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DESCRIPCION
Reduccion del contenido de acidos grasos saturados en semillas de plantas
Campo técnico

Algunas formas de realizacién se refieren en general a ciertas enzimas delta-9 desaturasas, a los acidos nucleicos
que codifican estas enzimas, y a los métodos de expresar las mismas en una célula vegetal. Algunas formas de
realizacion se refieren a la utilizacion de la actividad de ciertas enzimas delta-9 desaturasas para disminuir la
composicion porcentual de acidos grasos saturados en materiales de plantas (por ejemplo, semillas) y aumentar la
composicion porcentual de acidos grasos w-7. También se describe en este documento plantas y materiales de
plantas producidos por métodos en formas de realizacién particulares.7

Antecedentes de la invencion

Los aceites derivados de vegetales han sustituido gradualmente a los aceites y grasas de origen animal como la
principal fuente de ingesta de grasas en la dieta. Sin embargo la ingesta de grasas saturadas en los paises mas
industrializados se ha mantenido en alrededor del 15% al 20% del consumo total de calorias. En sus esfuerzos para
promover estilos de vida mas saludables, el departamento de agricultura de los Estados Unidos (USDA) ha
recomendado recientemente que las grasas saturadas sean menos del 10% de la ingesta caldrica diaria. Para
facilitar la concienciacién del consumidor, las directrices de etiquetado actuales emitidas por el USDA requieren
ahora que los niveles de acidos grasos saturados totales sean inferiores a 1,0 gramos por 14 gramos de ingesta
para recibir la etiqueta de "bajo-sat" y menos de 0,5 g por 14 gramos de ingesta para recibir la etiqueta "no-sat". Esto
significa que el contenido de acidos grasos saturados de aceites vegetales debe de ser menor del 7% y del 3,5%
para recibir la etiqueta "bajo-sat" o "no-sat", respectivamente. Desde la emision de estas directrices, se ha producido
un aumento de la demanda de los consumidores por los aceites "bajo-sat" y "no-sat". Hasta la fecha, esta demanda
se ha satisfecho principalmente con aceite de canola, y en un grado mucho menor con aceites de girasol y cartamo.

Mientras que las grasas insaturadas (monoinsaturadas y poliinsaturadas) son beneficiosas (especialmente cuando
se consumen con moderacion), las grasas saturadas y trans no lo son. Las grasas saturadas y las grasas trans
elevan los niveles de colesterol LDL indeseable en la sangre. El colesterol de la dieta también eleva el colesterol
LDL y puede contribuir a enfermedades cardiacas incluso sin elevar el LDL. Por tanto, es recomendable elegir
alimentos bajos en grasas saturadas, grasas trans y colesterol como parte de una dieta saludable.

Las caracteristicas de los aceites, tanto de origen vegetal como animal, estan determinadas predominantemente por
el numero de atomos de carbono e hidrégeno en la molécula de aceite, asi como el nimero y posicion de los dobles
enlaces comprendidos en la cadena del acido graso. La mayoria de los aceites derivados de las plantas estan
compuestos de cantidades variables de los acidos grasos palmitico (16:0), estearico (18:0), oleico (18:1), linoleico
(18:2) y linolénico (18:3). Convencionalmente, los acidos palmitico y estearico se designan como "saturados", porque
sus cadenas de carbono estan saturadas con atomos de hidrégeno, y por lo tanto no tienen dobles enlaces;
contienen el nimero maximo de atomos de hidrégeno posibles. Sin embargo, los acidos oleico, linoleico, y linolénico
son cadenas de acidos grasos de 18 carbonos que tienen uno, dos, y tres dobles enlaces, respectivamente, en la
cadena. El acido oleico se considera tipicamente un acido graso monoinsaturado, mientras que el acido linoleico y
linolénico se consideran acidos grasos poliinsaturados. La definicion del USDA de productos de aceite "no sat" como
aquellos que tienen menos de 3,5% de contenido de acidos grasos se calcula como el contenido de acido graso
saturado combinado contenido en peso (comparado con la cantidad total de acidos grasos).

El aceite de canola tiene el nivel mas bajo de acidos grasos saturados de todos los aceites vegetales. "Canola" se
refiere a la colza (Brassica) que tiene un contenido de acido erucico (C22:1) de a lo sumo 2% en peso, basado en el
contenido de acido graso total de la semilla (preferiblemente a lo sumo 0,5% en peso, y lo mas preferiblemente
esencialmente 0% en peso), y que produce, después de la molienda, una pasta secada al aire que contiene menos
de 30 ymol/lg de pasta desgrasada (libre de aceite). Estos tipos de colza se distinguen por su calidad como
comestibles en comparacién con las variedades mas tradicionales de la especie.

Se postula que, en semillas de plantas oleaginosas, la sintesis de acidos grasos se produce principalmente en los
plastidos. El producto principal de la sintesis de acidos grasos es palmitato (16:0), que parece ser alargado de
manera eficiente a estearato 18:0). Mientras que estan aun en el plastido, los acidos grasos saturados a
continuacioén se pueden desaturar por una enzima conocida como acil-ACP delta-9 desaturasa, que introduce uno o
mas dobles enlaces carbono-carbono. Especificamente, el estearato se puede desaturar rapidamente mediante una
enzima delta-9 desaturada plastidial para producir oleato (18:1). De hecho, el palmitato también se puede desaturar
a palmitoleato (16:1) por la delta-9 desaturasa del plastido, pero este acido graso aparece soélo en cantidades traza
(0-0,2%) en la mayoria de los aceites vegetales. Por lo tanto, los principales productos de la sintesis de acidos
grasos en el plastido son palmitato, estearato y oleato. En la mayoria de los aceites, el oleato es el principal acido
graso sintetizado, ya que los acidos grasos saturados estan presentes en proporciones mucho mas bajas.

Los acidos grasos sintetizados recientemente se exportan fuera del plastido al citoplasma. La desaturacion
subsiguiente de los acidos grasos de las plantas en el citoplasma parece estar limitada al oleato, que se puede
desaturar a linoleato (18:2) y linolenato (18:3) por desaturasas del microsoma que actuan sobre sustratos de oleoil o

2



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2568 803 T3

lineoleoil esterificados por la fosfatidilcolina (PC). Ademas dependiendo de la planta, el oleato se puede modificar
adicionalmente por alargamientos (a 20:1, 22:1, y/o 24:1), o por la adicién de grupos funcionales. Estos acidos
grasos, junto con los acidos grasos saturados, palmitato y estearato, se ensamblan después en triglicéridos en las
membranas endorreticulares.

La enzima acil-ACP delta-9 desaturasa de las plantas es soluble. Esta localizada en el estroma del plastido, y usa
acidos grasos sintetizados recientemente esterificados por ACP, predominantemente estearil-ACP, como sustratos.
Esto es, diferente a las otras enzimas delta-9 desaturasas, que estan localizadas en la membrana reticular
endoplasmatica (ER, o microsémica), usan acidos grasos esterificados por Co-A como substratos, y desaturan
ambos acidos grasos saturados, palmitato y estearato. Los documentos de patente de los Estados Unidos 5.723.595
y 6.706.950 se refieren a una desaturasa de una planta.

El gen de la delta-9 desaturasa de levadura se ha aislado de Saccharomyces cerevisiae, se ha clonado, y se ha
secuenciado. Stukey et al. (1989) J. Biol. Chem. 264:16537-44; Stukey et al. (1990) J. Biol. Chem. 265:20144-9.
Este gen de la levadura se ha introducido en el tejido de la hoja de tabaco (Polashcok et al. (1991) FASEB J.
5:A1157; Polashok et al. (1992) Plant Physiol. 100:894-901), y al parecer se expreso6 en este tejido. Ademas, este
gen de la levadura se ha expresado en el tomate. Véase Wang et al. (1996) J. Agric. Food Chem. 44:3399-402; y
Wang et al. (2001) Phytochemistry 58:227-32. Si bien se informaron de algunos incrementos en ciertos acidos
grasos insaturados, de algunas disminuciones en ciertos acidos grasos saturados, tanto para el tabaco como el
tomate usando este gen de la delta-9 desaturasa de levadura, el tabaco y el tomate no son claramente cultivos de
aceite. Este gen de levadura se introdujo también en Brassica napus. Documento de patente de Estados Unidos
5.777.201.

Una acil-CoA delta-9 desaturasa fungica diferente de Aspergillus nidulans se ha introducid en canola, consiguiendo
de esta manera concentraciones de acidos grasos saturados reducidas en el aceite de las semillas. Publicacion de
la solicitud de patente de Estados Unidos US 2008/0260933 A1. La acil-CoA delta-9 desaturasa de A. nidulans
proporciond una mayor reduccién de estearatos (61-90%) que de los acidos grasos mas abundantes de palmitato
(36-49%) en el aceite de las semillas.

Descripcion de la invenciéon

Se divulga en este documento una molécula de acido nucleico aislada que codifica una enzima delta-9 desaturasa
que comprende una secuencia de aminoacidos que es al menos 80% idéntica a la SEQ ID NO:12, en donde la
molécula de acido nucleico comprende una secuencia de nucleétido que es al menos 60% idéntica a una secuencia
seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO:3, SEQ ID NO:4, SEQ ID NO:9, y SEQ ID NO:15.

También se divulgan métodos de expresion de al menos uno de los acidos nucleicos y/o polipéptidos mencionados
anteriormente en una célula vegetal. Formas de realizacion particulares se aprovechan de la actividad de una
enzima delta-9 desaturasa, de manera que la composicion por ciento de acidos grasos saturados pueda disminuirse
en una planta, material de la planta (por ejemplo, las semillas), y/o partes de la planta que comprenden las células
de la planta, y/o un producto vegetal de los productos basicos producidos a partir de cualquiera de los anteriores. En
ciertas formas de realizacion, los acidos grasos w-7 concomitantemente pueden ser aumentados en la planta,
material vegetal, parte de la planta, y/o producto vegetal de productos basicos.

Algunas formas de realizacion incluyen un método para reducir la cantidad de acidos grasos saturados en una
planta, material de la planta, parte de la planta, y/o producto vegetal de productos basicos, el método comprende
transformar una célula de una planta con una molécula de acido nucleico que codifica una enzima delta-9
desaturasa de la invencion, de manera que la cantidad de acidos grasos saturados en la célula se reduzca. Algunas
formas de realizacion incluyen un método para crear una planta genéticamente modificada que comprende reducir la
cantidad de acidos grasos saturados en la planta en comparaciéon con una planta de tipo silvestre de la misma
especie. Dicho método puede comprender la transformacion de un material de la planta (o célula de la planta) con
una molécula de acido nucleico que codifica una enzima delta-9 desaturasa de la invencién, y cultivar el material de
la planta transformado (o célula de la planta) para obtener una planta. En ejemplos particulares, una célula de la
planta y/o material de la planta de una especie de Arabidopsis puede ser transformado con una molécula de acido
nucleico que codifica un polipéptido delta-9 desaturasa de la invencion.

Lo anterior y otras caracteristicas se haran mas aparentes a partir de la descripcion detallada siguiente de varias
formas de realizacién, que procede con referencia a las figuras adjuntas.

Breve descripcion de las figuras

La Fig. 1 incluye un andlisis filogenético esquematico de varias secuencias de proteina desaturasa de hongos. Las
secuencias de proteina completas de las desaturasas descritas fueron alineadas usando ClustalX y se muestran
usando MEGA.

Las Figs. 2(a-d) incluyen una alineacién de secuencias de genes de delta-9 desaturasa de hongos. Las letras
mayusculas representan los nucleétidos conservados en esta alineacion. La parte en sombra representa nucleétidos
idénticos en esta alineacion.
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Las Figs. 3(a-b) incluyen una alineacion de secuencias de polipéptidos de delta-9 desaturasa de hongos.

Las Figs. 4-18 incluyen mapas de plasmidos de ejemplo que comprenden secuencias de nucleétidos que codifican
delta-9 desaturasas de hongos que pueden ser Utiles en algunas formas de realizacion. La Fig. 4 incluye
especificamente mapas de plasmidos de ejemplo que comprenden secuencias de nucledtidos que codifican
LnD9DS-2 (Fig. 4a; pDAB110110) y que codifican HzD9DS (Fig. 4b; pDAB110112) que ademas comprenden la &'
UTR de PvPhas y 3' UTR de PvPhas.

La Fig. 19 incluye datos que muestran el contenido total de acidos grasos saturados (%FAMEs) de unos ejemplos de
semillas T, de Arabidopsis a partir de plantas transformadas con ciertas secuencias de genes de delta-9 desaturasa
de hongos de ejemplo.

La Fig. 20 incluye datos que muestran el contenido de acido palmitico (C16:0) (%FAMEs) de unos ejemplos de
semillas T, de Arabidopsis a partir de plantas transformadas con ciertas secuencias de genes de delta-9 desaturasa
de hongos de ejemplo.

La Fig. 21 incluye datos que muestran el contenido de acido estearico (C18:0) (%FAMEs) de unos ejemplos de
semillas T, de Arabidopsis a partir de plantas transformadas con ciertas secuencias de genes de delta-9 desaturasa
de hongos de ejemplo.

La Fig. 22 incluye datos que muestran el contenido de acido palmitoleico (C16:1) (%FAMEs) de unos ejemplos de
semillas T, de Arabidopsis a partir de plantas transformadas con ciertas secuencias de genes de delta-9 desaturasa
de hongos de ejemplo.

La Fig. 23 incluye una representacion grafica de la acumulacion de las transcripciones de ARNm de HzD9DS vy
LnD9DS-2 (en relacidon a las transcripciones de AnD9DS) en semillas en desarrollo de plantas de canola
transformadas con pDAB7319 (AnD9DS v3 y LnD9DS-2 v2) o pDAB7324 (AnD9DS v3 y HzD9DS v2). El gRT-PCR
AACt de cada gen se determiné en relaciéon con el nivel de transcripcion de actina, y la cantidad de transcripcion
para HzD9DS y LnD9DS-2 se normaliz6 entonces al nivel de transcripcion de AnD9DS en cada muestra.

Listado de secuencias

Las secuencias de acidos nucleicos que figuran en la secuencia de acompafiamiento se muestran usando las
abreviaturas de letras estandar para bases de nucleétidos, como se define en 37 C.F.R. § 1.822. Sélo se muestra
una hebra de cada secuencia de acido nucleico, pero la cadena complementaria se entiende que esta incluida
mediante cualquier referencia a la hebra mostrada. En la lista de secuencias adjunta:

SEQ ID NO:1 muestra un cebador directo usado para amplificar por PCR un fragmento de un gen de acil-coA delta-9
desaturasa de Magnaporthe grisea (referido en algunos lugares como MgD9DS).

SEQ ID NO:2 muestra un cebador inverso usado para amplificar por PCR un fragmento de un gen de acil-CoA delta-
9 desaturasa de M. grisea (referido en algunos lugares como MgD9DS).

SEQ ID NO:3 muestra un fragmento a modo de ejemplo de un gen de acil-coA delta-9 desaturasa de M. grisea
(referido en algunos lugares como MgD9DS) que fue amplificado por PCR.

SEQ ID NO:4 muestra un clon MgD9DS sin intrén a modo de ejemplo.

SEQ ID NO:5 muestra una secuencia de acido nucleico a modo de ejemplo que codifica una primera acil-CoA delta-
9 desaturasa de Leptosphaeria nodorum, se le refiere en algunos lugares como LnD9DS-1.

SEQ ID NOs:6 y 7 muestran secuencias de cebadores que pueden ser Utiles en algunas formas de realizacion.

SEQ ID NO:8 muestra una secuencia de acido nucleico que codifica una segunda acil-CoA delta-9 desaturasa de
ejemplo, de L. nodorum, se le refiere en algunos lugares como LnD9DS-2.

SEQ ID NO:9 muestra una region de codificacién de un ejemplar nativo de un gen delta-9 desaturasa de M. grisea
(etiquetado como MgD9DS v1).

SEQ ID NO:10 muestra una regién de codificacion de un ejemplar nativo de un gen delta-9 desaturasa de
Helicoverpa zea (etiquetado como HzD9DS v1).

SEQ ID NO:11 muestra una region de codificacion de un ejemplar nativo de un gen delta-9 desaturasa (LnD9DS-2
v1) de L. nodorum.

SEQ ID NO:12 muestra la secuencia de aminoacidos de un ejemplar de delta-9 desaturasa nativa de M. grisea
(MgD9DS).

SEQ ID NO:13 muestra la secuencia de aminoacidos de un ejemplar de delta-9 desaturasa nativa de H. zea
(HzD9DS).
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SEQ ID NO:14 muestra la secuencia de aminoacidos de una delta-9 desaturasa nativa de L. nodorum (LnD9DS-2) a
modo de ejemplo.

SEQ ID NO:15 muestra la secuencia de un gen delta-9 desaturasa de canola optimizado de M. grisea (MgD9DS v2)
a modo de ejemplo.

SEQ ID NO:16 muestra la secuencia de un gen delta-9 desaturasa de canola optimizado de H. zea (HzD9DS v2) a
modo de ejemplo.

SEQ ID NO:17 muestra la secuencia de un gen delta-9 desaturasa de canola optimizado de L. nodorum (LnD9DS-2
v2) a modo de ejemplo.

SEQ ID NOs:18-39 muestran la secuencia de cebadores y sondas que pueden ser Utiles en algunas formas de
realizacion.

SEQ ID NOs:40-43 muestra secuencias de Kozak alternativas a modo de ejemplo que pueden usarse para aumentar
la expresion en algunas formas de realizacion.

SEQ ID NO:44 muestra la secuencia de un ejemplo adicional de un gen delta-9 desaturasa de canola optimizado de
L. nodorum (LnD9DS-2 v3).

SEQ ID NO:45 muestra la secuencia de un ejemplo adicional de un gen delta-9 desaturasa de canola optimizado de
H. zea (HzD9DS v3).

SEQ ID NO:46 muestra la secuencia de aminoacidos de una etiqueta Myc.
SEQ ID NO:47 muestra la secuencia de aminoacidos de una etiqueta HA .

SEQ ID NO:48 muestra una secuencia a modo de ejemplo de acido nucleico que codifica una delta-9 desaturasa de
Aspergillus nidulans, referido en algunos sitios como AnD9DS v2.

SEQ ID NO:49 muestra una segunda secuencia a modo de ejemplo de acido nucleico que codifica una delta-9-
desaturasa de A. nidulans, referida en algunos sitios como AnD9DS v3.

SEQ ID NO:50 muestra la secuencia de aminoacidos codificada por acidos nucleicos como se ejemplifica por las
SEQ ID NOs:48-49 (AnD9DS).

SEQ ID NO:51 muestra la secuencia de aminoacidos de otra desaturasa AnD9DS a modo de ejemplo.

SEQ ID NO:52 muestra la secuencia de aminoacidos de una delta-9 desaturasa nativa (ScCOLE1) de Saccharomyces
cerevisiae a modo de ejemplo.

SEQ ID NOs:53-66 muestran plasmidos que pueden ser Utiles en algunas formas de realizacion.

SEQ ID NOs:67-71 incluyen varios elementos de control de regulacion de acidos nucleicos que pueden ser Utiles en
algunas formas de realizacion.

SEQ ID NO:72 muestra los 68 residuos N-terminales (1-68) de una desaturasa AnD9DS a modo de ejemplo.
SEQ ID NO:73 muestra los 175 residuos C-terminales (281-455) de una desaturasa AnD9DS a modo de ejemplo.
SEQ ID NO:74 muestra un mapa del plasmido pDAB110110.

SEQ ID NO:75 muestra un mapa del plasmido pDAB110112.

SEQ ID NO:76 muestra una secuencia a modo de ejemplo de acido nucleico que codifica una acil-CoA delta-9
desaturasa de M. grisea, referida en algunos sitios como MgD9DS.

SEQ ID NO:77 muestra una secuencia de aminoacidos comprendida dentro de la delta-9 desaturasa nativa de
ejemplo de L. nodorum de la SEQ ID NO:14.

SEQ ID NO:78 muestra una secuencia de aminoacidos comprendida dentro de la delta-9 desaturasa nativa de
ejemplo de H. zea de la SEQ ID NO:13.

Modo(s) de llevar a cabo la invencion
1. Descripcion general de varias formas de realizacion

Previamente hemos introducido una acil-CoA delta-9 desaturasa fungica de Aspergillus nidulans en canola,
consiguiendo de esta forma la reduccién de los niveles de acidos grasos saturados en el aceite de las semillas.
Publicacién del documento de patente de Estados Unidos US 2008/0260933 A1. La delta-9 desaturasa de A.
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nidulans proporciond mayor reduccion de estearato (61-90%) que de los acidos grasos de palmitato (36-49%) mas
abundantes en el aceite de las semillas. Por lo tanto, la introduccion conjunta de una delta-9 desaturasa que actua
preferentemente en los saturados de palmitato permitira alcanzar una mayor reduccion en los saturados totales
complementando la actividad preferente de estearato de la delta-9 desaturasa de A. nidulans. En algunas formas de
realizacion de la presente invencion, se divulgan polipéptidos de delta-9 desaturasa de hongos que tienen un rango
de especificidades de sustrato. Formas de realizacion particulares incluyen una delta-9 desaturasa que prefiere el
palmitato (es decir, una enzima fingica nativa como se divulga en este documento, o un equivalente funcional de la
misma; y un polipéptido sintético disefiado para tener una preferencia por un sustrato de acido palmitico).

Se divulgan en este documento moléculas de acido nucleico que codifican un polipéptido de delta-9 desaturasa que
comprende una secuencia de nucleétidos que es al menos 60% idéntica a una secuencia seleccionada del grupo
que consiste en las SEQ ID NO:3, SEQ ID NO:4, SEQ ID NO:5, SEQ ID NO:8, SEQ ID NO:9, SEQ ID NO:10, SEQ
ID NO:11, SEQ ID NO:15, SEQ ID NO:16, SEQ ID NO:17, SEQ ID NO:44, SEQ ID NO:45, SEQ ID NO:48, y SEQ ID
NO:49. En algunas formas de realizacion, la molécula de acido nucleico puede ademas comprender un elemento
regulador del gen unido operativamente a la secuencia que codifica el polipéptido de delta-9 desaturasa. En formas
de realizacion particulares, un elemento regulador del gen puede ser un promotor de faseolina, una regién 5' no
traducida de faseolina, una region 3' no traducida de faseolina, una regién 3" no traducida de ORF1 de
Agrobacterium tumefaciens, un promotor del virus del mosaico de las nervaduras de Cassava, una region de union a
la matriz RB7 de Nicotiana tabacum, una secuencia de borde de hebraT, un promotor LfKCS3, y un promotor FAE 1.

También se divulgan polipéptidos de delta-9 desaturasa que comprenden una secuencia de aminoacidos que es al
menos 80% idéntica a una secuencia seleccionada del grupo que consiste en las SEQ ID NO:12, SEQ ID NO:13,
SEQ ID NO:14, SEQ ID NO:50, SEQ ID NO:52, SEQ ID NO:72, y SEQ ID NO:73, asi como moléculas de acido
nucleico que codifican dichos polipéptidos de delta-9 desaturasa.

En algunas formas de realizacién, las moléculas de acido nucleico y los polipéptidos de delta-9 desaturasa pueden
ser expresados en un material de planta, célula, tejido, o toda la planta, para reducir la cantidad de acidos grasos
saturados en el material de planta, célula, tejido, o toda la planta, en relacién a la cantidad observada en una planta
de tipo silvestre de la misma especie. Formas de realizacion alternativas de la invencion incluyen métodos para
reducir la cantidad de acidos grasos saturados en el material de planta, célula, tejido, o de toda la planta. Tales
métodos pueden comprender transformar un material de planta, célula, tejido, o de toda la planta con al menos una
de las moléculas de acido nucleico mencionadas anteriormente, de manera que se reduzca la cantidad de acidos
grasos saturados en el material de planta, célula, tejido, o de toda la planta. Formas de realizaciéon particulares
incluyen métodos para reducir preferencialmente los acidos grasos palmitico y/o estearico en un material de planta,
célula, tejido, o toda la planta.

Los métodos divulgados en este documento se pueden realizar, por ejemplo, en plantas, o materiales de plantas
derivados de plantas (por ejemplo, plantas del género Arabidopsis, o canola). Una forma de realizacion particular
sefiala a métodos para crear o regenerar una planta genéticamente modificada que comprende cantidades
reducidas de acidos grasos saturados en la planta en comparacion con la cantidad observada en una planta de tipo
silvestre de la misma especie, el método comprende transformar una célula o material de la planta con al menos una
de las moléculas de acido nucleico mencionadas anteriormente; y cultivar el material de la planta transformada para
obtener una planta. También se divulgan plantas, materiales de plantas, células de plantas, y semillas obtenidas por
cualquiera de los métodos mencionados anteriormente.

1. Abreviaturas

x:yA* acido graso que contiene x carbonos e y dobles enlaces en la posicion z contando desde el
extremo carboxilico

ACP proteina portadora de acilo
CoA coenzima A

FA acidos grasos

FAM fluoresceina

FAS sintasa de acidos grasos
FAME éster metilico de acidos grasos
KASII sintasa Il de ACP B-cetoacilo
MUFA acido graso monoinsaturado
WT tipo silvestre
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Ill. Términos

Acidos grasos: como se usa en este documento, el término "acido graso" se refiere a &cidos alifaticos de cadena
larga (acidos alcanoicos) de diferentes longitudes de cadena, por ejemplo, desde aproximadamente C12 a C22, si
bien se conocen tanto acidos de cadena mas larga como de cadena mas corta. La estructura de un acido graso se
representa por la notacion, x:yA?, donde "x" es el nimero total de atomos de carbono (C) en el acido graso particular,

e "y" es el numero de doble enlaces en la cadena de carbono en la posicidon "z," como se cuenta desde el extremo
carboxilico del acido.

Via metabdlica: el término, "via metabdlica," se refiere a una serie de reacciones quimicas que ocurren dentro de
una célula, catalizadas por enzimas, para lograr ya sea la formacion de un producto metabdlico, o la iniciacion de
otra via metabdlica. Una via metabdlica puede implicar varios o muchos pasos, y puede competir con una via
metabdlica diferente para sustratos de reaccion especificos. Del mismo modo, el producto de una via metabdlica
puede ser un sustrato para todavia otra via metabdlica.

Ingenieria metabdlica: para los propositos de la presente invencion, "ingenieria metabdlica" se refiere al disefio
racional de estrategias para alterar una o mas vias metabdlicas en una célula, de manera que se alcance la
modificacién paso a paso de una sustancia inicial en un producto que tiene la estructura quimica exacta deseada
dentro del esquema general de todas las vias metabdlicas operativas en la célula.

Desaturasa: tal como se usa en este documento, el término "desaturasa" se refiere a un polipéptido que puede
desaturar (es decir, introducir un enlace doble) en uno o mas acidos grasos para producir un acido graso o precursor
de interés. Una enzima desaturasa de acido graso soluble en la planta puede introducir un doble enlace
regioespecificamente en un sustrato acil-ACP saturado. Las acil-CoA desaturasas introducen un doble enlace
regioespecificamente en un sustrato acil-CoA graso saturado. La reaccion implica la activacion del oxigeno
molecular por un centro de dihierro reducido de dos electrones coordinado por un haz de cuatro hélices que forma el
nucleo de la arquitectura de la desaturasa. De particular interés en algunas formas de realizacion son las acil-CoA
delta-9 desaturasas.

La delta-9-18:0"-ACP desaturasa es requerida en todas las plantas para el mantenimiento de la fluidez de la
membrana. Mientras que esta enzima desatura principalmente estearoil-ACP, también es activa en un grado menor
con palmitoil-ACP.

Desaturasa variante: como se usa en este documento, el término "desaturasa variante" abarca aquellas desaturasas
que muestran perfiles de actividad especificos consistentes con un papel en la produccidon de acidos grasos
inusuales. Una desaturasa variante puede ser aislada de un organismo, creada con ingenieria por medio de un
programa de evolucion dirigida, o creada como una desaturasa sintética incorporando aminoacidos conservados de
una o mas desaturasas caracterizadas.

Planta de progenie: a los efectos de la presente invencion, "planta de progenie", se refiere a cualquier planta, o
material de planta obtenido a partir de la misma, que se pueda obtener por métodos de cultivo de plantas. Los
métodos de cultivo de plantas son bien conocidos en la técnica, e incluyen la reproduccién natural, cria artificial, cria
selectiva que implica el analisis de los marcadores moleculares de ADN, transgénicos, y cria comercial.

Material de la planta: como se usa en este documento, el término "material de la planta" se refiere a cualquier célula
o tejido obtenido de una planta.

Molécula de acido nucleico: una forma polimérica de nucleétidos, que puede incluir tanto cadenas de sentido como
cadenas de antisentido de ARN, ADNc, ADN gendmico, y formas sintéticas y polimeros mezclados de los anteriores.
Un nucledtido se refiere a un ribonucleétido, desoxinucleétido, o una forma modificada de ambos tipos de
nucledtidos. Una "molécula de acido nucleico” como se usa en este documento es sindnima con "acido nucleico" y
"polinucledtido.” El término incluye formas de ADN de cadena sencilla y doble. Una molécula de acido nucleico
puede incluir uno o ambos de nucleétidos naturales y nucleétidos modificados unidos por enlaces de nucledtidos
tanto naturales como no naturales.

Las moléculas de acido nucleico se pueden maodificar quimicamente o bioquimicamente, o pueden contener bases
de nucledtidos no naturales o bases de nucleétidos derivatizadas, como sera facilmente apreciado por los expertos
en la técnica. Tal modificacidon incluye, por ejemplo, etiquetas, metilacion, sustitucion de uno o mas de los
nucledtidos naturales con un analogo, modificaciones de internucleétidos, tales como enlaces no cargados (por
ejemplo, fosfonatos de metilo, fosfotriésteres, fosforamidatos, carbamatos, etc.), enlaces con carga (por ejemplo,
fosforotioles, fosforoditiolatos, etc.), restos pendientes (por ejemplo, péptidos), intercalantes (por ejemplo, acridina,
psoraleno, etc), quelantes, alquilantes, y enlaces modificados (por ejemplo, acidos nucleicos alfa anoméricos, etc).
El término "molécula de acido nucleico" también incluye cualquier conformacion topoldgica, incluyendo
conformaciones de cadena sencilla, de cadena doble, parcialmente duplicada, triplicada, en forma de horquilla,
circular y de candado.

Operativamente unido: una primera secuencia de acido nucleico esta unida operativamente con una segunda
secuencia de acido nucleico cuando la primera secuencia de acido nucleico esta en una relacién funcional con la
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segunda secuencia de acido nucleico. Por ejemplo un promotor esta operativamente unido a una secuencia de
codificacion si el promotor afecta a la transcripcién o expresién de la secuencia de codificacién. Cuando se produce
de forma recombinante, secuencias de acido nucleico unidas operativamente estan generalmente contiguas v,
cuando es necesario unen dos regiones codificantes de proteinas, en el mismo marco de lectura. Sin embargo, los
acidos nucleicos no necesitan estar contiguos para unirse operativamente.

Elemento regulador: como se usa en este documento, el término "elemento regulador” se refiere a una molécula de
acido nucleico que tiene actividad reguladora de genes; es decir, una que tiene la habilidad de afectar la
transcripcién o traducciéon de una molécula de acido nucleico transcribible unida operativamente. Los elementos
reguladores tales como los promotores, lideres, intrones, y las regiones de terminacién de la transcripcion son
moléculas no codificantes de acido nucleico que tienen actividad reguladora de los genes que desempefian un papel
integral en la expresion global de los genes en las células vivas. Los elementos reguladores aislados que funcionan
en las plantas son por lo tanto Utiles para modificar fenotipos de plantas a través de las técnicas de ingenieria
molecular. Por "elemento regulador”, se indica una serie de nucleétidos que determina si, cuando y en qué nivel se
expresa un gen particular. Las secuencias de ADN reguladoras interactian especificamente con proteinas
reguladoras u otras proteinas.

Como se usa en este documento, el término "actividad reguladora del gen" se refiere a una molécula de acido
nucleico capaz de afectar a la transcripcién o traducciéon de una molécula de acido nucleico unida operativamente.
Una molécula de acido nucleico aislada que tiene actividad reguladora del gen puede proporcionar una expresion
temporal o espacial o modular los niveles y tasas de expresion de la molécula de acido nucleico unida
operativamente. Una molécula de acido nucleico que tiene actividad reguladora de genes puede comprender un
promotor, intrén, lider o region 3' de terminacion de la transcripcion.

Promotores: tal como se utiliza en este documento, el término "promotor" se refiere a una molécula de acido nucleico
que esta implicada en el reconocimiento y la unién de la ARN polimerasa Il u otras proteinas tal como los factores de
transcripcion (factores de proteinas que actian en trans que regulan la transcripcion) para iniciar la trancripcion de
un gen unido operativamente. Los promotores pueden ellos mismos contener subelementos, tales como elementos
cis o dominios potenciadores que afectan a la transcripcion de genes unidos operativamente. Un "promotor vegetal”
es un promotor nativo o no nativo que es funcional en células vegetales. Un promotor vegetal puede usarse como un
elemento 5regulador para modular la expresién de un gen o genes operativamente unidos. Los promotores
vegetales pueden ser definidos por su patron de expresion temporal, espacial, o de desarrollo. Las moléculas de
acido nucleico descritas en el presente documento pueden comprender secuencias de acidos nucleicos que
comprenden promotores.

Identidad de secuencia: el término "identidad de secuencia" o "identidad", como se usa en este documento en el
contexto de dos secuencias de acidos nucleicos o de polipéptidos, puede hacer referencia a los residuos en las dos
secuencias que son iguales cuando se alinean para una correspondencia maxima sobre una ventana de
comparacion especificada.

Cuando se utiliza el porcentaje de identidad de secuencia en referencia a proteinas, se reconoce que las posiciones
de los residuos que no son idénticas a menudo difieren por sustituciones de aminoacidos conservadoras, donde los
residuos de aminoacidos estan sustituidos por otros residuos de aminoacidos con propiedades quimicas similares
(por ejemplo, carga, hidrofobicidad, o efectos estéricos), y por lo tanto no cambian las propiedades funcionales de la
molécula.

Por lo tanto, cuando las secuencias difieren en sustituciones conservadoras, la identidad de secuencia en porcentaje
puede ajustarse hacia arriba para corregir la naturaleza conservadora de la sustitucion en el lugar del residuo no
idéntico. Las secuencias que difieren por tales sustituciones conservadores se dicen que tienen "similitud de
secuencia" o "similaridad". Las técnicas para hacer este ajuste son bien conocidas por los expertos con
conocimientos de la técnica. Normalmente, tales técnicas implican puntuar una sustitucién conservadora como falta
de coincidencia parcial, en lugar de completa, lo que aumenta el porcentaje de identidad de la secuencia. Por
ejemplo, cuando se da a un aminoacido idéntico una puntuacioén entre 0 y 1, y a una sustitucion no conservadora se
le da una puntuacién de 0, a una sustitucion conservadora se le da una puntuacion entre 0 y 1. La puntuacion de las
sustituciones conservadoras puede calcularse, por ejemplo, como se implementan en el programa PC/GENE
(Intelligenetics, Mountain View, CA).

Como se utiliza en este documento, el término "porcentaje de identidad de secuencia" puede referirse al valor
determinado comparando dos secuencias 6ptimamente alineadas sobre una ventana de comparacién, en donde la
porcién de la secuencia en la ventana de comparacion puede comprender adiciones o delecciones (es decir,
huecos) en comparacion con la secuencia de referencia (Qque no comprende adiciones o delecciones) para la
alineacion optima de las dos secuencias. El porcentaje se calcula determinando el nimero de posiciones en las que
el residuo de nucledtido o aminoacido idéntico sucede en ambas secuencias para dar el numero de posiciones
coincidentes, dividiendo el nimero de posiciones coincidentes por el nimero total de posiciones en la ventana de
comparacion y multiplicando el resultado por 100 para dar el porcentaje de identidad de secuencia.

Posicion analoga en una secuencia de aminoacido: el acido nucleico y las secuencias de aminoacido pueden estar
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alineadas por los métodos descritos en los parrafos siguientes. Cuando se alinean, una posicién en una secuencia
esta en "una posicidon analoga” con una posicion en la secuencia alineada si las posiciones son idénticas dentro de
la secuencia de consenso.

Métodos para la alineacion de secuencias para la comparacion son bien conocidos en la técnica. Varios programas y
algoritmos de alineacion se describen en: Smith y Waterman, Adv. Appl. math. 2:482, 1981; Needleman y Wunsch,
J. Mol. Biol. 48:443, 1970; Pearson y Lipman, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85:2444, 1988; Higgins y Sharp, Gene
73:237-44, 1988; Higgins y Sharp, CABIOS 5:151-3, 1989; Corpet et al., Nucleic Acids Research 16:10881-10890,
1988; Huang, et al., Computer Applications in the Biosciences 8:155-65, 1992; Pearson et al., Methods in Molecular
Biology 24:307-31, 1994; Tatiana et al., FEMS Microbiol. Lett., 174:247-50, 1990. Altschul et al., J. Mol. Biol.
215:403-10, 1990 (examen detallado de los métodos de alineacion de secuencia y los calculos de homologia).

La herramienta Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) del National Center for Biotechnology Information
(NCBI) esta disponible en internet (en blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi), en conexién con los programas de analisis de
secuencia, por ejemplo, blastp y blastn. Una descripcion de como determinar la identidad de secuencia usando este
programa esta disponible en internet a través del NCBI en blast.ncbi.nim.nih.govBlast.cgi?CMD=Web&PAGE
_TYPE=BlastDocs.

Para las comparaciones de secuencias de aminoacidos, la funcion "Blast 2 sequences" del programa BLAST
(bl2seq) se emplea utilizando los parametros por defecto. Los parametros especificos se pueden ajustar a la
discrecion del experto en la técnica, para por ejemplo, proporcionar una sancién por una falta de coincidencia o
recompensa por una coincidencia.

Transformado: como se usa en este documento, el término "transformado” se refiere a una célula, tejido, érgano u
organismo en el que se ha introducido una molécula de acido nucleico ajeno, tal como una construccion. La
molécula de acido nucleico introducida puede ser integrada en el ADN gendmico de la célula, tejido, 6rgano u
organismo receptor de forma que la molécula de polinucledtido introducido es heredada por la progenie posterior.
Una célula u organismo "transgénico" o "transformado” también incluye la progenie de la célula u organismo y la
progenie producida a partir de un programa de cria empleando dicha planta transgénica como padre en, por
ejemplo, un cruzado y que presenta un fenotipo alterado como resultado de la presencia de una molécula de acido
nucleico ajeno.

IV. Enfoques de ingenieria metabdlica para disminuir los acidos grasos saturados en una célula tejido u organismo
hospedante

A. Visién general

La invencion presente incluye introducir una delta-9 desaturasa con preferencias especificas de acilCoA (por
ejemplo, para acido palmitico o estearico) en semillas de plantas. La preferencia especifica de acil-CoA de la delta-9
desaturasa permite la orientacion de ciertas agrupaciones especificas de acido graso saturado (por ejemplo,
palmitato para la conversion a productos monoinsaturados). Se seleccionaron acil-CoA delta-9 desaturasas para
reducir el contenido de acido graso saturado en plantas, ya que no se producen normalmente en sistemas de
plantas de una manera apreciable.

B. Polipéptidos

Los polipéptidos segun algunas formas de realizacién de la presente invencion comprenden una secuencia de
aminoacidos que muestra identidades con porcentaje aumentado cuando se alinea con una secuencia que consiste
de SEQ ID NO:12. Secuencias de aminoacidos especificos dentro de estas y otras formas de realizacion pueden
comprender secuencias que tienen, por ejemplo, al menos aproximadamente 70%, aproximadamente 75%,
aproximadamente 80%, 81%, 82%, 83%, 84%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95% 96%,
97%, 98%, 99%, o el 100% de identidad con las secuencias antes mencionadas. En muchas formas de realizacion,
la secuencia de aminoacidos que tiene la identidad de secuencia antes mencionada cuando se alinea con las
secuencias anteriormente mencionadas codifica un péptido con actividad delta-9-18:0-ACP desaturasa enzimatica, o
parte de un tal péptido.

C. Acidos nucleicos

Algunas formas de realizacion incluyen moléculas de acido nucleico que codifican un polipéptido descrito
anteriormente. Por ejemplo, secuencias de acidos nucleicos en algunas formas de realizacion muestran el aumento
de porcentaje de identidad cuando se alinean con una secuencia seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID
NO:3, SEQ ID NO:4, SEQ ID NO:9, SEQ ID NO:15. Secuencias de acido nucleico especificas dentro de esta y otras
formas de realizacion pueden comprender secuencias que tienen, por ejemplo, al menos aproximadamente el 60%,
aproximadamente 65%, aproximadamente 70%, aproximadamente 75%, aproximadamente 80%, 81%, 82%, 83%,
84%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95% 96%, 97%, 98%, 99%, o 100% de identidad con
una secuencia seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO:3, SEQ ID NO:4, SEQ ID NO:9, SEQ ID NO:10,
SEQ ID NO:11, SEQ ID NO:15. Se entiende por aquellos con conocimientos normales de la técnica que las
moléculas de acido nucleico pueden ser modificadas sin sustancialmente cambiar la secuencia de aminoacidos de
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un polipéptido codificado, por ejemplo, mediante la introduccion de sustituciones de nucledtido permisibles de
acuerdo con la degeneracion del codon.

En algunas formas de realizacién, las moléculas de acido nucleico de la presente invencion comprenden un
elemento de regulacion de genes (es decir, un promotor). Los promotores pueden ser seleccionados sobre la base
del tipo de célula en la que se insertara la construccion del vector. Los promotores que funcionan en bacterias,
levaduras y plantas son bien conocidos en la técnica. Los promotores también pueden ser seleccionados sobre la
base de sus caracteristicas de regulacion. Ejemplos de tales caracteristicas incluyen la mejora de la actividad de
transcripcion, la capacidad de induccion, especificidad tisular, y la especificidad de la etapa de desarrollo. En las
plantas, han sido descritos promotores que son inducibles, de origen virico o sintético, constitutivamente activos,
temporalmente regulados, espacialmente regulados. Véase, por ejemplo, Poszkowski et al. (1989) EMBO J. 3:2719;
Odell et al. (1985) Nature 313:810; y Chau et al. (1989) Science 244:174-81).

Promotores inducibles utiles incluyen, por ejemplo, los promotores inducidos por el acido salicilico o acidos
poliacrilicos inducidos por la aplicacion de antidotos (herbicidas de bencenosulfonamidas sustituidas), promotores de
choque térmico, un promotor inducible por nitrato derivado de la secuencia de la molécula de acido nucleico
transcribible por la nitratoreductasa de la espinaca, promotores inducibles por hormonas, y promotores inducibles
por la luz asociados con la subunidad pequefia de las familias de RuBP carboxilasa y las familias de LHCP.

Ejemplos de promotores utiles especificos de tejidos regulados por el desarrollo incluyen el promotor 7Sa de (-
conglicinina y promotores especificos de semillas. Promotores funcionales de plantas Utiles para la expresion
preferente en plastidos de semilla incluyen aquellos de proteinas implicadas en la biosintesis de acidos grasos en
las semillas oleaginosas y de proteinas de almacenamiento de la planta. Ejemplos de tales promotores incluyen las
regiones reguladoras 5' de dichas secuencias de moléculas de acido nucleico transcribibles tales como faseolina,
napina, zeina, el inhibidor de tripsina de soja, ACP, estearoil-ACP desaturasa, y oleosina. Otro promotor especifico
de tejido como ejemplo es el promotor de lectina, que es especifico para el tejido de la semilla.

Otros promotores utiles incluyen los promotores de la nopalina sintasa, manopina sintasa, y octapina sintasa, que se
llevan en plasmidos inductores de tumores de Agrobacterium tumefaciens; los promotores del virus del mosaico de
la coliflor (CaMV) 19S y 358S; el promotor mejorado CaMV 35S; el promotor del virus del mosaico de Figwort 35S; el
promotor inducible por la luz de la pequefia subunidad de ribulosa-1,5-bisfosfato carboxilasa (ssRUBISCO); el
promotor EIF-4A del tabaco (Mandel et al. (1995) Plant Mol. Biol. 29:995-1004); la sintetasa de la sacarosa de maiz;
la alcohol dehidrogenasa del maiz; complejo de antena de maiz; la proteina del shock de calor del maiz; el promotor
de quitinasa de Arabidopsis; los promotores de LTP (proteina de transferencia de lipidos); la isomerasa de calcona
de petunia; la proteina 1 rica en glicina de la judia; patatina de la patata; el promotor de ubiquitina; y el promotor de
actina. Los promotores utiles son preferiblemente selectivos para la semilla, selectivos para el tejido, o inducibles. La
regulacion especifica de semillas se discute en, por ejemplo, el documento de patente europea EP 0 255 378.

Para obtener mayor expresion de uno o mas genes heterdlogos, se puede preferir redisefiar el o los genes de modo
que se expresen mas eficientemente en la célula hospedante de expresion (por ejemplo una célula vegetal, por
ejemplo, colza, arroz, tabaco, maiz, algodén y soja). Por lo tanto, un paso adicional opcional en el disefio de un gen
que codifica una delta-9 desaturasa de expresion de la planta (o sea, ademas de la provision de elementos
reguladores de uno o mas genes) es la reingenieria de una proteina de gen heterdlogo que codifica la region para la
expresion optima. Formas de realizaciones particulares incluyen genes redisefiados que han sido optimizados para
incrementar el nivel de expresion (es decir, producir mas proteina) en una célula vegetal de canola transgénica o
una célula vegetal de Arabidopsis en comparacion con una célula vegetal de canola o una célula vegetal de
Arabidopsis transformada con la secuencia génica heteréloga de origen natural.

Debido a la plasticidad otorgada por la redundancia/degeneracion del cédigo genético (es decir, algunos
aminoacidos son especificados por mas de un coddn), la evolucion de los genomas en diferentes organismos o
clases de organismos ha dado como resultado el uso diferencial de codones sinénimos. Este "sesgo de codon" se
refleja en el promedio de composicion de las bases de las regiones codificantes de proteinas. Por ejemplo, los
organismos que tienen genomas con contenidos relativamente bajos de G+C utilizan mas codones que tienen Ao T
en la tercera posicion de codones sindnimos, mientras que los que tienen mayores contenidos de G+C utilizan mas
codones que tienen G o C en la tercera posicion. Ademas, se cree que la presencia de codones "menores" dentro de
un ARNm puede reducir la tasa de translacion absoluta de ese ARNm, especialmente cuando la abundancia relativa
del ARNt cargado que corresponde al codon de menor importancia es baja. Una extension de este razonamiento es
que la disminuciéon de la tasa de translacion de codones minoritarios individuales seria al menos aditiva para
multiples codones minoritarios. Por lo tanto, ARNms que tienen un contenido alto relativo de codones menores en un
hospedante de expresion particular tendrian correspondientemente unas tasas de translacion bajas. Estas tasas
pueden ser reflejadas por los correspondientes niveles bajos de la proteina codificada.

Cuando se producen por ingenieria genética genes optimizados que codifican una delta-9 desaturasa para la
expresion en canola o Arabidopsis (u otras plantas, tal como arroz, tabaco, maiz, algodén o soja), es util haber
determinado el sesgo de codones de la planta(s) hospedante(s) prospectiva(s). Existen varias bases de datos de
secuencias de ADN disponibles al publico en las que se puede encontrar informacion sobre la distribucion de
codones del genoma de las plantas o las regiones que codifican la proteina de varios genes de plantas.
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El sesgo de codon es la distribucion estadistica de codones que el hospedante de expresion (o sea, una planta tal
como canola o Arabidopsis) usa para codificar los aminoacidos de sus proteinas. El sesgo de codon puede ser
calculado como la frecuencia a la que se usa un codén Unico con respecto a los codones para todos los
aminoacidos. Alternativamente, el sesgo de codén puede calcularse como la frecuencia a la que se utiliza un solo
codén para codificar un aminoacido particular, con respecto a todos los otros codones para ese aminoacido
(codones sin6nimos).

En el disefio de las regiones de codificacion optimizadas para la expresion en plantas de los genes de delta-9
desaturasa, los codones primarios ("de primera eleccion") preferidos por la planta deben ser determinados, asi como
la segunda, tercera, cuarta, efc. opcion de codones preferidos cuando multiples opciones existen. Una nueva
secuencia de ADN puede ser disefiada entonces que codifica la secuencia de amino del gen de la delta-9
desaturasa, en donde la nueva secuencia de ADN difiere de la secuencia de ADN nativa (que codifica la desaturasa)
por la sustitucion de la expresion de los codones preferidos del hospedante (de primera eleccion, de segunda
eleccion, de tercera eleccion, o de cuarta eleccion, etc.) para especificar el aminoacido en cada posicion dentro de la
secuencia de aminoacido. La nueva secuencia se analiza a continuaciéon en cuanto a los lugares de enzimas de
restriccion que podrian haber sido creados por las modificaciones. Los lugares de restriccion putativos identificados
se modifican adicionalmente mediante la sustitucion de estos codones con un codoén preferido siguiente para
eliminar el lugar de restriccion. Otros lugares de la secuencia que pueden afectar a la transcripcion o traduccion de
la secuencia heterdloga son intersecciones exén:intron (5' o 3'), sefiales de adiccion de poli-A, y/o sefales de
terminacion de ARN polimerasa. La secuencia puede ser analizada adicionalmente y modificada para reducir la
frecuencia de dobletes TA o CG. Ademas de estos dobletes, bloques de secuencias que tienen mas de
aproximadamente seis nucleotidos G o C que son iguales también pueden afectar negativamente a la transcripcion o
traduccion de la secuencia. Por lo tanto estos bloques se modifican ventajosamente mediante la sustitucion de los
codones de primera o segunda eleccion, etc. con el siguiente codon preferido.

El método descrito anteriormente permite a un experto en la técnica modificar el gen(es) que es(son) ajeno(s) a una
planta particular de manera que los genes se expresen de manera 6ptima en las plantas. El método se ilustra en
mas detalle en la solicitud de patente internacional PCT del documento de patente internacional WO 97/13402. Asi,
los genes sintéticos optimizados que son funcionalmente equivalentes a los desaturasas/genes de algunas formas
de realizacion se pueden utilizar para transformar a los hospedantes, incluyendo las plantas. Orientaciones
adicionales en cuanto a la produccion de genes sintéticos se pueden encontrar en, por ejemplo, el documento de
patente de los Estados Unidos U.S. Patent 5.380.831.

Una vez que una secuencia de ADN optimizada para plantas se ha disefiado en papel o in silico, moléculas de ADN
reales pueden ser sintetizadas en el laboratorio para que se correspondan en la secuencia precisamente con la
secuencia disefiada. Tales moléculas de ADN sintéticas pueden ser clonadas y manipuladas de otra manera
exactamente como si se derivaran de fuentes naturales o nativas.

D. Métodos para la transformacién genética del material vegetal

Algunas formas de realizacion estan dirigidas a un método para producir una célula transformada que comprende
una o mas molecula(s) de acido nucleico que comprende una secuencia de acido nucleico al menos 60% idéntica a
una secuencia seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO:3, SEQ ID NO:4, y SEQ ID NO:9. Tales
moléculas de acido nucleico pueden también comprender, por ejemplo, elementos regulatorios que no codifican, tal
como promotores. Otras secuencias también pueden ser introducidas en la célula junto con elementos reguladores
no codificantes y secuencias de moléculas de acido nucleico transcribibles. Estas otras secuencias pueden incluir
terminadores 3' de la transcripcion, sefiales 3' de poliadenilacién, otras secuencias no traducidas, secuencias de
transito o de orientacion, marcadores seleccionables, potenciadores y operadores.

Un método de transformacion comprende generalmente las etapas de seleccionar una célula hospedante adecuada,
transformar la célula hospedante con un vector de recombinacion y obtener la célula hospedante transformada. La
tecnologia para la introduccion de ADN en células es bien conocida por los expertos en la técnica. Estos métodos
generalmente se pueden clasificar en cinco categorias: (1) métodos quimicos (Graham y Van der Eb (1973) Virology
54(2):536-9; Zatloukal et al. (1992) Ann. N.Y. Acad. Sci. 660:136-53); (2) métodos fisicos tales como la
microinyeccion (Capechi (1980) Cell 22(2):479-88), electroporacion (Wong y Neumann (1982) Biochim. Biophys.
Res. Commun. 107(2):584-7; Fromm et al. (1985) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 82(17):5824-8; Documento de patente
de Estados Unidos N° 5.384.253), y aceleracion de particulas (Johnston y Tang (1994) Methods Cell Biol. 43(A):353-
65; Fynan et al. (1993) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90(24):11478-82; (3) vectores viricos (Clapp (1993) Clin.
Perinatol. 20(1):155-68; Lu et al. (1993) J. Exp. Med. 178(6):2089-96; Eglitis y Anderson (1988) Biotechniques
6(7):608-14); (4) mecanismos mediados por receptores (Curiel et al. (1992) Hum. Gen. Ther. 3(2):147-54; Wagner et
al. (1992) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89(13):6099-103); y (5) mecanismos mediados por bacterias, tales como
Agrobacterium. Alternativamente, los acidos nucleicos pueden ser introducidos directamente en el polen por
inyeccion directa en los 6rganos reproductores de la planta. Zhou et al. (1983) Methods in Enzymology 101:433;
Hess (1987) Intern. Rev. Cytol. 107:367; Luo et al. (1988) Plant Mol. Biol. Reporter 6:165; Pena et al. (1987) Nature
325:274. Otros métodos de transformacion incluyen, por ejemplo, la transformacion de protoplastos como se ilustra
en el documento de patente de Estados Unidos 5.508.184. Las moléculas de acido nucleico pueden también
injectarse en embriones inmaduros. Neuhaus et al. (1987) Theor. Appl. Genet. 75:30.
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Los métodos mas comunmente utilizados para la transformacion de células de plantas son: el proceso de
transferencia de ADN mediado porAgrobacterium (Fraley et al. (1983) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 80:4803) (como se
ilustra en el documento de patente de Estados Unidos 5.824.877; documento de patente de Estados Unidos
5.591.616; documento de patente de Estados Unidos 5.981.840; y documento de patente de Estados Unidos
6.384.301) y el proceso mediado por bombardeo de biolisticos o microproyectiles (por ejemplo, la pistola de genes)
(tal como se describe en el documento de patente de Estados Unidos 5.550.318; documento de patente de Estados
Unidos 5.538.880; documento de patente de Estados Unidos 6.160.208; documento de patente de Estados Unidos
6.399.861; y documento de patente de Estados Unidos 6.403.865). Tipicamente, se desea una transformacion
nuclear, pero cuando es deseable especificamente transformar plastidos, tales como cloroplastos o amiloplastos,
pueden transformarse plastidos de plantas utilizando una entrega mediada por un microproyectil de la molécula
deseada de acido nucleico a ciertas especies de plantas, tales como por ejemplo, especies de Arabidopsis, tabaco,
patata, y Brassica .

La transformacion mediada porAgrobacterium se consigue mediante el uso de una bacteria del suelo modificada
genéticamente que pertenece al género Agrobacterium. Varias especies de Agrobacterium median la transferencia
de un ADN especifico conocido como "ADN-T", que puede ser modificado genéticamente para llevar cualquier pieza
deseada de ADN a muchas especies de plantas. Los principales acontecimientos que marcan el proceso de
patogénesis mediada por ADN-T son: induccion de genes de virulencia, y el procesamiento y transferencia de ADN-
T. Este proceso es el tema de muchas revisiones. Véase, por ejemplo, Ream (1989) Ann. Rev. Phytopathol. 27:583-
618; Howard y Citovsky (1990) Bioassays 12:103-8; Kado (1991) Crit. Rev. Plant Sci. 10:1-32; Zambryski (1992)
Annual Rev. Plant Physiol. Plant Mol. Biol. 43:465-90; Gelvin (1993) en Transgenic Plants, Kung y Wu editores,
Academic Press, San Diego, CA, paginas 49-87; Binns y Howitz (1994) en Bacterial Pathogenesis of Plants and
Animals, Dang, editor, Berlin: Springer Verlag., paginas 119-38; Hooykaas y Beijersbergen (1994) Ann. Rev.
Phytopathol. 32:157-79; Lessl y Lanka (1994) Cell 77:321-4; y Zupan y Zambryski (1995) Annual Rev. Phytopathol.
27:583-618.

Para seleccionar o puntuar las células vegetales transformadas independientemente de la metodologia de
transformacion, el ADN introducido en la célula puede contener un gen que funciona en un tejido vegetal
regenerable para producir un compuesto que confiere al tejido vegetal resistencia a un compuesto de otro modo
toxico. Genes de interés para uso como un marcador seleccionable, rastreable, o puntuable incluyen, pero no se
limitan a, B-glucuronidasa (GUS), proteina verde fluorescente (GFP), luciferasa, y genes tolerantes a los antibiticos
o herbicidas. Ejemplos de genes resistentes a los antibidticos incluyen genes que confieren resistencia a las
penicilllinas, kanamicina (y neomicina, G418, bleomicina); metotrexato (y trimetoprim); cloranfenicol; y tetraciclina.
Por ejemplo, puede conferirse resistencia al glifosato por un gen resistente al herbicida. Della-Cioppa et al. (1987)
Bio/Technology 5:579-84. También se pueden implementar otros dispositivos de seleccion, incluyendo por ejemplo y
sin limitacion, tolerancia a la fosfinotricina, bialafos, y mecanismos positivos de seleccion (Joersbro et al. (1998) Mol.
Breed. 4:111-7), y son considerados dentro del alcance de las formas de realizacion de la presente invencion.

Las células transformadas, identificadas por seleccion o cribado y cultivadas en un medio apropiado que apoya la
regeneracion, pueden entonces dejarse madurar como plantas.

Los métodos divulgados en el presente documento pueden usarse con cualquier célula o tejido vegetal
transformable. Las células y tejidos transformables, como se usan en el presente documento, incluyen pero no estan
limitados a aquellas células o tejidos que son capaces de propagacion adicional para dar lugar a una planta. Los
expertos en la técnica reconoceran que hay un nimero de células o tejidos vegetales que son transformables en los
que después de la insercion del ADN exdgeno y condiciones de cultivo apropiadas las células o tejidos vegetales se
pueden convertir en una planta diferenciada. Los tejidos adecuados para estos propositos pueden incluir pero no
estan limitados a embriones inmaduros, tejido escutelar, cultivos celulares en suspension, inflorescencias
inmaduras, brotes de meristemo, explantes nodales, tejido de callo, tejido de hipocétilo, cotiledones, raices, y hojas.

La regeneracion, desarrollo, y cultivo de plantas a partir de protoplastos de planta o explantes de planta
transformados se conocen en la técnica. Weissbach y Weissbach (1988) Methods for Plant Molecular Biology,
(editores) Academic Press, Inc., San Diego, CA; Horsch et al. (1985) Science 227:1229-31. Este proceso de
regeneracion y crecimiento tipicamente incluye las etapas de seleccion de las células transformadas y cultivo de
esas células a través de las etapas habituales de desarrollo embriénico a través de la etapa de plantula enraizada.
Los embriones y semillas transgénicas se regeneran de manera similar. En este método, los transformantes son
generalmente cultivados en presencia de un medio selectivo que selecciona las células exitosamente transformadas
e induce la regeneracion de los brotes de planta. Fraley et al. (1993) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 80:4803. Estos
brotes se obtienen tipicamente de dos a cuatro meses. Los brotes enraizados transgénicos resultantes se plantan
después en un medio de crecimiento de plantas adecuado tal como tierra. Las células que sobreviven a la
exposicién a un agente selectivo, o las células que han puntuado como positivas en un ensayo de cribado, pueden
ser cultivadas en un medio que apoye la regeneracion de las plantas. Los brotes pueden entonces transferirse a un
medio inductor de raices apropiado que contiene el agente selectivo y un antibiético para prevenir el crecimiento
bacteriano. Muchos de los brotes desarrollaran raices. Estos después se trasplantan a tierra u otros medios para
permitir el desarrollo continuo de las raices. EI método, como se describe anteriormente, generalmente variara
dependiendo de la cepa vegetal particular de la planta empleada, y los detalles de la metodologia estan por lo tanto
dentro de la discrecion del experto en la técnica.
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Las plantas regeneradas transgénicas pueden ser auto polinizadas para que proporcionen plantas transgénicas
homocigoticas. Alternativamente, se puede cruzar el polen obtenido de las plantas regeneradas transgénicas con
plantas no transgénicas, preferiblemente lineas endogamicas de especies agronémicamente importantes. Por el
contrario, polen de plantas no transgénicas puede usarse para polinizar las plantas transgénicas regeneradas.

La planta transgénica puede pasar a su progenie la secuencia de acido nucleico transformada. La planta transgénica
es preferiblemente homozigética para la secuencia de acido nucleico transformada y transmite esa secuencia a toda
su progenie con, y como resultado de, la reproduccion sexual. La progenie puede ser cultivada a partir de semillas
producidas por la planta transgénica. Estas plantas adicionales pueden ser entonces auto polinizadas para generar
una verdadera linea de reproduccién de plantas.

La progenie de estas plantas puede ser evaluada, entre otras cosas, en cuanto a la expresion génica. La expresion
génica se puede detectar por varios métodos comunes tales como la transferencia western, transferencia northern,
inmunoprecipitacion, y ELISA (ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzimas). Las plantas transformadas se pueden
también analizar para la presencia del ADN introducido y el nivel de expresién y/o perfil de acidos grasos conferido
por las moléculas de acido nucleico y moléculas de aminoacidos de la presente invencion. Los expertos en la técnica
son conscientes de los numerosos métodos disponibles para el analisis de las plantas transformadas. Por ejemplo,
los métodos para el analisis de las plantas incluyen, pero no estan limitados a, transferencia Southern o
transferencia northern, enfoques basados en PCR, ensayos bioquimicos, métodos de seleccion fenotipica,
evaluaciones de campo, y pruebas inmunodiagnoésticas.

Los métodos para transformar especificamente las dicotiledéneas son bien conocidos para los expertos en la
técnica. La transformacion y regeneracion de plantas usando estos métodos se han descrito para una serie de
cultivos incluyendo, pero no limitados a, miembros del género Arabidopsis, algodon (Gossypium hirsutum), soja
(Glycine max), cacahuete (Arachis hypogaea), y miembros del género Brassica. Métodos para transformar
dicotiledoneas, principalmente con el uso de Agrobacterium tumefaciens, y la obtencion de plantas transgénicas se
han publicado para el algodén (documento de patente de Estados Unidos 5.004.863; documento de patente de
Estados Unidos 5.159.135; documento de patente de Estados Unidos 5.518.908); soja (documento de patente de
Estados Unidos 5.569.834; documento de patente de Estados Unidos 5.416.011; McCabe et al. (1988)
Biotechnology 6:923; Christou et al. (1988) Plant Physiol. 87:671-4); Brassica (documento de patente de Estados
Unidos 5.463.174); cacahuete (Cheng et al. (1996) Plant Cell Rep. 15:653-7; McKently et al. (1995) Plant Cell Rep.
14:699-703); papaya; y guisante (Grant et al. (1995) Plant Cell Rep. 15:254-8).

Los métodos para transformar monocotiledéneas son también bien conocidos en la técnica. La transformacion y
regeneracion de la planta usando estos métodos se ha descrito para un numero de cultivos incluyendo, pero no
limitados a, la cebada (Hordeum vulgare); maiz (Zea mays); avena (Avena sativa); pasto ovillo (Dactylis glomerata);
arroz (Oryza sativa, incluyendo las variedades indica y japonica); sorgo (Sorghum bicolor); cafia de azucar (especies
de Saccharum); festuca alta (Festuca arundinacea); especies de césped (por ejemplo, Agrostis stolonifera, Poa
pratensis, Stenotaphrum secundatum); trigo (Triticum aestivum); y alfalfa (Medicago sativa). Es evidente para los
expertos en la técnica que pueden usarse y modificarse varias metodologias de transformacion en la produccion de
plantas transgénicas estables para cualquier nimero de cultivos diana de interés.

Cualquier planta puede escogerse para uso con los métodos divulgados en el presente documento. Plantas
preferidas para su modificacion segun la presente invencién incluyen, por ejemplo y sin limitacién, las plantas de
semillas oleaginosas, Arabidopsis thaliana, la borraja (especies de Borago), canola (especies de Brassica), ricino
(Ricinus communis), grano de cacao (Theobroma cacao), maiz (Zea mays), algodén (especies de Gossypium),
especies de Crambe, especies de Cuphea, lino (especies de Linum), especies de Lesquerella y Limnanthes, Linola,
nasturtium (especies de Tropaeolum), especies de Oenothera, olivo (especies de Olea), palma (especies de Elaeis),
cacahuete (especies de Arachis), colza, cartamo (especies de Carthamus), soja(especies de Glycine y Soja), girasol
(especies de Helianthus), tabaco (especies de Nicotiana), especies de Vernonia, trigo (especies de Triticum), cebada
(especies de Hordeum), arroz (especies de Oryza), avena(especies de Avena) sorgo (especies de Sorghum), y
centeno (especies de Secale) u otros miembros de las Gramineas.

Es evidente para los expertos en la técnica que pueden usarse y modificarse varias metodologias de transformacion
en la produccion de plantas transgénicas estables a partir de cualquier nimero de cultivos diana de interés.

E. Semillas transgénicas

En algunas formas de realizacién, una semilla transgénica puede comprender un polipéptido de delta-9 desaturasa
que comprende una secuencia de aminoacido que es al menos 80% idéntica a una secuencia seleccionada del
grupo que consiste en SEQ ID NO:12, SEQ ID NO:13, SEQ ID NO:14, SEQ ID NO:50, SEQ ID NO:51, SEQ ID
NO:52, SEQ ID NO:72, y SEQ ID NO:73. En estas y otras formas de realizacion, la semilla transgénica puede
comprender una secuencia de acido nucleico que es al menos 60% idéntica a una secuencia seleccionada del grupo
que consiste en SEQ ID NO:3, SEQ ID NO:4, SEQ ID NO:5, SEQ ID NO:8, SEQ ID NO:9, SEQ ID NO:10, SEQ ID
NO:11, SEQ ID NO:15, SEQ ID NO:16, SEQ ID NO:17, SEQ ID NO:44, SEQ ID NO:45, SEQ ID NO:48, y SEQ ID
NO:49. En ciertas formas de realizacion, una semilla transgénica puede presentar niveles reducidos de acidos
grasos saturados (por ejemplo, acido graso palmitico y/o acido graso estearico). Las semillas de una planta fértil
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transgénica pueden ser cosechadas, y pueden usarse para cultivar generaciones de progenie de plantas
transformadas, incluyendo lineas de plantas hibridas que comprenden al menos una secuencia de acido nucleico
como se ha expuesto anteriormente, y opcionalmente al menos un gen o construccion de acido nucleico de interés
adicionales.

Los siguientes ejemplos se proporcionan para ilustrar ciertas caracteristicas y/o formas de realizacion especificas.
Estos ejemplos no se deben interpretar como limitativos de la invencion a las caracteristicas y/o formas de
realizacién especificas descritas.

Ejemplos
Ejemplo 1: Clonacion de acil-CoA delta-9 desaturasas y caracterizacion funcional en levadura deficiente en ole1
Clonacién de Magnaporthe grisea acil-CoA delta-9 desaturasas

El gen de Magnaporthe grisea acil-CoA delta-9 desaturasa (MgD9DS) se aislé a partir de ADN genémico usando
cebadores basados en una secuencia publicada por NCBI/Broad Institute originalmente anotada como una "proteina
hipotética", y que tenia un 55,4% de identidad a nivel de nucleétido con la acil-CoA delta-9 desaturase de (S.
cerevisiae o sea, OLE1). Se disefiaron cebadores directos e inversos, cada uno de 41 pares de bases de longitud. El
cebador directo, MgA9F (SEQ ID NO:1), incluia un lugar EcoRI en el extremo &'. El cebador inverso, Mg9AR (SEQ
ID NO:2), contenia codones de terminacion en cada uno de tres marcos de lectura y un lugar Xhol terminal.

El gen MgD9DS se amplificé por PCR usando el kit Takara EZ Tag™ PCR kit (Takara Bio Inc., Otsu, Shiga, Japén)
siguiendo el protocolo del fabricante. Las condiciones de amplificacion fueron 94° C durante 1 minuto, seguido de 30
ciclos de 94° C durante 30 segundos, 60° C durante 60 segundos, y una extensioén a 72° C durante 90 segundos.
Una etapa de extension final se realizé a 72° C durante 10 minutos. El producto esperado de PCR de 1425 pares de
bases se escindid de un gel de agarosa y se purificd usando columnas de giro Montage segun las recomendaaones
del fabricante (Millipore, Billerica, MA) El fragmento purificado se cloné en el vector de clonaciéon pCR®2.1 TOPO®
(Invitrogen, Carlsbad, CA). La reaccién de TOPO se transformd en células quimicamente competentes de E. coli Top
10 segun las condiciones de los proveedores. Se aislaron las colonias bacterianas que contenian el clon putativo. Se
preformaron preparaciones de mini-plasmidos con un kit de aislamiento de ADN de Macherey-Nagel Nucleospin
(Machery-Nagel, Neumann-Neander-Strasse, Diren, Alemania), y se digerié el ADN con enzimas de restriccion
EcoRI'y Xhol. Se identificaron los clones positivos que contenian el fragmento génico esperado de MgD9DS de 1425
pares de bases. Se obtuvo la secuencia del nucleétido por medio de reacciones de secuenciacion. La secuencia del
fragmento amplificado por PCR se muestra como SEQ ID NO:3.

El analisis de la secuencia reveld un pequefio (90 pares de bases) intrén situado en el extremo 5' del gen MgD9DS.
El intrén se eliminé usando Splice PCR de extenS|on por solapamlento El amplicén resultante de la PCR se purificd
en gel, se clond en el vector de clonacién pCR®2.1 TOPO®, y se transformé en células Top 10 de E. coli. Se
identificaron varios clones por medio del analisis de los productos de digestion con las enzimas de restriccion del
ADN purificado a partir de colonias transformantes individuales. Estos clones se secuenciaron para confirmar la
presencia de un clon de MgD9DS sin intrén. La secuencia resultante se presenta como SEQ ID NO:4.

Los genes MgD9DS, con vy sin intrén, fueron cada uno subclonado como un fragmento de EcoRl/Xhol en un vector
de expresion de levadura. Este vector de expresion de levadura contiene un gen de delta-9 desaturasa (AnD9DS)
deAspergillus nidulans flanqueado por el promotor de delta-9 desaturasa y 3'UTR/terminador de delta-9 desaturasa
de S. cerevisiae. El gen de delta-9 desaturasa de Aspergillus nidulans se escindié de un fragmento EcoRl/Xhol, que
fue sustituido ya fuera con el fragmento que contenia el gen MgD9DS o el fragmento que contenia el gen MgD9DS
sin intron. Dos clones que contenian el gen MgD9DS (uno con un intrén, y uno sin un intrén) se avanzaron para la
transformacion de S. cerevisiae.

Se transformdé una cepa deficiente en delta-9 desaturasa de S. cerevisiae (OFY093), que se mantiene en un medio
de levadura de peptona dextrosa (YPD) con Tween® 80, usando el kit de transformacion de levadura de cationes de
alcali (leogene Montreal, Canada). Se identificaron cepas complementadas por crecimiento en medio que no
contenia Tween® 80 (suplemento de acidos grasos monoinsaturados) o uracilo (Dropout Base con Agar con SC-
URA). Las cepas complementadas eran de una sola colonia purificada en medios selectivos tres veces. Las cepas
complementadas se verificaron adicionalmente por amplificacion por PCR del gen de delta-9 desaturasa, y la
secuenciacion del producto de PCR. Ademas, las cepas que contenian el clon MgD9DS se revertleron a
dependencia de acido graso y uracilo pasando la cepa al menos tres veces en medio de YPD + Tween 80°, y
después parcheando las cepas en medios DOBA SC-URA menos Tween® 80.

La expresion de la secuencia de codificacion MgD9DS que contenia el intrén no tuvo éxito, indicando que el intron
no se empalmé con la maquinaria de la levadura. La especificidad de sustrato de la cepa de levadura que contenia
la secuencia de codificacion MgD9DS sin intron se caracterizé adicionalmente por analisis de FAME.

Clonacion de acil-CoA delta-9 desaturasas de Leptosphaeria nodorum

Se identificaron dos Leptosphaeria nodorum secuencias EST (1246 y 429 pares de bases, respectivamente) de una
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coleccién de L. nodorum ESTs usando una busqueda BlastN como que compartian altos niveles de identidad de
secuencia (54,0% y 54,2% respectivamente) con la acil-CoA delta-9 desaturasa de S. cerevisiae (OLE1). Cuando se
alinearon, estas secuencias fueron 64,6% idénticas entre si, sugiriendo la presencia de dos Leptosphaeria nodorum
acyl-CoA delta-9 desaturasas distintas. Se aislé un gen An LnD9DS-1 (SEQ ID NO:5) mediante cribado de una
biblioteca de ADNc de L. nodorum con la sonda del gen de 1246 pares de bases. Se obtuvo la secuencia de este
gen, y se aislé la secuencia de codificacion. Se aisl6 la secuencia completa de un gen LnD9DS-2 por primer
busqueda de BLAST de la secuencia gendmica de Leptosphaeria nodorum publicada por el Broad Institute con la
EST de 429 pares de bases. Esta busqueda identificé a supercontigo Ln 1.4 como que contenia un gen con 100%
de homologia con el fragmento de 429 pares de bases, dicho gen se anoté como que codificaba una "proteina
hipotética". A continuacion, se cloné el gen LnD9DS-2 de una biblioteca de ADNc de Leptosphaeria nodorum usando
cebadores de PCR basados en la secuencia supercontigo Ln1.4. Las secuencias de los cebadores usados fueron
Lnd9FAD2F (SEQ ID NO:6) y Lnd9FAD2R (SEQ ID NO:7). El cebador directo se disefié con un lugar 5' BamH|, y el
cebador inverso contenia codones de parada en tres marcos de lectura y un lugar Ncol terminal.

Se diluyo una alicuota de la biblioteca de ADNc de Leptosphaeria nodorum 1/10 para proporcionar 400 ng de molde
de ADN para la reaccion de PCR. Se realiz6 la amplificacion de PCR usando un kit Takara EZ Taq™ PCR siguiendo
las condiciones de amplificacion recomendadas de 94° C durante 1 minuto, seguido de 30 ciclos de 94° C durante
30 segundos, 60° C durante 60 segundos, y extension a 72° C durante 90 segundos. Una etapa de extension final se
realizé a 72° C durante 10 minutos. El producto esperado de 1370 pares de bases se escindié de un gel de agarosa,
y se purificé usando columnas de giro de Montage segun las recomendaciones del fabricante. ElI fragmento
purificado se cloné en el vector de clonacion pCR®2.1 TOPO®. La reaccion de ligacion se transformé en células
quimicamente competentes Top 10 de E. coli segun el protocolo recomendado por el fabricante. Se aislaron colonias
que contenian un clon putativo. Se preformaron preparaciones de mini plasmidos con columnas de Macherey-Nagel
Nucleospin, y se digeri6 el ADN con enzimas de restriccion BamHI/ y Ncol. Clones LnD9DS-2 putativos se
identificaron y secuenciaron.

Tras la secuenciacion, se confirmé un clon de LnD9DS-2 (SEQ ID NO:8) por comparacion con la secuencia de la
"proteina hipotética". Se identificé un cambio conservador en la secuencia de LnD9DS-2. El codon TGC (cisteina)
fue cambiado a AGC (serina) por sustitucion de una adenina por una timidina en la posicion de base 271, dicho
codon se traduce en el aminoacido 89 de la secuencia publicada. Este es un cambio conservador, y como se sabe
que la cisteina no es un aminoacido muy conservado entre muchos hongos filamentosos, no se intenté ninguna
correccion.

Los genes LnD9DS-1 y LnD9DS-2 de las SEQ ID NOs:5 y 8, respectivamente, se clonaron en un vector de
expresion de levadura. Se confirmaron los clones que contenian cualquiera de las secuencias de codificacion
LnD9DS-1 y LnD9DS-2 por analisis de enzimas de restriccion y secuenciacion de ADN.

Se transformdé una cepa deficiente en delta-9 desaturasa de S. cerevisiae (OFY093), que se mantiene en un medio
de levadura de peptona dextrosa YPD con Tween® 80, usando el kit de transformacion de levadura de cationes de
alcali de Qbiogene. Se identificaron cepas complementadas por crecimiento en medio que no contenia Tween® 80
(suplemento de acidos grasos monoinsaturados) o uracilo (DOBA sc-ura). Las cepas complementadas eran de una
sola colonia purificada en medios selectivos tres veces. Las cepas complementadas se verificaron adicionalmente
por amplificacion por PCR del gen de delta-9 desaturasa, y la secuenciacion del producto de PCR. Ademas, las
cepas que contenian un clon LnD9DS-2 se revertieron a dependencia de acido graso y uracilo pasando cada cepa al
menos tres veces en medio de YPD + Tween 80°, y después parcheando las cepas en medios DOBA SC-URA
menos Tween® 80. Las especificidades de sustrato de las cepas de levadura que contenian o bien la secuencia de
codificaciéon LnD9DS-1 o LnD9DS-2 se caracterizaron adicionalmente por analisis de FAME.

Clonacion y transformacion de S. cerevisiae deficiente en delta-9 desaturasa con el gen HzD9DS

Un gen sintético optimizado para plantas que codifica la acil-CoA delta-9 desaturasa de Helicoverpa zea (HzD9DS)
(identificado como HzPGDS2 en Rosenfield et al. (2001) Insect Biochem. Mol. Biol. 31(10):949-64) se escindio de
DASPICO89 (descrito a continuacion) en un fragmento de BamHI/Xhol y se purificé en gel usando columnas
giratorias de Montage. Este fragmento se ligd en los lugares de enzimas de restriccion correspondientes de un
vector de expresion de levadura descrito anteriormente y se transformé en la cepa DH5a de E. coli usando técnicas
ordinarias de biologia molecular y los protocolos del proveedor (Invitrogen, Carlsbad, CA).

Tras el analisis de restriccion y secuenciacion de ADN, se seleccion6 un clon que contenia el gen HzD9DS para su
transformacion en la cepa OFY093 deficiente en delta-9 desaturasa de S. cerevisiae. La cepa OFY093, que se
mantiene en medios YPD con Tween® 80, fue transformada usando el kit de transformacion de levaduras de cation
alcalino (Alkali-Cation Yeast Transformation KiQ de Qbiogene. Cepas complementadas se identificaron por
crecimiento en medios que no contenian Tween 80 (suplemento de acidos grasos) y uracilo (DOBA SC-URA).
Cepas complementadas putativas se purificaron como colonias Unicas en medios selectivos tres veces. Cepas
complementadas se verificaron adicionalmente por: i) extraccion del ADN del plasmido, usando el kit de purificacion
del plasmido de levadura de Qbiogene (Yeast plasmid purification kit), seguido de amplificacion por PCR usando
cebadores especificos del gen HzD9DS; ii) secuenciacion del producto de PCR especifico del gen HzD9DS; v iii)
reversion de la cepa a dependencia de acidos grasos y URA-3 pasando la cepa al menos tres veces en medios YPD
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+ Tween® 80, y después parcheando las cepas a medios DOBA SC-URA menos Tween® 80. La especificidad de
sustrato de una cepa de levadura complementada verificada se caracterizé adicionalmente por analisis de FAME.

Analisis de LnD9DS-1, LnD9DS-2, MgD9DS, y HzD9DS expresados en cepas de levaduras deficientes en OLE1

Como se ha indicado anteriormente, se clonaron tres genes ejemplares de acil-CoA delta-9 desaturasa (D9DS) de
los hongos vegetales patdégenos, Magnaporthe grisea (MgD9DS) y Leptosphaeria nodorum (LnD9DS-1 y LnD9D-2).
Estos genes y sus proteinas codificadas no han sido caracterizados anteriormente. Las acil-CoA delta-9 desaturasas
catalizan la formacién de un doble enlace cis entre los atomos de carbono 9 y 10 de los carbonos 14-, 16-, y 18- de
los acil tioésteres de coenzima A grasos, lo que resulta en la produccién del acido miristoleico (14:1), palmitoleico
(16:1), u oleico (18:1), respectivamente. Los efectos relacionados con la biologia especifica del organismo se
eliminan mediante la expresion de los diferentes genes fungicos de acil-CoA delta-9 desaturasa en el mismo
contexto biolégico. La expresion de los genes fungicos de acil-CoA delta-9 desaturasa fue conducida usando el gen
promotor enddgeno ole? con una cepa de levadura OFY093 deficiente en palmitoil-stearoil CoA desaturasa (OLE1).
De este modo, las diferencias en la especificidad de los sustratos de acido graso observadas en este sistema son
atribuibles a la delta-9 desaturasa fungica especifica expresada en la cepa complementada de S. cerevisiae.

Las especificidades de sustrato de las CoA desaturasas MgD9DS, LnD9DS-1 y LnD9DS-2 expresadas en las cepas
complementadas OYF093 se caracterizaron y compararon con OFY093 complementado con la AnD9DS (sdeA)
descrita en el documento de patente internacional WO/1999/050430. Un constructo de expresion de levadura que
contenia el gen AnD9DS, cuya expresion es impulsada por el promotor génico ole1, se transformé en la cepa
OFY093 de S. cerevisiae y se expreso usando el protocolo descrito anteriormente.

Las cepas complementadas de S. cerevisiae fueron cultivadas en medio minimo sin suplementos de acidos grasos a
30° C durante 24 horas. Se realiz6 analisis cuantitativo de FAME en sedimentos de células lavadas vy liofilizadas. Los
resultados de este analisis se muestran en la Tabla 1. LnD9DS-2 promueve la formacion de C14:1 y C16:1, mientras
que LnD9DS-1 y MgD9DS tienen preferencia por C18:0, como se indica por la relacion de acidos grasos C16:1/18:1
en los analisis de composicion de acidos grasos de la levadura.

