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DESCRIPCION
Células que comprenden particulas lentiviricas con codones optimizados
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a métodos para mejorar la seguridad de vectores retroviricos capaces de
suministrar genes terapéuticos para su uso en terapia génica, y a nuevas secuencias nucleotidicas para su uso en
dichos métodos.

Antecedentes de la invencion

Los vectores retroviricos ahora se usan ampliamente como vehiculos para suministrar genes en células. Su
popularidad deriva del hecho de que son faciles de producir y de que median la integracion estable del gen que
portan en el genoma de la célula diana. Esto permite la expresion a largo plazo del gen suministrado (1).

Durante un tiempo, ha habido un considerable interés en el desarrollo de sistemas de vectores retroviricos basados
en lentivirus. Los lentivirus son un pequefio subgrupo de retrovirus complejos. Contienen, ademas de los genes
retroviricos comunes (gag, pol y env), genes que les permiten regular su ciclo de vida e infectar células que no se
dividen (2). Por lo tanto, los sistemas de vectores basados en los mismos son de interés debido a su uso potencial
en la transferencia de un gen de interés a células que no se dividen, tales como las neuronas. Ademas, los vectores
lentiviricos permiten la expresion muy estable a largo plazo del gen de interés. Este se ha demostrado que es de al
menos tres meses para las células neuronales de rata transducidas, mientras que los vectores a base de MLV solo
pudieron expresar el gen de interés durante seis semanas.

El lentivirus mas cominmente usado es el Virus de la Inmunodeficiencia Humana (VIH), el agente etiologico del
SIDA (sindrome de inmunodeficiencia adquirida). Los vectores a base de VIH han mostrado transducir eficazmente
las células que no se dividen (3), y se pueden usar, por ejemplo, para dirigir genes terapéuticos anti-VIH hacia
células susceptibles al VIH. Sin embargo, los vectores a base de VIH tienen un nimero de desventajas significativas
que pueden limitar su aplicacion terapéutica a ciertas enfermedades. En concreto, el VIH-1 es un patégeno humano
que porta proteinas y secuencias potencialmente oncogénicas. Existe el riesgo de que la introduccion de particulas
vectoriales producidas en células que se empaquetan, que expresan gag-pol del VIH, introduciran estas proteinas en
el paciente, conduciendo a la seroconversion.

Por lo tanto, se ha hecho énfasis en la seguridad de estos vectores. Una estrategia se centra en el disefio de
sistemas de produccion para vectores retroviricos. Un sistema de vector retrovirico consiste basicamente en dos
elementos, una linea celular de empaquetamiento y un genoma del vector. La linea de empaquetamiento mas
simple consiste en un provirus en el que se ha eliminado la secuencia y (un determinante del empaquetamiento del
ARN que, en el VIH, se encuentra entre U5 y gag). Cuando se transfectan de forma estable en una célula, se
produciran particulas viricas que contendran transcriptasa inversa, pero el ARN viriénico no se empaquetara dentro
de estas particulas. EI componente de complementacién en un sistema de vector retrovirico es el propio vector
gendmico. El vector gendmico necesita contener una secuencia de empaquetamiento, pero se puede eliminar gran
parte de las regiones codificantes estructurales. Se suele incorporar en el vector un gen marcador seleccionable u
otra secuencia nucleotidica de interés. Entonces, se pueden usar las reservas de vectores de la linea de
empaquetamiento para infectar células diana. Si la célula es infectada con éxito por la particula virica, la secuencia
del vector gendmico sera transcrita de forma inversa e integrada por la maquinaria retrovirica. Sin embargo, la
infeccion es un proceso final, por lo que no deberia ocurrir ninguna replicacién o propagacion posterior del vector.

No obstante, como se ha indicado anteriormente, se encuentran problemas en el disefio de vectores retroviricos
seguros y eficaces. Estos incluyen la posibilidad de que la recombinacion entre el vector de empaquetamiento y la
secuencia de empaquetamiento pueda conducir a la generacion del virus competente para la replicacion de tipo
silvestre. Por consiguiente, se han realizado esfuerzos para mejorar la seguridad de las construcciones de células de
empaquetamiento.

En las lineas celulares de empaquetamiento de segunda generacion, ademas de la eliminacion de la secuencia de
empaquetamiento, también se elimind la LTR de 3’, de forma que se requieren dos recombinaciones para generar
un virus de tipo silvestre.

En las lineas de empaquetamiento de tercera generacion, los genes gag-pol y el gen env se situan en
construcciones separadas que se introducen secuencialmente en las células de empaquetamiento para evitar la
recombinacion durante la transfeccion.

Con respecto a la sefial de empaquetamiento, el documento EP 0 368 882A (Sodroski) desvela que, en el VIH, ello
corresponde a la region entre el donante de corte y empalme principal de 5' y el codén de inicio de gag, y en
particular, corresponde a un segmento justo cadena abajo del donante de corte y empalme principal de &', y
aproximadamente 14 bases cadena arriba del codén de iniciacion de gag. Es esta region la que, segun las
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ensefianzas de Sodroski, se debe de eliminar del casete de gag-pol. El documento WO 97/12622 (Verma) describe
que, en el VIH-1, se puede realizar una eliminacién interna de 39 pb en la secuencia y entre el sitio donante de corte
y empalme de 5'y el codoén de inicio del gen gag.

Se puede usar el movimiento de codones para reducir la frecuencia de recombinacién, manteniendo a la vez la
secuencia proteica primaria de las construcciones, véase (4), en la que la region de solapamiento entre las
construcciones de expresion de gag-pol y env se redujo hasta 61 pb que se extienden a lo largo de la regién comun
entre pol y env que estan en diferentes fases de lectura. Se introdujeron mutaciones de transversion en los 20
codones finales de pol, conservando la integridad de la regién codificante y reduciendo, a la vez, la homologia con
env hasta un 55 % en la regién de solapamiento. De igual manera, se introdujeron mutaciones de movimiento en el
3' de env, y se eliminaron todas las secuencias de cadena abajo del codon de parada de env.

Los vectores eficientes normalmente contienen parte de gag en el vector genémico, para aumentar el titulo de
viriones. A diferencia de la secuencia de empaquetamiento, que puede estar en cualquier posicién dentro de una
secuencia para efectuar el empaquetamiento, la secuencia de gag debe de estar en su posicidon nativa adyacente a
W para que tenga algun efecto.

