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DESCRIPCION
Proteinas que tienen actividad nucleasa, proteinas de fusion y usos de estas

La presente invencion se refiere a las modalidades como se caracterizaron en las reivindicaciones; especificamente a una
molécula de acido nucleico que codifica (l) un polipéptido que tiene la actividad de una endonucleasa, que es (a) una
molécula de acido nucleico que codifica un polipéptido que consiste en la secuencia de aminoacidos de la sec. con num.
de ident.: 1; (b) una molécula de acido nucleico que consiste en la secuencia de nucledétidos de la sec. con num. de ident.:
2; (c) una molécula de acido nucleico que codifica una endonucleasa, cuya secuencia de aminoacidos es al menos 70 %
idéntica a la secuencia de aminoacidos de la sec. con nim. de ident.: 1; (d) una molécula de acido nucleico que consiste
en una secuencia de nucledtidos que es al menos 50 % idéntica a la secuencia de nucleétidos de la sec. con num. de
ident.: 2; (e) una molécula de acido nucleico que es degenerada con respecto a la molécula de acido nucleico de (d); o (f)
una molécula de acido nucleico correspondiente a la molécula de acido nucleico de cualquiera de (a) hasta (e) en donde
T se reemplaza por U; (ll) un fragmento del polipéptido de (l) que tiene la actividad de una endonucleasa. Ademas, la
presente invencion se refiere a un vector que comprende la molécula de acido nucleico y una proteina codificada por
dicha molécula de acido nucleico. Ademas, la invencion se refiere a un método in vitro para modificar el genoma de una
célula eucariotica y a un método para producir un vertebrado no humano o un mamifero no humano.

En esta descripcion, se citan un nimero de documentos que incluyen las solicitudes de patentes y las instrucciones de
los fabricantes. La descripcién de esos documentos no se considera relevante para la patentabilidad de esta invencion.

Las nucleasas, desde su descubrimiento a finales de los afios 1960, permanecen como una de las herramientas mas
importantes para los bidlogos moleculares. Las nucleasas son enzimas capaces de escindir los enlaces fosfodiéster entre
las subunidades de nucledtidos de los acidos nucleicos. Las enzimas que catalizan la escision del ADN y del ARN son
partes integrales de los principales procesos metabdlicos del ADN, tales como la replicacion del ADN, la recombinacion
del ADN, la reparacion del ADN, la recombinacion en un sitio especifico y el empalme del ARN. Ademas, las actividades
nucleasas son esenciales en el procesamiento y la maduracion del ARN, en el ARN de interferencia y son componentes
de los mecanismos de defensa microbiana.

El ARN y el ADN presentan solamente dos tipos de enlaces fosfodiéster para la escision, 5'- o 3'- de un fosfato escindible
y la quimica fundamental es la sustitucion nucleofilica bimolecular. Sin embargo, las estructuras y los mecanismos
cataliticos de las nucleasas de ARN y ADN son muy variados y complejos. Las nucleasas pueden ser endonucleasas o
exonucleasas, especificas del ADN o del ARN, topoisomerasas, recombinasas, ribozimas, o enzimas de empalme del
ARN. Su reaccién puede dividirse en las tres etapas del ataque nucleofilico, la formacién de un intermedio pentacovalente
cargado negativamente y la rotura del enlace escindible. Las nucleasas utilizan una variedad de nucledfilos para escindir
un enlace fosfato escindible. Los nucledéfilos mas comunes son las moléculas de agua desprotonadas por una base
general para la hidrdlisis directa. Para la escision del ADN, las cadenas laterales de Ser, Tir € His sirven como nucledfilos
para formar un intermedio covalente de ADN fosforil-proteina, que se resuelve posteriormente ya sea mediante la reaccion
de transferencia del fosforilo nuevamente al ADN durante la recombinacion y topoisomerizacion, o mediante hidrdlisis en
reacciones de escision de dos etapas. Para permitir la degradacion controlada o el procesamiento del ADN o ARN celular,
las actividades de las nucleasas se regulan estrictamente mediante una rigurosa especificidad de sustrato, localizacion
confinada, o mediante inhibidores potentes.

Por conveniencia, las nucleasas pueden clasificarse de acuerdo con su mecanismo catalitico en tres clases principales
basado en su dependencia de iones metalicos (Yang, W. (2011). Q. Rev. Biophys. 44(1): 1-93). Estas clases de nucleasas
dependientes de dos iones metalicos, de un ion metalico e independientes de metales se dividen, ademas, en familias o
superfamilias de acuerdo con la conservacion de la secuencia y la estructura y la diversidad funcional.

Endonucleasas de Restriccion

Entre todas las tres clases cataliticas se encuentran diversas familias de endonucleasas de restriccion. Las enzimas de
restriccion de tipo |, 11l y IV son maquinarias moleculares complejas y de multiples subunidades que combinan multiples
actividades que incluyen la restriccion, la metilacion y la translocacion de ADN, requieren cofactores adicionales (AdoMet,
ATP o GTP), se unen a mas de un sitio diana, y escinden por fuera de la secuencia de reconocimiento, con frecuencia a
una distancia aleatoria. Las endonucleasas de restriccion de tipo Il son enzimas que reconocen secuencias cortas de ADN
(generalmente de 4-8 pb de longitud) y escinden la diana en ambas hebras en, o muy cerca de, el sitio de reconocimiento.
Las enzimas de restriccion tipo Il ortodoxas son homodiméricas, escinden dentro de secuencias palindrémicas, requieren
iones Mg2* y pueden actuar sobre copias Unicas de sus dianas. Debido a su especificidad notablemente alta para
reconocer y escindir sus secuencias diana, son de gran interés como las herramientas mas frecuentemente usadas para
la tecnologia del ADN recombinante (Pingoud, A., M. Fuxreiter, y otros (2005). Cell Mol Life Sci 62(6): 685-707; Orlowski,
J. y J. M. Bujnicki (2008). Nucleic Acids Res 36(11): 3552-69).

En la naturaleza, las REasas tipo Il (endonucleasas de restriccion) se encuentran en los organismos procarioticos, donde
ellas forman sistemas de modificacion por restriccion con las ADN metiltransferasas de la misma o muy similar
especificidad de sustrato. Las ADN metiltransferasas usan S-adenosilmetionina (AdoMet) como un donante del grupo
metilo para modificar bases especificas en la secuencia diana, de esta manera las vuelve resistente a la escisién mediada
por la enzima de restriccion. Mientras que el ADN del propio sistema de Restriccién-Modificacién se protege contra la
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autodegradacion por la nucleasa, cualquier ADN extrafio (por ejemplo, de los fagos) que invade la célula huésped y que
carece de metilacion, puede destruirse eficientemente. Para distinguir los componentes de los sistemas de
modificacion/restriccion los nombres de las metilasas y nucleasas estan precedidos de los prefijos 'M'. y 'R.' (por ejemplo,
M.Fokl y R.Fokl).

Muchas endonucleasas de restriccion de tipo Il usadas comiunmente comparten el motivo conservado PD-(D/E)XK. Dicho
motivo se encuentra, generalmente, en proteinas que interaccionan con moléculas de acido nucleico tales como el ADN
y no se limita a la presencia en nucleasas. Los tres residuos cataliticos se ubican cercanos entre si en una horquilla 8
irregular. La primera D se ubica al inicio de la hebra primera y mas corta, y la E y la K, separadas por un residuo hidréfobo
X, en el medio de la hebra segunda y mas larga. La primera D es la mas conservada y coordina ambos iones metalicos,
mientras que la segunda E puede reemplazarse por Q, D, N, Ho S, y la tercera K puede reemplazarse por E, Q, D, S, N
o T. Mediante la variacién de las interfaces diméricas y, por lo tanto, de las posiciones relativas de los dos centros
cataliticos, las endonucleasas diméricas pueden escindir el ADN para generar extremos romos o extremos escalonados
con diversos salientes 5'- 0 3'-. El moédulo catalitico se aproxima invariablemente al ADN desde el lado del surco menor,
y la union a la secuencia especifica se realiza mediante un médulo/subdominio separado en el surco mayor. Los dos
primeros carboxilatos del motivo DEK coordinan los iones metalicos. El tercero, que generalmente se une al hidrégeno,
tanto con el agua nucledfila como con el médulo de unién al ADN en el surco mayor, acopla el reconocimiento de la
secuencia de ADN con la reaccion de escision. Los miembros de esta superfamilia tienen una secuencia primaria muy
diversa y, por lo tanto, diferentes estructuras que rodean el nucleo catalitico. Las busquedas en bases de datos con
secuencias de enzimas de restriccion, tipicamente, no muestran similitud significativa con cualquier proteina, o una
similitud muy alta (> 90 % de identidad) con unos pocos isosquizémeros, y ninguna similitud con otras proteinas. Esta
distribucion fuertemente sesgada de similitudes y disimilitudes dificultd el analisis de secuencia comparativa de todas las
enzimas de restriccion y planted una interrogante acerca de si la diversidad de secuencias de aminoacidos de las
endonucleasas de restriccion indica evolucion polifilética (convergencia) o divergencia extrema de un ancestro comun.

Mientras que ~70 % de las endonucleasas de restriccion pertenecen a la superfamilia PD-(D/E)XK, otros miembros de la
superfamilia pueden ser monoméricos o tetraméricos e involucrarse en otros procesos tales como la reparacién del ADN
y la recombinacién homdéloga. Ademas de las endonucleasas, los miembros de esta superfamilia pueden ser, ademas,
exonucleasas 5'- 0 3'-. La fuente mas completa de informacién sobre enzimas de restriccion es la base de datos REBASE
(http://rebase.neb.com) que enumera varios miles de enzimas caracterizadas funcionalmente y varios miles de enzimas
putativas, deducidas a partir de comparaciones de secuencias o de analisis gendmicos. Por lo tanto, existe una gran
desproporcion entre el nimero de secuencias conocidas o predichas y el numero pequefio de ~50 proteinas
caracterizadas experimentalmente con estructuras tridimensionales conocidas. En la actualidad, una gran fraccién de
enzimas putativas permanece sin ninguna prediccion o dato experimental.

Las REasas tipo Il se subdividen adicionalmente en numerosos tipos de acuerdo con la simetria de su sitio de
reconocimiento, la organizacion estructural o la necesidad de cofactor. La mayoria de las enzimas de restriccion usadas
para el trabajo con el ADN recombinante pertenecen al Tipo IIP (P - palindromico). Las enzimas Tipo IIA reconocen
secuencias asimétricas, como Bpu10l, un dimero de subunidades no idénticas, cada una de las cuales es responsable
de la escision de una hebra del ADN. Las enzimas Tipo IIB escinden el ADN a ambos lados de la secuencia de
reconocimiento, un ejemplo es Bpll que, en la hebra de arriba escinde 8 nucledtidos antes y 13 nucledétidos después de la
secuencia de reconocimiento, mientras que en la hebra de abajo escinde 13 nucledtidos antes y 8 nucledtidos después
de la secuencia de reconocimiento. Las enzimas Tipo IIC tienen dos dominios, uno de escision y otro de modificacion,
dentro de un polipéptido. Las enzimas Tipo IIE, para una escision eficaz, necesitan interaccionar con dos copias de sus
secuencias de reconocimiento, una es la copia diana para la escision, la otra copia sirve como un efector alostérico. Las
enzimas Tipo IIE, como Nael, reconocen secuencias de nucleétidos palindromicas de una manera similar a las enzimas
Tipo IIP y escinden el ADN dentro de los limites de sus sitios de reconocimiento; sin embargo, poseen un dominio de
unién al ADN separado para realizar una funcién alostérica. Las enzimas Tipo IIF tipicamente, son endonucleasas de
restriccion homotetraméricas que, ademas, interaccionan con dos copias de su sitio de reconocimiento, pero escinden
ambas de una manera concertada. Las enzimas Tipo lIG, esencialmente un subgrupo de enzimas tipo IIC, tienen dominios
de escision y de modificacion dentro de un polipéptido. En general, son estimuladas por AdoMet, pero de cualquier otra
manera se comportan como enzimas tipicas Tipo Il. Las enzimas Tipo IIH se comportan como las enzimas Tipo Il, pero
su organizacion genética se asemeja a los sistemas de Modificacion/Restriccion Tipo I. Las enzimas Tipo IIM reconocen
una secuencia especifica metilada y escinden el ADN en un sitio fijo. La enzima representativa mas conocida es Dpnl que
escinde GmBATC, GmBATmM4C y Gm6ATmMS5C, pero no GATC, GATm4C, GATm5C o los sitios hemimetilados. Muchas
otras enzimas de restriccion son mas o menos tolerantes a la metilacion, pero para las enzimas Tipo |IM el grupo metilo
es un elemento de reconocimiento esencial. Las enzimas ortodoxas Tipo IIP como EcoRI, reconocen secuencias de
nucledtidos simétricas y escinden dentro de sus sitios de reconocimiento. Comparten un nucleo estructural comun que
comprende las cinco hojas- mezcladas flanqueadas por a-hélices. Sin embargo, los sitios de union al ADN de las enzimas
Tipo IIP son muy diversos y generalmente forman un parche en la superficie de la proteina compuesto por residuos de
aminoacidos ubicados en los diferentes elementos estructurales (a-hélices, hojas-f, lazos). Las enzimas ortodoxas Tipo
IIP interaccionan con el ADN como homodimeros, y cada subunidad contribuye al reconocimiento de la mitad de la
secuencia palindromica. Las enzimas Tipo IIS escinden al menos una hebra del ADN diana fuera de la secuencia de
reconocimiento. La enzima Tipo 1IS mejor conocida es Fokl, que al igual que muchas otras enzimas Tipo IS interacciona
con dos sitios de reconocimiento antes de escindir el ADN. Las enzimas Tipo IIS son activas como homodimeros y estan
compuestas por dos dominios, uno responsable para el reconocimiento de las diana y el otro para la catalisis (que sirve,
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ademas, como el dominio de dimerizacion). Esto es evidente a partir de la estructura cristalina y de los estudios
bioquimicos de Fokl (Bitinaite, J., D. A. Wah, y otros (1998). Proc Natl Acad Sci U S A 95(18): 10570-5; Wah, D. A., J.
Bitinaite, y otros (1998). Proc Natl Acad Sci U S A 95(18): 10564-9). El analisis de la estructura cristalina de Fokl revela
que esta compuesta por un médulo de unién especifico al ADN fusionado con el dominio de escisién que posee un nicleo
catalitico de endonucleasa conservado pero escinde el ADN de una manera no especifica. La arquitectura modular es
caracteristica, ademas, para la enzima Bfil de Tipo IS, que esta compuesta por dos dominios de unién al ADN fusionados
al nucleo catalitico dimérico similar a la nucleasa no especifica que pertenece a la familia de la fosfolipasa D. La presencia
de un dominio nucleasa separado se ha informado, ademas, a partir de la estructura cristalina de la enzima Sdal Tipo IIP
(Tamulaitiene, G., A. Jakubauskas, y otros (2006). Structure 14(9): 1389-400)

Enzimas de Restriccion Modificadas y nucleasas quiméricas como herramientas para la edicion del genoma

Las nucleasas que escinden las moléculas de acido nucleico en sitios especificos en lugar de en sitios aleatorios son cada
vez mas importantes en las tecnologias emergentes tales como, por ejemplo, en la ingenieria genética y en la
transformacion génica. La transformacion génica es un proceso en el cual una molécula de ADN introducida en una célula
reemplaza el segmento cromosoémico correspondiente mediante recombinacién homéloga y, por lo tanto, presenta una
forma precisa de manipular el genoma (Capecchi, M. R. (2005). Nat Rev Genet 6(6): 507-12). En el pasado, la aplicacion
de la transformacion génica en células de mamiferos estuvo limitada por su baja eficiencia. Los experimentos en sistemas
modelos demostraron que la frecuencia de recombinacién homodloga de un vector de transformacion génica aumenta
fuertemente si se induce una rotura de doble hebra dentro de su secuencia diana cromosomica. Mediante el uso de la
endonucleasa de direccionamiento de levadura I-Scel, que escinde el ADN en un sitio de reconocimiento de 18 pares de
bases de longitud, se demostro inicialmente que la recombinacion homologa y la transformacion génica se estimulan mas
de 1000 veces en células de mamiferos cuando se inserta un sitio de reconocimiento en un gen diana e |-Scel se expresa
en esas células (Rouet, P., Smih, F., Jasin, M.; Mol Cell Biol 1994; 14: 8096-8106; Rouet, P., Smih, F. Jasin, M; Proc Natl
Acad Sci USA 1994; 91: 6064-6068). En ausencia de un vector de transformacion génica para la reparacion dirigida
mediante homologia, frecuentemente las células cierran la ruptura de la doble hebra mediante uniones de extremos no
homologos (NHEJ). Dado que este mecanismo es propenso a errores, frecuentemente conduce a la delecion o la insercion
de multiples nucledtidos en el sitio de escision. Si el sitio de escision se ubica dentro de la region codificante de un gen,
de esta manera es posible identificar y seleccionar mutantes que muestren mutaciones con desplazamiento del marco de
lectura a partir de una poblacién mutagenizada y que representen alelos inactivados no funcionales del gen diana.

Por lo tanto, las nucleasas de secuencia especifica representan una herramienta importante para la biotecnologia para
modificar el genoma de organismos modelos o lineas celulares. Para generar las nucleasas que reconocen
especificamente nuevas secuencias diana dentro de los genes, se siguieron dos enfoques basados en la modificacion de
las endonucleasas de direccionamiento naturales o en la fusidon de un dominio de unién al ADN, natural o modificado por
ingenieria genética, a un dominio nucleasa. Tales enzimas de restriccion modificadas o nucleasas quiméricas pueden
dirigirse a grandes sitios de ADN (hasta 36 pb) y pueden modificarse genéticamente para unirse a secuencias de ADN
deseadas.

Las endonucleasas de direccionamiento, tales como |-Scel de levaduras, son elementos genéticos naturales que catalizan
su propia duplicacién en alelos receptores mediante la generacion de DSB en sitios especificos que inician su propia
transferencia genética mediante recombinacion homologa. Una caracteristica clave de estas enzimas es que crean roturas
de la doble hebra en los sitios de reconocimiento que tienen una longitud de 14 a 40 pb. La principal limitacion para el uso
de endonucleasas de direccionamiento en la transformacién génica es que cada enzima reconoce exclusivamente su
secuencia diana natural. Mediante la ingenieria de proteinas se ha intentado modificar las endonucleasas de
direccionamiento para reconocer nuevos sitios diana. En este trabajo, podrian hacerse modificaciones que alteren el sitio
diana natural dentro de algunos nucleétidos, pero ain no es posible disefiar enzimas especificas para regiones diana
completamente nuevas.

Debido a la dificultad para la manipulacién de la secuencia de reconocimiento de las endonucleasas de direccionamiento,
las nucleasas dedos de zinc (ZFN) son en la actualidad las nucleasas artificiales usadas mas cominmente para la
ingenieria genética (Urnov, F. D., E. J. Rebar, y otros Nat Rev Genet 11(9): 636-46). Las nucleasas dedos de zinc se
desarrollaron mediante la fusiéon del dominio de escision, no especifico de secuencia, de la endonucleasa de restriccion
Tipo IS Fokl (dominio Fn) a un nuevo dominio de unién al ADN. La ventaja de las nucleasas dedos de zinc es que el
dominio dedos de zinc de unién al ADN puede modificarse para reconocer secuencias diana novedosas, que incluyen
aquellas en los genes enddgenos. Los mddulos de proteinas conocidos como dedos de zinc se encuentran en el dominio
de union al ADN de la familia mas abundante de factores de transcripcion en la mayoria de los genomas eucariéticos.
Cada dedo esta compuesto por 30 aminoacidos, coordina un ion Zn2+ mediante el uso de dos cisteinas y dos residuos
de histidina, y contacta principalmente con tres pares de bases de ADN. Dos caracteristicas criticas de la estructura son
que cada dedo une su sitio diana de 3 pb independientemente y que cada nucledtido parece estar en contacto por una
Unica cadena lateral de aminoacidos que se proyecta desde un extremo de la a-hélice hasta el surco mayor del ADN. Se
disefiaron dedos individuales para reconocer muchos de los 64 tripletes diana diferentes, pero el mayor éxito ha sido el
disefio de dedos de zinc para reconocer los tripletes 5'-GNN-3'. Aunque se han propuesto cédigos de reconocimiento de
dedos de zinc, actualmente no existe ningun cédigo que resulte consistentemente en dedos de zinc con enlace de alta
afinidad. El perfeccionamiento de la especificidad de la unién de los dedos de zinc, tales como mediante el aumento del
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numero de dedos o mediante la construcciéon de proteinas de mudltiples dedos que usan unidades de dos dedos,
permanece como un area activa de investigacion.

Mediante el uso de nucleasas dedos de zinc en ausencia de un vector de transformacion génica para la reparacion dirigida
por homologia, se generaron alelos inactivados en lineas de células de mamiferos y se obtuvieron ratas y peces cebra
portadores de genes inactivados tras la expresion del ARNm de ZFN en embriones unicelulares (Santiago Y, Chan E, Liu
PQ, Orlando S, Zhang L, Urnov FD, Holmes MC, Guschin D, Waite A, Miller JC, Rebar EJ, Gregory PD, Klug A,
Collingwood TN.; Proc Natl Acad Sci U S A 2008; 105:5809-5814; Doyon Y, McCammon JM, Miller JC, Faraji F, Ngo C,
Katibah GE, Amora R, Hocking TD, Zhang L, Rebar EJ, Gregory PD, Urnov FD, Amacher SL.; Nat Biotechnol 2008;
26:702-708; Geurts AM, Cost GJ, Freyvert Y, Zeitler B, Miller JC, Choi VM, Jenkins SS, Wood A, Cui X, Meng X, Vincent
A, Lam S, Michalkiewicz M, Schilling R, Foeckler J, Kalloway S, Weiler H, Menoret S, Anegon |, Davis GD, Zhang L, Rebar
EJ, Gregory PD, Urnov FD, Jacob HJ, Buelow R.; Science 2009; 325:433). Ademas, las nucleasas dedo de zinc se usaron
en presencia de vectores de transformacion génica exégenos que contienen regiones de homologia con el gen diana para
la reparacion dirigida por homologia de la ruptura de doble hebra a través de la conversion génica. Esta metodologia se
aplicé a la ingenieria genética en lineas de células de mamiferos y en la correccién génica en células humanas primarias
(Urnov FD, Miller JC, Lee YL, Beausejour CM, Rock JM, Augustus S, Jamieson AC, Porteus MH, Gregory PD, Holmes
MC.; Nature 2005; 435:646-651; Porteus MH, Baltimore D. 2003. Science 300:763; Hockemeyer D, Soldner F, Beard C,
Gao Q, Mitalipova M, DeKelver RC, Katibah GE, Amora R, Boydston EA, Zeitler B, Meng X, Miller JC, Zhang L, Rebar EJ,
Gregory PD, Urnov FD, Jaenisch R.; Nat Biotechnol 2009; 27:851-857).

Aunque el uso de las nucleasas dedos de zinc resulta en una mayor frecuencia de recombinacion homéloga, se requieren
esfuerzos y tiempos considerables para disefiar proteinas dedos de zinc que se unen a una nueva secuencia diana de
ADN con alta eficiencia y que actien como nucleasas de una secuencia especifica. Ademas, durante mucho tiempo se
ignoré que la naturaleza del dominio nucleasa de las nucleasas dedos de zinc, y de otras nucleasas quimérica, puede
representar un factor de éxito igualmente importante para la actividad general de la proteina de fusion. La razén de esta
desatencion se basa en el hecho de que hasta la fecha solamente se encontré un Unico dominio nucleasa que retiene la
actividad nucleasa dentro de un dominio de plegamiento de proteinas separado y que puede combinarse con los dominios
de union al ADN, para generar una proteina de fusion nucleasa de secuencia especifica. Este dominio nucleasa se deriva
de la enzima de restriccion Fokl, Tipo IIS, que se ha caracterizado en detalle y se conoce que actda como un dimero
obligado (Bitinaite, J., D. A. Wah, y otros (1998). Proc Natl Acad Sci U S A 95(18): 10570-5; Wah, D. A., J. Bitinaite, y
otros (1998). Proc Natl Acad Sci U S A 95(18): 10564-9). En la mayoria de las otras enzimas de restriccion, el
reconocimiento y la escision del ADN se combinan en un solo dominio de proteina y no pueden separarse. Una excepcion
es la enzima Sdal que se ha caracterizado estructuralmente por poseer un dominio nucleasa separado (Tamulaitiene, G.,
A. Jakubauskas, y otros (2006). Structure 14(9): 1389-400). Ademas, no ha sido posible aislar mutantes que pierden el
reconocimiento de ADN pero retienen la actividad de escision del ADN.

Por lo tanto, debido a la falta de otros dominios nucleasas funcionales comparables, durante mucho tiempo fue
esencialmente desconocido si las propiedades enzimaticas del dominio Fokl Fn pueden constituir un factor limitante para
la actividad nucleasa del dominio Fn de las proteinas de fusion. Por ejemplo, la estructura intrinseca del dominio Fn puede
restringir su actividad enzimatica o la pequefa interfaz de dimerizaciéon de dos dominios Fn puede conducir a una
interaccion suboptima y a una baja tasa de escision del sustrato de ADN.

Mediante mutagénesis dirigida, el dominio Fokl Fn se modificé genéticamente en las variantes KK y EL que actian,
preferentemente, como heterodimeros (Miller, J. C., M. C. Holmes, y otros (2007). Nat Biotechnol 25(7): 778-85). El uso
de estas variantes proporciona la especificidad mejorada por la secuencia diana de las nucleasas dedos de zinc y
disminuye la toxicidad en las células de mamiferos, ya que se reconocen y procesan menos secuencias genomicas fuera
de la diana. Sin embargo, la actividad nucleasa global de las variantes KK y EL es, a lo maximo, comparable a la del
dominio Fn de tipo silvestre.

Solo muy recientemente se encontré que el dominio Fokl Fn de tipo silvestre exhibe ciertamente solo una actividad
enzimatica nucleasa suboptima, que limita el uso de las nucleasas dedos de zinc para la modificacién genética del
genoma. En un estudio de evolucion de proteinas dirigida, el dominio Fn se mutagenizé al azar y se sometié a un ensayo
en E. coli basado en nucleasa capaz de seleccionar mutantes que exhiben una actividad enzimatica aumentada (Guo, J.,
T. Gaj, y otros (2010), J Mol Biol 400(1): 96-107). Mediante este procedimiento, se hizo posible aislar mutantes que
exhiben una actividad de nucleasa > 10 veces mas alta en comparacién con el dominio Fn de tipo silvestre. Después del
acoplamiento de estos mutantes a dominios dedos de zinc, tales proteinas de fusion mostraron un procesamiento de
sustrato mejorado de tres a seis veces en células de mamiferos. Sin embargo, en la actualidad permanece desconocido
si la actividad del dominio Fn puede mejorarse ain mas o si la arquitectura intrinseca de la proteina del dominio Fn puede
restringir cualquier mejora adicional.

Ademas de los dominios dedos de zinc de union al ADN fusionados a los dominios nucleasa, muy recientemente se
identificd, ademas, los dominios de unién al ADN de la proteina efectora TAL. En comparacién con los motivos dedos de
zinc, los elementos de repeticion TAL dentro de las proteinas efectoras TAL proporcionan un nuevo tipo de dominio de
unién al ADN que puede combinarse con un dominio nucleasa en nucleasas de secuencia especifica. Una caracteristica
clave de los elementos peptidicos TAL se proporciona por su naturaleza moduladora. De esta manera, pueden generarse
nuevas proteinas de union al ADN en una secuencia especifica mediante la combinacién de solo cuatro elementos TAL
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basicos que cada uno es especifico para los nucleétidos A, C, G o T. Actualmente, solamente el dominio nucleasa de Fokl
se usa exitosamente en la fusion con los dominios de union al ADN de la proteina efectora TAL (Miller y otros (2010). Nat.
Biotechnol. 29, 143-148).

En resumen, existe una necesidad continua de nucleasas que puedan usarse en diversos entornos experimentales, que
incluyen su fusion a otras proteinas y la modificaciéon del dominio nucleasa.

El problema técnico que subyace en la presente invencion fue la identificacion de alternativas y/o medios y métodos
mejorados para escindir moléculas de acido nucleico.

La solucién a este problema técnico se logra al proporcionar las modalidades caracterizadas en las reivindicaciones.

En consecuencia, la presente invencion se refiere en una primera modalidad a una molécula de acido nucleico que codifica
(I) un polipéptido que tiene la actividad de una endonucleasa, que es (a) una molécula de acido nucleico que codifica un
polipéptido que consiste en la secuencia de aminoacidos de la sec. con nim. de ident.: 1; (b) una molécula de acido
nucleico que consiste en la secuencia de nucleétidos de la sec. con nim. de ident.: 2; (c) una molécula de acido nucleico
que codifica una endonucleasa, cuya secuencia de aminoacidos es al menos 70 % idéntica a la secuencia de aminoacidos
de la sec. con num. de ident.: 1; (d) una molécula de acido nucleico que consiste en una secuencia de nucleétidos que es
al menos 50 % idéntica a la secuencia de nucledtidos de la sec. con nim. de ident.: 2; (e) una molécula de acido nucleico
que es degenerada con respecto a la molécula de acido nucleico de (d); o (f) una molécula de acido nucleico
correspondiente a la molécula de acido nucleico de cualquiera de (a) hasta (e) en donde T se reemplaza por U; (ll) un
fragmento del polipéptido de (I) que tiene la actividad de una endonucleasa.

De acuerdo con la presente invencién el término "molécula de acido nucleico" define una cadena molecular lineal que
consiste en al menos (para cada una) 2, 5, 10, 25, 50, 75, 100, 250, 500, tal como al menos 750, 1000, o al menos 2500
0 mas nucledtidos. El grupo de moléculas designado en la presente descripcion como "moléculas de acido nucleico”
comprende, ademas, genes completos. El término "molécula de acido nucleico”, en la presente descripcion se usa
indistintamente con el término "polinucledtido”.

El término "molécula de acido nucleico" de acuerdo con la presente invencion incluye ADN, tal como ADNc o ADN
gendmico, de doble o simple hebra, y ARN. En este sentido, "ADN" (acido desoxirribonucleico) se refiere a cualquier
cadena o secuencia de los bloques de construccion quimicos adenina (A), guanina (G), citosina (C) y timina (T), llamadas
bases de nucledtidos, que estan unidas sobre una cadena principal de azlcar desoxirribosa. EI ADN puede tener una
hebra de bases de nucleétidos, o dos hebras complementarias que pueden formar una estructura de doble hélice. El
"ARN" (acido ribonucleico) se refiere a cualquier cadena o secuencia de los bloques de construcciéon quimicos adenina
(A), guanina (G), citosina (C) y uracilo (U), llamadas bases de nucleétidos, que se unen juntos en una cadena principal de
azucar ribosa. Tipicamente, el ARN tiene una hebra de bases de nucleétidos. Ademas, se incluyen moléculas hibridas
monocatenarias y bicatenarias, es decir, ADN-ARN. La molécula de acido nucleico puede modificarse, ademas, por
muchos medios conocidos en la técnica. Los ejemplos no limitantes de tales modificaciones incluyen la metilacion, los
"capuchones", |a sustitucion de uno o mas de los nucleétidos de origen natural con un analogo, y las modificaciones entre
los nucledtidos, tales como por ejemplo, aquellas con enlaces no cargados (por ejemplo, fosfonatos de metilo,
fosfotriésteres, fosforamidatos, carbamatos, etcétera) y con enlaces cargados (por ejemplo, fosforotioatos,
fosforoditioatos, etcétera). Los polinucledtidos pueden contener una o mas porciones adicionales unidas covalentemente,
tales como, por ejemplo, proteinas (por ejemplo, nucleasas, toxinas, anticuerpos, péptidos sefial, poli-L-lisina, etcétera),
intercaladores (por ejemplo, acridina, psoraleno, etcétera), agentes quelantes (por ejemplo, metales, metales radiactivos,
hierro, metales oxidativos, etcétera), y agentes alquilantes. Los polinucleétidos pueden derivatizarse mediante la
formacién de un metil o etil fosfotriéster o un enlace alquilo fosforamidato. Se incluyen, ademas, moléculas que imitan el
acido nucleico conocidas en la técnica, tales como los derivados sintéticos o semisintéticos de ADN o ARN vy los polimeros
mixtos. Tales moléculas que imitan el acido nucleico o los derivados de acido nucleico de acuerdo con la invencion
incluyen acido nucleico fosforotioato, acido nucleico fosforamidato, acido ribonucleico 2'-O-metoxietilo, acido nucleico
morfolino, acido nucleico hexitol (HNA), acido nucleico peptidico (PNA) y acido nucleico bloqueado (LNA) (ver Braasch y
Corey, Chem Biol 2001, 8: 1). EI LNA es un derivado de ARN en el que el anillo de ribosa se restringe por un enlace
metileno entre el oxigeno-2'y el carbono-4'. Ademas, se incluyen los acidos nucleicos que contienen bases modificadas,
por ejemplo, tiouracilo, tioguanina y fluorouracilo. Tipicamente, una molécula de acido nucleico transporta la informacion
genética, que incluye la informacion usada por la maquinaria celular para producir proteinas y/o polipéptidos. La molécula
de acido nucleico de la invencién puede comprender, adicionalmente, promotores, potenciadores, elementos de
respuesta, secuencias de sefal, secuencias de poliadenilacion, intrones, regiones no codificantes 5'y 3'y similares.

El término "polipéptido”, como se usa en la presente descripcion indistintamente con el término "proteina”, describe
cadenas moleculares lineales de aminoacidos, que incluye las proteinas de cadena sencilla, que contienen mas de 30
aminoacidos, mientras que el término "péptido" describe cadenas moleculares lineales de aminoacidos, que incluye las
proteinas de cadena sencilla, que contienen menos de, y hasta 30 aminoacidos. Los polipéptidos pueden formar, ademas,
oligdbmeros que consisten en al menos dos moléculas idénticas o diferentes. Las correspondientes estructuras de orden
superior de tales multimeros son, segun el caso, denominados homo o heterodimeros, homo o heterotrimeros, etcétera.
Los polipéptidos de la invencién pueden formar heteromultimeros u homomultimeros, tales como heterodimeros u
homodimeros. Ademas, los peptidomiméticos de tales proteinas/polipéptidos donde los aminoacidos y/o los enlaces
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peptidicos se reemplazaron por analogos funcionales, son ademas, comprendidos por la invencion. Tales analogos
funcionales incluyen todos los aminoacidos conocidos distintos de los 20 aminoacidos codificados por genes, tal como la
selenocisteina. Los términos "polipéptido” y "proteina" se refieren, ademas, a polipéptidos y proteinas modificados
naturalmente, donde la modificacion se efectda, por ejemplo, mediante glicosilacion, acetilacion, fosforilacion,
ubiquitinilacion y modificaciones similares que se conocen bien en la técnica.

El término "un polipéptido que tiene la actividad de una endonucleasa”, como se usa en la presente descripcion, se refiere
a un polipéptido que es capaz de escindir los enlaces fosfodiéster entre las subunidades de nucleétidos de acidos
nucleicos dentro de una cadena de polinucleétidos.

De acuerdo con la invencion, la actividad enzimatica endonucleasa se considera estable cuando, en las condiciones
respectivas, la enzima es capaz de durar lo suficiente como para obtener el efecto deseado, especificamente, la escision
de su sustrato. Con respecto a esto, se observa que la actividad endonucleasa puede evaluarse como se describié en los
ejemplos de la descripcion o mediante métodos bien conocidos en la técnica. Por ejemplo, una molécula de acido nucleico
puede exponerse a una proteina cuya actividad endonucleasa debe evaluarse en condiciones que son adecuadas para
la actividad enzimatica endonucleasa. Después de la incubacion, la composicion que comprende la molécula de acido
nucleico (con o sin dicha proteina a evaluar) puede someterse a un ensayo para evaluar la longitud de una molécula de
acido nucleico tal como, por ejemplo, electroforesis en gel, para determinar si la molécula de acido nucleico fue escindida.

De acuerdo con la presente invencion, el término "porcentaje (%) de identidad de secuencia" describe el numero de
coincidencias ("aciertos") de nucledtidos/aminoacidos idénticos de dos o mas secuencias de acido nucleico o de
aminoacido alineadas en comparacion a la cantidad de nucleétidos o de residuos de aminoacidos que constituyen la
longitud total de las secuencias modelos de acido nucleico o aminoacidos. En otros términos, mediante el uso de una
alineamiento, para dos 0 mas secuencias o subsecuencias, puede determinarse el porcentaje de residuos de aminoacidos
o de nucledtidos que son iguales (por ejemplo, 95 % de identidad) cuando se comparan y se alinean las (sub)secuencias
para obtener el maximo de correspondencia en una ventana de comparacion, o en una region designada segun lo medido
mediante el uso de un algoritmo de comparacién de secuencias como se conoce en la técnica, o cuando se realiza el
alineamiento manualmente y se inspecciona visualmente. Esta definicion se aplica, ademas, al complemento de cualquier
secuencia para alinearse. El alineamiento y el analisis de la secuencia de aminoacidos en relacion con la presente
invencion se realizaron mediante el uso del algoritmo de la NCBI BLAST (Stephen F. Altschul, Thomas L. Madden,
Alejandro A. Schéaffer, Jinghui Zhang, Zheng Zhang, Webb Miller, y David J. Lipman (1997), "Gapped BLAST and PSI-
BLAST: a new generation of protein database search programs”, Nucleic Acids Res. 25:3389-3402) y el programa
informatico del banco de trabajo principal CLC (versién 5.7.1; CLC bio, Aarhus, Dinamarca) que se usan, preferentemente,
de acuerdo con esta invencion. Preferentemente, se usan los parametros estandar publicados (Altschul y otros, en el lugar
citado). El experto en la técnica conoce la existencia de programas adicionales adecuados para alinear secuencias de
acidos nucleicos. Un programa preferido para el alineamiento de las secuencia de acido nucleico, de acuerdo con la
invencion, es el programa informatico del banco de trabajo principal CLC que usa los parametros de alineamientos
estandar del programa informatico (version 5.7.1; CLC bio, Aarhus, Dinamarca).

Como se define en las modalidades anteriores en la presente descripcion, la invencidon contempla determinadas
identidades de secuencia de aminoacidos. Ademas, se contempla, con preferencia creciente, las identidades de
secuencias de aminoacidos de al menos 75 %, al menos 80 %, al menos 85 %, al menos 90 %, al menos 95 %, al menos
97,5 %, al menos 98 %, al menos 98,5 %, al menos 99 %, al menos 99,5 %, al menos 99,8 %, y 100 % de identidad con
la secuencia de aminoacidos respectiva de acuerdo con la invencion.

Como se define en las modalidades anteriores en la presente descripciéon, la invenciéon contempla determinadas
identidades de secuencia de nucleétidos. Ademas, se contempla, con preferencia creciente, las identidades de secuencias
de nucledtidos de al menos 55 %, al menos 60 %, al menos 65 %, al menos 70 %, al menos 75 %, al menos 80 %, al
menos 85 %, al menos 90 %, al menos 95 %, al menos 97,5 %, al menos 98 %, al menos 98,5 %, al menos 99 %, al
menos 99,5 %, al menos 99,8 %, y 100 % de identidad con respecto a la secuencia de acido nucleico respectiva de
acuerdo con la invencion.

El experto en la técnica apreciara facilmente que mas de una molécula de acido nucleico puede codificar el mismo
polipéptido debido a la degeneracion del cédigo genético. La degeneracion se debe a que un cadigo de tripletes designa
a 20 aminoacidos y un codon de parada. Debido a que existen cuatro bases que se utilizan para codificar la informacion
genética, se necesitan codones de tripletes para producir al menos 21 codigos diferentes. Las 43 posibilidades posibles
para las bases en los tripletes proporcionan 64 codones posibles, lo que significa que alguna degeneracion debe existir.
Como un resultado, algunos aminoacidos estan codificados por mas de un ftriplete, es decir, por hasta seis. La
degeneracion surge principalmente a partir de alteraciones en la tercera posicion en un triplete. Esto significa que las
moléculas de acido nucleico que tienen diferentes secuencias, pero que aun codifican el mismo polipéptido se contemplan
y pueden emplearse de acuerdo con el método de la presente invencion.

Los fragmentos de acuerdo con la presente invencion son polipéptidos que tienen la actividad de una endonucleasa, como
se define anteriormente en la presente descripcion, y comprenden al menos 90 aminoacidos. Con respecto a esto, se
prefiere, con preferencia creciente, que los fragmentos de acuerdo con la presente invencion sean polipéptidos de al
menos 100, al menos 125, al menos 150, al menos 200 aminodacidos, al menos 300 aminoacidos, al menos 400
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aminoacidos. Los fragmentos del polipéptido de la invencién, que retienen sustancialmente la actividad endonucleasa,
incluyen truncamientos N-terminales, truncamientos C-terminales, sustituciones de aminoacidos, deleciones internas y
adicion de aminoacidos (ya sea internamente o en cualquier extremo de la proteina). Por ejemplo, las sustituciones de
aminoacidos conservativas son conocidas en la técnica y pueden introducirse en la endonucleasa de la invencion sin
afectar sustancialmente la actividad endonucleasa, es decir, disminuir dicha actividad.

Como es evidente a partir de los ejemplos, el inventor fue capaz de identificar y aislar una nueva nucleasa, en particular
el dominio endonucleasa, derivado de una cepa de Clostridium como se detalla mas abajo. Especificamente, el inventor
pudo establecer la utilidad del producto génico de un gen bacteriano putativo sin connotacién funcional conocida como
una secuencia de nucleasa inespecifica. La nucleasa novedosa puede emplearse en diversos entornos experimentales
al igual que cualquier otra nucleasa. Por ejemplo, puede usarse para escindir aleatoriamente moléculas de acido nucleico
0, por ejemplo, en fusiéon con dominios de unién al ADN, para la escision en un sitio especifico de las moléculas de acido
nucleico. Es importante destacar que, como se describe mas abajo y especificamente en los ejemplos, la endonucleasa
novedosa puede usarse en combinacion con los dominios de unién al ADN de la proteina efectora TAL como parte de
una proteina de fusion para la escision de acidos nucleicos en una secuencia especifica. Con respecto a esto, la nucleasa
novedosa muestra su superioridad sobre las endonucleasas del estado de la técnica distintas de Fokl, que hasta el
momento no pudieron mostrarse activas en las proteinas de fusion correspondientes. Brevemente, los inventores probaron
el producto génico de dicho gen microbiano hipotético no caracterizado que designaron como "Clo051" (sec. con num. de
ident.: 17) y que se derivd del genoma de Clostridium spec. 7_2 43FAA (Secuencia de Referencia del NCBI:
ZP_05132802.1; publicaciéon/base de datos liberada en fecha: 9 de junio, de 2010), mas especificamente su dominio
nucleasa putativo (ver Figuras 5y 6), por su actividad endonucleasa en combinacion con el dominio de unién al ADN de
una proteina efectora TAL. Ademas, se evaluaron diversas proteinas endonucleasas conocidas en combinacion con los
dominios de unién al ADN de la proteina efectora TAL, asi como también otros dos genes microbianos hipotéticos.
Sorprendentemente, solamente pudo demostrarse que el dominio nucleasa de Clo051 estaba activo, mientras que las
otras proteinas de fusién no mostraron actividad (ver el Ejemplo 1 para los detalles). Los experimentos comparativos
enfatizaron en el significado del descubrimiento de la presente invencién en que se identificé una nucleasa novedosa que,
ademas, exhibe actividad cuando se fusiona a los dominios de unién al ADN de las proteinas efectoras TAL. Las proteinas
efectoras TAL se expresan por los patdgenos de plantas del género Xanthomonas y reprograman las células huésped
mediante la imitacién de los factores de transcripcion eucariéticos. Las proteinas efectoras TAL se caracterizan por un
dominio central de repeticiones en tandem de 32 a 34 aminoacidos que constituyen un dominio de unioén al ADN. El
numero y el orden de las repeticiones en una proteina efectora TAL determinan su actividad especifica de union al ADN.
(Boch, J., y otros 2009 Science 326: 1509-12). Las secuencias de aminoacidos de las repeticiones son conservadas,
excepto para dos residuos adyacentes altamente variables (en las posiciones 12 y 13) que determinan la especificidad
hacia las bases del ADN A, G, C o T. La unién al ADN se realiza mediante el contacto de un nucleétido de la doble hélice
del ADN con los residuos variables en la posicion 12 y 13 dentro del motivo efector de TAL, lo que resulta en una
correspondencia uno a uno entre las repeticiones secuenciales en las proteinas efectoras TAL y los nucleétidos
secuenciales en el ADN diana. La union a secuencias de ADN mas largas se logra mediante la unién en tandem de varios
de estos motivos efectores TAL para formar un "dominio de unién al ADN de una proteina efectora TAL". El uso de tales
dominios de unién al ADN de las proteinas efectoras TAL para la creaciéon de proteinas de fusion, motivo efector TAL
nucleasa, que reconoce y escinde una secuencia diana especifica depende de la creacion adecuada de los dominios de
union al ADN de las proteinas efectoras TAL que pueden reconocer especificamente dicha diana particular. La ventaja de
los elementos de repeticion TAL, en comparacion con, por ejemplo, los elementos dedos de zinc, se proporciona por su
naturaleza verdaderamente modular. De esta manera, pueden generarse nuevas proteinas de union al ADN en una
secuencia especifica a través de la combinacion de los cuatro elementos basicos de TAL que son especificos para los
nucledtidos A, C, Go T.

Es importante sefalar que, en la presente invencién, el dominio nucleasa Clo051 fusionado a los dominios de unién al
ADN de las proteinas efectoras TAL se evalud y se encontré que es activo en mamiferos, especificamente en cultivos de
células humanas. Por lo tanto, la utilidad de las proteinas de fusion del dominio nucleasa Clo051 para la manipulacién del
ADN vy de los genes, especificamente en células de mamiferos, pero sin limitacion, se ha demostrado directamente en el
sistema bioldégico que proporciona aplicaciones importantes para esta tecnologia. Este hallazgo es de particular
importancia debido a que los estudios sobre la funcion de las proteinas que se realizan en organismos eucariéticos
inferiores, como, por ejemplo, levaduras, no permiten una conclusion definitiva acerca de la utilidad de la proteina en
estudio en células de mamiferos. Por ejemplo, una proteina especifica puede funcionar de manera éptima a 30° Celsius,
la temperatura de crecimiento de la levadura, pero se vuelve inestable o se inactiva a 37° Celsius que es la temperatura
corporal tipica de los mamiferos. Ademas, el medio intracelular de, por ejemplo, las células de levadura, como la
concentracion de iones y de proteinas, la diversidad de proteinas y los mecanismos de degradacion de proteinas, se
distinguen del medio intracelular de las células de mamiferos.

Mientras que los ejemplos describen solamente el uso del dominio nucleasa de Clo051 (sec. con num. de ident.: 1), por
ejemplo, en combinacion con los dominios de unién al ADN, el experto en la técnica apreciara que puede emplearse la
secuencia completa de Clo051 como se establece en la sec. con nim. de ident.: 17 o los fragmentos mas cortos de esta
que tienen actividad endonucleasa y que comprenden la secuencia de aminoacidos de la sec. con num. de ident.: 1. La
secuencia de aminoacidos de la sec. con num. de ident.: 1 comienza en E389 y termina en Y587 de los aminoacidos de
la sec. con num. de ident.: 17 como se ilustra, ademas, en la Figura 5.
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En una modalidad preferida de la molécula de acido nucleico de la invencion, en (1)(c) en dicha secuencia de aminoacidos
que tiene al menos un 70 % de identidad de secuencia con la sec. con nim. de ident.: 1 los residuos de aminoacidos P66,
D67, D84 y/o K86 de la sec. con num. de ident.: 1 no estan modificados.

El dominio nucleasa de Clo051, al igual que muchas endonucleasas de restriccion Tipo-Il y, por ejemplo, la proteina MutH
de reparacion del ADN, comparte el motivo de secuencia conservada PD-(D/E)XK dentro del niucleo de su dominio
catalitico. El nucleo sirve como un andamio para un sitio activo débilmente conservado, que comprende, tipicamente, dos
o tres residuos acidos (Asp o Glu) y un residuo de Lys, que juntos forman el motivo catalitico bipartito distintivo [(P)D. Xn.
(D/E)XK](donde X es cualquier aminoacido). Este motivo ha llevado a denominar a esta superfamilia de proteinas como
'PD-(D/E)XK'. El trabajo sobre las enzimas de restriccion y las proteinas de reparacion del ADN ha demostrado que los
tres residuos cataliticos se ubican cercanos entre si en una horquilla 8 irregular. La primera D se ubica al inicio de la hebra
primera y mas corta, y la E y la K, separadas por un residuo hidréfobo x, en el medio de la hebra segunda y mas larga. El
modulo catalitico se aproxima invariablemente al ADN desde el lado del surco menor, y la unién a la secuencia especifica
se realiza mediante un modulo/subdominio separado en el surco mayor. Los dos primeros carboxilatos del motivo DEK
coordinan los iones metalicos. La primera D es la mas conservada y coordina ambos iones metalicos, mientras que la
segunda E puede reemplazarse por Q, D, N, Ho S, y la tercera K puede reemplazarse por E, Q, D, S, N o T. El residuo
de lisina en el motivo DEK conservado coordina el agua nucledfila junto con el fosfato 3' al enlace escindible; la misma
Lisina, ademas, se une al hidrégeno con un oxigeno carbonilo en el médulo de unién al ADN. Esta lisina, que es
conservada en muchas endonucleasas de restriccion y se reemplaza por Glu o Gin en BamHI y Bglll, se ha propuesto
como un sensor para la union al ADN y un centro que acopla el reconocimiento de bases y la escisién del ADN (Lee y
otros (2005). Molecular Cell 20, 155- 166; Orlowski, J. y J. M. Bujnicki (2008). Nucleic Acids Res 36(11): 3552-69).

La secuencia primaria del dominio nucleasa de Clo051 entre las posiciones E389 e Y587 de la secuencia de sec. con
num. de ident.: 17, es decir, la secuencia de la sec. con nim. de ident.: 1, exhibe una distribucion Unica de los residuos
de arginina (R) y lisina (K) cargados positivamente y de los residuos de glutamato (E) y aspartato (D) cargados
negativamente (Figura 13). Estos residuos constituyen un paisaje tridimensional de cargas dentro del dominio Clo051 que
determina la estructura terciaria Unica de esta nucleasa, como se muestra en el modelo estructural en la Figura 6.
Determinados reemplazos de residuos polares versus no polares, o de residuos no polares contra residuos polares, por
ejemplo en las posiciones S35 y/o R58 de la sec. con nim. de ident.:1 (0 S423 y R446 de la sec. con num. de ident.: 17),
alteran la estructura tridimensional de la cadena proteica y pueden resultar en un aumento de la actividad nucleasa. Tales
reemplazos de aminoacidos pueden realizarse mediante ensayos de prueba y error o pueden seguir hipotesis especificas
sobre el impacto estructural y funcional en el dominio nucleasa de Clo051. Alternativamente, un gran nimero de variantes
mutagenizadas aleatoriamente de la regién codificante del dominio nucleasa de Clo051 pueden ensamblarse en una
biblioteca mediante PCR mutagénico, propenso a errores. Esta biblioteca de moléculas mutantes puede analizarse para
detectar la presencia de variantes hiperactivas de nucleasa mediante un ensayo de seleccion fenotipico en células de E.
coli,, levaduras o mamiferos que se acopla a una lectura de nucleasa funcional, por ejemplo, como se describié para la
mejora de la recombinasa FLP (Buchholz y otros, Nat. Biotechnol. 16, 657-62, 1998). Tal seleccion funcional para variantes
mejoradas de nucleasas puede resultar en el reemplazo de residuos Unicos o multiples que conduce a un aumento de la
actividad nucleasa en comparacién con la forma de tipo silvestre de Clo051.

Ademas, se contemplan modalidades donde mas de un residuo de aminoacido P66, D67, D84 y/o K86 de la sec. con
num. de ident.: 1 no estan modificados, tal como, por ejemplo, los tramos de aminoacidos, por ejemplo desde al menos
P66 hasta al menos K86, al menos R64 hasta al menos Y88, al menos G62 hasta al menos E90, asi como también desde
L60 hasta al menos Y92 de la sec. con num. de ident.: 1.

En una modalidad preferida de la invencion, la molécula de acido nucleico codifica, ademas, un dominio de unién al ADN.

En esta modalidad, la molécula de acido nucleico de la invencion codifica una proteina de fusiéon que tiene la actividad de
una endonucleasa y comprende un dominio de unién al ADN y un dominio de escision que comprende o consiste en el
dominio endonucleasa novedoso. El término "proteina de fusién" es bien conocido en la técnica y tiene el mismo
significado en la presente descripcion. Especificamente, se refiere a una proteina generada mediante la union de dos o
mas secuencias de acido nucleico diana, por ejemplo, genes que originalmente codifican proteinas separadas, para crear
un constructo de fusién. La traduccion de dicho constructo de fusién resulta en una proteina Unica con las propiedades
funcionales derivadas de dichas proteinas separadas. Las dos proteinas que dan lugar a la proteina de fusiéon pueden
conectarse mediante un enlazador, tal como, por ejemplo, un péptido enlazador. En otras palabras, el dominio de unién
al ADN y el dominio de escision de las nucleasas pueden fusionarse directamente entre si o pueden fusionarse a través
de un enlazador.

El término "enlazador", como se usa de acuerdo con la presente invencion, se refiere a una secuela de aminoacidos (es
decir, péptidos enlazadores) asi como también a enlazadores no peptidicos.

Los péptidos enlazadores, como se contempla por la presente invencién, son péptidos o polipéptidos enlazadores de al
menos 1 aminoacido en longitud. Preferentemente, los enlazadores son de 1 hasta 100 aminoacidos en longitud. Con
mayor preferencia, los enlazadores son de 5 hasta 50 aminoacidos en longitud, e incluso con mayor preferencia, los
enlazadores son de 10 hasta 20 aminoacidos en longitud. Es bien conocido por el experto en la técnica que la naturaleza,
es decir, la longitud y/o la secuencia de aminoacidos del enlazador puede modificar o potenciar la estabilidad y/o la
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solubilidad de la molécula. Por lo tanto, la longitud y la secuencia de un enlazador dependen de la composicion de las
porciones respectivas de la proteina de fusion.

El experto en la técnica conoce los métodos para evaluar la idoneidad de diferentes enlazadores. Por ejemplo, las
propiedades de la molécula pueden probarse facilmente mediante la evaluaciéon de la actividad nucleasa, asi como
también la especificidad de union al ADN de las porciones respectivas de la proteina de fusién para usarse en el método
de la invencion.

Se apreciara por el experto en la técnica que cuando la proteina de fusién se proporciona como una molécula de acido
nucleico que codifica la proteina de fusién en forma expresable, el enlazador es un péptido enlazador codificado, ademas,
por dicha molécula de acido nucleico.

El término "enlazador no peptidico”, como se usa de acuerdo con la presente invencion, se refiere a grupos de enlace que
tienen dos o mas grupos reactivos pero que excluyen los péptidos enlazadores como se definié anteriormente. Por
ejemplo, el enlazador no peptidico puede ser un polimero que tiene grupos reactivos en ambos extremos, que se unen
individualmente a grupos reactivos de las porciones individuales de la proteina de fusion, por ejemplo, un extremo amino,
un residuo de lisina, un residuo de histidina o un residuo de cisteina. Los grupos reactivos del polimero incluyen un grupo
aldehido, un grupo aldehido propiénico, un grupo aldehido butilo, un grupo maleimida, un grupo cetona, un grupo vinil
sulfona, un grupo tiol, un grupo hidrazida, un grupo carbonildimidazol (CDI) un grupo carbonato de nitrofenilo (NPC), un
grupo ftrisilato, un grupo isocianato y derivados de succinimida. Los ejemplos de derivados de succinimida incluyen
propionato de succinimidilo (SPA), acido succinimidil butanoico (SBA), carboximetilato de succinimidilo (SCM), succinimidil
succinamida (SSA), succinimidil succinato (SS), succinimidil carbonato y N-hidroxi succinimida (NHS). Los grupos
reactivos en ambos extremos del polimero no peptidico pueden ser iguales o diferentes. Por ejemplo, el polimero no
peptidico puede tener un grupo maleimida en un extremo y un grupo aldehido en otro extremo. Preferentemente, el
enlazador es un péptido enlazador. Con mayor preferencia, el péptido enlazador consiste en siete residuos de glicina.

Ademas, la proteina de fusién puede estar flanqueada en los extremos N o C terminal por secuencias adicionales no
relacionadas a dichas proteinas en la proteina de fusién. De acuerdo con la presente invencién, una proteina de fusion
de la invencion comprende un dominio de unién a ADN. El término "dominio de unién al ADN" tiene el mismo significado
como se conoce en la técnica y se refiere a un motivo/conformacién de secuencia dentro de una proteina que se une a
los motivos del ADN. Los dominios de proteinas que pueden unirse especificamente a una secuencia de acido nucleico
incluyen, por ejemplo, repeticiones de dedos de zinc, el motivo hélice-giro-hélice (HTH) de los homeodominios, y el motivo
cinta-hélice-hélice (RHH). La unién especifica se refiere a la unién especifica a una secuencia y es especifica, cuando un
dominio de unién al ADN estadisticamente solamente se une a una secuencia particular y no se une, o no se une
esencialmente, a una secuencia no relacionada. El experto en la técnica conoce bien las secuencias que codifican los
dominios de unién al ADN (Rohs y otros (2010). Annu. Rev. Biochem. 79, 233-269; Maeder y otros (2009). Nat. Protocols
10, 1471-1501).

En una modalidad mas preferida de la molécula de acido nucleico de la invencién, el dominio de unién al ADN es un
motivo efector TAL de una proteina efectora TAL.

Esta modalidad se refiere a una molécula de acido nucleico que codifica, ademas, una nucleasa TAL. El término "nucleasa
TAL", como se usa en la presente descripcion, es bien conocido en la técnica y se refiere a una proteina de fusién que
comprende un dominio de unién al ADN, en donde el dominio de unién al ADN comprende o consiste en motivos efectores
TAL de una proteina efectora TAL y el dominio de escision no especifico de una nucleasa de restriccion. La proteina de
fusion de la invencion que, ademas, se emplea en el método de la invencion mas abajo retiene, o retiene esencialmente,
la actividad enzimatica de la endonucleasa de la invenciéon. De acuerdo con la presente invencién, dicha actividad
endonucleasa (ademas, denominada funcién) se retiene esencialmente si al menos se retiene el 60 % de la actividad
bioldgica de la actividad endonucleasa. Preferentemente, se retiene al menos el 75 % o al menos el 80 % de la actividad
endonucleasa. Mas preferido es que se retiene al menos 90 % tal como al menos 95 %, incluso mas preferido al menos
98 % tal como al menos 99 % de la actividad biolégica de la endonucleasa. Lo mas preferido es que la actividad bioldgica
se retenga completamente, es decir, hasta el 100 %. Ademas, de acuerdo con la invencién, se contemplan proteinas de
fusion que tienen una actividad bioldgica aumentada en comparacion con la endonucleasa cuando no esta fusionada a
un dominio de unién a ADN, es decir, mas del 100 % de la actividad. Los métodos para evaluar la actividad biolégica de
las endonucleasas (de restriccion) se conocen bien por el experto en la técnica e incluyen, sin limitacion, la incubacién de
una endonucleasa con ADN recombinante y el analisis de los productos de la reaccion mediante electroforesis en gel
(Bloch KD.; Curr Protoc Mol Biol 2001; Capitulo 3:Unidad 3.2).

El término "proteina efectora TAL", como se usa en la presente descripcion, se refiere a proteinas que pertenecen a la
familia de proteinas TAL (similar a activador de la transcripcion). Estas proteinas se expresan por los patdgenos
bacterianos de las plantas del género Xanthomonas. Los miembros de la gran familia de efectores TAL son factores clave
de la virulencia de Xanthomonas y reprograman las células huésped mediante la imitacion de los factores de transcripcion
eucaridticos. La patogenicidad de muchas bacterias depende de la inyeccion de proteinas efectoras a través de la
secrecion de tipo lll en células eucaridticas para manipular los procesos celulares. Las proteinas efectoras TAL de
Xanthomonas patogénicos de plantas son factores de virulencia importantes que actian como activadores
transcripcionales en el nucleo de la célula vegetal. PthXo1, una proteina efectora TAL de unas Xanthomonas patogena
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de arroz, activa la expresion del gen del arroz Os8N3, que permite que Xanthomonas colonice las plantas de arroz. Las
proteinas efectoras TAL se caracterizan por un dominio central de repeticiones en tandem, es decir, un dominio de unién
al ADN, asi como también sefales de localizacion nuclear (NLS) y un dominio de activacion transcripcional acido. Los
miembros de esta familia de efectores estan altamente conservados y difieren principalmente en la secuencia de
aminoacidos de sus repeticiones y en el nimero de repeticiones. El nimero y el orden de las repeticiones en una proteina
efectora TAL determinan su actividad especifica. Estas repeticiones son referidas en la presente descripcion como
"motivos efectores TAL". Un miembro ilustrativo de esta familia de efectores, AvrBs3 de Xanthomonas campestris pv.
vesicatoria, contiene 17,5 repeticiones e induce la expresion de los genes UPA (regulado positivamente por AvrBs3), que
incluye el gen de resistencia Bs3 en plantas de pimiento (Kay, y otros 2005 Mol Plant Microbe Interact 18(8): 838-48; Kay,
S. y U. Bonas 2009 Curr Opin Microbiol 12(1): 37-43). Las repeticiones de AvrBs3 son esenciales para la union al ADN
de AvrBs3 y representan un tipo distinto de dominio de union al ADN. El mecanismo de reconocimiento del ADN en una
secuencia especifica se dilucidé mediante estudios recientes de las proteinas AvrBs3, Hax2, Hax3 y Hax4 que revelaron
el cédigo de reconocimiento del ADN de los efectores TAL (Boch, J., y otros 2009 Science 326: 1509-12).

Los motivos o repeticiones efectores Tal son motivos de secuencia de proteina de 32 a 34 aminoacidos. Las secuencias
de aminoacidos de las repeticiones son conservadas, excepto para dos residuos adyacentes altamente variables (en las
posiciones 12 y 13) que determinan la especificidad hacia las bases del ADN A, G, C o T. En otras palabras, la unién al
ADN se realiza mediante el contacto de un nucleétido de la doble hélice del ADN con los residuos variables en la posiciéon
12 y 13 dentro del motivo efector TAL de una proteina efectora TAL particular (Boch, J., y otros 2009 Science 326: 1509-
12). Por lo tanto, se encontré6 una correspondencia uno a uno entre las repeticiones secuenciales en las proteinas
efectoras TAL y los nucledtidos secuenciales en el ADN diana. Cada motivo efector TAL reconoce principalmente un solo
nucledtido dentro del sustrato de ADN. Por ejemplo, la combinacién de histidina en la posiciéon 12 y acido aspartico en la
posicion 13 se une especificamente a la citosina; la combinacion de asparagina en ambas, la posicion 12 y en la posicion
13 se une especificamente a la guanina; la combinacién de asparagina en la posicién 12 e isoleucina en la posicién 13 se
une especificamente a la adenina y la combinacién de asparagina en la posicion 12 y la glicina en la posiciéon 13 se une
especificamente a la timina. La union a secuencias de ADN mas largas se logra mediante la unién en tandem de varios
de estos motivos efectores TAL para formar un "dominio de unién al ADN de una proteina efectora TAL". Por lo tanto, un
dominio de unién al ADN de una proteina efectora TAL se refiere a los dominios de unién al ADN que se encuentran en
las proteinas efectoras TAL de origen natural, asi como también a los dominios de unién al ADN disefiados para unirse a
una secuencia de nucleétidos diana especifica como se describié en los ejemplos mas abajo. El uso de tales dominios de
union al ADN de las proteinas efectoras TAL para la generacion de las proteinas de fusion- motivo efector TAL/ nucleasa-
que reconocen y escinden una secuencia diana especifica depende de la generacion adecuada de dominios de union al
ADN de las proteinas efectoras TAL que pueden reconocer especificamente dicha diana particular. Los métodos para la
generacion de dominios de unién al ADN de las proteinas efectoras TAL se conocen bien en la técnica (Zhang y otros
(2011). Nat Biotechol. 29, 149-153; Cermak y otros (2011). Nucleic Acis Res. April 14, identificador de PubMed 21493687).

Preferentemente, el dominio de unién al ADN se deriva de los motivos efectores TAL que se encuentran en las proteinas
efectoras TAL de origen natural, tales como por ejemplo las proteinas efectoras TAL seleccionadas del grupo que consiste
en AvrBs3, Hax2, Hax3 o Hax4 (Bonas y otros 1989. Mol Gen Genet 218(1): 127-36; Kay y otros 2005 Mol Plant Microbe
Interact 18(8): 838-48).

Se contemplan, de acuerdo con la presente invencion, proteinas de fusién que se proporcionan como un dominio de unién
al ADN de una proteina efectora TAL acoplada con un Unico dominio nucleasa. Estas proteinas monoméricas pueden
combinarse para actuar como un dimero funcional para desarrollar actividad nucleasa a través de la cooperacion de dos
dominios nucleasa, cada uno de los cuales es parte de una proteina de fusion.

Preferentemente, la nucleasa TAL de acuerdo con la presente invencion comprende mas de uno, es decir, varios motivos
efectores TAL, tal como al menos 12 motivos efectores TAL, tal como, por ejemplo, al menos 14 o al menos 16 motivos
efectores TAL. Con mayor preferencia, la nucleasa TAL comprende al menos 18 motivos efectores TAL. En otras palabras,
el dominio de unién al ADN de una proteina efectora TAL dentro de dicha proteina de fusién comprende al menos 18
motivos efectores TAL. En el caso de proteinas de fusién que consisten en dimeros, como se describié anteriormente,
esto significa que cada monémero de proteina de fusién comprende al menos nueve motivos efectores TAL. Los métodos
para evaluar la especificidad de unién al ADN de una proteina de fusiéon de acuerdo con la presente invencién son
conocidos por el experto en la técnica e incluyen, sin limitacion, los ensayos de genes reporteros de la transcripcion y los
ensayos de cambio de movilidad electroforética (EMSA).

Preferentemente, el sitio de unién de la proteina de fusién es de hasta 500 nucleétidos, tal como hasta 250 nucleétidos,
hasta 100 nucleétidos, hasta 50 nucledétidos, hasta 25 nucledtidos, hasta 10 nucleétidos tal como hasta 5 nucleétidos en
el extremo 5' (es decir, 5') o en el extremo 3' (es decir 3') del nucledtidos(s) que es/son modificados de acuerdo con el
método de la presente invencion como se detalla mas abajo.

En otra modalidad, la invencién se refiere a un vector que codifica la molécula de acido nucleico de la invencion.
El término "vector" de acuerdo con la invencion significa, preferentemente, un plasmido, césmido, virus, bacteriéfago u

otro vector usado, por ejemplo, convencionalmente en ingenieria genética, que es portador de la molécula de acido
nucleico de la invencién que codifica el péptido o la proteina de fusién de la invencion. En consecuencia, la molécula de
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acido nucleico de la invencion puede insertarse en diversos vectores disponibles comercialmente. Los ejemplos no
limitantes incluyen, vectores de plasmidos procariéticos, tales como los de las series pUC, pBluescript (Stratagene), las
series pET de vectores de expresion (Novagen) o pCRTOPO (Invitrogen) y vectores compatibles con la expresion en
células de mamiferos como pREP (Invitrogen), pcDNAS (Invitrogen), pCEP4 (Invitrogen), pMC1neo (Stratagene), pXT1
(Stratagene), pSG5 (Stratagene), EBO-pSV2neo, pBPV-1, pdBPVMMTneo, pRSVgpt, pRSVneo, pSV2-dhfr, plZD35,
pLXIN, pSIR (Clontech), pIRES-EGFP (Clontech), pEAK-10 (Edge Biosystems) pTriEx-Hygro (Novagen) y pCINeo
(Promega). Los ejemplos para los vectores de plasmidos adecuados para Pichia pastoris comprenden, por ejemplo, los
plasmidos pAO815, pPIC9K y pPIC3.5K (todos de Invitrogen).

La molécula de acido nucleico de la presente invencidon mencionada anteriormente puede insertarse, ademas, en vectores
de manera que se genere una fusion traduccional (adicional) con otra molécula de acido nucleico. Para este objetivo,
puede aplicarse el PCR por extension de superposicion (por ejemplo Wurch, T., Lestienne, F., y Pauwels, P.J., A modified
overlap extension PCR method to create chimeric genes in the absence of restriction enzymes, Biotechn. Techn. 12, 9,
Sept. 1998, 653-657). Los productos que surgen de este proceso se denominan proteinas de fusion y se describiran
adicionalmente mas abajo. Las otras moléculas de acido nucleico pueden codificar una proteina que puede, por ejemplo,
aumentar la solubilidad y/o facilitar la purificacion de la proteina codificada por la molécula de acido nucleico de la
invencion. Los ejemplos no limitantes incluyen pET32, pET41, pET43. Los vectores pueden contener, ademas, un acido
nucleico expresable adicional que codifica para una o mas chaperonas con el proposito de facilitar el plegamiento correcto
de la proteina. Los huéspedes para la expresion bacteriana adecuados comprenden, por ejemplo, las cepas derivadas a
partir de BL21 (tales como BL21 (DE3), BL21 (DE3)PlysS, BL21 (DE3)RIL, BL21 (DE3)PRARE) o Rosetta®.

Los plasmidos particularmente preferidos que pueden usarse para introducir el acido nucleico que codifica el polipéptido
de la invencion, que tiene la actividad de una endonucleasa, en la célula huésped son: pUC18/19 (Roche Biochemicals),
pBluescript Il (Alting-Mees, y otros (1992). Meth. Enzymol., 216, 483-495), pKK-177-3H (Roche Biochemicals), pBTac2
(Roche Biochemicals), pKK223-3 (Amersham Pharmacia Biotech), pKK-233-3 (Stratagene) y pET (Novagen).

Para las técnicas de modificacion de vectores, ver Sambrook y Russel, 2001. Generalmente, los vectores pueden contener
uno o mas origenes de replicacion (ori) y sistemas de herencia para la clonacién o expresiéon, uno o mas marcadores para
la seleccion en el huésped, por ejemplo, de resistencia a antibiodticos, y uno o mas casetes de expresion. Los origenes de
replicacion adecuados incluyen, por ejemplo, los origenes de replicacion Col E1, el SV40 viral y el M13.

Las secuencias codificantes insertadas en el vector pueden, por ejemplo, sintetizarse mediante métodos estandar, o
aislarse a partir de fuentes naturales. La ligacién de las secuencias codificantes a elementos reguladores de la
transcripcion y/o a otras secuencias codificantes de aminoacidos puede realizarse mediante el uso de métodos
establecidos. Los elementos reguladores de la transcripcion (partes de un casete de expresion) que aseguran la expresion
en células procaridticas o eucariéticas se conocen bien por los expertos en la técnica. Estos elementos comprenden
secuencias reguladoras que garantizan el inicio de la transcripcion (por ejemplo, codén de inicio de la traduccion,
secuencias de terminacion de la transcripcion, promotores, potenciadores y/o aisladores), sitios internos de entrada
ribosomal (IRES) y, opcionalmente, sefiales poli-A que garantizan la terminacion de la transcripcion y la estabilidad del
transcrito. Los elementos reguladores adicionales pueden incluir potenciadores transcripcionales asi como también
traduccionales, y/o regiones promotoras heterdlogas o asociadas naturalmente. Los elementos reguladores pueden ser
elementos reguladores heterdlogos. Preferentemente, la molécula de acido nucleico de la invencion se une
operativamente a tales secuencias de control de la expresion que permiten la expresion en células procaridticas o
eucarioticas. El vector puede comprender, ademas, secuencias de nucleétidos que codifican sefales de secrecién como
elementos reguladores adicionales. Tales secuencias se conocen bien por el experto en la técnica. Ademas, en
dependencia del sistema de expresion usado, las secuencias lider, capaces de dirigir el polipéptido expresado hacia un
compartimento celular, pueden afiadirse a la secuencia codificante de la molécula de acido nucleico de la invencion. Tales
secuencias lider se conocen bien en la técnica. Los vectores disefiados especificamente permiten la transferencia de ADN
entre diferentes huéspedes, tales como entre las células bacterianas-fungicas o células bacterianas-animales.

La cotransfeccion con un marcador de seleccion, tal como kanamicina o genes de resistencia a la ampicilina para el cultivo
en E. coli y otras bacterias, permite la identificacion y el aislamiento de las células transfectadas. Los marcadores de
seleccion para el cultivo de células de mamiferos son los genes de resistencia dhfr, gpt, neomicina, e higromicina. Ademas,
el acido nucleico transfectado puede amplificarse, para expresar grandes cantidades del polipéptido codificado. El
marcador DHFR (dihidrofolato reductasa) es util para desarrollar lineas celulares que portan varios cientos o incluso varios
miles de copias del gen de interés. Otro marcador de seleccion Uutil es la enzima glutamina sintasa (GS) (Fisher y otros,
Infect Immun. 1991 Oct;59(10):3562-5; Bebbington y otros, Biotechnology (N Y). 1992 Feb;10(2):169-75).

Mediante el uso de tales marcadores, las células se cultivan en medio selectivo y se seleccionan las células con la mayor
resistencia.

En otra modalidad, la invencion se refiere a una célula huésped que comprende, por ejemplo, como un resultado de la
transformacion, transduccién, microinyeccion o transfeccion, la molécula de acido nucleico o el vector de la invencion.

Puede concebirse una diversidad de sistemas de expresion del huésped para expresar la secuencia codificante de la
endonucleasa en una célula huésped mediante el uso de un vector adecuado.
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La "célula huésped" de acuerdo con la invencién puede producirse mediante la introducciéon de la molécula de acido
nucleico o el vector(es) de la invencion en la célula huésped que, en su presencia, preferentemente, media la expresion
de la molécula de acido nucleico de la invencion que codifica la endonucleasa de la invencién. El huésped a partir del cual
se deriva la célula huésped puede ser cualquier célula procariética o eucariética.

Una célula huésped eucarittica adecuada puede ser una célula de vertebrado, una célula de anfibio, una célula de pez,
una célula de insecto, una célula de hongo/levadura, una célula de nematodo o una célula vegetal. La célula de insecto
puede ser una célula de Spodoptera frugiperda, una célula de Drosophila S2 o una célula de Spodoptera Sf9, la célula de
hongo/levadura puede ser una célula de Saccharomyces cerevisiae, célula de Pichia pastoris o una célula de Aspergillus.
Se prefiere que la célula de vertebrado sea una célula de mamifero tal como una célula humana, CHO, COS, 293 o células
de melanoma de Bowes. La célula vegetal se selecciona, preferentemente, independientemente de una célula de
Anacardium, Anona, Arachis, Artocarpus, Asparagus, Atropa, Avena, Brassica, Carica, Citrus, Citrullus, Capsicum,
Carthamus, Cocos, Coffea, Cucumis, Cucurbita, Daucus, Elaeis, Fragaria, Glycine, Gossypium, Helianthus, Heterocallis,
Hordeum, Hyoseyamus, Lactuca, Linum, Lolium, Lupinus, Lycopersicon, Malus, Manihot, Majorana, Medicago, Nicotiana,
Olea, Oryza, Panieum, Pannesetum, Passiflora, Persea, Phaseolus, Pistachia, Pisum, Pyrus, Prunus, Psidium, Raphanus,
Ricinus, Secale, Senecio, Sinapis, Solanum, Sorghum, Theobromus, Trigonella, Triticum, Vicia, Vitis, Vignay Zea. La
célula puede ser una parte de una linea celular. La célula vegetal puede, por ejemplo, derivarse a partir de la raiz, la hoja,
la corteza, la aguja, el tronco o el tallo.

Los procariotas adecuados (bacterias) utiles como huésped para la invencion son aquellas que se usan generalmente
para la clonacién y/o la expresion, como E. coli (por ejemplo, las cepas de E coli BL21, HB101, DH5a, XL1 Blue, Y1090 y
JM101), Salmonella typhimurium, Serratia marcescens, Burkholderia glumae, Pseudomonas putida, Pseudomonas
fluorescens, Pseudomonas stutzeri, Streptomyces lividans, Lactococcus lactis, Mycobacterium smegmatis, Streptomyces
o Bacillus subtilis. Los medios y condiciones de cultivo apropiados para las células huésped descritas anteriormente son
conocidos en la técnica.

Los ejemplos preferidos para que la célula huésped sea modificada mediante ingenieria genética con la molécula de acido
nucleico o el vector(es) de la invencion es una célula de levadura, E. coli y/o una especie del género Bacillus (por ejemplo,
B. subtilis). La célula huésped mas preferida es Bacillus spec..

En una modalidad adicional, la invencion se refiere a un método para producir una proteina o fusién que tiene la actividad
de una endonucleasa como se definié anteriormente en la presente descripcion que comprende las etapas: (a) cultivar la
célula huésped de la invencion y (b) aislar la proteina que se produce o la proteina de fusion que tiene la actividad de
dicha endonucleasa.

Las condiciones adecuadas para el cultivo de un huésped procariético o eucariético se conocen bien por el experto en la
técnica. Las condiciones adecuadas para cultivar E. coli DH18BAkat E (Invitrogen), Pichia pastoris o Aspergillus niger
son, por ejemplo, proporcionadas en los ejemplos de la invenciéon. En general, las condiciones adecuadas para el cultivo
de bacterias son las que facilitan el crecimiento de estas bajo aireacion, en medio Luria Bertani (LB). Para aumentar el
rendimiento y la solubilidad del producto de expresion, el medio puede tamponarse o complementarse con aditivos
adecuados conocidos porque mejoran o facilitan ambos. La E. coli puede cultivarse desde 4 a aproximadamente 37 °C,
la temperatura exacta o la secuencia de temperaturas depende de la molécula que se va a expresar en exceso. En
general, Aspergillus sp. puede crecerse sobre agar Sabouraud dextrosa, o agar de patata dextrosa a aproximadamente
de 10 °C a aproximadamente 40 °C, y preferentemente, a aproximadamente 25 °C. Se conocen las condiciones
adecuadas para los cultivos de levadura, por ejemplo de Guthrie y Fink, "Guide to Yeast Genetics and Molecular Cell
Biology" (2002); Academic Pr Inc.. El experto en la técnica es consciente, ademas, de todas estas condiciones y puede,
adaptar estas condiciones alin mas a las necesidades de una especie huésped particular y a los requisitos del polipéptido
expresado. En el caso de que un promotor inducible controle el acido nucleico de la invencién en el vector presente en la
célula huésped, la expresion del polipéptido puede inducirse mediante la adicién de un agente inductor apropiado. Los
protocolos y estrategias de expresion adecuados son conocidos por el experto en la técnica.

En dependencia del tipo de célula y de sus requisitos especificos, el cultivo de células de mamiferos puede realizarse, por
ejemplo, en medio RPMI o DMEM que contiene FCS 10 % (v/v), L-glutamina 2mM y penicilina/estreptomicina 100 U/mL.
Las células pueden mantenerse a 37 °C en una atmosfera saturada de agua, al 5 % de CO2.

Los protocolos de expresion adecuados para células eucarioticas se conocen bien por el experto en la técnica y pueden
retomarse, por ejemplo, de Sambrook, 2001.

Los métodos de aislamiento del polipéptido producido se conocen bien en la técnica y comprenden, sin limitacion, las
etapas de los métodos tales como cromatografia de intercambio idnico, cromatografia de filtracion en gel (cromatografia
de exclusion por tamario), cromatografia de afinidad, cromatografia liquida de alta presion (HPLC), HPLC de fase inversa,
electroforesis en gel de disco o inmunoprecipitacion, ver, por ejemplo, Sambrook, 2001.

La etapa de aislamiento de proteinas es, preferentemente, una etapa de la purificacion de proteinas. La purificacion de

proteinas, de acuerdo con la invencion, especifica un proceso o una serie de procesos destinados a aislar mas aun el
polipéptido de la invenciéon a partir de una mezcla compleja, preferentemente, para la homogeneidad. Las etapas de
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purificacion, por ejemplo, explotan las diferencias en el tamafo de las proteinas, las propiedades fisicoquimicas y la
afinidad de union. Por ejemplo, las proteinas pueden purificarse de acuerdo con sus puntos isoeléctricos mediante su
paso a través de un gel con un gradiente de pH o una columna de intercambio i6nico. Ademas, las proteinas pueden
separarse de acuerdo con su tamafio o peso molecular mediante cromatografia de exclusiéon por tamafio, o0 mediante el
analisis de SDS-PAGE (electroforesis en gel de dodecil sulfato de sodio y poliacrilamida). En la técnica, con frecuencia
las proteinas se purifican mediante el uso de 2D-PAGE y después se analizan mas aun mediante la huella peptidica para
establecer la identidad de la proteina. Esto es muy util para fines cientificos y los limites de deteccion para las proteinas
son muy bajos, y para su analisis son suficientes las cantidades en nanogramos de proteina. Ademas, las proteinas
pueden separarse por su polaridad/hidrofobicidad mediante cromatografia liquida de alto rendimiento o cromatografia de
fase inversa. Por lo tanto, los métodos para la purificacion de proteinas se conocen bien por el experto en la técnica.

Ademas, en una modalidad la invencién se refiere a una proteina o proteina de fusién que tiene la actividad de una
endonucleasa codificada por la molécula de acido nucleico o vector de la invencién.

Las definiciones para las proteinas o proteinas de fusién que tienen la actividad de una endonucleasa codificada por la
molécula de acido nucleico o el vector de la invencion, proporcionadas en las modalidades anteriores, pertenecientes a
la molécula de acido nucleico o vector de la invencion se aplican explicitamente, ademas, a esta modalidad.

Como una consecuencia de su actividad endonucleasa, otra modalidad de la invencién se refiere al uso de la proteina o
proteina de fusion de la invencién para escindir una molécula de acido nucleico, por ejemplo, en uno de los métodos de
la invencion descritos mas abajo.

Adicionalmente, la presente invencion se refiere, ademas, a un kit que comprende la molécula de acido nucleico, la
proteina y/o la proteina de fusién de la invencion. Los diversos componentes del kit pueden empaquetarse en uno o mas
contenedores, tales como uno o mas frascos. Los frascos pueden, ademas de los componentes, comprender
conservantes o tampones para almacenamiento. Ademas, el kit puede contener las instrucciones para usar.

En otra modalidad, la invencién se refiere a un método in vitro para modificar una secuencia diana en el genoma de una
célula eucariotica, el método comprende la etapa: (a) introducir en dicha célula la molécula de acido nucleico, el vector o
la proteina o proteina de fusién como se define en las reivindicaciones.

