttaacaagta
ggcagaaatg
aacgttacgt
ttecaaggge
agggggcgga
ccagategaa
ggagctegte
cogeggagay
ccgggagatc
tgtacacggy
gcotccaagee
gacgcagecag
gatgctcteg
agagagcatt
tetegtattyg
acagcagage
cttccaacygg
gcagcgecey
gcgecaactt
agttgatgac

atcaaattaq

56

gtegetgtge
gtacacagta
ctttggtcaa
tattagctat
cgtaggcceg
gcaaatctet
atagaagcaa
ttttaaatat
gagggttaaa
cgegettagt
aaatacttge
aattgcttr:
tgaatgtcag
tttactcteg
taacgttaac
atcggtaaac
gtcgtggagg
atcgtctage
ccecaggety
aaaggacagg
gagcaggcece
gccecgageec
gaacaggaat
tgggggeatc
gtcctocage
ttccaggetg
ctetbegate
goagoggaac
gcaaaaatge
cttattetec
gegggtegte
tttggactta

ttttgettet

atttaggaca
ctgtgggtgt
atccatggat
tagatggatct
agtgtaatga

ctttattetg

cttacgatty

attatttagt
tecttoceoccat
tacatgacga
aactettete
aactgatttc
gtttaaccag
accatgggtt
gttcgaggte
atctgctcaa
gtaaatcecg
gegtoggeat
acatcggteg
cgcggagecg
tegatggtag
gactcgcatt
goeggetcgy
gaatecqggttg
acgecagccta
aagccttget
gggcgegtge
gacttggcgt
gtgtggtgge
acgtgeccagt
agteccctecaa
tccaggeggce

tettgaaaac

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760

5820

5880

5240

6000

6060

6120

6180
6240
6300
6360
6420
6480
6540
6600
6660
6720
6780
6840
6900
8960
7020
7080
7140
7200

7260



tttgegtttco
tgegetegtt
gaattgtcge
accacteect
tagagaaaag
gagtttacca
cagtgataga
aaagtcgagt
gcctcttaat
gcagtgaaaa
tataagetge
gg9999aggtyg
ttatgatcag
gggtcgagat
ggtgtagtee
cagctgcacyg
gtecttcage
gegeteoggtg

gaagttcacg

ctttgatcaa
tattkgetta
tcegtagacy
atcagtgata
tgaaagtcga
ctecctatea
gaaaagtgaa
ttaccactee
taactegegt
aaatgcttta
aataaacaaq
tggaaggttt
ttatctagat
ctcaggaaca
tegttgtagg
ggcttcottgg
ttocagggect
gaggcetece

ccgakgaact

-ctgggteacg.gtegecaege

ctecggggaag
ggagccgtas
ggtcacctte
gatctcgaac
ggtgatgacg
ggtgggatcc
actacattct

tttagtgacg

gacagettet
tggaactagg
agectteacgq
tcgtggocat
ttotcggagq
tegtegeaca
cattccatac

ttaaagaaaa
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cttaccgeca
gctttegett
aagegectcot
gagaaaagtg
gtttaccact
gatgatagaga
agtcgagttt
ctatcagtga
taagatacat
tttgtgaaat
ttaacaacaa
tttaaagecaa
coggtggate
gatggtagcg
aggtgatgtce
ccatgtagat
tgtgggtcte
agcecatggt
tecaccttgta
cgeegtectc
tgtagtcgay
gggacaggat
tgttgtggeco
tcacggtgee
aggccatggt
tecttgaatta

attatactaa

ctgtataaga

ccgaattgat ~cgatgcgagt ~ggacactttg

ttagtagtgt ttattaacat ctgcagtaca

aaaatttcac trcactagtt atgcaacaat

ttattaaaaa aaaaaaacac tcaaacatat

cttcgaaatt caaattttac aaataaataa

gggtacaegca
agcgacgtat
atttatacte
aaagtcgagt
ceotatcagt
aaagtgaaag
accactcect
tagagaaaaqg
tgatgagttt
ttatgatgct
caattgeatct
gtaaaacctc
ttacgggtec
gccctegatg
cagcttggeg
ggacttgaac
geecttocage
ctecttetge
gatgaagcag
gaagttcatc
gatgtcageg
gtcccaggeg
atcgtagggg
ctecatgoge
ggcgaccggt
gtctgcaaga
gtaaatgaca
ttcataatte
aaatgtgcgt
ctaaaébccg
tatgtaacgt
gtaatactta

atatgttttt

57

gattgtttag
tcactttget
cggcgetegt
ttaccactce
gatagagaaa
tcgagtttac
atcagtgata
tgaaagtcga
ggacaaacea
atctgctetat
cattttatgt
tacaaatgtg
tccacettee
cgctogtact
tccacgtagt
tccaccaggt
acgeogtoge
atcacgggye
cegtoctgea
acgogetecc
gggcgcttea
aagggcaggyg
cggecctege
accttgaage
ttgegettct
aaagaaaaaa
aatttatttg
actgtteccea
ccaataaact
aaaaatgttt
aacacgttat
aaggtaaagy

ttttcttteg

cttgttcage
tgtttgaatt
tttcgagttt
ctatcagtga
agtgaaagtc
cactocctat
gagaaaagtg
aacctgygege
caactagaat
ttgtaaccat
ttcaggttca
gtatggctga
gctttctctt
gctecacgat
agtagoeegyg
agtggeeogee
gggggtacag
CQtCQQaQQQ
gggaggagtc
acttgaagcc
cgtacacctt
ggecgecectt
cctegeccte
gcatgaacte
tcttgagtag
aacaattcaa
cgtccateta
étttctgttc
tatttettat
ttttttatag
cattagcgta
gacggagaac

caattttaaa

7320
7380
7440
7500
7560
7620
7680
7740
7800
7860
7920
79840
8040
8100
8169
8220
8280
8340
8400
8460
8520
8580
8640
8700
8760
8820
8880
8940
9000
9080
9120
a180

9240
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attaaaactt acatagtatt attaaataag tgacaagtac

ttcgagcaca cctbagtaaa tgagaaccga ctegtgagga

ttatcacaat ttacacagta teggeotecag tttgttettee

agtttttgtc accatatatg gtaacgcegea cgctateagyg

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

20
10140
ADN
Artificia
pLA928

20

ggecgceteat
gcgagatace
gttttgacygsg
tattateate
ttatgtatta
tgacctgcag
ttgcetgeoat
tccaaagteg
gtaagcgttt

tgecaaatga

aatgcaaaaa
tgactaataa
atacaacatg
taaaagtttt
taaacataaa
acttaatate
gtcaatttta
aaataatagt
aégctgtctg
ttgtecgaca
atcaactgte
aatatatttt

cgtaatcatg

ttaaacctygg
ggaagtactg
acceccottact
ttgtgatgag
taatcaaact
taggaagacyg
aaactcetttt
caaaaaattt
agaagctoot

agtgectggt

.gtacttactg-tacttactac

égttatttgt
gtataatttg
actgttttta
gttactttac
taaattgttt
tattcaaatt
cgcatgatta
tteotaatett
tgagattgtce
cattttegte
caaattgatg
ttaaccctot

ttttcttttt

ccggecgeaa
aaaaacagtc
cteogtoeteat
gatgecttcta
aaaggceggag
aataggtggc
atratataca
atgagaaace
accttgaaga

acatcagatg

cectectaaaa

¢gagagceata
cttetattat

aagtacaaaa

agaagaaatt

gttgaattta
aataaataaa
tctttaacgt
tttattatte
gtattctage
gatttgegtt
catattaacyg
tatacttige

taggataaaac

ccattgtggg
gctccaggee
ataaaccgaa
tcaacgaaag
tggacacget
ctatggcatt
gecataatgt
tttacatgag
gatatttgeg
acagtactga
taaggcgaaa
atattgatat
gtataagtta
taagtttatt
ttgagttttte
ttattagtat
cckcgatata
acgtcacaat
agcectgctgt
cttttbagtt
ttgatcaaag
atatcaacce
actctgegtt

tcctactgag

58

gtagatgcga atgogcactg

taaactatat aaaagagceg

cacgaatcge gggetgacto

taccatgc

aaccgtgcga
agtgggaaca
gccagetaag
taccggtaaa
agaccaaatg
attgtacgga
cagtagcaag
cectgacgtca
cgataatatc
agagccagta
ggcaaatgca
gtgccaaagt
agctaattac
tttgtaaaag
gtettttett
gtaagtgtaa
cagaccgata
atgattater
cgtgaatacc
tttcgctcat
acttgagcag
gatgcgtata
aatacgegtt

tttgaccteca

tcaaacaaac
tcgatgtttt
atggtétact
cogcaaatgg
tgttetgtga
atgataaaca
ggagaaaaygg
tecgtttatge
tctaacattt
atgaaaaaac
tcgtgeaaaa
tgtttetgac
ttattttata
agagaatgtt
aataaataaa
atataataaa
aaacacatgce
ttoctaggatt

gtatatctca

2300

9360

9420

5468

60

120

130

240

300

380

420

480

540

€00

660

720

780

840

200

960

1020

1080

1140

cgacttgata —--1200

agacacgtta
tygtgogtaa
cgtgtacaga

tattagacce

1260

1320

1380

1440



tcacaagttg
tttecaktcaca
gttaatcaac
aattattaaa
gttgaagace
gtgggatcac
gtcgtgactyg
tcgccagety
gectgaatgg
cacaccgcat
cccgacacee
cttacagaca
caccgaaacg
tgataataat
ctatttgttt
gataaatget
cccetattee
tgaaagtaaa

tcaacagcag

caaaacgtgg
gatttaaaga
gtgtacacag
tcaacttgtg
aacaagttta
aattttgtta
ggaaaaccet
gcgtaatage
cgaatggcgce
atggegeact
gecaacaccc
agctgtgaca
cacgagacga
ggtttcttag
atttttctaa
tcaataatat
cttttttgeyg
agatgctgaa

taagatcctc
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cattttttac
agaaccaaaa
acgcgtegge
ttatagtcac
cggacactat
tattttaaac
ggegttacee
gaagaggcce
ctgatgeggt
ctcagtacaa
qgctgacgegce
gtctceggga
aagggecteg
acgtcaggtyg
atacaﬁtcaa
tgaaaaagga
geattttgee
gatcagttgg

gagagttttc

cttttaaagt. tctactakgt ggcgcggtat

teggtegeeyg
ageatcttac
ataacactge
ttttgcacaa
aagccatace
gcaaactatt
tggaggegga
ttgctgataa
cagatggtaa
atgaacgaaa
cagaccéagt
ggatctaggt

cgttceactg

catacactat
ggatggcatg
ggccaactta
catgggggat
aaacgacgag
aactggcgaa
taaagttgca
atctggagcee
gecctocegt
tagacagatc
ttactcatat
gaagakecctt

agegteagac

tctcagaatg
acagtaagag
cttctgacaa
catgtaactc
cgtgacacca
ctacttacte
ggaceactte
ggtgagcgeg
atcgtagtta
gctgagatag
atactttaga
tttgataatc

cecgtagaaa

caatgaagaa
attaaattat
aaaaaacacg
ggatttgcog
taattatttyg
asagettgge
aacttaateg
gcaccgatcg
actttekect
tckgctctga
cctgacggage
gctgcatétg
tgatacgect
gcactttteyg
atatgtatce
agagtatgag
ttcoctgtbet
gtgcacgagt
‘gecccgaaga
frateccegtat
acttggttga
aattatgcag
cgatcggagg
gocttgateg
cgatgoctgt
tagctteceg
tgegetegge
ggtctcgegg
tctacacgac
gtgeccteact
ttgatttaaa
tcatgaccaa

agatcaaagg

59

ttraaagtta
ttcaacagtt
cagccecgacyg
tecaacgkgt
attttgeceee
actggoeegte
ccttgcagea
cectteoccaa
tacgcatcetg
taccgcatag
ttgtekgete
tcagaggtct
attcctatag
gogaaatgtg
gctcatgaga
tattcaacat
tgctcaccca
gggttacatc
acgtttteca
tgacgecggg
gtactcacea
tgctgecata
accgaaggag
ttgggaaccy
agcaatggca
gcaacaatta
cctteegget
tatcattgea
ggggagtcag
gattaagcat
acttcatttt
aatccettaa

atettettga

tittaaaaaa
taatcgacca
tgteggctaa
tcctcaaaaa
acttecatttt
gttttacaac
catcecectt
cagttgcgea
tgegatattt
ttaagccage
cecggeateeg
tcaccgtéat
gttaatgtca
cgcggaacce
caataaccct
ttcogtgteg
gaaacgetgg
gaactggatc
atgatgagca
caagagcaac
gtcacagaaa
accatgagtg
ctaaccgctt
gagotgaatg
acaacgttge
atagactgga
ggctgateea
geactgagge
gcaactatgg-
tggtaactgt
taatttaaaa
cgtgagttet

gatcecttttt

1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
20440
2100
2160
2220
2280
2340
2400
24640
2520
2580
2640
2700
2760
2820

2880

‘2540

3000

3060

3120

3180 -

3240

3300

3360

3420



ttectgegegt

tgcocggatca

taccaaatac.

caccgectac
agtcgtgtct
gctgaacggy
gatacctaca
ggtatccgat
acgcetggta
tgtgatgete
ggttectgge
ctgtggataa
ccgagogeag
tceecegegeg
cgggcagtga
tacactttat
caggaaacag
ctgcaggeeg
gcttggecac
cgagtaaagce
cattettgaa
acatctcagt
tgattttgaa
ttCtaagait
cttattatat
gttetttaga
gtgaggattc
cagaagaagc
tattagacga
tgaccttgece
cecacgaggeqg
tettgaaata

tctcagtege

aatctgctge
agagctacca
tgtecttcta
atacctcygct
taccgggttyg
gggttegtge
gcgtgagceat
aagcggcagg
tctttatagt
gtcaggygag
cttttgetgg
cegtattace
cgagtcagty
ttggccéatt
gogcaacgea
gctteegget
ctatgaccat
acgcrogege
aatgtggttt
gcaaatcttt
atattgetet
cgecgettyy
ctataacgac
taactcatac
atatatette
cgatgagcat
tgacagtgaa
gtttatagat
acaaaatgktt
acagaggact
tagccgagte
btgetetcte

cgettggage
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ttgcaaacaa
actctttttce
gtgtagecegt
ctgctaatcc
gactcaagac
acacagceca
tgagaaagceg
gtcggaacag
cctgtegggt
cggagcectat
ccttttgectc
goctttgagt
agcgaggaag
cattaatgca
attaatgtga
cgtatgttgt
gattacgaat
gacttggttt
ttgtcaaacg
Lttaacecta
ckctttetaa
agctececgtg
cgcgtgagtc
gataattata
ttgttataga
atcccoetctyg
atatcagatc
gaggtacatg
attgaacaac
attagaggta
tctgcactga
tttctaaata

tecccaaacgyc

aaaaaccace
cgaaggtaac
agttaggcca
tgttaccagt
gatagttacc
gettggageg
ccacgettoce
gagagogcac
ttcgecacce
ggaaaaacgc
acatgttett
gagectgatac
cggaagageg
gctggeacga
gttagctcaé
gtggaattgt
ttcgacctge
gcqattcttt
aagatctetat
gaaagatagt
atagegegaa
aggegtgett
aaaatgacgc
ttgttactte
tatecgtgact
ctettotgca
acgtaagtga
aagtgcagee
caggttottc
agaataaaca
acattgtcag
gegegaatee

gccagtggta

60

gctaccageq
tggcttcaqc
ccacttcaag
ggeegetgeo
ggataaggeyg
aacgacctac
cgaagggaga
gagggagctt
ctgacttgag
cagcaacycy
tectgogtta
cgctegecge
cecaacacge
caggtttece
tcattaggea
gagcggataa
aggcatgcaa
agegegegec
gacgtgttta
ctgcgtaaaa
tccgtagerg
gtcaatgegy
atgattatct
atgttetact
aatatataat
aagcgatgac
agatgacgtce

aacgtcaagce

attagettot-

ttgttggtca
atcggecegg
gtocgeegtge

gtacacagta

gtggtttgtt
agagcegcaga
aactetgtag
agtggcgata
cagcggtegy
accgaactga
aaggcggaca
ccagggggaa
cgtcgattet
gectttttac
tccoctgatt
agccgaacga
aaaccgecte
gactggaaag
ccccaggett
caatttcaca
gcttgeatge

dcgtcacaca

aagtttaggt

tctgacgeatg

tgcarttagg
taagtgtecac
tttacgtgac
tacgtgataa
aaaatgggta
gagcttgattg
cagagegata
ggtagtgaaa
aacagaatet
actt&aaagt
gegecgttet
atttaggaca

ctgtaggtgt

3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3980
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680

4740

4800

4B60

4920

4980

5044

5100

5160

5220

5280

5340

5400



tcagtttgaa
tctattgect
gttggecaaa
tcecccataa
cggtattett
aacccaaatg
cttaggactce
tgataaktaat
gccctaatga
gtttigaagt
ttegaaattg
gggatgctta
taggtataat
gactctagaa
actcgaagtc
gacccgggga
gcgecatege
ggggggecgt
ccagcecego
.accogtaatt
tcagtrgctt
crcettgaty
ttggggtcte
gggtaaagty
ggcacaggaa
cgagatggac
tattgcggag
ggtcgagcat
agagggtggy
tgccaactte
tgcccatggt
tetgegtite

tgegectgtc

atcctcttge
atatactect
cttgtegett
aaagtttteg
cattattgcg
cacctgacaa
totatktaca

aattccacta

geegteggty

cagcagagtt
gtgctatgtt
attgtggtct
gttatcaage
ctacccaceg
ggccatateco
atcecegeec
cacgtccteg
cgacagtctg

ctcttegggg

.gtttttogka

ttccaatecoyg

atcgaacage

gegetcoetct
accgacggcg
cgegagetgg
tttggeaccg
gaagtoctge

cccgatggee

ctgetecacg.

