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DESCRIPCION

Métodos y medios para modificar el genoma de una planta en un sitio preseleccionado
CAMPO DE LA INVENCION

[1] La invencion se refiere al campo de la agronomia. Mas particularmente, la invencion proporciona métodos y
medios para introducir una modificacion dirigida, que incluye insercion, delecidon o sustitucion, en una secuencia de
nucledtidos localizada con precision en el genoma de una planta de algodon utilizando callo embriogénico.

ANTECEDENTES DE LA TECNICA

[2] La necesidad de introducir modificaciones dirigidas en los genomas de las plantas, incluido el control sobre la
ubicacion de la integracion del ADN extrafio en las plantas, se ha vuelto cada vez mas importante, y se han
desarrollado varios métodos en un esfuerzo de satisfacer esta necesidad (para una revision, véase Kumar y
Fladung, 2001, Trends in Plant Science, 6, pags. 155-159). Estos métodos se basan principalmente en la
introduccion inicial de una rotura de ADN de doble cadena en la ubicacion fijada como objetivo a través de la
expresion de una enzima inductora de la rotura de la doble cadena (DSBI).

[3] Se ha demostrado que la activacion del locus diana y/o la reparacion o ADN del donante mediante la induccion
de roturas de ADN de doble cadena (DSB) a través de endonucleasas de corte raro, tal como |-Scel, aumenta la
frecuencia de la recombinacion homaologa en varios 6rdenes de magnitud (Puchta et al., 1996, Proc. Natl. Acad. Sci.
U.S.A., 93, pags. 5055-5060; Chilton y Que, Plant Physiol., 2003; D'Halluin et al. 2008 Plant Biotechnol. J. 6, 93-
102).

[4] ElI documento WO096/14408 describe un ADN aislado que codifica la enzima |-Scel. Esta secuencia de ADN
puede incorporarse en vectores de clonacion y expresion, lineas celulares transformadas y animales transgénicos.
Los vectores son utiles en el mapeo de genes y la insercion de genes dirigida al sitio.

[5] ElI documento WO00/46386 describe métodos para modificar, reparar, atenuar e inactivar un gen u otro ADN
cromosomico en una célula a través de una rotura de doble cadena inducida por I-Scel. También se describen
métodos de tratamiento o profilaxis de una enfermedad genética en un individuo que lo necesite. Se describen,
ademas, endonucleasas de restriccion quiméricas.

[6] ElI documento WO 2005/049842 describe métodos y medios para mejorar la inserciéon de ADN fijado como
objetivo en plantas utilizando enzimas inductoras de la “rotura de la doble cadena” (DSBI) de corte raro, asi como
secuencias de nucleotidos que codifican I-Scel mejoradas.

[7] El documento WO2006/105946 describe un método para el intercambio exacto en células vegetales y plantas de
una secuencia de ADN diana para una secuencia de ADN de interés a través de la recombinacién homologa, con lo
que el marcador seleccionable o rastreable utilizado durante la fase de recombinacién homologa para la seleccion
temporal de los eventos de reemplazo de genes pueden separarse posteriormente sin dejar huella y sin recurrir al
cultivo in vitro durante la etapa de separacién, empleando el método descrito en el mismo para la separacion de un
ADN seleccionado por expresion especifica de microesporas de una endonucleasa DSBI de corte raro.

[8] El documento W0O2008/037436 describe variantes de los métodos y medios del documento WO2006/105946 en
los que la etapa de separacion de un fragmento de ADN seleccionado, inducida por una endonucleasa de escision
rara, inductora de una rotura de la doble cadena, esta bajo el control de un promotor especifico de la linea germinal.
Otras realizaciones del método se basaron en la unién en los extremos no homoéloga en un extremo del ADN
reparador y la recombinacion homologa en el otro extremo. EI documento WO08/148559 describe variantes de los
métodos del documento W02008/037436, es decir, métodos para el intercambio exacto en células eucariotas tales
como células vegetales, de una secuencia de ADN diana para una secuencia de ADN de interés a través de
recombinacién homologa, en donde el marcador seleccionable o rastreable utilizado durante la fase de
recombinacién homodloga para la seleccion temporal de los eventos de reemplazo génicos se puede separar
subsiguientemente sin dejar huella, empleando un método para la separacion de un ADN seleccionado, flanqueado
por dos secuencias de nucleétidos en repeticiones directas.

[9] El documento WO 2003/004659 describe sistemas de recombinacion y un método para separar secuencias de
acidos nucleicos del ADN cromosoémico de organismos eucarioticos. La invencion también se refiere a organismos
transgénicos (preferiblemente plantas) que contienen dichos sistemas o producidos por dicho método.

[10] El documento WO 2006/032426 describe sistemas y métodos de recombinacién mejorados para eliminar
secuencias marcadoras del genoma de las plantas. Particularmente, la invencion se basa en el uso de un casete de
expresion que comprende el promotor de ubiquitina de perejil, y operativamente unida a él una secuencia de acidos
nucleicos que codifica una ADN-endonucleasa especifica para la secuencia.

[11] El documento WO 2009/006297 describe métodos y composiciones para alterar el genoma de una célula
vegetal monocotileddnea y una planta monocotiledénea, que implica el uso de un agente inductor de la rotura de la
doble cadena para alterar una planta monocotileddnea o secuencia genémica de una célula vegetal que comprende
una secuencia de reconocimiento para el agente inductor de la rotura de doble cadena.
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[12] ElI documento WO 2004/006667 describe métodos mejorados de regeneracion y transformacion de algodon
mediada por Agrobacterium mediante embriogénesis somatica.

[13] El documento WO 2005/103271 describe métodos para la transformacion de plantas de alta eficacia a través de
la conjugacion de ADN-T mediada por Agrobacterium a células cultivadas en suspension o callos, empleando
membranas de filtros como soporte sélido poroso para el co-cultivo de donantes y receptores de ADN-T.

[14] EI documento WO 2008/112633 se refiere a la escision de material de explante que comprende tejido
meristematico a partir de semillas de algoddén. Se describen métodos para la preparacion, el almacenamiento, la
transformacion y la seleccion de tejidos o identificacion de plantas transformadas, asi como tejidos de meristemas
transformables y plantas producidos por métodos de este tipo, y aparatos para la preparacion de tejidos.

[15] Métodos de transformacion del genoma utilizando una enzima DSBI se han aplicado en plantas tales como el
tabaco (véase, p. €j., Puchta et al., 1996, Townsend et al., Nature 459:442-445, 2009) y maiz (véase, p. €j., el
documento WO 2009/006297, Shukla et al., Nature 459:437-441, 2009). Sin embargo, todavia existe la necesidad de
desarrollar métodos para la modificacion dirigida del genoma de plantas que sean mas recalcitrantes en el cultivo y
la transformacion de tejidos, tales como el algoddn. La presente invencion proporciona una contribucion frente a la
técnica al proporcionar este tipo de métodos, utilizando callo embriogénico de algoddn para la introduccion de una
endonucleasa sola o en combinacién con un ADN reparador que ha de utilizarse como un molde para la reparacién
de la rotura de ADN de doble cadena.

SUMARIO DE LA INVENCION

[16] En una primera realizacién, la invencion proporciona un método para modificar el genoma de una célula de
planta de algoddén en un sitio predefinido, que comprende las etapas de

a. inducir una rotura de ADN de doble cadena en la vecindad de o en dicho sitio predefinido,
induciéndose dicha rotura de la doble cadena mediante la introduccién en dicha célula de una
enzima endonucleasa de escision rara que reconoce una secuencia de reconocimiento en la
vecindad de o en dicho sitio predefinido;

b. seleccionar una célula vegetal en la que dicha rotura de ADN de doble cadena se ha reparado
dando como resultado una modificacion en el genoma en dicho sitio preseleccionado, en el que
dicha modificacion se selecciona de

i. un reemplazo de al menos un nucleétido;

ii. una delecién de al menos un nucleétido;

iii. una insercion de al menos un nucleétido; o
iv. cualquier combinacion de i.-iii.;

caracterizado porque dicha célula esta comprendida dentro del callo embriogénico quebradizo, en donde
dicho callo embriogénico quebradizo se ha mantenido en condiciones de luz tenue y en un medio que
comprende carbono activo.

[17] En una realizacion, la enzima endonucleasa puede introducirse en dicha célula mediante la administracion a
dicha célula de una molécula de ADN que codifica dicha enzima endonucleasa.

[18] En otra realizacién, antes de la etapa b. se suministra una molécula de ADN reparador extrafa a dicha célula,
utilizandose dicha molécula de ADN reparador extrafia como un molde para la reparacion de dicha rotura de ADN de
doble cadena.

[19] En una realizacion especifica, el callo embriogénico se induce a partir de explantes de hipocotilo. El callo
embriogénico puede ser inducido en un medio que comprende carbono activo. Antes, durante y después de dicha
introduccion de dicha enzima endonucleasa, el callo embriogénico puede incubarse en medio sin hormonas. El callo
también puede incubarse en un medio solido antes y después de dicha introduccion de dicha enzima endonucleasa.
Ademas, durante o después de dicha introduccién de la enzima endonucleasa, el callo embriogénico puede
incubarse durante 1 a 4 dias en un medio no selectivo.

[20] En una realizacion, la enzima endonucleasa que codifica ADN y/o el ADN reparador extrafio se administra a las
células del callo embriogénico mediante bombardeo de particulas. El bombardeo puede realizarse con
aproximadamente 0,5 pmol de ADN reparador extrafio y/o aproximadamente 0,5 pmol de ADN que codifica la
endonucleasa. Antes del bombardeo, el callo embriogénico puede incubarse en un medio que comprende manitol
0,2 My sorbitol 0,2 M durante aproximadamente 2 a aproximadamente 20 horas. Ademas, durante o después de
dicha introduccion de dicha enzima endonucleasa, el callo embriogénico puede incubarse durante 1 a 4 dias en un
medio no selectivo que comprende manitol 0,2 M.

[21] En otra realizacién, el ADN que codifica la enzima endonucleasa y/o el ADN reparador extrafio se administra
dentro de la célula del callo embriogénico utilizando la transformacion mediada por Agrobacterium. La transferencia
de ADN mediada por Agrobacterium se puede realizar co-cultivando el callo con la o las cepas de Agrobacterium
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que comprenden la o las moléculas de ADN durante aproximadamente tres dias en un medio que comprende 100
MM de acetosiringona y/o 100 mg/l de L-cisteina. Después de la transformacion, los callos pueden incubarse en un
medio que comprende 250 mg/L o 125 mg/L de triacilina.

[22] En una realizacion particular, el ADN reparador extrafio comprende al menos una secuencia de nucleétidos
flanqueante que tiene suficiente homologia con la region de ADN aguas arriba o aguas abajo de dicho sitio
predefinido para permitir la recombinacion con dicha region de ADN aguas arriba o aguas abajo. EI ADN reparador
extraino puede comprender dos secuencias de nucleétidos flanqueantes situadas en extremos opuestos de dicho
ADN extrafio, teniendo una de dichas secuencias de nucledtidos flanqueantes suficiente homologia con la regién de
ADN aguas arriba de dicho sitio predefinido, teniendo la otra secuencia de nucledtidos flanqueante suficiente
homologia con la secuencia aguas abajo de dicho sitio predefinido para permitir la recombinaciéon entre dichas
secuencias de nucleotidos flanqueantes y dichas regiones de ADN aguas arriba y aguas abajo. EI ADN reparador
extrafio también puede comprender un gen marcador seleccionable y/o un gen de interés expresable en plantas. El
gen de interés expresable en plantas se puede seleccionar del grupo de un gen de tolerancia a herbicidas, un gen
de resistencia a insectos, un gen de resistencia a enfermedades, un gen de resistencia al estrés abidtico, un gen que
codifica una enzima implicada en la biosintesis de aceite o la biosintesis de hidratos de carbono, un gen que codifica
una enzima implicada en la resistencia de las fibras o la longitud de las fibras, un gen que codifica una enzima
implicada en la biosintesis de metabolitos secundarios.

[23] En otra realizacién, el ADN extrafio consiste en dos secuencias de nucleétidos flanqueantes, teniendo una de
dichas secuencias de nucledtidos flanqueantes suficiente homologia con la region de ADN aguas arriba de dicho
sitio predefinido, teniendo la otra secuencia de nucleétidos flanqueante suficiente homologia con la secuencia aguas
abajo de dicha sitio predefinido para permitir la recombinacion entre dichas secuencias de nucleétidos flanqueantes
y dichas regiones de ADN aguas arriba y aguas abajo.

[24] En aun ofra realizacion, el sitio preseleccionado esta flanqueado por dos regiones con suficiente homologia para
la recombinacion entre si.

[25] La invencion proporciona, ademas, métodos para modificar el genoma de una célula de planta de algoddn en un
sitio predefinido utilizando callo embriogénico tal como se describié arriba, en los que dicha célula de planta de
algoddn se regenera adicionalmente en una planta de algodén. La planta de algodon, asi generada, puede cruzarse
adicionalmente con otra planta.

[26] También se proporciona una célula de planta de algodon que comprende una modificacion en un sitio
predefinido del genoma, obtenida mediante cualquiera de los métodos descritos arriba, asi como una planta de
algoddn o fibra o semilla o material de propagacion de esa planta, que comprende una modificacién en un sitio
predefinido del genoma.

[27] La invencion se refiere, ademas, a un método para cultivar una planta de algodoén tal como se describe arriba,
que comprende, ademas, la etapa de aplicar un producto quimico a dicha planta o sustrato, en el que se cultiva
dicha planta, asi como un método para producir una planta que comprende una modificacién en un sitio predefinido
del genoma, que comprende la etapa de cruzar una planta que consiste esencialmente en las células vegetales tal
como se describe arriba o una planta tal como se describe arriba con otra planta o consigo misma y, opcionalmente,
cosechar semillas.

LEYENDAS DE LAS FIGURAS

[28] Figura 1. Perspectiva esquematica de la insercién/reemplazo dirigido a través de al menos recombinacion
homaloga unilateral. Las tijeras indican sitios de reconocimiento para las enzimas DSBI (I-Scel), las flechas bloque
representan promotores, las flechas P3 y P4 representan cebadores, las cruces y las cruces punteadas representan
la recombinacion homéloga potencial entre la construccion diana pTCV117 y el ADN reparador pTIB323. Después
de seleccionar la resistencia a la higromicina (hygR) y la sensibilidad al glifosato (glyphS), pueden ocurrir dos grupos
de eventos; (Il) o bien (Il) el ADN reparador que confiere resistencia a la higromicina se integra en el genoma en un
sitio aleatorio y el gen EPSPS en el locus diana se retira del control bidireccional del promotor 35S mediante
induccion de la rotura de ADN de doble cadena en el primer (izquierda) sitio I-Scel, en cuyo caso la amplificacion por
PCR con los cebadores P3 x P4 no resulta en un producto de la PCR, o (I) el gen EPSPS en el locus diana esta
truncado a través de recombinacion homologa con el fragmento 3’EPSPS del ADN reparador, con lo que el gen de
resistencia a higromicina se incorpora en el locus diana, y en donde en el otro extremo son posibles diversos
escenarios, dependiendo de cual de los sitios I-Scel se utilice o utilicen (indicado por el disefio rayado), permitiendo
en cada caso amplificar la regién entre los cebadores P3 y P4.

[29] Figura 2: Perspectiva esquematica de la insercion/reemplazo dirigido a través de la union de los extremos no
homologa. La seleccién para la resistencia a la higromicina puede dar como resultado una integracion aleatoria del
ADN reparador pTIB236 en el genoma, con lo que la amplificacion por PCR con los cebadores P3 X P4 y P1 x P2 no
da como resultado un producto de PCR, o (I-lll) dependiendo de qué sitio I-Scel se utilice, insercion del ADN
reparador en el sitio de DSBI (I y Ill) o reemplazo del gen BAR por el ADN reparador (Il), dando como resultado
productos de PCR con cebadores P3xP4 y P1xP2 de diversas longitudes.

DESCRIPCION DETALLADA DE DIFERENTES REALIZACIONES DE LA INVENCION
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[30] Los autores de la invencién han encontrado que la modificacion dirigida del genoma en algodén mediante la
induccion de rotura de ADN de doble cadena puede realizarse de manera eficiente mediante el uso de callo
embriogénico quebradizo para la introduccién de una enzima inductora de la rotura de la doble cadena (DSBI), p. €.,
introduciendo una molécula de ADN que codifica una enzima de este tipo, y opcionalmente una molécula de ADN
que funciona como un molde para la reparacion de la rotura de ADN de doble cadena, p. €j., a través de métodos de
transferencia directa de ADN (bombardeo de particulas) o mediante la administracion de ADN mediado por
Agrobacterium. Utilizando estos procedimientos de administracion en callo embriogénico quebradizo, se pueden
realizar inserciones, reemplazos y deleciones dirigidos en el genoma nuclear de una planta de algodén en la
vecindad del sitio de induccién de rotura de la doble cadena.

[31] Tal como se utiliza en esta memoria, una endonucleasa es una enzima capaz de inducir una rotura del ADN en
una secuencia de nucledtidos particular, denominada el "sitio de reconocimiento” o la "secuencia de
reconocimiento”, es decir, son endonucleasas especificas para el sitio. Son "de escisién rara" en el sentido de que,
debido a sus sitios de reconocimiento especificos, habitualmente largos (alrededor de 12-40 nt), tienen una
frecuencia de escision muy baja, incluso en los genomas de plantas grandes, p. €j., cortan menos de 20 veces,
menos de 10 veces, menos de 5 veces o0 solo una vez en el genoma diana. Las enzimas inductoras de la rotura del
ADN de doble cadena (DSBI) de escision rara son endonucleasas de escision rara que inducen una rotura del ADN
de doble cadena (DSB) en su sitio de reconocimiento. Las endonucleasas de migracion, a veces también
denominadas meganucleasas, constituyen una familia de endonucleasas de escision rara de este tipo. Pueden ser
codificadas por intrones, genes independientes o secuencias intermedias, y presentan sorprendentes propiedades
estructurales y funcionales que las distinguen de las enzimas de restriccion mas clasicas, habitualmente de los
sistemas de restriccion/modificacion bacteriana tipo Il. Sus sitios de reconocimiento tienen una asimetria general que
contrasta con la simetria de diadas caracteristica de la mayoria de los sitios de reconocimiento de enzimas de
restriccion. Se ha demostrado que varias endonucleasas de migracion codificadas por intrones o inteinas fomentan
la migracion de sus respectivos elementos genéticos en sitios alélicos sin intrones o sin inteinas. Al hacer una rotura
de la doble cadena especifica del sitio en los alelos sin intrones o sin inteinas, estas nucleasas crean extremos
recombinogénicos, que participan en un proceso de conversion génica que duplica la secuencia codificadora y
conduce a la insercion de un intrén o de una secuencia intermedia al nivel de ADN.

[32] Una endonucleasa de migracion bien caracterizada es |-Scel. I-Scel es una endonucleasa especifica para el
sitio, responsable de la movilidad del intrén en las mitocondrias en Saccharomyces cerevisae. La enzima es
codificada por el intron opcional Sc LSU.1 del gen 21S de ARNFr e inicia una rotura del ADN de doble cadena en el
sitio de insercion del intron generando un corte escalonado de 4 pb con colgantes 3OH. El sitio de reconocimiento de
la endonucleasa I-Scel se extiende a lo largo de una secuencia no simétrica de 18 pb (Colleaux y col., 1988 Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 85: 6022-6026). La secuencia de aminoacidos para I-Scel y un cédigo universal equivalente del
gen |-Scel mitocondrial han sido proporcionados, p. ej., por el documento WO 96/14408. ElI documento WO
96/14408 describe, ademas, varias variantes de proteina |-Scel que todavia son funcionales.

[33] La solicitud PCT PCT/EP04/013122 (incorporada en esta memoria como referencia) proporciona variantes de
secuencias de nucleétidos sintéticas de I-Scel que se han optimizado para la expresion en plantas. La secuencia de
nucledtidos de dichas regiones codificadoras de I-Sce | sintéticas se recoge en la SEQ ID N° 1 en el cédigo UIPAC.
Los simbolos del codigo UIPAC tienen su significado habitual, es deci, N=AoCoGoT;R=A0oG;Y=CoT;B=
CoGoT(noA);V=AoCoG((noT);D=AoGoT(noC);H=Ao0CoT(nnG);K=GoT;M=A0C;S=GoC;
W=AoT.

[34] En la Tabla | del documento WO 03/004659 (paginas 17 a 20) (incorporado aqui como referencia) se
proporciona una lista de otras enzimas DSBI de escision rara y sus sitios de reconocimiento respectivos. Estos
incluyen I-Sce |, I-Chu I, I-Dmo |, I-Cre |, I-Csm |, PI-Fli I, Pt-Mtu I, I-Ceu I, I-Sce I, I-Sce lll, HO, PI-Civ |, PI-Ctr I, PI-
Aae |, PI-BSU I, PI-Dhal, PI-Dra |, PI-Mav |, PI-Mch I, PI-Mfu I, PI- Mfl I, PI-Mga I, PI-Mgo I, PI-Min |, PI-Mka |, PI-Mle I,
PlI-Mma |, PI-Msh I, PI-Msm |, PI-Mth |, PI- Mtu |, PI-Mxe I, PI-Npu I, PI-Pfu |, PI-Rma I, PI-Spb |, PI-Ssp |, PI-Fac I, PI-
Mja |, PI-Pho I, Pi- Tag |, PI-Thy |, PI-Tko | o PI-Tsp I.

[35] Ademas, hay métodos disponibles para disefiar endonucleasas de escision rara personalizadas que reconocen
basicamente cualquier secuencia de nucledtidos diana de eleccién. En sintesis, las enzimas de restriccion
quiméricas se pueden preparar utilizando hibridos entre un dominio dedo de zinc disefiado para reconocer una
secuencia de nucledtidos especifica y el dominio de escision de ADN no especifico de una enzima de restriccion
natural, tal como Fokl. A enzimas de este tipo se las alude generalmente como endonucleasas de dedo de zinc
(ZFE). Métodos de este tipo se han descrito, p. €j., en los documentos WO 03/080809, W094/18313 o W095/09233
y en Isalan et al., 2001, Nature Biotechnology 19, 656-660; Liu et al. 1997, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 94, 5525-
5530). En el documento W0O2004/067736 se describe otra forma de producir endonucleasas o meganucleasas de
escision rara hechas a medida, mediante selecciéon a partir de una coleccién de variantes. Las meganucleasas
hechas a medida con especificidad de secuencia alterada y afinidad de uniéon al ADN también pueden obtenerse
mediante un disefio racional tal como se describe en el documento WO2007/047859. Otro ejemplo de
endonucleasas de escision rara disefiadas a medida incluye las denominadas nucleasas TALE, que se basan en
efectores de tipo activador de la transcripcion (TALE) del género bacteriano Xanthomonas condensadas al dominio
catalitico de, p. gj., FOKI. La especificidad de unidon al ADN de estas TALE se define por di-residuos de repeticion
variable (RVDs) de unidades repetitivas de 34/35 aminoacidos dispuestas en tandem, que pueden modificarse para
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reconocer secuencias diana especificas (Christian et al., 2010, Genetics 186: 757-761, documentos WO11/072246,
WO10/079430 y W011/146121. A dichas endonucleasas de escision rara disefiadas a medida también se las alude
como endonucleasas que se producen de forma no natural.

[36] Dado que las meganucleasas re-disefiadas se derivan de endonucleasas que se producen de forma natural, los
sitios de reconocimiento del potencial disponibles no son completamente aleatorios, pero parecen tener un cierto
grado de semejanza con la secuencia de nucledtidos originalmente reconocida por la endonucleasa que se
producen de forma natural sobre la que se basa la meganucleasa re-disefiada. Como afirma Gao et al (2010, The
Plant Journal, pags. 1-11), el método de disefio de proteinas basado en la estructura para modificar las
caracteristicas de union a ADN de I-Crel se basa en la inspeccién visual de la co- estructura cristalina de co-I-Crel-
ADN que conduce a una prediccion de un gran nimero de sustituciones de aminoacidos que cambian la preferencia
de base de |-Crel en posiciones particulares en su sitio de reconocimiento. Las sustituciones de aminoacidos
individuales se evaluaron experimentalmente, y las que confirieron el cambio deseado en la preferencia base se
afiadieron a una base de datos de mutaciones que pueden "mezclarse y emparejarse" para generar derivados de I-
Crel que reconocen sitios de ADN altamente divergentes. En teoria, la diversidad combinatoria disponible utilizando
la base de datos de mutaciones actual es suficiente para fijar como objetico una endonucleasa modificada
aproximadamente cada 1000 pb en una secuencia de ADN aleatoria.