Se apreciara que, aunque se pueden hacer mejoras significativas en el disefio de las células de empaquetamiento y
de los vectores, todavia hay alcance para un perfeccionamiento adicional de las lineas de empaquetamiento
actuales.

Los documentos WO 00/55341 y WO 99/41397 se refieren a vectores viricos capaces de suministrar moléculas de
ARN inhibidoras anti-viricas a células diana, en particular, para el tratamiento del SIDA y de la infeccion por VIH.

El documento WO 00/15819 se refiere a lineas celulares de empaquetamiento para producir una particula retrovirica
derivada de lentivirus independiente de proteinas viricas auxiliares que comprende una secuencia codificante del
lentivirus gagpol que esta optimizada en sus codones. Zufferey R. et al., Journal of Virology, diciembre de 1998, pag.
9873-9880, que describe vectores lentiviricos de autoinactivacion para el suministro seguro y eficaz de genes in vivo.

Sumario de la invencién

Por lo tanto, es un objetivo de la invencién proporcionar particulas retroviricas, en particular, particulas lentiviricas, y
concretamente las que portan construcciones nucleotidicas que codifican proteinas terapéuticas, que sean mas
seguras con respecto a la particula virica de tipo silvestre correspondiente. En el documento de los presentes
inventores WO 99/41397, se describe la optimizacion de los codones de los genes gag-pol como un medio para
cumplir el requisito de Rev/RRE para exportar y para potenciar la estabilidad del ARN. Sin embargo, los presentes
inventores han descubierto ahora que la secuencia de gag-pol con codones optimizados resuelve los posibles
problemas de recombinacion con los genomas vectoriales que portan parte de una secuencia de gag con el objeto
de aumentar el titulo. Esta estrategia también evita la necesidad de usar regiones de gag de diferentes virus en las
construcciones de empaquetamiento y de genomas vectoriales.

Otra ventaja significativa proporcionada por la invencién es que la optimizacion de los codones interrumpe las
estructuras secundarias de ARN, tales como la sefial de empaquetamiento, volviendo asi al ARNm de gag-pol no
empaquetable. Asi pues, la presente invencion permite la conservacion de la secuencia retrovirica cadena arriba del
codon de inicio de gag, en contraste con Sodroski y Verma, sin comprometer significativamente la seguridad.

Exposicién de la invencién

De acuerdo con un aspecto de la presente invencion, se proporciona un método de produccion de un vector de VIH
de replicacion defectuosa, que comprende transfectar una célula productora con lo siguiente:

i) un genoma del VIH que comprende un nucleétido de interés (NOI), una sefial de empaquetamiento y RRE;

ii) una secuencia nucleotidica que codifica las proteinas gag y pol del VIH; y

iii) una secuencia nucleotidica que codifica una proteina env; caracterizado por que la secuencia nucleotidica
que codifica las proteinas gag y pol del VIH esta optimizada en sus codones para la expresion en la célula
productora, a excepcion de la secuencia que engloba el sitio de desplazamiento de fase de lectura, y en el
que (ii) no comprende RRE; en el que la célula productora expresa rev y en el que el vector de VIH es un
vector de autoinactivacion.

De acuerdo con otro aspecto de la presente invencion, se proporciona una célula productora de particulas de vector
de VIH que comprende:

i) un genoma del VIH que comprende al menos una secuencia nucleotidica de interés, sefial de
empaquetamiento y RRE; y

ii) una secuencia nucleotidica que codifica las proteinas gag y pol del VIH; y

iii) una secuencia nucleotidica que codifica una proteina env; caracterizada por que la secuencia nucleotidica
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que codifica las proteinas gag y pol del VIH esta optimizada en sus codones para la expresion en la célula
productora, a excepcion de la secuencia que engloba el sitio de desplazamiento de fase de lectura, y en la
que (ii) no comprende RRE; en la que la célula productora expresa rev y en la que el vector de VIH es un
vector de autoinactivacion.

También se proporcionan nuevas secuencias con codones optimizados como la mostrada en SEC ID NO: 15, que se
puede usar en la presente invencion. Sin embargo, se apreciara que, en la invencion, es posible emplear cualquier
secuencia de gag-pol conveniente con codones optimizados.

La presente invencién también proporciona una composicion farmacéutica que comprende una célula productora de
acuerdo con la presente invencion, junto con un diluyente o vehiculo farmacéuticamente aceptable.

El término "reducir" pretende significar que la posibilidad de que ocurra un suceso se reduce en comparacion con
una poblacién comparable que tiene la secuencia de gag-pol de tipo silvestre. Dentro de una poblacién, se puede
evitar la posibilidad de que ocurra un suceso para un vector retrovirico o una particula retrovirica individual.

Descripcion detallada de la invencion

A continuacion, se describiran, a modo de ejemplo no limitante, diversas caracteristicas y realizaciones preferidas de
la presente invencion.

La presente invencién emplea el concepto de optimizacién de codones.

La optimizacién de los codones se ha descrito previamente en el documento de los presentes inventores WO
99/41397 como un medio para cubrir el requisito de Rev/RRE para exportar y potenciar la estabilidad del ARN. Las
alteraciones en la secuencia codificante para los componentes viricos mejoran las secuencias en cuanto al uso de
los codones en las células de mamifero u otras células que vayan a actuar como las células productoras para la
produccion de particulas del vector retrovirico. Esta mejora en el uso de los codones se denomina "optimizacion de
los codones". Muchos virus, incluyendo el VIH y otros lentivirus, usan un gran numero de codones raros, Yy,
cambiandolos para que correspondan a codones de mamifero comunmente usados, se puede lograr el aumento de
la expresion de los componentes del empaquetamiento en las células productoras de mamifero. En la técnica, se
conocen tablas de uso de codones para las células de mamifero, asi como para una variedad de otros organismos.

En virtud de las alteraciones en sus secuencias, las secuencias nucleotidicas que codifican los componentes de
empaquetamiento de las particulas viricas que se requieren para el ensamblaje de las particulas viricas en las
células productoras/células de empaqguetamiento tienen eliminadas de las mismas las secuencias de inestabilidad
(INS) del ARN. Al mismo tiempo, se conserva la secuencia codificante de aminoacidos para los componentes de
empaquetamiento, de forma que los componentes viricos codificados por las secuencias permanecen invariables, o
son al menos suficientemente similares, de modo que la funcién de los componentes del empaquetamiento no se ve
comprometida.