El término "modificar" como se usa de acuerdo con la presente invencion se refiere a manipulaciones gendmicas aleatorias
y en sitios especificos que resultan en cambios en la secuencia de nucleétidos del genoma del huésped eucaridtico.
Cuando se introduce la proteina de fusion de la invencion, se logra la modificacion en un sitio especifico de dicha
"secuencia diana" en el genoma a través del dominio de union al ADN. Cuando solamente se introduce la proteina de la
invencion, la "secuencia diana" no es una secuencia especifica, porque la endonucleasa novedosa no es especifica de
un sitio. Por lo tanto, la proteina de la invenciéon puede usarse para introducir mutaciones aleatorias en un genoma, es
decir, la "secuencia diana" se produce multiples veces en el genoma y no depende de un motivo especifico de una
secuencia. El material genético que comprende estos cambios en su secuencia de nucleétidos es referido, ademas, en la
presente descripcion como la "secuencia diana modificada" cuando la modificaciéon es en un sitio especifico como, por
ejemplo, en el caso de usar la proteina de fusion de la invencion. El término "modificacion” incluye, pero no se limita a,
sustitucion, insercion y delecion de uno o mas nucleétidos dentro de la secuencia diana. En el proceso de recombinacion
homologa, el producto final puede reflejar una delecion de secuencias. Como comprendera el experto en la técnica, una
recombinacién homdloga, por otra parte, siempre incluye, ademas, la incorporacién de material genético de la secuencia
de ADN donante, que en esta modalidad, sin embargo, conduce a una delecion total. Se comprendera por el experto en
la técnica que, mediante la simple introduccién de roturas de doble hebra en el genoma de una célula, pueden introducirse
modificaciones que son el resultado de una recombinacién homologa (en la presencia y ausencia de secuencias donantes
exogenas) o una reparacion endoégena del ADN, mecanismos tales como, por ejemplo, la reparacion de ADN mediante la
union de extremos no homologos (NHEJ), que es propensa a la introduccion de pequefias deleciones en el sitio de la
rotura de doble hebra en el curso de la ligadura de los extremos rotos.

El término "sustitucién", como se usa en la presente descripcidn, se refiere al reemplazo de nucleétidos con otros
nucledtidos. El término incluye, por ejemplo, el reemplazo de nucledtidos individuales que resultan en mutaciones
puntuales. Dichas mutaciones puntuales pueden conducir a un intercambio de aminoacidos en el producto proteico
resultante, pero ademas, pueden no reflejarse a nivel de los aminoacidos. El término "sustitucion" contempla, ademas, las
mutaciones que resultan en el reemplazo de multiples nucleétidos, tales como, por ejemplo, partes de genes, tales como
partes de exones o intrones, asi como también el reemplazo de genes completos.

El término "insercién" de acuerdo con la presente invencion se refiere a la incorporacion de uno o mas nucleétidos en una
molécula de acido nucleico. El término "insercion" contempla, ademas, la insercién de partes de genes, tales como partes
de exones o intrones, asi como también la insercion de genes completos. Cuando el niumero de nucleétidos insertados
no es divisible por tres, la insercién puede resultar en una mutacién con desplazamiento del marco de lectura dentro de
una secuencia codificante de un gen. Tales mutaciones con desplazamiento del marco de lectura alteraran los
aminoacidos codificados por un gen después de la mutacion. En algunos casos, tal mutaciéon causara que la traduccion
activa del gen encuentre un codén de parada prematuro, lo que resulta en una terminacién de la traduccion y en la
producciéon de una proteina truncada. Cuando el nimero de nucleétidos insertados es, en cambio, divisible por tres, la
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insercién resultante es una "insercion en el marco de lectura". En este caso, el marco de lectura permanece intacto
después de la insercion y la traduccion probablemente se completara si los nucleétidos insertados no codifican para un
codon de parada. Sin embargo, debido a los nucledtidos insertados, la proteina resultante contendra, en dependencia del
tamano de la inserciodn, uno o varios aminoacidos nuevos que pueden afectar la funcién de la proteina.

El término "delecion" como se usa de acuerdo con la presente invencion se refiere a la pérdida de nucleétidos o parte de
genes, tales como exones o intrones, asi como también a genes completos. Como se definié con respecto al término
"insercion”, la delecion de una cantidad de nucleétidos que no es divisible de manera equitativa entre tres, conducira a
una mutacioén con desplazamiento del marco de lectura que causa que todos los codones que se producen después de
la delecién se lean incorrectamente durante la traduccion, lo que produce, potencialmente, una proteina gravemente
alterada y, muy probablemente, no funcional. Si una delecion no resulta en una mutacién con desplazamiento del marco
de lectura, es decir, debido a que el nimero de nucleétidos delecionados puede dividirse en tres, la proteina resultante
no obstante se ve alterada, ya que carecera, en dependencia del tamafio de la delecion, de varios aminoacidos que
pueden afectar o efectuar la funcién de la proteina.

Las modificaciones definidas anteriormente no se limitan a las regiones codificantes en el genoma, sino que pueden
ocurrir, ademas, en regiones no codificantes del genoma diana, por ejemplo, en regiones reguladoras tales como
elementos promotores, o potenciadores, o en intrones.

Los ejemplos de modificaciones del genoma diana incluyen, sin ser limitantes, la introduccién de mutaciones en un gen
de tipo silvestre para analizar su efecto sobre la funcion del gen; el reemplazo de un gen completo con un gen mutado o,
alternativamente, si la secuencia diana comprende mutaciones, la alteraciéon de estas mutaciones para identificar que
mutacion es la causante de un efecto particular; la eliminacion de genes completos o proteinas o la eliminacion de
elementos reguladores de genes o proteinas, asi como también la introduccién de asociados de fusion, tales como por
ejemplo etiquetas de purificacion tales como la etiqueta his o la etiqueta tap, etcétera. En el ultimo caso, el término
"adicion" puede usarse, ademas, en lugar de "insercion" para describir la adicion preferente de una etiqueta a un extremo
de un polipéptido mas que dentro de la secuencia de un polipéptido

El término "célula eucaridtica”, como se usa en la presente descripcion, se refiere a cualquier célula de un organismo
eucaridtico unicelular o multicelular, que incluye las células de animales como los vertebrados y de los hongos y plantas.
Preferentemente, pero sin limitacién, la célula es una célula de mamifero. El término "célula de mamifero”, como se usa
en la presente descripcion, se conoce bien en la técnica y se refiere a cualquier célula que pertenece a un animal que se
agrupa en la clase de mamiferos. El término "célula", como se usa en relacién con la presente descripcion, puede referirse
a una célula unica y/o aislada o a una célula que es parte de una entidad multicelular, tal como un tejido, un organismo o
a una célula de otro cultivo. En otras palabras, el método puede realizarse in vivo, ex vivo o in vitro. El método de la
invencion se realiza in vitro, como se define en las reivindicaciones. En dependencia del objetivo particular para lograrse
a través de la modificacion del genoma de una célula de mamifero, pueden usarse células de diferentes subclases de
mamiferos, tales como prototerios o terios. Por ejemplo, dentro de la subclase de terios, preferentemente, células de
animales de la subclase euteria, con mayor preferencia del orden primates, artiodactyla, perissodactyla, rodentia y
lagomorpha se usan en el método de la invencion como se detalla mas abajo. Ademas, dentro de una especie, puede
elegirse una célula para usar en el método de la invencion basado en el tipo de tejido y/o la capacidad para diferenciarse
igualmente en dependencia del objetivo para lograrse al modificar el genoma. Tres categorias basicas de células
conforman el cuerpo de los mamiferos: células germinales, células somaticas y células madre. Una célula germinal es
una célula que da lugar a gametos y, por lo tanto, es continua a través de las generaciones. Las células madre pueden
dividirse y diferenciarse en diversos tipos de células especializadas, asi como también autorrenovarse para producir mas
células madre. En los mamiferos hay dos tipos principales de células madre: células madre embrionarias y células madre
adultas. Las células somaticas incluyen todas las células que no son gametos, gametocitos o células madre
indiferenciadas. Las células de un mamifero pueden agruparse, ademas, por su capacidad para diferenciarse. Una célula
totipotente (conocida ademas como omnipotente) es una célula que es capaz de diferenciarse en todos los tipos de células
de un organismo adulto, que incluyen el tejido placentario, tal como un cigoto (ovocito fecundado) y blastémeros
posteriores, mientras que las células pluripotentes, tales como células madre embrionarias, no pueden contribuir al tejido
extraembrionario tal como la placenta, pero tienen el potencial de diferenciarse en cualquiera de las tres capas germinales
endodermo, mesodermo y ectodermo. Las células progenitoras multipotentes tienen el potencial de dar lugar a células de
multiples, pero numero limitado de linajes celulares. Ademas, hay células oligopotentes que pueden desarrollarse
solamente en unos pocos tipos de células y células unipotentes (a veces denominadas células precursoras) que pueden
convertirse solamente en un tipo de célula. Hay cuatro tipos basicos de tejidos: tejido muscular, tejido nervioso, tejido
conectivo y tejido epitelial del que pueden derivarse una célula que va a usarse en el método de la invencion, tal como
por ejemplo, células madre hematopoyéticas o células madre neuronales. En la medida en que se prevean células
humanas para usar en el método de la invencion, se prefiere que tal célula humana no se obtenga a partir de un embrién
humano, en particular no a través de métodos que impliquen la destruccién de un embrién humano. Por otra parte, las
células madre embrionarias humanas estan a disposicion de los expertos en la técnica, tal como las que se toman a partir
de las lineas de células madre embrionarias existentes, comercialmente disponibles. En consecuencia, en la presente
invencion puede trabajarse con células madre embrionarias humanas sin necesidad de usar o destruir un embrién
humano. Alternativamente, o en lugar de células madre embrionarias humanas, pueden usarse células pluripotentes que
se asemejan a las células madre embrionarias tales como las células madre pluripotentes inducidas (iPS), cuya
generacion se establece como estado de la técnica (Hargus G y otros, Proc Natl Acad Sci U S A 107:15921-15926;
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Jaenisch R. y Young R., 2008, Cell 132:567-582; Saha K, y Jaenisch R., 2009, Cell Stem Cell 5:584-595).

El término "moléculas de acido nucleico que codifican dicha proteina o proteina de fusién en forma expresable" se refiere
a una molécula de acido nucleico que, al expresarse en una célula o un sistema libre de células, resulta en una proteina
funcional o proteina de fusién de la invencién. Preferentemente, pero sin limitacién, dicho acido nucleico es ARNm.
Alternativamente, pueden usarse el ADN que tiene sefales de transcripcién apropiadas para permitir la expresion, o el
ADNC.

La introduccion de la proteina, proteina de fusion, o de la molécula de acido nucleico que codifica dicha proteina, y la
proteina de fusion en forma expresable dentro de una célula, pueden lograrse mediante los métodos conocidos en la
técnica, y depende de la naturaleza de dichas proteinas o moléculas de acido nucleico. Por ejemplo, y en el caso de la
introduccion de moléculas de acido nucleico, dicha introduccion puede lograrse mediante métodos basados en quimicos
(fosfato de calcio, liposomas, DEAE-dextran, polietilenimina, nucleofeccién), métodos no quimicos (electroporacion,
sonoporacion, transfeccion Optica, electrotransferencia de genes, administracion hidrodinamica), métodos basados en
particulas (pistola de genes, magnetofeccion, impalefeccion) y métodos virales. Preferentemente, las moléculas de acido
nucleico son para introducirse en el ndcleo mediante métodos tales como, por ejemplo, microinyeccion o nucleofeccion.
Los métodos para realizar la microinyeccion se conocen bien en la técnica y se describen, por ejemplo, en Nagy y otros
(Nagy A, Gertsenstein M, Vintersten K, Behringer R., 2003. Manipulating the Mouse Embryo. Cold Spring Harbour, New
York: Cold Spring Harbour Laboratory Press) asi como también en los ejemplos de la presente descripcion mas abajo. El
experto en la técnica entiende que, en dependencia del método de introduccién, puede ser ventajoso adaptar las
moléculas de ADN. Por ejemplo, una molécula de ADN lineal puede ser mas eficiente en los eventos de recombinacion
homodloga cuando se usa la electroporacion como método para introducir dicha molécula de ADN en, por ejemplo, una
célula de mamifero, mientras que una molécula de ADN circular puede ser mas ventajosa cuando se inyectan las células.

Todas las definiciones y modalidades preferidas definidas anteriormente con respecto a la molécula de acido nucleico,
proteina o proteina de fusiéon de la invencion se aplican, ademas, mutatis mutandis en el contexto del método de la
invencion.

De acuerdo con la presente invencion, el término "secuencia diana en el genoma" se refiere a la ubicacion genémica que
se va a modificar por el método de la invencién. La "secuencia diana en el genoma" comprende, pero no se restringe a
los nucledtidos sujetos a la modificacion particular. Ademas, y preferentemente con respecto a la proteina de fusién de la
invencion, el término "secuencia diana en el genoma" comprende, ademas, las regiones para la unidon de secuencias
homologas de una segunda molécula de acido nucleico. En otras palabras, el término "secuencia diana en el genoma"
comprende, ademas, la secuencia que flanquea/rodea el nucleétido(s) pertinente que va a modificarse. En algunos casos,
el término "secuencia diana" puede referirse, ademas, al gen completo que va a modificarse.

La unién especifica se definiéd anteriormente en la presente descripcién y garantiza que solamente las roturas de doble
hebra se introduzcan dentro de dicha secuencia diana.

En una modalidad mas preferida del método de la invencién, la modificacién de dicha secuencia diana es mediante
recombinacién homodloga con una secuencia de acido nucleico donante, que comprende ademas la etapa: (b) introducir
una molécula de acido nucleico en dicha célula, en donde dicha molécula de acido nucleico comprende dicha secuencia
de acido nucleico donante, en donde dicha secuencia de ADN donante esta flanqueada hacia el extremo 5' por un primer
elemento flanqueante y hacia el extremo 3' por un segundo elemento flanqueante, en donde dicho primer y segundo
elementos flanqueantes son diferentes y en donde cada uno de dichos primer y segundo elementos flanqueantes son
homologos a una secuencia continua de ADN a cada lado de la rotura de la doble hebra introducida en (a) del método de
la invencion dentro de dicha secuencia diana en el genoma de dicha célula eucaridtica.

El término "recombinacion homologa", se usa de acuerdo con las definiciones proporcionadas en la técnica. Por lo tanto,
se refiere a un mecanismo de recombinacion genética en el que dos hebras de ADN que comprenden secuencias de
nucledtidos similares intercambian material genético. Las células usan la recombinacién homologa, durante la meiosis,
donde esta sirve para reorganizar el ADN para crear un conjunto totalmente Unico de cromosomas haploides, pero
ademas, para la reparacion del ADN dafiado, en particular para la reparacion de roturas de doble hebra. El mecanismo
de recombinacién homadloga se conoce bien por el experto en la técnica y se ha descrito, por ejemplo, por Paques y Haber
( Paques F, Haber JE.; Microbiol Mol Biol Rev 1999; 63:349-404). En el método de la presente invencion, la recombinacion
homologa de la secuencia donante se permite por la presencia de dicho primer y dicho segundo elemento flanqueante
que se ubican hacia el extremo 5' (5') y hacia el extremo 3' (3'), respectivamente, de dicha secuencia de ADN donante
cada uno de los cuales es homologo a una secuencia de ADN continua dentro de dicha secuencia diana.

De acuerdo con la presente invencion, el término "secuencia de ADN donante" se refiere a una secuencia de ADN que
sirve como un molde en el proceso de recombinacion homadloga y que porta la modificacion que va a introducirse dentro
la secuencia diana. Mediante el uso de esta secuencia de ADN donante como un molde, la informacién genética, que
incluye las modificaciones, se copia en la secuencia diana dentro del genoma de la célula por medio de recombinacion
homologa. En los ejemplos no limitantes, la secuencia de acido nucleico donante puede ser esencialmente idéntica a la
parte de la secuencia diana que va a reemplazarse, con la excepciéon de un nucleétido que difiere y resulta en la
introduccion de una mutacion puntual después de la recombinacién homologa o esta puede consistir en un gen adicional
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previamente no presente en la secuencia diana. Es concebible que la naturaleza de la secuencia de ADN donante, es
decir, su longitud, composicion de bases, similitud con la secuencia diana, dependa de como se modificara la secuencia
diana, asi como también el objetivo particular que se lograra mediante la modificacion de la secuencia diana. Los expertos
en la técnica entenderan que dicha secuencia de ADN donante esta flanqueada por secuencias que son homologas a las
secuencias dentro de la secuencia diana para permitir que tenga lugar una recombinacién homoéloga que conduce a la
incorporacion de la secuencia de ADN donante en el genoma de dicha célula. Ademas de ser homdlogos a una secuencia
continua de ADN dentro del ADN gendmico, el primer y el segundo elementos flanqueantes son diferentes para permitir
que tenga lugar una recombinacién homologa dirigida.

El término "homologo a una secuencia continua de ADN a cada lado de la rotura de doble hebra introducida en (a) del
método de la invenciéon dentro de dicha secuencia diana", de acuerdo con la presente invencion, se refiere a regiones que
tienen suficiente identidad de secuencia para asegurar la unidn especifica a las secuencias diana que se encuentran hacia
los extremos 5' y 3' de la ubicacion de la rotura de doble hebra. El término "homodlogo" como se usa en la presente
descripcion puede intercambiarse con el término "idéntico" como se describe en la presente descripcion en otra parte con
respecto a los niveles variables de identidad de secuencia. Los métodos para evaluar el nivel de identidad entre dos
secuencias de acido nucleico se conocen bien en la técnica y se describieron anteriormente en la presente descripcion.
Estos métodos involucran programas, ademas de proporcionar un alineamiento de secuencia por pares, informan,
ademas, el nivel de identidad de la secuencia (generalmente en porcentaje de identidad) y la probabilidad de que ocurra
el alineamiento por azar (valor de P) y pueden usarse, ademas, para predecir la aparicion de la union especifica.

Preferentemente, dicho primer y segundo elementos flanqueantes son "homodlogos a una secuencia de ADN continua
dentro de dicha secuencia diana" (denominados en la técnica, ademas, "brazos de homologia") tienen una identidad de
secuencia con la parte correspondiente de la secuencia diana de al menos 95 %, mas preferido al menos 97 %, mas
preferido al menos 98 %, mas preferido al menos 99 %, incluso mas preferido al menos 99,9 % y el mas preferido 100 %.
Las identidades de secuencia definidas anteriormente se definen solamente con respecto a aquellas partes de la
secuencia diana que sirven como sitios de union para los brazos de homologia, es decir, dicho primer y dicho segundo
elementos flanqueantes. Por lo tanto, la identidad de secuencia global entre la secuencia diana completa y las regiones
homologas de la molécula de acido nucleico de la etapa (b) del método de modificaciéon de una secuencia diana de la
presente invencién puede diferir de las identidades de secuencia definidas anteriormente, debido a la presencia de la
parte de la secuencia diana que va a reemplazarse por la secuencia de ADN donante.

Los elementos flanqueantes homdlogos a la secuencia diana comprendida en la molécula de ADN tienen una longitud de
al menos 170 pb cada uno. Preferentemente, cada uno de los elementos tienen una longitud de al menos 250 nucledtidos,
al menos 300 nucledtidos, al menos 400 nucledtidos, al menos 500 nucledétidos, tal como al menos 600 nucledtidos, al
menos 750 pb de nucleotidos, con mayor preferencia al menos 1000 nucleétidos, tal como al menos 1500 nucledtidos,
incluso con mayor preferencia al menos 2000 nucledtidos y con la maxima preferencia al menos 2500 nucledtidos. La
longitud maxima de los elementos homélogos a la secuencia diana comprendida en la molécula de acido nucleico depende
del tipo de vector de clonacion usado y puede tener una longitud de hasta 20 000 nucleétidos en plasmidos de alto nimero
de copias de E. coli que usan el origen de replicacion col El (por ejemplo, pBluescript) o hasta una longitud de 300 000
nucledtidos cada uno en plasmidos que usan el origen del factor F (por ejemplo, en vectores BAC, tal como, por ejemplo,
pTARBAC1).

Las moléculas de ADN que comprenden la secuencia de ADN donante y los elementos flanqueantes se modifican,
necesariamente, si el sitio de unién a la nucleasa especifica de un sitio (proteina de fusiéon) esta contenido sin
interrupciones dentro de uno de los elementos flanqueantes y, preferentemente, si el sitio de union ala nucleasa especifica
de un sitio (proteina de fusion) se interrumpe por la secuencia donante, es decir, una parte en cada uno de los elementos
flanqueantes, de manera que la proteina de fusién no introduzca una rotura de doble hebra en la secuencia del ADN
donante como parte de una molécula de ADN. Cuando la proteina de fusién es una TAL o una nucleasa dedo de zinc,
esto puede lograrse, por ejemplo, mediante una modificaciéon ya sea en el motivo de unién o de escision (ver Ejemplo 2,
Figura 12).

Se apreciara por el experto en la técnica que dicha molécula de ADN para introducirse en la célula en el item (b) del
método de la invencion puede comprender toda una molécula de acido nucleico (secuencia) que codifica dicha proteina
de fusion en forma expresable y la molécula de acido nucleico que comprende la secuencia de acido nucleico donante y
los elementos flanqueantes homologos a la secuencia diana. Alternativamente, la molécula de acido nucleico del item (b)
puede ser una molécula de acido nucleico distinta, para introducirse adicionalmente a las moléculas de acido nucleico
que codifican dicha proteina de fusién en forma expresable del item (a).

En una modalidad preferida del método de la invencién se contempla, ademas, que dicha célula se analiza para la
modificacion exitosa de dicha secuencia diana en el genoma.

Los métodos para analizar la presencia o ausencia de una modificacién se conocen bien en la técnica e incluyen, sin
limitacién, ensayos basados en la separacion fisica de moléculas de acido nucleico, ensayos de secuenciacion, asi como
también ensayos de escision y digestion, y analisis del ADN mediante la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).

Los ejemplos de ensayos basados en la separacion fisica de moléculas de acido nucleico incluyen, sin limitacion, MALDI-
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TOF, electroforesis en gel de gradiente desnaturalizante y otros de tales métodos conocidos en la técnica, ver por ejemplo
Petersen y otros, Hum. Mutat. 20 (2002) 253-259; Hsia y otros, Theor. Appl. Genet. 111 (2005) 218-225; Tost and Gut,
Clin. Biochem. 35 (2005) 335-350; Palais y otros, Anal. Biochem. 346 (2005) 167-175.

Los ejemplos de ensayos de secuenciacion comprenden, sin limitacion, los métodos de analisis de secuencia mediante
secuenciacion directa, SSCP fluorescente en un secuenciador de ADN automatizado y pirosecuenciacion. Estos
procedimientos son comunes en la técnica, ver, por ejemplo, Adams y otros (Ed.), "Automated DNA Sequencing and
Analysis", Academic Press, 1994; Alphey, "DNA Sequencing: From Experimental Methods to Bioinformatics", Springer
Verlag Publishing, 1997; Ramon y otros, J. Transl. Med. 1 (2003) 9; Meng y otros., J. Clin. Endocrinol. Metab. 90 (2005)
3419-3422.

Los ejemplos de ensayos de escision y digestion incluyen, sin limitacion, ensayos de digestion de restriccion, tales como
ensayos de polimorfismo de longitud de fragmentos de restriccion (ensayos de RFLP), ensayos de proteccion de RNasa,
ensayos basados en métodos de escisidon quimica y ensayos de escision de desapareamientos mediante enzimas, ver
por ejemplo Youil y otros, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 92 (1995) 87-91; Todd y otros, J. Oral Maxil. Surg. 59 (2001) 660-
667; Amar y otros, J. Clin. Microbiol. 40 (2002) 446-452.

Alternativamente, en vez de analizar las células para detectar la presencia o ausencia de la modificacién deseada, en
particular, en el caso de la modificacion en una secuencia especifica, las células modificadas exitosamente pueden
seleccionarse mediante la incorporacion de marcadores de seleccion apropiados. Los marcadores de seleccion incluyen
marcadores de seleccion positivos y negativos, que se conocen bien en la técnica y se emplean habitualmente por el
experto en la técnica. Los ejemplos no limitantes de marcadores de seleccion incluyen dhfr, gpt, neomicina, higromicina,
dihidrofolato reductasa, G418 o glutamina sintasa (GS) (Murphy y otros, Biochem J. 1991, 227:277; Bebbington y otros,
Bio/Technology 1992, 10:169). Mediante el uso de estos marcadores, las células se cultivan en medio selectivo y se
seleccionan las células con la mayor resistencia. Se contemplan, ademas, los marcadores de seleccion positiva/negativa
combinados, que pueden incorporarse en el genoma diana mediante recombinacion homaloga o integracion aleatoria.
Después de la seleccion positiva, el primer casete que comprende el marcador de seleccion positiva flanqueado por sitios
de reconocimiento de recombinasa se intercambia mediante intercambio de casete mediado por recombinasa contra un
segundo casete sin marcador. Después, los clones que contienen el casete de intercambio deseado se obtienen mediante
seleccion negativa.

En una modalidad preferida del método de la invencion, la célula se selecciona a partir del grupo que consiste en una
célula de mamifero o de vertebrado, una célula vegetal o una célula fungica.

En otra modalidad preferida del método de la invencion, la célula es un ovocito no humano.

Como se usa en la presente descripcion, el término "ovocito" se refiere a la célula germinal femenina involucrada en la
reproduccion, es decir, el évulo o la célula huevo. De acuerdo con la presente invencion, el término "ovocito" comprende
ambos, los ovocitos antes de la fecundacién, asi como también los ovocitos fecundados que, ademas, se denominan
cigotos. Por lo tanto, el ovocito antes de la fecundacién comprende solamente los cromosomas maternos, mientras que
un ovocito después de la fecundaciéon comprende los cromosomas maternos y paternos. Después de la fecundacion, el
ovocito permanece en un estado doble haploide durante varias horas, en ratones, por ejemplo, hasta 18 horas después
de la fecundacion. De acuerdo con la invencidn, el ovocito puede ser no humano.

Ademas, se describe un método en donde el ovocito no humano es un ovocito fecundado. El término "ovocito fecundado”,
como se usa en la presente descripcion, se refiere a un ovocito después de la fusion con el esperma fecundante. Durante
un periodo de muchas horas (tal como hasta 18 horas en ratones) después de la fecundacion, el ovocito se encuentra en
un estado doble haploide, que comprende un pronucleo haploide materno y un pronucleo haploide paterno. Después de
la migracion de los dos pronucleos juntos, sus membranas se rompen y los dos genomas se condensan en cromosomas,
de esta manera se reconstituye un organismo diploide. Preferentemente, el ovocito de mamifero o aviar no humano usado
en el método descrito es un ovocito de mamifero o aviar fecundado en el estado doble haploide.

En el caso de los ovocitos para usarse como células en el método de la invencion, la proteina, la proteina de fusién o la
molécula de acido nucleico que codifica dicha proteina o proteina de fusiéon se introducen en el ovocito mediante
microinyeccion. La microinyeccion en el ovocito puede realizarse mediante inyeccion en el nicleo (antes de la
fecundacion), en el pronucleo (después de la fecundacion) y/o mediante la inyeccién en el citoplasma (tanto antes como
después de la fecundacion). Cuando se emplea un ovocito fecundado, la inyeccion en el pronucleo se realiza, ya sea para
un pronucleo, o para ambos pronucleos. La inyeccion de la nucleasa dedos-Tal o de un ADN que codifica la nucleasa
dedos-Tal de la etapa (a) del método para modificar una secuencia diana de la presente invencion es, preferentemente,
dentro del nucleo/pronucleo, mientras que la inyeccion de un ARNm que codifica la nucleasa dedos-Tal de la etapa (a)
es, preferentemente, en el citoplasma. La inyeccion de la molécula de acido nucleico de la etapa (b) es, preferentemente,
dentro del nucleo/pronucleo. Sin embargo, la inyeccion de la molécula de acido nucleico de la etapa (b) puede realizarse,
ademas, en el citoplasma cuando dicha molécula de acido nucleico se proporciona como una secuencia de acido nucleico
que tiene una sefial de localizaciéon nuclear, para asegurar su suministro dentro del ntcleo/pronucleo. Preferentemente,
la microinyeccion se realiza mediante inyeccion tanto dentro del ndcleo/prontcleo como en el citoplasma. Por ejemplo, la
aguja puede introducirse dentro del nucleo/pronucleo y se inyecta una primera cantidad de la nucleasa dedos-Tal y/o la
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molécula de acido nucleico dentro del nucleo/pronuicleo. Mientras se retira la aguja del ovocito, se inyecta una segunda
cantidad de la nucleasa dedos-Tal y/o la molécula de acido nucleico en el citoplasma.

Los métodos para realizar la microinyeccion se conocen bien en la técnica y se describen, por ejemplo, en Nagy y otros
(Nagy A, Gertsenstein M, Vintersten K, Behringer R., 2003. Manipulating the Mouse Embryo. Cold Spring Harbour, Nueva
York: Cold Spring Harbour Laboratory Press) asi como también en los ejemplos de la presente descripcion mas abajo.
Se prefiere, ademas, que la molécula de acido nucleico de la etapa (b) del método de la invencion se introduzca (ademas)
dentro de la célula mediante microinyeccion.

En otra modalidad, la invencion se refiere a un método para producir un vertebrado no humano o un mamifero no humano
que porta una secuencia diana modificada en su genoma, el método comprende producir una célula no humana de
acuerdo con los métodos descritos en la presente descripcion. La presente descripcion describe, ademas, la transferencia
de una célula que se produce por el método de la invencion dentro de un huésped femenino pseudo embarazada.

El término "transferencia de una célula que se produce por el método de la invencién dentro de un huésped femenino
pseudo embarazada" incluye la transferencia de un ovocito fecundado pero, ademas, la transferencia de embriones de
preimplantacion de, por ejemplo, la etapa de 2 células, 4 células, 8 células, 16 células y blastocisto (70 a 100 células).
Dichos embriones de preimplantacién pueden obtenerse mediante el cultivo de la célula en condiciones apropiadas para
que se convierta en un embrién de preimplantacion. Ademas, la inyeccion o fusién de la célula con un blastocisto son
métodos apropiados para obtener un embrién de preimplantacion. Cuando la célula que se produce por el método de la
invenciéon es una célula somatica, se requiere la derivacion de células madre pluripotentes inducidas antes de transferir
la célula a un huésped femenino tal como, por ejemplo, antes de cultivar la célula o inyeccion o fusion de la célula con un
embrién de preimplantacion. Los métodos para transferir un ovocito o un embrién preimplantado a una hembra pseudo
embarazada se conocen bien en la técnica y se describen, por ejemplo, en Nagy y otros, (Nagy A, Gertsenstein M,
Vintersten K, Behringer R., 2003. Manipulating the Mouse Embryo. Cold Spring Harbour, Nueva York: Cold Spring Harbour
Laboratory Press).

Se contempla ademas, de acuerdo con el método para producir un vertebrado no humano o un mamifero no humano que
porta una secuencia diana modificada en su genoma, que se realice una etapa de analisis de la modificacion genémica
exitosa antes del trasplante en la hembra huésped. Como ejemplo no limitante, el ovocito puede cultivarse hasta la etapa
de 2 células, 4 células o 8 células y una célula puede eliminarse sin destruir o alterar el embridn resultante. El analisis de
la constitucion genémica, por ejemplo, la presencia o ausencia de la modificacion gendmica, puede realizarse después
mediante el uso, por ejemplo, de PCR o de técnicas de transferencia southern o cualquiera de los métodos descritos
anteriormente en la presente descripcion. Tales métodos de analisis de genotipificacion exitoso antes del trasplante se
conocen en la técnica y se describen, por ejemplo, en Peippo y otros (Peippo J, Viitala S, Virta J, Raty M, Tammiranta N,
Lamminen T, Aro J, Myllymaki H, Vilkki J.; Mol Reprod Dev 2007; 74:1373-1378).

Cuando la célula es un ovocito, el método para producir un vertebrado no humano o un mamifero no humano que porta
una secuencia diana modificada en su genoma comprende (a) modificar la secuencia diana en el genoma de un ovocito
de un vertebrado o mamifero de acuerdo con el método de la invencion. La presente descripcion describe, ademas, (b)
transferir el ovocito que se obtiene en (a) a un huésped hembra pseudo embarazada; y, opcionalmente, (c) analizar la
descendencia suministrada por el huésped hembra para detectar la presencia de la modificacion.

Para el método descrito para producir un vertebrado no humano o un mamifero no humano, se requiere la fecundacion
del ovocito. Dicha fecundacién puede ocurrir antes de la modificacion de la secuencia diana en la etapa (a) de acuerdo
con el método descrito para producir un vertebrado no humano o un mamifero no humano, es decir, puede usarse un
ovocito fecundado para el método de modificacién de una secuencia diana. La fecundacion puede realizarse, ademas,
después de la modificacion de la secuencia diana en la etapa (a), es decir, puede usarse un ovocito no fecundado para
el método de modificacion de una secuencia diana, en donde el ovocito se fecunda posteriormente antes de transferirio a
la hembra huésped pseudo embarazada.

La etapa de analisis para detectar la presencia de la modificacion en la descendencia suministrada por el huésped hembra
proporciona la informacién necesaria acerca de si el vertebrado no humano o el mamifero no humano producido porta, o
no, la secuencia diana modificada en su genoma. Por lo tanto, la presencia de la modificacién es indicativa de que dicha
descendencia es portadora de una secuencia diana modificada en su genoma, mientras que la ausencia de la modificacion
es indicativa de que dicha descendencia no es portadora de la secuencia diana modificada en su genoma. Los métodos
de analisis para detectar la presencia o ausencia de una modificacién se detallaron anteriormente.

El vertebrado no humano o el mamifero no humano producido por el método descrito es, entre otras cosas, Util para
estudiar la funcién de los genes de interés y la expresion/resultado fenotipico de las modificaciones del genoma en tales
animales. Se contempla, ademas, que los mamiferos no humanos pueden emplearse como modelos de enfermedades y
para evaluar agentes/composiciones terapéuticas. Adicionalmente, el vertebrado no humano o el mamifero no humano
puede usarse, ademas, para la cria de ganado.

El método descrito para producir un vertebrado no humano o un mamifero no humano comprende, ademas, cultivar la
célula para formar un embrién de preimplantacién o introducir la célula en un blastocisto antes de transferirla al huésped
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hembra pseudo embarazada. Los métodos para cultivar la célula para formar un embrién de preimplantacién o introducir
la célula en un blastocisto se conocen bien en la técnica y, por ejemplo, se describen en Nagy y otros, en el lugar citado.

El término "introducir la célula en un blastocisto" como se usa en la presente descripcion, abarca la inyeccion de la célula
en un blastocisto asi como también la fusién de una célula con un blastocisto. Los métodos para introducir una célula en
un blastocisto se describen en la técnica, por ejemplo en Nagy y otros, en el lugar citado.

La presente descripcion se refiere, ademas, a un animal vertebrado no humano o a un mamifero no humano que se
obtienen mediante los métodos descritos anteriormente.

En una modalidad preferida de los métodos de la invencién, la célula es de un mamifero no humano seleccionado del
grupo que consiste en roedores, perros, félidos, primates, conejos, cerdos, o vacas o la célula es de un ave seleccionada
del grupo que consiste en pollos, pavos, faisanes, patos, gansos, codornices y aves no voladoras, que incluyen
avestruces, emues y casuarios, o la célula es de un pez tal como, por ejemplo, un pez cebra, salmén, trucha, carpa comun
0 carpa Koi.

Todos los mamiferos, aves y peces descritos en la presente descripcidon se conocen bien por los expertos en la técnica y
se definen taxonémicamente de acuerdo con la técnica anterior y el conocimiento general comun de los expertos en la
técnica.

Los ejemplos no limitantes de "roedores" son ratones, ratas, ardillas, ardillas ralladas, ardilla de la tierra, puercoespines,
castores, hamster, jerbos, cobayas, degus, chinchillas, perritos de las praderas y marmotas.

Los ejemplos no limitantes de "perros" incluyen los miembros de la subespecie canis lupus familiaris, asi como también
lobos, zorros, chacales, y coyotes.

Los ejemplos no limitantes de "félidos" incluyen miembros de las dos subfamilias: las pantherinas, que incluyen leones,
tigres, jaguares y leopardos y las felinas, que incluyen pumas, guepardos, gato cerval, linces, caracales, ocelotes y gatos
domeésticos.

El término "primates”, como se usa en la presente descripcion, se refiere a todos los monos, que incluyen, por ejemplo,
cercopithecoid (mono del viejo mundo) o platyrrhine (mono del nuevo mundo), asi como también lemures, tarseros, simios
y monos titi (Callithrix jacchus).

Con respecto a las modalidades caracterizadas en esta descripcion, en particular en las reivindicaciones, se pretende que
cada modalidad mencionada en una reivindicaciéon dependiente se combine con cada modalidad de cada reivindicacion
(independiente o dependiente) de la que depende dicha reivindicacion dependiente. Por ejemplo, en el caso de una
reivindicacion independiente 1 que enumera 3 alternativas A, B y C, una reivindicacion dependiente 2 que enumera 3
alternativas D, E y F y una reivindicacion dependiente 3 de conformidad con las reivindicaciones 1y 2 y que enumera 3
alternativas G, H y |, debe entenderse que la descripcion describe de manera inequivoca las modalidades
correspondientes a las combinaciones A, D, G; A, D,H; A, D, I; A E, G;A,E,H; A E,l;A,F,G;A,F, H; A, F, |; B, D, G;
B,D,H;B,D,I;B,EG;B,E,H,B,EIBF,G;B,F,HBF,I;C,D,G;C,D,H;C,D,I;C,E,G;C,E,H; C,E, I; C, F,
G; C, F, H; C, F, I, a menos que se mencione especificamente de cualquier otra manera.

De manera similar, y, ademas, en aquellos casos donde las reivindicaciones independientes y/o dependientes no
enumeren alternativas, se entiende que si las reivindicaciones dependientes se refieren nuevamente a una pluralidad de
reivindicaciones anteriores, se considera que cualquier combinacién de la materia cubierta de esta manera se describe
explicitamente. Por ejemplo, en el caso de una reivindicacion independiente 1, una reivindicacion dependiente 2 que se
refiere nuevamente a la reivindicaciéon 1 y una reivindicacion dependiente 3 que se refiere nuevamente a las
reivindicaciones 2 y 1, se deduce que la combinacion de la materia de las reivindicaciones 3 y 1 se describe de manera
clara e inequivoca, al igual que la combinacion de la materia de las reivindicaciones 3, 2 y 1. En caso de que esté presente,
ademas, una reivindicacion dependiente 4 que se refiere a cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, se deduce que la
combinacion de la materia de las reivindicaciones 4 y 1, de las reivindicaciones 4, 2 y 1, de las reivindicaciones 4, 3 y 1,
asi como también de las reivindicaciones 4, 3, 2 y 1, se describen de manera clara e inequivoca.

Las Figuras muestran:
Figura 1: Vectores de expresion de Nucleasa-TAL.

La figura muestra la estructura y funcion de las proteinas de fusiéon Nucleasa-TAL, que consiste en un dominio de union
al ADN en una secuencia especifica y un dominio de escision del ADN (nucleasa) no especifico. El dominio de unién al
ADN puede ensamblarse a partir de los cuatro tipos de elementos peptidicos de TAL, de 34 aminoacidos, que exhiben
especificidad de unién contra uno de los nucleétidos del ADN a través de las posiciones de los aminoacidos 12y 13 (NI -
A; HD - C; NG -T; NN - G). Después de la union del dominio del elemento TAL a la secuencia del ADN diana seleccionada,
el dominio nucleasa de la proteina de fusion entra en contacto estrecho con la doble hebra del ADN, pero no escinde el
ADN como un mondémero de nucleasa. Solamente después de la unién de una segunda proteina de fusion Nucleasa-TAL
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a una segunda secuencia diana de ADN ubicada hacia el extremo 3' con respecto al sitio de unién de la primera proteina
de fusidn, la doble hebra de ADN se escinde a través de la cooperacion de los dos dominios nucleasa que estan en
contacto estrecho.

Figura 2: Modificacion de las secuencias gendmicas inducida por la Nucleasa-TAL.

La figura muestra un par de proteinas de fusiéon Nucleasa-TAL que se unen en los extremos 5'y 3' con respecto al sitio
diana seleccionado dentro de un gen diana genémico. Después de la creaciéon de una rotura de doble hebra del ADN
dentro del sitio diana, dos mecanismos competidores de reparacion del ADN se activan fuertemente en las células: i)
mediante recombinacion homologa, en presencia de un vector de transformacion génica introducido externamente que
comprende dos regiones de homologia con el gen diana y una modificacion/mutacion genética predisefiada, la
modificacion planeada previamente se copia a partir del vector de transformacion en el genoma; por esta via, cualquier
modificacion génica dirigida (por ejemplo, inactivacion génica, reemplazo génico) puede colocarse en el genoma, ii)
mediante la via de reparacion por la unién de extremos no homoélogos (NHEJ), los extremos de ADN libres se unen por
ligacion sin un molde de reparacion; por esta via, con frecuencia se pierde un nimero variable de nucleétidos (simbolo
del cuchillo) antes de la ligacion final y frecuentemente resulta en un alelo inactivado del gen diana.

Figura 3: Uso de Nucleasas-TAL para la transformacién génica en lineas celulares de mamiferos y cigotos.

A: Para la generacion de modificaciones génicas en lineas celulares de mamiferos, los vectores de transformacion de
Nucleasa-TAL pueden transfectarse junto con, o sin, un vector especifico de transformacion génica, en células en cultivo.
Después de la expresion de la nucleasa y la reparacion del ADN, una fraccion de las células tratadas contiene la alteracion
génica deseada. Estas células pueden aislarse y cultivarse adicionalmente como una linea celular modificada
genéticamente pura. B: Después de la microinyeccion del ARNm de Nucleasa-TAL, junto con o sin un vector de
transformacion génica especifico, dentro de ovocitos de mamiferos fecundados (cigotos, aislados de hembras de tipo
silvestre, por ejemplo, ratones) puede introducirse directamente un alelo inactivado (KO) o un gen de reemplazo (KI) en
el genoma del embridn unicelular. Las hembras pseudo embarazadas suministran la descendencia a partir de ovocitos
microinyectados. A la descendencia se le realiza una genotipificacion para detectar la presencia de la modificacion génica
inducida. Los animales positivos se seleccionan para su reproduccion ulterior con el propésito de establecer una cepa
modificada genéticamente.

Figura 4: Vectores de expresion de Nucleasa-TAL.

El vector de expresion Nucleasa-TAL pCAG-Tal-nucleasa contiene una regién del promotor CAG y una unidad
transcripcional que comprende, el extremo 5' de un par central de sitios de restriccion BsmBI, un codén de inicio de la
transcripcion ATG (flecha), una secuencia de localizacion nuclear (NLS), una secuencia de etiqueta FLAG (FLAG), una
secuencia enlazadora, un segmento codificante para 110 aminoacidos de la proteina TAL AvrBs3 (AvrN) y sus
repeticiones invariables Tal en el N-terminal (r0.5). En el extremo 3' de los sitios de restriccion BsmBI la unidad
transcripcional contiene una repeticion Tal invariable en el extremo C-terminal (rx.5), un segmento codificante para 44
aminoacidos derivados de la proteina Tal AvrBs3, unos sitios de restriccion Pmel y Mlul para la insercién de las regiones
codificantes de la nucleasa y una secuencia sefial de poliadenilacion (pA). Los segmentos de ADN codificantes para los
elementos de repeticion TAL pueden insertarse en los sitios BsmBI del pPCAG-Tal-nucleasa para la expresion de proteinas
de fusidon Nucleasa-TAL variables. Para crear los vectores de expresion pArtTal1-nucleasa el arreglo ArtTal1 de los
elementos de repeticion TAL, que reconocen la secuencia diana especificada de 12 pb, se insertaron en los sitios BsmBI
del pCAG-TAL-nucleasa. Cada repeticion Tal de 34 aminoacidos se representa como un cuadrado que indica el cédigo
de los aminoacidos de las repeticiones en las posiciones 12/13 que confieren la unién a uno de los nucleétidos del ADN
de la secuencia diana (NI > A, NG > T, HD > C, NN > G) mostrada anteriormente. A continuacion, las regiones codificantes
del dominio nucleasa sintética se insertaron en los sitios Pmel y Mlul del pCAG-ArtTal1-nucleasa para obtener los vectores
de expresion: A:pCAG-ArtTal1-Alw que incluye el dominio nucleasa de la endonucleasa de restriccion Alwl, B: pCAG-
ArtTal1-CleDORF que incluye el dominio nucleasa del gen CleDORF, C: pCAG-ArtTal1-Clo051 que incluye el dominio
nucleasa del gen Clo051, D:pCAG-ArtTal1-Mly que incluye el dominio nucleasa de la endonucleasa de restriccion Miyl,
E: pCAG-ArtTal1-Pept071 que incluye el dominio nucleasa del gen Pept071, F: pCAG-ArtTal1-Sbf que incluye el dominio
nucleasa de la endonucleasa de restriccion Sbfl, G: pCAG-ArtTal1-Sdal que incluye el dominio nucleasa de la
endonucleasa de restriccion Sdal H: pCAG-ArtTal1-Sst que incluye el dominio nucleasa de la endonucleasa de restriccion
Stsl, e I: pCAG-ArtTal1-Fok que incluye el dominio nucleasa de la endonucleasa de restriccion Fokl

Figura 5: Secuencia de aminoacidos de la proteina Clo051

Secuencia de los 587 aminoacidos de la proteina Clo051 en el cédigo de una letra. Se indican la metionina en la posicion
1 (M1), la tirosina en la posicion 587 (Y587) y el residuo 199 del dominio nucleasa entre las posiciones E389 e Y587.
Ademas, se destacan las posiciones D455, D472 y K474 que son caracteristicas del sitio activo conservado de la
superfamilia de enzimas 'PD-(D/E)XK' que interaccionan con el ADN.

Figura 6: Estructura predicha de la proteina Clo051 y su dominio nucleasa.
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La estructura terciaria de la proteina Clo051 se predijo a partir de su secuencia de aminoacidos (Figura 5) mediante el
uso del programa informatico I-TASSER. Las estructuras secundarias se muestran como regiones alfa-helicoidales y de
hojas beta. Se destacan la metionina en la posiciéon 1 (M1), el residuo de glutamato 389 (E389) y la tirosina 587 (Y587).
La cadena de proteinas entre E389 e Y587 forma un dominio de plegamiento separado que actia como una nucleasa.

Figura 7: Plasmidos reporteros de Nucleasa-TAL-y ensayo reportero de nucleasa.

A: Los plasmidos reporteros Nucleasa-TAL contienen una region del promotor de CMV, una secuencia codificante de 400
pb para el segmento del extremo N-terminal de B-galactosidasa y un codén de parada. Esta unidad es seguida por una
region diana de union a TAL que consiste en dos secuencias de reconocimiento orientadas inversas (subrayadas),
separadas por una region espaciadora de 15 pb (NNN..), para el arreglo ArtTal1 (a), el arreglo TalRab1 (b), el arreglo
TalRab2 (c), o una regién de unidn hibrida compuesta por una secuencia de reconocimiento ArtTal1 y una TalRab2 (d).
La regiéon diana Nucleasa-TAL es seguida por la region codificante completa para (3-galactosidasa y una sefal de
poliadenilacion (pA). Para evaluar la actividad nucleasa contra la secuencia diana un vector de expresion Nucleasa-TAL
(Figura 4) se cotransfecto transitoriamente con su plasmido reportero correspondiente en células HEK 293. Después de
la expresion de la proteina Nucleasa-TAL el plasmido reportero se abre mediante una rotura de doble hebra inducida por
nucleasa dentro de la secuencia diana Nucleasa-TAL (simbolo de tijeras).

B: Las regiones de ADN adyacentes a la rotura de doble hebra son idénticas en 400 pb y pueden alinearse y recombinarse
(X) mediante la reparacion del ADN por recombinacion homoéloga. C: La recombinacién homdloga de un plasmido
reportero abierto resulta en un vector de expresion de B-galactosidasa funcional que produce la enzima B-galactosidasa.
Después de dos dias, las células transfectadas se lisaron y la actividad de la enzima en el lisado se determiné con un
ensayo reportero de quimioluminiscencia. Los niveles de la emision de luz catalizada por el reportero se miden e indican
la actividad de la Nucleasa-TAL en comparacion con las muestras que se transfectaron con el plasmido reportero solo.

Figura 8: Actividad de las proteinas de fusion Nucleasa-TAL en células HEK 293.

Para evaluar la actividad nucleasa de las proteinas de fusién de los dominio nucleasa-TAL, los vectores de expresion para
las proteinas ArtTal1-Alwl, -CleDORF, - Clo051, -Mlyl, -Fokl, -Pept071, -Sbfl, -Sdal, y -Stsl (Figura 4) se transfectaron
juntos con el plasmido reportero ArtTal1 (Figura 7) en células HEK 293. La actividad nucleasa especifica contra la
secuencia diana del plasmido reportero conduce a la recombinacion homdloga y a la expresion de 3-galactosidasa. Dos
dias después de la transfeccion, se lisaron las poblaciones celulares y se determind la actividad de la $-galactosidasa con
un ensayo reportero de quimioluminiscencia. Los niveles de emision de luz se normalizaron en relacién con la actividad
de un plasmido de expresion de luciferasa cotransfectado (pLuciferasa) y se muestran en comparacion con la actividad
de un vector de expresion de 3-galactosidasa control positivo. La barra para cada muestra transfectada representa el valor
medio y la SD derivada de tres pocillos de cultivo transfectados a la par. A: La transfeccion del plasmido reportero ArtTal1
sin vector de expresion de nucleasa resulta en un bajo nivel de fondo de B-galactosidasa. La cotransfeccion de pCAG-
ArtTal1-Alwl, -CleDORF, y -Mlyl con el plasmido reportero ArtTal1 no condujo a un aumento significativo de la expresion
del reportero, lo que indica que las proteinas de fusion ArtTal1-Alwl, -CleDORF, y -Mlyl no exhiben actividad nucleasa.
Por el contrario, la cotransfeccion del plasmido reportero ArtTal1 y el plasmido pCAG-ArtTal1-Clo051 resultd en un fuerte
aumento de la expresion del reportero, lo que indica que la proteina de fusion ArtTal1-Clo051 exhibe actividad nucleasa
especifica de la secuencia diana en las células 293. B: En un experimento de transfeccion independiente, la cotransfeccion
de pCAG-ArtTal1-Pept071, -Sbfl, -Sdal y -Sst con el plasmido reportero ArtTal1 no condujo a un aumento significativo de
la expresion del reportero, en comparacion con el plasmido reportero ArtTal1 solo, lo que indica que las proteinas de
fusion ArtTal1-Pept071, -Sbfl, - Sdal, y -Stsl no exhiben actividad nucleasa. Por el contrario, la cotransfeccion de los
plasmidos reportero ArtTal1 y pCAG-ArtTal1-Fokl resulté en un aumento de la expresion del reportero, lo que indica la
actividad nucleasa de la proteina de fusién ArtTal1-Fokl en células 293.

Figura 9: Especificidad de la secuencia diana de la nucleasa ArtTal1-Clo051.

Para evaluar la especificidad de la nucleasa ArtTal1-Clo051 contra la secuencia diana predisefiada en comparacién con
las secuencias de ADN no relacionadas, el vector de expresion pCAG-ArtTal1-Clo051 se cotransfectd con el plasmido
reportero ArtTal1 correspondiente o con los plasmidos reporteros TalRab1 o TalRab2 (Figura 7), que contienen secuencias
diana no relacionadas, en células HEK 293. La actividad nucleasa fuerte se desarrollé solamente en la combinacion
especifica del vector de expresion ArtTal1-Clo051 junto con el plasmido reportero ArtTal1, lo que indica que la nucleasa
ArtTal1-Clo051 actia especificamente contra la secuencia diana predisefiada.

Figura 10: Caracterizacion de la cooperatividad de proteinas de fusion nucleasa TAL-Clo051

A: Para evaluar la cooperatividad de los dominios nucleasa Clo051 de un par de proteinas de fusion TAL-Clo051, los
vectores de expresion para las proteinas de fusion ArtTal1-Clo051 o TalRab2-Clo051 se cotransfectaron con el
correspondiente plasmido reportero ArtTal1 o TalRab2 (Figura 7) y se compard con la cotransfeccion con el plasmido
reportero ArtTal1/TalRab2, que contiene una regién diana hibrida (Figura 7). La actividad nucleasa significativa se
desarrolld solamente en la combinacién de vectores de expresion de Nucleasa-TAL con plasmidos reporteros que
contienen dos copias idénticas e inversas de la secuencia diana del arreglo TAL correspondiente, pero no con el plasmido
reportero ArtTal1/TalRab2 que contiene solamente una secuencia de unién Unica de las proteinas de fusién ArtTal1-
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Clo051 y TalRab2-Clo051. Este resultado indica que dos dominios nucleasa Clo051 deben cooperar para inducir una
rotura de doble hebra del ADN, mientras que un Unico dominio nucleasa Clo051 no actia como una nucleasa. B: La
cotransfeccion del plasmido reportero ArtTal1/TalRab2 con ambos vectores de expresion para ArtTal1-Clo051 y TalRab2-
Clo051, pero no con ArtTal1-Clo051 o -Fok solo, resulta en una actividad nucleasa fuerte, en comparaciéon con la
transfeccion del plasmido reportero ArtTal1/TalRab2. Este resultado indica que la actividad nucleasa y la induccion de
roturas de doble hebra en la region diana se producen solamente después de la union de dos proteinas de fusion TAL-
Clo051 y de la interaccién de un par de dominios nucleasa Clo051.

Figura 11: Disefio de un par de proteinas de fusion TAL-Clo051 de acuerdo con la presente invencion, que reconoce el
gen Rab38 de ratén.

Nucleasa TAL que reconoce una secuencia diana dentro del exén 1 del gen de raton Rab38. El trinucledtido que
representa el codén 19 esta subrayado. Se indica cada secuencia de 14 nucledtidos que se reconoce por una de las
proteinas de fusion TAL-Clo051 indicadas, RabChtTal1- y RabChtTal2-Clo051. Las dos secuencias diana de 14 pb
flanquean una secuencia espaciadora central de 15 pb que se escinde por los dominios nucleasa Clo051.

Figura 12: Estrategia para la modificacion del gen de ratébn Rab38 en células ES y cigotos mediante el uso de proteinas
de fusion TAL-Clo051.

Dentro del exén 1 del gen de tipo silvestre Rab38 (Rab38 WT) se indica la posicion de los sitios de union para el par
Nucleasa TAL RabChtTal1- y RabChtTal2-Clo051. El vector de transformacion Rab38-cht contiene una regiéon de
homologia 5' de 942 pb y una regién de homologia 3' de 2788 pb que flanquean los sitios de reconocimiento TAL de
Rab38. Dentro del exdn 1 el cambio de dos nucledtidos dentro del codon 19 (GTA) de Rab38 produce una mutacion
chocolate (cht) sin sentido que codifica para valina (Val) en lugar de la glicina (Gly) de tipo silvestre (WT), y elimina un
sitio de restriccion BsaJl. En cada uno de los sitios adyacentes de reconocimiento TAL de Rab38 se introdujeron
numerosas mutaciones silentes para evitar la unién de las proteinas TAL de Rab38 al vector de transformacién. La
induccion de una rotura de doble hebra dentro del gen de tipo silvestre Rab38 por el par de proteinas RabChtTal estimula
la recombinacion homadloga con el vector de transformacién Rab38-cht e integra la mutacién chocolate sin sentido y las
mutaciones silentes en el genoma.

Figura 13: Aislamiento de mutantes hiperactivos de nucleasa Clo051.

La figura muestra la secuencia primaria del dominio nucleasa Clo051 entre las posiciones E389 e Y587. Se indica la
distribucion de los residuos arginina (R) y lisina (K) (cuadrados soélidos) cargados positivamente de y de los residuos
glutamato (E) y aspartato (D) (circulos abiertos) cargados negativamente. Los triangulos indican las posiciones S423 y
R446. Estos residuos constituyen un marco tridimensional de cargas dentro del dominio Clo051 que determina la
estructura terciaria Unica de esta nucleasa, como se model6 en la estructura de la Figura 6. Determinados reemplazos de
residuos polares versus no polares o de residuos no polares contra residuos polares, por ejemplo en las posiciones 423
y 446, cambian la estructura tridimensional de la cadena proteica y resulta en una actividad nucleasa que trabaja mas
eficientemente.

Figura 14: Actividad de la nucleasa ArtTal1-Clo051 sobre un reportero gendmico en células HEK 293 Las células HEK293
que poseen copias genomicas integradas del constructo reportero pCMV-Rab-Reporter(hygro) se transfectaron con
pBluescript o pCAG.ArtTal1-Clo051. La actividad nucleasa especifica contra la secuencia diana del reportero conduce a
la recombinacion homéloga y a la expresion de 3-galactosidasa. Dos dias después de la transfeccion, se fijaron las
poblaciones celulares y se determind la fraccion de células que expresaban 3-galactosidasa mediante tincion histoquimica
con X-Gal. A: Cultivo de células reporteras tefiidas con X-Gal después de la transfeccion con pBluescript. B: Cultivo de
células reporteras tefiidas con X-Gal después de la transfeccion con el vector de expresion de nucleasa pCAG-ArtTal1-
Clo051.

Ejemplo 1: Construccion de vectores de expresion y reporteros para Nucleasa Tal y deteccion de la actividad nucleasa
especifica

Construccion de vectores de expresion Nucleasa-TAL

Para la expresion de nucleasa-TAL en células de mamiferos, disefiamos el vector de expresion genérico pCAG-TAL-
nucleasa (sec. con num. de ident.: 3) (Figura 4), que contiene una regiéon del promotor hibrida CAG y una unidad
transcripcional que comprende una secuencia codificante para un péptido N-terminal de 176 aminoacidos (sec. con num.
de ident.: 4) de las proteinas de fusion Nucleasa TAL, ubicada en el extremo 5' de un par de sitios de restriccion BsmBl.
Esta region N-terminal incluye un codén de inicio de la transcripcion ATG, una secuencia de localizacion nuclear, una
secuencia de etiqueta FLAG, una secuencia enlazadora rica en glicina, un segmento codificante para 110 aminoacidos
de la proteina Tal AvrBs3 y la repeticion Tal invariable del extremo N-terminal del efector TAL Hax3. En el extremo 3' de
los sitios centrales BsmBl, la unidad transcripcional contiene 78 codones (sec. con num. de ident.: 5) que incluyen una
repeticion TAL invariable del extremo C-terminal (34 aminoacidos) y 44 residuos derivados de la proteina TAL AvrBs3,
seguido por un sitio de restriccion Pmel y Mlul para la insercion de una region codificante de nucleasa y por una secuencia
sefial de poliadenilacion (pA). Los segmentos de ADN codificantes para los arreglos de repeticiones TAL, disefiados para
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unir una secuencia diana de nucleasa TAL pueden insertarse en los sitios BsmBI de pCAG-Tal-nucleasa en el marco de
lectura con las regiones codificantes de los extremos 5'y 3' para la expresion de proteinas nucleasa TAL predisefiadas.

Para generar los vectores TAL-nucleasa para la expresion en células de mamiferos insertamos un segmento de ADN
sintético con la region codificante de un arreglo de 12 repeticiones Tal, designado ArtTal1 (sec. con num. de ident.: 6),
en los sitios BsmBl de pCAG-TAL-nucleasa, para derivar el plasmido pCAG-ArtTal1-nucleasa (sec. con num. de ident.:
7). El elemento TAL en el arreglo ArtTal1 reconoce la secuencia diana de ADN artificial 5-ATTCTGGGACGT-3' (Figura
4). En otro ejemplo insertamos un segmento de ADN sintético con la region codificante de un arreglo de 14 repeticiones
Tal, designado TalRab2 (sec. con nim. de ident.: 8), en los sitios BsmBI de pCAG-TAL-nucleasa, para derivar el plasmido
pCAG-TalRab2-nucleasa (sec. con num. de ident.: 9). El elemento TAL en el arreglo TalRab2 reconoce la secuencia diana
5-GGTGGCCCGGTAGT-3' (Figura 7) que ocurre dentro del gen de raton Rab38. Las secuencias diana TAL se
seleccionaron de manera que las regiones de union de las proteinas TAL fueran precedidas por un nucleétido T. Siguiendo
la secuencia hacia el extremo 3' de la T inicial en direccion 5'>3', los dominios de unién al ADN especificos de TAL se
combinaron juntos en arreglos de 12 (ArtTal1) (Figura 4), o 14 (TalRab2) elementos TAL. Cada motivo de elemento TAL
consiste en 34 aminoacidos, la posicion 12 y 13 de los cuales determina la especificidad hacia el reconocimiento de A, G,
C o T dentro de la secuencia diana. Para derivar los dominios de unién al ADN del elemento TAL usamos el motivo efector
TAL (repeticion) #11 de la proteina Hax3 de Xanthomonas (Num. de acceso del GenBank AY993938.1
(LTPEQVVAIASNIGGKQALETVQRLLPVLCQAHG) con los aminoacidos N12 e 113 para reconocer A, el motivo efector
TAL (repeticion) #5 (LTPQQVVAIASHDGGKQALETVQRLLPVLCQAHG) derivado de la proteina Hax3 con los
aminoacidos H12 'y D13 para reconocer C, y el motivo efector TAL (repeticion) #4
(LTPQQVVAIASNGGGKQALETVQRLLPVLCQAHG) de la proteina Hax4 de Xanthomonas (NUum. de acceso del
GenBank: AY993939.1) con los aminoacidos N12 y G13 para reconocer T. Para reconocer un nucleétido diana G usamos
el motivo efector TAL (repeticion) #4 de la proteina Hax4 con el reemplazo de los aminoacidos 12 por Ny 13 por N
(LTPQQVVAIASNNGGKQALETVQRLLPVLCQAHG).

A continuacién, construimos proteinas de fusion del dominio de unién al ADN ArtTal1 con dominios de proteinas derivado
de nucleasas conocidas o putativas y evaluamos si esas proteinas de fusién nucleasa-TAL son capaces de inducir una
rotura en la doble hebra después de unirse al ADN mediante la region de reconocimiento TAL. Para este propdsito,
insertamos segmentos de ADN sintético que comprenden las regiones codificantes de ocho dominios de nucleasa
putativos y el dominio conocido de nucleasa de Fokl (sec. con nim. de ident.: 10), en los sitios Pmel y Mlul del plasmido
pCAG-ArtTal1-nucleasa. Entre los ocho dominios putativos de nucleasa seleccionamos dominios de las cinco enzimas de
restriccion conocidas Alwl (sec. con num. de ident.: 11), Mlyl (sec. con nim. de ident.: 12), Sbfl (sec. con num. de ident.:
13), Sdal (sec. con nim. de ident.: 14) y Stsl (sec. con nium. de ident.: 15). Ademas, seleccionamos dominios putativos de
nucleasa de tres genes microbianos hipotéticos, aun no caracterizados, designados en la presente como 'CleDORF' (sec.
con num. de ident.: 16) (Secuencia de Referencia del NCBI: ZP_02080987.1, derivado a partir del genoma de Clostridium
leptumDSM753), 'Clo051' (sec. con num. de ident.: 17) (Secuencia de Referencia del NCBI: ZP_05132802.1, derivado a
partir del genoma de Clostridium spec.7_2_43FAA) y 'Pept071' (sec. con num. de ident.: 18) (Secuencia de Referencia
del NCBI: ZP_07399918.1, derivado a partir del genoma de Peptoniphilus duerdenii ATCC BAA-1640). Estas proteinas
se seleccionaron por los elementos de secuencia caracteristicos que son compatibles con el sitio activo conservado de la
superfamilia de enzimas 'PD-(D/E)XK' (Kosinski, J., y otros (2005). BMC Bioinformatics, 6,172) que interaccionan con el
ADN (ver Figura 6 para la proteina Clo051). En particular, la proteina Clo051 de 587 residuos puede clasificarse como un
miembro de la familia de proteina PD-(D/E)XK por la localizacién de los pares de aminoacidos P454/ D455 (motivo PD) y
D472/ K474 (motivo DXK) (Figura 5). Para dilucidar si la proteina Clo051 contiene un dominio nucleasa separado,
realizamos una prediccién estructural tridimensional a partir de su secuencia de aminoacidos primaria mediante el uso del
programa informatico I-TASSER (Roy, A. y otros (2010). Nat Protoc., 5(4):725-38). Como se muestra en la Figura 6 la
proteina Clo051 estda compuesta por dos dominios de proteina. El dominio C-terminal de Clo051, que comienza
aproximadamente con el residuo E389, contiene el motivo consenso de la familia PD-(D/E)XK y aparece como un dominio
nucleasa no especifico.

Para la expresion de estos dominios de proteinas en células de mamiferos usamos regiones codificantes sintéticas
optimizadas de acuerdo con el uso de codones en mamiferos e insertamos segmentos que comprenden los dominios
nucleasa putativos de Alwl (sec. con num. de ident.: 19), CleDORF (sec. con nim. de ident.: 20), Clo051 (sec. con num.
de ident.: 1), Mlyl (sec. con num. de ident.: 21), Pept071 (sec. con nim. de ident.: 22), Sbfl (sec. con num. de ident.: 23),
Sdal (sec. con nim. de ident.: 24), Stsl (sec. con nium. de ident.: 25) y el dominio nucleasa conocido de Fokl (sec. con
num. de ident.: 26) dentro de los sitios Pmel y Miul del plasmido pCAG-ArtTal1-nucleasa, para derivar los vectores de
expresion pCAG-ArtTal1-Alwl (sec. con nim. de ident.: 27) (Figura 4A), pCAG-ArtTal1-CleDOREF (sec. con num. de ident.:
28) (Figura 4B), pCAG-ArtTal1-Clo051 (sec. con num. de ident.: 29) (Figura 4C), pCAG-ArtTal1-Mlyl (sec. con num. de
ident.: 30) (Figura 4D), pCAG-ArtTal1-Pept071 (sec. con num. de ident.: 31) (Figura 4E), pCAG-ArtTal1-Sbfl (sec. con
num. de ident.: 32) (Figura 4F), pCAG-ArtTal1-Sdal (sec. con nim. de ident.: 33) (Figura 4G), pCAG-ArtTal1-Stsl (sec.
con num. de ident.: 34) (Figura 4H), y pCAG-ArtTal1-Fokl (sec. con num. de ident.: 35) (Figura 4l). Estos vectores de
expresion codifican para las proteinas de fusion-TAL designadas como ArtTal1-Alwl (sec. con num. de ident.: 36), ArtTal1-
CleDORF (sec. con num. de ident.: 37), ArtTal1-Clo051 (sec. con num. de ident.: 38), ArtTal1-Mlyl (sec. con num. de
ident.: 39), ArtTal1-Pept071 (sec. con nim. de ident.: 40), ArtTal1-Sbfl (sec. con nim. de ident.: 41), ArtTal1-Sdal (sec.
con num. de ident.: 42), ArtTal1-Stsl (sec. con num. de ident.: 43), y ArtTal1-Fokl (sec. con nim. de ident.: 44).
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Construccion de plasmidos reporteros de nucleasa TAL

Para determinar la actividad y la especificidad del dominio nucleasa TAL de las proteinas de fusidon en células de
mamiferos, construimos plasmidos reporteros de nucleasa TAL que contienen dos copias de una secuencia diana de ADN
TAL en orientacion inversa, separadas por una region espaciadora de 15 nucleétidos (Figuras 7a-d). Esta configuracion
permite medir la actividad de un solo tipo de nucleasa TAL que interacciona como un homodimero de dos moléculas de
proteinas que se unen al par inverso de las secuencias diana del plasmido reportero. Después de la unién al ADN y la
interaccion de dos dominios nucleasas, el ADN del plasmido reportero se escinde dentro de la region espaciadora de 15
pb y exhibe una rotura de doble hebra.

Los plasmidos reporteros de nucleasa TAL contienen una regiéon promotora de CMV, una secuencia de 400 pb que codifica
el segmento N-terminal de 3-galactosidasa y un codén de parada. Esta unidad es seguida por la region diana de nucleasa
TAL (que consiste en dos secuencias de reconocimiento de orientacion inversa separadas por una region espaciadora de
15 pb) para las proteinas de fusion ArtTal1 en el plasmido reportero ArtTal1 (sec. con nim. de ident.: 45)(Figura. 7 a),
por la secuencia diana no relacionada TalRab1 en el plasmido reportero TalRab1 (sec. con num. de ident.: 46) (Figura
7 b), por la region diana para las proteinas de fusion TalRab2 en el plasmido reportero TalRab2 (sec. con nium. de ident.:
47) (Figura 8 c), o una regioén diana hibrida que contiene una copia de las secuencias de reconocimiento ArtTal1 y TalRab2
en el plasmido reportero ArtTal1/TalRab2 (sec. con nim. de ident.: 48) (Figura 8 d).

Dentro de estos plasmidos reporteros, las regiones diana de nucleasa TAL estan seguidas por la region codificante
completa de la B-galactosidasa y una sefial de poliadenilacion (pA). Para evaluar la actividad nucleasa contra la secuencia
diana especifica, un vector de expresion de nucleasa (Figura 4) se cotransfecté transitoriamente con su correspondiente
plasmido reportero en células de mamiferos. Después de la expresion de la proteina nucleasa TAL, el plasmido reportero
se abre mediante una rotura de doble hebra inducida por la nucleasa dentro de la secuencia diana de la nucleasa TAL
(Figura 7 A). Las regiones de ADN adyacentes a la rotura de doble hebra son idénticas en 400 pb y pueden alinearse y
recombinarse mediante la recombinacion homologa del proceso de reparacion del ADN (Figura 7 B). La recombinacion
homodloga de un plasmido reportero abierto resultara posteriormente en una regién codificante de [-galactosidasa
funcional transcrita a partir del promotor de CMV que conduce a la produccion de la proteina 3-galactosidasa (Figura 7
C). Enlos lisados de las células transfectadas, puede determinarse la actividad enzimatica de la 3-galactosidasa mediante
quimioluminiscencia y referir la actividad nucleasa de las proteinas de fusion TAL.

Medicion de la actividad y especificidad de la Nucleasa-TAL en células 293 humanas

Para determinar la actividad y especificidad de las nucleasas TAL en células de mamiferos, electroporamos un millén de
células HEK 293 (ATCC #CRL-1573) (Graham FL, Smiley J, Russell WC, Nairn R., J. Gen. Virol. 36, 59-74, 1977) con 5
pg de ADN plasmidico de uno de los vectores de expresion de Nucleasa TAL (Figura 4) junto con 5 ug de uno de los
plasmidos reporteros de Nucleasa TAL (Figura 7). Ademas, cada muestra recibié 5 pg del plasmido de expresion de
luciferasa de luciérnaga pCMV-hLuc (sec. con nim. de ident.: 49) y se ajusté a una cantidad total de ADN de 20 ug con
el ADN plasmidico pBluescript (pBS) (sec. con num. de ident.: 50). Después de la transfeccion, las células se sembraron
por triplicado en pocillos de una placa de cultivo de tejidos de 6 pocillos y se cultivaron durante dos dias antes de comenzar
el analisis. Para el analisis, las células transfectadas de cada pocillo se lisaron y se determinaron individualmente las
actividades de las enzimas B-galactosidasa y luciferasa de los lisados mediante el uso de los ensayos reporteros
quimioluminiscentes de acuerdo con las instrucciones del fabricante (Roche Applied Science, Alemania) en un
luminémetro (Berthold Centro LB 960). Como control positivo transfectamos 5 ug del plasmido de expresion de B-
galactosidasa pCMV (sec. con ndm. de ident.: 51) con 15 ug de pBS, como control negativo se transfectaron 5 ug de
pCMV-hLuc con 15 pg de pBS o 5 pg de pCMV-hLuc junto con 5 pg de un plasmido reportero de nucleasa TAL 'y 10 ug
de pBS. Los valores de [-galactosidasa por triplicado de cada muestra se normalizaron en relacion con los niveles de
actividad de luciferasa y el valor medio y la desviacion estandar de la actividad de -galactosidasa se calcularon y
expresaron en comparacion con el control positivo pPCMVp. En este tipo de ensayo de recombinacion, el nivel de emision
de luz catalizada por la $-galactosidasa refleja la escision y reparacion de los plasmidos reporteros y, de esta manera,
indica la actividad de las nucleasas TAL.

Como se muestra en la Figura 8 la transfeccion del plasmido reportero ArtTal1 solo resulté en niveles de fondo de -
galactosidasa. La cotransfeccion del plasmido reportero ArtTal1 con los vectores de expresion pCAG-ArtTal1-Alwl, -
CleDORF, -Mlyl, -Pept071, -Sbfl, -Sdal, y -Stsl no revelaron ninguna actividad nucleasa significativa de las proteinas de
fusion que codifican TAL (Figura 8), lo que indica que los dominios nucleasas seleccionados son incapaces de operar en
combinacion con los elementos TAL de unién al ADN. En contraste, la cotransfeccion del plasmido reportero ArtTal1 con
los vectores de expresion pCAG-ArtTal1-Clo051 (Figura 8A) y - Fokl (Figura 8B) resulté en un aumento significativo de la
actividad reportera, lo que indica que los dominios de proteinas seleccionados Fokl y Clo051 son capaces de funcionar
como nucleasas en fusion con los elementos TAL de unién al ADN.

Dado que en ensayos repetidos, las fusiones de TAL con el dominio Clo051 parecia mas activo en comparacion a las
fusiones con el dominio nucleasa de Fokl, creemos que el dominio Clo051 es el mas adecuado para la construccion de
Nucleasas TAL altamente activas.

Para definir si la nucleasa ArtTal1-Clo051 reconoce especificamente su secuencia diana dentro del plasmido reportero
ArtTal1 (Figura 7a), el pCAG-ArtTal1-Clo051 se cotransfecté con el correspondiente plasmido reportero ArtTal1 o con los
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plasmidos reporteros no relacionados TalRab1 o TalRab2 (Figura 7b,c) en células HEK 293. Como se muestra en la
Figura 9 se detecto actividad reportera aumentada significativamente solamente a partir de la combinacion especifica de
la nucleasa ArtTal-Clo051 con su correspondiente promotor, mientras que la cotransfeccién con plasmidos reporteros no
relacionados no exhibe actividad nucleasa significativa. Estos resultados indican que el dominio nucleasa Clo051 en fusion
con los elementos TAL de unién al ADN actua en una secuencia diana de manera especifica y que las secuencias diana
no relacionadas no se procesan.

A continuacion, caracterizamos si el dominio nucleasa Clo051, como un monémero, induce roturas de doble hebra
recombinogénicas o si es necesario la interaccion de dos dominios nucleasa como un dimero. Para este propdsito,
construimos el plasmido reportero hibrido ArtTal1/TalRab2-reportero (sec. con nim. de ident.: 48) (Figura 7d) que contiene
una secuencia de reconocimiento ArtTal1 en el extremo 5' de la region espaciadora y una secuencia de reconocimiento
TalRab2 en el extremo 3' de la regidn espaciadora. El arreglo TalRab2 (sec. con nim. de ident.: 8) esta compuesto por
14 elementos TAL que reconocen la secuencia diana 5'-GGTGGCCCGGTAGT-3'. El dominio nucleasa Clo051 se clon6
como una region codificante sintética en los sitios Pmel y Mlul del plasmido pCAG-TalRab2-nucleasa (sec. con nim. de
ident.: 9) para derivar el vector de expresion pCAG-TalRab2-Clo051 (sec. con num. de ident.: 52) para la expresion de la
proteina TalRab2-Clo051 (sec. con num. de ident.: 53). Como se muestra en la Figura 10A la cotransfeccion de pCAG-
ArtTal1-Clo051 junto con el plasmido reportero ArtTal1 resulté en una expresion génica significativa del reportero, lo que
indica la actividad nucleasa especifica de la proteina de fusion ArtTal1-Clo051. Dado que los plasmidos reporteros ArtTal1
contienen dos secuencias de unién ArtTal1 inversas, la actividad nucleasa de ArtTal1-Clo051 puede resultar a partir de la
accion de una proteina de fusién uUnica o de la accién combinada de dos moléculas. Para distinguir entre estas
posibilidades el pCAGArtTal1-Clo051 se cotransfectd con el plasmido reportero ArtTal1/TalRab2 que contiene solamente
una secuencia de union ArtTal1. Como se muestra en la Figura 10A la nucleasa ArtTal1-Clo051 no exhibe actividad
nucleasa significativa sobre el reportero ArtTal1/TalRab2, lo que indica que para inducir una rotura en la doble hebra de
ADN los dos dominios nucleasa Clo051 deben interaccionar como un dimero. Estos resultados se confirmaron con la
nucleasa TalRab2-Clo051 que actia sobre su correspondiente plasmido reportero TalRab2 pero no sobre el plasmido
reportero hibrido ArtTal1/TalRab2 (Figura 10A). Como se esperaba, la proteina de fusion ArtTal1-Fokl igualmente no
exhibe actividad nucleasa sobre el reportero ArtTal1/TalRab2 (Figura 10B).

A continuacion, estudiamos si dos dominios nucleasa Clo051, que se fusionan a diferentes arreglos de los elementos TAL
de unioén al ADN, son capaces, ademas, de interaccionar e inducir roturas en la doble hebra. Para este propésito, los
vectores de expresion pCAG-ArtTal1-Clo051 y pCAG-TalRab2-Clo051 se cotransfectaron junto con el plasmido reportero
ArtTal1/TalRab2 y los resultados se compararon con la cotransfeccion del pCAG-ArtTal1-Clo051 junto con el reportero
ArtTal1/TalRab2. Como se muestra en la Figura 10B, la actividad nucleasa significativa sobre el reportero ArtTal1/TalRab2
se desarrollé solamente mediante la coexpresion de las nucleasas ArtTal1- y TalRab2-Clo051, lo que indica que los
dominios nucleasa Clo051 fusionados con diferentes arreglos de TAL son capaces de interaccionar e inducir una rotura
en la doble hebra del ADN dentro de una regién diana hibrida que contiene las secuencias de reconocimiento de dos
arreglos TAL de union al ADN distinguidos.

Ejemplo 2: Transformacion del gen de ratén Rab38 en células ES y cigotos con nucleasas TAL-Clo051
Construccion de nucleasas TAL-Clo051 especificas de Rab38 y un vector de transformacion

Para demostrar la funcionalidad de las proteinas de fusién nucleasa-dominio efector TAL de union al ADN en células de
mamiferos disefiamos un par de proteinas de fusidon que reconocen una secuencia diana de ADN dentro del gen de ratén
Rab38 (Figura 11). Las dos proteinas de fusién nucleasa-dominio efector TAL de union al ADN son destinadas a unirse
junto a la region del ADN diana bipartita e inducir una rotura en la doble hebra en la regién espaciadora para estimular la
recombinacién homdloga en el locus diana en células de mamiferos.

El gen de ratén Rab38 codifica la proteina RAB38 que es un miembro de una familia de proteinas conocidas por tener un
papel crucial en el transporte vesicular. En ratones mutantes chocolate (cht) el intercambio de un solo nucleétido en la
posicion 146 (mutacion G > T) dentro del primer exdn de Rab38 conduce al reemplazo de glicina por valina en el codén
19 (Loftus, S.K., y otros, Proc Natl Acad Sci U S A, 2002. 99(7): p. 4471-6). Este reemplazo de aminoacido se ubica dentro
del dominio de union a GTP conservado de RAB38 y afecta la clasificacion de la proteina relacionada con la tirosinasa 1
(TYRP1) en los melanosomas de los melanocitos Rab38°"YRab38°". La TYRP1 es una glicoproteina de membrana
melanosomal, que funciona como una enzima oxidasa 5,6-Dihidroxiindol-2-acido carbénico para producir melanina y como
un proveedor de estabilidad estructural para la tirosinasa en el complejo enzimatico melanogénico. Se cree que TYRP1
transita desde la red trans-Golgi hasta los melanosomas en etapa Il por medio de vesiculas recubiertas de clatrina. La
cantidad reducida de TYRP1 ubicada correctamente conduce a un deterioro de la produccién de pigmento y al cambio del
color del pelaje, de negro a marron similar al chocolate, en ratones Rab38"/Rab38°". Dado que se conoce que las
mutaciones de los genes necesarios para la funcion de los melanocitos causan el albinismo oculocutaneo (OCD), tal como
el sindrome de Hermansky-Pudlak en el hombre, el gen Rab38 es un locus candidato en los pacientes con OCD.

Nos propusimos introducir una fenocopia de la mutacién chocolate en el codén 19 de Rab38 mediante el uso de un par
de nucleasas TAL (RabChtTal1- y RabChtTal2-Clo051) que cada una reconoce una secuencia diana de 14 pb ubicada
en el extremo 5'y en el extremo 3' de una secuencia espaciadora de 15 pb dentro del exé6n 1 del gen Rab38 (Figura 11).
Para derivar los vectores de expresion para las nucleasas sintéticas RabChtTal1 y RabChtTal2-Clo051, las regiones
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codificantes sintéticas para los dominios de unién al ADN RabChtTal1 y RabChtTal2 compuestos de 14 elementos TAL y
el dominio nucleasa Clo051 se insertaron en el vector pCAG-TAL-nucleasa. El plasmido resultante pCAG-RabChtTal1-
Clo051 (sec. con num. de ident.: 54) codifica la proteina de fusion RabChtTal1-Clo051 (sec. con nim. de ident.: 55), y el
plasmido pCAG-RabChtTal2-Clo051 (sec. con nium. de ident.: 56) codifica la proteina de fusién RabChtTal2-Clo051 (sec.
con num. de ident.: 57).

Para la modificacion del gen Rab38 mediante recombinacion homaologa en ovocitos fecundados, construimos el vector de
transformacion génica pRab38-chtTAL (Figura 12) (sec. con num. de ident.: 58), que comprende dos regiones de
homologia que abarcan 942 y 2788 pb de la secuencia genémica que flanquean el exén 1 del gen de ratén Rab38 (sec.
con num. de ident.: 59). Para este proposito, los vectores con los brazos de homologia 5' y 3' se amplificaron a partir del
clon genémico BAC, RPCI-421G2 (derivado a partir del genoma de C57BL/6J, Imagenes GmbH, Berlin), mediante el uso
de cebadores especificos de PCR. Dentro de la secuencia del codén 19, introdujimos dos cambios de nucleétidos que
modifican el coddn 19 de la secuencia de tipo silvestre GGT, que codifica para glicina, en GTA, que codifica para valina.
Esta nueva mutacion chocolate puede distinguirse de la mutacion chocolate de origen natural, que exhibe un solo
intercambio de nucledtidos dentro del codon 19 (GTT) que codifica para valina (Loftus, S.K., y otros, Proc Natl Acad Sci
U S A, 2002. 99(7): p. 4471-6). Ambos alelos mutantes chocolate pueden distinguirse adicionalmente del alelo de tipo
silvestre mediante analisis de restriccion, ya que las mutaciones en el codén 19 eliminan un sitio de reconocimiento para
la endonucleasa de restriccion Bsadl (Figura 12). La region de reconocimiento de las nucleasas TAL se ubica en el extremo
3' del codén 19 (Figura 11). Para la construccion de la region de homologia 3' del vector de transformacion, cada secuencia
de reconocimiento de 14 pb de la proteina de fusion TAL se modificé adicionalmente mediante la introduccién de cambios
de nucledtidos silentes que no alteran la secuencia de la proteina RAB38 (Figura 12), para evitar el procesamiento
potencial del vector de transformacién por las nucleasas TAL especificas de Rab38.

Para la modificacion del gen Rab38 mediante recombinacion homadloga en células ES de ratén, modificamos el vector de
transformacion génica pRab38-chtTAL (Figura 12) mediante la insercion de un gen de resistencia a neomicina, como un
marcador de seleccion, en la region espaciadora de la region de reconocimiento de la nucleasa-TAL, para derivar el vector
de transformacion pRab38-chtTAL-neo (sec. con nim. de ident.: 60).

Transformacion del gen Rab38 en células ES vy cigotos

Para demostrar la utilidad de las proteinas RabChtTal1- y RabChtTal2-Clo051 para la transformacién génica en células
de mamiferos (Figura 3) introdujimos los vectores de expresion o el ARNm codificante de las proteinas junto con el vector
de transformacién pRab38-chtTAL-neo en células ES de ratén o con el vector pRab38-chtTAL en ovocitos fecundados de
raton.

