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DESCRIPCION

Identificacion y caracterizacion del grupo de genes de biosintesis de espinactina procedente de Saccharopolyspora
spinosa productora de espinosina

Reivindicacion de prioridad

Esta aplicacion reivindica el beneficio de la Solicitud de Patente Provisional de los EE.UU. con n° de Serie
61/580.947, presentada el 28 de diciembre de 2011, titulada “IDENTIFICATION AND CHARACTERIZATION OF
THE SPINACTIN BIOSYNTHESIS GENE CLUSTER FROM SPINOSYN-PRODUCING SACCHAROPOLYSPORA
SPINOSA”.

Campo técnico

La presente descripcion se refiere de forma general a métodos para producir espinosina con bajo contenido de
impurezas y a espinactina y su biosintesis.

Antecedentes

Tal como se describe en la Patente de EE.UU. n° 5.362.634, el producto de fermentacién A83543 es una familia de
compuestos relacionados producidos por Saccharopolyspora spinosa. Los miembros conocidos de esta familia han
sido referidos como factores o componentes, y a cada uno de ellos se le ha asignado una designacion de letra
identificadora. Estos compuestos se denominan en la presente memoria espinosina A, B, etc. Los compuestos de
espinosina son utiles para controlar aracnidos, nematodos e insectos, en particular, de las especies Lepidoptera y
Diptera, son bastante benignos para el medioambiente y presentan un perfil toxicoldgico atractivo.

Los compuestos de espinosina producidos de forma natural consisten en un sistema de anillos 5,6,5-triciclico,
condensado con una lactona macrociclica de 12 miembros, un azucar neutro (rhamnosa) y un amino azucar
(forosamina) (véase Kirst et al. (1991)). Si no esta presente el amino azucar, los compuestos han sido referidos
como seudoaglicona de A, D, etc., y si el azGcar neutro no esta presente, entonces los compuestos han sido
referidos como seudoaglicona inversa de A, D, etc. Una nomenclatura mas preferida es referirse a las
seudoagliconas como espinosina A 17-Psa, espinosina D 17-Psa, etc., y a las seudoagliconas inversas como
espinosina A 9-Psa, espinosina D 9-Psa, etc.

Los compuestos de espinosina producidos de forma natural pueden ser producidos mediante fermentacion a partir
de cultivos NRRL 18395, 18537, 18538, 18539, 18719, 18720, 18743 y 18823. Estos cultivos han sido depositados y
separados de la coleccion de reservas de cultivo del “Midwest Area Northern Regional Research Center”, del
“Agricultural Research Service” del Departamento de Agricultura de los Estados Unidos, 1815 North University
Street, Peoria, Ill., 61604. Pan et al (J. Bacteriology 2011, p. 3150-3151) describen el primer borrador de secuencia
genomica del tipo de cepa de Saccharopolyspora spinosa NRRL 18395.

La Patente de EE.UU. n°® 5.362.634 y la correspondiente Solicitud de Patente Europea n° 375316 A1 se refieren a
las espinosinas A, B, C, D, E, F, G, Hy J. Se dice que estos compuestos son producidos cultivando una cepa del
nuevo microorganismo de Saccharopolyspora spinosa seleccionada entre NRRL 18395, NRRL 18537, NRRL 18538
y NRRL 18539.

La Patente WO 93/09126 se refiere a las espinosinas L, M, N, Q, R, S y T. En ella también se discuten dos cepas
productoras de la espinosina J: NRRL 18719 y NRRL 18720, y una cepa que produce las espinosinas Q, R, Sy T:
NRRL 18823.

La Patente WO 94/20518 y la Patente de EE.UU. n° 5.670.486 se refieren a las espinosinas K, O, P, U,V,WeY,ya
derivados de las mismas. También se discute la cepa productora de espinosina K, NRRL 18743.

La Patente WO 03/070908 describe una policétido sintasa de espinosina hibrida capaz de funcionar en
Saccharopolyspora spinosa para producir una espinosina bioldgicamente activa. La policétido sintasa hibrida
comprende un modulo de carga heterdlogo asociado operativamente a una pluralidad de médulos extensores de
Saccharopolyspora spinosa.

Uno de los retos para producir compuestos de espinosina surge del hecho de que se requiere un volumen de
fermentacion muy grande para producir una cantidad muy pequefia de espinosinas. Es altamente deseable
incrementar la eficiencia de la produccion de espinosinas y de este modo mejorar la disponibilidad de las
espinosinas, a la vez que se reducen sus costes.

Otro reto es la produccion de compuestos de espinosina mediante métodos que reduzcan o eliminen impurezas, y
que no presenten efectos negativos sobre los niveles de produccion de espinosinas.

Descripcion

Un aspecto de la invencién incluye un método para producir una cepa productora de espinosina de
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Saccharopolyspora spinosa; método que comprende:

modificar una molécula de acido nucleico que comprende una secuencia de nucleétidos que presenta una
identidad de al menos 90% con respecto a SEQ ID NO: 1 mediante mutacion de gen dentro de dicha secuencia
de nucledtidos, de tal modo que el gen deja de expresar una proteina funcional; y de tal modo que la cepa
mutada produce menos cantidad de un compuesto de Férmula (1)
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que la producida en la cepa antes de la mutacion del gen.

Dicha secuencia modificada puede dar como resultado una molécula de acido nucleico que codifica una espinosina
que sintetiza un policétido diferente de los policétidos sintetizados por una cepa productora de espinosina nativa. En
una realizacion, la secuencia de nucleétidos es SEQ ID NO: 2. En una realizacion, la cepa productora de espinosina
produce espinosina J y L. En una realizacion, la mutacion de la secuencia de nucleétidos comprende introducir una
eliminacién o un codén de parada.

Otro aspecto se refiere a una célula de la cepa productora de espinosina de S. spinosa obtenida mediante el método
del aspecto anterior, en donde la célula comprende una molécula de acido nucleico que comprende una secuencia
de nucleotidos que tiene al menos un 90% de identidad con respecto a SEQ ID NO: 1 y que comprende una
mutacion en un gen en dicha secuencia de nucledtidos, de tal forma que el gen deje de expresar una proteina
funcional, y en donde la célula produce menos del compuesto de Férmula (1) de lo que se producia en una célula de
la misma cepa antes de la mutaciéon del gen.

Otra realizacion incluye un método del aspecto anterior, que comprende:

(i) proporcionar una molécula de acido nucleico que comprende el gen mutado ligado operativamente a al menos
una secuencia reguladora de la transcripcion; en donde el gen es seleccionado del grupo que consiste en
proteina de unién a sustrato de transportador ABC; permeasa de transportador ABC de aminoacido;
transportador de resistencia a farmaco de la familia EmrB QacA; monooxigenasa; NRPS1; NRPS2; un gen
localizado entre NRPS1 y NRPS2 en el genoma de S. spinosa; tiazolinil imida reductasa; tioesterasa;
metiltransferasa; pabAB; un regulador transcripcional; Acil-CoA sintasa; N-metiltransferasa; piridoxamina 5'-
fosfato oxidasa; 2,3-dihidrobenzoato-AMP ligasa; y aminotransferasa;

(i) introducir la molécula de acido nucleico en una poblacién de células receptoras de tal modo que la secuencia
de nucledtidos se integra de forma estable en el genoma; en donde la célula mantiene la producciéon de
espinosina; y

(iii) cribar la célula receptora en funcién de una produccion reducida del compuesto de Férmula (I) que se
producia en una célula de la misma cepa antes de la mutacién del gen.

Determinadas realizaciones incluyen un método para producir una mezcla de espinosinas. El método incluye:
proporcionar un cultivo de al menos un organismo de Saccharopolyspora spinosa que comprende un medio para
alterar la biosintesis de espinactina; cultivar al menos un organismo de S. spinosa en condiciones de fermentacion; y
obtener una mezcla de espinosinas a partir del cultivo de fermentacién de S. spinosa. En otra realizacion, un método
para producir espinosinas incluye: proporcionar un organismo de Saccharopolyspora spinosa modificado preparado
segun el método anteriormente mencionado; y cultivar el organismo en condiciones de fermentacion, produciendo de
este modo al menos una espinosina.
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En la presente memoria también se describe un compuesto que tiene la férmula (1):
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o una sal o N-6xido del mismo. También se describe en la presente memoria un método para aislar el compuesto de
férmula (1) que incluye: cultivar una cepa de Saccharopolyspora spinosa, NRRL 18395, en condiciones de
fermentacion; obtener un material técnico que comprende metabolitos secundarios procedentes del cultivo de
fermentacion de S. spinosa; formar una suspension del material técnico en una disolucién que comprende metanol y
agua en cantidades iguales (1:1); y filtrar la suspension, de tal modo que se forme un filtrado que comprende una
cantidad enriquecida del compuesto; y separar a continuacién el compuesto (I) de los factores de espinosina
mediante cromatografia liquida preparativa.

Las anteriores caracteristicas, y otras, seran mas evidentes a partir de la siguiente descripcion detallada de varias
realizaciones, que se realiza en referencia a las figuras acompafantes.

Breve descripcion de las figuras
Figura 1: incluye una representacion de la estructura quimica de la espinactina.

Figura 2: incluye el diagrama de modelacion molecular “Oak Ridge Thermal Ellipsoid Plot Program” (ORTEP)
correspondiente a espinactina determinado a partir de datos de cristalografia de rayos X.

Figura 3: incluye un mapa fisico anotado del grupo de genes de espinactina putativo identificado a partir del contig
261 de la secuencia genémica de la cepa NRRL 18395 de S. spinosa.

Figura 4: incluye una ilustracion de contig 261 que consiste en el grupo de genes de espinactina putativo de la
secuencia genomica de S. spinosa que se muestra en relacion a los tres clones césmidos identificados con sus
respectivos insertos. Se muestra la localizacion del fragmento parcial de tiazolinil imida reductasa; que sirvi6 como
sonda en la estrategia de cribado.

Figura 5: incluye una ilustraciéon del mapa de plasmido de pCR81GWITopo_aac(3)-attB.

Figura 6: incluye una ilustracion de la eliminacion de un fragmento de 7,6 kb del grupo de genes de espinactina en el
clon de césmido 4G15, que fue producida usando “Redirect Recombineering Technology ™”.

Listado de secuencias

Las secuencias de acido nucleico incluidas en el listado de secuencias acompafiante se muestran usando las
abreviaturas estandar para las bases de nucleétidos, tal como se define en 37 C.F.R. § 1.822. Solo se muestra una
cadena de cada secuencia de acido nucleico, pero se entiende que la cadena complementaria esta incluida en
cualquier referencia a la cadena mostrada. En el listado de secuencias acompanante:

SEQ ID NO: 1, proporciona una secuencia de polinucleétido del contig 261 del genoma de S. spinosa;
SEQ ID NO: 2, proporciona una secuencia de polinucleétido del gen NRPST;

SEQ ID NO: 3, proporciona una secuencia de polinucleétido de la secuencia de nucleotidos de 412 pb que contiene
un fragmento de la secuencia codificadora de tiazolinil imida reductasa;

SEQ ID NO: 4, proporciona una secuencia de polinucleétido de un cebador directo de amplificaciéon por PCR;
SEQ ID NO: 5, proporciona una secuencia de polinucleétido de un cebador inverso de amplificacion por PCR;

SEQ ID NO: 6, proporciona una secuencia de polinucleétido de un fragmento que contiene el sitio de union $C31 de
actinofago (aftB) de Streptomyces lividans. Los sitios enzimaticos de restriccion BamHI y Ndel fueron afadidos en
los extremos 5’ y 3', respectivamente;
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SEQ ID NO: 7, proporciona una secuencia de polinucleétido de cebador2 directo, un cebador de amplificacion por
PCR;

SEQ ID NO: 8, proporciona una secuencia de polinucleétido de cebador2 inverso, un cebador de amplificacion por
PCR;

SEQ ID NO: 9, proporciona una secuencia de polinucleétido de plasmido pCR8/GWITOPQO_aac(3)-attB;

SEQ ID NO: 10, proporciona una secuencia de polinucleétido de cebador3 directo, un cebador de amplificacion por
PCR, las secuencias subrayadas se hibridan con la casete aac(3)-attB, las secuencias no subrayadas son del gen
de tiazolinil imida reductasa;:

TCGACGGCCTGCTGCGCCGCATCCTCAACCAGCCGACAATGTAGGCTG GAGCTGCTTGC;

SEQ ID NO: 11, proporciona una secuencia de polinucleétido de cebador3 inverso, un cebador de amplificaciéon por
PCR, las secuencias subrayadas se hibridan con la casete aac(3)-attB, las secuencias no subrayadas son del gen
de tiazolinil imida reductasa;:

AACGCACCGCGCAGGCGCTGCGCGACGGATGGTTGAACACATATGGTC GACATGCCCGC; y

SEQ ID NO: 12, proporciona una secuencia de polinucleétido de unién donde el gen de tiazolinil imida reductasa; fue
eliminado del clon cosmido 4G 15, segun se confirmé mediante secuenciamiento de ADN.

Modo(s) para llevar a cabo la invencion

Los genes biosintéticos de espinosina y los ORFs relacionados fueron clonados y se determiné la secuencia de ADN
de cada uno de ellos. Los genes y ORFs clonados se designan en la presente memoria como spnA, spnB, spnC,
spnD, spnE, spnF, spnG, spnH, spnl, spnd, spnK, spnL, spnM, spnN, spnO, spnQ, spnR, spnS, ORFL15, ORFL16,
ORFR1, ORFR2, S. spinosa gtt, S. spinosa gdh, S. spinosa epi, y S. spinosa kre.

La Saccharopolyspora spinosa produce una mezcla de nueve compuestos relacionados estrechamente,
denominados colectivamente “espinosinas”. De esta mezcla, las espinosinas A y D, conocidas como spinosad, son
los componentes principales y presentan la mayor actividad contra insectos diana claves. Las espinosinas J y L, dos
de los componentes minoritarios de la mezcla de espinosinas, son los precursores del spinetoram, el insecticida de
espinosina de segunda generacion.

El spinosad es un insecticida producido por Dow AgroSciences (Indianapolis, Ind.) que esta compuesto
principalmente por aproximadamente un 85% de espinosina A y aproximadamente un 15% de espinosina D. Las
espinosinas A y D son productos naturales producidos mediante fermentacién de Saccharopolyspora spinosa, tal
como se describe en la Patente de EE.UU. n° 5.362.634. Spinosad es un ingrediente activo de varias formulaciones
de insecticidas disponibles comercialmente en Dow AgroSciences, que incluyen los productos para control de
insectos TRACER™, SUCCESS™, SPINTOR™ y CONSERVE™. Por ejemplo, el producto TRACER esta
compuesto por entre aproximadamente 44% y aproximadamente 48% de Spinosad (p/v), o aproximadamente 4
libras (1,81 kg) de Spinosad por galén (3,78 litros). Los compuestos de espinosina en formulaciones granulares y
liquidas han establecido su utilidad para el control de aracnidos, nematodos e insectos, en particular las especies
Lepidoptera, Thysanoptera y Diptera. Las espinosinas A y D también se denominan en la presente memoria
Espinosina A/D.

Spinetoram es una mezcla de 5,6-dihidro-3’-etoxi espinosina J (componente principal) y 3’-etoxi espinosina L
producida por Dow AgroSciences. La mezcla se puede preparar etoxilando una mezcla de espinosina J y espinosina
L, seguido de hidrogenacion. El enlace doble 5,6 de la espinosina J y su 3’-etoxi es hidrogenado mucho mas
facilmente que el de la espinosina L y su derivado 3’-etoxi, debido a impedimentos estéricos por el grupo metilo del
C-5 en la espinosina L y su derivado 3’-etoxi. Véase la Patente de EE.UU. n° 6.001.981. Las espinosina J y L
también se denominan en la presente memoria Espinosina J/L.

También se pueden producir nuevas espinosinas mediante mutagénesis de los genes clonados, y sustitucion de los
genes mutados por sus contrapartidas no mutadas en un organismo productor de espinosinas. La mutagénesis
puede implicar, por ejemplo: 1) eliminacion o desactivacion de un dominio de cetorreductasa, deshidratasa o enoil
reductasa (KR, DH o ER) de tal manera que una o mas de dichas funciones es bloqueada y la cepa produce una
espinosina que tiene un nucleo de lactona con un enlace doble, un grupo hidroxilo, o un grupo ceto que no esta
presente en el nucleo de la espinosina A (véase Donadio et al., 1993); 2) reemplazamiento de un dominio AT de tal
modo que se incorpora un acido carboxilico diferente en el nucleo lactona (véase Ruan et al., 1997); 3) adicion de un
dominio KR, DH o ER a un médulo PKS existente de tal modo que la cepa produce una espinosina que tiene un
nucleo lactona con un enlace saturado, un grupo hidroxilo, o un doble enlace que no esta presente en el nicleo de la
espinosina A; o 4) adicion o sustraccion de un médulo de PKS completo de tal modo que el nucleo lactona ciclico
tiene un nimero mayor o menor de atomos de carbono. Se puede crear un PKS hibrido reemplazando el domino de
carga de PKS de espinosina con carga de PKS heterdloga. Véase, p.ej., la Patente de EE.UU. n°® 7.626.010.
También se ha destacado que las espinosinas via modificacion de los azlUcares que estan unidos a la cadena
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principal de la lactona de espinosina pueden incluir modificaciones del resto rhamnosa y/o forosamina, o la union de
diferentes azlcares desoxi. El grupo de Salas en Espafia demostré que se pueden producir nuevos compuestos de
policétidos sustituyendo la molécula de azucar existente por diferentes moléculas de azucar. Rodriguez et al. J. Mol.
Microbiol Biotechnol. 2000 Jul: 2(3): 271-6. Los ejemplos que se incluyen en la descripcién ayudan a ilustrar el uso
de la mutagénesis para producir una espinosina con funcionalidad modificada.

El ADN de la region de grupo de genes de espinosina se puede usar como sonda de hibridacién para identificar
secuencias homologas. De esta manera, el ADN clonado aqui podria usarse para localizar plasmidos adicionales en
bibliotecas génicas de Saccharopolyspora spinosa que solapen con la region descrita en la presente memoria, pero
que también contengan ADN no clonado previamente de regiones adyacentes del genoma de la Saccharopolyspora
spinosa. Adicionalmente, se puede usar ADN de la region clonada en la presente memoria para identificar
secuencias no idénticas, aunque similares, en otros organismos. Las sondas de hibridacién normalmente tienen una
longitud de al menos 20 bases y estan marcadas para permitir la deteccion.

Segun una realizacion particular de la invencion, un método para producir una cepa productora de espinosina
comprende modificar una molécula de acido nucleico que comprende una secuencia de nucleétidos que tiene al
menos un 90% de identidad con respecto a SEQ ID NO: 1 mediante mutacién de un gen de dicha secuencia de
nucleodtidos, de tal forma que el gen deje de expresar una proteina funcional; y de tal forma que la cepa modificada
produzca menos de un compuesto de Férmula (1). Dicha secuencia mutada puede dar como resultado una molécula
de acido nucleico que codifica espinosina que sintetiza un policétido diferente al policétido sintetizado a partir de una
cepa productora de espinosina nativa. La cepa productora de espinosina puede producir las espinosinas Ay D, y en
realizaciones particulares, puede producir las espinosinas J y L.

Los términos “condiciones estrictas” o “hibridacién en condiciones estrictas” se refieren a las condiciones en las que
una sonda se hibridara preferencialmente a su subsecuencia diana, y en menor medida, o nada en absoluto, a otras
secuencias. “Hibridacion estricta” y “condiciones de lavado de hibridacion estricta” en el contexto de experimentos de
hibridacién de acido nucleico tales como las hibridaciones Southern y Northern son dependientes de la secuencia, y
son diferentes bajo parametros ambientales diferentes. Un extensa guia sobre la hibridaciéon de acidos nucleicos se
puede encontrar en Tijssen (1993) “Laboratory Techniques in Biochemistry and Molecular Biology — Hybridization
with Nucleic Acid Probes” parte |, capitulo 2, “Overview of principles of hybridization and the strategy of nucleic acid
probe assays”, Elsevier, Nueva York. Generalmente, se selecciona una hibridacion altamente estricta y condiciones
de lavado altamente estrictas para que sean aproximadamente 5°C inferiores al punto de fusion térmica (Tm) de la
secuencia especifica a una fuerza idénica y pH definidos. La Tr, es la temperatura (para una fuerza iénica y un pH
definidos) a la cual el 50% de la secuencia diana se hibrida con una sonda perfectamente coincidente. Las
condiciones muy estrictas se seleccionan para que sean iguales a la T, de una sonda particular.

Un ejemplo de condiciones de hibridacion estrictas para la hibridacién de acidos nucleicos complementarios que
tienen mas de 100 residuos complementarios en un filtro en un ensayo Southern o Northern es 50% de formamida
con 1 mg de heparina a 42°C, llevandose a cabo la hibridacion durante una noche. Un ejemplo de condiciones de
lavado altamente estrictas es NaCl 0,15 M a 72°C durante aproximadamente 15 minutos. Un ejemplo de condiciones
de lavado estrictas es un lavado 0,2xSSC (tampon de cloruro sédico/citrato sédico) a 65°C durante 15 minutos
(véase Sambrook et al. (1989) “Molecular Cloning — A Laboratory Manual” (22 ed.) Vol. 1-3, Cold Spring Harbor
Laboratory, Cold Spring Harbor Press, NY, para una descripcion de tampén SSC). A menudo, un lavado altamente
estricto viene precedido de un lavado poco estricto para eliminar la sefial de sonda de fondo. Un ejemplo lavado
medio estricto para un duplex de, p.ej., mas de 100 nucleétidos, es 1xSSC a 45°C durante 15 minutos. Un ejemplo
de lavado poco estricto para un duplex de, p.ej., mas de 100 nucledtidos, es 4-6xSSC a 40°C durante 15 minutos. En
general, una ratio sefal-ruido de 2x (o superior) respecto a la observada para una sonda no relacionada en el
ensayo de hibridacion particular indica la deteccidon de una hibridacion especifica. Los acidos nucleicos que no se
hibridan unos a otros en condiciones de severidad siguen siendo sustancialmente idénticos si los polipéptidos que
codifican son sustancialmente idénticos. Esto se produce, p.ej., cuando se crea una copia de un acido nucleico
usando la degeneracion de codon maxima permitida por el codigo genético.

También se describe en la presente memoria un polinucleétido aislado hibridizable en condiciones estrictas,
preferiblemente en condiciones altamente estrictas, a un polinucleétido descrito en relacion a la presente invencion.

Tal como se usa en al presente memoria, el término “hibridar” pretende describir las condiciones de hibridacion y de
lavado a las cuales secuencias de nucledtidos que son al menos aproximadamente un 50%, al menos
aproximadamente un 60%, al menos aproximadamente un 70%, mas preferiblemente al menos aproximadamente un
80%, incluso mas preferiblemente al menos aproximadamente de un 85% a un 90%, lo mas preferiblemente al
menos un 95% homodlogas entre ellas tipicamente permanecen hibridadas unas a otras.

Otro ejemplo no limitante de condiciones de hibridacion estrictas es la hibridacion en 6x SSC a aproximadamente
45°C, seguida de uno o mas lavados en 1xSSC, 0,1% de SDS a 50°C, preferiblemente a 55°C, mas preferiblemente
a 50°C e incluso mas preferiblemente a 65°C.

Las condiciones altamente estrictas pueden incluir incubaciones a 42°C durante un periodo de varios dias, tal como
2-4 dias, usando una sonda de ADN marcada, tal como sonda de ADN marcada con digoxigenina (DIG), seguido de
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uno o mas lavados en 2xSSC, 0,1% de SDS a temperatura ambiente y uno o mas lavados en 0,5xSSC, 0,1% de
SDS o 0,1xSSC, 0,1% de SDS a 65-68°C. En particular, las condiciones altamente estrictas incluyen, por ejemplo,
de 2h a 4 dias de incubacion a 42°C usando sonda de ADN marcada con DIG (preparada, p.ej., usando un sistema
de marcaje DIG; Roche Diagnostics GmbH, 68298 Mannheim, Alemania) en una disolucién tal como la disolucion
DigEasyHyb (Roche Diagnostics GmbH) con o sin 100 pg/mL de ADN de esperma de salmoén, o una disoluciéon que
comprende un 50% de formamida, 5xSSC (NaCl 150 mM, citrato trisédico 15 mM), dodecil sulfato sédico al 0,02%,
0,1% de N-lauroilsarcosina y 2% de reactivo bloqueante (Roche Diagnostics GmbH), seguido de un lavado de los
filtros dos veces durante entre 5 y 15 minutos en 2xSSC y 0,1% de SDS a temperatura ambiente, y después lavando
dos veces durante 15-30 minutos en 0,5xSSC y 0,1% de SDS 0 0,1xSSC y 0,1% de SDS a 65-68°C.

En algunas realizaciones una molécula de acido nucleico aislado que se hibrida en condiciones altamente estrictas a
una secuencia de nucledtidos de la invencion puede corresponder a una molécula de acido nucleico natural. Tal
como se usa en la presente memoria, una molécula de acido nucleico “natural” se refiere a una molécula de ARN o
ADN que tiene una secuencia de nucledtidos que esta presente en la naturaleza (p.ej., que codifica una proteina
natural).

Un especialista sabra qué condiciones aplicar para las condiciones de hibridacién estrictas o altamente estrictas. En
la técnica se encuentran facilmente disponibles guias adicionales en relacién a dichas condiciones, por ejemplo, en
Sambrook et al., 1989, “Molecular Cloning, A Laboratory Manual’, Cold Spring Harbor Press, N.Y.; y Ausubel et al.
(eds.), 1995, “Current Protocols in Molecular Biology”, (John Wiley & Sons, N.Y.).

“Polimorfismo funcional” tal como se usa en la presente memoria se refiere a un cambio en la secuencia de pares de
bases de un gen que produce un cambio cualitativo o cuantitativo en la actividad de la proteina codificada por dicho
gen (p.€j., un cambio en la especificidad de la actividad; un cambio en el nivel de actividad). El término “polimorfismo
funcional” incluye mutaciones, eliminaciones e inserciones.

En general, la etapa de deteccion del polimorfismo de interés se puede llevar a cabo tomando una muestra biolégica
que contiene el ADN de la fuente, y a continuacion determinando la presencia o la ausencia de ADN que contiene el
polimorfismo de interés en la muestra biolégica.

La determinacion de la presencia o de la ausencia de ADN que codifica una mutaciéon particular puede llevarse a
cabo con una sonda de oligonucleé6tido marcada con un grupo detectable adecuado, y/o por medio de una reaccion
de amplificacion tal como la reaccion en cadena de polimerasa o la reaccion en cadena de ligasa (el producto de
dicha reaccion de amplificacion puede ser detectado a continuacion con una sonda de oligonucleétido marcado o
mediante una serie de técnicas adicionales). Ademas, la etapa de deteccion puede incluir la etapa de detectar si el
sujeto es heterocigoto u homocigoto para la mutacién particular. Se conocen numerosos formatos de ensayo de
sonda de oligonucleétido diferentes que pueden emplearse para llevar a cabo la presente invencion. Véase, p.gj., la
Patente de EE.UU. n°® 4.302.204 a nombre de Wahl et al.; la Patente de EE.UU. n° 4.358.535 a nombre de Falkow et
al.; la Patente de EE.UU. n° 4.563.419 a nombre de Ranki et al.; y la Patente de EE.UU. n°® 4.994.373 a nombre de
Stavrianopoulos et al.

La amplificaciéon de una secuencia de acido nucleico diana seleccionada, o diana, se puede llevar a cabo mediante
cualquier medio adecuado. Véase de forma general, Kwoh et al., Am. Biotechnol. Lab. 8, 14-25 (1990). Los ejemplos
de técnicas de amplificacion adecuadas incluyen, aunque sin limitacion, reaccién en cadena de polimerasa, reaccion
en cadena de ligasa, amplificacion de desplazamiento de cadena (véase de forma general G. Walker et al., Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 89, 392-396 (1992); G. Walker et al., Nucleic Acids Res. 20, 1691-1696 (1992)), amplificacion
basada en transcripcion (véase D. Kwoh et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86, 1173-1177 (1989)), replicacion de
secuencia auto-sostenida (o “3SR”) (véase J. Guatelli et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 87, 1874-1878 (1990)), el
sistema de replicasa QB3 (véase P. Lizardi et al., BioTechnology 6, 1197-1202 (1988)), amplificacién basada en
secuencia de acido nucleico (o “NASBA”) (véase R. Lewis, Genetic Engineering News 12 (9), 1 (1992)), la reaccion
en cadena de reparacion (o “RCR”) (véase R. Lewis, anterior), y la amplificacién de ADN de boomerang (o “BDA”)
(véase R. Lewis, anterior). Generalmente se prefiere la reaccion en cadena de polimerasa.

