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DESCRIPCION

Procedimiento para la prevencion y/o el control biolégico de la marchitez causada por
Ralstonia solanacearum, a través del uso de bacteri6fagos Uutiles para ello y

composiciones de los mismos

Campo técnico

La invencion se refiere al control biolégico de organismos patdégenos para cultivos
vegetales. Mas concretamente, la invencidn se refiere a un procedimiento para la
prevencién y/o el control biolégico de la marchitez causada por la bacteria Ralstonia
solanacearum, a bacteri6fagos Utiles para ello y al uso de dichos bacteriéfagos y de

composiciones que los contengan para el control biolégico de dicha bacteria.
Antecedentes de la invencién

R. solanacearum produce marchitez bacteriana en todo el mundo, en mas de 200
especies vegetales pertenecientes a mas de 50 familias botéanicas, y muchas de estas
especies susceptibles a este patégeno son de interés agronémico. También hay muchos
otros cultivos que son colonizados por la bacteria, pero que no desarrollan sintomas, a
los que se considera cultivos tolerantes. Esta bacteria ataca especialmente a cultivos
basicos como la patata en mas de ochenta paises, con pérdidas que superan los 950
millones de ddélares. Por este motivo, est4 considerada como un potencial agente de
bioterrorismo y, en la Union Europea (UE), como un organismo de cuarentena (Anénimo
2000: Directiva del Consejo 2000/29/EC), por lo que est4 sometida a estrictas medidas de
prevencion y control reguladas por dos Directivas europeas (Anonimo 1998, 2006:
Directiva del Consejo 98/57/EC y Directiva de la Comisién 2006/63/EC).

R. solanacearum presenta una gran diversidad intraespecifica, por lo que durante mucho
tiempo se ha considerado un complejo de especies formado por cuatro grupos
filogenéticos o filotipos. En 2014, tras una revision taxondémica, se ha propuesto una
reclasificacion de este complejo (Safni et al., 2014). Los filotipos | y IlI de R.
solanacearum se han clasificado en la hueva especie R. pseudosolanacearum y el filotipo
IV en la nueva subespecie R. syzygii subsp. indonesiensis. El filotipo Il mantiene el

nombre de la especie R. solanacearum.

En el texto del presente documento se utiliza el término “especie anteriormente
denominada R. solanacearum”, para hacer referencia a R. solanacearum en trabajos,

datos, patentes, publicaciones, bibliografia, etc, previos a la revisién taxonémica de Safni
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y colaboradores (2014), independientemente de si la denominacion se corresponde 0 no
con la clasificacion actual. Asimismo, se utilizara el término “R. solanacearum”, para
hacer referencia a la especie R. solanacearum tal y como se ha descrito tras la citada

revision taxonomica, es decir, la especie constituida Unicamente por cepas de filotipo Il.

En Espafia, como en la mayor parte de paises de la UE, ha habido focos de la
enfermedad causados por R. solanacearum en varias zonas, generalmente en patata y
en algunos casos en tomate. En todos los focos se han aplicado las medidas de
erradicacion establecidas en la legislacion correspondiente. Sin embargo, esta bacteria
puede sobrevivir en el medio ambiente, en agua, suelo u otros reservorios (Alvarez et al.,
2007, 2008, 2010). Asi, focos posteriores se han asociado al riego con aguas
superficiales contaminadas con esta bacteria (Caruso et al., 2005), ya que éstas
constituyen una de las principales vias de introduccion y diseminacién del patégeno en
nuevas areas, a las que llega a través del agua de riego. De hecho, se ha descrito la
presencia de R. solanacearum en diversos cursos de agua tanto de Espafia como de
practicamente todos los paises de la UE. Por ello, las Directivas de la UE prohiben el

riego con agua contaminada con esta bacteria.

Esto representa un problema de caracter practico al agricultor, ya que los principales
cultivos afectados son de regadio (tomate y patata) y el agua de riego es un bien escaso
en Espafa y otros paises de la cuenca mediterranea, donde la bacteria también esta
presente. Asimismo, en las parcelas en las que se han detectado focos de la enfermedad,
no se pueden cultivar plantas huésped en un periodo de al menos 4 afios desde la

deteccion del foco.

La gran capacidad de supervivencia de R. solanacearum en el medio ambiente (agua,
suelo u otros reservorios) hace que su control se vea dificultado. En el pasado y hasta el
momento presente, se recurre al control a través de las practicas culturales y el control
quimico. Asi, en las zonas del mundo donde estd presente este patdgeno en el suelo,
normalmente en paises en vias de desarrollo, es problematico el cultivo de plantas
huésped y los métodos de control méas utilizados son los culturales con resultados
variables. También se han obtenido cultivares resistentes, sin embargo, la resistencia

puede ser inestable (Hartman y Elphinstone, 1994).

Con respecto al control por tratamientos quimicos o fisicos, en general no son eficaces.
La aplicacion de compuestos de cobre, antibiéticos y fumigantes del suelo se ha utilizado
sin mucho éxito (Lopez y Biosca, 2005), y ademas es costosa y con gran impacto para el

medio ambiente. Otros tratamientos quimicos como la cloracion o tratamientos fisicos
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como la radiacion ultravioleta de agua contaminada con patégenos bacterianos, ven muy
afectada su eficacia por la presencia de particulas en el agua, incluso las de tamafio muy
pequefio (Marco-Noales et al., 2008). Ademés, se ha demostrado que ambos
tratamientos desinfectantes pueden inducir en diversas bacterias la entrada en el estado
viable pero no cultivable (VBNC) (Oliver et al., 2005; Santander et al., 2012) o causar
dafos celulares reversibles (McFeters y LeChevallier, 2000). Estas células bacterianas en
estado VBNC o con dafios reversibles pueden recuperar la cultivabilidad y patogenicidad
mediante contacto con plantas huésped susceptibles (Santander et al., 2012). Estas
circunstancias demuestran la necesidad de métodos alternativos que, preferiblemente,

destruyan las células bacterianas.

Una alternativa seria el control bioldgico mediante el uso de bacteriéfagos especificos de
R. solanacearum. Esta estrategia de biocontrol ha dado buenos resultados en el
tratamiento de otras enfermedades producidas por bacterias fitopatégenas (Jones et al.,
2007).

En esa linea, la patente de Japén JP4532959-B2 (numero de publicacion JP2005278513)
describe tres tipos de bacteriéfagos con actividad bacteriolitica sobre cepas japonesas de
la especie anteriormente denominada R. solanacearum y desde 2014 pertenecientes a la
nueva especie R. pseudosolanacearum. El tipo 1, con genoma de ADN bicatenario
(dsDNA) de unos 250 kpb, y los tipos 2 y 3, con un genoma de ADN monocatenario
(ssDNA) de tamafio 4,5 y 6 kpb respectivamente. Los bacteri6fagos se caracterizan y
distinguen por el tamafio de su genoma y su actividad frente a seis cepas de la bacteria
(C319, MA4S, Ps29, Ps65, Ps72 y Ps74), todas las cuales son sensibles a los
bacteriéfagos de tipo 1, mientras que los de tipo 2 sélo lisan a una (la cepa C319) y los de
tipo 3 lisan a cuatro de las seis cepas (M4S, Ps29, Ps65 y Ps74) y en algun ensayo a una
quinta (la C319). Los ensayos con endonucleasas de restriccidon se han realizado sélo
con bacteriéfagos del tipo 1 y muestran que su genoma (dsDNA) presenta dianas frente a
Pstl y Kpnl, pues en los perfiles de restriccion obtenidos se observan varias bandas
distintas. Por dltimo, se describe el uso de dos de los tres tipos de bacteriéfagos (tipos 1y
2) para el control de la enfermedad causada por la especie anteriormente denominada R.
solanacearum (actualmente R. pseudosolanacearum), mediante su adicion al suelo de

cultivo donde crece la planta a proteger.

La patente japonesa JP4862154-B2 surge por una limitacion de la anterior ya que, como
ellos mismos indican, “no es suficiente para controlar el efecto”. En esta segunda patente
incluyen un nuevo tipo de bacteriéfago con actividad litica frente a todas las cepas de la

especie anteriormente denominada R. solanacearum que ensayan (s6lo un nimero de 15
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cepas) y realizan su caracterizacion, pero no demuestran su capacidad para el biocontrol,
ya que no realizan ensayos de biocontrol en planta con este nuevo tipo de bacteriéfago.
En definitiva, la segunda patente sélo aporta un nuevo tipo de bacteriéfago litico con un

rango de huéspedes aparentemente mas amplio que los tipos anteriores.

Yamada y colaboradores (2007) describen el aislamiento de cuatro tipos de bacteriéfagos
que infectan especificamente a cepas de la especie anteriormente denominada R.
solanacearum y desde 2014 pertenecientes a la nueva especie R. pseudosolanacearum,
a partir de muestras de suelo tomadas en distintas areas de Japon. Estos autores
realizan una caracterizacion estructural que incluye una caracterizacién morfoloégica por
microscopia electronica de los viriones y una caracterizacidbn molecular por analisis de
restriccion de los cuatro tipos de bacteriéfagos, y algunos ensayos de actividad litica con
cultivos de la bacteria en placa. Dos de los tipos de bacteriéfagos descritos son del tipo
de los miovirus, el género al que pertenecian todos los bacteriéfagos que infectaban a la
especie  anteriormente  denominada R. solanacearum (actualmente R.
pseudosolanacearum) descritos antes de la publicacién del articulo de Yamada y
colaboradores, y los otros dos tipos son bacteriéfagos filamentosos del tipo de los
inovirus. Entre otras aplicaciones, se sugiere la utilidad de bacteriéfagos con actividad
litca como agentes de biocontrol para la erradicacion de la especie anteriormente
denominada R. solanacearum (actualmente R. pseudosolanacearum) en suelos
contaminados y la prevencion de la marchitez provocada por dicha bacteria en cultivos
vegetales, mostrando preferencia por los bacteri6fagos capaces de infectar un amplio
rango de cepas patdgenas, aunque so6lo ensayan 15 cepas de este huésped. Los Unicos
ensayos realizados con plantas incluidos en dicho articulo se refieren al efecto observado
al inyectar a la planta una cepa previamente infectada con uno de los bacteriéfagos
lisogénicos aislados, concluyendo que ese fago filamentoso no resulta satisfactorio para
el control de la enfermedad. Este mismo método de ensayo ha sido utilizado en otros
trabajos del mismo grupo también con bacteriéfagos filamentosos de la familia Inoviridae
[véase Addy et al., 2012 y la solicitud de patente internacional W02012/147928], donde
se demuestra que dicho método de inoculacion, para el caso del bacteriéfago lisogénico
del tipo ®PRSM, da lugar a la aparicion de cepas avirulentas de R. solanacearum que
ayudan a controlar la enfermedad provocada por las formas virulentas de dicha bacteria.
Sin embargo, ademas de que los ensayos de inoculacion se han realizado solamente en
5 plantas por cepa y sin repeticion [ver material y métodos de Addy et al., 2012], la
aplicacion préctica de este método de ensayo en vivero 0 en campo es altamente
cuestionable debido a la laboriosidad que requiere la inyeccion individual de cada una de

las plantas.
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En otro articulo del mismo grupo investigador (Fujiwara et al., 2011) se aportan
resultados de ensayos que demuestran la utilidad como agentes de biocontrol sobre la
especie  anteriormente  denominada R. solanacearum (actualmente R.
pseudosolanacearum) de dos de los tipos de bacteri6fagos de la familia Myoviridae
descritos por Yamada y colaboradores (2007, 2010), PRSALl y ®RSL1, asi como el
efecto de otro tipo de bacteriéfago adicional, PRSB1, de aislamiento posterior (Kawasaki
et al., 2009). Este ultimo pertenece a la familia Podoviridae y, como ®PRSAL, es capaz de
provocar lisis en un mayor nimero de cepas, hasta 13 de 15 cepas de la especie
anteriormente denominada R. solanacearum (de las cuales, al menos 13 estan
actualmente clasificadas como R. pseudosolanacearum) (Yamada et al., 2007; Kawasaki
et al., 2009). Se demuestra que el tratamiento de la bacteria con ®RSALl, PRSB1 y
®RSL1, bien de forma individualizada o con las posibles combinaciones entre ellos, da
lugar, excepto el tratamiento sélo con ®RSL1, a una disminucion rapida de la densidad
celular de la bacteria huésped, disminucién que es soélo inicial porque va seguida de la
aparicion de resistencias visibles por D.O. (densidad éptica) en menos de 2 dias. Para
evitar estas resistencias, Fujiwara y colaboradores (2011) seleccionan el uso del miovirus
®RSL1 de forma individualizada con respecto al resto de combinaciones con ®RSAL y
®RSB1, aunque es destacable que este bacteriéfago es el de menor potencial litico de

los tres.

Los ensayos realizados sobre plantas descritos en el articulo de Fujiwara y colaboradores
(2011), todos ellos efectuados con ®RSL1, conllevaron dos tratamientos con una
suspension de este bacteri6fago a altas concentraciones llevados a cabo con un
espaciado de un mes, primero de las semillas y después de las plantas obtenidas; a los
dos dias se inoculan individualmente estas plantas con la suspension bacteriana por
contacto directo con las puntas cortadas de las raices (durante 30 segundos) y luego se
trasplantan. Este método de inoculacién, al igual que el anterior utilizado por estos
autores en otras publicaciones y patentes, es muy complicado si no imposible de llevar a
la practica en viveros o en campos cultivados. Ademas, en dicha publicacién no indican la

reproducibilidad de sus resultados.

Fujiwara y colaboradores (2011) describen también en su articulo ensayos sobre la
estabilidad de ®RSL1 en dos plantas previamente tratadas con dicho bacteriofago y el
suelo en contacto con ellas, detectando bacteri6fagos en las raices y en el suelo
rizosférico 4 meses después de la inoculacién, aunque no se comprueba que los
bacteri6fagos recuperados sean del mismo tipo que los inoculados. También

comprobaron el efecto de la temperatura en la estabilidad de PRSAL, PRSB1 y ®RSL1,
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en presencia y ausencia de suelo (en tampon SM, con Tris-HCI, NaCl, MgSO, y gelatina).
La estabilidad se controlé solo durante 15 dias. A igualdad de temperaturas, se
observaron mayores diferencias entre la estabilidad de los tres bacteriéfagos en
presencia de suelo. Tanto en ausencia como en presencia de suelo, las diferencias
fueron mayores al aumentar la temperatura aunque, en el caso de ausencia de suelo, las
diferencias comienzan a marcarse a partir de 28°C. Tras 15 dias de incubacion en
ausencia de suelo y a 50°C, el 10% de los bacteriofagos ®RSL1 sobrevivia, no
detectandose bacteri6fagos PRSB1 tras 9 dias de incubacion, ni tras 3 dias de

incubacion en el caso de PRSAL.

Asi, los trabajos del grupo japonés del que forman parte Yamada, Addy y Fujiwara,
demuestran que en algunos casos y con algunos bacteriéfagos que infectan a la especie
anteriormente denominada R. solanacearum (actualmente R. pseudosolanacearum),
éstos se pueden usar como agentes de prevencion de la enfermedad causada por dicha
bacteria. Salvo en un caso, el del podovirus PRSB1, descartado por estos autores para el
biocontrol (Fujiwara et al., 2011), los bacteri6fagos descritos y utilizados en dichos
ensayos pertenecen a las familias Myoviridae o Inoviridae. En sus ensayos los
bacteriéfagos se aplican directamente al suelo, en plantulas o bien en raices o tallos de
plantas. No se dan pruebas sobre la posible efectividad de otros medios de
administracion de bacteriofagos, como puede ser a través del agua de riego. Esto no es
sorprendente, pues en Japon R. pseudosolanacearum no ha sido detectada en aguas de
cursos naturales, a diferencia de lo que ocurre en numerosos paises europeos y en
algunas zonas de EE.UU., donde este tipo de agua es uno de los reservorios y vias de

diseminacion de R. solanacearum.

La posibilidad de controlar R. solanacearum en agua mediante el uso de bacteriéfagos si
se ha considerado en estudios realizados en algunas zonas de Europa oriental y
occidental. Asi, el resumen de la solicitud de patente de Georgia GEU20041089 sugiere
la neutralizacion de dicha bacteria en plantas, en suelo y en agua, utilizando una mezcla

de bacteriéfagos polivalentes en igual proporcién.

El grupo de los presentes inventores, por su parte, ha sugerido previamente el uso de
bacteriéfagos especificos de la especie anteriormente denominada R. solanacearum en
el agua de riego para el control de la marchitez bacteriana provocada por dicho patégeno
(Alvarez et al., 2006a; Alvarez et al., 2006b). También han comprobado la influencia de
las condiciones de los cursos de agua en la supervivencia de la bacteria, encontrando
gue la presencia de microbiota nativa y las temperaturas de 24°C favorecian su

desaparicion con respecto a la temperatura de 14°C y al agua estéril utilizada como
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control (Alvarez et al., 2006a). Ninguna de estas divulgaciones incluye informacion sobre
el filotipo de las cepas ensayadas, por lo que no puede afirmarse que estos fagos

pudieran actuar sobre la actual R. solanacearum, constituida por cepas del filotipo II.

El grupo de los presentes inventores ha informado también del aislamiento de
bacteriéfagos liticos especificos de la especie anteriormente denominada R.
solanacearum a partir de rios espafioles (Alvarez et al., 2006a, Alvarez et al., 2006b),
aunque sin concretar el método de aislamiento ni el lugar especifico de aislamiento de
cada uno. Los autores han divulgado datos iniciales sobre la caracterizacion de uno de
ellos, afirmando que el mismo parece mostrar actividad litica entre 14°C y 31°C, pero no a
temperaturas inferiores (9°C) ni superiores (32-39°C), incluso en agua natural de riego en
rangos de pH de 6,5 a 8,2. El bacteriéfago inicialmente caracterizado parece ser
especifico de la especie anteriormente denominada R. solanacearum, pues muestra
actividad litica sobre 30 cepas de diferentes origenes, de las que no se ha divulgado el
filotipo. El bacteriéfago no mostré actividad litica frente a otros aislados bacterianos de
agua de rio. Dicho bacteriéfago da lugar también a la disminucion de la marchitez
bacteriana en plantas de tomate regadas con agua que contiene mezclas del bacteriéfago

y de la especie anteriormente denominada R. solanacearum.

Los datos obtenidos por Alvarez y sus colaboradores apoyan la posibilidad de utilizar
bacteriofagos para la prevencion y/o el control de la marchitez bacteriana, en particular
mediante su adicion al agua de riego. Sin embargo, los datos divulgados por dicho grupo
hasta este momento no permiten identificar los cursos fluviales concretos a partir de los
cuales pueden aislarse los bacteriéfagos liticos obtenidos por ellos. Tampoco se dan
datos especificos sobre las caracteristicas estructurales concretas de ninguno de dichos
bacteriéfagos que facilite su identificacion. Y sélo para uno de estos bacteriéfagos se han
divulgado datos sobre el rango de temperaturas y de pH en los que es activo,
afirmandose también su capacidad para lisar 30 cepas distintas de la especie
anteriormente denominada R. solanacearum, sin especificar las cepas concretas en las

gque se ha comprobado la actividad.

Por tanto, sigue sin disponerse de bacteriéfagos liticos concretos en los que se haya
comprobado que, de forma individual, sean capaces de disminuir la marchitez bacteriana
al ser afadidos al agua de riego. Para el Unico bacteri6fago con el que se han realizado
este tipo de ensayos, reflejados en las comunicaciones a congreso del grupo de los
presentes inventores (Alvarez et al., 2006a; Alvarez et al., 2006b), no se han divulgado
otros datos que permitan su identificacién que no sea su actividad litica a distintos pHs y

temperaturas y la afirmacion de que disminuye la marchitez bacteriana en plantas de
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tomate, no habiéndose divulgado el género o la familia a la que pertenece ni datos
concretos sobre los cursos fluviales en los cuales esta presente (y a partir de los cuales
se podria aislar) ni el método especifico que permite su aislamiento, ni el filotipo de las

cepas huésped a las que afecta.

Asi, ni para los bacteri6fagos aislados por Alvarez y colaboradores ni para los
bacteriéfagos cuyo uso se sugiere en la solicitud de patente de Georgia GEU20041089,
en forma de mezclas polivalentes, se dispone de datos sobre su supervivencia en
condiciones naturales, en particular, sobre su supervivencia en las condiciones de las
aguas en las que se aplicarian. Y, precisamente, un factor central en la determinacién de
la idoneidad de un bacteriéfago como agente de control biolégico es su supervivencia en
condiciones naturales. Cuando se aplican bacteriéfagos de bacterias fitopatdgenas a
suelo o plantas para suprimir dichos patégenos, el tiempo que pueden mantenerse
activos hasta encontrar su célula diana es el factor limitante del proceso, lo que hace que
puedan requerirse repetidas aplicaciones de dichos bacteriéfagos para obtener un control
eficaz. Y, en el caso de la especie anteriormente denominada R. solanacearum, su
control en los cursos de agua, en especial en el agua de riego, asi como en los
reservorios de la misma (tanques, depdsitos, embalses...) es importante, especialmente

en Europa, porque:

i) los principales cultivos afectados por R. solanacearum son de regadio (en

especial, patata y tomate),

ii) actualmente hay una situacién de escasez de agua en Espafia y otros paises

de la cuenca mediterranea en los que el patdégeno esté presente,

iii) existen prohibiciones oficiales en toda la UE para utilizar agua contaminada para
el riego de plantas huésped (Anonimo, 1998, 2006: Directiva del Consejo 98/57/EC y
Directiva de la Comision 2006/63/EC),

iv) no hay métodos de control disponibles en agua,

V) un objetivo prioritario de la politica de la UE es la conservacion del medio

ambiente (Montesinos et al., 2008; Programa Horizon 2020).

Por todo ello, seria muy deseable controlar las poblaciones de la bacteria en agua de rio
y/o de riego mediante un tratamiento biolégico eficaz y respetuoso con el entorno natural.
Y, tal y como se comentd previamente, seria preferible que el método utilizado diera lugar

a la muerte de las bacterias.
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En el caso concreto del agente fitopatégeno R. solanacearum, cuyos hébitats son las
plantas huésped y el suelo, un agente bioldgico que sea suministrado por medio del agua
debe tener caracteristicas biolégicas que le permitan sobrevivir en ese medio, que no es
el habitual ni de la bacteria ni de sus bacteriéfagos especificos. Si dicha supervivencia
resulta ser prolongada y los bacteriéfagos mantienen su actividad litica sobre el huésped
tras largos periodos en el agua, ademas se favorece su aplicabilidad en el campo, ya que
pueden vehicularse directamente a través de ese medio natural y simple como es el
agua, sin necesidad de encapsularlos o de afiadir otros soportes fisicos y/o bioldgicos
para proteger su viabilidad hasta el encuentro con la célula diana. Esa alta supervivencia
facilitaria también la preparacién de su presentacion comercial, que podria ser en medio
acuoso sin requerir condiciones de refrigeracion (o incluso temperaturas inferiores) para

su mantenimiento.

Sin embargo, debe tenerse en cuenta que los bacteriéfagos son pardsitos intracelulares
obligados y, como tales, necesitan de la célula huésped para su perpetuacion. Puesto
gue se vehiculan hacia esta célula por diferentes vias, segun los tipos de bacteriéfagos y
tipos de células huésped, es esperable un tiempo de supervivencia en el medio ambiente
gue les permita contactar con la célula huésped. Es conocido que este tiempo puede ser
variable entre distintos bacteriéfagos, siendo necesario su estudio en cada caso
particular. Asi, por ejemplo, se observan variaciones apreciables en la supervivencia de
bacteriofagos del mismo serotipo/genotipo (Brion et al., 2002) o, incluso, entre
bacteri6fagos de bacterias acuéticas patdogenas de peces, cuyo habitat natural es el agua
(Pereira et al., 2011). En este ultimo caso se ha llegado a considerar como buena una
supervivencia de los bacteri6fagos de tres meses en agua, aceptandose que los
bacteriéfagos que presentan mayor supervivencia en agua son buenos candidatos para el
control de enfermedades bacterianas de peces en sistemas de cultivo acuéticos (Pereira
et al., 2011).

Debe hacerse notar que R. solanacearum es una bacteria fitopatbgena cuyo medio
natural es el xilema de las plantas y con frecuencia el suelo, pero no el agua. Al no
tratarse de una bacteria autdctona de ambientes acuaticos, no es esperable una alta
supervivencia en agua de bacteriéfagos especificos de la misma. De hecho, en ninguna
de las publicaciones y patentes anteriormente comentadas se describe la viabilidad y
actividad litica de bacteriéfagos liticos especificos de la especie anteriormente

denominada R. solanacearum en agua medioambiental en ausencia de células huésped.

Y, sin embargo, seria interesante disponer de bacteriéfagos liticos especificos frente a R.

solanacearum, particularmente que mostraran un amplio espectro de cepas de dicha
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especie sobre las cuales fueran activos y que, ademas, tuvieran una alta supervivencia
en agua, preferiblemente de al menos un mes o, mas preferiblemente, de varios meses.
Con ello se podria realizar un tratamiento biolégico del agua de riego contaminada con R.
solanacearum, mediante el uso de bacteriéfagos especificos de dicho patégeno, que
pudiera tener un efecto preventivo o de disminucion de la marchitez bacteriana en zonas
contaminadas donde pueda haber plantas susceptibles. El tratamiento con dichos
bacteriéfagos presentaria las ventajas habituales frente a los tratamientos quimicos, asi

como las asociadas a otros tratamientos de biocontrol, en especial con bacteriéfagos:
- alta especificidad por la célula huésped,
- replicacion natural sélo en la célula huésped,

- inocuidad para otros seres vivos, incluida la microbiota beneficiosa para las

plantas a proteger,

- la aplicacién del tratamiento biolégico a través de agua de riego es mas sencilla y
econOmica que en el caso del control quimico, y no requiere medidas de
proteccion para el personal durante su aplicacion, al ser inocuo para el ser

humano,

- menor impacto medioambiental, en especial en comparacion con los compuestos
cupricos y los antibidticos utilizados en agricultura, para los cuales muchos
patégenos han desarrollado resistencia, reduciéndose la eficacia de dichos
tratamientos quimicos que ademas aumentan la contaminacion quimica del suelo,

las plantas y sus frutos,

- menores restricciones legales para su uso, pudiendo aplicarse donde estuviera

prohibido el control quimico,

- al ser inertes durante su estado extracelular, los bacteriéfagos pueden combinarse
con otras estrategias de control y/o biocontrol para incrementar el control de la

enfermedad,

- produccién facil y econémica, ya que aumentan su namero en presencia de la

bacteria diana,

- facil ajuste de la dosis de bacteriéfagos a aplicar en funcidén de la concentracion

de patbgeno a tratar.

La presente invencién aporta una solucion al problema de la ausencia de bacteriéfagos

que muestren un amplio espectro de cepas de dicha bacteria sobre las cuales fueran
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activos y que, ademas, tengan una alta supervivencia en agua, preferiblemente de al

menos un mes o, mas preferiblemente, de al menos varios meses.

Sumario de la invencion

La presente invencion se basa en el aislamiento, a partir de agua de rio de varias
regiones de Espafa, de varios bacteriéfagos capaces de lisar la bacteria R.
solanacearum, y en los resultados de su caracterizacibn estructural, funcional y

molecular, asi como gendmica, que han permitido evidenciar:

- que todos ellos pertenecen a la misma especie virica, tratandose de una nueva

especie perteneciente a la familia Podoviridae,
- su especificidad por dicha bacteria,
- su actividad sobre un amplio espectro de cepas de R. solanacearum,

- su actividad a diferentes temperaturas, pHs, condiciones de salinidad y aireacién y

en presencia de luz,

- su elevada supervivencia en agua, superior a tres afios, en aguas naturales de
distinta composicién quimica y pH, a distintas temperaturas, en ausencia del

huésped, manteniendo su capacidad litica tras periodos tan prolongados,

- la capacidad para disminuir la marchitez provocada por R. solanacearum en

plantas regadas con agua que contenia al menos uno de dichos bacteriéfagos.

Los ensayos realizados han permitido comprobar que estas caracteristicas son también
compartidas por el bacteriofago del que ya se habia descrito una caracterizacion
funcional parcial (actividad litica en medio liquido a distintas temperaturas y pHs, rango
inicial de huéspedes y capacidad de controlar la marchitez en plantas) en anteriores
trabajos del grupo de los presentes inventores (Alvarez et al., 2006a, Alvarez et al.,
2006Db), sin haberse descrito su origen especifico, método de aislamiento, capacidad de
supervivencia, ni haberse realizado una caracterizacion molecular y gendmica, que
permitiera su clasificacién taxonémica, desconociéndose hasta ahora la familia a la que

pertenecia.

Su alta especificidad, el amplio rango de cepas sobre las que presentan actividad y, muy
en especial, su elevada supervivencia en agua, hace de todos estos bacteriéfagos

agentes muy adecuados para el biocontrol de R. solanacearum en agua de cursos
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naturales y/o aguas de riego y reservorios de las mismas, y para la prevencion y/o el
tratamiento de la marchitez producida por dicha bacteria en plantas. Esto es asi porque el
mantenimiento de la actividad litica tras largos periodos favorece su aplicabilidad en
cultivos de campo o en invernaderos o viveros u otros, a los que puede vehicularse
directamente a través del agua, medio natural y simple, sin necesidad de encapsularlos o
de afiadir otros soportes fisicos, quimicos y/o bioldgicos para proteger su viabilidad hasta
el encuentro con la célula diana. Con ello, se reducen también los costes de aplicacién, al
disminuir el numero de aplicaciones requeridas en el tiempo, se aumenta la eficiencia a
largo plazo del producto en los sistemas agricolas en los que se pretende aplicar, y se
puede prevenir y combatir mas eficazmente la aparicion de brotes de la enfermedad
causada por R. solanacearum. Asi, los agentes de control de R. solanacearum basados
en estos bacteriéfagos presentan un mayor "valor afiadido” del producto de cara a los

agricultores y viveristas, principales consumidores potenciales de dicho producto.

Ademas, tal y como se comentd previamente, esta capacidad de supervivencia tan alta
en agua de los bacteriéfagos objeto de la invencién, manteniendo la capacidad litica tras
periodos prolongados en dicho medio en ausencia de huésped, no era esperable para
bacteriéfagos especificos de una bacteria cuyo medio natural no es el agua como es el
caso de R. solanacearum, no observandose esta capacidad en otros bacteriéfagos liticos
especificos de dicha bacteria y aislados también de cursos fluviales naturales de Espafa

por los presentes inventores.

Por todo ello, en un primer aspecto, la invencién se refiere a un bacteriéfago con

capacidad de lisar células de Ralstonia solanacearum seleccionado del grupo de:

a) VRsoP-WF2 (DSM 32039), vRsoP-WM2 (DSM 32040), vRsoP-WR2 (DSM 32041),

0

b) un podovirus cuyo genoma presenta la secuencia de SEQ ID NO:1
(correspondiente a vVRsoP-WF2), SEQ ID NO:2 (correspondiente a VRsoP-WM2) 6
SEQ ID NO:3 (correspondiente a VRsoP-WR2).

En lo sucesivo, la expresion "bacteriéfago de la invencion" se utilizar4d para hacer

referencia a uno cualquiera de estos bacteriéfagos.

En otro aspecto, la invencion se refiere a una composicion que comprende al menos uno
de los bacteriéfagos de la invencién, o combinaciones de los mismos. Dicha composicion

sera considerada una composicion de la presente invencion.
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En un aspecto mas, la invencion se refiere al uso de al menos uno de los bacteriéfagos
de la invencién, o de combinaciones de los mismos, para el control de R. solanacearum
en agua de cursos naturales, corrientes de agua canalizadas, reservorios naturales de
agua, agua de riego y reservorios de aguas de riego, mediante la adiciébn de uno o més

de dichos bacteriofagos al agua de riego o reservorios de la misma.

En otro aspecto, relacionado con el anterior, la invencién se refiere al uso de al menos
uno de los bacteri6fagos de la invencién, o de combinaciones de los mismos, o
composiciones de la invencién para el control de R. solanacearum en suelo, mediante la
adicién de uno o mas de dichos bacteriéfagos o de una composicion de la invencion a
dicho suelo a través del agua de riego con la que se inunda el suelo, previamente tratada

con el o los bacteriéfagos mencionados o con la mencionada composicion.

En otro aspecto adicional, la invencion se refiere a un procedimiento para prevenir o
controlar la marchitez bacteriana provocada por R. solanacearum en plantas, que

comprende las etapas de:

a) afiadir al agua que vaya a utilizarse para regar las plantas una composiciéon
que comprende bacteri6fagos pertenecientes a al menos uno de los

bacteriéfagos objeto de la invencion, o combinaciones de los mismos;
b) regar las plantas con dicha agua tratada.

Como se indicd previamente, el término “R. solanacearum”, sin alusién al significado
previo de esta denominacion, se utiliza en la invencion para hacer referencia a la especie
R. solanacearum tal y como se ha descrito tras la ultima revisién taxonémica, es decir, la
especie constituida anicamente por cepas de filotipo Il. En cambio, cuando se utiliza el
término “especie anteriormente denominada R. solanacearum”, se hace referencia a las
bacterias que se consideraban comprendidas dentro del término R. solanacearum en
trabajos, datos, patentes, publicaciones, bibliografia, etc, previos a la revisién taxonémica
de Safni y colaboradores (2014), independientemente de si la denominacién se

corresponde 0 no con la clasificacion actual.

Por consiguiente, la presente invencion, es decir, el “procedimiento para la
prevencion y/o el control biolégico de la marchitez causada por Ralstonia
solanacearum a traves del uso de bacteriéfagos Utiles para ello y las composiciones
de los mismos”, hace referencia a R. solanacearum tal y como se ha descrito tras la
revision taxondmica de Safni y colaboradores (2014). Las tres invenciones de otros

autores mencionadas en el presente documento hacen referencia a la “especie
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anteriormente denominada R. solanacearum” que, en los casos en los que hay
informacion disponible (documento de patente, publicaciones, etc), puede
comprobarse que se trata de cepas mayoritariamente reclasificadas en la nueva

especie R. pseudosolanacearum.
Breve descripcion de las figuras

La Fig. 1 muestra fotografias de placas de medio de cultivo de los ensayos de actividad
litica de bacteriofagos aislados de agua de rio frente a R. solanacearum. Las zonas mas
oscuras corresponden a zonas de lisis y/o areas aisladas o calvas, que son zonas de
reproduccion de los bacteri6fagos en el césped bacteriano, que permiten observar el
medio de cultivo por lisis de las bacterias, cuyo crecimiento masivo se aprecia en las

zonas mas blanquecinas y mas opacas.

La Fig. 2 muestra una fotografia de una placa de medio de cultivo con un césped de la
cepa IVIA 1602.1 de R. solanacearum en la que se realizaron ensayos de lisis. En cada
cuadrante se indica el bacteriéfago contenido en la suspensién afadida sobre el césped
bacteriano; se indica también la localizacion del cuadrante del control sin bacteriéfagos

(cuadrante superior izquierdo, marcado con el nombre de la cepa bacteriana).

La Fig. 3 muestra una fotografia de los bacteriéfagos de la presente invencidn obtenida
por microscopia electrénica de transmisidn tras tincion negativa. Se observa que
presentan una cabeza poligonal (entre 40 y 60 nm de diametro dependiendo del

bacteriéfago) sin envoltura, y una cola corta.

La Fig. 4 es una fotografia obtenida tras someter a electroforesis las muestras en las que
se habia llevado a cabo la digestion del ADN de los bacteriéfagos vRsoP-WF2, vRsoP-
WM2 6 vRsoP-WR2 (segun se indica en la parte superior de la fotografia) con distintas
enzimas de restriccion, indicadas sobre cada carril. Los carriles de los extremos derecho
e izquierdo corresponden al patron de pesos moleculares (M): ADN del fago A digerido

con Hindlll.

La Fig. 5 muestra la zona en la que la secuencia correspondiente al bacteriéfago vRsoP-
WM2 presenta una insercion de 468 nucledtidos respecto a las secuencias
correspondientes a los bacteriéfagos vRsoP-WF2 y vRsoP-WR2, asi como las zonas de
secuencia proximas a ésta. La presencia de un guidn en una secuencia indica una
posicion en la que un nucledtido esta ausente en dicha secuencia con respecto a una o
las otras dos secuencias, ausencia que permite continuar el alineamiento en la misma

zona. En la linea inferior situada bajo las lineas correspondientes a las secuencias, la
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presencia de un asterisco indica coincidencia entre los nucle6tidos situados en esa

posicion en las tres secuencias.

La Fig. 6 muestra la organizacion gendmica de los bacteriéfagos vRsoP-WF2, vRsoP-
WM2 y vRsoP-WR2 en comparacion con la del bacteriéfago T7. En distintos tonos de gris
o con tramas de lineas paralelas en direcciones diferentes se indica la localizacion de los
marcos abiertos de lectura funcionales (ORFs), que han sido identificados mediante la
herramienta BLAST, segun se especifica en las leyendas situadas en la parte inferior de
la figura. Se observa que los tres bacteriéfagos poseen una organizacion gendémica y

expresion de los ORFs similar a la del bacteriéfago T7 en parte del genoma.

La Fig. 7 muestra las curvas de supervivencia de los bacteriéfagos vRsoP-WF2, vRsoP-
WM2 y vRsoP-WR2 incubados a 14°C en ausencia de células huésped en agua del rio
Tormes (panel A, superior) y del rio Turia (panel B, inferior). La supervivencia se expresa
como el logaritmo en base 10 de las unidades formadoras de calvas detectadas por

mililitro (UFC/ml) en las muestras tomadas en los tiempos indicados en abscisas.

La Fig. 8 muestra un gréfico de la actividad litica del bacteriéfago vRsoP-WF2, afiadido a
una concentracion inicial de 10° unidades formadoras de calvas por mililitro (UFC/ml) en
agua de rio estéril, a la que se han afiadido 10° unidades formadoras de colonias por
mililitro (UFC/ml) de R. solanacearum. Se observa la disminucion con el tiempo de las
UFC/ml correspondientes a la bacteria (expresadas en forma de su logaritmo en base 10,
puntos indicados con un circulo relleno), mientras aumentan las UFC/ml correspondientes
al bacteri6fago (expresadas también en forma de su logaritmo en base 10, puntos

indicados con un cuadrado relleno).

La Fig. 9 muestra un esquema ilustrado del procedimiento experimental de la aplicacion
de los bacteriofagos objeto de la invencién al agua de riego desarrollado por los
presentes inventores para comprobar su capacidad de control de la marchitez bacteriana.
En la parte inferior, se muestran fotografias del estado de las plantas al comienzo del
ensayo (tiempo cero, fila superior de fotografias) y tras 1 mes (tiempo 1 mes, fila inferior
de fotografias), para cada una de las combinaciones de R. solanacearum vy el

bacteriéfago vRsoP-WF2 indicadas sobre las mismas.

La Fig. 10 muestra un grafico de barras en el que se representa la reduccion de la
marchitez bacteriana, expresada como tanto por ciento, en dos ensayos diferentes
realizados en plantas de tomate. Experimento (Exp.) 1, concentracion de bacteriofago:
10° unidades formadoras de calvas por mililitro (UFC/ml) y Exp. 2, concentracion de

bacteri6fago: 10° UFC/ml. En ambos experimentos, la concentracion de bacteria fue de
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10° unidades formadoras de colonias por mililitro (UFC/ml). Las barras con trama vertical
corresponden a las plantas tratadas con bacterias, sin adicidbn de bacteriéfagos; las
barras sin trama corresponden a las plantas tratadas con bacterias y bacteriéfagos a las
concentraciones indicadas; las barras con trama horizontal, corresponden a las plantas
tratadas con bacterias y diluciones 1/10 de las concentraciones de bacteri6fagos antes

indicadas.

La Fig. 11 muestra un grafico de barras en el que se representa la reduccion de la
marchitez bacteriana producida por R. solanacearum, expresada como tanto por ciento,
en ensayos en los que plantas de tomate se regaron con agua que contenia las
combinaciones de bacteria (Rsol) y bacteriéfago que se indican bajo las barras. Los
cuatro casos situados mas a la derecha corresponden a aguas de riego con
combinaciones binarias (de izquierda a derecha, vVRsoP-WF2 con vRsoP-WM2, vRsoP-
WF2 con vRsoP-WR2, o vRsoP-WM2 con vRsoP-WR?2) o terciarias (VRsoP-WF2, vRsoP-
WM2 y vRsoP-WR2) de bacteriéfagos junto con la bacteria.

Descripcion detallada de la invencion

Tal y como se ha mencionado anteriormente, la invencién se refiere a nuevos
bacteri6fagos especificos de R. solanacearum (los bacteriéfagos de la invencion), al uso
de al menos uno de los bacteri6fagos de la invencién, o de combinaciones de los
mismos, para el control de R. solanacearum en agua de cursos naturales, reservorios
naturales de agua, agua de riego y reservorios de agua de riego, mediante la adicion de
uno o mas de estos bacteriéfagos a dicha agua o sus reservorios; también se refiere al
uso de estos bacteriéfagos para el control de R. solanacearum en suelo, mediante la
adicion de uno o mas de estos bacteriéfagos a dicho suelo a través del agua de riego
tratada; y a un procedimiento para prevenir o controlar la marchitez bacteriana provocada
por R. solanacearum en plantas, en el que, al agua que vaya a utilizarse para regar las
plantas, se afiade una composicion que comprende al menos uno de los bacteriéfagos a
los que se ha denominado vRsoP-WF2 (DSM 32039), vRsoP-WM2 (DSM 32040) o
VRsoP-WR2 (DSM 32041), o combinaciones de los mismos, y se riegan las plantas con

dicha agua tratada.

En la presente solicitud, se utiliza la palabra "fago" como abreviatura de la palabra
"bacteriéfago”, con el mismo significado. Por ello, de ahora en adelante ambos términos
se utilizaran indistintamente. Por "bacteriéfago” se entiende un virus capaz de infectar
bacterias, ya sea produciendo su lisis (ciclo litico) o insertandose en su genoma y

replicandose con él, sin producir lisis (ciclo lisogénico).
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Los bacteriéfagos de la invencion se han aislado de agua de rio de varias regiones de

Espafia, en concreto Badajoz, Salamanca y las Alpujarras (Granada).

La caracterizacion morfologica por microscopia electrénica de los viriones y molecular por
andlisis de restriccion del ADN de los mismos ha demostrado que pertenecen a la familia
Podoviridae (concretamente, al género de los virus similares a T7 o "T7-like"), una familia
de la cual, hasta ahora, sélo se habia descrito un bacteriéfago con actividad litica frente a
la especie anteriormente denominada R. solanacearum, el bacteriéfago PRSB1, descrito
por Fujiwara y colaboradores (Fujiwara et al., 2011) y que presenta un genoma de mayor
tamafio que los bacteriéfagos de la presente invencion, cuyo genoma no supera los
41.000 pares de bases (pb) en ninguno de los tres casos (ver Tabla 2), mientras que el
genoma del ®RSBL1 tiene un tamafio de 43.077 pb. Ademas, las tres invenciones de otros
autores mencionadas en la presente solicitud, relacionadas con el uso de bacteriéfagos
para el control de R. solanacearum hacen referencia a la especie anteriormente
denominada R. solanacearum que, en los casos en que hay informacion disponible
(documento de patente, publicaciones cientificas, etc.), puede comprobarse que tratan de

cepas mayoritariamente reclasificadas en la nueva especie R. pseudosolanacearum.

Por tanto, los bacteri6fagos de la presente invencidén no pertenecen a una de las familias
méas comunes entre los bacteriofagos liticos de la especie anteriormente denominada R.
solanacearum, Myoviridae, sino a otra familia distinta. Ademas, parecen formar parte de
una misma especie, distinta de otras especies de virus similares a T7 descritas hasta el
momento. El hallazgo de virus que pertenecen a una nueva especie entre los

bacteri6fagos que atacan a R. solanacearum es un hecho inesperado.

