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DESCRIPCION
Expresion selectiva mejorada de transgenes en plantas productoras de fibra
Campo de la invencion

Esta invencion se refiere al campo de biotecnologia agricola, mas especificamente al uso de técnicas de biologia
molecular para alterar el patron de expresién de transgenes en plantas productoras de fibra tales como algodén. Se
proporcionan microARN de origen natural con un perfil de expresién especifico, particularmente con un perfil de
expresion diferencial entre las células que conducen a las fibras y otras células de la planta productora de fibra.
Mediante ingenieria e inclusién de sitios objetivo para dichos microARN en genes, particularmente en transgenes, el
perfil de expresion del gen que comprende dicho sitio objetivo de microARN reflejara (espejo) el perfil de expresion del
microARN en plantas. Dichos microARN vy los sitios objetivo correspondientes pueden usarse para potenciar la
expresion selectiva de transgenes bajo el control de un promotor selectivo de fibra, en fibras, particularmente fibras de
algodon.

Antecedentes de la invencion

El algoddn (Gossypium spp.) es la fibra textil natural mas importante del mundo y también es un importante cultivo de
semillas oleaginosas. La produccién de algoddn proporciona ingresos para aproximadamente 100 millones de familias,
y aproximadamente 150 paises participan en la importacién y exportacion de algodén. Su impacto econdémico se
estima en aproximadamente $ 500 mil millones/afio en todo el mundo. El consumo mundial de fibra de algodén es de
aproximadamente 115 millones de balas o aproximadamente 27 millones de toneladas métricas por afo (National
Cotton Council, http://www.cotton.org/, 2006). El género Gossypium es relativamente complejo e incluye
aproximadamente 45 especies diploides (2n = 2x = 26) y cinco tetraploides (2n = 4x = 52), todas exhibiendo patrones
de herencia disémicos. Las especies diploides (2n = 26) se dividen en ocho grupos genomicos (A-G y K). El clado
africano, que comprende los genomas A, B, E y F, se encuentra naturalmente en Africa y Asia, mientras que el clado
del genoma D es originario de las Américas. Un tercer clado diploide, incluyendo C, G y K, se encuentra en Australia.
Las 52 especies de cromosomas, incluyendo Gossypium hirsutum y Gossypium barbadense, son alotetraploides
naturales clasicos que surgieron en el Nuevo Mundo a partir de la hibridacion interespecifica entre una especie africana
ancestral tipo genoma A y una especie americana tipo genoma D. Los parientes existentes mas cercanos de los
progenitores tetraploides originales son las especies del genoma A, Gossypium herbaceum (A1) y Gossypium
arboreum (A2) y las especies del genoma D, Gossypium raimondii (D5) 'Ulbrich’. Se estima que la poliploidizacion
ocurrié de 1 a 2 millones de afios, dando lugar a cinco especies alotetraploides existentes. Curiosamente, las especies
del genoma A producen fibra hilable y se cultivan en una escala limitada, mientras que las especies del genoma D no
lo hacen. Mas del 95% de la cosecha anual de algodon a nivel mundial es algodén G. hirsutum, Upland o americano,
y el algodén extra largo o Pima (G. barbadense) representa menos del 2% (National Cotton Council,
http://www.cotton.org, 2006).

Cada fibra de algoddn es una célula epidérmica Unica diferenciada del 6vulo. Aproximadamente medio millén de fibras
se producen por capsula de algodén, algunas forman pelusa y otras forman hilas. El inicio de una célula epidérmica
en fibra requiere un cambio en el destino celular, que es un proceso biolégico fundamental que involucra "interruptores”
genéticos, fisiologicos y de desarrollo. Las mutaciones genéticas, la poliploidia, la polinizacién/fertilizacién y la
regulacién hormonal pueden afectar el nimero de células que se convierten en fibras o alterar las propiedades de las
células de la fibra (pelusas frente a hilas). Sin embargo, no esta claro como estos factores controlan los cambios en la
expresion génica que organizan el patrén y el ritmo en las primeras etapas del desarrollo de la fibra.

Por el contrario, el desarrollo morfoldgico de las fibras de algodén esta bien documentado en la técnica. Las fibras de
algoddn se someten a cuatro etapas de desarrollo superpuestas: inicio de células de fibra, alargamiento, biosintesis
de la pared secundaria y maduracion. La iniciacién de la fibra es un proceso rapido. Las fibras esponjosas blancas
comienzan a desarrollarse inmediatamente después de la antesis y continlan hasta 3 dias después de la antesis
(DPA), lo que es seguido por el alargamiento de las células de la fibra (hasta 20 DPA). La biosintesis de la pared
secundaria inicia alrededor de 15 DPA y continta hasta 45 DPA, seguido de un proceso de maduracién hasta 45-60
DPA. Las fibras de algodén se derivan de células epidérmicas ovulares (tejidos maternos). Sin embargo, solo ~25-
30% de las células epidérmicas se diferencian en las fibras de hilas comercialmente importantes. La mayoria de las
células no se diferencian en fibras ni se desarrollan en fibras cortas o pelusas. Para las células comprometidas con el
desarrollo de la fibra, el inicio y el alargamiento de las células son casi sincronicos en cada évulo, lo que indica que
los cambios en la expresién génica se orquestan durante la diferenciacion y el desarrollo de la fibra a través de la
sefalizacion intercelular y/o los mecanismos de sincronizacion.

En muchos casos, puede ser ventajoso expresar de manera preferencial, selectiva o especificamente genes en células
o fibras que desarrollan fibra. Dicha expresién puede influir en el desarrollo de la fibra y dar como resultado fibras mas
largas o mas fuertes. El documento WO 98/00549 describe la expresiéon del gen de celulosa sintasa en células que
desarrollan fibra. Los documentos WO 08/012058 y W0O02/45485 describen la expresion de genes de sacarosa sintasa
en células que desarrollan fibra de algodén. El documento WO05/017157 describe la reduccién de la expresion de B-
1,3-glucanasa en células que desarrollan fibra.
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La fibra de algodon consiste en celulosa, un polimero natural compuesto de muchas moléculas del azucar glucosa.
Su estructura Unica es ideal para la produccion textil. Cada fibra es basicamente un tubo hueco de unos pocos
centimetros de longitud que, cuando se hila y se teje, proporciona el "tacto" caracteristica muy especial del algodén.
Sin embargo, las fibras que contienen celulosa natural no poseen la versatilidad quimica de las fibras sintéticas, debido
a la naturaleza relativamente inerte de la celulosa que consiste en monémeros de glucosa unidos de forma 3-1-4.

Los documentos WO06/136351, WO11/089021 y WO12/048807 describen procedimientos y medios para alterar la
reactividad de la pared celular en fibras de plantas productoras de fibra tales como algodén, mediante la inclusion de
oligosacéaridos o polisacéridos cargados positivamente en la pared celular. Con este fin, las N-acetilglucosamina
transferasas, incluidas las quitina sintasas, se expresan en las fibras de las plantas y, opcionalmente, también
glutamina: fructosa-6-fosfato amidotransferasa. Aunque la quitina podria producirse eficientemente en las paredes
celulares de las plantas de algodon, también se observé que las plantas transgénicas usualmente exhibian un
crecimiento reducido que puede atribuirse a un efecto negativo de la expresion del transgén en el algodon fuera de
las fibras de algodon.

Por lo tanto, seria ventajoso poder aumentar la selectividad tisular de la expresién de transgenes en plantas
productoras de fibra, en particular poder aumentar la selectividad de expresion en fibras y/o células que desarrollan
fibra, mientras que la expresién en otras células de la planta productora de fibra se reduce o elimina sustancialmente.
Esto podria lograrse convenientemente mediante la inclusién en el constructo de ADN recombinante de interés, un
sitio objetivo para un microARN, preferiblemente un miARN enddgeno, expresado diferencialmente entre las fibras y
el resto de la planta, preferiblemente ausente en las fibras y células que desarrollan fibras y expresado de manera
ubicua en todas las demas partes de la planta, de modo que la expresion del miARN en células distintas de la fibra o
en células que desarrollan fibra dirige la escision postranscripcional de cualquier ARN mensajero originado por la
transcripcion adventicia del constructo de ADN recombinante de interés que incorpora el sitio objetivo del miARN, en
células fuera de las células que desarrollan fibra o las fibras. También se puede prever un perfil de selectividad de
reflejo (es decir, expresién limitada a células fuera de las células que desarrollan fibra).

La incorporacion de secuencias objetivo de miARN en constructos quiméricos también se ha descrito como un
desencadenante para la produccion de los llamados ARNpiat (ARNpi que actia en forma trans), por ejemplo, véase
los documentos WO 2006/138638 0 W0O2007/039454.

El documento W0O2006/111512 describe procedimientos mejorados que controlan la expresién génica en el campo de
la genética, especialmente la genética de plantas, y proporciona agentes capaces de controlar la expresion génica. El
documento proporciona especificamente secuencias de microARN de origen natural expresados especificamente en
tejidos. La solicitud de patente proporciona ademas constructos de expresion transgénica que comprenden secuencias
que interactian con dichos microARN. Mediante la incorporacién de la secuencia codificante de microARN, la
expresion de dicho constructo de expresion se silencia especificamente en el tejido donde el microARN natural se
expresa naturalmente. De este modo, el perfil de expresidn resultante del promotor se modula y se reduce la fuga. El
documento proporciona ademas un procedimiento para modular la expresion transgénica incorporando secuencias
que codifican dichos microARN en constructos de expresién transgénica. Las composiciones y procedimientos de la
invencion se pueden usar para mejorar el rendimiento de cultivos relevantes para la agricultura y para terapia,
profilaxis, investigacion y diagnéstico en enfermedades y trastornos que afectan a las especies de mamiferos.

El documento W0O2007/047016 describe procedimientos para producir semillas hibridas no naturales. También se
divulgan miARN y sitios de reconocimiento de miARN Utiles para conferir esterilidad inducible en una planta de cultivo,
y constructos de ADN recombinante que incluyen dichos sitios de reconocimiento de miARN exdgeno.

El documento W0O2008/133643 divulga nuevos microARN y sus precursores, y constructos de ADN recombinante que
incluyen tales miARN nuevos, precursores de miARN, promotores de miARN vy sitios de reconocimiento de miARN
correspondientes a los miARN. Se incluyen nuevos miARN y precursores de miARN que exhiben una expresién que
responde a los nutrientes. También se divulgan secuencias sefiuelo de miARN. Ademas, se proporcionan células de
plantas transgénicas no naturales, plantas y semillas que contienen en su genoma un constructo de ADN recombinante
como se describe en la solicitud de patente y procedimientos para controlar la expresion génica usando dichos
constructos de ADN recombinante.

El documento WO2009/003078 proporciona constructos moleculares y procedimientos para el control temporalmente
especifico de la expresion génica en plantas o en plagas o patdégenos de plantas. Mas especificamente, esta solicitud
de patente proporciona genes de miARN de plantas que tienen nuevos patrones de expresion circadianos que son
utiles para modificar constructos de ADN recombinante para la expresién temporalmente especifica de al menos un
gen. También se proporcionan células, plantas y semillas de plantas transgénicas no naturales que contienen en su
genoma un constructo de ADN recombinante de esta invencion.

Kwak et al. (BMC Genomics 2009, 10: 457, titulado "Enrichment of a set of microRNAs during the cotton fiber
development", describe un enfoque de secuenciacion profunda para investigar la expresion global y la complejidad de
los ARN pequefos durante el inicio y el desarrollo de la fibra de algodén. Se prepararon dos bibliotecas de ARN
pequerio y se analizaron a partir de 6vulos de algodén de tipo silvestre y pelusa/sin hilas. El estudio demostro
diferencias significativas en la abundancia de expresion de miARN entre el tipo silvestre y el mutante y sugiere que
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estos miARN diferencialmente expresados regulan potencialmente los transcriptos claramente involucrados en el
desarrollo de la fibra de algodon.

Wang et al., (Molecular Plant 2012, Volumen 5, Numero 4, paginas 889-900, titulado A comparative miRNAome
analysis reveals seven fiber initiation-related and 36 novel miRNAs in developing cotton ovules" describe una
secuenciacion de alto rendimiento combinada con el andlisis computacional para caracterizar los miARNomas de los
o6vulos de Algodon de tierras altas de tipo silvestre y un mutante sin fibra durante la iniciacién de la fibra.

La técnica sigue siendo deficiente en la descripcion de moléculas de microARN con el perfil de expresidon apropiado,
en particular microARN que se expresan y procesan en algunas o en todas las partes de plantas productoras de fibra,
particularmente plantas de algodén, excepto fibras o células que desarrollan fibra, y cuyas secuencias objetivo podrian
usarse para aumentar la especificidad de la expresién de transgenes (incluida la N-acetilglucosamina transferasa y/o
glutamina: fructosa-6-fosfato amidotransferasa) en fibras o células que desarrollan fibra (en comparacién con el resto
de la planta). Estos y otros problemas se resuelven como se describe a continuacion en las diferentes realizaciones,
ejemplos y reivindicaciones.

Sumario de la invencién

En una realizacién de la invencion, se proporciona un gen recombinante para expresion espacialmente selectiva en
una planta de algodén que comprende los siguientes elementos operativamente enlazados:

(a) un promotor expresable en plantas, tal como un promotor constitutivo, un promotor inducible, un promotor
especifico de tejido, un promotor regulado por desarrollo o tal como un promotor preferencial de fibra o selectivo de
fibra;

(b) una region que codifica una molécula de ARN que puede traducirse en un polipéptido o proteina;
(c) opcionalmente una terminacién de transcripcién 3'y una region de poliadenilacion

caracterizados porque el gen recombinante comprende ademas una secuencia objetivo heteréloga reconocida por un
miARN enddgeno, siendo el miARN expresado en forma menos abundantemente en células que conducen a fibras en
la planta de algod6n en comparacion con las células de las plantas de algodén distintas de las células que conducen
a las fibras. El miARN ademas tiene una secuencia de nucleétidos seleccionada de la secuencia de nucleétidos de las
SEQID NO. 1, SEQID NO. 2, SEQ ID NO. 3, SEQ ID NO. 4, SEQ ID NO. 20, SEQ ID NO. 21 o0 SEQ. ID NO. 22.

La secuencia objetivo reconocida por el miARN puede por lo tanto tener la secuencia de nucleétidos de la SEQ ID NO.
5, la SEQ ID NO. 5 desde la posicién del nucleétido 4 hasta la posicion del nucleétido 24, la SEQ ID NO. 6, la SEQ ID
NO. 6 desde la posicion del nucleétido. 4 hasta la posicion del nucleétido 24, la SEQ ID NO. 7 o la SEQ ID NO. 8, la
SEQ ID NO. 23, la SEQ ID NO. 23 desde la posicion del nucleétido 4 hasta 24, la SEQ ID NO. 23 desde la posicién
del nucleotido 11 hasta 32, la SEQ ID NO. 23 de las posiciones de nucleétidos 4 hasta 32 o puede tener una secuencia
de nucledtidos que es complementaria a la secuencia de nucleétidos de Ghi_miR403, Ghi_miR408, Ghi_miRcan1230,
Ghi_miR398, SEQ ID NO.1, SEQ ID NO. 2, SEQ ID NO. 3, 0 SEQ ID NO. 4, SEQ ID NO. 20, SEQ ID NO. 21 0 SEQ
ID NO. 22, por lo que pueden ocurrir uno o mas de las siguientes faltas de coincidencia:

(a) una falta de coincidencia entre el nucleétido en el extremo 5' del miARN y la correspondiente secuencia de
nucleétidos en la secuencia de ARN objetivo;

(b) una falta de coincidencia entre cualquiera de los nucleétidos en la posicion 1 hasta la posicion 9 del miARN y la
correspondiente secuencia de nucleotidos en la secuencia de ARN objetivo;

(c) tres faltas de coincidencia entre cualquiera de los nucleétidos en la posicién 12 hasta la posicion 21 del miARN y
la correspondiente secuencia de nucleétidos en la secuencia de ARN objetivo siempre que no haya mas de dos faltas
de coincidencia consecutivas; y

(d) no se permite una falta de coincidencia en las posiciones 10 y 11 del miARN.

El gen recombinante de acuerdo con la invencién puede codificar cualquier proteina o polipéptido que incluya un
polipéptido con actividad de N-acetilglucosamina transferasa tal como una N-acetilglucosamina transferasa de tipo
NODC, una actividad de N-acetilglucosamina transferasa que comprende una secuencia de anclaje de sefal
seleccionada de la secuencia de anclaje de sefial de una sialil transferasa de rata, la secuencia de anclaje de sefal
de una galactosil transferasa humana, la secuencia de anclaje de sefnal del homdélogo de Arabidopsis del receptor
HDEL de levadura (AtERD2), la secuencia de anclaje de sefial de la a-2,6-sialiltransferasa, la secuencia de anclaje de
sefnal de la B1,2-xilosiltransferasa de Arabidopsis thaliana, la secuencia de anclaje de sefal de N-acetilglucosaminil
transferasa | de tabaco o la secuencia de aminoacidos YYHDL o LKLEI, o quitina sintasa 2 de Saprolegnia monoica.
El polipéptido también puede ser glutamina: fructosa-6-fosfato amidotransferasa.

La invencion también proporciona células de plantas de algodon, particularmente células de plantas de algodén
capaces de desarrollarse en una célula de fibra, asi como plantas de algodén, partes o tejido de las mismas o semillas
de una planta de algoddn, que comprenden un gen o constructo recombinante de acuerdo con la invencién. .
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La invencion se refiere ademas a un procedimiento para producir una planta de algoddn con expresion espacialmente
selectiva de un gen recombinante, que comprende las etapas de

(a) Introduccién de un gen recombinante de acuerdo con la invencion en al menos una célula de la planta productora
de fibra; y

(b) Opcionalmente, regenerar una planta productora de fibra a partir de al menos una célula que comprende el gen
recombinante.

En otra realizacion mas de la invencion, se proporciona el uso de un microARN y/o un sitio objetivo como se describe
en este documento para aumentar la selectividad de la expresion selectiva de fibra de un gen recombinante en una
célula productora de fibra de una planta de algodén.

La invenci6on también proporciona un procedimiento para producir fibras a partir de una planta de algodén que
comprende las etapas de cultivar una planta de algodén que comprende un gen recombinante de acuerdo con la
invencion y recoger fibras de plantas de algodén cultivadas asi como fibras de la planta.

Breve descripcion de las figuras.

Los siguientes Ejemplos, que no pretenden limitar la invencién a realizaciones especificas descritas, pueden
entenderse junto con las Figuras adjuntas.

Figura 1. Validacién experimental del patron de expresion espacial y temporal para varios miARN en algodon
(Gossypium hirsutum L. var. FM958) que muestra un patrén diferencial entre fibras y otras partes de la planta. Los
siguientes numeros de muestra se aplican a todos los paneles: 1) Raiz muestreada en la etapa de 2 hojas; 2) cotiledén
muestreado en etapa de plantula; 3) Hoja muestreada en la etapa de 2 hojas; 4) Hoja muestreada en etapa de floracion;
5) Tallo muestreado en la etapa de 2 hojas; 6) Tallo muestreado en etapa de floracién; 7) brote de meristemos apicales
(SAM) muestreados durante el crecimiento vegetativo; 8) Desarrollo de fibra de 8 dias después de la antesis (dpa); 9)
Desarrollo fibra 15 dpa; 10) Desarrollando fibra 20 dpa; 11) Desarrollo de fibra 25 dpa; 12) Desarrollo de fibra 30 dpa.

Panel A. Patrén de expresidn espacial y temporal para Ghi_miR403 determinado por secuenciacion profunda de ARN
pequerio. Eje Y: abundancia de miARN (lecturas/millén). Eje X: NUmero de muestra.

Panel B. Patron de expresion espacial y temporal para Ghi_miR403 de acuerdo con lo determinado por ensayos de
transferencia Northern. Se muestra en el panel superior una transferencia Northern examinada para miR403. Se
utilizaron oligos de ARN sintéticos derivados de GFP, de 21 y 24 nt como marcadores de tamafo para los ARN
pequeiios enddgenos. La flecha indica miR403 maduro. El panel inferior muestra la seccion del gel tefiido con bromuro
de etidio correspondiente a la zona 5S de ARNr y ARNt. Los nimeros de la muestra se indican debajo de los paneles.

Panel C. Patron de expresién espacial y temporal para Ghi_miR408 de acuerdo con lo determinado por secuenciacion
profunda de ARN pequefio. Eje Y: abundancia de miARN (lecturas/millén). Eje X: NUmero de muestra.

Panel D. Patrén de expresion espacial y temporal para Ghi_miR408 de acuerdo con lo determinado por ensayos de
transferencia Northern. Se muestra en el panel superior una transferencia Northern examinada para miR408. Se
utilizaron oligos de ARN sintéticos derivados de GFP, de 21 y 24 nt como marcadores de tamafo para los ARN
pequerios enddgenos. La flecha indica miR408 maduro. El panel inferior muestra la seccion del gel tefiido con bromuro
de etidio correspondiente a la zona 5S de ARNr y ARNt. Los nimeros de la muestra se indican debajo de los paneles.

Panel E. Patron de expresion espacial y temporal para Ghi_miR398 de acuerdo con lo determinado por ensayos de
transferencia Northern. Se muestra en el panel superior una transferencia Northern examinada para miR398. Se
utilizaron oligos de ARN sintéticos derivados de GFP, de 21 y 24 nt como marcadores de tamafo para los ARN
pequerios enddgenos. La flecha indica miR398 maduro. El panel inferior muestra la seccion del gel tefiido con bromuro
de etidio correspondiente a la zona 5S de ARNr y ARNt. Los nimeros de la muestra se indican debajo de los paneles.

Panel F. Patrén de expresion espacial y temporal para Ghi_miRcan1230 como se determina por secuenciacion
profunda de ARN pequefio. Eje Y: abundancia de miARN (lecturas/millén). Eje X: NUmero de muestra.

Panel G. Patron de expresion espacial y temporal para Ghi_miRcan1230 de acuerdo con lo determinado por ensayos
de transferencia Northern. Se muestra en el panel superior una transferencia Northern examinada para miR1230. Se
utilizaron oligos de ARN sintéticos derivados de GFP, de 21 y 24 nt como marcadores de tamafo para los ARN
pequeiios enddgenos. La flecha indica miRcan1230. El panel inferior muestra la seccion del gel tefiido con bromuro
de etidio correspondiente a la zona 5S de ARNr y ARNt. Los nimeros de la muestra se indican debajo de los paneles.

Figura 2. Validacién de la represién mediada por miR403 de la expresion del gen informador LUC en un sistema de
ensayo transitorio mediado por Agrobacterium en Nicotiana benthamiana. Los nimeros se refieren a la siguiente
configuracién experimental: 1) inyeccion de Agrobacterium que contiene solo el vector de control; 2) inyeccion de
Agrobacterium que contiene un vector de T-ADN que expresa un informador basado en luciferasa de luciérnaga (LUC)
bajo el control de un promotor de CaMV35S; 3) inyeccién de Agrobacterium que contiene un vector de T-ADN que
expresa un informador con base en luciferasa de luciérnaga (LUC) bajo el control de un promotor de CaMV35S
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modificado con un sitio objetivo miR403 en su 3'UTR; 4) inyeccién de Agrobacterium que contiene un vector de T-ADN
que expresa un informador con base en luciferasa de luciérnaga (LUC) bajo el control de un promotor de CaMV35S
modificado con un sitio que interactda con miR403 mutado en su 3'UTR,; 5) inyeccion conjunta de Agrobacterium que
contiene un vector de T-ADN que expresa un informador con base en luciferasa de luciérnaga (LUC) bajo el control
de un promotor de CaMV35S modificado con un sitio objetivo miR403 en su 3'UTR y Agrobacterium que contiene un
vector de T-ADN de control; 6) inyeccion conjunta de Agrobacterium que contiene un vector de T-ADN que expresa
un informador con base en luciferasa de luciérnaga (LUC) bajo el control de un promotor de CaMV35S modificado con
un sitio objetivo miR403 en su 3'UTR y un Agrobacterium que contiene un vector de T-ADN que expresa pre-miARN
de miR403 bajo el control de un promotor de CaMV35S; 7) inyeccién conjunta de Agrobacterium que contiene un
vector de T-ADN que expresa un informador con base en luciferasa de luciérnaga (LUC) bajo el control de un promotor
de CaMV35S modificado con un sitio que interactda con miR403 mutado en su 3'UTR y un Agrobacterium que contiene
un vector de T-ADN de control; 8) inyeccion conjunta de Agrobacterium que contiene un vector de T-ADN que expresa
un informador con base en luciferasa de luciérnaga (LUC) bajo el control de un promotor de CaMV35S modificado con
un sitio mutado que interactia con miR403 en su 3'UTR y un Agrobacterium que contiene un vector de T-ADN que
expresa pre-miARN de miR403 bajo el control de un promotor de CaMV358S.

El panel Ay el panel H. La actividad LUC se detect6 en los tejidos de las hojas de Nicotiana benthamiana muestreados
2 dias después de la inyeccion (dpi) (panel A) o 3 dpi (panel H). Eje Y: actividad relativa de LUC (x 107 unidades/mg
de peso fresco); Eje X: nimero de muestra.

Panel B y Panel I. Acumulaciéon de miR403 en tejidos de hojas de Nicotiana benthamiana muestreados en (B) 2 e (I)
3 dias después de la inyeccién de acuerdo con lo detectado por transferencias Northern. Se utilizaron oligos de ARN
sintéticos derivados de GFP, 21 y 24 nt como marcadores de tamano para los ARN pequefios.

Panel C y Panel J. Transferencias Northern de los paneles B e |, sondeados con U6 ARN nuclear pequefio como
control.

Panel D y Panel K. Seccién de gel tefiido con bromuro de etidio correspondiente a la zona 5S ARNr y ARNt de los
tejidos de la hoja de Nicotiana benthamiana muestreados 2 dias después de la inyeccién (dpi) (panel D) o 3 dpi (panel
K).

Panel E y Panel L. Deteccién de la proteina luciferasa mediante ensayo de inmunotransferencia de tejidos de la hoja
de Nicotiana benthamiana muestreados 2 dias después de la inyeccion (panel E) o 3 dpi (panel L) utilizando un
anticuerpo monoclonal anti-luciferasa producido en ratén.

Panel F y Panel M. Deteccién de la proteina del factor de elongacion 1a mediante el ensayo de inmunotransferencia
de los tejidos de la hoja de Nicotiana benthamiana muestreados 2 dias después de la inyeccion (panel F) o 3 dpi (panel
M) utilizando un anticuerpo policlonal anti-EIF en suero producido en conejo.

Panel G y Panel N. Acumulacion de miR168 en tejidos de hojas de Nicotiana benthamiana muestreados en (G) 2 y
(N) 3 dias después de la inyeccién de acuerdo a lo detectado por transferencias Northern.

Panel O y Panel P. Acumulacion de ARNm de LUC detectada a partir de tejidos de hojas de Nicotiana benthamiana
muestreados 3 dias después de la inyeccion. En el panel O se muestran los productos de RT-PCR resueltos en un
gel de agarosa tefiido con bromuro de etidio. La intensidad de banda relativa refleja el nivel de ARNm de LUC intacto
que no se sometieron a escision dirigida por miR403. El panel P muestra los productos de las reacciones de control
RT-PCR para ARNm que codifica una proteina similar a la proteina 70 de choque térmico de N. benthamiana. Los
numeros debajo del panel O indican la intensidad relativa de la sefial medida por Image Quant.

Figura 3. Secuencia de nucleétidos miR403 y del sitio que interactia con miR403 (sitio objetivo) (las secuencias se
incluyen en el listado de secuencias como la SEQ ID NO 1 para Ghi_miR403 y Ath_miR403; como SEQ ID No. 18
para la secuencia de nucleotidos objetivo en el ARNm de Arabidopsis AGO2; como la SEQ ID No. 19 para el miR403
forma reproducida bajo el sitio objetivo, como la SEQ ID No. 5 para el sitio objetivo modificado para miR403, como la
SEQ ID NO 5 para Ath_miR403_R y como la SEQ ID No. 1 para Ghi_miR403_R).

Figura 4. Secuencia de nuclettidos de las formas mayor y menor de miR408 madura detectada en algodén y de una
secuencia objetivo de miR408. (Las secuencias se incluyen en el listado de secuencias como SEQ ID NO. 2 para ghi-
miR408.1; como la SEQ ID NO. 20 para ghi-miR408.2; como la SEQ ID No. 6 para miR408 objetivo y como la SEQ ID
No. 2 para ath-MiR408_R).

Figura 5. Secuencia de nucle6tidos de la secuencia objetivo (arriba) y secuencia de miARN para el siguiente miARN
detectado en el algoddn: (A) Ghi_miRcan1230, tres formas; (B) Ghi_miR398. (Las secuencias se incluyen en el listado
de secuencias como SEQ ID No. 10 y 23 para la secuencia objetivo de miRcan1230 (1) y se combinan para
miRcan1230 (2) (3) respectivamente; como la SEQ ID No. 3 para miRcan1230 (1) como SEQ ID 21 para miRcan1230
(2), como la SEQ ID 22 para miRcan1230 (3), como la SEQ ID No. 4 para miR398 y como la SEQ ID No. 8 para la
secuencia objetivo de miR398. La secuencia objetivo para miRcan1230 (3) corresponde a SEQ ID No. 23 del
nucleétido 11 al 35, precedida por 5-a g a-3'.
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Figura 6. Validacion de la represién mediada por miRcan1230 de la expresion del gen informador LUC en un sistema
de ensayo transitorio mediado por Agrobacterium en Nicotiana benthamiana. Los nimeros se refieren a la siguiente
configuracién experimental: 1): inyeccion de Agrobacterium que contiene solo el vector de control; 2) inyeccion de
Agrobacterium que contiene un vector de T-ADN que expresa un pre-microARN miRcan1230 bajo el control de un
promotor de CaMV35S; 3) inyeccién de Agrobacterium que contiene un vector de T-ADN que expresa un informador
con base en luciferasa de luciérnaga (LUC) bajo el control de un promotor de CaMV35S; 4) inyeccion de Agrobacterium
que contiene un vector de T-ADN que expresa un informador con base en luciferasa de luciérnaga (LUC) bajo el control
de un promotor de CaMV35S modificado con un sitio objetivo miRcan1230 en su 3'UTR,; 5) inyeccién de Agrobacterium
que contiene el vector de T-ADN que expresa un informador con base en luciferasa de luciérnaga (LUC) bajo el control
de un promotor de CaMV35S modificado con un sitio interactivo miRcan1230 mutado en su 3'UTR; 6) inyeccion
conjunta de Agrobacterium que contiene un vector de T-ADN que expresa un informador con base en luciferasa de
luciérnaga (LUC) bajo el control de un promotor de CaMV35S modificado con un sitio objetivo de miRcan1230get en
su 3'UTR y Agrobacterium que contiene un vector T-ADN de control; 7) inyeccion conjunta de Agrobacterium que
contiene un vector de T-ADN que expresa un informador con base en luciferasa de luciérnaga (LUC) bajo el control
de un promotor de CaMV35S modificado con un sitio objetivo miRcan1230 en su 3'UTR y un Agrobacterium que
contiene un vector de T-ADN que expresa pre-miARN de miRcan1230 bajo el control de un promotor de CaMV35S;
8) inyeccion conjunta de Agrobacterium que contiene un vector de T-ADN que expresa un informados con base en
luciferasa de luciérnaga (LUC) bajo el control de un promotor de CaMV35S modificado con un sitio de interaccion
miRcan1230 mutado en su 3'UTR y un Agrobacterium que contiene un vector de T-ADN de control; 8) inyeccion
conjunta de Agrobacterium que contiene un vector de T-ADN que expresa un informador con base en luciferasa de
luciérnaga (LUC) bajo el control de un promotor de CaMV35S modificado con un sitio que interactia con miRcan1230
mutado en su 3'UTR y un Agrobacterium que contiene un vector T-ADN que expresa pre-miARN de miRcan1230 bajo
el control de un promotor de CaMV35S.

Panel A. Actividad de LUC detectada a partir de tejidos de hojas de Nicotiana benthamiana muestreados a los 3 dias
posteriores a la inyeccion (dpi). Eje Y: actividad relativa de LUC (x 107 unidades/mg de peso fresco); Eje X: nimero
de muestra.

Panel B. Acumulacion de miRcan1230 en tejidos de hojas de Nicotiana benthamiana muestreados a los 3 dias después
de la inyeccion de acuerdo a lo detectado por transferencias Northern. Se utilizaron oligos de ARN sintéticos derivados
de GFP, 21 y 24 nt como marcadores de tamarfo para los ARN pequefios.

Panel C. Transferencias Northern del panel B, sondeado con ARN U6 nuclear pequefio como control.

Panel D. Seccion de gel tefiido con bromuro de etidio correspondiente a la zona 5S de ARNr y ARNt de tejidos de hoja
de Nicotiana benthamiana muestreados a los 3 dias después a la inyeccion (dpi).

Panel E y Panel F. Acumulacién de ARNm de LUC detectada a partir de tejidos de hojas de Nicotiana benthamiana
muestreados a los 3 dias después de la inyeccién. En el panel E y F se muestran los productos de RT-PCR resueltos
en un gel de agarosa tefido con bromuro de etidio. La intensidad relativa de la banda refleja el nivel de la region 5' de
los ARNm de LUC que no se sometieron a escisién dirigida por miRcan1230 (panel E) o la region 3' de los ARNm de
LUC (panel F).

Panel G muestra los productos de las reacciones de control de RT-PCR para los ARNm que codifican proteina similar
a la 70 de choque térmico de N. Benthamiana. Los numeros debajo del panel E y F indican la intensidad relativa de la
sefal medida por Image Quant.

Descripcion detallada de realizaciones preferidas

La presente invencién se basa en la identificacion fortuita de moléculas de miARN (y moléculas de pre-miARN asi
como sitios de reconocimiento objetivo) de algoddn (Gossypium hirsutum) que no se expresan en el desarrollo de
células de fibra de algodon mientras estan presentes en la mayoria, si no en todas las otras partes de la planta de
algodon. Dichos miARN, y/o sus sitios objetivo pueden usarse convenientemente para mejorar la selectividad tisular
de la expresién en una planta productora de fibra, tal como algodén.

De este modo, en una realizacién, la invencion proporciona un procedimiento para la expresion espacialmente
selectiva en una planta productora de fibra, tal como algodén, que comprende las etapas de introducir un gen
recombinante en al menos una célula de la planta productora de fibra, tal como algodén, y opcionalmente regenerar
una planta a partir de dicha al menos una célula que comprende el constructo o gen recombinante, por lo que el
constructo o gen recombinante comprende los siguientes elementos unidos operativamente (tal como los elementos
de ADN):

(a) un promotor expresable en plantas;
(b) una region que codifica una molécula de ARN que puede traducirse en un polipéptido o proteina;

(c) opcionalmente, una terminacién de transcripcion 3' y una region de poliadenilacién y
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en la que el constructo o gen recombinante comprende ademas una secuencia objetivo heterdloga reconocida por un
miARN enddgeno que se expresa menos abundantemente en células que conducen a fibras en la planta de algodon
en comparacion con las células de las plantas de algodon diferente de dichas células que conducen a dichas fibras y
que tiene una secuencia de nucledtidos seleccionada de la secuencia de nucleétidos de la SEQ ID No.1, SEQ ID No.2,
SEQ ID No.3, SEQ ID No. 4, SEQ ID No. 20, SEQ ID No. 21 o0 SEQ ID No. 22.

Como se usa en el presente documento, el término "promotor" denota cualquier ADN que se reconoce y se une (directa
o indirectamente) por una ARN-polimerasa dependiente de ADN durante el inicio de la transcripcién. Un promotor
incluye el sitio de iniciacion de la transcripcion y los sitios de union para los factores de iniciacién de la transcripciéon y
la ARN polimerasa, y puede comprender varios otros sitios (por ejemplo, potenciadores), a los que se pueden unir las
proteinas reguladoras de la expresién génica.

Como se usa en este documento, el término "promotor expresable en plantas" significa una secuencia de ADN que es
capaz de controlar (iniciar) la transcripciéon en una célula vegetal. Esto incluye cualquier promotor de origen vegetal,
pero también cualquier promotor de origen no vegetal que sea capaz de dirigir la transcripcién en una célula vegetal,
es decir, ciertos promotores de origen viral o bacteriano, como el CaMV35S, el promotor del virus del trébol subterraneo
No 4 o No 7, o promotores del gen T-ADN y similares.

Quedard claro que los promotores constitutivos expresables en plantas pueden ser adecuados para la invencion. En
tales casos, la selectividad espacial o especificidad de tejido sera proporcionada por el perfil de expresion del
microARN, que a su vez determinara en qué tejidos o plantas de las partes, los productos de transcripcion del gen
recombinante incorporaran una secuencia objetivo para el miARN, sera procesado post-transcripcionalmente por el
miARN (y las proteinas asociadas) para escindir esa transcripcién y asi suprimir o prevenir la actividad adicional del
ARN biolégicamente activo (por ejemplo, prevenir la traducciéon de un péptido o proteina codificada por el ARN
biolégicamente activo).

También esta claro que pueden usarse promotores inducibles, tales como un promotor inducible por temperatura o un
promotor inducible quimicamente o un promotor que responde a seriales de desarrollo, de acuerdo con la invencién.
El perfil de expresion resultante del gen recombinante sera un perfil de expresion combinado, que reflejara la
distribucion espacial del miARN en la planta y la respuesta a los factores de inducciéon o represion del promotor
utilizado.

También se pueden usar promotores selectivos de tejidos. En una realizacion preferida de la invencion, se usa un
promotor preferente de fibra o selectivo de fibra.

El término "especifico de fibra" o "especifico de célula de fibra " o "selectivo de fibra", con respecto a la expresién de
un gen o con respecto a un promotor, se refiere, para fines practicos, a la expresion altamente especifica de un gen o
expresion dirigida por un promotor, en células de fibra de plantas, tales como plantas de algodon. En otras palabras,
los niveles de transcripcion de un ADN en tejidos diferentes de células fibrosas estan por debajo del limite de deteccion
0 muy por debajo (menos de aproximadamente 0,2 picogramos por microgramo de ARN total).

El término "preferencial de fibra" o "preferencial de célula de fibra" con respecto a la expresién de un ADN de acuerdo
con esta invencion, se refiere a un patrén de expresion por el cual el ADN se expresa predominantemente en células
de fibra o fibras, pero la expresion se puede identificar en otros tejidos de la planta. Preferiblemente, la expresion en
células de fibra es de aproximadamente 2 a aproximadamente 10 veces mayor en las células de fibra que en otros
tejidos.

Tales promotores incluyen el promotor de algodén de un gen de B-tubulina especifico de fibra (como se describe en
el documento WO0210377), el promotor de algodén de un gen de actina especifico de fibra (como se describe en el
documento W00210413), el promotor de un gen de proteina de transferencia lipidica especifica de fibra de algodon
(como se describe en el documento US5792933), un promotor de un gen de expansina de algoddn (documento
WQO9830698) o un promotor de un gen de quitinasa en algodon (documento US2003106097) o los promotores de los
genes especificos de fibra descritos en los documentos US6259003 o US6166294. Los promotores selectivos de fibra
como se describe en el documento WO08/083969 (de los genes de la glucanasa del algoddn), documento
W0O12/093032 (del gen del algodon FS18 o SCW-PRP) o en la solicitud de los estadounidenses 13/630,119 (de genes
similares FB8 de algoddn) también son promotores adecuados expresables en plantas. También es adecuado para la
invencion el promotor que comprende la secuencia de nucleédtidos de la SEQ ID NO. 13 desde la posicion del
nucleétido 61 hasta la posicién del nucleétido 1499.

Como se usa en este documento, un "miARN" es una molécula de ARN de aproximadamente 20 a 22 nucledtidos de
longitud que se puede cargar en un complejo RISC y dirigir la escisién de otra molécula de ARN, en la que la otra
molécula de ARN comprende una secuencia de nucleétidos esencialmente complementaria a la secuencia de
nucleétidos de la molécula de miARN, por lo que pueden ocurrir uno o mas de los siguientes faltas de coincidencia:
una falta de coincidencia entre el nucleétido en el extremo 5' de dicho miARN vy la correspondiente secuencia de
nucleétidos en la molécula de ARN objetivo; una falta de coincidencia entre cualquiera de los nucleétidos en la posicion
1 a la posicion 9 de dicho miARN y la correspondiente secuencia de nucledtidos en la molécula de ARN objetivo; tres
faltas de coincidencia entre cualquiera de los nucleétidos en la posicion 12 a la posicién 21 de dicho miARN y la
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correspondiente secuencia de nucleétidos en la molécula de ARN objetivo siempre que no haya mas de dos faltas de
coincidencia consecutivas. No se permite una falta de coincidencia en las posiciones 10 y 11 del miARN (todas las
posiciones del miARN se indican a partir del extremo 5' de la molécula del miARN).

Un miARN se procesa a partir de una molécula "pre-miARN" por proteinas, tales como las proteinas DCL, presentes
en cualquier célula vegetal y cargadas en un complejo RISC donde puede guiar la escision de las moléculas de ARN
objetivo.

Como se usa en el presente documento, una molécula "pre-miARN" es una molécula de ARN de aproximadamente
100 a aproximadamente 200 nucleotidos, preferiblemente de aproximadamente 100 a aproximadamente 130
nucleétidos, que puede adoptar una estructura secundaria que comprende un tallo de ARN bicatenario y un bucle de
ARN monocatenario y ademas comprende la secuencia de nucleétidos del miARN (y su secuencia complementaria)
en el tallo de ARN bicatenario. Preferiblemente, el miARN y su complemento estan localizados entre aproximadamente
10 y aproximadamente 20 nucleotidos de los extremos libres del tallo de ARN bicatenario del miARN. La longitud y la
secuencia de la region de bucle monocatenaria no son criticas y pueden variar considerablemente, por ejemplo, entre
30 y 50 nt de longitud. Preferiblemente, la diferencia en la energia libre entre la estructura de ARN no apareada y
apareada es entre -20 y -60 kcal/mol, particularmente alrededor de -40 kcal/mol. La complementariedad entre el miARN
y el miARN* no necesita ser perfecta y se pueden tolerar de 1 a 3 protuberancias de nucleétidos no apareados. La
estructura secundaria adoptada por una molécula de ARN puede predecirse mediante algoritmos informaticos
convencionales en la técnica, tales como mFOLD. La cadena particular del tallo ARN bicatenario proviene del pre-
miARN que se libera por la actividad DCL y se carga en el complejo RISC se determina por el grado de
complementariedad en el extremo 5', por lo que la cadena que en su extremo 5' esta al menos involucrada en el enlace
de hidrégeno entre los nucleétidos de las diferentes cadenas del tallo de ARNbc escindido se carga en el complejo
RISC y determinara la especificidad de secuencia de la degradaciéon de la molécula de ARN objetivo. Sin embargo, si
empiricamente la molécula de miARN de una molécula de pre-miARN sintética particular no es funcional (debido a
que la cadena "incorrecta" esta cargada en el complejo RISC, sera inmediatamente evidente que este problema puede
resolverse intercambiando la posicion de la molécula de miARN y su complemento en las cadenas respectivas del
tallo de ARNbc de la molécula pre-miARN. Como se conoce en la técnica, la uniéon entre A y U que involucra dos
enlaces de hidrégeno, o G y U que involucra dos enlaces de hidrogeno es menos fuerte que entre G y C que involucra
tres enlaces de hidrégeno.