Tabla 1: Comparacién de la composicion de acidos grasos de levaduras deficientes en ole1 que expresan cuatro
desaturasas fungicas diferentes

Desaturasa C14:0 | C14:1 C16:0 |C16:1 |C18:0 C18:1 | C16:1/16:0 | C18:1/18:0 | C16:1/18:1
LnD9DS-1 1,5 0,0 | 36,5 | 87 1,8 | 515 0,2 28,2 0,17
LnD9DS-2 1,0 0,1 26,6 | 38,1 6,3 | 27,9 1,4 4.4 1,37
AnD9DS 0,5 0,0 |263 | 78 20 | 634 0,3 31,7 0,12
MgD9DS 0,5 0,0 | 22,7 | 91 1,8 | 65,9 0,4 37,0 0,14

levadura tipo silvestre 0,6 0,0 9,6 38,6 6,9 44,3
ole1-null + Tween®80 2,6 0,4 38,0 [ 10,9 7,8 40,4

vector vacio + Tween® 80 2,2 0,3 40,3 8,7 8,7 39,8

Las nuevas desaturasas se compararon adicionalmente a la desaturasa natural estearoil-CoA delta-9 desaturasa de
S. cerevisiae (ole1) transferida al mismo medio de expresion recombinante. Se construyd un vector de expresion de
levadura que contenia la secuencia de nucleétido de S. cerevisiae descrita en el documento de patente internacional
WO/2000/011012. EIl constructo de expresion de levadura que contenia la desaturasa natural estearoil-CoA delta-9
desaturasa de S. cerevisiae se transformo en la cepa OFY093 de S. cerevisiae y se expresd usando el protocolo
descrito anteriormente. Otra acil-CoA delta-9 desaturasa no fungica de la especie de insecto, Helicoverpa zea
(HzD9DS), se evalué también en estos experimentos.

Cepas complementadas de S. cerevisiae que contenian uno de los genes MgD9DS, LnD9DS-2 y HzD9DS se
cultivaron en medio Drop Out Broth SC-URA. Una cepa de control, pDAB467EV-1 (pDAB467B/N transformada en
OFY093 por metodologia de transformaciéon de levaduras descrita anteriormente), se cultivdo en DOB SC-URA +
Tween® 80, y la cepa madre OFY093 deficiente en delta-9 desaturasa de S. cerevisiae, se cultivdo en DOB scAA +
Tween® 80. Los cultivos se inocularon con un asa de células de una placa recientemente sembrada en el mismo
medio que contenia 1,5% de agar. Las cepas se cultivaron a 30° C durante 24 horas. Los cultivos se centrifugaron a
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6.000 rpm durante 10 minutos. Los sedimentos se lavaron con agua, se centrifugaron de nuevo a 6.000 rpm durante
10 minutos, y después se congelaron a -20° C hasta que se realizd el analisis de FAME. Se analizaron tres
conjuntos de cultivos de expresion.

Los sedimentos de levadura liofilizados se saponificaron en metanol que contenia 10% (p/v) de NaOH. Se eliminaron
los contaminantes lipidos no saponificables (esteroles) con hexano. La fraccién de metanol se acidificé por adicion
de HxSOq, y los acidos grasos protonados se extrajeron con hexano. La fraccion de hexano aislada se seco, y los
acidos grasos se metilaron con MeOHCI 0,5 N a 80° C durante 30 minutos. Los FAMEs resultantes se extrajeron con
hexano que contenia el éster de metilo de undecanoato como un estandar interno. Los extractos de FAME se
analizaron con un cromatégrafo de gases HP6890 con detector de ionizacion de llama (Santa Clara, CA) equipado
con una columna capilar BPX 70 (15 m x 0,25 mm x 0,25 ym) de SGE (Austin, TX). Se separaron los FAMEs con un
gradiente de temperatura usando helio como el vehiculo gaseoso. Cada especie de FAME se identifico por el tiempo
de retencion, y se cuantifico mediante la inyeccion de una mezcla de referencia de FAMEs de aceite de colza de
Matreya, LLC (Pleasant Gap, PA), como patrén de calibracion.

La Tabla 2 muestra la composicion de &acidos grasos (como % de FAMEs) de células de levadura OFY093
deficientes de ole1 que expresan varias acil Co-A delta-9 desaturasas de ejemplo. Todas las cepas crecieron bien y
fueron totalmente complementadas por las desaturasas introducidas sin ningun requerimiento de MUFAs (acidos
grasos monoinsaturados) exégenos.

Tabla 2: Composiciéon de acidos grasos (como % de FAMEs totales) de la cepa de levadura OFY093 deficiente en
ole1 que expresa acil Co-A delta-9 desaturasas. (La desviacion estandar se indica entre paréntesis).

Desaturasa n C14:0 C14:1 C16:0 C16:1 C18:0 C18:1
LnD9DS-2 7 1,4 (0,7) 1,4 (1,0) 26,6 (4,5) 38,8 (2,8) 6,0 (1,3) 25,4 (4,4)
HzD9DS 6 2,6 (1,3) 0,9 (0,5) 34,7 (6,8) 37,5 (4,2) 6,0 (1,1) 18,4 (4,1)
ole1 6 1,1 (0,4) 0,6 (0,4) 14,4 (2,6) 49,2 (1,6) 5,6 (1,1) 24,0 (1,1)
AnD9DS 8 0,5(0,3) 0,2 (0,2) 23,5(2,2) 9,3(3,0) 2,1(0,5) 64,6 (3,2)
MgD9DS 2 0,9 (0,0) 0,1 (0,0) 21,2 (0,2) 12,1 (0,1) 1,6 (0,1) 64,2 (0,3)

Estos datos muestran que la composicion de acidos grasos de las cepas de levadura complementadas varia segun
el gen introducido. LnD9DS-2 produce cantidades relativamente altas de C16:1, al igual que HzD9DS y ole,
mientras que AnD9DS y MgD9DS producen cantidades relativamente altas de C18:1.

La diferencia de nivel de conversion basado en la longitud de cadena se puede demostrar alun mas mediante el
calculo de la proporcion de acidos grasos monoinsaturados con respecto a los acidos grasos totales para cada
longitud de la cadena de acidos grasos; C14, C16, o C18. Estos datos muestran la relativa alta conversién a C16:1
para LnD9DS-2 y HzD9DS, y a C18:1 para AnD9DS y MgD9DS. Tabla 3. Las cuatro filas inferiores representan las
muestras de control complementadas con tergitol afiadido, acidos grasos insaturados, o Tween®. Las muestras con
letras diferentes son significativamente diferentes, tal como se determina mediante la prueba de Tukey-Kramer
realizada con el paquete de software estadistico JMP (SAS Institute Inc., Cary, NC).

Tabla 3: Proporcion de MUFA de los acidos grasos totales para cada longitud de cadena (Cxx:1/(Cxx:0 + Cxx:1).

Desaturasa C14 c16* C18

LnD9DS-2 0,49 0,60 (b) 0,81 (b)
HzD9DS 0,30 0,52 (b) 0,75 (c)
ole1 0,34 0,79 (a) 0,81 (b)
AnD9DS 0,25 0,28 (c) 0,97 (a)
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Desaturasa C14 c16* C18
MgD9DS 0,07 0,36 (c) 0,98 (a)
Ninguna + tergitol 0,06 0 0
Ninguna + tergitol + ricinoleico 0,07 0 0,01
Ninguna + tergitol + linoleico 0 0 0,04
Ninguna + tween 0,65 0,23 0,87

* C16 MUFA incluye acido cis-vacénico (C18:1 A11), ya que se deriva del alargamiento del acido palmitoleico (C16:1
A9).

Filogenia de acil-CoA desaturasas de hongos

El analisis filogenético de multiples secuencias de aminoacido de acil-CoA delta-9 desaturasa de hongos sugiere
que LnDIDS-2 es distinta de las delta-9 desaturasas que prefieren 18:0. Por lo tanto, presentamos la hipétesis de
que la caracterizacion de otras delta-9 desaturasas de hongos estrechamente asociadas ya sea con las delta-9
desaturasas, que prefieren 18:0 o con LnD9DS-2, puede identificar desaturasas con una gama de actividades 18:0 o
16:0. Nuestra hipotesis predice que una delta-9 desaturasa de hongos que estda mas estrechamente asociada con
LnD9DS-2 tendra actividad 16:0 aumentada.

Una busqueda en las bases de datos de secuencias de ADN publicas (Broad Institute, NCBI, etc.) no identificd
ninguna secuencias de genes anotados especificamente como de delta-9 desaturasas en Magnaporthe grisea o
Leptosphaeria nodorum. El analisis Pfam de las secuencias del instituto Broad que fueron identificadas dentro de
esta descripcion indica que estas proteinas contienen citocromo B5 y motivos de desaturasa que se encuentran
también en otras acil-CoA delta-9 desaturasas de hongos. Sin embargo, las proteinas no habian sido identificadas
previamente como acil-CoA delta-9 desaturasas. Hemos demostrado esta funcién de estas proteinas por
complementacion en levaduras, estudios inversos, y analisis de secuencia del ADN.

Las relaciones de varias secuencias de genes de desaturasas flngicas se analizaron filogenéticamente utilizando el
método de unién al vecino a través del paquete de software MEGA. Tamura et al. (2007) Mol. Biol. and Evolution
24:1596-9. La Fig. 1 ilustra este analisis filogenético de las secuencias de desaturasas fungicas. Estas secuencias
se recuperaron mediante busquedas BlastN de las bases de datos de secuencias NCBI usando las secuencias de
aminoacidos AnD9DS (sdeA). LnD9DS-1 y MgD9DS comparten altos niveles de identidad de secuencia entre si,
comparados con LnD9DS-2. Ademas, una alineacion ClustalW de LnD9DS-1, LnD9DS-2, y MgD9DS muestra la
divergencia de LnD9DS-2 de LnD9DS-1 y MgD9DS. Figura 2. Las secuencias de nucleétidos de LnD9DS-1 y
MgD9DS comparten un mayor nimero de pares de bases en comun.

La tabla 4 y la figura 3 ilustran adicionalmente la relacion filogenética de las proteinas identificadas nuevamente,
LnD9DS-1, LnD9DS-2, y MgD9DS, asi como AnD9DS vy la desaturasa de levadura, ScOLE1. Las secuencias de
aminoacidos de LnD9DS-1, MgD9DS, y AnD9DS (sdeA) comparten un mayor porcentaje de identidad entre si en
comparacion con LnD9DS-2. La conservacion de la identidad de los aminoacidos nos permite predecir que la
especificidad del sustrato de 18:0 acil-CoA es dependiente de la secuencia conservada compartida entre LnD9DS-1,
MgD9DS, y AnD9DS (sdeA). En comparacion, la especificidad del sustrato de la acil-CoA de LnD9DS-2 es
preferente para 16:0 como resultado de su secuencia de aminoacidos divergentes.
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Tabla 4: Identidad de aminoacidos de varias secuencias de desaturasas fungicas alineadas utilizando ClustalW.

LnD9DS-1 LnD9DS-2 MgD9DS LevaduraOLE1
ANnDIDS (sdeA) 81% 61% 75% 49%
LnD9DS-1 -- 61% 75% 47%
LnD9DS-2 61% -- 62% 49%
MgD9DS 75% 62% -- 49%

Ejemplo 2: Disefio y sintesis de genes delta-9 desaturasa optimizados de Magnaporthe grisea, Helicoverpa zea, y
Leptosphaeria nodorum

Para obtener una mayor expresion de genes de delta-9 desaturasa de hongos en canola, hemos disefiado estos
genes de modo que se expresan de manera mas eficiente en las células de canola transgénica que contienen el gen
heterdlogo. Analisis extensivos de la secuencia de ADN de las regiones de codificacion de la delta-9 desaturasa de
Magnaporthe grisea, Helicoverpa zea y Leptosphaeria nodorum nativas descritas en este documento como SEQ ID
NO:9, SEQ ID NO:10 y SEQ ID NO:11, respectivamente, revelo la presencia de varios motivos de secuencia que se
piensan que son perjudiciales para la expresion éptima en la plantas, asi como una composicién de codén no 6ptima
para dicha expresion en la planta. Para disefiar genes optimizados que codifican una proteina delta-9 desaturasa,
generamos secuencias de ADN in silico que son mas "como-la planta" (y especificamente, mas "como-canola") en la
naturaleza, en las que las modificaciones de las secuencias no obstaculizan la traduccién o crean inestabilidad del
ARNm.

Para disefiar genes optimizados de plantas que codifican una delta-9 desaturasa, se disefiaron secuencias de ADN
para codificar las secuencias de aminoacidos de las desaturasas de proteinas, utilizando un cédigo genético
redundante establecido a partir de una tabla de sesgo de codones compilada a partir de las secuencias de
codificacion de la proteina para las plantas hospedantes particulares (es decir, canola). Los usos preferidos del
codon para la canola se muestran en la tabla 5. Las columnas C y G de la Tabla 5 presentan las distribuciones (en
% de uso para todos los codones para ese aminoacido) de codones sinénimos para cada aminoacido, como se
encuentra en las regiones de codificacion de Brassica napus. Es evidente que algunos codones sinénimos para
algunos aminoacidos se encuentran solamente raramente en genes de plantas (por ejemplo, CGG en canola). Se
consideré que un codon rara vez se usaba si estaba representado aproximadamente 10% o menos de las veces
para codificar el aminoacido relevante en los genes de cualquier tipo de planta (indicado por "DNU" en las columnas
D y H de la tabla 5). Para equilibrar la distribucion de las opciones de los codones restantes para un aminoacido, se
calculé una representacion media ponderada para cada codon, usando la férmula:

Promedio ponderado % de C1 = 1/(%C1+%C2+%C3+ etc) x %C1x100,

donde C1 es el coddn en cuestion y %C2, %C3, etc. representa el promedio de los valores de % para Brassica
napus de los codones sinénimo remanentes (valores de % promedio para codones relevantes se toman de las
columnas C y G) de la tabla 5.

El valor % del promedio ponderado para cada codén se da en las columnas D y H de la tabla 5.
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Tabla 5: Representacion de los codones sindnimo en las regiones de codificacion de los genes de la canola (B.
napus) (Columnas C y G). Valores para una representacion de sesgo equilibrado de codones establecida para un
disefio de genes sintéticos optimizado para las plantas estan en las columnas D y H.

A B C D E F G H
Aminoacido | Codén | Canola % Promedio Aminoacido | Codén | Canola % Promedio
ponderado ponderado
GCA 23,3 23,3 CTA 10,1 DNU
GCC 21,2 21,2 CTC 22,8 28,5
ALA (A)
GCG 14,2 14,2 CTG 11,6 14,6
LEU (L)
GCT 41,3 41,3 CTT 25,2 31,6
AGA 31,8 43,8 TTA 10,1 DNU
AGG 22,1 30,5 TTG 20,2 25,3
CGA 9,9 DNU AAA 44,6 44,6
ARG (R) LYS (K)
CGC 8,9 DNU AAG 55,4 55,4
CGG 8,6 DNU MET (M) ATG 100,0 100,0
CGT 18,6 25,7 TTC 58,6 58,6
PHE (F)
AAC 62,6 62,6 TTIT 414 414
ASN (N)
AAT 374 374 CCA 29,6 29,6
GAC 42,5 42,5 CCC 14,6 14,6
ASP (D) PRO (P)
GAT 57,5 57,5 CCG 18,4 18,4
TGC 49,2 49,2 CCT 37,3 37,3
CYS (C)
TGT 50,8 50,8 AGC 16,0 17,9
TAA 38,5 DNU AGT 141 15,8
END TAG 22,1 DNU TCA 18,2 20,4
SER (S)
TGA 39,4 100,0 TCC 16,7 18,7
CAA 50,0 50,0 TCG 10,7 DNU
GLN (Q)
CAG 50,0 50,0 TCT 24,3 27,2
GAA 43,6 43,6 ACA 26,3 26,3
GLU (E) THR (T)
GAG 56,4 56,4 ACC 26,9 26,9
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A B C D E F G H
S . o Promedio S . o Promedio
Aminoacido | Codén | Canola % Aminoacido | Codén | Canola %
ponderado ponderado
GGA 36,4 36,4 ACG 16,9 16,9
GGC 16,2 16,2 ACT 30,0 30,0
GLY (G)
GGG 15,2 15,2 TRP (W) TGG 100,0 100,0
GGT 32,1 32,1 TAC 59,4 59,4
TYR (Y)
CAC 49,6 49,6 TAT 40,6 40,6
HIS (H)
CAT 50,4 50,4 GTA 10,8 DNU
VAL (V)
ILE (1) ATA 21,1 21,1 GTC 24,1 27,0
ATC 42,7 42,7 GTG 28,3 31,7
ATT 36,2 36,2 GTT 36,8 41,3

**NA = No Aplicable
**DNU = No utilizar

Se disenaron nuevas secuencias de ADN que codifican esencialmente la secuencia de aminoacidos de las delta-9
desaturasas de la SEQ ID NO:12, SEQ ID NO:13 y SEQ ID NO:14, de Magnaporthe grisea, Helicoverpa zea, y
Leptosphaeria nodorum respectivamente, para la expresion éptima en canola utilizando una distribucién de codones
de primera y segunda eleccion de los codones frecuentemente usados encontrados en los genes de canola. Las
nuevas secuencias de ADN se diferencian de las secuencias de ADN nativas que codifican las proteinas de delta-9
desaturasas por la sustitucion de codones preferidos de la planta (o sea, el primer preferido, segundo preferido,
tercer preferido, o cuarto preferido) para especificar un aminoacido apropiado en cada posicion dentro de la
secuencia de aminoacidos de la proteina.

El disefio de las secuencias de ADN optimizadas para la planta se inicié por traduccion inversa de las secuencias de
proteinas de SEQ ID NO:12, SEQ ID NO:13 y SEQ ID NO:14, usando una tabla de sesgo de codén de canola
construida desde la tabla 5 columnas D y H. Las secuencias iniciales fueron después modificadas compensando los
cambios de cododn (mientras que se retiene la representacion total del promedio ponderado del codén) para eliminar
los lugares de reconocimiento de las enzima de restriccion, eliminar las estructuras secundarias intrahebra altamente
estables, y eliminar otras secuencias que pudieran ser perjudiciales para las manipulaciones de la clonacion o
expresion del gen construido por ingenieria en las plantas. Las secuencias de ADN fueron entonces reanalizadas
para lugares de reconocimiento de las enzimas de restriccion que podrian haber sido creados por las
modificaciones. Los lugares identificados fueron después adicionalmente modificados por reemplazamiento de los
codones relevante con codones preferidos de primera, segunda, tercera, o cuarta eleccion. Las secuencias
modificadas fueron analizadas adicionalmente y modificadas adicionalmente para reducir la frecuencia de los
dobletes TA y CG, y aumentar la frecuencia de dobletes TG y CT. Ademas de estos dobletes, bloques de
secuencias que tenian mas de alrededor de seis residuos consecutivos de [G+C] o [A+T] fueron modificados
mediante la sustitucion de los codones de primera elecciéon o segunda eleccion, etc. con otros codones preferidos de
eleccion. Codones utilizados raramente no se incluyeron en un grado sustancial en el disefio de genes, y se
utilizaron solo cuando fue necesario para dar cabida a un criterio de disefio diferente de la composiciéon del codén
per se (por ejemplo, adicién o delecciéon de los lugares de reconocimiento de las enzimas de restriccion). Las
secuencias del ADN de las desaturasas sintéticas optimizadas de canola de ejemplo disefiadas por este
procedimiento se listan en la SEQ ID NO:15, SEQ ID NO:16, y SEQ ID NO:17.

Las secuencias resultantes de ADN, tal como se representan por la SEQ ID NOs: 15-17, tienen un mayor grado de
diversidad de codones y una composicion de bases deseable. Ademas, estas secuencias contienen
estratégicamente colocados lugares de reconocimiento de enzimas de restriccion y no tienen secuencias que
puedan interferir con la transcripcion del gen, o la traduccion de ARNm del producto. Las tablas 6-8 presentan una
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comparacion de las composiciones de los codones de las regiones de codificacion para las proteinas de delta-9
desaturasa como se encuentran en los genes nativos, y en las versiones optimizadas para las plantas, y compara
ambas a las recomendaciones de composiciéon del codon para una secuencia optimizada para la planta como se
calcula a partir de las columnas D y H de la tabla 5.
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La sintesis de fragmentos de ADN que comprenden la SEQ ID NO:15, SEQ ID NO:16, y SEQ ID NO:17 fue realizada
por proveedores comerciales (PicoScript, Houston, TX y Blue Heron Biotechnology, Bothell, WA). Estas secuencias
de canola optimizadas fueron etiquetadas como version 2 (v2). Los fragmentos de ADN sintéticos fueron después
clonados en vectores de expresion y se transformaron en Agrobacterium y canola como se describe en los ejemplos
a continuacion.

Ejemplo 3: Construccion de los plasmidos

Los siguientes plasmidos se construyeron usando técnicas de biologia molecular estandar. Los fragmentos de
polinucledtido que contenian unidades de transcripcion de la planta (que comprendian un promotor unido a un gen
de interés, terminado por un 3' UTR), o "PTUs", fueron construidas y combinadas con unidades de transcripcion de
la planta adicionales dentro de la region de la hebra-T de un vector binario.

Descripcion de pDAB7318: pDAB7318 (Fig. 6; SEQ ID NO: 58) se construyo utilizando técnicas de biologia
molecular estandar. Este plasmido contiene dos secuencias de PTU desaturasa. La primera PTU desaturasa
contiene el promotor de Phaseolus vulgaris, faseolina (promotor PvPhas v2 (SEQ ID NO:67); Genbank: J01263), la
region 5 no traducida de Phaseolus vulgaris (5' UTR de PvPhas (SEQ ID NO:68); Genbank: J01263), el gen
AnD9DS v3 (SEQ ID NO:49), la regién 3" no traducida de Phaseolus vulgaris (3' UTR de PvPhas v1 (SEQ ID
NO:69); Genbank: J01263) y la region de unién a la matriz de Phaseolus vulgaris (3' MAR de PvPhas v2 (SEQ ID
NO:70); Genbank: J01263). La segunda PTU desaturasa contiene el promotor PvPhasv2, la 5' UTR de PvPhas,
LnD9DS-2 v2 (SEQ ID NO:17), y la region 3" no traducida de ORF 23 de Agrobacterium tumefaciens (3° UTR
AtuORF23 (SEQ ID NO:71); Huang et al. (1990) J. Bacteriol. 172:1814-22).

Los elementos en las PTU desaturasas estan conectados por secuencias cortas ad|C|onaIes intervinientes. Las dos
secuencias de PTU desaturasas estan flanqueadas por lugares de recombinacion Gateway de invitrogen, que se
utilizan para facilitar la transferencia de estas casetes de expresiéon de PTU en el plasmido de transformacién de
Agrobacterium. Adicionalmente, el plasmido contiene un origen de replicacién, y un marcador seleccionable de
kanamicina.

DescrlpC|on de pDAB7319: pDAB7319 (Fig. 7; SEQ ID NO: 60) se construyé por medio de recombinaciéon por
Gateway® entre pDAB7318 y pDAB7309 (Fig. 5; SEQ ID NO:53). Este plasmido contiene las dos secuencias de PTU
desaturasa establecidas en el anterior apartado "Description de pDAB7318". Estas PTUs se orientaron en una
orientacion cabeza a cola dentro de las regiones del margen de la hebra T del ADN del vector binario de
transformacion de plantas, pDAB7309. Este vector binario contiene la PTU fosfinotricinacetil transferasa, que
consiste en el promotor del virus del mosaico de la vena de Cassava (promotor CsVMV v2; Verdaguer et al. (1996)
Plant Mol. Biol. 31:1129-39); fosfinotricin acetil transferasa (PAT v5; Wohlleben et al. (1988) Gene 70:25-37); y la
region 3'no traducida de ORF1 de Agrobacterium tumefaciens (3' UTR de AtuORF1 v4; Huang et al. (1990), supra),
en adicién a otros elementos reguladores tales como la region de unién a la matriz RB7 de Nicotiana tabacum (RB7
MAR v2; Genbank: U67919), Overdrive (Toro et al. (1988) Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 85(22):8558-62), y las
secuencias de borde de la hebra T (T-DNA Border A and T-DNA Border B; Gardner et al. (1986) Science 231:725-7,
y documento de patente internacional PCT No. W02001/025459A1). Los plasmidos que contienen las PTUs
descritas anteriormente fueron aislados y confirmados por medio de la digestion con enzimas de restriccion y
secuenciacion del ADN.

Descripciéon de pDAB7320: pDAB7320 (Fig. 8; SEQ ID NO: 55) se construy6 usando técnicas de biologia molecular
estandar Este plasmido contiene una secuencia de PTU desaturasa. La PTU desaturasa contiene el promotor
PvPhas v2, 5' UTR de PvPhas, LnD9DS-2 v2 (SEQ ID NO:17), y la 3' UTR de AtuORF23. Los elementos en las PTU
desaturasas estan conectados por secuencias intervinientes cortas adicionales. La secuencia de PTU desaturasa
también esta flanqueada por lugares de recombinacion Gateway de Invitrogen para facilitar su transferencia a un
plasmido de transformacion de Agrobacterium. Adicionalmente, el plasmido contiene un origen de replicacion y un
marcador seleccionable de kanamicina.

DescrlpC|on de pDAB7321: pDAB7321 (Fig. 9; SEQ ID NO:61) se construyé por medio de recombinacion con
Gateway entre pDAB7320 y pDAB7309. Este plasmido contiene la secuencia de PTU desaturasa establecida en el
apartado precedente "Descripciéon de pDAB7319". Esta PTU fue orientada en una orientaciéon cabeza-cola en las
regiones de margen del ADN de la hebra T del vector binario de transformacién de la planta, pDAB7309. Este vector
binario contiene la PTU acetiltransferasa de fosfinotricina: promotor CsVMV v2; PAT v5; y 3' UTR de AtuORF1 v4, en
adicién a otros elementos reguladores tales como Overdrive y secuencias de borde de la hebra T (T-DNA border A'y
T DNA border B). Los plasmidos que contienen la PTU descrita anteriormente fueron aislados y confirmados por
medio de la digestién con enzimas de restriccion y secuenciacion de ADN.

Descripcion de pDAB7323: pDAB7323 (Fig.10; SEQ ID NO: 56) se construy6 usando técnicas de biologia molecular
estandar. Este plasmido contiene dos secuencias de PTU desaturasa. La primera PTU desaturasa contiene el
promotor PvPhas v2, 5' UTR de PvPhas, AnD9DS v3 (SEQ ID NO:47), 3' UTR de PvPhas, y 3" MAR de PvPhas v2.
La segunda PTU desaturasa contiene el promotor PvPhas v2, 5' UTR de PvPhas, HzD9DS v2 (SEQ ID NO:16),y 3'
UTR de AtuORF23. Los elementos en las PTU desaturasas estan conectados por secuencias intervinientes cortas
adicionales. Las dos secuencias de PTU desaturasas estan flanqueadas por lugares de recombinacion Gateway® de
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Invitrogen para facilitar su transferencia a un plasmido de transformaciéon de Agrobacterium. Adicionalmente, el
plasmido contiene un origen de replicacion y un marcador seleccionable de kanamicina.

DescrlpC|on de pDAB7324: pDAB7324 (Fig.11; SEQ ID NO:62) fue construido por medio de recombinacién por
Gateway entre pDAB7323 y pDAB7309. Este plasmido contiene las dos secuencias de PTU desaturasa
establecidas en el epigrafe precedente "Descripcion de pDAB7323". Estas PTUs se orientaron en una orientacion
cabeza a cola dentro de las regiones de borde de la hebra T de ADN del vector binario de transformacion de plantas,
pDAB7309. Este vector binario contiene la PTU fosfinotricina acetiltransferasa: promotor CsVMV v2; PAT v5; y 3'
UTR de AtuORF1 v4, ademas de otros elementos reguladores tales como Overdrive y secuencias de borde de hebra
T (T-ADN Border A y T-ADN Border B). Los plasmidos que contenian las PTUs descritas anteriormente fueron
aislados y confirmados por medio de la digestion con enzimas de restriccion y secuenciacion del ADN.

Descripcion de pDAB7325: pDAB7325 (Fig.12; SEQ ID NO: 57) se construyd usando técnicas estandar de biologia
molecular. Este plasmido contiene una secuencia de PTU desaturasa. Esta PTU desaturasa contiene el promotor
PvPhas v2, 5' UTR de PvPhas, HzD9DS v2 (SEQ ID NO:16), y 3' UTR de AtuORF23. Los elementos en la PTU
desaturasa estan conectados por secuencias |nterV|n|entes cortas adicionales, y la secuencia PTU desaturasa esta
flanqueada por lugares de recombinacién por Gateway de Invitrogen para facilitar su transferencia a un plasmido de
transformacion de Agrobacterium. Adicionalmente, el plasmido contiene un origen de replicacién y un marcador
seleccionable de kanamicina.

Descripcion de pDAB7326: pDAB7326 (Fig.13; SEQ ID NO:63) se contruyd por medio de recombinacion Gateway®
entre pDAB7325 y pDAB7309. Este plasmido contiene la secuencia de PTU desaturasa establecida en el epigrafe
precedente "Descripcion de pDAB7325". La PTU fue orientada en la orientacion cabeza cola dentro de las regiones
de borde de la hebra T del ADN del vector binario de transformacion, pDAB7309. Este vector binario contiene la PTU
fosfinotricina acetiltransferasa: promotor CsVMV v2; PAT v5; y 3' UTR de AtuORF1 v4, ademas de otros elementos
reguladores tales como Overdrive y secuencias de borde de hebra T (T-ADN Border A y T-ADN Border B). Los
plasmidos que contenian la PTU descrita anteriormente fueron aislados y confirmados por medio de la digestion con
enzimas de restriccion y secuenciacion del ADN.

Descripcion de pDAB7327: pDAB7327 (Fig. 14; SEQ ID NO: 58) se construyd utilizando técnicas de biologia
molecular estandar. Este plasmido contiene una secuencia de PTU desaturasa. La PTU desaturasa contiene el
promotor PvPhas v2, 5' UTR de PvPhas, gen AnD9DS v3 (SEQ ID NO:49), y 3' UTR de AtuORF23. Los elementos
en la PTU desaturasa estan conectados por secuencias intervinientes cortas ad|C|onaIes La secuencia de PTU
desaturasa también esta flanqueada por lugares de recombinacion de Gateway de Invitrogen para facilitar su
transferencia a un plasmido de transformacion Agrobacterium. Adicionalmente, el plasmido contiene un origen de
replicaciéon y un marcador seleccionable de kanamicina.

DescrlpC|on de pDAB7328: pDAB7328 (Fig.15; SEQ ID NO: 64) fue construido por medio de recombinacion
Gateway de pDAB7327 y pDAB7309. Este plasmido contiene la secuencia de la PTU desaturasa establecida en el
epigrafe precedente "Description de pDAB7327". La PTU fue orientada en la orientacion cabeza cola dentro de las
regiones de borde de la hebra T del ADN del vector binario de transformacion, pDAB7309. Este vector binario
contiene la PTU de fosfinotricina acetiltransfera: promotor CsVMV v2; PAT v5; y 3' UTR de AtuORF1 v4, ademas de
otros elementos reguladores tales como Overdrive y secuencias de borde de hebra T (T-ADN Border A y T-ADN
Border B). Los plasmidos que contenian la PTU descrita anteriormente fueron aislados y confirmados por medio de
la digestion con enzimas de restriccion y secuenciacion del ADN.

Descripcion de pDAB7329: pDAB7329 (Fig.16; SEQ ID NO: 59) fue construido usando técnicas estandar de biologia
molecular. Este plasmido contiene una secuencia de PTU desaturasa, que contiene el promotor PvPhas v2, 5' UTR
de PvPhas, MgD9DS v2 (SEQ ID NO:15), y 3' UTR de AtuORF23. Los elementos en esta PTU desaturasa estan
conectados por secuencias |nterV|n|entes cortas adicionales. La secuencia de PTU desaturasa esta flanqueada por
lugares de recombinacion de Gateway de Invitrogen para facilitar su transferencia a un plasmido de transformacion
de Agrobacterium. Adicionalmente, el plasmido contiene un origen de replicacion y un marcador seleccionable de
kanamicina.

Descripcion de pDAB7330: pDAB7330 (Fig.17; SEQ ID NO: 65) fue construido por medio de Gateway® por
recombinacién entre pDAB7329 y pDAB7309. Este plasmido contiene la secuencia de PTU desaturasa establecida
en el epigrafe precedente "Descripcion de pDAB7325". Esta PTU fue orientada en la orientacion cabeza cola dentro
de las regiones de borde de la hebra T del ADN del vector binario de transformacion, pDAB7309. Este vector binario
contiene la PTU de fosfinotricina acetiltransfera: promotor CsVMV v2; PAT v5; y 3' UTR de AtuORF1 v4, ademas de
otros elementos reguladores tales como Overdrive y secuencias de borde de hebra T (T-ADN Border A y T-ADN
Border B). Los plasmidos que contenian la PTU descrita anteriormente fueron aislados y confirmados por medio de
la digestion con enzimas de restriccion y secuenciacion del ADN.

Descripcion de pDAB7331: ademas de los anteriores, se construyd un plasmido de control que no contenia una PTU
desaturasa (SEQ ID NO: 66). Fig.18. Esta construcciéon solo contenia una PTU de fosfotricina acetil transferasa,
ademas de los otros elementos reguladores descritos en pDAB7309.
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Ejemplo 4: Transformacion de Agrobacterium

Se prepararon células de Agrobacterium tumefaciens electrocompetentes (tabla 9) usando un protocolo de Weigel y
Glazebrook (2002) "How to Transform Arabidopsis", capitulo 5, en Arabidopsis, Cold Spring Harbor Laboratory
Press, Cold Spring Harbor, NY. 50 pl de células competentes de Agrobacterium fueron descongeladas sobre hielo, y
fueron transformadas usando de 300 a 400 ng de ADN del vector plasmido binario. La mezcla de células se sometié
a electoporacion en presencia de ADN, utilizando cubetas de electroporacion anteriormente refrigeradas (0,2 cm), y
un electroporador Bio-Rad Gene Pulser® (Hercules, California) en las siguientes condiciones: voltaje: 2,5 kV, longitud
del pulso: 5 milisegundos, salida de la capacitancia 25 pF, resistencia 200 Q. Después de la electroporacion, se
afiadié a cada cubeta 1 ml de caldo YEP (estracto de levadura (10 g/l), peptona (10 g/l), y NaCl (5 g/l)), y la
suspension de células YEP se transfirié a un tubo de cultivo de15 ml. Las células fueron incubadas a 28° C con
agitacion suave durante 4 horas, después de ello el cultivo se sembrd en placas de agar + YEP con la seleccion
apropiada segun la tabla 9. Las placas se incubaron durante de 2-4 dias a 28° C, y las colonias fueron
seleccionadas y sembradas en placas de YEP + agar con seleccion de antibidticos e incubadas a 28° C durante de
1-3 dias. Las colonias fueron verificadas como de Agrobacterium usando el test de cetolactosa, y las colonias
positivas a cetolactosa fueron aisladas a continuacion usando dos pases de aislamiento de una Unica colonia. Se
hizo una placa de parche final de las colonias después de que el aislamiento de la colonia Unica se completara.

Tabla 9.Cepas de Agrobacterium y seleccion de antibidticos.

Cepa Seleccion genémica Seleccion de AyudanteTi Seleccion del vector binario
Z707S Estreptomicina Kanamicina Espectinomicina
DA2569 Eritromicina Kanamicina Espectinomicina
EHA105 Estreptomicina no disponible Espectinomicina
DA2552 Eritromicina ninguno Espectinomicina

Validacion de la colonia de Agrobacterium: se us6 analisis de digestion por restriccion para verificar la presencia del
plasmido intacto utilizando enzimas de digestion por restriccion especificas para el vector. Se uso el kit de ADN de
plasmidos de Macherey-Nagel NucleoBond® segun las recomendaciones del protocolo recomendado por el
fabricante para purificar el ADN del plasmido de las colonias de Agrobacterium transformadas seleccionadas. El
ADN del plasmido del vector binario usado en la transformacion del Agrobacterium fue incluido como control. Se
realizaron cuatro reacciones separadas de digestion utilizando de 0,75-1 ug de ADN. La reaccién se dejo funcionar
durante de 1-2 horas, y luego se analizé por electroforesis en gel de agarosa y tincion con bromuro de etidio. Se
seleccionaron las colonias para las que los productos de digestion de todas las enzimas fueran idénticas al plasmido
de control y coincidian con los tamafios de las bandas esperados.

Se us6 A. tumefaciens cepa LBA404 (Invitrogen Carlsbad, California) para la transformacion de Arabidopsis, y A.
tumefaciens cepa Z707S (Hepburn et al. (1985) J. Gen. Microbiol. 131:2961-9) para la transformacion de canola.

Ejemplo 5: Transformacion de Arabidopsis thaliana mediada por Agrobacterium

Transformacién de Arabidopsis: Arabidopsis se transformé usando un método de inmersién floral basado en el
método de Clough y Bent (1998) Plant J. 16:735-743. Se us6 una colonia seleccionada de Agrobacterium para
inocular uno o mas de precultivos de 30 ml de caldo YEP que contenian los antibiéticos apropiados para la
seleccion. El (los) cultivo(s) se incubaron durante la noche a 28° C con agitacion constante a 220 rpm. Cada
precultivo se us6 para inocular dos cultivos de 500 ml de caldo YEP que contenian los antibiéticos para la seleccion,
y los cultivos se incubaron durante la noche a 28° C con agitacion constante. Después las células se colocaron en
placas a aproximadamente 8700 g durante 10 minutos a temperatura ambiente, y el sobrenadante resultante se
desechd. El sedimento celular se resuspendié suavemente en 500 ml de medio de infiltracién que contenia: 1/2 de
sales de Murashige y Skoog/vitaminas B5 de Gamborg's, 10% (p/v) de sacarosa, 0,044 uM de bencilaminopurina
(10 plflitro de solucién madre de 1 mg/ml en DMSO), y 300 pllitro Silwet® L-77. Se sumergieron plantas de
aproximadamente 1 mes de edad en el medio durante 15 segundos, teniendo cuidado de sumergir la inflorescencia
mas nueva. Las plantas se colocaron entonces de lado en posicion horizontal, y se cubrieron (cubierta transparente
u opaca) durante 24 horas, después se lavaron con agua, y se colocaron en posicion vertical. Las plantas se
cultivaron a 22° C, con un fotoperiodo de 16 horas de luz/8 horas de oscuridad. Aproximadamente 4 semanas
después de la inmersion, se recogieron las semillas de las plantas.

Condiciones de cultivo de Arabidopsis thaliana: las semillas recién recogidas se secaron durante 7 dias a
temperatura ambiente en presencia de un desecante. Depués del secado, las semillas se suspendieron en una
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solucion al 0,1% de agarosa (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO). Las semillas suspendidas se almacenaron a 4° C
durante 2 dias para completar los requisitos de latencia y asegurar la germinacion sincronizada de las semillas
(estratificacion). Sunshine Mix LP5 (Sun Gro Horticulture Inc., Bellevue, WA) se cubrié con vermiculita fina y se
subirrigd con soluciéon de Hoaglan hasta la humidificacion. La mezcla de tierra se drend durante 24 horas. Las
semillas estratificadas se sembraron en la vermiculita y se cubrieron con bévedas de humedad (KORD Products,
Bramalea, Ontario, Canada) durante 7 dias. Se germinaron las semillas, y las plantas se cultivaron en un controlador
Conviron (modelos CMP4030 y CMP3244, Controlled Environments Limited, Winnipeg, Manitoba, Canada) en
condiciones de dia largo (16 horas de Iuz/8 horas de oscuridad) a una intensidad de la luz de 120-150 pmoles/m?
segundo a temperatura (22° C) y humedad (40-50%) constantes. Las plantas se regaron inicialimente con una
solucién de Hoaglan, y después con agua desionizada a fin de mantener el suelo himedo pero no seco. Cerca de la
cosecha de las semillas (1-2 semanas antes de la cosecha) las plantas se secaron.

Seleccion de plantas Ty transformadas: las semillas de T4 se sembraron en bandejas de germinacion de 10,5" x 21"
(T.O. Plastics Inc., Clearwater, MN) como se describié anteriormente y se cultivaron en las condiciones sefaladas.
Las bovedas se eliminaron de 5-6 dias después de la siembra, 5 dias después de la siembra, y de nuevo 10 dias
después de la siembra, y se rociaron las plantulas con una solucién de herbicida de glufosinate al 0,20% (Liberty) en
un volumen de pulverizacion de 10 ml/bandeja (703 I/ha) usando una boquilla de pulverizacion de aire comprimido
DeVilbiss para ofrecer una tasa efectiva de 280 g/ha de glufosinato por aplicacion. 10 ml de la solucién herbicida de
glufosinato se pipete6 en un vial de centelleo de 20 ml para cada bandeja a pulverizar. La pulverizacion se aplicé
usando un patron de aplicacion horizontal y vertical. Después de cada pulverizacion, se afiadié una etiqueta de
pulverizacion con el nombre del herbicida, tasa de aplicacion, y fecha de aplicacion a cada bandeja de seleccion. De
4 a 7 dias después de la segunda pulverizacion, se identificaron las plantas resistentes al herbicida y se
trasplantaron a macetas preparadas con la mezcla Sunshine LP5. Las plantas trasplantadas se colocaron en un
invernadero en las condiciones de cultivo mencionadas anteriormente. De seis a ocho semanas después del
transplante, las semillas de cada planta se recogieron y se almacenaron por separado con un numero de
identificacion unico.

Ejemplo 7: Transformacién de canola mediada por Agrobacterium

Preparacion de Agrobacterium: cepas de Agrobacterium que contenian ya sea pDAB7319, pDAB7321, pDAB7324,
pDAB7326, pDAB7328, pDAB7330 o pDAB7331 se usaron para inocular en surcos placas de YEP (Bacto Peptona
(20,0 g/l) y extracto de levadura (10,0 g/l)) que contenian estreptomicina (100 mg/ml) y espectinomicina (50 mg/ml),
y se incubaron durante 2 dias a 28° C. Un asa de la placa de surco de 2 dias se inoculé con 150 ml de YEP liquido
modificado con estreptomicina (100 mg/ml) y espectinomicina (50 mg/ml) en frascos Erlenmeyer estériles de 500 ml
y los frascos se agitaron a 200 rpm a 28° C. Los cultivos se resuspendieron en medio M (sales LS; 3% glucosa;
vitaminas B5 modificadas; kinetina 1 pM; 2,4-D 1 uM; pH 5,8), y se diluyeron hasta la densidad apropiada (50
unidades de Klett), antes de la transformacion de los hipocoétilos de canola.

Transformacion de canola:

Germinacion de las semillas: semillas de canola (variedad Nexera 710) se esterilizaron en la superficie con 10% de
lejia (Clorox) durante 10 minutos, y después se enjuagaron en coladores de acero tres veces con agua destilada
estéril. Las semillas se plantaron para su germinacion en medio de Canola 2 MS (1/2 MS, 2% sacarosa, 0,8% Agar)
contenido en bandejas Phytatrays (25 semillas por Phytatray). Las bandejas se colocaron en una camara de
crecimiento de medio ambiente (Percival Scientific, Inc., Perry, I1A) con un régimen de crecimiento establecido a 25°
C y un fotoperiodo de 16 horas de luz/8 horas de oscuridad, y se germinaron durante 5 dias.

Pre-tratamiento: En el dia 5, segmentos de ~3 mm de hipocétilo se extirparon asépticamente, desechando las
secciones de raiz y tallos (el secado de los hipocétilos se evitd colocandolos en 10 ml de agua milliQ estéril durante
el proceso de extirpacion). Los segmentos de hipocétilo se colocaron horizontalmente en papel de filtro estéril en un
medio de induccion de callo, MSK1D1 (MS; kinetina1 mg/l; 2,4-D1 mg/l; 3% sacarosa; 0,7% Phytagar) durante 3 dias
de pretratamiento en una camara de crecimiento de medio ambiente establecida a 22-23° C y un fotoperiodo de 16
horas de luz/8 horas de oscuridad.

Cultivo conjunto con Agrobacterium: el dia antes del tratamiento con Agrobacterium, se inocularon frascos de medio
YEP que contenian los antibiéticos apropiados. Se transfirieron los segmentos de hipocétilo desde el papel de filtro a
placas petri vacias de 100 x 25 mm que contenian 10 ml de medio liquido M para prevenir que los segmentos de
hipocotilo se secaran. Se us6 una espatula en esta etapa para sacar y transferir los segmentos. El medio liquido M
se elimind con una pipeta, y se afiadiéo 40 ml de suspension de Agrobacterium a la placa petri (500 segmentos con
40 ml de solucion de Agrobacterium). Los segmentos se trataron durante 30 minutos con agitacion periddica de la
placa petri a fin de que los hipocotilos permaneciaran inmersos en la solucién de Agrobacterium. Al final del periodo
de tratamiento, la solucién de Agrobacterium se pipeted en un vaso de precipitado de residuos, se sometié a
autoclave, y se desechd (la solucion de Agrobacterium se elimind completamente para prevenir el crecimiento
excesivo de Agrobacterium). Los hipocétilos tratados se transfirieron con forceps de vuelta a las placas originales
que contenian MSK1D1 con papel de filtro, teniendo cuidado de que los segmentos no se secaran. Los segmentos
de hipocotilo, junto con los segmentos de control, se devolvieron a una camara de crecimiento de medio ambiente
con intensidad de luz reducida (por medio del recubrimiento de las placas con papel de aluminio), y los hipocétilos

35



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2568 803 T3

tratados se cultivaron conjuntamente con Agrobacterium durante 3 dias.

Induccion de callo en medio de seleccién: después de 3 dias de cultivo conjunto, los segmentos de hipocotilo se
transfirieron individualmente con unas pinzas sobre medio de induccién de callo, MSK1D1H1 (MS; kinetina 1 mg/l;
2,4-D 1 mg/l; MES 0,5 g/l; AgNOs3 5 mg/l; Timentina 300 mg/l; Carbenicilina 200 mg/l; Herbiace1 mg/l; 3% sacarosa;
0,7% Phytagar). Los segmentos de hipocétilos fueron anclados sobre el medio, pero no fueron embebidos en el
medio.

Seleccion y regeneracion de brotes: después de 7 dias en medio de induccion de callos, los segmentos de
hipocétilos de formacion de callos se transfirieron al medio de regeneracion Shoot 1 con seleccién, MSB3Z1H1 (MS;
BAP 3 mg/l; Zeatina 1 mg/l; MES 0,5 g/l; AgNO3 5 mg/l; Timentina 300 mg/l; Carbenicilina 200 mg/l; Herbiace 1 mg/I;
3% sacarosa; 0,7% Phytagar). Después de 14 dias, los hipocotilos con brotes se transfirieron al medio de
regeneracion 2 con un aumento de la seleccion, MSBSZ1H3 (MS; BAP 3 mg/l; Zeatina 1 mg/l; MES 0,5 g/l; AgNO3 5
mg/l; Timentina 300 mg/l; Carbenicilina 200 mg/l; Herbiace® 3 mg/l; 3% sacarosa; 0,7% Phytagar).

Alargamiento del brote: Después de 14 dias, los segmentos con brotes se transfirieron al medio de alargamiento de
brotes, MSMESH5 (MS; Timentina 300 mg/l; Herbiace® 5 mg/l; 2% sacarosa; 0,7% TC Agar). Los brotes que ya se
habian alargado fueron aislados y transferidos a MSMESHS5. Después de 14 dias, los brotes remanentes que no se
habian alargado en la primera vuelta fueron colocados en MSMESHS, y transferidos a un medio de seleccion fresco
de la misma composicion. En este estado, todos los segmentos de hipocétilo remanentes fueron descartados.

Los brotes que se alargaron en medio MSB3Z1H3 después de 2 semanas fueron aislados y transferidos a medio
MSMESHS. Los brotes remanentes que no se habian alargado en la primera vuelta en MSMESHS5 fueron aislados, y
transferidos a medio fresco de seleccion de la misma composicion. En este estado todos los segmentos de
hipocétilo remanentes fueron descartados.

Induccion de raices: Después de 14 dias, los brotes fueron transferidos a medio MSMEST (MS; MES 0,5 g/|;
Timentina 300 mg/l; 2% sacarosa; 0,7% TC Agar) para induccion de las raices. Los brotes que no formaron raices
en la primera transferencia en medio MSMEST fueron transferidos para un segundo o tercer ciclo en medio
MSMEST hasta que se obtuvieron las plantas enraizadas. Los brotes que no elongaron/enraizaron en la primera
transferencia en medio MSMEST fueron transferidos para un segundo o tercer ciclo en medio MSMEST hasta que
se obtuvieron plantas enraizadas. Las plantas que enraizaron en MSMESH5 o MSMEST y fueron PCR-positivas
fueron enviadas para transplante en suelo. Despues de la cosecha, las plantas de canola Ty fueron posteriormente
analizadas para eventos que contuvieran casetes de PTU transgénicas. Las plantas fueron después transferidas a
un invernadero, cultivadas hasta madurez, y la semilla fue recogida para analisis adicionales.

Ejemplo 8: Analisis de ADN de tejido de hoja de Arabidopsis T1 y de tejido de hoja de canola Ty

Las plantas de canola To y Arabidopsis T1 se anallzaron para identificar plantas que contenian casetes de expresion
de PTU. Se realizaron ensayos de Invader® para cribar inicialmente muestras de plantas supuestamente
transformadas, e identificar eventos que contenian una sola copia de la PTU de pat. Eventos que se identificaron
como eventos de copia Unica se mantuvieron y se analizaron adicionalmente para la presencia de PTU(s)
desaturasa(s) a través de PCR. Eventos que fueron positivos en la PCR para la casete de expresion de las PTU(s)
desaturasas se analizaron adicionalmente mediante analisis de transferencia Southern. El analisis de transferencia
Southern se completé para confirmar que las plantas contenian la expresion de PTU del gen del vector binario usado
para tranformar las plantas. Se seleccionaron para seguimiento los eventos de copia Unica que contenian todo de
los PTUs.

Alslamlento del ADN: el ADN genomico total (QADN) fue extraido del tejido de hoja liofilizado utilizando el kit
DNeasy® de Qiagen de 96 plantas (Qiagen, Valencia, Callfornla) Este ADNg se diluyo después a 10 ng/ul (canola) o
0,7 ng/ul (Arabidopsis) para uso en ensayos de PCR y Invader® para niimero de copia.

Analisis de Invader el analisis del nimero de copia del marcador seleccionable, pat, fue completado usando el
ensayo de Invader® (Third Wave Technologies, Madison, WI). El ADN gendmico fue desnaturalizado a 95° C durante
10 minutos, congelado en hielo, y mezclado con una mezcla maestra de los reactivos que contenia sondas de
oligonucledtido, moléculas de tinte capaz de la transferencia de energia de resonancia fluorescente (FRET), y la
enzima cleavase, segun el protocolo recomendado por el fabricante. Las reacciones contenian sondas para los
genes de referencia internos. El gen 7-desoxixilulosa- 5 fosfato reductoisomerasa (DXR1) se usdé como gen de
referencia interna para las reacciones de ensayo Invader® de Arabidopsis, y el gen de la proteina del grupo de alta
movilidad (HMGa) se usé como gen de referencia interna para las reacciones de ensayo Invader® de canola.
Ademas, las placas contenian 1 copia, 2 copias, y 4 copias de estandar, asi como muestras de control de tipo
silvestre y pocillos en blanco que no contenian muestras. Toda la reaccién se cubrié con aceite mineral antes de la
incubacion en un termociclador a 63° C durante 1,5 horas. La reaccion resultante se ley6é en un lector de placas
fluorométrico (Synergy™ 2, BioTek Instruments, Winooski, VT). Se recogieron las lecturas tanto en el canal FAM (A
485-528 nm) como el RED (A 560-620 nm). A partir de éstas, se determiné el cero de pliegue (es decir, el fondo)
para cada canal para cada muestra dividiendo la sefial en bruto de la muestra por la sefal sin ninguna plantilla. A
partir de estos datos, se construyd una curva estandar, y se determind el mejor ajuste por analisis de regresion

36



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2568 803 T3

lineal. Usando estos parametros identificados del ajuste, se determiné el nimero de copia pat aparente para cada
muestra.

Analisis de PCR: el analisis de PCR se completé usando cebadores que amplificaban cada unidad de transcripcion
de la planta. Estos cebadores estaban situados en el promotor (Faseolina) y el 3' UTR (Faseolina u ORF23). Estos
mismos grupos de cebadores se usaron para el analisis de PCR de ambos, canola y Arabidopsis. Para el analisis de
PCR de los eventos pDAB7319 y pDAB7324, se utilizaron los cebadors MAS414 (SEQ ID NO: 18) y MAS415 (SEQ
ID NO: 19) para amplificar la primera PTU. Esta PTU consistia en el promotor de Faseolina, un equivalente funcional
de un gen acil-CoA delta-9 desaturasa de Aspergillus nidulans (AnDODS v3; SEQ ID NO:49), y el terminador de 3'
UTR de faseolina. Para la amplificacion por PCR de la segundo PTU en el constructo pDAB7319, se usaron los
cebadores MAS415 y MAS413 (SEQ ID NO: 20). Esta PTU consiste en el promotor de faseolina, un equivalente
funcional de un gen acil-CoA delta-9 desaturasa de Leptosphaeria nodorum (LnD9DS-2 v2; SEQ ID NO:17),y la 3'
UTR de ORF23. Los pares de cebadores MAS415 y MAS413 también se utilizaron para amplificar la segunda PTU
de eventos generados por la transformacion con pDAB7324 (promotor de faseolina, un equivalente funcional de un
gen de acil-CoA delta-9 desaturasa v2 de Helicoverpa zea (HzD9DS v2; SEQ ID NO:16), y la 3' UTR de ORF23).
Ademas, los pares de cebadores MAS415 y MAS413 se usaron para amplificar las PTUs en los constructos
pDAB7321 y pDAB7326.

Las reacciones de PCR se llevaron a cabo en volumenes de 25 pl usando 20 ng de ADN gendémico, 5 unidades Ex
Taq (Takara), tampon de reacciéon 1x, 0,2 yM de cada dNTP, y 0,8 uM de cada cebador. Las reacciones de
amplificacion se llevaron a cabo en un ciclador térmico DNA Engine Tetrad® 2 (BioRad, Hercules, CA). Se usaron las
siguientes condiciones de ciclacion para los cebadores MAS413 y MAS415: 3 minutos a 94° C; seguido de 35 ciclos
de 30 segundos a 94° C, 30 segundos a 63° C, y 3 minutos a 72° C; y una extension final de 10 minutos a 72° C. Las
condiciones de ciclacion usadas para los cebadores MAS414 y MAS415 fueron las mismas con la Unica diferencia
de que la temperatura de hibridacion se redujo de 63° C a 60° C. Los productos de reaccion se desarrollaron en un
gel de 1% agarosa, se tifieron con bromuro de etidio, y se visualizaron en un Gel-Doc™.

Analisis de la transferencia Southern: se usé el analisis de transferencia Southern para establecer el patrén de
integracion de los eventos de canola. Estos experimentos generaron datos que demostraron la integracion e
integridad del transgén de desaturasa dentro del genoma de canola. Eventos seleccionados se caracterizaron como
un evento simple de integracion de larga duracion, que contenia una sola copia del transgén de desaturasa a partir
del vector binario usado para la transformacion de la planta.

Se llevd a cabo un analisis detallado de transferencia Southern usando sondas especificas para los genes de
desaturasa y enzimas de restriccion descriptivas, que escinden en sitios localizados dentro del plasmido. Estos
productos de digestion producen fragmentos de hibridacién internos al plasmido, o fragmentos que puentean la
union del plasmido con ADN gendmico de canola (fragmentos de borde). Los tamafios moleculares indicados de la
hibridizacion Southern para la combinacion de los enzimas de restriccion y las sondas fueron Unicos para cada
evento. Estos analisis también mostraron que el fragmento de plasmido se habia insertado en el ADN genémico de
canola sin reordenamientos de la hebra T del ADN.

Para el analisis de transferencia Southern, se extrajeron 100 mg de tejido de hoja de canola usando el Plant Mini Kit
(Qiagen). Se digerioron cinco micrograms (5 pg) de ADNg por muestra simultdneamente con endonucleasas de
restriccion Spel y Pacl (New England Biolabs, Ipswich, MA) para obtener fragmentos que contenian ya sea las PTUs
de interés, y/o el marcador seleccionable (PAT), para determinar el nimero de copia. El ADN digerido se separd en
un gel de agarosa al 0,8%.

En pocas palabras, después de la separacion electroforética y visualizacion de los fragmentos de ADN, los geles se
despurinaron con HCI 0,25 N durante aproximadamente 20 minutos, y después fueron expuestos a una solucién
desnaturalizante durante aproximadamente 30 minutos, seguido de una solucion neutralizante durante al menos 30
minutos. Se realizo la transferencia Southern durante la noche sobre membranas de nylon (Millipore, Billerica, MA)
usando un sistema de mecha con 10x SSC. Después de la transferencia, se lavaron las membranas con una
solucién 2x SSC, y el ADN se uni6 a la membrana mediante reticulacién con UV. Este proceso produjo membranas
de transferencia Southern listas para la hibridacion.

Se generaron las sondas y se amplificaron los fragmentos de PCR a partir de ADN plasmido y se purificaron por
medio de extraccion por gel usando el kit QIAquick™ Gel Extraction kit (Qiagen). Los cebadores usados para crear la
sonda LnD9DS fueron arw008 (SEQ ID NO:21) y arw009 (SEQ ID NO:22). Los cebadores usados para crear la
sonda HzD9 fueron arw010 (SEQ ID NO:23) y arw011 (SEQ ID NO:24). Las condiciones de PCR para todas las tres
reacciones consistieron en 35 ciclos con una temperatura de hibridacion de 63° C y un tiempo de extension de 1
minuto. Los fragmentos de PCR fueron marcados con ¥p ysando el kit de marcar Prime-It® RmT Random Primer
Labeling kit (Stratagene, La Jolla, CA).

La etapa de hibridacion se condujo a aproximadamente 65° C durante la noche en el horno de hibridacion. Las
transferencias en membrana de nylon se enjuagaron, y la transferencia se expuso en una pantalla de imagen de
fésforo durante la noche, y se escane6 en un escaneador Storm™ 860 (Molecular Dynamics, Sunnyvale, CA).
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Ejemplo 9: Composicion de acidos grasos de las semillas de Arabidopsis transgénico que contenia una acil-CoA
delta-9 desaturasa

Se transformaron plantas de Arabidopsis con vectores de Agrobacterium que contenian genes para LnD9DS-2 v2
(pDAB7321; SEQ ID NO:61), HzD9DS v2 (pDAB7326; SEQ ID NO:63) o MgD9DS v2 (pDAB7330; SEQ ID NO:65).
Las plantas fueron también transformadas con un vector que contenia un gen AnD9DS (pDAB7328; SEQ ID NO:64).
Un vector vacio que contenia solo el gen del marcador seleccionable pat (pbDAB7331; SEQ ID NO:66) se us6 como
control negativo. Las transformaciones se realizaron también usando dos desaturasas en combinacion, a fin de
combinar una desaturasa que preferia estearoilo (AnD9DS) con una desaturasa que preferia palmitoilo, o LnD9DS-2
(pDAB7319; SEQ ID NO:60), o HzD9DS (pDAB7324; SEQ ID NO:62). En todos los casos, los genes de desaturasa
fueron conducidos por el promotor especifico para las semillas PvPhas (documento de patente de Estados Unidos
N° 5.504.200). Semillas a granel T, fueron cosechadas de plantas resistentes a los herbicidas T1 en las que se
confirmo que contenian el gen pat por analisis de ensayo Invader® y la PTU de desaturasa por analisis de PCR.

Las muestras de semillas se homogeneizaron en triheptadecanoina que contenia heptano (Nu-Chek prep, Elysian,
MN) como sustituto usando una bola de acero y molino de bolas. Antes de la homogeneizacion, se afiadié una
solucion de MeONa (Sigma) en MeOH 0,25 M recientemente preparada a la muestra. La reaccion se condujo bajo
calor suave (40° C) y agitacion constante. La reaccion se verificd por la recuperacion del sustituto metilado. La
extraccion de FAMEs se repitio tres veces, y todas las capas de heptano se combinaron antes del andlisis. La
integridad de la extraccion se verific6 mediante la comprobacion de la presencia de FAMEs en una cuarta
extraccion/derivatizacion. Las FAMEs resultantes se analizaron por GC-FID usando una columna capilar BPX 70 de
SGE (15 m x 0,25 mm x 0,25 pm). Cada FAME se identificd por su tiempo de retencién, y se cuantifico por la
inyeccion de una muestra de referencia de aceite de colza de Matreya, LLC (Pleasant Gap, PA), como estandar de
calibracion.

Andlisis FAME de las semillas T, de los eventos transgénicos mostraron que la expresion de cada una de las
desaturasas tuvo un efecto significativo en la reduccion del contenido total de acidos grasos en las semillas, como se
determina por el promedio del contenido de cada conjunto de eventos. Tabla 10 y Fig. 19. En esta tabla y las tablas
siguientes, los valores no conectados por la misma letra son significativamente diferentes, como se determina
usando la prueba de Tukey-Kramer HSD realizada en el paquete de software estadistico JMP® (SAS Institute Inc.,
Cary, NC). Las combinaciones de AnD9DS con LnD9DS-2 o HzD9DS produjeron el promedio de contenido total de
acidos grasos saturados mas bajo.

Tabla 10: Contenido total de acidos grasos saturados de semillas T» de Arabidopsis

Gen Numero de muestras T2 Promedio de acidos grasos
saturados totales

Control 204 A 13,49
WT 60 A 13,16
MgD9DS v2 42 B 10,26
LnD9DS-2 v2 49 B 10,00
HzD9DS v2 70 B 9,58
AnD9DS v3 32 C 8,73
AnD9DS v3 + HzD9DS v2 39 C 8,23
AnD9DS v3 + LnD9DS-2 v2 51 C 8,09

Aunque todas las desaturasas redujeron el contenido total de acidos grasos saturados en las semillas de
Arabidopsis, tuvieron efectos diferentes en el contenido de los acidos grasos palmitico y estearico, como se predijo a
partir de los experimentos de levadura. La Tabla 11 y Fig. 20 muestran el promedio de contenido de acido palmitico
para cada conjunto de eventos. La Tabla 12 y la Fig. 21 muestran el promedio de contenido de acido estearico de
semillas T, para cada conjunto de eventos.
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Tabla 11: Contenido de acido palmitico de las semillas T de Arabidopsis

Gen Promedio de acido palmitico
Control A 7,72
WT A 7,54
MgD9DS v2 B 7,19
AnD9DS v3 C 6,02
LnD9DS-2 v2 C 5,98
HzD9DS v2 D 5,57
AnD9DS v3 + LnD9DS-2 v2 D 5,54
AnD9DS v3 + HzD9DS v2 D 5,41

Tabla 12: Contenido de acido estearico de las semillas T, de Arabidopsis

Gen Promedio de acido estearico
Control A 2,96
WT A 2,94
LnD9DS-2 v2 B 2,09
HzD9DS v2 B 2,04
MgD9DS v2 C 1,53
AnD9DS v3 + HzD9DS v2 C 1,42
AnD9DS v3 C 1,35
AnD9DS v3 + LnD9DS-2 v2 C 1,28

AnD9DS y MgD9DS tuvieron mayor efecto en el contenido de acido estearico que LnD9DS-2 y HzDIDS. Por el
contrario, LnD9DS-2 y HzD9DS tuvieron mayor efecto en el contenido de acido palmitico que AnD9DS y MgD9DS.
Las combinaciones de las desaturasas tienen el mayor efecto en ambos acidos grasos. Estos resultados se
observaron también en el efecto de las desaturasas enel aumento del contenido en las semillas del acido
palmitoleico, que es el producto primario de la delta-9 desaturacion del acido palmitico. Tabla 13 y Fig. 22.
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Tabla 13: Contenido de acido palmitoleico de las semillas T, de Arabidopsis

Gen Promedio de acido palmitoleico
AnD9DS v3 + HzD9DS v2 A 3,32
AnD9DS v3 + LnD9DS-2 v2 A 2,93
HzD9DS v2 B 2,48
AnD9DS v3 B |C 2,10
LnD9DS-2 v2 C 1,91
MgD9DS v2 D 1,40
Control E 0,31
WT E 0,30

Hubo una variacion esperada en el efecto de las desaturasas en el contenido de acidos grasos saturados en todos
los eventos analizados, debido a los efectos de posicion y nimero de copias. Una comparacion del perfil completo
de acidos grasos de los eventos con el contenido total mas bajo de acidos grasos saturados (promedio de los cinco
eventos mas bajos) se muestra en la Tabla 14 junto con el perfil de las semillas de tipo silvestre y plantas de control
transformadas.

Tabla 14: perfil de acidos grasos de Arabidopsis T, transgénica con el contenido total de acidos grasos saturados
mas bajo. Las desviaciones estandar estan en paréntesis.

C14:0 C16:0 C16:1 C18:0 C18:1 Vacc.*
WT 0,08 7,54 0,31 2,94 14,91 1,47
(0,02) (0,41) (0,05) (0,19) (1,44) (0,10)
Control 0,08 7,72 0,32 2,96 14,20 1,46
(0,02) (0,05) (0,04) (0,34) (2,04) (0,11)
AnD9DS v3 0,07 5,10 2,92 0,72 20,52 1,72
(0,01) (0,38) 0,55) (0,03) (2,12) (0,26)
HzD9DS v2 0,06 4,13 4,11 1,26 19,34 1,94
(0,00) (0,23) (0,47) (0,08) (1,01) (0,25)
LnD9DS-2 v2 0,05 4,68 3,49 1,53 19,35 2,05
(0,00) (0,30) (0,69) (0,12) (0,81) (0,21)
MgD9DS v2 0,08 6,64 1,60 1,05 18,01 1,60
(0,02) (0,26) (0,54) (0,20) (1,86) (0,16)
AnD9DS v3 + 0,06 4,41 3,71 0,97 19,60 2,03
LnD9DS-2 v2 (0,00) (0,17) (0,35) (0,33) (0,88) (0,21)
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AnD9DS v3 + 0,08 4,86 4,09 1,01 18,10 2,03
HzD9DS v2 (0,02) (0,35) (0,65) (0,22) (2,40) (0,31)
* Vacc = acido cis-vaccénico (18:1 n=7)
C18:2 C18:3 C20:0 C20:1 C20:2 C22:0 C22:1 C24:0
WT 28,72 17,85 2,06 20,11 1,78 0,34 1,68 0,21
(0,97) (0,81) (0,16) (0,90) (0,15) (0,10) (0,19) (0,10)
Control 29,28 18,07 2,08 19,62 1,85 0,39 1,70 0,27
(1,29) (1,35) (0,16) (1,23) (0,17) (0,13) (0,04) 0,14)
AnD9DS v3 29,64 17,59 0,44 18,26 1,42 0,24 1,26 0,10
(1,34) (1,28) 0,04) (0,83) (0,15) (0,16) (0,09) (0,05)
HzD9DS v2 29,31 17,26 0,81 18,39 1,47 0,18 1,50 0,23
(0,94) (0,39) (0,06) (0,66) (0,10) (0,05) (0,04) (0,03)
LnD9DS-2 v2 27,72 17,46 1,00 19,33 1,45 0,32 1,48 0,10
(0,18) (0,55) (0,11) (0,46) (0,11) (0,14) (0,10) (0,09)
MgD9DS v2 29,76 17,98 0,63 19,19 1,60 0,26 1,44 0,16
(1,10) (0,84) (0,63) (0,86) (0,09) (0,20) (0,09) (0,03)
AnD9DS v3 + 29,17 18,84 0,59 17,65 1,40 0,39 1,13 0,03
LnD9DS-2 v2 (0,31) (0,41) (0,27) (0,23) (0,04) (0,03) (0,06) (0,02)
AnD9DS v3 + 29,28 18,83 0,65 17,88 1,55 0,20 1,33 0,11
HzD9DS v2 (1,78) (1,69) (0,21) (1,90) (0,20) (0,12) (0,24) (0,08)

Ademas de reducir el contenido de los acidos grasos saturados palmitico y estearico, y aumentar el contenido de
acidos grasos monoinsaturados (palmitoleico y oleico), la presencia de las desaturasas también redujo la cantidad
de acido araquidico (C20:0) en las semillas. Esto es presumiblemente porque este acido graso se deriva del
alargamiento de los acidos estearico y palmitico. No parecié haber ninguna desaturacion directa de C20:0 por las
desaturasas introducidas, como no hay un aumento concomitante en el acido eicosenoico (C20:1) como C20:1A9.

Ejemplo 10: Preparacion de anticuerpos a delta-9 desaturasa

Herramientas de diagndstico tales como los anticuerpos son deseables en la caracterizacion de la expresion de la
proteina transgénica delta-9 desaturasa en las plantas. Debido a que las acil-CoA delta-9 desaturasas son proteinas
unidas a la membrana, la sobreexpresion rutinaria en Escherichia coli es dificil. Sin embargo, se generaron
anticuerpos con éxito por sobreexpresion de un fragmento C-terminal de cada proteina delta-9 desaturasa que no
incluye ninguno de los dominios transmembrana de la proteina.

Reacciones en cadena de polimerasa: se disefiaron cebadores de PCR para amplificar un fragmento C-terminal
equivalente para cada desaturasa. El 3' cebador fue disefiado para codificar un fragmento de proteina con una
etigueta C-terminal 6x His. Se incorporaron lugares de restriccion Ndel y BamHI en los 5' y 3' cebadores,
respectivamente, para facilitar la clonacion. Las secuencias de los cebadores se dan a continuacién en la Tabla 15.
Los productos de amplificacion esperados eran 659 pb para LnD9DS-2, 683 pb para MgD9DS, y 335 pb para
HzD9DS. Las reacciones de PCR se llevaron a cabo usando el kit Takara Ex Tag™ PCR (Clontech, Mountain View,
CA) usando las condiciones del proveedor. El volumen total de reaccién de PCR fue de 50 pl. Cada reaccion
contenia 200 ng de plasmido de ADN y 50 pmoles de cada cebador. El ADN fue desnaturalizado a 94° C durante 1
minuto, seguido de 30 ciclos de 94° C durante 30 segundos, 60° C durante 1 minuto, y 72° C durante 30 segundos.
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Se llevd a cabo una extension final a 72° C durante 10 minutos. Cada producto de PCR se llevd a cabo en dos
pocillos de un gel de 0,75% de agarosa estéril, y el ADN se purificé en un gel usando columnas de giro de Montage
y se eluyo en 15 pl de tampon TE.

Tabla 15: Secuencias de los cebadores de oligonucledtidos usados en las amplificaciones de PCR de fragmentos C-
terminal procedentes de LnD9DS-2, MgD9DS, y HzD9DS.

Cebador Secuencia
AntiLnD9DS2F |SEQ ID NO:25 Propésito
CATATGTTCGACGACAGACGCACGCCTCGAGAC Directo

AntiLnD9DS2Rh |SEQ ID NO:26 Cebador inverso para el C-terminal de
LnD9DS2

GGATCCGCAGCCACAGCCCCCTCAACCAACCTCTC

AntiMgD9DSF | SEQ ID NO:27 Cebador directo para el C-terminal de
MgD9DS

CATATGTTCGACGATCGCAACTCGCCGCGTGATCAC

AntiMgD9DSRh |SEQ ID NO:28 Cebador inverso para el C-terminal de
MgD9DS

GGATCCGCGGCCTGAGCACCCGGAACAGGCTG

AntiHzD9DSF SEQ ID NO:29 Cebador directo para el C-terminal de
HzD9DS

CATATGTATGACAAGTCCATCAAGCCTTCC

AntiHzD9DSRh |SEQ ID NO:30 Cebador inverso para el C-terminal de
HzD9DS

GGATCCTCGTCTTTAGGGTTGATCCTAATGGCTGC

Clonacién de TOPO: Los fragmentos C-terminal purificados fueron clonados en TA con vectores TOPO® pCR®2.1
(Invitrogen, Carlsbad, CA), y transformados en células Top 10 de E. coli siguiendo el protocolo del fabricante
(Invitrogen). Se seleccionaron las transformaciones, y se purificé el ADN plasmido usando columnas NucleoSpin®
(Macherey-Nagel GmbH & Co, Duren, Alemania). Se digerieron tres microlitros (3 pl) de ADN con Ndel y BamHI en
un volumen total de 20 pl durante 90 minutos a 37° C, y se desarrollaron en un gel de 0,8% de agarosa. En cada
caso, un fragmento especifico del gen (mas una banda de vector TOPO® de 3,9 kb) fue visible. Se eligieron tres
clones positivos para cada gen clonado y se secuenciaron para confirmar que el fragmento amplificado por PCR
estaba libre de errores. Cada uno de los clones de MgD9DS contenia una mutacion puntual silenciosa en el par de
bases 45, indicando o bien un solo polimorfismo de nucleétido entre la secuencia publicada y la plantilla de PCR, o
un error de PCR silencioso. Dado que la mutacion fue silenciosa, ninguna correccién fue necesaria, y se escogié un
clon para la subclonacion.

Preparacion de los plasmidos de expresion del fragmento C-terminal de la delta-9 desaturasa: los fragmentos de
delta-9 desaturasa amplificados por PCR se digerieron con enzimas de restriccion Ndel y BamH| y se ligaron en los
lugares de restriccion correspondientes dentro del vector de expresién pET30b(+). La etapa de clonacién dio como
resultado la adicidon de 15 aminoacidos C-terminales, constituyendo una etiqueta C-terminal 6x His para facilitar la
purificacion de la proteina de longitud completa. No se esperaba que estos aminoacidos adicionales afectaran la
expresion de la proteina. Se obtuvieron y confirmaron los clones positivos por medio de digestién con enzimas de
restriccion y reacciones de secuenciacion.

Expresion de fragmentos peptidicos C-terminales de delta-9 desaturasa en E. coli: los plasmidos de expresion de
delta-9 desaturasa/pET30b(+) se transformaron en células BL21(DE3) de E. coli segun el protocolo recomendado
por el fabricante (Novagen, Madison, WI). Las células se sembraron en placas LA que contenian kanamicina (50
pg/ml) y glucosa (1,25 M). Las placas se incubaron durante la noche a 37° C. Se rasp6 de las placas un bucle
completo de células, y se inocularon en frascos de 500 ml que contenian 250 ml de LB y kanamicina (50 pyg/ml) con
el inductor isopropil-P-D-tiogalactésido (0,75 mM). Se probaron tres condiciones de induccion. Los cultivos se
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indujeron a temperaturas diferentes, y se cosecharon en momentos diferentes como sigue: durante la noche (~18
horas) a 28° C; durante la noche a 16° C; o0 4 horas a 37° C. Las células se cosecharon por centrifugacion en frascos
de 250 ml a 6.000 rpm durante 15 minutos, y después se congelaron a -20° C.

Purificacion de proteina de fragmentos peptidicos C-terminales de delta-9 desaturasa: se descongelaron las pelets
celulares de cultivos de 250 ml y se volvieron a suspender en 50 ml de solucién salina tamponada con fosfato (PBS)
que contenia 10% de glicerol y 0,5 ml de cocktail inhibidor de proteasa (Sigma, St. Louis, MO) usando un
homogenizador de mano. Las células se rompieron con hielo durante aproximadamente 10 minutos usando un
Sonificador de Branson Modelo 450 (Danbury, CT). Los cuerpos de inclusion se sedimentaron por centrifugacion a
10.000 x g durante 15 minutos, y se extrajeron de 2-3 veces con PBS que contenia 0,5% de Triton X-100 hasta que
la concentracién de proteina del sobrenadante alcanzé la linea de base, como se mide por un ensayo de proteina de
Bradford. Los cuerpos de inclusion recuperados se solubilizaron en una solucién de PBS que contenia Urea 6 M y
DTT 5 mM a temperatura ambiente con agitacion durante aproximadamente 1 hora. Las proteinas solubilizadas se
separaron de los materiales insolubles por centrifugacién a 30.000 x g durante 15 minutos, y el sobrenadante
retenido se aplicd a una columna de afinidad de Ni de 5 ml (GE Healthcare, HiTrap Chelating, Piscataway, NJ). Las
etiqguetas de histidina de los péptidos C-terminales de delta-9 desaturasa unidos a la resina metalica, y cada
fragmento se eluyeron con un gradiente de 50-200 mM de imidazol usando un Akta® Explorer 100 (GE Healthcare,
Piscataway, NJ). Se recogieron fracciones (de 3 ml cada una) y se reunieron, y los picos eluidos se analizaron por
SDS-PAGE. Las fracciones que contenian los péptidos C-terminales de delta-9 desaturasa se reunieron y se
concentraron usando un dispositivo de filtracion Amicon® Ultra 10,000 MWCO (Millipore, Billerica, MA) a menos de 5
ml de volumen. A continuacion, se inyectd la muestra de proteina en una columna de exclusion de tamario Hi Load™
XK16/60 Superdex™ 200 (GE Healthcare, Piscataway, NJ), y se equilibré con urea 6 M en Tris-HCI 20 mM, NaCl
150 mM, y DTT 1 mM. Las fracciones del pico (de 4 ml cada una) que contenian péptidos C-terminales de delta-9
desaturasa puros se guardaron (después de validacion por analisis de SDS-PAGE y otras caracterizaciones
bioquimicas) y se usaron para la produccién de anticuerpos. Se produjeron los péptidos con los tamafos esperados
de 27 kDa para el péptido LnD9DS-2, 15 kDa para el péptido HzD9DS, y 28 kDa para el péptido MgD9DS. Las
condiciones de induccion produjeron suficiente proteina para visualizacion por el tefiido de Coomassie de geles de
SDS-PAGE.

Produccion de anticuerpos policlonales: Una compafiia de contrato de servicio (Strategic BioSolutions, Newark, DE)
produjo anticuerpos de conejo frente a cada uno de los péptidos C-terminales de delta-9 desaturasa. Siguiendo sus
procedimientos estandar, se obtuvieron antisueros de alto titulo (validados mediante ELISA) para cada uno de los
tres fragmentos de proteina. Cada péptido C-terminal de delta-9 desaturasa purificado se diluyé con Tris-HCI 20 mM,
NaCl 150 mM, tampén DTT 1 mM, y con una concentracion final de urea de 2-3 M, para mantener a la proteina en
solucion. Se envié aproximadamente 10 mg de proteina a Strategic BioSolutions para generacion de un anticuerpo
policlonal. Se escogieron dos conejos para cada inmundégeno, y se usaron protocolos estandar (70 dias de
inmunizacion). Fue adquirido un nuevo adyuvante llamado TiterMax® Gold para la preparacion de la emulsion. Se
realizé también titulacion de ELISA durante la inmunizacion y al final del protocolo para asegurar el éxito de la
produccién de anticuerpo. Los antisueros se entregaron en dos puntos de tiempo separados; uno del procedimiento
estandar de 2 meses, y el otro en la exsanguinacion.

Para aislar 1gG total a partir de los sueros de conejo, se aplicaron aproximadamente de 20-30 ml de antisuero de
titulo alto a una columna tolerante al alcali de 5 ml de Proteina A (GE Healthcare, HiTrap™ MabSelect SuRe™, N°
de catalogo 11-0034-94). Después de un lavado estandar con tampon de PBF, se eluy6 la IgG unida a la resina
mediante una exposicién corta a citrato sédico 0,1 M, NaCl 0,3 M, pH 3,3, y se neutralizdé inmediatamente con la
adicion de 1/10 volumen de tampoén de Tris-HCI 2 M, pH 9 a cada fracciéon. La columna de afinidad se sanitizé
mediante el tratamiento con NaOH 0,5 N siguiendo el procedimiento estandar de limpieza in situ (CIP) para evitar la
contaminacion cruzada de la IgG. La IgG final recuperada de cada muestra se dializo frente a 50 volimenes de PBS
a 4° C durante la noche, y la concentracion de proteina se determiné por el ensayo de Bradford usando el estandar
de BSA (Pierce, N° de producto 23208). Se transfirieron alicuotas de un ml a tubos individuales y se almacenaron a -
80° C.

Estos anticuerpos son herramientas de diagnostico que se usaron para medir la expresion de proteina de
desaturasa en material vegetal transgénico. Los anticuerpos se usaron para desarrollar correlaciones entre los
cambios de fenotipo de aceite bajo en acidos grasos saturados y el nivel de expresion de proteinas de delta-9
desaturasa.

Ejemplo 11: Niveles de proteina acil-CoA delta-9 desaturasa en semillas T, de Arabidopsis

Se detectaron polipéptidos de delta-9 desaturasa en muestras de semillas transgénicas maduras por transferencia
Western. Se prepararon las semillas para analisis rompiendo las semillas secas con bolas de acero inoxidable en un
Kleco™ Bead Beater (Garcia Machine, Visalia, CA). Se afiadié tampén de extraccion (Tris 50 mM, EDTA 10 mM, 2%
SDS), y los tubos de muestras se agitaron suavemente durante 30 minutos. Se centrifugaron las muestras durante
15 minutos a 3.000 rcf. Después se recogio el sobrenadante y se uso para el analisis. Se determind la cantidad total
de proteina soluble en el extracto de semillas por el ensayo de Lowry (BioRad, Hercules, CA). Las muestras se
normalizaron a 1,55 mg/ml de proteina total soluble y se prepararon en tampon de muestra LDS (Invitrogen,
Carlsbad, CA) con DTT 40 mM, para una carga normalizada de 20 ug de proteina total soluble por carril. La
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muestras se sometieron a electroforesis en de 4-12% Bis-Tris geles (Invitrogen), y se transfirieron a membranas de
nitrocelulosa. Las transferencias se bloquearon en tampon de bloqueo, y se sondearon con anticuerpos frente a
cuatro diferentes polipéptidos de delta-9 desaturasa (AnD9DS, LnD9DS-2, HzD9DS, y MgD9DS) (véase el Ejemplo
10).

En todos los casos, se desarrollaron anticuerpos policlonales en los conejos contra el fragmento de péptido C-
terminal con etiqueta His purificado de las desaturasas individuales como se describié anteriormente. Los
fragmentos C-terminales purificados se usaron como antigenos de referencia para la cuantificacion de
transferencias Western. Un anticuerpo secundario anti-conejo marcado con fluorescencia (Goat Anti-Rabbit AF 633;
Invitrogen) se usé para la deteccion. Las transferencias se visualizaron en un generador de imagenes de
fluorescencia Typhoon™ Trio Plus (GE Healthcare). Se generaron curvas estandar con ajuste de curva cuadratica, y
se uso regresion lineal para cuantificar la expresion.

Las transferencias Western en SDS-PAGE de extractos de semillas maduras T, de eventos de Arabidopsis
mostraron bandas del tamafio apropiado cuando se sondearon con antisueros especificos. Estas bandas se
cuantificaron frente a antigenos de referencia especificos. Transferencias Western cuantitativas de extractos de
semillas de Arabidopsis T» con los antisueros apropiados indicaron que se detectdé un promedio de 63 ng de
LnD9DS-2/mg de proteina total (pt) (max. 228 ng/mg pt) en semillas maduras, y para HzD9DS, se detectd un
promedio de 34 ng/mg pt (maximo de 100 ng/mg pt). Para MgD9DS, se detecté un promedio de 58 ng/mg pt
(maximo de 1179 ng/mg pt) en semillas T». Para los eventos AnD9DS, se detectdé un promedio de 625 ng/mg pt
(maximo de 1,5 yg/mg pt) en semillas T, maduras. Por lo tanto, hubo de 10-18 veces menos desaturasas que
preferian palmitoilo, LnD9DS-2 y HzD9DS, expresadas en las semillas transgénicas, en relacion a AnD9DS. Niveles
de expresién mas altos de estas desaturasas por lo tanto conducirian a reducciones adicionales en los saturados,
especialmente en acido palmitico.