gtteaacage
ggtttctaaa
ctttgatcaa

tatttactta

ES 244742213

ttcteeattyg
gcgattacca
aagtggcetag
caatgccttt
gggatgggga
gcaaggtcaa
attaaattac
tatgttcaat
gtctataaac
attgctaatt
tatggegcta
caacttcaaa
tocctegagtt
tactcgtcaa
agagcgcegt
ccocaacatgt
ccgtctaagt
cgegtgtgte

gegtogtegt

.egegegegge

cagataatca
tcgategect
tttgegactt
ctcagagegt
ttotcecagtg
tetegatggg
caggactcge

agggcateca

tcteggttac
gtgattgege
gaattgtaac
atcttiegte
aagtgtttat
agggeccagat
tttgetacet
tgggtttcac
tgtgccttac
gctaattget
ttaacaagta
ggcagaaatg
aacgttacgt
ttccaaggge
aggggygcgga
ccagatcgaa
ggagctcgte
ccgeggggag
cegggagate
tgtacgceggg
gctecaagec
gacgcagcag
gatgetettg
agagagcatt
tctegtattg
acagcagage
cttecaacgg

gcagcgoocy

cccagettet- gegecaacet

tccaacgegg
ggtgttataa
cttaccgeca

gctttegett

agttgatgac
atcaaattag
gggtaccgca

agegacgtgt

61

ctttggtecaa
tattagctat
cgtaggeceg
gcaaatcotoe
atagaagcaa
ctttaaatat
gagggttaaa
cgcgettagt
aaatacttgc
aattgetttt
tgaatgtcag
tttactecttg
taacgttaac
atcggtaaac
gtegtgggay
atcgtctage
ceccaggeeyg
aaaggacagg
gagcaggeec
gcccgagccé
gaacaggaat
tgggggeatc
gtcctecage
ttcecaggety
cttttoggte
gcagcggaac
gcaaaaatge
cttattctie
gegggtegte
tttggactta
ttttgtettt
gattgtttag

tcactttget

atccatgggt
tagatggatt
agtgtaatga
cttecattetg
cttacgateg
attatttagt
tcttececat
tacatgacga
aactcttetce
aactgatftc
gtttaaccag
accatgggtt
gttcgaggtﬁ
atctgctcaa
gtaaatcceg
gogteggeat
acatcggtcg
cgoggageeg
tcgatggtayg
gactcgcatt
geeggetegg
gaatcggttg
acgeagecca
aageccttget
gggegegtge
gacttggcgt
gtgtggtggce
acgtgccagt
agtcccteoaa
tccaggegge
tcttgaaaac
cttgttcage

tgtttgaatt

5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
$940
€000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6480
6540
6600
€660
6720
6780
6840
6300
6960
7020
7080
7140
7200
7260
7320

7380



gaattgtege
accactceet
. tagagaazag
gagtttacca
cagtgataga
aaagtcgagt
gcetcttaat
gcagtgaaaa
tataagetgce
9gg9ggaggtyg
ttatgatcag
gggtcgagat
ggtgtagtcc
cagctgeacg
gtcottcage
gcgeteggig
gaagttcacg
ctgggtcacg

ctcgggaaay

ES 244742213

tccgtagacg aagcogectcet
atcagtgata gagaaaagtg
fgaaagtcga gtttaccact
ctecectatca gtgatagaga
gaaaagtgaa agtcgagttt
ttaccactce ctatcagtga
taactcgegt taagatacat
aaatgcttta cttgtgaaat
aataaacaag ttaacaacaa
tgggaggttt tttaaagcaa
ttatctagat ccggtggate
ctcaggaaca ggtggtgacg
tegttgtagg aggtgatgtce
ggettottgg ccatgtagat
tteagggoct tgtgggtote
gaggcckbeoe agcccatggt
ccgatgaact tcaccttgta
gtecgecacge cgeegtecte

gacagettct tgtagtcgag

~ggagccgtac -tggaactggg.gggacaggat

ggtcacette
. gatctegaac
gatgatgacg
ggtgggatct
tgagcaaaag
tecgocegecay
ccctaatgge

tatcgtttat

agcttceacgg tgttatggee
togtggecegt tcacggtgee
ttecteggagg aggocatggt
cccatggtyy cctgaatcte
ggaagaaccc agaaaagaac
tgtcaactty caactgaaac
gaacacgata acaatattte

ttattcaaat tagatataga

aacgegtttg-gtgagcggat acgaaaacag

aacaccgtec
cctttatcga
gegeacacat

caaaagtacg

ttgaacggaa cacgaggage
gatttatttg catacaacaa
geagagetge aagtgtggea

aggtecgtta c¢gggcatget

attrtatacte
aaagtcgagt
coctatcagt
aaagtgaaag
accactecct
tagagaaaag
tgatgagttt
ttgtgatgct
caattgcatt
gtaaaaccte
ttacgggtee
geoecteggtg
cagcttggoyg
ggacttgaac
gocccttcage
cttcthotge
gatgaagcag
gaagttcate
gatgkeggeg
gteccaggeg
ctegtagggyg
cteccatgege
ggegaceggt
aacttgcace
gggaaaactkt
aatatccaac
ttetaktatg
acatccgeeg
tecggccgata
gtacgtgate
gtacactgecg
cattttgtet

agcogcacacg

62

cggcgetegt
ttaccactcc
gatagagaaa
tcgagtttac
atcagtgata
tgaaagtecga
ggacaaacca
attgetttat
catttﬁatgt
tacaaatgty
tecacettee
cgctcgtact
tccacgtagt
tccaccaggt
acgeegtege
atcacggggce
ccgtoctgea
acgegcteoce
gggtgcteca
aagggeaggy
cggeectoge
accttgaage
ttgcgcettet
tgaaggtagt
acccocaatta
atgaacgtca
ccetotaaaa
acatacaatyg
aacattaate
agctgeatte
cogttgggat
gtgcgcaaaa

gacaatggac

tttegagtet
ctatcagtga
agtgaaagtc
cactccctat
gagaaaagtg
aacctggege
caactagaat
ttgtaaccat
ttecaggteca
gtatggctga
gotttttott
gctceacgat
agtagccoggg
agtggcegee
gggggtacag
cgtcggagyy
gggaggagtc
acttgaagcc
cgtacacett
ggcocgecett
cdtcgccctc
gcatgaacte
totegagtag
goagcaagga
gaattgqttg
atttatactg
ccaacgegygt
ttaatgcaaa

tgaqggtcgat

gegegecygeg o

ttgtggtaac
cctttgaage

ccgacaaatt

7440
7500
7560
7620
7680
7740
7800
7860
7920
7580
8040
8100
8le0
8220
8280
8340
8400
8460
8520
8580
8640
8700
8760
8820
8B8O
8940
9600
9060
9120
8180
9240
9300

2360



10

ctacgecaag
acaaaaatgt
gcaaatcgat
azatgaatta
ttagttatoga
atttettgat
acaaatgaca
tcggttttga
atcaatcgat
gcaaaacatg
acaagtagaa
cagattatga

caattttaaa

<210> 21
<211> 10522
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

<223> pLA1124

<400> 21

gtagtttttg
-aatcttttte
ttgetcecte
cgetktggage

taacgaccgce

- ctcatacgat

tatttteteg
tgagcatate
cagtgaaata
tatagatgag
aaatgttatt
gaggactatt
ccgagtetet
ctectctette

ttggagctce

ES 2 447

422 T3

gatttaatga taatgtcggg caacgtatcc

cgcgegeate
aatagtgttg
ttcaattate
gccatgtgea
tgtgttttac
tcatctette
alaaacaaatyg
cgtgegttac
acatcatetc
ttctactcge
ctcatacttg

aacaaatgac

tcaaacgaag

acaaagacat
tgeaaccteg
aatcatgttt
asacatgaca
acgtagaatt
gattgtgett
agtcatateg
acgtagaatt
gatttgaaaa
aaagccagtt
attgtgtttt

atcatccaaa

attctatgac

.aaccctagaa. agatagtety

ttectaaata
tecocogtgagy
gtgagtcaaa
aattatattg
ttatagatat
ctctetgete
tcagatcacg
gtacatgaag
gaacaaccayg
agaggtaaga
gcactgaaca
ctaaatageg

caaacgegec

gcgcgaatec
cgtacttgte
atgacgcatg
ttatttecatg
cgtgactaat
tteotgeaaag
taagtgaaga
tgcagccaac
gttettcatt
ataaacattg
ttgtcagatc
cgaatcegte

agtggtagta

cgatatattt
agegtecgtt
tacgegtaga
tcagettita
ctactcgtaa
tgcaagtaga
tatgatatca
ctactcgtaa
acaaatgaca
cggttatgag
acgogtagaa

ttaataaatg

gtatttaaag
cgtéaaattg
gtcgetatge
aatgcggtaa
actatcttet
ttctacttac
atataataaa
cgatgacgag
tgacgteceag
gtcaageggt
ggcettctaac
ttggtcaact
ggeccgggey
gctgtgeact

cacagtactg

63

gtteacttta
aaacatttat
tgatttaacy
attchtacccg
tttttataac
agcgagttca
attctaccceg
tattaocaaaa
agcgagttta
tcatccactg
cecgtgtacaa
ttctactegt

acaagcaatyg

tttaggtega
acgcatgcat
atttaggaca
gtgtcactga
acgtgacttt
gtgataactt
atgggtagtt
cttgttggtg
agcgatacag
agtgaaatat
agaatcttga
tcaaagtcca
ccghtttect
taggacatct

tgggtattea

tcaataacct
gtccegaact
tatagettge
taaagegagt
aaatgacatc
gttttgaaaa
taaatcaagt
caaatgactc
tgagccgtét
atecgtgeatt
aacatgacat
aaagccagtt

gataccatge

gtaaagcgca
tcttgaaata
tcteagtege
ttttgaacta
taagatttaa
attatatata
ctttagacga
aggattctga
aagaagegtt

tagacgaaca

cetkgecaca - -

cgaggegtag
tgaaatattg
cagtegeegce

gtttgaaate

9420

9480

9540

9600

26640

2720

5780

2840

9500

8980

16020

10080

10140

60

izo0

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

78¢

840

500



ctottgctte
tactcttgeg
gtegettaag
gtttécgcaa
tactacgggg
ctgacaagca
atttgcaatt
tccactatat
gtecggtggte
cagagttatt
ctatgtttat
gtgttctcaa
atcaagctcc
cceaccgtac
catatccaga
ccegteoecee
gtcctegeeg
cagtetgege
ttcgggggey
-=Ekogtacge-
caatccgcag
gaacagcteyg
ctectetttte
gacggeacte
gagctggttc
gocaccgtet
gtcctgecag
gatggccaag
ctccacgeoo
caacagctee
ttetaaaggt
tgatcaactt

ttgettaget

tcecattgtct
attaccagtg
tggctgggaa
tgectttatt
atggggaaag
aggtcaaagy
aaattacttt
gttcaattgg
tataaactgt
gctaattget
ggcgctatta
cttcaaaggce
tcgagttaac
tcgtcaatte
gegeegtagy
aacatgtcca
tctaagtgga
gtgtgteccg
tegtegteeyg
gegeggctgt
ataatcaget
attgectgac
gcgacttgat
agagegtaga
tecagtgtet
cggtgggaca
gactegectt
gcatceagea
agcetcetgeg
aacgeggagt
gttataaatc

accgcecaggg

ttcgettage

ES 244742213

cggttacctt
attgcgetat
ttgtaaccgt
ttttgttgca
tgtttatata
gccagatttt
gctacectgag
gtttcaccge
gccttacaaa
aactgcetaat
acaagtatga
agaaatgttt
gttacgttaa
caagggcatce
gageggagte
gaﬁcgaaatc
getogtcooec
cggggagaaa
ggagatcgag
acgcegggacc
ccaagecgaa
gcagcagtgg
getettggte
gagcatttte
cgtattgcett
gcagagcgca
ccaacgggca
gegecegett
ccaacttgeyg
tgatgacttg
aaattagttt
taccgcagat

gacgtgttca

tggtcaaate
tagctattag
aggecegagt
aatctctctt
gaagcaactt
taaatatatt
ggttaaatct
gcttagttac
tacttgcaac
tgcttttaac
atgtcaggtt
actcttgace
cgttaacgtt
ggtaaacate
gtgoggggta
gtctagegeg
caggctgaca
ggacaggcege

caggceccteg

.cgagcecegac

caggaatgce
gagcatcgaa
ctcecageacy
caggctgaag
ttcggteggg
gcggaacgac
aaaatgegtg
attcttcacg
ggtegtcaat
ggacttatee
tgttttttce
tgtttagett

cttrgettgt

64

catgggttct
atggattgtt
gtaatgatce
tattctgegg
acgattgaac
atttagtctt
tecceattga
atgacgagcee
tcttctoget
tgatttctte
taaccagggyg
atgggtttag
cgaggtegac
tgctcaaact
aatcceggac
teggcatgeg
tcggtegagy
ggagccgeca
atggtagacc
tcgratttea
ggecteggete
tcggttgteg
cagcccaggy
ccttgetgge
cgcgtgoega
ttggegttat
tggtggeggt

tgeccagtaga

attgcctata
ggccaaactt
cccacaaaaa
tattcttcatc
ccaaatgcac
aggactctet
taataataat
ctaatgagce
ttgaagtcag
gaaakttggeg
atgcctaatct
gtataatgtt
tctagaacta
cgaagtcggé
ceggggaate
¢categocac
gggcegtcga
gececegecte
cgtaattgtt
gtbgctttto

cttgatgatce

gggtctegeg .

taaagtgacc
acaggaacge
gatggacttt
tgcggaggaa
cgagcatete

gggtgggctg

coctesmatge- caacttegtt

aggeggetge
tgaaaacttt
gttcagetge

ttgaattgaa

ccatggtgygt
gegtktoctt
gecttgettat

ttgtcgetee

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
la40
1500
1560
1620
16380
1740
1800
1860
1520
1580
2040
2100
21460
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820

2880



gtagacgaag
agtgatagag
aagtcegagtt
cctatcagtg
aagtgaaagt
ccactcceta
agaaagagag
agagaacata
cagtgataga
tatcagtgat
coctakcagt
catecetate
agatcgatge
tgtttttaaa
tgagtcataa
agaattctac
atgtcatgtt
ca?gatcgat

ttcttcaaaa

cgcetctatt
aazagtgaaa
taccacteee
atagagaaaa
cgagtttace
tcagtgatag
agagaagaga
ctcectatca
gagttcocta
agagagatac
gatagagact
agtgatagag
ggccgeatgg
attgaactgg
tctgatgtca
ttgtaatgea
ttgcacacgg
tgatgagtea

ccgaacttga

ES 244742213

tatactccgg cgcotogtttet
gtcgagttta ccacteccta
tatcagtgat agagaaaagt
gtgaaagtog agtttaccac
actccctate agtgatagag
agaaaagtga aagtcgaaac
agagagagaa cattcgagaa
gtgatagaga agtccctatc
tcagtgatag agacgtcect
ctatcagtga tagagatttc
tccotaccag tgatagagaa
aactccctat cagtgataga
tacccattge ttgteattta
ctttacgagt agaattctac
tgttttgtac acggcteata
cgatcagtgg atgatgtcat
ctecataaact cgctttacga
tttgttttge aatatgatat

tttacgggta gaattctact

.atgatgteat_fttatttttca aaactgaact_cgctttacga

cacaatcaag
tggectcataa
téaataattc
tattatcgat
cgecgacattt
aatccttgge
acctegtact
ctgeatgtgt
aatctcgata
tcaaggacgg
tcaccaaacy
ataaataaac

grtegecatt

aaatgatgte
ctaaactege
atttgeaage
ttgeagtteg
ttgtaggtta
gtagaatttg
tttggecttca
gegegttaco
aaggegegge
tgttatcgac
cgtttetgea
gataaccgcg

agggcagtat

atttgttata aaaataaaag
tttacgggta gaatectacg
tatacgttaa atcaaacgga
ggacataaat gtttaaatat
ttgataaaat gaacggatac
tegagtcocat tgkcegtgtg
aaggttttge gcacagacaa
acaaatccca acggcegcagt
gcgcgaatge agetgatcac
ctcagattaa tgtttakegg
ttaacattgt atgteggogg
ttggttttag agggcataat

aaattgacgt tcatgttgga

65

cgagtttace
tcagtgatag
gaaagtcgag
tecectateag
aaaagtgaaa
ctggegegec
agagagagag
agtgatagag
atcagtgata
cctatcagtg
atccctatea
gacctceccta
ttaatttgga
gogtaaaaca
accgaactgg
ttgttttteca
gtagaattct
catacaatat
tgtaaagcac
gtagaattct
ctgatgccét
cgtaaaacat
cgeteogaggt
atcgatatet
gttgcecgac
¢gctagcatyg
aatgtgccac
gtacttgttg
gtacgcteet
ccgactgttt
atgﬁtctata
aaaagaaata

tattgtttca

actccetate
agaaaagtga
tctaccacte
tgatagagaa
gtegagttta
ccggecatceg
aagagaagag
atgtccctat
gagaagtcec
atagagaggt
gtgatagaga
tcagtgatag
tgatgtcatt
caatcaagta
ctttacgagt
aatcgagatg
acgtgtaacyg
gactcatttg
aatcaaaaag
acgtgtaaaa
gttttgcaca
gattgataat
tygcacaacac
ttgtgatgeg
attatcatta
cecgtaacgg
acttgcaget
tatgcaaata
cgtgttcegt
tegtateege
tetaatttga
ttgttatcgt

gttgcaagtt

2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3500
3560
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800

4860



gacactggcg
tﬁcccttttg
taggagatce
agaacgtcat
acgagtrcga
agctgaaggt
tccagtacgg
tatecttece
cgaccgtgac
tcagegtgaa
cctecacega
tgaagctgaa
agcecgtgea
acgaggacta
tgagatcteg
ataactgate
cccacaccte
tattgcagct

‘atttttttea

gegacaagca
ctcatcettyg
caccocacee
cacegagtee
gatcgagagce
gaccaagggce
ctcecaaggty
cgagagcette
ccaggactee
cttoceetcoe

gegectgtac

ggacggegqge

getgoeocgge
caccaﬁcgtg
acccaagaaﬁ
ataatcagce
ccectgaace
tataatggtt

ctgcattcta
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attctaattg
ctgcactacc
aagaagaagc
atgcgettca
gagggcgagg
ggccecetge
tacgtgaage
aagtgggage
tccctgeagg
gacggceocg
ccccgcgacg
cactaccrgg
tactactacg
gagcagtacg
aagcggaagg
ataccacatt
tgaaacataa
acaaataaag

gttgtggtet

-gttaattaag .goegetoeakt _taaatcktgge

caaacaaacg
cgatgttttg
tggtatactt
cgcaaatggt
gttctgtgat
tgataaacat
gagaaaaggt
egtttatgceg
ctaatatite
tgaaaaaacg
cgtgcaaaaé
gtttctgact

tattttataa

cgagataccyg

ttttgacgga

attatcatct

tatgtactat
gacctgcagt
tgocctgeata
ccaaagtcge
taagcgttta
gccaaatgaa
tacttactgt
étgcaaaaaa
gactdataag

tacaacatga

gaagtactaa
cececktacte
tgtgatgagg
aatcaaacta
aggaagacga
aattctttta
aaaaaattta
gaagctccta
gtgcctggta
acttactgea
gttacttgte
tataatbtge

ctgtttttaa

gyggtaagttt
ttcaggtgea
gcaaaccggt
aggtgcgeat
gccgececta
ccttegectg
accccgccga
gcgtgatgaa
acggctgett
tgatgcagaa
gogtgetgaa
tggagttcaa
tggacgccaa
agegcacega
tggaggacce
tgtagaggtt
aatgaatgca
caatagcatce
gteocaaacte
fggcegcaac
aaaacagtcyg
tegtcteata
atgcttetat
aaggeggagt
ataggtggce
gtatatacag
tgagaaacct
ctttgaagag
catcagatga
cctctaaaat
gagagcataa
ttotattatg

agtacaaaat

66

tccecatteott
agttgagatt
cgccaccakty
ggagggcace
cgagggeeac
ggacatcetg
cateccecgac
cttcgaggac
catctacaag
gaagaccatg
gggegagace
gtcecatctac
gctggacatc
gggccgecac
gtaagateca
ttacttgeet
attgttgteg
acaaatttca
atcaatgtat
cattgtggga
ctccaggecea
taaaccgaag
caacgaaagt
ggacacgeta
tatggcatta
ccataatgte
ttacatgage
atatttgcge
cagtactgaa
aaggcgaaag
tattgataty
tataagttaa

aagtttattt

ttctgagttc
caggccacca
gecctecteeg
gtgaacgagce
aacaccgtga
tcceceeagt
tacaagaagc
ggcggcgtag
gtgaagttca
ggctgggagg
cacaaggece
atggccaaga
accteccaca
cacctgttec
cegqggatetag
taaaaaacct
ttaactegtt
caaataaagc
cttaacgega
accgtgcgat
gtgggaacat
ccagctaaga
accggtaaac
gaccaaatgt
ttgtacggaa
agtagcaagg
ctgacgtcat
gataatatet
gagccagtaa
gcaaatgcat
tgccaaagtt
gctaattact

ttgctaaaaga

4929

4980

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5540
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6480
6540
6600
6660
€720
6780