[37] Las meganucleasas re-disefiadas se pueden basar en la meganucleasa I-Crel que se produce de forma natural
para su uso como armazon. I-Crel es una endonucleasa de migracion encontrada en los cloroplastos de
Chlamydomonas rheinhardti (Thompson et al., 1992, Gene 119, 247-251). Esta endonucleasa es un homodimero
que reconoce un sitio de ADN pseudo-palindromico de 22 pb en el gen 23SrRNA y crea un corte de ADN de doble
cadena que se utiliza para la introducciéon de un intron. I-Crel es un miembro de un grupo de endonucleasas que
portan un solo motivo LAGLIDADG. Las enzimas LAGLIDADG contienen una o dos copias del motivo de consenso.
Las enzimas de un solo motivo, tales como I-Crel, funcionan como homodimeros, mientras que las enzimas de doble
motivo son monémeros con dos dominios separados. Por consiguiente, al re-disefiar las meganucleasas derivadas
de un armazén I-Crel para reconocer una secuencia de nucleétidos de 22 pb de interés, se disefian dos unidades
monoméricas, cada una reconociendo una parte del sitio de reconocimiento de 22 pb, que se necesitan en concierto
para inducir una rotura de la doble cadena en el sitio de reconocimiento de 22 pb (documento WO2007/047859). Se
puede lograr una accion concertada enlazando las dos unidades monoméricas en una meganucleasa de una sola
cadena, o también se puede lograr fomentando la formacién de heterodimeros tal como se describe, p. €j., en el
documento WO02007/047859. Ejemplos de tales meganucleasas disefiadas especificamente se describen, p. €j., en
los documentos EP10005926.0 y EP10005941.9 (sin publicar).

[38] Por lo tanto, para la acciéon concertada de tales endonucleasas diméricas, las subunidades necesitan ser
dimerizadas con el fin de poder inducir una rotura de la doble cadena en el sitio preseleccionado en el genoma. Se
puede lograr una accion concertada potenciada enlazando las dos unidades monomeéricas en una meganucleasa de
una sola cadena, o también se puede lograr fomentando la formacion de heterodimeros tal como se describe, p. €j.,
en el documento WO2007/047859.

[39] En la técnica se conocen diversos métodos para la administracion de ADN a las células/tejidos, e incluyen la
electroporacion tal como se ilustra en la patente de EE.UU. N° 5.384.253; bombardeo con microproyectiles
(biolistica) tal como se ilustra en las Patentes de EE.UU. N°s 5.015.580; 5.550.318; 5.538.880; 6.160.208; 6.399.861;
y 6.403.865; transformacion mediada por Agrobacterium tal como se ilustra en las Patentes de EE.UU. N°s
5.635.055; 5,824,877; 5.591.616; 5.981.840; y 6.384.301; transformacion de protoplastos tal como se ilustra en la
Patente de EE.UU. N° 5.508.184, electroporacion, transformacién asistida quimicamente, transformaciéon mediada
por liposomas (véase, p. €j., A. Deshayes et al. (1985) EMBO J. 4:2731-7), fibra de carbono, fibra de carburo de
silicio o fibra de borato de aluminio (generalmente denominadas bigotes) (véase, p. €j., J. Brisibe, Exp. Bot. 51
(343):187-196 (2000); Dunwell (1999) Methods Mol. Biol. 1 11:375-82; y Patente de EE.UU. N° 5.464.765), micro-
inyeccion (véase, p. €j., TJ. Reich, et al. (1986) Biotechnology 4: 1001-1004) y transformacion mediada por virus
(véase, p. gj., S.B. Gelvin, (2005) Nat Biotechnol. 23:684-5), bombardeo de células vegetales con ADN extrafio
heterélogo adherido a particulas, aceleracion de particulas balisticas, transformacion del haz de aerosol (Solicitud de
Patente de EE.UU. N° 2001002694 1; Patente de EE.UU. N° 4.945.050, Publicacion Internacional N° WO 91/00915;
Solicitud de Patente de EE.UU. N° 2002015066, documento WO 01/038514; transformacién de Lec1, transformacién
de PEG y diversos otros métodos no mediados por particulas directas para transferir ADN.

[40] La modificacion dirigida del genoma de células de algodén para la modificacion dirigida del genoma de acuerdo
con la invencion se realiza en callo embriogénico, preferiblemente callo quebradizo. El término "callo" o la expresion
"callo embriogénico" se refiere a una masa desorganizada de células y racimos de células principalmente
embriogénicos producidos como consecuencia del cultivo de tejidos vegetales. Callo quebradizo se refiere al callo
con una textura quebradiza con el potencial de formar brotes y raices y finalmente regenerarse en plantas enteras.
Un callo de este tipo puede distinguirse adicionalmente por una masa de células de color verde loro/cremosas,
facilmente dispersas en medio liquido, y una forma nodular. Por lo tanto, tal como se utiliza en esta memoria, "una
célula vegetal comprendida dentro de un callo embriogénico" se refiere a que la célula es una célula callosa en si
misma, es decir, esa célula es parte del tejido del callo.

[41] EI callo puede regenerarse/inducirse a partir de diversos explantes de tejido tal como hipocétilo, cotiledon,
embriones zigoticos inmaduros, hojas, anteras, pétalos, évulos, raices y meristemas, células madre y peciolos. En
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una realizaciéon de la presente invencion, el explante se toma del hipocotilo o cotiledéon. En una realizacion, la
induccion del callo embriogénico se realiza incubando los explantes en un medio que comprende carbono activo
durante aproximadamente 2 a 4 meses, preferiblemente 4 meses, o al menos hasta que se haya formado callo
embriogénico en condiciones de luz tenue.

[42] En una realizacion, los callos se mantienen en medio sin hormonas durante todo el proceso de regeneracion del
callo, transferencia de ADN y posterior seleccion y regeneracion. Hormonas, tal como se utilizan en esta memoria,
se refieren a hormonas vegetales tales como auxinas, p. €j., 2,4-D y citoquininas (p. €j., Kin). En una realizacion, las
células se mantienen en medio sélido durante todo el proceso.

[43] En otra realizacién, después de la administracion de ADN, los callos se mantienen durante 1-4 dias,
preferiblemente 3 dias, en un medio no selectivo, es decir, un medio que no contiene un compuesto de seleccion. El
medio no selectivo puede comprender los componentes del sustrato M100. Después de 1-4 dias en un medio no
selectivo, los callos pueden transferirse a un medio que puede comprender los componentes del sustrato M100 y un
compuesto de seleccidon. El utilizar un compuesto de seleccion después de la transformacion permite el
enriquecimiento de los eventos de recombinacién dirigida en caso de que se co-administre un ADN reparador que
comprende un gen marcador seleccionable que confiere tolerancia al compuesto de seleccion. Después de la
seleccion del callo embriogénico, la induccién del embrién y la germinacion del embrién pueden tener lugar en un
medio selectivo que puede comprender los componentes del sustrato M104 y carbono activo. El desarrollo adicional
del embrién puede tener lugar en un sustrato no selectivo que puede comprender los componentes del sustrato
M702 y la regeneracion de plantas puede tener lugar en medio que comprende los componentes del sustrato M700.
Se describen a continuacion componentes de los diversos sustratos.

[44] Tal como se utiliza en esta memoria, la administracién de ADN se refiere a la introducciéon de una o mas
moléculas de ADN en una célula. Esto se refiere tanto a la transfeccion estable, en la que la molécula de ADN
introducida se integra de forma estable en el genoma de la célula huésped, como a la presencia transitoria de esa o
esas moléculas en la célula. Quedara claro que para realizar los métodos de la invencién, no se requiere que las
células se transformen establemente con el ADN que codifica la endonucleasa, sino que la expresion transitoria de
la endonucleasa puede ser ya suficiente para inducir la rotura de la doble cadena del ADN.

[45] En la técnica se conocen diversos métodos para la administracion de ADN a células/tejidos, e incluyen la
electroporacion, tal como se ilustra en la patente de EE.UU. N° 5.384.253; bombardeo con microproyectiles
(biolistica) tal como se ilustra en las Patentes de EE.UU. N°s 5.015.580; 5.550.318; 5.538.880; 6.160.208; 6.399.861;
y 6.403.865; transformacion mediada por Agrobacterium tal como se ilustra en las Patentes de EE.UU. N°s
5.635.055; 5.824.877; 5.591.616;.5.981.840; y 6.384.301; transformacion de protoplastos tal como se ilustra en la
Patente de EE.UU. N° 5.508.184, electroporacion, transformacién asistida quimicamente, transformaciéon mediada
por liposomas (véase, p. €j., A. Deshayes et al. (1985) EMBO J. 4:2731-7), fibra de carbono, fibra de carburo de
silicio o fibra de borato de aluminio (generalmente denominadas bigotes) (véase, p. €j., J. Brisibe, Exp. Bot. 51
(343):187-196 (2000); Dunwell (1999) Methods Mol. Biol. 1 11:375-82; y Patente de EE.UU. N° 5.464.765), micro-
inyeccion (véase, p. €j., TJ. Reich, et al. (1986) Biotechnology 4: 1001-1004) y transformacion mediada por virus
(véase, p. gj., S.B. Gelvin, (2005) Nat Biotechnol. 23:684-5), bombardeo de células vegetales con ADN extrafio
heterélogo adherido a particulas, aceleracion de particulas balisticas, transformacién del haz de aerosol (Solicitud de
Patente de EE.UU. N° 2001002694 1; Patente de EE.UU. N° 4.945.050, Publicacion Internacional N° WO 91/00915;
Solicitud de Patente de EE.UU. N° 2002015066, documento WO 01/038514; transformacién de Lec1, transformacién
de PEG y diversos otros métodos no mediados por particulas directas para transferir ADN.

[46] En una realizacion especifica, la administracion de ADN en callo que comprende las células de algodén de
acuerdo con la invencion se realiza mediante métodos de transferencia directa de ADN, tales como bombardeo con
particulas.

[47] En una realizacién, antes del bombardeo con particulas, los callos se pre-plasmolizan en un medio que
comprende manitol y sorbitol durante aproximadamente 2 a aproximadamente 20 horas, preferiblemente
aproximadamente 2 a 4 horas.

[48] En ofra realizacion especifica, la administracion de ADN a células de algodon de acuerdo con la invencion se
realiza por transformacion mediada por Agrobacterium. En una realizacion, los callos embriogénicos se ponen en
contacto con una cepa de Agrobacterium que contiene el ADN a ser introducido en las células de algoddn, después
de lo cual los callos se co-cultivan con la cepa de Agrobacterium en medio que comprende acetosiringona y L-
cisteina durante aproximadamente 3 dias en la oscuridad.

[49] En otra realizacion, después del co-cultivo, los callos embriogénicos transformados se seleccionan en un medio
de seleccion (es decir, que comprende uno o mas compuestos de seleccion) que comprende ademas triacilina.

[50] Se entendera que el ADN que codifica endonucleasas y ADN reparador extrafio se puede co-administrar a la
célula o tejido (p. gj. callo) de forma secuencial (0o secuencialmente inversa), utilizando los mismos o diferentes
métodos de administracion, o se puede co-administrar simultdneamente, p. €j., en donde el ADN reparador extrafio y
el ADN que codifica endonucleasas estan comprendidos dentro de la misma mezcla o incluso en la misma molécula.
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[51] La enzima endonucleasa puede, pero no necesita comprender una sefial de localizacion nuclear (NLS) (Raikhel,
Plant Physiol. 100: 1627-1632 (1992) y referencias en el mismo) tal como el NLS del antigeno T grande de SV40
(Kalderon et al. Cell 39: 499-509, 1984). La sefial de localizacion nuclear puede estar ubicada en cualquier parte de
la proteina, pero esta ubicada convenientemente en el extremo N-terminal de la proteina. La sefal de localizaciéon
nuclear puede reemplazar a uno o mas de los aminoacidos de la enzima inductora de la rotura de la doble cadena.

[52] La induccion de una rotura de la doble cadena en un sitio preseleccionado permite varias aplicaciones
potenciales. Si no se introduce ADN reparador extrafo, la region de ADN cerca del sitio de reconocimiento de
endonucleasa puede alterarse por delecion, reemplazo o insercién de uno o varios a muchos nucleétidos. De ese
modo, la formacion de deleciones o inserciones pequefias 0 mas grandes en el sitio preseleccionado puede, por
ejemplo, inactivar el gen que comprende la secuencia de nucledtidos del sitio preseleccionado/sitio de
reconocimiento. Si las regiones de ADN gendmico localizadas aguas arriba y aguas abajo del sitio preseleccionado o
del sitio de reconocimiento tienen suficiente homologia entre si para permitir la recombinacién entre la region de
ADN aguas arriba y aguas abajo, la regién de ADN intermedia, es decir, la region de ADN entre las dos regiones
homodlogas aguas arriba y aguas abajo de ADN puede ser eliminada (en bucle). Esto se puede utilizar, por ejemplo,
para separar secuencias previamente introducidas tal como genes marcadores tal como se describe, p. €j., en el
documento WO 06/105946.

[53] Si la induccién de la rotura de ADN de doble cadena va acompafiada de la introducciéon de una molécula de
ADN reparador extrafio que se utiliza como molde, la reparacion de la rotura de la doble cadena puede producirse
basicamente de tres maneras. El ADN reparador puede integrarse en el ADN gendmico en el sitio DSB por union no
homologa en ambos extremos, o si una o dos regiones flanqueantes con homologia con las regiones de aguas
arriba y/o aguas abajo del sitio preseleccionado estan presentes en el ADN reparador, la integracion del ADN
reparador también puede producirse (parcialmente) a través de la recombinacion homadloga. Como tal, la rotura de la
doble cadena en el sitio preseleccionado facilitara también el reemplazo de una region de ADN en la vecindad de
ese sitio por una regiéon de ADN de interés, p. €j., tal como se describe en los documentos WO 06/105946,
WO08/037436 o WO08/148559.

[54] Para insertar un ADN extrafio mediante recombinacion homologa en el sitio preseleccionado, el ADN extrafio
puede comprender al menos una region de ADN flanqueante que tiene una secuencia de nucleétidos que es similar
a la secuencia de nucledtidos de la region de ADN de aguas arriba o aguas abajo del sitio preseleccionado. EI ADN
extrafio también puede comprender dos regiones flanqueantes de ADN, ubicadas en extremos opuestos de la
molécula y que tienen suficiente homologia con la secuencia de nucleétidos de la region de ADN de aguas arriba 'y
aguas abajo del sitio preseleccionado, respectivamente, para permitir la recombinacion entre dichas regiones
flanqueantes y dicha region de aguas arriba y aguas abajo.

Como se utiliza en esta memoria, “un sitio preseleccionado” o “un sitio predefinido” indica una secuencia de
nucledtidos particular en el genoma nuclear de la planta, ubicada en o cerca de la secuencia de ADN diana, en la
que se desea insertar el ADN extrafio o intercambiar la secuencia de ADN diana. Una persona experta en la técnica
podria elegir una enzima inductora de la rotura de ADN de doble cadena ("DSBI") que reconozca la secuencia de
nucledtidos diana seleccionada o modificar una endonucleasa DSBI de ese tipo. Alternativamente, se puede
introducir un sitio de reconocimiento de endonucleasa DSBI en el genoma de la planta utilizando cualquier método
de transformacion convencional o mediante reproduccion convencional utilizando una linea de planta que tenga un
sitio de reconocimiento de endonucleasa DSBI en su genoma, y cualquier ADN extrafio deseado puede ser
introducido después de ello en el sitio diana preseleccionado, previamente introducido.

[55] Tal como se utiliza en esta memoria, "ubicado en la vecindad" se refiere al sitio de induccién de la rotura de la
doble cadena del ADN, es decir, el sitio de reconocimiento de la endonucleasa, que se encuentra a una distancia de
entre 500 pb, 1 kpb, 2 kpb, 3 kpb, 4 kpb, 5 kpb a 10 kpb del sitio predefinido, es decir, el sitio en el ADN genémico
que se va a modificar (el sitio diana).

[56] Tal como se utiliza en esta memoria, "una regidon de ADN flanqueante" es un ADN con una secuencia de
nucledtidos que tiene homologia con las regiones de ADN, respectivamente aguas arriba y/o aguas abajo de la
secuencia de ADN diana o del sitio preseleccionado. Esto permite controlar mejor la precision de la modificacion
prevista. De hecho, la integracion mediante recombinacion homologa permitira una union precisa del fragmento de
ADN extrafio al genoma nuclear de la planta hasta el nivel de nucleoétidos.

[57] Para tener suficiente homologia para la recombinacion, las regiones de ADN flanqueantes del ADN reparador
pueden variar en longitud, y deberian ser de al menos aproximadamente 10 nucleétidos de longitud. Sin embargo, la
region flanqueante puede ser tan larga como sea practicamente posible (p. ej., hasta aproximadamente 100-150 kb
tal como cromosomas artificiales bacterianos completos (BACs). Preferiblemente, la region flanqueante sera de
aproximadamente 50 pb a aproximadamente 2000 pb. Ademas, las regiones que flanquean el ADN extrafio de
interés no necesitan ser idénticas a las regiones de ADN que flanquean el sitio preseleccionado y pueden tener entre
aproximadamente 80% y aproximadamente 100% de identidad de la secuencia, de preferencia aproximadamente
95% a aproximadamente 100% de identidad de la secuencia con las regiones de ADN que flanquean al sitio
preseleccionado. Cuanto mas larga sea la region flanqueante, menos estricto sera el requisito de homologia.
Ademas, se prefiere que la identidad de secuencia sea tan alta como sea posible en la practica en la vecindad del
DSB. Ademas, para lograr el intercambio de la secuencia de ADN diana sin cambiar la secuencia de ADN de las
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secuencias de ADN adyacentes, las secuencias de ADN flanqueantes deberian ser preferiblemente idénticas a las
regiones de ADN aguas arriba y aguas abajo que flanquean el sitio preseleccionado o la secuencia de ADN diana
destinada a ser intercambiada. Se aplican los mismos criterios para la recombinacion entre la regién aguas arriba y
aguas abajo que tienen homologia entre si para separar las secuencias de ADN intermedias.

[58] Ademas, las regiones que flanquean el ADN extrafio de interés no necesitan tener homologia con las regiones
que flanquean inmediatamente el sitio preseleccionado, sino que pueden tener homologia con una region de ADN
del genoma mas alejada de ese sitio preseleccionado. La recombinacion homéloga entre el ADN genémico y el ADN
reparador dara como resultado una separacion del ADN diana entre el sitio de insercion preseleccionado y la region
de ADN de homologia. En otras palabras, el ADN diana ubicado entre las regiones de homologia sera sustituido por
el ADN extrafio entre las regiones flanqueantes. Cuando el ADN reparador consiste sélo en las dos secuencias
flanqueantes, es decir, carece de cualquier secuencia intermedia, este enfoque puede utilizarse para eliminar
especificamente la regién gendmica ubicada entre las dos regiones de homologia.

[59] Resultara claro que, en el caso en el que las regiones de homologia estén presentes en el ADN reparador
extraio, también se pueden utilizar recombinasas especificas para el sitio para llevar a cabo los métodos de la
invencion. Las recombinasas especificas para el sitio requieren dos sitios de reconocimiento, que pueden ubicarse
en la misma molécula de ADN, pero también en dos moléculas de ADN diferentes, entre las cuales se produce la
recombinacion. De este modo, un ADN reparador que comprende al menos un sitio de reconocimiento de este tipo
puede dirigirse a un locus gendémico que también comprende al menos uno de dichos sitios. Ejemplos de
recombinasas especificas para el sitio son bien conocidas en la técnica e incluyen, por ejemplo, el sistema Cre-Lox
del bacteriéfago P1 (Austin et al., 1981, Cell, 25:729-736), el sistema Flp-Frt de Saccharomyces, cerevisiae (Broach
et al., 1982, Cell, 29:227-234), el sistema R-RS de Zygosaccharomyces rouxii (Araki et al., 1985. J. MoL Biol., 182:
191-203) y la integrasa del fago PhiC31 de Streptomyces (Thorpe y Smith, 1998, Proc. Natl. Acad. Sci., 95: 5505-
5510; Groth et al., 2000. Proc. Natl. Acad. Sci., 97: 5995-6000).

[60] EI ADN extrafio también puede comprender un marcador seleccionable o rastreable, que puede o no separarse
después de la insercion tal como se describe, p. €j., en los documentos WO06/105946, WO08/037436 y
WO08/148559.

[61] “Marcadores seleccionables o rastreables”, tal como se utilizan en esta memoria, tienen el significado habitual
en la técnica e incluyen, pero no se limitan a fosfinotricina acetiltransferasa, neomicina fosfotransferasa, glifosato
oxidasa, enzima EPSP tolerante al glifosato, gen nitrilasa, acetolactato sintasa mutante o gen acetohidroxiacido
sintasa, P-glucoronidasa (GUS), genes de locus R, proteina fluorescente verde y similares. Marcadores
seleccionables pueden proporcionar tolerancia o resistencia a compuestos de seleccion tales como fosfinotricina,
neomicina, glifosato, higromicina, herbicidas inhibidores de ALS (p. e€j., sulfonilurea y similares) o pueden
proporcionar otros medios para seleccionar o enriquecer las células en las que ha tenido lugar la modificacion
deseada, p. €j., por medios visuales (tincion de GUS, fluorescencia).

[62] La seleccion de la célula vegetal o planta en la que el marcador seleccionable o rastreable y el resto de la
molécula de ADN extrafia se ha introducido por recombinaciéon homologa a través de las regiones de ADN
flanqueantes puede lograrse, p. €j., seleccionando la ausencia de secuencias presentes en el ADN transformante,
pero ubicadas fuera de las regiones de ADN flanqueantes. De hecho, la presencia de secuencias del ADN
transformante fuera de las regiones de ADN flanqueantes indicaria que la formacion de las células vegetales
transformadas se realiza por insercién aleatoria de ADN. Con este fin, se pueden incluir marcadores seleccionables
o rastreables en la molécula de ADN transformante fuera de las regiones de ADN flanqueantes, que luego se
pueden utilizar para identificar aquellas células vegetales que no tienen los marcadores seleccionables o rastreables
localizados fuera del ADN transformante y que pueden haber surgido por recombinacion homoéloga a través de las
regiones de ADN flanqueantes. Alternativamente, la molécula de ADN transformante puede contener marcadores
seleccionables fuera de las regiones de ADN flanqueantes que permiten la seleccion para la ausencia de tales
genes (genes marcadores de seleccion negativos).

[63] Resultara claro que los métodos de acuerdo con la invencién permiten la inserciéon de cualquier ADN de interés,
incluyendo ADN que comprenda una secuencia de nucleétidos con una firma de secuencia de nucleétidos particular,
p. €j., para la identificacion posterior. EI ADN de interés también puede ser uno o mas genes expresables en plantas,
incluyendo pero no limitados a un gen de tolerancia a herbicidas, un gen de resistencia a insectos, un gen de
resistencia a enfermedades, un gen de resistencia al estrés abidtico, un gen que codifica una enzima implicada en la
biosintesis de aceite o la biosintesis de hidratos de carbono, un gen que codifica una enzima implicada en la
resistencia de las fibras y/o longitud de las fibras, un gen que codifica una enzima implicada en la biosintesis de
metabolitos secundarios.

