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DESCRIPCION
Disefio por ingenieria de resistencia amplia y duradera a virus del entrenudo corto infeccioso de la vid en plantas
REFERENCIA CRUZADA A SOLICITUDES RELACIONADAS

La presente solicitud reivindica prioridad a la solicitud provisional de Estados Unidos n.%: 61/110.405 presentada el
31 de octubre de 2008.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION
La invencion se refiere a resistencia a enfermedades en plantas.

El virus del entrenudo corto infeccioso de la vid (GFLV) es un nepovirus de la uva, que se transmite de una planta a
otra por el nematodo daga, Xiphinema index. GFLV es el agente responsable de la enfermedad del entrenudo corto
infeccioso de la vid, que existe en todo el mundo. La enfermedad recibe el nombre por el aspecto en forma de hojas
en abanico de las hojas infectadas por GFLV. Es una de las enfermedades mas dafinas y extendidas de la vid. Los
sintomas de infeccion por GFLV incluyen morfologia anormal de los brotes y decoloraciones de las hojas,
produciendo un aspecto de tipo abanico (Agrios, Plant Pathology, 3 Edicion, Academic Press, 1988, pag. 687-688).
Ademas, la produccion de frutos de vifias infectadas es baja, produciendo las vides pequefios racimos que tienen un
cuajado y maduracion anormales de los frutos. Finalmente, las vides infectadas degeneran y mueren.

Se cree que la propagacion a larga distancia de GFLV es por el uso de material vegetal infectado. Aunque se cree
que el espectro natural de hospedadores esta restringido a la uva, GFLV también se puede transmitir a una amplia
variedad de especies herbaceas por inoculacién mediante frotamiento de la savia.

Las estrategias actuales para controlar la enfermedad del entrenudo corto infeccioso de la vid y otras enfermedades
inducidas por nepovirus en vifiedos incluyen el control de nematodos (por ejemplo, fumigacion del suelo y uso de
otros pesticidas), cultivo de portainjertos para resistencia a alimentacion de nematodos, cultivo de vides para
resistencia a GFLV y siembra de vides certificadas sin enfermedad. En consecuencia, existe una necesidad de
agentes y procedimientos utiles para controlar GFLV asi como otras enfermedades viricas de las plantas.

SUMARIO DE LA INVENCION

Se ha descubierto que construcciones derivadas de muiltiples regiones conservadas de virus del entrenudo corto
infeccioso de la vid (GFLV) proporcionan resistencia de amplio espectro y duradera a GFLV. En consecuencia, la
invencion proporciona moléculas de acidos nucleico, vectores, células, plantas y partes de plantas, productos y
procedimientos Utiles para proteger las plantas de enfermedades causadas por virus de plantas.

En un aspecto, la memoria descriptiva presenta una molécula de acido nucleico sustancialmente purificada que tiene
un primer fragmento de acido nucleico y un segundo fragmento de acido nucleico. Estos primero y segundo
fragmentos de acido nucleico son cada uno sustancialmente idénticos a uno del fragmento 1 al fragmento 8 (SEC ID
N.°%: 1-8) 0 un complemento de los mismos, con la condicién de que la molécula de acido nucleico tenga menos del
99 % de identidad de secuencia con GFLV ARN1 (SEC ID N.° 27) y GFLV ARN2 (SEC ID N.°: 28) o un fragmento
de acido nucleico de las mismas. En otros aspectos, la molécula de acido nucleico incluye adicionalmente un tercer
fragmento de acido nucleico que es sustancialmente idéntico a uno del fragmento 1 al fragmento 8 o un
complemento de los mismos. En otros modos de realizacién mas, la molécula de acido nucleico es concatenado
463, 582, 714, 678, 123, 375, 168, 245, 12367845, 0 375168 (SEC ID N.°%: 17-26, respectivamente). Cada una de
estas moléculas de acido nucleico se ha disefiado por ingenieria para conferir resistencia a un patégeno de plantas
en una planta que expresa la molécula de acido nucleico.

En un modo de realizacion, la molécula de acido nucleico esta unida de forma funcional a un promotor (por ejemplo,
un promotor regulado por el desarrollo, especifico de organulo, especifico de tejido, constitutivo, o especifico de
célula). En otros modos de realizacion mas, el promotor es inducible por uno o mas agentes externos. Dichas
moléculas de acido nucleico son ADN o ARN.

En otro aspecto, la memoria descriptiva presenta un vector que incluye cualquiera de las moléculas de acido
nucleico mencionadas anteriormente. En un modo de realizacion, la molécula de acido nucleico del vector esta unida
de forma funcional, en una orientacién con sentido o una orientacién anti-sentido, a un promotor.

En otro aspecto, la memoria descriptiva presenta una célula que incluye cualquiera de las moléculas de acido
nucleico mencionadas anteriormente o cualquiera de los vectores mencionados anteriormente. Células ejemplares
incluyen células bacterianas, de insecto, de mamifero, o vegetales.

La presente invencion se define, inter alia, por los siguientes puntos:
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1. Una molécula de acido nucleico sustancialmente purificada que comprende un primer fragmento de acido
nucleico y un segundo fragmento de acido nucleico, en la que dicha molécula de acido nucleico tiene menos del 99
% de identidad de secuencia con la SEC ID N.°: 27 (GFLV ARN1) y la SEC ID N.°: 28 (GFLV ARN2) o un fragmento
de acido nucleico de las mismas y en el que dicho primero y segundo fragmentos de acido nucleico son cada uno al
menos un 90 % idénticos a una secuencia seleccionada del grupo que consiste en la SEC ID N.°: 1 (fragmento 1),
SEC ID N.°: 2 (fragmento 2), SEC ID N.°: 3 (fragmento 3), SEC ID N.°: 4 (fragmento 4), SEC ID N.°: 5 (fragmento 5),
SEC ID N.°: 6 (fragmento 6), SEC ID N.°: 7 (fragmento 7) y SEC ID N.°: 8 (fragmento 8) o un complemento de las
mismas.

2. La molécula de acido nucleico del punto 1, comprendiendo adicionalmente dicha molécula de acido nucleico un
tercer fragmento de acido nucleico que es idéntico a una secuencia seleccionada del grupo que consiste en la SEC
ID N.°: 1 (fragmento 1), SEC ID N.°: 2 (fragmento 2), SEC ID N.°: 3 (fragmento 3), SEC ID N.°: 4 (fragmento 4), SEC
ID N.°: 5 (fragmento 5), SEC ID N.°: 6 (fragmento 6), SEC ID N.°: 7 (fragmento 7) y SEC ID N.°: 8 (fragmento 8) o un
complemento de las mismas.

3. La molécula de acido nucleico del punto 2, en la que dicha molécula de acido nucleico comprende una
secuencia seleccionada del grupo que consiste en la SEC ID N.°: 17 (concatenado 463), SEC ID N.°: 18
(concatenado 582), SEC ID N.°: 19 (concatenado 714), SEC ID N.°: 20 (concatenado 678), SEC ID N.°: 21
(concatenado 123), SEC ID N.°: 22 (construccion concatenada 375), SEC ID N.°: 23 (concatenado 168), SEC ID N.°:
24 (concatenado 245), SEC ID N.°: 25 (concatenado 12367845) y SEC ID N.°: 26 (concatenado 375168).

4. La molécula de acido nucleico del punto 1, confiriendo dicha molécula de acido nucleico resistencia a un
patégeno de plantas en una planta que expresa dicha molécula de acido nucleico.

5. La molécula de acido nucleico del punto 1, en la que dicha molécula de acido nucleico esta unida de forma
funcional a un promotor, en el que el promotor es opcionalmente un promotor regulado por el desarrollo, especifico
de organulo, especifico de tejido, constitutivo o especifico de célula y/u opcionalmente es inducible por uno o mas
agentes externos.

6. La molécula de acido nucleico del punto 1, en la que dicha molécula de acido nucleico es ADN o ARN.

7. Un vector que comprende la molécula de acido nucleico del punto 1, en el que la molécula de acido nucleico
esta opcionalmente unida de forma funcional en una orientacién con sentido traducible, con sentido no traducible, o
anti-sentido a un promotor.

8. Una célula que comprende el vector del punto 7, en la que dicha célula es opcionalmente una célula bacteriana
o vegetal.

9. Una planta o componente vegetal que comprende la molécula de acido nucleico del punto 1 o el vector del
punto 7.

10. La planta o componente vegetal del punto 9, en el que dicha planta es una dicotiledonea, en el que dicha
dicotiledonea es opcionalmente una planta de uva y en el que dicha planta de uva es opcionalmente un miembro del
género Vitis.

11. La planta o componente vegetal del punto 10, en el que dicho componente vegetal es una uva, embrion
somatico, injerto, o portainjertos.

12.  Un procedimiento para potenciar la resistencia a un patégeno de plantas en una planta, comprendiendo dicho
procedimiento:

(a) proporcionar una célula vegetal que expresa la molécula de acido nucleico del punto 1;y

(b) regenerar una planta o componente vegetal a partir de dicha célula vegetal, en el que dicho acido nucleico
se expresa en dicha planta y en el que dicha planta tiene resistencia potenciada a un patégeno de plantas
en comparaciéon con una planta no transformada correspondiente, en el que dicha planta es
opcionalmente una dicotiledénea, en el que dicha dicotiledénea es opcionalmente una planta de uva,
preferentemente un miembro del género Vitis y en el que dicho patégeno de plantas es opcionalmente un
virus, preferentemente un virus del entrenudo corto infeccioso de la vid.

13. Un procedimiento para aumentar la resistencia a enfermedad virica en una célula de planta de uva,
comprendiendo dicho procedimiento transformar dicha célula de planta de uva con una molécula de acido nucleico
de acuerdo con el punto 1, en el que la expresion de dicho acido nucleico en dicha célula de planta de uva aumenta
la resistencia de dicha célula de planta de uva a enfermedad virica y en el que dicha enfermedad virica es
opcionalmente un virus del entrenudo corto infeccioso de la vid y en el que dicho procedimiento opcionalmente
comprende ademas propagar una planta de uva a partir de dicha célula vegetal.
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14. El procedimiento de los puntos 12 o 13, en el que dicho componente vegetal es una uva, embrién somatico,
injerto, o portainjertos.

15. La planta de uva de cualquiera de los puntos 9-11, en la que la expresion de dicho acido nucleico en dicha
célula de planta de uva aumenta la resistencia de dicha célula de planta de uva a enfermedad virica, en la que dicha
enfermedad virica es opcionalmente enfermedad del entrenudo corto infeccioso de la vid.

En otros aspectos mas, la memoria descriptiva presenta una planta o componente vegetal que incluye las moléculas
de acido nucleico o vectores mencionados anteriormente. Dichas plantas incluyen monocotiledéneas o
dicotiledoneas. Plantas ejemplares utiles en la invencién incluyen uva, frambuesa, fresa, cereza, lupulo, grosella
negra, grosella, sauco, ruibarbo, lechuga, tomate, pepino, apio, narciso, o forsitia. Modos de realizacion de dichas
plantas son plantas de uva y componentes vegetales de uva tales como un fruto de uva, un embrién somatico, un
injerto, o un portainjertos.

En otro aspecto, la memoria descriptiva presenta un procedimiento para potenciar la resistencia un patégeno de
plantas en una planta, incluyendo el procedimiento: (a) proporcionar una célula vegetal que expresa cualquiera de
las moléculas de acido nucleico o combinaciones descritas en el presente documento o vectores descritos en el
presente documento; y (b) regenerar una planta o componente vegetal a partir de la célula vegetal, en el que las
moléculas de acido nucleico se expresan en la planta y en el que la planta tiene resistencia potenciada a un
patégeno de plantas en comparacion con una planta no transformada correspondiente. En un modo de realizacion,
el procedimiento proporciona resistencia potenciada a un virus tal como GFLV o el virus del mosaico del arabis
(ArMV). En otros modos de realizacion, los procedimientos proporcionan resistencia potenciada a GFLV o ArMV en,
por ejemplo, uva, frambuesa, fresa, cereza, lupulo, grosella negra, grosella, sauco, ruibarbo, lechuga, tomate,
pepino, apio, narciso y forsitia. En otro modo de realizacion, los procedimientos proporcionan resistencia potenciada
a GFLV en plantas de uva.

En otros modos de realizacién, cualquiera de las moléculas de acido nucleico mencionadas anteriormente o
cualquiera de los vectores mencionados anteriormente incluyen un transgén encontrado en la vid transgénica. En
otros modos de realizaciéon mas, la molécula de acido nucleico se expresa en una orientacién con sentido o anti-
sentido. En otros modos de realizacién mas, dichas moléculas de acido nucleico o dichos vectores se expresan
como una secuencia con sentido no traducible (es decir, no traducida en una proteina porque la molécula de acido
nucleico o vector tiene, por ejemplo, un codén de inicio fuera de la fase de lectura estando el resto del ARNm fuera
de fase).

En consecuencia, en otro aspecto mas, la memoria descriptiva presenta un procedimiento para potenciar la
resistencia a enfermedad virica en una célula de planta de uva, incluyendo el procedimiento transformar la célula de
planta de uva con cualquiera de las moléculas de acido nucleico o combinaciones descritas en el presente
documento o vectores descritos en el presente documento, en el que la expresion del acido nucleico en la célula de
planta de uva aumenta la resistencia de la célula de planta de uva a enfermedad virica. En un modo de realizacion,
el procedimiento incluye adicionalmente propagar una planta de uva a partir de la célula vegetal. Células vegetales
de uva ejemplares incluyen células del fruto, células de injerto, o células de portainjertos. Y de nuevo, el
procedimiento es util para potenciar la resistencia de una planta de uva a enfermedad del entrenudo corto infeccioso
de la vid.

En otro aspecto mas, la memoria descriptiva presenta una una planta de uva o tejido vegetal de uva que incluye
cualquiera de las moléculas de acido nucleico mencionadas anteriormente o cualquiera de los vectores
mencionados anteriormente, en el que la expresion del acido nucleico o vector en la célula de planta de uva
aumenta la resistencia de la célula de planta de uva a enfermedad virica.

En otro aspecto, la memoria descriptiva presenta un producto derivado de una planta de uva transformada con
cualquiera de las moléculas de acido nucleico mencionadas anteriormente o cualquiera de los vectores
mencionados anteriormente. En algunos modos de realizacion, el producto es un producto alimenticio (por ejemplo,
mermeladas, pasas, pulpa de uva, una bebida tal como un vino o zumo, o un agente quimico tal como resveratrol).

Los procedimientos descritos en el presente documento son Utiles para proporcionar resistencia o tolerancia a
enfermedades o ambas en una diversidad de vides (por ejemplo, Vitis spp., hibridos de Vitis spp. y todos los
miembros de los subgéneros Euvitis y Muscadinia) a patégenos viricos (por ejemplo, GFLV), incluyendo variedades
de cultivo de injerto y portainjertos. Variedades de cultivo de injerto ejemplares incluyen, sin limitacion, aquellas que
se mencionan como uvas de mesa o pasas Yy aquellas usadas en la produccién de zumo y vino tales como Cabernet
Franc, Cabernet Sauvignon, Chardonnay (por ejemplo, CH 01, CH 02, CH Dijon), Merlot, Pinot Noir (PN, PN Dijon),
Semillon, White Riesling, Lambrusco, Thompson sin semillas, Autumn sin semillas, Niagrara sin semillas y Seval
Blanc. Las variedades de cultivo de portainjertos que son utiles en la invencion incluyen, sin limitacion. Vitis rupestris
Constantia, Vitis rupestris St. George, Vitis California, Vitis girdiana, Vitis rotundifolia, Vitis rotundifolia Carlos, Richter
110 (Vitis berlandieri x rupestris; “110R”), 101-14 Millarder et de Grasset (Vitis riparia x rupestris; “101-14 Mgt”),
Teleki 5C (Vitis berlandieri x riparia), Courderc 3309 (Vitis riparia x rupestris; “C3309”), Riparia Gloire de Montpellier
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(Vitis riparia), 5BB Teleki (seleccion Kober, Vitis berlandieri x riparia), SO, (Vitis berlandieri x rupestris), 41B Millardet
(Vitis vinifera x berlandieri), Ramsey (Vitis champinii), K5140 (Vitis champinii x Vitis riparia) y 039-16 (Vitis vinifera x
Muscadinia).

La invencion también presenta frutos, injertos, portainjertos, embriones somaticos o cigoticos, células, o semillas que
se producen a partir de cualquiera de las plantas transgénicas o componentes vegetales descritos en el presente
documento.

Preferentemente, la vid util en la invencion es un miembro del género Vitis; y el componente de vid es un fruto, un
embrion somatico, un injerto, un portainjertos, o un bloque madre. En otros modos de realizacion, la enfermedad del
entrenudo corto infeccioso es enfermedad del entrenudo corto infeccioso de la vid causada por un nepovirus de la
uva. En otros modos de realizacion mas, el nepovirus es un GFLV o un ArMV.

En otro aspecto, la memoria descriptiva presenta un vifiedo que incluye tres o mas vides o componentes de vid
transgénicos cada uno de los cuales expresa una o mas de las moléculas de acido nucleico descritas en el presente
documento, en el que la molécula de acido nucleico aumenta la resistencia de las vides o componentes de vid
transgénicos en el vifiedo a enfermedad del entrenudo corto infeccioso de la vid.

La invencion también presenta injertos, portainjertos, embriones somaticos o cigéticos, células, o semillas que se
producen a partir de cualquiera de las vides o componentes de vid transgénicos descritos en el presente documento.
La invencion también incluye una célula de uva que se ha transformado con una molécula de acido nucleico que se
posiciona para expresion por unién funcional del transgén a una region de control de la expresion de plantas que
proporciona resistencia a un patégeno virico. Dichas células de uva después se usan para generar portainjertos,
injertos, embriones somaticos, o semillas usando procedimientos que se conocen en la técnica (por ejemplo, los
descritos en el presente documento).

Por “molécula de acido nucleico” se entiende una molécula, por ejemplo, ARN o ADN, que tiene una secuencia de
dos o mas nucledtidos de origen natural o modificados, unidos covalentemente. La molécula de acido nucleico
puede ser, por ejemplo, mono- o bicatenaria y puede incluir nucleétidos modificados o no modificados, o mezclas o
combinaciones de los mismos. También se incluyen diversas sales, sales mixtas y formas acidas libres.

Por “fragmento de acido nucleico” se entiende un segmento contiguo de una molécula de acido nucleico. La longitud
de un segmento de acido nucleico puede variar desde al menos un par de bases (por ejemplo, al menos 10, 20, 30,
40, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 105, 110, 115, 120, 125, 130, 135, 140, 145, 150, 155, 160, 165, 170, 175, 180, 185,
190, 195, 200, 210, 220, 230, 240, 250, 260, 270, 280, 290, 300, 330, 350, 400, 450, 500, 700, 1000, 1500, o 2000
pares de bases) hasta la longitud completa de la molécula de acido nucleico. Cuando se menciona en el presente
documento que una molécula de acido nucleico tiene mas de un fragmento de acido nucleico, se entiende que estos
fragmentos de acido nucleico ocupan partes no solapantes de la molécula de acido nucleico.