Ejemplo 12: Expresion de genes de delta-9 desaturasa en canola

Se obtuvo una serie de eventos transgénicos de canola a partir de las transformaciones realizadas con pDAB7321
(SEQ ID NO:61) y pDAB7326 (SEQ ID NO:63) (que contenian genes LnD9DS-2 y HzD9DS, respectivamente,
conducidos por el promotor especifico para las semillas PvPhas). Se identificaron treinta y nueve eventos pDAB7321
que contenian el gen LnD9DS-2 por analisis de PCR de ADN gendmico, y se cultivaron en el invernadero para
producir semillas T4. Del mismo modo, se identificaron 80 eventos pDAB7326 que contenian el gen HzDIDS, y se
produjeron semillas T1. Canola se transformé también con pDAB7319 (SEQ ID NO:60) o pDAB7324 (SEQ ID
NO:62), que contenian un gen AnD9DS acoplado con los genes LnD9DS-2 o HzD9DS, todos conducidos por el
promotor PvPhas. Se recuperaron 44 y 76 eventos, respectivamente, que se confirmd contenian ambos genes de
desaturasa por analisis de PCR, y se cultivaron en el invernadero para producir semillas T;.

Analisis FAME de muestras de semillas T1 de eventos transformados con pDAB7321 (LnD9DS-2 v2) o pDAB7326
(HzD9DS v2) no mostré una reduccion significativa en niveles de acidos grasos saturados en comparacion con
plantas de canola no transformadas o plantas transformadas con un vector de control vacio. Transferencia Western
de las semillas T1 no mostrd niveles detectables de las proteinas de delta-9 desaturasa. Ademas, no se detectd
ninguna proteina detectable para LnD9DS-2 o HzD9DS en semillas T4 de plantas transformadas con pDAB7319
(AnD9DS v3 y LnD9DS-2 v2) o pDAB7324 (AnD9DS v3 y HzD9DS v2), mientras que la proteina AnD9DS se pudo
detectar facilmente. En estos eventos, se observd una reduccion de acidos grasos saturados en relacion a plantas
de control, pero esto es atribuible a la expresién de AnD9DS.

Para evaluar los niveles relativos de ARNm de los genes de delta-9 desaturasa, se extrajo el ARN total de semillas
de canola en desarrollo de eventos transformados con constructos de desaturasa dobles (pDAB7319 y pDAB7324) y
se analizé por PCR cuantitativa en tiempo real. Las semillas se cosecharon sobre hielo seco en los dias 20, 25, 29,
32, 39, 0 41 después de la polinizacion de varias plantas de canola y se almacenaron a -80° C. Se prepar6 el ARN
total a partir de 50 mg de semillas congeladas agrupadas usando un kit de extraccién de ARN Plant RNeasy®
(Qiagen) segun el protocolo recomendado por el fabricante. EI ARN extraido se us6 como una plantilla para la
sintesis de ADNc usando el SuperScript® Il First Strand Synthesis Supermix para gRT-PCR (Invitrogen) segun el
protocolo recomendado por el fabricante.

Se disefiaron ensayos de RT-PCR frente a las dianas de desaturasa usando el centro de Disefio de Ensayos de
Roche (Roche Assay Design Center) (Roche Diagnostics, Indianapolis, IN). Los cebadores usados en el ensayo se
describen en la Tabla 16. Los ensayos diana utilizaron sondas UPL etiquetadas con FAM (Roche Diagnostics). Estos
ensayos se realizaron en reacciones duplex con un ensayo de referencia de actina para canola marcada con Rojo
de Texas sintetizado por Integrated DNA Technologies.
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Tabla 16: detalles del ensayo g-RT-PCR

Diana Cebador directo Cebador inverso Sonda

AnD9Ds | SEQ ID NO:31 SEQID NQO:32 UPL #9
GGACTTCTCTACTCTCACCTTGGA | TCCGATCCTCTTTGGGTTCT

HzD9SDs | SEQ ID NO:33 SEQID NO:34 UPL #143

- GACCCACACAATGCAACG CCTAACAAGRAGCCAGCCAAT

LnD9Ds | SEQ ID NO:35 SEQ ID NO:36 UPL #7
GTTCTGACTGCGTTGGTCAC CGGARACTCATGGTGGAAGT

Actin SEQ ID NO:37 SEQID NO:38 SEQ ID NO:39
CTACTGGTATTGTGCTCGACT CTCTCTCGGTGAGARATCTTCAT | CACGCTATCCTCCETCTCGATC

Diana Etiqueta

AnD9Ds FAM

HzD9Ds FAM

LnD9D5 FAM

Actina Tx-Red

Las reacciones de RT-PCR fueron realizadas en un ciclador térmico de PCR en tiempo real LightCycler® 480l
(Roche). Los datos de los ensayos diana UPL se recogieron usando un filtro de emision de 533 nm y una sefial de
excitacion de 483 nm. Los datos para los ensayos de referencia de actina se recogieron usando un filtro de 610 nmy
una sefial de excitacion de 558 nm. Los valores de tiempo del ciclo y las relaciones de referencia diana fueron
calculados automaticamente usando el software LC480II de flujo de analisis "Advanced Relative Quantification". La
acumulacion relativa de los niveles de transcripcion de la desaturasa en cada muestra fue calculada usando el
método estandar AACt (Roche).

Para cada muestra de semilla de canola de pDAB7319 (AnD9DS v3 y LnD9DS-2 v2) y pDAB7324 (AnD9ODS v3 y
HzD9DS v2), la acumulacion de la transcripcion de los transgenes HzD9DS o LnD9DS-2 fue significativamente mas
baja que la transcripcion de AnD9DS en los mismos eventos. Las diferencias observadas en la acumulaciéon de
transcripcion variaron entre 3 y 20 veces menor. Fig. 23. Por lo tanto, la expresion insuficiente de HzD9DS y
LnD9DS-2 puede dar cuenta de la falta de deteccion del polipéptido y la ausencia de fenotipo atribuible a estos
genes.

Ejemplo 13: Expresion de la PTUs de delta-9 desaturasa por promotores alternativos.

El uso de regiones reguladoras de la transcripcion adicionales para expresar el gen(es) de codificacion LnD9DS-2,
HzD9DS, y la proteina MgD9DS pueden aumentar aun mas el contenido de estas delta-9 desaturasas en canola. La
identificacion y el uso de regiones reguladoras de la transcripcion que se expresan mas temprano en el desarrollo, y
por periodos mas largos de tiempo, pueden aumentar los niveles de las delta-9 desaturasas heterdlogas en las
semillas de canola mediante la promocion de la transcripcion especifica de un gen heterdlogo en semillas robustas
en los estadios mas tempranos del desarrollo de la semilla. Ejemplos de tales regiones reguladoras de transcripcion
incluyen, pero no se limitan, al promotor LfKCS3 (documento de patente de los Estados Unidos 7.253.337) vy el
promotor FAE 1 (documento de patente de los Estados Unidos 6.784.342). Estos promotores se usan
individualmente, o en combinacion, para conducir a la expresion de las casetes de expresion LnD9DS-2, HzDIDS, y
MgD9DS, por ejemplo, a través de uniones operables con genes tal como los previamente descritos en los
plasmidos, pDAB7319; pDAB7321; pDAB7324; pDAB7326; pDAB7328; y pDAB7330. Métodos para reemplazar las
regiones reguladoras de la transcripcion dentro de un plasmido son bien conocidos en la técnica. Como tal, un
fragmento de polinucleétido que comprende el promotor PvPhas es eliminado de pDAB7319, pDAB7321,
pDAB7324, pDAB7326, pDAB7328, o pDAB7330 (o los plasmidos anteriores utilizados para construir pDAB7319,
pDAB7321, pDAB7324, pDAB7326, pDAB7328, o pDAB7330), y reemplazado con una regién de promotor o bien
LfFKCS3 o FAE 1. Los plasmidos de nueva construccion se utilizan para transformar de manera estable plantas de
canola, segun los procedimientos establecidos en los ejemplos anteriores. Las plantas de canola transgénicas se
aislan y caracterizan molecularmente. La acumulacion de la delta-9 desaturasa resultante se determina, y las
plantas de canola que expresan fuertemente la delta-9 desaturasa se identifican.

Otras modificaciones de las regiones reguladoras de la transcripcion para aumentar la expresion de una delta-9
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desaturasa incluyen la sustitucion de la secuencia de Kozak existente con cualquiera de las secuencias descritas en
la Tabla 17. La ingenieria de secuencias alternativas de Kozak aguas arriba del sitio de inicio de una delta-9
desaturasa se completa usando técnicas de biologia molecular estandar. Los fragmentos de polinucleétidos
sintéticos se sintetizan y se clonan aguas arriba de una secuencia codificante de una delta-9 desaturasa usando
técnicas conocidas en el campo. El contexto del coddn de inicio tiene un fuerte efecto sobre el nivel de expresion de
un transgén. La modificacion de la secuencia de Kozak a una de las enumeradas en la Tabla 17 aumenta los niveles
de expresion de la delta-9 desaturasa heterdloga.

Tabla 17: secuencias de Kozak que se incorporan aguas arriba de un gen de una delta-9 desaturasa heteréloga para
aumentar la expresion.

Secuencia de Kozak SEQID NO: Secuencia

Kozak nimero 1 SEQ ID NO:40 GGATCCAACAATG

Kozak numero 2 SEQ ID NO:41 ACAACCAAAAATG

Kozak nimero 33 SEQ ID NO:42 ACAACCAACCTACCATGG
Kozak numero 4 SEQ ID NO:43 ACAACCAAAAAATG

Ejemplo 14: Disefio y sintesis de genes de delta-9 desaturasa a partir de Helicoverpa zea y Leptosphaeria nodorum

Para obtener mayores niveles de expresion de genes heterdlogos en las plantas, la estrategia de optimizacion de
codones que se ha descrito en el ejemplo 2 fue modificada, y las regiones codificadoras de la proteina de los genes
heterélogos HzD9DS y LnD9DS-2 fueron rehechas por ingenieria genética usando nuevos protocolos de disefio.

La seleccion de los codones se hizo utilizando una tabla en la que se habia calculado el sesgo de codon de la planta
hospedante prospectiva, que en este caso fue la canola. En el disefio de las regiones de codificacion para la
expresion en plantas de los genes de delta-9 desaturasa, se determinaron los codones primarios ("de primera
eleccion") preferidos por la planta, y se usaron aproximadamente el 95% del tiempo. Los codones de "segunda
eleccion" se usaron con moderacién, a una frecuencia de aproximadamente 5%. En consecuencia, se disefio una
nueva secuencia de ADN, que codifica la secuencia de amino de cada delta-9 desaturasa, en la que la nueva
secuencia de ADN diferia del gen de la delta-9 desaturasa nativa mediante la sustitucion de los codones preferidos
de primera y segunda eleccion de la planta para especificar un aminoacido apropiado en cada posiciéon en la
secuencia de aminoacidos. La nueva secuencia fue analizada después para los lugares de las enzimas de
restriccion que podrian haberse creados por las modificaciones. Los lugares de las enzimas de restriccion
identificados fueron eliminados después reemplazando los codones con los codones preferidos de primera y
segunda eleccion. Otros sitios en la secuencia que podrian afectar la transcripcion o traduccion del gen de interés,
especificamente las estructuras de bucle muy estables, también se eliminaron.

Las selecciones de opciones de codones preferidos (primera y segunda eleccion) del cédigo genético de canola se
determinaron a partir de una tabla de sesgo de codén compilada a partir de las secuencias de codificacion de la
proteina para canola. En las Tabla 18 y 19, las columnas etiquetadas como "% Gen nativo" presentan las
distribuciones (en % de uso para todos los codones para el aminoacido) de codones sinénimos para cada
aminoacido, como se encuentra en las regiones codificantes de Brassica napus (canola). Las nuevas secuencias de
ADN que codifican esencialmente la secuencia de aminoacidos de las delta-9 desaturasas de M. grisea, H. zea y L.
nodorum fueron disefiadas para la expresién éptima en canola usando la distribucion de codén preferida de los
codones de primera y segunda eleccion encontrada en los genes de canola. El disefio de las secuencias de ADN
optimizadas en plantas se inicié por traduccioén inversa de las secuencias de proteinas de SEQ ID NO:12 (M. grisea),
SEQ ID NO:13 (H. zea), y SEQ ID NO:14 (L. nodorum) usando la tabla de sesgo de coddn de canola construida. Las
columnas etiquetadas como "% Gen opt de planta" indica los codones preferidos y la frecuencia con la que se
incorporaron en el disefio del gen de la delta-9 desaturasa. SEQ ID NO: 44 y SEQ ID NO: 45 establecen las
secuencias de nucleétido de las nuevas desaturasas optimizadas de canola LnD9DS-2 y HzD9DS, respectivamente.
Estas secuencias optimizadas de canola nuevas fueron etiquetadas como LnD9DS-2 v3 y HzD9DS v3.
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La sintesis de fragmentos de ADN que comprenden SEQ ID NO:44 y SEQ ID NO:45 fue llevada a cabo por
PicoScript y Blue Heron Biotechnology. EI ADN sintético se clond en vectores de expresion y se transformé en
canola sustancialmente como se describe en los ejemplos precedentes.

Ejemplo 15: Modificacién de la N- y C-terminal para aumentar la acumulacién de polipéptidos de acil-CoA
desaturasa en plantas

La acumulacion y estabilidad de las proteinas unidas a la membrana en el reticulo endoplasmatico (ER) pueden ser
influenciadas por motivos de secuencia de aminoacidos y modificaciones de sus N- y C-terminales. Ravid and
Hochstrasser (2008) Nat. Rev. Mol. Cell. Biol. 9:679-90. En particular, se ha demostrado que motivos y
modificaciones N- y C-terminales modulan la acumulacion y la estabilidad de desaturasas de lipidos en los hongos y
las plantas, asi como en animales. McCartney et al. (2004) Plant J. 37:156-73; Mziaut et al. (2000) Proc. Natl. Acad.
Sci. U.S.A. 97:8883-8.

La adicién ya sea de un Myc o de la etiqueta del epitopo de la hemaglobina (HA) al N-terminal de FAD2 o FAD3
significativamente aumenta el nivel de equilibrio de estas enzimas en la levadura. O'Quin et al. (2009) Appl Microbiol
Biotechnol 83:117-25. En consecuencia, la adicién de estos, o epitopos similares, a la N-terminal de una delta-9
desaturasa de la presente invencién se utiliza para aumentar la expresion del polipéptido en una planta. Un
enlazador de polinucledtido que codifica una etiqueta Myc (SEQ ID NO:46) o una etiqueta HA (SEQ ID NO:47) se
clona en el extremo 5' de una secuencia de codificacion de delta-9 desaturasa (por ejemplo, HzD9DS, MgD9DS,
AnD9DS, LnD9DS-1, y LnD9DS-2) como un marco de lectura abierto contiguo. La secuencia de codificacion
resultante se clona en un plasmido de expresion de la planta usando la estrategia de clonado descrita en el ejemplo
3. El plasmido de nueva construccion se usa para transformar establemente una célula material o tejido de planta de
Arabidopsis ylo canola. Las plantas transgénicas se regeneran desde la célula, material o tejido de las plantas
transformadas. Las plantas transgénicas se aislan y se caracterizan molecularmente. La acumulacion de la delta-9
desaturasa resultante en semillas de las plantas transgénicas se determina, y las plantas que robustamente
expresan el polipéptido de la delta-9 desaturasa se identifican.

Evidencia de la expresion de AnD9DS en Arabidopsis y canola (Ejemplos 11 y 12) indican un nivel de expresion
significativamente mas alto de esta enzima desaturasa especifica, con relacion a HzD9DS y LnD9DS-2. Por lo tanto,
todos o parte de los N- y C-terminales que estan fuera del dominio del nucleo de la desaturasa (que contiene los
segmentos de transmembrana y los residuos de histidina catalitica conservada) de AnD9DS pueden ser utilizados
para reemplazar los residuos equivalentes en las desaturasas que expresan menos y aumentar la expresion de las
mismas. En consecuencia, todo o parte de los residuos N-terminales 1-68 y los residuos C-terminales 281-455 de
AnD9DS (SEQ ID NO:72 y SEQ ID NO:73, respectivamente) son usados para reemplazar todos o parte de los 68
residuos N-terminales (1-68) y los 168 residuos C-terminales (281-449) de LnD9DS-2 (SEQ ID NO:14) y/o de los 76
residuos N-terminales (1-76) y 60 residuos C-terminales (293-353) de HzD9DS (SEQ ID NO:13). La secuencia de
codificacion resultante se clona en un plasmido de expresion de la planta usando la estrategia de clonado descrita
en el ejemplo 3. El plasmido de nueva construcciéon se usa para transformar establemente una célula material o
tejido de planta de Arabidopsis y/o canola. Las plantas transgénicas se regeneran desde la célula, material o tejido
de planta transformado. Las plantas transgénicas se aislan y se caracterizan molecularmente. La acumulacion
resultante de delta-9 desaturasa en semillas de plantas trangénicas se determina, y las plantas que expresan
robustamente el polipéptido modificado HzD9DS o el polipéptido modificado LnD9DS-2 se identifican.

Ejemplo 16: Modificaciones para potenciar la expresion ARNm de acil-CoA desaturasa en plantas

Se sabe dentro de la técnica que la expresion de ARNm se puede potenciar mediante la incorporacién de elementos
genéticos que estabilizan y aumentan la acumulacion de ARNm. La incorporacioén de las regiones no traducidas 5'y
3' (por ejemplo, las secuencias 5' UTR y 3' UTR de osmotina del tabaco (Liu et al. (2003) Nat. Biotechnol. 21:1222-
8), y la secuencia Q del virus del mosaico del tabaco (Gallie et al. (1987) Nucleic Acids Res. 15:8693-711)) o intrones
(Koziel et al. (1996) Plant Mol. Biol. 32:393-405), dentro de una cercania extrema a una secuencia de codificacion de
HzD9Ds o LnD9DS-2, se usa para aumentar los niveles de expresion del transgén en comparacion con la expresion
de la misma secuencia codificante que carece de los elementos genéticos mencionados anteriormente. La adicion
de uno o mas de estos elementos genéticos dentro de una PTU desaturasa se realiza segun los métodos bien
conocidos en la técnica. Los fragmentos de los polinucleétidos que comprende la regién 5° no traducida, la regiéon 3°
no traducida, y/o el intron son afiadidos a un plasmido de expresién de la planta (por ejemplo, pDAB7319,
pDAB7321, pDAB7324, pDAB7326, pDAB7328, pDAB7330, o los plasmidos anteriores utilizados para construir
pDAB7319, pDAB7321, pDAB7324, pDAB7326, pDAB7328, o pDAB7330) por medio de métodos de clonacion
estandar. El plasmido de nueva construccion se usa para transformar establemente una célula material o tejido de
planta de Arabidopsis y/o canola. Las plantas transgénicas se regeneran desde la célula, material o tejido de planta
transformado. Las plantas transgénicas se aislan y se caracterizan molecularmente. La acumulacién resultante de
delta-9 desaturasa en semillas de plantas trangénicas se determina, y las plantas que expresan robustamente el
polipéptido HzD9DS o el polipéptido LnD9DS-2 se identifican.

Ademas, se sabe en la técnica que los genes de las desaturasas en levaduras tales como OLE7 estan muy
regulados. La deleccion de secuencias que codifican las regiones de transmembrana y que son una parte del
dominio b5 del citocromo reduce la estabilidad de la transcripcion de OLE1. Vemula et al. (2003) J. Biol. Chem.
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278(46):45269-79. La presencia de estas secuencias en OLE7 actua como secuencias de estabilizacion de ARNm.
Por consiguiente, la incorporacion de las secuencias de OLE71 que codifican la regiéon de transmembrana y el
dominio b5 del citocromo en una secuencia de codificaciéon de LnD9DS-2 o HzD9DS se utiliza para aumentar la
estabilidad de la transcripcion de ARNm de la secuencia de codificacion, lo que origina niveles mas altos de
expresion y un subsiguiente aumento de polipéptidos LnD9DS-2 o HzD9DS. Una secuencia de codificacion
quimérica LnD9DS-2 o HzD9DS que incluye la region de transmembrana OLE1 y la secuencia del dominio b5 del
citocromo se construye usando métodos conocidos en la técnica. La secuencia de codificacion asi producida se
incorpora en un plasmido de expresion de la planta (por ejemplo, como se describe en los ejemplos anteriores), y se
usa para generar plantas trangénicas por medio de la transformacion de la planta mediada por Agrobacterium. Las
plantas transgénicas se aislan y caracterizan. La acumulacioén resultante de delta-9 desaturasa se determina, y las
plantas que expresan robustamente la delta-9 desaturasa se identifican.

Ejemplo 17

Uso de un terminador alternativo de la regién 3'no traducida para la expresion estable de una delta-9 desaturasa en
una planta

Debido al numero limitado de terminadores de 3' UTR disponibles, el terminador 3' UTR de ORF 23 de
Agrobacterium (3' UTR de AtuORF23) es usualmente usado para terminar la trancripcion. Se mostro recientemente
que otros terminadores 3' UTR son mas efectivos en la terminaciéon de la lectura de transcripcion en Arabidopsis
thaliana.En consecuencia, el terminador 3' UTR de faseolina de Phaseolus vulgaris (SEQ ID NO:69) se usa en
combinacion con el promotor de faseolina de Phaseolus vulgaris para reducir la lectura de transcripcion de genes
aguas arriba, lo que reduce la interferencia de la transcripcion.

El terminador 3' UTR de faseolina de Phaseolus vulgaris (3'UTR de PvPhas v1) se incorpord dentro de una casete
de expresion de LnD9DS-2 v2, y en una casete de expresion de HzD9DS v2, las cuales fueron previamente
descritas en el plasmido pDAB7321 y pDAB7326. Segin métodos bién conocidos por los expertos en la técnica, un
fragmento de polinucleétido que comprende la 3' UTR de PvPhas v1 fue colocado corriente abajo del gén LnD9DS-2
v2 para crear un plasmido binario, pDAB110110 (Fig. 4a; SEQ ID NO:74). Un fragmento de polinucleétido que
comprende el 3' UTR de PvPhas v1 fue también colocado corriente abajo de un gen de HzD9DS v2 para crear un
plasmido binario pDAB110112 (Fig. 4b; SEQ ID NO:75).

Los plasmidos binarios resultantes fueron confirmados por medio de digestion con enzimas de restriccion y
secuenciacion. Los plasmidos de nueva construccion son cada uno usados para transformar de forma estable una
célula, material o tejido de la planta de Arabidopsis y/o de canola. Las plantas transgénicas se regeneran desde la
célula, material o tejido de las plantas transformadas. Las plantas transgénicas se aislan y se caracterizan
molecularmente. La acumulacion de la delta-9 desaturasa resultante en semillas de la planta transgénica se
determina, y las plantas que robustamente expresan los polipéptidos HzD9DS o LnD9DS-2 se identifican.
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Listado de secuencias

<110> Dow Agrosciences LLC
Merlo, Ann O
Gachotte, Daniel J
Thompson, Mark A
Walsh, Terence A
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<120> Reduciendo el contenido de acido graso saturado de las semillas de plantas

<130> 2971-p10092.1US

<150> US 61/358,314
<151> 2010-06-24

<160> 78

<170> PatentIn version 3.4

<210>1
<211>44
<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Cebador directo Mgdelta9F

<400> 1

gaagaattca tggcttcgtc atcttcctce gtgccggagt tgge

<210> 2
<211> 41
<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Cebador inverso Mg9deltaR

<400> 2

ctcgagctag ttagtcacgc ggcctgagca cccggaacag g

<210>3
<211> 1523
<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> fragmento amplificado por PCR de MgD9Ds

<400> 3

gaattcatgg
actaccgact
tccgagacac
ttcatcttgt
aagacggctg
aagtggctct
cctagatgct

aggccteget

cttegtcate
tcaagcccat
ctatgacact
ttgtgcccct
tatgggctgt
tgaacaaacyg
aactagaaaa

tccgctcaaa

ttcctecoty
gaggaacacc
caagaactgg
ggctggtctc
cgtctactac
agctaggccg
cttgcgggtt

atctaccttg

ccggagttgg
aagggctacg
cataagcacg
atatccactt
ttcaacaccg
ccgcecctgta
accaccgact

ccgcegttgg

44

41

ctgcecgectt
acgtcagcaa
tcaactggct
actgggtccc
gcctgggaat
tccaatcatc
ttgggctcac

cgctggtgec

55

ccctgatgge
gccgecacatt
caacaccacc
tctgcagtgg
tactgccggt
tgtatccatc

agctcgtaca

gtcgagggct

60
120
180
240
300
360
420
480
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ccatcagatg
acccctactc
agaaccccaa
tttggcagca
ttgtggctdg
gtgtcttctt
accagccttt
ttggagaggg
agtggtacca
cccacaacct
agaagaagct
ccgttgttag
ttgccggtgt
tcatcaactc
actccaacgc
gcgaggttga
attcttcggg
ttccgggtgce

<210> 4
<211> 1428
<212> ADN

gtggtccaac
agtccgcaag
gaagcagggc
ccgcaacttce
ccttggetyy
cgtccagcag
cgacgatcgc
ataccacaac
gtatgacccc
gaagcagttc
cgaccagaag
ctgggatgac
catccacgat
ggccattggce
cgctcacaac
gatctggaag
taaccgcatc

tcaggcegeg

<213> Artificial

<220>

ggtcaccgceg
ggtctcctgt
cgcaccgaca
ctcaagtgtyg
ggtgactact
gccaccttct
aactcgccgc
ttccaccacg
accaagtggt
cgccaaaacg
cgcgccaagce
tttgttgagc
gttggtgact
aaggacgcaa
ctgctctcga
cgcgeecagt
gtccgcgegg
tga

<223> Clon de MgD9Ds sin intrones

<400> 4

atggcttcgt
gacttcaagc
acacctatga
ttgtttgtyc
gCtgtatggg
cgactttgygg
gttggcgctg
caccgataca
cacatgggat
gacctgaacg

ttcatggece

catcttcctc
ccatgaggaa
cactcaagaa
ccetggetygg
ctgtcgtcta
ctcacagctc
gtgccgtcga
ccgataccga
ggatgettct
aggaccccgt

tcgtottece

cgtgccggag
caccaagggc
ctggcataag
tctcatatcce
ctacttcaac
gtacaaggcc
gggctccatc
gaaggacccc
gaagcagaac
tgtcgtttgg

cacacttgtg

ES 2568 803 T3

cacaccaccg
actcacacat
tcaccgacct
ttatcttcat
ggggaggtrt
gcgtcaactc
gtgatcacgt
agttcccttc
caatctggat
agattgagaa
ttgattgggg
agtccaagaa
tcatcaagga
ccgcaatctt
ctatgcgtgt
Cccgaaaacaa

gtgggcaagc

ttggctyecy
tacgacgtca
cacgtcaact
acttactggy
accggectgg
tcgcttecge
agatggtggt
tactcagtcc
cccaagaagc
cagcaccgca

gctggeccttg

atacaccgat
gggatggatg
gaacgaggac
ggcectegte
catctacgga
gcttgeccac
catcacagcc
ggactaccgc
ctggaagcag
dggacgcgtce
tattcccttg
cggaaaggct
ccaccctggt
caacggcggt
gggrgrriry
ggacgtctca

gaccaaggtc

ccttccctga
gcaagccgea
ggctcaacac
tccctetygea
gaattactgc
tcaaaatcta
ccaacggtca
gcaagggtct
agggccgeac
acttcctcaa

gctggggtga

56

accgagaagg
cttctgaagc
ccecgttgteg
ttccccacac
ggtattctgc
tggctcggtyg
ctggtcaccc
aacgctattg
cttggtcttg
cagcagctgc
gagcagcttc
tggattgcag
ggcagagctc
gtttacaacc
cgtggcggcet
accgtcgtty

gtccagcctg

tggcactacce
catttccgag
caccttcatc
gtggaagacyg
cggttaccac
ccttgeecgec
ccgcgeacac
cctgtactca
cgacatcacc
gtgtgttatc

ctactgggga

540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1523

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
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ggtttcatct
aactcgcttg
cacgtcatca
cctteggact
tggatctgga
gagaagggac
tggggtattc
aagaacggaa
aaggaccacc
atcttcaacg
cgtgtgggtg
aacaaggacg

caagcgacca

<210>5
<211> 1997
<212> ADN

acggaggtat
cccactggct
cagccctogt
accgcaacyc
agcagcttgg
gcgtccagca
ccttggagca
aggcttggat
ctggtggcag
gcggtgttta
ttttgcgtgg
tctcaaccgt

aggtcgtcca

tctgcgtgtc
cggtgaccag
cacccttgga
tattgagtgg
tcttgcccac
gctgcagaag
gcttcccgtt
tgcagttgcc
agctctcatc
caaccactcc
cggctgegag
cgttgattct

gcctgttocg

<213> Leptosphaeria nodorum

<400> 5

cccgattcat
caacgcaatt
tccggetegt
tgaccatgat
ccaccygcygt
gagtatgcct
gcagccgtct
gaagccgeac
gctcaacgtc
ccectctgeag
tatcaccgec
gaggatctgg
ccgtgaccac
caagggcctt
cggccgeace
ctacatcaag
gtggggcgat

gcaggccace

taatgcagct
aatgtgagtt
atgttgtgty
tacgccaagc
ggcggccyct
tcccaccagg
cctatggcga
attacagaca
atcttcatca
tggaagaccg
ggataccatc
ctcgecgeeg
cgcgcccacc
ctctacagcec
gacatcaccyg
gccgtcegtea
tggatgggtg
ttctgcgtca

ggcacgacag
agctcactca
gaattgtgag
tcgaaattaa
Ctagaactag
ctgttgctgg
gcacctcgga
tgcccatcac
tcggegtgec
ctgcgtgggce
gtctctgggc
tcggegotgg
accgctacac
atctcggatg
acttgaacga
ccatgggctt
gcttcatcta

actcgcttge
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ttcttegtec
cctttcgacg
gagggatacc
taccagtatg
aacctgaagc
aagctcgacc
gttagctggg
ggtgtcatcc
aactcggcca
aacgccgctc
gttgagatct
tcgggtaacc

ggtgctcagg

gtttcccgac
ttaggcaccc
cggataacaa
ccctcactaa
tggatccecc
catgcaggcc
gcccaaccgce
gcggtcaaac
tctecgetggce
tgtcatctac
acacaagtca
tgctgttgag
cgacaccaac
gatggtcatg
ggaccccgtt
gatctttcec
cgctggtatc

tcactggectc

agcaggcecac
atcgcaactc
acaacttcca
accccaccaa
agttccgeca
agaagegcgce
atgactttgt
acgatgttgg
ttggcaagga
acaacctgct
ggaagcgegce
gcatcgtccg

ccgcgtga

tggaaagcgg
caggctttac
tttcacacag
agggaacaaa
gggctgcagg
atcgaccceg
aactccaagt
tggtaccagc
tgcgtcgccy
tatttctgga
tacaacgccyg
ggttccatcc
aaggacccct
aagcagaacc
gtcgtctggce
tctygccgtcy
ctccgtatct

ggtgaccagc

57

cttctgcgtc
gccgcgtgat
ccacgagttc
gtggtcaatc
aaacgagatt
Caagcttgat
tgagcagtcc
tgacttcatc
cgcaaccgca
ctcgactatg

ccagtccgaa

€gcgggtggyg

gcagtgagcyg
actttatgcet
gaaacagcta
agctggagcet
aattcggcac
agtttgtcaa
acgatcctaa
atgtcaactg
ccttctggac
ctggcctegg
gtcttcctcet
gctggtggag
acagtgtccg
ccaagcgtat
agcacaagaa
ccggtctcat
tcttecgtcca

ccttcgacga

720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1428

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
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15

20

25

30

35

ccgcaactct
caacttccac
ccctaccaaqg
gttccgcetec
gaagcgcgec
cgactatgtc
tgacgttacc
tggcaaggat
caacctectt
gaagcgcgct
aatcatcagg
agcatagatt
tggcggacag
Cctcagtcatg
agcctcacgg

aaactcgagg

<210>6
<211> 39
<212> ADN

cctegtgacce
cacgagttecce
tggtccatet
aacgaaatcyg
aagctcgact
gagcaggcca
gacttcatca
gccaccgeea
tctaccatga
cagcgtgaga
gctggtaacc
ggatcttcat
agtaatattc
ttagatggeg
cctagaccaa

9g9gg9g9<c

<213> Artificial

<220>

acgtcattac
cctccgacta
ggctgtggag
agaagggtcg
ggggtgtccc
agaacggccg
acgagcaccc
tgttcaacgg
gggttggtgt
acaaggatgt
agattaccaa
cttcacgagc
aatttcttag
tatgtttgta

gaatgaaaac

<223> Cebador directo LndO9FAD2F

<400> 6

ggatccatgg cggccttgga cagcattcca gaggataag

<210>7
<211> 38
<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> cebador inverso Lnd9FAD2R

<400> 7

ccatggtcag ttagctacgc agccacagcc ccctcaac

<210> 8
<211> 1370
<212> ADN

<213> Leptosphaeria nodorum

<400> 8

ES 2568 803 T3

cgctettgtce
ccgcaacgcc
caagctcggce
tgtccagcag
tctcgaccag
tggtctcatc
cggtggcaag
cggtgtctac
catcegeggt
cggtctggtc
ggttgcgcaa
gatgtatggc
cgatcgttag
gccttecteg

attcacgatt

39

38

actctcggag
atcgagtggce
ctcgecteca
ctccagaaga
ctgcctgtca
gctgtcgetg
acgcttatca
ttccactcca
ggctgtgaag
ctggacgacg
cccattcaga
gtttggttgt
aaagcatcat
agtgattggs

tcagaaaaaa

agggctacca
accagtacga
acctcaageca
agattgacca
tagaatggga
gtgtcgttca
agagcggcgt
acggagccca
ttgagatcty
caggcaaccc
gtgctagtgce
ctctcttect
ggttacgatg
tatgaaaagt

ddaaadaadadaada

ggatccatgg cggccttgga cagcattcca gaggataagyg ctacctcgtc gaaatcgact

catattcaat atcaagaagt aacttttcgg aactggtata agaagataaa ttggctcaac

58

1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
1997

60
120
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acgacgctgg
acacgaccta
ggcggatatc
ttcctagect
caccgcgecc
ctattattct
acagacgtca
aagtgcctgce
gattggtagg
acattttgeg
acgcctcgag
caccacgaat
aaatggctca
ttccggteca
aagcgctcag
gacttccaag
cacgacgtca
gtgggcaaag
cataatctgt
tggaagaagc
gtggagaggt

<210>9
<211> 1428
<212> ADN

tggtgctcat
cgctcatctyg
atcgactatg
tcacaggcgc
accaccgatg
cgcacatcgg
gtgatctcga
tgttcgccyce
gaggccttgt
tgaactctct
accacgtttt
tcccaagcga
tttacctctt
atgagattga
gacttgattyg
cgcgttgcaa
gccagtttat
atgggacagg
tgtcgacaat
agagagtgga
tggttgaggy

<213> Magnaporthe grisea

<400> 9

atggcttcgt
gacttcaagc
acacctatga
ttgtttgtge
gctgtatggg
cgactttggg
gttggcgctg
caccgataca
cacatgggat

gacctgaacg

catcttccte
ccatgaggaa
cactcaagaa
ccctggctgg
ctgtcgtcta
ctcacagctc
gtgccgtcga
ccgataccga
ggatgcttct

aggaccccgt

acccgctcett
gtccgtectg
gagtcatcgc
cggagccatce
gaccgacaca
atggatggta
cagcgaccce
gtggatattc
ctacgccggce
cgcgcattgg
gacagcgttg
ttatcgcaac
ctceccteggce
aaaagggcgg
gggcctaccce
agagtccggc
tgaagatcac
gatgtttaat
gagggtggga
tgttttaggg
ggctgtggcet

cgtgccggag
caccaagggc
ctggcataag
tctcatatcc
ctacttcaac
gtacaaggcc
gggctccatc
gaaggacccc
gaagcagaac

tgtcgtttgy

ES 2568 803 T3

ggactctacc
tactacttct
agctactccg
caaggtagty
atgaaggacc
ttgaacagcyg
gtcgtagtct
cccatgatcg
atcattcgag
atcggcgagce
gtaacgatgg
gcgatcatct
cccttecececc
ttgcaacaac
ctcttccaac
gagatgctgg
cctggagyca
ggaggcgtat
gtgcttagag
aagagcgaca

gcgtagctaa

ttgactgccy
tacgacgtca
cacgtcaact
acttactggg
accggcctgg
tcgctteege
agatggtggt
tactcagtcc
cccaagaagc

cagcaccgca

taacacgcac
gcacagcttt
ctcgtctacc
ctcgatggty
cctactccgt
accccaaagt
ggcagcacaa
tagccggect
cgtgtttcgt
agccgttcga
gagaaggata
ggtaccaata
tcgcatactc
aacaaaaagc
tccetgteat
ttgctgtcge
ggagtttgat
atgagcacag
gtgggcagga
ttttgagaca

ctgaccatgg

ccttccctga
gcaagccgea
ggctcaacac
tccctctgea
gaattactgc
tcaaaatcta
ccaacggtca
gcaagggtct
agggccgecac

acttcctcaa

59

cacgccactt
cggcatcaca
gctacgctta
gagcgcaaat
tatgcgecggce
caaaggccga
gcactacggc
<ggatgggga
ccagcaggcg
cgacagacgc
tcataacttc
cgaccctacc
gctcaaaacc
cctggacaag
atcgtgggac
aggtgtgatt
tcggagtgeg
taatgcgygcg
ggtggaggtg
ggttacgcgg

tggcactacc
catttccgag
caccttcatc
gtggaagacg
cggttaccac
ccttgecgec
ccgcgeacac
cctgtactca
cgacatcacc

gtgtgttate

130
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1370

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
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15

ttcatggcec
ggtttcatct
aactcgcttyg
cacgtcatca
ccttcggact
tggatctgga
gagaagggac
tggggtattc
aagaacggaa
aaggaccacc
atcttcaacg
cgtgtgggty
aacaaggacg

caagcgacca

<210>10
<211> 1062
<212> ADN

tcgtettece
acggaggtat
cccactggct
cagccctggt
accgcaacgc
agcagcttgg
gcgtccageca
ccttggagea
aggcttggat
ctggtggcag
gcggtgttta
ttttgcgtygg
tctcaaccgt

aggtcgtcca

<213> Helicoverpa zea

<400> 10

atggctccaa
ccggacctgg
gtgtggagga
ctgttecctet
tccgggcttg
aaatggcctc
atggactggg
cataatgcga
cccgacctta
ctcaggttcc
accgtgattc
atgttccget
tggggagaca
ttcgeteteg
gctgagetgg
attggctggg
cgcactggtg
gaaattgatyg
<210> 11

<211> 1350
<212> ADN

atatatcgga
cgctgtccac
acatactact
tctcagctaa
gtatcacggc
tccgagttat
cgcgcgaceca
cccgaggatt
aggagaaggg
agaaaaaata
ctgtgtactt
acgcgttcat
agccctacga
gagaaggatt
gcaacaacaa

cttacgacct

acggctccca

ccgetatcag

cacacttgtg
tctgcgtgtc
cggtgaccag
cacccttgga
tattgagtgg
tcttgcccac
gctgcagaag
gcttcccgtt
tgcagttgcc
agctctcatc
caaccactcc
cggctgcgag
cgttgattct

gcctgttocg

ggatgtgaac
gcegectgty
gttcgegtat
atggcagaca
tggagcacat
cctggtcatc
ccgcatgcat
cttcttctct
caagggactc
ctacctgatc
ctggggtgaa
cctaaatgtg
caaaagcatt
ccacaactac
actcaacttc

gaagacagtg

ccacctgtgg

aatcaatcct

<213> Leptosphaeria nodorum
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gctggectty
ttcttegtec
cctttcgaco
gagggatacc
taccagtatg
aacctgaagc
aagctcgacc
gttagctggg
ggtgtcatcc
aactcggcca
aacgccgctc
gttgagatct
tcgggtaacc

ggtgctcagg

ggggtgctct
cagaaggcty
cttcacttag
gacatatttg
cgcctgtggg
tttaacacag
cacaagtact
cacattggct
gacatgagcy
ctgatgcect
acctggacca
acgtggctcy
aagccttecyg
caccacactt
actaccacct

tctgatgata

ggctggggag
aaggacgatt

gctggggtga
agcaggeeac
atcgcaactc
acaacttcca
accccaccaa
agttccgeca
agaagcgegce
atgactttgt
acgatgttgg
ttggcaagga
acaacctgct
ggaagcgcgce
gcatcgtecg

ccgcgtga

tcgagagtga
acaacagygcc
cggctcttta
cctacatect
cccacaagtc
tggcattcca
cggaaaccga
ggctgcttgt
acttacttyc
tggcttgett
acgcattctt
tcaactctgc
aaaacttgtc
tccecttggga
ttattaactt

tcgtcaagaa

acgaaaatca

aa

60

ctactgggga
cttctgcgtc
gccgegtgat
ccacgagttc
gtggtcaatc
aaacgagatt
caagcttgat
tgagcagtcc
tgacttcatc
cgcaaccgca
ctcgactatg

ccagtccgaa

€gcgggtggg

tycagcgacg
caagcaactg
cggaggttat
gtatgtgatc
ctacaaagct
ggatgccgct
tgctgatcct
caggaaacat
tgaccccatt
cgtgatgcct
tgtggecggcec
cgctcacaag
ggtcgeccaty
Cctacaaaact
cttcgctaaa
cagggtgaag

atccaaagaa

660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1428

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1062
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<400> 11

atggcggect
caatatcaag
ctggtggtgc
cctacgctca
tatcatcgac
gccttcacag
gcccaccacc
ttctcgcaca
gtcagtgatc
ctgcrgttcg
tggggaggcc
tgcgtgaact
cgagaccacg
gaattcccaa
ctcatttacc
tccaatgaga
tcaggacttg
caagcgcgtt
gtcagccagt
aaagatggga
ctgttgtcga
aagcagagag
aggttggttg

<210>12
<211> 475
<212> PRT

tggacagcat
aagtaacttt
tcatacccgce
tctggtccgt
tatggagtca
gcgccggage
gatggaccga
tcggatggat
tcgacagcga
ccgcgtggat
ttgtctacgc
ctctegcgca
ttttgacagc
gcgattatcg
tcttctcect
ttgaaaaagg
attggggcct
gcaaagagtc
ttattgaaga
cagggatgtt
caatgagggt
tggatgtttt

agggggctgt

<213> Magnaporthe grisea

<400> 12

tccagaggat
tcggaactgy
tcttggactc
cctgtactac
tcgcagctac
catccaaggt
cacaatgaag
ggtattgaac
cccecgtegta
attccccatyg
cggcatcatt
ttggatcggc
gttggtaacg
caacgcgatc
cggccccttc
gcggttgcaa
acccctcttce
cggcgagatg
tcaccctgga
taatggaggc
gggagtgctt
agggaagagc
ggctgegtag
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aaggctacct
tataagaaga
tacctaacac
ttctgcacag
tccgetegtc
agtgctcgat
gacccctact
agcgacccca
gtctggcage
atcgtagcecg
cgagcgtgtt
gagcagccgt
atgggagaag
atctggtacc
cccctegeat
caacaacaaa
caactcccty
ctggttgctg
ggcaggagtt
gtatatgagc
agaggtgggc
gacattttga

cgtcgaaatc
taaattggct
gcaccacgcc
ctttcggeat
taccgctacy
ggtggagcgc
ccgttatyceg
aagtcaaagg
acaagcacta
gccteggatg
tcgtccagca
tcgacgacag
gatatcataa
aatacgaccc
actcgctcaa
aagccctgga
tcatatcgtg
tcygcaggtgt
tgattcggag
acagtaatgc
aggaggtgga
gacaggttac

gactcatatt
caacacgacg
acttacacga
cacaggcgga
cttattccta
aaatcaccgc
cggcctatta
ccgaacagac
cggcaagtgc
gggagattgg
ggcgacattt
acgcacgect
cttccaccac
taccaaatgg
aaccttccgg
caagaagcgc
ggacgacttc
gattcacgac
tgcggtgggc
ggcgcataat
ggtgtggaag
gcgggtggag

Met Ala Ser Ser Ser Ser Ser val Pro Glu Leu Ala Ala Ala Phe Pro
1

5

61

15

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1350



Asp

val

His

Leu

65

Ala

Ala

Pro

Ser

Thr

Arg

Leu

Ser

TYyr

Gly

Ser

Lys

Ala

val

Gly

Leu

Ile

130

Thr

Met

Asp

AsSh

val

210

Gly

Ser

Pro

His

Thr

His

Gly

Trp

TYr

Lys

115

Arg

Glu

Gly

Ile

Phe

195

Ala

Ile

Leu

Arg

Asn
275

Thr

20

Pro

val

Leu

Ala

His

100

Ile

Trp

Lys

Trp

Thr

180

Leu

Gly

Leu

Ala

Asp

Phe

AsSp

His

Asn

Ile

val

85

Arg

TYr

Trp

Asp

Met

165

Asp

Lys

Leu

Arg

His

245

His

His

Phe

Ile

Trp

Ser

70

val

Leu

Leu

Ser

Pro

150

Leu

Leu

Cys

Gly

val

230

Trp

val

His

Lys

Ser

Leu

55

Thr

Tyr

Trp

Ala

Asn

135

TYyr

Leu

Asn

val

Trp

Phe

Leu

Ile

Glu

Pro

Glu

40

Asn

Tyr

Tyr

Ala

Ala

120

Gly

Ser

Lys

Glu

Ile

200

Gly

Phe

Gly

Thr

Phe
280
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Met

25

Thr

Thr

Trp

Phe

His

105

val

His

val

Gln

Asp

Phe

Asp

val

Asp

Ala

265

Pro

Arg

Pro

Thr

val

Asn

90

Ser

Gly

Arg

Arg

Asn

170

Pro

Met

Tyr

Gln

Gln

250

Leu

Ser

ASh

Met

Phe

Pro

75

Thr

Ser

Ala

Ala

Lys

155

Pro

val

Ala

Trp

Gln

235

Pro

val

Asp

Thr
Thr
Ile
60
Leu
Gly
Tyr
Gly
His
140
Gly
Lys
val
Leu
Gly
2
Ala
Phe

Thr

Tyr

62

Lys

Leu

45

Leu

Gln

Leu

Lys

Ala

125

His

Leu

Lys

val

val

205

Gly

Thr

Asp

Leu

Arg

Gly

30

Lys

Phe

Trp

Gly

Ala

110

val

Arg

Leu

Gln

Trp

190

Phe

Phe

Phe

Asp

Gly

Asn

Tyr

Asn

val

Lys

Ile

95

Ser

Glu

Tyr

Tyr

Gly

Gln

Pro

Ile

Cys

Arg

Glu

Ala

ASp

Trp

Pro

Thr

80

Thr

Leu

Gly

Thr

Ser

160

Arg

His

Thr

Tyr

val

240

Asn

Gly

Ile
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Glu Trp Tyr GIn Tyr Asp Pro Thr Lys Trp Ser Ile Trp Ile Trp Lys
290 295 300

Gln Leu Gly Leu Ala His Asn Leu Lys Gln Phe Arg Gln Asn Glu Ile
305 310 315 320

Glu Lys Gly Arg val Gln Gln Leu GIn Lys Lys Leu Asp Gln Lys Arg
325 330 335

Ala Lys Leu Asp Trp Gly Ile Pro Leu Glu Gln Leu Pro val val Ser
340 345 350

Trp Asp Asp Phe val Glu Gln Ser Lys Asn Gly Lys Ala Trp Ile Ala
355 360 365

val Ala Gly val Ile His Asp val Gly Asp Phe Ile Lys Asp His Pro
370 375 380

Gly Gly Arg Ala Leu Ile Asn Ser Ala Ile Gly Lys Asp Ala Thr Ala
385 390 395 400

Ile Phe Asn Gly Gly val Tyr Asn His Ser Asn Ala Ala His Asn Leu
405 410 415

Leu Ser Thr Met Arg val Gly val Leu Arg Gly Gly Cys Glu val Glu
420 425 430

Ile Trp Lys Arg Ala GIn Ser Glu Asn Lys Asp val Ser Thr val val
435 440 445

Asp Ser Ser Gly Asn Arg Ile val Arg Ala Gly Gly GIn Ala Thr Lys
450 455 460

val val Gln Pro val Pro Gly Ala Gln Ala Ala
465 470 475

<210>13

<211> 353

<212> PRT

<213> Helicoverpa zea
<400> 13

Met Ala Pro Asn Ile Ser Glu Asp val Asn Gly val Leu Phe Glu Ser
1 5 10 15

Asp Ala Ala Thr Pro Asp Leu Ala Leu Ser Thr Pro Pro val Gln Lys
25 30

Ala Asp Asn Arg Pro Lys Gln Leu Val Trp Arg Asn Ile Leu Leu Phe
35 40 45

63



Ala
ser
65

Ser
ser
Thr
Met
145
Pro
Ala
Pro
Gly
Ala
Trp
Ser

Thr

Asn

Tyr
305
Arg

Gln

Asp

Tyr

Ala

Gly

Tyr

val

His

130

Gly

Asp

Asp

Leu

Glu

Phe

Gly

val

Phe

Phe

290

Asp

Thr

Ser

<210> 14

<211> 449

Leu

Lys

Leu

Lys

Ala

115

His

Phe

Leu

Pro

Ala

195

Thr

Ile

Asp

Ala

Fro

275

Thr

Leu

Gly

Lys

His

Trp

Gly

Ala

100

Phe

Lys

Phe

Lys

Ile

Cys

Trp

Leu

Lys

Met

260

Trp

Thr

Lys

Asp

Glu
340

Leu

Gln

Ile

85

Lys

Gln

Tyr

Phe

Glu

165

Leu

Phe

Thr

Asnh

Pro

245

Phe

Asp

Thr

Thr

Gly
325

Glu

Ala

Thr

70

Thr

Trp

Asp

Ser

Ser

150

Lys

Arg

val

Asn

val

230

Tyr

Ala

Tyr

Phe

val
310
Ser

Ile

Ala

55

Asp

Ala

Pro

Ala

Glu

135

His

Gly

Phe

Met

Ala

215

Thr

Asp

Leu

Lys

Ile

295

Ser

His

Asp

Leu

Ile

Gly

Leu

Ala

120

Thr

Ile

Lys

Gln

Pro

200

Phe

Trp

Lys

Gly

Thr

280

Asn

Asp

His

Ala

ES 2568 803 T3

Tyr

Phe

Ala

Asp

Gly

Gly

Lys

Thr

Phe

Leu

Ser

Glu

265

Ala

Phe

Asp

Leu

Ala
345

Gly

Ala

His

90

val

Asp

Ala

Trp

Leu

170

Lys

val

val

val

Ile

250

Gly

Glu

Phe

Ile

Trp
330

Ile

Gly

Tyr

75

Arg

Ile

Trp

Asp

Leu

155

Asp

Tyr

Ala

Asn

235

Lys

Phe

Leu

Ala

val
315
Gly

Arg

Leu

Leu

Ala

Pro

140

Leu

Met

Tyr

Pro

Ala

220

Ser

Pro

His

Gly

Lys

Lys

Trp

Ile

64

Leu

Leu

Trp

val

val

Ser

Leu

val

205

Met

Ala

Ser

Asn

AsSn

285

Ile

Asn

Gly

Ash

Phe

Tyr

Ala

Ile

110

Asp

Asn

Arg

Asp

Ile

190

TYr

Phe

Ala

Glu

Tyr

270

Asn

Gly

Arg

Asp

Pro
350

Leu

val

His

95

Phe

His

Ala

Lys

Leu

175

Leu

Phe

Arg

His

ASn

255

His

Lys

Trp

val

Glu
335

Lys

Phe

Ile

80

Lys

Ash

Arg

Thr

His

160

Leu

Met

Trp

Tyr

His

Leu

Ala

Lys
320
Asn

Asp



<212> PRT

<213> Leptosphaeria nodorum

<400> 14

Met Ala
1

Ser

Lys

Gly

Trp

65

TYr

Arg

Arg

Met

Gly

val

Tyr

Ala

Thr

Ile

Leu

50

Ser

His

Leu

Trp

Trp

Ser

Gly

Gly

Ala

His

AsSnh

35

Tyr

val

Arg

Phe

Asp

Met

Asp

Lys

Leu

Leu

Ile

20

Trp

Leu

Leu

Leu

Leu

100

Ser

Pro

val

Leu

Cys

180

Gly

Asp
5
Gln
Leu
Thr
Tyr
Trp
85
Ala
Ala
Tyr
Leu
Asp

Leu

Trp

Ser

Tyr

AsN

Arg

Tyr

70

Ser

Phe

ASh

Ser

Asn

150

Ser

Leu

Gly

Ile

Gln

Thr

Thr

55

Phe

His

Thr

His

val

135

Ser

Asp

Phe

Asp

Pro

Glu

Thr

40

Thr

Cys

Arg

Gly

Arg

Met

Asp

Pro

Ala

Trp

ES 2568 803 T3

Glu

val

25

Leu

Pro

Thr

Ser

Ala

105

Ala

Arg

Fro

val

Ala

185

Trp

ASD

10

Thr

val

Leu

Ala

TYr

90

Gly

His

Gly

Lys

val

170

Trp

Gly

Lys

Phe

val

Thr

Phe

75

Ser

Ala

His

Leu

val

155

val

Ile

Gly

Ala

Arg

Leu

Arg

60

Gly

Ala

Ile

Arg

Leu

140

Lys

Trp

Phe

Leu

65

Thr

Asn

Ile

45

Pro

Ile

Arg

Gln

Gly

Gln

Pro

val

Ser

Trp

30

Pro

Thr

Thr

Leu

Gly

Thr

Ser

Arg

His

Met

190

Tyr

Ser

15

Tyr

Ala

Leu

Gly

Pro

95

Ser

Asp

His

Thr

Lys

175

Ile

Ala

Lys

Lys

Leu

Ile

Gly

80

Leu

Ala

Thr

Ile

Asp

160

His

val

Gly



10

Ile

Leu

225

Arg

Asn

Tyr

Pro

Glu

305

Ser

Trp

Ala

Pro

385

Leu

Glu

Leu

Ala

Ile

210

Ala

Asp

Phe

Gln

Phe

290

Lys

Gly

Asp

val

Leu

val

Arg

<210> 15
<211> 1428
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia de la desaturasa optimizada para colza

<400> 15

195

Arg

His

His

His

Tyr

275

Pro

Gly

Leu

Asp

Ala

355

Gly

Phe

ser

Trp

Gln
435

Ala

Trp

val

His

260

Asp

Leu

Arg

Asp

Phe

340

Gly

Arg

Asn

Thr

Cys

Ile

Leu

245

Glu

Pro

Ala

Leu

Trp

325

Gln

val

Ser

Gly

Met

405

Lys

Thr

Phe

Gly

Thr

Phe

Thr

Tyr

Gln

310

Gly

Ala

Ile

Leu

Gly

Arg

Gln

Arg

val

215

Glu

Ala

Pro

Lys

Ser

295

Gln

Leu

Arg

His

Ile

375

val

val

Arg

val

200

Gln

Gln

Leu

Ser

Trp

Leu

Gln

Pro

Cys

ASD

Arg

Tyr

Gly

val

Glu
440

ES 2568 803 T3

Gln

Pro

val

Lys

Gln

Leu

Lys

345

val

Ser

Glu

val

Asp

Arg

Ala

Phe

Thr

250

TYr

Ile

Thr

Lys

Phe

330

Glu

Ser

Ala

His

Leu

410

val

Leu

Thr

Asp

Met

Arg

Tyr

Phe

Ala

315

Gln

ser

Gln

val

Ser

395

Arg

Leu

val

Phe

220

Asp

Gly

Asn

Leu

Arg

Leu

Leu

Gly

Phe

Gly

Asn

Gly

Gly

Glu

66

205

Cys

Arg

Glu

Ala

Phe

285

Ser

Asp

Pro

Glu

Ile

365

Lys

Ala

Gly

Lys

Gly

val

Arg

Gly

Ile

270

Ser

Asn

Lys

val

Met

350

Glu

AsSp

Ala

Gln

ser

430

Ala

ASn

Thr

Tyr

255

Ile

Leu

Glu

Lys

Ile

335

Leu

ASp

Gly

His

Glu

415

AsSp

val

Ser

Pro

240

His

Trp

Gly

Ser

val

His

Thr

Asn

400

val

Ile

Ala



10

atggccagca
gacttcaaac
acaccgatga
ctctttgttc
gcagtgtogg
agattgtggg
gttggtgctg
cacagataca
cacatgggtt
gatctgaatg
ttcatggctt
ggtttcatct
aactcacttg
catgtcataa
ccgtcagact
tggatttgga
gagaagggaa
tggggaatac
aagaatggca
aaggatcatc
atcttcaatg
agggrtggtg
aacaaagatg

caagctacca

<210> 16
<211> 1062
<212> ADN

gttcttcaag
ccatgaggaa
ctttgaagaa
cactggctygg
cagttgtgta
cacattcctc
gagccgttga
cagacacaga
ggatgctctt
aggacccagt
tggtctttec
atggagggat
cacattggct
ctgctcttgt
atagaaatgc
agcaacttgg
gggttcaaca
cgttggaaca
aggcatggat
ctggtggacg
gaggtgtcta
tcctecgtygg
tctctactgt

aagtggttca

<213> Artificial

<220>

tgtgccagaa
caccaaaggc
ctggcacaaa
gttgatctca
ctacttcaac
ttacaaggcc
aggttccata
gaaagatcct
gaagcagaat
tgtggtctgg
cacccttgtt
cttgagagtg
tggtgatcaa
cacgctgggt
gattgagtgg
acttgctcac
gttgcagaag
actccctgtt
tgctgttoct
tgctctcatc
caatcattca
agggtgcgaa
ggttgatagt

gccagtcect

ES 2568 803 T3

cttgccgeag
tatgatgtct
catgtgaact
acctattggg
actggacttg
agcttgcctc
agatggtgga
tactcagtga
ccaaagaagc
caacatagga
gctggcctgg
ttctttgttc
ccgtttgatg
gaaggctatc
tatcagtatg
aatctcaagc
aaactggatc
gtgtcttggy
ggtgtecattc
aactctgecga
aatgccgeac
gtggagatat
tctggcaacc

ggtgctcaag

cttteccctga
ccaaacctca
ggctcaacac
ttcctcttca
ggatcactgc
tcaaaatcta
gcaacggaca
ggaagggatt
ddagggaggac
actttctcaa
gatggggaga
agcaagccac
acagaaactc
acaactttca
accccacgaa
agttcagaca
agaagagagc
atgactttgt
acgatgttgg
ttggcaaaga
acaaccttct
ggaaacgtgc
gtattgtgag

cagcttga

<223> Secuencia de la desaturasa optimizada para colza

<400> 16

tygggacaacy
catctctgaa
cacattcatt
atggaaaact
tggctaccat
ccttgccgea
cagagcacat
gctctacagc
ggacattact
gtgtgtgatc
ctactgggga
cttctgtgtc
tccacgtgac
ccatgagttt
gtggagcatt
gaatgagata
gaaacttgat
tgaacagtca
tgacttcatc
tgccacagcg
ctccaccatg
tcaaagtgag

agctggtgga

atggctccca acatttctga ggatgtcaat ggtgttcttt ttgagtcaga tgcggcaacc

67

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1428

60



10

cctgatttgg
gtgtggagga
ttgtttctct
tctggactyg
aagtggccac
atggattggg
cacaatgcaa
cctgatctga
ctcegttttc
accgttatcc
atgttccgtt
tggggagaca
tttgctttgg
gcagagcttyg
atcggttogg
agaactggcg
gagatagatg
<210> 17

<211> 1350
<212> ADN

ctctttccac
acattttgct
tcagtgcaaa
ggataactgc
tcagagttat
ctcgtgacca
cgagaggttt
aagaaaaagg
agaagaagta
cggtttactt
atgctttcat
aaccctatga
gagaaggatt
gaaacaacaa
cctatgattt
atggaagcca

cagccattag

<213> Artificial

<220>

accacctgtg
tttcgcttac
atggcagacc
tggggcacat
actggtcatc
tagaatgcat
cttcttctct
gaagggactc
ctatctgatc
ttggggagaa
cctgaatgtt
caagtccatc
tcacaattac
gttgaacttc
gaagactgtg
tcatctctgg

gatcaaccct

ES 2568 803 T3

caaaaagctg
ttgcacctcg
gacattttcy
agactctggg
ttcaacacyg
cacaagtaca
cacattggct
gacatgagtg
ctcatgectc
acttggacaa
acctogttgg
aagccttccg
catcacactt
acaacaacgt
agtgatgaca
ggctggggtg

aaagacgatt

acaacagacc
cagctctcta
cttacattct
ctcacaagtc
ttgcctttca
gcgagaccga
ggcttettgt
atctccttge
tggcctgttt
atgctttctt
tgaactctyc
aaaacctttc
ttccgtggga
tcatcaattt
ttgtcaagaa
atgagaatca

gda

<223> Secuencia de la desaturasa optimizada para colza

<400> 17

atggctgcac
cagtaccaag
cttgttgtcc
cctaccctea
taccacagac
gctttcactg
gcacatcacc
ttctcccaca
gtttctgatc
ttgctctttg

tggggtggac
tgtgtcaact

ttgatagcat
aggtcacgtt
tcattcetge
tttggtctgt
tttggtccca
gagctggtge
gttggacgga
taggttggat
ttgactctga
ccgcttggat
ttgtctatgc

cattggcaca

ccctgaggac
taggaactgg
tcttgggttg
tctctactat
taggtcttac
gatccaaggt
caccatgaag
ggttctcaac
tcccgtegtt
ctttccgatg
tggcatcata

ttggataggt

aaagcaacta
tacaagaaaa
tacttgacga
ttctgtacag
agtgcgaggt
tctgcaagat
gacccctact
tctgatccaa
gtgtggcaac
atagtggctg
cgtgcctget

gaacaaccgt

gctccaagtc
tcaactggct
gaaccacacc
cgtttggeat
tgccattgag
ggtggtcagce
ctgtgatgag
aggtcaaagg
acaaacacta
ggctgggttg
ttgttcagca

ttgatgacag

68

caagcaactt
cggaggctat
ttatgtcatc
atacaaagcc
agacgctgct
cgcggaccca
taggaaacat
tgatccaata
tgtgatgcca
cgtggcagcc
cgcacacaag
agttgcgatg
ctacaagaca
ctttgcgaaa
cagggtcaag

gagcaaagaa

aacccacata
caacacgacc
tctcaccaga
cactggtggc
actcttcctg
caatcatagg
aggactgctg
cagaacagat
tggcaagtgt
gggagattgg
agccactttc

acgtactcca

120
130
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1062

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720



10

15

20

25

30

35

40

45

agggatcatg
gagtttccga
ctcatctatc
tccaatgaga
agtggtcttg
caagctcgtt
gtctcccagt
aaagatggga
ttgctgagea
aaacagaggg
cgtctggtag

<210> 18
<211> 24
<212> ADN

ttetgactyc
gtgactacag
tcttcagett
ttgagaaagg
attggggact
gcaaagaaag
tcattgaaga
ctggcatgtt
caatgagagt
tggatgttct

aaggagctgt

<213> Artificial

<220>

<223> Cebador MAS414

<400> 18

tgaagcattc cataagccgt cacg

<210> 19
<211> 24
<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Cebador MAS415

<400> 19

gaaattatca cgcttccgca cacg

<210> 20
<211> 24
<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Cebador MAS413

<400> 20

tgggctgaat tgaagacatg ctcc

<210> 21
<211>25
<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> CEbador arw008

<400> 21

acacctctca ccagacctac cctca

gttggtcaca
aaatgccatc
gggtcecttce
aaggcttcag
tcctetcttce
tggagagatg
tcatcctggt
caatggtgga
tggagtctty
tgggaagtca
tgcagcgtga

24

24

24

25

ES 2568 803 T3

atgggagaag
atttggtatc
ccattggect
caacagCaaa
CagCttCC ag
cttgttgctg
gggaggagee
gtgtatgaac
agaggtygac
gacattcttc

gataccacaa
agtatgaccc
actctctcaa
aggctcttga
tgatctcatg
ttgctggagt
tcattagaag
attcaaacgc
aagaagtgga

gtcaagtgac

69

cttccaccat
tacaaagtgg
gaccttccgt
caagaaaaga
ggatgacttt
gatccatgat
tgctgttggg
cgcacacaac
ggtttggaag
aagggtggag

780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1350



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

<210> 22
<211> 22
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador arw009

<400> 22

cacacaacga cgggatcaga gt 22
<210> 23

<211> 24

<212> ADN

<213> Artificial

<220>
<223> Cebador arw010

<400> 23
caagtcatac aaagccaagt ggcc 24

<210> 24
<211> 22
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador arw011

<400> 24

taacggaaca tggctgccac ga 22
<210> 25

<211>33

<212> ADN

<213> Artificial

<220>
<223> Cebador AntiLnD9DS2F

<400> 25

catatgttcg acgacagacg cacgcctcga gac
<210> 26

<211> 35

<212> ADN

<213> Artificial

<220>
<223> Cebador AntiLnD9DS2Rh

<400> 26
ggatccgcag ccacagcccc ctcaaccaac ctctc
<210> 27
<211> 36

<212> ADN
<213> Artificial

ES 2568 803 T3

33

35

70



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65
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<220>
<223> Cebador AntiMgD9DSF

<400> 27

catatgttcg acgatcgcaa ctcgccgegt gatcac 36
<210> 28

<211> 32

<212> ADN

<213> Artificial

<220>
<223> Cebador AntiMgD9DSRh

<400> 28

ggatccgegg cctgagcacc cggaacaggc tg 32
<210> 29

<211> 30

<212> ADN

<213> Artificial

<220>
<223> Cebador AntiHzD9DSF

<400> 29

catatgtatg acaagtccat caagccttcc 30
<210> 30

<211> 35

<212> ADN

<213> Artificial

<220>
<223> Cebador AntiHzD9DSRh

<400> 30

ggatcctcgt ctttagggtt gatcctaatg getge 35
<210> 31

<211>24

<212> ADN

<213> Artificial

<220>
<223> Cebador directo para AnD9Ds diana

<400> 31

ggacttctct actctcacct tgga 24
<210> 32

<211> 20

<212> ADN

<213> Artificial

<220>
<223> Cebador inverso para AnD9Ds diana

<400> 32

tccgatecte tttgggttct 20

71
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15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65
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<210> 33
<211> 18
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador directo para HzD9Ds diana

<400> 33

gacccacaca atgcaacg 18
<210> 34

<211> 21

<212> ADN

<213> Artificial

<220>
<223> Cebador inverso para HzD9Ds diana

<400> 34
cctaacaaga agccagccaa t 21

<210> 35
<211> 20
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador directo para LnD9Ds diana

<400> 35

gttctgactg cgttggtcac 20
<210> 36

<211> 20

<212> ADN

<213> Artificial

<220>
<223> Cebador inverso para LnD9Ds diana

<400> 36

cggaaactca tggtggaagt 20
<210> 37

<211> 21

<212> ADN

<213> Artificial

<220>
<223> Cebador directo para Actina diana

<400> 37
ctactggtat tgtgctcgac t 21
<210> 38
<211> 22

<212> ADN
<213> Artificial

72
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15

20

25

30

35

40

45

50

55
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<220>
<223> Cebador inverso para Actina diana

<400> 38

ctctctcggt gagaatcttc at 22
<210> 39

<211> 22

<212> ADN

<213> Artificial

<220>
<223> Sonda de Actina

<400> 39

cacgctatcc tccgtctcga tc 22
<210> 40

<211>13

<212> ADN

<213> Artificial

<220>
<223> Secuencia de Kozak

<400> 40

ggatccaaca atg 13
<210> 41

<211> 13

<212> ADN

<213> Artificial

<220>
<223> Secuencia de Kozak

<400> 41

acaaccaaaa atg 13
<210> 42

<211> 18

<212> ADN

<213> Artificial

<220>
<223> Secuencia de Kozak

<400> 42

acaaccaacc taccatgg 18
<210> 43

<211>14

<212> ADN

<213> Artificial

<220>
<223> Secuencia de Kozak

<400> 43

acaaccaaaa aatg 14

73



10

15

20

<210> 44
<211> 1350
<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Desaturasa optimizada para colza

<400> 44

atggctgctc
caataccaag
cttgttgttc
ccaaccctta
taccacaggc
gctttcaccg
gctcaccaca
ttctctcaca
gtttctgatc
cttcrtttcg
tggggaggac
tgcgttaact
agggatcacg
gagttcceat
cttatctacc
tctaacgaga
tctggacttg
caagctaggt
gtttctcaat
aaggatggaa
cttctttcta
aagcaaaggg

aggcttgttg

<210> 45
<211> 1062
<212> ADN

ttgattctat
aagttacctt
ttatcccage
tctggtctgt
tttggtctca
gagctggagc
ggtggaccga
tcggatggat
ttgattctga
ctgcttggat
ttgtttacgc
ctcttgcteca
ttcttaccgc
ctgattacag
ttttctctct
tcgagaaggg
attggggact
gcaaggagtc
tcatcgagga
ccggaatgtt
ccatgagggt
ttgatgttct

agggagctgt

<213> Artificial

<220>

cccagaggat
caggaactgg
tcttggactt
tctttactac
caggtcttac
tatccaagga
taccatgaag
ggttcttaac
tccagttgtt
cttcccaatg
tggaatcatc
ctggatcgga
tcttgttacc
gaacgctatc
tggaccattc
aaggcttcaa
tccacttttc
tggagagatg
tcacccagga
caacggagga
tggagttctt
tggaaagtca

tgctgottga

<223> Desaturasa optimizada para colza

<400> 45

atggctccaa acatctctga ggatgttaac

ccagatcttg ctctttctac cccaccagtt

gtttggagga acatccttct tttcgcttac

cttttccttt tctctgctaa gtggcaaacc

ES 2568 803 T3

aaggctacct
tacaagaaga
taccttacca
ttctgcaccg
tctgctaggce
tctgctagat
gacccatact
tctgatccaa
gtttggcaac
atcgttgctg
agggcttgct
gagcaaccat
atgggagagg
atctggtacc
ccacttgctt
caacaacaaa
caacttccag
cttgttgctg
ggaaggtctc
gtttacgagc
aggggaggac
gatatcctta

ggagttcttt
caaaaggctg
cttcaccttg

gatatcttecg

cttctaagtc
tcaactggct
ggaccacccc
ctttcggaat
ttccacttag
ggtggtctgc
ctgttatgag
aggttaaggg
acaagcacta
gacttggatg
tcgttcaaca
tcgacgatag
gataccacaa
aatacgatcc
actctcttaa
aggctcttga
ttatctcttg
ttgctggagt
ttatcaggtc
actctaacgc
aagaggttga

ggcaagttac

tcgagtctga
ataacaggcc
ctgctcttta

cttacatcct

74

tacccacatc
taacaccacc
acttaccagg
aaccggagga
gcttttcctt
taaccacagg
gggacttctt
aaggaccgat
cggaaagtgc
gggagattgg
agctaccttc
gaggacccca
cttccaccac
aaccaagtgg
gaccttcagg
taagaagagg
ggatgatttc
tatccacgat
tgctgttgga
tgctcacaac
ggtttggaag
cagggttgag

tgctgctacc
aaagcaactt
cggaggatac
ttacgttate

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1350

60
120
180
240
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15

20

25

30

35

tetggactty
aagtggccac
atggattggg
cacaacgcta
ccagatctta
cttaggttec
accgttatcc
atgttcaggt
tggagagata
ttcgctcttg
gctgagcttg
atcggatggg
aggaccggag
gagatcgatg

<210> 46
<211>10
<212> PRT

gaataaccyc
ttagggttat
ctagggatca
ccaggggatt
aggagaagyg
aaaagaagta
cagtttactt
acgctttcat
agccatacga
gagagggatt
gaaacaacaa
cttacgatct
atggatcaca

ctgctatcag

<213> Artificial

<220>

<223> etiqueta Myc

<400> 46

tggagcacac
ccttgttatc
caggatgcac
cttcttctct
aaagggactt
ctaccttatc
ctggggagag
ccttaacgtt
taagtctatc
ccacaactac
gcttaacttc
taagaccgtt
ccacctttgg

gatcaaccca

ES 2568 803 T3

aggctttgag

ttcaacaccg
cacaagtact
cacatcggat
gatatgtctg
cttatgccac
acctggacca
acctggcttg
aagccatctg
caccacacct
accaccacct
tctgatgata

ggatggggag
aaggatgatt

Glu GIn Lys Leu Ile Ser Glu Glu Asp Leu
1 5 10

<210> 47
<211>9
<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> Etiqueta hemaglutinina

<400> 47

Tyr Pro Tyr Asp val Pro Asp Tyr Ala
1 5

<210> 48
<211> 1368
<212> ADN

<213> Aspergillus nidulans

<400> 48

ctcacaagtc
ttgctttcca
ctgagaccga
ggcttcttgt
atcttcttgce
ttgcttgctt
acgctttctt
ttaactctgc
agaacctttc
tcccatggga
tcatcaactt
tcgttaagaa
atgagaacca

Jda

ttacaaggct
agacgctgct
cgctgatcca
taggaagcac
tgatccaatc
cgttatgcca
cgttgctgct
tgctcacaag
tgttgctatg
ttacaagacc
cttcgctaag
cagggttaag

atctaaggag

atgtctgctc caaccgctga catcaggget agggctccag aggctaagaa ggttcacatc

gctgataccg ctatcaacag gcacaattgg tacaagcacg tgaactggct caacgtcttc

ctcatcatcg gaatcccact ctacggatgc atccaagett tctgggttcc acttcaactc

75

300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1062

60
120
180
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aagaccgcta
taccacaggc
gctgctgtty
gctcatcata
tactctcacc
atctctgatc
gtgttcacca
cttggaggat
tgcgtgaact
agggatcacg
gagttcccat
tctatctgyg
gagatcgaga
cttgattggg
caagctaaga
ttcatcaagg
accgctatgt
accatgagygg
aaggagaacg
caaccaacca
<210> 49

<211> 1368
<212> ADN

tctgggetygt
tttgggctca
gaggaggagc
ggtacaccga
ttggatggat
tcaacgagga
tgggacttgc
tcgtgtacgce
ctcttgctca
tgatcaccgc
ctgactacag
cttggaagca

agggaagggt

gaaccccact
acggaagggy
atcacccagyg
tcaacggagyg
tgggagtgat
ttgagtacgt

agatcccaga

<213> Artificial

<220>

gatctactac
ctgctcttac
tgttgaggga
taccgacaag
ggtgatgaag
ccecagttgtt
tgttccaatg
tggaatcctt
ctggcttgga
tcttgttacc
gaacgctatc
acttggattg
tcaacaactt
tgatcaactt
acttgttgct
aggaaaggct
agtgtactac
caggggagga
tagggatgga

gccaatccca

<223> Mutante silencioso de AnD9DS v3

<400> 49

atgtctgctc
gctgataceg
ctcatcatcg
aagaccgcta
taccacaggc
gctgctgttg
gctcatcata
tactctcacc

atctctgatc

caaccgctga
ctatcaacag
gaatcccact
tctgggctgt
tttgggctca
gaggaggagc
ggtacaccga
ttggatggat

tcaacgagga

catcagggct
gcacaattqgg
ctacggatgc
gatctactac
ctgctcatac
tgttgaggga
taccgacaag
ggtgatgaag
cccagttgtt

ES 2568 803 T3

ttcttcaccy
tctgetacte
tctatcagat
gacccatact
cagaacccaa
gtttggcaac
cttgttgctg
aggatcttct
gatcaaccat
cttggagagg
gagtggcacc
gcttacgatc
cagaagaagc
ccagtgatgg
atcgctggag
atgatctctt
cactctaacg
tgcgaggttg
tctggacaaa

accgctgatg

agggctccag
tacaagcacg
atccaagctt
ttcttcaccy
tctgctactc
tctatcagat
gacccatact
cagaacccaa

gtttggcaac

gacttggaat
ttccacttag
ggtgggctag
ctgttaggaa
agaggatcgg
acaggaacta
gacttggatg
tcgttcaaca
tcgatgatag
gataccacaa
agtacgatcc
tcaagaagtt
ttgataggaa
aatgggatga
ttgttcacga
ctggaatcgg
cagctcacaa
agatctggaa

gggtgatcag
ctgcttga

aggctaagaa
tgaactggct
tctgggttec
gacttggaat
ttccacttag
ggtgggctag
ctgttaggaa
agaggatcgg

acaggaacta

76

caccgctgga
gatctggctt
ggatcacaggd
gggacttctc
aaggaccgac
cctcaaggtt
gggagattgg
agctaccttc
gaactctcct
cttccaccac
taccaagtgg
cagggctaac
gagggctact
ctacgttgag
tgttaccgac
aaaggatgct
ccttecttage
gagggctcag
ggctggagag

ggttcacatc
caacgtcttc
acttcaactc
caccgctgga
gatctggctt
ggatcacagg
gggacttctce
aaggaccgac

cctcaaggtt

240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1368

60
120
180
240
300
360
420
480
540
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gtgttcacca

cttggaggat

tgcgtgaact

agggatcacg

gagttcccat

tctatctggg

gagatcgaga

cttgattggg

caagctaaga

ttcatcaagg

accgctatgt

accatgagdg

aaggagaacg

caaccaacdca

<210> 50

<211> 455

<212> PRT
<213> Aspergillus nidulans

<400> 50

Met Ser Ala Pro
1

Lys

His

Gly

Trp

65

Tyr

Arg

Arg

val

val

Cys

Ala

His

Ile

Trp

His

Asnh

35

Ile

val

Arg

Trp

tgggacttygce
tcgtgtacgce
ctcttgctca
tgatcaccgc
ctgactacag
cttggaagca
agggaagggt
gaaccccact
acggaaggyy
atcacccagg
tcaacggagg
tgggagtgat
ttgagtacgt

agatcccaga

Thr Al
5

Ile Ala

20

As

Trp Leu As

Gln Ala Ph

Ile Tyr Ty

70

Leu Trp Al

85

Leu Ala Al

100

Ala Arg As

tgttccaatg
tggaatcctt
ctggcttgga
tcttgttacc
gaacgctatc
acttggattg
tcaacaactt
tgatcaactt
acttgttgct
aggaaaggct
agtgtactac
caggggagga
tagggatgga

gccaatccca

a Asp

p Thr

n val

e Trp

55

r Phe

a His

a val

p His

Ile

Ala

Phe

40

val

Phe

Cys

Gly

Arg
120

ES 2568 803 T3

cttgttgcty
aggatcttct
gatcaaccat
cttggagagg
gagtggecacc
gcttacgatc
cagaagaagc
ccagtgatgg
atcgctyggag
atgatctctt
cactctaacg
tgcgaggttg
tctggacaaa

accgctgatg

Ala
10

Arg Arg

Ile
25

Asn Arg

Leu ITe Ile

Pro Leu Gln

Thr Gly Leu

75

Ser Tyr Ser
90

Gly Gly Ala

Ala His His

gacttggatyg
tcgttcaaca
tcgatgatag
gataccacaa
agtacgatcc
tcaagaagtt
ttgataggaa
aatgggatga
ttgttcacga
ctggaatcgg
cagctcacaa
agatctggaa

gggtgatcag
ctgcttga

Ala

His

Gly

Leu

60

Gly

Ala

val

Arg

77

Pro

Asn

Ile

45

Lys

Ile

Thr

Glu

Tyr

Ala
15

Glu

Trp
30

Tyr
Pro Leu
Thr Ala
Ala

Thr

Pro
95

Leu

Gly Ser

110

Thr Asp

gggagattgg
agctaccttc
gaactctcct
cttccaccac
taccaagtgg
cagggctaac
gagggctact
ctacgttgag
tgttaccgac
aaaggatgct
ccttcttagc
gagggctcag
ggctggagag