La reaccion en cadena de polimerasa (PCR) se puede llevar a cabo de acuerdo a técnicas conocidas. Véanse, p.€j.,
las Patentes de EE.UU. n° 4.683.195; 4.683.202; 4.800.159 y 4.965.188. En general, la PCR implica, en primer
lugar, el tratamiento de una muestra de acido nucleico (p.€j., en presencia de una ADN polimerasa termoestable)
con un oligonucledtido cebador para cada cadena de la secuencia especifica que se va a detectar en condiciones de
hibridacién, de tal modo que se sintetiza un producto de extension de cada cebador que es complementario a cada
cadena de acido nucleico, con los cebadores suficientemente complementarios a cada cadena de la secuencia
especifica para hibridarse con ella de tal modo que el producto de extension sintetizado a partir de cada cebador,
cuando es separado de su complemento, puede servir como plantilla para la sintesis del producto de extension del
otro cebador, y a continuacion tratar la muestra en condiciones de desnaturalizacion para separar los productos de
extension del cebador de sus plantillas si la secuencia o secuencias a detectar estan presentes. Estas etapas se
repiten ciclicamente hasta que se obtiene el grado de amplificacion deseado. La deteccion de la secuencia
amplificada se puede llevar a cabo afiadiendo al producto de reaccién una sonda de oligonucleétido capaz de
hibridarse al producto de reaccion (p.ej., una sonda de oligonucleétido de la presente invencion), portando la sonda
una marca detectable, y a continuacién detectando la marca segun técnicas conocidas, o mediante visualizacion
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directa sobre un gel. Dichas sondas pueden tener una longitud de entre 5 y 500 nucleétidos, preferiblemente entre 5
y 250, mas preferiblemente entre 5y 100 o entre 5 y 50 acidos nucleicos. Cuando las condiciones de PCR permiten
la amplificacién de todos los tipos alélicos, los tipos pueden distinguirse mediante hibridacién con una sonda
especifica alélica, mediante digestion con endonucleasa de restriccion, mediante electroforesis o geles de gradiente
desnaturalizante, o mediante otras técnicas.

La reaccion en cadena de ligasa (LCR) también se lleva a cabo de acuerdo a técnicas conocidas. Véase, p.€j., R.
Weiss, Science 254, 1292 (1991). En general, la reaccién se lleva a cabo con dos pares de sondas de
oligonucledtido: un par se une a una cadena de la secuencia a detectar; el otro par se une a la otra cadena de la
secuencia a detectar. Cada par junto solapa completamente con la cadena a la que corresponde. La reaccion se
lleva a cabo, en primer lugar, desnaturalizando (p.ej., separando) las cadenas de la secuencia a detectar, a
continuacion haciendo reaccionar las cadenas con los dos pares de sondas de oligonucleétido en presencia de una
ligasa termoestable de tal modo que cada par de sondas de oligonucleétido se ligan entre ellas, a continuacion
separando el producto de reaccion, y después repitiendo ciclicamente el proceso hasta que la secuencia ha sido
amplificada hasta el grado deseado. La deteccion se puede llevar a cabo entonces de un modo similar al descrito
antes para la PCR.

Los términos “homologia” o “porcentaje de identidad” se usan en la presente memoria de forma intercambiable. Para
el propdsito de esta invencion, se define en la presente memoria que a fin de determinar el porcentaje de identidad
de dos secuencias de aminoacido o de dos secuencias de acido nucleico, las secuencias son alineadas con fines de
comparacion optima (p.€j., se deben introducir huecos en la secuencia de una primera secuencia de aminoacidos o
de acido nucleico para un alineamiento 6ptimo con una segunda secuencia de aminoacidos o acido nucleico). A
continuacion se comparan los residuos de aminoacido o los nucleétidos en las correspondientes posiciones de
aminoacido o posiciones de nucleétido. Cuando una posicién de la primera secuencia esta ocupada por el mismo
residuo de aminoacido o nucledtido que la posicion correspondiente de la segunda secuencia, entonces las
moléculas son idénticas en dicha posicion. El porcentaje de identidad entre las dos secuencias es funcion del
numero de posiciones idénticas compartidas por las secuencias (es decir, % identidad = ndmero de posiciones
idénticas/numero total de posiciones (es decir, posiciones solapadasx100). Preferiblemente, las dos secuencias
tienen la misma longitud.

El especialista sera consciente del hecho de que existen disponibles varios programas de ordenador diferentes para
determinar la homologia entre dos secuencias. Por ejemplo, una comparacion de secuencias y la determinacion del
porcentaje de identidad entre dos secuencias se pueden realizar usando un algoritmo matematico. En una
realizacion preferida, el porcentaje de identidad entre dos secuencias de aminoacido se determina usando el
algoritmo de Needleman y Wunsch (J. Mol. Biol. (48): 444-453 (1970)) que se ha incorporado al programa GAP del
paquete de software GCG (disponible en internet en la pagina web de accelrys, mas especificamente en
http://www.accelrys.com), usando una matriz Blossom 62 o una matriz PAM250, y un peso de hueco de 16, 14, 12,
10, 8, 6 6 4, y un peso de longitud de 1, 2, 3, 4, 5 6 6. El especialista apreciara que todos estos parametros
diferentes daran lugar a resultados ligeramente diferentes, pero el porcentaje de identidad global de las dos
secuencias no se alterado significativamente cuando se emplean algoritmos diferentes.

En otra realizacién, el porcentaje de identidad entre dos secuencias de nucleétidos se determina usando el
programa GAP del paquete de software GCG (disponible en internet en la pagina web de accelrys, mas
especificamente en http://www.accelrys.com), usando una matriz NWSgapdna.CMP y un peso de hueco de 40, 50,
60, 70 u 80 y un peso de longitud de 1, 2, 3, 4, 5 6 6. En otra realizacién, el porcentaje de identidad entre dos
secuencias de aminoacido o de nucleotidos se determina usando el algoritmo de E. Meyers y W. Miller (CABIOS, 4:
11-17 (1989), que ha sido incorporado al programa ALIGN (version 2.0) (disponible en internet en la pagina web de
vega, mas especificamente ALIGN-IGH Montpellier, o mas especificamente en http://vega.igh.cnrs.fr/bin/align-
guess.cgi) usando una tabla de residuos de peso PAM120, un penalizacion de longitud de hueco de 12 y una
penalizaciéon de hueco de 4.

Las secuencias de acido nucleico y de proteina descritas en la presente memoria en relacion a la presente invencion
pueden usarse adicionalmente como “secuencia de consulta” para llevar a cabo una busqueda en bases de datos
publicas para, por ejemplo, identificar otros miembros de la familia o secuencias relacionadas. Dichas busquedas se
pueden llevar a cabo usando los programas BLASTN y BLASTX (version 2.0) de Altschul et al. (1990) J. Mol. Biol.
215: 403-10. Las busquedas de nucledtidos con BLAST se pueden llevar a cabo con el programa BLASTN,
puntuacion=100, longitud de palabra=12, para obtener secuencias de nucleétidos homdlogas a las moléculas de
acido nucleico de la presente invencion. Se pueden llevar a cabo busquedas de proteinas BLAST con el programa
BLASTX, puntuacién=50, longitud de palabra=3, para obtener secuencias de aminoacidos homdlogas a las
moléculas de proteina de la presente invenciéon. Para obtener alineamientos con huecos con fines comparativos, se
puede utilizar Gapped BLAST tal como se describe en Altschul et al., (1997) Nucleic Acids Res. 25 (17): 3389-3402.
Cuando se utilizan los programas BLAST y Gapped BLAST, se pueden usar los parametros por defecto de los
respectivos programas (p.ej., BLASTX y BLASTN). (Disponible en internet en la pagina web de ncbi, mas
especificamente en http://www.ncbi.nim.nih.gov).

Otra realizacion puede incluir una célula de la cepa de S. spinosa productora de espinosinas obtenida mediante el
método de la presente invencién mencionado anteriormente, donde la célula comprende una molécula de acido
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nucleico que comprende una secuencia de nucleétidos que tiene al menos un 90% de identidad con respecto a SEQ
ID NO: 1 y que comprende una mutacion en un gen dentro de dicha secuencia de nucleétido, de tal modo que el gen
ya no expresa una proteina funcional, y en donde la célula produce menos del compuesto de Férmula (l) de lo que
se produce en una célula de la misma cepa antes de la mutacion del gen. Un método alternativo también puede
producir un policétido modificado que provoque la expresién de una molécula de acido nucleico en una célula
hospedante, policétido que también puede ser purificado adicionalmente. En una realizaciéon particular, la
modificacién de una secuencia puede comprender mutar, eliminar, reemplazar o inactivar una secuencia de las
siguientes maneras: proporcionando una biblioteca de acidos nucleicos, acidos nucleicos que comprenden uno o
mas segmentos de polinucledtido ligados operativamente a al menos una secuencia reguladora de la transcripcion;
introduciendo la biblioteca de acidos nucleicos en una poblacion de células receptoras o de organulos intracelulares
receptores, mediante lo cual dichos acidos nucleicos desmontan la produccién de espinactina a la vez que
mantienen la produccion de espinosina; e identificando al menos una célula receptora, organulo intracelular receptor
u organismo que comprende una célula receptora, con un fenotipo deseado, controlando de este modo la cepa
productora de espinosina. La mutacién de la secuencia de nucleétidos puede incluir la introduccion de una
eliminacion, una mutacion o un codén de parada. La secuencia de nucleétidos puede estar comprendida en un gen
que puede ser seleccionado del grupo que consiste en: proteina de unién a sustrato de transportador ABC;
permeasa de transportador ABC de aminoacido; transportador de resistencia a farmaco de la familia EmrB QacA;
monooxigenasa; NRPS1; NRPS2; un gen localizado entre NRPS1 y NRPS2 en el genoma de S. spinosa; tiazolinil
imida reductasa; tioesterasa; metiltransferasa; pabAB; un regulador transcripcional; Acil-CoA sintasa; N-
metiltransferasa; piridoxamina 5’-fosfato oxidasa; 2,3-dihidrobenzoato-AMP ligasa; y aminotransferasa. La secuencia
de nucleostidos del gen de tiazolinil imida transferasa; puede ser al menos un 80% idéntica a SEQ ID NO: 3.

El organismo de S. spinosa modificado puede producir menos espinactina de la producida en el organismo de S.
spinosa hospedante antes de la introduccion del acido nucleico, o puede no producir espinactina. En algunas
realizaciones, el organismo de S. spinosa modificado puede producir: una cantidad de espinosina A que es
sustancialmente idéntica a la cantidad de espinosina A producida en el organismo de S. spinosa hospedante antes
de la introduccién del acido nucleico; una cantidad de espinosina D que es sustancialmente idéntica a la cantidad de
espinosina D producida en el organismo de S. spinosa hospedante antes de la introduccién del acido nucleico, y una
cantidad de espinactina que es inferior a la cantidad de espinactina producida en el organismo de S. spinosa
hospedante antes de la introduccién del acido nucleico.

También se proporciona un organismo segun el aspecto mencionado anteriormente en donde el organismo de S.
spinosa modificado produce:

una cantidad de espinosina A que es sustancialmente idéntica a la cantidad de espinosina A producida en el
organismo de S. spinosa hospedante antes de la introduccion del acido nucleico,

una cantidad de espinosina D que es sustancialmente idéntica a la cantidad de espinosina D producida en el
organismo de S. spinosa hospedante antes de la introduccion del acido nucleico.

También se proporciona un método para producir espinosinas, método que comprende: cultivar el organismo de
Saccharopolyspora spinosa modificado del aspecto mencionado anteriormente en condiciones de fermentacion,
produciendo asi al menos una espinosina.

En una realizacion, el método comprende la obtenciéon de una mezcla de espinosinas del cultivo de fermentacion de
S. spinosa. La alteracion de la biosintesis de espinactina se puede lograr como se ha descrito en los aspectos
mencionados anteriormente. La mezcla de espinosinas obtenida del cultivo de fermentacion de S. spinosa puede
incluir al menos una de espinosina A y espinosina D. La mezcla de espinosinas obtenida del cultivo de fermentacion
de S. spinosa puede no incluir nada de espinactina. En algunas realizaciones, el gen del grupo de genes de
espinactina es un gen de tiazolinil imida reductasa;. Se puede producir un organismo de Saccharopolyspora spinosa
modificado mediante el método. El organismo puede incluir un transgén implicado en la biosintesis de espinosina. El
organismo de S. spinosa modificado puede incluir un transgén implicado en la biosintesis de espinosina que esta
integrado de forma estable en el ADN gendmico del organismo en un sitio en donde el acido nucleico fue integrado
de forma estable.

Otra realizacion de la invencién incluye un organismo de Saccharopolyspora spinosa modificado como se ha
descrito en el aspecto mencionado anteriormente, que comprende un medio para alterar la sintesis de espinactina,
en donde el organismo es capaz de producir espinosina A y/o espinosina D sin producir una cantidad significativa de
espinactina.

También se describe en la presente memoria un método para producir un organismo de Saccharopolyspora spinosa
modificado. El método incluye: proporcionar un acido nucleico que comprende una secuencia de nucleétidos en el
grupo de genes de biosintesis de espinactina de la S. spinosa; mutar la secuencia de nucledtidos; e introducir el
acido nucleico que comprende la secuencia de nuclettidos en un organismo de S. spinosa hospedante, de tal
manera que el acido nucleico se integra de forma estable en el ADN gendmico del organismo de S. spinosa
hospedante, produciendo con ello un organismo de S. spinosa modificado, en donde un gen del grupo de genes de
biosintesis de espinactina ya no expresa una proteina funcional.
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En una realizacion adicional, un método de la presente invencién para producir espinosinas incluye: proporcionar un
organismo de Saccharopolyspora spinosa preparado segun el método mencionado anteriormente; y cultivar el
organismo en condiciones de fermentacion, produciendo de este modo al menos una espinosina.

En la presente memoria también se describe un compuesto que tiene la férmula (1):

OH
\N /N H S/
| .\\\\H
0 N
S
o}

N

\ (:[)5

o una sal o N-6xido del mismo. También se describe en la presente memoria un método para aislar el compuesto de
férmula (1) que incluye: cultivar una cepa de Saccharopolyspora spinosa, NRRL 18395, en condiciones de
fermentacion; obtener un material técnico que comprende metabolitos secundarios procedentes del cultivo de
fermentacion de S. spinosa; formar una suspension del material técnico en una disolucién que comprende metanol y
agua en cantidades iguales (1:1); y filtrar la suspension, de tal modo que se forme un filtrado que comprende una
cantidad enriquecida del compuesto.

Los siguientes ejemplos se proporcionan para ilustrar determinadas caracteristicas y/o realizaciones particulares.
EJEMPLOS
Ejemplo 1: Identificacion y caracterizacion de la molécula de espinactina procedente de S. spinosa

La espinactina es un compuesto que contiene azufre que se identificd en un cultivo de fermentacion de S. spinosa.
La Figura 1 ilustra la estructura quimica de la espinactina. Esta estructura se determiné usando espectroscopia de
RMN y se verificd mediante cristalografia de rayos X. Véase la Figura 2.

Un cultivo de fermentacion de S. spinosa de la cepa NRRL 18395 fue propagado usando el protocolo de
fermentacion descrito en Strobel y Nakatsukasa (1993) J. Ind. Microbiol. Biotechnol. 11(2): 121-7. Un analisis de
cromatografia de liquidos identificd la presencia de un metabolito secundario no detectado previamente que
presenta un espectro UV caracteristico, con Anax = 227 y 358 nm. El metabolito secundario se aislé usando el
siguiente procedimiento. El material técnico (3 kg) procedente de un cultivo de fermentacion de S. spinosa se puso
en una suspension en metanol/agua (1:1) y se filir6. Se observo que el filtrado contenia una cantidad enriquecida del
metabolito secundario no detectado previamente. Dicho metabolito secundario fue separado del material de
espinosina remanente mediante cromatografia liquida de fase inversa preparativa. Usando este método, se
obtuvieron 6 g de la nueva molécula, que contabilizé aproximadamente el 0,02% en masa del material técnico total.
La nueva molécula, que se denominé espinactina, fue re-cristalizada en metanol/agua en forma de un sélido verde
claro (p.f. 79°C). La espectrometria de masas de impacto electrénico de sonda de alta resolucion (EI/MS) indicé que
la espinactina poseia la férmula molecular de Cx0H2sN4O3S,. El analisis de los espectros de 'H, Bc y de aumento sin
distorsion por transferencia de polarizacion (DEPT) indicaron la presencia de un grupo de dimetilamina, una segunda
metilamina y un Unico grupo S-metilo. También fue evidente un anillo de benceno 1,2,4-tri-sustituido. El resto del
espectro en cloroformo incluia multipletes complejos no de primer orden, que incluian efectos de acoplamiento
virtual observados en espectros 2-D, producidos por los desplazamientos quimicos coincidentes para 4-H y 5-H. De
este modo, la estructura fue resuelta en metanol-d4, en donde el espectro fue de primer orden como se describe a
continuacién usando técnicas de RMN 2-D que incluyen COSY, HSQC y HMBC (ver la Tabla 1).

Se identificaron facilmente tres sistemas de espin en el espectro de 'H; se detectaron tres multipletes aromaticos
entre 7,3 y 6,7 ppm, que indican un anillo de benceno 1,2,4-tri-sustituido que contiene sustituyentes de oxigeno o
nitrégeno; otro sistema de espin de dos metilenos (un sustituido con oxigeno, y uno con nitrégeno) con una metina
entre ambos, que también indicé una sustitucion de nitrogeno; y un sistema de espin elongado que contenia tres
metinas contiguas, con metilenos en los extremos. Ninguno de los multipletes resoné en un campo mas elevado de
2,5 ppm, lo que indica un alto grado de sustitucion de heteroatomos. Aparte de estos sistemas de espin, habia tres
singletes de metilo, que se demostré que eran un grupo dimetil amino, y otro grupo N-metilo, y un metil tioéter. La
constante de acoplamiento entre dos de las metinas fue pequefia, lo que sugiere que los atomos de carbono no
estaban conectados directamente. Estos dos atomos de carbono presentaron picos cruzados HMBC procedentes
del grupo N-metilo, lo que indica que estaban a cualquiera de los lados de un nitrégeno terciario metilado.

La molécula se construyd mediante un analisis extensivo de los experimentos HMBC. De esta manera, se identificd
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un anillo de oxazolina con unién al anillo aromatico en C-2. Se determiné que este anillo presentaba un grupo
metileno unido a C-5, que se us6 como palanca para ayudar en el montaje del sistema de anillo de
diazabicilooctano. Este metileno (que resuena a 3,9 y 3,5 ppm) indicé picos cruzados con una de las metinas del
sistema de espin extendido (63 ppm), y también a un carbonilo de amida a 172 ppm. Otros picos cruzados con este
carbonilo procedian de otra metionina (4,1 ppm) y uno de los otros grupos metileno (que resuena a 3,5y 3,2 ppm)
indicando un anillo de 6 miembros que contiene 2 atomos de nitrégeno. El hecho de este metileno estaban enlazado
de vuelta con el anillo, fue determinado a través de la existencia de picos cruzados con ambas de las metinas
conectadas con el atomo de nitrégeno metilado, el tioéter deducido por desplazamiento quimico. El montaje del resto
de la molécula se obtuvo facilmente una vez determinado el sistema del anillo.

Tabla 1. Espectro de RMN de espinactina en MeOH.

N° H Bc N° H Bc

2 - 167,8 14 3,15,dd (12,9, 4,3) 35,9
4 4,54, dd (8,7, 9,6) 71,3 2,79,dd (12,9, 4,3)

4,22,t(8,1) 15 2,15, s 16,0
5 4,65, m 65,8 16 2,40, s 40,0
6 3,86, dd (14,4, 7,0) 46,6 1 - 154,0

3,53, dd (14,4, 4,5) 2 - 111,4
8 4,02, ddd (10,6, 4,3, 4,3) 62,7 3 7,14,d (3,1) 114,1
9 5,11, dd (3,5, 1,6) 78,3 4 - 1457
11 4,09, dd (5,6, 1,3) 71,5 5 7,08, dd (9,0, 3,1) 122,9
12 - 172,7 6’ 6,90, d (9,0) 118,2
13 3,22, dd (5,8, 10,7) 34,5 NMe, 2,86, s 42,6

3,53, d (10,7)

Se us6 un método de cristalografia de rayos X para validar la estructura de la molécula de espinactina. En la Figura
2 se muestra un modelo ORTEP (Oak Ridge Thermal Ellipsoid Program) de la estructura. Se irradié un cristal
individual de espinactina (PF 79°C) de dimensiones 0,50 x 0,8 x 0,06 mm con radiacién Mo K, en un difractometro
de rayos X Nonius Kappa CCD (Bruker-Noninus, Madison, WI). Se recogieron un total de 7.801 reflexiones (de las
cuales 2.276 eran Unicas). Los datos se refinaron y se resolvieron usando métodos estandar y utilizando programas
de analisis de datos SHELXS97 y SIR97.

Ejemplo 2: Identificacion y caracterizacion del grupo de genes de biosintesis de espinactina.

En base a la semejanza estructural del resto 2-hidroxifeniloxazolina de la espinactina en comparacion el resto 2-
hidroxifeniloxazolina de la micobactina A, se planted la hipétesis de que ambas moléculas son producidas a través
de rutas biosintéticas similares. La implicacion del grupo de genes de biosintesis de micobactina A y del gen
feniloxazolina sintasa mbtB (mbtB) en la biosintesis del resto de 2-hidroxifeniloxazolina de la micobactina A ha sido
caracterizada en Quadri et al. (1998) Chemistry & Biology 15: 631-45. La secuencia de aminoacidos del
feniloxazolina sintasa mbtB (Numero de acceso: ZP_06505539) del grupo de genes de micobactina de la cepa
02_1987 de Mycobacterium tuberculosis se us6 para cribar, in silico, la secuencia genémica obtenida de la cepa
natural de S. spinosa (NRRL 18395). La busqueda BLAST resultante identific la presencia de una secuencia génica
putativa procedente del genoma de S. spinosa que codificaba una secuencia de aminoacidos con similitud con MbtB.
El gen NRPS1 del genoma S. spinosa compartia aproximadamente un 46% de identidad a nivel de aminoacido con
el gen mbtB del grupo de genes de M. tuberculosis. La identificacion de este gen condujo a la posterior identificacion
de un grupo de genes de S. spinosa que contenia genes adicionales de los que se propone su implicacion en la
biosintesis de espinactina. Estas secuencias génicas procedentes del grupo de genes de espinactina fueron
anotadas usando el programa de ordenador, FgenesB (Universidad de Cambridge, R.U.). La Figura 3 muestra una
anotacion de la secuencia de polinucledtidos para el contig 261, que contiene la secuencia del gen NRPS1
procedente de la secuencia gendémica de S. spinosa, la secuencia de polinucledtido correspondiente al contig 261 se
presenta como SEQ ID NO: 1. La secuencia de polinucleétido de NRPS1 se presenta como SEQ ID NO: 2.

Ejemplo 3: Cribado e identificacion de clones de césmido que contienen el grupo de genes de espinactina
procedente de una biblioteca de césmidos gendmica de S. spinosa
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Una biblioteca de césmidos gendmica de S. spinosa (Solicitud de Patente de EE.UU. n°® 13/100202) se someti6 a
cribado para identificar clones de cosmido que contenian el gen de tiazolinil imida reductasa. El gen tiazolinil imida
reductasa; esta localizado por debajo del gen NRPS1, y se caracteriz6 como un miembro putativo del grupo de
genes de espinactina que codifica una enzima que no es esencial para la biosintesis de espinosina A/D. Este gen
fue usado para identificar clones de cdésmido que podrian ser modificado eliminando un fragmento de 7,6 kb que
contiene el grupo de genes de espinactina. Los clones de cosmido resultantes fueron usados a continuacion para
generar cepas de S. spinosa bloqueadas.

Un fragmento de 412 pb del gen de tiazolinil imida reductasa; fue preparado con un kit de marcaje de digoxigenina
(DIG) de PCR. El fragmento de 412 pb (SEQ ID NO: 3) fue amplificado con PCR usando un cebador director (SEQ
ID NO: 4) y un cebador inverso (SEQ ID NO: 5). La hibridacion se completé a 42°C en tampoén de hibridacion
suministrado comercialmente (Roche) durante una noche. Las membranas de nylon fueron lavadas en condiciones
estrictas durante 5 minutos, dos veces en 2x SSC, 0,1% de SDS a temperatura ambiente y durante 15 minutos, dos
veces en 0,1 x SSC, 0,1% de SDS a 68°C. El marcaje quimioluminiscente y la deteccion se llevaron a cabo usando
el kit “DIG Luminescent Detection Kit™” (Roche). Se identificaron tres clones de césmido positivos (2C14, 3E11 y
4G15) y se confirmaron mediante secuenciamiento final del inserto césmido usando cebadores de secuenciamiento
T3 y T7. La Figura 4 resume los detalles de los tres clones de césmido identificados y sus tamarios de inserto de
fragmento respectivos y la localizaciéon correspondiente al contig 261 y al fragmento de 412 pb del gen de tiazolinil
imida reductasa; de la secuencia genémica de S. spinosa.

Ejemplo 4: Construccion de una casete de gen de resistencia a apramicina con un sitio de unién attB para la
eliminacion parcial del grupo de genes de espinactina

La construccion de una casete de apramicina-attB se complet6 clonando la secuencia de atfB en una casete de gen
de resistencia a apramacina. La sintesis de la secuencia del sitio de uniéon de actinéfago $¢C31 de Streptomyces
lividans (attB; N° de acceso: X60952) se llevd a cabo por parte de un suministrador de servicios de una tercera parte
(Integrated DNA Technologies, Coralville, IA). Para facilitar la clonacion del fragmento de attB sintetizado, se
afadieron sitios BamH1 y Ndel a los extremos 5’ y 3’, respectivamente (SEQ ID NO: 6). El vector que contenia la
secuencia de attB sintetizada se marcé como pIDTSMART.

El plasmido plantilla, plJ773 (N° de acceso: AX657063), que contiene la casete de gen de resistencia de apramicina,
aac(3)-1V (N° de acceso: X99313), y el oriT del plasmido RP4 (N° de acceso: L27758), flanqueado por sitios FRT se
amplificé con PCR usando un cebador2 directo (SEQ ID NO: 7) y un cebador2 inverso (SEQ ID NO: 8). El fragmento
de PCR se clon6 en el vector pCR8/GW/TOPO™ (Invitrogen, Carlsbad, CA) siguiendo las instrucciones del
protocolo del fabricante, y se confirmo la presencia y la integridad de la casete de apramicina insertada mediante
digestion de restriccion y secuenciamiento.

El fragmento attB de pIDTSMART fue digerido con BamH! 'y Ndel y el fragmento de ADN de 300 pb resultante fue
purificado en gel usando el kit “QIAquick Gel Extraction Kit™” (Qiagen, Valencia, CA). El fragmento attB purificado
fue clonado en el vector pPCRB/GW/TOPO™, que contenia la casete de gen de resistencia a apramicina en los sitios
de restriccion Ndel y BamHI, usando técnicas estandar de biologia molecular. La construccion de una nueva casete
de gen de resistencia a apramicina que contiene un sitio de unién a aftB se confirmé mediante digestion con
enzimas de restriccion y secuenciamiento. El mapa y la secuencia del plasmido construido pCR8/GW/TOPQO_aac(3)-
attB se proporcionan en la Figura 5 (SEQ ID NO: 9).

Ejemplo 5: Generaciéon de cepas de S. spinosa bloqueadas que contienen una eliminacion parcial del grupo de
genes de espinactina

Se obtuvo una eliminacion de 7,6 Kb del grupo de genes de espinactina atacando a la region de tiazolinil imida
reductasa; con una casete de apramicina-attB usando la tecnologia “Redirect Recombineering Technology™” (Gust
et al. (2003) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 100(4): 1541-6). Se disefi6 un conjunto de cebadores para amplificar la
casete de apramicina-attB usando el cebador3 directo (SEQ ID NO: 10) y el cebador3 inverso (SEQ ID NO: 11).
Estos cebadores fueron disefiados para contener secuencias 5’ que comparten homologia con el grupo de genes de
espinactina. El producto de PCR resultante fue integrado en el clon de césmido 4G15 siguiendo el protocolo de
“Redirect Recombineering”. Un blogueo del grupo de genes de espinactina en el clon de céosmido 4G15 dio como
resultado un doble cruce, en donde la casete de apramicina-attB reemplazé la secuencia de ADN nativa del clon de
césmido 4G15. La eliminacion resultante fue confirmada mediante secuenciamiento de ADN de la region de union.
La secuencia de nucleétidos de la unién, en la que se habia eliminado el fragmento de 7,6 Kb del grupo de genes de
espinactina, se proporciona como SEQ ID NO: 12.