Un conjunto de miARN adecuado para los procedimientos de acuerdo con la invencion incluye los miARN que se
expresan menos abundantemente en células que conducen a fibras en plantas productoras de fibra en comparacion
con células de aquellas plantas productoras de fibras distintas de las células que conducen a dichas fibras. Son
especialmente adecuados los miARN que no se expresan sustancialmente en las células que conducen a las fibras
en una planta productora de fibra, sino que se expresan de forma ubicua en otras células distintas de dichas células
que conducen a las fibras.

Tales miARN incluyen los siguientes microARN aislados de Gossypium hirsutum: Ghi_miR403, Ghi_miR408,
Ghi_miRcan1230 y Ghi_miR398. Estos microARN comprenden una secuencia de nucleétidos seleccionada entre la
SEQ ID NO.1, la SEQ ID NO.2, la SEQ ID NO.3 o la SEQ ID NO.4 (véase también las Figuras 3, 4 y 5). Se procesan
en Gossypium hirsutum de pre-miARN que comprenden la secuencia de nucleétidos de las SEQ ID Nos. 9, 10, 11 o
12, 0 una secuencia de nucleétidos esencialmente similar a las mismas.

La indicacién miRcanXXXX se refiere a la asignacion de numeros provisionales para nuevos microARN, en
correspondencia con las convenciones de nomenclatura para microARN.

Quedard claro que los ortélogos de estos miARN o pre-miARN pueden aislarse, o identificarse y usarse, también en
otras plantas, particularmente en plantas productoras de fibra.

"Una secuencia objetivo reconocida por un miARN" se refiere a la secuencia de nucleétidos dentro de una molécula
de ARN hacia la cual el miARN guia el complejo RISC con el que esta asociada, de modo que la molécula de ARN es
escindida por la actividad ribonucleasa de una proteina Argonauta (AGO) central para el complejo RISC. La secuencia
objetivo es esencialmente complementaria o complementaria a la secuencia de nucleétidos de miARN. Como se usa
en este documento, una secuencia de nucleétidos que es complementaria a otra secuencia de nucleétidos es una
secuencia de nucleétidos con polaridad opuesta en la cadena principal de fosforribosa como la otra secuencia y que
tiene una secuencia de nuclettidos que permite el emparejamiento de bases entre las bases de la secuencia y otra
secuencia. El emparejamiento de bases en este contexto incluye los pares de bases G:U, asi como el emparejamiento
de bases estandar de Watson-Crick. También estara claro que cuando las secuencias de ARN son las secuencias de
nucleétidos que son esencialmente complementarias con las secuencias de ADN, la timina (T) en la secuencia de
ADN se considera igual al uracilo (U) en la secuencia de ARN.

Se ha observado que uno o mas de las siguientes faltas de coincidencia pueden ocurrir en el emparejamiento de bases
entre los nucledtidos del sitio objetivo y los nucledtidos del miARN:

(a) una falta de coincidencia entre el nucleétido en el extremo 5' de dicho miARN y la correspondiente secuencia de
nucleétidos en la secuencia de ARN objetivo;
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(b) una falta de coincidencia entre cualquiera de los nucledétidos en la posicién 1 a la posicion 9 de dicho miARN y la
correspondiente secuencia de nucleotidos en la secuencia de ARN objetivo;

(c) tres faltas de coincidencia entre cualquiera de los nucleétidos en la posicion 12 y la posicion 21 del miARN y la
correspondiente secuencia de nucleétidos en la secuencia de ARN objetivo siempre que no haya mas de dos faltas
de coincidencia consecutivas; y

(d) no se permite una falta de coincidencia en las posiciones 10 y 11 del miARN.

Por lo tanto, los sitios objetivo adecuados para la invencién pueden comprender una secuencia de nucleétidos que es
complementaria a la secuencia de nucledtidos de cualquiera de las secuencias de nucleétidos de las SEQ ID NOS. 1
a 4 o que es esencialmente similar a esas secuencias de nucleétidos, y en la que se presenta una o mas de las faltas
de coincidencia anteriormente mencionados. Se pueden encontrar ejemplos de sitios objetivo reconocidos por miARN
adecuados para la invencion en las Figuras 3, 4 y 5y en el listado de secuencias en las entradas SEQ ID NOS. 5 a 8
y la SEQ ID NO. 23 para una secuencia objetivo modificada reconocida por los microARN Ghi_miRcan1230 (2) y (3)
respectivamente. La secuencia objetivo central reconocida por el microARN Ghi_miRcan1230 (2) corresponde a la
SEQ ID NO. 23 del nucleoétido 4 al 24. La secuencia objetivo central reconocida por el microARN Ghi_miRcan1230 (3)
corresponde a la SEQ ID NO. 23 desde el nucleétido 11 al 32.

El uso de un sitio objetivo o secuencia complementaria a la secuencia de nucleé6tidos de miARN (denominado sitio
objetivo central) generalmente sera suficiente, pero puede ser ventajoso incluir uno, dos, tres 0 mas nucledtidos que
flanquean el sitio objetivo central en la secuencia de nucleétidos de la molécula de ARN objetivo natural. Un ejemplo
del mismo puede encontrarse en la SEQ ID NO. 5, en la que la secuencia de nucleétidos desde la posicién del
nucleétido 4 a la posicién del nucleétido 24 corresponde a la secuencia objetivo central de miR403, mientras que la
secuencia de nucleétido adicional 1 a 3 y 25-27 corresponde a las secuencias que flanquean la secuencia objetivo
central en la molécula de ARN objetivo natural. De manera similar, un ejemplo de la misma se puede encontrar en la
SEQ ID NO. 6, en la que la secuencia de nucleétidos desde la posicion del nucleotido 4 a la posicion del nucleétido
24 corresponde a la secuencia objetivo central de miR408, mientras que la secuencia de nucle6tido adicional 1 a 3y
25-27 corresponde a las secuencias que flanquean la secuencia objetivo central en la molécula de ARN objetivo
natural.

Se puede introducir un sitio objetivo exdgeno para miARN en el constructo recombinante de interés de diversas
maneras. La secuencia de nucleétidos del sitio objetivo puede insertarse como secuencia de nucleétidos adicional.
Como se describe en el presente documento, el sitio objetivo de miARN puede modificarse modificando una secuencia
de origen natural con un grado suficiente de similitud con el sitio objetivo, de acuerdo con las reglas mencionadas en
otros lugares, para que llegue una secuencia de nucleétidos reconocida por los miARN descritos en este documento.

Los sitios objetivo exdgenos para miARN pueden introducirse en cualquier lugar de la regién transcrita del constructo
recombinante. Sin embargo, si la molécula de ARN biolégicamente activa transcrita codifica un polipéptido, se debe
tener cuidado de que la introduccién potencial del sitio objetivo para miARN en la region de codificacion,
preferiblemente no interrumpa el marco de lectura abierto o altere de otro modo la secuencia de amino&cidos del
polipéptido codificado. Los sitios objetivo para miARN pueden incluirse convenientemente en las regiones no
traducidas del transcrito, tales como la regién no traducida 5' o la region no traducida 3.

El experto en la materia tendra claro que los procedimientos y medios descritos en el presente documento se pueden
usar para obtener una expresion espacialmente selectiva de cualquier gen de interés. Sin embargo, los procedimientos
de la invencidon se pueden usar para mejorar la especificidad de la expresion de genes que codifican productos
potencialmente perjudiciales si y cuando se expresan en células distintas de las células de fibra (y limitan dicha
expresion sustancialmente a células de fibra en plantas productoras de fibra).

Se han descrito ejemplos de tales secuencias de nucleétidos e incluyen un acido nucleico que codifica un polipéptido
con actividad de N-acetilglucosamina transferasa que puede ser una N-acetilglucosamina transferasa del tipo NODC,
tal como una N-acetilglucosamina transferasa de tipo NODC obtenible a partir de una especie Rhizobium, una especie
Azorhizobium, una especie Bradyrhizobium, una especie Mesorhizobium, una especie Ralstonia, una especie
Streptomyces, una especie Burkholderia, una especie Cupriavidus o una especie Sinorhizobium. El &cido nucleico
también puede codificar la actividad de N-acetilglucosamina transferasa, incluida la quitina sintasa, que comprende
ademas una secuencia de anclaje de senal seleccionada de la secuencia de anclaje de sefal de una sialil transferasa
de rata, la secuencia de anclaje de sefial de una galactosil transferasa humana, la secuencia de anclaje de sefal de
el homélogo de Arabidopsis del receptor HDEL de levadura (AtERD2), la secuencia de anclaje de sefal de la a-2,6-
sialiltransferasa, la secuencia de anclaje de sefial de B1,2-xilosiltransferasa de Arabidopsis thaliana, la secuencia de
anclaje de sefal de N-acetilglucosaminil transferasa | de tabaco o la secuencia de aminoacidos YYHDL o LKLEI. La
N-acetilglucosamina transferasa puede comprender una secuencia de aminoacidos codificada por la secuencia de
nucleétidos de la SEQ ID NO. 13 desde la posicion del nucledtido 1503 hasta la posicion del nucleétido 4439 (también
se describe en el documento WO 06/136351). La N-acetilglucosamina transferasa también puede ser quitina sintasa,
preferiblemente quitina sintasa 2 de Saprolegnia monoica como se describe en el documento WO11/089021.
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El ARN biolégicamente activo transcrito del ADN recombinante, gen o constructo de acuerdo con la invencién también
puede codificar una glutamina:fructosa-6-fosfato amidotransferasa, tal como una glutamina: fructosa-6-fosfato
amidotransferasa que comprende una secuencia de aminoacidos codificada por la secuencia del nucleétidos de la
SEQ ID NO. 13 desde la posicion del nucleétido 6202 a la posicion del nucleoétido 8031 o una glutamina: fructosa-6-
fosfato amidotransferasa de Volvariella volvacea que comprende una secuencia de aminoacidos como la representa
en la entrada de GenBank AAT75220.

La invencion también esta dirigida hacia constructos o genes recombinantes como se describe en este documento en
particular hacia un gen recombinante para expresion espacialmente selectiva en una planta de algodén que
comprende los siguientes elementos unidos operativamente:

(a) un promotor expresable en plantas;
(b) una region que codifica una molécula de ARN que puede traducirse en un polipéptido o proteina;
(c) opcionalmente una terminacién de transcripcién 3'y una region de poliadenilacion

caracterizados porque el gen recombinante comprende ademas una secuencia objetivo heteréloga reconocida por un
miARN enddgeno que se expresa menos abundantemente en células que conducen a fibras en dicha planta de
algoddén en comparacién con otras células de plantas de algodon y que tiene una secuencia de nucleétidos
seleccionada de la secuencia de nucleétidos de la SEQ ID No.1, SEQ ID No.2, SEQ ID No.3, SEQ ID No. 4, SEQ ID
No. 20, SEQ ID No. 21 o SEQ ID No 22.

Una "fibra", tal como una "fibra de algod6n", como se usa en el presente documento, se refiere a un tricoma de semilla,
mas especificamente a una sola célula de una planta productora de fibra, como el algodén, que se inicia desde la
epidermis del integumento exterior de los 6vulos, en o justo antes de la antesis. El desarrollo morfolégico de las fibras
de algodon ha sido bien documentado (Basra y Malik, 1984, Int Rev of Cytology 89: 65-113; Graves y Stewart, 1988,
citado anteriormente; Ramsey y Berlin, 1976, American Journal of Botany 63 (6): 868-876; Ruan y Chourey, 1998,
Plant Physiology 118: 399-406; Ruan et al., 2000, Aust. J. Plant Physiol. 27: 795-800; Stewart, 1975, Am. J. Bot. 62,
723-730). Las fibras de algodén, en particular de Gossypium hirsutum, se someten a cuatro etapas de desarrollo
superpuestas: iniciacion de las células de las fibras, elongacion, biosintesis de la pared celular secundaria y
maduracion. La iniciacion de las células de la fibra es un proceso rapido. Las fibras blancas vellosas comienzan a
desarrollarse inmediatamente después de la antesis y contindan hasta aproximadamente 3 dias después de la antesis
(DPA), lo que es seguido por el alargamiento de las células de la fibra (hasta aproximadamente 10 a aproximadamente
17 DPA). Dependiendo de las condiciones de crecimiento, la biosintesis de la pared celular secundaria se inicia y
continla hasta aproximadamente 25 a aproximadamente 45 DPA, seguida de un proceso de maduracion de
aproximadamente 45 a aproximadamente 60 DPA. Las fases secundarias de sintesis y maduracion de la pared celular
se denominan aqui comunmente "fase de construccién de resistencia de la fibra". Solo alrededor del 25 al 30% de las
células epidérmicas se diferencian en las fibras de hilas comercialmente importantes (Kim y Triplett, 2001). La mayoria
de las células no se diferencian en fibras ni se desarrollan en fibras cortas o pelusa. Durante la elongacién de la fibra
y el metabolismo de la pared secundaria, las células de la fibra se alargan rapidamente, sintetizan componentes de la
pared secundaria y muestran cambios celulares, moleculares y fisiolégicos dramaticos. El alargamiento de la fibra se
combina con un rapido crecimiento y expansion celular (Seagull, 1991. En Biosynthesis and biodegradation of cellulose
(Haigler, CH & Weimer, PJ, editores) paginas 1432163, Marcel Dekker, Nueva York) y una sintesis constante de una
gran cantidad de metabolitos celulares y componentes de la pared celular tal como la celulosa. Alrededor del 95% del
peso seco en las fibras de algodon maduras es celulosa (Pfluger y Zambryski, 2001, Curr Biol 11: R436-R439; Ruan
et al., 2001, Plant Cell 13: 47-63). Los componentes no celulésicos también son importantes para el desarrollo de las
células de la fibra (Hayashi y Delmer, 1988, Carbohydr. Res. 181: 273-277; Huwyler et al., 1979, Planta 146: 635-642;
Meinert y Delmer, 1977, Plant Physiol 59: 1088-1097; Peng et al., 2002, Science 295: 147-150). En comparacién con
otras células vegetales, las fibras de algodén no contienen lignina en las paredes secundarias, pero tienen vacuolas
grandes que probablemente estan relacionadas con el rapido crecimiento y expansién celular (Basora y Malik, 1984,
citado anteriormente; Kim y Triplett, 2001, Plant Physiology 127: 1361). 1366; Mauney, 1984, citado anteriormente;
Ruan y Chourey, 1998, citado anteriormente; Ruan et al., 2000, citado anteriormente; Van't Hof, 1999, American
Journal of Botany 86: 776-779).

Una "planta productora de fibra" se refiere a una especie de planta que produce fibras tal como se definié
anteriormente, tal como una planta de algodén. De las especies de Gossypium, se sabe que el genoma A de la especie
Gossypiumdiploide y el genoma AD de la especie Gossypium alotetraploides producen fibras hilables. Botanicamente,
hay tres grupos principales de algodon que son de importancia comercial. El primero, Gossypium hirsutum (AADD),
es originario de México y América Central y se ha desarrollado para un uso extensivo en los Estados Unidos,
representando mas del 95% de la produccién de los Estados Unidos. Este grupo se conoce en los Estados Unidos
como el algodén Upland americano y sus fibras varian en longitud desde aproximadamente 7/8 a aproximadamente 1
5/16 pulgadas (aproximadamente 22 - aproximadamente 33 mm). En todo el mundo representa alrededor del 90% de
la produccién de algodon. Un segundo grupo botanico, G. barbadense (AADD), que representa alrededor del 5% de
la produccion de los Estados Unidos y alrededor del 8% de la produccion mundial, es de origen Sur Americano con
fibras que varian en longitud desde aproximadamente 1 1/4 a aproximadamente 1 9/16 pulgadas (aproximadamente
32 - aproximadamente 40 mm), se conoce en los Estados Unidos como Pima Americana, pero también se le conoce
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comunmente como algodon grapa extra largo (ELS). Un tercer grupo, G. herbaceum (AA) y G. arboreum (AA), abarca
plantas de algoddn con fibras de longitud méas corta, de aproximadamente 1/2 hasta aproximadamente 1 pulgada
(aproximadamente 13 - aproximadamente 25 mm), que son nativas de la India y del Este de Asia. Ninguno de estos
grupos se cultiva en los Estados Unidos.

El término "gen" significa una secuencia de ADN que comprende una regién (region transcrita), que se transcribe en
una molécula de ARN (por ejemplo, en un pre-ARNm, que comprende secuencias de intrones, que luego se empalma
en un ARNm maduro, o directamente en un ARNm sin secuencias de intrones) en una célula, operativamente
enlazadas a regiones reguladoras (por ejemplo, un promotor). Por lo tanto, un gen (ADN gendmico) puede comprender
varias secuencias unidas operativamente, tales como un promotor, una secuencia lider 5' que comprende, por ejemplo,
secuencias involucradas en el inicio de la traduccion, una regién codificante de (proteina) (con intrones) y una
secuencia no traducida 3' que comprende, por ejemplo, sitios de terminacién de la transcripcién. "secuencia de ADNc"
se refiere a una secuencia de acido nucleico que comprende la regién no traducida 5', la region codificante sin intrones
y la regién no traducida 3'y una cola poliA. El "gen enddgeno” se usa para diferenciarse de un "gen foraneo", "transgén”
o "gen quimérico", y se refiere a un gen de una planta de un determinado género, especie o variedad de planta, que
no se ha introducido en esa planta por transformacion (es decir, no es un "transgén"), pero que normalmente esta
presente en las plantas de ese género, especie o variedad, o que se introduce en esa planta a partir de plantas de
otro género, especie o variedad de plantas, en la que se encuentra normalmente presente, por técnicas normales de
fitomejoramiento o por hibridacion somatica, por ejemplo, por fusiéon de protoplastos. De manera similar, un "alelo
enddgeno” de un gen no se introduce en una planta o tejido vegetal por transformacion de la planta, sino que, por
ejemplo, se genera por mutagénesis y/o seleccion de la planta, se introgresa de otras especies de plantas mediante,
por ejemplo, ayuda de marcadores, seleccion, u obtenida por cribado de poblaciones naturales de plantas.

La "expresion de un gen" o "expresion génica" se refiere al proceso en el que una regién de ADN, que esta unida
operativamente a regiones reguladoras apropiadas, particularmente un promotor, se transcribe en una molécula de
ARN. Luego, la molécula de ARN se procesa mas (mediante procesos postranscripcionales) dentro de la célula, por
ejemplo, por empalme de ARN e inicio de la traduccion y traduccién a una cadena de aminoacidos (polipéptido), y
terminacion de la traduccion por codones de parada de la traduccion. El término "expresado funcionalmente” se usa
en el presente documento para indicar que se produce una proteina funcional, es decir, biolégicamente activa; el
término "no expresado funcionalmente" para indicar que se produce una proteina con una funcionalidad
significativamente reducida o nula (actividad biol6gica) o que se produce una cantidad de proteina nula o una cantidad
significativamente reducida.

Los procedimientos para transformar plantas son bien conocidos en la técnica y tienen una importancia menor para la
presente invencion. Los procedimientos para transformar plantas de algodén también son bien conocidos en la técnica.
La transformacion del algodon mediada por Agrobacterium se ha descrito, por ejemplo en la patente de Estados Unidos
No. 5.004.863 o en la patente de Estados Unidos No. 6.483.013 y se informa de la transformacién de algodén por
bombardeo de particulas, por ejemplo, en el documento WO 92/15675.

Los genes quiméricos de acuerdo con la invencion pueden introducirse en plantas de manera estable o de manera
transitoria usando procedimientos bien conocidos en la técnica. Los genes quiméricos pueden introducirse en plantas,
o pueden generarse dentro de la célula vegetal como se describe, por ejemplo, en el documento EP 1339859.

La invencion también esta dirigida a plantas de algodén que comprenden un constructo recombinante de acuerdo con
la invencién.

"Algodon" tal como se usa en el presente documento incluye Gossypium hirsutum, Gossypium barbadense,
Gossypium arboreum 'y Gossypium herbaceum. "Plantas progenitoras de algodén” incluyen Gossypium arboreum,
Gossypium herbaceum, Gossypium raimondii, Gossypium longicalyx y Gossypium Kirkii.

Las plantas de acuerdo con la invenciéon se pueden usar en un esquema de fitomejoramiento convencional para
producir mas plantas con las mismas caracteristicas o para introducir el gen quimérico de acuerdo con la invencién en
otras variedades de la misma especie de plantas o0 en especies relacionadas, o en plantas hibridas. Las semillas
obtenidas a partir de las plantas transformadas contienen los genes quiméricos de la invencién como un inserto
gendmico estable y también estan abarcadas por la invencion.

La invencion también esta dirigida hacia un procedimiento para producir fibras a partir de plantas de algodén que
comprende las etapas de a) cultivar una planta de algodén que comprende un constructo recombinante de acuerdo
con la invencion y b) recoger fibras de las plantas de algoddn cultivadas. Las fibras de algoddn, obtenidas de estas
plantas también estan dentro del alcance de la invencién.

También se divulgan en este documento nuevos pre-miARN de algodén, en particular pre-microARN de algodén que
tienen una secuencia de nucleétidos de cualquiera de las SEQ ID NOs.: 9, 10, 11 o 12. Tales pre-miARN se pueden
usar para pre-miARN de cualquier propésito en la técnica, incluyendo reemplazar o adaptar la region del microARN y
microARN* para obtener un pre-miARN con una secuencia de nucleétidos esencialmente similar o idéntica a la misma
en la region del microARN y opcionalmente la region complementaria a la region del microARN (region de microARN™)
han sido alterados y reconocen nuevos sitios objetivo. Dichos pre-miARN modificados pueden expresarse desde su
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region promotora asociada de forma natural, y el miARN modificado puede ganar un perfil de expresion similar al de
los miARN (por ejemplo, especifico de la fibra o expresién en todas las partes de la planta excepto las fibras).

Como se usa en este documento, "que comprende" se debe interpretar como que especifica la presencia de las
caracteristicas, nUmeros enteros, etapas o componentes indicados a los que se hace referencia, pero no excluye la
presencia o adicion de una o mas caracteristicas, nimeros enteros, etapas o componentes, o grupos de los mismos.
Por lo tanto, por ejemplo, un acido nucleico o proteina que comprende una secuencia de nucleotidos o aminoacidos,
puede comprender mas nucleétidos o aminoacidos que los realmente citados, es decir, estar incrustados en un acido
nucleico o proteina mas grande. Un gen quimérico que comprende una regién de ADN, que se define funcional o
estructuralmente, puede comprender regiones de ADN adicionales, etc.

Los siguientes ejemplos no limitativos describen la identificacién de microARN de algodén que tienen una expresion
baja o nula en fibras en diferentes etapas de desarrollo y el uso de sitios objetivo correspondientes a estos microARN
en transgenes.

A menos que se indique lo contrario en los Ejemplos, todas las técnicas recombinantes se llevan a cabo de acuerdo
con los protocolos estandar descritos en "Sambrook J y Russell DW (editores.) (2001) Molecular Cloning: A Laboratory
Manual, 3a Edicién, Cold Spring Harbor Laboratory Press, New York "y en" Ausubel FA, Brent R, Kingston RE, Moore
DD, Seidman JG, Smith JA y Struhl K (editores) (2006) Current Protocols in Molecular Biology. John Wiley & Sons,
New York".

Los materiales y referencias estandar se describen en "Croy RDD (editores) (1993) Plant Molecular Biology LabFax,
BIOS Scientific Publishers Ltd., Oxford and Blackwell Scientific Publications, Oxford" y en "Brown TA, (1998) Molecular
Biology LabFax, 2a Edicién, Academic Press, San Diego". Los materiales y procedimientos estandar para las
reacciones en cadena de la polimerasa (PCR) se pueden encontrar en "McPherson MJ y Mgller SG (2000) PCR (The
Basics), BIOS Scientific Publishers Ltd., Oxford" y en "PCR Applications Manual, 3a edicién (2006), Roche Diagnostics
GmbH, Mannheim o www.roche-applied-science.com”.

En la descripcion y los ejemplos, se hace referencia a las siguientes secuencias:
SEQ ID NO. 1: secuencia de nucleétidos del microARN Ghi_miR403

SEQ ID NO. 2: secuencia de nucleétidos del microARN Ghi_miR408

SEQ ID NO. 3: secuencia de nucleétidos del microARN Ghi_miRcan1230 (1)
SEQ ID NO. 4: secuencia de nucleétidos del microARN Ghi_miR398

SEQ ID NO. 5: secuencia de nucleétidos de la secuencia objetivo modificada por ingenieria genética reconocida por
microARN Ghi_miR403

SEQ ID NO. 6: secuencia de nucleotidos de secuencia objetivo modificada por ingenieria genética reconocida por
microARN Ghi_miR408

SEQ ID NO. 7: secuencia de nucleétidos de la secuencia objetivo reconocida por el microARN Ghi_miRcan1230 (1) o

)

SEQ ID NO. 8: secuencia de nucleétidos de la secuencia objetivo reconocida por el microARN Ghi_miR398
SEQ ID NO. 9: secuencia de nucleétidos de pre-microARN Ghi_miR403

SEQ ID NO. 10: secuencia de nucleétidos de pre-microARN Ghi_miR408

SEQ ID NO. 11: secuencia de nucleétidos de pre-microARN Ghi_miRcan1230

SEQ ID No. 12: secuencia de nucle6tidos de pre-microARN Ghi_miR398

SEQ ID NO. 13: secuencia de nucleétidos de pTBI312

SEQ ID NO. 14: secuencia de nucledtidos de pTEA1_v2

SEQ ID NO. 15: secuencia de nucleétidos de pEA2

SEQ ID NO. 16: secuencia de nucledtidos de pTEA3

SEQ ID NO. 17: secuencia de nucleétidos de pTEA6

SEQ ID NO. 18: secuencia objetivo del sitio que interactia con miR403 en el ARNm de Arabidopsis AGO2
SEQ ID NO. 19: miR403 de A. thaliana
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SEQ ID NO. 20: forma menor de Ghi_miR408
SEQ ID NO. 21: secuencia de nucledtidos de la forma alternativa microARN Ghi_miRcan1230 (2)
SEQ ID NO. 22: secuencia de nucleétidos de la forma alternativa microARN Ghi_miRcan1230 (3)

SEQ ID NO. 23: secuencia de nucleotidos de la secuencia objetivo modificada por ingenieria genética reconocida por
el microARN Ghi_miRcan1230 (2) y (3)

SEQ ID NO. 24: secuencia de nucleétidos de pTEA9
SEQ ID NO. 25: secuencia de nucledtidos de pTEA10
Ejemplos

Ejemplo 1. Materiales y procedimientos.

Extraccion de ARN total y fraccionamiento de ARN pequefio. Los ARN totales, incluida la fraccion de ARN de bajo
peso molecular (LMW), se extrajeron de los materiales vegetales y los ARNp se aislaron mediante electroforesis en
gel de poliacrilamida al 17% (PAGE) esencialmente como se describi6é anteriormente [Qi, X., Bao, FS y Xie, Z. 2009).
La secuenciacién profunda de ARN pequefio revela el papel de las ARN polimerasas dependientes de ARN de
Arabidopsis thaliana en la biogénesis de ARNpi viral. PLoS One 4, e4971].

Construccién de biblioteca de ARN pequefo y secuenciacion de lllumina. Los ARN pequefios purificados con PAGE
se utilizaron para la construccion de bibliotecas de ARN pequefos personalizadas esencialmente como se describid
previamente [Qi et al. citado anteriormente], excepto que el adaptador de ARN 5' no incluye ninguna secuencia de
indice personalizada. Se enviaron ADNc purificados por PAGE para cada biblioteca de ARN pequefio para su
secuenciacion en el instrumento Hi-Seq2000 de lllumina.

Constructos de plasmidos y ensayo de expresion transitoria. Todos los vectores binarios se construyeron utilizando la
cadena principal de pCB302 [Xiang, C., Han, P., Lutziger, |., Wang, K. y Oliver, D.J. (1999). A mini binary vector series
for plant transformation. Plant Mol Biol 40, 711-717]. La cepa GV2260 de Agrobacterium transformada con los vectores
binarios deseados se uso6 para el ensayo de expresion transitoria siguiendo el procedimiento establecido [Johans en,
L.K., y Carrington, J.C. (2001). Silencing on the spot. Induction and suppression of RNA silencing in the Agrobacterium-
mediated transient expression system. Plant Physiol 126, 930-938].

Ensayo de actividad de luciferasa. La actividad de la luciferasa se midi6 utilizando Sistemas de Ensayo de Luciferasa
(Promega) siguiendo las instrucciones del fabricante.

Deteccion de ARN pequefio por transferencia Northern. La transferencia de ARN de LMW se realiz6 como se describio
previamente [Xie, Z., Allen, E., Wilken, A. y Carrington, J.C. (2005). DICER-LIKE 4 functions in trans-acting small
interfering RNA biogenesis and vegetative phase change in Arabidopsis thaliana. Proc Natl Acad Sci USA 102, 12984-
12989]. Se us6 una sonda de acido nucleico bloqueada (LNA) (Exigon) para la deteccién de miR403 con sensibilidad
mejorada [Valoczi, A., Hornyik, C., Varga, N., Burgyan, J., Kauppinen, S., y Havelda, Z. (2004). Sensitive and specific
detection of microRNAs by northern blot analysis using LNA-modified oligonucleotide probes. Nucleic Acids Res 32,
e175].

Analisis de los niveles de ARNm de luciferasa mediante transcripcién inversa acoplada con reaccion en cadena de la
polimerasa (RT-PCR). Los extractos de ARN total se enriquecieron para los ARNm de poli(A)* usando el procedimiento
Oligotex (Qiagen) siguiendo las instrucciones del fabricante. Los ARN enriquecidos con poli(A)* (~125ng) se usaron
luego para la transcripcion inversa con Superscript Ill (Invitrogen), seguido por PCR utilizando cebadores especificos
de genes.

Deteccion de proteina luciferasa mediante ensayo de inmunotransferencia. Los ensayos de inmunotransferencia se
realizaron esencialmente como se describié anteriormente [Kasschau, K.D., Xie, Z., Allen, E., Llave, C., Chapman,
E.J., Krizan, K.A. y Carrington, J.C. (2003). P1/HC-Pro, a viral suppressor of RNA silencing, interferes with Arabidopsis
development and miRNA function. Dev Cell 4, 205-217] utilizando un anticuerpo monoclonal anti-luciferasa producido
en raton (Sigma). La transferencia de control para el factor de elongacién 1-alfa se realiz6 con suero policlonal anti-
EF1A preparado en conejo (Agrisera).

Ejemplo 2. Identificacion y validacion experimental de miARN con patrones de expresion deseados

La utilizacién de los "promotores especificos de tejido" actualmente disponibles en la ingenieria genética de plantas
no siempre conduce a resultados satisfactorios debido a la expresién "defectuosa" de transgenes fuera de los dominios
de expresion deseados. Para lograr una expresion mejorada especifica del tejido y estado de desarrollo de transgenes
para la ingenieria genética de la fibra de algoddn, se utilizé una estrategia basada en microARN endégeno (miARN)
para eliminar la expresion no deseada del transgén fuera de la fibra de algoddn en desarrollo. Especificamente, cuando
un transgén de interés se modifica con un sitio de interaccion para un miARN end6geno, la expresién del transgén
seria reprimida por dicho miARN cuando sus dominios de expresion se superponen espacial o temporalmente. Los
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miARN enddgenos que estan ausentes en la fibra en desarrollo pero que se expresan en otros tejidos podrian, por lo
tanto, usarse como agentes naturales para inactivar la expresién no deseada del transgén fuera de la fibra.

La tecnologia de secuenciacion de ADN de préxima generacion surgida recientemente (NGS), permite un perfil de
expresion de ARN pequefios utilizando plataformas de alto rendimiento de una manera relativamente rentable. Se
utilizé la plataforma de sintesis por secuenciacion (SBS) de lllumina para obtener el perfil de expresién de los miARN
de algodén entre los diferentes tipos de tejidos, asi como las etapas de desarrollo. Se incluyeron un total de 12 puntos
de muestreo para los perfiles de expresion de ARN pequerios mediante secuenciacion profunda (secuencia de ARNp;
Tabla 1). Se obtuvieron mas de 100 millones (M) de lecturas de alta calidad de cada biblioteca de ARN pequerio.
Usando una fuente informatica propia, se identificaron por primera vez los miARN putativos que se conservan en
multiples especies de plantas. Luego se desarrollé un enfoque informatico para la nueva identificacion de los miARN
que no se reportaron en ninguna otra especie de planta.

Tabla 1. Muestreo de tejido para perfiles de expresion de ARN pequefio

Muestra No. Tipo de tejido Etapa de desarrollo  Designacion de la muestra

Raiz Etapa de 2 hojas Raiz

2 Cotiledones Planta de semillero Cotiledones

3 Hoja Etapa de 2 hojas Hoja (1)

4 Hoja Etapa de floracion Hoja (2)

5 Tallo Etapa de 2 hojas Tallo (1)

6 Tallo Etapa de floracion Tallo (2)

7 brote meristemos apicales Crecimiento vegetativo SAM

8 Fibra en desarrollo 8 dpa Fibra (8 dpa)

9 Fibra en desarrollo 15 dpa Fibra (15 dpa)

10 Fibra en desarrollo 20 dpa Fibra (20 dpa)

11 Fibra en desarrollo 25 dpa Fibra (25 dpa)

12 Fibra en desarrollo 30 dpa Fibra (30 dpa)

Los conjuntos de datos exhaustivos de ARN pequerfio que se han generado permitieron un extenso y significativo perfil
de expresion utilizando un enfoque informatico. Se identificaron varios miARN de plantas en algodén que exhiben un
patron de expresion interesante y que de otro modo podrian considerarse candidatos con el fin de aumentar la
expresion selectiva de tejidos.

Sin embargo, la mayoria de estos miARN resulté que solo representan miARN maduros que surgen de un subconjunto
de loci MIARN paralogos que forman familias de miARN de varios miembros. Estos miARN fueron eliminados de la
lista porque ciertos loci MIARN paralogos parecen exhibir patrones de expresion bastante diferentes, mientras que los
miARN maduros que surgen de estos loci pueden ser casi idénticos en secuencia y, por lo tanto, pueden compartir
objetivos reguladores.

Los candidatos restantes son aquellos miARN que probablemente surjan de solo uno o muy pocos loci parélogos.
miR403 estaba presente en baja abundancia en muestras sin fibra, pero estaba casi ausente en las fibras en desarrollo.
miR408, que estd profundamente conservado en plantas terrestres, exhibié un perfil similar. Otros incluyen
Ghi_miRcan1230 y Ghi_miR398.
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Estos patrones de expresion se validaron experimentalmente y se confirmaron mediante ensayos basados en
transferencia Northern (Figura 1).

Ejemplo 3. Validacion de la represion mediada por miR403 del informador de LUC en un sistema de ensayo
transitorio

Aunque se pueden considerar multiples miARN para su uso como un agente natural para la eliminacién de la expresion
de transgenes no deseados en tejidos no fibrosos en algodoén, se ha elegido miR403 como el primer sujeto para una
validacién experimental adicional debido a su naturaleza conservada e interacciones bien establecidas con su objetivo
en Arabidopsis. En resumen, miR403 es un miARN de planta semiconservado que se ha encontrado solo en las
especies dicotiledéneas [Cuperus, J.T., Fahlgren, N. y Carrington, J.C. (2011). Evolution and functional diversification
of MIRNA genes. Plant Cell 23, 431-442]. En Arabidopsis, se ha demostrado que miR403 se dirige a la region 3' no
traducida (3' UTR) de mRNA para ARGONAUTE2 (AGQO2), una de las 10 proteinas de la familia AGO en esta especie
de planta de referencia [Jones-Rhoades, MW, Bartel, DP, y Bartel, B. (2006). MicroRNAs and their regulatory roles in
plants.. Annu Rev Plant Biol 57, 19-53; Vaucheret, H. (2008). Plant ARGONAUTES. Trends Plant Sci 13, 350-358]. El
resultado de la interaccion entre miR403 y su objetivo implica la escision del ARNm de AGO2 [Allen, E.,Xie, Z.,
Gustafson, A.M. y Carrington, J.C. (2005). microRNA-directed phasing during trans-acting siRNA biogenesis in plants.
Cell 121, 207-221; Xie, Z., Allen, E., Fahlgren, N., Calamar, A., Givan, S.A., y Carrington, J.C. (2005). Expression of
Arabidopsis MIRNA genes. Plant Physiol 138, 2145-2154]. Se cree que AGO2 de Arabidopsis desempefia un papel
en la defensa contra ciertos patégenos virales [Harvey, JJ, Lewsey, MG, Patel, K., Westwood, J., Heimstadt, S., Carr,
JP y Baulcombe, DC (2011). An antiviral defense role of AGO2 in plants. PLoS One 6, €14639; Jaubert, M.,
Bhattacharjee, S., Mello, A.F., Perry, K.L., and Moffett, P. (2011). ARGONAUTE2 mediates RNA-silencing antiviral
defenses against Potato virus X in Arabidopsis. Plant Physiol 156, 1556-1564; Wang, X.B., Jovel, J., Udomporn, P.,
Wang, Y., Wu, Q., Li, W.X., Gasciolli, V., Vaucheret, H., and Ding, S.W. (2011). The 21-nuclectide, but not 22-
nucleotide, viral secondary small interfering RNAs direct potent antiviral defense by two cooperative argonautes in
Arabidopsis thaliana. Plant Cell 23, 1625-1638]. Sin embargo, la AGO2 no parece desempenar un papel esencial para
el crecimiento y desarrollo normal, ya que las mutaciones de pérdida de funcién en la AGO2 no parecen producir
ningun defecto notable [Vaucheret, H. (2008). Plant ARGONAUTES. Trends Plant Sci 13, 350-358; Mallory, A., y
Vaucheret, H. (2010). Form, function, and Regulation of ARGONAUTE proteins. Plant Cell 22, 3879-3889].

Aprovechando las secuencias bien caracterizadas involucradas en la interaccion objetivo con miR403 en Arabidopsis,
se ha modificado un informador basado en luciferasa de luciérnaga (LUC) [Xiong, L., David, L., Stevenson, B.y Zhu/,
J. (1999). High throughput screening of signal transduction mutant with luciferase imaging. Plant Molecular Biology
Reporter 17, 159-170] modificado con un sitio objetivo miR403 en su 3'UTR (designado como 35S::LUC-TARMR403),
La eficacia de la subregulacion mediada por miR403 de la expresion del informador de LUC se evalu6é mediante la
expresion del 35S::LUC-TAR™R403 ya sea solo o expresado conjuntamente con el constructo que produce MIR403
impulsado por el promotor 35S (designado 35S::miR403) en un sistema de ensayo transitorio mediado por
Agrobacterium en Nicotiana benthamina [Johansen, LK, y Carrington, JC (2001). Silencing on the spot. Induction and
suppression of RNA silencing in the Agrobacterium-mediated transient expression system. Plant Physiol 126, 930-
938]. Los constructos informadores de LUC que carecen del sitio objetivo miR403 (designado 35S::LUC) o que
albergan un sitio de interaccion de miR403 mutado (designado como 35S::LUC-TAR™R403m) también se hicieron para
servir como controles.

Se usb el siguiente esquema para la inyeccion conjunta.
1. Control de vector solamente

. 35S::LUC solamente

. 35S::LUC-TAR™MR403 gplamente

. 35S::LUC-TARMR403m gplamente

. 35S::LUC-TAR™MR403 | vector de control

. 35S::LUC-TARMR403 | 355::miR403

. 35S::LUC-TARMR403m . yector de control

o N o o A~ W DN

. 358::LUC-TARMR403m ;. 35G::miR403

Dos dias después de la inyeccion (2 dpi), las actividades de luciferasa eran facilmente detectables en hojas infiltradas
con 35S::LUC, pero no en aquellas infiltradas con el control de vector (Figura 2A). En hojas infiltradas con una versién
objetivo miR403 del constructo LUC (35S::LUC-TAR™R4%3)  sin embargo, se detectaron actividades luciferasas
sustancialmente méas bajas cuando se compararon con las 35S::LUC (Figura 2A), probablemente debido a una
represion causada por el miR403 enddgeno expresado naturalmente en las hojas de N. benthamiana. Los andlisis de
transferencia Northern de ARN pequefio confirmaron que este era el caso, ya que se detectaron niveles bajos de
acumulacion de miR403 en las hojas infiltradas con el control del vector (Figura 2B e I). Consistente con una
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"inactivacion" postranscripcional eficiente de la expresion 35S::LUC-TAR™MR403 por el miR403 enddgeno de las hojas
de N. benthamiana mutaciones que interrumpen el sitio de interaccion de miR403 en el informador de LUC modificado
restauraron la actividad de la luciferasa a un nivel comparable al detectado en el 35S::LUC (Figura 2A; véase la
muestra marcada con 35S::LUC-TARMR403m) Tg| tendencia general en la actividad de la luciferasa también se observo
en muestras tomadas a los 3dpi (Figura 2B). Para examinar el efecto de miR403 exdgeno en la expresion del
informador de LUC, también se incluyé en el experimento los tratamientos de inyeccion de Agrobacterium "de dos
componentes” en los que el informador de LUC se expresa conjuntamente con el miR403 transgénico. Como se
muestra en la Figura 2, se observaron niveles sustancialmente elevados de acumulacién de miR403 cuando se incluy6
el constructo 35S::MIR403 en la infiltracién conjunta (Figura 2B e |). Cuando la versién objetivo miR403 del constructo
LUC (35S::LUC-TAR™R403) ge inyectd conjuntamente con 35S::MIR403, se observo una reduccion adicional en la
actividad de la luciferasa en comparacion con la inyeccion conjunta del control con el vector. (Figura 2A y H), una
indicacion de que miR403 expresado de forma transgénica reforz6 ain mas el efecto de silenciamiento de miR403
enddgeno sobre sus objetivos. Como era de esperar, independientemente de la inyeccién conjunta ya sea con
35S::MIR403 o con el control del vector, el informador de LUC que alberga un sitio de interaccion de miR403 mutado
(35S::LUC-TARMR403m) exhibié una elevada actividad de luciferasas cuando se compard con su contraparte objetivo
miR403 (Figura 2A y H). Estos datos fueron consistentes con y ademas avalados por los niveles de ARNm de LUC de
longitud completa detectados mediante ensayos basados en RT-PCR (Figura 20 y P).