La expresion "polipéptido virico requerido para el ensamblaje de las particulas viricas" significa un polipéptido
codificado normalmente por el genoma virico para su empaquetamiento en particulas viricas, en cuya ausencia, el
genoma virico no se puede empaquetar. Por ejemplo, en el contexto de los retrovirus, dichos polipéptidos incluirian
gag-pol y env. La expresion "componente de empaquetamiento” también se incluye dentro de dicha definicion.

Como se trata en el documento WO 99/32646, los requisitos de secuencias para los genomas de vectores de VIH de
empaquetamiento son complejos. La sefial de empaquetamiento del VIH-1 engloba el sitio donante de corte y
empalme, y contiene una parte de la regiéon no traducida en 5' del gen gag, que tiene una estructura secundaria
putativa que contiene 4 estructuras de tallo-lazo cortas. Sin embargo, también se sabe que las secuencias
adicionales de cualquier otra parte del genoma son importantes para el encapsidamiento eficaz del VIH. Por
ejemplo, los primeros 350 pb de la secuencia codificante de la proteina gag pueden contribuir al empaquetamiento
eficiente. Por lo tanto, para la construccion de vectores de VIH-1 capaces de expresar genes heterélogos, se ha
usado, en el genoma vectorial, una sefial de empaquetamiento que se extiende hasta 350 pb de la regién codificante
de la proteina gag. Ahora se ha descubierto que la optimizacion de los codones de la region codificante de gag en el
vector de empaquetamiento, al menos en la regién en la que se extiende la sefial de empaquetamiento, también
tiene el efecto de interrumpir el empaquetamiento del genoma del vector. Asi pues, la optimizacion de los codones
es un nuevo método de obtencién de una particula virica de replicacion defectuosa.

También, como se desvela en el documento WO 99/32646, la estructura de la sefial de empaquetamiento de los
lentivirus equinos es diferente de la del VIH. En lugar de una secuencia corta de 4 estructuras de tallo-lazo junto con
una sefial de empaquetamiento que se extiende hasta 350 pb de la regién codificante de la proteina gag, se ha
descubierto que, en los lentivirus equinos, la sefial de empaquetamiento puede que no se extienda tanto en la region
codificante de la proteina gag como se podia haber pensado.

En un aspecto, solo los codones que estan relacionados con la sefial de empaquetamiento son codones
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optimizados. Asi pues, la optimizacion de los codones se extiende a al menos los primos 350 pb de la region
codificante de la proteina gag. En los lentivirus equinos, al menos, la optimizacién de los codones se extiende al
menos hasta el nucleétido 300 de la region codificante de gag, mas preferentemente hasta al menos el nucleétido
150 de la region codificante de gag. Aunque no es 6ptimo, la optimizacion de los codones se podria extender hasta,
digamos, solo los primeros 109 nucledétidos de la regidon codificante de gag. También puede ser posible que la
optimizacion de los codones se extienda hasta solo el primer codén de la regién codificante de gag.

Sin embargo, en la presente invencion, las secuencias estan optimizadas en los codones en su totalidad, a
excepcion de la secuencia que engloba el sitio de desplazamiento de fase. El gen gag-pol comprende dos fases de
lectura que se solapan, que codifican las proteinas gag y pol, respectivamente. La expresién de ambas proteinas
depende de un desplazamiento de la fase durante la traduccién. Este desplazamiento de la fase se produce como
resultado del "deslizamiento" del ribosoma durante la traduccion. Se cree que este deslizamiento esta provocado, al
menos en parte, por estructuras secundarias de ARN que detienen el ribosoma. Dichas estructuras secundarias
existen cadena abajo del sitio de desplazamiento de la fase en el gen gag-pol. Para el VIH, la region de
solapamiento se extiende desde el nucledtido 1.222 cadena abajo del comienzo de gag (en el que el nucledtido 1 es
A del ATG de gag) hasta el final de gag (nucleétido 1.503). Por consiguiente, un fragmento de 281 pb que se
extiende desde el sitio de desplazamiento de la fase y la regién de solapamiento de las dos fases de lectura
preferentemente esta optimizado en sus codones. La conservacion de este fragmento permitira una expresion mas
eficiente de las proteinas gag-pol.

Se pueden hacer derivaciones a partir del uso de codones 6ptimos, por ejemplo, para acomodar los sitios de
restriccion convenientes, y se pueden introducir en las proteinas gag-pol cambios de aminoacidos conservativos.

En una realizacion muy preferida, la optimizacion de los codones se bas6 en genes de mamiferos ligeramente
expresados. Se puede cambiar la tercera y, a veces, la segunda y tercera base. En la Figura 3b, se da un ejemplo
de una tabla de uso de codones.

Debido a la naturaleza degenerativa del Cédigo Genético, se apreciara que son numerosas las secuencias de gag-
pol que el experto puede realizar. Ademas, hay muchas variantes retroviricas descritas y que se pueden usar como
punto de partida para generar una secuencia de gag-pol con codones optimizados. Los genomas lentiviricos pueden
ser bastante variables. Por ejemplo, hay muchas cuasiespecies del VIH-1 que todavia son funcionales. Este es el
caso del EIAV. Estas variantes se pueden usar para potenciar determinadas partes del proceso de transduccion. Los
ejemplos de variantes del VIH-1 se pueden encontrar en hitp://hiv-web.lanl.gov. Los detalles de los clones de EIAV
se pueden encontrar en la base de datos del NCBI: http://www.ncbi.nlm.nih.gov.

Puesto que la optimizacion de los codones puede dar como resultado la interrupcion de las estructuras secundarias
del ARN tales como una sefial de empaquetamiento, se apreciara que se podria conservar cualquier sefal de
empaquetamiento endégena cadena arriba del codon de inicio de gag sin comprometer la seguridad.

Una ventaja adicional de los componentes de empaquetamiento con codones optimizados es que esto puede
aumentar la expresion del gen. En particular, puede hacer que la expresion de gag-pol sea independiente de Rev.
Para permitir el uso de factores anti-rev o RRE en el vector retrovirico, sin embargo, seria necesario volver al
sistema de generacion del vector virico totalmente independiente de Rev/RRE (5). Asi pues, también es necesario
modificar el genoma. Esto se logra optimizando componentes del genoma del vector. Ventajosamente, estas
modificaciones también conducen a la produccién de un sistema mas seguro ausente de todas las proteinas
auxiliares tanto en la célula productora como en la célula transducida, y se describen mas adelante.