6840



gagaatgttt
ataaataaat
tataataaaa
aacacatgcy
tectagggtta
tatatctcaa
gacttgatat
gacacgttaa
ggtgcgtaas
gtgtacagac
attagaccct
tttaaaaaat
aatcgaccag
gttggctaaa
cctcaaaaag
cttcattttg
ttttacaacg
atccceoctet

agttgegeag

..gcggtattec.

taagecagee
eggeatoege
caccgtcacc
ttaatgteat
gcggaacccee
aataaccctg
tcegegtoge
aaacgetggt
aactggatct
tgatgagcac
aagagcaact
tcacagaaaa

ccatgagtga

aaaagttttg
aaacataaat
cttaatatce
tcaattttac
aataategtt
cgctgteotgt
tgtccgacac
tcaactgttc
atatattttt
gtaatcatgt
cacaagttge
ttecatcacagy
ttaatcaacy
attattaaat
tégaagacca
tgggatcaca
tcgtgactgg
cgecagetgg
cctgaatgge
acaccgoata
ccgacacceg
ttacagacaa
accgaaacge
gataataatg
tatttgttta
ataaatgctt
ccttattece
gaaagtaaaa
caacageggt
ttttaaagtt
cggtegecge
gcatcttacy

taacactgcg

ES 244742213

tractttata
aaattgtttg
attcaaatta
gcatgattat
tctaattttt
gagattgtog
attftcgtcg
aaattgatec
taaccetctt
ftoobtttet
aaaacgtgqc
atttaaagaa
tgtacacaga
caacttgtgt
acaagtkttac
atcttgttat
gaaaaccctyg
cgtaatagcqg

gaatggcgec

tggtgeacte:

¢caacaccey
gcegtgaceqg
gcgagacgaa
gtttettaga
ttcttetaaa
caataatatt
ttttttgegy
gatgctgaag
aagatcctty
ctgetatgtg
atacactatt
gatggcatga

gccaacttac

gaagaaattt
ttgaatttat
ataaataaac
ctttaacgta
ttattattca
tattctagee
atttgegttt
atattaacga
atactttgca
ggataaaact
attttttacce
gaaccaaaaa
cgogtoggca
tatagtcacg
ggacactatt
attttaaaca
gegttaceca
aagaggcecg
tgatgeggta
tcagtacaat
ctgacgegec
tectecgggag
agggcetcgt
cgtcaggtgg
tacattcaaa
gaaaaaggaa
cattttgect
atcagttggg
agagtttteg
gcgeggtatt
ctcagaatga
cagtaagaga

ttectgacaac

67

tgagttittg
tattagtatg
ctcgatatac
cgtcacaata
gectgetgte
tetttagett
tagatcaaaga
tatcaacceg
ctetgegtta
cctactgagt
aatgaagaat
ttaaattatt
aaaaacacgc
gatttgecgt
aattatttga
aagettggea
acttaatcge
caccgatege
tettectecee
ctgctctgat
ctgacgggct
ctgcatygtgt
gatacgecea
cactettcgg
tatgtateeg
gagtatgagt
tcctgttttt
tgcacgagty
ccccegaagaa
atccegtatt
cttggttgag
attatgeaat

gatcggagga

ttectkttea
taagtgtaaa
agaccgataa
tgatcaécct
gtgaataccyg
ttegeteate
cttgagcaga
atgcgtatat
atacgcgtte
ttgacctcat
ttaaagttat
tcaacagtet
agcccgacgt
ccaacqgtgtt
ttttgeoccea
ctggecgtoeg
cttgcégcac
ccttcocaac
acgcatctge
gocgoeatagt
tgtctgctcﬁ
cagaggttet
tttccratagg
ggaaatgtge
ctcatgagac
attcaacatt
gctcaccecag

ggttacateg

cgttetcecaa -

gacgecgoge
tactcaccayg
gebgecataa

ccgaaggage

6200

6960

7020

7080

7140

7200

7260

7320

7380

7440

7500

7560

7620

7680

7740

7800

7860

7920

7980

8040

8100

8160

8220

8280

8340

8400

8460

8520

8580~

8640

8700

B760

8820



10

taaccgottt
agctgaatga
caacgttacg
tagactggat
gotggtttat
cactggggec
Caactatgga
ggtaactgte
aatttaaaag
gtgagtkettce
atcoettteet
tggtttgttt
gagcgeagat
actctgtagce
gtggegataa
ageggtcggag
ccgaactgag
aggcggacag

caggggagaaa

gtegattttt—gtgatgetcg - tcagaggagge. -

cecttittacg
cecectgatte
gcegaacgac
aaccgectet
actgogaaage
cccaggettt
aatttcacac
cttgeatgee

cgtcacacag

<210> 22
<211> 11867
<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> pLA1188
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tttgcacaac atgggggatc
agccatacca aacgacgago
caaactatta actggcgaac
ggaggcggat aaagttgcag
tgctgataaa totggagcoceg
agatggtaag ccctcccgta
tgaacgaaat agacagatcy
agaccaagtt tactcatata
gatctaggty aagatcettt
gttccactga gegtcagace
tctgcgegta atctgetget
gecggatcaa gagctaccaa
accaaatact gtcctkbctag
accgoectaca tacctcogetce

gtecgtgtett accgggttgg

ctgaacgggg ggttcgtgea

atacctacag cgtgagcatt

gtatecagta agoggcagag

cgectggtat cettatagte

gttcctggee tttrgetgge
tgtggataac cqtattaccg
cgagcgcage gagtcagtga
coeegogegt tggecgatte
gggcagtgag cgcaacgcaa
acactttatg cttccggetc

aggaaacaqc tatgaccatg

tgcaggtcga cgctcgcgcg.

cttggecaca at

atgtaacteg
gtgacaccac
tacttactct
gaccacttct
gtgagegtag
tcgtagttat
ctgagatagg
tactttagat
ttgataatct
cegtagaaaa
tgCaaacCaaa
cketttetee
tgtagcégta
tgctaatect
actcaagacyg
cacagcccag
gagaaagcgc
tcagaacagg
ctgtegggtt
ggagoctaty
cttttgetca
cctttgagtg
gegaggaage
attaatgecag
ttaatgtgag
gtatgttgtg
attacgaatt

acttggtttg

68

cottgategt
gatgectgta
agctteccegg
gcgeteggec
gtctogeggt
ctacacgacg
tgecteactg
tgatttaaaa
catgaccaaa
gatcaaagga
aaaaccaccg
gaaggtaact
gttaggccac
gttaccagtg
atagcttaccg
cttggagcga
cacgctteee
agagegcacg
tecgocaccte
gaaaaacgoce
catgttettt
agctgatace
ggaagagego
ctggcacgac
ttagctcact
taggaatctgtg
tcgacctgea

ceattettea

tgggaaccqg
gcaatagcaa
caacaattaa
ctteoggekg
atcattgcag
gggagtcagg
attaagcatt
ctecatttty
atcecttaag
tettettgag
Ctaccagcgg
ggct;cagca
cacttcaaga
getgctgceca
gataaggegce
acgacctaca
Jaagggagaa
agggagette
tgacttgage
agcaacgegg
cctgegttat
geteogeegea
ccaatacgca
agatttoceg
cattaggcac
ageggataac
ggcatgcaag

gegegegteg

88890
B940
5000
9060
9120
2180
2240
9300
9360
9420
9480
9540
9600
9660
2720
9780
29840
9200
9960
10020
10080
10140
10260
10260
10320
10380
1044¢
10500

1e522-



<400> 22

gtggttttty tcaaacgaag
aatccttttt aaccctagaa
ttgcicteec tttctaaata
cgettggage tcccgtgagg
taacgacege gtgagtcaaa
ctcatacgat aattatattg
tattttcttg ttatagatat
tgagcatatc ctcotetgete
cagtgaaata tcagatcacyg
tatagatgag gtacatgaag
aaatgttatt gaacaaccag
gaggactatt agaggtaaga
cecgagtetct goactgaaca
cteketctit ctaaatageg
ttggagctcc caaacgcgcc
ctettgekte teocattgtet
tactcttgeg attaccagtyg

gtcgettaag tggctgggaa

tattgegggg atggggaaag
ctgacaagca aggtcaaagg
atttgcaatt aaattactct
teccactatat gttcaattgg
gtecggtggte tataaactgt
cagagttatt gctaattget
ctatgtttat gacgetatta
gtgttctcaa ctteaaaggce
atcaagcetcee tegagttaac
cccacegtac tegtcaatte
catatccaga gegecgtagg
cccgteecee aacatgteca

gtcetocgecg tctaagtgga
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attetatgac
agatagtctg
gcgcgaatce
cgtgacttgte
atgacgcatg
ttatttcatg
cgtgactaat
ttetgeaaag
taagtgaaga
tgcagccaac
gttetteatt
ataaacattg
ttgteagate
cgaatcegte
agtggtagta
cggttacctt
attgcgctat

ttgtaacegt

gttttcgcaa- tgectttatt_ttttgtigea

tgtttatata
gocagatbtt
gctacctgag
gttteacege
gccttacaaa
aattgcoctaat
acaagtatga
agaaatgttt

gttacgttaa

caagggeatc:

gggcggagtec
gatcgaaate

getegtceec

gtgtttaaag
cgtaaaattyg
gtecgetgtge
aatgcggtaa
attatetttt
ttctacttac
atataataaa
cgatgacgag
tgacgtccag
gtcaagogat
ggcttctaac
ttggtcaact
ggcecgggey
gctgtgcatt
cacagtacty
tggtcaaatce
tagctattag
aggcocgagt
aatctetett
gaagcaactt
taaatatatt
ggttaaatct
gcttagttac
ta;ttgéaac
tgettttaac
atgteaggtt
actettgace
cgttaacgtt
ggtaaacatc
gtggggagta
gtctagegoeg

caggctgaca

69

tttaggtcga
acgcatgeat
atttaggaca
gtgtcactga
acgtgacttt
gtgataactt
atgggtagtt
cttgttggtg
agcgatacag
agtgaaatat
agaatcttga
tcaaagtcca
cogtitttet
taggacatct
tgagtgttca
catgggttct
atggattgtt
gtaatgatce
tattctgeag
acgattgaac
atttagtctt
teeccattga
atgacgagcc
tcttctegtt
tgatttctte
taaccagggg
atgggtttag
Tgaggtegac
tgctcaaact
aatcccggac
teggeatgeg

tcggtcgggg

gtaaagcgca
tcttgaaata
tcteocagtege
ttttgaacta
taagatttaa
attatatata
ctttagacga
aggattctga
aagaagcgtt
tagacgaaca
cettgecaca
cgaggegtag
tgaaatakttg
cagtogecge
gtttgaaatce
attgectata
ggccaaacktt
cccataaaaa
tattcttecat
ccaaakgcac
aggactctcet
taataataat
ctaatgagcc
ttgaagtcag
gaaattggtg
atgcttaatt
gtataatgtt
tctagaacta
cgaagtcgge
coggggaatc

ccatogecac

gggccgtega

60
120
1890
240
300
60
420
480
540
£00
660
720
780
840
200
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1580
1740
1806
1850

1520



cagtetgege
ttegggggey
ttecgtacge
caatecgcag
gaacagctcg
ctcct?tttt
gacggegete
gagetggtte
ggcacegtet
gtcctgecocag
gatggccagg
ggattagtat
gtgatagttt
aattttacca
aaaatttatc
agtcaattca
Ctaaagcaag
tecatgtatyce

atcecacaggt

ragtttcagt

cttggtttac
tttctactag
acattaacat
aatataacta
tggtctaaca
tccaagacaa
cacagcttte
teccgacecee
gcotgetgace
actaagaggc
agttgyttge
tagatttgaa

tacatttcea

gtgtgtceeg
tcgtegteey
gegeggcetgt
ataatcaget
attgectgac
gegacttgat
agagegtaga
tecagtgtet
cggtgggaca
gactcgectt
gecatccagea
catatacata
tcaceatttt
gtcatgtgtt
aagaaaggct
teattaattt
aaacttaata
atatcaattt
gteceocagaga
Afgettegttg.
ttattacata
tgattactaa
tcaataatgt
gcttcttaac
aatctagata
tttiegaaac
tgaaagaceqg

aattaatceco

tbatktttat.

ceggetataa
tretkccaggt
ggtaaaataa

tegataattg

ES 2 447

cggggagaaa
ggagatcgag
acgeggggee
ccaagccgaa
gcagcagtgg
getcttggte
gagcatctee
cgtattgett
gcagagcgca
ccaacgggea
gegeocgett
caaaggctat
tgttgaatgt
cttaaaagtt
ttcettttte
gttaacttga
ttcgaaaaaa
ttatctacat

attaaattecce

422 T3

ggacaggege
caggeccteg
cgagcocgac
caggaatgee
gggeatcgaa
ctecagecacg
caggctgaag
ttcagateggg
gcggaacgac
aaaatgogtg
attettecace
ttttgggaca
tacgttgaaa
tttatg;ttg
aaatcttate
atttggaatg
attgattcta
tgtataataa

aaattaccca

ctacaacaat ggecttgrrga

gactgaaaaa
ccaatcgeta
ttgctetgta
cetcatctat
ctaatagatg
ttettattga
gecaccttect
gaaacaaata
tcctattgat:-
ctttactcac
gagagttgat
tttttgeace

ataacttatg

gaggtttact
tatgtttaet
accgacaatt
taaccecatce
tcttattact
gctcttggea
ccggtteceyg
aggtatattc
agaatattat
ttgtcgatta
caagtcacaa
catteategy

aattteaaag

70

ggagcegoca
atggtagacce
tecgecattica
ggeteggetce
teggttgttg
cagcocagygy
ccttgetgge
cgogegecga
ttggcgttat
tggtggcggt
tatagatacc
tattaatatt
atttaaattt
aaacggcoata
ttttteotett
tctatttact
aatggaattt
gtttcgagtt
agtttattga
ktrgtagatat
tttttgatac
agaaaacaaa
gaaggegtta
gtttaaaaca
tagcagccac
gcagaaatgt
tttetgaatt
aaaatgatgg
tececcetteta
tcccatagaa
aagttagegt
gtaaaacgtt

aaaaaaatat

gecocoegecte
cgtaattgte
gttgetttee
cttgatgate
gggtctcgcg
taaagtgace
acaggaacge
gatggacttt
tgcggaggaa
cgagcatcte
atagatgtat
aacaatttce
gttttaaatt
aagtggttca
aaaaatcact
ttcagataaa
cacttgatct
gattgttgta
atgttgattg
tttecettte
ttatgaaaaa
taaacteottt
cagcaacagt
ctatgttaaa
agctgeaaca
tggtattitt
caagaggatt
aaaagtcatg
aatacaccgt
tgttgattgt
gtgttgaktg
ctccatagaa

gettttaaaa

1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
34290
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840

38200



ttacgtgeca
tcagtccete
tatccaggeqg
tttettgaaa
agcttgttea
cttgtttgaa
gkttttcgagt
ccctatcagt
aaagtgaaag
accacteoct
tagagaaaaq
gaaacctggce
gagaaagaga
ctatcagtga
tcectatcag
attteocctat
gagaaatcec
atagagacct
atttattaat
~kctacgegta
tcataaccga
gtcatitgtt
tacgagtaga
gatatcatac
ctacttgtaa
tacgagtaga
aaaagectgat

ctaggogtaa

-atggacgetc.

aatatatcga
gatacgttagc
gtgtgcgeta

gacaaaatgt

gtagagggtg
aacgccaact
gctgeccatyg
actttgegtt
gectgegetty
ttgaattgte
Ltaccactee
gatagagaaa
tcgagtttac
atcagtgata
tgaaagtcga
gogeecegye
gagagaagag
tagagatgtc
tgatagagaa
cagtgataga
tatcagtgat
cectatcagt

ttggatgatg

aaacacaatc.

actagecttta
tttcaaateg
attctacgtg
aatatgactc
agcacaatca
attctacgtg
gtecatgteott
aacatgattg
gaggttgcac
tgtctttgtg
ccgacattat
gcatgccogt

gccacactty
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ggctgetceca
tcgttcaaca
gtggtttcta
tcetttgate
tttatttget
gctccgtaga
ctatcagtga
agtgaaagtc
cactccetat
gagaaaagtg
gtttaccact
catcgagaaa
aagagagaga
cctatcagty
atcectatea
gaggtcecta
agagacatce
gatagagatc

tcatttgtet

.aagtatgagt

cgagtagaat
agatgatgte
taacgcacga
atttgtttet
aaaagatgat
taaaacacaa
gcacatgget
ataattaaat
aacactatta
atgcgedgeyga
cattaaatce
aacggacctc

cagctctgea

cgcceoagett
gctccaacgo
aaggtgttat
aacttacege
tagetttege
Cgaagcgect
tagagaaaag
gagkttacca
cagtgataga
aaagtcgagt
cectatcagt
gagagagaga
acatactece
atagagagtt
gtgatagaga
tcagtgatag
ctatcagtga
gatgeggeeg
ttasaattga
cataatectga
tctacttgta
atgttttgea
tegattgatg
caaaaccgaa
gtoatttatt
tcaagaaatg
cataactaaa
aattcatttg
tegatttgea
catttttgta
ttggcgtaga
gtacttttgg

tgtgtgegeg

71

ctgcgccaac
ggagttgatg
aaatcaaatt
cagggtaccy
ttagegacgt

ctatttatac

tgaaagtega.

ctcoctatca
gaaaagtgaa
ttaccactec
gatagagaaa
agagaagaga
tatcagtgat
ecctatcagt
gateccctate
agacttecet
tagagaactc
catggtaccc
actggcrtta
tgtcatgttt
atgcacgatc
cagggctcat
agteatttgt
cttgatttac
tttcaaaact
atgtcatttyg
ctegetttae
caagctatac
gttegggaca
ggttattgat
atttgtcggg
cttcaaaggt

ttaccacaaa

ttgcgggteg
actttggact
agtttegttt
cagattgttt
gttcactttg
teceggegete
gtttaccact
gtgatagaga
agtcgagttt
ctatcagtga
agtgaaagte
gagaacattc
agagaagtcc
gatagagacg
agtgatagag
atcagtgata
cctatcagtyg
attgcttgtc
cgagtagaat
tgtacacgge
agtggatgat
aaactcgett
tttgcaatat
gggtagaatt
gaactogett
ttataaaaat
gggtagaatt
gttaaatcaa
taaatgttea
aaaatgaacg
tecattgtee
tttgcgeaca

tcccaacggce

3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4580
5040
5160
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
8640
5700
5760
5820