[64] Genes de tolerancia a herbicidas incluyen un gen que codifica la enzima 5-enolpiruvil shikimato-3-fosfato sintasa
(EPSPS). Ejemplos de genes EPSPS de este tipo son el gen AroA (CT7 mutante) de la bacteria Salmonella
typhimurium (Comai et al., 1983, Science 221, 370-371), el gen CP4 de la bacteria Agrobacterium sp. (Barry et al.,
1992, Curr. Topics Plant Physiol. 7, 139-145), los genes que codifican un EPSPS de Petunia (Shah et al., 1986,
Science 233, 478-481), un EPSPS de Tomate (Gasser et al., 1988, J. Biol. Chem. 263, 4280-4289) o un EPSPS de
Eleusina (documento WO 01/66704). También puede ser un EPSPS mutado tal como se describe, por ejemplo, en
los documentos EP 0837944, WO 00/66746, WO 00/66747 o WO 02/26995. Plantas tolerantes al glifosato también
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pueden obtenerse expresando un gen que codifica una enzima glifosato oxido-reductasa tal como se describe en las
patentes de EE.UU. N°s 5.776.760 y 5.463.175. Plantas tolerantes al glifosato también pueden obtenerse
expresando un gen que codifica una enzima glifosato acetil transferasa tal como se describe, por ejemplo, en los
documentos WO 02/36782, WO 03/092360, WO 05/012515 y WO 07/024782. Plantas tolerantes al glifosato también
se pueden obtener seleccionando plantas que contienen mutaciones que se producen de forma natural de los genes
arriba mencionados tal como se describe, por ejemplo, en los documentos WO 01/024615 o WO 03/013226. Los
genes EPSPS que confieren tolerancia al glifosato se describen, p. €j., en las solicitudes de patente de EE.UU. N°s
11/517.991, 10/739.610, 12/139.408, 12/352.532, 11/312.866, 11/315.678, 12/421.292, 11/400.598, 11/651.752,
11/681.285, 11/605.824, 12/468.205, 11/760.570, 11/762.526, 11/769.327, 11/769.255, 11/943801 o 12/362.774.
Otros genes que confieren tolerancia al glifosato, tales como genes descarboxilasa, se describen, p. €j., en las
solicitudes de patente de EE.UU. 11/588.811, 11/185.342, 12/364.724, 11/185.560 o 12/423.926.

[65] Otros genes de tolerancia a herbicidas pueden codificar una enzima que destoxifica el herbicida o una enzima
glutamina sintasa mutante que es resistente a la inhibicion, p. ej., descrita en la Solicitud de Patente de EE.UU. N°
11/760.602. Una de estas enzimas desintoxicantes eficientes es una enzima que codifica una fosfinotricina
acetiltransferasa (tal como la proteina bar o pat de especies de Streptomyces). Las fosfinotricina acetiltransferasas
se describen, p. €j., en las patentes de EE.UU. N°s 5.561.236; 5.648.477; 5.646.024; 5.273.894; 5.637.489;
5.276.268; 5.739.082; 5.908.810 y 7.112.665.

[66] Los genes de tolerancia a herbicidas también pueden conferir tolerancia a los herbicidas que inhiben la enzima
hidroxifenilpiruvato dioxigenasa (HPPD). Hidroxifenilpiruvato dioxigenasas son enzimas que catalizan la reaccion en
la que el para-hidroxifenilpiruvato (HPP) se transforma en homogentisato. Plantas tolerantes a inhibidores de HPPD
pueden transformarse con un gen que codifica una enzima HPPD resistente que se produce de forma natural, o un
gen que codifica una enzima HPPD mutada o quimérica tal como se describe en los documentos WO 96/38567, WO
99/24585 y WO 99/24586, WO 2009/144079, WO 2002/046387 o US 6.768.044. La tolerancia a inhibidores de
HPPD también puede obtenerse mediante la transformacion de plantas con genes que codifican determinadas
enzimas que permiten la formacion de homogentisato a pesar de la inhibicion de la enzima HPPD nativa por parte
del inhibidor de HPPD. Dichas plantas y genes se describen en los documentos WO 99/34008 y WO 02/36787. La
tolerancia de plantas a inhibidores de HPPD también se puede mejorar transformando plantas con un gen que
codifica una enzima que tiene actividad de prefenato deshidrogenasa (PDH) ademas de un gen que codifica una
enzima tolerante a HPPD, tal como se describe en el documento WO 2004/024928. Ademas, las plantas pueden
hacerse mas tolerantes a los herbicidas inhibidores de HPPD afiadiendo a su genoma un gen que codifica una
enzima capaz de metabolizar o degradar inhibidores de HPPD tales como las enzimas CYP450 mostradas en los
documentos WO 2007/103567 y WO 2008/150473.

[67] Todavia otros genes de tolerancia a herbicidas codifican enzimas ALS variantes (también conocidas como
acetohidroxiacido sintasa, AHAS) tal como se describe, por ejemplo, en Tranel y Wright (2002, Weed Science
50:700-712), pero también, en las patentes de EE.UU. N° 5.605.011, 5.378.824, 5.141.870 y 5.013.659. La
produccion de plantas tolerantes a sulfonilurea y plantas tolerantes a imidazolinona se describe en las Patentes de
EE.UU. N°s 5.605.011; 5.013.659; 5.141.870; 5.767.361; 5.731.180; 5.304.732; 4.761.373; 5.331.107; 5.928.937; y
5.378.824; y publicacion internacional WO 96/33270. Otros genes de tolerancia a imidazolinona también se
describen, por ejemplo, en los documentos WO 2004/040012, WO 2004/106529, WO 2005/020673, WO
2005/093093, WO 2006/007373, WO 2006/015376, WO 2006/024351 y WO 2006/060634. Otros genes de tolerancia
a sulfonilurea e imidazolinona se describen, por ejemplo, en el documento WO 07/024782 y la solicitud de patente
de EE.UU. N° 61/288958.

[68] El gen de resistencia a insectos puede comprender una secuencia codificante que codifica:

1) una proteina cristal insecticida de Bacillus thuringiensis o una porcién insecticida de la misma, tal como las
proteinas cristal insecticidas enumeradas por Crickmore et al. (1998, Microbiology and Molecular Biology Reviews,
62: 807-813), actualizado por Crickmore et al. (2005) en la nomenclatura de la toxina de Bacillus thuringiensis, en
linea en: http://www.lifesci.sussex.ac.uk/Home/Neil_Crickmore/Bt/), o porciones insecticidas de la misma, p. €j.,
proteinas de las clases de proteinas Cry Cry1Ab, Cry1Ac, Cry1B, Cry1C, Cry1D, Cry1F, Cry2Ab, Cry3Aa o Cry3Bb o
porciones insecticidas de las mismas (p. €j., documentos EP 1999141 y WO 2007/107302), o proteinas codificadas
por genes sintéticos tal como se describen p. gj., en la Solicitud de Patente de EE.UU. N° 12/249.016; o

2) una proteina cristal de Bacillus thuringiensis o una porcion de la misma que es insecticida en presencia de una
segunda otra proteina cristal de Bacillus thuringiensis o una porcién de la misma, tal como la toxina binaria
compuesta por las proteinas cristal Cry34 y Cry35 (Moellenbeck et al. 2001, Nat. Biotechnol. 19: 668-72; Schnepf et
al., 2006, Applied Environm. Microbiol. 71, 1765-1774) o la toxina binaria compuesta por las proteinas Cry1A o
Cry1F y las proteinas Cry2Aa o Cry2Ab o Cry2Ae (Solicitud de Patente de EE.UU. N° 12/214.022 y documento EP
08010791.5); o

3) una proteina insecticida hibrida que comprende partes de diferentes proteinas cristal insecticidas de Bacillus
thuringiensis tal como un hibrido de las proteinas de 1) anteriores o un hibrido de las proteinas de 2) anteriores, p.
€j., la proteina Cry1A.105 producida por un evento de maiz MON89034 (documento WO 2007/027777); o

4) una proteina de uno cualquiera de 1) a 3) anterior, en donde algunos, particularmente 1 a 10 aminoacidos han
sido reemplazados por otro aminoacido para obtener una mayor actividad insecticida para una especie de insecto
10
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diana, y/o para expandir la gama de especies de insectos diana afectadas, y/o debido a cambios introducidos en el
ADN codificante durante la clonacion o transformacion, tal como la proteina Cry3Bb1 en los eventos de maiz
MON863 o MON88017, o la proteina Cry3A en el evento de maiz MIR604; o

5) una proteina insecticida secretada de Bacillus thuringiensis o Bacillus cereus, o una porcién insecticida de la
misma, tal como las proteinas insecticidas vegetativas (VIP) enumeradas en:
http://lwww lifesci.sussex.ac.uk/home/Neil_Crickmore/Btip.html , p. ej., proteinas de la clase de proteinas VIP3Aa; o

6) una proteina secretada de Bacillus thuringiensis o Bacillus cereus que es insecticida en presencia de una
segunda proteina secretada de Bacillus thuringiensis o B. cereus, tal como la toxina binaria compuesta por las
proteinas VIP1A y VIP2A (documento WO 94/21795); o

7) una proteina insecticida hibrida que comprende partes de diferentes proteinas secretadas de Bacillus
thuringiensis o Bacillus cereus, tal como un hibrido de las proteinas en 1) anteriores o un hibrido de las proteinas en
2) anteriores; u

8) una proteina de uno cualquiera de 5) a 7) anteriores, en donde algunos, particularmente 1 a 10 aminoacidos han
sido reemplazados por otro aminoacido para obtener una mayor actividad insecticida para una especie de insecto
diana, y/o para expandir la gama de especies de insectos diana afectados, y/o debido a cambios introducidos en el
ADN codificante durante la clonacion o transformacion (aunque todavia codifican una proteina insecticida) tal como
la proteina VIP3Aa en el evento de algodén COT102; o

9) una proteina secretada de Bacillus thuringiensis o Bacillus cereus que es insecticida en presencia de una proteina
cristal de Bacillus thuringiensis tal como la toxina binaria compuesta por VIP3 y Cry1A o Cry1F (Solicitudes de
Patente de EE.UU. N°s 61/126083 y 61/195019), o la toxina binaria compuesta por la proteina VIP3 y las proteinas
Cry2Aa o Cry2Ab o Cry2Ae (Solicitud de Patente de EE.UU. N° 12/214.022 y documento EP 08010791.5);

10) una proteina de 9) anterior, en donde algunos, particularmente 1 a 10 aminoacidos han sido reemplazados por
otro aminoacido para obtener una mayor actividad insecticida para una especie de insecto diana y/o para expandir la
gama de especies de insectos diana afectados, y/o debido a cambios introducidos en el ADN codificante durante la
clonacion o la transformacion (aunque todavia codifican una proteina insecticida).

[69] Un “gen resistente a insectos” tal como se utiliza en esta memoria, incluye, ademas, transgenes que
comprenden una secuencia que produce, tras la expresion, un ARN de doble cadena que tras la ingestion por una
plaga de insectos de plantas inhibe el crecimiento de esta plaga de insectos tal como se describe, p. €j., en los
documentos WO 2007/080126, WO 2006/129204, WO 2007/074405, WO 2007/080127 y WO 2007/035650.

[70] Genes de tolerancia al estrés abidtico incluyen

1) un transgén capaz de reducir la expresion y/o la actividad del gen de la poli(ADP-ribosa) polimerasa (PARP) en
las células vegetales o plantas tal como se describe en los documentos WO 00/04173, WO/2006/045633, EP
04077984.5 o EP 06009836.5.

2) un transgén capaz de reducir la expresion y/o la actividad de los genes que codifican PARG de las células
vegetales o plantas tal como se describe, p. €j., en el documento WO 2004/090140.

3) un transgen que codifica una enzima funcional de la planta de la via de sintesis de salvado del dinucleétido de
nicotinamida adenina incluyendo nicotinamidasa, nicotinato fosforribosiltransferasa, mononucleétido adenil
transferasa de acido nicotinico, nicotinamida adenina dinucleétido sintetasa o nicotinamida fosforilsiltransferasa tal
como se describe, p. €j., en los documentos EP 04077624.7, WO 2006/133827, PCT/EP07/002433, EP 1999263 o
WO 2007/107326.

[71] Enzimas implicadas en la biosintesis de hidratos de carbono incluyen las descritas, p. €j., en los documentos EP
0571427, WO 95/04826, EP 0719338, WO 96/15248, WO 96/19581, WO 96/27674, WO 97/11188, WO 97/26362,
WO 97/32985, WO 97/42328, WO 97/44472, WO 97/45545, WO 98/27212, WO 98/40503, WO 99/58688, WO
99/58690, WO 99/58654, WO 00/08184, WO 00/08185, WO 00/08175, WO 00/28052, WO 00/77229, WO 01/12782,
WO 01/12826, WO 02/101059, WO 03/071860, WO 2004/056999, WO 2005/030942, WO 2005/030941, WO
2005/095632, WO 2005/095617, WO 2005/095619, WO 2005/095618, WO 2005/123927, WO 2006/018319, WO
2006/103107, WO 2006/108702, WO 2007/009823, WO 00/22140, WO 2006/063862, WO 2006/072603, WO
02/034923, EP 06090134.5, EP 06090228.5, EP 06090227.7, EP 07090007.1, EP 07090009.7, WO 01/14569, WO
02/79410, WO 03/33540, WO 2004/078983, WO 01/19975, WO 95/26407, WO 96/34968, WO 98/20145, WO
99/12950, WO 99/66050, WO 99/53072, US 6.734.341, WO 00/11192, WO 98/22604, WO 98/32326, WO 01/98509,
WO 01/98509, WO 2005/002359, US 5.824.790, US 6.013.861, WO 94/04693, WO 94/09144, WO 94/11520, WO
95/35026 o WO 97/20936 o enzimas implicadas en la produccion de polifructosa, especialmente del tipo inulina y
levan, tal como se describe en los documentos EP 0663956, WO 96/01904, WO 96/21023, WO 98/39460 y WO
99/24593, la produccion de alfa-1,4-glucanos tal como se describe en los documentos WO 95/31553, US
2002031826, US 6.284.479, US 5.712.107, WO 97/47806, WO 97/47807, WO 97/47808 y WO 00/14249, la
produccion de alfa-1,6 alfa ramificado-1,4-glucanos tal como se describe en el documento WO 00/73422, la
produccion de alternano tal como se describe, p. €j., en los documentos WO 00/47727, WO 00/73422, EP
06077301.7, US 5.908.975 y EP 0728213, la produccion de hialuronano tal como se describe, p. €j., en los
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documentos WO 2006/032538, WO 2007/039314, WO 2007/039315, WO 2007/039316, JP 2006304779 y WO
2005/012529.

[72] La persona experta en la técnica apreciara que, ademas del genoma nuclear, los métodos de la invencion
también se pueden aplicar para modificar, p. €j., el genoma del cloroplasto o el genoma mitocondrial, por lo que la
induccion de DSB en el sitio predefinido puede ser adicionalmente potenciado al proporcionar la sefial de fijacion de
objetivo correcta a la enzima endonucleasa.

[73] También se describen células de plantas de algododn y plantas generadas de acuerdo con los métodos de la
invencion. Plantas de este tipo pueden contener una secuencia de ADN heterdlogo o extrafio insertada en o en lugar
de una secuencia diana o pueden contener una delecion, y sélo seran diferentes de sus plantas progenitoras por la
presencia de la modificacién particular.

[74] Tal como se describe, las células vegetales de la invencion, es decir, una célula vegetal que comprende la
combinacién de ADN-T asi como células vegetales generadas de acuerdo con los métodos descritos en esta
memoria que comprenden la modificaciéon gendmica deseada, pueden ser células no propagantes.

[75] Las plantas de algoddn obtenidas mediante los métodos descritos en esta memoria pueden cruzarse
adicionalmente mediante técnicas de reproduccion tradicionales con otras plantas para obtener plantas de progenie
que comprenden la modificacion fijada como objetivo.

[76] Las plantas y semillas de algodén descritas en esta memoria pueden tratarse adicionalmente con un compuesto
quimico, tal como un compuesto quimico seleccionado de las siguientes listas:

» Herbicidas: Diuron, Fluometuron, MSMA, Oxifluorfen, Prometrin, Trifluralin, Carfentrazon, Cletodim, Fluazifop-
butilo, Glifosato, Norflurazon, Pendimetalina, Piritiobac-sédico, Trifloxisulfuron, Tepraloxidim, Glufosinato,
Flumioxazin, Tidiazuron

» Insecticidas: acefato, aldicarb, clorpirifos, cipermetrina, deltametrina, abamectina, acetamiprid, emamectina
benzoato, imidacloprid, indoxacarb, lambda-cihalotrina, spinosad, tiodicarb, gamma-cialotrina, espiromesifeno,
piridalil, flonicamid, flubendiamida, triflumuron, Rynaxypyr, beta-ciflutrina, Espirotetramato, Clotianidina, Tiametoxam,
Tiacloprid, Dinetofuran, Flubendiamida, Cyazypyr, Spinosad, Spinotoram, gamma Cihalotrina, 4 -[[(6-Clorpiridin-3-
il)metil](2,2-difluoretil)amino]furan-2(5H)-ona, Tiodicarb, Avermectina, Flonicamid, Piridalil, Spiromesifen, Sulfoxaflor

» Fungicidas: Azoxistrobina, Bixafen, Boscalid, Carbendazim, Clorotalonil, Cobre, Ciproconazol, Difenoconazol,
Dimoxistrobina, Epoxiconazol, Fenamidona, Fluazinam, Fluopiram, Fluoxastrobina, Fluxapiroxad, Iprodiona,
Isopirazam, Isotianilo, Mancozeb, Maneb, Metominostrobina, Pentiopirad, Picoxistrobina, Propineb, Protioconazol,
piraclostrobina, quintozeno, tebuconazol, tetraconazol, tiofanato-metilo, trifloxistrobina

[77] Algodon, tal como se utiliza en esta memoria, se refiere a cualquier variedad de algodén existente. Por ejemplo,
la célula de la planta de algodén puede ser de una variedad util para el cultivo de algodon. Las variedades de
algoddén mas utilizadas son Gossypium barbadense, G. hirsutum, G. arboreum y G. herbaceum. Otras variedades
incluyen G. africanum y G. raimondii.

[78] Ejemplos de plantas de algoddn descritas en esta memoria incluyen aquellas de las que se puede derivar callo
embriogénico, tales como Coker 312, Coker310, Coker 5Acala SJ-5, GSC25110, FIBERMAX 819, Siokra 1-3, T25,
GSA75, Acala SJ2, Acala SJ4, Acala SJ5, Acala SJ-C1, Acala B1644, Acala B1654-26, Acala B1654-43, Acala
B3991, Acala GC356, Acala GC510, Acala GAM1, Acala C1, Acala Royale, Acala Maxxa, Acala Prema, Acala B638,
Acala B1810, Acala B2724, Acala B4894, Acala B5002, no Acala “picker” Siokra, variedad "stripper" FC2017, Coker
315, STONEVILLE 506, STONEVILLE 825, DP50, DP61, DP90, DP77, DES119, McN235, HBX87, HBX191,
HBX107, FC 3027, CHEMBRED A1, CHEMBRED A2, CHEMBRED A3, CHEMBRED A4, CHEMBRED Bf1,
CHEMBRED B2, CHEMBRED B3, CHEMBRED C1, CHEMBRED C2, CHEMBRED C3, CHEMBRED C4,
PAYMASTER 145, HS26, HS46, SICALA, PIMA S6 ORO BLANCO PIMA, FIBERMAX FM5013, FIBERMAX
FM5015, FIBERMAX FM5017, FIBERMAX FM989, FIBERMAX FM832, FIBERMAX FM966, FIBERMAX FM958,
FIBERMAX FM989, FIBERMAX FM958, FIBERMAX FM832, FIBERMAX FM991, FIBERMAX FM819, FIBERMAX
FM800, FIBERMAX FM960, FIBERMAX FM966, FIBERMAX FM981, FIBERMAX FM5035, FIBERMAX FM5044,
FIBERMAX FM5045, FIBERMAX FM5013, FIBERMAX FM5015, FIBERMAX FM5017 o FIBERMAX FM5024 vy
plantas con genotipos derivados de las mismas. Estos son adecuados para aplicar los métodos arriba descritos.

[79] Tal como se utiliza en esta memoria, "que comprende(n)" debe interpretarse como que especifica la presencia
de las caracteristicas, los numeros enteros, las etapas o los componentes mencionados, pero no excluye la
presencia o adicion de una o mas caracteristicas, nimeros enteros, etapas o componentes o grupos de los mismos.
Por lo tanto, p. €j., un acido nucleico o una proteina que comprende una secuencia de nucleétidos o aminoacidos,
puede comprender mas nucleétidos o aminoacidos que los realmente citados, es decir, puede estar embebida en un
acido nucleico o una proteina mas grande. Un gen quimérico que comprende una region de ADN que se define
funcional o estructuralmente puede comprender regiones de ADN adicionales, etc.

[80] EI término "planta" también incluye la progenie de plantas que conservan las caracteristicas distintivas de los
parentales tales como la semilla obtenida por autofecundacion o cruzamiento, p. €j., semilla hibrida, plantas hibridas
y partes de plantas derivadas de la misma.
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[81] Tal como se utiliza en esta memoria, "parte de planta” incluye cualquier 6rgano de la planta o tejido de la planta,
incluyendo, pero no limitado a frutos, semillas, embriones, fibras, regiones meristematicas, tejido de callo, hojas,
raices, brotes, flores, gametofitos, esporofitas, polen y microesporas.

[82] Los términos "proteina” o "polipéptido”, tal como se utilizan en esta memoria, describen un grupo de moléculas
que consiste en mas de 30 aminoacidos, mientras que el término "péptido" describe moléculas que consisten en
hasta 30 aminoacidos. Las proteinas y los péptidos pueden formar, ademas, dimeros, trimeros y oligdmeros
superiores, es decir, consisten en mas de una molécula de (poli)péptido. Las moléculas de proteinas o péptidos que
forman tales dimeros, trimeros, etc. pueden ser idénticas o no idénticas. Las estructuras de orden superior
correspondientes se denominan, por consiguiente, homodimeros o heterodimeros, homotrimeros o heterotrimeros,
etc. Los términos "proteina" y "péptido" también se refieren a proteinas o péptidos modificados de forma natural, en
los que la modificacion se realiza, p. ej., mediante glicosilacion, acetilacion, fosforilacion y similares. Modificaciones
de este tipo son bien conocidas en la técnica.

[83] Para el propodsito de esta invencién, la "identidad de secuencia" de dos secuencias de nucleétidos o
aminoacidos relacionadas, expresada como un porcentaje, se refiere al nUmero de posiciones en las dos secuencias
optimamente alineadas que tienen residuos idénticos (x100), dividido por el nimero de posiciones comparadas. Un
hueco, es decir, una posicién en un alineamiento en donde un residuo esta presente en una secuencia pero no en la
otra, se considera como una posicion con residuos no idénticos. El alineamiento de las dos secuencias se realiza
mediante el algoritmo de Needleman y Wunsch (Needleman y Wunsch, 1970). El alineamiento de secuencia asistido
por ordenador anterior, puede realizarse convenientemente utilizando un programa de software estandar tal como
GAP que es parte del Paquete Wisconsin Versién 10.1 (Genetics Computer Group, Madison, Wisconsin, EE.UU),
utilizando la matriz de puntuacion por defecto con una penalidad de creacion del hueco de 50 y una penalidad por
extension del hueco de 3.

[84] La lista de secuencias contenida en el archivo denominado "BCS11-2008_WQO_ST25", que es de 59 kilobytes
(tamafio medido en Microsoft Windows®), contiene 4 secuencias SEQ ID NO: 1 a SEQ ID NO: 4, se archiva
mediante presentacion electrénica y se incorpora en esta memoria como referencia.

[85] Los siguientes Ejemplos no limitantes describen métodos para modificar el genoma de una célula de planta de
algoddn utilizando una enzima DSBI y métodos de administracion tanto mediada por Agrobacterium como
administracion directa en callo embriogénico.

