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DESCRIPCION
Cepas avirulentas modificadas de Salmonella Gallinarum y composicion farmacéutica usando las mismas
[Campo técnico]

La presente invencion proporciona cepas avirulentas modificadas de Salmonella Gallinarum y diversos usos de las
mismas.

[Técnica antecedente]

Actualmente, mas de 2.000 cepas de Salmonella se clasifican generalmente en serotipos especificos del huésped y
serotipos no especificos del huésped patégenos tanto para animales como para seres humanos. Son
representativos entre los patégenos adaptados a las aves Salmonella Gallinarum (SG) y Salmonella Pullorum (SP),
que se sabe que causan tifosis aviar y pullorosis, respectivamente. Estas enfermedades aviares causadas por
Salmonella se producen con poca frecuencia en los paises avanzados, pero han causado un dafio econdémico
tremendo a la avicultura en los paises en desarrollo.

Seroldgicamente, las cepas de Salmonella Gallinarum tienen las mismas estructuras de antigeno somatico (antigeno
0O) y se clasifican como no méviles porque no tienen flagelos. Después de entrar en un animal huésped a través de
pienso contaminado o un entorno contaminado, la Salmonella atraviesa el tracto gastrointestinal e invade las células
epiteliales intestinales mediante la interaccidon con un micropliegue (M) de las células de Peyer y penetra en la
membrana intestinal. La Salmonella se transporta por las células M a los macréfagos en las membranas intestinales
adyacentes, y después la infeccién por Salmonella se convierte en una enfermedad sistémica.

El sistema de secrecion de tipo Il (TTSS) es un apéndice de proteinas que se encuentra en bacterias
gramnegativas, que consiste en una estructura de complejo de proteinas de tipo aguja a través de la cual las
proteinas efectoras de virulencia pasan del citoplasma bacteriano directamente al citoplasma huésped (Mota LJ et
al., Ann Med. (2005);37(4):234-249). El sistema de secrecion de tipo Il es esencial para la administracion de la
patogenicidad de Salmonella (Schlumberger MC et al., Curr Opin Microbiol. (2006);9(1):46-54). La Salmonella de tipo
silvestre aprovecha el TTSS cuando se adhiere e invade las células huésped, y después sobrevive durante la
fagocitosis de los macroéfagos y circula por todo el cuerpo a través del torrente sanguineo, causando una infecciéon
sistémica. Por lo tanto, la infeccién por Salmonella no puede continuar sin el funcionamiento normal del TTSS. La
isla de patogenicidad de Salmonella 1 (en lo sucesivo en el presente documento denominada "SPI-1") es una region
discreta del cromosoma de Salmonella que codifica el sistema de secreciéon de tipo Il y las proteinas efectoras
virulentas que son necesarias para la invasion de las células epiteliales intestinales en la fase temprana de la
infeccion (Kimbrough TG et al., Microbes Infect, (2002);4(1):75-82). La isla de patogenicidad de Salmonella 2 (en lo
sucesivo en el presente documento, "SPI-2") es también una regién discreta del cromosoma de Salmonella que
codifica el sistema de secrecion de tipo lll y las proteinas efectoras que participan en la supervivencia y la
proliferacion durante la fagocitosis por macréfagos en érganos inmunes intestinales u érganos inmunes tales como
el bazo y el higado después de la translocacion a través de las células epiteliales (Waterman SR et al., Cell
Microbiol, (2003);5(8):501~511, Abrahams GL, Cell Microbiol, (2006);8(5):728-737). Los genes en la SPI-1 y la SPI-2
y sus funciones se resumen en la Tabla 1, a continuacion.

45 [Tabla 1]
Gen Caracteristicas
S';I' avrA supuesta proteina de membrana interna
sprB regulador transcripcional
hilC proteinas con hélice-giro-hélice reguladoras bacterianas, familia araC
orgA supuesta biosintesis flagelar/proteina de la ruta secretora de tipo Il
raK proteina de invasion celular; lipoproteina, puede unir membranas internas

prg y externas

prgJiH proteina de invasion celular
hilD proteinas con hélice-giro-hélice reguladoras, familia araC
hilA activador de la transcripcion de genes de invasion

iagB proteina de invasién celular

sptP proteina tirosina fosfato
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sicP chaperona, relacionada con la virulencia
iacP supuesta proteina portadora de acilo
sipADCB proteina de invasién celular
sicA presentacion superficial de antigenos; proteinas secretoras
spaSRQPO presentacién superficial de antigenos; proteinas secretoras
invJICB presentacion superficial de antigenos; proteinas secretoras
invAEGFH proteina de invasion
SZI' sssl&{?(ljﬁllf’GON Aparato del sistema de secrecion
sseGF Efector del sistema de secrecion
sscB Chaperona del sistema de secrecion
sseEDC Efector del sistema de secrecion
sscA Chaperona del sistema de secrecion
sseBA Efector del sistema de secrecion
ssaE Efector del sistema de secrecion
ssaDCB Aparato del sistema de secrecién
ssrA Regulador del sistema de secrecién: componente sensor
Regulador del sistema de secrecion: activador transcripcional, homélogo
ssrB
con degU/uvrY/bvgA
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Ademas de estos sistemas de secrecion de tipo lll, el gen fimbrial (faeHI) (Edwards RA et al., PNAS (2000);
97(3):1258-1262) y el factor virulento (operéon spyRABCD) presente en plasmidos virulentos de Salmonella estan
implicados en la virulencia de la Salmonella (Gulig PA et al., Mol Microbiol (1993);7(6):825-830).

Las enfermedades aviares causadas por Salmonella son dificiles de controlar porque se transmiten de diversas
maneras, incluida la transmision por huevos, y el pienso o la infeccién ambiental, y muestran altas tasas de
reaparicion incluso después del tratamiento posterior a la infecciéon con antibiéticos. Por lo tanto, es importante
prevenir la aparicion de la enfermedad mediante el uso de una vacuna, asi como la desinfecciéon de las granjas de
cria y el pienso. En la industria avicola, se ha puesto mucho esfuerzo en el uso de vacunas vivas (cepas atenuadas
de Salmonella Gallinarum - SG9S, SG9R) y vacunas muertas (vacunas en gel, vacunas a base de aceite, etc.) para
prevenir la aparicion de la tifosis aviar. Sin embargo, los efectos de la vacuna varian de acuerdo con la
concentracion de la vacuna utilizada, la afeccion de las aves vacunadas y el entorno de los gallineros. Se informa
que la eficacia de estas vacunas es significativamente menor que la de las vacunas para otras enfermedades. El
tratamiento con antibidticos, aunque reduce las lesiones resultantes, convierte las aves infectadas en portadores
cronicos (véase: Incidence and Prevention of Hen Salmonellosis, the National Veterinary Research & Quarantine
Service, Corea).

Por lo tanto, se estan demandando nuevos enfoques de control de la Salmonella que sean mejores que las vacunas
o antibidticos convencionales. Muchos cientificos han prestado atencién recientemente a los bacteriéfagos, que
infectan y lisan las bacterias especificamente y son seguros para los humanos, como una potente alternativa a los
antibiéticos. Hay muchos informes sobre el uso de bacteriéfagos en la prevencién o terapia de las enfermedades por
Salmonella (Atterbury RJ et al., Appl Environ Microbiol, (2007);73(14):4543-4549) y como desinfectantes o
detergentes para prevenir la putrefaccién de alimentos (documentos PCT 1998-08944, PCT 1995-31562, EP 1990-
202169, PCT 1990-03122), y sobre técnicas de visualizacion de fagos para el diagnéstico (Ripp S et al., J Appl
Microbiol, (2006);100(3):488-499). Las vacunas de Salmonella preparadas eliminando o modificando uno o dos
genes dentro del cluster del gen SPI-2 se han divulgado recientemente (documentos US 6923957, US7211264,
US7887816).

La disertacion de Mi Ah Kim con el titulo "Development of oral vaccine candidate using attenuated Salmonella
Gallinarum (22 de febrero de 2010, Chonbuk National University, Disertacion, paginas 69pp) divulga una cepa de
Salmonella Gallinarum en la que el gen prgK-H se ha eliminado y una cepa de Salmomello Gallinarum adicional en
la que se ha eliminado el gen sprP.

D.H.Shah (Microbiology, vol. 151, n.° 12, del 1 de diciembre de 2005) ha identificado genes de virulencia de
Salmonella Gallinarum en un modelo de infeccién de pollo utilizando un sistema de mutagénesis etiquetada con
firma basada en PCR.

I. Rychlik et al. (FEMS Microbiology letters, vol. 159, n.° 2, 15 de febrero de 1998) han identificado genes homdlogos
3
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a los genes faeH y fael en el plasmido de virulencia de Salmonella Gallinarum.

Ademas, S. Barth y R. Bauerfeind (Berl. Miinch. Tierarztl. Wschr, vol. 118, 1 de enero de 2005) divulgan una cepa de
Salmonella typhimurium a partir de la cual se han identificado caracteristicas y funciones de proteinas Spv
especificas.

Para uso industrial, los bacteriéfagos se producen separando las progenies de fagos de las células huésped que se
lisan durante la proliferacion de bacteriéfagos que se han inoculado en las células huésped cultivadas de forma
masiva. Sin embargo, en cuanto a los bacteriéfagos especificos para bacterias patégenas, sus lisados pueden
contener células huésped patdogenas que no se eliminan, y/o materiales virulentos como tales proteinas patégenas
del huésped. Esta probabilidad actta como un gran factor de riesgo para la seguridad de los bacteriéfagos
producidos sobre la base de células huésped patégenas.

Muchas bacterias tienen fagos liségenos en sus cromosomas; sin embargo, la mayoria de los fagos son cripticos y
no pueden producir progenie debido a la acumulacién de muchas mutaciones como remanentes ancestrales. Los
fagos liségenos, aunque inactivos, pueden ayudar a la capacidad de supervivencia de la Salmonella en la infecciéon
del huésped porque contienen los genes necesarios para el crecimiento litico y liségeno y algunos de los genes
codifican factores patdégenos. Sin embargo, es probable que estos genes experimenten una recombinacion
homadloga con el genoma viral de otros fagos similares que infectan de nuevo a los animales, produciendo de este
modo fagos modificados genéticamente. En cuanto a la tipica Salmonella typhimurium, tiene profagos fels-1, fels-2,
gifsy-1 y gifsy-2 y dos fagos cripticos. En contraste, podria usarse Salmonella Gallinarum como un huésped
productor de fagos, ya que Salmonella Gallinarum no tiene profagos ni fagos cripticos, y después los fagos
producidos no se modifican genéticamente por recombinacién (Edwards RA et al, Trends Microbiol, (2002); 10(2):94-
99).

Con el fin de minimizar los restos téxicos durante la producciéon de progenie y la oportunidad de mutacion del fago,
los presentes inventores disefiaron el concepto de que los grupos de genes de virulencia de Salmonella Gallinarum
podrian inactivarse para producir bacteriéfagos. No hay casos precedentes en los que bacterias avirulentas, que se
hayan convertido a partir de bacterias virulentas mediante la inactivacion de un cluster de genes de virulencia, se
hayan utilizado como una célula huésped de bacteriéfago.

Ademas de la produccién de bacteriéfagos, la Salmonella privada de virulencia mediante la inactivacién de grupos
de genes de virulencia se usa por si misma para desarrollar vacunas vivas atenuadas para controlar la Salmonella o
aplicarse a la bioindustria, lo que garantiza un valor afiadido significativo.

En la presente invencion, se utilizan cepas avirulentas modificadas de Salmonella Gallinarum obtenidas al eliminar al
menos uno del principal cluster de genes completo de virulencia de Salmonella seleccionado del siguiente punto (i) a
(iv): (i) isla de patogenicidad de Salmonella 2 (SPI-2), (ii) isla de patogenicidad de Salmonella 1 (SPI-1) y SPI-2, (iii)
spvRABCD, vy (iv) SPI-1, SPI-2, spvRABCD, y faeHI, como una célula huésped productora de bacteriéfagos y se
aplican en diversos usos.

[Divulgacién]

Con el objetivo de resolver los problemas con la modificacion recombinante de los fagos de la progenie y los
remanentes bacterianos toxicos en el transcurso de la produccion de bacteriéfagos sobre la base de los hechos
descritos anteriormente, los presentes inventores desarrollaron cepas avirulentas modificadas de Salmonella
Gallinarum de acuerdo con Reivindicacién 1 a utilizar como una célula huésped para la produccion de bacteriéfagos.
Ademas, los presentes inventores confirmaron principalmente la reduccion de la virulencia al medir la eficiencia de la
invasion de Salmonella Gallinarum en las células epiteliales aviares, y se reconfirmaron al medir la mortalidad de las
gallinas infectadas con cepas avirulentas modificadas de Salmonella Gallinarum. Por otro lado, los presentes
inventores aprueban el uso de huéspedes productores de bacteriéfagos, el uso de las composiciones farmacéuticas
y aditivos para pienso para la prevencion o el tratamiento de la salmonelosis aviar a través de la comparacion de la
productividad de los bacteriéfagos entre las cepas de tipo silvestre y las avirulentas modificadas de Salmonella
Gallinarum.

Otro objeto de la presente invencidon es proporcionar el uso de la cepa avirulenta modificada de Salmonella
Gallinarum de acuerdo con la reivindicacion 1 en la produccién de bacteriéfagos especificos de Salmonella, o un
método para producir fagos utilizando la cepa o las cepas avirulentas modificadas de Salmonella Gallinarum de
acuerdo con la reivindicacion 1. Las cepas avirulentas modificadas de Salmonella Gallinarum de acuerdo con la
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presente invencion se pueden usar para la produccion en masa de bacteriéfagos liticos especificos de Salmonella
libres de toxicidad remanente y se aplican al desarrollo de un nuevo concepto de sustitutos de antibidticos que
tienen un alto valor de utilidad y garantizan un valor afiadido significativo.

De acuerdo con la presente invencion, se proporciona ademas una composicion farmacéutica de acuerdo con las
reivindicaciones 9 y 10, una vacuna de acuerdo con la reivindicacion 11 y un aditivo para pienso de acuerdo con la
reivindicacién 12.

El cluster del gen SPI-1 codifica proteinas del sistema de secrecion de tipo Ill que permanecen en las superficies
celulares, actuando como un antigeno, mientras que el clister del gen SPI-2 codifica proteinas que participan en la
supervivencia en los fagosomas después del paso a través de las células epiteliales. Por lo tanto, la inactivacion del
cluster del gen SPI-2 en solitario, con el cluster del gen SPI-1 intacto, deja el antigeno necesario para la produccién
de un anticuerpo que induce una respuesta inmune, pero no permite que la Salmonella sobreviva durante la
fagocitosis, por lo tanto, no da como resultado una enfermedad sistémica. Por lo tanto, la cepa de Salmonella
Gallinarum inactivada por un cluster del gen SPI-2 podria usarse como una vacuna viva.

De acuerdo con la presente invencién, se proporcionan cepas avirulentas modificadas de Salmonella Gallinarum de
acuerdo con la reivindicacién 1 con una reduccion notable de la patogenicidad.

Como se usa en el presente documento, el término "clusteres de genes de virulencia de Salmonella" se refiere a los
cuatro clusteres de genes implicados en la virulencia de Salmonella Gallinarum, incluida el operén de la isla de
patogenicidad de Salmonella 1 (en lo sucesivo en el presente documento denominado "SPI-1") que codifica las
proteinas estructurales y las proteinas efectoras toxicas del sistema de secrecién de tipo lll, el operén de la isla de
patogenicidad de Salmonella 2 (en lo sucesivo en el presente documento denominado "SPI-2") que codifica las
proteinas estructurales y las proteinas efectoras téxicas del sistema de secrecion de tipo lll, el operén spyRABCD
que codifica proteinas patégicamente activas en plasmidos virulentos especificos de Salmonella aviar, y el operén
faeHI que codifica las fimbrias. Mientras funcione de forma funcional en Salmonella Gallinarum, se puede usar
cualquier cluster de genes.

El término "cluster de genes", como se usa en el presente documento, se refiere a una poblacién de genes
adyacentes en un cromosoma o un plasmido que son comunmente responsables de los mismos productos. Los
genes en un cluster estan bajo la regulacién de genes reguladores comunes.

La inactivacion de genes en bacterias se puede lograr usando diversos métodos. Por ejemplo, mediante
modificacién genética (mutacion) de las estructuras de sefial de la expresion génica, o también mediante la técnica
de ARN antisentido conocida en la técnica sin excesiva experimentacion. Las estructuras de sefial de la expresion
génica son, por ejemplo, genes represores, genes activadores, operadores, promotores, atenuadores, sitios de unién
a ribosomas, el codon de inicio y los terminadores, pero sin limitacion (Jensen y Hammer, Biotechnology and
Bioengineering 58:191195 (1998), Carrier y Keasling, Biotechnology Progress 15:5864 (1999), Franch y Gerdes,
Current Opinion in Microbiology 3:159164 (2000), Knippers ("Molecular Genetics", 62 edicion, 1995) o los de
Winnacker ("Genes y Clones", 1990), cuyo contenido de cada uno se incorpora en el presente documento por
referencia).

Ademas, se puede usar un mecanismo de interferencia de ARN (ARN de interferencia: ARNi) que induce la
degradacion del ARNm del gen diana a través de la introduccion de ARN bicatenario (ARNds) que consiste en la
cadena de sentido que comprende el ARNm del gen diana y las secuencias homdlogas del mismo, y la cadena
antisentido que comprende la secuencia complementaria. Ademas, el método que utiliza transposoén, que se puede
mover a otra ubicacién dentro del genoma de una sola célula, se puede usar para inactivar el gen a través de la
mutacion mediada por transposon para bloquear la funcion del gen diana. Las mutaciones que conducen a un
cambio o reduccion en las propiedades cataliticas de proteinas enzimaticas de clusteres de genes se conocen de la
técnica anterior (Qiu y Goodman (Journal of Biological Chemistry 272:86118617 (1997)), Yano et al., (Proceedings of
the National Academy of Sciences, USA 95:5511 5515 (1998)), y Wente y Schachmann (Journal of Biological
Chemistry 266:2083320839 (1991)). Pueden encontrarse descripciones resumidas en libros de texto conocidos de
genética y biologia molecular, tales como, por ejemplo, los de Hagemann ("General Genetics", 1986).

Preferiblemente, la inactivacion del cluster de genes se realiza utilizando un método seleccionado de los siguientes:
modificacion de uno o mas nucleétidos en el gen, eliminacién de uno o mas genes, insercién de un gen exégeno en
los genes, eliminacion de todos de los clusteres de genes, insercién de secuencias supresoras en el promotor del
cluster de genes, mutacion del promotor, insercion de una expresién que suprime la secuencia de regulacion del
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cluster de genes, introduccion del ARNi para uno o mas nucleétidos en el grupo de genes, mutaciones mediadas por
transposoén, y una combinacion de los mismos.

Los métodos descritos anteriormente pueden entenderse comunmente por los expertos en la técnica y llevarse a
cabo como se describe (Sambrook et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Tercera Edicion (Cold
SpringHarbor Press 2001)).

Por ejemplo, se pueden modificar uno o mas nucledtidos de un sitio activo dentro de un gen para disminuir la
actividad de la proteina expresada. Alternativamente, un gen resistente a los antibidticos u otro gen o genes pueden
insertarse en el gen de interés para evitar la expresion de proteinas intactas. El método mas preferible es eliminar la
secuencia completa de un grupo de genes del genoma (Russell CB et al., J. Bacteriol. (1989); 171:2609-2613,
Hamilton CM et al., J. Bacteriol. (1989); 171:4617-4622, Link AJ et al., J. Bacteriol. (1997); 179:6228-6237). En la
presente invencion, se elimina la secuencia completa del cluster de genes de interés para asegurar eficazmente la
inactivacion de los genes. Para esto, se puede emplear el método de delecidon en un solo paso que utiliza lamda Red
recombinasa, conocido como un método para eliminar clisteres de genes, desarrollado por (Datsenko KA et al.,
PNAS, (2000); 97(12):6640-6645).

Con respecto a la informacion de los genes de virulencia a eliminar, se obtuvieron secuencias de nucleétidos de SPI-
1y SPI-2 en referencia a las secuencias de genes de virulencia dentro del cromosoma de Salmonella Gallinarum
(Salmonella enterica subsp. enterica serovar Gallinarum str.287/91, NC 011274), divulgado por el NCBI. Para la
secuencia del operén faeHI, se hizo referencia a la secuencia del gen del plasmido de virulencia de Salmonella
Gallinarum (genes de la subunidad fimbrial menor del plasmido de virulencia de Salmonella Gallinarum, AF005899).
Para el operdén spvRABCD, se consulté la secuencia del mismo gen de Salmonella Typhimurium LT2, que es
altamente homdloga con Salmonella Gallinarum, porque su secuencia no se divulga en el NCBI. La secuenciacion
del operén spvRABCD de Salmonella Gallinarum también se realizd con referencia a la secuencia del gen
correspondiente de Salmonella Typhimurium.

Los ejemplos de los clusteres de genes de virulencia de Salmonella incluyen el cluster del gen SPI-1 (SEQ ID NO:
1), el cluster del gen SPI-2 (SEQ ID NO: 2), el operon spvRABCD (SEQ ID NO: 3), y el operdn faeHI (SEQ ID NO: 4)
de Salmonella Gallinarum 287/91.

Para preparar las cepas que se habian convertido en avirulentas, se eliminaron al menos un cluster de genes de
virulencia.

La presente invencion incluye una cepa de Salmonella Gallinarum en la que solo se elimina el cluster completo del
gen SPI-2 (SG3-d2), una cepa de Salmonella Gallinarum en la que se eliminan integralmente los clusteres de genes
tanto SPI-1 como SPI-2 (SG3-d1d2), y una cepa de Salmonella Gallinarum en la que los cuatro clusteres de genes
de virulencia (SPI-1, SPI-2, spvRABCD Yy faeHlI) se eliminan integralmente (SG3-d4). SG3-d2 se deposita con el N.°
de acceso KCCM11009P, SG3-d1d2 con el N.° de acceso KCCM11010P, y SG3-d4 con el N.° de acceso
KCCM11011P.

Se han publicado estudios sobre la eliminacién independiente de genes individuales de los clisteres de genes
(Hapfelmeier S et al., J Immunol, (2005); 174(3):1675-1685, Brumme S et al., Vet Microbiol, (2007); 124(3-4):274-
285, Desin TS et al., Infect Immun, Jul (2009);2866-2875), pero las cepas avirulentas de Salmonella se desarrollaron
mediante la inactivacion integral de dos o mas clusteres de genes completos que no se habian divulgado antes del
estudio de los presentes inventores. La cepa de Salmonella Gallinarum se denomindé Salmonella Gallinarum
SG2293-d2 cuando solamente se elimind la totalidad del cluster del gen SPI-2, y SG2293-d1d2 cuando tanto SPI-1
como SPI-2 se eliminaron integralmente. Ademas, se denominé SG2293-d4 tras la eliminacion de la totalidad de
SPI-1, SPI-2, spvRABCD, y faeHI. Los términos "SG2293-d2" y "SG3-d2", "SG2293-dId2" y "SG3-dId2", y "SG2293-
d4" y "SG3-d4" pueden usarse indistintamente en el presente documento.

Para determinar la avirulencia de las mismas, se sometieron a ensayo analizando las cepas preparadas mediante la
eliminacion de clusteres completos de genes de virulencia de acuerdo con la presente invencion para determinar la
eficacia de la invasion en las células epiteliales aviares y el brote de la enfermedad y la mortalidad (%) tras la
infeccion en aves de corral. Preferiblemente, se permitié que las cepas de Salmonella Gallinarum en las que se
habian eliminado los clusteres de genes de virulencia invadieran las células epiteliales aviares, de manera que
pudiera medirse la eficacia de la invasion. Ademas, las cepas se inyectaron en capas de huevo marrén para medir la
mortalidad.
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De acuerdo con otro aspecto de la misma, la presente invencidon proporciona una cepa avirulenta modificada de
Salmonella de acuerdo con la reivindicacion 1 para su uso en la produccion de bacteriofagos liticos especificos de
Salmonella y un método para producir fagos usando los mismos.

Se us6 ®CJ1 (documento US 20100135962), un fago especifico de Salmonella, para examinar la productividad del
bacteriéfago de las cepas avirulentas modificadas de Salmonella Gallinarum. El fago muestra una actividad
bactericida especifica contra Salmonella Gallinarum y Salmonella pullorum, pertenece al grupo de morfotipos de la
familia Siphoviridae B1, que se caracteriza por la capside isométrica y la cola no contractil larga, y tiene un tamafio
de genoma total de 61 kb y proteinas estructurales mayores con un tamaro de 38 kDa y 49 kDa.

El método para producir un bacteriéfago de acuerdo con la presente invencién comprende cultivar las cepas
avirulentas modificadas de Salmonella Gallinarum de acuerdo con la reivindicacion 1 en un medio, inocular un
bacteriéfago en el medio, y recuperar el bacteridéfago. A este respecto, el fago puede producirse brevemente usando
una placa o de forma masiva utilizando caldo. En el caso de la produccién utilizando una placa, un bacteriéfago se
inocula en una relacién adecuada en bacterias cuando las bacterias entran en una fase logaritmica, se mezclan con
agar superior, y se vierten en una placa. Cuando aparecen las placas de fago, las fracciones de agar superior se
recogen y se centrifugan, seguido de filtrado del sobrenadante para proporcionar una reserva de fagos. Para la
produccién en masa como caldo, se prepara una mezcla de fagos y bacterias de la misma manera que en la
produccién de placas, y se incuba durante 5 horas en caldo fresco, en lugar de en agar superior.