5880



geagtgtact
_atcacgtacg
atcggecgac
ggcggatgtt
ataataaaag
ttggatattyg
agttttcecg
gtgcaagttg
ccggtegcca
cgcatggagg
cecctacgagg
gectgggaca
gccgacatee
atgaacttcg
tgctteoatct
cagaagaaga
ctgaaggygcy
tteaagteca
gccaagetgy
~accgaggygcc_
gaceegtaag
aggttttackt
atgcaattgt
gcatcacaaa
aactcatcaa
gcaaccattg
agtegetcea
tcatataaac
tctatcaacyg
ggagtggaca
tggectatgg
tacagceata

aacccttaca

tgttgtacge
ctoctegtgt
tgttttegta
ctatatctaa
aaatattgtt
tttecagttge
ttettttcty
agattcagge
ccatggecte
gcaccgtgaa
gccacaacac
tectgtoece
ccgactacaa
aggacggcgg
acaaggtgaa
ccatgggotg
agacceacaa
tctacatgge
acatcaccte
geeaceacct
atccaccgga
tgcrttaaaa
tgttgttaac
tttcacaaat
tgtatcttaa
tgggaacegt
ggcecagtagg
cgaagecage
asagtaccgyg
cgctagacca
cattattgta
atgtcagtag

tgagccetgac
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aaataaatct
tcegttcaag
tecegetoace
tttgaataaa
atcgtgtteg
aagttgacac
ggttecticee
caccatggga
ctccgagaac
cggeeacgag
cgtgaagctyg
ccagttccag
gaagctygtce
cgtggogace
gttcategge
ggaggectec
ggcoctgaag
caagaagccce
ccacaacgag
gttcotgaga
tctagataac
aacctcceac
ttgtttattg
aaageatttt
cgcgagttaé
gcgatcaaac
aacatogatyg
taagatggta
taaaccgcaa
aatgtgttct
cggaatgata
caagggagaa

gtcategttt

¢gataaagge
gacggegtia
aaacgcgttt
taaacgataa
ccattaggage
tggcggogac
ttttgcteat
gatcecacee
gtcatcaceg
ttegagatcg
aaggtgacca
tacagctcea
ttecccgagy
gtgacccagg
gtgaacttece
acegagegee
ctgaaggacyg
gtgcagctge
gactacacca
tetcgaceca
tgatcataat
accteeceet
cagcttataa
tttcactgea
ttaaggeege
aaacgcgaga
tetbgetttg
tacttattat
atggttatgt
gtgatgacct
aacattgect
aagatccaaa

atgcgtaage

72

gcggegeygey
tcgacctcag
ttgcattaac
cegegttgat
agtataaatt
aagcaattet
cetrgetgea
cacccaagaa
agttcatgcg
agggegaggog
agggeggecce
aggtgtacgt
geetcaagty
acteccteocct

cctecgacgg

tgtacccceg

goggccacta
ceggetacta
tegtggagea
agaaaaagcy
cagccatace
gaacctgaaa
tggttacaaa
ttctagttgt
tcatcttaaat
taccggaagt
acggaccecct
catcttgtga
attataatca
goagtaggaa
gcataaatte
gtcgoaaaaa

gtttagaage

aatgcagctg
attaatgttt
attgtatgtc
tttagagggce
gacgttcatg
aattggggta
ctaccttcag
gaagcgcaaa
cttcaaggtg
tgagggeegc
cctgeectte
gaagcaccecce
ggagegegty
gcaggacggce
ccoegtgatg
cgacggegtg
cetggtggag
ctacgtggaé
gtacgagcgce
gaaggtggag
acatttgtag
cataaaatga
taaagcaata
ggtttgtcea
ctggeeggcc
actgaaaaac
tactctegte
tgaggatgct
aactaaaggc
gacgaatagg
ttttactata
atttatgaga

toctactttg

5940
6000
6060
6120
6180
6240
6300
§360
6420
6480
6540
6600
6660
6720
6780
6840
6900
6960
7020
7080
7140
7éOD
7260
7320
7380
7440
7500
7560
~7620 -
7680
7740
7800

7860



aagagatatt
gatgacagta
aaaataaggc
cataatattg
ttatgtataa
aaaataagtt
aattttgagt
tttattatta
taaacctoga
acgtacgtca
attcagcctg
tagcetitte
cgttttgate
aacgatatca
ttgcactctg
aaactcctac
ttaccaatga

azaaattaaa

tgecgegataa
ctgaagagcec
gaaaggcaaa
atatgtgeca
gttaagctaa
tatttttgta
ttttgtette
gtatgtaagt
tatacagacc
caatatgatt
ctgtegtgaa
agtttttege
aaagacttga
accegatgeyg
cgttaatacyg
tgagtttgac
agaatttaaa

ttatttcaac
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tatctecaat
agtaatgaaa
tgcategtge
aagttgtttce
ctacttatet
aaagagagaa
ttttaataaa
gtaaatataa
gataaaacac
atcttictag
taccgtatat
tcatcgactk
gcagagacac
tatatggtge
egttogegta
ctcacattag
gttattttaa

agtttaatecg

cggcaaaaaa cacgcagcce gacgtgttag

Lcacggartt _geccgtocgac_gtghtcctca

- ctattaatta
aaacaaagct
acccaactta
gcecgcacog
cagtatette
acaatctgee
gcgecetgac
gggagctgcea
c¢tegtgatac
ggtggcactt
tcaaatatgt
aggaagagta

tgecttcctg

tttgattttg
tggcactggc
atecgectige
atcgccette
tccttacgeca
ctgatgecge
gggettgtcet
tgtgtcagag
gectattttt

ttecggggaaa

‘aktecgetcat

tgagtattca

tttttgctea

cceccacttca
cgbegittta
agcacatcoo
ccaacagttg
tctgtacygt
atagttaage
gcteceggea
gttttcaccg
ataggttaat
tgtgegegga
gagacaataa
acatttoegt

cecagaaacy

actttoccaa
aaacgtactt
aaaaaatgca
tgactgacta
tataatacaa
tgtttaazag
taaataaaca
taaaacttaa
atgcgtcaat
ggttaaataa
ctcaacgetyg
gatattgtee
gttaatcaac
gtazaatata
cagacgtaat
accctcacaa
aaaatttcat
accagttaat
ctaaaattat
aaaagttgaa
ttttgtggga
caacgtcatg
gotttegeca
cgcagcctga
atttcacace
cagececcgac
teegettaca
tcatcaccga
gtcatgataa
acccetattt
ccctgataaa
gtegeectta

ctggtgaaag

73

atgaagtgec
actgtactta
aaaaagttat
ataagtataa
catgactgtt
ttttgttact
taaataaact
tatctattea
tttacgeaty
tagtttctaa
tctgtgagat
gacacatttt
tgttcaaatt
ttttttaace
catgttttet
gttgcaaaac
cacagatcta
caacgtgtac
taaatcaact
gaccaacaag
tcacaattét
actgggaaaa
gctgqgegtaa
atggegaatg
geatatggtg
accegocaac
gacaagectgt

aacgcgcegag

tggtacatca
ctgcceoetet
ttgtcgagag
tttgtttcta
tttaaagtac
ttatagaaga
gtttgttgaa
zattaataaa
attatettta
tttetteatt
tgtcgtatte
cgtcgatttg
gatccatatt
ctcttakact
tttttggata
gtggeattet
aagaagaacc
acagacgegt
tgtgttatag
tttacggaca
gttatatttt
ccetggegtt
tagcgaagag
gocgoctgatyg
cactctocagt
accegetgac
gacegtetec

acgaaaggge

taatggttte-ctagacgtca

gtttattett
tgcttcaata
ttccottett

taaaagatgce

ctaaatacat
atattgaaaa
tgeggeatet

tgaagatcag

7920
7980
8040
810¢
8160
8220
B2BO
8340
8400
8460
8520
8580
8640
8700
8760
8820
asao
8940
9000
9060
8120
9180
9240
29300
9360
9420
2480
9540
9600
9660
9720
9784

9840



ttgggtgcac
tttcgecoog
gtattatcece
aatgacttgg
agagaattat
acaacgatcg
actegocttg
accacgatgce
actctagett
cttectgeget
cgtgggtcete
gttatctaca
ataggtgcecot
tagattgatt
aatctcatga
gaaaagatca
acaaaaaaac

tttcegaagg

ccgtagttag

atcctgttac.

agacgatagt
cceagettgg
agcgccacgc
acaggagage
gggtttegeco
ctatggaaaa
gctcacatgt
gagtgagcetg
gaagcggaag
tgcagctgge
gtgagttagec
ttgtgtggaa

gaatttecgac

gagtgggtea
aagaacgttt
gtattgacge
ttgagtacte
gcagtgetge
gaggaccgaa
atcgttggga
ctgtagcaat
cccoggcaaca
cggeecttec
gcggtatcat
cgacggggag
cactgattaa
taaaacttca
ccaaaatcec
aaggatctte
cacegctace
taactggctt
geccaceactt
cagtggetge
taccggataa
agcgaacgac
tteoccgaagg
gcacgaggga
acctctgact
acgccagcaa
tetttcotge
ataccgeteg
agcgéccaat
aggacaggtt
tcactcatta
ttgtgagegg

ctgcaggcat

ES 244742213

catcgaactg
tccaatgatg
cgggcaagag
accagtcaca
cataaccatg
ggagctaacc
accggagcty
ggcaacaacg
attaatagac
ggetggetgg
tgcagcactg
tcaggcaact
gcattggtaa
tttttaattt
ttaacgtgag
ttgagatcct
agoggtogtte
cagcagageg
caagaactcet
tgccagtgge
ggcgcagegg
ctacaccgaa
gagaaagygcg
gcttccaggg
tgagegtega
cgocggeettt
gttatccoet
ccgeageega
acgcaaaccyg
tceccgactgg
ggcacccocag
ataacaatte

gcaagetige

gatctcaaca
agcactttta
caacteggte
gaaaageatc
agtgataaca
gctttbtttge
aatgaagcca
ttgcgraaac
tggatggagy
tttattgetg
gggecagatg
atggatgaac
ctgtcagace
aaaaggatct
ctttegttee
tttttectge
tgtttgocgg
cagataccaa

gtagcaceogc

.gataagtcgt

tcgggctgaa
ctgagatacc
gacaégtatc
ggaaacgcct
tttttgkgat
ttacggttecc
gattetgtgg
acgaccgagce
cctebooeceyg
aaagcgggca
gctttacact
cacacaggaa

atgcctgeag

74

goggbaagat
aagttetget
' gecgeataca
ttacggatgg
ctgecggccaa
acaacatqggg
taccaaacga
tattaackgg
cggataaagt
ataaatctag
gtaagecete
gaaatagaca
aagtttactc
aggtgaagat
actgagcgte
gcgtaatetg
atcaagagct
atactgtcct
ctacatacct
gecttaccgg
€gggggdite
tacagcgtga
cggtaaécgg
ggtatcttta
getcgtcagg
tggecttteg
ataaccgtat
gecagecgagte
cgegttggee
gtgagcgcaa
ttatgcttec
acagctatga

gtegacgete

ccttgagagt
atgtggcgeg
ctattctcag
catgacagta
cttacttctg
ggatcatgta
cgagegtgac
cgaactactt
tgcaggacceca
agceggtgag
ccgtatcgta
gatcgctgag
atatatactt
cctttttyat
agacccegta
ctgcttgcaa
accaactott
tctagtgtag
cgetetgeta
gttggactca
gtgcacacag
gcattgagaa
cagggtcgga
tagtcctgtce
gg99gcggage
ctggectttt
taccgecttt
agtgagcgag
gattcattaa
cgcaattaat
ggctegtatg
ceatgattac

gegcgacttyg

9900

9960

10020

10080

101490

10200

10260

10320

10380

10440

10500

10560

10620

10680

10740

- 10800

10860
10920
10980
11040
11100
11160
11220
11280
11340
11400
11460
11520
11580
11640
11700
11760

11820
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gtttgccatt ctttagcgeg cgtegeogtca cacagettgg ccacaat

<210> 23
<211> 10786
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> pLA670

<400> 23

ggccgeteat
gcgagatace
gttttgacgg
tattatcatc
ttatgtatta
tgacctgcag

ttgootgoat

' tccaaagtcg

graagegttt
tgccaaatga
gtacttactg
aatgcaaaaa

tgactaataa

taaaagtttt
taaacataaa
acttaatate
gctcaatttta
aaataatagt
acgctgtctg
ttgtcegaca

atcaactgtt

‘aatatatttt

cgtaatcatg
tcacaagttg
ttteatcaca

gttaatcaac

ttasatctgg
ggaagractyg
accccttact
ttgtgatgag
taatcaaact
taggaagacg
aaattctett
caaaaaattt
agaagctect
agtgccotggt
tacttactgce
agttatttgt

gtataatttyg

gttactttat
taaattgttt
tattcaaatt
cgcatgatta
ttctaattit
tgagattgtc
cattttogtc
caaattgatc
ttaaccetet
tectettett
caaaacgtgg
gatttaaaga

gtgtacacag

cecggecgeaa
aaaaacagte
ctegtcoteat
gatgcttcta
aaaggcggag
aataggtage
attatataca
atgagaaacc
actttgaaga
acatcagatg
ccctctaaaa
Ccgagagcata

tttctattat

--atacaacatg._actgttttta_aagtacaaaa .

agaagaaatt
gttgaattta
aataaataaa
tctttaacgt
tttatcatte
gtattctage
gatttgegtt
catattaacy
tacactttge
tggaktaaaac
cattttttac
agaaccaaaa

acgegtcogge

ccattgtggg
getecaggec
ataaaccgaa
tcaacgaaaqg
tggacacget
ctatggcatt
gccataatgt
tttacatgag
gatatttgeg
acagtactga
taaggcgaaa
atactgatat
gtataagtta
taagtttatt
ttgagttttt
ttattagtat
cctcgatata
acgtcacaat
agcctgetgt
ctttttagtt
ttgatcaaag
atatcaacce
actctgcgtt
tcctactgag
caatgaagaa
attaaattat

aaaaaacacyg
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aaccgtgega
agtgggaaca
gecagcetaag
taccggtaaa
agaccaaatg
attgtacgga
cagtagcaag
cchgacgtda
cgataatatc
agagccagta
ggcaaatcgca
gtaccaaagt
agctaattac
tttgtaaaag
gtrttteett
gtaagtgtaa
cagaccgata
atgattatet
cgtgaatace
tttegeteat
acttgagcag
gatgcgktata
aatacgcgtt
tttgacctca
tttaaagtta
ttcaacagtt

cagcecegacy

ccaaacaaac
tegatgtott
atggtatact
ccgeaaatag
tgttctgtga
atgataaaca
ggagaaaagg
tcgtttatge
tctaatattt
atgaaaaaac
tcgtécaaaa
tgtttetgac
ttattttata
agagaatgtt
aataaataaa
atataataaa
aaacacatgc
ttctagggtt
gtatatctca
cgacttgata

agacacgtta

tggtgcgtaa

cgtgtacaga
tattagacee
ttttaaaaaa
taategacca

tgttggctaa

11867

60
120
180
240
300
3a0
420
480
540
600
660
720
7680
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1326
1380
1440
1500
1560

1620



aattattaaa
gttgaagacce
gtgggatcac
gtegtgactg
tcgocagetg
goctgaatgg
cacaccgeat
cccgacacce
cttacagaca
caccgaaacy
tgataacaat
ctatttgttt
gataaatgcet
ccettatece
tgaaagtaaa
tcaacagcgg
cttttaaagt
tcggtogecyg
agcatcttac
ataacactge
ttkttgecacaa
aagecatacc
gcaaactatt
tggaggcgga
ttgctgataa
cagatggtaa
atgaacgaaa
cagaccaagt
ggatctaggt
cgtteocactyg
ttctgegegt
tgceggatca

taccaaatac

Ecaacttgtg
aacaagttta
aatteegita
ggaaaaccckt
gcgtaatage
cgaatggcge
atggtgcact
gceaacacee
agetgtgace
cgcgagacga
ggttrecttag
attttectaa
tcaataatat
cttttttgeg
agatgetgaa
taagatcctt
tetgectatgt
catacactat
ggatggcatg
ggccaactta
catgggggat
aaacgacgag
aactggcgaa
taaagttgca
atctggaged
geecteeegt
tagacagatc
ttactcatat
gaagatectt
agegteagac
aatctgcetge
agagctacca

tgtcctecta

ES 2 447

ttatagtcac
cggacactat
tattttaaac
ggcgttacce
gaagaggcee
ctgatgeggt
ctcagtacaa
gctgacgege
gtctecggaa
aagggcctceg
acgtcaggtg
atacattcaa
tgaaaaagga
gcattttgee
gatcagttgyg
gagagtttte
ggcgeggtat
tctcagaatg
acagtaagag
cttctgacaa
catgtaacte
cgkgacacca
ctacttacte
ggaccactte
ggtgagegtg
ategtagtta
gctgagatag
atactttaga
tttgataatc
ccegtagaaa
ttgcaaacaa
actctrtttc

gtgtageegt

422 T3

ggatttgceg
taattatttg
aaagcttage
aacttaatcg
gcaccgateg
attttectect
tctgetctga
cetgacggge
gctgecatgtg
tgatacgcct
geactetteg
atatgtatece
agagtatgag
ttcotgtttt
gtgcacgagt
gcccegaaga
tatccegtat
acttggttga
aattatgecag
cgatcggagg
geettgateg
cgatgectgt
tagctteeeg
tgegetegge
ggtctegoegg
tctacacgac
gtgectcact
ttgatttaaa
tcatgaccaa
agatcaaagg
aaasaaccacc
cgaaggtaac

agttaggcca

76

tecaacgtgt
attttgeece
actggcegte
ccttgeoagea
cccttocccaa
tacgeatctg
tgcecgcatag
ttgteotgete
tcagaggkttt
attttcatag
gggaaatgtg
gctcatgaga

tattcaacat

fgctcacceca

gggttacatc
acgttttceca
tgacgcecygg
gtactcacca
tgctgeccata
accgaaggag
ttgggaaccy
agcaatggca
goaacaatta
ccttecgget
tatcattgea
ggggagtcay
gattaagcat
acttcatttt
aatcccttaa
atcttcttga
gctaccageyg
tggcttcage

ccacttcaag

tcctcaaaaa
acttcacttt
gttttacaac
caktecceocett
cagttgegea
tgeggtatte
ttaagccage
cecggeatceeg
tcaccgtcat
gttaatgtca
egoggaacee
caataaccct
ttcegtgteg
gaaacgctgg
gaactggatc
atgatgagca
caagagcaac
gtcacagaaa
accatgagey
ctaaccgctt
gagctgaatg
acaacgttge
atagactgga
ggctggttta
gcactgggge
gcaactatgg
tggtaactgt

taatttaaaa

ggtgagtttt"

gatccttttt
gtggttiegtt
agagegeaga

aactctgtag

1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
29490
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480