El genoma de ninguno de los tres bacteriofagos de la presente invencién parece
presentar dianas de reconocimiento para la enzima de restriccion Pstl, que no da lugar a
digestién de los mismos, lo que supone una diferencia con los bacteriofagos liticos de la

patente de Japon JP4532959-B2, que si son digeridos por dicha enzima.

Asi, en la presente invencion se proporcionan por primera vez datos para identificar los
tres bacteriéfagos de la presente invencién y distinguirlos entre ellos y con respecto a
cualquier otro bacteriéfago conocido, como son la familia a la que pertenecen, el género,
la asighacién de todos ellos a una misma especie, la secuencia de su genoma y el perfil
de restriccion caracteristico, obtenido con varias enzimas tras la digestion de su genoma
(ver Ejemplos 1y 2, y las Fig. 3, 4, 5y 6). Se describe, ademas, el método de aislamiento
utilizado y la procedencia concreta de cada uno de ellos. Adicionalmente, para su clara

definicion, se aporta el dato del nimero de depésito otorgado por el Leibniz-Institut
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DSMZ-Deutsche Sammlung von Mikro-organismen und Zellkulturen GmbH, en su calidad
de autoridad de depésito internacional segun el Tratado de Budapest, para cada uno de

los bacteriofagos.

Ademas de la caracterizacion estructural (caracterizacion morfolégica de las particulas
viricas y caracterizacion gendmica), en la presente solicitud se describe también la
caracterizacion funcional (fisioldgica y litica) de los bacteriéfagos aislados. Tal y como se
comentd previamente, una de las caracteristicas importantes para que un agente de
biocontrol pueda ser efectivo es mostrar un amplio rango de cepas sobre las cuales
pueda actuar. Tal y como se muestra mas adelante en Ejemplos de la presente solicitud,
se confirmaron los datos previamente descritos por Alvarez y colaboradores (Alvarez et
al., 2006a, Alvarez et al., 2006b) para un bacteri6fago del que se sabia que se habia
aislado en un curso fluvial de Espafia que no quedaba especificamente identificado y
respecto al cual no se aportaban suficientes datos estructurales para adscribirlo a una
familia y, menos aun, a un género y especie concretos. En particular, se confirmo6 su
capacidad litica para 30 cepas que se consideraban entonces pertenecientes todas ellas
a la misma especie, la especie anteriormente denominada R. solanacearum, de las que
se desconocia su filotipo, asi como los rangos de pH y temperatura en los que muestra
actividad: entre 14°C y 31°C, y a rangos de pH de 6,5 a 8,2. Dichos datos corresponden
al bacteriéfago denominado en la presente solicitud vVRsoP-WF2. Se ha comprobado que
los otros dos bacteri6fagos de la presente invencién, vRsoP-WM2 y vRsoP-WR2,
presentan capacidad litica para las mismas cepas de R. solanacearum, y que son activos
en los mismos rangos de pH y temperatura, ampliandose dicha caracterizacion para los
tres bacteridfagos de la presente invencién. Los mismos resultados se obtuvieron con las
mezclas de dos de los bacteriéfagos (VRsoP-WF2 con vRsoP-WM2, vRsoP-WF2 con
VRsoP-WR2, o0 VRsoP-WM2 con vRsoP-WR2) o con la combinacion de los tres (VRsoP-
WF2, vRsoP-WM2 y vRsoP-WR2). Asi, las mezclas que comprenden una de dichas
combinaciones de bacteriéfagos son una posible realizacién de las composiciones de la
presente invencién, asi como las composiciones que comprenden al menos uno de los

bacteri6fagos de la presente invencion.

También se comprobo su especificidad por R. solanacearum, no observdndose actividad
litica con aislados bacterianos de agua de rio con los que se realizaron ensayos, ni con
cepas de otras especies de bacterias fitopatdgenas. De nuevo, estos datos son validos
tanto para los tres bacteriéfagos de la presente invencién como para las combinaciones

de los mismos.
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Por tanto, los tres bacteriéfagos por separado, asi como las combinaciones de los
mismos, cumplen las caracteristicas deseables para agentes de control biolégico como
son la alta especificidad por la célula huésped, no suponiendo un riesgo para la
microbiota del agua, suelo o plantas, por ser especificos frente a R. solanacearum.
Tampoco suponen una amenaza para la salud del ser humano, animales o plantas, al
tratarse de virus bacteridfagos que sdlo infectan bacterias. Son activos, ademas, en un
rango de pH compatible con las caracteristicas de distintos cursos fluviales de la
geografia espafiola, y en un rango de temperaturas compatible con las caracteristicas de
los mismos. Ello apoya el uso de los bacteriéfagos de la presente invencion, de forma
individual o como combinaciones de los mismos, y el de las composiciones que
comprenden dichos bacteriéfagos, para el control de R. solanacearum, ya sea en agua de
cursos naturales de agua como los rios, arroyos o riachuelos, reservorios naturales de
agua como lagos, lagunas, charcas, manantiales y acumulaciones subterraneas,
reservorios artificiales de agua como embalses, depdsitos cubiertos, tanques, estanques
(con cubierta superficial o sin ella), pozos, agua de riego en general y reservorios de la

misma como los reservorios naturales o artificiales antes citados.

En ese sentido, los datos de campo recopilados por los presentes inventores sobre las
aguas naturales contaminadas con R. solanacearum en las distintas comunidades
autbnomas espafolas revelan que en los meses estivales (que es cuando se detecta la
bacteria en agua y se prohibe su uso para riego) las temperaturas diurnas mas altas de
estas aguas oscilan entre 13°C y 17°C, disminuyendo por la noche. Asi, por ejemplo, en
Salamanca y Guadalajara las temperaturas de las aguas muestreadas varian entre 14°C
y 4°C. Ademds, en los distintos paises del centro y norte de Europa con aguas
medioambientales contaminadas con R. solanacearum las temperaturas son mas bajas
en los meses de verano. Por tanto, el rango de actividad observado para los
bacteriéfagos de la presente invencion es compatible con su utilizaciébn en cursos
naturales de agua, en particular de Espafa. También lo es su rango de pH de actuacion.
Sin embargo, no es sencillo afiadir bacteriéfagos a un curso fluvial de agua en cantidad
suficiente para conseguir el control efectivo de microorganismos en los mismos, en
especial en el lugar concreto donde esa agua pueda desear utilizarse para regar, pues
los bacteriéfagos quedaran muy diluidos y seran transportados con el curso de agua a lo
largo del mismo por lo que, aunque su tiempo de supervivencia sea muy alto, no se
favorece que los bacteriofagos contacten con la célula huésped en el tramo de curso de
agua que pueda ser de interés, salvo que los bacteriéfagos se afiadan a cursos de agua
cortos y/o de reducido caudal, como riachuelos, regatos y canalizaciones artificiales,

especialmente las que conduzcan a un reservorio donde el agua vaya a tener un tiempo
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de permanencia mayor. Por ello, se prefiere que el uso se lleve a cabo en un reservorio
natural o artificial de agua, tal como lagos, lagunas, charcas, manantiales, embalses,
depositos cubiertos, tanques, estanques (con cubierta superficial o sin ella) o pozos. En
ellos, ademas, si se sospecha que puede haber una contaminacion con R. solanacearum,
es mas sencillo realizar una estimacion de la misma y determinar la cantidad o
concentracion de bacteriéfagos a afiadir en funciéon de la misma. En cualquier caso, se
prefiere que se trate de un reservorio en el que el agua se mantiene a una temperatura
comprendida en el rango de temperaturas de 4°C a 30°C, ambos valores incluidos,
intervalo en el cual los bacteriéfagos de la presente invencién sobreviven periodos
prolongados, manteniendo su actividad litica, tanto en forma aislada como formando
parte de composiciones que contienen al menos uno de ellos. Dicho intervalo comprende
también las temperaturas ambientales de supervivencia y/o multiplicacion del patégeno
R. solanacearum, el intervalo medioambiental de 4°C a 24°C, de forma que la actividad
litica de los bacteriéfagos de la presente invencion es efectiva a las temperaturas en las
gque dicha bacteria supone una amenaza real para el desarrollo de la enfermedad en los
cultivos. Como los valores proximos a 30°C no son habituales en los reservorios de agua
medioambiental, y teniendo en cuenta las fluctuaciones de temperatura ambientales
diarias y estacionales, se tiene preferencia también por condiciones donde la temperatura
media del agua del reservorio esté comprendida entre 4°C y 24°C, ambos valores

incluidos.

Debe sefalarse que los ensayos descritos en el Ejemplo 4 de la presente solicitud
confirman la aplicabilidad de los bacteriéfagos de la presente invencion a través del agua
de riego y su utlidad para reducir los dafios de marchitez producidos por R.
solanacearum en plantas. Es por ello que la presente invencion proporciona también un
procedimiento para prevenir o controlar la marchitez provocada por R. solanacearum en
una planta, que comprende las etapas de afiadir al agua que vaya a utilizarse para regar
la planta una composicién que comprenda al menos uno de los bacteriéfagos de la
presente invencion, o combinaciones de los mismos, y regar la planta con dicha agua

tratada.

La propuesta de realizar un tratamiento previo del agua de riego antes de su uso para
regar es una opcién no considerada en los trabajos previos de autores japoneses que se
discutieron anteriormente y es una opcion de gran interés, puesto que los principales
cultivos afectados por R. solanacearum son cultivos de regadio. Asi, aunque es
compatible con la invencion que el cultivo de la planta se lleve a cabo en cualquiera de

las condiciones en que sea posible dicho cultivo, una posible realizacion de la invencion
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donde puede tener gran interés es aquella en la que la planta se esta cultivando en un
campo, en un vivero, en un invernadero o cualquier otro tipo de sustrato, o en cultivo
hidroponico, donde puede ser sencillo planificar y aplicar el procedimiento de la invencion
dentro del sistema de regadio y, ademas, hacerlo de forma que beneficie
simultdneamente a muchas plantas. Por otra parte, pero de forma perfectamente
compatible con la realizacion anterior, dentro de la posible aplicacién a cualquier cultivo
de una especie susceptible y/o tolerante a R. solanacearum, una realizacion de gran
interés de la invencion es aquella en la que la planta es de una especie perteneciente a la
familia de las solanaceas (familia Solanaceae) y en particular, aquella en la que la planta
se selecciona entre tomate (Solanum lycopersicum), patata (Solanum tuberosum) (los
dos cultivos mas frecuentemente afectados), pimiento (Capsicum annuum) o berenjena
(Solanum melongena). La aplicaciéon del método de la invenciébn es perfectamente
compatible con que la planta se encuentre en un cultivo o plantacion dedicado a plantas
de una Unica especie, 0 en zonas de cultivo donde hay plantas de distintas especies,
generalmente en secciones especificas para cada una, como sucede con los huertos
tradicionales, siendo habitualmente el sistema de riego comun a todas ellas, asi como el
reservorio del que parte el agua de riego. Las caracteristicas de los bacteriéfagos de la
presente invencion posibilitan que no sea necesaria su aplicacion individualizada (planta
por planta), como si sucede con las aplicaciones propuestas por los autores japoneses y

con otros agentes de biocontrol.

El riego puede realizarse por cualquiera de los sistemas conocidos, tales como los
sistemas tradicionales de inundacion parcial o total, por goteo, por riego subterraneo
mediante tuberias perforadas, por exudacion a través de tuberias porosas, o por

aspersion.

Como se comentd anteriormente, es conveniente que, previamente al riego, el agua a la
que se le haya afiadido la composicion con uno o mas bacteriéfagos de la presente
invencidon se mantenga a una temperatura comprendida en el intervalo de 4°C a 24°C,
que puede considerarse un intervalo medioambiental habitual, aunque, dado que los
bacteriéfagos de la invencion son activos hasta 31°C, dicho intervalo puede extenderse al
intervalo de 4°C a 30°C, ambos incluidos, a pesar de que este Ultimo valor no sea
habitual en reservorios de agua medioambiental. Como ya se discutié anteriormente,
también se consideran adecuadas condiciones donde la temperatura media del agua del
reservorio esté comprendida entre 4°C y 24°C, ambos valores incluidos, dadas las

fluctuaciones de temperatura ambientales diarias y estacionales.
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También es conveniente que el pH del agua esté en el intervalo de 6,5 a 9,0 (ambos
valores incluidos), para favorecer la actividad litica de los bacteriéfagos de la presente

invencion.

Por las mismas razones antes discutidas, es preferible que, previamente al riego de la
planta con el agua, el agua de riego se mantenga en un reservorio, natural o artificial,
desde el momento en que se afiade la compaosicién con uno o mas bacteriéfagos de la
presente invencion; este planteamiento es compatible con que la adicién de los
bacteriéfagos no se produzca necesariamente cuando el agua esta en dicho reservorio,
sino que puede hacerse en un curso de agua que desemboque o vierta al mismo,
especialmente cuando el mismo es una canalizacibn o un curso natural de pequefio
caudal que parte de un curso natural caudaloso o un gran reservorio, natural o artificial,

tal como un lago o un embalse.

En cuanto al reservorio en si, puede ser un depdsito sin cobertura superficial o un
deposito cubierto, incluidos los de tipo tanque o estanque; también puede ser algun
encharcamiento natural, como los producidos en los afloramientos de ciertos
manantiales, o pozos artificiales, naturales o seminaturales como los formados en ciertas

oquedades naturales, con acceso facilitado posteriormente por el hombre.

Por otro lado, es importante tener en cuenta, como se coment6 anteriormente, que uno
de los puntos fundamentales que determinan la efectividad de los bacteri6fagos como
agentes de biocontrol es su supervivencia en las condiciones del entorno en el que se
pretendan aplicar. En general, la supervivencia de los bacteriéfagos fuera del huésped,
como se discutié previamente, es extremadamente variable y depende de la naturaleza
particular de cada bacteri6fago, estando altamente influenciada por el medio ambiente
circundante, por condiciones tales como el pH del medio, la temperatura o la luz solar
(Iriarte et al., 2007). Debido a que la luz solar es un factor que con frecuencia afecta
negativamente a la supervivencia de los bacteriéfagos en condiciones naturales, para
plantearse su utilizacion en aguas superficiales es importante que sobrevivan
adecuadamente en presencia de dicho factor. En este sentido, los bacteriéfagos objeto
de la invencién se aislaron de distintos cursos fluviales espafioles expuestos a distintos
niveles de insolacion, a diferencia de los bacteri6fagos japoneses, aislados de suelo y de
material vegetal. Por otra parte, como los bacteriéfagos de la invencién se aislaron de
muestras de agua en las que estaban presentes células del huésped, se desconocia su

inesperada supervivencia en agua en ausencia de células huésped.
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Por todas esas razones, la supervivencia de los bacteriéfagos aislados por los presentes
inventores se considera un factor importante, casi una caracteristica crucial que supone
una importante ventaja para su uso como agente de biocontrol en agua. Tal y como se
describe mas adelante en el Ejemplo 3, dicha supervivencia se ensayé en ausencia de la
célula huésped, en agua natural de dos rios espafioles (Tormes en Salamanca y Turia en
Valencia) de distinta composicion quimica y pH, y a distintas temperaturas. Estos dos
tipos de agua presentaron diferencias destacables en los principales parametros fisico-
quimicos consultados de su composicidon: en concreto con el agua del rio Turia los
valores fueron comparativamente unas 100 veces mayores para el Mn, 10 veces
mayores para el Fe, entre 5y 10 veces mayores para los cloruros y el triple de nitratos;
con el agua del rio Tormes los valores fueron aproximadamente 4 veces mas altos de
fosfatos; los valores medios de pH estuvieron en torno a 8,13 en el agua del rio Turia y
7,36 en el agua del rio Tormes. Los rangos de temperatura de las aguas oscilaron entre
3,5 a 20,9°C para el rio Tormes y de 11,5 a 22,0°C para el rio Turia, es decir, ambos
rangos medioambientales de temperatura de las aguas se encuentran dentro de los
valores de temperatura utilizados para los ensayos de supervivencia de los bacteriéfagos,
qgue fueron de: 4°C, 14°C y 24°C, y a los valores de pH de 7,2 para el agua del rio Tormes
y 8,1 para el agua del rio Turia. De estos rios, el Tormes esta contaminado con R.
solanacearum y esté prohibido el uso de este agua para riego, mientras que en el Turia
no se ha observado contaminacién hasta el momento. Para los ensayos de la presente
invencién, dicha agua natural se filtr6 por 0,22 um y se esterilizd, de manera que los
ensayos de supervivencia se realizaron en ausencia del huésped. Tal y como se
demuestra en el Ejemplo 3, los tres bacteriéfagos de la presente invencidén se
mantuvieron activos y en niveles altos de actividad litica durante mas de 5 meses,
periodo superior a los tres meses considerados como buen periodo de supervivencia
para bacteriéfagos de bacterias acuaticas que afectan a peces y que estan, por tanto, en
su medio natural (Pereira et al.,, 2011). Esta alta supervivencia se observd a las tres
temperaturas ensayadas (4°C, 14°C y 24°C), con las que se pretendia cubrir el rango
medioambiental de interés para la aplicacion a agua de cursos y reservorios naturales de
agua, reservorios artificiales y aguas de riego. Posteriormente y como se menciona en el
Ejemplo 3, se continué el ensayo, encontrando que, tras 3 afios en agua natural, se
mantienen activos. Este largo periodo de supervivencia con mantenimiento de la
actividad litica es inesperado y sorprendente, particularmente para un bacteriéfago litico
de R. solanacearum pues, al no tratarse de una bacteria autdctona de ambientes
acuaticos, sino que su medio natural es el xilema de las plantas y con frecuencia el suelo,

no era esperable que bacteriéfagos especificos de esta bacteria presentaran una alta
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supervivencia en agua, fuera del huésped. De hecho, en los estudios de Fujiwara y
colaboradores (Fujiwara et al., 2011), por ejemplo, la estabilidad se controlé so6lo durante
15 dias, lo que permiti6 observar claras diferencias entre la estabilidad de los tres
bacteri6fagos ensayados, mas pronunciadas en tampon que en presencia de suelo,
observandose ademas acusadas diferencias en la capacidad de supervivencia de los dos
bacteri6éfagos de la familia Myoviridae, PRSL1 y PRSAL.

Tal y como se discutido previamente, la supervivencia fuera del huésped varia mucho
entre los diferentes bacteriéfagos, incluso entre los que pertenecen a un mismo
serotipo/genotipo (Brion et al., 2002) o, incluso, entre los que comparten un mismo habitat
natural como el agua (Pereira et al., 2011), habitat en el que una supervivencia de
bacteriéfagos acuaticos de al menos tres meses se ha considerado previamente como
una caracteristica adecuada para la seleccién de buenos candidatos para el control de
enfermedades bacterianas de peces transmitidas por el agua. Asi, la supervivencia de los
bacteri6fagos aislados por los presentes inventores no era en absoluto predecible,
especialmente teniendo en cuenta que ni siquiera se conocia la familia a la que
pertenecian y que no era de esperar una elevada supervivencia en agua de los mismos,

puesto que el habitat habitual de su huésped son las plantas y el suelo, no el agua.

En ese sentido, merecen comentarse los resultados de supervivencia en ausencia del
huésped de los bacteri6fagos objeto de la invencion obtenidos a 24°C, pues anteriores
resultados de los presentes autores en estudios de supervivencia de R. solanacearum en
los que se ensay0 la actividad litica de otros bacteriéfagos de la bacteria en presencia de
este huésped indicaban que la temperatura de 24°C favorece la velocidad de
desaparicion del patdgeno con respecto a la temperatura de 14°C (Alvarez et al., 2007).
No obstante, a la temperatura de 14°C, los bacteri6fagos objeto de la invencién
mantienen una actividad litica sobre el huésped en agua natural incluso tras tres afios en
ausencia de éste, y se ha observado que, en condiciones similares a las naturales, en
estudios realizados por los presentes autores con otros bacteriéfagos de este patégeno,
la lisis también causa una reduccion significativa de las poblaciones del mismo (Alvarez
et al., 2007). Ademas, 14°C es una temperatura mas cercana a las registradas en la
mayor parte de los habitats acuéaticos a partir de los cuales se ha detectado el patégeno

en Esparfia y otros paises europeos.

Por otra parte, cabe destacar que es habitual conservar los agentes de biocontrol,
previamente a su aplicacion, a bajas temperaturas, preferiblemente a 4°C, aunque
también se pueden almacenar a 14°C, asi como a 24°C. Por ello, es destacable que los

bacteri6fagos de la presente invencion se mantengan activos y en niveles altos a las tres
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temperaturas de ensayo durante mas de 5 meses, y que su supervivencia con actividad

litica alcance periodos de tres afios.

Por tanto, los bacteri6fagos de la presente invencion presentan como caracteristica
particularmente novedosa su supervivencia durante mas de 5 meses en agua natural en
ausencia de la célula huésped. Esto supone una caracteristica adecuada y muy ventajosa
para un agente de control biolégico, que debe tener caracteristicas que le permitan

sobrevivir en el medio en el que se pretende aplicar que, en este caso, es el agua.

Gracias a ello, es compatible con la aplicacién del método y el uso de la presente
invencion que la composicién que contiene los bacteri6fagos se mantenga durante su
almacenamiento y/o utilizacion, preferiblemente, a una temperatura comprendida en el
rango de 4°C y 24°C, ambas incluidas, que puede considerarse un intervalo
medioambiental habitual, aunque, dado que los bacteriéfagos de la invencion son activos
hasta 31°C, dicho intervalo puede extenderse al intervalo de 4°C a 30°C, ambos
incluidos, a pesar de que este Ultimo valor no sea habitual en reservorios de agua
medioambiental. Como ya se discutié anteriormente, también se consideran adecuadas
condiciones donde la temperatura media del agua del reservorio esté comprendida entre
4°C y 24°C, ambos valores incluidos, dadas las fluctuaciones de temperatura ambiental
diarias y estacionales. Esto facilita que las composiciones de la presente invencion
puedan mantenerse facilmente durante largo tiempo previamente a su aplicacion, en
forma de suspensiones en las que los bacteri6fagos se encuentran en un vehiculo
acuoso que puede ser agua (medioambiental, natural, destilada, previamente esterilizada,
0 sometida a otro tratamiento habitual para los vehiculos acuosos) o una solucién acuosa
(tal como solucidn salina estéril, tampén fosfato salino, etc) y lista para utilizar y aplicar
directamente cuando sea necesario. Por tanto, las composiciones de la presente
invencion, que pueden comprender cualquier vehiculo o excipiente agronémicamente
aceptable, pueden estar en forma liquida, por ejemplo en forma de suspension acuosa,
gque se puede preparar en agua o en una solucién acuosa y/o sus diluciones. Y en esta
misma forma pueden usarse para el control de R. solanacearum y aplicarse con el
método de prevencion o tratamiento de la marchitez provocada por dicha bacteria,
pudiendo estar por tanto listas para su aplicacion directa desde su forma de

comercializacion y almacenamiento.

La elevada supervivencia, con mantenimiento de la actividad litica sobre el huésped, de
los bacteriéfagos de la presente invencién, favorece su aplicabilidad en el campo, ya que
pueden vehicularse directamente a través del agua, un medio natural y simple, sin

necesidad de encapsularlos o de afadir otros soportes fisicos, quimicos y/o biologicos
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para proteger su viabilidad hasta el encuentro con la célula diana. Esto facilita el proceso
de produccién, abarata los costes y hace innecesario el uso de formulaciones complejas
para su aplicacion, asi como la adicion de agentes quimicos al medio ambiente. Con ello,
la alta supervivencia de los bacteri6fagos en agua en ausencia de la célula diana reduce
los costes de aplicacion de los mismos, al disminuir el nimero de aplicaciones requeridas
en el tiempo, y aumenta la eficiencia a largo plazo del producto en los sistemas agricolas
donde se pretenden aplicar, pudiendo asi prevenir mas eficazmente la aparicion de
brotes de la enfermedad causada por R. solanacearum. Todo ello redunda en un mayor
"valor afadido" del producto de cara a los agricultores y viveristas, principales
consumidores potenciales del producto a comercializar, los bacteriéfagos de la presente

invencion y/o las composiciones que los comprenden.

Ademds, esta elevada supervivencia en agua natural durante su estado extracelular
facilita su combinacion con otras estrategias de control (quimico y/o fisico, e incluso
bioldgico) frente al mismo patdgeno de plantas u otros, lo que puede constituir una etapa
opcional adicional del método de la presente invencién. EI método de la presente
invencién también es compatible con la aplicacion de compuestos de cobre, antibiéticos
y/o fumigantes del suelo, cuya aplicacion al suelo de crecimiento de la planta puede

considerarse también una etapa opcional adicional del método de la presente invencion.

La presente invencion es también compatible con la aplicacion adicional no sélo de un
agente de control quimico o fisico, sino de uno o mas agentes adicionales de control
bioldgico, distintos de cualquiera de los bacteriofagos de la presente invencion (otros
microorganismos, como bacterias, hongos y otros bacteriéfagos, etc.). Una posibilidad es
gque se trate de alguno de los bacteriéfagos liticos o lisogénicos previamente conocidos,
que presentan actividad frente a dicha bacteria. Para su aplicacion, el agente adicional
puede estar comprendido adicionalmente en una composicion de la presente invencion, o

puede aplicarse de forma separada.

Aunque la forma preferida de las composiciones de la presente invencion sea la forma
liguida, en medio acuoso, especialmente cuando esta prevista su aplicacion a agua para
el control de R. solanacearum y/o la prevencién o la reduccién de la marchitez bacteriana
provocada por esta bacteria en plantas que vayan a ser regadas con dicha agua, son
compatibles con la invencién otras formas de la composicion, especialmente aquellas
conocidas por los expertos en la materia para la conservacion de bacteriéfagos, tales
como en forma de liofilizados (lo que facilita su mantenimiento a temperatura ambiente) o

en forma de suspension acuosa refrigerada y/o congelada, que preferiblemente se
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mantendré entre 4°C y —20°C, y hasta temperaturas mas bajas, como las del intervalo de
—20°C hasta -80°C.

Como ya se comentd, las composiciones de la presente invencion pueden contener uno
de los tres bacteriéfagos cuyo aislamiento y caracterizacion morfolégica y genomica se
describe en la presente solicitud (VRsoP-WF2, vRsoP-WM2 6 vRsoP-WR2), o
combinaciones de los mismos (VRsoP-WF2 y vRsoP-WM2, vRsoP-WF2 y vRsoP-WR2,
VRsoP-WM2 y vRsoP-WR2, 6 VRsoP-WF2, vRsoP-WM2 y vRsoP-WR2). Los ensayos
realizados y descritos en el Ejemplo 4 sugieren que las combinaciones, tanto de dos
como de los tres bacteriéfagos de la presente invencion, son mas efectivas que el uso de
los bacteriéfagos por separado, por lo que pueden ser una buena opcion para su
utilizacion frente a R. solanacearum en aguas a tratar y, particularmente, en aguas que
vayan a ser utilizadas para riego, con el objetivo de prevenir o reducir la marchitez
provocada por esta bacteria. En las composiciones con combinaciones de varios
bacteri6fagos, cada uno de ellos puede estar a la misma concentracion, como en el
Ejemplo 4 de la presente solicitud, pero también es compatible con la invenciéon que las

concentraciones sean diferentes.

Ademas, una ventaja a considerar con el uso de la combinacion de dos o més de los
bacteri6fagos objeto de la presente invencidn es que con las mezclas se previene la
aparicion de cepas de R. solanacearum que pudieran ser resistentes a la accion litica de

alguno de ellos.

Respecto a la concentracion total de bacteriéfagos en las composiciones de la presente
invencién, no hay limitaciones, salvo las impuestas por razones quimicas, que den lugar a
que se sature la suspension y que los bacteriéfagos precipiten o se depositen. Sin
embargo, en la practica, esto es altamente improbable. Una posible opcién es que la
concentracién total de bacteriéfagos objeto de la invencién oscile entre 10° y 10°
unidades formadoras de calvas por mililitro (UFC/ml), que son concentraciones que han
sido probadas en los Ejemplos de la presente solicitud y que puede ser también un rango
de concentraciones orientativo en el que elegir la concentracion final de bacteriéfagos
que se desea que esté presente en el agua de riego. No obstante, las concentraciones
pueden ser mayores o menores que las comprendidas en ese rango, pudiendo
mantenerse y/o utilizarse a concentraciones de 10° UFC/ml, como en el apartado 4.1 del
Ejemplo 4, o incluso menores, pues los presentes inventores disponen de datos de
obtencion de lisis en medio liquido con bacteriéfagos de la presente invencion a
concentraciones del orden de 10> UFC/ml. Asi, los rangos de 10% a 10° UFC/ml o de 10%a

10° UFC/ml son también posibles rangos de concentracion de las composiciones de la
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presente invencion o para las condiciones de actuacion de los bacteriéfagos de la
presente invencion, asi como otros con limites superiores o inferiores, puesto que los

bacteri6fagos se multiplican dentro la bacteria.

En cuanto a los distintos bacteriéfagos de la presente invencion, segun las condiciones
previstas de aplicacién y/o mantenimiento, los datos de supervivencia pueden dar lugar a
una preferencia por vRsoP-WM2, mientras que los macroensayos con plantas descritos
en el Ejemplo 4, realizados concretamente con plantas de tomate, pueden dar lugar a una
preferencia por vRsoP-WR2, pues en dichos ensayos se observdé una mayor reduccion
de la marchitez bacteriana al aplicar este bacteriéfago de forma individual, con respecto a

los otros dos bacteriéfagos de la presente invencion.

La invencién se explicara ahora con mayor detalle mediante los Ejemplos y las Figuras

expuestos a continuacion.
Ejemplos

- Ejemplo 1. Origen vy aislamiento de los bacteriéfagos.

Se aislaron bacteriofagos liticos frente a R. solanacearum de varios rios de Castilla-Ledn,
Extremadura y Andalucia, en las proximidades de campos afectados de marchitez
bacteriana. Una seleccién de estos bacteriéfagos se purificé y se comprob6 su actividad

litica en el laboratorio frente a R. solanacearum, tal y como se muestra en la Fig. 1.

De entre ellos, se eligieron tres bacteriéfagos (VRsoP-WF2, vRsoP-WM2 y vVRsoP-WR2),

de distintos origenes, para proseguir la caracterizacion.

- VRsoP-WF2: aislado del rio Tormes en las proximidades de Salamanca.
- VRsoP-WM2: aislado del rio Cayo en la provincia de Badajoz.
- VRsoP-WR2: aislado del rio Yator en la zona de las Alpujarras, en la provincia de

Granada.

Los tres bacteriéfagos se purificaron por pases sucesivos de calvas en medio general LPGA
(extracto de levadura [5 g] — peptona [5 g] — glucosa [10 g] — agar [20 g], disueltos en agua
destilada [1 litro]; la glucosa se esteriliza por filtracién y se afiade posteriormente al resto del
medio esterilizado por autoclavado) junto con células huésped de una cepa de referencia de
R. solanacearum (cepa IVIA 1602.1, depositada en la Coleccidon Francesa de bacterias
asociadas a plantas [CFBP] con el numero CFBP 4944 y en la coleccién de libre acceso
de la DSMZ con el numero DSM 100387). Este método es también el preferido para la

amplificacion en medio sélido de cualquiera de los bacteriéfagos de la presente invencion.
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Una vez purificados, se procedié a la caracterizacion de su actividad litica por rango de

temperatura y pH y rango de huéspedes tal y como se describe a continuacion.
1.1. Rango de temperatura.

La actividad litica observada de los bacteriéfagos caracterizados frente a la cepa de R.

solanacearum seleccionada (IVIA-1602.1) se observa entre 14 °C y 31°C en los tres casos.

Dentro de este intervalo, la temperatura rutinaria de incubacién de los bacteriéfagos para
su multiplicacibn en el huésped, tanto en medio soélido como en medio liquido, en
condiciones de laboratorio, estd entre 28-30°C, porque son los valores que se consideran

Optimos para el crecimiento de R. solanacearum en dichas condiciones.

También se ensayaron mezclas de dos (VRsoP-WF2 — vRsoP-WM2, vRsoP-WF2- vRsoP-
WR2, vRsoP-WM2 — vRsoP-WR2) o de los tres bacteriéfagos (VRsoP-WF2 — vRsoP-WM2
— VRsoP-WR?2). Cualquiera de las cuatro mezclas de bacteriofagos también presentd

actividad dentro del mismo rango de temperatura.
1.2. Rango de pH.

La actividad litica observada de los bacteri6fagos caracterizados frente a la cepa de R.
solanacearum seleccionada (IVIA-1602.1) en las distintas aguas de riego ensayadas,
procedentes de rio, acequia y lago, fue positiva en todas ellas a pHs que oscilaron entre
6,5y 9,0. Del mismo modo, las mezclas de los bacteriéfagos presentaron actividad litica en las
mismas aguas de riego y, por tanto, dentro del mismo rango de pH. No se han determinado
hasta el momento los valores de pH minimos y maximos de actividad litica de los

bacteri6fagos.
1.3. Salinidad

Puesto que se ha descrito que R. solanacearum puede crecer en presencia de NaCl en
concentraciones del 1%, e incluso, en ocasiones, hasta del 2%, se ensay6 la actividad litica
de los bacteriéfagos en agua salobre de distintos origenes, con concentraciones salinas de
aproximadamente 1,5%, observandose actividad litica en los tres bacteri6fagos. Las cuatro
mezclas de bacteriéfagos de la invencidn citadas en el punto 1.1. también mostraron actividad

litica en las condiciones de salinidad ensayadas.
1.4. Luzvisible

Dado que la luz visible en ocasiones puede afectar la actividad litica de los bacteriéfagos, se
ensay06 dicha actividad en condiciones de luz y oscuridad. Se observd que, tras 48 h

ininterrumpidas de exposicion a luz intensa (aproximadamente 15.000 luxes), la actividad
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litica fue similar a la observada en condiciones de oscuridad, por lo que la presencia de luz
no parece afectar a la actividad litica de los bacteriéfagos objeto de la invencién. Igualmente,
las distintas mezclas de bacteri6fagos ensayadas presentaron similar actividad litica tanto en

presencia de luz como en oscuridad.
1.5. Aireacion

Puesto que R. solanacearum es una bacteria aerobia y normalmente se cultiva en medio
liquido con agitacién (aireacién), se determind el efecto de la ausencia de aireacion sobre la
actividad litica, puesto que en condiciones de campo la aireacion no siempre esta asegurada
(por ejemplo durante el almacenamiento en depositos). Se observd actividad tanto en
presencia como en ausencia de agitacion, de la misma magnitud, siendo mas rapida con
aireacion. Del mismo modo, las mezclas de los bacteriéfagos presentaron actividad litica tanto

con aireacion como sin ella.
1.6. Especificidad.

La especificidad se ensay6 en placas Petri frente a céspedes bacterianos de las cepas de
R. solanacearum en el medio de cultivo general LPGA, sobre los cuales se vertieron dos
gotas de una suspension de cada uno de los tres bacteriéfagos (Fig. 2). La actividad litica
se visualizo por la aparicion de areas de aclaramiento por lisis de bacterias en el césped
bacteriano en el lugar donde se depositaron las gotas de las suspensiones de
bacteriéfagos (Fig. 2, que corresponde al ensayo con la cepa de R. solanacearum IVIA-
1602.1).

Segun los datos de experimentacion, la actividad litica de los bacteriéfagos caracterizados
fue positiva para 35 cepas de R. solanacearum de distintos origenes, huéspedes y afios
de aislamiento (Tabla 1). Entre ellas, 13 son de ambito internacional y/o de referencia.
Las restantes son todas ellas cepas aisladas en Esparfia, pertenecientes a la coleccion

propia del Instituto Valenciano de Investigaciones Agrarias (IVIA).

Tabla 1. Cepas de R. solanacearum sensibles a la accion litica de los tres bacteriéfagos

de la presente invencion.
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CODIGOCEPA | PAISDE ORIGEN | HUESPED | ANO
Cepas internacionales
NCPPB® 1115 Reino Unido (Ex Egipto) Patata 1961
NCPPB 1584 Chipre Patata 1963
NCPPB 2505 Suecia Patata 1972
NCPPB 2797 Suecia Solanum dulcamara 1974
BR 264 Reino Unido Solanum dulcamara 1993
Bordeaux 11-47 Francia Berenjena 1994
Nantes 9-46 Francia Tomate 1994
550 Bélgica (Ex Turquia) Patata 1995
IPO-1609 Holanda Patata 1995
Port 448 Portugal Patata 1995
W 12 Bélgica Patata 1996
WE 4-96 Reino Unido Agua de rio 1996
Tom 1 Reino Unido Tomate 1997
Cepas espafiolas
IVIA*-1602.1 Canarias Patata 1996
IVIA-2049.53 Canarias Suelo 1999
IVIA-2068.58a Canarias Patata 1999
IVIA-2068.61a Canarias Patata 1999
IVIA-2093.3.1 Canarias Patata 1999
IVIA-2093.5T.1a Canarias Patata 1999
IVIA-2128.1b Castilla-Leodn Patata 1999
IVIA-2128.3a Castilla-Leodn Patata 1999
IVIA-2167.1a Castilla-Ledn Agua de rio 1999
IVIA-2167.2b Castilla-Ledn Agua de rio 1999
IVIA-2528.A;.» Castilla-Leodn Agua de rio 2001
IVIA-2528.A5.1 Castilla-Leodn Agua de rio 2001
IVIA-2528.54.A, Castilla-Ledn Agua de rio 2001
IVIA-2751.11 Extremadura Agua de rio 2003
IVIA-2762.1 Extremadura Tomate 2003
IVIA-2762.4 Extremadura Tomate 2003
IVIA-3090.1 Andalucia Tomate 2005
IVIA-3090.5 Andalucia Tomate 2005
IVIA-3205.A.22 Castilla-La Mancha Agua de rio 2006
IVIA-3243 Andalucia Tomate 2006
IVIA-3359.9 Castilla-La Mancha Agua de rio 2007
IVIA-3359.10 Castilla-La Mancha Agua de rio 2007

®NCPPB: National Collection of Plant Pathogenic Bacteria, Reino Unido.

"IVIA: Coleccion de Bacterias del Instituto Valenciano de Investigaciones Agrarias,

Espana.

Las cepas de la NCPPB estan disponibles en esta coleccién internacional. El resto de cepas

esta disponible en la coleccién de bacterias fitopatogenas del IVIA.

También se ensay0 la especificidad frente a otras especies de bacterias fitopatogenas y

diversos aislados bacterianos de agua de rio, para evaluar el posible impacto de los

bacteri6fagos aislados sobre la microbiota del agua natural.
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La actividad litica fue negativa para los 14 aislados bacterianos de agua de rio con los que se
realizaron los ensayos, seleccionados de varias muestras de agua por presentar distinta
morfologia colonial entre si y con respecto a la del huésped. La actividad también resultd
negativa para las 11 cepas de bacterias fitopatdgenas ensayadas, pertenecientes a otros
géneros, lo que demuestra la especificidad de los bacteriéfagos seleccionados por R.
solanacearum. Se obtuvieron los mismos resultados con las cuatro posibles mezclas de

dichos bacterioéfagos antes mencionadas.

- Ejemplo 2. Caracterizacion estructural: caracterizacion morfolégica y molecular.

2.1. Caracterizacion morfologica.

Se realizé un estudio de la morfologia de los bacteriéfagos seleccionados por
microscopia electrénica de transmision de las particulas viricas tras tinciébn negativa con
acido fosfotungstico. Se observd en ellos la morfologia caracteristica de los bacteriéfagos
de la familia Podoviridae: cabezas poligonales de entre 40 y 60 nm de diametro, sin
envoltura, y con colas cortas (Fig. 3). Los bacteriéfagos de dicha familia se caracterizan
también por poseer un genoma de ADN de doble cadena, hecho que se confirmé en los

ensayos que se describen a continuacion.
2.2. Caracterizacion molecular.
2.2.1. Extraccion del ADN de los tres bacteriéfagos.

Se obtuvieron suspensiones concentradas de las capsidas de los tres tipos de
bacteri6fagos a partir de los correspondientes lisados bacterianos (filtrados y tratados con
DNAsa y RNAsa para degradar los acidos nucleicos bacterianos), mediante protocolo de
precipitacién de cpsidas con polietilenglicol. Tras el tratamiento de estas capsidas con
proteinasa K, se realizd la extraccion del ADN gendémico de dichos aislados segun
protocolo con adicién de fenol, cloroformo y alcohol isoamilico. Tras comprobar que su
concentracion y pureza eran los adecuados, se analizaron por electroforesis en gel de
agarosa para comprobar su integridad como paso previo al analisis de restriccion (ver

apartado 2.2.2) y a su purificacién para su posterior secuenciacion (ver apartado 2.2.3).
2.2.2. Analisis de restriccion de los genomas de los tres bacteriéfagos.

A partir de los ADN gendmicos obtenidos de los tres bacteri6fagos se realizdé un analisis
de restriccion de los mismos con diversas enzimas de restriccion, elegidas por dar un
patrén de bandas en bacteriofagos del género T7 de la familia Podoviridae. Estas

enzimas fueron: Kpnl, Scal, Spel y Xmnl. Se ensay6 también Pstl porque es una enzima
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utilizada para cortar el genoma de los bacteri6fagos de la especie anteriormente
denominada R. solanacearum descritos en la patente japonesa JP4532959-B2 (numero
de publicacion JP2005278513).

Como se aprecia en la Fig. 4, el perfil de bandas obtenido con estas cinco enzimas de
restriccion es aparentemente el mismo para los tres bacteri6fagos: se observa una
digestiébn completa con Xmnl y digestiones parciales con Kpnl, Scal y Spel, mientras que
no hay una digestion apreciable con Pstl. Estos resultados indican la proximidad genética
de los tres bacteriéfagos entre si, y la diferencia con respecto a los bacteriéfagos de la

solicitud de patente japonesa JP4532959-B2, cuyos genomas si son cortados por Pstl.

2.2.3. Secuenciacion masiva de los ADN gendmicos de los tres bacteriéfagos y analisis

bioinformatico.

A partir de los ADN gendmicos obtenidos pertenecientes a cada uno de los tres
bacteriéfagos, se procedié a la secuenciacion masiva de sus bases nucleotidicas y
posterior analisis bioinformético y anotacion completa de las secuencias genomicas
encontradas (SEQ ID NO:1, correspondiente a VvRsoP-WF2; SEQ ID NO:2,
correspondiente a VRsoP-WM2 y SEQ ID NO:3, correspondiente a vVRsoP-WR2). Esta
parte se encarg0 a la empresa Valgenetics, S.L. (Parque Cientifico de la Universidad de

Valencia, Valencia, Espafia).
Las principales conclusiones obtenidas fueron las siguientes:

El ensamblaje de las secuencias obtenidas por secuenciacion masiva rindié unas
secuencias ensambladas finales con un 100% de fidelidad, cuyos tamafos se muestran

en la Tabla 2.

Tabla 2. Tamafio de las secuencias gendmicas obtenidas para cada bacteriéfago.

» Tamafio en pares de bases
SEQ ID NO: Bacteriofago
(pb)
1 VRsoOP-WF2 40.409
2 VRsoP-WM2 40.861
3 VRsoP-WR2 40.408

Los resultados indicaron que cada una de las secuencias mayoritarias incluidas en las
muestras de SEQ ID NO:1 (correspondiente a VvRsoP-WF2), SEQ ID NO:2
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(correspondiente a VRsoP-WM2) y SEQ ID NO:3 (correspondiente a vRsoP-WR2) es
facilmente identificable como un genoma completo de un bacteriéfago perteneciente al
género de virus similares a T7 (T7-like virus), cuya especie tipo es el bacteriéfago de
enterobacterias conocido como T7 (Enterobacteria phage T7), que pertenece a la familia

Podoviridae.