El ADN de cosmido 4G15 fue aislado y transformado en una cepa donante de E. coli, la S17-1, y se us6 en un
experimento de conjugacion con la cepa de S. spinosa NRRL 18538. La conjugacion se completé siguiendo un
protocolo que habia sido modificado para incluir medio ISP4 (Matsushima et al. (1994) Gene 146(1): 39-45). Se
seleccionaron transconjugantes inundando las placas de medio de conjugaciéon con apramicina (50 yg/mL) y acido
nalidixico (25 pg/mL). Los transconjugantes procedentes de las placas de conjugacion fueron parcheados en medio
agar ISP2 suplementado con CaCl, 20 mM y apramicina (50 ug/mL) y acido nalidixico (25 pg/mL). Los bloqueos de
doble cruce (resistentes a apramicina y sensibles a antibiéticos de canamicina) fueron seleccionados en medio agar
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ISP2 que contenia apramicina a una concentracion de 50 ug/mL.

Se seleccionaron cinco cepas bloqueadas independientes (marcadas como 538-M2, 538-M4, 538-M6, 538-M7 y
538-M10). Estas cepas bloqueadas fueron confirmadas molecularmente para la eliminacion de 7,6 Kb del grupo de
genes de espinactina mediante amplificacion de PCR. Las reacciones de PCR produjeron un fragmento del tamafio
esperado, lo que indicé que se habia eliminado un fragmento de 7,6 Kb del genoma de la cepa de S. spinosa NRRL
18538 (ver la Figura 6). Habiendo confirmado las cepas bloqueadas de S. spinosa NRRL 18538 a través de ensayos
fenotipicos y genotipicos, las cepas fueron propagadas como cultivos de fermentacién en matraces agitados y se
cuantificaron los titulos de produccion de espinosina Ay D.

Ejemplo 6: Produccién de espinosina A y D y confirmacion de la eliminacion de produccion de espinactina en las
cepas bloqueadas de S. spinosa NRRL 18538

Las cepas bloqueadas derivadas de la cepa de S. spinosa NRRL 18538, que fueron generadas para contener una
eliminacion parcial del grupo de genes de espinactina, fueron propagadas como cultivos de fermentacién en matraz
agitado de 6 dias y de 10 dias. Las cepas bloqueadas produjeron niveles de espinosina A y D comparables a las
cepas de control que contenian un grupo de genes de espinactina intacto. Ademas, los niveles de espinactina en las
cepas bloqueadas de S. spinosa NRRL 18538 fueron indetectables o muy bajos. Estos resultados indican que la
eliminacion del metabolito secundario, la espinactina, no afecta de forma negativa a la produccién y biosintesis de
las espinosinas Ay D.

Se analizaron extractos de metanol del caldo de fermentacién procedente de la cepa de S. spinosa natural NRRL
18538 y de las cepas bloqueadas de S. spinosa NRRL 18538 para determinar la produccion de espinactina usando
un método de LC-UV-MS. Se completd el protocolo de extraccién con metanol en el que una parte del caldo de
fermentacion y tres partes de metanol fueron incubadas durante una noche a temperatura ambiente. Las muestras
de los extractos de metanol fueron sometidas a cromatografia usando una columna Agilent Eclipse Plus C18 (100 x
3 mm; 1,8 pym) a 40°C eluida a 0,5 mL/min usando un gradiente lineal de A:B 50:50 (0O minutos) a 5:95 (12 minutos)
donde A = acetato de amonio 25 mM y B = acetonitrilo-metanol (80:20). La espinactina, que eluyd a
aproximadamente 8,8 minutos, fue detectada tanto por absorbancia de UV a 227 nm como por espectrometria de
masas de monitorizacién de ion seleccionado (SIM-MS), monitorizando el ion a m/z 437,2. Se llevd a cabo la
cuantificacion usando un método de patréon externo con curvas de calibracion establecidas a partir de una muestra
pura de espinactina. En la cepa de S. spinosa natural NRRL 18529 y en las cepas bloqueadas de S. spinosa NRRL
18538, se uso el método de UV para la cuantificacion de la espinactina cuando estaba presente en concentraciones
por encima de aproximadamente 2 mg/L, mientras que el método SIM-MS se us6 cuando el compuesto estaba
presente en el rango de aproximadamente 0,02 — 2 mg/L.

Los titulos resultantes de espinosina A y D y de espinactina correspondientes al caldo de fermentacion de la cepa
natural de S. spinosa NRRL 18538 y de las cepas bloqueadas de S. spinosa NRRL 18538 se resumen en la Tabla 2.
Estos datos demuestran que una eliminacion génica parcial dentro del grupo de genes de espinactina no tuvo ningun
efecto sobre el titulo de produccién de espinosina en las cepas bloqueadas de S. spinosa NRRL 18538 en
comparacion con la cepa natural de S. spinosa NRRL 18538.

Tabla 2: Sumario del analisis de HPLC de los extractos de metanol correspondientes a caldo de fermentacion de 6
dias y de 10 dias de la cepa natural de S. spinosa NRRL 18538, presentada como “538” y de las cepas bloqueadas
de S. spinosa NRRL 18538, presentadas como “538-M2”, “5638-M4”, “538-M6”, “538-M7” y “538-M10”.

Titulo de compuesto (mg/L)
Dia Cepa
Espinosina A Espinosina D Total (Espinosina-A/D) Espinactina
6 538 232,05 23,70 255,75 0,23
6 538-M2 269,68 31,96 301,64 0,11
6 538-M4 222,17 26,41 248,58 0,00
6 538-M6 265,62 33,57 299,19 0,00
6 538-M7 233,58 29,75 263,43 0,00
6 538-M10 274,41 35,38 309,79 0,13
10 538 213,18 33,87 247,04 5,36
10 538-M2 186,93 27,03 213,95 0,14
10 538-M4 184,25 31,42 215,67 0,00
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10 538-M6 258,14 45,06 303,20 0,09
10 538-M7 239,61 43,79 283,40 0,00
10 538-M10 145,07 27,46 172,53 0,08

Se eliminé un fragmento de aproximadamente 7,6 kb de la secuencia codificadora del grupo de genes de biosintesis
de espinactina que incluye el gen de tiazolinil imida reductasa;, neutralizando con ello la produccién de espinactina
en la cepa de S. spinosa NRRL 18538. La posterior fermentacion de las cepas bloqueadas dio como resultado la
biosintesis de las espinosinas A y D en niveles comparables a las cepas de control de S. spinosa. Por lo tanto, la
eliminacion del fragmento de 7,6 kb del grupo de genes de biosintesis de espinactina en la cepa NRRL 18538 de S.
spinosa dio como resultado la eliminacién del metabolito secundario, la espinactina, del cultivo de fermentacioén sin
afectar de forma negativa a la produccién y la biosintesis de las espinosinas Ay D.
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cgatttgacc
agccgacgtg
agacggcacc
gggctecgaa
ggacggctceg
ggcgggaagce
gactcggcgg
cgagggcaag
ggttaataac
ccggceggect
gggaggggtt
tgggaaaaac
gcggtetggg
aggggccgag
caaaaacgtt
gcctcageta
ggccgagacg
cgaggcttgg
tcagctagac
caagtcggcet

cgtttgggeg

ttcgeggaac
attcaaaccg
ttggtgececga
ggccaacace
acacccccge
aacagcggcc
cccgggatag
gccgaaacgg
gaggtttggg
ggggtagata
acgtcggcag
gtttgggggg
gtagataagg
acggctgcgg
tggggggatg
gataaggagc
gctgeggeag
ctggatgcgt
aaggagcggt
gcggcaggac

gatgcgtgge

gactcgceeg
tggacaaccg
ccttegtcaa
tatggagate
gttacaccga
actctggaca
agaaggatga
cagcggcagg
ggaaggcatg
aggagcggtt
cggcaggact
acgcgtgget
agcggttgaa
caggactgca
catggcttge
ggttgaatga
gactgcaatg
ggcgtgatge
tgaatgagtg
tgcaatgggt

gtgctgegge
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cgcgcectgcecac
tgtccacgee
cggcctggge
cggeceggaa
cggaacgcac
acaggatgcc
gttgaacgag
actgaaatgg
gcttgectgeg
gaaggagtgg
gaaatgggtg
tgctgecgact
tgagtgggtt
atgggtgcac
tgcggetggg
gtgggttgtg
ggtgcgtgga
ggccgggaag
ggttgggcgg
gcacggacag

tgggaaggag

acacgcatgt
acccaggtca
accgggcact
ctgggtaceg
cccgceccgyg
gaagcggaaa
tgggtggage
ttgaaaggac
gatgggaagg
gttgagcggg
cgtgaaaagg
gggaaggaga
gtgcgggcta
ggacagggga
aaggagaagc
cgggctaaac
cagcggttceg
gagaagcagg
gctaaaaacg

gggttcgggg

aagcaggttce
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ggacaacacg
ccgtegecga
ggcacctgcet
cegteaceeg
taatcagatg
cggcgaagca
gggctaagaa
agggggccgg
agaagcaggt
ctaaaaacga
ggatcggggt
agcaggttcg
aaaacgaggg
tcgaggttaa
gggttcggeg
acgagggagg
cggttaacac
ttcagcggcece
agggaggggc
ttgacaaaaa

ggcggectgg

60
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360
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1080
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ggtagataag
gacggttggg
ttggtcggag
tgacgaggat
ggatgtgtcg
ggtggcgagg
gtttgtgggt
gatcacgctg
gcggacgegt
ggatatgcgg
tgggggagte
ggcggatgeg
ccaggggteg
ggcgaaacgg
ggctcaacag
ggggtttggg
tcactggtct
tgttggtgag
tgcegagteg
gctggtgagt
ggcegtttgat
tctgeccgaa
ggtgcgcgag
gegtggtgtt
ggtgggggat
tgggcegteg
cgctgggcag
gcggttgaat
aggactgaga
gtggegtget
gttgtatgag
actgcaatgg

gegtgetgeg

gagcggttgt
gcagggctgg
gcgtggegtg
ccattcgtgt
ccggtggatt
ttgcagtcgg
gtgaagccge
catcgagecct
gccgaagagce
cgcactgecet
gggcagegeg
tatccgggtg
gctgegggtg
gttcagagece
gtgggagggg
gttgataccg
cctgattttg
cgggatgtcg
gagggttggt
ccegetettgt
ttggtggtgg
ccagaggccg
gcgggtttgg
gaggatgctt
gcggectcgg
acggtccaga
caggatgctg
gagtgggttg
tggatgecgtg
gcgactggga
tgggttgtge
gcgegtggaa

gctgggaagg

ttgagtgggt
aatgggtaaa
gtcgtggggt
gggaaagggyg
gggagaggtt
ctgctgegga
cggagcgggt
cgcgagatgg
tggcggcaag
caccgccage
aaccggtgge
agtcgcagee
atgtggccge
ctgcgataga
cggagacggt
gggcttgggg
aggatgaggg
ccggegatcet
cggaggtcga
tegeteegea
atcaggttge
ttgecggegge
aaggcgegec
cgtegtetgt
aacgggggte
tcaccgecca
atgcgggaaa
tgcgggetceca
gacaggggct
aggagaagca
gggctcaaga

aggggttcgg

agaagcaggt
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gttgeggget
tcggcagggg
tttggattac
tgttggtgag
taccgagttg
gctggtgagt
ggcegtttgat
tctgececgaa
ggtgegcgag
acgtggtgtt
ggtgggggat
tgggecegtcg
ctccgggcag
taaggagcgg
tgaggcagga
ggaggegtgyg
ggatccattc
ggatctgttg
ggtggcgagyg
gtttgtgggt
agtcacgctg
gcggacgcat
ggatatgcgg
tgggggtgte
ggcggaggtyg
ccaggggteg
ggcgaaacgg
agaggaggga
tgggcttgat
ggttcagcgg
gg9agggaggyg
ggttaggaaa

tcggeggect

caacaggagg
gtcggggttg
tggcctgetg
ggcgatgtceg
gagggtcgge
cegetettgt
ttggtggtgg
ctggaggcceg
gtgggtttgg
gaggatgtgt
gcggectegg
acggtccagg
caggatgctg
ttgaaggagt
ctggagtggg
cgtggtcatg
tcgtgggagyg
ccggtggatt
ttgcagttgg
gtgaagccge
catcgagecet
gctgaagage
cgcactgect
gggcagegeyg
tatcegggtyg
gctgtgggtyg
cggcctgega
ggggccagga
agcaaggttt
cctggggtag
gccaggacgg
aacgtttggt

ggggtagata
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gaggggccga
agaaaaaggt
attttgacgg
ccggegttet
cggaggccga
tegetecgea
atcaggttge
gtgaggccge
aaggcgcgece
cgtcctetgt
aacgggggtce
ccaccgecca
atgcgggaac
gggttgtget
tgcatcggeca
gggttctgga
ggtttgacgg
gggagaggtt
ctgectgegga
cggagcgggt
cgcgagatgg
tggcggcaag
caccgeccage
aaccggtgge
agtcgcagge
atgtggecege
tagataagga
cggctgegge
ggggggatgce
atagggaccg
ctgcggcagg
cggaggcgtg

aggagcggtt
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1860
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2160
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2820

2880

2940

3000
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3120
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3240



gtatgagtgg
ggattgggtg
tgectgegget
tgagtgggtt
ttgggtgaat
tegtggggtt
ggagggggcc
ggattgggag
cgatctgeac
cgacgacgtc
ggagatctgg
ccgacgccecg
cgacgacacc
ggaagcccgt
ggtcaccggg
gggttcggtc
gtggccegggt
ggccaattac
gtttcataat
ggatccggct
cggggttgag
gcgacccgac
tgggcgeggt
tgtttctgeg
ggtggtgttg
caacgaggtg
cggcgegggc
gcggaagggyg
tggggtgctce
agagaaaaag
tgttgtggtg

gctggeggag

gttgtgcggg
catcggcagg
gggaaggaga
gtgegggete
cggcaggggt
ctggatcgcet
gacggtgttg
aggtttgceg
gacacgctgg
ggactgaccg
atgcagccgg
aaacgagacg
gcccccacca
gagatcccca
agggacggtt
gggctgtctg
gcggggegtyg
ttctttggtg
tcggtgaagt
cggttggagg
cggtatgtge
ggcagegege
gtggtegtgt
gtgacgggga
ccgteccagtyg
gcgggtccga
gcgaaaagga
gcagcagccce
accccgaccyg
aaggcaaggg
ttggaggagt

ctccagecga

ctcaagagga
ggttcggggt
agcaggttca
aagtggaggg
tcggggttaa
ggtctgcectga
gtgagcggga
agttagcaca
accgtacgca
caccgccgcec
gcagcgacgg
gcgcacgacg
ccgecateggg
gtggggcggt
tcgectggttt
acgaaagcac
tggtggggtc
atgcgegttt
tcggteggeca
tggcgttcgg
gtggcgggee
atgtgatcaa
tgtgggatcc
tgtgggtgat
gttccgggtt
agcgtcagcece
cacaggcgga
cggctgggat
atcaggcaac
acgcgaagta
tggaggggcg

aggtgacgga
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gggaggggcec
taacaaaaat
gcggcetggg
aggggccgag
caaaaatgtt
tcttgaagat
tgttgeccgge
agccgggcac
caaggacctce
gtttccgeac
ggtgaaaccg
gcgectggec
ttececteecac
tcecgatcagg
ccttggtggg
tttcggtgac
tgggttcegg
tcgggtgaat
gttcgtggeg
ccggcaggcc
ggtgggggceg
tgcggtgegt
gcageggggc
ccecggtgecg
gcgtagccag
cggtgegtcee
gaccggtgag
tgacccecggg
acaacaggac
tcgeccaggeg
ggggcagttg

gcggaagcag

gagacggttg
gtttgggggy
gtagataagg
acgattgagg
tggggggagy
gagggggatc
gatctggatt
gatttctcte
cccagcgacg
gccgaaggac
gtaccagaca
tggcccggta
gcgatctcac
ccacaggaaa
tacagcgacg
ccgtcaccgg
tttgtgeggg
tgecectggagg
ggtccggceg
cggcaggtgg
actgtgcegg
accggcagca
gaggaagecg
gaggcggaag
ggctggggat
gggccggagy
agttcgcecegg
agtccgggca
gagcgggcga
agaagggccg
actgaggagc

caaaagaagg
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cggcaggact
aggcgtggeg
agcggttgaa
caggactgga
cgtggegtgg
cattctegtg
tgttgccgac
ccgtegeaca
ccegttecac
cggcacgggce
cgatccagga
gtaggcggge
gggcttececeg
acaccgggca
accacgggat
aagctgcggce
gggtgaatca
cgtgtgtgge
gtgctgatcg
aggctgtgge
tgctgtacca
aagaccctge
aggtagccga
cagcggggat
ccgggttgee
ccgggaaacce
gtgccaageg
atggcgaggce
cggagcggaa
aggccgatceg
aggcgacgga

aagagaacgc

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980

5040

5100

5160



gaagcagtac
g9g99cggggyg
ggcgcaacag
tgccgecgat
gcaggcgacg
aggaaaagac
aggagttggc
agcgcaaggc
cgagaaaggc
tgactgagga
aaacgaagaa
cggtgttgga
cggcgctcca
tatgctcage
cggggggagt
cggaagcagce
gatcgtgttg
acggagctgg
gaccgggagg
attgcgggge
tggtcggetg
tcggggggtg
gttctegega
ggattcctece
cctgacaggg
gctgeggate
gcggacggcg
ttetttggtg
tcggtgaagt
ttggaggcgg
tatgtgegtg
agcgcgcacg

gtcegtgttgt

aaggcgagaa
gagttgactg
acgcagcaaa
cgtgttgegg
gagctggcgg
cgcgaactat
g999cggggyg
ggcgcagcegg
tgcecgecgat
gcaggcgacyg
agataacgcg
ggagttggcg
gccgaaggtg
gggtaaacge
tgactgagga
aaaggaaggc
cggagttgga
cgcegeteeg
tgatggagac
cggagggggt
acttcgatct
tgggtgcggg
ccgagttgac
ccgactacca
gacctttecgg
cggtgggtgg
cggtggggte
atgcgegttt
tcggtecggeca
cgttecggeeg
gcgggeeggt
tgatcaatgc

gggatcecgeca

aggctgeccgce
aggagcaggc
cgaaggaaaa
tgttggagga
cgctcaagecce
agccaggggt
cegttgactg
aagcagcaaa
cgggttgtgg
gagctggcegg
aagtatcgec
gggagggggc
gcgcaacaga
tgctgecgat
gcaggcggceg
aagggacgtg
ggagttggeg
gccgaaggea
cggggtgggt
atcggagtgg
cggtgegtgg
agatgccggg
cgegttectg
cgactgggac
tgacccattt
gatgggggcg
tgggttecgg
tcgggtgaat
gttcgtggcg
gcaggcecgg
gggggtgget
ggtgcgtacce

gcggggtgag
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tgcgegggtt
gacggagctg
taacgcgaag
gttggcgggg
gaaggtagcg
taaaggctge
gggagcagga
agaaggaaaa
tgttggagga
cgcttcagee
aggcgggcaa
cgttgactga
agcagcaaaa
cgtgttgtgg
gagctggegg
aagtataacc
gggcacgggce
gcggggcggy
gaggcccecgyg
actgggactg
cccgagcagg
gtgatgectgg
ggacaggatg
ggctecegttg
ccggaaggtyg
tctggggtat
tttgtgcggg
tgectggagg
ggcceggctg
cgggtggagg
gtgceggtge
gagagcaaag

gaagccgaga

gtggagttgg
gcggegetee
cagtaccagg
cggggggagt
cagcggaagc
cgatcgtatt
ggcggagctg
gagcgcgagyg
gttggagggg
gaaggcgcag
ggctgetgec
ggagcaggcg
cagggcaaag
tgttggagga
ggctccagee
aggcgagaag
cgctgactga
ggcgagggcy
tggcggggcy
atcaggaagg
cggtggcggg
gcgagggcge
ccggagcgga
ggttgttcgg
cggtgtggee
gggcggatte
gggtgaatca
cgtgtgtgge
gtgatcggga
gtgtggetgg
tgtaccagceg
accctgetgg

gagccgatgt
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aggagttgga
agccgaaggt
cgagaaaggc
tgactgagga
agcaaaacga
gcggtgttgg
gcggaactee
cggtaccagg
cggggggagt
cagacgcaga
gcgegggttg
acggagctgg
taacgcgaag
gttggegggg
gaaggcgcag
ggctgetgee
ggagcaggcg
gaagaagaag
ggatgagcgg
tegggacgea
ttcagettgg
tgtcgaggac
tgatttcegece
ggccgaaggg
gaatgaggtg
cgaccgggat
ggccagctac
gttccataat
tccggetcegg
ggttgagcgg
acccgacggg
gcgcgatgtg

ttcagcggtg

5220

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760

5820

5880

5340

6000

6060

6120

6180

6240

6300

6360

6420

6480

6540

6600

6660

6720

6780

6840

6300

6960

7020

7080

7140



accgggatgt
gtgttgecegt
gaggtggcgg
gcgggegega
agttcegggg
attccgggca
gcgcagcaga
aaagtcgctc
caggagacgyg
gcaagaaacg
gaggagttgg
cagccgaagyg
gcgggaaagyg
ttggctgagg
cagcaaaaga
gttgcggagt
ctggcggagce
aagcggtccc
gagctgacta
agggaaaggt
gcegegattg
gccgagetcea
aaccaggtat
cggagtgttg
gcgtttgegg
aagctgatgce
gatgagcaga
gagcggggcec
gatttggatg
tggtcgggtg
ggcgacgggce

gaggcgttge

gggtgatcce
ccagtggtte
gtccgaageg
agaggacacg
gggccaageyg
atggtgagag
gacagaaaaa
ggtttgcgga
aactggecgge
cgaaggatca
cagagcgggyg
tggcgcageg
ctgctacecge
cgcaggcegge
aggaaaatag
tggaggagtt
tccagccgaa
aggcgggaaa
aggaggaggc
ggaggaaagc
cggagttgga
atttgecggeg
cgctagggaa
agattgaggc
agccgttgaa
aggaggctgg
gcgcaatggt
aggggatggce
tgtcgtggga
ggggcgttga
aggctgcgge

gggagtcgga

ggtgccggaa
cgggttgcge
tcagceceggt
gggcgaggcet
gcggaaggtg
tgaggtgctce
gaaggaagag
gttggagaag
actccageeg
ccaggcgaga
gcegttgact
gaagcagcaa
cegtgttgeg
ggagetggeg
cgcgaagegg
ggcggggcgyg
ggtggegecag
ggctgctgee
ggcggagetg
tagcgcgaag
ggegttggag
ggaaataaaa
caatgccget
caagctgect
ggaaacgaaa
atcggggcgg
ttcgageggg
cgacttcgat
tgcgggtceeg
tcteggtgeg
atcgecegtec

tgeggctatg
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gcggaggegyg
agccagggcet
gcgtceggge
gatgagagga
gcagcagccg
accccggcecg
aacgcgaagt
ctgaaggggce
aaggtggcge
aaggctgctg
gaggcgcagyg
aagaaggaaa
gagttggagg
gagctccage
tcccaggegg
ggggagttgg
cggaagcaga
gcecegggttyg
gcgaagctcg
catcgcecegg
gagcagggga
atgaacgaaa
aaggaagtca
acgttgcgga
caaaggcttg
attgcgggtt
gtatcggagt
ctecggtgegt
gcggagcagce
tcggttgatg
actttggacg

cagacggagt

aaccggacca
ggggctccgg
cggcggecgyg
catgggcgga
cagctgggat
atcaggcagce
ttctccagge
aggggcagcet
attggaaaca
ccgececegtgt
cggcggaget
atagcgcgaa
agttggcggg
cgaaggtgge
gaaaggctgc
ctgaggcgca
aacagaagga
cggagttgaa
aggcggaggt
cgaaaaaggc
cgctgactte
ctgaggtaca
aggcgetgga
gcaaggtggc
cggaaagcag
tggaggcaag
ggactgggge
ggcttgatcg
gtggggcgga
aggcgatcga
aaaatcggca

ggggggagcecc
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ggggatggtg
gctgecccace
gaaaaccggce
gaccggtgag
tgaccecegge
acaagaggcg
gagaaaggcc
gactgaggcg
gctagagaag
tgcggagttg
ggcgaagctc
gcggtcccag
gcggggggag
gcagcggaag
taccgececcegt
ggcggcggag
aaagaacgcg
ggatcaggag
ggcgaagcag
cgccgetgece
ggagcagcag
tegectggta
ggegttgecg
taggttggcce
gaagaagctc
tgggcagcag
tgatcgggac
ggagctggceg
acgggacgceg
ggattcagct
gacggatttg

gcgagagggg

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

8880

8940

9000

9060



ttggacgagg
cgggttgcge
gcgttgecgg
cagggtttge
ttggccgaga
gaggggcggyg
cggatggagc
aacgtcgaaa
acggttgagt
ctggcaatgg
gagggggcga
gaggcgtttg
gceggtactg
gtgggtggtg
ccggtgattt
gaccgctatg
aaagctgatg
gtgcecggtge
gggtccgggt
aagcgtcage
acgcaggcgg
ggtggcagca
gctcactceg
aaagaacgaa
ggtgttggaa
tggcaagtgg
ggcagggcga
cgttgeggga
tgatgcaggg
tgcgacagga
gggctgggta
atctccaagg

teggagttgg

ctgatcaggg
agctgcggga
gttgggacga
ggacggactg
tggtggatga
ctgecggeatt
ggcatttgeg
ctgcgaagca
cgaggttgga
atgcgcagge
accgggccaa
tggegtttea
atcgggatce
tggctgaggt
accagcgagc
ggcatcaggt
tcttggetge
cggtgceggt
tgcgcagcca
tcggtgegtg
aaggccgatg
gcagcggctg
accgatcage
ttgaacgcga
gaagctcaag
gcagcaggat
acaggacgcg
gttggatgag
cgaggatgct
tgctcgggag
tcggcacaca
atgcccgeca

cggtcaggcg

gcaggtggag
gtcgctgaag
gaacctgcgg
ggagcaggcg
cgcgggcgaa
cgtgecgact
gacgatgccg
gtgggtgcag
ggcgatacat
gataggcggg
ttatctectet
taattctctg
ggcteggttg
tgagcagtac
cgacggtagc
ggtggatctg
gaccgggatg
gceggtgecg
cggctgggga
gcceggtgacce
agagtgtgcg
ggattgatcce
cagcacaaca
cgtategetg
ctgatgcagg
gcaatggtge
gggceggcetg
ggcagggcgg
gcttacgagg
ggcgeggcgg
atcaggctgg
gcttceggcag

ttegtegtet
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ggtgcgatce
caggctgagt
gcggagtteg
cagcggcgta
ccggecggge
gagattgcga
ctggaattca
caggggcagt
gcggcggaga
gctgagttgg
ggtgatgtge
aagttcaacc
gaggtggcgt
gtggggagcg
gcgcatgtga
ctggatccge
tggatgattc
gaccgggaga
tceggactge
gggaaaaccg
ggcggegget
agggagtccg
ggacgagcgg
ggcgaaaagg
aggctgggte
taggtgaggt
acgtcgatct
atgcggtgga
agtttgtcge
atgctgtgga
aaaacccacc
aggcggatca

cgtgegagge

gcgatgcgge
ctgacctggc
cgacgttgee
tcgaggegtt
aacacatggg
cgttggetga
atccgaatceg
ggactccage
gggcgttget
gggctgggta
gtttccaggt
gggagtttgt
tcggeeggtg
ggecggtggg
tcgctgeggt
ataaggggga
cggtgccggt
tggtggtcett
ccaccgaggt
gcccgaaagg
ggcgagagtt
ggcaacggcg
gcggcggage
gccgaagccyg
gggteggatt
g9g99gagtgg
cgatgggtgg
gggcacggceg
gaccgegttg
gtcgggcaat
acagcgtgaa
tcgecgagtgt

ggcgatgteg
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gcaggattcg
ttcgttggag
gatgttcgat
gcgggcggaa
tgagtctcgg
ggtgacgggt
tgtgegtgag
gcagttgcgg
cgatgctege
teggttectg
gaattgcctg
ggcggggcceg
ggcctggegg
cgttgetgtg
gcatgccgga
ggtcgetgag
gccggtgeeg
gccgeccagt
gacgggtccg
cacaaagagg
ccggggecca
agagtgaggt
ggagacagaa
atcgggttge
gcgggegtgg
actggggctg
catgatcgga
gatgetggeg
accgcgttcc
gaggcaatga
taatgcaggt
gatcatggtt