3540

3600



caccgcctac
agtegtgtct
gctgaacggg
gatacctaca
ggtatoeggt
acgeectggta
tgtgatgete
ggttcetgge
ctgtggataa
ccgagegeag
tceccgegeg
égggcagtga
tacactttat
caggaaacag
ctgcaggtcg
gcottggecac
cgagtaaage
cattcttgaa
acatctcagt
tgattttgaa
ttttaagatt
cttattatat
gttetttaga
gtgaggatte
¢agaagaagc
tattagacga
tgaccttgee
ccacgaggcg
tecttgaaata
tcteoagtege
tecagtitgaa
tctattgect

gttggccaaa

ataccteget
taccgggtty
gggttogtge
gegtgagcat
aagcggcagg
tctttatagt
gtcagagggay
cttttgctgg
cegtattace
cgagtcagtg

ttggeegatt

gecgcaacgea

get.tecgget
ctatgaccat
acgetegege
aatgtggttt
gcaaatcttt
atattgctct
cgecgcttgg
ctataacgac
taactcatace
atatatttte
cgatgagcat
tgacagtgaa
gtttatagat
acaaaatgtt
acagaggact
tagccgagte
ttgctctete
cgcttggage
atcctettge
atatactett

cttgtegett
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ctgctaatee

‘gactcaagac

acacagceca
tgagaaagcg
gtcggaacag
ectgtegggt
cggagectat
cecttttgete
gccﬁttgagt
agcgaggaayg
cattaatgca
attaatgtga
cgtatgttgt
gattacgaat
gacttggttt
ttgtcaaacg
tttaacccta
ctcttictaa

agctccegtg

Lgcgtgagte,

gataattata
ttgttataga
atecteotctyg
atatcagate
gaggtacatg
attgaacaac
attagaggta
tetgeactga
tttctaaata
tcccaaacge
ttetecattg
gcgattaéca

aagtggctgg

tgttaccagt
gatagttace
gcttggageg
ccacgcttece
gagagecgeac
ttcgecacet
gga’aaaacge
acatgttett
gagctgatac
cggaagagcg
gctggeacga
gttagctcac
gtggaattat
ttcgacetge
gccattcttt
aagattctat
gaaagatagc
atagcgcgaa
aggegtgctt
aaaatgacge
ttgttattte
tatcgtgact
ctcttctgea
acgtaagtga
aagtgcagce
caggttette
agaataaaca
acattgteag
geogeogaateoc
gcecagtggta
tcteggttac
gtgattgege

gaactgtaac

77

ggctgctgec
ggataaggcg
aacgacctac
ctgaagggaga
gagggagete
ctgacttgag
cagcaacgceg
tectgegtta
cgctegeege
cccaatacgc
caggtttcec
tecattaggea
gagcggataa
aggcatgcaa
agcgcgegtce
gacgtgttta
ctgegtaaaa
tceogtegeeg
gtcaatgegg
atgattatet
atgttctact
aatatataat
aagcgatgac
agatgacgtc

aacgtcaage

attggettet

ttgttggtca
atcggecogg
gtcgckgtge
gtacacagta
ctttggtcaa

tattagctat

cgtaggeccg

agtggcgata
cagcggtegy
acegaactga
aaggcggaca
ccagggggaa
cgtecgattte
geetttttac
tecoctgatt
agccgaacga
azaccgecto
gactggaaag
ceccaggett
caatttcaca
gettgeatge
gecgtcacaca
aagtttaggt
ttgacgcakg
tgcatttagg
taagtgtcac
tttacgtgac
tacgtgaktaa
aaaatgggta
gagcttgttg
cagagcgata
ggtag;gaaa
aacagaatct
acttcaaagt
gegoegtttt
atttaggaca
ctgtgggtgt

atccatgggt

tagatggatt

agtgtaatga

3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
2080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
43580
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520

5580



tcceccataa
cggtattctt
aacccaaatyg
cttaggacte
tgataataat
gccctaatga
gttttgaagt
ttcgaaattyg
gggatgetta
taggtataat
gactctagaa
actcgaagte
gaccegggga
gogecatege
ggggggccgt
ccagecccege
acccgtaatt
tcagttgett

ctccttgatg

ttggggtctoc_gegetoctot.

gggtaaagtg
ggcacaggaa
cgagatggac
tattgeggay
gatecgageat
agagaggtggg
tgccaacttc
tgcccatggt
tttgeogttte
tgcgcttgtt
gaattgtcge
accactecect

tagagaaaag

aaagttttcg
cattattgcg
cacétgacaa
tctatttgea
aattecacta
gecgteggty
cagcagagtt
gtgetatgte
attgtgttet
gttatcaage
ctacccaceoyg
ggccatatce
atecccgtee
cacgtecteg
cgacagtctg
cccttoggag
gtetttcgta
ttcecaateceg

atcgaacage

accgacqggcg
cgcgagotgg
tttggeaccg
gaagtectge
ctegatagec
ctgotecacg
gttcaacage

ggtttcotaaa
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caatgecttt

gggatgggga

gcaaggtcaa

‘attaaattac

tatgttcaat
gtctataaac
atcgctaatt
tatggegeta
caacttcaaa
tectegagtt
tactcgtcaa
agagcgeegt
cccaacatgt
cecgtetaagt
cgcgtgtgte
gcgtegtegt
cgegoegegge
cagataatca

togattgect

atttttegrt
aagtgtteat
agggccagat
tttgctacct
tgagttteac
tgtgccttac
gctaattget
ttaacaagta
ggcagaaatg
aacgttacgt
ttccaaggge
agggagcgga
ccagatcgaa
ggagctegte
ccgeggggady
ccgggagatc
égtacgcggg
gctccaagee

gacgcageag

gcaaatctet
atagaagcaa
ctttaaatat
gagggttaaa
cgegettagt
aaatacttgc
aattgctttt
tgaakgtcag
tttactettg
taacgttaac
atcggeaaac
gtegtygggy
atcagtctage
ceccaggcety
alaaggacagg
gagcaggcee
geecgagece
gaacaggaat

tgggggecate

tttgegactt. gatgctoetg_gtoctecage

ctcagagcgt
ttctecagtg
teteggtggy
caggactege
agagcatcca
cecagettet
tccaacgegy

ggtgttataa

agagagcatt
teteogtattg
acagcagagc
cttccaacgy
gcagcgeecg
geogoecaactt
agttgatgac

atcaaattag

ctttgatcaa--cttacegcca~gggtaccgea

tatttgetta gotttegett agegacgtgt

tecegtagacg aagegeoctct atttatacte

atcagtgata gagaaaagtg aaagtcgagt

tgaaagtcga gtttaccact ccctatcagt

78

ttccaggetyg
ctttteoggte
gcageggaac
gcaaaaatgc
ettattcttc
gcgggtcgte
tttggactta
ttttgtetet
gattgtttag
tcactetget
cagcgetegt
ttaccactcce

gatagagaaa

ctttattetg
cttacgattg
attatttagt
tcttceeeat
tacatgacga
aactcttcte
aactgattte
gtttaaccag
accatgggtt
gttegaggte
atctgetcaa
gtaaatcceg
écgtcggcat
acatcggteg
cagcggageeg
tecgatggtag
gactcegeatt
geeggetegy

gaatcggttg

acgcagecca -’

aagectiget
gggegegtge
gacttggecgt

gtgtggtggce

acgtgecagt

agtccctcaa
tecaggegge
tettgaaaac
cttgttcage
tgtttgaatt
tttcgagtte
ctatcagtga

agtgaaagtc

5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
€060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6480
6540
£600
6660
6720
6780
6840
6900
6960
7020
7080
7140
7200
7260
7320
7380
7440
7500

7560



gagtttacca
cagtgataga
aaagtcgagt
geetcttaat
gcagtgaaaa
tataagctge
gggggegytg
ttatgatcag
gggtcgagat
ggtgtagtcc
cagctgcacg
gtecktecage
gegoteggeg
gaagttcacg
ctgggtcacy
ctegygggaag
ggageegtac
ggtcacctte

gatctegaac

—ggtgatgacyg.

ggtgggatcc
ttagtacgaa
ctggggaata
aaccctctac
aacctgttce
agctgaaacy
caataagaaa

aataagtgga

ctccetatca
gaaaagtgaa
ttaccactee
taactcgegt
aaaktgcttta
aataaacaag
tgggaggttt
ttatctagat
ctcaggaaca
tegttygtggg
ggcttcttgy
tteagggect
gaggccteee
ccgatgaact
gtcgecacge
gacagcttct
tggaactgag
agcttcacgg
tegtggeegt
Licteggaga.
cegatctgoa
atcaaatgag
aaaatgggasa
gaatattgga
gttgctegte
catgcataca
ttttecagac

ttteogttggt

atgcacacaa—atgcteogagt

atttcacaakt
tgtttgegkt
tctgtaatcta

agtttttctt

ttgecaataa
ttgatgeccaa
cqtagagegt

gaaattactc
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gtgatagaga
agtcgagttt
ctatcagtga
taagatacat
tttgtgaaat
ttaacaacaa
tttaaagcaa
ccggtggatce
ggtggtygeg
aggtgatgtc
ccatgtagat
tgtgggtete
agcceatggt
tcaccttgta
cgcegtecte
tgtagtcggg
gggacaggat
tgttgtggee
tcacagtgece
aggecatggt
ttttggatta
tktcgttgaa
acttatttat
acaaaggaaa
atcgtittca
cattattetg
gtggcttteg
aaaatactte
gegttegtga
atcttggega
ttgattggga
tgaataaaaa

aacgtettgt

aaagtgaaag
accactecect
tagagaaaag
tgatgaattt
ttgtgatget
caattgeatt
gtaaaacctc
ttacgagtce
geceteggtyg
cagcttggeg
ggacttgaac
gocettoage
cttettctac
gatgaagcag
gaagttcate
gatgtecggeg
gtcccaggeg
ctegtagggyg
ctccatgege
ggcga accggt.
ttctgcgggt
attacaaaac
cgacgccaac
gcgaagaaac
taatgcgagt
tgtgtatatg
tttcaagcaa
aattaagcaa
tttctegaat
aaatcaacac
aaacaagatyg
aaaaatggcc

tgctottatt

79

tcgagtttac
atcagtgata
tgaaagtcga
ggacaaacca
attgectttat
cattttatgt
tacaaatgtg
tccaccttee
cgectcgtact
teccacgtagt
tecaccaggt
acgeegtege
atcacgggge
ccgtcctgea
acgogetoece
gggtgettea
aaggagcaggg
cggecctoge
accttgaagc
ttgegettct
caaaatagag
tattgaaact
tttgttgaga
aggaacaaag
gtgtgeatgt
gtgacgteoac
cectacketat
agaactaact
tetcaaatge
gcaagktttta
cgtsgctgcc‘
gaacaaagac

actaattgat

cactcectat
gagaaaagtg
aacctggege
caactagaat
ttgtaaccat
ttcaggttea
gtatggetga
gettittett
gctecacgat
agtagccgoag
agtggccgoe
gggggtacag

cgteggaggg

gggaggagte

acttgaagcc
cgtacacctt
ggccgoectt
cctegeccte
gcatgaacte
teetgggtgg
atgtagaaaa
aacttectgg
aacccctatt
gtagttgaga
atatatacac
aactactaag
ttcagetaaa
aactaataac
gtcactgcega
tttatagate
sattbcttat
cttgaaatge

aacagecgagt

7620
7680
7740
7800
7860
7920
7580
8040
8100
8le6d
8220
8280
g8340
8400
8460
8520
8580
8640
8700
8760
8820
g880
8940
$000
9060
9120
91l8e

9240

9300 -

8360

9429

9480

9540



10

taaaaactta
acaatt;agg
daatgtcaat
cgttgaaaat
ttgtaccgaa
gtgtatcact
atttttaaga
atttctacct
aaacttacaa
gcactgtett
gtaattetgt
actgetattt
atctggcaac
ttgtttttac
aagtaatgaa
gtgrggecat
tcggeogattt
ggagattcty

cacgcccate

cgttecetge
actaaattttt
tggttttgaa
cactaaaaaa
atgtttttga
ttttetttge
caatttcaaa
agacgaccta
aagtccaagyq
ctctacecgge
gtaggtaaag
atgtatatat
gctgegeata
tcttteggea
aacctgeata
atacctaaaa
tcgattttag
aacgcgaaga

ggcgatctgc

ES 244742213

gacrttcegag
cgctgattge
ggcgacegtt
taccgtagtg
tacgtacgaa
gtttttegtt
ttgagacctt
cttcttacca
ctrgttagga
tataattttg
ggtgttttaa
tttcaaaact
atcttacaca
aataattgtt
ttataatatt
aagtttattt
acagtactga
acagecaagcee

gcgcecctaat

gaategecag toegobtogte tggaagtgaa

aatgttettt
getttactte
cgcgaacget
ttcgtaacac
tacettgtat
taaactcacce
tctegtactg
tgacattgaa
ttggtgttta
aaactcgcag
aagtgtgaty
tattgtitte
agettitett
aaatcgettt
aaaacatata
tcgeagagee
ttgcaagcgce
gtacggcaag
tcacaagace

.gggcaaaage

ggaatctctg togotgegtt ccggegacaa gatcggggta

<210> 24
<211> 14720
<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> pLA1038

<400> 24

gggctatgge
tgtccatgat
taacacctga
gaaétaaaaa
atagtectate
agacgctttg

ccaaagttta

gegecggacg
teggeatcat
tgttcagaga
atattggaat
gtccggttaa
atagatatat

gagcactatt

cggcaagtct
atcataaacyg
tgcecgataa
tgagatgtac
tcaaaataaa
ttgtatagag

caataattct

gcgagettat
acgaattcca
aatcacagct
acaattaacg
gtagcgacgaa
atagaaatta

cttgatttea

80

taattgtact
ctgcttgtac
gtttatatac
tttagtacag
taaaattttt
acagtacaaa
acttgaccgg
tgcaatgeca
tttagtttge
cttgactgga
tgttgagcgt
gaagtgtett
aatccatttc
aagtgggett
atccactgtg
cecgcacggte
accgaaagca
gtgaaggtgc
ctgaagcaga
ctgaaagata

ccatge

atttacgtgg
ataaaaactt
gttctggtee
atatttataa
ttaacatakt
aggttaaaat

aattgaaata

ttaatcaceca
ttgetgetgc
cttoggtgte
agaaaaaaaa
tatgatttct
acaataaaat
ctgaatgagg
cectttgatee
ttttgaaata
aatttaaaaa
tgecggcaacy
aaatggaact
taagtgaaat
acatctggat
ctttcecogt
acactacggt
aaatggagct
cctooggege
ccocgacacge

cggacacatt

atctceggtg
tgettgttga
acagtcacca.
atatettccg
ttcaaaatta
aacataaatg

atacacaata

9600
9660
9720
9780
9840
9200
9560
10020
10080
10140
10200
10260
10320
10380
10440
10590
10560
10620
10680
10740

10786

60
120
180 -
240
300
360

420



taacatttte
ttgccatteyg
ttcacaggat
ccaaaattgt
atgttgecaa
atgteetteoc
tcctttatts
cagagggaaa
ccttctgata
caacaaccag
cagaggggee
gtaaccataa
tatttcecacg
caattgttet
aaagtgatta
gttacaaatg
gagacaatygg
ggtgatacaa
ataacatgaa
tgaagttete
cggtaaacat
cgtggggagt
cgtctagege
ccaggactgac
aggacagacg
gecaggeecte
cactttcaca
aggctggete
tactatcagt
atacgcaacc
aaaaaccttg
taggcogtgt

aacttttage

taacactaca
cctcatcacg
cecgggagte
aatctgttet
actctaaace
gagtgagaga
gecagaagte
aagatctcag
ggcagectge
cacgttgcee
cggtttggac
agagaaaggc
ccageccagaa
ctaaaactgt
gagaaagtac
caagctaaag
ttgtcaacag
gggacatctt

ttttacaata

ctgctcaaac
aaatcccgga
gtcggeatge
atcggreggg
cggagcgegceco
gatggtagac
tttaagttat
tgeaccttgg
agtaggtgtt
taaagtaaaa
ttggcataaa
acctaaatgt

gttattacgt
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aagtcacgat
cacacgcceyg
grtgaatgttt
gttagtigtc
aaétactcat
cacaaaaaat
agatgctcaa
tggtatttgt
acctygaggag
aggagctgta
tcagagtatt
aggatgatga
tttatatgea
gctgaagtac
ttacaatctg
tttaacgaaa
agtagaaagt
cccattctaa

gcgaaaaaga

-agetetagac .gcgtttcact

tegaagtegg
cccggggaat
gccatcgeca
QQQBCCQtCQ
agceoocegect
ccgtaattgt
tettetaatc
tgatcaaata
tegetttett
tgceccacag
aaggctaatt
acttttgete

aaaaaatctt

attettecac
cttrcacaate
tacccaatat
gagtgecctgt
tctgatgttt
tacaacacac
ggggcttcat
gagccagggc
tgaattcttt
ggaaagagaa
ttatceotcat
ccagggtgta
gaaatattct
aatataatat
acaaataaac
aagttacaga
gaaagéaaca
acaacaccet
aagaacaatc
accraccgta
Ccatatceag
ccoegtocee
cgteetegoec
acagtetgeg
cttegggggc
ttttegtacg
cgcatatgat
attcgatage
ctttagegac
cgctgagtge
gattttegag
catcgegatg

gcecagettte

81

caaccgatag
caaacgaacqg
cgactttcét
geegegateg
taaatgattt
tattgeaatg
gatgtcccca
attggecaca
gccaaaatga
gaaggcatga
ctcaaacagt
gttgtttcta
accttatcat
accctgattyg
aaaagtgaat
aaatgaaaag
aaattatcat
gaaaactttg
aagggtcece
ctogtoaatt
agcgccatag
caacatgtce
gtetaagtgg
cgtgtgtcoe
gtegtegtee
cgcgeggetg
caattcaagg
ttgtcgtaat
ttgatgeict
atataatgca
agtttcatac
acttagtaaa

ccottctaaa

tatcgcacac
grattttate
tgttaactga
ctatgggeat
geccteecat
amsaataaatt
taatttttgy
ccagecacea
tgagacagca
acatggttag
gtatatcatt
ccaataagaa
ttaattataa
ccttgaaaaa
ttaaaaatte
aaaataagag
gagggtccat
cccectecat
aaactcaccc
ccaagggcat
ggggcagagt
agatcgaaat
agctcgtcee
gcgggyagaa
gggagatcga
tacgcggace
ccgaataaga
aatggeggea
tgatcttaca
ttctctagtg
tgttettctg
gcacatctaa

gggcaaaagt

480
540
&00
660
720
780
840
200
260
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860

1520

1980

2040

2100

21640

2220

2280

2340

2400



gagtatggtg
ttacatgeca
ttaaacctte
tatctaatct
gaacagtgta
geggggatec
gtcttctatyg
aacgagetet
ctegacttte
ctatcactga
ggtaaactcg
ttttcectat
gggagtgata
atgtcgacta
caattcaatt
agcgcagcty
tttggtaatt
gaaatgtact

caaatctaca

—-aaccaactac-aatcaacatt.