Como se ha descrito anteriormente, los componentes de empaquetamiento para un vector retrovirico incluyen
productos de expresion de genes gag, pol y env. Ademas, el empaquetamiento eficiente depende de una secuencia
corta de 4 estructuras de tallo-lazo, seguida de una secuencia parcial de gag y env (la "sefial de empaquetamiento").
Por lo tanto, la inclusion de una secuencia de gag eliminada en el genoma del vector retrovirico (ademas de la
secuencia de gag completa en la construccion de empaquetamiento) optimizara el titulo del vector. Hasta la fecha,
se ha publicado que un empaquetamiento eficiente requiere de 255 a 360 nucledtidos de gag en vectores que
todavia conservan secuencias de env, o aproximadamente 40 nucleétidos de gag en una combinacioén particular de
mutacion de donante de corte y empalme, eliminaciones de gag y env. Sorprendentemente se ha descubierto que
una eliminacion de hasta 360 nucleotidos en gag conduce a un aumento en el titulo del vector. Otras eliminaciones
dieron lugar a titulos inferiores. Se descubrié que mutaciones adicionales en el sitio del donante de corte y empalme
principal cadena arriba de gag interrumpe la estructura secundaria de la sefial de empaquetamiento y, por lo tanto,
conduce a una reduccion del titulo de vectores. Por lo tanto, preferentemente, el genoma del vector retrovirico
incluye una secuencia de gag a partir de la que se han eliminado hasta 360 nucleétidos.

Por lo tanto, los presentes inventores permiten la preparacion de un sistema denominado "minimo" en el que se
pueden eliminar todos los genes accesorios. En el VIH, estos genes accesorios son vpr, vif, tat, nef, vpu y rev. De
igual manera, en otros lentivirus, se pueden eliminar los genes accesorios analogos normalmente presentes en el
lentivirus. Sin embargo, para evitar dudas, cabria mencionar que la presente invencion también se extiende a
sistema, particulas y vectores en los que uno o mas de estos genes accesorios estan presentes y en cualquier
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combinacion.

La expresion "vector virico" se refiere a una construccion nucleotidica que comprende un genoma virico capaz de
ser transcrito en una célula hospedadora, cuyo genoma comprende suficiente informacidon genética virica para
permitir el empaquetamiento del genoma de ARN virico, en presencia de componentes de empaquetamiento, en una
particula virica capaz de infectar una célula diana. La infeccién de la célula diana incluye la transcripcion inversa y la
integracion en el genoma de la célula diana, cuando sea apropiado para determinados virus. El vector virico en uso
normalmente porta secuencias codificantes heterélogas (nucleotidicos de interés o "NOI") que son suministrados
mediante el vector a la célula diana, por ejemplo, una primera secuencia nucleotidica que codifica una ribozima. La
expresion "replicacion defectuosa" pretende significar que un vector virico es incapaz de replicarse
independientemente para producir particulas viricas infecciosas en la célula diana final.

La expresion "sistema de vector virico" pretende significar un kit de partes que se puede usar cuando se combina
con otros componentes necesarios para la produccién de particulas viricas con el fin de producir particulas viricas en
células hospedadoras. Por ejemplo, un NOI puede estar presente normalmente en una construcciéon de vector
plasmidico adecuada para clonar el NOI en una construccion de vector de genoma virico. Cuando se combina en un
kit con una secuencia nucleotidica adicional, que también estara normalmente presente en una construccion de
vector plasmidico separada, la combinacion resultante de plasmido que contiene el NOI y el plasmido que contiene
la secuencia nucleotidica adicional comprende los elementos esenciales de la invencién. Dicho kit puede ser usado
entonces por el experto en la produccion de construcciones de genomas de vectores viricos adecuadas que, cuando
se transfectan en una célula hospedadora junto con el plasmido que contiene la secuencia nucleotidica adicional, y
opcionalmente construcciones de acido nucleico que codifican otros componentes requeridos para el ensamblaje
virico, conducira a la produccién de particulas viricas infecciosas.

Como alternativa, la secuencia nucleotidica adicional puede estar presente de forma estable dentro de una linea
celular de empaquetamiento que esta incluida en el kit.

El kit puede incluir el resto de componentes necesarios para producir particulas viricas, tales como células
hospedadoras y otros plasmidos que codifican polipéptidos viricos esenciales requeridos para el ensamblaje virico.
A modo de ejemplo, el kit puede contener (i) un plasmido que contenga un NOI; e (ii) un plasmido que contenga una
secuencia nucleotidica adicional codificante de una construccion retrovirica de gag-pol modificada que se ha con
codones optimizados para la expresién en una productora de eleccién. Los componentes opcionales serian
entonces (a) una construccion de genoma retrovirico con sitios de reconocimiento de enzimas de restriccion
adecuados para clonar el NOI en el genoma virico, opcionalmente, con al menos una secuencia de gag parcial; (b)
un plasmido codificante de una proteina env de VSV-G. Como alternativa, la secuencia nucleotidica que codifica
polipéptidos viricos requeridos para el ensamblaje de particulas viricas se puede proporcionar en el kit como lineas
de células de empaquetamiento que comprenden las secuencias nucleotidicas, por ejemplo, una linea celular que
expresa VSV-G.

La expresion "sistema de produccién de vector virico" se refiere al sistema de vector virico descrito anteriormente en
el que el NOI ya se ha insertado en un genoma de vector virico adecuado.

En la presente invencioén, varios términos se usan indistintamente. Por lo tanto, "virién", "virus", "particula virica",
"particula retrovirica", "retrovirus" y "particula vectorial" significan virus y particulas de tipo virus que son capaces de
introducir un acido nucleico en una célula a través de un mecanismo de entrada de tipo virico. Dichas particulas
vectoriales pueden, en determinadas circunstancias, mediar la transferencia de los NOI a las células que infectan.
Un retrovirus es capaz de transcribir de forma inversa su material genético en ADN, e incorporar este material
genético en un ADN de la célula diana con la transducciéon. Dichas células se denominan en el presente documento

como "células diana".

Como se usa en el presente documento, la expresion "célula diana" se refiere simplemente a una célula cuyo vector
retrovirico regulado de la presente divulgacion, bien nativo o diana, es capaz de infectar o transducir.

Una particula de vector lentivirico sera capaz de transducir células que se dividen lentamente y que los no lentivirus
tales como MLV no serian capaces de transducir eficazmente. Las células que se dividen lentamente se dividen una
vez aproximadamente cada tres a cuatro dias, incluyendo ciertas células tumorales. Aunque los tumores contienen
células que se dividen rapidamente, algunas células tumorales, en especial, las del centro del tumor, rara vez se
dividen.