De acuerdo con un aspecto adicional de la misma, la presente invencién proporciona una composicion farmacéutica
para la prevencion o el tratamiento de la tifosis aviar, que comprende la cepa avirulenta de Salmonella de acuerdo
con la reivindicacion 1 como principio activo. De acuerdo con la invencién, se proporciona ademas una vacuna de
acuerdo con la reivindicaciéon 11 para la prevencion o el tratamiento de la tifosis aviar, formulada con la cepa
avirulenta de Salmonella.

La composicidon o vacuna puede comprender opcionalmente un vehiculo farmacéuticamente aceptable. El término
"vehiculo farmacéuticamente aceptable" como se usa en el presente documento, se refiere a un vehiculo o diluyente
que no deteriora la actividad bioldgica ni la propiedad del principio activo y que no irrita al sujeto. Las preparaciones
destinadas a la administracion oral pueden estar en forma de comprimidos, trociscos, pastillas, suspensiones
acuosas u oleosas, polvos, granulos, emulsiones, capsulas duras o blandas, jarabes, elixires, etc. En lo que respecta
a las formas orales tales como comprimidos y capsulas, el principio activo puede formularse en combinacién con un
aglutinante tal como lactosa, sacarosa, sorbitol, manitol, almidén, amilopectina, conjugado tal como celulosa o
gelatina, un excipiente tal como fosfato dicalcico, un disgregante tal como almidén de maiz o almidén de batata, o un
lubricante tal como estearato de magnesio, estearato de calcio, estearilfumarato de sodio o cera de polietilenglicol.
En cuanto a las capsulas, pueden comprender ademas un vehiculo liquido tal como aceite graso.

La composicion de la presente invencidon se puede formular en preparaciones para administracion no oral, tales
como inyecciones subcutaneas, inyecciones intravenosas o inyecciones intradérmicas. Para esto, la composiciéon de
la presente invencion se puede mezclar con un estabilizador o tampdn en agua para preparar una solucién o una
suspensién que después se formula en dosis unitarias tales como ampollas o viales.

Como se usa en el presente documento, el término "vacuna" se refiere a una preparacion biolégica que mejora la
inmunidad a una enfermedad particular al inducir la formacién de un anticuerpo tras la inyeccion en el cuerpo, una
preparacion que contiene un antigeno, por ejemplo, formas muertas o atenuadas de un microorganismo causante de
enfermedad. Las vacunas pueden prepararse a partir de patégenos muertos. También existen vacunas vivas, pero
con virulencia atenuada de las mismas. Las cepas avirulentas modificadas de Salmonella Gallinarum de la presente
invencién tienen las mismas proteinas antigénicas que las del tipo silvestre, pero tienen una virulencia mucho menor
en comparacion con el tipo silvestre, por lo que pueden usarse como vacunas profilacticas vivas de la tifosis aviar.

De acuerdo con la presente invencion, se proporciona adicionalmente un aditivo para pienso que comprende la cepa
avirulenta modificada de Salmonella Gallinarum de acuerdo con la reivindicacion 1. Cuando se aplica a aves de
corral, el aditivo para pienso de la presente invencion sirve como una vacuna viva que previene la tifosis aviar.

El pienso de la presente invencion se puede preparar mezclando el pienso con la cepa avirulenta modificada de
Salmonella Gallinarum tal como estd o en forma de un aditivo para pienso. En el pienso, la cepa avirulenta
modificada de Salmonella Gallinarum puede estar en estado liquido o seco. El estado seco se puede lograr
mediante diversos métodos de secado incluyendo, pero sin limitacion, el secado neumatico, el secado espontaneo,
el secado por pulverizacion y la liofilizacion. Ademas de la cepa avirulenta modificada de Salmonella Gallinarum de
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la presente invencién, el pienso de la presente invencién puede comprender ademas un aditivo tipico util para
mejorar la conservacion del pienso.

El pienso que comprende la cepa avirulenta modificada de Salmonella Gallinarum de la presente invencion puede
ser materia vegetal tal como un cereal, nuez, un subproducto del procesamiento de alimentos, mijo, fibra,
subproducto farmacéutico, un aceite vegetal, almidén, harinas de semillas oleaginosas y restos de cereales, o
materia animal tales como proteinas, minerales, grasas, aceites minerales, proteinas unicelulares, plancton de
animales y restos de alimentos, etc.

Los ejemplos del aditivo para pienso que comprende la cepa avirulenta modificada de Salmonella Gallinarum de la
presente invencion incluyen, pero sin limitacion, diversos agentes para prevenir el deterioro de la calidad y mejorar la
utilidad, tales como aglutinantes, emulsionantes, conservantes, aminoacidos, vitaminas, enzimas, probiodticos,
agentes saporiferos, compuestos nitrogenados no proteicos, silicatos, tampones, colorantes, extractos,
oligosacaridos, etc. Ademas, un agente de mezcla puede estar dentro del alcance del aditivo para pienso.

La composicion de la presente invencién se puede administrar a animales en forma de una preparacion farmacéutica
para animales, o mezclando con pienso o agua. Preferiblemente, se mezcla en forma de un aditivo para pienso con
el pienso antes de la administracion.

Siempre que permita que la composicion de la presente invencion alcance tejidos o células de interés, puede
tomarse cualquier via de administracion, tal como via no oral, intraarterial, intradérmica, transdérmica, intramuscular,
intraperitoneal, intravenosa, subcutanea, oral o intranasal.

Sera evidente para los expertos en la materia que la dosis diaria total adecuada puede ser determinada por un
médico tratante dentro del alcance del criterio médico. El nivel de dosis terapéuticamente eficaz especifico para
cualquier paciente en particular puede variar dependiendo de una diversidad de factores, incluyendo el tipo y grado
de reaccién deseada, la composicién especifica, incluido el uso de cualquier otro agente de acuerdo con el uso
previsto, la edad del paciente, el peso, salud general, género y dieta, el tiempo de administracion, la via de
administracion, y la tasa de excrecion de la composicion; la duracién del tratamiento, otros farmacos utilizados en
combinacién o a la vez con la composicion especifica; y factores similares ya conocidos en las técnicas médicas.
Tipicamente, la composicién puede administrarse a una dosis diaria de 10* a 108 UFC una vez o a modo de
dosificacion dividida.

[Efectos ventajosos]

Las cepas avirulentas modificadas de Salmonella Gallinarum de acuerdo con la presente invencion, preparadas
mediante la eliminacion de un cluster o clusteres de genes de virulencia completos, son utiles como células huésped
para producir de manera eficaz bacteriéfagos liticos especificos de Salmonella a escala industrial con la ventaja de
ahorrar coste. Las cepas avirulentas modificadas de Salmonella Gallinarum simplifican el proceso de purificacion
utilizado para eliminar la toxicidad después de la produccion de bacteriéfagos, lo que reduce considerablemente el
coste de produccion y resuelve el problema de seguridad de los productos. Ademas, las cepas modificadas pueden
usarse como vacunas vivas, que garantizan mayores efectos inmunolégicos y seguridad que las vacunas
convencionales.

[Descripcion de los dibujos]

Los anteriores y otros objetos, caracteristicas y otras ventajas de la presente invencion se entenderan mas
claramente a partir de la siguiente descripcion detallada tomada junto con los dibujos adjuntos, en los que:

La Figura 1 es un diagrama esquematico que muestra los genes de virulencia de Salmonella aviar (isla de
patogenicidad de Salmonella 1, isla de patogenicidad de Salmonella 2, spyRABCD vy faeHI) y los sitios
correspondientes a los cebadores para inactivar los genes de virulencia; y

La Figura 2 es un grafico que muestra la eficacia de la invasion in vitro en células epiteliales aviares de las
cepas de Salmonella Gallinarum inactivadas por el gen de virulencia (SG3-d1, SG3-d2, SG3-dld2 y SG3-
d4), junto con controles de tipo silvestre de Salmonella Gallinarum SG2293), vacuna viva de Salmonella
Gallinarum (SG9R) y E. coli no patdogena (MG1655). La eficiencia de invasion se expresa como un
porcentaje del recuento de microorganismos dentro de las células dividido con el recuento de
microorganismos dentro de un medio de cultivo. Los microorganismos se usaron a una concentracién de
8,0 x 107 ufc por pocillo.
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[Mejor modo]

En lo sucesivo en el presente documento, la presente invencion se describirda con mas detalle con referencia a los
Ejemplos. Sin embargo, estos ejemplos son solo para fines ilustrativos, y la invenciéon no pretende limitarse por estos
ejemplos.

[Modo de la invencidn]

EJEMPLO 1: Cribado de genes diana a inactivar mediante la comparacion de genes de virulencia de
Salmonella Gallinarum

La primera etapa de la preparacién de cepas avirulentas de Salmonella aviar fue el cribado de los genes de
virulencia diana a inactivar. La isla de patogenicidad de Salmonella 1 (SPI-1), y la isla de patogenicidad de
Salmonella 2 (SPI-2), que son ambos clisteres de genes del sistema de secrecion tipo tres esenciales para la
administracion de la patogenicidad de Salmonella, y spvRABCD vy faeHl, ambos de los cuales son genes en
plasmidos de virulencia, se determinaron como genes diana, y en la base de datos del NCBI se buscaron las
secuencias de nucleédtidos de los genes diana (Salmonella enterica subsp. enterica serovar Gallinarum str. 287/91,
NC 011274). Como la secuencia de nucledtidos de spvRABCD de Salmonella Gallinarum adn no se habia divulgado,
los cebadores se sintetizaron con referencia a la secuencia de nucleétidos del mismo nombre gen de Salmonella
typhimurium (plasmido de Salmonella typhimurium LT2 pSLT, NC 003277), que tiene una alta homologia de
nuclestidos con Salmonella Gallinarum. En cuanto al operdn faeHl, la informacién de su secuencia de nucledtidos se
obtuvo a partir de los genes de la subunidad fimbrial menor del plasmido de virulencia de Salmonella Gallinarum
(AF005899).

EJEMPLO 2: Preparacion de cepas modificadas avirulentas mediante la inactivacion de los genes de
virulencia de Salmonella Gallinarum y por la integracion de los sitios inactivados

2-1. Inactivacion de los genes de virulencia de Salmonella Gallinarum

Para eliminar los genes de virulencia relacionados con el TTSS de Salmonella Gallinarum de tipo silvestre (SGSC
N.° 2293) como se determino en el Ejemplo 1, se empled el método de delecidon en un solo paso usando lamda Red
recombinasa, desarrollado por Datsenko KA et al., (Datsenko KA et al, PNAS, (2000);97(12):6640-6645).

Se uso6 un gen resistente a cloranfenicol de pKD3 como marcador de antibiético para identificar la insercion en un
sitio diana de un cromosoma. Usando un par de los cebadores SPI-1-P1 (SEQ ID NO: 5) y SPI-1-P2 (SEQ ID NO: 6)
de la Tabla 2, que corresponden a 50 pb de la region flanqueante 5 de avrA y 50 pb de la regién flanqueante 3 del
gen invH, en los que SPI-1 que comprende de avrA a invH es el objetivo para la eliminacion, y una parte del gen
resistente a cloranfenicol de pKD3, se realizé una reaccién en cadena de la polimerasa (en lo sucesivo en el
presente documento denominada "PCR") [Sambrook et al, Molecular Cloning, a Laboratory Manual (1989), Cold
Spring Harbor Laboratories], con pKD3 como plantilla. El producto de PCR obtenido era un fragmento de gen de
aproximadamente 1100 pb de longitud.

A este respecto, se us6d un kit de premezcla de PCR HL (BIONEER) y se llevaron a cabo 30 ciclos de
desnaturalizacion a 94°C durante 30 segundos, hibridacion a 55°C durante 30 s y alargamiento a 72°C durante 1
minuto. El producto de la PCR se separ6 en gel de agarosa al 0,8% mediante electroforesis y se eluy6 en un tamafio
de banda deseado.

De acuerdo con el método de Datsenko KA et al., el fragmento del gen de 1100 pb de longitud se introdujo en
Salmonella Gallinarum de tipo silvestre competente, transformada en pKD46, que después se extendié sobre placas
LB que contenian cloranfenicol (30 mg/l). En cuanto al transformante resultante, su gen se examin6é mediante PCR
utilizando un par de cebadores SPI-1-P3 (SEQ ID NO: 7) y SPI-1-P4 (SEQ ID NO: 8), que corresponden a regiones
de aproximadamente 1 kb de distancia de ambos extremos del gen diana de eliminacion. El producto de PCR
obtenido de este modo era de 3100 pb de longitud, lo que indicaba que el cluster del gen SPI-1 estaba inactivado.

La cepa resultante se cultivd a 37°C, una condicion para eliminar el vector pKD46, para seleccionar una cepa que no
pudiera crecer en una placa LB que contenia ampicilina (100 mg/l).

Posteriormente, el marcador de antibidtico insertado en el clister de genes inactivados se elimind mediante
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transformacién con pCP20. La eliminacién del marcador de antibiético se identific6 mediante PCR utilizando los
cebadores SPI-1-P3 y SPI-1-P4. El producto de PCR resultante tenia una longitud de 2000 pb, lo que también indica
la inactivacion.

Posteriormente, la cepa que ahora estaba libre del marcador de antibiético se cultivd a 42°C (una condicion para
eliminar el pCP20) para seleccionar una cepa que no podia crecer en una placa LB que contenia ampicilina. La cepa
inactivada por cluster del gen SPI-1 obtenida de este modo se denominé SG3-d1 (SG2293::ASPI-1 de Salmonella
Gallinarum). La cepa SG3-d1 se depositd en el Korean Culture Center of Microorganisms, YuRim B/D Hongje-dong,
Seodamun-gu, Seul, Corea el 2 de julio de 2009 con el N.° de acceso KCCM11009P.

Los clusteres del gen SPI-2, spvRABCD y faeHI también se inactivaron de la misma manera que en el cluster del
gen SPI-1. Las cepas inactivadas por cluster de genes resultantes se denominaron SG3-d2 (Salmonella Gallinarum
SG2293::ASPI-2, acceso N.° KCCM11009P), SG3-ds (Salmonella Gallinarum SG2293::Aspv), y SG3-df (Salmonella
Gallinarum SG2293::Afae), respectivamente. Los cebadores utilizados para eliminar genes y para identificar la

15 eliminacion de genes se resumen en la Tabla 2, a continuacién.

[Tabla 2]
Cebadores para la eliminacion del gen SPI-1 del cromosoma

TTATGGCGCTGGAAGGATTTCCTCTGGCAGGCAACCT

SPI-1-P1 (SEQ ID NO: 5) TATAATTTCATTAGTGTAGGCTGGAGCTGCTTC

ATGCAAAATATGGTCTTAATTATATCATGATGAGTTC

SPI-1-P2 (SEQ ID NO: 6) AGCCAACGGTGATCATATGAATATCCTCCTTAG

Cebadores para la eliminacion del gen SPI-2 del cromosoma

ACCCTCTTAACCTTCGCAGTGGCCTGAAGAAGCATAC

SPI-2-P1(SEQ ID NO: 9) CAAAAGCATTTATGTGTAGGCTGGAGCTGCTTC

ACTGCGTGGCGTAAGGCTCATCAAAATATGACCAATG

SPI-2-P2 (SEQID NO: 10) CTTAATACCATCGCATATGAATATCCTCCTTAG

Cebadores para la eliminacion del gen spvRABCD del plasmido de virulencia

GTGCAAAAACAGGTCACCGCCATCCTGTTTTTGCACA

spv-P1 (SEQ ID NO: 13) TCAAA ACATTTTTGTGTAGGCTGGAGCTGCTTC

TTACCCCAACAGCTTGCCGTGTTTGCGCTTGAACATA

spv-P2 (SEQID NO: 14) GGGAT GCGGGCTTCATATGAATATCCTCCTTAG

Cebadores para la eliminacion del gen faeHI del plasmido de virulencia

TTACCGATATTCAATGCTCACCGCCAGGGAGGTATGC

fae-P1 (SEQID NO:17) CAGCG GGACGGTAGTGTAGGCTGGAGCTGCTT C

ATGAAAATAACGCATCATTATAAATCTATTATTTCCG

fae-P2 (SEQ ID NO: 18) CC CTGGCCGCGCTCATATGAATATCCTCCTTAG

Cebadores para la identifi

cacion de la eliminacién del gen SPI-1 del cromosoma

SPI-1-P3 (SEQ ID NO: 7)

ATGTTCTTAACAACGTTACTG

SPI-1-P4 (SEQ ID NO: 8)

AGGTAGTACGTTACTGACCAC

Cebadores para la iden

tificacion de la eliminacion del SPI-2 del cromosoma

SPI-2-P3 (SEQ ID NO: 11)

TGTTCGTACTGCCGATGTCGC

SPI-2-P4 (SEQ ID NO: 12)

AGTACGACGACTGACGCCAAT
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Cebadores para la eliminacion del gen spyRABCD del plasmido de virulencia
spv-P3 (SEQ ID NO: 15) GACCATATCTGCCTGCCTCAG
spv-P4 (SEQ ID NO: 16) CAGAGCCCGTTCTCTACCGAC

Cebadores para la delecion del gen faeHI del plasmido de virulencia
fae-P3 (SEQ ID NO: 19) CAGGCTCCCCTGCCACCGGCT
fae-P4 (SEQ ID NO: 20) CAGGCCAACTATCTTTCCCTA

2-2. Integracion de la inactivacion de los genes de virulencia relacionada con el sistema de secrecioén de tipo
]

Para inactivar integralmente los clusteres de genes en una cepa, la cepa SG3-d1 se sometié secuencialmente a la
inactivacion de los clusteres de los genes SPI-2, spvRABCD vy faeHlI, utilizando un método similar al del Ejemplo 2-1.

Para comenzar, se realizé la PCR utilizando los cebadores SPI-2-P1 (SEQ ID NO: 9) y SPI-2-P2 (SEQ ID NO: 10)
con el fin de inactivar el cluster del gen SPI-2, sirviendo pKD4 como plantilla, dando como resultado un fragmento
del gen de 1600 pb. Este producto de PCR se introdujo en la cepa SG3-d1 en la que permanecié el vector pKD46
(Ejemplo 1-2), seguido de la propagacion de las bacterias sobre una placa LB que contenia kanamicina (50 mg/l). En
cuanto al transformante resultante, su gen se examiné mediante PCR utilizando un par de cebadores SPI-2-P3 (SEQ
ID NO: 11) y SPI-2-P4 (SEQ ID NO: 12), que corresponden a ambas regiones flanqueantes del gen diana de
eliminacion. El producto de PCR obtenido de este modo era de 3600 pb de longitud, lo que indicaba que el cluster
del gen SPI-2 estaba inactivado.

La cepa resultante se cultivd a 37°C, una condicion para eliminar el vector pKD46, para seleccionar una cepa que no
pudiera crecer en una placa LB que contenia ampicilina (100 mg/l).

Posteriormente, el marcador de antibidtico insertado en el cluster de genes inactivados se elimind mediante
transformacion con pCP20. La eliminacion del marcador de antibiético se identificé por PCR usando los cebadores
SPI-1-P3 y SPI-1-P4 en el caso de SPI-1 y los cebadores SPI-2-P3 y SPI-2-P4 en el caso de SPI-2. El producto de
PCR resultante tenia una longitud de 2000 pb, lo que también indica que se habia producido la inactivacion.

Posteriormente, la cepa libre del marcador de antibidtico se cultivd a 42°C (una condicion para eliminar el pCP20)
para seleccionar una cepa que no podia crecer en una placa LB que contenia ampicilina. La cepa inactivada por
clusteres de los genes SPI-1 y SPI-2 obtenida de este modo se denominé SG3-d1d2 (SG2293::ASPI-1ASPI-2 de
Salmonella Gallinarum, N.° de acceso KCCM11010P). La cepa SG3-d1d2 se deposité en el Korean Culture Center
of Microorganisms, YuRim B/D Hongje-dong, Seodamun-gu, Sedl, Corea el 2 de julio de 2009 con el N.° de acceso
KCCM1 1010P.

En la cepa SG-dId2, los clusteres de los genes spvRABCD y faeHI se inactivaron adicionalmente. Para este fin, el
cluster del gen spvRABCD (el gen resistente a kanamicina de pKD4 se us6 como marcador de antibidtico) se
inactivé de la misma manera que en la inactivaciéon de SPI-1 en el Ejemplo 1-2, mientras que la inactivacion del
cluster del gen faeHlI (el gen resistente a cloranfenicol de pKD3 se usé como marcador de antibiético) se realizé de
la misma manera que en la inactivacién de SPI-2 en la cepa inactivada de SPI-1. En cuanto a los transformantes
resultantes, sus genes se examinaron mediante PCR utilizando el conjunto de cebadores spv-P3 (SEQ ID NO: 15) y
spv-P4 (SEQ ID NO: 16) para la eliminacién de spvRABCD, y el conjunto de cebadores fae-P3 (SEQ ID NO: 19) y
fae-P4 (SEQ ID NO: 20) para la eliminacién de faeHI, que corresponden a las regiones de aproximadamente 1 kb de
distancia de ambos extremos de los genes diana de eliminacion respectivos. Los productos de la PCR obtenidos de
este modo eran de 3600 pb, 3100 pb de largo respectivamente, lo que indicaba que los clusteres de los genes
spvRABCD vy faeHI estaban inactivados. La cepa resultante se cultivé a 37°C, una condicién para eliminar el vector
pKD46, para seleccionar una cepa que no pudiera crecer en una placa LB que contenia ampicilina (100 mg/l). La
cepa de Salmonella Gallinarum en la que todos los cuatro clusteres de los genes SPI-1, SPI-2, spvRABCD vy faeHI
se inactivaron integralmente se denominé SG3-d4 (SG2293::ASPI-1 ASPI-2AspvRABCDAfaeHI de Salmonella
Gallinarum) y se depositaron con el N.° de acceso KCCM11011P en el Korean Culture Center of Microorganisms,
YuRim B/D Hongje-dong, Seodamun-gu, Seul, Corea el 2 de julio de 2009.

2-3. Secuenciacion del operén spvRABCD de Salmonella Gallinarum
En ninguna parte se ha divulgado aun la informacién genética sobre spvRABCD de Salmonella Gallinarum (SGSC

N.° 2293). Su secuencia de nucleétidos se analizé en la presente invencion. Para ello, los cebadores se sintetizaron
como se resume en la Tabla 3, a continuacion.
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Tabla 3]
spv-S1 (SEQ ID NO: 21) [ GGTCAATTAAATCCACTCAGAA
spv-S2 (SEQ ID NO: 22) ACGGGAGACACCAGATTATC
spv-S3 (SEQ ID NO: 23) TTCAGTAAAGTGGCGTGAGC
spv-S4 (SEQ ID NO: 24) CCAGGTGGAGTTATCTCTGC

spv-S5 (SEQ ID NO: 25) | ACTGTCGGGCAAAGGTATTC
spv-S6 (SEQ ID NO: 26) | TTTCTGGTTACTGCATGACAG
spv-S7 (SEQ ID NO: 27) | TCCAGAGGTACAGATCGGC
spv-S8 (SEQ ID NO: 28) | GAAGGAATACACTACTATAGG
spv-S9 (SEQ ID NO: 29) | GTGTCAGCAGTTGCATCATC
spv-S10 (SEQ ID NO: 30) | AGTGACCGATATGGAGAAGG
spv-S11 (SEQ ID NO: 31) | AAGCCTGTCTCTGCATTTCG
spv-512 (SEQ ID NO: 32) | AACCGTTATGACATTAAGAGG
spv-S13 (SEQ ID NO: 33) | TAAGGCTCTCTATTAACTTAC
spv-S14 (SEQ ID NO: 34) | AACCGCTTCTGGCTGTAGC
spv-515 (SEQ ID NO: 35) | CCGTAACAATGACATTATCCTC

El resultado del analisis se proporciona en la SEQ ID NO: 3.

EJEMPLO 3: Ensayo de Salmonella Gallinarum inactivada por clusteres de genes de virulencia SG3-d4 para
determinar la avirulencia mediante la medicion de la eficiencia de la invasion en una célula epitelial aviar

Salmonella Gallinarum y Salmonella pullorum, que son especies Unicas de Salmonella debido a la falta de flagelos
moviles, infectan especificamente a las células aviares y pueden invadir otras células animales, pero con una
eficacia muy baja. En este ejemplo, se realizé6 un ensayo de invasion celular in vitro (Henderson SC et al, Infect
Immun, (1999); 67(7):3580-3586) en la linea de células epiteliales aviares (tumor abdominal de periquito),
proporcionada por el Dr. Lee, Georgia University. Se esperaba que las cepas modificadas de Salmonella Gallinarum
SG3-d1d2 y SG3-d4, desarrolladas por el método de eliminaciéon génica descrito anteriormente, invadieran la célula
huésped con una eficacia muy baja en funcién del nivel reducido de proteina relacionada con TTSS. Una revision
reciente de la investigacion sobre los mecanismos de infeccion de los microorganismos patdgenos indica que incluso
cuando solo se elimina un gen especifico de SPI-1, la cepa de Salmonella muestra una disminucién en la eficiencia
de invasién de las células epiteliales (Lostroh CP et al, Microbes Infect, (2001); 3(14-15):1281-1291).

En la presente invencion, se comprobd que la eliminacion de genes relacionados con TTSS conducia a una
disminucion de la virulencia al medir la eficacia de la invasion de las cepas modificadas de Salmonella aviar en la
linea celular epitelial aviar BAT.