En resumen, se obtuvieron resultados consistentes que muestran que la expresion de 35S::LUC-TARMR403 pyeden
ser eficazmente representados por miR403 endégeno de N. benthamiana, mientras que la expresion de un LUC no
objetivo (35S::LUC) o la LUC con un objetivo miR403 mutado (35S::LUC-TAR™MR403m) ng se vio afectada. La expresion
de 35S::LUC-TARMR403 pyede ser ademas subregulada cuando se expresa conjuntamente con 35S::MIR403, que
proporciona un miR403 maduro adicional.

Ejemplo 4. Validacion de la represion mediada por miRcan1230 del informador de LUC en un sistema de
ensayo transitorio

Utilizando las secuencias objetivo candidatas involucradas en la interaccion objetivo de miRcan1230 en Arabidopsis,
se ha designado un informador basado en luciferasa de luciérnaga (LUC) [Xiong, L., David, L., Stevenson, B. y Zhu,
J. (1999). High Throughput screening of signal transduction mutant with luciferase imaging. Plant Molecular Biology
Reporter 17, 159-170] modificado con un sitio objetivo miRcan1230 en su 3'UTR (designado como 35S::LUC-
TARMRean1230) | 3 eficacia de miRcan1230 mediada por la disminucion de la expresion del indicador LUC se evalud
mediante la expresion de 35S::LUC-TAR™Rean1230 y3 sea solo 0 expresado conjuntamente con un constructo productor
de MIRcan1230 impulsado por el promotor 35S (designado 35S::miRcan1230) en un sistema de ensayo transitorio
mediado por Agrobacterium en Nicotiana benthamiana [Johansen, LK, y Carrington, JC (2001). Silencing on the spot.
Induction and suppression of RNA silencing in the Agrobacterium-mediated transient expression system. Plant Physiol
126, 930-938]. Los constructos del informador de LUC que carecen del sitio objetivo miRcan1230 (designado
35S::LUC) o que albergan un sitio que interactGia con miRcan1230 mutado (designado como 35S::LUC-TAR™MRecan1230m)
también se elaboraron para servir como controles.

Se usb el siguiente esquema para inyeccion conjunta.
1. Control de vector solamente

. 35S::LUC-TARMRcan1230 golamente

. 35S::LUC solamente

. 35S::LUC-TARMRcan1230 golamente

. 35S::LUC-TARMRean1230m golamente

. 35S::LUC-TARMiRean1230 4 vector de control

. 35S::LUC-TARMRean123( 4 35S::miRcan1230

o N o o B~ W N

. 35S::LUC-TARmiRcan1230m 4 yeactor de control
9. 35S::LUC-TARMiRean1230m ; 35G-:miRcani230

A los tres dias posteriores a la inyeccién (3 dpi), las actividades de luciferasa fueron facilmente detectables a partir de
las hojas infiltradas con 35S::.LUC, pero no a partir de aquellas infiliradas con el control del vector (Figura 6A, carriles
3 y 1). En las hojas infiltradas con una versidén objetivo miRcan1230 del constructo de LUC solamente (carril 4)
(35S::LUC-TARMiRean1230) 'ge detectaron actividades de luciferasa comparables con las 35S::LUC (Figura 6A, carril 3),
como parece que no hay represién que puede ser causada por miRcan1230 endégeno en las hojas de N.
Benthamiana, como el algodon miRcan1230 no se conserva en otras especies. Los ensayos de transferencia Northern
de RNA pequefio indicaron que se detecté acumulacién de miRcan1230 solamente a partir de las hojas infiltradas con
el constructo 35S:: miRcan1230 solamente (Figuras 6B, carriles 2, 7 y 9).
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Para examinar el efecto de miRcan1230 expresado exdgenamente en la expresién del informador de LUC, se incluyé
en el experimento los tratamientos de inyeccion de Agrobacterium "de dos componentes” en los que el informador de
LUC se expresa conjuntamente con miRcan1203 transgénico. Como se muestra en la Figura 6, se observaron niveles
sustancialmente elevados de acumulacion de miRcan1230 cuando se incluy6 el constructo 35S::MIRcan1230 en la
infiltracion conjunta y solo entonces (Figura 6B). Cuando la versién objetivo miRcan1230 del constructo de LUC
(358::LUC-TARMiRean1230) gg inyectd conjuntamente con 35S::MIRcan1230, se observd una reduccion significativa en
la actividad de la luciferasa cuando se compar6 con el control de la inyeccion conjunta con el vector (Figura 6A), una
indicacion de que miRcan1230 expresado de forma transgénica ejercié el efecto silenciador de miRcan1230 sobre sus
objetivos. Como era de esperar, independientemente de la inyecciéon conjunta ya sea con 35S::MIRcan1230 o el
control del vector, el informador de LUC que alberga un sitio de interaccion de miRcan1230 mutado (35S::LUC-
TARMiRean1230m)  axhibid una actividad elevada de luciferasa cuando se compara con su contraparte objetivo
miRcan1203 (Figura 6A).

Estos datos fueron consistentes con, y ademas avalados por, los niveles de ARNm de LUC detectados mediante los
ensayos basados en RT-PCR (Figura 6E y F). Los ensayos basados en RT-PCR distinguieron entre la deteccion de
la parte 5' del ARNm de LUC (regién A) secuencia arriba del sitio objetivo miRcan1230 o la parte 3' del ARNm de LUC
(regién B), secuencia abajo del sitio objetivo miRcan1230. La Region A no se puede detectar cuando no se ha
inyectado el vector 35S::LUC (con o sin el sitio objetivo) (carriles 1 y 2), pero también se reduce significativamente
cuando el 35S::LUC-TAR™MRean1230 g expresa conjuntamente con 35S::MIRcan1230. La regidén B siempre se puede
detectar, excepto cuando no se ha inyectado el vector 35S::LUC (con o sin el sitio objetivo).

En resumen, se obtuvieron resultados consistentes que muestran que la expresion de 35S::LUC-TARMRean1230 p1ede
ser reprimida efectivamente por N. Benthamiana solamente cuando se expresa conjuntamente con 35S::MIRcan1230
que proporciona miRcan1230 maduro.

Ejemplo 5: Represion mediada por miR403 o mediada por miR408 de quitina sintasa y/o glutamina:fructosa-6-
fosfato amidotransferasa en fibras de algodon

Usando técnicas de ADN recombinante, se construyeron los siguientes genes recombinantes enlazando
operativamente los siguientes elementos de ADN:

Construccién de quitina sintasa recombinante + sitio de unién de miR408
* El promotor Pscw-prpr

« Una region de ADN que codifica para la sefal de direccionamiento a golgi de XyIT35 fusionada con la secuencia de
codificacién de quitina sintasa de Neurospora crassa

» Una secuencia que incluye el sitio de uniéon de microARN408
« El fragmento 3'UTR del gen 35S de CaMV.
Mas detalles se incluyen en la Tabla 2 con referencia a la SEQ ID NO. 15.
Glutamina: fructosa-6-fosfato amidotransferasa recombinante + sitio de unién de miR408
» El promotor Pscw-prpr
* Una region de ADN que codifica para la glutamina:fructosa-6-fosfato amidotransferasa de Escherichia coli.
* Una secuencia que incluye el sitio de union de microRNA408
* Regién 3' no traducida del gen H4 de histona de Arabidopsis thaliana.
Mas detalles se incluyen en la Tabla 3 con referencia a la SEQ ID NO. 14.
Constructo recombinante de quitina sintasa + sitio de unién de miR403
El promotor Pscw-prpr

Una region de ADN que codifica la sefial de orientacion de golgi de XyIT35 fusionada a la secuencia de codificacion
de quitina sintasa de Neurospora crassa

Una secuencia que incluye el sitio de unién de microRNA403
El fragmento 3'UTR del gen 35S de CaMV.

Mas detalles se incluyen en la Tabla 4 con referencia a la SEQ ID NO. 13.
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Glutamina: fructosa-6-fosfato amidotransferasa recombinante + sitio de unién de miR403

e El promotor Pscw-prpr

* Unaregion de ADN que codifica para la glutamina:fructosa-6-fosfato amidotransferasa de Escherichia coli.
e Una secuencia que incluye el sitio de unién de microRNA403

e region 3' no traducida del gen H4 de histona de Arabidopsis thaliana.

Mas detalles se incluyen en la Tabla 4 con referencia a la SEQ ID NO. 13.

Loas constructos recombinantes se insertaron en diversas combinaciones en vectores de T-ADN junto con un
marcador seleccionable, tal como un gen de tolerancia al glifosato expresable en plantas. Los ejemplos de tales
vectores de T-ADN incluyen pTEA1 (que comprende glutamina:fructosa-6-fosfato amidotransferasa recombinante
seguida por el sitio de uniéon de miARN408; SEQ ID No. 14) y pTDBI312 (que comprende glutamina: fructosa-6-fosfato
amidotransferasa recombinante seguida por el sitio de union de miARN403y quitina sintetasa recombinante seguida
por el sitio de unidon de miARN403; SEQ ID No. 13) pTEA6 (que contiene glutamina: fructosa-6-fosfato
amidotransferasa con un sitio objetivo de miR403 en su 3'UTR y quitina sintasa con un sitio objetivo miR408 en su
3'UTR; Tabla 6 y SEQ ID NO. 17) o pTEAS (que contiene glutamina: fructosa-6-fosfato amidotransferasa y quitina
sintasa, ambas con un sitio objetivo miR408 en su 3'UTR; Tabla 5 y SEQ ID NO. 16).

Estos vectores de T-ADN se introdujeron en cepas de Agrobacterium que contenian un plasmido de Ti auxiliar y se
usaron en la transformacién de algodén esencialmente como se describe en el documento WO00/71733.

Se regeneraron plantas de algodén transgénicas y se determind la expresion de glutamina:fructosa-6-fosfato
amidotransferasa y quitina sintetasa en fibras de algodén. Las plantas de algodén transgénicas que comprenden
constructos recombinantes con sitios objetivo de miARN en su 3'UTR muestran fenotipos menos desventajosos
(plantas pequenas, etc.) que las plantas de algoddn transgénicas que comprenden constructos recombinantes sin
sitios objetivo de miARN en su 3'UTR.

Ejemplo 6: represion mediada por miRcan1230 o mediada por miR398 de quitina sintasa y/o
glutamina:fructosa-6-fosfato amidotransferasa en fibras de algodén

Utilizando técnicas de ADN recombinante, se construyeron los siguientes genes recombinantes enlazando
operativamente los siguientes elementos de ADN:

Constructo recombinante de quitina sintasa + sitio de unién de miR398
e El promotor Pscw-prp

» Unaregion de ADN que codifica para la sefal de direccionamiento a golgi de XyIT35 fusionada con la secuencia
de codificacion de quitina sintasa de Neurospora crassa

» Una secuencia que incluye el sitio de union de microRNA398

e Elfragmento de 3'UTR del gen 35S de CaMV.

Mas detalles se incluyen en la Tabla 7 con referencia a la SEQ ID NO. 24.

Glutamina: fructosa-6-fosfato amidotransferasa recombinante + sitio de unién de miRcan1230
e El promotor Pscw-prp

* Unaregion de ADN que codifica para la glutamina: fructosa-6-fosfato amidotransferasa de Escherichia coli.
* Una secuencia que incluye el sitio de unién de microARN398

* 3 'region no traducida del gen H4 de histona de Arabidopsis thaliana.

Mas detalles se incluyen en la Tabla 7 con referencia a la SEQ ID NO. 24.

Constructo de quitina sintasa recombinante + sitio de unién de miRcan1230

e El promotor Pscw-prp

e Una regién de ADN que codifica la sefal de direccionamiento a golgi de XyIT35 fusionada a la secuencia de
codificacion de quitina sintasa de Neurospora crassa

* Una secuencia que incluye el sitio de unién de microRNAcan1230
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« Elfragmento 3'UTR del gen 35S CaMV.

Mas detalles se incluyen en la Tabla 8 con referencia a la SEQ ID NO. 25.

Glutamina: fructosa-6-fosfato amidotransferasa recombinante + sitio de unién de miRcan1230

»  El promotor Pscw-prp

« Unaregion de ADN que codifica para la glutamina: fructosa-6-fosfato amidotransferasa de Escherichia coli.
* Una secuencia que incluye el sitio de unién de microRNAcan1230

e region 3' no traducida del gen H4 de histona de Arabidopsis thaliana.

Mas detalles se incluyen en la Tabla 8 con referencia a la SEQ ID NO. 25.

Los constructos recombinantes se insertaron en diversas combinaciones en vectores de T-ADN junto con un marcador
seleccionable, tal como un gen de tolerancia al glifosato expresable en plantas. Los ejemplos de dichos vectores de
T-ADN incluyen pTEA9 (que comprende glutamina: fructosa-6-fosfato amidotransferasa recombinante seguido de un
sitio de union de miARN398 y quitina sintetasa recombinante seguido de un sitio de unién de miARN398, SEQ ID NO.
24) y pTEA10 (que contiene glutamina: fructosa-6-fosfato amidotransferasa con un sitio objetivo miRcan1230 en su
3'UTR y quitina sintasa con un sitio objetivo miRcan1230 en su 3' UTR; SEQ ID No. 25).

Estos vectores de T-ADN se introdujeron en cepas de Agrobacterium que contenian un plasmido Ti auxiliar y se usaron
en la transformacién de algodén esencialmente como se describe en el documento WO00/71733.

Se regeneraron plantas de algodén transgénicas y se determind la expresion de glutamina:fructosa-6-fosfato
amidotransferasa y quitina sintetasa en fibras de algodén. Las plantas de algodén transgénicas que comprenden
constructos recombinantes con sitios objetivo de miARN en su 3'UTR muestran fenotipos menos desventajosos
(plantas pequenas, etc.) que las plantas de algoddn transgénicas que comprenden constructos recombinantes sin
sitios objetivo de miARN en su 3'UTR.

Tabla 2: elementos genéticos del constructo de ADN recombinante pEA2 que comprende quitina sintasa y + el sitio
objetivo de miR408. La referencia de secuencia de nucleétidos en la SEQ ID NO. 15

Nombre | Inicio |Final Descripcién

Pscw-prp (431 1869 [promotor de proteina de la pared celular rica en prolina de G. hirsutum;

secuencia codificante del péptido de retencion de Golgi del gen de beta-1,2-

RPxyITAt |1873 11977 xilosiltransferasa de Arabidopsis thaliana (Pagny et al., 2003)

igiZNc' 1978 4809 secuencia codificante para quitina sintasa de Neurospora crassa
m'R‘mSAt' 4822 |4848|secuencia que incluye el sitio de union de microRNA408 de Arabidopsis thaliana

tmiR408At |[4825 |4845|Secuencia objetivo central de microRNA408 de Arabidopsis thaliana

3'35S 4869 |5105(fragmento de 3'UTR del gen 35S de CaMV.

Tabla 3: elementos genéticos de T-ADN del vector pTEA1 que comprende el constructo recombinante que contiene
glutamina: fructosa-6-fosfato amidotransferasa y el sitio objetivo de miR408. La referencia es la SEQ ID NO. 14

Nombre | Inicio | Final Descripcién

RB 10979(11003|Repeticion del borde derecho del T-ADN de Agrobacterium tumefaciens (Zambryski, 1988)

secuencia que incluye la region promotora del gen de proteina de pared celular rica en prolina

Pscw-prp |11067/12505 de Gossypium hirsutum (algodon)

regién codificante del gen de glutamina: fructosa-6-fosfato amidotransferasa de Escherichia

gfaEc-1 Pb|12509/14338 coli (Frohberg y Essigmann, 2006), adaptada al uso del codén de la planta
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tmiR408At- secuencia que incluye el sitio de unién del microRNA408 de Arabidopsis thaliana (Harvey et
14339 44
N1 al., 2011)
tmiR408At| 3 41 |(Secuencia objetivo central de microRNA408 de Arabidopsis thaliana
histonAt | 60 | 720 secuenciz,a que incluye la region 3' no traducida del gen H4 de histona de Arabidopsis thaliana
(Chabouté et al., 1987)
Ph4a748 770 | 1686 Secuencia que incluye la regiéon promotora del gen H4 de histona de Arabidopsis thaliana
ABC (Chabouté et al., 1987)
intron1 1736 | 2198 Secuencia que incluye el primer intron del gen Il de la variante de histona H3.lll de
h3At Arabidopsis thaliana (Chaubet et al., 1992)
secuencia codificadora del péptido de transito optimizado, que contiene la secuencia de los
TPotp C | 2205 | 2576 |genes de la subunidad pequefa de RuBisCO de Zea mays (maiz) y Helianthus annuus|
(girasol) (Lebrun et al., 1996)
Secuencia codificante del gen de 5-enol-piruvilshikimato-3-fosfato sintasa mutante de Zea
2mepsps | 2577|3914 |11/ (maiz) (Lebrun et al., 1997)
- Secuencia que incluye la regién 3' no traducida del gen H4 v de histona de Arabidopsis
S'histon At| 3938 | 4598 |y, - iana (Chabouté et al., 1987)
LB 4711 | 4735 |Repeticion del borde izquierdo del T-ADN de Agrobacterium tumefaciens (Zambryski, 1988)

Tabla 4: elementos genéticos de T-ADN del vector pTBDI312 que comprende un constructo recombinante que
contiene glutamina: fructosa-6-fosfato amidotransferasa y quitina sintasa, ambas contienen un sitio objetivo de

miR403 en su 3'UTR — la referencia es la SEQ ID NO. 13

Nombre Inicio [Final |Descripcion

RB 1 25 Repeticion del borde derecho de T-ADN de Agrobacterium tumefaciens (Zambryski, 1988)
) secuencia que incluye la regién promotora de un gen de proteina de pared celular rico en

Pscw-prp 61 1499 prolina de Gossypium hirsutum (algodén)

RPxyITAt [1503 [1607 secuencia codificante del péptido de retencion de Golgi del gen de la beta-1,2-

xilosiltransferasa de Arabidopsis thaliana (Pagny et al., 2003)

chs2Nc-1Pc|1608

4439

secuencia codificadora del gen de quitina sintasa 2 de Neurospora crassa (Din and
Yarden, 1994)

tmiR403At-

secuencia que incluye el sitio de unién del microARN403 de Arabidopsis thaliana (Harvey

N1 4440 14465 |1, 2011)
tmiR403At |4443 (4462 |Sitio de unién central de microARN403 de Arabidopsis thaliana
3355 4486 4722 Secuencia que incluye la region 3' no traducida del transcripto 35S del Virus del mosaico
de la coliflor (Sanfagon et al., 1991)

) secuencia que incluye la regién promotora de un gen de proteina de pared celular rica en
Pscw-prp 14760 16198 prolina de Gossypium hirsutum (algodén)

) secuencia codificante de la glutamina: fructosa-6-fosfato amidotransferasa del gen de
gfakc-1 Pb 16202 18031 Escherichia coli (Frohberg and Essigmann, 2006)
tmiR403At- 8038 18063 secuencia que incluye el sitio de union de microARN403 de Arabidopsis thaliana (Harvey
N1 et al., 2011)
tmiR403At [8041 (8060 |Sitio de unién central de microARN403 de Arabidopsis thaliana
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Secuencia que incluye la region 3' no traducida del gen H4 de la histona de Arabidopsis

S'histonAt 8089 18749 |4, jiana (Chabouté et al., 1987)
secuencia que incluye la regién promotora del gen H4 de histona de Arabidopsis thaliana
Ph4a748 8799 9715 | cpabouté et al., 1987)
. Secuencia que incluye el primer intron del gen Il de la variante histona H3.1ll de
intront h3At|9749 110229 1 -1 idopsis thaliana (Chaubet et al., 1992)
secuencia de codificacion del péptido de transito optimizado, que contiene la secuencia de
TPotp C 10234{10605|los genes de la subunidad pequefia RuBisCO de Zea mays (maiz) y Helianthus annuus
(girasol) (Lebrun et al., 1996)
secuencia codificante del gen de 5-enol-piruvilshikimato-3-fosfato sintasa doble mutante
2mepsps |10606/11943 de Zea mays (maiz) (Lebrun et al., 1997)
- secuencia que incluye la regién 3' no traducida del gen H4 de histona de Arabidopsis
S'histon At 11967112627]4, 204 (Chabouté et al., 1987)
LB 12740112764 Repeticion del borde izquierdo del T-ADN de Agrobacterium tumefaciens (Zambryski,

1988)

Tabla 5: elementos genéticos del T-ADN del vector pTEA3 que comprende un constructo recombinante que contiene
glutamina: fructosa-6-fosfato amidotransferasa y quitina sintasa, ambos contienen un sitio objetivo de miR408 en su

3' UTR; la referencia es la SEQ ID NO. 16

Nombre Inicio |Final |Descripcion
RB 1 o5 Repeticion del borde derecho del T-ADN de Agrobacterium tumefaciens (Zambryski,
1988)

) secuencia que incluye la regién promotora de un gen de proteina de pared celular rico en

Pscw-prp 161 1499 prolina de Gossypium hirsutum (algoddn)
secuencia codificante del péptido de retencién de Golgi del gen de beta-1,2-
RPxyITAt 11503 11607 xilosiltransferasa de Arabidopsis thaliana (Pagny et al., 2003)
) secuencia codificadora del gen de quitina sintasa 2 de Neurospora crassa (Din and
chs2Nc-1Pc|1608 (4439 Yarden, 1994)
tmiR408At- 4452 14478 secuencia que incluye el sitio de unién de microARN408 de Arabidopsis thaliana (Harvey
N1 etal., 2011)
tmiR408At 4455 [4475 |Sitio de unidn central de microARN408 de Arabidopsis thaliana
, que incluye la region 3' no traducida del transcrito 35S del Virus del mosaico de la coliflor

3355 4499 4735 | Sanfacon et al., 1991)

3 secuencia que incluye la regién promotora de un gen de proteina de pared celular rico en
Psow-prp 4773 6211 prolina de Gossypium hirsutum (algoddn)

) secuencia codificadora del gen de glutamina: fructosa-6-fosfato amidotransferasa de
gfakc-1 Pb 16215 18044 Escherichia coli (Frohberg and Essigmann, 2006)
tmiR408At- 8057 |8083 secuencia que incluye el sitio de unioén del microARN408 de Arabidopsis thaliana (Harvey
N1 et al., 2011)
tmiR408At 8060 (8080 |[Sitio de unién central de microARN408 de Arabidopsis thaliana
histonAt 18105 18765 secuencia que incluye la regién 3' no traducida del gen H4 de histona de Arabidopsis

thaliana (Chabouté et al., 1987)
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Ph4a748

8815

9731

secuencia que incluye la regién promotora del gen H4 de histona de Arabidopsis thaliana
(Chabouté et al., 1987)

secuencia que incluye el primer intrén del gen Il de la variante H3.1ll de histona de

intron1 h3At[9765 1102451 -bidopsis thaliana (Chaubet et al., 1992)
secuencia codificante del péptido de transito optimizado, que contiene la secuencia de los
TPotp C 10250({10621|genes de la subunidad pequefia RuBisCO de Zea mays (maiz) y Helianthus annuus
(girasol) (Lebrun et al., 1996)
secuencia codificante del gen de 5-enol-piruvilshikimate-3-fosfato sintasa doble mutante
2mepsps 10622111959 de Zea mays (maiz) (Lebrun et al., 1997)
- secuencia que incluye la regién 3' no traducida del gen H4 de histona de Arabidopsis
Fhiston At 111983/12643i2na (Chabouté et al., 1987)
LB 12756112780 Repeticién del borde izquierdo del T-ADN de Agrobacterium tumefaciens (Zambryski,

1988)

Tabla 6: elementos genéticos de T-ADN del vector pTEA6 que comprende un constructo recombinante que contiene
glutamina: fructosa-6-fosfato amidotransferasa que contiene un sitio objetivo miR403 en su 3'UTR y quitina sintasa
que contiene un sitio objetivo miR408 en su 3'UTR - la referencia es la SEQ ID No. 17

Nombre Inicio [Final |Descripcion
RB 1 25 Repeticion del borde derecho del T-ADN de Agrobacterium tumefaciens (Zambryski, 1988)
3 secuencia que incluye la regién promotora de un gen de proteina de pared celular rico en

Pscw-prp |61 1499 prolina de Gossypium hirsutum (algodén)
secuencia codificante del péptido de retencion de Golgi del gen de beta-1,2-

RPxyITAt 11503 11607 xilosiltransferasa de Arabidopsis thaliana (Pagny et al., 2003)

chs2Nc-1Pcl1608 l4a3g [S€CUencia codificadora del gen de quitina sintasa 2 de Neurospora crassa (Din and
Yarden, 1994)

tmiR408At- secuencia que incluye el sitio de unién de microRNA408 de Arabidopsis thaliana (Harvey

4452 4478
N1 et al., 2011)
tmiR408At |4455 (4475 |Sitio de unién central de microRNA408 de Arabidopsis thaliana
, Secuencia que incluye la region 3' no traducida del transcrito 35S del Virus del mosaico de

3358 4499 14735 112 coliflor (Sanfagon et al., 1991)

Pscw-prp 4773 [6211 secuencia que |nclyye Iq regiéon promo’tora de un gen de proteina de pared celular rico en
prolina de Gossypium hirsutum (algodén)
Secuencia codificadora del gen de glutamina: fructosa-6-fosfato amidotransferasa de

gfaEc-1Pb 16215 18044 Escherichia coli (Frohberg and Essigmann, 2006)

tmiR403At- secuencia que incluye el sitio de unién de microRNA403 de Arabidopsis thaliana (Harvey

8051 (8076
N1 et al., 2011)
tmiR403At |8054 (8073 |Sitio de unién central de microRNA403 de Arabidopsis thaliana
- Secuencia que incluye la region 3' no traducida del gen H4 de histona de Arabidopsis

histonAt 18102 18762 |12 jiana (Chabouté et al., 1987)

Ph4a748 |8812 l9728 Secuenme’l que incluye la regién promotora del gen H4 de histona de Arabidopsis thaliana
(Chabouté et al., 1987)

intron1 h3Atl9762 10242 Secuencia que incluye el primer intron del gen Il de la variante H3.Il de histona de

Arabidopsis thaliana (Chaubet et al., 1992)

23




ES 2703 169 T3

secuencia de codificacién del péptido de transito optimizado, que contiene la secuencia de
TPotp C 10247|10618|los genes de subunidad pequefia de RuBisCO de Zea mays (maiz) y Helianthus annuus
(girasol) (Lebrun et al., 1996)
secuencia codificante del gen de 5 mutaciones 5-enol-piruvilshikimate-3-fosfato sintasa
2mepsps 1061911956 doble mutante de Zea mays (algodén) (Lebrun et al., 1997)
- secuencia que incluye la region 3' no traducida del gen H4 de histona de Arabidopsis
S'histon At 11980112640/, 211204 (Chabouté et al., 1987)
LB 19753112777 Repeticion del borde izquierdo del T-ADN de Agrobacterium tumefaciens (Zambryski,
1988)

Tabla 7: elementos genéticos de T-ADN del vector pTEA9 que comprende un constructo recombinante que contiene
glutamina: fructosa-6-fosfato amidotransferasa que contiene un sitio objetivo miR398 en su 3'UTR y quitina sintasa
que contiene un sitio objetivo miR398 en su 3'UTR — la referencia es la SEQ ID No. 24

Nombre Inicio |Final |Descripcion
RB 1 o5 Repeticion del borde derecho del T-ADN de Agrobacterium tumefaciens (Zambryski,
1988)
3 secuencia que incluye la regién promotora de un gen de proteina de pared celular rico
Pscw-prp 61 1499 en prolina de Gossypium hirsutum (cotton)
secuencia codificante del péptido de retencion de Golgi del gen de beta-1,2-
RPxyITAt 1503 11607 xilosiltransferasa de Arabidopsis thaliana (Pagny et al., 2003)
secuencia codificadora del gen de quitina sintasa 2 de Neurospora crassa (Din and
chs2Nc-1Pc  |1608 (4439 Yarden, 1994)
mlRSQSGh- 4446 4472 |secuencia que incluye el sitio de unién de microARN398 de Gossypium hirsutum
tmiR398At 4449 14469 |Sitio de union al nacleo de microARN398 de Gossypium hirsutum
, sequence que incluye la regién 3' no traducida de la transcripcion 35S del virus del
3358 4484 14708 mosaico de la coliflor (Sanfagon et al., 1991)
3 sequence que incluye la region promotora de un gen de proteina de pared celular rico
Pscw-prp 4759 6197 en prolina de Gossypium hirsutum (algoddn)
) secuencia codificadora del gen de la glutamina: fructosa-6-fosfato amidotransferasa de
gfakc-1 Pb 6201 8030 Escherichia coli (Frohberg and Essigmann, 2006)
t1m|R3986h_N 8043 8069 |secuencia que incluye el sitio de unién de microARN398 de Gossypium hirsutum
tmiR398Gh (8046 |8066 |(Sitio de union al nucleo de microARN398 de Gossypium hirsutum
- sequence que incluye la region 3' no traducida del gen H4 de histona de Arabidopsis
ShistonAt 18081 18741 |1 1iana (Chabouté et al., 1987)
secuencia que incluye la regién promotora del gen H4 de histona de Arabidopsis
Phdaz48 18791 9707 Iy iiana (Chabouté et al., 1987)
. Secuencia que incluye el primer intron del gen |l de la variante H3.1II de histona de
intron® h3At 19757 10219 4 2 pidopsis thaliana (Chaubet et al., 1992)
secuencia de codificacién del péptido de transito optimizado, que contiene la secuencia
TPotp C 10226|10597|de los genes de la subunidad pequefna RuBisCO de Zea mays (maiz) y Helianthus
annuus (girasol) (Lebrun et al., 1996)
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Secuencia codificante del gen 5-enol-piruvilshikimate-3-fosfato sintasa doble mutante
2mepsps 1059811935 de Zea mays (maiz) (Lebrun et al., 1997)
- secuencia que incluye la regién 3' no traducida del gen H4 de histona de Arabidopsis
Fhiston At 1119591126191, iana (Chabouté et al., 1987)
LB 1273212756 Repeticion del borde izquierdo del T-ADN de Agrobacterium tumefaciens (Zambryski,
1988)

Tabla 8: elementos genéticos de T-ADN del vector pTEA10 que comprende un constructo recombinante que
contiene glutamina: fructosa-6-fosfato amidotransferasa que contiene un sitio objetivo miRcan1230 en su 3'UTR y
quitina sintasa que contiene un sitio objetivo miRcan1230 en su 3'UTR. La referencia es la SEQ ID No. 25

Nombre Inicio |Final |Descripcion
Repeticion del borde derecho del T-ADN de Agrobacterium tumefaciens (Zambryski,
RB 1 25 1988)
) secuencia que incluye la regién promotora de un gen de proteina de pared celular rico
Pscw-prp 61 1499 en prolina de Gossypium hirsutum (cotton)
secuencia codificante del péptido de retencion de Golgi del gen de beta-1,2-
RPxyITAt 1503 11607 xilosiltransferasa de Arabidopsis thaliana (Pagny et al., 2003)
chs2Nc-1Pc 1608 14439 iziggzcuaggc‘)glflcadora del gen de quitina sintasa 2 de Neurospora crassa (Din and
tmiRcan1230 Gh-N1|4446 (4479 |secuencia que incluye el sitio de unién de microARNcan1230 de Gossypium hirsutum
tmiR408At 4449 |4476 (Sitio de union al nucleo de microARNcan1230 de Gossypium hirsutum
, sequence que incluye la region 3' no traducida del transcrito 35S del Virus del mosaico
3358 4491 14715 de la coliflor (Sanfagon et al., 1991)
) Secuencia que incluye la region promotora de un gen de proteina de pared celular rico
Pscw-prp 4766 16204 en prolina de Gossypium hirsutum (algodon)
secuencia codificadora del gen de la glutamina: fructosa-6-fosfato amidotransferasa
gfakc-1 Pb 6208 18037 de Escherichia coli (Frohberg and Essigmann 2006)
tmiRcan1230 Gh-N1|8050 (8083 |secuencia que incluye el sitio de unién de microRNAcan1230 de Gossypium hirsutum
tmiRcan1230 Gh 8053 [8080 |Sitio de unidn al ndcleo de microARNcan1230 de Gossypium hirsutum
i secuencia que incluye la regién 3' no traducida del gen H4 de histona de Arabidopsis
S'histonAt 8095 8755 \ihaliana (Chabouté et al., 1987)
secuencia que incluye la regién promotora del gen H4 de histona de Arabidopsis
Phda748 8805 19721 |y, liana (Chabouté et al., 1987)
. secuencia que incluye el primer intrén del gen Il de la variante H3.1ll de histona de
intron1 h3At 9771 110233 |4 abidopsis thaliana (Chaubet et al., 1992)
secuencia codificante del péptido de transito optimizado, que contiene la secuencia de
TPotp C 10240(10611 |los genes de la subunidad pequefia RuBisCO de Zea mays (maiz) y Helianthus
annuus (girasol) (Lebrun et al., 1996)
secuencia codificante del gen de 5-enol-piruvilshikimato-3-fosfato sintasa doble
2mepsps 1061211949 mutante de Zea mays (maiz) (Lebrun et al., 1997)
Shiston At 11973 12633 [S€CUeNcia que incluye la regién 3' no traducida del gen H4 de histona de Arabidopsis

thaliana (Chabouté et al., 1987)
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LB 12746 (12770

Repeticion del borde izquierdo del T-ADN de Agrobacterium tumefaciens (Zambryski,
1988)

Listado de secuencias

<110> Bayer CropScience NV
Texas Tech University
Meulewaeter, Frank

Xie, Zhixin

Jia, Gengxiang

Ghosh, Arnab

Sheng Bao, Forrest

<120> Expresion selectiva mejorada de transgenes en plantas productoras de fibra

<130> BCS 13-2006-WO1
<150> US 61/823297
<151> 2013-05-14

<160> 25

<170> Patentln versién 3.3
<210> 1

<211>23

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Secuencia de nucleétidos de microARN Ghi_miR403

<400> 1

ttagattcac gcgcacaaac tcg 23

<210> 2

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Secuencia de nucleétidos de microARN Ghi_miR408

<400> 2

atgcactgcc tcttceetgg ¢ 21
<210>3

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

26




10

15

20

25

30

35

ES 2703 169 T3

<220>

<223> Secuencia de nucleétidos de microARN Ghi_miRcan1230
<400> 3

ttgcatgaca ctactttaaa t 21

<210>4

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Secuencia de nucleétidos de microARN Ghi_miR398
<400> 4

tgtgttctca ggtcgeccct g 21

<210>5

<211> 27

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Secuencia de nucleétidos de la secuencia objetivo modificada reconocida por microARN Ghi_miR403

<220>

<221> caracteristicas diversas

<222> (4)..(24)

<223> secuencia objetivo central para miR403
<400> 5

aagggagttt gtgcgtgaat ctaattg 27
<210> 6

<211> 27

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Secuencia de nucleétidos de la secuencia objetivo modificada reconocida por microARN Ghi_miR408

<220>

<221> caracteristicas diversas

<222> (4)..(24)

<223> secuencia objetivo central para miR408
<400> 6

gacgccggtg aagaggcagt gcaagac 27
<210>7
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<211> 27
<212> ADN
<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> secuencia de nucleotidos de la secuencia objetivo reconocida por microARN Ghi_miR1230

<220>
<221> caracteristicas diversas

<2225 (4)..(24)
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<223> secuencia objetivo central para miRcan1230

<400>7

agttttaaag tagtgccatg cattttt
<210>8

<211> 27

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> secuencia de nucleotidos de la secuencia objetivo reconocida por microARN Ghi_miR398

<220>
<221> caracteristicas diversas

<2225 (4)..(24)

27

<223> secuencia objetivo central para miR398

<400> 8

gccattgggce gacctgggaa cactaga
<210>9

<211> 164

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

27

<223> secuencia de nucleétidos de pre-microARN Ghi_miR403

<220>

<221> caracteristicas diversas
<222> (41)..(62)

<223> region de microARN*
<220>

<221> caracteristicas diversas
<222> (104)..(124)

<223> region de microARN
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<400>9

acaattttaa aaaaattgaa aaaagaagag ccatatttcg agttttgtgc gtgaatctaa
taaaactgta atccacacac aaaaaatgtg gatttgtttc atgttagatt cacgcacaaa
ctcgtaatct gtctttccat taatttccce gtegtttett catg

<210>10

<211> 160

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> secuencia de nucleétidos de pre-microARN Ghi_miR408

<220>

<221> caracteristicas diversas

<222> (41)..(58)

<223> region de microARN*

<220>

<221> caracteristicas diversas

<222> (99)..(120)

<223> region de microARN

<400> 10
tattgagaga gagtgagaaa gatgggagag acagacaaag acagggaaca ggctgagcat
ggatggatct accaactgat tctgttgttt ctcecgecccat gcactgecte ttecctgget
ctgcctecte catttttttce ctccctettt ttttatttaa

<210> 11

<211> 146

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> secuencia de nucledtidos de pre-microARN Ghi_miR1230

<220>

<221> caracteristicas diversas

<222> (41)..(61)

<223> region de microARN

<220>

<221> caracteristicas diversas

<222> (87)..(106)

<223> region de microARN*

<400> 11

29

60

120

164

60

120

160



10

15

20
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ttacttctaa acaagcgaac aaaattattt ggcatgtggc tttgcatgac actactttaa
attaacatta ttaaaaacaa tgacaattaa agtagtgtcc tgcaaactca caaaccaaat
aaaactctct ccaataactc tttata

<210> 12

<211> 152

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> secuencia de nucleétidos de pre-microARN Ghi_miR398

<220>

<221> caracteristicas diversas

<222> (41)..(61)

<223> region de microARN*

<220>

<221> caracteristicas diversas

<222> (94)..(114)

<223> region de microARN

<400> 12
cccaatgatt tgagggaacc agaggtggag gaatccgacc gggtcgacct tagaatacat
gtgattgttt tcgatttcaa tatggttcgt tcatgtgttc tcaggtcgee cctgteggat
tttcattcat cattttatcg tatagttatt aa

<210> 13

<211> 19007

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> secuencia de nucledtidos de pTBI312