Para la transformacion en células ES transfectamos las células ES IDG3.2 (Hitz, C. y otros Nucleic Acids Res. 35, €90,
2007) con el vector de transformacion linealizado pRab38-chtTAL-neo junto con, o sin, los plasmidos de expresion de
nucleasa TAL pCAG-RabChtTal1- y pCAG-RabChtTal2-Clo051. La transfeccion, seleccion, expansion y genotipificacion
de los clones de células ES resistentes a neomicina se realizé de acuerdo con los procedimientos estandar de deteccion
de genes diana como se describié (Nagy A, Gertsenstein M, Vintersten K, Behringer R., 2003. Manipulating the Mouse
Embryo. Cold Spring Harbour, New York: Cold Spring Harbour Laboratory Press). El analisis de los clones de células ES
resistentes reveld que la expresion de las nucleasas TAL conduce a una tasa significativamente aumentada de
recombinacién homologa en el gen Rab38 en células ES. Para la microinyecciéon en ovocitos de ratén fecundados, el
vector de ADN circular pRab38-chtTAL se mezcld in vitro con el transcrito de ARNm codificante de las proteinas
RabChtTal1- y RabChtTal2-Clo051 en el tampdn de inyeccion como se describio (Meyer, M., y otros, Proc Natl Acad Sci
U S A. 107(34): p. 15022-6). EI ARNm de TAL-nucleasa se prepara a partir de los plasmidos de expresion linealizados
pCAG-RabChtTAl1- y pCAG-RabChtTal2-Clo051

Mediante la transcripcion in vitro a partir del promotor T7 mediante el uso del kit mMessage mMachine (Ambion) de
acuerdo con las instrucciones del fabricante. EI ARNm se modificéd adicionalmente mediante la adicion de una cola de
poli-A mediante el uso del kit de adicion de Poli(A) y se purificé con las columnas MegaClear de Ambion. Finalmente, el
ARNmM se precipitd y disolvié en tampon de inyeccion.

Para aislar los ovocitos fecundados, los machos de la cepa C57BL/6 se aparean con hembras superovuladas de la cepa
FVB. Para inducir la superovulacion las hembras FVB de tres semanas de edad, 2 dias antes del apareamiento, se trataron
con suero de yeguas prefiadas 2.5 IlU (PMS), y con gonadotropina coriénica humana 2.5 IU (hCG) el dia del apareamiento.
Los ovocitos fecundados se aislaron de los oviductos de las hembras con tapon positivo y se microinyectaron en medio
M2 (Sigma-Aldrich Inc Nim. Cat. M7167) con el ARNm de nucleasa TAL y la preparacion del vector de transformacion
pRab38-chtTAL, en uno de los pronucleos y el citoplasma de acuerdo con los procedimientos estandar (Nagy A,
Gertsenstein M, Vintersten K, Behringer R., 2003. Manipulating the Mouse Embryo. Cold Spring Harbour, New York: Cold
Spring Harbour Laboratory Press).

Después de la microinyeccion, los ARNm de nucleasa TAL se traducen en proteinas que inducen una rotura de doble
hebra en uno o en ambos alelos de Rab38 en una o mas células del embridon en desarrollo. Este evento estimula la
recombinacioén del vector de transformacion pRab38-chtTAL con un alelo Rab38 a través de las regiones de homologia
presentes en el vector y conduce a la inserciéon en un sitio especifico del codén mutante 19 en el genoma, lo que resulta
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en un alelo Rab38°" portador de la mutacion chocolate (Figura 12). Los cigotos microinyectados se transfirieron a hembras
pseudoprefiadas para permitir su desarrollo ulterior en ratones vivos (Nagy A, Gertsenstein M, Vintersten K, Behringer R.,
2003. Manipulating the Mouse Embryo. Cold Spring Harbour, New York: Cold Spring Harbour Laboratory Press). A partir
de la descendencia resultante, se extrajo ADN gendmico de las puntas de la cola para analizar la presencia del evento de
recombinacién homadloga deseado en el locus Rab38 mediante PCR. Este analisis se realizé mediante la amplificacion
por PCR de la region gendémica que abarca el exén 1. La presencia de un alelo Rab38°" puede reconocerse después de
la digestion de los productos del PCR con BsaJl, ya que la mutacion Rab38°" en el coddn 19 conduce a la eliminacion de
un sitio de restriccion BsaJdl que esta presente en la secuencia de tipo silvestre.

En un experimento de este tipo, se analizaron ratones derivados de cigotos microinyectados mediante un ensayo de PCR
de Rab38. Entre este grupo, la mayoria de los ratones exhibieron los dos alelos del genotipo normal Rab38 de tipo
silvestre, mientras que algunos individuos albergaban un alelo de la mutaciéon chocolate Rab38 predisefiada, como lo
indica la ausencia del sitio de restriccion BsaJl en el exén 1.

En conjunto, fue posible introducir una modificacion predisefiada en la regiéon codificante del gen Rab38 mediante
recombinacién homdloga asistida por la nucleasa TAL-Clo051 en células ES de ratén y ovocitos fecundados.

Ejemplo 3: Aislamiento de mutantes hiperactivos de nucleasa Clo051.

Como se muestra en la Figura 13 la secuencia primaria del dominio nucleasa Clo051 entre las posiciones E389 e Y587
exhibe una distribucion unica de residuos de arginina (R) y lisina (K) cargados positivamente y de residuos de glutamato
(E) y aspartato (D) cargados negativamente. Estos residuos componen un panorama tridimensional de cargas dentro del
dominio Clo051 que determina la estructura terciaria Unica de esta nucleasa, como se muestra en el modelo estructural
en la Figura 6. Determinados reemplazos de residuos polares versus no polares o de residuos no polares contra residuos
polares, por ejemplo en las posiciones 423 y 446, alteran la estructura tridimensional de la cadena proteica y puede
resultar en un aumento de la actividad nucleasa.

Tales reemplazos de aminoacidos pueden realizarse mediante ensayos de prueba y error o pueden seguir hipétesis
especificas sobre el impacto estructural y funcional en el dominio nucleasa de Clo051. Alternativamente, un gran nimero
de variantes mutagenizadas aleatoriamente de la region codificante del dominio nucleasa Clo051 pueden ensamblarse
en una biblioteca mediante PCR mutagénica. Esta biblioteca de moléculas mutantes puede analizarse para detectar la
presencia de variantes de nucleasa hiperactiva mediante un ensayo de seleccion fenotipica en células de levadura, de
mamiferos o en E. coli que se acopla a una lectura de nucleasa funcional, por ejemplo, como se describi6 para la mejora
de la recombinasa FLP (Buchholz y otros, Nat. Biotechnol. 16, 657-62, 1998).

Tal seleccion funcional para variantes mejoradas de nucleasas puede resultar en el reemplazo de, por ejemplo, el residuo
423 de una serina por una prolina y del residuo 446 de una arginina por un glutamato. Tales moléculas variantes pueden
demostrar una actividad nucleasa superior en comparacién con la forma de tipo silvestre Clo051.

Ejemplo 4: Recombinacién inducida por nucleasa Clo051 de sustratos gendmicos en células humanas

La accion de la nucleasa Clo051 se evalué adicionalmente en células HEK293 humanas sobre un constructo reportero
gendmico integrado. Para este proposito, el plasmido reportero ArtTal1 (Figura 7) se modific6 mediante la insercion de un
gen de resistencia a higromicina en la cadena plasmidica. Ademas, el marco de lectura de la B-galactosidasa se fusioné
con la region codificante del gen de resistencia a la neomicina, lo que resulta en el plasmido reportero pCMV-Rab-
Reportero(hygro) (sec. con num. de ident.: 61). Para generar una linea celular que albergara el constructo reportero en
su genoma, se electroporé ADN plasmidico reportero linealizado en células HEK 293 humanas (ATCC #CRL-1573)
(Graham FL, Smiley J, Russell WC, Nairn R., J. Gen. Virol. 36, 59-74, 1977) y se seleccionaron y aislaron los clones
resistentes a higromicina. Uno de los clones resistentes, que no mostré actividad de fondo del gen reportero, 293ArtTal-
Rep#2, se escogio para el trabajo posterior.

A continuacion, se transfectaron un millén de células reporteras con 5 pg de ADN plasmidico del vector de expresion de
nucleasa Tal, pPCAG-ArtTal1-Clo051 (Figura 4) o con 5 g del vector de clonacién no relacionado pBluescript como control
negativo. Después de la transfeccion, las células se sembraron en pocillos duplicados de una placa de cultivo de tejidos
de 6 pocillos y se cultivaron durante dos dias antes de comenzar el analisis. Para el analisis, las células transfectadas de
cada pocillo se fijaron durante 10 minutos con formaldehido al 4 % y se incubaron durante 4 horas con la solucion de
tincion de X-Gal (K3(Fell(CN)6) 5 mM, K4(Fel(CN)6) 5 mM, MgCI2 2 mM, X-Gal (5-bromo-cloro-3-indoil-3-D-
galactopiranoésido) 1 mg/mL. Las células recombinadas que expresan el gen reportero se visualizaron mediante una tincion
azul intracelular y se cuantificaron en imagenes fotograficas mediante el uso de la funcién de recuento de células del
programa informatico Imaged (disponible en el sitio web con la direccién http://imagej.nih.gov/ij). Como se muestra en la
Figura 14A, la transfeccion con el plasmido de control pBluescript no resultd en células reporteras positivas (> 0,1 %, 0
células positivas de 1076 células contadas). En contraste, la transfeccion de pCAG-ArtTal-1 resultd en una fraccion
sustancial de células que recombinaron la construccion reportera y expresaron 3-galactosidasa (Figura 14 B). Segun se
cuantificé a partir de imagenes fotograficas, 42,7 % de las células reporteras (227 células positivas de 531 células
contadas) mostraron una recombinacion exitosa como lo indica la expresion del gen reportero. En conclusion, este
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resultado indica que la proteina nucleasa ArtTal1-Clo051 puede procesar eficientemente una secuencia diana localizada

dentro del ADN gendmico de mamiferos.
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gtgagttagce

ttgtgtggaa

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

5866
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<210> 5
<211>78
<212> PRT

Met Gly

Asp Asp

Ala Ser

Gln Gln
50

His His
65

Ala Leu

Gln Asp

Gly Vval

Thr Val
130

Thr Gly
145

Glu Ala

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Péptido C-terminal

<400> 5

Leu Thr

Pro Ala

Leu Ala

Leu Gly

Pro

Asp

Pro

35

Gln

Glu

Ser

Met

Gly

115

Ala

Gln

vVal

Pro

Leu

Arg

Gly

Lys

Lys

20

Ala

Glu

Ala

Gln

Ile

100

Lys

Gly

Leu

His

Gln

Glu
20

Ser

Arg

Lys

Pro

Ala

Lys

Leu

His

85

Ala

Gln

Glu

Leu

Ala
165

Gln

Ser

Ala

Pro

ES 2709216 T3

Lys

Gly

Gln

Ile

Val

70

Pro

Ala

Trp

Leu

Lys

150

Trp

vVal

Ile

Lau

Ala

Arg

Gly

Val

Lys

55

Gly

Ala

Leu

Ser

Arg

135

Ile

Arg

val

val

Thr

Leu

Lys

Gly

Asp

40

Pro

His

Ala

Pro

Gly

120

Gly

Ala

Asn

Ala

Ala

Asn
40

Asp

Val

Gly

25

Leu

Lys

Gly

Leu

Glu

105

Ala

Pro

Lys

Ala

Ile

Gln
25

hsp

Ala

34

Ala

10

Ser

Arg

Val

Phe

Gly

90

Ala

Arg

Pro

Arg

Leu
170

Ala
10

Leu

His

val

Ala

Gly

Thr

Arg

Thr

75

Thr

Thr

Ala

Leu

Gly

155

Thr

Ser

Ser

Lau

Lys

Ala

Gly

Leu

Ser

60

His

val

His

Leu

Gln

140

Gly

Gly

Asn

Arg

Val

Lys
&0

Asp

Gly

Gly

45

Thr

Ala

Ala

Glu

Glu

125

Ser

Val

Ala

Gly

Pro

Ala

Gly

Tyr

Gly

30

Tyr

Val

His

Val

Ala

110

Ala

Gly

Thr

Pro

Gly

Asp
30

Lau

Leu

Lys

15

Val

Ser

Ala

Ile

Lys

95

Ile

Leu

Leu

Ala

Leu
175

Gly

Pro

Ala

Pro

Asp

Pro

Gln

Gln

Val

80

Tyr

Val

Leu

Asp

vVal

160

Asn

Arg

Ala

Cys

His
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<210> 6
<211> 408
<212> PRT

65

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> ArtTall

<400> 6

Leu

Gln

His

Gly

Gln

65

Gly

Leu

Ser

Pro

Ile
145

Thr

Ala

Gly

Lys

50

Ala

Gly

Cys

His

Val

130

Ala

Lau Lau

val Ala

Gln Arg

Gln Val

210

Pro

Leu

Leu

35

Gln

His

Gly

Gln

Asp
115

Leu

Ser

Fro

Ile

Leu

185

Val

Glu

Glu

20

Thr

Ala

Gly

Lys

Ala

100

Gly

Cys

Asn

Val

Ala

LE0

Leu

Ala

ES 2709216 T3

70

Gln Val Val Ala

Thr Val Gln Arg

Pro Gln Gln Val
40

Leu Glu Thr Val
55

Leu Thr Pro Gln
70

Gln Ala Leu Glu
85

His Gly Leu Thr

Gly Lys Gln Ala
120

Gln Ala His Gly
135

Gly Gly Gly Lys
150

Leu Cys Gln Ala
165

Ser Asn Asn Gly

Pro Val Leu Cys
200

Ile Ala Ser Asn
215

Ile

Leu

25

Val

Gln

Gln

Thr

Pro

105

Leu

Leu

Gln

His

Gly

185

Gln

hsn

35

Ala

10

Leu

Ala

Arg

Val

Val

90

Gln

Glu

Thr

Ala

Gly

170

Lys

Ala

Gly

Ser

Pro

Ile

Leu

val

75

Gln

Gln

Thr

Pro

Leu
155

Lau

Gln

His

Gly

Asn

val

Ala

Leu

60

Ala

Arg

Val

Val

Gln

140

Glu

Thr

Ala

Gly

Lys
220

Ile

Leu

Ser

45

Pro

Ile

Leu

Val

Gln

125

Gln

Thr

Fro

Lieu

Leu

205

Gln

Ala Pro Ala Leu Ile Lys Arg Thr Asn Arg Arg Ile Pro Glu
75

Gly

Cys

30

Asn

vVal

Ala

Leu

Ala

110

Arg

vVal

val

Gln

Glu

130

Thr

Ala

Gly

15

Gln

Gly

Leu

Ser

Pro

95

Ile

Leu

val

Gln

Gln

175

Thr

Pro

Leu

Lys

Ala

Gly

Cys

Asn

80

Val

Ala

Leu

Ala

Arg
160

Val

Val

Gln

Glu
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<210>7
<211> 7067

<212> ADN

Thr
225

val

Fro Gln

Leu Glu

Gln Ala
290

His
3035

Gly

Gly Lys

Gln Ala

Asn Gly

Leu Cys

370

Ser Asn
385

|Pr¢ Val

<213> Secuencia artificial

<220>

GEln

Gln Val Val

245

Thr Val Gln

260

Pro Glu Gln

275

Leu Glu Thr

Thr Pro

Gln Ala

325

His
340

Gly Gln

ELL]

Lys

Gln Ala His

Gly Gly Gly

Lau Gln

Cys

<223> pCAG-ArtTall-nucleasa

<400> 7

gacattgatt
catatatgga
acgaccocoooyg
cttbocoattg
aagtgtatca

ggcattatge

tagtcatogeo

cocoococtoe

attgactagt
gttocogegtt
cocattgacyg
acgtcaatgy
tatgocaagt
ccagtacatyg
tattaccatg

[eletel: Tuletetenl. ]

ES 2709216 T3

Loy
230

Ala Ila

Val Val Ala
280

val
285

Gln
310

Gln

Glu Thr

Thr Pro

Ala Leu

Gly Leu

375

Lya Gln

350

Ala His

405

tattaatagt
acataactta
tcaataatga
gtggagtatt
acgoccoccta
accttatggg
gtogaggtga
attttgtatt

Fro Val

Ala

Leu Fro Val

Gln Arg Leu Leu

val

Val

Gln Gln Val

Glu Thr val

360

Thr Pro Gln

Ala Leu Glu

Lau Cys

Gln

Ala

235

250

263

Ile Ala

Val Ala

Ser Asn Asn

Lau

Ser Asn

Pro Val

Ile

Gly Gly

Cys

Gly

Lys

Gln Ala

Thr
240

Lau

Gln Ala
255

His Gly

270

Ile
285

Leu
300

hla Ser

315

Gln Arg
330

3435

Lau

Gln Arg Leu

Gln Val

Thr Val

Ala

Gly

Cys

Lau Pro Val

Ila Ala

Gly Lys

Gln Ala

His Asp Gly

320

Leu
3358

Cys

Sar Asn

50

365

380

385

Gly

aatcaattac
cggtaaatgg
cgtatgttec
tacggtaaac
ttgacgtcaa
acttteoctac
gocccaogtt

tatttatttt

36

ggggtcatta
coogootgge
catagtaacg
tgcocacttg
tgacggtaaa
ttggeagtac
ctgottoact

ttaattattt

Val Rkla

Gln Arg

Fro ¥Val

Ile Ala

Leu Leu
400

gttecatagee
tgacogoooa
ccaataggga
geagtacate
tggocogoct
atctacgtat

ctococatot

tgtgcagoga

&0
120
180
240
300
360
420

180
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toggggcgag
goggggogay
cttttatgge
gagtegotge
cocoggotokbg
cgggotgtaa
goctbgaggy
gtgtgtgtgt
tgegggegeyg
gacagtgcce
tgcgtggagy
cecectocee
gacgoggagc
gugccgoctc
gagctgtegag
cagggactees
cectotageg

goocttoghg

COYIIITAcT
accggeggct
cttaattaat
aggtggoggc
gagytggggt
agoagoaged
cactggtggg
cactegggac
acgaagocak
toacegtoge
tgotgaagat
atgctotgac
acataggogg
cocasggact
ctotggagac
agcaggtggt
gactgotoceo
catctcatga
gooaggooca

aacaggcoteot

JITTITTTIT
goggagaggt
gaggoggogy
gegotgectt
actgaccgcg
ttagegettyg
getecgggag
gegrggggag
gegeggggcot
cgeggtgogy
ggtgagoagy
gagttgctga
tegeaghgan
gggccgggga
gegoggegag
ctetgtooea
ggcgegggge

egtegeegeg

gatgocttog
ctagagccte
aatacgactc
cgctgactac
aceegacaght
ggagaagate
goacggttte
tgtggoogte
totgggogte
cgoggaactyg
cgctaaacge
aggagoooca
CEEETET G Gl
gaccacacaqg
cgtgoagagyg
cgoaattgoc
cgtgotgtge
COUEICang
cggactoact

ggaaacogtg

ES 2709216 T3

gogogegoge
goeggoggoag
cggoggogys
cgooccegtge
ttactococac
gtttaatgac
ggecctttgt
cgecgogtge
ttgtgegete
ggggagctge
FIFLgEggec
goacggoosg
e e lale pige feie e}
FIgctegagg
cogoagecat
aatokgtgog
grageggtyge

cogoogtoos

ggggggacgy
tgctaaccat
actatagggy
aaggatgacyg
EEAgoAgooe
aaaccasagg
ACACRCIOOC
aaatatcagg
ggasagoagt
cggggtocac
ggcggagtga
ctgaatctta
ctogasacog
caggtagteg
ctgotoooog
tocaatggtyg
caggotcacyg
caggcactgyg
cotoagoagy

cagocgoctge

caggogygge
coaatcagag
cotataaaaa
coogotooege
aggtgagogyg
ggcttgttte
gegggyaIga
ggctoogoge
cgeagtgtge
gaggggaaca
gogtoggtog
gettegugty
tggoggoagy
Jaggggcgcyg
tgocttttat
gagoogaaat

gucgccggca

cttctoocke

ggeagygogy
gttocatgect
cogocaccat
acgataaacc
agytggatet
tgeggtecac
atattgtgge
acatgatoge
ggagoggtgo
cactocaghe
cagotgtgga
ctocagaaca
tocagagact
coatagotag
toctgtgoca
goggasaaca
gtotoacaco
agacagtgca
togtogecat

toococogtget

37

ggggegIgge
cggogogeta
gogaagogog
egeogectoeg
gogggacgge
ttttotgtgy
geggotoggy
tgoocoggogy
gegaggagag
aaggcotgegt
ggctgoaaceo
cggggstecy
tgggggtgce
goggocococcyg
ggtaategtyg
ctgggaggeg
ggaaggaaat

tocagocteg

ggttoggote
tottettttt
gggacctaag
aggtggogga
gagaacacke
cgtogotceag
tectgteotoag
cgototgoot
cagagoacke
cogactggas
agotgtgeac
ggtogtogoa
cotoooaghg
CaEggegga
ggcacatggg
ggcocctggaa
ccagoaggeg
goggctgcte
tgotagtaac

gtgocaagoco

Jaggggcggy
cgaaagtttc
cqgogggegy
cgoogoooge
ccttokbooto
ctgogtgaaa
ggFtgogtgs
ctgtgagoge
cgoggecggyg
gogagataty
cocococtgoac
tacggggegt
JIFOTIIIoT
Jagogocogygc
cgagagggeyg
cogoogoace
FIICgIgIay

gggctatecg

ctggogtgty
coctacagate
aaaaagagga
gotagtggoyg
gotacagos
caccatgaag
catccogetyg
gaggoaacoo
gaagoactoo
actggacage
gettggagga
atcgoaagta
otgtgooagg
gegasgoagy
ctcacaccte
actgtgoaga
gtogotatog
cetgtectgt
gocggaggga

cacggoctga

540
600
660
720
TED
840
900
60
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500

1560

1620
1EB0
1740
1800
1860
1820
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
25E0
2640
2700

2760
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coooacagoa
tgoagogact
ctattgoaag
tgotgtgoca
goggcaagoa
gqactcacace
aaactgtaca
tegtggocat
tecotgegok
acastggagg

cgoacggtet

ctotogaaac
ageaggtogt
cteagotgte
tegototege
atgeotacsge
acgatcacgo
gotacoatta
atggatottt
agagatttaa
gattctaatt
gtggastgee
gaatgoagryg
ceattataag
ticaggggga
ctgattatga
chggogttac
gogaagaggc
acgogocotyg
ctacasttgo
cgttogacgy
gtgotttacyg
catogoaotyg
gactottgtt

aagggatttt

ggtggtagoa
gotooocaghg
caacaatgga
agcgoatgga
ggoocotggag
tgagoaggte
geggetgete
tgcaagteat
grgocaggot
gaagoaggee

gaccecteag

cgbccagegy
cgctattget
cAagyoaagat
ttgocteggt
actgatoang
graaatgatt
ceagtEggte
gtgaaggaac
agetotasgy
gtttgtgtat
agatocagac
Aaaaalatge
ctgoaataaa
gotgtgggayg
totgoggoog
cocaacttaat
cegoacogat
tagoggegea
cagogooota
atttaaoagt
goacctogac
atagasggee
ccaaactgga

geegattteg

ES 2709216 T3

ategoctoaa
ctgtgecagg
gogaaacagy
cteoactooco
acocgtocaga
gtggoaatog
coogtgotgt
gacggaggca
catggtotga
ctggagaceyg

caggtogteg

ctoctoccag
tctaatggoeg
actgaoctgg
ggacggT-eey
AgAACCARSA
goagatcocac
tggtgtoaas
cttacttokyg
taaatataaa
tttagattocc
atgataagat
tttattbghg
caagttaaca
gttttttaaa
coactggoeg
cgocttgoag
egecctiooe
tLaagogogg
gegooogote
caagatotasa
cocaaaaaac
tttegoeoke
acaacactca

gectattggt

acaatggtag
cocatggack
cactggaaac
agcaggtoge
gactgcteocc
cototaacat
gocaagoaca
agoaggooct
ctectoagea
tacagagact

caatogocag

toctotgtea
Fagggegges
atagatooge
ctotggacge
ggagaatkes
tagttctaga
matastaaks
tggtgtgaca
atttttaagt
aacctatgga
acattgatga
aaatttgtga
acaacaattg
goaagtaaaa
togttttaca
cacatcooeo
aacagtigeg
cgggtgtogt
ctttegettt
atogggggct
ttgattaggg
tgacgrtgga
acootatcke

tasaaaatga

38

CAAGIAgEos
cacacoacag
agtocagagy
cgoccatoget
cgtgotgtge
togagggasa
cggactcact
ggaaacaghbg
gotggtggos
goetoccoghg

caatggoggyd

ggctoacggo
tgetotggag
aotoactams
agtcaaaaag
tgagggates
attocagobg
Acoggyoagy
taattggaca
gtataatgbyg
actgatgaat
gtttggacaa
tgotattget
catteoattkt
cctotacaaa
acgtegtgac
tttogocags
cagoctgaat
ggttacgoge
cttocotboo
aaatttaggy
tgatggtbca
gtocacgtio
ggtotattet

gotgatttaa

ctggagactg
caggtogtog
ctgotoocog
tcocaataacyg
caagctoacg
caggoootgy
coacagoagy
cagogoctge
atogottooa
ctgtgocaag

ggcaagcaqy

ctgaccooas
agoattgbgy
gatoatobgg
ggtctoccoe
gategtttas
agogooggto
gggyatcege
aactacctac
ttaaactact
gggagocagbyg
accacaacta
ttatttgtaa
atgttteagy
tgtggtatgyg
tgggaaaace
tggogtaata
ggcgaatgga
agogtgacog
tttetegeca
ttaogattba
cgtagtggac
tttaataghkg
tttgatttat

caaaaattta

2820
2BB0
2340
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3380
3420

3430
3540
3600
3660
3720
3780
3840
As00
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800

4860
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acgogaattt

gegeggasee

acaataacceo
tttoogtgte
agaaasgetg
cgaactggat
aatgatgage
goaagagoaa
agtcacagaa
aaccatgagt
gctaaccget
ggagctgaat
aacaacgttg
aatagactgg
tggctggttt
agcactgggyg
ggcaactatg
ttggtaactg
ttaatttaaa
acgtgagttt
agatcetttt
ggtggtttgt
cagagcgcag
gaactctgta
cagtggcgat
gcagcggteg
caccgaactg
aaaggcggac
tccaggggga
gcgtegattt
ggccttttta
atccccectgat
cagccgaacg
caaaccgcct
cgactggaaa
accccaggcet

acaatttcac

taacaaaata
cotattbgte

tgataaatge

geccttatte
gtgaaagtaa
ctcaacageg
acttttaaag
ctoggtogeo
aagcatctta
gataacactg
tttttgcaca
gaagccatac
cgcaaactat
atggaggcgg
attgctgata
ccagatggta
gatgaacgaa
tcagaccaag
aggatctagg
tegttccact
tttetgegeg
ttgccggate
ataccaaata
gcaccgcecta
aagtcgtgtc
ggctgaacgg
agatacctac
aggtatccgg
aacgcctggt

ttgtgatgct

cggttectgg
tctgtggata
accgagcgca
ctceceegege
gcgggcagtg
ttacacttta

acaggaaaca
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ttaacgctta
tattttteta
ttcaataata
cottttibbge
aagatgctga
gtaagatoct
ttaotgotatg

gocatacacta

cggatggcat
cggccaactt
acatggggga
caaacgacga
taactggcga
ataaagttge
aatctggagce
agcccteeeg
atagacagat
tttactcata
tgaagatcct
gagcgtcaga
taatctgetg
aagagctacc
ctgtecttcet
catacctcege
ttaccgggtt
ggggttegtg
agcgtgagcet
taagcggcag
atctttatag
cgtcaggggg
cettttgetg
accgtattac
gcgagtcagt
gttggccgat
agcgcaacgc
tgcttecegge

gctatgacca

caatttaggt
aatacattca
ttgaaaangg
ggeatttbge
agatcagbbg
tgagagLitt
tggogoggta
ttotcagaat
gacagtaaga
acttctgaca
tcatgtaact
gcgtgacacce
actacttact
aggaccactt
cggtgagegt
tatcgtagtt
cgctgagata
tatactttag
ttttgataat
cccegtagaa
cttgcaaaca
aactcttttt
agtgtagcceg
tctgctaatce
ggactcaaga
cacacagcce
atgagaaagc
ggtcggaaca
tcectgteggg
gcggagecta
gcettttget
cgcctttgag
gagcgaggaa
tcattaatgce
aattaatgtg
tegtatgttg

tgaggcgege

39

ggcactttbo
satatgtate
aagagtakbga
ctteootgttt
ggtgeacgag
CCCCCgang
ttatocogta

gacttggbtyg

gaattatgca
acgatcggag
cgecttgate
acgatgcctg
ctagcttece
ctgegetegg
gggtctcgeg
atctacacga
ggtgcctcac
attgatttaa
ctcatgacca
aagatcaaag
aaaaaaccac
ccgaaggtaa
tagttaggcce
ctgttaccag
cgatagttac
agcttggage
gccacgcette
ggagagcgca
tttegecace
tggaaaaacg
cacatgttct
tgagctgata
gcggaagagce
agctggcacg
agttagctca
tgtggaattg

cggattc

ggggaaatgt
egetoatgay
gtattcaaca
ttgoteoaceoe
tgggttacat
arcgriitoo
ttgacgeogg
agtactecacc
gtgctgecat
gaccgaagga
gttgggaacc
tagcaatggc
ggcaacaatt
cectteecgge
gtatcattgce
cggggagtca
tgattaagca
aacttcattt
aaatccctta
gatcttcttg
cgctaccage
ctggcttcag
accacttcaa
tggctgetge
cggataaggc
gaacgaccta
ccgaagggag
cgagggagct
tctgacttga
ccagcaacgc
ttcetgegtt
ccgetegecg
gcccaatacg
acaggtttcce
ctcattaggce

tgagcggata

4320

4380

5040

5100

5160

3220

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

7067
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<210> 8
<211> 476
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> TalRab2

<400> 8

Leu

Gln

His

Gly

Gln

65

Gly

Leu

Ser

Pro

Ile

145

Leu

Val

Gln

Gln

Thr

Ala

Gly

Lys

50

Ala

Gly

Cys

Asn

val

130

Ala

Leu

Ala

Arg

Val
210

Pro

Leu

Leu

35

Gln

His

Gly

Gln

Asn

115

Leu

Ser

Pro

Ile

Leu

195

Val

Gln

Glu

20

Thr

Ala

Gly

Lys

Ala

100

Gly

Cys

Asn

val

Ala

180

Leu

Ala

Gln

Thr

Pro

Leu

Leu

Gln

85

His

Gly

Gln

Asn

Leu

165

Ser

Pro

Ile

ES 2709216 T3

val

Val

Gln

Glu

Thr

70

Ala

Gly

Lys

Ala

Gly

150

Cys

His

Vval

Ala

val

Gln

Gln

Thr

55

Pro

Leu

Leu

Gln

His

135

Gly

Gln

Asp

Leu

Ser
215

Ala

Arg

Val

40

Vval

Gln

Glu

Thr

Ala

120

Gly

Lys

Ala

Gly

Cys

200

His

Ile

Leu

25

val

Gln

Gln

Thr

Pro

105

Leu

Leu

Gln

His

Gly

185

Gln

Asp

40

Ala

10

Leu

Ala

Arg

Val

Val

90

Gln

Glu

Thr

Ala

Gly

170

Lys

Ala

Gly

Ser

Pro

Ile

Leu

Val

75

Gln

Gln

Thr

Pro

Leu

155

Leu

Gln

His

Gly

Asn

val

Ala

Leu

60

Ala

Arg

Val

vVal

Gln

140

Glu

Thr

Ala

Gly

Lys
220

Asn

Leu

Ser

45

Pro

Ile

Leu

Val

Gln

125

Gln

Thr

Pro

Leu

Leu

205

Gln

Gly

Cys

30

Asn

Val

Ala

Leu

Ala

110

Arg

Val

Val

Gln

Glu

190

Thr

Ala

Gly

15

Gln

Asn

Leu

Ser

Pro

95

Ile

Leu

val

Gln

Gln

175

Thr

Pro

Leu

Lys

Ala

Gly

Cys

Asn

80

val

Ala

Leu

Ala

Arg

160

val

val

Gln

Glu
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Thr

225

Pro

Leu

Leu

Gln

His

305

Gly

Gln

Gly

Leu

Ser

385

Pro

Ile

Leu

val

Gln
465

<210>9
<211> 7271
<212> ADN

Val

Gln

Glu

Thr

Ala

290

Gly

Lys

Ala

Gly

Cys

370

Asn

val

Ala

Leu

Ala

450

Arg

<213> Secuencia artificial

<220>

Gln

Gln

Thr

Pro

275

Leu

Leu

Gln

His

Gly

355

Gln

Ile

Leu

Ser

Pro

435

Ile

Leu

<223> pCAG-TalRab2-nucleasa

<400> 9

Arg

vVal

val

260

Gln

Glu

Thr

Ala

Gly

340

Lys

Ala

Gly

Cys

Asn

420

val

Ala

Leu

Leu

Val

245

Gln

Gln

Thr

Pro

Leu

325

Leu

Gln

His

Gly

Gln

405

Asn

Leu

Ser

Pro
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Leu

230

Ala

Arg

Val

val

Gln

310

Glu

Thr

Ala

Gly

Lys

390

Ala

Gly

Cys

Asn

val
470

Pro

Ile

Leu

Val

Gln

295

Gln

Thr

Pro

Leu

Leu

375

Gln

His

Gly

Gln

Gly

455

Leu

Val

Ala

Leu

Ala

280

Arg

Val

val

Gln

Glu

360

Thr

Ala

Gly

Lys

Ala

440

Gly

Cys

Leu

Ser

Pro

265

Ile

Leu

Val

Gln

Gln

345

Thr

Pro

Leu

Leu

Gln

425

His

Gly

Gln

41

Cys

His

250

Vval

Ala

Leu

Ala

Arg

330

val

vVal

Glu

Glu

Thr

410

Ala

Gly

Lys

Ala

Gln

235

Asp

Leu

Ser

Pro

Ile

315

Leu

val

Gln

Gln

Thr

395

Pro

Leu

Leu

Gln

His
475

Ala

Gly

Cys

Asn

val

300

Ala

Leu

Ala

Arg

val

380

Val

Gln

Glu

Thr

Ala

460

Gly

His

Gly

Gln

Asn

285

Leu

Ser

Pro

Ile

Leu

365

val

Gln

Gln

Thr

Pro

445

Leu

Gly

Lys

Ala

270

Gly

Cys

Asn

val

Ala

350

Leu

Ala

Arg

val

Val

430

Gln

Glu

Leu

Gln

255

His

Gly

Gln

Asn

Leu

335

Ser

Pro

Ile

Leu

val

415

Gln

Gln

Thr

Thr

240

Ala

Gly

Lys

Ala

Gly

320

Cys

Asn

Val

Ala

Leu

400

Ala

Arg

val

val
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ggcgegecgg
attagttcat
tggctgaceg
aacgccaata
cttggcagta
taaatggccc
gtacatctac
cactctccce
attttgtgca
gggcgagggyg
gctccgaaag
cgcgeggegyg
ctcgegecge
cggceccttet
gtggctgcegt
cggggggtge
gcggctgtga
ggagegegge
gcgtgegggg
aaccccccect
tcegtacggg
tgcecgggegg
cccggagcegce
cgtgcgagag
ggcgecgecyg
aaatgggcgg
ctcggggetg
gottotggog
ttttectaca
taagaaaaag
cggaggtagt
eotoggetas
tocageaccat
toagoateocoe
gooctgaggoa
actogasgea
ggacactgga

guacgottgy

attcgacatt
agcccatata
cccaacgacce
gggactttcc
catcaagtgt
gcctggeatt
gtattagtca
atctccccce
gcgatggggg
€ggggcgggyg
tttcctttta
gcgggagtceg
ccgcccegge
cctecggget
gaaagccttg
gtgcegtgtgt
gcgetgeggg
cgggggceggt
tgtgtgegtg
gcacccecect
gcgtggegeg
ggcggggcecyg
cggcggetgt
ggcgeaggga
cacccectet
ggagggcctt
tccegeggggg
tgtgacogge
gatocettaat
aggaaggtgg
ggcggaggtyg
agooagoage
gqaageactgg
gotgoacteyg
acCoacgang
otootoaceg
cagotgotga

aggaatgotbc
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gattattgac
tggagttcecg
ccegeccatt
attgacgtca
atcatatgce
atgcccagta
tcgctattac
cctececcace
€ggg9999999
cgaggcggag
tggcgaggeg
ctgegegetg
tctgactgac
gtaattagcg
aggggctccg
gtgtgegtgg
cgcggegegyg
gccecgeggt
ggggggtgag
ccccgagttg
gggctecgeecg
cctecgggeeg
cgaggcgegyg
ctteetttgt
agegggegeg
cgtgcgtcege

gacggctgec

ggototagag
taataatacg
cggcogoctga
gggtaccogo
AgoagTagas
tggggcacgy
ggactgtgge
coattgtggg
et fatale te fe e 11
agategotaa

tgacaggagc

tagttattaa
cgttacataa
gacgtcaata
atgggtggag
aagtacgcce
catgacctta
catggtcgag
cccaattttg
gg99999gcgc
aggtgcggeg
gcggeggcgy
ccttegeecee
cgcgttacte
cttggtttaa
ggagggccct
ggagecgeege
ggctttgtge
gcgggg999g
cagggggtgt
ctgagcacgg
tgcegggegg
gggagggctc
cgagccgecag
cccaaatctg
gggcgaageg
cgcgecgecg
ttcggggggg
cototgotaa
actocactata
ctacaaggat
cagtccagca
gatcaBacCa
tttcacacac
cgtcaaatat
cgtoggaaag
actgoggggt
acgoggogga

cocactgaat

42

tagtaatcaa
cttacggtaa
atgacgtatg
tatttacggt
cctattgacg
tgggactttc
gtgagcccca
tatttattta
gcgecaggeg
gcagccaatc
cggccctata
gtgceceeget
ccacaggtga
tgacggcettg
ttgtgegggg
gtgcggetece
gctcecgeagt
ctgcgagggg
gggcgegteg
ccecggcetteg
ggggtggcgg
9999929999
ccattgectt
tgcggageeg
gtgcggegece
tccecettete
acggggcagyg
ccatgttoat
gUggecgoca
gacgacgata
goocaggtgy
aaggtgaggt
geccatatbg
caggacatga
cagtggagoy
cocancactos
gtgacagetg

ctgacacoos

ttacggggtce
atggccegece
ttccecatagt
aaactgccca
tcaatgacgg
ctacttggca
cgttectgett
ttttttaatt
gg9g9cggggcyg
agagcggcgce
aaaagcgaag
ccgeegecge
gcgggcggga
tttcttttet
gggagcggcet
gcgetgeeceg
gtgcgegagg
aacaaaggct
gtcgggetge
ggtgcgggge
caggtggggyg
cgcggeggec
ttatggtaat
aaatctggga
ggcaggaagg
cctctccage
gcggggtteg
gecttottot
cocatgggacs
aaccaggbgg
atctgagaac
coacoghage
tggctetgte
togoogotot
gtgocagage
agtooggact
tggaagotgt

agoaggtogh

60

120

240

300

360

420

540

600

660

720

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1E60

1820

1980

2040

2100

2160

2320

2280
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ggocattgeot
tgtgotgtge
tggagggass
tggactgaca
ggagactgtyq
ggtogtgget
gotoccoghyg
taataacggg
ggcacacggc
ggotetggan
toagaeaggtg
gagactgetbe
cgotagtoat
gtgccaagoc
gaagoagget
caccocteag
cgtocagagyg
ggocattget
cgtgotgtge

tgggggcaaa

tggactocaca
ggasacogtg
gotggtogea
gotaccogtyg
taatggogga
tgoootggot
acggocoget
aaccaacagyg
agatocacta
gtgtcaaaaa
tacttotgtyg
aatatazaat
tagattocaa
gataagatac
tatttgtgaa
agttaacaac

tttttanage

agcaacaatg
caggotaacg
caggotetgyg
coctcagoagg
cagagackgeo
atcgotagta
ctgtgocagyg
ggcaagcagyg
ctcacacctc
acggtocaga
gtogotateg
coctgtgetgt
gacgggggca
catggootca
ctogagacgg
caagtoghog
ctgotgoceyg
totaatgggg
caagogoatyg

caggooctgyg

CoCCayoagy
cagagactgt
attgotagoa
ctgtgocaag
gggcggcctyg
agatcogoac
ctgyacgoag
agaattoctyg
gttotagaat
taataataac
gqtgtgacata
ttttaagtge
cctatggaac
atbgatgagt
atttgtgatyg

aacaattgeoa

aagtasaacc
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ggggcaagca
gactgactoo
asacagtgesa
togtogocat
tgocagtgot
acaatggogg
cocacggoct
ctotggagac
agoaggtogt
ggotgetose
cttotocatga
gocaagooca
aacaggotot
cacctoagea
tgoagegoet
caattgotte
tgctgtgoca
goggaaagoa
gactgacacc

aaacagtgoa

toghtogoaak
tacctgtgot
atggeggagg
cgoacggoct
ctotggagag
tcactaacga
Eoasaaaggy
agggatoccga
tecagotgag
cQoooagggg
attggacasa
ataatgtgte
tgatgaatgg
Lbggacaaac
ctattgottt
tbcattttak

toctacaaatg

ggctotggag
acagaaggtg
gqaggetgetyg
tgottctaac
gtgoccaggec
aaaacaggck
cactocacag
agtacagogeo
ggcaatogot
cgtgotgtyge
tggcggaaag
cggcoctgact
gyaaacagta
agtogteget
goteccaghy
caatascggc
agcacatgge
ggoootggag
tgaacaggtc

goggetgett

cgoctoctaat
gtgooaggea
gaagoaggos
gaccocacag
cattgtggek
toatotggte
totaooocat
togtttaaac
egeeggtege
ggatctgoat
ctncctamg
Iﬂlﬂtlﬂtq‘l
gageagtggt
cacaactaga
atttgtaace
gtttoagget
tggtatggot

43

acagtgoageo
grtggocatog
coegtgotgt
ggcggaggga
catggactga
ctggaaactg
caggtegteg
ctgttacoocg
tocococatgacyg
caagotoacdg
caggotatag
ccacagocagy
cagoggotgt
atcgotageoa
ctgtgocaag
guasaacagy
ttaactccac
acagtaoocaga
gtegotatog

coogtgotgt

aacggaggga
catggtocbga
ctgyagackg
caggtogtog
cagatgtoca
gototegott
gotacogoac
gatoacgogt
taccattace
ggatocoogh
agatttasag
ttotaatkgh
ggaatgccag
atgoagtgaa
attataagct
caggggIagy

gattatgate

gooctgotgoc
cttocaacas
gecaggetea
agcaggotet
ccocctoageoa
tgoagoggot
ctategecte
tgotgtgoca
gagggaaaca
geateascos
agacagtgoa
tegtggocat
taccogtgot
acaatggagyg
ctoatggeet
ctotggaaac
agcaagtggt
gactgttgoo
ctagtaatat

gooaggogoa

agcaggeooch
caccacagoa
tocagagact
ctattgotte
ggccogakes
goctoggtgg
tgatcaagag
aaatgattgo
agttggtctyg
gaaggaacct
ctotaagqgta
ttgtgtatkt
atccagacat
aaaaatgokh
goaataaaca
tgtgggaggt

tgeggecgee

2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2540
3ooo
3060
31z0
3180
3240
L
3360
3420

3480

3540
3600
3660
3720
37a0
3840
3800
350
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440

4500
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actggoogte
cocthgoagoa
coottooosa
aagogoggcy
gooogaotect
agctctaaat
caaaaaactt
togoootttg
aacactcaac
ctattggtta
aacgettaca
tttttctaaa
caataatatt
ttttttgogy

gatgotgaag

aagatootbg
ctgctatghbg
atacactatt
gatggcatga
gocaacttac
atgggggatc
aacgacgage
actggogaac
aaagttgoag
totggageeg
cooctocogha
agacagatog
tactoatata
aagatocttt
gogtoagacc
atoctgeotgot
gagotacocaa
gtecttetag
tacctegete
acocgggttgg
ggttogtgea
cgtyagotat

ageggcagag

gttttacaac
catooooott
cagktgagoa
qtgtggtgy
thogottbek
cgggggctec
gattagggtyg
acgttggagt
cetatotogy
aaasatgage
atttaggtgg
tacattcaaa
gaaaaaggaa
cattttgeet

atcagttggyg

agagttttog
gegeggtatt
ctocagaatga
cagtaagaga
ttotgacaas
atgtaacteqg
gtgacaccac
tacttactet
gacoacttek
gtgagegtayg
togtagttat
ctgagatagg
cactttagat
ttgataatet
cogtagaaaa
tgcaaacaaa
ctottttteo
tgtagoogta
tgctaatoct
actcaagacyg
CACAgOacagq
Jagaaagogo

toggascagy
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gtogtgactg
tegecagotyg
gootgaskgyg
ttacgcgocag
tooottookt
ctttagggtt
atggtteoacy
coacgttott
totattobet
tgatttaaca
cacttttegy
tatgtateeg
gagtatgagt
tootgtEt

tgeacgaghtyg

cooogaagaa
atccegtatt
cttggttgag
attatgoagt
gatoggagga
cottgatogt
gatgoctgha
agottocogyg
goegoteggee
gtetegeggt
ctacacgacyg
tgoctoactg
tgatttaans
catgacoaaa
gatcaaagga
aaaacoacog
gaaggtaact
gttaggocac
gttaccagtyg
atagttaccyg
cttggagoga

cacgottoco

agagegeacy

ggaaaaccok
gegtaatage
agaatgyaas
cgtgacogot
totegocacyg
cogatttagt
tagtgggoca
taatagtgga
tgatttataa
aaaatttaac
ggaaatgbge
ctocatgagac
attcaacatt
gotoacocag
ggttacakteg
cgttttocaa
gacgooggge
tactcaccag
goctgocataa
Cogasggage
tgggaacogy
goaatggoaa
caacaattaa
cttooggokg
atcattgeoag
gugagtoagy
attaagcatt
cttoatteet
atoocottaae
tottocttgag
ctaccagogy
ggottoagea
cacttcaaga
gotgotgoca
gataaggoge
acgacotaca
Jaagygagaa

agggagotic

44

ggogttacoe
gaagaggooo
gagoectgta
acacttgocs
ttogeoggot
gotttacgge
togoectgat
ctottgubos
gggatttbge
gogaatteta
goggaaccoe
aataaccctg
tocgtgtege

asacgotggt

aactggakbet
tgatgagoac
aagagcaact
tcacagaaaa
ccatgagtga
taaoogobbt
agoctgaatga
caacgtbgog
tagactggat
gotggtttat
cactgggaos
caactatgga
ggtaactgto
aatttasaag
gtgagtttte
atcocttttit
tggtttgttt
gagcgoagat
actotgtage
gtggogataa
agcggtoggyg
cegaactgag
aggoggacag
cagggggasa

aacttaatog
goaccgatog
goggegeatt
gogoocctags
ttoccogtca
acctogacco
agacgghtttt
asactgganc
cgatttegge
acaaaataktk
tatttgttta
ataaatgckt
cottattcoo
gasagtasas
caacageggk
ttttasaght
cggtogoogs
geatcttacg
taacactgeg
tttgoacaae
agocatacca
caaactatta
ggaggoggat
tgotgataaa
agatggtaag
tgaacgaaat
agaccaagtt
gatataggkg
gttocactga
teotgogogta
gocggatcan
accaaatact
acegectaca
gtegtgtett
ctgaacgggg
atacotacag
gtatooggba
cgectggtat

4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
3040
5100
5160
5220
3280
5340

5400,

5460
5520
S5B0
5640
5700
2760
sE20
S8R0
5540
6000
G060
6120
6180
E240
6300
E360
6420
E4BD
G540
6600
BE60
6720

ETEO
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etttatagee
toaggggggc
ttttgetgge
cgtattaceog
gagtcagtga
tggoogatta
cgoaacgoaa

cttoeggebe

tatgaccatg a

<210> 10
<211> 583
<212> PRT

<213> Flavobacterium okeanokoites

<400> 10

Aan

Lau

Gln

65

Ala

Gly

Lys

Ser

145

Gln

Phe

Pro

Asn

val

50

Ila

Asp

Phe

Sar

130

Ala

Ser

L

Gly

Sar
35

Lys

Asp

Gln

L1l

115

Asp

Asp

Tyr

Lau

ctgtogggtt
ggagoctatg
ctitttgetea
cotttgagtyg
gogaggaage
attaatgoag
ttaatgtgag
gtatgttgtg

Ser

Lys

20

Lys

Glu

Leu

Ser

Gly

100

Arg

Sar

Gly

Pro

Thr
1E0D
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togocacobo

gaaaaacgoo

catgttotit

agotgatace

ggaagagege

ctgyoacgac

ttagoteact

tggaattgtyg

Fhe

Val

Ser

Ile

Glu

85

Asn

Trp

Fha

Ser

Fra

165

Lys

val

Glu

His

Lys

Tyr

T0

Ala

Lys

Ala

Val

Ala

150

Ala

Pha

Sar

Aan

Asn

Ila

55

Thr

Fro

Lys

His

Ila

135

Ile

Ile

hsp

tgacttgage gtogatttbt gtgatgotog

agcaacgogg

cotgegttat

ccaatacgea
aggtttocog

cattaggean

agoggataac

Lys

Glu
40

GEln

Tyr

Cys

Gly

Ala

120

Thr

Glu

gotogoogea

Ile

Lys

25

Val

Lys

Lys

hsp

Tyr

105

hsp

Lys

Ile

Gly
185

45

Arg

10

Lys

Glu

Glu

Ala

an

Ile

Gly

Val

Glu

170

Lys

The

Val

Asn

Ll

Leu

75

Ilae

Asp

Phe

Gly

Ile

155

Thr

Asn

Phe

Val

Ila

val

&0

Val

Ile

ASn

Ile

Lau

140

Leu

Lau

Lau

Gly

Gln

Lys

45

Ala

Gly

Gln

Trp

Glu

125

Ala

Ile

Leu

Gly

Trp

Val

30

Ila

Ila

Thr

Ala

Ser

110

Tyr

Tyr

Glu

Glu

Pha
150

coctttttacg gttococtggec
ccectgatte tgtggataac
JeCgalacgac Cgagogeage
aaccgocteot cocogogoght
actggasagc gggoagtgag
ccoaggettt acactttatg

aatttcacac aggaaacage

val

15

Fhe

Fro

Mat

Bly

Thr

95

Sar

Ile

Sar

Ala

Rsp
175

Sar

Gln

hsp

Thr

Aan

Thr

ED

Ile

Asp

REn

Lys

Ile

160

Gly

Gly

EE40
6500
6960
T020
TOED
7140
TZ00

T260

7271
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Glu Ser Gly Phe Thr Ser Leu
135

Ala Ran Ala Met Pro Lys Rap

210 215

Gly Ser Ser Asp Lys Tyr Ala
225 230

Leu Gly Leu Val Lys Gln Gly
245

Gly Lys Pro Asp Asn Lys Glu
260

Gly Glu Gly Leu Lys Val Leu
275

Thr Arg Val Pro Lys Arg Val
290 295

Thr Asp Lys Glu Tyr Val Arg
305 310

Leu Ile Lys Ala Gly Ser Leu
325

Lys Lys Leu Gly Phe Asp Glu
340

Lys Gly Leu Ile Asn Thr Gly
355

Tyr Gln Leu Lys Asp His Ile
370 375

Val Thr Lys Gln Leu Val Lys
385 390

Leu Arg His Lys Leu Lys Tyr
405

Glu Ile Ala Arg Asn Ser Thr
420

Met Glu Phe Phe Met Lys Val
435

Gly Ser Arg Lys Pro Asp Gly
450 455

Fro
200

Lys

Arg

Lys

Phe

Arg

280

Tyr

Thr

Lys

val

Ile

360

Leu

Ser

val

Gln

Tyr

440

Ala

Glu

Gly

Met

Lys

Ile

265

Arg

Trp

Arg

Ile

Ile

345

Phe

Gln

Glu

Pro

Asp

425

Gly

Ile

46

Gly

Glu

Ile

Glu

250

Ser

Ala

Glu

Arg

Glu

330

Glu

Ile

Phe

Leu

His

410

Arg

Tyr

Tyr

Ile Leu Lew Asp Thr Leu
205

Tle Arg Asn Asn Tep Glu

220

Gly Gly Trp Leu Asp Lys
235 240

Phe Ile Ile Pro Thr Leu
255

His Ala Phe Lys Ile Thr
270

Lys Gly Ser Thr Lys Phe
285

Met Leu Ala Thr Asn Leu
300

Ala Leu Ile Leu Glu Ile
315 320

Gln Ile Gln Asp Asn Leu
335

Thr Ile Glu Asn Asp Ile
350

Glu Ile Lys Gly Arg Phe
365

Val Ile Pro Asn Arg Gly
380

Glu Glu Lys Lys Ser Glu
395 400

Glu Tyr Ile Glu Leu Ile
415

Ile Leu Glu Met Lys Val
430

Arg Gly Lys His Leu Gly
445

Thr Val Gly Ser Pro Ile
460



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

<210> 11
<211> 558
<212> PRT

Asp

465

Leu

Gln

Pro

Lys

Cys

545

Met

Asn

Tyr Gly Val

Pro Ile Gly

Thr Arg Asn

500

Ser Ser Val
515

Gly Asn Tyr

530

Asn Gly Ala

Ile Lys Ala

Asn Gly Glu

<213> Acinetobacter Iwoffii

<400> 11

Met Ser

Leu Ile

Gly Thr

Gly Ile

Asp Thr

Leu Gly

Gly Arg Asn Leu Leu Asn Ser Gln

Tyr Leu Arg Ser Leu Ile Leu Tyr

580

Thr Trp

Asp Gly

Ile

Gln

485

Lys

Thr

Lys

Val

Gly

565

Ile

20

Lys Glu

35

Ile Ser

Thr Tyr

Phe Ile

115

Leu

Leu

Lys

Ala

Ser

Glu

ES 2709216 T3

Val

470

Ala

His

Glu

Ala

Leu

550

Thr

Asn

Leu

Lys

Glu

Ser

vVal

Asp

Asp

Ile

Phe

Gln

535

Ser

Leu

Phe

70

85

100

Gln

Thr

Glu

Asn

Lys

520

Leu

Val

Thr

Gly Asn

Val Phe

Leu Val

Lys

Met

Pro

505

Phe

Thr

Glu

Leu

Thr

Ala

Ala

Gln

490

Asn

Leu

Arg

Glu

Glu
570

Tyr

475

Arg

Glu

Phe

Leu

Leu

555

Glu

Thr Vval

10

25

40

Phe Glu

Gly Arg

Phe Asn

Phe

Ala

Lys

Gln

Thr

Leu Thr

Cys Lys

Glu Asp

Trp Arg

Ile Tyr

90

105

120

47

Sar

Ser

Tyr

Trp

val

Asn

540

Leu

Val

Arg

Asn

Ala

Thr

Ser

Ile

Gly

Val

Trp

Ser

525

His

Ile

Arg

Ser

Gly

Leu

Gly

Glu

Lys

510

Gly

Ile

Gly

Arg

Pro

Asp

Tyr

Glu

495

Val

His

Thr

Gly

Lys
575

Asn

480

Asn

Tyr

Phe

Asn

Glu

560

Phe

Phe Arg

15

30

45

Ser

Ala

Leu

Val

Gly

Leu

Thr

Ile Arg

Glu Gly

Phe Ser

Glu Lys

80

Glu Asn

95

110

125

Leu Gln Ser Asp Gln Glu Cys

Tyr Lys Ala Glu Asn Ser Asp
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Lys

145

Sar

Ser

Ala

Asg

225

Tyr

Ala

Gln

Ser
305

130

Glu

Ala

Val

Lys

Lys

210

Tyr

Phe

Gly

Fro

Lau

230

Ser

His Leu

Aen Gln

Ile

Ile

Ala
385

Ser

Pro

370

Fha

Fhe

Gly

Ala

Ran

Lys

195

Ila

Ila

Thr

275

Glu

Ila

Glua

Lys

PED
355

Sar

Lys

Gly

Glu

val

Glu

180

Lys

Lys

Lya

ASp

Fhe

260

Fro

Glu

Ala

Glu

340

Lys

Gly

Ala

Val

Fha

Ila

Ila

165

Ila

hAla

Ser

Asp

245

Asp

Thr

Thr

Gln

325

Glu

Pro

Glu

Leau

Asp
405

ES 2709216 T3

Fha

150

Gln

Asp

Pro

The

230

Lys

Ila

Asp

Ala
310

Trp

Ile

Asn
350

Gln

Sar Fro
135

Thr Gly

Lau Thr

Thr Ile

Arg Glu
200

Bar Ila
215

Gly Leu

Lys Ile

Sar Glmn

His Lys
280

Asn Arg
295

Pro Ile

Phe Glu

Rap Glu

Sar Ile
360

Fro Ala
315

His Leu

Asp Phe

Lau

Sar

Fha

heg

185

Leu

Lys

Pha

val

Far

Z65

Glu

hsn

Gly

Asn

Ile
345

Glu

Tyr

Ila

Lys

48

HMat

Ser

Ser

170

Ear

Tyr

Asp

The

Ile

250

AEp

The

Arg

Glu

Asn

330

Leu

Ila

FPhea

Ila

Pro
410

Lau

Arg

155

Tyr

han

Tyr

Ala

235

Asp

Leau

Asn

Ila

Ila

315

Glu

Ala

Ala

Glu

Glu
395

Ile

Thr
140

Ile

Lau

Ser

Ala
220

Sar

Lys

Lys

Ila

Lau
300

Lys

Lys

Tyr

hap

Trp

380

Pro

His

Lau

Ser

ASp

Gln

Lys

205

hap

Gly

Lau

Ilae

Lau

285

Fha

Asn

Lys

Lys
365

Val

Gln

His

Fhe

Ile

Ala

190

Bar

Thr

Lya

Ile

Gln

270

Glu

Tyr

Fhe

ABD
350

Glu

Gln

Ala

Gln

Asn

175

Sar

A&

Gly

Ala

255

Lys

val

Lys

hla
335

Ile

Tep

Cysa

Pro
415

Glu
160

GLln

Lysa

Ila

240

Gly

Glu

Asn

Tyr

320

Glua

Arg

Arg

400

Gly
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<210> 12
<211> 556
<212> PRT

Gly Gly

Glu val

Fro Val
450

Asp Val
465

Glu Thr

Vval Lys

Lys Mat
530

Gln Trp
545

<213> Micrococcus lylae

<400> 12

=3

Arg Thr

Phe Ser

Ila Fha

Ala

Thr

435

Tyr

Phe

Ila

Lys

Asp Val Ila

420

Leu Thr Ser

heg His Ile

Gly Leu Phe

470

Arg His GLly
485

Lau FPro Leu

s00

Lys Lys Asn

Asp Glu Ser

Asn Glu Ila

Sar Lau

Ile Glu

20

Gly Lys

L

50

Ala Leu

65

Fhe Ile

Leu Val

Asgn Ser

Ala Ala

Gln Lau

hsn Gln

100

550

Sar Lys

Lys Ila

val Trp

Asp Fha

ES 2709216 T3

Phe

ABN

Ala

455

Ala

Thr

Gln

535

Thr

The

Ile

Gly

Tyr

Glu

Ser

440

Val

Ala

Trp

Val
520

Lys

Asn

Tyr Glu Asn

425

Arg Gln Glu

Glu Thr Val

Leu Thr Ile

475

Tyr Hig Gln
490

Glu Ser Fhe

305

Glu The Gly

Lau Arg Glu

Lys Fha Ala

Lys His

Fro Glu

25

Glu Asm

49

55

70

Lys Fro

85

Lys Arg

Val

Leu

Glu Gly

Ile Thr

Ila Gln

Fro Glua

105

49

555

Lau Phe Gly Fhe

Lau Asp

Gln Ile

Thr Thr

Arg Ala

Fha

Ala

Asn

460

Aap

Glu

Lys

Ile

Thre

540

Arg

Ile

Asn

Tyre

Lys

Ala

443

Thr

Thr

Elu

Lys

Phe

525

Fro

Lau

Fhe

Ile

430

Glu

Pro

Asn

Ty
510

hsp

Ila

The

Ser

Gly

Asp

Thr

495

Ala

Gly

Glu

Lys

Ala

480

Asp

Glu

Lys

Fra

Sar Pro

15

a0

43

&0

T3

Lau Thr

0

Leu Phe

Pro

Lys

The

Fro

Lys

Ala

Lys

Fhe

Gln

Ala

Gly

Gln

Gln GLIn

Aep Ala

Asp Pro

Leu Gly

80

Asn GLIn

a5

110
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Lys

Fha

Gly

145

Glu

Gln

Ala

Phe

225

Fhe

His

Lys

Gly
305

Glu

Ila

Lys

383

Ile

Phe

ReEn

130

Ser

Tyx

Thr

Glu

Lys

210

Yal

Asn

Tyr

230

Ser

Gln

Ala

val

Gln

115

Val

Ile

Asn

Fhe
185

Asn

Lys

Thr

275

Lau

Ile

Leu

Arg

Ser

355

Asp

Fhea

Asp

Len

Ser

Lys

Lys

180

GElu

Fha

Thr

Ile

Ila
280

Asp

Phe

RAen

Lys

Lys

340

hsp

wal

Ala

Leu

Lys

Fhe

165

AN

Lys

Lys

245

Ser

hap

Ser

Ile

325

Ala

Ila

Pro

hla

Aap
405

ES 2709216 T3

Sar

Tyr

The

150

Asp

Asn

Gln

Glu
230

Gly

Sar

Asn

Pro

Lya

310

hsp

Lys

Glu

Asp

Tamiz

330

Gly

Pro

Laa

135

Glu

Glu

Ila

215

Gly

Thr

Lau

Ala

Asp

295

Ile

Asp

The

Asp

val

375

A=n

Hat

Tyr

120

Glu

Ile

Ile

Far

Ser

200

Glu

Asn

Gln

Lys

280

Gln

Lys

Ala

Ila

Ila

360

Fro

His

Pro

His

Laa

Ala

Lys

Wal

185

Ila

Sar

Mot

Len

Gln
265

AN

Gln

Lys

Glu
345

Thr

Leu

50

Thr

Lau

Lodui

AsSn

170

Far

Ila

Ear

Lys

Val

250

hap

Ile

Leu

hsp

30

Asp

Fhea

Gln

Asn
410

Gla

Ary

Phe

155

Lys

Trp

Fhea

Asp

Asp

235

Thr

Sar

Ser

Val

Asp

315

Leu

The

Lau

Ala
335

The

Ser

Lau

140

Phe

Ile

Lys

Ala

Glu

220

Tyr

Ile

Val

300

Asp

val

Fha

Glu

380

Ile

Ala

Pro

125

Ila

Lau

Lau

Thr

Asp

205

Bar

Ala

hsp

hep

285

Glu

Ser

Asn

Asn

Ala

365

Trp

Glu

Pro

Thr

Ren

Gln

Lys

TYL

130

Glu

Fha

Agp

Lys

Fhea
270

Glu

hsp

Ile

Asp

His

350

Lys

Asn

Gly

Gly

val

Glu

Fhe

175

val

val

Lys

Ala

Asn
233

TyE

Asn

ABn

Lau

233

Lau

Ila

Ila

Asn

Lys
418

RABN

val

160

Sar

Thr

Lys

Phe
240

Glu

Ser

val

320

Glu

Lys

Lys

Trp

Phe
400

Lys
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Bro

Thr

Fro

Cya
465

Fhe

Ile

Ile

Glu
548

<210> 13
<211> 323
<212> PRT

Asp

450

Ile

Ile

Thr

Leu
530

Glu

Ila

Sar

435

His

Fhe

Leu

Pro

His

515

Ile

Ile

<213> Streptomyces spec. Bf-61

<400> 13

Ala

val

Asp

Phe

Glu

Ala

Asn

Ser

Ser
35

Tep

Tep

Asp

Val

Glu
115

Glu

420

Ser

Tyr

Ila

Asn

Mat
500

Asn

Asn

Ile

Ser

Lau

Ala

wal

Ser

Fhe

Leu

100

Tyr

Ila

Gly

Gly

Ala

485

sar

Fha

ES 2709216 T3

Asn

Glu

Asp

Pro

470

Leaw

Gln

Tyr

The

Lau

455

Lys

Ber

hap

hsp

Gly

Gln

440

Val

val

Aap

Ile

520

Ser
423

Fha

Ala

Lysa

Pha

505

Asn

Fha

ABD

Lys

Pro

His

490

Ila

Lys

Ser Cys

Ila

Glu Gly

Val

430

445

Val
460

Gly
475

Tyr

Cya Phe Leua

Lau Lys Asn Trp

Asp His

Thr Lya

Gly Gly

Sar

Asp

Ala

Lys

Gln

Glu

Ser

Ala

His

The

Val

Yal

Tyr

Phea

480

485

10

525

val

Lau

Lys

Gly

Asp

Phe RAsn Leu Glu Ser Glu Asp Glu Glu Ile Trp Phe

535

40

Zer Lys Ile Ser Thr Trp Ala Ile

Lau

val

hAsp

Gly

Arg

g5

Asn

Cya

550

Gly

Lys

Thr

Ser

Glua

70

Lys

Ala

Lewa

Ile

Thr

His

Lys

hap

Ser

RAsp

Fha

Thr

Trp

Thr

Asn

Asp
120

Gly

Gly

Ala

PED

Ala

La1y

Leu

105

Glu

51

The

10

Fha

L@

Arg

Lys

Arg

90

Asn

Ala

555

val Ala

Asp Ala

Ala Gly

Leu Gly

Fro Tyr

T5

Gln Trp

Ile Ala

Leu Gln

Sar

Gln

val

Ala

val

Thr

Ala
125

Ile

Lys

Gln

Thr

hap

Ran
110

Asp

15

Tyr

FEG

Lys

Gly

Ran

95

Ser

The

Asn

Gly

Ile

Sar

a0

Gly

Gln

Ala
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<210> 14
<211> 323
<212> PRT

Tyr
Ala
145

Ile

Gly

Phe
His
Phe
225
Arg
Asp
Ala
Gln
Asp
305

Tyr

Gly

130

Ser

Sar

Gln

Ala

Ser

210

Asp

Gly

Glu

Gly

Trp

290

Pro

Glu

The

Lys

Wal

Asn

Pro

195

Leu

Pro

Trp

Glu

Leu

275

Leu

Asp

<213> Streptomyces diastaticus

<400> 14

Met Thr Asn

Ala Arg Ala

Glu

Pro

180

Arg

Phe

His

Leu

Arg

260

Ile

Pro

His

Ear

Lau
20

val Arg Ser Ala

35

Gly

val

Leu

165

Leu

Ser

Glu

Gly

Phe

245

His

Phe

Glu

Leu

Asn Asp ILle

Lau Lys Ser

Wal Thr Leu

ES 2709216 T3

Fhe

Lys

150

Pro

Leu

Thr

Arg

Arg

230

Leu

Arg

Val

Leu

Ile
310

Glu

135

Ala

Gly

Lys

Val

Glu

215

Met

Met

Ser

Asn

Ala

295

His

Glu

Arg

Gly

Lys

Leu

200

Ile

Pro

Glu

Leu

Cys

280

Trp

Leu

Rap

Leu
40

Ser

Glu

185

Tyr

Phe

Asp

Ala

Gln

265

Phe

Glu

Asn

Glu

Gly
25

Ala

52

Leu Val Val
140

Glu Ala Leu
155

Glu Phe Leu
170

Vval Glu Glu

Leu Gly Asp

Glu Glu Val
220

Leu Ile Leu
235

Val Lys Ser
250

Glu Leu Phe

Glu Asn Arg

Thr Glu Ala
300

Gly Ser Arg
315

Thr Ala Ala
10

FPha Glu Ala

Leu Ala Gly

Fhe

Gln

Lau

Fhe

Thr

205

Leu

His

Lys

Val

Glu

285

Trp

Phe

Thr

Gln

Lau
45

Ala

Sar

val

190

Arg

Gly

Asp

Gly

Thr

270

Ser

Vval

Leu

Ala

Pro

175

Pro

Gly

Leu

Glu

Pro

255

Pro

Met

Ala

Gly

Glu

Met

160

Ala

Arg.

Lys

Thr

Val

240

Phe

Ser

Arg

Glu

Pro
320

Ile Rap Thr

15

Azrg His Asn

30

Lys Pro Gly
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Asp His Trp Ala Asp

Met Rap Tep Ser Gly

65

Arg

Phe

Leu

Tyr

Ala

145

Ile

Gly

Phe

His

Phe

225

Arg

Asp

Ala

Gln

Asp
305

50

Glu

Ala

Asn

Gly

130

Ser

Ser

Gln

Ala

Thr

210

Asp

Lys

Glu

Gly

Trp

290

Pro

Asp

val

Glu

115

Thr

Asp

val

Asn

Pro

195

Arg

Pro

Trp

Glu

Leu

275

Leu

Asp

Phe

Leu

100

Tyr

Asp

Thr

Asp

Pro

180

Gly

Phe

His

Leu

Arg

260

Val

Pro

His

Arg

85

Asn

Cys

Ala

val

Leu

165

Leu

Ala

Glu

Gly

Phe

245

His

Phe

Glu

Leu

ES 2709216 T3

Ser Thr Thr Pre Arg Leu Gly Val Gln Lys Ila
&0

33

Ala Tyr Trp Ala Lys Pro Tyr Ala Thr Gly Ser.

70

Lys

Pro

Leu

Phe

Arg

150

Ala

Leu

Lys

Lys

Arg

230

Leu

Arg

val

Leu

Ile
310

Lys

Asp

Ser

Glu

135

Ala

Asp

Lys

Vval

Arg

215

Met

Met

Thr

Asn

Ala

295

His

Thr

Asn

Asp

120

Ser

Arg

Gly

Lys

Leu

200

Ile

Pro

Glu

Leu

Cys

280

Trp

Leu

Leu

105

Glu

Ala

Ala

Asp

Met

185

Tyr

Phe

Asp

Ala

Arg

265

Phe

Glu

Arg

20

Asn

Ala

Leu

Glu

Glu

170

val

Ile

Glu

Leu

vVal

250

Glu

Glu

Thr

Leu Asn Gly

Tyr Glu Arg

53

75

Gln

Ile

Ala

Val

Ala

155

Phe

Glu

Gly

Glu

Val

235

Lys

Leu

Asn

Glu

Ser
315

Trp

Ala

Gln

Asp

140

Leu

Leu

Glu

Asp

Thr

220

Leu

Ser

Phe

Arg

Ala

300

Arg

vVal

Thr

Ala

125

Phe

Arg

Leu

Phe

Trp

205

Leu

His

Lys

Ala

Glu

285

Trp

Phe

Asp

Asn

110

Ile

Leu

Ala

Ser

Met

190

Arg

Gly

Asp

Gly

Thr

270

Ala

Val

Leu

Asn

95

Ser

Arg

Ser

Ala

Pro

175

Pro

Gly

Leu

Lys

Pro

255

Pro

Met

Ala

Gly

80

Gly

Gln

Ser

Lys

Met

160

Ala

Arg

Lys

Thr

Val

240

Phe

Val

Arg

Asp

Pro
320
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<210> 15
<211> 602

<212> PRT

<213> Streptococcus sanguis

<400> 15

Met

Gly

Ala

Thr

Lys

65

Thr

Phe

Asn

Ala

Leu

145

Arg

Asn

Gly

Gln
225

Thr

Leu

Ser

Arg

50

Ser

Gly

Pro

Tyr

Asp

130

Tyr

Leu

Gln

Phe

A8n
210

Lys

Ile

Gly

Ile

35

Leu

val

Thr

Gly

val

115

Lys

Asp

Leu

Pro

Ile
195

Gly

Ile

Ser

Gln

20

Phe

Glu

Ile

Arg

Gln

100

Ser

Thr

Ser

Glu

Ser

180

Asp

Lau

Lys

Ile

Asp

Met

Glu

Thr

Thr

85

Cys

val

Phe

Glu

Tyr

165

Lys

Glu

Ala

Sar

ES 2709216 T3

Asn

val

Pro

val

Asn

70

Lys

Ser

Ala

Thr

Glu

150

Pro

Gln

Leu

Gln

Aan
230

Glu

Ser

Asp

val

55

Thr

Arg

Arg

val

Ile

135

Leu

Tyr

Phe

Gly

Ala
215

Fha

Tyr

Gln

Ser

40

Thr

Pro

Glu

Leu

Ala

120

Ser

Ala

Ala

Ser

Phe
200

Glu

Elu

Ser

Asp

25

Lys

Asp

Ile

Ala

Ala

105

Phe

Glu

Glu

Ala

Lys

185

Glu

Ila

Sar

54

Asp

10

Leu

Ile

Leu

Ser

Asn

90

Ile

Gly

Ile

Leu

Trp

170

Phe

Thr

ASE

Thr

Leu

Lys

His

Asn

Val

75

Ser

Val

Leu

Gly

Asp

155

Leu

Asp

Ala

Gly

Sar
235

Asn

Glu

Lys

Leu

60

Thr

Leu

Asp

Leu

Ile

140

Lys

Ile

Leu

Pro

hep
220

Asp

Asn

Leu

Trp

45

Arg

Trp

Val

Trp

Lys

125

Gln

Phe

Arg

Gly

Ile
205

Lys

Leu

Val

30

Leu

Tyr

Lys

Gln

Ala

110

Phe

Ala

Leu

Leu

Glu

190

Glu

Thr

Tyr

Ala

15

Lys

Ile

Glu

Gln

Ala

95

Ala

His

vVal

Tyr

Leu

175

His

Ile

Ala

Phe

Vval

Asp

Leu

Leu

80

Vval

Lys

Arg

Lys

Glu

160

Gly

Phe

Phe

Ala

Arg
240
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Lys Lys

Gly Thr

Val Asn
290

Glu Phe
305

Arg Sar

Ala Glu

Ila Thr

Gly Ile
370

Leu Phe
3RS

Ber Asp

Ile Asp

Thr Ser

Fhe Thr
450

Lys Pro
465
Sar Lys

Ala Met

Lys Pro

Ala

Yal

Yal

275

Gly

val

Fro

355

Glu

Ila

His

Asn Val

4335

hp

Asp

Ala

Gly

Thr
515

Gly

Thr
260

Tyr

Lys

Rla

Ile

340

Glu

Ila

Fha

Glu

Sar
420

GFlu

Gly

Tyx

Arg
500

val
245

His

Gln

Thr

325

Ala

Glu

Glu

Lys
405

Tyr

Glu

Loz

Sar
485

TyE

Thr

Ilg

Lys

3id

Lys

Thz

val

Ila

Ila
390

Fha

Asn

Gly

Loz

470

Glu

Leau

AsSp
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Val

Tyr

Ty

295

His

Lty

Ila

Asp

378

Fro

Lys

Lys

Thr

Fhe
455

Trp

Gly

Ila

Thr

Lys

Ala
280

Pro

Ly=

Ladna

Ile

Asp
360

Gly

WVal

Asn

Gly

Glu
440

Bar

hap

Fha

Gln

Ala
520

Ala

Asn
265

Lys

Glu

Thr

Aan
345

Asp

Asp

Gln

Gln

Ile
425

FPhea

Gly

ABp

Fro

Fhe

505

Peo

55

Gly Law
250

Arg Lys

Gly Law

Sar Arg

Ala Ile
315

Glu Lys
330

Thr Asp

Cys Ilm

Lys Leuw

Lys Asp
395

Lau Arg
410

Asp Ile

Glu Ala

Lys Hism

AsBp Cys
475

Lau Thzr
4390

Thr Glu

Glu His

Ala

Pha

The

Lys

300

Ala

Lys

Tye

Gly

Thr

IO

Val

Thr

Ala

Ile

Leaia
460

Ala

Ala

L

The

Glu

Ala

285

Arg

Lys

Agn

FEo

Lau

365

Lau

Val

Glu

Ser

Ser

445

Gly

Ila

Sar

Lys

525

Ser

Lau
270

Lau

Val

Lys

Fra

The

L1

AEn

Asn

Lau

Lau

Lys
430

Thr

Gly

Ile

His

Glu
510

Asn

255

Lys Glu

Thr Ser
320

Ila Gln
335

Leu Glu

Arg Ile

Asp Lys

Glu Lys
400

415

Lys Lys

Lys Ile

Ser han

Leu Asp
480

Thr Asp
495

Glu Ile

Thr Tyr
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Fha Ala
530

Gln Lys
545

Val Lys

Glu Tyr

<210> 16

<211> 593

<212> PRT

<213> Clostridium leptum

<400> 16

Met Ile

Trp Val

Ile Phe

Ile Pro
50

Ala Leu
65

Thr Ser

Ala Ala

Asp Asn

Tyr Gln
130

Gln Ala
145

Lau Thr

Tyr Wal

Phe Ardg

Leu Lau

Glu Val
S80

Ala Fro
595

His Leu

Gln Asp
20

Asp Glu
35

Ala Leu

Asn Gln

FPha Thr

val Arg
100

Fhe Val

115

Gly Asp

Arg The

Ser Ala
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Sar Gly

Gln Asp
550

Lau Lau
565

Lys Lys

Lau Lau

Ile Pro

Pro Ser

Thr Ser

Val Glu

Arg Pro
70

Fro Arg

Gly Gln

Arxg Trp

Ala Phe

Gln Gly

150

val Leu
145

Ser
535

Thr

Ala

Ser

Ala

Thr

Asp

Leu

Glu

55

Leu

val

Ala

Glu

135

Glu

Ala

FPha Ser

Asn His

Asn Asn

Ile Leu
585

Glu Ila
600

Glu Ala

Phe Arg
25

Lys His
40

Arg Asp

Arg Ile

Ala Ala

ATg Pro

105

His Ala

120

Leu Thr

Glu Lau

Tyr Pro

56

GEly

Lz

Tyr

570

Glu

Lys

10

Ser

Gln

Gly

Ser

Arg

Fhe

Lau

Glu

Asn

Pro
170

ASn

Gly
555

Lys

Tyr

Arg

Leu

Glu

Tyr
75

Cys

Ila

Gly

Thr

Sar

155

Ala

Tyr Lys

540

Gly Ala

Thr Gln

han Ile

Phe Arg

Cys Asp

Leu Ala
45

Gln Arg
60

Glu

Lo

Lys

S5ar
599

Thr

val

30

Gly

Leu

Gln

Gla

Mat

575

Tyr

Phe

15

Val

Gln

Leu

Thr Asp Leu Val

Asn Gly

Gly Asp

Fha Lau
125

Gly Lys
140

Gla Glu

Val RArg

Ila

Trp

110

Arg

Ala

Lys

Ile

val
95

Fro

Tyr

Glu

175

Leal

Pha

260

Sar

Glu

Gly

Ala

vVal

Asp

Gly
80

Eln

Ala

Gly

Ala

Lau

1&0

Sar
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L

Lys

Asn
225

Lys

Gly

Thr

Glu
305

TyE

Glu

Asn

hsp

385

Glu

Fhe

Gly

Ala
465

Gln

val
210

Lys

Ila

Fro

Gln

Lau
290

Met

Thr

Thr

Ala

Ile

Exii]

Thr

Glu

Lau
450

Gly

Gly

135

Ala

wal

Sarc
275

Gly

Cys

Glu

Thr

355

Ala

Ile

Lys

Sar

Mat

435

His

Lty

Glu
180

Gly

val

Lys

Lys

Thr
260

Tyr

Lys

Yal

Ila

340

Ile

Rla

Lau

Glu

Lau

420

Lys

Leu

Thr

Gly

Thr

Trp
245

val

Val

Sar

Thr

325

Gln

Gly

Pro

Lys

405

Val

Val

Gly

hAap
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Glu

Val

Asp
230

Thr

Ila

Lys
310

Lys

Lys

Glu

Val

330

Lead

Asp

Ila

Gly

Aan
470

Gly

Gly

Loy
215

Trp

Glu

Lau

Thr

His

295

Gly

Ala

TyE

Rep

Arg

375

Bro

Arg

Lau

Glu

Ser

455

TyE

Ala

Glu
200

Ala

Asp

Lys

Ala

Gly
290

Lys

Asp

Val

Lanu

Val

260

Glu

Lys

Glu

Ala

Lanu

440

hrg

Gly

His
185

Sar

Gly

Liau

Gly
265

Lau

Arg

Sar
Elu

345

Gln

Cys

Lys

Lys

Tyr
425

Ile

57

Lau

Gly

Sar

Sar

Gly
250

Arg

Gly

Ile

Glu

330

Ala

Gly

val

Laa

L

410

Asp

The

Bro

Ila

Thr

Pha

Lys

Ser
235

Liau

Lys

Ila

Fro

Gla
315

Gly

Leaua

Trp

Ala

385

Arg

Sar

Glua

hap

Lau
475

Lys

The

Asp

220

Asp

Wal

Tyr

Thr

Lys
300

Tyr

Lys

Gly

Ile

Lys

3B0

Lys

ASN

Lys

Glu

Gly

460

hAap

Phe

Sar
205

Ala

Lys

Lys

The

Ala
285

Asn

Leu

Gly

His

365

Asp

Ser

Gln

Cys
445

Yal

Glu
190

Lau

Lya

TYE

Gln

Glu
270

Lau

Val

Rrg

Gln

EL1y)