gatcaggcac

9120

9180

9240

9300

9360

9420

9480

9540

9600

9660

9720

9780

9840

9300

9360

10020

10080

10140

10200

10260

10320

10380

10440

10500

10560

10620

10680

10740

10800

10860

10920

10980

11040



ccaaaaggtc
ctgcgtttga
ttgatgatgg
cggccaggtg
ccatgacggt
ttgcggectg
gactgggcat
tgatcgegea
acctggttac
gctgtgtgat
cggcatgacc
gcctactacg
ggctctggea
cattgttgac
atgaggttct
tggccagccc
gtaccagagt
gctgatcgga
attgtctcgt
gcacggtcgce
ggacgtcgtg
gaagggttcc
ccgcgcegaag
gcgtgaccac
ttcggaagac
ggcagccgcet
gcgggcactt
atgagcagcc
ccggaacaca
gaggacttgg
ggaccteegg

aaatccaggg

gttcgaccac
cgatttccag
agttggggtg
ttgcaggatc
cagtagcagg
tcgtecttett
ccagcaccgc
gcgegtegtg
ccaacagtct
cacggaacgc
ccgtecceggt
ccgtaccagyg
caaggcgcete
cgcgaatgat
gcggctaggt
gtgtcactcc
gccgcagecg
gccccatcca
cggacgcaaa
gccctgeteg
caggagacgc
gttegegggt
geccgetegte
gccgacteceg
caccgcgacyg
gaactggcaa
cgtgaagegt
aggatcacaa
gcgcgcetcecga
agcagatgcg
acgacgcaga

cgtatggcat

ccacctgege
taccagtccg
tcecggeatceg
teceegececete
ccgagggcegt
atcgaacccg
cgccgtcagg
aacacggtcg
cttggettge
cttgggtgat
gcaggggcag
caactccgat
cggcgeccgaa
cgccacgaac
cagtatgctc
agcgcgcgaa
ttgaaccgtce
tcggtgcectge
ccgctggega
cttactcgac
tggtacgage
ggttgetgac
caccggaggt
tggtcgactce
tgctggtgea
taccgeceggg
tgggeggege
ggtcgacctg
cgagcacctg
ggccgtgetg
cctgetgttg

caggcacgcce
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ggtaggccct
aggttttcct
gtctggacca
cgacgtggte
cggccgaggyg
tgtgcttege
tccgectggt
atggtgccct
ctctaaaaag
catttttcett
tggctggcca
gcgtatcgac
gccggacatce
accaggatga
gccgcegaggt
ggttcggcac
gcggectgga
agggcggaag
tgatgecgetg
gcgactgacc
gtggcgaaat
cgtggegege
cgcggecacg
gatggtecgtc
gatctacttc
aaccgtgaaa
agcgttggtc
ggcgcctacg
acgtcctgceg
gacgaggtcc
cagcgcacct

gtggtaggeg

ggaacccctt
tcgeccagge
gcgegatcegg
ctgtactgac
tgtccacggt
cgcgetceget
gcccggectg
cgctgttgeg
ttaccctggt
gccaacaact
gtgtcttgecg
cttecegecat
cctggtgggt
tcgectgeat
cgctgatcga
gacgtccacg
ttacgtgtgg
gagtggtaga
atccggtege
ggcgatcgag
cccaacgccce
aacatcgtca
ccgacagcge
accgaggcgce
cgaggactca
tcacgatcct
gcatggaaag
tgttgggegt
gacactgccg
cgcecggagtt
tgcggcaggt

cggcggegge
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gacatcgteg
cggcaggccg
gggaaccggg
gcggaggtga
gaggtggegt
gctttegatg
gatacggacc
ctacgtgece
caaactggcce
caagcggcge
agagcacacg
caggtgacca
gtgtgaaccg
cacgacagtg
gtggtaccag
acggagtccg
ctaccaaaac
tggcgagett
tgttcgagga
cggcggccga
tggtgaacgg
tcgacegeag
cgececggeagt
tggatacgct
gcgtggetga
actacgccett
aggtggctceg
actcgacgaa
tggggaactg
gttecctggac
tegtteggag

tctegtegeg

11100

11160

11220

11280

11340

11400

11460

11520

11580

11640

11700

11760

11820

11880

11940

12000

12060

12120

12180

12240

12300

12360

12420

12480

12540

12600

12660

12720

12780

12840

12900

12960



gccgtegecce
gtcgtegege
gtcgactcgg
cggttgaacg
ggcaaggacg
gaaggcagcg
gtggagaact
cgacgtcaag
gtgcgatgat
ggccgeagtt
gcacggtgtt
tcccecgatg
tgactgcggt
cgtgtecgge
cgccaccgac
ctactactgg
gcacaaccgc
ggccagcaag
gctcaccaac
ccggcagacg
ctttecgagt
gttceceggeg
cgaagtcgac
gcagcgcage
ggcacacgte
tgaaaatggt
tcagcggtag
agatcggcga
agcttcaagg
cagcccggte
agaaccgcge
ccgtcaccgg

cccacacctt

tcggeggcgg
agccgccgat
ccagtggggce
ccgeggtcaa
gtagccggga
cgctggatgg
tecgagggcac
cecegteceg
ggcteggtgt
ctgctgeecgg
catggcgcte
ggtccgecaaa
cgtaacgaaa
ggagcgcate
cagagcctcg
ccagtgette
ggcacgattc
gtgatcccga
ggcttggaca
aaccgctatce
tgttgggatg
ggaaacgggg
tacgacgtge
ccgatcacgg
gtggcegtcg
cgtgagtgeg
gtcageccgaa
catcaccgtt
acccggacge
cggccacgece
tgtcggegga
ttteggtcce

ggcccttgge

cgtgctgatc
cgcgtccatg
gaggctgact
cgggataccg
gatcgctggt
tteggegetg
cagattcgte
gaacatccgg
ccacaagcca
tegggetegt
cggggccggt
accggttcgg
acgcccaccg
acatgcacga
ctgcagccga
gcctgectgaa
ttcaaccgge
tgcceeggtt
acgccgeccg
cgaggtgcce
gcaggaggaa
tatgccecgac
ccagcgacgce
atcacagcga
tgaacaacgg
ttgteccggge
gaacaccgac
gatgaccaac
cgaaatcgac
ctgcgaagca
ttecggtegge
ggctttetgg

gtcgececegge
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ggccgagegg
ccgcccgecg
gtgacggtca
gcgggcgaac
agctggetgg
atggcgccgg
tccacggegg
ggcggggcett
aagacagtct
cgcggegttyg
gaccggcegat
cccggacgece
caacgcggac
ttacgtggge
aaccacttgt
cggcgacgag
ctcagtactg
cctgegggece
agtgcactgg
ggacgggcat
cgacagcccg
caactcgttce
ggagtacgcce
tttcataaac
gcgcatcgge
teecgecegge
tccacggeat
gacttgeccgg
gacgtcacgt
ccgtegtege
tgcgtgetge
ccgttecggag

ttggtgtcct

gtgacagcgc
gaacgaaggc
cgectgecage
ggtgeccgcett
tgtccgagaa
acgatgtgge
tctgaccagg
gctcaggeeg
gggcgecggyg
ggtgtcgggt
ttegtegaca
tecgaccggeg
aacgtcatcg
aacctggcaa
gtgaacggcg
cegggtteeg
ataagtttcc
gtcatcggeg
acctgttecg
cgagtggtce
aaccatcgeg
gcegtecege
atcgacacct
gtgatgaccg
tgaggaagaa
aacgcactca
tgtcgaatce
tgcagttctg
cgcgccgcege
tgaaattctt
cgtcectgege
tgatcccgaa

tggcgaagcg

22

accgccgctg
cgccacggcec
tggctgggtg
ggtcgtagtg
gggcgcgaac
ggccgtegaa
cgacatattc
cggcccggga
cgtggegget
acgtcgacgg
tcgcagatgt
tgatgacggt
catcgectge
cggatgegtt
acaggtccac
ccgatatgee
gcggcaatce
acgcgaaggc
gaatgctecga
gggtcttega
atcacctggt
agttgcgcecat
tccecgatca
atgagcagat
acctccgaaa
cgaccattgg
gacctcgeceg
cccggaccac
gacgttcttg
gtcgtcgaag
atcgecegttg
ccacgttceg

gtagaccgge

13020

13080

13140

13200

13260

13320

13380

13440

13500

13560

13620

13680

13740

13800

13860

13320

13380

14040

14100

14160

14220

14280

14340

14400

14460

14520

14580

14640

14700

14760

14820

14880

14340



cagccaccga
ttcggaacge
ttcgegeaat
tacaacgtga
ttcaactgca
ccggttgece
aaggacaggc
cccgecgega
acggcaacgt
gccaatctge
cgctgaattt
gtctgtgagt
caaccgcatc
ccgcacgatce
gtgagccagc
gtgggcgtgg
gcggtacceg
caggacctct
ccceccgegag
tggcaccgta
ttegtgegga
atctgteccaa
ccaccagacc
gctgagccgg
caggtagaag
tagaggtttc
aagcgaacgg
tggtgtgggt
acgaacggtc
cacggtttet
gctttteecgg

attagcgggce

tggtcacctg
cggccaagaa
cccegttgea
gtececggeace
cccacttteg
agtccceggt
cggcgcttcce
aggtcggcaa
acttggeteg
agccacgtac
ttcggacgcece
gacatgtgga
ttggcttegg
accaaggacg
acttcaacac
cggctttgece
tggattcgee
cgcectgtege
gagtctcccyg
catgatcagc
ctttececegg
ttgcgactet
acgggagccc
gggcctgett
tcegtgagec
ggtggegate
cctgtteget
gceggggttg
cgttcgette
gggcgggcgyg
gttgacgatg

gccctaccag

gaggctgecg
gatcctgecg
gttcgacacc
gttgaccact
cgcaacattc
cttecgeegte
ggtctcgggg
ccegeacgeg
ctttgacage
ggcggaaaca
cgccegttgac
cagaggcggyg
tgegtgegge
atctttggte
gtccagegtg
ggccttggag
gggagegace
ggctegtttt
cggcctegac
cagcgcgccg
tatgaaggcg
ccagcgaggce
tcttgagecece
agaggctceg
cgttgggtge
ccaacgggcg
tcggtaggtyg
ccggtgtggg
aaacaacacg
gcgggcgggyg
tcgecagatct

ggcgaccagt
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tegteceegtt
cccggagcca
gagggcttgg
accgggtcca
tggtcegegyg
gcattgtgeg
acctgcgcac
ctcaacgaca
atgagttcte
cgtgccccga
tcgatggatg
atggacgccg
ggeggetege
gacgctgegt
gcgacgatcg
ttgcagggtt
agggtcatcg
ctggacttca
ggcgacaccg
atgccggett
ttectgggea
ttagtctetg
tctacttect
gcaataggcc
tgcagaggcce
cggtctegtt
gcacgaacgg
gcgaacggcc
ccaaacgctg
ggcececggtte
gcgtcteget

gctgeggeca

tgacggtgce
cggtcaacgg
ccgtgtectt
gagcacctge
tgttggctgt
ccttggeggt
tcggcgegge
ccgeteegge
ccctecaaatc
tccgecacegg
gcgtatggtg
gggcgetggg
gcattaggtg
tcagcaagta
gcggtctect
tcggtttgga
gcgtggtgta
tgcgtgegac
gcgaaccaga
gttgcgegece
cgattccget
cggttectat
ggcccgagte
gggaaagttg
gctgtagaac
ccgecteecee
tcegtteget
tgttcgette
ctaccgcacc
ttaccagggg
gegttegetg

cgtcgggaac
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caccttggac
cggccaggtce
gtcgaaccgg
ctgggaagcce
gccgteggac
cceccgecagt
aggcgccgga
gacgacgagg
ccgggetceca
ttcaagagat
atcgcgtcat
cagcggcgat
atcggettgg
ctcgatctce
acggaccggc
ggatctcgtc
ccactgetee
cgagatcgat
cgcgatcaac
gtgtgtccat
tcegeecgaa
tecectggtgeg
accgacccca
attagaaccg
cegttetgee
aaccgatgtg
tegtteccect
ggtaggtgge
cagccgcegcet
actcgggtga
accagcggceg

cttgaacgac

15000

15060

15120

15180

15240

15300

15360

15420

15480

15540

15600

15660

15720

15780

15840

15900

15960

16020

16080

16140

16200

16260

16320

16380

16440

16500

16560

16620

16680

16740

16800

16860



gccgegggta
cggcgtcgag
tggcgtaaaa
tgattgggtc
ccgtecgaggt
cgagceccegeg
cgttecttee
cgaacgtgge
ggcccctgea
agcgettege
atcagattgg
ggggtgacct
agcaccttca
gcggcaaget
acgggaccgc
tggcggggaa

gtgcagtgtt

cgcgaatatc
tgecctetcee
atgaccgcegt
tgegecgage
accgttggge
ctcgaccceg
cagatggagt
tcgaacctet
acgatgagtg
ctgtgeggea
cagtcgcagt
ctggaccagg
ggcatcgcga
gacaccaacc
gttcacgagg

tggggcttcg

cgccgecggt
ggcggegtag
ctgcacggca
gatcttegeg
gtgcagctcg
gctgcetecag
ggtgaataga
cteggectee
ccagcagcge
aaaccaccgce
gcgccaacceg
cgectteggyg
gcgegegatg
ggtcgagccg
gctccagecece
gtcgageggg
cgcggaagct
acagttcaat
gcagtacccg
gcggtgacgg
tcecgcaagag
agggcaactt
acctggtgag
tcaccggect
acgtgaccga
ccegtegtcac
ccacggecge
catgcgageg
ccgtcgecge
agtcagccgt
tcgtcatggg
tgctggtgeg

gcgagaatca

gatgtccget
cggtcgeccat
gcgtcgacgt
ggggcactca
gcacctececge
actteggcac
ttecttgegat
cgetgecaceg
ggagccgetg
gaaggcatcc
gtcccacgee
cgggatcgge
gcttteegag
ctgceggace
gccgtecteg
ttccacgace
cgtgcagcaa
gcgctggacg
cctecaccacg
cggcgcecact
ccacccggaa
cgaattcatc
ccttgtggge
ggtgeeegeg
ggaacgcgeg
gcagaagggyg
gcaggtegee
gtceggecge
gaccaccacc
tgagaagtcc
catcgccacg
tgccgaggeg

gctcategee
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gccgggctgg
cgacgaattt
ccgccacceg
tcgggcgace
gacggaggat
ctececgetcca
agttgtggtg
tcagcgceggyg
accagcttgg
acgtcccaag
gcacgggcgt
tggttgatge
ccccacagge
gcegggtggt
taggaggaca
ggcggegteg
aggctttceg
ttgccaacat
gccgecgtge
gaggcggccg
ctcgtegggg
acccccgacg
gactgccteg
ctccagtceg
cggaaggtceg
aacccgagga
ggaaccgteg
gccgggatca
ggccgegeceg
cccgaacace
aacaagaaca
gacggtgcge

ccccagateg

ccagagcccg
cgttgccaga
gtgttgegtg
cgtagccggt
ccggggcage
gactteggca
ccacctegeg
ggttcttcac
tecgeetgett
gcgtgagcac
cctecggacgg
ggtcgtggeg
tcggggagte
cctaaaagtg
ggtgggcgga
cacacggcgt
gggttgcccece
atcgaacgga
tegeectege
caccgttcaa
ccgagctgaa
agccggatgt
gcttecgete
gacgegtgga
acttcgtcac
agctcacgag
agagcgagat
caccgetggt
acttcttcat
tcgaccacgg
agagcgagct
tgecgegaget

tggcctgacg
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tgtggtgcce
ccgaaagtgt
ttccegattt
teccttetgeg
agtggggttt
ccteegegte
ccegtacggeg
gaacccegtte
gtaccgggtg
teccgaccgee
ctccttcaac
gtegecgtge
aagccaaagce
caggagcagc
cacctcgtgg
tegeeecttt
ggtttgttce
ggcgcctaaa
cgtgggcgge
cgegtegtte
ggtcggecacg
ggtgaaggge
cacgttcgece
cctegtegeg
ctacctgaag
cgccgacgeg
catcgagaag
cttcteegeg
gaacgacgcg
tttecttggte
ccgcgacgec
ccagcggaag

gaggttcccg

163920

16980

17040

17100

17160

17220

17280

17340

17400

17460

17520

17580

17640

17700

17760

17820

17880

17940

18000

18060

18120

18180

18240

18300

18360

18420

18480

18540

18600

18660

18720

18780

18840



tgcegtectt
tgaagatcgc
cececgegacge
gcggtacgec
tcgggctgec
gcaccgagat
cgtcgctcgg
aggccgcecat
cgtcagegat
tcgaggtcgt
tgaccgecge
ccecgggegeg
cggtgceggt
acgtctccaa
gcggcgaggt
tggttaacca
gctatgtcga
aggcccggat
acaacgtggce
gggcgagaca
cccteteegg
tegtgatget
tcgacacggt
tcgagttege
cccagggcecg
cgcagcggaa
agttgatcga
gcgaacggct
ccggcegtega
gaccgceggg
caccgceget

gaacgcgtcec

ctggcactac
cgccgtegeg
cgegetggge
aatcctgectg
gccgectgeag
cttecegtgge
gatgggccgg
cceggegete
cteggtcace
gcccgtatac
gcagtcegeg
cctcttegeg
tgeceggggte
gcgettegge
tctegtgetg
tctgcaggcg
gegeggggga
cggcatggta
gttecgecececyg
gctgectggtce
tggtcagege
gttcgacgag
gcgtgggett
gcgggagatc
cccecgacgag
tggtcttteg
gcgagtgace
tggctggage
cctegcetcac
ggcgagecagt
acgacggaga

cgcaacagat

ttectgetge
ttegetgegg
gtegteegee
cagctggtet
accgcgatge
agcctececggt
tggctcacgc
ggtaacgagg
gagctgacat
ggcgtggcag
ctggaacgtc
ttccgecagee
gaccgcteeg
gaccgegagyg
accggtcgca
gtggacggcg
cagctecgteg
ttccagcact
caccacgtge
cgagtgggcc
cagcgggteg
cccacgtegg
gcggecaageg
gccgaccggg
gtgctgggag
gttttaggtt
ggcgteeggt
cgcaagtcga
gctgcgacgg
actactcggg
agacgatget

ccgeggagat
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cgtcgatgtg
gtctggtgcet
tgatgagtgce
tcctgttcaa
tcggcttege
cggtgagcceg
tctcgegeat
cgatcteget
tcegecageca
ccgtgatgta
gattcggecge
ggacgcgect
gccgcgacaa
tgctgeggga
gcgggteggg
gggagatcct
aggtcgeccga
tcgacctgtt
acgggctcag
tcggcgagcea
cgatageccecceg
cgctecgacce
ggatgacgat
tggtcgtect
gcceggetgg
gatctgettg
attcggtgac
gttatcaatc
cacgctcggt
gcgctggegg
gcctatcace

ctgcgggtgg

gcagggcctyg
cgggctecgeg
gggctacgtg
cttececteecce
gctcaacgag
gacgcagacg
cgtcctgecg
cgtgaaactt
gcagatecgte
cctgetegte
tccggecgac
tcegegegec
cgegttecte
cgtaagecte
caagagcacc
ggtcgacggt
cctcegeacgg
cgagaacctg
cgaggaggcyg
ccteggeteg
cgcegetggece
cgagetggte
gctggtegte
cgcggacggyg
cgcgegtgge
tgggggtttyg
gcagacctgg
ccttgeegee
ccgttgegga
ggaagcatct
actgtgctca

gcgacgatce
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ttcaceggge
ctggcegtceg
tggetgttee
gcegteggga
gccgggtact
acggccgegyg
caggcactca
acctccatcg
gccaccaact
atcacggcga
cgtcecgtegg
gggcgctcag
tcgatcegea
gacgccceggce
ctgctgcacc
cgccacgtgg
gccegegetg
tcggtgetgg
gcgcgegage
ttccecgeca
gtcgacceceg
gacgaggtge
acccatcacg
cgcatcgtgg
tgagcagagc
cgggegggtg
acggtgttge
gcacgttcce
cgtacgtgtc
tcacggacag
ggccgetget

tteecggeage

18900

18960

19020

19080

19140

19200

19260

19320

19380

19440

19500

19560

19620

19680

19740

19800

19860

19920

19980

20040

20100

20160

20220

20280

20340

20400

20460

20520

20580

20640

20700

20760



cacctcgtge
gccgaggaca
cacgccgage
cacgccgceec
cagcacgaaa
cagcaggccce
gctcaacaac
ggcgetecee
cgtcatcagg
gttgegetge
gatgaacacg
ccagcecccgg
cagcagcaga
ccgggaggcyg
gcccggeceg
gaccgtggtg
ctgcgegagt
aatgagcacg
cacgccgatg
caggctgget
aagcgagagg
ggccatgeeg
ctgttettte
tccttecagta
cgegecgaac
cgcccacgeg
ggtcttggeg
cgaaccgcceg
ggtggcggte
ggagtcgage
gttgaccteg
gceccggacge

gtgttgcteg

gcgatctggg
ctgtggacgt
gggcgeatge
agggctgccg
gcgggtccga
agcagcgtca
ttgecegeccee
gcagccaagg
ccgaagaagg
cggaacaggce
gcgaacagga
ccagccaccg
cecggtcaagt
atcaggaccg
tcgaccagca
tagatgccca
cecgetggeeg
ccecggggtet
ccgaacacct
ccgtagacga
tcegtgetcea
acggccacgg
agccgegcag
actggattgt
agctcggaca
atatgceccgt
gcgatcaact
ctcagctcca
gcgtcggtga
ccagcggggt
tccatctcega
atgagtgcga

ctgtggtatg

ctgcgegcetce
tggcggatag
tgttggecgat
ccatgatcgg
gcagcagcca
gtgccaccge
acggcgceggt
cggagtagee
acgccacgac
tcaggtcgac
cgatggcage
agatgatgca
ccagcttgeg
ccatcgagat
cgccgccgag
gcgegeggge
tgagcaccge
gtgcgatggt
tgcggaagec
ggctgtacce
tteggggcag
ccaccacggt
cagcgettte
ttacttgtaa
atgcgetgtg
ccgggeggat
tcactcgatce
gcagcaccgg
tcaggggaac
gacggatcca
tcatttecege
cctgggegeg

tgtccagcag
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caccgggaag
caaggtgccc
cccacttgee
tgcctggcaa
gctggtgteg
cgtegtggta
caccaggaac
ceggatetge
cgcgaacagg
cagggggtgg
gatcagtgag
gtacgtgatg
gtecggegttyg
gggcaggttg
cagggggcce
gcgttggeceg
tgccgecage
gatcagcatc
gatgcggteg
gtcgacgacce
tgccacgtte
cagcagcctt
ctccgaggac
tcaaacctgt
caaggtgtce
cagcattgeg
ggaccaggct
tctgeegteg
gtcgtgggcg
ggtgceggtg
gaacagctecg
ggtgttggtc

cgtcggegac

cccatgtcac
agcgctgcga
aggccagccce
agcccgcecte
gtggtgatca
acggcagatg
ggcaggatga
tggaaccaga
atgaccagtg
cggaggcggt
ccgagcacga
aagaacagcg
cgetggtege
atcaggaatg
acgacgaagg
ccggtgaage
ccectgecaceg
gaagcgagag
gccagcacgce
cattgcatge
acgatcgteg
ttectgtectg
gcctetgtea
ctgcgeagtt
gcagggccgyg
tccacaacgg
gcegegactyg
cgcagcagcet
aattcccegg
atcatctcgg
cgtagcgegt
aatacgcggg

gcccagccge
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ccagctggec
caccgacgac
gttccacggg
ccgcegecgag
gggtcagcgg
tgctgtageg
teggeagecag
tecceccaggta
ccccgetgta
gctcagecag
cggcegtegec
ccgecgagge
ccggegtgece
cccaccgeca
aaaccgaccc
ctgcggtgag
ccecgggegece
cgaaggccag
ccgeggegag
ccgagagcga
tatcgatgee
ggctccacgg
ttgcggggat
atcgtcaage
tgccatcgee
acggttcegt
agcggcaccg
ccgccaggeg
ccagcggatg
tgagatatcg
cgacctgtge
ccgccactgg

gcacctcgge

20820

20880

20940

21000

21060

21120

21180

21240

21300

21360

21420

21480

21540

21600

21660

21720

21780

21840

21900

21960

22020

22080

22140

22200

22260

22320

22380

22440

22500

22560

22620

22680

22740



agccaacttce
ggtggggaag
cgecgectgg
gtcctggeca
gaagtcgacg
cacaccgcga
gaaacccaac
gcgcacagceg
tcegtegggg
ctcgtgeceeg
gatgctgtcc
gatcacgaac
gtactcctge
gcgatcgagg
cggtcggcac
caggaggccc
ggttctecta
cgaacgcttc
gtttgtttac
ctcggggaag
acacctggeg
cagatcaggg
acagcgtege
atctgttget
ctcaagaggt
tcgtececage
ctgccattca
cggcgccgec
tggctgacge
tggacgtecge
tcatgcgggg

gggtgcaggt

cagcccaggt
tgcacgtgeg
cgggtgttgt
gtgacgegtce
tcctggtece
tcggttegeca
cgcgccacca
ctgcggecac
gcggagatgt
tggcggatgg
cggctgaacg
atgccggaga
agttcgtggg
agttcgagge
cgctcgacga
accgggccac
atgcaggatt
aaacccagga
atggtaacat
ttggctecegg
aactcgeccga
atatccgega
ggccctgacg
ggtgatcgag
gcgegeggec
tcgatccatt
tcteecggggt
gctgctegge
ggccgaaagc
cgagttgectce
cttggactcc

cagctteceg

tgaacgegte
cggcatccce
cggtgaaccg
gcacgctege
attcgcaggt
cccgeccggg
cggtgtgccc
cgtcgeagec
cggcgacgac
acgcgcccag
ccagggcccg
agtgcccgeg
agctgegege
ttegggagtg
caagcgtgeg
cgccgacgat
gacacggcgg
gcgecgcatg
cgtcttacgg
atttcggaac
tgectegectg
tctegtgeeg
cgttcgacca
gagcccgaag
gtgtcgegge
cctegeggeg
ggcttggacg
gcggaagaat
ggtggcgagg
ggtgaatcag
atcatgatca

gagctgttece
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ctgcaggcecce
ggcgagcagg
gctcaggtge
cctgatceteg
catcaccegg
cgggaagttc
ggatccgggg
gaccaggaac
gcegtteteg
gtgcagggcg
cggctgetceg
cacgcgcegga
cgcegtegteg
cagtcccacg
cacgtcgtgce
tatcacctcg
cacgcegtgg
cggccgtecg
aaacggctag
attccgtttg
caaatagata
aagcggceggce
cgtgtgecge
gtggtgctcec
agcacgacct
gcaacgacga
tgctgecacge
ccattgtgga
ccgegecgcet
cggagagcat
tgaccttggt

aggacgeggt

aggttcagge
atcecgecege
tccggggtgg
tegetggteg
ttgccgagec
teggteggtg
aagtcgatgt
ggcgeccgeg
tegtgcteca
tgttcgegga
gtgcgcacct
tgcecegtegt
aaggcctcca
atccgagget
agccgcaact
aagtctgcett
acgaaatgag
gagtaaatct
cggtaagtgg
ttgcecttgg
tgcegtgtgag
ggtgttcgaa
gtggacgcgyg
aggggacttc
cgtgectgeg
ggtgctgege
gacccggeag
cgacgaggtg
ggacctcgaa
cgccgacgac
caaccagtgg

tctggccaag
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cctgeectee
tceggtattg
acagcgggaa
ccgggetgte
agttcaggca
ccggggcgaa
cggcctgect
ccceggtaggt
tcgacgtgaa
ggatttcgtt
cggacttgcce
cgtcctggaa
gcagaccgeg
cggtetgete
cgcaggcgaa
ctggccgcat
gggattcaga
cttectgggg
ggaaaccgcg
tgttggttga
ggatagatgg
gcggtegagg
gaccgggatg
ggcgegeteg
gagatcgtgt
gcggagacgg
ctgggagtceg
ctgcgeggece
ctcatgcggce
gaagacctga
cgcgecgacg

tggtgggaga

22800

22860

22920

22980

23040

23100

23160

23220

23280

23340

23400

23460

23520

23580

23640

23700

23760

23820

23880

23940

24000

24060

24120

24180

24240

24300

24360

24420

24480

24540

24600

24660



gcatcagcgg
tcgacgaggce
gcgacgagca
acgtggatcc
tgcgagcceg
gtctgteggt
cgetgegega
tccagetcte
tegecegacge
cggaggccga
geccggeggac
tgccaggcgg
tgaccaggeg
ggcagcacgg
cctggagcge
accccgacgt
tgaccgagce
acacggccaa
gcggagaace
tcagcgagga
aggtgtgget
cggagaacga
tgctggactg
agcaagcggce
tgcacgaagg
gcgagcaggg
tcctgetggg
ccgaccaggt
gggtggacca
tactcaccac
cggtcgaggt
acctecgecge