La comparacion de los genomas de los tres bacteriéfagos mostré que presentaban entre
ellos una identidad del 99% a lo largo del genoma. No obstante, el analisis de estas
secuencias hizo patente la presencia de pequefnas diferencias gendmicas en forma de
mutaciones, inserciones y deleciones distribuidas a lo largo del genoma. Estas
diferencias son mas elevadas entre la secuencia de SEQ ID NO:2 (correspondiente a
VRsoP-WM2) y las secuencias de SEQ ID NO:1 (correspondiente a VRsoP-WF2) y SEQ
ID NO:3 (correspondiente a VRsoP-WR2), las cuales son casi idénticas. Asi, la secuencia
de SEQ ID NO:2 contiene una insercién de 468 nucle6tidos en comparacion con las
secuencias de SEQ ID NO:1 y SEQ ID NO:3. La Fig. 5 muestra el extracto del
alineamiento de secuencias que corresponde a esta zona de la insercion. Las pequefas
diferencias encontradas en las secuencias nucleotidicas indican que los bacteriéfagos
VRsoOP-WF2, vRsoP-WM2 y vRsoP-WR2 son bacteriéfagos distintos de una misma

especie virica (Tabla 3).

Tabla 3. Comparacion de las secuencias de los genomas de los bacteriéfagos vRsoP-
WF2, vVRsoP-WM2 y vRsoP-WR2

_ Secuencia patron de
Secuencia comparada y _
comparacion Cobertura* Identidad**
(SEQ ID NO3)

(SEQ ID NO?)

1 2 98% 99%

1 3 100% 99%

2 3 99% 99%

* Homologia entre las secuencias de los genomas comparados, en porcentaje.
** Nucledtidos coincidentes dentro de las zonas de homologia de los genomas

comparados, en porcentaje.

Adicionalmente, mediante los andlisis BlastN y Blast2Seq realizados con las herramientas
de uso publico accesibles a través de la pagina web del Centro Nacional de Informacion

Biotecnoldgica de EE.UU. (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/), se comprobd que los genomas

de los bacteriéfagos VRsoP-WF2, vRsoP-WM2 y vRsoP-WR2 exhiben algunas regiones

con alta identidad (alrededor de un 70%) con los bacteriéfagos de: Ralstonia RSB1, Vibrio
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VP4 vy, sobre todo, Rhizobium RHEphO1, todos ellos del tipo de los bacteri6fagos
similares a T7 (T7-like) (Tabla 4). Estas regiones (correspondientes al 5-23% del genoma
completo de los bacteriéfagos vRsoP-WF2, vRsoP-WM2 y vRsoP-WR2) pertenecen a

regiones altamente conservadas.

Tabla 4. Comparacion de las secuencias de los genomas de los bacteriéfagos vRsoP-
WF2, vRsoP-WM2 y vRsoP-WR2 con genomas de varios bacteriéfagos T7-like.

Secuencia | Genoma del virus con la secuencia

comparada patron de comparacion Cobertura* |ldentidad**

(SEQ ID NO3) (n° Acceso GenBank)
1 ® Ralstonia RSB1 (AB597179.1) 2% 84%
1 ® T7 (NC_001604.1) 5% 67%
1 ® Rhizobium RHEphO1 (JX483873.1) 19% 68%
1 ® Vibrio VP4 (NC_007149.1) 5% 70%
2 ® Ralstonia RSB1 (AB597179.1) 15% 66%
2 ® T7 (NC_001604.1) 5% 67%
2 ® Rhizobium RHEphO1 (JX483873.1) 23% 68%
2 ® Vibrio VP4 (NC_007149.1) 4% 70%
3 ® Ralstonia RSB1 (AB597179.1) 15% 66%
3 ® T7 (NC_001604.1) 5% 67%
3 ® Rhizobium RHEphO1 (JX483873.1) 22% 68%
3 ® Vibrio VP4 (NC_007149.1) 2% 70%

* Homologia entre las secuencias de los genomas comparados, en porcentaje.
** Nucleétidos coincidentes dentro de las zonas de homologia de los genomas

comparados, en porcentaje.

Estos resultados revelan que, excepto en estas zonas conservadas dentro de los
bacteriéfagos T7-like, los genomas de los bacteri6fagos vRsoP-WF2, vRsoP-WM2 y
VRsoP-WR2 contienen una secuencia nucleotidica altamente divergente de la de los
demas bacteri6fagos depositados en el GenBank. Por lo tanto, estas elevadas diferencias
en secuencia nucleotidica avalan que los bacteriéfagos vRsoP-WF2, vRsoP-WM2 y

VRsoP-WR2 corresponden a una nueva especie dentro del género de los virus T7-like.
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Por otra parte, la identificacion de los marcos abiertos de lectura (ORF: open reading
frame) y de elementos caracteristicos de bacteriéfagos revel6 que las secuencias de los
genomas de los bacteriofagos vRsoP-WF2, vRsoP-WM2 y vRsoP-WR2 poseen una
organizacion gendmica y expresion de los ORFs similar entre ellos, y a la del bacteriéfago

T7 en parte del genoma (Fig. 6).

En resumen, los tres bacteriéfagos de la presente invencion son tres aislados de la
misma especie virica, tratdndose de una nueva especie catalogada como perteneciente
al género T7 de la familia Podoviridae, con organizacion muy similar pero distinta a la de
los bacteriofagos T7 depositados en el GenBank (Fig. 6). Los nuevos bacteriéfagos
presentan secuencias distintas a los bacteriéfagos T7, sélo se parecen en algunas zonas

muy conservadas, como las relacionadas con la replicacion y la encapsidacion.

- Ejemplo 3. Supervivencia de los tres bacteriéfagos en agua natural de rio.

Se ensayo la capacidad de supervivencia de los tres bacteriéfagos seleccionados en dos
tipos diferentes de agua de rio: Tormes, de Salamanca, y Turia, de Valencia. Estos dos
tipos de agua presentaron diferencias destacables en los principales parametros fisico-
guimicos consultados de su composicién: en concreto con el agua del rio Turia los
valores fueron comparativamente unas 100 veces mayores para el Mn, 10 veces mayores
para el Fe, entre 5 y 10 veces mayores para los cloruros y el triple de nitratos; con el
agua del rio Tormes los valores fueron aproximadamente 4 veces mas altos de fosfatos;
los valores medios de pH estuvieron en torno a 8,13 en el agua del rio Turiay 7,36 en el
agua del rio Tormes. Los rangos de temperatura medioambiental oscilaron entre 3,5 a
20,9°C para el rio Tormes y de 11,5 a 22,0°C para el rio Turia, es decir, ambos rangos se
encuentran dentro de los valores de temperatura utilizados para los ensayos de
supervivencia de los bacteriéfagos, que fueron de 4°C, 14°C y 24°C, y a los valores de pH

de 7,2 para el agua del rio Tormes y 8,1 para el agua del rio Turia.

Sorprendentemente, se observé que todos los bacteriéfagos mantuvieron su actividad
litica frente a R. solanacearum tras mas de cinco meses en estas condiciones, en
ausencia del huésped ya que, previamente a la inoculacion, el agua se habia filtrado por

0,22 um y autoclavado.

La Fig. 7 muestra sendas graficas con la evolucién de las unidades formadoras de calvas
por mililitro (UFC/mI) tanto en el agua del rio Tormes (panel A) como en agua del rio Turia
(panel B), en las muestras incubadas a 14°C. Se observa que las UFC/m| se mantienen
en ausencia de R. solanacearum. Las curvas de supervivencia de los tres bacteriofagos

en las muestras mantenidas a 4°C y 24°C fueron similares.
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Asi, cabe destacar que los tres bacteri6fagos se mantienen activos y con niveles altos de

actividad litica a las tres temperaturas ensayadas durante mas de 5 meses.

Ademas, a 4°C y 14°C se pudo confirmar la supervivencia y mantenimiento de la
actividad litica de todos los bacteriéfagos durante un periodo de tiempo tan prolongado
como tres afos. Este resultado es interesante de cara a su conservacion dentro de este
rango de temperaturas cuando se requieran periodos tan prolongados de

almacenamiento.

- Ejemplo 4. Biocontrol de la marchitez bacteriana causada por R. solanacearum.

4.1. Capacidad de control de las poblaciones bacterianas en agua natural de rio.

Puesto que los tres bacteriéfagos objeto de la invencidn presentaron una actividad litica
similar a distintas temperaturas y pHs en las aguas naturales ensayadas, inicialmente se
eligié uno de ellos como modelo (bacteriéfago vRsoP-WF2) para realizar los ensayos de

biocontrol de la marchitez bacteriana causada por R. solanacearum.

Se realiz6 un ensayo de coinoculacién de bacteria-bacteriéfago en agua de rio estéril, en
un sistema cerrado y controlado en el laboratorio, para la cuantificacion simultanea de los
niveles poblacionales de ambos microorganismos con respecto al tiempo. Para ello, la
bacteria se inoculé a una concentracion de 10° unidades formadoras de colonia por
mililitro (UFC/mI) en el medio liquido (agua de rio estéril) y el bacteri6fago se afadié a
una concentraciéon de 10° unidades formadoras de calvas por mililitro (UFC/ml). Como se
observa en la Fig. 8, se confirm6 que las poblaciones de la bacteria inoculada (cepa de
referencia 1VIA-1602.1 de R. solanacearum) descendian significativamente en pocas
horas por la actividad litica de los bacteriéfagos inoculados (bacteriéfago vRsoP-WF2),

practicamente desapareciendo la bacteria patégena al cabo de unas 10 horas.

4.2. Ensayos de biocontrol de marchitez bacteriana en plantas huésped: bacteri6fago
VRsoP-WF2.

Se ensayo la capacidad del bacteriéfago de agua de rio vRsoP-WF2 para el biocontrol
de la enfermedad causada por R. solanacearum en dos experiencias independientes,
regando plantas de un huésped susceptible (plantas de tomate) con una concentracion
de la cepa bacteriana de referencia IVIA 1602.1 (10° UFC/ml) y dos concentraciones
diferentes de dicho bacteriéfago (10° y 10° UFC/ml), y sus diluciones decimales (10° y
10® UFC/ml, respectivamente), en condiciones de temperatura y humedad éptimas para

el desarrollo de la enfermedad. El procedimiento experimental se muestra en la Fig. 9.
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Los resultados de ambas experiencias se muestran en la Fig. 10. Globalmente, la
incidencia de la enfermedad disminuy6 hasta el 0-5% en plantas regadas con el patdgeno
y el bacteri6fago, en experimentos independientes, mientras que en los controles sin

bacteri6fagos la incidencia de la marchitez fue del 25-50%.

4.3. Ensayos de biocontrol de marchitez bacteriana en plantas huésped: aislados vRsoP-
WF2, vRsoP-WM2 y vRsoP-WR2, y sus combinaciones.

De manera similar a las experiencias de biocontrol en planta realizadas con el
bacteriéfago vRsoP-WF2 descritas en el apartado 4.2, se llevé a cabo un macroensayo,
en el que se pudo estudiar simultaneamente la capacidad de biocontrol de cada uno de
los tres bacteriéfagos vRsoP-WF2, vRsoP-WM2 y vRsoP-WR2, tanto por separado como
a través de mezclas con combinaciones de ellos dos a dos y la mezcla de los tres. Se
considera un macroensayo porque se realiza con un elevado nimero de plantas, lo que
requiere del espacio suficiente para su incubacion y de, al menos, dos personas
cualificadas para su ejecucion. En todos los casos se inocularon plantas de tomate, que
son un huésped susceptible del patégeno, ensayandose aproximadamente 35 plantas por
condicion experimental, lo que supone unas 315 plantas. Dichas plantas se mantuvieron
en camara climatica de las dimensiones adecuadas, en ciclos dia/noche de 16 h de luz a
26°C y 8 h de oscuridad a 22°C y una humedad de aproximadamente el 70%, en
condiciones de contencion biolégica en un laboratorio de bioseguridad. En el citado
macroensayo, la concentracion de R. solanacearum (cepa IVIA 1602.1) en el agua de
riego fue de 10° UFC/mI, mientras que la concentracion total de bacteriéfagos fue de 10’

UFC/ml en todas las condiciones experimentales ensayadas.
La gréfica de la Fig. 11 muestra los resultados obtenidos. Dichos resultados indican que:

- el bacteriéfago vRsoP-WR2 es el mas efectivo de los tres, dando lugar a una
mayor disminucion de la marchitez bacteriana cuando se afiade al agua de riego a

la misma concentracion que los otros dos bacteriéfagos,

- son mas efectivas cualquiera de las mezclas de bacteriofagos (bien las
combinaciones binarias, o la combinacion que incluye a los tres) que los

bacteriéfagos por separado.

Todos estos experimentos demuestran la potencialidad de los bacteri6fagos liticos de la
presente invencion, aislados en varios puntos diferentes de la geografia espafiola, para el
biocontrol de R. solanacearum vy, por lo tanto, la aplicabilidad de esta actividad litica tanto

en el tratamiento del agua medioambiental de uso agricola, o de otros usos, contaminada
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con este patdégeno, como en la prevencion y/o control de la enfermedad que causa en
campo. Esta capacidad de biocontrol es especialmente importante si se tiene en cuenta
gue no hay actualmente métodos de control eficaces en suelo, ni disponibles en agua. Y,
en el presente caso, como se ha discutido previamente y se demuestra en los
experimentos anteriores, los agentes de biocontrol proporcionados por la presente
invencion presentan la inesperada caracteristica de su elevada supervivencia en agua en
condiciones de temperatura medioambiental habituales en Espafia, lo que es una ventaja
tanto para su aplicacién a las plantas mediante el agua de riego y para el control y
prevencién de la presencia de R. solanacearum en la misma, como para el facil y
prolongado mantenimiento de las formas de comercializacion de los bacteriéfagos de la
invencion previamente a su utilizacion. Dicho mantenimiento puede tener lugar en medio
acuoso durante largo tiempo sin pérdidas severas de la actividad litica y ni siquiera
requeriria, antes de su aplicacibn directa al agua, de la diluciébn previa de los
bacteri6fagos o de su mezcla con algun tipo de soporte fisico 0 quimico que actuara
como vehiculo para facilitar su interaccion con la bacteria diana o que garantizara su
estabilidad hasta conseguirlo, de forma que la aplicacion al agua de riego o a corrientes o
reservorios de agua en los que se quiera controlar posibles contaminaciones con R.

solanacearum podria ser, por ejemplo, por simple vertido sobre dicha agua.

Depésito de microorganismos

Los bacteriéfagos VRsoP-WF2, vRsoP-WM2 y vRsoP-WR2, con capacidad para lisar
células de R. solanacearum han sido depositados en la coleccién alemana de cultivos
microbianos Leibniz-Institut DSMZ-Deutsche-Sammlung von Mikro-organismen und
Zellkulturen GmbH, Inhoffenstrasse 7B, 38124 Braunschweig, Alemania, siguiendo las
normas del Tratado de Budapest para el depdsito de microorganismos para fines de
patentes, en las siguientes fechas y se les ha asignado el siguiente nimero de acceso
(Tabla 5).

Tabla 5. Datos del deposito de los bacteriéfagos en la coleccién alemana DSMZ.

Material Fecha de Deposito Numero de acceso
VRsoP-WF2 15 de abril de 2015 DSM 32039
VRsoP-WM2 15 de abril de 2015 DSM 32040
VRsoP-WR2 15 de abril de 2015 DSM 32041
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REIVINDICACIONES

1. Un bacteriéfago con capacidad de lisar células de Ralstonia solanacearum
seleccionado del grupo de:
a) VRsoP-WF2 (DSM 32039), vRsoP-WM2 (DSM 32040), vRsoP-WR2 (DSM
32041), o
b) un podovirus cuyo genoma presenta la secuencia de SEQ ID NO:1
(correspondiente a vRsoP-WF2), SEQ ID NO:2 (correspondiente a vVRsoP-
WM2) 6 SEQ ID NO:3 (correspondiente a VRsoP-WR?2).

2. Bacteri6éfago segun la reivindicacion 1, que es el bacteriéfago vRsoP-WM2
(DSM 32040) o el bacteriéfago vRsoP-WR2 (DSM 32041).

3. Una composicion que comprende al menos uno de los bacteridfagos de la

reivindicacion 1, o combinaciones de los mismos.

4. Composicion segun la reivindicacion 3, que comprende una de las
siguientes combinaciones de bacteri6éfagos:
a) VRsoP-WF2y vRsoP-WM2;
b) vRsoP-WF2y vRsoP-WR2;
¢) VRsoP-WM2y vRsoP-WR2;
d) VvRsoP-WF2, vRsoP-WM2 y vVRsoP-WR2.

5. Composicion segun la reivindicacion 4, en la que cada uno de los

bacteriéfagos de la combinacién esta presente en la misma concentracion.

6. Composicion segun una cualquiera de las reivindicaciones 3 a 5, que esta en

forma de suspension en agua o en una solucién acuosa.

7. Composicion segun una cualquiera de las reivindicaciones 3 a 6, en la que la
concentracion total de bacteriéfagos con capacidad de lisar células de R. solanacearum

oscila entre 10 y 10° unidades formadoras de calvas por mililitro (UFC/ml).

8. Composicion segun la reivindicacion 7, en la que la concentracion total de
bacteriéfagos con capacidad de lisar células de R. solanacearum oscila entre 10° y 10°

unidades formadoras de calvas por mililitro (UFC/ml).
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9. Composicidbn segun una cualquiera de las reivindicaciones 3 a 8, que

comprende un vehiculo y/o excipiente agronOmicamente aceptable.

10. Composicién segun una cualquiera de las reivindicaciones 3 a 9, que
adicionalmente comprende un agente de control quimico de R. solanacearum o un
agente de control biolégico de R. solanacearum distinto de un bacteriéfago de la

reivindicacion 1 6 2.

11. Composicién segun la reivindicacién 10, que adicionalmente comprende un
agente de control biolégico de R. solanacearum que es un bacterioéfago litico o lisogénico

con actividad frente a dicha bacteria.

12. Uso de un bacteriofago de la reivindicacion 1 6 2 o de una composicion de
una cualquiera de las reivindicaciones 3 a 11 para el control de R. solanacearum en agua
de cursos naturales, corrientes de agua canalizadas, reservorios naturales de agua,
reservorios artificiales de agua, agua de riego y reservorios de aguas de riego, que va a

ser utilizada para el riego de cultivos.

13. Uso segun la reivindicacion 12, en el que el bacteri6fago de la
reivindicacion 1 6 2 o la composicion de una cualquiera de las reivindicaciones 3 a 11 se

afiade a un reservorio natural de agua o a un reservorio artificial de agua.

14. Uso segun la reivindicacion 13, en el que el agua se mantiene en el
reservorio a una temperatura comprendida entre 4°C y 30°C, o la temperatura media del

agua del reservorio esta comprendida entre 4°C y 24°C, ambos valores incluidos.

15. Uso segun la reivindicacion 14, en el que el agua se mantiene en el

reservorio a una temperatura comprendida entre 4°C y 24°C.

16. Uso segln una cualquiera de las reivindicaciones 12 a 15, en el que el pH

del agua est4 en el intervalo de 6,5 a 9,0, ambos valores incluidos.

17. Uso de un bacteriofago de la reivindicacion 1 6 2 o de una composicion de
una cualquiera de las reivindicaciones 3 a 11 para el control de R. solanacearum en

suelo, mediante la adicion de uno o mas de los bacteriéfagos de la reivindicacion 1 6 2 o
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de una composicion de una cualquiera de las reivindicaciones 3 a 11 a dicho suelo a
través del agua de riego con la que se irriga el suelo, tratada previamente con el o los

bacteri6fagos mencionados o con la mencionada composicion.

18. Un procedimiento para prevenir o tratar la marchitez provocada por R.
solanacearum en una planta, que comprende las etapas de:
a) afadir al agua que vaya a utilizarse para regar la planta una composicion
de una cualquiera de las reivindicaciones 3 a 11;

b) regar la planta con dicha agua.

19. Procedimiento segun la reivindicacién 18, en el que el pH del agua esta en

el intervalo de 6,5 a 9,0, ambos valores incluidos.

20. Procedimiento segun la reivindicacion 18 6 19, en el que el agua a la que
se le ha afadido previamente al riego, la composiciébn de una cualquiera de las
reivindicaciones 3 a 11, se mantiene a una temperatura comprendida entre 4°C y 30°C o

una temperatura media comprendida entre 4°C y 24°C, ambos valores incluidos.

21. Procedimiento segun la reivindicacion 20, en el que el agua se mantiene a

una temperatura comprendida entre 4°C y 24°C.

22. Procedimiento segun una cualquiera de las reivindicaciones 18 a 21 que
comprende una etapa en la que el agua de riego se mantiene en un reservorio natural o
artificial desde que se afiade la composicién y previamente al regar la planta con dicha

agua.

23. Procedimiento segun la reivindicacion 22 en el que, previamente a regar la
planta con el agua, el agua de riego se mantiene en un reservorio artificial que es un

depdsito sin cobertura superficial o un depdsito cubierto.

24. Procedimiento segun una cualquiera de las reivindicaciones 18 a 23, que
comprende una etapa previa en la que la composicion de una cualquiera de las
reivindicaciones 3 a 11 que se afiade al agua de riego se mantiene a una temperatura de

entre 4°C y 14°C, ambas incluidas.
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25. Procedimiento segun una cualquiera de las reivindicaciones 18 a 24, en el
gue el riego se produce por un sistema de riego por inundacién parcial o total, por goteo,
subterraneo mediante tuberias perforadas, por exudacion a través de tuberias porosas, o

por aspersion.

26. Procedimiento segun la reivindicacion 25, en el que el riego se produce por

inundacion parcial.

27. Procedimiento segun una cualquiera de las reivindicaciones 18 a 26, en el
que la planta se esta cultivando en un campo, en un vivero, en un invernadero o en

cultivo hidropdnico.

28. Procedimiento segun una cualquiera de las reivindicaciones 18 a 27, en el
gue la planta es de una especie perteneciente a la familia de las solanaceas y susceptible
y/o tolerante a R. solanacearum o de cualquier otra especie susceptible y/o tolerante a R.

solanacearum.

29. Procedimiento segun la reivindicacion 28, en el que la planta se selecciona
del grupo de plantas de patata (Solanum tuberosum), tomate (Solanum lycopersicum),

pimiento (Capsicum annuum), berenjena (Solanum melongena).

30. Procedimiento segun una cualquiera de las reivindicaciones 18 a 29, que
adicionalmente comprende una etapa previa a la aplicacion de dicho procedimiento en la
gque el agua de riego es sometida a otra u otras estrategias de control quimico, fisico, y/o

biolégico frente al mismo patégeno de la planta u otros.
31. Procedimiento segun una cualquiera de las reivindicaciones 18 a 30, que

comprende una etapa opcional en la que se aplican al suelo de crecimiento de la planta

compuestos de cobre, antibiéticos y/o fumigantes del suelo.
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Fig. 1
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Fig. 3

vRsoP-F2 vRsoP-M2

Fig. 4
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VRsoP- WF2_ TCCAGAACT TCGCCATGATCCACGACT CCTTCGGGACCACCGECGEGT GACGT GGAGGAGA
VRsoP- WR2_ TCCAGAACT TCGCCATGATCCACGACT CCTTCGGGACCACCGCGEGT GACGT GGAGGAGA
VRsoP- WW2_ TCCAGAACT TCGCCATGATCCACGACT CCTTCGGGACCACCGECGEGT GACGT GGAGGAGA
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VRsoP- WF2_ TGTATCGGGT GGT CCGCGAGAGCT TCGT GGAGATGTACT CCGAGGT GCGCGT CCTGGAAG
VRsoP- WR2_ TGTATCGGGT GGT CCGCGEGAGCT TCGT GGAGATGTACT CCGAGGT GCGCGT CCTGGAAG
VRsoP- WW2_ TGTATCGGGT GGT CCGCGAGAGCT TCGT GGAGAT GTACT CCGAGGT GCGCGT CCTGGAAG

R S O O O S R O S S S S

VRsoP- WF2_ ACTTCCGGGATGAGAT CGCGGAGCAACT TTCCGAGAAGGCCCAAGCGAAGATGCCGECCCC
VRsoP- WR2_  ACTTCCGGGATGAGAT CGCGGAGCAACT TTCCGAGAAGGCCCAAGCGAAGATGCCGECCCC
VRsoP- WW2_ ACTTCCGGGAT GAGAT CGCGGAGCAACT TTCCGAGAAGGCCAGGGECCAAGATGECCT C-‘ATC

Rk Ik S S R Rk I S R R S S S R R R S R Kk kkkkkkhkk*k

VRsoP- WF2_ TACCCGAGCGCGGT CTCCTGGAGT TGTCTCGCGT CTGCGAGAGCCGECTATTCCTTTGE -
VRsoP- WR2_ TACCCGAGCGCGGTCTCCTGGAGT TGTCTCGCGT CTGCGAGAGCCGCTATTGCTTTCC -
VRsoP- WW2_ TACCGGECCCGCGECCTCCTGGAGT TGTCTCGT GT GT GCGAGAGCCGGTACTGT TTTGCGT

*kk*k * khkkhkk *hkhkhkkhkhkkhkhkkhkhkkhhkkhkhk **k *khkkhkkkhkkkhkkkk* **x **x *hkkk*k

VRsOP- WR_ AGACTGTTTCACATTTGCAACTATTCCTTATGAGT GAGT GTAAGAAGT GOGGGGT TGCCT

VRSOP- WE2_ = - - - = o e o o e e e o e o oo
VRS OP- WR2_ - = - - - = = = x o o m ot o o e i
VRsOP- WW2_ TGGTGCCAGGT GAGAACT GGTATCCGT CCCT CGCAAAGAAGAACAACCAGGT GTGTAAGC

VRSOP-WF2 - - m o m oo m e oo e e e e i e e o
VRSOP-WRZ - - - m oo e o e e e e e e e o
VRsoP- WW2_  GGTGI CACACGGCACGGAGCGAGGCGAAGCGGAT TGAAGACCGCGAGACCAACCT CCCGA

VRsoP- WR2_  CACGCGGGCACT TCACGGACAACT CCCOGGCT CTGGACAAGT TCATCCCGGAGCT TGGGT

VRSOP- WE2_ - = - - - o o s o o e e e o e o oo
VRS OP- WR2_ = - - - = = = m o o m e e ok e o
VRsOP- WW2_  ACGT GAAGGGCAACGT GGCOGT CATTTCT CAGAAGGCCAACGT GATGAAGT CCAACGCCA

VRSOP-WE2_ === = s s oo m e e e CTGAACCCTTCCAC
VRSOP-WR2_ == = = = == m @ m s e o e CTGAACCCTTCCAC
VRsOP- WWR_  CCATTCAGGAGGT GGAGGCACT GGCCGOGT GGATGOGT AGT CGCGOCT GAACCCCTCCAC

kkkkhkkkkk *kkk*k

VRsoP- WF2_  ATCTGGAAGAGT TGAGCCGGEEGAACGAT TAGGT GCCACACAT GGATAAACCAGCCGCCG
VRsoP- WR2_  ATCTGGAAGAGT TGAGCCGGGEGAACGAT TAGGT GCCACACAT GGATAAACCAGCCGCCG
VRsoP- WW2_ ATCTGGAAGAGT TGAGCCGGGEGEGAACGAT TAGGT GCCACACAT GGATAAACCAGCCGECCG

Rk I A S kR R R S o R R S R R R S Sk S O R R S S S S R

VRsoP- WF2_ TTCCCCCGGT GGCCT CTCCCGAGACAACCGAT GGAACGCAACGAACACGAAGTATCGGAC
VRsoP- WR2_ TTCCCCCGGT GGCCT CTCCCGAGACAACCGAT GGAACGCAACGAACACGAAGTATCGGAC
VRsoP- WW2_ TTCCCCCGGTGECCTCTCCCGAGACAACCGAT GGAACGCAACGAACACGAAGTATCGGAC

R I S O O S

VRsoP- WF2_ CAGTACGAGT CCGCACT TGECCGCGCGAT TGCT CAGT GGCGCACCGGACGECCCATCCCG
VRsoP- WR2_ CAGTIACGAGT CCGCACT TGGCCGCGCGAT TGCT CAGT GGCGCACCGGACGGECCCATCCCG
VRsoP- WW2_ CAGTIACGAGT CCGCACT TGGCCGCGCGAT TGCT CAGT GGCGCACCGGACGECCCATCCCG

Rk I A O Ok R SRR S R R kS R R S O A R S S b R

Fig. 5
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LISTADO DE SECUENCIAS

<110> UNIVERSITAT DE VALENCIA (ESTUDI GENERAL)
INSTITUTO VALENCIANO DE INVESTIGACIONES AGRAR

<120> Procedimiento para la prevencion y/o el contr

marchitez causada por Ralstonia solanacearum, a tra

bacteriéfagos utiles para ello y composiciones de |

<130> P-101377

<160> 3

<170> BiSSAP 1.3

<210>1

<211> 40591

<212> DNA

<213> T7-like viruses (virus similares a T7)

<220>

<223> /hospedador="Ralstonia solanacearum"
/aislado="vRsoP-WF2"
/lugar_aislamiento="Rio Tormes, Salamanca, Es
/nota="Genoma del aislado vRsoP-WF2"

<400> 1
gacaactgat ggtgtccctg aagtgccccc ttagggggaa aacttce

gaaagcccca ctcgaaattc gacgcgggcea gattcceece gtgeecc
ccetegtgge cecetgecgac ccacctcegg geacccteca ggetgta
cctggcacat cttctggeac actctgecgt aactccctga ttactaa
cttacgaagc tactgcgacc caataagcct cacgcatgag cactcac
gggctttttt ttctattctg tccecatttc cgegeccccc tgttcgg
ttggtttctc ctagggtttc ccctaagtgt ctecttggeg tgcatcg
aacggcccac ttgcggecca ccactggaga acatcatgca actgcaa
tggcaatcgg cacagcgttc actatcgctg gcacgceccta cgtgaag
ctgcgtacac cgetcccgge caccctgggce attgggaagg ccgetgg
agactgaact ggtaatggcc taagggagca caccatgagc aaagtcc
cttcttcget gcaaccacgce tcgeactcge ctacgtggge gcaaggg
catctcaagc ctcctcgtga tgcacctgea ttgatcccac tcagaac
gcaaagccgc tacagaagcc tccagatcaa cgtctggggg ctttt
gctgacctac ctgcgtccca ctgegtggct cctagggctt cctateg
acgctcctga tatcggaact attgcagtga ttgaaaaata caattgg

tttcgtatgt aattcggtct caccaggggg acacgceccct gaagaca
1

IAS (IVIA)
ol biolégico de la

vés del uso de
0S mismos

pafia

gac gcaaaaattt 60
ctc cgcggececgg 120
cgc tccgcetgact 180
ggg gatgcactag 240
tgg ctcactcgtg 300
cca tcagtttgct 360
cta cgattctccc 420
tac ttccgcgact 480
aaa agcgcacgga 540
ttc tggtttggtc 600
gag cactcgccta 660
cag cacatgcggc 720
acc ctccttggeg 780
gtt tgctcetggg 840
ttc cttcggagca 900
gca gtctccgatg 960

aaa aagcgtggga 1020
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ccggggegga cgecageagt cagggacaac ccgagtcaat ccaagag
agtccttcca gtgtgctcat cactggagag acatcatgca atcattc
gccttatcce gagcaagaaa tettcgegta ccgetegceat cactgea
ccgeacttcg tggegcetggce ttettcgtgt cgggctttcg catggec
agcctaccgc agtggtccge gtgatcgecac gtcagccaat gagctat
acaacgtgtc cctggcgetg gtgcaggact gecatcgeggt tgtcect
gcgcgttgat tggeccggat geggcetgagt ggggtgagtt caatccg
cgtttgatgt cgaaccgcag gcaatcgetg cgtgacactt agggtge
ccaggagtag ccgcattgcg ctgtgcagtg cgectatcac tggagga
aactttgacc cgagcacgaa cgcatggccg ttcagtgtgg agtttgt
tggcaagtgg aggacaaccg ggaccccacc aatgtcgtgg tgatggt
ttcgaggaag ccaaacagcg cgegtctgaa ctcaacctga accactt
catgccgact ctcaaggaag cgagcgtgaa tgctcagaga ccacgceg
gtggagcgta ggggacacct acccggtcac tgtagtggge ctgggea
gcaatggtac gcggagaacc tgcacacggg cgaacgtggce cccgtge
tgatgcagtg gtggaccagt atcgtctttg ggcggagttc aacagaa
gtaattcggt ggccctgttc atgtgtcgtg aacagggctc caggagt
cgtgagtgcg gtcatcactg gagaatgcaa catgcaaacg aaagaac
aatcgccgeg atgtttggtg agcaagaaac gggcctgate ggtaage
ggataactcc caaagcgggg cgttctacaa tgttggtgat gtcggta
ggacgatgac ggtgaaatct gggtggactt tggcccggat ggcttca
ggcatacccg gtctgggecg ctggttcget gggegcagac gaccatg
ctgacatggg cgtcatctgg cacgaactca tctacgecct gggagec
gggtccteat tctgatcctc accgagggag actgacatca tgecgeac
ttcatgctca acggcaagcg cgttgggcegt gactacgtga cggcttc
gccaccatca tcgcagaacg tactgcacce gtgacgctgt atgacga
ccgetgtgat ggaccatcgg getcecttat ggagecccca ggagtgg
cgagagtgtc catcactgga gagaatcatg tcggacaaag ccaagca
gttcgcaacg gcctgggega ggaaaacttc aacaagctcc tgagcat

gacatcgaac tggctgccgc gttcctggeg accaccaagg aggageg
2

taa gcacattgcg 1080
acc ctgaacattg 1140
tcg gaagttaagg 1200
cag tcggccaccg 1260
cac caagcgctct 1320
gac acggtacggg 1380
gcc tacttcatcc 1440
ccc ttcagggget 1500
caa catgtacggg 1560
gga cgctgtaggc 1620
cgc tggtctcacc 1680
ccg ggggtcctga 1740
gag gcgtccaagc 1800
atg gcccececgegt 1860
gag atgcccaggg 1920
atc gcctacaggc 1980
gaa cgcattcaat 2040
agc gcatcgaact 2100
aac tccgegtget 2160
ccg tagtcctegt 2220
aag gcgatggtac 2280
agt ttctggaaaa 2340
ctc gtggttgtcg 2400
ctt tgcaatcgac 2460
caa cgagaagcaa 2520
ggt tgtggtcgca 2580
acc ctttcaattc 2640
atc catcgagttc 2700
cac gggagtacgt 2760
tga ctctgtgaag 2820
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acaggtgacg acctcatgcg cctgctggge cgcaagcacg ctgagaa
gctctggtge gegegggtgt geecggtggag gatgecgtgt ctttegt
gcaagcctgt aagccccaag gtgeccctta gggggectct aggagtg
gtccgaagtc tcatcactgg agatcgctat gtctgcacaa geccgaac
cccgaccatc atcgecctgc tgtctgetge gaatatggcet cagacgg
cgctggegte atcaaccaag ccacacctga ggagcgegeg ggtgtga
cctcetggeg ctgtacttca aggttcatge gcgagtggtg geccgaaa
ggaagccacc acggaccatc gggctectct ggtggacctg tccgact
ggcggagtac ttcagcegtg ccgatgaagt ggtgccggaa ggcgtca
ctgggtgccc cgaaaggggce tccaggagty gatgtcttca ttgtgag
ggagaaagca atggcacaga tgcgcgectg ggtctacaag gegeact
ggccgcegceaa ggeatcgtee tgcgcaaata cgaggtggac aaggagt
catgacgcag gccatcttcc gccgcaacaa agcgaagttg gtggecg
ctgacatgga catcgtagac gaactggaga taggaccctc ttacgcc
agaagtggct ccgcaagaga gcecgetgagg aaatccgeag getccga
acgctggttg ggctctcgaa gecggeeegtg aactcgaaga ccaacga
ggctatgaaa cccgetgacg gtcaacccaa gegcttcaag ctgcaca
caacaggtcc gagggtttga ctcatcggac caacaagggg accgege
gaagaggtaa cgccatgaag atcactctga cactggagga caccgct
tgaactggac cgaggagcaa tctgaagctc agaacaaacc cagcgag
tcatcgctgce caagttcatt cttgagataa atcaatctca ccgtatg
tgtccggeac tgcattggge gcagatcgeg catagctagt atgaggt
tgcgaaccag ttttatttgg ttcgccatge ccgeatccag aagetca
ggagtagcaa tgccggtcat caaacgcggg aacaagtacc aggccag
actgatcgct ggcgcaagat gttcgacacc caggaggagg cggagac
gagaagctgc gcaggaaggc cgctgggaag gacgagaagg gggctac
ggggcgaagg tacagaagac cctaaaggag gettacgacc geacctt
aagggcaccg ctgcggagaa gacccacatc atcaactcga actcegt
ggcaaggaca cgctcctgtc cgacatcgec accgaggacg taacgga

ctggaggaga agggcaactc aggcagcacg gtgaacaaga agctgtc
3

ccg cgtggcecatg
gcg tgaaaccgct
agc cgctggaatc
aaa cccaaaccgc
gcc ccggcgtett
aga acatgaagga
tct ccgcggaagt
tcg ctgagaccct
cgc tgcaataacg
gac ctccatcact
gga ggcggcacct
aca tgcaccgcgg
agt acacggagtt
ctg aactcggacg
aag caactggcgg
gac aacgggggct
cca agtatcccca
ttc aagttctacc
gat ggtgtcgetg
agc ctggccacca
gga attttacggc
gtg ttgcgtagag
tcg caacagtaga
tgt gggctetggt
cgc agaactggca
aag ctccgcaaat
ggc cctgatttgg
gat ggcggagttg
gat gatcctggct

ctg cctgtccatg

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
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atcctcaaga ccgcctcgga tgagtggect gggtgcateg tggagat
cggcgcaagg aggggtctca ccggceteegg tggatcaacg aggecga
ctggaggccg cggageacct ggggctetac gacctccggg actacat
gacaccgggt tccgcecgegg agaactecte gggtteccee tgaagga
ctcatgatcc tccacgatgg tgagaccaag agcggcaagg ggcgege
aagcgggtcc acgagatcat ccagcggagg agcaactact cgtacct
acggtccaca agctgcgttg gcagttcgac caactgaagc tccacat
gacacgcagt tcgtggtcca caccctgegg cacacctgtg ccagecg
ggggtgcccc tgaaggtggt ccaggagtgg atgggtcacg ccaccat
cgctacgcga agctagetce gagcagcectg ctgatggcga agaaggce
ccccaggaac tcacattcat tecctcceccg cagatggatg tggtggg
taaggaaagg aattggaaca cctcagagag acgttcaagg gaaaggt
ggacgagatg ggtgctgggt ttggcaaggc tctaagacgg acagggg
tgggacccaa aaaccaagaa gcctgtctca gcacatcgac tgtccta
ggacaaatcc cggaggggtt gatggttctc caccggtgeg ataacag
ccaaagcacc tgtttgtggg gaccgcccag gacaatacgg ttgacat
agaggaacag ttccgcatta ggttccacat aaggataacc ctgaagg
taaatcctaa gtgtttatct tcatagatag acactattaa tgatatc
cactttagtt gacactatga ctacccaaca agtggacaac gagaacg
tattcagctt cgtctcgaag aagagatgac ccagcgggga gcagacc
ggtatccaag gccatcgaga agggecgtga ggatgacacc gectacg
ggccgggagg ttggcgaagce tggeeccagge catcgetgag tggaagg
tggtaagcct ggccggaage actcggectg gaagetcatc aaggaca
cctcgectte ctggeectca agcacgttct ctcgggggte tccgeag
gtacgtggcc gtggccatcg gcaccgeggt ggaggacgag atgeggt
tgaggcggag cggaagaagt ttgagcagct agtcaccggg gcagega
gcactacaag cacgtctacg ccacccgegt ggctgaggac gtgacgg
gtcccggact gaccgectce acgtgggggt caagctectg gacctce
cggcctggtg gaggtgtcca cgaacctgga caacagcgag cagggge

ggcccteceeg gagaccctgg agtggatcga acggaagaac gaggtga
4

gcc caagctgaag 4680
gga gaagcggatg 4740
cat cgttggcatc 4800
cta ccagggcggt 4860
cat cccggtcacc 4920
ctt ccaggactac 4980
ggg gctccaggag 5040
gat ggttcaacgt 5100
cgc cacgaccatg 5160
cct ggaggaagaa 5220
gct tcacgacttc 5280
aca gagacaggca 5340
ata tgggaacctg 5400
cca actccacaag 5460
ggc ttgtgtgaac 5520
gta cctgaagggt 5580
gaa acctaatgtg 5640
tac ttagagagaa 5700
aag acctggtgac 5760
ggt acatccgggg 5820
gca agcaaatcct 5880
cgg aggtggcctc 5940
agg acgacaacac 6000
tcc gcaccgtcca 6060
tcg ccaaggtccg 6120
agc ggaccagcca 6180
agt gggacaagtg 6240
tga tgcagtccat 6300
tca agtacgtgaa 6360

ccg ccetgetgeg . 6420
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cccggtctat gagccgatgg tggttcagee gegggattgg accaacc
ctacctgtcc tcgaacatca agccgctgaa getggtgaag acgaaga
ggaggaactc cgcggegcetg acatgcccat cgtctacgag gcagtga
cacggcctgg cagatcaact cccaggttct cacggtgatg cggcacc
ctccgagctt ggtggtette ceccctcggga gggactgecg atgecac
catcgacacc aacgatgact cgaagaaggc gtaccgcatc gccgeag
ggagaacctc tccattctgg gccagegceat cggctttgac atggecc
ccgetacgag aagtaccgge geatctactt cccgtaccag ttggact
ctacgcggtc ccgeacctga acccgcaggg gtccgactac cagaagg
cgccaacggg aaaccgctgg gctccgaggg gtggaagtgg ttggeca
cctggegggc tatgacaagg tgagtttgga ggaccgegtg gagtggg
agatgagatt ctcagaatcg caagtgatcc ctacgaccat cgtggtt
ggggggggtt aagatcgaca agccctggca gtttettgece ttetget
gttcgttgag catggtgagt cgttcgtatc aaagctgecc gtggeta
ctctggcatc cageacttca gegegatgct ccgggacgaa cgaggeg
cctcgtaccc caggacctec cagccgatgt ctatagagcec gtcgctg
acaggctgaa agtgatctcg ctcacggttc cgaggacgaa ctgaagc
catcgcttac ctgtctgagg gctccaagac catcgeccag cagtgga
cacccgcaag gtcaccaagc ggagcegtgat gacgetggec tacggcet
cttcaaggag caactcatgg aggacatcct gtggccagcg aagaggg
tgatgggtcc atcgacacgg agaagttccc gttcagcggg gatggct
ctggatggcg aaggcaatct ggaacgcggt gaacgcagtg ctggtga
gatgcgctgg ctccaggagg tggcagcact ggccgecgaag gaggaac
gacaaccccg gtggggttcc cggtgatgca ggcgtatecg geectgg
gaagaccgcc atcaacggca tggtgctgaa getcctcatg aaccagg
ggacaagcgg aagcaggggc agggcatctc geccaactte gtccact
gcacctgatg ctcacggtgg tccgcgcgaa gcaggaaggt atccaga
ccacgactcc ttcgggacca ccgegggtga cgtggaggag atgtatc
gagcttcgtg gagatgtact ccgaggtgcg cgtcctggaa gacttce