Ila

Glu

Ser

Fro

Asn

430

Gly

Lau

Lys

Pra

Glu

Ala

Glu
255

Ser

Asn

Sex

Val

335

Glu

Gly

Ile

Gln

His

415

Arg

Fha

TYE

Ala

Gly

Lya

£
ol
[=1

Ala

Ila

Fha

320

Ser

ABp

Lau

REN

Ser

400

Glu

Lau

Gln

The

Tyr
4B0
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Sar

Tyr

Trp

val

Ser
545

<210> 17
<211> 587
<212> PRT

Ser

val

Trp

ala
530

Gly

Arg

Gluo

515

Gly

Asn

Loasty

His

Tyr

Glu

500

Asn

His

Thr

Ala

Lau

580

<213> Clostridium spec. 7_2_43 FAA

<400> 17

Trp

Ila

Ile

Ala

Thr

Ala

Asp

Ile

Val

Fhe

Lys

50

Sar

Thr

Asn

Asn

Gln

Asp

Lys

Asn

FPhe

Val

Fhe
115

Ile

Asn

Z0

Asn

L

Ala

Thr

Lys
100

val
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Sar Leu Pro
485

Asn Gln Thr

Fhe Glu Asn

Phe Asn Gly
LEL

Gly Val Leu
550

Aap Ala Ila
585

Mat Fhae Gln

Ile Asp Val
5

Fro Ser Asn

Thr Ser Lys

Val hsp Glu
55

Asn Pro Leu
T0

Fro Arg Ser
85

Gly Gln Arg

Arg Trp Ala

Ila

Arg

Gly

520

Asn

Gly

Arg

Agn

Fhe

Thr

40

Arg

Lys

Ser

Lys

Hia
120

Ala

Asp

505

Lau

val

hla

1y

Glu

585

Asn

Glu

25

Tyr

Ilae

Ala

Glu

105

Ala

58

Gln Ala
430

Glu Leu

Gly Thr

Gln Ala

Ala Ala

555

Gly Arg
570

Glu Fha

Lys Thr

10

Ser Leu

Asn Glu

Gly Gln

Lys Tyr

75

hrg Cys

Fhe Ile

Leu Gly

hsp

Val

Fha

Gln

540

Ser

Hat

Lau

Ile

Lys

Leau

Lys

&0

Asn

Asp

Phe

Glu

Asn

Tyr

525

Ile

Aap

Lys

Lys

45

Glu

Asn

Gly

hsp

Ile
125

Hat

Fro

510

Fha

Glu

Glu

Glu
495

Asn

Arg

Gln

Glu

575

Gln

550

Thr

Val

3o

RAsp

Leu

Ile

Tzp
110

Lys

Phe
15

Val

Lys

val

Val

a5

Sar

TyrE

Gln

Fha

Ile

Lau

560

Glu

Gly

Ala

Lys

Asn

Gly

Gln

Sar

Asn
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Tyr

Gln

145

Gly

Gly

Trp

225

Val

Fhe

Thr

val

Gly

305

Ila

Lys

Asp
130

Sar

Glu

Glu

Ala

210

hap

Lys

Gly

Asp

Ala

230

Ile

Lau

Lau

Ile

Gly
3T

Thr Asp

Glu Asp

Sar Tyr

His Leu

Ala Gly

155

Thr

Gly

3
-]
wm

L1

Lys

A&n
355

Tyr

180

Thr

Sar

Gly

Glu

260

Gly

Lys

Glu

Lau

240

Gly

Lys
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Thr FPhea

Asp Ser
150

Pra Pro
165

Thr Lys

Phe Thr

Asp Glu

Ser Rap
230

Leu Leu
245

Lau Tyr

han Tyr

310

Sar Asn

Ala Sar

Leu Ile

Ila Tyr

Glu
138

Asn

Val

Ser

Pro
215

Lya

val

Sar

Ala

Asn

2935

Ile

Lys

Ila

Aan

375

Ila Thr Asp Val Gly

140

Zlu 3lu Ser Thr Ila

Ala Rrg Val

GElu Ila Gly

Leu Pro Leu

200

Lys

Tyr

Gln

Glu

Val

280

Val

hrg

Yal

Asn

The

360

Ser

185

Glo

Ala

Thr

265

Fha

Thr

Leau

Glu

345

Gly

Ila

59

170

Pro

Z50

Ila

Arg

Tep

Thr

330

Sar

Ile

Asn

155

Leu Thr

Lys Lys

Asn Val

Asn Lys
220

Mat Ile

235

Lys Leu

Gly His

Leu Leu

Glu Met
300

Arg Rla

315

Leau Glu

Ila Asn

Aan Ile

380

Azrg

Leu

Leuw

L

Leau

205

Ila

Ser

Ala

Gly

285

Ly

Tyr

Asp

Thr

Lys

365

Ila

Lys

Glu

Leau

Gly

190

Ile

Lys

Gly

Thr

Tyr

270

Ile

Ala

Ile

Ila

Ila

A50

Ser

Ila

Tyr

Glu

Eer

175

Fhe

Met

Thr

Trp

Wval

255

Mat

Asn

Thr

Lau

Lys

335

Lys

Glu

Fro

Val

Ala

160

hsn

Wal

Asp

240

Rap

Ila

Lys

Lys

Lys

320

GLly

Asp

Thr

Lys



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

<210> 18
<211> 589
<212> PRT

Thr

385

Glu

Ila

val

Gly

Asp

465

Ser

Asn

Phe

Phe

Gly

545

Glu

Met

Gly

Leau

Asp

Gly

450

Asn

Leu

Ser

Ser

Lys

530

Val

Lys

Phe

hsp

Glu
435

Ser

Phe

Pro

Asn

Glu

515

Gly

Asn

Ile

Asn

<213> Peptoniphilus duerdenii

<400> 18

The

Gly

Ala

420

Lau

Arg

Gly

Ile

Arg

500

Glu

Lys

Gly

Arg

Asn
580

Glu

Gln

405

Fha

Leu

Lys

Ile

Ser

485

Asp

vVal

Phe

Ser

Ser

565

Ser
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Gly Ile
380

Ile Sar

Asp Sar

val Aan

Pro Asp
455

Ile Val
470

Gln Ala

Glu Glu

Lys Lys

Glu Glu

535

Ala Val
550

Gly Glu

Glu Phe

Met Ala Glu Arg Thr Leua Gly

1

5

Asn Leu Lys RAsn Val val Ser

20

Lys Glu Ile Lau Asn Thr Lys

35

Lys

His

Lys

Glu
440

Gly

Asp

Asp

Val

Tyr

520

Gln

Asn

Met

Ile

val

Ser

Ila

Gln

425

TyE

Ile

Thr

Glu

Asn

505

Tyr

Leu

Val

Thr

Leu
585

Ile

Asn

Ser

410

Asn

Gly

Val

Lys

Met

490

Pro

Phe

Arg

Val

Ile

570

Lys

Ila

395

Him

Arg

Phe

Tyr

Ala

475

Glu

Asn

val

Arg

Asn

555

Glu

Tyr

Ser Leu

Glu Tyr

Lau Pha

L

Lau

Glu
430

Lys Gly Arg

445

Ser Thr
460

Tyr Ser

Arg Tyr

Lys Trp

Phe Ile

525

Leu Ser
540

Leu Leu

Glu Leu

Thr

Glu

val

Trp

510

Ser

Met

Leu

Glu

Lys

Sar

415

Mat

Him

Leu

Gly

Arg

495

Glu

Gly

Thr

Gly

Arg
575

hsp

400

Lau

Lys

Leu

Glu

Tyr

480

Glu

Asn

Ser

Thr

Ala

560

Ala

Gln Asn Pro Ser Ser Phe Glu

10

15

Fhe Rsp Lys Asn Ser hsp Ile Tyr

25

30

Leu Fro Lys Leu Val Lys Asp Leu Asp

40

60

435
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Asp
65

Ala

Gly

Trp

Val

Asp

145

Ala

Phe

Ser

Lys

Tyr

225

Arg

Val

Leu

Val

Gln

50

Tyr

Asp

Gly

Gly

Ser

130

Ser

Val

Glu

Ile

Asp

210

Ala

Ile

Asn

Lys

Tyr
290

Asn

Val

Ala

Arg

Ile

115

Ile

Asp

Arg

Leu

Pro

195

Lys

Arg

Gly

Ile

Arg

275

Trp

Lys

Leu

Glu

Ala

100

Ser

Thr

Lys

Ile

Gly

180

Gln

Ala

Met

Lys

Gly

260

Ala

Gln

Lau

Leu

Cys

85

Tyr

Ile

Lys

Glu

Leu

165

Lys

Asp

Ser

Ile

Glu

245

His

Met

Met
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Ila

Lys

70

Ser

Thr

Gly

Leu

Ile

150

Thr

Gln

Leu

Ile

Ser

230

Val

Ser

Gly

Leu

Ser
55

Gly

Gly

Asp

Leu

Gly

135

Leu

Leu

Leu

Tyr

Arg

215

Gly

Ser

Phe

Leu

Ala
295

Glu

His

Ile

Asp

Leu

120

Glu

Ile

Leu

Gly

Ile

200

Ser

Trp

Thr

Arg

Ser

280

Thr

Lagna

Gly

Val

Trp

105

Asp

Lys

Ser

Glu

Gly

185

Gln

Asn

Leu

Lys

Ile

265

Ser

Lys

61

Glu

Ile

Gln

Thr

Tyr

Phe

Ala

Asn

170

Leu

Ala

Thr

Ser

Ile

250

Thr

Tyr

Gly

Lys

Lys

75

Ala

Ala

Asp

Val

Phe

155

Gly

Gly

Ile

Glu

Lys

235

Gly

Leu

Pro

Lys

Asp
&0

Ser

Ala

Asp

Thr

Lys

140

Leu

Asp

Glu

Glu

Gly

220

val

Asp

Asn

Lys

Asp
300

PFro

Gly

Ile

Gly

Glu

125

Ser

Ser

His

Ala

Leu

205

Ser

Gly

Val

Gly

Thr

285

Arg

Gln

Thr

Phe

110

Lys

Asn

Tyr

Leu

Gly

190

Ala

Ala

Leu

Glu

Ile

270

Asp

Asp

Glu

Lys

Thr

Leu

Asp

Ser

Pro

Thr

175

Phe

Ala

Asp

Ile

Tyr

255

Lys

Lys

Tyr

HMat

Arg

a0

Gln

Arg

Thr

Glu

Pro

160

Lys

Thr

Asp

Lys

Gln

240

Lys

Glu

Ile

Ile
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Ser

Leu

Ile

Glu

385

Tyr

Phe

Gly

Asn

Asn

465

Asn

Phe

Phe

Gly

Glu

545

Tyr

Val

<210> 19

<211> 279

<212> PRT

<213> Acinetobacter Iwoffii

<400> 19

Ile

Ser

Lys

370

Leu

Leu

Glu

Val

Ile

450

Leu

Gln

Asp

Lys

val

530

Glu

Asp

Lys

Thr

Phe

355

Leu

Lys

Ala

Ile

Arg

435

Asn

Pro

Thr

Asp

Gly

515

Ser

Leu

Asn

Phe

Thr

340

Lys

Glu

Asp

Leu

Gln

420

Leu

Gly

Ile

Arg

Lys

500

Asn

Gly

Lys

Asp

Ala
580

Ile

His

Ile

Lys

Ile

405

Thr

Gly

vVal

Asn

Asp

485

Val

Phe

Gly

Ala

Glu

565

Ala
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Glu

Ser

Pro

val

390

Asp

Ile

Glu

Ile

Gln

470

Glu

Lys

Lys

Ala

Gly

550

Ile

Glu

Asp

Arg

Arg

375

Arg

Leu

Asp

Ser

Ile

455

Ala

Lys

Asp

Asn

Ile

535

Arg

Tyr

Glu

Glu

Asn

360

Thr

Asp

Ala

Leu

Arg

440

Asp

Asp

Ile

Phe

Asn

520

Asn

Leu

Val

Glu

62

Leu

345

Gly

Lys

Lys

Tyr

Leu

425

Lys

Asn

Glu

Asn

Asn

505

Leu

Val

Ser

Gly

Gly
585

Lys

Tyr

Ile

Leu

Asp

410

Ile

Pro

Lys

Met

Ser

490

Tyr

Lys

Glu

Tyr

Asp

570

Glu

val

Val

Ser

Lys

395

Gly

Asn

Asp

Ala

Ile

475

Asn

Leu

His

Asn

Val

555

Phe

Tyr

Ile

Ile

Lys

380

Tyr

Thr

Glu

Gly

Tyr

460

Arg

Lys

Phe

Ile

Leu

540

Asp

Ser

Leu

Glu

Asp

365

Thr

val

Ala

Leu

Ile

445

Ser

Tyr

Trp

Val

Ala

525

Leu

Ser

Asp

Thr

Ala

350

Asp

Asn

Asp

Asn

Lys

430

Ile

Thr

Ile

Trp

Ser

510

Asn

Tyr

Phe

Tyr

Met

Asn

Val

His

Arg

415

Phe

Ser

Gly

Glu

Glu

495

Ser

Arg

Phe

Lys

Ser
575

Gly

Ile

Leu

Arg

400

Asp

Lys

Tyr

Tyr

Glu

480

Ser

Phe

Thr

Ala

Met

560

Tyr
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Lys

Arg

Ile

Glu

Glu

Ile

Ala

Leu

Phe

Glu

145

Ser

Vval

Ala

Trp

Leu

225

val

Lys

Asn

Glu

Asn

Gly

Asn

50

Ile

Glu

Tyr

Ile

Lys

130

Tyr

Arg

Glu

Leu

Tyr
210

Glu

Glu

Leu

Lys

Thr

Arg

Glu

35

Asn

Leu

Ile

Phe

Ile

115

Pro

Glu

Gln

Thr

Thr

195

His

Ser

Thr

Arg

Phe
275

Asn

Ile

20

Ile

Glu

Ala

Ala

Glu

100

Glu

Ile

Asn

Glu

vVal

180

Ile

Gln

Phe

Gly

Glu

260

Ala

Ile

Leu

Lys

Lys

Tyr

Asp

85

Trp

Pro

His

Phe

Ala

165

Asn

Asp

Glu

Lys

Ile

245

Thr

Arg

ES 2709216 T3

Leu

Phe

Asn

Lys

Met

Lys

val

Gln

Asn

Lys

150

Ala

Thr

Thr

Glu

Lys

230

Phe

Leu

Pro

Leu

Glu

Tyr

Phe

55

Asp

Glu

Leu

Gln

Ala

135

Ile

Glu

Pro

Asn

Leu
215

Tyr

Asp

Thr

Ile

val

Lys

Arg

40

Ala

Leu

Ile

Trp

Cys

120

Pro

Leu

Gly

Asp

Thr

200

Met

Leu

Leu

Ala

Glu

Asn

25

Tyr

Glu

Leu

Ser

Arg

105

Arg

Gly

Gly

Glu

Lys

185

Ala

Asp

Glu

Lys

Pro
265

63

Gln

10

Ser

His

Asn

Ile

Ile

90

Ala

Arg

Gly

Glu

Pro

170

Asp

Glu

val

Ser

Lys
250

Gln

Leu

Ser

Leu

Gln

Ser

Pro

Phe

Phe

Gly

val

155

Val

Val

Thr

Lys

Leu

235

Met

Trp

Glu

Ile

Glu

Lys

60

Pro

Ser

Leu

Lys

Ala

140

Thr

Arg

Tyr

Phe

Ile
220

Arg

Met

Lys

Glu

Ala

Glu

45

Asn

Lys

Gly

Ala

Val

125

Asp

Leu

Arg

Gly

Arg

205

Leu

Lys

Asp

Asn

Thr

Gln

30

Leu

Glu

Pro

Glu

Leu

110

Asp

Val

Thr

His

Leu

190

His

Pro

Lys

Glu

Glu
270

Leu

15

Ala

Leu

Trp

Ile

Arg

95

Asn

Gln

Ile

Ser

Ile

175

Phe

Gly

Leu

Asn

Ser
255

Ile

Asn

Pro

Phe

Asp

Ser

Pro

His

Asp

Phe

Asn

160

Ala

Leu

Ala

Thr

Gln
240

Leu

Thr
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<210> 20

<211> 201

<212> PRT

<213> Clostridium leptum

<400> 20
Lys
1
Lys
Tyr
Leu
Arg
65
Ile
Ala
Asp
Leu
Val
145
Ala
Gly
Glu

<210> 21

<211> 250

<212> PRT

<213> Micrococcus lylae

<400> 21

Leu

Leu

Asp

Thr

50

Pro

Ile

Gln

Glu

Gly

130

Gln

Ala

Gly

Glu

Ala

Arg

Ser

35

Glu

Asp

Leu

Ala

Leu

115

Thr

Ala

Ala

Arg

Phe
195

Lys

Asn

20

Lys

Glu

Gly

Asp

Asp

100

val

Phe

Gln

Ser

Met
180

Leu

Ser

Leu

Gln

Cys

val

Thr

85

Glu

Asn

Tyr

Leu

Ile
165

Asp

Leu

ES 2709216 T3

Ser

Pro

Asn

Gly

Leu

70

Lys

Met

Pro

Phe

Glu
150

Ser

Arg

Glu

Gln

His

Arg

Phe

55

Tyr

Ala

Glu

Asn

Leu

135

Arg

Gln

Glu

Gln

Ser

Glu

Leu

40

Gln

Thr

Tyr

Arg

Gln

120

Phe

Ile

Leu

Arg

Glu
200

64

Glu

Tyr

25

Phe

Gly

Ala

Ser

Tyr

105

Trp

Val

Ser

Leu

Leu
185

Leu

Thr
10

Leu

Glu

Leu

Gly

Ser

90

Val

Trp

Ala

Arg

Leu
170

Arg

Lys

Ser

Met

His

Leu

75

Gly

Arg

Glu

Gly

Asn
155

Leu

His

Glu

Leu

Lys

Leu

60

Thr

Tyr

Glu

Asn

His

140

Thr

Ala

Leu

Lys

val

Val

45

Gly

Asp

Ser

Asn

Phe

125

Phe

Gly

Asp

Met

Leu

Asp

30

Ile

Gly

Asn

Leu

Gln

110

Glu

Asn

Val

Ala

Phe
190

Arg

15

Leu

Glu

Ser

Tyr

Pro

95

Thr

Asn

Gly

Leu

Ile
175

Gln

Glu

Ala

Leu

Arg

Gly

80

Ile

Arg

Gly

Asn

Gly
160

Arg

Asn
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Ile

Leu

Arg

Ser

Asp

Phe

Asp

Ile

Ser

His

145

Phe

Leu

Pro

His

Ile

225

Ile

Asn

Lys

Lys

Asp

vVal

Ala

Leu

Glu

Ser

130

Tyr

Ile

Asn

Met

Asn

210

Asn

Ile

Ser

Ile

Ala

Ile

Pro

Ala

Asp

Ile

115

Gly

Gly

Ala

Arg

Ser

195

Phe

Phe

Ser

Lys

Asp

20

Lys

Glu

Asp

Leu

Gly

100

Asn

Glu

Asp

Pro

Leu

180

Leu

Gln

Asn

Lys

Ile

Asp

Thr

Asp

Val

Asn

85

Met

Tyr

Thr

Leu

Lys
165

Ser

Asp

Asp

Leu

Ile
245

ES 2709216 T3

Lys

Ala

Ile

Ile

Pro

70

His

Pro

Gly

Gln

Val

150

Val

Thr

Asp

Ile

Glu

230

Ser

Gln

Lys

Glu

Leu

Leu

Thr

Leu

Ser

Phe

135

Arg

Ala

Lys

Phe

Asn

215

Ser

Thr

Leu

Asp

Asp

40

Asp

Phe

Gln

Asn

Phe

120

Asn

Lys

Pro

His

Ile

200

Lys

Glu

Trp

Asp

Leu

25

Thr

Val

Leu

Ala

Thr

105

Ser

Met

Val

Gly

Tyr

185

Cys

Leu

Asp

Ala

65

Asp

10

Leu

Val

Phe

Glu

Ile

90

Ala

Cys

Glu

Asp

Thr
170

Gly

Phe

Lys

Glu

Ile
250

Ser

Asn

Asn

Ala

Trp

75

Glu

Pro

Ile

Gly

His

155

Lys

Gly

Leu

Asn

Glu
235

Ile

Asp

His

Lys

60

Asn

Gly

Gly

val

Ser

140

Asp

Ala

Lys

Gln

Trp

220

Ile

Asn

Leu

Leu

45

Ile

Ile

Asn

Lys

Glu

125

Ser

Ala

His

Thr

Val

205

Leu

Trp

vVal

Glu

30

Lys

Lys

Trp

Phe

Lys

110

Val

Val

Tyr

Phe

Lys

190

Gly

Asp

Phe

Glu

15

Ile

Leu

Lys

Arg

Ile

95

Pro

Thr

Pro

Cys

Phe
175

Ile

Ile

Asn

Glu

Ser

Gln

Arg

Arg

Ala

val

Asp

Met

Arg

Ile

160

Asn

Ile

Thr

Leu

Glu
240
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<210> 22
<211> 213
<212> PRT

<213> Peptoniphilus duerdenii

<400> 22

Lys

Lys

Tyr

Leu

Lys

65

Asn

Glu

Asn

Asn

Leu

145

Val

Ser

Gly

Gly

Ile

Leu

Asp

Ile

50

Pro

Lys

Met

Ser

Tyr
130

Lys

Glu

Tyr

Asp

Glu
210

Ser

Lys

Gly

Asn

Asp

Ala

Ile

Asn

115

Leu

His

Asn

vVal

Phe

195

Tyr

Lys

Tyr

20

Thr

Glu

Gly

Tyr

Arg

100

Lys

Phe

Ile

Leu

Asp

180

Ser

Leu

Thr

val

Ala

Leu

Ile

Ser

85

Tyr

Trp

Val

Ala

Leu

165

Ser

Asp

Thr

ES 2709216 T3

Asn

Asp

Asn

Lys

Ile

70

Thr

Ile

Trp

Ser

Asn

150

Tyr

Phe

Tyr

val

His

Arg

Phe

55

Ser

Gly

Glu

Glu

Ser
135

Arg

Phe

Lys

Ser

Leu

Arg

Asp

40

Lys

Tyr

Tyr

Glu

Ser

120

Phe

Thr

Ala

Met

Tyr
200

Glu

Tyr

25

Phe

Gly

Asn

Asn

Asn

105

Phe

Phe

Gly

Glu

Tyr

185

val

66

Leu

10

Leu

Glu

Val

Ile

Leu

90

Gln

Asp

Lys

Val

Glu

170

Asp

Lys

Lys

Ala

Ile

Arg

Asn

75

Pro

Thr

Asp

Gly

Ser

155

Leu

Asn

Phe

Asp

Leu

Gln

Leu

60

Gly

Ile

Arg

Lys

Asn
140

Gly

Lys

Asp

Ala

Lys

Ile

Thr

45

Gly

Val

Asn

Asp

Val

125

Phe

Gly

Ala

Glu

Ala
205

Val

Asp

Ile

Glu

Ile

Gln

Glu

110

Lys

Lys

Ala

Gly

Ile

190

Glu

Arg

15

Leu

Asp

Ser

Ile

Ala

95

Lys

Asp

Asn

Ile

Arg

175

Tyr

Glu

Asp

Ala

Leu

Arg

Asp

80

Asp

Ile

Phe

Asn

Asn

160

Leu

vVal

Glu
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<210> 23

<211> 163

<212> PRT

<213> Streptomyces spec. Bf-61

<400> 23
Ile Ser Val
1
Gly Gln Asn
Phe Ala Pro

35
His Ser Leu
50
Phe Asp Pro
65
Arg Gly Trp
Asp Glu Glu
Ala Gly Leu
115
Gln Trp Leu
130

Asp Pro Asp
145
Tyr Glu Arg

<210> 24

<211> 163

<212> PRT

<213> Streptomyces diastaticus

<400> 24

Asp

Pro

20

Arg

Phe

His

Leu

Arg

100

Ile

Pro

His

Leu

Leu

Ser

Glu

Gly

Phe

85

His

Phe

Glu

Leu

ES 2709216 T3

Pro

Leu

Thr

Arg

Arg

70

Leu

Arg

val

Leu

Ile
150

Gly

Lys

Val

Glu

55

Met

Met

Ser

Asn

Ala
135

His

Gly

Lys

Leu

40

Ile

Pro

Glu

Leu

Cys

120

Trp

Leu

Glu

Met

25

Tyr

Phe

Asp

Ala

Gln

105

Phe

Glu

Asn

Glu

10

val

Leu

Glu

Leu

val

90

Glu

Glu

Thr

Gly

Ile Ser Val Asp Leu Ala Asp Gly Asp Glu Phe Leu
10

1 5

Gly Gln Asn Pro Leu Leu Lys Lys Met Val Glu Glu

20

25

Phe Ala Pro Gly Ala Lys Val Leu Tyr Ile Gly Asp

35

40

67

Phe

Glu

Gly

Glu

Ile

75

Lys

Leu

Asn

Glu

Ser
155

Leu

Glu

Asp

Val

60

Leu

Ser

Phe

Arg

Ala
140

Arg

Leu

Phe

Thr

45

Leu

His

Lys

Val

Glu

125

Trp

Phe

Ser

vVal

30

Arg

Gly

Asp

Gly

Thr

110

Ser

Val

Leu

Leu Ser Pro Ala

15

Phe Met Pro Arg

30

Trp Arg Gly Lys

45

Pro

15

Pro

Gly

Leu

Glu

Pro

95

Pro

Met

Ala

Gly

Ala

Arg

Lys

Thr

Val

80

Phe

Ser

Arg

Glu

Pro
160
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<210> 25
<211> 208
<212> PRT

His Thr Arg

Phe Asp Pro

65

Arg Lys Trp

Asp Glu Glu

Ala Gly Leu

115

Gln Trp Leu

Asp Pro Asp

50

130

145

Phe Glu

His Gly

Leu Phe

B85

Arg His
100

Val Phe

Pro Glu

His Leu

Tyr Glu Arg

<213> Streptococcus sanguis

<400> 25

Aap

Ila

Ala

His

65

Cya

Thr

val val

Thr Glu

hla Ser

35

Ile Ser

50

Lau Gly

Ala Ile

Ala Ser

Leu

20

Lys

Thr

Gly

Ile

His
100

Glu

The

Lys

Lys

Sar

Liama

85

Thr

ES 2709216 T3

Lys

Arg

70

Leu

Arg

Val

Leu

Ile
150

Lys

Aan

Lys

Ile

Asn

T0

Asp

Asp

Arg
55

Met

Thr

Asn

RAla

135

His

Sar

Ile

Thr

Fhe

35

Lys

sar

Ala

Ile Phe

Pro Asp

Glu Ala

Leu Arg

105

Cys Phe
120

Trp Glu

Leu Asn

Aap

Asp

Sar

40

Fro

Lys

Ile

His

25

hsp

Asp

Ala

Gly
105

68

Glu

Leu

Val

90

Glu

Glu

Thr

Gly

Glu

14

Ser

Val

Glu

Gly

Tyr
a0

Glu

Val

15

Lys

Leu

Asn

Glu

Ser
155

Ly s

Tyr

Glu

Logi1

Lau

15

Sar

Tyr

Thr

60

Leu

Ser

Phe

Arg

Ala
140

Arg

FPhe

Leau

Asn

Gly

&0

Lau

Glu

L

Leu

His

Lys

Ala

Glu

125

Trp

Phe

Ly=

Ly=

Thr

45

Phe

Trp

Gly

Arg

Gly

Asp

Gly

Thr

110

Ala

Val

Leu

Asn

Gly

3o

Glu

Sar

Asp

Phe

Gln
110

Leu

Lys

Pro

95

Pro

Met

Ala

Gly

Gln

15

Ile

Fha

Gly

Asp

Fro

85

FPhe

Thr

Val

80

Phe

Val

Arg

Pro
160

L

Asp

Glu

Lys

Asp

B0

L1

Thr
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<210> 26
<211> 196
<212> PRT

<213> Flavobacterium okeanokoites

<400> 26

Glu Arg Lys

115

Higs Leu Rap
130

145

Gly Gly Ala

Lys Thr Gln

Tyr Asn Ile

Gln Leu

Lys Lau

Phe Met
50

Lys Fro
65

val Ile

Gly Gln

Aan Lys

val Thr
130

Ty Lys
145

155

Wal Lys

Lys Tyr

Glu

Asn

Glu

Lys
180

Sar

20

Ser Thr

as

Lys Val

Asp Gly

Wal Asp

Ala Asp

100

His Ile

115

Glu Phe

Ala Gln

Ser

Val

Gln

Tyr

Ala

Thr

Glu

AsSn

Lys

Lau

Glu

The

Gln

Glu

165

Met

Ty

Glua

Pro

Asp

Gy

Ila

Lys

Mt

Fro

Phe

Thr

ES 2709216 T3

Ila

TyE

Lau

150

Phe

Ser

Glu

Leu

His

Tyr

Lys

FPhe

135

Gln

val

Lys

Elu

Pro Thr Trp Trp

120

Ala Tyr Val Ser

Lys Fhe Azg Gln

155

Lys Leu Leu Leu
170

Lys Glu Val Lys
185

Tyr Ala Pro Leu

200

Glu Glu

Glu Tyr

25

Ila Leu

40

55

Tyr

Ala

Gln

Aan

Leu

Arg Gly

Thr Val

TYr Sar

Arg Tyrc

105

Glu Trp

120

135

150

Phe Val

Léu Agn

69

Lys

10

Ila

Glu

Lys

Gly

Gly

Val

Trp

Sar

His

Lys Ser

Glu Lau

Mat Lys

His Lewu

Asp

Gly
140

Asp

Leau

Lys

Leu

Glu

Ila

val

Ila
125

Thr

Ala

Ala
208

45

60

Sar Fro

Gly Tyr

Glu Glu

Lysa Val

Gly His

Gly

Ila

Aan

Asn

Tyr

Lau

Glu

Gly

Asp

Gln

Ala

Phe

Asn

Aan

Ile

150

Elu

110

125

140

Ila Thr

155

Phe

Asn

Pro

Lys

Fro Glu

Ser Gly

His Lau
160

Asn Tyr
175

Leu Rsp

Ila Glu

Arg His

Ile Ala

Glu Fhe

Sar Arg

Tyr Gly

Fro Ile

Thr Arg

Sar Ser

Gly Asn

Asn Gly

160
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ES 2709216 T3

Ala Val Leu Ser Vval Glu Glu Leu Leu Ile Gly Gly Glu Met Ile Lys
170

165

175

Ala Gly Thr Leu Thr Leu Glu Glu Val Arg Arg Lys Phe Asn Asn Gly

1e0

Glu Ila Asn Fhe
155

<210> 27

<211> 7903

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> pCAG-ArtTall-Alwl

<400> 27

gacattgatt

catatatgga
Acgacoooog
ctttocattyg
aagtgtatca
ggeattatge
tagteatege
cocococcoccote
Lgggggcaay
geggggogag
cttttatgge
gagtogotge
ccoggototg
egggotgtas
gecttgaggg
gtgtgtgtgt
tgcgggogey
ggoggtgoco
tgogtagagy
coooctooee
ggogoggggc
gggoegecte
ggctgtogag
cagggactte

coctoctageg

attgactagt

gttoogogtt
cocattgacyg
acgtcaatgyg
tatgocaagt
ceagtacakyg
tattaccatyg
coccaccooca
TIIIITIIT
goggagaggt
gaggoggogy
gogotgockt
actgacogeog
ttagogaotkg
gotecgggag
gegtagggaqg
gegoggggct
cgogatgcgy
gutgagoagy
gagttgetga
togoogtgoo
gggoogggga
gogogyogag
ctittgtecca

FUCECIIIIC

tattaatagt

acataactta
tcaataatga
Jtggagtatt
acgoococta
acettatgoy
gtegaggtga
attttgtatt
gggogogogo
goggoggcag
cggoggegge
cgoocoghge
ttactcocac
gtttaatgac
ggecctttgt
cgoogogtge
ttgtgegete
ggggggctge
gagtatgage
geacgEeeey
g999cgIgIgy
gggctegagy
cogoagaocat
aatctgtgeg

gaagogghgc

1es

aatcaattac

cggtaaatgy
cgtatgttec
tacggtaaac
ttgacgtcaa
actttactaec
gecccacghtt
tatttatttt
caggoggggc
coaatoagag
coctataaaaa
coogotooge
aggtgagogg
ggottgbtte
geggoIggTa
ggotoogoge
cgcagtgtgc
gaggggaaca
gegteggtey
gettegggtyg
tggoggcagy
gaggggagod
tgoottttat
gagoogaaat

ggogoocggca

70

ggggtcatta

ccogootgge
catagtaacyg
tgooccactog
tgacggtaaa
ttggoaghtas
ctgetteact
ttaattattt
TIIISIIIIE
cggogogote
gogaagaegog
cgoogoctog
gcgggacggo
Eretotgtgy
geggotoggy
tgccoggogy
gogaggggag
aaggctgogt
ggctgcaace
cggggetocyg
tgggggtgco
goggooccedg
ggtaatogtyg
ctgggaggcyg

ggaaggaaat

130

gttcatagce

tgacogooca
ccaataggga
goagtacatc
tggooogoot
atotasgbat
ctocooatet
tgtgoagoga
FagIIICFIY
cgasagttto
CogogIIeay
=ls [=]als [afalals fod
ccttctocte
ctgogtgans
gggtgegtge
ctgtgagoge
cgoggocggyg
geggagtgtg
cecoctgoac
tacggggogt
g99cggggeg
gagegoeogge
cgagagggeg
cogocgoace

GUICIATTET

60

1z0
180
240
300
360
420
480
540
&00
E60
720
Te0
B40
00
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440

1500
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ggocttogkg
cggggITacy
acoggoggot
cttaattaat
aggtggeggc
gaggtggggt

agoagoagoa

cactggtggg
cactcgggac
acgaagccat
tcacecgtege
tgctgaagat
atgctctgac
acatcggegg
cccacggact
ctctggagac
agcaggtggt
gactgctcece
catctcatga
gccaggccca
aacaggctct
ccccccagea
tgcagcgact
ctattgcaag
tgctgtgcca
gcggcaagca
gactcacacc
aaactgtaca
tcgtggccat
tcecetgtget
acaatggagg
cgcacggtct
ctctcgaaac
agcaggtcgt
ctcagetgtce
tegetctege
atgctcecege
acaaagagac

ttetgtttga

cgtogoogeg
gotgoctteg
ctagageocte
aatacgactc
cgotgactac
accogooagt

ggagaagate

gcacggtttc
tgtggcegtce
tgtgggecgte
cggggaactg
cgctaaacgce
aggagcccca
aaaacaggcc
gaccccacag
cgtgcagagg
cgcaattgcc
cgtgetgtge
cgggggcaag
cggactcact
ggaaaccgtg
ggtggtcgea
gctcccagtg
caacaatgga
agcgcatgga
ggccctggag
tgagcaggtc
gcggctgcte
tgcaagtcat
gtgccaggct
gaagcaggcc
gacccctcag
cgtccagegg
cgctattget
caggcccgat
ttgccteggt
actgatcaag
taatatcctc

aaagaactcc
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cogoogtooo
geggagacgy
tgotaaccat
actatagggyg
aaggatgacyg
coagoAgoce

AR CCAAAgT

acacacgccc
aaatatcagg
ggaaagcagt
cggggtccac
ggcggagtga
ctgaatctta
ctcgaaaccg
caggtggtcg
ctgcteccecg
tccaatggtg
caggctcacg
caggcactgg
cctcagcagg
cagcgcctge
atcgcctcaa
ctgtgccagg
gggaaacagg
ctcactcccc
accgtccaga
gtggcaatcg
ccegtgetgt
gacggaggca
catggtctga
ctggagaccg
caggtcgtcg
ctcctcecag
tctaatggeg
cctgecectgg
ggacggcccg
agaaccaaca
ctegtegage

tcaatcgecac

cttctococtc

gyocagggogy
gttocatgoct
cogocacoat
acgataaacc
aggtggatet

tgoggtocac

atattgtggce
acatgatcgc
ggagcggtge
cactccagtc
cagctgtgga
ctccagaaca
tccagagact
ccatcgctag
tcctgtgeca
gcggaaaaca
gtctcacacc
agacagtgca
tcgtcgecat
tcceegtget
acaatggtgg
cccatggact
cactggaaac
agcaggtcgt
gactgctcce
cctctaacat
gccaagcaca
agcaggccct
ctcctcageca
tacagagact
caatcgccag
tcctetgtea
gagggcggec
ctagatccge
ctctggacgce
ggagaattcc
agctggaaga

aggccccaat

71

tococagoctog
ggtteggett
tottottttt
gggacctaag
aggtggogga
gagaacocte

cgtegoteag

tctgtectcag
cgctctgect
cagagcactc
cggactggac
agctgtgcac
ggtcgtcgca
cctccecegtg
caacggcgga
ggcacatggg
ggccctggaa
ccagcaggtg
gcggetgete
tgctagtaac
gtgccaagcc
caagcaggcc
cacaccacag
agtccagagg
cgccatcgct
cgtgetgtge
tggagggaaa
cggactcact
ggaaacagtg
ggtggtggce
gcteececcgtg
caatggcggyg
ggctcacggce
tgctctggag
actcactaac
agtcaaaaag
tgagggatcc
gaccctcaat

tggcgagatc

gggctgtocg
ctggegtgtyg
coctacagate
aaaaagagga
ggtagtggeg
ggotacagee

caccatgaag

catcecegetg
gaggcaaccc
gaagcactce
actggacage
gcttggagga
atcgcaagta
ctgtgccagg
gggaagcagg
ctcacacctce
actgtgcaga
gtcgctatcg
cctgtectgt
ggcggaggga
cacggcctga
ctggagactg
caggtcgtceg
ctgctcecccg
tccaataacg
caagctcacg
caggccctgg
ccacagcagg
cagcgcctge
atcgettecca
ctgtgccaag
ggcaagcagg
ctgaccccac
agcattgtgg
gatcatctgg
ggtctceccce
gatcgtttaa
cgcaatcgca

aagaactacc

1560

1620

1680

1740

1800

1860

18920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840
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ggtatcacct
aaaatgagtg
gcattgagat
aatgggtgct
gcaggagatt
cagatgtgat
attcccgaca
tcaacactcc
ccgecgagac
ttctcecect
aggtggagac
aaaccctgac
gaacgcgtaa
ccattaccag
atctttgtga
atttaaagcect
ctaattgttt
aatgccagat
gcagtgaaaa
tataagctgce
gggggaggtg
ttatgatctg
cgttacccaa
agaggcccge
gccctgtage
acttgccagce
cgceggettt
tttacggcac
gccctgatag
cttgttccaa

gattttgecceg

ggaggaactg
ggacgaaatt
cgctgacaaa
gtggagggca
caaggtcecgac
tttcgagtac
ggaagcagct
tgacaaggat
atttcgacac
gactctcgag
aggaatcttt
cgcaccccag
atgattgcag
ttggtctggt
aggaacctta
ctaaggtaaa
gtgtatttta
ccagacatga
aaatgcttta
aataaacaag
tgggaggttt
cggccgecac
cttaatecgece
accgatcgece
ggcgcattaa
gccctagege
ccecegtcaag
ctcgaccecca
acggttttte
actggaacaa

atttcggect
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ctcttcgaga
ctggcctaca
gaaatttcta
tttctggece
caggacttca
gaaaacttta
gagggagaac
gtctatggac
ggggcttggt
tccttcaaga
gacctgaaga
tggaaaaatg
atccactagt
gtcaaaaata
cttctgtggt
tataaaattt
gattccaacc
taagatacat
tttgtgaaat
ttaacaacaa
tttaaagcaa
tggcegtegt
ttgcagcaca
cttcccaaca
gcgceggceggyg
ccgetecttt
ctctaaatcg
aaaaacttga
gcectttgac
cactcaaccce

attggttaaa

acaatgaaaa
tggatctgcet
tcccaagtgg
tcaaccacct
agcctatcca
agatcctggg
ccgtgeggeg
tgttecctege
atcaccagga
agtatctgga
aaatgatgga
aaatcacaaa
tctagaattc
ataataaccg
gtgacataat
ttaagtgtat
tatggaactg
tgatgagttt
ttgtgatgct
caattgcatt
gtaaaacctce
tttacaacgt
tcecececttte
gttgcgcage
tgtggtggtt
cgetttette
ggggctccct
ttagggtgat
gttggagtce
tatcteggtce

aaatgagctg

72

gaaatttgca
catctcacce
ggagcgaccce
gatcattgag
taatgctcca
cgaggtcacc
ccatattgce
tctgaccatce
ggaactgatg
atctctcaga
tgaaagcctg
caaattcgcec
cagctgagceg
ggcagggggg
tggacaaact
aatgtgttaa
atgaatggga
ggacaaacca
attgctttat
cattttatgt
tacaaatgtg
cgtgactggg
gccagctgge
ctgaatggcg
acgcgcagceg
ccttecttte
ttagggttce
ggttcacgta
acgttcttta
tattcttttg

atttaacaaa

gagaaccaga
aagcctatca
gcatatttcg
ccccagcagt
ggcggagggyg
ctcacaagca
gtggagacag
gacactaata
gatgtgaaga
aagaaaaatc
aagctccggg
agaccaatct
ccggtegeta
atctgcatgg
acctacagag
actactgatt
gcagtggtgg
caactagaat
ttgtaaccat
ttcaggttca
gtatggctga
aaaaccctgg
gtaatagcga
aatggaacgc
tgaccgctac
tcgecacgtt
gatttagtgc
gtgggccatc
atagtggact
atttataagg

aatttaacgc

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700
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gaattttaac
ggaaccccta
taaccctgat
cgtgtegece
acgctggtga
ctggatctca
atgagcactt
gagcaactcg
acagaaaagc
atgagtgata
accgettttt
ctgaatgaag
acgttgecgca
gactggatgg
tggtttattg
ctggggeccag
actatggatg
taactgtcag
tttaaaagga
gagttttegt
cecttttttte
gtttgtttgc
gcgcagatac
tctgtagcac
ggcgataagt
cggtcgggct
gaactgagat
gcggacaggt
gggggaaacg
cgatttttgt
tttttacggt

cctgattetg

aaaatattaa
tttgtttatt
aaatgcttca
ttattcecett
aagtaaaaga
acagcggtaa
ttaaagttct
gtcgecgeat
atcttacgga
acactgcggce
tgcacaacat
ccataccaaa
aactattaac
aggcggataa
ctgataaatc
atggtaagcc
aacgaaatag
accaagttta
tctaggtgaa
tccactgage
tgcgcgtaat
cggatcaaga
caaatactgt
cgcctacata
cgtgtecttac
gaacgggggag
acctacagcg
atccggtaag
cctggtatct
gatgctcgtce
tcectggectt

tggataaccg
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cgcttacaat
tttctaaata
ataatattga
ttttgcggea
tgctgaagat
gatccttgag
gctatgtgge
acactattct
tggcatgaca
caacttactt
gggggatcat
cgacgagcgt
tggcgaacta
agttgcagga
tggagccggt
ctcecegtate
acagatcgcect
ctcatatata
gatcottttt
gtcagaccce
ctgctgcttg
gctaccaact
ccttctagtg
cctegetetg
cgggttggac
ttcgtgcaca
tgagctatga
cggcagggte
ttatagtcct
aggggggcgg
ttgctggeet

tattaccgece

ttaggtggca

cattcaaata
aaaaggaaga
ttttgecette
cagttgggtg
agttttcgee
gcggtattat
cagaatgact
gtaagagaat
ctgacaacga
gtaactcgee
gacaccacga
cttactctag
ccacttctge
gagcgtgggt
gtagttatct
gagataggtg
ctttagattg
gataatctca
gtagaaaaga
caaacaaaaa
ctttttccga
tagccgtagt
ctaatcctgt
tcaagacgat
cagcccagct
gaaagcgcca
ggaacaggag
gtcgggtttc
agcctatgga
tttgctcaca

tttgagtgag

73

cttttegggg
tgtatccget
gtatgagtat
ctgtttttge
cacgagtggg
ccgaagaacg
cccgtattga
tggttgagta
tatgcagtgc
tcggaggacc
ttgatcgttg
tgcectgtage
cttceceggea
gctcggeect
ctcgeggtat
acacgacggg
cctcactgat
atttaaaact
tgaccaaaat
tcaaaggatc
aaccaccgct
aggtaactgg
taggccacca
taccagtggce
agttaccgga
tggagcgaac
cgcttcecga
agcgcacgag
gccacctcectg
aaaacgccag
tgttetttee

ctgataccge

aaatgtgcge
catgagacaa
tcaacattte
tcacccagaa
ttacatcgaa
ttttccaatg
cgccgggcaa
ctcaccagtc
tgccataacc
gaaggagcta
ggaaccggag
aatggcaaca
acaattaata
tccggetgge
cattgcagca
gagtcaggca
taagcattgg
tcatttttaa
cccttaacgt
ttcttgagat
accagcggtg
cttcagcaga
cttcaagaac
tgctgceccagt
taaggcgcag
gacctacacc
agggagaaag
ggagcttceca
acttgagcgt
caacgcggcce
tgcgttatcece

tegeegecage

5760

5820

5880

5940

6000

6060

6120

6180

6240

6300

6360

6420

6480

6540

6600

6660

6720

6780

6840

6900

6960

7020

7080

7140

7200

7260

7320

7380

7440

7500

7560

7620
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cgaacgaccg
ccgectcetee
tggaaagcgg
caggctttac

tttcacacag

agcgcagcga
ccgegegttg
gcagtgagcg
actttatgcet

gaaacagcta

<210> 28

<211> 7669

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> pCAG-ArtTall-CLEDORF

<400> 28

gacattgatt
catatatgga
acgacccccg
ctttecattyg
aagtgtatca
ggcattatgce
tagtcatcge
ccececccecte
tgggggcggg
gcggggcgag
cttttatgge
gagtcgctge
ccecggcetetg
cgggctgtaa
gccttgaggg
gtgtgtgtgt
tgcgggegeg
ggcggtgece
tgcgtggggg
ccecectecee

ggcgceggggce

attgactagt
gtteccgegtt
cccattgacg
acgtcaatgyg
tatgccaagt
ccagtacatg
tattaccatg
cccaccccca
9999999999
gcggagaggt
gaggcggcgg
gcgetgectt
actgaccgceg
ttagcgettg
gctccgggag
gcgtggggag
gcgeggggcet
cgcggtgcegy
ggtgagcagg
gagttgctga

tcgecgtgee

gtcagtgagce
gccgattcat
caacgcaatt
tceggetegt

tgaccatgag

tattaatagt
acataactta
tcaataatga
gtggagtatt
acgccccecta
accttatggg
gtcgaggtga
attttgtatt
gggcgcgege
gcggcggcag
cggcggcggc
cgcececegtge
ttactcccac
gtttaatgac
ggccetttgt
cgcecgegtge
ttgtgcgcetce
ggggggctge
gggtgtggge
gcacggcccg

g99cgggggg

ES 2709216 T3

gaggaagcgg
taatgcagcet
aatgtgagtt
atgttgtgtg

gcgcgecgga

aatcaattac
cggtaaatgg
cgtatgttce
tacggtaaac
ttgacgtcaa
actttcctac
gccccacgtt
tatttatttt
caggecggggc
ccaatcagag
cctataaaaa
ccegcetecege
aggtgagcgg
ggcttgttte
gcggggggga
ggctcecgege
cgcagtgtge
gaggggaaca
gcgtcggteg
gcttegggtg

tggcggcagg

74

aagagcgccc aatacgcaaa

ggcacgacag gtttcececgac

agctcactca ttaggcaccce

gaattgtgag cggataacaa

tte

ggggtcatta
cccgectgge
catagtaacg
tgeccacttg
tgacggtaaa
ttggcagtac
ctgcttcact
ttaattattt
ggggcggggce
cggegegete
gcgaagcgeg
cgccgecteg
gcgggacggce
ttttctgtgg
gcggcteggg
tgcceggegg
gcgaggggag
aaggctgcgt
ggctgcaacc
cggggctecg

tgggggtgcc

gttcatagcce
tgaccgccca
ccaataggga
gcagtacate
tggcececgect
atctacgtat
ctccccatct
tgtgcagcga
gaggggcggyg
cgaaagtttc
cggcgggcgg
cgccgeccge
ccttetecte
ctgcgtgaaa
gggtgegtge
ctgtgagecge
cgcggcecggg
gcggggtgtyg
cccectgecac
tacggggegt

gggcggggcyg

7680
7740
7800
7860

7903

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260
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gggccgecte
ggctgtcgag
cagggacttc
ccctetageg
ggccttegtg
cggggggacg
accggcggcet
cttaattaat
aggtggcgge
gaggtggggt
agcagcagca
cactggtggg
cactcgggac
acgaagccat
tcaccgtcege
tgctgaagat
atgctctgac
acatcggcgg
cccacggact
ctctggagac
agcaggtggt
gactgctccc
catctcatga
gccaggecca
aacaggctct
ccceccagea
tgcagcgact
ctattgecaag
tgctgtgecca
gcggcaagca
gactcacacc

aaactgtaca

gggccgggga
gcgcggcgag
ctttgtcecca
ggcgegggge
cgtegeegeg
gctgectteg
ctagagcctce
aatacgactc
cgctgactac
acccgccagt
ggagaagatc
gcacggtttc
tgtggccgtce
tgtgggegtc
cggggaactg
cgctaaacgce
aggagcccca
aaaacaggcc
gaccccacag
cgtgcagagg
cgcaattgcc
cgtgctgtge
cgggggcaag
cggactcact
ggaaaccgtg
ggtggtcgea
gctececcagtg
caacaatgga
agcgcatgga
ggccctggag
tgagcaggtc

geggetgete

ES 2709216 T3

gggctcegggg
ccgcagcecat
aatctgtgeg
gaagcggtge
ccgeegtece
ggggggacgg
tgctaaccat
actatagggg
aaggatgacg
ccagcagccc
aaaccaaagg
acacacgccc
aaatatcagg
ggaaagcagt
cggggtccac
ggcggagtga
ctgaatctta
ctcgaaaccg
caggtggtcg
ctgecteeceeg
tccaatggtg
caggctcacg
caggcactgg
cctcagecagg
cagcgcctge
atcgcctcaa
ctgtgeccagg
gggaaacagg
ctcactcecce
accgtccaga
gtggcaatcg

ccegtgetgt

gaggggcgcg
tgccttttat
gagccgaaat
ggcgecggea
cttcteccte
ggcagggcgg
gttcatgecet
ccgccaccat
acgataaacc
aggtggatct
tgcggtccac
atattgtgge
acatgatcge
ggagcggtge
cactccagtc
cagctgtgga
ctccagaaca
tccagagact
ccatcgetag
tecectgtgeea
gcggaaaaca
gtctcacacc
agacagtgca
tegtegecat
tcececegtget
acaatggtgg
cccatggact
cactggaaac
agcaggtcgt
gactgctcece
cctctaacat

gccaagcaca

75

gcggeccecg
ggtaatcgtg
ctgggaggeg
ggaaggaaat
tccagecctceg
ggttcggcett
tcttettttt
gggacctaag
aggtggcgga
gagaaccctc
cgtcgeteag
tctgtcteag
cgctetgect
cagagcactc
cggactggac
agctgtgcac
ggtcgtcgea
cctccecegtg
caacggcgga
ggcacatggg
ggccctggaa
ccagcaggtg
gcggetgete
tgctagtaac
gtgccaagcce
caagcaggcc
cacaccacag
agtccagagg
cgccatcget
cgtgctgtge
tggagggaaa

cggactcact

gagcgccgge
cgagagggcg
ccgecgeace
gggcggggayg
gggctgtceg
ctggegtgtg
cctacagatc
aaaaagagga
ggtagtggcg
ggctacagcc
caccatgaag
catccegetg
gaggcaaccc
gaagcactcc
actggacagc
gcttggagga
atcgcaagta
ctgtgccagg
gggaagcagyg
ctcacacctc
actgtgcaga
gtcgctatcg
cctgtectgt
ggcggaggga
cacggcctga
ctggagactg
caggtcegteg
ctgctececeg
tccaataacg
caagctcacg
caggcccetgg

ccacagcagg

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180
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tcgtggecat
tcectgtget
acaatggagg
cgcacggtet
ctctegaaac
agcaggtcgt
ctcagctgte
tcgectetege
atgctceege
acaagctcge
acctgccccea
tctttgagat
tcggeggaag
ggatcattct
acgagatgga
agtggtggga
atttcaacgg
gagccgcetge
tggatagaga
agctgtgaac
tcgctaccat
gcatggatct
acagagattt
ctgattctaa
tggtggaatg
tagaatgcag
aaccattata
ggttcagggg
ggctgattat
ccctggegtt

tagcgaagag

tgcaagtcat
gtgccaggcet
gaagcaggcc
gacccctecag
cgtccagegg
cgctattget
caggcccgat
ttgeccteggt
actgatcaag
aaagtcaagc
tgaatacctg
gaaagtgatc
caggagacca
ggatactaag
acggtacgtg
gaactttgaa
taatgtccag
atctatcagt
gagactgcgg
gcgtaaatga
taccagttgg
ttgtgaagga
aaagctctaa
ttgtttgtgt
ccagatccag
tgaaaaaaat
agctgcaata
gaggtgtggg
gatctgegge
acccaactta

gcccgecaceg

ES 2709216 T3

gacggaggca
catggtctga
ctggagaccg
caggtecgteg
cteccteccag
tctaatggceg
cctgeecectgg
ggacggcccg
agaaccaaca
cagtccgaaa
tcecectegteg
gaactgctca
gacggcgtcce
gcttacaget
cgcgagaatc
aatggcctgg
gcacagctgg
cagctgctce
cacctcatgt
ttgcagatce
tctggtgtca
accttactte
ggtaaatata
attttagatt
acatgataag
gctttatttg
aacaagttaa
aggtttttta
cgccactgge
atcgeccttge

atcgcectte

agcaggccct
ctcctcagea
tacagagact
caatcgccag
tcctetgtea
gagggcggec
ctagatccge
ctectggacge
ggagaattcc
caaaggaaaa
acctggccta
cagaggaatg
tgtacaccge
ccggatatte
agactagaga
gaaccttcta
agcgaatcag
tgctegecaga
ttcagaacga
actagttcta
aaaataataa
tgtggtgtga
aaatttttaa
ccaacctatg
atacattgat
tgaaatttgt
caacaacaat
aagcaagtaa
cgtegtttta
agcacatccc

ccaacagttg

76

ggaaacagtg
ggtggtggce
gctceceegtg
caatggcggg
ggctcacgge
tgctctggag
actcactaac
agtcaaaaag
tgagggatcc
actcagagaa
cgattcaaag
cgggttccag
cggactcaca
cctgeccatt
tgaactggtc
ttttectette
taggaatacc
cgccattaga
agagtttctg
gaattccage
taaccgggcea
cataattgga
gtgtataatg
gaactgatga
gagtttggac
gatgctattg
tgcattcatt
aacctctaca
caacgtcgtg
cctttegececa

cgcagcctga

cagcgcctge
atcgcttcca
ctgtgccaag
ggcaagcagg
ctgaccccecac
agcattgtgg
gatcatctgg
ggtctecececcee
gatcgtttaa
aaactcagaa
cagaaccgcc
ggtctgecace
gacaactatg
gcccaggcetg
aaccctaatc
gtggctggge
ggcgtgetgg
gggggtcgga
ctggaacagg
tgagcgecgg
ggggggatct
caaactacct
tgttaaacta
atgggagcag
aaaccacaac
ctttatttgt
ttatgtttca
aatgtggtat
actgggaaaa
gctggegtaa

atggcgaatg

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980

5040
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gaacgcgccc
cgctacactt
cacgttegee
tagtgcttta
gccatcgecece
tggactcttg
ataagggatt
taacgcgaat
gtgcgcggaa
agacaataac
catttcegtg
ccagaaacgc
atcgaactgg
ccaatgatga
gggcaagagc
ccagtcacag
ataaccatga
gagctaaccg
ccggagcetga
gcaacaacgt
ttaatagact
gctggctggt
gcagcactgg
caggcaacta
cattggtaac
ttttaattta
taacgtgagt
tgagatcctt
gcggtggttt
agcagagcgc
aagaactctg

gccagtggeg

tgtagcggeg
gccagcgccc
ggcttteece
cggcaccteg
tgatagacgg
ttccaaactg
ttgcegattt
tttaacaaaa
ccecctatttg
cctgataaat
tcgcecttat
tggtgaaagt
atctcaacag
gcacttttaa
aactcggtcg
aaaagcatct
gtgataacac
cttttttgca
atgaagccat
tgcgcaaact
ggatggaggc
ttattgctga
ggccagatgg
tggatgaacg
tgtcagacca
aaaggatcta
tttegtteca
tttttetgeg
gtttgcegga
agataccaaa
tagcaccgece

ataagtcgtg

ES 2709216 T3

cattaagcgce
tagcgcccege
gtcaagctct
accccaaaaa
tttttegecece
gaacaacact
cggcectattg
tattaacgcet
tttatttttce
gcttcaataa
tcecetttttt
aaaagatgct
cggtaagatc
agttctgcta
ccgcatacac
tacggatggce
tgcggccaac
caacatgggg
accaaacgac
attaactggce
ggataaagtt
taaatctgga
taagcecctece
aaatagacag
agtttactca
ggtgaagatc
ctgagcegtca
cgtaatctge
tcaagagcta
tactgtcctt
tacatacctc

tettacecggg

ggcgggtgtg
tcecttteget
aaatcggggg
acttgattag
tttgacgttg
caaccctatc
gttaaaaaat
tacaatttag
taaatacatt
tattgaaaaa
gcggeatttt
gaagatcagt
cttgagagtt
tgtggcgegg
tattctcaga
atgacagtaa
ttacttctga
gatcatgtaa
gagcgtgaca
gaactactta
gcaggaccac
gccggtgage
cgtatcgtag
atcgctgaga
tatatacttt
ctttttgata
gaccecegtag
tgcttgcaaa
ccaactcttt
ctagtgtagc
gctctgectaa

ttggactcaa

77

gtggttacge
ttctteectt
ctceccetttag
ggtgatggtt
gagtccacgt
tcggtectatt
gagctgattt
gtggcacttt
caaatatgta
ggaagagtat
gcetteetgt
tgggtgcacg
ttcgecececcega
tattatcceg
atgacttggt
gagaattatg
caacgatcgg
ctcgccttga
ccacgatgce
ctctagette
ttctgcgete
gtgggtctcg
ttatctacac
taggtgectce
agattgattt
atctcatgac
aaaagatcaa
caaaaaaacc
ttccgaaggt
cgtagttagg
tcctgttace

gacgatagtt

gcagcgtgac
cctttectege
ggtteccgatt
cacgtagtgg
tctttaatag
cttttgattt
aacaaaaatt
tcggggaaat
tcegetecatg
gagtattcaa
ttttgctcac
agtgggttac
agaacgtttt
tattgacgcce
tgagtactca
cagtgctgee
aggaccgaag
tcgttgggaa
tgtagcaatg
ccggcaacaa
ggcccttecg
cggtatcatt
gacggggagt
actgattaag
aaaacttcat
caaaatccct
aggatcttet
accgctacca
aactggctte
ccaccacttc
agtggetget

accggataag

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760

5820

5880

5940

6000

6060

6120

6180

6240

6300

6360

6420

6480

6540

6600

6660

6720

6780

6840

6900

6960
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<210> 29

gcgcageggt
tacaccgaac
agaaaggcgg
cttccagggg
gagcgtcgat
gcggectttt
ttatcccectg
cgcagccgaa
cgcaaaccgce
cccgactgga
gcaccccagg

taacaatttc

<211> 7663

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

cgggctgaac
tgagatacct
acaggtatcc
gaaacgcctg
ttttgtgatg
tacggttcct
attctgtgga
cgaccgagceg
ctctcececge
aagcgggcag
ctttacactt

acacaggaaa

<223> pCAG-ArtTall-Clo051

<400> 29

gacattgatt
catatatgga
acgacccccg
ctttccattg
aagtgtatca
ggcattatgc
tagtcatcge
ccceccececte
tgggggcggg
gcggggcgag
cttttatgge
gagtcgctge
cceggetetg

cgggctgtaa

attgactagt

ES 2709216 T3

ggggggttcg
acagcgtgag
ggtaagcggc
gtatctttat
ctcgtcaggg
ggccttttge
taaccgtatt
cagcgagtca
gcgttggecg
tgagcgcaac
tatgcttccg

cagctatgac

tattaatagt

tgcacacagce
ctatgagaaa
agggtcggaa
agtcctgtceg
gggcggagcece
tggccttttg
accgeccetttg
gtgagcgagg
attcattaat
gcaattaatg
gctcgtatgt

catgaggcgce

aatcaattac

ccagcttgga
gegecacget
caggagagcg
ggtttcgeca
tatggaaaaa
ctcacatgtt
agtgagctga
aagcggaaga
gcagctggca
tgagttagcet
tgtgtggaat

gceggatte

ggggtcatta

gcgaacgacce
tceccgaaggyg
cacgagggag
cctctgactt
cgccagcaac
ctttcctgeg
taccgctege
gcgcccaata
cgacaggttt
cactcattag

tgtgagcgga

7020

7080

7140

7200

7260

7320

7380

7440

7500

7560

7620

7669

gttcatagcc

gttccgegtt
cccattgacg
acgtcaatgg
tatgccaagt
ccagtacatg
tattaccatg
cccaccccca
9999999999
gcggagaggt
gaggcggcgg
gcgctgecett
actgaccgceg

ttagcgettg

acataactta
tcaataatga
gtggagtatt
acgcccccta
accttatggg
gtcgaggtga
attttgtatt
gggcgcgcgce
gcggcggecag
cggcggcgge
cgccecegtge
ttactcccac

gtttaatgac

cggtaaatgg
cgtatgttcc
tacggtaaac
ttgacgtcaa
actttcctac
gccccacgtt
tatttatttt
caggcggggc
ccaatcagag
cctataaaaa
ccegcecteege
aggtgagcgg

ggcttgtttce

78

cccgecectgge
catagtaacg
tgcccacttg
tgacggtaaa
ttggcagtac
ctgcttcact
ttaattattt
ggggcggggc
cggcgcecgctce
gcgaagcgcg
cgccgecteg
gcgggacgge

ttttetgtgg

tgaccgccca
ccaataggga
gcagtacatc
tggcccgect
atctacgtat
ctccccatct
tgtgcagcga
gaggggcggg
cgaaagtttc
cggcgggcgyg
cgccgcecge
ccttctecte

ctgcgtgaaa

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840
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gcecttgaggg
gtgtgtgtgt
tgegggegeg
ggeggtgecce
tgcgtggggg
cceccteeccec
ggcgceggggce
gggccgectc
ggctgtcgag
cagggacttc
ccctcetageg
ggccttegtg
cggggggacyg
accggeggcet
cttaattaat
aggtggegge
gaggtggggt
agcagcagca
cactggtggg
cactcgggac
acgaagccat
tcaccgtcge
tgctgaagat
atgctctgac
acatcggcgg
cccacggact
ctectggagac
agcaggtggt
gactgctccc
catctcatga
gccaggccca

aacaggctct

gctcecgggag
gcgtggggag
gcgeggggcet
cgcggtgegg
ggtgagcagg
gagttgctga
tcgeegtgee
gggccgggga
gcgecggcgag
ctttgtccecca
ggcgceggggce
cgtcgecgeg
gctgectteg
ctagagcctce
aatacgactc
cgctgactac
acccgccagt
ggagaagatc
gcacggttte
tgtggcegtce
tgtgggcgte
cggggaactg
cgctaaacge
aggagcccca
aaaacaggcc
gaccccacag
cgtgcagagg
cgcaattgce
cgtgctgtge
cgggggcaag
cggactcact

ggaaaccgtg

ES 2709216 T3

ggccctttgt
cgecegegtge
ttgtgegcte
ggggggctge
gggtgtgggce
gcacggcccg
g99cgggggyg
gggctcgggyg
ccgcagccat
aatctgtgceg
gaageggtge
ccgecgtece
ggggggacgg
tgctaaccat
actatagggg
aaggatgacg
ccagcagccc
aaaccaaagg
acacacgccce
aaatatcagg
ggaaagcagt
cggggtccac
ggcggagtga
ctgaatctta
ctcgaaaccg
caggtggtcg
ctgecteeceeg
tccaatggtg
caggctcacg
caggcactgg
cctcagecagg

cagcgcctge

gcggggggga
ggctcegege
cgcagtgtge
gaggggaaca
gcgteggteg
gcttcgggtyg
tggcggeagg
gaggggcgeg
tgccttttat
gagccgaaat
ggcgccggea
ctteteccte
ggcagggcgg
gttcatgcct
ccgecaccat
acgataaacc
aggtggatct
tgcggtccac
atattgtgge
acatgatcgce
ggagcggtge
cactccagtc
cagctgtgga
ctccagaaca
tccagagact
ccatcgctag
tcctgtgeca
gcggaaaaca
gtctcacacc
agacagtgca
tegtegecat

tcececegtget

79

gcggctceggg
tgceceggegg
gcgaggggag
aaggctgegt
ggctgcaacc
cggggctccg
tgggggtgce
gcggcccccg
ggtaatcgtg
ctgggaggcg
ggaaggaaat
tccagectceg
ggttcggett
tcttettttt
gggacctaag
aggtggcgga
gagaaccctce
cgtcgctcag
tctgtectcag
cgctcetgect
cagagcactc
cggactggac
agctgtgeac
ggtcgtcgea
cctceecgtg
caacggcgga
ggcacatggg
ggccctggaa
ccagcaggtg
gcggetgete
tgctagtaac

gtgccaagcee

gggtgegtge
ctgtgagcge
cgcggeeggg
gcggggtgtg
cccectgeac
tacggggcgt
gggcggggcyg
gagcgcegge
cgagagggcg
ccgccgeace
gggcggggag
gggctgtceg
ctggcgtgtg
cctacagatc
aaaaagagga
ggtagtggeg
ggctacagcc
caccatgaag
catccecgetg
gaggcaaccce
gaagcactcc
actggacagc
gcttggagga
atcgcaagta
ctgtgccagg
gggaagcagg
ctcacaccte
actgtgcaga
gtcgctatceg
cctgteectgt
ggcggaggga

cacggcctga

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760
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ccccccagea
tgcagcgact
ctattgcaag
tgctgtgcca
gcggcaagcea
gactcacacc
aaactgtaca
tcecgtggceccat
tcectgtget
acaatggagg
cgcacggtct
ctctcgaaac
agcaggtcgt
ctcagctgte
tcgectetege
atgctccege
acgaaggcat
acattagtca
tctttgagat
tcggecggatce
ggatcattgt
acgagatgga
agtggtggga
ccttcaaggg
gcagcgecgt
tgaccatcga
gaacgcgtaa
ccattaccag
atctttgtga
atttaaagct

ctaattgttt

ggtggtcgea
gctcccagtg
caacaatgga
agcgcatgga
ggccctggag
tgagcaggtc
gcggctgetce
tgcaagtcat
gtgccaggcet
gaagcaggcc
gacccctcag
cgtccagecgg
cgctattget
caggcccgat
ttgcecteggt
actgatcaag
caaaagcaac
cgaatacctc
gaaagtgctg
taggaaacca
ggataccaag
acggtacgtg
gaacttctct
taaatttgag
caacgtggtc
agagctggag
atgattgcag
ttggtctggt
aggaacctta
ctaaggtaaa

gtgtatttta

ES 2709216 T3

atcgcctcaa
ctgtgccagg
gggaaacagg
ctcactccece
accgtceccaga
gtggcaatcg
ccegtgetgt
gacggaggca
catggtctga
ctggagaccg
caggtcgtcg
ctccteeccag
tctaatggeg
cctgeceectgg
ggacggccceg
agaaccaaca
atctcecctee
tcectecateg
gaactgctcg
gacggcatcg
gcatactctg
cgcgagaact
gaggaagtga
gaacagctca
aatctgctcc
agggcaatgt
atccactagt
gtcaaaaata
cttetgtggt
tataaaattt

gattccaacc

acaatggtgg
cccatggact
cactggaaac
agcaggtcgt
gactgcetccee
cctctaacat
gccaagcaca
agcaggccct
ctcctcageca
tacagagact
caatcgccag
tcctetgtcea
gagggcggcc
ctagatcecge
ctctggacge
ggagaattcc
tgaaagacga
acctggettt
tcaatgagta
tgtatagtac
agggttatag
caaatagaga
agaaatacta
ggagactgag
tgggcgctga
ttaataatag
tctagaattc
ataataaccg
gtgacataat
ttaagtgtat

tatggaactg

80

caagcaggcc
cacaccacag
agtccagagg
cgccatcget
cgtgetgtge
tggagggaaa
cggactcact
ggaaacagtg
ggtggtggec
gctececeegtg
caatggcggg
ggctcacgge
tgctctggag
actcactaac
agtcaaaaag
tgagggatcc
actccggggg
cgatagcaag
cgggttcaag
cacactggaa
tctgececatt
tgaggaagtc
cttcegtcettt
catgactacc
aaagattcgg
cgagtttatce
cagctgagcg
ggcagggggg
tggacaaact
aatgtgttaa

atgaatggga

ctggagactg
caggtcgtceg
ctgctceceeg
tccaataacg
caagctcacg
caggccctgg
ccacagcagg
cagcgcctge
atcgcttcca
ctgtgccaag
ggcaagcagg
ctgaccccac
agcattgtgg
gatcatctgg
ggtctececcee
gatcgtttaa
cagattagcc
cagaacaggc
ggtcgacacc
gacaactttg
tcacaggceg
aaccctaaca
atcagcgggt
ggcgtgaatg
agcggagaga
ctgaaatact
ccggtcgeta
atctgcatgg
acctacagag
actactgatt

gcagtggtgg

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620
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aatgccagat
gcagtgaaaa
tataagctgce
gggggaggtg
ttatgatctg
cgttacccaa
agaggcccgce
gccectgtage
acttgccagce
cgeceggettt
tttacggcac
gccctgatag
cttgttccaa
gattttgccg
gaattttaac
ggaaccccta
taaccctgat
cgtgtcgecc
acgcetggtga
ctggatctca
atgagcactt
gagcaactcg
acagaaaagc
atgagtgata
accgcettttt
ctgaatgaag
acgttgegea
gactggatgg
tggtttattg
ctggggccag
actatggatg

taactgtcag

ccagacatga
aaatgcttta
aataaacaag
tgggaggttt
cggccgccac
cttaatcgcce
accgatcgec
ggcgcattaa
gccctagege
cccegtcecaag
ctcgacccca
acggttttte
actggaacaa
atttcggect
aaaatattaa
tttgtttatt
aaatgcttca
ttattccctt
aagtaaaaga
acagcggtaa
ttaaagttct
gtcgccgecat
atcttacgga
acactgcggce
tgcacaacat
ccataccaaa
aactattaac
aggcggataa
ctgataaatc
atggtaagcc
aacgaaatag

accaagttta

ES 2709216 T3

taagatacat
tttgtgaaat
ttaacaacaa
tttaaagcaa
tggccgtcegt
ttgcagcaca
cttcccaaca
gcgeggeggg
ccgetecttt
ctctaaatcg
aaaaacttga
gcectttgac
cactcaaccc
attggttaaa
cgcttacaat
tttctaaata
ataatattga
ttttgcggeca
tgctgaagat
gatccttgag
gctatgtgge
acactattct
tggcatgaca
caacttactt
gggggatcat
cgacgagcgt
tggcgaacta
agttgcagga
tggagccggt
ctceccegtatce
acagatcgcet

ctcatatata

tgatgagttt
ttgtgatgct
caattgcatt
gtaaaacctc
tttacaacgt
tcecceccecttte
gttgcgecage
tgtggtggtt
cgctttette
ggggctcecct
ttagggtgat
gttggagtcc
tatcteggtce
aaatgagctg
ttaggtggca
cattcaaata
aaaaggaaga
ttttgccttc
cagttgggtg
agttttegec
gcggtattat
cagaatgact
gtaagagaat
ctgacaacga
gtaactcgcc
gacaccacga
cttactctag
ccacttetge
gagcgtgggt
gtagttatct
gagataggtg

ctttagattg

81

ggacaaacca
attgctttat
cattttatgt
tacaaatgtg
cgtgactggg
gccagcectgge
ctgaatggcg
acgcgcagceg
ccttecttte
ttagggttcc
ggttcacgta
acgttcettta
tattcttttg
atttaacaaa
cttttcgggg
tgtatceget
gtatgagtat
ctgtttttge
cacgagtggg
ccgaagaacg
ccegtattga
tggttgagta
tatgcagtgce
tcggaggacc
ttgatcgttg
tgcectgtage
cttceceggea
gcteggecct
ctcgeggtat
acacgacggg
cctcactgat

atttaaaact

caactagaat
ttgtaaccat
ttcaggttca
gtatggctga
aaaaccctgg
gtaatagcga
aatggaacgce
tgaccgcectac
tcgeccacgtt
gatttagtgc
gtgggccatce
atagtggact
atttataagg
aatttaacgc
aaatgtgcge
catgagacaa
tcaacatttc
tcacccagaa
ttacatcgaa
ttttccaatg
cgccgggcaa
ctcaccagtc
tgccataacc
gaaggagcta
ggaaccggag
aatggcaaca
acaattaata
tcecggetgge
cattgcagca
gagtcaggca
taagcattgg

tcatttttaa

4680

4740

4800

4860

4920

4980

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760

5820

5880

5940

6000

6060

6120

6180

6240

6300

6360

6420

6480

6540
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<210> 30
<211> 7816
<212> ADN

tttaaaagga
gagttttegt
ccttttttte
gtttgtttge
gcgcagatac
tctgtagcac
ggcgataagt
cggtcgggct
gaactgagat
gcggacaggt
gggggaaacg
cgatttttgt
tttttacggt
cctgattectg
cgaacgaccg
ccgectcetee
tggaaagcgg
caggctttac

tttcacacag

tctaggtgaa
tccactgage
tgcgegtaat
cggatcaaga
caaatactgt
cgcctacata
cgtgtcttac
gaacgggggyg
acctacagceg
atccggtaag
cctggtatcet
gatgctegtce
tcctggectt
tggataaccg
agcgcagcga
ccgegegttg
gcagtgageg
actttatgcet

gaaacagcta

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> pCAG-ArtTall-Mlyl

<400> 30

gacattgatt

catatatgga

acgacccccg

ctttccattg

aagtgtatca

ggcattatgce

tagtcatcge

attgactagt
gttccgegtt
cccattgacg
acgtcaatgg
tatgccaagt
ccagtacatg

tattaccatg
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gatccttttt
gtcagacccce
ctgctgcettg
gctaccaact
ccttectagtg
cctegetcetg
cgggttggac
ttegtgecaca
tgagctatga
cggcagggtc
ttatagtcct
aggggggcgg
ttgctggect
tattaccgece
gtcagtgagce
gccgattcat
caacgcaatt
tcecggetegt

tgaccatgag

tattaatagt
acataactta
tcaataatga
gtggagtatt
acgceccccta
accttatggg

gtcgaggtga

gataatctca
gtagaaaaga
caaacaaaaa
ctttttecga
tagccgtagt
ctaatcctgt
tcaagacgat
cagcccagcet
gaaagcgcca
ggaacaggag
gtegggttte
agcctatgga
tttgctcaca
tttgagtgag
gaggaagcgg
taatgcagct
aatgtgagtt
atgttgtgtg

gcgcgcecgga

aatcaattac
cggtaaatgg
cgtatgttce
tacggtaaac
ttgacgtcaa
actttcctac

gccccacgtt

82

tgaccaaaat
tcaaaggatc
aaccaccgcet
aggtaactgg
taggccacca
taccagtggc
agttaccgga
tggagcgaac
cgctteecega
agcgcacgag
gccacctctg
aaaacgccag
tgttctttee
ctgataccge
aagagcgccc
ggcacgacag
agctcactca
gaattgtgag

tte

ggggtcatta
ccecgectgge
catagtaacg
tgcccacttg
tgacggtaaa
ttggcagtac

ctgcttcact

cccttaacgt
ttcttgagat
accagcggtg
cttcagcaga
cttcaagaac
tgctgccagt
taaggcgcag
gacctacacc
agggagaaag
ggagcttcca
acttgagcgt
caacgcggcece
tgcgttatce
tcgeegeage
aatacgcaaa
gtttcececgac
ttaggcaccc

cggataacaa

gttcatagcce
tgaccgccca
ccaataggga
gcagtacatc
tggccecgect
atctacgtat

ctcecceccatcet

6600

6660

6720

6780

6840

6900

6960

7020

7080

7140

7200

7260

7320

7380

7440

7500

7560

7620

7663

60

120

180

240

300

360

420
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ccececccecte
tgggggcggg
gcggggcgag
cttttatgge
gagtcgcetge
cceggetetg
cgggctgtaa
gccttgaggg
gtgtgtgtgt
tgcgggcgeg
ggcggtgece
tgcgtggggg
cccectecce
ggcgcggggce
gggccgectc
ggctgtegag
cagggacttc
ccctctageg
ggccttegtg
cggggggacg
accggcggct
cttaattaat
aggtggcgge
gaggtggggt
agcagcagca
cactggtggg
cactecgggac
acgaagccat
tcaccgtege
tgctgaagat
atgctctgac

acatcggegg

cccaccccca
9999999999
gcggagaggt
gaggcggegyg
gcgctgectt
actgaccgceg
ttagegettg
gctcegggag
gcgtggggag
gcgeggggct
cgcggtgegg
ggtgagcagg
gagttgctga
tcgeegtgec
gggccgggga
gcgcggcgag
ctttgtccca
ggcgcggggc
cgtcgecgeg
gectgectteg
ctagagcctc
aatacgactc
cgctgactac
acccgccagt
ggagaagatc
gcacggtttc
tgtggcegte
tgtgggcgtc
cggggaactg
cgctaaacgc
aggagcccca

aaaacaggcc

ES 2709216 T3

attttgtatt
gggcgcgcege
gcggeggeag
cggcggegge
cgccecgtge
ttactcccac
gtttaatgac
ggcectttgt
cgcecgegtge
ttgtgecgetce
ggggggctge
gggtgtggge
gcacggcccg
g99cgggggg

gggctcgggg
ccgcagcecat
aatctgtgeg
gaagcggtgc
ccgeegtece
ggggggacgg
tgctaaccat
actatagggg
aaggatgacg
ccagcagccc
aaaccaaagg
acacacgccc
aaatatcagg
ggaaagcagt
cggggtccac
ggcggagtga
ctgaatctta

ctcgaaaccg

tatttatttt
caggcggggce
ccaatcagag
cctataaaaa
ccegetecge
aggtgagcgg
ggcttgttte
gcggggggga
ggctcegege
cgcagtgtge
gaggggaaca
gcgteggteg
gcttegggtg
tggcggcagg
gaggggcgcg
tgeccttttat
gagccgaaat
ggcgccggea
cttcteccte
ggcagggcgg
gttcatgcct
ccgccaccat
acgataaacc
aggtggatct
tgcggtccac
atattgtggce
acatgatcge
ggagcggtge
cactccagtc
cagctgtgga
ctccagaaca

tccagagact

83

ttaattattt
ggggcggggc
cggcgegete
gcgaagcegeg
cgcecgecteg
gcgggacggce
ttttetgtgg
gcggeteggg
tgceceggegyg
gcgaggggag
aaggctgegt
ggctgcaacc
cggggctceg
tgggggtgce
gcggeccecg
ggtaategtg
ctgggaggcg
ggaaggaaat
tccagecteg
ggtteggett
tcttettttt
gggacctaag
aggtggcgga
gagaaccctce
cgtcgcetcag
tctgtctcag
cgctetgect
cagagcactc
cggactggac
agctgtgcac
ggtcgtcgea

cctececegtg

tgtgcagcga
gaggggcggg
cgaaagtttce
cggcgggcgy
cgcegeccge
ccttectecte
ctgcgtgaaa
gggtgegtge
ctgtgagcge
cgcggecggy
gcggggtgtg
cccectgeac
tacggggcgt
gggcggggcy
gagcgccgge
cgagagggcyg
ccgccgeace
gggcggggag
gggctgtceg
ctggegtgtg
cctacagatc
aaaaagagga
ggtagtggeg
ggctacagece
caccatgaag
catcccgetg
gaggcaaccc
gaagcactcce
actggacagce
gcttggagga
atcgcaagta

ctgtgececagg

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340
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cccacggact
ctctggagac
agcaggtggt
gactgctcece
catctcatga
gccaggecca
aacaggctct
ccccccagea
tgcagcgact
ctattgcaag
tgctgtgcca
gcggcaagca
gactcacacc
aaactgtaca
tcgtggecat
tccectgtget
acaatggagg
cgcacggtet
ctctcgaaac
agcaggtcgt
ctcagctgtce
tcgectetege
atgctceccege
acatcaatag
acgatgccaa
atacagtgaa
aaatcaagaa
cctttgeege
gcatgccect
tctectgeat

ctagtgtgece

gaccccacag
cgtgcagagg
cgcaattgcc
cgtgetgtge
cgggggcaag
cggactcact
ggaaaccgtg
ggtggtcgea
gctcccecagtg
caacaatgga
agcgcatgga
ggccctggag
tgagcaggtc
gcggcectgete
tgcaagtcat
gtgccaggcet
gaagcaggcc
gacccctecag
cgtccagcgg
cgctattget
caggcccgat
ttgeccteggt
actgatcaag
caagatcaag
agatctgctg
ccacctgaag
aagggatgtg
tctgaatcat
gaatacagct
cgtggaagtg

taggcactac
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caggtggtcg
ctgctececeeg
tccaatggtg
caggctcacg
caggcactgg
cctcagcagg
cagcgcectge
atcgcctcaa
ctgtgccagg
gggaaacagg
ctcactccce
accgtccaga
gtggcaatcg
cccegtgetgt
gacggaggca
catggtctga
ctggagaccg
caggtcgtcg
ctcctececcag
tctaatggeg
cctgeectgg
ggacggccceg
agaaccaaca
cagctggacg
aatgacctgg
ctgcgetecg
cccgacgtge
acccaggcta
ccaggaaaga
actatgagct

ggagacctgg

ccatcgctag
tcctgtgeca
gcggaaaaca
gtctcacacce
agacagtgca
tcgtegecat
tceceegtget
acaatggtgg
cccatggact
cactggaaac
agcaggtcgt
gactgctcee
cctctaacat
gccaagcaca
agcaggccct
ctcctcagcea
tacagagact
caatcgccag
tcctectgtea
gagggcggec
ctagatcege
ctectggacge
ggagaattcc
atagcatcaa
agatccagceg
acatcgagga
ctctgttcct
tcgaagggaa
aacccgatat

ccggggagac

tgagaaaggt

84

caacggcgga
ggcacatggg
ggccctggaa
ccagcaggtg
gcggetgete
tgctagtaac
gtgccaagce
caagcaggcce
cacaccacag
agtccagagg
cgccatcgcet
cgtgetgtge
tggagggaaa
cggactcact
ggaaacagtg
ggtggtggcece
gctceceegtg
caatggcggg
ggctcacggc
tgctctggag
actcactaac
agtcaaaaag
tgagggatcc
cgtggagtcc
gaaggctaaa
tattctggac
ggagtggaat
ctttattgtg
cgagattaac
ccagtttaac

ggaccatgat

gggaagcagg
ctcacacctc
actgtgcaga
gtcgctateg
ccetgteectgt
ggcggaggga
cacggcctga
ctggagactg
caggtcgteg
ctgctceeeg
tccaataacg
caagctcacg
caggccctgg
ccacagcagg
cagcgcctge
atcgcttcca
ctgtgccaag
ggcaagcagg
ctgaccccac
agcattgtgg
gatcatctgg
ggtcteececcee
gatcgtttaa
ctgaagattg
accattgaag
gtgttegeca
atctggeggg
gacctggatg
tacggaagct
atggaaggct

gcctattgta

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

4200
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tecttcattge
tgtctacaaa
tctgetttet
ggctggacaa
aaatcatttc
agttctagaa
ataataataa
ggtgtgacat
tttttaagtg
acctatggaa
cattgatgag
aatttgtgat
caacaattgc
caagtaaaac
cgttttacaa
acatcccect
acagttgcgce
gggtgtggtg
tttegettte
tcgggggete
tgattagggt
gacgttggag
ccctatceteg
aaaaaatgag
aatttaggtg
atacattcaa
tgaaaaagga
gcattttgece
gatcagttgg
gagagttttc
ggcgeggtat

tctcagaatg

ccctaaggtg
gcattatggc
gcaagtggge
cctgattaac
taagatcagt
ttccagctga
ccgggcaggg
aattggacaa
tataatgtgt
ctgatgaatg
tttggacaaa
gctattgett
attcatttta
ctctacaaat
cgtegtgact
ttcgeccaget
agcctgaatg
gttacgcgeca
ttcecettect
cctttagggt
gatggttcac
tccacgttct
gtctattett
ctgatttaac
gcactttteg
atatgtatcc
agagtatgag
ttcetgtttt
gtgcacgagt
gccccgaaga
tatcccegtat

acttggttga
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gctccaggga
ggaaagacta
attacccaca
ttcaatctgg
acatgggcca
gcgeccggtceg
gggatctgca
actacctaca
taaactactg
ggagcagtgg
ccacaactag
tatttgtaac
tgtttcaggt
gtggtatggc
gggaaaaccc
ggcgtaatag
gcgaatggaa
gcgtgaccgce
ttectegececac
tccgatttag
gtagtgggcc
ttaatagtgg
ttgatttata
aaaaatttaa
gggaaatgtg
gctcatgaga
tattcaacat
tgctcaccea
gggttacatc
acgttttcca
tgacgcecggg

gtactcacca

ctaaagctca
agatcattcc
actttcagga
agtctgaaga
tttgaacgcg
ctaccattac
tggatctttg
gagatttaaa
attctaattg
tggaatgcca
aatgcagtga
cattataagc
tcagggggag
tgattatgat
tggcgttacc
cgaagaggcc
cgcgccctgt
tacacttgcc
gttegeecgge
tgctttacgg
atcgccctga
actcttgttc
agggattttg
cgcgaatttt
cgcggaaccce
caataaccct
ttcegtgteg
gaaacgctgg
gaactggatc
atgatgagca
caagagcaac