tcagccatge

gaccagcgag
ggcgeegtte
ggtgctcgge
gcegeggctg
gttcaccgat
gcacgatctg
gegectgtee
cetgttgect
gttgagettt
gcageccgece
ccaggcggec
gccggagetg
ttaccactgg
gctgaccatg
cagcaagagg
gttecegecte
gagctcette
cgccgagtac
ggtgecgegeca
ggtecegecge
ggaccaccag
gctgttecce
gctggecgea
ggtceggget
tttettecge
cgttctecage
gcgeggggatyg
ggecgcggeg
gcecggtggcg
tgccgaggag
cgccacgteg
ctacgtgatc

ggcggegate

cccgaggccg
gacctgtcgg
ggggtcggeg
gagcgcgcegg
gacggcaggce
cgtcagecteg
caccgccggce
ggcggtgcca
cgcatcctge
atcggctaca
gagcaggcge
cegttggeca
ctcgacgege
ceccgtggtgt
ttcctgeteca
agcggcgatt
gctgagcgeg
tceggegteg
ccagtggttt
tgctteggea
gtcaccgage
gacggtctte
gccgactggg
accgtcaatg
actgccgaga
tacggagcge
cggceceggtg
ctcggggtac
cgccgggcga
cggacggact
gtggacccge
ttcacgtceg

aacaccatcg
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gcgacgaggce
tgatgcagca
cgcacttcta
tgcgggeget
aatggatcgc
ccgcggacga
tggaggtcga
gccgggtgea
tcaccgacct
gctacccgaa
gcgcatactg
tcgcacccga
aggggcggga
tcatgaccge
acctgcccct
tcaccaactt
cccggegget
cggtcctgeg
tcaccagcgg
gcccgacatg
acgacggggg
ttgacgccat
cgcagcecggt
agaccgaggg
tegegecgea
tcegecegaceg
agcgggtgge
tactggeccgg
agatctaccg
cgacctggece
tgaccaccca
gttcgaccgg

ccgacctcaa

ggcggtcgac
tgcttactgg
caacgagttc
gaccgaacgc
cgccacctge
ggtcgaccac
gcggggggag
cgtcaacatc
ggccaggtge
gtatctggeg
gcgggaccgg
acggatcagce
tetgetggeg
cttcgecgaa
gttcgaccgg
gatcctgetg
gcgtgegeag
cgacctggee
gctgagecte
gatgatctceg
cttgectgetg
gttcgeecgee
gccgecgttyg
gccgacgtcet
acggcccgeg
cgeccgecge
gatcacgcetg
ggcgacctat
ccgcgccgag
cgccgatgte
ggtgccaggg
cgagccgaag

cgagcgctte

28

gaggcggtgg
gtcggacgcg
agcggtcgeg
cacggcatgc
ccttggececeg
cgcctgaget
gtgttegacg
gacatgctgg
tacgaggaac
cagcgcaace
atcgccgace
cagcgcecggg
gccaaggege
gtgcteggga
gaggcggtge
gaagtggacc
ctgcagtceg
agggccaacg
ggcgagetgt
cagggcccec
aactgggacg
taccgegteg
ctgccggeeg
ggcctactge
ttgetttggg
attgcecgget
ccgaagggte
gtgceggtgg
gttcgccagg
gaaccggtcg
gaccgaaccg
ggtgtgatgg

gaggteggeg

24720

24780

24840

24900

24960

25020

25080

25140

25200

25260

25320

25380

25440

25500

25560

25620

25680

25740

25800

25860

25920

25980

26040

26100

26160

26220

26280

26340

26400

26460

26520

26580

26640



ccgaggaccg
tcggectget
ccgegeactg
cgttgctgga
tggcgctget
cgccgaaggyg
tttgcgaggt
gcaacgtccg
gggagetgtg
ccgccgaacg
ggtactggcc
ggggccatcg
ccegecagtgt
ceggtgggeg
cgcacatggt
agatcgaccg
tgcggtegec
geggggagec
ccacccgegt
tgttcgccaa
ttgcgagege
tgcagcaggce
actggtattg
accgggtegt
tcttgccege
aggtcgeget
ggccgetgtt
gcctcgacct
agctctacca
tgcteggtge
gggctccectte

cgcagccgeg

ggtgctggeg
ctcagctgge
ggtggagttyg
catgetgttg
gggcggtgac
caggctcgte
cgaagagatc
ctgcegggtyg
gatcggtgge
gttegtggtg
ggacggttcg
catcgacctg
cgtggtggtg
tgtgececgect
gcccgccgac
caagcggctc
gcagggtccg
gatcggacge
cgtgggcagg
gccggtgetyg
gcteceecgget
ttacctgetg
ggagttcgac
cgccegecac
ggtgccgege
ggaccgaatg
cgacatcecge
gttgatgctg
ccgtecccgga
ttgcggggat
gctacctceeg

cttcacccge

atctcecgege
ggggcgctgg
gcacggcget
accgecggcecg
tgggtgaccg
ggtctcggeg
ccggcccagt
gtcgatgage
cgtggtgteg
cgggacggga
ctggagttcc
ggtgaggtcg
acggtggcgg
ctggaagacc
ttegtggtgt
gttcgactgc
gtggaagagc
gacgacgact
ctgcgegegg
cgggacttcg
gacccggece
gggcggggcece
accgccgatce
gagatgctge
tatgccctet
cgggccgeca
gcegtgeget
gacgcgctga
acccggctge
cgagagcagc
gcaccgcaac

aggcagagcc
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tggacttcga
tgctggttcce
ggaaggtcac
cggctgegga
tcgacctget
ggaccacgga
ggagctcggt
ggggccagga
cgctgggeta
tcecgetggta
tgggtcgege
aagccgegcet
ccggtacceeg
tgcgggactg
tcgacgagcet
tggcgccgga
tcgtggecca
tcttcacceg
ccggtetgeg
caacagacct
accggtacga
gggacttege
tggacctgcec
gggtcgtgtt
ccgtcgaaga
tgtcgcacca
acagcggegyg
gcatcgtgat
ccgagatcgg
tcgeccgagag
tcecegetgeg

ggattcegeg

cctgteggte
cgaggccgag
gatctggcag
ccaggtgcetg
cgaccgectg
ggcecgecatce
gccctacggce
ctgeeeggac
ctgeggegac
ccgcaccggt
cgaccaccag
caacagccac
gctggtgget
gcteggeace
accactcaac
agagcgcacg
ggcctggteg
cggcggtgac
cggggctgag
cgaaatcggt
gcegtteeceg
gctceggeggt
gcgettggag
cgaggacggc
cgcgegtgge
ggtgctcgac
gegggtgege
cgtgttcgece
ggtctcctte
caagcgctac
caccgatccg

gcaacgctgg
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tacgacatct
cggcgcaacg
teegtgeeeg
gacctgeggt
cgggcctget
cactccacca
accccgcetge
tggggggtag
cccgaccgca
gatttggcce
gtcaaggtgc
cccgacgteg
gecegtgttte
cagcttcecg
gccaacggca
acggcggagce
gatctgeteg
agcctgetgg
ctgcgggegt
gcgtcaccgg
ctcaccgacg
gtegegtece
gaggcatgga
cggcagcgca
ggtgctgage
gtctegeget
ctggggttca
gagctgagcg
cgcgactacg
tgggcagagc
gaactecgteg

caacgcattg

26700

26760

26820

26880

26940

27000

27060

27120

27180

27240

27300

27360

27420

27480

27540

27600

27660

27720

27780

27840

27900

27960

28020

28080

28140

28200

28260

28320

28380

28440

28500

28560



tcgaacgagc
aggtcctggg
gccegegaggt
tgggttacga
aaatgtggca
ccgetteceg
gccegtgacgt
aggtctgget
cggtggagga
tgctggactg
cgcaacgagce
tgctccacag
ggggtgcgga
cgcacttggt
gacgcgacca
tgggcgtcga
tggtgctgga
tggatccgga
gtgtgatggt
gagtecggege
acgacatttt
ggcgggaagce
cegtgecccge
ggctggetet
gggcaccggg
acttcttcga
tggccaacca
agggggagct
gcaccgccga
ggcggtactg
tgcgaggtca
tcggeccagge

tacccgaggg

gcggcagcge
acgctggagce
ccaccccgag
gccgagggcyg
ggacctcgac
cggatctgeg
cgccgecgag
cgatcaccag
gttgttecceg
gctggecgat
ggtgegegag
cggattette
ccagcggtge
ggagcgeggyg
gatcgttgce
tcagccegat
cgacctggeg
gagcctegeg
cagccacgcg
cgaggaccgg
cggcttgttg
ccgegaatgg
tctgectggac
cgtectecgge
gtgegegetg
agtcgaacgg
geggttecge
gtggatcggt
gcggttegte
gcctgatgge
ccgcatcgaa
cgtegeegee

cgaccggtce

gggctcacce
aggcagcggg
atcaatggcg
ggggagtgct
caccgcgacg
gccgetatge
cggttegeeg
gtgcgegacg
gaagggctge
gccgactggt
caggagaact
gctecgtgegg
gagtacggcg
gtgcgggcgg
gtgctcggeg
cagcgcaggce
gaggcgtacc
tacgtgatct
teggegatga
gtgctggecga
teggteggeg
gcegggettt
atgctgcetgg
gactgggtcg
gtegegettg
gtegaccege
gtggtcgace
ggccgeggtg
gaatgggacg
gtgctggagt
ctgggcgaga
tcegtegggg

tgcgattceg

ES 2661447 T3

cggcttcggt
agctgacgct
tggtcgggga
tcgecegageg
tctcggeagt
cggtggtgtt
aggaggtttg
acgagggcgg
tcgacgecat
cgcagcaatt
cgacccgcega
acgccgaccee
aactggccga
gcgacaatgt
tcctggecge
agcggatcta
gccggaagece
tcaccteggg
acaccatcge
tcteegeget
gttecggtegt
gccgecgetg
tggtggcaga
gcctggacct
gcggtgecac
gatggcgtte
ccaccggtca
tcgeggecgg
ggatcecgctg
tccteggeeg
tcgaggegge
accgggctee

acgaactgcg

gctggcgact
gaacctgact
tttcaccgee
cgceggeccgyg
gcaggtgatg
caccagcgcg
ggggctgtca
catgecggtte
gttccaaget
gccagacctg
accgaccgec
ggcgegtace
cectegecetg
ggccgttgeg
tggagccgtg
ctegegggee
cttggcgggt
ttcgaccggt
cgacgtcaac
ggacttecgat
gctcatcgac
gaacgtcacg
cgtcctgeece
ctgggaccga
cgaggccgeg
gatccecctac
ggactgtcct
ctactgcgge
gtaccggacc
ggtcgacaac
gttgaccgeg
cgegetegtg

atcgtggctg
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tgcttcgegg
ctgttcgatc
ctgctgetgg
ttccagegee
cgggacctgg
ctgggcatcg
cagaccccgce
aactgggacg
gagtgccgee
cttceccactt
gcagcgacge
gcectggtgt
cgggtggceg
ttgcecaagg
tacgtgccgg
ggcgtgegeg
ccggttgagg
gagccgaagg
gcceggtteg
ctgteggtgt
gaggacggaa
gtttggaaca
gggtcgttte
cttegegage
atctggtcga
ggcagaccge
gagtggaccg
gacgccgate
ggggacctcg
caggtgaagg
catcccgacg
gcggtggtgg

ctcgaccgge

28620

28680

28740

28800

28860

28920

283980

29040

29100

29160

29220

29280

29340

29400

29460

29520

29580

29640

29700

29760

29820

29880

29940

30000

30060

30120

30180

30240

30300

30360

30420

30480

30540



tgcecegecta
acggcaaact
ctgagaccgg
aagtgctggg
gcctgttgge
tgcgcgagtt
cgcaggccgg
cgatgggtge
ggagttctgg
gtggcacgcc
cgtcgecgecac
acggggggtc
cggcgacctg
ggcgccagtg
cgacggcaag
cgggttcacg
tgtcggaagt
aacgggtgcect
gtgctatgtt
gggctggaac
gaatcgtegt
tccgacetgg
ggggtgagece
actgacctcec
gcegeggecyg
gtcaccgaca
gtgtcctgec
gccgectgge
ggtacccagc
gaattgggeg
cgggttecage

ctgteccegge

catggtgcce
cgaccgegec
tgaaccgett
cgtgeceggeg
cacccgegtg
cctegeecggg
tcaccagatg
ggatggggta
atgcagaccg
gatcccgega
tggcccgace
tcgatgttca
gtgtegggge
gcggegggta
ttcgtcgagt
ccgaagccct
ggtcggegtt
gctaagtccet
ggcgacagcc
accatttccg
tttttgggtg
gaggatgaca
tgtgggegga
accggcagca
ggcaggtgag
tgcaggcege
acggctacgg
agcggctgat
gggtcctgee
agggagcgeg
ccaacgacgt

tgcacttcte

gagcggatcg
tcggecatce
cgcggcgagyg
ctcgeecegtg
gtggagcgca
ccatecgette
gaggaaggcg
cgetgeetgt
agcgcaacaa
acatggatca
gggaagcgcg
ccgacgtcaa
gctgggtgtt
ccgaagtggt
actgggtcag
gactaaatcc
ggttcgegtt
ccgectgetgg
gaagatctga
gcttegtgga
ttcacgacgg
gatgaatgce
aggcggtcag
gttgcgtgeg
cgtegtegee
ctaccteccte
ggagctcegag
cgagcggcac
aaaaacctcg
ggcgaagcgce
gtggcegetg

catcgactte
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ccgagatcege
gcgggctgge
tggagatcge
acgacaattt
ttecgeegect
agcagcaggg
tcatctgatg
ggaatacgcg
actgctttac
gctggeggec
cggtccggag
ggtggcegtg
tcgeggttece
gttcgegggt
ttccgatggt
aggtgttctt
aattgtgtga
attttggatg
attcagcgge
aatctttctc
tggtgtecgat
gcagagetgg
cttegtttee
gataaggaag
gatggcggtg
ggccgecgeg
ttcaccgage
gacatgctcc
ccctaccgceca
atcgccggga
ttcgagetge

ctcatcgecg

tgaggtgcecg
cgacggcgcg
gctggecgag
cttegtacte
gttcggegtg
ggaattggtg
gcccatcgeg
tatacaaacc
cggegetgga
gagctggcegg
gcgectggecg
gaggtgggtc
tacaacggceg
atcgacgtga
ttggaattca
tgtcgccact
acgcggcetge
cttgtegteg
gaatgcaggt
cagttcgctc
teggtaageca
tegeggtget
gggcgeeega
cagtcctcga
cgcggttega
acgtcttcte
tcgacccggt
gcgctgtegt
tcagtttcga
tccgggagga

gggtcagcag

acttcgtcag
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ttgaccgeca
cgggaaccgg
caatggcgeg
ggcggegaca
gacatcgcegt
aaacagcgtt
ctacctcgac
tctgetgteg
tcgaagagat
cacccggttt
aaatggtccg
cgctggegga
aactgccggg
tgegetgege
tgaaacaact
tccgacgaac
taatagtgtg
tggtteggeg
gaagctgggg
gctgectegtce
cacgcgegeg
cgaagggctg
gggcgtgetg
cgtgttgegt
gcegttecce
ctacggcggg
ceggttggag
ggacgacgac
cgatctttcc
gatggaccac
ggagceggcec

cattcagctg

30600

30660

30720

30780

30840

30900

30960

31020

31080

31140

31200

31260

31320

31380

31440

31500

31560

31620

31680

31740

31800

31860

31920

31980

32040

32100

32160

32220

32280

32340

32400

32460



ctgctcgaag
gtgacgttcc
cgcgaccgece
atggccgaaa
gaacccgagce
acggcggtge
acgctcaacce
ggcgacttca
gatcgggcgg
ggcgtcgagg
atcgtcttca
tggggcagge
atcgageget
tecegtegteg
gacgaggtgt
cactcggtga
gcgcaggccg
tacggcgage
cagcgcgggg
ctgggcatcce
cgecgtgage
cacgacgagc
gctggagect
ttcacgtcgg
aacacgatca
ctggccaate
ggggegetgg
gtcgeecgage
cagtatctgg
gcgetgetet
cccgagetge
cacgaggtaa

aaccagacct

agctccggca
gggactacct
agtactggtt
ccaccggtte
agtggtcgge
tggccegecata
tgaccttget
ccteggtega
cggcgetgea
tcatgecgecga
ccagtgeccat
teggetacgg
caggcggcect
cggacatgtt
ggaccaagcg
acgacaccgce
agcgcgecte
tgctcgaccg
acgtcgtggg
accteggtgg
ggatgctcgg
tgggcctgee
ccgecagegece
gctcgaccgg
acgacatcaa
teggettega
tgatcececga
acggggtgac
acgccgaaca
ccggtgactg
ggatgatcag
acacgtcggt

ttcacgtgct

ctgctacgaa
cgccgcagaa
gggccgeate
cgctggccag
gctgcgggat
cgccgaagte
caaccgacag
cctgetegge
ggaccaggtce
aatcgcccge
cggegtegge
catcagccag
ttcgacgaac
cgeggeatat
gttcececggte
ggccccgatg
gcaccggacce
cgcecgeggyg
cgtggtcatg
tgcegecatac
cgatgcegge
cgagggcatc
ggacgagcgg
ccggeccaag
caccagattc
cctgteggte
gcacgatcga
ggtgtggaat
gctccggcetg
gattccggte
cctcggtggt
gatccaccag

ggaccaggac
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caccccgacg
cgccaactgce
gacgagctge
gccecgtttee
cgcgecaggyg
atcgggaagt
cegetgeacg
gtgtggcaga
tggcgegace
cgcaacgact
ggaaccgacg
accccgecagyg
tgggacgtge
cgtcagetge
gacctgccgg
ccggacgcge
gccatcectca
gtggcegeeg
gacaagggct
gtcceggtgg
gtgcggctgg
acgagcatcg
gccgegeecyg
ggcgtcatga
ggcgtgaccg
tacgacatct
cgatccgatce
tccgtaccag
cccgccgece
gggctgeeeg
gcgaccgaag
cgcagcatcce

atgcaggact

aaccgttgcc
gcagcggccc
cgeccgegece
ggcgctacge
cgaagggcat
ggtgccgeeg
ccgacgtgee
accgtgcegac
ttgaccaccg
ccgacgecege
atgggctcgg
tcttcatcga
gggaaggcgt
tgacccgeat
agcaccagcg
tgctgcacga
gegeccgegyg
cactgcggga
gggagcaggt
acactgccca
tgctcaccca
tcgtegacga
acgacctgge
tcacccaceyg
gcgacgaccyg
teggecaccett
cctegeactg
cgcagatgca
ggctcgecte
ccgcagtcga
ccgccatctg
cctacggcaa

gtccggaagg

32

gccgttggag
ccgctacgaa
ggatttgceg
gttaatgctce
gacgccatcg
cccggactte
ccgcecatcate
gagctteget
cctgttetee
gctgatgeeg
cgaaaaccag
ctgccagaac
gctgeccgag
gtgcaccgag
agttcgacgg
cggcttcecatce
cgagctgacc
agcgggcetge
ggccgeggte
accggaggtg
aacttggetg
gcacgggccg
gtatgtcatc
cagcgeggte
ggcgetgatg
ggccctegge
ggcggagetg
gatgctccag
gctgcgectg
caagcacctg
gtcgatctte
gcccctgacg

gacggtcegge

32520

32580

32640

32700

32760

32820

32880

32940

33000

33060

33120

33180

33240

33300

33360

33420

33480

33540

33600

33660

33720

33780

33840

33900

33960

34020

34080

34140

34200

34260

34320

34380

34440



gagctctaca
gccgagegtt
ggccgcetace
atccgeggge
gtgggccggg
ttcgtagaag
gtgacccgeg
atcgcggagt
gccgacggtg
ctcggegteg
gccgggtteg
caggtcgaac
gcgctgatgg
gtcagcgett
agcgacggcg
gctgcgcaaa
accacccggce
gtgtcccagt
cggatctacg
gtggtgctct
ctcaaggaga
ttggagatca
gagggcacca
gactgggtga
ttegtggtge
gccecgcaagce
ccgetcageg
gcgccaaccg
gcgagcatgg
gactgceggtg
cccgaagcocg

attgecggege

tcggeggtge
tegtegtceca
gcgaggacag
atcgcatcga
cgatcgeggt
gccgcgagec
ccgcgcagcet
tcctegageg
accegttege
cgcaggtgta
tcgagcatga
ggtgcetggge
gctactteeg
cccggatgtt
tggcagcaga
ccggcgggaa
acgtgatgga
tcttectcaa
acatcaacca
gcggceggegt
tgctggtecce
acgtgtegea
cgttecctega
cctgtetgee
gcetgeggece
tgctececeega
acaacggcaa
aacgggcgga
ccgeccgacgt
gcgatteecct
ccggectgta

tagccgagca

cggggtagee
ccccaccagce
tgagatcgag
attggctgag
ggtcgacggg
ggaggcggag
gatccggegce
gctcgacgeg
cggtggagec
ccggtegetg
cgagaacgga
cgaggccgag
cgactgegeg
cttcececggaa
ccacaacaac
acggctgcgg
cgtectegee
cggcgegegy
ggactaccge
gctcaacaac
cggcggttgg
ggcgttecatg
ccggeggege
cgccgagaac
cgggaaggtg
acacatgctg
ggtcgaccge
caccgccgag
gctcggegtg
gctggtegee
cttecgacgge

catccggcag
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ctgggatacce
ggcctgegtce
ttcecteggee
gtcgaggcetg
gagcgctcega
ccgccgacceg
ggtttggacg
gccctgetac
gteccttteeg
gtgcegeggt
taccacgacc
gcggtgegac
cggcaactgce
ggccggatgg
caggtcgccg
gtgctggagg
ggtttcgacg
acgcgcttceg
gaacagggcc
gcccgcgata
ctggtgttca
atggaggagt
tggctggaac
gacccgcetcet
cgggtcgaag
cccgtggaaa
ggegtgetge
gaccacggtg
cccaggcetcg
cagctcgteg
ctgctgegece

acccagcgga

teggggatcece
tgtaccgcac
gcgaggacte
cgttgcagte
cgaacaaacg
cggagccggt
ccgacattga
acgccatgac
ccgaccaggt
ggctcgecga
tgcgegtggt
cggagcggat
ggcaactgcet
acatcgcgga
cccaggcgcet
tcggeggegg
tcgactacac
ccgegeagte
tgcgecccgea
tcgegtggac
tcgaggegac
tcgaggactt
tegtegggte
ccctgetegyg
ccgecgacgt
tgcaggtcgt
agcagtggtt
acgagctgga
gccgagagca
gccggatacg
gcatcctcaa

ccgagcacga
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agagcgcact
gggtgatctg
gcaggtcaag
ccacccgcag
gctcgeggeg
ggtgcgggag
tcgcgaccge
gcacgegcte
cgcegeegeg
actggcgggg
cgaagccgaa
ctgcecgace
gcgeggegag
ggcgacctac
gcgcgegatce
catcgccagc
cttcaccgac
gatggacatc
gtccttegat
cctgecgecag
tggtgagcac
ccgecgegag
cttggatgeg
acagcatgtc
cgtcgagcac
gcacgacatc
ggcgcgcagce
ggagcggetg
gaacttcttc
ggagcaggtt
ccagccgaca

ggeggtggee

34500

34560

34620

34680

34740

34800

34860

34920

34980

35040

35100

35160

35220

35280

35340

35400

35460

35520

35580

35640

35700

35760

35820

35880

35940

36000

36060

36120

36180

36240

36300

36360



aataccgcga
ctcgtgcacg
gaggcgggac
gccgaggagce
ggtgagcagt
ggtcggcetca
gtgcectace
gccgateteg
cgagtgcteg
cagccaggcece
gaacgcceggg
gaacaggcga
cagccggage
ctgececeggee
gacgtgatcg
gctgteegee
agaaggagca
ggaccaggtg
tcgeecgggat
ttecegetgta
tcagegcagg
gcatccacgt
gcgcccgcaa
teccgeeggtt
acacgacctg
gcgaggtcceg
tgaccgacct
tgctgegtgt
accggatcac
tgctctacag
acaccgacgc
ccgactaccg

cgctacgcca

tgtcgecatt
aagggatcgg
cgctggtcgg
tgatccegeg
tccacatcgt
cggaggccgg
agattggcga
ggaggatggg
cggcgacccee
tggtggaagt
cegegatgge
cccagetgta
tctacgeggg
tgcaggcegga
acgtcgeccgg
acatccgege
catgagcaga
gggccgegte
cgtegecccag
caccaacgtc
agtgcagggt
gctgcaggag
acacggggtg
catcgecgea
cgccatccaa
ccegtggggt
ggagttecceg
gcagaatcag
ggtgggcacc
cccecegeceg
cgagcatctc
gcggattgte

tgcegegete

gatcgtgctc
cacgatggcg
gctcegeggte
actcgeccgag
cggctactge
tgcgcacgtg
ggagctgetg
gttcececcace
cggccaagtg
ggcggagcgyg
gcggeagtte
cgaggtgtte
tgacatgacg
catgaccgag
cgaccacttc
ggtggcegag
gtcctegacce
tacctccagg
ggcagcgacc
gaccagctee
gggcgaggceg
cacgegttge
cagtaccggt
gcacgggage
gtegegtaca
ttegacgacg
taccgegteg
ctcaagtcca
gacggcgggce
cacggcccgg
acctacccga
ggcgatatct

tececggeaacg
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aacgatccgg
ccgtaccggt
aacgacacgt
cgatacgcecc
ctcggeggge
gcgagectgyg
ttecgagtacg
gacgaacagc
ccggacgggg
ttccgggege
gttgatgagg
cggcagagcet
cttectgegge
ttectggegeg
agctgcctgg
aagtccgcag
ccgggcgcag
cgttcectgga
ggtceccatge
ccgacgacat
cggaaatgge
accacgatga
tgaacaccca
tggtcagcaa
cgetgttcega
tgeccggtggt
tgaacggcgt
gcgacccgga
acctgacgtt
agcgggcgtg
gcgccaccgt
ggccaggtgyg

atccgctcaa

gtgcggagecc
ggctggccaa
ccggttacct
gtgagctgcet
tgctggecgac
tegtggtcag
cetteggeeg
tegtggggeca
cgttcgacge
tgcgecgacyg
gcctegeegt
tecegegegge
ctecggggecac
atgtctgect
acgcgtcgaa
tcagctgate
gccgaaggte
gccggactte
ctgecgcagag
cgacatcgee
gcaggccate
gctggctgaa
ctacccgcac
gcageggcecg
catcctggge
gteccgaccgg
gttcgeeggt
caactacacc
ggccaacacg
gcacacggtg
catcggtgac
tgtcegeaca

gcaggggcag
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gctgegggtt
ggaactcctc
gggcctgece
ggaccagggc
cgagatcgecce
cagctaccge
ggtgetgteg
ggcgttccaa
gctcgacggg
ttcaccggaa
cggctececeg
gaacctgeat
gcteceggttt
cggcgagcete
cgtcgccgaa
tccagtcegga
gtggtgtgeg
ccgttegaac
ttctaccagg
tgcgtegtea
atgggccgeg
tgcectgeggt
atcgagccgg
ctgttcateg
cgggegcteg
attcgecggga
gtgcegatgg
cacctcttece
cagggtccge
cggctgtteg
gtcgaaggac
gcgctaggtg

tactacctga

36420

36480

36540

36600

36660

36720

36780

36840

36900

36960

37020

37080

37140

37200

37260

37320

37380

37440

37500

37560

37620

37680

37740

37800

37860

37920

37980

38040

38100

38160

38220

38280

38340



ccetgtgeeg
gcacggatcc
aagtgaagga
gtgttatecgg
ttcggcgage
cgcgcagtac
gctgttggcecce
gggcaacagc
cgecgecagetg
cctcageggt
agtgctcgaa
gctgatcgag
gggcagcagce
aggcgagttc
cgacgtggtg
ctgaatccga
cgcaggagct
ccggtggacce
tgcgggaatg
tgcccgaact
ctgatagccece
tgctgeecge
gcgaggatte
ccgactggat
tcgecgacgt
atgtccacgt
ctgcggagea
aactggccgg
cggtcgaggt
tggacgccaa
acgcggcegag