Por “identidad de secuencia” se entiende (en el contexto de comparacion de la secuencia de una molécula de acido
nucleico o un fragmento de acido nucleico con una secuencia de referencia) que la molécula de acido nucleico o
fragmento de acido nucleico tiene la misma secuencia que la secuencia de referencia o tiene un porcentaje
especificado de nucledtidos que son iguales en las localizaciones correspondientes dentro de la secuencia de
referencia cuando la secuencia de longitud completa de la molécula de acido nucleico o fragmento de acido nucleico
se alinea de forma 6ptima con la longitud completa de la secuencia de referencia. Dentro de este contexto, el
porcentaje de nucledtidos que son iguales entre dos secuencias se calcula con referencia a la longitud de la
secuencia mas larga. La identidad de secuencia puede calcularse entre ADN y ADN, ARN y ARN, o ADN y ARN.
Cuando se calcula una identidad de secuencia entre ADN y ARN, se aprecia bien en la técnica que los restos de
timidina son equivalentes a los restos de uracilo para los propésitos de este calculo. Ademas, se aprecia bien en la
técnica que si el porcentaje de identidad de secuencia de la secuencia complementaria inversa con la secuencia de
referencia es mayor que el de la secuencia directa, entonces el porcentaje de identidad de secuencia es la cantidad
primera. Se puede usar el algoritmo de Needleman-Wunsch, por ejemplo, para determinar la identidad de secuencia
en base a alineaciones globales 6ptimas. Estan disponibles al publico programas informaticos para determinar la
identidad de secuencia de acidos nucleicos en, por ejemplo, el sitio web del European Bioinformatics Institute
(EMBL-EBI). Por ejemplo, en la siguiente alineacién global de secuencia entre el fragmento 1 de GFLV y el
Concatenado 714,
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Fragmento1 1 V]
Concatenado714 1 GGATCCAGAAGAAATTGAGATIGGTTCTCGTTTCTICGATTTCACTTCGA 50
Fragmento1 1 0
Concatenado714 51 ATACTTGTAGGGTATCTATGGGTREAAAATCCGTTTCCTGCAATGATTGCC 100
Fragmento1 1 ggtaccaga 9
Concatenado714 101 mcnmwmcmmTt;GTccc;cccccrcmccsmcsncééql-;érl:;g\ 150
Fragmento1 10 tgaattgtgctttccatatcctgatccoctaageageoceogeocatcoecttageg 59
(SRR RN R RN R R RN R RN AR R RN RN RRRR RN
Concatenado714 151 TEAATTCTGCTTTCCATATCCTEATCCTAAGCAGCCCGCCATCCTTAGCS 200
Fragmento1 60 cagaggatgaacgccttaagggaacgatccatgaaggatacactecgtta 109

RN R RN R AR R R AR R RN AR RN RN RN AR AR
Concatenado714 201 CAGAGGATGAACGCCTTAAGGGAACGATCCATGAAGGATACACTCCGTTA 250

Fragmento1 110 agggatggecatgaagaagtttgctgagecaatgtateotgeotagaggaaaa 158
AR AR R NN R R RN R N R AR R R R RN A RN RN R

Concatenado714 251 AGGGATGGCATGAAGAAGTTTGCTGAGCCAATGTATCTGCTAGAGGARAR 300

Fragmento1 160 actactcgatgaagttgecaggtgacatggttcagacgtggtatga 204

FEETERTEE e bbb e E e reert
Concatenado714 301 ACTACTCGATCAAGTTGCAGGTGACATGGTTCAGACGTGETATGACTCGA 350

Fragmento 205 204
Concatenado714 351 GACCGGACCCCAGCTCCCTACTTTAGGGCTGTIGGGGCTTTTGCACCAAC 400
Fragmento1 205 204

Concatenado714 401 CCGGTCCGAGTTTETICGEGCCATTGTGEGAAAGGCTCACCCGEOTACGEE 450
Fragmento1 205 204

Concatenado714 451 AGGAGTCGAGAGCTGCGGCACTCTTTGCCGAATTGCCAGGATCC 494

estas dos secuencias tienen un 43 % de identidad de secuencia porque se alinean 204 pares de bases de 494 pares
de bases (la longitud de la secuencia mas larga).

Por “sustancialmente idéntica” se entiende (en el contexto de comparacién de la secuencia de una molécula de
acido nucleico o un fragmento de acido nucleico con una secuencia de referencia) que las secuencias tienen una
identidad de secuencia, calculada usando procedimientos descritos anteriormente, de al menos el 85 % (por
ejemplo, al menos el 85 %, 87 %, 90 %, 92 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 %, o 100 %).

Por “resistencia potenciada a un patégeno de plantas” se entiende un nivel mayor de resistencia a un patégeno (por
ejemplo, un virus tal como un GFLV o un ArMV) en una planta transgénica (o componente o célula vegetal, semilla,
o embriéon somatico de la misma) que el nivel de resistencia respecto a una planta de control (por ejemplo, una
planta no transgénica). En un modo de realizacion, el nivel de resistencia a un patégeno en una planta transgénica
es de al menos un 5 a un 10 % (y preferentemente un 20 %, 30 %, o 40 %) mayor que la resistencia de una planta
de control. En otros modos de realizacion, el nivel de resistencia al patégeno es un 50 % mayor, 60 % mayor y mas
preferentemente incluso un 75 % o0 90 % mayor que una planta de control; siendo lo mas preferido hasta el 100 % de
resistencia en comparacion con una planta de control. El nivel de resistencia se mide usando procedimientos
convencionales. Por ejemplo, el nivel de resistencia a enfermedad del entrenudo corto infeccioso puede
determinarse comparando elementos y caracteristicas fisicas (por ejemplo, altura y peso de la planta, o comparando
sintomas de enfermedad, por ejemplo, desarrollo retardado de lesiones, tamafio reducido de las lesiones,
marchitamiento y enrollamiento de las hojas, moteado y necrosis de las hojas, deformidad de las cafas, cantidad de
entrenudos, anillos en mosaico en las hojas y decoloracion de las células) de vides transgénicas. La infectividad de
un nepovirus de la uva (por ejemplo, un GFLV o un ArMV) también puede controlarse usando, por ejemplo, ELISA
convencional, o cualquier procedimiento divulgado en el presente documento.
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Por “unido de forma funcional” se entiende que un gen y una o mas secuencias reguladoras estan conectados de tal
forma que permita la expresion génica cuando se unen las moléculas apropiadas (por ejemplo, proteinas activadoras
de las transcripcion) a la una o mas secuencias reguladoras.

Por “célula vegetal” se entiende cualquier célula con auto-propagacion unida por una membrana semi-permeable y
que contiene un plastido. Una célula vegetal, como se usa en el presente documento, se obtiene de, sin limitacion,
semillas, cultivos en suspensién, embriones, regiones meristematicas, tejidos de callo, protoplastos, hojas, raices,
brotes, embriones somaticos y cigéticos, asi como de cualquier parte de un tejido u érgano reproductor o vegetativo.

Por “componente vegetal’ se entiende una parte, segmento, u érgano obtenido de una planta o célula vegetal
intacta. Componentes vegetales ejemplares incluyen, sin limitacion, embriones somaticos, frutos, hojas, frutos,
injertos y portainjertos.

Como se usa en el presente documento, una molécula de acido nucleico, sea una molécula de origen natural u otra
cosa, puede estar “sustancialmente purificada”, si se desea, lo que se refiere a una molécula separada de
sustancialmente todas las demas moléculas normalmente asociadas con ella en su estado nativo. Mas
preferentemente una molécula sustancialmente purificada es la especie predominante presente en una preparacion.
Una molécula sustancialmente purificada puede estar mas de un 60 % libre, preferentemente un 75 % libre, mas
preferentemente un 90 % libre y lo mas preferentemente un 95 % libre de las demas moléculas (excluyendo el
disolvente) presentes en la mezcla natural. La expresién “sustancialmente purificada” no pretende abarcar moléculas
presentes en su estado nativo.

Como se ha analizado anteriormente, los autores de la invencion describen moléculas de acido nucleico utiles para
proporcionar vides transgénicas con resistencia contra la enfermedad del entrenudo corto infeccioso de la vid
causada por el virus, virus del entrenudo corto infeccioso de la vid. En consecuencia, como hay pocas alternativas
para controlar el virus del entrenudo corto infeccioso de la vid en uvas, la invenciéon proporciona varios avances
importantes y ventajas para los viticultores. La invencion, por ejemplo, facilita un medio eficaz y econdémico para la
protecciéon contra la enfermedad del entrenudo corto infeccioso de la vid y otras enfermedades inducidas por
nepovirus de la uva. Dicha proteccion reduce o minimiza la necesidad de practicas quimicas tradicionales (por
ejemplo, fumigacion del suelo) tipicamente usadas por los viticultores para controlar la propagacion de un nepovirus
de la uva y proporciona proteccion contra estos patégenos causantes de enfermedad. Ademas, como las plantas de
uva que expresan dichas secuencias de nepovirus de la uva son menos vulnerables a infeccién por nepovirus de la
uva y la enfermedad del entrenudo corto infeccioso, la invencion proporciona adicionalmente una eficacia
aumentada de produccion, asi como mejoras en la calidad, color, aroma y cosecha de uvas. Ademas, como la
invencion reduce la necesidad de proteccion quimica contra patégenos de la vid, beneficia al entorno donde estan
plantados los vifiedos. La invencion también se puede usar para proporcionar proteccion contra otras enfermedades
causadas por nepovirus (por ejemplo, virus del mosaico del Arabis) en, por ejemplo, frambuesa, fresa, cereza,
lupulo, grosella negra, grosella, sauco, ruibarbo, lechuga, tomate, pepino, apio, narciso y forsitia.

Otras caracteristicas y ventajas de la invencion seran evidentes a partir de la siguiente descripciéon de los modos de
realizacion preferidos de la misma y a partir de las reivindicaciones.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

Figura 1: Muestra dos ARN gendémicos de GFLV. Las regiones de conservacion identificadas por el analisis de
secuencia de GFLV se muestran en negro. Los circulos indican agrupaciones de estas regiones en los 8 fragmentos
elegidos de acido nucleico. El dibujo no esta a escala.

Figura 2: Muestra valores de absorbancia de DAS-ELISA para GFLV en plantas Nicotiana benthamiana agro-
infiltradas con i) sin construccion, ii) construccion concatenada 582, o iii) una construccion del gen de la proteina de
cubierta traducible (CP). Las plantas se inocularon mecanicamente con GFLV (Virus) o no (sin virus).

DESCRIPCION DETALLADA

Las moléculas purificadas de acido nucleico, vectores, células, plantas, componentes vegetales, productos y
procedimientos de la presente invencion se refieren a la protecciéon de plantas (por ejemplo, plantas de uva) contra
enfermedades de plantas causadas por virus de plantas (por ejemplo, GFLV y el ArMV serolégicamente
relacionado). A continuacion se proporcionan detalles adicionales de la invencion.

Nepovirus

Nepovirus es un género de virus de la familia Comoviridae que se transmiten por nematodos. Los nepovirus se
clasifican como virus de tipo IV segun el sistema de Baltimore; es decir, tienen un genoma de ARN, monocatenario,
de dos partes. Estos dos segmentos del genoma de ARN, ARN1 y ARN2, estan encapsulados por separado en
particulas viricas icosaédricas. ARN1, de aproximadamente 8.000 pares de bases de longitud, codifica genes
importante para la replicacion del virus (por ejemplo, ARN polimerasa dependiente de ARN). ARN2, entre 4000 a
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7000 pares de bases de longitud, tiene genes que codifican la proteina de Movimiento y la proteina de Cubierta y es
importante para la transmision célula-célula del virus. Cada ARN tiene una extension poli(A) 3'. Se incluyen en el
género de nepovirus el virus del mosaico del arabis (ArMV) y el virus del entrenudo corto infeccioso de la vid (GFLV).

Virus del entrenudo corto infeccioso de la vid

El virus del entrenudo corto infeccioso de la vid es un patégeno de la vid que puede propagarse sobre largas
distancias en el suelo y entre nematodos de plantas. Un vector para la enfermedad es el nematodo Xiphinema index.
El virus también puede transmitirse por siembra e injerto. La enfermedad del entrenudo corto infeccioso de la vid es
una enfermedad virica generalizada de la vid, causada por GFLV, que se encuentra en todas las regiones de cultivo
de vides. Vitis spp. es un huésped natural principal de la enfermedad del entrenudo corto infeccioso de la vid. La
enfermedad del entrenudo corto infeccioso de la vid se caracteriza por malformaciones de las hojas y cafias y por
diversos tipos de decoloraciones foliares del follaje (por ejemplo, moteado, amarilleamiento, manchas anulares,
patrones de lineas). Se reducen los racimos de uvas en cantidad y tamafio y los frutos pierden dulzor y acidez. Las
pérdidas en cultivo debido a la enfermedad del entrenudo corto infeccioso de la vid pueden ser muy altas (de hasta
el 90 %). La propagacion local del virus es dificil de controlar. El virus persiste en las raices de vides alzadas y
puede permanecer en vectores de nematodo durante varios meses. El control de los vectores por fumigacion del
suelo es dificil e ineficaz y otras estrategias tales como barbecho prolongado, rotacién de cultivos, laboreo y control
de malezas son igualmente ineficaces.

Virus del mosaico del arabis

El virus del mosaico del arabis, también conocido como el virus del enanismo amarillo de la frambuesa o el virus del
mosaico del ruibarbo, esta serolégicamente relacionado con GFLV. ArMV se encuentra en muchas especies de
plantas monocotiledoneas y dicotiledoneas. Se ha demostrado que provoca enanismo amarillo en frambuesa,
arrugamiento en mosaico y amarillo en fresa, moteado atrofiado en pepino, atrofia clorética en lechuga, atrofia y
necrosis en apio, tejido amarillo en forsitia y mosaico en ruibarbo. ArMV también se encuentra en muchas otras
plantas incluyendo uva, cereza, grosella negra, grosella, sauco, tomate, narciso, remolacha azucarera, lupulo,
rabano picante, Narcissus, rosa, Sambucus nigra, Ligustrum vulgare y trébol blanco. Vectores para ArMV incluyen
los nematodos que habitan el suelo, independientes, Xiphinema diversicaudatum y Xiphinema coxi.

Metodologia

Analisis de informacion de secuencia de GFLV

Los autores de la invencion han analizado la informacion de secuencia del genoma de GFLV y se han identificado
tramos de secuencia que pueden incorporarse en construcciones transgénicas para proporcionar resistencia a una
amplia gama de variantes de GFLV. El analisis de los autores de la invencion provoco la identificacion de regiones
del genoma que poseen altos niveles de conservacion a nivel de nucledtidos. Las busquedas de los autores de la
invencion se centraron en la variacion de nucleotidos individuales. Se eligieron solamente regiones del genoma de al
menos 20 pb de longitud que contenian mas de un 95 % de conservacion de mas del 85 % de los nucledtidos
individuales. La conservacion dentro del ARN gendmico ARN2 se determin6 a través de alineacion de toda la
informacion de secuencia disponible de GFLV usando el algoritmo ClustalX e identificacién de posiciones de
nucledtidos en las que el nucledtido dominante estaba presente el 95 % de las veces. La conservacion del gen de la
ARN polimerasa dependiente de ARN (RdRp) en el ARN genémico ARN1 se determind por alineacion de la
informacion de secuencia de GFLV disponible con el nepovirus ArMV muy relacionado e identificacion de regiones
de conservacion usando la misma metodologia descrita anteriormente. Las regiones conservadas identificadas
usando estos procedimientos, como se ilustra en la Figura 1, se utilizaron para desarrollo de construcciones
posterior.

Disefio de construcciones transgénicas

Después del andlisis de secuencia de GFLV en el que se identificaron tramos conservados de nucleétidos de GFLV,
estos tramos se agruparon en ocho regiones mas grandes (rodeadas con circulo en la Figura 1). Estas ocho
regiones se muestran en la Tabla 1.

Tabla 1: Ocho regiones de ARN1 y ARN2 identificadas por analisis de secuencia de GFLV asi como su longitud, los
genes de los que se deriva cada region y las regiones mas cortas de conservacion incluidas dentro de cada region.