<400> 13

30

60

120

146

60

120

152



aattacaacg
ttcacggaaa
tatctagtac
taaatttaat
ctttatatag
attaatattt
atttttaatt
tcttttgaga
ttaaaatttc
ttettttttt
ttgggtataa
tcccatttaa
gggcaaatag
cagactatta
gggtcaaggt
ctaagtatta
cttttgctag
ttaaatacca
atttaaattt
aatacttaca
aaaatagaaa
gacaaatgga
attgggtttt
gagtaatatc
accaatcctt

ccatgagtaa

gtatatatcc
gttgttatat
tcaataagaa
atatatatat
ttatatttaa
atattattta
tttagaaatt
tttatctaaa
ttggaatttt
tcgatttttt
ttaatattag
ttacttttgt
ttataaatgt
gtattatatc
ttaaattaag
atttgaatta
taaattgaac
atttaaaccc
gatccaccta
cacatgatag
gatatatttc
aatggaaaga
ttttttttgt
tcaaacaaat
ctttecctecaa

acggaatccg
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tgccagtact
ataagttcag
gatggagaaa
aaagaaaata
aaaaatttta
atttattatt
ttatataact
ttgatttgaa
atataaattt
aaatttattt
ataacccaca
tgtatcatta
taaattagta
aaatatttaa
tacttaaact
agaagcaaag
cttaaagtcg
taaagtcaag
atttaaattt
agatataccc
ctacaaaatt
cttattttta
gacgaaatat
aattaaaaaa
ctcaaatctt

aagattctga

gggcccececte
taaataataa
gttatgttaa
gttgtataac
aaattaaaat
gaatatgaat
ttccatatat
ttttttttat
ttggattttt
caggaaaata
aattagatca
atttagtcga
tttaaatctt
gggtaaatat
tggttttata
ttcaagtacc
agtttagtta
tttaggtacc
ttttggtcca
acaacagata
taaaagcatt
agtttatgga
gggtgagaga
ctcctttaaa
caatctttag

agatttttct

31

gagggcgatc
tgaaatataa
ttatagttat
taataattat
actattattt
aaattttttt
atatttctga
ttttaaaaaa
caaaaaaaat
taaactaact
ataggagctt
ccttacatag
gaagttttta
atattctaat
gttcaaattg
taattagact
tctaattgga
aaagtgtata
atgcaataag
cacactacaa
taatttttta
tgaatctaat
aggtagtaag
tgtggctata
atcatctctc

gtatatgtta

gcgcggecge
attttaatta
aaattattta
ttttacaata
tgttcaatat
tgaaaattat
tttgtcaatt
taaaataatt
tgagattttt
tttctttget
catgtcctaa
tagctctatg
atttaaagtt
atctaagcett
atttaaataa
ataaaaaaaa
caaaaaaatc
tttatctaat
agaattaatt
aaaacattaa
actaacatta
ttatctaaac
ctaagtaggg
aatacctgaa
caaaaaaata

cttctcaact

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560



ctctectttet
gcaaccggtt
ccaggccagg
cagcgcecttt
gaggttatgce
ttggcccecga
catcccagat
acgaagacga
acaagttcga
gaccaccaca
gcaagattcc
acatgecggta
tgcgccagaa
acaacgagga
atttttgttce
tctgtgtggt
ccatgggcgt
cccacgttta
ccgagaaggg
aactcaactc
gtatcctcect
ccttecgacac
ggtttggcgg
gcaatattct
ccttgtegge
gtcagtattt
tgtacttggce
gggtgttgaa
aattcgtctce
tcgtccactt
acgtcgaatt

tctacctege

catcatctac
atcgagttcc
gacaccggga
acactacaat
ggacgacgtg
aaccgatctc
caccctcage
tgtgagcacc
gcattacggt
gatgtcgagg
gactatattg
cacagccgtce
tatcggtcegt
cgagttcgga
ccgaaacaag
ttecggatgga
ttaccagcac
cgagtacacg
catcgtgcece
gcatagatgg
agacgtecgge
ggattccaac
gaatttgctc
ggacaaaccg
gtatcggtac
caagggcgag
cgaggaccga
gtatgtgaag
gcaacgtcgt
tcgacaaatc
cctctaccac

cttctacttt
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ttegttttte
gccacaagga
tcgagttacg
agcccaagtc
acagttagca
agcgaaacgce
gaagatccce
acttattcct
cccatteecgg
aaggaagtcc
tattcgtttt
acttgtgacc
accgccaggg
ttcacacgga
agtaggacgt
cgagagatca
ggtatcgecca
acacaagtgt
tgccagatga
ttcttcaacg
acccgeccecg
gtggcggggg
aaccctctgg
ttggagtcgg
catgcgetge
acgctccatg
attctgtgtt
gggtgtacgg
cgttggectca
tggaaaaccg
ctcctgeaac

atcgeceggeg

actcatcgtc
cggtacgagce
gaaatgcgag
gcgcagcgag
tgggaccgga
gccacctcaa
acggcaccca
ccaacacggyg
aggaaggcaa
agctcatcaa
tgcccaggag
ctgatgactt
agacggagct
ctatgcacgce
ggggagcgga
ttcaccceccecg
agaactttgt
ctctggacag
ttttttgett
cctttggcaa
gcggcacaag
cctgegggga
tggctagtca
tgtttgggta
agaacgatga
ggcagcacgc
gggagttggt
gtgagacgga
acggtgecett
accacacctt
tcctcttcac

gactcgecga

32

gttttcagag
cttcagaaat
gcgaccgett
tcattatcca
cgacgatcgt
cgacgcatac
cgcgegttece
caccagcgct
gcacgagcgg
cggcgaacte
agacgaagtg
tgttgccagg
gttcatctge
agtgatgaag
tgggtggcag
gaccttggac
caaccagaag
cgacctcaag
gaaggagaag
agccttgaac
tctctaccat
aatcaaagcg
gaactttgag
catcacggtg
gacgggccat
ggatgtgttt
ggccaagagg
tgtgcctgac
cttcgeegece
tatgcgcaaa
ctacttctce

tceeccacgte

tccagaatca
cgatgtcatg
ccctecggeac
cggtaccatg
acagatatct
gggttteggt
cggtacgacg
tcaggtgtcg
cgcggegtge
gttctcgagt
gagtttacgce
ggttacaagt
gtgaccatgt
aacatttecge
aagattgtgg
gcectegeag
gcggtgcagg
ttcaagggcg
aaccaaaaga
ccgaatgtgt
ctctggaaag
atgaaggggc
tacaagatga
ttgcegggeg
gggccgttga
acggcgaaca
ggtgagaggt
accgteceegg
gtctactcce
gcecttetcee
ctggccaact

gaccctttta

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480



actcggacgg
tgatctgcac
atctcgcecatce
tcatcgtegt
tcggcaacaa
tcgtcatgtce
ttgtcctget
acgtcacatg
gcaagggaag
acgacgaatg
aggaccagct
tggtggccaa
gggataattt
cgttggggte
tcaggctgag
atgtgaaggg
aggagtttgt
accagtctct
tcccagataa
acccttagta
aaccaaaatc
gggttaatta
gaaatataaa
tatagttata
aataattatt
ctattatttt
aatttttttt
tatttctgat
tttaaaaaat
aaaaaaaatt

aaactaactt

ccacgtcgeg
acaattcatc
catgatcatc
gcgacaaatc
cgtecttcace
ctttctctat
gccttectac
gggcaccaaa
caccgtcgaa
tctacgaaat
gcagcaggat
cgcgacgctg
ttacttgcegg
gacgacgttt
gttgaatatg
caagtttgag
gcgtgaatct
ctctacaaat
gggaattagg
tgtatttgta
cagtactaaa
agcggceccgcet
ttttaattat
aattatttat
tttacaatac
gttcaatata
gaaaattata
ttgtcaattt
aaaataattt
gagatttttt

ttetttgett
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cgcatcatct
ttgtcecteg
tacgccgtca
caaccctctc
aacctgatceg
ctcgacccect
atctgcacgce
ggcgacaacg
ctggaaatgc
ctcegggatce
tactacaagt
gccatggegg
tttatcectgt
gcggcgatta
aaagggttta
gggttggggg
aattggttta
ctatctctct
gttcctatag
tttgtaaaat
atccagatca
tcacggaaag
atctagtact
aaatttaata
tttatatagt
ttaatattta
tttttaattt
cttttgagat
taaaatttct
tetttttttt

tgggtataat

tcaacatcct
gcaaccgtce
tcatggtgta
aaaaatccga
tcteecgtgge
ggcacatgtt
tccagatcta
tgatgcgcac
cttecggacca
gcgtcatggt
cggtgcgecac
tgtcggaagce
gggcggtgge
atctggtgag
ggtggattaa
atcgggcgag
aacgctagca
ctattttctce
ggtttcgcete
acttctatca
tgcatggtac
ttgttatata
caataagaag
tatatatata
tatatttaaa
tattatttaa
ttagaaattt
ttatctaaat
tggaatttta
cgatttttta

taatattaga

33

ccgctacgtce
gcagggtgcce
caccaccttc
cgacaagccc
tagtaccctce
cacctcggec
cgecttttge
cgatctcgga
actcgacatc
ccectgeegtt
gtacatggtg
gtatggcgat
ggccetggeg
tgctctegtg
ggagaagtgg
ggggttggcg
agcttggaca
cataataatg
atgtgttgag
ataaaatttc
agcacgcgtc
taagttcagt
atggagaaag
aagaaaatag
aaaattttaa
tttattattg
tatataactt
tgatttgaat
tataaatttt
aatttatttc

taacccacaa

tgecgtcectge
aaaagaatgt
gccaccatct
gacctcgaac
gggctctact
atccagtact
aacacccacg
ggcgceccattg
gactcgggat
cccgtgtecg
gtgtcgtgga
tcggaaattg
ctgtttagag
gagggcaggg
ggggatgcgg
aggcggtgaa
cgctgaaatc
tgtgagtagt
catataagaa
taattcctaa
ctgcaggccc
aaataataat
ttatgttaat
ttgtataact
aattaaaata
aatatgaata
tccatatata
tttttttatt
tggatttttce
aggaaaatat

attagatcaa

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980

5040

5100

5160

5220

5280

5340



taggagcttc
cttacatagt
aagtttttaa
tattctaata
ttcaaattga
aattagacta
ctaattggac
aagtgtatat
tgcaataaga
acactacaaa
aattttttaa
gaatctaatt
ggtagtaagc
gtggctataa
tcatctctce
gctgagattt
ctggctgtceg
atgcttgcte
aggtgggcta
atcgttgtag
gcaagaggat
tgggaactca
agaggtgcat
agatcaggta
caattggcct
gagattacta
gatatcgagt
caaaaggaaa
catggacagg
gagcacatac
tggttcgaaa

agaaagtctg

atgtcctaat
agctctatgg
tttaaagttc
tctaagcettg
tttaaataac
taaaaaaaac
aaaaaaatct
ttatctaata
gaattaatta
aaacattaaa
ctaacattag
tatctaaaca
taagtagggg
atacctgaaa
aaaaaaatac
tgttagaggg
ttgatgctga
aggcagctga
ctcatgggga
ttcacaatgg
atacttttgt
aacagggggyg
acggtactgt
gtcecettggt
tattgccagt
gaaggtctgt
ctaaccttca
tttatgaaca
tcgatttaag
agatactggce
gcttggcagg

ctgtgegtag
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cccatttaat
ggcaaatagt
agactattag
ggtcaaggtt
taagtattaa
ttttgctagt
taaataccaa
tttaaatttg
atacttacac
aaatagaaag
acaaatggaa
ttgggttttt
agtaatatct
ccaatccttc
catgtgcgga
tctgcgaagg
gggtcatatg
ggaacatcca
gccatcagaa
gataattgaa
gagtgagact
cacattgcgt
tattatggat
cataggactt
tacaagacga
gaacatcttt
atacgatgct
accaaatgcet
cgagcttggt
atgcggaact
tataccttgt

aaattcatta

tacttttgtt
tataaatgtt
tattatatca
taaattaagt
tttgaattaa
aaattgaacc
tttaaaccct
atccacctaa
acatgataga
atatatttcce
atggaaagac
tttttttgtg
caaacaaata
tttcctcaac
attgttggtg
ctagagtata
acaaggctaa
ttgcatggag
gttaatgctc
aaccacgaac
gacactgagg
gaggctgtgt
tcaagacacc
ggaatgggtg
tttattttce
gataagactg
ggtgataaag
atcaaaaaca
cctaatgcag
agttataatt
gatgtagaga

atgattacat

34

gtatcattaa
aaattagtat
aatatttaag
acttaaactt
gaagcaaagt
ttaaagtcga
aaagtcaagt
tttaaatttt
gatataccca
tacaaaattt
ttatttttaa
acgaaatatg
attaaaaaac
tcaaatcttce
ctatcgceccca
gaggatatga
gaaggttagg
gtactggtat
atccacatgt
cattgaggga
ttattgcaca
taagagctat
cagatactct
aaaattttat
ttgaagaggg
gcgctgaggt
gaatttacag
cacttactgg
acgaactgct
caggaatggt
tcgettetga

tatctcaatc

tttagtcgac
ttaaatcttg
ggtaaatata
ggttttatag
tcaagtacct
gtttagttat
ttaggtacca
tttggtccaa
caacagatac
aaaagcattt
gtttatggat
ggtgagagaa
tcctttaaat
aatctttaga
aagagacgtt
ctccgetggt
aaaggttcag
tgcacatacc
gagtgagcat
agagttaaag
tttagtgaac
tcctcaactt
ccttgecaget
cgctagcegac
cgatattgct
taaacgtcag
gcattatatg
ccgtatttet
atcaaaagtt
gtctagatac
gtttaggtat

cggagaaaca

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760

5820

5880

5940

6000

6060

6120

6180

6240

6300

6360

6420

6480

6540

6600

6660

6720

6780

6840

6900

6960

7020

7080

7140

7200

7260



gcagatacac
atttgtaatg
gcaggaactg
ttaatgttgg
attgttcacg
agaatagagg
ggcgatcaat
cacgcagaag
gacatgcccg
atcgaagagg
ttcgtgtcaa
cctatatttt
actgatgttg
gagtttgtgce
tgttttetgg
agtagtttgc
tttcggttga
cattaaattg
cgacttttga
cgaaagggcg
aaacgcggac
taagacataa
ccggtacaag
aaatcatagt
atattctggt
tatcattacc
ggcatggata
agagcaagat
ttacttgtgg
tatttttgtt

gtgttecttgt

tggctggatt
taccaggttc
aaataggtgt
tagcaaaact
ggcttcaagce
cattggctga
atccaattge
catatgcage
tgatcgtagt
ttcgagctag
gcgataatat
atacagtccc
atcagcctag
gtgaatctaa
gtttctcact
ggtagcgtte
aatataaatc
gtgaaaattg
cctcaaatct
gttcctatgt
acgacgtcge
accgattttg
tttgattgag
ctaatcgtaa
tccaatttat
ctgttatccce
cactaagttce
agtttgtgcet
ctttgacatg
aatgtgattt

ggtctatagt
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gaggctttct
ctcattggtt
ggcaagtacc
cagtcgatta
tctcecttca
agatttttcc
attggaagga
tggagaactc
ggctcctaat
aggaggtcag
gcatataatt
attgcaactt
aaacctagca
ttgaggcctg
taagcgtctg
ttgttatgtg
gaatcaagtt
cttcaatttt
tcgaacattt
ccgggaaagt
attggtacgg
gttaaagtgt
caacttgatg
aaaatgtaca
catcgcettta
taaagcttat
ccctgaagtg
gcaagtgaca
tcgtgtgete
taaaacctct

ttctcaaagg

aaggaactcg
cgtgaatcag
aaggctttca
aaggggctag
agaattgaac
gacaaacatc
gctttgaagt
aagcatggtc
aacgaactgc
ctttacgttt
gaaatgcctc
ctagcttacc
aaatctgtaa
tttaaacggce
cgttttactt
taattacgct
tcactttatc
gtatctaaat
atttcctgat
tccegtagaa
atatgagtta
aacagtgagc
acaaacttca
gaagaaaagc
acgtccctca
taatgtttgt
agcatgatct
caattgtaat
tgtttgtatt
tatgtaaata

gaaattaaaa

35

gatatctggg
atctagcact
caacccaact
atgcatctat
aaatgctttc
acgcattgtt
tgaaagaaat
ctttggcact
tcgaaaagct
tcgctgaaca
acgttgaaga
atgttgcact
cagtcgaata
gcgcccccga
ttgtattggg
ttttettett
agecgttgttt
agaagagaca
ttcacgatgg
gacaatgagc
aaccgactca
tgatataaaa
gaattttggt
tagagcagaa
gatttgatcg
cgaggagaaa
ttgatgctga
gaaaccacca
tgtgagtgcecce
gttactttat

tgttgacatc

ttcacttgcet
tatgacaaat
gaccgtactt
cgaacatgat
acaagataag
tcttggacgt
aagttacatt
catcgacgcet
taaatcaaat
agatgctgga
agtgattgca
tattaaagga
aacgcgtaag
tcegegtttg
tttggegttt
gcttcagcag
taaattttgg
acatgaaatt
atgaggataa
aaagctactg
attcctttat
ccgaaacaaa
tattgaatga
caaagattct
gggaattcga
tatgagtcga
gatgattccce
ctcaacgaat
ggttggtaat
ctattgaagt

ccatttacaa

7320

7380

7440

7500

7560

7620

7680

7740

7800

7860

7920

7980

8040

8100

8160

8220

8280

8340

8400

8460

8520

8580

8640

8700

8760

8820

8880

8940

9000

9060

9120



ttgataactt
aatacccatt
gattgtcatt
actatattat
atgtgaaaat
ccgetteatt
atcactgcca
tacatcattt
gattgctcaa
cccaaatcta
aggatccaag
attagatcag
gcgatctgat
ggtcecgtcett
ttggatgatc
tctgtgtgeg
tgececeetttt
gacgtttagt
ctgttcaatt
accgttagcece
tccaacgceeg
ggtggaagag
ctgtcgtacce
gcegtegete
tccagaagcee
gagatcgtgce
tcgetttceca
aacctgctga
tctgtcgaag
ccagttgagg
cggtccttga

gtaccaagaa

ggtatacaca
gtatgttcca
gttttteccag
aaatcttttt
tttcaaataa
accctaattt
tcacgcggat
tattgtacac
aaaatagact
ctcttaaccg
cttatcgatt
gggtttaggt
tttacgacaa
ttaagtttgce
cattcttcat
attgtcatta
ggttatatct
attccaattt
tcttgttaaa
ggaccgccecce
cctteeccac
ttcaatgtat
tgccgeceget
cgttccaggg
tcggcaacgt
tgcagceccat
accggatcct
acagtgagga
cggacaaagc
atgctaaaga
cagcagctgt

tgagggagag
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aactttgtaa
atatcaatat
tatcaatata
cggttgtaac
tgtgatggceg
gtggecgecac
cactaatatg
acggatcgat
ctecegtettt
ttcttcttet
tcgaacccect
ctttccatta
tagagtttcg
tggatcgata
cgttttttte
cctageegtg
ggttcgataa
cttcaaaatt
tgcgcagatc
tgctcaggcece
caccaagaag
gcaggtgtgg
gtctatggeg
gctcaagtcc
cagcaacggc
caaggagatc
cctactegece
tgtccactac
tgccaaaaga
ggaagtgcag
tactgctgcet

acccattggce

atttggtgat
caatacgata
cattaagcta
ttgtaattcg
caattttatt
atgtaaaaca
aaccgtcgat
atctcagccg
gcctataaaa
tctacagaca
caggcgaaga
ctttttaatg
ggttttgtcce
aacctgtgaa
ttgcttcgaa
tatcgagaac
cgattcatct
tagttatgga
acaatggctt
aacatggtgg
gctaacgact
ccggectacg
cccaccgtga
accgccagcec
ggaaggatcc
tccggcacceg
gceetgteeg
atgctcgggg
gctgtagttg
ctcttettgg
ggtggaaatg

gacttggttg

36

atttatggtce
acttgataat
ctacaaaatt
tgggttttta
tteecgagtte
aaagacgatt
taaaacagat
ttagatttaa
acaatttcac
tcaatttctc
acaggtatga
ttttttctgt
cattccagtt
gattgagtct
gttctgtata
tagggttttce
ggattagggt
taatgaaaat
cgatctccte
ctecegttcecac
tctccacccet
gcaacaagaa
tgatggccte
tceceegtege
ggtgcatggce
tcaagctgcece
aggggacaac
ccttgaggac
ttggetgtgg
ggaatgctgg
caacttacgt

tcggattgaa

gaaagaaggc
actaacatat
agtataaatc
aaataaaagc
caaaatattg
cttagtggcet
cgacggttta
tatgcgatct
atctttctca
tcgactctag
tttgtttgta
tactgtctce
tgaaaataaa
agtcgattta
accagatttg
gagtcaattt
tttaagtggt
ccccaattga
ctcagtecgeg
cggccttaag
tcccagcaac
gttcgagacg
gtcggeccacce
ccgecgcetcee
cggcgecgag
ggggtccaag
agtggttgat
tcttggtcte
tggaaagttc
aatcgcaatg
gcttgatgga

gcagcttggt

9180

9240

9300

9360

9420

9480

9540

9600

9660

9720

9780

9840

9900

9960

10020

10080

10140

10200

10260

10320

10380

10440

10500

10560

10620

10680

10740

10800

10860

10920

10980

11040



gcagatgttg
gggctacctg
ttgctgatgg
atctccattc
gagcattctg
aaaaatgcct
attactggag
aagtttgctg
actgttactg
aacatgaaca
ggcccgacag
gcgatccgga
atcatcacgc
atggcgatgg
gggtgcaccc
taagctctag
agcgtcectgeg
gttatgtgta
atcaagtttc
tcaattttgt
gaacatttat
gggaaagttc
tggtacggat
taaagtgtaa
acttgatgac
aatgtacaga
tcgectttaac
actataacgg
cgaattcgag
cccggtggag

cattgagaac

attgtttecct
gtggcaaggt
ctgctecttt
cgtacgtcga
atagctggga
atgttgaagg
ggactgtgac
aggtactgga
gcccaccgeg
agatgcctga
ccatcagaga
cggagctaac
cgccggagaa
ctttctcecct
ggaagacctt
aactagtgga
ttttactttt
attacgcettt
actttatcag
atctaaatag
ttcctgattt
ccgtagaaga
atgagttaaa
cagtgagctg
aaacttcaga
agaaaagcta
gtccctcaga
tcctaaggta
catggagcca
cttgcatgtt

tgagccatgt
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tggcactgac
caagctgtct
ggctcttggg
aatgacattg
cagattctac
tgatgcctca
tgtggaaggt
gatgatggga
ggagccattt
tgtcgcecatg
cgtggettcec
caagctggga
gctgaacgtg
tgcegecetgt
cccecgactac
tceceecgate
gtattgggtt
ttecttettge
cgttgtttta
aagagacaac
cacgatggat
caatgagcaa
ccgactcaat
atataaaacc
attttggtta
gagcagaaca
tttgatcggg
gcgatcgagg
tttacaattg
ggtttctacg

gcaccttece

tgceccacctg
ggctccatca
gatgtggaga
agattgatgg
attaagggag
agcgcaagct
tgtggcacca
gcgaaggtta
gggaggaaac
actcttgcetg
tggagagtaa
gcatctgttg
acggcgatcg
gccgaggtece
ttcgatgtge
cgegtttgtg
tggcgtttag
ttcagcagtt
aattttggca
atgaaattcg
gaggataacg
agctactgaa
tcctttatta
gaaacaaacc
ttgaatgaaa
aagattctat
aaaccaaaac
cattacggca
aatatatcct
cagaactgag

cccaacacgg

37

ttegtgtcaa
gcagtcagta
ttgaaatcat
agcgttttgg
gtcaaaaata
atttcttgge
ccagtttgca
catggaccga
acctcaaggc
tggttgcect
aggagaccga
aggaagggcc
acacgtacga
ccgtcaccat
tgagcacttt
ttttctgggt
tagtttgcgg
tcggttgaaa
ttaaattggt
acttttgacc
aaagggcggt
acgcggacac
agacataaac
ggtacaagtt
atcatagtct
attctggttce
gtcgtgagac
ttacggcact
gccgecgetg
ccggttaggce

tgagcgacgg

tggaatcgga
cttgagtgcc
tgataaatta
tgtgaaagca
caagtcccecct
tggtgctgca
gggtgatgtg
gactagcgta
gattgatgtc
ctttgeccgat
gaggatggtt
ggactactgce
cgaccacagg
ccgggaccect
cgtcaagaat
ttctcactta
tagecgttett
tataaatcga
gaaaattgct
tcaaatcttc
tcctatgtce
gacgtcgcat
cgattttggt
tgattgagca
aatcgtaaaa
caatttatca
agtttggtta
cgcgagggte
ccgectttgea
agataatttc

ggcaacggag

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



tgatccacat
tcegtgagat
caggtacaat
gcecctegeta
aaaaagccag
aaaataataa
atctaacgct
attatttgcc
gatctgecgeg
gtatgacggg
tcggcgegat
ttecgcectceatce
cctcaaatag
aggcaacgct
ctggctcgaa
gcttagectgg
cgcggagaat
ctegecgegt
gtggcttcag
cgagatggcg
ccgcettecect
tgctgeteca
gaggcataga
cgttaccace
tgcattacag
tccacggtgt
ggctggcgaa
tgttcttcta
tcggecgtece
gggttcgcecat
gaacgggcat

acggcacgat

gggactttta
cagccgacgce
cgagccgacg
gattttaatg
cctttcatga
aagcagactt
tgagttaagce
gactaccttg
cgaggccaag
ctgatactgg
tttgcecggtt
gccagcccag
atcctgttca
atgttctctt
gatacctgca
ataacgccac
ctcgetetet
tgtttcatca
gccgecatcee
ctcgatgacg
catgatgttt
taacatcaaa
ctgtacccceca
gctgegtteg
cttacgaacc
gcgtcacceg
cgagcgcaag
cggcaagtgce
gggcgcttge
ccteggtttt
gcggatcagt

catcgtgcgg
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aacatcatcc
accgggcagg
ttcacggtac
cggatgttgce
tatatctcce
gacctgatag
cgcgccgega
gtgatctecge
cgatcttett
gccggceagge
actgcgcetgt
tcgggcggeg
ggaaccggat
gcttttgtca
agaatgtcat
ggaatgatgt
ccaggggaag
agccttacgg
actgcggagce
ccaactacct
aactttgttt
catcgaccceca
aaaaaacagt
gtcaaggttc
gaacaggctt
gcaaccttgg
gtttcggtcet
tgtgcacgga
cggtggtget
ctggaaggcg
gagggtttgce

gagggcaagg

gtcggatgge
cgcgcaacac
cggaacgacc
gattacttcg
aatttgtgta
tttggctgtg
agcggegteg
ctttcacgta
cttgtccaag
gctccattge
accaaatgcg
agttccatag
caaagagttc
gcaagatagc
tgcgcetgeca
cgtcgtgeac
ccgaagttte
tcaccgtaac
cgtacaaatg
ctgatagttg
tagggcgact
cggcgtaacg
cataacaagc
tggaccagtt
atgtccactg
gcagcagcga
ccacgcatcg
tctgeectgg
gaccccggat
agcatcgttt
aactgcgggt

gctccaagga

38

gttgcgagag
gatcgcaaag
aagcaagcta
ccaactattg
gggcttatta
agcaattatg
gcttgaacga
gtggacaaat
ataagcctgt
ccagtcggcea
ggacaacgta
cgttaaggtt
ctcegeceget
cagatcaatg
ttctccaaat
aacaatggtg
caaaaggtcg
cagcaaatca
tacggccagce
agtcgatact
gcecetgetge
cgcettgetge
catgaaaacc
gcgtgagege
ggttcgtgece
agtcgaggca
tcaggcattg
cttcaggaga
gaagtctcta
gttcgeccag
caaggatctg

tcgggecttg

aagcagtcga
tatttgaacg
gcttagtaaa
cgataacaag
tgcacgctta
tgcttagtge
attgttagac
tcttccaact
ctagcttcaa
gcgacatcct
agcactacat
tcatttagcg
ggacctacca
tcgatcgtgg
tgcagttege
acttctacag
ttgatcaaag
atatcactgt
aacgtcggtt
tcggegatca
gtaacategt
ttggatgecce
gccactgege
atacgctact
ttcatcegtt
tttetgtect
gcggecttge
tcggaagacce
gagctctaga
cttctgtatg
gatttcgatc

atgttacccg

12960

13020

13080

13140

13200

13260

13320

13380

13440

13500

13560

13620

13680

13740

13800

13860

13920

13980

14040

14100

14160

14220

14280

14340

14400

14460

14520

14580

14640

14700

14760

14820



agagcttgge
ggccggtttg
cgagcgccgce
cgctgegtat
atcgctgtac
cgcgecctge
gcecgegatt
ccgacgattg
gcgccccagg
ccggtgcecage
cagcgcattg
aaaggcacgc
cttgagtccce
gttcttgaat
attaaatcaa
cgctaagtgce
cagacacgcc
tgaagatgta
cgcagctacce
ggaggcggca
ggaggaacgg
actggaaccc
aatcggcgceg
gcggcaacgce
aatccgcaaa
caagggcgac
tagtcgcagce
cgaggtgatc
catggccagt
catgaaccga

tgcggacgta

acccagcctg
tctgatgecca
cgtctaaaaa
atgatgcgat
ttaaccagaa
aactcgccgg
gggeggecgt
accgcgacgt
cggcggactt
caagccctta
aggtcacgga
gcatcggcgg
gtatcacgca
cagaacccga
aactcatttg
cggcegtecg
agccatgaag
cgcggtacge
agagtaaatg
tggaaaatca
gcggttggec
ccaagcccga
gcgctgggtg
atcgaggcag
gaatccecgge
gagcaaccag
atcatggacg
cgctacgagce
gtgtgggatt
taccgggaag

ctcaagttct
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cgcgagcagg
agctggegge
ggtgatgtgt
gagtaaataa
aggcgggtca
ggccgatgtt
gcgggaagat
gaaggccatc
ggctgtgtcc
cgacatatgg
tggaaggcta
tgaggttgcc
gcgcegtgage
gggcgacgct
agttaatgag
agcgcacgca
cgggtcaact
caaggcaaga
agcaaatgaa
agaacaacca
aggcgtaagce
ggaatcggcg
atgacctggt
aagcacgccc
aaccgccggce
attttttegt
tggcegtttt
ttccagacgg
acgacctggt
ggaagggaga

gccggcgagc

gatcgatacc
ctggeceggece
atttgagtaa
acaaatacgc
ggcaagacga
ctgttagtcg
caaccgctaa
ggccggegeg
gcgatcaagg
gccaccgcecg
caagcggcct
gaggcgctgg
tacccaggca
gcecgcegagg
gtaaagagaa
gcagcaaggc
ttcagttgcece
ccattaccga
taaatgagta
ggcaccgacg
ggctgggttg
tgacggtcgce
ggagaagttg
cggtgaatcg
agcecggtgeg
tccgatgetce
ccgtetgteg
gcacgtagag
actgatggcg
caagcccggce

cgatggcgga

39

gtgcggetge
agcttggecg
aacagcttgce
aaggggaacg
ccatcgcaac
attccgatcc
ccgttgtegg
acttcgtagt
cagccgactt
acctggtgga
ttgtegtgte
ccgggtacga
ctgecegecege
tccaggegcet
aatgagcaaa
tgcaacgttg
ggcggaggat
gctgctatct
gatgaatttt
ccgtggaatg
tectgecggece
aaaccatccg
aaggccgcge
tggcaagcgg
ccgtcgatta
tatgacgtgg
aagcgtgacc
gtttccgecag
gtttcccate
cgcgtgttcee

aagcagaaag

atgaaatcct
ctgaagaaac
gtcatgcggt
catgaaggtt
ccatctagcecce
ccagggcagt
catcgaccge
gatcgacgga
cgtgctgatt
gctggttaag
gcgggcgatc
gctgcccatt
cggcacaacc
ggccgctgaa
agcacaaaca
gccagcectgg
cacaccaagc
gaatacatcg
agcggctaaa
ccccatgtgt
ctgcaatgge
gcecceggtaca
aggccgccca
ccgctgateg
ggaagccgcc
gcacccgcga
gacgagctgg
ggceggeegg
taaccgaatc
gtccacacgt

acgacctggt

14880

14940

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



agaaacctgc
gaacggccgce
aaagagcgaa
cgagatcaca
cgatccegge
agccagatgg
gttctgtttce
ggaggaggcg
cgaagcatcce
ggaaaaaggt
gtacattggg
acacatgtaa
aaaacttatt
agccgaagag
ttcgegtegg
tctaccaggg
caccctgecet
agacggtcac
cagcgggtgt
tgtatactgg
gtgtgaaata
ctcgcectcact
aaaggcggta
aaaaggccag
gcteecgeccee
gacaggacta
tccgaccectg
ttctcatagce
ctgtgtgcac
tgagtccaac
tagcagagcg

ctacactaga

attcggttaa
ctggtgacgg
accgggegge
gaaggcaaga
atcggecegtt
ttgttcaaga
accgtgcgca
gggcaggctg
gccggttect
cgaaaaggtc
aaccggaacc
gtgactgata
aaaactctta
ctgcaaaaag
cctategegg
cgcggacaag
cgcgegttte
agcttgtcetg
tggcgggtgt
cttaactatg
ccgcacagat
gactcgcetge
atacggttat
caaaaggcca
cctgacgagce
taaagatacc
ccgettacceg
tcacgctgta
gaaccccccg
ccggtaagac
aggtatgtag

aggacagtat
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acaccacgca
tatcecgaggg
cggagtacat
acccggacgt
ttctctaceg
cgatctacga
agctgatcgg
gcccgatect
aatgtacgga
tctttectgt
cgtacattgg
taaaagagaa
aaacccgcct
cgcctacceccet
ccgetggecg
ccgegecgte
ggtgatgacg
taagcggatg
cggggcgcag
cggcatcaga
gcgtaaggag
gcteggtegt
ccacagaatc
ggaaccgtaa
atcacaaaaa
aggegtttcec
gatacctgte
ggtatctcag
ttcagcccga
acgacttatc
gcggtgcectac

ttggtatctg

cgttgccecatg
tgaagccttg
cgagatcgag
gctgacggtt
cctggcacge
acgcagtggce
gtcaaatgac
agtcatgcge
gcagatgcta
ggatagcacg
gaacccaaag
aaaaggcgat
ggcctgtgca
tcggtcegetg
ctcaaaaatg
gccactcgac
gtgaaaacct
ccgggageag
ccatgaccca
gcagattgta
aaaataccgce
tcggctgegg
aggggataac
aaaggccgceg
tcgacgctca
ccctggaage
cgectttete
ttcggtgtag
ccgetgegece
gccactggca
agagttcttg

cgctetgetg

40

cagcgtacga
attagccgcet
ctagctgatt
caccccgatt
cgcgccgcag
agcgccggag
ctgceggagt
taccgcaacc
gggcaaattg
tacattggga
ccgtacattg
ttttcegect
taactgtctg
cgctcecctac
gctggcectac
cgcecggegec
ctgacacatg
acaagcccgt
gtcacgtagce
ctgagagtgce
atcaggcgcet
cgagcggtat
gcaggaaaga
ttgctggegt
agtcagaggt
tcectegtge
ccttegggaa
gtegtteget
ttatccggta
gcagccactg
aagtggtgge

aagccagtta

agaaggccaa
acaagatcgt
ggatgtaccg
actttttgat
gcaaggcaga
agttcaagaa
acgatttgaa
tgatcgaggg
ccctagcagg
acccaaagcc
ggaaccggtc
aaaactcttt
gccagcgcac
gccccgecge
ggccaggcaa
cacatcaagg
cagctcecegg
cagggcgegt
gatagcggag
accatatgceg
cttcegette
cagctcactce
acatgtgagce
ttttccatag
ggcgaaaccc
gctctectgt
gcgtggeget
ccaagctggg
actatcgtct
gtaacaggat
ctaactacgg

cctteggaaa

16740

16800

16860

16920

16980

17040

17100

17160

17220

17280

17340

17400

17460

17520

17580

17640

17700

17760

17820

17880

17940

18000

18060

18120

18180

18240

18300

18360

18420

18480

18540

18600
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aagagttggt agctcttgat ccggcaaaca aaccaccget ggtageggtg gtttttttgt 18660
ttgcaagcag cagattacgc gcagaaaaaa aggatctcaa gaagatccgg aaaacgcaag 18720
cgcaaagaga aagcaggtag cttgcagtgg gcttacatgg cgatagctag actgggcggt 18780
tttatggaca gcaagcgaac cggaattgcc agattcgaag ctcecggtcccg tgggtgttcect 18840
gtcgtctegt tgtacaacga aatccattcce cattcegege tcaagatgge ttcccetegg 18900
cagttcatca gggctaaatc aatctagccg acttgtccgg tgaaatgggce tgcactccaa 18960
cagaaacaat caaacaaaca tacacagcga cttattcaca cgcgaca 19007

<210> 14

<211> 14339

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> secuencia de nucledtidos de pTEA1_v2

<400> 14
cgcgtaggee tgacgccggt gaagaggcag tgcaagacca cgtgaaacgg cgcgccccceg 60
atccgegttt gtgttttectg ggtttectcac ttaagegtet gegttttact tttgtattgg 120
gtttggegtt tagtagtttg cggtagegtt cttgttatgt gtaattacge tttttettcet 180
tgcttcagca gtttcggttg aaatataaat cgaatcaagt ttcactttat cagcgttgtt 240
ttaaattttg gcattaaatt ggtgaaaatt gcttcaattt tgtatctaaa tagaagagac 300
aacatgaaat tcgacttttg acctcaaatc ttcgaacatt tatttcctga tttcacgatg 360
gatgaggata acgaaagggc ggttcctatg tccgggaaag ttcececgtaga agacaatgag 420
caaagctact gaaacgcgga cacgacgtcg cattggtacg gatatgagtt aaaccgactc 480
aattccttta ttaagacata aaccgatttt ggttaaagtg taacagtgag ctgatataaa 540
accgaaacaa accggtacaa gtttgattga gcaacttgat gacaaacttc agaattttgg 600
ttattgaatg aaaatcatag tctaatcgta aaaaatgtac agaagaaaag ctagagcaga 660
acaaagattc tatattctgg ttccaattta tcatcgecttt aacgtccctce agatttgatc 720
ggggaattcg atatcattac cctgttatcc ctaaagctta ttaatgtttg tcgaggagaa 780
atatgagtcg aggcatggat acactaagtt cccctgaagt gagcatgatc tttgatgcetg 840
agatgattcc cagagcaaga tagtttgtge tgcaagtgac acaattgtaa tgaaaccacc 900
actcaacgaa tttacttgtg gctttgacat gtcgtgtgct ctgtttgtat ttgtgagtge 960
cggttggtaa ttatttttgt taatgtgatt ttaaaacctc ttatgtaaat agttacttta 1020
tctattgaag tgtgttcttg tggtctatag tttctcaaag ggaaattaaa atgttgacat 1080
cccatttaca attgataact tggtatacac aaactttgta aatttggtga tatttatggt 1140



cgaaagaagg
tactaacata
tagtataaat
aaaataaaag
ccaaaatatt
tcttagtgge
tcgacggttt
atatgcgatc
catctttctce
ctcgactcta
atttgtttgt
ttactgtcetce
ttgaaaataa
tagtcgattt
aaccagattt
cgagtcaatt
ttttaagtgg
tccccaattg
cctcagtcge
ccggecttaa
ttcccagcaa
agttcgagac
cgtcggccac
cccgecegete
ccggcgecga
cggggtccaa
cagtggttga
ctcttggtet
gtggaaagtt
gaatcgcaat
tgcttgatgg

agcagcttgg

caatacccat
tgattgtcat
cactatatta
catgtgaaaa
gccgetteat
tatcactgcece
atacatcatt
tgattgctca
acccaaatct
gaggatccaa
aattagatca
cgcgatctga
aggtccgtcet
attggatgat
gtctgtgtge
ttgccceettt
tgacgtttag
actgttcaat
gaccgttagc
gtccaacgee
cggtggaaga
gctgtegtac
cgccgteget
ctccagaage
ggagatcgtg
gtcgetttee
taacctgcetg
ctctgtcgaa
cccagttgag
gcggtecttg
agtaccaaga

tgcagatgtt

ES 2703 169 T3

tgtatgttcce
tgtttttcca
taaatctttt
ttttcaaata
taccctaatt
atcacgcgga
ttattgtaca
aaaaatagac
actcttaacc
gcttatecgat
ggggtttagg
ttttacgaca
tttaagtttg
ccattcttca
gattgtcatt
tggttatatc
tattccaatt
ttcttgttaa
cggaccgccc
gccttececca
gttcaatgta
ctgecegeege
ccgttccagg
ctcggcaacg
ctgcagcceca
aaccggatcce
aacagtgagg
gcggacaaag
gatgctaaag
acagcagctg
atgagggaga

gattgtttcce

aatatcaata
gtatcaatat
tcggttgtaa
atgtgatgge
tgtggcgeca
tcactaatat
cacggatcga
tcteegtett
gttettette
ttcgaacccce
tctttccatt
atagagtttce
ctggatcgat
tcgttttttt
acctagccgt
tggttcgata
tcttcaaaat
atgcgcagat
ctgctcagge
ccaccaagaa
tgcaggtgtg
tgtctatggce
ggctcaagtc
tcagcaacgg
tcaaggagat
tcctactege
atgtccacta
ctgccaaaag
aggaagtgca
ttactgctge
gacccattgg

ttggcactga

42

tcaatacgat
acattaagct
cttgtaattc
gcaattttat
catgtaaaac
gaaccgtcga
tatctcagcc
tgcctataaa
ttctacagac
tcaggcgaag
actttttaat
gggttttgtc
aaacctgtga
cttgcttega
gtatcgagaa
acgattcatc
ttagttatgg
cacaatggct
caacatggtg
ggctaacgac
gcecggcectac
gcccaccegtg
caccgccagce
cggaaggatc
ctcecggeace
cgcectgtec
catgctcggg
agctgtagtt
gctcttcettg
tggtggaaat
cgacttggtt

ctgecccaccet

aacttgataa
actacaaaat
gtgggttttt
ttteccgagtt
aaaagacgat
ttaaaacaga
gttagattta
aacaatttca
atcaatttct
aacaggtatg
gttttttctg
ccattccagt
agattgagtc
agttctgtat
ctagggtttt
tggattaggg
ataatgaaaa
tcgatctect
gctccgttca
ttctccacce
ggcaacaaga
atgatggcct
ctccecgteg
cggtgcatgg
gtcaagctge
gaggggacaa
gccttgagga
gttggctgtg
gggaatgctg
gcaacttacg
gtcggattga

gttegtgtca

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060



atggaatcgg
acttgagtgce
ttgataaatt
gtgtgaaagc
acaagtcccc
ctggtgctge
agggtgatgt
agactagcgt
cgattgatgt
tctttgeega
agaggatggt
cggactactg
acgaccacag
tcecgggacce
tcgtcaagaa
tttctcactt
gtagcgttct
atataaatcg
tgaaaattgc
ctcaaatctt
ttecctatgte
cgacgtcgca
ccgattttgg
ttgattgagc
taatcgtaaa
ccaatttatc
cagtttggtt
tcgegagggt
gcegetttge
cagataattt

gggcaacgga

agggctacct
cttgctgatg
aatctccatt
agagcattct
taaaaatgcc
aattactgga
gaagtttgct
aactgttact
caacatgaac
tggcccgaca
tgcgatccgg
catcatcacg
gatggcgatg
tgggtgcacc
ttaagctcta
aagcgtctge
tgttatgtgt
aatcaagttt
ttcaattttg
cgaacattta
cgggaaagtt
ttggtacgga
ttaaagtgta
aacttgatga
aaatgtacag
atcgctttaa
aactataacg
ccgaattcga
acccggtgga
ccattgagaa

gtgatccaca

ES 2703 169 T3

ggtggcaagg
gctgetecett
ccgtacgtceg
gatagctggg
tatgttgaag
gggactgtga
gaggtactgg
ggcccaccgce
aagatgcctg
gccatcagag
acggagctaa
ccgccggaga
gctttcetece
cggaagacct
gaactagtgg
gttttacttt
aattacgcett
cactttatca
tatctaaata
tttcectgatt
cccgtagaag
tatgagttaa
acagtgagct
caaacttcag
aagaaaagct
cgtccctcag
gtcctaaggt
gcatggagcc
gcttgcatgt
ctgagccatg

tgggactttt

tcaagctgtc
tggctcttgg
aaatgacatt
acagattcta
gtgatgcctce
ctgtggaagg
agatgatggg
gggagccatt
atgtcgccat
acgtggettce
ccaagctggg
agctgaacgt
ttgcegectg
tccecgacta
atccceccecgat
tgtattgggt
tttcttettg
gcgttgtttt
gaagagacaa
tcacgatgga
acaatgagca
accgactcaa
gatataaaac
aattttggtt
agagcagaac
atttgatcgg
agcgatcgag
atttacaatt
tggtttctac
tgcaccttcece

aaacatcatc
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tggctccatce
ggatgtggag
gagattgatg
cattaaggga
aagcgcaagc
ttgtggcacc
agcgaaggtt
tgggaggaaa
gactcttget
ctggagagta
agcatctgtt
gacggcgatc
tgcecgaggte
cttcgatgtg
ccgegtttgt
ttggcgttta
cttcagcagt
aaattttggc
catgaaattc
tgaggataac
aagctactga
ttcctttatt
cgaaacaaac
attgaatgaa
aaagattcta
gaaaccaaaa
gcattacggce
gaatatatcc
gcagaactga
ccccaacacg