ccggaacggc

gctgtggcag
gccggacgtyg
gggctggggy
ccegtggage
gcttttegea
ccgggcaggce
ggtctgatca
atgggggcgyg
ttegtttecg
gacgacgggc
gaccecggtge
acttaccggc
gaccccgagg
gagctgeget
aaggtggtcg
ggctcacgca
gttcacaagc
ggcgaccceg
gcttgagcag
ggaccgccge
gtactcgatc
gctgetggac
ccgggacgge
tecggegttte
cggatgtggg
cgacggctte
cggcgtggec
tagctaccag
actgcggacc
ggtgccecgat
cgttctgecac

gatgeggecce

gacctcacta
ctgceggteg
tgactagcac
actgcgceggg
cctgggegeg
aggaccgcat
gggcgatgcg
cagtggccta
ggeggectgg
tgctggccga
tcegegaact
cgacgacaag
tcgacgagge
ggttcgacgg
ccgagcgcect
cgcgggttcg
tacctceggece
ccggagetgg
caggccgtgg
tacctgctge
tecgeegateg
gcctategea
cacgccggcet
cttcecggaca
gcggggtggg
gatctcgacce
gaccgggtca
ttggtttgeca
tgccgtgtgt
cagttcaccg
tgtctteegg

tcgacegtece
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ccaggctegg
acgacatgat
gatggcgccg
ccggetgate
cgccctgeceg
ctececgaacceg
acccgtgcetg
cgaactcgeg
cccgagecga
cgtgcgcaat
cttcctgecg
cccegttgecg
cgatgcecege
tggtcacttce
ggccggatcg
cgatccgcat
tgaagctcgg
cccggcaatg
cgggaatcct
ccgcaggaca
cggtgetgee
ccggeggcgg
ccaaccgagce
tccacaaccg
cgagcatcge
agcagtccgt
gcttcgaggt
tcttcgacge
tgcgcgecaa
cgececeggegg
tcggcaggtce

ggacctacgce

ctatcccgat
ggccgecgeg
ttgtaccage
tgecectgeege
ccggacgtgg
cacgtccggyg
gaccggccgt
cagcatctcg
cagcgacccg
ctcggaggtg
actctgcgeg
gtgccggtga
gcctgggegy
ttecctgaceg
ttcggagtgce
gttcaccgcc
cttctacegg
cggcgcecgac
ggaggtgcac
cgcggaggcy
gatgggcgee
cgtgecctac
gctgttcace
gctgectcate
gctcgegaag
tttggatgce
ccgcgactge
gctgcacgac
cgcgggcacy
ggacgtcgag
agaagagcct

ggtgaaggeg
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cagctcacce
cttgcagtcg
gctggtteeg
acgcceggtagg
aactgctegt
acatggacgc
tggccttget
ggtcggegtg
gggtggtgea
tcacacccga
ccgactacca
tggcgetcat
cggccacgac
accgaccgga
gcgatggccg
gcagtcgeccg
gagttggccg
gtccggtacg
gaccaggcaa
ctgctgggta
accggeeggg
accgaatacg
aacaacctgg
agcggecegtg
gcctaceceg
cggcgcaacqg
ggcgatgeceg
atgtcgegtce
gtgctggtga
cgettectge
tecggeggeca

ggtttecteeg

38400

38460

38520

38580

38640

38700

38760

38820

38880

38940

39000

39060

39120

39180

39240

39300

39360

39420

39480

39540

39600

39660

39720

39780

39840

39900

39960

40020

40080

40140

40200

40260



acatcgcggt
gtgccgaaat
tgccggtgat
gcggcecgcag
gcgcaccggce
aggggtttcg
tacgattccect
gaggtcgtcece
gtcgtectet
gaggtcatce
tgcctegect
caggtgaacc
cgctaccact
ccggacggceg
cacccggagt
accggecegcet
gcgacaccgce
ggatggtgce
tggctggaca
tcegggecge
gaggcggacce
gcggcgetgt
tacctcggat
ceccgacgegg
gcctacctge
gagaccggcece
ceggecggac
atcgaacggt
atggccaccg
agcccggcge
ccggagceggt
acgcgaccce

agcgagaagg

gctceceggtg
cggactgggg
cttegecatgg
tggtaaaggc
tcgtgcaccg
cggaacagtg
tcacgtacaa
gcaacgacga
ctcctggace
ggcacgegge
acggcggaac
acgaaggccg
cgetggtggt
tgctgatgge
cgatctgcac
ggcagcggga
acgctgecgea
cgccagagcg
gcagecctege
tggcgegggt
ggaccattga
gggccgatgt
acgagatgaa
gcatgatctt
tegeeectgge
gacgatggcg
cggtccagga
gccaggagca
gcgaatgcga
cgttctcage
tcctgeggat
gctecggacga

accgcgegga

gacgacctgt
aggaaaggtg
cgagggccgyg
cagggccgaa
ctteggtteg
ccgggaaagg
cctegetcac
tecgacgtte
tggccacccg
cctgeeggtg
cgtggeggeg
gggcectgtte
gacccagcett
cgcacatcac
cgagcatggc
aaacgcacgg
ggtcgaggeg
ggtgttcgac
cgagggggag
cgtegaggece
ggtgcgegge
gcccgacctg
ggccgaatge
cgecgaccge
cctggtegac
ggaactgege
gctgeggetg
gatccaggee
cctggatcecg
gctgttgagg
ttcecegggac
ccececgtggag

gaacctgatg
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accaccgctt
accggacgac
cttgacgcgt
ctcgeeggeg
ctgctgtage
ttgatcatge
tacctgcaag
cggttgagtg
gaacgcccgg
ctcggegttt
gctceggagg
aacggactge
cccgacgagt
cgaaatcgte
cacctgctge
ccagcgttac
aagctgcggg
gcgctctace
cagggccggt
gacgtctgge
cegtteectgg
ccgttegatt
ggcgecgegge
gcegttgegt
tgcgagcage
tctcaacagt
cgccacgatce
ggcgagagcet
tggcacagct
tteggggege
cgggcggtgg
gacgcacgcc

atcgtcgacce

gtaccggctg
tcgcaceccgg
tgcaacccge
aatgcgtcaa
cgcagattge
gcacgctgat
acgtgaacgg
atctecgaceg
cggacttcgg
gcctegggea
tccggecacgg
cctegecgtt
tcgaggtcga
cacagtgggg
tgtgcaactt
ccectgeggge
tgctggececga
aggaaagccc
tctccttcat
agggcttgge
actggctgga
tcgcgetggg
gggcgcaccyg
tcgaccacca
cecgegeagea
ccgatgagga
ggcacgacta
acgaggtctg
acaagttcct
tgtcggtget
agtccaagcc
tgcgcgagga

tggtccgaaa
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ctcgactgaa
aagcagctcg
ccggeccttg
cgccgagcag
gctcggtact
tatcgacaac
cgaaccgtge
gttcgacaac
ccactgegeg
ccagggcttg
gcggetcteg
ceccggecgte
cgcegtggace
agtccagttce
cgcggagcetg
ccgggtegeg
ggaactaccg
gatttcgtte
gggtgacgceg
gatcgttegg
gtcegatctg
ctgggtcgge
ggcgcagacg
ggagaagcge
gtggttggtg
cgtteeggea
catcggactce
cctgaccaac
gcgcgecgcac
gagcacctcg
gatcaaggga
actgecggacc

cgacctggge

40320

40380

40440

40500

40560

40620

40680

40740

40800

40860

40920

40980

41040

41100

41160

41220

41280

41340

41400

41460

41520

41580

41640

41700

41760

41820

41880

41940

42000

42060

42120

42180

42240



aggtgtgcgg
accgtgcatc
gegtgegtge
atgcagatca
tacttctcecee
gctgggeagg
gagtggaccg
ccgggcaatg
ccaaccagtg
ccactggtcg
cacgatcgeg
gagcgctteg
gtcgagtcecc
cgccatcatg
gtgcaggagt
gggtaggcgg
gtggcggtaa
ggcttctatg
cagccgeggt
atgtcagccg
cggcggaget
accttgaacg
actteccgegt
gcaatcgcgg
tccaccggat
atcaggecgece
agcgcctgeg
acccagagct
cgcacctggt
ttggcgecaga
aggatgtcgg

acgcgcageg

aagceggtte
agatggtcag
gegeggectt
tcgacgagtt
tgagcegggge
tgagcttegg
agacggcggt
acgtggtcge
atcatggett
gagaggcagyg
aagggcggcec
ccgagagtga
gccttgacga
tegectgegyg
ttccagagct
gcgacgagcce
acggccatcg
ccatcgegga
gggceggecge
gcgggtgcag
tgceggtgee
gcgccageeyg
gcegggtggy
ccaccgcgga
ccaccgtgat
cceggteate
cggtgegtte
cgccgtegac
aacccggcag
acgcgccgec
tcaaccgett

acgggaaacg

tgtccacgte
caccgtgcgg
cceeggeggt
cgaaagcggt
gaccgatcac
ggtcggcggag
gaaggccgct
gaccgaatga
tcaggececcte
cgaggttggg
ggtcgagttc
agtgccacac
acgtggcgag
cgagtacttce
cgatgaggceg
tgtccaggat
gggagctgec
cgaggatgcg
cccgattcag
ccgggaccga
ggtgcgeggg
gtegegeact
gacgatgtag
ttcttgcacg
cccgecaace
gaatgccgca
cggetggttg
accgcagtca
cgcgaagccg
aacctcggta
ccccagceteg

ctgececegteg
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ccgaagetgt
gcacacctge
tccatgacgg
gcgeggggta
agcatcgtca
gccatcactg
ggactgctgc
gtcgegatge
ggggtagcetg
catctgcectce
gtcggtgcgg
cgcgeggtag
gatttctteg
gatcgecccag
atcttggggg
gaggacgagg
gagttctttc
ctcgececgacg
agtcttgcca
actcaccacg
agggcggtca
aagtcgagca
gcgegeaget
gtggggtgct
atttccagat
cggtcgeegg
aggtagccgg
acgatgtccc
agcgtgcccg
cagccgagcet
gcagcgagcc

atctcggecga

tcgacatcga
ggccggacgt
gtgcecccgaa
tctactecegg
tccgecacget
ccectgtegga
ggttgttcgg
aggtcctatg
teggtttcac
cggtcgacgt
cggcgggtgg
gccgeggegy
acgatccaga
ggatggcgga
ttgtcgggeca
agttcgtcct
gcgacccggce
tcgacgatgg
gccgggcetca
tccecacttceg
cgaccgcgac
attctcttte
tggtcgecacce
cgtcgaggat
cgtccttgeg
tgttcaacca
cgagcagcgt
gaccgctgtce
gtcctggtga
cgtcgagcecac
gttcaccgge

ggaggttgge
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atccttegece
ctecgecceatt
gatcecgcace
tgcactecgge
cgcggtgaac
tcccgaagag
cgcgggcttce
tggacgaaag
gggcggtgga
cggagaccag
cagtgcgcac
cgcacttgeg
gcaccgaagg
tgagectgtce
gttccgggeg
tgtcctggac
gcatcgtgag
cgttctggga
tcctgecatt
caagatgaag
ggaccgggga
cagatcctge
ccgetggteg
ccgttecgatt
tceettgtgg
tcegtegege
cggcceggte
gtcgegeagg
gtcgagcegtg
gggggccceg
cgacaccgca

gtatgecggac

42300

42360

42420

42480

42540

42600

42660

42720

42780

42840

42900

42960

43020

43080

43140

43200

43260

43320

43380

43440

43500

43560

43620

43680

43740

43800

43860

43920

43980

44040

44100

44160



ggcaccgcgt
gcecgggtget
ttgcecgaage
atgtgcagca
ggaacgccaa
gccggtaceg
gcegtegagge
cggcagtctt
gcgacggcge
atgctcageca
cgcgeggcga
gggttgtget
gtttctectt
cggatcacce
ccgtgggegt
agcaacctgce
tggtagtcga
gtcggcacga
gagaacatgt
agctecgatgt
cgcagcgcgg
ccggtegggt
tacacgcctg
atctggeggt
gegtgttget
ggacaagggc
tggggtttgt
gggceggtteg
gcattccgaa
cgggctggac
cgegttette
cgceggtgtge

gcgcttgtece

gcagcaccga
ccggcagcag
cgtaggcgaa
tcgecgaace
tgggacggce
cttgggcgge
accggacgcec
cggcgatgaa
ccaggegtge
gcacgtgetg
ggcegtggac
gccagttgtt
gtcgacgacg
cgecggatgg
cggccaaccg
cacccggcett
tgtcgtagaa
agttcgagtt
cgcegecagtg
tgtcggtgge
cgagcaccge
agcggaccca
ggagcaggtc
gggcttegat
cctetgegaa
tagaaaattg
taacgtgtac
gttgecgettg
ctgggcatga
ggcgegecag
gccgceccace
ttcgactggt

gatgtggact

gaccaggtgc
caccgcggec
gtggagcttce
gacagcgcgg
ggtggtcccg
cgcgaggggyg
atcgaatcge
ggtgtggtcg
gagggcgagg
gcggggccgg
ctggeegtge
gcgcegetgag
agcggatcag
cgactcgtag
cgcgactcge
cagcecgtteg
agctttttece
ccataaaatg
cgcggtgagt
ggctttgttg
caggtatceg
ctcegegtaa
ccagtccagg
caggcgggtg
acagtcggat
ccaaatgaaa
gcgtgaagge
acgacctgtg
agcgtcgeecg
aagtgcggtc
acggagcggt
cggagcaccg

ccgatggtta
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cgatcgatcg
gatccggaca
gacaccgaca
tggtagtgct
gaggtgtact
gaggtttcgg
teceggegagt
acgaccgtca
aaggtcgcaa
acgccgeget
gtccageteg
cggtcggega
cgggcgggga
ccgacggcac
ctgccgtcge
ccecgettgge
agatcggaaa
gtgtcatatc
cggteggceca
atgtcggtgg
gtgceecgege
agggctgctg
ccgagcaage
accatttget
tcagggcgag
gagtgattta
aagtgccggg
cgaaaatccg
ggggcatttc
cgtcgeggtg
catcggeccgg
ggccgaggte

cttcgggacg

cttcggeccac
gcagcgggta
agctgacatc
cgagatcgge
gcacgtacag
cgcgggcgag
cggtgatgac
gcctggggtt
tccaggcgat
cggccagcac
aagagccgac
gtgcetgege
ggaactcgat
gccggacgge
cgaggctggt
gcagaaaagt
tggcgatggt
gttctcecegg
cegegtgecg
cgcgaaccag
cgatctcegea
agcgggtcag
ggaatgtggt
cgetggagge
tctaccgatt
gatcacatat
tatccgagga
ttcgacgagt
cgcgccgtac
atccgggtga
ttcggggcag
agagcctgeg

ctgccggage
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ggtggacggg
aacgaacgag
ggctteggte
gtggcggtge
cggggcegtge
aagttctceg
gagctgegeg
ggtggtcacce
cccgtecgge
ggttgcgget
gaggtaagcg
aacgttcace
gagctggtag
cggggtccac
gaaaccgagc
ttegtgegee
ttcggeggte
gggaagcggg
tetggegtte
gcggcagecg
gaaacagcca
atggggtgcg
tgcgttcegeg
gtccatgace
ccgggtcaat
cgceetttgt
attgcecggea
tctcgagatg
tggcggccac
cgggegggtt
accccecegtge
gccaggttcea

gagagcagct

44220

44280

44340

44400

44460

44520

44580

44640

44700

44760

44820

44880

44340

45000

45060

45120

45180

45240

45300

45360

45420

45480

45540

45600

45660

45720

45780

45840

45900

45360

46020

46080

46140



gacgatctgg
gctcgecgag
cggttaccgg
ggacgaagtc
ctgacccggg
gcccgacgag
cggcctgttg
ggtgegttgg
ccageggggyg
cgtcgeggtg
gcaccggagce
gcccgaatcg
gccatcgetg
tgtcgacget
gctctecegge
ctacaacgtc
ggtgctgece
ggtcggegge
cgaacgggaa
caccgcgacce
cgaggccgca
cggcatggeg
ttccacccaa
cgacgccgac
gggccacctg
gaaccagcgg
tceggaaggg
gaaggtggcc
ggccgtggtyg
ccgggecgca
ctacaagctg

gatcgacaag

ttgcgtgace
gtcgeggace
atcatcgtecg
aggtttecgge
gggegggegt
gtcgeggegg
cgcagatggg
agctacgtcg
atcggttcag
tgcttegect
gcggagatca
cacgccaaaa
cggcacgtgt
gaacccgecg
ggcaccaccg
cggatcaccg
gcagcgcaca
acggtggtge
aaggtgacga
gagcgggatc
ccggetgeca
gaagggctge
gggcteceege
gccgacgcecg
ctggtccggg
gacttcacgc
cggctgatca
gccgaagaag
gcegtgeccg
gtcggegecg
ccggaccggt

gctctgetge

aggaaccgac
acttccgggg
atgacatgcet
gcaccgcgag
cggatcgagg
agtaccgcecg
ccgcagagta
aactcgaccg
gtgatcgagt
tgttccgect
ggtacctgtg
ccgactacceg
tcgtggtggg
ccgtgecega
gactgccgaa
cggacaacgc
actacgceget
tcgececgacag
tgtcegeact
tgtcgagcct
ggttceggge
tgagccagac
tctegeccega
acgccgacge
gtccgtacac
cggacgggtt
tcgagggecg
tcgaaggtca
acgcggtcat
ccgagctcaa
gggagcaggt

gcgagcaggt

ES 2661447 T3

gagcgcgecyg
gcagctggtt
tcttegectg
cggatcgtgg
aggcgacgtg
gaaggggtac
cgggcagcgce
gcgggecegac
cgttgtgcecac
cggtgcggtyg
cgagtactcg
gctgatcgeg
cgatccggge
acccggteceg
gcttattccc
cggtctcgat
gggctgecce
cggcaacccce
cgtceccegeceg
gcgectggtg
tcggtteggg
cgegetgteg
tgacgaggtc
cgacgccgcec
gatccgegge
cttcecgeacce
cgtcaaggac
cctgcectggeg
gggcgagcgg
ggagttecctce
ggagtcgcectg

agcggcgaag

cgagccgaga
ccccogeccce
¢ggggcgcgyg
ggccgcaccet
ctggcaggat
tggcgegatg
acggcagtgg
cgcctggeeg
ctgeccaaaca
ccggtgttceg
gcggcgattg
gcgggegteg
gaattcaccg
gcggacgtgg
cgcacccacc
gtcgacacca
ggtgtgctgg
gatgaggcgt
ctggcgetge
caggtgggcg
tgegtgttge
gattcagctg
cggctggteg
gacgtcgegyg
tactaccacg
ggagacctag
gtgattaacc
cacgaggcgyg
acctgtgcect
¢gggggcgcyg
ccccgaacgg

gtcageeggg

39

tgacgegeeg
agcactgggg
acgaggtgtg
ggagttecctg
gtgtcgagtg
agaccctcgg
tgcgtggcga
ccggtttege
tececcegagtt
cactgccacc
cctacgtggt
tctecgacegt
cgctegecga
ccttettect
gcgattacge
cctatctgge
gtgcgetgte
tcaccctgat
tgtggaccga
gttcgceggtt
agcagtcctt
aggtggtcga
acgccgacgce
tgggcgaggt
ccceggaaca
cgcgecgeac
ggggtggtga
tgcgggaggt
tcgtggtggg
gcctggecge
ccgtcogggaa

cgtcggecag

46200

46260

46320

46380

46440

46500

46560

46620

46680

46740

46800

46860

46920

46980

47040

47100

47160

47220

47280

47340

47400

47460

47520

47580

47640

47700

47760

47820

47880

47940

48000

48060



cagcaggcgt
ggcctgacgg
cggggceegeg
cagctgecteg
tggcacaccc
ccgaccgggg
ctgttgegtg
gtcteggcaa
cactacgtga
ctggeggget
ccecggecge
ttgacggtte
ccggacgace
gacgagatcg
cggttcgtcg
cegttegggg
gtagggctcg
cgagaagctg
ccatceccegt
aagatcgggg
ggaagaggac
acggtgeget
ggctgctcega
gctgeegega
gcegtgegtt
agaagctceg
cgtgeectgga
acgcgecggea
gagcgctget
tgceggtgea
cgagccgcega
gcgaggtgtg
gtccagtceg

cggcgggcga
ccgceectgtg
atgcggtceg
accgggccca
gccgcacgcet
ccgaactgee
cggcggagte
cggacgccga
tcgecegecga
ccegegegtt
tggagcgcag
cgttcacggg
tgaccgcaga
gcgacgtget
acgcgagccg
ccecgeggceat
cgctgacctg
cccgccgcaa
tcggcaagat
agtggctcga
ggtactgace
ccacgaggag
cgagggcgag
agcggacaag
gccgaggacyg
cgeggtgate
ceccgegeaac
gaacgcgcte
tgaggccgct
tgacgacttg
cggcgtecca
gtatgcgaac

gctcggggaa

tccgatgagt
cttgtgcgea
ccccggeage
gcgcgggcte
gtttcgegge
gccattegee
ggcaggtgct
cgtgacgttg
cggcgeccegt
gggttcccac
ctatcactac
cggctteocag
ggctgeggte
ctgggtctce
ccgggtectg
gaacagcggyg
cggcaagcgc
cagctgggeg
gaagctggeg
acgggcaccc
atcgecgacga
tcecgetgaac
gtgegtggee
aaggccccgg
ggcaggtggt
cgececttgee
tegectegee
gttagaggtg
cacggtgcct
ctgcttcecea
atagcgegeg
gccctgeacg

tcegtgegag

ES 2661447 T3

ccegtggteg
cttggcatcg
cgggegcetet
ggcaccgaga
cgggaggtct
agccttegee
gacgtcgtcet
gaggcggggyg
tectgeggtge
gtcegtggteg
gcgcacccceg
gtggatctge
gcgegetgga
cactaccagt
ctcgeegggg
atggccgacg
acgtctgtgg
gtcggtgcag
ctggccggat
tacgggccge
aacgcgggga
ccaatcgtcece
tggcgetgea
acgaggtget
ttececgegege
ccgacaccgg
gcaaggggec
ctcatgacge
tgctgtggtg
gcgtcacccet
ttgacgcccea
gcattecgect

cggcgcegctg

tggtgggtgce
aggtcaccgt
tcgtgcacaa
tcgecegagea
actcgaagac
agatcgacac
gggacgccga
acgggcgcag
gatcggeegt
atgtttcege
cactgtcegg
agtgccgace
tecegegeegt
tcatgcaggt
aagcggcgca
cggaagcggce
aggactacga
cgttgcggea
ggctggetee
ggcggecccce
cegagtgete
actgtgggtg
ccgagatcgg
tggcttetgg
ggagctcage
gggagaagtg
ggacgtceceg
ggtgctgecta
gagcggcgaa
gcgectgate
gctgcaggac
agtgcgcectee

gcaggacgcg
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cggceccggte
gctggagaag
cgattecgetg
cggcaccacce
ctatcggaag
cgagcgattce
tgtcaccegg
ttggegecagt
cggcatcgeg
cggtgcegegg
gcgcaacgtt
tgatgacgat
cgtcgacgag
gatcgccgag
cctgttceceg
ggcgegtgeg
tcgggtecgg
cgtggcaccg
gcacgteccee
gcgaccaggce
gtgtggcaca
gtggattcgt
ttcgtcaacg
ctggagatgt
ggccatccca
gtgctgtgge
gcgctggega
acgaaatceg
cgcatctgta
cgtcaactcg
ctcgegaact

tggctgggaa

ctcaccgage

48120

48180

48240

48300

48360

48420

48480

48540

48600

48660

48720

48780

48840

48900

48960

49020

49080

49140

49200

49260

49320

49380

49440

49500

49560

49620

49680

49740

49800

49860

49920

49980

50040



tgcgtgagece
tcecegggatce
gggtgccggg
atgcgaccac
tcacagcegt
accggatcaa
ggcagggcgce
ttctecegee
gceggecatet
ggccactcga
ttttgttcac
agctgccege
cgggcctgec
tgagtccgaa
tctgaaggcc
catgctcgeg
tcaggtgttt
tgatcggcett
ccgggtecgg
gagcgccggce
cgggeggtte
gggacggttc
gcaccacggc
ttctgatctg
tggagccgac
cttcggtega
catccggaga
cggtccgcaa
actcgtecgeg
cccacaacga
gcecgettgge

gccagccgac

gctgecctga
cgggtgecce
tcgatceceyg
aaccggccaa
cgagacgacg
cggggtgcgt
tgatgatgtc
ggccecgggac
tecegetegte
ttttgatgtt
caatgtcgecg
gccgeccacyg
gtccagcagt
ctcatcttee
ggggaaggac
ccagtactcc
gceettgggt
ggccgaaggyg
ggcgacccegyg
gacgccgggg
gggggtegeg
gactgcggac
cgtaacctgt
gacgeccgtge
cggtagcceg
cgaggctcgg
gacgagttge
cgactcggcg
taccgctgtce
gagceccgcete
ctcaccggta

gaacaggccce

gcggegeggt
gcattcgacc
tcteettgte
aaacgaaacc
ggattgtcte
tgccaacgga
gtggagctct
tcgecacatce
gatcgagagt
gaccagaaat
gcgttacgtce
acgattccca
tgtgacggaa
aggtcgtgtg
tcttecaget
cggccgagtc
gccaaacctt
cggcctgega
aactgggccg
agcgaatcga
gcecteegtga
accaccatgt
ccgtgttegg
tecgectgegg
accgagccge
gagatgggtc
ccattgaggg
agcaggtcgt
ggcatccggt
gcggegeega
gcgaacgtcet

tcacccatge

ES 2661447 T3

gcacgcgcat
agcgcgggga
ccggtegete
agcgggctca
gacggegteg
tgcacggtga
gttgcgtcct
cggacgagat
tgcecggateg
tccttcateg
ctggtgctcce
tcgaccgtge
gcatgtegece
gcgagaacca
gtgccagaca
ggtacggcgce
ccgacgtgag
tgecegtecte
agagcagtgt
gagccagggc
gcgcccegga
ccacceceggt
ccagctccag
ctcgecgegag
gcagcggcgce
gcatgagcag
cgagcatcat
tcaggcttcc
ccagcgcettce
gagcatcgag
ccagctgtge

gctgcaacag

gacgctgecee
acttcccgtce
attggcageg
ccttecggea
ttcacgceget
cggccatgta
cggcgcgeca
gtcettetge
tgtcggecga
aagtctcaaa
ggtgacgtat
ggcgegegtyg
gtgggtgatg
ccgegegtece
ggcgccgaag
gtgccacacg
actcgggatg
gactgccgeg
ctccagtggt
tatcttgaag
tggaagcatg
gatctgttca
acggacgaca
tgcgtcgacg
atcgccgatg
tcccatagece
catcaagctc
gtcgagcacg
ctgcaacgag
gcgectcgacg
ggccacccga

ggtcacgtce
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ttgcegtgaa
ccgatcgttce
gtcgagcaac
aacccgcetgt
gatcgacacg
gggccacacg
gagtccccag
tgcecegeteg
aagatcgegt
ctcctcacca
ccgecgggcece
aagtcggttc
ttgctteegg
tcgattettg
aaagtcgcac
ttgatgctca
agtccccaca
gtgatgtaag
acgtcctcegg
gccgacccect
gtggcgagge
cccgactcceca
ggagcgttag
atcgcactca
ccgagcacgt
gaaccgggceg
ttggcggegt
acaaggcgga
ggcggcggtt
agcagacgat
tcacggtege

gggctgacga

50100

50160

50220

50280

50340

50400

50460

50520

50580

50640

50700

50760

50820

50880

50940

51000

51060

51120

51180

51240

51300

51360

51420

51480

51540

51600

51660

51720

51780

51840

51900

51960



accgcaaccc
gggagttggt
cgagcgtggyg
cagcgaccag
gcggtcgaag
ggcggeggtg
ctggaaccac
gcgaccccac
gteggtgeee
cacgaattcc
gcccacaacg
gccgagtteg
aacctggcetg
gagcattceg
ggcgtegteg
cacgatccge
ggaggtgtte
cteggeecgeg
gtggcccagg
gcagccgacg
gagacaatcc
tcecgagteceg
tgaggcaaag
gttctecegt
ccggtaggtg
cgccatateg
gactgectcee
ctggcagatg
ccgctegagg
gtcggegatce
cgggccgaga
cagcagcgca

cacgcaggtc

gtgtcgegee
gatcgecgecg
gcgagcctca
gcegttgtgt
gtctgctcga
aacccgctee
gteggecact
cggcccatcee
agggcgacgt
tgcteggtgg
cecgecggege
acatcggtac
aactcgatgg
acctggttca
tcctecececage
acgcccaggt
tggaatccca
gtgcgggceg
acagacaatg
tggecegtege
acgatgatgg
attcttgttg
tcctgeacaa
cecgatgecgg
ttgatccaca
gaggtccage
teccteggeeg
ccggegetgt
ccggcagcca
gcectgggaga
tgtaccecgg
gcggtgaatt