ctcttagtac
teagcageca
gggtcggaaa
aagctgtgaa
gtcttggatg
ttagaccatt
gttatattac
gttaatgtaa
aatagaaatt
aaaccaagga
tgaaactaca
ctgtggatta

atacatgaag

cctatctaac
atacaatgta
gattcegace
caattecatg
atgcgaagaa
ccgggtaceg
gaggtcaaaa
gottatatag
acttttetet
tagggagtag
actttcactt
cactgatagg
aactcgactt
tgcggaccga
caaacaagca
aacaagctaa
ttaaaagcat
ctatggagaa

atcaacacac

agtgtattta
tgacttites
tectettgaa
aaataccaac
ttgcagctgt

taacatagty
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atctcaatgg
ggctgetcta
tcattaagea
gtggcaacct
cccacctctg'
agctcéaatt
cagcgtggat
gecteccace
atcactgata
taaactegac
ttctotatea
gagtggtaaa
tcacttttet
gegeoggagt
aagtgaacac
acaatctgeg
atttttttet
cgttttacec

gctaactttt

aaagyggaat
atcattttga
ttcagaaacg
atttcktgctg
ggctgetaag

ttttaaacga
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ctaaggegte
cacctagctt
getcraatge
gcaaggegaa
ctecaattce
tggggccgeg
ggegtctoca
gtacacgect
gggagtagta
tttcacttte
ctgatagaga
ctegacttte
ctatcactga
ataaatagag
gtegetaage
ctagccacca
ttgaaattca
gatgaatggg

gtgacttgat

ctatgggata_atcgacaagt

aatattctat
atatacctta
ggaaccggag
ccaagagcete
taataagaca

tggggttaat

tgttgetgta acgocttcaa ttgteggtta

agagtttate
tttcataagt
aagggaaaat

atcaacatte

tgttttctag

atcaaaaaag-

atctacaate

aataaacttg

taaacatata
tazacctckt
aacaagecat

ggtaatttygyg

caacaatcaa ctcgaaactt attatacaat

atcaagtgaa

attceattta

gaatcaattt

82

gagcaaadcc
ctgggegagt
gctgttaatce
tgaataaaca
caattcecta
gaggetggac
ggcgatctga
acctogacce
aactcgactt
ctcéatcact
gtggtaaact
actttectct
tagggagtgg
gegcttegte
gaaagctaag
tggttgttat
taagttﬁtca
tgcaaaaatt
caactctcac
gagtaaaatt
caataggaat
tttgttteag
gaaggtgceg
aataagaagt
tctattagta
agatgagggt
cagagcaaac
gegattggtt
tttcagteta
tgttgeagea
aatttaatte
gtaaataaaa

ttttegaata

cgcttatttt
ttacgggttg
actteacttt
agattgtggce
ttcagcteoga
cggtcoocggt
cggttocacta
gggtaccgag
tcacttttet
gatégggagt
cgacttteac
atcactgata
taaactcgaa
tacggagega
caaataaaca
taaacgtaga
attatcgatg
attttacctt
ctggaaaagce
atagccggac
aaaaataagg
gattaattgg
gtctttcaga
ttcaaagatt
tctagatttg
taagaagcta
attattgaat
agtaatcact
tgtaataagt
acaaagcaac
tetgggacace
attgatatgce

ttaagtttct

2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2540
3000
3080
3120
31890
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720\
3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380



tgctttaatt
aattgactag
taaatttttg
gtzaaattaa
actatcacgg
actaatccat
gggcctgcee
tcggegeate
gaaacaggga
tgaggatgtg
cgecaagagg
tcagggtgag
tatatggagg
aceggtgate
cccacacete
tattgcagct
actcetttica
gtttaaacge

acataaacag

- aactaaaaat-attgeaggtt -aggggtacta .cgctegattg.

cgactteact
tgactttcte
ataaggaaat
tggaaaacca
taagtatatt
tccaaaaéac
ttttgaaata
gkttaccgctt
'gaaaattcgt

agagcatatt

tatctgaaag
tgatttttaa
aaccacttta
tttaaaacaa
aaattgttaa
acatctatgyg
gaaagccaaa
tcaatgctgg
cggegeactc
gatectaaty
getcgetgeg
tttggggacc
gggcaaagtt
ataatcagcoe
ccectgaace
tataatggtt
ctgcattcta
gtecgeatac

aatcacttgt

gttaaccget
kgttaatcac
aataatatat
ttgtageegt
acttggcocct
tacttettgg
acagtatagc
cgctgegaat
‘ttcactrgtyg

cgaactacaa
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taaatagaca
gagaaaaaga
tgcegtttca
atttaaattt
tattaatatg
tatetatagg
cggagcttga
gcategatga
gaaatgtcac
tgggacgctt
acgtcaacca
ctitgattgtt
ttcoagggtgt
ataccacatt
tgaaacataa
acaaataaag
gttgtggtte
gtecgcetoac

tgcactcket

acecttcakag
aagaaaaaat
acacctatgt
ttaaataaat
ctgaatttet
tggcaaatga
tgaagtgtat

gacaaaacgg

‘gaagagaacet

gcagagatgt

gctacaacaa gecatgcccac gtccatggac

atcacaatca gttcetgege ageccccace

gggeagtcag ggeatggtga cgoccatggt

ttcecaaattc
taagatttaa
atcataaaaa
tcaacgtaac
tcccaaaaat
tgaaggctca
taatcttaca
tgataccaat
atttaacgat
caggaacttyg
ttagtgataa
ctttctettt
tgtttagaat
tgtagaggtt
aatgaatgca
caatageatc
gtccaaactc
gttaagttce

gagaaaactg

agactttkac
attgtggaaa
tttatagaag
ctcettgagt
tgaattacac
actgcataaa
taaaaaatac
gctgagcaag
cgataactga
ttcetggtag
ttggacaaca
acceeccaca

agcecgecgge

83

aagttaacaa
saaaggaaag
cttttaagaa
attcaacaaa
ageeteotgta
aagcorcotgy
gaatacaaca
atgcgaaage
gaggagattg
gtacaaacca
cgogtctaga
cgetattgta
gggaagatgt
ttacttgctt
attgttgttg
acaaatttea
atcaatgtat
gcagagagaa
gggetattge
gcgtacggec
ccgataaatg
ttaaaattat
tcaacagtaa
gtygttitaaa
cattttttga
aagtaacaaa
cgtcatatga
aaaatggcgt
ggaatacage
aaacggaaac
tggecatggg
cattteteac

ctgeegeteyg

attaataatg
cotttettga
cacatgactg
aatggtgaaa
tgtatatgat
gegetctect
cggceeacaa
aaaacgcectt
tcatcaatee
ctgtggtgece
gctgagaact
aaattcatgt
cccttgtatce
taaaaaacct
ttaacttgtt
caaataaagc
cttaacgcaa
gttgttgaaa
ggaaaaaacc
accacttttyg
ttatgtagett
ctcaaactea
ataagttatt
taacggtcat
aataaatcaa
agaéatatgt
gcgacocgct
agaaggcgac

tgggatctaa

gecgatetay

cacaaccata
tgcectecgy

ceatgcagayg

4440

4500

4560

4620

4680

4749

4800

4860

4920

4980

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120
6180
6240
6300

6360



tggcgttgge
tacattgatg
gaaatttgtg
aacaacaatt
agcaagtaaa
ggatcttacg
tggcaggeect
atgtccaget
tagatggact
gtctegecet
atggtcottet
ttatagatga
tectegaagt
teggggatge
aggatgteec
tggccectegt
gtgceccetceea
atggtggcga

gattattcty

atcgattgge
agtttggaca
atgctattge
gecattcattt
acctctacaa
ggtcectecac
cggtgecgete
tggegtecac
tgaactccac
tcagecacgee
tetgeatcac
agcagecgtce
tcatcacgeg
cggcgaggty
aggcgaaggy
aggggeggcec
tgegeacectt
ccggtttgeg

cgggtcaaaa

-ttgaaattac.aaaactattg

tttategacg
ggaaagegaa
tttecataatg
ttttgtgtat
tttogtttea
acttcaatta
cgtgatttct
ggcgasaatc
tgggaaaaca
aaaaaazaaa
cttgttgete
tegagaatgt

attgegettt

ccaactttgt
gaaacaggaa
cgagtatgtg
atatggtgac
agcaacctac
agcaaagaac
egaattttca
aacacgcaag
agatgegtgyg
tggcecgaaca
ttattactaa
tctettaate

actttctget
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gcagetegeco
aaccacaact
tttatttgta
tatgttteoag
atgtggtatyg
cttecgettt
gtactgctee
gtagtagtag
caggtagtgg
gtcgegagag
9gggcegteg

ctgeagagay

ctoceeacetg

cttcacgtac
cagggggceg
ctcgececteog
gaagcgeaty
cttetteteg

tagagatgtg

cagcaatgga
agaatgcagt
accattataa
gttcagggay
gctgattatg
ttcttgggte
acgatggtgt
ccgggcaget
ccgeegtect
tacaggegoet
gaggggaagt
gagteetgygg
aagcecteogg
accttagage
cecttggtea
cceotecgatet
aactcggtga

ggtggggtgg

gaaaattagt

aaactaactt..cctggetggg

tgagaaacce
caaaggtagt
catgtatata
gtcacaacta
tctatttcag
taactaacta
aatgcgtcac
tttratttat
ctgccaattt
aagaccttga
ttgataacag
gtactttaat

tgtacttget

ctattaacce
tgagaaacct
tacacagcetg
ctaagcaata
ctaaaaataa
ataacatgca
tgegaattie
agatttgttt
cttattttgt
aatgeagttt
cgagttaaaa
caccaacaat

gctgcaaaty

84

ttaattaact
gaaaaadatg
gctgcaataa
aggtatggga
atcagttate
gagatcteag
agtcetogte
geacgggett
tcagctteag
cggtggagge
tcacgecgat
tcacggtogeo
ggaaggacag
egtactggaa
ccttcagott
cgaactegtg
tgacgtecte
gatcceegat

acgaaatcaa

gaataaaaat

tctacgaata
gttcegttge
aaacgcatge
agaaattttc
gtggatttcg
cacaaatgct
acaatttgce
gegttttgat
aattacgtag
ttcttgaaat
acttacgttt
taagtataaa

tcaattggtt

cgegttaaga
ctttatttgt
acaagttaac
ggtttittaa
tagatceggt
gaacaggtgg
gtoggaggty
cttggecatg
ggectigtgy
cteccageoece
gaactkcace
cacgcogeeg
cttettgtag
ctggggggac
cacggtgttg
gocegttoacg
ggaggaggcc
ctgeattttg
atgagttitcg
gggaaactta
ttggaacaaa
tegteoatcgt
atacacatta
cagacgtggc
ttggtaaaat
cgagtgegtt
aataaatctt
gecaattgat
agegttgaat
tactcaacgt
cttgtgactt
tttttegety

ttgaaggcga

6420
6480
6540
6600
6660
6720
6780
66840
69040
6960
7020
7080
7140
7200
7260
7320
7380
7440
7500
7560
7620
7680

7740

T 7800

7880

7920

7980

8040

8100-

8160

8220

8280

8349



ccgttegega
tagtgttegt
acgaatacct
tegtttaaac
acctttoreg
taccatgaca
taggattggt
ttttgaaact
tttaaaagtg
aaacttattg
acacaagctt
ttgttaaate
atattaaaac
tatcttcgea
actgattgca
aagecgtacg
ctaatteaca
ctgaagggea

gacaagatcyg

-aatgttcagt :gcagagacte-

attcttacct
acctggrtgt
cacttecatgt
tacgtgatct
aagagcagag
cgatatctat
aacaatataa
attttgacte
cgeotedcgy
gctatttaga
ctttetagag
atcttcgttt

atggcaaace

acgetgttta
aacactttag
tgtattaaaa
tcaccacagt
tactgacttg
ttgaatgcaa
gtttatttag
cgcagettga
tgatgtgttg
ttettgaagr
ttctbaatee
gctttaagtg
atataatcca
gagecccogea
agcgcaccga
gcaaggtgaa
agaccetgaa
aaagectgaa

gggtaccatg

ctaatagtce
tcaataacat
acckeatcta
gatatttcac
aggatatgct
aacaagaaas
ttategtatg
acgcggtegt
gagccccaag
aagagagagc
ttaaazaaga
gacaaaaacc

aagtcgeacyg
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tataccttcg
tacagagaaa
ttttttatga
acaaaacaat
accggctgaa
tgccaccttt
ttctgettttg
ctggaaattt
agcgtigegg
gttttaaatg
atttttaagt
ggcttacate
ctgtgettte
cggtcacact
aagcaaaatyg
ggtgeccctea
gcagacceca
agatacggac

cggecygctca

ggctacgect.

tctgtggeaa
tttgttegec
taaacgctte
tgtcagaatc
catogtetaa
tatatatata
agttaaatct
tatagtteaa
cggegactga
aatatttcaa
tttgegettt
acattgtgge

agcgtaogacc

gtgtcogetg
aaaaattgeg
tttctgtgta
aaaatattte
ﬁgaggatttc
gatctaaact
aaatagcact
asaaagtaat
caacgactac
gagetatetg
gaaatttgtt
tggataagta

ceegtgtgtg

acégttcggc

gagctggaga
ggcgocacqc
cacgcgaate
acattggaat
tttaaatctyg
cgtggacttt
ggtcaagatct
éaatatttca
ttotgtateg
ctcaccaaca
agaactaccc
ataagttacc
taaaagtcac
aatcagtgac
gatgtcctaa
gaatgcatge
actcgaccta
caagctgtgt

tgcaggoatg

85

aaaatcacta
cegaaatgtt
tcactttett
taagacaatt
tacctagacg
tacaaaagte
gtettckcta
tetgtgtagyg
tatttatgta
gcaacgetgce
tttacteett
atgaaaacct
gceatatace
gattttegat
cettgaacge
ccatcggega
gecagteget
cteegtoget
gecggectgg
gaagttgace
ctéttagaag
ctacegettg
ctetggacgt
agctegteat
attttattat
acgtaagtag
gtaaaagata
acttaccgea
atgcacagcg
gtcaatttta
aactttaaac
gacgcgacge

caagcttgca

aaaaataccg
tttgatacgt
tttgtgtttt
tcaaattgag
acctacttect

caaggettgt

coggetataa

taaagggtgt
tatattttea
geataatete
cggcaaataa
gecatattata
taaasaagtt
tttggacagt
gaagaacagc
totgogegee
tcgtotggaa
gcgtteoeegge
cogatetgac
aacaatgttt
ccaatgaaga
acgttagcetg
catcttcact
cgctttgcag
atattagtca
aacatgaaat
atcatgegtce
ttgacaagca
acggattcygc™
cgcagactat
acgtcataga
gcogotaaaga

tgceotgoagg

8400
8460
BS20
8560
8640
8700
8760
8820
8880
8940
9000
9060
9120
9180
9240
9300
9360
9420
9480
9540
9500
9660
9720
9780
9840
9900
9960
10020
10080
10140
10200
10260

10320



tcgaaatteg
tocacacaac
ctaactecaca
ccagetgecat
ttoegektee
agckteactca
catgtgagca
tttecatagg
gcg;aacccg
ctctcorght
cgtggegett
caagctggygce
ctatcgtett
taacaggatt
taactacgge
cttcggaaaa
tttttetgte
gatcttttct

catgagatta

taatcatggt
atacgagccg
ttaattgegt
taatgaateg
tecgeteactg
aaggcggtaa
aaaggccagc
cteegeeecc
acaggactat
ceogaccetyge
tetraatget
tgtgtgcacy
gagtccaacc
agcagagcga
tacactagaa
agagttgata
tgcaagcage
acggggtctg

tcaaaaagga

atcaatctaa.agtatatatg

ggcacctatc
gtagataact
agacccacge
gcgcagaagt
agctagagta
catcgtggtg
aaggcgagtt
gatcgttgte
taattctett
caagtcattc
ggataatace

ggggcgaaaa

tgcacccaac

tcagcgatct
acgatacggg
tcaceggete
ggtcctgeaa
agtagttcge
tcacgeteogt
acatgatcece
agaagtaagt
actgteatge
téagaatagt
gegecacata
ctctcaagga

tgatcttcag

ES 2 447

catagctgtt
gaagcataaa
tgegetcact
gccaacgage
actegetgey
tacggttatc
aaaaggecag
ctgacgagca
aaagatacca
cgcttacecgg
cacgcetgtag
aacceceecgt
cggtaagaca
ggtatgtagg
ggacagtatt
gctotigate
agattacgey
acgcteagty

tcttcaccta

.agtaaacttg

gtctattteg
agggcttacc
cagatttatc
ctttateege
cagttaataq
cgtttggtat
cecatgrtgtg
tggecgcagt
catcegtaag
gtatgeggey
geagaacttt
toctctaceget

catcttttac

422 T3

tectgtgtga
gtgtaaagce
gecegettte
dggggagagge
cteoggtegtt
cacagaatca
gaaccgtaaa
tcacaazaaat
ggegtttecc
atacctgtee
gtatctecagt
tcageccgac
cgacttateg

cggtgctaca

tggtatotge

cggcaaacaa
cagaaaaaaa
gaacgaaaac

gatcetttta

aattgttate
tggggtgect
cagtcgggaa
ggtttgegta
cggctgcgg&
ggggataacg
aaggccgegt
cgacgcteaa
cctggaagct
geckttetee
teggtgragg
cgctgegect
ccactgacag
gagttcttga
geteegetga
accacegetg
agatctecaag
tcacgttaag

aattaaaaat

cgctcacaat
aatgagtgag
acctgtecgtyg
ttgguegete
gageoggtatce
caggaaagaa
tgectggegtt
gtcagaggtg
ccetegtgeyg
cttogggaag
tcgttegete
tatccggtaa
cagccactgg
agtggtggeco
agccagttac
gtagcggtgg
aagatcottt
gagatcttggt

gaagttttaa

gtetgacagt, _taccaatgct_taatcagtga

tteatcecata gttgectgac tccccgtegt

atctggceec
agcaataaac
ctecatccayg
tttgegeaac
ggctteatte
caaaaaagcg
gttatcactc
atgcttbtet
accgagttge
aaaagtgctc
gttgagatce

tttcaccage

86

agtgctgeaa
cagccageeg
tctattaatt
grtgttgeea
agctceggtt
gttagcteet
atggttatgg
gtgactggtg
tcttgeeegg
atcattggaa
agttegatgt

gtttctgggt

tgataccgeyg
gaagggccga
gttgecygga
ttgctacagg
cccaacgate
tecggtectec
cagcactgca
agtactcaac
cgtcaatacg
aacgttette
aacccactcg

gagcaaaaac

10380
10440
10500
10560
10620
10680
10740
10800
10860
10820
10980
11040
11100
11160
11220
11280
11340
11400
11460
11520
11580
11640
11700
11760
11820
11880
11940