Como alternativa, la célula diana puede ser una célula con crecimiento detenido, capaz de sufrir una divisién celular,
tal como una célula de una parte central de una masa tumoral, o una célula madre tal como una célula madre
hematopoyética o una célula positiva en CD34.

Como alternativa adicional, la célula diana puede ser un precursor de una célula diferenciada tal como un precursor
monocitico, una célula positiva en CD33 o un precursor de mieloide.
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Como una alternativa adicional, la célula diana puede ser una célula diferenciada, tal como una neurona, un
astrocito, un gliocito, un microgliocito, un macréfago, un monocito, una célula epitelial, una célula endotelial, un
hepatocito, un espermatocito, una espermatida o un espermatozoide.

Las células diana se pueden transducir bien in vitro tras el aislamiento de un individuo humano, o se pueden
transducir directamente in vivo.

Los vectores viricos para su uso de acuerdo con la invencién son vectores del VIH.

El término "derivable" se usa en su sentido normal, pretendiendo significar una secuencia nucleotidica, tal como una
LTR o una parte de la misma, que no necesita necesariamente ser obtenida de un vector, tal como un vector
retrovirico, sino que, en cambio, podria derivar del mismo. A modo de ejemplo, la secuencia se puede preparar
sintéticamente o mediante el uso de técnicas de ADN recombinante.

Los detalles sobre la estructura genémica de algunos retrovirus se pueden encontrar en la técnica. A modo de
ejemplo, los detalles sobre el VIH y Mo-MLV se pueden encontrar en el NCBI Genbank (Numeros de Acceso del
Genoma AF033819 y AF033811, respectivamente. Los detalles de las variantes del VIH también se pueden
encontrar en http://hiv-web.lanl.gov. Los detalles de las variantes de EIAV se pueden a través de
http://www.ncbi.nim.nih.gov.

La estructura basica de un genoma de un retrovirus es una LTR de 5' y una LTR de 3, entre o en las que se sittian
una sefial de empaquetamiento para permitir que el genoma se empaquete, un sitio de unién al cebador, sitios de
integracion para permitir la integracién en un genoma de la célula hospedadora y los genes gag, pol y env que
codifican los componentes del empaquetamiento - estos son polipéptidos requeridos para el ensamblaje de
particulas viricas. Los retrovirus mas complejos tienen caracteristicas adicionales, tales como las secuencias rev y
RRE en el VIH, que permiten la exportacion eficiente de las transcripciones de ARN del provirus integrado desde el
nucleo al citoplasma de una célula diana infectada.

En el provirus, estos genes estan flanqueados en ambos extremos por regiones denominadas repeticiones
terminales largas (LTR). Las LTR son responsables de la integraciéon provirica y de la transcripcion. Las LTR
también sirven como secuencias promotoras potenciadoras, y pueden controlar la expresion de los genes viricos. El
encapsidamiento de los ARN retroviricos se produce en virtud de una secuencia de psi, que se ha desvelado que,
con respecto al VIH, al menos, esta situada en el extremo 5' del genoma virico.

Las propias LTR son secuencias idénticas que se pueden dividir en tres elementos, que se denominan U3, Ry U5.
U3 deriva de la secuencia Unica al extremo 3' del ARN. R deriva de una secuencia repetida en ambos extremos del
ARN, y U5 deriva de la secuencia unica al extremo 5' del ARN. Los tamarios de los tres elementos pueden variar
considerablemente entre diferentes retrovirus.

En un vector retrovirico defectuoso, gag, pol y env pueden estar ausentes o no ser funcionales. Las regiones R de
ambos extremos del ARN son secuencias repetidas. U5 y U3 representan secuencias Unicas en los extremos 5'y 3'
del genoma de ARN, respectivamente.

Como se ha tratado anteriormente, en un vector retrovirico tipico para su uso en terapia génica, al menos parte de
una o mas de las regiones codificantes de las proteinas gag, pol y env, esenciales para la replicacion, se pueden
eliminar del vector retrovirico. Esto hace al vector retrovirico defectuoso para la replicaciéon. Las partes eliminadas se
pueden reemplazar incluso por una secuencia nucleotidica de interés (NOI), como en la presente invencion, para
generar un virus capaz de integrar su genoma en un genoma hospedador, pero en el que el genoma virico
modificado es incapaz de propagarse por si mismo debido a la falta de proteinas estructurales. Cuando se integra en
el genoma hospedador, se produce la expresion del NOI - generando, por ejemplo, un efecto terapéutico y/o de
diagnéstico. Por lo tanto, la transferencia de un NOI a un sitio de interés normalmente se logra: integrando el NOI en
el vector virico recombinante; empaquetando el vector virico modificado en una cubierta viridnica; y permitiendo la
transduccion de un sitio de interés - tal como una célula diana o una poblacién de células diana.

Por lo tanto, un genoma retrovirico minimo para su uso en la presente invencion puede comprender (5')R-U5-uno o
mas NOI-U3-R(3'). Sin embargo, el vector plasmidico usado para producir el genoma retrovirico en una célula
hospedadora/célula de empaquetamiento también incluira secuencias de control reguladoras de la transcripcion
unidas de forma operativa al genoma retrovirico para dirigir la transcripcion del genoma en una célula
hospedadora/célula de empaquetamiento. Estas secuencias reguladoras pueden ser las secuencias naturales
asociadas con la secuencia retrovirica transcrita, es decir, la regiéon U3 de 5', o pueden ser un promotor heterélogo,
tal como otro promotor virico, por ejemplo, el promotor de CMV.

Algunos genomas retroviricos requieren secuencias adicionales para la produccion eficiente del virus. Por ejemplo,
en el caso del VIH, se deberia incluir la secuencia de rev y RRE. Sin embargo, se ha descubierto que el requisito
para rev y RRE se puede reducir o eliminar mediante la optimizacion de los codones. Dado que la expresion de gag-
pol con codones optimizados es independiente de REV, se puede eliminar RRE del casete de expresion de gag-pol,
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eliminando asi cualquier posibilidad de recombinacion con cualquier RRE contenido en el genoma del vector.