gtcacagaaa

85

cttctttaac
aatgagtctg
tatcaacaag
cgaggaaatc
taaatgattg
cagttggtct
tgaaggaacc
gctctaaggt
tttgtgtatt
gatccagaca
aaaaaatgct
tgcaataaac
gtgtgggagg
ctgecggeege
caacttaatc
cgcaccgatc
agcggcgcat
agcgccctag
tttecceegte
cacctcgacce
tagacggttt
caaactggaa
ccgatttegg
aacaaaatat
ctatttgttt
gataaatgct
cecettattee
tgaaagtaaa
tcaacagcgg
cttttaaagt
tcggtegeceg

agcatcttac

ctgaataggce
gacgatttca
ctgaaaaatt
tggtttgagg
cagatccact
ggtgtcaaaa
ttacttctgt
aaatataaaa
ttagattcca
tgataagata
ttatttgtga
aagttaacaa
ttttttaaag
cactggccgt
gccttgeage
gceccttecca
taagcgcgge
cgceccgetece
aagctctaaa
ccaaaaaact
ttecgecettt
caacactcaa
cctattggtt
taacgcttac
atttttctaa
tcaataatat
cttttttgeg
agatgctgaa
taagatcctt
tctgectatgt

catacactat

ggatggcatg

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

6120
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<210> 31
<211> 7705
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

acagtaagag
cttctgacaa
catgtaactc
cgtgacacca
ctacttactc
ggaccactte
ggtgagcegtg
atcgtagtta
gctgagatag
atactttaga
tttgataatc
cccgtagaaa
ttgcaaacaa
actcttttte
gtgtagccgt
ctgctaatce
gactcaagac
acacagccca
tgagaaagcg
gtcggaacag
cctgtcgggt
cggagcctat
ccttttgete
gcctttgagt
agcgaggaag
cattaatgca
attaatgtga
cgtatgttgt

gaggcgcgcece

aattatgcag
cgatcggagg
gcecttgateg
cgatgcctgt
tagcttceceg
tgecgetegge
ggtctegegg
tctacacgac
gtgcctcact
ttgatttaaa
tcatgaccaa
agatcaaagg
aaaaaccacc
cgaaggtaac
agttaggcca
tgttaccagt
gatagttacc
gcttggageg
ccacgcttce
gagagcgcac
ttecgecacct
ggaaaaacgc
acatgttctt
gagctgatac
cggaagagcg
gctggcacga
gttagctcac
gtggaattgt

ggattc

<223> pCAG-ArtTal1-Pept071

<400> 31

ES 2709216 T3

tgctgccata
accgaaggag
ttgggaaccg
agcaatggca
gcaacaatta
ccttecgget
tatcattgca
ggggagtcag
gattaagcat
acttcatttt
aatcccttaa
atcttcttga
gctaccagceg
tggcttcage
ccacttcaag
ggctgctgece
ggataaggcg
aacgacctac
cgaagggaga
gagggagcett
ctgacttgag
cagcaacgcg
tcctgegtta
cgctcgecge
cccaatacge
caggtttcce
tcattaggca

gagcggataa

accatgagtg
ctaaccgcett
gagctgaatg
acaacgttgce
atagactgga
ggctggttta
gcactggggc
gcaactatgg
tggtaactgt
taatttaaaa
cgtgagtttt
gatccttttt
gtggtttgtt
agagcgcaga
aactctgtag
agtggcgata
cagcggtcgg
accgaactga
aaggcggaca
ccagggggaa
cgtcgatttt
gcctttttac
tccectgatt
agccgaacga
aaaccgcecte
gactggaaag
ccccaggcett

caatttcaca

86

ataacactgce
ttttgcacaa
aagccatacc
gcaaactatt
tggaggcgga
ttgctgataa
cagatggtaa
atgaacgaaa
cagaccaagt
ggatctaggt
cgttccactg
ttetgegegt
tgccggatca
taccaaatac
caccgcctac
agtegtgtcet
gctgaacggg
gatacctaca
ggtatccggt
acgcctggta
tgtgatgctc
ggttcctgge
ctgtggataa
ccgagcgcag
tcceegegeg
cgggcagtga
tacactttat

caggaaacag

ggccaactta
catgggggat
aaacgacgag
aactggcgaa
taaagttgca
atctggagce
gcecceteeegt
tagacagatc
ttactcatat
gaagatcctt
agcgtcagac
aatctgctge
agagctacca
tgtccttcta
atacctcgcet
taccgggttg
gggttcgtge
gcgtgagceta
aagcggcagg
tctttatagt
gtcagggggg
cttttgectgg
ccgtattacce
cgagtcagtg
ttggccgatt
gcgcaacgca
gcttececgget

ctatgaccat

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

7816
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gacattgatt
catatatgga
acgacccccg
ctttccattg
aagtgtatca
ggcattatge
tagtcatcge
ccecececccete
tgggggcggg
gcggggcgag
cttttatgge
gagtcgctge
cccggcetetg
cgggctgtaa
gccttgaggg
gtgtgtgtgt
tgcgggegeg
ggcggtgece
tgcgtgggag
ccecectecce
ggcgcgggge
gggccgecte
ggctgtcgag
cagggacttc
ccctctageg
ggccttegtg
cggggggacg
accggcggct

cttaattaat

attgactagt
gtteccgegtt
cccattgacg
acgtcaatgg
tatgccaagt
ccagtacatg
tattaccatg
cccaccccca
9999999999
gcggagaggt
gaggcggcgg
gcgcectgecett
actgaccgeg
ttagcgettg
gctccgggag
gcgtggggag
gcgeggggct
cgceggtgcegg
ggtgagcagg
gagttgctga
tcgecgtgee
gggccgggga
gcgeggegag
ctttgtccca
ggcgcggggc
cgtcgeegeg
gctgectteg
ctagagccte

aatacgactce
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tattaatagt
acataactta
tcaataatga
gtggagtatt
acgcecccecta
accttatggg
gtcgaggtga
attttgtatt
gggcgcegege
gcggcggeag
cggcggcggce
cgccecgtge
ttactcccac
gtttaatgac
ggccctttgt
cgccgegtge
ttgtgecgete
ggggggctge
gggtgtggge
gcacggcccg
g999cggg999g
gggctcgggg
ccgcagecat
aatctgtgcg
gaagcggtge
ccgeegtecee
ggggggacgg
tgctaaccat

actatagggg

aatcaattac
cggtaaatgg
cgtatgttce
tacggtaaac
ttgacgtcaa
actttcctac
gcecccacgtt
tatttatttt
caggcggggc
ccaatcagag
cctataaaaa
cccgcetecge
aggtgagcgg
ggcttgttte
gcggggggga
ggctccgege
cgcagtgtge
gaggggaaca
gegteggteg
gcttegggtg
tggcggcagg
gaggggcgcg
tgccttttat
gagccgaaat
ggcgecggea
cttctcecte
ggcagggcgg
gttcatgeccet

ccgeccaccat

87

ggggtcatta
cccgectgge
catagtaacg
tgcccacttg
tgacggtaaa
ttggcagtac
ctgcttcact
ttaattattt
ggggcggggc
cggegegete
gcgaagcgceg
cgecegecteg
gcgggacggce
ttttctgtgg
gcggcteggg
tgceceggegg
gcgaggggag
aaggctgegt
ggctgcaacc
cggggctceg
tgggggtgce
gcggcccceeg
ggtaatcgtg
ctgggaggcg
ggaaggaaat
tccagecteg
ggttcggett
teottettttt

gggacctaag

gttcatagcce
tgaccgccca
ccaataggga
gcagtacatc
tggccegect
atctacgtat
ctcececatcet
tgtgcagcga
gaggggcggg
cgaaagtttc
cggcgggcygg
cgccgeccge
ccttetecte
ctgcgtgaaa
gggtgcgtge
ctgtgagecge
cgcggccggg
gcggggtgtyg
cccectgecac
tacggggegt
g999cggggcyg
gagcgceegge
cgagagggcg
ccgeccgcace
gggcggggag
gggctgtccg
ctggegtgtg
cctacagatc

aaaaagagga

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740
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aggtggcegge
gaggtggggt
agcagcagca
cactggtggg
cactecgggac
acgaagccat
tcacecgtcege
tgctgaagat
atgctctgac
acatcggegg
cccacggact
ctctggagac
agcaggtggt
gactgctcce
catctcatga
gccaggccca
aacaggctct
ccccecagea
tgcagcgact
ctattgcaag
tgctgtgeca
gcggcaagca
gactcacacc
aaactgtaca
tcgtggecat
tcecectgtget
acaatggagg
cgcacggtct
ctctecgaaac
agcaggtcgt

ctcagctgte

cgctgactac
acccgccagt
ggagaagatc
gcacggtttce
tgtggecegtce
tgtgggegtce
cggggaactg
cgctaaacgce
aggagcccca
aaaacaggcc
gaccccacag
cgtgcagagg
cgcaattgece
cgtgectgtge
cgggggcaag
cggactcact
ggaaaccgtg
ggtggtcgea
gctcccagtg
caacaatgga
agcgcatgga
ggccctggag
tgagcaggtc
gcggctgetce
tgcaagtcat
gtgccagget
gaagcaggcc
gacccctcag
cgtccagegg
cgctattget

caggcccgat

ES 2709216 T3

aaggatgacg
ccagcagcce
aaaccaaagg
acacacgccce
aaatatcagg
ggaaagcagt
cggggtccac
ggcggagtga
ctgaatctta
ctcgaaaccg
caggtggtcg
ctgcteceeg
tccaatggtg
caggctcacg
caggcactgg
cctcagcagg
cagcgcectge
atcgcctcaa
ctgtgccagg
gggaaacagg
ctcactcece
accgtccaga
gtggcaatcg
ccegtgetgt
gacggaggca
catggtctga
ctggagaccg
caggtcgtcg
ctececteccag
tctaatggceg

cctgeectgg

acgataaacc
aggtggatct
tgcggtcecac
atattgtggce
acatgatcge
ggagcggtge
cactccagtce
cagctgtgga
ctccagaaca
tccagagact
ccatcgctag
tcectgtgeca
gcggaaaaca
gtctcacacc
agacagtgca
tcgtcgecat
tceceegtget
acaatggtgg
cccatggact
cactggaaac
agcaggtcgt
gactgctcece
cctctaacat
gccaagcaca
agcaggccct
ctcctcagea
tacagagact
caatcgccag
tcctetgtea
gagggcggcec

ctagatccge
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aggtggcgga
gagaaccctc
cgtcgectcag
tctgtctcag
cgctetgecet
cagagcactc
cggactggac
agctgtgcac
ggtcgtegea
ccteccecgtg
caacggcgga
ggcacatggg
ggccctggaa
ccagcaggtg
gcggcetgete
tgctagtaac
gtgccaagcece
caagcaggcc
cacaccacag
agtccagagg
cgccatcget
cgtgectgtge
tggagggaaa
cggactcact
ggaaacagtg
ggtggtggce
gctceceegtg
caatggcggg
ggctcacgge
tgctctggag

actcactaac

ggtagtggeg
ggctacagcece
caccatgaag
catcccgetg
gaggcaaccce
gaagcactcc
actggacagc
gcttggagga
atcgcaagta
ctgtgccagg
gggaagcagg
ctcacacctce
actgtgcaga
gtcgctateg
cctgtectgt
ggcggaggga
cacggcctga
ctggagactg
caggtcgtcg
ctgctceeceg
tccaataacg
caagctcacg
caggccctgg
ccacagcagg
cagcgcctge
atcgcttcca
ctgtgccaag
ggcaagcagg
ctgaccccac
agcattgtgg

gatcatctgg

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600
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tcgetetege
atgctcecege
acaagatcag
acgtggacca
acttcgaaat
tcggtgaaag
ataacaaggc
ggtatattga
ctttcgacga
actttaaaaa
acgtggagaa
atagctttaa
atgtgaagtt
agatccacta
gtgtcaaaaa
tacttetgtg
aatataaaat
tagattccaa
gataagatac
tatttgtgaa
agttaacaac
tttttaaagc
actggcegtce
ccttgcageca
ccectteccaa
aagcgeggceg
gccegetect
agctctaaat
caaaaaactt
tcgeectttg
aacactcaac

ctattggtta

ttgcecteggt
actgatcaag
caaaaccaat
caggtatctg
ccagacaatt
tagaaagccc
ttactctact
ggaaaatcag
taaggtcaaa
caatctgaag
tctgetetac
gatgtacgac
tgccgectgag
gttctagaat
taataataac
gtgtgacata
ttttaagtgt
cctatggaac
attgatgagt
atttgtgatg
aacaattgca
aagtaaaacc
gttttacaac
catceccecett
cagttgcgca
ggtgtggtgg
ttegetttet
cgggggctce
gattagggtg
acgttggagt
cctatctegg

aaaaatgagc

ES 2709216 T3

ggacggcccg
agaaccaaca
gtgectggage
gcactcatcg
gatctgctca
gacggcatca
ggttataacc
acccgcgatg
gacttcaact
catatcgcta
ttcgcagagg
aacgatgaga
gaagagggag
tccagctgag
cgggcagggg
attggacaaa
ataatgtgtt
tgatgaatgg
ttggacaaac
ctattgettt
ttcattttat
tctacaaatg
gtcgtgactg
tcgeccagetg
gcctgaatgg
ttacgcgecag
tcecctteett
ctttagggtt
atggttcacg
ccacgttcett
tctattettt

tgatttaaca

ctctggacge
ggagaattcc
tcaaggacaa
acctecgecta
ttaatgagct
tttcatacaa
tgcctattaa
aaaaaatcaa
acctgtttgt
acagaacagg
aactgaaagc
tctatgtcgg
aatacctgac
cgceggtege
ggatctgcat
ctacctacag
aaactactga
gagcagtggt
cacaactaga
atttgtaacc
gtttcaggtt
tggtatggct
ggaaaaccct
gcgtaatage
cgaatggaac
cgtgaccget
tctegecacg
ccgatttagt
tagtgggcca
taatagtgga
tgatttataa

aaaatttaac
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agtcaaaaag
tgagggatcc
agtccgagat
tgatgggacc
gaagtttaaa
catcaatgga
tcaggccgac
ctccaataag
gagctcctte
tgtcagcggce
cggecggete
cgacttctct
ttgaacgcgt
taccattacc
ggatctttgt
agatttaaag
ttctaattgt
ggaatgccag
atgcagtgaa
attataagct
cagggggagyg
gattatgatc
ggcgttacee
gaagaggccc
gcgcecctgta
acacttgcca
ttegeegget
gctttacgge
tcgecectgat
ctecttgttee
gggattttge

gcgaatttta

ggtctcecce
gatcgtttaa
aagctgaaat
gctaacaggg
ggggtcaggce
gtgatcattg
gagatgatcce
tggtgggagt
tttaagggga
ggagcaatta
tcatatgtgg
gattacagtt
aaatgattgc
agttggtctg
gaaggaacct
ctctaaggta
ttgtgtattt
atccagacat
aaaaatgcett
gcaataaaca
tgtgggaggt
tgcggccgee
aacttaatcg
gcaccgatcg
gcggcgcatt
gcgecctage
ttcececegtea
acctcgacce
agacggtttt
aaactggaac
cgatttegge

acaaaatatt

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460

5520
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aacgcttaca
tttttctaaa
caataatatt
ttttttgcgg
gatgctgaag
aagatccttg
ctgctatgtg
atacactatt
gatggcatga
gccaacttac
atgggggatc
aacgacgagc
actggcgaac
aaagttgcag
tctggagecg
cccteccegta
agacagatcg
tactcatata
aagatccttt
gcgtcagacce
atctgctget
gagctaccaa
gtccttcectag
tacctcgetce
accgggttgg
ggttcgtgea
cgtgagctat
agcggcaggg
ctttatagte
tcaggggggce

ttttgctgge

atttaggtgg
tacattcaaa
gaaaaaggaa
cattttgecct
atcagttggg
agagttttcg
gcgeggtatt
ctcagaatga
cagtaagaga
ttctgacaac
atgtaactcg
gtgacaccac
tacttactcet
gaccacttct
gtgagcgtgg
tecgtagttat
ctgagatagg
tactttagat
ttgataatct
ccgtagaaaa
tgcaaacaaa
ctctttttee
tgtagccgta
tgctaatcct
actcaagacg
cacagcccag
gagaaagcgc
tcggaacagg
ctgtegggtt
ggagcctatg

cttttgctcea

ES 2709216 T3

cacttttcgg
tatgtatccg
gagtatgagt
tcetgttttt
tgcacgagtg
ccccgaagaa
atccecgtatt
cttggttgag
attatgcagt
gatcggagga
ccttgatcgt
gatgcctgta
agcttceccgg
gcgctcggece
gtctcgeggt
ctacacgacg
tgcctcactg
tgatttaaaa
catgaccaaa
gatcaaagga
aaaaccaccg
gaaggtaact
gttaggccac
gttaccagtg
atagttaccg
cttggagcga
cacgcttcce
agagcgcacg
tecgeccaccte
gaaaaacgcc

catgttcttt

ggaaatgtgce
ctcatgagac
attcaacatt
gctcacccag
ggttacatceg
cgttttccaa
gacgccgggce
tactcaccag
gctgccataa
ccgaaggagce
tgggaaccgg
gcaatggcaa
caacaattaa
cttceggetg
atcattgcag
gggagtcagg
attaagcatt
cttcattttt
atcccttaac
tcttecttgag
ctaccagcgg
ggcttcageca
cacttcaaga
gctgctgeca
gataaggcgce
acgacctaca
gaagggagaa
agggagcttc
tgacttgage
agcaacgcgg

cctgegttat
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gcggaacccce
aataaccctg
tcecgtgtege
aaacgctggt
aactggatct
tgatgagcac
aagagcaact
tcacagaaaa
ccatgagtga
taaccgettt
agctgaatga
caacgttgcg
tagactggat
gctggtttat
cactggggcc
caactatgga
ggtaactgtc
aatttaaaag
gtgagttttc
atcctttttt
tggtttgttt
gagcgcagat
actctgtagce
gtggcgataa
agcggtceggg
ccgaactgag
aggcggacag
cagggggaaa
gtcgattttt
cctttttacg

cccctgatte

tatttgttta
ataaatgctt
ccttattcce
gaaagtaaaa
caacagcggt
ttttaaagtt
cggtecgecge
gcatcttacg
taacactgcg
tttgcacaac
agccatacca
caaactatta
ggaggcggat
tgctgataaa
agatggtaag
tgaacgaaat
agaccaagtt
gatctaggtg
gttccactga
tctgecgegta
gccggatcaa
accaaatact
accgcctaca
gtcgtgtcett
ctgaacgggg
atacctacag
gtatccggta
cgcectggtat
gtgatgcteg
gttcetggee

tgtggataac

5580

5640

5700

5760

5820

5880

5940

6000

6060

6120

6180

6240

6300

6360

6420

6480

6540

6600

6660

6720

6780

6840

6900

6960

7020

7080

7140

7200

7260

7320

7380
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<210> 32
<211>75

cgtattaccg
gagtcagtga
tggcecgattce
cgcaacgcaa
cttceggete

tatgaccatg

55

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>

cctttgagtg
gcgaggaagce
attaatgcag
ttaatgtgag
gtatgttgtg

aggcgcgecg

<223> pCAG-ArtTall-Sbfl

<400> 32

gacattgatt
catatatgga
acgacccccg
ctttecatty
aagtgtatca
ggcattatgce
tagtcatcgce
ccececcecte
tgggggcggg
gcggggcgag
cttttatgge
gagtcgectge
cccggcetetg
cgggctgtaa
gcecttgaggg
gtgtgtgtgt
tgcgggegeg
ggcggtgece
tgcgtggggg
cccecteece

ggcgceggggce

attgactagt
gttcegegtt
cccattgacg
acgtcaatgg
tatgccaagt
ccagtacatg
tattaccatg
cccaccccca
9999999999
gcggagaggt
gaggcggcgg
gcgetgecett
actgaccgeg
ttagcgcettg
gctccgggag
gcgtggggag
gcgegggget
cgcggtgegyg
ggtgagcagg
gagttgctga

tcgecgtgee

ES 2709216 T3

agctgatacc
ggaagagcgce
ctggcacgac
ttagctcact
tggaattgtg

gattc

tattaatagt
acataactta
tcaataatga
gtggagtatt
acgcccccta
accttatggg
gtcgaggtga
attttgtatt
gggcgcgege
gcggcggcag
cggcggcegge
cgcceegtge
ttactcccac
gtttaatgac
ggcectttgt
cgecegegtge
ttgtgecgetce
ggggggctge
gggtgtggge
gcacggcccg

g999cgggggyg

gctegeegea
ccaatacgca
aggtttcceg
cattaggcac

agcggataac

aatcaattac
cggtaaatgg
cgtatgttce
tacggtaaac
ttgacgtcaa
actttcctac
gccccacgtt
tatttatttt
caggcgggge
ccaatcagag
cctataaaaa
cccgetecge
aggtgagcgg
ggcttgttte
gcggggggga
ggctcegege
cgcagtgtge
gaggggaaca
gcgteggteg
gcttegggtg

tggcggcagg
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gccgaacgac
aaccgcctct
actggaaagce
cccaggcettt

aatttcacac

ggggtcatta
cccgectgge
catagtaacg
tgcccacttg
tgacggtaaa
ttggcagtac
ctgcttcact
ttaattattt
ggggcggggc
cggegegete
gcgaagcgceg
cgccgecteg
gcgggacgge
ttttctgtgg
gcggcteggg
tgceceggegg
gcgaggggag
aaggctgegt
ggctgcaacc
cggggctceg

tgggggtgcc

cgagcgcagce
ccccgegegt
gggcagtgag
acactttatg

aggaaacagc

gttcatagcc
tgaccgccca
ccaataggga
gcagtacate
tggceccgect
atctacgtat
ctccccatct
tgtgcagcga
gaggggcggyg
cgaaagtttce
cggcgggcgg
cgccgeccge
cectteteete
ctgcgtgaaa
gggtgegtge
ctgtgagecge
cgcggccggg
gcggggtgtg
cccectgeac
tacggggegt

gg9gcggggcyg

7440

7500

7560

7620

7680

7705

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260
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gggccgecte
ggctgtcgag
cagggacttc
ccctectageg
ggccttegtg
cggggggacyg
accggeggcet
cttaattaat
aggtggcggc
gaggtggggt
agcagcagca
cactggtggg
cactcgggac
acgaagccat
tcaccgtcege
tgctgaagat
atgctctgac
acatcggcgg
cccacggact
ctctggagac
agcaggtggt
gactgctcce
catctcatga
gccaggccca
aacaggctct
ccccccagca
tgcagcgact
ctattgcaag
tgctgtgeca
gcggcaagca

gactcacacc

gggccgggga
gcgeggcegag
ctttgtccceca
ggcgcggggc
cgtegecgeg
gctgectteg
ctagagcctc
aatacgactc
cgctgactac
acccgecagt
ggagaagatc
gcacggtttc
tgtggcegtce
tgtgggegtc
cggggaactg
cgctaaacgce
aggagcccca
aaaacaggcc
gaccccacag
cgtgcagagg
cgcaattgec
cgtgectgtge
cgggggcaag
cggactcact
ggaaaccgtg
ggtggtcgea
gctcccagtg
caacaatgga
agcgcatgga
ggccctggag

tgagcaggtc

ES 2709216 T3

gggctcgggyg
ccgcagecat
aatctgtgcg
gaagcggtgce
ccgecegtecee
ggggggacgyg
tgctaaccat
actatagggg
aaggatgacg
ccagcagcce
aaaccaaagg
acacacgcce
aaatatcagg
ggaaagcagt
cggggtccac
ggcggagtga
ctgaatctta
ctcgaaaccg
caggtggtcg
ctgcteececg
tccaatggtg
caggctcacg
caggcactgg
cctcagcagg
cagcgcectge
atcgectcaa
ctgtgccagg
gggaaacagg
ctcacteccece
accgtccaga

gtggcaatcg

gaggggcgcyg
tgecettttat
gagccgaaat
ggcgcceggea
ctteteecte
ggcagggcgyg
gttcatgcect
ccgeccaccat
acgataaacc
aggtggatct
tgcggtccac
atattgtggce
acatgatcgc
ggagcggtge
cactccagtc
cagctgtgga
ctccagaaca
tccagagact
ccatcgctag
tcectgtgeca
gcggaaaaca
gtctcacacce
agacagtgca
tcgtcgecat
tcececgtget
acaatggtgg
cccatggact
cactggaaac
agcaggtcgt
gactgctcce

cctctaacat

92

gcggecceecg
ggtaatcgtg
ctgggaggcyg
ggaaggaaat
tccageceteg
ggttecggett
tcttettttt
gggacctaag
aggtggcgga
gagaacccte
cgtcgectcag
tctgtctcecag
cgctcectgect
cagagcactc
cggactggac
agctgtgcac
ggtcgtecgea
ccteceegtg
caacggcgga
ggcacatggg
ggccctggaa
ccagcaggtg
gcggcetgete
tgctagtaac
gtgccaagcece
caagcaggcc
cacaccacag
agtccagagg
cgccateget
cgtgectgtge

tggagggaaa

gagcgcecggce
cgagagggcg
ccgeccgcacce
gggcggggag
gggctgteeg
ctggcgtgtg
cctacagatc
aaaaagagga
ggtagtggcg
ggctacagcece
caccatgaag
catcccgetg
gaggcaaccc
gaagcactcc
actggacagc
gcttggagga
atcgcaagta
ctgtgccagg
gggaagcagg
ctcacacctc
actgtgcaga
gtcgctatceg
cctgteetgt
ggcggaggga
cacggcctga
ctggagactg
caggtcgtcg
ctgctceeceg
tccaataacg
caagctcacg

caggccctgg

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120
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aaactgtaca
tcgtggecat
tececectgtget
acaatggagg
cgcacggtct
ctctcgaaac
agcaggtcgt
ctcagetgte
tecgetetege
atgctceege
acatctctgt
ccetgetgaa
tgtacctggg
tgctgggect
tgagggggtg
ggcatagaag
gctttgagaa
cctgggtgge
catatgagcg
cgeceggtege
ggatctgcat
ctacctacag
aaactactga
gagcagtggt
cacaactaga
atttgtaacc
gtttcaggtt
tggtatggct
ggaaaaccct
gcgtaatage
cgaatggaac

cgtgaccget

gcggetgetce
tgcaagtcat
gtgccaggcet
gaagcaggcc
gacccctcag
cgtccagegg
cgctattget
caggcccgat
ttgeccteggt
actgatcaag
ggacctgcca
gaaaatggtg
ggacacaagg
gaccttcgat
gctgttectg
cctgcaggag
tagggaatct
tgaagaccct
ctgaacgcgt
taccattacc
ggatctttgt
agatttaaag
ttctaattgt
ggaatgccag
atgcagtgaa
attataagct
cagggggagg
gattatgatc
ggcgttaccc
gaagaggccc
gcgecectgta

acacttgcca

ES 2709216 T3

ccegtgetgt
gacggaggca
catggtctga
ctggagaccg
caggtcgtcecg
ctccteccag
tctaatggeg
cctgeecctgg
ggacggcccg
agaaccaaca
ggcggagagg
gaggaattcg
ggcaagcact
cctcacggac
atggaagccg
ctgtttgtga
atgagacagt
gatcacctga
aaatgattgc
agttggtctg
gaaggaacct
ctctaaggta
ttgtgtattt
atccagacat
aaaaatgctt
gcaataaaca
tgtgggaggt
tgcggecegece
aacttaatcg
gcaccgatcg
gcggegeatt

gcgecctage

gccaagcaca
agcaggccct
ctecctcageca
tacagagact
caatcgccag
tcctcectgtceca
gagggcggcec
ctagatccge
ctctggacge
ggagaattcc
aattcctget
tgcceceggtt
ccectgttega
ggatgccaga
tgaagtctaa
ctececttecge
ggctgececcga
ttcatctgaa
agatccacta
gtgtcaaaaa
tacttectgtg
aatataaaat
tagattccaa
gataagatac
tatttgtgaa
agttaacaac
tttttaaagce
actggeccgte
ccttgcagca
ccctteccaa
aagcgcggeg

gceccgetect

93

cggactcact
ggaaacagtg
ggtggtggee
gcteceegtg
caatggcggg
ggctcacggce
tgctctggag
actcactaac
agtcaaaaag
tgagggatcc
gagtccagcce
tgctectege
gagagaaatc
cctgattctg
aggccccttt
cggcctgate
gctggcttgg
tggaagtcgg
gttctagaat
taataataac
gtgtgacata
ttttaagtgt
cctatggaac
attgatgagt
atttgtgatg
aacaattgca
aagtaaaacc
gttttacaac
catccccctt
cagttgcgca
ggtgtggtgg

ttegetttet

ccacagcagg
cagcgcctge
atcgcttecca
ctgtgccaag
ggcaagcagg
ctgaccccac
agcattgtgg
gatcatctgg
ggtctcececce
gatcgtttaa
ggacagaacc
agcaccgtge
tttgaggaag
catgatgagg
gatgaggaaa
ttecgtgaact
gagaccgaag
tttctggggc
tccagectgag
cgggcagggyg
attggacaaa
ataatgtgtt
tgatgaatgg
ttggacaaac
ctattgcettt
ttcattttat
tctacaaatg
gtecgtgactg
tecgcecagetg
gcctgaatgg
ttacgcgecag

tccettectt

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980

5040



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

tctegecacg
ccgatttagt
tagtgggcca
taatagtgga
tgatttataa
aaaatttaac
ggaaatgtgc
ctcatgagac
attcaacatt
gctcacccag
ggttacatcg
cgttttccaa
gacgeccggge
tactcaccag
gctgccataa
ccgaaggagc
tgggaaccgg
gcaatggcaa
caacaattaa
ctteceggetg
atcattgcag
gggagtcagg
attaagcatt
cttcattttt
atcccttaac
tcttettgag
ctaccagcgg
ggcttcagceca
cacttcaaga
gctgetgececa

gataaggcgce

ttegecgget
gctttacgge
tcgecectgat
ctcttgttcece
gggattttge
gcgaatttta
gcggaacccc
aataaccctg
tcegtgtege
aaacgctggt
aactggatct
tgatgagcac
aagagcaact
tcacagaaaa
ccatgagtga
taaccgettt
agctgaatga
caacgttgeg
tagactggat
gctggtttat
cactggggcce
caactatgga
ggtaactgtc
aatttaaaag
gtgagttttc
atcctttttt
tggtttgttt
gagcgcagat
actctgtage
gtggcgataa

agcggteggg
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tteceegtea
acctcgacce
agacggtttt
aaactggaac
cgatttegge
acaaaatatt
tatttgttta
ataaatgcectt
ccttattccece
gaaagtaaaa
caacagcggt
ttttaaagtt
cggtegecge
gcatcttacg
taacactgcg
tttgcacaac
agccatacca
caaactatta
ggaggcggat
tgctgataaa
agatggtaag
tgaacgaaat
agaccaagtt
gatctaggtg
gttccactga
tctgcegegta
gccggatcaa
accaaatact
accgectaca
gtegtgtcett

ctgaacgggg

agctctaaat
caaaaaactt
tcgececetttg
aacactcaac
ctattggtta
aacgcttaca
tttttctaaa
caataatatt
ttttttgegg
gatgctgaag
aagatccttg
ctgctatgtg
atacactatt
gatggcatga
gccaacttac
atgggggatc
aacgacgagc
actggcgaac
aaagttgcag
tctggageceg
ccecteecegta
agacagatcg
tactcatata
aagatccttt
gcgtcagacce
atctgetget
gagctaccaa
gteccttcetag
tacctegete

accgggttgg

ggttcgtgceca

94

cgggggctcc
gattagggtg
acgttggagt
cctatctegg
aaaaatgagce
atttaggtgg
tacattcaaa
gaaaaaggaa
cattttgect
atcagttggg
agagttttcg
gcgeggtatt
ctcagaatga
cagtaagaga
ttctgacaac
atgtaactcg
gtgacaccac
tacttactct
gaccacttct
gtgagcgtgg
tecgtagttat
ctgagatagg
tactttagat
ttgataatct
ccgtagaaaa
tgcaaacaaa
ctctttttece
tgtagccegta
tgctaatccet
actcaagacg

cacagcccag

ctttagggtt
atggttcacg
ccacgttctt
tctattcttt
tgatttaaca
cacttttcgg
tatgtatccg
gagtatgagt
teetgttttt
tgcacgagtg
ccccgaagaa
atcccegtatt
cttggttgag
attatgcagt
gatcggagga
ccttgatcgt
gatgcctgta
agcttececgg
gcgctcggec
gtctegeggt
ctacacgacg
tgcctcecactg
tgatttaaaa
catgaccaaa
gatcaaagga
aaaaccaccg
gaaggtaact
gttaggccac
gttaccagtg
atagttaccg

cttggagcga

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760

5820

5880

5940

6000

6060

6120

6180

6240

6300

6360

6420

6480

6540

6600

6660

6720

6780

6840

6900
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<210> 33
<211> 7555
<212> ADN

acgacctaca
gaagggagaa
agggagcttc
tgacttgagc
agcaacgcgg
cctgegttat
gctcgecegea
ccaatacgca
aggtttccceg
cattaggcac

agcggataac

ccgaactgag
aggcggacag
cagggggaaa
gtcgattttt
cctttttacg
cccctgatte
gccgaacgac
aaccgcectcet
actggaaagc
cccaggettt

aatttcacac

ES 2709216 T3

atacctacag
gtatccggta
cgcctggtat
gtgatgctceg
gttcctggcee
tgtggataac
cgagcgcagce
ccecegegegt
gggcagtgag
acactttatg

aggaaacagc

cgtgagctat
agcggcaggg
ctttatagtc
tcagggggge
ttttgctgge
cgtattaccg
gagtcagtga
tggcecgatte
cgcaacgcaa
ctteceggete

tatgaccatg

gagaaagcgc
tcggaacagg
ctgtcgggtt
ggagcctatg
cttttgctca
cctttgagtg
gcgaggaagc
attaatgcag
ttaatgtgag
gtatgttgtg

aggcgegecg

cacgcttecee
agagcgcacg
tcgeccaccte
gaaaaacgcc
catgttcttt
agctgatacc
ggaagagcgce
ctggcacgac
ttagctcact
tggaattgtg

gattc

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> pCAG-ArtTall-Sda

<400> 33

gacattgatt
catatatgga
acgaccccceg
ctttccattg
aagtgtatca
ggcattatgce
tagtcatcge
ccececcecte
tgggggcggyg
gcggggcgag
cttttatgge
gagtcgctge
ccecggcetetg
cgggctgtaa
gccttgaggg

gtgtgtgtgt

attgactagt
gtteccgegtt
cccattgacg
acgtcaatgg
tatgccaagt
ccagtacatg
tattaccatg
cccaccccca
9999999999
gcggagaggt
gaggcggcgg
gcgetgectt
actgaccgceg
ttagcgcettg
gctcegggag

gcgtggggag

tattaatagt
acataactta
tcaataatga
gtggagtatt
acgcecccecta
accttatggg
gtcgaggtga
attttgtatt
gggcgcgege
gcggcggeag
cggcggcggc
cgcececegtge
ttactcccac
gtttaatgac
ggceccetttgt

cgcecgegtge

aatcaattac
cggtaaatgg
cgtatgttece
tacggtaaac
ttgacgtcaa
actttcctac
gccccacgtt
tatttatttt
caggcggggc
ccaatcagag
cctataaaaa
ccecgetecge
aggtgagcgg
ggcttgttte

gcggggggga

ggctcecgege

95

ggggtcatta
cccgectgge
catagtaacg
tgcccacttg
tgacggtaaa
ttggcagtac
ctgcttcact
ttaattattt
ggggcggggc
cggcgcegcete
gcgaagcgeg
cgccgecteg
gcgggacggce
ttttetgtgg
gcggeteggg

tgcececggegg

gttcatagcce
tgaccgccca
ccaataggga
gcagtacatc
tggccegect
atctacgtat
ctcececatct
tgtgcagcga
gaggggcggyg
cgaaagtttc
cggcgggcgg
cgccgeccge
ccttetecte
ctgcgtgaaa
gggtgegtge

ctgtgagege

6960

7020

7080

7140

7200

7260

7320

7380

7440

7500

7555

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960
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tgcgggegeg
ggcggtgece
tgcgtggggg
ccecectecee
ggcgegggge
gggccgecte
ggctgtcgag
cagggacttc
ccctectageg
ggccttegtg
cggggggacg
accggeggcet
cttaattaat
aggtggcgge
gaggtggggt
agcagcagca
cactggtggg
cactcgggac
acgaagccat
tcacecgtege
tgctgaagat
atgctctgac
acatcggecgg
cccacggact
ctctggagac
agcaggtggt
gactgctcce
catctcatga
gccaggecca
aacaggctct

cceeceecagcea

gcgeggggcet
cgcggtgegg
ggtgagcagg
gagttgctga
tegeegtgece
gggccgggga
gcgeggegag
ctttgtcecca
ggcgeggggce
cgtcgecgeg
gctgececttceg
ctagagccte
aatacgactc
cgctgactac
acccgccagt
ggagaagatc
gcacggtttc
tgtggcegtce
tgtgggcgtc
cggggaactg
cgctaaacgce
aggagcccca
aaaacaggcc
gaccccacag
cgtgcagagg
cgcaattgece
cgtgectgtge
cgggggcaag
cggactcact
ggaaaccgtg

ggtggtcgca
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ttgtgegete
ggggggctge
gggtgtgggce
gcacggccceg
gg99cgggggyg
gggctcgggg
ccgcagccat
aatctgtgcg
gaagcggtgce
ccgecgtece
ggggggacgyg
tgctaaccat
actatagggg
aaggatgacg
ccagcagcce
aaaccaaagg
acacacgccce
aaatatcagg
ggaaagcagt
cggggtccac
ggcggagtga
ctgaatctta
ctcgaaaccg
caggtggtcg
ctgcteceeg
tccaatggtg
caggctcacg
caggcactgg
cctcagcagg
cagcgcectge

atcgcctcaa

cgcagtgtge
gaggggaaca
gcgteggteg
gcttcgggtg
tggcggeagg
gaggggcgeg
tgececttttat
gagccgaaat
ggcgccggca
cttctecete
ggcagggcgg
gttcatgecet
ccgccaccat
acgataaacc
aggtggatct
tgcggtcecac
atattgtggce
acatgatcgce
ggagcggtgce
cactccagtce
cagctgtgga
ctccagaaca
tccagagact
ccatcgctag
tcectgtgeca
gcggaaaaca
gtctcacacce
agacagtgca
tcgtegecat
tceceegtget

acaatggtgg

96

gcgaggggag
aaggctgegt
ggctgcaacc
cggggctccg
tgggggtgce
gcggccccecg
ggtaatcgtg
ctgggaggcg
ggaaggaaat
tccagecteg
ggttcggcectt
tcttettttt
gggacctaag
aggtggcgga
gagaaccctc
cgtecgetcag
tctgtctcag
cgctctgect
cagagcactc
cggactggac
agctgtgcac
ggtcgtegea
cctecceeegtg
caacggcgga
ggcacatggg
ggccctggaa
ccagcaggtg
gcggcetgete
tgctagtaac
gtgccaagcec

caagcaggcce

cgcggceeggg
gcggggtgtg
ccccctgeac
tacggggegt
gggcggggcg
gagcgccggce
cgagagggcg
ccgeccgeace
gggcggggag
gggctgteecg
ctggegtgtg
cctacagatc
aaaaagagga
ggtagtggeg
ggctacagcece
caccatgaag
catcccgetg
gaggcaaccce
gaagcactcc
actggacagc
gcttggagga
atcgcaagta
ctgtgccagg
gggaagcagg
ctcacacctce
actgtgcaga
gtcgectateg
cctgteetgt
ggcggaggga
cacggcctga

ctggagactg

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
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tgcagcgact
ctattgcaag
tgctgtgeca
gcggcaagca
gactcacacc
aaactgtaca
tegtggecat
tcecetgtget
acaatggagg
cgcacggtct
ctctecgaaac
agcaggtcgt
ctcagctgtce
tcgetectege
atgctcecge
acattagegt
ctctgctgaa
tgtacatcgg
cecctgggget
tccggaaatg
ggcatagaac
gctttgagaa
catgggtgge
cctatgaaag
cgccggtege
ggatctgcat
ctacctacag
aaactactga
gagcagtggt
cacaactaga
atttgtaacc

gtttcaggtt

gctececcagtg
caacaatgga
agcgcatgga
ggcectggag
tgagcaggtc
gcggctgetce
tgcaagtcat
gtgccaggcet
gaagcaggcc
gacccctcag
cgtccagegg
cgctattget
caggcccgat
ttgccteggt
actgatcaag
ggacctegece
aaagatggtg
cgactggcga
cacatttgat
getgttecte
tctgcgggaa
tcgagaagcc
cgacgaccct
atgaacgcgt
taccattacc
ggatctttgt
agatttaaag
ttctaattgt
ggaatgccag
atgcagtgaa
attataagct

cagggggagg
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ctgtgccagg
gggaaacagg
ctcactcece
accgtccaga
gtggcaatcg
ccegtgetgt
gacggaggca
catggtctga
ctggagaccg
caggtcgtcg
cteccteccag
tctaatggeg
cctgeectgg
ggacggcccg
agaaccaaca
gatggagatg
gaagaattta
ggaaagcaca
ccacacggta
atggaggccg
ctcttcgeta
atgaggcagt
gaccacctga
aaatgattgc
agttggtctg
gaaggaacct
ctctaaggta
ttgtgtattt
atccagacat
aaaaatgctt
gcaataaaca

tgtgggaggt

cccatggact
cactggaaac
agcaggtecgt
gactgctcecee
cctctaacat
gccaagcaca
agcaggcccet
ctcctcagea
tacagagact
caatcgccag
tcctetgtea
gagggceggec
ctagatccge
ctctggacgce
ggagaattcc
agttcctget
tgccacgatt
cacggttcga
gaatgcccga
tgaagagcaa
ccccagtege
ggctgcccga
tccacctcaa
agatccacta
gtgtcaaaaa
tacttctgtg
aatataaaat
tagattccaa
gataagatac
tatttgtgaa
agttaacaac

tttttaaage

97

cacaccacag
agtccagagg
cgccateget
cgtgetgtge
tggagggaaa
cggactcact
ggaaacagtg
ggtggtggee
gctcceegtg
caatggcggg
ggctcacgge
tgctctggag
actcactaac
agtcaaaaag
tgagggatcc
gagccceget
cgcacctgga
gaaacgcatt
cctggtgete
aggccctttt
aggactggtg
gctcgettgg
cgggagcaga
gttctagaat
taataataac
gtgtgacata
ttttaagtgt
cctatggaac
attgatgagt
atttgtgatg
aacaattgca

aagtaaaacc

caggtcgteg
ctgctceccg
tccaataacg
caagctcacg
caggccctgg
ccacagcagyg
cagcgcctge
atcgettcca
ctgtgccaag
ggcaagcagg
ctgaccccac
agcattgtgg
gatcatctgg
ggtctcecee
gatcgtttaa
ggacagaatc
gctaaggtge
tttgaggaaa
catgataagg
gacgaggaaa
ttcgtcaact
gagaccgaag
ttecctgggac
tccagcectgag
cgggcagggg
attggacaaa
ataatgtgtt
tgatgaatgg
ttggacaaac
ctattgettt
ttcattttat

tctacaaatg

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740
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tggtatggct
ggaaaaccct
gcgtaatagce
cgaatggaac
cgtgaceget
tctcgecacg
ccgatttagt
tagtgggcca
taatagtgga
tgatttataa
aaaatttaac
ggaaatgtgce
ctcatgagac
attcaacatt
gctcacccag
ggttacatcg
cgtttteccaa
gacgccgggce
tactcaccag
gctgeccataa
ccgaaggagce
tgggaaccgg
gcaatggcaa
caacaattaa
ctteceggetg
atcattgcag
gggagtcagg
attaagcatt
cttcattttt
atcccttaac

tcttettgag

gattatgatc
ggcgttacce
gaagaggccc
gcgecctgta
acacttgcca
ttcgeegget
gctttacgge
tcgecetgat
ctcttgttece
gggattttgce
gcgaatttta
gcggaaccece
aataaccctg
tecegtgtege
aaacgctggt
aactggatct
tgatgagcac
aagagcaact
tcacagaaaa
ccatgagtga
taaccgettt
agctgaatga
caacgttgeg
tagactggat
gctggtttat
cactggggcce
caactatgga
ggtaactgtc
aatttaaaag
gtgagttttc

atcctttttt
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tgcggeegee
aacttaatcg
gcaccgatcg
gcggegeatt
gcgecctage
ttceceegtea
acctcgacce
agacggtttt
aaactggaac
cgatttecgge
acaaaatatt
tatttgttta
ataaatgctt
ccttattcce
gaaagtaaaa
caacagcggt
ttttaaagtt
cggtcgeege
gcatcttacg
taacactgcg
tttgcacaac
agccatacca
caaactatta
ggaggcggat
tgctgataaa
agatggtaag
tgaacgaaat
agaccaagtt
gatctaggtg
gttccactga

tctgegegta

actggeccgtce
ccttgecageca
ccctteccaa
aagcgcggceg
gccegetecet
agctctaaat
caaaaaactt
tcgeectttg
aacactcaac
ctattggtta
aacgcttaca
tttttctaaa
caataatatt
ttttttgegg
gatgctgaag
aagatccttg
ctgctatgtg
atacactatt
gatggcatga
gccaacttac
atgggggatc
aacgacgagc
actggcgaac
aaagttgcag
tctggageeg
cccteecgta
agacagatcg
tactcatata
aagatccttt
gcgtcagacc

atctgetget

98

gttttacaac
catcccccett
cagttgcgca
ggtgtggtgg
ttegetttet
cgggggctce
gattagggtg
acgttggagt
cctatctegg
aaaaatgagc
atttaggtgg
tacattcaaa
gaaaaaggaa
cattttgect
atcagttggg
agagttttcg
gcgeggtatt
ctcagaatga
cagtaagaga
ttctgacaac
atgtaactcg
gtgacaccac
tacttactct
gaccacttct
gtgagcgtgg
tcgtagttat
ctgagatagg
tactttagat
ttgataatct
ccgtagaaaa

tgcaaacaaa

gtcgtgactg
tcgeccagetg
gcctgaatgg
ttacgegecag
teeccttectt
ctttagggtt
atggttcacg
ccacgttctt
tctattettt
tgatttaaca
cacttttcgg
tatgtatccg
gagtatgagt
tecctgttttt
tgcacgagtg
ccccgaagaa
atcccgtatt
cttggttgag
attatgcagt
gatcggagga
ccttgategt
gatgcctgta
agcttcececgg
gcgcteggec
gtctegeggt
ctacacgacg
tgcctcactg
tgatttaaaa
catgaccaaa
gatcaaagga

aaaaccaccg

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
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<210> 34

<211> 7690
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>

ctaccagecgg
ggcttcagca
cacttcaaga
gctgectgeca
gataaggcgce
acgacctaca
gaagggagaa
agggagctte
tgacttgagce
agcaacgcgg
cctgegttat
gctcgecegea
ccaatacgca
aggtttccceg
cattaggcac

agcggataac

<223> pCAG-ArtTall-Stsl

<400> 34

gacattgatt
catatatgga
acgacccccg
ctttccattg
aagtgtatca
ggcattatgce
tagtcatcge
cceccecccte
tgggggcggg
gcggggcgag

cttttatgge

tggtttgttt
gagcgcagat
actctgtage
gtggcgataa
agcggtcggg
ccgaactgag
aggcggacag
cagggggaaa
gtcgattttt
cctttttacg
cccctgatte
gccgaacgac
aaccgectcet
actggaaagc
cccaggcettt

aatttcacac

attgactagt
gttccgegtt
cccattgacg
acgtcaatgg
tatgccaagt
ccagtacatg
tattaccatg
cccaccccca
9999999999
gcggagaggt

gaggcggcgg
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gccggatcaa
accaaatact
accgcecctaca
gtcgtgtctt
ctgaacgggg
atacctacag
gtatccggta
cgectggtat
gtgatgctcg
gttcctggece
tgtggataac
cgagcgcagc
cccegegegt
gggcagtgag
acactttatg

aggaaacagc

tattaatagt
acataactta
tcaataatga
gtggagtatt
acgceccccta
accttatggg
gtcgaggtga
attttgtatt
gggcgcgege
gcggcggcag

cggcggcegge

gagctaccaa
gtccttetag
tacctcgetce
accgggttgg
ggttcgtgca
cgtgagctat
agcggcaggg
ctttatagtc
tcaggggggc
ttttgctgge
cgtattaccg
gagtcagtga
tggccgattce
cgcaacgcaa
ctteceggete

tatgaccatg

aatcaattac
cggtaaatgg
cgtatgttcce
tacggtaaac
ttgacgtcaa
actttcctac
gccccacgtt
tatttatttt
caggcggggc
ccaatcagag

cctataaaaa

99

ctctttttece
tgtagcegta
tgctaatcct
actcaagacg
cacagcccag
gagaaagcgc
tcggaacagg
ctgtcgggtt
ggagcctatg
cttttgctca
cctttgagtg
gcgaggaagce
attaatgcag
ttaatgtgag
gtatgttgtg

aggcgegecg

ggggtcatta
ccegectgge
catagtaacg
tgcccacttg
tgacggtaaa
ttggcagtac
ctgcttcact
ttaattattt
ggggcggggc
cggcgegete

gcgaagegeg

gaaggtaact
gttaggccac
gttaccagtg
atagttaccg
cttggagcga
cacgcttece
agagcgcacg
tcgecaccete
gaaaaacgcc
catgttcettt
agctgatacc
ggaagagcgc
ctggcacgac
ttagctcact

tggaattgtg

gattc

gttcatagcc
tgaccgccca
ccaataggga
gcagtacatc
tggccecgect
atctacgtat
ctcececcatct
tgtgcagcga
gaggggcggg
cgaaagtttc

cggcgggcgg

6660

6720

6780

6840

63900

6960

7020

7080

7140

7200

7260

7320

7380

7440

7500

7555

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660
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gagtcgectge
cccggcetetg
cgggctgtaa
gccttgaggg
gtgtgtgtgt
tgcgggegeg
ggcggtgece
tgegtggggg
ccecectecee
ggcgcggggce
gggccgecte
ggctgtcgag
cagggacttc
ccctectageg
ggccttegtg
cggggggacyg
accggeggcet
cttaattaat
aggtggcggc
gaggtggggt
agcagcagca
cactggtggg
cactcgggac
acgaagccat
tcaccgtege
tgctgaagat
atgctctgac
acatcggecgg
cccacggact
ctctggagac

agcaggtggt

gcgcetgecett
actgaccgeg
ttagcgcecttg
gctcegggag
gcgtggggag
gcgeggggcet
cgcggtgegg
ggtgagcagg
gagttgctga
tegeegtgece
gggccgggga
gcgcggcgag
ctttgtcceca
ggcgeggggce
cgtegeegeg
gctgcecttceg
ctagagccte
aatacgactc
cgctgactac
acccgccagt
ggagaagatc
gcacggtttc
tgtggcegte
tgtgggcgtc
cggggaactg
cgctaaacgce
aggagcccca
aaaacaggcc
gaccccacag
cgtgcagagg

cgcaattgece

ES 2709216 T3

cgecceccgtge
ttactcccac
gtttaatgac
ggcectttgt
cgecgegtge
ttgtgecgetce
ggggggctge
gggtgtggge
gcacggcccg
g99cggg9gy
gggctegggg
ccgcagcecat
aatctgtgeg
gaagcggtgce
ccgeegtece
ggggggacgg
tgctaaccat
actatagggg
aaggatgacg
ccagcagccce
aaaccaaagg
acacacgccce
aaatatcagg
ggaaagcagt
cggggtccac
ggcggagtga
ctgaatctta
ctcgaaaccg
caggtggtcg
ctgcteeceeg

tccaatggtg

ccegetecge
aggtgagcgg
ggcttgtttc
gcggggggga
ggcteegege
cgcagtgtge
gaggggaaca
gcgteggteg
gcttegggtg
tggcggecagg
gaggggcgcg
tgcecttttat
gagccgaaat
ggcgcecggea
cttcteccete
ggcagggcegyg
gttcatgecet
ccgccaccat
acgataaacc
aggtggatct
tgcggtcecac
atattgtggce
acatgatcge
ggagcggtge
cactccagtce
cagctgtgga
ctccagaaca
tccagagact
ccatcgectag
tcctgtgeca

gcggaaaaca

100

cgccgecteg
gcgggacgge
ttttctgtgg
gcggcteggg
tgccecggegg
gcgaggggag
aaggctgegt
ggctgcaacc
cggggctccg
tgggggtgce
gcggcccceg
ggtaatecgtg
ctgggaggcg
ggaaggaaat
tccageccteg
ggttcggcett
tcttettttt
gggacctaag
aggtggcgga
gagaaccctc
cgtcgetcag
tctgtctcag
cgctetgect
cagagcactc
cggactggac
agctgtgcac
ggtcgtcgea
cctcececgtg
caacggcgga

ggcacatggg

ggccctggaa

cgccgeccge
ccttctecte
ctgcgtgaaa
gggtgcgtge
ctgtgagege
cgcggceggg
gcggggtgtg
ccccctgeac
tacggggcegt
gggcggggcyg
gagcgccggce
cgagagggcg
ccgecgeace
gggcggggag
gggctgtceg
ctggcgtgtg
cctacagatc
aaaaagagga
ggtagtggcg
ggctacagcece
caccatgaag
catcccgetg
gaggcaaccce
gaagcactcc
actggacagce
gcttggagga
atcgcaagta
ctgtgccagg
gggaagcagg
ctcacacctc

actgtgcaga

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520
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gactgctcce
catctcatga
gccaggecca
aacaggctct
ccceccagea
tgcagcgact
ctattgcaag
tgctgtgeca
gcggcaagca
gactcacacc
aaactgtaca
tcgtggecat
tccetgtget
acaatggagg
cgcacggtet
ctctecgaaac
agcaggtcgt
ctcagctgtc
tecgetetege
atgectceege
acgatgtggt
tgacaaatat
ctaacgtgga
gcttcagegg
actgcgccat
acactgacgce
ccacctggtg
gctectttte
tggggggcgc
agatgtccaa
atgccccecect

agaattccag

cgtgetgtge
cgggggcaag
cggactcact
ggaaaccgtg
ggtggtcgea
gctcccagtg
caacaatgga
agcgcatgga
ggccctggag
tgagcaggtc
gcggetgete
tgcaagtcat
gtgccaggcect
gaagcaggcc
gacccctcag
cgtccagegg
cgctattgcet
caggcccgat
ttgccteggt
actgatcaag
gctggagaaa
tgatcactcc
gaatacagag
gaaacatctg
cattctggac
tatgggcagg
ggatattgee
tggaaattat
cctggaattt
aaaggaggtg
gctggctgag

ctgagcgecg

ES 2709216 T3

caggctcacg
caggcactgg
cctcagecagg
cagcgectge
atcgecctcaa
ctgtgccagg
gggaaacagg
ctcacteccece
accgtccaga
gtggcaatcg
ccegtgetgt
gacggaggea
catggtctga
ctggagaccg
caggtcgteg
ctccteeccag
tctaatggeg
cctgecectgg
ggacggcecg
agaaccaaca
agcgacatcg
tacctgaagg
tttgaagcta
ggcggaagca
agtaaggctt
tatctgagac
cctgaacatce
aaagagcagc
gtgaagctge
aaaaagtcta
atcgaatgaa

gtcgectacca

gtctcacacce
agacagtgca
tecgtegecat
tceecegtget
acaatggtgg
cccatggact
cactggaaac
agcaggtcgt
gactgctccce
cctctaacat
gccaagcaca
agcaggccct
ctcctcagea
tacagagact
caatcgccag
tcctetgtea
gagggcggec
ctagatccge
ctetggacge
ggagaattcc
aaaaattcaa
gaatcgacat
tctctactaa
ataagccaga
acagcgaggg
agtttactga
tggacaacac
tgcagaagtt
tgctgetgge
tcctggacta
cgcgtaaatg

ttaccagttg

101

ccagcaggtg
gcggcetgetce
tgctagtaac
gtgccaagee
caagcaggcc
cacaccacag
agtccagagg
cgccatecget
cgtgectgtge
tggagggaaa
cggactcact
ggaaacagtg
ggtggtggee
gctcececegtg
caatggcggg
ggctcacgge
tgctctggag
actcactaac
agtcaaaaag
tgagggatcc
gaaccagctg
tgcctccaag
gattttcace
tggecctgetg
gttcccectg
gcggaaagag
ctactteget
ccgeccaggat
taacaattac
taacattagt
attgcagatc

gtcetggtgte

gtcgetateg
cctgtcetgt
ggcggaggga
cacggcctga
ctggagactg
caggtcgtcg
ctgectececceg
tccaataacg
caagctcacg
caggccctgg
ccacagcagg
cagcgcectge
atcgecttcca
ctgtgccaag
ggcaagcagg
ctgaccccac
agcattgtgg
gatcatctgg
ggtctcecee
gatcgtttaa
aggaccgagc
aaaaagacct
gatgaactgg
tgggacgatg
acagcctccce
gaaatcaagc
tatgtgageg
acaaaccacc
aaaactcaga
tacgaggaat
cactagttct

aaaaataata

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440
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ataaccggge
acataattgg
agtgtataat
ggaactgatg
tgagtttgga
tgatgctatt
ttgcattcat
aaacctctac
acaacgtcgt
ccctttegee
gcgcagectg
ggtggttacg
tttetteeccet
gctcecttta
gggtgatggt
ggagtccacg
ctcggtectat
tgagctgatt
ggtggcactt
tcaaatatgt
aggaagagta
tgccttectg
ttgggtgcac
tttcgeccceg
gtattatcce
aatgacttgg
agagaattat
acaacgatcg
actcgecttg
accacgatge

actctagcett

aggggggatc
acaaactacc
gtgttaaact
aatgggagca
caaaccacaa
gctttatttg
tttatgttte
aaatgtggta
gactgggaaa
agctggegta
aatggcgaat
cgcagcegtga
teccttteteg
gggttccgat
tcacgtagtg
ttctttaata
tcttttgatt
taacaaaaat
ttcggggaaa
atccgctcat
tgagtattca
tttttgcectca
gagtgggtta
aagaacgttt
gtattgacgce
ttgagtactc
gcagtgetge
gaggaccgaa
atcgttggga
ctgtagcaat

cccggcaaca

ES 2709216 T3

tgcatggatc
tacagagatt
actgattcta
gtggtggaat
ctagaatgca
taaccattat
aggttcaggg
tggctgatta
accctggegt
atagcgaaga
ggaacgcgcc
ccgctacact
ccacgttege
ttagtgettt
ggccatcgee
gtggactctt
tataagggat
ttaacgcgaa
tgtgcgcgga
gagacaataa
acatttcegt
cccagaaacg
catcgaactg
tccaatgatg
cgggcaagag
accagtcaca
cataaccatg
ggagctaacc
accggagctg
ggcaacaacg

attaatagac

tttgtgaagg
taaagctcta
attgtttgtg
gccagatcca
gtgaaaaaaa
aagctgcaat
ggaggtgtgg
tgatctgegg
tacccaactt
ggcccgecace
ctgtagcggce
tgccagegece
cggetttece
acggcacctce
ctgatagacg
gttccaaact
tttgeccgatt
ttttaacaaa
acccctattt
ccctgataaa
gtcgeectta
ctggtgaaag
gatctcaaca
agcactttta
caactcggte
gaaaagcatc
agtgataaca
gcttttttge
aatgaagcca
ttgcgcaaac

tggatggagg

102

aaccttactt
aggtaaatat
tattttagat
gacatgataa
tgctttattt
aaacaagtta
gaggtttttt
ccgccactgg
aatcgcecttg
gatcgccectt
gcattaagcg
ctagcgcececeg
cgtcaagctce
gaccccaaaa
gtttttegee
ggaacaacac
tcggectatt
atattaacgce
gtttattttt
tgcttcaata
ttececettttt
taaaagatgc
gcggtaagat
aagttctgct
gccgcataca
ttacggatgg
ctgcggccaa
acaacatggg
taccaaacga
tattaactgg

cggataaagt

ctgtggtgtg
aaaattttta
tccaacctat
gatacattga
gtgaaatttg
acaacaacaa
aaagcaagta
ccegtegtttt
cagcacatcc
cccaacagtt
cggcgggtgt
ctecctttege
taaatcgggg
aacttgatta
ctttgacgtt
tcaaccctat
ggttaaaaaa
ttacaattta
ctaaatacat
atattgaaaa
tgcggeattt
tgaagatcag
ccttgagagt
atgtggcgeg
ctattctcag
catgacagta
cttacttctg
ggatcatgta
cgagcgtgac
cgaactactt

tgcaggacca

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760

5820

5880

5940

6000

6060

6120

6180

6240

6300
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cttectgeget
cgtgggtctce
gttatctaca
ataggtgcct
tagattgatt
aatctcatga
gaaaagatca
acaaaaaaac
tttccgaagg
ccgtagttag
atcctgttac
agacgatagt
cccagcttgg
agcgccacgce
acaggagagc
gggtttecgece
ctatggaaaa
gctcacatgt
gagtgagctg
gaagcggaag
tgcagctgge
gtgagttage
ttgtgtggaa
cgceggatte
<210> 35
<211> 7654

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> pCAG-ArtTal1-Fokl
<400> 35

cggcecttee
gcggtatcat
cgacggggag
cactgattaa
taaaacttca
ccaaaatccc
aaggatcttc
caccgctacce
taactggcett
gccaccactt
cagtggctge
taccggataa
agcgaacgac
ttccecgaagg
gcacgaggga
acctctgact
acgccagcaa
tctttectge
ataccgcecteg
agcgcccaat
acgacaggtt

tcactcatta

ttgtgagcgg

ES 2709216 T3

ggctggetgg
tgcagcactg
tcaggcaact
gcattggtaa
tttttaattt
ttaacgtgag
ttgagatcct
agcggtggtt
cagcagagcg
caagaactct
tgccagtgge
ggcgcagegg
ctacaccgaa
gagaaaggcg
gctteccaggg
tgagcgtcga
cgcggecttt
gttatccecet
ccgcagccga
acgcaaaccg
tcecgactgg
ggcaccccag

ataacaattt

tttattgcectg
gggccagatg
atggatgaac
ctgtcagacc
aaaaggatct
ttttegttece
ttttttetge
tgtttgecgg
cagataccaa
gtagcaccge
gataagtcgt
tcgggctgaa
ctgagatacc
gacaggtatc
ggaaacgcct
tttttgtgat
ttacggttce
gattctgtgg
acgaccgagc
ccteteeeeg
aaagcgggca
gctttacact

cacacaggaa

ataaatctgg
gtaagccctce
gaaatagaca
aagtttactce
aggtgaagat
actgagcgtc
gcgtaatctg
atcaagagct
atactgtcct
ctacatacct
gtcttaccgg
cggggggttc
tacagcgtga
cggtaagcgg
ggtatcttta
gctcgtcagg
tggccttttg
ataaccgtat
gcagcgagtce
cgcgttggece
gtgagcgcaa
ttatgcttcce

acagctatga

agccggtgag
ccgtatcgta
gatcgctgag
atatatactt
cctttttgat
agaccccgta
ctgcttgcaa
accaactctt
tctagtgtag
cgctctgceta
gttggactca
gtgcacacag
gctatgagaa
cagggtcgga
tagtcctgtce
ggggcggage
ctggeccetttt
taccgecettt
agtgagcgag
gattcattaa
cgcaattaat
ggctcgtatg

ccatgaggcg

gacattgatt attgactagt tattaatagt aatcaattac ggggtcatta gttcatagcc

catatatgga gttccgegtt acataactta cggtaaatgg cccgectgge tgaccgecca

acgaccccceg cccattgacg tcaataatga cgtatgttecce catagtaacg ccaataggga

103

6360

6420

6480

6540

6600

6660

6720

6780

6840

6900

6960

7020

7080

7140

7200

7260

7320

7380

7440

7500

7560

7620

7680

7690

60

120

180
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ctttcecattg
aagtgtatca
ggcattatgc
tagtcatcge
cceceecccecte
tgggggcggg
gcggggcegag
cttttatgge
gagtcgectge
ccecggcetetg
cgggctgtaa
gccttgaggg
gtgtgtgtgt
tgcgggegeg
ggcggtgece
tgegtggggg
ccecectecce
ggcgcggggc
gggccgectc
ggctgtcgag
cagggacttc
ccctectageg
ggccttegtg
cggggggacyg
accggeggcet
cttaattaat
aggtggcgge
gaggtggggt
agcagcagca
cactggtggg

cactcgggac

acgtcaatgg
tatgccaagt
ccagtacatg
tattaccatg
cccacccceca
9999999999
gcggagaggt
gaggcggcgyg
gcgcetgecett
actgaccgeg
ttagcgcecttg
gctcegggag
gcgtggggag
gcgegggget
cgcggtgegg
ggtgagcagg
gagttgctga
tcgeegtgece
gggccgggga
gcgcggcegag
ctttgtececca
ggcgeggggce
cgtecgeegeg
gctgccttceg
ctagagccte
aatacgactc
cgctgactac
acccgcecagt
ggagaagatc
gcacggtttc

tgtggcegtce

ES 2709216 T3

gtggagtatt
acgccccecta
accttatggg
gtcgaggtga
attttgtatt
gggcgegege
gcggceggeag
cggcggegge
cgececcegtge
ttactcccac
gtttaatgac
ggccectttgt
cgecgegtge
ttgtgecgete
ggggggctge
gggtgtggge
gcacggccceg
gg99cgggggy
gggctcgggg
ccgcagccat
aatctgtgecg
gaagcggtge
ccgecgtece
ggggggacgg
tgctaaccat
actatagggg
aaggatgacg
ccagcagcce
aaaccaaagqg
acacacgccc

aaatatcagg

tacggtaaac
ttgacgtcaa
actttcctac
gccccacgtt
tatttatttt
caggcggggc
ccaatcagag
cctataaaaa
ccegeteege
aggtgagcgg
ggcttgtttc
gcggggggga
ggctecegege
cgcagtgtge
gaggggaaca
gcgteggteg
gcttcgggtg
tggcggecagg
gaggggcgcg
tgcecttttat
gagccgaaat
ggcgceggea
cttcteccete
ggcagggcgg
gttcatgecet
ccgccaccat
acgataaacc
aggtggatct
tgcggtccac
atattgtggc

acatgatcgce

104

tgcccacttg
tgacggtaaa
ttggcagtac
ctgcttcact
ttaattattt
gg9g9g9cggggc
cggcgegete
gcgaagcegeg
cgccgecteg
gcgggacggce
ttttctgtgg
gcggcteggg
tgcceggegg
gcgaggggag
aaggctgegt
ggctgcaacc
cggggctccg
tgggggtgce
gcggcccccg
ggtaatcgtg
ctgggaggeg
ggaaggaaat
tccageccteg
ggttcggctt
tcttettttt
gggacctaag
aggtggcgga
gagaaccctc
cgtegetcag
tctgtctcag

cgctetgect

gcagtacatc
tggcecgect
atctacgtat
ctccccatcet
tgtgcagega
gaggggcggyg
cgaaagtttc
cggcgggcgg
cgccgeccge
ccttctecte
ctgcgtgaaa
gggtgcgtge
ctgtgagecge
cgcggceeggg
gcggggtgtg
ccccctgeac
tacggggegt
gggcggggcyg
gagcgeccggce
cgagagggcg
ccgecgeace
gggcggggag
gggctgtcceg
ctggcgtgtg
cctacagatc
aaaaagagga
ggtagtggeg
ggctacagcece
caccatgaag
catcccgetg

gaggcaaccce

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040
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acgaagccat
tcaccgtcge
tgctgaagat
atgctctgac
acatcggcgg
cccacggact
ctctggagac
agcaggtggt
gactgctccce
catctcatga
gccaggecca
aacaggctct
ccceccagea
tgcagcgact
ctattgcaag
tgctgtgeca
gcggcaagca
gactcacacc
aaactgtaca
tegtggecat
tccectgtget
acaatggagg
cgcacggtcet
ctctegaaac
agcaggtcgt
ctcagctgtce
tecgetetege
atgectcecege
accagctegt
acgtcccaca
tcctegagat

tgggcggatc

tgtgggegtce
cggggaactg
cgctaaacge
aggagcccca
aaaacaggcc
gaccccacag
cgtgcagagg
cgcaattgecce
cgtgectgtge
cgggggcaag
cggactcact
ggaaaccgtg
ggtggtcgea
gctceccagtg
caacaatgga
agcgcatgga
ggccctggag
tgagcaggtc
gcggetgete
tgcaagtcat
gtgccaggct
gaagcaggcc
gacccctcag
cgtccagegg
cgctattget
caggcccgat
ttgeccteggt
actgatcaag
gaaaagcgaa
tgaatacatt
gaaagtgatg

tcgcaaacca

ES 2709216 T3

ggaaagcagt
cggggtccac
ggcggagtga
ctgaatctta
ctcgaaaccg
caggtggtcg
ctgecteececeg
tccaatggtg
caggctcacg
caggcactgg
cctcagcagg
cagcgcectge
atcgcctcaa
ctgtgccagg
gggaaacagg
ctcactcece
accgtccaga
gtggcaatcg
ccegtgetgt
gacggaggca
catggtctga
ctggagaccg
caggtegteg
ctccteeccag
tctaatggceg
cctgeecctgg
ggacggceceg
agaaccaaca
ctcgaagaaa
gagctgatcg
gaattcttta

gatggggcaa

ggagcggtge
cactccagtc
cagctgtgga
ctccagaaca
tccagagact
ccatcgctag
tcectgtgeea
gcggaaaaca
gtctcacacc
agacagtgca
tcegtegecat
tcececegtget
acaatggtgg
cccatggact
cactggaaac
agcaggtecgt
gactgctcce
cctctaacat
gccaagcaca
agcaggcccet
ctcctcagca
tacagagact
caatcgccag
tcctetgtea
gagggcggcc
ctagatccge
ctetggacge
ggagaattcc
agaaaagtga
agattgctag
tgaaagtcta

tctacactgt

105

cagagcactc
cggactggac
agctgtgecac
ggtcgtcgea
cctececgtg
caacggcgga
ggcacatggg
ggccctggaa
ccagcaggtg
gcggetgete
tgctagtaac
gtgccaagcec
caagcaggcc
cacaccacag
agtccagagg
cgccatcget
cgtgetgtge
tggagggaaa
cggactcact
ggaaacagtg
ggtggtggee
gctccecegtg
caatggcggg
ggctcacgge
tgctctggag
actcactaac
agtcaaaaag
tgagggatcc
actgcggcac
gaactccacc
cgggtatcgg

gggtagtccc

gaagcactce
actggacagc
gcttggagga
atcgcaagta
ctgtgccagg
gggaagcagg
ctcacaccte
actgtgcaga
gtcgctatcg
cctgtecectgt
ggcggaggga
cacggcctga
ctggagactg
caggtcgtcg
ctgctcececg
tccaataacg
caagctcacg
caggccctgg
ccacagcagg
cagcgcectge
atcgcttcca
ctgtgccaag
ggcaagcagg
ctgaccccac
agcattgtgg
gatcatctgg
ggtcteeccee
gatcgtttaa
aaactgaaat
caggacagaa
ggcaagcacc

atcgactatg

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960
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gcgtgattgt
acgagatgca
agtggtggaa
actttaaggg
gcgeegtget
tcaccctgga
aatgattgca
gttggtctgg
aaggaacctt
tctaaggtaa
tgtgtatttt
tccagacatg
aaaatgcttt
caataaacaa
gtgggaggtt
gcggccgeca
acttaatcge
caccgatcge
cggcgcatta
cgccctageg
tccecegtcaa
cctecgaccee
gacggttttt
aactggaaca
gatttecggee
caaaatatta
atttgtttat
taaatgcttc
cttattececect
aaagtaaaag

aacagcggta

cgataccaag
gcgatacgtg
agtgtatcct
aaactacaaa
gagcgtcgag
ggaggtccgce
gatccactag
tgtcaaaaat
acttctgtgg
atataaaatt
agattccaac
ataagataca
atttgtgaaa
gttaacaaca
ttttaaagca
ctggcegteg
cttgcagcac
cctteccaac
agcgecggcgg
ccecgetecett
gctctaaatce
aaaaaacttg
cgcectttga
acactcaacc
tattggttaa
acgcttacaa
ttttctaaat
aataatattg
tttttgegge
atgctgaaga

agatccttga
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gcctacagtg
gaggaaaacc
agctccgtca
gcacagctga
gaactgctca
cgaaaattca
ttctagaatt
aataataacc
tgtgacataa
tttaagtgta
ctatggaact
ttgatgagtt
tttgtgatgce
acaattgcat
agtaaaacct
ttttacaacg
atccceccettt
agttgcgecag
gtgtggtggt
tcgetttett
gggggctece
attagggtga
cgttggagtce
ctatctcggt
aaaatgagct
tttaggtgge
acattcaaat
aaaaaggaag
attttgecett
tcagttgggt

gagttttege

ggggttataa
agacaagaaa
ctgaattcaa
ccaggctcaa
tcggeggaga
ataacgggga
ccagctgage
gggcaggggg
ttggacaaac
taatgtgtta
gatgaatggg
tggacaaacc
tattgcttta
tcattttatg
ctacaaatgt
tcgtgactgg
cgccagetgg
cctgaatgge
tacgcgcagc
cccttecttt
tttagggttce
tggttcacgt
cacgttecttt
ctattctttt
gatttaacaa
acttttcggg
atgtatccge
agtatgagta
cctgtttttg
gcacgagtgg

cccgaagaac
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tctgecccatt
taagcatatc
gtttctcttce
tcatattaca
gatgatcaag
aatcaacttc
gceggteget
gatctgcatg
tacctacaga
aactactgat
agcagtggtg
acaactagaa
tttgtaacca
tttcaggttc
ggtatggctg
gaaaaccctg
cgtaatagceg
gaatggaacg
gtgaccgcta
ctcgeccacgt
cgatttagtg
agtgggccat
aatagtggac
gatttataag
aaatttaacg
gaaatgtgcg
tcatgagaca
ttcaacattt
ctcacccaga
gttacatcga

gttttccaat

ggacaggctg
aaccccaatg
gtgtcaggcc
aactgcaatg
gccggcacac
tgaacgcgta
accattacca
gatctttgtg
gatttaaagce
tctaattgtt
gaatgccaga
tgcagtgaaa
ttataagctg
agggggaggt
attatgatct
gcgttaccca
aagaggcccg
cgccctgtag
cacttgccag
tegeeggett
ctttacggca
cgccctgata
tecttgttecca
ggattttgce
cgaattttaa
cggaacccect
ataaccctga
ccgtgtegece
aacgctggtg
actggatctc

gatgagcact

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760

5820
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tttaaagttc
ggtcgecegea
catcttacgg
aacactgcgg
ttgcacaaca
gccataccaa
aaactattaa
gaggcggata
gctgataaat
gatggtaagce
gaacgaaata
gaccaagttt
atctaggtga
ttccactgag
ctgcgegtaa
ccggatcaag
ccaaatactg
ccgectacat
tcgtgtctta
tgaacggggg
tacctacagce
tatccggtaa
gcctggtatce
tgatgctcgt
ttecectggecet
gtggataacc
gagcgcageg
ccecgegegtt
ggcagtgagce
cactttatge

ggaaacagct

tgctatgtgg
tacactattc
atggcatgac
ccaacttact
tgggggatca
acgacgagcg
ctggcgaact
aagttgcagg
ctggagccgg
ccteecegtat
gacagatcgc
actcatatat
agatcctttt
cgtcagaccc
tctgetgett
agctaccaac
tccttectagt
acctcgctet
ccgggttgga
gttegtgecac
gtgagctatg
gcggeagggt
tttatagtcc
caggggggcyg
tttgctggee
gtattaccgce
agtcagtgag
ggccgattca
gcaacgcaat
ttceggeteg

atgaccatga
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cgcggtatta
tcagaatgac
agtaagagaa
tctgacaacg
tgtaactcege
tgacaccacg
acttactcta
accacttctg
tgagegtggg
cgtagttatce
tgagataggt
actttagatt
tgataatctce
cgtagaaaag
gcaaacaaaa
tettttteceg
gtagccgtag
gctaatcctg
ctcaagacga
acagcccagce
agaaagcgcc
cggaacagga
tgtcgggttt
gagcctatgg
ttttgctcac
ctttgagtga
cgaggaagcg
ttaatgcage
taatgtgagt
tatgttgtgt

ggcgcgecegyg

tcecegtattg
ttggttgagt
ttatgcagtg
atcggaggac
cttgategtt
atgcctgtag
gcttececegge
cgeteggece
tctecgeggta
tacacgacgg
gcctcactga
gatttaaaac
atgaccaaaa
atcaaaggat
aaaccaccgc
aaggtaactg
ttaggccacce
ttaccagtgg
tagttaccgg
ttggagcgaa
acgctteeceg
gagcgcacga
cgccacctet
aaaaacgcca
atgttcettte
gctgataccg
gaagagcgcece
tggcacgaca
tagctcacte
ggaattgtga

attc
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acgccgggca
actcaccagt
ctgccataac
cgaaggagct
gggaaccgga
caatggcaac
aacaattaat
tteceggetgg
tcattgcagce
ggagtcaggc
ttaagcattg
ttcattttta
tccecttaacg
cttcttgaga
taccagecggt
gcttcagcag
acttcaagaa
ctgctgececag
ataaggcgca
cgacctacac
aagggagaaa
gggagcttce
gacttgagcg
gcaacgcggc
ctgcgttate
ctcgeccgeag
caatacgcaa
ggttteccega
attaggcacc

gcggataaca

agagcaactc
cacagaaaag
catgagtgat
aaccgcetttt
gctgaatgaa
aacgttgege
agactggatg
ctggtttatt
actggggcca
aactatggat
gtaactgtca
atttaaaagg
tgagtttteg
tccttttttt
ggtttgtttg
agcgcagata
ctctgtagca
tggcgataag
gcggtcgggce
cgaactgaga
ggcggacagg
agggggaaac
tcgatttttg
ctttttacgg
ccctgattet
ccgaacgacc
accgectcte
ctggaaagcg
ccaggcttta

atttcacaca

5880

5940

6000

6060

6120

6180

6240

6300

6360

6420

6480

6540

6600

6660

6720

6780

6840

6900

6960

7020

7080

7140

7200

7260

7320

7380

7440

7500

7560

7620

7654



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

<210> 36
<211> 947
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> ArtTall-Alw

<400> 36

Met

Asp

Ala

Gln

His

65

Ala

Gln

Gly

Thr

Thr

145

Glu

Leu

Gln

His

Gly

Asp

Ser

Gln

50

His

Leu

Asp

Val

val

130

Gly

Ala

Thr

Ala

Gly

Pro

Asp

Pro

35

Gln

Glu

Ser

Met

Gly

115

Ala

Gln

val

Pro

Leu

195

Leu

Lys

Lys

20

Ala

Glu

Ala

Gln

Ile

100

Lys

Gly

Leu

His

Glu

180

Glu

Thr

Lys

Pro

Ala

Lys

Leu

His

85

Ala

Gln

Glu

Leu

Ala

165

Gln

Thr

Pro

Lys

Gly

Gln

Ile

Val

70

Pro

Ala

Trp

Leu

Lys

150

Trp

Val

Val

Gln

Arg

Gly

vVal

Lys

55

Gly

Ala

Leu

Ser

Arg

135

Ile

Arg

val

Gln

Gln
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Lys

Gly

Asp

40

Pro

His

Ala

Pro

Gly

120

Gly

Ala

Asn

Ala

Arg

200

Val

vVal

Gly

25

Leu

Lys

Gly

Leu

Glu

105

Ala

Pro

Lys

Ala

Ile

185

Leu

val

Ala

10

Ser

Arg

Val

Phe

Gly

Ala

Arg

Pro

Arg

Leu

170

Ala

Leu

Ala

108

Ala

Gly

Thr

Arg

Thr

75

Thr

Thr

Ala

Leu

Gly

155

Thr

Ser

Pro

Ile

Ala

Gly

Leu

Ser

60

His

val

His

Leu

Gln

140

Gly

Gly

Asn

Val

Ala

Asp

Gly

Gly

45

Thr

Ala

Ala

Glu

Glu

125

Ser

Val

Ala

Ile

Leu

205

Ser

Tyr

Gly

Tyr

Val

His

Val

Ala

110

Ala

Gly

Thr

Pro

Gly

190

Cys

Asn

Lys

15

Val

Ser

Ala

Ile

Lys

95

Ile

Leu

Leu

Ala

Leu

175

Gly

Gln

Gly

Asp

Pro

Gln

Gln

val

80

Tyr

val

Leu

Asp

val

160

Asn

Lys

Ala

Gly
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Gly

225

Gln

Gly

Leu

Ser

Pro

305

Ile

Leu

Val

Gln

Gln

385

Thr

Pro

Leu

Leu

210

Lys

Ala

Gly

Cys

His

290

Val

Ala

Leu

Ala

Arg

370

Val

Vval

Gln

Glu

Thr
450

Gln

His

Gly

Gln

275

Asp

Leu

Ser

Pro

Ile

355

Leu

Val

Gln

Gln

Thr

435

Pro

Ala

Gly

Lys

260

Ala

Gly

Cys

Asn

val

340

Ala

Leu

Ala

Arg

Val

420

Val

Glu

Leu

Leu

245

Gln

His

Gly

Gln

Gly

325

Leu

Ser

Pro

Ile

Leu

405

vVal

Gln

Gln

Glu

230

Thr

Ala

Gly

Lys

Ala

310

Gly

Cys

Asn

val

Ala

390

Leu

Ala

Arg

val
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215

Thr

Pro

Leu

Leu

Gln

295

His

Gly

Gln

Asn

Leu

375

Ser

Pro

Ile

Leu

val
455

VvVal

Gln

Glu

Thr

280

Ala

Gly

Lys

Ala

Gly

360

Cys

Asn

Val

Ala

Leu

440

Ala

Gln

Gln

Thr

265

Pro

Leu

Leu

Gln

His

345

Gly

Gln

Asn

Leu

Ser

425

Pro

Ile

109

Arg

val

250

Val

Gln

Glu

Thr

Ala

330

Gly

Lys

Ala

Gly

Cys

410

Asn

Val

Ala

Leu

235

Val

Gln

Gln

Thr

Pro

315

Leu

Leu

Gln

His

Gly

395

Gln

Asn

Leu

Ser

220

Leu

Ala

Arg

Val

Val

300

Gln

Glu

Thr

Ala

Gly

380

Lys

Ala

Gly

Cys

Asn
460

Pro

Ile

Leu

Val

285

Gln

Gln

Thr

Pro

Leu

365

Leu

Gln

His

Gly

Gln

445

Ile

Vval

Ala

Leu

270

Ala

Arg

Val

val

Gln

350

Glu

Thr

Ala

Gly

Lys

430

Ala

Gly

Leu

Ser

255

Pro

Ile

Leu

Val

Gln

335

Gln

Thr

Pro

Leu

Leu

415

Gln

His

Gly

Cys

240

Asn

Val

Ala

Leu

Ala

320

Arg

val

Val

Gln

Glu

400

Thr

Ala

Gly

Lys
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Gln

465

His

Gly

Gln

Asn

Leu

545

Ser

Pro

Ile

Gln

Asp

625

Ala

Asn

Ile

Leu

Lys
705

Ala

Gly

Lys

Ala

Gly

530

Cys

Asn

Val

Ala

Leu

610

His

vVal

Arg

Leu

Phe

690

Asn

Leu

Leu

Gln

His

515

Gly

Gln

Gly

Leu

Ser

595

Ser

Leu

Lys

Arg

Leu

675

Glu

Tyr

Glu

Thr

Ala

500

Gly

Lys

Ala

Gly

Cys

580

Asn

Arg

Val

Lys

Ile

660

Val

Lys

Arg

Thr

Pro

485

Leu

Leu

Gln

His

Gly

565

Gln

Gly

Pro

Ala

Gly

645

Pro

Glu

Asn

Tyr
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Val

470

Gln

Glu

Thr

Ala

Gly

550

Lys

Ala

Gly

Asp

Leu

630

Leu

Glu

Gln

Ser

His
710

Gln

Gln

Thr

Pro

Leu

535

Leu

Gln

His

Gly

Pro

615

Ala

Pro

Gly

Leu

Ser

695

Leu

Arg

Val

val

Gln

520

Glu

Thr

Ala

Gly

Arg

600

Ala

Cys

His

Ser

Glu

680

Ile

Glu

Leu

Val

Gln

505

Gln

Thr

Pro

Leu

Leu

585

Pro

Leu

Leu

Ala

Asp

665

Glu

Ala

Glu

110

Leu

Ala

490

Arg

val

val

Gln

Glu

570

Thr

Ala

Ala

Gly

Pro

650

Arg

Thr

Gln

Leu

Pro

475

Ile

Leu

Val

Gln

Gln

555

Thr

Pro

Leu

Arg

Gly

635

Ala

Leu

Leu

Ala

Leu
715

Val

Ala

Leu

Ala

Arg

540

Val

Val

Gln

Glu

Ser

620

Arg

Leu

Asn

Asn

Pro

700

Phe

Leu

Ser

Pro

Ile

525

Leu

Val

Gln

Gln

Ser

605

Ala

Pro

Ile

Lys

Arg

685

Ile

Glu

Cys

His

val

510

Ala

Leu

Ala

Arg

Val

590

Ile

Leu

Ala

Lys

Glu

670

Asn

Gly

Asn

Gln

Asp

495

Leu

Ser

Pro

Ile

Leu

575

Val

Val

Thr

Leu

Arg

655

Thr

Arg

Glu

Asn

Ala

480

Gly

Cys

Asn

Val

Ala

560

Leu

Ala

Ala

Asn

Asp

640

Thr

Asn

Ile

Ile

Glu
720
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Lys

Tyr

Asp

Trp

Pro

785

His

Phe

Ala

Asn

Asp

865

Glu

Lys

Ile

Thr

Arg
945

Lys

Met

Lys

Val

770

Gln

Asn

Lys

Ala

Thr

850

Thr

Glu

Lys

Phe

Leu

930

Pro

Phe

Asp

Glu

755

Leu

Gln

Ala

Ile

Glu

835

Pro

Asn

Leu

Tyr

Asp

915

Thr

Ile

Ala

Leu

740

Ile

Trp

Cys

Pro

Leu

820

Gly

Asp

Thr

Met

Leu

900

Leu

Ala

Glu

725

Leu

Ser

Arg

Arg

Gly

805

Gly

Glu

Lys

Ala

Asp

885

Glu

Lys

Pro

ES 2709216 T3

Asn

Ile

Ile

Ala

Arg

790

Gly

Glu

Pro

Asp

Glu

870

Val

Ser

Lys

Gln

Gln

Ser

Pro

Phe

775

Phe

Gly

vVal

val

vVal

855

Thr

Lys

Leu

Met

Trp
935

Lys Asn

Pro Lys
745

Ser Gly
760

Leu Ala

Lys Val

Ala Asp

Thr Leu
825

Arg Arg
840

Tyr Gly

Phe Arg

Ile Leu

Arg Lys

905

Met Asp
920

Lys Asn

111

Glu

730

Pro

Glu

Leu

Asp

Val

810

Thr

His

Leu

His

Pro

890

Lys

Glu

Glu

Trp

Ile

Asn

Gln

795

Ile

Ser

Ile

Phe

Gly

875

Leu

Asn

Ser

Ile

Asp

Ser

Pro

His

780

Asp

Phe

Asn

Ala

Leu

860

Ala

Thr

Gln

Leu

Thr
940

Glu

Ile

Ala

765

Leu

Phe

Glu

Ser

Val

845

Ala

Trp

Leu

Val

Lys

925

Asn

Ile

Glu

750

Tyr

Ile

Lys

Tyr

Arg

830

Glu

Leu

Tyr

Glu

Glu

910

Leu

Lys

Leu

735

Ile

Phe

Ile

Pro

Glu

815

Gln

Thr

Thr

His

Ser

895

Thr

Arg

Phe

Ala

Ala

Glu

Glu

Ile

800

Asn

Glu

Val

Ile

Gln

880

Phe

Gly

Glu

Ala
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<210> 37
<211> 869
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> ArtTall-CLEDORF