La eficacia de la invasion en células epiteliales aviares se midié en placas de 24 pocillos por triplicado, y se
proporcionaron los valores medios de tres mediciones. La linea celular BAT se cultivd a 37°C en DMEM
complementado con suero fetal bovino al 10%, glutamina 1 mM, 100 Ul/ml de penicilina y 100 pg/ml de
estreptomicina bajo la condiciéon de un 5 % de CO:. La linea celular BAT se sembré a una densidad de 2,5 x 10°
células/pocillo en placas de 24 pocillos y se incub6 a 37 °C durante 1-2 dias en una incubadora con el 5 % de CO2
para formar monocapas de células. Después de la distribucién de la célula y la incubacién durante un dia, se cambio
el medio de cultivo por DMEM sin antibiético. Para la comparacién de la eficacia de la invasion, se emplearon
Salmonella Gallinarum de tipo silvestre SG3 (SGSC N.%: 2293), las cepas de Salmonella Gallinarum inactivadas por
los clusteres de los genes de virulencia SG3-d1, SG3-d2, SG3-dIld2 y SG3-d4, y SGI9R, que es una vacuna viva
disponible comercialmente, sirviendo MG1655 de E. coli no patégeno como control.

Después de cultivarse principalmente en semilla, todas las bacterias de ensayo se incubaron vigorosamente durante
4-5 horas en un medio LB principal, y los cultivos se diluyeron a una DOsoo = 1,0. A 200 pl de las células animales
incubadas en el medio sin antibidtico, se le afiadieron 200 pl de cada uno de los cultivos diluidos para que las
bacterias se dividieran en alicuotas a una concentracion de 2,0 x 108 UFC/ml por pocillo. Las placas se incubaron a
37°C durante una hora en una atmoésfera de CO2 al 5 % para permitir que las bacterias penetraran en las células
epiteliales. Posteriormente, el medio se elimind por aspiracién y las placas se lavaron con IX PBS para eliminar los
microorganismos restantes. Después, las células epiteliales se incubaron a 37°C durante 2 horas en presencia de 50
pug/ml de gentamicina en una incubadora de CO2 al 5 % para eliminar los microorganismos que quedaron fuera de
las células. El antibidtico se elimind por lavado con IX PBS. Para examinar los microorganismos que lograron
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penetrar en las células epiteliales, las células animales se lisaron durante 15-30 minutos en 500 pl de Triton X-100 al
0,1 %. Los lisados celulares se extendieron sobre placas LB y se incubaron durante una noche a 37°C para poder
contar los microorganismos que habian crecido. Para calcular la eficacia de la invasion, también se incubaron 200 pl
del cultivo de microorganismos con una DOeoo = 1,0.

5
Eficiencia de la invasion (%) = Recuento de microorganismos que han invadido la célula/recuento de
microorganismos en el medio de cultivo (DOeoo = 1,0) x 100
Se calcularon las eficiencias de invasion celular BAT de las cuatro cepas de Salmonella Gallinarum transformadas
10 preparadas por la inactivacion de clusteres de genes de virulencia. De ellas, la cepa modificada en la que solo se
inactivo el cluster del gen SPI-1, responsable del mecanismo de invasion celular, disminuyd la eficiencia de la
invasion en un 84 % en comparacion con el tipo silvestre. Se encontré que la cepa modificada SG3-dld2 con la
eliminacion tanto de SPI-1 como de SPI-2 y la cepa modificada SG3-d4 con la eliminacién de los cuatro clisteres de
genes disminuyen la eficiencia de invasion celular en aproximadamente el 89 % y el 91 %, respectivamente, en
15 comparacion con Salmonella Gallinarum (SG3) de tipo silvestre. Las cepas modificadas de la presente invencion
también tenian una capacidad de invasion notablemente reducida, en comparacion con la de la vacuna viva
disponible comercialmente Nobilis SG9R. Estos datos demostraron que la inactivacion de los clusteres de genes
relacionados con TTSS disminuye la virulencia de Salmonella Gallinarum (véase la Tabla 4 y la Figura 2).
20 [Tabla 4]
. . Indice de
Cepa Propiedad Genotipo internalizacion (%)
Grupo de control MG1655 E. coli avirulenta Tipo silvestre 2%
Salmonella Gallinarum virulenta L o
SG3 (tipo silvestre, SGSC N.2 2293) | 11Po silvestre 100%
Nobilis Vacuna yiva contr_a Salmonella
SGOR Gallinarum (disponible SG:: ArecA 67%
comercialmente)
Grupo de ensayo .
(Salmonella Gallinarum | SG3-g1 | Saimonella Gallinarum con gende | 5. Agp).1 16%
; virulencia eliminado
avirulenta)
SG3-d2 Salmone]la Gal_linar'unj con gen de SG ASPI-2 349
virulencia eliminado
SG3- Salmonella Gallinarum con gen de SG:: ASPI- 11%
d1d2 virulencia eliminado 1/ASPI-2
Salmonella Gallinarum con gen de SG:: ASPI-
SG3-d4 . L 1/ASPI-2/ 9%
virulencia eliminado
Aspv/Afae
(SG3 100% = 0,36% de eficiencia de invasion en la practica)
La avirulencia de la cepa modificada de Salmonella Gallinarum SG3-d4 se confirmd por una prueba in vitro que
muestra una eficiencia de invasion extremadamente baja en las células epiteliales aviares, y se reconfirmé en
pruebas en animales, y los resultados se dan en el Ejemplo 4.
25
EJEMPLO 4: Ensayo de SG3-d4 de Salmonella Gallinarum para determinar la avirulencia mediante la
medicion de la mortalidad de los pollos
Se encomendod este ensayo al Research Institute of Veterinary Science, Seoul National University. Las capas de
30 huevo marrén de una semana de edad (pollo Hy-Line) se dividieron en muchos grupos de 10 que se separaron en
los respectivos gallineros antes de la infeccion con patégenos. No se usaron programas de vacunas en los animales
experimentales después de la eclosion.
Se emplearon en el ensayo in vivo cinco cepas de Salmonella aviar que incluian la Salmonella Gallinarum de tipo
35 silvestre SG3 (SGSC N.°: 2293), la Salmonella Gallinarum inactivada por cluster de genes virulentos SG3-d2 y SG3-

d4 (identificada para disminuir en virulencia por ensayo de invasiéon in vitro), la vacuna viva disponible
comercialmente, Nobilis SGIR, y la MG1655 de E. coli no patégena.

Después de cultivarse principalmente en semilla, las cinco cepas se incubaron vigorosamente durante 4-5 horas a
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una DOsoo = 1,0 en un medio LB principal, y la concentracion de cada uno de los cultivos celulares se ajust6é a 1,0 x
108 UFC/ml. Las bacterias se inyectaron por via subcutanea a los pollos a una dosis ajustada que después se
controlo durante dos semanas para determinar la mortalidad. Posteriormente, se realizé una autopsia de los pollos
que estaban vivos para examinar las lesiones y aislar las bacterias.

Durante las dos semanas posteriores a la infeccion artificial de los patogenos (1,0 x 108 UFC/ml), los pollos
infectados con Salmonella Gallinarum modificada (SG3) se observaron y mostraron sindromes externos tipicos tales
como baja motilidad, diarrea azul y baja ingesta de pienso, y parecian estar muriendo. La mortalidad no fue alta,
pero la autopsia revel6 lesiones en casi todos los pollos.

En contraste, se observé que el grupo de pollos infectados con la cepa modificada de Salmonella Gallinarum (SG3-
d4) se movia activamente y no moria, aunque algunos de ellos tuvieron diarrea durante las dos semanas. Ademas,
se encontrd que casi no tenian lesiones en la autopsia. Por lo tanto, se demostré de nuevo que la cepa modificada
de Salmonella Gallinarum de la presente invencion tenia una virulencia muy reducida. Se observé que los grupos de
pollos infectados con la cepa modificada SG3-d2 en la que el gen responsable de la invasion primaria en las células
huésped permanece intacto, mientras que el gen SPI-2 involucrado en la infeccion sistémica y la supervivencia
sobre la fagocitosis esta inactivado, o con la cepa modificada SG3-ds en la que el gen spv, que se sabe que
participa en la patogenicidad, esta inactivado, tenian una mortalidad baja o nula (%). Por lo tanto, incluso la
inactivacion de clusteres de genes unicos tuvo una gran influencia en la reduccion de la patogenicidad (véase la
Tabla 5).

[Tabla 5]

Mortalidad Frecuencia de las
Cepa Propiedad Genotipo (%) lesiones en aves
° vivas (%)

Grupo de control MG1655 E. coli avirulenta Tipo silvestre 0% 20% (2/10)

Salmonella Gallinarum
SG3 virulenta (tipo silvestre, Tipo silvestre 20% 88% (7/8)
SGSC N.° 2293)

Vacuna viva contra
Nobilis Salmonella Gallinarum
SGO9R (disponible
comercialmente)

SG:: ArecA 0% 40% (4/10)

Grupo de ensayo
(Salmonella SG3-d1 Salmonglla Gallllnarlurr_] con SG:: ASPI-1 40% 17% (1/6)
Gallinarum gen de virulencia eliminado

avirulenta)

Salmonella Gallinarum con

SG3-d2 . o
gen de virulencia eliminado

SG:: ASPI-2 10% 0% (0/9)

SG3-ds Salmonella Gallinarum con SG:: Aspv 0% 20% (2/10)

gen de virulencia eliminado
Salmonella Gallinarum con SG: ASPI-
SG3-d4 . L 1/ASPI- 0% 10% (1/10)

gen de virulencia eliminado
2/Aspv/Afae

25

30

35

De acuerdo con los hallazgos de la autopsia, el higado y el bazo estaban hinchados y debilitados, con la frecuencia
significativa de lesiones hepaticas de color marrén verdoso o verde azulado, en el grupo de pollos infectados con
Salmonella Gallinarum (SG3) de tipo silvestre. Al igual que la vacuna viva Nobilis SG9R disponible comercialmente o
la MG1655 de E. coli no patdégena, sin embargo, se descubrié que las cepas inactivadas por clusteres de genes
virulentos de la presente invencién (SG3-d1d2 y SG3-d4) casi no tenian lesiones, y demostraron ser inofensivas
para los pollos.

EJEMPLO 5: Comparacion de la productividad del bacteriéfago ®CJ1 especifico para las cepas modificadas
de Salmonella Gallinarum

En dltima instancia, el desarrollo de cepas avirulentas de Salmonella se debe aplicar a la produccion de

bacteriéfagos liticos especificos de Salmonella. Se demostré que las cepas modificadas de Salmonella preparadas
en el Ejemplo 2 tienen una virulencia muy atenuada en los Ejemplos 3 y 4. Finalmente, se utilizd ®CJ1 (Solicitud de
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Patente Coreana N.° 10-2008-121500/documento US 20100135962), que infecta especificamente con Salmonella
aviar, para examinar una diferencia en la productividad de bacteriéfagos entre las cepas de Salmonella Gallinarum
de tipo silvestre y las modificadas.

El bacteriofago aviar especifico ®CJ1 se cultivd a gran escala, sirviendo la cepa de Salmonella Gallinarum (SG3) de
tipo silvestre o la cepa modificada como célula huésped. Para ello, cada cepa bacteriana se cultivd a una DOsoo de
0,5 (2,5 x 10'° unidades formadoras de colonias (UFC)) en 50 ml de caldo LB en un matraz con agitacion. Se inoculd
®CJ1 a 1,25 x 10° UFP (unidades formadoras de placas) para formar una MOI (multiplicidad de infeccion) de 0,05, y
se dejo en reposo durante 20 min a 37°C, seguido de una incubacion adicional a 37°C durante 4 horas. Se afadio
cloroformo en una cantidad del 2% del volumen final y se agité durante 20 min. Después del paso del sobrenadante
a través de un filtro de 0,2 um, se conté el titulo de ®CJ1.

Se produjo ®CJ1 a un titulo de 6 x 10"" UFP/mI de la cepa de tipo silvestre (SG3) y a un titulo de 8 x 10'® UFP/ml de
la cepa modificada de Salmonella Gallinarum (SG3-d4). Estos datos demostraron que las cepas modificadas
preparadas mediante la inactivacion de clisteres de genes de virulencia no tienen problemas con la infeccién con
bacteriéfagos, y pueden usarse como células huésped para producir bacteriéfagos (véase la Tabla 6). Ademas,
®CJ2 (documento US 20100158870) y ®CJ3 (documento US 20100166709), ambos desarrollados por el mismo
solicitante, se produjeron utilizando la cepa modificada como una célula huésped. Se encontr6 que la célula huésped
permite la produccion de ®CJ2 a un titulo de aproximadamente 2 x 10" UFP/ml y ®CJ3 a un titulo de

aproximadamente 5 x 10° UFP/ml. Al igual que ®CJ1, ®CJ2 y ®CJI3 se produjeron a partir de la cepa modificada de
la presente invencion, sin diferencias significativas con respecto al tipo silvestre.
[Tabla 6]
. . Titulo de produccion
Cepa Propiedad Genotipo de ®CJ1 (UFP/ml)
Salmonella Gallinarum
Grupo de control SG3 | virulenta (tipo silvestre, SGSC Tipo silvestre 6 x10™
N.° 2293)
Grupo de ensayo . SG3:: ASPI-
(Salmonella Gallinarum SG3- Saimonella Gallinarum con 1/ASPI- 8x 10"
- d4 gen de virulencia eliminado
avirulenta) 2/Aspv/Afae

25

30

35

40

45

50

Como se ha descrito hasta ahora, las cepas avirulentas modificadas de Salmonella Gallinarum, preparadas
mediante la inactivacion de los genes de virulencia, de acuerdo con la presente invencion, son utiles como células
huésped para producir eficazmente bacteriéfagos liticos especificos de Salmonella a escala industrial con la ventaja
de ahorrar costes. Las cepas avirulentas modificadas de Salmonella Gallinarum simplifican el proceso de purificacion
utilizado para eliminar la toxicidad después de la produccion de bacteriéfagos, lo que reduce considerablemente el
coste de produccion y resuelve el problema de seguridad de los productos. Ademas, las cepas avirulentas
modificadas pueden usarse como vacunas vivas, que garantizan mayores efectos inmunolégicos y seguridad que las
vacunas convencionales.

Aunque las formas de realizacion preferidas de la presente invencidén se han divulgado con fines ilustrativos, los

expertos en la técnica apreciaran que son posibles diversas modificaciones, adiciones y sustituciones, sin apartarse
del alcance de las reivindicaciones adjuntas.
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<110> CJ CHEILJEDANG CORPORATION

<120> CEPAS AVIRULENTAS MODIFICADAS DE SALMONELLA GALLINARUM Y COMPOSICION
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<150> US61/487.137
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<160> 35
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<223> Isla de patogenicidad de Salmonella 1

<400> 1
ttacgattta

ttttttateg
tttgtttact
tacgccttga
gagaaaaggt
gttcataaat
agagcttcgt
ttcaagagct
tggttcgaac
atggatacct
ggtctcettt
tggatacttc
gtaactgata
ggtcaatgct
catattacga
aaatatcatc
tgagccaggce

ttttttataa

agtaaagact
tttagcataa
atactgcttce
gtatgtttgt
tcttcaccac
tcaagctgaa
tgaatgtcca
gctttggtece
aaaatcaccg
gaacttccca
atagaggaaa
ttattggecct
tgaatccage
tcggtgttta
gtcgtaggac
tttaactttt
taccaaccac

taaaagctca

tatattcagce
cggcattgtt
ccgeccgeegg
aaaaactcac
acagacgttc
gttttttgge
gctcgaccat
tcaacgccag
atgtctttce
tatttacgag
caagctcatg
gtgcaacaag
tgccatctat
gctecececeget
ttagcatact
cagattcaat
ctccggatga

acacatggtc

tatccttttt
atcgaatcge
attggcctce
cggcagataa
acaaatatta
gagcgccagg
agcaaaataa
taaagcaggt
gtccataact
aaatcgggca
gactgacata
aaaaggcatc
aatttcactt
gacgtcagge
tttcecctecca
atattgecctg
ttatatataa

ataaatgata
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ttatgagcgg
tcataaagcg
acatattcat
cggtctgett
tcttcatgaa
ctaaaaatac
caatcaggca
ccaaaagcgc
ctaaaatcga
gattcaacgc
acaaatttaa
atttcgagat
tccagacgcet
tgaggcgata
catgatagct
caaaaatatg
gaattactac

aaaaatattt

atatagagag
tttcattctt
ttaatcgttg
tatcggacgg
tttttactaa
cgcattcaga
gttgttcacg
tacacgctge
cgactgaaat
cttccattct
gatttaactc
cggtttecte
caacaataca
aactcgcecece
cctgcaccga
cctcaatgat
tcaaaaaatc

taattcattc

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080



ctaccgcaat
tgcgctgtaa
tcceccaaacg
attttttege
tcgectgegt
cctectteegg
gcetgtggea
tagcgcagga
agcgatcgat
tcagcaacgc
cgtcecggeat
acttttecegg
taccgtatat
ggtaatgatt
aggtaataag
tacaaatctg
cgattgceeg
attaactaca
tggtatctgt
tcgtacgecat
aagaaggcgt
gtaataattt
cttcagcgge
cagcctgtga
tcgtaatttt
atataagata
aaacccgtgg
acaagtcecge
agtttcttgt
gtgaagaaaa
tttccaataa

ttcgcaaact

cggtaacgeg
atgcgegtcet
atacataacc
cagttcaatt
gacaccggga
cgtctcgeeg
gaaacgcagc
tagttecgtcet
ataatacaag
atgaaaaaga
atcggataga
atatttttge
aattacattt
tttcttectg
accagatacg
ataatgatta
gcgectggtg
tatcactggt
aacgcaaaca
aaagctaagc
atcatagcca
tatagcctga
cagttttege
ccatttgegg
tattgctcge
catcaatgag
acatgccaca
atgaaaaaaa
actgtaaaaa
atcaatatgc
aaataaacac

gcctttatta
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caattatcgt
agtttcagtc
ttcttacgat
gceggatgte
ggtagattcc
gcattaaaag
caggctteeg
tttaaaacat
cgatctgcca
taaacatgct
gaatgcaaaa
ttaaaaatag
ctcatttatt
ggcgactact
ttattacatg
aatttactgt
gccatgtatg
gtagcgatac
gatagtaacg
ggtgtaatct
cacatcgtcg
ttcatacgag
ttcagacttg
gtgagatcge
tcaaggaaat
aaatatgaat
ccatgcaaaa
tactttggtt
actttgtaga
ccttectattt
ggcgcagatt

agtttaaaca

caggtacagc
cccggaacag
aaatactgac
cggaggataa
accaggcgta
catacgtagc
gaagacggag
aatccataac
ctaccaaaac
catgcgggtt
gtgcggttaa
actgaagggce
tatccttttt
gcgcaagtag
cgcaatgteg
tttactttac
tctgacaatg
tgaaatatac
tttaaaataa
taaaatgceg
cgacttgtga
catctaggta
atacgctcat
tgataataat
caaacccacc
aatcatgatc
tagagtcaaa
tcgtttttaa
atttttgcat
cgctcecatact
gttcgatgaa

ataagcagtt
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agggttatgt
cgatagcggt
ggtttttgtt
taatatcage
ttgattgata
agccacggtt
cttetetege
gccaaaatat
tttacggttc
caaagctaaa
tgagttacac
ataacaatta
tgaaaactga
ataacgcctt
ttaccgaaat
tgtaatctcet
aacgctttcg
actacgatta
tttcacaaat
tttaaaaata
aatatttcca
tattttgcta
aaacagcttt
gttataaact
gggcttacgt
atcaatactc
agtatcactc
tgatagetct
taagtcatag
aagcgtgatt
ctcecccaaat

tgcgacataa

gcaaaagcag
gaagagtcca
cccagaccaa
agcgcatatt
ttaaacaata
ttcttttgtg
tccgagegga
tgcagcacac
tgcaaccgeg
atcagcccgg
gttttaacge
gtccagttaa
ccacagcttce
cttactacaa
gaattccttt
tagagtacaa
attccecttte
aaaaaatatt
caatggttca
gcgataaaat
gcccccatac
aaactcacct
ccegecaccet
ttctettttg
acaaatgccg
acattactac
atccctggea
cgatcattat
gaaacttcca
gtttgatctt
tegttttcaa

tagtctcetta

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



cgtcagctaa
tggcctcaac
aactcaaaat
ccgatttttt
aaagataccce
atcatttcag
gacacactgg
caaatcgcca
aataatctcc
cccgtttaaa
catagccgtt
ggcattcatc
cgccagaagt
cgcgectatcee
ttcagtatct
acctccgett
attgtccgge
tcaacaaatt
tgttcctgat
agtttttggt
ttatcgaaat
gcagctgaaa
gtctgattat
taaccttcct
atacgcttag
agcgttttac
tttttgagca
tgcctectcea
aaattcattt
cgccttattg

atccggcagg

tccatttatt
tgatttattc
cgttatattc
tattattata
ttacaaactt
aataaaacgg
catggtgcat
gcaatggggg
tgcatccagg
gcctcatata
tgctgctcaa
tcttgataaa
cgttggtaga
acattattca
gctgtcggga
gcgtttttgt
agtcttgtgg
gttcaggtga
gatatttaag
gatctttttt
cccttageca
ataactcgecg
cagtaagata
gataggcgta
cccgttgatg
gctttatcag
tattgtaagg
ataaatggag
agggcattta
cagacagata

ccaagcaagg
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aatggaaatt
attgaaggca
ttataaacaa
gccaataatt
tatgcacaat
ctggcagaca
tttctgeatt
ttcaccagtce
aggtcatttg
aatgggtgce
aagaaacaaa
tgctatcttt
atgcatcata
gcatagcgge
ccaaataaga
cttccattca
aagttcatca
aaattctgeg
attaaaagtg
cgcattaact
ctcatccagg
ggcataaatc
agcggcgace
catccgcaag
cgcctgetgt
tatcceccectca
ccagtagcaa
gaaaaagcaa
actgtgcata
aacttgttcc

ctcecetgect

tgtteggetg
ataccatatt
ataattaaaa
acattccaac
tttgtaatga
tcttaataat
atttgctgat
aattgcctcet
tgactgtgceg
cggttcaact
agccgaatca
aagcgtttca
aagatcaacg
cctggecacte
agtcggaatc
tcaataagtg
agatgatgct
atctgatcge
cctggccagt
ggcagtgtta
acggttaaaa
tgtatttttt
tgctgtaacg
gtctttgect
tctaatcttt
acaggcgaaa
aattgacatt
aggaaaacgc
cccgacgceta
ctgatgcatt

tgccagatcg
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ttgaaggtga
ttatcctgtg
ctcacagaga
gcgegttcat
aagcttacaa
ccatatacat
atatacacca
ttgttttecce
ttcattgtac
tttgctaaca
ccactgttag
gaagaggctg
tcgecgecat
aacgaaacca
gtacccggta
cgttaatggc
taatgacgcc
cgcaactcat
tctccataag
aaaaaagttg
gcgttteggg
ccatccactt
cgtctatcat
cttecttecge
caatagagaa
gcggggacgg
tctacagcat
tgtgctaaag
agtaaaaacc
gccaaaaatg

gctctcagtt

ttattgctaa
tgctataagg
tgatttaaat
ttcgtcacaa
tattaatata
caataagata
taccttatca
cgcccgataa
caactaatac
tgttttgtag
gatctttgaa
actcaggaag
tgcttaaagg
cacccgtege
tcaccttata
gttatcagaa
tactgcegtt
gataaagcgce
caacaccatc
ccectecagge
atggtcgacc
ccaggccatt
tcecctgeteg
ctctecgcaaa
ataacgttcc
tattgggata
cctgcttcaa
attcaggtaa
ggtgattcgg
cttgcgecca

tatggcaacc

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



gagtaaatac
gttttgaata
tgecegeegece
atggatatac
attcatttga
ggtttttgta
caatccaact
catcagaacg
tctttaagaa
cggctaatgc
cataactaat
gtecgetgtte
aatccgeegg
taatccagta
ttececgetatce
tagecctgtte
ttaccagcag
cccgactect
catctcttge
gttggtaatc
tagccggtca
tataacggca
acggaagttc
cgegttacgg
atcggagggt
aacgcccgta
aatgacttcc
cattttgata
taattcgatc
ttgacgggct
ccecttatga

gcctgetgeg

gctacctgeg
cactcctttt
ctggeggegg
gataacggat
cgatttegec
ataccagacg
ggttgcaaaa
ttctgacaac
acgcttgata
cgacagatga
atggaccctg
aatagccgaa
gaacatctgc
caccgcagcg
aattttattc
ctggtccagt
aaaggtatat
ttacgagtaa
gaaatagcca
gtctgtttat
tccagcgaga
ttctctggga
tgaataatgg
tacaagttat
tttgctgcta
tcaaattttg
ttatttacgt
taacctteeg
gcaaactgca
ctgagtattt
ttectgeggg

gtaacatcgt
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gcagtcggeg
ctcegttett
gtctgacaat
caaaaatgat
ttatcatcag
ccaaagcctg
gaattacgtt
acaacagaaa
tcgctgatct
acaggttttg
gcggagagcea
tataacctgg
gctatttcca
gtaaaatcag
gcctetatat
ccttttaaaa
agatatcgac
gggtacttac
gctetttagg
ccacagecegt
caatgtccgt
caatagttgc
cagcatcaat
attccgagag
atttatccag
ctgagacgtc
taaattaaag
ccecgtactg
catagcgtcec
ctacatcatc
aataaggtaa

ccatcaacgt

ccactgacge
aagccgccat
catttcegge
tetttgecag
ccgttatgec
ctgacatcac
ttactggtgt
tgttgtcata
gatgcgcaag
gcggacggcec
cgcectecat
ccttttecage
ccegtggeeg
gctcagcaac
tgtgcatttg
gatccttate
gaatcatgag
catagaaaca
atcecgtcacce
ggcaatcgee
ctccatagac
aatcgacata
atccttaaag
cttactctga
cgcctectgtt
atccagatag
tgggcttggg
aaatgagcge
tcceccatgtg
gagcgceccee
cgectgetgt