cgtcggatgg

agcagtcagt
attgaaatca
gagcgttttg
ggtcaaaaat
tatttcttgg
accagtttgc
acatggaccg
cacctcaagg
gtggttgccc
aaggagaccg
gaggaagggc
gacacgtacg
cccgtcacca
ctgagcactt
gttttctggg
gtagtttgceg
ttcggttgaa
attaaattgg
gacttttgac
gaaagggcgg
aacgcggaca
aagacataaa
cggtacaagt
aatcatagtc
tattctggtt
cgtcgtgaga
attacggcac
tgcegecget
gceggttagg
gtgagcgacg

cgttgcgaga

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920



gaagcagtcg
gtatttgaac
agcttagtaa
gcgataacaa
atgcacgcett
gtgcttagtg
aattgttaga
ttcttccaac
tctagcettca
agcgacatcc
aagcactaca
ttcatttage
tggacctacc
gtcgatcegtg
ttgcagttcg
gacttctaca
gttgatcaaa
aatatcactg
caacgtcggt
ttcggecgatce
cgtaacatcg
cttggatgecce
cgccactgeg
catacgctac
cttcatcegt
atttctgtcce
ggcggcecttg
atcggaagac
agagctctag
gcttectgtat
ggatttcgat

gatgttaccc

atccgtgaga
gcaggtacaa
ageccecteget
gaaaaagcca
aaaaataata
catctaacgce
cattatttgce
tgatctgege
agtatgacgg
ttcggcgega
tttegecteat
gcctcaaata
aaggcaacgc
gctggctcega
cgcttagetg
gcgcggagaa
gctegeegeg
tgtggcttca
tcgagatgge
accgcttece
ttgetgectece
cgaggcatag
ccgttaccac
ttgcattaca
ttccacggtg
tggctggcga
ctgttcttet
cteggecegte
agggttcgca
ggaacgggca

cacggcacga

gagagcttgg
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tcagccgacg
tcgagcecgac
agattttaat
gccttteatg
aaagcagact
ttgagttaag
cgactacctt
gcgaggccaa
gctgatactg
ttttgeceggt
cgccagcecca
gatcctgttce
tatgttctcet
agatacctgce
gataacgcca
tctegetete
ttgtttcatce
ggccgceceate
gctcgatgac
tcatgatgtt
ataacatcaa
actgtacccce
cgectgegtte
gcttacgaac
tgcgtcacce
acgagcgcaa
acggcaagtg
cgggcgcettg
tcecteggttt
tgcggatcag
tcatcgtgeg

cacccagcect

caccgggcag
gttcacggta
gcggatgttg
atatatctcc
tgacctgata
ccgecgecgeg
ggtgatcteg
gcgatcttet
ggccggcagyg
tactgcgcetg
gtcgggcgge
aggaaccgga
tgcttttgtce
aagaatgtca
cggaatgatg
tccaggggaa
aagccttacg
cactgcggag
gccaactacc
taactttgtt
acatcgaccc
aaaaaaacag
ggtcaaggtt
cgaacaggct
ggcaaccttg
ggtttcggtce
ctgtgcacgg
ceggtggtge
tctggaagge
tgagggtttg
ggagggcaag

gcgcgageag

44

gcgcgcaaca
ccggaacgac
cgattacttce
caatttgtgt
gtttggetgt
aagcggcegtce
cctttcacgt
tecttgtecaa
cgcteccattg
taccaaatgc
gagttccata
tcaaagagtt
agcaagatag
ttgcgetgece
tcgtegtgea
gccgaagttt
gtcaccgtaa
ccgtacaaat
tctgatagtt
ttagggcgac
acggcgtaac
tcataacaag
ctggaccagt
tatgtccact
ggcagcagcg
tccacgceatce
atctgccectg
tgacccegga
gagcatcgtt
caactgcggg
ggctccaagg

ggatcgatac

cgatcgcaaa
caagcaagct
gccaactatt
agggcttatt
gagcaattat
ggcttgaacg
agtggacaaa
gataagcectg
cccagtegge
gggacaacgt
gcgttaaggt
ccteegeege
ccagatcaat
attctccaaa
caacaatggt
ccaaaaggtc
ccagcaaatc
gtacggccag
gagtcgatac
tgccetgetg
gcgettgetg
ccatgaaaac
tgcgtgageg
gggttcgtge
aagtcgaggce
gtcaggcatt
gcttcaggag
tgaagtctcet
tgttcgecca
tcaaggatct

atcgggcecett

cgtgeggetg

4980

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760

5820

5880

5940

6000

6060

6120

6180

6240

6300

6360

6420

6480

6540

6600

6660

6720

6780

6840



catgaaatcc
gctgaagaaa
cgtcatgegg
gcatgaaggt
cccatctagce
cccagggcag
gcatcgaccg
tgatcgacgg
tcgtgetgat
agctggttaa
cgcgggegat
agctgcccat
ccggcacaac
tggcecgetga
aagcacaaac
ggccagcctg
tcacaccaag
tgaatacatc
tagcggctaa
gcccecatgtg
cctgcaatgg
ggcceggtac
caggccgecc
gcegcetgatce
aggaagccgc
ggcacccgcg
cgacgagctg
gggccggcecg
ctaaccgaat
cgtccacacg

t"gacgacctgg

tggceggttt
ccgagcgecg
tcgetgegta
tatcgctgta
ccgegecctg
tgcccgegat
cccgacgatt
agcgccccag
tcecggtgceag
gcagcgcatt
caaaggcacg
tcttgagtcc
cgttecttgaa
aattaaatca
acgctaagtg
gcagacacgc
ctgaagatgt
gcgcagcectac
aggaggcggc
tggaggaacg
cactggaacc
aaatcggcgce
agcggcaacg
gaatccgcaa
ccaagggcga
atagtcgcag
gcgaggtgat
gcatggccag
ccatgaaccg
ttgcggacgt

tagaaacctg
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gtctgatgcec
ccgtctaaaa
tatgatgcga
cttaaccaga
caactcgcceg
tgggcggeceg
gaccgcgacg
gcggcggact
ccaagccectt
gaggtcacgg
cgcatcggeg
cgtatcacgce
tcagaacccg
aaactcattt
ccggecgtece
cagccatgaa
acgcggtacg
cagagtaaat
atggaaaatc
ggcggttgge
cccaagccceg
ggcgctgggt
catcgaggca
agaatcccgg
cgagcaacca
catcatggac
ccgctacgag
tgtgtgggat
ataccgggaa
actcaagttc

cattcggtta

aagctggegg
aggtgatgtg
tgagtaaata
aaggcgggtc
gggccgatgt
tgcgggaaga
tgaaggccat
tggctgtgte
acgacatatg
atggaaggct
gtgaggttgc
agcgcegtgag
agggcgacgce
gagttaatga
gagcgcacgc
gcgggtcaac
ccaaggcaag
gagcaaatga
aagaacaacc
caggcgtaag
aggaatcggce
gatgacctgg
gaagcacgcc
caaccgccgg
gatttttteg
gtggccgttt
cttccagacg
tacgacctgg
gggaagggag
tgccggegag

aacaccacgc

45

cctggeegge
tatttgagta
aacaaatacg
aggcaagacg
tctgttagte
tcaaccgcta
cggccggege
cgcgatcaag
ggccaccgece
acaagcggcc
cgaggcgetg
ctacccaggce
tgcecgegag
ggtaaagaga
agcagcaagg
tttcagttge
accattaccg
ataaatgagt
aggcaccgac
cggctgggtt
gtgacggtcg
tggagaagtt
ccggtgaatc
cagccggtge
ttccgatget
tcecgtetgte
ggcacgtaga
tactgatggc
acaagcccgg
ccgatggegg

acgttgccat

cagcttggcece
aaacagcttg
caaggggaac
accatcgcaa
gattccgatc
accgttgtceg
gacttcgtag
gcagccgact
gacctggtgg
tttgtegtgt
gccgggtacg
actgcecgecg
gtccaggege
aaatgagcaa
ctgcaacgtt
cggcggagga
agctgcectatce
agatgaattt
gccgtggaat
gtctgeecgge
caaaccatcc
gaaggccgceg
gtggcaagcg
gcegtegatt
ctatgacgtg
gaagcgtgac
ggtttccgeca
ggtttcccat
ccgegtgtte
aaagcagaaa

gcagcgtacg

6900

6960

7020

7080

7140

7200

7260

7320

7380

7440

7500

7560

7620

7680

7740

7800

7860

7920

7980

8040

8100

8160

8220

8280

8340

8400

8460

8520

8580

8640

8700



aagaaggcca
tacaagatcg
tggatgtacc
tactttttga
ggcaaggcag
gagttcaaga
tacgatttga
ctgatcgagg
gccctageag
aacccaaagc
gggaaccggt
taaaactctt
ggccagcgcea
cgccccgecg
cggccaggca
ccacatcaag
gcagctcccg
tcagggcgeg
cgatagcgga
caccatatgce
tcttcoegett
tcagctcact
aacatgtgag
tttttccata
tggcgaaacc
cgctctectg
agcgtggcege
tccaagctgg
aactatcgtc
ggtaacagga
cctaactacg

accttcggaa

agaacggccg
taaagagcga
gcgagatcac
tcgatccegg
aagccagatg
agttectgttt
aggaggaggc
gcgaagcatc
gggaaaaagg
cgtacattgg
cacacatgta
taaaacttat
cagccgaaga
cttcgegteg
atctaccagg
gcaccctgece
gagacggtca
tcagcgggtg
gtgtatactg
ggtgtgaaat
cctecgetcac
caaaggcggt
caaaaggcca
ggctecegecee
cgacaggact
ttccgaccect
tttctcatag
gctgtgtgceca
ttgagtccaa
ttagcagagc
gctacactag

aaagagttgg
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cctggtgacg
aaccgggcgyg
agaaggcaag
catcggceccegt
gttgttcaag
caccgtgege
ggggcaggct
cgceggttec
tcgaaaaggt
gaaccggaac
agtgactgat
taaaactctt
gctgcaaaaa
gcctatcgeg
gcgcggacaa
tcgegegttt
cagcttgtct
ttggcgggtg
gcttaactat
accgcacaga
tgactcgctg
aatacggtta
gcaaaaggcc
ccctgacgag
ataaagatac
gcecgettacce
ctcacgetgt
cgaacccccce
cccggtaaga
gaggtatgta
aaggacagta

tagctcttga

gtatccgagg
ccggagtaca
aacccggacg
tttctctace
acgatctacg
aagctgatcg
ggceccgatcee
taatgtacgg
ctctttectg
ccgtacattg
ataaaagaga
aaaacccgcece
gcgectaccee
gccgetggec
gcegegecegt
cggtgatgac
gtaagcggat
tcggggcgea
gcggcatcag
tgcgtaagga
cgctcggtceg
tccacagaat
aggaaccgta
catcacaaaa
caggcgtttc
ggatacctgt
aggtatctca
gttcagceceg
cacgacttat
ggcggtgcta
tttggtatct

tcecggcaaac

46

gtgaagcctt
tcgagatcga
tgctgacggt
gcctggecacg
aacgcagtgg
ggtcaaatga
tagtcatgcg
agcagatgct
tggatagcac
ggaacccaaa
aaaaaggcga
tggcetgtge
tteggteget
gctcaaaaat
cgccactcga
ggtgaaaacc
gccgggagcea
gccatgacce
agcagattgt
gaaaataccg
ttcggctgeg
caggggataa
aaaaggccgce
atcgacgcte
ccecctggaag
ccgectttet
gttceggtgta
accgctgege
cgccactgge
cagagttctt
gcgetctget

aaaccaccgc

gattagcege
gctagctgat
tcaccccgat
ccgcgecgea
cagcgccgga
cctgccggag
ctaccgcaac
agggcaaatt
gtacattggg
gccgtacatt
tttttecegee
ataactgtct
gcgcectcececta
ggctggccta
ccgecggege
tctgacacat
gacaagcccg
agtcacgtag
actgagagtg
catcaggegce
gcgagcggta
cgcaggaaag
gttgetggeg
aagtcagagg
ctccctegtg
ccctteggga
ggtegttege
cttatccggt
agcagccact
gaagtggtgg
gaagccagtt

tggtagcggt

8760

8820

8880

8940

9000

9060

9120

9180

9240

9300

9360

9420

9480

9540

9600

9660

9720

9780

9840

9900

9960

10020

10080

10140

10200

10260

10320

10380

10440

10500

10560

10620



ggtttttttg
gaaaacgcaa
gactgggcgg
gtgggtgttc
cttccecteg
ctgcactcca
ttacaacggt
caggcccggg
taataatgaa
tgttaattat
tataactaat
taaaatacta
atgaataaat
atatatatat
ttttattttt
atttttcaaa
aaaatataaa
agatcaatag
agtcgacctt
aatcttgaag
aaatatatat
tttatagttc
agtacctaat
tagttatcta
ggtaccaaag
ggtccaatgce
cagatacaca
agcatttaat
tatggatgaa
gagagaaggt

tttaaatgtg

tttgcaagca
gcgcaaagag
ttttatggac
tgtcgtcteg
gcagttcatc
acagaaacaa
atatatcctg
ttaattaagc
atataaattt
agttataaat
aattattttt
ttattttgtt
tttttttgaa
ttctgatttg
aaaaaataaa
aaaaattgag
ctaactttte
gagcttcatg
acatagtagc
tttttaattt
tctaatatct
aaattgattt
tagactataa
attggacaaa
tgtatattta
aataagagaa
ctacaaaaaa
tttttaacta
tctaatttat
agtaagctaa

gctataaata
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gcagattacg
aaagcaggta
agcaagcgaa
ttgtacaacg
agggctaaat
tcaaacaaac
ccagtactgg
ggccgcttca
taattatatc
tatttataaa
acaatacttt
caatatatta
aattatattt
tcaatttctt
ataattttaa
atttttttcet
tttgetttgg
tcctaatcce
tctatgggge
aaagttcaga
aagcttgggt
aaataactaa
aaaaaacttt
aaaatcttaa
tctaatattt
ttaattaata
cattaaaaaa
acattagaca
ctaaacattg
gtaggggagt

cctgaaacca

cgcagaaaaa
gcttgecagtg
ccggaattge
aaatccattc
caatctagcce
atacacagcg
gcccectega
cggaaagttg
tagtactcaa
tttaatatat
atatagttat
atatttatat
ttaattttta
ttgagattta
aatttcttgg
tttttttega
gtataattaa
atttaattac
aaatagttat
ctattagtat
caaggtttaa
gtattaattt
tgctagtaaa
ataccaattt
aaatttgatc
cttacacaca
tagaaagata
aatggaaatg
ggtttttttt
aatatctcaa

atccttettt

47

aaggatctca
ggcttacatg
cagattcgaa
ccattcegeg
gacttgtccg
acttattcac
gggcgatcge
ttatatataa
taagaagatg
atatataaag
atttaaaaaa
tatttaattt
gaaattttat
tctaaattga
aattttatat
ttttttaaat
tattagataa
ttttgttgta
aaatgttaaa
tatatcaaat
attaagtact
gaattaagaa
ttgaacctta
aaaccctaaa
cacctaattt
tgatagagat
tatttcctac
gaaagactta
ttttgtgacg
acaaataatt

cctcaactca

agaagatccg
gcgatagcta
gctecggtccee
ctcaagatgg
gtgaaatggg
acgcgacaaa
tacgtacctg
gttcagtaaa
gagaaagtta
aaaatagttg
attttaaaat
attattgaat
ataactttcc
tttgaatttt
aaatttttgg
ttatttcagg
cccacaaatt
tcattaattt
ttagtattta
atttaagggt
taaacttggt
gcaaagttca
aagtcgagtt
gtcaagttta
aaattttttt
atacccacaa
aaaatttaaa
tttttaagtt
aaatatgggt
aaaaaactcc

aatcttcaat

10680

10740

10800

10860

10920

10980

11040

11100

11160

11220

11280

11340

11400

11460

11520

11580

11640

11700

11760

11820

11880

11940

12000

12060

12120

12180

12240

12300

12360

12420

12480



ctttagatca
agacgttgct
cgctggtetg
ggttcagatg
acataccagg
tgagcatatc
gttaaaggca
agtgaactgg
tcaacttaga
tgcagctaga
tagcgaccaa
tattgctgag
acgtcaggat
ttatatgcaa
tatttctcat
aaaagttgag
tagatactgg
taggtataga
agaaacagca
acttgctatt
gacaaatgca
cgtactttta
acatgatatt
agataagaga
tggacgtgge
ttacattcac
cgacgctgac
atcaaatatc
tgctggattc
gattgcacct

taaaggaact

<210> 15

tctctccaaa
gagattttgt
gctgtegttg
cttgctcagg
tgggctactce
gttgtagttc
agaggatata
gaactcaaac
ggtgcatacg
tcaggtagtc
ttggcecttat
attactagaa
atcgagtcta
aaggaaattt
ggacaggtcg
cacatacaga
ttcgaaagct
aagtctgcetg
gatacactgg
tgtaatgtac
ggaactgaaa
atgttggtag
gttcacgggce
atagaggcat
gatcaatatc
gcagaagcat
atgcccgtga
gaagaggttc
gtgtcaagcg
atattttata

gatgttgatc
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aaaataccat
tagagggtct
atgctgaggg
cagctgagga
atggggagcc
acaatgggat
cttttgtgag
aggggggcac
gtactgttat
ccttggtceat
tgccagttac
ggtctgtgaa
accttcaata
atgaacaacc
atttaagcga
tactggcatg
tggcaggtat
tgcgtagaaa
ctggattgag
caggttcctce
taggtgtgge
caaaactcag
ttcaagctct
tggctgaaga
caattgcatt
atgcagctgg
tcgtagtgge
gagctagagg
ataatatgca
cagtcccatt

agcctagaaa

gtgcggaatt
gcgaaggcta
tcatatgaca
acatccattg
atcagaagtt
aattgaaaac
tgagactgac
attgcgtgag
tatggattca
aggacttgga
aagacgattt
catctttgat
cgatgctggt
aaatgctatc
gcttggtect
cggaactagt
accttgtgat
ttcattaatg
gctttctaag
attggttecgt
aagtaccaag
tcgattaaag
cccttcaaga
tttttececgac
ggaaggagct
agaactcaag
tcctaataac
aggtcagctt
tataattgaa
gcaacttcta

cctagcaaaa
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gttggtgcta
gagtatagag
aggctaagaa
catggaggta
aatgctcatc
cacgaaccat
actgaggtta
gctgtgttaa
agacacccag
atgggtgaaa
attttccttg
aagactggcg
gataaaggaa
aaaaacacac
aatgcagacg
tataattcag
gtagagatcg
attacattat
gaactcggat
gaatcagatc
gctttcacaa
gggctagatg
attgaacaaa
aaacatcacg
ttgaagttga
catggtcctt
gaactgctcg
tacgttttceg
atgcctcacg
gcttaccatg

tctgtaacag

tcgeccaaag
gatatgactc
ggttaggaaa
ctggtattge
cacatgtgag
tgagggaaga
ttgcacattt
gagctattcce
atactctcct
attttatcge
aagagggcga
ctgaggttaa
tttacaggca
ttactggcceg
aactgctatc
gaatggtgtc
cttctgagtt
ctcaatcegg
atctgggttc
tagcacttat
cccaactgac
catctatcga
tgctttcaca
cattgtttcet
aagaaataag
tggcactcat
aaaagcttaa
ctgaacaaga
ttgaagaagt
ttgcacttat

tcgaataaa

12540

12600

12660

12720

12780

12840

12900

12960

13020

13080

13140

13200

13260

13320

13380

13440

13500

13560

13620

13680

13740

13800

13860

13920

13980

14040

14100

14160

14220

14280

14339



<211>
<212>

7389
ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

ES 2703 169 T3

<223> secuencia de nucleétidos de pEA2

<400>

15
tcgegegttt

cagcttgtct
ttggcgggtyg
accatatgceg
attcgeccecatt
tacgccagcet
tttcccagtc
gcgeggecge
attttaatta
aaattattta
ttttacaata
tgttcaatat
tgaaaattat
tttgtcaatt
taaaataatt
tgagattttt
tttetttget
catgtcctaa
tagctctatg
atttaaagtt
atctaagcett
atttaaataa
ataaaaaaaa
caaaaaaatc
tttatctaat
agaattaatt

aaaacattaa

cggtgatgac
gtaagcggat
tcggggetgg
gtgtgaaata
caggctgege
ggcgaaaggg
acgacgttgt
ttcacggaaa
tatctagtac
taaatttaat
ctttatatag
attaatattt
atttttaatt
tcttttgaga
ttaaaatttc
ttettttttt
ttgggtataa
tcccatttaa
gggcaaatag
cagactatta
gggtcaaggt
ctaagtatta
cttttgcectag
ttaaatacca
atttaaattt
aatacttaca

aaaatagaaa

ggtgaaaacc
gccgggagea
cttaactatg
ccgcacagat
aactgttggg
ggatgtgctg
aaaacgacgg
gttgttatat
tcaataagaa
atatatatat
ttatatttaa
atattattta
tttagaaatt
tttatctaaa
ttggaatttt
tcgatttttt
ttaatattag
ttacttttgt
ttataaatgt
gtattatatc
ttaaattaag
atttgaatta
taaattgaac
atttaaaccc
gatccaccta
cacatgatag

gatatatttc

tctgacacat
gacaagcccg
cggcatcaga
gcgtaaggag
aagggcgatc
caaggcgatt
ccagtgaatt
ataagttcag
gatggagaaa
aaagaaaata
aaaaatttta
atttattatt
ttatataact
ttgatttgaa
atataaattt
aaatttattt
ataacccaca
tgtatcatta
taaattagta
aaatatttaa
tacttaaact
agaagcaaag
cttaaagtcg
taaagtcaag
atttaaattt
agatataccc

ctacaaaatt
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gcagctccceg
tcagggcgeg
gcagattgta
aaaataccgce
ggtgcgggee
aagttgggta
gggcccggcece
taaataataa
gttatgttaa
gttgtataac
aaattaaaat
gaatatgaat
ttccatatat
ttttttttat
ttggattttt
caggaaaata
aattagatca
atttagtcga
tttaaatctt
gggtaaatat
tggttttata
ttcaagtacc
agtttagtta
tttaggtacc
ttttggtcca
acaacagata

taaaagcatt

gagacggtca
tcagcgggtg
ctgagagtgc
atcaggcgcece
tcttegetat
acgccagggt
ggccgcgatc
tgaaatataa
ttatagttat
taataattat
actattattt
aaattttttt
atatttctga
ttttaaaaaa
caaaaaaaat
taaactaact
ataggagctt
ccttacatag
gaagttttta
atattctaat
gttcaaattg
taattagact
tctaattgga
aaagtgtata
atgcaataag
cacactacaa

taatttttta

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620



actaacatta
ttatctaaac
ctaagtaggg
aatacctgaa
caaaaaaata
cttctcaact
tccagaatca
cgatgtcatg
cccteggeac
cggtaccatg
acagatatct
gggtttcggt
cggtacgacg
tcaggtgtcg
cgeggegtge
gttctcgagt
gagtttacgce
ggttacaagt
gtgaccatgt
aacatttcge
aagattgtgg
gcecectegeag
gcggtgcagg
ttcaagggcg
aaccaaaaga
ccgaatgtgt
ctctggaaag
atgaaggggc
tacaagatga
ttgccgggceg
gggccgttga

acggcgaaca

gacaaatgga
attgggtttt
gagtaatatc
accaatcctt
ccatgagtaa
ctctetttcet
gcaaccggtt
ccaggccagg
cagcgcecttt
gaggttatge
ttggcececga
catcccagat
acgaagacga
acaagttcga
gaccaccaca
gcaagattcc
acatgcggta
tgcgeccagaa
acaacgagga
atttttgtte
tctgtgtggt
ccatgggegt
cccacgttta
ccgagaaggg
aactcaactc
gtatcctect
ccttegacac
ggtttggcgg
gcaatattct
ccttgtcgge
gtcagtattt

tgtacttggce
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aatggaaaga
ttttttttgt
tcaaacaaat
ctttcctcaa
acggaatcceg
catcatctac
atcgagttcc
gacaccggga
acactacaat
ggacgacgtg
aaccgatctce
caccctcage
tgtgagcacc
gcattacggt
gatgtcgagg
gactatattg
cacagccgtce
tatcggtcgt
cgagttcgga
ccgaaacaag
ttcggatgga
ttaccagcac
cgagtacacg
catcgtgeccece
gcatagatgg
agacgtcgge
ggattccaac
gaatttgctce
ggacaaaccg
gtatcggtac
caagggcgag

cgaggaccga

cttattttta
gacgaaatat
aattaaaaaa
ctcaaatctt
aagattctga
ttegttttte
gccacaagga
tcgagttacg
agcccaagtce
acagttagca
agcgaaacgce
gaagatcccc
acttattcct
cccattcecgg
aaggaagtcc
tattcgtttt
acttgtgacc
accgccaggg
ttcacacgga
agtaggacgt
cgagagatca
ggtatcgcca
acacaagtgt
tgccagatga
ttcttcaacg
acccgececceg
gtggcggggg
aaccctctgg
ttggagtcgg
catgcgctge
acgctccatg

attctgtgtt
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agtttatgga
gggtgagaga
ctcctttaaa
caatctttag
agatttttct
actcatcgtce
cggtacgage
gaaatgcgag
gcgcagcgag
tgggaccgga
gccacctcaa
acggcaccca
ccaacacggg
aggaaggcaa
agctcatcaa
tgcccaggag
ctgatgactt
agacggagct
ctatgcacge
ggggagcgga
ttcaccceceg
agaactttgt
ctctggacag
ttttttgett
cctttggecaa
gcggcacaag
cctgcgggga
tggctagtca
tgtttgggta
agaacgatga
ggcagcacgc

gggagttggt

tgaatctaat
aggtagtaag
tgtggctata
atcatctcte
gtatatgtta
gttttcagag
cttcagaaat
gcgaccgett
tcattatcca
cgacgatcgt
cgacgcatac
cgecgegttee
caccagegcet
gcacgagcgg
cggcgaactce
agacgaagtg
tgttgeccagg
gttcatcetge
agtgatgaag
tgggtggcag
gaccttggac
caaccagaag
cgacctcaag
gaaggagaag
agccttgaac
tctctaccat
aatcaaagcg
gaactttgag
catcacggtg
gacgggccat
ggatgtgttt

ggccaagagyg

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540



ggtgagaggt
accgtccegg
gtctactcce
gcccttetee
ctggccaact
gaccctttta
tgcgtcectge
aaaagaatgt
gccaccatct
gacctcgaac
gggctctact
atccagtact
aacacccacg
ggcgceccattg
gactcgggat
cccgtgteceg
gtgtcgtgga
tcggaaattg
ctgtttagag
gagggcaggg
ggggatgcgg
aggcggtgag
gcaagcttgg
ctccataata
ctcatgtgtt
tcaataaaat
tacagcacge
aatcatggtc
tacgagccgg
taattgcgtt

aatgaatcgg

gggtgttgaa
aattcgtcetce
tcgtccactt
acgtcgaatt
tctacctege
actcggacgg
tgatctgcac
atctcgcecatc
tcatcgtegt
tcggcaacaa
tcgtcatgtce
ttgtcctget
acgtcacatg
gcaagggaag
acgacgaatg
aggaccagct
tggtggccaa
gggataattt
cgttggggtc
tcaggctgag
atgtgaaggg
agctccctag
acacgctgaa
atgtgtgagt
gagcatataa
ttctaattce
gtcectgecagg
atagctgttt
aagcataaag
gcgctcactg

ccaacgcgceg
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gtatgtgaag
gcaacgtegt
tcgacaaatc
cctctaccac
cttctacttt
ccacgtcgeg
acaattcatc
catgatcatc
gcgacaaatc
cgtettcace
ctttctctat
gccttectac
gggcaccaaa
caccgtcgaa
tctacgaaat
gcagcaggat
cgcgacgcetg
ttacttgcegg
gacgacgttt
gttgaatatg
caagtttgag
ggacgccggt
atcaccagtc
agttcccaga
gaaaccctta
taaaaccaaa
cccgggttaa
cctgtgtgaa
tgtaaagcct
cccgetttece

gggagaggcg

gggtgtacgg
cgttggectca
tggaaaaccg
ctcctgcaac
atcgcecggeg
cgcatcatct
ttgtceecteg
tacgcegtca
caaccctcte
aacctgatcg
ctcgacccct
atctgcacge
ggcgacaacg
ctggaaatgc
ctcegggatce
tactacaagt
gccatggegg
tttatcetgt
gcggcgatta
aaagggttta
gggttggggg
gaagaggcag
tctctctaca
taagggaatt
gtatgtattt
atccagtact
ttaaatttaa
attgttatcc
ggggtgccta
agtcgggaaa

gtttgcgtat

51

gtgagacgga
acggtgcecett
accacacctt
tcctettcac
gactcgeccga
tcaacatcct
gcaaccgtcce
tcatggtgta
aaaaatccga
tcteecgtgge
ggcacatgtt
tccagatcta
tgatgcgcac
cttecggacca
gcgtcatggt
cggtgcgeac
tgtcggaage
gggcggtgge
atctggtgag
ggtggattaa
atcgggcgag
tgcaagacgt
aatctatctc
agggttccta
gtatttgtaa
aaaatccaga
atggcgcgece
gctcacaatt
atgagtgagc
cctgtcgtge

tgggcgcetcet

tgtgcectgac
cttegeegece
tatgcgcaaa
ctacttctce
tccccacgte
ccgctacgtce
gcagggtgcc
caccaccttc
cgacaagccc
tagtacccte
cacctcggcce
cgccttttge
cgatctecgga
actcgacatc
ccectgeegtt
gtacatggtg
gtatggcgat
ggccctggeg
tgctctcgtg
ggagaagtgg
ggggttggcg
ttaaacgcta
tctctatttt
tagggtttcg
aatacttcta
tcatgcatgg
agcttggegt
ccacacaaca
taactcacat
cagctgcatt

tcegettect

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5400



cgctcactga
aggcggtaat
aaggccagca
tecegeccececece
caggactata
cgaccetgece
ctcatagcectce
gtgtgcacga
agtccaaccc
gcagagcgag
acactagaag
gagttggtag
gcaagcagca
cggggtctga
caaaaaggat
gtatatatga
cagcgatctg
cgatacggga
caccggctcece
gtecetgcaac
gtagttcgee
cacgctcegte
catgatccce
gaagtaagtt
ctgtcatgece
gagaatagtg
cgccacatag
tctcaaggat
gatcttcagce
atgccgcaaa
ttcaatatta

gtatttagaa

ctcgetgege
acggttatcc
aaaggccagg
tgacgagcat
aagataccag
gcttacecgga
acgctgtagg
accccecegtt
ggtaagacac
gtatgtaggce
gacagtattt
ctcttgatcc
gattacgecge
cgctcagtgg
cttcacctag
gtaaacttgg
tctatttegt
gggcttacca
agatttatca
tttatcegee
agttaatagt
gtttggtatg
catgttgtge
ggccgcagtg
atccgtaaga
tatgcggega
cagaacttta
cttaccgetg
atcttttact
aaagggaata
ttgaagcatt

aaataaacaa
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tcggtcegtte
acagaatcag
aaccgtaaaa
cacaaaaatc
gcgtttecee
tacctgtceeg
tatctcagtt
cagcccgace
gacttatcge
ggtgctacag
ggtatctgecg
ggcaaacaaa
agaaaaaaag
aacgaaaact
atccttttaa
tctgacagtt
tcatccatag
tctggeeccca
gcaataaacc
tccatccagt
ttgcgcaacg
gcttcattca
aaaaaagcgg
ttatcactca
tgcttttetg
ccgagttget
aaagtgctca
ttgagatcca
ttcaccagcg
agggcgacac
tatcagggtt

ataggggttc

ggctgeggeg
gggataacgce
aggccgegtt
gacgctcaag
ctggaagctc
cctttctece
cggtgtaggt
gctgegecett
cactggcage
agttcttgaa
ctctgctgaa
ccaccgetgg
gatctcaaga
cacgttaagg
attaaaaatg
accaatgcett
ttgcectgact
gtgctgcaat
agccagcecgg
ctattaattg
ttgttgcececat
gcteceggtte
ttagctcett
tggttatgge
tgactggtga
cttgeecegge
tcattggaaa
gttcgatgta
tttctgggtg
ggaaatgttg
attgtctcat

cgecgcacatt

52

agcggtatca
aggaaagaac
gctggegttt
tcagaggtgg
cctegtgege
ttcgggaage
cgttegetec
atccggtaac
agccactggt
gtggtggect
gccagttacce
tagcggtggt
agatcctttg
gattttggtc
aagttttaaa
aatcagtgag
ccecegtegtg
gataccgecga
aagggccgag
ttgccgggaa
tgctacagge
ccaacgatca
cggtceteeg
agcactgcat
gtactcaacc
gtcaatacgg
acgttctteg
acccactcegt
agcaaaaaca
aatactcata
gagcggatac

tcececcgaaaa

gctcactcaa
atgtgagcaa
ttccatagge
cgaaacccga
tctectgtte
gtggcgettt
aagctgggcet
tatcgtcttg
aacaggatta
aactacggct
ttcggaaaaa
ttttttgttt
atcttttcta
atgagattat
tcaatctaaa
gcacctatct
tagataacta
gacccacgcet
cgcagaagtg
gctagagtaa
atcgtggtgt
aggcgagtta
atcgttgtca
aattctctta
aagtcattct
gataataccg

gggcgaaaac

gcacccaact
ggaaggcaaa
ctcttecttt
atatttgaat

gtgccacctg

5460

5520

5580

5640

5700

5760

5820

5880

5940

6000

6060

6120

6180

6240

6300

6360

6420

6480

6540

6600

6660

6720

6780

6840

6900

6960

7020

7080

7140

7200

7260

7320
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acgtctaaga aaccattatt atcatgacat taacctataa aaataggcgt atcacgaggce

cctttegte
<210> 16
<211> 19023
<212> ADN
<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> secuencia de nucledtidos de pTEA3

<400> 16

aattacaacg
ttcacggaaa
tatctagtac
taaatttaat
ctttatatag
attaatattt
atttttaatt
tcttttgaga
ttaaaatttc
ttettttttt
ttgggtataa
tcccatttaa
gggcaaatag
cagactatta
gggtcaaggt
ctaagtatta
cttttgctag
ttaaatacca
atttaaattt
aatacttaca
aaaatagaaa
gacaaatgga
attgggtttt

gagtaatatc

gtatatatcc
gttgttatat
tcaataagaa
atatatatat
ttatatttaa
atattattta
tttagaaatt
tttatctaaa
ttggaatttt
tcgatttttt
ttaatattag
ttacttttgt
ttataaatgt
gtattatatc
ttaaattaag
atttgaatta
taaattgaac
atttaaaccc
gatccaccta
cacatgatag
gatatatttc
aatggaaaga
ttttttttgt

tcaaacaaat

tgccagtact
ataagttcag
gatggagaaa
aaagaaaata
aaaaatttta
atttattatt
ttatataact
ttgatttgaa
atataaattt
aaatttattt
ataacccaca
tgtatcatta
taaattagta
aaatatttaa
tacttaaact
agaagcaaag
cttaaagtcg
taaagtcaag
atttaaattt
agatataccc
ctacaaaatt
cttattttta
gacgaaatat

aattaaaaaa

gggcccccte
taaataataa
gttatgttaa
gttgtataac
aaattaaaat
gaatatgaat
ttccatatat
ttttttttat
ttggattttt
caggaaaata
aattagatca
atttagtcga
tttaaatctt
gggtaaatat
tggttttata
ttcaagtacc
agtttagtta
tttaggtacc
ttttggtcca
acaacagata
taaaagcatt
agtttatgga
gggtgagaga

ctcctttaaa
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gagggcgatce
tgaaatataa
ttatagttat
taataattat
actattattt
aaattttttt
atatttctga
ttttaaaaaa
caaaaaaaat
taaactaact
ataggagctt
ccttacatag
gaagttttta
atattctaat
gttcaaattg
taattagact
tctaattgga
aaagtgtata
atgcaataag
cacactacaa
taatttttta
tgaatctaat
aggtagtaag

tgtggctata

gcgcggecgce
attttaatta
aaattattta
ttttacaata
tgttcaatat
tgaaaattat
tttgtcaatt
taaaataatt
tgagattttt
tttetttget
catgtcctaa
tagctctatg
atttaaagtt
atctaagctt
atttaaataa
ataaaaaaaa
caaaaaaatc
tttatctaat
agaattaatt
aaaacattaa
actaacatta
ttatctaaac
ctaagtaggg

aatacctgaa

7380

7389

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440



accaatcctt
ccatgagtaa
ctctetttet
gcaaccggtt
ccaggccagg
cagcgecttt
gaggttatgce
ttggcccega
catcccagat
acgaagacga
acaagttcga
gaccaccaca
gcaagattcc
acatgcggta
tgcgccagaa
acaacgagga
atttttgttc
tctgtgtggt
ccatgggegt
cccacgttta
ccgagaaggg
aactcaactc
gtatcctccet
ccttegacac
ggtttggcgg
gcaatattct
ccttgtegge
gtcagtattt
tgtacttgge
gggtgttgaa
aattcgtctc

tcgtccactt

ctttcctcaa
acggaatccg
catcatctac
atcgagttcc
gacaccggga
acactacaat
ggacgacgtg
aaccgatctc
caccctcagce
tgtgagcacc
gcattacggt
gatgtcgagg
gactatattg
cacagccgtce
tatcggtegt
cgagttcgga
ccgaaacaag
ttcggatgga
ttaccagcac
cgagtacacg
catcgtgceccec
gcatagatgg
agacgtcggce
ggattccaac
gaatttgcte
ggacaaaccg
gtatcggtac
caagggcgag
cgaggaccga
gtatgtgaag
gcaacgtcgt

tcgacaaatc
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ctcaaatctt
aagattctga
ttegttttte
gccacaagga
tcgagttacg
agcccaagtce
acagttagca
agcgaaacgc
gaagatcccce
acttattcct
cccattecegg
aaggaagtcc
tattcgtttt
acttgtgacc
accgccaggg
ttcacacgga
agtaggacgt
cgagagatca
ggtatcgcca
acacaagtgt
tgccagatga
ttcttcaacg
acccgccceg
gtggcggggg
aaccctctgg
ttggagtcgg
catgecgcetge
acgctccatg
attctgtgtt
gggtgtacgg
cgttggcectca

tggaaaaccg

caatctttag
agatttttct
actcatcgtce
cggtacgagc
gaaatgcgag
gcgcagcgag
tgggaccgga
gccacctcaa
acggcaccca
ccaacacggg
aggaaggcaa
agctcatcaa
tgcccaggag
ctgatgactt
agacggagct
ctatgcacgce
ggggagcgga
ttcacccecceg
agaactttgt
ctctggacag
ttttttgett
cctttggcaa
gcggcacaag

cctgecgggga

tggctagtca
tgtttgggta
agaacgatga
ggcagcacgc
gggagttggt
gtgagacgga
acggtgecctt

accacacctt

54

atcatctctc
gtatatgtta
gttttcagag
cttcagaaat
gcgaccgctt
tcattatcca
cgacgatcegt
cgacgcatac
cgcgegttec
caccagcgct
gcacgagcgg
cggcgaactc
agacgaagtg
tgttgccagg
gttcatctge
agtgatgaag
tgggtggcag
gaccttggac
caaccagaag
cgacctcaag
gaaggagaag
agccttgaac
tctctaccat
aatcaaagcg
gaactttgag
catcacggtg
gacgggccat
ggatgtgttt
ggccaagagg
tgtgcctgac
cttegecegece

tatgcgcaaa

caaaaaaata
cttctcaact
tccagaatca
cgatgtcatg
cccteggeac
cggtaccatg
acagatatct
gggtttcggt
cggtacgacg
tcaggtgtcg
cgcggegtge
gttctcgagt
gagtttacgce
ggttacaagt
gtgaccatgt
aacatttcge
aagattgtgg
gccetegeag
gcggtgcagg
ttcaagggcg
aaccaaaaga
ccgaatgtgt
ctctggaaag
atgaaggggc
tacaagatga
ttgcegggeg
gggccegttga
acggcgaaca
ggtgagaggt
accgtccegg
gtctactcce

gcecttetee

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360



acgtcgaatt
tctacctcege
actcggacgg
tgatctgcac
atctcgcecatc
tcatcgtcegt
tcggcaacaa
tcgtecatgte
ttgtcctget
acgtcacatg
gcaagggaag
acgacgaatg
aggaccagct
tggtggccaa
gggataattt
cgttggggte
tcaggctgag
atgtgaaggg
agctccctag
acacgctgaa
atgtgtgagt
gagcatataa
ttctaattce
gtcectgecagg
agtaaataat
aagttatgtt
tagttgtata
taaaattaaa
ttgaatatga
ctttccatat

aatttttttt

cctctaccac
cttctacttt
ccacgtecgeg
acaattcatc
catgatcatc
gcgacaaatc
cgtcttcacc
ctttctctat
gccttectac
gggcaccaaa
caccgtcgaa
tctacgaaat
gcagcaggat
cgcgacgetg
ttacttgecgg
gacgacgttt
gttgaatatg
caagtttgag
ggacgccggt
atcaccagtc
agttcccaga
gaaaccctta
taaaaccaaa
cccgggttaa
aatgaaatat
aattatagtt
actaataatt
atactattat
ataaattttt
atatatttct

atttttaaaa
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ctcctgcecaac
atcgeceggeg
cgcatcatct
ttgtceccteg
tacgccegtceca
caaccctctc
aacctgatcg
ctcgacccect
atctgcacgce
ggcgacaacg
ctggaaatgce
ctccgggatce
tactacaagt
gccatggegg
tttatcctgt
gcggcgatta
aaagggttta
gggttggggg
gaagaggcag
tctctctaca
taagggaatt
gtatgtattt
atccagtact
ttaagcggcece
aaattttaat
ataaattatt
atttttacaa
tttgttcaat
tttgaaaatt
gatttgtcaa