Una vez, es necesario expresar las secuencias de los NOI del vector retrovirico. En un retrovirus, el promotor se
situa en la region U3 de LTR 5' del provirus. En los vectores retroviricos, el promotor que conduce la expresion de un
gen terapéutico puede ser el promotor retrovirico nativo en la regiéon U3 de 5', o un promotor alternativo disefiado
mediante ingenieria en el vector. El promotor alternativo puede reemplazar fisicamente al promotor U3 de 5' nativo
en el retrovirus o se puede incorporar en un sitio diferente dentro del genoma del vector, tal como entre las LTR.

Por lo tanto, el NOI también estara unido de forma operativa a una secuencia de control reguladora de la
transcripcion para permitir que se produzca la transcripcion de la primera secuencia nucleotidica en la célula diana.
La secuencia de control normalmente sera activa en células de mamifero. La secuencia de control puede ser, por
ejemplo, un promotor virico tal como el promotor virico natural o un promotor de CMV, o puede ser un promotor de
mamifero. Se prefiere usar en particular un promotor que sea preferentemente activo en un determinado tipo de
célula o de tejido, en el que el virus que se va tratar infecte principalmente. Por lo tanto, en una realizacion, se
pueden usar secuencias reguladoras especificas de tejidos. Las secuencias de control reguladoras que dirigen la
expresion de la una o mas primeras secuencias nucleotidicas pueden ser promotores constitutivos o regulados.

La expresion "unida de forma operativa" indica una relacion entre una region reguladora (normalmente un elemento
promotor, pero puede incluir un elemento potenciador) y la region codificante de un gen, mediante la que la
transcripcion de la region codificante esta bajo el control de la region reguladora.

Como se usa en el presente documento, el término "potenciador” incluye una secuencia de ADN que se une a otros
componentes proteicos del complejo de iniciacion de la transcripcion y facilita asi el inicio de la transcripcion dirigida
por su promotor asociado.

En una realizacion preferida de la presente invencion, el potenciador es un elemento de respuesta de tipo isquémico
(ILRE).

La expresion "elemento de respuesta de tipo isquémico" - escrito de otro modo como ILRE - incluye un elemento que
es sensible a o es activo en condiciones de isquemia o condiciones que son similares a la isquemia o estan
provocadas por la isquemia. A modo de ejemplo, las condiciones que son similares a la isquemia o que estan
provocadas por la isquemia incluyen la hipoxia y/o una o varias concentraciones bajas de glucosa.

El término "hipoxia" significa un estado en el que un determinado érgano o tejido recibe un suministro inadecuado de
oxigeno.

La isquemia puede ser un suministro insuficiente de sangre a un érgano o tejido especifico. Una consecuencia de la
reduccion del suministro de sangre es un suministro inadecuado de oxigeno al 6rgano o tejido (hipoxia). La hipoxia
prolongada puede dar lugar a una lesién en el 6rgano o tejido afectado.

Un ILRE preferido es un elemento de respuesta a la hipoxia (HRE).

En una realizacion preferida de la presente invencion, hay una expresion regulable por la hipoxia o la isquemia de
los componentes del vector retrovirico. En este sentido, la hipoxia es un potente regulador de la expresion génica en
un amplio intervalo de diferentes tipos celulares, y actua mediante la induccion de la actividad de factores de
transcripcion inducibles por la hipoxia, tales como el factor 1 inducible por la hipoxia (HIF-1; 6); que se une a sitios
de reconocimiento de ADN afines, los elementos sensibles a la hipoxia (HRE) en diversos promotores génicos.
Dachs et al. (7) han usado una forma multimérica del HRE del gen de fosfoglicerato quinasa-1 (PGK-1) de raton (8)
para controlar la expresion de genes tanto marcadores como terapéuticos mediante células de fibrosarcoma humano
en respuesta a la hipoxia in vitro y dentro de tumores solidos in vivo (7 ibid).

Los elementos potenciadores de la respuesta a la hipoxia (HREE) también se han resultado estar en asociacion con
un numero de genes, incluyendo el gen de la eritropoyetina (EPO) (9; 10). Otros HREE se han aislado de regiones
reguladoras tanto del gen de la enzima glucolitica muscular piruvato quinasa (PKM) (11), el gen de B-enolasa
especifico del musculo humano (ENO3; 12) como el gen de endotelina-1 (ET-1) (13).

Preferentemente, el HRE para el uso de acuerdo con la presente invencion se selecciona, por ejemplo, entre el
elemento HRE de eritropoyetina (HREE1), el elemento HRE de piruvato quinasa (PKM) muscular, el HRE de
fosfoglicerato quinasa (PGK), el elemento HRE de B-enolasa (enolasa 3; ENO3), el elemento HRE de endotelina-1
(ET-1) y el elemento HRE de metalotioneina Il (MTII).

Preferentemente, el ILRE se usa en combinacion con un elemento regulador de la transcripcion, tal como un
promotor, elemento regulador de la transcripcién que es preferentemente activo en uno o mas tipos de células
seleccionados, siendo preferentemente activo solo en un tipo de célula.

Como se ha perfilado anteriormente, este aspecto de combinacién se denomina elemento sensible.
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Preferentemente, el elemento sensible comprende al menos el ILRE como se define en el presente documento.

Los ejemplos no limitantes de dicho elemento sensible se presentan como OBHRE1 y XiaMac. Otro ejemplo no
limitante incluye el ILRE en uso conjuntamente con un promotor de MLV y/o un promotor sensible a la isquemia
restringido a los tejidos. Estos elementos sensibles se desvelan en el documento WO99/15684.

Otros ejemplos de promotores/potenciadores adecuados restringidos a los tejidos son aquellos que son muy activos
en las células tumorales, tales como un promotor/potenciador de un gen MUC1, un gen CEA o un gen antigénico
5T4. El promotor de alfa-fetoproteina (AFP) es también un promotor especifico de los tumores. Una combinacion
preferida de promotor/potenciador es una combinacién del promotor/potenciador temprano inmediato principal (MIE)
del citomegalovirus humano (hCMV).

El término "promotor” se usa en el sentido normal de la técnica, por ejemplo, un sitio de unién a ARN polimerasa.

El promotor puede estar situado en la LTR de 5' retrovirica para controlar la expresién de un ADNc codificante de un
NOI, y/o proteinas gag-pol.

Preferentemente, el NOI y/o las proteinas gag-pol pueden ser expresados a partir del genoma del retrovirus, tal
como a partir de promotores retroviricos endégenos en la repeticion terminal larga (LTR).

Preferentemente, el NOI y/o las proteinas gag-pol se expresan a partir de un promotor heterélogo al que esta unido
de forma operativa el gen o secuencia heterdlogo, y/o la secuencia de gag-pol con codones optimizados.