gatgttaacc
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agccacagcet
gccgcecagta
gctatctgea
ataatgggta
tttcttattg
ggataacaaa
gccgggagec
atccacatcg
cggcgaacct
attttcacca
cgtctgtaat
tcgeggagac
gggaggaagc
ggtaatgcta
cagaacggca
cttacageceg
cgtaatagcg
tacaggttat
agattagggt
gaaccagaaa
ctgatattga
atccacctta
acttttaccg
tacgccgeca
acctgcgttt
cctgaccaag
aaataccaat
cccttgagec
cggtaatagce
tgaataacaa
tttagecceeg

gaatcecgegt

gcgtcagtga
ttaactcatt
accgctgagg
atggctgeet
cgggcataat
ataatcaaca
tgtaattggg
gcaaaactat
cgttcatata
gcatcaatat
gactgttcca
gataccagceg
tgataagttt
tagcccaatt
atgacctcat
gcaagggtca
tttcaacagce
aatctgaaat
cctcaatcet
aagcctggag
ccgectgece
taactgatta
tgttcgattg
gtagcgecgg
gtagattatc
gtgttgecat
ggcctggget
agtcatcettt
tatcgacaaa
acgttacgec
ctteegecetg

aaggcattag

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

6720

6780



cgctctcecage
gcttagccag
cggataatag
tecgegeattt
ttcattttge
cttctectge
ccataacgtc
tccgttttta
gggcacccac
cgtatttaat
ttcggtcegta
aaaaaagcta
acctaccaca
gttaagtaat
catatatact
agggattcct
tgcgtctcaa
aaattaccca
taaagagcat
catcaacaaa
gccgcagata
agtcagactc
ttteggageg
gggatgttgg
cacatggatt
atcccaaacg
tatacgecectg
tgtacgaagg
gaagagttaa
agttatgaga

atatcttcegt

ttttgactta
aaaacgggtt
gtatccagcc
ttatcataat
gcagcgacat
cccaataacg
cccacagtce
aaacgcggcect
ggctecgettt
tgcaccgaac
tccgtatcca
tcggcaggta
aagagtgttc
cgaactatgt
gttagcgatg
gatgaaaata
cacatattaa
aatttgggtt
ttacaactca
gggataatat
acttacagaa
agcaggttac
gtaaactgac
tgctcaaaaa
tcgatatact
agcagcaaac
actttcctge
atacaagcaa
ttcettattt
tcatccttag

cacccagtag
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acatctcgag
tacgecggete
agatagagat
cgcecectege
agagcatttt
aatcgagctce
caattcccaa
cgttcttttt
ccgggcgaat
gagattcaga
cctggattte
tatcagggag
ggcctgtcag
atggcccagg
tctgtegtte
gaatgaaaag
aagaaccatc
cttttggtgt
gattttttca
ggaaaatgta
attaaaatca
catcaaaaat
gattagcaat
agagcaggta
cgagataccg
caaaatggcg
cagaagagag
aggttgcagt
tectgetgtte
ctcggctcag

acagtggaag

ctctttettg
atcgaaatga
acgcttattt
taaaacctga
gtececeggect
tgecggectge
tataaaaaac
tgcagacgtt
caggataagc
atttccttet
aaaatttact
ttggcctgaa
caatggaaac
gcttgttatce
tcgatagcag
tgagaaataa
atccccattg
aacaatcaga
gtaggatacc
acctttgtaa
cttttgacaa
ctttatgtaa
aatcacgata
gttaacgtga
acgcaacgac
gtacccacag
gtatttgaac
aactgtaaca
ctgecttactg
ataacgttaa

cttacggatg
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ctcatcgtgt
atccgataat
tcttegtttt
cgagcccaca
ggcaacacct
cgctgeggeg
ccggecagtg
tctaacttet
aattcaccga
ttcagctcat
ccgeccatggt
gcagtgagcg
tcacagecegt
gtcttctcett
cagattaccg
aatcaattta
gggcttaaac
ccattgceccaa
agtaaggaac
gtaatagtca
atacccggca
gcagtttcac
cgatttactg
cgcttgaaga
ttggtgctct
agaaagcgca
atctgaaaac
acaaaagttg
cttttecteceg
aggagcgegt

ttgccgatca

ttcgetggeg
aagccagctg
cgttaatcac
gcgtatctet
gaaaacgctc
agttaagtat
ctgctacaat
caggctgcetce
cctgtattgg
ggagtataat
ccagcgggat
catcactctg
tcagtgagcet
ttgatgtttce
cacaggacac
ttctgtataa
tactgtagat
cacacgctaa
attaaaataa
tcagecgtcect
gcaaattaaa
tttagtttge
tgacgaacct
ggtcaatggc
ctatgcactt
gaaaatcttc
ggcgttectec
tattgaaaat
actcececggag
ttacaacatt

tatatttatg

6840

6900

6960

7020

7080

7140

7200

7260

7320

7380

7440

7500

7560

7620

7680

7740

7800

7860

7920

7980

8040

8100

8160

8220

8280

8340

8400

8460

8520

8580

8640



agtacgtcaa
ttatcggcaa
gctgtagecat
tattttaaaa
ctgtcactta
taacacgctc
tatactgata
ttgtcatcge
ccagatgaca
tatttataca
gtcacgcttg
tgcctgggge
actgaaggga
caccattaaa
ctttcaacga
atcagaccat
agatagctac
atgccaggcg
gttagttata
ataatcaaat
taaaagctca
ctaacgactt
gccacatttt
caacatggac
tgcegttcetg
ggaccaggta
cttacgacgt
gggctatcgg
tcatacattg
ttactctatc
gaccattacg

cceccgattat

cgctcaaacg
gaatgaatca
taaaatgtgg
ctacgcecatc
agtaaagatt
tatcaggatg
tctetggtaa
tatgatgact
ctatctcctt
tcatcecgttc
ttagectttet
cagcctgagg
gtaaagaaaa
aacagtcttt
atggtcattt
taaccatgaa
aaaactaatc
ctgactctct
acaatattat
gttaaaaaca
acctgaccgt
gtattagtta
aatcctgtte
ggctcecetge
gtcatcctge
tggggcgacg
attctgtegg
tttaategtce
gcgatacttce
gtgaagggat
aagaactgcc

tatatctceceg
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gaaacttgca
ggcagcaaaa
ttatgatagce
gacattcata
tttattaaaa
ggaggctatt
tttaaagtaa
ggtaaaacga
ccggctttaa
cctctgagaa
gccaggcata
atgatactge
gacgatatca
catttatatt
agtggaaatc
gatataataa
tctattgcaa
ctgcaccagg
taccaacatg
tataaacceg
tagtactaac
ttataacttt
ctgtatcgaa
tacgctcaga
tcgaagecge
cggaagttaa
aagataaaga
cggtegtagt
cttttcagat
tatcgcagta
gcagtgttaa

ggcagatgat

gaagaaggta
cttttacgca
acgtcctact
aaaatggcga
ttgtaataat
caatatcatt
ggctgattat
tattgcctta
ccctgtggat
ctatttgcct
cctectetet
tcataaacce
ttattttgeca
ttggaaccta
ttcgagaaaa
gcagcattta
tgaggccaag
atatacggca
tcagttattt
agcccgtaga
agcagaatta
tcaccctgta
taaaaaattc
aaagaaagtc
cggcgagatt
cgaagaatct
gcatcgttac
ggtgtcteceg
gcaggatcag
tgcgeccettt
ggatattctt

acccgatggt
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ccagctttag
taggcaacca
tcattcaatg
accattaaca
ttaaaattca
gttctgtceg
ataacacgat
ttcacagecgt
taaggccgge
gaacggttta
tcctectgat
cctgeetttt
aaaaaatata
agacaaatta
atggttctga
caccccaaaa
ttaaatatgt
gcgtccattc
aaagcacagg
atatgacatt
ctgaaacagt
agagaataca
gtctttgatg
aatattcege
gtgagtaaaa
cttaccceget
attgaaacac
ccagcgecge
gttcaatceg
ggcctgageg
gagctcatgg

aatgataata

cgacatctac
taatgttaat
tttcaaaaaa
ttttttgtat
gactgcgcat
gaagacagct
ttttgtgaac
aagaattcgt
attttattca
taccgaaaca
atcgatataa
tgacgctata
aaaataagcg
cactcttaaa
tggtgtaatt
aaatgcagta
aaatatttag
gataatcacg
cataagctaa
aagctcataa
agattctatc
ctattatcat
atttcatact
caaaagaata
acaccttact
gtatttatgc
tgtacggaca
aacctacgac
agagtctgca
tgctgeeggt
atcaattacg

ttgtacagat

8700

8760

8820

8880

8940

9000

9060

9120

9180

9240

9300

9360

9420

9480

9540

9600

9660

9720

9780

9840

9900

9960

10020

10080

10140

10200

10260

10320

10380

10440

10500

10560



tgagatagtt
acaccaaccc
cggacttcge
ttacttacge
taaattgetg
ggcagaatgce
caaagctaaa
aggattactg
caaacaagct
tecttttecatg
ggacccaacg
tattgatgat
aatattatta
aaaattaact
ttacgctgaa
aagtgaacag
cgaagctatt
aagatggaaa
cattattttt
tggcttcagg
caggaatcgg
ggcctgatge
aaacagttgt
atgatgaaaa
ccgaaacgat
ttaaaaggaa
ttatacagaa
gcecgtegtcea
tccagecatte
tgaggattat

agacaatgaa

cgggttaaag
gcttctcetet
tgggacacaa
ggtaagcatg
actcaatgecg
tacctcagca
gaacatgcga
gggctaatta
aacttacttt
gctggtcagt
cgcgcagceg
gctatacgtt
agtatgcagg
aaagaaatat
tattgtcaga
cgtatagata
gccgagaaaa
caggatcccce
ttatcatcgt
ctgaaaaaat
cgatgaaacc
aaattaacag
tacaggaccce
tctacggtta
cggatataag
tgtcagcaga
atagcttact
taagcaactg
tattgttceg
ccttaagtac

tcatcggtaa
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gttatcacct
tgcaaaacaa
agcagattag
agttaaatca
ttaacatgte
tggcgcaaat
ttaaggcgac
atacgattca
cgcccattte
tggaggaggc
cagggatcac
taggcgatga
ttatgtttet
ccacgcagga
atagtgagcg
ataatccggg
tgtggaataa
gcttgattaa
aatctggttg
gttcaatatt
tggcgeccatt
cttccatatg
ctgcatttet
tagctgggag
gaaacgttat
agagaaaaac
ttcagatagt
ggcttgecatt
tgaattcecgg
aagggccgcec

atgcttatct

gctgcaccag
aattgcgaat
cgagctaaat
atacacccce
gccaaacagce
ggggattttt
agagctggac
ctcagaatac
tgcagatatt
cttacaaacg
taagctgtgg
attacgctca
ttcgettaaa
aataacagga
tgecttacceg
attattaccg
atttaaaaac
attacggtaa
cttagcataa
gaatccgaac
ggtcataacc
aaaaggctga
gtcattgtgg
gcegttggeg
gctaaaaaaa
aaaagacttt
tctaaaagta
gcttttagtt
aaatctgcac
gccatcgtte

gatgaactac
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gaaagcatta
cttttgectca
tcgattgaca
tatagcttac
attgcgectt
gataaacaaa
cacaataatc
atcgtcggga
aaatattatt
attaacgagt
attacctatt
caacacctgc
ggtaaacatg
cttattgcetg
acgataagag
ttagtgctgg
gaagacaata
aatctgagag
atacggcatg
tactttacge
gagatggttc
aaaaaatggg
gcgettecat
cttataatgc
tttgggagaa
ctatcgegtce
agctatgttt
gtacaaactg
gtacctgetce
cggttctcece

gcceeggege

agttgataga
gatgtattcc
gtactatggt
agcaagcgcet
actgtgeget
acgctatgat
cacaagcttt
gtttgctatt
atggctggaa
gtttaaaatt
atcataccgg
aggataatcc
aactggcacg
ttaatcttct
aatttctgga
ttgcccacgg
tttggttcaa
aggagatatg
ggctgattgc
tatcgecccag
aaccgatctt
gattagtgaa
tttatcagat
cgggacgtcg
ttacagaaaa
aaacaaataa
ttatcagegt
tgaggcgtct
cagattacta
cactccgecece

gccattttgg

10620

10680

10740

10800

10860

10920

10980

11040

11100

11160

11220

11280

11340

11400

11460

11520

11580

11640

11700

11760

11820

11880

11940

12000

12060

12120

12180

12240

12300

12360

12420



ttactatttt
tgatctggcc
agttgcatat
ttggtatgeca
tgcatctgat
ttcatatgcg
ggcttaccgt
tgggtttget
ccgctecateg
tttttcagtt
gaggctttat
gctacaccga
ggaattttat
gccatctect
gttettttaa
tcegttatttt
acaccaacat
cactccgtga
attaacagtg
gtctgtaaaa
gtgtttttaa
ggcgcaacat
acaccaactt
agcatattcc
cgatataata
tgcggcatca
cataatctge
caataaccag
taagcactga
gataatatcc
gcttettcaa

gcgcaatatt

tcaccctatc
aatttttcac
tgtattggtc
cctegecaaa
cttcecgacgt
ctgccagecge
caaaagttaa
gattaattgg
tctgtggcecat
ctttagcaat
caacccacct
cctgaatatt
ttaaattctg
ggaagttttc
gtccetttag
tttetgecac
tatccttget
tctgcactgce
cgtcattaac
tcttttggte
ataacggcat
atgccttatc
ttgaaaacga
tgcagtatgt
tggtaagtat
atatacgcta
cgccagatag
atatcatctt
ttgttgtegt
tggtgtgctt
atttaatctg

tctcteettt
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cgccaggtat
atgcaatacc
tatcgecttet
ggtgtagcectce
taacaccacc
atccggegta
cgtattcact
aatgctgetg
tggcgegecg
aacgtgaatt
ctcaacctect
tgttaacgtt
taaattcgtc
tcgcaggcta
cgcgatateg
ttttgtateg
cttaataagg
taaacgttgg
cgetgtttee
ctgtactctg
ttttccaagce
agtattttcc
agacaacgtt
ttttgagecge
ttgtcagatc
acgtaccttc
aatcgccaca
tagcttcaat
caaaagtgag
gcaatttact
gttacacaat

aatccagtag

tctaactgat
gggattgtat
ccctgactgg
cctctgaaat
aggcatgagc
ttttttgggt
ggcacaggca
accgcaaacc
gcttctattt
ttttttacag
ccteccacagg
gtaacataat
attaatgaac
tttccatcca
agtaaaggtt
ccgectttta
tttataaacc
gtaaggggtt
ccatattttt
atattttceg
caggttaata
ttagcaatat
aaattattca
ttcectgetga
ggtaattgca
attattcgeca
aacaggcgat
agacgtaaaa
cggtaaaccce
ttcctcettga
gtcttgatac

aatagccatt
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ccgtagacgg
accgcetttte
ctgagctcac
agggtggtaa
attctttttc
acgaaccggc
ttccatceget
gtgeccaggece
tctcaagttce
cctgggttaa
ttcececcattg
cattaagttg
gcagcgggcec
tttgttccag
gcttactttc
tgactaaagc
cttcgtcage
tgttcatatt
ccgttagtge
tatgtttttg
cttttgacga
aaagtcgggc
attttctecte
ttcacaaatg
tgtataagca
gccagttcac
aacggtataa
atatcgetat
aatttctcac
attatatctt
tttttegege

cactacgcat

taacggetgg
cccgcaggac
tttttggctg
ttgttttgee
aagaagcatt
taatgccaca
cagtttcace
cagtgtcggt
agctgtaaca
ttcatgagta
tgagaaccgg
tttagectet
gttacctgaa
ttgcggtaat
tgctccaaca
ggcattecctg
agcttttaca
tatacgggac
atggagaaat
caccacttca
aaatttttca
atcattcgac
ctcatacttt
actcaagctg
acaacgtctc
cattaatcac
tcataccgtt
cgagtaataa
caatattagc
ttataagatt
ccategeegg

cggaacacat

12480

12540

12600

12660

12720

12780

12840

12900

12960

13020

13080

13140

13200

13260

13320

13380

13440

13500

13560

13620

13680

13740

13800

13860

13920

13980

14040

14100

14160

14220

14280

14340



atcagcagct
gaactgtcag
atgattttca
cctggactca
aagategttt
taaatccaat
aacatcaacg
catcgcatct
ccgatccacg
gtctcegata
ggtcagccce
atgatgagta
aatatcgcta
cgcacgcaag
ggctttacgt
cgtaacgctc
gccagtctta
taccgtegtg
ggcaagcggce
gccgtgecace
ttcatcaaaa
tttacttteg
tttaccegeg
atgcatagtc
gtgtgactcg
ccggctatta
gctattgtta
gatattaata
ctceggaatt
cagcaggggt

ctgctettge

cctteggate
caatatcatc
taacaattaa
agactttttt
tcattgcaac
gagtcagcegt
gcaatacagg
ttceceggtta
ccaggtttat
aggccgtcca
gcctctetgg
atgacctctt
cattgcgett
ccgtcaaacg
atcacaccca
ggtactgttg
tctgtctgac
tctgattgta
ttcacattca
gtggcctgta
gaggttgttt
gatgaagcgt
atgccatggt
gaatccacac
ccattgegtt
tcatggttge
atatgcttac
cccgtaggtt
ttagggtcag
atcaacgttt

gttaattttt
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attttcaaca
atatattgca
tcttattcaa
taacaacacg
taatgtcaaa
aaagatcctc
aggtgatcac
attaacgctg
tcaggtatga
gcacattact
caaactgcag
tgagagtctc
tcaacgetge
ctctgegtac
aaaacgtctc
agaggaaact
tattatcatt
aggtatcggt
caatctctgc
ccggettgee
cacccatagt
tggtcacage
caattgcccce
gcgaatgact
ggctgttatce
tattatcgat
tgttatccac
ctgectttttt
gcagtttate
gcatttcaag

ggtggcacat

tgacgtaact
gccatacctg
ttgttgtcaa
gcatatatcc
ctcctcacta
aaccagattg
ttttttgact
catgtgcaag
ctcgtaagcee
taacacatag
tgcaatctca
cattttcgcet
actctttatc
agggaacggt
acgggcgtcg
attttgctta
atcggtcgta
tttaacattc
cgtctggett
gataatgctc
gcccttttet
ctectgeegte
tgtgctggeg
atgacttacg
aataaatgtt
atggcgctgg
gctatggtta
cccaccatca
tgcaggaatt
gtgccggget

atcaagcgcce

24

tgcctttaat
aaccgggtac
gcgagagaaa
gcaaaggtcg
agaccaaata
gtctgaccat
cttgcttcaa
ccatcaacgg
gggccagctce
tcagtttccec
gccagttttt
ttcaattctg
gtgtcattgg
gtggaggtat
aaatgcattg
aacttcaaac
ccggetttat
tcgacgecag
tgctgtttat
ttgctggtta
gacgtgacca
gcatgagcceg
ctgtgtgeeg
ttgctgetgt
cggctattat
ctattatcga
ctgctatcaa
ggtactggtc
tttgcaaaaa
tcecegtecta

tcaaccgect

aacaaaacgc
tacatgtgtg
aatactacac
tcatatcagg
caatatcaat
tgatactatc
tatccatatt
tagtaataac
gccagctacc
cttttagecet
ctttttgtgg
ggtgcttgtce
gtaatatttc
ctggctecag
aatgcatatt
cagaaaatgg
tacctgtaat
ccagttgact
tatcatcaac
cgccategac
cctttecate
tgacgtcaat
tctcegtttg
tagtcgaatg
caatcgtctt
catggctteg
tattaatatt
cagccgcagg
cattacgtag
cgctggtacc

tcgeegecge

14400

14460

14520

14580

14640

14700

14760

14820

14880

14940

15000

15060

15120

15180

15240

15300

15360

15420

15480

15540

15600

15660

15720

15780

15840

15900

15960

16020

16080

16140

16200



tttgtcaaca
atgttcaatg
tttacttaat
tteccagette
tttcaggcca
cttcgectca
cattatecget
agcgtcettte
atcttccagt
tgcggaaaga
tattatgacg
tcecttgecagg
taccaggttg
ggttttcata
atccattteg
tttttgtaat
gctattcggt
aacgccgcetg
attgactaaa
gtccttacct
aaaatcggta
cgatatattt
cgccataggce
ctcattttgt
caactgctgg
ctgcagegtce
tgtaccgega
gggagtctge
attaagcata
gtatagatga
ctttegactg

tacgtgaact

aggtgcgtaa
cagctggcaa
tcaccaccag
gctteegett
tcttttatga
ggagaatcac
ttcttaccgg
ccgecatttaa
tgcgggectt
ttcgeccgecaa
gggggctgag
aagcttttgg
tcgtacaatg
ttttcttect
agttttgagt
ggcgtcagat
aaattcaatt
cctgactgag
ctgtttaaat
ggtaataacc
tagactgcga
tgggaaacca
gaagcgctaa
tctgeggata
cgcgccagceg
tgctgtgect
tgttectgtgg
ggcegttegg
atatccccag
cctttcagat
gttaatgctc

ttcacggget
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gattgectgeg
tatagggcat
tgttattttt
tctttgttte
tttgctcggt
tggtggcgtt
cgacattatt
acaatgcatc
taatttcccce
gattcgtgge
tccttacact
cggtttccag
aattggcatt
gcgctttaaa
ctttteceegg
caacggtgac
cactgagcca
ctggaaataa
catttttgag
agccteccat
caacgttttc
tatcccaaat
ataaggccga
atgacacgcce
tgcgectegte
gctggatttt
tagacggtac
caacgatccc
ttcgceccatca
taagcgcgaa
tccattgttt

tcgtececgatg

ggttaacgga
cacctectge
gataatatct
tggcagccat
atactctgec
gagcgctgaa
tgaattggta
cagactcgece
tgacagcgtce
ctgegttttg
tgtaaccatt
gctgectactt
gctatatttt
acccgactgce
cgcgectaaa
gacataaccg
ctgtcteget
aacggtatta
tgaggtaaca
tttggaaaga
ataaacgccce
ctcagcatca
cgteggegea
agacttegece
attattctct
agtagccgece
cacggcagtce
cggatgagga
ggagcgcegat
tattgcctge

tcagcattte

cggtgctgge

25

tctaacgtac
ataacaagat
aacagctgcet
ggcccaaaag
cccaccttca
cgaaagagcc
aaaacttctt
tgtttgatca
gttgtggcac
atctcggtcet
attaatatcc
atcgtactge
tgcgtcageg
caggcttgat
ccatcaatat
gatccataag
tcegettecag
ctgtttattt
tctagcttaa
atatcactga
agatagctgt
gaaatggttg
gaaaacgcge
agagcattca
tcagagatcg
tgcgataatg
tcgacgtget
gaagcggaat
taaatcacac
gatagcagca
ctgaatcagg

aacacggtta

agccaaagtt
tcgtcgataa
tttccaggtt
ctgactttte
tcagtagcgt
cggcaaactc
ttaacgccte
gcgegggaaa
tttctetgac
gcatacctgg
tcttectgtta
tcagcacttt
tctgtaatgt
atttggecgtt
cctgaaccat
atttcaggca
tggctacttt
gattatattt
cggtattacc
aggcctgata
cacctatcgce
ttctcggcectg
tcegeaggtt
ggctgetggt
gtggecgttga
aaatgatatc
cgctegecga
aattttgaat
ccatgatggce
agtgcggatg
ctggtcgatt

ttcacctgge

16260

16320

16380

16440

16500

16560

16620

16680

16740

16800

16860

16920

16980

17040

17100

17160

17220

17280

17340

17400

17460

17520

17580

17640

17700

17760

17820

17880

17940

18000

18060

18120



taatttgctg
caccgaccgt
caattcgggt
gacgtttcga
ccagacttte
ttgtecgecate
caccgagttt
tcagtttatc
tatattccag
taccggacaa
caaagctgac
ttaacgtatt
aaaactttcc
tagtcgtgac
tggcttttaa
cgctcagtgt
tcagaatatc
gattatttaa
tttattttgg
tttgctgtac
caaatatttc
gcataaaatc
cggctgactg
tacctaccag
ccagaccgcet
actgtttcag
cgttacccag
ccatggcaat
tatcgatgee
gcttcagcac

ccgecttcecac

ctcggaacgt
gaccgagttc
catatccatg
cagaatagcce
cgtggegetg
ggtaccggtt
gacgctattc
gatcttcgeg
tttggecgece
cgcattcate
taatgacaac
cgcggcagec
gacttectgee
attatttgce
aaaggacgtg
aggactcaac
tttagecgcecta
ataagcggcg
cagtttttat
cgcagaagac
tacggattgt
agcaagcgcc
ggctgeggta
ctctttactt
agtaatacgt
cacgttaggce
tttegeegee
agcggcgaca
taatcecttee
atgctccata

aatttcatcg
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tcctgagtag
ttcataatca
gtattctgcect
tgatgttcag
gtteeggeat
ttcttcatat
tgccegttcea
gcattatgtt
acgccagtga
ccttegegea
ttaccagaca
aacagcgcaa
tgctgetege
agagcattca
atcgttecegg
cccaggtcac
acggattgeg
ggatttatte
gcgcgactct
atggcttttt
ttaagccact
tcgectggeat
ttegtgactt
aaggcattcg
tgcatcccect
accaacttct
gcgectttee
atcgcaccaa
agcgetttgg
atcgggttta

gccaccatta

cggcgtactg
gatcgcccegt
caagacgaat
gggagatttg
tagatttaag
ttaacgattt
gcacgttttt
taagcgegece
tccccaactg
tcatggagct
gtttgctatc
cggcactgga
gtaactgggt
aatcctgatt
gggtttgegt
tgactttact
aagctgtctg
ccacattact
ggcgcagaat
gcagttccge
gctgaatctg
ttttaataaa
ccatgcccaa
tttgcaggcce
gggtaaagag
taatcgttte
cgacaactgce
caatgctgcce
taatcgectt
gcgectgetg

ccgcaagtcce

26

cceggacgec
catctgcatc
atcggattcg
tttattactg
cgtegecatceca
cagagaatcg
aatactgtgg
tctttecattc
aagcgcegcetce
tgctgtegtt
agcectggttc
agacattccg
ttgcacaacc
catgtcggta
taatacccct
gctgctaata
tgaactattc
aattaacata
aaaacgcgaa
cgttaccttce
atccatggca
tacgccceteg
cgccacttta
catcttgcta
tttgctgeeg
gcccatcatt
gaccaccaca
ggccatctct
gccaatcage
aataaacgac

caccgcagcec

cctgcaatac
ttgcgegeat
acagactcaa
tctttaatac
ttaagatttt
acgccttcag
ctttcagtgg
tgcagcccct
tgggaaatac
ttagctgecat
aacgtcagca
ctaatatcaa
tcattecgett
ttttgaatac
ggcgcaggeg
ccaatactat
tcaacagaat
tttttectcece
gcatccgcat
tggttttcac
aaacgggcga
gcaacaccac
tttagggtat
cctacattac
ttttgecgeca
ttgctcageg
atgaccgcca
gcegttttet
tccattaacg
accccegteg

agcgccagac

18180
18240
18300
18360
18420
18480
18540
18600
18660
18720
18780
18840
18900
18960
19020
19080
19140
19200
19260
19320
19380
19440
19500
19560
19620
19680
19740
19800
19860
19920