12000

12060 -

12120
12180
12240

12300



aggaaggcaa
actcttectt
catatttgaa
agtgccacct
tatcacgagg
gcagctaeceyg
tcagagegeg
gcagattgta
agaaaatacc
tcggtgeggg
ttaagttggg
aagetttgtt
ataattaata
caaatcegtyg
getttttgee
atttaatttt
ttcattggta
agtaggagtt

gcagagtgca

aatgccgeaa
tttéaatatt
tgtatttaga
gacgtcetaag
ccocettegee
gagacggtca
tcageaggtg
ctgagagtge
gcatcaggeg
cctettoget
taacgccagy
taaaatataa
gtgtecgtaa
actataacac
gacgcgtctg
tggttcttet
anaaatgeca
ttatccaaaa

aagtataaga

ES 244742213

aaaagggaat
attgaagcat
zaaataaaca
aaaccattat
tcgogegttt
cagettgtet
ttggeggatg
accatatatg
ccattcgeca
attacgccag
gtttteccag
caaaattgtg
acttgttggt
aagttgatrt
tgtacacgtt
ttaaatctgt
cgktttgeaa
aagaaaacat

gggttaaaaa

.ttgatategt taaktatggat.caatttgaac

tgatcaaaac gcaaatcgac gaaaatgtgt

taaaaaggct
geaggctgaa
gtgacgtacyg
atcgaégttt
ctaataataa
aactcaaaat
aaacttattt
cttatacata
tcaatattat
cgcettattt
gtactgtcat

aaatatctet

agaatacgac
taataaaaaa
ttaaagataa
atttattaat
attcaacaaa
ttettctata
tgtactttaa
atagaaacaa
getctcgaca
tagaggggea
ctgatgtacec

tcaaagtagg

aatctcacag
attagaaact
teatgegtaa
ttgaatagat
caatttattt
aagtaacaaa

aaacagtcat

-attatactta

aataacttet
gtaagtacag
aggcacttea

agcttetaaa

aagggcgaca
ttatcagggt
aataggggtt
tatcatgaca
cggtgatgac
gtaagcggat
teggggcetog
cggtgtgaaa
ttcaggctge
ctggcggaag
tcacgacgtt
atcccacaaa
cttcaacttt
aataatctta
gattaactgg
gatgaaattt
cttgtgagag
gattacgtet

atatatttta

agttgattaa,

cggacaatat
acagcgttga
attatttaac
aattgacgca
attaagtttt
atgtttattt
acttttﬁaac
gttgtattat
ttagtcagtc
ttgcatttit
taagtacgtt
tttggcaaaa

cgettacgca

87

cggaaatgtt
tattgectea
cogegeacat
ttaacctata
ggtgaaaacc
goegggagcea
cttaactatg
taccgeacag
gcaactgttyg
ggggatgtge
gtaaaacgac
atgaagtggg
ttgaggaaca
gccaacacgt
tcgattaaac
tttaaaataa
tctaatatga
gtacacgaac
cgcaccatat
cgtgtctctyg
caagtcgatg
gatatacggt
cctagaaaga
tgtgttttat
attatattta
atttattaaa
attctctett
aaaataagta
agaaacaact
tgcacgatge
tettcattac
tattagagat

taaacgatga

gaatactcat
tgageggata
ttceccgaaa
aaaataggcg
tctgacacat
gacaagcoeg
cggcatcaja
atgcgtaagy
ggaagggcga
tgcaaggega
ggccagtgee
gcaaaatcaa
cgttggacyg
cgggetgcegt
tgttgaaata
ctttaaatte
ggtcaaacte
gcgtattaac
acgcatcoggyg
cteaagtott
agogaaaaac
attcacgaca
taatcatatt
cggtctgeat
cacttacata
aaaaaacaaa
ttacaaaaat
attagcttaa
ttggcacata
atttgecttt
tggetcttea
attatecgege

cgtcaggetco

12360

12420

12480

12540

- 12600

12660

12720

12780

12840

12900

12960

13020

13080

13140

13200

13260
13320
13380
13440
13500
13560
13620
13680
13740
13800
131860
13920
13980
14040
14100
14160
14220

14280



10

15

20

25

30

35

40

45

50

atgtaaaggt
ttatggctgt
gccataggcc
gtgtccacte
tegttgatag
ggtttatatg
ctggagegac

acaatggttg

ttctcataaa
atataataaa
acctattegt
cgectttagt
aagcatcete
agacgagagt
tgtttetcagy

cggccagece

<210> 25
<211> 23
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> Cebador de PCR

<400> 25

catcgatgcc cagcattgag atg 23

<210> 26
<211> 34
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> Cebador de PCR

<400> 26

ES 244742213

tttecttyega
agaatttatg
cttectactg
ttgattataa
atcacaagat

aaggggtccg

tacttceggt

caagcaaagt gaacacgtcg ctaagcgaaa gcta 34

<210> 27
<211> 28
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> Cebador de PCR

<400> 27
gccatccacg ctgitttgac ctccatag

<210> 28
<211> 27
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> Cebador de PCR

<400> 28
gccaatacaa tgtaggcetgc tctacac

<210> 29
<211> 1005
<212> ADN
<213> Atrtificial

28

27

ctttggacet
caggcaatgt
caggtcatca
tacataacca
gataataagt
tcazaacaaa

atctcgeget

88

tetcteccoer
ttatcattce
cagaacacat
tttgeggttt
ataccatctt
acatcgatgt

tgtttgatcg

gctactgaca
gtacaataat
ttggtctage
accggtactt
agctggctetc
teceactgge

cacggttece

14340
14400
14460
14520
14580
14640
14700

14720



10

15

<220>

ES 244742213

<223> Region codificante de tTA de pUHD15-1

<400> 29

atgtctagat
ggaatcgaag
ttgtattgge
gataggcacd
aataacgcta
ttaggtacac
tgccaacaag
actttaggtt
cctactactg
ggtacagage
cttéaatgtg
accatcgagg
gctecgogee
accgatgtca

gecgacgege

tagataaaag
gtttaacaac
atgtaaaaaa
atactcactt
aaagttttag
ggcctacaga
grtttteact
gegtattgaa
atagtatgcc
cageeotrcett
aaagtgggtc
gectgetcga
tgtectttet

gectggggga

tagacgattt

ggatttacce _ccoccangacte

gagcagatgt

<210> 30
<211> 336
<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>
<223> tTA

<400> 30

ttaccgatge

taaagtgatt
cogtaaackte
taagcggget
ttgcecttta
atgtgcttta
aaaacagtat
agagaatgca
agatcaagag
gccattatta
attecageett
cgegtacage
tctoccggac
cccegeggga
cgagctecac
ecgatctggac
cgceccctac

ccttggaatt

Met Gly Sexr Arg Leu Asp Lys

1

5

Leu Leu Asn Glu Val Gly Ile

Gln Lys Leu Gly Val Glu Gln

20

as

aacagcgcat
gcccagaage
ttgctegaceg
gaaggggaaa
ctaagtcatc
gaaactcteg
ttatatgcac
catcaagtcg
cgacaagcta
gaattgatca
cgegegegta
gacgacgeee
cacacgcgca
ttagacggeg
atgttggggg
ggagetetgy

gacgagtacyg

Ser Lys Val Ile Asn Ser Ala Leu Glu

10

Glu Gly Leu Thr Thr Arg Lys Leu Ala

25

Pro Thr Leu Tyr Trp His Val Lys Asn
45

40

89

tagagetget
taggtataga
cetragecat
gctggcaaga
gcgatggagce
aaaatcaatt
teagegetgt
ctaaagaaga
tcgaattatt
tatgcggatt
cgazaaacaa
ccgaagagge
gactgtegac
agga?gtggc
acggggatte
atatggccga

gtegg

taatgaggtc
gcagoctaca

tgagatgtta

ttttetacgt

aaaagtacat
agccttitta
ggggeatttt
aagggaaaca
tgatcaccaa
agaaaaacaa
ttacgggtet
ggggctggcy
ggeccececy
gatggegeat
ceoegggtoeyg

cttcgagttt

15

30

&0

120

180

"240

300

360

420

480

540

600

660

‘720

780

840

900

260

1005



Lys Arg Ala
50

His

65

Gly

Thr

Glu

Cys
145

Thr

Leu

Ala

Gly

225

Ala

Ser

Asp

Asp

rro
308

Thr
Asn
Ala
Leu
Asn
134
Val
Pro
Phe
Ile

210

Leu

Thr
Gly
Leu
290

His

His

Asn

Lys

Glu

115

RAla

Leu

Thr

Asp

1lle

195

Ser

Leu

Pro

Ala

Glu

. 275

Asp

Asp

Leu

Phe

Ala

Val

100

Asn

Leu

Glu

Thr

*

His

i8¢

Cys

Arg

Asp

Fro

260

Asp

Met

Sex

ES 244742213

Leu

Cys

Lys

85

His

Gln

Tyr

Asp

Asp

168

Gln

Gly

Ala

Leu

Leu

245

Pra

val

Leu

Ala

Asp

Pro

70

Ser

Leu

Leu

Ala

Gln

1590

Ser

Gly

Leu

Arg

Pro

230

Ser

ala

Gly

Pra
310

Ala

ES

Leu

Phe

Gly

Ala

Leu

135

Glu

Met

Ala

Glu

Thr

215

Asp

Phe

Asp

Met

Asp

295

Tyr

Leu

Glu

Arg

Thr

Phe

120

Ser

Hig

Pro

Glu

Lys

200

Lys

Asp

Lieu

Val

Ala

280

Gly

Gly

90

Ala

Gly

Cys

Arg

105

Leu

Ala

Gln

Pra

Pro

i85

Gln

ASn

Asp

Pro

Ser

265

His

Asp

Ala

Ile

Glu

Ala

o0

Pro

Cys

val

val

Leu

170

Ala

Leu

Asn

Ala

Ala

250

Leu

Ala

Ser

Leu

Glu

Serx

75

Leu

Thr

Gln

Gly

Ala

158

Leu

Phe

Lys

Pro

238

Gly

Gly

Asp

Pro

Asp
315

Met Leu
60

Trp Gln

Leu Ser

Glu Lys

Gln Gly

125

His phe
140

Lys Glu

Arg Gln

Leu rhe

Cys Glu

205

Gly Ser

220

Glu Glun

His Thr

Asp Glu

Ala Leu

285 -

Gly Pro
00

Met Ala

hsp Arg His

Asp

His

Gin

il0

Phe

Thr

Glu

Ala

Gly

190

Ser

Ala

Leu

270

Asp

Gly

Asp

Phe

Arg

Tyr

Ser

Leu

Ile
175
Leu
Gly
Ile
Gly
Arg
255
His
Asp

?he

Fhe

Leu

80

Asp

Glu

Leu

Gly

Glu

1s0

Glu

Glu

Ser

Glu

240

Leu

Leu

Phe

Thr

Glu
320



ES 244742213

Phe Glu Gln Met Phe Thr Asp Ala Leu Gly Ile Asp Glu Tyr Gly Gly

10

15

20

325 330 335

<210> 31

<211> 1017

<212> ADN

<213> Artificia

<220>

<223> tTAV

<400> 31
atgggcagee geoctggataa gtccaaagetc atcaacteoeg cgttggaget gttgaacgaa 60
gttggcattg agggactgae gacccgcaag ttggcgcaga agctgggegt ggageagceece 120
acecctctact ggcacgtgaa gaataagcegg gegotgctgyg atgccctgge catcgagatyg 180
ctcgaccgee accacacgca tttttgoceg ttggaaggeg agtectggea ggacttcocte 240
cgcaataacg ccaagtegtt cegetgeoget ctgeotgteoc acegagacgg tgocaaagte 300
catctcggea egogecegac cgaaaagcaa tacgagacac tggagaacca gctcgeogtte 380
ctgtgocage aaggetbcag ccoctggaaaat getcotctacg ctetgagege cgteggtcac 420
tttaccetgg getgcgtget ggaggaccaa gageatcaag togtaaaaga ggagcogogag 480
accccaacaa cogatteogat geoccecacty ctgeogteagg caatogaget gttegatcat 540
caaggagccg ageocgageatt cctgttegge ttggagcotga ttatctgeogg attggaaaag 600
" caactgaaat gcgagteggg ctegggaccee gegtacagee gegogogtac gaaaaacaat 660
tacgggtcta ccatcogaggg cotgetcgat ctoccggacg acgacgoocc cgaagaggceg 720
~gggcotgygcggctocgcgect ~-gtegtttete- ecccgegagac acacgegeag actgtegacg 780
gooceoceeega cogakgtecag ectgggggac gagcetcecact tagacggcga ggacgtggeg B840
atggegeatyg cegacgeget agacgattte gatctggaca tgttggggga cggggattee 9200
ccaggtoegy gatttacece ccacgactec goecoctacg gogetcotgga tatggeocgac 960
ttcgagtttg agcagatgtt taccgatgec cttggaattg acgagtacgg tgggtag 1017

<210> 32

<211> 338

<212> PRT

<213> Artificia

<220>

<223> tTAV

<400> 32

Met Gly Ser Arg Leu Asp Lye Ser Lys Val Ile Asn Ser Ala Leu Glu

1

Leu Leu Asn Glu Val Gly Ile Glu Gly Leu Thr Thr Arg Lys Leu Ala

5

20

i0

25

91

15

a0



Gln
Lys
His
Arg
Gly
Thr
Glu

Cys
145

Thr

Leu
Gly
Ile
225

Gly

arg

Lys
Arg
50

Thr

Asn

Ala

Asn
130
Vval
Pro
Phe
Ile
Pro
210
Glu
Leu

Leu

Leu

Leu

35

Ala

His

Asn

Lys

Glu

115

Ala

Leu

Thr

Asp

Ile

195

Ala

Gly

Ala

Ser

Asp
275

Gly
Leu
Phe
Ala
val
100
AsSn
Leu
Glu
Thr
His
180

Cys

Ala

Thr
260

Gly

Vval
Leu
Cys
Lys
B85

His
Glon
Tyr
Asp
Asp
168
Gln
Gly
Ser
Leu
Pro
245
Ala

Glu

ES 244742213

Glu

Asp

Pro

70

Ser

Leu

Leu

Ala

Gln

150

Ser

Gly

Leu

Arg

Asp

230

Pro

Asp

Gln

Ala

55

Leu

Phe

Gly

Ala

Leu

135

Glu

Met

Ala

Glu

Ala

215

Leu

Pro

val

Pro

40

Leu

Glu

Arg

Thr

Phe

120

Ser

Hisg

Pro

Glu

Lya

200

Pro

Ser

Thr

Ala
280

92

Thr

Ala

Gly

Arg
105
Leu
Ala
Gln
Pro
Pro
185
Gln
Thr
Asp

Phe

Asp
265

Met

Leu Tyr Trp His Val Lys

Ile

Glu

Ala

20

Pro

Cys

Val

Val

Leu

170

Ala

Leu

Lysa

Asp

Leu

250

Val

Ala

Glu

Ser

75

Leu

Thr

Gln

Gly

Ala

155

Leu

Phe

Lys

Asn

Asp

238

Pro

Ser

His

Met
60

Trp

Leu

Glu

Gln

His

140

Lys

Leu

Cys

Asn

220

Ala

Ala

Leu

Ala

45

Leu Asp Arg

Gln

Ser

Lys

Gly

128

Phe

Glu

Eln

Phe

Glu
208

Tyr

Pro

Qly

Gly

Agp
285

Asp

His

Gln

310

Phe

Thr

Glu

Ala

Gly

190

Sar

Gly

Glu

His

Asp

270

Ala

Phe

Ser

Leu

Arg

Ile

17s

Leu

Gly

Ser

Glu

Asn

His

Leu

B8O

Glu

Leu

Gly

Glu

160

Gilu

Glu

Ser

Thr

Ala
240

Thr Arg

255

Glu

Leu

Leu Asp



10
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Asp Phe Asp Leu Asp Met Leu Gly Asp Gly
250 295

Phe Thr Pro His Asp Ser Ala Pro Tyr Gly
305 310

Phe Glu Phe Glu Gln Met Phe Thr Asp Ala
325 330

Gly Gly-

<210> 33
<211> 4455
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> pUHD15-1

<400> 33

Agp Ser Pro Gly Pro Gly
300

Ala Leu Asp Met Ala Asp
315 az0

Leu Gly Ile Asp Glu Tyr
335

ctcgaggagce
ggctcatgte
tcaattacgg
gtaaatggec
tatgttocea
cgctaaactyg
gacgtcaatg
tttectactt
tggcagtacé
cccattgacy
cgtaacaact
ataagcagag
gacctccaka

gattagataa

_aaggtttaac

ggcatgtaaa
accatactca
ctaaaagttt
cacggectac
aaggttttte

gttgcgtatt

ttggceccatt goatacgetg
caacattacc gccatgttga
ggtcattagt tcatagecca
cgectggetg accgeecaac
tagtaacgec aatagggact
cccacttgge agtacatcaa
acggtaaatg geoccgoctgy
ggcagtacat. ctacgtatta
tcaatgggeg tggatagegg
tcaatgggag tttgttkkgg
ccgeoccatt gacgcaaatg
ctegtttagt gaaccgtcag
gaagacaceg ggaccgakce
aagtaaagtg attaacageyg
aaccegtaaa ctegeoecaga
aaataagcgg gcfttgctcg
cttttgccét ttagaagggg
tagatgtgct ttactaagtce
agaaaaacag tatgaaactce
actagagaat geoattatatg

ggaagatcaa gagcatcaag

tatccatate
cattgattat
tatatggagt
gaccecogee
ttecattgac
gtgtakcata

cattatgeee

gteategeta

tttgactcac
caccaaaate
ggcggtagge
atcgectagga
agectoegeg
cattagaget
agctaggtgt
acgccttage
aaagatggea
atcgcgatgg
tcgaaaateca
cactcagege

tcgetaaaga
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ataakatgta
tgactagtta
tcegegttac
cattgacgte
gtcaatgggt
tgccaagtac
agtacatgac
ttaccatggt
ggggatttce
aacgggactt
gtgtacggty
gacgecatce
gccocccgaatt
gcttaatgag
agagcagcct
cattgagatyg
agatttttta
agcaaaagta
attagcctet
tgtggggeat

agaaagggaa

catttatatt
ttaatagtaa
ataacttacg
aataatgacyg
qggagtattta
gececctatt
cttatgggac
gatgcggtte
aagtctecac
tccaaaatgt
ggaggtctat
acgctgtttt
catatgtcta
gteggaateg
acattgtatt
ttagataggce
cgtaataacyg
catttaggta
ttatgecaac
tttactttag

acacctacta

60

120

180

240

300

360

420

480

$40

€00

660

720

780

840

200

960

10290

1080

1140

1200

1260



ctgatagtat
agccagectt
gtgaaagtgg
agggeccrgcet
gectgteett
tcageckgygy
cgctagacga
cccoccacga
tgtttaccga
atgataagat
tttattegtyg
caagttaaca
gttttttaaa
ctcgtegtcet
agagcgceeg
ggcggtaace
ctggcggacy
ctaaaatgga
aagaacattt
tgcattaatg
cttccécgct
actcaaaggc
gagcaaaagy
ataggctceg
acccgacagy
ctgttcogac
cgetttotea
tgggetgtgt
gtettgagtec
ggattagcag
acggctacac
gaagaagagt