Lys

Lys

Tyr

Ile

Gly

80

Leu

Ile

Thr

600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1368



Asp

Gly

Ile

Tyr

Ala

Ile

Leu

225

Arg

Asn

His

Gly

305

Leu

Asp

Gly

Lys

Asn
385

Trp

Ser

Leu

Gly

Leu

210

Ala

Asp

Phe

Gln

Leu

290

Arg

Asp

Tyr

val

Ala

370

Gly

ASDp

Met

ASp

Lys

Leu

195

Arg

His

His

His

TYr

275

Ala

val

Trp

val

val

355

Met

Gly

Pro

val

Leu

val

180

Gly

Ile

Trp

val

His

260

Asp

Tyr

Gln

Gly

Glu

340

His

Ile

val

Tyr

Met

Asn

165

val

Trp

Phe

Leu

Pro

Asp

Gln

Thr

Gln

Asp

Ser

TYr

Ser

Lys

Glu

Phe

Gly

Phe

Gly

Thr

Phe

Thr

Leu

Leu

310

Pro

Ala

val

Ser

TYr
390

val

135

Gln

Asp

Thr

Asp

val

215

Asp

Ala

Pro

Lys

Leu

Lys

Thr

Arg

Asn

Pro

Met

Trp

200

Gln

Gln

Leu

Ser

Trp

Lys

Lys

Asp

ASh

Asp

Ile

Ser

ES 2568 803 T3

Lys

Pro

val

Gly

Leu

Gln

Pro

val

Phe

LyS

Gln

Gly

Phe

Gly

AsSn

Gly

Lys

val

170

Leu

Gly

Ala

Phe

Thr

250

Tyr

Ile

Arg

Leu

Leu

330

Arg

Ile

Lys

Ala

Leu

Arg

val

Ala

Gly

Thr

Asp

Leu

Arg

Trp

Ala

315

Pro

Gly

Lys

Asp

Ala
395

Leu

140

Ile

Trp

val

Phe

Phe

220

Asp

Gly

Asn

Ala

Asnh

300

Arg

val

Leu

Asp

Ala

380

His

78

Tyr

Gly

Gln

Pro

val

205

Cys

Arg

Glu

Ala

Trp

Glu

LyS

Met

val

His

365

Thr

Asn

Ser

Arg

His

Met

190

Tyr

val

Asn

Gly

Ile

270

Lys

Ile

Arg

Glu

Ala

350

Pro

Ala

Leu

His

Thr

Arg

Leu

Ala

Asn

Ser

Tyr

255

Glu

Gln

Glu

Ala

Trp

335

Ile

Gly

Met

Leu

Leu

Asp

160

AsSn

val

Gly

Ser

Pro

240

His

Trp

Leu

Lys

Thr

320

Asp

Ala

Gly

Phe

Ser
400
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Thr Met Arg val

Lys Arg Ala Gln

420

GIn Arg val Ile

435

Ile Pro Thr Ala

450

<210> 51

<211> 455

<212> PRT
<213> Aspergillus nidulans

<400> 51

Met
1
Lys
His
Gly
Trp
65
Tyr
Arg
Arg
Asp

Gly

Ile

Ser

val

val

Cys

Ala

His

Ile

Trp

Trp

Ser

Gly
405
Lys

Arg

Asp

Ala Pro Thr
5

His

Asn

35

Ile

val

Arg

Trp

Asp

Met

Asp

Ile

20

Trp

Gln

Ile

Leu

Leu

100

Ala

Pro

val

Leu

Ala

Leu

Ala

Tyr

Trp

85

Ala

Arg

Tyr

Met

Asn
165

val

Glu

Ala

Ala

Ala

Asp

Ash

Phe

Tyr

Ala

Ala

Asp

Ser

Ile

Asn

Gly

Ala
455

Asp

Thr

val

Trp

55

Phe

His

val

His

val

135

Gln

Asp

Arg

val

Glu
440

Ile

Ala

Phe

40

val

Phe

Cys

Gly

Arg

120

Arg

Ash

Pro

ES 2568 803 T3

Gly
Glu

425

Gln

Leu

Pro

Thr

Ser

Gly

Ala

Lys

Pro

val

Gly Cys Glu

410

Tyr

Pro

Ala
10

Asn
Ile

Leu

Gly

His

Gly

Lys

val
170

val

Thr

Arg

Arg

Ile

Gln

Leu

75

Ser

Ala

His

Leu

Arg

val

Arg

Lys

Ala

His

Gly

Leu

60

Gly

Ala

val

Arg

Leu

140

Ile

Trp

79

val Glu
Asp Gly

430

Ile Pro
445

Pro Glu
Asn Trp

30

Ile Pro

45

Lys Thr

Ile Thr

Thr Leu

Glu Gly

Tyr Thr

125

Tyr Ser

Gly Arg

GIn His

Ile
415

Ser

Glu

Ala

15

Tyr

Leu

Ala

Ala

Pro

95

Ser

Asp

His

Thr

Arg

Trp

Gly

Pro

Lys

Lys

Tyr

Ile

Gly

80

Leu

Ile

Thr

Leu

Asp

160

ASNn
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Tyr

Ala

Ile

Leu

225

Arg

Asn

His

Gly

305

Leu

AsSp

Gly

Lys

Asn

385

Thr

Lys

Gln

Ile

Leu

Gly

Leu

210

Ala

Asp

Phe

Gln

Leu

290

Arg

ASp

Tyr

val

Ala

370

Gly

Met

Arg

Arg

Pro
450

<210> 52

<211> 510

Lys

Leu

195

Arg

Leu

His

His

Tyr

275

Ala

val

Trp

val

val

355

Met

Gly

Arg

Ala

val
435

Thr

<212> PRT
<213> Saccharomyces cerevisiae

<400> 52

val

180

Gly

Ile

Trp

val

His

260

Asp

Tyr

Gln

Gly

Glu

340

His

Ile

val

val

Gln

420

Ile

Ala

val

Trp

Phe

Leu

Ile

245

Glu

Pro

Asp

Gln

Thr

325

Gln

ASD

Ser

Tyr

Gly

Lys

Arg

Asp

Phe

Gly

Phe

Phe

Thr

Leu

Leu

310

Pro

Ala

val

Ser

Tyr

390

val

Glu

Ala

Ala

Thr

Asp

val

215

Asp

Ala

Pro

Lys

Lys

Gln

Leu

Lys

Thr

Gly

His

Ile

Asn

Gly

Ala
455

Met

Trp

Gln

Gln

Leu

Ser

Trp

Lys

Lys

AsSp

Asn

ASD

360

Ile

ser

Arg

val

Glu
440

ES 2568 803 T3

Gly

Leu

Gln

Fro

val

Phe

Lys

Gln

Gly

Phe

Gly

Asn

Gly

Glu

Gln

Leu
Gly
Ala
Phe
Thr
250
Tyr
Ile
Arg
Leu
Leu
330
Arg
Ile
Lys
Ala
Gly
4

Tyr

Pro

Ala

Gly

Thr

N >
(Ve

Leu

Arg

Trp

Ala

Gly

Lys

Asp

Ala

395

Cys

val

Thr

val

Phe

Phe

220

Asp

Gly

Asn

Ala

Asn

300

Arg

val

Leu

AsSp

Ala

380

His

Glu

Arg

Lys

80

Pro

val

205

Cys

Arg

Glu

Ala

Trp

Glu

Lys

Met

val

His

365

Thr

Asn

val

Asp

Ile
445

Met

190

Tyr

val

Asn

Gly

Ile

270

Lys

Ile

Arg

Glu

Ala

350

Pro

Ala

Leu

Glu

Gly

Pro

Leu

Ala

Asn

Ser

Tyr

Glu

Gln

Glu

Ala

Trp

335

Ile

Gly

Met

Leu

Ile

415

Ser

Glu

val

Gly

ser

Pro

240

Trp

Leu

Lys

Thr

320

Asp

Ala

Gly

Phe

ser

400

Trp

Gly

Pro



Met

Lys

Glu

val

Glu

65

Leu

Ile

Trp

Phe

ser

145

His

Leu

Trp

Arg

Trp

Pro

Asp

Ala

Ash

50

Phe

Glu

Ser

Leu

Ala

130

val

Arg

Phe

Trp

Asp

210

Met

Thr

Asp

Asnh

35

Gly

Asp

Lys

Glu

Asn

115

Leu

Phe

Leu

TYr

Gly

Pro

Leu

Ser

5er

20

Ile

Phe

Lys

Asp

Gln

100

Met

sSer

Tyr

Trp

Ala

180

His

Tyr

Leu

Gly

Ala

Leu

Gly

Lys

Asn

85

Pro

val

Gly

TYr

Ser

165

Ile

ser

Asp

Lys

Thr

Ser

Ala

Ser

Gly

70

Gln

Trp

Leu

Lys

Ala

150

His

Phe

His

Ala

Pro

Thr

Ser

Thr

Leu

55

Asn

Glu

Thr

val

val

135

val

Arg

Gly

Arg

Ile

Gly

Gly

40

Met

Glu

Lys

Leu

Cys

Pro

Gly

Ser

Cys

Ile

200

Arg

Pro

ES 2568 803 T3

Glu

Ile

25

Leu

Gly

Lys

Glu

AsSn

105

Gly

Leu

Gly

Tyr

Ala

185

His

Gly

Lys

Leu

10

val

Asn

Ser

Lys

Glu

90

Asn

Met

His

val

Ser

170

ser

His

Leu

Tyr

Ile

ASp

Lys

Lys

ser

75

Ala

Trp

Pro

Leu

ser

155

Ala

val

Arg

Trp

Lys

Asp
Glu
Lys
Glu
60
Asn
Lys
His
Met
ASn
140
Ile
His
Glu
Tyr
Tyr
2

Ala

81

ASp

val

Ala

45

Met

Leu

Thr

Gln

Ile

125

val

Thr

Trp

Gly

Thr

205

Ser

Arg

Gln

Asp

30

Pro

val

Asp

Lys

His

110

Gly

Phe

Ala

Pro

Ser

190

ASD

His

Ala

phe

15

Leu

Arg

Ser

Arg

Ile

95

Leu

Trp

Leu

Gly

Leu

175

Ala

Thr

Met

Asp

Pro

Thr

Ile

val

Leu

80

His

AsSn

Tyr

Phe

Tyr

160

Arg

Lys

Leu

Gly
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225

Thr Asp
Tle Leu
Gly Tyr

Ile Arg
290

Ala His
305

Asp Asn
Phe His
Gln Tyr
Leu Ala

370

Leu Ile
385

Asn Trp
Phe Leu
Ile val
Thr Leu

450
Gly Gly

Met Arg

Ala ser

500
<210> 53

Met

Leu

Phe

275

val

TYr

Trp

His

Asp

Tyr

Gln

Gly

Ala

His

435

Ile

val

val

Lys

<211> 13227
<212> ADN

<213> Artificial

<220>

Thr

Met

260

Phe

Phe

Ile

Ile

Glu

340

Pro

Asp

Gln

Pro

Lys

Asp

Lys

TYr

Ala

Arg

245

Leu

Asn

val

Gly

Thr

Phe

Thr

Leu

Glu

val

405

Ser

val

Thr

Arg

val

485

Gly

230

Asp Trp

Leu Thr

Asp Tyr

Ile Gln

295

Thr Gln
310

Ala Ile

Pro Thr

Lys val

Lys Lys

GIn Lys

390

Leu Thr

Lys Glu

Ser Gly

Ala Leu

455

His Ser
470

Ile Lys

Glu Tle

505

<223> Plasmido pDAB7309

<400> 53

Thr

Ala

Met

280

Gln

Pro

val

Asp

Ile

360

Phe

Lys

Asp

Asn

Tyr

410

Gly

Asn

Glu

TYr

Ile

Phe

265

Gly

Ala

Phe

Thr

Tyr

345

Ile

Ser

Leu

Lys

Ala

Ser

Glu

ES 2568 803 T3

Gly

Thr

ASp

Phe

330

Arg

Tyr

Gln

Ash

Pro

410

Gly

Ser

Asp

Ala

235

Phe Gln

Ile Pro

Leu Ile

Phe Cys

300

ASp Arg

315

Gly Glu

Asn Ala

Leu Thr

Asn Ala

380

Lys Lys

Met Trp

Leu val

Glu His

Ala Thr

460

GIn Asn
475

Asn Ser

Gly Lys

510

82

His

Thr

Tyr

285

Ile

Arg

Gly

Ile

Ser

365

Ile

Lys

ASD

Ile

Pro

445

Lys

val

Ala

Phe

Arg

Leu

270

Ala

Ash

Thr

Tyr

Lys

350

Leu

Glu

Ala

Lys

Ile

430

Gly

Ala

Leu

Ile

Phe

His

255

Ile

Gly

Ser

Pro

His

Trp

val

Glu

Lys

Gln

415

Ser

Gly

Phe

Ala

Arg

240

Tyr

Cys

Phe

Met

320

Ash

Tyr

Gly

Ala

Ile

400

Thr

Gly

Glu

Ser



ggactagtcc
aaactatgga
acctatgttc
aagaatacgt
gcactgacga
ggacacatgt
tcccccacta
ataaggaacc
ttgaagtact
tcccaaacca
atggccgegg
acagagccac
ccttggttgg
aaggctagga
caaaggttygg
ggttttaagt
gaggctttgg
tggcatgatg
aggccagtta
agcttcttag
gctctctttc
agttccttgt
gtccgattgt
taatataatc
tgtaatcggc
tgttattata
cgccaccact

aatttaaaca

agaaggtaat
agtattatgt
aaaaatgaag
agaaattgaa
caacaatgaa
aaggtggaaa
cttatccttt
aagttcggca
gaggatacaa
tgtctccygga
tttgtgatat
aaacaccaca
ttgctgaggt
acgcttacga
gcctaggatc
ctgtggttgc
gatacacagc
ttggttttty
cccaaatcty
cgccatcccy
agaaagacag
ggaagcgcett
aacaagatat
agtgtattcc
gtcacaaaat
atttttgcga
cccatttcat

cgtatacttg

tatccaagat
aagctcagca
aatgtacaga
aaagaagaac
aagaagaaga
atgtaagggc
tatatttttc
tttgtgaaaa
cttcagagaa
gaggagacca
cgttaaccat
agagtggatt
tgagggtgtt
ttggacagtt
tacattgtac
tgttataggc
ccggggtaca
gcaaagggat
agtagttagc
ggttgatcct
gcggccaaag
gogtctaaggt
gttgatccta
aatatgtact
aatccccygygt
tttggtccgt
aattttacat

taaagaatga
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gtagcatcaa
agaagcagat
tacaagatcc
caggcgaaga
taaggtecggt
ggaaagtaac
cgtgtcattt
caagaaaaaa
atttgtaagt
gttgagatta
tacattgaga
gatgatctag
gtggctggta
gagagtactg
acacatttgc
cttccaaacg
ttgcgcgeag
tttgagttgc
ttaatcacct
atctgtgttg
gaacccaagg
gcagaggtgt
cgtaaggata
acgatttcca
gactttcttt
tataggaatt
gtatttgaaa

tatcttgaaa

gaatccaatg
caatatgcgg
tatactgcca
aaagaatctt
gattgtgaaa
cttatcacaa
ttgcccttga
tttggtgtaa
ttgtaggtac
ggccagetac
cgtctacagt
agaggttgca
ttgcttacgc
tttacgtgtc
ttaagtctat
atccatctgt
ctggatacaa
cagctcctcec
agagctcgat
aaatagttgc
tgaggtgggc
tagcgggatg
ttaaagtatyg
atgtctttat
taatccagga
gaagtgtgct
aataaaaatt

gaaatatagt

83

tttacgggaa
cacatatgca
gaatacgaag
gaagacgtaa
gagacataga
aggaatctta
gttttcctat
gctattttct
cagatctgga
agcagctgat
gaactttagg
agatagatac
tgggcectgg
acataggcat
ggaggcgcaa
taggttgcat
gcatggtgga
aaggccagtt
cggcggcaat
ggtgggcaag
tatggctctc
aagcaaaagt
tattcatcac
tgtcgecgta
tgaaataata
tgaggtcggt
tatggtattc

ttaaatattt

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680



attgataaaa
agtttaaatt
aaagactgag
aattttcggt
tgggcttcca
cggacgacca
tctggtgaag
taattatgag
catggcgcaa
agcagacgaa
tgctgcaqggc
gcccatacty
gatcacatcc
gatcgctcag
cgcageccgcet
tccgecgtcac
gttgtggcag
acagcttctt
tagatatgat
tcttccattt
agttcttata
ggatattcgt
gaggctagcg
attagattgt
cggatgtgac
aatttgattt
aatatatcct
cgtgaatgta
cgcctataaa
ataacgctgc
ttctccatat
atttacaatt
tggtttctac

tgcaccttcc

taacaagtca
cagaaatatt
tgcgatatta
ccaacttgca
gtcctttcgce
acagtggaag
ggtatcatcg
gcececacggcg
agcagttatt
gagaccttca
ctttctatta
aaagagatcg
gatatgctat
gagtagctca
tacgacggat
acctgtctte
ggcggcaagt
aattcctttyg
tgtaaaataa
tcgtcatcga
cgttgtttat
gaaagcgaca
catgcacata
ttttatgcat
ttcagtacat
acaattgaat
gccggeegge
gacacgtcga
tacgacggat
ggacatctac
tgaccatcat
gaatatatcc
gcagaactga

ccccaacacyg

ggtattatag
tcaataactg
tggtgtaata
caggaaagac
tcgatcgggt
aactgaaagg
cagccaagea
ggcttattct
ggagtgcgga
tgaacgtggc
tccaatagtt
atggatatcy
tgcagcttga
tccatgcacyg
tcgaaggtca
atttgaataa
gcttcagaca
gaaataatag
cctatttaag
acgaataaga
acaccgggaa
taaactgcga
gacacacaca
agatgcactc
taaaaacgtc
atatcctgec
ccacgcgtgt
aataaagatt
cgtaatttgt
atttttgaat
actcattget
tgccgecget
gccggttagg
gtgagcgacg
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tccaagcaaa
attatatcag
cataggaatt
gtcgaccgeg
ccaatgttgt
aacgagccgt
agctcatgaa
ttagggagga
ttttcgttag
caaggccaga
ggttgatctt
atatgccatg
cgcagatatg
ccgacaagaa
tccattcgga
gatgttagca
tcattctgtt
actgcgtctt
tgtcatttag
gtaaatacac
tcatttccat
aatttgcggg
tcatctcatt
gaaatcagcc
cgcaatgtgt
ccagccagec
cgaggaattc
tccgaattag
cgttttatca
tgaaaaaaaa
gatccatgta
gccygctttge
cagataattt

gggcaacgga

aacataaatt
ctggtacatt
cgtttaaacg
gtagctcttg
cctcagctgt
ctataccttg
aggctgatgg
tctatctegt
catattattc
gttaagcaga
tggaaagagc
ttgtttgcta
gaggataagt
cagaaattcc
atgtattagt
attgttttta
ttcaaatttt
aaaattcaga
aacataagtt
cttttttaac
tattttcgcy
gagtgtcttg
gatgcttggt
aattttagac
tattaagttg
aacagctcga
tgatctggce
aataatttgt
aaatgtactt
ttggtaatta
gatttcccgy
acccggtgga
ccattgagaa

gtgatccaca

84

tattgatgca
gccgtagatg
atctgcgtct
cccagcagac
gaaccggaag
atgatcggec
gggaggtgta
tgctcaagtyg
gccacgagtt
tgttacgccc
ctcggctgag
gccagaacca
tgattcatgg
gtcgagttaa
ttgcaccagc
gctttgtctt
atgctggaga
tgtctggata
ttatgaatgt
attacaaata
caaaagtcac
agtttgcctc
aataattgtc
aagtatcaaa
tctaagcgtc
tttacaattg
cccatttgga
ttattgcttt
tcattttata
ctctttcttt
acatgaagcc
gcttgcatgr
ctgagccatg
tgggactttt

1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720



aaacatcatc
caccgggcag
gttcacgcgy
<gaggggcge
aagggggggce
aaacaaggtt
aaaacgggcyg
tcaataggty
ctcatctgtc
ttgtccacat
ctggccagct
cgggtgagtc
tttccgegag
tttctggcegce
cggtgagcgt
ttatagcgat
gggttcgtgt
taggcccacce
tcaacgggaa
agcggatgge
gccttccaga
cggcctacct
acgtccgega
tctggctcac
tggcgaagat
€gagggcaga
aagcacgtcc
ggcaagattc
attgccgata
gggcacattg
tttygaccgga
gaaaccatcy
tcgatggtcc

gccctgeecy

cgtcggatgg
gcgegcaaca
aacgaccaag
agcccctgyg
acccccctte
tataaatatt
gaaacccttg
cgccccteat
agtagtcgeg
catctgtgag
ccacgtegec
gygcccctcaa
gtatccacaa
gtttgcaggg
cggaaagggt
tttttcggta
agactttcct
cgcgagegyg
tcctgotetyg
tgatgaaacc
cgaacgaaga
gctggecgtce
gctggeocge
cgacgacccg
cgaagagaag
gccatgactt
ccatgcgctc
ggaataccaa
aggtggatta
ccccggegtyg
aggcatacag
caagccgeac
agcaagctac

cgcecatcgygc

cgttgcgaga
cgatcgcaaa
caagcttggc
gggatgggag
ggcgtgcgeg
ggtttaaaag
caaatgctgg
ctgtcageac
cccctcaagt
aaactcgcgt
ggccgaaatc
gtgtcaacgt
cgcecggegge
ccatagacgg
cgacggatct
tatccatcct
tggtgtatcc
tgttccttct
cgaggctggc
aagccaacca
gcgattgagg
ggccagggcet
atcaatggcg
cgcacggcgce
caggacgagc
ttttagccge
catcaagaag
gtacgagaag
tctggacacc
agtcggggea
gcaagaactyg
cgtcatgegt
ggccaagatc

cgccgtgogag
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gaagcagtcg
gtatttgaac
tgccattttt
gcccgegtta
gtcacgcgca
caggttaaaa
attttctgcc
tctgeocctc
gtcaataccg
aaaatcaggc
gagcctgccc
ccgcecctea
cgcggtgtct
ccgccagecc
tttccgetge
ttttcgcacg
aacggcgtca
tcactgtccce
cggctaccgce
ggaagggcag
aaaaggcggc
acaaaatcac
acctgggccg
ggttcggtga
ttggcaaggt
taaaacggcc
agcgacttcg
gacggccaga
aaggcaccag
atcccgcaag
atcgacgcyg
gcgececgeg
gagcgcgaca

cgttcgegtc

atccgtgaga
gcaggtacaa
ggggtgaggc
gcgggecgygy
cagggcgcag
gacaggttag
tgtggacagc
aagtgtcaag
cagggcactt
gttttcgecy
ctcatctgtc
tctgtcagty
cgcacacgyc
agcggcgagy
ataaccctgc
atatacagga
gccgggcagg
ttattcgcac
cggcgtaaca
cccacctatc
ggcggccggc
gggcgrcgty
cctgggegyc
tgccacgatc
catgatgggc
999999tgcy
€ggagctrgge
cggtctacgg
gcgggtcaaa
gagggtgaat
ggttttcegce
aaaccttcca
gcgtgcaact

gtctcgaaca

85

tcagccgacg
tcgagecgac
cgttcgeggce
agggttcgag
ccctggttaa
cggtggccga
ccctcaaatg
gatcgecgecc
atccccaggce
atttgcgagyg
aacgccgogce
agggccaagt
ttcgacggeg
gcaaccagcec
ttcggggtca
ttttgccaaa
ataggtgaag
ctggcggrge
gatgagggca
aaggtgtact
atgagcctgt
gactatgagc
ctgctgaaac
ctcgcectgce
gtggtccgcec
cgtgattgcc
attcgtgcag
gaccgacttc
tcaggaataa
gaatcggacyg
cgaggatgcc
grccgtcegyc
ggctcccect

ggaggcggca

3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760



ggtttggcga
accgccggcg
cacacgaagc
gacacgatgc
dagaaaatcc
aagatcacct
gtgttggagt
ctttgccagy
ctgtcgegcece
tcggtgtcge
caggtcctga
atatgggaga
tcgcaccggyg
tccacccgcey
agcggectgy
cttgtggggt
caagcgggca
tctacgaact
gacggcttgg
aagctccaga
tcgctgaacy
ggctgtcggt
gcgttttcgt
tgccggceggy
tgcgcatctt
cggtctaccg
tcgtgrrcat
ctatttgcgyg
ctgtcggcgt
cccgcaagtg
gaggacttct
gaaccaatgt
tttggttccy

gccceccgage

agtcgatgac
aggacctggc
agcagatcaa
gagcgatgec
cgcgcgagygc
acaccggcegt
acgcgaagcg
acctgggety
tacaggcgac
tgctgcaccy
tcgacgagga
agtaccgcaa
agccgtaccc
tgaagaagtg
tggaacacgc
cagttccggc
ctgctcgacy
gccgataaac
agcggccgac
gatgttcggg
gttgcgagat
cttcaaacag
ggagcccgaa
tttattgctc
catccteggc
cctgeceggge
ctctgccget
aactgcggyc
cgcagcggyc
gcaacctccc
gctegtteca
tcteggecty
ggggatctcg
gcttagtggg

catcgacacg
aaaacaggtc
ggaaatgcag
aaacgacacg
gctgcaaaac
<gagctgegy
cacccctatc
gtcgatcaat
ggcgatgggce
cttccgegtc
aatcgtcgtyg
gctgtcgecy
gctcaagctg
gcgcgagcag
ctgggtcaat
tgggggttca
cacttgcttc
agaggattaa
gtgcaggatt
tcegtttacy
gcegtggcat
gaggacggcc
cagcgaggec
gtgatgatcg
gcacttaata
ggggtcgegg
ctgctaggta
gtggcgetgt
€tggcggggy
gtgcctctge
gtagctttag
gcgtggctcyg
cgactcgaac

aatttgrtacc

ES 2568 803 T3

cgaggaacta
agcgaggcca
ctttccttgt
gcccgetety
aaggtcattt
gccgacgatg
ggcgagccga
ggccggratt
ttcacgtccyg
ctggaccgtg
ctgtttgctg
acggcccgac
gaaaccttcc
gtcggcgaag
gatgacctgg
gcagccageg
gctcagtatc
aattgacaat
tccgcgagat
agcacgagga
tcggcgecta
ccaaggacgc
gaggggtcgco
tccgacagat
tttcgctatt
cgacggtagg
gcccgatacg
tggtgttgac
cggtttccat
tcacctttac
tgtttgatcc
gcctygatcgy
ctacagttgt

ccttatcgaa

tgacgaccaa
agcaggccyc
tcgatattygc
ccctgtteac
tccacgtcaa
acgaactggt
tcaccttceac
acacgaaggc
accgecgttyy
gcaagaaaac
gcgaccacta
ggatgttcga
gcctecatgty
cctgcgaaga
tgcattgcaa
ctttactggc
gctcgggacy
tgtgattaag
ccgattgtcg
gaaaaagccc
catcgacggc
tcacaaggey
cggtatgctg
tccaacggga
ctggagcttg
cgctgtgcag
attgatggcg
accaaacgca
ggcgtrcgga
cgcctggcaa
gccaatccecy
agcgggttta
ttccttacty

ccgggagceac

86

gaagcgaaaa
gttgctgaaa
gccgtggecy
cacgcgcaac
caaggacgtg
gtggcagcag
gttctacgag
cgaggaatgc
gcacctggaa
gtcccgttgce
cacgaaattc
ctatttcagce
cggatcggat
gttgcgaggce
acgctagggc
atttcaggaa
cacggcgegce
gctcagattc
gccctgaaga
atggaggcgt
gagatcattyg
catctgtccyg
ctgcgggcgt
atctggtgga
ttgtttattt
ccgctgatgg
gtcctgggyg
gcgctagatce
accgtgctga
ctggcggccg
atgcctacag
acctacttcc
ggctttctca

aggatgacgc

5820
5880
5940
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6480
6540
6600
6660
6720
6780
6840
6900
6960
7020
7080
7140
7200
7260
7320
7380
7440
7500
7560
7620
7680
7740
7800



ctaacaattc
catgagggaa
cgagcgecat
cggcctgaag
aacaacgcgg
cgagattctc
ttatccagct
tatcttcgag
acatagcgtt
ggatctattt
tggcgatgag
caaaatcgcy
tcagccegtc
gcgcgcagat
cggcaaataa
aagcgttaga
cttgcgatgy
tcatcagggc
aacaatcaaa
atcctgccag
ctcgcaatty
cctaaccggt
tttggtattg
atatgeccttt
tcttctggca
attggttgta
tccatattca
aaatttcgat
tatacttaat
acgactaaaa
atagatcata
aatttgacaa
gaaaacccqgg

ataaaccgaa

attcaagccg
gcggtgatcg
ctcgaaccga
ccacacagtg
cgagctttga
cgcgetgtag
aagcgcgaac
ccagccacga
gccttggtag
gaggcgctaa
cgaaatgtag
ccgaaggatg
atacttgaag
cagttggaag
tgtctaacaa
gagctgggga
catttcgatc
taaatcaatc
caaacataca
tcagcatcat
aggtctacag
gtgatcatgg
agtaaaacaa
aagacttttt
tgtaatattt
cgatcacttt
tatgtcaaaa
aatttaaaat
tactaaattt
taaataaata
tgtttgtaaa
agtaagatta
caaaaccgaa

ccaactcggt

acaccgcttc
ccgaagtatc
cgttgctyggce
atattgattt
tcaacgacct
aagtcaccat
tgcaatttgg
tcgacattga
gtccagcggce
atgaaacctt
tgcttacgtt
tcgctgccga
ctaggcaggc
aatttgttca
ttcgttcaag
agactatgcg
cattcccatt
tagccgactt
cagcgactta
cacaccaaaa
gccaaattcy
gccgcgatta
attcgaacca
atagaatttt
cgttaaatat
cttatcaagt
cctatcaaaa
taaatagaac
ggttaacttt
tcatgtgtta
aaaaattaat
aaataatatt
ccaatccaaa

ccatttgcac
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gcggegegge
gactcaacta
cgtacatttg
gctggttacg
tttggaaact
tgttgtgcac
agaatggcag
tctggetatc
ggaggaactc
aacgctatgg
gtcccgeatt
ctgggcaatg
ttatcttgga
ctacgtgaaa
ccgacgecgce
cgatctgttg
ccgcgctcaa
gtccggtgaa
ttcacacgag
gttaggcceg
ctcttagccy
aaaatctcaa
aaccaaaata
ctttaaaaaa
gaagtgctcc
gttactaaaa
TTCcttatata
atatcattat
gaaagtgtac
ttaagaaaat
ttttactaac
catctaacaa
ccgatatagt

ccctaatcat

ttaattcagg
tcagaggtag
tacggctccy
gtgaccgtaa
tcggcttccc
gacgacatca
cgcaatgaca
ttgctgacaa
tttgatccgy
aactcgeccgce
tggtacagecg
gagcgcctygce
caagaagatc
ggcgagatca
ttcgcggege
aaggtggttc
gatggcttcc
atgggctgca
ctcaaattac
aatagtttga
tacaatatta
ttatatttgg
taaatatata
tatctagaaa
atttttatta
tgcgtcaatc
Tctrtticga
ttaggtatca
atcaacgaaa
tctcctataa
acatatattt
aaaaaaaacc
tggtttggtt

aatagcttta

87

agttaaacat
ttggcgtcat
cagtggatgg
ggcttgatga
ctggagagag
ttcecgtgacy
ttcttgcagg
aagcaagaga
ttcctgaaca
ccgactgggce
cagtaaccgg
cggcccagta
gcrtggecte
ccaaggtagt
ggcttaactc
taagcctcgt
ccteggcagt
ctccaacaga
aacggtatat
aattagaaag
ctcaccggat
tctaatttag
gtttttatat
tatttgcgac
actttaaata
tctttgttct
atttgaagtg
tattgatttt
aattagtcaa
gaatatttta
acttatcaaa
agaaaatgct
tgattttgat

atatttcaag

7860
7920
7980
8040
8100
8160
8220
8280
8340
8400
8460
8520
8580
8640
8700
8760
8820
8880
8940
9000
9060
9120
9180
9240
9300
9360
9420
9480
9540
9600
9660
9720
9780
9840



atattattaa
tggctgtaat
ctaaaaaaat
agcaaagcca
aatattttta
ttaaacaagc
cttcgttaca
ttaattaagg
cgagaaacgt
actacataat
attagtgacc
tagtcgaccy
cgctattgtc
ctctttttty
ctgaaaatca
ttcggcttca
ttctactgta
agaacatcag
cttccccgat
catccccgat
cactggccag
ccacaaacag
cagcccctgt
atcccttect
atggttgtgc
tgtcgotgtc
tcgggtratac
ctgttatcty
tcgcagtact
tgatgaacct
atggtgaaaa
aaactcaccc
taggccaggt

aaatcgtcgt

gttaacgttg
atgaatttaa
atcccaagta
gaatacaatg
aaaaaatacg
atcccctcta
aaaattttgg
cgcgecatge
aaaatgatat
actgtaaaac
tgtagtcgac
acagccttec
ctcaatgcecg
tgtgacaaaa
tctgcatcaa
tctggatttt
tcgacctgca
gttaatggcg
aacggagacc
atgcaccacc
ggggatcace
acgataacgg
tctcgtcage
gattttccgc
ttaccagacc
aactgtcact
atatcagtat
gcttttagta
gttgtaattc
gaatcgccag
cgggggcgaa

agggattggc
tttcaccgta

ggtattcact

tcaatatcct
aagcagctcg
ttaataattt
aaccataaag
caatgacttyg
aagaatggca
actactattg
ccgggcaage
aaatatcaat
acaacatatc
cgacagcctt
aaatgtrtctt
tattaaatca
taaaaacatc
gaacaatttc
cagcctctat
gactggctgt
tttttgatgt
ggcacactgg
gggtaaagtt
atccgtcyce
ctctctcttt
aaaagagccyg
tttccagecgt
ggagatattg
gtaatacgct
atatrtcttat
agccggatcec
attaagcatt
cggcatcagc
gaagttgtcc
tgagacgaaa
acacgccaca

ccagagcgat
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ggaaattttg
atgtggtggt
ctgctaggaa
tgattgaagc
gaacaaaaga
gttttccttt
ggaacttctt
ggccgcacaa
atattaaatt
cagtcactat
ccaaatgttc
ctcaaacgga
taaaaagaaa
tacctattca
acaactctta
acttactaaa
gtataaggga
cattttcgeg
ccatatcggt
cacgggagac
cgggcgtgtc
tataggtgta
ttcatttcaa
tcggcacgea
acatcatata
gcttcatage
accgcaaaaa
acgcggcgtt
ctgccgacat
accttgtcgce
atattggcca
aacatattct
tcttgcgaat

gaaaacgttt

caaaatgaat
aatatgtaat
gaaggttagc
tcgaaatata
aagtgatata
gcatgtaact
ctgaaaatag
gtttgtacaa
agattttgca
gaatcaacta
ttcgggtgat
atcgtcgtat
taagaaaaag
tatacgctag
tacttttctc
cgtgataaag
gcctgacatt
gtggctgaga
ggtcatcatg
tttatctgac
aataatatca
aaccttaaac
taaaccgggc
gacgacgggc
tgccttgagc
atacctcttt
tcagcgcgca
tacgecccecc
ggaagccatc
cttgcgtata
cgtttaaatc
caataaaccc
atatgtgtag

cagtttgctc

88

caagcctata
ttacttgatt
tacgatttac
cgaaggaaca
ttttttgttc
attatgctec
tggccaccge
aaaagctgaa
taaaaaacag
cttagatggt
gctgccaact
ccagectact
aggtgcgage
tgtcatagtc
ttacaagtcg
tttctgtaat
tatattcccc
tcagccactt
cgccagettt
agcagacgtg
ctctgtacat
tgcatttcac
gacctcagcc
ttcattctgce
aactgatagc
ttgacatact
aatacgcata
ctgccactca
acaaacggca
atatttgccc
aaaactyggtg
tttagggaaa
aaactgccgg

atggaaaacg

9900

9960
10020
10080
10140
10200
10260
10320
10380
10440
10500
10560
10620
10680
10740
10800
10860
10920
10980
11040
11100
11160
11220
11280
11340
11400
11460
11520
11580
11640
11700
11760
11820
11880
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gtgtaacaag
aattccggat
tgcttatttt
taggtacatt
atatcaacgg
aatctcgata
gaacctctta
gtatcaacag
tattcggcgc
ccatctaagt
tgttttttat
tcagetttct
atcttgattt
atctttcatg
cgcattttat
gactgcaaga
tagagggaat
gcaatggtgt
gcatgatagc
cgttagtgac
ttgcctttgg
gtaaccgcect

caaaaaactt

<210> 54
<211> 10247
<212> ADN

ggtgaacact
gagcattcat
tctttacggt
gagcaactga
tggtatatce
actcaaaaaa
cgtgccgatc
ggacaccagg
aaagtgcgtc
agttgattca
gcaaaatcta
tgtacaaagt
tcaacaacga
atgttgaagc
tgaaatggca
agtaaataat
ttgagcgtca
aatcagcgea
tgcctctgta
aaattgcttt
ggagacggta
ctggtagtac

atggtttaaa

<213> Artificial

<220>

<223> Plasmido pDAB7318

<400> 54

cgcgecgacce
tgttgcaacg
atcccctata
tctcaaaatc
ctgtctgett

tcgaggecgce

cagctttctt
aacaggtcac
gtgagtcgta
tctgatgtta
acataaacag

gattaaattc

atcccatatc
caggcgggca
ctttaaaaag
ctgaaatgcc
agtgattrtt
tacgcccggt
aacgtctcat
atttatttat
gggtgatgct
tagtgactgg
atttaatata
ggttgcggcc
aggtaatggc
gtgccataat
ctgttatttc
agacgccgtt
gacctaatca
gacaaatggc
ttgctgattt
caaggagaca
aagccagttyg
acttctctaa

ccctgea

gtacaaagtt
tatcagtcaa
ttacatggtc
cattgcacaa
taatacaagg

caacatggat
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accagctcac
agaatgtgaa
gccgtaatat
tcaaaatgtt
ttctccattt
agtgatctta
tttcgccaaa
tctgcgaagt
gccaacttag
atatgttgty
ttgatattta
gcttaattaa
gtaaaagaaa
atgatgatgt
aaccatatct
gttaaagaat
aatattacaa
gtaaagatcg
agtcagcectt
gccatgeccec
ctcttcaata

tccaaaaatc

ggcattataa
aataaaatca
atagctgtet
gataaaaata
ggtgttatga

gctgatttat

cgtctttcat
taaaggccgy
ccagctgaac
ctttacgatg
tagcttectt
tttcattatg
agttggccca
gatcttcecgt
tcgactacag
ttttacagta
tatcatttta
atttaaattc
aaatgtatgt
ataattaaaa
ttgattctgt
tgctatcata
aatatctcac
cggaaaaacc
atttgactta
acactttgtt
aggaatgtcg

aatttgtatt

gaaagcattyg
ttatttgeca
cctggcagcet
tatcatcatg
gccatattca

atgggtataa
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tgccatacgg
ataaaacttg
ggtctggtta
ccattgggat
agctcctgaa
gtgaaagttg
gggcttcccg
cacaggtatt
gtcactaata
ttatgtagtc
cgtttctcgt
aattaatgca
tattgtattyg
tattaactgt
tacatgacac
tgtgcctaac
tctgtcgeca
tccececgagtg
agggtgcect
gaaaaacaaa
aggaggcaat

caagataccg

cttatcaatt
tccagetgat
ctggcccgtg
aacaataaaa
acgggaaacyg

atgggctcge

11940
12000
12060
12120
12180
12240
12300
12360
12420
12480
12540
12600
12660
12720
12780
12840
12900
12960
13020
13080
13140
13200
13227

60
120
180
240
300
360



gataatgtcg
gagttgtttc
agactaaact
cctgatgatg
gaagaatatc
ttgcattcga
caggcgcaat
aatggctggc
gattcagtcy
ttaataggtt
atcctatgga
tatggtatty
ttctaatcag
gacggcgcaa
tcagaccccyg
tgctgcttge
Ctaccaactc
cttctagtgt
ctcgctctge
gggttggact
tcgtgcacac
gagcattgag
ggcagggtcg
tatagtccty
ggggggcgga
tgctggectt
attaccgcct
tcagtgagcyg
ccgattcatt
aacgcaatta
ccgtcaggat
gccaccctcc
tcaggagagc

cctttcgttt

ggcaatcagg
tgaaacatgg
ggctgacgga
catggttact
ctgattcagg
ttectgttty
cacgaatgaa
ctgttgaaca
tcactcatgg
gtattgatgt
actgcctegg
ataatcctga
aattggttaa
gctcatgacc
tagaaaagat
aaacaaaaaa
tttttccgaa
agccgtagtt
taatcctgtt
caagacgata
agcccagett
aaagcgccac
gaacaggaga
tcgggtttcg
gcctatggaa
ttgctcacat
ttgagtgagc
aggaagcgga
aatgcagctg
atacgcgtac
ggccttctye
gggccgttygce
gttcaccgac

tatttgatgce

tgcgacaatc
Caaaggtagc
atttatgect
caccactgcg
tgaaaatatt
taattgtcct
taacggtttyg
agtctggaaa
tgatttctca
tggacgagtc
tgagttttct
tatgaataaa
ttggttgtaa
aaaatccctt
caaaggatct
accaccgcta
ggtaactggc
aggccaccac
accagtggct
gttaccggat
ggagcgaacg
gcttcccgaa
gcgcacgagg
ccacctctga
aaacgccagc
gttctttect
tgataccgcet
agagcgccca
gcacgacagg
cgctagccag
ttagtttgat
ttcacaacgt
aaacaacaga

ctggcagttc
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tatcgcttgt
gttgccaatg
cttccgacca
atccccggaa
gttgatgcgc
tttaacagcg
gttgatgcga
gaaatgcata
cttgataacc
ggaatcgcag
ccttcattac
ttgcagttic
cactggcaga
aacgtgagtt
tcttgagatc
ccagcggtgg
ttcagcagag
ttcaagaact
gctgccagtg
aaggcgcagce
acctacaccg
gggagaaagg
gagcttccag
cttgagcgtc
aacgcggect
gcgttatccc
cgcecgcagec
atacgcaaac
tttcccgact
gaagagtttg
gcctyggeagt
tcaaatccgce
taaaacgaaa

cctactctcg

atgggaagcc
atgttacaga
tcaagcattt
aaacagcatt
tggcagtgtt
atcgecgtatt
gtgattttga
aacttttgcce
ttatttttga
accgatacca
agaaacggct
atttgatget
gcattacgcet
acgcgtcgtt
ctttttttct
tttgtttgcc
cgcagatacc
ctgtagcacc
gcgataagtc
ggtcgggcty
aactgagata
cggacaggta
ggggaaacgc
gatttttgty
ttttacggtt
ctgattctgt
gaacgaccga
cgcctctecc
ggaaagcggg
tagaaacgca
ttatggcgygy
tcccggcygga
ggcccagtct

cgttaacgcet
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cgatgcgecca
tgagatggtc
tatccgtact
ccaggtatta
cctgcgeegg
tecgtcteget
tgacgagcgt
attctcaccy
cgaggggaaa
ggatcttygcc
ttttcaaaaa
cgatgagttt
gacttgacgg
ccactgageg
gcgcgtaatc
ggatcaagag
aaatactgtc
gcctacatac
gtgtcttacc
aacggggggt
cctacagegt
tccggtaagce
ctggtatctt
atgctcgtca
cctggecttt
ggataaccgt
gcgcagcgag
cgcgegttgg
cagtgagcgc
aaaaggccat
cgtcctgece
trtgtcctac
tccgactgag

agcatggatg

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400



ttttcccagt
attttatttt
ataatgccaa
agctaggaat
tagtgaaagt
Ccctaaaaatt
ttgaaattat
tcaaaccgca
attgaaatat
ttcttcttca
ttcccatttt
aataataagt
cttaaagcaa
tatcattgta
gaagcaagtc
agatctgctt
tcaagatttc
aaatattact
ctactatgtt
gttagagtgt
ttcttattgc
ccatgacact
aacaaagaaa
tcactggcty
tgcttaacat
tttcttcatc
ttcacttcaa
tgttccaacc
tttcatcatc
catattcaat
gggctccaga
acaagcacgt
tccaagcttt

tcttcaccgy

cacgacgttg
gactgatagt
ctttgtacaa
tcaaacaaag
tttggctctc
ctggtatcat
cacgcttecg
taaaatttta
ataatttact
tataaatgtt
atattttaaa
tgtttcaaaa
cacccagtga
ttttttttat
atgttatgca
ttacatgcga
atatatcaaa
tttttaattt
taaattgttt
taccctaaac
ttttaccttt
ctgtggtctt
aaagacaaaa
atcaagatcg
gcactttaaa
atcaccacaa
cacacgtcaa
accttctcte
catccatcca
actactctag
ggctaagaag
gaactggctc
ctgggttcca

acttggaatc

taaaacgacg
gacctgttcg
aaaagcaggc
aagcgatcge
tcgccggtog
tctcacttta
cacacgatat
tgaagtcccy
taattttagce
taatatacaa
aatatattta
gtaataaaat
cacaactagc
acaatgaaaa
aaattctata
gacacatctt
tactcaatat
taagtttaat
tatagatagt
cataaactat
tcttggtatg
ttggttcatg
cagagagaca
ccgcgtccat
tggctcaccc
ccacctgtat
cctgcatatg
ttatataata
gagtactact
gatccaacaa
gttcacatcyg
aacgtrcrtcec
cttcaactca

accgctggat
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gccagtctta
ttgcaacaaa
tccgeggecg
gcggecgeca
ttttttacct
cttgttactt
ccctacaaat
tctatcttta
gttggtagaa
tataaacaaa
tcaaatattt
ttaactccat
catttttttc
tttcaccaaa
attcccattt
Ctaaagtaat
tacttctaaa
tgttgaattt
ttaaagtaaa
aagatttatg
taagtccgta
catggatgct
aaacgcaatc
gtatgtctaa
atctcaaccc
atattcattc
cgtgtcatcc
cctataaata
actctactac
tgtctgctcc
ctgataccgce
tcatcatcgg
agaccgctat

accacaggct

agctcgggec
ttgatgagca
cactaggttt
ttgtactccc
Cctatttaaag
taatttctca
ttattatttg
atgtagtcta
agcataatga
ttctttacct
ttcaaccacg
aattttttta
tttgaataaa
caatgattty
gacactacgyg
tttaataata
aaattaatta
gtgactattg
tataagtaat
gtggactaat
actggaatta
tgcgcaagaa
acacaaccaa
atgccatgca
acacacaaac
tcttccgeca
catgcccaaa
cctctaatat
tataataccc
aaccgctgac
tatcaacagg
aatcccactc
ctgggctgtyg
ttgggctcac

91

ccaaataatg
atgctttttt
aaactctaga
agtatcatta
gggttttcca
taatctttgg
ttaaacattt
acattttcat
tttattctta
taagaaggat
taaatctcat
ttcgactgat
aaaatccaat
tggtatttct
aagtaactga
gttactatat
gatataatta
atttattatt
gtagtagagt
tttcatatat
ctgtgggttg
aaagacaaag
ctcaaattag
aagcaacacg
acattgcctt
cctcaatttc
tcteccatgea
cactcacttc
caacccaact
atcagggcta
cacaattggt
tacggatgca
atctactact

tgctcatact

2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
44490



ctgctactct
ctatcagatyg
acccatactc
agaacccaaa
tttggcaaca
ttgttgctyy
ggatcttctt
atcaaccatt
ttggagaggyg
agtggcacca
cttacgatct
agaagaagct
cagtgatgga
tcgctggagt
tgatctcttc
actctaacgc
gcgaggttga
ctggacaaag
ccgctgatgce
catgtaggtg
aataactgag
cactctatct
tgaatcgtga
ctttctaaac
Caattataat
atattaggat
attatatact
tgatccatga
ctcttactct
cttacagata
taataaataa
ctataaaaaa
ctcaattatt

ttaacactat

tccacttagg
gtgggctagg
tgttaggaag
gaggatcgga
caggaactac
acttggatgg
cgttcaacaa
cgatgatagg
ataccacaac
gtacgatcct
caagaagttc
tgataggaag
atgggatgac
tgttcacgat
tggaatcgga
agctcacaac
gatctggaag
ggtgatcagg
tgcttgagta
taagagctca
ctccatctca
atgcacctta
cggcttatgg
aattctaact
ggaagaagtt
gttaaggaga
acccatrtrrat
tatttctaat
gtataaaggt
aaaaaaaaat
taaataacat
gtaaatattg
taaacgagag

atgaaatttt

atctggcttg
gatcacaggg
ggacttctct
aggaccgaca
ctcaaggttg
ggagattggc
gctaccttct
aactctccta
ttccaccacyg
accaagtggt
agggctaacg
agggctactc
tacgttgagc
gttaccgact
aaggatgcta
cttcttagca
agggctcaga
gctggagagce
gttagcttaa
tggagagcat
ctrcttctat
ttgttctatg
aatgcttcaa
ttagcattgt
tgtctccatt
cataacaatt
atatratact
attttagtty
tggatcatcc
tatgagttgg
ataatataty
tcataaatct
taaacatatt

ttttttttat
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ctgctgttgg
ctcatcatag
actctcacct
tctctgatcet
tgttcaccat
ttggaggatt
gcgtgaactc
gggatcacgt
agttcccatc
ctatctgggc
agatcgagaa
ttgattgggy
aagctaagaa
tcatcaagga
ccgctatgtt
ccatgagggt
aggagaacgt
aaccaaccaa
tcacctaggt
ggaatattgt
gaataaacaa
ataaatttcc
atagtacaaa
gaacgagaca
tatatattat
ataaagagag
tatccactta
atatgtatat
ttaaagtggg
tttgataaaa
tatataaatt
atacaatcgt
tgacttttty

cagcCaaagaa

aggaggagct
gtacaccgat
tggatggatg
caacgaggac
gggacttgcet
cgtgtacgcet
tcttgctcac
gatcaccgct
tgactacagyg
ttggaagcaa
gggaagggtt
aaccccacttc
cggaagggga
tcacccagga
caacggagga
gggagtgatc
tgagtacgtt
gatcccagag
caccagtatg
atccgaccat
aggatgttat
tcttattatt
aacaaatgtyg
taagtgttaa
atattaccca
aagtttgtat
ttraatgtct
gaaaaggtac
tctatttaat
tattgaagga
tattataata
ttagcettyc
gttatttaac

taaaattaaa

92

gttgagggat
accgacaagg
gtgatgaagc
ccagttgttg
gttccaatgce
ggaatcctta
tggcttggag
cttgttaccc
aacgctatcg
cttggattgg
caacaacttc
gatcaacttc
cttgttgcta
ggaaaggcta
gtgtactacc
aggggaggat
agggatggat

ccaatcccaa
aactaaaatg
gtaacagtat
gatatattaa
ataaatcatc
tactataaga
gaagacataa
cttatgtatt
ccatttatat
rrataaggtt
tatttgaact
tttattgctt
tttaaaataa
taacatttat
tggaacgaat
aaattattat

ttaagaagga

4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6480



caatggtgtc
aaaaaacaag
agtaaaacac
tcttttattt
atgtttcaac
cgcggecgcet
gtctcccagt
tttaaagggg
tttctcataa
ttatttgtta
tagtctaaca
ataatgattt
tttaccttaa
aaccacgtaa
ttttttattc
gaataaaaaa
tgatttgtgg
actacggaag
aataatagtt
ttaattagat
actattgatt
aagtaatgta
gactaatttt
dgaattacty
Caagaaaaag
aaccaactca
catgcaaagc
acaaacacat
ccgecacctc
cccaaatctc
taatatcact
ataccccaac
gctgcacttyg

taccaagagg

ccaatcctta
caaaggaaat
tacacataac
tattttttta
ccttatacaa
ttcctgecatg
atcattatag
ttttccacct
tctttggttg
aacattttca
ttttcatatt
attcttattc
gaaggatttc
atctcataat
gactgatctt
atccaattat
tatttctgaa
taactgaaga
actatattca
ataattaaaa
tattattcta
gtagagtgtt
catatatttc
tgggttgcca
aCaadgadca
aattagtcac
aacacgtgct
tgccttttte
aatttcttca
catgcatgtt
cacttctttc
Ccaactcata
atagcatccc

tcacgtttag

tacaaccaac
tttttaattt
ccttttagea
tcagcaaaga
aaccccaaaa
acatcgtcct
tgaaagtttt
aaaaattctyg
aaattatcac
aaccgcataa
gaaatatata
ttcttcatat
ccattttata
aataagttgt
aaagcaacac
cattgtattt
gcaagtcatg
tctygctttta
agatttcata
tattactttt
Ctatgtttaa
agagtgttac
ttattgcttt
tgacactctg
aagaaaaaag
tggctgatca
taacatgcac
ttcatcatca
cttcaacaca
ccaaccacct
atcatccatc
ttcaatacta
tgaggacaaa

gaactggtac
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ttccacaaga
gagttgtctt
gtagagcaat
ataaataaaa
acaagtttcc
gcagagccaa
ggctctcteg
gtatcattct
gcttccgcac
aattttatga
atttacttaa
aaatgtttaa
ttttaaaaat
ttcaaaagta
ccagtgacac
tttttataca
ttatgcaaaa
catgcgagac
tatcaaatac
ttaattttaa
attgttttat
cctaaaccat
taccttttct
tggtcttttg
dCdaaacaga
agatcgcoge
tttaaatggc
ccacaaccac
cgtcaacctg
tctctcttat
catccagagt
ctctaggtac
gcaactagct

aagaaaatca

aagtcaagtc
gtttgctgea
ggttgaccgt
taaaatgaga
tagcacccta
gcgcatgcett
ccggtggttt
cactttactt
acgatatccc
agtcccgtct
ttttagcgtt
tatacaatat
atatttatca
ataaaattta
aactagccat
atgaaaattt
ttctataatt
acatcttcta
tcaatattac
gtttaattgt
agatagttta
aaactataag
tggtatgtaa
gttcatgcat
gagacaaaac
gtccatgtat
tcacccatct
ctgtatatat
catatgcgtg
ataataccta
actactactc
cctgcaggga
ccaagtcaac

actggctcaa

93

agagacaaca
taatttatgc
gtgcttagct
cacttcaggg
ccaacgaatt
aattaaacta
tttacctcta
gttactttaa
tacaaattta
atctttaatg
ggtagaaagc
aaacaaattc
aatatttttc
actccataat
ttttrtcttt
caccaaacaa
cccatttgac
aagtaatttt
ttctaaaaaa
tgaatttgtg
aagtaaatat
atttatggtg
gtccgtaact
ggatcttgcg
gcaatcacac
gtctaaatgc
caacccacac
tcattctctt
tcatcccatyg
taaatacctc
tactactata
tccaacaatg
ccacatacag

cacgaccctt

6540
6600
6660
6720
6780
6840
6900
6960
7020
7080
7140
7200
7260
7320
7380
7440
7500
7560
7620
7680
7740
7800
7860
7920
7980
8040
8100
8160
8220
8280
8340
8400
8460
8520
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gttgtcctca
accctcattt
cacagacttt
ttcactggag
catcaccgtt
tcccacatag
tctgatcttg
ctctttgeeg
ggtggacttg
gtcaactcat
gatcatgttc
tttccgagtg
atctatctct
aatgagattg
ggtcttgatt
gctcgttgea
tcccagttca
gatgggactg
ctgagcacaa
cagagggtgg
ctggtggaag
acctcgagta
atcgatctgc
ggtattaagg
cagcgatacg
aaacgttaca
attggccgag
caattcagcc

tcattgtttg

<210> 55
<211> 6058
<212> ADN

ttcctgctet
ggtctgttct
ggtcccatag
ctggtgcgat
ggacggacac
gttggatggt
actctgatcc
cttggatctt
tctatgetgg
tggcacatty
tgactgcgtt
actacagaaa
tcagcttygy
agaaaggaag
ggggacttcc
aagaaagtgg
ttgaagatca
gcatgttcaa
tgagagttygg
atgttcttog
gagctgttgc
tcaaaatcta
tatcataaaa
acgcttaaat
aaatattcgt
tgaattgatg
attactgaat
caaatggcag

tttggttgee

<213> Artificial

<220>

<223> Plasmido pDAB7320

<400> 55

tgggttgtac
ctactatttc
gtcttacagt
ccaaggttct
catgaaggac
tctcaactct
cgtcgttgtg
tccgatgata
catcatacgt
gataggtgaa
ggtcacaatg
tgccatcatt
tcccttecca
gcttcagcaa
tctcttccag
agagatgctt
tcctggtygg
tggtggagtg
agtcttgaga
gaagtcagac
agcgtgatga
tttagaaata
attacaaaaa
tatttgtcgg
agtactatcg
aaacaataca
attgagtaag
ttgaaatact

tttgccaaca
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ttgacgagaa
tgtacagcgt
gcgaggttgce
gcaagatggt
ccctactctg
gatccaaagyg
tggcaacaca
gtggctggge
gcctgetttg
caaccgtttg
ggagaaggat
tggtatcagt
ttggcctact
cagcaaaagg
cttccagtga
gttgctgttg
aggagcctca
tatgaacatt
ggtggacaag
attcttegtc
gtagttagct
cacaatattt
aattttattt
gtcactacgc
ataatttatt
aagacagata
atcacggaat
caaaccgeccc

tgggagtcca

ccacacctct
ttggcatcac
cattgagact
ggtcagccaa
tgatgagagg
tcaaaggcag
aacactatgg
tgggttgggg
ttcagcaagc
atgacagacy
accacaactt
atgaccctac
ctctcaagac
ctcttgacaa
tctcatggga
ctggagtgat
ttagaagtgc
caaacgccgc
aagtggaggt
aagtgacaag
taatcaccta
tgttgcaggc
gcctcaatta
atcattgtga
tgaaaattca
aagccacgca
ttctgacagg
catatgcagg

aggttgg
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caccagacct
tggtggctac
cttcctgget
tcatagggca
actgctgttc
aacagatgtt
caagtgtttg
agattggtgg
cactttctgt
tactccaagg
ccaccatgag
aaagtggctc
cttcegttec
gaaaagaagt
tgactttcaa
ccatgatgtc
tgttgggaaa
acacaacttg
ttggaagaaa
ggtggagcgt
gagctcggtc
ttgctggaga
ttttaggatt
ttgagaagat
taagaaaagc
catttaggat
agcatgtctt

agcggatcat

8580
8640
8700
8760
8820
8880
8940
9000
9060
9120
9180
9240
9300
9360
9420
9480
9540
9600
9660
9720
9780
9840
9900
9960
10020
10080
10140
10200
10247



aattcgcggc
actagtctec
tctatttaaa
ttaatttctc
tttattattt
aatgtagtct
aagcataatg
attctttacc
tttcaaccac
taattttttt
ctttgaataa
acaatgattt
tgacactacg
ttttaataat
aaaattaatt
tgtgactatt
atataagtaa
ggtggactaa
aactggaatt
tgcgcaagaa
acacaaccaa
atgccatgca
acacacaaac
tcttccgcca
catgcccaaa
cctctaatat
tataataccc
aatggctgca
acagtaccaa
ccttgttgtce
acctacccte
ctaccacaga
ggctttcact

ggcacatcac

cgctttcctg
cagtatcatt
ggggttttcc
ataatctttg
gttaaacatt
aacattttca
atttattctt
ttaagaagga
gtaaatctca
attcgactga
adaaatccaa
gtggtattec
gaagtaacty
agttactata
agatataatt
gatttattat
tgtagtagag
ttttcatata
actgtgggtt
aaagacaaag
ctcaaattag
aagcaacacg
acattgcctt
cctcaatttce
tctccatgca
cactcacttc
caacccaact
cttgatagca
gaggtcacgt
ctcattcctg
atttggtctyg
ctttggtecc
ggagctggtyg
cgttggacygg

catgacatcg
atagtgaaag
acctaaaaat
gttgaaatta
ttcaaaccgce
tattgaaata
attcttcttc
tttcccattt
taataataag
tcttaaagca
ttatcattgt
tgaagcaagt
aagatctgct
ttcaagattt
aaaatattac
tctactatgt
tgttagagtg
tttcttattg
gccatgacac
aacaaagaaa
tcactgygctyg
tgcttaacat
tttcttcatc
ttcacttcaa
tgttccaacc
tttcatcatc
catattcaat
tccctgagga
ttaggaactg
ctcttgggtt
ttctctacta
ataggtctta
cgatccaagg

acaccatgaa

ES 2568 803 T3

tcctgcagag
ttttggctct
tctggtatca
tcacgcttec
ataaaatttt
tataatttac
atataaatgt
tatattttaa
ttgtttcaaa
acacccagtg
atttttttta
catgttatgc
tttacatgcg
catatatcaa
ttttttaatt
ttaaattgtt
ttaccctaaa
cttttacctt
tctgtggtct
aaagacaaaa
atcaagatcg
gcactttaaa
atcaccacaa
cacacgtcaa
accttctctc
catccatcca
actactctag
caaagcaact
gtacaagaaa
gtacttgacg
tttetgtaca
cagtgcgagg
ttctgcaaga

ggacccctac

ccaagcgcat
ctcgeeggty
ttctcacttt
gcacacgata
atgaagtccc
ttaattttag
ttaatataca
aaatatattt
agtaataaaa
acacaactag
tacaatgaaa
aaaattctat
agacacatct
atactcaata
ttaagtttaa
ttatagatag
Cccataaacta
ttcttggtat
tttggttcat
cagagagaca
ccgcgtecat
tggctcacce
ccacctgtat
cctgcataty
ttatataata
gagtactact
gtaccctgca
agctccaagt
atcaactggc
agaaccacac
gcgtttggea
ttgccattga
tggtggtcag
tctgtgatga
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gcttaattaa
gttttttacc
acttgttact
tccctacaaa
gtctatcttt
cgttggtaga
atataaacaa
atcaaatatt
tttaactcca
ccattttttt
atttcaccaa
aattcccatt
tctaaagtaa
ttacttctaa
ttgttgaatt
tttaaagtaa
taagatttat
gtaagtccgt
gcatggatct
aaacgcaatc
gtatgtctaa
atctcaaccc
atattcattc
cgtgtcatcc
cctataaata
actctactac
gggatccaac
caacccacat
tcaacacgac
ctctcaccag
tcactyggtygy
gactcttect
Cccaatcatag

gaggactgct

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040



gttctcccac
tgtttctgat
tttgctcttt
gtggggtgga
ctgtgtcaac
aagggatcat
tgagtttccg
gctcatctat
ttccaatgag
aagtggtctt
tcaagctcgt
tgtctcccag
gaaagatggg
cttgctgage
gaaacagagg
gcgtctggtyg
ggtcacctcg
gagaatcgat
gattggtatt
agatcagcga
aagcaaacgt
ggatattggce
tcttcaattc
tcattcattyg
ccagctttct
gaacaggtca
agtgagtcgt
ctctgatgtt
tacataaaca
cgattaaatt
gggcaatcag
ctgaaacatg
tggctgacgg
gcatggttac

ataggttgga
cttgactctg
gccgettgga
cttygtctatg
tcattggcac
gttctgactg
agtgactaca
ctcttcagcet
attgagaaag
gattggggac
tgcaaagaaa
ttcattgaag
actggcatgt
acaatgagag
gtggatgttc
gaaggagctg
agtatcaaaa
ctgctatcat
aaggacgctt
tacgaaatat
tacatgaatt
cgagattact
agcccaaatg
tttgtttggt
tgtacaaagt
ctatcagtca
attacatggt
acattgcaca
gtaatacaag
ccaacatgga
gtgcgacaat
gcaaaggtag
aatttatgcc

tcaccactgc

tggttctcaa
atcccgtegt
tctttecgat
ctggcatcat
attggatagg
cgttggtcac
gaaatgccat
tgggtccctt
gaaggcttca
ttcctctctt
gtggagagat
atcatcctgy
tcaatggtgg
ttggagtctt
ttgggaagtc
ttgcagcgtg
tctatttaga
aaaaattaca
aaattatttg
tcgtagtact
gatgaaacaa
gaatattgag
gcagttgaaa
tgcctttgec
tggcattata
daataaaatc
catagctgtt
agataaaaat
gggtgttatg
tgctgattta
ctatcgctty
cgttgccaat
tcttccgacc

gatccccgga
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ctctgatcca
tgtgtggcaa
gatagtggct
acgtgcctgce
tgaacaaccg
aatgggagaa
catttggtat
cccattggec
gcaacagcaa
ccagcttcca
gcttgttgct
tgggaggagc
agtgtatgaa
gagaggtgga
agacattctt
atgagtagtt
aatacacaat
aaaaaatttt
tcgggtcact
atcgataatt
tacaaagaca
taagatcacg
tactcaaacc
aacatgggag
agaaagcatt
attatttgcc
tcctggcage
atatcatcat
agccatattc
tatgggtata
tatgggaagce
gatgttacag
atcaagcatt

aaaacagcat

aaggtcaaag
cacaaacact
gggctgggtt
tttgttcage
tttgatgaca
ggataccaca
cagtatgacc
tactctctca
aaggctctty
gtgatctcat
grtgctggag
ctcattagaa
cattcaaacg
caagaagtgg
cgtcaagtga
agcttaatca
attttgttgc
atttgcctcea
acgcatcatt
tatttgaaaa
gataaagcca
gaatttctga
gccccatatg
tccaaggtty
gcttatcaat
atccagctga
tctggcccge
gaacaataaa
aacgggaaac
aatgggctcg
ccgatgegec
atgagatggt
ttatccgtac

tccaggtatt
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gcagaacaga
atggcaagtg
ggggagatty
aagccacttt
gacgtactcc
acttccacca
ctacaaagtg
agaccttccyg
acaagaaaag
gggatgactt
tgatccatga
gtgctgttgg
ccgeacacaa
aggtttggaa
caagggtgga
cctagagctc
aggcttgctg
attattttag
gtgattgaga
ttcataagaa
cgcacattta
caggagcatg
caggagcgga
gcgcgecgac
ttgttgcaac
tatcccctat
gtctcaaaat
actgtctgct
gtcgaggccy
cgataatgtc
agagttgttt
cagactaaac
tcctgatgat

agaagaatat

2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
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cctgattcag
attcctgttt
tcacgaatga
cctgttgaac
gtcactcatg
tgtattgatg
aactgcctcg
gataatcctg
gaattggtta
agctcatgac
gtagaaaaga
caaacaaaaa
ctttttccga
tagccgtagt
ctaatcctgt
tcaagacgat
cagcccaget
gaaagcgcca
ggaacaggag
gtcgggtttc
agcctatgga
tttgctcaca
tttgagtgag
daggaagcygg
taatgcaget
aatacgcgta
tggccttctg
cgggccgttg
cgttcaccga
ttatttgatg
tcacgacgtt
tgactgatag
actttgtaca
<210> 56

<211> 9956
<212> ADN

gtgaaaatat
gtaattgtcc
ataacggttt
aagtctggaa
gtgatttcte
ttggacgagt
gtgagttttc
atatgaataa
attggttgta
caaaatccct
tcaaaggatc
aaccaccgct
aggtaactgg
taggccacca
taccagtggc
agttaccgga
tggagcgaac
cgcttcccga
agcgcacgag
gccacctctyg
aaaacgccag
tgttctttce
ctgataccgc
aagagcgcecc
ggcacgacag
ccgctageca
cttagtttga
cttcacaacyg
caaacaacag
cctggcagtt
gtaaaacgac
tgacctgttc

aaaaagcagg

<213> Artificial

<220>

<223> Plasmido pDAB7323

<400> 56

tgttgatgcg
ttttaacagc
ggttgatgcg
agaaatgcat
acttgataac
cggaatcgca
tccttcatta
attgcagttt
acactggcag
taacgtgagt
ttcttgagat
accagcggtg
cttcagcaga
cttcaagaac
tgctgccagt
taaggcgcag
gacctacacc
dgggagaaag
ggagcttcca
acttgagcgt
caacgcggcec
tgcgttatcc
tcgcegeage
aatacgcaaa
gtttcccgac
ggaagagttt
tgcctggcag
ttcaaatccg
ataaaacgaa
ccctactctc
ggccagtctt
gttgcaacaa

ctcegeggec
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ctggcagtgt
gatcgcgtat
agtgattttg
aaacttttgc
cttattttty
gaccgatacc
cagaaacggc
catttgatgc
agcattacgc
tacgcgtegt
cctttttttc
gtttgtttgc
gcgcagatac
tctgtageac
ggcdataagt
cggtcggget
gaactgagat
gcggacaggt
gggggaaacg
cgatttttgt
tttttacggt
cctgattctyg
cgaacgaccg
cecgectetec
tggaaagcgg
gtagaaacgc
tttatggcgg
ctcececggegy
aggcccagtc
gcgttaacgc
aagctcgggce
attgatgagc

gcactaggtt

tcctgcgecy
ttcgtctege
atgacgagcg
cattctcacce
acgaggggaa
aggatcttgc
tttttcaaaa
tcgatgagtt
tgacttgacg
tccactgagc
tgcgcgtaat
cggatcaaga
caaatactgt
cgcctacata
cgtgtcttac
gaacgggygg
acctacagcg
atccggtaag
cctggtatct
gatgctcgtc
tcctggectt
tggataaccyg
agcgcagcga
ccgcgegtty
gcagtgageg
aaaaaggcca
gcgtecctgec
atttgtccta
ttccgactyga
tagcatggat
cccaaataat
aatgcttttt

taaactctag

97

gttgcattcy
tcaggcgcaa
taatggctgy
ggattcagtc
attaataggt
catcctatgg
atatggtatt
tttctaatca
ggacggcgca
gtcagacccc
ctgctgcttg
gctaccaact
ccttctagtg
cctegetetg
cgggttggac
ttcgtgcaca
tgagcattga
€ggcagggtc
ttatagtcct
aggggggcgyg
ttgctggect
tattaccgcce
gtcagtgagc
gccgattcat
caacgcaatt
tccgtcagga
cgccaccctce
ctcaggagag
gcctttogtt
gttttcccag
gattttattt
tataatgcca

aagctagg

4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6058



ctagtctecc
ctatttaaag
taatttctca
ttattatttg
atgtagtcta
agcataatga
ttctttacct
ttcaaccacy
aattttttta
tttgaataaa
caatgatttg
gacactacgg
tttaataata
aaattaatta
gtgactattg
tataagtaat
gtggactaat
actggaatta
gcgcaagaaa
cacaaccaac
tgccatgcaa
cacacaaaca
cttecgeceac
atgcccaaat
ctctaatatc
ataatacccc
atggctceca
cctgatttyg
gtgtggagga
ttgtttctct

agtatcatta
gggttttcca
taatctttygy
ttaaacattt
acattttcat
tttattctta
taagaaggat
taaatctcat
ttcgactgat
aaaatccaat
tggtatttct
aagtaactga
gttactatat
gatataatta
atttattatt
gtagtagagt
tttcatatat
ctgtgggtty
aagacaaaga
tcaaattagt
agcaacacgt
cattgecttt
ctcaatttct
ctccatgcat
actcacttct
aacccaactc
acatttctga
ctctttecac
acattttgct

tcagtgcaaa

tagtgaaagt
cctaaaaatt
ttgaaattat
tcaaaccgca
attgaaatat
ttcttcttca
ttcccatttt
aataataagt
cttaaagcaa
tatcattgta
gaagcaagtc
agatctgctt
tcaagatttc
aaatattact
ctactatgtt
gttagagtgt
ttcttattge
ccatgacact
acaaagaaaa
cactggctga
gcttaacaty
ttcttcatca
tcacttcaac
gttccaacca
ttcatcatcc
atattcaata
ggatgtcaat
accacctgtg
tttcgcttac

atggcagacc
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tttggctctce
ctggtatcat
cacgcttccy
taaaatttta
ataatttact
tataaatgtt
atattttaaa
tgtttcaaaa
cacccagtga
ttttttttat
atgttatgca
ttacatgcga
atatatcaaa
tttttaattt
taaattgttt
taccctaaac
ttttaccttt
ctgtggtctt
aagacaaaac
tcaagatcgc
cactttaaat
tcaccacaac
acacgtcaac
ccttctctct
atccatccag
ctactctagg
ggtgttcttt
caaaaagctg
ttgcacctcg

gacattttcg

tcgecggtag
tctcacttta
cacacgatat
tgaagtcccg
taattttagce
taatatacaa
aatatattta
gtaataaaat
cacaactagc
acaatgaaaa
aaattctata
gacacatctt
tactcaatat
taagtttaat
tatagatagt
cataaactat
tcttggtatg
ttggttcatg
agagagacaa
cgcgtccatg
ggctcaccca
cacctgtata
ctgcatatgc
tatataatac
agtactacta
taccctgcag
ttgagtcaga
acaacagacc
cagctctcta

cttacattct
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ttttttacct
cttgttactt
ccctacaaat
tctatcttta
gttggtagaa
tataaacaaa
tcaaatattt
ttaactccat
catttttttc
tttcaccaaa
attcccattt
Ctaaagtaat
tacttctaaa
tgttgaattt
ttaaagtaaa
aagatttatyg
taagtccgta
catggatctt
aacgcaatca
tatgtctaaa
tctcaaccca
tattcattct
gtgtcatccc
ctataaatac
ctctactact
ggatccaaca
tgcggcaacc
caagcaactt
cggaggctat

ttatgtcate

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800



tctggactgg
aagtggccac
atggattggg
cacaatgcaa
cctgatctga
ctececgttttc
accgttatcc
atgttccgtt
tggggagaca
tttgctttgg
gcagagcttyg
atcggttyggy
agaactggcyg
gagatagatg
tagagctcgg
gcttgctgga
tattttagga
gattgagaag
cataagaaaa
cacatttagy
ggagcatgtc
ggagcggatc
gcgccgaccce
gttgcaacga
tcccctatag
Cctcaaaatct
tgtcrgetrta
cgaggccgcey
ataatgtcgg
agttgtttct
gactaaacty
ctgatgatgc
aagaatatcc

tgcattcgat

ggataactgc
tcagagttat
ctcgtgacca
cgagaggttt
aagaaaaagg
agaagaagta
cggtttactt
atgctttcat
aaccctatga
gagaaggatt
gaaacaacaa
cctatgattt
atggaagcca
cagccattag
tcacctcgag
gaatcgatct
ttggtattaa
atcagcgata
gcaaacgtta
atattggccg
ttcaattcag
attcattgtt
agctttcttg
acaggtcact
tgagtcgtat
ctgatgttac
cataaacagt
attaaattcc
gcaatcaggt
gaaacatggc
gctgacggaa
atggttactc
tgattcaggt
tcctgtttgt

tggggcacat
actggtcatc
tagaatgcat
cttcttctcet
gaagggactc
ctatctgatc
ttggggagaa
cctgaatgtt
caagtccatc
tcacaattac
gttgaacttc
gaagactgty
tcatctctygg
gatcaaccct
tatcaaaatc
gctatcataa
ggacgcttaa
cgaaatattc
catgaattga
agattactga
cccaaatgqc
tgtttyggttg
tacaaagttyg
atcagtcaaa
tacatggtca
attgcacaag
aatacaaggg
aacatggatg
gcgacaatct
aaaggtagcg
tttatgccte
accactgcga
gaaaatattg

aattgtcctt
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agactctggg
ttcaacacgg
cacaagtaca
cacattggct
gacatgagtg
ctcatgectc
acttggacaa
acctggttgg
aagccttceg
catcacactt
acaacaacgt
agtgatgaca
ggctggggtg
aaagacgatt
tatttagaaa
aaattacaaa
attatttgtc
gtagtactat
tgaaacaata
atattgagta
agttgaaata
cctttgccaa
gcattataag
ataaaatcat
tagctgtttc
ataaaaatat
gtgttatgag
ctgatttata
atcgcttgta
ttgccaatga
ttccgaccat
tccecggaaa
ttgatgcgct

ttaacagcga

ctcacaagtc
ttgcctttca
gcgagaccyga
ggcttcttgt
atctccttgc
tggcctgtte
atgctttctt
tgaactctgce
aaaacctttc
ttccgtggga
tcatcaattt
ttgtcaagaa
atgagaatca
gagtagttag
tacacaatat
aaaattttat
gggtcactac
cgataattta
caaagacaga
agatcacgga
ctcaaaccgc
catgggagtc
aaagcattgc
tatttgccat
ctggcagctc
atcatcatga
ccatattcaa
tgggtataaa
tgggaagccc
tgttacagat
caagcatttt
aacagcattc
ggcagtgttc

tcgcgtattt
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atacaaagcc
agacgctgct
cgcggaccca
taggaaacat
tgatccaata
tgtgatgcca
cgtggcagcec
cgcacacaag
agttgcgatg
ctacaagaca
ctttgcgaaa
cagggtcaag
gagcaaagaa
cttaatcacc
tttgttgcag
ttgcctcaat
gcatcattgt
tttgaaaatt
taaagccacg
atttctgaca
cccatatgca
caaggttggc
ttatcaattt
ccagctgata
tggcccgtgt
acaataaaac
cgggaaacgt
tgggctcygeg
gatgcgcceag
gagatggtca
atccgtactc
caggtattag
ctgcgcecggt

cgtctcgctce

1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840



aggcgcaatc
atggctggcc
attcagtcgt
taataggttg
tcctatggaa
atggtattga
tctaatcaga
acggcgcaag
cagaccccgt
gctgcttgea
taccaactct
ttctagtgta
tcgetctget
ggttggactc
cgtgcacaca
agcattgaga
gcagggtcgg
atagtcctgt
g9999cggag
gctyggccttt
ttaccgectt
cagtgagcga
cgattcatta
acgcaattaa
cgtcaggatg
ccaccctecg
caggagagcg
ctttcgtttt
tttcccagtce
ttttattttyg
taatgccaac
gctaggaatt
agtgaaagtt

ctaaaaattc

acgaatgaat
tgttgaacaa
cactcatggt
tattgatgtt
ctgcctcggt
taatcctgat
attggttaat
ctcatgacca
agaaaagatc
aacaaaaaaa
ttttccgaag
gccgtagtta
aatcctgtta
aagacgatag
gcccagcttg
aagcgccacyg
aacaggagag
cgggtttcgce
cctatggaaa
tgctcacatyg
tgagtgagct
ggaagcggaa
atgcagctgg
tacgcgtacc
gccttctget
ggccgttgct
ttcaccgaca
atttgatgcc
acgacgttgt
actgatagtg
tttgtacaaa
Caaacaaaga
ttggctctct

tggtatcatt

aacggtttgg
gtctggaaag
gatttctcac
ggacgagtcg
gagtttrctc
atgaataaat
tggttgtaac
aaatccctta
aaaggatctt
ccaccgctac
gtaactggct
ggccaccact
ccagtggctg
ttaccggata
gagcgaacga
cttcccgaag
cgcacgaggg
cacctctgac
aacgccagca
ttetttccty
gataccgctc
gagcgcccaa
cacgacaggt
gctagccagg
tagtttgatg
tcacaacgtt
aacaacagat
tggcagttcc
aaaacgacgg
acctgttcgt
aaagcaggct
agcgatcgeg
cgccggtggt

ctcactttac
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ttgatgcgag
aaatgcataa
ttgataacct
gaatcgcaga
cttcattaca
tgcagtttca
actggcagag
acgtgagtta
cttgagatcc
cagcggtggt
tcagcagagc
tcaagaactc
ctgceagtygg
aggcgcageg
cctacaccga
ggagaaaggc
agcttccagg
ttgagcgteg
acgcggectt
cgttatcccce
gccycagecg
tacgcaaacc
ttcccgactg
aagagtttgt
cctggcagtt
caaatccgct
aaaacgaaag
ctactctcgc
ccagtcttaa
tgcaacaaat
ccgeggecygce
cggccgecat
tttttacctc

ttgttacttt

tgattttgat
acttttgcca
tatttttgac
ccgataccag
gaaacggctt
tttgatgctc
cattacgctg
cgcgtcgttc
tttttttcty
ttgtttygccy
gcagatacca
tygtagcaccy
cgataagtcg
gtcgggctga
actgagatac
ggacaggtat
gggaaacgcc
atttttgtga
tttacggttc
tgattctgty
aacgaccgag
gcctctecec
gaaagcggygc
agaaacgcaa
tatggcgggc
cccggeggat
gcccagtctt
gttaacgcta
gctcgggecc
tgatgagcaa
actaggttta
tgtactccca
tatttaaagg

aatttctcat

100

gacgagcgta
ttctcaccygg
gaggggaaat
gatcttgcca
tttcaaaaat
gatgagtttt
acttgacggg
cactgagcgt
cgcgtaatct
gatcaagagc
aatactgtcc
cctacatacc
tgtcttaccg
acggggggrt
ctacagcgtg
ccggtaageg
tggtatcttt
tgctcgtcag
ctggcctttt
gataaccgta
cgcagcgagdt
gcgegtrgge
agtgagcgca
aaaggccatc
gtcctgeccg
ttgtcctact
ccgactgagce
gcatggatgt
caaataatga
tgctttttta
aactctagaa
gtatcattat
ggttttccac

aatctttggt

3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880



tgaaattatc
Caaaccgcat
ttgaaatata
tcttcttcat
tcccatttta
ataataagtt
ttaaagcaac
atcattgtat
aagcaagtca
gatctgcttt
caagatttca
aatattactt
tactatgttt
ttagagtgtt
tcttattgct
catgacactc
acaaagaaaa
cactggctga
gcttaacatg
ttcttcatca
tcacttcaac
gttccaacca
ttcatcatcc
atattcaata
ggctccagag
caagcacgtg
ccaagctrtc
cttcaccgga
tgctactctt
tatcagatgg
cccatactcet
gaacccaaag
ttggcaacac

tgttgctgga

acgcttccgc
aaaattttat
taatttactt
ataaatgttt
tattttaaaa
gtttcaaaag
acccagtgac
ttrttttata
tgttatgcaa
tacatgcgag
tatatcaaat
ttttaatttt
aaattgtttt
accctaaacc
tttacctttt
tgtggtcttt
aagacaaaac
tcaagatcgc
cactttaaat
tcaccacaac
acacgtcaac
ccttctctet
atccatccag
ctactctagg
gctaagaagg
aactggctca
tgggtrccac
cttggaatca
ccacttagga
tgggctaggg
gttaggaagg
aggatcggaa
aggaactacc

cttggatggg

acacgatatc
gaagtcccgt
aattttagcyg
aatatacaat
atatatttat
taataaaatt
acaactagcc
caatgaaaat
aattctataa
acacatcttc
actcaatatt
aagttrtaatt
atagatagtt
ataaactata
cttggtatgt
tggttcatgc
agagagacaa
cgcgtccatg
ggctcaccca
cacctgtata
ctgcatatgce
tatataatac
agtactacta
atccaacaat
ttcacatcgc
acgtcttcct
ttcaactcaa
ccgctggata
tctggcttgce
atcacagggc
gacttctcta
ggaccgacat
tcaaggttgt
gagattggct
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cctacaaatt
ctatctttaa
ttggtagaaa
ataaacaaat
caaatatttt
taactccata
atttttttct
ttcaccaaac
ttccecatttg
taaagtaatt
acttctaaaa
gttgaatttyg
taaagtaaat
agatttatgg
aagtccgtaa
atggatgctt
aacgcaatca
tatgtctaaa
tctcaaccca
tattcattct
gtgtcatccc
Ctataaatac
ctctactact
gtctgctcca
tgataccgct
catcatcgga
gaccgctatc
ccacaggctt
tgctgttgga
tcatcatagg
ctctcacctt
ctctgatetc
gttcaccatg

tggaggattc

tattatttgt
tgtagtctaa
gcataatgat
tctttacctt
tcaaccacgt
atttttttat
ttgaataaaa
aatgatttgt
acactacgga
ttaataatag
aattaattag
tgactattga
ataagtaatg
tggactaatt
ctggaattac
gcgcaagaaa
cacaaccaac
tgccatgcaa
cacacaaaca
cttccgecac
atgcccaaat
ctctaatatc
ataatacccc
accgctgaca
atcaacaggc
atcccactct
tgggcrgtga
tgggctcact
ggaggagcty
tacaccgata
ggatggatgg
aacgaggacc
ggacttgctg
gtgtacgctg