19980



tcgecccace
ctttceccgat
attcagececga
caagatcgtt
tgagcatagt
tctgagaggc
ctttegettt
ctttegecte
cggggtcage
cagcgtcata
tcgectectg
ctttttgtga
aaacatcacc
agagtttttc
cgecggactt
ctttatecege
cgaggcgcgg
ttattccttt
gaccaacgct
ctgtectgget
gcgataatca
ttgttttttc
ataaatgcat
ctcataagca
tagegtggeg
attattttga
gactgcgttt
cgcccaatga
ggctgaataa
acttcatcaa
cgegecagtt

gccagtgege

ggtaaaaaca
acatcccata
tttettttee
ttgcaggcett
gaggcgggcg
ggcattagcc
ggcgtetgtg
tgtegettet
cgggtccage
aacactcttg
agcctctcecece
ctcaatcatc
cagtagecgtc
ccgggcggcg
tgttcegget
cgecttttaaa
attttgggta
tcttgttcac
tttgeccegea
tttgetgeect
tttttaagta
agttggcata
aagaaacgaa
tgagcatata
ccttcactaa
taatccatta
atctgatgca
atacatcget
cgtectttgec
tttcttcecag
tgatatcgac

gctgattegt
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gcggccacaa
atgcggttcg
atctcegecet
tctteegtat
acatttgaca
gttccctgga
cctgetttaa
tttececggect
gattgcaatt
gcggtateceg
agagccgtcet
gcctgecata
attaacttgce
tccgtaggeg
ttaaggtcge
aagtccgtgt
tatccgcetac
tgtgctgctc
gagactcatc
tacgcattaa
acgtaaacgce
ccgecgecag
agaatgtctce
aaccgtccat
cggcatccca
cttactcctg
gttattaaac
actgctttac
cgegttttet
actcaccaga
gatcacaggt

ttcatacacc

cgctgacaat
tttectegge
gacgccctte
ttttgeccac
gattatcctg
atttggtcag
cegtegeate
gttctaccge
tattttgege
tctttttgat
ggaattcttt
ccgecagacyg
caagcagtaa
gcttcagacc
ccgetttegt
tcttacgaac
ggctaatgcect
tgtctececgece
ttcagtacgt
taattgacac
tactgcataa
tcccatggtg
agcttcatece
catatcttga
aatcatttcc
ttatctgtca
ccecgacggtg
gcggcectcaat
acctcttcca
tcataacgge
acgccaacct

gagatcatcg
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ggttagcage
tttgcgegte
ctgcaaggecg
aatctcaata
ctcaccctgg
aatgttatcc
cgtggectta
ggcttcaget
ctgcgtcagt
actggcttca
cgatacctga
agactccagt
tgtcaattge
caccgtatta
tgccaccaca
gccttcaaaa
acttgcgtca
gtttttagecg
tcattgacaa
tgcceggtaa
aggtcacatg
taatcgggat
agtcgtceccet
gggatcccat
gcaacacgtt
ccgactttgt
gttagtgaac
gcegtaccete
gccaaaccag
gatgggtttt
tcteegeata

gaatcggcat

gcgecgagga
tcttectgga
ttgaaaagcg
aacatggcca
gaaacctgat
gctttctcgg
tctaaggecet
tgtgcatagce
tttttggteg
tagagatccg
atccccatcet
tgagacagcg
ccttegetgg
atagcgctct
tctttaaaag
gccgectcag
tttaccataa
cctccagata
gttcaaaaca
aaaaaacggg
ctttctgaaa
tgtaaaaatc
ggttataaaa
gaacgtcttt
cttcgectgac
agaacttaac
attcaaaaaa
gttttettgt
aagacgtaaa
gaaaagactg
ggcgcggacg

caattecgggt

20040

20100

20160

20220

20280

20340

20400

20460

20520

20580

20640

20700

20760

20820

20880

20940

21000

21060

21120

21180

21240

21300

21360

21420

21480

21540

21600

21660

21720

21780

21840

21900



ttaaaataaa
atatcagatt
acctctgggt
atatctttca
caagcaaggc
acaatattgce
gcggccacca
atactaaaaa
gcttetgteg
cagagcagca
tcagccatge
ttaaatgagc
agatctttac
ggtttttetg
ccctgtggee
cagcataatt
ttgcggagceca
caccggactg
cggtaatgaa
gtcaaccatc
gaaattagcc
tgcecectege
tagcagacag
caccgataaa
gatgataatg
gaaaaaaatc
ttcaaagtac
acgcccgtaa
cacgccaagt
gaataaccct

caaaacaaga

tccegategt
tcacctgtte
tcececttectg
tggtcaggaa
aagttaatac
catttagctg
caaaggatga
gtttttttge
ccagcacaaa
taaatggaat
tctgatcaaa
catacgacac
ttttaaatga
ttttattcga
tggaaagaga
aaaacggcaa
aagcgcgaca
gccagaacca
ggcgtgcact
gtgaccagac
atttccgagg
tggttatcga
cccagcatga
aacggcggcg
gcgttteteg
ggcgctacge
aacgcgtaaa
gagagtaaaa
aatttaatgce
accaggaggc

tagagcgcect
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aatatgcgtg
agacagaatt
ctccttcecatt
atattccgca
caatgecgagg
agaaaagatt
gagatacagt
cccttectace
accggcctgt
cagatatttt
attatccgca
cagataggca
ctggcetttt
ggacatgcgt
gtcgcagtac
taccgetttt
ataaacccag
aggcgttttg
cgttcatcgg
cgccgttttg
tatcaatacc
taatacaacc
cgcctaccege
cctecgttcaa
gcgegecgcet
gagcaaaccce
gcatttttta
cttcgececata
caaaaggcag
cgataatcgt

tattacctge

gggttggcaa
tccatatgaa
tcacgcttca
atagcatcca
agaagttcac
tcaaccttat
agggttttga
gggtttaacg
aataacgccg
aaccctatcce
ataatgatct
attcctccca
ttagcggagt
cgcccetege
attgtcecggt
taccgtcagt
gaatacttct
agccacctga
atcgcatagc
taaataaacg
gtttgcegga
cagcgcatge
cgettettge
tgcatgegge
taataccccg
tagtgcegea
cccettagece
ccagccagac
cgtetgttece
tgcgacaatc

aaacactaaa

28

caatcaggcg
cttcacgtct
cttcttectt
ataataagac
gccaaatgac
atttcttcca
ccgtatcettt
ccgataaatt
gtaatgcgga
caaaaacggc
taattatccc
gcgtcaggcea
ctteccagecg
tcgtaaaacc
agtaccggag
gaaatcgcaa
gacagcaaca
ttaataaacg
tgatagcttt
acagcggcaa
tcgatactge
ataacccaaa
agaactaacg
catactccca
ctattcaaaa
gacgcaacca
aacgccagga
agtaaaaaca
tgtaattgceg
gtcggcecacc

tcatccattt

tgagttttca
tttagattta
atccattttc
aatcaatgcg
ggcaatacct
gcaaatgatg
aaccgtgege
aggctttaat
acacactaag
caaactgtag
cataaactca
ggcgataatg
ttttttagte
aactgcttaa
agaaataaag
aagcgttcat
gcactaatac
ttaatagcgg
tatttaacac
acatattcag
tacttagecgt
aaggccatga
ggatcatcge
atgccaccag
acggcaggaa
ggtgatgaat
atatcacctg
agcataaaca
ttacecgtctg
ctgacaggat

aactatccceg

21960

22020

22080

22140

22200

22260

22320

22380

22440

22500

22560

22620

22680

22740

22800

22860

22920

22980

23040

23100

23160

23220

23280

23340

23400

23460

23520

23580

23640

23700

23760



tctegtaatg
aggtccagcc
gactcatcat
caaagggcaa
aagcaggtaa
tcteggtcetce
cgcgatctga
tacttaatga
catgcattat
tatttgaagg
atttaacgaa
aggcaattaa
acgcctaagg
ataatttcaa
gcttegagtt
aattgattca
tgttgaatat
tttttcgegt
ccgattegge
caacgcagca
cacaggccgc
ggcacggggt
ggtcgetcetg
gccecccgeca
caccgttttt
gtagcttcct
cgatcaatct
tgtgctgttg
taccgttttg
aaaactcccce
aacggtaagt

tcatcggett

atgtcatgtt
atcaagcgcg
catcatccee
atagagataa
taacgcaaat
ttctccatac
atatttgatc
cgaaatatca
tggccacata
tatctgectge
acaggttccect
tgagatatca
tgtcattcat
cgttaagttc
cggcgagggt
agccaggcag
ctaacgtttc
agcaataaac
ccagcaacga
tttteggeect
cccgateget
tctctacgca
tcgcagcaag
gagcgggaga
ctgcatcget
ggccatggcg
gtctcacacg
ctgctgegga
ccattgatca
tgcttgecege
cagcgagcta

tgattgegec
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gcaatgtcca
acaaaaagca
agcgccagta
aaaccaattt
attgatggtt
tgacgcttca
agataatcgce
ttaaaggtga
acaaacatag
aatcccaggg
gacgcaataa
ttcecccatta
ctgtaccagt
agcattggtc
aacgttctta
agtttctgea
cacaataatt
ttccgecacgg
acgctgegta
gccgecceeg
cataatgtgce
taaacgccga
ccagggaacqg
gacatgctca
caaccgaacc
ctggcattcet
caatgacatc
ttttgttgat
tgcaaacgat
gcctgaatat
tcctctectt

gctaaaggca

tatactgtaa
ccaacttaat
gcacgctgga
taaacgeget
tttcaatttc
gttgcgegtt
gataaccatc
catcttegte
aaagcagcaa
cgttacgcac
taaatggcaa
ccagactcge
tcgeccattac
ggcagtgata
cgatacaaaa
gtttcagttg
cccecttcaa
gaagtacgaa
tcactgctac
actgcaggca
aacaatttcc
caggacaaat
accaggtget
agccagtccece
cacattcctt
gtcgeggttt
aggcgtcatc
cgtctegegt
gttcaacctg
tgacggaata
tcacgecatce

ttttttecate

29

tatcaatccc
aggtgtagat
taccaccagg
ttttattteg
atctttgtca
ttcaaaaaac
cagaccttca
ctcaaaatag
tgcgacgecg
catgacaaat
cagggtggaa
tcagccattce
ccagcaaaac
atagctgttg
caaattccag
tattattttc
cacggttgaa
tcaggagtac
cgattacaaa
gttcaggaag
cttccggecag
gcggcacggg
cagcgccage
caggttgaat
gtcgegtegg
gcgccaatag
ctectegeca
caggtgccag
cgtatttgac
gtcatttcece
ggcagtcgga

gcecgeeggtt

ttagacagta
atcgtcaccg
tcgacgacaa
ctcagegeat
cgctttaceg
tgaactaact
tcaacgtgtt
acgtaggcat
ttaagcgtca
acaatagaaa
aatgccagta
atggatctca
accattcgec
ctgccccatg
tttgacgggce
ttcttcgata
atgacctaac
atctccgatc
gcgcaacggce
atattcaaac
cgcgcettece
caactcaaac
agaaaccgec
ccacgccgac
atattccagce
ccattcgega
gattgectgte
cgetggggat
ggtattaacg
cagcgctgaa
aaaatagtca

aattggctaa

23820

23880

23940

24000

24060

24120

24180

24240

24300

24360

24420

24480

24540

24600

24660

24720

24780

24840

24900

24960

25020

25080

25140

25200

25260

25320

25380

25440

25500

25560

25620

25680



gatcggecgat
ctttatcgtce
ccagcggcgce
atgccttgat
ccacggcettt
tagacgatag
atttttcage
gatgcagacc
atgccgeccag
cgcgatettt
cttctgataa
cagctgacac
tecgectggata
caaccaatat
ttcctgaatt
cttacgtaat
atctaataac
cecegeggtee
acagcgccgce
catcaaagga
tctgcatege
aaagctggag
gtgtcggegt
ggtaatgtcc
gaatttcatc
cagtaatgct
atacggaggc
gcaaagcacg
cgcgaaaata
ggaaatcgga

tatccacgaa

agtggttggt
aggcttaccg
gccctettta
attatcgtca
taaatcagca
caacgctgeg
agtgactttc
agaaacgttg
taataccggt
tttatcaccg
accgccaacc
atcgcccatt
tagaatcttt
ttactttttt
tgtataatct
aacgtataaa
aatttcagac
tcatcctgat
tgcaatactt
tgaatactgce
ccgatcgtta
ctcttccaaa
cgtgacttgt
ctgcececggee
cgccatcggg
tcecectegetg
gggataacct
cgcataacgg
ttecegetacg
agtggcaaaa

ttcagtgacc
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tgcagcggaa
gtattggctg
cgaacgcctt
gagattcceg
gataattttt
gatttatcta
aacagttttt
ccattgtgat
aaagccgttt
gaatattctg
tcatcctget
aaattatctc
tctgacggat
tctgaaactce
ggagttctaa
tttecctcacg
ccgectatttg
agcgaagtaa
taattctggt
gctaccggcet
tcgatatttt
cgcgtcatta
ccaaaaacgc
agctttectge
tcegectett
gtecgecectg
cgacgggccg
gtcatggaat
gttgtegeca
accagcacgc

tcacggecte

gctgagaaac
cggccattcg
cgcccgegat
tggcgttatce
taccgettac
ctttggecte
cagcaatcct
gttctgattt
ctttatgcat
tcttatgttt
gcggcagtaa
ctctgactcg
tatccagegt
ttecectttte
atcttttatc
actgagctgt
ttcaaggatc
tatcgactca
cagcgaatgc
ggcataacca
cgccaggacg
atttacgcac
ggcttacget
tcagatacag
cctegettte
ggcgttecag
gacgctctcec
cgataaaaag
gttgegecge
atttttettt

gttcaccgat

30

atctttaacc
ggcaggtgcg
ggctttatta
ggctacttca
gcetttctaac
cgcagaaatc
gagttcgecct
cgctggegeg
tacgaaagca
ttccaccget
aatgttccceg
gcctettect
tgatagttcc
ttttccaget
tgccggegaa
ctgttttctg
gcctectect
cactgtgaat
attcataccg
ggctttcagg
atattctcce
ggcagatgcc
tttcagtaca
gtgaccgtca
cagcagtacc
caagcggggc
cgacgccagt
cacgacccgt
attgcagcga
cttatgcgaa

aagaccgata

tttttatgat
acatcccgeg
tcceccaggea
ctaacggact
ggcctatttt
aaaccgacag
tttcegttat
ccatgtegece
tcgeccatagt
ttttttaatg
gatgaactga
gctgtatctce
cttetttgeg
cgcteegttt
caatagactg
cacgcagcgt
cggcctgeag
gaaataccgt
ctcaacgtgt
ctatcccgea
aagtcaatga
tgttcagcat
tcgattgeeg
aggatagagc
gtataaaagg
aaattatcga
gccacgtctce
tttcecetggt
tcgaccgagg
gcgcgcaaca

acaaagacat

25740

25800

25860

25920

25980

26040

26100

26160

26220

26280

26340

26400

26460

26520

26580

26640

26700

26760

26820

26880

26940

27000

27060

27120

27180

27240

27300

27360

27420

27480

27540



ccgecteegt
caaaaatgcc
cggtaatcag
taacgegttce
tcggatccaa
tgggataaag
tgcgtteceg
cacggcgtat
ggccggttat
tagcgaccga
ttcaccgtca
ctececececagt
gatttcataa
ccatacatca
aattgttgaa
tgcggaacga
ccttatattg
acctccagat
gacgtaagga
agatccatca
tgacggatcc
tcgeccgecat
acaaggttaa
ttcatattac
tgtaccgtgg
tccagcatat
accgccagac
agtttectecec
gttggattaa
aaatagaccg
tccaggeect

aactgactac

ttgctecgatc
cattcgctgg
cggttcacgg
ttegectaatce
caccgcgcect
cacgacatcg
ctgtaagcca
ttcacacagt
tttttgtggg
ctaaaaactt
gataaaaaat
agtaattgec
gccegetgtt
tcgtecttga
tggctatcta
actaattcag
tttttataac
ccggaaaacg
ggacaagatc
aattagcgga
ctttgcgaat
tggcgaattt
tgacatcttt
gcacggaaac
catgtctgag
gttttgtttc
agtggtaaag
cctctteatg
taccaaagga
taaattgttc
cgccategeg

gtagacgctc
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agcatatgca
cctacgccac
acgccaacgce
ggcgccactt
aataccgagt
cggctcagcce
accacctgeg
tcgecaatgg
taggccagat
ccagatagtt
ccggatgecac
cgeecgeggge
gtaataccac
cgctgataca
ttectecgat
cgatatccaa
attcactgac
accttcaatc
tttatgtgeca
ggcttecggg
aacatcctca
atgacaaata
ttctettgge
acgttecgett
cacttcttta
ctgaataccg
ctcatcaage
cgttacccag
cacgacttca
aacacggatc

taacaatact

cgcaagttga

tcagcatggt
aggtcaataa
gtgaagcgta
caggggtaaa
atcccaccca
cctgggcatt
cacgtgcaac
ccacatcgeg
attgcagtaa
gtaaaaccca
taaggcttta
aaaatggcat
catgctgtca
gatacttggc
gagtgaagga
atgttgcata
ttgctatctg
attttcttaa
atcaataaat
tcaaggctga
acttcagcag
taacgcgcca
gcccacaatg
aataaacgct
agtaaatcag
aaatattcat
gcegttecgea
aaatactgac
tcggaataat
tcattaatca
teceggecagge

gctttttceca

31

cttaccgecat
ccegtceaatce
agacggcggt
acgctcaacg
cgccgataac
gccgataagg
aacctgtttt
caattcecgee
acgaggtgtt
ttcaaggcag
agcattagcet
cctteccatga
gcacccaatt
aatgcaaata
tcgcaaccac
gatcttttee
ctatctcacc
taaatcgacg
catccaactt
ggaaggtact
ataccattac
ttgctccacg
cgagcgette
gcaaaacttc
gaaatttcge
tgacgttgeg
acacatagcc
tgctaccettg
ttaccacteg
acaatacgat
gcacgccata

gatcttcacg

cctgeggagg
gcgcgcacac
gcgacatcaa
atttteccectg
gcacgtccag
ctcagcacgg
tggtgccage
tcaataattg
ttcatctcat
tagagaactt
ccccattctg
tggtcattaa
gcgecccagat
aatccagaac
ttacttccag
ttaattaagc
gaaagataaa
gacatcgaca
aagtgtaatg
gccagaggtce
tgctcgtaat
aatatgctct
cataattaat
agatatacgt
ttccagttgg
cgccagegte
aagctccegg
ctgatggatt
catcaaatca
gctgttateg
atcaataaag

ccggetette

27600

27660

27720

27780

27840

27900

27960

28020

28080

28140

28200

28260

28320

28380

28440

28500

28560

28620

28680

28740

28800

28860

28920

28980

29040

29100

29160

29220

29280

29340

29400

29460



ggcacaagta
cccaacgacg
ggtttggegg
accgataaaa
aaaatagccg
cccatattat
aacaatgecgg
agagcggagg
ttcacaaaga
tcaaaggaac
tccgecatcaa
ccatccagag
ataaactgga
ataacgaatt
cggctggtac
aacgttgaaa
agtacgatat
atagaaatga
ttaagtagag
atagtacgac
gccattaaca
catacttgat
ttcaaaccta
agcatcagta
aacaatgtac
cgtaaaagct
aatagcgaac
atccagtcag
gcgcgcaata
caattaatcc

gactccagcect

atatcaacgg
cccettettt
cgctacgttt
taacaaatac
taacaaccaa
cgctatcgee
ggatctggge
acaaatccat
taataatgat
cgtaaagctg
taataccgge
aaaatcgggc
ccacggtgac
gcccgaacgt
tgatcgataa
aactgaggat
tcagtgcgat
tcatcaccat
aaagcagcac
gctgttetge
attcttcctg
aaaatatctg
taatatcgge
gtagccacga
tcacaaacag
ggccaaactce
cctcaataaa
agtaaatctc
agcetggttt
ctgcecttgag

ttttcecgeac
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tacggtctct
ttcctcaata
tgcttcacgg
cggcagcggyg
tacaaatggg
atttacgcga
gacaagacca
accatggcgg
gccggcaata
gcttteeett
cttcaaatcg
cgcgacttcee
aatagagaag
ggcgataatt
tgccagacga
tctgtcaatg
caggaaatca
tagtaccaga
tataggtatc
catttcatge
ccaatattct
caaaaaggat
taacagcgaa
cgactcctcee
taggtcagcg
caggcgcgaa
atccagtacc
cacttcatgt
taacgataat
ggtcttegga

gatctcttce

gtagagactt
ctaagcggct
aatttaaaat
aatcccggca
ttgttcaaca
gtcacgataa
tcaccaatgg
gtcatcccca
gcgtcacctt
tccagtacgce
gcatcaatac
gcgacgcegtt
acaacaaaac
tcaccggcat
aagagcgtgg
tagaacgacc
accagatagg
atcagtaatt
ctgttaatat
ttgtaggcaa
tcataaaaga
gcatgttett
tccacttcat
gcattaaacg
gagcgcaaca
caactggcgt
accagtcgac
gattcactct
gttttececcaa
tcggtttget

aggtctttac

32

tatcgagatc
gctcgecettt
agaagagtac
gagttcccat
getgegtcat
aaccggcact
tcagcatggt
ccgaaatacc
tgataaactt
ttcgeegtte
tcatctgttt
ctgaaccttt
ccaccgecag
cggcttcaat
taattaacag
ccataaacac
taggtaatgg
caggtcgtaa
taaattaaga
tatcggtcat
gtgaagaggg
tatgactaag
gtggctgttg
ctttggtaaa
ttttaagttg
cattcgegtce
gttgatagcc
ggataaattg
aaagccgggce
cttcaacgtg

gacgaagcaa

gccaatcagt
gctggtttta
gcttaaaacc
tgaaatggtc
gatatteege
aatcgcaatc
ataagtagac
gccaataaag
catcgcaccg
gcgcgcagcea
accgggcata
ggtaataacg
gctatecgeca
caagataaga
taccgcagga
caatatcgcc
aatgacgaac
acgagcactg
cagcttttca
actacgtaac
tatggcttta
caataacgca
caatagcgaa
cgaatacgac
cgtcaggegt
aatatcggtt
ataactggct
ccgatagetg
cttcaacgca
cttaagtaac

ttcgegtaac

29520

29580

29640

29700

29760

29820

29880

29940

30000

30060

30120

30180

30240

30300

30360

30420

30480

30540

30600

30660

30720

30780

30840

30900

30960

31020

31080

31140

31200

31260

31320



acaaggacta
aacgcgccgce
tctteccageca
cggttacgaa
acttccgecce
gtatgctggg
ccggaggttg
cccatttcetg
ccgattcget
cacgaacaac
atttgcctaa
cgaccagcaa
cttecgggtaa
cttcaatgtc
tcattgttcc
aaaacgttct
gtgaaaccac
tgccatcgag
taatgctgcce
tccacaggga
taaaattcac
cgattttaat
cggcataatt
gttecgectact
ccgtggcaat
cgaaggtatt
tttgcttgte
aaacatagaa
ctgagecgttt
cattgcgcat
gcecccagttg

ccgtaatttt

aatcactggg
catgtacgct
cgegttcaaa
attgecgecag
ctggagacga
tcgcatcctg
agccaggaat
taacttatceg
ggcatccgge
attactttta
aaacggaata
acttttteeg
cgcatctacg
cagcgacatt
gtatgttaca
gttgttatca
cgtcgecetgt
ggtacttatt
gctccatgaa
taattctacg
ctgctcagcece
attgcccgece
tgctgcettta
gacaatatta
accggggata
gttcagacgce
catcatggtg
tgttccttta
tagaaaattg
ttcactggeg
tagggaaagc