<400> 37

Met

Asp

Ala

Gln

His

65

Ala

Gln

Gly

Thr

Thr

145

Glu

Leu

Gln

His

Gly

Asp

Ser

Gln

50

His

Leu

Asp

Val

Val

130

Gly

Ala

Thr

Ala

Gly
210

Pro

Asp

Pro

35

Gln

Glu

Ser

Met

Gly

115

Ala

Gln

val

Pro

Leu

195

Leu

Lys

Lys

20

Ala

Glu

Ala

Gln

Ile

100

Lys

Gly

Leu

His

Glu

180

Glu

Thr

Lys

Pro

Ala

Lys

Leu

His

85

Ala

Gln

Glu

Leu

Ala

165

Gln

Thr

Pro
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Lys

Gly

Gln

Ile

Val

70

Pro

Ala

Trp

Leu

Lys

150

Trp

Val

Val

Gln

Arg

Gly

vVal

Lys

55

Gly

Ala

Leu

Ser

Arg

135

Ile

Arg

Vval

Gln

Gln
215

Lys

Gly

Asp

40

Pro

His

Ala

Pro

Gly

120

Gly

Ala

Asn

Ala

Arg

200

Val

Val

Gly

25

Leu

Lys

Gly

Leu

Glu

105

Ala

Pro

Lys

Ala

Ile

185

Leu

Val

112

Ala

10

Ser

Arg

val

Phe

Gly

90

Ala

Arg

Pro

Arg

Leu

170

Ala

Leu

Ala

Ala

Gly

Thr

Arg

Thr

75

Thr

Thr

Ala

Leu

Gly

155

Thr

Ser

Pro

Ile

Ala

Gly

Leu

Ser

60

His

val

His

Leu

Gln

140

Gly

Gly

Asn

Vval

Ala
220

Asp

Gly

Gly

45

Thr

Ala

Ala

Glu

Glu

125

Ser

Val

Ala

Ile

Leu

205

Ser

Tyr

Gly

30

Tyr

val

His

Val

Ala

110

Ala

Gly

Thr

Pro

Gly

190

Cys

Asn

Lys

15

Val

Ser

Ala

Ile

Lys

95

Ile

Leu

Leu

Ala

Leu

175

Gly

Gln

Gly

Asp

Pro

Gln

Gln

val

80

Tyr

Val

Leu

Asp

Val

160

Asn

Lys

Ala

Gly
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Gly

225

Gln

Gly

Leu

Ser

Pro

305

Ile

Leu

Val

Gln

Gln

385

Thr

Pro

Leu

Leu

Gln
465

Lys

Ala

Gly

Cys

His

290

val

Ala

Leu

Ala

Arg

370

Val

val

Gln

Glu

Thr

450

Ala

Gln

His

Gly

Gln

275

Asp

Leu

Ser

Pro

Ile

355

Leu

Val

Gln

Gln

Thr

435

Pro

Leu

Ala

Gly

Lys

260

Ala

Gly

Cys

Asn

Vval

340

Ala

Leu

Ala

Arg

val

420

Val

Glu

Glu

Leu

Leu

245

Gln

His

Gly

Gln

Gly

325

Leu

Ser

Pro

Ile

Leu

405

Val

Gln

Gln

Thr
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Glu

230

Thr

Ala

Gly

Lys

Ala

310

Gly

Cys

Asn

val

Ala

330

Leu

Ala

Arg

vVal

val
470

Thr

Pro

Leu

Leu

Gln

295

His

Gly

Gln

Asn

Leu

375

Ser

Pro

Ile

Leu

Val

455

Gln

Vval

Gln

Glu

Thr

280

Ala

Gly

Lys

Ala

Gly

360

Cys

Asn

val

Ala

Leu

440

Ala

Arg

Gln

Gln

Thr

265

Pro

Leu

Leu

Gln

His

345

Gly

Gln

Asn

Leu

Ser

425

Pro

Ile

Leu

113

Arg

Val

250

Val

Gln

Glu

Thr

Ala

330

Gly

Lys

Ala

Gly

Cys

410

Asn

Val

Ala

Leu

Leu

235

Val

Gln

Gln

Thr

Pro

315

Leu

Leu

Gln

His

Gly

395

Gln

Asn

Leu

Ser

Pro
475

Leu

Ala

Arg

Val

val

300

Gln

Glu

Thr

Ala

Gly

380

Lys

Ala

Gly

Cys

Asn

460

val

Pro

Ile

Leu

Val

285

Gln

Gln

Thr

Pro

Leu

365

Leu

Gln

His

Gly

Gln

445

Tle

Leu

val

Ala

Leu

270

Ala

Arg

Val

val

Gln

350

Glu

Thr

Ala

Gly

Lys

430

Ala

Gly

Cys

Leu

Ser

255

Pro

Ile

Leu

val

Gln

335

Gln

Thr

Pro

Leu

Leu

415

Gln

His

Gly

Gln

Cys

240

Asn

Val

Ala

Leu

Ala

320

Arg

Val

Val

Gln

Glu

400

Thr

Ala

Gly

Lys

Ala
480
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His

Gly

Gln

Asn

Leu

545

Ser

Pro

Ile

Gln

Asp

625

Ala

Asn

Ser

Leu

Gln

705

Cys

Gly

Lys

Ala

Gly

530

Cys

Asn

Val

Ala

Leu

610

His

Val

Arg

Ser

Pro

690

Asn

Gly

Leu

Gln

His

515

Gly

Gln

Gly

Leu

Ser

595

Ser

Leu

Lys

Arg

Gln

675

His

Arg

Phe

Thr

Ala

500

Gly

Lys

Ala

Gly

Cys

580

Asn

Arg

Val

Lys

Ile

660

Ser

Glu

Leu

Gln

Pro

485

Leu

Leu

Gln

His

Gly

565

Gln

Gly

Pro

Ala

Gly

645

Pro

Glu

Tyr

Phe

Gly

Gln

Glu

Thr

Ala

Gly

550

Lys

Ala

Gly

Asp

Leu

630

Leu

Glu

Thr

Leu

Glu

710

Leu
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Gln

Thr

Pro

Leu

535

Leu

Gln

His

Gly

Pro

615

Ala

Pro

Gly

Lys

Ser

695

Met

His

val

Val

Gln

520

Glu

Thr

Ala

Gly

Arg

600

Ala

Cys

His

Ser

Glu

680

Leu

Lys

Leu

vVal

Gln

505

Gln

Thr

Pro

Leu

Leu

585

Pro

Leu

Leu

Ala

Asp

665

Lys

Val

val

Gly

114

Ala

490

Arg

vVal

vVal

Gln

Glu

570

Thr

Ala

Ala

Gly

Pro

650

Arg

Leu

Asp

Ile

Gly

Ile

Leu

Val

Gln

Gln

555

Thr

Pro

Leu

Arg

Gly

635

Ala

Leu

Arg

Leu

Glu

715

Ser

Ala

Leu

Ala

Arg

540

val

val

Gln

Glu

Ser

620

Arg

Leu

Asn

Glu

Ala

700

Leu

Arg

Ser

Pro

Ile

525

Leu

Val

Gln

Gln

Ser

605

Ala

Pro

Ile

Lys

Lys

685

Tyr

Leu

Arg

His

Val

510

Ala

Leu

Ala

Arg

Val

590

Ile

Leu

Ala

Lys

Leu

670

Leu

Asp

Thr

Pro

Asp

495

Leu

Ser

Pro

Ile

Leu

575

val

val

Thr

Leu

Arg

655

Ala

Arg

Ser

Glu

Asp

Gly

Cys

Asn

Val

Ala

560

Leu

Ala

Ala

Asn

Asp

640

Thr

Lys

Asn

Lys

Glu

720

Gly
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<210> 38
<211> 867
<212> PRT

Val Leu Tyr Thr
740

Thr Lys Ala Tyr
755

Glu Met Glu Arg
770

Asn Pro Asn Gln
785

Tyr Phe Leu Phe

Leu Glu Arg Ile
820

Ile Ser Gln Leu
835

Asp Arg Glu Arg
850

Leu Glu Gln Glu
865

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> ArtTal1-Clo051

<400> 38

Met Gly Pro Lys
1

Asp Asp Asp Lys
20

Ala Ser Pro Ala
35

Gln Gln Gln Glu
50

725

Ala

Ser

Tyr

Trp

Val

805

Ser

Leu

Leu

Leu

Lys

Pro

Ala

Lys
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Gly

Ser

Val

Trp

790

Ala

Arg

Leu

Arg

Lys

Gly

Gln

Ile

Leu

Gly

Arg

775

Glu

Gly

Asn

Leu

His
855

Arg

Gly

Val

Lys
55

Thr

Tyr

760

Glu

Asn

His

Thr

Ala

840

Leu

Lys Val Ala Ala

Gly Gly Ser Gly

Asp Leu Arg Thr

40

Pro Lys Val Arg

Asp

745

Ser

Asn

Phe

Phe

Gly

825

Asp

Met

25

115

730

Asn

Leu

Gln

Glu

Asn

810

Val

Ala

Phe

10

Tyr

Pro

Thr

Asn

795

Gly

Leu

Ile

Gln

Gly Ile

Ile Ala
765

Arg Asp
780

Gly Leu

Asn Val

Gly Ala

Arg Gly

845

Asn Glu
860

Ile

750

Gln

Glu

Gly

Gln

Ala

830

Gly

Glu

735

Leu

Ala

Leu

Thr

Ala

815

Ala

Arg

Phe

Asp

Asp

val

Phe

800

Gln

Ser

Met

Leu

Ala Asp Tyr Lys Asp

15

Gly Gly Gly Val Pro

30

Leu Gly Tyr Ser Gln

45

Ser Thr Val Ala Gln

60
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His

65

Ala

Gln

Gly

Thr

Thr

145

Glu

Leu

Gln

His

Gly

225

Gln

Gly

Leu

Ser

Pro

His

Leu

Asp

Val

val

130

Gly

Ala

Thr

Ala

Gly

210

Lys

Ala

Gly

Cys

His

290

Val

Glu

Ser

Met

Gly

115

Ala

Gln

Val

Pro

Leu

195

Leu

Gln

His

Gly

Gln

275

Asp

Leu

Ala

Gln

Ile

100

Lys

Gly

Leu

His

Glu

180

Glu

Thr

Ala

Gly

Lys

260

Ala

Gly

Cys

Leu

His

85

Ala

Gln

Glu

Leu

Ala

165

Gln

Thr

Pro

Leu

Leu

245

Gln

His

Gly

Gln
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Vval

70

Pro

Ala

Trp

Leu

Lys

150

Trp

val

Val

Gln

Glu

230

Thr

Ala

Gly

Lys

Ala

Gly

Ala

Leu

Ser

Arg

135

Ile

Arg

val

Gln

Gln

215

Thr

Pro

Leu

Leu

Gln

295

His

His Gly

Ala Leu

Pro Glu
105

Gly Ala
120

Gly Pro

Ala Lys

Asn Ala

Ala Ile

185

Arg Leu
200

Val val

Val Gln

Gln Gln

Glu Thr

265

Thr Pro
280

Ala Leu

Gly Leu

116

Phe

Gly

Ala

Arg

Pro

Arg

Leu

170

Ala

Leu

Ala

Arg

vVal

250

Val

Gln

Glu

Thr

Thr

75

Thr

Thr

Ala

Leu

Gly

155

Thr

Ser

Pro

Ile

Leu

235

Val

Gln

Gln

Thr

Pro

His

Val

His

Leu

Gln

140

Gly

Gly

Asn

Val

Ala

220

Leu

Ala

Arg

Val

val

300

Gln

Ala

Ala

Glu

Glu

125

Ser

Val

Ala

Ile

Leu

205

Ser

Pro

Ile

Leu

Val

285

Gln

Gln

His

Val

Ala

110

Ala

Gly

Thr

Pro

Gly

190

Cys

Asn

vVal

Ala

Leu

270

Ala

Arg

Val

Ile

Lys

95

Ile

Leu

Leu

Ala

Leu

175

Gly

Gln

Gly

Leu

Ser

255

Pro

Ile

Leu

Vval

Val

80

Tyr

Val

Leu

Asp

Val

160

Asn

Lys

Ala

Gly

Cys

240

Asn

val

Ala

Leu

Ala
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305

Ile

Leu

Val

Gln

Gln

385

Thr

Pro

Leu

Leu

Gln

465

His

Gly

Gln

Asn

Leu
545

Ala

Leu

Ala

Arg

370

Val

Val

Gln

Glu

Thr

450

Ala

Gly

Lys

Ala

Gly

530

Cys

Ser

Pro

Ile

355

Leu

Val

Gln

Gln

Thr

435

Pro

Leu

Leu

Gln

His

515

Gly

Gln

Asn

val

340

Ala

Leu

Ala

Arg

val

420

val

Glu

Glu

Thr

Ala

500

Gly

Lys

Ala

Gly

325

Leu

Ser

Pro

Ile

Leu

405

val

Gln

Gln

Thr

Pro

485

Leu

Leu

Gln

His
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310

Gly

Cys

Asn

val

Ala

390

Leu

Ala

Arg

val

Val

470

Gln

Glu

Thr

Ala

Gly
550

Gly

Gln

Asn

Leu

375

Ser

Pro

Ile

Leu

Val

455

Gln

Gln

Thr

Pro

Leu

535

Leu

Lys

Ala

Gly

360

Cys

Asn

Val

Ala

Leu

440

Ala

Arg

Val

Val

Gln

520

Glu

Thr

Gln

His

345

Gly

Gln

Asn

Leu

Ser

425

Pro

Ile

Leu

Val

Gln

505

Gln

Thr

Pro

117

Ala

330

Gly

Lys

Ala

Gly

Cys

410

Asn

val

Ala

Leu

Ala

4390

Arg

Val

val

Gln

315

Leu

Leu

Gln

His

Gly

395

Gln

Asn

Leu

Ser

Pro

475

Ile

Leu

vVal

Gln

Gln
555

Glu

Thr

Ala

Gly

380

Lys

Ala

Gly

Cys

Asn

460

Val

Ala

Leu

Ala

Arg

540

Val

Thr

Pro

Leu

365

Leu

Gln

His

Gly

Gln

445

Ile

Leu

Ser

Pro

Ile

525

Leu

Val

vVal

Gln

350

Glu

Thr

Ala

Gly

Lys

430

Ala

Gly

Cys

His

Val

510

Ala

Leu

Ala

Gln

335

Gln

Thr

Pro

Leu

Leu

415

Gln

His

Gly

Gln

Asp

495

Leu

Ser

Pro

Ile

320

Arg

val

Val

Gln

Glu

400

Thr

Ala

Gly

Lys

Ala

480

Gly

Cys

Asn

Val

Ala
560
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Ser

Pro

Ile

Gln

Asp

625

Ala

Asn

Ser

Ile

Gln

705

Tyr

Ile

Thr

Glu

Asn

785

Tyr

Asn

vVal

Ala

Leu

610

His

vVal

Arg

Asn

Ser

690

Asn

Gly

vVal

Lys

Met

770

Pro

Phe

Gly

Leu

Ser

595

Ser

Leu

Lys

Arg

Ile

675

His

Arg

Phe

Tyr

Ala

755

Glu

Asn

val

Gly

Cys

580

Asn

Arg

val

Lys

Ile

660

Ser

Glu

Leu

Lys

Ser

740

Tyr

Arg

Lys

Phe

Gly

565

Gln

Gly

Pro

Ala

Gly

645

Pro

Leu

Tyr

Phe

Gly

725

Thr

Ser

Tyr

Trp

Ile
805
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Lys

Ala

Gly

Asp

Leu

630

Leu

Glu

Leu

Leu

Glu

710

Arg

Thr

Glu

Val

Trp

790

Ser

Gln

His

Gly

Pro

615

Ala

Pro

Gly

Lys

Ser

695

Met

His

Leu

Gly

Arg

775

Glu

Gly

Ala Leu

Gly Leu
585

Arg Pro
600

Ala Leu

Cys Leu

His Ala

Ser Asp

665

Asp Glu

680

Leu Ile

Lys Val

Leu Gly

Glu Asp

745

Tyr Ser

760

Glu Asn

Asn Phe

Ser Phe

118

Glu

570

Thr

Ala

Ala

Gly

Pro

650

Arg

Leu

Asp

Leu

Gly

730

Asn

Leu

Ser

Ser

Lys
810

Thr

Pro

Leu

Arg

Gly

635

Ala

Leu

Arg

Leu

Glu

715

Ser

Phe

Pro

Asn

Glu

795

Gly

val

Gln

Glu

Ser

620

Arg

Leu

Asn

Gly

Ala

700

Leu

Arg

Gly

Ile

Arg

780

Glu

Lys

Gln

Gln

Ser

605

Ala

Pro

Ile

Glu

Gln

685

Phe

Leu

Lys

Ile

Ser

765

Asp

val

Phe

Arg

Val

590

Ile

Leu

Ala

Lys

Gly

670

Ile

Asp

Val

Pro

Ile

750

Gln

Glu

Lys

Glu

Leu

575

Val

Val

Thr

Leu

Arg

655

Ile

Ser

Ser

Asn

Asp

735

Val

Ala

Glu

Lys

Glu
815

Leu

Ala

Ala

Asn

Asp

640

Thr

Lys

His

Lys

Glu

720

Gly

Asp

Asp

Val

Tyr

800

Gln
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<210> 39
<211>918
<212> PRT

Leu Arg

vVal val

Thr

Leu
865

Ile
850

Lys

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> ArtTall-Mly

<400> 39

Met

Asp

Ala

Gln

His

65

Ala

Gln

Gly

Thr

Gly

Asp

Ser

Gln

50

His

Leu

Asp

val

val
130

Arg

Asn

835

Glu

Tyr

Pro

Asp

Pro

35

Gln

Glu

Ser

Met

Gly

115

Ala

Leu
820

Leu

Glu

Lys

Lys

20

Ala

Glu

Ala

Gln

Ile

100

Lys

Gly
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Ser Met Thr

Leu Leu Gly

Leu Glu Arg

Lys

Pro

Ala

Lys

Leu

His

85

Ala

Gln

Glu

Lys

Gly

Gln

Ile

Val

70

Pro

Ala

Trp

Leu

855

Arg

Gly

val

Lys

55

Gly

Ala

Leu

Ser

Arg
135

Thr Gly Val Asn Gly Ser Ala Val Asn

825 830

Ala Glu Lys Ile Arg Ser Gly Glu Met

840 845

Ala Met Phe Asn Asn Ser Glu Phe Ile

860

Lys Val Ala Ala Ala Asp Tyr Lys
10 15

Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Val
25 30

Asp Leu Arg Thr Leu Gly Tyr Ser

Pro Lys Val Arg Ser Thr Val Ala

His Gly Phe Thr His Ala His Ile
75

Ala Leu Gly Thr Val Ala Val Lys
90 95

Pro Glu Ala Thr His Glu Ala Ile
105 110

Gly Ala Arg Ala Leu Glu Ala Leu
120 125

Gly Pro Pro Leu Gln Ser Gly Leu
140

119

Asp

Pro

Gln

Gln

vVal

80

Tyr

val

Leu

Asp
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Thr

145

Glu

Leu

Gln

His

Gly

225

Gln

Gly

Leu

Ser

Pro

305

Ile

Leu

Val

Gln

Gln
385

Gly

Ala

Thr

Ala

Gly

210

Lys

Ala

Gly

Cys

His

290

Val

Ala

Leu

Ala

Arg

370

val

Gln

Val

Pro

Leu

195

Leu

Gln

His

Gly

Gln

275

Asp

Leu

Ser

Pro

Ile

355

Leu

val

Leu

His

Glu

180

Glu

Thr

Ala

Gly

Lys

260

Ala

Gly

Cys

Asn

Val

340

Ala

Leu

Ala

Leu

Ala

165

Gln

Thr

Pro

Leu

Leu

245

Gln

His

Gly

Gln

Gly

325

Leu

Ser

Pro

Ile

Lys

150

Trp

Val

VvVal

Gln

Glu

230

Thr

Ala

Gly

Lys

Ala

310

Gly

Cys

Asn

vVal

Ala
390
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Ile

Arg

Val

Gln

Gln

215

Thr

Pro

Leu

Leu

Gln

295

His

Gly

Gln

Asn

Leu

375

Ser

Ala Lys

Asn Ala

Ala Ile
185

Arg Leu
200

val val

Val Gln

Gln Gln

Glu Thr

265

Thr Pro
280

Ala Leu

Gly Leu

Lys Gln

Ala His

345

Gly Gly
360

Cys Gln

Asn Asn

120

Arg

Leu

170

Ala

Leu

Ala

Arg

Val

250

Val

Gln

Glu

Thr

Ala

330

Gly

Lys

Ala

Gly

Gly

155

Thr

Ser

Pro

Ile

Leu

235

Val

Gln

Gln

Thr

Pro

315

Leu

Leu

Gln

His

Gly
395

Gly

Gly

Asn

Val

Ala

220

Leu

Ala

Arg

Val

val

300

Gln

Glu

Thr

Ala

Gly

380

Lys

vVal

Ala

Ile

Leu

205

Ser

Pro

Ile

Leu

Val

285

Gln

Gln

Thr

Pro

Leu

365

Leu

Gln

Thr

Pro

Gly

190

Cys

Asn

Val

Ala

Leu

270

Ala

Val

Val

Gln

350

Glu

Thr

Ala

Ala

Leu

175

Gly

Gln

Gly

Leu

Ser

255

Pro

Ile

Leu

Val

Gln

335

Gln

Thr

Pro

Leu

Val

160

Asn

Lys

Ala

Gly

Cys

240

Asn

Val

Ala

Leu

Ala

320

Arg

Val

Val

Gln

Glu
400
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Thr

Pro

Leu

Leu

Gln

465

His

Gly

Gln

Asn

Leu

545

Ser

Pro

Ile

Gln

Asp

625

Ala

Val

Gln

Glu

Thr

450

Ala

Gly

Lys

Ala

Gly

530

Cys

Asn

val

Ala

Leu

610

His

val

Gln

Gln

Thr

435

Pro

Leu

Leu

Gln

His

515

Gly

Gln

Gly

Leu

Ser

595

Ser

Leu

Lys

Arg

val

420

val

Glu

Glu

Thr

Ala

500

Gly

Lys

Ala

Gly

Cys

580

Asn

Arg

val

Lys

Leu

405

Vval

Gln

Gln

Thr

Pro

485

Leu

Leu

Gln

His

Gly

565

Gln

Gly

Pro

Ala

Gly
645
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Leu

Ala

Arg

Val

Val

470

Gln

Glu

Thr

Ala

Gly

550

Lys

Ala

Gly

Asp

Leu

630

Leu

Pro

Ile

Leu

val

455

Gln

Gln

Thr

Pro

Leu

535

Leu

Gln

His

Gly

Pro

615

Ala

Pro

vVal

Ala

Leu

440

Ala

Arg

Val

Val

Gln

520

Glu

Thr

Ala

Gly

Arg

600

Ala

Cys

His

Leu

Ser

425

Pro

Ile

Leu

Val

Gln

505

Gln

Thr

Pro

Leu

Leu
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Gly

Leu

Glu
105

137

Ala

Phe

810

Asn

Asn

Ile

Glu

Ala

10

Ser

Arg

Val

Phe

Gly

Ala

Pro

795

Ser

His

Asn

Leu

Ile
875

Arg

75

Ala

Gly

Thr

Thr

Thr

Thr

Glu

Gly

Leu

Tyr

Asp

860

Glu

Ala

Gly

Leu

Ser

60

His

Val

His

His

Asn

Gly

Lys

845

Tyr

Asp

Gly

Gly

45

Thr

Ala

Ala

Glu

Leu

Tyr

Gly

830

Thr

Asn

Tyr

Gly

Tyr

Val

His

Val

Ala

Asp

Lys

815

Ala

Gln

Ile

110

Asn

800

Glu

Leu

Lys

Ser

Lys Asp

15

Val Pro

Ser Gln

Ala Gln

Ile Val

80

Lys Tyr
95

Ile Val
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Gly

Thr

Thr

145

Glu

Leu

Gln

His

Gly

225

Gln

Gly

Leu

Ser

Pro

305

Ile

Leu

Val

Val

val

130

Gly

Ala

Thr

Ala

Gly

210

Lys

Ala

Gly

Cys

His

290

val

Ala

Leu

Ala

Gly

115

Ala

Gln

val

Pro

Leu

195

Leu

Gln

His

Gly

Gln

275

Asp

Leu

Ser

Pro

Ile
355

Lys

Gly

Leu

His

Glu

180

Glu

Thr

Ala

Gly

Lys

260

Ala

Gly

Cys

Asn

val

340

Ala

Gln

Glu

Leu

Ala

165

Gln

Thr

Pro

Leu

Leu

245

Gln

His

Gly

Gln

Gly

325

Leu

Ser

ES 2709216 T3

Trp

Leu

Lys

150

Trp

val

vVal

Gln

Glu

230

Thr

Ala

Gly

Lys

Ala

310

Gly

Cys

Asn

Ser

Arg

135

Ile

Arg

val

Gln

Gln

215

Thr

Pro

Leu

Leu

Gln

295

His

Gly

Gln

Asn

Gly

120

Gly

Ala

Asn

Ala

Arg

200

val

Val

Gln

Glu

Thr

280

Ala

Gly

Lys

Ala

Gly
360

Ala

Pro

Lys

Ala

Ile

185

Leu

Val

Gln

Gln

Thr

265

Pro

Leu

Leu

Gln

His

345

Gly

138

Arg

Pro

Arg

Leu

170

Ala

Leu

Ala

Arg

Val

250

vVal

Gln

Glu

Thr

Ala

330

Gly

Lys

Ala

Leu

Gly

155

Thr

Ser

Pro

Ile

Leu

235

Val

Gln

Gln

Thr

Pro

315

Leu

Leu

Gln

Leu

Gln

140

Gly

Gly

Asn

Val

Ala

220

Leu

Ala

Arg

Val

Vval

300

Gln

Glu

Thr

Ala

Glu

125

Ser

VvVal

Ala

Ile

Leu

205

Ser

Pro

Ile

Leu

vVal

285

Gln

Gln

Thr

Pro

Leu
365

Ala

Gly

Thr

Pro

Gly

190

Cys

Asn

Val

Ala

Leu

270

Ala

Arg

Val

Val

Gln

350

Glu

Leu

Leu

Ala

Leu

175

Gly

Gln

Gly

Leu

Ser

255

Pro

Ile

Leu

val

Gln

335

Gln

Thr

Leu

Asp

Val

160

Asn

Lys

Ala

Gly

Cys

240

Asn

Val

Ala

Leu

Ala

320

Arg

val

Val
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Gln

Gln

385

Thr

Pro

Leu

Leu

Gln

465

His

Gly

Gln

Asn

Leu

545

Ser

Pro

Ile

Gln

Arg

370

val

val

Gln

Glu

Thr

450

Ala

Gly

Lys

Ala

Gly

530

Cys

Asn

val

Ala

Leu
610

Leu

vVal

Gln

Gln

Thr

435

Pro

Leu

Leu

Gln

His

515

Gly

Gln

Gly

Leu

Ser

595

Ser

Leu

Ala

Arg

val

420

Val

Glu

Glu

Thr

Ala

500

Gly

Lys

Ala

Gly

Cys

580

Asn

Arg

Pro

Ile

Leu

405

val

Gln

Gln

Thr

Pro

485

Leu

Leu

Gln

His

Gly

565

Gln

Gly

Pro
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Val

Ala

390

Leu

Ala

Arg

Val

Val

470

Gln

Glu

Thr

Ala

Gly

550

Lys

Ala

Gly

Asp

Leu

375

Ser

Pro

Ile

Leu

Val

455

Gln

Gln

Thr

Pro

Leu

535

Leu

Gln

His

Gly

Pro
615

Cys

Asn

val

Ala

Leu

440

Ala

Arg

val

val

Gln

520

Glu

Thr

Ala

Gly

Arg

600

Ala

139

Gln

Asn

Leu

Ser

425

Pro

Ile

Leu

Val

Gln

505

Gln

Thr

Pro

Leu

Leu

585

Pro

Leu

Ala

Gly

Cys

410

Asn

vVal

Ala

Leu

Ala

490

Arg

val

vVal

Gln

Glu

570

Thr

Ala

Ala

His

Gly

395

Gln

Asn

Leu

Ser

Pro

475

Ile

Leu

val

Gln

Gln

555

Thr

Pro

Leu

Arg

Gly

380

Lys

Ala

Gly

Cys

Asn

460

Val

Ala

Leu

Ala

Arg

540

Val

Val

Gln

Glu

Ser
620

Leu

Gln

His

Gly

Gln

445

Ile

Leu

Ser

Pro

Ile

525

Leu

val

Gln

Gln

Ser

605

Ala

Thr

Ala

Gly

Lys

430

Ala

Gly

Cys

His

val

510

Ala

Leu

Ala

Arg

Vval

590

Ile

Leu

Pro

Leu

Leu

415

Gln

His

Gly

Gln

Asp

495

Leu

Ser

Pro

Ile

Leu

575

val

val

Thr

Gln

Glu

400

Thr

Ala

Gly

Lys

Ala

480

Gly

Cys

Asn

Val

Ala

560

Leu

Ala

Ala

Asn
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Asp

625

Ala

Asn

Ser

val

Gln

705

Tyr

Ala

Thr

Glu

Asn

785

Lys

Leu

Val

Thr

His

Vval

Arg

Glu

Pro

690

Asp

Gly

Ile

Lys

Met

770

Pro

Phe

Thr

Glu

Leu
850

Leu

Lys

Arg

Leu

675

His

Arg

Tyr

Tyr

Ala

755

Gln

Asn

Leu

Arg

Glu

835

Glu

Val

Lys

Ile

660

Glu

Glu

Ile

Arg

Thr

740

Tyr

Arg

Glu

Phe

Leu

820

Leu

Glu

Ala

Gly

645

Pro

Glu

Tyr

Leu

Gly

725

Val

Ser

Tyr

Trp

val

805

Asn

Leu

val

ES 2709216 T3

Leu

630

Leu

Glu

Lys

Ile

Glu

710

Lys

Gly

Gly

val

Trp

790

Ser

His

Ile

Arg

Ala

Pro

Gly

Lys

Glu

695

Met

His

Ser

Gly

Glu

775

Lys

Gly

Ile

Gly

Arg
855

Cys

His

Ser

Ser

680

Leu

Lys

Leu

Pro

Tyr

760

Glu

Vval

His

Thr

Gly

840

Lys

Leu

Ala

Asp

665

Glu

Ile

Val

Gly

Ile

745

Asn

Asn

Tyr

Phe

Asn

825

Glu

Phe

140

Gly

Pro

650

Arg

Leu

Glu

Met

Gly

730

Asp

Leu

Gln

Pro

Lys

810

Cys

Met

Asn

Gly

635

Ala

Leu

Arg

Ile

Glu

715

Ser

Tyr

Pro

Thr

Ser

795

Gly

Asn

Ile

Asn

Arg

Leu

Asn

His

Ala

700

Phe

Arg

Gly

Ile

Arg

780

Ser

Asn

Gly

Lys

Gly
860

Pro

Ile

Gln

Lys

685

Arg

Phe

Lys

vVal

Gly

765

Asn

val

Tyr

Ala

Ala

845

Glu

Ala

Lys

Leu

670

Leu

Asn

Met

Pro

Ile

750

Gln

Lys

Thr

Lys

Val

830

Gly

Ile

Leu

Arg

655

vVal

Lys

Ser

Lys

Asp

735

Val

Ala

His

Glu

Ala

815

Leu

Thr

Asn

Asp

640

Thr

Lys

Tyr

Thr

Val

720

Gly

Asp

Asp

Ile

Phe

800

Gln

Ser

Leu

Phe
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<210> 45
<211> 7374
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> ArtTall-Reportero

<400> 45

cgttacataa
gacgtcaata
atgggtggag
aagtacgcce
catgacctta
catggtgatg
atttccaagt
ggactttcca
acggtgggag
ccatccacge
agaggatccg
cgagtagcett
cccaacttaa
cccgcaccga
ggtttecegge
atactgtcgt
acgtgaccta
gttactcgcet
ccatggtcgt
ttggcactgg
aatcgccttg
gatcgcceccett
gcaccagaag
gtecgtcccect
tatcccatta
ctcacattta
ggcgttaact

agtegtttge

cttacggtaa
atgacgtatg
tatttacggt
cctattgacg
tgggactttc
cggttttgge
ctccacccca
aaatgtcgta
gtctatataa
tgttttgace
gtactcgacg
ggcactggce
tcgeettgea
tcgeccttee
accagaagcg
cgtcccectcea
tcccattacg
cacatttaat
attctgggac
ccgtegtttt
cagcacatcc
cccaacagtt
cggtgcecgga
caaactggca
cggtcaatcc
atgttgatga
cggcegttteca

cgtctgaatt
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atggecccgece
ttcccatagt
aaactgccca
tcaatgacgg
ctacttggca
agtacatcaa
ttgacgtcaa
acaactccge
gcagagctcg
tccatagaag
acactgcaga
gtegttttac
gcacatccecce
caacagttgce
gtgccggaaa
aactggcaga
gtcaatccge
gttgatgaaa
gttttcacac
acaacgtcgt
ccectttegee
gcgcagectg
aagctggctg
gatgcacggt
gcegtttgtt
aagctggcta
tctgtggtge

tgacctgagce

tggctgaccg
aacgccaata
cttggcagta
taaatggccce
gtacatctac
tgggcgtgga
tgggagtttg
cccattgacg
tttagtgaac
acaccgggac
gacctacttc
aacgtcgtga
ctttegecag
gcagcctgaa
gctggetgga
tgcacggtta
cgtttgttece
gctggctata
tcttctaacg
gactgggaaa
agctggcgta
aatggcgaat
gagtgcgatc
tacgatgcge
cccacggaga
caggaaggcc
aacgggcgct

gcatttttac

141

cccaacgacce
gggactttcc
catcaagtgt
gcctggeatt
gtattagtca
tagcggtttg
ttttggcacc
caaatgggcg
cgtcagatcg
cgatccagece
actaacaacc
ctgggaaaac
ctggcgtaat
tggcgaatgg
gtgcgatctt
cgatgcgecce
cacggagaat
aaaccggtac
tcccagaata
accctggegt
atagcgaaga
ggcgectttge
ttcectgagge
ccatctacac
atccgacggg
agacgcgaat
gggtcggtta

gcgcecggaga

cccgeccatt
attgacgtca
atcatatgcce
atgcccagta
tcgectattac
actcacgggg
aaaatcaacg
gtaggcgtgt
cctggagacg
tcecggactcet
ggtatggtcg
cctggegtta
agcgaagagg
cgctttgect
cctgaggecg
atctacacca
ccgacgggtt
agttcggcca
ctcgagtagce
tacccaactt
ggcccgcace
ctggtttccg
cgatactgtc
caacgtgacc
ttgttactceg
tatttttgat
cggccaggac

aaaccgcecte

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680
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gcggtgatgg
atgagcggca
ttccatgttg
cagatgtgcg
acgcaggteg
tatgcecgatce
atccecgaatce
gcagaagcct
aacggcaagc
caggtcatgg
aacgccgtge
tacggecctgt
cgtctgaceg
cagcgcgatce
ggcgctaatce
cagtatgaag
cgcgtggatg
tcgctacctg
agtcttggcg
ggcttegtet
tggtcggett
ggtctggtcet
cagtttttce
cgtcatagcg
agcggtgaag
ctaccgecage
gcgaccgeat
aacctcagtg
atggattttt
ctttcacaga

acccgtgcac

tgctgegetg
ttttcegtga
ccactcgcett
gcgagttgeg
ccagcggcac
gcgtcacact
tctatcgtge
gcgatgtegg
cgttgctgat
atgagcagac
gctgttcgca
atgtggtgga
atgatccgeg
gtaatcaccc
acgacgcgct
gcggcggagce
aagaccagcc
gagagacgcg
gtttcgctaa
gggactgggt
acggcggtga
ttgccgacceg
agttccgttt
ataacgagct
tgcctetgga
cggagagcge
ggtcagaagc
tgacgctccce
gcatcgagcet
tgtggattgg

cgctggataa
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gagtgacgge
cgtctegttg
taatgatgat
tgactaccta
cgegecttte
acgtctgaac
ggtggttgaa
tttecegegag
tcgaggegtt
gatggtgcag
ttatccgaac
tgaagccaat
ctggctaccg
gagtgtgatc
gtatcgetgg
cgacaccacg
cttcecegget
ccegetgate
atactggcag
ggatcagtcg
ttttggecgat
cacgccgceat
atccgggcaa
cctgcactgg
tgtecgeteca
cgggcaacte
cgggcacatc
cgecgegtee
gggtaataag
cgataaaaaa

cgacattggce

agttatctgg
ctgcataaac
ttcagccgeg
cgggtaacag
ggcggtgaaa
gtcgaaaacc
ctgcacaccg
gtgcggattg
aaccgtcacg
gatatcctge
catccgetgt
attgaaaccc
gcgatgageg
atctggtcge
atcaaatctg
gccaccgata
gtgccgaaat
ctttgcgaat
gcgtttcgtc
ctgattaaat
acgccgaacg
ccagcgctga
accatcgaag
atggtggcge
caaggtaaac
tggctcacag
agcgcctgge
cacgccatcce
cgttggcaat
caactgctga

gtaagtgaag

142

aagatcagga
cgactacaca
ctgtactgga
tttctttatg
ttatcgatga
cgaaactgtg
ccgacggcac
aaaatggtct
agcatcatcc
tgatgaagca
ggtacacgct
acggcatggt
aacgcgtaac
tggggaatga
tcgatcctte
ttatttgccc
ggtccatcaa
acgcccacge
agtatccccg
atgatgaaaa
atcgccagtt
cggaagcaaa
tgaccagcga
tggatggtaa
agttgattga
tacgcgtagt
agcagtggcg
cgcatctgac
ttaaccgcecceca
cgcegetgeg

cgacccgcat

tatgtggegg
aatcagcgat
ggctgaagtt
gcagggtgaa
gcgtggtggt
gagcgccgaa
gctgattgaa
gctgctgetg
tctgcatggt
gaacaacttt
gtgcgaccge
gccaatgaat
gcgaatggtg
atcaggccac
ccgeeceggtg
gatgtacgcecg
aaaatggctt
gatgggtaac
tttacagggc
cggcaacccg
ctgtatgaac
acaccagcag
atacctgttc
gccgctggeca
actgcctgaa
gcaaccgaac
tctggceggaa
caccagcgaa
gtcaggettt
cgatcagttc

tgaccctaac

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
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gcectgggteg
tgcacggcag
caggggaaaa
gcgattaceg
aactgccagce
aactatcccg
atgtataccc
aattatggcc
cagcaactga
aatatcgacg
gcggaattac
taataaccgg
ttaaaaaaca
ggagcctact
gatacgggta
ggtctgettt
aagatacatt
ttgtgaaatt
taacaacaac
tteggatcct
gtttcctgtg
aaagtgtaaa
actgcceget
cgecggggaga
gcgcteggte
atccacagaa
caggaaccgt
gcatcacaaa
ccaggcegttt
cggatacctg
taggtatctc

cgttecagecce

aacgctggaa
atacacttgc
ccttatttat
ttgatgttga
tggcgcaggt
accgccttac
cgtacgtcett
cacaccagtg
tggaaaccag
gtttccatat
agctgagegce
gcaggccatg
caaacttttg
tcecegttttt
ttatttttge
ctgacaaact
gatgagtttg
tgtgatgcta
aattgcattc
ctagagtcga
tgaaattgtt
gcctggggtg
ttccagtcegg
ggcggtttge
gttcggetge
tcaggggata
aaaaaggccg
aatcgacgct
cccectggaa
tcegecttte
agttcggtgt

gaccgctgeg

ES 2709216 T3

ggcggcgggce
tgatgcggtg
cagccggaaa
agtggcgage
agcagagcgg
tgccgectgt
cccgagcgaa
gcgecggcegac
ccatcgceccat
ggggattggt
cggtegetac
tctgeccegta
gatgttcggt
cccgatttgg
cgctatttet
cggcctegac
gacaaaccac
ttgctttatt
attttatgtt
cctgecaggeca
atccgctcac
cctaatgagt
gaaacctgtc
gtattgggcg
ggcgagcggt
acgcaggaaa
cgttgetgge
caagtcagag
gctecectegt
tceetteggg
aggtcgtteg

ccttatecegg

cattaccagg
ctgattacga
acctaccgga
gatacaccge
gtaaactggce
tttgaccgcet
aacggtctge
ttccagttca
ctgctgcacg
ggcgacgact
cattaccagt
tttcgegtaa
ttattctttt
ctacatgaca
ctgttctege
tctaggegge
aactagaatg
tgtaaccatt
tcaggttcag
tgcaagcttg
aattccacac
gagctaactc
gtgccagetg
ctetteeget
atcagctcac
gaacatgtga
gttttteccecat
gtggcgaaac
gcgcectetect
aagcgtggcg
ctccaagetg

taactatecgt

143

ccgaagcagce
ccgctcacge
ttgatggtag
atcecggegeg
tcggattagg
gggatctgce
gctgegggac
acatcagcceg
cggaagaagg
cctggagceccecce
tggtctggtg
ggaaatccat
tcttttactt
tcaaccatat
tattattcca
cgcggggate
cagtgaaaaa
ataagctgca
ggggaggtgt
gcgtaatcat
aacatacgag
acattaattg
cattaatgaa
tcctegetea
tcaaaggcgg
gcaaaaggcc
aggctecegee
ccgacaggac
gtteccgaccee
ctttctcata
ggctgtgtge

cttgagtcca

gttgttgcag
gtggcagcat
tggtcaaatg
gattggectg
gccgcaagaa
attgtcagac
gcgcgaattg
ctacagtcaa
cacatggctg
gtcagtatcg
tcaaaaataa
tatgtactat
ttttatcatg
cagcaaaagt
accgetgttt
cagacatgat
aatgctttat
ataaacaagt
gggaggtttt
ggtcatagct
ccggaagcat
cgttgcgcectce
tcggecaacg
ctgactceget
taatacggtt
agcaaaaggc
ccecctgacga
tataaagata
tgcegettac
gctcacgetg
acgaacccce

acccggtaag

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460
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acacgactta
aggcggtget
atttggtatc
atccggcaaa
gcgcagaaaa
gtggaacgaa
ctagatcctt
ttggtctgac
tcgttecatece
accatctgge
atcagcaata
cgcctecate
tagtttgege
tatggcttca
gtgcaaaaaa
agtgttatca
aagatgcettt
gcgaccgagt
tttaaaagtg
gctgttgaga
tactttcacc
aataagggcg
catttatcag
acaaataggg
tattatcatg
tttcggtgat
tctgtaageg
gtgtcgggge
gcggtgtgaa
attcaggctg

gctggcgaaa

tecgecactgg
acagagttct
tgcgctctge
caaaccaccg
aaaggatcte
aactcacgtt
ttaaattaaa
agttaccaat
atagttgect
cccagtgetg
aaccagccag
cagtctatta
aacgttgttg
ttcagctecceg
gcggttaget
ctcatggtta
tctgtgactg
tgctecttgece
ctcatcattg
tccagttcga
agcgtttectg
acacggaaat
ggttattgtce
gttccgegea
acattaacct
gacggtgaaa
gatgccggga
tggcttaact
ataccgcaca
cgcaactgtt

gggggatgtg

gtcacgacgt tgtaaaacga

ES 2709216 T3

cagcagccac
tgaagtggtg
tgaagccagt
ctggtagcgg
aagaagatce
aagggatttt
aatgaagttt
gcttaatcag
gactccecegt
caatgatacc
ccggaagggce
attgttgecg
ccattgctac
gttcccaacg
cctteggtee
tggcagcact
gtgagtactc
cggcgtcaat
gaaaacgttc
tgtaacccac
ggtgagcaaa
gttgaatact
tcatgagcgg
catttcceceg
ataaaaatag
acctctgaca
gcagacaagc
atgcggcatc
gatgcgtaag
gggaagggcg
ctgcaaggcg

cggccagtga

tggtaacagg
gcctaactac
taccttcgga
tggttttttt
tttgatcttt
ggtcatgaga
taaatcaatc
tgaggcacct
cgtgtagata
gcgagaccca
cgagcgcaga
ggaagctaga
aggcatcgtg
atcaaggcga
tcecgategtt
gcataattct
aaccaagtca
acgggataat
ttcggggcega
tcgtgcacce
aacaggaagg
catactctte
atacatattt
aaaagtgcca
gcgtatcacg
catgcagcte
ccgtcaggge
agagcagatt
gagaaaatac
atcggtgcgg
attaagttgg

attcgagcett

144

attagcagag
ggctacacta
aaaagagttg
gtttgcaagce
tctacggggt
ttatcaaaaa
taaagtatat
atctcagcga
actacgatac
cgctcaccgg
agtggtcctg
gtaagtagtt
gtgtcacgcet
gttacatgat
gtcagaagta
cttactgtca
ttctgagaat
accgcgccac
aaactctcaa
aactgatctt
caaaatgccg
ctttttcaat
gaatgtattt
cctgacgtct
aggcccttte
ccggagacgg
gcgtcagegg
gtactgagag
cgcatcagge
gcctettege
gtaacgccag

gcatgectge

cgaggtatgt
gaaggacagt
gtagctcttg
agcagattac
ctgacgctceca
ggatcttcac
atgagtaaac
tctgtctatt
gggagggctt
ctccagattt
caactttatc
cgccagttaa
cgtcegtttgg
cccccatgtt
agttggccge
tgccatcegt
agtgtatgcg
atagcagaac
ggatcttacc
cagcatcttt
caaaaaaggg
attattgaag
agaaaaataa
aagaaaccat
gtctegegeg
tcacagcttg
gtgttggcgg
tgcaccatat
gccattegee
tattacgcca

ggttttcecca

aggt

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

7374
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<210> 46
<211> 7374
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> TalRabl-Reportero

<400> 46

cgttacataa
gacgtcaata
atgggtggag
aagtacgccc
catgacctta
catggtgatg
atttccaagt
ggactttcca
acggtgggag
ccatccacge
agaggatccg
cgagtagcett
cccaacttaa
cccgcaccga
ggtttcegge
atactgtcegt
acgtgaccta
gttacteget
ccatggtcgt
ttggcactgg
aatcgceccttg
gatcgecett
gcaccagaag
gtegtcecect
tatcccatta

ctcacattta

cttacggtaa
atgacgtatg
tatttacggt
cctattgacg
tgggactttc
cggttttgge
ctccacccca
aaatgtcgta
gtctatataa
tgttttgace
gtactcgacg
ggcactggce
tcgecttgea
tcgeecttee
accagaagcg
cgtccectcea
tceccattacg
cacatttaat
gtgcaccaaa
ccgtegtttt
cagcacatcc
cccaacagtt
cggtgccgga
caaactggca
cggtcaatce

atgttgatga

ES 2709216 T3

atggcccgece
ttcccatagt
aaactgccca
tcaatgacgg
ctacttggca
agtacatcaa
ttgacgtcaa
acaactccge
gcagagctcg
tccatagaag
acactgcaga
gtcgttttac
gcacatcccc
caacagttgce
gtgccggaaa
aactggcaga
gtcaatcecge
gttgatgaaa
acttttcaca
acaacgtcgt
ccctttegee
gcgcagectg
aagctggctg
gatgcacggt
gcegtttgtt

aagctggcta

tggctgaccg
aacgccaata
cttggcagta
taaatggccce
gtacatctac
tgggcgtgga
tgggagtttg
cccattgacg
tttagtgaac
acaccgggac
gacctacttc
aacgtcgtga
ctttecgecag
gcagcctgaa
gctggetgga
tgcacggtta
cgtttgttece
gctggctata
ctcttctaag
gactgggaaa
agctggecgta
aatggcgaat
gagtgcgatce
tacgatgcege
cccacggaga

caggaaggce

145

cccaacgacc
gggactttcc
catcaagtgt
gcctggeatt
gtattagtca
tagcggtttg
ttttggcacc
caaatgggcg
cgtcagatcg
cgatccagee
actaacaacc
ctgggaaaac
ctggcgtaat
tggcgaatgg
gtgcgatctt
cgatgcgecece
cacggagaat
aaaccggtac
ttttggtgca
accctggegt
atagcgaaga
ggcgetttge
ttecctgagge
ccatctacac
atccgacggg

agacgcgaat

cccgeccatt
attgacgtca
atcatatgcce
atgcccagta
tcgectattac
actcacgggg
aaaatcaacg
gtaggcgtgt
cctggagacg
teceggactcet
ggtatggtcg
cctggegtta
agcgaagagg
cgctttgect
cctgaggecg
atctacacca
ccgacgggtt
agttcggeca
cacgagtagc
tacccaactt
ggcccgcace
ctggttteceg
cgatactgtc
caacgtgacc
ttgttactcg

tatttttgat

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
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ggcgttaact
agtcgtttge
gcggtgatgg
atgagcggca
ttccatgttg
cagatgtgcg
acgcaggtcg
tatgcecgatce
atcccgaatce
gcagaagcct
aacggcaagc
caggtcatgg
aacgccgtge
tacggecctgt
cgtctgaccg
cagcgcgatce
ggcgctaatce
cagtatgaag
cgcgtggatg
tcgctacctg
agtcttggeg
ggcttegtet
tggtcggett
ggtctggtct
cagtttttece
cgtcatageg
agcggtgaag
ctaccgcage
gcgaccgeat
aacctcagtg

atggattttt

cggcegtttea
cgtctgaatt
tgctgcegetg
ttttcegtga
ccactegett
gcgagttgeg
ccagcggcac
gcgtcacact
tctategtge
gcgatgtegg
cgttgctgat
atgagcagac
gctgttegea
atgtggtgga
atgatccgeg
gtaatcaccc
acgacgcgct
gcggcggage
aagaccagcc
gagagacgcg
gtttecgcectaa
gggactgggt
acggcggtga
ttgccgaccg
agttcegttt
ataacgagct
tgcctctgga
cggagagcgc
ggtcagaagc
tgacgcteccce

gcatcgaget
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tctgtggtge
tgacctgage
gagtgacggc
cgtctegttg
taatgatgat
tgactaccta
cgcgecttte
acgtctgaac
ggtggttgaa
ttteegegag
tcgaggecgtt
gatggtgcag
ttatccgaac
tgaagccaat
ctggctaccg
gagtgtgatc
gtatcgetgg
cgacaccacg
cttccecggcet
cccgetgate
atactggcag
ggatcagtcg
ttttggcgat
cacgccgcat
atccgggcaa
cctgcactgg
tgtcgctcca
cgggcaactc
cgggcacatc
cgeecgegtee

gggtaataag

aacgggcgcet
gcatttttac
agttatctgg
ctgcataaac
ttcageegeg
cgggtaacag
ggcggtgaaa
gtcgaaaacc
ctgcacaccg
gtgcggattg
aaccgtcacg
gatatcctge
catccgetgt
attgaaaccc
gcgatgageg
atctggtcge
atcaaatctg
gccaccgata
gtgccgaaat
ctttgcgaat
gcgtttegte
ctgattaaat
acgccgaacg
ccagcgctga
accatcgaag
atggtggcge
caaggtaaac
tggctcacag
agcgcectgge
cacgccatcce

cgttggcaat

146

gggtcggtta
gcgcecggaga
aagatcagga
cgactacaca
ctgtactgga
tttctttatg
ttatcgatga
cgaaactgtg
ccgacggcac
aaaatggtct
agcatcatcc
tgatgaagca
ggtacacgcet
acggcatggt
aacgcgtaac
tggggaatga
tcgatccette
ttatttgecce
ggtccatcaa
acgcccacgce
agtatcccceg
atgatgaaaa
atcgccagtt
cggaagcaaa
tgaccagcga
tggatggtaa
agttgattga
tacgcgtagt
agcagtggcg
cgcatctgac

ttaaccgcca

cggccaggac
aaaccgcectce
tatgtggcgg
aatcagcgat
ggctgaagtt
gcagggtgaa
gcgtggtggt
gagcgccgaa
gctgattgaa
gctgctgetg
tctgcatggt
gaacaacttt
gtgcgaccge
gccaatgaat
gcgaatggtg
atcaggccac
ccgeeeggtg
gatgtacgceg
aaaatggctt
gatgggtaac
tttacagggce
cggcaacceg
ctgtatgaac
acaccagcag
atacctgttce
gcecgcetggea
actgcctgaa
gcaaccgaac
tectggeggaa
caccagcgaa

gtcaggettt

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



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ctttcacaga
acccgtgecac
gcctgggteg
tgcacggcag
caggggaaaa
gcgattaccg
aactgccage
aactatcceg
atgtataccc
aattatggcc
cagcaactga
aatatcgacg
gcggaattac
taataaccgg
ttaaaaaaca
ggagcctact
gatacgggta
ggtctgcttt
aagatacatt
ttgtgaaatt
taacaacaac
ttcggatcct
gtttcctgtg
aaagtgtaaa
actgcccget
cgcggggaga
gcgeteggte
atccacagaa
caggaaccgt
gcatcacaaa
ccaggegttt

cggatacctg

tgtggattgg
cgctggataa
aacgctggaa
atacacttgc
ccttatttat
ttgatgttga
tggcgcaggt
accgecttac
cgtacgtctt
cacaccagtg
tggaaaccag
gtttccatat
agctgagcgce
gcaggccatg
caaacttttg
tcecegttttt
ttatttttge
ctgacaaact
gatgagtttg
tgtgatgcta
aattgcattc
ctagagtcga
tgaaattgtt
gectggggtg
ttccagtcegg
ggcggtttge
gtteggetge
tcaggggata
aaaaaggccg
aatcgacgct
ccccctggaa

tecegecttte

ES 2709216 T3

cgataaaaaa
cgacattggc
ggcggegggce
tgatgcggtg
cagccggaaa
agtggcgagc
agcagagcgg
tgcegectgt
cccgagcgaa
gcgcggegac
ccatcgecat
ggggattggt
cggtecgcectac
tctgccegta
gatgttcggt
cccgatttgg
cgctatttcet
cggcctcgac
gacaaaccac
ttgetttatt
attttatgtt
cctgcaggca
atccgetcac
cctaatgagt
gaaacctgtc
gtattgggcg
ggcgagcggt
acgcaggaaa
cgttgctgge
caagtcagag
gctecctegt

tceetteggg

caactgctga
gtaagtgaag
cattaccagg
ctgattacga
acctaccgga
gatacaccgc
gtaaactggce
tttgaccget
aacggtctgce
ttccagttca
ctgctgcacg
ggcgacgact
cattaccagt
tttcgcgtaa
ttattctttt
ctacatgaca
ctgttctege
tctaggcgge
aactagaatg
tgtaaccatt
tcaggttcag
tgcaagcttg
aattccacac
gagctaactc
gtgccagctg
ctctteeget
atcagctcac
gaacatgtga
gtttttccat
gtggcgaaac
gcgcetctect

aagcgtggeg

147

cgccgetgeg
cgacccgcecat
ccgaagcagce
ccgcectcacge
ttgatggtag
atccggcegceg
tcggattagg
gggatctgec
gctgcgggac
acatcagccg
cggaagaagg
cctggagece
tggtctggtg
ggaaatccat
tcttttactt
tcaaccatat
tattattcca
cgcggggatc
cagtgaaaaa
ataagctgca
ggggaggtgt
gcgtaatcat
aacatacgag
acattaattg
cattaatgaa
tcctegetcea
tcaaaggcgg
gcaaaaggcc
aggctcegece
ccgacaggac
gttcecgacce

ctttctcata

cgatcagttc
tgaccctaac
gttgttgecag
gtggcagcat
tggtcaaatg
gattggcctg
gccgcaagaa
attgtcagac
gcgcgaattg
ctacagtcaa
cacatggctg
gtcagtatcg
tcaaaaataa
tatgtactat
ttttatcatg
cagcaaaagt
accgctgttt
cagacatgat
aatgctttat
ataaacaagt
gggaggtttt
ggtcatagct
ccggaagcat
cgttgecgete
tcggccaacg
ctgactcgcet
taatacggtt
agcaaaaggc
cccctgacga
tataaagata
tgcegettac

gctcacgcetg

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980

5040

5100

5160

5220

5280

5340
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taggtatctc
cgttcagece
acacgactta
aggcggtgcet
atttggtatc
atccggcaaa
gcgcagaaaa
gtggaacgaa
ctagatcctt
ttggtctgac
tcgttcatcce
accatctggce
atcagcaata
cgcctecatce
tagtttgege
tatggcttca
gtgcaaaaaa
agtgttatca
aagatgcttt
gcgaccgagt
tttaaaagtg
gctgttgaga
tactttcacc
aataagggcg
catttatcag
acaaataggg
tattatcatg
tttcggtgat
tctgtaageg
gtgtegggge

gcggtgtgaa

agttcggtgt
gaccgctgeg
tcgeccactgg
acagagttct
tgegetetge
caaaccaccg
aaaggatctc
aactcacgtt
ttaaattaaa
agttaccaat
atagttgcct
cccagtgcetg
aaccagccag
cagtctatta
aacgttgttg
ttcagctceg
gcggttaget
ctcatggtta
tctgtgactg
tgctcttgee
ctcatcattg
tccagttcga
agcgtttctg
acacggaaat
ggttattgtce
gttcecgegea
acattaacct
gacggtgaaa
gatgeceggga
tggcttaact

ataccgcaca
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aggtcgttceg
ccttateegg
cagcagccac
tgaagtggtg
tgaagccagt
ctggtagcgg
aagaagatcc
aagggatttt
aatgaagttt
gcttaatcag
gactcccegt
caatgatacc
ccggaagggce
attgttgcceg
ccattgctac
gttcccaacg
cctteggtee
tggcagcact
gtgagtactc
cggcgtcaat
gaaaacgttc
tgtaacccac
ggtgagcaaa
gttgaatact
tcatgagcgg
catttccecg
ataaaaatag
acctctgaca
gcagacaagce
atgcggcatc

gatgcgtaag

ctccaagcetg
taactatcgt
tggtaacagg
gcctaactac
taccttegga
tggttttttt
tttgatcettt
ggtcatgaga
taaatcaatc
tgaggcacct
cgtgtagata
gcgagaccca
cgagcgcaga
ggaagctaga
aggcatcgtg
atcaaggcga
tcecgategtt
gcataattct
aaccaagtca
acgggataat
ttcggggega
tcgtgcacce
aacaggaagg
catactcttc
atacatattt
aaaagtgcca
gcgtatcacg
catgcagctc
ccgtcaggge
agagcagatt

gagaaaatac

148

ggctgtgtge
cttgagtcca
attagcagag
ggctacacta
aaaagagttg
gtttgcaage
tctacggggt
ttatcaaaaa
taaagtatat
atctcagcga
actacgatac
cgctcacegg
agtggtcctg
gtaagtagtt
gtgtcacgcet
gttacatgat
gtcagaagta
cttactgtca
ttctgagaat
accgcgccac
aaactctcaa
aactgatctt
caaaatgccg
ctttttcaat
gaatgtattt
cctgacgtcet
aggcccttte
ccggagacgg
gcgtcagegg
gtactgagag

cgcatcaggce

acgaacccce
acccggtaag
cgaggtatgt
gaaggacagt
gtagctcttg
agcagattac
ctgacgctca
ggatcttcac
atgagtaaac
tctgtctatt
gggagggctt
ctccagattt
caactttatce
cgccagttaa
cgtegtttgg
cccccatgtt
agttggccge
tgccatcegt
agtgtatgcg
atagcagaac
ggatcttacc
cagcatcttt
caaaaaaggg
attattgaag
agaaaaataa
aagaaaccat
gtctcgegeg
tcacagcecttg
gtgttggegg
tgcaccatat

gccattecgee

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
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attcaggctg cgcaactgtt gggaagggcg atcggtgcgg gecctcttcge tattacgceca 7260
gctggcgaaa gggggatgtg ctgcaaggcg attaagttgg gtaacgccag ggttttccca 7320
gtcacgacgt tgtaaaacga cggccagtga attcgagett gecatgectge aggt 7374

<210> 47

<211> 7377

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> TalRab2-Reportero

<400> 47
cgttacataa cttacggtaa atggcccgec tggctgaccg cccaacgacc cccgceccatt 60
gacgtcaata atgacgtatg ttcccatagt aacgccaata gggactttcc attgacgtca 120
atgggtggag tatttacggt aaactgccca cttggcagta catcaagtgt atcatatgcc 180
aagtacgcce cctattgacg tcaatgacgg taaatggccc gecctggcatt atgecccagta 240
catgacctta tgggactttc ctacttggca gtacatctac gtattagtca tcgctattac 300
catggtgatg cggttttggc agtacatcaa tgggcgtgga tagcggtttg actcacgggg 360
atttccaagt ctccacccca ttgacgtcaa tgggagtttg ttttggcacc aaaatcaacg 420
ggactttcca aaatgtcgta acaactccge cccattgacg caaatgggcecg gtaggegtgt 480
acggtgggag gtctatataa gcagagctcg tttagtgaac cgtcagatcg cctggagacg 540
ccatccacge tgttttgacc tccatagaag acaccgggac cgatccagcecc tccggactct 600
agaggatccg gtactcgacg acactgcaga gacctacttc actaacaacc ggtatggtcg 660
cgagtagctt ggcactggcc gtcgttttac aacgtcgtga ctgggaaaac cctggegtta 720
cccaacttaa tcgccttgeca gcacatccecce ctttcecgecag ctggecgtaat agcecgaagagg 780
cccgcaccga tcgecccttece caacagttge gcagectgaa tggcgaatgg cgetttgect 840
ggtttcecgge accagaagcg gtgccggaaa gctggctgga gtgcgatctt cctgaggecg 900
atactgtcgt cgtcccecctca aactggcaga tgcacggtta cgatgcgeccce atctacacca 960
acgtgaccta tcccattacg gtcaatccge cgtttgttece cacggagaat ccgacgggtt 1020
gttactcget cacatttaat gttgatgaaa gctggctata aaaccggtac agttcggcecca 1080
ccatggtcga tggtggcccg gtagttttca cactcttctce actaccggge caccacgagt 1140
agcttggcac tggccgtcecgt tttacaacgt cgtgactggg aaaaccctgg cgttacccaa 1200
cttaatcgcee ttgcagcaca tcccecettte gecagetgge gtaatagega agaggeccege 1260
accgatcgee cttcccaaca gttgegcage ctgaatggeg aatggegett tgectggttt 1320
ccggcaccag aagcggtgcc ggaaagetgg ctggagtgeg atcttcctga ggccgatact 1380
gtecgtegtee cectcaaactg gcagatgcac ggttacgatg cgcccatcta caccaacgtg 1440
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acctatccca
tcgetcacat
gatggcgtta
gacagtcgtt
ctegeggtga
cggatgagcg
gatttccatg
gttcagatgt
gaaacgcagg
ggttatgccg
gaaatcccga
gaagcagaag
ctgaacggca
ggtcaggtca
tttaacgceg
cgctacggcc
aatcgtctga
gtgcagegeg
cacggcgcta
gtgcagtatg
gcgegegtgg
ctttcgetac
aacagtcttg
ggcggctteg
ccgtggtcgg
aacggtctgg
cagcagtttt
ttcegtcecata
gcaageggtyg
gaactaccgce

aacgcgaccg

ttacggtcaa
ttaatgttga
actcggegtt
tgccgtcetga
tggtgetgeg
gcattttceg
ttgccactcg
gcggecgagtt
tcgeccagegg
atcgegtceac
atctctatcg
cctgegatgt
agccgttget
tggatgagca
tgcgetgtte
tgtatgtggt
ccgatgatcce
atcgtaatca
atcacgacgc
aaggcggcgg
atgaagacca
ctggagagac
gecggtttege
tctgggactg
cttacggegg
tctttgecga
tccagttceg
gcgataacga
aagtgcctcet
agccggagag

catggtcaga
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tcegeegttt
tgaaagctgg
tcatctgtgg
atttgacctg
ctggagtgac
tgacgtctceg
ctttaatgat
gcgtgactac
caccgcegect
actacgtctg
tgcggtggtt
cggttteege
gattcgagge
gacgatggtg
gcattatccg
ggatgaagcc
gcgcetggceta
ccecgagtgtg
gctgtatcge
agccgacacce
gccctteceg
gcgeccgetg
taaatactgg
ggtggatcag
tgattttgge
ccgcacgecg
tttatccggg
gctcetgeac
ggatgtcgcet
cgccgggcaa

agccgggeac

gttcccacgg
ctacaggaag
tgcaacgggc
agcgcatttt
ggcagttate
ttgctgcata
gatttcagece
ctacgggtaa
ttcggeggtg
aacgtcgaaa
gaactgcaca
gaggtgcgga
gttaaccgte
caggatatcc
aaccatccge
aatattgaaa
ccggcgatga
atcatectggt
tggatcaaat
acggccaccg
gctgtgecga
atcctttgeg
caggcgttte
tcgectgatta
gatacgccga
catccagcgce
caaaccatcg
tggatggtgg
ccacaaggta
ctctggectca

atcagcgcect

150

agaatccgac
gccagacgcg
gctgggtcgg
tacgcgeccegg
tggaagatca
aaccgactac
gcgcetgtact
cagtttettt
aaattatcga
acccgaaact
ccgccgacgg
ttgaaaatgg
acgagcatca
tgctgatgaa
tgtggtacac
cccacggcecat
gcgaacgcgt
cgctggggaa
ctgtcgatcc
atattatttg
aatggtccat
aatacgccca
gtcagtatcc
aatatgatga
acgatcgcca
tgacggaagc
aagtgaccag
cgctggatgg
aacagttgat
cagtacgcgt

ggcagcagtg

gggttgttac
aattattttt
ttacggccag
agaaaaccgc
ggatatgtgg
acaaatcagc
ggaggctgaa
atggcagggt
tgagcgtggt
gtggagcgce
cacgctgatt
tctgetgetg
tecctetgeat
gcagaacaac
gctgtgegac
ggtgccaatg
aacgcgaatg
tgaatcaggce
ttcccgeeceg
cccgatgtac
caaaaaatgg
cgcgatgggt
ccgtttacag
aaacggcaac
gttctgtatg
aaaacaccag
cgaatacctg
taagccgetg
tgaactgect
agtgcaaccg

gcgtetggeg

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
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gaaaacctca
gaaatggatt
tttectttecac
ttcaccegtg
aacgcctggg
cagtgcacgg
catcagggga
atggcgatta
ctgaactgcc
gaaaactatc
gacatgtata
ttgaattatg
caacagcaac
ctgaatatcg
tcggcggaat
taataataac
tatttaaaaa
atgggagcct
agtgatacgg
tttggtetge
gataagatac
tatttgtgaa
agttaacaac
ttttteggat
gctgtttect
cataaagtgt
ctcactgecee
acgegegggyg
gctgegetceg
gttatccaca
ggccaggaac

cgagcatcac

gtgtgacgcect
tttgcatcga
agatgtggat
caccgctgga
tcgaacgetg
cagatacact
aaaccttatt
ccgttgatgt
agctggcgca
ccgaccgect
cccegtacgt
gcccacacca
tgatggaaac
acggtttcca
tacagctgag
cgggcaggcece
acacaaactt
acttcccgtt
gtattatttt
tttctgacaa
attgatgagt
atttgtgatg
aacaattgca
cctctagagt
gtgtgaaatt
aaagcctggg
gctttececagt
agaggcggtt
gtcecgttegge
gaatcagggg
cgtaaaaagg

aaaaatcgac

ES 2709216 T3

ccccgecgeg
gctgggtaat
tggcgataaa
taacgacatt
gaaggcggcg
tgctgatgcecg
tatcagccgg
tgaagtggcg
ggtagcagag
tactgccgece
cttecececgage
gtggcgegge
cagccatcge
tatggggatt
cgceggtege
atgtctgece
ttggatgttc
tttcccgatt
tgccgetatt
actcggectce
ttggacaaac
ctattgcttt
ttcattttat
cgacctgcag
gttatcecget
gtgcctaatg
cgggaaacct
tgcegtattgg
tgcggcgage
ataacgcagg
ccgegttget

gctcaagtca

tcccacgeca
aagcgttggce
aaacaactgc
ggcgtaagtg
ggccattacc
gtgctgatta
aaaacctacc
agcgatacac
cgggtaaact
tgttttgacc
gaaaacggtc
gacttccagt
catctgctge
ggtggcgacg
taccattacc
gtatttecgeg
ggtttattct
tggctacatg
tctetgttet
gactctagge
cacaactaga
atttgtaacc
gtttcaggtt
gcatgcaagce
cacaattcca
agtgagctaa
gtegtgecag
gcgetettee
ggtatcagct
aaagaacatg

ggcgttttte

gaggtggcga

151

tcecegeatcet
aatttaaccg
tgacgeceget
aagcgacccg
aggccgaagce
cgaccgctca
ggattgatgg
cgcatcecgge
ggctcggatt
gctgggatct
tgecgetgegg
tcaacatcag
acgcggaaga
actcctggag
agttggtctg
taaggaaatc
ttttctttta
acatcaacca
cgctattatt
ggccgegggg
atgcagtgaa
attataagct
cagggggagyg
ttggcgtaat
cacaacatac
ctcacattaa
ctgcattaat
gcttectege
cactcaaagg
tgagcaaaag
cataggctce

aacccgacag

gaccaccagc
ccagtcaggc
gcgcgatcag
cattgaccct
agcgttgttg
cgcgtggcag
tagtggtcaa
gcggattgge
agggccgcaa
gccattgtca
gacgcgcgaa
ccgcetacagt
aggcacatgg
cccgtcagta
gtgtcaaaaa
cattatgtac
cttttttatc
tatcagcaaa
ccaaccgctg
atccagacat
aaaaatgctt
gcaataaaca
tgtgggaggt
catggtcata
gagccggaag
ttgecgttgeg
gaatcggcca
tcactgactce
cggtaatacg
gccagcaaaa
gcccccctga

gactataaag

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980

5040

5100

5160

5220
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ataccaggcg
taccggatac
ctgtaggtat
cccegttcag
aagacacgac
tgtaggeggt
agtatttggt
ttgatcecgge
tacgcgcaga
tcagtggaac
cacctagatc
aacttggtct
atttcegttca
cttaccatct
tttatcagca
atcecgectce
taatagtttg
tggtatgget
gttgtgcaaa
cgcagtgtta
cgtaagatge
gcggcgacceg
aactttaaaa
accgctgttg
ttttacttte
gggaataagg
aagcatttat
taaacaaata
cattattatc
gcgttteggt

ttgtctgtaa

tttccecectg
ctgtcegect
ctcagttcgg
cccgacecgcet
ttatcgeccac
gctacagagt
atctgcgcetce
aaacaaacca
aaaaaaggat
gaaaactcac
cttttaaatt
gacagttacc
tccatagttg
ggccccagtg
ataaaccagc
atccagtcta
cgcaacgttg
tcattcagcet
aaagcggtta
tcactcatgg
ttttetgtga
agttgctcett
gtgctcatca
agatccagtt
accagcgttt
gcgacacgga
cagggttatt
ggggttecge
atgacattaa
gatgacggtg

gcggatgecg

ES 2709216 T3

gaagctccct
ttctecectte
tgtaggtcgt
gcgecttatce
tggcagcage
tcttgaagtg
tgctgaagcece
ccgectggtag
ctcaagaaga
gttaagggat
aaaaatgaag
aatgcttaat
cctgactcece
ctgcaatgat
cagccggaag
ttaattgttg
ttgccattge
ccggttecca
gctccttcgg
ttatggcagce
ctggtgagta
gceccggegte
ttggaaaacg
cgatgtaacc
ctgggtgagce
aatgttgaat
gtctcatgag
gcacatttcc
cctataaaaa
aaaacctctg

ggagcagaca

cgtgegetet
gggaagcegtg
tcgctccaag
cggtaactat
cactggtaac
gtggcctaac
agttaccttce
cggtggtttt
tcetttgate
tttggtcatg
ttttaaatca
cagtgaggca
cgtecgtgtag
accgcgagac
ggccgagcegce
ccgggaagcet
tacaggcatc
acgatcaagg
tcctcecgatc
actgcataat
ctcaaccaag
aatacgggat
ttettecgggg
cactcgtgca
aaaaacagga
actcatactc
cggatacata
ccgaaaagtg
taggecgtatce
acacatgcag

agcccgtcag

152

cctgttecga
gcgetttete
ctgggctgtg
cgtcttgagt
aggattagca
tacggctaca
ggaaaaagag
tttgtttgeca
ttttctacgg
agattatcaa
atctaaagta
cctatctcag
ataactacga
ccacgctcac
agaagtggtc
agagtaagta
gtggtgtcac
cgagttacat
gttgtcagaa
tctettactg
tcattctgag
aataccgege
cgaaaactct
cccaactgat
aggcaaaatg
ttcecttttte
tttgaatgta
ccacctgacg
acgaggccct
ctcececggaga

ggcgcgtcag

ccctgeeget
atagctcacg
tgcacgaacc
ccaaccecggt
gagcgaggta
ctagaaggac
ttggtagctc
agcagcagat
ggtctgacge
aaaggatctt
tatatgagta
cgatctgtct
tacgggaggg
cggctccaga
ctgcaacttt
gttcgeccagt
gctegtegtt
gatcccccat
gtaagttggc
tcatgccatc
aatagtgtat
cacatagcag
caaggatctt
cttcagcatc
ccgcaaaaaa
aatattattg
tttagaaaaa
tctaagaaac
ttegtectege
cggtcacage

cgggtgttgg

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
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<210> 48

cgggtgtcgg
tatgecggtgt
gccattcagg
ccagctggeg

ccagtcacga

<211> 7383
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>

ggctggctta
gaaataccgce
ctgcgcaact

aaagggggat

cgttgtaaaa

<223> ArtTal1/TalRab2-Reportero

<400> 48

cgttacataa
gacgtcaata
atgggtggag
aagtacgccc
catgacctta
catggtgatg
atttccaagt
ggactttcca
acggtgggag
ccatccacgce
agaggatccg
cgagtagcectt
cccaacttaa
cccgcaccga
ggtttcecgge
atactgtcgt
acgtgaccta
gttactcgct
ccatggtegt
gcgagtagct
acccaactta

gcccgcaccyg

cttacggtaa
atgacgtatg
tatttacggt
cctattgacg
tgggactttc
cggttttgge
ctccacccca
aaatgtcgta
gtctatataa
tgttttgacc
gtactcgagg
ggcactggcce
tcgecttgea
tcgeecttece
accagaagcg
cgtccecctea
tccecattacg
cacatttaat
attctgggac
tggcactggce
atcgeccettge

atcgccecette

ES 2709216 T3

actatgcgge
acagatgcgt
gttgggaagg
gtgctgcaag

cgacggccag

atggeccegece
ttccecatagt
aaactgccca
tcaatgacgg
ctacttggca
agtacatcaa
ttgacgtcaa
acaactcecege
gcagagctcg
tccatagaag
acactgcaga
gtcgttttac
gcacatcccc
caacagttgc
gtgccggaaa
aactggcaga
gtcaatcecge
gttgatgaaa
gtttttcaca
cgtcgtttta
agcacatccc

ccaacagttg

atcagagcag
aaggagaaaa

gcgatcggtg
gcgattaagt

tgaattcgag

tggctgaccg
aacgccaata
cttggcagta
taaatggccce
gtacatctac
tgggcgtgga
tgggagtttg
cccattgacg
tttagtgaac
acaccgggac
gacctacttce
aacgtcgtga
ctttecgecag
gcagcctgaa
gctggetgga
tgcacggtta
cgtttgttece
gctggctata
ctcttctaaa
caacgtcgtg
cctttegeeca

cgcagcctga

153

attgtactga
taccgcatca
cgggectett
tgggtaacgc

cttgcatgee

cccaacgacc
gggactttcc
catcaagtgt
gcctggcecatt
gtattagtca
tagcggtttg
ttttggcacc
caaatgggcg
cgtcagatcg
cgatccagcecce
actaacaacc
ctgggaaaac
ctggcgtaat
tggcgaatgg
gtgcgatctt
cgatgcgcecece
cacggagaat
aaaccggtac
ctaccgggec
actgggaaaa
gctggcgtaa

atggcgaatg

gagtgcacca
ggcgccatte
cgctattacg
cagggttttc

tgcaggt

cccgeccatt
attgacgtca
atcatatgcce
atgcccagta
tcgectattac
actcacgggg
aaaatcaacg
gtaggegtgt
cctggagacg
tccggactct
ggtatggtcg
cctggegtta
agcgaagagg
cgctttgect
cctgaggecg
atctacacca
ccgacgggtt
agttcggcca
accacgggtc
ccectggegtt
tagcgaagag

gcgcectttgee

7140

7200

7260

7320

7377

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320
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tggtttccgg
gatactgtcg
aacgtgacct
tgttactcgce
atttttgatg
ggccaggaca
aaccgceccteg
atgtggcgga
atcagcgatt
gctgaagtte
cagggtgaaa
cgtggtggtt
agcgccgaaa
ctgattgaag
ctgctgetga
ctgcatggtc
aacaacttta
tgcgaccget
ccaatgaatc
cgaatggtgce
tcaggccacg
cgceceggtge
atgtacgcgce
aaatggcttt
atgggtaaca
ttacagggcg
ggcaacccgt
tgtatgaacg
caccagcagce
tacctgttce

ccgctggeaa

caccagaagc
tecgtceccecte
atcccattac
tcacatttaa
gcgttaacte
gtegtttgece
cggtgatggt
tgagcggcat
tccatgttge
agatgtgcgg
cgcaggtcgce
atgccgatceg
tccecgaatcet
cagaagcctg
acggcaagcc
aggtcatgga
acgccgtgeg
acggcctgta
gtctgaccga
agcgcgatceg
gcgctaatca
agtatgaagg
gcgtggatga
cgctacctgg
gtcttggegg
gcttegtetg
ggtcggctta
gtctggtett
agtttttcca
gtcatagecga

gcggtgaagt

ES 2709216 T3

ggtgccggaa
aaactggcag
ggtcaatccg
tgttgatgaa
ggcgtttecat
gtctgaattt
gctgegetgg
tttececgtgac
cactcgettt
cgagttgcgt
cagcggcacc
cgtcacacta
ctatcgtgceg
cgatgtcggt
gttgctgatt
tgagcagacg
ctgttcgecat
tgtggtggat
tgatccgcge
taatcacccg
cgacgcgctg
cggcggagcec
agaccagccce
agagacgcgce
tttcgctaaa
ggactgggtg
cggcggtgat
tgccgaccege
gttcegttta
taacgagctc

gcctectggat

agctggctgg
atgcacggtt
ccgtttgtte
agctggctac
ctgtggtgca
gacctgagcg
agtgacggca
gtctegttge
aatgatgatt
gactacctac
gcgecttteg
cgtctgaacg
gtggttgaac
ttcecgegagg
cgaggcgtta
atggtgcagg
tatccgaacc
gaagccaata
tggctaccgg
agtgtgatca
tatcgectgga
gacaccacgg
ttceeggetg
ccgctgatce
tactggcagg
gatcagtcge
tttggcgata
acgccgcecatce
tcecgggecaaa
ctgcactgga