Region (desde |Longitud |Genes incluidos Regiones conservadas incluidas

el extremo total

5’ de ARN)

4743-4935 nt 193 nt RdRp 4743-4807 nt (65 nt), 4851-4875 nt (25 nt) y
(ARNT) 4903-4935 nt (33 nt)
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5300-5483 nt 184 nt RdRp 5300-5342 nt (43 nt), 5368-5393 nt (26nt) y
(ARNT) 5431-5483 nt (53nt)
5746-6073 nt 328 nt RdRp 5746-5813 nt (68 nt), 5824-5855 (32 nt),
(ARNT) 5868-5920 nt (43 nt) y 6001-6073 nt (73 nt)
582-700 nt 119 nt Proteina Auxiliar (2A) 582-700 nt (119 nt)
(ARN2)
1991-2137 nt 147 nt Proteina de 1991-2021 nt (31 nt) y 2088-2137 nt (50 nt)
(ARNZ2) Movimiento (2B) y de

Cubierta (2C)
2811-2935 nt 125 nt CP (2C) 28111-2874 nt (64 nt) y 2904-2935 nt (32 nt)
(ARN2)
3132-3232 nt 101 nt CP (2C) 3132-3174 nt (33 nt) y 3207-3232 nt (26 nt)
(ARN2)
3531-3757 nt 227 nt CP (2C) y region no 3531-3588 nt (58 nt) y 3692-3757 nt (67 nt)
(ARN2) codificante 3’

Después de la identificacion de estas regiones, se clonaron ocho fragmentos de acido nucleico que abarcaban estas
regiones a partir del ADNc de GFLV. Las secuencias de estos ocho fragmentos de acido nucleico se dan a

continuacion:

Fragmento 1

GGTACCAGAT
AGAGGATGAA
GRAGAAGTTT
TGACATGGTT

Fragmento 2

CTTGTTGAGA
GCCTTGTCAA
AGCTGAACTC
GGAGCARATT

Fragmento 3

TACCTATGGT
CGATGCTCTG
GCTCTCTTTCC
TGTTAGAAGC
TTTGGTCTAC
TACTGCACTT

Fragmento 4

CCCCAGCTCC
GGGCCATTCT
CCGARTTGCC

(SEC ID N.°: 1)

GAATTGTGCT
CGCCTTARAAGS
GCTGAGCCAR
CAGACGTGGT

(SEC ID N.°: 2)

GTAARNTT
GTGEGCATCA
TCTGATGTCG
TTGAGT

(SEC ID N.°: 3)

GATGATAATG
AALATGCAAA
ACTATTCCAG
TCTGGGGETA
ATCAGARGTG
GTCGAGCTTT

(SEC ID N.%: 4)

CTACTTTAGG
GGAAAGGCTC
b

TTCCATATCC
GAACGATCCA
TGTATCTGCT
ATGA

TGTCTTTTTC
ATCCTTATAG
CATACAATTG

TCTTCACTGT
TGECARAGCT
CCCGTCCACT
TGATARATGC
ATGGCTCAGH
ATCTACATGG

GCTGTTGGGG
ACCCGGCTAC

TGATCCTAAG
TGARGGATAC
AGAGGAAALA

CCGCCTACTG
TCGCGAATGE
TGATTATAAG

GGCACAATCT
TGGGGTAACT
GCTGCRATTA
GCCTTTGGAR
CATGTTCECAG
TGA

CTTTTGCACC
GGGAGGAGTC

CAGCCCGCCA
ACTCCGTTAA
CTACTCGATS

ATGAAGAAGA
ACCGATTTGT
GCTTTTGATG

GTCATGCAGT
ATTACTGATG
GAGTTTTTGH
ARRTTATCAR
ARPCTATTGGE

ARCCCGGTCC
GAGAGCTGCG

TCCTTAGCGC
GGGATGGCAT
AAGTTGCAGG

GAGGCCACCT
ATCACCGCTT
GCCTAATTAC

ATTTTACTGG
GGARAGATAA
ARCGTGGATT
TAATGAGTTC
ACAATGTTAR

GAGTTTGTTC
GCRCTCTTTG
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Fragmento 5

TGATAGRARC
AGSGCTAGCC
GGGCACCCTG

Fragmento 6

TTAGTGAGTG
ATGTGGARGA
CCAGATTGCT

Fragmento 7
BCAAGABATT
TATGGGTGAA

Fragmento 8

TTTAGCTTTT
TCGACTTTAAR
TATARTTTGT
ACAGTGTGTT

ES 2567104 T3

(SEC ID N.: 5)

GTTCGATCTTC
GECAGAGGAG
ARTATACGTG

CTCAACTTGA
TAATCTACAT
ATARTGATCTC

(SEC ID N.2: 6)
GAMCGGGACC ACTATGGACT

GGRCGGAAGT TTTGARGTAR
TGCTGGTCAR AGTCAG

(SECIDN.2: 7)

GAGATTGGTT CTCGTTTICTT
AATCCGTTTG CTGCAATGAT

(SEC IDN.%: 8)

ATGGTAGALC
AGACCCAAGT
TTTAACTTGT
GTTTGTCCTT

CAGTTTCCCA
GTATATATGT
TTTCCGCTTT
TCGNACACACT

GGCTGAGCCC
TCCCALGGAT
AGACTTCAAG

GGAATGARAACT
AGATTCGCTC

CGATTTCACT
TGCCTGCCAT

GTCTAGTGAT
GTTTTGTCAG
TGTGTGTTTA
TGCCTACTTC

AGACTGAGCT
TGCCAGGCAR

TTTTAAGTAT
TCCATATCAC

TCGAATACTT
GGATTGCATA

ACGTAGATAT
TAGCATGTAT
GTTTCATGCT
CACCCARRAID

CARCCGCTGAG
ATAGATACTT

CCCGGGEGTGT
CGAACTCCTG

GTAGGGTATC
GTGGT

CTAGGGTATC
TATTTTGTGT
TTTAGTGGCG
GATTTTTCCT

TTCTTTTTRAC TG

Se uso reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) para amplificar estos fragmentos de acido nucleico a partir del
ADNc de GFLV F13. Los fragmentos de acido nucleico amplificados posteriormente se ligaron en diversos
concatenados, con la intencion de combinar regiones conservadas de multiples genes (incluyendo la ARN
polimerasa dependiente de ARN, proteina auxiliar, proteina de movimiento y proteina de cubierta) dentro del
genoma de GFLV para proporcionar resistencia contra diversas variantes de GFLV (es decir, para posibilitar
resistencia de amplio espectro), volviendo para una cepa GFLV individual mas dificilimutar para superar la resistencia
proporcionada por transgenes derivados de estos fragmentos de acido nucleico. .

Los fragmentos de acido nucleico de GFLV pueden concatenarse de diversos modos. En un ejemplo de trabajo, se
concatenan dos fragmentos de acido nucleico sustancialmente idénticos a los fragmentos 1-8 (por ejemplo,
fragmento 1 + fragmento 2, fragmento 5 + fragmento 8, o fragmento 4 + fragmento 7) sin ninguna secuencia
intermedia entre los fragmentos de acido nucleico. De forma alternativa, los dos fragmentos de acido nucleico se
concatenan con uno o mas pares de bases (por ejemplo, 5, 10, 20, 50, 100, 200, 500, o 1000 pares de bases) de
secuencias intermedias entre los fragmentos de acido nucleico. La longitud y composicion de secuencia intermedia
entre dos fragmentos cualesquiera de acido nucleico de estos concatenados pueden variar de acuerdo con técnicas
de ligamiento de acidos nucleicos conocidas en la técnica. Los presentes concatenados también pueden tener
secuencias flanqueantes de uno o mas pares de bases (por ejemplo, 5, 10, 20, 50, 100, 200, 500, o 1000 pares de
bases) en uno o ambos lados de los fragmentos de acido nucleico. Los fragmentos de acido nucleico pueden
orientarse cada uno, independientemente, en una orientacion con sentido o anti-sentido (por ejemplo, con
sentido/con sentido, con sentido/anti-sentido, anti-sentido/con sentido, o anti-sentido/anti-sentido).

En otro ejemplo de trabajo, se concatenan tres fragmentos de acido nucleico sustancialmente idénticos a los
fragmentos 1-8 sin ninguna secuencia intermedia entre estos fragmentos de acido nucleico. De forma alternativa, los
tres fragmentos de acido nucleico pueden tener uno o mas pares de bases (por ejemplo, 5, 10, 20, 50, 100, 200,
500, o 1000 pares de bases) de secuencia intermedia entre dos fragmentos de acido nucleico consecutivos
cualesquiera. Estos concatenados también pueden tener uno o mas pares de bases (por ejemplo, 5, 10, 20, 50, 100,
200, 500, o 1000 pares de bases) de secuencia flanqueando uno o ambos lados de los fragmentos de acido
nucleico. Cada fragmento de acido nucleico en la concatenacion puede tener un porcentaje de identidad de
secuencia con los fragmentos 1-8 SEC ID N.°: 1-8 que varia independientemente de los de otros fragmentos de
acido nucleico en el concatenado.

Se describen moléculas ejemplares de acido nucleico que tienen tres fragmentos de acido nucleico sustancialmente
idénticos a los fragmentos 1-8 en los siguientes concatenados. Como se usa en el presente documento, el nombre
de cada concatenado es un conjunto de digitos correspondientes, en orden, a los fragmentos de acido nucleico
presentes en el concatenado. Por ejemplo, el concatenado 463 incluye fragmento 4, fragmento 6 y fragmento 3, en
ese orden.

10



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2567104 T3

Concatenado 463 (SEC ID N.°: 17)

GGATCCCCCCAGCTCCCTACTTTAGGGCTGTTGGGGCTTTTGCACCAACCCGGTCCGAGTT
TGTTCGGGCCATTGTGGAAAGGCTCACCCGGCTACGGGAGGAGTCGAGAGCTGCGGCACT
CTTTGCCGAATTGCCAGGGCCCTTAGTGAGTGGAACGGGACCACTATGGACTGGAATGAA
CTTTTTAAGTATCCCGGGGTGTATGTGGAAGAGGACGGAAGTTTTGAAGTAAAGATTCGCT
CTCCATATCACCGAACTCCTGCCAGATTGCTTGCTGGTCAAAGTCAGGCGGCCGCTCTAGC
GTCGACTACCTATGGTGATGATAATGTCTTCACTGTGGCACAATCTGTCATGCAGTATTTT
ACTGGCGATGCTCTGAAAATGCAAATGGCAAAGCTTGGGGTAACTATTACTGATGGGAAA
GATAAGTCTCTTTCCACTATTCCAGCCCGTCCACTGCTGGAATTAGAGTTTTTGAAACGTG
GATTTGTTATAAGCTCTGGGGGTATGATAAATGCGCCTTTGGAAAAATTATCAATAATGAG
TTCTTTGGTCTACATCAGAAGTGATGGCTCAGACCTGTTGCAGAAACTATTGGACAGTGTT
AATACTGCACTTGTCCAGCTTTTCTAGCTGGTGAGGATCC

Concatenado 582 (SEC ID N.°: 18)

GGATCCTGATAGAAACGTTGATCTTCCTCAACTTGAGGCTGAGCCCAGACTGAGCTCAACC
GTGAGAGGGCTAGCCGGCAGAGGAGTAATCTACATTCCCAAGGATTGCCAGGCAAATAGA
TACTTGGGCACCCTGAATATACGTGATATGATCTCAGACTTCAAGGGGCCCTTTAGCTTTT
ATGGTAGAACCAGTTTCCCAGTCTAGTGATACGTAGATATCTAGGGTATCTGACTTTAAAA
GACCCAAGTGTATATATGTGTTTITGTCAGTAGCATGTATTATTTTGTGTTATAATTTGTTTT
AACTTGTTITTCCGCTTTTGTGTGTTTAGTTTCATGCTTTTAGTGGCGACAGTGTGTTGTTTG
TCCTTTGGACACACTTGCCTAGTTGGACGCAAAAAGATTTITCCTTTCTTTTTACTGGCGGC
CGCTCTAGCGTCGACCTTGTTGAGAGTAAAATTTTTGTCTTTTTCCCGCCTACTGATGAAGA
AGAGAGGCCACCTGCCTTGTCAAGTGGGCATCAATCCTTATAGTCGCGAATGGACCGATTT
GTATCACCGCTTAGGTGAACTCTCTGATGTCGGATACAATTGTGATTATAAGGCTTTTGAT
GGCCTAATTACGGAGCAAATTTTGAGTGGATCC

Concatenado 714 (SEC ID N.°: 19)

GGATCCAGAAGAAATTCAGATTGGTTCTCGTTTCTTCGATTTCACTTCGAATACTTGTAGG
GTATCTATGGGTGAAAATCCGTTTGCTGCAATGATTGCCTGCCATGGATTGCATAGTGGTG
CGGCCGCTCTAGCGTCGACGGTACCAGATGAATTGTGCTTTCCATATCCTGATCCTAAGCA
GCCCGCCATCCTTAGCGCAGAGGATGAACGCCTTAAGGGAACGATCCATGAAGGATACAC
TCCGTTAAGGGATGGCATGAAGAAGTTTGCTGAGCCAATGTATCTGCTAGAGGAAAAACT
ACTCGATGAAGTTGCAGGTGACATGGTTCAGACGTGGTATGACTCGAGACCGGACCCCAG
CTCCCTACTTTAGGGCTGTTGGGGCTTTTGCACCAACCCGGTCCGAGTTTGTTCGGGCCAT
TGTGGAAAGGCTCACCCGGCTACGGGAGGAGTCGAGAGCTGCGGCACTCTTTGCCGAATT
GCCAGGATCC

Concatenado 678 (SEC ID N.°: 20)

GGATCCTTAGTGAGTGGAACGGGACCACTATGGACTGGAATGAACTTTTTAAGTATCCCGG
GGTGTATGTGGAAGAGGACGGAAGTTTITGAAGTAAAGATTCGCTCTCCATATCACCGAAC
TCCTGCCAGATTGCTTGCTGGTCAAAGTCAGGCGGCCCAGAAGAAATTGAGATTGGTTCTC
GTTTCTTCGATTTCACTTCGAATACTTGTAGGGTATCTATGGGTGAAAATCCGTTTGCTGCA
ATGATTGCCTGCCATGGATTGCATAGTGGTGCGGCCCTTTAGCTTTTATGGTAGAACCAGT
TTCCCAGTCTAGTGATACGTAGATATCTAGGGTATCTGACTTTAAAAGACCCAAGTGTATA
TATGTGTTTTGTCAGTAGCATGTATTATTTTGTGTTATAATTTGTTTTAACTTGTTTTCCGCT
TTTGTGTGTTTAGTTTCATGCTTTTAGTGGCGACAGTGTGTIGTTTGTCCTTTGGACACACT
TGCCTAGTTGGACGCAAAAAGATTTTTCCTTTCTTTTTACTGGGATCC

Concatenado 123 (SEC ID N.°: 21)

GGATCCGGTACCAGATGAATTGTGCTTTCCATATCCTGATCCTAAGCAGCCCGCCATCCTT
AGCGCAGAGGATGAACGCCTTAAGGGAACGATCCATGAAGGATACACTCCGTTAAGGGAT
GGCATGAAGAAGTTTGCTGAGCCAATGTATCTGCTAGAGGAAAAACTACTCGATGAAGTT
GCAGGTGACATGGTTCAGACGTGGTATGACTCGACCTTGTTGAGAGTAAAATTTTITGTCTT
TTTCCCGCCTACTGATGAAGAAGAGAGGCCACCTGCCTTGTCAAGTGGGCATCAATCCTTA
TAGTCGCGAATGGACCGATTTGTATCACCGCTTAGGTGAACTCTCTGATGTCGGATACAAT
TGTGATTATAAGGCTTTTGATGGCCTAATTACGGAGCAAATTTTGAGTCTCGACTACCTAT
GGTGATGATAATGTCTTCACTGTGGCACAATCTGTCATGCAGTATTTTACTGGCGATGCTC
TGAAAATGCAAATGGCAAAGCTTGGGGTAACTATTACTGATGGGAAAGATAAGTCTCTTT
CCACTATTCCAGCCCGTCCACTGUTGGAATTAGAGTTTTTGCGAAACGTGGATTTGTTAGAAG
CTCTGGGGOGTATGATAAATGCGCCTTTGGAAAAATTATCAA TAATGAGTTCTTTGGTCTAC
ATCAGAAGTGATGGCTCAGACATGTTGCAGAAACTATIGGACAATGTTAATACTGCACTTG
TCGAGCTTTATCTACATGGTGAGGATCC
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Concatenado 375 (SEC ID N.°: 22)

GGATCCTACCTATGGTGATGATAATGTCTTCACTGTGGCACAATCTGTCATGCAGTATTTT
ACTGGCGATGCTCTGAAAATGCAAATGGCAAAGCTTGGGGTAACTATTACTGATGGGAAA
GATAAGTCTCTTTCCACTATTCCAGCCCGTCCACTGCTGGAATTAGAGTTTTTGAAACGTG
GATTTGTTAGAAGCTCTGGGGGTATGATAAATGCGCCTTTGGAAAAATTATCAATAATGAG
TTCTTTGGTCTACATCAGAAGTGATGGCTCAGACATGTTGCAGAAACTATTGGACAATGTT
AATACTGCACTTGTCGAGCTTTATCTACATGGTGACTCGAGACCGGCGGGUCCCAGAATAAA
TTGAGATTGGTTCTCGTTTCTTICGATTTCACTTCGAATACTTGTAGGGTATCTATGGGTGAA
AATCCGTTTGCTGCAATGATTGCCTGCCATGGATTGCATAGTGGTGCGGCCGCTCCGGATG
ATAGAAATCGTTGATCTTCCTCAACTTGAGGCTGAGCCCAGACTGACCTCAACCGTGAGAG
GGCTAGCCGGCAAAGGAGTAATCTACTTITCCCAAGGATTGCCAGGCAAATAGATACTTGG
CCACCCTGAATATACGTGATATGATCTCAGACTTCAAGGGATCC

Concatenado 168 (SEC ID N.°: 23)

GGATCCGGTACCAGATGAATTGTGCTTITCCATATCCTGATCCTAAGCAGCCCGCCATCCTT
AGCGCAGAGGATGAACGCCTTAAGGGAACGATCCATGAAGGATACACTCCGTTAAGGGAT
GGCATGAAGAAGTTTGCTGAGCCAATGTATCTGCTAGAGGAAAAACTACTCGATGAAGTT
GCAGGTGACATGGTTCAGACGTGGTATGACTCGAGACCGGCGGGCCCTTAGTGAGTGGAA
CGGGACCACTATGGACTGGAATGAACTTTTTAAGTATCCCGGGGTGTATGTGGAAGAGGA
CGGAAGTTTTGAAGTAAAGATTCGCTCTCCATATCACCGAACTCCTGCCAGATTGCTTGCT
GGTCAAAGTCAGGCGGCCCTTTAGCTTTTATGGTAGAACCAGTTTCCCAGTCTAGTGATAC
GTAGATATCTAGGGTATCTGACTTTAAAAGACCCAAGTGTATATATGTGTTTTGTCAGTAG
CATGTATTATTTTGTGTTATAATTTGTTTTAACTTGTTTTCCGCTTTTGTGTGTTTAGTTTCA
TGCTTTTAGTGGCGACAGTGTGTTGTTTGTCCTTTGGACACACTTGCCTAGTTGGACGCAA
AAAGATTTTTCCTTTCTTTTTACTGGGATCC

Concatenado 245 (SEC ID N.°: 24)

GGATCCCTTGTTGAGAGTAAAATTTTTGTCTTTTTCCCGCCTACTGATGAAGAAGAGAGGC
CACCTGCCTTGTCAAGTGGGCATCAATCCTTATAGTCGCGAATGGACCGATTTGTATCACC
GCTTAGGTGAACTCTCTGATGTCGGATACAATTGTGATTATAAGGCTTTTIGATGGCCTAAT
TACGGAGCAAATTTTGAGTCTCGAGACCGGAGCGGCCCTGGCAATTITGGCAAAGAGTGCC
GCAGCTCTCGACTCCTCCCGTAGCCGGGTGAGCCTTTCCACAATGGCCCGAACAAACTCGG
ACCGGGTTGGTGCAAAAGCCCCAACAGCCCTAAAGTAGGGAGCTGGGGTCCGGATGATAG
AAACGTTGATCTTCCTCAACATGAGGCTGAGCCCAGACTGTGCTCAACCGTGAGAGGGCTA
GCCGGCAGAGGAGTAATCTACATTCCCAAGGATTGCCAGGCAAATAGATACTTGGGCACC
CTGAATATACGTGATATGATCTCAGACTTCAAGGGATCC

Otros ejemplos de trabajo presentan moléculas de acido nucleico que tienen mas de 3 fragmentos de acido nucleico
sustancialmente idénticos a los fragmentos 1-8. Por ejemplo, una molécula de acido nucleico de la presente
invencion puede tener 4 fragmentos de acido nucleico sustancialmente idénticos a los fragmentos 1-8 (por ejemplo,
fragmento 2 + fragmento 4 + fragmento 5 + fragmento 7 o fragmento 3 + fragmento 1 + fragmento 6 + fragmento 1).
En otro ejemplo, una molécula de acido nucleico de la presente invencion puede tener 5 fragmentos de acido
nucleico sustancialmente idénticos a los fragmentos 1-8 (por ejemplo, fragmento 2 + fragmento 4 + fragmento 5 +
fragmento 7 + fragmento 2). En otro ejemplo, una molécula de acido nucleico de la presente invencién puede tener 6
fragmentos de acido nucleico sustancialmente idénticos a los fragmentos 1-8 (por ejemplo, fragmento 3 + fragmento
7 + fragmento 5 + fragmento 1 + fragmento 6 + fragmento 8, como se describe a continuaciéon en el concatenado
375168).