ttttegtgee
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gtcaggaaat
aattagcttt
actgttagat
cgecgetgac
atcctctgeg
atgagatgtc
catttaattg
tcecccactee
gttaacgggt
ttcttactgg
ctttggacag
tgeggecacte
gaggtggtag
tctatctgac
tgctcaageg
aaaatagcgg
ttettetett
gaagactggt
gtgcccaaac
tgacgtttgg
gttcccttta
gcggcatttt
cetttttete
cctaaaggtt
accattttct
atcaccccta
gcggegttga
cggttatcge
ttgaactcat
tcataaatat
ttcteccagta

gccattttge

aagctacgeg
aagatttgct
aaattactgg
atttegteeg
gcctgttgta
tgccgggaca
cctectgace
aggcaccgcet
cgacaatttc
aatagcggaa
tatcggtatt
tcgcaatagt
tatcggattg
catctgcgga
ccacattacg
gaacatttte
ctaacgcatt
ttaatgacac
gcteccagatce
cgacatccag
ctaacaaact
gctttaaagc
cattcgetga
gctettetee
gatcgcgcag
ttttctgacg
ccaccatatc
cacgtagegg
tgagtgagac
agatagcctg
atgcgttagg

taacaatgac

33

cctgacgtaa
tcgecttegg
atttttttte
tcgactggac
tttececgectg
atattctgga
tctatccaga
ttgecttcaga
ttttggttca
caggctacca
tgcatcecegt
gctaattaac
cggcgtcectta
aaaacggggc
ttccccaate
ctgggtcagt
gaccgcggeg
gccaagtttg
gcttttatta
cgctttaace
gttggtatcc
ttcctgcaga
aaacgctgge
ctgcaacaac
attataggta
tcccagetea
aacatagacg
gtaatttttg
gttgcgtaaa
cccatcgaaa
atcgtgaaac

aggcteettt

aaaatcttcet
taaagcctca
ataatcgcga
aaatttttgt
ttgcgcatca
aaatgaaata
taaacacgaa
atattgttta
atcatgaaca
ataagcggta
gtataaccac
gttcgeecga
tcgttgecat
agcactcgga
agcttggtgt
aataccgggce
atgaatcgac
tccccaatag
agatcgacaa
agcatttcga
ggataggcca
ctcatgccac
atcgeegggg
ctttcaatgg
cgatcgeccca
ataccatcgt
ggtggcccetg
ttatataaac
gaaaccacgg
taccaaatca
tcaaagttge

agctgtageg

31380

31440

31500

31560

31620

31680

31740

31800

31860

31920

31980

32040

32100

32160

32220

32280

32340

32400

32460

32520

32580

32640

32700

32760

32820

32880

32940

33000

33060

33120

33180

33240



ccatggcatc
caggtatttt
ctctggccaa
ccgeggcgaa
accatgatta
ttgecgecata
caaacgacga
gcegetggtt
cagagccagt
ctcgcagegt
atcggattca
gctgagtact
ggcctgeteg
ttcagaaaat
gctgcggatt
cagcaccagt
tgatgcaatc
cttgctgatt
agcagcaaaa
ttttttgcta
gacggttgtg
tttatagctg
ccgtgagcaa
gtattgatga
tatcaaacca
tttgcgaaaa
aatacatgcg
ttgaacccgg

ttcaagccett

<210> 2
<211> 25262
<212> ADN

gaaaaatgtc
ttcactagaa
aagaatatgt
acgccgatca
acggctaatt
cgccagttte
aaatgggtat
gactgagcga
accttattga
ttacgatctt
gcatatgtcg
tcaattttta
caaaaaagca
gacatatgca
ttcegettet
taaaaatcat
attatgaaac
taaaatagaa
attcagatat
gcattcctga
taaaaacatt
tcttectgte
accggtacag
gtgtcagtct
gaacgctgat
atataaacaa
ttcgaaagag
aagtaagaat

ataa

<213> Secuencia artificial

<220>
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cgcaggctat
taaccaggtg
gtcttcattt
gctetttgat
gggtgatgtt
gtaattcact
aagaaacgcc
gtaaatagcc
aggccggaga
gccaaatage
tgtccactaa
acggtcgaaa
gcgegectte
gcttttgege
ctecettettt
tttaatatgt
tgatgcegece
aattagctca
tgtcatctgg
aacgcattcg
gcgectceatt
tttttactga
caacctggceg
cttccgtatg
aattccgecat
accaaagagc
gatgaagagc

ttaagcatat

cgtetttege
taaccagaac
gtctgccaat
ctcactagaa
ctecgtggect
cttegetttt
atagtcttct
aaccaaccag
aggtgtaata
gcgaaactca
tcctgegeca
aaccaggtct
ctgaatcagg
ggaacacgtc
aagtacttcc
aaacaatacc
cgctaattaa
tagtgtataa
atggagaatt
cctecttatca
cttctgtagt
tcggetgtge
ctcagaaaga
tgccgtcaga
caaaaaatag
aggcgctcac
aactcatgac

atcagacgtt

34

aacaaaccca
aagcgcggcea
tgaataatat
aaatgtgaag
tctacactat
ccgeccaacg
cccagcatte
taactctege
atttgctgceca
ggactcagca
tcgataaatg
cctgatactg
caattttcat
tgtataaacc
tgcgtattta
gggagcgggt
attggccaac
attctggcett
aattatttat
ctattgtcag
tggagttaat
ccaggtgccce
gcaactggcc
ccttgcgaag
cgcaatcagce
cttcttccag
cgaatttaaa

acttgctgece

cttceegtta
catgccagca
ttgataattt
gcgatgagta
tcagcagcga
ctetgetgea
tcatcgtgtt
tttttcgtaa
aaaaccagta
aaacccattt
ccagtaattt
gtgcgacaac
tgtgtcgget
atgcttcegg
gcatagttgt
ggcaaaatcc
ttgcacagtg
attgttctge
atcaggagtt
ataacattct
atgaaaaaat
ctcecttect
aacgcaaata
aataaatcat
tcaagcattt
gaacatccac
aaagttcttc

catgaaagac

33300

33360

33420

33480

33540

33600

33660

33720

33780

33840

33900

33960

34020

34080

34140

34200

34260

34320

34380

34440

34500

34560

34620

34680

34740

34800

34860

34920

34934
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<223> Isla de patogenicidad de Salmonella 2

<400> 2
ttatggtgtt

aacgggttca
gcgggccage
atagttagct
atgatagcca
aacagattga
catttgagga
tagatctttt
aaaagccatc
ggctaaccca
aaagataaga
taaagagaat
ggccttgetg
taccccageg
ttgcgttaat
aatcagtatc
ctgaaataat
taatttcttt
agataaatat
atcaggagcg
aattgttgtg
atggcaggaa
tattttaaaa
tcatacagaa
aactggctga
gtacccattg
aagggaaccg

cctaaccagce

tcggtagaat
aataacgttt
tcaacatttt
tgagcatcac
agacaaaccg
gctaaactcc
tcgececteca
ctaatcttat
accccaaccc
cagtacggta
gatagcatga
atctgcttaa
gcaataacca
cccagaaaca
gcataagaaa
aaaatcatct
gatgttattt
tctgtagget
aaaatttatc
tcagtagaac
ccgaccgatt
gagagaagct
attgctggtc
tgtttaatat
aaagcaagcc
tcgegecacg
ccgcacaaaa

tgtaatcttt

gcgcataatc
caggaatttt
caacaacggg
tgcettttte
caatatgcgt
cactttgtat
gatctttatg
aatattgaaa
ataaccattt
gcgeccgaaa
taactttcag
aattacttac
ccecccacctg
gcagtgcaga
atggtttatt
tttcagtaaa
caatactttt
gttctgtttt
gctttcaacc
cgatatactt
taaaagacct
gatacataat
aaataataaa
aaactccatg
aaaaagtgag
taaagtatca
cccaattaaa

accaatatgce

tatcttcatc
atctcecgegt
gatgcagttg
caggacgcgt
tggattacgce
ttcactctge
ctcetgtttt
agaatagtcc
tattaaagaa
agtactggca
gctggattta
cggatttata
aagaaacacg
agtcagtgac
tactaattgt
gaaatgaaaa
gacaacctgce
ctcgctcata
aaatagtgat
ttgagcggca
aaagccagat
tgataaagcg
gtacgccecctg
ccgecgetta
gtttcagett
agcagaaacc
aaaccaataa

atcataatct

35

accatacgta
tccacttcaa
cgttcagcga
ggtattggca
actaccgcaa
atttccegac
acgtcatctt
agtatgccaa
gaaaccacaa
taataataaa
cataattcta
tgctegettt
ctacccacag
tctattaaag
aatgtgaaag
tacaaataaa
ccttecttac
cagatggaaa
gaagagcata
ttgagaggaa
cggctaatac
ttctccactce
gtggtaaata
taaagaaaat
ctattgtaga
ccgecatate
tcacctctce

tctgectggta

acaaggctge
aaaataatga
tgttaacaat
tatcggtggg
cagattgttt
gccgtgtcett
tactcatttt
cgacgatata
gcaggccaca
agaaaaaagc
ctacgctatg
taaaacctat
tagcaactat
catgactcaa
ttattgactc
gcgcaatcag
ggccatcacg
ccagtctttt
agggaatgag
aaacacattc
catacatatt
tgcctggata
ttgatatgac
aacacacaag
attgaatatc
aacggcccaa
ggtgactaac

aatgattggt

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



aatatgggaa
ccacttttta
aatgcaataa
attatctgece
gttattgcaa
aaggcctgaa
gacgtaaaaa
atgaaaagct
ttagcagctt
gcagtatatt
tccgaaatge
caggttttat
aattggcttc
tactgtccca
cttttacagce
acagtgcgat
ccaccgccag
gaaacaatat
gacacgacct
gtatttttge
aactcacctt
ccacctacag
gcacgtccga
ccgtecactcet
tcatcaaatt
agttgaatag
ccgatttega
actactacag
ttgcgcaaaa
gtccatttaa
ttctgacaga

ccatatagca

aggtaagtga
ataggggaag
gccactcatt
gggtataatt
ttgccaataa
caaggcttac
ggacgatcca
ctgtaccaat
aaacggtaat
tgaaataagc
ctgecgtcaac
ctttettttt
cttctcttca
ctcagacgtc
taatagegtce
atttggggga
tttaaggaaa
accaatcagt
agaacgctat
aaagatacca
gcccaataat
gcaaaacgtc
tctcaaagag
ttgacattgg
tcatcgtgtt
caaaaaaacc
tagactcaag
gaggggcagyg
aacccgttgg
tatgcaacgce
gggttgcatc

attcaggatc
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cataagcacg
taataaagag
tacctgttgt
caacaggata
tttaatcatg
gatgacacca
taaaagttgce
tgcgeccagtg
gaaatggtca
aggtcaatag
tgactcaccg
atgtcttcag
gagttttttt
cagaaaggag
ggccccataa
acttgttgaa
gaggttccca
tgcaaaggcg
tatattgttce
acgtgtaata
acggtcattt
ccecegtttta
cacctgttgt
actccctgac
atcctctgte
gagtctgatg
ttcaattaac
ataaatctgt
ccatgtaaaa
tagctgatgt
actggettge

gatagccgat

ccattacgta
aggctcaatg
gccattcaac
cegctaagee
aactgtagcg
actaccgatg
gttacaaatt
tcagatccceca
ttggcgatac
ccagaaaggg
taaatgeccgg
gccaggtteg
gcaaaaactg
cgccagcgac
tgaataagga
tacccagagce
tgacgataat
aatcgggtaa
gcatattatt
cgcaccataa
actcttatcg
agttgtcgta
ggtatctget
gcaagtagcg
agcaacaccc
tcgccaaage
gtaagctgge
tgtcgegeag
ataatgctat
ggtagattac
aataacggceg

cgattagegg

36

aaatcgegga
gtcgaataaa
catgctctee
atgggtaget
tttggtcctg
ccaccaacac
gcgtcaatte
accgectgee
catcatcatc
aagataaata
aattaatatg
ttttatcaaa
tcgataaggce
ctgaaccgga
aagtacaagc
atttcgtaaa
gagaggcagt
agacatactg
tttcttatca
attcattgee
tcacctctgg
attgtccaat
caagttctac
tttecgatatce
tcgegtagat
aatgaatccg
accagcctaa
cagaaagctc
ggaactcatg
tgcaggatgt
ccagcccceca

tgccaattaa

ccctaaactg
agccacagcc
aactcgtaac
gaccattaag
tatttgagtc
caccggcata
agaatcattc
agtaaaaata
cccatagcecca
agtaatccaa
agcaaagaat
ctccgaaaat
gctaatgctt
tgccageget
gcgaggecat
atcgaaaata
attgaaagca
tatctctcat
ggtttacget
acaggcaatc
cgcaaaacat
ttccagactc
tgaagatgtt
ctggactaat
ccceccaggt
aacgcccatg
atatacaggg
tccgactata
ttcttcaact
tggeggttcg
ttcagctatt

ccctteacac

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

3600



cagcgctgee
gtaaataatg
gtagcgeccett
atagaatatc
ctttageget
tagcececccect
ataacgttgce
gggtaatgcc
atcctgataa
ttaataccat
cgcttegeeg
agctctgege
aagataacgt
gcgtetggea
gcttgeegeg
ctcggtgagt
actttgtege
atcaactcct
caggcgccgce
aacgcggctg
ccgggatage
catatcatcg
tectgtacgt
aactgecggtce
tgagtcggca
agccacaaac
gacacagcgt
tccacgttca
cgccagaagce
gccacaggtt

ctgtcgaacc

agcattcttce
tcececttgetg
gcgttggaag
tccagggaaa
ttcatecgaac
gattcacaga
gtaaaaacca
tggtgcatga
gactggcatg
agtaattttt
ggagacaagc
ctgagtgaat
accttgeccag
aatctgctgt
taattgettt
atttggtgta
aaaaatgtgc
cgctggtatt
cgcaatatcg
agcgttgcecca
acaatatgtc
ccttccacca
tctaaaagtce
tctecggegg
agcaagacga
agcgccctca
tttecgggtct
ccaattaaca
gtgcttttee
gcaacgctat

attgcgggag
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tgcaatccac
tactggatat
catctccatc
ttatatacce
ggtaaattte
cttcacactc
cgttcttatt
gttgttcaaa
gcaacccaag
tctttetttt
tgctgatact
aacccggcca
cccattaatt
tcecgtaataa
tcacgececgeg
atttttcetat
aaatatccgg
ccccaatgeg
ccgccagttg
gcacgtcaat
catcaagtag
gtaccgtata
gtggcaatge
ccagagcgat
ctecgetttee
cgcgctctaa
cttcagacag
ccagaacatt
ccacgccagg
caatagcgeg

gaggcattge

accctaccca
tgttgcatac
cacggacgct
catatgcagce
atgatgaggg
tacaccgtca
caatgctgca
gtccatacgt
acttccctceca
tcataagcgce
gattctctaa
tttgttgttt
ctttcagtct
tcgectgttg
cgattatctce
aagtagctcg
ataggtatca
tattaacagt
acgatgctca
ggcaggataa
tgaacggact
aaatgcggta
actaaatacg
ttctegtgeg
attatcgcga
ggcgggtcetg
tgtaaaatcg
gctgtectgeg
agcagaaaaa
aatcccegtce

atcatagtct

37

gctcattatg
tcaatgtcag
cttcattcgc
aactgagact
acattgattce
agataaccgc
ggaggattat
tcegectecg
actttggtaa
attaaaattc
ctgctgeegt
cttatccaac
ggtagacact
ctgctgatca
cagcaaagtt
ggtccgcata
atggctttgt
tcaacctcct
tggctggtaa
tgccccectet
tcatccgeca
atactgectt
cctggeggat
gccctggecat
aaaaattctg
tcagaggttg
atgaattcgc
tctggegeat
atacccactc
attaatggtt

ttccagcaga

ataatttatg
ctcaccaatg
tattcttaac
ccagccactg
ttaactgaat
cactaacacg
tctcaccaat
cctegttate
tacgcatcge
ttctgtaatt
tgcgtcaaaa
aataaatgac
gctaaagcgce
agtacggtaa
tccatgatca
cttcatccectt
cagtatcagt
ggtaaagcgce
cgactggaaa
ctgcaagccg
acggctcatt
tttccececat
attctccaga
aacgcgtcag
ctatcgtggt
cgacaacaat
ggacttcteg
tacacagcat
gttgececette
gagtgatagg

cgtecgggecag

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



ttecgeggeca
cacgggaacc
tgtactcgta
ttetteteca
taacaacgtt
atatttcagc
taaggtcaat
aaatcggtac
cagaagtgac
tctgegtett
attcacgcac
ccggattaag
tcaggacatc
ctctaataga
gtaactggeg
gataacgcgt
ataaggcaga
gggccatgtc
cacccaccac
aactaaatac
cctcaatatt
cgtcaatatc
gacatgcgece
cagacttttt
gagtgataaa
tgagcgactg
tctcaccegg
tttgcccaca
tcgacatatc
caataatacc
gaaagcggcet

cteecggecacg

tcaaggggac
tgatggcttc
aaaggagata
ggctttatac
gcgctgacat
ctcagacgtt
actttctacce
gtcgaacaag
aatgaataat
atgacgagac
gaggttctca
acgacgcaga
tttttcacgt
aacccgttct
ttgaagctet
ttcctgaaca
gatacgttgg
ttttgtaagc
actagcgtcecc
gggttcctga
cacctcaggg
acgaatcagg
gggaaccata
gcggcegaatg
aggaaagcca
aggttgtctg
gacacgggtg
taaaccatct
atattgtacg
ggcaatcgta
ttectgetgg

caaatcgcca
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gaccaaaacc
gccttaaggce
gcaaagcttt
agcacaactc
cctgaatteg
gcatcaattc
acttgtataa
gtggecttetg
ttggctgact
gacagcgcag
ataccttege
atatgacgge
ggcgcccagt
gatacaagcc
ttcaccaget
ccaataaact
ctgccecgega
caacagatct
gcgectatca
tatagcagta
agagggacgc
tcggcagaat
ctatcttttt
aggataattg
ggaattaaag
gcaatttgag
acaataattc
ccgattgaca
atagcgataa
tcgectttaa
acatgcetgte

tcgatactca

atcaatgact
catcacttgce
gctgecatta
acccataaat
gccccatcga
attcttcatt
ggctctecte
taattttteg
gcttcagege
tataggtccc
cgatccgcaa
gaagcgegat
caattaaggt
gttgcaaagt
cagagtagtt
ctceccatatg
aaacgtccag
gccccatccece
ataaataatc
ccgtcaattt
cggtatcctce
gtaacgtcgg
ceggtgette
gcaatgctaa
cgaggagcat
aactcaactc
ccgegcetaag
gtacgctata
tgataccgcece
caaatttcat
ttaatgtacg

tttgtttgee

38

cgccctaata
tgcccgecagt
atccccacga
accccaggcea
caataaccat
gtccgccaac
tcctaattee
caagaaacgt
ctgctcgata
cattaccgtc
aatcggcagce
acggacatat
gccgaaaata
ttcagcgatt
tttttecate
ccgaagcagg
tccaaaacct
gttcggtaac
cgcectgageg
tteggtgggt
aaataaaaac
gctaagacgt
gacgccattt
caacgctgaa
taaaaccaca
tgtcgeccagg
ggaaatcagc
agtgtgaaca
gataatgttc
cgcaccgtee
ggcatggtet

tggcatcecca

acgcttegec
gaagtccgat
cttcagcaag
accacgcatt
€ggggggcgg
tcctettege
tgccatgaca
cgggtgtcga
agttgcagga
tggcgaatgg
ggttttecectt
tctgtcaaca
agacgtaaat
ttattaatgg
gcattcatta
acacatttta
tgcgecttat
gtctggctgt
ggaatagata
tcaggcaaaa
catctcatgg
aagattagag
gcggaaacca
aagaaagcga
gcggttaata
ttctggegtt
agcgatggaa
gcctcacteca
accagaacaa
atcgcaccga
gcatcgataa

tcaagcgaga

5520

5580

5640

5700

5760

5820

5880

5940

6000

6060

6120

6180

6240

6300

6360

6420

6480

6540

6600

6660

6720

6780

6840

69500

6960

7020

7080

7140

7200

7260

7320

7380



aacgtgcget
tagtaatgat
cgaaagcatc
ttgtgagtga
cgagagggtc
tagtaatcag
ttaataacac
gcgccctgac
atgatgtaat
aagcccatcg
gttagccaac
taagtgaata
catattggtce
acgttcagta
tacctaaata
cgtttcgaga
aaactgcgca
ggtaagtcta
tagcggcagt
ttcaaggcca
ttgcteccgag
gacccgttca
ttcategttg
cacttecgeca
cgtatccagt
cgccattgeca
ggtaagcgga
agcctgetge
accactcage

ctgtaactcc

gccaggggta

aacttcegee
ggtaaatacg
cacaatatta
caaacgatat
actaagataa
gatatcaacc
cgtcgeccaga
tccctecacct
cgtaaccaga
cgcaacaaaa
gctttaaaaa
cgacagttat
gctaaaggcce
atgagatcce
ttgaaagcca
atttgttcac
tcaagttgtt
tcaagcaacc
aatgtattag
aggaataaca
ggttcgatge
cagcgatccg
tctategect
agttccagta
tgcgattgeca
agagcgataa
cgcaacgctg
ctgcgcetcca
gccattecta
tggagagcta

aatgctgtag
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accctctcega
accaacccaa
ccggcattat
aatgtagtaa
atagcaatta
atccaggtcg
accatatcct
aaccatgaac
gctceggegga
ataatcgttg
gcagttcttc
gatagtttag
gttcagctaa
aatccatcct
ggtatcagaa
gttgatcttc
ggagtaaccg
aatcactgaa
gcggcaactg
gcaaacgacg
atatgctaag
gccagtctge
gttgcataaa
aactaaaaac
aatcgegttt
tttgatacge
ccccattatce
gtttctcage
tttettecat
acattgaagg

ggggcgtcat

taccttttgt
cggtgagatt
gttgtaacag
taagtaataa
agagcaggat
gcaaaggtaa
gccgacccge
gcattgcgac
gctggaaaga
aggaataccce
gtctaagaag
ataggtttca
tcctgectaat
gacgcctcat
taaaacctga
gtcgttaaaa
attgaacatc
aagccagcgce
gcaaatccac
caaacgtact
ttcaaaggct
cacgcgtctg
acgcttcage
ggcaagttcc
tttetttttt
attctgtaaa
ctcectgtatt
atcagtgaat
cgtectcatag
cgaaataacc

ttttatctca

39

aatgacaata
tcctectacg
taccagccgt
agacggaaat
cactgaaaac
cagcatcatc
gcatacactg
tccagaaatt
ggtggagaac
tggaacgctg
gtttgcttga
tattgtcectt
tgaataaaaa
gatgagccag
tttatcttta
cagttatcgg
ttcgatgaag
tcacaaataa
tcctcacget
aatgctgcgg
attgctctta
aaccactgceg
gaggacagcg
catccctect
gacaacccgc
tcaggatcac
tgttttatca
ttattacttt
agcgcetgecce
tcttgttect

ttaattttaa

aattgcacga
acaaacttac
gatgtgctga
accgataaat
ataaggttga
acaatagcga
agccactgtt
ttatttgteg
aactcattgce
cgggtttcca
gtatctgaca
gccgccagaa
gctgaatatt
aaagccaatt
cttcacgaag
gtatcagcat
aaactatagc
tatcgagtag
ggcactcttt
ccaaacgact
gcaaaatacg
ataagggcat
tagcggtatc
ccgctgtaag
cggcagtaag
tattctette
aacgcagcaa
cgcgcagttt
cegtegttte
ctataacctg

tattcatcge

7440

7500

7560

7620

7680

7740

7800

7860

7920

7980

8040

8100

8160

8220

8280

8340

8400

8460

8520

8580

8640

8700

8760

8820

8880

8940

9000

9060

9120

9180

9240



tacctetttt
gtgaaaactc
gctcgataat
gatgaatacg
gatggcacat
tactattttt
cttgtaaatg
tacgcaagca
cgtctecggat
tcttagettg
taatatttcg
tagcaaatgc
cggagggggt
aagaatggcg
gccatctcett
tagaagcaat
tcccagecca
gtcatttaaa
aagacgatcc
cttatccage
caacacctcg
atgcccactc
aaccacttca
ctcgegggta
ctgtattgca
tccatattga
cttceccteat
tgactcagca
tggggtgata
tgcggataac
cgtaaggtaa

aatgccagca

atcttcacca
aacggcatat
caacgtaaac
caaataaagc
aacactgtct
aatatgatgc
ttttacatgc
cgctagttet
gattttttca
ttgctecttge
agcgggtage
tccatgaaga
aataatacta
gtaccgatct
tgccccaacce
tgcecgatact
aaggcaaatg
caggctggaa
aactcgggcec
cattccggta
ggatcaggtc
ctaataacag
ccacctteee
cgtcagctac
acccagggat
cectgtggtga
cataagtcgg
ttccttcaat
ccactaactg
cgttaagtct
caccgtecte

tttgattcege
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ttacgtaacc
cgtgttgagg
cgcettgecaa
gctcecectett
accgactgtt
gctgcgtgat
tgttccagece
tgttgectget
gccttacggt
gcaaataaag
ttatggttaa
taatcteggt
atagcgcatg
gcaatgcagt
aaccatatag
ctggtagcat
ccgatatacg
taacagagct
gatcgccata
cagcgtaacg
ggctcaaaaa
tcctgtcaac
tttattggeg
cattctgaat
tgacatctct
atattttata
tagcgcaatg
tetttgttet
attagccgga
aagtagctca
ttecetgtttt