Como alternativa, el promotor puede ser un promotor interno.
Preferentemente, el NOI se expresa a partir de un promotor interno.

Los vectores que contienen promotores internos también se han usado ampliamente para expresar multiples genes.
Un promotor interno hace posible aprovechar las combinaciones de promotor/potenciador distintas de las
encontradas en la LTR virica para conducir la expresion génica. En un vector retrovirico, se pueden incluir multiples
promotores internos, y se ha demostrado que es posible expresar al menos tres ADNc diferentes, cada uno
procedente de su propio promotor (14). Los elementos de sitios de entrada ribosémicos internos (IRES) también se
han usado para permitir la traduccidon de muiltiples regiones codificantes procedentes bien de un solo ARNm o de
proteinas de fusion que luego se pueden expresar a partir de una fase de lectura abierta.

El promotor puede ser constitutivamente eficiente o puede estar restringido temporalmente en su actividad.
Preferentemente, el promotor es un promotor constitutivo tal como CMV.

Preferentemente, los promotores son especificos de tejidos. Es decir, son capaces de conducir la transcripcion de un
NOI o varios NOI en un tejido mientras que permanecen en buena parte "silenciosos" en otros tipos de tejidos.

La expresion "especifico de tejidos" significa un promotor cuya actividad no se restringe a un solo tipo de tejido, pero
que, no obstante, muestra selectividad por cuanto puede ser activo en un grupo de tejidos y menos activo o
“silencioso” en otro grupo.

El nivel de expresion de uno o varios NOI bajo el control de un determinado promotor se puede modular
manipulando la region promotora. Por ejemplo, dominios diferentes dentro de una region promotora pueden poseer
diferentes actividades reguladoras génicas. Los papeles de estas diferentes regiones normalmente se evallan
usando construcciones vectoriales que tienen diferentes variantes del promotor con regiones especificas eliminadas
(es decir, analisis de eliminacion). Esta metodologia se puede usar para identificar, por ejemplo, la region mas
pequeia capaz de conferir especificidad tisular o la regiéon mas pequefia que confiere sensibilidad a la hipoxia.

Hay un numero de promotores especificos de tejidos, descritos anteriormente, que pueden ser particularmente
ventajosos. En la mayoria de los casos, estos promotores se pueden aislar como fragmentos de digestion de
restriccion convenientes, adecuados para la clonacion en un vector seleccionado. Como alternativa, los fragmentos
de promotores se pueden aislar usando la reaccién en cadena de la polimerasa. La clonaciéon de los fragmentos
amplificados se puede facilitar incorporando sitios de restriccion en el extremo 5' de los cebadores.

El uno o varios NOI pueden estar bajo el control de la expresion de un elemento regulador de la expresion, tal como
un promotor y potenciador.

Preferentemente, el promotor sensible a la isquemia es un promotor sensible a la isquemia restringido a tejidos.

Preferentemente, el promotor sensible a la isquemia restringido a tejidos es un promotor especifico de macréfagos
restringido mediante represion.
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Preferentemente, el promotor sensible a la isquemia restringido a tejidos es un promotor especifico del endotelio.
Preferentemente, el vector retrovirico regulado de la presente invencion es un vector retrovirico regulado por ILRE.

Preferentemente, el vector retrovirico regulado para su uso de acuerdo con la presente invencién es un vector
lentivirico regulado por ILRE.

Preferentemente, el vector retrovirico regulado para su uso de acuerdo con la presente invencion es un vector
lentivirico sensible a la hipoxia autorregulado.

Preferentemente, el vector retrovirico regulado para su uso de acuerdo con la presente invencion esta regulado por
la concentracion de glucosa.

Por ejemplo, las proteinas reguladas por la glucosa (las grp), tales como grp78 y grp94, son proteinas muy
conservadas que se sabe que son inducidas por la privacion de glucosa (15). El gen de grp 78 se expresa a niveles
bajos en la mayoria de los tejidos sanos normales bajo la influencia de elementos promotores de nivel basal, pero
tiene al menos dos "elementos reguladores inducibles por estrés" cadena arriba del elemento TATA (15 ibid; 16). La
union a una secuencia truncada de 632 pares de bases del extremo 5' del promotor de grp78 confiere una alta
capacidad de induccién a la privacion de glucosa en genes indicadores in vitro (16 ibid). Ademas, esta secuencia
promotora de vectores retroviricos fue capaz de conducir una expresion de alto nivel de un gen indicador en células
tumorales de fibrosarcomas murinos, en particular, en sitios relativamente isquémicos/fibréticos centrales (16 ibid).

El vector retrovirico regulado para su uso de acuerdo con la presente invenciéon es un vector de autoinactivacion
(SIN).

A modo de ejemplo, se han construido vectores retroviricos de autoinactivacion eliminando los potenciadores de la
transcripcion o los potenciadores y el promotor en la regién U3 de la LTR de 3'. Tras una serie de transcripcion
inversa e integracion del vector, estos cambios se copian en las LTR tanto de 5' como de 3', produciendo un provirus
transcripcionalmente inactivo (17; 18; 19; 20). Sin embargo, cualquier promotor o promotores internos a las LTR en
dichos vectores seguiran siendo transcripcionalmente activos. Esta estrategia se ha empleado para eliminar efectos
de los potenciadores y promotores en las LTR viricas en la transcripcion a partir de genes dispuestos internamente.
Dichos efectos incluyen el aumento de la transcripcion (21) o la eliminacion de la transcripcion (22). Esta estrategia
también se puede usar para eliminar la transcripcion cadena abajo a partir de la LTR de 3' en ADN gendmico (23).
Esto es de particular importancia en terapia génica humana, en la que es fundamental evitar la activacion adventicia
de un oncogén enddgeno.

Como se ha tratado anteriormente, los vectores retroviricos de replicacion defectuosa se propagan normalmente, por
ejemplo, para preparar titulos adecuados del vector retrovirico para la posterior transduccion mediante el uso de una
combinacion de una linea de células de empaquetamiento o de células auxiliares y el vector recombinante. Es decir,
que las tres proteinas de empaquetamiento se pueden proporcionar en trans.