Concatenado 375168 (SEC ID N.°: 25)

GGATCCCAGTAAAAAGAAAGGAAAAATCTTTTTGCGTCCAACTAGGCAAGTGTGTCCAAA
GGACAAACAACACACTGTCGCCACTAAAAGCATGAAACTAAACACACAAAAGCGGAAAAC
AAGTTAAAACAAATTATAACACAAAATAATACCTGCTACTGACAAAACACATATATACACT
TGGGTCTTTTAAGTCAGATACCCTAGATATCTACGTATCACTAGACTGGGAAACTGGTTCT
ACCATAAAAGCTAAAGGGCCGCCTGACTTTGACCAGCAAGCAATCTGGCAGGAGTTCGGT
GATATGGAGAGCGAATCTTTACTTCAAAACTTCCGTCCTCTTCCACATACACCCCGGGATA
CTTAAAAAGTTCATTCCAGTCCATAGTGGTCCCGTTCCACTCACTAAGGGCCCGCCGGTCT
CGAGTCATACCACGTCTGAACCATGTCACCTCGCAACTTCATCGAGTAGTTTTTCCTCTAGC
AGATACATTGGCTCAGCAAACTTCTTCATGCCATCCCTTAACGGAGTGTATCCTTCATGGA
TCGTTCCCTTAAGGCGTTCATCCTCTGCGCTAAGGATGGCGGGCTGCTTAGGATCCCTTGA
AGTCTGAGATCATATCACGTATATTCAGGGTGCCCAAGTATCTATTTGCCTGGCAATCCTT
GGGAATGTAGATTACTCCTCTGCCGGCTAGCCCTCTCACGGTTGAGCTCAGTCTGGGCTCA
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GTCTCAAGTTGAGGAAGATCAACGTTTCTATCATCCGGAGCGGCCGCACCACTATGCAATC
CATGGCAGGCAATCATTGCAGCAAACGGATTTTCACCCATAGATACCCTACAAGTATTCGA
AGTGAAATCGAAGAAACGAGAACCAATCTCAATTTCTTCTGGGCCCGCCGGTCTCGAGTCA
CCATGTAGATAAAGCTCGACAAGTGCAGTATTAACATTGTCCAATAGTTTCTGCAACATGT
CTGAGCCATCACTTCTGATGTAGACCAAAGAATTCATTATTGATAATTTTTCCAAAGGCGC
ATTTATCATACCCCCAGAGCTTCTAACAAATCCACGTITCAAAAACTCTAATTCCAGCAGT
GGACGGGCTGGAATAGTGGAAAGGGACTTATCTCTCCCATCAGTAATAGTTACCCCAAGCT
TTGCCATTTGCATTTTCAGAGCATCGCCAGTAAAATACTGCAGACAGATTGTGCCACAGTG
AAGACATTATCATCACCATAGGTAGGATCC

Otros ejemplos de trabajo mas presentan moléculas de acido nucleico que tienen mas de 6 (por ejemplo, 7, 8, o
mas) fragmentos de acido nucleico sustancialmente idénticos a los fragmentos 1-8. A continuacion se describe un
concatenado que tiene 8 fragmentos de acido nucleico, el concatenado 12367845:

Concatenado 12367845 (SEC ID N.°: 26)

UGOATUCCOUTACCCGATOAATTGTGCTTTCCATATCCTGATCC TAAGCAGCCCGOCATCCTT
AGCGCAGAGGATOAACGCCTTAAGGGAACGATCCATGAAGGATACACTCCG ITAAGGGAT
GGCATGAAGAAGTTTGCTGAGCCAATOTATCTGCTAGAGGAAAAACTACTCGATGAAGTT
GUAGGTGACATGGTTCAGACGTGG TATGACTCGACCTTGTTCGAGAGTAAAATTTTTGTCTT
TTTCCCGOCTACTGATGAAGAAGAGAGGUCACCTGCCTTGTCAAGTGOGCATCAATCCTTA
TAGTCGUGAATGOACCCGATTITGTATCACCGCTTAGOGTGAACTCCCTGATGTCGGATACAAT
TGTGATTATAAGGCTTTTGATGGCCTAATTACGGAGCAAATTTTGAGTCTCGACTACCTAT
GGTOGATGATAATGTCTTCACTGTGGCACAATCTGTCATGCAGTACTTTACTGGCGATGCTC
TCGAAAATOCAAATGGCAAAGCTTGGGGTAACTATTACTGATGGCGAAAGATAAGTCTCTTT
CCACTATTCCAGCCCGTCCACTGCTGOAATTAGAGTTTTTGAAACGTGGATTTGTTAGAAG
CTCTGGOOOGTATGATAAATGCGCCTTTGGAAAAATTATCAATAATGAGTTCTTTGGTCTAC
ATCAGAAGTGATGOCTCAGACATGTTGCAGAAACTATTGGACAATGTTAATACTGCACTTG
TCGAGCTTTATCTACATGGTGACTCGGGACCGGCGGGCCCTTAGTGAGTGGAACGGGACC
ACTATGGACTGGAATGAACTTTTTAAGTATCCOCGGGGTGTATGTGGAAGAGGACGGAAGT
TTTCAAGTAAAGATTICGCTCTCCATATCACCGAACTCCTGCCAGATTGCTTGCTGGTCAAA
GTCAGGCGGCCCAGAAGAAATTGAGATTIGGTTCTCGTTTCTTCGATTTCACTTICGAATACT
TOGTAGGGTATCTATGGGTGAAAATCCGTTTGCTGCAATGATTGCCTGCCATGGATTGUATA
GTGGTGUGOGCCCTTTAGCTTTITATGGTAGAACCAGTTTCCCAGTCTAGTGATACGTAGATA
TCTAGOGOTATCTGGCTTTAAAAGACCCAAGTGTATATATGTGTTTTIGTCAGTAGCATGTAT
TATCTTGTGTTATAATT TGTITTAACTTGTTTTCCGCTTTTGTGTGTITAGTTTCATGCTTTT
AGTGGCGACAGTGIG T IGTTTOTCCTTTGGACACACTTGCCTAGTTGGACGCAAAAAGATT
TTTCCTTTCTTTTTACTGGCGGCCGCTCCGGACCCCAGCTCCCTACTTTAGGGCTGTTGGGG
CTTTTGCACCAACCCGOGTCCGAGTTTGTHICGGGCCATTGTGGAAAGGCTCACCCGGCTACG
GOAGGAGTCGAGAGCTGCGGUACTCTTTGCCGAATTGCCAGGGUCGC TCCGGATGATAGA,
AACGTTGATCTTCCTCAACTTGAGGCTOGAGCCCAGACTGAGCTCAACCGTGAGAGGGCTAG
COGGCAGAGGAGTAATCTACATTCCCAAGGATTGCCAGGCAAATAGATACTTGGGCGCUC
TOGAATATACGTGATATGATCTCAGACTTCAAGGGATCC

En otro ejemplo de trabajo, la molécula de acido nucleico incluye un fragmento de acido nucleico que es
sustancialmente idéntico al concatenado 463, 582, 714, 678, 123, 375, 168, 245, 12367845, 0 375168 (SEC ID N.°:
17-26).

Cualquiera de las moléculas de acido nucleico descritas en el presente documento puede contener mas de una
copia del mismo fragmento de acido nucleico (por ejemplo, fragmento 6 + fragmento 7 + fragmento 7 (es decir, un
concatenado 677)). En algunos modos de realizacion, todos los fragmentos de acido nucleico en la molécula son el
mismo fragmento de acido nucleico (por ejemplo, fragmento 1 + fragmento 1 (es decir, un concatenado 11) o
fragmento 2 + fragmento 2 + fragmento 2 (es decir, un concatenado 222)).

Otras moléculas ejemplares de acido nucleico incluyen, por ejemplo, las SEC ID N.°: 9-16.

Construccién de transgenes de plantas

Cualquiera de las moléculas de acido nucleico mencionadas anteriormente puede expresarse como un transcrito de
ARNmM con sentido traducible o con sentido no traducible o como un transcrito de ARNm anti-sentido por una linea
celular de uva transfectada de forma estable o por una vid o componente de vid transgénico. Estan disponibles al
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publico varios vectores adecuados para transfeccion estable o extracromosémica de células vegetales, o para el
establecimiento de plantas transgénicas. Los procedimientos para construir dichas lineas celulares también se
conocen bien en la técnica.

Tipicamente, los vectores de expresion de plantas incluyen (1) un gen clonado (por ejemplo, una molécula de acido
nucleico que expresa un ARN de nepovirus de la uva con sentido traducible, con sentido no traducible, o anti-
sentido) sometido al control transcripcional de secuencias de control de la expresion 5’ y 3’ y (2) un marcador de
seleccion dominante. Dichos vectores de expresion de plantas también pueden contener, si se desea, una region
reguladora promotora (por ejemplo, una que confiere expresion inducible o constitutiva, inducida por patégeno o
heridas, regulada por el entorno o el desarrollo, o especifica de célula o tejido), un sitio de partida para el inicio de la
transcripcion, un sitio de unién al ribosoma, una sefial de procesamiento del ARN, un sitio de terminacion de la
transcripcion, y/o una sefial de poliadenilacion.

Una vez se obtiene la molécula de acido nucleico deseada como se ha descrito anteriormente, puede manipularse
en una diversidad de formas conocidas en la técnica. Por ejemplo, una molécula de acido nucleico puede, si se
desea, combinarse con otras moléculas de acido nucleico en una diversidad de formas. En sus partes componentes,
se combina una molécula de acido nucleico en una construccién que tiene una region de control de inicio de la
transcripcion capaz de promover la transcripcion en una célula de vid huésped.

En general, las construcciones implican regiones reguladoras funcionales en plantas. Por ejemplo, la secuencia
traducible con sentido para una molécula de acido nucleico puede unirse en su extremo 5’ a una region reguladora
del inicio de la transcripcion, por ejemplo, una secuencia encontrada de forma natural en la region cadena arriba 5’
de un gen estructural de plantas. En otro ejemplo, la secuencia no traducible con sentido para una molécula de
acido nucleico puede unirse en su extremo 5’ a una region reguladora del inicio de la transcripcion. En otro ejemplo
mas, la secuencia anti-sentido para una molécula de acido nucleico puede unirse en su extremo 5’ a una region
reguladora del inicio de la transcripcion. Estan disponibles numerosas regiones de inicio de la transcripcion que
proporcionan regulacion constitutiva o inducible.

Para aplicaciones en las que se desea expresion en el desarrollo, celular, tisular, hormonal, o ambiental, se obtienen
regiones no codificantes cadena arriba 5 apropiadas de otros genes, por ejemplo, de genes regulados durante el
desarrollo de los meristemos, desarrollo de las semillas, desarrollo de los embriones, desarrollo de las hojas,
desarrollo de los tallos, o desarrollo de los zarzillos.

También pueden proporcionarse regiones de terminacion de transcritos reguladoras en construcciones de ADN de la
presente invencion. Pueden proporcionarse regiones de terminacion de transcritos por la molécula de acido nucleico
o cualquier region conveniente de terminacion de la transcripcion derivada de una fuente génica diferente (por
ejemplo, los terminadores NOS o 35S de CaMV). La region de terminacion de transcritos contendra preferentemente
al menos 1 a 3 kb de secuencia 3’ respecto al gen estructural del que se obtiene la region de terminacion. Pueden
emplearse construcciones de expresion de plantas que tienen la molécula de acido nucleico de la presente invencion
como la secuencia de interés para su expresion (en la produccion de ARNm bien en la orientaciéon anti-sentido o
bientraducible con sentido o bien no traducible con sentido) con una amplia gama de vides. Dichas plantas
modificadas por ingenieria genética son utiles para una diversidad de aplicaciones industriales y agricolas. De forma
importante, la presente invencion es aplicable a todas las vides o componentes de vid y sera facilmente aplicable a
cualesquiera procedimientos de transformacion o de regeneracion nuevos o mejorados de la uva.

Las construcciones de expresion incluyen al menos un promotor unido de forma funcional a al menos una secuencia
con sentido traducible, con sentido no traducible, o anti-sentido (también son deseables combinaciones). Un ejemplo
de un promotor de plantas util de acuerdo con la invencion es un promotor de caulimovirus, por ejemplo, un promotor
del virus del mosaico de la coliflor (CaMV). Estos promotores confieren altos niveles de expresion en la mayoria de
tejidos vegetales y la actividad de estos promotores no es dependiente de proteinas codificadas por virus. CaMV es
una fuente para ambos promotores 35S y 19S. En la mayoria de tejidos de plantas transgénicas, el promotor 35S de
CaMV es un promotor fuerte. ElI promotor de CaMV también es muy activo en monocotiledéneas. Ademas, la
actividad de este promotor puede aumentarse adicionalmente (es decir, entre 2 a 10 veces) mediante duplicacion del
promotor 35S de CaMV.

Otros promotores utiles de plantas incluyen, sin limitacién, el promotor de la nopalina sintasa (NOS), el promotor de
la octopina sintasa, el promotor de la actina del arroz, el promotor de la ciclasa y el promotor del virus del mosaico de
las nervaduras de la mandioca. Aun otros promotores ejemplares Utiles en la invencion incluyen, sin limitacion, el
promotor del virus del moteado amarillo del Commelina, promotor del badnavirus de la cafia de azucar, promotor del
virus baciliforme del tungro del arroz, elemento virico del estriado del maiz y promotor del virus del enanismo del
trigo.

Para ciertas aplicaciones, puede ser deseable expresar cualquiera de las moléculas de acido nucleico en un tejido
apropiado, a un nivel apropiado, o en un momento apropiado del desarrollo. Para este propésito, existe una variedad
de promotores génicos, cada uno con sus propias caracteristicas distintas incorporadas en sus secuencias
reguladoras, que se ha demostrado que se regulan en respuesta a sefales inducibles tales como el entorno,
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hormonas, y/o signos de desarrollo. Estos incluyen, sin limitacién, promotores génicos que son responsables de
expresion génica regulada por calor, expresion génica regulada por luz; el promotor rbcS del maiz; el gen de la
proteina de union a clorofila a/b; el promotor Arabssu; o el promotor rbs del arroz, expresiéon génica regulada por
hormonas (por ejemplo, las secuencias sensibles a acido abscisico (ABA) del gen Em del trigo; los promotores HVA1
y HVA22 inducibles por ABA y rd29A descritos para cebada y Arabidopsis); y expresion génica inducida por heridas
(por ejemplo, de wunl), expresion génica especifica de organo (por ejemplo, del gen de la proteina de
almacenamiento especifica de tubérculo; el gen de la zeina de 23 kDa del maiz; o el gen de la beta-faseolina de la
judia verde), o promotores inducibles por patégeno (por ejemplo, promotores PR-1, prp-1 o de beta-1,3 glucanasa, el
promotor wirla inducible por hongos del trigo y los promotores inducibles por nematodos, TobRB7-5A y Hmg-1, del
tabaco y el perejil, respectivamente).

Los vectores de expresion en plantas también pueden incluir opcionalmente sefales de procesamiento del ARN, por
ejemplo, intrones, que se ha demostrado que son importantes para sintesis y acumulacion del ARN eficaces. La
localizacion de las secuencias de corte y ayuste del ARN puede influir drasticamente en el nivel de expresion
transgénica en plantas. En vista de este hecho, puede posicionarse un intrén cadena arriba o cadena abajo de una
molécula de acido nucleico descrita en el presente documento en el transgén para modular los niveles de expresion
génica.

Ademas de las secuencias reguladoras de control 5 mencionadas anteriormente, los vectores de expresion también
pueden incluir regiones de control reguladoras que estan presentes generalmente en las regiones 3’ de genes de
plantas. Por ejemplo, puede incluirse la region terminadora 3’ en el vector de expresion para aumentar la estabilidad
del ARNm. Una de dichas regiones terminadoras puede obtenerse de la region terminadora PI-Il de la patata.
Ademas, otros terminadores habitualmente usados se obtienen de las sefiales de la octopina sintasa o la nopalina
sintasa.

El vector de expresion en plantas también contiene tipicamente un gen marcador seleccionable dominante usado
para identificar aquellas células que han quedado transformadas. Genes seleccionables Utiles para sistemas de
plantas incluyen genes que codifican genes de resistencia a antibidticos, por ejemplo, aquellos que codifican
resistencia a higromicina, kanamicina, bleomicina, G418, estreptomicina, o espectinomicina. También se pueden
usar genes necesarios para la fotosintesis como marcadores seleccionables en cepas deficientes en fotosintesis.
Finalmente, se pueden usar genes que codifican resistencia a herbicidas como marcadores seleccionables; genes
de resistencia a herbicidas utiles incluyen el gen bar que codifica la enzima fosfinotricina acetiltransferasa y que
confiere resistencia al herbicida de amplio espectro BASTA® (Hoechst A G, Frankfurt, Alemania).

Ademas, si se desea, la construccién de expresion en plantas puede contener una secuencia de molécula de acido
nucleico modificada o completamente sintética que se ha cambiado para potenciar el rendimiento del gen en plantas.

Debe ser facilmente evidente para un experto en la técnica de biologia molecular, especialmente en el campo de
biologia molecular de plantas, que el nivel de expresion génica es dependiente, no solamente de la combinacion de
promotores, sefiales de procesamiento del ARN y elementos terminadores, sino también del modo en que se usan
estos elementos para aumentar los niveles de expresion del gen marcador seleccionable.

Las moléculas de acido nucleico descritas en el presente documento se clonaron en el plasmido pEPTS8. El plasmido
pEPT8 es un derivado de pUC18 que contiene un casete de expresion en plantas con el promotor CaMV 35S y
secuencia terminadora que permitira que las construcciones se expresen de forma constitutiva en la planta huésped.
Después de esta etapa, el casete de expresion en plantas se escinde del plasmido pEPT8 y se clona en el plasmido
binario pGA482G para la transformacion de plantas huésped con las construcciones de interés. Una vez se han
construido construcciones potenciales (por ejemplo, construcciones concatenadas), cada una se ensaya para la
eficacia contra diversas cepas de GFLV en entornos tanto de laboratorio como de campo.