ggagcaactt tccgagaagg cccaagcgaa gatgcecgecg ctacccg
5

cgt tcgatggegg
aca aggcgtacct
acg ccatccagcg
tgt gggactcagg
cga agccctacga
cga aggtccacat
tgg gcattgcggg
tcc gggggcegcat

ctc tcctcagatt
tcc acggtgcgaa
tcc tggagaacga
ggg catcggaagt
ttg agtgggctgg
tgg acggttcatg
ggg ccgcagtcaa
aga gagtcattga
aca acggccaggg
tca agttcggcat
cca aggagtacgg
cag cgatgcggcee
acc gtgcggctct
aag ctggcgaggc
tgc ctgtcegctg
agg cacgtagggt
aga aggactccct
cct gcgatgecgge
act tcgccatgat
ggg tggtccgega
ggg atgagatcgc

agc gecggtetect

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
8100
8160
8220
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ggagttgtct cgcgtctgeg agagceegcta ttgetttgee tgaacce
agagttgagc cgggggaacg attaggtgcc acacatggat aaaccag
ggtggcctct cccgagacaa ccgatggaac gcaacgaaca cgaagta
agtccgcact tggcegegeg attgctcagt ggcgcaccgg acggece
tcgccgetga actgatgcaa cagggctatg acgtatccgce cctggaa
cctgaaccaa caatggcaga aaagaaacaa cgcaacccga gcettcac
atcgcecgct acccggecct caacaagccce gactacggea acgaaca
gatggtgagt acaaggtcca actcatcctg agcgaggecg aggcecca
aagctccagc cgctctatga cgcggecatc gaggaaggea aggcgaa
aaggtggagc agcgcaagaa gctgggegeg ctgaaggaga acgacct
tacgaccagg agaccgagga gccgaccggc aacctcatct tcaagtt
ggcggcaaga acaagaaggg tgagccgtgg tctcgcaage ccgegcet
ggcaagccgce tgccgaagaa tgcaccggcec atctggggeg gttcgga
ttcgaggccg ctcegtactt catcccegge acgggtgetg ctggtet
caggcagcgc aggtgctcga actggtgact ggtggccage geagtge
ttcggtgccg aagacggcta cgaggcagac gacaacaatg aagaggg
gacactgatg gcaagagcgg cagcggcgaa gacgagttct aaatcac
ggtggccctg aagtacggct tcaggagegg cctggaagag aagatcg
ctcgaaaggg gcggggttca cgtatgagga gctaaccatce ccttacg
gccctcaaag tacacaccgg acttcgacct tctcaagaac ggcatca
ggggcggttc ctaacagagg accgggcecaa geacctgetg gtgaaag
cctggacatt cgtttcgttt tctcgaattc aaaggcaaag atcaaca
cacctatgcg atgtggtgcg agaaaaacgg cttcgcatat gcggaca
ggcatggctc aaagagccge cgaacctgga gtccctagea gecatcg
agcatgacat ggcatacact tccaacacca agaagcgggce aagcacg
tccattgctc cgcaacgaag ccctcecgetg acatcggage cgcggac
accggaagca ggggtggegce tgcatcgget accacttcgt catccge
tcgaagaagg ccgttacgct gacgttatcg gcgcacacgt agaaggc
ccctgggceat ctgectggeg ggtggtgtet ccgagaagga tgtgaac

acttcacgcc cgagcagttc gccagcttac agaagctect gacggac
6

ttc cacatctgga
ccg ccgttccece
tcg gaccagtacg
atc ccgatgacac
gcg cgtcacatga
ctc gcegegegge
gtt cccgaagcecy
gcc getcatcgag
gtt caaggaactg
cta cgccaccgag
cac gatgcaggcc
gtt cgacgcgaag
agt caaggtctcg
gaa gctgcgtctc
cga tgcctacgge
cga tgaagccceg
tga ctgccaaaca
ccg cggacctcac
tga agcccgegaa
tcg tggagtccaa
ccc agcacccaga
agc gaagcccgac
aga gcgtgcccga
aga ggctgcgggg
gac tacctggtgg
atc gaccgctggce
cgt gatggcacca
cac aacgagaact
gtt gccgagaaca

ctc cgagcgaagt

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
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atcccaaggc caccatccag ggtcaccgceg atttcectgg tgtggeg
ccttcagtgc gaaggattgg gccaagcaaa acggtttctg acgcacc
atgaaggcat ggcgtaaaga acccaatcag ggcgcagtcc gtattgg
aacgcgaagc gtgtgatgaa caagttcaaa ccgagcatgg tcaacca
tttcagcgga tgatgctcca ggccggtatc tgggegetct aacctaa
gtacttcggg ccggtccttc gggetggecc cccttttatg ctcaaga
cggtgaatgc aagccgttta gcgactttca caaagcaccc gcaggaa
gtcatattgc aagcagtgca agaaggaata cacgcgggac actggag
ctccattcgt cagagagcac gaaagcaggg agtcecctte tcgctta
cccacccatc cccgaagtgt gecceggtett agggattcec cttcgac
tgcggacgac aactcgccat cgctggateg attgatcect gagettg
gaatgttgag tggatgagct accgagctaa tcgaatcaag aacgact
actcgaaagg gtcactgcct gggtccgaga gegagtttct acgacac
gctgcggtte ctcagacggyg aacagtctct tcagtgatgg gcaccag
gtgaaaccta cgtgcccggt gatggcageg aaccaacaat aggaaca
tggaagggct gctaaccggg gagtttcgec ccctactgaa acggaag
cggcgcegceaa gttetcgtat caagtcggtyg agttcaaggg aaagacg
cgtactttga caatgcaggt gtgatggtgg ctcagaaggt ccgattc
tcaccgtagt tggggatggc aaggccatct ctggaatcct ctttgge
ctcctggegg aaagaagatc gtggtcaccg aaggcgagat cgatgec
aagcgcaggg caacaaatgg cctgtggtct ccgtaccaaa cggagea
agtcgcttca gaaggcactc gaatacctgg agagctttga tgaagtg
attccgatga tgcaggcaag aaggccgcta ctgagtgcge ggagttg
agtgcaagat cgcgtccatc ccgatgaagg acgccaacga attgcetg
agcaggagat catcactgca atctggcagg ccaaggagta ccgeccc
cgggagcgga actgtgggag geggtgtcag catctcagga tatcgta
acccctggga cgcactgaat gaagtcacga aaggcgegceg tacagge
tcactgcggg ttccggeatc ggcaaatctg ccgtggtacg cgagatc
tgaggcgtgg agagacggtt ggcatgttga tgctcgaaga gaacceg

tgggtctcat tagcatctcc ctcaacaggc ctctccacat agaccgt
7

aag tcgtgccect 10080
acg aggagcaacc 10140
tcg caagaccatc 10200
tgg ctccgtectg 10260
acc atctccagtg 10320
ttt gtaagaggtg 10380
aat tcaagctcca 10440
cta acatcctacc 10500
cca aagagaacct 10560
gga cactcggctt 10620
ggt acgtgectgg 10680
caa cctatgaaga 10740
atc ccatgtgagg 10800
tgg tgcttcgtct 10860
acg aagaagcgga 10920
atc accgaggaga 10980
gtg caactcgcgc 11040
ccg gacaaggagt 11100
cag aacctatggg 11160
atg tcggtgagcc 11220
caa ggcgcgaaga 11280
att ttgatgttcg 11340

ttc tcgcccggca 11400
aag gctggecgtg 11460
gat ggcatcatct 11520
gag tccgttcecgt 11580
gag cttgtgactc 11640
gct caccacctcc 11700
aag cgcaccgcgc 11760

gaa ggtgtcagca 11820
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aggatcaact gaaggtagct ttcgatgata cggtaggctc tggccga
accacttcgg ctccagcgac atcgacaacc tggtgtcceg tgtcecge
gcctggggtg caagtgggte atcctcgace acctgagceat tgttgte
acggagacga acggcgactc atcgacaacg caatgacgat gctgcgt
agaccggcat cggcatgttt gtggtgtcac acctccgecg accggag
acgaacaggg agcacgtacc tcgctcaccc aactccgegg ttcecat
tgtcggacat ggtgattggt ctcgaacgga accagcaggg tgagaac
cgctcegtgt gctgaagaac cgcttetceg gtgagaccgg tgaggec
acgaccggga gaccggacgc ctggaagaga cggacgceacc tgctgeg
aaaccaaatc ggacgttcag tccgagttct aaccaaaggt tacatca
gctgttcacy cagtccgctg ctgaccaacg tgetgecgeg ccecegtg
cgccaagatc gcggacctga tcgactaage gggagtetct gtgatcg
ccaagagttc cgagaaatcc tcgatgtagt ccgctgggag ttcceeg
gattgggggc ggggctctce gegattccta ccatggtcge ccaatca
gttcatgcgc aggegtgacc acgagacgct gaactcggaa ctcaccc
gccgatccte gtggeccacy getatggecg tcccgacatg cacggceg
gcagtccgtt gctggcetacg aggtgcaact catcctcgeg gacttcg
cctggecggt acgttcgacc tggggattge ccgagecacc ttcgatg
cctccacccg gacttectee aggactccac ggataaggtc ttccgea
caacctgttc gagaaggcgc gaagcctgaa gecgcatcaag cggetgg
ggacttttca acaccggact tcgagcattg ccctgtctge gcacaac
ccgcaacgct gecagegtee gagageacca aatctceggg ctctgec
ctcggtgttc gacaaggact gaccatgaac accttcctca ttctect
ggccaaatcg aaggccgegt gatcgetgag ttcgacactc ceecgtga
aaggaacacg tgagggtcat caaccaaccc cctgtcgteg cgtccac
agggatggcc gcgegtaatc accaaggacg gtatgaagct attcgac
gtctgctgga taccgtcacc aaggttcact gtctcgtcat caaggat
ggaagttccg ctgeatccec gcaggcttce cgatgcaage ggacatg
ggctggggct tctcaagtce ggecccatcg gtggecacgg aatccte

cggtcctgga gaagcetgtac ccggacttca cctacgacaa ggaccag
8

cta ttcctctacg 11880
ttc atggcgaagg 11940
tct ggectcggtg 12000
acc ctcgtggagg 12060
ggt gaccgeggee 12120
agc atcgcgcaac 12180
ccg aacgtcacca 12240
ggg ttectgetgt 12300
ccc ttcaaagacg 12360
tga gtctgatttc 12420
ctg cccgtgtccg 12480
atg acacccgect 12540
gtt cacaccccgt 12600
agg acgtggacgt 12660
gct tcatccgeece 12720
cat gggacctgat 12780
aga acctggaaga 12840
gtg accggcetgtt 12900
tcc gtcgcgegga 12960
cag agaagtaccc 13020
cca tcatcgagtt 13080
agc aatgccagta 13140
ggt cctcatcgga 13200
gtg cgaagcagcg 13260
gtt ggtgtgcgca 13320
att gaaacaaacg 13380
cgc accaccggga 13440
acc atcgagcaag 13500
agg tacgacatcc 13560

gtg ttcgacaccc 13620
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tggtggccgc gegtctcate tggacgcaca tcaaggacat cgacaac
agaagcaaat ccccggctec ctctacgget ceccactcget ggaagee
tgaagctcca gaagggcgag tacgcggctg agttcaagge gegeatg
aggggggcat ggagtggcga gagctttctc ctgagatgct cgactac
tggatgtcac ggacgcactg ttcgaccgga tcgaaggcaa gaactac
tggagcttga gcaccgcatce gectggetga tggctcaaca ggaacge
ttgacgtgac gaaggccagce gegttgtacg ccaagctcge gcaacge
agcgagaact gaaagagttc ttcegtttct ggttcgetee ggctgga
aggttggaaa caaggcgcga ggaactgtag ccggtgtcce gtacacc
tggagttcaa ccccggctec cgcgaccaca tcgctaateg cettgte
ggaaaccgga ggtgttcacc gatggcggta agcctcgggt tgatgaa
gcctggacta ccecgeccacg aaactcctca cggaatacct getggte
ctcagctagc tgaaggtgac caagcgtgge tcaaggttgt acgtgac
gctccgtgaa tccgaatgge geggttacag gaagatgcac geacgct
cccaggtgec agecgtaggt teceectatg gtgaggagtg ccgggga
ctaagggttg gctgetggtt ggetcecgatg cttcegggtt ggagcett
acttcatggc caggcacgat ggcggcaagt atggaaaggt gatcctt
acacggagaa tcagaaggcc gctggactge ccacacgaaa caacgeg
acgcgttcct ctacggagec ggggacgceca agattggtaa gatcgtt
ctgaaggaaa gaagctcaag gccgcegttcc tgaagaagac ccccgea
tcgaagctgt ccgtgagtct gccaagegeg getacctggt tggecte
tccatgtccg ctctcagcac geegeattga acaccctgct gcaatcc
tctgcaagta ttgggttgtc cgcacggcag agcgaatgga agctctg
gatgggatgg ggacttcgeg ttcgtcgect atatccacga tgagecag
gaaatgagga agtcgccaag gtcctegttg agcaggttge attggec
aagcgtgggc cggattccgg tgeccgcetgg cctgtgagte caaggte
cttcaacaca ctaaagtaat cagacaccaa catgagcatg ttccgag
agaagtcctc tacgaggcgt tcaagactcc cttcaagcte cagtceg
gttcgctcag gaagtcgecy ctetggecte gatgggatac atctcga

gcagcagttc ggcaagaagt ggcgegtcac cggcatcggce ctggaca
9

ggg ctcctcaaaa
tgg ggttaccgcec
ggg gacgcttacg
tgc gacctggacg
tcc gcggaggcge
aat gggttcccgt
cgg ggcgaactgg
aca gtgactccga
aag gtgaagatcg
acg ctctacggct
gat gtgatggcac
tcc aagagaatct
gga aagattcatg
ttc ccgaacgtgg
ttg ttcggggcac
cgc tgtctagecc
gag ggagacatcc
aag accttcatct
ggt aaggacgctg
ctc aagaagctcc
gac aagcgacaac
gca ggtgccctca
ggc tacaagcacg
cag gttgcagtac
atg aaggacgccg
ggt acggattggg
acg acctactcaa
act tcgcccgaga
cct acgaggggcc

agc tgcgcaagct

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
15420
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ggggatgctg tgagtgaagce cctacgeccc cattcgetga ggatcat
cgggtctctt acaaggatga cctggacggt gacctgggat actgcga
aagatcgaga ttgagaacgg gcagcacccc gtggaggagg ccgatac
gtgcttcacg cggtgttcta tctgatggac attgggetct ccgegga
gtggtccgta aggttgtcac cggactcacc caggtattcc aggacaa
acctacttgg caaacgccaa gtgatggacc atatagccaa gtttgat
aactcatgac ggacaagaag tggaccatca cggttaacgt ggacacc
gggagcggac catcgagttc ccccaccgge ccaccgagga ggagctt
cgcagttctt cagccggatg aacttccgat tcaacgaaca cctgaag
gtgcgctect gacacctcgg agaccgtatg aaagtagegce tgattga
gtcttccagg cggetgtagt cgctgagaag gcaaccgatt gggggga
ctccacgcag acgagggtga cggagaacga atcgttcgee agtcegt
gagaagaccg gtgcggataa ggtcatcctg gcattctceg atgagga
gccatactgc ccacctacaa ggccaaccga gegggttcce gecagec
catctgaagc ggtgggcttc cgacgaatac gagagcttca cccggec
gatgacgtgc tgggcatcct ggccacccge gagggcaage caggega
tgctccatcg acaaggacat gcgaaccatc cctggcaccc acttcaa
gaagagttcg tggtgacgga ggagggggca gactactggc atctctt
ggtgacccgg tggatggcta cgcaggctgt cceggeattg geeceggt
attctcgaca agagccccac ctggggtgec gtggtetctg cctacga
ggtgaagagg aagctctcgt gcaggeccga gtggegegcea tetgeeg
gacttcaaga agaaacaagt tcgactgtgg accccaaaga aatcctg
agcagcaacg ccgcaagttc gagaaaggcc ctctcaccgg caaacgc
tcatggacga catccaggac accaaggaca ccaacccgaa ggacgcec
agctccccct cgacctegtt cctgactcgce tetcggtctt cgecgeg
agggtgccac caagtacggt gectacaact ggegtgtege tggtgte
acaaggccgc gctggagegt cacctgaaga agtggtggaa cggtgag
agacgaaggt gccgeacctg gecagcegtea tcgegtgtge tgcgate
acctcgcagg caagttgacg gatgaccgcc ctccggcaat cgacctg

actcccttga ggagaccgtg aagcacctca aggaactgca caaggac
10

ggg ccggaagttc 15480
acc caccaagtgt 15540
ggt cctccatgag 15600
gga ggaggagcac 15660
ccc ccggcetectg 15720
tct ctccaggagg 15780
ccc gagggccacc 15840
ggt ctcaagctgg 15900
gag gtgaaggggt 15960
tgc tgacgttctg 16020
cgg tgtttggacc 16080
cat caccctccag 16140
gaa ctggcgcaag 16200
gat catccgcgeg 16260
aac cctcgaaggg 16320
gaa cttcatcgtg 16380
ctt cggcaagaac 16440
cca gaccctcacg 16500
ggc cgcgaagaag 16560
caa ggcaggcttc 16620
cgc tgaagactac 16680
aaa gaactggaac 16740
gcc gatgtcatca 16800
atc ggctccacca 16860
ctg gcgttcaccg 16920
cgt gcgtccatct 16980
tgg gccgacccga 17040
atc ctggacgcgg 17100
agt tccttcatcg 17160

aag aacccgaagc 17220
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actacaccga actcaacgta tgaacccgaa gcgaaacact ctgaccg
tgatgcagag cgggcgactg gccgaagcac cgegattgeg ctgagte
cattgcaaat ccaggtgtgg ccgtacaaat ccgagaacat cacggta
cgagagtctg atgcgcectga tgcgggatat ggtctttcgg ctgggec
gttcagccag aacctgactg tgacgttcaa cctttgggag cctgtgt
aagggctctc tcattgaggc cctcatcaac accgcaatcg gettcgg
gcgaacctca tcatcctccc actgttcgge ttcaccagtt tgacggt
gtgattggcg tggtctacac getcatctce gtggtgcgga gttacgt
ttcaacgcac acatcgtccg agccgccaag aaactctcag gggectg
gttccacaat aggagaatca aattggcgaa cgacaagttt ccgccga
acttgaggcg cttgagaagc ggttcccgga gacaccactc gaaaata
tcaacttcga ttggctcagg gtgagctacg tgttgtccgg tttctce
gaagcagacc aagaacattt tggagaacac atagtgtgca tgtctca

ccteceggecce caccgecace gecacctceg ceceecegeccg ttgatee

cctgcgeage aaaccggtgg ageggtgace agcggcaaga gcaaggg

cgtatcgacc tggcccagaa gacatcgggt ggtggegecg gtctgaa

cgaagggcag ggatggaaca agaaaagaaa acctgcgcct ccctcta

accgaccgag acccgttcct gaagcgggec tacgactgeg ccgaact
ttgcttccte gtgagggaca caacggctcc accaaactcg tcactcc
gotgctcgtg gggtgaacaa cctcgeatce aaactcctge tgacgea

actcctcegt tcaagttgtc gattgacgac ttcacgctgg aggaact

gggatgcggg cgaaggtaga ggaggggctc aacaagatcg aacgcge

atcgaagcga actacatccg cgtggctgcee ttcgaggege tgaagea
ggcaatgccc tgctgtacat tccgectgaa ggtggactga gagtatt
tacgttgtcc gccgtgacce gatgggcaac gtgctggaca tcatcac
tcccgagacg cactccccga caacctegte cteectgatg acaccga
cccgeggcetg gtacgaagga tgtggagctt tacacccacg tctatcg
tggaaggtct accaggaagt caagggtgtc cgcattcccg gcaccga
ctcgataaga gccegtggat tcecgttege ttcacgcaga tcgacgg

cgcggttacg tggaggagta catcggggac ctgaagagtc tcgaagg
11

gct gggtcatcta 17280
ttc taggcaaggc 17340
ctc gtccggetga 17400
tca agggcatgac 17460
gag ccagagccga 17520
gat caacttcacg 17580
gca gacgaacctg 17640
ggt tcgeegetgg 17700
aag gtctctttag 17760
ttc ccaaagaatt 17820
tcg ggtctgtgga 17880
gag cccaattcga 17940
acc gtccgeccca 18000
gat tccggtccaa 18060
acg cgactccctc 18120
cat cccgatgtaa 18180
cca gaaactcacc 18240
gac gattccctcc 18300
gtg gcagggcatt 18360
gct tcctcccgga 18420
gac gaagcaggaa 18480
ggt tcagactgag 18540
tct catcgttagt 18600
cca cctggaccgc 18660
caa ggagaacgtc 18720
gga gaaccaggag 18780
cca gggccgcagg 18840
ggg ttcgtacccg 18900
tga gagctacgga 18960

act ctcccaggcc 19020
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atcgttgagg gctccgcetge cgcagcgaag atectgttce tggtgaa
acggacatgg ctgacgtgtc cgaggctgag aacggtgcgt tccgega
gacatcacgg tcctccagct tcagaagcac aatgacttce gegttge
aaggacatca ccgagcgcct ggegtttgea ttcctgetga actcege
ggcgaacggg tgaccgcaga agaagtcege tacatggcga acgagtt
ggtggtatct actccatcct ctcgcaagag ttccaactge cgctcat
taccagatgg aacggcagaa gcgtctgecc gtccttcceg aagggac
atcgtgactg gcatcgaggc cctcggacgt ggaaacgacc tgaacaa
gtccagatcg ccgcacaggc agcgaatctt cctcccgaga tcgacaa
aagcgtgctg gtacggcgcet ggggatcgac atgaagggte tegtgtt
gtagctcaga acaaccagca ggccatgatg atgcagatga tgcagca
gccatcacgc aggctggaca getaatgaaa caaggaatgc agaatge
ggcgggceagt aaggctcecg aggccaacac tgccgaagcec cccgtgg
ctcggtggcec gaacagcaac ccaagcccge agcgaagecg gtcaaag
tggtggcgtg aagatcgaag acttctgatg agtgtggatt ccgtagt
gacgctccgg tggaagacca ggcccacatc gatgcgatgg tggccaa
aatacttcga ccgaaccgga cactcccggg gtgccegeag agggacg
ccggagaagt tcaagtctcc cgaggacttg gccaaggcat atgccga
ctgggtggga agaaggatga tgccactcca ccecgetgacg acaagge
gaaaccccgg acccaagcaa ggccacccag gacgatgect cgaagge
ggcctgagct tcgatgagtt ctcegetgag tttgcccaga agggtga
agctacgaga agctggagaa ggctggcatc ccgaaggecg tggtgga
ggccagcagg ccctegetga gtcgtaccge aaggacgtga ccteggt
gaaagcttcg ctgagatggt cacatgggce gctgcgaacc tctcgaa
gcgtacaaca aggccgtgga ctccggtgac atcaaccagg cgaagct
gtgtaccaga agttcgacgc tgctggcege ggtggtgage ctgcect
ggcggtaagg tctcgggega tgtctatgag tccctggete agatgea
tcgccggagt acaagaccga ccecgceattc cgcaagaagg tggagea
tcgaacatct tgtaaggaac catcatgatc ctggagagca tcctggg

cccgcetatca tcgacctcgt gaagggtgct ggtggggceca ttagecg
12

ccc gaatggcacc
ggg tgtcgcaact
tct ggagaccatg
agt gcagcgcaac
gga gtctgegetg
caa gcggatcatg
cgt caagccaatc
gct gatccagttc
ggc cgacttcctc
gcc gectgaggtg
ggg tgtgaacccc
cgc gcaacccgca
tca ccgttgaaga
tga ccgaactacc
cat caagcagccg
ggt ggatgctgee
ccc gcagtggctc
act ggaaggcaag
cgc gaagtctgac
tct ctctgagaag
act gaccgccgag
cca gtacatcgct
tgc cggtggcgat
gga ggagatcgcc
ggt cgtggeeggt
ggt gactggcgct
gaa ggacatggcc
gaa gatcgcccge
ttc ggtggtggtc

caa gttctttggt

19080
19140
19200

19260
19320

19380
19440

19500
19560
19620
19680
19740
19800
19860

19920
19980
20040

20100
20160

20220

20280
20340
20400

20460
20520
20580

20640

20700

20760
20820
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ctgtcggttg acgaccagat caagattcaa aatgccgaca tcgagaa
gctgcecteg acaatccgta tggcacccee agecagtggg tggtgga
ttccgataca tcggcgetge cgeggteate getgtcggct gtgtcac
gtccagacca acatcgaaga cgtgaaggag atgggtttcg ccctegt
ggtttcatct tcggtgaacg cctgtacctc ggcctgaggg gcaagag
ccgggaagca gegceattctg tacggttetg atcccgtaac cgttacc
tgccattgaa gtgaaaggtc ctagccgeac tgcgetcetg cgeggtg
caaagaacac cacaacagaa ccttggcceg ctgaggcgga caaccct
gttcccggaa gecgctcaac acgactttca actcacttcc aaaacaa
agttccgtct cgcctgggece aggcaaacct ggcaggegat ccgaagg
ggtcttcgct ggcgaagtca tgacggectt cgctgaaaac aacatcg
ccgecagegce acgattagtt ctggcaagtc ggcttgacce aacctta
ctctaaacac cccgtaaatt cggtggaacc ccatggggge aataccg
cagtacgcga gatggtgtag agactagaca cggggaaccc acaaaga
caacgtcgag aagcccgcece gtgagttcta taaaaaggac gcacaga
tggaatttgc aagtcctgce gaatcatcaa gacccgagag aaaacct
agatgactat cggcggatgt atcatgtcca gggcggtcga tgtggaa
cttgtactca aagaggtaca agagttttgc agtggaccat gatcacg
ccgtggctty ttgtgccata attgcaaccy cggattaggc atgttce
tgcgcttagg cgtgctatcg actgggttaa ggtatagtce gatcctce
taggggaagc agttccccgt aattggtaag getaccgeceg cgtacca
gaaatcaacg gcagcaacat cgcccacaac gaagtggtca tcaccat
ctggccaaca ccttcatcge caacatcgat gaagcgatga accacta
gtctattcga gcgaactcgg caaggccctg geccaaccagce ttgaccg
ctggctgtce tggecgeecg ctetgetgee cgtatcacgg gecgaaca
atcaccgatg ctgctgccgg taccgactcg aacgcactgg tcgcgga
gctcagaagc tcgatgagaa ggatgtcccg getgatggece gtgtgtg
gcccaatact acgccctgge acagaacacc aagattctga acaagga
ggtgtgtatg cggatggcaa ggtcctcecgt gtggecggtg tggagat

cacctgccga acacgaacat cgcttcgggt tcgaccgegg ctggtac
13

gct caaggctctc 20880
cct ccgegeatcg 20940
cct gtatgccggt 21000
ggg catgcccttc 21060
caa gtaagcactg 21120
cac gggatcacac 21180
gct ctgetgcatc 21240
gtg tgacgtgtga 21300
aaa tggcaaacgc 21360
ccc tgttcctgaa 21420
tac ttcagtacgt 21480
tga actgggccga 21540
agc caagacttcg 21600
cct gcgcatgttg 21660
cag gaaggctcga 21720
tag gggtcactga 21780
tct gccaacggcg 21840
aga caggaaaagt 21900
gag acgacctgac 21960
aca gcaatgtgag 22020
cac gcceggtaac 22080
cgatgacctgctg 22140
cga tgttcgttcg 22200
cca cctgctgcaa 22260
ggg tggttcggtc 22320
cat cttctccgcg 22380
ctt cctgcttccg 22440
ttg gggtggtgcc 22500
cgt gaagacgaac 22560
tgg cgataagtac 22620
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attggcaact tcacgaccac cgttggtgtg gtcacccaga agtccgc
aagctcatgg acctggcgat ggagtctgaa taccagattc agcgtca
gtcgccaagt acgcaatggg tcacggcegtt ctggctcecge aagegge
accgcataag cgtcccctca agectcggga ggttctettc aagagtt
ttttttctge tctcaaggat caccaattgg caaccaagac tcaaact
acggtcagga tttcttccag cttccggcect acaaggacac geccacg
gcaccgccecg tgetcgecacg actgtccecga gtggegteca getggea
aggatgacat cgtagcgatc acgttcaact cggctgaccc tgggaat
tcttcaccce ggecactgge gcaaccatca cacccaccga gttetge
ttgtacccgce aggcaccatt gcggecctca ccatcacctt ccceccg
aaggccagca gttcegtget gtcaccacge agaccatcac cgeggtg
gctetcgtet caacgetcce accacgetag ccgetggeeg tgctgee
gcgtggcgaa gcaggagtgg gtcttcatca actaaggaaa acgcatg
ctccgaccac ggagcttgag gecggtcaacce tgatgcetcga tgtcatc
tcagcaccct ggagaacagc getgtggtgg acgcggtgaa ggccaag
aggtgtcceg cgctgtacaa acgaagggct ggcacttcaa caccgag
tagtccccac ggtcttcgag aaggagatca tcgtceccge caactge
cggtctaccc ggacgagggc atcgatgcag ttcaccgtgg cactcge
gcaggcacac ctaccagttc gacaagagtg tgaaggtgga catggtg
tcgaggaact cccggaatce geecegecgct acatcgecat cegtgec
aggcccgcat agtgggctct gagagcctct accagttcac cgcagag
cccgagegga cctcaagaag getgagggea tcacggggga ctacaac
gctgggctgt tcgtegegte atcgatcgcet gatatgecce tegttte
aacatggtga acggggtctc tcagcaaccc ttcacgetgc gtctcge
ttgcaggaga acggcctcag taccgtggct caggggttga agaagag
cacatcaaac gcctcggceag tgccatcacce ggctctgect acatcca
gactctgtgg agcggtatga ggtggtcatc acgaacggtg acctgaa
gcagggaacc agaagacggt gaacttcccg aatgggaagg cgtacct
cctgctacgt ccttcagggce cgtcactgtg gcggactaca cgtttat

actgtcaccg cggccagtgce cacgaactcc ccaacgcgge ccttcga
14

cct gggcaccgtg 22680
ggg caccctgatg 22740
tgt cgaaatcaag 22800
cct cctggggcett 22860
gat cgcgccaagg 22920
gtc accgtgaatg 22980
acc cctgeggcetc 23040
acc cgccgcgagg 23100
atc gaggcccgca 23160
aac ccctcgaagg 23220
acc tggactggtg 23280
acc ttcgagtgga 23340
acc accatcgtca 23400
ggg gagagcccaa 23460
gcg gtectctceg 23520
aag gggttcgagc 23580
ctg cgcattgata 23640
ctc tatgaccgcc 23700
gtc aacctccaat 23760
gca cgggtcttcc 23820
gac gagagggacg 23880
att ctgacggaca 23940
ttc ttccatcgcc 24000
gtc tcaagctgag 24060
gcc cccaaccaag 24120
cac catcaaccgt 24180
ggt ctacgacacg 24240
gaa ctccacggac 24300
cgt gaacaagaag 24360

gtc cctcgcaaac 24420
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gtgaaggttg ggctctactc gaagacctac accatcaccg tctccgg
acctatagta cccccgatgg caccgttgcg gcccacgegg cacagat
atcgccaacc agcttgcgaa tggtctcatt accctcggtg gattcac
gtgggctceg tcatctacat cgeccggece accgattaca ccatcte
tataacaacg cggccctgaa cgtgattaag gggacggtgc agaggtt
gcgaatgcga acttccagga cttcactgtg gagatcgcag gggacaa
gataactatt gggtcaagtt tgacaagacc gggaacaact ccggtgt
atcaagccag gcatctcggt tggtcttagt cccagcacga tgecgtg
gagtcggacg gcacgttcac cttcaaaccc atctcctgga cgaaccg
gaagactccg ctccacaccce atcgtttgtg ggccgeacca tccagga
cggaaccgcc tgggcttcat cgcggatgag getgtggtga tgtcgga
ttcaacttct acccgaccac ggtgacgcaa ctectggatt ccgaccg
gcatcccaca cgaaagtctc gaacctgaac ttcgeggtgg ccttcaa
ctgttctcct cgcagactca gttctcggtg gaatcaggtg acctect
gtctccatca agcccaccac ggagttcgag tgcagcaccc ttgcgee
ggacgcaacg tctacttcgc ggtccctaag ggtgagttcg agggctt
gtagcggaca acgcaggcac caatgatgcg gctgagatca ccggeca
atcccgaagg gggcctacaa gatcgcetgeg getctcaacg aggactt
acttcagggg aacccaacgc gatgtatgcg tacaagttct actggaa
ctccaaagct cctggtccaa gtggaccttc ccgagcacgg acacgat
ttcatccagt cggaactgtt catcctcatc aaccggeccg atggtct
ctcagtgtgg ctctcgggga catcgggacg aacgagccct acaacgt
aagctgacgg tgccgaaagce aagcctcacg tatgacggcea cgtacac
gcggctctce cgtggaaccc aacggatgga acgtacacgg cagtggt
ccgcagaagg ctggegtect ctacccggte atttgggatg ggacgaa
ggtaaccgtg tggactccga cctcatcgtt ggtaggeget acgecett
tcgcegcetac tggtccgeca geagtccgge cagggecaga aggegga
ctccagattc gcaacatgca agtcaacttc tcggagagtg gcaactt
acgccttacg ggcgggacac ctacacgtac acctactcag gaaagac

tcggcaaaca tcggggcecat cggaattgaa gatggcaagt tceggtt
15

tgt gggcacggcc 24480
cac cacggactac 24540
ctc agtgaaccag 24600
cgc aacagatggg 24660
ctc ggaccttccc 24720
cac ctcggagtcc 24780
ctg gcgcgagacc 24840
ggt actggtccgt 24900
gct ggtgggtgat 24960
tgt gttcttctac 25020
ggc tggccagttc 25080
cat cgacgtatca 25140
caa ggacctcctg 25200
gac acccaagagc 25260
tcc cgttgggatt 25320
ccg tgagttctac 25380
cgt cccgaagtac 25440
ctt cgtggtgctg 25500
cag caacgagaag 25560
tct ccacgcggag 25620
cta cctggagaag 25680
cca cctggaccgc 25740
cat catctcctcc 25800
ggc caccagtcag 25860
cgc caagattctc 25920
ccg ctatcgettc 25980
cac ggttgcacgt 26040
cca ggcaaaggtc 26100
cct cgggcetgect 26160
ccc ggtgatgtcg 26220
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cagaacacca ccgtggacat cgaactcttc tcggactcgce cgctccc
agtgcagatt gggaaggcta ctatgtccga cgaagccagg cggtcta
tcctgcaaca cgcgaagact geatcatcct cgcaaggaac ctcegac
ggagatcgct catgtgaacyg gtctccccge ggagatgaat ctettge
ctccgctega ctttatgcgg tggtgtgggg ggatgagacc gtggeeg
gggagtgcct ggegtcateg gettccectg gatgctegcet tegeect
ccgcaagagc ttcctgaggg agtgecgegg gtacgtggag gggatge
ccacctggag aactacgtgt gggcaaagaa cgaagtccac atccagt
ggggttcgag ttcgagccag cagcaccatt cggtatcaat gacgaac
ttataggagc atgtgatgtg cggaccagcc gecagttccaa tcgecat
gctgtgggca ctgecgctte gattagecgeg cagtcgcage agcagaa
ttcaaccagc gccagtatga aaacgacatg accgcgtacc gaggcaa
gaggtgcaac ggaaccaggc gcgggaagat gcagtagcge agaagcea
gcaggaaggc gcgcaacagce aaccgecacy actgecgeag gtgagge
gccteggtgg atgcactgcet gcgggaccte getggecagg ctgecta
gtggatgaga actatctgcg ccaggacagg gctctgaacg cccagceg
aacagcactg caagccagat caaccagctt cgcccctcga tgtccce
gctggtetce geattggeca ggcetgetgeg ggtgcttaca gecagta
gactacgagc ggaaccagag cgtcccacgc cgaggagcat aaatgge
gactatcgaa cccgaggtac agggcttcag gacatctegt ccccaat
caggcagggt tagacaatgg tgccgctgag tctgecgeac ggetgge
gctgttgacc tgtctccgcet ggtaaccgec aagcgatacc aggatgt
aaggcacggg cctacgccaa ctceetcace gtggaggagce ttgggaa
gggaccctca tggegtccca ttcgectgte ttcagggcaa cggtcga
gagaacacgc tcaacacgtt cgagcgggac acactctcga agctcac
aagttcgaca ccccgcaggc catggatgag tacctcacga agtaccg
acgggatcca gcaagttcac cactgcgggc ttcgataagg getacgg
cgagccatcg cggttaacgt gaaggtggece gatgaagagg ccgtgaa
gaggcctcgg acaacctcgg caacctgacc ctgcaagtca ccgacce

gacgctgcgce aggccatcgt ggaccgetac cagcttcttc ggaagac
16

ctg cgcecttcttg 26280
aac catacgtccg 26340
agg aagacgcgga 26400
tgg ggttccgcac 26460
tgt tcggcatcgg 26520
ccc tctcgaaaat 26580
tcc aggagtatcg 26640
ggc tcaagtggct 26700
cct ttcacagatt 26760
gct gggtatcagc 26820
ggc acaggatgcc 26880
cct cgccaacatc 26940
gca gaacgacatg 27000
ggg tgtctcagge 27060
cga caacaccaac 27120
tga gaacgccttc 27180
gga ctatctcggc 27240
cca gcagaacctc 27300
acg agttcagaca 27360
gcttcagccgcag 27420
cca ggcgttgggg 27480
gga ggaggcggag 27540
gca gatcaaggat 27600
aca catccacggt 27660
ccg cggggaactg 27720
caa cgaggccctc 27780
cac gttccgtgag 27840
gcg cggcagccag 27900
gat gtacaagggt 27960
ctc tctgctgegt 28020
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gacgatgccg cgaaggaagc tctctcgggt gtcgetgega accttge
aaggccctcce tgggttetct gctggacaag aagttggaca geggtgt
gctttggggg acctgaaggc catccagttc acgcaacacg ctgaacy
gcgcagcacc aacggattga cgttgagatt cgtccgttcg tggagea
gaactgaagc gggatgcctt cgacaagtgg ggggccgega atgagaa
cccaccatcc acgccatcat caagggcaac gaagcggcca tcgageg
atcgctcaga acgecctcct ggecccaggec gaagcaacac aggctca
gccegeacgg ccatcgacca gggcaacctg gegttcctce cgcagea
cctcaggggg aacagaagaa cttcgatacg aaggccgctg ctgtecc
cggattgcac gggagaacat gccgttcggt aagcaggtgg agttctg
gtggagaatc ccgagtggga gaaacagatc aagggtggcc tctcgaa
ggctggacct tcgatggcaa gaccattgge caactgaaca accaggg
gacaccttca tccgcatcaa cagcaccaac cccggetacg ctgagaa
gacaaggact acaagaagct ctccgacatc cagttcctca tggagaa
aacgtcaacg atgctgcggc actcatcaac cagattgacc gegctga
gactacggtt cgatgaagca gaaggtggcce tcctcggtgg acgatgt
tggtactcag gcgecaccag ttggttcagt ggcectettcg gcaatga
accgctgtct ccgetgacat tcgecgeagg getgaactee tggtgat
cccgatgcga acgecgeggt gaaggecacg gtggaatacc tggcgaa
acgcggatca acaatacgct ctacttcaac aaggaccttc cggtggt
gacaccgggc agtggatggg gcggttcatc aaggacgttc cccagea
aacaacctcg gtgatgctcg cctggagecg aaccagtacg gaggctt
ggtggtgtcc cgatgacgga cggcaccggt aaggtggtca cctacac
tcgaagtggg tggacaacac catcaccgct gaccgccaca aggecge
ttcaagagct accaggaccg cctcgtgaag gaactccgeg atgaaaa
tacgtgatgg agcggatgtt cgacgcgact gccaacggca tgtggtg
tacagccgcg aaggctatga gcaggttcte cgtgacggea acacagg
gaactgttcc aaatctacaa agacaaacgc ttcaaggata agtaatg
ctctggggga tgtccagagg attacctccg agacggagaa gaagtac

ggacgctgtt caagatcgga aacatcgagt cctcgttcca ggatgge
17

agc ctccggcaac
ctc cgtcaaggcee
tga gtatgaccag
ggc cgacaagggt
gta cgtcaccacc
gca acagaagctc
ggc aacgcaggcea
gaa ggtgatgaca
gta catccaggaa
gtc caccaacggg
cct cgecteegeg
cca ggccgcaatc
gtt ggtgggeggat
ggg cggcttcccy
cat caaggcatcg
ggt gaaccagcat
cca ggtgaacctc
gtc tggccaggtg
ccc cgcagtcacc
ccc gaagggcgag
gat cgccaaggcg
cac ggcctggact
gcg ggatgacatc
tgc tgatgccaac
gca gaaggacccc
gaa ccgccaactc
caa gccgetcaac
gcc geatcgatcg
ggg ctccctgaag

cag gtgagcccga

28080
28140
28200

28260
28320

28380

28440

28500

28560

28620
28680

28740

28800

28860
28920

28980
29040
29100

29160

29220

29280
29340

29400
29460

29520

29580

29640
29700
29760

29820



ES 2 592 352 B2

agggagccaa gggctacttc cagttcaccg atgacaccgc aaggcge
atccgttcga cttcgagaag tcatccgatg ccgcgggecyg gtacatg
ccaagtacca gggcaacatg gacctgtccc tcgcggacta caacggt
ctaaggctct cgccaagggg aagccctggg cagagacttc ggactac
acggcaacaa gtccgagcecg ctctcgecage aattcaccac gggetce
ctgectecce ctecgectee cagcetatatc gagacgcacy gcagcag
gaggggttgg caataacatt ctcaatctgc ctegtgetat tggectg
ataattcggt ctacaatttc tggcaggagc gaggactctc cagcgta
gctgggacga tgacttctcg aagcagatge ttgatggggt ccctgag
acctgctgca atccaagtcg aagcaggaag cggaactccg ccgtgec
cgatggagaa ggaagtcgaa ctctccaaga tgggtgtggce cggtttc
tgggcaacct ggtggatcta cctacgcetca tctegttcgt cectggg
gcctectcac gaccacttca cgeatcgeca atgetgeceg catggct
ctacgaacgt agccttcgat gctgcaacga tgcagttccg cecccacg
acctctacat ctccgcetgeg atgggectgg gtctcggtge tgetggt
atcctgcceg cctggeegeg caacgteteg ctgctgagaa ccgecge
gtctccgtga atccggcaag gegecagatca aggagcttgg cgacaac
gtgctggceeg tgaggagttc gcacggegcea tccaaggcaa gecegat
tcaagtaccc aggcggtgcea atcgtgctge cgcggggega tggtgag
tccaccctgg tgatccecct gaggttcgca agccagggaa catcaac
ccgaagctcc tccagcetact cetceggeca ccggeceggt tgcteee
cagaggcacc taagggcaag ggctggacct ccgagtggga cgetceeg
gcggtggcaa cgagcaacte ctcgtgetge ctccggcaaa gegtgtg
agtatgtccg ccagttctcg aagaacgggg acatcgtgag ggtgatg
agggcatcga ccteccgcaag ttggagttca aggtcatcga gaagggt
agcgtgacat ggacaacgaa atcctcggcg cgaagggegce tgtaggt
ccattggtga caacatcata atgttcctgc ggggecacte gtgggag
acccgatgca cacggtgggt ctcaacgagg agacgttcgt tcacgaa
ccaccgtcta caagctccge ggtgttgage ctggcatggg tgtacge