[86] A menos que se indique lo contrario en los Ejemplos, todas las técnicas de ADN recombinante se llevan a cabo
de acuerdo con protocolos estandares tal como se describe en Sambrook et al. (1989) Molecular Cloning: A
Laboratory Manual, segunda edicién, Cold Spring Harbor Laboratory Press, NY y en los volumenes 1y 2 de Ausubel
et al. (1994) Current Protocols in Molecular Biology, Current Protocols, USA. Los materiales y métodos estandares
para el trabajo molecular de plantas se describen en Plant Molecular Biology Labfax (1993) por R.D.D. Cray,
publicado conjuntamente por BIOS Scientific Publications Ltd (Reino Unido) y Blackwell Scientific Publications, Reino
Unido. Otras referencias para técnicas de biologia molecular estandar incluyen Sambrook y Russell (2001) Molecular
Cloning: A Laboratory Manual, tercera edicion, Cold Spring Harbor Laboratory Press, NY, Volimenes | y Il de Brown
(1998) Molecular Biology LabFax, segunda edicion, Academic Press (Reino Unido). Los materiales y métodos
estandares para las reacciones en cadena de la polimerasa se pueden encontrar en Dieffenbach y Dveksler (1995)
PCR Primer: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press, y en McPherson et al. (2000) PCR —
Basics: From Background to Bench, primera edicién, Springer Verlag, Alemania.

[87]
EJEMPLOS
Ejemplo 1: construccion del vector

[88] Utilizando técnicas de ADN recombinante estandares se construyeron los siguientes vectores de ADN que
comprenden los siguientes elementos enlazados operativamente (representados esquematicamente en las figuras 1

y 2):

[89] Vector de ADN diana pTCV117 (SEC ID NO 1)
* LB: limite izquierdo del ADN-T (nt 12540-12564)

« Sitio I-Scel (nt 31-14)

« 3nos: secuencia que incluye la region 3' no traducida del gen de la nopalina sintasa del ADN-T de pTiT37
(Depicker et al., 1982) (nt 32-220, complemento inverso)

* Barra: region codificadora del gen BAR de Streptomyces hygroscopicus (nt 240-791, complemento inverso)

« 5cab22L: secuencia que incluye la secuencia conductora del gen de la proteina de union a clorofila a/b de Petunia
hybrida (Harpster et al., 1988) (nt 801-857, complemento inverso)

» P35S82: promotor 35S (nt 858-1405, complemento inverso)
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« 3g7: terminacion del extremo 3’y region de poliadenilacion del gen 7 de Agrobacterium tumefaciens octopina tipo
ADN-T (nt 1612-1409, complemento inverso)

« Sitio de reconocimiento de I-Scel (nt 1643 - 1617)

« intron 1 h3At: secuencia que incluye el primer intrén del gen Il de la variante de histona H3.Ill de Arabidopsis
thaliana (Chaubet et al., 1992) (nt 1662-2127)

» TPotpC: secuencia codificadora del péptido de transito optimizado, que contiene la secuencia de los genes de la
subunidad pequefia RuBisCO de Zea mays (maiz) y Helianthus annuus (girasol), tal como se describe por Lebrun et
al. (1996), (nt 2145 - 2510)

» 2mepsps: region codificadora de EPSPS doble mutante del maiz (nt 2517-3852)

« 3histonAt: secuencia que incluye la region 3 no traducida del gen de histona H4 de Arabidopsis thaliana (Chaboute
et al., 1987) (nt 3871-4537)

* RB: limite derecho de ADN-T (nt 4594-4618)

[90] Vector de ADN reparador pTIB232 (SED ID NO 2):

* LB: limite izquierdo del ADN-T (nt 25-1)

* bar (del1-403): fragmento 5' del gen BAR de Streptomyces hygroscopicus (nt 46-448, complemento inverso)

« 5cab22L: secuencia que incluye la secuencia conductora del gen de la proteina de union a clorofila a/b de Petunia
hybrida (Harpster et al., 1988) (nt 458-514, complemento inverso)

» P35S82: promotor 35S (nt 515-1062, complemento inverso)

 3'g7: Terminacion del extremo 3'y region de poliadenilacion del gen 7 de Agrobacterium tumefaciens octopina tipo
ADN-T (nt1409-1612)

* Pcsvmv XYZ: fragmento del promotor CsVMV (1285-1724)

« 5¢csvmv: conductor del promotor CsVMV (nt 1725-1797)

* hyg-1Pa: gen de resistencia a higromicina de E. coli (nt 1804-2829)

» 3'35S: terminacion de la transcripcion de 3’ 35S y region de poliadenilacion (nt 2841-3065)

« 2mepsps (5del): fragmento 3' del gen EPSPS doble mutante del maiz (nt 3096-3501)

« 3histonAt: region del extremo 3’ del gen de la histona 4 de Arabidopsis (nt 3520-4186)

* RB: limite derecho de ADN-T (nt 4267-4243)

[91] ADN reparador y vector de expresion de endonucleasa pTIB236 (SEC ID NO 3):

* LB: limite izquierdo del ADN-T (nt 1-25)

» 3'35S: terminacion de la transcripcion de 35S y region de poliadenilacion (nt 104-328, complemento inverso)
* hyg-1 Pa: gen de resistencia a higromicina de E. coli (nt 340-1365, complemento inverso)

« 5¢csvmv: conductor del promotor CsVMV (nt 1372-1444, complemento inverso)

* Pcsvmv XYZ: fragmento del promotor CsVMV (1445-1884, complemento inverso)

« 3135S: region de poliadenilacion de 35S (nt 1963-2097, complemento inverso)

* |-Scel: region codificadora de Scel de cédigo universal (nt 2185-2919, complemento inverso)

* NLSsv40: sefial de localizacion nuclear de SV40 (nt-2887-2910-, complemento inverso)

« 5ats1 b: secuencia conductora del gen rbcS ATS1A de Arabidopsis thaliana (nt 2936-2976, complemento inverso)
» P35S82: promotor 35S (nt 2976-3496, complemento inverso)

* RB: limite derecho de ADN-T (nt 4592-5655)

[92] Vector de expresion de endonucleasa ptrr26 (SEQ ID NO 4) que comprende la region codificadora de I-Scel de
cédigo universal (documento WO 2006/074956):

* RB: limite derecho de ADN-T
» P35S2: promotor 35S

« 5ats1b: secuencia conductora del gen rbcS ATS1A de Arabidopsis thaliana
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* NLSsv40: sefial de localizacién nuclear de SV40

* |-Scel: region codificadora de |-Scel de codigo universal
* 3358

* RB: limite izquierdo de ADN-T

Ejemplo 2: medios y tampones

[93] Medios y tampones utilizados durante la generacion y transformacion del callo embrionario tal como se describe
a continuacion en los ejemplos 3, 4y 5:

Sustrato de co-cultivo: M100 con %2 concentracion de sales MS pH = 5,2, + 100 uM AS + 100 mg/L de L-cisteina
(L-cisteina siempre debe estar recién preparada y afiadirse después de someterla a autoclave)

Sustrato M100: sales MS, vitaminas B5, MES 0.5 g/L, MgCl,.6H,0 0,94 g/L, gelrita 2g/L, glucosa 30 g/L, pH 5,8
Sustrato M104: = sustrato M100 + 1 g/L de KNOg, pH 5,8

Sustrato M700: sales de Stewart + vitaminas, MgCl..6H;0 0,47 g/L, gelrita 1g/L, agar de plantas 2,25 g/L, sacarosa
20 g/L, pH 6,8

Sustrato M702: sales de Stewart + vitaminas, MgCl,.6H-0 0,71 g/L, gelrite 1,5 g/L, agar de plantas 5 g/L, sacarosa
5g/L, pH 6,8

AC: carbono activo 2 g/L
AS: acetosiringona 100 yM en DMSO
Ejemplo 3: Generacion de callos embriogénicos quebradizos

[94] Semillas de algodon de Coker 312 se germinaron en medio de germinacion sélido M100 sin hormonas durante
7-10 dias en la oscuridad a 28°C. A continuacion, la induccion del callo embriogénico se realizé incubando explantes
de hipocaotilo de las plantulas en medio M100 sdélido (sin hormonas). Después de aproximadamente 2 meses cuando
el callo de la herida en la superficie cortada del hipocotilo comienza a mostrar una proliferacién rapida, el subcultivo
adicional para el enriquecimiento y mantenimiento del callo embriogénico se realiza en medio M100 sélido con
carbono activo (2 g/L). La induccién y el mantenimiento del callo embriogénico se produce en condiciones de luz
tenue (intensidad: 1 a 7 pmol m?s™, fotoperiodo: 16 H de luz/8 H de oscuridad) a 28°C.

Ejemplo 4: Transformacion de callo embriogénico de algodon mediante bombardeo de particulas

[95] Se siguid el siguiente procedimiento para transformar callos embriogénicos de algodon utilizando bombardeo de
particulas:

* Callo embriogénico de algoddn (EC) quebradizo del Ejemplo 3 de una linea diana en la cual se ha de introducir una
modificacion fijada como objetivo inducida por DSB, se recoge 2 a 3 semanas después del subcultivo y se siembra
en una capa delgada mediante un filtro Buchner encima de un papel de filtro en sustrato M100 con manitol 0,2 M y
sorbitol 0,2 M durante ~ 2 a ~ 20 horas antes del bombardeo.

* Después de la preplasmolisis en sustrato M100 con manitol 0,2 M y sorbitol 0,2 M durante ~ 2 a ~ 20 horas, el EC
se bombardea con el ADN de endonucleasa (~ 0,5 pmol), opcionalmente en presencia de un ADN reparador (~0,5
pmol)

+ Condiciones de bombardeo:
o diametro de las particulas de oro: 0.3-3 um
o disco de rotura: 1100-1350 psi
o distancia al tejido diana: 9 cm
o vacio de camara ~ 27 (en Hg)
o sistema de administraciéon de particulas biolisticas BioRAD PPS_1000/He

* Después del bombardeo, los filtros se transfieren al sustrato M100 con manitol 0,2 M o al sustrato M100 sin agente
selectivo.

» Después de 1 a 4 dias en sustrato no selectivo bajo condiciones de luz tenue a 28°C, los filtros se transfieren al
sustrato selectivo M100 con 50 mg/L de higromicina o glifosato 1 mM o 5 mg/L de PPT

» Después de aproximadamente 2 a 3 semanas, los callos proliferantes se selecciona de los filtros y se subcultivan
adicionalmente como pequefias pilas en el sustrato selectivo M100 con 50 mg/L de higromicina o glifosato 1 mM o 5
mg/L de PPT. Después de un periodo de subcultivo de ~ 6 semanas con ~ 3 intervalos de subcultivo semanales, en
sustrato M100 selectivo bajo condiciones de luz tenue a 28°C, se pueden seleccionar embriones EC/somaticos
transformados.
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* Se realiza un rastreo molecular para la identificacion de eventos de modificacion fijados como objetico al nivel de
embriones EC/somaticos transformados.

 La regeneracion de la planta se inicia a partir de los eventos de modificacion especificos sembrando embriones
EC/somaticos en M104 con carbono activo (AC) y el agente selectivo correspondiente en condiciones de luz
(intensidad: 40 a 70 umol m? s™"; fotoperiodo: 16H de Iuz/8 H de oscuridad) a 28°C.

» Después de aproximadamente un mes, se transfieren embriones individuales de aproximadamente 0,5-1 cm sobre
un papel de filiro en M104 con AC y el agente selectivo correspondiente.

* Los embriones que germinan bien ad|C|onaIes se transfieren a un sustrato de germinaciéon no selectivo M702 en
condiciones de luz (intensidad: 40 a 70 pmol m? s™'; fotoperiodo: 16H de luz/8H de oscuridad) a 28°C.

* Después de uno a dos meses, los embrlones en desarrollo adicionales se transfieren al sustrato M700 en
condiciones de luz (intensidad: 40 a 70 pmol m? s’ ; fotoperiodo: 16H de luz/8 H de oscuridad) a 28°C para
desarrollar pequenas plantulas.

Ejemplo 5: Transformacion de callo embriogénico de algodén mediante administracion de ADN mediada por
Agrobacterium

[96] Se siguid el siguiente procedimiento para transformar callos embriogénicos de algodén utilizando
Agrobacterium:

* Callo embriogénico de algoddn (EC) quebradizo del Ejemplo 3 de una linea diana en la cual se ha de introducir una
modificacion fijada como objetivo inducida por DSB, se recoge 2 a 3 semanas después de subcultivo en sustrato 100
y se sumerge durante 20' en una suspension de Agrobacterium de 5x10® células/ml en sustrato M100 pH 5,2, con
100 uM de acetosiringona (AS). La cepa de Agrobacterium porta un vector que contiene el ADN reparador y el gen
que codifica la endonucleasa.

» Después de 3 dias de co-cultivo en la oscuridad a 24°C en M100 con %2 concentracién de sales MS de pH 5,2, con
100 pyM de AS y 100 mg/L de L-cisteina, el EC es sembrado por encima de un filtro papel por medio de un filtro
Buchner o es transferido como pequefias pilas sobre sustrato M100 pH 5,8, 250 mg/L de triacilina y un agente
selectlvo (hlgromlcma 50 mg/L o PPT 5 mg/L o glifosato 1 a 1,5 mM) y se incuban en luz tenue (intensidad: 1 a 7
pmol m?s™; 16 H de luz/8 H de oscuridad) a 28°C.

» Después de 2 a 3 semanas, los callos se subcultivan adicionalmente como pequefas pilas sobre sustrato M100
selectivo con 50 mg/L de higromicina o glifosato 1 mM o 5 mg/L de PPT. Después de un periodo de subcultivo de ~
6 semanas con ~ 3 intervalos de subcultivo semanales, en sustrato M100 selectivo bajo condiciones de luz tenue a
28°C, se pueden seleccionar embriones EC/somaticos transformados.

« Se realiza un rastreo molecular para la identificacion de eventos de modificacion fijados como objetivo a nivel de
embriones EC/somaticos transformados.

* La regeneracion de plantas se inicia a partir de los eventos de modificacién fijados como objetivo sembrando
embriones CE/somaticos en M104 con carbono activo y el agente selectivo correspondiente bajo condiciones de luz
(intensidad: 40 a 70 pmol m g1 ; fotoperiodo 16 H de luz/8 H de oscuridad) a 28°C. A partir de este paso, los
sustratos ya no contienen antlblotlcos.

» Después de aproximadamente un mes, se transfieren embriones individuales de aproximadamente 0,5-1 cm sobre
un papel de filtro en M104 con carbono activo (AC) y el sustrato selectivo correspondiente.

* Los embriones que germinan adicionales se transfleren a un sustrato de germinacion no selectivo M702 en
condiciones de luz (intensidad: 40 a 70 pmol m? s™'; fotoperiodo: (16H de luz/8H de oscuridad a 28°C.

» Después de uno a dos meses, los embriones en desarrollo adicionales se transfieren al sustrato M700 en
condiciones de luz (intensidad: 40 a 70 pmol m? s™; fotoperiodo: (16H de Iuz/8 H de oscuridad) a 28°C para
desarrollar pequenas plantulas.

Ejemplo 6: Generacion de plantas diana para la evaluacion de la modificaciéon del genoma seleccionado

[97] Plantas de algoddn transgénico que comprenden el vector de ADN diana pTCV117 se generaron mediante
Agrobacterium tal como se describe en el ejemplo 5. El vector pTCV117 comprende un gen de barra funcional
impulsado por 35S, ubicado entre dos sitios de reconocimiento de I-Scel y un gen EPSPS sin promotor (véase la
Figura 1). Para evaluar la recombinacion fijada como objetivo, originalmente se pretendia transformar estas plantas
con un casete de expresion 35S-I-Scel y un ADN reparador con regiones de homologia para el ADN diana para la
restauracion del gen epsps sin promotor mediante la insercion de un promotor de histona, resultando con ello la
adquisicion de la tolerancia al glifosato. Sin embargo, estas plantas pTCV117 parecian tener ya altos niveles de
tolerancia al glifosato, probablemente debido a la actividad transcripcional bidireccional del promotor 35S, haciendo
con ello inutilizable el ensayo.

Ejemplo 7: Insercion o reemplazo fijado como objetivo a través de recombinacion homaéloga
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[98] Por lo tanto, se construyd un nuevo ADN reparador pTIB232 con regiones de homologia con el ADN diana, que
comprende un gen de resistencia a la higromicina impulsado por CSVMV flanqueado en un extremo por un
fragmento 3’ del gen epsps (permitiendo la recombinacion homadloga con el gen EPSPS en el locus diana,
reemplazando asi la parte 5' del gen EPSPS por el gen higromicina) y en el otro extremo flanqueado por un promotor
35S enlazado a un fragmento génico de 5' bar), tal como se indica esquematicamente en la Figura 1. Las plantas
diana pTCV117 se transformaron con el vector pTIB232 y el vector ptrr26 que comprende una region codificadora de
I-Scel de cédigo universal operativamente enlazada a un promotor 35S utilizando bombardeo de particulas tal como
se describe en el Ejemplo 4.

[99] En primer lugar, se rastrearon transformantes en cuanto a la tolerancia a la higromicina, ya que esto indica la
insercion del ADN reparador de pTIB232. Los eventos HygR se evaluaron posteriormente para la pérdida de
resistencia a glifosato, que es indicativa de recombinacién en el locus diana. Los 36 recombinantes hygR y GlyS asi
obtenidos se caracterizaron adicionalmente por analisis de PCR utilizando el par de cebadores P3 xP4 que reconoce
la region gendmica aguas arriba del gen EPSPS y el gen de higromicina (Figura 1). Esto dio como resultado la
identificacion de 8 eventos potenciales de seleccidon de genes correctos (reemplazo de la parte 5' del gen epsps por
el gen de higromicina por recombinacion homdloga al menos unilateral: configuracion | en la Figura 1), que
posteriormente se confirmé que era de hecho corregir los eventos de fijacion como objetivo génico por andlisis de la
secuencia del producto de PCR obtenido por el conjunto de cebadores P3, P4).

Ejemplo 8: Insercion fijado como objetivo a través de unién en los extremos no homéloga

[100] Plantas pTCV117 se transformaron con ADN reparador y vector de expresion de endonucleasa pTIB236, que
comprende un gen higR funcional y un gen codificador de I-Scel de cédigo universal funcional, sin homologia con el
sitio diana (véase la Figura 2), utilizando transferencia de ADN mediada por Agrobacteruim tal como se describe en
el Ejemplo 5.

[101] Los 200 eventos hygR que se obtuvieron de este modo se analizaron mediante PCR utilizando 2 pares de
cebadores P1xP2 y P3xP4; el par de cebadores P1xP2 que reconoce el gen hygR y la regidon gendmica aguas abajo
del gen bar y el otro par que reconoce la regién genémica aguas arriba del gen EPSPS y el gen de higromicina
(Figura 2). Esto resulté en la identificacion de 17 eventos potenciales de insercion/reemplazo fijados como objetivo.
El analisis de secuencia realizado en 4 de estos eventos demostr6 que en realidad eran eventos de
insercion/reemplazo fijados como objetivo (configuracion |1, Il en la Figura 2).

Ejemplo 9: Insercion o reemplazo fijado como objetivo a través de union no homologa de los extremos
utilizando transformacion mediada por Agrobacterium

[102] La linea diana G4GH198-01901 se transform6 tal como se describe en el Ejemplo 5 con la cepa de
Agrobacterium A5280=EHA101 (pTIB236) que comprende el ADN reparador y el vector de expresion de
endonucleasa pTIB236.

[103] Se seleccionaron eventos resistentes a la higromicina (HygR), de los cuales 200 se analizaron por PCR para la
insercion del gen hyg en el o los sitios de I-Scel diana utilizando los pares de cebadores P1xP2 y P3xP4. De estos
200 eventos, se encontrd que aproximadamente el 10% eran eventos especificos. El analisis de la secuencia de
algunos de estos eventos especificos reveld que el gen bar habia sido reemplazado por el gen hyg o que el gen hyg
habia sido insertado junto al gen bar (evento apilado).

Ejemplo 10: Induccion de la rotura de la doble cadena fijada como objetivo utilizando una meganucleasa
disefiada a medida

[104] Callos embriogénicos de plantas de algoddn resistentes a PPT que contienen un gen quimérico que
comprende el gen bar bajo el control del promotor CSVMV se transformaron mediante bombardeo de particulas con
un vector que comprende un gen quimérico que codifica una meganucleasa modificada a medida que reconoce una
secuencia diana en el gen bar, como una cadena sencilla (pCV170: SEQ ID NO 5) o como un heterodimero
(pCV177: SEQ ID NO 6). Se realizé una co-administracion del vector de meganucleasa con un vector que contiene
el gen 2 mEPSPS bajo el control de un promotor expresable en plantas que confiere tolerancia a glifosato como un
gen marcador seleccionable. Se obtuvieron aproximadamente 3000 callos resistentes al glifosato, de los cuales 85
eventos parecian sensibles a PPT, lo cual indica una alteracion del gen bar. De estos, se caracterizaron 79 eventos
para el genotipo mediante PCR utilizando cebadores que flanquean el sitio diana y la secuenciacion posterior del
producto de PCR (tabla 1).
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Tabla 1: Caracterizacion de eventos de transformacion resistentes a glifosato sensibles a PPT. La ausencia de un
producto de PCR es indicativa de una delecion grande alrededor del sitio diana.

pCV170 (sc)

Producto PCR obtenible n° eventos cambio en sitio diana n° eventos
no 11 delecion grande 11
si 8 sin mutacion 6
reemplazo/insercion 1
delecion 1
pCV177 (hd)
Producto PCR obtenible n° eventos cambio en sitio diana n° eventos
no 33 delecion grande 33
si 27 sin mutacion 19
Inserciéon 4
delecion 4

[105] Por lo tanto, estos resultados demuestran que es posible inducir una rotura de ADN de doble cadena fijada
como objetivo en la posicion deseada con una meganucleasa de cadena sencilla asi como una meganucleasa
heterodimérica disefiada especificamente y que pueden obtenerse deleciones fijadas como objetivo, reemplazos e
inserciones. usando estas meganucleasas en algodon.
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LISTADO DE SECUENCIAS
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<110> Bayer Cropscience N.V.
D’Halluin, Katelijn
<120> METODOS Y MEDIOS PARA MODIFICAR EL GENOMA DE UNA PLANTA EN UN SITIO
PRESELECCIONADO