Ensayo transitorio para determinar la eficacia de las construcciones concatenadas

Para identificar construcciones concatenadas con la actividad anti-GFLV mas eficaz, se us6é un ensayo transitorio
basado en una planta modelo Nicotiana benthamiana, un huésped sistémico de GFLV que es susceptible a
agroinfiltracion. En primer lugar, se infiltraron hojas de N. benthamiana con suspensiones de Agrobacterium
tumefaciens que portaban construcciones genéticas derivadas de GFLV para mediar la expresion transitoria de
transgenes vy finalmente el silenciamiento. Después, las plantas agroinfiltradas se inocularon mecanicamente con
GFLV y se midieron los efectos anti-viricos de las construcciones concatenadas con potencial de silenciamiento
controlando el desarrollo de sintomas, si fuera aplicable e investigando la acumulacion de virus mediante ensayos
inmunoabsorbentes ligados a enzima (ELISA) de tipo sandwich de doble anticuerpo (DAS) con anticuerpos
especificos para GFLV y ensayos de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) con transcripcién inversa (RT) con
cebadores apropiados. También se confirmé la inhibicion de la multiplicacion del virus controlando la produccion y
acumulacién de ARNip en hojas agroinfiltradas usando procedimientos de prueba de bandas de Northern
convencionales con ARN total enriquecido en moléculas pequefias y sondas especificas para GFLV. Se usaron
cantidades apropiadas de réplicas de plantas para cada construccion ensayada. Este ensayo transitorio proporciona
una exploracién rapida para evaluar si el silenciamiento se activa por construcciones genéticas de GFLV vy si las
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construcciones interfieren con la multiplicacion del virus. El ensayo transitorio también proporciona un medio para
una rapida exploracion inicial para la resistencia sin la necesidad de generar transformantes estables para cada
construccion, limitando la cantidad de eventos de portainjertos de vid transgénicos a ensayarse en vifiedos
infectados de forma natural y acelerando el desarrollo de portainjertos de vid resistentes a GFLV de valor comercial.

Se evalué el potencial de la construccidon concatenada 582 en interferir con la multiplicacién de GFLV usando este
ensayo transitorio. Los resultados se muestran en la figura 2. Se muestran valores de absorbancia de DAS-ELISA
para GFLV en plantas de Nicotiana benthamiana agro-infiltradas con construccién concatenada 582 o una
construccion del gen de la proteina de cubierta (CP) traducible. Las plantas se inocularon mecanicamente con GFLV
0 no. Se observd una reduccion significativa en la acumulacién de virus en plantas agroinfiliradas con la
construcciéon concatenada 582 en comparacion con los controles. La reduccién en la acumulacién de virus fue mas
pronunciada para la construccion concatenada 582 que para la construccion del gen CP traducible.

Transformacion de vides

En general, tras la construccion del vector de expresion en plantas, estan disponibles varios procedimientos
convencionales para la introduccion del vector en un huésped vegetal, generando de ese modo una planta
transgénica. Estos procedimientos incluyen (1) transformacion mediada por Agrobacterium (A. tumefaciens o A.
rhizogenes), (2) el sistema de suministro de particulas, (3) protocolos de microinyeccion, (4) procedimiento con
polietilenglicol (PEG), (5) captacion de ADN mediada por liposomas, (6) protocolos de electroporacion y (7) por
agitacion con vortice. El procedimiento de transformaciéon no es fundamental para la invencion. Puede emplearse
cualquier procedimiento que proporcione transformacion eficaz. Algunos procedimientos ejemplares para transformar
uvas se encuentran en Scorza et al. (Plant Cell Reports 14: 589 592, 1995), Baribault et al. (J. Expt. Bot. 41: 1045
1049, 1990), Mullins et al. (BioTechnology 8: 1041 1045, 1990), Nakano et al. (J. Expt. Bot. 45: 649 656, 1994),
Kikkert et al. (Plant Cell Rep. 15: 311 316, 1995), Krastanova et al. (Plant Cell Rep. 1: 550 554, 1995), Scorza et al.
(Plant Cell Rep. 14: 589 592, 1994), Scorza et al. (J. Amer. Soc. Hort. Sci. 121: 616 619, 1996), Martinelli et al.
(Theor Appl Genet. 88: 621 628 y Legall et al. (Plant Sci. 102. 161 170, 1994). Como estan disponibles
procedimientos mas nuevos para transformar plantas o uvas u otras células huésped, pueden aplicarse directamente
también.

Plantas adecuadas para su uso en la practica de la invencioén incluyen, pero no se limitan a, vides (por ejemplo, Vitis
spp., hibridos de Vitis spp. y todos los miembros de los subgéneros Euvitis y Muscadinia), incluyendo variedades de
cultivo de injerto o de portainjertos. Variedades de cultivo de injerto ejemplares incluyen, sin limitacion, aquellas que
se mencionan como uvas de mesa o pasas y aquellas usadas en la produccion de vino tales como Cabernet Franc,
Cabernet Sauvignon, Chardonnay (por ejemplo, CH 01, CH 02, CH Dijon), Merlot, Pinot Noir (PN, PN Dijon),
Semillon, White Riesling, Lambrusco, Thompson sin semillas, Autumn sin semillas, Niagrara sin semillas y Seval
Blanc. Otras variedades de cultivo de injerto que pueden usarse incluyen aquellas habitualmente mencionadas como
uvas de mesa o pasas, tales como Alden, Almeria, Anab-E-Shahi, Autumn Black, Beauty sin semillas, Black Corinth,
Black Damascus, Black Malvoisie, Black Prince, Blackrose, Bronx sin semillas, Burgrave, Calmeria, Campbell Early,
Canner, Cardinal, Catawba, Christmas, Concord, Dattier, Delight, Diamond, Dizmar, Duchess, Early Muscat, Emerald
sin semillas, Emperor, Exotic, Ferdinand de Lesseps, Fiesta, Flame sin semillas, Flame Tokay, Gasconade, Gold,
Himrod, Hunisa, Hussiene, Isabella, Italia, July Muscat, Khandahar, Katta Kourgane, Kishmishi, Loose Perlette,
Malaga, Monukka, Muscat of Alexandria, Muscat Flame, Muscat Hamburg, New York Muscat, Niabell, Niagara,
Olivette blanche, Ontario, Pierce, Queen, Red Malaga, Ribier, Rish Baba, Romulus, Ruby sin semillas, Schuyler,
Seneca, Suavis (IP 365), Thompson sin semillas y Thomuscat. También se incluyen aquellas usadas en la
produccion de vino, tales como Aleatico, Alicante Bouschct, Aligote, Alvarelhao, Aramon, Baco blanc (22A), Burger,
Cabernet franc, Caberet, Sauvignon, Calzin, Carignan, Charbono, Chardonnay, Chasselas dore, Chenin blanc,
Clairette blanche, Early Burgundy, Emerald Riesling, Feher Szagos, Femao Pires, Flora, French Colombard, Fresia,
Furmint, Gamay, Gewurztraminer, Grand noir, Gray Riesling, Green Hungarian, Green Veltliner, Grenache, Girillo,
Helena, Inzolia, Lagrein, Lambrusco de Salamino, Malbec, Malvasia bianca, Mataro, Melon, Merlot, Meunier,
Mission, Montua de Pilas, Muscadelle du Bordelais, Muscat blanc, Muscat Ottonel, Muscat Saint-Vallier, Nebbiolo,
Nebbiolo fino, Nebbiolo Lampia, Orange Muscat, Palomino, Pedro Ximenes, Petit Bouschet, Petite Sirah, Peverella,
Pinot noir, Pinot Saint-George, Primitivo di Gioa, Red Veltliner, Refosco, Rkatsiteli, Royalty, Rubired, Ruby Cabernet,
Saint-Emilion, Saint Macaire, Salvador, Sangiovese, Sauvignon blanc, Sauvignon gris, Sauvignon vert, Scarlet,
Seibel 5279, Seibel 9110, Seibel 13053, Semillon, Servant, Shiraz, Souzao, Sultana Crimson, Sylvaner, Tarmat,
Teroldico, Tinta Madeira, Tinto cao, Touriga, Traminer, Trebbiano Toscano, Trousseau, Valdepenas, Viognier,
Walschriesling, White Riesling y Zinfandel.

Las variedades de cultivo de portainjertos que son utiles en la invencion incluyen, sin limitacion, Vitis rupestris
Constantia, Vitis rupestris St. George, Vitis California, Vitis girdiana, Vitis rotundifolia, Vitis rotundifolia Carlos, Richter
110 (Vitis berlandieri x rupestris), 101-14 Millarder et de Grasset (Vitis riparia x rupestris), Teleki 5C (Vitis berlandieri
x riparia), 3309 Courderc (Vitis riparia x rupestris), Riparia Gloire de Montpellier (Vitis riparia), 5BB Teleki (seleccion
Kober, Vitis berlandieri x riparia), SO4 (Vitis berlandieri x rupestris), 41B Millardet (Vitis vinifera x berlandieri) y 039-16
(Vitis vinifera x Muscadinia). Variedades de cultivo de portainjertos adicionales que pueden usarse incluyen Couderc
1202, Couderc 1613, Couderc 1616, Couderc 3309, Dog Ridge, Foex 33EM, Freedom, Ganzin 1 (A x R n.%: 1),
Harmony, Kober 5BB, LN33, Millardet & de Grasset 41B, Millardet & de Grasset 420A, Millardet & de Grasset 101-
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14, Oppenheim 4 (S04), Paulsen 775, Paulsen 1045, Paulsen 1103, Richter 99, Richter 110, Riparia Gloire, Ruggeri
225, Saint-George, Salt Creek, Teleki 5A, Vitis rupestris Constantia, Vitis California y Vitis girdiana.

En general, la transferencia y expresion de transgenes en células vegetales, incluyendo plantas de uva, son ahora
practicas rutinarias para los expertos en la técnica y se han convertido en herramientas principales para realizar
estudios de expresion génica en plantas y para producir variedades de plantas mejoradas de interés agricola o
comercial.

Regeneracion de vides transgénicas

Pueden regenerarse células vegetales transformadas con un vector de expresion en plantas, por ejemplo, a partir de
células individuales, tejido de callo, o discos foliares de acuerdo con técnicas de cultivo de tejido vegetal
convencionales. Se conoce bien en la técnica que diversas células, tejidos y 6rganos de casi cualquier planta
pueden cultivarse satisfactoriamente para regenerar una planta entera; dichas técnicas se conocen bien en la
técnica.

En un ejemplo particular, se introduce en Agrobacterium por transformacion una molécula de acido nucleico clonada
con sentido traducible, con sentido no traducible (por ejemplo, que tiene un codén de parada que incluye un ATG
fuera de fase de lectura después del coddn de inicio), o anti-sentido de la presente invencién sometida al control del
promotor 35S de CaMV vy el terminador de la nopalina sintasa y que porta un marcador de seleccion (por ejemplo,
resistencia a kanamicina). Se realiza transformacion de vides con Agrobacterium que contiene vector como se
describe por Scorza y Cordts (Plant Cell Reports 14:589-592, 1995), que se incorpora por la presente por referencia.
Se seleccionan transformantes tedricos después de unas pocas semanas en medios de cultivo de tejido vegetal que
contiene kanamicina. Después el material vegetal resistente a kanamicina se coloca en medio de cultivo de tejido
vegetal sin hormonas para el inicio de la formacion de raices.

Después se exploran las plantas transgénicas que expresan el marcador de seleccion para la transmision del
transgén por técnicas convencionales de deteccion como se ha descrito anteriormente. Cada planta transgénica
positiva y su descendencia transgénica son Unicas en comparacion con otras plantas transgénicas establecidas con
el mismo transgén. La integracion del ADN transgénico en el ADN gendmico de la planta es, en la mayoria de los
casos, aleatoria y el sitio de integracion puede afectar profundamente a los niveles y patrones tisulares y de
desarrollo de expresion del transgén. Por consiguiente, habitualmente se exploran varias lineas transgénicas para
cada transgén para identificar y seleccionar plantas con los perfiles de expresién mas apropiados.

Se evaluan lineas transgénicas para los niveles de expresion del transgén. Se determina inicialmente la expresion a
nivel de ARN para identificar y cuantificar plantas positivas a la expresion. Se emplean técnicas convencionales para
analisis del ARN y se incluyen ensayos de prueba de bandas de Northern y ensayos de evacuacion nuclear. Las
plantas ARN-positivas después se analizan para resistencia a infeccion por GFLV usando procedimientos
convencionales. Las vides transformadas que expresan una secuencia con sentido no traducible que tienen
resistencia a la enfermedad del entrenudo corto infeccioso respecto a plantas de control se aceptan como utiles en
la invencion.

Protocolo de transformacion

Se uso el siguiente protocolo de transformaciéon para producir portainjertos de vides transgénicas que expresan
construcciones concatenadas. Se obtuvieron portainjertos de vides transgénicas que expresaban construcciones
concatenadas por transformacion mediada por Agrobacterium tumefaciens de cultivos embriogénicos somaticos. Se
iniciaron cultivos embriogénicos a partir de anteras inmaduras de 3309 Couderc (V. riparia x V. rupestris), 101-14
Millardet et De Grasset (V. riparia x V. rupestris), V. rupestris St. George, 110 Richter (V. rupestris x V. berlandieri) y
S04 (V. berlandieri x V. riparia). Se cultivaron anteras aisladas en medio de Murashige y Skoog (MS) suplementado
con sacarosa al 0,2 %, 0,2 mg/l de bencilaminopurina (BA), 1,1 mg/l de acido 2,4-diclorofenoxiacético y 7,2 g/l de
agar Noble a 28 °C en la oscuridad. Este medio se menciona como medio de inducciéon de embriones (EIM). Se hizo
sub-cultivo de callos primarios a intervalos de 3-4 semanas. Se us6 la cepa C58Z707 de A. tumefaciens desarmada
que albergaba plasmidos binarios con construcciones concatenadas para la transformacién de callos embriogénicos
por cultivo en EIM que contenia 100 mg/l de acetosiringona a 25 °C en la oscuridad durante 48 horas de co-cultivo.
Después, los callos embriogénicos se transfirieron a medio de induccién de embriones suplementado con 300 mg/l
de cefotaxima, 200 mg/l de carbenicilina, 100 mg/l de acetosiringona y 25 mg/l de kanamicina y se cultivaron a 28 °C
en la oscuridad. Se obtuvieron grupos de callos embriogénicos secundarios con embriones en desarrollo por
transferencia de callos embriogénicos primarios en medio MS de media fuerza suplementado con medio de
diferenciacion de embriones (EDM; 10 g/l de sacarosa, 3,6 ml/l de glicerol y 7,2 g/l de agar Noble). Este medio se
menciona como Cultivos que se mantuvieron a 28 °C en la oscuridad durante uno a dos meses con sub-cultivos a
intervalos de 3 semanas. La germinacion y crecimiento de embriones se consiguid transfiriendo grupos
embriogénicos con embriones diferenciados a MS de fuerza total con medio de elongacion de embriones (EEM; 20
g/l de sacarosa, 3,6 ml/I de glicerol, 1 g/l de hidrolizado de caseina y 7,2 g/l de agar Noble). Los cultivos se hicieron
crecer en la oscuridad a 28 °C con sub-cultivos cada tres semanas durante uno-dos meses. Los embriones
elongados (5-15 mm de longitud) se transfirieron a medio de regeneracion de embriones (ERM; medio de plantas
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lefiosas sin vitaminas pero suplementado con 0,1 mg/l de BA, 3 g/l de carbén activado, sacarosa al 1,5 % y 7,2 g/l de
agar Noble) para la regeneracion de plantas. Los embriones elongados se mantuvieron a 25 °C con un fotoperiodo
de 16:8 horas (luz:oscuridad) con luz fluorescente fria a 45 yEm-2s-1 en una habitacion de cultivos tisular. Se
propagaran plantones derivados de embriones en germinaciéon como esquejes nodales individuales en ERM en
tarros de comida de bebé para la multiplicacion y formacién de raices con luz fluorescente fria a 45 phEm-2s-1 en una
habitacién de cultivo tisular. Después de 2-4 semanas, los plantones con raices se plantaron en macetas en mezcla
Cornell (una mezcla de turba, vermiculita, piedra caliza molida y uni-mix 10-20-5) y se cultivaron a 25 + 5 °C con un
fotoperiodo de 16:8 horas (luz:oscuridad) en un invernadero. Se produjo un total de 12 lineas independientes de
portainjertos 3309C y 6 lineas independientes de portainjertos S04 que expresaban las construcciones
concatenadas 582 y 714 usando el protocolo anterior.

Evaluacién de resistencia de vides transgénicas

La resistencia de vides transgénicas a infeccion por GFLV puede evaluarse, por ejemplo, en un sitio de vifiedo
infectado por GFLV de forma natural. La resistencia puede ensayarse, por ejemplo, por inspeccion visual del
desarrollo de sintomas, evaluando el vigor de la planta y determinando la acumulacion de virus en el tiempo usando
rt--PCR o ensayos inmunoabsorbentes ligados a enzima (ELISA) de tipo sandwich de doble anticuerpo (DAS), o por
medicion de la produccion de la produccion de alimento con la condicidon de que los portainjertos se injerten con
material de injertos. Se dan procedimientos ejemplares para evaluar la resistencia de vides a infeccion virica en
Vigne et al. (Transgenic Res. 13:165-173), Komar et al. (Plant Disease 92:1689-1694) y Valat et al. (Plant Science
170:739-747).

Ensayo de campo

Pueden ensayarse plantas de uva maduras transformadas con las construcciones de la presente invencion en las
condiciones de campo en vifiedos (es decir, parcelas de tierra que incluyen tres o0 mas vides o componentes de vid
transgénicos que expresan cualquiera de las moléculas de acido nucleico o vectores descritos en el presente
documento) infestados con virus (por ejemplo, GFLV) en cualquier localizacion adecuada tal como, por ejemplo,
Chile, California, o Francia de acuerdo con procedimientos convencionales.

Productos alimenticios

En algunos aspectos, la memoria descriptiva presenta productos derivados de plantas transformadas con las
moléculas de acido nucleico mencionadas anteriormente. Los productos alimenticios derivados de plantas de uva
incluyen frutos de uva (por ejemplo, coles negro, azul, negro azulado, dorado, rojo, verde, purpura y blanco en
variedades con semillas y sin semillas). Las variedades comunes de uvas incluyen uvas Thompson, Flame, Ruby,
Perlette y Tokay. Productos alimenticios adicionales de uva incluyen pasas (uvas secas), mermeladas y confituras.
Las bebidas derivadas de uvas incluyen vinos y zumos. Las variedades de vino incluyen Pinot Noir, Merlot,
Charddonay y Cabernet Sauvignon. Muchos vinos se conocen por la marca, o se nombran por las regiones en que
se cultivan (por ejemplo, Bordeaux y Chianti).