ttgtgcgeag ggctgcetgat gacctggega acctccacgg ggacatc
18

tac ggcctggatg 29880
cga gacaacctgg 29940
ggc ccgaaggecg 30000
ctg gcgaagttct 30060
gaa gtccctctta 30120
gag tctgagtatg 30180
ggc tttcaagtcg 30240
gac cccgacttcc 30300
cgt cattggggat 30360
cgt ctgttggaca 30420
ggt ggtcgectgg 30480
ttc ggtggtgcgg 30540
gcc cteggtgetg . 30600
gcc accccggatg 30660
ggc ctctcggtga 30720
ctc ggtgagttcg 30780
ggc ttcaacttcg 30840
gag ccggtggaga 30900
cct ccgaagattt 30960
gag ccgcttcctc 31020
aag gctcctccag 31080
cgg tacgcctcag 31140
agt cagttggctg 31200
gac cgggtgctga 31260
cag cgtttcggcc 31320
act ccgcgaggtt 31380
atg cctggtgtca 31440
ctc gttcacgttg 31500
atc acggaccctg 31560

ctc gaccacgcca 31620
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ggcaaacctt cggggccaac tggaaaggtg aactccaggg acgcectc
agaacgagaa ggaactcatc gcctatggtc tgacgaaccy gaacttc
agacggtgcc cgttgagggt ggccctgaga agaacctgtg ggaccge
tgcgcaagct cctgggceatc ggcccgaagg aacacaacgc cttcacc
tgtccgeccce tetcacgaag aagggegact tegttgageg catcaag
tggaagcaac gggtgggttt gttgacgctg acaccgtgaa ggccgeg
tggctccggt ctatggetgg ggtctcggec tggagaacag getgggt
cctcegetgt tegtcagttg gectcgaagc tgttcggeac caccate
acgcggtggt gaagctcaac gettgggacg acaccacgaa gtgggct
tggagatgcg caagggcacc tatccgcagt tcgaggagtg getcaag
agtggcacga gaagggcaag gcgttcgatg acttcggcge acaggtg
gcggcttcga gggtgattac ccaccgeagg tggtcaagge tggcgag
ccctggecaa cgtggtggac tacatcaaca geccactgaa ggacgaa
ttggtctcac cgagacggac atccgagacc cggagaccgg caaggtg
cgctggagaa gaacccgaac tacctcccge gcaagcacga catcaac
tggtctccaa cttcggcagg gatgecgtgg aagggtggtg ggcacgg
gccgtgaggg aatctctgac gaggecgetg cgaagtgggce caagtgg
tggaggaggc tcacgccaac cgcactcagg acatgctcga tgacctc
atagggacgc cctgaagaac tccctgatge tcaacggagg ctactce
tgcggatcat ggacgacatg attcctggta gggccaccga tgcagge
gcctgaagca ccgcaacace atccgggaaa cgcacaccga gecagtgg
ggacgaagat ggaggtgagt ctgaacgact tcatccactc gaacgcc
agccgtacct ccgecaggacc gegggeagty tggecgetgge caagceat
agatggggga cattgaccgc gttatcgctg aggccaccgg caacaag
tcaagtccac ccccgatatt cagaagctcc gcaaggacct gaagttc
tccaagggct tccectggag gagttctcca cgctgaacaa gagectg
acttcaacgt tatccgcctg atgggtggag cagtctggaa ccaggcec
agatcatcgg cacgatgggg tggaagacta cgettgcggc tctecct
tgcgcegtga catcgecacce ggcaaggcece cgecatgacat cctggac

ccattggtgg cgtagggtce gagtacgtgg cccgectgga gttcaag
19

ggt gccaacctgg 31680
cag gagtggctca 31740
ttc gtgcattccc 31800
cgg ctgatcgaac 31860
acg aacccagagt 31920
aac gaagctgacc 31980
ggt gctaaggctc 32040
ggc tacaaggaca 32100
gac tcctgggecg 32160
ggc tctcagtaca 32220
tcc aactacatcc 32280
cac atgcgcaaga 32340
ggc cgagccaaga 32400
gag cgggtaggga 32460
aag tggaactcga 32520
gcc taccaggetg 32580
tat gtccgcacgg 32640
ctg aagggcaccg 32700
gaa gcggaggctc 32760
cgc acgatggcca 32820
acc acgaaggacg 32880
ttc gacgtggttg 32940
ctc gacatctaca 33000
ctt gggcaggagt 33060
gcc ttcgagcgag 33120
gag atgtggcgca 33180
acc gaactcagcc 33240
gag cttcgagcac 33300
cac ctggagaaca 33360
gct ggtgacgatt 33420
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gggtccgcaa caagggggac accaggttca accgctggcet ggactct
ccaggaagct ggcgaaaggt gtgctggatt acaccggceat gactceg
agaagcgtgt ccacgcgatt gegttggtga accacttcgt caacgtg
ctgctgggtt cctcacgaag gatcgectgg cctggatggg tatgage
gcaaggtcct gtctggcatc aagcagttca ccaagcccgce tgatggt
ccttcaagat ggacttcgeg ggctggcaga aggcggacce ggagage
tgacggccat ccaccgtgaa tcccgcaggg tcatccagga gaacgac
tcccgcteat gggcaccacg ctgggcaaga cggtcttcea gttcatg
acggctggaa caagtcgctg atgttcgcca tgaaccaccg cgactgg
ccgtacttca cggctcactc ttcgegtcca tcgectacat ggggegg
ccggtggcat ggaagcggac aagcgecage agtatctcga caagegg
agatcgttac caacagcttc gggcgcatct ctcaggcegtc cgtgctg
acaccatctc accgtatccg ctgttcagcg gaatgcggac cacgagt
tggcatcgaa cccgacctac caggccatca acggactcat ctcgatg
ggaatggtgt gtcggatgag taccaaacca cggagaagga catccge
tactgcctct caacaacgtc ttcccggtga ccacgttcet gaaccac
atccgcacgg cgaaaagcaa caataaacgg gtagccctcg gcacgac
ttttggagaa tagatagtgc cttacagtta cgttcttctc tcgggga
caacttcggc ttcagcttcg gttatctcag caagttccac atcggag
tgtagtcacc accttcacct gggtgacgga cttcaccatt ggcatca
caacggtgca gtcatcgagg ttcgacggac gactccgttg aatcaac
gtcagatggc tccacgctca ccgaagcgga catggacctc aacactc
cactgctcag gaggcecgctg atggtgttge agcatccatc actcaga
gtgggacggc cagaaccgca gggccgtcaa cttcgcagac ccggttg
ggtgaacaag cgatacttcg aggacgtgta cacacctcag ttggacg
agccaccaac caggccaaca acgcggcectc cagecgecgec actgege
cgctgeggac aactccgegg acctcgetge ggecctectg gegacct
cctcggtgcce cttgeatcta accccacget ggacggtaac ggccage
tgacctctac ttcagcacca ccgataacct gatgaaggtg tacaccg

caacgctggg tcaaccgtcc agtccaccat caaacgtcct gtcacac
20

gct gacaccggca 33480
ctg atgattcagc 33540
gcg aacggcaagg 33600
gcg gatgacttcg 33660
gag ttctcgaaga 33720
tac tcgaagttca 33780
ctg ggctccatga 33840
aac ttctcgatgc 33900
tcc acactgtcca 33960
acg ctgetgggtg 34020
atg tccgttggcc 34080
ccc aacatgttcg 34140
gac ctctccagtc 34200
aag aagctgattc 34260
acc tggggcaggc 34320
ctg gcgaacgatt 34380
cgg gggcaacctc 34440
acg gctctgcgac 34500
tga aggtgaacgg 34560
cac cggccccgge 34620
ccg ccgtggactg 34680
ggt tctetetgta 34740
act ccctggggca 34800
atc cacaagacct 34860
cga aggtcaccga 34920
agg gctatgctct 34980
tca aaggccagta 35040
cgg tgactgctgg 35100
ggt ccgegtggat 35160

ccatcgtggcaac 35220
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cgcaggccag accgtgttce cggtgtctgg tgggtacgac gecccat
tgtgaatggg gttgaggtgg cttctccaga tgtggacgtg actaacg
attctccagc ggcctgactg ctggagataa agtggattac gcagcegt
ggtggccaac ccggttatcg atgggaccag cgccgeagac ttcatca
ccgtgtagtt acctctattg ccgacctgaa ggccctcaat aagaaca

tctcgtcact ggcttctatg cttcagggga tggtggegge ggtttct

cacgatgccc accaacggta tcgttcaggt cgggaatgac ggaggca

ggttgatcgg gattatgttt ccgcgaaaca actcggtgcg agactgg
tgactcctct ctcctgaaca acgccaagtc cactctcgat getcttg
tatcccgtct ggggtitgca gaatctcaac agcaatcact ccaccaa
tggggatagt cctcaagcgt ccatcatcca gtgtaacaac tgctctg
agcaaatttt gggctctctc gtccggcttg tgtcattgag aagttgg
cagcaacacc tgcgatgggc tatacgcttt ccgtgcecct ggggtgg
gccegtctac aacagcggcc taactgttag ggatgttgag attggta
cggtggeggt ttctcactga aggacttctt ccgagtgaac gtagaga
tgatgtgagt tccgccgtat tgctcaccgg gtcagttgtg caggeag
caccgcaaac ggtgataacg caccaactgt tcttaaccgg tatggtt
agcttcctat tccagcggta cgctaggtce tgaacacatt agtacgt
cattcgctat acacgcggtg ttcaacacga tgctgggctc atggtct
ggacctggaa actttcacac acggcttcta tctctcgcag ccctgea
tattagcgcc ccggetcecgg cagcttcagg gactgcetgeg tggattg
tatttctgat tttgacgtag ccaacggcac tctgatcgat gaccttg
aaacacccca ggaactccag cctettegta tggggttcte attggca
gtgcattggt actacaatcc gtagtcccag gattcgaggt aacacta
tgggattgtc gctaatctag ctggaggtga catcgttatc gaggatg
cagtgtggtt actggaacta cggtgtctgt gaacaatgct tcctatg
caatcgaagc gccaccggtg ggactgtaaa tggttcectg tcaatca
tggttccatt ggtgatgttc gtggaaatga gtttgccacc attacca
ctattccggt acatggacgc ctggaacaat tcctaacgga acaccag

ggccgtcect ggcgeagtgg ttggtgacaa agtagtggte ggecttt
21

aca ttctegtgtt 35280
gca gcaccatcgt 35340
ttg gtgcgttcca 35400
aga cacgcaatgc 35460
cct acaacttcgt 35520
tce ttcaggttcc 35580
tct ggcagttggt 35640
acg gttcaacgga 35700
gta agaggctgta 35760
agg ctggtgtgtt 35820
cat tcctattccc 35880
gga ttcagtccta 35940
cat ctggagcatc 36000
cgg gcggacgatt 36060
aca ttggcatgac 36120
tat tccgaaatgt 36180
tcc aaacagccgc 36240
ggg attgcagctt 36300
cgt tcaacaatac 36360
ctg tgcgtggtgg 36420
ggc ttttcaaagc 36480
aga tcaacacgct 36540
aca atgtgaataa 36600
gtt caatggtcgg 36660
ccatcatcaacgg 36720
caa ggottgtggg 36780
cag ataacggtgt 36840
aca ccctcaatgc 36900
cag caacaacggt 36960
cca gcctgaccgg 37020



ES 2 592 352 B2

atcggccaac tgcatcattt ccggctatgt gtcttccacc ggaaatg
gtataacgtc tctggtgcat cacagacgat tccetccggg actctce
caagtcgtaa tcaagatgtc cctctaggtt tcccctggag ggactte
aggtatgagc aatgcgctca acgtaagtaa gctggccaca ctcacgg
agcataacca aacaagaagt aatcatgccg aacatcgaca aagacgt
ctgaaggagg ccctcacgga gtggctggac aagcagttcg ccacatt
ttgcggteca tectggecegce tgecttetca gtectcatgt acctgta
ggctggeacc getgatatga ccgaaaagac caccgcttcc gaaaagg
tcacaacgag atggccgcat ggtgcctgga catcctcaag ggaatcc
agacggtaac ctcgtgattg aggatgggag agttgttcgt ctcccte
cctcaacgtc attcgccagt tcctcaagga caacgacatc caggctg
ctcctecgatg ggtgacctct cggacctece ggtgttcgag gatgaca
caagtctcaa tcgaaataaa cgcgattaga ggccctcaga gegattt
tagggtagcce tatccgggea cctgatcgeg teetgtgggg ccatcte
gaaaataaca actgccgagg tttcggcaaa acgctgeecg aagtgeg
cctctccgag ttacacgcga atcacaccaa gaggggegge cacaaca
ctgcatgaag caggtggcac gagactggcg caacacacct ccgggcec
gtggacgacc tcaaagaaac gtgcggagga gaggggctgg gagttca
gtggattcag gaacgcctcg aagctggegt gtgtgaggee accggga
gtccgcggag gagttcaaag getacggceca cttcegtcca tggacce
agacgatcca acgaaagggt acacaaccga caacgtgaag gttgtgt
ccaggccaaa ggcgtaagca tgcacgaagc cgtcctaaga atggecc
gaatgacaac taaacaacac ccagcacaga aagactttcg cgtcttt
ggcgcecacct caatctccec gaacccacac cagtccaata tgacatc
aacacggacc acgccgttca gtcatcgaag cgttccgtgg tgtaggt
cctcegectt agtttgetgg gttctgtgga acgacccaca gaagaaa
ccgectcgaa ggaacgagca gatgcecttct ctaccttcgt gaagegg
ttccegttct ccagcacttg aagectaagg cggaccagceg agactcg
atgttggtcc cgcaactcct gaccactcce cctcggtcaa gteegtt

agatcactgg ttctcgtgcc gacatcatca tcgctgatga cgttgag
22

tgg ctgtcctgtt 37080
agg taacagtcct 37140
ctc tttcaaggaa 37200
caa cagaaatcaa 37260
aca gaaggatgct 37320
cgg gaagtgggcc 37380
cct gacttctcaa 37440
agc ttggcgaagt 37500
cgg tcaccgacaa 37560
cgg ctcctgecta 37620
aac ccgccaaggg 37680
acg ttgtgectct 37740
taa gcctccaagg 37800
gca agccaagaat 37860
gcg aagaaaaaca 37920
cca tctgcaagct 37980
gct ccaagcagat 38040
acc taacccccga 38100
ttc ccttggagat 38160
cct cactcgaccg 38220
gct ggatgtacaa 38280
gtg ccctcgtage 38340
atg ttcatggtgt 38400
gcc cactacttgc 38460
aag tcctggatca 38520
atc ctggtcatct 38580
ctc atcaacgagc 38640
atg atttccttcg 38700
ggt atcaacgggc 38760

gtt cccaataact 38820
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ccgecacgcea gatgatgege gacaagcetct ctgaggeggt gaaggaa
tcaaaccgct ccagacctcce cgcatcatct atctgggeac gectcag
tgtacaacgc tctccctgag cgtggatacg aagceccgeat ctggeca
agcttcacct cgtggccaac tacaagggcc gectggctee attcate
aggccgataa gagtctcgta ggtgctecta cggaccccag geggtte
tgttggagcg taaggegtee tatggacgtg ctggettcge tetccag
cgagcctcag cgatggtgac cgctacccgce tgaagatcge ggaccte
tcaaccccac gatggcccat gtgaagatcg cctgggctge tgcacct
acgatctccc cgeggtggec ctcacgggtg accgctacta ccggecc
agcagatgtc cgagtacacg ggctgtgtca tggccatcga ccecteg
acgagaccgg ctacgccatc atcaagattc tcgcaggcaa cetcttc
gtggactctc cggtggctac tcagatgaaa ctctggagac cctggeg
cccaccaggt gaaccacgtc atcatcgagg ccaacttcgg tgatgge
tcatcactcc attcttcggg aaggtgggac acaaggtcct ggtggag
ccacgcagaa ggaagcccgt atcatcgaca cccttgagcec tgtgcte
tcatcgttga ccagaaggtc atcgagaacg acttcaggac ggcagag
acagcctgtt ctaccagatg acccggatca cccgagacaa gggtgcec

accgtctcga tgcactggcec atcgetgttg cctactggac ggageat

acgataaggc cgctgctgcg atcaaggaca aggcgcetgaa ggatgaa

ttcacggtgt ccttgggagc aaacccaagc gaacctcgtg gatgtcc
ccaggtgaca ttcggtgcca caataggaga accctacgtg ggttctt
cgtagctgat atggatgcca cacaccgtgt ggactcggga aacctca
tagtcgctgce attctaggac acccgttagt cteectatte ctcatct
gggggctaac ttaggtgttc ctagtgttga tgatatagcc actgaga
gtcccttaag ttgtctctta gggttgcatt aaggagacat catcacc
aggtcatcct ccccatgttc actctactag tcctcctcte aggtgte
ttctgggtct cgttctgtat ggectgttgg acaactgatg gtgtcec
tagggggaaa acttccgacg caaaaatttg aaagccccac tcgaaat
attccccecg tgeecectee geggeecgge cetegtggec cctgeeg

caccctccag getgtacget ccgetgacte ¢
23

atg gatgcggtca 38880
acg gagatgtcgc 38940
gcg ctgtaccccg 39000
acg cgggcetctgg 39060
aac gagactgacc 39120
ttc atgctcgaca 39180
atc gtccagaacc 39240
gaa gtttgcatca 39300
atg tggacggacc 39360
ggc cgtggtgetg 39420
ctg gtggccgecgg 39480
aga ctcgctaaga 39540
atg tacaccaagc 39600
gag gtgaagcact 39660
tcg actcatcgtc 39720
cag gacatcaagt 39780
ctg gctcatgatg 39840
atg tccagggaca 39900
ctg aagaagttcg 39960
tcg aactcaggct 40020
cgg gggcttcatc 40080
gtg tgtggtgatg 40140
ctatggggggtag 40200
tgt caacctcagt 40260
atc atctcccata 40320
ccc gtggtgttcc 40380
tga agtgccccct 40440
tcg acgcgggcag 40500
acc cacctccggg 40560
40591



ES 2 592 352 B2

<210>2

<211> 41117

<212> DNA

<213> T7-like viruses (virus similares a T7)

<220>

<223> /hospedador="Ralstonia solanacearum"
/aislado="vRsoP-WM2"
/lugar_aislamiento="Rio Cayo, Badajoz, Espafia
/nota="Genoma del virus vRsoP-WM2"

<220>

<221> caracteristica_miscelanea

<222> 8340..8805

<223> /nota="insercion respecto a VRsoP-WF2 y vRsoP

<400> 2
ccccatgttc actctactag tcctectcte aggtgtceee gtggtgt

cgttctgtat ggectgttgg acaactgatg gtgtcectga agtgecc
cttccgacgc aaaaatttga aagccccact cgaaattcga cgcggge
gcccccteecy cggeccggcec ctegtggece ctgeecgacce accteeg
ctgtacgctc cgctgactcc tggcacatct tctggcacac tctgecg
actaagggga tgcactagct tacgaagcta ctgcgaccca ataagcc
ctcactggct cactcgtggg gctttttttt ctattctgtc cccattt
ttcggccatc agtttgcttt ggtttctcct agggtttcee ctaagtg
catcgctacg attctcccaa cggeccactt gcggeccacc actggag
tgcaatactt ccgcgacttg gcaatcggca cagegttcac tatcget
tgaagaaaag cgcacggact gcgtacaccg ctcccggeca cectggg
gctggttctg gtttggtcag actgaactgg taatggecta agggagce
agtccgagca ctcgectact tettcgetge aaccacgctc gecactca
aagggcagca catgcggcca tctcaagect cctcgtgatg cacctge
agaacaccct ccttggcgge aaagcecgcta cagaagcctc cagatca
tttttgtttg ctcctggggc tgacctacct gegteccact gegtgge
tatcgttcct tcggagcaac getcctgata tcggaactat tgcagtg

attgggcagt ctccgatgtt tcgtatgtaa ttcggtctca ccagggg

agacaaaaaa gcgtgggacc ggggcggacy ccagcagtca gggacaa

aagagtaagc acattgcgag tccttccagt gtgctcatca ctggaga

cattcaccct gaacattggc cttatcccga gcaagaaatc ttcgegt
24

-WR2"

tcc ttetgggtet 60

ctt agggggaaaa 120
aga ttccececgt 180
ggc accctccagg 240
taa ctccctgatt 300
tca cgcatgagca 360
cCcg cgccecccctg 420
tct ccttggegtg 480
aac atcatgcaac 540
ggc acgccctacg 600
cat tgggaaggcc 660
aca ccatgagcaa 720
cct acgtgggcegce 780
att gatcccactc 840
acg tctgggggct 900
tcc tagggcttcc 960
att gaaaaataca 1020
gac acgccectga 1080
ccc gagtcaatcc 1140
gac atcatgcaat 1200

acc gctcgcatca 1260
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ctgcatcgga agttaaggce geacttcgtg gegetggctt cttegtg
tggcccagtc ggecaccgag cctaccgeag tggtcegegt gatcgea
gctatcacca agcgctctac aacgtgtecc tggegetggt gcaggac
tccctgacac ggtacggggce gegttgattg gccecggatge ggetgag
atccggccta cttcatcecg tttgatgtcg aaccgcaggce aatcgct
ggtgcccctt caggggctec aggagtagee geattgeget gtgcagt
gaggacaaca tgtacggaaa ctttgacccg agcacgaacg catggcc
tttgtggacg ctgtaggctyg gcaagtggag gacaaccggg accccac
atggtcgctg gtctcacctt cgaggaagcc aaacagcgceg cgtctga
cacttccggg ggtcctgaca tgccgactct caaggaageg agegtga
acgcggaggc gtccaagegt ggagegtagg ggacacctac ccggtca
gggcaatggc cccegegtge aatggtacge ggagaacctg cacacgg
cgtgcgagat gcccagggtg atgcagtggt ggaccagtat cgtcttt
cagaaatcgc ctacaggcgt aattcggtgg ccctgttcat gtgtegt
ggagtgaacg cattcaatcg tgagtgcggt catcactgga gaatgca
agaacagcgc atcgaactaa tcgccgegat gtttggtgag caagaaa
taagcaactc cgcgtgctgg ataactccca aagcggggcg ttctaca
cggtaccgta gtcctcgtgg acgatgacgg tgaaatctgg gtggact
cttcaaaggc gatggtacgg catacccggt ctgggecgct ggttcge
ccatgagttt ctggaaaact gacatgggcg tcatctggca cgaactc
gagccctegt ggttgtcggg gtecteatte tgatcctcac cgaggga
cgcacctttg caatcgactt catgctcaac ggcaagegeg ttgggeg
gcttccaacg agaagcaagc caccatcatc gcagaacgcea ctgcacc
gacgaggttg tggtcgcacc gctgtgatgg accatcgggce tcecttg
agtggaccct ttcaattccg agagtgtcca tcactggaga gaatcat
aagcaatcca tcgagttcgt tcgcaacggc ctgggcgagg aaaactt
agcatcacgg gagtacgtga catcgaactg gctgccgcegt tcetgge
gagcgtgact ctgtgaagac aggtgacgac ctcatgcgcec tgctggg
gagaaccgcg tggccatggc tctggtgege gegggtgtge cggtgga

ttcgtgcgtg aaaccgetge aagectgtaa gecccaaggt geccectt
25

tcg ggctttcgca 1320
cgt cagccaatga 1380
tgc atcgcgottg 1440
tgg ggtgagttca 1500
gcg tgacacttag 1560
gcg cctatcactg 1620
gtt cagtgtggag 1680
caatgtcgtggtg 1740
act caacctgaac 1800
atg ctcagagacc 1860
ctg tagtgggecct 1920
gcg aacgtggcecc 1980
ggg cggagttcaa 2040
gaa cagggctcca 2100
acatgcaaacgaa 2160
cgg gcctgatcgg 2220
atg ttggtgatgt 2280
ttg gcccggatgg 2340
tgg gcgcagacga 2400
atc tacgccctgg 2460
gac tgacatcatg 2520
tga ctacgtgacg 2580
cgt gacgctgtat 2640
tgg agcccccagg 2700
gtc ggacaaagcc 2760
caa caagctcctg 2820
gac caccaaggag 2880
ccg caagcacgct 2940
gga tgcegtgtct 3000
agg gggcctctag 3060
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gagtgagccg ctggaatcgt ccgaagtctc atcactggag atcgcta
cgaacaaacc caaaccgccc cgaccatcat cgecctgetg tetgetg
gacgggcccc ggcgtetteg ctggegtcat caaccaagec acacctg
tgtgaagaac atgaaggacc tcctggcgct gtacttcaag gttcatg
cgaaatctcc gcggaagtgg aagccaccac ggaccatcgg getecte
cgacttcgct gagaccctgg cggagtactt cagecgtgee gatgaag
cgtcacgctg caataacgct gggtgeccecg aaaggggcte caggagt
gtgaggacct ccatcactgg agaaagcaat ggcacagatg cgcgect
gcactggagg cggcacctgg ccgegcaagg catcgtcetg cgcaaat
ggagtacatg caccgcggca tgacgcaggc catcttccge cgcaaca
ggccgagtac acggagttct gacatggaca tcgtagacga actggag
acgtcctgaa ctcggacgag aagtggctcc gcaagagagc cgctgag
tccgaaagca actggcggac getggttggg ctctcgaage ggeeegt
aacgagacaa cgggggctgg ctatgaaacc cgctgacggt caaccca
gcacaccaag tatccccaca acaggtccga gggtttgact catcgga
cgcgcttcaa gttctaccga agaggtaacg ccatgaagat cactctg
ccgetgatgg tgtcgetgtg aactggaccg aggagcaate tgaagct
gcgagagcct ggecaccatc atcgetgceca agttcattct tgagata
gtatgggaat tttacggctg tccggeactg cattgggcge agatcge
gaggtgtgtt gcgtagagtg cgaaccagtt ttatttggtt cgccatg
gctcatcgca acagtagagg agtagcaatg ccggtcatca aacgcgg
gccagtgtgg gctetggtac tgatcgetgg cgcaagatgt tcgacac
gagaccgcag aactggcaga gaagctgcge aggaaggecg ctgggaa
gctacaagct ccgcaaatgg ggcgaaggta cagaagaccc taaagga
accttggccc tgatttggaa gggcaccgct gcggagaaga cccacat
tccgtgatgg cggagttggg caaggacacg ctcctgtceg acatcge
acggagatga tcctggctct ggaggagaag ggcaactcag gcagcac
ctgtcctgec tgtccatgat cctcaagacc gectcggatg agtggcec

gagatgccca agctgaagceg gcgcaaggag gggtctcace ggetecg

gccgaggaga agcggatget ggaggecgeg gageacctgg ggctcta
26

tgt ctgcacaagc 3120
cga atatggctca 3180
agg agcgegeggg 3240
cgc gagtggtggc 3300
tgg tggacctgtc 3360
tgg tgccggaagg 3420
gga tgtcttcatt 3480
ggg tctacaaggc 3540
acg aggtggacaa 3600
aag cgaagttggt 3660
ata ggaccctctt 3720
gaa atccgcaggc 3780
gaa ctcgaagacc 3840
agc gcttcaagct 3900
cca acaaggggac 3960
aca ctggaggaca 4020
cag aacaaaccca 4080
aat caatctcacc 4140
gcatagctagtat 4200
ccc gcatccagaa 4260
gaa caagtaccag 4320
cca ggaggaggcg 4380
gga cgagaagggg 4440
ggc ttacgaccgc 4500
cat caactcgaac 4560
cac cgaggacgta 4620
ggt gaacaagaag 4680
tgg gtgcatcgtg 4740
gtg gatcaacgag 4800
cga cctccgggac 4860



ES 2 592 352 B2

tacatcatcg ttggcatcga caccgggttc cgccgeggag aactect
aaggactacc agggcggtct catgatcctc cacgatggtg agaccaa
cgcgccatce cggtcaccaa gegggtcecac gagatcatce agcggag
tacctcttcc aggactacac ggtccacaag ctgegttgge agttcga
cacatggggc tccaggagga cacgcagttc gtggtccaca ccctgeg
agccggatgg ttcaacgtgg ggtgcccctg aaggtggtce aggagtg
accatcgcca cgaccatgeg ctacgcgaag ctagctccga geagect
aaggccctgg aggaagaacc ccaggaactc acattcattc ctccecee
gtggagcttc acgacttcta aggaaaggaa ttggaacacc tcagaga
aaggtacaga gacaggcagg acgagatggg tgctgggttt ggcaagg
aggggatatg ggaacctgtg ggacccaaaa accaagaagc ctgtctc
tcctaccaac tccacaaggg acaaatcccg gaggggttga tggttct
aacagggctt gtgtgaaccc aaagcacctg tttgtgggga ccgecca
gacatgtacc tgaagggtag aggaacagtt ccacattagg ttccaca
gaagggaaac ctaatgtgta aatcctaagt gtttatcttc atagata
atatctactt agagagaaca ctttagttga cactatgact acccaac
gaacgaagac ctggtgacta ttcagcttcg tctcgaagaa gagatga
agaccggtac atccgggggg tatccaaggc catcgagaag ggccgtg
ctacggcaag caaatcctgg ccgggaggtt ggcgaagcetg geccagg
gaaggcggag gtggccetctg gtaagectgg ccggaageac tcggect
ggacacggac gacaacatcc tcgecttcct ggecctcaag cacgtte
cgcagtcege accgtccagt acgtggecgt ggecatcgge accgegg
gcggttcgec aaggtccgty aggcggagey gaagaagttt gagcage
agcgaagcgg accagccagce actacaagca cgtctacgcc acccgeg
gacggagtgg gacaagtggt cccggactga ccgectecac gtggggg
cctcctgatg cagtccatcg gectggtgga ggtgtccacg aacctgg
ggggctcaag tacgtgaagg ccctcccgga gaccetggag tggatcg
ggtgaccgcc ctgctgegec cggtctatga geecgatggtg gttcage
caacccgttc gatggcggct acctgtcctc gaacatcaag ccgcetga

gaagaacaag gcgtacctgg aggaactccg cggcgctgac atgccca
27

cgg gttcceectg
gag cggcaagggy
gag caactactcg
cca actgaagctc
gca cacctgtgcec
gat gggtcacgcc
gct gatggcgaag
gca gatggatgtg
gac gttcaaggga
ctc taagacggac
agc acatcgactg
cca ccggtgcgat
gga caatacggtt
taa ggataaccct
gac actattaatg
aag tggacaacga
ccc agcggggage
agg atgacaccgc
cca tcgctgagtg
gga agctcatcaa
tct cgggggtetc
tgg aggacgagat
tag tcaccggggc
tgg ctgaggacgt
tca agctcctgga
aca acagcgagca
aac ggaagaacga
cgc gggattggac
agc tggtgaagac

tcg tctacgaggc

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
6600
6660
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agtgaacgcc atccagcgca cggectggea gatcaactcc caggttc
gcacctgtgg gactcaggct ccgagcettgg tggtcttcce cctcggg
gccaccgaag ccctacgaca tcgacaccaa cgatgactcg aagaagg
cgcagcgaag gtccacatgg agaacctctc cattctggge cagcgea
ggccctggge attgcgggec getacgagaa gtaccggegc atctact
ggacttccgg gggcegeatct acgeggtece gecacctgaac ccgeagg
gaaggctctc ctcagattcg ccaacgggaa accgetgggce tccgagg
ggccatccac ggtgcgaacc tggcgggcta tgacaaggtg agtttgg
gtgggtcctg gagaacgaag atgagattct cagaatcgca agtgatc
tggttgggca tcggaagtgg ggggggttaa gatcgacaag ccctgge
ctgctttgag tgggctgggt tcgttgagcea tggtgagtcg ttegtat
ggctatggac ggttcatgct ctggcatcca geacttcage gegatge
aggcggggcec geagtcaacc tegtaccecca ggacctceca gecgatg
cgctgagaga gtcattgaac aggctgaaag tgatctcget cacggtt
gaagcacaac ggccagggcea tegettacct gtctgagggc tccaaga
gtggatcaag ttcggcatca cccgcaaggt caccaagegg agegtga
cggctccaag gagtacggct tcaaggagca actcatggag gacatcc
gagggcagcg atgcggcectg atgggtccat cgacacggag aagttce
tggctaccgt geggctctct ggatggcgaa ggcaatctgg aacgegg
ggtgaaagct ggcgaggcga tgcactggcet ccaggaggtg gcageac
ggaactgcct gtccgetgga caaccccggt ggggttcecg gtgatge

cctggaggcea cgtagggtga agaccgcecat caacggcatg gtgctga

ccaggagaag gactccctgg acaagcggaa gcaggggeag ggeatct

ccactcctge gatgcggegce acctgatget cacggtggte cgegega
ccagaacttc gccatgatcc acgactcctt cgggaccacc gegggtg
gtatcgggtg gtccgegaga gettcgtgga gatgtactce gaggtge
cttccgggat gagatcgcegg agcaactttc cgagaaggcc agggeca
accggcceege ggcectectgg agttgtcteg tgtgtgcgag agecggt
gactgtttca catttgcaac tattccttat gagtgagtgt aagaagt

ggtgccaggt gagaactggt atccgtcect cgcaaagaag aacaacc
28

tca cggtgatgcg
agg gactgccgat
cgt accgcatcge
tcg getttgacat
tcc cgtaccagtt
ggt ccgactacca
ggt ggaagtggtt
agg accgcgtgga
cct acgaccatcg
agt ttcttgecett
caa agctgcecgt
tcc gggacgaacg
tct atagagcegt
ccg aggacgaact
cca tcgcccagea
tga cgctggecta
tgt ggccagcgaa
cgt tcagcgggga
tga acgcagtgct
tgg ccgcgaagga
agg cgtatccgge
agc tcctcatgaa
cgc ccaacttcgt
agc aggaaggtat
acg tggaggagat
gcg tectggaaga
aga tgcctgatct
act gttttgcgta
gcg gggttgcecett
agg tgtgtaagcg

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
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gtgtcacacg gcacggagcg aggcgaagcg gattgaagac cgcgaga
gtggatgctg cgaaacgcca ggaatcggge caaggcacag ggactcc
ggagtcggac atccaaattc cgctectetg tccegtgetg ggeatec
acgcgggcac ttcacggaca actccccggc tctggacaag ttcatcc
cgtgaagggc aacgtggcceg tcatttctca gaaggccaac gtgatga
cattcaggag gtggaggcac tggccgegtg gatgegtagt cgegect
tctggaagag ttgagccggg ggaacgatta ggtgccacac atggata
tccceceggtg gectetceeg agacaaccga tggaacgcaa cgaacac
agtacgagtc cgcacttggc cgcgegattg ctcagtggeg caccgga
tgacactcgc cgctgaactg atgcaacagg gctatgacgt atccgec
acatgacctg aaccaacaat ggcagaaaag aaacaacgca acccgag
cgcggcatcg ccecgetacce ggecctcaac aagcccgact acggeaa
aagccggatg gtgagtacaa ggtccaactc atcctgagcg aggccga
atcgagaagc tccagccgct ctatgacgcg gccatcgagg aaggcaa
gaactgaagg tggagcagcg caagaagctg ggcgegctga aggagaa
accgagtacg accaggagac cgaggagccg accggcaacc tcatctt
caggccggeg gcaagaacaa gaagggtgag ccgtggtctc gcaagec
gcgaagggca agecgctgee gaagaatgca ccggecatct ggggegg
gtctcgttcg aggceegctee gtacttcatc cccggeacgg gtgetge
cgtctccagg cagcgeaggt getcgaactg gtgactggtg gecageg
tacggcttcg gtgccgaaga cggctacgag gcagacgaca acaatga
gccccggaca ctgatggcaa gagcggeage ggcgaagacg agttcta
caaacaggtg gccctgaagt acggcttcag gagcggectg gaagaga
cctcacctcg aaagggatgg ggttcacgta tgaggagcta accatcc
cgcgaagccc tcaaagtaca caccggactt cgaccttctc aagaacg
gtccaaggga cggttcctaa cagaggaccy ggccaagcac ctgctgg
cccagacctg gacattcgtt tcgttttctc gaattcaaag gcaaaga
cccgaccacc tatgcgatgt ggtgcgagaa aaacggcttc geatatg
gcccgaggcea tggctcaaag agecgecgaa cetgaagtec ctaacag

gcggggagca tgacatggcea tacacttcca acaccaagaa gcgggea
29

cca acctcccgaa
cat tcgacctgga
cgc tggaagtctc
cgg agcttgggta
agt ccaacgccac
gaa cccctccaca
aac cagccgecegt
gaa gtatcggacc
cgg cccatcccga
ctg gaagcacgtc
ctt cacctcgecg
cga acagttcccg
ggc ccagecegctc
ggc gaagttcaag
cga cctctacgec
caa gttcacgatg
cgc gcetgttcgac
ttc ggaagtcaag
tgg tctgaagctg
cag tgccgatgec
aga gggcgatgaa
aat cactgactgc
aga tcgccgegga
ctt acgtgaagcc
gca tcatcgtgga
tga aagcccagcea
tca acaagcgaag
cgg acaagagcgt
cca tcgagaggct

agc acggactacc

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

10140
10200

10260
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tggtggtcca ttgctccgea acgaagecct ccgetgacat cggagec
gctggcaccg gaagcagggg tggcgcetgea tcggctacca cttegte
gcaccatcga agaaggccgt tacgctgacg ttatcggcge acacgta
agaactccct gggcatctge ctggcgggtg gtgtctccga gaaggat
agaacaactt cacgcccgag cagttcgcca gcttacagaa gctectg
cgaagtatcc caaggccacc atccagggtc accgcegattt ccctggt
gcccectectt cagtgcgaag gattgggeca agcaaaacgg tttctga
gcaaccatga aggcatggcg taaagaaccc aatcagggcg cagtccg
accatcaacg cgaagcgtgt gatgaacaag ttcaaaccga gcatggt
gtcetgtttc agcggatgat getccaggec ggtatctggg cgcteta
ccagtggtac ttcgggcecegg tecttcgggce tggeecccct tttatge
gaggtgcggt gaatgcaagc cgtttagcga ctttcacaaa gcacccg
gctccagtca tattgcaagc agtgcaagaa ggaatacacg cgggaca
cctaccctce attcgtcaga gagcacgaaa gcagggagte cecttct
gaacctccca cccatceccg aagtgtgece ggtcttaggg gttcecec
cggctttgcg gacgacaact cgecatcgct ggatcgattg atccctg
gcctgggaat gttgagtgga tgagctaccg agctaatcga atcaaga
tgaagaactc gaaagggtca ctgcctgggt ccgagagega gtttcta
gtgagggctg cggttcctca gacgggaaca gtctcttcag tgatggg
tcgtctgtga aacctacgtg ccecggtgatg gcagcgaacc aacaata
agcggatgga agggctgcta accggggagt ttcgeccect actgaaa
aggagacggc gcgcaagttc tcgtatcaag tcggtgagtt caaggga
tcgcgecegta ctitgacaat gcaggtgtga tggtggctca gaaggtc
aggagttcac cgtagttggg gatggcaagg ccatctctgg aatcctc
tatgggctcc tggcggaaag aagatcgtgg tcaccgaagg cgagatce
tgagccaagc gcagggcaac aaatggcctg tggtctccgt accaaac
cgaagaagtc gcttcagaag gcactcgaat acctggagag ctttgat
tgttcgattc cgatgatgca ggcaagaagg ccgctgctga gtgegeg
ccggcaagtg caagatcgceg tccatcccga tgaaggacge caacgaa

gccgtgagea ggagatcatc actgcaatct ggcaggccaa ggagtac
30

gcg gacatcgacc 10320
atc cgecgtgatg 10380
gaa ggccacaacg 10440
gtg aacgttgccg 10500
acg gacctccgag 10560
gtg gcgaagtcgt 10620
cac accacgagga 10680
tat tggtcgcaag 10740
caa ccatggctcc 10800
acc taaaccatct 10860
tca agatttgtaa 10920
cag gaaaattcaa 10980
ctg gagctaacat 11040
cgc ttaccaaaga 11100
ttc gacggacact 11160
agc ttgggtacgt 11220
acg actcaaccta 11280
cga cacatcccat 11340
cac cagtggtgct 11400
gga acaacgaaga 11460
cgg aagatcaccg 11520
aag acggtgcaac 11580
cgattcccggaca 11640
ttt ggccagaacc 11700
gat gccatgtcgg 11760
gga gcacaaggcg 11820
gaa gtgattttga 11880
gag ttgttctcgc 11940
ttg ctgaaggctg 12000
cgc cccgatggca 12060
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tcatctcggg agcggaactg tgggaggegg tgtcagcate tcaggat
ttccgtacce ctgggacgcea ctgaatgaag tcacgaaagg cgegegt
tgactctcac tgcgggttcc ggcatcggea aatctgeegt ggtacge
acctcctgag gcgtggagag acggttggea tgttgatget cgaagag
ccgegcetggg tctcattage atctcectca acaggectct ccacata
tcagcaagga tcaactgaag gtagctttcg atgatacggt aggcetct
tctacgacca cttcggctcc agcgacatcg acaacctggt gtcecgt
cgaagggcct ggggtgcaag tgggtcatec tcgaccacct gagceatt
tcggtgacgg agacgaacgg cgactcatcg acaacgcaat gacgatg
tggaggagac cggcatcggc atgtttgtgg tgtcacacct ccgecga
gcggccacga acagggagcea cgtacctcge tcacccaact ccgeggt
cgcaactgtc ggacatggtg attggtctcg aacggaacca gcagggt
tcaccacgct ccgtgtgctg aagaaccgct tetccggtga gaccggt
tgctgtacga ccgggagacc ggacgcctgg aagagacgga cgcacct
aagacgaaac caaatcggac gttcagtccg agttctaacc aaaggtt
gatttcgctg ttcacgcagt ccgcetgetga ccaacgtgcet gecgege
tgtccgegec aagatcgegg acctgatcga ctaageggga gtetctg
ccgectccaa gagttccgag aaatectcga tgtagtcecge tgggagt
ccccgtgatt gggggeggygg ctetecgega ttectaccat ggtcgec
ggacgtgttc atgcgcaggc gtgaccacga gacgctgaac tcggaac
ccgeccgeeg atcctegtgg cccacggceta tggeegtece gacatge
cctgatgcag tcegttgctg getacgaggt gcaactcatce ctcgegg
ggaagacctg gccggtacgt tcgacctggg gattgccecga gecacct
gctgttccte catccggact tcctccagga ctccacggat aaggtet
cgcggacaac ctgttcgaga aggcgcgaag cctgaagegce atcaage
gtacccggac ttttcaacac cggacttcga gcattgecct gtctgeg
cgagttccge aatgctgcca gegtccgaga gcaccaaate tccggge
ccagtactcg gtgttcgaca aggactgacc atgaacacct tcctcat
atcggaggcc aaatcgaagg ccgegtgatc getgagttcg acactec