ctgttigcaa

geegecatta
cttattegge
gteegegtac
cgatctccég
tekececgeg
ggacgagoec
tttegatotg
cteegeecec
tgcecettgga
écattgatga
aaatttgtga
acaacaattg
gcaagtaaaa
ggceggacea
ccgecgagge
ggectettca
ggaagtatca
gaaaaaaatc
tgaggcattt
aatcggeoaa
cactgacteg
ggtaatacgg
ccagcaaaag
éccccctgac
actataaaga
cctgccgett
atgetcacge
gratgaaccec
caacccggta
agcgaggtat
tagaaggaca
tggtagetet

gcagcagatt
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ttacgacaag
cttgaattga
ageogegege
gacgacgacg
ggacacacgc
cacttagacyg
gacatgttygyg
tacggcgctc
attgacgagt
gtttggacaa
tgctattget
cattcattit
cctcracaaa
cgetatctgt
aagacteggg
tcgggaatge
gctoegaccaa
actggatata
cagtcagttg
cgegcgggga
crgegetegg
ttatccacag
gceaggaace
gagcatcaca
taccaggcgt
aceggatace
tgtaggtate
cecegtteage
agacacgact
gtaggegaty
gtatttggta
tgatccggea

acgcgeagaa

ctatcgaatt
tcaﬁatgcgg
gtacgaaaaa
ccceegaaga
geagactgte
gcgaggacgt
gg9gacgggga
tggatatagc
acggtgggta
accacaackta
ttatctgtaa
atgtttcagg
tgtggtatgg
gcaaggtcec
cggegeectyg
gogegacctt
gottggegag
ccaccgttga
ctcaatgtac
gaggegattt
tegtegget
aatcagggga
gtaaaaagygc
aaaatcgacyg
ttcceectgg
tgtcegecet
tcagttoggt
cegacegetg
tatcgccact
ctacagagtt
teotgegetat
aacaaaccac

aaaaaggatc
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atttgatcac
attagaaaaa
caattacggg
ggcagggcty
gacggeeeee
ggegatggeg
ttecocegggt
cgacttogag
gggggcgcega
gaatgcagtg
ccattataag
ttcaggggga
ctgattatga
cggacgeygcy
ccogteccac
cagcategec
attttcagga
tatatcccaa
ctataaccag
gogtattggg
geggcgageg
taacgcagga
cgegttgetg
ctcaagtcag
aagectccete
tcteecetteg
gtaggtegtt
cgeertateo
ggcagcagcc
cttgaagtgg
gctgaageca
cgetggtage

tcaagaagat

Caaggtgcag
caacttaaat
cctaccatey
goggecteege
ctgaccgatg
catgecgacy
cegggattta
tttgagcaga
ggatccagac
aaaaaaatgc
ctgcaataaa
ggtgtaggag
tcctgoaage
¢teocatgagc
caggtcaaca
ggeatgteee
gctaaggaag
tggcatcgta
accgttcage
cgotetteeg
gtatcagete
aagaacatgt
gegtitttec
aggtggcgaa
gtgegetote
ggaagegtgg
cgetecaage
ggtaactatc
actggtaaca -
tggeoctaact
gttacctteg
ggtggttret

cctttgatct

1320
1380
1440
1500
1569
1620
1680
1740
1800
1860
1520
1980
2040
2100
2160
2224
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3900
3060
3120
3180

3240



tttctacgag
gattatcaaa
tétaaagtat
ctatctcage
taactacgat
cacgctcace
gaagtggtec
gagtaagtag
tggtgtcacy
gagttacaﬁg
ttgtcagaag
ctcttactgt
cattctgaga
ataccgcgees
gaaaactcte
ccaactgate
ggcaaaatge
tcetttttea

ttgaatgtat

gtctgacget
aaggatctte
atatgagtaa
gatctgtcta
acgggagage
ggctecagat
tgcaacttta
ttegecoagtt
ctegtegttt
atececcatyg
taagttggee
catgceateco
atagtgtatg
acatagcaga
aaggatctta
ttecagcatcet
cgcaaaaaag
atattattga

ttagaaaaat

cacctgacgt- ctaagaaace

cgaggecctt

tegtc
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cagtggaacyg
acctagatce
acttggtety
tttecgttcat
ttaccatctg
ttatcagcaa
tecegecteca
aatagtttge
qggtatggett
ttgtgcaaaa
gcagtgttat
gtaagatget
cggcgaccga
actttaaaag
cegetgttga
tttactttea
ggaataaggg
ageatttate

aaacaaatag

-atttattateca

aaaactcacy
ttttaaatta
acagttacca
cecatagttgc
gecocccagbge
taaaccagec
tecagtctat
gcaacgttgt
dattcagetc
aagcggttag
cactcatgat
tetctgtgac
gttgetcetyg
tgcteatcat
gatccagtte
ccagegttic
cgacacggaa
agggttattg
gggttcogcg

tgacattaac
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ttaagggatt
aaaatgaagt
atgcttaatc
ctgactecce
tgcaatgata
agecggaagy
taattgttge
tgecattget
cggttceccaa
ctocttoegge
tatggcagca
tggtgagtac
ccecggegeca
tggaaaacgt
gatgtaacec
tgggtgagca
atgttgaata
teteatgage
cacattteec

ctataaaaat

ttggtcatga
tttaaatcaa
agtgaggcac
gtcgtgtaga
ccgegagace
geccgagegea
cgggaageta
acaggcatcg
cgatcaaggce
cctecgateg
ctgcataatt
tcaaccaagt
atacgggata
tcttegggge
actcgtgeoac
aazaacaggaa
étcatactct
ggatacatat
cgaaaagtgce

aggcgtatca

3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
39690
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440

445%
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REIVINDICACIONES

1. Un sistema de expresion génica que se puede reprimir, operativo en un insecto, que comprende dos elementos
en la misma construccion, en la que:

el primer elemento comprende al menos un gen de factor de control que hay que expresar y al menos un primer
promotor del mismo; y el segundo elemento comprende al menos un segundo promotor y un gen de interés bajo el
control de dicho al menos un segundo promotor;

en el que un producto del gen de factor de control que hay que expresar sirve como factor de control de la
transcripcion positivo para ambos, el al menos un primer promotor en dicho primer elemento y el al menos un
segundo promotor en dicho segundo elemento, con lo que dicho producto del gen de factor de control, o la expresion
de dicho producto del gen factor de control, se puede reprimir,

siendo el primer y el segundo promotores, promotores minimos de insecto, que pueden ser el mismo o diferentes.

2. Un sistema de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que se asocia un potenciador con el, o cada, promotor
minimo de insecto, sirviendo el producto génico para potenciar la actividad del, o cada, promotor minimo de insecto
por medio del potenciador.

3. Un sistema de acuerdo con la reivindicacion 2, en el que el factor del control es el producto génico tTA o un
anélogo que se puede reprimir del mismo, y en el que una o mas unidades operadoras tetO estan unidas
operativamente al promotor y es el potenciador, sirviendo tTA o sus analogos para potenciar la actividad del
promotor por medio del tetO.

4. Un sistema de acuerdo con la reivindicacion 3, en el que el gen de factor de control codifica el producto tTAV
(SEC ID N¢ 32).

5. Un sistema de acuerdo con cualquier reivindicacion anterior, en el que el gen se modifica para casi seguir
parcialmente el uso de un coddn en una especie en la que el sistema es para su uso.

6. Un sistema de acuerdo con cualquier reivindicacién anterior, en el que el primer y/o el segundo promotores estan
sustancialmente inactivos en ausencia del factor de control de transcripcion positivo.

7. Un sistema de acuerdo con cualquier reivindicacion anterior, en el que el primer y/o el segundo promotores
minimos de insecto se seleccionan de entre: hsp70, un promotor minimo P, un promotor minimo basado en Act5C,
un fragmento del promotor BmA3, un promotor core Adh y un promotor Act5C, o combinaciones de los mismos.

8. Un sistema de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que el primer y/o el segundo
promotores minimos se derivan de, o son un fragmento de, Hsp70.

9. Un sistema de acuerdo con cualquier reivindicacién anterior que reduce la aptitud biolégica cuando se deja de
reprimir.

10. Un sistema de acuerdo con la reivindicacion 9, que comprende un gen letal bajo el control de un promotor del
sistema.

11. Un sistema de acuerdo con la reivindicacién 10, en el que el gen letal es un gen letal dominante.

12. Un sistema de acuerdo con las reivindicaciones 10 u 11, en el que el gen letal y el gen de factor de control son el
mismo.

13. Un sistema de acuerdo con la reivindicaciéon 12, en el que el gen es tTA o un analogo del mismo.

14. Un sistema de acuerdo con las reivindicaciones 10 u 11, en el que el gen letal y el gen factor de control son
diferentes.

15. Un sistema de acuerdo con la reivindicacion 9, en el que la reduccion de la aptitud biolégica es una alta tasa de
mortalidad.

16. Un sistema de acuerdo con cualquier reivindicacion anterior, en el que la expresién del gen de factor de control
es selectiva.

17. Un sistema de acuerdo con la reivindicacion 16, en el que la expresion del gen de factor de control esta
determinado por el sexo.

18. Un sistema de acuerdo con la reivindicacion 17, que comprende una secuencia letal de sexo doble,
transformacion o especifica del sexo.
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19. Un sistema de acuerdo con cualquier reivindicacién anterior, en el que el gen de interés estd unido
operativamente a al menos un promotor minimo de insecto.

20. Un sistema de acuerdo con la reivindicacion 19, en el que el gen de interés es un gen letal dominante.

21. Un sistema de acuerdo con la reivindicacion 19, en el que el gen de interés codifica ARNi.

22. Un sistema de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 19 a 21, en el que la activacion del promotor
minimo de insecto al que esta unido operativamente el gen de interés da lugar a un efecto selectivo por medio de un

producto de transcripcién o de traduccién de ADN bajo el control del promotor minimo de insecto.

23. Un sistema de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 16 a 22, en el que la seleccion es especifica de la
especie.

24. Un sistema de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 16 a 23, en el que la seleccion es especifica del
estadio de desarrollo.

25. Un sistema de acuerdo con cualquier reivindicacién anterior, que es al menos dos cistrones, estando dichos
cistrones unidos a un potenciador bajo el control del gen de factor de control.

26. Un sistema de acuerdo con cualquier reivindicacion anterior, en el que al eliminarse un supresor del gen la
expresion del gen de factor de control no tiene sustancialmente ningln efecto sobre la aptitud biolégica del adulto en
el que se ha eliminado el supresor.

27. Un sistema de acuerdo con cualquier reivindicacién anterior, limitado por elementos aisladores.

28. Un sistema de acuerdo con la reivindicacion 27, en el que los aisladores son aisladores no idénticos.

29. pLA513 tal como se identifica por la SEC ID N° 16.

30. JY2004-tTA tal como se identifica por la SEC ID N° 14.

31. Un vector que comprende el sistema de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 28.

32. Un vector de acuerdo con la reivindicacion 31, que comprende ademas un marcador de expresion.

33. Un vector de acuerdo con la reivindicacion 32, en el que el marcador de expresion es una proteina fluorescente o
un marcador de resistencia.

34. Un vector de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 31 a 33, que comprende ademas un gen de
transposasa que se puede expresar.

35. Un insecto que comprende, en su genoma, un sistema de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 28.

36. Un insecto de acuerdo con la reivindicacion 35, que sustancialmente no estd amenazado por el sistema bajo
condiciones tolerantes cuando el gen factor de control no se expresa.

37. Un insecto de acuerdo con las reivindicaciones 35 o0 36 que forma parte de una especie danina.

38. Un insecto de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 35 a 37, que se selecciona de entre: mosquito,
gusano rosado, mosca mediterranea de la fruta y Drosophila.

39. Un insecto de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 35 a 38, en el que la expresion del gen de factor de
control es bloqueable o controlable por medio de suplementos de la dieta.

40. Un procedimiento para establecer la compatibilidad de un promotor minimo de insecto con una especie de
insecto, que comprende:

1) Transformar dicha especie con un plasmido, u otro vector, comprendiendo el plasmido o el otro vector:
- un sistema, de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 26, que incluye el promotor minimo de
insecto que hay que ensayar unido operativamente al gen de interés de dicho sistema; y
- un marcador de transformacion, bajo el control de un promotor de marcador de insecto apropiado a dicha
especie:

2) Ensayar la expresion del marcador de los individuos transgénicos putativos; y
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3) Ensayar la expresion del gen de interés en los individuos que expresan el marcador.

41. El uso del sistema de expresion génica de insectos de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 10-14 en
el control de una poblacion de insectos dafinos.
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1] |

tetQ; promotor region codificante tTA
minimo
Otras senales de control no marcadas, por
ejemplo 5’'UTR, 3'UTR, intron(es), poliA

Fig.1

— A I N (] —

Gen promotor tetQ, promotor region codificante tTA
heterdlogo minimo minimo
B A

Fig.2
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([ —l

tetD, Promotor ORFI1 IRES

ORF2

minimo Un ORF codifica el transactivador

Otras senales de control no marcadas, por
ejemplo 5’UTR, 3'UTR, intron(es), poliA

(e

22

tetD, promotor region codificante de la proteina de fusion

minimo

Otras senales de control no marcadas, por
ejemplo 5’UTR, 3'UTR, intron(es), poliA
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Corte y empalme especifico del sexo como
por ejemplo, doble sexo de mosca

mediterranea de la fruta o Drosophila
Corte y empalme especifico de hembra

(™ [ :

Sitio de union del promotor

Transactivador  minimo
Corte y empalme especifico de macho

Region codificadora del Transactivador:
A = dominio de unién de ADN

B=dominio de activacion

C= dominio de represion o neutro

Otras senales de control no marcadas, por
ejemplo 5’UTR, 3'UTR, intron(es), poliA

Corte y empalme especifico del sexo como
por ejemplo, transformacion de mosca

mediterranea de la fruta Corte y empalme especifico de macho

e =V \G

Sitio de union del b romotor
Transactivador  minimo
¢j. tetOr Corte y empalme especifico de hembra

Region codificadora del Transactivador:
A+C=Transactivador
B = contiene el codon de parada o el

desplazamiento de marco de lectura
o

/ - .,
A = dominio de unién de ADN
B=dominio de represion

C= dominio de activacion
Otras senales de control no marcadas, por
ejemplo 5’UTR, 3'UTR, intron(es), poliA

Fig.4
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Intron PP196A
Sec de PP1 96A
Pro min CMV Intron b-globin
tetO x7 (TACDS { terminador b-globin de conejo (aprox.)

Diagrama de la region tetO;-tTA de pJY2004

Fig.5

102




ES 244742213

{TAV -
—
Intrén Adh

Pro min hsp70 \

tetOx? 4 ™ bla (ampiR])

Diagrama pLAS513
11920 pb

Drosomicina 3’
DsReﬂA

Promotor Act5C piggyBac 3'

J'ITR

Fig.6

Drosomicina 3’ UTR

totOxX7
| Prominhsp70  fs(1)K103' UTR
piggyBac 3'  Promotor Act5C DsRodz\ Q tTAV /piggyaac 5

Diagrama esquematico del transposon LA513
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_piggyBac 3'
3'ITR
-~

Promotor Act5C

' Diagrama pLAS517 —
DsRed2 l g P bla (amp[R])
11570 pb
Drosomicina 3’ ’
tetOx7 ) pUC ori
Pro min hsp70 ‘5%# w _ pa
Intrén Adh ’___N &/s- ITR
R T piggyBac 5'
tTAF
3 x PADALDDFDLDML

Fig.8
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tetOx7
Pro min hsp70
piggyBac 3' Promotor Act5C D!M\ tTAV
ﬁ-—ﬂ“ =
A
tetOx7
Pro min hsp70
piggyBac 3 Promotor ActSC tTAV
B
tetOx7
Pro min hsp70
piggyBac 3' Promotor Act5C DsRed2 tTAV
C

Fig.9
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Promotor ubi-p63E [ piggyBac 3'
2 J'ITR
//
Pub ATG 4
N\, N
nis \
DsRed2 \
nls\ : X\]
. Diagrama pLA656
SV40 powh‘_‘ﬂ’_‘ 11251 pb
tetOx7
" bla (amp[R])
/
A pUC ori
AN
5'ITR
piggyBac &'

Fig.10

106



ES 2447422 T3

Promotor IE1 \
\ \

Intrén Scraps \ Wr_, piggyBac 3'
lnicio ATG Y\ M —_3ITR

nis Y

SVA0 polyA 1 / \
POYR —; Diagrama pLA928 .
tetOx7

° 15 10140 pb
Prominhsp70 1 bla (amp[R]}
—

Intron Adh

~
(TAV
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tTAV
;f' Diagrama pLA1124 ﬁ Intron Adh
i 10522 pb o
. = Pro min hsp70
& tetox?
. GAGA X2
’ 4 tetOx14
AT \w\: Promotor IE1
\\ h Intrén Scraps
\\ Inicio ATG
nis

Fig.12
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piggyBac 3’
Promotorubl-DGBE\ o Fwa- ITR
PubATG \\
nls\ ‘4}" N
DsRed2. 2

nis
PoliA 5V40 \ Diagrama pLA670 bla R
tetoxr'\T*\ 10786 pb ,(amp[ )
Pro min hsp?Oj___%—" /

Intron Adh |
tetR

tTAV

VP16
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3'ITR \ Terminador b-globina conejo (aprox.)

Intron b-globina

tTACDS
Sec de PP1 96A
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Promotor BmA3
Intron BmA3

Fragmento BmA3 CDS

nls\ piggyBac 3'
i, 3R
PoliA SV40 \\\Y

tetOxT______?

\
\
| Pro min hsp70 ___#,.‘._ . |
Intrén Adh Diagrama prA7 10 1
@ .
tetR 9468 p
tTAV B bla {(amp[R])
VP16 \ )
\
piggyBac 5' §'ITR
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Cctragenomico AA A AMM A
aug tag
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Hembra F1 e
N

au
Macho M1 v N

aug taa

NS
 — .
Macho M2 N 4

Fig.16
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§'ITR
N Tl ’?_“- AR _‘ piggyaac 5.
i TP fs(1 )K10 3'UTR
\ VP16
_5_:;': ;‘f _{TAV
\'\.S tetR
5%
A N21188 ) ’?
i 1
\ -.; 11832 pb —
3 ITR ;— /I Introntra
; - / _.!
piggyBac 3 L \A‘ e ﬂ
PoliA SV40 % &\ T _tTAV
nis_ \f}h\

e
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\\ \, Intron Adh
\ \  Promin hsp70

\
tetOx7

GAGA x2
tetOx14

Inicio ATG /
Intréon Scraps \

\ Hr5
Promotor IE1

Fig.17
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tTAV
tetR
Intron Adh
Pro min hsp70
tetOx7 tetR
GAGA x2

Intrén tra

VP16 K10 3'UTR aprox.

e, ey |

Productos potenciales generados por PCR:
1. Si elintron no se escinde— ~1550 pb
2. Si elintron se corta y empalma en forma
masculina (M1 o M2)— ~600 pb
3. Si el intron se corta y empalma en forma
femenina— ~200 pb

Fig.18

114



	Primera Página
	Descripción
	Lista de Secuencias

	Reivindicaciones
	Dibujos