Productos alimenticios adicionales de la memoria descriptiva incluyen los derivados de uva, frambuesa, fresa,
cereza, lupulo, grosella negra, grosella, sauco, ruibarbo, lechuga, tomate, pepino, apio, narciso y forsitia. Los usos
comunes de estas plantas en productos alimenticios se conocen bien en la técnica. Estos incluyen frutas, confituras,
mermeladas, ensaladas, cerveza, zumos, pasteles, helado, salsas, galletas y similares.
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REIVINDICACIONES

1. Una molécula de acido nucleico sustancialmente purificada que comprende un primer fragmento de acido
nucleico y un segundo fragmento de acido nucleico, en la que dicha molécula de acido nucleico tiene menos del 99
% de identidad de secuencia con la SEC ID N.%: 27 (GFLV ARN1) y la SEC ID N.°: 28 (GFLV ARN2) o un fragmento
de acido nucleico de las mismas y en el que dicho primero y segundo fragmentos de acido nucleico son cada uno al
menos un 90 % idénticos a una secuencia seleccionada del grupo que consiste en la SEC ID N.°: 1 (fragmento 1),
SEC ID N.°: 2 (fragmento 2), SEC ID N.°: 3 (fragmento 3), SEC ID N.°: 4 (fragmento 4), SEC ID N.°: 5 (fragmento 5),
SEC ID N.°: 6 (fragmento 6), SEC ID N.°: 7 (fragmento 7) y SEC ID N.°: 8 (fragmento 8) o un complemento de las
mismas.

2. La molécula de acido nucleico de la reivindicacion 1, comprendiendo adicionalmente dicha molécula de acido
nucleico un tercer fragmento de acido nucleico que es idéntico a una secuencia seleccionada del grupo que consiste
en la SEC ID N.°: 1 (fragmento 1), SEC ID N.% 2 (fragmento 2), SEC ID N.°: 3 (fragmento 3), SEC ID N.°: 4
(fragmento 4), SEC ID N.°: 5 (fragmento 5), SEC ID N.°: 6 (fragmento 6), SEC ID N.°: 7 (fragmento 7) y SEC ID N.°: 8
(fragmento 8) o un complemento de las mismas.

3. La molécula de acido nucleico de la reivindicacion 2, en la que dicha molécula de acido nucleico comprende
una secuencia seleccionada del grupo que consiste en la SEC ID N.°: 17 (concatenado 463), SEC ID N.°: 18
(concatenado 582), SEC ID N.°: 19 (concatenado 714), SEC ID N.°: 20 (concatenado 678), SEC ID N.°: 21
(concatenado 123), SEC ID N.°: 22 (construccion concatenada 375), SEC ID N.°: 23 (concatenado 168), SEC ID N.°:
24 (concatenado 245), SEC ID N.°: 25 (concatenado 12367845) y SEC ID N.°: 26 (concatenado 375168).

4. La molécula de acido nucleico de la reivindicaciéon 1, confiriendo dicha molécula de acido nucleico resistencia
a un patégeno de plantas en una planta que expresa dicha molécula de acido nucleico.

5. La molécula de acido nucleico de la reivindicaciéon 1, en la que dicha molécula de acido nucleico esta unida
de forma funcional a un promotor, en la que el promotor es opcionalmente un promotor regulado por el desarrollo,
especifico de organulo, especifico de tejido, constitutivo o especifico de célula y/u opcionalmente es inducible por
uno o mas agentes externos.

6. La molécula de acido nucleico de la reivindicacién 1, en la que dicha molécula de acido nucleico es ADN o
ARN.
7. Un vector que comprende la molécula de acido nucleico de la reivindicacion 1, en el que la molécula de acido

nucleico esta opcionalmente unida de forma funcional en una orientacién con sentido traducible, con sentido no
traducible, o anti-sentido a un promotor.

8. Una célula que comprende el vector de la reivindicacion 7, en la que dicha célula es opcionalmente una célula
bacteriana o vegetal.

9. Una planta o componente vegetal que comprende la molécula de acido nucleico de la reivindicacion 1 o el
vector de la reivindicacion 7.

10. La planta o componente vegetal de la reivindicacion 9, en el que dicha planta es una dicotiledénea, en la que
dicha dicotiledénea es opcionalmente una planta de uva y en la que dicha planta de uva es opcionalmente un
miembro del género Vitis.

11. La planta o componente vegetal de la reivindicacion 10, en el que dicho componente vegetal es una uva,
embrién somatico, injerto, o portainjertos.

12. Un procedimiento para potenciar la resistencia a un patégeno de plantas en una planta, comprendiendo dicho
procedimiento:

(a) proporcionar una célula vegetal que expresa la molécula de acido nucleico de la
reivindicacion 1; y

(b) regenerar una planta o componente vegetal a partir de dicha célula vegetal, en el que dicho
acido nucleico se expresa en dicha planta y en el que dicha planta tiene resistencia potenciada a un
patégeno de plantas en comparacion con una planta no transformada correspondiente, en el que
dicha planta es opcionalmente una dicotiledénea, en el que dicha dicotiledénea es opcionalmente una
planta de uva, preferentemente un miembro del género Vitis y en el que dicho patégeno de plantas es
opcionalmente un virus, preferentemente un virus del entrenudo corto infeccioso de la vid.

13. Un procedimiento para aumentar la resistencia a enfermedad virica en una célula de planta de uva,
comprendiendo dicho procedimiento transformar dicha célula de planta de uva con una molécula de acido nucleico
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de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que la expresion de dicho acido nucleico en dicha célula de planta de uva
aumenta la resistencia de dicha célula de planta de uva a enfermedad virica y en el que dicha enfermedad virica es
opcionalmente un virus del entrenudo corto infeccioso de la vid y en el que dicho procedimiento opcionalmente
comprende ademas propagar una planta de uva a partir de dicha célula vegetal.

14. El procedimiento de las reivindicaciones 12 o 13, en el que dicho componente vegetal es una uva, embrion
somatico, injerto, o portainjertos.

15. La planta de uva de cualquiera de las reivindicaciones 9-11, en la que la expresion de dicho acido nucleico

en dicha célula de planta de uva aumenta la resistencia de dicha célula de planta de uva a enfermedad virica, en la
que dicha enfermedad virica es opcionalmente enfermedad del entrenudo corto infeccioso de la vid.
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ccocagetes ctactttagg goetgttgggy cttttgcace aaccoggtoo gagtttgttce

goggccattgt ggaaaggctce acccgdoctac dggaggagic dagagotgeg geactcetttg
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<213> Sintética

<400> 8

tttagctttt atggtagaac cagtttcoca gtoctagtgat acgtagatat ctagggtatc

tgactttaaa agaccrcaaght gtatatatgt gttttgtcag tagoatgtat tattttgtgt

24

&0

120

131

&0

120

160

@0

120

146

&0

115

&0

120



10

15

ES 2567104 T3

tataatttgt tttaacttgt tttccgocttt tgtgtgttta gtttocatget tttagtggcg

acagtgtgtt gtttgtectt tggacacact tgcctagttg gacgecaaaaa gatttttcct

ttctttttac tg

<210>9
<211> 666
<212> ADN
<213> Sintética

<400> 9

gagcggcogco
cggtcocgagt
Jgotgoggcac
actggaatga
taaagattcy
cggcogetct
tcatgcagta
ttactgatgg
agtttttgaa
aattatcaat
aactattgga

cggttc

<210> 10
<211> 664
<212> ADN
<213> Sintética

<400> 10

gagcggooga
tgagcoctcaac
aggcaaatag
cctttagett
tctgacttta
gttataattt
cgacagtgty

ctttecttttt

tcocggaccec
ttgttocggge
tctttgcocga
actttttaag
ctctececatat
agcgteogact
ttttactgge
gaaagataag
acgtggattt
aatgagttct

caatgttaat

tcoggatgat
catgagaggyg
atacttgggc
ttatagtaga
aaagacccaa
gttttaactt
ttgtttgtec

actggcggec

agctcccoctac
cattgtggaa
attgccaggy
tatccocgggyg
caccgaacte
acctatggtyg
gatgctctga
tctottteca
gttagaagct
ttggtctaca

actgcactty

agaaacgttg
ctagococggea
accctgaata
accagtttcc
gtgtatatat
gttttccget
tttggacaca

getetagegt

tttagggctg
aggctcacce
cccocttagtga
tgtatgtgga
ctgccagatt
atgataatgt
aaatgcaaat
ctattcecage
ctgggggtat
tcagaagtga

tcgagecttta

atcttcctca
gaggagtaat
tacgtgatat
cagtctagty
gtgttttgtc
LLttgtgtgtt
cttgectagt

cgaccttgtt

25

ttggggcttt

ggctacggga
gtggaacggyg
agaggacgga
gcttgetggt
cttcactgtyg
ggcaaagctt
ccgtocactyg
gataaatgcg
tggctcagac

tectacatggt

acttgaggct
ctacattccce
gatctcagac
atacgtagat
agtagcatgt
tagtttcatyg
tggacgcaaa

gagagtaaaa

tgcaccaacc
ggagtcgaga
accactatgg
agttttgaag
caaagtcadgg
gcacaatctyg
ggggtaacta
ctggaattag
cctttggaaa
atgttgcaga

gactcgagac

gagcoccagac
aaggattgec
ttcaaggggc
atctagggta
attattttgt
cttttagtgg
aagatttttc

Lttttgtett

180

240

232

&0

120

150

240

300

360

420

480

240

600

060

666

&0

120

180

240

300

360

420

480



10

15

20

ES 2567104 T3

tttecocgect actgatgaag aagagaggee acctgccttg tcaagtgggce atcaatcoctt

atagtcgocga atggaccgat ttgtatcace geottaggtga actctcoctgat gtcggataca

attgtgatta taaggctttt gatggoctaa ttacggagca aattttgagt ctcgagaccg

gttc

<210> 11
<211> 508
<212> ADN
<213> Sintética

<400> 11

gagceggody
acttgtaggg
catagtggty
gatcctaage
gaaggataca
gaggaaaaac
ccggacceca
tgttcgggec

ctittgccgaa

<210> 12
<211> 557
<212> ADN
<213> Sintética

<400> 12

Jagcocogygoyy
gtatccocggy
tcaccgaact
attggttcte
cocgtttgctg
tggtagaacc
gacccaagtyg
ttaacttgtt
tttgtecttt

ggcggccgct

<210> 13
<211>773

dgoccagaada
tatctatggyg
cggocgetct
agecccgeeat
ctoccgttaag
tactocgatga
getooctact
attgtggaaa

ttgccagggc

gcoccttagtyg
gtgtatgtgg
cectgcoccagat
gtttcttega
caatgattgc
agtttcccag
tatatatgtyg
Ltcegetttt
ggacacactt

ctagatc

aattgagatt
tgaaaatccyg
agcgtegacy
ccttagegea
ggatggcatg
agttgocaggt
ttagggetgt
gogctcacceg

ccactagt

agtggaacgg
aagaggacdgy
tgettgoctgyg
tttcacttcyg
ctgocatgga
tctagtgata
ttttgtecagt
gtgtgtttag

gecctagttgg

ggttoctogtt
tttgctgcaa
gtaccagaty
gaggatgaac
aagaagtttyg
gacatggttc
tggggotitt

gctacgggadg

gaccactatg
aagttttgaa
tLcaaagtcag
aatacttgta
Ltgcatagtyg
cgtagatatc
agcatgtatt
tttecatgctt

dcdcaadaiady

26

tettogattt
tgattgcctyg
aattgtgett
gecttaaggg
ctgagccaat
agacgtggta
Jeaccaacco

gagtcgagag

gactggaatyg
gtaaagattc
dgoggcoccada
gggtatctat
gtgcggccct
tagggtatct
attttgtgtt
ttagtggcga

attttteett

cacttcgaat
ccatggattg
tcecatatect
aacgatccat
gtatctgcta
tgactocgaga
gogtcocgagtt

ctgcggecact

aactttttaa
gctctecata
agaaattgag
gggtgaaaat
Ltagctttta
gactttaaaa
ataatttgtt
cagtgtgtty

tctttttact

540

600

660

064

&0

120

180

240

300

360

420

480

508

&0

120

180

240

300

360

420

4380

540

357



10

15

<212> ADN
<213> Sintética

<400> 13

gagctagegt
gccatcctta
ttaagggatyg
gatgaagttg
tttttgtott
atcaatcctt
gtecggataca
ctcgactacc
tactggcgat
agataagtct
Lggatttgtt
gagttcotttg

tgttaatact

<210> 14
<211> 668
<212> ADN
<213> Sintética

<400> 14

gagctagegt
cagtatttta
gatgggaaag
ttgaaacgtyg
tcaataatga
ttggacaaty
ggcccagaag
gtatctatgg
goggoogetao
agctcaacey
gcaaatagat

actagtte

cgacggtacc
gegcagagdga
greatgaagaa
caggtgacat
tttcoccgect
atagtcgcga
attgtgatta
tatggtgatg
gctoctgaaaa
ctttccacta
agaagctctg
gtctacatca

gcacttgtcg

cgactaccta
ctggegatge
ataagtctct
gatttgttag
gttetttggt
Ltaatactgc
aasattgagat
gtgaaaatcc
cggatgatag
tgagagggct

acttgggcac

ES 2567104 T3

agatgaattg
tgaacgecctt
gtttgctgag
ggttcagacg
actgatgaag
atggaccgat
taaggcoctttt
ataatgtctt
tgcaaatggc
tteccagoccy
ggggtatgat
gaagtgatgg

agctttatct

tggtgatgat
tctgaaaatyg
ttccactatt
aagctotggyg
ctacatcaga
acttgtcgag
tggttctegt
gtttgoctgeca
aaacgttgat
agoecggeadga

coctgaatata

tgotttocat
aagggaacda
ccaatgtatce
tggtatgact
aagagaggcc
ttgtatcacc
gatggoctaa
cactgtggca
aaagctitggy
tccactgcty
aaatgcgcct
ctcagacatg

acatggtgac

aatgtcttca
caaatggcaa
ccagoccgto
ggtatgataa
agtgatgget
ctttatctac
LLettogatt
atgattgccet
cttocotocaac
ggagtaatect

cgtgatatga

27

atcctgatcc
tccatgaagg
tgctagagga
cgaccttgtt
acctgcottyg
gcttaggtga
ttacggagca
caatctgtca
gtaactatta
gaattagagt
CLggaaaaat
ttgcagaaac

tcgagaccgyg

ctgtggcaca
agcttggggt
cactgctgga
atgocgeoottt
cagacatgtt
atggtgactc
tcacttcgaa
gccocatggatt
ttgaggctga
acattcccaa

tctecagactt

taagcagcce
atacactccg
aaaactactc
gagagtaaaa
tcaagtgggc
actoctcoctgat
aattttgagt
tgcagtattt
ctgatgggaa
ttttgaaacy
tatcaataat
tattggacaa

ttc

atctgtcatyg
aactattact
attagagttt
ggaaaaatta
gceagaaacta
Jagaccdged
tacttgtagy
gcatagtggt
goccocagactg
ggattgccag

caaggggoeca

60

120

130

240

300

360

420

480

540

600

660

720

773

&0

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660
068



10

15

20

25

<210> 15
<211> 657
<212> ADN
<213> Sintética

<400> 15

gagctagcgt
goccatcctta
ttaagggatyg
gatgaagttyg
tgagtggaac
ggaagaggac
attgocttget
tctagtgata
ttttgtcagt
gtgtgttitagy

gcoctagttgg

<210> 16
<211> 540
<212> ADN
<213> Sintética

<400> 16

gagctagcegt
aagagaggecc
ttgtatcacc
gatagcctaa
gggctgttgy
tcacccgget
tccggatgat
cgtgagaggy

atacttgggc

<210> 17
<211> 657
<212> ADN
<213> Sintética

<400> 17

cgacggtacc
gcgcagagga
gecatgaagaa
caggtgacat
gggaccacta
ggaagtittyg
ggtcaaagtc
cgtagatatc
agcatgtatt
Lttcatgctt

acgcaaaaaqg

cgaccttgtt
acctgcottyg
gettaggtga
ttacggagca
ggcttttgca
acgggaggad
agaaacgttyg
ctagccggca

accctgaata

ES 2567104 T3

agatgaattg
tgaacgcctt
gtttgctgag
ggttcagacy
tggactggaa
aagtaaagat
aggcggecct
tagggtatct
attttgtgtt
ttagtggcga

atttttcctt

gagagtaaaa
tcaagtgggc
actctctgat
aattttgagt
ccaacceggt
tcgagagctg
atcttcctca
gaggagtaat

tacgtgatat

tgoctttoccat
aagggaacga
cecaatgtate
tggtatgact
tgaacttttt
tegototcocea
ttagetttta
gactttaaaa
ataatttgtt
cagtgtgtty

tetttttact

tttttgtcoctt
atcaatcctt
gteggataca
ctegagaccy
cecgagtttgt
cggoactott
acttgaggct
ctacattceo

gatctcagac

28

atcctgatcc
tccatgaagyg
tgctagagga
cgagaccgdo
aagtatcceg
tatcaccgaa
tggtagaacc
gacccaagtyg
ttaacttgtt
LLthgtoccttt

ggcggecget

tttcoccocgeet
atagtcgcga
attgtgatta
gaccceeagcet
Lcgggecatt
tgoccgaattyg
gagcccagac
aaggattgcc

ttcaaggggce

taagcagccc
atacactccg
aaaactactc
gggcocttag
gggtgtatgt
cteocotgocag
agtttcoccag
tatatatgtg
ttcogotttt
ggacacactt

ctagatc

actgatgaag
atggaccgat
Caaggcotttt
ccctacttta
gtggaaaggc
ccagggocgco
tgagctcaac
aggcaaatag

ccactagttc

&0

120

180

240

300

360

420

480

240

600

657

&0

120

130

240

300

360

420

480

540



10

15

ggatcocccco
ttgttogggeo
tctttgccoga
actttttaag
ctcteccatat
agcgtogact
ttttactggc
gaaagataag
acgtggattt
aatgagttct

cagtgttaat

<210> 18
<211> 646
<212> ADN
<213> Sintética

<400> 18

Jggatcctgat
cgtgagaggg
atacttgggc
ttatggtaga
aaagacccaa
gttttaactt
ttgtttgtce
actggocggcc
actgatgaag
atggaccgat

taaggctttt

<210> 19
<211> 494
<212> ADN
<213> Sintética

<400> 19

ggatccagaa gaaattgaga ttggttctcg tttcttocgat ttcacttcga atacttgtag

agctocctac
cattgtggaa
attgoccaggy
tatcococgggyg
caccgaacte
acctatggty
gatgcoctctga
tctcoctttcea
gttataagct
ttggtctaca

actgcacttyg

adgaaacgttg
ctagocggea
accctgaata
accadgtttecc
gtgtatatat
gttttccget
tttggacaca
gctctagcgt
dagadagdcc
Ltgtatcace

gatggcctaa

ES 2567104 T3

tttagggctg
aggctcaccc
cccttagtga
tgtatgtgga
ctgccagatt
atgataatgt
aaatgcaaat
ctattccagc
ctgggggtat
tcagaagtga

tccagetttt

atcttectcea
gaggagtaat
tacgtgatat
cagtctagtg
gtgttttgtc
tttgtgtgtt
cttgocotagt
cgaccttgtt
acctgocttyg
gecttaggtga

ttacggagca

ttggggcttt
ggctacggga
gtggaacggg
agagdacgda
gettgetggt
cttcactgtyg
ggcaaagcott
ccgtocactyg
gataaatgcy
tggcotcagac

ctagctggtyg

acttgaggct
ctacattccco
gatctcagac
atacgtagat
agtagcatgt
tagtttcatyg
tggacgcaaa
gagagtazaa
tcaagtggge
actectoctgat

aattttgagt

29

tgcaccaacc
ggagtcgaga
accactatgy
agttttgaag
cadagtcagyg
gcacaatcty
ggggtaacta
ctggaattayg
cctttggaaa
ctgttgcaga

aggatcc

gagcccagac
aaggattgcc
ttcaaggggc
atctagggta
attattttgt
cttttagtygg
aagatttttc
LLLttgtctt
atcaatcctt
gtocggataca

ggatcc

cggtcogagt
gctgoggeac
actggaatga
taaagattcy
cggceogetct
tcatgcagta
ttactgatgg
agtttttgaa
aattatcaat

aactattgga

tgagctcaac
aggcaaatag
cctttagctt
tctgacttta
gttataattt
cgacagtgtyg
ctttecttttt
tttoccogoct
atagtoegega

attgtgatta

&0

120

180

240

300

360

420

480

40

600

647

&0

120

180

240

300

360

420

480

540

600

046

a0



10

15

ggtatctatyg
tgcggccget
geadeccgoo
cactcocgtta
actactcgat
cagctoccta
ccattgtaga
aattgccagy