aataaaataa

tcctettcac
gactcgcecega
tcaacatcct
gcaaccgtcec
tcatggtgta
aaaaatccga
tcteegtgge
ggcacatgtt
tccagatcta
tgatgcgcac
cttecggacca
gcgtcatggt
cggtgcegcecac
tgtcggaagce
gggcggtgge
atctggtgag
ggtggattaa
atcgggcgag
tgcaagacgt
aatctatctc
agggttccta
gtatttgtaa
aaaatccaga
gcttcacgga
tatatctagt
tataaattta
tactttatat
atattaatat
atatttttaa
tttcttttga

ttttaaaatt
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ctacttctcce
tcececacgte
ccgctacgte
gcagggtgce
caccaccttce
cgacaagccc
tagtaccctc
caccteggece
cgccttttge
cgatctcgga
actcgacatc
ccctgecgtt
gtacatggtg
gtatggcgat
ggccctggeg
tgctctegtg
ggagaagtgg
ggggttggeg
ttaaacgcta
tctctatttt
tagggtttecg
aatacttcta
tcatgcatgg
aagttgttat
actcaataag
atatatatat
agttatattt
ttatattatt
tttttagaaa
gatttatcta

tcttggaatt

ctggccaact
gaccctttta
tgegtcectge
aaaagaatgt
gccaccatcet
gacctcgaac
gggctctact
atccagtact
aacacccacg
ggcgccattg
gactcgggat
ccegtgtecg
gtgtcgtgga
tcggaaattg
ctgtttagag
gagggcaggg
ggggatgcgg
aggcggtgag
gcaagcttgg
ctccataata
ctcatgtgtt
tcaataaaat
tacagcacgc
atataagttc
aagatggaga
ataaagaaaa
aaaaaaattt
taatttatta
ttttatataa
aattgatttg

ttatataaat

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980

5040

5100

5160

5220



ttttggattt
ttcaggaaaa
caaattagat
taatttagtc
tatttaaatc
aagggtaaat
cttggtttta
agttcaagta
cgagtttagt
agtttaggta
ttttttggte
ccacaacaga
tttaaaagca
taagtttatg
atgggtgaga
aactccttta
ttcaatcttt
ccaaagagac
tgactccget
aggaaaggtt
tattgcacat
tgtgagtgag
ggaagagtta
acatttagtg
tattcctcaa
tctececttgea
tatcgctagce
gggcgatatt
ggttaaacgt
caggcattat
tggccgtatt

gctatcaaaa

ttcaaaaaaa
tataaactaa
caataggagc
gaccttacat
ttgaagtttt
atatattcta
tagttcaaat
cctaattaga
tatctaattg
ccaaagtgta
caatgcaata
tacacactac
tttaattttt
gatgaatcta
gaaggtagta
aatgtggcta
agatcatctc
gttgctgaga
ggtctggcetg
cagatgcttg
accaggtggg
catatcgttg
aaggcaagag
aactgggaac
cttagaggtg
gctagatcag
gaccaattgg
gctgagatta
caggatatcg
atgcaaaagg
tctcatggac

gttgagcaca
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attgagattt
cttttctttg
ttcatgtcct
agtagctcta
taatttaaag
atatctaagc
tgatttaaat
ctataaaaaa
gacaaaaaaa
tatttatcta
agagaattaa
aaaaaacatt
taactaacat
atttatctaa
agctaagtag
taaatacctg
tccaaaaaaa
ttttgttaga
tcgttgatge
ctcaggcagce
ctactcatgg
tagttcacaa
gatatacttt
tcaaacaggg
catacggtac
gtagtccctt
ccttattgee
ctagaaggtc
agtctaacct
aaatttatga
aggtcgattt

tacagatact

ttttettttt
ctttgggtat
aatcccattt
tggggcaaat
ttcagactat
ttgggtcaag
aactaagtat
aacttttget
tcttaaatac
atatttaaat
ttaatactta
aaaaaataga
tagacaaatg
acattgggtt
gggagtaata
aaaccaatcc
taccatgtgce
gggtctgcga
tgagggtcat
tgaggaacat
ggagccatca
tgggataatt
tgtgagtgag
gggcacattg
tgttattatg
ggtcatagga
agttacaaga
tgtgaacatc
tcaatacgat
acaaccaaat
aagcgagctt

ggcatgcegga
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tttecgatttt
aattaatatt
aattactttt
agttataaat
tagtattata
gtttaaatta
taatttgaat
agtaaattga
caatttaaac
ttgatccacc
cacacatgat
aagatatatt
gaaatggaaa
tttttttttt
tctcaaacaa
ttctttecte
ggaattgttg
aggctagagt
atgacaaggc
ccattgcatg
gaagttaatg
gaaaaccacg
actgacactg
cgtgaggctg
gattcaagac
cttggaatgg
cgatttattt
tttgataaga
gctggtgata
gctatcaaaa
ggtcctaatg

actagttata

ttaaatttat
agataaccca
gttgtatcat
gttaaattag
tcaaatattt
agtacttaaa
taagaagcaa
accttaaagt
cctaaagtca
taatttaaat
agagatatac
tcctacaaaa
gacttatttt
gtgacgaaat
ataattaaaa
aactcaaatc
gtgctatcege
atagaggata
taagaaggtt
gaggtactgg
ctcatccaca
aaccattgag
aggttattgce
tgttaagagce
acccagatac
gtgaaaattt
tccttgaaga
ctggecgcetga
aaggaattta
acacacttac
cagacgaact

attcaggaat

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760

5820

5880

5940

6000

6060

6120

6180

6240

6300

6360

6420

6480

6540

6600

6660

6720

6780

6840

6900

6960

7020

7080

7140



ggtgtctaga
tgagtttagg
atccggagaa
gggttcactt
acttatgaca
actgaccgta
tatcgaacat
ttcacaagat
gtttcttgga
aataagttac
actcatcgac
gcttaaatca
acaagatgct
agaagtgatt
acttattaaa
ataaacgcgt
cceccgatcecg
attgggtttg
cttettgett
ttgttttaaa
gagacaacat
cgatggatga
atgagcaaag
gactcaattc
ataaaaccga
tttggttatt
gcagaacaaa
tgatcgggga
gagaaatatg
tgctgagatg

ccaccactca

tactggttcg
tatagaaagt
acagcagata
gctatttgta
aatgcaggaa
cttttaatgt
gatattgttc
aagagaatag
cgtggecgatce
attcacgcag
gctgacatgce
aatatcgaag
ggattcgtgt
gcacctatat
ggaactgatg
aggcctgacg
cgtttgtgtt
gcgtttagta
cagcagtttc
ttttggcatt
gaaattcgac
ggataacgaa
ctactgaaac
ctttattaag
aacaaaccgg
gaatgaaaat
gattctatat
attcgatatc
agtcgaggca
attcccagag

acgaatttac
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aaagcttggce
ctgetgtgceg
cactggctgg
atgtaccagg
ctgaaatagg
tggtagcaaa
acgggcttca
aggcattggce
aatatccaat
aagcatatgce
ccgtgategt
aggttcgagce
caagcgataa
tttatacagt
ttgatcagcc
ccggtgaaga
ttctgggttt
gtttgcggta
ggttgaaata
aaattggtga
ttttgacctce
agggeggtte
gcggacacga
acataaaccg
tacaagtttg
catagtctaa
tctggttcca
attaccctgt
tggatacact
caagatagtt

ttgtggcettt

aggtatacct
tagaaattca
attgaggctt
ttcctecattg
tgtggcaagt
actcagtcga
agctctcect
tgaagatttt
tgcattggaa
agctggagaa
agtggctcct
tagaggaggt
tatgcatata
cccattgcaa
tagaaaccta
ggcagtgcaa
ctcacttaag
gcegttettgt
taaatcgaat
aaattgcttc
aaatcttcga
ctatgtccgg
cgtcegeattg
attttggtta
attgagcaac
tcgtaaaaaa
atttatcatc
tatccctaaa
aagttcccct
tgtgctgcaa

gacatgtcgt

57

tgtgatgtag
ttaatgatta
tctaaggaac
gttcgtgaat
accaaggctt
ttaaaggggc
tcaagaattg
tccgacaaac
ggagctttga
ctcaagcatg
aataacgaac
cagctttacg
attgaaatgce
cttctagett
gcaaaatctg
gaccacgtga
cgtectgegtt
tatgtgtaat
caagtttcac
aattttgtat
acatttattt
gaaagttccc
gtacggatat
aagtgtaaca
ttgatgacaa
tgtacagaag
gctttaacgt
gcttattaat
gaagtgagca
gtgacacaat

gtgctctgtt

agatcgcttce
cattatctca
tcggatatct
cagatctagce
tcacaaccca
tagatgcatc
aacaaatgct
atcacgcatt
agttgaaaga
gtcctttgge
tgctcgaaaa
ttttcgetga
ctcacgttga
accatgttge
taacagtcga
aacggcgcgce
ttacttttgt
tacgettttt
tttatcageg
ctaaatagaa
cctgatttca
gtagaagaca
gagttaaacc
gtgagctgat
acttcagaat
aaaagctaga
ccctcagatt
gtttgtcgag
tgatctttga
tgtaatgaaa

tgtatttgtg

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



agtgccggtt
ctttatctat
gacatcccat
atggtcgaaa
gataatacta
aaaattagta
tttttaaaat
gagttccaaa
acgattctta
acagatcgac
atttaatatg
tttcacatct
tttctetega
gtatgatttg
ttectgttact
ccagtttgaa
gagtctagtc
tgtataacca
gttttegagt
tagggtttta
gaaaatcccce
ctcctectca
gttcaccgge
cacccttcce
caagaagttc
ggcctegteg
cgtecgeecge
catggcegge
gctgccgggg
gacaacagtg

gaggactctt

ctgtggtgga

ggtaattatt
tgaagtgtgt
ttacaattga
gaaggcaata
acatatgatt
taaatcacta
aaaagcatgt
atattgcecge
gtggctatca
ggtttataca
cgatctgatt
ttctcaccca
ctctagagga
tttgtaatta
gtctecegega
aataaaggtc
gatttattgg
gatttgtctg
caattttgce
agtggtgacg
aattgactgt
gtcgegaceg
cttaagtcca
agcaacggtg
gagacgctgt
gccaccgcecg
cgctecteca
gccgaggaga
tccaagtcge
gttgataacc
ggtctctetg

aagttcccag
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tttgttaatg
tcttgtggte
taacttggta
cccattgtat
gtcattgttt
tattataaat
gaaaattttc
ttcattaccc
ctgccatcac
tcattttatt
gctcaaaaaa
aatctactct
tccaagcetta
gatcaggggt
tctgatttta
cgtecttttaa
atgatccatt
tgtgcgattg
ccttttggtt
tttagtattce
tcaatttctt
ttagceggac
acgccgcecett
gaagagttca
cgtacctgcee
tcgecteegtt
gaagcctcgg
tcgtgetgea
tttccaaccg
tgctgaacag
tcgaagcgga

ttgaggatgce

tgattttaaa
tatagtttct
tacacaaact
gttccaatat
ttccagtate
cttttteggt
aaataatgtg
taatttgtgg
gcggatcact
gtacacacgg
tagactctce
taaccgttcet
tcgatttcga
ttaggtcecttt
cgacaataga
gtttgctgga
cttcategtt
tcattaccta
atatctggtt
caatttcttce
gttaaatgcg
cgececctget
ccccaccacce
atgtatgcag
gcegetgtet
ccaggggctce
caacgtcagc
gcccatcaag
gatcctccta
tgaggatgtc
caaagctgcce

taaagaggaa

58

acctcttatg
caaagggaaa
ttgtaaattt
caatatcaat
aatatacatt
tgtaacttgt
atggcgcaat
cgccacatgt
aatatgaacc
atcgatatct
gtectttgect
tcttcttceta
acccctcagg
ccattacttt
gtttcgggtt
tcgataaacc
tttttettge
gcegtgtate
cgataacgat
aaaatttagt
cagatcacaa
caggccaaca
aagaaggcta
gtgtggccgg
atggcgccca
aagtccaccg
aacggcggaa
gagatctccg
ctcgecgecce
cactacatgce
aaaagagctg

gtgcagctcet

taaatagtta
ttaaaatgtt
ggtgatattt
acgataactt
aagctactac
aattcgtggg
tttattttce
aaaacaaaag
gtcgattaaa
cagccgttag
ataaaaacaa
cagacatcaa
cgaagaacag
ttaatgtttt
ttgtcccatt
tgtgaagatt
ttcgaagtte
gagaactagg
tcatctggat
tatggataat
tggcttcgat
tggtggctce
acgacttctce
cctacggcaa
ccgtgatgat
ccagccteee
ggatccggtg
gcaccgtcaa
tgtccgaggg
tcggggectt
tagttgttgg

tcttggggaa

9060

9120

9180

9240

9300

9360

9420

9480

9540

9600

9660

9720

9780

9840

9900

9960

10020

10080

10140

10200

10260

10320

10380

10440

10500

10560

10620

10680

10740

10800

10860

10920



tgctggaatc
ttacgtgcett
attgaagcag
tgtcaatgga
tcagtacttg
aatcattgat
ttttggtgtg
aaaatacaag
cttggctggt
tttgcagggt
gaccgagact
caaggcgatt
tgcecctettt
gaccgagagg
agggccggac
gtacgacgac
caccatcecgg
cactttcgtce
ctgggtttcet
ttgcggtage
ttgaaatata
attggtgaaa
ttgacctcaa
ggcggttect
ggacacgacg
ataaaccgat
caagtttgat
tagtctaatc
tggttccaat
tgagacagtt

ggcactcgeg

gcaatgcggt
gatggagtac
cttggtgcag
atcggaggge
agtgccttge
aaattaatct
aaagcagagc
tccectaaaa
gctgcaatta
gatgtgaagt
agcgtaactg
gatgtcaaca
gcecgatggece
atggttgcga
tactgcatca
cacaggatgg
gaccctgggt
aagaattaag
cacttaagcg
gttcttgtta
aatcgaatca
attgcttcaa
atcttcgaac
atgtccggga
tcgcattggt
tttggttaaa
tgagcaactt
gtaaaaaatg
ttatcatcge
tggttaacta

agggtccgaa
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ccttgacage
caagaatgag
atgttgattg
tacctggtgg
tgatggctge
ccattccgta
attctgatag
atgcctatgt
ctggagggac
ttgctgaggt
ttactggcce
tgaacaagat
cgacagccat
tccggacgga
tcacgccgece
cgatggcecttt
gcacccggaa
ctctagaact
tctgegtttt
tgtgtaatta
agtttcactt
ttttgtatct
atttatttcc
aagttcccgt
acggatatga
gtgtaacagt
gatgacaaac
tacagaagaa
tttaacgtcce
taacggtcct

ttcgagcatg

agctgttact
ggagagaccc
tttcecttgge
caaggtcaag
tcetttgget
cgtcgaaatg
ctgggacaga
tgaaggtgat
tgtgactgtg
actggagatg
accgcgggag
gcctgatgte
cagagacgtg
gctaaccaag
ggagaagctg
ctceettgece
gaccttcecce
agtggatccc
acttttgtat
cgctttttet
tatcagegtt
aaatagaaga
tgatttcacg
agaagacaat
gttaaaccga
gagctgatat
ttcagaattt
aagctagagc
ctcagatttg
aaggtagcga

gagccattta

59

gctgetggtg
attggcgact
actgactgcc
ctgtctgget
cttggggatg
acattgagat
ttctacatta
gcctcaageg
gaaggttgtg
atgggagcga
ccatttggga
gccatgactce
gcttcecetgga
ctgggagcat
aacgtgacgg
gcetgtgecg
gactacttcg
ccgatcegeg
tgggtttgge
tcttgecttca
gttttaaatt
gacaacatga
atggatgagg
gagcaaagct
ctcaattcct
aaaaccgaaa
tggttattga
agaacaaaga
atcgggaaac
tcgaggcatt

caattgaata

gaaatgcaac
tggttgtegg
cacctgttcg
ccatcagcag
tggagattga
tgatggagcg
agggaggtca
caagctattt
gcaccaccag
aggttacatg
ggaaacacct
ttgectgtggt
gagtaaagga
ctgttgagga
cgatcgacac
aggtcccegt
atgtgctgag
tttgtgtttt
gtttagtagt
gcagtttcgg
ttggcattaa
aattcgactt
ataacgaaag
actgaaacgc
ttattaagac
caaaccggta
atgaaaatca
ttctatattce
caaaacgtcg
acggcattac

tatcctgeceg

10980

11040

11100

11160

11220

11280

11340

11400

11460

11520

11580

11640

11700

11760

11820

11880

11940

12000

12060

12120

12180

12240

12300

12360

12420

12480

12540

12600

12660

12720

12780



ccgetgecge
ttaggcagat
cgacggggca
cgagagaagc
gcaaagtatt
aagctagcett
ctattgcgat
ttattatgca
attatgtgcet
gaacgaattg
acaaattctt
gcctgtcectag
tcggcagcega
aacgtaagca
aaggtttcat
gccgctggac
tcaatgtcga
ccaaattgca
atggtgactt
aggtcgttga
aaatcaatat
gccagcaacg
gatacttcgg
tgctgegtaa
tgctgcttgg
aaaaccgcca
gagcgcatac
cgtgccttcea
gaggcatttc
gcattggegg
aggagatcgg

tctctagage

tttgcacceg
aatttccatt
acggagtgat
agtcgatccg
tgaacgcagg
agtaaagccce
aacaagaaaa
cgcttaaaaa
tagtgcatct
ttagacatta
ccaactgatc
cttcaagtat
catccttegg
ctacatttcg
ttagegecte
ctaccaaggc
tcgtggetgg
gttcgegett
ctacagecgceg
tcaaagctcg
cactgtgtgg
tecggttecgag
cgatcaccge
categttget
atgcccgagg
ctgcgeegtt
gctacttgca
tcecgttteca
tgtcctgget
ccttgetgtt
aagacctcgg

tctagagggt
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gtggagcttg
gagaactgag
ccacatggga
tgagatcagce
tacaatcgag
tcgctagatt
agccagcctt
taataaaagc
aacgcttgag
tttgcecgact
tgcgcgegag
gacgggctga
cgcgattttg
ctcatcgcca
aaatagatcc
aacgctatgt
ctcgaagata
agctggataa
gagaatctcg
ccgegttgtt
cttcaggecceg
atggcgctceg
ttcectecatg
gctccataac
catagactgt
accaccgctg
ttacagctta
cggtgtgegt
ggcgaacgag
cttctacgge
ccgtccggge

tcgcatccte

catgttggtt
ccatgtgcac
cttttaaaca
cgacgcaccg
ccgacgttca
ttaatgcgga
tcatgatata
agacttgacc
ttaagececgeg
accttggtga
gccaagcgat
tactgggccecg
ccggttactg
gcccagtegg
tgttcaggaa
tctcottgett
cctgcaagaa
cgccacggaa
ctctetecag
tcatcaagcc
ccatccactg
atgacgccaa
atgtttaact
atcaaacatc
accccaaaaa
cgttcggtca
cgaaccgaac
cacccggcaa
cgcaaggttt
aagtgctgtg
gcttgccggt

ggttttctgg

60

tctacgcaga
cttccececca
tcatcegtceg
ggcaggcgceg
cggtaccgga
tgttgegatt
tctcccaatt
tgatagtttg
ccgcgaagceg
tctegeettt
cttcttettg
gcaggcgcetce
cgctgtacca
gcggcgagtt
ccggatcaaa
ttgtcagcaa
tgtcattgeg
tgatgtecgtce
gggaagccga
ttacggtcac
cggagccgta
ctacctctga
ttgttttagg
gacccacggc
aacagtcata
aggttctgga
aggcttatgt
ccttgggcag
cggtctcecac
cacggatctg
ggtgctgacc

aaggcgagca

actgagccegg
acacggtgag
gatggcgttg
caacacgatc
acgaccaagc
acttcgccaa
tgtgtagggce
gctgtgagceca
gcgtcggett
cacgtagtgg
tccaagataa
cattgcceccag
aatgcgggac
ccatagegtt
gagttcctcece
gatagccaga
ctgccattcet
gtgcacaaca
agtttccaaa
cgtaaccagc
caaatgtacg
tagttgagtc
gcgactgcecece
gtaacgcgcet
acaagccatg
ccagttgegt
ccactgggtt
cagcgaagtc
gcatcgtcag
ccectggette
ccggatgaag

tcgtttgtte

12840

12900

12960

13020

13080

13140

13200

13260

13320

13380

13440

13500

13560

13620

13680

13740

13800

13860

13920

13980

14040

14100

14160

14220

14280

14340

14400

14460

14520

14580

14640

14700



gcccagcette
gatctggatt
gccttgatgt
ggctgcatga
tggccgcectga
gcttgegtca
ggaacgcatg
cgcaacccat
cgatccccag
tgtcggecatce
cgtagtgatc
cgacttcegtg
ggtggagctg
cgtgtecgegg
gtacgagctg
cgccgecgge
ggcgctggcece
agcaaaagca
acgttggcca
gaggatcaca
ctatctgaat
aattttagceg
ggaatgcccce
ccggecectge
catccggecee
ccgcegcagge
aagcggccgce
cgattaggaa
acgtgggcac
gtgaccgacg

ccgcagggcece

tgtatggaac
tcgatcacgg
tacccgagag
aatcctggcece
agaaaccgag
tgcggtceget
aaggttatcg
ctagcccgeg
ggcagtgccc
gaccgcccga
gacggagcegce
ctgattcegg
gttaagcagc
gcgatcaaag
cccattcttg
acaaccgttc
gctgaaatta
caaacacgct
gcctggcaga
ccaagctgaa
acatcgcgceca
gctaaaggag
atgtgtggag
aatggcactg
ggtacaaatc
cgcccagegg
tgatcgaatc
gccgcccaag
ccgegatagt
agctggcgag

ggccggceatg
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gggcatgegg

cacgatcatc
cttggcacce
ggtttgtctg
cgcegecgte
gcgtatatga
ctgtacttaa
ccctgcaact
gcgattggge
cgattgaccg
cccaggcggce
tgcagccaag
gcattgaggt
gcacgcgcecat
agtcccgtat
ttgaatcaga
aatcaaaact
aagtgccgge
cacgccagcc
gatgtacgcg
gctaccagag
gcggecatgga
gaacgggcgyg
gaacccccaa
ggcgceggege
caacgcatcg
cgcaaagaat
ggcgacgagce
cgcagcatca
gtgatcecgcet

gccagtgtgt

atcagtgagg
gtgcgggagg
agcctgegeg
atgccaagcet
taaaaaggtg
tgcgatgagt
ccagaaaggc
cgccggggcec
ggccgtgegyg
cgacgtgaag
ggacttggct
ccecttacgac
cacggatgga
cggcggtgag
cacgcagcgce
acccgagggce
catttgagtt
cgtcecgageg
atgaagcggg
gtacgccaag
taaatgagca
aaatcaagaa
ttggccaggce
gcccgaggaa
tgggtgatga
aggcagaagc
cccggcaacce
aaccagattt
tggacgtgge
acgagcttcc

gggattacga
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gtttgcaact
gcaagggctc
agcagggatc
ggcggcectgg
atgtgtattt
aaataaacaa
gggtcaggca
gatgttctgt
gaagatcaac
gccatcggece
gtgtccgega
atatgggcca
aggctacaag
gttgccgagg
gtgagctacc
gacgctgccce
aatgaggtaa
cacgcagcag
tcaactttca
gcaagaccat
aatgaataaa
caaccaggca
gtaagcggct
tcggegtgac
cctggtggag
acgccceccggt
gccggcagcec
tttegttceceg
cgtttteegt
agacgggcac

cctggtactg

gcgggtcaag

caaggatcgg
gataccgtgce
ccggcecaget
gagtaaaaca
atacgcaagg
agacgaccat
tagtcgattc
cgctaaccgt
ggcgcgactt
tcaaggcagce
ccgecgaccet
cggectttgt
cgetggeecgg
caggcactgc
gcgaggtcca
agagaaaatg
caaggctgca
gttgeeggeg
taccgagcetg
tgagtagatg
ccgacgcecegt
gggttgtctg
ggtcgcaaac
aagttgaagg
gaatcgtggce
ggtgcgecgt
atgctctatg
ctgtcgaage
gtagaggttt

atggcggttt

14760

14820

14880

14940

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



cccatctaac
tgttcegtece
agaaagacga
gtacgaagaa
gccgcetacaa
ctgattggat
ccgattactt
ccgcaggcaa
ccggagagtt
cggagtacga
gcaacctgat
aaattgccect
ttgggaaccce
acattgggaa
ccgcctaaaa
tgtectggecca
ccctacgece
gcctacggece
ggcgcccaca
cacatgcagc
gceccegtcecagg
cgtagcgata
gagtgcacca
ggcgetcette
cggtatcagce
gaaagaacat
tggcgttttt
agaggtggcg
tecgtgegetce
cgggaagcgt
ttegetecaa

ccggtaacta

cgaatccatg
acacgttgeg
cctggtagaa
ggccaagaac
gatcgtaaag
gtaccgcgag
tttgatcgat
ggcagaagcc
caagaagttc
tttgaaggag
cgagggcgaa
agcaggggaa
aaagccgtac
ccggtcacac
ctctttaaaa
gcgcacagcece
cgecegetteg
aggcaatcta
tcaaggcacc
tceccggagac
gcgegtceage
gcggagtgta
tatgcggtgt
cgcttecteg
tcactcaaag
gtgagcaaaa
ccataggctc
aaacccgaca
tcctgttecg
ggcgetttet
gctgggetgt

tcgtettgag
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aaccgatacc
gacgtactca
acctgcattc
ggccgectgg
agcgaaaccg
atcacagaag
cccggeateg
agatggttgt
tgtttcaccg
gaggcggggce
gcatccgeeg
aaaggtcgaa
attgggaacc
atgtaagtga
cttattaaaa
gaagagctge
cgtecggecta
ccagggcgcg
ctgectegeg
ggtcacagct
gggtgttgge
tactggctta
gaaataccge
ctcactgact
gcggtaatac
ggccagcaaa
cgceccceccectg
ggactataaa
accctgeege
catagctcac
gtgcacgaac

tccaaccegg

gggaagggaa
agttctgeceg
ggttaaacac
tgacggtatc
ggcggccgga
gcaagaaccc
gcegttttet
tcaagacgat
tgcgcaaget
aggctggece
gttcctaatg
aaggtctcectt
ggaacccgta
ctgatataaa
ctcttaaaac
aaaaagcgcc
tcgeggecege
gacaagccgc
cgttteggtg
tgtctgtaag
gggtgtcggg
actatgcgge
acagatgegt
cgctgegete
ggttatccac
aggccaggaa
acgagcatca
gataccaggce
ttaccggata
gctgtaggta
ccececegttea

taagacacga
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gggagacaag
gcgagcecgat
cacgcacgtt
cgagggtgaa
gtacatcgag
ggacgtgctg
ctaccgectg
ctacgaacgce
gatcgggtca
gatcctagtce
tacggagcag
tcectgtggat
cattgggaac
agagaaaaaa
ccgectggee
tacccettegg
tggccgetca
gcegtcegeca
atgacggtga
cggatgcegg
gcgcagcecat
atcagagcag
aaggagaaaa
ggtcgttegg
agaatcaggg
ccgtaaaaag
caaaaatcga
gtttcceect
cctgtecegee
tctcagtteg
gcccgaccge

cttatcgeca

cccggccegeg
ggcggaaagce
gccatgcage
gccttgatta
atcgagctag
acggttcacc
gcacgccgeg
agtggcagcg
aatgacctgce
atgcgctacc
atgctaggge
agcacgtaca
ccaaagccegt
ggcgattttt
tgtgcataac
tecgetgeget
aaaatggctg
ctcgaccgece
aaacctctga
gagcagacaa
gacccagtca
attgtactga
taccgcatca
ctgcggegag
gataacgcag
gcegegttge
cgctcaagtce
ggaagctccce
tttctcectt
gtgtaggtceg
tgcgecttat

ctggcagcag

16620

16680

16740

16800

16860

16920

16980

17040

17100

17160

17220

17280

17340

17400

17460

17520

17580

17640

17700

17760

17820

17880

17940

18000

18060

18120

18180

18240

18300

18360

18420

18480
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ccactggtaa caggattagc agagcgaggt atgtaggegg tgctacagag ttcttgaagt 18540
ggtggcctaa ctacggctac actagaagga cagtatttgg tatctgcecget ctgectgaage 18600
cagttacctt cggaaaaaga gttggtagct cttgatccgg caaacaaacc accgctggta 18660
gcggtggttt ttttgtttge aagcagcaga ttacgcgcag aaaaaaagga tctcaagaag 18720
atccggaaaa cgcaagcgca aagagaaagc aggtagettg cagtgggett acatggecgat 18780
agctagactg ggcggtttta tggacagcaa gcgaaccgga attgccagat tcgaagctcg 18840
gtcccgtggg tgttcectgtcg tctegttgta caacgaaatc cattcccatt cegegetcaa 18900
gatggcttcece ccteggecagt tcatcaggge taaatcaatc tageccgactt gtccggtgaa 18960
atgggctgca ctccaacaga aacaatcaaa caaacataca cagcgactta ttcacacgeg 19020
aca 19023
<210> 17
<211> 19020
<212> ADN
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> secuencia de nucledtidos de pTEAB
<400> 17
aattacaacg gtatatatcc tgccagtact gggccceccte gagggcgatce gegeggecge 60
ttcacggaaa gttgttatat ataagttcag taaataataa tgaaatataa attttaatta 120
tatctagtac tcaataagaa gatggagaaa gttatgttaa ttatagttat aaattattta 180
taaatttaat atatatatat aaagaaaata gttgtataac taataattat ttttacaata 240
ctttatatag ttatatttaa aaaaatttta aaattaaaat actattattt tgttcaatat 300
attaatattt atattattta atttattatt gaatatgaat aaattttttt tgaaaattat 360
atttttaatt tttagaaatt ttatataact ttccatatat atatttctga tttgtcaatt 420
tcttttgaga tttatctaaa ttgatttgaa ttttttttat ttttaaaaaa taaaataatt 480
ttaaaatttc ttggaatttt atataaattt ttggattttt caaaaaaaat tgagattttt 540
ttettttttt tcgatttttt aaatttattt caggaaaata taaactaact tttetttget 600
ttgggtataa ttaatattag ataacccaca aattagatca ataggagctt catgtcctaa 660
tcccatttaa ttacttttgt tgtatcatta atttagtcga ccttacatag tagctctatg 720
gggcaaatag ttataaatgt taaattagta tttaaatctt gaagttttta atttaaagtt 780
cagactatta gtattatatc aaatatttaa gggtaaatat atattctaat atctaagctt 840
gggtcaaggt ttaaattaag tacttaaact tggttttata gttcaaattg atttaaataa 900
ctaagtatta atttgaatta agaagcaaag ttcaagtacc taattagact ataaaaaaaa 960



cttttgctag
ttaaatacca
atttaaattt
aatacttaca
aaaatagaaa
gacaaatgga
attgggtttt
gagtaatatc
accaatcctt
ccatgagtaa
ctctetttet
gcaaccggtt
ccaggccagg
cagcgecettt
gaggttatgc
ttggccecga
catcccagat
acgaagacga
acaagttcga
gaccaccaca
gcaagattcc
acatgcggta
tgcgeccagaa
acaacgagga
atttttgttc
tctgtgtggt
ccatgggegt
cccacgttta
ccgagaaggg
aactcaactc
gtatcctect

ccttcgacac

taaattgaac
atttaaaccc
gatccaccta
cacatgatag
gatatatttc
aatggaaaga
ttttttttgt
tcaaacaaat
ctttcctcaa
acggaatccg
catcatctac
atcgagttcce
gacaccggga
acactacaat
ggacgacgtg
aaccgatctce
caccctcage
tgtgagcacc
gcattacggt
gatgtcgagg
gactatattg
cacagccgtce
tatcggtegt
cgagttcgga
ccgaaacaag
ttecggatgga
ttaccagcac
cgagtacacg
catcgtgececce
gcatagatgg
agacgtegge

ggattccaac
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cttaaagtcg
taaagtcaag
atttaaattt
agatataccc
ctacaaaatt
cttattttta
gacgaaatat
aattaaaaaa
ctcaaatctt
aagattctga
ttegttttte
gccacaagga
tcgagttacg
agcccaagtce
acagttagca
agcgaaacgce
gaagatcccce
acttattcct
cccattecegg
aaggaagtcc
tattcgtttt
acttgtgacc
accgccaggg
ttcacacgga
agtaggacgt
cgagagatca
ggtatcgcca
acacaagtgt
tgccagatga
ttcttcaacg

acccgecceg

gtggcggggyg

agtttagtta
tttaggtacc
ttttggtcca
acaacagata
taaaagcatt
agtttatgga
gggtgagaga
ctcctttaaa
caatctttag
agatttttct
actcatcgtce
cggtacgage
gaaatgcgag
gcgcagcgag
tgggaccgga
gccacctcaa
acggcaccca
ccaacacggg
aggaaggcaa
agctcatcaa
tgcccaggag
ctgatgactt
agacggagct
ctatgcacge
ggggagcgga
ttcaccceceg
agaactttgt
ctctggacag
ttttttgett
cctttggecaa

gcggcacaag

cctgcgggga
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tctaattgga
aaagtgtata
atgcaataag
cacactacaa
taatttttta
tgaatctaat
aggtagtaag
tgtggctata
atcatctctce
gtatatgtta
gttttcagag
cttcagaaat
gcgaccgcett
tcattatcca
cgacgatcgt
cgacgcatac
cgegegttee
caccagcgct
gcacgagcgg
cggcgaactce
agacgaagtg
tgttgccagg
gttcatctge
agtgatgaag
tgggtggcag
gaccttggac
caaccagaag
cgacctcaag
gaaggagaag
agccttgaac
tctctaccat

aatcaaagcg

caaaaaaatc
tttatctaat
agaattaatt
aaaacattaa
actaacatta
ttatctaaac
ctaagtaggg
aatacctgaa
caaaaaaata
cttctcaact
tccagaatca
cgatgtcatg
cccteggeac
cggtaccatg
acagatatct
gggtttcggt
cggtacgacg
tcaggtgtcg
cgeggegtge
gttctcgagt
gagtttacge
ggttacaagt
gtgaccatgt
aacatttcge
aagattgtgg
gcectcegeag
gcggtgcagg
ttcaagggeg
aaccaaaaga
ccgaatgtgt
ctctggaaag

atgaaggggc

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880



ggtttggcgg
gcaatattct
ccttgtegge
gtcagtattt
tgtacttggce
gggtgttgaa
aattcgtctc
tcgtccactt
acgtcgaatt
tctacctcge
actcggacgg
tgatctgcac
atctcgcatc
tcategtegt
tcggcaacaa
tcgtcatgtce
ttgtecctget
acgtcacatg
gcaagggaag
acgacgaatg
aggaccagct
tggtggccaa
gggataattt
cgttggggtce
tcaggctgag
atgtgaaggg
agctccctag
acacgctgaa
atgtgtgagt
gagcatataa

ttctaattcce

gaatttgctce
ggacaaaccg
gtatcggtac
caagggcgag
cgaggaccga
gtatgtgaag
gcaacgtcgt
tcgacaaatc
cctctaccac
cttctacttt
ccacgtcgceg
acaattcatc
catgatcatc
gcgacaaatc
cgtcttcacc
ctttctctat
gccttectac
gggcaccaaa
caccgtcgaa
tctacgaaat
gcagcaggat
cgcgacgcetg
ttacttgegg
gacgacgttt
gttgaatatg
caagtttgag
ggacgccggt
atcaccagtc
agttcccaga
gaaaccctta

taaaaccaaa
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aaccctctgg
ttggagtcgg
catgecgetge
acgctccatg
attctgtgtt
gggtgtacgg
cgttggctca
tggaaaaccg
ctcectgeaac
atcgccggeg
cgcatcatct
ttgtcccteg
tacgccegtca
caaccctcte
aacctgatcg
ctcgacccect
atctgcacge
ggcgacaacg
ctggaaatgce
ctccgggatc
tactacaagt
gccatggcgg
tttatcectgt
gcggcgatta
aaagggttta
gggttggggg
gaagaggcag
tctctctaca
taagggaatt
gtatgtattt

atccagtact

tggctagtca
tgtttgggta
agaacgatga
ggcagcacgc
gggagttggt
gtgagacgga
acggtgcctt
accacacctt
tcctettcac
gactcgccga
tcaacatcct
gcaaccgtcce
tcatggtgta
aaaaatccga
tctcegtgge
ggcacatgtt
tccagatcta
tgatgcgcac
ctteggacca
gcgtcatggt
cggtgegcecac
tgtcggaage
gggcggtgge
atctggtgag
ggtggattaa
atcgggcgag
tgcaagacgt
aatctatctc
agggttccta
gtatttgtaa

aaaatccaga
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gaactttgag
catcacggtg
gacgggccat
ggatgtgttt
ggccaagagg
tgtgcctgac
cttecgecgece
tatgcgcaaa
ctacttctce
tccccacgte
ccgctacgte
gcagggtgcc
caccaccttc
cgacaagccc
tagtaccctc
cacctecggece
cgeettttge
cgatctcgga
actcgacatc
ccctgecgtt
gtacatggtg
gtatggcgat
ggccctggeg
tgctetegtg
ggagaagtgg
ggggttggeg
ttaaacgcta
tctctatttt
tagggtttcg
aatacttcta

tcatgcatgg

tacaagatga
ttgccgggeg
gggccgttga
acggcgaaca
ggtgagaggt
accgteccecegg
gtctactcce
gcecttctee
ctggccaact
gaccctttta
tgegtectge
aaaagaatgt
gccaccatct
gacctcgaac
gggctctact
atccagtact
aacacccacg
ggcgccattg
gactcgggat
cccgtgtecg
gtgtcgtgga
tcggaaattg
ctgtttagag
gagggcaggg
ggggatgcgg
aggcggtgag
gcaagcttgg
ctccataata
ctcatgtgtt
tcaataaaat

tacagcacge

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740



gtcctgcagg
agtaaataat
aagttatgtt
tagttgtata
taaaattaaa
ttgaatatga
ctttccatat
aatttttttt
ttttggattt
ttcaggaaaa
caaattagat
taatttagtc
tatttaaatc
aagggtaaat
cttggtttta
agttcaagta
cgagtttagt
agtttaggta
ttttttggte
ccacaacaga
tttaaaagca
taagtttatg
atgggtgaga
aactccttta
ttcaatcttt
ccaaagagac
tgactceget
aggaaaggtt
tattgcacat
tgtgagtgag
ggaagagtta

acatttagtg

cccgggttaa
aatgaaatat
aattatagtt
actaataatt
atactattat
ataaattttt
atatatttct
atttttaaaa
ttcaaaaaaa
tataaactaa
caataggagc
gaccttacat
ttgaagtttt
atatattcta
tagttcaaat
cctaattaga
tatctaattg
ccaaagtgta
caatgcaata
tacacactac
tttaattttt
gatgaatcta
gaaggtagta
aatgtggcta
agatcatctce
gttgctgaga
ggtctggetg
cagatgcttg
accaggtggg
catatcgttg
aaggcaagag

aactgggaac

ES 2703 169 T3

ttaagcggcece
aaattttaat
ataaattatt
atttttacaa
tttgttcaat
tttgaaaatt
gatttgtcaa
aataaaataa
attgagattt
cttttetttg
ttcatgtecct
agtagctcta
taatttaaag
atatctaagc
tgatttaaat
ctataaaaaa
gacaaaaaaa
tatttatcta
agagaattaa
aaaaaacatt
taactaacat
atttatctaa
agctaagtag
taaatacctg
tccaaaaaaa
ttttgttaga
tcgttgatge
ctcaggcage
ctactcatgg
tagttcacaa
gatatacttt

tcaaacaggg

gcttcacgga
tatatctagt
tataaattta
tactttatat
atattaatat
atatttttaa
tttettttga
ttttaaaatt
ttttettttt
ctttgggtat
aatcccattt
tggggcaaat
ttcagactat
ttgggtcaag
aactaagtat
aacttttget
tcttaaatac
atatttaaat
ttaatactta
aaaaaataga
tagacaaatg
acattgggtt
gggagtaata
aaaccaatcc
taccatgtgce
gggtctgcga
tgagggtcat
tgaggaacat
ggagccatca
tgggataatt
tgtgagtgag

gggcacattg
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aagttgttat
actcaataag
atatatatat
agttatattt
ttatattatt
tttttagaaa
gatttatcta
tcttggaatt
tttcgatttt
aattaatatt
aattactttt
agttataaat
tagtattata
gtttaaatta
taatttgaat
agtaaattga
caatttaaac
ttgatccacc
cacacatgat
aagatatatt
gaaatggaaa
tttttttttt
tctcaaacaa
ttctttecte
ggaattgttg
aggctagagt
atgacaaggc
ccattgcatg
gaagttaatg
gaaaaccacg

actgacactg

cgtgaggctg

atataagttc
aagatggaga
ataaagaaaa
aaaaaaattt
taatttatta
ttttatataa
aattgatttg
ttatataaat
ttaaatttat
agataaccca
gttgtatcat
gttaaattag
tcaaatattt
agtacttaaa
taagaagcaa
accttaaagt
cctaaagtca
taatttaaat
agagatatac
tcctacaaaa
gacttatttt
gtgacgaaat
ataattaaaa
aactcaaatc
gtgctatcge
atagaggata
taagaaggtt
gaggtactgg
ctcatccaca
aaccattgag
aggttattge

tgttaagagce

4800

4860

4920

4980

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760

5820

5880

5940

6000

6060

6120

6180

6240

6300

6360

6420

6480

6540

6600

6660



tattcctcaa
tctececttgea
tatcgctage
gggcgatatt
ggttaaacgt
caggcattat
tggcecgtatt
gctatcaaaa
ggtgtctaga
tgagtttagg
atccggagaa
gggttcactt
acttatgaca
actgaccgta
tatcgaacat
ttcacaagat
gtttcttgga
aataagttac
actcatcgac
gcttaaatca
acaagatgct
agaagtgatt
acttattaaa
ataaacgcgt
cgatccgegt
gggtttggcg
cttgcttcag
ttttaaattt
acaacatgaa
tggatgagga

agcaaagcta

cttagaggtg
gctagatcag
gaccaattgg
gctgagatta
caggatatcg
atgcaaaagg
tctcatggac
gttgagcaca
tactggttcg
tatagaaagt
acagcagata
gctatttgta
aatgcaggaa
cttttaatgt
gatattgttce
aagagaatag
cgtggcgatc
attcacgcag
gctgacatge
aatatcgaag
ggattcgtgt
gcacctatat
ggaactgatg
aaggagtttg
ttgtgtttte
tttagtagtt
cagttteggt
tggcattaaa
attcgacttt
taacgaaagg