101

taaacatttt
cattttcata
ttattcttat
aagaaggatt
aaatctcata
tcgactgatc
aaatccaatt
ggtatttctyg
agtaactgaa
ttactatatt
atataattaa
tttattattc
tagtagagtg
ttcatatatt
tgtgggttgc
aagacaaaga
tcaaattagt
agcaacacgt
cattgccttt
ctcaatttct
ctccatgeat
actcacttct
aacccaactc
tcagggctag
acaattggta
acggatgcat
tCtactactt
gctcatactc
ttgagggatc
ccgacaagga
tgatgaagca
cagttgtigt
ttccaatgct

gaatccttag

5940
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6480
6540
6600
6660
6720
6780
6840
6900
6260
7020
7080
7140
7200
7260
7320
7380
7440
7500
7560
7620
7680
7740
7800
7860
7920
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gatcttcttc
tcaaccattc
tggagaggga
gtggcaccag
ttacgatctc
gaagaagctt
agtgatggaa
cgctggagtt
gatctcttct
ctctaacgca
Cgaggttgag
tggacaaagy
cgctgatgcet
atgtaggtygt
ataactgagc
actctatcta
gaatcgtgac
tttctaaaca
aattataatg
tattaggaty
ttatatacta
gatccatgat
tcttactctg
ttacagataa
aataaataat
tataaaaaag
TCaattattt
taacactata
aatggtgtcc
aaaaacaagc
gtaaaacact
cttttatttt
tgtttcaacc

gcggccgett

<210> 57
<211> 5767
<212> ADN

gttcaacaag
gatgatagga
taccacaact
tacgatccta
aagaagttca
gataggaaga
tgggatgact
gttcacgatyg
ggaatcggaa
gctcacaacc
atctggaaga
gtgatcaggg
gcttgagtag
aagagctcat
tccatctcac
tgcaccttat
ggcttatgga
attctaactt
gaagaagttt
ttaaggagac
cccatttata
atttctaata
tataaaggtt
aaaaaaaatt
aaataacata
taaatattgt
aaacgagagt
tgaaattttt
caatccttat
aaaggaaatt
acacataacc
atttetttat
cttatacaaa

tcctgcatga

<213> Artificial

<220>

<223> Plasmido pDAB7325

<400> 57

ctaccttctg
actctcctag
tccaccacga
ccaagtgagtc
gggctaacga
gggctactct
acgttgagca
ttaccgactt
aggatgctac
ttcttagcac
gggctcagaa
ctyggagagcea
ttagcttaat
ggagagcatg
ttcttctatg
tgttctatga
atgcttcaaa
tagcattgtyg
gtctccattt
ataacaatta
tattatactt
ttttagttga
ggatcatcct
atgagttggt
taatatatgt
cataaatcta
aaacatattt
tttttttatc
acaaccaact
ttttaattty
cttttagcag
cagcaaagaa
accccaaaaa

catcgtectyg
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cgtgaactct
ggatcacgtg
gttcccatct
tatctgggcet
gatcgagaag
tgattgggga
agctaagaac
catcaaggat
cgctatgttc
catgagggtg
ggagaacgtt
accaaccaag
cacctaggtc
gaatattgta
aataaacaaa
taaatttcct
tagtacaaaa
aacgagacat
atatattata
taaagagaga
atccacttat
tatgtatatg
taaagtgggt
ttgataaaat
atataaattt
tacaatcgtt
gactrrrtgg
agcaaagaat
tccacaagaa
agttgtcttg
tagagcaatg
taaataaaat
caagtttcct

cagagccaag

cttgctcact
atcaccgctc
gactacagga
tggaagcaac

ggaagggttc

accccactty
ggaaggggac
cacccaggag
aacggaggag
ggagtgatca
gagtacgtta
atcccagagc
accagtatga
tccgaccaty
ggatgttaty
cttattatta
acaaatgtgt
aagtgttaag
tattacccac
agtttgtatc
ttaatgtctt
aaaaggtact
ctatttaatt
attgaaggat
attataatat
tagccttget
TTtatttaaca
aaaattaaat
agtcaagtca
tttgctgeat
gttgaccgty
aaaatgagac
agcaccctac

cgcatgetta

102

ggcttggaga
ttgttaccct
acgctatcga
ttggattggce
aacaacttca
atcaacttcc
ttgttgctat
gaaaggctat
tgtactacca
ggggaggatg
gggatggatc

caatcccaac
actaaaatgc
taacagtata
atatattaac
taaatcatct
actataagac
aagacataac
ttatgtatta
catttatata
tataaggttt
atttgaactc
ttattgcttc
ttaaaataat
aacatttatc
ggaacgaatc
aattattatt
taagaaggac
gagacaacaa
aatttatgca
tgcttagett
acttcaggga
caacgaattc

attaaa

7980
8040
8100
8160
8220
8280
8340
8400
8460
8520
8580
8640
8700
8760
8820
8880
8940
9000
9060
9120
9180
9240
9300
9360
9420
9480
9540
9600
9660
9720
9780
9840
9900
9956



aattcgcgyc
actagtctcc
tctatttaaa
ttaatttctc
tttattattt
aatgtagtct
aagcataatg
attctttacc
tttcaaccac
taattttttt
ctttgaataa
acaatgattt
tgacactacg
ttttaataat
aaaattaatt
tgtgactatt
atataagtaa
ggtggactaa
aactggaatt
tgcgcaagaa
acacaaccaa
atgccatgca
acacacaaac
tcttecgeca
catgcccaaa
¢ctctaatat
tataataccc
aatggctccc

ccctgatttg

cgetttecty
cagtatcatt
ggggttttcc
ataatcttty
gttaaacatt
aacattttca
atttattctt
ttaagaagga
gtaaatctca
attcgactga
aaaaatccaa
gtggtatttc
gaagtaactg
agttactata
agatataatt
gatttattat
tgtagtagag
ttttcatata
actgtgggtt
aaagacaaag
Ctcaaattag
aagcaacacg
acattgcctt
cctcaatttc
tctccatgea
cactcacttc
caacccaact
aacatttctg

gctecttteca

catgacatcg
atagtgaaag
acctaaaaat
gttgaaatta
ttcaaaccgc
tattgaaata
attcttcttc
tttcccattt
taataataag
tcttaaagca
ttatcattgt
tgaagcaagt
aagatctgct
ttcaagattt
aaaatattac
tctactatgt
tgttagagtg
tttcttattg
gccatgacac
aacaaagaaa
tcactggctg
tgcttaacat
tttcttcatc
ttcacttcaa
tgttccaacc
tttcatcatc
catattcaat
aggatgtcaa

caccacctgt
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tcctgcagag
ttttggctct
tctggtatca
tcacgcttcec
ataaaatttt
tataatttac
atataaatgt
tatattttaa
ttgtttcaaa
acacccagtg
attrttttta
catgttatgc
tttacatgcg
catatatcaa
ttttttaatt
ttaaattgtt
ttaccctaaa
cttttacctt
tctgtyggtcet
aaagacaaaa
atcaagatcg
gcactttaaa
atcaccacaa
cacacgtcaa
accttctctc
catccatcca
actactctag
tggtgttctt

gcaaaaagct

ccaagcgcat
ctcgccggtyg
ttctcacttt
gcacacgata
atgaagtccc
ttaattttag
ttaatataca
aaatatattt
agtaataaaa
acacaactag
tacaatgaaa
aaaattctat
agacacatct
atactcaata
ttaagtttaa
ttatagatag
ccataaacta
ttcttggtat
tttggttcat
cagagagaca
ccgegtecat
tggctcaccc
ccacctgtat
cctgcatatg
ttatataata
gagtactact
gtaccctgca
tttgagtcag

gacaacagac

103

gcttaattaa
gttttttacc
acttgttact
tccctacaaa
gtctatcttt
cgttggtaga
atataaacaa
atcaaatatt
tttaactcca
ccattttttt
atttcaccaa
aattcccatt
tctaaagtaa
ttacttctaa
ttgttgaatt
tttaaagtaa
taagatttat
gtaagtccgt
gcatggatct
aaacgcaatc
gtatgtctaa
atctcaaccc
atattcattc
cgtgtcatcc
cCtataaata
actctactac
gggatccaac
atgcggcaac

Ccaagcaact

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740



tgtgtggagg
tttgtttctc
ctctggactg
caagtggcca
tatggattgg
acacaatgca
tcctgatctg
actccgtttt
aaccgttatc
catgttccgt
gtggggagac
gtttgcttty
agcagagctt
aatcggttgg
gagaactggc
agagatagat
ctagagctcg
ggcttgctgg
ttattttagg
tgattgagaa
tcataagaaa
gcacatttag
aggagcatgt
aggagcggat
cgcgecgacc
tgttgcaacg
atcccctata
tctcaaaatc
ctgtctgctt
tcgaggccge
gataatgtcg
gagttgtttc
agactaaact

cctgatgatyg

aacattttgc
ttcagtgcaa
gggataactg
ctcagagtta
gctcgtgacc
acgagaggtt
aaagaaaaag
cagaagaagt
ccggtttact
tatgctttca
aaaccctatg
ggagaaggat
ggaaacaaca
gcctatgatt
gatggaagcc
gcagccatta
gtcacctcga
agaatcgatc
attggtatta
gatcagcgat
agcaaacgtt
gatattggcc
cttcaattca
cattcattgt
cagctttctt
aacaggtcac
gtgagtcgta
tctgatgtta
acataaacag
gattaaattc
ggcaatcagqg
tgaaacatgg
ggctgacgga
catggttact

ttttcgctta
aatggcagac
ctggggcaca
tactggtcat
atagaatgca
tcttctrctc
ggaagggact
actatctgat
tttggggaga
tcctgaatgt
acaagtccat
ttcacaatta
agttgaactt
tgaagactgt
atcatctctyg
ggatcaaccc
gtatcaaaat
tgctatcata
aggacgctta
acgaaatatt
acatgaattg
gagattactg
gcccaaatgg
ttgtttggtt
gtacaaagtt
tatcagtcaa
ttacatggtc
cattgcacaa
taatacaagg
caacatggat
tgcgacaatc
caaaggtagc
atttatgect

caccactgcg

ES 2568 803 T3

cttgcacctc
cgacattttc
tagactctgg
Cttcaacacg
tcacaagtac
tcacattggc
cgacatgagt
cctecatgect
aacttggaca
tacctggttg
caagccttcc
ccatcacact
cacaacaacg
gagtgatgac
gggctgggat
taaagacgat
ctatttagaa
aaaattacaa
aattatttgt
cgtagtacta
atgaaacaat
aatattgagt
cagttgaaat
gcctttgeca
ggcattataa
aataaaatca
atagcrgrrit
gataaaaata
ggtgttatga
gctgatttat
tatcgettgt
gttgccaaty
Cttccgacca

atccccggaa

gcagctctct
gcttacattc
gctcacaagt
gttgcctttc
agcgagaccy
tggcttctty
gatctccttg
ctggcctgtt
aatgectttet
gtgaactctyg
gaaaaccttt
tttccgtggy
ttcatcaatt
attgtcaaga
gatgagaatc
tgagtagtta
atacacaata
aaaaatttta
cgggtcacta
tcgataattt
acaaagacag
aagatcacgg
actcaaaccyg
acatgggagt
gaaagcattg
ttatttgcca
cctggcagceet
tatcatcatg
gccatattca
atgggtataa
atgggaagcec
atgttacaga
tcaagcattt

daacagcatt

104

acggaggcta
tttatgtcat
catacaaagc
aagacgctgce
acgcggaccc
ttaggaaaca
ctgatccaat
ttgtgatgcc
tcgtggcage
ccgcacacaa
cagttgcgat
actacaagac
tctttgcgaa
acagggtcaa
agagcaaaga
gcttaatcac
ttttygttgca
tttgcctcaa
cgcatcattg
atttgaaaat
ataaagccac
aatttctgac
ccecatatge
ccaaggttgg
cttatcaatt
tccagctgat
ctggcccgtg
aacaataaaa
acgggaaacyg
atgggctcge
cgatgcgcca
tgagatggtc
tatccgtact

ccaggtatta

1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
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gaagaatatc
ttgcattcga
caggcgcaat
aatggctggc
gattcagtcg
ttaataggtt
atcctatgga
tatggtatty
ttctaatcag
gacggcgcaa
tcagaccccg
tgctgettyge
ctaccaactc
cttctagtgt
ctcgetctge
gggttggact
tcgtgcacac
gagcattgag
ggcagggtcyg
tatagtccty
dggggggcgga
tgctggectt
attaccgcct
tcagtgagcy
ccgattcatt
aacgcaatta
ccgtcaggat
gccaccctec
tcaggagagc
cctttegttt
ttttcecagt
attttatttt
ataatgccaa

agctagg

<210> 58
<211>6109
<212> ADN

ctgattcagg
ttcctgtttyg
cacgaatgaa
ctgttgaaca
tcactcatgg
gtattgatgt
actgcctcgg
ataatcctga
aattggttaa
gctcatgacc
tagaaaagat
aaacaaaaaa
tttttccgaa
agccgtagtt
taatcctgtt
caagacgata
agcccagcett
aaagcgccac
gaacaggaga
tcgggtttcy
gcctatggaa
ttgctcacat
ttgagtgagc
aggaagcgga
aatgcagctg
atacgcgtac
ggcctrctgce
gggccgttge
gttcaccgac
tatttgatgc
cacgacgttyg
gactgatagt

ctttgtacaa

<213> Artificial

<220>

<223> Plasmido pDAB7327

<400> 58

tgaaaatatt
taattgtcct
taacggtttyg
agtctggaaa
tgatttctca
tggacgagtc
tgagttttct
tatgaataaa
ttggttgtaa
aaaatccctt
caaaggatct
accaccgcta
ggtaactggc
aggccaccac
accagtggct
gttaccggat
ggagcgaacg
gcttcccgaa
gcgcacgagg
ccacctctga
aaacgccagc
gttctttect
tgataccgct
agagcgeccca
gcacgacagg
cgctagccag
ttagtttgat
ttcacaacgt
aaacaacaga
ctggcagttc
taaaacgacg
gacctgttcy

aaaagcaggc

ES 2568 803 T3

gttgatgcgc
tttaacagcg
gttgatgcga
gaaatgcata
cttgataacc
ggaatcgcag
ccttcattac
ttgcagtttc
cactggcaga
aacgtgagtt
tcttgagatc
ccagcggtygy
ttcagcagag
ttcaagaact
gctgccagtg
aaggcgcage
acctacaccg
gggagaaagg
gagcttccag
cttgagegtc
aacgcggect
gcgttatccc
cgccgeagec
atacgcaaac
tttcccgact
gaagagtttg
gcctggcagt
tcaaatccgc
taaaacgaaa
cctactctcg
gccagtctta
ttgcaacaaa

tccgeggeey

tggcagtgtt
atcgcgtatt
gtgattttga
aacttttgcee
ttatttttga
accgatacca
agaaacggct
atttgatgct
gcattacgcet
acgcgtegtt
ctrtttttct
tttgtttgec
cgcagatacc
ctgtagcacc
gcgataagtc
ggtcgggctg
aactgagata
cggacaggta
ggggaaacgc
gatttttgty
ttttacggtt
ctgattctgt
gaacgaccga
cgcctetecc

ggadaqgcggg

tagaaacgca
TTatggcggy
tcccggegga
dggcccagtcet
cgttaacgct
agctcgggec
ttgatgagca

cactaggtte

105

cctgecgeegg
tcgteteget
tgacgagcgt
attctcaccyg
cgaggggaaa
ggatcttgcc
ttttcaaaaa
cgatgagttt
gacttgacgg
ccactgagcg
gcgcegtaatce
ggatcaagag
aaatactgtc
gcctacatac
gtgtcttacc
aacqgggggat
cctacagcgt
tccggtaage
ctggtatctt
atgctcgtca
cctggecttt
ggataaccgt
gcgceagegag
cgcgcgttgg
cagtgagcgce
aaaaggccat
cgtcctgecce
tttgtcctac
tccgactgag
agcatggatg
ccaaataatg
atgcttrttt

aaactctaga

3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5767



cggtcacctc
ggagaatcga
ggattggtat
aagatcagcg
aaagcaaacg
aggatattgg
gtcttcaatt
atcattcatt
cccagettte
cgaacaggtc
tagtgagtcg
tctctgatgt
ttacataaac
gcgattaaat
cgggcaatca
tctgaaacat
ctggctgacg
tgcatggtta
tcctgattca
gattcctgtt
atcacgaatg
gcctgttgaa
cgtcactcat
ttgtattgat
gaactgcctc
tgataatcct
agaattggtt
aagctcatga

cgtagaaaag

gagtatcaaa
tctgctatca
taaggacgct
atacgaaata
ttacatgaat
ccgagattac
cagcccaaat
gtttgtttgg
ttgtacaaag
actatcagtc
tattacatgg
tacattgcac
agtaatacaa
tccaacatgg
ggtgcgacaa
ggcaaaggta
gaatttatgc
ctcaccactg
ggtgaaaata
tgtaattgtc
aataacggtt
caagtctgga
ggtgatttct
gttggacgag
ggtgagtttt
gatatgaata
aattggttgt
ccaaaatccc

atcaaaggat

atctatttag
taaaaattac
taaattattt
ttcgtagtac
tgatgaaaca
tgaatattga
ggcagttgaa
ttgcctttge
ttggcattat
aaaataaaat
tcatagctgt
aagataaaaa
ggggtgttrat
atgctgattt
tctatcgett
gcgttgccaa
ctcttecgac
cgatcccegyg
ttgttgatgc
cttttaacag
tggttgatgc
aagaaatgca
cacttgataa
tcggaatcgce
ctccttcatt
aattgcagtt
aacactggca
ttaacgtgag

cttcttgaga
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aaatacacaa
aaaaaaattt
gtcgggtcac
tatcgataat
atacaaagac
gtaagatcac
atactcaaac
caacatggga
aagaaagcat
cattatttgc
ttcctggeag
tatatcatca
gagccatatt
atatgggtat
gtatgggaag
tgatgttaca
catcaagcat
aaaaacagca
gctggcagtg
cgatcgcgta
gagtgatttt
taaacttttg
ccttattttt
agaccgatac
acagaaacgg
tcatttgatg
gagcattacg
ttacgcgtcg

tccttttttt

tattttgttyg
tatttgcctc
tacgcatcat
ttatttgaaa
agataaagcc
ggaatttcty
cgccccatat
gtccaaggtt
tgcttatcaa
catccagctg
ctctggeccg
tgaacaataa
caacgggaaa
aaatgggctc
cccgatgcgce
gatgagatgg
tttatccgta
ttccaggtat
ttcctygcgec
tttcgtctcg
gatgacgagc
ccattctcac
gacgagggga
caggatcttg
ctttttcaaa
ctcgatgagt
ctgacttgac
ttccactgag

ctgcgegtaa
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caggcttgct
aattatttta
tgtgattgag
attcataaga
acgcacattt
acaggagcat
gcaggagcgg
ggcgegecga
tttgttgcaa
atatccccta
tgtctcaaaa
aactgtctgce
cgtcgaggcc
gcgataatgt
cagagttgtt
tcagactaaa
ctcctgatga
tagaagaata
ggttgcattc
ctcaggcgca
gtaatggctg
cggattcagt
aattaatagg
ccatcctatg
aatatggtat
ttttctaatc
gggacggcge
cgtcagaccc

tctgctgett

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740



gcaaacaaaa
tctttttceg
gtagccgtag
gctaatcctyg
ctcaagacga
acagcccagce
agaaagcgcec
cggaacagga
tgtcgggttt
gagcctatgg
ttttgctcac
ctttgagtga
cgaggaagcyg
ttaatgcagc
taatacgcgt
atggccttct
ccgggecgtt
gcgttcaccg
tttatttgat
gtcacgacgt
ttgactgata
aactttgtac
attcgcggcc
ctagtctccc
Ctatttaaag
taatttctca
ttattatttyg
atgtagtcta
agcataatga
ttctttacct
ttcaaccacyg
aattttttta
tttgaataaa

caatgattty

aaaccaccgc
aaggtaactg
ttaggccacc
ttaccagtgg
tagttaccgg
ttggagcgaa
acgcttcccyg
gagcgcacga
cgccacctct
aaaaacgcca
atgttcttte
gctgataccy
gaagagcgcc
tggcacgaca
accgctagec
gcttagtttg
gcttcacaac
acaaacaaca
gcctggeagt
tgtaaaacga
gtgacctgtt
aaaaaagcag
gctttcoctge
agtatcatta
gggttttcca
taatctttgg
ttaaacattt
acattttcat
tttattctta
taagaaggat
taaatctcat
ttcgactgat
aaaatccaat

tggtatttct

taccagcggt
gcttcagcag
acttcaagaa
ctgctgccag
ataaggcgca
cgacctacac
aagggagaaa
gggagcttcc
gacttgagcyg
gcaacgcggc
ctgcgttatc
ctcgecgcag
caatacgcaa
ggtttcccga
aggaagagtt
atgcctggca
gttcaaatcc
gataaaacga
tccctactct
cggccagtct
cgttgcaaca
gctccgeggce
atgacatcgt
tagtgaaagt
cctaaaaatt
ttgaaattat
tcaaaccgca
attgaaatat
ttcttcttca
ttcccatttt
aataataagt
Cttaaagcaa
tatcattgta

gaagcaagtc
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ggtttgtttg
agcgcagata
ctctgtagea
tggcgataag
gcggtcgggce
cgaactgaga
ggcggacagg

agdggdgaaac
tcgatttttig

ctttttacgg
ccctgattct
ccgaacgacc
accgectctce
ctggaaagcg
tgtagaaacg
gtttatggcg
gctcecggeg
aaggcccagt
cgcgttaacg
taagctcgyg
aattgatgag
cgcactaggt
cctgcagagce
tttggctcte
ctggtatcat
cacgcttccg
taaaatttta
ataatttact
tataaatgtt
atattttaaa
tgtttcaaaa
cacccagtga
ttttttttat

atgttatgca

ccggatcaag
ccaaatactg
ccgcctacat
tegtgtctta
tgaacggggy
tacctacagc
tatccggtaa
gcctggtate
tgatgctecgt
ttcctggect
gtggataacc
gagcgcagey
ccegegegte
ggcagtgage
caaaaaggcc
ggcgtcctge
gatttgtcct
cttccgacty
ctagcatgga
ccccaaataa
caatgctttt
ttaaactcta
caagcgcatg
tcgccogtyy
tctcacttta
cacacgatat
tgaagrcccy
taattttagc
taatatacaa
aatatattta
gtaataaaat
cacaactagc
acaatgaaaa

aaattctata
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agctaccaac
tccttetagt
acctcgetet
ccgggttgga
gttcgtgcac
gtgagcattg
gcggcagggt
tttatagtcc
caggggggcyg
tttgctggcc
gtattaccgc
agtcagtgag
ggccgattca
gcaacgcaat
atccgtcagg
ccgecaccct
actcaggaga
agcctttecgt
tgttttccca
tgattttatt
ttataatgcc
gaagctagga
cttaattaaa
ttttttacct
cttgttactt
ccctacaaat
tctatcttta
gttggtagaa
tataaacaaa
tcaaatattt
ttaactccat
catttttttc
tttcaccaaa

attcccattt

1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780



gacactacgg
tttaataata
aaattaatta
gtgactattg
tataagtaat
gtggactaat
actggaatta
gcgcaagaaa
cacaaccaac
tgccatgcaa
cacacaaaca
cttcecgecac
atgcccaaat
ctctaatatc
ataatacccc
atgtctgctc
gctgataccyg
ctcatcatcg
aagaccgcta
taccacaggc
gctgctyttyg
gctcatcata
tactctcacc
atctctgatc
gtgttcacca
cttggaggat
tgcgtgaact
agggatcacg
gagttcccat
tctatctggg
gagatcgaga
cttgattggy
caagctaaga

ttcatcaagg

accgctatgt
accatgaggg
aaggagaacg
caaccaacca

atcacctadg

<210> 59

aagtaactga
gttactatat
gatataatta
atttattatt
gtagtagagt
tttcatatat
ctgtgggttg
aagacaaaga
tcaaattagt
agcaacacgt
cattgccttt
ctcaatttct
ctccatgeat
actcacttct
aacccaactc
caaccgctga
ctatcaacag
gaatcccact
tctgggctgt
tttgggctca
gaggaggagc
ggtacaccga
ttggatggat
tcaacgagga
tgggacttgc
tcgtgtacgc
ctcttgctca
tgatcaccgc
ctgactacag
cttggaagca
agggdaagggt

gaaccccact
acggaagggg
atcacccagg
tcaacggagg
tgggagtgat
ttgagtacgt
agatcccaga

tcaccagtat

agatctgctt
tcaagatttc
aaatattact
ctactatgtt
gttagagtgt
ttcttattge
ccatgacact
acaaagaaaa
cactggctga
gcttaacatg
ttcttcatca
tcacttcaac
gttccaacca
ttcatcatcc
atattcaata
catcagggct
gcacaattgg
ctacggatgc
gatctactac
ctgctcatac
tgttgaggga
taccgacaag
ggtgatgaag
cccagttgtt
tgttccaatg
tggaatcctt
ctggcttgga
tcttgttace
gaacgctatc
acttggattg
tcaacaactt
tgatcaactt
acttgttgct

aggaaaggct
agtgtactac

caggggagga
tagggatgga
gccaatccca

gaactaaaat
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ttacatgcga
atatatcaaa
tttttaattt
taaattgttt
taccctaaac
ttttaccttt
ctgtggtctt
aagacaaaac
tcaagatcgc
cactttaaat
tcaccacaac
acacgtcaac
ccttctctct
atccatccag
ctactctagg
agggctccag
tacaagcacg
atccaagctt
ttcttcaccy
tctgctactc
tctatcagat
gacccatact
cagaacccaa
gtttggcaac
cttgttgctg
aggatcttct
gatcaaccat
cttggagagg
gagtggcacc
gcttacgatc
cagaagaagc
ccagtgatgg
atcgctggag
atgatctctt
cactctaacg
tgcgaggttg
tctggacaaa
accgctgatg

gcatgtaggt

gacacatctt
tactcaatat
taagtttaat
tatagatagt
cataaactat
tcttggtaty
ttggttcaty
agagagacaa
cgcgtccatyg
ggctcaccca
cacctgtata
ctgcatatgc
tatataatac
agtactacta
taccctgceag
aggctaagaa
tgaactggcet
tctgggttcc
gacttggaat
ttccacttag
ggtgggctag
ctgttaggaa
agaggatcgg
acaggaacta
gacttggatg
tcgttcaaca
tcgatgatag
gataccacaa
agtacgatcc
tcaagaagtt
ttgataggaa
aatgggatga
ttgttcacga

ctggaatcygg

cagctcacaa ccttcttage
agatctggaa gagggctcag
gggtgatcag ggctggagag
ctgcttgagt agttagctta

gtaagagct

108

ctaaagtaat
tacttctaaa
tgttgaattt
ttaaagtaaa
aagatttatg
taagtccgta
catggatctt
aacgcaatca
tatgtctaaa
tctcaaccca
tattcattct
gtgtcatccc
ctataaatac
ctctactact
ggatccaaca
ggttcacatc
caacgtcttc
acttcaactc
caccgctgga
gatctggctt
ggatcacadg
gggacttctc
aaggaccgac
cctcaaggtt
gggagattgg
agctaccttc
gaactctcct
cttccaccac
taccaagtgg
cagggctaac
gagggctact
ctacgttgag
tgttaccgac

aaaggatgct

3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820

5880
5940
6000
6060
6109
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<211> 6136
<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Plasmido pDAB7329

<400> 59

cggtcacctc
ggagaatcga
ggattggtat
aagatcagcg
aaagcaaacg
aggatattgg
gtcttcaatt
atcattcatt
cccagetttc
cgaacaggtc
tagtgagtcg
tctctgatgt
ttacataaac
gcgattaaat
cgggcaatca
tctgaaacat
ctggctgacg
tgcatggtta
tcctgattea
gattcctgtt
atcacgaatg
gcctgttgaa
cgtcactcat

ttgtattgat

gagtatcaaa
tctgctatca
taaggacgct
atacgaaata
ttacatgaat
ccgagattac
cagcccaaat
gtttgtttgg
ttgtacaaag
actatcagtc
tattacatgg
tacattgcac
agtaatacaa
tccaacatygy
ggtgcgacaa
ggcaaaggta
gaatttatgc
ctcaccactyg
ggtgaaaata
tgtaattgtc
aataacggtt
caagtctgga
ggtgatttct
gttggacgag

atctatttag
taaaaattac
taaattattt
ttcgtagtac
tgatgaaaca
tgaatattga
ggcagttgaa
ttgcctttge
ttggcattat
daaataaaat
tcatagctgt
aagataaaaa
ggggtgttrat
atgctgattt
tctatcgett
gcgttgccaa
ctcttecgac
cgatccccgyg
ttgttgatgce
cttttaacag
tggttgatgc
aagaaatgca
cacttgataa

tcggaatcgce
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aaatacacaa
aaaaaaattt
gtcgggtcac
tatcgataat
atacaaagac
gtaagatcac
atactcaaac
caacatggga
aagaaagcat
cattatttgc
ttcctggeag
tatatcatca
gagccatatt
atatgggtat
gtatgggaag
tgatgttaca
catcaagcat
aaaaacagca
gctggeagtg
cgatcgcgta
gagtgatttt
taaacttttg
ccttattttt

agaccgatac

tattttgttyg
tatttgcctc
tacgcatcat
ttatttgaaa
agataaagcc
ggaatttctg
cgcceccatat
gtccaaggtt
tgcttatcaa
catccagetg
ctctggcccg
tgaacaataa
caacgggaaa
aaatgggctc
cccgatgegce
gatgagatgg
tttatccgta
ttccaggtat
ttcectgegec
tttcgtctcg
gatgacgagc
ccattctcac
gacgagggga
caggatcttg

109

caggcttgct
aattatttta
tgtgattgag
attcataaga
acgcacattt
acaggagcat
gcaggagcgg
ggcgcgecga
tttgttgcaa
atatccccta
tgtctcaaaa
aactgtctgc
cgtcgaggcc
gcgataatgt
cagagttgtt
tcagactaaa
ctcctgatga
tagaagaata
ggttgcattc
ctcaggcgca
gtaatggctg
cggattcagt
aattaatagg

ccatcctatg

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440



gaactgcctc
tgataatcct
agaattggtt
aagctcatga
cgtagaaaag
gcaaacaaaa
tcttttteceg
gtagccgtag
gctaatcctyg
ctcaagacga
acagcccage
agaaagcgcc
cggaacagga
tgtcgggttt
gagcctatgg
ttttgctcac
ctttgagtga
€gaggaagcg
ttaatgcagc
taatacgcgt
atggccttct
ccgggecgtt
gcgttcaccyg
tttatttgat
gtcacgacgt
ttgactgata
aactrrgtac
attcgcggcc
ctagtctccc
ctatttaaag
taatttctca
ttattattty
atgtagtcta

agcataatga

ggtgagtttt
gatatgaata
aattggttgt
ccaaaatccc
atcaaaggat
aaaccaccgc
aaggtaactg
ttaggeccacc
ttaccagtyg
tagttaccgg
ttggagcgaa
acgcttcecy
gagcgcacga
cgccacctct
adaaacgcca
atgttctttc
gctgataccg
gaagagcgcc
tggcacgaca
accgctagee
gcttagttty
gcttcacaac
acaaacaaca
gcctggeagt
tgtaaaacga
gtgacctgtt
aaaaaagcag
gctttectgc
agtatcatta
gggttttcca
taatctttag
ttaaacattt
acattttcat

tttattctta

ctccttcatt
aattgcagtt
aacactggca
ttaacgtgag
cttcttgaga
taccagcggt
gcttcagcag
acttcaagaa
ctgctgccag
ataaggcgca
cgacctacac
aagggagaaa
gggagcttcc
gacttgagcg
gcaacgcggce
ctgcgttatc
ctcgecgcag
caatacgcaa
ggtttccecga
aggaagagtt
atgcctggca
gttcaaatcc
gataaaacga
tccctactcet
cggccagtcet
cgttgcaaca
gctcecgeggc
atgacatcgt
tagtgaaagt
cCctaaaaatt
ttgaaattat
tcaaaccgca
attgaaatat

ttcttcttca

ES 2568 803 T3

acagaaacgg
tcatttgatg
gagcattacyg
ttacgecgteyg
tccttttttt
ggtttgtttg
agcgcagata
ctctgtagca
tggcgataag
gcggtcgggce
Cgaactgaga
ggcggacagy
agggggaaac
tcgatttttg
ctttttacgg
ccctgattct
ccgaacgacc
accgcctcetce
ctggaaagcg
tgtagaaacy
gtttatggcy
gctccecggey
aaggcccagt
cgcgttaacg
taagctcggg
aattgatgag
cgcactaggt
cctgcagagce
tttggctctc
ctggtatcat
cacgctteeg
taaaatttta
ataatttact

tataaatgtt

ctttttcaaa
ctcgatgagt
ctgacttgac
ttccactgag
ctgcgcgtaa
ccggatcaag
ccaaatactg
ccgcctacat
tcgtgtctta
tgaacggggy
tacctacagc
tatccggtaa
gcctggtatc
tgatgctcgt
ttcctyggect
gtggataacc
gagcgcageg
cccgcgegtt
ggcagtgagc
Caaaaaggcc
ggcgtcctyc
gatttgtcct
cttccgactg
ctagcatgyga
ccccaaataa
caatgctttt
ttaaactcta
caagcgcatg
tcgecggtay
tctcacttta
cacacgatat
tgaagtcccy
taattttagc

taatatacaa

110

aatatggtat
ttttctaatc
gggacggcgc
cgtcagaccc
tctgctgett
agctaccaac
tccttctagt
acctcgetct
ccgggttgga
gttcgtgcac
gtgagcattg
gcggcagggt
tttatagtcc
caggggggcyg
tttgctggcc
gtattaccgc
agtcagtgag
ggccgattca
gcaacgcaat
atccgtcagg
ccgccaccct
actcaggaga
agcctttcogt
tgttttccca
tgattttatt
ttataatgcc
gaagctagga
cttaattaaa
ttttttacct
cttgttactt
ccctacaaat
tctatcttta
gttggtagaa

tataaacaaa

1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480



ttctttacct
ttcaaccacg
aattttttta
tttgaataaa
caatgattty
gacactacgg
tttaataata
aaattaatta
gtgactattg
tataagtaat
gtggactaat
actggaatta
gcgcaagaaa
cacaaccaac
tgccatgcaa
cacacaaaca
cttccgecac
atgcccaaat
ctctaatatc
ataataccce
atggccagca
gacttcaaac
acaccgatga
ctctttgttc
gcagtgtggg
agattgtggg
gtrggtgctyg
cacagataca
cacatgggtt
gatctgaatg
ttcatggcett
ggtttcatct
aactcacttyg

catgtcataa

taagaaggat
taaatctcat
ttcgactgat
aaaatccaat
tggtatttct
aagtaactga
gttactatat
gatataatta
atttattatt
gtagtagagt
tttcatatat
ctgtgggttyg
aagacaaaga
tcaaattagt
agcaacacgt
cattgccttt
ctcaatttct
ctccatgcat
actcacttct
aacccaacte
gttcttcaag
ccatgaggaa
ctttgaagaa
cactggctgg
cagttgtgta
cacattcctc
gagccgrrga
cagacacaga
ggatgctctt
aggacccagt
tggtctttce
atggagggat
cacattggct

ctgctcttgt

ttcccatttt
aataataagt
cttaaagcaa
tatcattgta
gaagcaagtc
agatctgctt
tcaagatttc
daatattact
ctactatgtt
gttagagtgt
ttcttattge
ccatgacact
acaaagaaaa
cactggctga
gcttaacatg
ttcttcatca
tcacttcaac
gttccaacca
ttcatcatcc
atattcaata
tgtgccagaa
caccaaaggc
ctggcacaaa
gttgatctca
ctacttcaac
ttacaaggcc
aggttccata
gaaagatcct
gaagcagaat
tgtggtctgg
cacccttgtt
cttgagagty
tggtgatcaa

cacgctgggt
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atattttaaa
tgtttcaaaa
cacccagtga
ttttttttat
atgttatgca
ttacatgcga
atatatcaaa
tttttaattt
taaattgttt
taccctaaac
ttttaccttt
ctgtggtctt
aagacaaaac
tcaagatcgce
cactttaaat
tcaccacaac
acacgtcaac
ccttctetct
atccatccag
ctactctagg
cttgccgcag
tatgatgtct
catgtgaact
acctattggg
actggacttg
agcttgcctc
agatggtgga
tactcagtga
ccaaagaagc
caacatagga
gctggcctygg
ttctttgttc
ccgtttgatg

gaaggctatc

aatatattta
gtaataaaat
cacaactagc
acaatgaaaa
aaattctata
gacacatctt
tactcaatat
taagtttaat
tatagatagt
cataaactat
tcttggtatg
ttggttcaty
agagagacaa
cgcgtecatg
ggctcaccca
cacctgtata
ctgcatatgc
tatataatac
agtactacta
taccctgcad
ctttccctyga
ccaaacctca
ggctcaacac
ttcctcttca
ggatcactgc
tcaaaatcta

gcaacggaca

ggaagggatt
aagggaggac
actttctcaa
gatggggaga
agcaagccac
acagaaactc

acaactttca

111

tcaaatattt
ttaactccat
catttttttc
tttcaccaaa
attcccattt
Ctaaagtaat
tacttctaaa
tgttgaattt
ttaaagtaaa
aagatttatg
taagtccgta
catggatctt
aacgcaatca
tatgtctaaa
tctcaaccca
tattcattct
gtgtcatccc
ctataaatac
ctctactact
ggatccaaca
tgggacaacg
catctctgaa
cacattcatt
atggaaaact
tggctaccat
ccttgecgea
cagagcacat
gctctacage
ggacattact
gtgtgtgatc
ctactgggga
cttctygtgte
tccacgtgac

ccatgagttt

3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
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ccgtcagact
tggatttgga
gagaagggaa
tggggaatac
aagaatggca
aaggatcatc
atcttcaatg
agggtrggtg
aacaaagatg
caagctacca

ttaatcacct

<210> 60
<211> 18713
<212> ADN

atagaaatgc
agcaacttgg
gggttcaaca
cgttggaaca
aggcatggat
ctggtggacg
gaggtgtcta
tcctecgtyy
tctetactgt
aagtggttca

agagct

<213> Artificial

<220>

<223> Plasmido pDAB7319

<400> 60

ttgtacaaag
ttcaacaacg
gatgttgaag
ttgaaatgqgc
aagtaaataa
tttgagcgtc
taatcagcgc
ctgcctctgt
caaattgctt
gggagacggt
tctggtagta
tatggtttaa
atccaatgtt
atatgcggca
tactgccaga
agaatcttga
ttgtgaaaga

tatcacaaag

tggttgcggc
aaggtaatgg
cgtgccataa
actgttattt
tagacgccyt
agacctaatc
agacaaatgg
attgctgatt
tcaaggagac
aaagccagtt
cacttctcta
accctgcagg
tacgggaaaa
catatgcaac
atacgaagaa
agacgtaagc
gacatagagg

gaatcttatc

gattgagtgg
acttgctcac
gttgcagaag
actccctgtt
tgctgttget
tgctctcatc
caatcattca
agggtgcgaa
ggttgatagt

gccagtcect

cgcttaatta
cgtaaaagaa
tatgatgatg
caaccatatc
tgttaaagaa
aaatattaca
cgtaaagatc
tagtcagcct
agccatgccc
gctcttcaat
atccaaaaat
actagtccag
actatggaag
ctatgttcaa
gaatacgtag
actgacgaca
acacatgtaa

ccccactact
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tatcagtatg
aatctcaagc
aaactggatc
gtgtcttggg
ggtgtcattc
aactctgcga
aatgccgcac
gtggagatat
tctggeaacc

ggtgctcaag

aatttaaatt
aaaatgtatg
tataattaaa
tttgattctg
ttgctatcat
aaatatctca
gcggaaaaac
tatttgactt
cacactttgt
aaggaatgtc
caatttgtat
aaggtaatta
tattatgtaa
aaatgaagaa
aaattgaaaa
acaatgaaaa
ggtggaaaat

tatcctttta

accccacgaa
agttcagaca
agaagagagc
atgactttgt
acgatgttgg
ttggcaaaga
acaaccttct
ggaaacgtgc
gtattgtgag

cagcttgatg

caattaatgc
ttattgtatt
atattaactg
ttacatgaca
atgtgcctaa
ctctgtcgcec
ctcceccgagt
aagggtgccc
tgaaaaacaa
gaggaggcaa
tcaagatacc
tccaagatgt
gctcagcaag
tgtacagata
agaagaacca
gaagaagata
gtaagggcgg
tatttttccy

112

gtggagcatt
gaatgagata
gaaacttgat
tgaacagtca
tgacttcatc
tgccacagcg
ctccaccatg
tcaaagtgag
agctggtgga
agtagttagc

aatcttgatt
gatctttcat
tcgcatttta
cgactgcaag
ctagagggaa
agcaatggtg
ggcatgatag
tcgttagtga
attgcctttg
tgtaaccgcc
gcaaaaaact
agcatcaaga
aagcagatca
caagatccta
ggcgaagaaa
aggtcggtga
aaagtaacct

tgtcattttt

5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120
6136

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080



gcccttgagt
tggtgtaagc
gtaggtacca
ccagctacag
tctacagtga
aggttgcaag
gcttacgctg
tacgtgtcac
aagtctatgg
ccatctgtta
ggatacaagc
gctcctccaa
agctcgatcy
atagttgcgy
aggtgggcta
gcgggatgaa
aaagtatgta
gtctttattyg
atccaggatg
agtgtgctty
taaaaattta
aatatagttt
cataaattta
ggtacattgce
tttaaacgat
agctcttgec
tcagctgrga
ataccttgat
gctgatgggg
tatctcgtty
tattattcge
taagcagaty
gaaagagcct

gtrtgctagce

tttcctatat
tattttcttt
gatctggatc
cagctgatat
actttaggac
atagataccc
ggccctggaa
ataggcatca
aggcgcaagg
ggttgcatga
atggtggatg
gygccagttag
gcggcaatag
tgggcaaggc
tggctctcag
gcaaaagtgt
ttcatcacta
tcgccgtatg
aaataatatg
aggtcggtcg
tggtattcaa
aaatatttat
ttgatgcaag
cgtagatgaa
ctgcgtctaa
cagcagacty
accggaagcg
gatcggcectce
gaggtgtata
ctcaagtgca
cacgagttag
ttacgcccty
cggctgaggc

cagaaccaga

aaggaaccaa
gaagtactga
ccaaaccatg
ggccgcggtt
agagccacaa
ttggttggtt
ggctaggaac
aaggttgggc
ttttaagtct
ggctttggga
gcatgatgtt
gccagttacc
cttcttageg
tctctttcag
ttccttgtgg
ccgattgtaa
atataatcag
taatcggcgt
ttattataat
ccaccactcc
tttaaacacy
tgataaaata
tttaaattca
agactgagtg
ttttcggtce
ggcttccagt
gacgaccaac
tggtgaaggg
attatgaggc
tggcgcaaag
cagacgaaga
ctgcagygect
ccatactgaa

tcacatccga
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gttcggcatt
ggatacaact
tcteccggaga
tgtgatatcg
acaccacaag
gctgaggttg
gcttacgatt
ctaggatcta
gtggttgctg
tacacagccc
ggtttttggc
caaatctgag
ccatcccggg
aaagacaggc
aagcgcttgg
caagatatgt
tgtattccaa
cacaaaataa
ttttgcgatt
catttcataa
tatacttgta
acaagtcagg
gaaatatttc
cgatattatg
aacttgcaca
cctttecgotc
agtggaagaa
tatcatcgca
ccacggegyg
cagttattgg
gaccttcatg
ttctattatc
agagatcgat

tatgctattg

tgtgaaaaca
tcagagaaat
ggagaccagt
ttaaccatta
agtggattga
agggtgttgt
ggacagttga
cattgtacac
ttataggcct
dggggtacatt
aaagggattt
tagtragctt
ttgatcctat
ggccaaagga
tctaaggtgc
tgatcctacg
tatgtactac
tccececggtga
tggtccgtta
ttttacatgt
aagaatdata
tattatagtc
aataactgat
gtgtaataca
ggaaagacgt
gatcgggtcc
ctgaaaggaa
gccaagcaag
cttattcttt
agtgcggatt
aacgtggcca
caatagttygy
ggatatcgat

cagcttgacg

113

agaaaaaatt
ttgtaagttt
tgagattagg
cattgagacg
tgatctagag
ggctggtatt
gagtactgtt
acatttgctt
tccaaacgat
gcgcgcaget
tgagttgcca
aatcacctag
ctgtgttgaa
acccaaggtg
agaggtgtta
taaggatatt
gatttccaat
ctttctttta
taggaattga
atttgaaaaa
tcttgaaaga
caagcaaaaa
tatatcagct
taggaattcg
cgaccgeggt
aatgttgtcc
cgagccgtrct
ctcatgaaag
agggaggatc
ttcgttggca
aggccagagt
ttgatcttty
atgccatgtt

cagatatgga

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



ggataagttg
gaaattccgt
gtattagttt
tgtttttage
Ccaaattttat
aattcagatg
cataagtttt
tttttaacat
ttttcgcgeca
gtgtcttgag
tgcttggtaa
ttttagacaa
ttaagttgtc
cagctcgatt
atctggeccc
taatttgttt
atgtactttc
ggtaattact
tttcccggac
ccggtggage
attgagaact
gatccacatyg
ccgtgagatc
aggtacaatc
ggtgaggccg
gggcecgggag
gggcgcagec
caggttagcyg
tggacagccc
gtgtcaagga
gggcacttat
tttcgecgat
catctgtcaa

tgtcagtgag

attcatggga
cgagttaacg
gcaccagctc
tttgtcttgt
gctggagaac
tctggatata
atgaatgttc
tacaaataag
aaagtcacgg
tttgcctega
taattgtcat
gtatcaaacqg
taagcgtcaa
tacaattgaa
catttggacg
attgctttcg
attttataat
ctttcttttt
atgaagccat
ttgcatgtty
gagccatgtg
ggacttttaa
agccgacgca
gagccgacgt
ttcgcggecg
ggttcgagaa
ctggttaaaa
gtggccgaaa
ctcaaatgtc
tcgegecect
ceceaggcett
ttgcgaggct
cgccgegecyg

ggccaagttt

tcgctcagga
cagccgcetta
cgcgtcacac
tgtggcaggg
agcttcttaa
gatatgattg
ttccattttc
ttcttatacyg
atattcgtga
ggctagcgea
tagattgttt
gatgtgactt
tttgatttac
tatatcctgce
tgaatgtaga
cctataaata
aacgctgcgy
ctccatattg
ttacaattga
gtttctacge
cacctteecce
acatcatccg
ccgggcaggc
tcacgcggaa
aggggcgcag
9g999999cac
acaaggttta
aacgggcgga
aataggtgcg
catctgtcag
gtccacatca
ggccagetec
ggrgagtcgg
tccgegaggt
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gtagctcatc
cgacggattc
ctgtcttcat
cggcaagtgc
ttcctttgga
taaaataacc
gtcatcgaac
ttgtttatac
aagcgacata
tgcacataga
ttatgcatag
cagtacatta
aattgaatat
cggceggecc
cacgtcgaaa
cgacggatcg
acatctacat
accatcatac
atatatcctg
agaactgagc
ccaacacggt
tcggatggcg
gcgcaacacg
cgaccaagca
cccctggggy
cccocttogg
taaatattgg
aacccttgca
cccctcatet
tagtcgcgcec
tctgtgggaa
acgtcgcecgg
cccctcaagt

atccacaacg

catgcacgcc
gaaggtcatc
ttgaataaga
ttcagacatc
aataatagac
tatttaagty
gaataagagt
accgggaatc
aactgcgaaa
cacacacatc
atgcactcga
aaaacgtccy
atcctgeccc
acgcgtgteg
taaagatttc
taatttgtcyg
ttttgaatty
tcattgctga
ccgecegetge
cyggttadggea
dgagcgacggg
ttgcgagaga
atcgcaaagt
agcttggcty
gatgggaggc
cgtgcgeggt
tttaaaagca
aatgctggat
gtcagcactc
cctcaagtgt
actcgedgtaa
ccgaaatcga
gtcaacgtcc

ccggcggccg

114

gacaagaaca
cattcggaat
tgttagcaat
attctgtttt
tgcgtcttaa
tcatttagaa
aaatacacct
atttccatta
tttgcgggga
atctcattga
aatcagccaa
caatgtgtta
agccagccaa
aggaattctg
cgaattagaa
ttttatcaaa
adaaaaaaatt
tccatgtaga
cgctttgcac
gataatttcce
gcaacggagdt
agcagtcgat
atttgaacgc
ccatttttgg
ccgegttage
cacgcgeaca
ggttaaaaga
tttctgcctg
tgcccctcaa
caataccgca
aatcaggcgt
gcctgcccct
gcccctecatce

cggtgtcteg

3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160



cacacggctt
cggcgaggge
aaccctgctt
atacaggatt
cgggcaggat
attcgcacct
gcgtaacaga
cacctatcaa
cggccggeat
gcgtcgtgga
tgggcggect
ccacgatcct
tgatgggcgt
ggggtgcgcy
gagctggtat
gtctacggga
gggtcaaatc
gggtgaatga
ttttccgeeg
accttccagt
gtgcaactygyg
ctcgaacagg
acgaccaaga
caggccgcgt
gatattgcgc
ctgttcacca
cacgtcaaca
gaactggtgt
accttcacgt
acgaaggccg
cgcgttggge
aagaaaacgt
gaccactaca

atgttcgact

cgacggcgtt
aaccagcccg
cggggtcatt
ttgccaaagg
aggtgaagta
ggcggtgete
tgagggcaag
ggtgtactgc
gagcctgteg
ctatgagcac
gctgaaactc
cgccctygety
ggtccgeecy
tgattgccaa
tcgtgcaggg
ccgacttcat
aggaataagg
atcggacgtt
aggatgccga
cegtegygcete
ctccccctge
aggcggeagy
agcgaaaaac
tgctgaaaca
cgtggccgga
cgcgcaacaa
aggacgtgaa
ggcagcaggt
tctacgagcet
aggaatgcct
acctggaatc
ccecgttgeca
cgaaattcat

atttcagctc

tctggcgegt
gtgagcgtcyg
atagcgattt
gttcgtgtag
ggcccacccg
aacgggaatc
cggatggctyg
cttccagacy
gcctacctge
gtccgcgagce
tggctcaccg
gcgaagatcg
agggcagagc
gcacgtcecc
caagattcgg
tgccgataag
gcacattgcc
tgaccggaag
aaccatcgca
gatggtccag
cctgcecgcy
tttggcgaag
cgccggegag
cacgaagcagd
cacgatgcga
gaaaatcccg
gatcacctac
gttggagtac
ttgccaggac
gtcgcgecta
ggtgtcgcty
ggtcctgatc
atgggagaag
gcaccgggag
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ttgcagggcc
gaaagggtcg
tttcggtata
actttccttg
cgagcgggtg
ctgctctygey
atgaaaccaa
aacgaagagc
tggccgtcgg
tggcccgeat
acgacccgeg
aagagaagca
catgactttt
atgcgcteca
aataccaagt
gtggattatc
ccggcgtgag
gcatacaggc
agccgcaccy
caagctacygg
ccatcggccy
tcgatgacca
gacctggcaa
cagatcaagg
gcgatgccaa
cgcgaggcoge
accggcgtcg
gcgaagcgea
ctgggctyggt
caggcgacgy
ctgcaccget
gacgaggaaa
taccgcaagc

ccgtacccgce

atagacggcc
acggatcttt
tccatccttt
gtgtatccaa
ttccttcttc
aggctggeeg
gccaaccagy
gattgaggaa
ccagggctac
caatggcgac
cacggcgegy
dggacgagcett
ttagcegeta
tcaagaagag
acgagaagga
tggacaccaa
tcggggcaat
aagaactgat
tcatgcgtge
ccaagatcga
ccgtggagey
tcgacacgeg
aacaggtcag
aaatgcagct
acgacacggc
tgcaaaacaa
agctgcgogce
cccctatcegy
cgatcaatgg
cgatgggctt
tccgegtect
tcgtegtyct
tgtcgccgac

tcaagctgga
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gccagcccag
tccgetgeat
ttcgcacgat
cggcgtcagce
actgtccctt
gctaccgecy
aagggcagcc
aaygcggcyy
aaaatcacqgg
ctgggccgec
ttcggtgatg
ggcaaggtca
aaacggccgg
cgacttcgeg
cggccagacyg
ggcaccaggc
cccgcaagga
cgacgcgggy
gccccgcgaa
gcgcgacagce
ttcgegtegt
aggaactatg
cgaggccaag
ttccttgttc
ccgctetgec
ggtcattttc
cgacgatgac
cgagccgatce
ccggtattac
cacgtccgac
ggaccgtggc
gtttgctgyc
ggcccgacgg

aaccttccgce

5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6480
6540
6600
6660
6720
6780
6840
6900
6960
7020
7080
7140
7200



ctcatgtgcg
tgcgaagagt
cattgcaaac
ttactggcat
tcgggacgca
tgattaaggce
gattgtcggce
aaaagcccat
tcgacggcga
acaaggcgca
gtatgctgct
caacgggaat
ggagcttgtt
ctgtgcagcec
tgatggcggt
caaacgcagc
cgttcggaac
cctggcaact
caatcccgat
cgggtttaac
ccttactggg
gggagcacag
aattcaggag
agaggtagtt
cggctccgca
gaccgtaagg
ggcttceccct
cgacatcatt
caatgacatt
gctgacaaaa
tgatccggtt
ctcgccgcecc
gtacagcgca

gcgcctgecy

gatcggattc
tgcgaggcag
gctagggect
ttcaggaaca
cggcgegcetc
tcagattcga
cctgaagaaa
ggaggcgttc
gatcattggg
tctgtccggc
gcgggcgttg
ctggtygaty
gtttatttcg
gctgatggtc
cctggggoct
gctagatcct
cgtgctgace
ggcggccegga
gcctacagga
ctacttcctt
ctttctcage
gatgacgcct
ttaaacatca
ggcgtcatcg
gtggatggcyg
cttgatgaaa
ggagagageg
ccgtgycgtt
cttgcaggta
gcaagagaac
cctgaacagq
gactgggctg
gtaaccggca

gcccagtratce

cacccgegtg
cggcctggtg
tgtggggtca
agcgggeact
tacgaactgc
<ggcttggag
gctccagaga
gctgaacggt
ctgtcggtct
gttttcgtag
€Cggcgggtr
cgcatcttca
gtctaccgec
gtgttcatct
atttgcggaa
gtcggcgtcg
cgcaagtggc
ggacttctgc
accaatgttc
tggttccggy
ccccgagege
aacaattcat
tgagggaagc
agcgccatct
gcctgaagcec
caacgcggeg
agattctccg
atccagctaa
tcttecgagec
atagcgttgc
atctatttga
gcgatgagceg
aaatcgcgec

agcccgrcat
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aagaagtggc
gaacacgcct
gttccggety
gctcgacgea
cgataaacag
cggccgacgt
tgttcgggtc
tgcgagatygc
tcaaacagga
agcccgaaca
tattgctcgt
tccteggege
tgccgggcygg
ctgccgetcet
ctgcgggegt
cagcgggcct
aacctcccgt
tcgttecage
tcggeetgge
ggatctcgeg
ttagtgggaa
tcaagccgac
ggtgatcgec
cgaaccgacg
acacagtgat
agctttgatc
cgctgtagaa
gcgcgaactg
agccacgatc
cttggtaggt
ggcgctaaat
aaatgtagty
gaaggatgtc

acttgaagct

gcgagcaggt
gggtcaatga
ggggttcagce
cttgcttecgce
aggattaaaa
gcaggatttc
cgtttacgag
cgtggcattc
ggacggeccec
gcgaggecga
gatgatcgtc
acttaatatt
ggtcgeggeg
gctaggtagc
ggcgctgtty
ggcgggggceg
gcctetgcetce
agctttagtg
gtggcrcggc
actcgaacct
tttgtacccce
accgcttcgce
gaagtatcga
ttgctggecy
attgatttgc
aacgaccttt
gtcaccatty
caatttggag
gacattgatc
ccagcggcegy
gaaaccttaa
cttacgttgt
gctgccgact

aggcaggcett
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cggcgaagcc
tgacctggtg
agccagcgcet
tcagtatcgce
ttgacaattg
cgcgagatcc
cacgaggaga
ggcgcctaca
aaggacgctc
ggggtcgccyg
cgacagattc
tcgctattet
acggtaggcg
ccgatacgat
gtgttgacac
gtttccatgg
acctttaccyg
tttgatccgce
ctgatcggag
acagttgttt
ttatcgaacc
ggcgcggett
ctcaactatc
tacatttgta
tggttacggt
tggaaacttc
trgtgcacga
aatggcagcg
tggctatctt
aggaactctt
cgctatggaa
cccgeatttyg

gggcaatgga
atcttggaca

7260
7320
7380
7440
7500
7560
7620
7680
7740
7800
7860
7920
7980
8040
8100
8160
8220
8280
8340
8400
8460
8520
8580
8640
8700
8760
8820
8880
8940
9000
9060
9120
9180
9240



agaagatcgc
cgagatcacc
€gcggegcgy
ggtggttcta
tggcttcccc
gggctgcact
caaattacaa
tagtttgaaa
caatattact
atatttggtc
aatatatagt
tctagaaata
ttttattaac
cgtcaatctc
tttttcgaat
aggtatcata
caacgaaaaa
tcctataaga
atatatttac
daaaaaccayg
gtttggtttyg
tagctttaat
aaatgaatca
tatgtaattt
aggttagcta
gaaatatacg
gtgatatatt
atgtaactat
gaaaatagtg
ttgtacaaaa
aaacaaagaa
tggctctctce
ggtatcattc

cgcttccgca

ttggcctcgce
aaggtagtcg
cttaactcaa
agcctegtet
tcggcagttc
ccaacagaaa
cggtatatat
ttagaaagct
caccggatcc
taatttagtt
ttttatatat
tttgcgactc
tttaaataat
tttgttcttc
ttgaagtgaa
ttgattttta
ttagtcaaac
atattttaat
ttatcaaaaa
aaaatgctga
attttgatat
atttcaagat
agcctatatg
acttgattct
cgatttacag
aaggaacaaa
TTTTgLLCTtE
tatgctcect
gccaccgcett
aagcaggctc
gcgatcgeyc
gccggtggtt
tcactttact

cacgatatcc

gcgcagatca
gcaaataatg
gcgttagaga
tgcgatggea
atcagggcta
caatcaaaca
cctgccagtce
cgcaattgag
taaccggtgt
tggtattgag
atgcctttaa
ttctggcaty
tggttgtacg
catattcata
atttcgataa
tacttaatta
gactaaaata
agatcatatg
tttgacaaag
aaacccggea
aaaccgaacc
attattaagt
gctgtaatat
aaaaaaatat
caaagccaga
tatttttaaa
aaacaagcat
tcgttacaaa
aattaaggcg
cgcggecgea
ggcegecatt
ttttacctct
tgttacttta

ctacaaattt
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gttggaagaa
tctaacaatt
gctggggaag
tttcgatcca
aatcaatcta
aacatacaca
agcatcatca
gtctacaggc
gatcatgggc
taaaacaaat
gactttttat
taatatttcg
atcactttct
tgtcaaaacc
tttaaaatta
Ctaaatttgg
aataaatatc
tttgtaaaaa
taagattaaa
aaaccgaacc
aactcggtcc
taacgttgtc
gaatttaaaa
cccaagtatt
atacaatgaa
aaaatacgca
cccctctaaa
aattttggac
cgccatgecc
ctaggtttaa
gtactcccag
atttaaaggg
atttctcata

attatttgtt

tttgttcact
cgttcaagcc
actatgcgceg
ttcccattec
gccgacttgt
gcgacttatt
caccaaaagt
Caaattcgct
cgcgattaaa
tcgaaccaaa
agaattttct
ttaaatatga
tatcaagtgt
tatcaaaatt
aatagaacat
ttaactttga
atgtgttatt
aaattaattt
ataatattca
aatccaaacc
atttgcaccc
aatatcctgy
gcagctcgat
aataatttct
ccataaagtg
atgacttgga
gaatggcagt
tactattggyg
gggcaagcgg
actctagaag
tatcattata
gttttccace
atctttggtt

aaacattttc

117

acgtgaaagg
gacgcegett
atctgttgaa
gcgctcaaga
ccggtgaaat
cacacgagct
taggcccgaa
cttagccgta
aatctcaatt
ccaaaatata
ttaaaaaata
agtgctccat
tactaaaatg
cttatatatc
atcattattt
aagtgtacat
aagaaaattc
ttactaacac
tctaacaaaa
gatatagttg
ctaatcataa
aaattttgca
gtggtggtaa
gctaggaaga
attgaagctc
dCdaddagaadad
TTTCCTTTgC
aacttcttct
ccgcacaagt
ctaggaattc
gtgaaagttt
taaaaattct
gaaattatca

aaaccgcata

9300
9360
9420
9480
9540
9600
9660
9720
9780
9840
9900
9960
10020
10080
10140
10200
10260
10320
10380
10440
10500
10560
10620
10680
10740
10800
10860
10920
10980
11040
11100
11160
11220
11280



aaattttatg
aatttactta
taaatgttta
attttaaaaa
tttcaaaagt
cccagtgaca
ttttttatac
gttatgcaaa
acatgcgaga
atatcaaata
tttaatttta
aattgtttta
ccctaaacca
ttaccttttc
gtggtctttt
agacaaaaca
caagatcgcc
actttaaatg
caccacaacc
cacgtcaacc
cttctctctt
tccatccaga
tactctagga
ctaagaaggt
actggctcaa
gggttccact
ttggaatcac
cacttaggat
gggctaggga
ttaggaaggg
ggatcggdaag
ggaactacct

ttggatgggy

ttcaacaagc

aagtcccgtc
attttagcgt
atatacaata
tatatttatc
aataaaattt
caactagcca
aatgaaaatt
attctataat
cacatcttct
ctcaatatta
agtttaattg
tagatagttt
taaactataa
ttggtatgta
ggttcatgca
gagagacaaa
gcgtccatgt
gctcacccat
acctgtatat
tgcatatgeg
atataatacc
gtactactac
tccaacaatg
tcacatcgct
cgtcttccte
tcaactcaag
cgctggatac
ctggcttgcet
tcacagggct
acttctctac
gaccgacatce
caaggttgtg
agattggctt

taccttctge

tatctttaat
tggtagaaag
taaacaaatt
aaatattttt
aactccataa
ttrtttectt
tcaccaaaca
tcccatttga
aaagtaattt
cttctaaaaa
ttgaatttgt
aaagtaaata
gatttatggt
agtccgtaac
tggatgcttyg
acgcaatcac
atgtctaaat
ctcaacccac
attcattctc
tgtcatccca
tataaatacc
tctactacta
tctgctccaa
gataccgcta
atcatcggaa
accgctatct
cacaggctrtt
gctgttggag
catcataggt
tctcaccttyg
tctgatctca
ttcaccatgg
ggaggattcg
gtgaactctc
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gtagtctaac
cataatgatt
ctttacctta
caaccacgta
tttttttatt
tgaataaaaa
atgatttgtg
cactacggaa
taataatagt
attaattaga
gactattgat
taagtaatgt
ggactaattt
tggaattact
cgcaagaaaa
acaaccaact
gccatgcaaa
acacaaacac
ttccgececacc
tgcccaaatce
tctaatatca
taatacccca
ccgctgacat
tcaacaggca
tcccactcta
gggctgtgat
gggctcactg
gaggagctgt
acaccgatac
gatggatggt
acgaggaccc
gacttgctgt
tgtacgctgy

ttgctcactg

attttcatat
tattcttatt
agaaggattt
aatctcataa
cgactgatct
aatccaatta
gtatttctga
gtaactgaag
tactatattc
tataattaaa
ttattattct
agtagagtgt
tcatatattt
gtygggttgee
agacaaagaa
caaattagtc
gcaacacgtg
attgcctttt
tcaatttctt
tccatgeaty
ctcacttctt
acccaactca
Cagggctagg
caattggtac
cggatgcatc
ctactacttc
ctcatactct
tgagggatct
cgacaaggac
gatgaagcag
agttgttgtt
tccaatgete
aatccttagg

gcttggagat
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tgaaatatat
cttcttcata
cccattttat
taataagttg
taaagcaaca
tcattgtatt
agcaagtcat
atctgctrtt
aagatttcat
atattacttt
actatgttta
tagagtgtta
ctrattgctt
atgacactct
caaagaaaaa
actggctgat
Cttaacatgc
tcttcatcat
cacttcaaca
ttccaaccac
tcatcatcca
tattcaatac
gctccagagg
aagcacgtga
caagctttct
ttcaccggac
gcractctic
atcagatggt
ccatactctyg
aacccaaaga
tggcaacaca
gttgctggac
atcttcttcg

caaccattcg

11340
11400
11460
11520
11580
11640
11700
11760
11820
11880
11940
12000
12060
12120
12180
12240
12300
12360
12420
12480
12540
12600
12660
12720
12780
12840
12900
12960
13020
13080
13140
13200
13260
13320



atgataggaa
accacaactt
acgatcctac
agaagttcag
ataggaagag
gggatgacta
ttcacgatgt
gaatcggaaa
ctcacaacct
tctggaagag
tgatcagggc
cttgagtagt
agagctcatyg
ccatctcact
gcaccttatt
gcttatggaa
ttctaacttt
aagaagtttg
taaggagaca
ccatttatat
tttctaatat
ataaaggttyg
aaaaaaatta
aataacatat
aaatattgtc
aacgagagta
gaaatTtrtt
aatccttata
aaggaaattt
cacataaccc
tttttttatc
ttatacaaaa
cctgcatgac

cattatagtg

ctctcctagg
ccaccacgag
caagtggtct
ggctaacgag
ggctactctt
cgttgagcaa
taccgacttc
ggatgctacc
tcttagcacc
ggctcagaag
tggagagcaa
tagcttaatc
gagagcatgg
tcttctatga
gttctatgat
tgcttcaaat
agcattgtga
tctccattta
taacaattat
attatactta
tttagttgat
gatcatcctt
tgagttggtt
aatatatgta
ataaatctat
aacatatttg
TTItLtatca
caaccaactt
tttaatttga
ttttagcagt
agcaaagaat
CcCCCaaaaac
atcgtcctgce

aaagttttgg

gatcacgtga
ttcccatctyg
atctgggctt
atcgagaagqg
gattggggaa
gctaagaacg
atcaaggatc
gctatgttca
atgagggtgg
gagaacgttg
ccaaccaaga
acctaggtca
aatattgtat
ataaacaaag
aaatttcctc
agtacaaaaa
acgagacata
tatattatat
aaagagagaa
tccacttatt
atgtatatga
aaagtgggtc
tgataaaata
tataaattta
acaatcgttt
actttttggt
gcaaagaata
ccacaagaaa
gttgtcttgt
agagcaatgg
aaataaaata
aagtttecta
agagccaagc

ctctctcgec
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tcaccgctct
actacaggaa
ggaagcaact
gaagggttca
ccccacttga
gaaggggact
acccaggagg
acggaggagt
gagtgatcag
agtacgttag
tcccagagcc
ccagtatgaa
ccgaccatgt
gatgttatga
ttattattat
caaatgtgta
agtgttaaga
attacccact
gtttgtatcc
taatgtettt
aaaggtacta
tatttaattt
ttgaaggatt
ttataatata
agccttgctg
tatttaacaa
aaattaaatt
gtcaagtcag
ttgctgcata
ttgaccgtgt
aaatgagaca
gcaccctacc
gcatgcttaa
gotggttttt

tgttaccctt
cgctatcgag
tggattggct
acaacttcag
tcaacttcca
tgttgctatc
aaaggctatg
gtactaccac
gggaggatgc
ggatggatct
aatcccaacc
ctaaaatgca
aacagtataa
tatattaaca
aaatcatcty
ctataagact
agacataaca
tatgtattat
atttatatat
ataaggttty
tttgaactct
tattgcttct
taaaataata
acatttatct
gaacgaatct
attattattt
aagaaggaca
agacaacaaa
atttatgcag
gcttagcttc
cttcagggat
aacgaattcg
ttaaactagt

tacctctatt
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ggagagggat
tggcaccagt
tacgatctca
aagaagcttg
gtgatggaat
gctggagtty
atctcttctg
tctaacgcag
gaggttgaga
ggacaaaggg
gctgatgctg
tgtaggtgta
taactgagct
ctctatctat
aatcgtgacg
ttctaaacaa
attataatgg
attaggatgt
tatatactac
atccatgata
cttactctgt
tacagataaa
ataaataata
ataaaaaagt
caattattta
dacactatat
atggtgtccc
aaaacaagca
taaaacacta
ttttatttta
gtttcaacce
cggccgettt
ctcccagtat

taaaggggtt

13380
13440
13500
13560
13620
13680
13740
13800
13860
13920
13980
14040
14100
14160
14220
14280
14340
14400
14460
14520
14580
14640
14700
14760
14820
14880
14940
15000
15060
15120
15180
15240
15300
15360



ttccacctaa
tttggttgaa
cattttcaaa
ttcatattga
tcttattctt
aggatttccc
Cctcataataa
ctgatcttaa
ccaattatca
tttctgaagce
actgaagatc
tatattcaag
aattaaaata
ttattctact
agagtgttag
tatatttctt
ggttgccaty
aaagaacaaa
ttagtcactg
cacgtgctta
CCctttttctt
tttcttcact
tgcatgttcc
cttctttcat
aactcatatt
agcatccctg
acgtrtagga
cctgctctty
tctgttotcet
tcccataggt
ggtgcgatce
acggacacca
tggatggttc

tctgatcecy

aaattctggt
attatcacgc
ccgcataaaa
aatatataat
cttcatataa
attttatatt
taagttgttt
agcaacaccce
ttgtattttt
aagtcatgtt
tgcttttaca
atttcatata
ttactttttt
atgtttaaat
agtgttaccc
attgctttta
acactctgtg
gaaaaaagac
gctgatcaag
acatgcactt
catcatcacc
tcaacacacg
aaccaccttc
catccatcca
caatactact
aggacaaagc
actggtacaa
ggttgtactt
actatttctyg
cttacagtgc
aaggttctyc
tgaaggaccc
tcaactctga

tcgttgtgtg

atcattctca
ttccgecacac
ttttatgaag
ttacttaatt
atgtttaata
ttaaaaatat
caaaagtaat
agtgacacaa
tttatacaat
atgcaaaatt
tgcgagacac
tcaaatactc
aattttaagt
tgttttatag
taaaccataa
ccttttctty
gtcttttggt
aaaacagaga
atcgccgegt
taaatggctc
acaaccacct
tcaacctgca
tctcttatat
tccagagtac
ctaggtaccc
aactagctcc
gaaaatcaac
gacgagaacc
tacagcgttt
gaggttgcca
dagatggtgg
ctactctgtg
tccaaaggtc

gCaacacaaa
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ctttacttgt
gatatcccta
tccegtctat
ttagcgttygg
tacaatataa
atttatcaaa
aaaatttaac
ctagccattt
gaaaatttca
ctataattcc
atcttctaaa
adatattactt
ttaattgttg
atagtttaaa
actataagat
gtatgtaagt
tcatgcatgg
gacaaaacgc
ccatgtatgt
acccatctca
gtatatattc
tatgcgtgtc
aatacctata
tactactcta
tgcagggatc
aagtcaaccc
tggctcaaca
acacctctca
ggcatcactg
ttgagactct
tcagccaatc
atgagaggac
aaaggcagaa

cactatggca

tactttaatt
caaatttatt
ctttaatgta
tagaaagcat
acaaattctt
tatttttcaa
tccataattt
ttttctttga
ccaaacaatg
catttgacac
gtaattttaa
ctaaaaaatt
aatttgtgac
gtaaatataa
ttatggtgga
ccgtaactgg
atcttgcgca
aatcacacaa
ctaaatgcca
acccacacac
attctcrecc
atcccatgee
aatacctcta
ctactataat
Ccaacaatggc
acatacagta
cgacccttgt
ccagacctac
gtggctacca
tcctggotte
atagggcaca
tgctgttcte
cagatgtttc

agtgtttget
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tctcataatc
atttgttaaa
gtctaacatt
aatgatttat
taccttaaga
ccacgtaaat
ttttattcga
ataaaaaaat
atttgtggta
tacggaagta
taatagttac
aattagatat
tattgattta
gtaatgtagt
ctaattttca
aattactgtg
agaaaaagac
ccaactcaaa
tgcaaagcaa
aaacacattg
gccacctcaa
Caaatctcca
atatcactca
accccaaccce
tgcacttgat
ccaagaggtc
tgrccrcatt
cctcatttgg
cagactttgg
cactggagct
tcaccygttygy
ccacataggt
tgatcttgac

ctttgccget

15420
15480
15540
15600
15660
15720
15780
15840
15900
15960
16020
16080
16140
16200
16260
16320
16380
16440
16500
16560
16620
16680
16740
16800
16860
16920
16980
17040
17100
17160
17220
17280
17340
17400



10

tggatctttc
tatgctggca
gcacattgga
actgcgttgg
tacagaaatg
agcttgggtc
aaaggaaggc
ggacttcctce
gaaagtggag
gaagatcatc
atgttcaatg
agagttggag
gttcttggga
gctgttgeag
aaaatctatt
tcataaaaat
gcttaaatta
atattcgtag
aattgatgaa
tactgaatat
aatggcagtt
tggttgcctt

<210> 61
<211> 14524
<212> ADN

cgatgatagt
tcatacgtge
taggtgaaca
tcacaatggg
ccatcatttg
cctteccatt
ttcagcaaca
tctteccaget
agatgcttgt
ctggtgggag
gtggagtgta
tcttgagagy
agtcagacat
cgtgatgagt
tagaaataca
tacaaaaaaa
tttgtcgggt
tactatcgat
acaatacaaa
tgagtaagat
gaaatactca

tgccaacatg

<213> Artificial

<220>

<223> Plasmido pDAB7321

<400> 61

ttgtacaaag
ttcaacaacg
gatgttgaag
ttgaaatggc
aagtaaataa
tttgagcgtc

taatcagcgce

tggttgcgge
aaggtaatgg
cgtgccataa
actgttattt
tagacgccgt
agacctaatc

agacaaatgg

ggctgggctg
ctgctttgtt
accgtttgat
agaaggatac
gtatcagtat
ggcctactct
gcaaaaggct
tccagtgatc
tgctgttyct
gagcctcatt
tgaacattca
tggacaagaa
tcttcgtcaa
agttagctta
caatattttyg
ttttatttgc
cactacgcat
aatttatttg
gacagataaa
cacggaattt
aaccgcccca

ggagtccaag

cgcttaatta
cgtaaaagaa
tatgatgatg
caaccatatc
tgttaaagaa
aaatattaca

cgtaaagatc
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ggttggggag
cagcaageca
gacagacgta
cacaacttcc
gaccctacaa
ctcaagacct
cttgacaaga
tcatgggatg
ggagtgatcc
agaagtgctg
aacgccgcac
gtggaggttt
gtgacaaggg
atcacctaga
ttgcaggctt
ctcaattatt
cattgtgatt
aaaattcata
gccacgcaca
ctgacaggag
tatgcaggag
gttggcgegce

aatttaaatt
aaaatgtatg
tataattaaa
tttgattctg
ttgctatcat
aaatatctca

gcggaaaaac

attggtgggg
ctttctgtgt
ctccaaggga
accatgagtt
agtggctcat
tccgttccaa
aaagaagtgg
actttcaagce
atgatgtcte
ttgggaaaga
acaacttgct
ggaagaaaca
tggagcgtct
gctcyggtcac
gctggagaat
ttaggattgg
gagaagatca
agaaaagcaa
tttaggatat
catgtcttca
cggatcattc

cgacccagct

caattaatgc
ttattgtatt
atattaactyg
ttacatgaca
atgtgcctaa
ctctgtcgec

ctccecgagt
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tggacttgtc
caactcattg
tcatgttctyg
tccgagtgac
ctatctcttc
tgagattgag
tcttgattgg
tcgttgcaaa
ccagttcatt
tgggactggc
gagcacaatg
gagggtggat
ggtggaagga
ctcgagtatce
cgatctgcta
tattaaggac
gcgatacgaa
acgttacatg
tggccgagat
attcagccca
attgtttgtt

ttc

aatcttgatt
gatctttcat
tcgcatttta
cgactgcaag
ctagagggaa
agcaatggtg

ggcatgatag

17460
17520
17580
17640
17700
17760
17820
17880
17940
13000
18060
18120
18180
18240
18300
18360
18420
13480
18540
18600
18660
18713