<130> BCS-11-2008

<160> 4

<170> Patenin version 3.3

<210> 1

<211> 12641

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> vector
<400> 1
agcttgcgat cgctagggat aacagggtaa tcgcgtatta aatgtataat tgcgggactce 60
taatcataaa aacccatctc ataaataacg tcatgcatta catgttaatt attacatgct 120
taacgtaatt caacagaaat tatatgataa tcatcgcaag accggcaaca ggattcaatc 180
ttaagaaact ttattgccaa atgtttgaac gatctgcttc ggatcctaga cgcgtgagat 240
cagatctcgg tgacgggcag gaccggacgg ggcggtaccg gcaggctgaa gtccagetge 300
cagaaaccca cgtcatgcca gttccegtge ttgaagccgg ccgecccgcag catgecgegg 360
ggggcatatc cgagcgcectce gtgcatgege acgectcecgggt cgttgggcag cccgatgaca 420
gcgaccacgce tcttgaagcce ctgtgectce agggacttca gcaggtgggt gtagagegtg 480
gagcccagtc ccgteegetg gtggeggggg gagacgtaca cggtcgactce ggceccgtccag 540
tcgtaggegt tgegtgectt ccaggggecce gegtaggcecga tgccggcecgac ctcgecgtee 600
acctcggcga cgagccaggg atagcgcetcce cgcagacgga cgaggtcegtce cgtceccactcee 660
tgcggttcecet gecggectecggt acggaagttg accgtgettg tcectcgatgta gtggttgacg 720
atggtgcaga ccgccggcat gtccgectecg gtggcacgge ggatgtcgge cgggegtcegt 780
tctgggtcca tggttttggt ttaataagaa gagaaaagag ttcttttgtt atggctgaag 840
taatagagaa atgagctcga gtcctctcca aatgaaatga acttccttat atagaggaag 900
ggtcttgcecga aggatagtgg gattgtgegt catcccttac gtcagtggag atatcacatc 960
aatccacttg ctttgaagac gtggttggaa cgtcttcttt ttccacgatg ctcecctegtgg 1020
gtgggggtcc atctttggga ccactgtcgg cagaggcatc ttgaacgata gcctttectt 1080
tatcgcaatg atggcatttg taggtgccac cttcctttte tactgtecctt ttgatgaagt 1140
gacagatagc tgggcaatgg aatccgagga ggtttcccga tattacccett tgttgaaaag 1200
tctcaatage cctttggtet tctgagactg tatctttgat attecttggag tagacgagag 1260



tgtcegtgetce
gtatgaactg
actccatgta
acataatatc
tgaaatattt
acctgacttg
ccctgttate
gtttgtaatt
tgtctecegeg
aaataaaggt
cgatttattg
agatttgtct
tcaattttgce
aagtggtgac
caattgactg
agtcgcgacc
ccttaagtcc
cagcaacggt
cgagacgctg
ggccaccgcc
ccgcetectece
cgccgaggag
gtccaagtcg
ggttgataac
tggtctctcet
aaagttccca
cgcaatgcgg
tgatggagta
gcttggtgceca
aatcggaggg

gagtgccttg

caccatgttg
ttcgecagtce
tggtgcatat
gcactcagtc
ctgaatttaa
ttattttatc
cctaaagett
agatcagggg
atctgatttt
ccgtetttta
gatgatccat
gtgtgcgatt
ccecttttggt
gtttagtatt
ttcaatttct
gttagccgga
aacgccgcect
ggaagagttc
tcgtacctge
gtcgecteegt
agaagcctcg
atcgtgcetge
ctttccaacc
ctgctgaaca
gtcgaagegg
gttgaggatg
tcecttgacag
ccaagaatga
gatgttgatt
ctacctggtg

ctgatggctg
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acgaagattt
ttcacggcga
ggcgegecta
tttcatctac
acttgcatca
aataaatatt
atcgatttcg
tttaggtett
acgacaatag
agtttgctgg
tcttcategt
gtcattacct
tatatctggt
ccaatttctt
tgttaaatgc
ccgecectge
tcceccaccac
aatgtatgca
cgcegetgte
tccaggggcet
gcaacgtcag
agcccatcaa
ggatcctcct
gtgaggatgt
acaaagctgce
ctaaagagga
cagctgttac
gggagagacc
gttteccttgg
gcaaggtcaa

ctcetttgge

tcttettgte
gttctgttag
agctagctag
ggcaatgtac
ataaatttat
taaactatat
aacccctcag
tccattactt
agtttcgggt
atcgataaac
ttttttettg
agcecgtgtat
tcgataacga
caaaatttag
gcagatcccce
tcaggccaac
caagaaggct
ggtgtggececg
tatggcgecce
caagtccacc
caacggcgga
ggagatctcc
actcgcecgece
ccactacatg
caaaagagct
agtgcagcectc
tgctgctggt
cattggcgac
cactgactgce
gctgtctgge

tcttggggat
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attgagtcgt
atcctcgatce
atcatcaatt
cagctgatat
gtttttgett
ttctttecaag
gcgaagaaca
tttaatgttt
tttgtccecat
ctgtgaagat
cttcgaagtt
cgagaactag
ttcatctgga
ttatggataa
atggcttcga
atggtggctc
aacgacttct
gcctacggca
accgtgatga
gccagcectce
aggatccggt
ggcaccgtca
ctgtccgagg
ctecggggect
gtagttgttg
ttcttgggga
ggaaatgcaa
ttggttgteg
ccacctgtte
tccatcagca

gtggagattg

aaaagactct
tgaatttttg
tatgtattac
aatcagttat
ggactataat
atacgtatta
ggtatgattt
tttectgttac
tccagtttga
tgagtctagt
ctgtataacc
ggttttcgag
ttagggtttt
tgaaaatccc
tctectecte
cgttcaccgg
ccacccttee
acaagaagtt
tggcctegte
ccgtegeceg
gcatggecgg
agctgeccggg
ggacaacagt
tgaggactct
gctgtggtgg
atgctggaat
cttacgtgcet
gattgaagca
gtgtcaatgg
gtcagtactt

aaatcattga

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120



taaattaatc
gaaagcagag
gtcccectaaa
tgctgcaatt
tgatgtgaag
tagcgtaact
tgatgtcaac
tgccgatgge
gatggttgeg
ctactgcatc
ccacaggatg
ggaccctggg
caagaattaa
tcacttaagc
cgttettgtt
aaatcgaatc
aattgcttca
aatcttcgaa
tatgtccggg
gtcgecattgg
ttttggttaa
ttgagcaact
cgtaaaaaat
tttatcatcg
acgtgggatc
tegegtgtga
tttcaccgga
cttgagcgeg
ccgagcecttceg
catatttttg

ggatggcaag

ttaatttccc

tccattcegt
cattctgata
aatgcctatg
actggaggga
tttgctgagg
gttactggcc
atgaacaaga
ccgacagcca
atccggacgg
atcacgecege
gcgatggett
tgcacccgga
gctctagaac
gtctgegttt
atgtgtaatt
aagtttcact
attttgtatc
catttatttc
aaagttcccg
tacggatatg
agtgtaacag
tgatgacaaa
gtacagaaga
ctttaacgte
ctctagagtce
ataagtcgcet
caagtcggct
gaatgggaat
atcgagcatc
aaaaagccgt
atcctggtat

ctcgtcaaaa
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acgtcgaaat
gctgggacag
ttgaaggtga
ctgtgactgt
tactggagat
caccgcggga
tgcctgatgt
tcagagacgt
agctaaccaa
cggagaagct
tctecettge
agaccttcce
tagtggatcc
tacttttgta
acgcttttte
ttatcagcgt
taaatagaag
ctgatttcac
tagaagacaa
agttaaaccg
tgagctgata
cttcagaatt
aaagctagag
cctcagattt
gacggccgag
gtgtatgttt
agattgattt
ggatttegtt
aaatgaaact
ttctgtaatg
cggtctgega

ataaggttat

gacattgaga
attctacatt
tgcctcaage
ggaaggttgt
gatgggagcg
gccatttggg
cgccatgact
ggcttecctgg
gctgggagea
gaacgtgacg
cgectgtgece
cgactacttc
ccecgateege
ttgggtttgg
ttcttgette
tgttttaaat
agacaacatg
gatggatgag
tgagcaaagc
actcaattcc
taaaaccgaa
ttggttattg
cagaacaaag
gatcgggctg
tactggcagg
gtttgattgt
agccctgatg
gtacaacgag
gcaatttatt
aaggagaaaa
ttcecgactceg

caagtgagaa
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ttgatggagce
aagggaggtc
gcaagctatt
ggcaccacca
aaggttacat
aggaaacacc
cttgctgtgg
agagtaaagg
tctgttgagg
gcgatcgaca
gaggtccccg
gatgtgctga
gtttgtgttt
cgtttagtag
agcagtttcg
tttggcatta
aaattcgact
gataacgaaa
tactgaaacg
tttattaaga
acaaaccggt
aatgaaaatc
attctatatt
caggaattaa
atatataccg
ttctgttgga
aactgccgag
acgacagaac
catatcagga
ctcaccgagg
tccaacatca

atcaccatga

gttttggtgt
aaaaatacaa
tcttggetgg
gtttgcaggg
ggaccgagac
tcaaggcgat
ttgcecctett
agaccgagag
aagggccgga
cgtacgacga
tcaccatccg
gcactttcgt
tctgggttte
tttgecggtag
gttgaaatat
aattggtgaa
tttgacctca
gggcggttce
cggacacgac
cataaaccga
acaagtttga
atagtctaat
ctggttccaa
acgcccggge
ttgtaatttg
gtgcagccca
gggaagccat
acccacggga
ttatcaatac
cagttccata
atacaaccta

gtgacgactg

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980

5040



aatccggtga
cattacgctc
cctgagcgag
accggcgcag
ctaatacctg
gagtacggat
tgaccatctc
ctggegecatce
ccgaatctgg
atgtaagccc
gagatccttt
cggtggtttg
gcagagcgca
agaactctgt
ccagtggcga
cgcagecggtce
acaccgaact
gaaaggcgga
ttccaggggg
agcgtecgatt
cggecttttt
tatccectga
gcagccgaac
ggtattttct
caatctgcectc
ggtcatggcet
gctceeggea
gttttcaccg
cgagtggcga
tttttgageg

gcgaccgaag

gaatggcaaa
gtcatcaaaa
acgaaatacg
gaacactgcc
gaatgctgtt
aaaatgcttg
atctgtaaca
gggcttccceca
caattceggt
actgcaagct
ttttetgege
tttgcecggat
gataccaaat
agcaccgect
taagtcgtgt
gggctgaacg
gagataccta
caggtatccg
aaacgcctgg
tttgtgatgce
acggttecctg
ttctgtggat
gaccgagcgce
ccttacgeat
tgatgccgcea
gcgccccgac
tccgettaca
tcatcaccga
cggcgegget
gccagcggcece

ggtaggcgct
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agtttatgca
tcactcgcat
ccgetgttaa
agcgcatcaa
tttececgggga
atggtcggaa
tcattggcaa
tacaatcgat
tcgettgetg
acctgcetttce
gtaatctgcet
caagagctac
actgtccttce
acatacctcg
cttacecgggt
gggggttcgt
cagcgtgagce
gtaagcggca
tatctttata
tcgtcagggg
gcecttttget
aaccgtatta
agcgagtcag
ctgtgeggta
tagttaagcc
acccgccaac
gacaagctgt
aacgcgcgag
tgtcegegee
gcgataggec

ttttgcagcet

tttctttcca
caaccaaacc
aaggacaatt
caatattttc
tcgcagtggt
gaggcataaa
cgctaccttt
agattgtcgce
tccataaaac
tctttgeget
gcttgcaaac
caactctttt
tagtgtagcc
ctctgectaat
tggactcaag
gcacacagcc
tatgagaaag
gggtcggaac
gtcectgtegg
ggcggagect
ggccttttge
ccgectttga
tgagcgagga
tttcacaccg
agtatacact
acccgctgac
gaccgtctce
gcagggtgcc
ctggtagatt
gacgcgaagc

cttcggetgt
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gacttgttca
gttattcatt
acaaacagga
acctgaatca
gagtaaccat
ttcegtceage
gccatgtttce
acctgattgce
cgcccagtcect
tgcgttttcee
aaaaaaacca
tccgaaggta
gtagttaggc
cctgttacca
acgatagtta
cagcttggag
cgccacgett
aggagagcgc
gtttcgcecac
atggaaaaac
tcacatgttc
gtgagctgat
agcggaagag
catatggtgc
ccgectatege
gcgecctgac
gggagctgca
ttgatgtggg
gcctggeegt
ggcggggcegt

gcgcetggceca

acaggccagc
cgtgattgeg
atcgaatgca
ggatattctt
gcatcatcag
cagtttagtc
agaaacaact
ccgacattat
agctatcgcecce
ggatcttctt
ccgctaccag
actggcttca
caccacttca
gtggetgetg
ccggataagg
cgaacgacct
cccgaaggga
acgagggagc
ctctgacttg
gccagcaacg
ttteectgegt
accgctegece
cgcctgatge
actctcagta
tacgtgactg
gggcttgtet
tgtgtcagag
cgcecggeggt
aggccagcca
agggagcgca

gacagttatg

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760

5820

5880

5940

6000

6060

6120

6180

6240

6300

6360

6420

6480

6540

6600

6660

6720

6780

6840

6900



cacaggccag
cgeetttttt
ttgggttcce
tgctatccac
gcatctgcte
gcatgactag
catttgaccc
cactgcgttce
gtgccaggcg
ccgtcagcac
cgatctcgat
aggcttcacc
tggcaacgtg
cgccatecgge
cgggettgte
ccatcagtac
ctacgtgcce
acagacggaa
gcatcggaac
caccggctge
attcaccggg
acttctccac
gaccgtcacg
acccagccgce
tcggtgectg
ctcatttatt
ggtaatggtc
caactgaaag
cttgectgetg
ctctttacct
tcgegggeag

cctgggtage

gcgggtttta
ctcttttata
aatgtacggg
aggaaagaga
cgtacattag
gatcgggcca
gatcagcttg
gtagatcgtc
gtagagaaaa
gtcecgggtte
gtactcecgge
ctcggatacc
cgtggtgttt
tcgeeggecag
tcecttecct
caggtcgtaa
gtctggaagce
aacggccacg
gaaaaaatct
cggeggttge
gcgtgettcet
caggtcatca
ccgattccte
ttacgecctgg
gttgttcttg
catttgctca
ttgcecttgge
ttgacccget
cgtgcegetceg
cattaactca
cgtcgeecte

tcacgecgcetg
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agagttttaa
tcagtcactt
ttcecggttcee
ccttttegac
gaaccggcgg
gcctgececceg
cgcacggtga
ttgaacaacc
cggccgatge
ttgccttcetg
cgcecggttt
gtcaccaggc
aaccgaatgce
aacttgagta
tccecggtate
tcccacacac
tcgtagcgga
tccatgatgce
ggttgctegt
cgggattctt
gcctcegatge
cccagegecg
gggcttgggg
ccaaccgccce
attttccatg
tttactctgg
gtaccgcgta
tcatggctgg
gacggccegge
aatgagtttt
gggttctgat

cgtgatacgg

taagttttaa
acatgtgtga
caatgtacgg
ctttttececece
atgcttcgece
cctectectt
aacagaactt
atctggcettce
cgggatcgat
tgatctcgeg
cgctcetttac
ggccgttett
aggtttctac
cgtccgcaac
ggttcatgga
tggccatgece
tcacctegee
tgcgactatc
cgececttggg
tgcggattceg
gttgccgetg
cgccgatttg
gttccagtgce
gttcctccac
ccgectectt
tagctgegeg
catcttcagce
cgtgtctgece
acttagcgtg
gatttaattt
tcaagaacgg

gactcaagaa
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agagttttag
ccggttcecca
ctttgggttce
tgctagggca
ctcgatcagg
caaatcgtac
cttgaactct
tgccttgect
caaaaagtaa
gtacatccaa
gatcttgtag
ggccttette
caggtcgtcect
gtgtggacgg
ttcggttaga
ggccggecct
agctcgtegg
gcgggtgecce
cggcttecta
atcagcggcec
ggcggectge
taccgggccg
cattgcaggg
acatggggca
tagccgctaa
atgtattcag
ttggtgtgat
aggctggcca
tttgtgettt
cagcggccag
ttgtgcegge

tgggcagctce

gcggaaaaat
atgtacggct
ccaatgtacg
atttgcccta
ttgcggtage
tccggcaggt
ccggegetge
gcggcgegge
tcggggtgaa
tcagctagcet
cggctaatca
gtacgctgca
ttctgettte
aacacgcggc
tgggaaaccg
gcggaaacct
tcacgcettceg
acgtcataga
atcgacggceg
gcttgecacg
gcggcecttca
gatggtttgce
ccggcagaca
ttccacggeg
aattcatcta
atagcagctc
cctecegeecgg
acgttgcagce
tgctcatttt
cgcctggacce
ggcggcagtg

gtacccggcece

6960

7020

7080

7140

7200

7260

7320

7380

7440

7500

7560

7620

7680

7740

7800

7860

7920

7980

8040

8100

8160

8220

8280

8340

8400

8460

8520

8580

8640

8700

8760

8820



agcgcctegg
gcecgettgta
gcggtggece
ttgatcgegg
cgccggecga
agcggttgat
actaacagaa
gtcttgectg
gtatttgttt
actcaaatac
ccggccagge
ttgagacgtg
cttcggtaat
ttggcgttca
ggcaccgcgce
cagggtcgag
gtcgatcagce
cttcacgecet
acgctcgaac
ggtgtcggcece
ggcaatgtcc
aacgtcgcca
gccggtgatce
gttggtcaag
gctettgtte
aaaacacgcg
ggacttgtgc
actatagcag
gggtaacatc
atcgaaatcc

atacagaagc

caacctcacc
gcctteecate
atatgtcgta
acacagccaa
tggccttcac
cttccegeac
catcggeccce
acccgcecttt
atttactcat
acatcacctt
cgccagcttg
cgcgggcgge
gaaaaacggt
ttcteggegg
cgcectggect
cgatgcacge
tcgegggegt
cgggcecttgg
tcggcaatge
cacggctctg
agtaggtcge
gggcgtaggt
ttctcggaaa
tcctggtegt
atggcgtaat
acaagaaaac
gacatgtcgt
cggaggggtt
aaggcccgat
agatccttga

tgggcgaaca
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gccgatgege
cgtgacctca
agggcttgge
gtcegeegee
gtcgeggtca
ggccgcccaa
ggcgagttge
ctggttaagt
cgcatcatat
tttagacggce
gcatcagaca
tcgaacacgt
tegtceectgge
ccgccagggce
cggtgggegt
caagcagtgce
gcgcgatctg
cggcctegeg
cggcgaacac
ccaggctacg
gggtgctgeg
ggtcaagcat
acagcttggt
cggtgctgac
gtctceggtt
gccaggaaaa
tttcagaaga
ggatcgatcc
ccttggagcecce
cccgecagttg

aacgatgctc

gtgcctttga
atgcgectget
tgcaccggaa
tggggcgcete
atcgtcggge
tcgegggceac
agggcgcggg
acagcgataa
acgcagcgac
ggcgctcggt
aaccggccag
acccggccge
cgtcctggtg
gtcggectceg
cacttccteg
agccgcectcet
tgceggggtyg
cccgecteegg
ggtcaacacc
caggcccgeg
ggccaggegg
cctggecage
gcagccggcec
gcgggcatag
ctagtcgcaa
gggcagggcg
cggctgcact
ctgctegege
cttgecectee
caaaccctca

gccttecaga
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tcgeceegega
taaccagctc
tcagcacgaa
cgtcgatcac
ggtcgatgcecce
tgceectgggg
ctagatgggt
ccttcatgeg
cgcatgacge
ttcttcagceg
gatttcatgce
gatcatctcce
cggtttcatg
gtcaatgcgt
ctgcgctcaa
ttcacggtge
agggtagggc
gtgcggtcga
atgcggecgg
ccggectect
tctagcectgg
tcegggeggt
gcgtgcagtt
cccagcaggce
gtattctact
gcagcctgte
gaacgtcaga
aggctgggtg
cgcacgatga
ctgatcecgea

aaaccgagga

cacgacaaag
caccaggtcg
gtecggetgece
tacgaagtcg
gacaacggtt
atcggaatcg
tgcgatggtce
ttecceettge
aagctgtttt
gccaagctgg
agccgcacgg
gcctcegatcet
cttgtteccte
cctcacggaa
gtgcgeggta
ggccttectg
gggggccaaa
tgattaggga
ccggegtggt
ggatgcgctce
tcactgtcac
cgcgectggt
cggceccgttg
cagcggcgge
ttatgcgact
gcgtaactta
agccgactge
ccaagctctc
tecgtgecegtg
tgcecegttcee

tgcgaaccac

8880

8940

9000

9060

9120

9180

9240

9300

9360

9420

9480

9540

9600

9660

9720

9780

9840

9300

9960

10020

10080

10140

10200

10260

10320

10380

10440

10500

10560

10620

10680



ttcatcecggg
aagccagggc
tgacgatgcg
acttcgetge
acccagtgga
cgcaactggt
atggcttgtt
gcgegttacg
ggcagtcgee
actcaactat
gtacatttgt
ctggttacgg
ttggaaactt
gttgtgcacg
gaatggcagce
ctggctatct
gaggaactct
acgctatgga
tcececgeattt
tgggcaatgg
tatcttggac
cactacgtga
agccgacgcce
gctcacagcece
ccctacacaa
tggcgaagta
cttggtegtt
atcgtgttge
aacgccatcce
tcaccgtgtt
cggctcagtt

ggcaggatat

gtcagcacca
agatccgtge
tggagaccga
tgcccaaggt
cataagcctg
ccagaacctt
atgactgttt
ccgtgggteg
ctaaaacaaa
cagaggtagt
acggctccge
tgaccgtaag
cggcettcecce
acgacatcat
gcaatgacat
tgctgacaaa
ttgatcecggt
actcgeccgece
ggtacagcgce
agcgcctgece
aagaagaaga
aaggcgagat
gcttecgegge
aaactatcag
attgggagat
atcgcaacat
ccggtaccgt
gcgectgece
gacggatgat
ggggggaagg
ctgcgtagaa

attcaattgt
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ccggcaagcg
acagcacttg
aaccttgege
tgccgggtga
ttcggttegt
gaccgaacgc
ttttggggta
atgtttgatg
gttaaacatc
tggcgtcate
agtggatggc
gcttgatgaa
tggagagagc
tcegtggegt
tcttgcaggt
agcaagagaa
tcctgaacag
cgactgggcet
agtaaccggce
ggcccagtat
tcgettggece
caccaaggta
gcggcttaac
gtcaagtctg
atatcatgaa
ccgcattaaa
gaacgtcgge
ggtgegtcgg
gtttaaaagt
tgcacatggce
accaacatgce

aaatggctcc

cccggacgge
ccgtagaaga
tcgttegeca
cgcacaccgt
aagctgtaat
agcggtggta
cagtctatgce
ttatggagca
atgagggaag
gagcgccatc
ggcctgaage
acaacgcggce
gagattctce
tatccagcta
atcttcgagce
catagcgttg
gatctatttg
ggcgatgage
aaaatcgcgce
cagcccgtcea
tcgegegeag
gtcggcaaat
tcaagecgtta
cttttattat
aggctggcett
atctagcgag
tcgattgtac
ctgatctcac
cccatgtgga
tcagttctca
aagctccacc

atggcgatcg
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cgaggtcttce
acagcaaggc
gccaggacag
ggaaacggat
gcaagtagcg
acggcgcagt
ctcgggecatce
gcaacgatgt
cggtgatcge
tcgaaccgac
cacacagtga
gagctttgat
gcgctgtaga
agcgcgaact
cagccacgat
ccttggtagg
aggcgctaaa
gaaatgtagt
cgaaggatgt
tacttgaagc
atcagttgga
aatgtctaac
gatgcactaa
ttttaagegt
tttcttgtta
ggctttacta
ctgcegttcaa
ggatcgactg
tcactcegtt
atggaaatta
gggtgcaaag

ctacgtatct

cgatctectg
cgccaatgcecce
aaatgccteg
gaaggcacga
tatgcgctca
ggcggtttte
caagcagcaa
tacgcagcag
cgaagtatcg
gttgctggcece
tattgatttg
caacgacctt
agtcaccatt
gcaatttgga
cgacattgat
tccageggeg
tgaaacctta
gcttacgttg
cgctgeecgac
tagacaggct
agaatttgtc
aattcgttca
gcacataatt
gcataataag
tcgcaatagt
agctagcttg
atactttgecg
cttctetege
gccccgtege
tctgectaac
cggcagcggce

agaattcctg

10740

10800

10860

10920

10980

11040

11100

11160

11220

11280

11340

11400

11460

11520

11580

11640

11700

11760

11820

11880

11940

12000

12060

12120

12180

12240

12300

12360

12420

12480

12540

12600
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caggtogagt cgogacgtac ghttegaacaa ttggttttaa a