gtecgcetcecac

154

agtgcgatct
acgatgcgcece
ccacggagaa
aggaaggcca
acgggcgetg
catttttacg
gttatctgga
tgcataaacc
tcagccgege
gggtaacagt
gcggtgaaat
tcgaaaaccce
tgcacaccge
tgcggattga
accgtcacga
atatcctgcect
atccgetgtg
ttgaaaccca
cgatgagcga
tctggtcget
tcaaatctgt
ccaccgatat
tgccgaaatg
tttgcgaata
cgtttegtca
tgattaaata
cgccgaacga
cagcgctgac
ccatcgaagt
tggtggcgcet

aaggtaaaca

tcctgaggece
catctacacc
tcecgacgggt
gacgcgaatt
ggtcggttac
cgccggagaa
agatcaggat
gactacacaa
tgtactggag
ttctttatgg
tatcgatgag
gaaactgtgg
cgacggcacg
aaatggtctg
gcatcatcct
gatgaagcag
gtacacgctg
cggcatggtg
acgcgtaacg
ggggaatgaa
cgatccttece
tatttgccceg
gtccatcaaa
cgcccacgceg
gtatcccegt
tgatgaaaac
tcgccagtte
ggaagcaaaa
gaccagcgaa
ggatggtaag

gttgattgaa

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180
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ctgcctgaac
caaccgaacg
ctggcggaaa
accagcgaaa
tcaggctttce
gatcagttca
gaccctaacg
ttgttgcagt
tggcagcatc
ggtcaaatgg
attggcctga
ccgcaagaaa
ttgtcagaca
cgcgaattga
tacagtcaac
acatggctga
tcagtatcgg
caaaaataat
atgtactatt
tttatcatgg
agcaaaagtg
ccgctgtttg
agacatgata
atgectttatt
taaacaagtt
ggaggttttt
gtcatagetg
cggaagcata
gttgcgctca
cggccaacge
tgactcgetg

aatacggtta

taccgcagcc
cgaccgcatg
acctcagtgt
tggatttttg
tttcacagat
cccgtgeacc
cctgggtega
gcacggcaga
aggggaaaac
cgattaccgt
actgeccaget
actatcccga
tgtatacccc
attatggccc
agcaactgat
atatcgacgg
cggaattaca
aataaccggg
taaaaaacac
gagcctactt
atacgggtat
gtctgctttc
agatacattg
tgtgaaattt
aacaacaaca
tcggatccte
tttcetgtgt
aagtgtaaag
ctgccegett
gcggggagag
cgcteggteg

tccacagaat

ES 2709216 T3

ggagagcgcece
gtcagaagcc
gacgctccce
catcgagcetg
gtggattgge
gctggataac
acgctggaag
tacacttget
cttatttatc
tgatgttgaa
ggcgeaggta
ccgecttact
gtacgtcttce
acaccagtgg
ggaaaccagc
tttccatatg
gctgagegece
caggccatgt
aaacttttgg
ccegttttte
tatttttgcece
tgacaaactc
atgagtttgg
gtgatgctat
attgcattca
tagagtcgac
gaaattgtta
cctggggtge
tccagteggg
gcggtttgeg
ttcggetgeg

caggggataa

gggcaactct
gggcacatca
gcecgegtece
ggtaataagc
gataaaaaac
gacattggcg
gcggegggcee
gatgcggtge
agccggaaaa
gtggcgagcg
gcagagcggg
gccegectgtt
ccgagcgaaa
cgcggcegact
catcgccatce
gggattggtg
ggtcgctacce
ctgcccgtat
atgttcggtt
ccgatttgge
gctatttcte
ggcctcgact
acaaaccaca
tgctttattt
ttttatgttt
ctgcaggcat
tcegetcaca
ctaatgagtg
aaacctgteg
tattgggcge
gcgagceggta

cgcaggaaag

155

ggctcacagt
gcgcectggca
acgccatcce
gttggcaatt
aactgctgac
taagtgaagc
attaccaggce
tgattacgac
cctaccggat
atacaccgca
taaactggct
ttgaccgetg
acggtctgeg
tccagttcaa
tgctgcacge
gcgacgactce
attaccagtt
ttcgcgtaag
tattcttttt
tacatgacat
tgttcteget
ctaggcggcec
actagaatgc
gtaaccatta
caggttcagg
gcaagcttgg
attccacaca
agctaactca
tgccagetge
tctteegett
tcagctcact

aacatgtgag

acgcgtagtg
gcagtggcgt
gcatctgace
taaccgeccag
gcegetgege
gacccgcecatt
cgaagcagcg
cgctcacgeg
tgatggtagt
tccggegegg
cggattaggg
ggatctgcca
ctgcgggacg
catcagccge
ggaagaaggc
ctggagcccg
ggtctggtgt
gaaatccatt
cttttacttt
caaccatatc
attattccaa
gcggggatcc
agtgaaaaaa
taagctgcaa
gggaggtgtg
cgtaatcatg
acatacgagc
cattaattge
attaatgaat
cctegetcac
caaaggcggt

caaaaggcca

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

33900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980

5040

5100
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gcaaaaggcc
ccctgacgag
ataaagatac
gccgettace
ctcacgetgt
cgaacccecce
cccggtaaga
gaggtatgta
aaggacagta
tagctcettga
gcagattacg
tgacgctcag
gatcttcacce
tgagtaaact
ctgtctattt
ggagggctta
tccagattta
aactttatcc
gccagttaat
gtegtttggt
cceccatgttg
gttggcegeca
gccatccgta
gtgtatgcgg
tagcagaact
gatcttaccg
agcatctttt
aaaaaaggga
ttattgaagce
gaaaaataaa

agaaaccatt

aggaaccgta
catcacaaaa
caggcgtttc
ggatacctgt
aggtatctca
gttcagcceceg
cacgacttat
ggcggtgcta
tttggtatct
tccggcaaac
cgcagaaaaa
tggaacgaaa
tagatccettt
tggtctgaca
cgttcatcca
ccatctggece
tcagcaataa
gcctcecatcece
agtttgcgca
atggcttcat
tgcaaaaaag
gtgttatcac
agatgctttt
cgaccgagtt
ttaaaagtgc
ctgttgagat
actttcacca
ataagggcga
atttatcagg
caaatagggg

attatcatga

ES 2709216 T3

aaaaggccgce
atcgacgctce
cccctggaag
ccgectttet
gtteggtgta
accgcetgege
cgccactgge
cagagttctt
gcgctcetget
aaaccaccgce
aaggatctca
actcacgtta
taaattaaaa
gttaccaatg
tagttgcctg
ccagtgetge
accagccagce
agtctattaa
acgttgttgc
tcagcteegg
cggttagetce
tcatggttat
ctgtgactgg
gctcettgece
tcatcattgg
ccagttcgat
gcgtttetgg
cacggaaatg
gttattgtct
ttcegegeac

cattaaccta

gttgctggeg
aagtcagagg
ctcecetegtg
ccctteggga
ggtegttege
cttatceggt
agcagccact
gaagtggtgg
gaagccagtt
tggtagcggt
agaagatcct
agggattttg
atgaagtttt
cttaatcagt
actccceegte
aatgataccg
cggaagggcc
ttgttgcegg
cattgctaca
ttcccaacga
ctteggtect
ggcagcactg
tgagtactca
ggcgtcaata
aaaacgttct
gtaacccact
gtgagcaaaa
ttgaatactce
catgagcgga
atttccececga

taaaaatagg

156

ttttteccata
tggcgaaacc
cgctctectg
agcgtggege
tccaagetgg
aactatcgtc
ggtaacagga
cctaactacg
accttecggaa
ggtttttttg
ttgatctttt
gtcatgagat
aaatcaatct
gaggcaccta
gtgtagataa
cgagacccac
gagcgcagaa
gaagctagag
ggcatcgtgg
tcaaggcgag
ccgategttg
cataattctc
accaagtcat
cgggataata
tcggggegaa
cgtgcaccca
acaggaaggc
atactcttcc
tacatatttg
aaagtgccac

cgtatcacga

ggctceecgecee
cgacaggact
ttcecgacccet
tttctcatag
gctgtgtgea
ttgagtccaa
ttagcagagc
gctacactag
aaagagttgg
tttgcaagca
ctacggggtc
tatcaaaaag
aaagtatata
tctcagecgat
ctacgatacg
gctcaccgge
gtggtcctge
taagtagttc
tgtcacgctc
ttacatgatc
tcagaagtaa
ttactgtcat
tctgagaata
ccgcgccaca
aactctcaag
actgatctte
aaaatgccge
tttttcaata
aatgtattta
ctgacgtcta

ggcccttteg

5160

5220

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760

5820

5880

5940

6000

6060

6120

6180

6240

6300

6360

6420

6480

6540

6600

6660

6720

6780

6840

6900

6960
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tctegegegt
cacagcttgt
tgttggcggg
gcaccatatg
ccattcgcececa
attacgccag

gttttcccag

ttecggtgatg
ctgtaagcgg
tgtcggggcet
cggtgtgaaa
ttcaggctge
ctggcgaaag

tcacgacgtt

ES 2709216 T3

acggtgaaaa
atgcegggag
ggcttaacta
taccgcacag
gcaactgttg
ggggatgtge

gtaaaacgac

ggt

<210> 49

<211> 5566
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>

<223> pCMV-hLuc

<400> 49

ggtaccgage
gtatccatat
acattgatta
atatatggag
cgacccccege
tttccattga
agtgtatcat
gcattatgecce
agtcatcgcet
gtttgactca
gcaccaaaat
gggcggtagg
gatcgectgg
cagcctcecege
agacgccaaa
tggagagcaa
tacagatgca
gttggcagaa

tgaaaactct

tcttacgegt
cataatatgt
ttgactagtt
ttcegegtta
ccattgacgt
cgtcaatggg
atgccaagta
cagtacatga
attaccatgg
cggggattte
caacgggact
cgtgtacggt
agacgccatc
ggccccgaat
aacataaaga
ctgcataagg
catatcgagg
gctatgaaac

cttcaattct

gctagececegg
acatttatat
attaatagta
cataacttac
caataatgac
tggagtattt
cgccecectat
ccttatggga
tgatgcggtt
caagtctcca
ttccaaaatg
gggaggtcta
cacgctgttt
tagecttggeca
aaggcccggce
ctatgaagag
tggacatcac
gatatgggct

ttatgeceggt

cctctgacac
cagacaagcc
tgcggcatca
atgcgtaagg
ggaagggcga
tgcaaggcga

ggccagtgaa

gctcgaggag
tggctcatgt
atcaattacg
ggtaaatggce
gtatgttcce
acgctaaact
tgacgtcaat
ctttcctact
ttggcagtac
ccccattgac
tcgtaacaac
tataagcaga
tgacctccat
ttcecggtact
gccattctat
atacgccctg
ttacgctgag
gaatacaaat

gttgggcgeg

157

atgcagctcc
cgtcagggcg
gagcagattg
agaaaatacc
tcggtgeggg
ttaagttggg

ttcgagcettg

cttggcccat
ccaacattac
gggtcattag
ccgectgget
atagtaacgce
gcccacttgg
gacggtaaat
tggcagtaca
atcaatgggce
gtcaatggga
tececgeececat
gctcgtttag
agaagacacc
gttggtaaag
ccgctggaag
gttcctggaa
tacttcgaaa
cacagaatcg

ttatttatcg

cggagacggt
cgtcageggg
tactgagagt
gcatcaggcg
cctetteget
taacgccagg

catgcctgca

tgcatacgtt
cgccatgttg
ttcatagcce
gaccgcccaa
caatagggac
cagtacatca
ggcccgectg
tctacgtatt
gtggatagcg
gtttgttttg
tgacgcaaat
tgaaccgtca
gggaccgatc
ccaccatgga
atggaaccgce
caattgcttt
tgtcecgtteg
tcgtatgecag

gagttgcagt

7020
7080
7140
7200
7260
7320
7380

7383

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140
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tgcgeececgeg
gcctaccegtg
gctcccaatc
gtcgatgtac
gccagagtce
tggtctgect
cagagatcct
attccatcac
cgtcttaatg
tcaaagtgcg
caaatacgat
agtcggggaa
cactgagact
cggtaaagtt
gggcgttaat
aaacaatccg
catagcttac
taagtacaaa
caacatcttc
cgecegttgtt
cgccagtcaa
accgaaaggt
caagaagggc
agacatgata
atgctttatt
taaacaagtt
ggaggttttt
gaccgatgcece
ctatecgtcege
cagcgctcett

gcggtatcag

aacgacattt
gtgttegttt
atccaaaaaa
acgttecgtca
ttecgataggg
aaaggtgtcg
atttttggca
ggttttggaa
tatagatttg
ctgctggtge
ttatctaatt
gcggttgeca
acatcagcta
gttccatttt
caaagaggcg
gaagcgacca
tgggacgaag
ggctatcagg
gacgcaggtg
gttttggagce
gtaacaaccg
cttaccggaa
ggaaagatcg
agatacattg
tgtgaaattt
aacaacaaca
taaagcaagt
cttgagagecce
cgcacttatg
ccgettecte

ctcactcaaa

ES 2709216 T3

ataatgaacg
ccaaaaaggg
ttattatcat
catctcatct
acaagacaat
ctctgectceca
atcaaatcat
tgtttactac
aagaagagct
caaccctatt
tacacgaaat
agaggttcca
ttctgattac
ttgaagcgaa
aactgtgtgt
acgccttgat
acgaacactt
tggctcecge
tcgcaggtct
acggaaagac
cgaaaaagtt
aactcgacge
ccgtgtaatt
atgagtttgg
gtgatgctat
attgcattca
aaaacctcta
ttcaacccag
actgtcecttet
gctcactgac

ggcggtaata

tgaattgctc
gttgcaaaaa
ggattctaaa
acctceceggt
tgcactgatc
tagaactgce
tcecggatact
actcggatat
gtttctgagg
ctccttette
tgcttetggt
tctgccaggt
acccgagggg
ggttgtggat
gagaggtcct
tgacaaggat
cttcatcegtt
tgaattggaa
tcccgacgat
gatgacggaa
gcgcggagga
aagaaaaatc
ctagagtcgg
acaaaccaca
tgctttattt
ttttatgttt
caaatgtggt
tcagctccett
ttatcatgca
tcgectgeget

cggttatcca

158

aacagtatgg
attttgaacg
acggattacc
tttaatgaat
atgaactcct
tgcgtgagat
gcgattttaa
ttgatatgtg
agccttcagg
gccaaaagca
ggcgctccce
atcaggcaag
gatgataaac
ctggataccg
atgattatgt
ggatggctac
gaccgcectga
tccatettge
gacgccggtg
aaagagatcg
gttgtgtttg
agagagatcc
ggcggcecgge
actagaatgc
gtaaccatta
caggttcagg
aaaatcgata
ccggtgggcg
actcgtagga
cggtegttceg

cagaatcagg

gcatttcgceca
tgcaaaaaaa
agggatttca
acgattttgt
ctggatctac
tctegeatge
gtgttgttcce
gatttcgagt
attacaagat
ctctgattga
tctctaagga
gatatgggct
cgggcgeggt
ggaaaacgct
ccggttatgt
attctggaga
agtctctgat
tccaacacce
aacttcccge
tggattacgt
tggacgaagt
tcataaaggc
cgettecgage
agtgaaaaaa
taagctgcaa
gggaggtgtg
aggatcegtce
cggggcatga
caggtgccgg
gctgcggcga

ggataacgca

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
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ggaaagaaca
ctggcgtttt
cagaggtggc
ctegtgeget
tcgggaageg
gttcgctecca
tcecggtaact
gccactggta
tggtggccta
ccagttacct
agcggtggtt
gatcctttga
attttggtca
agttttaaat
atcagtgagg
ccegtegtgt
ataccgcgag
agggccgagce
tgccgggaag
gctacaggca
caacgatcaa
ggtcctccga
gcactgcata
tactcaacca
tcaatacggg
cgttecttegg
cccactegtg
gcaaaaacag
atactcatac
agcggataca
ccccgaaaag

gttacgecgea

tgtgagcaaa
tccataggcet
gaaacccgac
ctecectgttee
tggcgcecttte
agctgggcectg
atcgtcttga
acaggattag
actacggcta
tcggaaaaag
tttttgtttg
tcttttctac
tgagattatc
caatctaaag
cacctatctc
agataactac
acccacgctce
gcagaagtgg
ctagagtaag
tegtggtgte
ggcgagttac
tcgttgtcag
attctcttac
agtcattctg
ataataccgce
ggcgaaaact
cacccaactg
gaaggcaaaa
tcttectttt
tatttgaatg
tgccacctga

gcgtgacege

ES 2709216 T3

aggccagcaa
ccgccccect
aggactataa
gaccctgeeg
tcatagctca
tgtgcacgaa
gtccaacceg
cagagcgagg
cactagaaga
agttggtagc
caagcagcag
ggggtctgac
aaaaaggatc
tatatatgag
agcgatctgt
gatacgggag
accggctcca
tcctgcaact
tagttcgcececa
acgctegteg
atgatcccce
aagtaagttg
tgtcatgecea
agaatagtgt
gccacatagce
ctcaaggatc
atcttcageca
tgcecgcaaaa
tcaatattat
tatttagaaa
cgcgeccetgt

tacacttgee

aaggccagga
gacgagcatc
agataccagg
cttaccggat
cgctgtaggt
cccccecgtte
gtaagacacg
tatgtaggcg
acagtatttg
tcttgatccg
attacgecgeca
gctcagtgga
ttcacctaga
taaacttggt
ctatttegtt
ggcttaccat
gatttatcag
ttatccgecet
gttaatagtt
tttggtatgg
atgttgtgca
gccgcagtgt
tcecgtaagat
atgcggcgac
agaactttaa
ttaccgetagt
tcttttactt
aagggaataa
tgaagcattt
aataaacaaa
agcggcgcecat

agcgeccctag

159

accgtaaaaa
acaaaaatcg
cgtttcecece
acctgtecge
atctcagttc
agcccgaccg
acttategee
gtgctacaga
gtatctgecge
gcaaacaaac
gaaaaaaagg
acgaaaactc
tccttttaaa
ctgacagtta
catccatagt
ctggccccag
caataaacca
ccatccagtc
tgcgcaacgt
cttcattcag
aaaaagcggt
tatcactcat
gcttttetgt
cgagttgetce
aagtgctcat
tgagatccag
tcaccagegt
gggcgacacg
atcagggtta
taggggttcc
taagecgecgge

cgccecgetcee

ggcecgegttyg
acgctcaagt
tggaagctce
ctttetecct
ggtgtaggtc
ctgcgcectta
actggcagca
gttcttgaag
tctgctgaag
caccgctggt
atctcaagaa
acgttaaggg
ttaaaaatga
ccaatgctta
tgcctgacte
tgctgcaatg
gccagccgga
tattaattgt
tgttgccatt
cteeggttee
tagctcctte
ggttatggca
gactggtgag
ttgeceecggeg
cattggaaaa
ttcgatgtaa
ttetgggtga
gaaatgttga
ttgtctcatg
gcgcacattt
gggtgtggtg

tttegettte

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

4800

4860

4920
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ttcececttect
cctttagggt
gatggttcac
tccacgttcet
gtctattett
ctgatttaac
tcgecattcea
cgccagccca
gccgcaataa
tagtactaac

ctgtcececcag

ttctegecac
tccgatttag
gtagtgggcc
ttaatagtgg
ttgatttata
aaaaatttaa
ggctgcgcaa
agctaccatg
aatatcttta
atacgctcte

tgcaagtgca

ES 2709216 T3

gttegeegge
tgctttacgg
atcgcecctga
actcttgtte
agggattttg
cgcgaatttt
ctgttgggaa
ataagtaagt
ttttcattac
catcaaaaca

ggtgccagaa

tttceceegte
cacctcgacc
tagacggttt
caaactggaa
ccgatttegg
aacaaaatat
gggcgatcgg
aatattaagg
atctgtgtgt
aaacgaaaca

catttctcta

<210> 50

<211> 2961

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> pBS

<400> 50

gtaaaacgac
accgcggtgg
agcttatcga
tgagggttaa
tatccgetceca
gcctaatgag
ggaaacctgt
cgtattggge
cggcgagcgg
aacgcaggaa
gcgttgetgg
tcaagtcaga
agctceccteg
ctcecettegg

taggtcgtte

ggccagtgag
cggccgcetet
taccgtcgac
ttgcgegett
caattccaca
tgagctaact
cgtgccagcet
gctctteege
tatcagctca
agaacatgtg
cgtttttecca
ggtggcgaaa
tgcgcetctee
gaagcgtgge

gctccaagct

cgcgegtaat
agaactagtg
ctcgaggggg
ggcgtaatca
caacatacga
cacattaatt
gcattaatga
ttecctegete
ctcaaaggcg
agcaaaaggc
taggcteccge
cccgacagga
tgttccgace
gctttctcat

gggctgtgtg

acgactcact
gatcceceegg
ggcccggtac
tggtcatagce
gccggaagca
gcgttgeget
atcggccaac
actgactcge
gtaatacggt
cagcaaaagg
cceccectgacg
ctataaagat
ctgccgetta
agctcacgcet

cacgaacccc

160

aagctctaaa
ccaaaaaact
ttecgeeettt
caacactcaa
cctattggtt
taacgcttac
tgcgggecte
tacgggaggt
tggttttttg
aaacaaacta

tcgata

atagggcgaa
gctgcaggaa
ccagcttttg
tgtttectgt
taaagtgtaa
cactgcccge
gcgcggggag
tgcgeteggat
tatccacaga
ccaggaaccg
agcatcacaa
accaggcgtt
ccggatacct
gtaggtatct

ccgttcagee

tcgggggcetc
tgattagggt
gacgttggag
ccctateteg
aaaaaatgag
aatttgeccat
ttcgectatta
acttggagcg
tgtgaatcga

gcaaaatagg

ttggagctcce
ttcgatatca
ttcecctttag
gtgaaattgt
agcctggggt
tttccagteg
aggcggtttg
cgtteggetg
atcaggggat
taaaaaggcc
aaatcgacgce
tcceceectgga
gtcecgecttt
cagttcggtg

cgaccgcetge

4980

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460

5520

5566

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900
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gccttatecg
gcagcagcca
ttgaagtggt
ctgaagccag
gctggtageg
caagaagatc
taagggattt
aaatgaagtt
tgcttaatca
tgactcececg
gcaatgatac
gccggaaggyg
aattgttgcce
gccattgcta
ggttcccaac
tcectteggte
atggcagcac
ggtgagtact
ceggegtcaa
ggaaaacgtt
atgtaaccca
gggtgagcaa
tgttgaatac
ctcatgageg
acatttcccc
taaatttttg
ataaatcaaa
cactattaaa
gcccactacg
taaatcggaa
tggcgagaaa
cggtcacgcet
cccattegee
tattacgcca

ggttttcecca

gtaactatcg
ctggtaacag
ggcctaacta
ttaccttegg
gtggtttttt
ctttgatctt
tggtcatgag
ttaaatcaat
gtgaggcacc
tcgtgtagat
cgcgagaccce
ccgagcgcag
gggaagctag
caggcatcgt
gatcaaggcg
ctccgategt
tgcataattc
caaccaagtc
tacgggataa
ctteggggeg
ctcgtgcacc
aaacaggaag
tcatactett
gatacatatt
gaaaagtgcc
ttaaatcagc
agaatagacc
gaacgtggac
tgaaccatca
ccctaaaggg
ggaagggaag
gcgcegtaacce
attcaggctg
gctggcgaaa

gtcacgacgt

ES 2709216 T3

tcttgagtee
gattagcaga
cggctacact
aaaaagagtt
tgtttgcaag
ttctacgggg
attatcaaaa
ctaaagtata
tatctcagcg
aactacgata
acgctcaceg
aagtggtcct
agtaagtagt
ggtgtcacgc
agttacatga
tgtcagaagt
tcttactgte
attctgagaa
taccgcgcca
aaaactctca
caactgatct
gcaaaatgcc
cctttttcaa
tgaatgtatt
acctaaattg
tcatttttta
gagatagggt
tccaacgteca
ccctaatcaa
agcccccegat
aaagcgaaag
accacacccg
cgcaactgtt
gggggatgtg

t

aacccggtaa
gcgaggtatg
agaaggacag
ggtagctcett
cagcagatta
tctgacgcetce
aggatcttca
tatgagtaaa
atctgtctat
cgggagggct
gctccagatt
gcaactttat
tcgccagtta
tcgtegtttg
tcccccatgt
aagttggcceg
atgccatccg
tagtgtatgc
catagcagaa
aggatcttac
tcagcatctt
gcaaaaaagg
tattattgaa
tagaaaaata
taagcgttaa
accaataggc
tgagtgttgt
aagggcgaaa
gttttttggg
ttagagcttg
gagcgggcege
ccgegettaa
gggaagggcyg

ctgcaaggcg

161

gacacgactt
taggcggtgce
tatttggtat
gatcecggcaa
cgcgcagaaa
agtggaacga
cctagatccet
cttggtctga
ttcgttcatc
taccatctgg
tatcagcaat
ccgectcecat
atagtttgceg
gtatggcttc
tgtgcaaaaa
cagtgttatec
taagatgctt
ggcgaccgag
ctttaaaagt
cgetgttgag
ttactttcac
gaataagggc
gcatttatca
aacaaatagg
tattttgtta
cgaaatcggce
tccagtttgg
aaccgtctat
gtcgaggtge
acggggaaag
tagggegetg
tgegecegeta
atcggtgegg

attaagttgg

atcgccactg
tacagagttc
ctgegetetg
acaaaccacc
aaaaggatct
aaactcacgt
tttaaattaa
cagttaccaa
catagttgce
ccccagtget
aaaccagcca
ccagtctatt
caacgttgtt
attcagctcc
agcggttage
actcatggtt
ttctgtgact
ttgctcttge
gctcatcatt
atccagtteg
cagcgtttct
gacacggaaa
gggttattgt
ggttececgege
aaattcgcgt
aaaatcccectt
aacaagagtce
cagggcgatg
cgtaaagcac
ccggcgaacyg
gcaagtgtag
cagggcgegt
gcctettege

gtaacgccag

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

2961
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<210> 51

<211> 7164

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> pCMVbeta

<400> 51

gaattcgage
tgaccgeccca
ccaataggga
gcagtacatc
tggccecgecet
atctacgtat
cgtggatagce
agtttgtttt
ttgacgcaaa
gtgaaccgtc
cgggaccgat
aaagttaact
gtgcaaatca
gtgttacttce
aaagagcctg
tgattttcgt
gcgatcceegt
gcecttgeage
gcecettecca
cagaagcggt
tccecctcaaa
ccattacggt

catttaatgt

ttgcatgcecet
acgaccccecg
ctttccattg
aagtgtatca
ggcattatgce
tagtcatcge
ggtttgactc
ggcaccaaaa
tgggcggtag
agatcgcectg
ccagccteceg
ggtaagttta
aagaactgct
tgctctaaaa
ctaaagcaaa
tgceggtcetg
cgttttacaa
acatcccccect
acagttgcge
gccggaaagce
ctggcagatg
caatccgeeg

tgatgaaagc

ES 2709216 T3

gcaggtegtt
cccattgacg
acgtcaatgg
tatgeccaagt
ccagtacatg
tattaccatg
acggggattt
tcaacgggac
gcgtgtacgg
gagacgccat
gactctagag
gtetttttgt
cctcagtgga
gctgeggaat
aaagaagtca
ggaggcattg
cgtegtgact
ttecgecaget
agcctgaatg
tggctggagt
cacggttacg
tttgttecceca

tggctacagg

acataactta
tcaataatga
gtggagtatt
acgccccecta
accttatggg
gtgatgcggt
ccaagtctcecce
tttccaaaat
tgggaggtct
ccacgctgtt
gatcecggtac
cttttatttc
tgttgecettt
tgtaccegeg
ccatgtegtt
gtctggacac
gggaaaaccc
ggcgtaatag
gcgaatggcg
gcgatcttee
atgcgcccat
cggagaatcce

aaggccagac
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cggtaaatgg
cgtatgttcce
tacggtaaac
ttgacgtcaa
actttcctac
tttggcagta
accccattga
gtcgtaacaa
atataagcag
ttgacctcca
tcgaggaact
aggtccecgga
acttctaggce
gccgceaatte
tactttgacc
cagcaaggag
tggcgttacce
cgaagaggcc
ctttgeectgg
tgaggccgat
ctacaccaac
gacgggttgt

gcgaattatt

ccecgectgge
catagtaacg
tgcccacttg
tgacggtaaa
ttggcagtac
catcaatggg
cgtcaatggg
ctcecgececca
agctcgttta
tagaagacac
gaaaaaccag
tccggtggtyg
ctgtacggaa
ccggggatcg
aacaagaacg
ctgctcaagce
caacttaatc
cgcaccgatc
ttteceggcecac
actgtcgtceg
gtaacctatc
tactecgectca

tttgatggecg

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380
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ttaactecgge
gtttgcegtce
tgatggtgct
gcggecatttt
atgttgccac
tgtgcggcga
aggtcgeccag
ccgatcgegt
cgaatctcta
aagcctgcga
gcaagccgtt
tcatggatga
ccgtgegetg
gcctgtatgt
tgaccgatga
gcgatcgtaa
ctaatcacga
atgaaggcgg
tggatgaaga
tacctggaga
ttggcggttt
tcgtctggga
cggcttacgg
tggtectttge
ttttccagtt
atagcgataa
gtgaagtgcce
cgcagccgga
ccgcatggtce
tcagtgtgac
atttttgecat

cacagatgtg

gtttcatctg
tgaatttgac
gcgttggagt
ccgtgacgte
tcgcetttaat
gttgcgtgac
cggcaccgeg
cacactacgt
tegtgceggtg
tgtcggtttc
gctgattcga
gcagacgatg
ttcgcattat
ggtggatgaa
tcegegetgg
tcacccgagt
cgcgcetgtat
cggagccgac
ccagccctte
gacgcgeccg
cgctaaatac
ctgggtggat
cggtgatttt
cgaccgcacg
ccgtttatcce
cgagctcctg
tectggatgte
gagcgcecggg
agaagccggg
gctcececegece
cgagctgggt

gattggcgat
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tggtgcaacg
ctgagcgcat
gacggcagtt
tegttgetge
gatgatttca
tacctacggg
ccttteggeg
ctgaacgtecg
gttgaactgc
cgcgaggtgce
ggcgttaacc
gtgcaggata
ccgaaccatc
gccaatattg
ctaccggecga
gtgatcatct
cgctggatca
accacggcca
ccggetgtge
ctgatccttt
tggcaggcgt
cagtcgctga
ggcgatacgce
ccgcatccag
gggcaaacca
cactggatgg
gctccacaag
caactctgge
cacatcagcg
gcgtcccacg
aataagcgtt

aaaaaacaac

ggcgetgggt
ttttacgcge
atctggaaga
ataaaccgac
gccgegetgt
taacagtttc
gtgaaattat
aaaacccgaa
acaccgccga
ggattgaaaa
gtcacgagca
tcctgetgat
cgcetgtggta
aaacccacgg
tgagcgaacg
ggtcgetggg
aatctgtcga
ccgatattat
cgaaatggtc
gcgaatacge
ttcgtcagta
ttaaatatga
cgaacgatcg
cgctgacgga
tcgaagtgac
tggcgetgga
gtaaacagtt
tcacagtacg
cctggcagca
ccatccecgea
ggcaatttaa

tgctgacgece
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cggttacgge
cggagaaaac
tcaggatatg
tacacaaatc
actggaggct
tttatggcag
cgatgagcgt
actgtggage
cggcacgctg
tggtctgcectg
tcatcctetg
gaagcagaac
cacgctgtge
catggtgcca
cgtaacgcga
gaatgaatca
tcctteecge
ttgcccgatg
catcaaaaaa
ccacgcgatg
tccecgttta
tgaaaacggc
ccagttctgt
agcaaaacac
cagcgaatac
tggtaagceg
gattgaactg
cgtagtgcaa
gtggcgtctg
tctgaccace
ccgecagtceca

gctgegegat

caggacagtc
cgcctecgegg
tggcggatga
agcgatttce
gaagttcaga
ggtgaaacgc
ggtggttatg
gccgaaatce
attgaagcag
ctgctgaacg
catggtcagg
aactttaacg
gaccgctacg
atgaatcgtc
atggtgcagce
ggccacggeg
ccggtgcagt
tacgcgcgcg
tggctttege
ggtaacagtc
cagggcggct
aacccgtggt
atgaacggtc
cagcagcagt
ctgttcegte
ctggcaagcg
cctgaactac
ccgaacgcga
gcggaaaacc
agcgaaatgg
ggetttettt

cagttcaccce

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940
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3060

3120

3180

3240
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gtgcaccgcet
gggtcgaacg
cggcagatac
ggaaaacctt
ttaccgttga
gccagetgge
atcccgacceg
atacccegta
atggcccaca
aactgatgga
tcgacggttt
aattacagct
aaccgggcag
aaaacacaaa
cctacttcece
cgggtattat
tgctttetga
tacattgatg
gaaatttgtg
aacaacaatt
gatcctctag
cctgtgtgaa
tgtaaagcct
ccegetttece
gggagaggcg
tecggtegtte
acagaatcag
aaccgtaaaa
cacaaaaatc
gcgttteccee

tacctgtceg

ggataacgac
ctggaaggcg
acttgctgat
atttatcagc
tgttgaagtg
gcaggtagca
ccttactgece
cgtctteceg
ccagtggegce
aaccagccat
ccatatgggg
gagcgeeggt
gccatgtctg
cttttggatg
gtttttececeg
ttttgeceget
caaactcggce
agtttggaca
atgctattgc
gcattcattt
agtcgacctg
attgttatcc
ggggtgccta
agtcgggaaa
gtttgecgtat
ggctgeggeg
gggataacgc
aggccgegtt
gacgctcaag
ctggaagctce

cctttetece
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attggcgtaa
gcgggcecatt
gcggtgetga
cggaaaacct
gcgagcgata
gagcgggtaa
gcetgttttg
agcgaaaacg
ggcgacttce
cgccatctge
attggtggcg
cgctaccatt
ccegtattte
tteggtttat
atttggctac
atttctectgt
ctcgactcta
aaccacaact
tttatttgta
tatgtttcag
caggcatgca
gctcacaatt
atgagtgagc
cctgtegtge
tgggcgetct
agcggtatca
aggaaagaac
gctggegttt
tcagaggtgg
cctegtgege

ttcgggaage

gtgaagcgac
accaggccga
ttacgaccge
accggattga
caccgcatcece
actggctcgg
accgctggga
gtctgegetg
agttcaacat
tgcacgcgga
acgactcctg
accagttggt
gcgtaaggaa
tectttttett
atgacatcaa
tctegetatt
ggcggcegeg
agaatgcagt
accattataa
gttcaggggg
agcttggegt
ccacacaaca
taactcacat
cagctgcatt
tcegettect
gctcactcaa
atgtgagcaa
ttccatagge
cgaaacccga
tctectgtte

gtggcgettt
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ccgcattgac
agcagcgttg
tcacgcgtgg
tggtagtggt
ggcgeggatt
attagggccg
tctgccattg
cgggacgcege
cagccgcetac
agaaggcaca
gagcccgtca
ctggtgtcaa
atccattatg
ttactttttt
ccatatcagce
attccaaccg
gggatccaga
gaaaaaaatg
gctgcaataa
aggtgtggga
aatcatggtc
tacgagccgg
taattgcegtt
aatgaatcgg
cgctcactga
aggcggtaat
aaggccagca
tcegececcecee
caggactata
cgaccctgee

ctcatagctce

cctaacgect
ttgcagtgca
cagcatcagg
caaatggcga
ggcctgaact
caagaaaact
tcagacatgt
gaattgaatt
agtcaacagce
tggctgaata
gtatcggcgg
aaataataat
tactatttaa
atcatgggag
aaaagtgata
ctgtttggte
catgataaga
ctttatttgt
acaagttaac
ggtttttteg
atagctgttt
aagcataaag
gcgctcactg
ccaacgcgcg
ctegetgege
acggttatcce
aaaggccagg
tgacgagcat
aagataccag
gcttaccgga

acgctgtagg

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

33900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980

5040

5100
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tatctcagtt
cagcccgacce
gacttatecge
ggtgctacag
ggtatctgeg
ggcaaacaaa
agaaaaaaag
aacgaaaact
atccttttaa
tctgacagtt
tcatccatag
tctggececca
gcaataaacc
tccatccagt
ttgcgcaacg
gcttcattca
aaaaaagcgg
ttatcactca
tgcttttctg
ccgagttget
aaagtgctca
ttgagatcca
ttcaccageg
agggcgacac
tatcagggtt
ataggggttc
atcatgacat
ggtgatgacg
taagcggatg
cggggctggce
tgtgaaatac

aggctgegea

gcgaaagggg gatgtgetge

cggtgtaggt
gctgecgectt
cactggcagce
agttcttgaa
ctctgctgaa
ccaccgcetgg
gatctcaaga
cacgttaagg
attaaaaatg
accaatgctt
ttgcctgact
gtgctgcaat
agccagecgg
ctattaattg
ttgttgececat
gctceggttce
ttagctcctt
tggttatggc
tgactggtga
cttgecegge
tcattggaaa
gttcgatgta
tttcotgggtyg
ggaaatgttg
attgtctcat
cgcgcacatt
taacctataa
gtgaaaacct
ccgggagcag
ttaactatgc
cgcacagatg

actgttggga

ES 2709216 T3

cgttegetce
atccggtaac
agccactggt
gtggtggect
gccagttacce
tagcggtggt
agatcctttg
gattttggtc
aagttttaaa
aatcagtgag
cceegtegtg
gataccgega
aagggccgag
ttgcecgggaa
tgctacagge
ccaacgatca
cggtectecg
agcactgcat
gtactcaacc
gtcaatacgg
acgttctteg
acccactcgt
agcaaaaaca
aatactcata
gagcggatac
tccccgaaaa
aaataggcgt
ctgacacatg
acaagcccgt
ggcatcagag
cgtaaggaga
agggcgatcg

aaggcgatta

cgacgttgta aaacgacgge cagt

aagctgggcet
tatcgtcttg
aacaggatta
aactacggct
ttcggaaaaa
ttttttgttt
atcttttecta
atgagattat
tcaatctaaa
gcacctatct
tagataacta
gacccacget
cgcagaagtg
gctagagtaa
atcgtggtgt
aggcgagtta
atcgttgtca
aattctctta
aagtcattct
gataataccg
gggcgaaaac
gcacccaact
ggaaggcaaa
ctettecttt
atatttgaat
gtgccacctg
atcacgaggce
cagctccecgg
cagggcgegt
cagattgtac
aaataccgeca
gtgegggect

agttgggtaa
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gtgtgcacga
agtccaaccc
gcagagcgag
acactagaag
gagttggtag
gcaagcagca
cggggtctga
caaaaaggat
gtatatatga
cagcgatctg
cgatacggga
caccggctec
gtcctgeaac
gtagttcgcecce
cacgctegte
catgatccce
gaagtaagtt
ctgtcatgcc
gagaatagtg
cgccacatag
tctcaaggat
gatcttcagc
atgccgcaaa
ttcaatatta
gtatttagaa
acgtctaaga
cctttegtet
agacggtcac
cagcgggtgt
tgagagtgca
tcaggcgcca
cttegetatt

cgccagggtt

accccceccegtt
ggtaagacac
gtatgtaggce
gacagtattt
ctcttgatcc
gattacgcge
cgctcagtgg
cttcacctag
gtaaacttgg
tctatttcegt
gggcttacca
agatttatca
tttatcegee
agttaatagt
gtttggtatg
catgttgtge
ggccgcagtg
atccgtaaga
tatgcggcga
cagaacttta
cttaccgcetg
atcttttact
aaagggaata
ttgaagcatt
aaataaacaa
aaccattatt
cgcgegttte
agcttgtctg
tggcgggtgt
ccatatgcgg
ttcgecatte
acgccagcetg

ttcccagtca

5220

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760

5820

5880

5940

6000

6060

6120

6180

6240

6300

6360

6420

6480

6540

6600

6660

6720

6780

6840

6900

6960

7020

7080

7140

7164
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<210> 52
<211> 7867
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> pCAG-TalRab2-Clo051

<400> 52

ggcgcgecgg
attagttcat
tggctgaccg
aacgccaata
cttggcagta
taaatggccce
gtacatctac
cactctccce
attttgtgca
gggcgagggyg
gctccgaaag
cgcgeggegyg
ctcgegecge
cggcccettet
gtggctgegt
cggggggtge
gcggetgtga
ggagcgegge
gcgtgcgggg
aaccccccct
tcegtacggg
tgcegggegg
cccggagege

cgtgcgagag

attcgacatt
agcccatata
cccaacgacce
gggactttcc
catcaagtgt
gcctggeatt
gtattagtca
atctccececece
gcgatggggyg
€ggggcgggg
tttcctttta
gcgggagteg
ccgecceccgge
ccteceggget
gaaagccttg
gtgcgtgtgt
gcgetgeggyg
cgggggcggt
tgtgtgegtg
gcaccccecect
gcgtggegeg
ggcggggccg
cggcggetgt

ggcgcaggga

ES 2709216 T3

gattattgac
tggagttceg
cccgeccatt
attgacgtca
atcatatgcc
atgcccagta
tcgctattac
cctececcace
€ggg9g99999g
cgaggcggag
tggcgaggeg
ctgecgegetg
tctgactgac
gtaattagcg
aggggctccg
gtgtgcgtgg
cgcggcgcgg
gcecccgeggt
ggggggtgag
ccccgagttg
gggctcgeeg
cctegggeeg
cgaggcgcgg

cttcetttgt

tagttattaa
cgttacataa
gacgtcaata
atgggtggag
aagtacgccce
catgacctta
catggtcgag
cccaattttg
gggggggcgce
aggtgcggcg
gcggcggcgyg
ccttegecece
cgcgttacte
cttggtttaa
ggagggccct
ggagcgccge
ggctttgtge
gcgggggggy
cagggggtgt
ctgagcacgg
tgccgggegy
gggagggctc
cgagccgcag

cccaaatctg
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tagtaatcaa
cttacggtaa
atgacgtatg
tatttacggt
cctattgacg
tgggactttc
gtgagcccca
tatttattta
gcgccaggeg
gcagccaatc
cggccectata
gtgccceget
ccacaggtga
tgacggcttg
ttgtgegggg
gtgcggetece
gctcegecagt
ctgcgagggg
gggcgcgteg
cccggetteg
ggggtggegg
9999939999
ccattgecectt

tgcggagecg

ttacggggtc
atggceccegece
ttceccatagt
aaactgccca
tcaatgacgg
ctacttggca
cgttctgett
ttttttaatt
gggcggggcyg
agagcggcgce
aaaagcgaag
ccgecgecge
gcgggcggga
tttettttet
gggagcggcet
gcgetgeceg
gtgcgegagg
aacaaaggct
gtcgggetge
ggtgcggggce
caggtggggg
cgcggeggec
ttatggtaat

aaatctggga

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440
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ggcgccgecg
aaatgggcgg
cteggggctg
gcttetggeg
ttttcectaca
taagaaaaag
cggaggtagt
ccteggetac
tcagcaccat
tcagcatccce
gcctgaggca
actcgaagca
ggacactgga
gcacgcttgg
ggccattget
tgtgctgtge
tggagggaaa
tggactgaca
ggagactgtg
ggtcgtgget
gctccecegtg
taataacggg
ggcacacggc
ggctctggaa
tcagcaggtg
gagactgctc
cgctagtcat
gtgeccaagece
gaagcaggct
caccceccteag
cgtccagagg

ggccattget

caccccectet
ggagggcctt
tcegeggggg
tgtgaccgge
gatccttaat
aggaaggtgg
ggcggaggtg
agccagcagce
gaagcactgg
gctgcactcg
acccacgaag
ctcctcacceg
cagctgctga
aggaatgctc
agcaacaatg
caggctcacg
caggctctgg
cctcagcagg
cagagactgc
atcgctagta
ctgtgccagg
ggcaagcagg
ctcacaccte
acggtccaga
gtcgectattg
cctgtgetgt
gacgggggcea
catggcctca
ctggagacgg
caagtcgtcg
ctgectgeceeg

tctaatgggg
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agcgggcgeg
cgtgcgtcege
gacggctgece
ggctctagag
taataatacg
cggccgctga
gggtacccge
agcaggagaa
tggggcacgg
ggactgtggc
ccattgtggg
tcgecgggga
agatcgctaa
tgacaggagc
ggggcaagca
gactgactcc
aaacagtgca
tcgtcgecat
tgccagtget
acaatggcgg
cccacggcct
ctctggagac
agcaggtcgt
ggctgectece
cttctcatga
gccaagccca
aacaggctct
cacctcagca
tgcagcgcct
caattgettc
tgctgtgeca

gcggaaagcea

gggcgaagceg
cgcgccgecg
ttcggggggg
cctetgetaa
actcactata
ctacaaggat
cagtccagca
gatcaaacca
tttcacacac
cgtcaaatat
cgtcggaaag
actgcggggt
acgcggcgga
cccactgaat
ggctctggag
acagcaggtg
gaggctgcetg
tgcttctaac
gtgccaggece
aaaacaggct
cactccacag
agtacagcgc
ggcaatcgct
cgtgetgtge
tggcggaaag
cggcctgact
ggaaacagta
agtcgteget
gctcccagtg
caataacggce

agcacatggce

ggccctggag
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gtgcggcgece
tccecttete
acggggcagg
ccatgttcat
ggggccgeca
gacgacgata
gcccaggtgg
aaggtgeggt
gcccatattg
caggacatga
cagtggagcg
ccaccactcce
gtgacagctg
ctgacacccce
acagtgcagce
gtggccatcg
ccegtgetgt
ggcggaggga
catggactga
ctggaaactg
caggtcgtcg
ctgttacccg
tcccatgacg
caagctcacg
caggctctgg
ccacagcagg
cagcggctgt
atcgctagceca
ctgtgccaag
ggaaaacagg
ttaactccac

acagtccaga

ggcaggaagg
cctectecage
gcggggttcg
gcecttettet
ccatgggacc
aaccaggtgg
atctgagaac
ccaccgtege
tggctectgte
tcgecgetcet
gtgccagagce
agtccggact
tggaagctgt
agcaggtggt
gcetgetgee
cttccaacaa
gccaggctca
agcaggctct
cccctcagea
tgcagecgget
ctatcgectce
tgctgtgcca
gagggaaaca
gcctcaccee
agaccgtgca
tcgtggecat
taccecgtget
acaatggagg
ctcatggcct
ctctggaaac
agcaagtggt

gactgttgece

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
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cgtgctgtge
tgggggcaaa
tggactcaca
ggaaaccgtg
ggtggtcgea
gctacccegtg
taatggcgga
tgcectgget
acggcccgcet
aaccaacagg
ctcectectg
cctcatcgac
actgectegte
cggcatcecgtg
atactctgag
cgagaactca
ggaagtgaag
acagctcagg
tctgctcectg
ggcaatgttt
ccactagttce
caaaaataat
tectgtggtgt
taaaattttt
ttccaaccta
agatacattg
tgtgaaattt
aacaacaaca
taaagcaagt
gcegtegttt

gcagcacatc

caagcgcatg
caggccctgg
ccccagcagyg
cagagactgt
attgctagca
ctgtgccaag
gggcggectg
agatccgcac
ctggacgcag
agaattcctg
aaagacgaac
ctggecttteg
aatgagtacg
tatagtacca
ggttatagtc
aatagagatg
aaatactact
agactgagca
ggcgctgaaa
aataatagcg
tagaattcca
aataaccggg
gacataattg
aagtgtataa
tggaactgat
atgagtttgg
gtgatgctat
attgcattca
aaaacctcta
tacaacgtcg

cccctttege
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gactgacacc
aaacagtgca
tcgtcgecaat
tacctgtgcet
atggcggagg
cgcacggect
ctctggagag
tcactaacga
tcaaaaaggg
agggatccga
tcegggggea
atagcaagca
ggttcaaggg
cactggaaga
tgcccattte
aggaagtcaa
tegtcetttat
tgactaccgg
agattcggag
agtttatcct
gctgagegece
caggggggat
gacaaactac
tgtgttaaac
gaatgggagc
acaaaccaca
tgctttattt
ttttatgttt
caaatgtggt
tgactgggaa

cagctggegt

tgaacaggtc
gcggcetgett
cgcctctaat
gtgccaggca
gaagcaggcc
gaccccacag
cattgtggcet
tcatctggte
tctcececcat
tcgtttaaac
gattagccac
gaacaggctc
tcgacaccte
caactttggg
acaggccgac
ccctaacaag
cagcgggtcece
cgtgaatggce
cggagagatg
gaaatactga
ggtcgctace
ctgcatggat
ctacagagat
tactgattct
agtggtggaa
actagaatgc
gtaaccatta
caggttcagg
atggctgatt
aaccctggeg

aatagcgaag

168

gtcgctatcg
ccecgtgetgt
aacggaggga
catggtctga
ctggagactg
caggtcgtcg
cagctgtcca
gctctegett
gctececcegeac
gaaggcatca
attagtcacg
tttgagatga
ggcggatcta
atcattgtgg
gagatggaac
tggtgggaga
ttcaagggta
agcgecgtceca
accatcgaag
acgcgtaaat
attaccagtt
ctttgtgaag
ttaaagctct
aattgtttgt
tgccagatcce
agtgaaaaaa
taagctgcaa
gggaggtgtg
atgatctgceg
ttacccaact

aggcccgeac

ctagtaatat
gccaggcgcea
agcaggccct
caccacagca
tccagagact
ctattgcttc
ggcccgatee
gccteggtgg
tgatcaagag
aaagcaacat
aatacctctc
aagtgctgga
ggaaaccaga
ataccaaggc
ggtacgtgcg
acttctctga
aatttgagga
acgtggtcaa
agctggagag
gattgcagat
ggtctggtgt
gaaccttact
aaggtaaata
gtattttaga
agacatgata
atgctttatt
taaacaagtt
ggaggttttt
gccgcecactg
taatcgectt

cgatcgecect

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
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tcccaacagt
gcggcgggtg
gctcettteg
ctaaatcggg
aaacttgatt
cctttgacgt
ctcaacccta
tggttaaaaa
cttacaattt
tctaaataca
aatattgaaa
ttgecggeatt
ctgaagatca
tcecttgagag
tatgtggcge
actattctca
gcatgacagt
acttacttct
gggatcatgt
acgagcgtga
gcgaactact
ttgcaggacc
gagccggtga
ccegtategt
agatcgctga
catatatact
tecectttttga
cagaccccgt
gctgecttgeca
taccaactct
ttctagtgta

tegetetget

tgcgecagect
tggtggttac
ctttcttece
ggctceceettt
agggtgatgg
tggagtccac
tcteggtcta
atgagctgat
aggtggcact
ttcaaatatg
aaggaagagt
ttgececttect
gttgggtgca
ttttcgeececce
ggtattatcc
gaatgacttg
aagagaatta
gacaacgatc
aactcgecctt
caccacgatg
tactctagct
acttctgcgce
gcgtgggtet
agttatctac
gataggtgcc
ttagattgat
taatctecatg
agaaaagatc
aacaaaaaaa
ttttccgaag
gccgtagtta

aatcctgtta

ES 2709216 T3

gaatggcgaa
gcgcagcegtg
ttecctttete
agggttececga
ttcacgtagt
gttctttaat
ttcttttgat
ttaacaaaaa
tttcggggaa
tatccgcectca
atgagtattc
gtttttgete
cgagtgggtt
gaagaacgtt
cgtattgacg
gttgagtact
tgcagtgctg
ggaggaccga
gatcgttggg
cctgtagecaa
tccecggcecaac
tcggececttce
cgcggtatca
acgacgggga
tcactgatta
ttaaaacttc
accaaaatcc
aaaggatctt
ccaccgctac
gtaactggct
ggccaccact

ccagtggctg

tggaacgcge
accgctacac
gccacgttceg
tttagtgett
gggccatege
agtggactct
ttataaggga
tttaacgcga
atgtgcgegg
tgagacaata
aacatttceg
acccagaaac
acatcgaact
ttccaatgat
ccgggcaaga
caccagtcac
ccataaccat
aggagctaac
aaccggagct
tggcaacaac
aattaataga
cggctggetg
ttgcagcact
gtcaggcaac
agcattggta
atttttaatt
cttaacgtga
cttgagatcce
cagcggtggt
tcagcagagc
tcaagaactc

ctgccagtgg
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cctgtagegg
ttgccagcge
ccggetttec
tacggcacct
cctgatagac
tgttccaaac
ttttgecegat
attttaacaa
aacccctatt
accctgataa
tgtcgeectt
gctggtgaaa
ggatctcaac
gagcactttt
gcaactcggt
agaaaagcat
gagtgataac
cgcttttttg
gaatgaagcc
gttgcgcaaa
ctggatggag
gtttattgct
ggggccagat
tatggatgaa
actgtcagac
taaaaggatc
gttttegtte
tttttttetg
ttgtttgcceg
gcagatacca
tgtagcaccg

cgataagtcg

cgcattaagce
cctagcgcecce
ccgtcaaget
cgaccccaaa
ggtttttege
tggaacaaca
tteggectat
aatattaacg
tgtttatttt
atgcttcaat
attccctttt
gtaaaagatg
agcggtaaga
aaagttctgce
cgccgcatac
cttacggatg
actgcggcca
cacaacatgg
ataccaaacg
ctattaactg
gcggataaag
gataaatctg
ggtaagccct
cgaaatagac
caagtttact
taggtgaaga
cactgagegt
cgcegtaatct
gatcaagagc
aatactgtcc
cctacatacce

tgtcttaceg

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
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<210> 53
<211> 935
<212> PRT

ggttggactc
cgtgcacaca
agctatgaga
gcagggtcgg
atagtcctgt
gggggcggag
gctggecettt
ttaccgeett
cagtgagcga
cgattcatta
acgcaattaa
cggctcecgtat

accatga

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> TalRab2-Clo051

<400> 53

Met

Asp

Ala

Gln

Gly

Asp

Ser

Gln

aagacgatag
gcccagettg
aagcgccacg
aacaggagag
cgggtttecge
cctatggaaa
tgctcacatg
tgagtgagct
ggaagcggaa
atgcagctgg
tgtgagttag

gttgtgtgga

Pro Lys

Asp Lys

20

Pro Ala

35

Gln Glu

50

His
65

Ala

Gln

His

Leu

Asp

Glu Ala

Gln

Ser

Met Ile

ES 2709216 T3

ttaccggata
gagcgaacga
cttcccgaag
cgcacgaggg
cacctctgac
aacgccagca
ttctttectg
gataccgctc
gagcgcccaa
cacgacaggt
ctcactcatt

attgtgagcg

Lys Lys

Pro Gly Gly

Ala Gln Val

Lys Ile Lys

55

val
70

Leu Gly

His Pro Ala

85
Ala

Ala Leu

Arg

aggcgcagcg
cctacaccga
ggagaaaggc
agcttccagg
ttgagecgtceg
acgcggectt
cgttatccece
gccgcagcecg
tacgcaaacc
ttcecgactg
aggcacccca

gataacaatt

Lys
10

Gly Gly

25

Asp Leu

40

Pro Lys

His Gly

Ala Leu

90

Pro Glu

170

Val Ala

Ser

Arg

val

Phe

Gly

Ala

gtcgggctga
actgagatac
ggacaggtat
gggaaacgcc
atttttgtga
tttacggttce
tgattctgtg
aacgaccgag
gcctcetecece
gaaagcgggce
ggctttacac

tcacacagga

Ala Ala

Gly

Gly

Thr Leu

Asp

Gly

Gly

acggggggtt
ctacagcgtg
ccggtaagceg
tggtatcttt
tgctcgtcag
ctggcetttt
gataaccgta
cgcagcgagt
gcgegttgge
agtgagcgca
tttatgectte

aacagctatg

Tyr Lys

15

Gly Vval

Tyr Ser

45

Ser
60

Arg

Thr
75

His

Thr

Val

Thr His

Thr

Ala

Ala

Glu

Val Ala

His Ile

Val Lys

95

Ala Ile

Asp

Pro

Gln

Gln

Val

80

Tyr

Val

7200

7260

7320

7380

7440

7500

7560

7620

7680

7740

7800

7860

7867
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Gly

Thr

Thr

145

Glu

Leu

Gln

His

Gly

225

Gln

Gly

Leu

Ser

Pro

305

Ile

Leu

Val

Val

130

Gly

Ala

Thr

Ala

Gly

210

Lys

Ala

Gly

Cys

Asn

290

val

Ala

Leu

Gly

115

Ala

Gln

Vval

Pro

Leu

195

Leu

Gln

His

Gly

Gln

275

Asn

Leu

Ser

Pro

100

Lys

Gly

Leu

His

Gln

180

Glu

Thr

Ala

Gly

Lys

260

Ala

Gly

Cys

Asn

Val
340

ES 2709216 T3

Gln

Glu

Leu

Ala

165

Gln

Thr

Pro

Leu

Leu

245

Gln

His

Gly

Gln

Asn

325

Leu

Trp

Leu

Lys

150

Trp

Val

val

Gln

Glu

230

Thr

Ala

Gly

Lys

Ala

310

Gly

Cys

Ser

Arg

135

Ile

Arg

VvVal

Gln

Gln

215

Thr

Pro

Leu

Leu

Gln

295

His

Gly

Gln

Gly

120

Gly

Ala

Asn

Ala

Arg

200

Val

Val

Gln

Glu

Thr

280

Ala

Gly

Lys

Ala

171

105

Ala

Pro

Lys

Ala

Ile

185

Leu

Val

Gln

Gln

Thr

265

Pro

Leu

Leu

Gln

His
345

Arg

Pro

Arg

Leu

170

Ala

Leu

Ala

Arg

Val

250

Val

Gln

Glu

Thr

Ala

330

Gly

Ala

Leu

Gly

155

Thr

Ser

Pro

Ile

Leu

235

Val

Gln

Gln

Thr

Pro

315

Leu

Leu

Leu

Gln

140

Gly

Gly

Asn

Val

Ala

220

Leu

Ala

Arg

val

Val

300

Gln

Glu

Thr

Glu

125

Ser

Val

Ala

Asn

Leu

205

Ser

Pro

Ile

Leu

vVal

285

Gln

Gln

Thr

Pro

110

Ala

Gly

Thr

Pro

Gly

190

Cys

Asn

vVal

Ala

Leu

270

Ala

Arg

Val

Val

Gln
350

Leu

Leu

Ala

Leu

175

Gly

Gln

Asn

Leu

Ser

255

Pro

Ile

Leu

val

Gln

335

Gln

Leu

Asp

Val

160

Asn

Lys

Ala

Gly

Cys

240

Asn

val

Ala

Leu

Ala

320

Arg

Val
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val

Gln

Gln

385

Thr

Pro

Leu

Leu

Gln

465

His

Gly

Gln

Gly

Leu

545

Ser

Pro

Ile

Ala

Arg

370

val

val

Gln

Glu

Thr

450

Ala

Gly

Lys

Ala

Gly

530

Cys

Asn

vVal

Ala

Ile

355

Leu

Val

Gln

Gln

Thr

435

Pro

Leu

Leu

Gln

His

515

Gly

Gln

Ile

Leu

Ser
595

Ala

Leu

Ala

Arg

val

420

val

Gln

Glu

Thr

Ala

500

Gly

Lys

Ala

Gly

Cys

580

Asn

Ser

Pro

Ile

Leu

405

vVal

Gln

Gln

Thr

Pro

485

Leu

Leu

Gln

His

Gly

565

Gln

Asn

ES 2709216 T3

His

val

Ala

390

Leu

Ala

Arg

val

Val

470

Gln

Glu

Thr

Ala

Gly

550

Lys

Ala

Gly

Asp

Leu

375

Ser

Pro

Ile

Leu

Val

455

Gln

Gln

Thr

Pro

Leu

535

Leu

Gln

His

Gly

Gly

360

Cys

His

VvVal

Ala

Leu

440

Ala

Arg

Val

Val

Gln

520

Glu

Thr

Ala

Gly

Lys
600

172

Gly

Gln

Asp

Leu

Ser

425

Pro

Ile

Leu

Val

Gln

505

Gln

Thr

Pro

Leu

Leu

585

Gln

Lys

Ala

Gly

Cys

410

His

vVal

Ala

Leu

Ala

490

Arg

Val

vVal

Glu

Glu

570

Thr

Ala

Gln

His

Gly

395

Gln

Asp

Leu

Ser

Pro

475

Ile

Leu

Val

Gln

Gln

555

Thr

Pro

Leu

Ala

Gly

380

Lys

Ala

Gly

Cys

Asn

460

Val

Ala

Leu

Ala

Arg

540

Vval

Val

Gln

Glu

Leu

365

Leu

Gln

His

Gly

Gln

445

Asn

Leu

Ser

Pro

Ile

525

Leu

val

Gln

Gln

Thr
605

Glu

Thr

Ala

Gly

Lys

430

Ala

Gly

Cys

Asn

Val

510

Ala

Leu

Ala

Arg

val

590

Val

Thr

Pro

Leu

Leu

415

Gln

His

Gly

Gln

Asn

495

Leu

Ser

Pro

Ile

Leu

575

val

Gln

Vval

Gln

Glu

400

Thr

Ala

Gly

Lys

Ala

480

Gly

Cys

Asn

Vval

Ala

560

Leu

Ala

Arg
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Leu

Val

625

Gln

Gln

Ser

Ala

Pro

705

Ile

Glu

Gln

Phe

Leu

785

Lys

Ile

Ser

Asp

Leu

610

Ala

Arg

Val

Ile

Leu

690

Ala

Lys

Gly

Ile

Asp

770

Val

Pro

Ile

Gln

Glu
850

Pro

Ile

Leu

Val

val

675

Thr

Leu

Arg

Ile

Ser

755

Ser

Asn

Asp

val

Ala

835

Glu

vVal

Ala

Leu

Ala

660

Ala

Asn

Asp

Thr

Lys

740

His

Lys

Glu

Gly

Asp

820

Asp

val

Leu

Ser

Pro

645

Ile

Gln

Asp

Ala

Asn

725

Ser

Ile

Gln

Tyr

Ile

805

Thr

Glu

Asn

ES 2709216 T3

Cys

Asn

630

Val

Ala

Leu

His

Val

710

Arg

Asn

Ser

Asn

Gly

790

Val

Lys

Met

Pro

Gln

615

Gly

Leu

Ser

Ser

Leu

695

Lys

Arg

Ile

His

Arg

775

Phe

Tyr

Ala

Glu

Asn
855

Ala

Gly

Cys

Asn

Arg

680

val

Lys

Ile

Ser

Glu

760

Leu

Lys

Ser

Tyr

Arg

840

Lys

173

His

Gly

Gln

Gly

665

Pro

Ala

Gly

Pro

Leu

745

Tyr

Phe

Gly

Thr

Ser

825

Tyr

Trp

Gly

Lys

Ala

650

Gly

Asp

Leu

Leu

Glu

730

Leu

Leu

Glu

Arg

Thr

810

Glu

val

Trp

Leu

Gln

635

His

Gly

Pro

Ala

Pro

715

Gly

Lys

Ser

Met

His

795

Leu

Gly

Arg

Glu

Thr

620

Ala

Gly

Arg

Ala

Cys

700

His

Ser

Asp

Leu

Lys

780

Leu

Glu

Tyr

Glu

Asn
860

Pro

Leu

Leu

Pro

Leu

685

Leu

Ala

Asp

Glu

Ile

765

Val

Gly

Asp

Ser

Asn

845

Phe

Gln

Glu

Thr

Ala

670

Ala

Gly

Pro

Arg

Leu

750

Asp

Leu

Gly

Asn

Leu

830

Ser

Ser

Gln

Thr

Pro

655

Leu

Arg

Gly

Ala

Leu

735

Arg

Leu

Glu

Ser

Phe

815

Pro

Asn

Glu

Val

Val

640

Gln

Glu

Ser

Arg

Leu

720

Asn

Gly

Ala

Leu

Arg

800

Gly

Ile

Arg

Glu
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<210> 54
<211> 7867
<212> ADN

Val
865

Lys

Phe Glu

Lys

Glu

Tyr

Gln

Tyr

Leu
885

ES 2709216 T3

Phe
870

Arg

Val Phe

Arg Leu

Ile Ser Gly Ser
875

Ser Met Thr Thr
890

Phe

Gly

Lys

Val

Gly

Asn
895

Ser

Ser

Ser

Ala

Gly

Glu

Val Asn

900

Glu
915

Met

Phe Ile

930

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> pCAG-RabChtTal1-Clo051

<400> 54

ggcgcgecgg
attagttcat
tggctgaccg
aacgccaata
cttggcagta
taaatggccc
gtacatctac
cactctccece
attttgtgca
gggcgagggyg
gctccgaaag
cgcgcggcgyg
ctegegecge
cggcecccttcet
gtggctgegt

cggggggtge

attcgacatt
agcccatata
cccaacgacce
gggactttce
catcaagtgt
gcctggeatt
gtattagtca
atctccecce
gcgatggggg
€ggggcgggyg
tttcctttta
gcgggagtceg
ccgeceegge
cctececggget
gaaagccttg

gtgegtgtgt

Val

Thr

Leu

Val Asn

Ile Glu

Lys Tyr

935

gattattgac
tggagttccg
ccecgeccatt
attgacgtca
atcatatgcc
atgcccagta
tcgectattac
ccteeccace
€ggggg999g9g
cgaggcggag
tggcgaggeg
ctgcgegetg
tctgactgac
gtaattagceg
aggggctccg

gtgtgcegtgg

Leu
905

Glu
920

tagttattaa
cgttacataa
gacgtcaata
atgggtggag
aagtacgccce
catgacctta
catggtcgag
cccaattttg
g9gggggcgc
aggtgcggeg
gcggcggcegg
ccttegecce
cgcegttacte
cttggtttaa
ggagggccct

ggagcgccgc

174

Leu Leu Gly Ala

Leu Glu Arg Ala

tagtaatcaa
cttacggtaa
atgacgtatg
tatttacggt
cctattgacg
tgggactttc
gtgagcccca
tatttattta
gcgccaggcg
gcagccaatc
cggccctata
gtgcececeget
ccacaggtga
tgacggcttg
ttgtgcgggg

gtgcggcetcece

Glu Lys Ile

910

Met
925

Phe

ttacggggtce
atggccegee
ttcccatagt
aaactgccca
tcaatgacgg
ctacttggca
cgttectgett
ttttttaatt
gggcggggcyg
agagcggcgce
aaaagcgaag
ccgecgecge
gcgggceggga
tttecttttet
gggagcggct

gcgctgecceg

Asn

Lys

880

Gly

Arg

Asn

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960
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gcggctgtga
ggagcgcggce
gcgtgegggg
aaccccecct
tcegtacggg
tgcegggegg
ccecggagege
cgtgcgagag
ggcgccgecg
aaatgggcgg
cteggggetg
gcttetggeg
ttttcctaca
taagaaaaag
cggaggtagt
ccteggetac
tcagcaccat
tcagcatccc
gcctgaggeca
actcgaagca
ggacactgga
gcacgcttgg
ggccatcgcet
tgtgectgtge
cggagggaag
tggcctaaca
ggaaaccgtg
ggtegtegece
gctgccagtg
taatattggg

ggctecatgge

ggctctggag

gcgetgceggg
cgggggcggt
tgtgtgcgtg
gcaccccect
gcgtggcgeg
ggcggggceg
cggcggetgt
ggcgcaggga
caccccctet
ggagggcctt
tcegeggggg
tgtgacecgge
gatccttaat
aggaaggtgg
ggcggaggtg
agccagcagce
gaagcactgg
gctgcactcg
acccacgaag
ctectcaceg
cagctgctga
aggaatgctc
agtaacattg
caggctcatg
caggccctgg
ccccagcagg
cagaggctge
atcgccagca
ctgtgccagg
ggcaagcagg
ttgacacctce

acagtacagc

ES 2709216 T3

€gcggcgcgyg
gcccecgeggt
ggggggtgag
cceccgagttg
gggctegeeg
cctcgggecg
cgaggcgcgg
cttecetttgt
agcgggcgceg
cgtgcgtege
gacggctgce
ggctctagag
taataatacg
cggccgctga
gggtacccge
agcaggagaa
tggggcacgg
ggactgtggc
ccattgtggg
tcgcegggga
agatcgctaa
tgacaggagc
ggggcaaaca
gcctcacace
aaacggtgca
tggtggccat
tgecetgtget
acatcggegg
cccatggett
ccctggaaac
agcaggtcegt

gecctgttace

ggctttgtge
gcgggggggg
cagggggtgt
ctgagcacgg
tgccgggegg
gggagggctce
cgagccgeag
cccaaatctg
gggcgaagcg
cgcgccgccg
ttcggggggg
cctetgetaa
actcactata
ctacaaggat
cagtccagca
gatcaaacca
tttcacacac
cgtcaaatat
cgtcggaaag
actgeggggt
acgcggcgga
cccactgaat
ggctctggaa
tcagcaggtc
gagactgtta
cgccagccac
gtgccaggcet
caagcaggcc
aacacccgaa
agtccagaga
cgctatcgece

agtgectgtge

175

gctcecgecagt
ctgcgagggg
gggcgegteg
cceggetteg
ggggtggcgg
g99999a9gg9g
ccattgecett
tgcggagecg
gtgecggegece
tcececttete
acggggcagg
ccatgttcat
ggggccgeca
gacgacgata
gcccaggtgg
aaggtgcggt
gcccatattg
caggacatga
cagtggagcg
ccaccactce
gtgacagctg
cttacacccg
acagtacagc
gtcgcaatcg
ccagtgctgt
gacggcggcea
catggcctga
ctggaaaccg
caggtggtgg
ctgttgectg
tctaataagg

caggcccacg

gtgcgegagg
aacaaaggct
gtcgggetge
ggtgegggge
caggtggggg
cgcggcggec
ttatggtaat
aaatctggga
ggcaggaagg
cctctecage
gcggggtteg
gecttettet
ccatgggacc
aaccaggtgg
atctgagaac
ccaccgtege
tggctctgtce
tcgeccgetcet
gtgccagagce
agtccggact
tggaagctgt
aacaggtggt
ggctgttace
cctccaatgg
gccaggccca
agcaggccect
cacctgagca
tgcagaggct
ccatcgettce
tgctgtgeca
ggggcaagca

ggctcacace

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
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ccagcaggtg
gaggctgcetce
tgctagcaac
gtgccaggcet
caagcaggcc
aacaccccag
ggtgcagaga
cgctateget
agtgctgtge
cggagggaag
tggcttgaca
ggagacagta
ggtggtggce
gctgeetgtg
taatggcgga
tgcecctgget
acggccceget
aaccaacagg
ctccctectg
cctcatecgac
actgctegtce
cggcatcegtg
atactctgag
cgagaactca
ggaagtgaag
acagctcagg
tctgctcectg
ggcaatgttt
ccactagttce
caaaaataat

tctgtggtgt

gtggcaatcg
cctgtgetgt
aatgggggca
catggcctca
ctggaaaccg
caggtggtgg
ctgttacctg
agcaatatcg
caggcccatg
caggccctgg
cctcagcagg
cagcgcecetgt
atcgccageca
ctgtgccagg
gggcggcctg
agatccgcac
ctggacgcag
agaattcctg
aaagacgaac
ctggcecttteg
aatgagtacg
tatagtacca
ggttatagte
aatagagatg
aaatactact
agactgagca
ggcgctgaaa
aataatagcg
tagaattcca
aataaccggg

gacataattg

ES 2709216 T3

cttcccatga
gccaggctca
agcaggctct
cacctcagca
tgcagaggcet
caatcgcecte
tgectgtgeca
gagggaagca
gcttaacacce
agactgtcca
tcgtcgetat
taccagtgcect
acggcggcgg
ctcacggect
ctctggagag
tcactaacga
tcaaaaaggg
agggatccga
tccgggggca
atagcaagca
ggttcaaggg
cactggaaga
tgcccattte
aggaagtcaa
tcgtctttat
tgactaccgg
agattcggag
agtttatcct
gctgagegece
caggggggat

gacaaactac

cggagggaaa
cggtctaaca
ggagacagtg
ggtcgtcgece
gctgccagtg
caatggcgga
ggctcatgge
ggctctggaa
ccagcaggtyg
gagactgcta
cgccectctaat
gtgccaggce
caagcaggcc
gaccccacag
cattgtggcect
tcatctggte
tctecececcat
tcgtttaaac
gattagccac
gaacaggctc
tcgacaccte
caactttggg
acaggccgac
ccctaacaag
cagcgggtce
cgtgaatggce
cggagagatg
gaaatactga
ggtcgectace
ctgcatggat

ctacagagat

176

caggctctgg
ccccagcagg
cagcgccectge
atcgccagcece
ctgtgeccagg
gggaagcagg
ctgacacctg
actgtccage
gtggcaattg
cctgtgetgt
aaggggggca
cacgggctca
ctggaaaccg
caggtcgtcg
cagctgtcca
gctctegett
gctccegeac
gaaggcatca
attagtcacg
tttgagatga
ggcggatcta
atcattgtgg
gagatggaac
tggtgggaga
ttcaagggta
agcgcecgtca
accatcgaag
acgcgtaaat
attaccagtt
ctttgtgaag

ttaaagctcet

aaacggtcca
tggtggccat
tgcectgtget
acgacggcgg
cccatggecet
ccctggaaac
agcaggtcgt
gcctgetece
ctagcaatgg
gccaggctca
agcaggctct
caccccagca
tgcagaggct
ctattgcettce
ggcccgatce
gcctcggtgg
tgatcaagag
aaagcaacat
aatacctctc
aagtgctgga
ggaaaccaga
ataccaaggc
ggtacgtgeg
acttctctga
aatttgagga
acgtggtcaa
agctggagag
gattgcagat
ggtctggtgt
gaaccttact

aaggtaaata

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
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taaaattttt
ttccaaccta
agatacattg
tgtgaaattt
aacaacaaca
taaagcaagt
gecegtegttt
gcagcacatc
tcccaacagt
gcggegggtyg
gctcecttteg
ctaaatcggg
aaacttgatt
cctttgacgt
ctcaacccta
tggttaaaaa
cttacaattt
tctaaataca
aatattgaaa
ttgecggeatt
ctgaagatca
tccttgagag
tatgtggcge
actattctca
gcatgacagt
acttacttct
gggatcatgt
acgagcgtga
gcgaactact
ttgcaggacc
gagccggtga

ccegtategt

aagtgtataa
tggaactgat
atgagtttgg
gtgatgctat
attgcattca
aaaacctcta
tacaacgtcg
ccecetttege
tgcgcagect
tggtggttac
ctttcttecce
ggctccecettt
agggtgatgg
tggagtccac
tcteggtceta
atgagctgat
aggtggcact
ttcaaatatg
aaggaagagt
ttgececttect
gttgggtgca
ttttcgececce
ggtattatcc
gaatgacttg
aagagaatta
gacaacgatc
aactcgeett
caccacgatg
tactctagcet
acttctgege
gcgtgggtet

agttatctac

ES 2709216 T3

tgtgttaaac
gaatgggagc
acaaaccaca
tgctttattt
ttttatgttt
caaatgtggt
tgactgggaa
cagctggegt
gaatggcgaa
gcgecagegtyg
ttecctttete
agggtteccga
ttcacgtagt
gttctttaat
ttcttttgat
ttaacaaaaa
tttcggggaa
tatccgctca
atgagtattc
gtttttgete
cgagtgggtt
gaagaacgtt
cgtattgacg
gttgagtact
tgcagtgctg
ggaggaccga
gatcgttggg
cctgtagcaa
tcececggcecaac
tcggecctte

cgeggtatca

acgacgggga

tactgattct
agtggtggaa
actagaatgc
gtaaccatta
caggttcagg
atggctgatt
aaccctggeg
aatagcgaag
tggaacgcge
accgctacac
gccacgttceg
tttagtgett
gggccatege
agtggactct
ttataaggga
tttaacgcga
atgtgcgegg
tgagacaata
aacatttceg
acccagaaac
acatcgaact
ttccaatgat
ccgggcaaga
caccagtcac
ccataaccat
aggagctaac
aaccggagcet
tggcaacaac
aattaataga
cggectggetg
ttgcagcact

gtcaggcaac

177

aattgtttgt
tgccagatcc
agtgaaaaaa
taagctgcaa
gggaggtgtg
atgatctgcg
ttacccaact
aggcccgcac
cctgtagegg
ttgccagege
cecggetttec
tacggcacct
cctgatagac
tgttccaaac
ttttgcegat
attttaacaa
aacccctatt
accctgataa
tgtcgeectt
gctggtgaaa
ggatctcaac
gagcactttt
gcaactcggt
agaaaagcat
gagtgataac
cgcttttttg
gaatgaagcce
gttgcgcaaa
ctggatggag
gtttattgct
ggggccagat

tatggatgaa

gtattttaga
agacatgata
atgctttatt
taaacaagtt
ggaggttttt
gccgceccactg
taatcgecctt
cgatcgecct
cgcattaagce
cctagecgecce
ccgtcaaget
cgaccccaaa
ggtttttege
tggaacaaca
ttcggectat
aatattaacg
tgtttatttt
atgcttcaat
attccctttt
gtaaaagatg
agcggtaaga
aaagttctgc
cgccgcatac
cttacggatg
actgcggcca
cacaacatgg
ataccaaacg
ctattaactg
gcggataaag
gataaatctg
ggtaagccct

cgaaatagac

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
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agatcgctga
catatatact
tcctttttga
cagaccccgt
gctgecttgea
taccaactct
ttctagtgta
tcgectetget
ggttggactc
cgtgcacaca
agctatgaga
gcagggtcgg
atagtcctgt
gggggcggag
gctggeettt
ttaccgectt
cagtgagcga
cgattcatta
acgcaattaa
cggctegtat

accatga

<210> 55

<211>935

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> RabChtTal1-Clo051

<400> 55

1

gataggtgcce
ttagattgat
taatctcatg
agaaaagatc
aacaaaaaaa
ttttccgaag
gccgtagtta
aatcctgtta
aagacgatag
gcccagettg
aagcgccacg
aacaggagag
cgggtttege
cctatggaaa
tgctcacatg
tgagtgagct
ggaagcggaa
atgcagctgg
tgtgagttag

gttgtgtgga

ES 2709216 T3

tcactgatta
ttaaaacttc
accaaaatcc
aaaggatctt
ccaccgctac
gtaactggct
ggccaccact
ccagtggctg
ttaccggata
gagcgaacga
cttcecgaag
cgcacgaggg
cacctctgac
aacgccagca
ttctttectg
gataccgctce
gagcgcccaa
cacgacaggt
ctcactcatt

attgtgagcg

agcattggta
atttttaatt
cttaacgtga
cttgagatcce
cagcggtggt
tcagcagagc
tcaagaactc
ctgccagtgg
aggcgcagcg
cctacaccga
ggagaaaggc
agcttccagg
ttgagcgtcg
acgcggectt
cgttatccce
gccgcagccg
tacgcaaacc
ttcccgactg
aggcacccca

gataacaatt

10

actgtcagac
taaaaggatc
gttttegtte
tttttttetg
ttgtttgeceg
gcagatacca
tgtagcaccg
cgataagtcg
gtcgggctga
actgagatac
ggacaggtat
gggaaacgcc
atttttgtga
tttacggttce
tgattctgtg
aacgaccgag
gcctcetcecece
gaaagcggge
ggctttacac

tcacacagga

caagtttact
taggtgaaga
cactgagcgt
cgcgtaatct
gatcaagagc
aatactgtcc
cctacatacc
tgtcttaccg
acggggggtt
ctacagcgtg
ccggtaageg
tggtatcttt
tgctcgtcag
ctggectttt
gataaccgta
cgcagcgagt
gcgegttgge
agtgagcgca
tttatgcette