60
120
180
240
300
360
420



ctgcctctgt
Caaattgctt
gggagacggt
tctggtagta
tatggtttaa
atccaatgtt
atatgcggca
tactgccaga
agaatcttga
ttgtgaaaga
tatcacaaag
gcccttgagt
tggtgtaagc
gtaggtacca
ccagctacag
tctacagtga
aggttgcaag
gcttacgcty
tacgtgtcac
aagtctatgg
ccatctygtta
ggatacaagc
gctcctecaa
agctcgatcy
atagttgcgg
aggtgggcta
gcgggatgaa
aaagtatgta
gtctttattg
atccaggatg
agtgtgetty
taaaaattta
aatatagttt

cataaattta

attgctgatt
tcaaggagac
aaagccagtt
cacttctcta
accctgcagg
tacgggaaaa
catatgcaac
atacgaagaa
agacgtaagc
gacatagagg
gaatcttatce
tttcctatat
tattttcttt
gatctggatc
cagctgatat
actttaggac
atagataccc
ggccctggaa
ataggcatca
aggcgcaagg
ggttgcatga
atggtggatg
ggccagttag
gcggcaatag
tgggcaaggc
tggctctcag
gcaaaagtgt
ttcatcacta
tcgccgtatg
aaataatatg
aggtcggtcyg
tggtattcaa
aaatatttat

ttgatgcaag

tagtcagcct
agccatgecc
gctcttcaat
atccaaaaat
actagtccag
actatggaag
ctatgttcaa
gaatacgtag
actgacgaca
acacatgtaa
ccccactact
aaggaaccaa
gaagtactga
ccaaaccatg
ggccgeggtt
agagccacaa
ttggttggtt
ggctaggaac
aaggttgggc
ttttaagtct
ggctttggga
gcatgatgtt
gccagttacc
cttcttageg
tctctttcag
ttccttgtygg
ccgattgtaa
atataatcag
taatcggcgt
ttattataat
ccaccactcce
tttaaacacg
tgataaaata

tttaaattca
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tatttgactt
cacactttgt
aaggaatgtc
caatttgtat
aaggtaatta
tattatgtaa
aaatgaagaa
aaattgaaaa
acaatgaaaa
ggtggaaaat
tatcctttta
gttcggcatt
ggatacaact
tcteccggaga
tgtgatatcg
acaccacaag
gctgaggttg
gcttacgatt
ctaggatcta
gtggttgctg
tacacagccc
ggtttttgge
caaatctgag
ccatcccggg
aaagacaggc
aagcgcttgg
caagatatgt
tgtattccaa
cacaaaataa
ttttgcgatt
catttcataa
tatacttgta
acaagtcagg

gaaatatttc

aagggtgccc
tgaaaaacaa
gaggaggcaa
tcaagatacc
tccaagatgt
gctcagcaag
tgtacagata
agaagaacca
gaagaagata
gtaagggcgg
tatttttccg
tgtgaaaaca
tcagagaaat
ggagaccagt
ttaaccatta
agtggattga
agggtgtrtgt
ggacagttga
cattgtacac
ttataggcct
ggggtacatt
aaagggattt
tagttagctt
ttgatcctat
ggccaaagga
tctaaggtgc
tgatcctacy
tatgtactac
tcccecggtga
tggtccgtta
ttttacatgt
aagaatgata
tattatagtc

aataactgat
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tcgttagtga
attgcctttg
tgtaaccgcce
gcaaaaaact
agcatcaaga
aagcagatca
caagatccta
ggcgaagaaa
aggtcggtga
aaagtaacct
tgtcattttt
agaaaaaatt
ttgtaagttt
tgagattagg
cattgagacg
tgatctagag
ggctggtatt
gagtactgtt
acatttgctt
tccaaacgat
gcgcgcaget
tgagttgcca
aatcacctag
ctgtgttgaa
acccaaggtg
agaggtgtta
taaggatatt
gatttccaat
ctttctttta
taggaattga
atttgaaaaa
tcttyaaaga
caagcaaaaa

tatatcagct

480

540

600

660

720

780

840

900

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460



ggtacattgc
tttaaacgat
agctcttygcc
tcagctgtga
ataccttgat
gctgatgggg
tatctcgttg
tattattcgc
taagcagatg
gaaagagcct
gtttgctagc
ggataagttyg
gaaattccgt
gtattagttt
tgtttttagc
caaattttat
aattcagatyg
cataagtttt
tttttaacat
ttttcgeyca
gtgtcttgag
tgcttggtaa
ttttagacaa
ttaagttgtc
cagctcgatt
atctggcccc
taatttgtrtt
atgtactttc
ggtaattact
tttcccggac
ccggtggage
attgagaact
gatccacatyg

ccgtgagatc

cgtagatgaa
ctgcgtctaa
cagcagactg
accggaagceg
gatcggcctc
gaggtgtata
ctcaagtgca
cacgagttag
ttacgccctg
cggctgaggc
cagaaccaga
attcatggga
cgagttaacg
gcaccagctc
tttgtcttgt
gctggagaac
tctggatata
atgaatgttc
tacaaataag
aaagtcacygg
tttgcctega
taattgtcat
gtatcaaacg
taagcgtcaa
tacaattgaa
catttggacyg
attgctrcy
attttataat
ctttcttttt
atgaagccat
ttgcatgtty
gagccatgtg
ggacttttaa

agccgacgca

agactgagtg
ttttcggtce
ggcttccagt
gacgaccaac
tggtgaagog
attatgaggc
tggcgcaaag
cagacgaaga
ctgcaggcct
ccatactgaa
tcacatccga
tcgctcagga
cagccgetta
cgcgtcacac
tgtggcaggg
agcttcttaa
gatatgatty
ttccattrtc
ttcttatacg
atattcgtga
ggctagegea
tagattgttt
gatgtgactt
tttgatttac
tatatcctgc
tgaatgtaga
cctataaata
aacgctgcgyg
ctccatattyg
ttacaattga
gtttctacgc
caccttcccc

acatcatccyg

ccgggcaggc
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cgatattatg
aacttgcaca
cctttecgete
agtggaagaa
tatcatcgca
ccacggeggg
cagttattgg
gaccttcatg
ttctattatc
agagatcgat
tatgctattg
gtagctcatc
cgacggattc
ctgtcttcat
cggcaagtgc
ttcctttgga
taaaataacc
gtcatcgaac
ttgtttatac
aagcgacata
tgcacataga
ttatgcatag
cagtacatta
aattgaatat
cggceggecc
cacgtcgaaa
cgacggatcg
acatctacat
accatcatac
atatatcctg
agaactgagce
ccaacacggt
tcggatggeg

gcgcaacacg

gtgtaataca
ggaaagacgt
gatcgggtcc
ctgaaaggaa
gccaagcaag
cttattcttt
agtgcggatt
aacgtggcca
caatagttgg
ggatatcgat
cagcttgacg
catgcacgcc
gaaggtcatc
ttgaataaga
ttcagacatc
aataatagac
tatttaagtg
gaataagagt
accgggaatc
aactgcgaaa
cacacacatc
atgcactcga
aaaacgtccg
atcctgccecc
acgcgtgteg
taaagatttc
taatttgtcyg
ttttgaatty
tcattgctga
ccgeccgetgce
cggttaggea
gagcgacggg
ttgcgagaga

atcgcaaagt

123

taggaattcg
cgaccgeggt
aatgttgtcc
cgagccgtet
ctcatgaaag
agggaggatc
ttcgttggca
aggccagagt
ttgatctttg
atgccatgtt
cagatatgga
gacaagaaca
cattcggaat
tgttagcaat
attctgtttt
tgcgtcttaa
tcatttagaa
aaatacacct
atttccatta
tttgcgggga
atctcattga
aatcagccaa
caatgtgtta
agccagccaa
aggaattctg
cgaattagaa
Ttttatcaaa
aaaaaaaatt
tccatgtaga
cgctttgcac
gataatttce
gcaacggagt
agcagtcgat

atttgaacgc

2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500



aggtacaatc
ggtgaggccyg
gggccgggay
gggcgcagcc
caggttagcg
tggacagccce
gtgtcaagga
gggcacttat
tttcgccgat
catctgtcaa
tgtcagtgag
cacacggctt
cggcgaggge
aaccctgctt
atacaggatt
cgggcaggat
attcgcacct
gcgtaacaga
cacctatcaa
cggecggeat
gcgtcgtgga
tgggcggect
ccacgatcct
tgatgggcgt
ggggtgcgcyg
gagctggtat
gtctacggga
gggtcaaatc
gggtgaatga
ttttccgeeg
acctteecagt
gtgcaactygy
ctcgaacagg

acgaccaaga

gagccgacgt
ttcgeggecy
ggttcgagaa
ctggttaaaa
gtggccgaaa
Cctcaaatgtc
tcgegecect
ccccaggett
ttgcgaggcet
cgccgegcecg
ggccaagttt
cgacggecgtt
aaccagcccg
cggggtcatt
ttgccaaagg
aggtgaagta
ggcggtgcetc
tgagggcaag
ggtgtactgc
gagcctygteg
ctatgagceac
gctgaaactc
cgccctgetg
ggtccgeecy
tgattgccaa
tcgtgcaggy
ccgacttcat
aggaataagg
atcggacgtt
aggatgccga
cegtegygcete
ctccccctgc
aggcggeagy

agcgaaaaac

tcacgcggaa
aggggcgcag
gggggggcac
acaaggttta
aacgggcgga
aataggtgcg
catctgtcag
gtccacatca
ggccagctec
ggtgagtcgg
tccgcgaggt
tctgycgegt
gtgagcgtcg
atagcgattt
gttcgtgtag
ggceccacccg
aacgggaatc
<ggatggctg
cttccagacyg
gcctacctge
gtccgcgagce
tggctcaccyg
gcgaagatcg
agggcagagc
gcacgtcccc
caagattcgg
tgccgataag
gcacattgcc
tgaccggaag
aaccatcgca
gatggtccag
cctgcecgcy
tttggcgaag
cgcecggegag
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cgaccaagca
cccectggggg
ccececttegy
taaatattgg
aacccttgca
ccecctecatcet
tagtcgegcec
tctgtgggaa
acgtcgeccgg
cccctcaagt
atccacaacg
ttgcaggygcec
gaaagggtcg
tttcggtata
actttccttg
cgagcgggtg
ctgctctgeg
atgaaaccaa
aacgaagagc
tggccgtcagg
tggcccgcat
acgacccgcy
aagagaagca
catgactttt
atgcgctcca
aataccaagt
gtggattatc
ccggcgtgag
gcatacaggc
agccgcaccy
caagctacyg
ccatcggeceg
tcgatgacca

gacctggcaa

agcttggctg
gatgggaggc
cgtgcgeggt
tttaaaagca
aatgctggat
gtcagcactc
cctcaagtgt
actcgcgtaa
ccgaaatcga
gtcaacgtcc
ccggeggecyg
atagacggcec
acggatcttt
tccatccttt
gtgtatccaa
ttccttctte
aggctggecg
gccaaccagg
gattgaggaa
ccagggetac
caatggcgac
cacggcgcegy
ggacgagctt
ttagccgcta
tcaagaagag
acgagaagga
tggacaccaa
tcggggcaat
aagaactgat
tcatgcgtgce
ccaagatcga
ccgtggagey
tcgacacgeg

aacaggtcag

124

ccatttttgg
ccgegttage
cacgcgcaca
ggttaaaaga
tttctgcctg
tgccecctcaa
caataccgca
aatcaggcgt
gcctygecect
gccecteatce
cggtgtctcg
gccageccag
tccgetgeat
ttcgcacgat
cggcgtcagce
actgtccctt
gctaccgecyg
aagggcagcc
aaggcggcgg
aaaatcacqgg
ctgggccgec
ttcggtgatg
ggcaaggtca
aaacggccgg
cgacttcgeg
cgygccagacy
ggcaccaggce
cccgcaagga
cgacgcgggy
gccccgegaa
gcgcgacage
ttcgcgtegt
aggaactatg

cgaggccaag

4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6480
6540



caggccgcgt
gatattgcgc
ctgttcacca
cacgtcaaca
gaactggtgt
accttcacgt
acgaaggccyg
cgegttgggc
aagaaaacgt
gaccactaca
atgttcgact
ctcatgtygcy
tgcgaagagt
cattgcaaac
ttactggcat
tcgggacgca
tgattaaggc
gattgtcggce
aaaagcccat
tcgacggega
acaaggcgca
gtatgctgct
caacgggaat
ggagcttgtt
ctgtgcagcc
tgatggcggt
caaacgcagc
cgttcggaac
cctggcaact
caatcccgat
cgggtttaac
ccttactygy

gggagcacag
aattcaggag

tgctgaaaca
cgtggcegga
cgcgcaacaa
aggacgtgaa
ggcagcaggt
tctacgagcet
aggaatgcct
acctggaatc
ccegttgeca
cgaaattcat
atttcagctc
gatcggattc
tgcgaggceag
gctagggect
ttcaggaaca
cggcgegcetc
tcagattcga
cctgaagaaa
ggaggcgttc
gatcattgyg
tctgtecgge
gcgggcgttyg
ctggtggatg
gtttatttcg
gctgatggtc
cctgggggct
gctagatcct
cgtgctgace
ggcggccgga
gcctacagga
ctacttcctt
ctttctcage
gatgacgcct

ttaaacatca

cacgaagcag
cacgatgcga
gaaaatcccg
gatcacctac
gttggagtac
ttgccaggac
gtcgcgecta
ggrgtcgcty
ggtcctgatc
atgggagaag
gcaccgggag
cacccgegty
<ggcctggtg
tgtggggtca
agcgggcact
tacgaactgc
cggcttggag
gctccagaga
gctgaacggt
ctgtcggtct
gttttcgtag
ccggcgggtt
cgcatcttca
gtctaccgec
gtgttcatct
atttgcggaa
gtcggegteg
cgcaagtggc
ggacttctgc
accaatgttc
tggttccggy
ccccgagege
aacaattcat

tgagggaagc
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cagatcaagg
gcgatgccaa
cgcgaggcgce
accggcgteg
gcgaagegea
ctgggctggt
caggcgacgg
ctgcaccgct
gacgaggaaa
taccgcaagc
ccgtacccge
aagaagtggc
gaacacgcct
gttccggety
gctcgacgca
cgataaacag
cggccgacgt
tgttcgggtc
tgcgagatgce
tcaaacagga
agcccgaaca
tattgctcgt
tcctcggoge
tgccgggcgg
ctgccgetct
ctgcgggegt
cagcgggcct
aacctcccgt
tcgttecagt
tcggectgge
ggatctcgeg
ttagtgggaa
tcaagccgac

ggtgatcgcc

aaatgcagct
acgacacggc
tgcaaaacaa
agctgcgggc
cccctategy
cgatcaatgg
cgatgggctt
tccgcgtect
tcgtcgtget
tgtcgccgac
tcaagctgga
gcgagcaggt
gggtcaatga
ggggttcagce
cttgcttcge
aggattaaaa
gcaggatttc
cgtttacgag
cgtggcattc
ggacggeccc
gcgaggccyga
gatgatcgtc
acttaatatt
ggtcgcggeg
gctaggtagc
ggcgctgtty
99cgygggcy
gcetetgete
agctttagtg
gtggcrcggc
actcgaacct
tttgtacccce
accgcttcgc

gaagtatcga

125

ttccttgttc
ccgctetgec
ggtcattttc
cgacgatgac
cgagcecgatc
ccggtattac
cacgtccgac
ggaccgtggce
gtttgctggce
ggecccgacgg
aaccttccgce
cggcgaagcec
tgacctggtg
agccagcgcet
tcagtatcgc
ttgacaattg
cgcgagatcc
cacgaggaga
ggcgcctaca
aaggacgctc
ggggtcgccyg
cgacagattc
tcgctattct
acggtaggcg
ccgatacgat
gtgttgacac
grttccatgg
acctttaccy
tttgatccgce
ctgatcggag
acagttgttt
ttatcgaacc
ggcgcggett

ctcaactatc

6600
6660
6720
6780
6840
6900
6960
7020
7080
7140
7200
7260
7320
7380
7440
7500
7560
7620
7680
7740
7800
7860
7920
7980
8040
8100
8160
8220
8280
8340
3400
8460
8520
8580



agaggtagtt
cggcteegea
gaccgtaagg
ggcttcccct
cgacatcatt
caatgacatt
gctgacaaaa
tgatccggtt
ctcgececgecc
gtacagcgca
gcgecctgecg
agaagatcgc
cgagatcacc
€gcggegegy
ggtggttcta
tggcttcccc
gggctgcact
caaattacaa
tagtttgaaa
Ccaatattact
atatttggtc
aatatatagt
tctagaaata
ttttattaac
cgtcaatctc
tttttcgaat
aggtratcata
caacgaaaaa
tcctataaga
atatatttac
aaaaaaccag
gtttggttty
tagctttaat

aaatgaatca

ggcgtcatcg
gtggatggcg
cttgatgaaa
ggagagagcg
ccgtggcgtt
cttgcaggta
gcaagagaac
cctgaacagyg
gactgggctg
gtaaccggca
gcccagtatc
ttggcctegce
aaggtagtcg
cttaactcaa
agcctcgtct
tcggcagttc
ccaacagaaa
cggtatatat
ttagaaagct
caccggatce
taatttagtt
ttttatatat
tttgcgactc
tttaaataat
tttgttcttc
ttgaagtgaa
ttgattrtta
ttagtcaaac
atattttaat
ttatcaaaaa
aaaatgctga
attttgatat
atttcaagat

agcctatatg

agcgccatct
gcctgaagec
caacgcggcyg
agattctccg
atccagctaa
tcttecgagec
atagcgttgce
atctatttga
gcgatgageyg
aaatcgcgcc
agcccgtcat
gcgcagatca
gcaaataatg
gcgttagaga
tgcgatggca
atcagggcta
caatcaaaca
cctgccagtc
cgcaattgag
taaccggtgt
tggtattgag
atgcctttaa
ttctggcatg
tggttgtacg
catattcata
atttcgataa
Tactrtaatta
gactaaaata
agatcatatg
tttgacaaag
aaacccggca
aaaccgaacc
attattaagt

gctgtaatat
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cgaaccgacg
acacagtgat
agctttgatc
cgctgtagaa
gcgcgaactg
agccacgatc
cttggtaggt
ggcgctaaat
aaatgtagtg
gaaggatgtc
acttgaagct
gttggaagaa
tctaacaatt
gctggggaag
tttcgatcca
aatcaatcta
aacatacaca
agcatcatca
gtctacaggc
gatcatgggc
taaaacaaat
gactttttat
taatatttcg
atcactttct
tgtcaaaacc
tttaaaatta
Cctaaatttgg
aataaatatc
tttgtaaaaa
taagattaaa
aaaccgaacc
aactcggtcc
taacgttgtc

gaatttaaaa

ttgctggccg
attgatttgc
aacgaccttt
gtcaccattg
caatttggag
gacattgatc
ccagcggagg
gaaaccttaa
cttacgttgt
gctgccgact
aggcaggctt
tttgttcact
cgttcaagcc
actatgcgcy
ttcccattcc
gccgacttgt
gcgacttatt
caccaaaagt
caaattcgct
cgcgattaaa
tcgaaccaaa
agaattttct
ttaaatatga
tatcaagtyt
tatcaaaatt
aatagaacat
ttaactrtga
atgtgttatt
aaattaattt
ataatattca
aatccaaacc
atttygcaccc
aatatcctgg

gcagctcgat

126

tacatttgta
tggttacggt
tggaaacttc
ttgtgcacga
aatggcagcg
tggctatctt
aggaactctt
cgctatggaa
cccgcatttg
gggcaatgga
atcttggaca
acgtgaaagg
gacgccgcett
atctgttgaa
gcgctcaaga
ccggtgaaat
cacacgagct
taggcccgaa
cttagccgta
aatctcaatt
ccaaaatata
ttaaaaaata
agtgctccat
tactaaaatg
cttatatatc
atcattattt
aagtgtacat
aagaaaattc
ttactaacac
tctaacaaaa
gatatagttg
ctaatcataa

aaatrtrgca

gtggtggtaa

8640
8700
8700
8820
8880
8940
9000
9060
9120
9180
9240
9300
9360
9420
9480
9540
9600
9660
9720
9780
9840
9900
9960
10020
10080
10140
10200
10260
10320
10380
10440
10500
10560
10620



tatgtaattt
aggttagcta
gaaatatacyg
gtgatatatt
atgtaactat
gaaaatagtg
ttgtacaaaa
gcggeccgctt
tctcccagta
ttaaaggggt
ttctcataat
tatttgttaa
agtctaacat
taatgattta
ttaccttaag
accacgtaaa
tttttattcyg
aataaaaaaa
gatttgtggt
ctacggaagt
ataatagtta
taattagata
ctattgattt
agtaatgtag
actaattttc
gaattactgt
aagaaaaaga
accaactcaa
atgcaaagca
caaacacatt
cgccacctea
ccaaatctce
aatatcactc

taccccaacc

acttgattct
cgatttacag
aaggaacaaa
ttttgttctt
tatgctcect
gccaccgcett
aagcaggctc
tcctgcatga
tcattatagt
tttccaccta
ctttggttga
acattttcaa
tttcatattg
ttcttattct
aaggatttcc
tctcataata
actgatctta
tccaattatc
atttctgaag
aactgaagat
ctatattcaa
taattaaaat
attattctac
tagagtgtta
atatatttct
gggttgccat
caaagaacaa
attagtcact
acacgtgctt
gcctttttet
atttcttcac
atgcatgttc
acttctttca

caactcatat

aaaaaaatat
caaagccaga
tatttttaaa
aaacaagcat
tcgttacaaa
aattaaggcg
cgcggecgea
catcgtccty
gaaagttttyg
aaaattctgg
aattatcacg
accgcataaa
aaatatataa
tcttcatata
cattttatat
ataagttgtt
aagcaacacc
attgtatttt
caagtcatgt
ctgcttttac
gatttcatat
attactrtrtt
tatgtttaaa
gagtgttacc
tattgctrtt
gacactctgt
agaaaaaaga
ggctgatcaa
aacatgcact
tcatcatcac
ttcaacacac
caaccacctt
tcatccatcc

tcaatactac
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cccaagtatt
atacaatgaa
aaaatacgca
cccctctaaa
aattttggac
cgccatgceec
ctaggtttaa
cagagccaag
gctctctcge
tatcattctc
cttccgcaca
attttatgaa
tttacttaat
aatgtttaat
tttaaaaata
tcaaaagtaa
cagtgacaca
ttttatacaa
tatgcaaaat
atgcgagaca
atcaaatact
taattttaag
ttgttttata
Ctaaaccata
accttttctt
ggtcttttgg
caaaacagag
gatcgccgeg
ttaaatggct
cacaaccacc
gtcaacctgc
ctctcttata
atccagagta

tctaggtacc

aataatttct
ccataaagtg
atgacttgga
gaatggcagt
tactattggy
gggcaagcgg
actctagaag
cgcatgctta
cgytggtttt
actttactty
cgatatccct
gtcccgtcta
tttagcgttg
atacaatata
tatttatcaa
taaaatttaa
actagccatt
tgaaaatttc
tctataattc
catcttctaa
Caatattact
tttaattgtt
gatagtttaa
aactataaga
ggtatgtaag
ttcatgcatg
agacaaaacg
tccatgtatyg
cacccatctc
tgtatatatt
atatgecgtgt
taatacctat
ctactactct

ctgcagggat

127

gctaggaaga
attgaagctc
acaaaagaaa
tttcctttge
aacttcttct
ccgcacaagt
ctaggaattc
attaaactag
ttacctctat
ttactttaat
acaaatttat
tcrttaatgt
gtagaaagca
aacaaattct
atatttttca
ctccataatt
tttttctttyg
accaaacaat
ccatttgaca
agtaatttta
tctaaaaaat
gaatttgtga
agtaaatata
tttatggtgg
tccgtaactg
gatcttgcge
caatcacaca
tctaaatgcec
aacccacaca
cattctcttc
catcccatgce
aaatacctct
actactataa

ccaacaatgg

10680
10740
10800
10860
10920
10980
11040
11100
11160
11220
11280
11340
11400
11460
11520
11580
11640
11700
11760
11820
11880
11940
12000
12060
12120
12180
12240
12300
12360
12420
12480
12540
12600
12660



10

ctgcacttga
accaagaggt
ttgtccteat
cccteatttyg
acagactttg
tcactggagc
atcaccgttg
cccacatagg
ctgatcttga
tctttgccge
gtggacttgt
tcaactcatt
atcatgttct
ttccgagtga
tctatctctt
atgagattga
gtcttgattg
ctcgttgcaa
cccagttcat
atgggactgg
tgagcacaat
agagggtgga
tggtggaagg
cctcgagtat
tcgatctget
gtattaagga
agcgatacga
aacgttacat
ttggccgaga
aattcagceec
cattgtttgt

tttc

<210> 62
<211> 18422
<212> ADN

tagcatccct
cacgtttagy
tectgotett
gtctgttcte
gtcccatagg
tggtgcgatc
gacggacacc
ttggatggtt
ctctgatccec
ttggatcttt
ctatgctggce
ggcacattygy
gactgcgtty
ctacagaaat
cagcttgggt
gaaaggaagg
gggacttcct
agaaagtgga
tgaagatcat
catgttcaat
gagagttgga
tgttcttggg
agctgttgca
caaaatctat
atcataaaaa
cgcttaaatt
aatattcgta
gaattgatga
ttactgaata
aaatggcagt

ttggttgcct

<213> Artificial

<220>

<223> Plasmido pDAB7324

<400> 62

gaggacaaag
aactggtaca
gggttgtact
tactatttct
tcttacagtyg
caaggttctg
atgaaggacc
ctcaactctyg
gtcgttgtgt
ccgatgatag
atcatacgtg
ataggtgaac
gtcacaatgyg
gccatcattt
ccctteccat
cttcagcaac
ctcttccagce
gagatgcttg
cctggtggga
ggtggagtgt
gtcttgagag
aagtcagaca
gcgtgatgag
ttagaaatac
ttacaaaaaa
atttgtcgygg
gtactatcga
aacaatacaa
ttgagtaaga
tgaaatactc

ttgccaacat
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caactagctc
agaaaatcaa
tgacgagaac
gtacagcgtt
cgaggttgcc
caagatggtg
cctactctgt
atccaaaggt
ggcaacacaa
tggctggget
cctgctttgt
aaccgtttga
gagaaggata
ggtatcagta
tggcctactc
agcaaaaggc
ttccagtgat
ttgctgttge
ggagcctcat
atgaacattc
gtggacaaga
ttcttegtca
tagttagctt
acaatatttt
attttatttg
tcactacgca
taatttattt
agacagataa
tcacggaatt
aaaccgcccc

gggagtccaa

caagtcaacc
ctggctcaac
cacacctctc
tggcatcact
attgagactc
gtcagccaat
gatgagagga
caaaggcaga
acactatggc
gggttgggaa
tcagcaagcc
tgacagacgt
ccacaacttc
tgaccctaca
tctcaagacc
tcttgacaag
ctcatgggat
tggagtgatc
tagaagtgct
aaacgccgca
agtggaggtt
agtgacaagg
aatcacctag
gttgcaggct
cctcaattat
tcattgtgat
gaaaattcat
agccacgecac
tctgacagga
atatgcagga

ggttggcgcg

128

cacatacagt
acgaccctty
accagaccta
ggtggctacc
ttcctggett
catagggcac
ctgctgttct
acagatgttt
aagtgtttgc
gattggtggg
actttctgty
actccaaggy
caccatgagt
aagtggctca
ttccgttcca
aaaagaagtg
gactttcaag
catgatgtct
gttgggaaag
cacaacttgc
tggaagaaac
gtggagcgtc
agctcggtca
tgctggagaa
tttaggatty
tgagaagatc
aagaaaagca
atttaggata
gcatgtcttce
gcggatcatt

ccgacccage

12720
12730
12840
12900
12960
13020
13080
13140
13200
13260
13320
13380
13440
13500
13560
13620
13680
13740
13800
13860
13920
13980
14040
14100
14160
14220
14280
14340
14400
14460
14520
14524



ttgtacaaag
ttcaacaacy
gatgttgaag
ttgaaatggc
aagtaaataa
tttgagcgtce
taatcagcgc
ctgcctctygt
caaattgctt
gggagacggt
tctggtagta
tatggtttaa
atccaatgtt
atatgcggca
tactgccaga
agaatcttga
ttgtgaaaga
tatcacaaag
gcccttgagt
tggtgtaagce
gtaggtacca
ccagctacag
tctacagtga
aggttgcaag
gcttacgctyg
tacgtgtcac
aagtctatgyg
ccatctgtta
ggatacaagc
gctcctccaa

agctcgatcg

tggttgcggc
aaggtaatgg
cgtygccataa
actgttattt
tagacgccgt
agacctaatc
agacaaatgg
attgctgatt
tcaaggagac
aaagccagtt
cacttctcta
accctgcagg
tacgggaaaa
catatgcaac
atacgaagaa
agacgtaagc
gacatagagg
gaatcttatc
tttcctatat
tattttcttt
gatctggatc
cagctgatat
actttaggac
atagataccc
ggccctggaa
ataggcatca
aggcgcaagy
ggttgcatga
atggtggatg
ggccagttag
gcggcaatag

cgcttaatta
cgtaaaagaa
tatgatgatg
caaccatatc
tgttaaagaa
aaatattaca
cgtaaagatc
tagtcagcct
agccatgccc
gctcttcaat
atccaaaaat
actagtccag
actatggaag
ctatgttcaa
gaatacgtag
actgacgaca
acacatgtaa
ccccactact
aaggaaccaa
gaagtactga
ccaaaccatyg
ggcecgeggtt
agagccacaa
ttggttggtt
ggctaggaac

aaggttgggc
ttttaagtct

ggctttyggga
gcatgatgtt
gccagttacc

cttcttageg
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aatttaaatt
aaaatgtatg
tataattaaa
tttgattcty
ttgctatcat
aaatatctca
gcggaaaaac
tatttgactt
cacactttgt
aaggaatgtc
caatttgtat
aaggtaatta
tattatgtaa
aaatgaagaa
aaattgaaaa
acaatgaaaa
ggtggaaaat
tatcctttta
gttcggcatt
ggatacaact
tctccggaga
tgtgatatcg
acaccacaag
gctgaggttg
gcttacgatt
ctaggatcta
gtggttgctyg
tacacagccc
ggtttttggce
caaatctgag

ccatcccggg

caattaatgc
ttattgtatt
atattaactg
ttacatgaca
atgtgcctaa
ctctgtcgcec
ctcceccgagt
aagggtgccc
tgaaaaacaa
gaggaggcaa
tcaagatacc
tccaagatgt
gctcagcaag
tgtacagata
agaagaacca
gaagaagata
gtaagggcgg
tatttttccg
tgtgaaaaca
tcagagaaat
ggagaccagt
ttaaccatta
agtggattga
agggtgttgt
ggacagttga
cattgtacac
ttataggcct
ggggtacatt
aaagggattt
tagttagctt

ttgatcctat
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aatcttgatt
gatctttcat
tcgcatttta
cgactgcaag
ctagagggaa
agcaatggtg
ggcatgatag
tcgttagtga
attgcctttyg
tgtaaccgcc
gcaaaaaact
agcatcaaga
aagcagatca
caagatccta
ggcgaagaaa
aggtcggtga
aaagtaacct
tgtcattttt
agaaaaaatt
ttgtaagttt
tgagattagg
cattgagacg
tgatctagag
ggctggtatt
gagtactgtt
acatttgctt
tccaaacgat
gcgcgeaget
tgagttgcca
aatcacctag

ctgtgttgaa

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860



atagttgcgg
aggtgggcta
gcgggatgaa
aaagtatgta
gtctttatty
atccaggatg
agtgtgcttyg
taaaaattta
aatatagttt
cataaattta
ggtacattgc
tttaaacgat
agctectrtgec
tcagctgtga
ataccttgat
gctgatgggg
tatctcgttyg
tattattcgce
taagcagatg
gaaagagcct
gtttgctagc
ggataagttg
gaaattccgt
gtattagttt
tgtttttagc
caaattttat
aattcagatg
cataagtttt
tttttaacat
ttttcgegea
gtgtcttgag
tgcttggtaa
ttttagacaa

ttaagttgtc

tgggcaaggc
tggctcteag
gcaaaagtgt
ttcatcacta
tcgccgtatg
aaataatatg
aggtcggtcg
tggtattcaa
aaatatttat
ttgatgcaag
cgtagatgaa
ctgcgtctaa
cagcagactg
accggaagcg
gatcggcctc
gaggtgtata
ctcaagtgca
cacgagttag
ttacgccctyg
cggctgaggce
cagaaccaga
attcatggga
cgagttaacg
gcaccagctc
tttgtcttgt
gctggagaac
tctggatata
atgaatgttc
tacaaataag
aaagtcacgg
tttgectega
taattgtcat
gtatcaaacg

taagcgtcaa

tctctttcag
ttccttgtgg
ccgattgtaa
atataatcag
taatcggcgt
ttattataat
ccaccactcc
tttaaacacg
tgataaaata
tttaaattca
agactgagtg
TTTteyggrcce
ggcttccagt
gacgaccaac
tggtgaaggg
attatgaggc
tggcgcaaag
cagacgaaga
ctgcaggect
ccatactgaa
tcacatccga
tcgctcagga
cagccgctta
cgcgtcacac
tgtggcaggg
agcttcttaa
gatatgattyg
ttccattttc
ttcttatacg
atattcgtga
ggctagcgea
tagattgttt
gatgtgactt

tttgatttac
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aaagacaggc
aagcgcttgg
caagatatgt
tgtattccaa
cacaaaataa
ttttgcgatt
catttcataa
tatacttgta
acaagtcagg
gaaatatttc
cgatattatg
aacttgcaca
cctttcgctc
agtggaagaa
tatcatcgca
ccacggcggg
cagttattgg
gaccttcatg
ttctattatc
agagatcgat
tatgctattg
gtagctcatc
cgacggattc
ctgtcttcat
cggcaagtgc
ttcctttgga
taaaataacc
gtcatcgaac
ttgtttatac
aagcgacata
tgcacataga
ttatgcatag
cagtacatta

aattgaatat

ggccaaagga
tctaaggtgc
tgatcctacy
tatgtactac
tcccecggtga
tggtccgtta
ttttacatgt
aagaatgata
tattatagtc
aataactgat
gtgtaataca
ggaaagacgt
gatcgggtec
ctgaaaggaa
gccaagcaag
cttattcttt
agtgcggatt
aacgtggecca
caatagttgg
ggatatcgat
cagcttgacy
catgcacgeo
gaaggtcatc
ttgaataaga
ttcagacatc
aataatagac
tatttaagtg
gaataagagt
accgggaatc
aactgcgaaa
cacacacatc
atgcactcga
aaaacgtccg

atcctgcccc
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acccaaggtg
agaggtgtta
taaggatatt
gatttccaat
ctttctttta
taggaattga
atttgaaaaa
tcttgaaaga
caagcaaaaa
tatatcagct
taggaattcg
cgaccgcggt
aatgttgtcc
cgagccgtet
ctcatgaaag
agggaggatc
ttcgttggca
aggccagagt
ttgatctttg
atgccatgtt
cagatatgga
gacaagaaca
cattcggaat
tgttagcaat
attctgtttt
tgcgtcttaa
tcatttagaa
aaatacacct
atttccatta
tttgcgggaa
atctcattga
aatcagccaa
caatgtgtta

agccagcecaa

1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900



cagctcgatt
atctggeecc
taatttgttt
atgtactttc
ggtaattact
tttcccggac
ccggtggage
attgagaact
gatccacatyg
ccgtgagatc
aggtacaatc
ggtgaggccy
gggccgggag
gggcgcagcec
caggttagcg
tggacagccc
gtgtcaagga
gggcacttat
tttcgccgat
catctgtcaa
tgtcagtgag
cacacggctt
€ggcgagggce
aaccctgctt
atacaggatt
cgggcaggat
attcgcacct
gcgtaacaga
cacctatcaa
cggccggeat
gcgtcgtgga
tgggcggcect

ccacgatcct

tgatgggcgt

tacaattgaa
catttggacg
attgetttcg
attttataat
ctttcttttt
atgaagccat
ttgcatgttg
gagccatgty
ggacttttaa
agccgacgea
gagccgacgt
ttcgcygecyg
ggttcgagaa
ctggttaaaa
gtggccgaaa
ctcaaatgtc
tcgcgecect
ccccaggcett
ttgcgaggct
cgccgegecy
ggccaagttt
cgacggcgtt
aaccagcccg
cggggtcatt
ttgccaaagg
aggtgaagta
ggcggtgcetc
tgagggcaag
ggtgtactgc
gagcctgtcg
ctatgagcac
gctgaaactc
cgccctgcety

ggtccgeecg

tatatcctgc
tgaatgtaga
cctataaata
aacgctgcgg
ctccatattg
ttacaattga
gtttctacgc
caccttcecc
acatcatccg
ccgggcaggce
tcacgcggaa
agggycgcag
gggggggcac
acaaggttta
aacgggcegga
aataggtgcg
catctgtcag
gtccacatca
ggccagctcc
ggtgagtcgg
tccgcgaggt
tctggcgegt
gtgagcgtcg
atagcgattt
gttcgtgtag
ggcocacceg
aacgggaatc
cggatggcty
cttccagacg
gcctacctge
gtcegcgage
tggctcaccy
gcgaagatcg
agggcagagc
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cggccggecc
cacgtcgaaa
cgacggatcg
acatctacat
accatcatac
atatatcctyg
agaactgagc
ccaacacggt
tcggatggeg
gcgcaacacq
cgaccaagca
ccecctggygy
cccecttegg
taaatattgg
aacccttgca
cccctcatet
tagtcgegec
tctgtgggaa
acgtcgccgy
cccctcaagt
atccacaacy
ttgcagggcc
gaaagggtcg
tttcggtata
actttccttg
cgagcggygty
ctgctctgceg
atgaaaccaa
aacgaagagc
tggccgtcegg
tggceegeat
acgacccgeg
aagagaagca

catgactttt

acgcgtgteg
taaagatttc
taatttgtcy
ttttgaatty
tcattgctga
cecgeegetgce
cggttaggca
gagcgacgygg
ttgcgagaga
atcgcaaagt
agcttggctg
gatgggaggc
cgtgecgegyt
tttaaaagca
aatgctggat
gtcagcactc
cctcaagtgt
actcgcgtaa
ccgaaatcga
gtcaacgtcc
ccggeggecy
atagacggec
acggatcttt
tccatccttt
gtgtatccaa
ttccttettc
aggctrggcecg
gccaaccagg
gattgaggaa
ccagggctac
caatggcgac
cacggcgegy
ggacgagctt

ttagccgcta
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aggaattctg
cgaattagaa
ttttatcaaa
daaaaaaatt
tccatgtaga
cgctttgcac
gataatttcc
gcaacggagt
agcagtcgat
atttgaacgc
ccatttttgg
ccgegttage
cacgcgeaca
ggttaaaaga
tttctgcctyg
tgcccctcaa
caataccgca
aatcaggcgt
gcctgeeect
gceectcate
cggtgtctcg
gccagcccag
tcecgetgeat
ttcgcacgat
cggcgtcagce
actgtccctt
gcraccgccg
aagggcagcc
aaggcggcgyg
aaaatcacgg
ctgggccgcc
tteggtgatg
ggcaaggtca

aaacggccgg

3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940



ggggtgcgcyg
gagctggtat
gtctacggga
gggtcaaatc
gggtgaatga
ttttccgecy
accttccagt
gtgcaactgyg
ctcgaacagy
acgaccaaga
caggccgegt
gatattgcgc
ctgttcacca
cacgtcaaca
gaactggtgt
accttcacgt
acgaaggccg
cgcgttgggce
aagaaaacgt
gaccactaca
atgttcgact
ctcatgtgcg
tgcgaagagt
cattgcaaac
ttactggcat
tcgggacgca
tgattaaggc
gattgtcggce
aaaagcccat
tcgacggcga
acaaggcgca
gtatgctgct
caacgggaat

ggagcttgtt

tgattgccaa
tcgtgcaggg
ccgacttceat
aggaataagg
atcggacgtt
aggatgccga
ccgteggetc
ctcccectyc
aggcggcagg
agcgaaaaac
tgctgaaaca
cgtggecgga
cgcgcaacaa
aggacgtgaa
ggcagcaggt
tctacgagcet
aggaatgcct
acctggaatc
cccgttgeca
cgaaattcat
atttcagctc
gatcggattc
tgcgaggceag
gctagggcect
ttcaggaaca
cggcgegetc
tcagattcga
cctgaagaaa
ggaggcgttc
gatcattggg
tctgtecgyc
gcgggegttg
ctggtggatg
gtttatttcg

gcacgtcccc
caagattcgg
tgccgataag
gcacattgcc
tgaccggaag
aaccatcgca
gatggtccag
ccrgceccgey
tttggcgaag
cgcecggegag
cacgaagcag
cacgatgcga
gaaaatcccg
gatcacctac
gttggagtac
ttgccaggac
gtcgcgecta
ggtgtcgctg
ggtcctgatc
atgggagaag
gcaccgggag
cacccgegtg
cggcctggtg
tgtggggtca
agcgggcact
tacgaactgc
cggcrtyggag
gctccagaga
gctgaacggt
ctgtcggtct
gttttcgtyy
ccggcgggtt
cgcatcttca

gtctaccgee
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atgcgctceca
aataccaagt
gtggattatc
ccggegtgag
gcatacaggc
agccgcaccyg
caagctacgg
ccatcggccg
tcgatgacca
gacctggcaa
cagatcaagg
gcgatgccaa
cgcgaggcge
accggcgtcg
gcgaagcgca
ctgggctggt
caggcgacgg
ctgcaccgct
gacgaggaaa
taccgcaage
ccgtacccge
aagaagtggc
gaacacgcct
gttccggetg
gctcgacgca
cgataaacag
cggccgacgt
tgttcgggtc
tgcgagatgc
tcaaacagga
agcccgaaca
tattgctegt
tccteggege

tgccgggcgg

tcaagaagag
acgagaagga
tggacaccaa
tcggggecaat
aagaactgat
tcatgcgtgce
ccaagatcga
ccgtggageg
tcgacacgey
aacaggtcag
aaatgcagct
acgacacggc
tgcaaaacaa
agctgcggygc
cccctategy
cgatcaatgg
cgatgggctt
tccgegtect
tcgtcgtget
tgtcgecgac
tcaagctygga
gcgagcaggt
gggtcaatga
ggggttcagce
cttgcttcgce
aggattaaaa
gcaggatttc
cgtttacgag
cgtggcattc
ggacggecccc
gcgaggecga
gatgatcgtc
acttaatatt

ggtcgeggey
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cgacttcgcg
cggccagacg
ggcaccaggc
cccgcaagga
cgacgcggygy
gceceecgegaa
gcgcgacagce
ttcgcgtegt
aggaactatg
cgaggccaag
ttccttgttc
ccgctetyece
ggtcattttc
cgacgatgac
cgagccgatc
ccggtattac
cacgtccgac
ggaccgtgge
gtttgctggc
ggcccgacgg
aaccttccgce
cggcgaagcc
tgacctggtg
agccagcgcet
tcagtatcgc
ttgacaattyg
cgcgagatcc
cacgaggaga
ggcgcctaca
aaggacgctc
ggggtcgccg
cgacagattc
tcgctattct

acggtaggcg

6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6480
6540
6600
6660
6720
6780
6840
6900
6960
7020
7080
7140
7200
7260
7320
7380
7440
7500
7560
7620
7680
7740
7800
7860
7920
7980



ctgtgcagcc
tgatggcggt
caaacgcagc
cgttcggaac
cctggcaact
caatcccgat
cgggtttaac
ccttactggy
gggagcacayg
aattcaggag
agaggtagtt
cggctecgea
gaccgtaagy
ggcttcecect
cgacatcatt
caatgacatt
gctgacaaaa
tgatccggtt
ctcgccgeec
gtacagcgca
gcgectgecy
agaagatcgc
cgagatcacc
cgecggegegy
ggtggttcta
tggctteccc
gggctgcact
caaattacaa
tagtttgaaa
caatattact
atatttggtc
aatatatagt
tctagaaata

ttttattaac

gctgatggtc
cctggggyct
gctagatcct
cgtgctgacc
ggcggccgga
gcctacagga
ctacttcctt
ctttctcagce
gatgacgcct
ttaaacatca
ggcgtcatcg
gtggatggeg
cttgatgaaa
ggagagagcg
ccgtggegtt
cttgcaggta
gcaagagaac
cctgaacagg
gactgggctyg
gtaaccggca
gcccagtatce
ttggcctegc
aaggtagtcg
cttaactcaa
agcctcgtct
tcggcagttc
ccaacagaaa
cggtatatat
ttagaaagct
caccggatcc
taatttagtt
ttttatatat
tttgcgactc

tttaaataat

gtgttcatct
atttgcggaa
gtcggegtcg
cgcaagtggc
ggacttctgc
accaatgttc
tggttccgygy
ccccgagege
aacaattcat
tgagggaagc
agcgecatcet
gcctgaagec
caacgcggcg
agattctccyg
atccagctaa
tcttcgagec
atagcgttgce
atctatttga
gcgatgagcg
aaatcgcgee
agcccgteat
gcgcagatca
gcaaataatg
gcgttagaga
tgcgatggca
atcagggcta
caatcaaaca
cctgccagtc
cgcaattgag
taaccggtgt
tggtattgag
atgcctttaa
ttctggcatg
tggttgtacg
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ctgccgctct
ctgcgggegt
cagcgggect
aacctcccgt
tcgttccagt
tcggectyggce
ggatctcgeg
ttagtgggaa
tcaagccgac
ggtgatcgec
cgaaccgacg
acacagtgat
agctttgatc
cgctgtagaa
gcgcgaactg
agccacgatc
cttggtaggt
ggcgctaaat
aaatgtagtg
gaaggatgtc
acttgaagct
gttggaagaa
tctaacaatt
gctggggaag
tttcgatcca
adtcaatcta
aacatacaca
agcatcatca
gtctacaggc
gatcatgggc
taaaacaaat
gactttttat
taatatttcg

atcactttct

gctaggtagc
ggcgctgttg
ggcgggggcg
gcctctgete
agctttagty
gtggctcggc
actcgaacct
tttgtacccc
accgcttecyce
gaagtatcga
ttgctggecg
attgatttygc
aacgaccttt
gtcaccattg
caatttggag
gacattgatc
ccagcggcgg
gaaaccttaa
cttacgttgt
gctgccgact
aggcaggctt
tttgttcact
cgttcaagcc
actatgcgcey
ttcccattcce
gccgacttgt
gcgactratt
caccaaaagt
caaattcgct
cgcgattaaa
tcgaaccaaa
agaattttct
ttaaatatga

tatcaagtgt
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ccgatacgat
gtgttgacac
gtttccatgg
acctttaccg
tttgatccgce
ctgatcggag
acagttgttt
ttatcgaacc
ggcgcggctt
ctcaactatc
tacatttgta
tggttacggt
tggaaacttc
ttgtgcacga
aatggcagcg
tggctatctt
aggaactctt
cgctatggaa
cccgeatttg
gggcaatgga
atcttggaca
acgtgaaagg
gacgccgett
atctgttgaa
gcgctcaaga
ccggtgaaat
cacacgagct
taggcccgaa
cttagccgta
aatctcaatt
ccaaaatata
ttaaaaaata
agtgctccat

tactaaaatg

8040
8100
8160
8220
8280
8340
8400
8460
8520
8580
8640
8700
8760
8820
8880
8940
9000
9060
9120
9180
9240
9300
9360
9420
9480
9540
9600
9660
9720
9780
9840
9900
9960
10020



cgtcaatctc
tttttcgaat
aggtatcata
caacgaaaaa
tcctataaga
atatatttac
aaaaaaccag
gtttggttty
tagctttaat
aaatgaatca
tatgtaattt
aggttagcta
gaaatatacyg
gtgatatatt
atgtaactat
gaaaatagtg
ttgtacaaaa
aaacaaagaa
tggctctctc
ggtatcatte
cgcttccgeca
aaattttatg
aatttactta
taaatgttta
attttaaaaa
tttcaaaagt
cccagtgaca
ttttttatac
gttatgcaaa
acatgcgaga
atatcaaata
tttaatttta
aattgtttta

ccctaaacca

tttgttcttc
ttgaagtgaa
ttgattttta
ttagtcaaac
atattttaat
ttatcaaaaa
aaaatgctga
attttgatat
atttcaagat
agcctatatg
acttgattct
cgatttacag
aaggaacaaa
ttttgttctt
tatgctccct
gccaccgctt
aagcaggctc
gcgatcgcgce
gccggtogrt
tcactttact
cacgatatcc
aagtcccgtc
attttagcgt
atatacaata
tatatttatc
adtaaaattt
caactagcca
aatgaaaatt
attctataat
cacatcttct
ctcaatatta
agtttaatty
tagatagttt

taaactataa

catattcata
atttcgataa
tacttaatta
gactaaaata
agatcatatyg
tttgacaaag
aaacccggca
aaaccgaacc
attattaagt
gctgtaatat
aaaaaaatat
caaagccaga
tatttttaaa
aaacaagcat
tcgttacaaa
aattaaggcyg
cgcggecgea
ggccgcecatt
ttttacctct
tgttacttta
Ctacaaattt
tatctttaat
tggtagaaag
taaacaaatt
aaatattttt
aactccataa
TLTTTTLCTT
tcaccaaaca
tcccatttga
aaagtaattt
Cttctaaaaa
ttgaatttgt
aaagtaaata

gatttatggt
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tgtcaaaacc
tttaaaatta
Ctaaatttgg
aataaatatc
tttgtaaaaa
taagattaaa
aaaccgaacc
aactcggtcc
taacgttgtc
gaatttaaaa
cccaagtatt
atacaatgaa
aaaatacgca
cccctctaaa
aattttggac
cgccatgccc
ctaggtttaa
gtactcccag
atttaaaggg
atttctcata
attatttgtt
gtagtctaac
cataatgatt
ctttacctta
caaccacgta
tttttttatt
tgaataaaaa
atgatttgtg
cactacggaa
taataatagt
attaattaga
gactattgat
taagtaatgt

ggactaattt

tatcaaaatt
aatagaacat
ttaactttga
atgtgttatt
aaattaattt
ataatattca
aatccaaacc
atttgcaccc
aatatcctgg
gcagctcgat
aataatttct
ccataaagty
atgacttgga
gaatggcagt
tactattggy
gggcaagcgg
actctagaag
tatcattata
gttttccacc
atctttggte
aaacattttc
attttcatat
tattcttatt
agaaggattt
aatctcataa
cgactgatct
aatccaatta
gtatttctga
gtaactgaag
tactatattc
tataattaaa
ttattattct
agtagagtgt

tcatatattt
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cttatatatc
atcattattt
aagtgtacat
aagaaaattc
ttactaacac
tctaacaaaa
gatatagttg
Ctaatcataa
aaattttgca
gtggtggtaa
gctaggaaga
attgaagctc
acaaaagaaa
tttcctttge
aacttcttct
ccgcacaagt
ctaggaattc
gtgaaagttt
taaaaattct
gaaattatca
aaaccgcata
tgaaatatat
cttcttcata
cccattttat
taataagttg
taaagcaaca
rcattgratt
agcaagtcat
atctgctttt
aagatttcat
atattacttt
actatgttta
tagagtgtta

cttattgctt

10080
10140
10200
10260
10320
10380
10440
10500
10560
10620
10680
10740
10800
10860
10920
10980
11040
11100
11160
11220
11280
11340
11400
11460
11520
11580
11640
11700
11760
11820
11880
11940
12000
12060



ttaccttttc
gtggtctttt
agacaaaaca
caagatcgcc
actttaaaty
caccacaacc
cacgtcaacc
cttctctctt
tccatccaga
tactctagga
Cctaagaaggt
actggctcaa
gggttccact
ttggaatcac
cacttaggat
gggctaggga
ttaggaaggg
ggatcggaag
ggaactacct
ttggatgggg
ttcaacaagce
atgataggaa
accacaactt
acgatcctac
agaagttcag
ataggaagag
gggatgacta
ttcacgatgt
gaatcggaaa
Cctcacaacct
tctyggaagag
tgatcagggc
cttgagtagt

agagctcaty

ttggtatgta
ggttcatgca
gagagacaaa
gcgtccatgt
gctcacccat
acctgtatat
tgcatatgcg
atataatacc
gtactactac
tccaacaatg
tcacatcgct
cgtcttecctce
tcaactcaag
cgctggatac
ctggcttget
tcacagggct
acttctctac
gaccgacatc
caaggttgtg
agattggcett
taccttctgce
ctctcctagg
ccaccacgag
caagtggtct
ggctaacgag
ggctactctt
cgttgagcaa
taccgacttc
ggatgctacc
tcttagcacc
ggctcagaag
tggagagcaa
tagcttaatc

gagagcatgg

agtccgtaac
tggatgcttg
acgcaatcac
atgtctaaat
ctcaacccac
attcattctc
tgtcatccca
tataaatacc
tctactacta
tctgctccaa
gataccgcta
atcatcggaa
accgetatct
cacaggcttt
gctgttggag
catcataggt
tctcacctty
tctgatctca
ttcaccatgg
ggaggattcg
gtgaactctc
gatcacgtga
ttcccatctyg
atctgggctt
atcgagaagg
gattggggaa
gctaagaacg
atcaaggatc
gctatgttca
atgagggtgg
gagaacgtty
ccaaccaaga
acctaggtca

aatattgtat
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tggaattact
cgcaagaaaa
acaaccaact
gccatgcaaa
acacaaacac
ttccgecacc
tgcccaaatc
tctaatatca
taatacccca
ccgctgacat
tcaacaggca
tcccactcta
gggctgtgat
gggctcactg
gaggagctgt
acaccgatac
gatggatggt
acgaggaccc
gacttgctgt
tgtacgctgg
ttgctcactg
tcaccgetct
actacaggaa
ggaagcaact
gaagggttca
ccccacttga
gaaggggact
acccaggagg
acggaggagt
gagtgatcag
agtacgttag
tcccagagece
ccagtatgaa

ccgaccatgt

gtgggttgcc
agacaaagaa
caaattagtc
gcaacacgtg
attgcctttt
tcaatttctt
tccatgcatg
ctcacttctt
acccaactca
cagggctagyg
caattggtac
cggatgcatc
ctactacttc
ctcatactct
tgagggatct
cgacaaggac
gatgaagcag
agttgttgtt
tccaatgctt
aatccttagg
gcttggagat
tgttaccctt
cgctatcgag
tggattggct
acaacttcag
tcaacttcca
tgttgctatc
aaaggctatg
gtactaccac
gggaggatgc
ggatggatct
aatcccaacc
ctaaaatgca

aacagtataa
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atgacactct
caaagaaaaa
actggctgat
cttaacatgc
tcttcatcat
cacttcaaca
ttccaaccac
tcatcatcca
tattcaatac
gctccagagg
aagcacgtga
caagctttct
trcaccggac
gctactctte
atcagatggt
ccatactctg
aacccaaaga
tggcaacaca
gttgctggac
atcttcetteg
caaccattcg
ggagagggat
tggcaccagt
tacgatctca
aagaagcttg
gtgatggaat
gctggagttyg
atctcttctg
tctaacgcag
gaggttgaga
ggacaaaggg
gctgatgctyg
tgtaggtgta

taactgagct

12120
12180
12240
12300
12360
12420
12480
12540
12600
12660
12720
12780
12840
12900
12960
13020
13080
13140
13200
13260
13320
13380
13440
13500
13560
13620
13680
13740
13800
13860
13920
13980
14040
14100



ccatctcact
gcaccttatt
gcttatggaa
ttctaacttt
aagaagtttyg
taaggagaca
ccatttatat
tttctaatat
ataaagqgttg
aaaaaaatta
aataacatat
aaatattgtc
aacgagagta
gaaatttttt
aatccttata
aaggaaattt
cacataaccc
tttttttatc
ttatacaaaa
cctygcatgac
cattatagtyg
ttccacctaa
tttggttgaa
cattttcaaa
ttcatattga
tcttattctt
aggattrtccc
ctcataataa
ctgatcttaa
ccaattatca
tttctgaage
actgaagatc
tatattcaag

aattaaaata

tcttctatga
gttctatgat
tgcttcaaat
agcattgtga
tctccattta
taacaattat
attatactta
tttagttgat
gatcatcctt
tgagttggtt
aatatatgta
ataaatctat
aacatatttg
ttttttatca
caaccaactt
tttaatttga
ttttagcagt
agcaaagaat
ccccaaaaac
atcgtcctyce
aaagttttgg
aaattctggt
attatcacgc
ccgcataaaa
aatatataat
cttcatataa
attttatatt
taagttgttt
agcaacaccc
ttgtattttt
aagtcatgtt
tgcttttaca
atttcatata

ttactttttt

ataaacaaag
aaatttcctc
agtacaaaaa
acgagacata
tatattatat
aaagagagaa
tccacttatt
atgtatatga
aaagtgggtc
tgataaaata
tataaattta
acaatcgttt
actttttggt
gcaaagaata
ccacaagaaa
gttgtcttgt
agagcaatgg
aaataaaata
aagtttccta
agagccaagc
ctctctcyce
atcattctca
ttccgecacac
ttttatgaag
ttacttaatt
atgtttaata
ttaaaaatat
caaaagtaat
agtgacacaa
tttatacaat
atgcaaaatt
tgcgagacac
tcaaatactc

aattttaagt
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gatgttatga
ttattattat
caaatgtgta
agtgttaaga
attacccact
gtttgtatcc
taatgtcttt
aaaggtacta
tatttaattt
ttgaaggatt
ttataatata
agccttgety
tatttaacaa
aaattaaatt
gtcaagtcag
ttgctgcata
ttgaccgtgt
aaatgagaca
gcaccctacc
gcatgcttaa
ggtggrrttt
ctttacttgt
gatatcccta
tcccgtctat
ttagcgttgg
tacaatataa
atttatcaaa
aaaatttaac
ctagccattt
gaaaatttca
ctataattcc
atcttctaaa
aatattactt

ttaattgttg

tatattaaca
aaatcatctg
ctataagact
agacataaca
tatgtattat
atttatatat
ataaggtttyg
tttgaactct
tattgcttet
taaaataata
acatttatct
gaacgaatct
attattattt
aagaaggaca
agacaacaaa
atttatgcag
gcttagcttc
cttcagggat
aacgaattcg
ttaaactagt
tacctctratt
tactttaatt
caaatttatt
ctttaatgta
tagaaagcat
acadattctt
Tattttticaa
tccataattt
ttttctttga
ccaaacaatg
catttgacac
gtaattttaa
ctaaaaaatt

aatttgtgac
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Cctctatctat
aatcgtgacg
ttctaaacaa
attataatgg
attaggatgt
tatatactac
atccatgata
cttactctgt
tacagataaa
ataaataata
ataaaaaagt
caattattta
aacactatat
atggtgtccc
aaaacaagca
taaaacacta
ttttatttta
gtttcaaccc
cggccgettt
ctcccagtat
taaaggggtt
tctcataatc
atttgttaaa
gtctaacatt
aatgatttat
taccttaaga
ccacgtaaat
ttttattcga
ataaaaaaat
atttgtggta
tacggaagta
taatagttac
aattagatat

tattgattta

14160
14220
14280
14340
14400
14460
14520
14580
14640
14700
14760
14820
14880
14940
15000
15060
15120
15180
15240
15300
15360
15420
15480
15540
15600
15660
15720
15780
15840
15900
15960
16020
16080
16140



ttattctact
agagtgttag
tatatttctt
ggttgccatg
aaagaacaaa
ttagtcactyg
cacgtgctta
cctttttctt
tttcttcact
tgcatgttcce
cttctttcat
aactcatatt
tctgaggatyg
tccacaccac
ttgcttttcg
gcaaaatggc
actgctgggg
gttatactgg
gaccatagaa
ggtttcttct
aaagggaagg
aagtactatc
tacttttggg
ttcatcctga
tatgacaagt
ggatttcaca
aacaagttga
gatttgaaga
agccatcatc
attaggatca
tcgagtatca
gatctgctat
attaaggacg

cgatacgaaa

cgttacatga
ggccgagatt
ttcagcccaa
ttgtttgttt

tc

<210> 63

atgtttaaat
agtgttaccc
attgctttta
acactctgtyg
gaaaaaagac
gctgatcaag
acatgcactt
catcatcacc
tcaacacacg
aaccaccttc
catccatcca
caatactact
tcaatggtgt
ctgtgcaaaa
cttacttgca
agaccgacat
cacatagact
tcatcttcaa
tgcatcacaa
tctctcacat
gactcgacat
tgatcctcat
gagaaacttg
atgttacctg
ccatcaagcc
attaccatca
acttcacaac
ctgtgagtga
tctggggetg
accctaaaga
aaatctattt
cataaaaatt
cttaaattat

tattcgtagt

attgatgaaa
actgaatatt
atggcagttg

ggttgecttt

tgttttatag
taaaccataa
ccttttctty
gtcttttggt
aaaacagaga
atcgcecgegt
taaatggctc
acaaccacct
tcaacctgca
tctcttatat
tccagagtac
ctaggtaccc
tctttttgag
agctgacaac
cctcgcaget
tttcgcttac
ctgggctcac
cacggttgcec
gtacagcgag
tggctggett
gagtgatctc
gcctetggec
gacaaatgct
gttggtgaac
ttccgaaaac
cacttttccg
aacgttcatc
tgacattgtc
gggtgatgag
cgattgagta
agaaatacac
acaaaaaaat
ttgtcgggtc

actatcgata

caatacaaag acagataaag
gagtaagatc acggaatttc
aaatactcaa accgccccat

gccaacatdg gagtccaadg

atagtttaaa
actataagat
gtatgtaagt
tcatgcatgg
gacaaaacgc
ccatgtatgt
acccatctca
gtatatattc
tatgcgtgtc
aatacctata
tactactcta
tgcagggatc
tcagatgcgg
agacccaagc
ctctacggag
attctttatg
aagtcataca
tttcaagacg
accgacgcgg
cttgttagga
cttgctgatc
tgttttgtga
ttcttcgtygg
tctgecgeac
ctttcagttg
tgggactaca
aatttctttg
aagaacaggg
aatcagagca
gttagcttaa
aatattttgt
tttatttgce
actacgcatc

atttatttga
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gtaaatataa
ttatggtgga
ccgtaactyg
atcttgcgea
aatcacacaa
Cctaaatgcca
acccacacac
attctcttce
atcccatgcec
aatacctcta
ctactataat
caacaatggc
caacccctga
aacttgtgty
gctatttgtt
tcatctctgg
aagccaagtg
ctgctatgga
acccacacaa
aacatcctga
caatactccg
tgccaaccgt
cagccatgtt
acaagtgggg
cgatgtttgc
agacagcaga
cgaaaatcgg
tcaagagaac
aagaagagat
tcacctagag
tgcaggctty
tcaattattt
attgtgattyg

aaattcataa

ccacgcacat
tgacaggagc
atgcaggagc

ttggcgegec

137

gtaatgtagt
ctaattttca
aattactgtg
agaaaaagac
ccaactcaaa
tgcaaagcaa
aaacacattg
gccacctcaa
caaatctcca
atatcactca
accccaacce
tcccaacatt
tttggctctt
gaggaacatt
tctcttcagt
actggggata
gccactcaga
ttgggctegt
tgcaacgaga
tctgaaagaa
ttttcagaag
tatcccggtt
ccgttatget
agacaaaccc
tttgggagaa
gcttggaaac
ttgggcctat
tggcgatgga
agatgcagcc
ctcggtcacc
ctggagaatc
taggattggt
agaagatcag
gaaaagcaaa
ttaggatatt
atgtcttcaa

ggatcattca

gacccagctt

16200
16260
16320
16380
16440
16500
16560
16620
16680
16740
16800
16860
16920
16980
17040
17100
17160
17220
17280
17340
17400
17460
17520
17580
17640
17700
17760
17820
17880
17940
18000
18060
18120
18180

18240
18300
18360
18420
18422
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<211> 14233
<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Plasmido pDAB7326

<400> 63

ttgtacaaag
ttcaacaacg
gatgttgaag
ttgaaatggc
aagtaaataa
tttgagcgtc
taatcagcgc
ctgcctctgt
caaattgctt
gggagacggt
tctggtagta
tatggtttaa
atccaatgtt
atatgcggca
tactgccaga
agaatcttga
ttgtgaaaga
tatcacaaag
gceccttygagt
tggtgtaagc
gtaggtacca
ccagctacag
tctacagtga

aggttgcaag

tggttgcggc
aaggtaatgg
cgtgccataa
actgttattt
tagacgccgt
agacctaatc
agacaaatgg
attgctgatt
tcaaggagac
aaagccagtt
cacttctcta
accctgcagg
tacgggaaaa
catatgcaac
atacgaagaa
agacgtaagc
gacatagagg
gaatcttatc
tttcctatat
tattttcttt
gatctggatc
cagctgatat
actttaggac

atagataccc

cgcttaatta
cgtaaaagaa
tatgatgatg
caaccatatc
tgttaaagaa
aaatattaca
cgtaaagatc
tagtcagcct
agccatgccc
gctcttcaat
atccaaaaat
actagtccag
actatggaag
ctatgttcaa
gaatacgtag
actgacgaca
acacatgtaa
ccccactact
aaggaaccaa
gaagtactga
ccaaaccatg
ggccgeggtrt
agagccacaa

ttggttggtt
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aatttaaatt
aaaatgtatg
tataattaaa
tttgattcty
ttgctatcat
aaatatctca
gcggaaaaac
tatttgactt
cacactttgt
aaggaatgtc
caatttgtat
aaggtaatta
tattatgtaa
aaatgaagaa
aaattgaaaa
acaatgaaaa
ggtggaaaat
tatcctttta
gttcggcatt
ggatacaact
tctcecggaga
tgtgatatcg
acaccacaag

gctgagyttg

caattaatgc
ttattgtatt
atattaactg
ttacatgaca
atgtgcctaa
ctctgtcgec
ctccecgagt
aagggtgccc
tgaaaaacaa
gdaggaggcaaq
tcaagatacc
tccaagatgt
gctcagcaag
tgtacagata
agaagaacca
gaagaagata
gtaagggcgg
tattttteccg
tgtgaaaaca
tcagagaaat
ggagaccagt
ttaaccatta
agtggattga
agggtgttgt

138

aatcttgatt
gatctttcat
tcgcatttta
cgactgcaag
ctagagggaa
agcaatggtg
ggcatgatag
tcgttagtga
attgcctttg
tgtaaccgcc
gcaaaaaact
agcatcaaga
aagcagatca
caagatccta
ggcgaagaaa
aggtcggtoa
aaagtaacct
tgtcattttt
agaaaaaatt
ttgtaagttt
tgagattagg
cattgagacg
tgatctagag

ggctggtatt

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440



gcttacgctg
tacgtgtcac
aagtctatgy
ccatctgtta
ggatacaagc
gctcctecaa
agctcgatcg
atagttgcag
aggtgggcta
gcgggatgaa
aaagtatgta
gtctttatty
atccaggatg
agtgtgctty
taaaaattta
aatatagttt
cataaattta
ggtacattgc
tttaaacgat
agctcttgec
tcagctgtga
ataccttgat
gctgatgggy
tatctcgtty
tattattcgc
taagcagatg
gaaagagcct
gtttgctagc
ggataagttg
gaaattccgt
gtattagttt
tgtttttage
caaattttat

aattcagatyg

ggccctggaa
ataggcatca
aggcgcaagy
ggttgcatga
atggtggatg
ggccagttag
gcggcaatag
tgggcaaggc
tggctctcag
gcaaaagtgt
ttcatcacta
tcgecygtatyg
aaataatatg
aggtcggtcey
tggtattcaa
aaatatttat
ttgatgcaag
cgtagatgaa
ctgcgtctaa
cagcagactyg
accggaagceyg
gatcggcctc
gaggtgtata
ctcaagtgca
cacgagttag
ttacgccctg
cggcrgaggc
cagaaccaga
attcatggga
cgagttaacg
gcaccagcete
tttgtcttgt
gctggagaac

tctggatata

ggctaggaac
aaggttgggc
ttttaagtct
ggctttggga
gcatgatgtt
gccagttacc
cttcttageg
tctctttcag
ttecttgtgg
ccgattgtaa
atataatcag
taatcggcgt
ttattataat
ccaccactcc
tttaaacacg
tgataaaata
tttaaattca
agactgagtg
ttttcggtco
ggcttccagt
gacgaccaac
tggtgaagog
attatgaggc
tggcgcaaag
cagacgaaga
ctgcaggcct
ccatactgaa
tcacatccga
tcgctcagga
cagccgctta
cgcgtcacac
tgtggcaggg
agcttcttaa

gatatgattyg
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gcttacgatt
ctaggatcta
gtggttgctg
tacacagccec
gatttttggc
caaatctgag
ccatcccggg
aaagacaggc
aagcgcttgg
caagatatgt
tgtattccaa
cacaaaataa
ttttgcgatt
catttcataa
tatacttgta
acaagtcagg
gaaatatttc
cgatattatg
aacttgcaca
cctttegetce
agtggaagaa
tatcatcgca
ccacggcggg
cagttattgg
gaccttcatyg
ttctattatc
agagatcgat
tatgctattg
gtagctcatc
cgacggattc
ctgtcttcat
cggcaagtyc
ttcctttgoga

taaaataacc

ggacagttga
cattgtacac
ttataggcct
ggggtacatt
aaagggattt
tagttagctt
ttgatcctat
ggccaaagga
tctaaggtgc
tgatcctacy
tatgtactac
tccecggtga
tggtccgtta
ttttacatgt
aagaatgata
tattatagtc
aataactgat
gtgtaataca
ggaaagacgt
gatcgggtcc
ctgaaaggaa
gccaagcaag
cttattcttt
agtgcggatt
aacgtggcca
caatagttgg
ggatatcgat
cagcttgacyg
catgcacgcc
gaaggtcatc
ttgaataaga
ttcagacatc
aataatagac

tatttaagty

139

gagtactgtt
acatttgctt
tccaaacgat
gcgcgcaget
tgagttgcca
aatcacctag
ctgtgttgaa
acccaaggtg
agaggtgtta
taaggatatt
gatttccaat
ctttctttta
taggaattga
atttgaaaaa
tcttgaaaga
caagcaaaaa
tatatcagct
taggaattcg
cgaccgeggt
aatgrtgtcc
cgagcecgtct
ctcatgaaag
agggaggatc
ttcgttggca
aggccagagt
ttgatctttg
atgccatgtrt
cagatatgga
gacaagaaca
cattcggaat
tgttagcaat
attctgrttt
tgcgtcttaa

tcatttagaa

1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480



cataagtttt
tttttaacat
ttttcgcgca
gtgtcttgag
tgcttggtaa
ttttagacaa
ttaagttgtc
cagctcgatt
atctggecccce
taatttgttt
atgtactttc
ggtaattact
tttcccggac
ccggtggage
attgagaact
gatccacatg
ccgtgagatce
aggtacaatc
ggtgaggccy
gggccgggag
gggcgcagcec
caggttagcg
tggacagccc
gtgtcaagga
gggcacttat
tttcgccgat
catctgtcaa
tgtcagtgag
cacacggctt
€ggcgagggc
aaccctgctt
atacaggatt
cgggcaggat

attcgcacct

atgaatgttc
tacaaataag
aaagtcacgg
tttgcctecga
taattgtcat
gtatcaaacy
taagcgtcaa
tacaattgaa
catttggacg
attgctttcg
attttataat
Cctttcttttt
atgaagccat
ttgcatgttg
gagccatgtg
ggacttttaa
agccgacgea
gagccgacgt
ttcgcggecyg
ggttcgagaa
ctggttaaaa
gtggcecgaaa
ctcaaatgtc
tcgcgeccect
ccccaggcett
ttgcgaggct
cgccgegecy
ggccaagttt
cgacggcgtt
aaccagcccyg
cggggtcatt
ttgccaaagy
aggtgaagta
ggcggtgctc

ttccattttc
ttcttatacg
atattcgtga
ggctagegea
tagattgttt
gatgtgactt
tttgatttac
tatatcctyc
tgaatgtaga
cctataaata
aacgctgcgg
ctccatattyg
ttacaattga
gtttctacgc
caccttcccc
acatcatccg
ccgggcaggce
tcacgcggaa
aggggcgceag
gggggggcac
acaaggttta
aacgggcgga
aataggtgcg
catctgtcag
gtccacatca
ggccagctcc
ggtgagrcgg
tccgcgaggt
tctggcgegt
gtgagcgtcg
atagcgattt
gttcgtgtag
ggceccacccg

aacgggaatc
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gtcatcgaac
ttgtttatac
aagcgacata
tgcacataga
ttatgcatag
cagtacatta
aattgaatat
cggecggecc
cacgtcgaaa
cgacggatcg
acatctacat
accatcatac
atatatcctg
agaactgagc
ccaacacggt
tcggatggeg
gcgcaacacg
cgaccaagca
cccctggggg
cceectteygg
taaatattgg
aacccttgca
cccctcatet
tagtcgcgec
tctgtgggaa
acgtcgeogg
cccctcaagt
atccacaacg
ttgcagggcc
gaaagggtcg
ttteggtata
actttccttg
cgagcgggty
ctgctctgeg

gaataagagt
accgggaatc
aactgcgaaa
cacacacatc
atgcactcga
aaaacgtcecyg
atcctgeecc
acgcgtgtcy
taaagatttc
taatttgtcy
ttttgaattg
tcattgctga
ccgcegoetye
cggttaggea
gagcgacgyggg
ttgcgagaga
atcgcaaagt
agcttggety
gatgggaggc
cgtgcgeggt
tttaaaagca
aatgctggat
gtcagcactc
cctcaagtgt
actcgcgtaa
chaaatcga
grcaacgtcc
ccggeggeey
atagacggecc
acggatcttt
tccatccttt
gtgtatccaa

ttccttcttc

aggctggecy

140

aaatacacct
atttccatta
tttgcgyggga
atctcattga
aatcagccaa
caatgtgtta
agccagccaa
aggaattctg
cgaattagaa
ttttatcaaa
daaaaaaatt
tccatgtaga
cgctttgcac
gataatttcc
gcaacggagt
agcagtcgat
atttgaacgc
ccatttttgg
ccgegttage
cacgcgcaca
ggttaaaada
tttctgectyg
tgcccctcaa
caataccgca
aatcaggcgt
gcctgecoct
gccectcatc
cggtgtcteg
gccagceccag
tccgetgeat
ttcgcacgat
cggcgtcage
actgtccctt

gctaccgecg

3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520



gcgtaacaga
cacctatcaa
cggccggceat
gcgtcgtgga
tgggcggect
ccacgatcct
tgatgggcgt
9g9gtgcgcy
gagctggtat
gtctacggga
gggtcaaatc
gggtgaatga
ttttccgeey
accttccagt
gtgcaactgg
ctcgaacagg
acgaccaaga
caggccgcegt
gatattgcgce
ctgttcacca
cacgtcaaca
gaactggtgt
accttcacgt
acgaaggccy
cgcgttggge
aagaaaacgt
gaccactaca
atgttcgact
ctcatgtgeg
tgcgaagagt
cattgcaaac
ttactggcat
tcgggacgca

tgattaaggc

tgagggcaag
ggtgtactgc
gagcctgtey
ctatgagcac
gctgaaactc
cgcectgety
ggtccgeecy
tgattgccaa
tcgtgcaggg
ccgacttcat
aggaataagg
atcggacgtt
aggatgccga
ccgteggcetc
ctcecececctge
aggcggeagy
agcgaaaaac
tgctgaaaca
cgtggccgga
cgcgcaacaa
aggacgtgaa
ggcagcaggt
tctacgagcet
aggaatgcct
acctggaatc
ccecgttgeca
cgaaattcat
atttcagcetce
gatcggattc
tgcgaggcag
gctagggect
ttcaggaaca
cggcgegcetc

tcagattcga

cggatggctg
cttccagacyg
gcctacctge
gtccgcgage
tggctcaccg
gcgaagatcg
agggcagagc
gcacgtcecc
caagattcgg
tgccgataag
gcacattgcc
tgaccggaag
aaccatcgca
gatggtccag
cctgeccygeg
tttggcgaag
cgccggegag
cacgaagcag
cacgatgcga
gaaaatcccg
gatcacctac
gttggagtac
ttgccaggac
gtcgcgecta
ggtgtcgctg
ggtcctgatc
atgggagaag
gcaccgggag
cacccgegtg
€ggectggtg
tgtggggtca
agcgggcact
tacgaactgc

cggcttggag
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atgaaaccaa
aacgaagagc
tggccgtegg
tggccegeat
acgacccgeg
aagagaagca
catgactttt
atgcgctcca
aataccaagt
gtggattatc
ccggegtgag
gcatacaggce
agcegeaccy
caagctacgg
ccatcggecg
tcgatgacca
gacctggcaa
cagatcaagg
gcgatgccaa
cgcgaggcgce
accggegteg
gcgaagegea
ctgggctygt
caggcgacgg
ctgcaccget
gacgaggaaa
taccgcaagce
ccgtacccgce
aagaagtggc
gaacacgcct
gttccggctg
gctcgacgca
cgataaacag

cggccgacgt

gccaaccagg
gattgaggaa
ccagggctac
caatggcgac
cacggcgegy
ggacgagctt
ttagccgcta
tcaagaagag
acgagaagga
tggacaccaa
tcggggcaat
aagaactgat
tcatgcgtge
ccaagatcga
ccgtggageg
tcgacacgeg
aacaggtcag
aaatgcagct
acgacacggc
tgcaaaacaa
agctgcgggce
cccctategg
cgatcaatgg
cgatgggcte
tccgegtect
tcgtogtget
tgrcgcecgac
tcaagctgga
gcgagcaggt
gggtcaatga
dgggtrtcagce
cttgcttcge
aggattaaaa

gcaggatttc

141

aagggcagcc
aaggcgygcgg
aaaatcacgg
ctgggecgec
ttcggtgatg
ggcaaggtca
aaacggccgg
cgacttcgcg
cggccagacg
ggcaccaggc
cccgcaagga
cgacgcgggg
gceecgegaa
gcgcgacagce
ttcgecgtegt
aggaactatg
cgaggccaag
ttccttgttc
ccgctctgec
ggtcattttc
cgacgatgac
cgagccgatce
ccggtattac
cacgtccgac
ggaccgtggce
gtttgctggc
ggcccgacgg
aaccttcegce
cggcgaagcc
tgacctggtg
agccagegcet
tcagtatcge
ttgacaattg

cgcgagatcc

5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6480
6540
6600
6660
6720
6780
6840
6900
6960
7020
7080
7140
7200
7260
7320
7380
7440
7500
7560



gattgtcggc
aaaagcccat
tcgacggcga
acaaggcgcea
gtatgctgct
caacgggaat
ggagcttgtt
ctgtgcagec
tgatggcggt
caaacgcagc
cgttcggaac
cctggcaact
caatcccgat
cgggtttaac
ccttactggg
gggagcacag
aattcaggag
agaggtagtt
cggctccgea
gaccgtaagy
ggcttcecct
cgacatcatt
caatgacatt
gctgacaaaa
tgatccggtt
ctcgeogocc
gtacagcgca
gcgectgeey
agaagatcgc
cgagatcacc
€gcggcgegy
ggtggttcta
tggcttcccc

gggctgcact

cctgaagaaa
ggaggcgttc
gatcattggy
tctgtecggc
gcgggcgttg
ctggtggatg
gtttatttcg
gctgatggtc
cctgggggct
gctagatcct
cgtgctgacc
ggcggecgga
gcctacagga
ctacttcctt
ctttctcagc
gatgacgcct
ttaaacatca
ggcgtcatcg
gtggatggcg
cttgatgaaa
ggagagagcyg
ccgtggegtt
cttgcaggta
gcaagagaac
cctgaacagg
gactgggctyg
gtaaccggca
gcccagtatce
ttggcctege
aaggtagtcg
cttaactcaa
agcctcgtct
tcggcagttce

ccaacagaaa

gctccagaga
gctgaacggt
ctgtcggtct
gttttcgtag
ccggcgygtt
cgcatcttca
gtctaccgec
gtgttcatct
atttgcggaa
gtcggcgtcg
cgcaagtggc
ggacttctge
accaatgttc
tggttccggg
ccecegagege
aacaattcat
tgagggaagc
agcgecatct
gcctgaagec
caacqgcggceyg
agattctccg
atccagctaa
tcttcgageco
atagcgttgc
atctatttga
gcgatgagcg
aaatcgcgec
agcccgrcat
gcgcagatca
gcaaataatg
gcgttagaga
tgcgatggcea
atcagggcta

caatcaaaca
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tgttcgggtc
tgcgagatgce
tcaaacagga
agcccgaaca
tattgctcgt
teceteggegce
tgccgggcag
ctgccgetct
ctgcgggcgt
cagcgggect
aacctcccgt
tcgtteccagt
tcggectggce
ggatctcgeg
ttagtgggaa
tcaagccgac
ggtgatcgcc
cgaaccgacg
acacagtgat
agctrtgatc
cgctgtagaa
gcgcgaacty
agccacgatc
cttggtaggt
ggcgctaaat
aaatgtagtg
gaaggatgtc
acttgaagct
gttggaagaa
tctaacaatt
gctggggaag
tttcgatcca
aatcaatcta

aacatacaca

cgtttacgag
cgtggcattc
ggacggccecc
gcgaggecga
gatgatcgtc
acttaatatt
ggtcgeggey
gctaggtagce
ggcgectgtty
ggcgggggceyg
gcctetgetc
agctttagty
gtggctcgyc
actcgaacct
tttgtacccc
accgcttecgce
gaagtatcga
ttgctggecg
attgatttgc
aacgaccttt
gtcaccatty
caatttggag
gacattgatc
Ccagcggcgy
gaaaccttaa
cttacgttgt
gctgccgact
aggcaggctt
tttgttcact
cgttcaagec
actatgecgeg
ttcccattcc
gccgacttgt

gcgacttatt

142

cacgaggaga
ggcgcctaca
aaggacgctc
ggggtcgeeg
cgacagattc
tcgctattct
acggtaggcg
ccgatacgat
gtgttgacac
gtttccatgg
acctttaccg
tttgatccgce
ctgatcggag
acagttgttt
ttatcgaacc
ggcgcggcett
ctcaactatc
tacatttgta
tggttacggt
tggaaacttc
ttgtgcacga
aatggcagcg
tggctatctt
aggaactctt
cgctatggaa
ccegeatttyg
gggcaatgga
atcttggaca
acgtgaaagg
gacgccgctt
atctgttgaa
gcgctcaaga
ccggtgaaat

cacacgagct

7620
7680
7740
7800
7860
7920
7980
8040
8100
8160
8220
8280
8340
8400
8460
8520
8580
8640
8700
8760
8820
8880
8940
9000
9060
9120
9180
9240
9300
9360
9420
9480
9540
9600



caaattacaa
tagtttgaaa
caatattact
atatttggtc
datatatagt
tctagaaata
ttttattaac
cgtcaatctc
tttttcgaat
aggtatcata
caacgaaaaa
tcctataaga
atatatttac
aaaaaaccag
gtttggtttyg
tagctttaat
aaatgaatca
tatgtaattt
aggttagcta
gaaatatacy
gtgatatatt
atgtaactat
gaaaatagtg
ttgtacaaaa
gcggeegett
tctcccagta
ttaaaggggt
ttctcataat
tatttgttaa
agtctaacat
taatgattta
ttaccttaag
accacgtaaa

tttttattcyg

cggtatatat
ttagaaagct
caccggatcc
taatttagtt
ttttatatat
tttgcgactc
tttaaataat
tttgttcttc
ttgaagtgaa
ttgattttta
ttagtcaaac
atattttaat
ttatcaaaaa
aaaatgctga
attttgatat
atttcaagat
agcctatatg
acttgattct
cgatttacag
aaggaacaaa
ttttgttctt
tatgctccct
gccaccgctt
aagcaggctc
tcctgcatga
tcattatagt
trtccaccta
ctttggttga
acattttcaa
tttcatattg
ttcttattct
aaggatttcc
tctcataata

actgatcttra

cctgccagtc
cgcaattgag
taaccggtgt
tggtattgag
atgcctttaa
ttctggcatg
tggttgtacg
catattcata
atttcgataa
tacttaatta
gactaaaata
agatcataty
tttgacaaag
aaacccggcea
aaaccgaacc
attattaagt
gctgtaatat
aaaaaaatat
caaagccaga
tatttttaaa
aaacaagcat
tcgttacaaa
aattaaggcg
cgcggecgea
catcgtcctyg
gaaagttttg
aaaatrtctgg
aattatcacg
accgcataaa
aaatatataa
tcttcatata
cattttatat
ataagttgtt

aagcaacacc
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agcatcatca
gtctacaggc
gatcatgggc
taaaacaaat
gactttttat
taatatttcg
atcactttct
tgtcaaaacc
tttaaaatta
ctaaatttgg
aataaatatc
tttgtaaaaa
taagattaaa
aaaccgaacc
aactcggtcc
taacgttgtc
gaatttaaaa
cccaagtatt
atacaatgaa
aaaatacgca
cccctctaaa
aattttggac
cgccatgeec
ctaggtttaa
cagagccaag
gctctctoge
tatcattctc
cttccgeaca
attttatgaa
tttacttaat
aatgtttaat
tttaaaaata
tcaaaagtaa

cagtgacaca

caccaaaagt
caaattcgct
cgcgattaaa
tcgaaccaaa
agaattttct
ttaaatatga
tatcaagtgt
tatcaaaatt
aatagaacat
ttaactttga
atgtgttatt
aaattaattt
ataatattca
aatccaaacc
atttgcaccc
aatatcctgyg
gcagctcgat
aataatttct
ccataaagtg
atgacttgga
gaatggcagt
tactattggy
gggcaagcgg
actctagaag
cgcatgctta
cggtggtttt
actttactty
cgatatccct
gtcccgtcta
tttagcgttg
atacaatata
tatttatcaa
taaaatttaa

actagccatt

143

taggcccgaa
cttagccgta
aatctcaatt
ccaaaatata
ttaaaaaata
agtgcteccat
tactaaaatg
cttatatatc
atcattattt
aagtgtacat
aagaaaattc
ttactaacac
tctaacaaaa
gatatagttg
ctaatcataa
aaattttgca
gtggtggtaa
gctaggaaga
attgaagctc
acaaaagaaa
tttcctttge
aacttcttct
ccgcacaagt
ctaggaattc
attaaactag
ttacctctat
ttacrttaat
acaaatttat
tctttaatgt
gtagaaagca
aacaaattct
atatttttca
ctccataatt

tttttctttg

9660

9720

9780

9840

9900

9960
10020
10080
10140
10200
10260
10320
10380
10440
10500
10560
10620
10680
10740
10800
10860
10920
10980
11040
11100
11160
11220
11280
11340
11400
11460
11520
11580
11640



aataaaaaaa
gatttgtggt
ctacggaagt
ataatagtta
taattagata
ctattgattt
agtaatgtag
actaattttc
gaattactgt
aagaaaaaga
accaactcaa
atgcaaagca
caaacacatt
cgccacctca
ccaaatctcc
aatatcactc
taccccaacc
ctcccaacat
atttggctct
ggaggaacat
ttctcttcag
gactggggat
ggccactcag
attgggctcy
atgcaacgag
atctgaaaga
gttttcagaa
ttatcccggt
tccgttatge
gagacaaacc
ctttgggaga
agcttggaaa

gttgggccta
ctggcgatgy

tccaattatc
atttctgaag
aactgaagat
ctatattcaa
taattaaaat
attattctac
tagagtgtta
atatatttct
gggttgccat
caaagaacaa
attagtcact
acacgtgcett
gccttrttct
atttcttcac
atgcatgttc
acttctttca
caactcatat
ttctgaggat
ttccacacca
tttgcttttc
tgcaaaatgq
aactgctggg
agttatactg
tgaccataga
aggtttcttc
aaaagggaag
gaagtactat
ttacttttgg
tttcatccty
ctatgacaag
aggatttcac
caacaagttyg
tgatttgaag

aagccatcat

attgtatttt
caagtcatgt
ctgcttttac
gatttcatat
attactrtrtt
tatgtttaaa
gagtgttacc
tattgctttt
gacactctgt
agaaaaaaga
ggctgatcaa
aacatgcact
tcatcatcac
ttcaacacac
caaccacctt
tcatccatcc
tcaatactac
gtcaatggtyg
cctgtgcaaa
gcttacttge
cagaccgaca
gcacatagac
gtcatcttca
atgcatcaca
ttctctcaca
ggactcgaca
ctgatcctca
ggagaaactt
aatgttacct
tccatcaagce
aattaccatc
aacttcacaa
actgtgagtyg
ctctggggct
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ttttatacaa
tatgcaaaat
atgcgagaca
atcaaatact
taattttaag
ttgttttata
Cctaaaccata
accttttctt
gotcttttagg
caaaacagag
gatcgccgeg
ttaaatggct
cacaaccacc
gtcaacctgc
ctctcttata
atccagagta
tctaggtacc
ttctttttga
aagctgacaa
acctcgecage
ttttcgctta
tctgggctca
acacggttgce
agtacagcga
ttggctgget
tgagtgatct
tgcectetgge
ggacaaatgc
ggttggtgaa
cttccgaaaa
acacttttcc
caacgtteat

atgacattgt

ggggtgatga

tgaaaatttc
tctataattc
catcttctaa
caatattact
tttaattgtt
gatagtttaa
aactataaga
ggtatgtaag
ttcatgcaty
agacaaaacy
tccatgtatg
cacccatctec
tgtatatatt
atatgcgtgt
taatacctat
ctactactct
ctgcagggat
gtcagatgcy
cagacccaag
tctctacgga
cattctttat
caagtcatac
ctttcaagac
gaccgacgcy
tcttgttagg
ccttgctgat
ctgrrtigty
tttcttegty
ctctgccgea
cctttcagtt
gtgggactac
CcaatttCttt
caagaacagg

gaatcagagc

144

accaaacaat
ccatttgaca
agtaatttta
tctaaaaaat
gaatttgtga
agtaaatata
tttatggtgg
tccgtaactyg
gatcttgcge
caatcacaca
tctaaatgcc
aacccacaca
cattctcttc
catcccatgce
aaatacctct
actactataa
ccaacaatgg
gcaacccctg
caacttgtgt
ggctatttgt
gtcatctctg
aaagccaagt
gctgctatgg
gacccacaca
aaacatcctg
ccaatactcc
atgccaaccg
gcagccatgt
cacaagtggg
gcgatgtttg
aagacagcag
gcgaaaatcg
gtcaagagaa

aaagaagaga

11700
11760
11820
11880
11940
12000
12060
12120
12180
12240
12300
12360
12420
12480
12540
12600
12660
12720
12780
12840
12900
12960
13020
13080
13140
13200
13260
13320
13380
13440
13500
13560
13620
13680