=210 2
=211=>
<212>
<213

ADN
<220>
<233

<400= 2
cggcaggata

tggygcagoos
gotgygtgta
togactoggo
cggogaccto
ggtogteogt
cgatgtagtg
tgteggocgg
ttttgttatyg
tocttatata
agtggagata
cacgatgote
aacgatagog
tgtcottttg
tacccotttgt
ctbogagtag
gagtogtaaa
ctegatctga
atcaatttat
ctgatataat
tttgottgga
tttoaagata
atgtttacgy
cggcacatat

coagaatacg

12188

Artificial

wvector

tattcaattg
gatgacageg
gagogtggag
cgbtccagtog
googtocaco
coactoctge
gttgacgatg
gogtoegttet
gotgaagtaa
gaggaagaoght
toacatcaat
ctegtgggty
tttootttat
atgaagtgac
tgaaaagtct
acgagagtgt
agactcotgta
atttttgact
ghtattacaca
cagttattga
ctataataco
ogtatotaga
gagaaactat
goaacctatg

aagaagaata

taaatggctc
accacgotet
cocagtocoy
taggogttgo
teggogacga
ggttoctgoy
gtgcagacog
gggtccatgg
tagagaaatyg
cttgogaagy
ccacttgott
ggggtoccate
cgoaatgatyg
agatagotgg
caatagoocot
cgtgotocan
tgaactgtte
cocatgtatgg
taatatogea
aatatttotyg
tgacttgtta
attogaaggt
ggaagtatta
ttcaaaaatg

cgtagaaatt

catggogatc
tgaagecctyg
toogotgghyg
gtgocttcea
gocagggata
goteggtacy
coggecatgto
ttttggttta
agotegagte
atagtgggat
tgaagacgtg
tttgggacea
goatttgbag
goaatggaat
ttggtottet
catgttgacy
gooagtotto
tgeatatggo
cteoagbobtt
aatttaaact
ttttatoaat
aattatccaa
tgbgagotea
aagaatgtac

gaaaaagaag
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getacgoacg
tgoctocagy
gegITegdad
ggggoccogoeg
gogotoocoge
gaagttgace
cgoctoggtg
ataagaagag
ctetecaaat
togtgegtoat
gttggaacgt
ctgteggeag
gtgocacctt
cogaggaggt
gagactgtat
aagattttot
acggogagtt
gogoctaage
catotaoggo
tgoatcaata
aaatatttaa
gatgtagoat
goaagaagea
agatacaaga

aaccaggoga

ctegggtogt
gacttoagea
acgtacacgey
taggcogatgo
agacggacga
gtgottgtet
gocacggogga
adaaagagtte
gaaatgaact
cecttaogte
cttottttte
aggoatcttyg
cottttotag
ttooccgatat
ctttgatatt
tettgtoatt
ctgttagate
tagctagate
aatgtacoag
aatttatgtt
actatattte
caagaatcca
gatcaatatyg
toctatactg

agaaaagaat

12641

&0

120

ig0

240

300

360

420

4380

540

600

660

720

T30

240

a00

280

1020

1080

11440

1200

1260

1320

1380

1440

1500



cttgaagacg
aaagagacat
caaaggaatc
tgagttttcce
taagctattt
gagatgaaaa
gacagcgtct
gatgtaggag
gatcgttatg
attggggagt
ttgcaagacc
gatgctatcg
ggaatcggtc
tatcactggce
gagctgatge
ggctccaaca
gcgatgtteg
gcttgtatgg
ccgegectee
gacggcaatt
ggagccggga
ggctgtgtag
aaggaatagg
ctctctectat
ctatagggtt
taaaatactt
agatctaact
caaggcgatt
tgcecctettt
gaccgagagg
agggccggac

gtacgacgac

taagcactga
agaggacaca
ttatccccca
tatataagga
tctttgaagt
agcctgaact
ccgacctgat
ggcgtggata
tttatcggca
tcagcgagag
tgcctgaaac
ctgcggecga
aatacactac
aaactgtgat
tttgggcecga
atgtcctgac
gggattccca
agcagcagac
gggcgtatat
tcgatgatge
ctgtegggcg
aagtactcgce
atatcaagct
tttctccata
tcgetcatgt
ctatcaataa
ataacggtcc
gatgtcaaca
gccgatggece
atggttgcga
tactgcatca

cacaggatgg
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cgacaacaat
tgtaaggtgg
ctacttatcc
accaagttcg
actgaggata
caccgcgacg
gcagctcteg
tgtcctgegg
ctttgcatcg
cctgacctat
cgaactgccc
tcttageccag
atggcgtgat
ggacgacacc
ggactgccce
ggacaatggc
atacgaggtc
gcgctacttce
gctccegeatt
agcttgggceg
tacacaaatc
cgatagtgga
tggacacgct
ataatgtgtg
gttgagcata
aatttctaat
taaggtagcg
tgaacaagat
cgacagccat
tcecggacgga
tcacgcegece

cgatggcettt

gaaaagaaga
aaaatgtaag
ttttatattt
gcatttgtga
caacttcaga
tctgtcgaga
gagggcgaag
gtaaatagct
gcecgegetcee
tgcatctcce
gctgttetge
acgagcgggt
ttcatatgcecg
gtcagtgcegt
gaagtccgge
cgcataacag
gccaacatct
gagcggaggce
ggtcttgacc
cagggtcgat
gcccgcagaa
aaccgacgcce
gaaatcacca
agtagttccc
taagaaaccc
tcctaaaacc
accgegggag
gcctgatgte
cagagacgtg
gctaaccaag
ggagaagctg

ctcecettgee
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agataaggtc
ggcggaaagt
ttcegtgtcea
aaacaagaaa
gaaatttgta
agtttctgat
aatctcegtge
gcgcecgatgg
cgattccgga
gccgtgecaca
agccggtcege
tcggceccatt
cgattgctga
ccgtegegea
acctcgtgea
cggtcattga
tcttectggag
atccggagcet
aactctatca
gcgacgcaat
gcgeggecegt
ccagcactceg
gtctctcetet
agataaggga
ttagtatgta
aaaatccagt
ccatttggga
gccatgactc
gcttcecectgga
ctgggagcat
aacgtgacgg

gcectgtgeceg

ggtgattgtg
aaccttatca
tttttgeect
aaatttggtg
agtttgtctce
cgaaaagttc
tttcagettce
tttctacaaa
agtgcttgac
gggtgtcacg
ggaggccatg
cggaccgcaa
tccccatgtg
ggctctcgat
cgcggattte
ctggagcgag
gcecgtggttg
tgcaggatcg
gagcttggtt
cgtccgatce
ctggaccgat
tccgagggceca
acaaatctat
attagggttc
tttgtatttg
actaaaatcc
ggaaacacct
ttgctgtggt
gagtaaagga
ctgttgagga
cgatcgacac

aggtcccegt

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420



caccatcecgg
cactttegte
ctgggtttet
ttgcggtage
ttgaaatata
attggtgaaa
ttgacctcaa
ggcggttect
ggacacgacg
ataaaccgat
caagtttgat
tagtctaatc
tggttccaat
cgcececgggcea
tgtaatttgt
tgcagcccat
ggaagccatc
cccacgggac
tatcaatacc
agttccatag
tacaacctat
tgacgactga
caggccagcec
gtgattgege
tcgaatgcaa
gatattcttce
catcatcagg
agtttagtct
gaaacaactc
cgacattatc

gctatcgeca

gaccctgggt
aagaattaag
cacttaagcg
gttcttgtta
aatcgaatca
attgcttcaa
atcttcgaac
atgtccggga
tcgcattggt
tttggttaaa
tgagcaactt
gtaaaaaatg
ttatcatcge
cgtgggatcc
cgcgtgtgaa
ttcaccggac
ttgagcgegg
cgagcttcga
atatttttga
gatggcaaga
taatttccce
atccggtgag
attacgctcg
ctgagcgaga
ccggegeagg
taatacctgg
agtacggata
gaccatctca
tggcgcatceg
cgaatctggce

tgtaagccca

gcacccggaa
ctctagaact
tctgegtttt
tgtgtaatta
agtttcactt
ttttgtatct
atttatttcc
aagttcccgt
acggatatga
gtgtaacagt
gatgacaaac
tacagaagaa
tttaacgtcc
tctagagtcg
taagtcgectg
aagtcggcta
aatgggaatg
tcgagcatca
aaaagccgtt
tcctggtate
tcgtcaaaaa
aatggcaaaa
tcatcaaaat
cgaaatacgce
aacactgcca
aatgectgttt
aaatgcttga
tctgtaacat
ggcttceccat
aattccggtt

ctgcaagcta

gaccttccce
agtggatccce
acttttgtat
cgetttttet
tatcagegtt
aaatagaaga
tgatttcacg
agaagacaat
gttaaaccga
gagctgatat
ttcagaattt
aagctagagc
ctcagatttg
acggccgagt
tgtatgtttg
gattgattta
gatttecgttg
aatgaaactg
tctgtaatga
ggtctgecgat
taaggttatc
gtttatgcat
cactcgcatc
cgctgttaaa
gcgcatcaac
ttcecggggat
tggtcggaag
cattggcaac
acaatcgata
cgettgetgt

cctgetttet
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gactacttcg
ccgatcegeg
tgggtttgge
tcttgettea
gttttaaatt
gacaacatga
atggatgagg
gagcaaagct
ctcaattcct
aaaaccgaaa
tggttattga
agaacaaaga
atcgggectge
actggcagga
tttgattgtt
gccctgatga
tacaacgaga
caatttattc
aggagaaaac
tccgactegt
aagtgagaaa
ttctttecag
aaccaaaccg
aggacaatta
aatattttca
cgcagtggtg
aggcataaat
gctacctttg
gattgtcgeca
ccataaaacc

ctttgegett

atgtgctgag
tttgtgtttt
gtttagtagt
gcagtttegg
ttggcattaa
aattcgactt
ataacgaaag
actgaaacgce
ttattaagac
caaaccggta
atgaaaatca
ttctatattc
aggaattaaa
tatataccgt
tctgttggag
actgccgagg
cgacagaaca
atatcaggat
tcaccgagge
ccaacatcaa
tcaccatgag
acttgttcaa
ttattcattce
caaacaggaa
cctgaatcag
agtaaccatg
tcegtcecagec
ccatgtttca
cctgattgece
gcccagtcta

gcgtttteeg

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980

5040

5100

5160

5220

5280



gatcttcttg
cgctaccagce
ctggcttcag
accacttcaa
tggctgetge
cggataaggc
gaacgaccta
ccgaagggag
cgagggagct
tctgacttga
ccagcaacgce
ttectgegtt
ccgetegeceg
gcctgatgeg
ctctcagtac
acgtgactgg
ggcttgtctg
gtgtcagagg
gceggeggte
ggccagccat
gggagcgcag
acagttatgc
cggaaaaatc
tgtacggctt
caatgtacgt
tttgccctag
tgcggtageg
ccggcecaggte
cggcgcectgece
cggcgcggceg
cggggtgaac

cagctagcectc

agatcctttt
ggtggtttgt
cagagcgcag
gaactctgta
cagtggcgat
gcagcggteg
caccgaactg
aaaggcggac
tccaggggga
gcgtegattt
ggccttttta
atcccectgat
cagccgaacg
gtattttcte
aatctgctct
gtcatggctg
ctcceggeat
ttttcaccgt
gagtggcgac
ttttgagcgg
cgaccgaagg
acaggccagg
gcectttttte
tgggttccca
gctatccaca
catctgctcece
catgactagg
atttgacccg
actgegttceg
tgccaggcgg
cgtcagcacg

gatctcgatg
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tttctgegeg
ttgcecggatce
ataccaaata
gcaccgcecta
aagtcgtgtc
ggctgaacgg
agatacctac
aggtatccgg
aacgcctggt
ttgtgatgcet
cggtteetgg
tctgtggata
accgagcgcea
cttacgecatc
gatgccgecat
cgccccgaca
ccgcecttacag
catcaccgaa
ggcgeggett
ccagcggccg
gtaggcgcett
cgggttttaa
tcttttatat
atgtacgggt
ggaaagagac
gtacattagg
atcgggccag
atcagcttge
tagatcgtcet
tagagaaaac
tcegggttet

tactceggece

taatctgctg
aagagctacc
ctgtccttet
catacctcge
ttaccgggtt
ggggttcgtg
agcgtgagcet
taagcggcag
atctttatag
cgtcaggggg
ccttttgetg
accgtattac
gcgagtcagt
tgtgecggtat
agttaagcca
cccgccaaca
acaagctgtg
acgcgcgagg
gtecegegecee
cgataggccg
tttgcagctc
gagttttaat
cagtcactta
tceggttecee
cttttecgacce
aaccggcgga
cctgececge
gcacggtgaa
tgaacaacca
ggccgatgece
tgececttetgt

gceeggttte
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cttgcaaaca
aactcttttt
agtgtagccg
tctgctaatc
ggactcaaga
cacacagccc
atgagaaagc
ggtcggaaca
tecectgteggg
gcggagcecta
gcecttttget
cgcectttgag
gagcgaggaa
ttcacaccge
gtatacactc
cccgctgacg
accgtctcecg
cagggtgecct
tggtagattg
acgcgaagcg
ttcggctgtg
aagttttaaa
catgtgtgac
aatgtacggc
tttttccect
tgecttegeee
ctcctectte
acagaacttc
tectggettet
gggatcgatc
gatctcgegg

gctctttacg

aaaaaaccac
ccgaaggtaa
tagttaggcce
ctgttaccag
cgatagttac
agcttggagce
gccacgcette
ggagagcgca
tttegecace
tggaaaaacg
cacatgttct
tgagctgata
gcggaagagce
atatggtgca
cgctateget
cgcectgacg
ggagctgcat
tgatgtgggce
cctggecegta
gcggggcegta
cgctggceccag
gagttttagg
cggttcccaa
tttgggttce
gctagggcaa
tcgatcaggt
aaatcgtact
ttgaactctc
gccttgectg
aaaaagtaat
tacatccaat

atcttgtage

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760

5820

5880

5940

6000

6060

6120

6180

6240

6300

6360

6420

6480

6540

6600

6660

6720

6780

6840

6900

6960

7020

7080

7140

7200



ggctaatcaa
tacgctgcat
tctgetttee
acacgcggcce
gggaaaccgc
cggaaacctc
cacgcttcga
cgtcatagag
tcgacggege
cttgccacga
cggccttcaa
atggtttgceg
cggcagacaa
tccacggegt
attcatctac
tagcagctcg
ctcegecgge
cgttgcagcee
gctcatttte
gcctggacct
gcggcagtge
tacccggeca
acgacaaagg
accaggtcgg
tcggectgect
acgaagtcgce
acaacggtta
tcggaatcga
gcgatggtcg
tccecttgeg

agctgtttta

ggcttcaccc
ggcaacgtgc
gccatcgget
gggcttgtcect
catcagtacc
tacgtgececeg
cagacggaaa
catcggaacg
accggcetgece
ttcaccgggg
cttctecacce
accgtcacgce
cccagccgcet
cggtgectgg
tcatttattc
gtaatggtct
aactgaaagt
ttgctgetge
tctttaccte
cgcgggcage
ctgggtagcet
gcgectegge
ccgettgtag
cggtggccca
tgatcgegga
gccggecgat
gcggttgatc
ctaacagaac
tcttgectga
tatttgttta

ctcaaataca
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tcggataccg
gtggtgttta
cgccggcaga
ccettecctt
aggtcgtaat
tctggaagcet
acggccacgt
aaaaaatctg
ggcggttgee
cgtgettcetg
aggtcatcac
cgattcctceg
tacgecctgge
ttgttcttga
atttgctcat
tgccttggeg
tgacccgcett
gtgcgctegg
attaactcaa
gtecgeecteg
cacgcgctge
aacctcaccg
ccttecatcee
tatgtcgtaa
cacagccaag
ggccttcacg
ttcecegeacg
atcggcccceg
cccgecttte
tttactcatc

catcaccttt

tcaccaggcg
accgaatgca
acttgagtac
ccceggtateg
cccacacact
cgtagcggat
ccatgatgcet
gttgctegte
gggattcttt
cctecgatgeg
ccagcgccge
ggcttggggg
caaccgcccg
tttteccatge
ttactctggt
taccgegtac
catggctggce
acggccggcea
atgagttttg
ggttctgatt
gtgatacggg
ccgatgegeg
gtgacctcaa
gggcttgget
tcegeegect
tcgeggtcaa
gccgeccaat
gcgagttgeca
tggttaagta
gcatcatata

ttagacggcg
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gcecgttettg
ggtttctacc
gtccgcaacg
gttcatggat
ggccatgeceg
cacctcgceca
gcgactatcg
gceccttggge
gcggattega
ttgecegetgg
gccgatttgt
ttccagtgee
ttcectecaca
cgccteettt
agctgcgega
atcttcagct
gtgtctgecca
cttagecgtgt
atttaatttc
caagaacggt
actcaagaat
tgcectttgat
tgecgetgett
gcaccggaat
ggggcgetce
tcgtcegggeg
cgcgggecact
gggcgcgggc
cagcgataac
cgcagcgacce

gcgcteggtt

gcecttetteg
aggtcgtctt
tgtggacgga
tcggttagat
gccggecctg
gctcgteggt
cgggtgccca
ggcttcctaa
tcagcggeeg
gcggectgeg
accgggcegg
attgcagggce
catggggcat
agccgctaaa
tgtattcaga
tggtgtgatc
ggctggccaa
ttgtgetttt
agcggccagce
tgtgceggeg
gggcagctcg
cgccegegac
aaccagctcce
cagcacgaag
gtcgatcact
gtcgatgeceg
gccctgggga
tagatgggtt
cttcatgcegt
gcatgacgca

tcttcagegg

7260

7320

7380

7440

7500

7560

7620

7680

7740

7800

7860

7920

7980

8040

8100

8160

8220

8280

8340

8400

8460

8520

8580

8640

8700

8760

8820

8880

8940

9000

9060



ccaagctggce
gccgecacggt
cctegatctce
ttgttcctet
ctcacggaag
tgcgecggtac
gccttectgg
ggggccaaac
gattagggaa
cggcgtggtg
gatgcgctceg
cactgtcaca
gcgectggtg
ggccegttgg
agcggcggceg
tatgcgacta
cgtaacttag
gccgactgea
caagctctcg
cgtgcegtga
gccegtteca
gcgaaccact
gatctcctga
gccaatgect
aatgcctcga
aaggcacgaa
atgcgctcac
gcggttttca
aagcagcaag
acgcagcagg
gaagtatcga

ttgetggeeg

cggccaggcec
tgagacgtge
ttcggtaatg
tggcgttcat
gcaccgcgcec
agggtcgagce
tcgatcaget
ttcacgecctce
cgctcgaact
gtgtcggecece
gcaatgtcca
acgtcgccag
ccggtgatct
ttggtcaagt
ctcttgttca
aaacacgcga
gacttgtgeg
ctatagcagce
ggtaacatca
tcgaaatcca
tacagaagct
tcatccgggg
agccagggca
gacgatgcgt
cttecgetget
cccagtggac
gcaactggtc
tggcttgtta
cgcgttacge
gcagtcgece
ctcaactatc

tacatttgta
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gccagettgg
gcgggegget
aaaaacggtt
tcteggegge
gcectggecte
gatgcacgcce
cgcgggegtyg
gggccttgge
cggcaatgcce
acggctctge
gtaggtcgeg
ggcgtaggtg
tctcggaaaa
cctggtegte
tggcgtaatg
caagaaaacg
acatgtcgtt
ggaggggttg
aggcccgatce
gatccttgac
gggcgaacaa
tcagcaccac
gatccgtgca
ggagaccgaa
gcccaaggtt
ataagcctgt
cagaaccttg
tgactgtttt
cgtgggtcga
taaaacaaag
agaggtagtt

cggctecegea

catcagacaa
cgaacacgta
cgtcctggec
cgccagggcg
ggtgggegtce
aagcagtgca
cgcgatctgt
ggcctcgege
ggcgaacacg
caggctacgce
ggtgctgegg
gtcaagcatc
cagcttggtg
ggtgctgacg
tcteecggtte
ccaggaaaag
ttcagaagac
gatcgatcce
cttggagccce
ccgecagttge
acgatgctcg
cggcaagcgce
cagcacttgce
accttgeget
gccgggtgac
tecggttcegta
accgaacgca
tttggggtac
tgtttgatgt
ttaaacatca
ggcgtcatcg

gtggatggcg
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accggccagg
cccggecgeg
gtcctggtge
teggectegg
acttcctege
gcegectett
gceggggtga
ccgecteceggg
gtcaacacca
aggcccgcege
gccaggceggt
ctggccagcet
cagccggccg
cgggcatagc
tagtcgcaag
ggcagggcgg
ggctgcactg
tgctecgegea
ttgcectcece
aaaccctcac
ccttccagaa
ccggacggcec
cgtagaagaa
cgttcgecag
gcacaccgtg
agctgtaatg
gcggtggtaa
agtctatgcec
tatggagcag
tgagggaagce
agcgccatcet

gcctgaagece

atttcatgca
atcatctccg
ggtttcatge
tcaatgegtce
tgcgctcaag
tcacggtgceg
gggtagggcg
tgcggtcgat
tgcggeegge
cggcctectg
ctagcctggt
ccgggeggte
cgtgcagttc
ccagcaggcc
tattctactt
cagcctgteg
aacgtcagaa
ggctgggtge
gcacgatgat
tgatccgcat
aaccgaggat
gaggtcttce
cagcaaggcc
ccaggacaga
gaaacggatg
caagtagcgt
cggcgcagtg
tcgggcatce
caacgatgtt
ggtgatcgce
cgaaccgacg

acacagtgat

9120

9180

9240

9300

9360

9420

9480

9540

9600

9660

9720

9780

9840

9300

9960

10020

10080

10140

10200

10260

10320

10380

10440

10500

10560

10620

10680

10740

10800

10860

10920

10980



attgatttge
aaogacottt
gtoaccattyg
caattbtggag
gacattgate
coagoggogyg
gaaaccttaa
cttacgttgt
goctgocgact
agacaggctt
gaatttgtoc
attogttcaa
cacataattg
cataataago
egoaatagtt
gotagottge
tactttgega
ttototegea
cocogtegeot
ctgoctaace
ggcagcegg