<210> 20

<211> 539

<212> ADN
<213> Sintética

<400> 20
ggatcaottag
Jgggtgtatgt
ctcoccoctgccag
togtttctte
tgcaatgatt
ccagtttcee
tgtatatatyg
ttttcogett

ttggacacac

<210> 21

<211> 757

<212> ADN

<213> Sintética

<400> 21
ggatococggta
tagogcagag
tggoatgaag
tgcaggtgac

tttttoccecge

ttatagtcecge

ggtgaaaatc
ctagogtcga
atccttageg
agggatggca
gaagttgcag
ctttaggget
aaggctcacc

atce

tgagtggaac
gdaagaggac
attgcttgct
gatttcactt
gectgocatyg
agtctagtga
Lgttttgtca
ttgtgtgttt

ttgcoctagtt

ccagatgaat
gatgaacgco
aagtttgctyg
atggttcaga
ctactgatga

gaatggaccg

ES 2567104 T3

cgtttgctgc
cagtaccaga
cagaggatga
tgaagaagtt
gtgacatggt
gttggggctt

cggctacyggd

gggaccacta
Jgyaagttttyg
ggtcaaagtc
cgaatacttyg
gattgcatag
tacgtagata
gtagcatgta
agtttcatgec

ggacgcaaaa

tgtgotttce
ttaagggaac
agccocaatgta
cgtggtatga
adaagagady

atttgtatca

aatgattgcc
tgaattgtgc
acgccttaay
tgctgagcoca
tcagacgtgg
ttgcaccaac

agdadgtcgad

tggactggaa
aagtaaagat
aggcggooca
tagggtatct
tggtgcggec
tctaggdtat
Ltattttgty
ttttagtggc

agatttttcec

atatccoctgat
gatccatgaa
tctgotagag
ctocgaccttg
ccacctgoet

cegettaggt

30

tgoccatggat
tttccatatc
ggaacgatco
atgtatctgce
tatgactcga
ccggtococgayg

agcetgcggca

tgaacttttt
tegetoctoca
gaagaaatty
atgggtgaaa
ctttagecttt
ctgactttaa
Ltataatttg
gacagtgtgt

tttecttttta

cctaagecage
ggatacactc
gaaaaactac
ttgagagtaa
tgtcaagtgg

gaactctctyg

tgcatagtgg
ctgatcctaa
atgaaggata
tagaggaaaa
gaccggacco
tttgttcggg

ctotttgecyg

aagtatcceyg
tatcaccgaa
agattggttc
atcocgtttge
tatggtagaa
aagacccaad
Cthttaacttyg
tgtttgtcct

ctgggatcc

cogocatect
cgttaaggga
tcgatgaagt
aatttttgtc
gcatcaatcc

atgtcggata

120

180

240

300

360

420

480

494

&0

120

180

240

300

360

420

480

539

&0

120

180

240

300

360



10

15

caattgtgat
cctatggtga
atgctctgaa
ctctttccac
ttagaagctc
tggtctacat

ctgocacttgt

tataaggett
tgataatgtc
aatgcaaatg
tattccagecc
tgggggtatyg
cagaagtgat

cgagctttat

ES 2567 104 T3

ttgatggcect
ttcactgtgg
gcaaagcttg
cgtccactge
ataaatgcgce
ggctcagaca

ctacatggtg

<210> 22
<211> 653
<212> ADN
<213> Sintética

<400> 22

ggatcctacce
tactggcgat
agataagtct
tggatttgtt
gagttcttitg
tgttaatact
ataaattgag
gggtgaaaat
tccggatgat
ccgtgagaqgg

gatacttggc

<210> 23
<211> 639
<212> ADN
<213> Sintética

<400> 23

ggatccggta
tagcgcagag
tggcatgaag
tgcaggtgac
acgggaccac

acggaagttt

tatggtgatyg
gctctgaaaa
cttteccacta
agaagctctyg
gtctacatca
gcacttgtcg
attggttctc
ccgtttgcetg
agaaatcgtt
gctagccggce

caccctgaat

ccagatgaat
gatgaacgcce
aagtttgctg
atggttcaga
tatggactgg

tgaagtaaag

ataatgtctt
tgcaaatggc
ttcocagecocy
ggggtatgat
gaagtgatgyg
agctttatcect
gtttcttcga
caatgattgc
gatcttcectce
aaaggagtaa

atacgtgata

tgtgctttcc
ttaagggaac
agccaatgta
cgtggtatga
aatgaacttt

attcgectectc

aattacggag
cacaatctgt
gggtaactat
tggaattaga
ctttggaaaa
tgttgcagaa

aggatcc

cactgtggeca
aaagcttggg
tccactgotg
aaatgecgecet
ctcagacaty
acatggtgac
tttcacttcg
ctgccatgga
aacttgaggc
tctactttce

tgatctecaga

atatcctgat
gatccatgaa
tctgctagag
ctcgagaccyg
ttaagtatcc

catatcaccg

31

caaattttga
catgcagtat
tactgatggg
gtttttgaaa
attatcaata

actattggac

caatctgtcea
gtaactatta
gaattagagt
ttggaaaaat
ttgcagaaac
tcgagaccgg
aatacttgta
ttgcatagtg
tgagcccaga
caaggattgce

cttcaaggga

cctaagcagc
ggatacactc
daaaaactac
gegggecett

cggggtgtat

aactcctgec

gtctegacta
tttactggcg
aaagataagt
cgtggatttyg
atgagttett

aatgttaata

tgcagtattt
ctgatgggaa
ttttgaaacg
tatcaataat
tattggacaa
cgggcccaga
gggtatctat
gtgcggccge
ctgacctcaa
caggcaaata

tce

ccgccatcct
cgttaaggga
tcgatgaagt
agtgagtgga
gtggaagagg

agattgcttg

420
480
540
600
660
720

757

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

653

60

120

180

240

300

360



10

15

ctggtcaaag
tacgtagata
Jgtagcatgta
agtttcatgc
ggacgcaaaa

<210> 24

<211> 524

<212> ADN

<213> Sintética

<400> 24
ggatccocctty
ccacctgeoct
ccgcttaggot
aattacggag
gccegeagcetc
tcggaccggyg
atagaaacgt
ggctagccgg
gcaccctgaa

<210> 25

<211> 1620

<212> ADN

<213> Sintética

<400> 25
ggatcoggta
tagcgcagag
tggcatgaag
tgcaggtgac
tttttececge
ttatagtcgc
caattgtgat

cctatggtga

atgctctgaa

tcaggcggec
tetagggtat
ttattttgtyg
ttttagtggce

agatttttcc

ttgagagtaa
tgtcaagtgyg
gaactctctyg
caaatttitga
tcgactccte
ttggtgcaaa
tgatottceect
cagaggadgta

tatacgtgat

ccocgatgaat
gatgaacgcc
aagtttgetyg
atggttcaga
ctactgatga
gaatggaccyg
tataaggctt
tgataatgtc

aatgcaaaty

ES 2567104 T3

ctttagcttt
ctgactttaa
ttataatttyg
gacagtgtgt

Lttocttttta

aattttLtgtc
gcatcaatcc
atgtcggata
gtctogagac
ccgtagecgy
agocccaaca
caacatgagg
atctacattc

atgatctcag

tgtgctttce
ttaagggaac
agccaatgta
cgtggtatga
adgaagagadgd
atttgtatca
ttgatggcct
ttcactgtgg

gcaaadotty

tatggtagaa
aagacccaad
Ltttaacttyg
tgtttgtcoct

ctgggatoc

LLtttocoage
ttatagtzge
caattgtgat
cggadeggcc
gtgageccttt
gccctaaagt
ctgagooozag
ccaaddatty

acttcaaggyg

atatcctgat
gatccatgaa
tctgctagag
ctecgaccttyg
ccacctgoet
ccgcttaggt
aattacggag
cacaatctgt

gggtaactat

32

ccagtttceoc
Cgtatatatyg
ttttcogott

ttggacacac

ctactgatga
gaatggaccy
tataaggctt
ctggcaattt
ccacaatggce
agggagctgyg
actgtgctca
ccaggcaaat

atecc

cctaagcocagce
ggatacactc
gaaaaactac
Ltgagagtaa
tgtcaagtgg
gaactcoccty
caaattttga
catgcagtac

tactgatggyg

agtctagtga
Cgttttgtca
ttgtgtgttt

ttgocctagtt

agaagagaqgg
atttgtatca
ttgatggcct
ggcaaagagt
ccgaacaaac
ggtccggaty
accgtgagag

agatacttgy

cocgocatcoct
cgttaaggga
tcgatgaagt
aatttttgtec
gcatcaatcce
atgtcggata
gtctcgacta
tttactggeg

aaagataagt

420

480

540

600

639

60

120

180

240

300

360

420

480

524

&0

120

130

240

300

360

420

480

540
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ctectttecac
ttagaagctc
tggtctacat
ctgoacttgt
aacgggacca
gacggaagtt
gctggtcaaa
cttogaatac
atggattgca
tgatacgtag
tcagtagcat
tttagtttca
gttggacgca
ctactttagy
ggaaaggctc
agggeoogeto
agctcaaccy
Jgeaaatagat

<210> 26

<211> 1247

<212> ADN

<213> Sintética

<400> 26
ggatcocagt
ggacaaacaa
aagttaaaac
Ltgggtcttt
ctaccataaa
gtgatatgga
atacttaaaa
gtctegagte

ctagcagata

tattccageco
tgggggtatg
cagaagtgat
cgagcoctttat
ctatggactyg
Ltgaagtaaa
gtcaggcggce
ttgtagggta
tagtggtgcy
atatctaggyg
gtattatctt
Lgcttttagt
daaagatttt
gctgttgggg
acccggctac
cggatgatag
tgagagggct

acttgggcge

aaaaagaaaqg
cacactgtecg
aaattataac
Caagtcagat
agctaaaggg
gagcgaatct
agttocattcc
ataccacgtc

cattggcteca

ES 2567104 T3

cgtccactge
ataaatgcgc
ggctcagaca
ctacatggtyg
Jqaatgaactt
gattcgetet
ccagaagaaa
tctatgggtyg
gccctttageo
tatctggctt
gtgttataat
ggcgacagty
Lecetttettt
cttttgcacc
gggaggagtc
aaacgttgat
agocggcadga

cotgaatata

Jaaaaatctt
ccactaaaag
acaaaataat
accctagata
ccgectgact
ttacttcaaa
agtccatagt
tgaaccatgt

gcaaacttct

Lggaattaga
ctttggazaa
tgttgcagaa
actcgggacc
Littaagtatc
cecatatcacce
ttgagattgg
aaaatccgtt
ttttatggta
Ltaaaagaccc
ttgttttaac
Lgttgtttgt
Ltactggcgyg
aaccoggtce
gagagctgcg
cttcococtcaac
ggagtaatet

cgtgatatga

Lttgogtcca
catgaaacta
acctgetact
Lctacgtatc
Ltgaccagca
acttocgtce
ggtcocgttc
cacctgcaac

tecatgocate

33

gtttttgaaa
attatcaata
actattggac
ggcgggccct
ccggggtgta
gaactcctgce
Ltoctogtttc
tgctgcaaty
gaaccagttt
aagtgtatat
Ltgttttcey
ccbhttggaca
cecgctocecgga
gagtttgttc
gcactctttyg
ttgaggctga
acattcccaa

tcteagactt

actaggcaaqg
aacacacaaa
gacaaaacac
actagactgg
agcaatctgg
tcttocacat
cactcactaa
ttcatcgagt

cettaacgga

cgtggattity
atgagttctt
aatgttaata
tagtgagtgg
tgtggaagay
cagattgctt
ttcgatttca
attgcoctgco
cccagtctag
atgtgtttty
cttttgtgtyg
cacttgeccta
ccececagetec
gggceattgt
ccgaattgcc
gcocccagactyg
ggattgccay

caagggatco

tgtgtcoccaaa
agcggaaaac
atatatacac
gaaactggtt
caggagttcg
acaccccggg
gggccogecyg
agtttttcct

gtgtatcctt

600

660

720

780

840

300

960

1020

1080

11406

1200

12¢0

1320

1380

1440

1500

1560

1620

&0

120

130

240

300

360

420

480

540



10

catggategt
cccttgaagt
caatcocttgg
ctgggotcag
ctatgcaatc
caagtattcg
ggtoctocgagt
ttctgcaaca
ttttccaaag
tctaattcca
atagttaccc

cagattgtgc

<210> 27
<211> 7342
<212> ADN
<213> Sintética

<400> 27
atgaaaattt
taagaaactc
ttaagaaacg
acatatttta
ctatgtggca
cggaggetaa
ctgaggctcc
aagggaccat
ccaaaggagc
aatatgggcc
agtcectcecaa
gctgtgcacc
ctagcaagct
ctaaggggaa

ctgcaaageca

tecccttaagg
ctgagatcat
gaatgtagat
tctcaagttyg
catggcaggc
aagtgaaatc
caccatgtag
tgtctgagecc
gcgoatttat
gcagtggacy
caagotttge

cacagtgaaqg

cccacaagtt
aagattgaaa
cattgtttta
ctgtgttatt
ggtgectgag
ggaactccge
tcctoagecaa
tcaggtctca
Ltctgtgget
tcectgecgat
tatagtggtt
caagtggatyg
acggtttcect
agtcgtccta

acgtaettegt

ES 2567104 T3

cgttcatect
atcacgtata
tactcotcotyg
aggaagatca
aatcattgca
Jaagaaacda
ataaagctcyg
atcacttctyg
cataccccca
Jggctggaata
catttgcatt

acattatcat

cttacgttac
tcctttgcoga
ttgtgcttgt
tatttaagtt
ggcteccagt
tacgtgtget
tcaaggaaga
ctcoccaaagqg
cchtgecacctt
attgaattgy
ctgccaccta
gtggctatceo
aaaggagccg
tctgagggey

getgogegea

ctgocgotaag
ttcagggtgc
ccggotageco
acgtttctat
gecaaacggat
gaaccaatect
acaagtgcag
atgtagacca
gagcttctaa
gtggaaaggyg
ttcagagcat

caccataggt

cgtgattgea
agagtttaag
tgocttatttt
ftaattttgta
gotgctgoac
catgttggat
gtgggatagc
ctactggggt
tgcttaagca
tctaccegec
ceccaaaaggt
ctaagccacc
tagcttacaa
caaagaggat

ggtoctgctgc

34

gatggceggge
ccaagtatct
ctoctocacggt
catcocggagce
tttcacccat
caatttctte
tattaacatt
aagaattcat
caaatccacyg
acttatctct
cgccagtaaa

aggatcc

atcttttect
aaactcaccc
gtgcagttta
gttgtaaaaqg
tgggaagtce
gagcacacgt
gcccactceoc
caaacccagt
aaggtgtgaa
tcttgtgocgyg
ggaagtaagg
ggtgaagcta
tggtgtcaat

cecttaggggyg

gtgcaagaaqg

tgcttaggat
atttgoctgg
tgagctcagt
ggcocgcoacca
agatacccta
tgggooccgec
gtccaatagt
tattgataat
tttcaaaaac
coccatcagta

atactgcaga

gtgaagagtt
ctcgaagcgt
cttttaatct
ttgtttgcca
ttttcaaacy
cttgttaagy
ctaaaatcca
atccataaat
gtagtogttc
Jaggaggada
gtgccagttt
gcoccococtaaag
tttattgaca
atccgegtty

gtgagggcca

600

660

120

180

340

300

960

1020

1080

11406

1200

1247

&0

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900



agegtgetet
ctgggttcca
cttctaccac
tgecoctgagea
ttgaggtaga
ctgtgcaaac
gocttctcact
atttgatgge
cgacgttgte
aactcctcaa
aacaatgggc
ttactagage
sagataaagc
ageatcttge
tggaaagoct
tcgectttagg
cagccaaaat
ctagecctggy
gttgtaaaayg
gagaatctca
gagtaggaca
cccagggatt
tcatcgatct
acgagctttce
ttcggttgea
aattgttaga
ctgctgattt
gaacdgcaty
ttggtgettc

tggaagaaat

Jgagtggtta

tgccgagttt
agtggtgctt
ttctgtggtyg
ggacttotecc
catcgaggat
tgcacadgggc
gggcgogocac
aggagagttt
tgcgactatt
gttggaatta
ttoctgctgcec
tgctggagece
gttaaagttc
caghtgcacat
caagagtaaa
tgctatggtt
tatccctaat
gttaacagce
tgctatttac
cactatgggy
gagtatgata
tgaccaactt
tgttggaagt
tacaattgtt
agtggaaaca
agaagggocac
tacaatgtgc
tgcegggaatc
acagtctggy
gaatcttccc

tgctaggcaa

ES 2567104 T3

gaggcaatcyg
ccagraccaa
gtagttaaga
tgcttagagg
gattggatcc
agggcaaced
caaaaggtgg
gcagacctct
gaggaactca
gcetgaaatte
sagcagatgg
getgtagtta
tgtaaaagaa
tccatcotta
gctagtttag
ataggaggtyg
tgtgggatta
ctggagtgea
Ltccatgtatt
gocgactcagg
agcttcaaac
gcaagggdgta
atttactccc
tgcctagaty
atggccatag
aagatactgg
atcaaggaay
aatgagggta
aagacaacaa
aagagctcag