10

tagatgcagc
gctcggtcac
gctggagaat
ttaggattgg
gagaagatca
agaaaagcaa
tttaggatat
catgtcttca
cggatcattc

cgacccagct

<210> 64
<211> 14575
<212> ADN

cattaggatc
ctcgagtatc
cgatctgcta
tattaaggac
gcgatacgaa
acgttacatg
tggccgagat
attcagccca
attgtttott

ttc

<213> Artificial

<220>

<223> Plasmido pDAB7328

<400> 64

ttgtacaaag
ttcaacaacg
gatgttgaag
ttgaaatggc
aagtaaataa
tttgagcgtc
taatcagcgce
ctygcctetgt
caaattgctt
gggagacggt
tctggtagta
tatggtttaa
atccaatgtt
atatgcggca
tactgccaga
agaatcttga
ttgtgaaaga
tatcacaaag

gcccttgagt

tggttgcggc
aaggtaatgy
cgtgccataa
actgttattt
tagacgccgt
agacctaatc
agacaaatgyg
attgctgatt
tcaaggagac
aaagccagtt
cacttctcta
accctgcagy
tacgggaaaa
catatgcaac
atacgaagaa
agacgtaagc
gacatagagg
gaatcttatc

tttcctatat

aaccctaaag
aaaatctatt
tcataaaaat
gcttaaatta
atattcgtag
aattgatgaa
tactgaatat
aatggcagtt

tggttgcctt

cgcttaatta
cgtaaaagaa
tatgatgatg
caaccatatc
tgttaaagaa
aaatattaca
cgtaaagatc
tagtcagcct
agccatgccc
gctcttcaat
atccaaaaat
actagtccag
actatggaag
ctatgttcaa
gaatacgtag
actgacgaca
acacatgtaa
ccccactact

aaggaaccaa
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acgattgagt
tagaaataca
tacaaaaaaa
tttgtcgggt
tactatcgat
acaatacaaa
tgagtaagat
gaaatactca

tgccaacatyg

aatttaaatt
aaaatgtatg
tataattaaa
tttgattcty
ttgctatcat
aaatatctca
gcggaaaaac
tatttgactt
cacactttgt
aaggaatgtc
caatttgtat
aaggtaatta
tattatgtaa
aaatgaagaa
aaattgaaaa
acaatgaaaa
ggtggaaaat
tatcctttta

gttcggcatt

agttagctta
caatattttg
ttttatttgce
cactacgcat
aatttatttg
gacagataaa
cacggaattt
daccgcccca

ggagtccaag

caattaatgc
ttattgtatt
atattaactyg
ttacatgaca
atgtgcctaa
ctctgtcgcc
ctccecgagt
aagggtgccce
tgaaaaacaa
gaggaggcaa
tcaagatacc
tccaagatgt
gctcagcaag
tgtacagata
agaagaacca
gaagaagata
gtaagggcgg
tatttttccg

tgtgaaaaca

145

atcacctaga
ttgcaggctt
Ctcaattatt
cattgtgatt
aaaattcata
gccacgcaca
ctgacaggag
tatgcaggag
gttggcgege

aatcttgatt
gatctttcat
tcgcatttta
cgactgcaag
ctagagggaa
agcaatggtyg
ggcatgatag
tcgttagtga
attgcctttg
tgtaaccgec
gcaaaaaact
agcatcaaga
aagcagatca
caagatccta
ggcgaagaaa
aggtcggtga
aaagtaacct
tgtcattttt

agaaaaaatt

13740
13800
13860
13920
13980
14040
14100
14160
14220
14233

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140



tggtgtaagc
gtaggtacca
ccagctacag
tctacagtga
aggttgcaag
gcttacgcty
tacgtgtcac
aagtctatgg
ccatctgtta
ggatacaagc
gctcctccaa
agctcgatcy
atagttgcgy
daggtgggcta
gcgggatgaa
aaagtatgta
gtctttatty
atccaggatg
agtgtgcttg
taaaaattta
aatatagttt
cataaattta
ggtacattgc
tttaaacgat
agctcttgcc
tcagctgtga
ataccttgat
gctgatgggg
tatctcgttyg
tattattcgce
taagcagaty
gaaagagcct
gtttgctagc
ggataagtty

tattttcttt
gatctggatc
cagctgatat
actttaggac
atagataccc
ggccctggaa
ataggcatca
aggcgcaagy
ggttgcatga
atggtggatg
ggccagttag
gcggcaatag
tgggcaaggce
tggctcteag
gcaaaagtgt
ttcatcacta
tcgeccgtaty
aaataatatg
aggtcggteg
tggtattcaa
aaatatttat
ttgatgcaag
cgtagatgaa
ctgcgtctaa
cagcagactyg
accggaagcy
gatcggcctc
gaggtgtata
ctcaagtgca
cacgagttag
ttacgcccetyg
cggctgaggc
cagaaccaga

attcatggga

gaagtactga
ccaaaccatg
ggccgeggtt
agagccacaa
ttggttggtt
ggctaggaac
aaggttgggc
ttttaagtct
ggctttggga
gcatgatgtt
gccagttacc
cttcttagey
tctctttcag
ttcettgtag
ccgattgtaa
atataatcag
taatcggcgt
ttattataat
ccaccactcc
tttaaacacg
tgataaaata
tttaaattca
agactgagtg
tttteggtce
ggcttccagt
gacgaccaac
tggtgaaggg
attatgaggc
tggcgcaaag
cagacgaaga
ctgcaggect
ccatactgaa
tcacatccga

tcgctcagga
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ggatacaact
tctccggaga
tgtgatatcg
acaccacaag
gctgaggttyg
gcttacgatt
ctaggatcta
gtggttgcty
tacacagccc
ggtttttggce
caaatctgag
ccatecccggg
aaagacaggc
aagcgcttgg
caagatatgt
tgtattccaa
cacaaaataa
ttttgcgatt
catttcataa
tatacttgta
acaagtcagy
gaaatatttc
cgatattatg
aacttgcaca
cctttcgctc
agtggaagaa
tatcatcgca
ccacggcggg
cagttattgg
gaccttcatg
ttctattatc
agagatcgat
tatgctatty

gtagctcatc

tcagagaaat
ggagaccagt
ttaaccatta
agtggattga
agggtgttgt
ggacagttga
cattgtacac
ttataggcct
ggggtacatt
aaagggattt
tagttagctt
ttgatcctat
ggccaaagga
tctaaggtygc
tgatcctacy
tatgtactac
tccceggtga
tggtccgtta
ttttacatgt
aagaatgata
tattatagtc
aataactgat
gtgtaataca
ggaaagacgt
gatcgggtecc
ctgaaaggaa
gccaagcaag
cttattcttt
agtgcggatt
aacgtggcca
caatagttygg
ggatatcgat
cagcttgacg

catgcacgcec

146

ttgtaagttt
tgagattagg
cattgagacg
tgatctagag
ggctggtatt
gagtactgtt
acatttgctt
tccaaacgat
gcgegcaget
tgagttgcca
aatcacctag
ctgtgttgaa
acccaaggtg
agaggtgtta
taaggatatt
gatttccaat
ctttctttta
taggaattga
atttgaaaaa
tcttgaaaga
caagcaaaaa
tatatcagct
taggaattcg
cgaccgcggt
aatgttgtcc
cgagccgtct
ctcatgaaag
agggaggatc
ttcgttggca
aggccagagt
ttgatctttg
atgecatgtt
cagatatgga

gacaagaaca

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



gaaattccgt
gtattagttt
tgtttttage
caaattttat
aattcagaty
cataagtttt
tttttaacat
ttttcgcgea
gtgtcttgag
tgcttggtaa
ttttagacaa
ttaagttgtc
cagctcgatt
atctggcccc
taatttgttt
atgtactttc
ggtaattact
tttcccggac
ccggtggagce
attgagaact
gatccacatyg
ccgtgagatc
aggtacaatc
ggtgaggccyg
gggccgggag
gggcgcagec
caggttragcg
tggacagcce
gtgtcaagga
gggcacttat
tttecgecgat
catctgtcaa
tgtcagtgag

cacacggctt

cgagttaacg
gcaccagctc
tttgtcttgt
gctggagaac
tctggatata
atgaatgttc
tacaaataag
aaagtcacgg
tttgcctega
taattgtcat
gtatcaaacg
taagcgtcaa
tacaattgaa
catttggacg
attgctttcg
attttataat
ctrttecttttt
atgaagccat
ttgcatgttyg
gagccatgtg
ggacttttaa
agccgacgeca
gagccgacgt
ttcgcggecg
ggttcgagaa
ctggttaaaa
gtggccgaaa
ctcaaatgtc
tcgcgcecect
ccccaggett
ttgcgaggct
cgcegegecy
ggccaagttt

cgacggcgtt

cagccgctta
cgcgtcacac
tgtggcaggg
agcttcttaa
gatatgattyg
ttccatrrtc
ttcttatacg
atattcgtga
ggctagcgea
tagattgttt
gatgtgactt
tttgatttac
tatatcctgce
tgaatgtaga
cctataaata
aacgctgcgg
ctccatatty
ttacaattga
gtttctacgc
cacctteece
acatcatccy
ccgggcaggc
tcacgcggaa
aggggcgcag
g9ggggggcac
acaaggttta
aacgggegga
aataggtgcg
catctgtcag
gtccacatca
ggccagetec
ggtgagtcgg
tccgcgaggt
tctggcgegt
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cgacggattc
ctgtcttcat
cggcaagtgce
ttcctttgga
taaaataacc
gtcatcgaac
ttgtttatac
aagcgacata
tgcacataga
ttatgcatag
cagtacatta
aattgaatat
cggeeggcecc
cacgtcgaaa
cgacggatcg
acatctacat
accatcatac
atatatcctg
agaactgagc
ccaacacggt
tcggatggey
gcgcaacacg
cgaccaagca
cccectggggg
cccecttcgg
taaatattgg
aacccttgca
ccccteatet
tagtcgcgec
tctgtgggaa
acgtcgecygg
cccctcaagt
atccacaacg

ttgcagggcc

gaaggtcatc
ttgaataaga
ttcagacatc
aataatagac
tatttaagtg
gaataagagt
accgggaatc
aactgcgaaa
cacacacatc
atgcactcga
aaaacgtccg
atcctgececc
acgcgtgteg
taaagatttc
taatttgtcy
ttttgaatty
tcattgctga
ccgecgetgce
cggttaggca
gagcgacggg
ttgcgadaga
atcgcaaagt
agcttggctg
gatgggaggc
cgtgcgegge
tttaaaagca
aatgctggat
gtcagcactc
cctcaagtgt
actcgcgtaa
ccgaaatcga
gtcaacgtcc
ccggeggeceg

atagacggcc

147

cattcggaat
tgttagcaat
attctgtttt
tgcgtcttaa
tcatttagaa
aaatacacct
atttccatta
tttgcgggoa
atctcattga
aatcagccaa
caatgtgtta
agccagecaa
aggaattctg
cgaattagaa
ttttatcaaa
aaaaaaaatt
tccatgtaga
cgctttgcac
gataatttcc
gcaacggagt
agcagtcgat
atttgaacgc
ccatttttgg
ccgegttage
cacgcgcaca
ggttaaaaga
TTTCtgCccty
tgcccctcaa
caataccgca
aatcaggcgt
gcctgecect
gcccctcatce
cggtgtctcg

gccageccag

3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220



cggcgaggge
aaccctgctt
atacaggatt
cgggcaggat
attcgcacct
gcgtaacaga
cacctatcaa
cggccggeat
gcgtcgtgga
tgggcggect
ccacgatcct
tgatgggegt
ggggtgcgey
gagctggtat
gtctacggga
gggtcaaatc
gggtgaatga
ttttccgeey
accttccagt
gtgcaactgy
ctcgaacagqg
acgaccaaga
caggccgegt
gatattgcgce
ctgttcacca
cacgtcaaca
gaactggtgt
accttcacgt
acgaaggccg
cgcgttgggce
aagaaaacgt
gaccactaca
atgttcgact

ctcatgtgcyg

aaccagcccg
cggggtcatt
ttgccaaagg
aggtgaagta
ggcggtgctc
tgagggcaag
ggtgtactgc
gagcctgtcyg
ctatgagcac
gctgaaactc
cgccctgetg
ggtccgeecy
tgattgccaa
tcgtgcaggg
ccgacttcat
aggaataagg
atcggacgtt
aggatgccga
ccgtcggetc
ctceecctyc
aggcggeagg
agcgaaaaac
tgctgaaaca
cgtggccgga
cgcgcaacaa
aggacgtgaa
ggcagcaggrt
tctacgagct
aggaatgcct
acctggaatc
cccgttgeca
Cgaaattcat
atttcagctc

gatcggattc

gtgagcgtcg
atagcgattt
gttcgtgtag
ggcccacccyg
aacgggaatc
<ggatggctg
cttccagacg
gcctacctyc
gtccgcgage
tggctcaccg
gcgaagatcg
agggcagagc
gcacgtcccc
caagattcgg
tgccgataag
gcacattgcc
tgaccggaag
aaccatcgca
gatggtccag
cctygecegey
tttggcgaag
cgcecggegag
cacgaagcag
cacgatgcga
gaaaatcccg
gatcacctac
gttggagtac
ttgccaggac
gtcgcgecta
ggtgtcgctg
ggtcctgate
atgggagaag
gcaccgggag

cacccgegtyg
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gaaagggtcg
tttcggtata
actttccttg
cgagcgggtg
ctgctctygeg
atgaaaccaa
aacgaagagc
tggccgtcgy
tggcccgeat
acgacccgeg
aagagaagca
catgactttt
atgcgcteca
aataccaagt
gtggattatc
ccggcgtgag
gcatacaggc
agccgcaccg
caagctacgg
ccatcggecg
tcgatgacca
gacctggcaa
cagatcaagg
gcgatgecaa
cgcgaggcgce
accggegteg
gcgaagcegea
ctgggctggt
caggcgacgg
ctgcaccgct
gacgaggaaa
taccgcaagc
ccgtacccgce

aagaagtggc

acggatcttt
tccatecttt
gtgtatccaa
ttccttcette
aggctggecyg
gccaaccagy
gattgaggaa
ccagggctac
caatggcgac
cacggcgegy
ggacgagctt
ttagccgcta
tcaagaagag
acgagaagga
tggacaccaa
tcggggcaat
aagaactgat
tcatgcgtgc
ccaagatcga
ccgtggageg
tcgacacgey
aacaggtcag
aaatgcagct
acgacacggc
tgcaaaacaa
agctgeggge
cccctatcgy
cgatcaatgg
cgatgggctt
tccgcgtect
tegtcgtget
tgtcgccgac
tcaagctgga

gcgagcaggt

148

tccgetgeat
ttcgcacgat
cggcgtcage
actgtccctt
gctaccgecg
aagggcagcec
aaggcggegyg
aaaatcacgg
ctgggccgec
ttcggtgatg
ggcaaggtca
aaacggccgg
cgacttcgeg
cggccagacyg
ggcaccaggc
cccgcaagga
cgacgcgggg
gccccgcegaa
gcgcgacage
ttcgegtegt
aggaactatg
cgaggccaag
ttccttgttc
ccgectctgec
ggtcattttc
cgacgatgac
cgagccgatc
ccggtattac
cacgtccgac
ggaccgtggc
gtttgctyggc
ggcccgacyg
aaccttccgce

cggcgaagec

5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6480
6540
6600
6660
6720
6780
6840
6900
6960
7020
7080
7140
7200
7260



tgcgaagagt
cattgcaaac
ttactggcat
tcgggacgca
tgattaaggc
gattgtcggce
aaaagcccat
tcgacggega
acaaggcgca
gtatgctgct
Ccaacgggaat
ggagcttgtt
ctgtgcagcc
tgatggcggt
caaacgcagc
cgttcggaac
cctggcaact
caatcccgat
cgggtttaac
ccttactggy
gggagcacag
aattcaggag
agaggtagtt
cggctccgea
gaccgtaagg
ggcttoccct
cgacatcatt
caatgacatt
gctgacaaaa
tgatccggtt
ctecgecgece
gtacagcgca
gcgectgecg

agaagatcgc

tgcgaggcag
gctagggcect
ttcaggaaca
cggcgegcetc
tcagattcga
cctgaagaaa
ggaggcgttc
gatcattggg
tctgtccgyc
gcgggegttyg
ctggtggatg
gtttatttcg
gctgatggtc
cctgggggct
gctagatcct
cgtgctgacc
ggcggccgga
gcctacagga
ctacttcctt
ctttetcage
gatgacgcct
ttaaacatca
ggcgtcatcg
gtggatggcg
Ccttgatgaaa
ggagag4ageg
ccgtggegtt
cttgcaggta
gcaagagaac
cctgaacagg
gactgggctyg
gtaaccggca
gcccagtatce

ttggcctege

£ggcctggtg
tgtggggtca
agcgggcact
tacgaactgc
cggcttggag
gctccagaga
gctgaacggt
ctgtcggtct
gttttcgtgg
ccggcgggtt
cgcatcttca
gtctaccgec
gtgttcatct
atttgcggaa
gtcggcgtcg
cgcaagtggc
ggacttctgce
accaatgttc
tggttccggg
ccecgageye
aacaattcat
tgagggaagc
agcgccatct
gcctgaagec
caacgcggceg
agattctccg
atccagctaa
tcttcgagec
atagcgttgce
atctatttga
gcgatgageg
aaatcgcgee
agcccgtcat

gcgcagatca
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gaacacgcct
gttccggcetg
gctcgacgea
cgataaacag
cggccgacgt
tgttcgggtc
tgcgagatgce
tcaaacagga
agcccgaaca
tattgctcgt
tccteggege
tgcegggegg
ctgccgetcet
ctgcgggcgt
cagcgggect
aacctcccgt
tcgtteccagt
tcggectggc
ggatctcgcg
ttagtgggaa
tcaagccgac
ggtgatcgcc
cgaaccgacg
acacagtgat
agctttgatc
cgctgtagaa
gcgcgaactg
agccacgatc
cttggtaggt
ggcgctaaat
aaatgtagtg
gaaggatgtc
acttgaagct

gttggaagaa

gggtcaatga
ggggttcagc
cttgcttecgce
aggattaaaa
gcaggatttc
cgtttacgag
cgtggcattc
ggacggccce
gcgaggecga
gatgatcgtc
acttaatatt
ggtcgeggey
gctaggtagc
ggcgctgtty
ggcgggggcyg
gcectctgetc
agctttagtg
gtggctcggce
actcgaacct
tttgtaccee
accgctrcygc
gaagtatcga
ttgctggccy
attgatttgc
aacgaccttt
gtcaccattg
caatttggag
gacattgatc
ccagcggegg
gaaaccttaa
cttacgttgt
gctgccgact
aggcaggctt

tttgttcact

149

tgacctggtg
agccagcgct
tcagtatcgce
ttgacaattg
cgcgagatcc
cacgaggaga
ggcgcctaca
aaggacgctc
ggggtcgecg
cgacagattc
tcgctattct
acggtagygcy
ccgatacgat
gtygttgacac
gtttccatgg
acctttaccyg
tttgatccgce
ctgatcggag
acagttgrtt
ttatcgaacc
ggcgcggcett
ctcaactatc
tacatttgta
tggttacggt
tggaaacttc
ttgtgcacga
aatggcagcg
tggctatctt
aggaactctt
cgctatggaa
cccgeatttyg
gggcaatgga
atcttggaca

acgtgaaagg

7320
7380
7440
7500
7560
7620
7680
7740
7800
7860
7920
7980
8040
8100
8160
8220
8280
8340
8400
8460
8520
8580
8640
8700
8760
8820
8880
8940
9000
9060
9120
9180
9240
9300



cgagatcacc
€gcggegegy
ggtggttcta
tggcttecce
gggctgcact
caaattacaa
tagtttgaaa
caatattact
atatttggtc
aatatatagt
tctagaaata
ttttattaac
cgtcaatctc
tttttcgaat
aggtatcata
caacgaaaaa
tcctataaga
atatatttac
aaaaaaccag
gtttggrttty
tagctttaat
aaatgaatca
tatgtaattt
aggttagcta
gaaatatacg
gtgatatatt
atgtaactat
gaaaatagtg
ttgtacaaaa
gcggeccgett
tctcccagta
ttaaaggggt
ttctcataat

tatttgttaa

aaggtagtcg
cttaactcaa
agcctegtct
tcggcagttc
ccaacagaaa
cggtatatat
ttagaaagct
caccggatcc
taatttagtt
ttttatatat
tttgcgactc
tttaaataat
tttgttcttc
ttgaagtgaa
ttgattttta
ttagtcaaac
atattttaat
ttatcaaaaa
aaaatgctga
attttgatat
atttcaagat
agcctatatg
acttgattct
cgatttacag
aaggaacaaa
ttttgttctt
tatgctcect
gccaccgcett
aagcaggctc
tcctgcatga
tcattatagt
tttccaccta
ctttggttga

acattttcaa

gcaaataatg
gcgttagaga
tgcgatggca
atcagggcta
caatcaaaca
cctgccagte
cgcaattgag
taaccggtgt
tggtattgag
atgcctttaa
ttctggcatg
tggttgtacy
catattcata
atttcgataa
tacttaatta
gactaaaata
agatcatatg
tttgacaaag
aaacccggca
aaaccgaacc
attattaagt
gctgtaatat
aaaaaaatat
caaagccaga
tatttttaaa
aaacaagcat
tcgttacaaa
aattaaggcyg
cgcggecgea
catcgtcctyg
gaaagtttty
aaaattctyg
aattatcacg

accgcataaa
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tctaacaatt
gctgygggaag
tttcgatcca
aatcaatcta
aacatacaca
agcatcatca
gtctacaggc
gatcatgggc
taaaacaaat
gactttttat
taatatttcg
atcactttct
tgtcaaaacc
tttaaaatta
ctaaatttgg
aataaatatc
tttgtaaaaa
taagattaaa
aaaccgaacc
aactcggtec
taacgttgtc
gaatttaaaa
cccaagtatt
atacaatgaa
adaatacgca
cccctctaaa
aartttggac
cgccatgcec
ctaggtttaa
cagagccaag
gctctectege
tatcattctc
cttccgeaca

attttatgaa

cgttcaagec
actatgcgeg
ttcccattec
gccgacttgt
gcgacttatt
caccaaaagt
caaattcgct
cgcgattaaa
tcgaaccaaa
agaattttct
ttaaatatga
tatcaagtgt
tatcaaaatt
aatagaacat
ttaactttga
atgtgttatt
aaattaattt
ataatattca
aatccaaacc
atttgcaccc
aatatcctygg
gcagctcgat
aataatttct
ccataaagty
atgacttgga
gaatggcagt
tactattggy
gggcaagcgg
actctagaag
cgcatgctta
cggtggtrte
actttactty
cgatatccct

gtccecgtcta
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gacgccgctt
atctgttgaa
gcgctcaaga
ccggtgaaat
cacacgagct
taggcccgaa
cttagccgta
aatctcaatt
ccaaaatata
ttaaaaaata
agtgctccat
tactaaaatg
Cttatatatc
atcattattt
aagtgtacat
aagaaaattc
ttactaacac
tctaacaaaa
gatatagttg
ctaatcataa
aaattttgca
gtggtggtaa
gctaggaaga
attgaagctc
dCadaagaad
tttcctttge
dACTECTTCT
ccgcacaagt
ctaggaattc
attaaactag
ttacctctat
ttactttaat
acaaatttat

tctttaatgt

9360
9420
9480
9540
9600
9660
9720
9780
9840
9900
9960
10020
10080
10140
10200
10260
10320
10380
10440
10500
10560
10620
10680
10740
10800
10860
10920
10980
11040
11100
11160
11220
11280
11340



agtctaacat
taatgattta
ttaccttaag
accacgtaaa
tttttattcy
aataaaaaaa
gatttgtggt
ctacggaagt
ataatagtta
taattagata
ctattgattt
agtaatgtag
actaatttrtc
gaattactgt
aagaaaaaga
accaactcaa
atgcaaagca
Caaacacatt
cgccacctca
Ccaaatctcc
aatatcactc
taccccaacc
ctgctccaac
ataccgctat
tcatcggaat
ccgctatctg
acaggcttrtyg
ctgttggagg
atcataggta
ctcaccttgg
ctgatctcaa
tcaccatggyg
gaggattcgt

tgaactctct

tttcatattg
ttcttattct
aaggatttcc
tctcataata
actgatctta
tccaattatc
atttctgaag
aactgaagat
ctatattcaa
taattaaaat
attattctac
tagagtgtta
atatatttct
gggttgccat
caaagaacaa
attagtcact
acacgtgctt
gcctttttct
atttcttcac
atgcatgttc
acttctttca
caactcatat
cgetgacatce
caacaggcac
cccactctac
ggctgtgatc
ggctcactgc
aggagctgtt
caccgatacc
atggatggtyg
cgaggaccca
acttgctgtt
gtacgctgga
tgctcactygg

aaatatataa
tcttcatata
cattttatat
ataagttgtt
aagcaacacc
attgtatttt
caagtcatgt
ctgctrtttac
gatttcatat
attacttttt
tatgtttaaa
gagtgttacc
tattgctttt
gacactctgt
agaaaaaaga
ggctgatcaa
aacatgcact
tcatcatcac
ttcaacacac
caaccacctt
tcatccatce
tcaatactac
agggctaggg
aattggtaca
ggatgcatcc
tactacttct
tcatactctyg
gagggatcta
gacaaggacc
atgaagcaga
grtgttgttt
ccaatgctty
atccttagga

cttggagatc
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tttacttaat
aatgtttaat
tttaaaaata
tcaaaagtaa
cagtgacaca
ttttatacaa
tatgcaaaat
atgcgagaca
atcaaatact
taattttaag
ttgttttata
ctaaaccata
accttttctt
ggtcttttgg
caaaacagag
gatcgccgeg
ttaaatggct
cacaaccacc
gtcaacctgc
ctctcttata
atccagagta
tctaggtacc
ctccagaggc
agcacgtgaa
aagctttctg
tcaccggact
ctactcttcc
tcagatggtg
catactctgt
acccaaagag
ggcaacacag
ttgctggact
tcttcttegt

aaccattcga

tttagcgttg
atacaatata
tatttatcaa
taaaatttaa
actagccatt
tgaaaatttc
tctataattc
catcttctaa
caatattact
tttaattgtt
gatagttitaa
aactataaga
ggtatgtaag
ttcatgcaty
agacaaaacy
tccatgtatg
cacccatctc
tgtatatatt
atatgcgtgt
taatacctat
ctactactct
ctgcagggat
taagaaggtt
ctggctcaac
ggttccactt
tggaatcacc
actraggatc
ggctagggat
taggaaggga
gatcggaagg
gaactacctc
tggatgggga
tcaacaagct

tgataggaac

151

gtagaaagca
aacaaattct
atatttttca
ctccataatt
tttttctttg
accaaacaat
ccatttgaca
agtaatttta
tctaaaaaat
gaatttgtga
agtaaatata
rtratggtgg
tccgtaactg
gatcttgcgce
caatcacaca
tctaaatgcc
aacccacaca
cattctcttc
catcccatgce
aaatacctct
actactataa
ccaacaatgt
cacatcgctg
gtcttcctca
caactcaaga
gctggatacc
tggcttgctg
cacagggctc
cttctctact
accgacatct
aaggttgtgt
gattggcttg
accttctgcg

tctectaggg

11400
11460
11520
11580
11640
11700
11760
11820
11880
11940
12000
12060
12120
12180
12240
12300
12360
12420
12480
12540
12600
12660
12720
12780
12840
12900
129260
13020
13080
13140
13200
13260
13320
13380
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atcacgtgat
tcccatctga
tctgggcttyg
tcgagaagyy
attggggaac
ctaagaacgg
tcaaggatca
ctatgttcaa
tgagggtogg
agaacgttga
caaccaagat
cctaggtcac
tcaaaatcta
tatcataaaa
acgcttaaat
aaatattcgt
tgaattgatg
attactgaat
caaatggcag

tttggttgec

<210> 65
<211> 14602
<212> ADN

caccgctcett
ctacaggaac
gaagcaactt
aagggttcaa
cccacttgat
aaggggactt
cccaggagga
cggaggagtg
agtgatcagg
gtacgttagg
cccagageca
cagtatgaac
tttagaaata
attacaaaaa
tatttgtcgy
agtactatcg
aaacaataca
attgagtaag
ttgaaatact

tttgccaaca

<213> Artificial

<220>

<223> Plasmido pDAB7330

<400> 65

ttgtacaaag
ttcaacaacg
gatgttgaag
ttgaaatggc
aagtaaataa
tttgagcgtc
taatcagcgce
ctgcctetgt

caaattgctt

tggttgcggce
aaggtaatgg
cgtgccataa
actgttattt
tagacgccgt
agacctaatc
agacaaatgyg
attgctgatt

tcaaggagac

gttacccttg
gctatcgagt
ggattggctt
caacttcaga
caacttccag
gttgctatcg
aaggctatga
tactaccact
ggaggatgcg
gatggatctg
atcccaaccg
taaaatgcat
cacaatattt
aattttattt
gtcactacgc
ataatttatt
aagacagata
atcacggaat
caaaccgccc

tgggagtcca

cgcttaatta
cgtaaaagaa
tatgatgatg
caaccatatc
tgttaaagaa
aaatattaca
cgtaaagatc
tagtcagcct

agccatgecc
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gagagggata
ggcaccagta
acgatctcaa
agaagcttga
tgatggaatg
ctggagttgt
tctcttctgg
ctaacgcagc
aggttgagat
gacaaagggt
ctgatgctgc
gtaggtgtaa
tgttgcaggc
gcctcaatta
atcattgtga
tgaaaattca
aagccacgca
ttctgacagg
catatgcagg

aggttggcgc

aatttaaatt
aaaatgtatg
tataattaaa
tttgattctg
ttgctatcat
aaatatctca
gcggaaaaac
tatttgactt

cacactttgt

ccacaacttc
cgatcctacc
gaagttcagg
taggaagagg
ggatgactac
tcacgatgtt
aatcggaaag
tcacaacctt
ctggaagagg
gatcagggct
ttgagtagtt
gagctcggtce
ttgctggaga
ttttaggatt
ttgagaagat
taagaaaagc
catttaggat
agcatgtctt
agcggatcat

gccgacccag

caattaatgc
ttattgtatt
atattaactg
ttacatgaca
atgtgcctaa
ctctgtcgcec
ctccccgagt
aagggtgccc

tgaaaaacaa
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caccacgagt
aagtggtcta
gctaacgaga
gctactcttg
gttgagcaag
accgacttca
gatgctaccg
cttagcacca
gctcagaagg
ggagagcaac
agcttaatca
acctcgagta
atcgatctgc
ggtattaagg
cagcgatacg
aaacgttaca
attggccgag
caattcagcc
tcattgtttg

ctttc

aatcttgatt
gatctttcat
tcgcatttta
cgactgcaag
ctagagggaa
agcaatggty
ggcatgatag
tcgttagtga

attgccttty

13440
13500
13560
13620
13680
13740
13800
13860
13920
13980
14040
14100
14160
14220
14280
14340
14400
14460
14520
14575

60
120
180
240
300
360
420
480
540



gggagacggt
tctggtagta
tatggtttaa
atccaatgtt
atatgcggca
tactgccaga
agaatcttga
ttgtgaaaga
tatcacaaag
gcccttgagt
tggtgtaagc
gtaggtacca
ccagctacag
tctacagtga
aggttgcaag
gcttacgctyg
tacgtgtcac
aagtctatgg
ccatctgtta
ggatacaagc
gctectecaa
agctcgatcg
atagttgcgg
aggtgggcta
gcgggatgaa
aaagtatgta
gtctrrrattyg
atccaggatg
agtgtgcttyg
taaaaattta
aatatagttt
cataaattta
ggtacattgc

tttaaacgat

aaagccagtt
cacttctcta
accctgcagg
tacgggaaaa
catatgcaac
atacgaagaa
agacgtaagc
gacatagagg
gaatcttatc
tttcctatat
tattttcttt
gatctggatc
cagctgatat
actttaggac
atagataccc
ggccctggaa
ataggcatca
aggcgcaagg
ggttgcatga
atggtggatg
ggccagttag
gcggcaatag
tgggcaaggc
tggctctcag
gcaaaagtgt
ttcatcacta
tcgccgtatg
aaataatatg
aggtcggtcg
tggtattcaa
aaatatttat
ttgatgcaag
cgtagatgaa

ctgcgtctaa

gctcttcaat
atccaaaaat
actagtccag
actatggaag
ctatgttcaa
gaatacgtag
actgacgaca
acacatgtaa
ccccactact
aaggaaccaa
gaagtactga
ccaaaccatyg
ggcecgeggtt
agagccacaa
ttggttggtt
ggctaggaac

aaggttgggc
ttttaagtct

ggctttggga
gcatgatgtt
gccagttace
cttcttagceg
tctctttcag
ttcecttgtgg
ccgattgtaa
atataatcag
taatcggcgtr
ttattataat
ccaccactcc
tttaaacacg
tgataaaata
tttaaattca
agactgagtg

ttttcggtec
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aaggaatgtc
caatttgtat
aaggtaatta
tattatgtaa
aaatgaagaa
aaattgaaaa
acaatgaaaa
ggtggaaaat
tatcctttta
gttcggcatt
ggatacaact
tctccggaga
tgtgatatcg
acaccacaag
gctgaggttg
gcttacgatt
ctaggatcta
grggtrgctg
tacacagccc
ggtttttggc
caaatctgag
ccatcccggy
aaagacaggc
aagcgcttgg
caagatatgt
tgtattccaa
cacaaaataa
ttttgcgatt
catttcataa
tatacttgta
acaagtcagg
gaaatatttc
cgatattaty

aacttgcaca

gaggaggcaa
tcaagatacc
tccaagatgt
gctcagcaag
tgtacagata
agaagaacca
gaagaagata
gtaagggcgy
tatttttcey
tgtgaaaaca
tcagagaaat
ggagaccagt
ttaaccatta
agtggattga
agggtgttgt
ggacagttga
cattgtacac
ttataggcct
ggggtacatt
aaagggattt
tagttagctt
ttgatcctat
ggccaaagga
tctaaggtygc
tgatcctacg
tatgtactac
tcccoccggtga
tggtccgtta
ttttacatgt
aagaatgata
tattatagtc
aataactgat
gtgtaataca

ggaaagacgt
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tgtaaccgcc
gCaaaaaact
agcatcaaga
aagcagatca
caagatccta
ggcgaagaaa
aggtcggtga
aaagtaacct
tgtcattttt
agaaaaaatt
ttgtaagttt
tgagattagg
cattgagacg
tgatctagag
ggctggtatt
gagtactgtt
acatttgctt
tccaaacgat
gcgcgcagcet
tgagttgcca
aatcacctag
ctgtgttgaa
acccaaggtg
agaggtgtta
taaggatatt
gatttccaat
CTLTCTTTTAa
taggaattga
atttgaaaaa
tcttgaaaga
caagcaaaaa
tatatcagct
taggaattcg

cgaccgcggt

600

660

720

780

840

900

260
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580



agctcttgcc
tcagctgtga
ataccttgat
gctgatgggg
tatctcgtty
tattattcgce
taagcagatg
gaaagagcct
gtttgctagc
ggataagttg
gaaattccgt
gtattagttt
tgtttttagc
Caaattttat
aattcagatg
cataagtttt
tttttaacat
ttttcgcgca
gtgtcttgag
tgcttyggtaa
ttttagacaa
ttaagttgtc
cagctcgatt
atctggcccc
taatttgttt
atgtactttc
ggtaattact
tttccecggac
ccggtggagce
attgagaact
gatccacaty
ccgtgagatc
aggtacaatc

ggtgaggccyg

cagcagactg
accggaagceg
gatcggcctc
gaggtgtata
ctcaagtgca
cacgagttag
ttacgccctyg
cggctgaggc
cagaaccaga
attcatggga
cgagttaacg
gcaccagctc
tttgtcttgt
gctggagaac
tctggatata
atgaatgttc
tacaaataag
aaagtcacgg
tttgcctega
taattgtcat
gtatcaaacg
taagcgtcaa
tacaattgaa
catttggacg
attgctttcg
attttataat
CTTTCTTTTLTE
atgaagccat
ttgcatgttyg
gagccatgtg
ggacttttaa
agccgacgea
gagccgacgt
ttcgcggecg

ggcttccagt
gacgaccaac
tggtgaaggg
attatgaggc
tggcgcaaag
cagacgaaga
ctgcaggcect
ccatactgaa
tcacatccga
tcgctcagga
cagccgctta
cgcgtcacac
tgtggcaggg
agcttcttaa
gatatgattg
ttccattttc
ttcttatacy
atattcgtga
ggctagcgea
tagattgttt
gatgtgactt
tttgatttac
tatatcctgce
tgaatgtaga
cctataaata
aacgctgcgg
ctccatattg
ttacaattga
gtttctacgce
caccttcecc
acatcatccyg

ccgggcaggc

tcacgcggaa

4ggggcgcag
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cctttcgctc
agtggaagaa
tatcatcgca
ccacggcggg
cagttattgg
gaccttcatg
ttctattatc
agagatcgat
tatgctattg
gtagctcatc
cgacggattc
ctgtcttcat
cggcaagtgc
ttcctttgga
taaaataacc
gtcatcgaac
ttgtttatac
aagcgacata
tgcacataga
ttatgcatag
cagtacatta
aattgaatat
cggceoggoec
cacgtcgaaa
cgacggatcg
acatctacat
accatcatac
atatatcctg
agaactgagc
ccaacacggt
tcggatggeg
gcgcaacacy
cgaccaagca

cccctyggggg

gatcgggtcc
ctgaaaggaa
gccaagcaag
cttattcttt
agtgcggatt
aacgtggcca
caatagttgg
ggatatcgat
cagcttgacg
catgcacgec
gaaggtcatc
ttgaataaga
ttcagacatc
aataatagac
tatttaagty
gaataagagt
accgggaatc
aactgcgaaa
cacacacatc
atgcactcga
aaaacgtccy
atcctgcccc
acgcgtgtcg
taaagatttc
taatttgtcg
ttttgaattg
tcattgctga
ccgecgetge
cggttaggca
gagcgacggg
ttgcgagaga
atcgcaaagt
agcttggctyg
gatgggaggc
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aatgttgtcc
cgagcegtet
ctcatgaaag
agggaggatc
ttcgttggca
aggccagagt
ttgatctttg
atgccatgtt
cagatatgga
gacaagaaca
cattcggaat
tgttagcaat
attctgtttt
tgcgtcttaa
tcatttagaa
aaatacacct
atttccatta
tttgcgggga
atctcattga
aatcagccaa
caatgtgtta
agccagccaa
aggaattctg
cgaattagaa
ttttatcaaa
daaaaaaatt
tccatgtaga
cgctttgcac
gataatttcc
gcaacggagt
agcagtcgat
atttgaacgc
ccatttttgg

ccgegttage

2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620



gggccgggag
gggcgcagcc
caggttagcy
tggacagccc
gtgtcaagga
gggcacttat
tttcgccgat
catctgtcaa
tgtcagtgag
cacacggctt
€ggcgagggce
aaccctgctt
atacaggatt
Cgggcaggat
attcgcacct
gcgtaacaga
cacctatcaa
cggccggeat
gcgtcgtgga
tgggcggect
ccacgatcct
tgatgggcgt
ggggtgcgcyg
gagctggtat
gtctacggga
gggtcaaatc
gggtgaatga
ttttccgeey
accttccagt
gtgcaactgg
ctcgaacagy
acgaccaaga
caggccgcgt
gatattgcgc

ggttcgagaa
ctggttaaaa
gtggccgaaa
ctcaaatgtc
tcgcgecect
ccccaggcett
ttgcgaggct
cgccgegecy
ggccaagttt
cgacggcgtt
aaccagcccg
cggggtecatt
ttgccaaagg
aggtgaagta
ggcggtgctc
tgagggcaag
ggtgtactgc
gagcctgteg
ctatgagcac
gctgaaacte
cgccctgcty
ggtccgeecy
tgattgccaa
tcgtgcaggg
ccgacttcat
aggaataagg
atcggacgtt
aggatgccga
ccgtcggetc
ctcccectgce
aggcggcagg
agcgaaaaac
tgctgaaaca

cgtggccgga

gggggggcac
acaaggttta

daacgggcgga
aataggtgcg
catctgtcag
gtccacatca
ggccagetcec
ggtgagtcgg
tccgcgaggt
tctggcgegt
gtgagcgtcg
atagcgattt
gttcgtgtag
ggcccacccy
aacgggaatc
cggatggctg
cttccagacy
gcctacctge
gtccgcgage
tggctcaccy
gcgaagatcg
agggcagagc
gcacgtccoc
caagattcgg
tgccgataag
gcacattgcc
tgaccggaag
aaccatcgca
gatggtccag
cctgcccgeg
tttggcgaag
€gccggcgag
cacgaagcag

cacgatgcga
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cccccttegg
taaatattgg
aacccttgea
cccctcatet
tagtcgcgec
tctgtgggaa
acgtcgecgy
cccctcaagt
atccacaacg
ttgcagggec
gaaagggtcg
tttecggtata
actttccttg
cgagcgggty
ctgctctgcy
atgaaaccaa
aacgaagagc
tggccgtegy
tggcccgeat
acgacccgeg
aagagaagca
catgactttt
atgcgctcca
aataccaagt
gtggattatc
ccggegtgag
gcatacaggc
agccgecaccyg
caagctacgg
ccatcggecg
tcgatgacca
gacctggcaa
cagatcaagyg

gcgatgccaa

cgtgcgcggt
tttaaaagca
aatgctggat
gtcagcactc
cctcaagtgt
actcgcgtaa
ccgaaatcga
gtcaacgtcc
ccggeggecy
atagacggcc
acggatcttt
tccatccttte
gtgtatccaa
ttccttcttc
aggctggecg
gccaaccagg
gattgaggaa
ccagggcetac
caatggcgac
cacggcgcgg
ggacgagctt
ttagccgcta
tcaagaagag
acgagaagga
tggacaccaa
tcgggycaat
aagaactgat
tcatgcgtgce
ccaagatcga
ccgtggageg
tcgacacgey
aacaggtcag
aaatgcagct

acgacacggc
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cacgcgcaca
ggttaaaaga
tttctgectg
tgcccctecaa
caataccgca
aatcaggcgt
gcctgeccect
gcccctcatce
cggtgtcteg
gccageccag
tccgctgeat
ttcgcacgat
cggcgtcagce
actgtccctt
gctaccgecg
aagggcagcc
aaggcggcyag
aaaatcacgg
ctgggccgec
ttcggtgatg
ggcaaggtca
aaacggccgg
cgacttcgeg
cggccagacg
ggcaccaggc
cccocgcaagga
cgacgcggyy
gccccgegaa
gcgcgacagce
ttcgcgtegt
aggaactatg
cgaggccaag
ttccttgttc

ccgetetygec

4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
0480
6540
6600
6660



ctgttcacca
cacgtcaaca
gaactggtgt
accttcacgt
acgaaggccg
cgegttgggce
aagaaaacgt
gaccactaca
atgttcgact
ctcatgtgcg
tgcgaagagt
cattgcaaac
ttactggcat
tcgggacgca
tgattaaggc
gattgtcggce
aaaagcccat
tcgacggega
acaaggcgea
gtatgctgct
caacgggaat
ggagcttgtt
ctgtgcagcc
tgatggcggt
caaacgcagc
cgttcggaac
cctggcaact
caatcccgat
cgggtttaac
ccttactggg
gggagcacag
aattcaggay
agaggtagtt

cggctccgea

cgcgcaacaa
aggacgtgaa
ggcagcaggt
tctacgaget
aggaatgcct
acctggaatc
ccegttgeca
cgaaattcat
atttcagctc
gatcggattc
tgcgaggcag
gctagggect
ttcaggaaca
cggcgegcetc
tcagattcga
cctgaagaaa
ggaggcgttc
gatcattggg
tctgtccggce
gcgggcegttg
ctggtggatg
gtttatttcy
gctgatggtc
cctggggget
gctagatcct
cgtgctgacc
ggcggeegga
gcctacagga
ctacttcctt
ctttctcagce
gatgacgcect
ttaaacatca

ggcgtcatcg
gtggatggcg

gaaaatcccg
gatcacctac
gttggagtac
ttygccaggac
gtcgcgecta
ggtgtcgctg
ggtcctgatc
atgggagaag
gcaccgggag
cacccgegtg
cggcctggtg
tgtggggtca
agcgggcact
tacgaactgc
cggcttggag
gctccagaga
gctgaacggt
ctgtcggtct
gttttcgtgg
ccggcggatt
cgcatcttca
gtctaccgee
gtgttcatct
atttgcggaa
gtcggegtceg
cgcaagtggc
ggactrrctyc
accaatgttc
tggttccggg
cccecgagege
aacaattcat
tgagggaagc
agcgeccatct

gcctgaagec
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cgcgaggcgc
accggcgtcg
gcgaagcgea
ctgggctggt
caggcgacgg
ctgcaccgct
gacgaggaaa
taccgcaagce
ccgtacccgce
aagaagtggc
gaacacgcct
gttccggcty
gctcgacgea
cgataaacag
cggccgacgt
tgttcgggtc
tgcgagatgc
tcaaacagga
agcccgaaca
tattgctcot
tccteggeygc
tgccgggcgy
ctgccgetet
ctgcgggcgt
cagcgggcct
aacctcccgt
tcgtteccagt
tcggectggc
ggatctcgeg
ttagtgggaa
tcaagccgac
ggtgatcgcc
cgaaccgacy

acacagtgat

tgcaaaacaa
agctgegggce
cccctatcgy
cgatcaatygg
cgatgggctt
tccgegtect
tcgtcgtgcet
tgtcgccgac
tcaagctgga
gcgagcaggt
gggtcaatga
ggggttcage
cttgcttcgce
aggattaaaa
gcaggatttc
cgtttacgag
cgtggcattc
ggacggcccc
gcgaggccga
gatgatcgte
acttaatatt
ggtcgcggacy
gctaggtagc
ggcgctgttg
ggcgggggeg
gcctctgctc
agcrrragtg
gtggctcggce
actcgaacct
tttgtaccecc
accgcttegce
gaagtatcga
ttgctggeeg

attgatttgc
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ggtcattttc
cgacgatgac
cgagccgatc
ccggtattac
cacgtccgac
ggaccgtggce
gtttgctggc
ggcccgacyy
aaccttccgce
cggcgaagcc
tgacctggtg
agccagcget
tcagtatege
ttgacaattg
cgcgagatcc
cacgaggaga
ggcgcctaca
aaggacgctc
ggggtcgccg
cgacagattc
tcgctattct
acggtaggcg
ccgatacgat
gtgttgacac
gtttccatgg
acctttaccy
trtgatccgce
ctgatcggag
acagttgttt
ttatcgaacc
ggcgcggett
ctcaactatc
tacatttgta

tggttacggt

6720
6780
6840
6900
6960
7020
7080
7140
7200
7260
7320
7380
7440
7500
7560
7620
7680
7740
7800
7860
7920
7980
8040
8100
8160
8220
8280
8340
8400
8460
8520
8580
8640
8700



gaccgtaagg
ggctteecect
cgacatcatt
caatgacatt
gctgacaaaa
tgatccggtt
ctcgecgecc
gtacagcgca
gcgcctgecy
agaagatcgc
cgagatcacc
cgcggegegy
ggtyggttcta
tggctteccc
gggctgcact
caaattacaa
tagtttgaaa
Caatattact
atatttggtc
aatatatagt
tctagaaata
ttttattaac
cgtcaatctc
tttttcgaat
aggtatcata
caacgaaaaa
tcctataaga
atatatttac
aaaaaaccag
gtttggttty
tagctttaat
aaatgaatca
tatgtaattt

aggttagcta

cttgatgaaa
ggagagagcg
ccgtggegtt
cttgcaggta
gcaagagaac
cctgaacagg
gactgggctg
gtaaccggca
gcccagtatce
ttggcctegce
aaggtagtcg
cttaactcaa
agcctegrct
tcggcagttc
ccaacagaaa
cggtatatat
ttagaaagct
caccggatcc
taatttagtt
ttttatatat
tttgcgactc
tttaaataat
tttgttcttc
ttgaagtgaa
ttgattttta
ttagtcaaac
atattttaat
ttatcaaaaa
aaaatgctga
attttgatat
atttcaagat
agcctataty
acttgattct

cgatttacag

caacgcggcg
agattctccg
atccagctaa
tcttcgagcec
atagcgttgce
atctatttga
gcgatgagcg
aaatcgcgcec
agcccgtcat
gcgcagatca
gcaaataatg
gcgttagaga
tgcgatggca
atcagggcta
caatcaaaca
cctgccagtc
cgcaattgag
taaccggtgt
tggtattgag
atgcctttaa
ttctggcatyg
tggttgtacg
catattcata
atttcgataa
tacttaatta
gactaaaata
agatcatatg
tttgacaaag
aaacccggca
aaaccgaacc
attattaagt
gctgtaatat
aaaaaaatat

caaagccaga
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agctttgatc
cgctgtagaa
gcgcgaactg
agccacgatc
cttggtaggt
ggcyctaaat
aaatgtagtg
gaaggatgtc
acttgaagct
gttggaagaa
tctaacaatt
gctggggaag
tttcgatcca
aatcaatcta
aacatacaca
agcatcatca
gtctacaggc
gatcatgggc
taaaacaaat
gactttttat
taatatttcg
atcactttct
tgtcaaaacc
tttaaaatta
ctaaatttgg
dadtaaatatc
tttgtaaaaa
taagattaaa
aaaccgaacc
aactcggtcc
taacgttgtc
gaatttaaaa
cccaagtatt

atacaatgaa

aacgaccttt
gtcaccattg
caatttggag
gacattgatc
ccagecggcegg
gaaaccttaa
cttacgttgt
gctgccgact
aggcaggctt
tttgttcact
cgttcaagec
actatgegey
ttcccattec
gccgacttgt
gcgacttatt
caccaaaagt
caaattcgcet
cgcgattaaa
tcgaaccaaa
agaattttct
ttaaatatga
tatcaagtgt
tatcaaaatt
aatagaacat
ttaactttga
atgtgttatt
aaattaattt
ataatattca
aatccaaacc
atttgcaccc
aatatcctygg
gcagctcgat
aataatttct

ccataaagtg

157

tggaaacttc
ttgtgcacga
aatggcageg
tggctatctt
aggaactctt
cgctatggaa
cccgceatttg
gggcaatgga
atcttggaca
acgtgaaagg
gacgccgett
atctgttgaa
gcgetcaaga
ccggtgaaat
cacacgagct
taggcccgaa
cttagccgta
aatctcaatt
Cccaaaatata
ttaaaaaata
agtgctccat
tactaaaatg
cttatatatc
atcattattt
aagtgtacat
aagaaaattc
ttactaacac
tctaacaaaa
gatatagttyg
Cctaatcataa
aaattttgca
gtggtggtaa
gctaggaaga

attgaagctc

8760
8820
8880
8940
9000
9060
9120
9180
9240
9300
9360
9420
9480
9540
9600
9660
9720
9780
9840
9900
9960
10020
10080
10140
10200
10260
10320
10380
10440
10500
10560
10620
10680
10740



gaaatatacg
gtgatatatt
atgtaactat
gaaaatagtg
ttgtacaaaa
gcggccgctt
tctcccagta
ttaaaggggt
ttctcataat
tatttgttaa
agtctaacat
taatgattta
ttaccttaag
accacgtaaa
tttttattcg
aataaaaaaa
gatttgtggt
ctacggaagt
ataatagtta
taattagata
ctattgattt
agtaatgtag
actaattttc
gaattactgt
aagaaaaaga
accaactcaa
atgcaaagca
caaacacatt
cgccacctca
ccaaatctcc
aatatcactc
taccccaacc
ccagcagttc

tcaaacccat

aaggaacaaa
ttttgttctt
tatgctcect
gccaccgctt
aagcaggctc
tcctgcatga
tcattatagt
tttccaccta
ctttggttga
acattttcaa
tttcatattg
ttcttattct
aaggatttcc
tctcataata
actgatctta
tccaattatc
atttctgaag
aactgaagat
ctatattcaa
taattaaaat
attattctac
tagagtgtta
atatatttct
gggttgccat
Cdaagaacaa
attagtcact
acacgtgctt
gcctttttct
atttcttcac
atgcatgttc
acttctttca
caactcatat
ttcaagtgtg

gaggaacacc

tatttttaaa
aaacaagcat
tcgttacaaa
aattaaggcg
cgcggccgea
catcgtectyg
gaaagttttg
daaattctgyg
aattatcacg
accgcataaa
aaatatataa
tcttcatata
cattttatat
ataagttgtt
aagcaacacc
attgtacttt
caagtcatgt
ctgcttttac
gatttcatat
attactrrtt
tatgtttaaa
gagtgttacc
tattgctttt
gacactctgt
agaaaaaaga
ggctgatcaa
aacatgcact
tcatcatcac
ttcaacacac
caaccacctt
tcatccatcc
tcaatactac
ccagaacttyg

aaaggctatg
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aaaatacgca
cccctctaaa
aattttggac
cgccatgcec
ctaggtttaa
cagagccaag
gctctctege
tatcattctc
cttccgcaca
attttatgaa
tttacttaat
aatgtttaat
tttaaaaata
tCcaaaagtaa
cagtgacaca
ttttatacaa
tatgcaaaat
atgcgagaca
atcaaatact
taattttaag
ttgttttata
Ctaaaccata
accttttctt
ggtcttttgg
caaaacCagag
gatcgccgeg
ttaaatggct
cacaaccacc
gtcaacctgc
ctctcttata
atccagagta
tCtaggtacc
ccgcagettt

atgtctccaa

atgacttgga
gaatggcagt
tactattgygg
gggcaagcgg
actctagaag
cgcatgctta
cggtggtttt
actttactty
cgatatccct
gtcccgtcta
tttagcgttg
atacaatata
tatttatcaa
taaaatttaa
actagccatt
tgaaaatttc
tctataattc
catcttctaa
caatattact
tttaattgtt
gatagtttaa
aactataaga
ggtatgtaag
ttcatgcaty
agacaaaacg
tccatgtatg
cacccatctc
tgtatatatt
atatgcgtgt
taatacctat
ctactactct
ctgcagggat
ccctgatggg

acctcacatc
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acaaaagaaa
tttcctttge
aacttcttct
ccgcacaagt
ctaggaattc
attaaactag
ttacctctat
ttactttaat
acaaatttat
tctttaatgt
gtagaaagca
aacaaattct
atatttttca
ctccataatt
ttttrctttg
accaaacaat
ccatttgaca
agtaatttta
tctaaaaaat
gaatttgtga
agdtaaatata
tttatggtgg
tccgtaactg
gatcttgcgce
caatcacaca
tctaaatgcc
aacccacaca
cattctcttc
catcccatgce
aaatacctct
actactataa
ccaacaatgg
acaacggact

tctgaaacac

10800
10860
10920
10980
11040
11100
11160
11220
11280
11340
11400
11460
11520
11580
11640
11700
11760
11820
11880
11940
12000
12060
12120
12180
12240
12300
12360
12420
12480
12540
12600
12660
12720
12780



10

cgatgacttt
ttgttccact
tgtgggcagt
tgtgggcaca
gtgctggagc
gatacacaga
tgggttggat
tgaatgagga
tggctttggt
tcatctatgyg
cacttgcaca
tcataactgc
cagactatag
tttggaagca
agggaagggt
gaataccgtt
atggcaaggc
atcatcctgg
tcaatggagg
ttggtgtcct
aagatgtctc
ctaccaaagt
tcacctagag
tgcagygcttg
tcaattattt
attgtgattg
aaattcataa
ccacgcacat
tgacaggagc
atgcaggagc
ttggcgcgec
<210> 66

<211> 10915
<212> ADN

gaagaactygg
ggctggattyg
tgtgtactac
ttcctcttac
cgttgaaggt
cacagagaaa
gctcttgaag
cccagttgtyg
ctttcccacc
agggatcttg
ttggcttggt
tcttgtcacy
aaatgcgatt
acttggactt
tcaacagtty
ggaacaactc
atggattgct
tggacgtgct
tgtctacaat
ccgtggaggg
tactgtggtt
ggttcagcca
ctcggtcacc
ctggagaatc
taggattogt
agaagatcag
gaaaagcaaa
ttaggatatt
atgtcttcaa
ggatcattca

gacccagctt

<213> Artificial

<220>

<223> Plasmido pDAB7331

<400> 66

cacaaacatg
atctcaacct
ttcaacacty
aaggccagct
tccataagat
gatccttact
cagaatccaa
gtctggcaac
cttgttgctg
agagtgttct
gatcaaccgt
ctgggtgaag
gagtggtatc
gctcacaatc
cagaagaaac
cectgtrgtygt
gttgctggtg
ctcatcaact
cattcaaatg
tgcgaagtgg
gatagttctyg
gtcecctggtyg
tcgagtatca
gatctgctat
attaaggacg
cgatacgaaa
cgttacatga
ggccgagatt
ttcageccaa
ttgtttgttt

tc
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tgaactggct
attgggttcc
gacttgggat
tgcctctcaa
ggtggagcaa
cagtgaggaa
agaagcaagg
ataggaactt
gcctgggatg
ttgttcagea
ttgatgacag
gctatcacaa
agtatgaccc
tcaagcagtt
tggatcagaa
cttgggatga
tcattcacga
ctgcgattgg
ccgcacacaa
agatatggaa
gcaaccgtat
Ctcaagcagc
aaatctattt
cataaaaatt
cttaaattat
tattcgtagt
attgatgaaa
actgaatatt
atggcagtty
ggttgccttt

caacaccaca
tcttcaatgg
cactgctggc
aatctacctt
cggacacaga
gggattgcetc
gaggacggac
tctcaagtgt
gggagactac
agccaccttc
aaactctcca
ctttcaccat
cacgaagtgg
cagacagaat
gagagcgaaa
ctttgttgaa
tgttggtgac
caaagatgcc
ccttectetec
acgtgctcaa
tgtgagagct
ttgatgagta
agaaatacac
acaaaaaaat
ttgtcgggtc
actatcgata
caatacaaag
gagtaagatc
aaatactcaa

gccaacatgg
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ttcattctct
aaaactgcag
taccatagat
gccgcagttg
gcacatcaca
tacagccaca
attactgatc
gtgatcttca
tggggaggtt
tgtgtcaact
cgtgaccatg
gagtttccgt
agcatttgga
gagatagaga
cttgattggy
cagtcaaaga
ttcatcaagg
acagcgatct
accatgaggg
agtgagaaca
ggtggacaag
gttagcttaa
aatattttgt
tttatttgcc
actacgcatc
atttatttga
acagataaag
acggaatttc
accgccccat

gagtccaagg

12840
12900
12960
13020
13080
13140
13200
13260
13320
13380
13440
13500
13560
13620
136380
13740
13800
13860
13920
13980
14040
14100
14160
14220
14230
14340
14400
14460
14520
14580
14602



taaatttaaa
aaaaaatgta
tgtataatta
tctttgattc
aattgctatc
caaaatatct
tcgcggaaaa
cttatttgac
cccacacttt
ataaggaatg
atcaatttgt
agaaggtaat
agtattatgt
aaaaatgaag
agaaattgaa
caacaatgaa
aaggtggaaa
cttatccttt
aagttcggca
gaggatacaa
tgtctccgga
tttgtgatat
aaacaccaca
ttgctgaggt
acgcttacga
gcctaggatc
ctgtggttgc
gatacacagc
ttggtttttg
cccaaatctg
cgccatcccg

agaaagacag

ttcaattaat
tgttattgta
aaatattaac
tgttacatga
atatgtgcect
cactctgtcg
acctccccga
ttaagggtgc
gttgaaaaac
tcgaggaggce
attcaagata
tatccaagat
aagctcageca
aatgtacaga
aaagaagaac
aagaagaaga
atgtaaggyc
tatatttttc
tttgtgaaaa
cttcagagaa
gaggagacca
cgttaaccat
agagtggatt
tgagggtgtt
ttggacagtt
tacattgtac
tgttataggc
ccggggtaca
gcaaagggat
agtagttagc
ggttgatcct

gcggccaaag

gcaatcttga
ttgatctttc
tgtcgeattt
cacgactgca
aactagaggg
ccagcaatgg
gtggcatgat
cctcgttagt
aaattgcctt
aatgtaaccg
ccgcaaaaaa
gtagcatcaa
agaagcagat
tacaagatcc
caggcgaaga
taaggtcggt
ggaaagtaac
cgtgtcattt
caagaaaaaa
atttgtaagt
gttgagatta
tacattgaga
gatgatctag
gtggctggta
gagagtactg
acacatttgc
cttccaaacg
ttgcgcgcag
tttgagttgc
ttaatcacct
atctgtgttg

gaacccaagg

ES 2568 803 T3

ttttcaacaa
atgatgttga
tattgaaatg
agaagtaaat
aatttgagcg
tgtaatcagc
agctgcctct
gacaaattgc
tggggagacg
cctctggtag
cttatggttt
gaatccaatg
caatatgcgg
tatactgcca
aaagaatctt
gattgtgaaa
cttatcacaa
ttgcccttga
tttggtgtaa
ttgtaggtac
ggccagcetac
cgtctacagt
agaggttgca
ttgcttacgc
tttacgtgtc
ttaagtctat
atccatctgt
ctggatacaa
cagctcectcec
agagctcgat
aaatagttgc

tgaggtygggc

cgaaggtaat
agcgtgeeat
gcactgttat
aatagacgcc
tcagacctaa
gcagacaaat
gtattgctga
tttcaaggay
gtaaagccag
tacacttctc
aaaccctgca
tttacgggaa
cacatatgca
gaatacgaag
gaagacgtaa
gagacataga
aggaatctta
gttttectat
gctattttct
cagatctgga
agcagctgat
gaactttagg
agatagatac
tgggccctgg
acataggcat
ggaggcgcaa
taggttgecat
gcatggtgga
aaggccagtt
cggcggcaat

ggtgggcaag
tatggctctce
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ggcgtaaaag
aatatgatga
ttcaaccata
gttgttaaag
tcaaatatta
ggcgtaaaga
tttagtcagc
acagccatge
ttgctcttca
taatccaaaa
ggactagtcc
aaactatgga
acctatgttc
aagaatacgt
gcactgacga
ggacacatgt
tcccccacta
ataaggaacc
ttgaagtact
tcccaaacca
atggccgegg
acagagccac
ccttggttgg
aaggctagga
Caaaggttgg
ggttttaagt
gaggctttgg
tggcatgatg
aggccagtta
agcttcttag
gctctcttte

agttccttgt

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
%00
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920



ggaagcgctt
aacaagatat
agtgtattcc
gtcacaaaat
atttttgcga
cccatttcat
cgtatacttg
taacaagtca
cagaaatatt
tgcgatatta
Ccaacttgca
gtcctttege
acagtggaag
ggtatcatcyg
gcccacggcyg
agcagttatt
gagaccttca
ctttctatta
aaagagatcg
gatatgctat
gagtagctca
tacgacggat
acctgtcttc
ggcggcaagt
aattcctttyg
tgtaaaataa
tcgtcatcga
cgttgtttat
gaaagcgaca
catgcacata
ttttatgcat
ttcagtacat
acaattgaat

gceggeeggce

ggtctaaggt
gttgatccta
aatatgtact
aatccceggt
tttggtccgt
aattttacat
taaagaatga
ggtattatag
tcaataactg
tggtgtaata
caggaaagac
tcgatcgggt
aactgaaagg
cagccaagca
ggcttattct
ggagtgcgga
tgaacgtggc
tccaatagtt
atggatatcg
tgcagcttga
tccatgcacy
tcgaaggtca
atttgaataa
gcttcagaca
gaaataatag
cctatttaag
acgaataaga
acaccgggaa
taaactgcga
gacacacaca
agatgcactc
taaaaacgtc
atatcctgcc

ccacgcgtgt

gcagaggtgt
cgtaaggata
acgatttcca
gactttcttt
tataggaatt
gtatttgaaa
tatcttgaaa
tccaagcaaa
attatatcag
cataggaatt
gtcgaccgeg
ccaatgttgt
aacgagccgt
agctcatgaa
ttagggagga
ttttcgttgg
caaggccaga
ggttgatctt
atatgccatg
cgcagatatg
ccgacaagaa
tccattcgoa
gatgttagca
tcattctgtt
actgcgtctt
tgtcatttag
gtaaatacac
tcatttccat
aatttgcggg
tcatctcatt
gaaatcagcc
cygcaatgtgt
ccagccagec

cgaggaattc
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tagcgggatg
ttaaagtatg
atgtctttat
taatccagga
gaagtgtgct
aataaaaatt
gaaatatagt
aacataaatt
ctggtacatt
cgtttaaacg
gtagctcttg
cctcagetgt
ctataccttg
aggctgatgg
tctatctcgt
catattattc
gttaagcaga
tggaaagagc
ttgtttgcta
gaggataagt
cagaaattcc
atgtattagt
attgttttta
ttcaaatttt
aaaattcaga
aacataagtt
CTTTtttaac
tattttcgeg
gagtgtcttg
gatgcttggt
aattttagac
tattaagttg
aacagctcga

tgatctggcc

aagcaaaagt
tattcatcac
tgtcgecgta
tgaaataata
tgaggtcggt
tatggtattc
ttaaatattt
tattgatgca
gccgtagatyg
atctgcgtct
cccagcagac
gaaccggaag
atgatcggec
gggaggtgta
tgctcaagty
gccacgagtt
tgttacgccec
ctcggctgag
gccagaacca
tgattcatyy
gtcgagttaa
ttgcaccagc
gctttgtctt
atgctggaga
tgtctggata
ttatgaatgt
attacaaata
caaaagtcac
agtttgcctc
aataattgtc
aagtatcaaa
tctaagegte
tttacaattg

cccatttgga
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gtccgattgt
taatataatc
tgtaatcgge
tgttattata
cgccaccact
aatttaaaca
attgataaaa
agtttaaatt
aaagactgag
aattttcggt
tgggcttcca
cggacgacca
tctggtgaag
taattatgag
catggcgcaa
agcagacgaa
tgctgcaggc
gcccatactg
gatcacatcc
gatcgctcag
cgcagecgct
tccgegtcac
gttgtggcag
acagcttctt
tagatatgat
tctteccattt
agrtctrtata
ggatattcgt
gaggctagcg
attagattgt
cggatgtgac
aatttgattt
aatatatcct

cgtgaatgta

1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960



gacacgtcga
tacgacggat
ggacatctac
tgaccatcat
gaatatatcc
gcagaactga
ccccaacacyg
cgtcggatgyg
gcgcgeaaca
aacgaccaag
agcccctggg
accccectte
tataaatatt
gaaacccttg
cgcccctcat
agtagtcgcg
catctgtggy
ccacgtcgcec
ggcccctcaa
gtatccacaa
gttigcaggg
cggaaagggt
tttttcggta
agactttcct
€gcgagcggg
tcctgctetg
tgatgaaacc
cgaacgaaga
gctggccgte
gctggcccge
cgacgacccy
cgaagagaag
gccatgactt

ccatgcgctc

aataaagatt
cgtaatttgt
atttttgaat
actcattget
tgccgccget
gccggttagg
gtgagcgacg
cgttgcgaga
cgatcgcaaa
caagcttggc
gggatgggag
ggcgtgegeg
ggtttaaaag
caaatgctgg
ctgtcagcac
cccctcaagt
aaactcgcgt
ggccgaaatc
gtgtcaacgt
€gccggcggc
ccatagacgg
cgacggatct
tatccatcct
tggtgtatcc
tgttccttct
cgaggctggc
aagccaacca
gcgattgagg
ggccagggct
atcaatggcyg
cgcacggcegc
caggacgagc
ttttagccgc

catcaagaag

tccgaattag
cgttttatca
tgaaaaaaaa
gatccatgta
gccgetttge
cagataattt
gggcaacgga
gaagcagtcg
gtatttgaac
tgccattttt
gccegegtta
gtcacgegea
caggttaaaa
attttctgee
tctgcccecte
gtcaataccg
aaaatcaggc
gagcctgcecec
ccgecccctea
cgcggtygtet
ccygccagcecc
tttcecgetyge
ttttcgcacyg
aacggcgtca
tcactgtccc
cggctaccgc
ggaagggcag
aaaaggcggce
acaaaatcac
acctgggccg
ggttcggtga
ttggcaaggt
taaaacggcc

agcgacttcyg
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aataatttgt
aaatgtactt
ttggtaatta
gatttcccgg
acccggtgga
ccattgagaa
gtgatccaca
atccgtgaga
gcaggtacaa
ggggtgaggc
gcgggccgygy
cagggcgeag
gacaggttag
tgtggacagc
aagtgtcaag
cagggcactt
gttttcgceg
ctcatctgtc
tctgtcagty
cgcacacgyc
agcgygcgagy
ataaccctgc
atatacagga
gccgggeagg
ttattcgcac
cggcgtaaca
cccacctatc
ggcggecggce
gggcgtcgty
cctgggeggac
tgccacgatce
catgatgggc
ggggggtgcg
cggagctggt

ttattgcttt
tcattttata
ctctttcttt
acatgaagec
gcttgecatgt
ctgagccatg
tgggactttt
tcagccgacy
tcgagcecgac
cgttcgeggce
agggttcgag
ccectggttaa
Cggtggccga
ccctcaaaty
gatcgcgecc
atccccaggc
atttgcgagg
aacgccgcegc
agggccaagt
ttcgacggey
gcaaccagcec
ttcggggtca
ttttgccaaa
ataggtgaag
ctggcggtgce
gatgagggca
aaggtgtact
atgagcctgt
gactatgagc
ctgctgaaac
ctcgeectyce
gtggtccgec
cgtgattgec

attcgtgcag

162

cgcctataaa
ataacgctgce
ttctccatat
atttacaatt
tggtttctac
tgcaccttcce
aaacatcatc
caccgggcag
gttcacgcgg
cgaggggegc
2agggggggc
aaacaaggtt
aaaacgyggcg
tcaataggtyg
ctcatctgtc
ttgtccacat
ctggccaget
cgggtgagtc
tttccgcgag
tttctyggcyc
cggtgagcgt
ttatagcgat
gggttcgtgt
taggcccacce
tcaacgggaa
agcggatggc
gccttccaga
cggcctacct
acgtccgecga
tctggctcac
tggcgaagat
cgagggcaga
aagcacgtcc

ggcaagattc

4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000



ggaataccaa
aggtggatta
ccecggegty
aggcatacag
caagccgcac
agcaagctac
cgcecatcggce
agtcgatgac
aggacctggce
agcagatcaa
gagcgatgcc
cgegegagge
acaccggcgt
acgcgaagcyg
acctgggctyg
tacaggcgac
tgctgcaccy
tcgacgagga
agtaccgcaa
agccgtacce
tgaagaagtyg
tggaacacgc
cagttccggce
ctgctcgacy
gccgataaac
agcggccgac
gatgtrrcggy
gttgcgagat
Cttcaaacag
ggagcccgaa
tttattgcte
catcctcgge
cctgccgggce

ctctgeccget

gtacgagaag
tctggacacc
agtcggggcea
gcaagaactg
cgtcatgcgt
ggccaagatc
cgccgtggag
catcgacacy
aaaacaggtc
ggaaatgcag
aaacgacacg
gctgcaaaac
Cgagctgegy
caccectatce
gtcgatcaat
ggcgatgggc
cttccycgtce
aatcgtcgtg
gctgtcgecyg
gctcaagetyg
gcgcgageag
ctgggtcaat
tgggggttca
cacttgcttc
agaggattaa
gtgcaggatt
tccgtttacy
gccgtyggceat
gaggacggec
cagcgaggcec
gtgatgatcqg
gcacttaata
ggggtcgegg
ctgctaggta

gacggccaga
aaggcaccag
atcccgcaag
atcgacgcgg
gcgccecegeg
gagcgcgaca
cgttcgegtc
cgaggaacta
agcgaggcca
ctttccttgt
gcccgctetg
aaggtcattt
gccgacgatg
ggcgagecga
ggccggtatt
ttcacgtccg
ctggaccgty
ctgtttgctg
acggcccgac
gaaaccttcc
gtcggcgaag
gatgacctgg
gcagccagog
gctcagtatc
aattgacaat
tccgcgagat
agcacgagga
tcggcgecta
ccaaggacgc
gaggggtcgc
tccgacagat
tttcgetatt
cgacggtagg

gccegatacyg
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cggtctacgg
gcgggtcaaa
gagggtgaat
ggttttccgce
aaaccttcca
gcgtgcaact
gtctcgaaca
tgacgaccaa
agcaggeccgce
tcgatattgce
ccctgttcac
tccacgtcaa
acgaactggt
tcaccttcac
acacgaaggc
accgcgttygg
gcaagaaaac
gcgaccacta
ggatgttcga
gceteatgtg
cctgcgaaga
tgcattgcaa
ctttactggc
gctcgggacg
tgtgattaag
ccgattgteg
gaaaaagccc
catcgacggc
tcacaaggcy
cggtatgctg
tccaacggga
ctggagettg
cgctgtgcag
attgatggcg

gaccgacttc
tcaggaataa
gaatcggacy
cgaggatgece
gtccgteggc
ggcteccecect
ggaggcggea
gaagcgaaaa
gttgctgaaa
gccgtggecy
cacgcgcaac
caaggacgty
gtggcagcag
gttctacgag
cgaggaatgc
gcacctggaa
gtccegttgce
cacgaaattc
ctatttcagc
cggatcggat
gttgcgaggc
acgctagggc
atttcaggaa
cacggcgcegc
gctcagattc
gccctgaaga
atggaggcgt
gagatcattg
catctgtccg
c€tgcgggegt
atctggtgga
ttgtttattt
ccgctgatygg
gtcctggggy

163

attgccgata
gggcacattg
tttgaccgga
gaaaccatcg
tcgatggtcc
gceetgeccy
ggtttggcga
accgeeggcy
cacacgaagc
gacacgatgc
aagaaaatcc
aagatcacct
gtgttggagt
ctttgccagy
ctgtcgcgcc
tcggtgtege
caggtcctga
atatgggaga
tcgcaccggy
tccacecygey
agcggectgg
cttgtggggt
caagcggygca
tctacgaact
gacggcttgg
aagctccaga
tcgctgaacg
ggctytcggt
gcgttttegt
tgccggegag
tgcgcatett
cggtctaccy
tcgtgttcat

ctatttgcgg

6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6480
6540
6600
6660
6720
6780
6840
6900
6960
7020
7080
7140
7200
7260
7320
7380
7440
7500
7560
7620
7680
7740
7800
7860
7920
7980
8040



aactgcgggc
cgcagcgggce
gcaacctccc
gctcgttcca
tctcggectyg
ggggatctcg
gcttagtggg
attcaagcceg
gcggtgatcg
ctcgaaccga
ccacacagtg
cgagctttga
cgcgctgtag
aagcgcgaac
ccagccacga
gccttggtag
gaggcgctaa
cgaaatgtag
ccgaaggatg
atacttgaag
cagttggaag
tgtctaacaa
gagctgggga
catttcgatc
taaatcaatc
caaacataca
tcagcatcat
aggtctacag
gtgatcatgg
agtaaaacaa
aagactrttt
tgtaatattt
cgatcacttt

tatgtcaaaa

gtggcgctgt
€tggcgggag
gtgcctctyc
gtagctttag
gcgtggctcg
cgactcgaac
aatttgtacc
acaccgcttce
ccgaagtatc
cgttgctagce
atattgattt
tcaacgacct
aagtcaccat
tgcaatttgg
tcgacattga
gtccagcggc
atgaaacctt
tgcttacgtt
tcgetgccga
ctaggcagygc
aatttgttca
ttcgttcaag
agactatgcg
cattcccatt
tagccgactt
cagcgactta
cacaccaaaa
gccaaattcg
gccgcgatta
attcgaacca
atagaatttt
cgttaaatat
cttatcaagt

cctatcaaaa

tggtgttgac
cggtttccat
tcacctttac
tgtttgatce
gcctgatcgg
ctacagttgt
ccttatcgaa
gcggcgeggc
gactcaacta
cgtacatttg
gctggttacg
tttggaaact
tgttgtgcac
agaatggcag
tctggctatc
ggaggaactc
aacgctatgg
gtcccgeatt
ctgggcaatg
ttatcttgga
ctacgtgaaa
ccgacgccege
cgatctgttyg
ccgcgctcaa
gtccggtgaa
ttcacacgag
gttaggcccg
ctcttagecyg
aaaatctcaa
aaccaaaata
ctttaaaaaa
gaagtgctcce
gttactaaaa

ttcttatata

ES 2568 803 T3

accaaacgca
ggcgttcgga
cgcctggcaa
gccaatcceg
agcggottta
ttccttactg
ccgggageac
ttaattcagg
tcagaggtag
tacggctccg
gtgaccgtaa
tcggettecc
gacgacatca
cgcaatgaca
ttgctgacaa
tttgatccgg
aactcgecge
tggtacagcg
gagcgecctgce
caagaagatc
ggcgagatca
ttcgcggcgce
aaggtggttc
gatggcttecc
atgggctgca
ctcaaattac
aatagtttga
tacaatatta
ttatatttgg
taaatatata
tatctagaaa
atttttatta
tgcgtcaatc

tctttttega

gcgctagatc
accgtgctga
ctggcggecy
atgcctacag
acctacttcc
gyctttctca
aggatgacgc
agttaaacat
ttggcgtcat
cagtggatgg
ggcttgatga
ctggagagag
ttccgtyggeg
ttcttgcagy
aagcaagaga
ttcctgaaca
ccgactgggc
cagtaaccgg
cggcccagta
gcttggectc
Cccaaggtagt
ggcttaactc
taagcctcgt
cctcggcagt
ctccaacaga
aacggtatat
aattagaaag
ctcaccggat
tctaatttag
gtttttatat
tatttgcgac
actttaaata
tctttgttcet

atttgaagtg

164

ctgtcggegt
ccegeaagtg
gaggacttct
gaaccaatgt
tttggttccg
gceeccgage
ctaacaattc
catgagggaa
cgagcgeceat
cggcctgaag
aacaacgcgg
cgagattctc
ttatccagcet
tatcttcgag
acatagcgtt
ggatctattt
tggcgatgag
caaaatcgcg
tcagecegtc
gcgcgecagat
cggcaaataa
aagcgttaga
cttgcgatgg
tcatcagggce
aacaatcaaa
atcctgccag
ctcgcaattg
cctaaccggt
tttggtatty
atatgccttt
tcttetggea
attggttgta
tccatattca

aaatttcgat

8100
8160
8220
8280
8340
8400
8460
8520
8580
8640
8700
8760
8820
8880
8940
9000
9060
9120
9180
9240
9300
9360
9420
9480
9540
9600
9660
9720
9780
9840
9900
9960
10020
10080



10

aatttaaaat
tactaaattt
taaataaata
tgtttgtaaa
agtaagatta
caaaaccgaa
ccaactcggt
gttaacgttg
atgaatttaa
atcccaagta
gaatacaatg
aaaaaatacg
atcccctcta

aaaattttgg

<210> 67
<211> 1448
<212> ADN

taaatagaac
ggttaacttt
tcatgtgtta
adaaattaat
aaataatatt
ccaatccaaa
ccatttgcac
tcaatatcct
aagcagctcg
ttaataattt
aaccataaag
caatgacttg
aagaatggca

actactattg

<213> Artificial

<220>

atatcattat
gaaagtgtac
ttaagaaaat
ttttactaac
catctaacaa
ccgatatagt
ccctaatcat
ggaaattttg
atgtgatggt
ctgctaggaa
tgattgaagc
gaacaaaaga
gttttccttt

ggaacttctt

<223> Promotor de PvPhas v2

<400> 67

ctcccagtat
taaaggggtt
tctcataatc
atttgttaaa
gtctaacatt
aatgatttat
taccttaaga
ccacgtaaat
ttttattcga
ataaaaaaat
atttgtggta
tacggaagta
taatagttac
aattagatat

tattgattta

cattatagty
ttccacctaa
tttggttgaa
cattttcaaa
ttcatattga
tcttattctt
aggatttccc
ctcataataa
ctgatcttaa
ccaattatca
tttctgaagc
actgaagatc
tatattcaag
aattaaaata

ttattctact

aaagttttygg
aaattctggt
attatcacgc
ccgcataaaa
aatatataat
cttcatataa
attttatatt
taagttgttt
agcaacaccc
ttgtattttt
aagtcatgtt
tgcttttaca
atttcatata
ttactttttt

atgtttaaat

ES 2568 803 T3

ttaggtatca
atcaacgaaa
tctcctataa
acatatattt
daaaaaaacc
tggtttggtt
aatagcttta
caaaatgaat
aatatgtaat
gaaggttagc
tcgaaatata
aagtgatata
gcatgtaact

ctgaaaatag

ctctctegec
atcattctca
ttcecgeacac
ttttatgaag
ttacttaatt
atgtttaata
ttaaaaatat
caaaagtaat
agtgacacaa
tttatacaat
atgcaaaatt
tgcgagacac
tcaaatactc
aattttaagt

tgttttatag

tattgatttt
aattagtcaa
gaatatttta
acttatcaaa
agaaaatgct
tgattttgat
atatttcaag
caagcctata
ttacttgatt
tacgatttac
cgaaggaaca
ttttttgttc
attatgctcc

tggccaccgce

ggtggttttt
ctttacttgt
gatatcccta
tcccgtctat
ttagcgttygg
tacaatataa
atttatcaaa
aaaatttaac
ctagccattt
gaaaatttca
ctataattcc
atcttctaaa
aatattactt
ttaattgttg

atagtttaaa

165

tatacttaat
acgactaaaa
atagatcata
aatttgacaa
gaaaacccgg
ataaaccgaa
atattattaa
tggctgtaat
ctaaaaaaat
agcaaagcca
aatattttta
ttaaacaagc
cttcgttaca

ttaat

tacctctatt
tactttaatt
caaatttatt
ctttaatgta
tagaaagcat
acaaattctt
tatttttcaa
tccataattt
ttttctttga
ccaaacaatg
catttgacac
gtaattttaa
ctaaaaaatt
aatttgtgac

gtaaatataa

10140
10200
10260
10320
10380
10440
10500
10560
10620
10680
10740
10800
10860
10915