ctcatecctet

atttcagtaa
aaagttcagc
aagtttcacg
ccgecatage
ggtcgaacca
cgaccaatga
attccactte
caactttctg
aagcggagct
ttaattgtaa
tttececgtcag
aagagaagtc
taaaaccgca
ttgttgcatc
ctgccagatc
aaaatagtca
cggcgcaaga
tcctcttagt
acgccagcag
agcaggttge
cggcgtctca
gataacatca
ttgataacgt
tcagcaggcet
attaaatcct
aatacggcaa
gtcacttttg
tttaaaaaat
aacatcttat
accgcattaa
ttttecgeat

ggcaatgage
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cgcgttgaaa
ctgatcggga
catcaatgcc
cgtggectgy
ggccaacaga
acgaaattga
catttttteec
ttcacgectga
cacaatagca
tgttatccac
aggaagtgaa
ttcggeccaaa
tcgtcatgeg
acttgcggag
tcatcctege
ctacacctga
cgaacctgee
ctatttaacg
tttgaaagat
cagaaataac
ggcaaaaata
actgataagg
ccataatcca
gcatcaagag
taatttttac
ctgagctcgg
cattaatcac
taatcttetg
ccgeegttgt
taaactgcga
caatatgatg

gataaagatc

tgacgagaaa
gagaaaccag
tctttttcag
cgtgeccagac
acctgttcta
ttttcatctt
agcgtatttt
taacgatagg
tgtgaaactc
tgtgactcaa
gtaaaactca
gtatacgcetg
cttccecgatt
gaagtatttt
taaaccactg
gtttgaataa
gcttttgeet
ctctgtcaag
gaaagcccag
gataaagttg
gccgatcagg
gtatttcatc
gaatgtttgt
actaatctta
ccgaaaggcc
agaagcgtta
gcectecate
ctgttettec
aaactgacga
ctgctcgaca
ctgcataagt

cacatcacat

9300

9360

9420

9480

9540

9600

9660

9720

9780

9840

9900

9960

10020

10080

10140

10200

10260

10320

10380

10440

10500

10560

10620

10680

10740

10800

10860

10920

10980

11040

11100

11160



gccgtaagaa
tatccagcett
ctaccgttaa
tggecgttact
ggcteggtte
cagaaatatt
agcctctgge
cgccaacaat
cgctggtaac
ttccagecage
taagcatatc
gctgtaagge
ttttgtcatt
gtgcaatatc
gcaaaattta
gttgttctgg
tcattgcecat
taagacgctce
ttaccgtcge
ttttgegttg
gagccatagg
tagcaaggcce
atgctattcce
aaatttcttt
ttccttgttg
gacatggagg
ggctaacagg
tgcagtagca
ataaagttca
cagtaccgca

ggccgcaata

agaacgtaag
attaagcgcet
ctgcatataa
ggtggatgcet
tgcagaggac
caattttcaa
aaatctatat
aatgccagac
atcgcatgta
aaccgtcgaa
cttgatcatt
aaattgcgcet
aatggcectgg
cataatgctt
gaaagcaatg
cgttacctga
cccatccata
taataaatga
ggttaaggct
attggcgaaa
caaatgatgt
aatccctgcece
agcggaacag
tggaaaacac
aggacctatt
tgattecctca
tttcatggtt
gattgacaga
tcaacagaat
cctatcgeeg

ttttcageceg
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gacagtaaga
tgcgatgetg
tccatttgtc
tcatctttca
tttacataag
acccctcatt
ccgataaaat
ataccaactg
cctgggaaat
catcgteget
ttgatcagtg
ttaatcatcg
cctgeectggt
ttccttaaaa
aacatccggt
gccagcaaac
ccgaagcgag
ggctgtagte
aatctaccgce
caattagcaa
ttatgatggt
agggctacga
cataaaatct
tctatcacte
ctaccactct
ggcgcegttaa
ctccececgaga
gcgctgecat
tttectgate
tcaggctaac

cgggcagtgg

aatactatac
cgcctgatat
tggtcaacat
gcaattgttc
attgagtgcet
tggtgcagga
tttcgegget
taatttttta
caggctatgg
aataacttca
aactttcgta
attctgggtt
gcgcecatgtg
taaatacatc
atatacctga
gatataatgg
taaaactcat
ccaaactacc
ccagggagac
tataaaaaac
agataagaca
gcggegegece
gtcecgeccaa
gtttecgcaag
ccatattggt
caggacgttg
tgtatgacca
ttgttecegee
gtecgecagag
ggaggtaatt

aaactgtagg

41

gatgagcctt
tctggcaaga
aacctgcggt
aaaaaaatta
tacaggcact
aataacagac
tttagcggcet
tccggaacaa
ttaacgccceg
gattttagca
attaataaat
gagcaaatca
ggagagcata
gtaaggatac
aaacgattac
gctgectgacce
tagtccatag
actccagtat
ggctttagca
ggcattgcct
ggcgacatcc
tccaccactt
aataaccgtt
tccggeccaat
ttcecggatgt
ccctectace
gaactgtcca
aataacgcac
gggcgggcaa
acactccccea

ggtaaaacca

catgccatgt
taatcgacge
aataaagcac
atttgctcct
acgctcatat
gcagcgccat
catttaaacc
taaccgttag
caaacatgat
atgattccac
gtagaatact
ttaccattca
tccactaatt
tggcaacata
tceggegeac
tgcataccgg
gtaatatcat
gaatgcgtca
atcgccatac
atactgtcgt
gcgatggcaa
agcactgtta
tgccaactaa
aaccgctctt
ggcaatgagg
tgagcatttg
ttaatgcagg
tgggatcgge
ggcaataatc
tgtccaaaga

acatagaaat

11220

11280

11340

11400

11460

11520

11580

11640

11700

11760

11820

11880

11940

12000

12060

12120

12180

12240

12300

12360

12420

12480

12540

12600

12660

12720

12780

12840

12900

12960

13020



agcgattcct
acttgcccca
ttgtaatggc
cccaatagea
agaaattacc
agtgtattgc
cagcacaggqg
cttegettgt
aatatgaatt
cgcattctgg
aaaagcctct
aaccggttcect
tgtgtattct
tggctgggec
ccatgaggeg
aatgtctteg
ttttcacgtg
ctcggcggat
tgtcaggatg
gattatcaac
tcccagtaag
acaaataatc
ctgetgecea
ccgacgcaac
tcagcaagaa
gcttteteeg
tcggcaateg
acgecccccag
gccecctaatce
gctctaaacg
caggccagece

agctccatta

gaacgtatta
cattttaagg
tcettttget
atcacgageg
gctgcagcaa
ataaaatgta
gctgeggggg
atatcggaag
ttcatatttc
cgaatctcac
ctcgeccaacce
ggatggctgg
ttaagcatca
atcaccagcc
taaccactgg
ggtattttat
ataatgattt
aaaactgtcc
cgcaataatt
atctttaaac
tgaaacaatt
atttcttttg
agtaatatgg
cattgctcta
ccgtgaccag
taatttccgt
ctttatecttg
ctgtgtggec
ctatcgtcag
cttcatcaat
gttgttttte

gcttcatcca
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ataaagaaag
ccagcgcact
gacatatcga
cecgececege
ccgataaccce
tagcataatc
taccaggcge
gaggactatt
gttctgttat
tccatgaggce
cgggttececee
catccagcat
tccaggtgec
aactaaaatc
cataaacggt
ttttctgatce
acgttaggaa
agttatcgcc
tcctgegtag
atgttaactg
gctgtggtcg
cctcaatacg
cggtctecee
tttettgecac
tgacgacccce
cagggattta
atcactttga
tacggettga
tacacccgac
tgttttcatt
tacgttatag

gatatcatca

acaattagca
gaccacaaga
ttgataatta
aagaatagca
aaacacgact
cctctgetge
tggaatttca
accatcgact
ttaagcaata
atccgcataa
catcattttg
caaggcatgt
agccaatgca
gattacggcg
ttccggatca
ttcttteatc
ggtcatttaa
atcaagctgt
catggctttt
cgggtgatge
aggttgcccg
atagatcacc
taaatatgca
catgtttacc
acgccgatga
ttataagatt
cgttgegeta
ccegetataa
aacattgcge
tgcgtetgta
ctgcgecatga

aataacagaa
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agggtgttag
gcaacgctat
tgatacgcac
atgggtaatc
gtcgcaccca
cttatttgtt
gggggaggaa
atattacttg
agagtatcaa
ctcatcttga
agacagacgc
ccatagaaat
atatgggcac
cgcgaataat
acggataata
atcataccta
aaacgtcget
gtaaaggtcg
ttttcatceca
acaaatatcc
ggcgtcagge
aggtaaggcg
ggctcagtaa
tcgttaatge
tttgctgcat
gggccccatt
caccagccec
gaccggttte
cacccgcagt
aaacattgac
tatcgegecag

gcattgattce

cgcagttaag
cactggcggt
agcaagcatc
ctgeeceegee
gcgcacgaat
caggcgtaag
acgataccte
ccgetgacgg
ccattatttg
ttgeggtttg
ccgtttggta
taatggecegt
gccaactcca
cccectectg
gctgtttcag
ttgattgtta
ggataagatg
ctcccattac
gaacgtcggt
cgcgtaaaag
gcctgaactce
ataatataaa
acacctgatg
ccggagtatt
aatttcagtt
ttgttgcagg
caggcccatg
cccgectacg
aatcattgat
ttgcagttee
ctttttggea

agtacccatt

13080

13140

13200

13260

13320

13380

13440

13500

13560

13620

13680

13740

13800

13860

13920

13980

14040

14100

14160

14220

14280

14340

14400

14460

14520

14580

14640

14700

14760

14820

14880

14940



cccteeceecgg
agtgctacgt
ctcgectgaa
ctccecttat
tgcattatga
ttcgettttt
ctgatagcct
aacatattga
acacattttt
gtaaagcttt
gcctectetg
gaaaaacttt
cctgcaccta
gctgegecag
gccagcgcga
caggtatcgt
gcacaaccta
aacccctcca
aaaatagcgc
atctgctccet
cgctcaaget
gtcatcaaca
ttatgattte
ctaattttcce
tgceggeget
gttaaggegg
tcctgtcaga
tgacctecgee
cacacgcgag
gtgcecgegeg

cccctaaccet

agggagatgg
tactcgcettce
cgctactata
aaagcttcte
aatccagaaa
ctgtgttaac
gtaagccttt
agagaacttt
ccagggctte
ttceegeget
ccatctcatt
cgctcacttce
ccatacgctce
ataaacctct
cggcttcaca
ggtcagcacc
cggctatata
caacttttaa
caaaaatgcc
gatactcctt
gttggcataa
ttgataaaac
cgggtacgge
ctgataacag
ttcccagega
ttactecctge
aagttgctgt
gcaaatacgce
atagcattcecc
tccataagceg

aaaccagtag
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agtggaagaa
catattttta
gtgatcaatg
taagecgtttt
cegttgetga
catgccagta
aaatgaacaa
attacggaat
ttttgeceget
tcgegtcecata
cgccatagcce
ttcgccaaac
aaccacttcc
cgtecgecata
accaaattga
gcacatcatt
agctacgeceg
ggagccaatce
cgctttacge
tacctgcetta
cgattgagcg
cgcgggattg
atcaagcagt
gcacgeggceyg
acccgaggaa
ggtgctgtceg
aacatctttt
accacggcct
gctgeggece
tatatcgcett

tcaaatgacc

ggtgttaaca
tcctcagatt
gtatctaata
tgttctatct
gttattaatt
ttcatctgac
tcecctcagta
ttttttaaca
tcttttgeca
ttattttcta
atttcacgtt
ttttcagceca
tcgeccaaaac
aaagcacggc
atcttacttg
gccgtttegg
ctagccattt
acagtttcaa
gctttatcct
tcacgtaatg
ttattaccaa
gtctgcaaaa
tgcttcaacg
ttgccatcge
acgcaactga
ctattactgt
ctgcacgcectg
ttaacgcettt
atggcgectg
ccccccaatg

aggcatcata

43

aggaaggcgce
aagcgcgata
catctctaag
ttttctggtt
gcetcectatttt
tggcgececte
aggcatacag
ggaactttcc
tggctttcac
cgttacgaga
caagcggctc
actcctctat
cggagtcaag
caatctggaa
tcacgtcaat
ctceggettt
ctgcgggatt
atatgceggt
cctgctctat
cattttgcac
aaacgctgag
agtcaggcaa
cattgecttge
caaaagtaga
cattgcttaa
gaattcgatt
tcggagaatt
gattgcataa
cggcgcatca
tttttgagce

tatcgtcaac

tggtaatacc
gccagctatt
cgcggcacceg
ttcetgtttgt
cttttegate
ggttgcacat
gatttttttg
accttcttge
ccectettte
aaactcggca
aaattgtttg
ttctgettcee
cacttttgceca
aacatccagt
aattgcctga
aaccattcct
accggacaga
aatccagtca
cgctttctgg
ctcagttgcece
tattaatgtc
tgatagacgc
ctcctgaaga
attcacacga
gtgatgatgt
catttttage
tgatgttcac
cagacgttat
atcttaattt
tggcagcatt

aattgaaaaa

15000

15060

15120

15180

15240

15300

15360

15420

15480

15540

15600

15660

15720

15780

15840

15900

15960

16020

16080

16140

16200

16260

16320

16380

16440

16500

16560

16620

16680

16740

16800



gtcgegetge
tattaagcgg
aaaaccgcat
ctgegetatce
gacagcgtta
ggtattccgg
cagcttececa
aataccatta
atcccctttg
tctggcacgt
aaccataagg
gtcatcctgg
gttttgactt
tgacggtatc
aaacaaactt
ttgtggaaat
cctttcagea
atttagctgc
tatcattatt
cattagggcet
acgtgtacgce
ctggtgggat
tgttatggta
gcaataaggt
actgtttccg
gcagcaaatc
tagttaatca
tctccecccat
taattaccat
tcatgggaag
gctgctaacg

aaagagcgec

gccggcgaac
ctgtgtaaca
cgtgtcatgt
atactggaaa
agctcctgag
ttggcgtcat
tgatcgecat
tcacgcatgt
gctgetttag
tcagecgttcet
agaataagca
ctceceggtat
ccccataaga
tccaccgggg
actattttcet
aggttttgaa
agctgttgac
atgtaacttt
cccctecata
attttacttg
tceggttttt
aggctctaag
acgataataa
gttttgectga
ggcagccctt
ttctaaccgg
aagtatcata
tgggtaacaa
ggcgactctg
gcgcaatatce

tttcttgeaa

gcattggegt
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tcttttacct
tcgtcatcca
gcctgttgta
tttecceccceca
acattttttg
tatccaaagc
atttagccat
atttaattac
caatcacctc
tctggacttc
aaacaccata
cagcgttget
tgtttcctga
cttgagcatt
ttaaatcectt
gaatactcte
tcaccttage
gctctaaatc
tacacgatag
ccattttgaa
gcgcegctatce
atatttttac
ataatgttga
tattgectgeg
aattgtaaaa
gtcaaagttg
atgtttaatce
tgccectaca
tacaaagcca
ctgataaatt
aatgcgttga

aacattgaca

ccataagctg
acaacatacg
gggtcgggte
cttactgata
aattgttatc
cgctttgatc
ataatcatca
atcctcagge
atccatctca
aataaattta
ccctteggea
gacgccgaag
agacattatg
aagttgtttc
cteggectee
tgtctctetg
ccggatttgg
acgatattca
ataattaacg
cctgggecagt
cgtgtccaaa
tttactcttg
tgatattttc
gatcctgtaa
ttatgccttt
tcattttcca
gttaccacat
cgtaaacgcet
gccactggeg
aaagaaagag
tgagattcat

agccccacta

44

catggcatag
cagcgagccg
ttttttcatg
agccctgtea
tgcececctgac
gcctgtagge
atggtcatac
acctcctett
tttgactttt
ttatttgcga
aacggatttt
ctatttttaa
ctttaccttt
agtcgtactt
tggttaaccc
ctetttttgg
tgaaattttt
ctaaacgcag
tgctaactaa
gctcaaaatc
ctggctgcege
ctcactcact
ggcctgeteg
cttgecegttg
ggcctcttea
ctcacttaaa
cggcactcag
ctttattegt
caggcagata
cgggatcctt
ccagtacacce

aaccgttete

cgatacagag
ccacgccgga
agtacgtttt
gttgggtaag
tcataagatc
cacctttatc
catcgatgag
tggttttage
cctgggtatt
tatcctgaat
gctgggataa
acacaatagg
ttgtttttec
caagttgttt
cggcaacgcec
ggctctetge
taagacagtg
cctttttett
gagcctatcce
ctcacgtact
caattaacgc
acaagtgcgc
atcgcettcaa
ttctctecta
cgcgaatgaa
atctaatgga
atggacaatt
cagtaataag
cttgctttca
tttctttaat
actgataaca

tattatcgeca

16860

16920

16980

17040

17100

17160

17220

17280

17340

17400

17460

17520

17580

17640

17700

17760

17820

17880

17940

18000

18060

18120

18180

18240

18300

18360

18420

18480

18540

18600

18660

18720



gaaataatat
ggaatatctg
tgaattaaca
atcaaaacat
atgaccccece
taaccggaca
cttttgtcta
ctaatactta
cagtaccctg
aacgcgatag
ttaaatctgce
gcctgttcete
ttctcececca
cctaaaaaac
tactgaggct
aaacaaatgg
ttgtttacct
cgaagcaatt
ttgttgtcca
caagcgaggt
ttctecectge
taaagtcacc
caaacgcacc
gtcattcaaa
gtcgatgcct
tatcatctge
cgcataatca
ctgtgtageg
acgcaataca
atccatcgceca

tttgattaac

catctcectg
caagtaatgg
cgctccecegg
cctgecactte
atgattcgag
actgcaggct
ataaaaactt
acaggacacc
atctggaaac
ccactcceege
ggccattaac
tcagaataat
gtgacaggtt
gtattttecca
ttaatcaaaa
cctacgacag
tgtttaaatc
tcagaatttt
tcctgaatat
gtaacgcgca
agtttggtat
acagatggct
ataaagtttg
cctgtattga
aactggttaa
tggcgttgat
cgaacgatca
ggtgaaccat
ctcacgacce
gtggcatact

gcattatcca
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agactgatga
ttgaacctta
cccttegetg
tcgtaccaat
agtecgetcete
gccatcttet
aacccgcaaa
cattccaccg
gggtatttga
aacctgcaaa
tctaactctg
tttttcattt
accttcatte
ggaactcttt
aaagcctgat
gaatatcgcc
ctcccagcaa
gcacttcggg
taagatcaag
acaaagaacc
agaaagtaat
gggaaagtac
aggtatcgcet
acgcaatttt
tatctccage
ctaattctgt
ctgcattctg
tgttcgtcecga
ctggaaccac
taagcgtgta

gcactgaagce

gagtgactaa
cgccattgcet
gatacttcag
aagtcatcac
accttttgeca
ttccattgeg
ggtaagtcat
atgaaaatca
taatcagcaa
accccactgg
gctttceegg
atagtaagcg
agccatactt
ggattaacca
tacactatgt
caataaagga
tagactttgc
cagcgggtcet
cattattttt
cgtagtgatg
atttttatcc
ataagcctga
gattacecgtt
cttgccacce
attaacatcg
gataagtttc
gcgtgggtceg
tgacgccggt
gacggactga
tatacttaca

taattgacta

45

tctgeccagtg
gatccatttg
catgcgggta
agattacacc
tetgtteget
cccgcacata
ttaccgtttc
agaatacgcc
gttcacaatc
atggtagcgg
catcaacaaa
gaatacaaat
cccggecttg
tgagatatgc
acttgagtcg
attttatttt
ccggccaata
gtttcgettt
tgcgtgeccat
gattcaagtt
agcacagcct
gagetttttt
gaaaaaccgc
agcgacactg
ataattttca
cgatacccgg
gcagcaaaca
acgctggttt
tcgegatatt
ctcaccgcac

atacgagtca

caataacccg
tatatcatca
acccattttt
atcccgatac
tgacgagcaa
atgaatattg
aggctgacca
agccaaccac
ctgtttacca
cttatttgga
taaattatct
atcgcatcct
taaaacgtga
cattatttac
tatcattgeg
gcgagtggat
atgtggecctg
gcgtatcact
tatcatttaa
tagccacttt
ggatattatt
ccagggcatt
tagcaccacc
ccgtteecca
ccgaaatctc
ccatattgga
tgggcaatgce
tactcatctc
ggtattgggt
tgtctttteg

ggcagcetggg

18780

18840

18900

18960

19020

139080

19140

19200

19260

19320

19380

19440

19500

19560

19620

19680

19740

19800

19860

19920

19980

20040

20100

20160

20220

20280

20340

20400

20460

20520

20580



aacaccgctc
tgaaagaata
agtgataacc
ccaggtaagce
cggaattttt
gttctctgag
gtcattacct
taagattaaa
tgcgtattac
taagctcaga
gctgtatage
gacaaggctt
agaaaatttc
cttcggecett
cctcagacat
gattcacatt
ccttgtcaca
cactgacata
ttacatcgcce
tttatcttec
tagtgatcaa
tcaatctcaa
taacaacaat
agaaacggca
gcaatcaacg
tagcgactga
gtccttcaaa
ctgatatcga
tttcegttatt
aaagctttcce
acggcaaagqg

tgacggttaa

acctccacag
ttectggetge
tgatgtttta
aaatcatatt
ccactaaatg
agcagatgta
ttccatgata
cgtttattta
attttttaaa
gctactactt
ataatcatgg
aggtaagctt
tcctetggea
gatatcctga
aaatgggagt
tatttcgact
ggcgattcta
aaaacttaca
atcttattaa
taatgataac
gtgccaaaga
gaatacgctg
aattatttgg
gcatataata
gtttgaagaa
gattcatcat
ttgcacgeeg
tgaaaatagc
atctactgat
tttataccca
atggcacget

acttcccgat
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ctttggtacce
gtaagtaatg
ataacgatgc
gtgctgecag
tagctgttat
aaacctctge
actcatcact
ctaccatttt
atgcaagtta
gtggtataat
acgtcegggt
tccaggtcat
ggatgcccat
attaatggaa
ttctatcaaa
atacttttect
tcattcggat
atttgaaaaa
aaagtaattg
accatcgatt
ttttgcaaca
caaacatctt
ctgctatctg
gaggatttat
gctgaacgtg
aacgatattt
acgctaaacg
tttegtegeg
aacccttcag
acccatgeeg
tcegttgegg

ctcattacta

ggtaatttct
aatgaaccgt
aggatataca
gttattcaaa
caatgggcta
taatggcatt
ctttgctgta
ataccccacc
aagccaggtg
aaccgtttaa
gtgctgcaag
ttaagaacaa
caatagtcat
tgccttttaa
ttegetcaca
tgtacaatat
tttccgataa
tcatttatta
tagtcatcga
aatcttcetga
ggcaactgga
tagtaatcag
tgcttaccge
ccegttectate
acgctaaaaa
tcectgaggt
gagagaagca
atagttttat
attattcaac
ggttttactg
ttgccgatca

agagccacct

46

ttaacctege
ccagtagata
tataacatgc
atatcgaceg
atagtaatag
tgtctggcat
ttgagtataa
cgaataaagt
tttttctatc
ccatccceccecca
cagtagtgtc
agaaatagaa
tatccaggat
aactgccagc
accacatceg
caggatgctg
attcacaatt
aatgaactgt
ctgggttata
tgaaactata
gggaagcatt
gctaactttt
agcttatata
cgagatgaat
tttaatgtat
gagccggceat
ccegtetettt
tcttaatcat
tctacagect
gagtgaacca
gcaaggcgta

gccattagat

atccecggtga
aaatattgaa
tgccatcaaa
gtggteccagg
ccgtatcata
aaagggtgaa
atagtaaaat
ttatggtgat
tcaatagcaa
tccgetgtga
acataggcaa
aatgcttetg
cggctattac
atgaatccct
taaaaagccet
tctacatata
acattttcag
tacgatgttt
tatgaagaaa
tgtactgcega
atgaatttgce
ttatttttat
tcaatggtte
attgtactaa
caatgctcat
ctatctgteg
ctgcagtecet
aaaaatgaga
ttaacgcgaa
gaatacataa
ttttttgggg

gatagtattc

20640

20700

20760

20820

20880

20940

21000

21060

21120

21180

21240

21300

21360

21420

21480

21540

21600

21660

21720

21780

21840

21900

21960

22020

22080

22140

22200

22260

22320

22380

22440

22500



gagtatggct
gtacacagtt
tattacgcac
atctacataa
tggtgttgat
ggcattttgt
cacaacgact
tacaagtcca
aagcaaaaaa
gtcatgagtt
cccctttaaa
tgttagctat
tacatatgga
ggccagcgca
attttcatac
taaaatttac
tatttctggt
ctgcttttta
caagcctggce
cctgtgtete
cactatcagc
caccccacca
acgacctggce
taccccectg
tcggcaaaat
ctctgacttt
aaatagatgg
actgcatgtt
aaaatgggat
tcagtattge

gtcgetgete

ggatcaaaac
agaaaatgta
aaccttgcat
tcgecatctta
gacgtegget
cgatgtcatt
ggatgaatta
atacgacaat
acgcgctgag
acgtactccg
catagagcag
tattaataat
agaaacagcg
aagcaaaaaa
cgacagtatc
cgaaaccgga
tagcgatage
tcaagcagac
taaaatgatg
gctagtatta
gccgttetge
gcaaaatgcg
gcaacagtta
gcagttgcag
gcttgtcage
atcacaacag
tattgaatgt
tgtggcgeta
tcatcattac
cgcagaatat

agcgttactg
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aaccacttat
acgctgcatg
ggcceccggat
aaaattatcc
ttttgetggt
aataaaaccg
gatagtattg
ctggaaaaca
cgagctaaca
atgaatggcg
caaggattag
ctgctggatt
ttactgcegt
ctgtcattac
cgtttacgge
gggatacgtc
ggtaaaggga
acaaattcge
ggcggtaatc
cccttacaag
ctgcategece
cttctcaacg
atattgtgta
attcttttgg
ctgggacaac
cagcgatteg
gtacaattat
tcecgetageg
attaccaaac
caacttttge

gcgacagatg

tgecegtttte
atggatggca
ggagtctggt
ttcaacaaat
tactacatceg
caactgcacc
ccggtgettt
aagtcgcaga
aacgtaaaag
tactecggtge
ctgataccgce
tttcatgcat
tactggacca
gtacttttgt
aaattttggt
tgacggtcaa
ttgaaataca
aaggtacagg
tgacactaaa
aataccagcc
aactggcttg
cagagctttt
caccaaatat
ttgatgatgce
acgtcactgt
atttagtact
ggcacgatga
tagcgacaga
cagtgacatt
gaaatataga

atatggtcat

47

atacatcceg
gcaaattccc
tacgctgtac
cccctttaca
ctcactggece
gctgagcaca
taaccaactg
gcgcacccag
cattcatctt
gattgaatta
cagaaattgt
cgagtctggt
ggcaatgcaa
cggtcaacat
taatttactc
gcgtcatgag
gcagcagtct
aattggactg
aagtgtcccc
gcctcaacca
ctggggaata
gtatttcccecc
accagtaata
cgatattaat
tgccgecagt
gattgacatt
gccgaataat
agatattcat
ggctacctta
gctacaggag

taatagcaag

caaaaaatac
ggatttctga
ccatacggta
ttaacagcat
aaaccgttat
cgtttaccag
cttgatactc
gcgctaaatg
acggtaataa
ttacaaacca
acactgtctt
catttcacat
accatccagg
gtccctetet
gggaatgcgg
gaacaattaa
caaatcttta
actattgcgt
ggggttggaa
attaaaggga
cgcggcegaac
ggaaaactct
aataatttgt
cgggatatca
agtaacgagg
agaatgccag
ttagatcctg
cgttgtaaaa
gctegectata
caggatccga

attttccaat

22560

22620

22680

22740

22800

22860

22920

22980

23040

23100

23160

23220

23280

23340

23400

23460

23520

23580

23640

23700

23760

23820

23880

23940

24000

24060

24120

24180

24240

24300

24360



10

cactggacct
agttaattca
atgtcataga
ccgacttacg
ttaatttteg
aaatcatcat
agcatgttaa
ttatccttga
agcgttggece
ttaaaacttt
tgttagegge
gggaagctat
gcgagecgtca
agctacatat
aggttcataa
aa