tgceceggteg

agctccaact
aggtacccgg
aggagggtga
cccccgecga
acaggcgcag
gcatcatggt
cgaccaccgg
gccaccattt
gttccacacc
tettgacgee
tcegegagete
cgacgaactce
tgtcgaggea
gtteccttcac
aaccggcggce
cgtgaaagac
gaacgaccgc
gcgcegatcag
tttececeggge
gccacteccaa
cceceggtttg
acactgattt
tcgetttgac
attgecttcac
cggttccage
agccggceage
cgaactccac
tgtcagctac
ccggtggggg
tcaacgactg
cctcegtggg
cgtcegecac

cggagaaccc

ES 2661447 T3

cctggatgat
gaaggtactc
cgcgecatcee
cgacgaccac
ccagttgceg
gctgacgage
ggcegeteteg
gacggccteg
gaaccgcteg
gttcttgage
gcgcagcacg
cagcgggttg
cgtcegeteg
gaactgcegt
gatgctgttc
ctgcaccagce
ggtacgcccg
gtcggegtte
ggtctecccac
gaaccgettg
cgcteetget
gggtcaggeg
ctcttggaac
acctccgaac
gttcaggcte
gagcccgaag
gagcgtcage
ccgaaggacg
ctcggegecg
gatgecgetge
ggcaccgacg
accgtgttge

accctgcacg

gcgtecectee
cagccgaccg
gaagcgcgec
atggggactc
ccgagaacca
gtcgggaagyg
tegatcggga
acgtcatacc
acggtccacg
atccgecacgt
gtggacgact
gcatgegtga
gagcagtgcg
cccacgtgag
tgggtgttgt
cggatgtcgt
gaggagacca
tcggecgaaga
accgcgacceg
cgggaaggcce
gtcatgtcct
agtccgaaag
tcgcgeaage
ggtgtctgee
tgcgacatce
gccgagtegt
accgggcecga
gtcggegeca
cccgcgagca
tgectgcectgga
cgcagccggyg
acgagcaccc

accgceggtea
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aatgaccccg
gccatccecge
aggtagttgg
atgcggacgg
ggtccagatc
cggcagggga
cegggettte
cggtgtagaa
aaatcatgtc
acgggctcag
tcgggegeecg
tcgecaaccgg
acaggtcgac
tggacaagce
aggtgagttg
cttcgaaggg
cctcacggat
ggtcgttcca
ttacgtggac
tgctgtacte
ctgctttett
ggtctgegge
cttcgatacc
agtccatgee
ggcgggcteg
tggctatcge
agacctecggt
cccagtaacce
cggtggcacc
ccgaggcgac
acacgcgctce
gagagccgge

ccgcatcegte

52020

52080

52140

52200

52260

52320

52380

52440

52500

52560

52620

52680

52740

52800

52860

52920

52980

53040

53100

53160

53220

53280

53340

53400

53460

53520

53580

53640

53700

53760

53820

53880

53940



gagcggegca
gccgagatga
cgagaccatg
gacgatggtc
gctcgagecee
cggggcgagt
gactcccacg
ctcacgegta
cteggeetta
atcgacgcgg
gctgaccgag
gaccagatcg
tgcttegtge
ggagagcaga
ctcgatatga
gggcacgcgc
ggtcggeact
atggcegggg
ctegttgttg
gatcaaccgc
ctgcaaccgg
gggttegteg
ctgecegetgt
gacctgateg
gaaggccaat
cggatcetgg
cgtcgegatc
gagcatccge
tccgeceggg
gggacggtag
ctcaccggtg

gagcagggcc

tcatcgaaga
ctcgagacag
tccaccgact
acagcaccgt
ggcgagttaa
ttccaggtge
ggctcatacc
gtgcgcagea
gtecgecaggaa
gcgtcgatge
cgccattcte
acgttgtgge
cgggtacctt
gcgaataggt
attcagattt
tggaatcgtc
gatgcgcgag
acggagccga
ctgttggett
accactgcga
tcgagaagece
cagatgagca
ccgecggaca
agcagctcga
ggctcctcaa
aataccggct
tcctgeccect
gatgtcgtceg
atgtcgaacg
attttggtecg
gcagtatggce

ttegtgtact

tgatgtgage
acatcccegac
tgtgctcaac
tgggtacgece
gcggeggett
cgagggagaa
gcagggtcge
gcgeggegta
atggettgece
cgcgeccgat
cgctggcegta
tcaccgtacc
gacgtgtgeg
ctggcgaggt
ccgagccgga
ctgcggatta
ctgcacgtgt
gcagctttet
cgacgacctce
gatcgtggga
ggaggatctg
gatcagggtt
gttcegeggg
gcacccgege
cgatcctgee
gcacacgctg
cgaagaagat
tctttcecga
tgacgccgge
cttceceggac
ccgagtecgac

ggtggcgegg

ES 2661447 T3

cgacttgeceg
ctgcgcagece
gagccgetge
ggccteggte
gataatgacg
tgctcegttg
ctccttggtce
gtactgccac
attggccage
cgcatcgagce
ggtcgeccgg
ccagggctgg
gcegttgatg
cgttgecagte
aaagggcgca
cctatcggcet
ctccacegtt
cgtgtagggg
gcegtectte
gatgaacagc
cgcectgeace
gagggcgate
gcggcggteg
gcgtegttge
gatcgtgtac
ccggaatcceg
cgagcccgaa
acctgactcg
agcggcetegg
ctccacgagg
gcgcacggcec

agttgccaga

ccggectetg
gcggetgtge
ccgacgecgg
acgatctgcet
gcatttcegg
aatggcgtaa
gccgagatgce
cagcgtgege
gtctegageg
acgtcggege
gcaacagcga
ccggtegetg
tccgagtgga
atacagactce
atgaagggct
gctgtcgacc
cgteegecett
tgctgcgggt
atcacacaga
aagctgaggc
atgacgtcga
gcecctggega
atcacgtccg
gcecttgecte
atcgggttca
gcgagcetggg
gacggctcga
cccacgacgg
acctccttge
ctcggettge
gcgatgeteg

acctgcgcecag
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cgacgaagtg
tgccggtgaa
tgccaccetg
tgaggaggat
aagccaacgce
taagtgtcac
tgaggcgttc
tgacggctac
ccgegattte
gctgaaggtt
cggcctegte
ggtcagtgag
attecggttgt
ctgtgeggtt
caaccggttc
gcgcaccctt
gcggaattte
tttcgaagat
cgtagtccege
cgagctcgge
gggcggacac
tegegacacg
aggaaagtgce
cgcegettgta
gcgaggcgta
ccttatccat
tgagccgaag
cgaccgtctt
gattgccteg
cagcgtecegt
gggcggegte

tgggcecctge

54000

54060

54120

54180

54240

54300

54360

54420

54480

54540

54600

54660

54720

54780

54840

54900

54960

55020

55080

55140

55200

55260

55320

55380

55440

55500

55560

55620

55680

55740

55800

55860



ctcgacgatc
gaggtcgtgg
gtcgagaatc
cagcttegge
cagctegtge
tgcttegtgg
tteecgegace
caccaaaccg
gteggtgtte
gatgacggac
ctegeegegt
ggtgaaactg
catgggtttg
gcgetgggeg
ggcatcgcat
ccggegatct
aagtcgaggt
gtgatggctc
cacggaccga
tcggtgacga
tgccaccgat
ccccagtect
atcgtcggga
teggegatcee
atgatgattce
tgatcgtgge
accgactteg
caccggtggg
tccgegacct
gcccgggaca
gcatctggcece
ccccgagaac

ttgaagtagg

tceceectegt
gtgatgagca
gtcecgetgga
cggcaggcga
ggatactgcg
ctttttecece
tgggtaccta
atgagacggce
tcgaagegga
atggccattg
ccgacacaga
acgacaaggt
ceccctteteg
geggetgtga
tgccttgtge
cttggacaga
cgccgaagece
ttatcgegece
cgcgcaggtg
tacggatccc
tctcageggg
cgacgaggtg
cgtccaggee
tcgecagetg
cgtecgacgee
cgaagctctt
cgatcatcga
agcctgatcg
tcagcacctt
cggtcgagat
tcgtcacage
gtcaccagca

cgtacaggat

tcatcacgat
ggaccgcggt
cggtgacatc
gcccgatcge
cggcacgctg
ggacgtegeg
tettecatget
ctegtacget
tgctaccgge
tggacttgee
acgacacgcce
tgtcgacage
ttggtgacge
cgactccegg
ctcgeccecctta
gcegcetgace
gacaacggcg
cacggcgagt
cgccgacatg
atcegectge
gaccgagccc
ggcggtggee
cggaatggtc
tgcgeggate
ctcgtacggg
cagctgtage
ataccacggce
caggccggac
cttcecgegtg
ggaaaaaccg
tttgectegge
cgaacatctg

gtcaaccagg

ES 2661447 T3

gatccgectgg
gccgatcteg
gagcgcactg
gaccagcacg
ttccggetee
cctggtegeg
cgggttcagg
acgaagtteg
gcggattttg
ggaacccgat
cttgacaacg
aagcagecgge
tegeceggget
atgacgagct
accaagctga
gaggacagcg
atatcagtgc
tggtcattcg
gccgagtaac
ccgtggegge
ctgatcgcac
tctteggecac
tgtccgateg
tccggactge
atgcgggcga
gcgaagetgt
tgcgagatgt
gccgeccgat
ttctecggcecca
gtggcttegg
tcececggectg
gtcteececte

aagttgatca

gcacgttcag
gcggtecatce
gtgggctcgt
cgctggegea
gggattccecg
aacccatgtg
ttcgacatcg
gtgtecgact
ccgttggegyg
tectcegacga
tcggaggaac
agcccgtegg
tttceccaate
tcegggggac
tgagcctgtt
gtggcacgag
caacggtacc
acgcgagcac
cggccttgta
ggaccacgct
caaggaatac
cgcagtagtce
tcacgacatg
cgaggtegte
ggtagctgag
gctctgegea
caccgaccag
tggggtggaa
ccagctcecgg
cgatctcgge
ggccgectagt
aactgagcectt

atacgaagat
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ccgcgagggce
tgtcgatctg
ctgcgatgag
gcccgecgga
cggctcgaag
tcagcagggt
ggtcctgegg
tegtggtgag
cgagcagccg
tcgegactgt
cgttgggtee
gggagtcact
cgeegteceg
ggtgatcggg
ggtcgeccget
gtacggegeg
gccgaggtee
ccecttegge
gtcgtageeg
gctaaatcce
aagcggcaca
gtcatagaga
aatccccege
acctgtgttg
cgecttggee
cacggtgteg
gagggccaga
cgacagcteg
acggttgagc
catcgtgeceg
catgcgcatt
gatcttcgga

cacggcgatc

55920

55380

56040

56100

56160

56220

56280

56340

56400

56460

56520

56580

56640

56700

56760

56820

56880

56940

57000

57060

57120

57180

57240

57300

57360

57420

57480

57540

57600

57660

57720

57780

57840



aacaggatgc
agacctatac
ccagcctgga
aacacgacct
atgacatcga
agcgtgagca
atgcttcgca
atcagcccca
cggtegegea
gccgccacga
acgtccagag
cctaggtaga
gcctgettet
atgatctgge
agcgcacgtt
cgcggatcca
acgatcgcca
ccgttgagea
aggctcgecg
ctcacaacgt
agagccgact
ccaacctegg
agggcggcege
acgcgcataa
ccgecgatga
ccatgaatca
ggggagaaca
ataaggtcgg
tgggtggget
gtttecctgga
caggccacag

aatgecgtgec

cgccctgecaa
cgggccatge
ggccgacgac
tgecgeteegg
gcatggacge
cagggaggat
taccgctaac
gccagaacga
acgagttgge
ttacggcggg
caggctgatg
tcaaatactg
ccgecteget
tgagcaggaa
tgcctgtgta
ggtggtcacg
gcecggcgag
tcgctececcca
ccaggatcac
tgggggcgac
cgacgtaggg
gaatggtcac
cgatccccag
tcaccgegte
ccagcgcegat
gccggctcaa
gggccagata
cgaagatcgc
ttgtcaatgt
caacaccagc
tccaaagteg

agagcgtcga

cagcacggtg
gaataccgtc
ggtgatcacc
cgtaccgegg
tcgegtceatt
cgegtggetg
cggcagccag
cggcatgetg
cttcagegee
aaccgcgatg
ataggccgtce
gacgaagatg
cgegttgeceg
gaccgcgaac
cctgagcatg
aacggcgtcg
cgtcgecacg
gtceggegte
gttcttgeceg
gtgcagggtg
ctgectectte
cacgaccatce
cgcgagecagg
gatcttgcecceg
cagtgtcgge
cacgtccegt
cctetggtge
acagaacacg
cgaaagccac
cgccatcteg
gccgaggttg

ctggttactg

ES 2661447 T3

tcgegetgag
tcggtgagca
gggggcatcg
gatcgggege
ctcgecgatga
gcgacgtccce
ccgagggtca
gtcagaacaa
gceccagetge
acggeggtgt
gagacgccga
tttcgatcca
cctagecegea
gtcacgecga
ggtgtgectc
ccgaccaggt
tgcggegege
gggggtttta
gtctgcageg
gccgtecegga
tcgectagga
gcgatgatca
acgcccggga
ccgacgtace
gcgaccgega
ccgagttcat
gggtcggeca
accacaccga
ccgectgageg
atcatcctet
gggatgacgt

ctgaccactg

tgatcgectg
cggcaccgcet
cgttgggcaa
tgcgcacgaa
ccgctaccga
ccagtccacce
gaccgaagag
gcacgaacac
cgagcacgat
tcaccagcceg
gatctcctcg
cgccgagetg
catcggctat
agatgaccgg
ctcaggagtt
tgaagccgac
tcaacaaggc
cgccaagcecce
cgccgatgac
agtgtcccag
cgcetteegeg
tcgagaccat
atgcgaagac
ccgacatcag
cgaagagggc
ccgtececgag
ggatcgggte
cgatgaccac
cgggccgett
cggtcttgga
ccggcaagcec

cggcacccgt
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ggacaaggcc
gagcaggaag
cgcatgecga
gtegetgete
ccacgecgceg
cccgecgacyg
caagacgagg
cgtcaggecg
cccgagaace
tgacaacagc
aaggagatgt
gtcacgcaga
atcacccgga
gagcagctgg
gttcecgeact
agtgagggtg
tgceceggeeg
caggaaactg
caccagcggg
cceccagegtg
cacgagacgg
gcccgeccee
gacgtcgaac
gccgatcage
gaacctggeg
gacgtgtcce
gtgcggegag
gcccgtgaca
tggagacgcg
cagttgaact
gagcgtgege

gtccattteg

57900

57960

58020

58080

58140

58200

58260

58320

58380

58440

58500

58560

58620

58680

58740

58800

58860

58920

58980

59040

59100

59160

59220

59280

59340

59400

59460

59520

59580

59640

59700

59760



aggtagggca
ccgeceggect
ctegegtegt
ctttcgagag
acggtggtgg
ggaatcccgg
aggaaggtcc
cgggacgcct
acgatggtgce
gcgeccctcecga
attctgaacc
gcttececcga
tgacggggga
cagtcatcge
cggccccgcet
cgcgagaacce
tgcacgggtc
cctgaggcecta
tccegeatga
cteggegteg
atcgectcegg
cttecgtgtca
aagacggctc
cgggtttaca
gcagcggcga
cagatcgcga
ggcgatctta
accgaccgece
gtcggtcgac
gatctgcecatc
gtattcgtga
gatgtgattc

gtggtgcagt

atgtctcgaa
tcttgtacac
acgggtcggt
acgctgccag
cgtcaagcge
tgtgegecgt
ceggegegec
ccagcacctg
gggcatcgge
tagcggttge
caactcctca
taccggtcag
gtgcgacgac
gtcaaaggca
ggaagtcgca
gttgtgecgac
tgctgaggeg
gccatctacg
caatgcgcaa
cegectgete
gaggggagat
ctgacgccat
ccgaagtcag
cgttcaagat
tcgectacgaa
gcgeccaacat
ccttcaccat
ggatggcaat
atccggacgg
tcgaggccaa
acatgcagga
ccagcgccag

acccggecce

ggttcggtag
ggccttgeeg
catctggagg
cgectegtte
ctgcagcgece
gatctegetg
gcattgcacg
cgacatcatc
gaaggcgacg
ggggcggate
agtcgtgatt
aacgcgacce
gaggaccata
catgecgeccce
cacgtcccge
agcggaaatg
agcgccgecg
ttatccecte
gaggcgtgte
cggtgtggga
teeggecacte
ctacgagact
gcctgecctg
ccgggacggce
cttecgaccge
gaagttcgtg
cacgctcaag
catcagccca
caccggaccce
tgtgacgtac
tcccacaacce
cgcggagcag

ggccaaccag

ES 2661447 T3

gtgccacagg
aggcggtagg
ccttegatgg
acatcgttgg
ttgaccgeceg
gtgatgcget
atgaggtcga
accttcagac
ceggtcegggg
tggccgatct
catcggcaga
agagggattt
agcgcactge
gcttgagecg
gactgatcga
gagcttctac
ttgatgggtc
acgccacaat
ttggcecgeeg
cagggcggcyg
gacccgcaga
ctegttegeg
gccgaatcect
gtgacgttte
ctgatggacg
acccgetgga
aagccgtteg
gtggccctgg
ttccgaatceg
tggcgeggeg
acggcgatgg
atcgecgeage

tattttatce

agatgaggat
cactgtcggce
cactcacctt
tgtaaatggt
actcctgecat
cgteggegee
ccettggaggt
cccectegte
cgacgctccg
tggcgegeca
cectgtggece
gagaaccgtg
acggccaatg
gcgacggaca
ggccaggtgt
gtagcccaaa
cgeccectecggg
cgtttgcaaa
ttettgtege
gcgaccaacg
gcatcagtgg
aggatctcga
ggaacgtgtc
acgacggcac
accgctctee
tcgegagege
cggagcttee
cgaagtaccce
agagtgtcga
ccccgaaggt
cgctgecagac
tgcaaggcaa

ggctcaacac
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cgcgtcageca
gtcgtgggtg
gatgccgtga
tccgacageg
cgtaatggcet
tgggecateg
cgccagetgg
caccctgggg
ccacteccteg
gcctagaage
cactctggte
gcgcagagac
tcaacgtttg
cgtcgagggg
cgcagcgtcet
ccggacggtg
ccgttgacag
gaccacggag
cacatccctt
ggttctegte
aaccgtegge
tacgcagacce
ggcggacgge
gtccetggac
ggtgtacaac
caaggcgace
gecggetgete
aggtgatgca
gcagggcacg
cgatggccecte
cggagaaatc
atctgcageg

caagacagcg

59820

59880

59940

60000

60060

60120

60180

60240

60300

60360

60420

60480

60540

60600

60660

60720

60780

60840

603900

60960

61020

61080

61140

61200

61260

61320

61380

61440

61500

61560

61620

61680

61740



ccgactgaca
atcgctgeeg
gccttccaag
atccacgcett
cctggettet
gatgtccage
gggtacaaga
tactggctgg
tggtacgtga
gagacgcgcce
gtctttectet
gggacaccca
caaggcacac
gcaggtccee
tgtgaatggc
agcgggcatc
aggcggcatc
tacctecggec
gtttagggce
cgggagaacc
acggtcatgg
taccgecegat
gcctecatagg
gccttttegt
tggccggtgg
attcggcagg
gtacttggtc
ctccgacatg
ggcgaccacg
cgtgtcegtg
gagcttacceg

gtacagctceg

acccgcagtt
tggatggcat
aaggcgcteg
ccggggteca
cccaagcaag
tcgacgtcga
acggcgtcaa
agcgaatgtt
acacagatct
gcggtctcta
accaagaccg
gcegtgttegt
agcgtttegt
tgccaaccgt
gtacggccca
tcggctatge
agcgccaaga
aaccagctcg
tggcggatgg
gcatgcacgg
agatcaacga
cacggtcacce
ggtttactgg
gtcectatgt
cgcggtgcgg
tcggeggtac
gcceccggact
ctcggegect
tagatgttgc
accatcacgce
teccttgttea

tegeegtage

ccgccaagcc
ggggcagatc
gcagcgatac
gctteeggeg
ccagatcatg
atacgtcgag
cggctccttce
tggtgcggac
agcteggatce
tcgecgaagee
cctgeecgegg
cgactacgcc
ggcggtggac
tgaacggett
tacggatata
caagggtgat
agcatcgecg
ggttgatccg
tgccaaattt
attgacgggc
tccaacggga
gcgecagete
ggtcaagggt
ggatcttgceg
gcecgegecac
gggcectgtg
cgtagagcag
ggaagcactt
tggggttctt
cctgegtett
ccttgtagac

cggtgaggaa
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ttgaactacg
atgggcggtce
gagttcaatc
gtcgtcaagg
tcgctegtge
ttcacttcege
aatgggtgga
cagataccgc
ttecgaccagg
gccgacatca
atcttccggg
actatcagca
ggaatcgetg
cgccatgteg
cagcagcagg
ccggcagggce
ctceecgggea
tcgtgatgga
cggcggtgaa
gggagctgga
aaccgttggg
ccgaccctac
cgcaggttca
gtgttcgeeg
cgceggtece
caggttcttg
ccatgtcgtg
ggcggagegyg
ccggecgtgt
gtcgggtgtt
gtacatccgg

cgacgctcct

cgatcgaccg
cgatcccggt
cggacgaagce
tatacgcccce
aacaagatct
tggtaaacct
ccaccggcgce
cggcceggtgt
cgcgtaacag
tcgctgacga
cgaacatcac
agtcgtgacc
tcacgaatcce
ggttgcgaat
atggcctgca
ggggcagccc
ttcggacgee
accgtccteg
cggcgtegtt
aacggaacca
tcaccgatgg
teggtttteg
aatcctgtceg
gttcgagatc
ggtcgtcage
atgacgttac
ccgttgtagt
tcgttgatgt
gacgtgctgt
acgtaggtcg
tccttttega

ttgaccttcet

47

cgacggaatc
cggcaacgac
acgccgtcete
gagcggeggt
gaagaacgtc
ggaggcgect
ggacagcggg
gaaccgcggce
catcgagecceg
cgcaccttgg
gggaatccac
aaacgctgag
gtgcggtgte
gagatcgett
ggccgagatg
gaactcccge
gggtgatctt
cgcccagace
aagccctgtg
cgatgagacc
ctececgegace
caggtcggtg
gceccgatgtt
aaatgggcac
ccgecgtgaa
gagcgtttga
cggcgatgec
tcctgeegtg
agacgaagtg
cagtctgcett
aatggcccegt

gggccggacce

61800

61860

61920

61980

62040

62100

62160

62220

62280

62340

62400

62460

62520

62580

62640

62700

62760

62820

62880

62940

63000

63060

63120

63180

63240

63300

63360

63420

63480

63540

63600

63660



gtteggegeg
gtacttgttc
gatgccceceg
ctcgatccecg
gatcagcatc
gatgtaaccc
cgttcecggeg
gatcgeggeg
<210>2

<211> 6942
<212> ADN

agcgactgcece
atggacctgt
gcgtgettge
tagatgcgcce
aggtcgttge
tcggacagge
gaagggccegt

gctteectgeg

tgcecegggge
tgttgccacc
ttttgatgtc
ccgtgtaatc
cggcgecgtce
cgggtatcag
ggtagggggce

cgaccgeggt

<213> Saccharopolyspora Spinosa

<400> 2
atggcagatc

gaggacagcg
gatgatctgt
ctegetcaag
gtgttcgtcece
acggctgcca
gtcgeggege
ggcctggetg
cggctggacg
ctgatcatge
gacggggtgc
gagagcatca
gtggtcgacg
cgcggcgacg
cgcgacgtgg
atgctgcgag
ccecggtetgt
agctcgctge
gacgtccage
ctggtegeeg

gaaccggagyg

agggatatcc
tecgeggecect
tgctggtgat
aggtgegege
cagctcgatc
ttcatctceg
cgccgcetget
acgcggccga
tcgeccgagtt
ggggcttgga
aggtcagcett
gcgggaccag
aggcggcgcec
agcaggtgcet
atccgeegeg
cccggttcac
cggtgcacga
gcgagegect
tcteceetgtt
acgcgttgag

ccgagcagece

gcgatctegt
gacgcgtteg
cgaggagccc
ggcegtgteg
cattcctege
gggtggcttg
cggcgcggaa
aagcggtgge
gctcggtgaa
ctccatcatg
cccggagetg
cgagcccgag
gttcgacctg
cggcggggte
gctggagege
cgatgacggc
tctgegtcag
gtcccaccge
gcetggeggt
ctttegecatce

gceccategge

ES 2661447 T3

cttgaacttc
cggtacgaac
gaccggtecg
aggaaccttg
ccagttctcce
gttggcctge
tttteccteee

ggccgggyg

gccgaagegg
accacgtgtg
gaaggtggtg
cggcageacy
ggcggcaacg
gacgtgctge
gaatccattg
gaggccgege
tcagcggaga
atcatgacct
ttccaggacg
gccggcegacg
tcggtgatge
ggcgegeact
gcggtgeggg
aggcaatgga
ctcgecegegg
cggctggagg
gccagceggg
ctgctcaccg

tacagctacce

gccgegaggt
acccagccat
aggactctge
ggatgatctg
caaaccccca
ttgaacttgce

gcgecgetge

cggcggtgtt
ccgegtggac
ctccagggga
acctegtgee
acgaggtgct
acgcgacccg
tggacgacga
cgctggacct
gcatcgcecga
tggtcaacca
cggttetgge
aggcggcggt
agcatgctta
tctacaacga
cgctgaccga
tcgeegecac
acgaggtcga
tcgagegggg
tgcacgtcaa
acctggccag

cgaagtatct

48

ccgtggtett
ttacgaccge
tggtgceege
tgtacatgcect
ggcectgggg
tgtcgtatac

tgttgcacgt

cgaagcggtc
gcgggaccgg
cttcggegeg
tgcggagate
gcgegeggag
gcagctggga
ggtgctgecge
cgaactcatg
cgacgaagac
gtggcgegec
caagtggtgg
cgacgaggcg
ctgggtcgga
gttcagcggt
acgccacggce
ctgcecettgg
ccaccgectg
ggaggtgttc
catcgacatg
gtgctacgag

ggcgcagege

63720

63780

63840

63900

63960

64020

64080

64118

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260



aaccgccgge
gacctgccag
cgggtgacca
gcgcggcage
gggacctgga
gtgcaccceg
gacctgacceg
tcecgacacgg
aacggcggag
ctgttcageg
ccccaggtgt
gacgcggaga
gtegtgctgg
gccgagcaag
ctgctgcacg
tggggegage
ggcttectge
ggtcccgace
gtgggggtgg
caggtactca
gtcegeggteg
accgacctceg
atggtcagce
ggcgecgagg
atctteggee
aacgcecgege
cecgegttge
cggttggege
tgctcgecga
accatttgeg
ctgcgecaacg
gtgggggage

cgcaccgcceg

ggacccaggc
gcgggecgga
ggcgttacca
acgggctgac
gcgccagcaa
acgtgttccg
agccgagcete
ccaacgccga
aaccggtgeg
aggaggtccg
ggctggacca
acgagctgtt
actggcetgge
cggceggteeg
aaggtttctt
agggcgttct
tggggcgcgyg
aggtggccge
accagccggt
ccactgccga
aggtcgecac
ccgectacgt
atgcggegge
accgggtget
tgctctecage
actgggtgga
tggacatgct
tgctgggcgg
agggcaggct
aggtcgaaga
tcegetgeeg
tgtggatcgg

aacggttcgt

ggccgagceag
gctgecegttg
ctggctcgac
catgceccgtg
gaggttcctg
cctecagegge
cttegetgag
gtactecegge
cgcaccagtg
ccgetgette
ccaggtcacce
ccecgacggt
cgcagecgac
ggctaccgte
ccgcactgee
cagctacgga
ggtgcggcee
ggcgcteggg
ggegegecgg
ggagcggacg
gteggtggac
gatcttcacg
gatcaacacc
ggcgatctee
tggcggggcg
gttggcacgg
gttgaccgeg
tgactgggtg
cgtcggtctce
gatccecggee
ggtggtcgat
tggccgtggt