ctgaaacgcg
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catacggtac
gtagtcccett
ccttattgee
ctagaaggtc
agtctaacct
aaatttatga
aggtcgattt
tacagatact
aaagcttggce
ctgetgtgeg
cactggctgg
atgtaccagg
ctgaaatagg
tggtagcaaa
acgggcttca
aggcattggc
aatatccaat
aagcatatgce
ccgtgategt
aggttcgage
caagcgataa
tttatacagt
ttgatcagcecce
tgecgtgaatc
tgggtttcte
tgcggtageg
tgaaatataa
ttggtgaaaa
tgacctcaaa
gcggttecta

gacacgacgt

tgttattatg
ggtcatagga
agttacaaga
tgtgaacatc
tcaatacgat
acaaccaaat
aagcgagctt
ggcatgcgga
aggtatacct
tagaaattca
attgaggcett
ttcctcattg
tgtggcaagt
actcagtcga
agctctceccect
tgaagatttt
tgcattggaa
agctggagaa
agtggctcct
tagaggaggt
tatgcatata
cccattgcaa
tagaaaccta
taattgaggce
acttaagegt
ttcttgttat
atcgaatcaa
ttgcttcaat
tcttcgaaca
tgtccgggaa

cgcattggta
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gattcaagac
cttggaatgg
cgatttattt
tttgataaga
gctggtgata
gctatcaaaa
ggtcctaatg
actagttata
tgtgatgtag
ttaatgatta
tctaaggaac
gttcgtgaat
accaaggctt
ttaaaggggce
tcaagaattg
tccgacaaac
ggagctttga
ctcaagcatg
aataacgaac
cagctttacg
attgaaatgc
cttctagett
gcaaaatctg
ctgtttaaac
ctgegtttta
gtgtaattac
gtttcacttt
tttgtatcta
tttatttcct
agttcccgta

cggatatgag

acccagatac
gtgaaaattt
tccttgaaga
ctggcgectga
aaggaattta
acacacttac
cagacgaact
attcaggaat
agatcgcttce
cattatctca
tcggatatcet
cagatctagc
tcacaaccca
tagatgcatc
aacaaatgct
atcacgcatt
agttgaaaga
gtecctttgge
tgctcgaaaa
ttttegetga
ctcacgttga
accatgttge
taacagtcga
ggcgcgecce
cttttgtatt
gctttttett
atcagcgttg
aatagaagag
gatttcacga
gaagacaatg

ttaaaccgac

6720

6780

6840

63900

6960

7020

7080

7140

7200

7260

7320

7380

7440

7500

7560

7620

7680

7740

7800

7860

7920

7980

8040

8100

8160

8220

8280

8340

8400

8460

8520



tcaattcctt
aaaccgaaac
ggttattgaa
gaacaaagat
tcggggaatt
aaatatgagt
tgagatgatt
ccactcaacg
gccggttggt
tatctattga
atcccattta
gtcgaaagaa
aatactaaca
attagtataa
ttaaaataaa
ttccaaaata
attcttagtg
gatcgacggt
taatatgcga
cacatctttc
ctctcgactce
tgatttgttt
tgttactgte
gtttgaaaat
tctagtcgat
ataaccagat
ttcgagtcaa
ggttttaagt
aatccccaat
ctcectecagte
caccggecett

ccttececcage

tattaagaca
aaaccggtac
tgaaaatcat
tctatattct
cgatatcatt
cgaggcatgg
cccagagcaa
aatttacttg
aattattttt
agtgtgttct
caattgataa
ggcaataccc
tatgattgtce
atcactatat
agcatgtgaa
ttgcegette
gctatcactg
ttatacatca
tctgattgcet
tcacccaaat
tagaggatcc
gtaattagat
tcegegatcet
aaaggtccegt
ttattggatg
ttgtctgtgt
ttttgceect
ggtgacgttt
tgactgttca
gcgaccgtta
aagtccaacg

aacggtggaa
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taaaccgatt
aagtttgatt
agtctaatcg
ggttccaatt
accctgttat
atacactaag
gatagtttgt
tggctttgac
gttaatgtga
tgtggtctat
cttggtatac
attgtatgtt
attgtttttce
tataaatctt
aattttcaaa
attaccctaa
ccatcacgeg
ttttattgta
caaaaaatag
ctactcttaa
aagcttatceg
caggggttta
gattttacga
cttttaagtt
atccattctt
gcgattgtca
tttggttata
agtattccaa
atttcttgtt
gccggaccge
ccgecttece

gagttcaatg

ttggttaaag
gagcaacttg
taaaaaatgt
tatcatcgcet
ccctaaagcet
ttcecectgaa
gctgcaagtg
atgtcgtgtg
ttttaaaacc
agtttctcaa
acaaactttg
ccaatatcaa
cagtatcaat
tttecggttgt
taatgtgatg
tttgtggege
gatcactaat
cacacggatc
actctcegte
ccgttettet
atttcgaacc
ggtctttcca
caatagagtt
tgctggatcg
catcgttttt
ttacctagecce
tctggttcga
tttcttcaaa
aaatgcgcag
cccetgetecag
caccaccaag

tatgcaggtg
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tgtaacagtg
atgacaaact
acagaagaaa
ttaacgtccce
tattaatgtt
gtgagcatga
acacaattgt
ctctgtttgt
tcttatgtaa
agggaaatta
taaatttggt
tatcaatacg
atacattaag
aacttgtaat
gcgcaatttt
cacatgtaaa
atgaaccgtc
gatatctcag
tttgcctata
tcttctacag
cctcaggecga
ttacttttta
tcgggttttg
ataaacctgt
ttcttgette
gtgtatcgag
taacgattca
atttagttat
atcacaatgg
gccaacatgg
aaggctaacg

tggccggect

agctgatata
tcagaatttt
agctagagca
tcagatttga
tgtcgaggag
tctttgatge
aatgaaacca
atttgtgagt
atagttactt
aaatgttgac
gatatttatg
ataacttgat
ctactacaaa
tcgtgggttt
attttccgag
acaaaagacg
gattaaaaca
ccgttagatt
aaaacaattt
acatcaattt
agaacaggta
atgtttttte
tcccattcca
gaagattgag
gaagttctgt
aactagggtt
tctggattag
ggataatgaa
cttecgatctce
tggctcegtt
acttctccac

acggcaacaa

8580

8640

8700

8760

8820

8880

8940

9000

9060

9120

9180

9240

9300

9360

9420

9480

9540

9600

9660

9720

9780

9840

9900

9960

10020

10080

10140

10200

10260

10320

10380

10440



gaagttcgag
ctcgteggece
cgcccgecge
ggccggegcee
gcecggggtece
aacagtggtt
gactcttggt
tggtggaaag
tggaatcgca
cgtgettgat
gaagcagctt
caatggaatc
gtacttgagt
cattgataaa
tggtgtgaaa
atacaagtcc
ggctggtget
gcagggtgat
cgagactagc
ggcgattgat
cctetttgee
cgagaggatg
gccggactac
cgacgaccac
catccgggac
tttcgtcaag
ggtttctcac
cggtagegtt
aaatataaat
ggtgaaaatt

acctcaaatc

acgctgtegt
accgcecgtceg
tcctccagaa
gaggagatcg
aagtcgettt
gataacctge
ctctcetgteg
ttcccagttg
atgcggtcect
ggagtaccaa
ggtgcagatg
ggagggctac
gcecttgetga
ttaatctcca
gcagagcatt
cctaaaaatg
gcaattactg
gtgaagtttg
gtaactgtta
gtcaacatga
gatggcccga
gttgcgatcce
tgcatcatca
aggatggcga
cctgggtgeca
aattaagctc
ttaagcgtct
cttgttatgt
cgaatcaagt
gcttcaattt

ttcgaacatt
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acctgceegee
ctcecgtteca
gcctcggcaa
tgctgcagece
ccaaccggat
tgaacagtga
aagcggacaa
aggatgctaa
tgacagcagc
gaatgaggga
ttgattgttt
ctggtggcaa
tggctgcetcecce
ttcegtacgt
ctgatagcectg
cctatgttga
gagggactgt
ctgaggtact
ctggcccace
acaagatgcce
cagccatcag
ggacggagct
cgccgecgga
tggctttcte
cccggaagac
tagaactagt
gcgttttact
gtaattacgce
ttcactttat
tgtatctaaa

tatttcctga

gctgtectatg
ggggctcaag
cgtcagcaac
catcaaggag
cctectactce
ggatgtccac
agctgccaaa
agaggaagtg
tgttactgct
gagacccatt
ccttggeact
ggtcaagctg
tttggectett
cgaaatgaca
ggacagattc
aggtgatgcc
gactgtggaa
ggagatgatg
gcgggagceca
tgatgtcgcee
agacgtggct
aaccaagctg
gaagctgaac
ccttgeegece
ctteceecegac
ggatccccceg
tttgtattgg
tttttcttcet
cagcgttgtt
tagaagagac

tttcacgatg
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gcgcccaccg
tccaccgeca
ggcggaagga
atctccggceca
gcecgecctgt
tacatgctcg
agagctgtag
cagctcttcet
gctggtggaa
ggcgacttgg
gactgcccac
tctggctcca
ggggatgtgg
ttgagattga
tacattaagg
tcaagcgcaa
ggttgtggca
ggagcgaagg
tttgggagga
atgactcttg
tcctggagag
ggagcatctg
gtgacggcga
tgtgcecgagg
tacttcgatg
atccgegttt
gtttggegtt
tgcttcageca
ttaaattttg
aacatgaaat

gatgaggata

tgatgatggce
gccteeceegt
tccggtgecat
ccgtcaaget
ccgaggggac
gggccttgag
ttgttggctg
tggggaatge
atgcaactta
ttgtcggatt
ctgttegtgt
tcagcagtca
agattgaaat
tggagecgttt
gaggtcaaaa
gctatttett
ccaccagttt
ttacatggac
aacacctcaa
ctgtggttge
taaaggagac
ttgaggaagg
tcgacacgta
tceceegtcac
tgctgagcac
gtgttttctg
tagtagtttg
gttteggttg
gcattaaatt
tcgacttttg

acgaaagggc

10500

10560

10620

10680

10740

10800

10860

10920

10980

11040

11100

11160

11220

11280

11340

11400

11460

11520

11580

11640

11700

11760

11820

11880

11940

12000

12060

12120

12180

12240

12300



ggttcctatg
cacgacgtcg
aaccgatttt
gtttgattga
tctaatcgta
ttccaattta
gacagtttgg
actcgcgagg
ctgecegettt
ggcagataat
cggggcaacg
gagaagcagt
aagtatttga
ctagcttagt
ttgcgataac
ttatgcacge
atgtgcttag
cgaattgtta
aattcttcca
tgtctagett
gcagcgacat
gtaagcacta
gtttcattta
gctggaccta
atgtcgatcg
aattgcagtt
gtgacttcta
tcgttgatca
tcaatatcac
agcaacgtcg
acttcggega

tgcgtaacat

tccgggaaag
cattggtacg
ggttaaagtg
gcaacttgat
aaaaatgtac
tcatcgettt
ttaactataa
gtccgaatte
gcacccggtg
ttccattgag
gagtgatcca
cgatccgtga
acgcaggtac
aaagcccteg
aagaaaaagc
ttaaaaataa
tgcatctaac
gacattattt
actgatctgce
caagtatgac
cctteggege
catttcgcete
gcgcectcaaa
ccaaggcaac
tggctggcte
cgecgettage
cagcgcggag
aagctcgeceg
tgtgtggett
gttcgagatg
tcaccgcette

cgttgetget
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ttcecegtaga
gatatgagtt
taacagtgag
gacaaacttc
agaagaaaag
aacgtcccte
cggtcctaag
gagcatggag
gagcttgecat
aactgagcca
catgggactt
gatcagccga
aatcgagceg
ctagatttta
cagcctttca
taaaagcaga
gcttgagtta
gccgactacce
gcgcgaggece
gggctgatac
gattttgceg
atcgccagcece
tagatcctgt
gctatgttct
gaagatacct
tggataacgce
aatctcgcetce
cgttgtttca
caggccgcca
gcgctegatg
cctcatgatg

ccataacatc

agacaatgag
aaaccgactc
ctgatataaa
agaattttgg
ctagagcaga
agatttgatc
gtagcgatcg
ccatttacaa
gttggtttct
tgtgcacctt
ttaaacatca
cgcaccgggce
acgttcacgg
atgcggatgt
tgatatatct
cttgacctga
agccgcgecg
ttggtgatct
aagcgatcett
tgggccggea
gttactgecge
cagtcgggeg
tcaggaaccg
cttgettttg
gcaagaatgt
cacggaatga
tcteccagggg
tcaagcctta
tccactgegg
acgccaacta
tttaactttg

aaacatcgac
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caaagctact
aattccttta
accgaaacaa
ttattgaatg
acaaagattc
gggaaaccaa
aggcattacg
ttgaatatat
acgcagaact
ccccccaaca
tcegteggat
aggcgcgcaa
taccggaacg
tgcgattact
cccaatttgt
tagtttggcet
cgaagcggcyg
cgecctttecac
cttettgtece
ggcgctcecat
tgtaccaaat
gcgagttcca
gatcaaagag
tcagcaagat
cattgcgctg
tgtegtegtg
aagccgaagt
cggtcaccgt
agccgtacaa
cctetgatag
ttttagggeg

ccacggcgta

gaaacgcgga
ttaagacata
accggtacaa
aaaatcatag
tatattctgg
aacgtcgtga
gcattacgge
cctgeegeeg
gagccggtta
cggtgagcga
ggcgttgega
cacgatcgca
accaagcaag
tcgeccaacta
gtagggctta
gtgagcaatt
tcggcttgaa
gtagtggaca
aagataagcce
tgcccagteg
gcgggacaac
tagcgttaag
ttecectecgee
agccagatca
ccattctcca
cacaacaatg
ttccaaaagg
aaccagcaaa
atgtacggcc
ttgagtcgat
actgcecctge

acgcgettge

12360

12420

12480

12540

12600

12660

12720

12780

12840

12300

12960

13020

13080

13140

13200

13260

13320

13380

13440

13500

13560

13620

13680

13740

13800

13860

13920

13980

14040

14100

14160

14220



tgcttggatg
accgccactg
cgcatacgct
gcctteatce
gcatttectgt
ttggcggect
agatcggaag
ctagagctct
cagcttctgt
ctggatttceg
ttgatgttac
tgcatgaaat
ccgctgaaga
tgcgtecatge
acgcatgaag
aacccatcta
tccccaggge
cggcatcgac
agtgatcgac
cttegtgetg
ggagctggtt
gtcgegggeg
cgagctgeccce
cgccggcaca
gctggecget
aaaagcacaa
ttggcecagcece
gatcacacca
tctgaataca
tttageggcet

atgccccatg

cccgaggceat
cgecgttacce
acttgcatta
gtttccacgg
cctggectgge
tgctgttett
acctcggceceg
agagggttcg
atggaacggg
atcacggcac
ccgagagcett
cctggceggt
aaccgagcgc
ggtcgetgeg
gttatcgetg
gcccgegecce
agtgcccgeg
cgcccgacga
ggagcgcccc
attceggtge
aagcagcgca
atcaaaggca
attcttgagt
accgttcttg
gaaattaaat
acacgctaag
tggcagacac
agctgaagat
tcgegecaget
aaaggaggcg

tgtggaggaa
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agactgtacc
accgctgegt
cagcttacga
tgtgcgtcac
gaacgagcgce
ctacggcaag
tcecgggeget
catccteggt
catgcggatc
gatcatcgtg
ggcacccagc
ttgtctgatg
cgecgtcectaa
tatatgatgc
tacttaacca
tgcaactcge
attgggcgge
ttgacecgcega
aggcggcgga
agccaagccc
ttgaggtcac
cgegecategg
ccecgtatcac
aatcagaacc
caaaactcat
tgccggeegt
gccagccatg
gtacgcggta
accagagtaa
gcatggaaaa

cgggeggttg

ccaaaaaaac
tcggtcaagg
accgaacagg
ccggcaacct
aaggtttcgg
tgctgtgcecac
tgcecggtggt
tttctggaag
agtgagggtt
cgggagggca
ctgegegage
ccaagctggce
aaaggtgatg
gatgagtaaa
gaaaggcggg
cggggecgat
cgtgcgggaa
cgtgaaggcce
cttggctgtg
ttacgacata
ggatggaagg
cggtgaggtt
gcagcgegtg
cgagggcgac
ttgagttaat
ccgagcgcac
aagcgggtca
cgccaaggca
atgagcaaat
tcaagaacaa

gccaggcgta
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agtcataaca
ttctggacca
cttatgtcca
tgggcagcag
tcteccacgeca
ggatctgcce
gctgaccceg
gcgagcatcg
tgcaactgceg
agggctccaa
agggatcgat
ggcctggecg
tgtatttgag
taaacaaata
tcaggcaaga
gttctgttag
gatcaaccgc
atcggccgge
tcecgegatca
tgggccaccg
ctacaagcgg
gccgaggege
agctacccag
gctgeceegeg
gaggtaaaga
gcagcagcaa
actttcagtt
agaccattac
gaataaatga
ccaggcaccg

agcggctggg

agccatgaaa
gttgcgtgag
ctgggttcgt
cgaagtcgag
tcgtcaggcea
tggcttcagg
gatgaagtct
tttgttegece
ggtcaaggat
ggatcgggee
accgtgegge
gccagcttgg
taaaacagct
cgcaagggga
cgaccatcge
tcgattcega
taaccgttgt
gcgacttegt
aggcagccga
ccgacctggt
cctttgtegt
tggcegggta
gcactgccge
aggtccaggce
gaaaatgagc
ggctgcaacg
gccggeggag
cgagctgcecta
gtagatgaat
acgccgtgga

ttgtctgeeg

14280

14340

14400

14460

14520

14580

14640

14700

14760

14820

14880

14940

15000

15060

15120

15180

15240

15300

15360

15420

15480

15540

15600

15660

15720

15780

15840

15900

15960

16020

16080



gceccectgeaat
ccggceccggt
cgcaggccge
cggcecgetga
ttaggaagcc
tgggcacceg
accgacgagc
cagggccggce
atctaaccga
tcegtcecaca
aagacgacct
cgaagaaggc
gctacaagat
attggatgta
attacttttt
caggcaaggc
gagagttcaa
agtacgattt
acctgatcga
ttgccctage
ggaacccaaa
ttgggaaccg
cctaaaactc
ctggccageg
tacgcccege
tacggccagg
gcccacatca
atgcagctce
cgtcagggeg
agcgatagceg
tgcaccatat

gctectteege

ggcactggaa
acaaatcggce
ccagcggcaa
tcgaatcege
gcccaagggce
cgatagtege
tggcgaggtyg
cggcatggcce
atccatgaac
cgttgcggac
ggtagaaacc
caagaacggc
cgtaaagagce
ccgcgagate
gatcgatccce
agaagccaga
gaagttctgt
gaaggaggag
gggcgaagca
aggggaaaaa
gcecgtacatt
gtcacacatg
tttaaaactt
cacagccgaa
cgcttegegt
caatctacca
aggcaccctg
cggagacggt
cgtcageggg
gagtgtatac
gcggtgtgaa

ttecectegete

ES 2703 169 T3

cccccaagcece
gcggcegetgg
cgcatcgagg
aaagaatccc
gacgagcaac
agcatcatgg
atccgctacg
agtgtgtggg
cgataccggg
gtactcaagt
tgcattecggt
cgecctggtga
gaaaccgggc
acagaaggca
ggcatcggcce
tggttgttca
ttcaccgtge
gcggggcagg
tcegeeggtt
ggtcgaaaag
gggaaccgga
taagtgactg
attaaaactc
gagctgcaaa
cggcctateg
gggcgcggac
cctegegegt
cacagcttgt
tgttggcggg
tggcttaact
ataccgcaca

actgactcge

cgaggaatcg
gtgatgacct
cagaagcacg
ggcaaccgcc
cagatttttt
acgtggeegt
agcttccaga
attacgacct
aagggaaggg
tctgeecggeg
taaacaccac
cggtatcecga
ggccggagta
agaacccgga
gttttctcta
agacgatcta
gcaagctgat
ctggcccgat
cctaatgtac
gtctctttece
acccgtacat
atataaaaga
ttaaaaccceg
aagcgcctac
cggccgetgg
aagccgegcece
ttcggtgatg
ctgtaagcgg
tgtcggggeg
atgcggcecatc
gatgcgtaag

tgcgcteggt
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gcgtgacggt
ggtggagaag
cceccggtgaa
ggcagccggt
cgttececgatg
ttteegtcetg
cgggcacgta
ggtactgatg
agacaagccce
agccgatgge
gcacgttgcce
gggtgaagcc
catcgagatc
cgtgctgacg
ccgectggea
cgaacgcagt
cgggtcaaat
cctagtcatg
ggagcagatg
tgtggatagc
tgggaaccca
gaaaaaaggc
cctggecetgt
cctteggteg
ccgctcaaaa
gtecgceccactce
acggtgaaaa
atgccgggag
cagccatgac
agagcagatt
gagaaaatac

cgtteggetg

cgcaaaccat
ttgaaggccg
tcgtggcaag
gcgecgtega
ctctatgacg
tcgaagegtg
gaggtttccg
gcggtttece
ggccgegtgt
ggaaagcaga
atgcagcgta
ttgattagce
gagctagcetg
gttcaccceceg
cgcecgegecg
ggcagcgcecg
gacctgcegg
cgctaccgeca
ctagggcaaa
acgtacattg
aagccgtaca
gattttteccg
gcataactgt
ctgegetece
atggctggcece
gaccgccgge
cctctgacac
cagacaagcc
ccagtcacgt
gtactgagag
cgcatcagge

cggcgagcegyg

16140

16200

16260

16320

16380

16440

16500

16560

16620

16680

16740

16800

16860

16920

16980

17040

17100

17160

17220

17280

17340

17400

17460

17520

17580

17640

17700

17760

17820

17880

17940

18000



10

15

tatcagctca
agaacatgtg
cgtttttcca
ggtggcgaaa
tgecgetcetcee
gaagcgtgge
gctccaagcet
gtaactatcg
ctggtaacag
ggcctaacta
ttaccttcgg
gtggtttttt
cggaaaacgc
tagactgggc
ccgtgggtgt
ggcttcccecet

ggctgcactc

ctcaaaggcg
agcaaaaggc
taggctccge
cccgacagga
tgttccegace
gctttctcat
gggctgtgtg
tcttgagtcce
gattagcaga
cggctacact
aaaaagagtt
tgtttgcaag
aagcgcaaag
ggttttatgg
tctgtegtcet
cggcagttca

caacCagaaac

<210> 18

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
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gtaatacggt
cagcaaaagg
ccccectgacg
ctataaagat
ctgcecgetta
agctcacgcet
cacgaacccc
aacccggtaa
gcgaggtatg
agaaggacag
ggtagctctt
cagcagatta
agaaagcagg
acagcaagcg
cgttgtacaa
tcagggctaa

aatcaaacaa

tatccacaga
ccaggaaccg
agcatcacaa
accaggcgtt
ccggatacct
gtaggtatct
ccgttcagece
gacacgactt
taggcggtge
tatttggtat
gatccggcaa
cgcgcagaaa
tagcttgcag
aaccggaatt
cgaaatccat
atcaatctag

acatacacag

atcaggggat
taaaaaggcc
aaatcgacgce
tcceectgga
gtccgeettt
cagttcggtg
cgaccgctge
atcgccactg
tacagagttc
ctgcgcetetg
acaaaccacc
aaaaggatct
tgggcttaca
gccagattcg
tcccattecg
ccgacttgte

cgacttattc

aacgcaggaa
gcgttgetgg
tcaagtcaga
agctccecteg
ctcccttegg
taggtecgttce
gccttatcecg
gcagcagcca
ttgaagtggt
ctgaagccag
gctggtageg
caagaagatc
tggcgatagce
aagctcggtce
cgctcaagat
cggtgaaatg

acacgcgaca

<223> Secuencia objetivo del sitio de interaccion de miR403 en ARNm Arabidopsis AGO2

<400> 18

aaggagtttg tgcgtgaatc taattgggtt
<210> 19

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> miR403 de A. thaliana
<400> 19

30

73

18060

18120

18180

18240

18300

18360

18420

18480

18540

18600

18660

18720

18780

18840

18900

18960

19020



10

15

20

25

30

35
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gctcaaacac gcacttagat ta 22
<210> 20

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> forma menor de Ghi_miR408
<400> 20

tgcactgcct ctteectgge t 21
<210> 21

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> secuencia alternativa de Ghi_miRcan1230 (2)
<400> 21

tttgcatgac actactttaa a 21
<210> 22

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> forma alternativa de miRcan1230 (3)
<400> 22

tgtggctttg catgacacta c 21
<210> 23

<211> 34

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Secuencia de nucleétidos de la secuencia objetivo modificada reconocida por microARN Ghi_miRcan1230 (2)

y (3)

<400> 23

agttttaaag tagtgtcatg caaagccagc aatg 34
<210> 24

<211> 12756

74
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<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> T-ADN de pTEA9
<400> 24

aattacaacg gtatatatcc tgccagtact gggcccecte gagggcecgatce gecgeggecge 60
ttcacggaaa gttgttatat ataagttcag taaataataa tgaaatataa attttaatta 120
tatctagtac tcaataagaa gatggagaaa gttatgttaa ttatagttat aaattattta 180

taaatttaat atatatatat aaagaaaata gttgtataac taataattat ttttacaata 240

75



ctttatatag
attaatattt
atttttaatt
tcttttgaga
ttaaaatttc
ttcttttttt
ttgggtataa
tcccatttaa
gggcaaatag
cagactatta
gggtcaaggt
ctaagtatta
cttttgctag
ttaaatacca
atttaaattt
aatacttaca
aaaatagaaa
gacaaatgga
attgggtttt
gagtaatatc
accaatcctt
ccatgagtaa
ctctetttet
gcaaccggtt
ccaggccagg
cagcgcecttt
gaggttatgce
ttggcececega
catcccagat
acgaagacga

acaagttcga

ttatatttaa
atattattta
tttagaaatt
tttatctaaa
ttggaatttt
tcgatttttt
ttaatattag
ttacttttgt
ttataaatgt
gtattatatc
ttaaattaag
atttgaatta
taaattgaac
atttaaaccc
gatccaccta
cacatgatag
gatatatttc
aatggaaaga
ttttttttgt
tcaaacaaat
ctttcctcaa
acggaatccg
catcatctac
atcgagttce
gacaccggga
acactacaat
ggacgacgtg
aaccgatctce
caccctcagce
tgtgagcacc

gcattacggt
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aaaaatttta
atttattatt
ttatataact
ttgatttgaa
atataaattt
aaatttattt
ataacccaca
tgtatcatta
taaattagta
aaatatttaa
tacttaaact
agaagcaaag
cttaaagtcg
taaagtcaag
atttaaattt
agatataccc
ctacaaaatt
cttattttta
gacgaaatat
aattaaaaaa
ctcaaatctt
aagattctga
ttegttttte
gccacaagga
tcgagttacg
agcccaagte
acagttagca
agcgaaacgc
gaagatcccc
acttattcct

cccattecegg

aaattaaaat
gaatatgaat
ttccatatat
ttttttttat
ttggattttt
caggaaaata
aattagatca
atttagtcga
tttaaatctt
gggtaaatat
tggttttata
ttcaagtacc
agtttagtta
tttaggtacc
ttttggtcca
acaacagata
taaaagcatt
agtttatgga
gggtgagaga
ctcctttaaa
caatctttag
agatttttct
actcatcgtce
cggtacgage
gaaatgcgag
gcgcagcgag
tgggaccgga
gccacctcaa
acggcaccca
ccaacacggyg

aggaaggcaa
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actattattt
aaattttttt
atatttctga
ttttaaaaaa
caaaaaaaat
taaactaact
ataggagctt
ccttacatag
gaagttttta
atattctaat
gttcaaattg
taattagact
tctaattgga
aaagtgtata
atgcaataag
cacactacaa
taatttttta
tgaatctaat
aggtagtaag
tgtggctata
atcatctctc
gtatatgtta
gttttcagag
cttcagaaat
gcgaccgcett
tcattatcca
cgacgatcgt
cgacgcatac
cgcgcegttece
caccagcgct

gcacgagcgg

tgttcaatat
tgaaaattat
tttgtcaatt
taaaataatt
tgagattttt
tttetttget
catgtcctaa
tagctctatg
atttaaagtt
atctaagcectt
atttaaataa
ataaaaaaaa
caaaaaaatc
tttatctaat
agaattaatt
aaaacattaa
actaacatta
ttatctaaac
ctaagtaggg
aatacctgaa
caaaaaaata
cttctcaact
tccagaatca
cgatgtcatg
ccecteggeac
cggtaccatg
acagatatct
gggtttcggt
cggtacgacg
tcaggtgtcg

cgcggegtge

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100



gaccaccaca
gcaagattcc
acatgcggta
tgcgccagaa
acaacgagga
atttttgttce
tctgtgtggt
ccatgggegt
cccacgttta
ccgagaaggg
aactcaactc
gtatcctccet
ccttcgacac
ggtttggcgg
gcaatattct
ccttgtegge
gtcagtattt
tgtacttggce
gggtgttgaa
aattegtctce
tcgtecactt
acgtcgaatt
tctacctege
actcggacgg
tgatctgcac
atctecgeatc
tcatcgtegt
tcggcaacaa
tcgtcatgtce
ttgtcctget

acgtcacatg

gcaagggaag

gatgtcgagg
gactatattg
cacagccgtce
tatcggtcegt
cgagttcgga
ccgaaacaag
ttcggatgga
ttaccagcac
cgagtacacg
catcgtgecce
gcatagatgg
agacgtecgge
ggattccaac
gaatttgcectce
ggacaaaccg
gtatcggtac
caagggcgag
cgaggaccga
gtatgtgaag
gcaacgtcgt
tcgacaaatc
cctcetaccac
cttctacttt
ccacgtegeg
acaattcatc
catgatcatc
gcgacaaatc
cgtcttecacce
ctttctctat
gccttectac
gggcaccaaa

caccgtcgaa
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aaggaagtcc
tattecgtttt
acttgtgacc
accgccaggg
ttcacacgga
agtaggacgt
cgagagatca
ggtatcgcca
acacaagtgt
tgccagatga
ttcttcaacg
acccgecceceg
gtggcggggg
aaccctetgg
ttggagtcgg
catgecgetge
acgctccatg
attctgtgtt
gggtgtacgg
cgttggctca
tggaaaaccg
ctcctgeaac
atcgeceggeg
cgcatcatct
ttgtcecteg
tacgccegtca
caaccctcectc
aacctgatcg
ctcgaccect
atctgcacgce
ggcgacaacg

ctggaaatgc

agctcatcaa
tgcccaggag
ctgatgactt
agacggagct
ctatgcacgce
ggggagcgga
ttcaccceeg
agaactttgt
ctctggacag
ttttttgett
cctttggcaa
gcggcacaag
cctgcgggga
tggctagtca
tgtttgggta
agaacgatga
ggcagcacgc
gggagttggt
gtgagacgga
acggtgeccett
accacacctt
tcctetteac
gactcgcecga
tcaacatcct
gcaaccgtce
tcatggtgta
aaaaatccga
tcteegtgge
ggcacatgtt
tccagatcta
tgatgcgcac

cttcggacca

77

cggcgaactc
agacgaagtg
tgttgccagg
gttcatctge
agtgatgaag
tgggtggcag
gaccttggac
caaccagaag
cgacctcaag
gaaggagaag
agccttgaac
tctctaccat
aatcaaagcg
gaactttgag
catcacggtg
gacgggccat
ggatgtgttt
ggccaagagg
tgtgcctgac
cttecgeecgece
tatgcgcaaa
ctacttctce
tccccacgte
ccgctacgte
gcagggtgce
caccaccttc
cgacaagccc
tagtaccctce
caccteggece
cgecttttge
cgatctcgga

actcgacatc

gttctecgagt
gagtttacgce
ggttacaagt
gtgaccatgt
aacatttcgce
aagattgtgg
gcectegeag
gcggtgcagg
ttcaagggcg
aaccaaaaga
ccgaatgtgt
ctctggaaag
atgaaggggc
tacaagatga
ttgccgggeg
gggccgttga
acggcgaaca
ggtgagaggt
accgtcccgg
gtctactcce
gcecttetee
ctggccaact
gaccctttta
tgcgtecetge
aaaagaatgt
gccaccatct
gacctcgaac
gggctctact
atccagtact
aacacccacg
ggcgccattg

gactcgggat

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020



acgacgaatg
aggaccagct
tggtggccaa
gggataattt
cgttggggtce
tcaggctgag
atgtgaaggg
agctcgccat
ccagtctcecte
cccagataag
cccttagtat
accaaaatcc
ggttaattaa
aaatataaat
atagttataa
ataattattt
tattattttg
attttttttg
atttctgatt
ttaaaaaata
aaaaaaattg
aactaacttt
aggagcttca
ttacatagta
agtttttaat
attctaatat
tcaaattgat
attagactat
taattggaca
agtgtatatt

gcaataagag

tctacgaaat
gcagcaggat
cgcgacgcetg
ttacttgegg
gacgacgttt
gttgaatatg
caagtttgag
tgggcgacct
tctacaaatc
ggaattaggg
gtatttgtat
agtactaaaa
gcggecgett
tttaattata
attatttata
ttacaatact
ttcaatatat
aaaattatat
tgtcaatttc
aaataatttt
agattttttt
tctttgettt
tgtcctaatce
gctctatggg
ttaaagttca
ctaagecttgg
ttaaataact
aaaaaaaact
aaaaaatctt
tatctaatat

aattaattaa
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ctccgggatce
tactacaagt
gccatggcgg
tttatcctgt
gcggcgatta
aaagggttta
gggttggggg
gggaacacta
tatctctcte
ttecctatagg
ttgtaaaata
tccagatcat
cacggaaagt
tctagtactc
aatttaatat
ttatatagtt
taatatttat
ttttaatttt
ttttgagatt
aaaatttctt
ctttttttte
gggtataatt
ccatttaatt
gcaaatagtt
gactattagt
gtcaaggttt
aagtattaat
tttgctagta
aaataccaat
ttaaatttga

tacttacaca

gcgtcatggt
cggtgegcecac
tgtcggaagce
gggcggtgge
atctggtgag
ggtggattaa
atcgggcgag
gagctagcaa
tattttctce
gtttcgcectca
cttctatcaa
gcatggtaca
tgttatatat
aataagaaga
atatatataa
atatttaaaa
attatttaat
tagaaatttt
tatctaaatt
ggaattttat
gattttttaa
aatattagat
acttttgttg
ataaatgtta
attatatcaa
aaattaagta
ttgaattaag
aattgaacct
ttaaacccta
tccacctaat

catgatagag
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ccectgeegtt
gtacatggtg
gtatggcgat
ggccctggeg
tgctctegtg
ggagaagtgg
ggggttggeg
gcttggacac
ataataatgt
tgtgttgagce
taaaatttct
gcacgcgtcece
aagttcagta
tggagaaagt
agaaaatagt
aaattttaaa
ttattattga
atataacttt
gatttgaatt
ataaattttt
atttatttca
aacccacaaa
tatcattaat
aattagtatt
atatttaagg
cttaaacttg
aagcaaagtt
taaagtcgag
aagtcaagtt
ttaaattttt

atatacccac

ccegtgteeg
gtgtcgtgga
tcggaaattg
ctgtttagag
gagggcaggyg
ggggatgegg
aggcggtgag
gctgaaatca
gtgagtagtt
atataagaaa
aattcctaaa
tgcaggcceg
aataataatg
tatgttaatt
tgtataacta
attaaaatac
atatgaataa
ccatatatat
ttttttattt
ggatttttca
ggaaaatata
ttagatcaat
ttagtcgacce
taaatcttga
gtaaatatat
gttttatagt
caagtaccta
tttagttatc
taggtaccaa
ttggtccaat

aacagataca

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760

5820

5880



cactacaaaa
attttttaac
aatctaattt
gtagtaagct
tggctataaa
catctctcca
ctgagatttt
tggctgtcegt
tgcttgetca
ggtgggctac
tecgttgtagt
caagaggata
gggaactcaa
gaggtgcata
gatcaggtag
aattggcecett
agattactag
atatcgagtc
aaaaggaaat
atggacaggt
agcacataca
ggttcgaaag
gaaagtctgce
cagatacact
tttgtaatgt
caggaactga
taatgttggt
ttgttcacgg
gaatagaggc
gcgatcaata
acgcagaagc

acatgcccegt

aacattaaaa
taacattaga
atctaaacat
aagtagggga
tacctgaaac
aaaaaatacc
gttagagggt
tgatgctgag
ggcagctgag
tcatggggag
tcacaatggg
tacttttgtg
acaggggggc
cggtactgtt
tcecettggte
attgccagtt
aaggtctgtg
taaccttcaa
ttatgaacaa
cgatttaagce
gatactggca
cttggcaggt
tgtgcgtaga
ggctggattg
accaggttcce
aataggtgtg
agcaaaactc
gcttcaaget
attggctgaa
tccaattgca
atatgcagct

gatcgtagtg
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aatagaaaga
caaatggaaa
tgggtttttt
gtaatatctc
caatccttct
atgtgcggaa
ctgcgaagge
ggtcatatga
gaacatccat
ccatcagaag
ataattgaaa
agtgagactg
acattgegtg
attatggatt
ataggacttg
acaagacgat
aacatctttg
tacgatgctg
ccaaatgcta
gagcttggtc
tgcggaacta
ataccttgtg
aattcattaa
aggctttcta
tcattggttc
gcaagtacca
agtcgattaa
ctcccttcaa
gatttttceg
ttggaaggag
ggagaactca

gctcctaata

tatatttcct
tggaaagact
ttttttgtga
aaacaaataa
ttcctcaact
ttgttggtgce
tagagtatag
caaggctaag
tgcatggagg
ttaatgctca
accacgaacc
acactgaggt
aggctgtgtt
caagacaccc
gaatgggtga
ttattttect
ataagactgg
gtgataaagg
tcaaaaacac
ctaatgcaga
gttataattc
atgtagagat
tgattacatt
aggaactcgg
gtgaatcaga
aggctttcac
aggggctaga
gaattgaaca
acaaacatca
ctttgaagtt
agcatggtcc

acgaactgct
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acaaaattta
tatttttaag
cgaaatatgg
ttaaaaaact
caaatcttca
tatcgecccaa
aggatatgac
aaggttagga
tactggtatt
tccacatgtg
attgagggaa
tattgcacat
aagagctatt
agatactctc
aaattttatc
tgaagagggc
cgctgaggtt
aatttacagg
acttactggce
cgaactgcta
aggaatggtg
cgcttetgag
atctcaatcc
atatctgggt
tctagcactt
aacccaactg
tgcatctatc
aatgctttca
cgcattgttt
gaaagaaata
tttggcactc

cgaaaagctt

aaagcattta
tttatggatg
gtgagagaag
cctttaaatg
atctttagat
agagacgttg
tcegetggte
aaggttcaga
gcacatacca
agtgagcata
gagttaaagg
ttagtgaact
cctcaactta
cttgcagcta
gctagegacce
gatattgctg
aaacgtcagg
cattatatgce
cgtatttctce
tcaaaagttg
tctagatact
tttaggtata
ggagaaacag
tcacttgcta
atgacaaatg
accgtacttt
gaacatgata
caagataaga
cttggacgtg
agttacattc
atcgacgctg

aaatcaaata

5940

6000

6060

6120

6180

6240

6300

6360

6420

6480

6540

6600

6660

6720

6780

6840

6900

6960

7020

7080

7140

7200

7260

7320

7380

7440

7500

7560

7620

7680

7740

7800



tcgaagaggt
tcgtgtcaag
ctatatttta
ctgatgttga
ctgccattgg
gggtttctca
gcggtagegt
gaaatataaa
tggtgaaaat
gacctcaaat
cggttcctat
acacgacgtc
aaaccgattt
agtttgattg
gtctaatcgt
gttccaattt
ccctgttatce
tacactaagt
atagtttgtg
ggctttgaca
ttaatgtgat
gtggtctata
ttggtataca
ttgtatgttc
ttgtttttee
ataaatcttt
attttcaaat
ttaccctaat
catcacgcegg
tttattgtac

aaaaaataga

tcgagcectaga
cgataatatg
tacagtccca
tcagcctaga
gcgacctggg
cttaagegtce
tcttgttatg
tcgaatcaag
tgcttcaatt
cttcgaacat
gtccgggaaa
gcattggtac
tggttaaagt
agcaacttga
aaaaaatgta
atcatcgett
cctaaagcett
tcecectgaag
ctgcaagtga
tgtcgtgtge
tttaaaacct
gtttctcaaa
caaactttgt
caatatcaat
agtatcaata
ttcggttgta
aatgtgatgg
ttgtggcgece
atcactaata
acacggatcg

ctctecgtet
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ggaggtcagc
catataattg
ttgcaacttc
aacctagcaa
aacactagag
tgcgttttac
tgtaattacg
tttcacttta
ttgtatctaa
ttatttcctg
gttccegtag
ggatatgagt
gtaacagtga
tgacaaactt
cagaagaaaa
taacgtcect
attaatgttt
tgagcatgat
cacaattgta
tctgtttgta
cttatgtaaa
gggaaattaa
aaatttggtg
atcaatacga
tacattaagce
acttgtaatt
cgcaatttta
acatgtaaaa
tgaaccgtcg
atatctcagc

ttgcctataa

tttacgtttt
aaatgcctca
tagcttacca
aatctgtaac
gcgcgeccce
ttttgtattg
ctttttette
tcagcgttgt
atagaagaga
atttcacgat
aagacaatga
taaaccgact
gctgatataa
cagaattttg
gctagagcag
cagatttgat
gtcgaggaga
ctttgatgcet
atgaaaccac
tttgtgagtg
tagttacttt
aatgttgaca
atatttatgg
taacttgata
tactacaaaa
cgtgggtttt
ttttcecgagt
caaaagacga
attaaaacag
cgttagattt