<210> 3

<211>
<212
<213>

<220>
<223>

<400= 3
cggoaggata

ggooogttgt
tggattttgg
catactaagyg

cottatotgyg

tggttacggt
tggaaactta
ttgtgoacyga
aatggcagoy
tggotatott
aggaactott
cgotatogaa
coogoatttg
gggcaatgga
atcttggaca
actacgtgaa
goocgacgoog
ctoacagooa
coctacacaaa
ggogaagtaa
ttggtogtto
tegtgttgeg
acgocatoog
cacogtgttyg

ggoctcagtte

11500
ADN
Artificial

vector

tattcaattyg
ccogoggtog
ttttaggaat
gtttottata

gaactactoa

ES 2 657 825 T3

gacogtaagg
ggottooccot
agacatoatt
caatgacatt
goetgacaaaa
tgatcoggtt
atogoogena
gtacagogoa
gogoctgeoeg
agaagaagat
aggogagato
cttogoggoeg
aactatcagg
ttgggagata
togoaacato
cgotacogtyg
cgoobgooog
acggatgatyg
gggggaaggt

tgogtagaaa

taaatggeta
ctaccttagg
tagaaatttt
tgotoaacan

cacattatta

cttgatgaaa
ggagagagodg
cegtggogtt
cttgoaggta
goaagagaac
cotgaacagyg
gactgggoty
gtaaccggea
goccagtate
cgottggoct
accaaggtag
cggcttaact
tcaagtotge
tatcatgaaa
ogoattaaaa
aacgtoggot
gtgogtogge
tttaaaagte
goacatggot

coaacatgoa

catggogatc
accgttatag
attgatagaa

atgagogaaa

tggagaaaat
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caacgoggog
agattotoog
atccagetaa
tottogageoo
atagegttge
atctatttga
gogatgagog
aaategogoc
agccogtoat
cgogogoaga
toggoaaata
caagocgttag
ttttattatt
ggotggottt
totagegagy
ogattgtaco
tgatotoacyg
coatgtggat
cagttotcaa

agetocacey

goctacootot
ttagatctgg
gtattttaca
coctatagga

agagagagat

agotttgate
ogotgtagas
gogogaactyg
agocacgate
cttggtaggt
ggcgctaaat
aaatgtagtyg
gaaggatgte
acttgaagect
toagttggaa
atgtctaaca
atgcactaag
tttaagogtg
ttottgttat
gotttactaa
tgogttoaaa
gategactge
cactoogttyg
tggaaattat

ggtgcaaage

goagteogacyg
attttagtac
aatacaaata

acocctaatto

agatttgbag

11040

11104

11160

11220

112480

11340

11400

11460

115240

115840

11&440

11700

11760

11820

11884

11340

12000

12060

12120

12180

11488

el

120

1840

240

200



agagagactg
agtgctgggg
ggccgegcett
tgcgtcgeat
atagagttgg
ctceggatge
ccagaagaag
aatgaccgcet
cacgaggtgce
cgcgacggac
agcaatcgceg
tgggccgaac
gaccggctge
tgcacggcgg
cggaatcggg
atcggcgcag
acgagattct
cagaaacttc
caaatttctc
tcttgtttte
acacggaaaa
tttcecgecect
ccttatctte
gcectggttet
ttgtatctgt
cttecttgetg
gctacatctt
cgttaacgeg
gaattagaaa
tatatgctca
ctcacacatt

tcagcgtgtce

gtgatttcag
cgteggttte
ctgegggcga
cgacccectgeg
tcaagaccaa
ctcegetcega
atgttggcga
gttatgcgge
cggacttcgg
gcactgacgg
catatgaaat
ccgctegtet
agaacagcgg
gagatgcaat
agcgcggcecg
ctatttaccc
tcgececteeg
tcgacagacg
tgaagttgta
acaaatgccg
atataaaagg
tacattttcc
ttcttttcat
tctttttcaa
acattcttca
agctcacata
ggataattac
gccgetgtac
ttttattgat
acacatgagc
attatggaga

caagcttgcet

ES 2 657 825 T3

cgtgtccaag
cactatcggce
tttgtgtacg
cccaagcetge
tgcggagcecat
agtagcgcgt
cctegtattg
cattgtcegt
ggcagtcctce
tgtcgtcecat
cacgccatgt
ggctaagatc
gcagttcggt
aggtcaggct
atgcaaagtg
gcaggacata
agagctgcat
tcgeggtgag
tcctcagtac
aacttggttc
ataagtagtg
accttacatg
tgttgtegte
tttctacgta
tttttgaaca
atacttccat
cttcgaattc
catgcatgat
agaagtattt
gaaaccctat
aaatagagag

agccctattt

cétgatatcc
gagtacttct
cccgacagte
atcatcgaaa
atacgccegg
ctgectgetcee
ggaatccccg
caggacattg
ggcccaaagce
cacagtttgc
agtgtattga
ggccgcageg
ttcaggcagg
ctcgetgaac
ccgataaaca
tccacgecect
caggtcggag
ttcaggcettt
ttcaaagaaa
cttatatagg
ggggataaga
tgtcctcetat
agtgcttacg
ttcttctteg
taggttgcat
agtttttcce
gtcttgggga
ctggatttta
tacaaataca
aggaacccta
agatagattt

caggaaagtt
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tattcctttg
acacagccat
ccggcectecgg
ttgcecgtcaa
aggcgcggceg
atacaagcca
aacatcgcct
ttggagccga
atcagctcat
cagtgataca
ccgattcctt
atagcatcca
tcttgcaacg
tccccaatgt
taacgatctt
cctacatcga
acgctgtcga
ttcatctcga
atagcttaca
aaaactcaag
ttcectttgtg
gtctctttca
tcttcaagat
tattctggca
atgtgccgea
gtaaacattg
tccgatatct
gtactggatt
aatacatact
attcccttat
gtagagagag

tcggaggaga

cccteggacg
cggtccagac
atcggacgat
ccaagctctg
atcctgcaag
accacggcct
cgctccagtce
aatccgegtg
cgagagcctg
catggggatc
gcggtccgaa
tggccteege
tgacaccctg
caagcacttc
tgtagaaacc
agctgaaagc
acttttcgat
gacaaactta
ccaaattttt
ggcaaaaatg
ataaggttac
caatcaccga
tcttttette
gtataggatc
tattgatctg
gattcttgat
agagtatacg
ttggttttag
aagggtttct
ctgggaacta
actggtgatt

tagtgttcgg

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220



cagtttgtac
agacatagaa
ttggaatttg
ggtgttcagt
atccatgaac
gatggttttt
gaaagtctgg
gtgcggcggg
gtttttccac
atcacccagg
ggatttgtat
gatgttaacc
cttecttttge
gggtcttgeg
caatccactt
ggtgggggtc
ttatcgcaat
tgacagatag
gtctcaatag
gtgtcgtget
tgtatgaact
gactccatgt
cgacggccga
tgtgtatgtt
tagattgatt
tggatttcgt
caaatgaaac
tttctgtaat
tcggtctgeg
aataaggtta

aagtttatgce

atcatctgceg
tcgatgtaga
ttacgcagac
acgatcgatt
cagtatgcca
ttgttgttaa
gcgccccagg
gacagtaccc
tcgaactgcea
atcagaccga
tctttcagea
ttgecgettet
ttaattcteg
aaggatagtg
gctttgaaga
catctttggg
gatggcattt
ctgggcaatg
ccctttggte
ccaccatgtt
gttcgecagt
atggtgcata
gtactggcag
tgtttgattg
tagccctgat
tgtacaacga
tgcaatttat
gaaggagaaa
attccgactc
tcaagtgaga

atttctttcce

ES 2 657 825 T3

ggatcaggta
tgatcggttt
ccttaaccag
tgttggtaga
gagacatcgg
cgatgaacag
tgattaccag
actgatcgta
tacagtaggt
tacctgette
gtttagagtt
tcttgggggg
agtcctctece
ggattgtgceg
cgtggttgga
accactgtcg
gtaggtgcca
gaatccgagg
ttctgagact
gacgaagatt
cttcacggceg
tggcgegceca
gatatatacc
tttectgttgg
gaactgccga
gacgacagaa
tcatatcagg
actcaccgag
gtccaacatc
aatcaccatg

agacttgttc

cggtttgatc
gtttttgttg
gtattctact
gtttttgttg
ggtcaggtag
gttagccagt
gttacccagg
cagcagacat
tttaccttca
gaactgttcg
cggacccagg
tttagccatg
aaatgaaatg
tcatccctta
acgtcttcett
gcagaggcat
cctteetttt
aggtttcccecg
gtatctttga
ttcttettgt
agttctgtta
tgcatacgta
gttgtaattt
agtgcagccc
ggggaagcca
cacccacggg
attatcaata
gcagttccat
aatacaacct
agtgacgact

aacaggccag
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aggttgtaga
atttttacgt
tcttcgaaag
taatcccatt
ttttcaacca
ttgttgaaag
tggttaacac
acgtggtcca
tcacgagaac
atgttcagtt
ttcattacct
gttttggact
aacttcctta
cgtcagtgga
tttccacgat
cttgaacgat
ctactgtcct
atattaccct
tattcttgga
cattgagtcg
gatcctcgat
ggtaccaatt
gtcgegtgtg
atttcaccgg
tcttgagcge
accgagcttce
ccatattttt
aggatggcaa
attaatttcc
gaatccggtg

ccattacgcect

agatcaggta
aacagttcag
tgaaagactg
taccaccatc
ggttgttcgg
cttggtgttt
gttetttttt
tgtatgettt
ggatgtaagc
cgatcagctg
ggtttttttt
tcttettett
tatagaggaa
gatatcacat
gctectegtg
agcctttect
tttgatgaag
ttgttgaaaa
gtagacgaga
taaaagactc
ctgaattttt
gcctgecaggt
aataagtcgce
acaagtcggce
ggaatgggaa
gatcgagcat
gaaaaagccg
gatcctggta
cctcgtcaaa
agaatggcaa

cgtcatcaaa

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080



atcactcgca
gccgetgtta
cagcgcatca
ttttececgggg
gatggtcgga
atcattggca
atacaatcga
ttcgettget
tacctgettt
cgtaatctge
tcaagagcta
tactgtcectt
tacatacctc
tcttaceggg
ggggggttcg
acagcgtgag
ggtaagecgge
gtatctttat
ctcgtcaggg
ggccttttge
taaccgtatt
cagcgagtca
tctgtgeggt
atagttaagc
cacccgccaa
agacaagctg
aaacgcgcga
ttgtcegege
cgcgatagge
tttttgcage
aagagtttta

atcagtcact

tcaaccaaac
aaaggacaat
acaatatttt
atcgcagtgg
agaggcataa
acgctacctt
tagattgtcg
gtccataaaa
ctctttgege
tgcttgcaaa
ccaactcttt
ctagtgtagce
gctctgctaa
ttggactcaa
tgcacacagc
ctatgagaaa
agggtcggaa
agtcctgtceg
gggcggagec
tggccttttg
accgcectttg
gtgagcgagg
atttcacacc
cagtatacac
cacccgctga
tgacecgtctce
ggcagggtgce
cctggtagat
cgacgcgaag
tctteggetg
ataagtttta

tacatgtgtg

ES 2 657 825 T3

cgttattcat
tacaaacagg
cacctgaatc
tgagtaacca
attccgtcag
tgccatgttt
cacctgattg
ccgceccagte
ttgcgtttte
caaaaaaacc
ttccgaaggt
cgtagttagg
tcctgttace
gacgatagtt
ccagcttgga
gcgccacgcet
caggagagcg
ggtttcgecca
tatggaaaaa
ctcacatgtt
agtgagctga
aagcggaaga
gcatatggtg
tcegetateg
cgcgcecctga
cgggagctge
cttgatgtgg
tgcctggeeg
€ggcggggcyg
tgcgetggece
aagagtttta

accggttccce

tcgtgattge
aatcgaatgce
aggatattct
tgcatcatca
ccagtttagt
cagaaacaac
cccgacatta
tagctatcge
cggatcttct
accgctacca
aactggcttc
ccaccacttc
agtggctgcet
accggataag
gcgaacgacce
tcccgaaggg
cacgagggag
cctectgactt
cgccagcaac
ctttcctgeg
taccgctege
gcgectgatg
cactctcagt
ctacgtgact
cgggettgte
atgtgtcaga
gcgecggegg
taggccagcece
tagggagcgc
agacagttat
ggcggaaaaa

aatgtacggc
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gcctgagcega
aaccggcgcea
tctaatacct
ggagtacgga
ctgaccatct
tctggecgecat
tccgaatctg
catgtaagcc
tgagatcctt
gcggtggttt
agcagagcgce
aagaactctg
gccagtggeg
gcgcageggt
tacaccgaac
agaaaggcgg
cttccagggg
gagcgtcgat
gcggectttt
ttatccectg
cgcagccgaa
cggtattttc
acaatctgct
gggtcatgge
tgctececegge
ggttttcacc
tcgagtggeg
atttttgagce
agcgaccgaa
gcacaggcca
tcgeettttt

tttgggttce

gacgaaatac
ggaacactgce
ggaatgctgt
taaaatgctt
catctgtaac
cgggcttecce
gcaattcecgg
cactgcaagc
tttttctgeg
gtttgcecgga
agataccaaa
tagcaccgcecce
ataagtcgtg
cgggctgaac
tgagatacct
acaggtatcc
gaaacgcctg
ttttgtgatg
tacggttcct
attctgtgga
cgaccgagcg
tccttacgea
ctgatgececge
tgcgecececga
atccgcecttac
gtcatcaccg
acggcgcgge
ggccageggce
gggtaggegce
ggegggtttt
tctettttat

caatgtacgg

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760

5820

5880

5940

6000



gttceggtte
accttttecga
ggaaccggcg
agcctgcecce
gcgecacggtg
cttgaacaac
acggccgatg
cttgeccttet
ccgecceggtt
cgtcaccagg
taaccgaatg
gaacttgagt
ttcceggtat
atcccacaca
ctcgtagegg
gtccatgatg
tggttgctcecg
ccgggattcet
tgcctecgatg
acccagcgce
cgggcttggg
gccaaccgcece
gattttccat
atttactctg
cgtaccgegt
ttcatggctg
ggacggccgg
aaatgagttt
cgggttctga
gcgtgatacg

cgccgatgeg

ccaatgtacg
cctttttece
gatgcttcge
gcctectect
aaacagaact
catctggett
ccgggatcga
gtgatctcge
tcgetcettta
cggccgttet
caggtttcta
acgtccgcaa
cggttcatgg
ctggccatge
atcacctcge
ctgcgactat
tcgcecttgg
ttgcggattce
cgttgeceget
gcgccgattt
ggttccagtg
cgttecctecca
gcecgectect
gtagctgcge
acatcttcag
gcgtgtctge
cacttagcegt
tgatttaatt
ttcaagaacg
ggactcaaga

cgtgcctttg

ES 2 657 825 T3

gctttgggtt
ctgctaggge
cctcgatcag
tcaaatcgta
tcttgaactc
ctgccettgee
tcaaaaagta
ggtacatcca
cgatcttgta
tggcecttcett
ccaggtcgtc
cgtgtggacg
attcggttag
cggccggece
cagctcgteg
cgcgggtgece
gcggcettect
gatcagcggce
gggcggcctg
gtaccgggcce
ccattgcagg
cacatggggc
ttagccgcta
gatgtattca
cttggtgtga
caggctggcce
gtttgtgett
tcagcggceca
gttgtgccgg
atgggcagct

atcgcecegeg

cccaatgtac
aatttgccecct
gttgcggtag
ctcecggecagg
tcecggegetg
tgcggegegg
atcggggtga
atcagctagc
gcggctaatce
cgtacgctge
tttctgettt
gaacacgcgg
atgggaaacc
tgcggaaacc
gtcacgcectte
cacgtcatag
aatcgacggce
cgcttgcecac
cgcggcectte
ggatggtttg
gccggcagac
attccacgge
aaattcatct
gatagcagct
tcctecgeeg
aacgttgcag
ttgctcattt
gcgectggac
cggcggeagt
cgtacccgge

acacgacaaa
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gtgctatcca
agcatctgct
cgcatgacta
tcatttgacce
ccactgcegtt
cgtgccagge
accgtcagca
tcgatctcga
aaggcttcac
atggcaacgt
ccgccategg
ccgggettgt
gccatcagta
tctacgtgece
gacagacgga
agcatcggaa
gcaccggctg
gattcaccgg
aacttctcca
cgaccgtcac
aacccagccg
gtcggtgect
actcatttat
cggtaatggt
gcaactgaaa
ccttgetget
tctetttace
ctcgecgggceca
gcctgggtag
cagcgceccteg

ggccgettgt

caggaaagag
ccgtacatta
ggatcgggcc
cgatcagcett
cgtagatcgt
ggtagagaaa
cgtcegggtt
tgtactcecgg
ccteggatac
gcgtggtgtt
ctcgececggea
ctcectteece
ccaggtcgta
cgtctggaag
aaacggccac
cgaaaaaatc
ccggeggttg
ggcgtgette
ccaggtcatc
gcecgattect
cttacgceccetg
ggttgttctt
tcatttgctce
cttgeccettgg
gttgacccge
gcgtgegete
tcattaactc
gcgtegecect
ctcacgcgcet
gcaacctcac

agccttccat

6060

6120

6180

6240

6300

6360

6420

6480

6540

6600

6660

6720

6780

6840

6900

6960

7020

7080

7140

7200

7260

7320

7380

7440

7500

7560

7620

7680

7740

7800

7860



ccgtgaccte
aagggcttgg
agtcecgecge
cgtcgeggte
cggccgecca
cggcgagttg
tctggttaag
tcgcatcata
ttttagacgg
ggcatcagac
ctcgaacacg
ttcgtectgg
gccgccaggg
tcggtgggcg
ccaagcagtg
tgcgegatct
gcggectege
ccggcgaaca
gccaggctac
cgggtgetge
tggtcaagca
aacagcttgg
tecggtgetga
tgtctceggt
cgccaggaaa
ttttcagaag
tggatcgatc
tccttggage
acccgcagtt
aaacgatgct
accggcaagc

cacagcactt

aatgcgetge
ctgcaccgga
ctggggcget
aatcgtcggg
atcgcgggceca
cagggcgcegg
tacagcgata
tacgcagcga
cggcgctcgg
aaaccggcca
tacceggecg
ccgtectggt
cgtcggectce
tcactteccte
cagccgecte
gtgeceggggt
gcecegetecg
cggtcaacac
gcaggcccge
gggccaggcg
tcctggecag
tgcagccgge
cgcgggcata
tctagtcgeca
agggcagggce
acggctgcac
cctgectegeg
ccttgeecte
gcaaaccctce
cgccttecag
gcccggacgg

gccgtagaag

ES 2 657 825 T3

ttaaccagcet
atcagcacga
ccgtcecgatca
cggtcgatge
ctgecectggg
gctagatggg
accttcatgce
ccgcatgacg
tttcttecage
ggatttcatg
cgatcatctc
gcggtttcecat
ggtcaatgcg
gctgegetca
tttcacggtg
gagggtaggg
ggtgeggtceg
catgcggecg
gccggectcee
gtctageccetg
ctcegggegyg
cgcegtgeagt
gcccagcagg
agtattctac
ggcagcctgt
tgaacgtcag
caggctgggt
ccgcacgatg
actgatccge
aaaaccgagg
ccgaggtcett

aacagcaagg

ccaccaggtc
agtcggctge
ctacgaagtc
cgacaacggt
gatcggaatc
ttgcgatggt
gttcceccettg
caagctgttt
ggccaagctg
cagccgcacg
cgcctcgatce
gcttgttect
tcctcacgga
agtgcgeggt
cggccttect
cgggggccaa
atgattaggg
gceggegtgg
tggatgcget
gtcactgtca
tcgegectgg
tcggeeegtt
ccageggcegyg
tttatgcgac
cgcgtaactt
aagccgactg
gccaagctcet
atcgtgecegt
atgcccgtte
atgcgaacca
ccgatctcect

ccgccaatge
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ggcggtggec
cttgatcgeg
gcgeeggecg
tagcggttga
gactaacaga
cgtcttgect
cgtatttgtt
tactcaaata
gccggccagg
gttgagacgt
tctteggtaa
cttggegtte
aggcaccgcg
acagggtcga
ggtcgatcag
acttcacgece
aacgctcgaa
tggtgtegge
cggcaatgtce
caacgtecgece
tgceggtgat
ggttggtcaa
cgctettgtt
taaaacacgc
aggacttgtg
cactatagca
cgggtaacat
gatcgaaatc
catacagaag
cttcatcegg
gaagccaggg

ctgacgatgce

catatgtcgt
gacacagcca
atggcctteca
tcttecegea
acatcggcecce
gacccgcectt
tatttactca
cacatcacct
ccgecagcett
gcgcgggcgg
tgaaaaacgg
attctcggeg
ccgectggee
gcgatgcacg
ctegegggeg
tcgggecettg
ctcggcaatg
ccacggctet
cagtaggtcg
agggcgtagg
cttcteggaa
gtecctggteg
catggcgtaa
gacaagaaaa
cgacatgtcg
gcggaggggt
caaggcccga
cagatccttg
ctgggcgaac
ggtcagcacc
cagatccgtg

gtggagaccg

7920

7980

8040

8100

8160

8220

8280

8340

8400

8460

8520

8580

8640

8700

8760

8820

8880

8940

9000

9060

9120

9180

9240

9300

9360

9420

9480

9540

9600

9660

9720

9780



aaaccttgog
ttgoogggtg
gttoggttog
tgacogaacg
tttttggggt
gatgtttgat
agttaaacat
ttggegtoat
cagtggatgg
ggottgatga
ctggagagay
tteegtggog
ttottgoagy
aagcaagaga
ttectgaaca
coegactgggo
cagtaacogy
cggccoccagta
atcgottggo
tcaccaaggt
cgeggettaa
ggtcaagtot
tatatcatga
toegeattaa
tgaacgtocgg
cggtgogtog
tgtttaaaag
gtgcacatgg
aaccaacatyg
<210= &

<211>

<212> ADN

ctegttogoo
acgcacacog
taagoctgtaa
cageggtggt
acagtetatyg
gttatggage
catgagggas
cgagogocat
cggooctgaag
aacaaocgogg
cgagattete
ttatcocaget
tatettogag
acatagegtt
ggatctattt
tggogatgag
caaaatogog
tcagcococegto
ctocgogogoa
agteggoaaa
cteaagegtt
gcttttatta
aaggotggot
aatctagoga
ctegattgta
gotgatoteoa
teecatgtay
cteagttcoto

caagotocag

10443

ES 2 657 825 T3

agoocaggaca
tggaaacgga
tgocaagtage
aacggogoag
actogggoat
agoaacogatg
geggtgatog
ctegaacoga
ccacacaghg
cgagotttga
cgegotgtag
aagogogaac
coagooacga
gocttggtag
gaggogctaa
cgaaatgbag
cogaaggaty
atacttgaag
gatcagttgg
taatgtotaa
agatgecacta
tttttaagog
ttttotegtt
gggctttact
coctgogttoa
cggatogact
ateacteegt
aatggaaatt

cgggtgoaaa

gaaatgocto
tgaaggoacyg
gtatgogote
tggoggtitt
coaagoagoa
ttacgoagea
cogaagtate
agttgotgge
atattgattt
toaacgacct
aagtcaccat
tgoaatttgg
tocgacattga
gtoecagogge
atgaaacctt
tgottacgtt
toegotgooga
ctagacaggc
aagaatttgt
caattogtte
agcacataat
tgcataataa
atogoaatag
aagctagott
aatactttge
gottotobog
tgeccagtag
atctgocotaa