ggtgegggac
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gcgcgegcat
gccatcgcac
gcgcaggggce
gtgttcatga
ctcaacctge
gatttcacca
cgcgcccgge
gtegeggtee
gttttcacca
ggcagcccga
gagcacgacg
cttcttgacg
tgggcgecage
aatgagaccg
gagatcgcge
gcgctegeeg
ggtgagcggyg
gtactactgg
gcgaagatct
gactcgacct
cegctgacca
tcecggttecga
atcgccgace
gcgectggact
ctggtgctgg
cgctggaagg
gcegeggctg
accgtcgacce
ggcgggacca
cagtggagct
gagcggggec
gtcgegetgg

gggatccgcet

actggcggga
ccgaacggat
gggatctgcet
ccgecttege
ccctgttega
acttgatcct
ggctgegtge
tgegegacct
gcgggetgag
catggatgat
ggggettget
cecatgttege
cggtgecgee
aggggccgac
cgcaacggcce
accgecgeecg
tggcgatcac
ccggggegac
accgccgege
ggcccgcecga
cccaggtgee
ccggegagec
tcaacgagceg
tcgacctgte
tteccegagge
tcacgatctg
cggaccaggt
tgctegaceg
cggaggccgce
cggtgcccta
aggactgccce
gctactgegg

ggtaccgcac

49

ccggatcgec
cagccagcgce
ggcggcecaag
cgaagtgctc
ccgggaggcyg
gctggaagtg
gcagctgecag
ggccagggcee
cctceggegag
ctcgecaggge
gctgaactgg
cgectaccege
gttgetgeeg
gtctggecta
cgcgttgett
ccgecattgee
gctgeccgaag
ctatgtgeceg
cgaggttcege
tgtcgaaccg
aggggaccga
gaagggtgtg
cttcgaggtce
ggtctacgac
cgagcggege
gcagtcegtg
gctggacctg
cctgegggece
catccactcc
cggcaccceg
ggactggggg
cgaccccgac

cggtgatttg

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1380

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240



gceccggtact
gtgcggggece
gtcgeccgea
tttececcggtg
ccegegeaca
ggcaagatcg
gagctgcggt
ctcggegggg
ctggecaccece
gcgttgtteg
ccggttgega
gacgtgcagc
tceccactggt
tggaaccggg
cgcatcttge
gagcaggtcg
cgetggecge
ttcagcceteg
agcgagctct
tacgtgctcg
gagcgggcte
gtecgegeage
attgtcgaac
gcggaggtcee
gatcgccgeg
ctggtgggtt
cgccaaatgt
ctggccgett
atcggcegtg
ccgecaggtet
gacgeggtgg

cgecectgetgg

ggccggacgyg
atcgcatcga
gtgtcgtggt
ggcgtgtgec
tggtgcccege
accgcaagcg
cgccgcaggg
agccgatcgg
gegtegtggy
ccaagccggt
gcgegcetece
aggcttacct
attgggagtt
tegtegecceg
ccgeggtgece
cgctggaccg
tgttcgacat
acctgttgat
accaccgtce
gtgcttgcgg
cttegectace
cgegettecac
gagcgeggea
tgggacgctyg
aggtccaccc
acgagccgag
ggcaggacct
cccgeggate
acgtcgccge
ggctcgatca
aggagttgtt

actggectgge

ttecgetggag
cctgggtgag
ggtgacggtg
gcctetggaa
cgacttegtg
gctegttega
tccggtggaa
acgcgacgac
caggctgege
gctgegggac
ggctgacccg
gctggggcegg
cgacaccgcce
ccacgagatg
gcgctatgece
aatgcgggcc
ccgegeegtg
gctggacgeg
cggaacccgg
ggatcgagag
tceggecaceg
ccgcaggcag
gcgegggetce
gagcaggcag
cgagatcaat
99cgggggag
cgaccaccgce
tgecggecgcet
cgagcggttc
ccaggtgege
cceggaaggyg

cgatgeccgac
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ttectgggte
gtcgaagccg
gcggceggta
gacctgeggg
gtgttcgacg
ctgctggege
gagctcgtgg
gacttcttca
gcggeeggte
ttcgcaacag
gcccaccggt
ggccgggact
gatctggacc
ctgegggteg
ctctccgteg
gccatgtcge
cgctacageg
ctgagcatcg
ctgcccgaga
cagctcgeccg
caactcccege
agcecggatte
accccggett
cgggagctga
ggcgtggtcg
tgcttcgeeg
gacgtctcgg
atgccggtgg
gccgaggagg
gacgacgagg
ctgctcgacg

tggtcgecage

gcgccgacca
cgctcaacag
ccceggetggt
actggctcgg
agctaccact
cggaagagcyg
cccaggcctg
cccgeggegy
tgcgegggge
acctcgaaat
acgagccgtt
tcgegetegg
tgcegegett
tgttegagga
aagacgcgcg
accaggtgct
gcgggegggt
tgatcgtgtt
tcggggtctce
agagcaagcg
tgcgecaccga
cgcggcaacg
cggtgetgge
cgctgaacct
gggatttcac
agcgcgeggce
cagtgcaggt
tgttcaccag
tttggggget
gcggcatgeg
ccatgttcca

aattgccaga

50

ccaggtcaag
ccaccccgac
ggctgeegtg
cacccagcett
caacgccaac
cacgacggcg
gtcggatctg
tgacagcctg
tgagetgegg
cggtgcgtca
cccgcetcacce
cggtgtcgeg
ggaggaggca
cggccggcag
tggcggtget
cgacgtctcg
gcgeectgggg
cgccgagetg
cttececgegac
ctactgggca
tceggaacte
ctggcaacge
gacttgettce
gactctgtte
cgcectgetg
ccggttecag
gatgcgggac
cgcgetggge
gtcacagacc
gttcaactgg
agctgagtge

cctgettece

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980

5040

5100

5160



acttcgcaac
acgctgetcce
gtgtggggtg
gccgegeact
aagggacgcg
ccggtgggeg
cgcgtggtge
gaggtggatc
aagggtgtga
ttcggagteg
gtgtacgaca
ggaaggcggg
aacaccgtge
tttcggetgg
gagcgggceac
tcgaacttcet
ccgcetggeca
accgaggggg
gatcgcaccg
ctecgggcggt
aaggtgcgag
gacgtcggece
gtggtacccg
cggctgeeeg
gccaacggca
ccggctgaga
cgcgaagtgce
gacagcctgt
gcgttgegeg
cgttegecagg
<210>3

<211> 412
<212> ADN

gagcggtgcg
acagcggatt
cggaccagceg
tggtggagcg
accagatcgt
tcgatcagcecce
tggacgacct
cggagagcct
tggtcagcca
gcgcecgagga
ttttecggett
aagcccgega
ccgcectetget
ctctegtete
cggggtgcge
tcgaagtcga
accagcggtt
agctgtggat
ccgageggtt
actggcctga
gtcaccgeat
aggccgtege
agggcgaccg
cctacatggt
aactcgaccg
ccggtgaacc
tgggcgtgece
tggccaccceg
agttcctege

ccggtcacca

cgagcaggag
cttcgetegt
gtgcgagtac
cggggtgcgg
tgccgtgete
cgatcagecge
ggcggaggcg
cgcgtacgtg
cgcgteggeg
ccgggtgctg
gttgtcggtce
atgggccggg
ggacatgctg
cggcgactgg
gctggtcgeg
acgggtcgac
ccgegtggtce
cggtggccge
cgtcgaatgg
tggcgtgetg
cgaactgggce
cgecteegte
gtcctgegat
gcccgagegg
cgccteggee
gcttcecgegge
ggcgctecgee
cgtggtggag
cgggccateg

gatggaggaa

<213> Saccharopolyspora Spinosa

<400> 3
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aactcgaccc
gcggacgecg
ggcgaactgg
gcgggcgaca
ggcgtectgg
aggcagcgga
taccgcecgga
atcttcacct
atgaacacca
gcgatcteceg
ggcggttcgg
ctttgeegee
ctggtggtgg
gtcggectgg
cttggeggtg
ccgegatgge
gaccccaccg
ggtgtcgegg
gacgggatcc
gagttccteg
gagatcgagg
ggggaccggg
tccgacgaac
atcgccgaga
atccgeggge
gaggtggaga
cgtgacgaca
cgcattcgece
cttcagcagce

ggcgtcatct

gcgaaccgac
acccggcgeg
ccgacctege
atgtggcegt
ccgctggage
tctactcgeg
agcccttgge
cgggttcgac
tcgececgacgt
cgctggactt
tcgtgcetcat
gctggaacgt
cagacgtcct
acctctggga
ccaccgaggc
gttcgatccc
gtcaggactg
ccggctactg
gctggtaccg
gccgggtcga
cggecgttgac
ctceegeget
tgcgatcgtg
tcgetgaggt
tggccgacgg
tcgegetgge
atttcttegt
gcectgttegg
agggggaatt

ga

51

cgccgcageg
taccgeccectg
cctgegggtg
tgcgttgece
cgtgtacgtg
ggceggegtg
gggtccggtt
cggtgagccg
caacgcccgg
cgatctgteg
cgacgaggac
cacggtttgg
gccegggtceg
ccgacttege
cgcgatctgg
ctacggcaga
tcctgagtgg
cggcgacgcec
gaccggggac
caaccaggtg
cgcgecatccee
cgtggcggtg
gctgetegac
gccgttgace
cgcgcgggaa
cgagcaatgg
actcggcggce
cgtggacatc

ggtgaaacag

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

6942



10

15

20

25

30

35

gtctacctce
cagggcagceg
gtcgaccage
ggtgggcgag
gagcacgcegt
gtgcagtacc
gcagcacggg

<210> 4
<211> 20
<212> ADN

aggcgttcect
accggtccca
tcceccgacga
gcgcggaaat
tgcaccacga
ggttgaacac

agctggtcag

<213> Artificial

<220>

ggagccggac
tgcctgegea
catcgacatc
ggcgcaggcec
tgagctggcet
ccactacceg

caagcagcgg

<223> Cebador directo de PCR

<400> 4

gtctacctce aggcgttect 20

<210>5
<211> 20
<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Cebador inverso de PCR

<400> 5

aggtcgtgtc gatgaacagc 20

<210>6
<211> 303
<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia de nucledtidos del sitio de union a actinofago (attB) de Streptomyces lividans que contiene sitios

BamHlI y Ndel

<400> 6
ggatcccgga

cgtgeecttg
cgggtegagg
ctcgaaaccg
tgcggatacg
atg
<210>7

<211> 22
<212> ADN

atgtcgacga tgtaggtcac

ggctccecgg gegegtactce

tggeggtagt

tgatccegge

ctgggegegyg tggtcacggt

cggggcagcg tcagcgggtt

<213> Artificial

<220>

<223> Cebador 2 directo de PCR

<400> 7

tgtaggctgg agctgcttcg aa 22

<210> 8
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ttcecegtteg
gagttctacc
gcectgegteg
atcatgggcc
gaatgcctge
cacatcgagce

ccgcetgttcea

ggtctcgaag
cacctcaccc
gaacgcgegg
gagcacggga

ctcgacggtce

aactcgccegg
aggttceget
tcatcagcge
gcggcatcca
ggtgegcccg
cggteegecg

tcgacacgac

ccgeggtgeg
atctggtcca
cgcaccggga
cgtgcgacgg

acggcgggca

52

gatcgtecgece
gtacaccaac
aggagtgcag
cgtgctgcag
caaacacggg
gttcategee

ct

ggtgccaggg
tcatgatgaa
agccctegece
cgtcggcggg

tgtcgaccat

60

120

180

240

300

360

412

60

120

180

240

300

303



10

15

<211> 29
<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Cebador 2 inverso de PCR

<400> 8

catatggata ttccggggat ccgtcgacc 29

<210>9
<211> 4477
<212> ADN

<213> Artificial

<220>

ES 2661447 T3

<223> secuencia de nucledtidos de plasmido pCR8 / GW / TOPO_aac (3) -attB

<400> 9
ctttecetgeg

taccgetege
gcgcccaata
cgacaggttt
tagccaggaa
gtttgatgce
acaacgttca
caacagataa
gcagttccct
aacgacggcc
ctgttegttg
agcaggctcce
gagaatagga
cgcattcttce
gacccagggc
ctggaccttc

cacagcagtg

ttatccectg
cgcagccgaa
cgcaaaccgce
cccgactgga
gagtttgtag
tggcagttta
aatccgcetce
aacgaaaggc
actctcgegt
agtcttaagc
caacaaattg
gaattcgcecce
acttcggaat
gcatcccgece
tgtcgecaca
cttctgaagg

gtcattcteg

attctgtgga
cgaccgagceg
ctcteceege
aagcgggcag
aaacgcaaaa
tggcgggegt
cggcggattt
ccagtcttce
taacgctagce
tcgggeccca
atgagcaatg
tttgtaggct
aggaacttat
tctggecggat
atgtcgeggg
ctcttctect

agataatcga

taaccgtatt
cagcgagtca
gcgttggecg
tgagcgcaac
aggccatccg
cctgeecegee
gtcctactca
gactgagcct
atggatgttt
aataatgatt
cttttttata
ggagctgcett
gagctcagcce
gcaggaagat
agcggatcaa
tgagccacct

cgcgtaccaa

accgcectttg
gtgagegagg
attcattaat
gcaattaata
tcaggatgge
acccteeggg
ggagagcgtt
ttcgttttat
tcccagtcac
ttattttgac
atgccaactt
cgaagttcct
aatcgactgg
caacggatct
ccgagcaaag
gtccgeccaag

cttgeccatce

53

agtgagctga
aagcggaaga
gcagctggca
cgcgtaccge
cttctgetta
ccgttgette
caccgacaaa
ttgatgcctg
gacgttgtaa
tgatagtgac
tgtacaaaaa
atactttcta
cgagcggcat
cggcccagtt
gcatgaccga
gcaaagcgct

tgaagaatgg

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020



tgcagtgtcet
tgttggcatc
cgaccgggcet
ccetgtggecece
gccagaatgt
acggctcegtce
cagcacgcag
aggagctgtg
tgagctegge
gtcgatcata
ccecttttge
atcattctgt
tttecegetge
ttttegecacg
aacggcgtca
tcactgtccc
gggaacttcg
atccccggaa
gtgcccttgg
gggtcgaggt
tcgaaaccge
gcggatacge
tgaagggcga
catcaatttg
cagctgatat
ggcccegtgte
tcctectagac
gacgcacacc
gtaagctgta
gcagcggtgg
tacagtctat

tgttatggag

cggcacccca
gtgtcccacg
tgcaggcgag
cgetgeegea
gtcagagaca
gtccagacct
ggcctcgatc
gaccagcagc
ttttegecat
gcacgatcaa
ttatggagct
gggccgtacg
ataaccctge
atatacagga
gccgggcagyg
ttattcgcac
aagttcctat
tgtcgacgat
gctecececeggyg
ggcggtagtt
tgggegeggt
ggggcagegt
attcgaccca
ttgcaacgaa
cccctatagt
tcaaaatctc
cagccaggac
gtggaaacgg
atgcaagtag
taacggcgca
gcctegggea

cagcaacgat

tagggaacct
ccgaggagaa
tgaggtggca
aaggcaaatg
actccaaggt
gaccacgagg
agtccaagtg
acaccgccgg
tecgtattgea
cggcactgtt
gcacatgaac
ctggtactge
ttcggggtca
ttttgccaaa
ataggtgaag
ctggcggtge
actttctaga
gtaggtcacg
cgegtactce
gatcccggeg
ggtcacggtg
cagegggtte
gctttettgt
caggtcacta
gagtcgtatt
tgatgttaca
agaaatgcct
atgaaggcac
cgtatgcget
gtggeggttt
tccaagcage

gttacgcage
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ttgccatcaa
gtacctgccc
ggggcaatgg
gatgggeget
ccggtgtaac
gcatgacgag
gcccatcttc
gggtaaccce
cgacattgca
gcaaatagtc
ccattcaaag
aaatacggca
ttatagcgat
gggttegtgt
taggcccacc
tcaacgggaa
gaataggaac
gtctcgaage
acctcaccca
aacgcgcggce
agcacgggac
tcgacggtcea
acaaagttgg
tcagtcaaaa
acatggtcat
ttgcacaaga
cgacttcget
gaacccagtg
cacgcaactg
tcatggettg
aagcgcegtta

agggcagtcg

ctcggcaaga
atcgagttca
atcagagatg
gcgetttaca
gggcgacgtg
cgtcectece
gaggggccgg
aaggttgaga
ctccacceget
ggtggtgata
gccggcattt
tcagttaccg
ttttteggta
agactttcct
cgcgagcggyg
tcctgectcectg
ttcgaactge
cgeggtgegg
tctggtccat
gcaccgggaa
gtgcgacgge
cggcgggeat
cattataaaa
taaaatcatt
agctgtttcece
taaaaatata
gctgecccaag
gacataagcc
gtccagaacc
ttatgactgt
cgecegtgggt

ccctaaaaca

54

tgcagegteg
tggacacggg
atctgctctg
tttggcagge
gcaggatcga
ggacccagcg
acgctacgga
agctgaccga
gatgacatca
aacttatcat
tcagcgtgac
tgagctgecat
tatccatcct
tggtgtatce
tgttececttet
cgaggctggce
aggtcgacgg
gtgcecaggge
catgatgaac
gccctegece
gtcggegggt
gtcgaccata
aataattgct
atttgccatc
tggcagctct
tcatcatgece
gttgeegggt
tgttcggtte
ttgaccgaac
ttttttgggg
cgatgtttga

aagttaaaca

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940
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15

tcatgaggga
tcgagegeca
gcggectgaa
aaacaacgcg
gcgagattct
gttatccage
gtatcttcga
aacatagcgt
aggatctatt
ctggcgatga
gcaaaatcgce
atcagcccgt
cctegegege
tagtcggcaa
cgttccactg
ttctgegegt
tgceggatca
taccaaatac
caccgcectac
agtcgtgtct
gctgaacggg
gatacctaca
ggtatccggt
acgcctggta
tgtgatgctce
ggttcctgge
<210>10

<211> 58
<212> ADN

agcggtgatc
tctecgaacceg
gccacacagt
gcgagetttg
ccgegetgta
taagcgcgaa
gccagccacg
tgccttggta
tgaggcgcecta
gcgaaatgta
gccgaaggat
catacttgaa
agatcagttg
ataaccctcg
agcgtcagac
aatctgctgce
agagctacca
tgtccttceta
atacctcget
taccgggttg
gggttegtge
gcgtgagecat
aagcggcagg
tctttatagt

gtcagggggg

cttttgetgg

<213> Artificial

<220>

gccgaagtat
acgttgctgg
gatattgatt
atcaacgacc
gaagtcacca
ctgcaatttg
atcgacattg
ggtccagcgg
aatgaaacct
gtgcttacgt
gtcgetgecg
gctagacagg
gaagaatttg
agccacccat
cccgtagaaa
ttgcaaacaa
actctttttc
gtgtagccgt
ctgctaatcc
gactcaagac
acacagccca
tgagaaagcg
gtcggaacag
cctgtegggt
cggagcctat

ccttttgete

<223> Cebador 3 directo de PCR

<220>

<221> caracteristica_misc
<222> (1)..(39)
<223> Basado en la secuencia de cosmidos

<220>

<221> unién_cebador
<222> (40)..(58)
<223> Hibrida con casete aac (3) -attB

<400> 10
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cgactcaact
ccgtacattt
tgctggttac
ttttggaaac
ttgttgtgca
gagaatggca
atctggctat
cggaggaact
taacgctatg
tgtcccgeat
actgggcaat
cttatcttgg
tccactacgt
gaccaaaatc
agatcaaagg
aaaaaccacc
cgaaggtaac
agttaggcca
tgttaccagt
gatagttacc
gcttggageg
ccacgcttcece
gagagcgcac
ttcgeccacct
ggaaaaacgc

acatgtt

atcagaggta
gtacggctce
ggtgaccgta
ttcggettece
cgacgacatc
gcgcaatgac
cttgctgaca
ctttgatccg
gaactcgeceg
ttggtacage
ggagcgectg
acaagaagaa
gaaaggcgag
ccttaacgtg
atcttcttga
gctaccageg
tggcttcage
ccacttcaag
ggctgetgece
ggataaggcg
aacgacctac
cgaagggaga
gagggagctt
ctgacttgag

cagcaacgcg

55

gttggcgtca
gcagtggatg
aggcttgatg
cctggagaga
attcegtgge
attcttgcag
aaagcaagag
gttcctgaac
cccgactggg
gcagtaaccg
ccggeccagt
gatcgcttgg
atcaccaagg
agttacgecgt
gatccttttt
gtggtttgtt
agagcgcaga
aactctgtag
agtggcgata
cagcggtcgg
accgaactga
aaggcggaca

ccagggggaa

cgtcgatttt

gcctttttac

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4477
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tcgacggcct getgegecege atcctcaace agecgacaat gtaggetgga getgctte 58

<210> 11
<211> 59
<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Cebador 3 inverso de PCR

<220>

<221> caracteristica_misc
<222> (1)..(39)
<223> Basado en la secuencia de cosmidos

<220>

<221> unién_cebador
<222> (40)..(59)
<223> Hibrida con casete aac (3) -attB

<400> 11

aacgcaccgc gcaggcegcetg cgcgacggat ggttgaacac atatggtcga catgcccge 59

<210> 12
<211> 1738
<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Unién donde el gen de la tiazolinilimida reductasa se eliminé parcialmente dentro del clon del cosmido 4G15

<400> 12
tcgacggect

agttcctata
cgactggcga
cggatctcgg
agcaaaggca
cgccaaggcea
gccatcctga
ggcaagatgce
gagttcatgg
agagatgatc

ctttacattt

gctgecgeege
ctttcectagag
gcggcatcge
cccagttgac
tgaccgactg
aagcgctcac
agaatggtgce
agcgtcgtgt
acacgggcga
tgctctgect

ggcaggcgcc

atcctcaacc
aataggaact
attcttcgea
ccagggctgt
gaccttccett
agcagtggtc
agtgtctcgg
tggcatcgtg
ccgggettge

gtggccccge

agaatgtgtc

agccgacaat
tcggaatagg
tcececgectet
cgccacaatg
ctgaaggctce
attctcgaga
caccccatag
tcccacgeceg
aggcgagtga
tgccgcaaag

agagacaact

gtaggctgga
aacttatgag
ggcggatgca
tcgegggage
ttctecttga
taatcgacge
ggaacctttg
aggagaagta
ggtggecaggyg
gcaaatggat

ccaaggtccg

56

gctgcttega
ctcagccaat
ggaagatcaa
ggatcaaccg
gccacctgte
gtaccaactt
ccatcaactc
cctgeccatce
gcaatggate
gggcgctgeg

gtgtaacggg

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660



cgacgtggca
cccteecgga
gggccggacg
gttgagaagce
caccgctgat
ggtgataaac
ggcattttca
gttaccgtga
ttecggtatat
ctttecettgg
gagcgggtgt
tgctctgega
gaactgcagg
ggtgcgggtg
ggtccatcat
ccgggaagcece
cgacggcegtce

cgggcatgte

ggatcgaacg
cccagcgeag
ctacggaagg
tgaccgatga
gacatcagtc
ttatcatcce
gcgtgacatc
gctgcatttt
ccatcctttt
tgtatccaac
tccttettea
ggctggcggg
tcgacggatc
ccagggcgtg
gatgaacggg
ctcgeecteg
ggcgggtgcg

gaccatatgt

gctegtegte
cacgcagggc
agctgtggac
gcteggettt
gatcatagca
cttttgctga
attctgtggg
ccgctgcecata
tcgcacgata
ggcgtcagece
ctgtccctta
aacttcgaag
cccggaatgt
cccttggget
tcgaggtgge
aaaccgctgg
gatacgcggg

gttcaaccat
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cagacctgac
ctcgatcagt
cagcagcaca
tcgeccatteg
cgatcaacgg
tggagctgca
ccgtacgetg
accctgette
tacaggattt
gggcaggata
ttcgcacctg
ttcctatact
cgacgatgta
ccecegggege
ggtagttgat
gcgeggtggt
gcagcgtcag

ccgtegegea

cacgagggca
ccaagtggcecce
ccgeecggggyg
tattgcacga
cactgttgca
catgaaccca
gtactgcaaa
ggggtcatta
tgccaaaggg
ggtgaagtag
gcggtgetca
ttctagagaa
ggtcacggtc
gtactccacc
cccggcegaac
cacggtgagc
cgggttetceg

gcgectgege

57

tgacgagcgt
catcttcgag
taaccccaag
cattgcactc
aatagtcggt
ttcaaaggcce
tacggcatca
tagcgatttt
ttegtgtaga
gcccacccege
acgggaatcc
taggaacttc
tcgaagecege
tcacccatct
gcgcggegea
acgggacgtg
acggtcacgg

ggtgegtt

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1738
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REIVINDICACIONES

1. Un método para producir una cepa productora de espinosina de Saccharopolyspora spinosa; método que
comprende:

modificar una molécula de acido nucleico que comprende una secuencia de nucleétidos que presenta una
identidad de al menos 90% con respecto a SEQ ID NO: 1 mediante mutacion de un gen dentro de dicha
secuencia de nucledtidos, de tal modo que el gen deja de expresar una proteina funcional; y de tal modo que la
cepa mutada produce menos cantidad de un compuesto de Férmula (1)
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que la producida en la cepa antes de la mutacion del gen.
2. El método segun la reivindicacion 1, en donde la secuencia de nucleétidos es SEQ ID NO: 2.
3. El método segun la reivindicacion 1, en donde la cepa productora de espinosina produce espinosina J y L.

4. El método segun la reivindicacion 1, en donde la mutacion de la secuencia de nucleétidos comprende la
introduccion de una eliminacion o de un codén de parada.

5. Una célula de la cepa productora de espinosina de S. spinosa obtenida mediante el método de la reivindicacion 1
6 4, en donde la célula comprende una molécula de acido nucleico que comprende una secuencia de nucleétidos
que presenta una identidad de al menos 90% con respecto a SEQ ID NO: 1, y que comprende una mutacién en un
gen dentro de dicha secuencia de nucleétidos de tal modo que el gen deja de expresar una proteina funcional; y de
tal modo que la cepa mutada produce menos cantidad de un compuesto de Férmula (I) que la producida en una
célula antes de la mutacion del gen.

6. El método segun la reivindicacion 1, que comprende:

(i) proporcionar una molécula de acido nucleico que comprende el gen mutado ligado operativamente a al menos
una secuencia reguladora de la transcripcion; en donde el gen es seleccionado del grupo que consiste en:
proteina de unién a sustrato de transportador ABC; permeasa de transportador ABC de aminoacido;
transportador de resistencia a farmaco de la familia EmrB QacA; monooxigenasa; NRPS1; NRPS2; un gen
localizado entre NRPS1 y NRPS2 en el genoma de S. spinosa; tiazolinil imida reductasa; tioesterasa;
metiltransferasa; pabAB; un regulador transcripcional; Acil-CoA sintasa; N-metiltransferasa; piridoxamina 5'-
fosfato oxidasa; 2,3-dihidrobenzoato-AMP ligasa; y aminotransferasa;

(i) introducir la molécula de acido nucleico en una poblacion de células receptoras de tal modo que la secuencia
de nucledtidos se integra de forma estable en el genoma; en donde la célula mantiene la producciéon de
espinosina; y

(iii) cribar la célula receptora en funcion de una produccion reducida del compuesto de Formula (1) en relacion
con la que se producia en una célula de la misma cepa antes de la mutacién del gen.

7. El método segun la reivindicacion 6, en donde la secuencia de nucleétidos tiene una identidad de al menos 90%
con respecto a SEQ ID NO: 2; y en donde la molécula de nucledtido mutada es integrada de forma estable en el
ADN genomico del organismo de S. spinosa hospedante.

8. El método segun la reivindicacion 6, en donde el gen es el gen de tiazolinil imida reductasa y la mutacion esta
comprendida en una secuencia que es idéntica en al menos el 80% con respecto a SEQ ID NO: 3.

9. Un organismo segun la reivindicacion 5, en donde el organismo de S. spinosa modificado produce:

una cantidad de espinosina A que es sustancialmente idéntica a la cantidad de espinosina A producida en el
organismo de S. spinosa hospedante antes de la introduccion del acido nucleico,

y
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una cantidad de espinosina D que es sustancialmente idéntica a la cantidad de espinosina D producida en el
organismo de S. spinosa hospedante antes de la introduccion del acido nucleico.

10. Un método para producir espinosinas, método que comprende:

cultivar el organismo de Saccharopolyspora spinosa modificado de la reivindicacién 9 en condiciones de
fermentacioén, produciendo con ello al menos una espinosina.

11. Un método segun la reivindicacion 6, en donde la introduccién de la molécula de acido nucleico en la célula
desactiva la produccion de un compuesto que tiene la formula (1) a la vez que mantiene la produccién de espinosina.
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FIG. 1.
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FIG. 2.
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FIG. 3.
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FIG. 4.
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FIG. 5.
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FIG. 6.
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