gcagcgaagg aacacgtgag ggtcatcaac caaccccctg tcgtcge
31

atc gtagagtccg 12120
aca ggcgagcttg 12180
gag atcgctcacc 12240
aac ccgaagcgca 12300
gac cgtgaaggtg 12360
ggc cgactattcc 12420
gtc cgcttcatgg 12480
gtt gtctctggece 12540
ctg cgtaccctcg 12600
ccg gagggtgacc 12660
tcc catagcatcg 12720
gag aacccgaacg 12780
gag gccgggttcec 12840
gct gcgececttca 12900
aca tcatgagtct 12960
ccc gtgetgeceg 13020
tga tcgatgacac 13080
tcc ccggttcaca 13140
caatcaaggacgt 13200
tca cccgcttcat 13260
acg gcgcatggga 13320
act tcgagaacct 13380
tcg atggtgaccg 13440
tcc gcatccgtcg 13500
ggc tggcagagaa 13560
cac aacccatcat 13620
tct gccagcaatg 13680
tct cctggtectc 13740
ccg tgagtgcgaa 13800
gtc cacgttggtg 13860
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tgcgcaaggyg atggccgege gtaatcacca aggacggtat gaageta
caaacggtct gctggatacc gtcaccaagg ttcactgtct cgtcatc
ccgggaggaa gttecgcetge atccecgeag gettccecgat gcaageg
agcaagggct ggagcttctc aagtccggec ccatcggtgg ccacgga
acatcccggt cctggagaag ctgtacccgg acttcaccta cgacaag
acaccctggt ggccgegegt ctecatctgga cgcacatcaa ggacatce
tcaaaaagaa gcaaatccce ggctcectet acggctecca ctegetg
accgcctgaa getccagaag ggcgagtacg cggctgagtt caaggeg
cttacgaggg gggcatggag tggcgagagc tttctectga gatgcte
tggacgtgga tgtcacggac gcactgttcg accggatcga aggcaag
aggcgctgga gettgagcac cgcatcgect ggcetgatgge tcaacag
tcccgtttga cgtgacgaag gccagegegt tgtacgecaa getcgeg
aactggagcg agaactgaaa gagttcttce gtttctggtt cgctceg
ctccgaaggt tggaaacaag gcgcgaggaa ctgtageegg tgtceeg
agatcgtgga gttcaacccc ggctccecgeg accacatcge taatcge
acggctggaa accggaggtg ttcaccgatg gcggtaagcec tcgggtt
tggcacgcct ggactacccg cccacgaaac tcctcacgga atacctg
gaatctctca gctagctgaa ggtgaccaag cgtggctcaa ggttgta
ttcatggctc cgtgaatccg aatggcegegg ttacaggaag atgcacg
acgtggccca ggtgccagec gtaggttcee cctatggtga ggagtge
gggcacctaa gggttggctg ctggttggct ccgatgcttc cgggttg
tagcccactt catggccagg cacgatggcg gcaagtatgg aaaggtg
acatccacac ggagaatcag aaggccgctg gactgcccac acgaaac
tcatctacgc gttcctctac ggagccgggg acgccaagat tggtaag
acgctgctga aggaaagaag ctcaaggccg cgttcctgaa gaagacc
agctcctcga agctgtecgt gagtctgeca agcgeggcta cctggtt
gacaactcca tgtccgetct cagcacgcecg cattgaacac cctgctg
ccctcatctyg caagtattgg gttgtccgea cggcagagceg aatggaa
agcacggatg ggatggggac ttcgegttcg tcgectatat ccacgat

cagtacgaaa tgaggaagtc gccaaggtcc tcgttgagca ggttgca
32

ttc gacattgaaa 13920
aag gatcgcacca 13980
gac atgaccatcg 14040
atc ctcaggtacg 14100
gac caggtgttcg 14160
gac aacgggctcc 14220
gaa gcctggggtt 14280
cgc atgggggacg 14340
gac tactgcgacc 14400
aac tactccgcgg 14460
gaa cgcaatgggt 14520
caa cgccggggeg 14580
gct ggaacagtga 14640
tac accaaggtga 14700
ctt gtcacgctct 14760
gat gaagatgtga 14820
ctg gtctccaaga 14880
cgt gacggaaaga 14940
cac gctttcccga 15000
cgg ggattgttcg 15060
gag cttcgetgtc 15120
atc cttgagggag 15180
aac gcgaagacct 15240
atc gttggtaagg 15300
ccc gcactcaaga 15360
ggc ctcgacaagc 15420
caatccgcaggtg 15480
gct ctgggctaca 15540
gag cagcaggttg 15600
ttg gccatgaagg 15660
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acgccgaagc gtgggecgga ttceggtgec cgetggectg tgagtec
attgggcttc aacacactaa agtaatcaga caccaacatg agcatgt
actcaaagaa gtcctctacg aggcgttcaa gactcccttc aagetce
ccgagagttc gctcaggaag tcgecgetct ggectcgatg ggataca
ggggccegeag cagttcggca agaagtggeg cgtcaccggce atcggec
caagctgggg atgctgtgag tgaagceccta cgeccecatt cgctgag
aagttccggg tctcttacaa ggatgacctg gacggtgacc tgggata
aagtgtaaga tcgagattga gaacgggcag caccccgtgg aggaggc
catgaggtgc ttcacgcggt gttctatctg atggacattg ggctcte
gagcacgtgg tccgtaaggt tgtcaccgga ctcacccagg tattcca
ctcctgacct acttggcaaa cgccaagtga tggaccatat agccaag
aggaggaact catgacggac aagaagtgga ccatcacggt taacgtg
gccaccggga gcggaccatc gagttcccee accggeccac cgaggag
agctggcegca gttcttcage cggatgaact tccgattcaa cgaacac
aggggtgtgc getcetgaca cctcggagac cgtatgaaag tagegcet
gttctggtct tccaggeggce tgtagtcget gagaaggceaa ccgattg
tggaccctcc acgcagacga gggtgacgga gaacgaatcg ttcgeca
ctccaggaga agaccggtgc ggataaggtc atcctggeat tctccga
cgcaaggcca tactgcccac ctacaaggcc aaccgagegg gttcccg
cgcgcegeate tgaageggtg ggcttccgac gaatacgaga gcttcac
gaaggggatg acgtgctggg catcctggcec acccgcgagg gcaagcec
atcgtgtgct ccatcgacaa ggacatgcga accatccctg gcaccca
aagaacgaag agttcgtggt gacggaggag ggggcagact actggca
ctcacgggtg acccggtgga tggctacgea ggctgtceceg geattgg
aagaagattc tcgacaagag ccccacctgg ggtgecgtgg tetctge
ggcttcggtg aagaggaagc tctcgtgcag geeccgagtgg cgegeat
gactacgact tcaagaagaa acaagttcga ctgtggaccc caaagaa
tggaacagca gcaacgccge aagttcgaga aaggccctct caccgge
tcatcatcat ggacgacatc caggacacca aggacaccaa cccgaag

ccaccaagct ccecctecgac ctegttectg actcgetcte ggtctte
33

aag gtcggtacgg 15720
tcc gagacgacct 15780
agt ccgacttcgc 15840
tct cgacctacga 15900
tgg acaagctgcg 15960
gat catgggccgg 16020
ctg cgaacccacc 16080
cgatacggtcctc 16140
cgc ggaggaggag 16200
gga caacccccgg 16260
ttt gattctctcc 16320
gac acccccgagg 16380
gag cttggtctca 16440
ctg aaggaggtga 16500
gat tgatgctgac 16560
ggg ggacggtgtt 16620
gtc cgtcatcacc 16680
tga ggagaactgg 16740
cca gccgatcatc 16800
ccg gccaaccctc 16860
agg cgagaacttc 16920
ctt caacttcggc 16980
tct cttccagacc 17040
ccc ggtggeecgeg 17100
cta cgacaaggca 17160
ctg ccgcgetgaa 17220
atc ctgaaagaac 17280
aaa cgcgccgatg 17340
gac gccatcgget 17400

gcc gegetggegt 17460
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tcaccgaggg tgccaccaag tacggtgect acaactggeg tgtcget
ccatctacaa ggccgegcetg gagegtcace tgaagaagtg gtggaac
acccgaagac gaaggtgccg cacctggcca gegtcatcge gtgtget
acgcggacct cgcaggcaag ttgacggatg accgecctec ggcaate
tcatcgactc ccttgaggag accgtgaage acctcaagga actgcac
cgaagcacta caccgaactc aacgtatgaa cccgaagcga aacactc
catctatgat gcagagcggg cgactggccg aagcaccgeg attgege
caaggccatt gcaaatccag gtgtggccgt acaaatccga gaacatc
ggctgacgag agtctgatgc gectgatgeg ggatatggtce tttcgge
catgacgttc agccagaacc tgactgtgac gttcaacctt tgggagc
agccgaaagg gctetctcat tgaggcccte atcaacaccg caatcgg
ttcacggcga acctcatcat cctcecactg ttcggcttca ccagttt
aacctggtga ttggcgtggt ctacacgctc atctccgtgg tgcggag
cgctggttca acgcacacat cgtccgagec gccaagaaac tctcagg
ctttaggttc cacaatagga gaatcaaatt ggcgaacgac aagtttc
agaattactt gaggcgcttg agaagcggtt cccggagaca ccactcg
tgtggatcaa cttcgattgg ctcagggtga getacgtgtt gtccggt
attcgagaag cagaccaaga acattttgga gaacacatag tgtgcat
gccecaccte cggeeccacce gecaccgeca cctecgeece cgecegt
gtccaacctg cgcagcaaac cggtggageg gtgaccageg gcaagag
tccctecgta tcgacctgge ccagaagaca tcgggtggtg gecgecgg
atgtaacgaa gggcagggat ggaacaagaa aagaaaacct gcgectc
ctcaccaccg accgagaccce gttcctgaag cgggcectacg actgcge
ccctecttge ttectegtga gggacacaac ggctccacca aactegt
ggcattggtg ctcgtggggt gaacaacctc geatccaaac tectget
cccggaacte cteegttcaa gttgtcgatt gacgacttca cgetgga
caggaaggga tgcgggcgaa ggtagaggag gggctcaaca agatcga
actgagatcg aagcgaacta catccgegtg getgcecttcg aggcegct
gttagtggca atgccctget gtacattccg cctgaaggtg gactgag

gaccgctacg ttgtccgeeg tgacccgatg ggcaacgtge tggacat
34

ggt gtcegtgegt . 17520
ggt gagtgggecg 17580
gcg atcatcctgg 17640
gac ctgagttcct 17700
aag gacaagaacc 17760
tga ccggctgggt 17820
tga gtcttctagg 17880
acg gtactcgtcc 17940
tgg gcctcaaggg 18000
ctg tgtgagccag 18060
ctt cgggatcaac 18120
gac ggtgcagacg 18180
tta cgtggttcgc 18240
ggc ctgaaggtct 18300
cgc cgattcccaa 18360
aaa atatcgggtc 18420
ttc tccgagccca 18480
gtc tcaaccgtcc 18540
cgatccgattccg 18600
caa gggacgcgac 18660
tct gaacatcccg 18720
cct ctaccagaaa 18780
cga actgacgatt 18840
cac tccgtggcag 18900
gac gcagcttcct 18960
gga actgacgaag 19020
acg cgcggttcag 19080
gaa gcatctcatc 19140
agt attccacctg 19200

cat caccaaggag 19260
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aacgtctccc gagacgcact ccccgacaac ctegtectee ctgatga
caggagcccg cggctggtac gaaggatgtg gagctttaca cccacgt
cgcaggtgga aggtctacca ggaagtcaag ggtgtccgcea ttccegg
tacccgctcg ataagagccc gtggattcee gttcgettca cgcagat
tacggacgcg gttacgtgga ggagtacatc ggggacctga agagtct
caggccatcg ttgagggctc cgetgccgea gegaagatec tgttect
ggcaccacgg acatggctga cgtgtccgag gctgagaacg gtgegtt
gcaactgaca tcacggtcct ccagcttcag aagcacaatg acttccg
accatgaagg acatcaccga gcgceetggceg tttgcattcc tgctgaa
cgcaacggcg aacgggtgac cgcagaagaa gtccgctaca tggcgaa
gcgctgggty gtatctacte catectctcg caagagttce aactgec
atcatgtacc agatggaacg gcagaagcgt ctgcccgtec ttcccga
ccaatcatcg tgactggcat cgaggccctc ggacgtggaa acgacct
cagttcgtcc agatcgecge acaggcageg aatcttccte ccgagat
ttcctcaagc gtgctggtac ggcgetgggg atcgacatga agggtct
gaggtggtag ctcagaacaa ccagcaggcc atgatgatgc agatgat
aaccccgcca tcacgcaggc tggacagcta atgaaacaag gaatgca
cccgeaggeg ggcagtaagg ctcccgagge caacactgee gaagece
tgaagactcg gtggccgaac agcaacccaa gececgeageg aagecgg
actacctggt ggcgtgaaga tcgaagactt ctgatgagtg tggattc
cagccggacg ctccggtgga agaccaggcec cacatcgatg cgatggt
gctgccaata cttcgaccga accggacact cccgggatge ccgecaga
tggctcccgg agaagttcaa gtctcccgag gacttggeca aggceata
ggcaagctgg gtgggaagaa ggatgatgec actccacceg ctgacga
tctgacgaaa ccccggacce aagcaaggcece acccaggacg atgecte
gagaagggcc tgagcttcga tgagttctce getgagtttg cccagaa
gccgagagct acgagaagct ggagaaggct ggcatcccga aggecgt
atcgctggcec agcaggccct cgctgagtcg taccgcaagg acgtgac
ggcgatgaaa gcttcgctga gatggtcaca tgggeegetg cgaacct

atcgccgcegt acaacaaggc cgtggactce ggtgacatca accagge
35

cac cgaggagaac 19320
ctatcgccagggc 19380
cac cgagggttcg 19440
cga cggtgagagc 19500
cga aggactctcc 19560
ggt gaacccgaat 19620
ccg cgagggtgtc 19680
cgttgctctggag 19740
ctc cgcagtgcag 19800
cga gttggagtct 19860
gct catcaagcgg 19920
agg gaccgtcaag 19980
gaa caagctgatc 20040
cga caaggccgac 20100
cgt gttgccgect 20160
gca gcagggtgtg 20220
gaa tgccgcgcaa 20280
ccg tggtcaccgt 20340
tca aagtgaccga 20400
cgt agtcatcaag 20460
ggc caaggtggat 20520
ggg acgcccgcag 20580
tgc cgaactggaa 20640
caa ggccgcgaag 20700
gaa ggctctctct 20760
ggg tgaactgacc 20820
ggt ggaccagtac 20880
ctc ggttgccggt 20940
ctc gaaggaagag 21000
gaa gctggtcgtg 21060
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gccggtgtgt accagaagtt cgacgctgcet ggecgeggty gtgagec
ggcgctggeg gtaaggtcte gggegatgte tatgagtcece tggetca
atggcctcge cggagtacaa gaccgacccc geattccgca agaaggt
gccegetcga acatcttgta aggaaccatc atgatcctgg agagcat
gtggtccccg ctatcatcga cctegtgaag ggtgctggtg gggcecat
tttggtctgt cggttgacga ccagatcaag attcaaaatg ccgacat
gctetcgetg cectcgacaa teegtatgge acccccagece agtgggt
gcatcgttcc gatacatcgg cgctgecgceg gtcatcgcetg tcggctg
gccggtgtce agaccaacat cgaagacgtg aaggagatgg gtttcge
ccctteggtt tcatcttcgg tgaacgccetg tacctcggec tgagggg
gcactgccgg gaagcagcegc attctgtacg gttctgatce cgtaacc
tcacactgcc attgaagtga aaggtcctag ccgeactgceg ctcetge
tgcatccaaa gaacaccaca acagaacctt ggcccgetga ggcggac
gtgtgagttc ccggaagecg ctcaacacga ctttcaactc acttcca
aaacgcagtt ccgtctcgec tgggccagge aaacctggea ggegate
cctgaaggtc ttcgctggeg aagtcatgac ggecttcget gaaaaca
gtacgtccge cagcgcacga ttagttctgg caagtcggcet tgaccca
ggccgactct aaacaccceg taaattcggt ggaaccccat gggggea
acttcgcagt acgcgagatg gtgtagagac tagacacggg gaaccca
atgttgcaac gtcgagaagc ccgeccgtga gttctataaa aaggacg
gctcgatgga atttgcaagt cctgccgaat catcaagacc cgagaga
cactgaagat gactatcggc ggatgtatca tgtccagggce ggtcgat
acggcgcttg tactcaaaga ggtacaagag ttttgcagtg gaccatg
aaaagtccgt ggcttgttgt gccataattg caaccgegga ttaggca
cccgactgceg cttaggegtg ctatcgactg ggttaaggta tagtceg
tgtgagtagg ggaagcagtt ccccgtaatt ggtaaggcta ccgeege
ggtaacgaaa tcaacggcag caacatcgcc cacaacgaag tggtcat
ctgctgctgg ccaacacctt catcgecaac atcgatgaag cgatgaa
cgttcggtct attcgagcga actcggcaag gecctggeca accagct

ctgcaactgg ctgtcctgge cgeccgctet getgeeegta tcacggg
36

tgc cctggtgact 21120
gat gcagaaggac 21180
gga gcagaagatc 21240
cct gggttcggtg 21300
tag ccgcaagttc 21360
cga gaagctcaag 21420
ggt ggacctccge 21480
tgt caccctgtat 21540
cct cgtgggcatg 21600
caa gagcaagtaa 21660
gtt acccacggga 21720
gcg gtggcetetge 21780
aac cctgtgtgac 21840
aaa caaaaatggc 21900
cga aggccctgtt 21960
aca tcgtacttca 22020
acc ttatgaactg 22080
ata ccgagccaag 22140
caa agacctgcgc 22200
cac agacaggaag 22260
aaa ccttaggggt 22320
gtg gaatctgcca 22380
atc acgagacagg 22440
tgt tccgagacga 22500
atc ctcacagcaa 22560
gta ccacacgccc 22620
cac catcgatgac 22680
cca ctacgatgtt 22740
tga ccgccacctg 22800
cga acagggtggt 22860
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tcggtcatca ccgatgetgce tgccggtace gactcgaacg cactggt
tccgeggcetc agaagetcga tgagaaggat gtcccggcetg atggeeg
cttccggceec aatactacge cctggcacag aacaccaaga ttctgaa
ggtgccggtyg tgtatgcgga tggcaaggtce ctcegtgtgg ccggtgt
acgaaccacc tgccgaacac gaacatcgct tcgggttcga ccgegge
aagtacattg gcaacttcac gaccaccgtt ggtgtggtca cccagaa
accgtgaagc tcatggacct ggcgatggag tctgaatacc agattca
ctgatggtcg ccaagtacgc aatgggtcac ggcgttctgg ctccgea
atcaagaccg cataagcgtc ccctcaagec tcgggaggtt ctcttca
gggectttttt ttctgetctc aaggatcacc aattggcaac caagact
ccaaggacgg tcaggatttc ttccagcttc cggcctacaa ggacacg
tgaatggcac cgtccgtgct cgcacgactg tctcgagtgg cgtccag
cggctcagga tgacatcgta gcgatcacgt tcaactcgge tgaccct
gcgaggtctt cacceccggec actggecgeaa ccatcacace caccgag
cccgcattgt acccgecaggce accattgcgg ccctcaccat cacctte
cgaaggaagg ccagcagttc cgtgctgtca ccacgcagac catcacc
ctggtggctce tegtctcaac geteccacca cgetagecge tggeegt
agtggagcgt ggcgaagceag gagtgggtct tcatcaacta aggaaaa
tcgtcactcc gaccacggag cttgaggegg tcaacctgat getcgat
gcccaatcag caccctggag aacagegcty tggtggacgce ggtgaag
tctccgaggt gtcccgegct gtacaaacga agggctggcea cttcaac
tcgagctagt ccccacggte ttcgagaagg agatcatcgt cccegec
ttgatacggt ctacccggac gagggcatcg atgcagttca ccgtgge
accgccgeag geacacctac cagttcgaca agagtgtgaa ggtggac
tccaattcga ggaactcceg gaatccgecc gecgctacat cgecatc
tcttccagge ccgcatagtyg ggctctgaga gectctacca gttcacc
gggacgcecg agcggacctc aagaaggctg agggcatcac gggggac
cggacagctg ggctgttcgt cgegtcatcg atcgctgata tgecect
atcgccaaca tggtgaacgg ggtctctcag caacccttca cgetgeg

gctgagttgc aggagaacgg cctcagtacc gtggctcagg ggttgaa
37

cgc ggacatcttc 22920
tgt gtgcttcctg 22980
caa ggattggggt 23040
gga gatcgtgaag 23100
tgg tactggcgat 23160
gtc cgeeectggge 23220
gcg tcagggcacc 23280
agc ggctgtcgaa 23340
aga gttcctcctg 23400
caa actgatcgcg 23460
ccc acggtcaccg 23520
ctg gcaacccctg 23580
ggg aatacccgcc 23640
ttc tgcatcgagg 23700
ccc ccgaacccct 23760
gcg gtgacctgga 23820
gct gccaccttcg 23880
cgc atgaccacca 23940
gtc atcggggaga 24000
gcc aaggeggtcc 24060
acc gagaaggggt 24120
aac tgcctgcgca 24180
act cgectctatg 24240
atg gtggtcaacc 24300
cgt gccgcacggg 24360
gca gaggacgaga 24420
tac aacattctga 24480
cgt ttcttcttce 24540

tct cgegtctcaa 24600

gaa gaggccccca 24660
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accaagcaca tcaaacgcct cggcagtgec atcaccggct ctgecta

aaccgtgact ctgtggagcg gtatgaggtg gtcatcacga acggtga

gacacggcag ggaaccagaa gacggtgaac ttcccgaatg ggaaggc

acggaccctg ctacgtcctt cagggecgtc actgtggcegg actacac
aagaagactg tcaccgcggc cagtgccacg aactccccaa cgcggcec
gcaaacgtga aggttgggct ctactcgaag acctacacca tcaccgt
acggccacct atagtacccc cgatggcacc gttgcggecc acgcgge
gactacatcg ccaaccagct tgcgaatggt ctcattaccc tcggtgg
aaccaggtag gctccgtcat ctacatcgcc cggeccaccg attacac
gatgggtata acaacgcggc cctgaacgtg attaagggga cggtgca
ctccecegega atgcgaactt ccaggacttc actgtggaga tcgcagg
gagtccgata actattgggt caagtttgac aagaccggga acaactc
gagaccatca agccaggcat ctcggttggt cttagtccca gcacgat
gtccgtgagt cggacggeac gttcaccttc aaacccatct cctggac
ggtgatgaag actccgctcc acacccatcg tttgtgggece geaccat
ttctaccgga accgectggg cttectcgeg gatgaggegg tggtgat
cagttcttca acttctaccc gaccacggtg acgcaactcc tggattc
gtatcagcat cccacacgaa agtctcgaac ctgaacttcg cggtgge
ctcetgetgt tctectcgea gactcagtte tcggtggaat caggtga
aagagcgtct ccatcaagcc caccacggag ttcgagtgca geaccct
gggattggac gcaacgtcta cttcgcggtc cctaagggtg agttcga
ttctacgtag cggacaacgc aggcaccaat gatgcggctg agatcac
aagtacatcc cgaagggggc ctacaagatc gctgcggcete tcaacga
aacccaacgc gatgtatgcg tacaagttct actggaacag caacgag
cctggtccaa gtggaccttc ccgagcacgg acacgattct ccacgeg
cggaactgtt catcctcatc aaccggcccg atggtctcta cctggag
ctctcgggga catcgggacg aacgagccct acaacgtcca cctggac
tgccgaaagc aagcctcacg tatgacggcea cgtacaccat catctce
cgtggaaccc aacggatgga acgtacacgg cagtggtggce caccagt

ctggcgtect ctacceggte atttgggatg ggacgaacgc caagatt
38

cat ccacaccatc 24720
cct gaaggtctac 24780
gta cctgaactcc 24840
gtt tatcgtgaac 24900
ctt cgagtccctc 24960
ctc cggtgtggge 25020
aca gatcaccacg 25080
att cacctcagtg 25140
cat ctccgcaaca 25200
gag gttctcggac 25260
gga caacacctcg 25320
cgg tgtctggcge 25380
gcc gtgggtactg 25440
gaa ccggcetggtg 25500
cca ggatgtgttc 25560
gtc ggaggctggc 25620
cga ccgcatcgac 25680
ctt caacaaggac 25740
cct cctgacaccc 25800
tgc gectecegtt 25860
ggg cttcegtgag 25920
cgg ccacgtcccg 25980
gga ctttcagggg 26040
aag ctccaaagct 26100
gag ttcatccagt 26160
aag ctcagtgtgg 26220
cgc aagctgacgg 26280
tcc gcggetetce . 26340
cag ccgcagaagg 26400
ctc ggtaaccgtg 26460
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tggactccga cctcatcgtt ggtaggegct acgcecttceg ctatcge
tggtccgeca geagtccgge cagggecaga aggeggacac ggttgea
gcaacatgca agtcaacttc tcggagagtg gcaacttcca ggcaaag
ggcgggacac ctacacgtac acctactcag gaaagaccct cgggctg
tcggggccat cggaattgaa gatggcaagt tccggttcee ggtgatg
ccgtggacat cgaactcttc tcggactcge cgctecectg cgectte
gggaaggcta ctatgtccga cgaagccagg cggtctaaac catacgt
cgcgaagact gcatcatcct cgcaaggaac ctccgacagg aagacge
catgtgaacg gtctcceccge ggagatgaat ctettgctgg ggttecg
ctttatgcgg tggtgtgggg ggatgagacc gtggceegtgt tcggeat
ggcgtcatcg gettcceetg gatgctegcet tcgeectece tetcgaa
ttcctgaggg agtgccgegg gtacgtggag gggatgctce aggagta
aactacgtgt gggcaaagaa cgaagtccac atccagtggc tcaagtg
ttcgagccag cagcaccatt cggtatcaat gacgaaccct ttcacag
atgtgatgtg cggaccagcc gcagttccaa tcgccatget gggtate
ctgccgcttc gattagcgeg cagtcgcage agcagaaggc acaggat
gccagtatga aaacgacatg accgcgtacc gaggcaacct cgccaac
ggaaccaggc gcgggaagat gcagtagcge agaagcagca gaacgac
gcgcaacagc aaccgccacg actgccgeag gtgaggeggg tgtctca
atgcactgct gcgggacctc gctggecagg ctgectacga caacacc
actatctgcg ccaggacagg gctctgaacg cccagcgtga gaacgec
caagccagat caaccagctt cgcccctcga tgtcccegga ctatcte
gcattggcca ggetgetgeg ggtgcttaca gecagtacca gcagaac
ggaaccagag cgtcccacgc cgaggagcat aaatggcacg agttcag
cccgaggtac agggcttcag gacatctcge ccccaatgct tcagecg
tagacaatgg tgccgctgag tctgccgeac ggetggecca ggegtta
tgtctccget ggtaaccgee aagcgatace aggatgtgga ggaggeg
cctacgccaa cteeetcace gtggaggagce ttgggaagcea gatcaag
tggcgtceca ttcgectgte ttcagggceaa cggtcgaaca catccac

tcaacacgtt cgagcgggac acactctcga agctcacccg cggggaa
39

ttc tcgccgetac 26520
cgt ctccagattc 26580
gtc acgccttacg 26640
ccttcggcaaaca 26700
tcg cagaacacca 26760
ttg agtgcagatt 26820
ccg tcctgcaaca 26880
gga ggagatcgct 26940
cac ctccgctcga 27000
cgg gggagtgcct 27060
aat ccgcaagagc 27120
tcg ccacctggag 27180
gct ggggttcgag 27240
att ttataggagc 27300
agc gctgtgggca 27360
gcc ttcaaccagc 27420
atc gaggtgcaac 27480
atg gcaggaaggc 27540
ggc gecteggtgg 27600
aac gtggatgaga 27660
ttc aacagcactg 27720
ggc gctggtctce 27780
ctc gactacgagc 27840
aca gactatcgaa 27900
cag caggcagggt 27960
ggg getgttgacc 28020
gag aaggcacggg 28080
gat gggaccctca 28140
ggt gagaacacgc 28200
ctg aagttcgaca 28260
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ccccgeaggce catggatgag tacctcacga agtaccgcaa cgaggec
gcaagttcac cactgcgggc ttcgataagg getacggeac gttcegt
cggttaacgt gaaggtggcc gatgaagagg ccgtgaageg cggeage
acaacctcgg caacctgacc ctgcaagtca ccgacccgat gtacaag
aggccatcgt ggaccgcetac cagcttcttc ggaagacctc tctgetg
cgaaggaagc tctctcgggt gtcgetgega accttgecage ctecgge
tgggttctct gctggacaag aagttggaca geggtgtctc cgtcaag
acctgaaggc catccagttc acgcaacacg ctgaacgtga gtatgac
aacggattga cgttgagatt cgtccgttcg tggagcagge cgacaag
gggatgcctt cgacaagtgg ggggcecgega atgagaagta cgtcacc
acgccatcat caagggcaac gaggcggcca tcgagcggea acagaag
acgccctcct ggcccaggec gaagcaacac aggctcagge aacgcag
ccatcgacca gggcaacctg gegttcctee cgcagcagaa ggtgatg
aacagaagaa cttcgatacg aaggccgctg ctgtcccgta catccag
gggagaacat gccgttcggt aagcaggtgg agttctggtc caccaac
ccgagtggga gaaacagatc aagggtggcec tctcgaacct cgectec
tcgatggcaa gaccattggc caactgaaca accagggcca ggccgea
tccgcatcaa cagcaccaac cccggctacg ctgagaagtt ggtggge
acaagaagct ctccgacatc cagttcctca tggagaaggg cggcttc
atgctgcggc actcatcaac cagattgacc gcgctgacat caaggca
cgatgaagca gaaggtggcc tcctcggtgg acgatgtggt gaaccag
gcgccaccag ttggttcagt ggectcttcg gcaatgacca ggtgaac
ccgetgacat tcgecgecagg getgaactee tggtgatgte tggecag
acgccgeggt gaaggecacg gtggaatacc tggcgaacce cgeagtc
acaatacgct ctacttcaac aaggaccttc cggtggtccc gaagggce
agtggatggg gcggttcatc aaggacgttc cccagcagat cgccaag
gtgatgctcg cctggagecg aaccagtacyg gaggcttcac ggectgg
cgatgacgga cggcaccggt aaggtggtca cctacacgeg ggatgac
tggacaacac catcaccgct gaccgccaca aggcecgctge tgatgec

accaggaccg cctcgtgaag gaactccgeg atgaaaagca gaaggac
40

ctc acgggatcca 28320
gag cgagccatcg 28380
cag gaagcctcgg 28440
ggt gacgctgcge 28500
cgt gacgatgccg 28560
aac aaggccctcc 28620
gcc getctggggg 28680
cag gcgcagcacc 28740
ggt gaactgaagc 28800
acc cccaccatcc 28860
ctc atcgctcaga 28920
gca gcccgcacgg 28980
aca cctcaggggg 29040
gaa cggattgcac 29100
ggg gtggagaatc 29160
gcg ggctggacct 29220
atc gacaccttca 29280
ggt gacaaggact 29340
ccg aacgtcaacg 29400
tcg gactacggtt 29460
cat tggtactcag 29520
ctc accgctgtct 29580
gtg cccgatgcga 29640
acc acgcggatca 29700
gag gacaccgggc 29760
gcg aacaacctcg 29820
act ggtggtgtcc 29880
atc tcgaagtggg 29940
aac ttcaagagct 30000

ccc tacgtgatgg 30060
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agcggatgtt cgacgcgact gccaacggcea tgtggtggaa ccgeccaa
aaggctatga gcaggttctc cgtgacggca acacaggcaa gccgcetc
aaatctacaa agacaaacgc ttcaaggata agtaatggcc gcatcga
tgtccagagg attacctccg agacggagaa gaagtacggg ctccetg
caagatcgga aacatcgagt cctcgttcca ggatggccag gtgagcec
gggctacttc cagttcaccg atgacaccgc aaggcgetac ggectgg
cttcgagaag tcatccgatg ccgcgggecg gtacatgcga gacaacc
gggcaacatg gacctgtccc tcgcggacta caacggtgge ccgaagg
cgccaagggyg aagccctggg cagagacttc ggactacctg gcgaagt
gtccgageceg ctetcgecagce aattcaccac gggctccgaa gteecte
ctccgecetee cagctatatc gagacgcacg gcagcaggag tctgagt
caataacatt ctcaatctgc ctcgtgetat tggectgggc tttcaag
ctacaatttc tggcaggagc gaggactctc cagcgtagac cccgact
tgacttctcg aagcagatgc ttgatggggt ccctgagcegt cattggg
atccaagtcg aagcaggaag cggaactccg ccgtgeecgt ctgttgg
ggaagtcgaa ctctccaaga tgggtgtggce cggtttcggt ggtegec
ggtggatcta cctacgctca tctcgttcgt ccctgggttc ggtggtg
gaccacttca cgcatcgeca atgetgeceg catggetgec cteggtg
agccttcgat gctgcaacga tgcagttceg cceccacggec accccgg
ctcecgetgeg atgggectgg gtctcggtge tgetggtgge ctetegg
cctggecgceg caacgtcetcy ctgctgagaa ccgecgecte ggtgagt
atccggcaag gcgcagatca aggagcttgg cgacaacggc ttcaact
tgaggagttc gcacggcgcea tccaaggcaa geccgatgag ccggtgg
aggcggtgca atcgtgctge cgcggggega tggtgagect ccgaaga
tgatcccect gaggttcgca agccagggaa catcaacgag ccgcttc
tccagctact cctccggeca ccggeccggt tgctcccaag getectce
taagggcaag ggctggacct ccgagtggga cactccgegg tacgect
cgagcaactc ctcgtgetge ctccggcaaa gegtgtgagt cagttgg
ccagttctcg aagaacgggg acatcgtgaa ggtgatggac cgggtge

cctccgcaag ttggagttca aggtcatcga gaagggtcag cgtttcg
41

ctc tacagccgcg 30120
aac gaactgttcc 30180
tcg ctctggggga 30240
aag ggacgctgtt 30300
cga agggagccaa 30360
atg atccgttcga 30420
tgg ccaagtacca 30480
ccg ctaaggctct 30540
tct acggcaacaa 30600
tta ctgcctccce 30660
atg gaggggttgg 30720
tcg ataattcggt 30780
tcc gctgggacga 30840
gat acctgctgca 30900
aca cgatggagaa 30960
tgg tgggcaacct 31020
cgg gcctectcac 31080
ctg ctacgaacgt 31140
atg acctctacat 31200
tga atcctgcccg 31260
tcg gtctccgtga 31320
tcg gtgctggccg 31380
aga tcaagtaccc 31440
ttt tccaccctgg 31500
ctc ccgaagctcc 31560
cag cagaggcacc 31620
cag gcggtggcaa 31680
ctg agtatgtccg 31740
tga agggcatcga 31800
gcc agegtgacat 31860



ES 2 592 352 B2

ggacaacgaa atcctcggcg cgaagggcegce tgtaggtact ccgcgag
caacatcatg atgttcctgc ggggccactc gtgggagatg cctggtg
cacggtgggt ctcaacgagg agacgttcgt tcacgaactc gttcacg
caagctccgce ggtgttgagce ctggcatggg tgtacgcatc acggacc
ggctgctgat gacctggega acctccacgg ggacatccte gaccacg
cggggccaac tggaaaggtg aactccaggg acgectcggt gccaacc
ggaactcatc gcctatggte tgacgaaccg gaacttccag gagtgge
cgttgagggt ggccctgaga agaacctgtg ggaccgcttc gtgeatt
cctgggcatc ggcccgaagg aacacaacgc cttcaccegg ctgatcg
tctcacgaag aagggcgact tcgttgageg catcaagacg aacccag
gggtgggttt gttgacgetg acaccgtgaa ggccgecgaac gaagetg
ctatggctgg ggtctcggcee tggagaacag getgggtggt getaagg
tcgtcagttg gecetcgaagc tgttcggeac caccatcggce tacaagg
gaagctcaac gcttgggacg acaccacgaa gtgggctgac tcctggg
caagggcacc tatccgcagt tcgaggagtg gctcaagggc tctcagt
gaagggcaag gcgttcgatg acttcggcgce acaggtgtce aactaca
gggtgattac ccaccgcagg tggtcaagge tggcgageac atgcgea
cgtggtggac tacatcaaca gcccactgaa ggacgaaggce cgageca
cgagacggac atccgagacc cggagaccgg caaggtggag cgggtag
gaacccgaac tacctcccge gcaagcacga catcaacaag tggaact
cttcggcagg gatgccgtgg aagggtggtg ggcacgggcc taccagg
aatctctgac gaggecgctyg cgaagtggge caagtggtat gtccgea
tcacgccaac cgcactcagg acatgctcga tgacctcctg aagggca
cctgaagaac tccctgatge tcaacggagg ctactccgaa gcggagg
ggacgacatg attcctggta gggccaccga tgcaggecgce acgatgg
ccgcaacacc atccgggaaa cgeacaccga gcagtggacce acgaagg
ggaggtgagt ctgaacgact tcatccactc gaacgcecttc gacgtgg
ccgcaggacc gcgggceagtg tggcgcetgge caagcatcte gacatct
cattgaccgc gttatcgctg aggccaccgg caacaagctt gggcagg

ccccgatatt cagaagctcc gcaaggacct gaagttcgec ttcgage
42

gtt ccattggtga 31920
tca acccgatgca 31980
ttg ccaccatcta 32040
ctg ttgtgcgcag 32100
cca ggcaaacctt 32160
tgg agaacgagaa 32220
tca agacggtgcc 32280
ccc tgcgcaaget 32340
aac tgtccgcccc 32400
agt tggaagcaac 32460
acc tggctccggt 32520
ctc cctecgetgt 32580
aca acgcggtggt 32640
ccg tggagatgcg 32700
aca agtggcacga 32760
tcc gcggcettcga 32820
aga ccctggccaa 32880
aga ttggtctcac 32940
gga cgctggagaa 33000
cgatggtctccaa 33060
ctg gccgtgaggg 33120
cgg tggaggaggc 33180
ccg atagggacgc 33240
ctc tgcggatcat 33300
cca gcctgaagca 33360
acg ggacgaagat 33420
ttg agccgtacct 33480
aca agatggggga 33540
agt tcaagtccac 33600

gag tccaagggct 33660
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tcccctggag gagttcteca cgetgaacaa gagectggag atgtgge
tatccgectg atgggtggag cagtctggaa ccaggccace gaactca
cacgatgggg tggaagacta cgcttgcggc tctccctgag cttcgag
catcgecacc ggcaaggccc cgeatgacat cctggaccac ctggaga
cgtagggtcc gagtacgtgg cccgectgga gttcaagget ggtgacg
caagggggac accaggttca accgctggct ggactctgcet gacaccg
ggcgaaaggt gtgctggatt acaccggcat gactccgctg atgattc
ccacgcgatt gcgttggtga accacttcgt caacgtggeg aacggca
cctcacgaag gatcgectgg cctggatggg tatgagcgeg gatgact
gtctggcatc aagcagttca ccaagcccgc tgatggtgag ttctcga
ggacttcgcg ggctggcaga aggcggacce ggagagctac tcgaagt
ccaccgtgaa tcccgecaggg tcatccagga gaacgacctg ggctcca
gggcaccacg ctgggcaaga cggtcttcca gttcatgaac ttctcga
caagtcgctg atgttcgcca tgaaccaccg cgactggtce acactgt
cggcteactc ttcgegtccea tcgectacat ggggeggacy ctgctgg
ggaagcggac aagcgccage agtatctcga caagcggatg teegttg
caacagcttc gggcgcatct ctcaggcegtc cgtgetgcce aacatgt
accgtatccg ctgttcagcg gaatgcggac cacgagtgac ctctcca
cccgacctac caggcecatca acggactcat ctcgatgaag aagctga
gtcggatgag taccaaacca cggagaagga catccgeacc tggggea

caacaacgtc ttcccggtga ccacgttcct gaaccacctg gcgaacg

cgaaaagcaa caataaacgg gtagccctcg gcacgaccgg gggcaac

tagatagtgc cttacagtta cgttcttctc tcggggaacg gctctge
ttcagcttcg gttatctcag caagttccac atcggagtga aggtgaa
accttcacct gggtgacgga cttcaccatt ggcatcacac cggeccc
gtcatcgagg ttcgacggac gactccgttg aatcaacceg ccgtgga
tccacgctca ccgaagcgga catggaccte aacactcggt tetctct
gaggccgctg atggtgttge agcatccate actcagaact ccctggg
cagaaccgca gggccgtcaa cttcgcagac ccggttgatc cacaaga

cgatacttcg aggacgtgta cacacctcag ttggacgcga aggtcac
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gca acttcaacgt 33720
gcc agatcatcgg 33780
cac tgcgeccgtga 33840
aca ccattggtgg 33900
att gggtccgcaa 33960
gca ccaggaagct 34020
agc agaagcgtgt 34080
agg ctgctgggtt 34140
tcg gcaaggtcct 34200
aga ccttcaagat 34260
tca tgacggccat 34320
tga tcccgectcat 34380
tgc acggctggaa 34440
cca ccgtacttca 34500
gtg ccggtggcat 34560
gcc agatcgttac 34620
tcg acaccatctc 34680
gtc tggcatcgaa 34740
ttc ggaatggtgt 34800
ggc tactgectct 34860
att atccgcacgg 34920
ctc ttttggagaa 34980
gac caacttcggc 35040
cgg tgtagtcacc 35100
ggc caacggtgca 35160
ctg gtcagatggc 35220
gta cactgctcag 35280
gca gtggggcggc 35340
cct ggtgaacaag 35400

cga agccaccaac 35460
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caggccaaca acgcggcecte cagcgecgec actgcgeagg getatge

aactccgegg acctegetge ggecctectg gegaccttca aaggeca
cttgcatcta accccacgct ggacggtaac ggccagecgg tgactge
ttcagcacca ccgataacct gatgaaggtg tacaccgggt ccgegtg
tcaaccgtcc agtccaccat caaacgtcct gtcacaccca tegtgge
accgtgttcc cggtgtctgg tgggtacgac gecccataca ttctegt
gttgaggtgg cttctccaga tgtggacgtg actaacggca gcaccat
ggcctgactg ctggagataa agtggattac gcagegtttg gtgegtt
ccggttatcg atgggaccag cgccgeagac ttcatcaaga cacgcaa
acctctattg ccgacctgaa ggccctcaat aagaacacct acaactt
ggcttctatg cttcagggga tggtggcggce ggtttcttec ttcaggt
accaacggta tcgttcaggt cgggaatgac ggaggcatct ggcagtt
gattatgttt ccgcgaaaca actcggtgcg agactggacg gttcaac
ctcctgaaca acgccaagtc cactctcgat getcttggta agaggct
ggggtttgca gaatctcaac agcaatcact ccaccaaagg ctggtgt
cctcaagegt ccatcatcca gtgtaacaac tgctctgcat tectatt
gggctctctc gtccggcettg tgtcattgag aagttgggga ttcagte
tgcgatgggc tatacgcttt ccgtgecect ggggtggeat caggage
aacagcggcc taactgttag ggatgttgag attggtacgg gcggacg
ttctcactga aggacttctt ccgagtgaac gtagagaaca ttggcat
tccgecgtat tgctcaccgg gtcagttgtg caggcagtat tccgaaa
ggtgataacg caccaactgt tcttaaccgg tatggtttcc aaacagc
tccagcggta cgctaggtcce tgaacacatt agtacgtggg attgcag
acacgcggtg ttcaacacga tgctgggctc atggtctcgt tcaacaa
actttcacac acggcttcta tctctcgcag cectgcactg tgcgtgg
ccggcteecgg cagcttcagg gactgctgeg tggattgggc ttttcaa
tttgacgtag ccaacggcac tctgatcgat gaccttgaga tcaacac
ggaactccag cctcttcgta tggggttcte attggcaaca atgtgaa
actacaatcc gtagtcccag gattcgaggt aacactagtt caatggt