aaacaatttc
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cgctgaacaa
cgttgaagaa
tgttgcactt
agtcgaataa
gatccgegtt
ggtttggegt
ttgcttcage
tttaaatttt
caacatgaaa
ggatgaggat
gcaaagctac
caattccttt
aaccgaaaca
gttattgaat
aacaaagatt
cggggaattc
aatatgagtc
gagatgattc
cactcaacga
ccggttggta
atctattgaa
tcccatttac
tcgaaagaag
atactaacat
ttagtataaa
taaaataaaa
tccaaaatat
ttcttagtgg
atcgacggtt
aatatgcgat

acatctttcet

gatgctggat
gtgattgcac
attaaaggaa
acgcgtagge
tgtgttttet
ttagtagttt
agtttcggtt
ggcattaaat
ttcgactttt
aacgaaaggg
tgaaacgcgg
attaagacat
aaccggtaca
gaaaatcata
ctatattctg
gatatcatta
gaggcatgga
ccagagcaag
atttacttgt
attatttttg
gtgtgttctt
aattgataac
gcaataccca
atgattgtca
tcactatatt
gcatgtgaaa
tgccgettcea
ctatcactgc
tatacatcat
ctgattgctce

cacccaaatc

7860

7920

7980

8040

8100

8160

8220

8280

8340

8400

8460

8520

8580

8640

8700

8760

8820

8880

8940

9000

9060

9120

9180

9240

9300

9360

9420

9480

9540

9600

9660



tactcttaac
agcttatcga
aggggtttag
attttacgac
ttttaagttt
tccattcttce
cgattgtcat
ttggttatat
gtattccaat
tttecttgtta
ccggaccgcece
cgcctteccee
agttcaatgt
cctgeegeeg
tcegttecag
cctcggcaac
gctgcagecece
caaccggatc
gaacagtgag
agcggacaaa
ggatgctaaa
gacagcagct
aatgagggag
tgattgtttce
tggtggcaag
ggctgctect
tcegtacgte
tgatagctgg
ctatgttgaa
agggactgtg
tgaggtactg

tggcccacceg

cgttettett
tttcgaaccc
gtctttecat
aatagagttt
gctggatcga
atcgtttttt
tacctagecg
ctggttcgat
ttcttcaaaa
aatgcgcaga
cctgetcagg
accaccaaga
atgcaggtgt
ctgtctatgg
gggctcaagt
gtcagcaacg
atcaaggaga
ctcctacteg
gatgtccact
gctgccaaaa
gaggaagtgce
gttactgctg
agacccattg
cttggcactg
gtcaagctgt
ttggctcttg
gaaatgacat
gacagattct
ggtgatgcct
actgtggaag
gagatgatgg

cgggagccat
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cttctacaga
ctcaggcgaa
tactttttaa
cgggttttgt
taaacctgtg
tcttgetteg
tgtatcgaga
aacgattcat
tttagttatg
tcacaatggce
ccaacatggt
aggctaacga
ggceggcecta
cgcccaccgt
ccaccgcecag
gcggaaggat
tcteceggeac
ccgeecetgte
acatgctcgg
gagctgtagt
agctcttcett
ctggtggaaa
gcgacttggt
actgcccacce
ctggctccat
gggatgtgga
tgagattgat
acattaaggg
caagcgcaag
gttgtggcac
gagcgaaggt

ttgggaggaa

catcaatttc
gaacaggtat
tgttttttet
cccattccag
aagattgagt
aagttctgta
actagggttt
ctggattagg
gataatgaaa
ttecgatctece
ggctcegtte
cttctcecace
cggcaacaag
gatgatggcc
cctececgte
ccggtgcatg
cgtcaagctg
cgaggggaca
ggccttgagg
tgttggetgt
ggggaatgct
tgcaacttac
tgtcggattg
tgttecgtgtce
cagcagtcag
gattgaaatc
ggagcgtttt
aggtcaaaaa
ctatttcttg
caccagtttg
tacatggacc

acacctcaag
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tctegactet
gatttgtttg
gttactgtct
tttgaaaata
ctagtcgatt
taaccagatt
tcgagtcaat
gttttaagtg
atccccaatt
tcctecagteg
accggcctta
cttccecagea
aagttcgaga
tcgtcggeca
gcecegeeget
gccggegeceg
ccggggtcceca
acagtggttg
actcttggtce
ggtggaaagt
ggaatcgcaa
gtgcttgatg
aagcagcttg
aatggaatcg
tacttgagtg
attgataaat
ggtgtgaaag
tacaagtccce
gctggtgetg
cagggtgatg
gagactagcg

gcgattgatg

agaggatcca
taattagatc
ccgecgatctg
aaggtccgtce
tattggatga
tgtctgtgtg
tttgccectt
gtgacgttta
gactgttcaa
cgaccgttag
agtccaacgce
acggtggaag
cgctgtcegta
ccgeegtege
cctccagaag
aggagatcgt
agtcgetttce
ataacctgcet
tctctgtega
tcccagttga
tgecggtectt
gagtaccaag
gtgcagatgt
gagggctacc
ccttgectgat
taatctccat
cagagcattc
ctaaaaatgc
caattactgg
tgaagtttgce
taactgttac

tcaacatgaa

9720

9780

9840

9300

9960

10020

10080

10140

10200

10260

10320

10380

10440

10500

10560

10620

10680

10740

10800

10860

10920

10980

11040

11100

11160

11220

11280

11340

11400

11460

11520

11580



caagatgcct
agccatcaga
gacggagcta
gccgecggag
ggctttctee
ccggaagacc
agaactagtg
cgttttactt
taattacgct
tcactttatc
gtatctaaat
atttcctgat
tccegtagaa
atatgagtta
aacagtgagc
acaaacttca
gaagaaaagc
acgtccctca
ggtcctaagg

agcatggagc

gatgtcgcca
gacgtggctt
accaagctgg
aagctgaacg
cttgccgect
ttcececgact
gatccceccga
ttgtattggg
ttttettett
agcgttgttt
agaagagaca
ttcacgatgg
gacaatgagc
aaccgactca
tgatataaaa
gaattttggt
tagagcagaa
gatttgatcg
tagcgatcga

catttacaat

<210> 25

<211> 13770

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> T-ADN de pTEA10
<400> 25

aattacaacg
ttcacggaaa
tatctagtac
taaatttaat
ctttatatag

attaatattt

gtatatatcc
gttgttatat
tcaataagaa
atatatatat
ttatatttaa

atattattta
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tgactcttge
cctggagagt
gagcatctgt
tgacggcgat
gtgccgaggt
acttcgatgt
tcegegtttg
tttggcgttt
gcttcagcag
taaattttgg
acatgaaatt
atgaggataa
aaagctactg
attcctttat
ccgaaacaaa
tattgaatga
caaagattct
ggaaaccaaa
ggcattacgg

tgaatatatc

tgccagtact
ataagttcag
gatggagaaa
aaagaaaata
aaaaatttta

atttattatt

tgtggttgcece
aaaggagacc
tgaggaaggg
cgacacgtac
cccegtcace
gctgagcact
tgttttctgg
agtagtttgce
ttteggttga
cattaaattg
cgacttttga
cgaaagggcg
aaacgcggac
taagacataa
ccggtacaag
aaatcatagt
atattctggt
acgtcgtgag
cattacggca

ctgeceg

gggcccccte
taaataataa
gttatgttaa
gttgtataac
aaattaaaat

gaatatgaat
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ctctttgeeg
gagaggatgg
ccggactact
gacgaccaca
atccgggacce
ttcgtcaaga
gtttctcact
ggtagcgttc
aatataaatc
gtgaaaattg
cctcaaatct
gttcctatgt
acgacgtcge
accgattttg
tttgattgag
ctaatcgtaa
tccaatttat

acagtttggt

ctcgcgaggg

gagggcgatc
tgaaatataa
ttatagttat
taataattat
actattattt

aaattttttt

atggcccgac
ttgcgatcceg
gcatcatcac
ggatggcgat
ctgggtgcac
attaagctct
taagcgtctg
ttgttatgtg
gaatcaagtt
cttcaatttt
tcgaacattt
ccgggaaagt
attggtacgg
gttaaagtgt
caacttgatg
aaaatgtaca
catcgcttta
taactataac

tccgaatteg

gcgeggeege
attttaatta
aaattattta
ttttacaata
tgttcaatat

tgaaaattat

11640

11700

11760

11820

11880

11940

12000

12060

12120

12180

12240

12300

12360

12420

12480

12540

12600

12660

12720

12756

60

120

180

240

300

360



atttttaatt
tcttttgaga
ttaaaatttc
ttecttttttt
ttgggtataa
tcccatttaa
gggcaaatag
cagactatta
gggtcaaggt
ctaagtatta
cttttgctag
ttaaatacca
atttaaattt
aatacttaca
aaaatagaaa
gacaaatgga
attgggtttt
gagtaatatc
accaatcctt
ccatgagtaa
ctctetttet
gcaaccggtt
ccaggccagg
cagcgecttt
gaggttatgce
ttggcccega
catcccagat
acgaagacga
acaagttcga
gaccaccaca
gcaagattcc

acatgcggta

tttagaaatt
tttatctaaa
ttggaatttt
tcgatttttt
ttaatattag
ttacttttgt
ttataaatgt
gtattatatc
ttaaattaag
atttgaatta
taaattgaac
atttaaaccc
gatccaccta
cacatgatag
gatatatttc
aatggaaaga
ttttttttgt
tcaaacaaat
ctttcctcaa
acggaatccg
catcatctac
atcgagttcc
gacaccggga
acactacaat
ggacgacgtg
aaccgatctc
caccctcagce
tgtgagcacc
gcattacggt
gatgtcgagg
gactatattg

cacagccgte
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ttatataact
ttgatttgaa
atataaattt
aaatttattt
ataacccaca
tgtatcatta
taaattagta
aaatatttaa
tacttaaact
agaagcaaag
cttaaagtcg
taaagtcaag
atttaaattt
agatataccc
ctacaaaatt
cttattttta
gacgaaatat
aattaaaaaa
ctcaaatctt
aagattctga
ttegttttte
gccacaagga
tcgagttacg
agcccaagtce
acagttagca
agcgaaacgc
gaagatcccce
acttattcct
cccattecegg
aaggaagtcc
tattcgtttt

acttgtgacc

ttccatatat
ttttttttat
ttggattttt
caggaaaata
aattagatca
atttagtcga
tttaaatctt
gggtaaatat
tggttttata
ttcaagtacc
agtttagtta
tttaggtacc
ttttggtcca
acaacagata
taaaagcatt
agtttatgga
gggtgagaga
ctcctttaaa
caatctttag
agatttttct
actcatcgtc
cggtacgagc
gaaatgcgag
gcgcagcgag
tgggaccgga
gccacctcaa
acggcaccca
ccaacacggg
aggaaggcaa
agctcatcaa
tgcccaggag

ctgatgactt
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atatttctga
ttttaaaaaa
caaaaaaaat
taaactaact
ataggagctt
ccttacatag
gaagttttta
atattctaat
gttcaaattg
taattagact
tctaattgga
aaagtgtata
atgcaataag
cacactacaa
taatttttta
tgaatctaat
aggtagtaag
tgtggctata
atcatctctc
gtatatgtta
gttttcagag
cttcagaaat
gcgaccgcett
tcattatcca
cgacgategt
cgacgcatac
cgcgegttec
caccagcgct
gcacgagcgg
cggcgaactce
agacgaagtg

tgttgccagg

tttgtcaatt
taaaataatt
tgagattttt
tttetttget
catgtcctaa
tagctctatg
atttaaagtt
atctaagcett
atttaaataa
ataaaaaaaa
caaaaaaatc
tttatctaat
agaattaatt
aaaacattaa
actaacatta
ttatctaaac
ctaagtaggg
aatacctgaa
caaaaaaata
cttctcaact
tccagaatca
cgatgtcatg
cccteggeac
cggtaccatg
acagatatct
gggtttcggt
cggtacgacg
tcaggtgtcg
cgeggegtge
gttctcgagt
gagtttacgce

ggttacaagt

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280



tgcgccagaa
acaacgagga
atttttgttce
tectgtgtggt
ccatgggcegt
cccacgttta
ccgagaaggg
aactcaactc
gtatcctcecet
ccttecgacac
ggtttggcgg
gcaatattct
ccttgtegge
gtcagtattt
tgtacttgge
gggtgttgaa
aattcgtctce
tecgtcecactt
acgtcgaatt
tctacctege
actcggacgg
tgatctgcac
atctcgecatc
tcatcgtcegt
tcggcaacaa
tcgtcatgte
ttgtcctget
acgtcacatg
gcaagggaag
acgacgaatg

aggaccagct

tatcggtcgt
cgagttcgga
ccgaaacaag
ttcggatgga
ttaccagcac
cgagtacacg
categtgceccece
gcatagatgg
agacgtcggce
ggattccaac
gaatttgctce
ggacaaaccg
gtatcggtac
caagggcgag
cgaggaccga
gtatgtgaag
gcaacgtcgt
tcgacaaatc
cctctaccac
cttctacttt
ccacgtecgeg
acaattcatc
catgatcatc
gcgacaaatc
cgtettecace
ctttctctat
gccttectac
gggcaccaaa
caccgtcgaa
tctacgaaat

gcagcaggat
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accgccaggg
ttcacacgga
agtaggacgt
cgagagatca
ggtatcgecca
acacaagtgt
tgccagatga
ttcttcaacg
acccgccccg
gtggcggggg
aaccctcetgg
ttggagtecgg
catgcgetge
acgctccatg
attctgtgtt
gggtgtacgg
cgttggetca
tggaaaaccg
ctcctgeaac
atcgeceggeg
cgcatcatct
ttgtceceteg
tacgecegtca
caaccctctc
aacctgatcg
ctcgacccecet
atctgcacgce
ggcgacaacg
ctggaaatgc
ctecegggatce

tactacaagt

agacggagct
ctatgcacgce
ggggagcgga
ttcacceceg
agaactttgt
ctctggacag
ttttttgett
cctttggcaa
gcggcacaag
cctgegggga
tggctagtca
tgtttgggta
agaacgatga
ggcagcacgc
gggagttggt
gtgagacgga
acggtgecctt
accacacctt
tcctcttecac
gactcgccga
tcaacatcct
gcaaccgtcce
tcatggtgta
aaaaatccga
tctecgtgge
ggcacatgtt
tccagatcta
tgatgcgcac
cttecggacca
gcgtcatggt

cggtgcgceac
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gttcatctge
agtgatgaag
tgggtggecag
gaccttggac
caaccagaag
cgacctcaag
gaaggagaag
agccttgaac
tctctaccat
aatcaaagcg
gaactttgag
catcacggtg
gacgggccat
ggatgtgttt
ggccaagagg
tgtgcctgac
cttegeegee
tatgcgcaaa
ctacttctcc
tccecacgte
ccgctacgte
gcagggtgece
caccacctte
cgacaagccc
tagtacccte
cacctcggcece
cgccttttge
cgatctcgga
actcgacatc
ccctgeegtt

gtacatggtg

gtgaccatgt
aacatttcge
aagattgtgg
gccectegeag
gcggtgecagg
ttcaagggcg
aaccaaaaga
ccgaatgtgt
ctctggaaag
atgaaggggc
tacaagatga
ttgcegggeg
gggccgttga
acggcgaaca
ggtgagaggt
accgtccegg
gtctactccee
gceccettetee
ctggccaact
gaccctttta
tgcgtectge
aaaagaatgt
gccaccatct
gacctcgaac
gggctctact
atccagtact
aacacccacg
ggcgccattg
gactcgggat
ccegtgtecg

gtgtcgtgga

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140



tggtggccaa
gggataattt
cgttggggte
tcaggctgag
atgtgaaggg
agctcagttt
gaaatcacca
agtagttccce
taagaaaccc
tcctaaaacc
aggcccgggt
aataatgaaa
gttaattata
ataactaata
aaaatactat
tgaataaatt
tatatatatt
tttattttta
tttttcaaaa
aaatataaac
gatcaatagg
gtcgacctta
atcttgaagt
aatatatatt
ttatagttca
gtacctaatt
agttatctaa
gtaccaaagt
gtccaatgca
agatacacac
gcatttaatt

atggatgaat

cgcgacgctg
ttacttgcgg
gacgacgttt
gttgaatatg
caagtttgag
taaagtagtg
gtctctetet
agataaggga
ttagtatgta
aaaatccagt
taattaagcg
tataaatttt
gttataaatt
attattttta
tattttgttc
ttttttgaaa
tctgatttgt
aaaaataaaa
aaaattgaga
taacttttct
agcttcatgt
catagtagct
ttttaattta
ctaatatcta
aattgattta
agactataaa
ttggacaaaa
gtatatttat
ataagagaat
tacaaaaaac
ttttaactaa

ctaatttatc
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gccatggcgg
tttatcctgt
gcggcgatta
aaagggttta
gggttggggg
tcatgcaaag
acaaatctat
attagggttc
tttgtatttg
actaaaatcc
gcegettecac
aattatatct
atttataaat
caatacttta
aatatattaa
attatatttt
caatttcttt
taattttaaa
tttttttett
ttgetttggg
cctaatccca
ctatggggca
aagttcagac
agcttgggtce
aataactaag
aaaaactttt
aaatcttaaa
ctaatattta
taattaatac
attaaaaaat
cattagacaa

taaacattgg

tgtcggaage
gggcggtgge
atctggtgag
ggtggattaa
atcgggcgag
ccagcaatgg
ctctctctat
ctatagggtt
taaaatactt
agatcatgca
ggaaagttgt
agtactcaat
ttaatatata
tatagttata
tatttatatt
taatttttag
tgagatttat
atttcttgga
ttttttegat
tataattaat
tttaattact
aatagttata
tattagtatt
aaggtttaaa
tattaatttg
gctagtaaat
taccaattta
aatttgatcc
ttacacacat
agaaagatat
atggaaatgg

gttttttttt
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gtatggecgat
ggccctggeg
tgctctegtg
ggagaagtgg
ggggttggcg
ctagcaagct
tttctccata
tcgetcatgt
ctatcaataa
tggtacagca
tatatataag
aagaagatgg
tatataaaga
tttaaaaaaa
atttaattta
aaattttata
ctaaattgat
attttatata
tttttaaatt
attagataac
tttgttgtat
aatgttaaat
atatcaaata
ttaagtactt
aattaagaag
tgaaccttaa
aaccctaaag
acctaattta
gatagagata
atttcctaca
aaagacttat

tttgtgacga

tcggaaattg
ctgtttagag
gagggcaggg
ggggatgcgg
aggcggtgag
tggacacgcet
ataatgtgtg
gttgagcata
aatttctaat
cgcgtectge
ttcagtaaat
agaaagttat
aaatagttgt
ttttaaaatt
ttattgaata
taactttcca
ttgaattttt
aatttttgga
tatttcagga
ccacaaatta
cattaattta
tagtatttaa
tttaagggta
aaacttggtt
caaagttcaa
agtcgagttt
tcaagtttag
aatttttttg
tacccacaac
aaatttaaaa
ttttaagttt

aatatgggtg

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760

5820

5880

5940

6000

6060



agagaaggta
ttaaatgtgg
tttagatcat
gacgttgctg
gctggtetgg
gttcagatgce
cataccaggt
gagcatatcg
ttaaaggcaa
gtgaactggg
caacttagag
gcagctagat
agcgaccaat
attgctgaga
cgtcaggata
tatatgcaaa
atttctcatg
aaagttgagc
agatactggt
aggtatagaa
gaaacagcag
cttgctattt
acaaatgcag
gtacttttaa
catgatattg
gataagagaa
ggacgtggcg
tacattcacg
gacgctgaca
tcaaatatcg

gctggattcg

gtaagctaag
ctataaatac
ctctccaaaa
agattttgtt
ctgtegttga
ttgctcagge
gggctactca
ttgtagttca
gaggatatac
aactcaaaca
gtgcatacgg
caggtagtcc
tggeccettatt
ttactagaag
tcgagtctaa
aggaaattta
gacaggtcga
acatacagat
tcgaaagctt
agtctgctgt
atacactggce
gtaatgtacc
gaactgaaat
tgttggtagce
ttcacgggcet
tagaggcatt
atcaatatcc
cagaagcata
tgcecegtgat
aagaggttcg

tgtcaagcga
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taggggagta

ctgaaaccaa
aaataccatg
agagggtctg
tgctgagggt
agctgaggaa
tggggagcca
caatgggata
ttttgtgagt
ggggggcaca
tactgttatt
cttggtcata
gccagttaca
gtctgtgaac
ccttcaatac
tgaacaacca
tttaagcgag
actggcatgce
ggcaggtata
gcgtagaaat
tggattgagg
aggttcctca
aggtgtggca
aaaactcagt
tcaagctctce
ggctgaagat
aattgcattg
tgcagctgga
cgtagtggcect
agctagagga

taatatgcat

atatctcaaa
tccttettte
tgcggaattg
cgaaggctag
catatgacaa
catccattgce
tcagaagtta
attgaaaacc
gagactgaca
ttgegtgagg
atggattcaa
ggacttggaa
agacgattta
atctttgata
gatgetggtg
aatgctatca
cttggtccta
ggaactagtt
ccttgtgatg
tcattaatga
ctttctaagg
ttggttegtg
agtaccaagg
cgattaaagg
ccttcaagaa
ttttccgaca
gaaggagctt
gaactcaagc
cctaataacg
ggtcagcttt

ataattgaaa
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caaataatta
ctcaactcaa
ttggtgctat
agtatagagg
ggctaagaag
atggaggtac
atgctcatcc
acgaaccatt
ctgaggttat
ctgtgttaag
gacacccaga
tgggtgaaaa
tttteccttga
agactggcgce
ataaaggaat
aaaacacact
atgcagacga
ataattcagg
tagagatcgc
ttacattatc
aactcggata
aatcagatct
ctttcacaac
ggctagatgc
ttgaacaaat
aacatcacgc
tgaagttgaa
atggtccttt
aactgctcga
acgttttcge

tgcctcacgt

aaaaactcct
atcttcaatc
cgcccaaaga
atatgactcc
gttaggaaag
tggtattgca
acatgtgagt
gagggaagag
tgcacattta
agctattcct
tactctcectt
ttttatcget
agagggcgat
tgaggttaaa
ttacaggcat
tactggcegt
actgctatca
aatggtgtct
ttctgagttt
tcaatccgga
tctgggttca
agcacttatg
ccaactgacc
atctatcgaa
gctttcacaa
attgtttcett
agaaataagt
ggcactcatc
aaagcttaaa
tgaacaagat

tgaagaagtg

6120

6180

6240

6300

6360

6420

6480

6540

6600

6660

6720

6780

6840

6900

6960

7020

7080

7140

7200

7260

7320

7380

7440

7500

7560

7620

7680

7740

7800

7860

7920



attgcaccta
aaaggaactg
cgtaggccta
cgtttgtgtt
gcgtttagta
cagcagtttc
ttttggcatt
gaaattcgac
ggataacgaa
ctactgaaac
ctttattaag
aacaaaccgg
gaatgaaaat
gattctatat
attcgatatc
agtcgaggca
attcccagag
acgaatttac
ggtaattatt
tgaagtgtgt
ttacaattga
gaaggcaata
acatatgatt
taaatcacta
aaaagcatgt
atattgccege
gtggctatca
ggtttataca
cgatctgatt
ttctcaccca
ctctagagga

tttgtaatta

tattttatac
atgttgatca
gttttaaagt
ttctgggttt
gtttgcggta
ggttgaaata
aaattggtga
ttttgacctce
agggcggttc
gcggacacga
acataaaccg
tacaagtttg
catagtctaa
tctggttcca
attaccctgt
tggatacact
caagatagtt
ttgtggettt
tttgttaatg
tecttgtggtce
taacttggta
cccattgtat
gtcattgttt
tattataaat
gaaaattttc
ttcattaccc
ctgccatcac
tcattttatt
gctcaaaaaa
aatctactct

tccaagctta

gatcaggggt
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agtcccattg
gcctagaaac
agtgtcatgce
ctcacttaag
gcgttettgt
taaatcgaat
aaattgcttce
aaatcttcga
ctatgtcegg
cgtegecattg
attttggtta
attgagcaac
tcgtaaaaaa
atttatcatc
tatccctaaa
aagttcccecct
tgtgctgcaa
gacatgtcgt
tgattttaaa
tatagtttct
tacacaaact
gttccaatat
ttccagtatce
cttttteggt
aaataatgtg
taatttgtgg
gcggatcact
gtacacacgg
tagactctcce
taaccgttct
tcgatttcga

ttaggtecttt

caacttctag
ctagcaaaat
aaagccagca
cgtectgegtt
tatgtgtaat
caagtttcac
aattttgtat
acatttattt
gaaagttccce
gtacggatat
aagtgtaaca
ttgatgacaa
tgtacagaag
gctttaacgt
gcttattaat
gaagtgagca
gtgacacaat
gtgctctgtt
acctcttatg
caaagggaaa
ttgtaaattt
caatatcaat
aatatacatt
tgtaacttgt
atggcgcaat
cgccacatgt
aatatgaacc
atcgatatct
gtectttgect
tcttettceta
acccctcagg

ccattacttt
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cttaccatgt
ctgtaacagt
atgggcgcge
ttacttttgt
tacgcettttt
tttatcagecg
ctaaatagaa
cctgatttca
gtagaagaca
gagttaaacc
gtgagctgat
acttcagaat
aaaagctaga
ccctcagatt
gtttgtcgag
tgatctttga
tgtaatgaaa
tgtatttgtg
taaatagtta
ttaaaatgtt
ggtgatattt
acgataactt
aagctactac
aattcgtggg
tttattttce
aaaacaaaag
gtcgattaaa
cagccgttag
ataaaaacaa
cagacatcaa
cgaagaacag

ttaatgtttt

tgcacttatt
cgaataaacg
cccecgateeg
attgggtttg
cttettgett
ttgttttaaa
gagacaacat
cgatggatga
atgagcaaag
gactcaattc
ataaaaccga
tttggttatt
gcagaacaaa
tgatcgggga
gagaaatatg
tgctgagatg
ccaccactca
agtgccggtt
ctttatctat
gacatcccat
atggtcgaaa
gataatacta
aaaattagta
tttttaaaat
gagttccaaa
acgattctta
acagatcgac
atttaatatg
tttcacatct
tttctectega
gtatgatttg

ttctgttact

7980

8040

8100

8160

8220

8280

8340

8400

8460

8520

8580

8640

8700

8760

8820

8880

8940

9000

9060

9120

9180

9240

9300

9360

9420

9480

9540

9600

9660

9720

9780

9840



gtctecegega
aataaaggtc
gatttattgg
gatttgtctg
caattttgcecce
agtggtgacg
aattgactgt
gtcgecgacceg
cttaagtcca
agcaacggtg
gagacgctgt
gccaccgcecg
cgctecteca
gccgaggaga
tccaagtcge
gttgataacc
ggtctctctg
aagttcccag
gcaatgcggt
gatggagtac
cttggtgcag
atcggaggge
agtgccttge
aaattaatct
aaagcagagc
tcccctaaaa
gctgcaatta
gatgtgaagt
agcgtaactg
gatgtcaaca

gccgatggece

tctgatttta
cgtcttttaa
atgatccatt
tgtgcgattg
ccttttggtt
tttagtattce
tcaatttcett
ttagceggac
acgccgectt
gaagagttca
cgtacctgece
tcgctecegtt
gaagcctcegg
tcgtgetgea
tttccaaccg
tgctgaacag
tcgaagcgga
ttgaggatgc
ccttgacage
caagaatgag
atgttgattg
tacctggtgg
tgatggctgce
ccattccegta
attctgatag
atgcctatgt
ctggagggac
ttgctgaggt
ttactggccce
tgaacaagat

cgacagccat
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cgacaataga
gtttgctgga
cttcatcgtt
tcattaccta
atatctggtt
caatttcttce
gttaaatgcg
cgececectget
ccccaccace
atgtatgcag
gcegetgtcet
ccaggggctc
caacgtcagce
gcccatcaag
gatccteccta
tgaggatgtc
caaagctgcc
taaagaggaa
agctgttact
ggagagaccc
tttccttgge
caaggtcaag
tcectttggcet
cgtcgaaatg
ctgggacaga
tgaaggtgat
tgtgactgtg
actggagatg
accgcgggag
gcctgatgte

cagagacgtg

gtttcgggtt
tcgataaacc
tttttettge
gcecgtgtate
cgataacgat
aaaatttagt
cagatcacaa
caggccaaca
aagaaggcta
gtgtggecegg
atggcgcecca
aagtccaccg
aacggcggaa
gagatctccg
ctcgecgece
cactacatgc
aaaagagctg
gtgcagctct
gctgetggtg
attggcgact
actgactgcc
ctgtectgget
cttggggatg
acattgagat
ttctacatta
gcctcaagceg
gaaggttgtg
atgggagcga
ccatttggga
gccatgacte

gcttectgga
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ttgtcccatt
tgtgaagatt
ttcgaagttc
gagaactagg
tcatctggat
tatggataat
tggcttegat
tggtggctce
acgacttctc
cctacggcaa
ccgtgatgat
ccagcctccece
ggatccggtg
gcaccgtcaa
tgtcegaggg
tcggggectt
tagttgttgg
tcttggggaa
gaaatgcaac
tggttgtegg
cacctgttceg
ccatcagcag
tggagattga
tgatggagcg
agggaggtca
caagctattt
gcaccaccag
aggttacatg
ggaaacacct
ttgetgtggt

gagtaaagga

ccagtttgaa
gagtctagtc
tgtataacca
gttttcgagt
tagggtttta
gaaaatccce
ctcctectca
gttcaccgge
cacccttcece
caagaagttc
ggcetegtceg
cgtcgccege
catggccgge
gctgeecgggg
gacaacagtg
gaggactctt
ctgtggtgga
tgctggaatc
ttacgtgett
attgaagcag
tgtcaatgga
tcagtacttg
aatcattgat
ttttggtgtg
aaaatacaag
cttggctggt
tttgcagggt
gaccgagact
caaggcgatt
tgcectettt

gaccgagagyg

9900

9960

10020

10080

10140

10200

10260

10320

10380

10440

10500

10560

10620

10680

10740

10800

10860

10920

10980

11040

11100

11160

11220

11280

11340

11400

11460

11520

11580

11640

11700



atggttgcga
tactgcatca
cacaggatgg
gaccctgggt
aagaattaag
cacttaagceg
gttcttgtta
aatcgaatca
attgcttcaa
atcttcgaac
atgtccggga
tcgecattggt
tttggttaaa
tgagcaactt
gtaaaaaatg
ttatcatcge
tggttaacta
agggtccgaa
tttgcacceg
aatttccatt
acggagtgat
agtcgatccg
tgaacgcagg
agtaaagccc
aacaagaaaa
cgcttaaaaa
tagtgcatct
ttagacatta
ccaactgatc
cttcaagtat
catccttegg

ctacattteg

tcecggacgga
tcacgecegee
cgatggettt
gcacccggaa
ctctagaact
tctgegtttt
tgtgtaatta
agtttcactt
ttttgtatct
atttatttcc
aagttcccegt
acggatatga
gtgtaacagt
gatgacaaac
tacagaagaa
tttaacgtcce
taacggtcct
ttcgagcecatg
gtggagcttg
gagaactgag
ccacatggga
tgagatcagc
tacaatcgag
tcgctagatt
agccagcectt
taataaaagc
aacgcttgag
tttgeccgact
tgcgegegag
gacgggctga
cgcgattttg

ctcatcgecea
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gctaaccaag
ggagaagctg
ctcccttgee
gaccttececece
agtggatccc
acttttgtat
cgetttttet
tatcagcgtt
aaatagaaga
tgatttcacg
agaagacaat
gttaaaccga
gagctgatat
ttcagaattt
aagctagagc
ctcagatttg
aaggtagcga
gagccattta
catgttggtt
ccatgtgcac
cttttaaaca
cgacgcaccg
ccgacgttca
ttaatgcgga
tcatgatata
agacttgacc
ttaagccgeg
accttggtga
gccaagcgat
tactgggccg
ccggttactg

gcccagtegg

ctgggagcat
aacgtgacgg
gcctgtgeeg
gactacttceg
ccgatcegeg
tgggtttgge
tcttgettca
gttttaaatt
gacaacatga
atggatgagg
gagcaaagct
ctcaattcct
aaaaccgaaa
tggttattga
agaacaaaga
atcgggaaac
tcgaggcatt
caattgaata
tctacgcaga
cttccececca
tcatcegtceg
ggcaggcgceg
cggtaccgga
tgttgcgatt
tctcccaatt
tgatagtttg
ccgcgaagcg
tctegecettt
cttecttettg
gcaggcegcetce
cgctgtacca

gcggcgagtt
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ctgttgagga
cgatcgacac
aggtccceegt
atgtgctgag
tttgtgtttt
gtttagtagt
gcagtttcgg
ttggcattaa
aattcgactt
ataacgaaag
actgaaacgce
ttattaagac
caaaccggta
atgaaaatca
ttctatattc
caaaacgtcg
acggcattac
tatcectgeceg
actgagccgg
acacggtgag
gatggegttg
caacacgatc
acgaccaagc
acttcgccaa
tgtgtagggce
gctgtgagca
gcgtcggett
cacgtagtgg
tccaagataa
cattgcccag
aatgcgggac

ccatagegtt

agggccggac
gtacgacgac
caccatcegg
cactttegte
ctgggtttet
ttgcggtage
ttgaaatata
attggtgaaa
ttgacctcaa
ggcggttccet
ggacacgacg
ataaaccgat
caagtttgat
tagtctaatc
tggttcecaat
tgagacagtt
ggcactecgceg
ccgetgeege
ttaggcagat
cgacggggca
cgagagaagc
gcaaagtatt
aagctagcett
ctattgcgat
ttattatgca
attatgtgct
gaacgaattg
acaaattctt
gcetgtcetag
tcggecagcega
aacgtaagca

aaggtttcat

11760

11820

11880

11940

12000

12060

12120

12180

12240

12300

12360

12420

12480

12540

12600

12660

12720

12780

12840

123900

12960

13020

13080

13140

13200

13260

13320

13380

13440

13500

13560

13620
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ttagcgecte aaatagatce tgttcaggaa ccggatcaaa gagttcctece geccgetggac 13680
ctaccaaggc aacgctatgt tctcttgett ttgtcagcaa gatagccaga tcaatgtcga 13740

tcgtggctgg ctcgaagata cctgcaagaa 13770
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REIVINDICACIONES

1. Un gen recombinante para la expresion espacialmente selectiva en una planta de algodén que comprende los
siguientes elementos enlazados operativamente:

(a) un promotor expresable en plantas;
(b) una region que codifica una molécula de ARN que puede traducirse en un polipéptido o proteina;
(c) opcionalmente una regién de terminacion de la transcripcion 3'y de poliadenilacion

caracterizada porque dicho gen recombinante comprende ademas una secuencia objetivo heterdloga reconocida por
un miARN endégeno, expresandose dicho miARN de manera menos abundante en las células que conducen a fibras
en dicha planta de algoddn en comparacion con las células de dicha planta de algodén diferente de dichas células que
conducen a dichas fibras y en donde dicho miARN tiene una secuencia de nucleétidos seleccionada de la secuencia
de nucleétidos de la SEQ ID NO. 1, SEQ ID NO. 2, SEQ ID NO. 3, SEQ ID NO. 4, SEQ ID NO. 20, SEQ ID NO. 21 o
SEQ ID NO. 22.

2. El gen recombinante de la reivindicacion 1, en el que dicho gen recombinante comprende una regién 3’ no traducida
que comprende dicha secuencia objetivo.

3. El gen recombinante de la reivindicaciéon 1 o la reivindicacién 2, en el que dicho promotor expresable de la planta
se selecciona de un promotor constitutivo, un promotor inducible, un promotor especifico de tejido, un promotor
regulado por el desarrollo.

4. El gen recombinante de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que dicho promotor expresable en plantas
es un promotor preferente de fibra o selectivo de fibra.

5. El gen recombinante de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que dicha secuencia objetivo tiene la
secuencia de nucleétidos de la SEQ ID NO. 5, la SEQ ID NO. 5 desde la posicion del nuclettido 4 hasta la posicién
del nucleétido 24, la SEQ ID NO. 6, la SEQ ID NO. 6 desde la posicion del nucleétido 4 hasta la posicién del nucleétido
24,1a SEQ ID NO. 7, 1a SEQ ID NO. 8, la SEQ ID NO. 23, la SEQ ID NO. 23 desde la posicion del nucleétido 4 hasta
24, la SEQ ID NO. 23 desde la posicién del nucleétido 11 hasta 32, o la SEQ ID NO. 23 desde las posiciones de
nucleétidos 4 hasta 32 o donde dicha secuencia objetivo tiene una secuencia de nucleétidos que es complementaria
a la secuencia de nucleétidos de la SEQ ID NO.1, la SEQ ID NO. 2, la SEQ ID NO. 3, 0 la SEQ ID NO. 4, la SEQ ID
NO. 20, la SEQ ID NO. 21 o la SEQ ID NO. 22, por lo que pueden ocurrir uno o0 mas de las siguientes faltas de
coincidencia:

(a) una falta de coincidencia entre el nucleétido en el exiremo 5' del miARN y la correspondiente secuencia de
nucleétidos en la secuencia de ARN objetivo;

(b) una falta de coincidencia entre cualquiera de los nucleétidos en la posicion 1 hasta la posicion 9 del miARN y la
correspondiente secuencia de nucleotidos en la secuencia de ARN objetivo;

(c) tres faltas de coincidencia entre cualquiera de los nucleétidos en la posicion 12 hasta la posicion 21 del miARN y
la correspondiente secuencia de nucleétidos en la secuencia de ARN objetivo siempre que no haya mas de dos faltas
de coincidencia consecutivas; y

(d) no se permite una falta de coincidencia en las posiciones 10 y 11 del miARN.

6. El gen recombinante de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en el que dicho ARN codifica (a) un polipéptido
con actividad de N-acetilglucosamina transferasa, preferiblemente una N-acetilglucosamina transferasa de tipo NODC,
tal como una N-acetilglucosamina transferasa de tipo NODC obtenible de una especie de Rhizobium, una especie de
Azorhizobium, una especie de Bradyrhizobium, una especies de Mesorhizobium, una especies de Ralstonia, una
especie de Streptomyces, una especies de Burkholderia, una especie de Cupriavidus o una especie de Sinorhizobium
o N-acetilglucosamina transferasa que comprende una secuencia de aminoacidos codificada por la secuencia de
nucledtidos de la SEQ ID NO: 13 desde la posicion del nucleétido 1503 a la posicién del nucleétido 4439 o (b) una
quitina sintasa, preferiblemente quitina sintasa 2 de Saprolegnia monoica o (c) una glutamina:fructosa-6-fosfato
amidotransferasa, que comprende preferiblemente una secuencia de aminodcidos codificada por la secuencia de
nucleétidos de la SEQ ID NO: 13 desde la posicion del nucleotido 6202 a la posicion del nucledtido 8031.

7. Una célula vegetal de algodén que comprende un gen recombinante de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 6.

8. Una planta, parte, tejido o semilla de algodén de una planta de algoddn que comprende una célula de acuerdo con
la reivindicacién 7, o que consiste esencialmente en células de acuerdo con la reivindicacion 7.

9. Un procedimiento para producir una planta de algodén con expresion espacialmente selectiva de un gen
recombinante, que comprende la etapa de
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(a) Introduccién de un gen recombinante de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6 en al menos una
célula de dicha planta de algodén;

(b) Opcionalmente, regenerar una planta de algodén a partir de dicha al menos una célula de algodén que comprende
dicho gen recombinante.

10. Uso de un microARN que comprende una secuencia de nucleétidos seleccionada de la secuencia de nucleétidos
de la SEQ ID NO. 1, la SEQ ID NO. 2, la SEQ ID NO. 3 o la SEQ ID NO. 4 y/o un sitio objetivo que comprende una
secuencia de nucleétidos seleccionada de la secuencia de nucledtidos de la SEQ ID No. 5, la SEQ ID No. 5 desde la
posicion del nucledtido 4 a la posicion del nucleétido 24, la SEQ ID No. 6, la SEQ ID No. 6 desde la posicién del
nucleétido 4 a la posicion del nucleétido 24, la SEQ ID No. 7, la SEQ ID No. 8, la SEQ ID No. 8 desde la posicién del
nucleétido 4 a la 24, la SEQ ID No. 23, la SEQ ID No. 23 desde la posicion del nucleétido 4 a la 24, la SEQ ID No. 23
desde la posicién del nucleétido 11 a la 32, o la SEQ ID No. 23 desde la posicion del nucleétido 4 a la 32 o una
secuencia objetivo que comprende una secuencia de nucledtidos que es complementaria a una secuencia de
nucleé6tidos de miARN seleccionada de la secuencia de nucleétidos de la SEQ ID No. 1, la SEQ ID No. 2, la SEQ ID
No. 3, las SEQ ID No. 4, la SEQ ID No. 20, la SEQ ID No. 21 o la SEQ ID No. 22, por lo que pueden ocurrir uno 0 mas
de las siguientes faltas de coincidencia

(a) una falta de coincidencia entre el nucleétido en el extremo 5' de dicho miARN y la correspondiente secuencia de
nucleétidos en la secuencia de ARN objetivo;

(b) una falta de coincidencia entre cualquiera de los nucleétidos en la posicién 1 hasta la posicion 9 de dicho miARN
y la correspondiente secuencia de nucleétidos en la secuencia de ARN objetivo;

(c) tres faltas de coincidencia entre cualquiera de los nucleétidos en la posicién 12 hasta la posicién 21 de dicho miARN
y la correspondiente secuencia de nucleétidos en la secuencia de ARN objetivo siempre que no haya mas de dos
faltas de coincidencia consecutivas; y

(d) no se permite una falta de coincidencia en las posiciones 10 y 11 del miARN;

para aumentar la selectividad de la expresion selectiva de la fibra de un gen recombinante en una célula productora
de fibra de una planta de algodén.

11. Un procedimiento para aumentar la expresion selectiva de tejidos en una planta de algodén que comprende la
etapa de usar un gen recombinante de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6.

12. Un procedimiento para producir fibras a partir de una planta de algodén que comprende las etapas de

(a) cultivar una planta de algoddn de acuerdo con la reivindicacién 8 o una planta de algodén obtenida por el proceso
de la reivindicacion 9;

(b) cosechar fibras de dichas plantas de algodén cultivadas.

13. Fibras de algoddn obtenidas por el procedimiento de la reivindicacién 12 y que comprenden el gen recombinante
de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-6.
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