<210> 3

<211> 6053
<212> ADN

cttgectgget
cacattaaaa
cattgagaat
ccagaaaata
cgagggcagc
taacggcatt
aaatggtcett
tcttagetta
agcaatgaat
agccgcaggt
attgcaaaca
cctggectgaa
ggttcttaaa
cagtataaaa

agtgacagag

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Operén spvyRABCD

<400> 3
atggatttct

ttcagtatcg
gacctggaaa
accgaatttg
ctggagcagg
atttatccgg
acaaatataa
aactgcattg

tcagtggagg

gatatcaaca

tgattaataa
caacatcagt
gagagctgaa
cacaaactat
aaatcggacc
aaagtttaaa
tggggagagc
ttatttctge
gtggggtcat

ggctggecgg
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gatattgaaa
ggctgtttag
cgcgtaaaaa
cgtatgatct
aaaatgaaag
atgaatgcct
gaggtttata
cctggcatca
attctggttt
gctaatggcet
gtagcagtaa
ttaaacgctg
cttattgacg
accgtcgaaa

ttacttaact

aaaattaaaa
actgtatatc
acaaagactc
ttatcgaaaa
tacgggtaaa
aaatctgatc
cgttaacagce
cagaaattat
gttatttatt

aacacctgta

atgctgtatc
gtcaaatagg
tggggaaaat
tcaaaaacta
aatataagat
tattaccctg
atgecctgttg
atggcctgga
acacagcata
atgttttaaa
acaagcgtta
acacgaccaa
aggggtatac
cacaccggat

gtgcccgaag

attttcataa
acccgaaccce
tttatacgga
gtaaaatccc
acgaaacaac
atttcagcac
caaataatag
tttcatcggg
cctaaaaaat

ctttttcatg

48

ggctggacaa
gcagactgaa
catcgegetg
caccattact
cttattagta
gcctcatttt
cgcatacgag
tatcattcct
ccaacaagag
aagcagtagt
cattgaccca
tcatcaactg
caatcatggg
gaatatgatg

aatgaggtta

cactgatgga
cgctgagcag
agaatggcac
attatatttt
tagaaataat
tgaccatttc
aagaactgtg
aatcgecttgt
tctttectetg

agggggctaa

aaaatcgatc
ttggtatgct
gaggaactaa
taatattatc
gacgatcatg
aaaattgtag
cctgacatac
caattacatc
tatatgacca
cagcaagttc
acgttgaatc
cttactttgce
atcagcgaaa
agaaagctac

atagagtatt

aacaggttcc
ggttatttca
tcttatccca
cttacatgca
atttgacgaa
cggccaaaaa
tcagacaaac
ctgcecggaca
cggcaaacct

aaattttaat

24420

24480

24540

24600

24660

24720

24780

24840

24900

24960

25020

25080

25140

25200

25260

25262

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600



ctggacacca
tttgataacg
ctcatceeeg
aaaggcgtag
tatcgtaaag
gcagcgtaag
tcceccatcct
caatctgaca
cgctggcetca
atgaattcct
ggagcgctga
accgecgattce
ttctggcaat
ttattttcag
acaggtcgaa
cgtgtttgat
gggatcccge
catgttccga
caatggcacg
gceggacctg
gctgcecgtat
gctggaagat
gaccggcgat
gacactgccg
caatctgggg
acagttagcg
gcecggeagtt
tgagcgacgt
aggccgtaga
tcaggagata
cteeccecttt

ccagtataac

tataccattt
tcgatttgtt
tcagagtctg
cgctetgtac
ctataaaact
ggccgcaaca
ccatageggt
cagaatcagt
cgccacttta
gaaatgggac
acgttgttta
cgcacagcag
acaaaataat
gagtcatcat
accgccatece
attgtcegtce
ggaggtaaag
gaaaatcaat
aacctgagca
gccaccctga
cattttccac
attatcagcg
aacagtaact
accgagccgg
ctgaaaaccg
attaccgttce
tagctteeeg
cattgttcag
gcagacgctg
gtgtatgttg
cctgeccaaaa

gctgtcetetg

ES 2724729 T3

ttttaaacag
cagttcactg
tcgggetetg
ctecttgtat
gatacagcag
cctgtattca
agttcaccge
ttgatgectcet
ctgaagaaac
cacgccagcg
ttcctgagtt
aaaaatagca
tccectgeag
tatttatgaa
gggtceccgge
agacccgtaa
cctgggacct
tgacccgcag
gttcecgetgt
tggtggttaa
acgaccaggt
agagcagcat
atgccatgga
acaacagtac
ccgactatac
ccccaggtgg
cgctaccaga
gtgcattcta
taagcagaaa
atactaaatg
gggggcaagg

cccatcageg

acactaggta
taccggttac
ggattatcaa
tacccgacca
gaactgaaac
cggcatttge
ggagcatgga
ggtggattac
tgaataacgg
gtcaggttgt
aatttgttgt
cataaataaa
acattatcag
tatgaatcag
agggaatttt
acagtttatt
ggcgatggge
agttcggggg
cggcggtatt
tgatgeccatt
ggagttatct
tgactggccg
gctegecage
cgccactgac
gccatttgaa
aacagttgat
gtagtgagca
ccgegetgta
atatacctgt
gtttttcatc
cgctgagtca

ccgaacgegg

49

ttaccaacce
aacaagggct
cagatcacgc
agaaacggga
agtccacctt
cagattcaga
gtaaaccgge
ctaaaacatg
tgactatgac
tceceggectg
gccatctttg
ctcaatataa
tcttcaggat
accaccagtc
gcaaaatata
aacgccaata
caggcgcagt
accttgcagc
cagggacagg
aaccagcaaa
ctgctgaata
tggttcctga
cggctgtcac
ctgacctcett
gcactgaata
tgcgggtact
gcagaccatt
cggeggcage
ccatcgtcag
tgccacttta
gtcaggcect

ctttgegect

tgcattcagt
ggcgatgtta
actgcacatc
gacaccagat
ctgaccttat
ttgtcagcaa
tggtcgeegt
ggcattaacg
ggcgcagcega
acccgacgcec
cacaccggga
gccactcatt
ttcattctgt
cggcactttc
attattattce
tgtcatggec
atatccgetg
agacaccgga
cagagcgtecg
taccgaccet
ccgatgtgte
gcaactcgct
cagagcagca
tttaccagac
cctttgeceg
ctgegtgeca
ctgcagaatc
acttttgaac
acggccagtt
gcgctgatcea
gacggcctag

gcgetggege

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

2460

2520



tgcactacag
tgagcattge
tggggccgga
tcacctgett
agccccgeac
atgatttctg
cagcacgcct
cggtgaccce
tggacctcaa
tacagtatgg
cggtacagtg
taccgectge
ataactacgg
actttecctga
acgaaaatcc
gttatagaag
tgatgggagg
agattcaagc
gtggggatga
ccacaaatga
ttgtggaggg
agcttgataa
taatagataa
tcaacatata
agggagaggc
attgtggatc
ctgctgacac
taagaatcta
accccagatt
cccttettta

tgaggtttte

cagcggtgge
ccgeccgeace
cggagaagtg
cgcgtacggt
ggagagcagt
gttactgcat
cagcgatccg
tgcecggecgag
tggggacgag
caacgcgace
gctgttcacc
attcactgct
ctttgagatc
tgaactgggt
gatactgaca
agctcctgte
taattcatct
tectgaggtac
ttatcctgaa
acccagtgat
attaagttca
gcccgeatta
agcttttatg
cctagaaaaa
agagatgctt
ccaagacttt
aaacaggata
ttccagaagt
tttecegtcac
actttctgcet

tggataacta

ES 2724729 T3

ggcaatggcce
agccatggceg
ctggttcaaa
gacgtatecgt
ttttategee
gacagtaacg
caggccgcect
catatctatt
gceggacgeg
ccecgecgecg
ctagtgtttg
cagaacagct
cgcctecate
gaagccgata
cagctttgeg
aacaatatga
cgaccaaaat
tattcagcte
acacaggcaa
gaggagttta
cttcececgaaa
tcggatgtge
agtacatcgce
ggacataaag
ttcecctecaa
gcaagccagce
aaaagaataa
ggtatgagcg
cctaggeecg
cggaacggac

atcgttttat

cctteggegt
tgcecgecagta
cgctcagcac
tcccgcaaag
tggagtactg
gcatcctgea
ctcatacggc
actcctactt
atcgcagcge
atctgtacct
actacggcga
ggctcgeeeg
gcctgtgeeg
cgetggttte
ctgcteggac
tgccaccgee
caaaatgggc
aagggtacag
aagaaactct
aaaatgccat
cagatcacag
tgaaggaata
cagataaggc
gtagaatact
atactaaact
ttagtaagct
taaacatgag
gcctagetcet
caaagtagtg
cgaaatatca

taaaaaaaac

50

gggctggtce
taacgacagc
cggtgatgcc
ctacacggtg
ggtgggcaac
cctgctgggg
gcaatggctg
ggcggagaac
catgcgctat
ctggactagc
acgtggtgta
ccaggatccc
ccaagtcectg
ccgtetgetg
gctggectat
accgccaccg
gattgtagag
tgtgattaat
gctctccaga
gtcagtttat
agtcgtatac
cactactata
atggataaat
cggagatgtt
caaaatcgaa
gagattaagt
ggtactcaac
ataaggggtt
catctaaact
ttttttegee

tgagaattta

tgcgecgacaa
gatgagtttc
cccaatcceg
acccgctatc
agcaacggceg
aaaaccgccg
gttgaggagt
ggtgacaatg
ctcagcaagg
gccacaccceg
gatccacagg
ttctcectgt
atgttccacce
ctggagtatg
gaaggcgacg
cctcctecga
gaatcaaagc
aaatatttac
gactatcttt
ataaatgata
cggggcctga
ggtaatataa
gacactattc
gcacatttta
agcattgtaa
gatgatgcaa
tcatagatac
atactccgga
tttgccatta
tgataaaaaa

tatctaataa

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
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tatggcgata
aatctaaaca
acaagtaagc
gtatcccact
ttetttgeta
gctegtcecgag
gtgctcaggg
gacagtccgg
gttagcctgg
agtgegtegt
gaaaatgggg
tatctcagtt
gctttacgtg
acggaacagt
aattacaaat
taacgctcat
gttttttgaa
ctatgagagt
atatcaataa
caaaagagag
gatatgtaaa
tacattataa
cagtgggatt
catattgttt
agagggaaag
gtagacatga
tcattgattc

tctcatcatce

<210> 4
<211> 1590
<212> ADN

tatccatatc
tcecctecttt
acctgaaaaa
ttaaagaggce
tgagccaagg
aatcacctca
atatggtgcce
tagataagtg
gcgectcagtt
ttecteccacaa
ttatttcagg
atcgtaatga
aggaaccgtt
aaacgccgtt
tttcattgaa
gcatattgat
aaatattata
ttectggtagt
taatgattca
aattttgtat
taatacatac
catacatcac
agacagcgcc
aaattccatc
ttcttttate
tttcaacgcect
ttggaaaaca

aggggaattt

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Operodn faeHlI

ES 2724729 T3

gcaaaggaga
gaatattgta
taatttcaac
gctggatgtg
ttttcagetg
gtctcaggge
acaagcattt
gaaagtgacc
cacgttgtat
gacacggcaa
acagtgtcect
actacgaagt
ttatcgtttg
aaacaactat
ggctccccce
gtgtccgecac
tttaatgttt
gcgtcatcce
aatgaagtca
ccaaaaaatt
atccattact
cgacaggata
attgttgata
gatgaggtgg
attagcgcag
gtggttatct
tccaacatac

tatgtcaggg

tttcccatge
gctgettatg
tcecttgecaca
cctgactatt
aataaccatg
aaatttgcecg
caagcgctgt
gatatggaga
ataaaaccag
tttatagagt
gagtcagacg
gggcgtgatg
atgacagagt
tttaaatgct
ttactgacga
tgtaatggtg
tgtaatatgce
aagatataat
agagaattaa
tgagtctaga
ctgggaactg
tattaagttc
aaatcatttt
aaaaagaaat
agaactacat
gtgaatatga
ttcctagett

cttatgatga

51

ccataaatag
atggggcgga
accaaatgcg
cagggatgeg
gttacgatgt
gtgacaagtt
ccggattget
aggtcgctca
accaggaaaa
gtctggaate
ttcatcctga
gtggcgaaat
aagtatgggt
cattaattta
attccggcac
aaaattacat
attttattga
atcacgtata
agatgcgcett
taatttaaaa
cgttttatta
gaagaacact
tggtcatgag
attaaaccgt
agctccaata
taaaaaacca
acaagaaata

aaaacacgat

gcctaatcta
aataccatct
gaagatgccg
ccagagtggt
tttcatccat
ccacatcagt
gttttcagag
acaagaccgt
ttcgcagtac
cagactatcce
aaattggaaa
gcagagacag
ttggggagca
ttaatcaata
cgtaaaggaa
aagcaagagc
ggtagtgtaa
aattcaaaaa
tgtattgaat
caaatggcta
tcagegtgtt
gcctctecta
cttaaccaat
tatgacatta
attggcgaat
tatgtacaat
aaaaaacact

tga

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

6053
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<400> 4
atgaaaataa

tattccgcag
gtcactgacg
gtggataccg
ggctccctge
ttcacccett
acgacgacgg
gtggcgggac
gaagacgggg
gtgcaggceg
aaccggggct
gtgctggcetg
tttgagctga
acggtgacgg
attttactgc
gaagacttca
gtctggaagg
agtggggagg
atcctgacca
acagagggtt
acgggggagyg
ctgecgecatg
aacggcttge
accctgtttg
ggactgagcc
acggtggcgg
tcecetggegg

<210>5
<211>70
<212> ADN

cgcatcatta
caccccgggg
aggctccgaa
ctgatgcceg
cgtttctgga
ttatctccte
cgcaacactt
agctttcettt
cggttctacce
gcaccctgece
tcggtaacgg
acggcegggt
cgctgeecgge
tccagtaaag
tggccgecag
gcggagagcet
tcggggaagg
aggtaatacc
cccgggceegg
ttgcactgac
gaaatgtceg
tecctggggaa
cgccacagac
acagtgaagg
ggttcagtga
acagcggtga

tgagcattga

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador SPI-1-P1

ES 2724729 T3

taaatctatt
ccgaattctt
atggacctgg
tacagcgaac
aggccatctg
cagcagtaac
ccgegectet
cacccttgac
ggcagcgatg
gcagtggctc
aatgagcacg
gacccggcetg
agaaaacacg
aacgggcagg
tctgetgeeg
gaagctgggce
gaacacacag
ggttcccecetg
ccgggagggyg
gtggacggca
taccgggaca
ccgggcggag
gcaggtgatg
ccecggtetgg
cgecegecectg
gctgegtttt

atatcggtaa

atttcecgecce
gacggcgggg
caggtgggct
ggacaactgg
tatgaggtgg
gggcagccgt
gtcceggtac
cagggaatgg
tcgetcecgtaa
aaaaaccgtc
gcagataacg
gcggeggect
ccggtgecagt
gagaggaaga
tcctgtgtge
gggccggtga
ataaacacga
ccggccatga
cttgecgecge
ccgggtatgg
ttcaccttece
tatgccggge
ccggcaggge
ctccgggaga
cgccaggttg

aagggggcgg

52

tggcecgeget
aaatacagtt
cccctgacca
tttttgattt
cagagcgcgg
ttteccgtgac
gtaacccgga
ccgtcagege
acgggcagag
tgecectteect
gtcaggttat
atgcgtccge
ggcaggcegg
acacaatgaa
tggcgtggaa
ccagcacccg
aagctgtcte
cggtecetget
aggtgacgta
catcggtgac
ggatgcaggc
tgtatggecga
agacgccggg
tgacggtcag
acggggtata

taccgtceeceg

ggccctgttt
tcaccgtctg
gacatgggcg
acgcggcaag
tggtccegge
ggatggcgge
gaacggtcac
cggacaccag
cgtgacgggt
gctgatgetg
cagtcagggce
cgtctecggat
gctgagtgtg
acgaatgacg
cacgecgggg
taatccctgg
tgtcctgege
gggaaaaact
cggtaaggac
actgcecggtg
ggcgggtgtg
cctgcaggge
tgtgctgcag
cagcgtgtcce
cggcgcacag

ctggcatacc

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

1590
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<400> 5
ttatggcgct ggaaggattt cctctggcag gcaaccttat aatttcatta gtgtaggctg 60

gagctgette 70

<210>6

<211>70

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador SPI-1-P2

<400> 6
atgcaaaata tggtcttaat tatatcatga tgagttcagc caacggtgat catatgaata 60

tcctecttag 70

<210>7

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador SPI-1-P3

<400> 7
atgttcttaa caacgttact g 21

<210> 8

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador SPI-1-P4

<400> 8
aggtagtacg ttactgacca c 21

<210>9

<211>70

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador SPI-2-P1

<400>9
accctettaa cecttegecagt ggectgaaga agcataccaa aagcatttat gtgtaggetg 60

gagctgcette 70

<210> 10

<211>70

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador SPI-2-P2

53
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<400> 10

actgcgtgge gtaaggctca tcaaaatatg accaatgctt aataccatcg catatgaata

tcctecttag

<210> 11

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador SPI-2-P3

<400> 11
tgttcgtact gccgatgteg ¢

<210> 12

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador SPI-2-P4

<400> 12
agtacgacga ctgacgccaa t

<210> 13

<211>70

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador spv-P1

<400> 13

gtgcaaaaac aggtcaccgc catcctgttt ttgcacatca aaacattttt gtgtaggcectg

gagctgcettce

<210> 14

<211>70

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador spv-P2

<400> 14

ttaccccaac agcttgeegt gtttgegett gaacataggg atgegggett catatgaata

tcctecttag

<210> 15

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

21

21

ES 2724729 T3

54

60

70

60

70

60

70



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

<223> Cebador spv-P3

<400> 15
gaccatatct gcctgectca g

<210> 16

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador spv-P4

<400> 16
cagagcccgt tctctaccga c

<210> 17

<211>70

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador fae-P1

<400> 17

ttaccgatat tcaatgctca ccgccaggga ggtatgccag cgggacggta gtgtaggetg

gagctgette

<210> 18

<211>70

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador fae-P2

<400> 18

atgaaaataa cgcatcatta taaatctatt atttccgeccc tggccgeget catatgaata

tcctecttag

<210> 19

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador fae-P3

<400> 19
caggctcccc tgccaccgge t

<210> 20

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador fae-P4

21

21

21
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<400> 20
caggccaact atctttccct a

<210> 21

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador spv-S1

<400> 21
ggtcaattaa atccactcag aa

<210> 22

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador spv-S2

<400> 22
acgggagaca ccagattatc

<210> 23

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador spv-S3

<400> 23
ttcagtaaag tggcgtgage

<210> 24

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador spv-S4

<400> 24
ccaggtggag ttatctctge

<210> 25

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador spv-S5

<400> 25
actgtcgggc aaaggtattc

ES 2724729 T3
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<210> 26

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador spv-S6

<400> 26
tttctggtta ctgcatgaca g

<210> 27

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador spv-S7

<400> 27
tccagaggta cagatcggc

<210> 28

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador spv-S8

<400> 28
gaaggaatac actactatag g

<210> 29

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador spv-S9

<400> 29
gtgtcagcag ttgcatcatc

<210> 30

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador spv-S10

<400> 30
agtgaccgat atggagaagg

<210> 31

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

ES 2724729 T3
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<220>
<223> Cebador spv-S11

<400> 31
aagcctgtct ctgcatttcg

<210> 32

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador spv-S12

<400> 32
aaccgttatg acattaagag g

<210> 33

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador spv-S13

<400> 33
taaggctctc tattaactta ¢

<210> 34

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador spv-S14

<400> 34
aaccgcttct ggctgtage

<210> 35

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador spv-S15

<400> 35
ccgtaacaat gacattatcc tc

ES 2724729 T3
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REIVINDICACIONES

1. Cepas modificadas de Salmonella Gallinarum, que comprenden la eliminaciéon de al menos un cluster
de genes completo seleccionado de los siguientes puntos (i) a (iv):

(i) Isla de patogenicidad de Salmonella 2 (SPI-2),

(ii) Isla de patogenicidad de Salmonella 1 (SPI-1) y SPI-2,

(iii) spvRABCD, y

(iv) SPI-1, SPI-2, spvRABCD, y faeHI.
2. Las cepas modificadas de Salmonella Gallinarum de la reivindicacion 1, en las que un cluster de

genes completo de la isla de patogenicidad de Salmonella 2 de SEQ ID NO: 2 se elimina (SG3-d2).

3. Las cepas modificadas de Salmonella Gallinarum de la reivindicacion 2, se depositan con el N.° de
acceso KCCM1 1009P.

4. Las cepas modificadas de Salmonella Gallinarum de la reivindicacion 1, en las que ambos grupos de
genes de la isla de patogenicidad de Salmonella 1 de SEQ ID NO: 1 y la isla de patogenicidad de Salmonella 2 de
SEQ ID NO: 2 se eliminan (SG3-d1d2).

5. Las cepas modificadas de Salmonella Gallinarum de la reivindicacion 4, se depositan con el N.° de
acceso KCCM11010P.

6. Las cepas modificadas de Salmonella Gallinarum de la reivindicacion 1, en las que todos los grupos
de genes de la isla de patogenicidad de Salmonella 1 de SEQ ID NO: 1, la isla de patogenicidad de Salmonella 2 de
SEQ ID NO: 2, spvRABCD de SEQ ID NO: 3, y faeHI de SEQ ID NO: 4 se han eliminado (SG3-d4).

7. Las cepas modificadas de Salmonella Gallinarum de la reivindicacion 6, se depositan con el N.° de
acceso KCCM11011P.
8. Uso de las cepas modificadas de Salmonella Gallinarum de acuerdo con las reivindicaciones

anteriores para producir un bacteriéfago litico especifico de Salmonella.

9. Una composicion farmacéutica que comprende las cepas modificadas de Salmonella Gallinarum de la
reivindicacion 1 como un ingrediente eficaz.

10. Una composicion farmacéutica para su uso en la prevencion o tratamiento de tifosis aviar, que
comprende las cepas modificadas de Salmonella Gallinarum de la reivindicacién 1 como un ingrediente eficaz.

11. Una vacuna que comprende las cepas modificadas de Salmonella Gallinarum de la reivindicacion 1
como un ingrediente eficaz.

12. Un aditivo para pienso, que comprende las cepas modificadas de Salmonella Gallinarum de la
reivindicacion 1 como un ingrediente eficaz.
13. Las cepas modificadas de Salmonella Gallinarum de la reivindicaciéon 1 para su uso en un método

para la prevencioén o tratamiento de animales.
14. Un método para producir un bacteriéfago, que comprende:
cultivar las cepas modificadas de Salmonella Gallinarum de la reivindicacién 1 en un medio;

inocular el bacteriéfago en el medio; y
recuperar la progenie de bacteriéfagos del medio.
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