gctaatctag ctggaggtga catcgttatc gaggatgcca tcatcaa
44

tct cgctgcggac 35520
gta cctcggtgcc 35580
tgg tgacctctac 35640
gat caacgctggg 35700
aac cgcaggccag 35760
gtt tgtgaatggg 35820
cgt attctccagc 35880
cca ggtggccaac 35940
tgc ccgtgtagtt 36000
cgt tctcgtcact 36060
tcc cacgatgccc 36120
ggt ggttgatcgg 36180
gga tgactcctct 36240
gta tatcccgtct 36300
gtt tggggatagt 36360
ccc agcaaatttt 36420
cta cagcaacacc 36480
atc gcccgtctac 36540
att cggtggcggt 36600
gac tgatgtgagt 36660
tgt caccgcaaac 36720
cgc agcttcctat 36780
ctt cattcgctat 36840
tac ggacctggaa 36900
tgg tattagcgcc 36960
agc tatttctgat 37020
gct aaacacccca 37080
taa gtgcgttggt 37140
cgg tgggattgtc 37200
cgg cagtgtggtt 37260
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actggaacta cggtgtctgt gagcaatgct tcctatgcaa gggttgt
gccaccggtg ggactgtaaa tggttcectg tcaatcacag ataacgg
ggtgatgttc gtggaaatgc gtttgccacc attaccaaca ccctcaa
acatggacgc ctggaacaat tcctaacgga acaccagcag caacaac
ggcgcagtgg ttggtgacaa agtagtggte ggcectttcca gectgac
tgcatcattt ccggctatgt gtcttccacc ggaaatgtgg ctgtect
tctggtgcat cacagacgat tccetccggg actctccagg taacagt
tcaagatgtc cctctaggtt tcccctggag ggacttectc tttcaag
aatgcgctca acgtaagtaa gctggccaca ctcacggcaa cagaaat
aacaagaagt aatcatgccg aacatcgaca aagacgtaca gaaggat
ccctcacgga gtggctggac aageagttcg ccacattcgg gaagtgg
tcctggecgce tgecttctca gtcctcatgt acctgtacct gacttct
gctgatatga ccgaaaagac caccgcttcc gaaaaggagc ttggcga
atggccgcat ggtgectgga catcctcaag ggaatcccgg tcaccga
ctcgtgattg aggatgggag agttgttegt ctcectcegg ctectge
attcgccagt tcctcaagga caacgacatc caggctgaac ccgecaa
ggtgacctct cggacctcce ggtgttcgag gatgacaacg ttgtgec
tcgaaataaa cgcgattaga ggccctcaga gegattttaa gectceca
tatccgggca cctgatcgeg tcetgtgggg ccatctcgea agecaag
actgccgagg tttcggcaaa acgctgeecg aagtgcggeg aagaaaa
ttacacgcga atcacaccaa gagggacggc cacaacacca tctgcaa
caggtggcac gagactggcg caacacacct ccgggecgct ccaagea
tcaaagaaac gtgcggagga gaggggctgg gagttcaatc taacccc
gaacgcctcg aagctggcegt gtgtgaggec accgggatte ccttgga
gagttcaaag gctacggcca cttcegtcca tggaccccect cactcga
acgaaagggt acacaaccga caacgtgaag gttgtgtgct ggatgta
ggcgtaagca tgcacgaagc cgtcctaaga atggecegtg cectegt
taaacaacac ccagcacaga aagactttcg cgtctttatg ttcatgg
caatctccec gaacccacac cagtccaata tgacatcgec cactact

acgccgttca gtcatcgaag cgttccgtgg tgtaggtaag tcctgga
45

ggg caatcgaagc 37320
tgt tggttccatt 37380

tgc ctattccggt 37440
ggt ggcegtecct 37500
cgg atcggccaac 37560
gtt gtataacgtc 37620
cct caagtcgtaa 37680
gaa aggtatgagc 37740
caa agcataacca 37800
gct ctgaaggagg 37860
gcce ttgeggtcca 37920
caa ggctggcacc 37980
agt ccacaacgag 38040
caa agacggtaac 38100
cta cctcaacgtc 38160
ggg ctcctcgatg 38220
tct caagtctcaa 38280
agg tagggtagcc 38340
aat gaaaataaca 38400
aca cctctccgag 38460
gct ctgcatgaag 38520
gat gtggacgacc 38580
cga gtggattcag 38640
gat gtccgcggag 38700
ccg agacgatcca 38760
caa ccaggccaaa 38820
agc gaatgacaac 38880
tgt ggcgccacct 38940
tgc aacacggacc 39000

tca cctccgectt 39060
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agtttgctgg gttctgtgga acgacccaca gaagaaaatc ctggtca
ggaacgagca gatgccttct ctaccttcgt gaagcggctc atcaacg
ccagcacttg aagcctaagg cggaccagceg agactcgatg atttect
cgcaactcct gaccactccc cctcggtcaa gtcegttggt atcaacg
ttctcgtgec gacatcatca tcgetgatga cgttgaggtt cccaata
gatgatgcgc gacaagctct ctgaggcggt gaaggaaatg gatgcgg
ccagacctcc cgcatcatct atctgggeac gectcagacg gagatgt
tctccetgag cgtggatacg aagcccgceat ctggecageg ctgtacc
cgtggccaac tacaagggcc gectggctec attcatcacg cgggetc
gagtctcgta ggtgctccta cggaccccag geggttcaac gagactg
taaggcgtcc tatggacgtg ctggcttcgc tctccagttc atgcteg
cgatggtgac cgctacccge tgaagatcge ggacctcatc gtccaga
gatggcccat gtgaagatcg cctgggctge tgcacctgaa gtttgeca
cgcggtggcec ctcacgggty accgetacta ccggeccatg tggacgg
cgagtacacg ggctgtgtca tggccatcga cccctcgggce cgtggtg
ctacgccatc atcaagattc tcgcaggcaa cctcttectg gtggeeg
cggtggctac tcagatgaaa ctctggagac cctggcgaga ctegceta
gaaccacgtc atcatcgagg ccaacttcgg tgatggcatg tacacca
attcttcggg aaggtgggac acaaggtcct ggtggaggag gtgaagc
ggaagcccgt atcatcgaca cccttgagec tgtgctetcg actcatce
ccagaaggtc atcgagaacg acttcaggac ggcagagcag gacatca
ctaccagatg acccggatca cccgagacaa gggtgecctg getcatg
tgcactggcce atcgetgttg cctactggac ggagcatatg tccaggg
cgctgctgeg atcaaggaca aggcgcetgaa ggatgaactg aagaagt
ccttgggege aaacccaage gaacctegtg gatgtcetcg aactcag
ttcggtgcca caataggaga accctacgtg ggttcttcgg gggctte
atggatgcca cacaccgtgt ggactcggga aacctcagtg tgtggtg
attctaggac acccgttagt ctccctatte ctcatctcta tgggggg
cttaggtgtt cctagtgttg atgatatagc cactgagatg tcaacct

gttgtctctt agggttgcat taaggagaca tcatcaccat catctcc
46

tct ccgectcgaa 39120
agc ttceegttct 39180
tcg atgttggtcc 39240
ggc agatcactgg 39300
act ccgccacgca 39360
tca tcaaaccgct 39420
cgc tgtacaacgc 39480
ccg agcttcacct 39540
tgg aggccgataa 39600
acc tgttggagcg 39660
aca cgagcctcag 39720
acc tcaaccccac 39780
tca acgatctccc 39840
acc agcagatgtc 39900
ctg acgagaccgg 39960
cgg gtggactctc 40020
aga cccaccaggt 40080
agc tcatcactcc 40140
act ccacgcagaa 40200
gtc tcatcgttga 40260
agt acagcctgtt 40320
atg accgtctcga 40380
aca acgataaggc 40440
tcg ttcacggtgt 40500
gct ccaggtgaca 40560
atc cgtagctgat 40620
atg tagtcgctgc 40680
gta ggggggctaa 40740
cag tgtcccttaa 40800

cat aaggtcatcc 40860



ES 2 592 352 B2

tccccatgtt cactctacta gtcctectct caggtgtcec cgtggtg
tcgttctgta tggcectgttg gacaactgat ggtgtccctg aagtgec
acttccgacg caaaaatttg aaagccccac tcgaaattcg acgcggg
tgccecctee geggeccggce cectegtggec cetgecgacc cacctee
gctgtacgct ccgctga
<210>3
<211> 40589
<212> DNA
<213> T7-like viruses (virus similares a T7)
<220>
<223> /hospedador="Ralstonia solanacearum"
/aislado="vRsoP-WR2"
/lugar_aislamiento="Rio Yéator, Alpujarras, Gr
/nota="Genoma del aislado vRsoP-WR2"

<400> 3
gacaactgat ggtgtccctg aagtgccccc ttagggggaa aacttce

gaaagcccca ctcgaaattc gacgcgggcea gattccecece gtgeecc
cctegtggee cetgecgace cacctceggg caccctecag getgtac
ctggcacatc ttctggcaca ctctgecgta actcectgat tactaag
ttacgaagct actgcgaccc aataagcctc acgcatgagce actcact
ggcttttttt tctattctgt ccecatttce gegeccecct gttcgge
tggtttctce tagggtttce cctaagtgte tecttggegt geatcge
acggcccact tgcggeccac cactggagaa catcatgcaa ctgcaat
ggcaatcggc acagcgttca ctatcgetgg cacgecctac gtgaaga
tgcgtacacc getcececggec accctgggea ttgggaaggce cgcetggt
gactgaactg gtaatggcct aagggagcac accatgagca aagtccg
ttcttcgetg caaccacgct cgeactcgec tacgtgggeg caaggge
atctcaagcc tcctcgtgat geacctgeat tgatcccact cagaaca
caaagccgct acagaagcct ccagatcaac gtctgggggc ttttttg
ctgacctacc tgcgtcccac tgegtggete ctagggctte ctatcgt
cgctcctgat atcggaacta ttgcagtgat tgaaaaatac aattggg

ttcgtatgta attcggtctc accaggggga cacgcccctg aagacaa

cggggcggac gecagcagtc agggacaacc cgagtcaatc caagagt

47

ttc cttctgggtc 40920
cct tagggggaaa 40980
cag attccccccg 41040
ggg caccctccag 41100
41117

anada, Espafa"

gac gcaaaaattt 60
CCC gcggcececgge 120
gct ccgctgactc 180
ggg atgcactagc 240
ggc tcactcgtgg 300
cat cagtttgctt 360
tac gattctccca 420
act tccgcgactt 480
aaa gcgcacggac 540
tct ggtttggtca 600
agc actcgcctac 660
agc acatgcggcc 720
ccc teettggegg 780
ttt gccectgggg 840
tcc ttcggagcaa 900
cag tctccgatgt 960
aaa agcgtgggac 1020

aag cacattgcga 1080
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gtccttccag tgtgctcate actggagaga catcatgcaa tcattca
ccttatcccg agcaagaaat cttcgegtac cgetcgceate actgcat
cgcacttcgt ggegetggct tettcgtgte gggctttcge atggece
gcctaccgcea gtggtcegeg tgatcgcacg tcagccaatg agctate
caacgtgtcc ctggcgetgg tgcaggactg catcgeggtt gtccctg
cgcgttgatt ggcceggatg cggetgagtg gggtgagttc aatccgg
gtttgatgtc gaaccgcagg caatcgctge gtgacactta gggtgec
caggagtagc cgcattgcge tgtgcagtge gectatcact ggaggac
actttgaccc gagcacgaac gcatggccgt tcagtgtgga gtttgtg
ggcaagtgga ggacaaccgg gaccccacca atgtcgeggt gatggte
tcgaggaagc caaacagcgc gcgtctgaac tcaacctgaa ccacttc
atgccgactc tcaaggaagc gagcgtgaat gctcagagac cacgegg
tggagcgtag gggacaccta cccggtcact gtagtgggec tgggcaa
caatggtacg cggagaacct gcacacgggc gaacgtggec ccgtgcg
gatgcagtgg tggaccagta tcgtctttgg gcggagttca acagaaa
taattcggtg gccctgttca tgtgtcgtga acagggctce aggagtg
gtgagtgcgg tcatcactgg agaatgcaac atgcaaacga aagaaca
atcgccgega tgtttggtga gcaagaaacg ggcctgatcg gtaagea
gataactccc aaagcggggc gttctacaat gttggtgatg tcggtac
gacgatgacg gtgaaatctg ggtggacttt ggcccggatg gcttcaa
gcatacccgg tctgggecegce tggttegetg ggcgcagacg accatga
tgacatgggc gtcatctggc acgaactcat ctacgccctg ggagecc
ggtcctcatt ctgatcctca ccgagggaga ctgacatcat gcgeacc
tcatgctcaa cggcaagegce gttgggegty actacgtgac ggcttcc
ccaccatcat cgcagaacgc actgcacccg tgacgctgta tgacgag
cgctgtgatg gaccatcggg cteccttgtg gageccecag gagtgga
gagagtgtcc atcactggag agaatcatgt cggacaaagc caagcaa
ttcgcaacgg cctgggcgag gaaaacttca acaagctcct gagcatce
acatcgaact ggctgccgcg ttcetggega ccaccaagga ggagege

caggtgacga cctcatgcgc ctgctgggec gcaagcacgc tgagaac

48

ccc tgaacattgg 1140
cgg aagttaaggc 1200
agt cggccaccga 1260
acc aagcgctcta 1320
aca cggtacgggg 1380
cct acttcatccc 1440
cct tcaggggetc 1500
aac atgtacggaa 1560
gac gctgtaggct 1620
gct ggtctcacct 1680
cgg gggtcctgac 1740
agg cgtccaagcg 1800
tgg ccccecgegtg 1860
aga tgcccagggt 1920
tcg cctacaggcg 1980
aac gcattcaatc 2040
gcg catcgaacta 2100
act ccgcgtgetg 2160
cgt agtcctcgtg 2220
agg cgatggtacg 2280
gtt tctggaaaac 2340
tcg tgottgtcgg 2400
ttt gcaatcgact 2460
aac gagaagcaag 2520
gtt gtggccgcac 2580
ccc tttcaattcc 2640
tcc atcgagttcg 2700
acg ggagtacgtg 2760
gac tctgtgaaga 2820
cgc gtggccatgg 2880
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ctctggtgcy cgecgggtgtyg ccggtggagg atgecgtgtc titegtg
ctagcctgta agccccaagg tgecccttag ggggectcta ggagtga
tccgaagtct catcactgga gatcgctatg tctgcacaag ccaaaca
ccgaccatca tcgecectgcet gtctgetgeg aatatggetc agacggg
gctggcgtea tcaaccaagce cacacctgag gagcgegegg gtgtgaa
ctcctggegc tgtacttcaa ggttcatgeg cgagtggtgg ccgaaat
gaagccacca cggaccatcg ggctcctctg gtggacctgt ccgactt
gcggagtact tcagccgtge cgatgaagtg gtgccggaag gegtcac
tgggtgccce gaaaggggct ccaggagtgg atgtcttcat tgtgagg
gagaaagcaa tggcacagat gcgcgectgg gtctacaagg cgcactg
gccgegeaag geatcgtect gcgcaaatac gaggtggaca aggagta
atgacgcagg ccatcttccg ccgcaacaaa gcgaagttgg tggccga
tgacatggac atcgtagacg aactggagat aggaccctct tacgccc
gaagtggctc cgcaagagag ccgcetgagga aatccgcagg ctccgaa
cgctggttgg getctcgaag cggeccgtga actcgaagac caacgag
gctatgaaac ccgetgacgg tcaacccaag cgettcaagce tgcacac
aacaggtccg agggtttgac tcatcggacc aacaagggga ccgegcet
aagaggtaac gccatgaaga tcactctgac actggaggac accgctg
gaactggacc gaggagcaat ctgaagctca gaacaaaccc agcgaga
catcgctgcc aagttcattc ttgagataaa tcaatctcac cgtatgg
gtccggeact geattgggeg cagatcgege atagctagta tgaggtg
gcgaaccagt tttatttggt tcgccatgee cgcatccaga agetcat
gagtagcaat gccggtcatc aaacgcggga acaagtacca ggccagt
ctgatcgctg gcgcaagatg ttcgacaccc aggaggagge ggagacc
agaagctgcg caggaaggcee getgggaagg acgagaaggg ggctaca
gggcgaaggt acagaagacc ctaaaggagg cttacgaccg caccttg
agggcaccgc tgcggagaag acccacatca tcaactcgaa cteegtg
gcaaggacac gctcctgtce gacatcgeca ccgaggacgt aacggag
tggaggagaa gggcaactca ggcagcacgg tgaacaagaa getgtcc

tcctcaagac cgectcggat gagtggectg ggtgeatcgt ggagatg
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cgt gaaaccgctg 2940
gcc getggaatcg 3000
aac ccaaaccgcc 3060
ccc cggegtette . 3120
gaa catgaaggac 3180
ctc cgcggaagtg 3240
cgc tgagaccctg 3300
gct gcaataacgc 3360
acc tccatcactg 3420
gag gcggcacctg 3480
cat gcaccgcggc 3540
gta cacggagttc 3600
tga actcggacga 3660
agc aactggcgga 3720
aca acgggggctg 3780
caa gtatccccac 3840
tca agttctaccg 3900
atg gtgtcgctgt 3960
gcc tggccaccat 4020
gaa ttttacggct 4080
tgt tgcgtagagt 4140
cgc aacagtagag 4200
gtg ggctctggta 4260
gca gaactggcag 4320
agc tccgcaaatg 4380
gcc ctgatttgga 4440
atg gcggagttgg 4500
atg atcctggctc 4560
tgc ctgtccatga 4620

ccc aagctgaagc 4680
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ggcgcaagga ggggtctcac cggcetccggt ggatcaacga ggecgag

tggaggccge ggagcacctg gggetctacg acctceggga ctacatc
acaccgggtt ccgcecgegga gaactcctcg ggttccecct gaaggac
tcatgatcct ccacgatggt gagaccaaga gcggcaaggg gcgegee
agcgggtcca cgagatcatc cagcggagga gcaactactc gtacctc
cggtccacaa getgegttgg cagttcgacc aactgaagct ccacatg
acacgcagtt cgtggtccac accctgcgge acacctgtge cagecgg
gggtgcccct gaaggtggte caggagtgga tgggtcacge caccatc
gctacgcgaa gctagcetecg agcagectge tgatggcgaa gaaggec
cccaggaact cacattcatt cctccceege agatggatgt ggtgggg
aaggaaagga attggaacac ctcagagaga cgttcaaggg aaaggta
gacgagatgg gtgctgggtt tggcaaggct ctaagacgga cagggga
gggacccaaa aaccaagaag cctgtctcag cacatcgact gtcctac
gacaaatccc ggaggggttg atggttctcc accggtgcga taacagg
caaagcacct gtttgtgggg accgcccagg acaatacggt tgacatg
gaggaacagt tccgcattag gttccacata aggataaccc tgaaggg
aaatcctaag tgtttatctt catagataga cactattaat gatatct
actttagttg acactatgac tacccaacaa gtggacaacg agaacga
attcagcttc gtctcgaaga agagatgacc cagcggggag cagaccg
gtatccaagg ccatcgagaa gggccgtgag gatgacaccg cctacgg
gccgggaggt tggcgaagcet ggecccaggec atcgetgagt ggaagge
ggtaagcctg gccggaagea ctcggecetgg aagctcatca aggacac
ctcgccttee tggecctcaa geacgttcte tcgggggtet ccgeagt
tacgtggccg tggecatcgg caccgeggtg gaggacgaga tgeggtt
gaggcggage ggaagaagtt tgagcagcta gtcaccgggg cagcgaa
cactacaagc acgtctacgc cacccgegtg gctgaggacg tgacgga
tcccggactg accgcectcea cgtgggggte aagcetectgg acctect
ggcctggtgg aggtgtccac gaacctggac aacagcgagce aggggct
gccetcecegg agaccctgga gtggatcgaa cggaagaacy aggtgac

ccggtctatg agccgatggt ggttcagecg cgggattgga ccaacce
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gag aagcggatgc 4740
atc gttggcatcg 4800
tac cagggcggtc 4860
atc ccggtcacca 4920
ttc caggactaca 4980
ggg ctccaggagg 5040
atg gttcaacgtg 5100
gcc acgaccatgc 5160
ctg gaggaagaac 5220
ctt cacgacttct 5280
cag agacaggcag 5340
tat gggaacctgt 5400
caactccacaagg 5460
gct tgtgtgaacc 5520
tac ctgaagggta 5580
aaa cctaatgtgt 5640
act tagagagaac 5700
aga cctggtgact 5760
gta catccggggg 5820
caa gcaaatcctg 5880
gga ggtggcctct 5940
gga cgacaacatc 6000
ccg caccgtccag 6060
cgc caaggtccgt 6120
gcg gaccagccag 6180
gtg ggacaagtgg 6240
gat gcagtccatc 6300
caa gtacgtgaag 6360
cgc cctgetgege 6420
gtt cgatggcggc 6480
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tacctgtcct cgaacatcaa gccgetgaag ctggtgaaga cgaagaa
gaggaactcc gcggegctga catgeccatce gtctacgagg cagtgaa
acggcctggce agatcaactc ccaggttctc acggtgatge ggcacct
tccgagcttg gtggtcttce cectcgggag ggactgecga tgccace
atcgacacca acgatgactc gaagaaggcg taccgcatcg ccgcagc
gagaacctct ccattctggg ccagcgcate ggctttgaca tggecct
cgctacgaga agtaccggcg catctacttc ccgtaccagt tggactt
tacgcggtcc cgcacctgaa cccgcagggg tccgactace agaagge
gccaacggga aaccgetggg ctccgagggg tggaagtggt tggecat
ctggcgggct atgacaaggt gagtttggag gaccgcgtgg agtgggt
gatgagattc tcagaatcgc aagtgatccc tacgaccatc gtggttg
gggggggtta agatcgacaa gecctggeag tttettgect tetgett
ttcgttgage atggtgagte gttcgtatca aagcetgeccg tggetat
tctggcatce agcacttcag cgcgatgetc cgggacgaac gaggcgg
ctcgtaccec aggacctcec agccgatgte tatagagecg tegetga
caggctgaaa gtgatctcge tcacggttcc gaggacgaac tgaagca
atcgcttacc tgtctgaggg ctccaagacc atcgcccagce agtggat
acccgcaagg tcaccaagcg gagcgtgatg acgetggect acggetc
ttcaaggagc aactcatgga ggacatcctg tggccagcga agagggce
gatgggtcca tcgacacgga gaagttcecg ttcagegggg atggcta
tggatggcga aggcaatctg gaacgcggtg aacgcagtge tggtgaa
atgcgctgge tccaggaggt ggcagceactg gccgcgaagg aggaact
acaaccccgg tggggttcce ggtgatgcag gegtatccgg cectgga
aagaccgcca tcaacggcat ggtgctgaag ctcctcatga accagga
gacaagcgga agcaggggca gggcatctcg cccaacttcg tccacte
cacctgatgc tcacggtggt ccgcgcgaag caggaaggta tccagaa
cacgactcct tcgggaccac cgcgggtgac gtggaggaga tgtateg
agcttcgtgg agatgtactc cgaggtgcge gtcctggaag acttceg
gagcaacttt ccgagaaggc ccaagcgaag atgccgecge tacccga

gagttgtctc gcgtctgcga gagecgctat tgctttgect gaaccct
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caa ggcgtacctg 6540
cgc catccagcgc 6600
gtg ggactcaggc 6660
gaa gccctacgac 6720
gaa ggtccacatg 6780
ggg cattgcgggc 6840
ccg ggggcgcatc 6900
tct cctcagattc 6960
cca cggtgcgaac 7020
cct ggagaacgaa 7080
ggc atcggaagtg 7140
tga gtgggctggg 7200
gga cggttcatgc 7260
ggc cgcagtcaac 7320
gag agtcattgaa 7380
caa cggccgggge 7440
caa gttcggcatc 7500
caa ggagtacggc 7560
agc gatgcggect 7620
ccg tgeggetctc 7680
agc tggcgaggeg 7740
gcc tgtccgetgg 7800
ggc acgtagggtg 7860
gaa ggactccctg 7920
ctg cgatgcggcg 7980
ctt cgccatgatc 8040
ggt ggtccgeggg 8100
gga tgagatcgcg 8160
gcg cggtctcctg 8220

tcc acatctggaa 8280
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gagttgagcc gggggaacga ttaggtgcca cacatggata aaccagc
gtggcctctc ccgagacaac cgatggaacg caacgaacac gaagtat
gtccgeactt ggccgegcega ttgetcagtg gecgecaccgga cggeeca
cgccgetgaa ctgatgcaac agggctatga cgtatccgec ctggaag
ctgaaccaac aatggcagaa aagaaacaac gcaacccgag cttcacc
tcgcecgcta cccggeccte aacaageccg actacggcaa cgaacag
atggtgagta caaggtccaa ctcatcctga gcgaggccga ggeccag
agctccagcc gctctatgac gcggecatcg aggaaggcaa ggcgaag
aggtggagca gcgcaagaag ctgggcgegce tgaaggagaa tgacctc
acgaccagga gaccgaggag ccgaccggcea acctcatctt caagttc
gcggcaagaa caagaagggt gagcegtggt ctcgcaagec cgegetg
gcaagccgct gccgaagaat gcaccggeca tctggggegg ttcggaa
tcgaggccgc tecgtacttc atccecggea cgggtgetge tggtetg
aggcagcgca ggtgctcgaa ctggtgactg gtggccageg cagtgec
tcggtgcecga agacggctac gaggcagacy acaacaatga agagggc
acactgatgg caagagcggc agcggcgaag acgaattcta aatcact
gtggccctga agtacggctt caggagegge ctggaagaga agatcge
tcgaaagggg cggggttcac gtatgaggag ctaaccatcc cttacgt
ccctcaaagt acacaccgga cttcgacctt ctcaagaacg geatcat
gggcggttce taacagagga ccgggecaag cacctgcetgg tgaaage
ctggacattc gtttcgtttt ctcgaattca aaggcaaaga tcaacaa
acctatgcga tgtggtgcga gaaaaacggc ttcgcatatg cggacaa
gcatggctca aagagcecgcc gaacctgaag tccctageag ccatcga
gcatgacatg gcatacactt ccaacaccaa gaagcgggca agcacgg
ccattgctcc gcaacgaagc cctcecgetga catcggagec geggaca
ccggaagcag gggtggegct geatcggcta ccacttegte atccgec
cgaagaaggc cgttacgctg acgttatcgg cgcacacgta gaaggcc
cctgggcatc tgcctggegg gtggtgtcte cgagaaggat gtgaacg
cttcacgccc gagcagttcg ccagcttaca gaagctcctg acggacc

tcccaaggcc accatccagg gtcaccgega tttcectggt gtggega
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cgc cgttccececg
cgg accagtacga
tcc cgatgacact
cgc gtcacatgac
tcg ccgecgeggea
ttc ccgaagccgg
ccg ctcatcgaga
ttc aaggaactga
tac gccaccgagt
acg atgcaggccg
ttc gacgcgaagg
gtc aaggtctcgt
aag ctgcgtctcc
gat gcctacggcet
gat gaagccccegg
gac tgccaaacag
cgc ggacctcacc
gaa gcccgcgaag
cgt ggagtccaag
cca gcacccagac
gcg aagcccgacc
gag cgtgcccgag
gag gctgcgggga
act acctggtggt
tcg accgctggea
gtg atggcaccat
aca acgagaactc
ttg ccgagaacaa
tcc gagcgaagta

agt cgtgccccte

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



ES 2 592 352 B2

cttcagtgcg aaggattggg ccaagcaaaa cggtttctga cacacca
tgaaggcatg gcgtaaagaa cccaatcagg gcgcagtceg tattggt
acgcgaagcg tgtgatgaac aagttcaaac cgagcatggt caaccat
ttcagcggat gatgctccag geeggtatct gggegctcta acctaaa
tacttcgggc cggtccttcg ggctggeccc ccttttatge tcaagat
ggtgaatgca agccgtttag cgactttcac aaagcacccg caggaaa
tcatattgca agcagtgcaa gaaggaatac acgcgggaca ctggagc
tccattcgtc agagagcacg aaagcaggga gtccccttct cgcttac
ccacccatcc ccgaagtgtg cccggtctta gggattceece ttcgacg
gcggacgaca actcgccatc getggatcga ttgatcectg agcttgg
aatgttgagt ggatgagcta ccgagctaat cgaatcaaga acgactc
ctcgaaaggg tcactgcctg ggtccgagag cgagtttcta cgacaca
ctgcggttce tcagacggga acagtctctt cagtgatggg caccagt
tgaaacctac gtgcccggtg atggcagcga accaacaata ggaacaa
ggaagggctg ctaaccgggg agtttcgece cctactgaaa cggaaga
ggcgcgcaag ttctcgtatc aagtcggtga gttcaaggga aagacgg
gtactttgac aatgcaggtg tgatggtggc tcagaaggtc cgattcc
caccgtagtt ggggatggca aggccatctc tggaatcctc tttggec
tcctggcggg aagaagateg tggtcaccga aggcgagate gatgeca
agcgcagggce aacaaatggc ctgtggtctc cgtaccaaac ggageac
gtcgcttcag aaggcactcg aatacctgga gagctttgat gaagtga
ttccgatgat gcaggcaaga aggccgctge tgagtgegeg gagttgt
gtgcaagatc gcgtccatce cgatgaagga cgccaacgaa ttgetga
gcaggagatc atcactgcaa tctggcagge caaggagtac cgecceg
gggagcggaa ctgtgggagg cggtgtcage atctcaggat atcgtag
cccctgggac gecactgaatg aagtcacgaa aggcgegegt acaggceg
cactgcgggt tccggcateg gcaaatctge cgtggtacge gagatcg
gaggcgtgga gagacggttg geatgttgat gctcgaagag aacccga
gggtctcatt agcatctcee tcaacaggcc tctccacata gacegtg

ggatcaactg aaggtagctt tcgatgatac ggtaggctct ggccgac
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cga ggagcaacca 10140
cgc aagaccatca 10200
ggc teegtectgt 10260
ccatctccagtgg 10320
ttg taagaggtgc 10380
att caagctccag 10440
taa catcctaccc 10500
caa agagaacccc 10560
gac actcggcttt 10620
gta cgtgcctggg 10680
aac ctatgaagaa 10740
tcc catgtgaggg 10800
ggt gettegtctg 10860
cga agaagcggat 10920
tca ccgaggagac 10980
tgc aactcgcgcc 11040
cgg acaaggagtt 11100
aga acctatgggc 11160
tgt cggtgagcca 11220
aag gcgcgaagaa 11280
ttt tgatgttcga 11340

tct cgcccggcaa 11400
agg ctggccgtga 11460
atg gcatcatctc 11520
agt ccgttccgta 11580
agc ttgtgactct 11640
ctc accacctcct 11700
agc gcaccgeget 11760
aag gtgtcagcaa 11820

tat tcctctacga 11880
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ccacttcggc tccagcgaca tcgacaacct ggtgtccegt gtceget
cctggggtgce aagtgggtea tectcgacca cetgagceatt gttgtcet
cggagacgaa cggcgactca tcgacaacgc aatgacgatg ctgcgta
gaccggcatc ggcatgtttg tggtgtcaca cctccgecga ccggagg
cgaacaggga gcacgtacct cgctcaccca actccgeggt tcccata
gtcggacatg gtgattggtc tcgaacggaa ccagcagggt gagaacc

gctcegtgtg ctgaagaacc gettctccgg tgagaccggt gaggecg

cgaccgggag accggacgcc tggaagagac ggacgcacct getgege

aaccaaatcg gacgttcagt ccgagttcta accaaaggtt acatcat
ctgttcacgc agtccgetge tgaccaacgt getgeegege ceegtge
gccaagatcg cggacctgat cgactaageg ggagtctctg tgatcga
caagagttcc gagaaatcct cgatgtagtc cgctgggagt tccccgg
attgggggcg gggctctceg cgattcctac catggtcgece caatcaa
ttcatgcgca ggegtgacca cgagacgctg aactcggaac tcacceg
ccgatccteg tggeccacgg ctatggecgt cccgacatge acggege
cagtccgttg ctggctacga ggtgcaactc atcctcgegg acttcga
ctggceggta cgttcgacct ggggattgee cgagcecacct tcgatgg
ctccatccgg acttectcca ggactccacg gataaggtct tccgeat
aacctgttcg agaaggcgcg aagcctgaag cgcatcaagc ggctgge
gacttttcaa caccggactt cgagcattgc cctgtctgeg cacaacc
cgcaacgctg ccagcgtceg agagcaccaa atctcegggc tetgeca
ttggtgttcg acaaggactg accatgaaca ccttcctcat tctectg
gccaaatcga aggccgcegtg atcgetgagt tcgacactce ccgtgag
aggaacacgt gagggtcatc aaccaacccc ctgtcgtcgce gtccacg
gggatggccg cgegtaatca ccaaggacgg tatgaagcta ttcgaca
tctgctggat accgtcacca aggttcactg tctcgtcatc aaggatc
gaagttccge tgcatceceg caggcttcee gatgcaageg gacatga
gctggagctt ctcaagtceg gecccatcgg tggccacgga atcctca
ggtcctggag aagcetgtace cggacttcac ctacgacaag gaccagg

ggtggccgeg cgtetcatct ggacgeacat caaggacatc gacaacg
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tcatggcgaaggg 11940
ctg gcectecggtga 12000
ccc tcgtggagga 12060
gtg accgcggcca 12120
gcatcgcgcaact 12180
cga acgtcaccac 12240
ggt tectgetgta 12300
cct tcaaagacga 12360
gag tctgatttcg 12420
tgc ccgtgtccge . 12480
tga cacccgcctc 12540
ttc acaccccgtg 12600
gga cgtggacgtg 12660
ctt catccgccecg 12720
atg ggacctgatg 12780
gaa cctggaagac 12840
tga ccggctgttc 12900
ccg tcgegeggac 12960
aga gaagtacccg 13020
cat catcgagttc 13080
gca atgccagtac 13140
gtc ctcatcggag 13200
tgc gaagcagcga 13260
ttg gtgtgcgcaa 13320
ttg aaacaaacgg 13380
gca ccaccgggag 13440
ccatcgagcaagg 13500
ggt acgacatccc 13560
tgt tcgacaccct 13620

ggc tcctcaaaaa 13680
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gaagcaaatc cccggctcce tctacggcte ccactcgetg gaagect ggg gttaccgect 13740
gaagctccag aagggcgagt acgcggctga gttcaaggeg cgegtgg ggg acgcttacga 13800
ggggggcatg gagtggcgag agctttctce tgagatgctc gactact gcg acctggacgt 13860
ggatgtcacg gacgcactgt tcgaccggat cgaaggcaag aactact ccg cggaggeget 13920
ggagcttgag caccgcatcg cctggctgat ggctcaacag gaacgca atg ggttccegtt 13980
tgacgtgacg aaggccagcg cgttgtacgc caagctcgeg caacgcec ggg gcgaactgga 14040
gcgagaactg aaagagttct tccgtttctg gttcgeteeg getggaa cag tgactccgaa 14100
ggttggaaac aaggcgcgag gaactgtage cggtgtcceg tacacca agg tgaagatcgt 14160
ggagttcaac cccggctcece gecgaccacat cgctaatcge cttgtca cgc tctacggetg 14220
gaaaccggag gtgttcaccg atggcggtaa gectcgggtt gatgaag atg tgatggcacg 14280
cctggactac ccgeccacga aactcctcac ggaatacctg ctggtct cca agagaatctc 14340
tcagctagct gaaggtgacc aagegtggct caaggttgta cgtgacg gaa agattcatgg 14400
ctccgtgaat ccgaatggeg cggttacagg aagatgcacg cacgctt tcc cgaacgtggc 14460
ccaggtgcca gccgtaggtt ccccctatgg tgaggagtge cggggat tgt tcggggcacc 14520
taagggttgg ctgctggttg getcecgatge ttccgggttg gagette gct gtctagccca 14580
cttcatggcc aggcacgatg gcggcaagta tggaaaggtg atccttg agg gagacatcca 14640
cacggagaat cagaaggccg ctggactgcc cacacgaaac aacgcga aga ccttcatcta 14700
cgcgttecte tacggagecg gggacgcecaa gattggtaag atcgttg gta aggacgctgc 14760
tgaaggaaag aagctcaagg ccgcgttcct gaagaagacc cccgeac tca agaagctcct 14820
cgaagctgtc cgtgagtctg ccaagcgegg ctacctggtt ggecteg aca agcggcaact 14880
ccatgtcegc tctcagcacg cecgceattgaa caccctgctg caatecg cag gtgccctcat 14940
ctgcaagtat tgggttgtcc gcacggcaga gcgaatggaa getctgg gct acaagcacgg 15000
atgggatggg gacttcgegt tegtcgecta tatccacgat gagcage agg ttgcagtacg 15060
aaatgaggaa gtcgccaagg tcctcgttga gcaggttgea ttggeca tga aggacgccga 15120
agcgtgggcc ggattceggt gecegetgge ctgtgagtee aaggtcg gta cggattgggc 15180
ttcaacacac taaagtaatc agacaccaac atgagcatgt tccgaga cga cctactcaaa 15240
gaagtcctct acgaggcgtt caagactccc ttcaagctcc agtccga ctt cgcccgagag 15300
ttcgctcagg aagtcgecegce tetggecteg atgggataca tctcgac cta cgaggggccg 15360
cagcagttcg gcaagaagtg gcgcegtcacc ggcatcggec tggacaa gct gcgcaagetg 15420
gggatgctgt gagtgaagcc ctacgecccc attcgctgag gatcatg ggc cggaagttcc 15480
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gggtctctta caaggatgac ctggacggtg acctgggata ctgcgaa
agatcgagat tgagaacggg cagcaccccg tggaggagge cgatacg
tgcttcacgc ggtgttctat ctgatggaca ttgggetctc cgcggag
tggtccgtaa ggttgtcacc ggactcacce aggtattcca ggacaac
cctacttggc aaacgccaag tgatggacca tatagccaag tttgatt
actcatgacg gacaagaagt ggaccatcac ggttaacgtg gacaccc
ggagcggacc atcgagttcc cccaccggec caccgaggag gagcttg
gcagttcttc agccggatga acttccgatt caacgaacac ctgaagg
tgcgctectg acacctcgga gaccgtatga aagtagegct gattgat
tcttccaggce ggctgtagtc getgagaagg caaccgattg gggggac
tccacgcaga cgagggtgac ggagaacgaa tcgttcgeca gteegte
agaagaccgg tgcggataag gtcatcctgg cattctccga tgaggag
ccatactgcc cacctacaag gccaaccgag cgggttccecg ccagecg
atctgaagcg gtgggcttcc gacgaatacg agagcttcac ccggeca
atgacgtgct gggcatcctg gccacccgeg agggcaagee aggcgag
gctccatcga caaggacatg cgaaccatcc ctggcaccca cttcaac
aagagttcgt ggtgacggag gagggggcag actactggea tctcttc
gtgacccggt ggatggctac gcaggcetgtc ccggceattgg cccggtg
ttctcgacaa gagccccacc tggggtgecy tggtctetge ctacgac
gtgaagagga agctctcgtg caggcccgag tggcgegceat ctgeecge
acttcaagaa gaaacaagtt cgactgtgga ccccaaagaa atcctga
gcagcaacgc cgcaagttcg agaaaggccc tctcaccgge aaacgceg
catggacgac atccaggaca ccaaggacac caacccgaag gacgeca
gctcccccte gacctegtte ctgactegcet ctcggtcttc gecgege
gggtgccacc aagtacggtg cctacaactg gegtgtcgct ggtgtce
caaggccgceg ctggagegte acctgaagaa gtggtggaac ggtgagt
gacgaaggtg ccgcacctgg ccagegtcat cgegtgtgct gcgatca
cctcgcaggce aagttgacgg atgaccgcecc tccggeaate gacctga
ctcecttgag gagaccgtga agcacctcaa ggaactgcac aaggaca

ctacaccgaa ctcaacgtat gaacccgaag cgaaacactc tgaccgg
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ccc accaagtgta 15540
gtc ctccatgagg 15600
gag gaggagcacg 15660
ccc cggcetectga 15720
ctc tccaggagga 15780
ccg agggccaccg 15840
gtc tcaagctggc 15900
agg tgaaggggtg 15960
gct gacgttctgg 16020
ggt gtttggaccc 16080
atc accctccagg 16140
aac tggcgcaagg 16200
atc atccgcgecgc 16260
acc ctcgaagggg 16320
aac ttcatcgtgt 16380

ttc ggcaagaacg 16440
cag accctcacgg 16500
gcc gcgaagaaga 16560
aag gcaggcttcg 16620
gct gaagactacg 16680
aag aactggaaca 16740
ccg atgtcatcat 16800
tcg gctccaccaa 16860
tgg cgttcaccga 16920
gtg cgtccatcta 16980
ggg ccgacccgaa 17040
tcc tggacgcgga 17100
gtt ccttcatcga 17160
aga acccgaagca 17220

ctg ggtcatctat 17280
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gatgcagagc gggcgactgg ccgaagcacc gegattgegce tgagtct
attgcaaatc caggtgtggc cgtacaaatc cgagaacatc acggtac
gagagtctga tgcgcctgat gcgggatatg gtctttcggce tgggect
ttcagccaga acctgactgt gacgttcaac ctttgggagc ctgtgtg
agggctctct cattgaggcce ctcatcaaca ccgeaatcgg cttcggg
cgaacctcat catcctccca ctgttcggct tcaccagttt gacggtg
tgattggcgt ggtctacacy ctcatctceg tggtgcggag ttacgtg
tcaacgcaca catcgtccga geccgccaaga aactctcagg ggectga
ttccacaata ggagaatcaa attggcgaac gacaagtttc cgccgat
cttgaggcgc ttgagaagceg gttcccggag acaccactcg aaaatat
caacttcgat tggctcaggg tgagctacgt gttgtccggt ttctceg
aagcagacca agaacatttt ggagaacaca tagtgtgcat gtctcaa

ctccggecce accgecaccy ccaccteccge cececgeccgt tgateeg

ctgcgcagca aaccggtgga geggtgacca gecggcaagag caaggga

gtatcgacct ggcccagaag acatcgggtg gtggcgecgg tctgaac
gaagggcagg gatggaacaa gaaaagaaaa cctgcgcectc cctetac
ccgaccgaga cccgttcctg aagecgggect acgactgege cgaactg
tgcttcctcg tgagggacac aacggctcca ccaaactcgt cactceg
gtgctcgtgg ggtgaacaac ctcgcatcca aactcctgcet gacgeag

ctccteegtt caagttgtcg attgacgact tcacgctgga ggaactg

ggatgcgggce gaaggtagag gaggggctca acaagatcga acgcgeg

tcgaagcgaa ctacatccge gtggctgect tcgaggeget gaageat
gcaatgccct getgtacatt ccgectgaag gtggactgag agtatte
acgttgtccg ccgtgacccg atgggcaacg tgctggacat catcacc
cccgagacgc actccecgac aacctegtee teectgatga caccgag
ccgeggetgg tacgaaggat gtggagcttt acacccacgt ctatcge
ggaaggtcta ccaggaagtc aagggtgtcc gcattcccgg caccgag
tcgataagag cccgtggatt ccegttcget tcacgcagat cgacggt
gcggttacgt ggaggagtac atcggggacc tgaagagtct cgaagga

tcgttgaggg ctcegetgee gcagcgaaga tectgttect ggtgaac
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tct aggcaaggcc 17340
tcg tccggetgac 17400
caa gggcatgacg 17460
agc cagagccgaa 17520
atc aacttcacgg 17580
cag acgaacctgg 17640
gtt cgcegetggt 17700
agg tctctttagg 17760
tcc caaagaatta 17820
cgg gtctgtggat 17880
agc ccaattcgag 17940
ccg tccgecccac 18000
att ccggtccaac 18060
cgc gactccctce 18120
atc ccgatgtaac 18180
cag aaactcacca 18240
acg attccctcct 18300
tgg cagggcattg 18360
ctt cctcccggaa 18420
acg aagcaggaag 18480
gtt cagactgaga 18540
ctc atcgttagtg 18600
cac ctggaccgct 18660
aag gagaacgtct 18720
gag aaccaggagc 18780
cag ggccgcaggt 18840
ggt tcgtacccge 18900
gag agctacggac 18960
ctc tcccaggcca 19020