gocatgtgtga

ttcaaagtga
agatgagctg
agaggaagct
gctttgactyg
tcgtggazaa
aggccttaac
aagatttoge
gcttgoctate
gggatagoaa
caacagacteo
ctaaaqggggt
tctettttga
tetttgacgt
agaagatttyg
cacttgaagt
tagtagtgtt
Ltctgggtge
ctgcagagga
ctgttgcaga
gacttgataa
tggggagott
agegagoaat
agghtttctgg
tgagagceatyg
gcgatagaat
tcactgcocgge
aagtgtctaa
tgcgagettt
tagcaaattc
tttattccag

aagttgacga

35

acgattggac
cagcttaaaa
gccaaggett
gggggagaaa
acchtgtecctt
tecggtttgeca
ttocgtcoctggt
tttggtgtat
agattttcta
cactacatgt
tggcactatg
tatggcagtyg
aacaatggcet
ggaaaaattg
aatgocggcaa
ggtagaaaaa
ctttttgaca
aatcttocaga
gectactatyg
tgcaattcag
ttcatattat
aggtogaactt
acaggaaadt
gcetactgaaa
aaccttggat
aggtgttcca
gttggaagaa
Locetttttgy
aatcattatt
gcccaagact

tttttatgca

cagttaaaga
Jaagctgcoctc
cctaaaattc
toccacccoag
aagagacadg
gcetaccagtyg
gaagcggaat
aatgatgcac
gaggctatcg
gecccattta
gttggggatt
gaatttctge
ccatatcetec
tcagaatgga
cacgccattt
gtgcttattg
cttttectttyg
atgcatgogt
gctgatgagyg
goccctgacteo
gcaaagatag
actagttgge
acttttttityg
agtaagcecgtyg
actattgcoca
aggaaaacgt
gtgcatgcca
gtgtacattt
ccagetttge
ggtgggtttt

attgagcaga

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1800

1860

1920

1380

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760



ccocctagect
tggcttacat
ataccgcegt
gggcggcoggt
attcatgecat
tgcctcaggyg
ctgttgcagt
tggaatacag
taggcaacat
Ccaaggatga
tgggtaagtt
aaaagaaaac
gcaatgcact
gtgtggaacyg
gtttatccga
aagagctgge
gtaagcaggt
ttatcagtgc
ttgctggtgy
ctocgottgga
ggggtgaggy
actattgtga
tgatgacgag
ctgacggaac
gcecttegtega
tgcccattaa
ttgocggttaa
gcaaatatgc
tctaccagaa

gtggagectt

ggcgagttct
tcacgagaag
goctoctace
actggaagta
tgaagttcgc
ccctgocagta
tctcaaaaat
agagoggatt
gcactatcct
tggattctcet
gaatccatgt
attagaaatt
ggttgcatgce
tatggggaaa
gagaatttat
gggttcotggt
agtggtggaa
tgcttacacyg
tatggttgca
ggaaagatat
accttccaaa
tggagttaaqg
acatcaagcc
aacaaadaaad
attcectgaa
gtatgagaaqg
gtgttgcogtt
aacagcccgo
caagataagg

ggctgtgget

ES 2567104 T3

atgattgatyg
Jgyaatgtcaa
aattctcagy
cgcaggaaqyg
ttcatgcata
aacactccca
ctettgggty
ggtaatgacc
gggcagtggco
ttecttgegy
gagtctgaac
gtacattggg
tttttgcagyg
gatagttctc
ctgaggectgt
agagggccea
aactactcat
ctactctcaa
gtgacggcty
tcococctagaa
ggacaaggtyg
aagotaattt
ctggeoogtteo
ttagtttggc
aatgagttag
tactttgttyg
gogogottag
agtgaagttc
cgctatattyg

gtgatccaag

tggtgaattec
tggattctee
Cggtggactt
atgggagttt
ataagtgtcc
tggatgaagg
aacacatttt
atcccatata
tgactgctga
Cthgatggaaa
caccacatcc
atgtgcataa
gcttggtoca
cggaacaaca
gccaaatoeg
Cggcaatatt
tgctattgac
cagtggtgge
tcaacaatge
ategtttigt
agcatgagga
ccacgtgttyg
cgatocggoaa
caggcaggca
ttgtctttga
atgatgcoga
aagatggaat
atacgctgaa
tttatgcgca

daatcccaaa

36

agaaccttat
attagttgta
googtecattt
ctttacaccyg
gtatgttgat
atggatcact
ggctgaggaa
taacgcagca
acagaagagt
gatatacaag
caatgtgatt
acatattgcc
aggacaaagc
gaattttttt
cattgataat
gagagagtgt
attggtggect
tctggcocgggt
Ltctataceg
ctegogaatt
attggttact
gtttaaggga
tgaaattgaa
ggaggatggc
gcatccacac
tagacagatt
tcoccaattce
agatgagggc
tLgaagcaaag

agtcatcgeca

ccocotogaca
accactgcaa
tataacagga
cgggcgtatg
tctgetgggg
ccaagtgagg
gcaaagetgce
aaggaattca
acctatggaa
tacaatgtac
ccatggttgg
actggtcccc
aaagtagaga
aaacgcttga
atccagaaayg
ctgatgaaga
attoctottge
tgctctagtt
tgttcagagc
tctaaaatta
gagctetatt
aggtcactct
gtaatatacg
aattgcaaay
ttattgacac
tceccccaacy
cacttttgga
gggggaaatg
aagtatgatt

atgottgttt

2820

2880

2340

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3780

3840

3300

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560



ctgggaatag
dgggagaagt
gttatttgca
cagatgaatt
atgaacgcct
agtttgctga
tggttcagac
tcaatgggga
atcccgatgt
aaccaggaasa
aagaggactc
gattaaaaaqg
catataatct
gaggccacct
atcaccgctt
gcocctaattac
accctgtegy
tctgtggaaa
tagtactcaa
cccctgtgta
atgtcttcac
aaatggcaaa
cagcecogteoo
gtatgataaa
gtgatggctc
tttatctaca
tcecocteoctgy
gtcagaagag
cagcttttge
ctggcttatc

ttagttccgt

aggtgtgacc
gccatatgta
cgcatcggat
gtgctttceca
taagggaacy
gocaatgtat
gtggtatgac
catggatgag
tttagatcgt
tagagccttt
taaaaccaaqg
aadtaaaatc
cttgttgaga
gecttgtecaa
aggtgaactc
ggagcaaatt
caataggcag
tcaagtgtat
tteccattttt
caaggaatgt
tgtggcacaa
gcttggggta
actgctggaa
tgcgecctttg
agacatgttyg
tggtgataga
cgcttataag
tggagagagt
cagttttact
gattgcagga

cctaccocggyg

ES 2567104 T3

tactcttctg
ccagaagatg
gogocacatg
tatcctgatc
atccatgaag
ctgctagagg
cogggtgaat
gaatattttg
aaacctgggg
gtagctggtt
ataccttecct
gatactcoctg
gtaaaatttt
gtagggcatca
toctgatgtcg
ttgagtacga
aggaaaaatt
gocactgaag
aaagaactac
tttgacagat
toctgtcatgc
actattactyg
ttagagtttt
Jaaaaattat
cagaaactat
acttattttg
Jgagttgacaa
ggttataagc
caacaagctyg
actaagtaca

gatagaaatg

tgattccaaa
ggttagtgtc
tgccttoctaa
ctaagcagcc
gatacactco
aaaaactact
tccttgaaga
acccocctagt
aaaagggaaa
gtaatcctga
tggttagtat
gtacgagatt
tgtcttttite
atccttatag
gatacaattg
tcgococgatat
tgctcetage
caggcatace
tgatgagata
gtgtegtget
agtattttac
atgggaaaga
tgaaacgtgy
caataatgag
tggacaatgt
aatcagtcag
cgtggtttca
cacaagggct
gtacagagtt
ttgctactga

ttttcaagtt

37

ctacagttct
gaggggatat
gacttccocttc
cgccatcocctt
gttaagggat
cgatgaagtt
tatttcttta
gatggacacg
ggocgagattc
aaaggcttat
agaaacccca
attttetagtyg
ccgcectactyg
tecgcgaatgg
tgattataaqg
gatcaatgct
aatatgtgga
ttcaggctgt
ttgcttcaaqg
cattacctat
tggcgatgot
taagtctctt
atttgttaga
Ltctttggtc
taatactgca
agctttttac
agcadaatca
cattgagatt
ggaaaagcat
gaatgagatt

ggatctgecct

tecttttatta

aggaaagtgg
atgaaggtac
agcgcagadg
goacatgaaga
geaggtgaca
gatcaagcta
tctgaaggat
tttgttgggg
taccaactag
aaagacgaga
ctgcceccttgy
atgaagaaga
accgatttgt
gottttgatg
ggatatcgtg
cgcectetota
goetctcacag
aaaatagttc
ggtgatgata
ctgaaaatgc
teccactattc
agctetgggy
tacatcagaa
cttgtcgage
ttcgagaaac
tttcatgagt
agtcatggag
gacatttgce
gttttgtctc

tgtggagacg

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5760

5820

5880

5340

€000

a060

elz0

6180

6240

€300

G360

6420
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ggatagggcg
tgagattgtg
catacattgg
agagcgttet
gttatttttc
cttatgaggg
aagccaccga
gtataagtct
actcggaaac
goegtgaaatdg
tttttggcaa
catgcocttag
cagtttcttt
gtttgtttta

tgtgttgttt

tttttactgt

<210> 28
<211> 3774
<212> ADN
<213> Sintética

<400> 28
atgaaaaatg
taagaaactc
gaaactcate
tagttetttt
attttattat
gggttcoctgtt
taaggaggat
agttgggtee
cgagaggceca
gaagaaggtyg

ggcttttgca

tttgccttcc
caagcegtgcc
tgcatgggca
tgcgetttat
tgattttgaa
gggtgaagct
aatggatact
tgttggugyy
agatgttacg
ttgcaggegt
caatctttta
gaaataagcc
tgcctttcat
acttgttttc
gtcetttgga

tatgcaaatt

tttacgtttt
aaaagtgaaa
attgecttttt
aaaaagcttt
tccaacaggc
gaacaatggc
gtccaagaaa
gggcccattyg
gogecoegtoce
gtgattccaa

ccaaccoggt

ES 2567104 T3

aaatgcagta
caagatgaaa
gttgcttgea
gccaacttgt
agtcceoatteo
ttaaaggaaa
aggaaagtga
gtttgtttec
atggctagag
tgtgtaggag
aagactcatc
ttccaattct
gctocttttag
tgctttagtyg
accacttgcc

tt

cttacgttac
ctgccaagag
tgttectttta
tgttttgttt
ggcttgooty
tggcggoeocat
accgagaaca
acaatcoccga
gogcocggttaa
caccacctcco

cogagtttgt

tcttaaactt
agaagacctt
tatgtggaga
tgggaccaaa
atatcaagaa
ttttcacttt
tgttgcasaa
caaatgaggg
aggttcaagg
tagcaaccag
LLaaggettt
tggtactgygg
gcaattgaat
tgttttcttt

ttgttggacy

cgtgatttca
tttaagaaac
ttttgcgott
ttetttttet
ttgggctgct
taacactgat
gccaactget
gaaatgcgac
agccgatgag
tcoccocagct

tcgggooatt

38

gagaaaaccg
agttattcgt
gagttttggc
tcagaggaat
agtcoatgec
ttgtgagact
tcaaccagac
aggagagecht
agtctatgta
ggttgtgact
gaggaaaatt
ataaccaagt
attagagcat
catgoctttta

caaaaagatt

cttttcttta
Lcacaaagcg
Latttgttta

ttacttgcce

gggaagaacc
ccocteocttoc
gttcgaatgt
tggcattttyg
gttgtggtog
ccctacttta

gtggaaaggc

ggcttggtta
gacgaaadgc
ttogggeaac
ggcttagcca
aaaacaaact
attttotatg
gtctatccta
gqoagccatgt
agtgaagcgt
gatacgcaac
cagaatcata
ttaaataacc
ttgtgttatt
gtggcgacag

ttctttttte

gccaagagtt
aagagtttaa
gcattttatt
ttatgggcaa
ctcatcttgg
gccaaactgt
tttecttggaa
tecettacggyg
Lgccacaace
gggctgttgg

tcaccoggcet

6480

6540

6600

6060

6720

&780

6840

€300

6960

T0z20

7080

7140

7200

7260

7320

7342

a0

120

180

240

300

360

420

430

540

600

660



acgggaggayg
Cgctocctcty
gaagtggtat
tocctcoccect
caggatgaag
ctgggtaggt
cggtgggcay
agccecedgt
agcaaatagc
tgettatett
cagogettac
agattttagg
tgtgtcggag
tgcgetagaa
cgtagcgaca
attecttaggy
ggaaccaagg
tactgattca
gcactaccgy
ggctactaty
ccectgaagea
gtgggaaagt
gaggattgat
cgtgagagga
atacttgggc
aaagtggata
aaatgocttt
tagaattact
ccataagttyg

gtggtttaaa

tcgagagctyg
aagttgagcc
gacactagtyg
ccocccaatcc
tcoctgcacea
ttagtggaca
acaattgcce
agdggcacaat
ttocgaaggtc
ggtgctgeccy
gecoctaggg
ctcaatggta
gaagagatgg
atagccataa
tatgggcaty
aatgggttag
cgcgaatcta
gtcttggcag
acagtggcta
atgggtaaca
agagttgaaa
gtggaggaac
agaaacgttyg
LLagctggta
accctgaata
actgcaggat
actggattga
gctagtgcgyg
ggcacgtttt

tcaaccacat
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cggoactett
tggcggcgaa
atgagcgcct
aaaatcctcc
aggotttege
tccoccagtac
aggaagctga
ggatctocga
ttgotgctca
acatgattga
gtttgtggay
ttocogacegg
aagagtaccg
acccatttgy
agcgcdacat
ctagagccat
taattcgcct
ccattagtgt
gtaccgtgca
ctgtcgtagt
tagggggcgy
cagggcaaac
atcttocctca
gaggagtbaat
tacgtgatat
tagtcatgcc
catgggtgat
atcoctgtata
catgtgagat

ttgaatctcc

tgcocgaattyg
attecgcecaty
tttggaggct
ctccttooag
cttggaaacc
ttctgtgtgco
tcctttgcaa
gedcagacaa
aaccgatatg
geaaggocta
gggaccctca
gacaaacaca
ggacagyggyc
catgcctgga
gacgogogoc
tttctttoct
atatgttgcc
tggcactttg
ccaggctcay
atcacctgaa
Ltctagtatt
cttctctatc
acttgaggct
ctacattcce
gatctcagac
tactttcaag
gagctttgat
caccttgtca
agactatgga

aaggttgcat
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ccattggagt
ctcaaacata
catcctggtyg
gagagggtga
tcocctaggte
tgtgcggatyg
cataggatca
getetgcgda
acttttgagc
cegotgetto
accagagcca
ttggaaatat
atgtcagctyg
aatcctacgg
tttattggat
ggtttgcaat
tctaccaatyg
cgtcaacatyg
gtgcaaggaa
ggaagcctgg
aggatggtgg
agaagcogtt
gagcocagac
aaggatitgcc
ttcaagggtyg
atagttatta
gcttataacc
gtccocacatt
gaattgtgtyg

Ltcacgtgtt

accctcaggg
ccacttggay
gtccttgtet
gggagttttg
tcaataaggc
dJggaagactac
gtacgtcagt
Jdadadagca
aggccaggaa
cocoototgeg
attacacgct
tgtataatcc
tggtaattga
acttgactgt
ctgcttccac
atagccagga
ccactgtgga
ttggttcecat
cgacgctcay
ttactggaac
gqacctetaca
cacggtctgt
tgagctcaac
aggcaaatag
tccagtatga
ggctacctge
ggataactag
ggcttatcca
gtcatgctat

taacgggcaa

900

960

10z0

1080

1140

1200

12¢0

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1320

1380

2040

2100

2160

2220

2280

2340

24090

2460



caacaaagad
ggccacttct
atttcaattt
gagtgctggg
adacagceact
catttgtgcy
cactatggac
ttttgaagta
aagtcagaga
Jgggtgagact
ctctttacca
tgataaadgaa
ggtatctatyg
tgtattagac
cgttaccatc
ttttgccata
aaacccaaac
adagagtatt
tagaaccadgt
tttgtcagta
tgtgtttagt

cctagttgga

ttageggecag
ttcoccttggga
cttacttgcc
ctgacattgyg
cttgtgagtt
ccaatcttet
tggaatgaac
aagattcget
gacatgagct
gegeaactte
agttttgaag
gaaattgadga
ggtgaaaatc
ctcaaactce
acgaagctgyg
caaaaactag
actocgttttt
aaagtactcc
ttecccagtet
gcatgtatta
ttcatgottt

cgcaaaaaga
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actggeaaqge
aaccaacttt
ctcccatatt
ggcaagtccc
gtgttttggy
acagtattgt
tttttaagta
ctccatatca
ctcttaattt
ctattgttgt
atgactattt
ttggttcteg
cgtttgetge
aatggagtct
tgggtgataa
agggaactac
ccotttatag
gogbtttgtyg
agggtatctg
ttttgtgtta
tagtggcgac

tttttecttt

tgtecgtagaa
ggtttttgac
ctttgattta
aatggttggc
tatgggaggt
Lttatgggtce
tccocggggtyg
ccgaactcocct
ttatgcaata
geagatagat
cgtatgggtg
tttecttaogat
aatgattgce
gaacaccgaa
ggccatgggt
agagttgttg
tegotggaty
caagcocoogt
actttaaaaqg
taatttgttt
agtgtgttgt

ctttttacty
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ctatatgeceyg
ccaggtgttt
acggcoccgtca
accactaagyg
actgttagag
gttagtgagt
tatgtggaag
gcocagattge
gcaggaccta
gaaattgtge
gatttttctyg
ttcactticga
tgccatggat
ttcggeaaga
ctggacggac
gttgggaatt
gcaattaaat
ccaggehbtta
acccaagtgt
taacttgttt
ttgtocctttg

Ctttgcaaat

aattggaaga
tcaatggcocaa
cggoccttag
tttataatct
ggagggtgca
Jggadacgddac
aggacgygaag
ttgoctggtca
tcgotocttco
Jqooccagatet
aattcactct
atacttgtag
tgcatagtgy
Jeagegdyad
cttcoctocacgt
ttgcaggagco
tggatcaagce
gottttatgg
atatatgtgt
toccgocttttg
gacacacttg

ttat

2520

2580

2640

2700

2880

2940

3000

3060

3120

31380

3240

3300

3360

3420

3430

3540

3600

3660

3720
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