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900



10

15

20

25

30

35

gtaatgtagt
ctaattttca
aattactgtg
agaaaaagac
ccaactcaaa
tgcaaagcaa
aaacacattg
gccacctcaa
caaatctcca

atatcact

<210> 68
<211> 85
<212> ADN

agagtgttag
tatatttctt
ggttgccatg
dddagdacaad
ttagtcactg
cacgtygctta
cctttttctt
tttcttcact

tgcatgttec

<213> Artificial

<220>

<223> PvPhas &' UTR

<400> 68

agtgttaccc
attgctttta
acactctgtg
gaaaaaagac
gctgatcaag
acatgcactt
catcatcacc
tcaacacacg

aaccaccttc

ES 2568 803 T3

taaaccataa
CCTLLtetty
gtcttttggt
aaaacagaga
atcgccgegt
taaatggctc
acaaccacct
tcaacctgca

tctcttatat

actataagat
gtatgtaagt
tcatgcatgg
gacaaaacgc
ccatgtatgt
acccatctca
gtatatattc
tatgcgtytc

aatacctata

ttatggtgga
ccgtaactyg
atcttgcgca
aatcacacaa
Ctaaatgcca
acccacacac
attctcttcc
atcccatgec

aatacctcta

cacttctttc atcatccatc catccagagt actactactc tactactata ataccccaac

ccaactcata ttcaatacta ctcta

<210> 69
<211>129
<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> PvPhas 3' UTR v1

<400> 69

agtatgaact aaaatgcatg taggtgtaag agctcatgga gagcatggaa tattgtatcc

gaccatgtaa cagtataata actgagctcc atctcacttc ttctatgaat aaacaaagga

tgttatgat

<210> 70
<211> 1088
<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> PvPhas 3' MAR v2

<400> 70

atattaacac tctatctatg caccttattg ttctatgata aatttcctct tattattata

aatcatctga atcgtgacgg cttatggaat gcttcaaata gtacaaaaac aaatgtgtac

tataagactt tctaaacaat tctaacttta gcattgtgaa cgagacataa gtgttaagaa

gacataacaa ttataatgga agaagtttgt ctccatttat atattatata ttacccactt

166

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1448

60
85

60
120
129

60
120
180
240



10

15

20

25

atgtattata
tttatatatt
taaggtttga
ttgaactctc
attgcttctt
aaaataataa
catttatcta
aacgaatctc
ttattattta
agaaggacaa
gacaacaaaa
tttatgcagt
cttagecttct
ttcagggatg

acgaattc

<210> 71
<211> 457
<212> ADN

ttaggatgtt
atatactacc
tccatgatat
ttactctgta
acagataaaa
taaataataa
taaaaaagta
aattatttaa
acactatatg
tggtgtccca
aaacaagcaa
aaaacactac
tttattttat

tttcaaccct

<213> Atrtificial

<220>

<223> AtuORF 3' UTR v1

<400> 71

tatcaaaatc
gctatcataa
ggacgcttaa
Ccgaaatattc
catgaattga
agattactga
cccaaatggc

tgtttggttg

<210> 72
<211> 68
<212> PRT

tatttagaaa
aaattacaaa
attatttgtc
gtagtactat
tgaaacaata
atattgagta
agttgaaata

cctttgccaa

<213> Artificial

<220>

aaggagacat
catttatata
ttctaatatt
taaaggttgg
aaaaaattat
ataacatata
aatattgtca
acgagagtaa
aaattttttt
atccttatac
aggaaatttt
acataaccct
ttttttatca

tatacaaaac

tacacaatat
aaaattttat
gggtcactac
cgataattta
caaagacaga
agatcacgga
ctcaaaccgc

catgggagtc

ES 2568 803 T3

aacaattata
ttatacttat
ttagttgata
atcatcctta
gagttggttt
atatatgtat
taaatctata
acatatttga
tttttatcag
aaccaacttc
ttaatttgag
tttagcagta
gcaaagaata

CcCCaaaaaca

tttgttgcag
ttgcctcaat
gcatcattgt
tttgaaaatt
taaagccacg
atttctgaca
cccatatgca

caaggtt

<223> Restos N-terminales 1-68 de AnD9DS

<400> 72

aagagagaag
ccacttattt
tgtatatgaa
aagtgggtct
gataaaatat
ataaatttat
caatcgttta
ctttttggtt
caaagaataa
cacaagaaag
ttgtcttgtt
gagcaatggt
aataaaataa

agtttcctag

gcttgetgga
tattttagga
gattgagaag
cataagaaaa
cacatttagg
ggagcatgtc

ggagcggatc

tttgtatcca
aatgtcttta
aaggtactat
atttaatttt
tgaaggattt
tataatataa
gccttgctgg
atttaacaaa
aattaaatta
tcaagtcaga
tgctgcataa
tgaccgtgtyg
aatgagacac

caccctacca

gaatcgatct
ttggtattaa
atcagcgata
gcaaacgtta
atattggccg
ttcaattcag

attcattgtt

Met Ser Ala Pro Thr Ala Asp Ile Arg Ala Arg Ala Pro Glu Ala Lys

167

300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1088

60
120
180
240
300
360
420
457



10

15

20

Lys val
His val

Gly Cys
50

Trp Ala
65

<210> 73

<211> 175

His §1e Ala Asp Thr

35

Ash Trp Leu Asn val

ITe GIn Ala Phe Trp

<212> PRT
<213> Artificial

<220>

val Ile

55

ES 2568 803 T3

10

Ala Ile Asn Arg His

25

Phe Leu Ile Ile Gly

val Pro Leu Gln Leu

<223> Restos C-terminales 281-455 de AnD9DS

<400> 73

Ser Ile
1

Phe Arg
Lys Leu
Gln Leu

50

Gly Arg
65

Phe Ile

Gly Lys

Asn Ala

Gly Gly
1

Glu Tyr
145

GIn Pro

<210> 74

Trp

Ala

Asp

35

Pro

Gly

Lys

Asp

Ala

115

Cys

val

Thr

<211> 14103
<212> ADN
<213> Artificial

Ala

Asn

20

Arg

val

Leu

Asp

Ala

100

His

Glu

Arg

Lys

Lys

Met

val

His

85

Thr

AsnN

val

AsSD

Ile
165

LYysS
Ile
Arg
Glu
Ala
70
Pro
Ala
Leu
Glu
Gly
1

Pro

Gln

Glu

Ala

Trp

55

Ile

Gly

Met

Leu

Ile

135

Ser

Glu

Leu

Lys

Thr

40

Asp

Ala

Gly

Phe

ser

120

Trp

Gly

Pro

Gly

Gly

25

Leu

Asp

Gly

Lys

Asn

105

Thr

Lys

Gln

Ile

Leu

10

Arg

Asp

Tyr

val

Ala

90

Gly

Met

Arg

Arg

Pro
170

Ala

val

Trp

val

val

75

Met

Gly

Arg

Ala

val
155

Thr

60

Tyr

Gln

Gly

Glu

60

His

Ile

val

val

Gln

140

Ile

Ala

168

45

Asn Trp

30

Pro

Lys Thr

Asp

Gln

Thr

45

Gln

Asp

ser

Tyr

Gly

Lys

Arg

Asp

Leu

Leu

30

Pro

Ala

val

ser

Tyr

110

val

Glu

Ala

15

Tyr Lys

Leu Tyr

Ala Ile

Lys Lys
15

Gln Lys

Leu Asp

Lys Asn

Thr Asp
80

Gly Ile
95

His Ser

Ile Arg

Asn val

Gly Glu
160

Ala
175



<220>

<223> Plasmido pDAB110110

<400> 74

gtacaaaaaa
gcgtagcacg
ggttttttac
tacttgttac
atccctacaa
cgtctatctt
gcgttggtag
aatataaaca
tatcaaatat
atttaactcc
gccatttttt
aatttcacca
taattcccat
ttctaaagta
attacttcta
attgttgaat
gtttaaagta
ataagattta
tgtaagtccg
tgcatggatc
aaaacgcaat
tgtatgtcta
catctcaacc
tatattcatt
gcgtgtcatc
acctataaat

tactctacta

gcaggcettet
cggccgecte
ctctatttaa
tttaatttct
atttattatt
taatgtagtc
aaagcataat
aattctttac
ttttcaacca
ataatttttt
tctttgaata
aacaatgatt
ttgacactac
attttaataa
aaaaattaat
ttgtgactat
aatataagta
tggtggacta
taactggaat
ttgcgcaaga
cacacaacca
aatgccatgc
cacacacaaa
ctcttoecgec
ccatgcccaa
acctctaata

ctataatacc

agacctaggt
ccagtatcat
agggyrrtte
cataatcttt
tgttaaacat
taacattttc
gatttattct
cttaagaagg
cgtaaatctc
tattcgactg
aaaaaatcca
tgtggtattt
ggaagtaact
tagttactat
tagatataat
tgatttatta
atgtagtaga
attttcatat
tactgtgggt
aaaagacaaa
actcaaatta
aaagcaacac
cacattgcct
acctcaattt
atctccatgc
tcactcactt

ccaaccdcaac

ES 2568 803 T3

ggagtcatca
tatagtgaaa
cacctaaaaa
ggttgaaatt
tttcaaaccg
atattgaaat
tattcttctt
atttcccatt
ataataataa
atcttaaagc
attatcattg
ctgaagcaag
gaagatctgc
attcaagatt
taaaatatta
ttctactatg
gtgttagagt
atttcttatt
tgccatgaca
gaacaaagaa
gtcactggct
gtgcttaaca
ttttcttcat
cttcacttca
atgttccaac
ctttcatcat

tcatattcaa

cgcagactat
gttttggctc
ttctggtatce
atcacgcttc
cataaaattt
atataattta
catataaatg
ttatatttta
gttgtttcaa
aacacccagt
tatttttttt
tcatgttatg
ttttacatgc
tcatatatca
cttttttaat
tttaaattgt
gttaccctaa
gcttttacct
ctctgtggtc
aaaagacaaa
gatcaagatc
tgcactttaa
catcaccaca
acacacgtca
caccttctcet
ccatccatcc

tactactcta

169

ctcagcatgt
tctcgceggt
attctcactt
cgcacacgat
tatgaagtcc
cttaatttta
tttaatatac
daaatatatt
aagtaataaa
gacacaacta
atacaatgaa
Ccaaaattcta
gagacacatc
aatactcaat
tttaagttta
tttatagata
accataaact
tttcttggta
ttttggttca
acagagagac
gccygcgtcca
atggctcacc
accacctgta
acctgcatat
cttatataat
agagtactac

ggatccaaca

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620



atggctgcac
cagtaccaag
cttgttgtcc
cctaccctca
taccacagac
gctttcacty
gcacatcacc
ttctcccaca
gtttctgatc
ttgctctttyg
tggggtggac
tgtgtcaact
agggatcatg
gagtttccga
Cctcatctatc
tccaatgaga
agtggtctty
caagctcgtt
gtctcccagt
aaagatggga
ttgctgagca
aaacagaggg
cgtctggtgg
gtcaccagta
gtatccgacc
aaaggatgtt
CCTCTtatta
aaaacaaatg
cataagtgtt
atatattacc
agaagtttgt
tatttaatgt
atgaaaaggt

ggtctattta

ttgatagcat
aggtcacgtt
tcattcctyc
tttggtctgt
tttggtccca
gagctggtgc
gttggacgga
taggttggat
ttgactctga
ccgcttggat
ttgtctatge
cattggcaca
ttctgactgce
gtgactacag
tcttcagctt
ttgagaaagg
attggggact
gcaaagaaag
tcattgaaga
ctggcatgtt
caatgagagt
tggatgttct
aaggagctgt
tgaactaaaa
atgtaacagt
atgatatatt
ttataaatca
tgtactataa
aagaagacat
cacttatgta
atccatttat
ctttataagg
actatttgaa

attttattgce

ccctgaggac
taggaactgg
tcttgggtty
tctctactat
taggtcttac
gatccaaggt
caccatgaag
ggttctcaac
tccecgtegtt
ctttccgatg
tggcatcata
ttggataggt
gttggtcaca
aaatgccatc
gggtcccttc
aaggcttcag
tcctetetrtc
tggagagatg
tcatcctggt
caatggtgga
tggagtcttyg
tgggaagtca
tgcagcgtga
tgcatgtagg
ataataactg
aacactctat
tctgaatcgt
gactttctaa
aacaattata
ttatattagg
atattatata
tttgatccat
ctctcttact

ttcttacaga

ES 2568 803 T3

aaagcaacta
tacaagaaaa
tacttgacga
ttctgtacag
agtgcgaggt
tctygcaagat
gacccctact
tctgatccaa
gtgtggcaac
atagtggctg
cgtgectget
gaacaaccgt
atgggagaag
atttggtatc
ccattggect
caacagcaaa
cagcttccag
cttgttgcty
yggdggagcc
gtgtatgaac
agaggtggac
gacattcttc
tgagtagtta
tgtaagagct
agctccatct
ctatgcacct
gacggcttat
acaattctaa
atggaagaag
atgttaagga
ctacccattt
gatatttcta
ctgtataaag

taaaaaaaaa

gctccaagtc
tcaactggct
gaaccacacc
cgtttggcat
tgccattgag
ggtggtcagc
ctgtgatgag
aggtcaaagg
acaaacacta
ggctgggttyg
ttgttcagea
ttgatgacag
gataccacaa
agtatgaccc
actctctcaa
aggctcttga
tgatctcatg
ttgctggagt
tcattagaag
attcaaacgc
aagaagtgga
gtcaagtgac
gcttaatcac
catggagagc
cacttcttct
tattgttcta
ggaatgcttc
ctttagcatt
tttgtctcca
gacataacaa
atatattata
atattttagt
gttggatcat

attatgagtt

170

aacccacata
caacacgacc
tctcaccaga
cactggtggc
actcttcctg
caatcatagg
aggactgctg
cagaacagat
tggcaagtgt
gggagattgg
agccactttc
acgtactcca
cttccaccat
tacaaagtgg
gaccttccgt
caagaaaaga
ggatgacttt
gatccatgat
tgctgttggg
cgcacacaac
ggtttggaag
aagggtggag
ctagagctcg
atggaatatt
atgaataaac
tgataaattt
aaatagtaca
gtgaacgaga
tttatatatt
ttataaagag
cttatccact
tgatatgtat
ccttaaagtg

ggtttgataa

1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660



aatattgaag
tttattataa
gtttagcctt
tggttattta
aataaaatta
gaaagtcaag
ttgtttgctg
atggttgacc
aataaaatga
cctagcaccc
aggactcact
gtggttgcgg
gaaggtaatg
gcgtgccata
cactgttatt
atagacgccyg
cagacctaat
cagacaaatg
tattgctgat
ttcaaggaga
taaagccagt
acacttctct
aaccctgcag
ttacgggaaa
acatatgcaa
aatacgaaga
aagacgtaag
agacatagag
ggaatcttat
ttttcctata
ctattttctt
agatctggat
gcagctgata

aactttagga

gatttaaaat
tataacattt
gctggaacga
acaaattatt
aattaagaag
tcagagacaa
cataatttat
gtgtgcttag
gacacttcag
taccaacgaa
ctgctgatca
ccgcttaatt
gcgtaaaaga
atatgatgat
tcaaccatat
ttgttaaaga
caaatattac
gcgtaaagat
ttagtcagcc
cagccatgece
tgctcttcaa
aatccaaaaa
gactagtcca
aactatggaa
cctatgttca
agaatacgta
cactgacgac
gacacatgta
cceccactac
taaggaacca
tgaagtactyg
cccaaaccat
tggccgeggt

cagagccaca

aataataaat
atctataaaa
atctcaatta
atttaacact
gacaatggtg
caaaaaaaca
gcagtaaaac
cttcttttat
ggatgtttca
ttcgcggccyg
ctagtgctag
aaatttaaat
aaaaatgtat
gtataattaa
ctttgattct
attgctatca
aaaatatctc
cgcggaaaaa
ttatttgact
ccacacttty
taaggaatgt
tcaatttgta
gaaggtaatt
gtattatgta
daaatgaaga
gaaattgaaa
aacaatgaaa
aggtggaaaa
ttatcctttt
agttcggcat
aggatacaac
gtctecggag
ttgtgatatc

aacaccacaa
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aataaataac
aagtaaatat
tttaaacgag
atatgaaatt
tcccaatcct
agcaaaggaa
actacacata
tttatttttt
acccttatac
cttaattaag
cctcgaggtc
tcaattaatg
gttattgtat
aatattaact
gttacatgac
tatgtgccta
actctgtcgc
ccteeccgag
taagggtgcc
ttgaaaaaca
cgaggaggca
ttcaagatac
atccaagatg
agctcagcaa
atgtacagat
aagaagaacc
agaagaagat
tgtaagggcg
atatttttcc
ttgtgaaaac
ttcagagaaa
aggagaccag
gttaaccatt

gagtggattg

atataatata
tgtcataaat
agtaaacata
tttttttttt
tatacaacca
attttttaat
acccttttag
tatcagcaaa
aaaaccccaa
atgagtgata
gaccagcttt
caatcttgat
tgatctttca
gtcgecatttt
acgactgcaa
actagaggga
cagcaatggt
tggcatgata
ctcgttagtyg
aattgcctte
atgtaaccgc
cgcaaaaaac
tagcatcaag
gaagcagatc
acaagatcct
aggcgaagaa
aaggrcggrg
gaaagtaacc
gtgtcatttt
aagaaaaaat
tttgtaagtt
ttgagattag
acattgagac

atgatctaga
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tgtatataaa
ctatacaatc
tttgactttt
atcagcaaag
acttccacaa
ttgagttgtc
cagtagagca
gaataaataa
aaacaagttt
ctcaggactc
cttgtacaaa
tttcaacaac
tgatgttgaa
attgaaatgg
gaagtaaata
atttgagcgt
gtaatcagcg
gctgcctetyg
acaaattgct
ggggagacgg
ctctggtagt
ttatggttta
aatccaatgt
aatatgcggce
atactgccag
aagaatcttg
attgtgaaag
ttatcacaaa
tgcccttgag
ttggtgtaag
tgtaggtacc
gccagetaca
gtctacagtg
gaggttgcaa

3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700



gatagatacc
gggccctgga
cataggcatc
gagycgcaag
aggttgcaty
catggtggat
aggccagtta
ggcggcaata
gtgggcaagg
atggctctca
agcaaaagtyg
attcatcact
gtcgccgtat
gaaataatat
gaggtcggtc
atggtattca
taaatattta
attgatgcaa
ccgtagatga
tctygcgtcta
ccagcagact
aaccggaagc
tgatcggect
ggaggtgtat
gctcaagtgc
ccacgagtta
gttacgccct
tcggctgagy
ccagaaccag
gattcatggg
tcgagttaac
tgcaccagct
ctttgtcttyg

tgctggagaa

cttggttogt
aggctaggaa
aaaggttggg
gttttaagtc
aggctttagg
ggcatgatgt
ggccagttac
gcttcttage
ctctctttca
gttccttgtg
tccgattgta
aatataatca
gtaatcggeg
gttattataa
gccaccactc
atttaaacac
ttgataaaat
gtttaaattc
aagactgagt
attttcggte
gggcttccag
ggacgaccaa
ctggtgaagg
aattatgagg
atggcgcaaa
gcagacgaag
gctgcaggec
cccatactga
atcacatccg
atcgctcagg
gcagccygcett
ccgcgtcaca
ttgtggcagg
cagcttctta

tgctgaggtt
cgcttacgat
cctaggatct
tgtggttgct
atacacagcc
tggtttttyy
ccaaatctga
gccatccecgy
gaaagacagg
gaagcgcttg
acaagatatg
gtgtattcca
tcacaaaata
tttttgcgat
ccatttcata
gtatacttgt
aacaagtcag
agaaatattt
gcgatattat
caacttgcac
tcctttcygct
cagtggaaga
gtatcatcgc
cccacggcgyg
gcagttattyg
agaccttcat
TTtcrattat
aagagatcga
atatgctatt
agtagctcat
acgacggatt
cctgtettca
gcggcaagtg
attcctttgyg
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gagggtgttg
tggacagttg
acattgtaca
gttataggcc
cggggtacat
caaagggatt
gtagttagct
gttgatccta
cggccaaagg
gtctaaggtg
ttgatcctac
atatgtacta
atccccggtg
ttggtccgtt
attttacatg
aaagaatgat
gtattatagt
caataactga
ggtgtaatac
aggaaagacy
cgatcgggtc
actgaaagga
agccaagcaa
gcttattectt
gagtgcggat
gaacgtggcc
ccaatagttg
tggatatcga
gcagcttgac
ccatgcacgc
cgaaggtcat
tttgaataag
cttcagacat

aaataataga

tggctggtat
agagtactgt
cacatttgct
ttccaaacga
tgcgcgeagce
ttgagttgcec
taatcaccta
tctgtgttga
aacccaaggt
cagaggtgtt
gtaaggatat
cgatttccaa
actttctttt
ataggaattg
tatttgaaaa
atcttgaaag
ccaagcaaaa
ttatatcagc
ataggaattc
tcgaccgegd
caatgttgtc
acgagccgtc
gctcatgaaa
tagggaggat
tttcgttgge
aaggccagag
gttgatctte
tatgccatgt
gcagatatgg
cgacaagaac
ccattcggaa
atgttagcaa
cattctgttt

ctgcgtctta
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tgcttacgct
ttacgtgtca
taagtctatg
tccatctgtt
tggatacaag
agctccteca
gagctcgatc
aatagttgcg
gaggtgggct
agcgggatga
taaagtatgt
tgtctttatt
aatccaggat
aagtgtgctt
ataaaaattt
aaatatagtt
acataaattt
tggtacattg
gtttaaacga
tagetettye
ctcagctgtg
tataccttga
ggctgatggg
ctatctcgtt
atattattcg
ttaagcagat
ggaaagagcc
tgtttgctag
aggataagtt
agaaattccg
tgtattagtt
ttgtttttag
tcaaatttta

aaattcagat

5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6480
6540
6600
6660
6720
6780
6840
6900
6960
7020
7080
7140
7200
7260
7320
7380
7440
7500
7560
7620
7680
7740



gtctggatat
tatgaatgtt
ttacaaataa
aaaagtcacyg
gtttgcctcyg
ataattgtca
agtatcaaac
ctaagcgtca
ttacaattga
ccatttggac
tattgctttc
cattttataa
TCtttctrtt
catgaagcca
cttgcatgtt
tgagccatgt
gggactttta
cagccgacgce
cgagccgacg
gttcgeggcece
gggttcgaga
cctggttaaa
ggtggccgaa
cctcaaatgt
atcgcgeccce
tccccaggct
tttgcgagge
acgccgegcec
gggccaagtt
tcgacggcgt
caaccagccc
tcggggtcat
tttgccaaag

taggtgaagt

agatatgatt
cttccatttt
gttcttatac
gatattcgtg
aggctagcgc
ttagattgtt
ggatgtgact
atttgattta
atatatcctg
gtgaatgtag
gcctataaat
taacgctgeg
tctccatatt
tttacaattg
ggtttctacg
gcaccttccc
aacatcatcc
accgggcagg
ttcacgcgga
gaggggcgca
agggggggca
aacaaggttt
aaacgggcgg
caataggtgc
tcatctgtca
tgtccacatc
tggccagcetc
gggtgagtcg
ttccgcgagg
ttctggcgeg
ggtgagcgtc
tatagcgatt
ggttcgtgta

aggceccacce

gtaaaataac
cgtcatcgaa
gttgtttata
aaagcgacat
atgcacatag
tttatgcata
tcagtacatt
caattgaata
ccggecggec
acacgtcgaa
acgacggatc
gacatctaca
gaccatcata
aatatatcct
cagaactgag
cccaacacgg
gtcggatggce
cgcgcaacac
acgaccaagc
gcccecctygyggy
[ofofalelolel o Wols]
ataaatattg
aaacccttgce
gccecctecate
gtagtcgcgce
atctgtggga
cacgtcgccg
gcccctcaag
tatccacaac
tttgcagggc
ggaaagggtc
ttttcggtat

gactttcctt

gcgagcgggt
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ctatttaagt
cgaataagag
caccgggaat
aaactgcgaa
acacacacat
gatgcactcyg
aaaaacgtcc
tatcctgecc
cacgcgtgtc
ataaagattt
gtaatttgtc
tttttgaatt
ctcattgctg
gccgecgety
ccggttaggce
tgagcgacgg
gttgcgagag
gatcgcaaag
aagcttggct
ggatgggagg
gcgtgcgegg
gtttaaaagc
aaatgctgga
tgtcagcact
ccctcaagtg
aactcgcgta
gccgaaatcg
tgtcaacgtc
gceggeggec
catagacggc
gacggatctt
atccatcctt
ggtgtatcca

gttccttett

gtcatttaga
taaatacacc
catttccatt
atttgcgggy
catctcatty
aaatcagcca
gcaatgtgtt
cagccageca
gaggaattct
ccgaattaga
gttttatcaa
gaaaaaaaat
atccatgtag
ccgctttgea
agataatttc
ggcaacggag
aagcagtcga
tatttgaacy
gccattittg
ccegegttag
tcacgcgcac
aggttaaaag
ttttctgect
ctgcccctcea
tcaataccgc
aaatcaggcg
agcctgecce
cgccectceat
gcggtygtctc
cgccagccca
ttccgetgea
tttcgcacga
acggcgtcag

cactgtccct
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acataagttt
ttttttaaca
attttcgegce
agtgtcttga
atgcttggta
attttagaca
attaagttgt
acagctcgat
gatctggccc
ataatttgtt
aatgtacttt
tggtaattac
atttcccgga
cceggtggag
cattgagaac
tgatccacat
tccgtgagat
caggtacaat
gggtgaggcc
cgggccggga
agggcgcage
acaggttagc
gtggacagcc
agtgtcaagg
agggcactta
ttttcgcoga
tcatctgtca
ctgtcagtga
gcacacggct
gcggcgaggg
taaccctgct
tatacaggat
ccgggeagga

tattcgcacc

7800
7860
7920
7980
8040
8100
8160
8220
8280
8340
8400
8460
8520
8580
8640
8700
8760
8820
8880
8940
9000
9060
9120
9180
9240
9300
9360
9420
9480
9540
9600
9660
9720
9780



tggcggtgct
atgagggcaa
aggtgtacty
tgagcctgtc
actatgagca
tgctgaaact
tcgeccctget
tggtccgeec
gtgattgcca
ttcgtgcagyg
accgacttca
caggaataag
aatcggacgt
gaggatgccyg
tccgtcggcet
gctcccectyg
gaggcggcag
aagcgaaaaa
ttgctgaaac
ccgtggecgy
acgcgcaaca
aaggacgtga
tggcagcagy
ttctacgagce
gaggaatgcc
cacctggaat
tccegttgec
acgaaattca
tatttcagct
ggatcggatt
ttgcgaggca
cgctagggcec
tttcaggaac

acggcgcgct

caacgggaat
gcggatgact
cctteccagac
ggcctacctg
cgtccgcegag
ctggctcacc
ggcgaagatc
gagggcagay
agcacgtccc
gcaagattcyg
ttgccgataa
ggcacattygc
ttgaccggaa
aaaccatcgc
cgatggtcca
ccctgeecegc
gtttggcgaa
ccgecggega
acacgaagca
acacgatgcg
agaaaatccc
agatcaccta
tgttggagta
tttgccagga
tgtcgcgect
cggtgtcget
aggtcctgat
tatgggagaa
cgcaccggga
ccacccgegt
gcggectggt
ttgtggggtc
aagcgggceac

ctacgaactg

cctgctctge
gatgaaacca
gaacgaagag
ctggccgtcg
ctggcccgea
gacgacccgce
gaagagaagc
ccatgacttt
catgcgctec
gaataccaag
ggtggattat
cccgygcgtga
ggcatacagg
aagccgcacc
gcaagctacg
gccatcggec
gtcgatgacc
ggacctggca
gcagatcaag
agcgatgcca
gcgcgaggeg
caccggegtc
cgcgaagcgc
cctgggctgg
acaggcgacg
gctgcaccgc
cgacgaggaa
gtaccgcaag
gccgtacceg
gaagaagtgg
ggaacacgcece
agttccegget
tgctcgacge

ccgataaaca
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gaggctggcc
agccaaccag
cgattgagga
gccagggeta
tcaatggcga
gcacggegceyg
aggacgagct
tttagccget
atcaagaaga
tacgagaagg
ctggacacca
gtcggggcaa
caagaactga
gtcatgcgty
gccaagatcg
gccgtggage
atcgacacgc
aaacaggtca
gaaatgcagc
aacgacacqgqg
ctgcaaaaca
gagcrgcggg
acccctatcg
tcgatcaatg
gcgatgggct
ttccgegteo
atcgtcgtyc
ctgtcgecga
ctcaagctgg
cgcgagcagyg
tgggtcaatg
gggggttcag
acttgcttcy

gaggattaaa

ggctaccgec
gaagggcagc
aaaggcggcy
caaaatcacy
cctgggeege
gttcggtgat
tggcaaggtce
aaaacggccy
gcgacttege
acggccagac
aggcaccagg
tceegeaagy
tcgacgegyy
cgcececgega
agcgcgacag
gttcgegtcg
gaggaactat
gcgaggecaa
tttccttgtt
ccecgetetye
aggtcatttt
ccgacgatga
gcgagccgat
gccggtatta
tcacgtccga
tggaccgtgg
tgrrrgetgy
cggcecgacy
aaaccttccyg
tcggcgaage
atgacctggt
cagecagege
ctcagtatcg

attgacaatt
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ggcgtaacag
ccacctatca
gcggecggea
ggcgtcgtgg
ctgggcggcec
gccacgatcec
atgatgggcg
gggggtgcgce
ggagctggta
ggtctacggyg
cgggtcaaat
agggtgaatyg
gttttccgec
aaccttccag
cgtgcaactg
tctcgaacag
gacgaccaag
gcaggecgeg
cgatattgcg
cctgttcace
ccacgtcaac
cgaactggtg
caccttcacg
cacgaagygcc
ccgegttggg
caagaaaacyg
cgaccactac
gatgttcgac
cctcatgtgce
ctgcgaagag
gcattgcaaa
tttactggca
ctcgggacgc
gtgattaagg

9840

9900

9960
10020
10080
10140
10200
10260
10320
10380
10440
10500
10560
10620
10680
10740
10800
10860
10920
10980
11040
11100
11160
11220
11280
11340
11400
11460
11520
11580
11640
11700
11760
11820



ctcagattcg
ccctgaagaa
tggaggcgtt
agatcattgg
atctgtccgg
tgcgggegtt
tctyggtggat
tgtttatttc
cgctgatggt
tcctgggggce
cgctagatcc
ccgtgctgac
tggcggecgy
tgcctacagyg
cctacttcct
gctttctcag
ggatgacgcc
gttaaacatc
tggcgtcatc
agtggatggce
gcttgatgaa
tggagagagc
tccgtggegt
tcttgcaggt
agcaagagaa
tcctgaacag
cgactgggct
agtaaccggce
ggcccagtat
cttggcctcg
Caaggtagtc
gcttaactca
aagcctcgtc

ctcggcagtt

tccaacagaa
acggtatata
attagaaagc
tcaccggatc

ttt

<210>75

acggcttgga
agctccagag
cgctgaacgg
gctgteggtc
cgttttcgtg
gccggegggt
gcgcatcttc
ggtctaccygce
cgtgttcatc
tatttgcgga
tgtcggegtc
ccgcaagtyg
aggacttctg
aaccaatgtt
ttggttccgg
cccccgageg
taacaattca
atgagggaag
gagcgccatc
ggcctgaage
acaacgcggc
gagattctcc
tatccagcta
atcttcgagce
catagcgttg
gatctatttg
ggcgatgagc
aaaatcgcgc
cagccegtea
cgcgcagatc
ggcaaataat
agcgttagag
ttgcgatggc
catcagggct
acaatcaaac
tcctgecagt
tcgcaattga

ctaaccggtt
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gcggecgacg tgcaggattt ccgcgagatc cgattgtegg

atgttcgggt ccgtttacga gcacgaggag

cggcgectac

dadaagccca

ttgcgagatg ccgtggeatt atcgacggcg

ttcaaacagq aggacggccc caaggacget cacaaggcoge

gagcccgaac aggggtcgec ggtatgctge

ccgacagatt

agcgaggccg

ttattgctcg tgatgatcgt ccaacgggaa

atcctcggeg cacttaatat ttcgectattc tggagettgt

gacggtaggc gctgtgcage

cccgatacga

gggtcgcggc
tgctaggtag

ctgccggacy
tctgccgetc ttgatggcgg
actgcgggcg ccaaacgcag
gcagcegggee

caacctcceg

tggcgctgtt ggtgttgaca

tggcgggggce ggtttccatyg gcgttcggaa

tgCctctyget cacctttace gectggcaac

ctcgttccag tagctttagt gtttgatccg ccaatcccga

ctcggectgg cgtggetogg cctgatcgga gogggtttaa

gggatctcgc gactcgaacc tacagttgtt tccttactgg

cttagtggga atttgtaccc cttatcgaac cgggagcaca

ttcaagccga caccgetteg taattcagga

cggcgcgget

cggtgatcgc cgaagtatcg actcaactat cagaggtagt

tcgaaccgac gttgctggec gtacatttgt acggctccge

cacacagtga tattgattty ctggttacygg tgaccgtaag

gagctttgat caacgacctt ttggaaactt cggcttcccc

gcgctgtaga agtcaccatt gttgtgcacg acgacatcat

agcgcgaact gcaatttgga gaatggcagc gcaatgacat

cagccacgat cgacattgat ctggctatct tgctgacaaa

ccttggtagg tccagcggcg gaggaactclt ttgatccggt

aggcgctaaa tgaaacctta acgctatgga actcgocgec

gaaargragt gcrtacgrig TCCCYCattr ggracagegc

cgaaggatgt cgctgccgac tgggcaatgg agcgectgec

tacttgaagc taggcaggct tatcttggac aagaagatcg

agttggaaga atttgttcac tacgtgaaag gcgagatcac

tcgegygcygey
aggtggttct

gtctaacaat tegttcaage cgacgecget
agctggggaa

atttcgatcc

gactatgcgc gatctgttga

attcccattc cgcgctcaag atggcttecce

aaatcaatct agccgacttg tccggtgaaa tgggetgeac

aaacatacac agcgacttat tcacacgage tcaaattaca
cagcatcatc acaccaaaag ttaggcccga atagtttgaa
ggtctacagg ccaaattcgc tcttagccgt acaatattac

taattaaggc gcgccatgee cgggcaagey gecgeacaag
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11880
11940
12000
12060
12120
12180
12240
12300
12360
12420
12480
12540
12600
12660
12720
12780
12840
12900
12960
13020
13080
13140
13200
13260
13320
13380
13440
13500
13560
13620
13680
13740
13800
13860

13920
13980
14040
14100
14103
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<211> 13812
<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Plasmido pDAB110112

<400> 75

cttgtacaaa
tttcaacaac
tgatgttgaa
attgaaatgg
gaagtaaata
atttgagcgt
gtaatcagcg
gctgcctctg
acaaattgct
ggggagacgg
ctctggtagt
ttatggttta
aatccaatgt
aatatgcggc
atactgccag
aagaatcttg
attgtgaaag
ttatcacaaa
tgcecttgag
ttggtgtaag
tgtaggtacc
gccagctaca
gtctacagtg

gaggttgcaa

gtggttgcgg
gaaggtaatg
gcgtgccata
cactgttatt
atagacgccg
cagacctaat
cagacaaatg
tattgctgat
ttcaaggaga
taaagccagt
acacttctct
aaccctgcag
ttacgggaaa
acatatgcaa
aatacgaaga
aagacgtaag
agacatagag
ggaatcttat
ttttcctata
ctattttctt
agatctggat
gcagctgata
aactttagga

gatagatacc

ccgcttaatt
gcgtaaaaga
atatgatgat
tcaaccatat
ttgttaaaga
caaatattac
gcgtaaagat
ttagtcagcc
cagccatgcc
tgctcttcaa
aatccaaaaa
gactagtcca
aactatggaa
cctatgttca
agaatacgta
cactgacgac
gacacatgta
ccceceactac
taaggaacca
tgaagtactg
cccaaaccat
tggccgeggt
cagagccaca

cttggttggt
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aaatttaaat
aaaaatgtat
gtataattaa
ctttgattct
attgctatca
aaaatatctc
cgcggaaaaa
ttatttgact
ccacactttg
taaggaatgt
tcaatttgta
gaaggtaatt
gtattatgta
aaaatgaaga
gaaattgaaa
aacaatgaaa
aggtggaaaa
ttatcctttt
agttcggcat
aggatacaac
gtctccggag
ttgtgatatc
aacaccacaa

tgctgaggtt

tcaattaatyg
gttattgtat
aatattaact
gttacatgac
tatgtgccta
actctgtcgce
cctcecegag
taagggtgcc
ttgaaaaaca
cgaggaggca
ttcaagatac
atccaagatg
agctcagcaa
atgtacagat
aagaagaacc
agaagaagat
tgtaagggcg
atatttttcc
ttgtgaaaac
ttcagagaaa
aggagaccag
gttaaccatt
gagtggattg
gagggtgttyg

176

caatcttgat
tgatctttca
gtcgcatttt
acgactgcaa
actagaggga
cagcaatggt
tggcatgata
ctcgttagtg
aattgccttt
atgtaaccgc
cgcaaaaaac
tagcatcaag
gaagcagatc
acaagatcct
aggcgaagaa
aaggtcggtg
gaaagtaacc
gtgtcatttt
aagaaaaaat
tttgtaagtt
ttgagattag
acattgagac
atgatctaga

tggctggtat

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440



tgcttacgct
ttacgtgtca
taagtctaty
tccatctgtt
tggatacaag
agctcctcca
gagctcgatc
aatagttgcg
gaggtgggct
agcgggatga
taaagtatgt
tgtctttatt
aatccaggat
aagtgtgctt
ataaaaattt
aaatatagtt
acataaattt
tggtacattg
gtttaaacga
tagctcttgce
ctcagctygtyg
tataccttga
ggctgatggg
ctatctcgtt
atattattcyg
ttaagcagat
ggaaagagcc
tgtttgctag
aggataagtt
agaaattccg
tgtattagtt
ttgtttttag
tcaaatttta

daattcagat

gggccctgga
cataggcatc
gaggcgcaag
aggttgcatg
catggtggat
aggccagtta
ggcggcaata
gtgggcaagy
atggctctca
agcaaaagtg
attcatcact
gtcgecgtat
gaaataatat
gaggtcggtc
atggtattca
taaatattta
attgatgcaa
ccgtagatga
tctgcgtcta
ccagcagact
aaccggaagc
tgatcggect
ggaggtgtat
gctcaagtgc
ccacgagtta
gttacgccct
tcggetgagy
ccagaaccag
gattcatggg
tcgagttaac
tgcaccaget
ctttgtctty
tgctggagaa
gtctggatat

aggctaggaa
aaaggttggg
gttttaagtc
aggctttgggy
ggcatgatgt
ggccagttac
gcttcttage
ctctctttca
gttccttgty
tccgattgta
aatataatca
gtaatcggcg
gttattataa
gccaccactc
atttaaacac
ttgataaaat
gtttaaattc
aagactgagt
attttcggtc
gggcttecag
ggacgaccaa
ctggtgaagg
aattatgagg
atggcgcaaa
gcagacgaag
gctgcaggec
cccatactga
atcacatccyg
atcgctcagg
gcagccgctt
ccycgtcaca
ttgtggcagg
cagcttctta

agatatgatt
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cgcttacgat
cctaggatct
tgtggttgct
atacacagcec
tggtttttgg
ccaaatctga
gccatcccgg
gaaagacagg
gaagcgcttg
acaagatatg
gtgtattcca
tcacaaaata
tttttgcgat
ccatttcata
gtatacttgt
aacaagtcag
agaaatattt
gcgatattat
caacttgcac
Tectttcget
cagtggaadga
gtatcatcgc
cccacggegg
gcagttattg
agaccttcat
tttctattat
aagagatcga
atatgctatt
agtagctcat
acgacggatt
cctgtettea
gcggcaagtg
attcctttgg

gtaaaataac

tggacagttg
acattgtaca
gttataggcc
cggggtacat
Caaagggatt
gtagttagct
gttgatccta
cggccaaagy
gtctaaggty
ttgatcctac
atatgtacta
atccceggty
ttggtccgtt
attttacatg
aaagaatgat
gtattatagt
caataactga
ggtgtaatac
aggaaagacyg
cgatcgyggtc
actgaaagga
agccaagcaa
gcttattctt
gagtgcggat
gaacgtggcc
ccaatagttg
tggatatcga
gcagcttgac
ccatgcacgc
cgaaggtcat
tttgaataag
cttcagacat
aaataataga

ctatttaagt
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agagtactgt
cacatttgct
ttccaaacga
tgcgegeage
ttgagttgcc
taatcaccta
tctgtgttga
aacccaaggt
cagaggtgtt
gtaaggatat
cgatttccaa
actttctttt
ataggaattg
tatttgaaaa
atcttgaaag
ccaagcaaaa
ttatatcagc
ataggaattc
tcgaccgcgg
caatgttgtc
acgagccgtce
gctcatgaaa
tagggaggat
tttcgttgge
aaggccagag
gttgatcttt
tatgccatgt
gcagatatgg
cgacaagaac
ccattcggaa
atgttagcaa
cattctygttt
ctgcgtctta

gtcatttaga

1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480



acataagttt
ttttttaaca
attttcgcegce
agtgtcttga
atgcttggta
attttagaca
attaagttgt
acagctcgat
gatctggccc
ataatttgtt
aatgtacttt
tggtaattac
atttccecgga
cccggtggag
cattgagaac
tgatccacat
tccgtgagat
caggtacaat
gggtgaggcc
£gggccggga
agggcgcage
acaggttagc
gtggacagcc
agtgtcaagy
agggcactta
ttttcgccga
tcatctgtca
ctgtcagtga
gcacacggct
gcggcgaggg
taaccctgct
tatacaggat
ccgggeagga

tattcgcacc

tatgaatgtt
ttacaaataa
aaaagtcacyg
gtttgcctcg
ataattgtca
agtatcaaac
ctaagcgtca
ttacaattga
ccatttggac
tattgcttte
cattttataa
tctttctttt
catgaagcca
cttgcatgtt
tgagccatgt
gggactttta
cagccgacgc
cgagccgacg
gttcgcggec
gggttcgaga
cctyggttaaa
ggtggccgaa
cctcaaatgt
atcgcgecccce
tccccagget
tttgcgaggc
acgccgcgec
gggccaagtt
tcgacggegt
caaccagccc
tcggggteat
tttygccaaag
taggtgaagt
tggcggtgcet

cttccatttt
gttcttatac
gatattcgty
aggctagege
ttagattgtt
ggatgtgact
atttgattta
atatatccty
gtgaatgtag
gcctataaat
taacgctgcg
tctccatatt
tttacaattg
ggtttctacg
gcaccttccc
aacatcatcc
accgggcagg
ttcacgcgga
gaggggcgea
agggggggca
aacaaggttt
aaacgggcgg
caataggtgc
tcatctgtca
tgtccacatc
tggccagctc
gggtrgagtcyg
ttcecgcgagy
ttctyggegeg
ggtgagcgtc
tatagcgatt
ggttcgtgta
aggcccaccc

caacgggaat
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cgtcatcgaa
gttgtttata
aaagcgacat
atgcacatag
tttatgcata
tcagtacatt
caattgaata
ccggeeggec
acacgtcgaa
acgacggatc
gacatctaca
gaccatcata
datatatcct
cagaactgag
cccaacacgg
gtcggatggc
cgcgcaacac
acgaccaagc
gcccctggag
ccceectteg
ataaatattg
aaacccttgce
gocccctcatc
gtagtcgcgce
atctgtggga
cacgtcgccg
gccectcaag
tatccacaac
tttgcagggc
ggaaagggtc
ttttcggtat
gactttcctt
gcgagcggat
cctgctctge

cgaataagag
caccgggaat
aaactgcgaa
acacacacat
gatgcactcy
aaaaacgtcc
tatcctgecc
cacgcgtgtc
ataaagattt
gtaatttgtc
tttttgaatt
ctcattgcty
gcegecgety
ccggttaggc
tgagcgacgy
gttgcgagag
gatcgcaaag
aagcttggct
ggatgggagg
gcgtgegeygy
gtttaaaagc
aaatgctgga
tgtcagcact
ccctcaagty
aactcgcgta
gccgaaatcg
tgtcaacgtc
gccggeggcec
catagacggc
gacggatctt
atccatcctt
ggtgtatcca
gttccttctt

gaggctggcec
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taaatacacc
catttccatt
atttgcyggy
catctcattg
aaatcagcca
gcaatgtgtt
cagccagcca
gaggaattct
ccgaattaga
gttttatcaa
gaaaaaaaat
atccatgtag
ccgetttgea
agataatttc
ygcaacggag
aagcagtcga
tatttgaacg
gccatttttyg
cccgegttag
tcacgegeac
aggttaaaag
ttttctgect
ctgcccctca
tcaataccgc
aaatcaggcg
agcctgcccco
cgcccctcat
gcggtgtete
cgccagceca
ttccgctgca
tttcgcacga
acggcgtcag
cactgtccct

ggctaccgec

3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520



ggcgtaacag
ccacctatca
gcggecggcea
ggcgtcgtay
ctgggcggec
gccacgatcec
atgatgggcyg
9g999tgcgc
ggagctggta
ggtctacggg
cgggtcaaat
agggtgaatg
gttttcecgec
aaccttccag
cgtgcaactyg
tctcgaacag
gacgaccaag
gcaggccgeg
cgatattgcg
cctgttcace
ccacgtcaac
cgaactggtg
caccttcacy
cacgaaggcc
ccgcgtiggg
caagaaaacg
cgaccactac
gatgttcgac
cctcatgtyce
ctgcgaagag
gcattgcaaa
tttactgyca
ctcgggacgc
gtgattaagy

atgagggcaa
aggtgtactg
tgagcctgtc
actatgagca
tgctgaaact
tcgeectycet
tggtccgecc
gtgattgcca
ttcgtgcagg
accgacttca
caggaataag
aatcggacgt
gaggatgccyg
tccgtegget
gctcceccctyg
gaggcggceag
aagcgaaaaa
ttgctgaaac
ccgtggeegg
acgcgcaaca
aaggacgtga
tggcagcagy
ttctacgagce
gaggaatgcc
cacctggaat
tcecegttgec
acgaaattca
tatttcagct
ggatcggatt
ttgcgaggca
cgctagggee
tttcaggaac
acggcgeget

ctcagattcg

gcggatggetr
cctteccagac
ggcctaccty
cgtccgegag
ctggctcacc
ggcgaagatc
gagggcagag
agcacgtecc
gcaagattcg
ttgccgataa
ggcacattgc
ttgaccggaa
aaaccatcgc
cgatggtcca
ccctgecege
gtttggcgaa
ccgeeggega
acacgaagca
acacgatgcg
agaaaatccc
agatcaccta
tgttggagta
tttgccagga
tgtcgcgect
cggtgtcget
aggtcctgat
tatgggagaa
cgcaccggga
ccacccgegt
gcggcctggt
ttgtggggtc
aagcgggcac
ctacgaactg

acggcttgga
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gatgaaacca
gaacgaagag
ctggccgteg
ctggcccgea
gacgacccgce
gaagagaagc
ccatgacttt
catgcgctcc
gaataccaag
ggtggattat
cccggegtga
ggcatacagg
aagccgeacce
gcaagctacg
gccatcggec
gtcgatgacc
ggacctggca
gcagatcaag
agcgatgcca
gcgcgaggeg
caccggcgtc
cgcgaagecgce
cctgggetygg
acaggcgacg
gctgcaccgce
cgacgaggaa
gtaccgcaag
gccgtacccg
gaagaagtgg
ggaacacgcc
agttccgget
tgctcgacyc
ccgataaaca

gcggccgacg

agccaaccag
cgattgagga
gccagggcta
tcaatggcga
gcacggegey
aggacgaget
tttagccget
atcaagaaga
tacgagaagy
ctggacacca
gtcggggcaa
caagaactga
gtcatgegty
gccaagatcy
gccgtggagce
atcgacacgc
aaacaggtca
gaaatgcagc
aacgacacgg
ctgcaaaaca
gagctgcggg
acccctateg
tcgatcaatg
gcgatggget
ttcegegtec
atcgtcgtgc
crgrcgeega
ctcaagctgy
cgcgagcagy
tgggtcaatg
gggggttcay
acttgcttcy
gaggattaaa

tgcaggattt
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gaagggcagce
aaaggcggcg
caaaatcacg
cctgggeegce
gttcggtgat
tggcaaggtc
aaaacggccyg
gcgacttegce
acggccagac
aggcaccagyg
tcccgcaagg
tcgacgcggy
cgccccgega
agcgcgacag
gttcgcgtcg
gaggaactat
gcgaggccaa
tttccttgtt
cccgetctgce
aggtcatttt
ccgacgatga
gcgagccgat
gccggtatta
tcacgtccga
tggaccgtgg
tgtttgctgy
cggcccgacg
aaacctteccg
tcggcgaagce
atgacctggt
cagccageqgc
ctcagtatcg
attgacaatt

ccgegagatce

5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6480
6540
6600
6660
6720
6780
6840
6900
6960
7020
7080
7140
7200
7260
7320
7380
7440
7500
7560



cgattgtcgg
aaaaagccca
atcgacggcy
cacaaggcgc
ggtatgctgce
ccaacgggaa
tggagcttgt
gctgtgcage
ttgatggcgg
ccaaacgcag
gcgttcggaa
gcctggcaac
ccaatcccga
gcgggtttaa
tccttactygg
cgggagcaca
taattcagga
cagaggtagt
acggctccgce
tgaccgtaag
cggcttecce
acgacatcat
gcaatgacat
tgctgacaaa
ttgatccggt
actcgcegcc
ggtacagcgce
agcgcctgcec
aagaagatcg
gcgagatcac
tcgeggegeyg
aggtggttct
atggcttccc

tgggctgcac

ccctgaagaa
tggaggcgtt
agatcattgg
atctgtccgg
tgcgggegtt
tctggtggat
tgtttatttc
cgctgatggt
tcetgggggc
cgctagatcc
ccgtgctgac
tggcggeegg
tgcctacagg
cctacttect
gctttctcag
ggatgacgcc
gttaaacatc
tggcgtcatc
agtggatggc
gcttgatgaa
tggagagagc
tccgtggegt
tcttgcaggt
agcaagagaa
tcctgaacag
cgactgggct
agtaaccggc
ggcccagtat
cttggcecteg
caaggtagtc
gcttaactca
aagcctcegtce
ctcggcagtt

tccaacagaa

agctccagag
cgctgaacgg
gctgteggtc
cgttttegty
gccggcgagt
gcgcatcttc
ggtctaccgc
cgtgttcatc
tatttgcgga
tgtcggegtc
ccgcaagtgg
aggacttcty
aaccaatgtt
ttggttccgg
cccecgageg
taacaattca
atgagggaag
gagcgccatc
ggcctgaagc
acaacgcgyc
gagattcrcc
tatccagcta
atcttcgagc
catagcgttg
gatctatttg
ggcgatgagc
aaaatcgcgc
cagcccgtca
cgcgcagatc
ggcaaataat
agcgttagag
ttygcgatgyc
catcagggct

acaatcaaac
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atgttcggot
ttgcgagatg
ttcaaacagg
gagcccgaac
ttattgctcg
atcctecgygey
ctgccggycy
tctgeogetc
actgcgggeg
gcagegggec
caacctcccg
ctcgtteccag
ctcggectgg
gggatctcgce
cttagtggga
ttcaagccga
cggtgatcgce
tcgaaccgac
cacacagtga
gagctttgat
gcgctgtaga
agcgcgaact
cagccacgat
ccttggtagg
aggcgctaaa
gaaatgtagt
cgaaggatgt
tacttgaagc
agttggaaga
gtctaacaat
agctggggaa
atttcgatec
aaatcaatct

aaacatacac

ccgtttacga
ccgtggeatt
aggacggccc
agcgaggceeg
tgatgatcgt
cacttaatat
gggtcgcggc
tgctaggtag
tggcgctgtt
tggcggggygc
tgcctctget
tagctttagt
cgtggctcygg
gactcgaacc
atttgtaccc
caccgcttcg
cgaagtatcg
gttgctggcec
tattgatttg
caacgacctt
agtcaccatt
gcaatttgga
cgacattgat
tccageggey
tgaaacctta
gcttacgttg
cgctgcecgac
taggcaggct
atttgttcac
tcgttcaagce
gactatgcgc
attcccattc
agccgactty

agcgacttat
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gcacgaggag
cggcgectac
caaggacgct
aggggtcgec
ccgacagatt
ttcgectattc
gacggtaggc
cccgatacga
ggtgttgaca
ggtttccatg
cacctttacc
gtttgatccy
cctgatcgga
tacagttgtt
cttatcgaac
cggcgeggct
actcaactat
gtacatttgt
ctggttacgg
ttggaaactt
gttgtgcacy
gaatggcagc
ctggctatct
gaggaactct
acgctatgga
tcccgeattt
tgggcaatgg
tatcttggac
tacgtgaaag
cgacgccgct
gatctgttga
cgcgetcaag
tccggtgaaa

tcacacgagce

7620
7680
7740
7800
7860
7920
7980
8040
8100
8160
8220
8280
8340
8400
8460
8520
8580
8640
8700
8760
8820
8880
8940
9000
9060
9120
9180
9240
9300
9360
9420
9480
9540
9600



tcaaattaca
atagtttgaa
acaatattac
gccgcacaag
tatctcagca
ctctctegec
atcattctca
ttccgcacac
ttttatgaag
ttacttaatt
atgtttaata
ttaaaaatat
caaaagtaat
agtgacacaa
tttatacaat
atgcaaaatt
tgcgagacac
tcaaatactc
aattttaagt
tgttttatag
taaaccataa
ccttttctty
gtcttttggt
aaaacagaga
atcgcegegt
taaatggctc
acaaccacct
tcaacctgca
tctcttatat
tccagagtac
ctaggatcca
agatgcggca
acccaagcaa

ctacggaggc

acggtatata
attagaaagc
tcaccggatc
tttgtacaaa
tgtgcgtagce
ggtggttttt
ctttacttgt
gatatcccta
tcccgtctat
ttagcgttag
tacaatataa
atttatcaaa
aaaatttaac
ctagccattt
gaaaatttca
ctataattcc
atcttctaaa
aatattactt
ttaattgttg
atagtttaaa
actataagat
gtatgtaagt
tcatgcatgg
gacaaaacgc
ccatgtatgt
acccatctca
gratatattc
tatgcgtgte
aatacctata
tactactcta
acaatggctce
acccctgatt
cttgtgtgga

tatttgtttc

tcctgccagt
tcgcaattga
ctaaccggtt
aaagcaggct
acgcggccgce
tacctctatt
tactttaatt
caaatttatt
ctttaatgta
tagaaagcat
acaaattctt
tatttttcaa
tccataattt
ttttctttga
ccaaacaatg
catttgacac
gtaattttaa
Ctaaaaaatt
aatttgtgac
gtaaatataa
ttatggtgga
ccgtaactgg
atcttgcgea
aatcacacaa
Cctaaatgcca
dcccacacac
ATTCTCLTCC
atcccatgcec
aatacctcta
ctactataat
Ccaacatttc
tggctettte
ggaacatttt

tcttcagtge
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cagcatcatc
ggtctacagg
taattaaggc
tctagaccta
ctcccagtat
taaaggggtt
tctcataatc
atttgttaaa
gtctaacatt
aatgatttat
taccttaaga
ccacgtaaat
ttttattcga
ataaaaaaat
atttgtggta
tacggaagta
taatagttac
aattagatat
tattgattta
gtaatgtagt
ctaattttca
aattactgtg
agaaaaagac
ccaactcaaa
tgcaaagcaa
aaacacattg
gccacctcaa
caaatctcca
atatcactca
accccaacce
tgaggatgtc
cacaccacct
gcttttcget

aaaatggcag

acaccaaaag
ccaaattcgc
gcgecatgec
ggtggagtca
cattatagty
ttccacctaa
tttggttgaa
cattttcaaa
ttcatattga
tcttattctt
aggatttccc
ctcataataa
ctgatcttaa
ccaattatca
tttctgaagc
actgaagatc
tatattcaag
aattaaaata
ttattctact
agagtgttag
tatattrctt
ggttgccaty
aaagaacaaa
ttagtcacty
cacgtgctta
cctttttctt
tttcttcact
tgcatgttcc
cttctttcat
aactcatatt
aatggtgttc
gtgcaaaaag
tacttgcacc

accgacattt
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ttaggcccga
tcttageegt
cgggcaagcg
tcacgcagac
aaagttttgg
aaattctggt
attatcacgc
ccgcataaaa
aatatataat
cttcatataa
attttatatt
taagtrgttt
agcaacaccc
ttgtattttt
aagtcatgtt
tgcttttaca
atttcatata
ttactttttt
atgtttaaat
agtgttaccce
attgctttta
acactctgtg
gaaaaaagac
gctgatcaag
acatgcactt
catcatcacc
tcaacacacg
aaccaccttc
catccatcca
caatactact
tttttgagtce
ctgacaacag
tcgcagetct

tcgcttacat

9660

9720

9780

9840

9900

9960
10020
10080
10140
10200
10260
10320
10380
10440
10500
10560
10620
10680
10740
10800
10860
10920
10980
11040
11100
11160
11220
11280
11340
11400
11460
11520
11580
11640



tctttatgtc
gtcatacaaa
tcaagacgct
cgacgcggac
tgttaggaaa
tgctgatcca
ttttgtgatg
cttcgtggca
tgccgcacac
ttcagttgcg
ggactacaag
trtetttgey
gaacaggqgtc
tcagagcaaa
tagcttaatc
ctcatggaga
ctcacttctt
cttattgttc
atggaatgct
aactttagca
agtttgtcte
gagacataac
ttatatatta
taatatttta
aggttggatc
aaattatgag
acatataata
attgtcataa
agagtaaaca
Tttt
cttatacaac
aaatttttta
taaccctttt

tttatcagca

acaaaacccc
agatgagtga
tcgaccagct

<210> 76
<211> 1434
<212> ADN

atctctggac
gccaagtggc
gctatggatt
ccacacaatg
catcctgatc
atactccgtt
ccaaccgtta
gccatgttcc
aagtggggag
atgtttgctt
acagcagagc
aaaatcggtt
aagagaactg
gaagagatag
acctagagct
gcatggaata
ctatgaataa
tatgataaat
tcaaatagta
ttgtgaacga
catttatata
aattataaag
tacttatcca
gttgatatgt
atccttaaag
ttggtttgat
tatgtatata
atctatacaa
tatttgactt
ttatcagcaa
caacttcceac
atttgagttyg
agcagtagag
aagaataaat
aaaaacaagt

tactcaggac

tt

<213> Magnaporthe grisea

tggggataac
cactcagagt
gggctcgtga
caacgagagqg
tgaaagaaaa
ttcagaagaa
tcccggttta
gttatgcttt
acaaacccta
tgggagaagg
ttggaaacaa
gggcctatga
gcgatggaag
atgcagccat
cggtcaccag
ttgtatccga
acaaaggatg
ttcctcttat
caaaaacaaa
gacataagtg
ttatatatta
agagaagttt
cttatttaat
atatgaaaag
tgggtctatt
aaaatattga
aattrattat
tcgtttagec
tttggttatt
agaataaaat
aagaaagtca
tcttgtttyc
caatggttga

daaataaaat

ttcctagcac cctaccaacg aattcgegge cgcttaatta
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tgctggggca
tatactggtc
ccatagaatg
tttcttcttc
agggaaggga
gtactatctg
cttttgggga
catcctgaat
tgacaagtcc
atttcacaat
caagttgaac
tttgaagact
ccatcatctc
taggatcaac
tatgaactaa
ccatgtaaca
ttatgatata
tattataaat
tgtgtactat
ttaagaagac
cccacttatg
gtatccattt
gtctttataa
gtactatttg
taattttatt
aggatttaaa
aatataacat
ttgctggaac
taacaaatta
taaattaaga
agtcagagac
tgcataattt
ccgtgtgcett

gagacacttc

catagactct
atcttcaaca
catcacaagt
tctcacattg
ctcgacatga
atcctcatgce
gaaacttgga
gttacctggt
atcaagcctt
taccatcaca
ttcacaacaa
gtgagtgatg
tggggctgyg
cctaaagacg
aatgcatgta
gtataataac
ttaacactct
catctgaatc
aagactttct
ataacaatta
tattatatta
atatattata
ggtttgatcc
aactctctta
gcttcttaca
dtaataataa
ttatctataa
gaatctcaat
ttatttaaca
aggacaatgg
aacaaaaaaa
atgcagtaaa
agcttcttte

agggatgttt

gggctcacaa
cggttgcctt
acagcgagac
gctggettct
gtgatctcct
ctctggectg
caaatgcttt
tggtgaactc
ccgaaaacct
cttttccgtyg
cgttcatcaa
acattgtcaa
gtgatgagaa
attgagtagt
ggtgtaagag
tgagctccat
atctatgcac
gtgacggctt
aaacaattct
taatggaadga
ggatgttaag
tactacccat
atgatatttc
ctctgtataa
gataaaaaaa
ataataaata
aaaagtraaat
tatttaaacg
ctatatgaaa
tgtcccaatc
caagcaaadgg
acactacaca
atttratttt

caacccttat

11700
11760
11820
11880
11940
12000
12060
12120
12180
12240
12300
12360
12420
12480
12540
12600
12660
12720
12780
12840
12900
12960
13020
13080
13140
13200
13260
13320
13380
13440
13500
13560
13620
13680

13740

tcaggactca ctctgctgat cactagtgct agcctcgagg 13800

182

13812
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<400> 76

gaattcatgg
actaccgact
tccgagacac
ttcatcttgt
aagacggctg
taccaccgac
gccgecgttg
gcacaccacc
tactcacaca
atcaccgacc
gttatcttca
tggggaggtt
tgcgtcaact
cgtgatcacg
gagttccctt
tcaatctgga
gagattgaga
cttgattggg
cagtccaaga
ttcatcaagg
accgcaatct
actatgcgtg
tccgaaaaca

ggtgggcaag

<210>77
<211> 212
<212> PRT

cttcgtcatc
tcaagcccat
ctatgacact
ttgtgccect
tatgggctgt
tttgggctca
gcgetggtyce
gatacaccga
tgggatggat
tgaacgagga
tggcccteygt
tcatctacgg
cgcttgccca
tcatcacage
cggactaccg
tctggaagca
agggacgcgt
gtattccctt
acggaaagyc
accaccctgg
tcaacggcgg
tgggtgtttt
aggacgtctc

cgaccaaggt

ttcctecgty
gaggaacacc
caagaactgg
ggctggtctc
cgtctactac
cagctcgtac
cgtcgagggc
taccgagaag
gcttctgaag
cccegttgte
cttccccaca
aggtattctg
ctggctcggt
cctggtcacc
caacgctatt
gcttggtctt
ccagcagctg
ggagcagctt
ttggattgca
tggcagagct
tgtttacaac
gcgtggcggce
aaccgtcgtt

cgtccagect

<213> Leptosphaeria nodorum

<400> 77

ES 2568 803 T3

ccggagttgg
aagggctacg
cataagcacg
atatccactt
ttcaacaccg
aaggcctecgce
tccatcagat
gacccctact
cagaacccca
gtttggcagc
cttgtggctg
cgtgtcttct
gaccagcctt
cttggagagg
gagtggtacc
gcccacaacc
cagaagaagc
ccecgttgtta
gtrgccggty
ctcatcaact
cactccaacg
tgcgaggtty
gattcttcgg
gttccgygtg

ctgccgectt
acgtcagcaa
tcaactggct
actgggtecc
gcctgggaat
ttccgctcaa
gogtggtccaa
cagtccgcaa
agaagcaggg
accgcaactt
gccttggetg
tcgtccagca
tcgacgatcy
gataccacaa
agtatgaccc
tgaagcagtt
tcgaccagaa
gctgggatga
tcatccacga
cggccattgg
ccgctcacaa
agatctggaa
gtaaccgcat

ctcaggeegce

183

ccctgatgge
gccgcacatt
caacaccacc
tctgcagtgg
tactgccggt
aatctacctt
cggtcaccgc
gggtctcctyg
ccgcaccgac
cctcaagtgt
gggtgactac
ggccaccttc
caactcgecg
cttccaccac
caccaagtgg
ccgccaaaac
gcgcgcecaag
ctttgttgag
tgttggtgac
caaggacgca
cctgctcteg
gcgegeccag
cgtccgegeg
gtga

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1434
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Tyr
1
Trp
Ala
Ala
Tyr
65
Leu
Asp
Leu
Trp
Cys
145
Ile
Leu

Glu

Pro

Tyr

Ser

Phe

Asn

50

Ser

Ash

Ser

Leu

Gly

Thr

Phe

Thr
210

<210> 78

<211> 216

Phe

His

Thr

35

His

val

ser

Asp

Phe

115

Asp

val

Glu

Ala

Pro

195

Lys

<212> PRT
<213> Helicoverpa zea

<400> 78

Cys

Arg

20

Gly

Arg

Met

Asp

Pro

100

Ala

Trp

Gln

Gln

Leu

180

Ser

Trp

Thr

ser

Ala

Ala

Arg

Pro

85

val

Ala

Trp

Gln

Pro

165

val

AsSp

Ala

Tyr

Gly

His

Gly

70

Lys

val

Trp

Gly

Ala

150

Phe

Thr

Tyr

Phe

Ser

Ala

His

55

Leu

val

val

Ile

Gly

Thr

Asp

Met

Arg

Gly

Ala

Ile

40

Arg

Leu

Lys

Trp

Phe

120

Leu

Phe

Asp

Gly

Asn
200
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Ile

Arg

25

Gln

Trp

Phe

Gly

Gln

105

Pro

val

Cys

Arg

Glu

185

Ala

Thr

10

Leu

Gly

Thr

Ser

Arg

90

His

Met

TYr

val

Arg

Gly

Ile

Gly

Pro

Ser

Asp

His

75

Thr

Lys

Ile

Ala

Asn

155

Thr

Tyr

Ile

Gly

Leu

Ala

Thr

60

Ile

Asp

His

val

Gly

ser

Pro

His

Trp

Tyr

Arg

Arg

45

Met

Gly

val

Tyr

Ala

125

Ile

Leu

Arg

Asn

Tyr

His

Leu

30

Trp

Lys

Trp

ser

Gly

Gly

Ile

Ala

Asp

Phe

190

Gln

Arg

15

Phe

Trp

Asp

Met

Asp

95

Lys

Leu

Arg

His

His

175

His

TYr

Leu

Leu

Ser

Pro

val

80

Leu

Cys

Gly

Ala

Trp

160

val

His

Asp

Leu Tyr val Ile Ser Gly Leu Gly Ile Thr Ala Gly Ala His Arg Leu
1 5 10 15

184



Trp

val

Arg

His

65

val

Ser

Leu

val

Met

145

Ala

Ser

Asnh

Asn

Ala

Ile

Asp

50

Asn

Arg

Asp

Ile

Ala

Glu

Tyr

Asn
210

His

Phe

35

His

Ala

Lys

Leu

Leu

115

Phe

Arg

His

Asn

His

195

Lys

Lys

Asn

Arg

Thr

His

Leu

100

Met

Trp

Tyr

Lys

Leu

180

His

Leu

Ser

Thr

Met

Arg

Pro

85

Ala

Pro

Gly

Ala

Trp

Ser

Thr

Asn

Tyr

val

His

Gly

70

Asp

Asp

Leu

Glu

Phe

150

Gly

val

Phe

Phe

Lys

Ala

His

55

Phe

Leu

Pro

Ala

Thr

135

Ile

Asp

Ala

Pro

Thr
215

Ala

Phe

40

Lys

Phe

Lys

Ile

Cys

120

Trp

Leu

Lys

Met

ES 2568 803 T3

Lys

Gln

Tyr

Phe

Glu

Leu

105

Phe

Thr

Asn

Pro

Phe

185

Asp

Trp

Asp

Ser

ser

Lys

90

Arg

val

Asn

val

Tyr

Pro

Ala

Glu

His

75

Gly

Phe

Met

Ala

Thr

155

Asp

Leu

Lys

Leu

Ala

Thr

60

Ile

Lys

Gln

Pro

Phe

140

Trp

Lys

Gly

Thr

185

Arg

Met

45

Asp

Gly

Gly

Lys

Thr

125

Phe

Leu

Ser

Glu

Ala
205

val

30

Asp

Ala

Trp

Leu

val

val

Ile

Gly

Glu

Ile

Trp

Asp

Leu

Asp

95

Tyr

Ile

Ala

Asn

Leu

Leu

Ala

Pro

Leu

80

Met

Tyr

Pro

Ala

ser

160

Pro

His

Gly
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REIVINDICACIONES

1. Una molécula de acido nucleico aislada que codifica una enzima de delta-9 desaturasa que comprende una
secuencia de aminoacidos que es al menos 80% idéntica a SEQ ID NO:12, en donde la molécula de acido nucleico
comprende una secuencia de nucledtidos al menos 60% idéntica a una secuencia seleccionada del grupo que
consiste en SEQ ID NO:3, SEQ ID NO:4, SEQ ID NO:9, and SEQ ID NO:15.

2. Una molécula de acido nucleico aislada que codifica una enzima de delta-9 desaturasa que comprende una
secuencia de aminoacido que es al menos 80% idéntica a SEQ ID NO:12, en donde la molécula de acido nucleico
comprende ademas un elemento regulador del gen seleccionado del grupo que consiste en el promotor de delta-9
desaturasa deSaccharomyces cerevisiae el terminador 3' UTR de delta-9 desaturasa, el promotor del gen ole1, el
promotor de faseolina, la regién 5° no traducida de faseolina de Phaseolus vulgaris, la regidon 3" no traducida de
faseolina de Phaseolus vulgaris, la regidon unida a la matriz de faseolina de Phaseolus vulgaris, la region 3 no
traducida de ORF23 de Agrobacterium tumefaciens, el promotor del virus del mosaico de la vena de Cassava, la
region 3" no traducida de ORF1 de Agrobacterium tumefaciens, la region de uniéon de la matriz RB7 de Nicotiana
tabacum, Overdrive, las secuencias de borde de la hebra T, el promotor LfKCS3, el promotor FAE 1, SEQ ID NO:40
SEQ ID NO:41, SEQ ID NO:42, SEQ ID NO:43, una etiqgueta Myc, y una etiqueta de hemaglutinina.

3. Un método para disminuir la cantidad de acidos grasos en una célula, el método comprende:

transformar una célula de planta con la molécula de acido nucleico de la reivindicaciéon 1, tal que la cantidad de
acidos grasos saturados en la célula disminuya.

4, El método segun la reivindicacion 3, que comprende transformar ademas la célula de la planta con al
menos una molécula de acido nucleico que codifica una enzima delta-9 desaturasa que comprende una secuencia
de aminoacidos que es al menos 80% idéntica a SEQ ID NO:12.

5. El método segun la reivindicacion 4, en donde la posterior transformacion de la célula de la planta introduce
dentro de la célula de la planta medios adicionales para disminuir los niveles de 16:0-ACP en la célula de la planta.

6. El método segun la reivindicacion 5, en donde los medios para disminuir los niveles de 16:0-ACP en la
célula de la planta es una desaturasa extraplastidial, preferiblemente la desaturasa es la MgD9DS desaturasa.

7. Una planta de semilla oleoginosa que comprende la secuencia de acido nucleico de la reivindicacion 1.

8. Una semilla de planta que comprende la molécula de acido nucleico de la reivindicacion 1, que expresa una
desaturasa extraplastidial que comprende una secuencia de aminoacidos que es al menos idéntica a SEQ ID NO:12.

9. La semilla de la reivindicacién 8, en donde la semilla es una semilla de una linea de Brassica napus
transgénica, la semilla tiene niveles disminuidos de 16:0, con relacion a una version isogénica de la linea
transgénica de Brassica napus.

10. Un método para crear una planta por ingenieria genética que comprende cantidades disminuidas de acidos
grasos saturados en la planta comparado con la planta de tipo silvestre, el método comprende:

transformar el material de la planta con una molécula de acido nucleico que codifica una enzima delta-9 desaturasa
que comprende una secuencia de aminoacidos que es al menos 80% idéntica a SEQ ID NO:12; y

cultivar el material de la planta transformada para obtener una planta, en donde la semilla de la planta exprese la
enzima delta-9 desaturasa .

11. El método de las reivindicaciones 3 o 10, en donde la célula de la planta o la planta se selecciona de un
género seleccionado del grupo que consiste en Arabidopsis, Borago, Canola, Ricinus, Theobroma, Zea, Gossypium,
Crambe, Cuphea, Linum, Lesquerella, Limnanthes, Linola, Tropaeolum, Oenothera, Olea, Elaeis, Arachis,
rapeseed, Carthamus, Glycine, Soja, Helianthus, Nicotiana, Vernonia, Triticum, Hordeum, Oryza, Avena, Sorghum,
Secale, y los otros miembros de las Gramineas.

12. Una planta que comprende la molécula de acido nucleico de la reivindicacion 1, obtenida por el método de
la reivindicacion 10.

13. Un material de planta que comprende la molécula de acido nucleico de la reivindicacion 1, obtenido de la
planta de la reivindicacion 12, preferiblemente el material de la planta es una semilla.

14. La semilla de la planta de la reivindicacién 8, en donde la desaturasa extraplastidial comprende la
secuencia de aminoacido de SEQ ID NO:12.
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LnDs0DE-1  (SEQ ID NO:5) (1) cocgattcattaatgoagotggoacgacaggtttoo
LnDSDS-2 (SEQ ID NO:B8) (l] ==-=-=c-c-cccccccccccccec e cmammmnaan
MgDeDS (SEQ ID HO:76) (1) =-----ccmccmmmemiacmcmimmcmcncnaaee

(37) cgactggaaagogggcagtgagogoaacgoaattaatgtgagttagetcacteatta

(1) o mmmm oo
(1) === == e e oo e eeee e

(94) caggctttacactttatgetteocggctogtatgtigtgtggaattgtgagggeacos
B I T T
[1) =mmmmm = e e e e e e meemeemmmmemaea-

(151) < ggataacaatitcacacaggaaacagotatgaccatgattacgocaagetogaaat
I T
[1) =mm====m==meeeeeeeemeeeeememeemeeemeeeeeee—eeee———a-

(208) taaccctoactaaagggaacaaaagotggagotocacogoggtggoggoogototag
(1) ----——mmmmmmmmm e -
(1) = mmmm o e

(265) aactagtggatcocoogggotgoaggaattoggoacgagtatgoottoocacchgge
[1) ====-eecececce e e e E e s e ——————
(l) ======cccceccccccc e s ss s s s s s s s e s — == ghatt

(322) tgTtGCTggcatgeaggClatCEacCCoGRETTEGtcaallCh
(1) ==mmmmm oo ALLC GCetTE
(&) caTgGlTrogtcatcttlloolOrgllglaAGT Tyt - -taCoGEgt Il GaTgge

(377) GCgAGCACCTCGGABCCCARCCCORRETECAAG - - -TACGAL cCt ARGARBCUGHAC

(19) GacAGOAttcCaGhlgatBhGCgoticl8TE---B---FP------ CglhatoBZaCrist

(61) aCtAcCgaCTtcalGCCCAtGaCoRACalCAAEggeTACCACt cAgeRARECCaCAT

RocBGCALGTCRL

TATARGahoafelA:

ATARGCACGTCAA

(431) ATTaCAGACAtgCCcATcRAColggroaliy

(64) AT aAtgtcaAgaagﬁagﬁttthg
(118) ATTLCCcBAgACACCLATOACZaCTCaa

(488) gtCAtCTICATCaTcgoCETGLULCTCEE TgCETCgLCglCTt CTEGaCCLCT
(121) ACgACgoTggTggTGoTCaTafl- - -C80T - -CTTgGaCTCtADCTAacacGCalfa

(175) ACCACCTICATCE TGt TtGIGECCCTaEETGET oTCaTaTCECAL TACTGGGLCEET

(545)
(173)
(232

Fig. 2a
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(597) SCBGEMICACCACORED
(230) TCOGCATCACaGGCGGATAC TCGACTaTGGagTEAL cGCage

(284) aﬁgtgﬁtﬁCgﬁﬁtgﬁﬁﬁﬁc@%A@@tﬁ%ﬁGCT&%CAGCTC-

2 G GEGEETTOCATOD

(654) 2
ﬁ;‘CaECcﬁa%@agt gotd

(287) *§
(341)

(7113 |
(344)
[358)

(768
(401
(455)

(825)
(458)
(512)

(B82)
(515)
(569)

e CGTegPlac PATCEGCTTEATOTTED

TGCcﬁg ggTngccﬁﬂngﬂﬁgaﬁgﬁi

gchﬁ@mt@cTﬁKﬁﬁTﬂtGﬁta@ﬂTT@ATGﬁCCcTcg@C@@CE

(93%9)
(572) COAtgaTCETaGOCGECLTOGE

(626) %ﬁncﬂmﬁg@iﬁ&ﬁﬁte@

(99s8)
(629)
(683)

ﬁT&@tCEg@ETGTC$TCE
(1053)

ACICGCTCGETAAC
(686)
(740) §

(1110) €
(743)
(797)

(1167)
(800) :
(B54) §

Fig. 2b
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(1224) %gl
(B57)
(911)

(1275) KEal
(914)
(9627 .

(13327
(8971
(1019

(1289) GUTOT
(1028) aa&:@gttcﬁathCMGMaTgﬂﬂgmm ATTCACE

(1076) TtOAGCAG-tCCARGAA--CEGaaAlCet tgGATTECaBTLECCGETETCATCOACE

(1443) BCGTTACCGACTTCATCAACHAQOAL
(1085) .

AGACGCTLATCARGRGCEgCG
AgTtTgATtCcgGAGEECTG

(1130) agCTCTIcATCAACtcgBCCa
(1500) T GEATACCACCGCCATGTTCAACEACT s

(1142) aGATAg ﬁ@aﬁggﬁﬁﬂmﬁtﬁﬁtﬁ@aﬁﬁcﬂ&a@&tgﬂg@ﬁﬁagtﬁﬁtﬂﬁgﬁ
(1187 Gﬁcﬁﬂamﬁcaﬁcﬁ‘cﬁ

(1557)
(1199}

(1244)

(1514) CGCHEC CAGCGTEAIAACRAGHATETCOGt ot GETE - - CTGACGA
(1256) AGgT jaa-BElaghBFacTEg----- BtBtTtPaGtghatGaglCaCaTtt TER
(1301) AGRTCTEOAAGCGCECCCAGT coBhalhCARGEACCTCtcalecGTEG- -TTEATEE
(1689) QCGCAalCcAT
(1307) Tgicstge tahc

(135&) ttﬁg@TﬂmEgcﬂTCGTCchﬁCgmggcaaGcGAﬁEAml‘cﬂtcm@ct gT

(1726&) §CAGaG§§CTagtGCaGCaTagattggat:ttcatcttcacgagcgatgtatggcgt
(1362) FghoccalBg--—------———--"-"“"-"“—"“"“"“"“"“"-"“/“"“~ -~
(1413) TCCGGIGCTCagGCeGOgTga- -~~~ ---- === -=---==-----——-ooo—o oo

Fig. 2c
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(1783)
(1371
(1435

(1840)
(1371)
(1435)

(1897)
(1371
(1435)

(19E54)
(1371)
(1435)
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ttggttgtctotottocttggoggacagagtaatattcaatttottagogatogtta

Fig. 2d
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LnDSDS-2 (SEQ ID NO:14) (1} ===-e==mmmemem—————aa-
LnDSD&8-1 (SEQ ID NO:49) (1) =-m--mmemcccc—cc—————-
AnDSDS (SEQ ID NO:50) (1} =------eccccccceeea--
MgDoDS (SEQ ID NO:12) i
ScOLE1 RARR34826 (SEQ ID NO:52) (1) MPTSGTTIELIDDQFPKDDSAS
(1) =====eceeeeeceseeceeeeceessessesesesseseese—se—=——— MAALDST
(1) ==-c-mecececccccccccca—aa-- MPSHQAVAGMQAIDPEFVKQPSPMASTSEPN
(1) ===m==memeeeeeee e eeeecmeeeeeeeeeeem—e——— - MSAPTADI
(1) ===m-eemecccccccccecccccecea———-- MASSSSSVPELAAAFPDOTTDFKEM

(23} SGIVDEVDLTEANILATGLNKEAPRIVHNGFGSLMGSKEMVSVEFDEEGHNEKKSMLDEL

(8) PEDKA----TSSKSTHIQYQEVTFRNWYKKIN LVVLIBALBLYLTRT--TBLT
(32} RMSK YDPKKP&%TDMPITRSH&YQHvRH$KvIFIIGvELAﬁCVﬁAFH--TEﬁQ

FLIIGIFLYGCIQAFW-- 8!
FILFVELA sLISTYW--VELQ

(50} RPTLIWS%E@%FCTAFG@@
(B3) WETAAWAVIYYFWTGLGIT
(60) LKTAIWAVIYYFFTGL
(78) WKTAVWAMVY¥FNTGLGLT

(139) LNVFLFSVFYYAVGGVSITA

KWSIWLWSK--LG
SIWAWED--LG
SIWIWED--LG

Fig. 3a

192



(292)
(313}
(290}
(308)
(369)

(380
(370)
(347}
[365)
[428)

(408)
(428)
(405)
(423)
(484}
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DOERAFLDHGT PﬁEQ&%‘ﬂFSWDDFVEQSﬁ NGK

Imﬁmnmﬁﬁwﬁmi.ﬁmnmwmmﬁ ENK

GLVIISEI\WSGY%SEEMET Lgmnmﬁxmﬁsmmw &ADK%%

GgLRGGQEvEVWKKQR -------
CHIRGECEVEIWKRAORENKDVGLVLDDAGNPI IRAGNOITEVAOPIQSASAR

VDVLGKSD- - - -TLROVTRVERLVEGAVAR

LEGGCEVEIWKRADSENFDVSTVVDS SGNRIVREAGGOATEVVOPVPGROAR

g%IRGGCEVEIWKRHQKEN--VEY?RDGSGQR?IREGEQPTKIPEPIPTHDHﬁ

ESFMN-5------ ATRMASKRGEIYETGEFF

Fig. 3b
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ep “Bij

olo0. 1di 9p s0)say
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