ccg aatggcacca 19080
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cggacatggc tgacgtgtcc gaggctgaga acggtgegtt ccgegag
acatcacggt cctccagctt cagaagcaca atgacttceg cgttget
aggacatcac cgagcgcctg gegtttgcat tectgctgaa ctcegea
gcgaacgggt gaccgcagaa gaagtccgct acatggcgaa cgagttg
gtggtatcta ctccatcctc tcgcaagagt tccaactgec getcate
accagatgga acggcagaag cgtctgcccg tecttcccga agggacc
tcgtgactgg catcgaggcc ctcggacgtg gaaacgacct gaacaag
tccagatcge cgcacaggca gcgaatcttc ctcccgagat cgacaag
agcgtgctgg tacggegetg gggatcgaca tgaagggtct cgtgttg
tagctcagaa caaccagcag gccatgatga tgcagatgat gcagcag
ccatcacgca ggctggacag ctaatgaaac aaggaatgca gaatgcc
gcgggcagta aggctecccga ggecaacact gccgaagecc cegtggt
tcggtggceg aacagcaacc caagcccgea gecgaageegg tcaaagt
ggtggcgtga agatcgaaga cttctgatga gtgtggattc cgtagtc
acgctccggt ggaagaccag gcccacatcg atgcgatggt ggccaag
atacttcgac cgaaccggac actcccgagg tgcccgcaga gggacge
cggagaagtt caagtctccc gaggacttgg ccaaggceata tgccgaa
tgggtgggaa gaaggatgat gccactccac ccgctgacga caaggec
aaaccccgga cccaagcaag gecacccagg acgatgectc gaaggct
gcctgagctt cgatgagtte tccgetgagt ttgcccagaa gggtgaa
gctacgagaa gctggagaag gctggeatce cgaaggecgt ggtggac
gccagcaggc cctcgetgag tegtaccgea aggacgtgac cteggtt
aaagcttcgc tgagatggtc acatgggcecg ctgcgaacct ctcgaag
cgtacaacaa ggccgtggac tccggtgaca tcaaccagge gaagctg
tgtaccagaa gttcgacgct gctggeegeg gtggtgagece tgeectg
gcggtaaggt ctcgggcegat gtctatgagt cectggctca gatgcag
cgccggagta caagaccgac cccgeattcc gcaagaaggt ggageag
cgaacatctt gtaaggaacc atcatgatcc tggagagcat cctgggt
ccgctatcat cgacctcgtg aagggtgcetg gtggggcecat tageege

tgtcggttga cgaccagatc aagattcaaa atgccgacat cgagaag
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ggt gtcgcaactg 19140
ctg gagaccatga 19200
gtg cagcgcaacg 19260
gag tctgcgetgg 19320
aag cggatcatgt 19380
gtc aagccaatca 19440
ctg atccagttcg 19500
gcc gacttcctca 19560
ccg cctgaggtgg 19620
ggt gtgaaccccg 19680
gcg caacccgcag 19740
cac cgttgaagac 19800
gac cgaactacct 19860
atc aagcagccgg 19920
gtg gatgctgcca 19980
ccg cagtggctcc 20040
ctg gaaggcaagc 20100
gcg aagtctgacg 20160
ctc tctgagaagg 20220
ctg accgccgaga 20280
cag tacatcgctg 20340
gcc ggtggcgatg 20400
gaa gagatcgccg 20460
gtc gtggcecggtg 20520
gtg actggcgetg 20580
aag gacatggcct 20640
aag atcgcccget 20700
tcg gtggtggtcc 20760
aag ttctttggtc 20820

ctc aaggctctcg 20880
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ctgccctcga caatcegtat ggcacceeca gecagtgggt ggtggac
tccgatacat cggcgctgec geggtcateg ctgtcggcetg tgtcacc
tccagaccaa catcgaagac gtgaaggaga tgggtttcge cctegtg
gtttcatctt cggtgaacgc ctgtacctcg gectgagggg caagage
cgggaagcag cgcattctgt acggttctga tccegtaacc gttacce
gccattgaag tgaaaggtcc tagccgeact gegetcetge geggtgg
aaagaacacc acaacagaac cttggcccge tgaggcggac aaccctg
ttcccggaag ccgctcaaca cgactttcaa ctcacttcca aaacaaa
gttccgtcte gectgggeca ggcaaacctg gcaggcgate cgaagge
gtcttcgetg gcgaagteat gacggcecttc gctgaaaaca acatcgt
cgccagcgca cgattagttc tggcaagteg gettgaccca accttat
tctaaacacc ccgtaaattc ggtggaaccc catgggggcea ataccga
agtacgcgag atggtgtaga gactagacac ggggaaccca caaagac
aacgtcgaga agcccgeccg tgagttctat aaaaaggacg cacagac
ggaatttgca agtcctgccg aatcatcaag acccgagaga aaacctt
gatgactatc ggcggatgta tcatgtccag ggcggtcgat gtggaat
ttgtactcaa agaggtacaa gagttttgca gtggaccatg atcacga
cgtggcttgt tgtgccataa ttgcaaccge ggattaggcea tgttceg
gcgcttagge gtgctatcga ctgggttaag gtatagtccg atcctca
aggggaagca gttccecgta attggtaagg ctaccgecge gtaccac
aaatcaacgg cagcaacatc gcccacaacg aagtggtcat caccatc
tggccaacac cttcatcgec aacatcgatg aagcgatgaa ccactac
tctattcgag cgaactcggce aaggccctgg ccaaccagct tgaccge
tggctgtect ggcegeccgce tetgetgece gtatcacggg cgaacag
tcaccgatgc tgctgecggt accgactcga acgcactggt cgecggac
ctcagaagct cgatgagaag gatgtcccgg ctgatggecg tgtgtge
cccaatacta cgccctggea cagaacacca agattctgaa caaggat
gtgtgtatgc ggatggcaag gtcctcegtg tggecggtgt ggagate
acctgccgaa cacgaacatc gcttcgggtt cgaccgeggce tggtact

ttggcaactt cacgaccacc gttggtgtgg tcacccagaa gtccgec
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ctc cgcgeatcgt 20940
ctg tatgccggtg 21000
ggc atgcccttcg 21060
aag taagcactgc 21120
acg ggatcacact 21180
ctc tgctgcatcc 21240
tgt gacgtgtgag 21300
aat ggcaaacgca 21360
cct gttcctgaag 21420
act tcagtacgtc 21480
gaa ctgggccgac 21540
gcc aagacttcge 21600
ctg cgcatgttgc 21660
agg aaggctcgat 21720
agg ggtcactgaa 21780
ctg ccaacggcgc 21840
gac aggaaaagtc 21900
aga cgacccgact 21960
cag caatgtgagt 22020
acg cccggtaacg 22080
gat gacctgctgc 22140
gat gttcgttcgg 22200
cac ctgctgcaac 22260
ggt ggttcggtca 22320
atc ttctccgegg 22380
ttc ctgcttccgg 22440
tgg ggtggtgccg 22500
gtg aagacgaacc 22560
ggc gataagtaca 22620
ctg ggcaccgtga 22680
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agctcatgga cctggcgatg gagtctgaat accagattca gegtcag
tcgccaagta cgcaatgggt cacggcegttc tggctccgea ageggcet
ccgcataagc gtccectcaa gectcgggag gttctettca agagtte
tttttctgct ctcaaggatc accaattggc aaccaagact caaactg
cggtcaggat ttcttccagc ttccggecca caaggacacg cccgegg
caccgcccgt getcgecacga ctgtcccgag tggegtccag ctggcaa
ggatgacatc gtagcgatca cgttcaactc ggctgaccct gggaata
cttcaccccg gecactggeg caaccatcac acccaccgag ttctgea
tgtacccgea ggcaccattg cggecctcac catcaccttc ccceccga
aggccagcag ttcegtgctg tcaccacgca gaccatcacc geggtga
ctctegtcte aacgcetceca ccacgetage cgetggecgt getgeca
cgtggcgaag caggagtggg tcttcatcaa ctaaggaaaa cgcatga
tccgaccacg gagcttgagg cggtcaacct gatgctcgat gtcatcg
cagcaccctg gagaacagcg ctgtggtgga cgecggtgaag geccaagg
ggtgtccegce getgtacaaa cgaagggctg geacttcaac accgaga
agttcccacg gtcttcgaga aggagatcat cgtccccgec aactgec
ggtctacccg gacgagggca tcgatgcagt tcaccgtgge actcgec
caggcacacc taccagttcg acaagagtgt gaaggtggac atggtgg
cgaggaactc ccggaatccg cccgeegceta catcgecate cgtgeeg
ggcccgeata gtgggctctg agagcectcta ccagttcace gcagagg
ccgagcggac ctcaagaagg ctgagggceat cacgggggac tacaaca
ctgggctgtt cgtcgegtea tcgatcgetg atatgeccct cgtttct
acatggtgaa cggggtctct cagcaaccct tcacgctgceg tctcgeg
tgcaggagaa cggcctcagt accgtggctc aggggttgaa gaagagg
acatcaaacg cctcggcagt gccatcaccg getctgecta catccac
actctgtgga gcggtatgag gtggtcatca cgaacggtga cctgaag
cagggaacca gaagacggtg aacttcccga atgggaaggc gtacctg
ctgctacgtc cttcagggcce gtcactgtgg cggactacac gtttatc
ctgtcaccgce ggccagtgec acgaactccc caacgcggec cttcgag

tgaaggttgg gctctactcg aagacctaca ccatcaccgt ctccggt
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ggc accctgatgg 22740
gtc gaaatcaaga 22800
ctc ctggggcttt 22860
atc gcgccaagga 22920
tca ccgtgaatgg 22980
ccc ctgeggcetca 23040
ccc gccgegaggt 23100
tcg aggcccgecat 23160
acc cctcgaagga 23220
cct ggactggtgg 23280
ccttcgagtggag 23340
cca ccatcgtcac 23400
ggg agagcccaat 23460
cgg tcctctccga 23520
agg ggttcgagct 23580
tgc gcattgatac 23640
tct atgaccgccg 23700
tca acctccaatt 23760
cac gggtcttcca 23820
acg agagggacgc 23880
ttc tgacggacag 23940
tct tccatcgcca 24000
tct caagctgagt 24060
ccc ccaaccaagc 24120
acc atcaaccgtg 24180
gtc tacgacacgg 24240
aac tccacggacc 24300
gtg aacaagaaga 24360
tcc ctcgcaaacg 24420

gtg ggcacggcca 24480
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cctatagtac ccccgatggce accgttgcgg cccacgegge acagatc
tcgccaacca gettgcgaat ggtctcatta ccctcggtgg attcacc
tgggctcegt catctacatc gecccggecca ccgattacac catctce
ataacaacgc ggccctgaac gtgattaagg ggacggtgca gaggttc
cgaatgcgaa cttccaggac ttcactgtgg agatcgcagg ggacaac
ataactattg ggtcaagttt gacaagaccg ggaacaactc cggtgtc
tcaagccagg catctcggtt ggtcttagtc ccagcacgat gecgtgg
agtcggacgg cacgttcacc ttcaaaccca tctcctggac gaaccgg
aagactccgc tccacaccca tegtttgtgg gecgeaccat ccaggat
ggaaccgcct gggcttcatc gcggatgagg ctgtggtgat gtcggag
tcaacttcta cccgaccacg gtgacgcaac tcctggattc cgaccge
catcccacac gaaagtctcg aacctgaact tcgcggtggc cttcaac
tgttctcctc gcagactcag ttctcggtgg aatcaggtga cctectg
tctccatcaa geccaccacg gagttcgagt gcagcaccct tgcgect
gacgcaacgt ctacttcgeg gtccctaagg gtgagttcga gggcttc
tagcggacaa cgcaggcacc aatgatgcgg ctgagatcac cggccac
tcccgaaggg ggectacaag atcgetgegg ctctcaacga ggactte
cttcagggga acccaacgcg atgtatgcgt acaagttcta ctggaac
tccaaagctc ctggtccaag tggaccttcc cgagcacgga cacgatt
tcatccagtc ggaactgttc atcctcatca accggeccga tggtcte
tcagtgtggc tctcggggac atcgggacga acgagceccta caacgte
agctgacggt gccgaaagca agcectcacgt atgacggeac gtacacc
cggctctcec gtggaaccca acggatggaa cgtacacgge agtggtg
cgcagaaggc tggcgtcctc tacccggtca tttgggatgg gacgaac
gtaaccgtgt ggactccgac ctcategttg gtaggegcta cgecttc
cgcegcetact ggtccgecag cagtccggec agggecagaa ggcggac
tccagattcg caacatgcaa gtcaacttct cggagagtgg caacttc
cgccttacgg gcgggacacc tacacgtaca cctactcagg aaagacc
cggcaaacat cggggccatc ggaattgaag atggcaagtt ccggttc

agaacaccac cgtggacatc gaactcttct cggactcgcec getcecc
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acc acggactaca 24540
tca gtgaaccagg 24600
gca acagatgggt 24660
tcg gaccttcccg 24720
acc tcggagtccg 24780
tgg cgcgagacca 24840
gta ctggtccgtg 24900
ctg gtgggtgatg 24960
gtg ttcttctacc 25020
gct ggccagttct 25080
atc gacgtatcag 25140
aag gacctcctgc 25200
aca cccaagagcg 25260
ccc gttgggattg 25320
cgt gagtictacg 25380
gtc ccgaagtaca 25440
ttc gtggtgctga 25500
agc aacgagaagc 25560
ctc cacgcggagt 25620
tac ctggagaagc 25680
cac ctggaccgca 25740
atc atctcctccg 25800
gcc accagtcagc 25860
gcc aagattctcg 25920
cgc tatcgcttct 25980
acg gttgcacgtc 26040
cag gcaaaggtca 26100
ctc gggcetgectt 26160
ccg gtgatgtcgc 26220
tgc gecttcttga 26280



ES 2 592 352 B2

gtgcagattg ggaaggctac tatgtccgac gaagccaggc ggtctaa
cctgcaacac gcgaagactg catcatcctc gcaaggaacc tccgaca
gagatcgctc atgtgaacgg tctccccgeg gagatgaatce tettget
tccgetcgac tttatgeggt ggtgtggggyg gatgagaceg tggecgt
ggagtgcctg gegteatcgg cttcecectgg atgetegctt cgeecte
cgcaagagct tcctgaggga gtgcecgeggg tacgtggagg ggatget
cacctggaga actacgtgtg ggcaaagaac gaagtccaca tccagtg
gggttcgagt tcgagccage agcaccattc ggtatcaatg acgaacc
tataggagca tgtgatgtgc ggaccagccg cagttccaat cgccatg
ctgtgggcac tgccgcettcg attagecgege agtcgcagca gcagaag
tcaaccagcyg ccagtatgaa aacgacatga ccgcgtaccg aggcaac
aggtgcaacg gaaccaggcg cgggaagatg cagtagcgca gaagcag
caggaaggcg cgcaacagca accgccacga ctgccgecagg tgaggeg
cctcggtgga tgcactgetg cgggacctcg ctggecaggc tgectac
tggatgagaa ctatctgcgc caggacaggg ctctgaacgce ccagegt
acagcactgc aagccagatc aaccagcttc gccectcgat gtccecg
ctggtctceg cattggccag getgctgegg gtgcettacag cecagtac
actacgagcg gaaccagagc gtcccacgcc gaggagcata aatggea
actatcgaac ccgaggtaca gggcttcagg acatctcgtc cccaatg
aggcagggtt agacaatggt gccgetgagt ctgccgeacg getggee
ctgttgacct gtctccgetg gtaaccgeca agcgatacca ggatgtg
aggcacgggc ctacgccaac tccctcaceg tggaggagct tgggaag
ggaccctcat ggcgtcccat tcgectgtct tcagggcaac ggtcgaa
agaacacgct caacacgttc gagcgggaca cactctcgaa gctcacc
agttcgacac cccgcaggcc atggatgagt acctcacgaa gtaccge
cgggatccag caagttcacc actgcgggct tcgataaggg ctacgge
gagccatcgc ggttaacgtg aaggtggcecg atgaagaggce cgtgaag
aagcctcgga caacctcgge aacctgacce tgcaagtcac cgacceg
acgctgcgea ggccatcgtg gaccgetacc agcttcttcg gaagacc

acgatgccgce gaaggaagct ctctcgggtg tcgetgegaa cettgea
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acc atacgtccgt 26340
gga agacgcggag 26400
ggg gttccgcacc 26460
gtt cggcatcggg 26520
cct ctcgaaaatc 26580
cca ggagtatcgc 26640
gct caagtggctg 26700
ctt tcacagattt 26760

ctg ggtatcagcg 26820
gca caggatgcct 26880
ctc gccaacatcg 26940
cag aacgacatgg 27000
ggt gtctcaggcg 27060
gac aacaccaacg 27120
gag aacgccttca 27180
gac tatctcggcg 27240
cag cagaacctcg 27300
cgagttcagacag 27360
ctt cagccgcagec 27420
cag gcgttggggg 27480
gag gaggcggaga 27540
cag atcaaggatg 27600
cac atccacggtg 27660
cgc ggggaactga 27720
aac gaggccctca 27780
acg ttccgtgagc 27840
cgc ggcagccagg 27900
atg tacaagggtg 27960
tct ctgetgegtg 28020

gcc tccggcaaca 28080
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aggccctcct gggttctetg ctggacaaga agttggacag cggtgtc tcc gtcaaggccg 28140
ctctggggga cctgaaggcc atccagtica cgcaacacgc tgaacgt gag tatgaccagg 28200
cgcagcacca acggattgac gttgagattc gtccgttcgt ggagcag gcc gacaagggtg 28260
aactgaagcg ggatgccttc gacaagtggg gggccgcgaa tgagaag tac gtcaccaccc 28320
ccaccatcca cgccatcatc aagggcaacg aagcggccat cgagegg caa cagaagctca 28380
tcgctcagaa cgecctectg gecccaggecg aagcaacaca ggctcag gca acgcaggcag 28440
cccgeacggce catcgaccag ggcaacctgg cgttccteee gcagcag aag gtgatgacac 28500
ctcaggggga acagaagaac ttcgatacga aggccgctgce tgtceecg tac atccaggaac 28560
ggattgcacg ggagaacatg ccgttcggta agcaggtgga gttctgg tcc accaacgggg 28620
tggagaatcc cgagtgggag aaacagatca agggtggcct ctcgaac ctc gectccgegg 28680
gctggacctt cgatggcaag accattggec aactgaacaa ccagggc cag gccgcaatcg 28740
acaccttcat ccgcatcaac agcaccaacc ccggctacgce tgagaag ttg gtgggcggtg 28800
acaaggacta caagaagctc tccgacatcc agttcctcat ggagaag ggc ggcttcccga 28860
acgtcaacga tgctgcggca ctcatcaacc agattgaccg cgctgac atc aaggcatcgg 28920
actacggttc gatgaagcag aaggtggcct cctcggtgga cgatgtg gtg aaccagcatt 28980
ggtactcagg cgccaccagt tggttcagtg gcctcttcgg caatgac cag gtgaacctca 29040
ccgctgtcte cgetgacatt cgccgcaggg ctgaactcct ggtgatg tct ggccaggtge 29100
ccgatgcgaa cgcegeggtg aaggecacgg tggaatacct ggcgaac ccc gcagtcacca 29160
cgcggatcaa caatacgctc tacttcaaca aggaccttcc ggtggtc ccg aagggcgagg 29220
acaccgggca gtggatgggg cggttcatca aggacgttcc ccagcag atc gccaaggcga 29280
acaacctcgg tgatgctcgc ctggagccga accagtacgg aggcttc acg gcctggactg 29340
gtggtgtccce gatgacggac ggcaccggta aggtggtcac ctacacg cgg gatgacatct 29400
cgaagtgggt ggacaacacc atcaccgctg accgccacaa ggecgct gct gatgccaact 29460
tcaagagcta ccaggaccgc ctcgtgaagg aactccgcega tgaaaag cag aaggacccct 29520
acgtgatgga gcggatgttc gacgcgactg ccaacggcat gtggtgg aac cgccaactct 29580
acagccgcga aggctatgag caggttctce gtgacggcaa cacaggc aag ccgctcaacqg 29640
aactgttcca aatctacaaa gacaaacgct tcaaggataa gtaatgg ccg catcgatcgc 29700
tctgggggat gtccagagga ttacctccga gacggagaag aagtacg ggc tccctgaagg 29760
gacgctgttc aagatcggaa acatcgagtc ctcgttccag gatggcc agg tgagcccgaa 29820
gggagccaag ggctacttcc agttcaccga tgacaccgca aggcgct acg gcctggatga 29880
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tccgttcgac ttcgagaagt catccgatge cgcgggecgg tacatge
caagtaccag ggcaacatgg acctgtccct cgcggactac aacggtg
taaggctctc gccaagggga agcecctggge agagacttcg gactacc
cggcaacaag tccgagecgc tctcgeagea attcaccacg ggctceg
tgcctccecc teecgecteee agctatatcg agacgcacgg cagcagg
aggggttggc aataacattc tcaatctgcee tegtgctatt ggectgg
taattcggtc tacaatttct ggcaggagcg aggactctcc agcgtag
ctgggacgat gacttctcga agcagatgct tgatggggtc cctgage
cctgctgcaa tccaagtcga agcaggaage ggaactccgce cgtgecc
gatggagaag gaagtcgaac tctccaagat gggtgtggec ggtttcg
gggcaacctg gtggatctac ctacgctcat ctegttcgte cctgggt
cctcetcacg accacttcac gecatcgecaa tgctgeecgce atggctg
tacgaacgta gccttcgatg ctgcaacgat gcagttccge cccacgg
cctctacatc tccgetgega tgggectggg tetcggtgcet getggtg
tcctgecege ctggecgege aacgtetege tgctgagaac cgecgec
tctccgtgaa tccggcaagg cgcagatcaa ggagcettgge gacaacg
tgctggcegt gaggagttcg cacggegeat ccaaggcaag cccgatg
caagtaccca ggcggtgcaa tegtgctgee gcggggegat ggtgage
ccaccctggt gatcceectg aggttcgcaa gccagggaac atcaacg
cgaagctcct ccagetactce ctccggecac cggeccggtt getceca
agaggcacct aagggcaagg gctggacctc cgagtgggac actcecge
cggtggcaac gagcaactcc tcgtgetgece tccggcaaag cgtgtga
gtatgtccgc cagttctcga agaacgggga catcgtgagg gtgatgg
gggcatcgac ctccgcaagt tggagttcaa ggtcatcgag aagggtc
gcgtgacatg gacaacgaaa tcctcggege gaagggegcet gtaggta
cattggtgac aacatcatga tgttcctgcg gggccactcg tgggaga
cccgatgcac acggtgggtc tcaacgagga gacgttcgtt cacgaac
caccgtctac aagctccgceg gtgttgagee tggcatgggt gtacgca
tgtgcgcagg getgetgatg acctggecgaa cctccacggg gacatce

gcaaaccttc ggggccaact ggaaaggtga actccaggga cgcecteg
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gag acaacctggc 29940
gcc cgaaggecge 30000
tgg cgaagttcta 30060
aag tccctcttac 30120
agt ctgagtatgg 30180
gct ttcaagtcga 30240
acc ccgacttccg 30300
gtc attggggata 30360
gtc tgttggacac 30420
gtg gtcgectggt 30480
tcg gtggtgcggg 30540
ccc tcggtgetge 30600
cca ccccggatga 30660
gcc tctcggtgaa 30720
tcg gtgagttcgg 30780
gct tcaacttcgg 30840
agc cggtggagat 30900
ctc cgaagatttt 30960
agc cgcttcctcc 31020
agg ctcctccagc 31080
ggt acgcctcagg 31140
gtc agttggctga 31200
acc gggtgctgaa 31260
agc gtttcggcca 31320
ctc cgcgaggttc 31380
tgc ctggtgtcaa 31440
tcg ttcacgttgc 31500
tca cggaccctgt 31560
tcg accacgccag 31620

gtg ccaacctgga 31680
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gaacgagaag gaactcatcg cctatggtct gacgaaccgg aacttcc
gacggtgccc gttgagggtg gecectgagaa gaacctgtgg gaccgcet
gcgcaagctc ctgggeatcg gcccgaagga acacaacgcc ttcacce
gtccgecccet ctcacgaaga agggcgactt cgttgagege atcaaga
ggaagcaacg ggtgggtttg ttgacgctga caccgtgaag gecgega
ggctceggte tatggetggg gtctcggect ggagaacagg ctgggtg
ccccgctgtt cgtcagttgg cctcgaagct gttcggeacc accatcg
cgcggtggtg aagctcaacy cttgggacga caccacgaag tgggctg
ggagatgcgc aagggcacct atccgcagtt cgaggagtgg ctcaagg
gtggcacgag aagggcaagg cgttcgatga cttcggcgea caggtgt
cggcttcgag ggtgattacc caccgcaggt ggtcaaggct ggcgage
cctggccaac gtggtggact acatcaacag cccactgaag gacgaag
tggtctcacc gagacggaca tccgagaccc ggagaccgge aaggtgg
gctggagaag aacccgaact acctcccgeg caagcacgac atcaaca
ggtctccaac ttcggcaggg atgcegtgga agggtggtgg gcacggg
ccgtgaggga atctctgacg aggccgetge gaagtgggece aagtggt
ggaggaggct cacgccaacc gcactcagga catgcetcgat gacctcc
tagggacgcc ctgaagaact ccctgatgct caacggaggc tactceg
gcggatcatg gacgacatga ttcctggtag ggccaccgat gcaggee
cctgaagcac cgcaacacca tccgggaaac gcacaccgag cggtgga
gacgaagatg gaggtgagtc tgaacgactt catccactcg aacgcct
gccgtacctc cgcaggaccg cgggceagtgt ggcgetggec aagceatce
gatgggggac attgaccgcg ttatcgctga ggccaccgge aacaage
caagtccacc cccgatattc agaagctccg caaggacctg aagttcg
ccaagggctt cccctggagg agttctccac getgaacaag agectgg
cttcaacgtt atccgectga tgggtggage agtctggaac caggeca
gatcatcggc acgatggggt ggaagactac gettgeggct ctcectg
gcgccgtgac atcgecaccg gcaaggecce geatgacate ctggacc
cattggtggc gtagggtccg agtacgtgge ccgectggag ttcaagg

ggtccgcaac aagggggaca ccaggttcaa ccgctggcetg gactctg
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agg agtggctcaa
tcg tgcattccct
ggc tgatcgaact
cga acccagagtt
acg aagctgacct
gtg ctaaggctcc
gct acaaggacaa
act cctgggeegt
gct ctcagtacaa
cca actacatccg
aca tgcgcaagac
gcc gagccaagat
agc gggtagggac
agt ggaactcgat
cct accaggctgg
atg tccgcacggt
tga agggcaccga
aag cggaggctct
gca cgatggccag
cca cgaaggacgg
tcg acgtggttga
tcg acatctacaa
ttg ggcaggagtt
cct tcgagcgagt
aga tgtggcgcaa
ccg aactcagcca
agc ttcgagcact
acc tggagaacac
ctg gtgacgattg

ctg acaccggcac

31740

31800

31860
31920
31980

32040

32100

32160

32220
32280

32340
32400
32460

32520
32580

32640

32700
32760
32820
32880
32940

33000

33060

33120
33180
33240

33300

33360
33420
33480
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caggaagctg gcgaaaggtg tgctggatta caccggeatg actcege
gaagcgtgtc cacgcgattg cgttggtgaa ccacttcgtc aacgtgg
tgctgggttc ctcacgaagg atcgectggce ctggatgggt atgageg
caaggtcctg tctggcatca agcagttcac caagcccgct gatggtg
cttcaagatg gacttcgcgg gctggcagaa ggcggacccg gagagct
gacggccatc caccgtgaat cccgcagggt catccaggag aacgacc
cccgctcatg ggcaccacgce tgggcaagac ggtcttccag ttcatga
cggctggaac aagtcgctga tgttcgecat gaaccaccgce gactggt
cgtacttcac ggctcactct tcgegtecat cgectacatg gggecgga
cggtggcatg gaagcggaca agcgecagcea gtatctcgac aagcgga
gatcgttacc aacagcttcg ggcgceatcte tcaggcegtee gtgetge
caccatctca ccgtatccgc tgttcagcgg aatgcggacc acgagtg
ggcatcgaac ccgacctacc aggccatcaa cggactcatc tcgatga
gaatggtgtg tcggatgagt accaaaccac ggagaaggac atccgca
actgcctctc aacaacgtct tcccggtgac cacgttcetg aaccacc
tccgcacgge gaaaagcaac aataaacggg tagccctcgg cacgacc
tttggagaat agatagtgcc ttacagttac gttcttctct cggggaa
aacttcggct tcagcettcgg ttatctcage aagttccaca tcggagt
gtagtcacca ccttcacctg ggtgacggac ttcaccattg gcatcac
aacggtgcag tcatcgaggt tcgacggacg actccgttga atcaacc
tcagatggct ccacgctcac cgaagcggac atggacctca acactcg
actgctcagg aggccgctga tggtgttgca geatccatca ctcagaa
tgggacggcc agaaccgcag ggccgtcaac ttcgcagace cggttga
cgaggacgtg tacacttcga ggacgtgtac acacctcagt tggacgc
gccaccaacc aggccaacaa cgeggectee agcgecgeca ctgegea
gctgcggaca actccgegga cctegetgeg geectectgg cgacctt
ctcggtgecc ttgcatctaa ccccacgcetg gacggtaacy gecagec
gacctctact tcagcaccac cgataacctg atgaaggtgt acaccgg
aacgctgggt caaccgtcca gtccaccate aaacgtcctg tcacacc

gcaggccaga ccgtgttcce ggtgtctggt gggtacgacg ccccata
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tga tgattcagca 33540
cga acggcaaggc 33600
cgg atgacttcgg 33660
agt tctcgaagac 33720
act cgaagttcat 33780
tgg gctccatgat 33840
act tctcgatgca 33900
cca cactgtccac 33960
cgc tgctgggtge 34020
tgt ccgttggcca 34080
cca acatgttcga 34140
acc tctccagtct 34200
aga agctgattcg 34260
cct ggggcagget 34320
tgg cgaacgatta 34380
ggg ggcaacctct 34440
cgg ctctgcgacc 34500
gaa ggtgaacggt 34560
acc ggeccecggec 34620
cgc cgtggactgg 34680
gtt ctctctgtac 34740
ctc cctggggcag 34800
tcc acaagtactt 34860
gaa ggtcaccgaa 34920
ggg ctatgctctc 34980
caa aggccagtac 35040
ggt gactgctggt 35100
gtc cgegtggatc 35160
cgt cgtggcaacc 35220

cat tctegtgttt 35280



ES 2 592 352 B2

gtgaatgggg ttgaggtggc ttctccagat gtggacgtga ctaacgg

ttctccagceg gectgactge tggagataaa gtggattacg cagegtt
gtggccaacc cggttatcga tgggaccagce geccgeagact tcatcaa
cgtgtagtta cctctattgc cgacctgaag gccctcaata agaacac
ctcgtcactg gcttctatge ttcaggggat ggtggeggceg gtttett
acgatgccca ccaacggtat cgttcaggtc gggaatgacg gaggcat
gttgatcggg attatgtttc cgcgaaacaa ctcggtgcga gactgga
gactcctctc tcctgaacaa cgccaagtec actctcgatg ctettgg
atcccgtctg gggtttgcag aatctcaaca gcaatcactc caccaaa
ggggatagtc ctcaagcgtc catcatccag tgtaacaact getctge
gcaaattttg ggctctcteg tccggcettgt gtcattgaga agttggg
agcaacacct gcgatgggct atacgctttc cgtgceectg gggtgge
cccgtctaca acagcggcct aactgttagg gatgttgaga ttggtac
ggtggcggtt tctcactgaa ggacttcttc cgagtgaacg tagagaa
gatgtgagtt ccgccgtatt getcaccggg tcagttgtge aggeagt
accgcaaacg gtgataacgc accaactgtt cttaaccggt atggttt
gcctectatt ccageggtac getaggtect gaacacatta gtacgtg
attcgctata cacgcggtgt tcaacacgat gctgggctca tggtctc
gacctggaaa ctttcacaca cggcttctat ctctcgcage cctgcac
attagcgccc cggctccggce agcettcaggg actgctgegt ggattgg
atttctgatt ttgacgtagc caacggcact ctgatcgatg accttga
aacaccccag gaactccagc ctcttcgtat ggggttctca ttggcaa
tgcattggta ctacaatccg tagtcccagg attcgaggta acactag
gggattgtcg ctaatctagc tggaggtgac atcgttatcg aggatge
agtgtggtta ctggaactac ggtgtctgtg aacaatgctt cctatgc
aatcgaagcg ccaccggtgg gactgtaaat ggttccctgt caatcac
ggttccattg gtgatgttcg tggaaatgag tttgccacca ttaccaa
tattccggta catggacgcc tggaacaatt cctaacggaa caccagc
gccgtecctg gegeagtggt tggtgacaaa gtagtggteg gecttte

tcggccaact geatcatttc cggctatgtg tcttccaccg gaaatgt
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cag caccatcgta 35340
tgg tgcgttccag 35400
gac acgcaatgcc 35460
cta caacttcgtt 35520
cct tcaggttccc 35580
ctg gcagttggtg 35640
cgg ttcaacggat 35700
taa gaggctgtat 35760
ggc tggtgtgttt 35820
att cctattccca 35880
gat tcagtcctac 35940
atc tggagcatcg 36000
ggg cggacgattc 36060
cat tggcatgact 36120
att ccgaaatgtc 36180
cca aacagccgca 36240
gga ttgcagcttc 36300
gtt caacaatacg 36360
tgt gcgtggtggt 36420
gct tttcaaaget 36480
gat caacacgcta 36540
caatgtgaataag 36600
ttc aatggtcggt 36660
cat catcaacggc 36720
aag ggttgtgggc 36780
aga taacggtgtt 36840
cac cctcaatgcc 36900
agc aacaacggtg 36960
cag cctgaccgga 37020
ggc tgtcectgttg 37080
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tataacgtct ctggtgcatc acagacgatt ccctccggga ctetcca
aagtcgtaat caagatgtcc ctctaggttt cccctggagg gacttce
ggtatgagca atgcgctcaa cgtaagtaag ctggccacac tcacgge
gcataaccaa acaagaagta atcatgccga acatcgacaa agacgta
tgaaggaggc cctcacggag tggctggaca agcagttcge cacattc
tgcggtccat cctggecgct gecttctcag tectcatgta cetgtac
gctggcaccg ctgatatgac cgaaaagacc accgcttccg aaaagga
cacaacgaga tggccgcatg gtgcctggac atcctcaagg gaatcec
gacggtaacc tcgtgattga ggatgggaga gttgctcgte tecctee
ctcaacgtca ttcgccagtt cctcaaggac aacgacatcc aggctga
tcctcgatgg gtgacctctc ggacctcecg gtgttcgagg atgacaa
aagtctcaat cgaaataaac gcgattagag gccctcagag cgatttt
agggtagcct atccgggeac ctgatcgegt cetgtgggge catctcg
aaaataacaa ctgccgaggt ttcggcaaaa cgctgeccga agtgegg
ctctccgagt tacacgcgaa tcacaccaag agggacggcec acaacac
tgcatgaagc aggtggcacg agactggcgce aacacacctc cgggecg
tggacgacct caaagaaacg tgcggaggag aggggctggg agttcaa
tggattcagg aacgcctcga agetggegtg tgtgaggeca ccgggat
tccgcggagg agttcaaagg ctacggcecac ttccgtccat ggacccec
gacgatccaa cgaaagggta cacaaccgac aacgtgaagg ttgtgtg
caggccaaag gcgtaagcat gcacgaagcc gtcctaagaa tggeccg
aatgacaact aaacaacacc cagcacagaa agactttcgc gtcttta
gcgccacctc aatctccccg aacccacacc agtccaatat gacatcg
acacggacca cgccgttcag tcatcgaagc gttcegtggt gtaggta
ctccgectta gtttgetggg ttctgtggaa cgacccacag aagaaaa
cgcctcgaag gaacgageag atgecttcte taccttcgtg aagegge
tcccgttctc cagcacttga agcctaagge ggaccagcga gactcga
tgttggtcce geaactcctg accactecce cteggtcaag tcegttg
gatcactggt tctcgtgceg acatcatcat cgctgatgac gttgagg

cgccacgcag atgatgcgeg acaagctctc tgaggeggtg aaggaaa
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ggt aacagtcctc 37140
tct ttcaaggaaa 37200
aac agaaatcaaa 37260
cag aaggatgctc 37320
ggg aagtgggcct 37380
ctg acttctcaag 37440
gct tggcgaagtc 37500
ggt caccgacaaa 37560
ggc tcctgectac . 37620
acc cgccaagggc 37680
cgt tgtgcctctc 37740
aag cctccaaggt 37800
caa gccaagaatg 37860
cga agaaaaacac 37920
cat ctgcaagctc 37980
ctc caagcagatg 38040
cct aacccccgag 38100
tcc cttggagatg 38160
ctc actcgaccga 38220
ctg gatgtacaac 38280
tgc cctcgtagcg 38340
tgt tcatggtgtg 38400
ccc actacttgca 38460
agt cctggatcac 38520
tcc tggtcatctc 38580
tca tcaacgagct 38640
tga tttccttcga 38700
gta tcaacgggca 38760
ttc ccaataactc 38820

tgg atgcggtcat 38880
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caaaccgctc cagacctcce geatcatcta tctgggeacg cctcaga
gtacaacgct ctccctgagce gtggatacga agceccgeate tggeceag
gcttcacctc gtggccaact acaagggcecg cctggcteca ttcatca
ggccgataag agtctcgtag gtgetcctac ggaccccagg cggttca
gttggagcgt aaggcgtcct atggacgtge tggcttcgct ctecagt
gagcctcagc gatggtgacc getacceget gaagatcgeg gacctca
caaccccacg atggcccatg tgaagatcge ctgggctget geacctg
cgatctccec geggtggece tcacgggtga cegetactac cggecca
gcagatgtcc gagtacacgg gctgtgtcat ggccatcgac ccctegg
cgagaccggc tacgccatca tcaagattct cgcaggcaac ctcttce
tggactctcc ggtggctact cagatgaaac tctggagacc ctggega
ccaccaggtg aaccacgtca tcatcgagge caacttcggt gatggea
catcactcca ttcttcggga aggtgggaca caaggtcctg gtggagg
cacgcagaag gaagcccgta tcatcgacac ccttgagect gtgetct
catcgttgac cagaaggtca tcgagaacga cttcaggacg gcagagc
cagcctgttc taccagatga cccggatcac ccgagacaag ggtgecc
ccgtctcgat geactggceca tegctgttge ctactggacg gagcata
cgataaggcc gctgetgcga tcaaggacaa ggcgcetgaag gatgaac
tcacggtgtc cttgggagca aacccaagcg aacctcgtgg atgtcct
caggtgacat tcggtgccac aataggagaa ccctacgtgg gttcttc
gtagctgata tggatgccac acaccgtgtg gactcgggaa acctcag
agtcgctgca ttctaggaca cccgttagtc tcectattee tcatcte
ggggctaact taggtgttcc tagtgttgat gatatagcca ctgagat
tcccttaagt tgtctcttag ggttgcatta aggagacatc atcacca
ggtcatcctc cccatgttca ctetactagt cctectetca ggtgtec
tctgggtctc gttctgtatg gectgttgga caactgatgg tgtecct
agggggaaaa cttccgacgc aaaaatttga aagccccact cgaaatt
ttccceccgt gecceeccge ggeccggecc tegtggeecc tgecgac

ccctccaggce tgtacgetce getgactee
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cgg agatgtcgct 38940
cgc tgtaccccga 39000
cgc gggctctgga 39060
acg agactgacct 39120
tca tgctcgacac 39180
tcg tccagaacct 39240
aag tttgcatcaa 39300
tgt ggacggacca 39360
gcc gtggtgctga 39420
tgg tggccgecggg 39480
gac tcgctaagac 39540
tgt acaccaagct 39600
agg tgaagcactc 39660
cga ctcatcgtct 39720
agg acatcaagta 39780
tgg ctcatgatga 39840
tgt ccagggacaa 39900
tga agaagttcgt 39960
cga actcaggctc 40020
ggg ggcttcatcc 40080
tgt gtggtgatgt 40140
tat ggggggtagg 40200
gtc aacctcagtg 40260
tca tctcccataa 40320
ccg tggtgttcct 40380
gaa gtgccccectt 40440
cga cgcgggcaga 40500
cca cctccgggca 40560
40589
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(resumen) EPODOC [en linea, recuperado el 10.02.2016]. Recuperado de EPOQUENET.

A BAE JU YOUNG et al. Biocontrol Potential of a Lytic Bacteriophage PE204 against Bacterial Wilt of 1-31
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OPINION ESCRITA

N° de solicitud: 201530730

Fecha de Realizacion de la Opinién Escrita: 10.02.2016

Declaracion

Novedad (Art. 6.1 LP 11/1986) Reivindicaciones 1-31 SI
Reivindicaciones NO

Actividad inventiva (Art. 8.1 LP11/1986) Reivindicaciones 1-31 SI
Reivindicaciones NO

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

Base de la Opinién.-

La presente opinidn se ha realizado sobre la base de la solicitud de patente tal y como se publica.
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OPINION ESCRITA

N° de solicitud: 201530730

1. Documentos considerados.-

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

Documento Numero Publicacion o Identificacion Fecha Publicacion
D01 JP 2007252351 A (UNIV HIROSHIMA) 04.10.2007
D02 JP 2005278513 A (SANIN KENSETSU KOGYO KK) 13.10.2005
D03 KR 20120055801 A (UNIV DONG A RES FOUNDATION) 01.06.2012
D04 BAE JU YOUNG et al. Biocontrol Potential of a Lytic Bacteriophage 2012

PE204 against Bacterial Wilt of Tomato. Journal of Microbiology and
Biotechnology. 2012 VOL: 22 No: 12 Pags: 1613-1620

2. Declaracion motivada seguin los articulos 29.6 y 29.7 del Reglamento de ejecucién de la Ley 11/1986, de 20 de
marzo, de Patentes sobre la novedad y la actividad inventiva; citas y explicaciones en apoyo de esta declaracion

En las reivindicaciones 1-2 de la solicitud de patente se reivindican bacteriéfagos con capacidad de lisar células de
Ralstonia solanacearum.

En las reivindicaciones 3-11 de la solicitud de patente se reivindica una composicién que comprende al menos uno de los
bacteriéfagos citados anteriormente o combinaciones de los mismos.

En las reivindicaciones 12-17, de la solicitud de patente se reivindica el uso de un bacteriéfago reivindicado anteriormente o
de una composicion, de una cualquiera de las reivindicaciones anteriores para el control de R. solanacearum en agua de
cursos naturales, corrientes de agua canalizadas, reservorios naturales de agua, reservorios artificiales de agua, agua de
riego y reservorios de agua de riego, que va a ser utilizada para el riego de cultivos.

En las reivindicaciones 18-31 de la solicitud de patente se reivindica un procedimiento para prevenir o tratar la marchitez
provocada por R. solanacearum en una planta.

Los documentos D01, D02, D03 y D04 divulgan diferentes bacteriéfagos con capacidad de lisar células de Ralstonia
solanacearum. En ninguno de los documentos citados se ha encontrado un bacteriéfago que presente las mismas
caracteristicas que los bacteriéfagos reivindicados en la solicitud de patente. Las caracteristicas que presentan los
bacteriéfagos reivindicados en la solicitud de patente son muy importantes para el uso reivindicado. Por tanto, las
reivindicaciones 1-31 de la solicitud de patente presentan novedad y actividad inventiva segun lo establecido en los articulos
6y8delalLP11/86.
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