Feggeagegy
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gacttogobg
aacccagtgyg
acgoaactgy
catggotegt
agegegttas
gggeagtoge
gactoaacta
cgtacatttyg
gotggttaocg
tttggasact
tgttgtgoac
agaatggoag
totggotate
ggaggaactc
aacgctatgg
gteocogoatt
ctgggoaatyg
ttatcttgga
ccactacgtg
aagoogacgoe
tgeteocacage
gocctacaca
ttggogaagt
gottgghtogt
gatcgtgtbg
caacgooate
cteaccgtgt

coeggotoagt

ctgooccaagy
acataagoct
toccagaacct
tatgactgtt
geogtgggta
cctazaacaa
teagaggtag
tacggotoog
gtgacocgtaa
toggottooe
gacgacatoa
cgcaatgaca
ttgctgacaa
tttgatoogyg
aactocgooge
tggtacageg
gagogoctge
caagaagaag
aaaggogaga
cgettogogg
caaactateca
aattgggaga
aatogoaaca
toceggtacog
cgegoctgoc
cgacagatga
tggggggaag

tetgogtaga

9840

95300

%60

10020

10080

10140

10200

10260

10320

10380

10440

10500

10560

10620

10680

10740

10800

10860

10320

10980

11040

11100

11160

11220

11280

11340

11400

11460

11500



<213>

<220>
<223>

<400> 4
agattcgaag

cattccgege
acttgtcegg
cttattcaca
gcaggcaatt
attcagatcg
cttttacgac
gtctactcca
caacaaaggg
atcaaaagga
aaggctatcg
aggagcatcg
gatatctcca
tctatataag
agaagaagtc
aaaaccaggt
tgatcgaact
acatccgttce
catacatgga
aagaacgtgt
accaagcttt
acaacctggt
gtggtaaatg
ctttcacttt
actgttacgt
tgatcttcta
acactatctc
accagtctct

tcccagataa

Artificial

vector

ctcggtcceceg
tcaagatggce
tgaaatgggce
cgcgacaaat
ggtacctacg
aggatctaac
tcaatgacaa
agaatatcaa
taatatcggg
cagtagaaaa
ttcaagatgc
tggaaaaaga
ctgacgtaag
gaagttcatt
caaaaccatg
aatgaacctg
gaacatcgaa
tcgtgatgaa
ccacgtatgt
taaccacctg
caacaaactg
tgaaaactac
ggattacaac
cgaagaagta
aaaaatcaac
caacctgatc
ctccgaaact

ctctacaaat

gggaattagg
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tgggtgttct
ttcececectegg
tgcactccaa
tacaacggta
tatgcatggc
agaactcgcce
gaagaaaatc
agatacagtc
aaacctcctce
ggaaggtggce
ctctgccgac
agacgttcca
ggatgacgca
tcatttggag
gctaaacccc
ggtccgaact
cagttcgaag
ggtaaaacct
ctgctgtacg
ggtaacctgg
gctaacctgt
ctgaccccga
aaaaactcta
gaatacctgg
aaaaacaaac
aaaccgtacc
ttcctgaaat
ctatctctcet

gttcctatag

gtecgtctegt
cagttcatca
cagaaacaat
tatatcctge
gcgccatatg
gtgaagactg
ttcgtcaaca
tcagaagacc
ggattccatt
acctacaaat
agtggtccca
accacgtctt
caatcccact
aggactcgag
ccaagaagaa
ctaaactgct
caggtatcgg
actgtatgca
atcagtgggt
taatcacctg
tcatcgttaa
tgtctctgge
ccaacaaatc
ttaagggtct
cgatcatcta
tgatcccgea
agggctagca
ctattttcte

ggtttcgcte

39

tgtacaacga
gggctaaatc
caaacaaaca
cagtactcgg
caccatacat
gcgaacagtt
tggtggagca
aaagggctat
gcccagctat
gccatcattg
aagatggacc
caaagcaagt
atccttegea
aattaagcaa
gcgcaaggtt
gaaagaatac
tctgatcctg
gttcgagtgg
actgtccccg
gggcgcccag
caacaaaaaa
atactggttc
gatcgtactg
gcgtaacaaa
catcgattct
gatgatgtac
agcttggaca
cataataatg

atgtgttgag

aatccattcc
aatctagccg
tacacagcga
ccgtecgacct
ggagtcaaaa
catacagagt
cgacactctc
tgagactttt
ctgtcacttce
cgataaagga
cccacccacg
ggattgatgt
agacccttcce
aagaagaaga
aacatcaaaa
aaatcccagce
ggtgatgctt
aaaaacaaag
ccgcacaaaa
actttcaaac
accatcccga
atggatgatg
aacacccagt
ttccaactga
atgtcttacc
aaactgccga
cgctgaaatc
tgtgagtagt

catataagaa

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740



acccttagta
aaccaaaatc
tactctagag
ctttgecacce
taatttccat
aacggagtga
cagtcgatcc
ttgaacgcag
tagtaaagcc
taacaagaaa
acgcttaaaa
ttagtgcatc
gttagacatt
tccaactgat
gcttcaagta
acatccttceg
actacatttce
tttagcgect
cctaccaagg
atcgtggcectg
agttcgeget
tctacagcge
atcaaagctc
tcactgtgtg
gtcggttcga
gcgatcaccg
acatcgttgce
gatgcccgag
actgecgeegt
cgctacttge

atccgtttece

tgtatttgta
cagtactaaa
cgatcgecat
ggtggagctt
tgagaactga
tccacatggg
gtgagatcag
gtacaatcga
ctcgctagat
aagccagcct
ataataaaag
taacgcttga
atttgccgac
ctgcgegega
tgacgggctg
gcgegatttt
gctcatcgece
caaatagatc
caacgctatg
gctcgaagat
tagctggata
ggagaatctc
gccgegttgt
gcttcaggcecce
gatggcgcetce
cttcectcat
tgctccataa
gcatagactg
taccaccget
attacagctt

acggtgtgeg
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tttgtaaaat
atccagatca
ggagccattt
gcatgttggt
gccatgtgceca
acttttaaac
ccgacgcacce
gccgacgtte
tttaatgcgg
ttcatgatat
cagacttgac
gttaagccgce
taccttggtg
ggccaagcga
atactgggcce
gcecggttact
agcccagtcg
ctgttcagga
ttctettget
acctgcaaga
acgccacgga
gctctetceca
ttcatcaagc
gccatccact
gatgacgcca
gatgtttaac
catcaaacat
taccccaaaa
gcgtteggte
acgaaccgaa

tcacccggcea

acttctatca
tgcatggtac
acaattgaat
ttctacgcecag
cctteeecce
atcatcegtce
gggcaggcge
acggtaccgg
atgttgcgat
atctcccaat
ctgatagttt
gccgcgaage
atctcgecett
tcttettett
ggcaggcgcet
gcgctgtace
ggcggcgagt
accggatcaa
tttgtcagca
atgtcattgce
atgatgtcgt
ggggaagccg
cttacggtca
gcggagccgt
actacctctg
tttgttttag
cgacccacgg
aaacagtcat
aaggttctgg
caggcttatg

accttgggca
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ataaaatttc
agcggccgeg
atatcctgece
aactgagccg
aacacggtga
ggatggcgtt
gcaacacgat
aacgaccaag
tacttcgcecca
ttgtgtaggg
ggctgtgagce
ggcgtegget
tcacgtagtg
gtccaagata
ccattgccca
aaatgcggga
tccatagegt
agagttcctce
agatagccag
gctgeccattce
cgtgcacaac
aagtttccaa
ccgtaaccag
acaaatgtac
atagttgagt
ggcgactgcc
cgtaacgcge
aacaagccat
accagttgceg
tccactgggt

gcagcgaagt

taattcctaa
ttaacgcgta
gcegetgeeg
gttaggcaga
gcgacggggce
gcgagagaag
cgcaaagtat
caagctagcet
actattgcga
cttattatgce
aattatgtgce
tgaacgaatt
gacaaattct
agcctgtcta
gtcggecageg
caacgtaagce
taaggtttca
cgececgetgga
atcaatgtcg
tccaaattge
aatggtgact
aaggtcgttg
caaatcaata
ggccagcaac
cgatacttcg
ctgctgegta
ttgctgettg
gaaaaccgcc
tgagcgcata
tcgtgectte

cgaggcattt

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600



ctgtcctgge
gccttgetgt
gaagacctcg
tccteggttt
gacgcgttta
tcgtgaagaa
agtgagggag
cttttgettt
ctcagcaaaa
tgccagtgtt
aactgcaatt
aatgaaggag
gcgattccga
ttatcaagtg
tgcatttcectt
gcatcaacca
ttaaaaggac
tcaacaatat
gggatcgcag
ggaagaggca
gcaacgctac
cgatagattg
tcagcatcca
ctcataacac
atatttttat
ataaatcgaa
cgttcegtgg
atcaaccgtg
tcagcaacac
gtgctggtca
tggatttcga

tgatgttacc

tggcgaacga
tcttctacgg
gcegteeggg
tctggaagge
atgaccagca
ggtgttgcetg
ccacggttga
gccacggaac
gttcgattta
acaaccaatt
tattcatatc
aaaactcacc
ctcgtccaac
agaaatcacc
tccagacttg
aaccgttatt
aattacaaac
tttcacctga
tggtgagtaa
taaattccgt
ctttgcecatg
tcgcacctga
tgttggaatt
ccecttgtatt
cttgtgcaat
cttttgctga
caaagcaaaa
gctececctcac
cttcttcacg
ttaaacgcgt
tcacggcacg

cgagagcttg
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gcgcaaggtt
caagtgctgt
cgcttgeegg
gagcatcgtt
cagtcgtgat
actcatacca
tgagagcttt
ggtctgegtt
ttcaacaaag
aaccaattct
aggattatca
gaggcagttc
atcaatacaa
atgagtgacg
ttcaacaggce
cattcgtgat
aggaatcgaa
atcaggatat
ccatgcatca
cagccagttt
tttcagaaac
ttgcccgaca
taatcgegge
actgtttatg
gtaacatcag
gttgaaggat
gttcaaaatc
tttctggcetg
aggcagacct
cgacggatca
atcatcgtge

gcacccagece

tcggtctcca
gcacggatct
tggtgctgac
tgttecgeccca
ggcaaggtca
ggcctgaatc
gttgtaggtg
gtcgggaaga
ccgeegteee
gattagaaaa
ataccatatt
cataggatgg
cctattaatt
actgaatccg
cagccattac
tgcgectgag
tgcaaccgge
tcttctaata
tcaggagtac
agtctgacca
aactctggceg
ttatcgcgag
ctcgagcaag
taagcagaca
agattttgag
cagatcacgce
accaactggt
gatgatgggg
cagcgctatt
gtgagggttt
gggagggcaa

tgcgcgageca

41

cgcatcgtca
gcecctggett
cccggatgaa
gcttectgtat
gaatagcgcect
gccccatcat
gaccagttgg
tgcgtgatct
gtcaagtcag
actcatcgag
tttgaaaaag
caagatcctg
tccectegte
gtgagaatgg
gctecgtecate
cgagacgaaa
gcaggaacac
cctggaatge
ggataaaatg
tctcatectgt
catcgggctt
cccatttata
acgtttcceg
gttttattgt
acacaacgtg
atcttcccga
ccacctacaa
cgattcaggc
ctgaccttge
gcaactgcgg
gggctccaag

gggatcgatc

ggcattggeg
caggagatcg
gtggttcgeca
ggaacgggtce
gaggtctgce
ccagccagaa
tgattttgaa
gatccttcaa
cgtaatgctc
catcaaatga
ccegtttetgt
gtatcggtct
aaaaataagg
caaaagttta
aaaatcactc
tacgecggcetg
tgccagcegeca
tgtttttceg
cttgatggtc
aacatcattg
cccatacaat
cccatataaa
ttgaatatgg
tcatgatgat
gctttgttga
caacgcagac
caaagctctc
ctggtatgag
catcacgact
gtcaaggatc
gatcgggcecct

caacccctcee

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460

5520



gctgctatag
cgcacaagtc
tcgegtgttt
tgaacaagag
acttgaccaa
agatcaccgg
ctggcgacgt
tggacattgc
gggccgacac
agttcgagcg
gaggcgtgaa
agctgatcga
gctcgaccct
ggcgcggtge
atgaacgcca
cattaccgaa
gcacgtctca
ggcctggecg
tgtatttgag
taaacaaata
tcaggcaaga
gttctgttag
gatcaaccgce
atcggccgge
tccgegatca
tgggccaccg
ctacaagcgg
gccgaggcege
agctacccag
gctgeceegeg

gaggtaaaga

tgcagtcgge
ctaagttacg
tagtcgcata
cgccgecgcet
ccaacgggcce
caccaggcgce
tgtgacagtg
cgagcgcatc
caccacgccg
ttccctaatce
gtttggceccc
ccaggaaggc
gtaccgecgca
cttcegtgag
agaggaacaa
gagatcgagg
accgtgegge
gccagcttgg
taaaacagct
cgcaagggga
cgaccatcge
tcgattececga
taaccgttgt
gcgacttegt
aggcagccga
ccgacctggt
cctttgtegt
tggccgggta
gcactgececge
aggtccaggce

gaaaatgagc
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ttctgacgtt
cgacaggctg
aagtagaata
ggcctgetgg
gaactgcacg
gaccgcccgg
accaggctag
caggaggccg
gccggccgea
atcgaccgca
cgccctacce
cgcaccgtga
cttgagcgca
gacgcattga
gcatgaaacc
cggagatgat
tgcatgaaat
ccgctgaaga
tgcgtcatge
acgcatgaag
aacccatcta
tcceccaggge
cggcatcgac
agtgatcgac
cttegtgetg
ggagctggtt
gtegegggeg
cgagctgceccce
cgccggcaca
gctggeecget

aaaagcacaa

cagtgcagcc
ccgecctgece
cttgcgacta
gctatgececeg
cggccggetg
agctggccag
accgcctgge
gcgegggect
tggtgttgac
cccggagegg
tcaccecegge
aagaggcggce
gcgaggaagt
ccgaggccga
gcaccaggac
cgcggceggg
cctggeeggt
aaccgagcgce
ggtcgctgeg
gttatcgctg
gcccgegece
agtgcccgeg
cgcccgacga
ggagcgcccce
attccggtge
aagcagcgca
atcaaaggca
attcttgagt
accgttcttg
gaaattaaat

acacgctaag
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gtcttctgaa
ctttteectgg
gaaccggaga
cgtcagcacc
caccaagctg
gatgcttgac
ccgcagcace
gcgtagectg
cgtgttcgece
gcgcgaggcec
acagatcgcg
tgcactgett
gacgcccacce
cgcectggeg
ggccaggacg
tacgtgttcg
ttgtctgatg
cgccgtctaa
tatatgatgc
tacttaacca
tgcaactcgce
attgggcgge
ttgaccgega
aggcggcgga
agccaagccc
ttgaggtcac
cgcgcatcegg
cccgtatcac
aatcagaacc
caaaactcat

tgccggeegt

aacgacatgt
cgttttettg
cattacgcca
gacgaccagg
ttttccgaga
cacctacgcce
cgcgacctac
gcagagccgt
ggcattgececg
gccaaggccce
cacgcccgceg
ggcgtgcatc
gaggccaggce
gccgccgaga
aaccgttttt
agccgcccge
ccaagctggce
aaaggtgatg
gatgagtaaa
gaaaggcggg
cggggccgat
cgtgcgggaa
cgtgaaggcc
cttggctgtg
ttacgacata
ggatggaagg
cggtgaggtt
gcagcgegtg
cgagggcgac
ttgagttaat

ccgagcgeac

5580

5640

5700

5760

5820

5880

5940

6000

6060

6120

6180

6240

6300

6360

6420

6480

6540

6600

6660

6720

6780

6840

6900

6960

7020

7080

7140

7200

7260

7320

7380



gcagcagcaa
actttcagtt
agaccattac
gaataaatga
ccaggcaccg
agcggctggg
gcgtgacggt
ggtggagaag
ccccggtgaa
ggcagccggt
cgttcecgatg
tttcegtetg
cgggcacgta
ggtactgatg
agacaagccc
agccgatgge
gcacgttgcce
gggtgaagcc
catcgagatc
cgtgctgacg
ccgectggea
cgaacgcagt
cgggtcaaat
cctagtcatg
ggagcagatg
tgtggatagce
tgggaaccca
gaaaaaaggc
cctggectgt
cctteggteg
ccgcectcaaaa

gtcgeccacte

ggctgcaacg
gccggcggag
cgagctgcta
gtagatgaat
acgccgtgga
ttgtctgeceg
cgcaaaccat
ttgaaggccg
tecgtggcaag
gcgecegtega
ctctatgacg
tcgaagegtg
gaggtttccg
gcggtttecce
ggcegegtgt
ggaaagcaga
atgcagcgta
ttgattagcc
gagctagcectg
gttcacccceg
cgccegegecg
ggcagcgcecg
gacctgcecgg
cgctaccgea
ctagggcaaa
acgtacattg
aagccgtaca
gatttttcceg
gcataactgt
ctgegeteece
atggctggece

gaccgecegge
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ttggccagece
gatcacacca
tctgaataca
tttagcggcet
atgcccceatg
gccctgeaat
ccggececcggt
cgcaggccge
cggecegcetga
ttaggaagcc
tgggcaccceg
accgacgagce
cagggccgge
atctaaccga
tccgtecaca
aagacgacct
cgaagaaggc
gctacaagat
attggatgta
attacttttt
caggcaaggce
gagagttcaa
agtacgattt
acctgatcga
ttgcectage
ggaacccaaa
ttgggaaccg
cctaaaactc
ctggeccageg
tacgecececcege
tacggccagg

gcccacatca

tggcagacac
agctgaagat
tcgegeaget
aaaggaggcg
tgtggaggaa
ggcactggaa
acaaatcggce
ccagcggcaa
tcgaatccge
gcccaagggce
cgatagtcge
tggcgaggtg
cggcatggece
atccatgaac
cgttgeggac
ggtagaaacc
caagaacggc
cgtaaagagc
ccgegagatce
gatcgatccce
agaagccaga
gaagttctgt
gaaggaggag
gggcgaagca
aggggaaaaa
gccgtacatt
gtcacacatg
tttaaaactt
cacagccgaa
cgcecttegegt
caatctacca

aggcaccctg
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gccagccatg
gtacgcggta
accagagtaa
gcatggaaaa
cgggcggttg
cccccaagcec
gcggegetgg
cgcatcgagg
aaagaatccc
gacgagcaac
agcatcatgg
atccgctacg
agtgtgtggg
cgataccggg
gtactcaagt
tgcattcggt
cgcectggtga
gaaaccgggce
acagaaggca
ggcatcggcece
tggttgttca
ttcaccgtge
gcggggcagg
tcegeeggtt
ggtcgaaaag
gggaaccgga
taagtgactg
attaaaactc
gagctgcaaa
cggcctateg
gggcgcggac

cctecgegegt

aagcgggtca
cgccaaggca
atgagcaaat
tcaagaacaa
gccaggcgta
cgaggaatcg
gtgatgacct
cagaagcacg
ggcaaccgcce
cagatttttt
acgtggeccgt
agcttccaga
attacgacct
aagggaaggg
tctgeceggeg
taaacaccac
cggtatccga
ggccggagta
agaacccgga
gttttctcta
agacgatcta
gcaagctgat
ctggcecegat
cctaatgtac
gtctetttcee
acccgtacat
atataaaaga
ttaaaacccg
aagcgcectac
cggccgetgg
aagccgcgec

ttcggtgatg

7440

7500

7560

7620

7680

7740

7800

7860

7920

7980

8040

8100

8160

8220

8280

8340

8400

8460

8520

8580

8640

8700

8760

8820

8880

8940

9000

9060

9120

9180

9240

9300



acggtgaaaa
atgccgggag
cagccatgac
agagcagatt
gagaaaatac
cgtteggetg
atcaggggat
taaaaaggcc
aaatcgacgce
tcececeetgga
gtcegeettt
cagttcggtg
cgaccgctge
atcgccactg
tacagagttc
ctgcgctcetg
acaaaccacc
aaaaggatct
tgggcttaca

gce

cctctgacac
cagacaagcc
ccagtcacgt
gtactgagag
cgcatcagge
cggcgagcgg
aacgcaggaa
gcgttgctgg
tcaagtcaga
agctcccetceg
ctcecttegg
taggtcgttce
gccttatcecg
gcagcagcca
ttgaagtggt
ctgaagccag
gctggtageg
caagaagatc

tggcgatagce
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atgcagctcce
cgtcagggcg
agcgatagceg
tgcaccatat
gctecttecge
tatcagctca
agaacatgtg
cgtttttcca
ggtggcgaaa
tgecgetcetcee
gaagcgtggce
gctccaaget
gtaactatcg
ctggtaacag
ggcctaacta
ttaccttecgg
gtggtttttt
cggaaaacgc

tagactgggc

cggagacggt
cgtcagcggg
gagtgtatac
gcggtgtgaa
ttcctegete
ctcaaaggcg
agcaaaaggc
taggctcecge
cccgacagga
tgtteccgacce
gctttctcecat
gggctgtgtg
tcttgagtce
gattagcaga
cggctacact
aaaaagagtt
tgtttgcaag
aagcgcaaag

ggttttatgg
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cacagcttgt
tgttggcggg
tggcttaact
ataccgcaca
actgactcge
gtaatacggt
cagcaaaagg
cceccctgacg
ctataaagat
ctgcegetta
agctcacgcet
cacgaacccce
aacccggtaa
gcgaggtatg
agaaggacag
ggtagctctt
cagcagatta
agaaagcagg

acagcaagcg

ctgtaagcgg
tgtcggggeg
atgcggcatc
gatgcgtaag
tgcgcteggt
tatccacaga
ccaggaaccg
agcatcacaa
accaggcgtt
ccggatacct
gtaggtatct
ccgttcagece
gacacgactt
taggcggtge
tatttggtat
gatccggcaa
cgcgcagaaa
tagcttgeag

aaccggaatt

9360

9420

9480

9540

9600

9660

9720

9780

9840

9300

9960

10020

10080

10140

10200

10260

10320

10380

10440

10443
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REIVINDICACIONES

1. Un método para modificar el genoma de una célula de planta de algoddn en un sitio predefinido, que comprende
las etapas de

a. inducir una rotura de ADN de doble cadena en la vecindad de o en dicho sitio predefinido,
induciéndose dicha rotura de la doble cadena mediante la introduccién en dicha célula de una
enzima endonucleasa de escision rara que reconoce una secuencia de reconocimiento en la
vecindad de o en dicho sitio predefinido;

b. seleccionar una célula vegetal en la que dicha rotura de ADN de doble cadena se ha reparado
dando como resultado una modificacion en el genoma en dicho sitio preseleccionado, en el que
dicha modificacion se selecciona de

i. un reemplazo de al menos un nucleétido;

ii. una delecién de al menos un nucleétido;

iii. una insercion de al menos un nucleétido; o
iv. cualquier combinacion de i.-iii.;

caracterizado por que dicha célula esta comprendida dentro del callo embriogénico quebradizo, en donde dicho callo
embriogénico quebradizo se ha mantenido en condiciones de luz tenue y en un medio que comprende carbono
activo, en donde dichas condiciones de luz tenue implican una intensidad de aproximadamente 1 a 7 umol m?s” con
un fotoperiodo de aproximadamente 16 horas de luz/8 horas de oscuridad.

2. El método de la reivindicacion 1, en el que dicho callo embriogénico quebradizo se ha mantenido bajo condiciones
de luz tenue y en un medio que comprende carbono activo durante aproximadamente 2 a 4 meses.

3. El método de la reivindicacion 1 o 2, en el que dicha enzima endonucleasa se introduce en dicha célula mediante
la administracion a dicha célula de una molécula de ADN que codifica dicha enzima endonucleasa.

4. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1-3, en el que antes de la etapa b. se suministra una
molécula de ADN reparador extraino a dicha célula, utilizandose dicha molécula de ADN reparador extrafio como un
molde para la reparacion de dicha rotura de ADN de doble cadena.

5. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1-4, en el que dicho callo embriogénico se incuba en medio
sin hormonas.

6. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1-5, en el que dicho callo embriogénico se incuba durante 1 a
4 dias en un medio no selectivo durante o después de dicha introduccién de dicha enzima endonucleasa.

7. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 3-6, en el que dicha administracion de ADN se realiza
mediante bombardeo con particulas o utilizando Agrobacterium.

8. El método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 3-7, en el que dicho ADN reparador extrafio
comprende al menos una secuencia de nucleétidos flanqueante que tiene suficiente homologia con la regién de ADN
aguas arriba o aguas abajo de dicho sitio predefinido para permitir la recombinacion con dicha regién de ADN aguas
arriba o aguas abajo, en el que dicho ADN reparador extrafio comprende dos secuencias de nucledtidos
flanqueantes situadas en extremos opuestos de dicho ADN extrafio, teniendo una de dichas secuencias de
nucledtidos flanqueantes suficiente homologia con la region de ADN aguas arriba de dicho sitio predefinido, teniendo
la otra secuencia de nucleédtidos flanqueante suficiente homologia con la secuencia aguas abajo de dicho sitio
predefinido para permitir la recombinacion entre dichas secuencias de nucleodtidos flanqueantes y dichas regiones de
ADN aguas arriba y aguas abajo.

9. El método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 4-8, en el que dicho ADN reparador extrafio
comprende un gen marcador seleccionable.

10. El método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 4-9, en el que dicho ADN extrafio comprende
un gen de interés expresable en plantas.

11. El método de acuerdo con la reivindicacion 10, en el que dicho gen expresable en plantas se selecciona del
grupo de un gen de tolerancia a herbicidas, un gen de resistencia a insectos, un gen de resistencia a enfermedades,
un gen de resistencia al estrés abiotico, un gen que codifica una enzima implicada en la biosintesis de aceite o la
biosintesis de hidratos de carbono, un gen que codifica una enzima implicada en la resistencia de las fibras o la
longitud de las fibras, un gen que codifica una enzima implicada en la biosintesis de metabolitos secundarios.

12. El método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 4-7, en el que dicho ADN extrafio consiste en
dos secuencias de nucleétidos flanqueantes, teniendo una de dichas secuencias de nucledtidos flanqueantes
suficiente homologia con la region de ADN aguas arriba de dicho sitio predefinido, teniendo la otra secuencia de
nucledtidos flanqueante suficiente homologia con la secuencia aguas abajo de dicho sitio predefinido para permitir la
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recombinacion entre dichas secuencias de nucledétidos flanqueantes y dichas regiones de ADN aguas arriba y aguas
abajo.

13. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1-3 o 5-7, en el que dicho sitio preseleccionado esta
flanqueado por dos regiones con suficiente homologia para la recombinacion entre si.

14. El método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 13, en el que dicha célula de la planta de
algoddn se regenera adicionalmente en una planta de algodén.

46



ES 2 657 825 T3

td &d
—_— lf—

llill m.‘m_.._ D R + --ll+ mﬂgm EENEEE
td £d

|'.. T
R ONNNNTNNN\ ST 7o

£d

-—

w&wnm *-ll-l

L eanbig

Zezalld

Lhipord

47



ES 2 657 825 T3

Z eanbi4

sdsda

sdsds

# ------ __

sdsda

gezg|Ld

----- L1AaoLd

48



	Primera Página
	Descripción
	Lista de Secuencias

	Reivindicaciones
	Dibujos