aacagctatg

15

6720

6780

6840

63500

6960

7020

7080

7140

7200

7260

7320

7380

7440

7500

7560

7620

7680

7740

7800

7860

7867

Met Gly Pro Lys Lys Lys Arg Lys Val Ala Ala Ala Asp Tyr Lys Asp
5

Asp Asp Asp Lys Pro Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Val Pro

20

25

30

Ala Ser Pro Ala Ala Gln Val Asp Leu Arg Thr Leu Gly Tyr Ser Gln

178
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Gln

His

65

Ala

Gln

Gly

Thr

Thr

145

Glu

Leu

Gln

His

Gly

225

Gln

Asp

Leu

Gln

50

His

Leu

Asp

Val

Val

130

Gly

Ala

Thr

Ala

Gly

210

Lys

Ala

Gly

Cys

35

Gln

Glu

Ser

Gly

115

Ala

Gln

val

Pro

Leu

195

Leu

Gln

His

Gly

Gln
275

Glu

Ala

Gln

Ile

100

Lys

Gly

Leu

His

Glu

180

Glu

Thr

Ala

Gly

Lys

260

Ala

Lys

Leu

His

85

Ala

Gln

Glu

Leu

Ala

165

Gln

Thr

Pro

Leu

Leu

245

Gln

His

ES 2709216 T3

Ile

val

70

Pro

Ala

Trp

Leu

Lys

150

Trp

Val

val

Gln

Glu

230

Thr

Ala

Gly

Lys

55

Gly

Ala

Leu

Ser

Arg

135

Ile

Arg

Val

Gln

Gln

215

Thr

Pro

Leu

Leu

40

Pro

His

Ala

Pro

Gly

120

Gly

Ala

Asn

Ala

Arg

200

Val

Val

Gln

Glu

Thr
280

179

Lys

Gly

Leu

Glu

105

Ala

Pro

Lys

Ala

Ile

185

Leu

Val

Gln

Gln

Thr

265

Pro

Val

Phe

Gly

90

Ala

Arg

Pro

Arg

Leu

170

Ala

Leu

Ala

Arg

vVal

250

Vval

Glu

Arg

Thr

75

Thr

Thr

Ala

Leu

Gly

155

Thr

Ser

Pro

Ile

Leu

235

Val

Gln

Gln

Ser

60

His

Vval

His

Leu

Gln

140

Gly

Gly

Asn

Val

Ala

220

Leu

Ala

Arg

Vval

45

Thr

Ala

Ala

Glu

Glu

125

Ser

val

Ala

Ile

Leu

205

Ser

Pro

Ile

Leu

Val
285

Val

His

Val

Ala

110

Ala

Gly

Thr

Pro

Gly

190

Cys

Asn

val

Ala

Leu

270

Ala

Ala

Ile

Lys

95

Ile

Leu

Leu

Ala

Leu

175

Gly

Gln

Gly

Leu

Ser

255

Pro

Ile

Gln

val

80

Tyr

Val

Leu

Asp

val

160

Asn

Lys

Ala

Gly

Cys

240

His

Val

Ala
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Ser

Pro

305

Ile

Leu

vVal

Gln

Gln

385

Thr

Pro

Leu

Leu

Gln

465

His

Gly

Gln

Ile

Asn

290

Val

Ala

Leu

Ala

Arg

370

Val

val

Gln

Glu

Thr

450

Ala

Gly

Lys

Ala

Gly
530

Ile

Leu

Ser

Pro

Ile

355

Leu

Val

Gln

Gln

Thr

435

Pro

Leu

Len

Gln

His

515

Gly

Gly

Cys

Asn

Val

340

Ala

Leu

Ala

Arg

Vval

420

Vval

Gln

Glu

Thr

Ala

500

Gly

Lys

Gly

Gln

Ile

325

Leu

Ser

Pro

Ile

Leu

405

Val

Gln

Gln

Thr

Pro

485

Leu

Leu

Gln

ES 2709216 T3

Lys

Ala

310

Gly

Cys

Asn

val

Ala

390

Leu

Ala

Arg

Val

Val

470

Gln

Glu

Thr

Ala

Gln Ala
295

His Gly

Gly Lys

Gln Ala

Lys Gly
360

Leu Cys
375

Ser His

Pro Val

Ile Ala

Leu Leu

440

Val Ala
455

Gln Arg

Gln Val

Thr Vval

Pro Glu

520

Leu Glu
535

180

Leu

Leu

Gln

His

345

Gly

Gln

Asp

Leu

Ser

425

Pro

Ile

Leu

Val

Gln

505

Gln

Thr

Glu

Thr

Ala

330

Gly

Lys

Ala

Gly

Cys

410

Asn

Val

Ala

Leu

Ala

490

Arg

val

val

Thr Vval
300

Pro Glu
315

Leu Glu

Leu Thr

Gln Ala

His Gly

380

Gly Lys
395

Gln Ala

Asn Gly

Leu Cys

Ser His

460

Pro Val

475

Ile Ala

Leu Leu

val Ala

Gln Arg
540

Gln

Gln

Thr

Pro

Leu

365

Leu

Gln

His

Gly

Gln

445

Asp

Leu

Ser

Pro

Ile

525

Leu

Arg

Val

Val

Gln

350

Glu

Thr

Ala

Gly

Lys

430

Ala

Gly

Cys

Asn

val

510

Ala

Leu

Leu

Val

Gln

335

Gln

Thr

Pro

Leu

Leu

415

Gln

His

Gly

Gln

Gly

495

Leu

Ser

Pro

Leu

Ala

320

Arg

Val

val

Gln

Glu

400

Thr

Ala

Gly

Lys

Ala

480

Gly

Cys

Asn

val
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Leu

545

Ser

Pro

Ile

Leu

Val

625

Gln

Gln

Ser

Ala

Pro

705

Ile

Glu

Gln

Phe

Leu
785

Cys

Asn

val

Ala

Leu

610

Ala

Arg

Val

Ile

Leu

6390

Ala

Lys

Gly

Ile

Asp

770

val

Gln

Gly

Leu

Ser

595

Pro

Ile

Leu

val

Val

675

Thr

Leu

Arg

Ile

Ser

755

Ser

Asn

Ala

Gly

Cys

580

Asn

val

Ala

Leu

Ala

660

Ala

Asn

Asp

Thr

Lys

740

His

Lys

Glu

His

Gly

565

Gln

Lys

Leu

Ser

Pro

645

Ile

Gln

Asp

Ala

Asn

725

Ser

Ile

Gln

Tyr

ES 2709216 T3

Gly

550

Lys

Ala

Gly

Cys

Asn

630

Val

Ala

Leu

His

Val

710

Arg

Asn

Ser

Asn

Gly
790

Leu

Gln

His

Gly

Gln

615

Gly

Leu

Ser

Ser

Leu

695

Lys

Arg

Ile

His

Arg

775

Phe

Thr

Ala

Gly

Lys

600

Ala

Gly

Cys

Asn

Arg

680

Val

Lys

Ile

Ser

Glu

760

Leu

Lys

181

Pro

Leu

Leu

585

Gln

His

Gly

Gln

Gly

665

Pro

Ala

Gly

Pro

Leu

745

Tyr

Phe

Gly

Gln

Glu

570

Thr

Ala

Gly

Lys

Ala

650

Gly

Asp

Leu

Leu

Glu

730

Leu

Leu

Glu

Arg

Gln

555

Thr

Pro

Leu

Leu

Gln

635

His

Gly

Pro

Ala

Pro

715

Gly

Lys

Ser

Met

His
795

Val

Val

Gln

Glu

Thr

620

Ala

Gly

Arg

Ala

Cys

700

His

Ser

Asp

Leu

Lys

780

Leu

Val

Gln

Gln

Thr

605

Pro

Leu

Leu

Pro

Leu

685

Leu

Ala

Asp

Glu

Ile

765

val

Gly

Ala

Arg

val

590

Val

Gln

Glu

Thr

Ala

670

Ala

Gly

Pro

Arg

Leu

750

Asp

Leu

Gly

Ile

Leu

575

val

Gln

Gln

Thr

Pro

655

Leu

Arg

Gly

Ala

Leu

735

Arg

Leu

Glu

Ser

Ala

560

Leu

Ala

Arg

Val

Val

640

Gln

Glu

Ser

Arg

Leu

720

Asn

Gly

Ala

Leu

Arg
800
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<210> 56

<211> 7867
<212> ADN

Lys

Ile

Ser

Asp

Pro

Ile

Gln

Glu

Asp Gly

Val Asp

820

Ala
835

Asp

Glu Val

850

val

865

Phe

Ser

Ser

Ser

Lys

Glu

Ala

Gly

Glu

Lys Tyr

Glu Gln

Val Asn

900

Glu
915

Met

Phe Ile

930

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> pCAG-RabChtTal2-Clo051

<400> 56

ggcgcgeegg
attagttcat
tggctgaccg
aacgccaata
cttggcagta
taaatggccce
gtacatctac

cactctcecce

attcgacatt
agcccatata
cccaacgacc
gggactttcce
catcaagtgt
gcctggeatt
gtattagtca

atctcececcce

ES 2709216 T3

Ile
805

Val Tyr

Thr Lys Ala

Glu Met Glu

Asn
855

Asn Pro

Phe
870

Tyr Val

Leu
885

Arg Arg

Val Val Asn

Thr Ile Glu

Leu Lys Tyr

935

gattattgac
tggagttccg
ccecgeccatt
attgacgtca
atcatatgcc
atgcccagta
tcgcectattac

ccteececcace

Ser Thr

Thr

Leu Glu

810

Ser
825

Tyr

Arg
840

Tyr
Lys Trp
Phe

Ile

Leu Ser

Glu

Val

Trp

Ser

Met

Gly Tyr

Arg Glu

Asp

Ser

Asn

Phe
815

Asn

Leu Pro

830

Ser Asn

845

Glu Asn

860

Gly Ser

875

Thr Thr

890

Leu
905

Leu

Glu
920

Leu

tagttattaa
cgttacataa
gacgtcaata
atgggtggag
aagtacgccce
catgacctta
catggtcgag

cccaattttg

182

Leu

Glu

Gly Ala

Arg Ala

Phe

Phe

Gly

Glu

Met

Ser Glu

Lys Gly

Val Asn

895

Lys Ile

910

Phe Asn

925

tagtaatcaa
cttacggtaa
atgacgtatg
tatttacggt
cctattgacg
tgggactttc
gtgagcccca

tatttattta

ttacggggtc
atggccegece
ttcccatagt
aaactgccca
tcaatgacgg
ctacttggca
cgttctgett

ttttttaatt

Gly

Ile

Arg

Glu

Lys

880

Gly

Arg

Asn

60

120

180

240

300

360

420

480
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attttgtgca
gggcgagggyg
gctccgaaag
cgcgeggcegyg
ctcgegecge
cggcccttcect
gtggctgegt
cggggggtgce
gcggctgtga
ggagcgeggce
gcgtgcegggg
aaccccccect
tccgtacggg
tgcecgggegg
ccecggagegce
cgtgcgagag
ggcgccgcecg
aaatgggcgg

ctcggggectg

gcttetggeg
ttttcctaca
taagaaaaag
cggaggtagt
ccteggetac
tcagcaccat
tcagcatccc
gcctgaggea
actcgaagca
ggacactgga
gcacgcttgg

ggccattget

tgtgctgtge

gcgatggggyg
€ggggcgggyg
tttcetttta
gcgggagteg
ccgceccgge
cctcecggget
gaaagccttg
gtgcgtgtgt
gcgetgeggg
cgggggcggt
tgtgtgcegtg
gcacccecect
gcgtggegeg
ggcggggccg
cggcggetgt
ggcgcaggga
cacccectet
ggagggcctt
tcegeggggg
tgtgacecgge
gatccttaat
aggaaggtgg
ggcggaggtg
agccagcagce
gaagcactgg
gctgcacteg
acccacgaag
ctectecaceg
cagctgcectga
aggaatgctc
agcaacaatg

caggctcatg

ES 2709216 T3

€ggg9999999
cgaggcggag
tggcgaggeg
ctgegegetg
tctgactgac
gtaattagcg
aggggctccg
gtgtgegtgg
cgcggcgcgg
gcceccgeggt
ggggggtgag
ccccgagttg
gggctcgeeg
cctecgggeeg
cgaggcgcgg
cttcetttgt
agcgggcgeg
cgtgcgtcge
gacggctgece
ggctctagag
taataatacg
cggccgctga
gggtaccege
agcaggagaa
tggggcacgg
ggactgtgge
ccattgtggg
tcgeegggga
agatcgctaa
tgacaggagc
ggggcaagca

gcctcacace

g999999ggcgc
aggtgcggeg
gcggcggcegg
ccttegecee
cgcgttacte
cttggtttaa
ggagggcect
ggagcgccge
ggctttgtge
gcgggggggg
cagggggtgt
ctgagcacgg
tgccgggegg
gggagggctc
cgagccgcag
cccaaatctg
gggcgaagcg
cgcgccgccg
ttcggggggg
cctctgetaa
actcactata
ctacaaggat
cagtccagca
gatcaaacca
tttcacacac
cgtcaaatat
cgtcggaaag
actgcggggt
acgcggcgga
cccactgaat
ggctctggag

tcagcaggtc

183

gcgccaggeg
gcagccaatc
cggccctata
gtgececeeget
ccacaggtga
tgacggcttg
ttgtgegggg
gtgecggetcee
gctceccgecagt
ctgcgagggg
gggcgcegteg
cceggetteg
ggggtggcgg
g99999agggg
ccattgcett
tgeggageeg
gtgcggegece
tcececttcete
acggggcagg
ccatgttcat
ggggccgcca
gacgacgata
gcccaggtgg
aaggtgcggt
gcccatattg
caggacatga
cagtggagcg
ccaccactcce
gtgacagctg
cttacacccc
acagtgcagce

gtcgecattg

gggcggggcyg
agagcggcgce
aaaagcgaag
ccgecgecge
gcgggcggga
tttcttttet
gggagcggcet
gegetgeceg
gtgcgcgagg
aacaaaggct
gtegggetge
ggtgegggge
caggtggggyg
cgcggeggcece
ttatggtaat
aaatctggga
ggcaggaagg
cctctccage
gcggggtteg
gccttettet
ccatgggacc
aaccaggtgg
atctgagaac
ccaccgtege
tggctctgte
tcgecgetet
gtgccagage
agtcecggact
tggaagctgt
agcaggtggt
gcctgetgee

cttctaacaa

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400
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tggagggaag
tggcctaaca
ggaaaccgtg
ggtcgtcegee
gctgecagtg
tcatgacggg
ggctcatgge
ggctctggag
ccagcaggtg
gaggctgetg
cgcttccaac
gtgccaggcet
caagcaggcc
aacaccccag
cgtccagagg
cgcaatcgce
agtgctgtge
gggagggaag
tggcttgaca
ggaaactgtg
ggtggtggee
gctgectgtg
taatggcgga
tgccctgget
acggcccgcet
aaccaacagg
ctcectectg
cctcatcgac
actgctcegte
cggcatcgtg

atactctgag

caggctctgg
ccccagcagg
cagaggctgc
atcgeccagece
ctgtgeccagg
ggcaaacagg
ttgacacctce
acagtacagce
gtggcaattg
cctgtgetgt
ggagggggca
catggcctca
ctggaaaccg
caggtggtgg
ctgctgectg
tccaatggceg
caggcccatg
caggccctgg
cctcagcagg
cagcggctge
atcgccageca
ctgtgccagg
gggcggectg
agatccgcac
ctggacgcag
agaattcctg
aaagacgaac
ctggecttteg
aatgagtacg
tatagtacca

ggttatagtc

ES 2709216 T3

agactgtgca
tggtggccat
tgcctgtget
acgacggcgg
cccatggett
ctctggaaac
agcaggtcgt
gcctgttace
cttccaataa
gccaggctca
aacaggctct
cacctgagca
tgcagaggct
caattgectte
tgctgtgcecca
gagggaagca
gcttaacacc
aaaccgtgca
tcgtcgcectat
tceccagtget
acaagggcgg
ctcacggect
ctctggagag
tcactaacga
tcaaaaaggg
agggatccga
tccgggggcea
atagcaagca
ggttcaaggg
cactggaaga

tgcccattte

gagactgctg
cgccagccac
gtgccaggcet
caagcaggcc
aacaccccag
agtacagcgg
cgctategece
agtgctgtgce
gggcggaaaa
cggtctaaca
ggaaacagtg
ggtcgtcegece
gctgecagtg
caataagggc
ggctcatgge
ggccctggaa
ccagcaggtg
gagactgtta
cgctagtcat
gtgccaggcece
caagcaggcce
gaccccacag
cattgtggcet
tcatctggtce
tcteccceccat
tcgtttaaac
gattagccac
gaacaggctc
tcgacaccte
caactttggg

acaggccgac

184

ccagtgetgt
gacggcggca
catggcctga
ctggaaaccg
caggtggtgg
ctgttacctg
tctaataagg
caggcccacg
caggctectgg
ccccagcagg
cagaggctgce
atcgccageca
ctgtgeccagg
ggaaaacagg
ctgacaccte
acggtgcaga
gtggcaatcg
cctgtgetgt
gatggcggaa
cacgggctca
ctggaaaccg
caggtecgtcg
cagctgtcca
gctctegett
gcteceegeac
gaaggcatca
attagtcacg
tttgagatga
ggcggatcta
atcattgtgg

gagatggaac

gccaggccca
agcaggccct
cacctcagca
tgcagaggcect
ccatcgcectag
tgctgtgceca
ggggcaagca
ggctcacacc
aaaccgtcca
tggtggccat
tgcctgtget
acatcggcgg
cccatggecet
ctctggaaac
agcaggtcgt
gactgttacc
cctctaataa
gccaggctca
aacaggctct
caccccagca
tgcagaggcet
ctattgette
ggcccgatce
gccteggtgg
tgatcaagag
aaagcaacat
aatacctctc
aagtgctgga
ggaaaccaga

ataccaaggc

ggtacgtgceg

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260
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cgagaactca
ggaagtgaag
acagctcagg
tetgetectg
ggcaatgttt
ccactagttc
caaaaataat
tctgtggtgt
taaaattttt
ttccaaccta
agatacattg
tgtgaaattt
aacaacaaca
taaagcaagt
gcegtegttt
gcagcacatc
tcccaacagt
gcggcgggtg
gctecttteg
ctaaatcggg
aaacttgatt
cctttgacgt
ctcaacccta
tggttaaaaa
cttacaattt
tctaaataca
aatattgaaa
ttgeggeatt
ctgaagatca
tcecttgagag
tatgtggcge

actattctca

aatagagatg
aaatactact
agactgagca
ggcgctgaaa
aataatagcg
tagaattcca
aataaccggg
gacataattg
aagtgtataa
tggaactgat
atgagtttgg
gtgatgctat
attgcattca
aaaacctcta
tacaacgtcg
ccectttege
tgcgcagect
tggtggttac
ctttetteee
ggctccettt
agggtgatgg
tggagtccac
tcteggtcta
atgagctgat
aggtggcact
ttcaaatatg
aaggaagagt
ttgecettect
gttgggtgca
ttttegecece
ggtattatcc

gaatgacttg

ES 2709216 T3

aggaagtcaa
tcgtcectttat
tgactaccgg
agattecggag
agtttatcct
gctgagcgcece
caggggggat
gacaaactac
tgtgttaaac
gaatgggagc
acaaaccaca
tgctttattt
ttttatgttt
caaatgtggt
tgactgggaa
cagctggegt
gaatggcgaa
gcgcagcgtg
ttecetttecte
agggttccga
ttcacgtagt
gttctttaat
ttecttttgat
ttaacaaaaa
tttcggggaa
tatccgetca
atgagtattc
gtttttgecte
cgagtgggtt
gaagaacgtt
cgtattgacg

gttgagtact

ccctaacaag
cagcgggtcc
cgtgaatgge
cggagagatg
gaaatactga
ggtcgctacc
ctgcatggat
ctacagagat
tactgattct
agtggtggaa
actagaatgc
gtaaccatta
caggttcagg
atggctgatt
aaccctggeg
aatagcgaag
tggaacgcgce
accgctacac
gccacgttceg
tttagtgett
gggccatcgc
agtggactct
ttataaggga
tttaacgcga
atgtgcgegg
tgagacaata
aacatttceg
acccagaaac
acatcgaact
ttccaatgat
ccgggcaaga

caccagtcac

185

tggtgggaga
ttcaagggta
agcgccgtca
accatcgaag
acgcgtaaat
attaccagtt
ctttgtgaag
ttaaagctct
aattgtttgt
tgccagatcce
agtgaaaaaa
taagctgcaa
gggaggtgtg
atgatctgcg
ttacccaact
aggcccgcac
cctgtagecgg
ttgccagege
ccggetttee
tacggcacct
cctgatagac
tgttccaaac
ttttgcecgat
attttaacaa
aacccctatt
accctgataa
tgtegeecett
gctggtgaaa
ggatctcaac
gagcactttt
gcaactcggt

agaaaagcat

acttctctga
aatttgagga
acgtggtcaa
agctggagag
gattgcagat
ggtctggtgt
gaaccttact
aaggtaaata
gtattttaga
agacatgata
atgcotttatt
taaacaagtt
ggaggttttt
gccgceccactg
taatcgectt
cgatcgecect
cgcattaagce
cctagcgceece
ccgtcaaget
cgaccccaaa
ggtttttcge
tggaacaaca
ttcggcctat
aatattaacg
tgtttatttt
atgcttcaat
attcecetttt
gtaaaagatg
agcggtaaga
aaagttctge
cgccgecatac

cttacggatg

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

43980

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760

5820

5880

5940

6000

6060

6120

6180
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gcatgacagt
acttacttct
gggatcatgt
acgagcgtga
gcgaactact
ttgcaggacce
gagccggtga
cccgtategt
agatcgctga
catatatact
tcectttttga
cagaccccgt
gctgettgea
taccaactct
ttctagtgta
tcgetetget
ggttggactc
cgtgcacaca
agctatgaga
gcagggtcgg
atagtcctgt
gggggcggag
gctggecttt
ttaccgecett
cagtgagcga
cgattcatta
acgcaattaa
cggctcgtat

accatga

aagagaatta
gacaacgatc
aactcgcecett
caccacgatg
tactctagcet
acttctgege
gcgtgggtet
agttatctac
gataggtgcce
ttagattgat
taatctcatg
agaaaagatc
aacaaaaaaa
ttttcecgaag
gcecgtagtta
aatcctgtta
aagacgatag
gceccagettg
aagcgccacg
aacaggagag
cgggtttcege
cctatggaaa
tgctcacatg
tgagtgagct
ggaagcggaa
atgcagctgg
tgtgagttag

gttgtgtgga

ES 2709216 T3

tgcagtgctg
ggaggaccga
gatcgttggg
cctgtagcaa
tceceggeaac
teggeecette
cgcggtatca
acgacgggga
tcactgatta
ttaaaacttc
accaaaatcc
aaaggatctt
ccaccgctac
gtaactggct
ggccaccact
ccagtggctg
ttaccggata
gagcgaacga
cttceccgaag
cgcacgaggg
cacctctgac
aacgccagca
ttetttectg
gataccgctc
gagcgcccaa
cacgacaggt
ctcactcatt

attgtgagcg

ccataaccat
aggagctaac
aaccggagcet
tggcaacaac
aattaataga
cggctggetg
ttgcagcact
gtcaggcaac
agcattggta
atttttaatt
cttaacgtga
cttgagatcc
cagcggtggt
tcagcagagc
tcaagaactc
ctgccagtgg
aggcgcagcg
cctacaccga
ggagaaaggc
agcttccagg
ttgagcgtceg
acgcggectt
cgttatccee
gccgcagceceg
tacgcaaacc
ttccecgactg
aggcacccca

gataacaatt

186

gagtgataac
cgettttttg
gaatgaagcc
gttgcgcaaa
ctggatggag
gtttattget
ggggccagat
tatggatgaa
actgtcagac
taaaaggatc
gttttcegttc
tttttttctg
ttgtttgeeg
gcagatacca
tgtagcaccg
cgataagtcg
gtcgggctga
actgagatac
ggacaggtat
gggaaacgcc
atttttgtga
tttacggttc
tgattctgtg
aacgaccgag
gcctcteccee
gaaagcgggc
ggctttacac

tcacacagga

actgcggcca
cacaacatgg
ataccaaacg
ctattaactg
gcggataaag
gataaatctg
ggtaagcecct
cgaaatagac
caagtttact
taggtgaaga
cactgagcgt
cgcgtaatct
gatcaagagc
aatactgtcc
cctacatacc
tgtcttaccg
acggggggtt
ctacagcegtg
ccggtaageg
tggtatcttt
tgctcgtcag
ctggceccetttt
gataaccgta
cgcagcgagt
gcgegttgge
agtgagcgca
tttatgettce

aacagctatg

6240

6300

6360

6420

6480

6540

6600

6660

6720

6780

6840

63900

6960

7020

7080

7140

7200

7260

7320

7380

7440

7500

7560

7620

7680

7740

7800

7860

7867



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

<210> 57
<211> 935
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> RabChtTal2-Clo051

<400> 57

Met

Asp

Ala

Gln

His

65

Ala

Gln

Gly

Thr

Thr

145

Glu

Leu

Gln

His

Gly

Asp

Ser

Gln

50

His

Leu

Asp

val

val

130

Gly

Ala

Thr

Ala

Gly
210

Pro

Asp

Pro

35

Gln

Glu

Ser

Met

Gly

115

Ala

Gln

Val

Pro

Leu

195

Leu

Lys

Lys

20

Ala

Glu

Ala

Gln

Ile

100

Lys

Gly

Leu

His

Gln

180

Glu

Thr

Lys

Pro

Ala

Lys

Leu

His

85

Ala

Gln

Glu

Leu

Ala

165

Gln

Thr

Pro

ES 2709216 T3

Lys

Gly

Gln

Ile

val

70

Pro

Ala

Trp

Leu

Lys

150

Trp

Val

Val

Gln

Arg

Gly

val

Lys

55

Gly

Ala

Leu

Ser

Arg

135

Ile

Arg

Vval

Gln

Gln
215

Lys

Gly

Asp

40

Pro

His

Ala

Pro

Gly

120

Gly

Ala

Asn

Ala

Arg

200

Val

187

Val

Gly

25

Leu

Lys

Gly

Leu

Glu

105

Ala

Pro

Lys

Ala

Ile

185

Leu

Val

Ala

10

Ser

Arg

Val

Phe

Gly

Ala

Arg

Pro

Arg

Leu

170

Ala

Leu

Ala

Ala

Gly

Thr

Arg

Thr

75

Thr

Thr

Ala

Leu

Gly

155

Thr

Ser

Pro

Ile

Ala

Gly

Leu

Ser

His

Val

His

Leu

Gln

140

Gly

Gly

Asn

Val

Ala
220

Asp

Gly

Gly

45

Thr

Ala

Ala

Glu

Glu

125

Ser

val

Ala

Asn

Leu

205

Ser

Tyr

Gly

30

Tyr

Val

His

Vval

Ala

110

Ala

Gly

Thr

Pro

Gly

190

Cys

Asn

Lys

15

Val

Ser

Ala

Ile

Lys

95

Ile

Leu

Leu

Ala

Leu

175

Gly

Gln

Asn

Asp

Pro

Gln

Gln

Val

80

Tyr

Val

Leu

Asp

Val

160

Asn

Lys

Ala

Gly
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Gly

225

Gln

Asp

Leu

Ser

Pro

305

Ile

Leu

VvVal

Gln

Gln

385

Thr

Pro

Leu

Leu

Gln
465

Lys

Ala

Gly

Cys

His

290

Val

Ala

Leu

Ala

Arg

370

Val

vVal

Gln

Glu

Thr

450

Ala

Gln

His

Gly

Gln

275

Asp

Leu

Ser

Pro

Ile

355

Leu

Val

Gln

Gln

Thr

435

Pro

Leu

Ala

Gly

Lys

260

Ala

Gly

Cys

His

Val

340

Ala

Leu

Ala

Arg

val

420

Vval

Glu

Glu

Leu

Leu

245

Gln

His

Gly

Gln

Asp

325

Leu

Ser

Pro

Ile

Leu

405

val

Gln

Gln

Thr

ES 2709216 T3

Glu

230

Thr

Ala

Gly

Lys

Ala

310

Gly

Cys

Asn

val

Ala

390

Leu

Ala

Arg

Val

val
470

Thr

Pro

Leu

Leu

Gln

295

His

Gly

Gln

Lys

Leu

375

Ser

Pro

Ile

Leu

Val

455

Gln

val

Gln

Glu

Thr

280

Ala

Gly

Lys

Ala

Gly

360

Cys

Asn

val

Ala

Leu

440

Ala

Arg

188

Gln

Gln

Thr

265

Pro

Leu

Leu

Gln

His

345

Gly

Gln

Lys

Leu

Ser

425

Pro

Ile

Leu

Arg

val

250

Val

Gln

Glu

Thr

Ala

330

Gly

Lys

Ala

Gly

Cys

410

Asn

Val

Ala

Leu

Leu

235

Val

Gln

Gln

Thr

Pro

315

Leu

Leu

Gln

His

Gly

395

Gln

Gly

Leu

Ser

Pro
475

Leu

Ala

Arg

Val

Val

300

Gln

Glu

Thr

Ala

Gly

380

Lys

Ala

Gly

Cys

Asn

460

val

Pro

Ile

Leu

Val

285

Gln

Gln

Thr

Pro

Leu

365

Leu

Gln

His

Gly

Gln

445

Ile

Leu

val

Ala

Leu

270

Ala

Arg

Val

Val

Gln

350

Glu

Thr

Ala

Gly

Lys

430

Ala

Gly

Cys

Leu

Ser

255

Pro

Ile

Leu

Val

Gln

335

Gln

Thr

Pro

Leu

Leu

415

Gln

His

Gly

Gln

Cys

240

His

Val

Ala

Leu

Ala

320

Arg

Val

Val

Gln

Glu

400

Thr

Ala

Gly

Lys

Ala
480
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His

Gly

Gln

Gly

Leu

545

Ser

Pro

Ile

Leu

Val

625

Gln

Gln

Ser

Ala

Pro

705

Ile

Gly

Lys

Ala

Gly

530

Cys

Asn

val

Ala

Leu

610

Ala

Arg

val

Ile

Leu

690

Ala

Lys

Leu

Gln

His

515

Gly

Gln

Lys

Leu

Ser

595

Pro

Ile

Leu

Val

Vval

675

Thr

Leu

Arg

Thr

Ala

500

Gly

Lys

Ala

Gly

Cys

580

His

val

Ala

Leu

Ala

660

Ala

Asn

Asp

Thr

Pro

485

Leu

Leu

Gln

His

Gly

565

Gln

Asp

Leu

Ser

Pro

645

Ile

Gln

Asp

Ala

Asn
725
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Gln

Glu

Thr

Ala

Gly

550

Lys

Ala

Gly

Cys

Asn

630

Val

Ala

Leu

His

val

710

Arg

Gln

Thr

Pro

Leu

535

Leu

Gln

His

Gly

Gln

615

Lys

Leu

Ser

Ser

Leu

695

Lys

Arg

val

val

Gln

520

Glu

Thr

Ala

Gly

Lys

600

Ala

Gly

Cys

Asn

Arg

680

Val

Lys

Ile

189

Val

Gln

505

Gln

Thr

Pro

Leu

Leu

585

Gln

His

Gly

Gln

Gly

665

Pro

Ala

Gly

Pro

Ala

490

Arg

val

vVal

Gln

Glu

570

Thr

Ala

Gly

Lys

Ala

650

Gly

Asp

Leu

Leu

Glu
730

Ile

Leu

Val

Gln

Gln

555

Thr

Pro

Leu

Leu

Gln

635

His

Gly

Pro

Ala

Pro

715

Gly

Ala

Leu

Ala

Arg

540

vVal

Val

Gln

Glu

Thr

620

Ala

Gly

Arg

Ala

Cys

700

His

Ser

Ser

Pro

Ile

525

Leu

val

Gln

Gln

Thr

605

Pro

Leu

Leu

Pro

Leu

685

Leu

Ala

Asp

Asn

Val

510

Ala

Leu

Ala

Arg

Val

590

Val

Gln

Glu

Thr

Ala

670

Ala

Gly

Pro

Arg

Lys

495

Leu

Ser

Pro

Ile

Leu

575

Val

Gln

Gln

Thr

Pro

655

Leu

Arg

Gly

Ala

Leu
735

Gly

Cys

Asn

Val

Ala

560

Leu

Ala

Arg

Val

Val

640

Gln

Glu

Ser

Arg

Leu

720

Asn
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Glu

Gln

Phe

Leu

785

Lys

Ile

Ser

Asp

vVal

865

Phe

Ser

Ser

Ser

<210> 58

<211> 6607

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> pRab38-chtTAL

<400> 58

Gly

Ile

Asp

770

vVal

Pro

Ile

Gln

Glu

850

Lys

Glu

Ala

Gly

Glu
930

Ile

Ser

755

Ser

Asn

Asp

Val

Ala

835

Glu

Lys

Glu

vVal

Glu

915

Phe

Lys

740

His

Lys

Glu

Gly

Asp

820

Asp

Val

Tyr

Gln

Asn

900

Met

Ile

Ser

Ile

Gln

Tyr

Ile

805

Thr

Glu

Asn

Tyr

Leu

885

val

Thr

Leu

ES 2709216 T3

Asn

Ser

Asn

Gly

790

Val

Lys

Met

Pro

Phe

870

Arg

Val

Ile

Lys

Ile

His

Arg

775

Phe

Tyr

Ala

Glu

Asn

855

Val

Arg

Asn

Glu

Tyr
935

Ser

Glu

760

Leu

Lys

Ser

Tyr

Arg

840

Lys

Phe

Leu

Leu

Glu
920

190

Leu

745

Tyr

Phe

Gly

Thr

Ser

825

Tyr

Trp

Ile

Ser

Leu

905

Leu

Leu

Leu

Glu

Arg

Thr

810

Glu

Val

Trp

Ser

Met

890

Leu

Glu

Lys

Ser

Met

His

795

Leu

Gly

Arg

Glu

Gly

875

Thr

Gly

Arg

Asp

Leu

Lys

780

Leu

Glu

Tyr

Glu

Asn

860

Ser

Thr

Ala

Ala

Glu

Ile

765

Val

Gly

Asp

Ser

Asn

845

Phe

Phe

Gly

Glu

Met
925

Leu

750

Asp

Leu

Gly

Asn

Leu

830

Ser

Ser

Lys

Val

Lys

910

Phe

Arg

Leu

Glu

Ser

Phe

815

Pro

Asn

Glu

Gly

Asn

895

Ile

Asn

Gly

Ala

Leu

Arg

800

Gly

Ile

Arg

Glu

Lys

880

Gly

Arg

Asn
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caccgcatta
ttacatttct
ttccaggatg
tgataagacc
agaaaagtaa
gaataggcgce
gggtttgect
tgtttctcaa
ctcagaagac
aaatccacat
aaagcactgt
tteccagtcece
ggattaaacc
ctaagcgecc
agcaagctcc
cacctgtaca
cggtacgtgc
ctgaaggtgc
ggtgagcgat
gggtgaaggt
agtgcaatca
aatggcttgg
tttttttttt
aacttctaga
ggattcttgg
ttgtttcatt
cgtggettte
attatcttag
ctcttcagtc
tctcactcca
ttcttcactt

aaaaccacaa

ccctgggegt
aaagtgggac
actaaatggt
acttgtgtgt
gcccttagea
taagagatag
aaattctttc
ggtctccecca
ctgggtattt
aagtttgtgt
gcaaatacca
aggagttgcet
cgggggagga
acatagagct
aggctccgea
agctgctggt
atcaaaattt
tccactggga
cagagcagcg
tcggggagtg
agcaggagat
aaacctgatt
tttttttett
taacttcget
gtgcagagaa
ctagtccttt
atccttegtg
gaatttagtt
agaaaaattt
ctcecectcett
tccatttcaa

aaacaaaaac
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tgaaaccgaa
tcctcacttg
gtgtatgaga
tgttcagett
tttecctctea
cattaccact
aactctaagg
actttacaac
ttcgacactc
catggacggg
gcttgacagg
cttgtctect
gttccgecacce
ccggtctecg
agacccgegg
gatcggcgac
ctcctcteat
cccagagacg
cgcaacgggt
gaaaatgact
ccggatcgece
tcaaagaaat
ttgctgttgt
ggctctcact
ggctgtcgcec
tctggacaca
tttagagggg
tctttcaaat
gagatgctaa
cccecatctet
acaggagact

aaaacggaga

gaagacctgg
taaaaggaaa
agatttataa
ggagaattta
ggtggcctct
ttatagaagc
gccagagaag
actgtgtggg
agttctctce
aggcgagaga
cagtagcact
cccactcectgg
agctccctat
tcggtgccecca
gcctccagga
ctggtagtgg
tatcgagcca
gtggtgcgct
gagggtggag
tttcagtcgg
tgggcgctcc
ggaagtgttt
ttetgttgga
ggctgtgaga
tggactcaca
ggtagccgeg
aagcccectag
ctcactacta
atttgtatac
cttecegtete
gtgtatgttt

cagggtcccg

191

atttgaaata
aataatgata
acatctgecceg
ggataggagt
actttaggtce
ccaggcaaaa
acctaagtct
tggcaacagg
ccggcagaac
aaaatctctg
ggggtcccgg
agtccgcaga
cctgegecag
gceceeggetg
tgcagacacc
gcaagaccag
ccattggtgt
tgcagctctg
tgagccagtg
ttccagtcee
actcttggaa
tcttttettt
gtegtcccea
aagcgaacca
aggagattgt
acttggccca
gaaatttaag
tcatctecctt
atctagaacg
ccteccatecct
tttaggaaaa

tcatgtaact

ggcgttttect
cttttaagac
ctacttacaa
ggaggctgaa
attaacagtt
ggagattaaa
actgctttge
gcttaatage
gtggaaaaca
tgaaaggagt
gtcetttage
gtaggaagga
cacgcctage
tgcttcccag
tcacaaggag
cattattaaa
ggacttcgeg
ggacattgct
aggagttcgg
gggacccttg
agtttggcett
ctttcctttt
ctctacctgt
ctttctectg
agtcgcattc
gagtatctca
aaggagcagg
gcttattgge
aactatctct
tggctatcte
cattaaaaaa

ctgctaacct

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920
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atatcaagct
gtcggggtta
tattttttga
tagccacaat
tgcttgtaac
taagctgcaa
tccaatgaga
acagtaccaa
atgtgctcat
actaagaagg
ccatgagctt
tctttggcag
ccttttgage
atgtctttca
agatgtagct
cttcagcecett
agatgtaatg
aagactaccg
aacagggagt
ggcaatagtg
caagaggaac
cacatttatc
cataaggcag
atcctttect
ctgcacaagt
ccccaaggta
gttggaggtt
cgtaattgtt
tccactcectee
gcatgccact

ctgagtcgac

gaccttgacc
tggtgatgtt
gaaatctaaa
aaagactgag
ctgggcatgce
atggctaggce
ttttccatga
gaagcctttg
ttgaactagt
aaaattcctc
gctggtcttg
ttctagagaa
ttttcactgt
gctgtagcag
gtagctagca
gttatatgtt
attctgagct
tgtgattaca
gtattttatc
ctacactcta
atgccataca
ttgcecctcaa
tttgagttcce
aagccacagt
agggagtctg
atgctcaget
gaaagatgtt
tcaagttgta
actgagattc
ctcecttttet

ggtatcgata
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tcatagagac
aatgtcgttt
gtatgaaatc
gcaggctata
ctagcattcet
agcgacagct
tcecctttcaa
ataagctctg
gcatttcecct
aaaggacatg
agataaggtt
gcatgagcta
gtacctgggce
ttttcteggg
ttattgaact
ggtgagtttt
tccagagtga
gataaattct
tctccaaatg
ggagttacca
tacactgact
atgccagtce
acacttgctce
ttcagaccaa
aaggatctga
cactttgata
tgggtaaaag
ttagagacct
aagttaggtt
taactctaat

agcttgatcce

ccacttgect
gctttaagat
agagtttgac
gttagtgcte
agatgctaac
caagaatctt
ataaccctac
gattgaaaag
ggaaacactt
tacagtcttg
agttggtgta
ttagagactt
cctetgtege
accccagttt
agcataatta
agtttcctet
gacacctcta
gatatctttg
agagaagaat
ctctttgtac
aagtcctaac
agcatcagtt
tcagaagcaa
agttttggtg
gctccattca
acttcaagct
caaggtaatt
ctgggttcta
aagtatgecct
atgtatctat

agcttttgtt

192

ctgeccteect
tccttgattt
taacagcttc
aatactgggt
tcaccaaagce
cttgetttgg
ttaatctctc
aagcagttct
tgccaggact
agatgcattc
gctaggttca
ggagattgca
tgcacgtttt
aaaatagcett
tagtctaaat
tctaaacggg
gagagaaata
tttagetttt
aaacaataat
atttatttat
aagtggcagt
tagtctcatg
tttaactcce
aaggctataa
gcagtcagag
caaaggccct
ggcggatagg
aggggatatg
ttgagtaccce

aaagaacggg

ccctttagtg

agaggcaagg
gatcttggtg
taccagctcc
cctacctgge
agtagcattt
agttttaaac
ttcatagcce
ttttcaaaag
tgagatggge
gcttctgtag
tggtttggag
tcaagtagag
agtgtctgaa
actgtttaaa
agcattatgt
aagaacagaa
ccttettetg
gatatctata
gcaaggtaaa
aaatactaag
tcttatatca
catttggcag
acacttggga
tcacagaagt
cggcatccaa
gaactgctga
atggttgtaa
aaatccaacc
tcaagtcaca
tagtagtcaa

agggttaatt

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780
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gcgegettgg
attccacaca
agctaactca
tgccagetge
tctteegett
tcagctcact
aacatgtgag
tttttccata
tggcgaaacc
cgctctectg
agcgtggege
tccaagetgg
aactatcgtc
ggtaacagga
cctaactacg
accttcggaa
ggtttttttg
ttgatctttt
gtcatgagat
aaatcaatct
gaggcaccta
gtgtagataa
cgagacccac
gagcgcagaa
gaagctagag
ggcatcgtgg
tcaaggcgag
ccgategttg
cataattctc
accaagtcat

cgggataata

tcggggegaa

cgtaatcatg
acatacgagc
cattaattgce
attaatgaat
cctegetcac
caaaggcggt
caaaaggcca
ggctecgece
cgacaggact
ttccgaccct
tttctcatag
gctgtgtgeca
ttgagtccaa
ttagcagagc
gctacactag
aaagagttgg
tttgcaagca
ctacggggtc
tatcaaaaag
aaagtatata
tctcagcgat
ctacgatacg
gctcacecgge
gtggtcctge
taagtagttc
tgtcacgctce
ttacatgatc
tcagaagtaa
ttactgtcat
tctgagaata
ccgegecaca

aactctcaag
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gtcatagctg
cggaagcata
gttgcgetcea
cggccaacgce
tgactcgectg
aatacggtta
gcaaaaggcc
ccctgacgag
ataaagatac
gcecgcettacce
ctcacgetgt
cgaaccccce
cccggtaaga
gaggtatgta
aaggacagta
tagctcttga
gcagattacg
tgacgctcag
gatcttcacc
tgagtaaact
ctgtctattt
ggagggctta
tccagattta
aactttatcc
gccagttaat
gtcgtttggt
cceccatgttg
gttggccgea
gccatccgta
gtgtatgcgg
tagcagaact

gatcttaccg

ttteectgtgt
aagtgtaaag
ctgececegett
gcggggagag
cgcteggteg
tccacagaat
aggaaccgta
catcacaaaa
caggcgtttce
ggatacctgt
aggtatctca
gttcagcceg
cacgacttat
ggcggtgceta
tttggtatct
tceggecaaac
cgcagaaaaa
tggaacgaaa
tagatccttt
tggtctgaca
cgttcatcca
ccatctggcc
tcagcaataa
gcctecatcce
agtttgcgea
atggcttcat
tgcaaaaaag
gtgttatcac
agatgetttt
cgaccgagtt
ttaaaagtgc

ctgttgagat

193

gaaattgtta
cctggggtge
tccagtcggg
gceggtttgeg
ttecggetgeg
caggggataa
aaaaggccgce
atcgacgcte
cccctggaag
ccgectttet
gttecggtgta
accgcetgege
cgccactgge
cagagttctt
gegetetget
aaaccaccgce
aaggatctca
actcacgtta
taaattaaaa
gttaccaatg
tagttgcctg
ccagtgctgce
accagccagce
agtctattaa
acgttgttge
tcagctcecgg
cggttagete
tcatggttat
ctgtgactgg
gctettgecee
tcatcattgg

ccagttcgat

teccgetcaca
ctaatgagtg
aaacctgtceg
tattgggcge
gcgagcecggta
cgcaggaaag
gttgetggeg
aagtcagagg
ctcecctegtg
ccctteggga
ggtcgttege
cttatcecggt
agcagccact
gaagtggtgg
gaagccagtt
tggtageggt
agaagatcct
agggattttg
atgaagtttt
cttaatcagt
actcceccegtce
aatgataccg
cggaagggcc
ttgttgeecgg
cattgctaca
ttcccaacga
ctteggtecct
ggcagcactg
tgagtactca
ggcgtcaata
aaaacgttct

gtaacccact

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700
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cgtgcaccca
acaggaaggc
atactcttce
tacatatttg
aaagtgccac
aaatcagctc
aatagaccga
acgtggactc
aaccatcacc
ctaaagggag
aagggaagaa
gcgtaaccac
tcaggctgcg
tggcgaaagg
cacgacgttg

tggagct

actgatcttce
aaaatgccge
tttttcaata
aatgtattta
ctaaattgta
attttttaac
gatagggttyg
caacgtcaaa
ctaatcaagt
cccccgattt
agcgaaagga
cacacccgcec
caactgttgg
gggatgtgcet

taaaacgacg

<210> 59

<211> 202

<212> ADN

<213> Mus musculus

<400> 59

atgcagacac ctcacaagga gcacctgtac aagctgctgg tgatcggega cctgggtgtg
ggcaagacca gcattatcaa gcgctatgtg caccaaaact tctectcgea ctaccgggece

accattggtg tggacttcgce gectgaaggtg ctccactggg acccagagac ggtggtgege
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agcatctttt
aaaaaaggga
ttattgaagc
gaaaaataaa
agcgttaata
caataggccg
agtgttgttc
gggcgaaaaa
tttttggggt
agagcttgac
gcgggcgceta
gcgcttaatg
gaagggcgat
gcaaggcgat

gccagtgage

ttgcagctcet gggacattge tg

<210> 60

<211> 8218

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> pRab38-chtTAL-neo

<400> 60

caccgcatta ccctgggegt tgaaaccgaa gaagacctgg atttgaaata ggegttttet
ttacatttct aaagtgggac tcctcacttg taaaaggaaa aataatgata cttttaagac

ttccaggatg actaaatggt gtgtatgaga agatttataa acatctgccg ctacttacaa

actttcacca
ataagggcga
atttatcagg
caaatagggg
ttttgttaaa
aaatcggcaa
cagtttggaa
ccgtctatca
cgaggtgccg
ggggaaagcc
gggcgctgge
cgcegetaca
cggtgcggge
taagttgggt

gcgcgtaata

194

gcgtttetgg
cacggaaatg
gttattgtcet
ttcegegeac
attcgegtta
aatcccttat
caagagtcca
gggcgatgge
taaagcacta
ggcgaacgtg
aagtgtagcg
gggcgcgtec
ctcttegeta
aacgccaggg

cgactcacta

gtgagcaaaa
ttgaatactc
catgagcgga
atttccecga
aatttttgtt
aaatcaaaag
ctattaaaga
ccactacgtg
aatcggaacc
gcgagaaagg
gtcacgetge
cattcgccat
ttacgccage
ttttececcagt

tagggcgaat

5760

5820

5880

5940

6000

6060

6120

6180

6240

6300

6360

6420

6480

6540

6600

6607

60

120

180

202

60

120

180
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tgataagacc
agaaaagtaa
gaataggcgc
gggtttgecct
tgtttctcaa
ctcagaagac
aaatccacat
aaagcactgt
ttccagtecce
ggattaaacc
ctaagcgccce
agcaagctcc
cacctgtaca
cggtacgtge
gcgetttage
attccacatc
cttctactce
cgtgacaaat
aatggaagcg
gggctcagag
gggcgggege
ctgcegeget
tcggecattg
ttcggctatg
tcagcgcagg
ctgcaggacg
gtgctcgacg
caggatctcce
atgcggegge
cgcatcgagce

gaagagcatc

acttgtgtgt
gcccttagceca
taagagatag
aaattctttc
ggtctcceca
ctgggtattt
aagtttgtgt
gcaaatacca
aggagttgct
cgggggagga
acatagagct
aggctccgea
agctgctggt
atcaaaatac
agcceccgetg
caccggtagg
tccectagte
ggaagtagca
ggtaggcctt
gctgggaagg
ccgaaggtec
gttctcectcet
aacaagatgg
actgggcaca
ggcgceceggt
aggcagcgcg
ttgtcactga
tgtcatctca
tgcatacgcet
gagcacgtac

aggggctcgce
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tgttcagett
tttcctctca
cattaccact
aactctaagg
actttacaac
ttcgacactc
catggacggg
gcttgacagg
cttgtctect
gttcegecace
ccggtcectceceg
agacccgcgg
gatcggcgac
cgggtagggg
ggcacttgge
cgccaaccgg
aggaagttcc
cgtctcacta
tggggcagcg
ggtgggtccg

tcecggaggece

tcctecatcte
attgcacgca
acagacaatc
tctttttgte
gctatcgtgg
agcgggaagg
ccttgetect
tgatcecgget
tcggatggaa

gccagccgaa

ggagaattta
ggtggcctcet
ttatagaagc
gccagagaag
actgtgtggg
agttctctec
aggcgagaga
cagtagcact
cccactctgg
agctcecctat
tcggtgececa
gcctccagga
ctggtagtgg
aggcgetttt
gctacacaag
ctccgttett
cccecgecce
gtctegtgea
gccaatagca
ggggcgggct
cggcattctg
cgggecttte
ggttctecegg
ggctgctctg
aagaccgacc
ctggccacga
gactggctgce
gccgagaaag
acctgceccat
gceggtettg

ctgttcgceca

195

ggataggagt
actttaggtc
ccaggcaaaa
acctaagtct
tggcaacagg
ccggcagaac
aaaatctctg
ggggtccegg
agtccgcaga
cctgcgecag
gccecggetg
tgcagacacc
gcaagaccag
cccaaggcag
tggecctetgg
tggtggccce
gcagctegeg
gatggacage
gctttgctce
caggggcggg
cacgcttcaa
gacctgcage
ccgettgggt
atgccgecgt
tgtcecggtge
cgggegttce
tattgggcga
tatccatcat
tcgaccacca
tcgatcagga

ggctcaaggce

ggaggctgaa
attaacagtt
ggagattaaa
actgctttge
gcttaatage
gtggaaaaca
tgaaaggagt
gtcectttage
gtaggaagga
cacgcctagce
tgcttcccag
tcacaaggag
cattattaaa
tctggagcat
cctegeacac
ttcgcgcecac
tcgtgcagga
accgctgagce
ttcgectttcet
ctcaggggcg
aagcgcacgt
caatatggga
ggagaggcta
gttcecggetg
cctgaatgaa
ttgcgcagcet
agtgccgggg
ggctgatgca
agcgaaacat
tgatctggac

gcgcatgcecce

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040
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gacggcgatg
aatggccget
gacatagcgt
ttectegtge
cttgacgagt
ccttctagtt
ggtgccactc
aggtgtcatt
gacaatagca
agctggggtt
ctccactggg
tcagagcagc
ttcggggagt
aagcaggaga
gaaacctgat
ttttttttet
ataacttcgce
ggtgcagaga
tctagtcett
catccttcegt
ggaatttagt
cagaaaaatt
actcccctcet
tteccatttca
aaaacaaaaa
tgaccttgac
atggtgatgt
agaaatctaa
taaagactga
cctgggeatg
aatggctagg

attttccatg

atctcgtegt
tttctggatt
tggctacceg
tttacggtat
tcttectgagg
gccagccatc
ccactgtect
ctattctggg
ggcatgctgg
tctcctetea
acccagagac
gcgcaacggg
ggaaaatgac
tcecggatcege
ttcaaagaaa
tttgctgttg
tggctctcac
aggctgtcgce
ttctggacac
gtttagaggg
ttctttcaaa
tgagatgcta
tccccatcte
aacaggagac
caaaacggag
ctcatagaga
taatgtegtt
agtatgaaat
ggcaggctat
cctagcattc
cagcgacagc

atcccttteca

ES 2709216 T3

gacccatggce
catcgactgt
tgatattget
cgecegeteee
ggatcaattc
tgttgtttgce
ttcctaataa
gggtggggtyg
ggatgcggtg
ttatcgagcc
ggtggtgege
tgagggtgga
ttttcagtcg
ctgggcgcetce
tggaagtgtt
tttetgttgg
tggctgtgag
ctggactcac
aggtagccge
gaagccccta
tctcactact
aatttgtata
tctteegtet
tgtgtatgtt
acagggtccc
cccacttgece
tgctttaaga
cagagtttga
agttagtgcect
tagatgctaa
tcaagaatct

aataacccta

gatgcctget
ggccggetgg
gaagagcttg
gattcgcage
tctagagctc
cccteceeceg
aatgaggaaa
gggcaggaca
ggctctatgg
accattggtg
ttgcagetet
gtgagccagt
gttccagtcce
cactcttgga
ttecttttett
agtcgtcccce
aaagcgaacc
aaggagattg
gacttggcece
ggaaatttaa
atcatctcct
catctagaac
ccctecatee
ttttaggaaa
gtcatgtaac
tctgectece
tteccttgatt
ctaacagcett
caatactggg
ctcaccaaag
tecttgetttg

cttaatctcect

196

tgccgaatat
gtgtggcgga
gcggcgaatg
gcatecgecett
gctgatcage
tgcctteett
ttgcatcgea
gcaaggggga
cttctgagge
tggacttcge
gggacattgce
gaggagttcg
cgggaccctt
aagtttggct
tcttteecttt
actctacctg
actttctecct
tagtcgcatt
agagtatctc
gaaggagcag
tgcttattgg
gaactatctc
ttggctatct
acattaaaaa
tctgctaacc
tagaggcaag
tgatcttggt
ctaccagctce
tcctacctgg
cagtagcatt
gagttttaaa

cttcatagce

catggtggaa
ccgctatcag
ggctgaccge
ctatecgectt
ctcgactgtg
gaccctggaa
ttgtctgagt
ggattgggaa
ggaaagaacc
gctgaaggtyg
tggtgagcga
ggggtgaagg
gagtgcaatc
taatggcttg
tttttttttt
taacttctag
gggattcttg
cttgtttcat
acgtggettt
gattatctta
cctcttcagt
ttctcactce
cttcttcact
aaaaaccaca
tatatcaagc
ggtcggggtt
gtattttttg
ctagccacaa
ctgcttgtaa
ttaagctgca
ctccaatgag

cacagtacca

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960
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agaagccttt
tttgaactag
gaaaattcct
tgctggtcett
gttctagaga
cttttcactg
agctgtagca
tgtagctage
tgttatatgt
gattctgagce
gtgtgattac
tgtattttat
gctacactcet
catgccatac
cttgecectcea
gtttgagttc
taagccacag
tagggagtct
aatgctcagc
tgaaagatgt
ttcaagttgt
cactgagatt
tctectttte
cggtatcgat
gcgtaatcat
aacatacgag
acattaattg
cattaatgaa
tcctegetea
tcaaaggcgg

gcaaaaggcc

gataagctct
tgcatttcce
caaaggacat
gagataaggt
agcatgagct
tgtacctggg
gttttctegg
attattgaac
tggtgagttt
ttccagagtg
agataaattc
ctctccaaat
aggagttacc
atacactgac
aatgccagtc
cacacttgct
tttcagacca
gaaggatctg
tcactttgat
ttgggtaaaa
attagagacc
caagttaggt
ttaactctaa
aagcttgatc
ggtcatagcet
ccggaagcat
cgttgcgete
tcggceccaacg
ctgactecget
taatacggtt

agcaaaaggc

ES 2709216 T3

ggattgaaaa
tggaaacact
gtacagtctt
tagttggtgt
attagagact
ccetetgteg
gaccccagtt
tagcataatt
tagttteccte
agacacctct
tgatatcttt
gagagaagaa
actctttgta
taagtcctaa
cagcatcagt
ctcagaagca
aagttttggt
agctccattc
aacttcaagc
gcaaggtaat
tectgggttet
taagtatgcc
tatgtatcta
cagcttttgt
gtttectgtg
aaagtgtaaa
actgcccgcet
cgcggggaga
gcgecteggte
atccacagaa

caggaaccgt

gaagcagttc
ttgccaggac
gagatgcatt
agctaggtte
tggagattgce
ctgcacgttt
taaaatagct
atagtctaaa
ttctaaacgg
agagagaaat
gtttagecttt
taaacaataa
catttattta
caagtggcag
ttagtctcat
atttaactcc
gaaggctata
agcagtcaga
tcaaaggccc
tggcggatag
aaggggatat
tttgagtacc
taaagaacgg
tccctttagt
tgaaattgtt
gcetggggtg
ttccagtcgg
ggcggtttge
gtteggetge
tcaggggata

aaaaaggccg

197

tttttcaaaa
ttgagatggg
cgcttctgta
atggtttgga
atcaagtaga
tagtgtctga
tactgtttaa
tagcattatg
gaagaacaga
accttecttet
tgatatctat
tgcaaggtaa
taaatactaa
ttcttatatce
gcatttggca
cacacttggg
atcacagaag
gcggcatcca
tgaactgctg
gatggttgta
gaaatccaac
ctcaagtcac
gtagtagtca
gagggttaat
atccgcetcac
cctaatgagt
gaaacctgtc
gtattgggcg
ggcgageggt
acgcaggaaa

cgttgetgge

gatgtgctca
cactaagaag
gccatgagct
gtctttggea
geccttttgag
aatgtctttce
aagatgtagc
tcttcagecet
aagatgtaat
gaagactacc
aaacagggag
aggcaatagt
gcaagaggaa
acacatttat
gcataaggca
aatcctttce
tctgcacaag
accccaaggt
agttggaggt
acgtaattgt
cteccactcte
agcatgccac
actgagtcga
tgcgegettg
aattccacac
gagctaactc
gtgccagctg
ctectteeget
atcagctcac
gaacatgtga

gtttttccat

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760

5820
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aggctccgece
ccgacaggac
gttccgacce
ctttectecata
ggctgtgtge
cttgagtcca
attagcagag
ggctacacta
aaaagagttg
gtttgcaagc
tctacggggt
ttatcaaaaa
taaagtatat
atctcagcga
actacgatac
cgctcacecgg
agtggtcctg
gtaagtagtt
gtgtcacgcet
gttacatgat
gtcagaagta
cttactgtca
ttctgagaat
accgcgccac
aaactctcaa
aactgatctt
caaaatgccg
ctttttcaat
gaatgtattt
cctaaattgt
cattttttaa

agatagggtt

cccctgacga
tataaagata
tgccgettac
gctcacgetg
acgaaccccce
acccggtaag
cgaggtatgt
gaaggacagt
gtagctcttg
agcagattac
ctgacgctca
ggatcttcac
atgagtaaac
tctgtctatt
gggagggctt
ctccagattt
caactttatc
cgccagttaa
cgtegtttgg
cccccatgtt
agttggccge
tgccatccgt
agtgtatgeg
atagcagaac
ggatcttacc
cagcatcttt
caaaaaaggg
attattgaag
agaaaaataa
aagcgttaat
ccaataggcce

gagtgttgtt

ES 2709216 T3

gcatcacaaa
ccaggcgttt
cggatacctg
taggtatctc
cgttcagcecce
acacgactta
aggcggtgcet
atttggtatc
atccggcaaa
gcgcagaaaa
gtggaacgaa
ctagatcctt
ttggtctgac
tcgttcatcecc
accatctggce
atcagcaata
cgcctccatce
tagtttgcgc
tatggcttca
gtgcaaaaaa
agtgttatca
aagatgcttt
gcgaccgagt
tttaaaagtg
gctgttgaga
tactttcacc
aataagggcg
catttatcag
acaaataggg
attttgttaa
gaaatcggca

ccagtttgga

aatcgacgcet
cccectggaa
tccgeettte
agttcggtgt
gaccgctgeg
tcgceccactgg
acagagttct
tgegetetge
caaaccaccg
aaaggatctc
aactcacgtt
ttaaattaaa
agttaccaat
atagttgcct
cccagtgcetg
aaccagccag
cagtctatta
aacgttgttg
ttcagectceg
gcggttaget
ctcatggtta
tctgtgactg
tgctcttgece
ctcatcattg
tccagttcga
agcgtttctg
acacggaaat
ggttattgtc
gttccgegea
aattcgegtt
aaatccctta

acaagagtcc

198

caagtcagag
gctcectegt
tccectteggg
aggtcgtteg
ccttatcecgg
cagcagccac
tgaagtggtg
tgaagccagt
ctggtagcgg
aagaagatcc
aagggatttt
aatgaagttt
gcttaatcag
gactcccegt
caatgatacc
ccggaagggce
attgttgccg
ccattgctac
gttcccaacg
ccetteggtece
tggcagcact
gtgagtactc
cggcgtcaat
gaaaacgttc
tgtaacccac
ggtgagcaaa
gttgaatact
tcatgagegg
catttcceceg
aaatttttgt
taaatcaaaa

actattaaag

gtggcgaaac
gcgcetctect
aagcgtggcg
ctccaagcetg
taactatcgt
tggtaacagg
gcctaactac
taccttegga
tggttttttt
tttgatcttt
ggtcatgaga
taaatcaatc
tgaggcacct
cgtgtagata
gcgagaccca
cgagcgcaga
ggaagctaga
aggcatcgtg
atcaaggcga
tcecgategtt
gcataattct
aaccaagtca
acgggataat
ttecggggega
tcgtgcacce
aacaggaagg
catactctte
atacatattt
aaaagtgcca
taaatcagct
gaatagaccg

aacgtggact

5880

5940

6000

6060

6120

6180

6240

6300

6360

6420

6480

6540

6600

6660

6720

6780

6840

6900

6960

7020

7080

7140

7200

7260

7320

7380

7440

7500

7560

7620

7680

7740
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<210> 61
<211> 9989
<212> ADN

ccaacgtcaa
cctaatcaag
gcccccegatt
aagcgaaagg
ccacacccgce
gcaactgttg
ggggatgtge

gtaaaacgac

<213> Secuencia artificial

<220>

agggcgaaaa
ttttttgggg
tagagcttga
agcgggegcet
cgcgcttaat
ggaagggcga
tgcaaggcga

ggccagtgag

<223> pCMV-Rab-Reportero (higro)

<400> 61

gaattcgagce
tgaccgccca
ccaataggga
gcagtacatc
tggcecegect
atctacgtat
cgtggatage
agtttgtttt
ttgacgcaaa
gtgaaccgtce
cgggaccgat
tacttcacta
tcgtgactgg
cgccagetgg
cctgaatggce
gctggagtge
cggttacgat

tgttceccacg

ttgcatgect
acgacccccg
ctttccattg
aagtgtatca
ggcattatge
tagtcatcge
ggtttgactce
ggcaccaaaa
tgggcggtag
agatcgectg
ccagccteeg
acaaccggta
gaaaaccctg
cgtaatagecg
gaatggcgcect
gatcttectg
gcgeccatcet

gagaatccga

ES 2709216 T3

accgtctatc
tcgaggtgece
cggggaaagc
agggcgetgg
gcgecegetac
tcggtgeggg
ttaagttggg

cgcgegtaat

gcaggtcgtt
cccattgacg
acgtcaatgg
tatgccaagt
ccagtacatg
tattaccatg
acggggattt
tcaacgggac
gcgtgtacgg
gagacgccat
gactctagag
tggtcgeccag
gcgttaccca
aagaggcccg
ttgecetggtt
aggccgatac
acaccaacgt

cgggttgtta

agggcgatgg
gtaaagcact
cggcgaacgt
caagtgtagc
agggcgcgtc
cctetteget
taacgccagg

acgactcact

acataactta
tcaataatga
gtggagtatt
acgccccecta
accttatggg
gtgatgcggt
ccaagtctce
tttccaaaat
tgggaggtct
ccacgctgtt
gatcecggtac
tagcttggeca
acttaatcge
caccgatcge
tcecggecacca
tgtcgtegte
gacctatcce

ctcgctcaca

199

cccactacgt
aaatcggaac
ggcgagaaag
ggtcacgcectg
ccattcgcca
attacgccag
gttttcccag

atagggcgaa

cggtaaatgg
cgtatgttcce
tacggtaaac
ttgacgtcaa
actttcctac
tttggcagta
accccattga
gtcgtaacaa
atataagcag
ttgacctcca
tcgaggacac
ctggcegteg
cttgcagcac
ccttcccaac
gaagcggtge
ccctcecaaact
attacggtca

tttaatgttg

gaaccatcac
cctaaaggga
gaagggaaga
cgcgtaacca
ttcaggctgce
ctggcgaaag
tcacgacgtt

ttggagcet

ccecgectgge
catagtaacg
tgcccacttg
tgacggtaaa
ttggcagtac
catcaatggg
cgtcaatggg
ctecegecceca
agctcgttta
tagaagacac
tgcagagacc
ttttacaacg
atcccceccettt
agttgcgcag
cggaaagctg
ggcagatgca
atccgeegtt

atgaaagctg

7800

7860

7920

7980

8040

8100

8160

8218

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080
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gctataaaac
ttectectege
aacgtcgtga
ctttcgecag
gcagcctgaa
gctggetgga
tgcacggtta
cgtttgttcec
gctggctaca
tgtggtgcaa
acctgagege
gtgacggcag
tctegttget
atgatgattt
actacctacg
cgectttegg
gtctgaacgt
tggttgaact
tccgegaggt
gaggcgttaa
tggtgcagga
atccgaacca
aagccaatat
ggctaccgge
gtgtgatcat
atcgctggat
acaccacggc
tceceggetgt
cgctgatcect
actggcaggc
atcagtcget

ttggcgatac

cggtacagtt
actaccgggce
ctgggaaaac
ctggcgtaat
tggcgaatgg
gtgcgatctt
cgatgcgecce
cacggagaat
ggaaggccag
cgggcgetgg
atttttacgc
ttatctggaa
gcataaaccg
cagccgeget
ggtaacagtt
cggtgaaatt
cgaaaacccg
gcacaccgcc
gcggattgaa
ccgtcacgag
tatcctgetg
tccgetgtgg
tgaaacccac
gatgagcgaa
ctggtcgectg
caaatctgtc
caccgatatt
gccgaaatgg
ttgcgaatac
gtttecgtcag
gattaaatat

gccgaacgat

ES 2709216 T3

cggccaccat
caccattggt
cctggegtta
agcgaagagg
cgctttgect
cctgaggeceg
atctacacca
ccgacgggtt
acgcgaatta
gtcggttacg
gccggagaaa
gatcaggata
actacacaaa
gtactggagg
tctttatgge
atcgatgagce
aaactgtgga
gacggcacgc
aatggtctgce
catcatcctc
atgaagcaga
tacacgctgt
ggcatggtgc
cgcgtaacge
gggaatgaat
gatccttcee
atttgcccga
tccatcaaaa
gcccacgcga
tatcccegtt
gatgaaaacg

cgccagttcet

ggtcgtatca
cgagtagcett
cccaacttaa
cccgecaccga
ggtttccgge
atactgtcgt
acgtgaccta
gttactcget
tttttgatgg
gccaggacag
accgectege
tgtggcggat
tcagcgattt
ctgaagttca
agggtgaaac
gtggtggtta
gcgccgaaat
tgattgaagc
tgctgctgaa
tgcatggtca
acaactttaa
gcgaccgcta
caatgaatcg
gaatggtgca
caggccacgg
gcceggtgea
tgtacgcgeg
aatggcectttce
tgggtaacag
tacagggcgg
gcaacccgtg

gtatgaacgg

200

agcgctatgt
ggcactggcc
tecgecttgea
tegeecettee
accagaagcg
cgtccectcea
tcccattacg
cacatttaat
cgttaactcg
tcegtttgeeg
ggtgatggtg
gagcggcatt
ccatgttgcecce
gatgtgcgge
gcaggtecgece
tgccgatege
cccgaatctc
agaagcctgc
cggcaagccg
ggtcatggat
cgcegtgege
cggcctgtat
tctgacegat
gcegegategt
cgctaatcac
gtatgaaggc
cgtggatgaa
gctacctgga
tecttggeggt
cttegtctgg
gtecggettac

tetggtettt

gcaccaaaac
gtcgttttac
gcacatccece
caacagttge
gtgccggaaa
aactggcaga
gtcaatccge
gttgatgaaa
gegtttecatce
tctgaatttg
ctgcgetgga
ttcegtgacg
actcgcttta
gagttgcgtg
agcggcaccg
gtcacactac
tatcgtgcgg
gatgtcggtt
ttgctgattc
gagcagacga
tgttcgecatt
gtggtggatg
gatccgeget
aatcacccga
gacgcgctgt
ggcggagccg
gaccagccct
gagacgcgece
ttcecgctaaat
gactgggtygg
ggcggtgatt

gccgaccgea

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000
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cgcecgcatcce
ccgggcaaac
tgcactggat
tcgcectccaca
ggcaactctg
ggcacatcag
ccgegtecca
gtaataagcg
ataaaaaaca
acattggegt
cggcgggeca
atgcggtgcet
gccggaaaac
tggcgagega
cagagcgggt
ccgectgttt
cgagcgaaaa
gcggcgactt
atcgccatct
ggattggtgg
gtcgectacca
gatcggccat
tattcggcecta
tgtcagcgca
aactgcagga
ctgtgctcga
ggcaggatct
caatgcggceg
atcgcatcga
acgaagagca

ccgacggcega

agcgctgacg
catcgaagtg
ggtggcgcetg
aggtaaacag
gctcacagta
cgcctggcag
cgccatceeg
ttggcaattt
actgctgacg
aagtgaagcg
ttaccaggcc
gattacgacc
ctaccggatt
tacaccgcat
aaactggctc
tgaccgcectgg
cggtctgege
ccagttcaac
gctgcacgcg
cgacgactcc
ttaccagttg
tgaacaagat
tgactgggca
ggggcgcccg
cgaggcagcg
cgttgtcact
cctgtecatet
gctgcatacg
gcgagcacgt
tcaggggctc

ggatctcgte

ES 2709216 T3

gaagcaaaac
accagcgaat
gatggtaagc
ttgattgaac
cgegtagtge
cagtggecgtce
catctgacca
aaccgccagt
ccgetgegeg
acccgcattg
gaagcagcgt
gctcacgegt
gatggtagtg
ccggcgegga
ggattagggce
gatctgccat
tgcgggacge
atcagccget
gaagaaggca
tggagcccgt
gtctggtgte
ggattgcacg
caacagacaa
gttctttttg
cggctategt
gaagcgggaa
caccttgete
cttgatcegg
actcggatgg
gcgccagecg

gtgacccatg

accagcagca
acctgttceg
cgctggcaag
tgcctgaact
aaccgaacgc
tggcggaaaa
ccagcgaaat
caggctttcet
atcagttcac
accctaacge
tgttgcagtg
ggcagcatca
gtcaaatggce
ttggcctgaa
cgcaagaaaa
tgtcagacat
gcgaattgaa
acagtcaaca
catggctgaa
cagtatcgge
aggggatccce
caggttctece
tcggectgete
tcaagaccga
ggctggecac
gggactggcet
ctgccgagaa
ctacctgecee
aagccggtcet
aactgttcge

gcgatgectg
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gtttttccag
tcatagcgat
cggtgaagtg
accgcagccg
gaccgcatgg
cctcagtgtg
ggatttttge
ttcacagatg
ccgtgcaccg
ctgggtcgaa
cacggcagat
ggggaaaacc
gattaccgtt
ctgcecagetg
ctatceccgac
gtataccccg
ttatggccca
gcaactgatg
tatcgacggt
ggaattccag
ccgggcetgea
ggcegettgg
tgatgccgece
cctgtceggt
gacgggcgtt
gctattggge
agtatccatc
attcgaccac
tgtcgatcag
caggctcaag

cttgeccgaat

ttcegtttat
aacgagctcc
cctctggatg
gagagcgcecg
tcagaagcceg
acgctcceceg
atcgagctgg
tggattggeg
ctggataacg
cgctggaagg
acacttgctg
ttatttatca
gatgttgaag
gcgecaggtag
cgcecttactg
tacgtcttce
caccagtggce
gaaaccagcc
ttccatatgg
ctgagcgeceg
gccaatatgg
gtggagaggc
gtgttcegge
gccctgaatg
ccttgegeag
gaagtgccgg
atggctgatg
caagcgaaac
gatgatctgg
gcgegeatge

atcatggtgg

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200
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aaaatggccg
aggacatagc
gcttectegt
ttcttgacga
tgccttctag
aaggtgccac
gtaggtgtca
aagacaatag
ccagctgggyg
cgggtagggyg
ggcacttgge
cgccaaccgg
aggaagttcc
cgtctcacta
tggggcageg
ggtgggtecg
tccggaggec
tcctcatcecte
gcgacgtctg
ctcteggagg
ctgcgggtaa
gcatcggccg
acctattgceca
ctgececegetg
agccagacga
cgtgatttca
gacaccgtca
tgccccgaag
aatggccgca
gaggtcgcca
tacttecgage

cgcattggte

cttttctgga
gttggctacc
gctttacggt
gttecttetga
ttgccagcca
tcccactgtce
ttctattetg
caggcatgcet
ctcgatectce
aggcgctttt
gctacacaag
ctcegttett
ccccegecce
gtctcgtgeca
gccaatagca
ggggcggget
cggcattctg
cgggcctttce
tcgagaagtt
gcgaagaatc
atagctgcge
cgctcccgat
tetececgeeg
ttectgecagee
gcgggttegg
tatgcgegat
gtgcgteegt
tceggeacct
taacagcggt
acatcttctt
ggaggcatcce

ttgaccaact
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ttcatcgact
cgtgatattg
atcgeccgete
ggggatcaat
tctgttgttt
ctttcctaat
ggg9g99tgggg
ggggatgcgg
tagagtcgac
cccaaggcag
tggcectctgg
tggtggccce
gcagctcgeg
gatggacagc
gctttgetee
caggggcggyg
cacgcttcaa
gaccgatcca
tctgatcgaa
tegtgettte
cgatggtttce
tccggaagtg
tgcacagggt
ggtcgeggag
cccattcgga
tgctgatcce
cgcgcagget
cgtgcacgeg
cattgactgg
ctggaggecg
ggagcttgca

ctatcagagc

gtggccgget
ctgaagagct
ccgattcgea
tctectagage
gcccectecee
aaaatgagga
tggggcagga
tgggctctat
gtttgatctg
tctggagcat
cctegecacac
ttecgegecac
tcgtgcagga
accgctgagce
ttecgetttet
ctcaggggcg
aagcgcacgt
gccgccacca
aagttcgaca
agcttcgatg
tacaaagatc
cttgacattg
gtcacgttge
gccatggatg
ccgcaaggaa
catgtgtatc
ctegatgage
gatttecgget
agcgaggcga
tggttggett
ggatcgccecge

ttggttgacg
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gggtgtggcg
tggcggcgaa
gcgcategec
tcgetgatca
cgtgcecttcee
aattgcatcg
cagcaagggg
ggcttctgag
atatcatcga
gcgctttage
attccacatc
cttctactcce
cgtgacaaat
aatggaagcg
gggctcagag
gggcgggcege
ctgcecgeget
tgaaaaagcc
gcegtctecga
taggagggcg
gttatgttta
gggaattcag
aagacctgcecce
cgatcgetge
tcggtcaata
actggcaaac
tgatgctttg
ccaacaatgt
tgttcgggga
gtatggagca
ggctceggge

gcaatttcga

gaccgctatce
tgggctgacc
ttctategee
gcctegactg
ttgaccctgg
cattgtctga
gaggattggg
acggaaagaa
tgaattctac
agccccgctg
caccggtagg
tccecctagte
ggaagtagca
ggtaggcctt
gctgggaagg
ccgaaggtcece
gttctectet
tgaactcacc
cctgatgecag
tggatatgtc
tcggcacttt
cgagagcctg
tgaaaccgaa
ggccgatcett
cactacatgg
tgtgatggac
ggccgaggac
cctgacggac
ttcccaatac
gcagacgcgc
gtatatgctc

tgatgcagct

4920
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5040

5100

5160

5220
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tgggcgcagg
caaatcgccce
agtggaaacc
tctattaaac
aagggtgaga
tggggtggga
taatgtttca
attcctccca
attctctaga
ccaaggcccg
tgtttcctgt
taaagtgtaa
cactgceccge
gcgcggggag
tgcgeteggt
tatccacaga
ccaggaaccg
agcatcacaa
accaggcgtt
ccggatacct
gtaggtatct
ccgttecagece
gacacgactt
taggcggtge
tatttggtat
gatccggcaa
cgcgcagaaa
agtggaacga
cctagatccet
cttggtctga

ttegtteate

gtcgatgcga
gcagaagcgc
gacgccccag
aataaagatg
acagagtacc
ttagataaat
tagttggata
ctcatgatct
aagtatagga
cggggccact
gtgaaattgt
agcctggggt
tttccagteg
aggcggtttg
cgtteggetg
atcaggggat
taaaaaggcce
aaatcgacgce
tcccectgga
gtcegeettt
cagttcggtg
cgaccgetge
atcgccactg
tacagagttc
ctgegetcetg
acaaaccacc
aaaaggatct
aaactcacgt
tttaaattaa
cagttaccaa

catagttgcc
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cgcaatcgte
ggccgtetgg
cactcgtccg
tccactaaaa
tacattttga
gcetgetett
tcataattta
atagatcaaa
acttcataaa
agttctagag
tatccgcectca
gcctaatgag
ggaaacctgt
cgtattgggce
cggcgagcgyg
aacgcaggaa
gcgttgctgg
tcaagtcaga
agctccctcg
ctececettegg
taggtecgtte
gccttatecg
gcagcagcca
ttgaagtggt
ctgaagccag
gctggtageg
caagaagatc
taagggattt
aaatgaagtt
tgcttaatca

tgactccececeg

cgatcecggag
accgatggcet
agggcaaagg
tggaagtttt
atggaaggat
tactgaaggc
aacaagcaaa
catgcatgaa
acctgcaggce
cggccagett
caattccaca
tgagctaact
cgtgccagcet
gctctteege
tatcagctca
agaacatgtg
cgtttttcca
ggtggcgaaa
tgcgctctce
gaagcgtgge
gctccaagcet
gtaactatcg
ctggtaacag
ggcctaacta
ttaccttegg
gtggtttttt
ctttgatctt
tggtcatgag
ttaaatcaat
gtgaggcacc

tcgtgtagat
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ccgggactgt
gtgtagaagt
aatagtcgag
tcectgteata
tggagctacg
tctttactat
accaaattaa
gttectatte
atgcaagcga
ggcgtaatca
caacatacga
cacattaatt
gcattaatga
ttcctegete
ctcaaaggcg
agcaaaaggc
taggctceege
cccgacagga
tgttccgacc
gctttecteat
gggctgtgtg
tcttgagtcce
gattagcaga
cggctacact
aaaaagagtt
tgtttgcaag
ttctacgggg
attatcaaaa
ctaaagtata
tatctcageg

aactacgata

cgggcgtaca
actcgecgat
aaattgatga
ctttgttaag
ggggtggggg
tgctttatga
gggccagcte
cgaagttcct
tcgeggecgg
tggtcatagce
gccggaagca
gegttgeget
atcggccaac
actgactcgce
gtaatacggt
cagcaaaagg
cccectgacyg
ctataaagat
ctgccgcectta
agctcacgcet
cacgaacccc
aacccggtaa
gcgaggtatg
agaaggacag
ggtagctctt
cagcagatta
tctgacgcetce
aggatcttca
tatgagtaaa
atctgtctat

cgggagggct

6840

639500

6960

7020

7080

7140

7200

7260

7320

7380
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taccatctgg
tatcagcaat
ccgectecat
atagtttgeg
gtatggcecttce
tgtgcaaaaa
cagtgttatc
taagatgctt
ggcgaccgag
ctttaaaagt
cgctgttgag
ttactttcac
gaataagggc
gcatttatca
aacaaatagg
ttattatcat
gtttcggtga
gtctgtaagce
ggtgtcgggg
tgcggtgtga
cattcaggct
agctggcgaa

agtcacgacg

ccccagtget
aaaccagcca
ccagtctatt
caacgttgtt
attcagctcce
agcggttage
actcatggtt
ttctgtgact
ttgctettge
gctcatcatt
atccagttcg
cagcgtttct
gacacggaaa
gggttattgt
ggttcecgege
gacattaacc
tgacggtgaa
ggatgceggg
ctggcttaac
aataccgcac
gcgcaactgt
agggggatgt

ttgtaaaacg
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gcaatgatac
gccggaaggg
aattgttgecce
gccattgceta
ggttcccaac
tcctteggte
atggcagcac
ggtgagtact
ccggcegtcaa
ggaaaacgtt
atgtaaccca
gggtgagcaa
tgttgaatac
ctcatgagcg
acatttcccce
tataaaaata
aacctctgac
agcagacaag
tatgecggcat
agatgcgtaa
tgggaagggc
gctgcaagge

acggccagt

cgcgagaccce
ccgagcgcag
gggaagctag
caggcatcgt
gatcaaggcg
ctcecgategt
tgcataattc
caaccaagtc
tacgggataa
ctteggggeg
ctegtgecacce
aaacaggaag
tcatactctt
gatacatatt
gaaaagtgcc
ggcgtatcac
acatgcagct
ccegtecaggg
cagagcagat
ggagaaaata
gatcggtgeg

gattaagttg
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acgctcaccg
aagtggtcct
agtaagtagt
ggtgtcacge
agttacatga
tgtcagaagt
tcttactgtce
attctgagaa
taccgegececa
aaaactctca
caactgatct
gcaaaatgcc
cctttttcaa
tgaatgtatt
acctgacgtce
gaggcccettt
cccggagacg
cgcgtcageg
tgtactgaga
ccgcatcagg
ggcctetteg

ggtaacgcca

gcteccagatt
gcaactttat
tcgeccagtta
tcgtegtttg
tcececcatgt
aagttggccg
atgccatcceg
tagtgtatge
catagcagaa
aggatcttac
tcagcatctt
gcaaaaaagg
tattattgaa
tagaaaaata
taagaaacca
cgtectegege
gtcacagcett
ggtgttggeg
gtgcaccata
cgccattege
ctattacgcecce

gggttttcce

8700

8760

8820

8880

8940
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9060

9120

9180

9240

9300

9360

9420

9480

9540

9600

9660

9720

9780

9840

9900

9960
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Reivindicaciones

10.

11.

12.

Una molécula de acido nucleico que codifica
(I) un polipéptido que tiene la actividad de una endonucleasa, que es

(a) una molécula de acido nucleico que codifica un polipéptido que consiste en la secuencia de aminoacidos de
la sec. con num. de ident.:1;

(b) una molécula de acido nucleico que consiste en la secuencia de nucleotidos de la sec. con num. de ident.: 2;
(c) una molécula de acido nucleico que codifica una endonucleasa, cuya secuencia de aminoacidos es al menos
70 % idéntica a la secuencia de aminoacidos de la sec. con nium. de ident.:1;

(d) una molécula de acido nucleico que consiste en una secuencia de nucleétidos que es al menos 50 % idéntica
a la secuencia de nucledtidos de la sec. con nim. de ident.: 2;

(e) una molécula de acido nucleico que es degenerada con respecto a la molécula de acido nucleico de (d); o
(f) una molécula de acido nucleico correspondiente a la molécula de acido nucleico de cualquiera de (a) hasta
(e) en donde T se reemplaza por U;

(1) un fragmento del polipéptido de (1) que tiene la actividad de una endonucleasa.

La molécula de acido nucleico de conformidad con la reivindicacion 1, en donde en (1)(c) en dicha secuencia de
aminoacidos que tiene al menos 70 % de identidad de secuencia con respecto a la sec. con num. de ident.: 1 los
residuos de aminoacidos P66, D67, D84 y/o K86 de la sec. con num. de ident.: 1 no estan modificados.

La molécula de acido nucleico de conformidad con la reivindicacién 1 o 2 que codifica, ademas, un dominio de
unién al ADN.

La molécula de acido nucleico de conformidad con la reivindicacion 3, en donde el dominio de unién al ADN es
un motivo efector TAL de una proteina efectora TAL.

Un vector que comprende la molécula de acido nucleico de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones
1a4.

Una célula huésped que comprende la molécula de acido nucleico de conformidad con cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 4 o el vector de conformidad con la reivindicacién 5.

Una proteina o proteina de fusién que tiene la actividad de una endonucleasa en donde dicha proteina o proteina
de fusion esta codificada por la molécula de acido nucleico de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones
1 a 4 o el vector de conformidad con la reivindicacion 5.

Un método para la modificacion in vitro de una secuencia diana en el genoma de una célula eucaridtica, el método
comprende la etapa:

(a) introducir en dicha célula la molécula de acido nucleico de conformidad con la reivindicacién 3 o 4, el vector
de conformidad con la reivindicacion 5 o la proteina o proteina de fusién de conformidad con la reivindicacion 7.

El método de conformidad con la reivindicacion 8, en donde la modificacion de dicha secuencia diana es mediante
recombinacién homdloga con una secuencia de acido nucleico donante, que comprende, ademas, la etapa:

(b) introducir una molécula de acido nucleico en dicha célula, en donde dicha molécula de acido nucleico
comprende dicha secuencia de acido nucleico donante, en donde dicha secuencia de ADN donante esta
flanqueada en el extremo 5' por un primer elemento flanqueante y en el extremo 3' por un segundo elemento
flanqueante, en donde dicho primer y segundo elementos flanqueantes son diferentes y en donde cada uno de
dichos primer y segundo elementos flanqueantes son homaélogos a una secuencia de ADN continua sobre ambos
lados de la doble hebra introducidas en (a) de conformidad con la reivindicacion 8 dentro de dicha secuencia
diana en el genoma de dicha célula eucaridtica.

El método de conformidad con las reivindicaciones 8 o 9, en donde dicha célula se analiza para determinar la
modificacion exitosa de dicha secuencia diana en el genoma.

El método de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 8 a 10, en donde la célula se selecciona a partir
del grupo que consiste en una célula de mamifero o vertebrado, una célula vegetal o una célula de hongo.

El método de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 8 a 11, en donde la célula es un ovocito no
humano.
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13.

14.

15.

ES 2709216 T3

Un método para producir un vertebrado no humano o un mamifero no humano que porta una secuencia diana
modificada en su genoma; el método que comprende producir una célula no humana de acuerdo con el método
de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 9 a 12.

El método de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 8 a 13, en donde la célula se selecciona a partir
del grupo que consiste en roedores, perros, félidos, primates, conejos, cerdos, vacas, pollos, pavos, faisanes,
patos, gansos, codornices, avestruz, emues, casuarios y pez cebra.

Un método para producir la proteina o proteina de fusiéon de conformidad con la reivindicaciéon 7 que comprende

las etapas: (a) cultivar la célula huésped de conformidad con la reivindicacion 6 y (b) aislar la proteina o proteina
de fusién que se produce.
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Figura 2
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Figura 3
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Figura 4
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Figura 5
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Figura &

ESEIENU OUIWog

212



ES 2709216 T3

Figura 7
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Reportero TalRabl
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Figura 9
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Figura 11
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Figura 12
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Figura 13
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Figura 14

220



	Primera Página
	Descripción
	Lista de Secuencias
	Reivindicaciones
	Dibujos