En general, una "linea celular de empaquetamiento” contiene uno o mas de los genes retroviricos gag, poly env. En
la presente invencion, contiene genes gag-pol con codones optimizados, y opcionalmente, un gen env. La linea
celular de empaquetamiento produce las proteinas necesarias para empaquetar ADN retrovirico, pero no puede
producir el encapsidamiento. Convencionalmente, esto se ha logrado a través de la falta de una regién psi. Sin
embargo, cuando un vector recombinante que porta un NOI y una regién psi se introduce en la linea celular de
empaquetamiento, las proteinas auxiliares pueden empaquetar el vector recombinante positivo en psi para producir
la reserva de virus recombinante. Esta reserva de virus se puede usar para transducir células para introducir el NOI
en el genoma de las células diana. Convencionalmente, se ha usado una sefial de empaquetamiento psi,
denominada psi plus, que contiene secuencias adicionales que abarcan desde cadena arriba del donante de corte y
empalme hasta cadena abajo del coddn de inicio de gag (24), dado que esto ha mostrado aumentar los titulos
viricos.

El virus recombinante cuyo genoma carece de todos los genes requeridos para obtener proteinas viricas solo se
puede transducir una vez, y no se puede propagar. Estos vectores viricos que solo son capaces de una sola serie de
transduccion de células diana son conocidos como vectores de replicacion defectuosa. Por consiguiente, el NOI se
introduce en el genoma de la célula hospedadora/diana sin la generacion de retrovirus potencialmente nocivos. En
Coffin et al., 1997 (ibid), se presenta un resumen de las lineas de empaquetamiento disponibles.

La linea celular de empaquetamiento retrovirico esta preferentemente en forma de una linea celular transfectada
transitoriamente. Las transfecciones transitorias se pueden usar ventajosamente para medir niveles de produccion
del vector cuando se desarrollan vectores. En este sentido, la transfeccion transitoria evita el tiempo mas prolongado
requerido para generar lineas celulares productoras de vectores estables, y también se puede usar si el vector o los
componentes de empaquetamiento retrovirico son toxicos para las células. Los componentes usados normalmente
para generar vectores retroviricos incluyen un plasmido que codifica las proteinas gag-pol, un plasmido que codifica
la proteina env, y un plasmido que contiene un NOI. La produccion de vectores implica la transfeccion transitoria de

10



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2618 508 T3

uno o mas de estos componentes en células que contienen los otros componentes requeridos. Si el vector codifica
genes toxicos o genes que interfieren con la replicacion de la célula huésped, tales como inhibidores del ciclo celular
o genes que inducen la apoptosis, puede ser dificil generar lineas celulares productoras de vectores estables, pero
se puede usar la transfeccion transitoria para producir el vector antes de que las células mueran. Ademas, se han
desarrollado lineas celulares usando transfeccion transitoria que produce niveles de titulos de vectores que son
comparables a los niveles obtenidos a partir de lineas celulares productoras de vectores estables (25).

Las células productoras/células de empaquetamiento pueden ser cualquier tipo de célula adecuada. En general, las
células productoras son células de mamiferos, pero pueden ser, por ejemplo, células de insectos. Una célula
productora puede ser una célula de empaquetamiento que contiene los genes estructurales del virus, normalmente
integrados en su genoma en el que se introducen los vectores retroviricos regulados de la presente invencion. Como
alternativa, la célula productora se puede transfectar con secuencias de acido nucleico que codifican componentes
estructurales, tales como gag-pol y env con codones optimizados en uno o mas vectores tales como plasmidos,
vectores de adenovirus, vectores viricos del herpes o cualquier método conocido por suministrar ADN funcional en
células diana. Los vectores para su uso de acuerdo con la presente invencion se introducen luego en la célula de
empaquetamiento mediante los métodos de la presente invencion.

Como se usa en el presente documento, la expresién "célula productora” o "célula productora de vectores" se refiere
a una célula que contiene todos los elementos necesarios para la produccion de particulas de vectores retroviricos
regulados y sistemas de suministro retrovirico regulados.

Preferentemente, la célula productora se puede obtener a partir de una linea celular productora estable.
Preferentemente, la célula productora se puede obtener a partir de una linea celular productora estable derivada.

Preferentemente, la célula productora se puede obtener a partir de una linea celular productora derivada. Como se
usa en el presente documento, la expresion "linea celular productora derivada" es una linea celular productora
transducida que se ha explorado y seleccionado para la expresion elevada de un gen marcador. Dichas lineas
celulares contienen inserciones retroviricas en sitios de integracion que soportan un alto nivel de expresion a partir
del genoma retrovirico. La expresion "linea celular productora derivada" se usa indistintamente con la expresion
"linea celular productora estable derivada" y la expresion "linea celular productora estable".

La linea celular productora derivada es una linea celular productora del VIH.

Preferentemente, las secuencias proteicas de la envoltura y las secuencias de las nucleocapsidas se integran todas
de forma estable en la célula productora y/o de empaquetamiento. Sin embargo, una o mas de estas secuencias
también podrian existir en forma episémica, y la expresion génica se podria producir a partir del episoma.

Como se usa en el presente documento, la expresion "célula de empaquetamiento” se refiere a una célula que
contiene aquellos elementos necesarios para la produccién de virus recombinantes infecciosos que estan ausentes
en un vector virico recombinante. Por lo general, dichas células de empaquetamiento contienen uno o mas vectores
que son capaces de expresar proteinas estructurales viricas (tales como gag-pol y env con codones optimizados),
pero no contienen una sefial de empaquetamiento.

La expresion "senal de empaquetamiento”, que se cita indistintamente como "secuencia de empaquetamiento” o
"psi" se usa con referencia a la secuencia no codificante, que actia en cis, requerida para el encapsidamiento de
hebras de ARN retrovirico durante la formacién de las particulas viricas. En VIH-1, esta secuencia se ha
cartografiado hasta los locus que se extienden desde cadena arriba del sitio donante (SD) de corte y empalme
principal hasta al menos el codén de inicio de gag.

Las lineas celulares de empaquetamiento adecuadas para su uso con las construcciones vectoriales descritas
anteriormente se pueden preparar facilmente (véase también el documento WO 92/05266), y se utilizan para crear
lineas celulares productoras para la produccion de particulas de vectores retroviricos. Como ya se ha mencionado,
en "Retroviruses" (1997 Cold Spring Harbour Laboratory Press Eds: J. M. Coffin, S. M. Hughes, H. E. Varmus, pag.
449), se presenta un resumen de las lineas de empaquetamiento disponibles.

También como se ha tratado anteriormente, se ha descubierto que las lineas celulares de empaquetamiento
simples, que comprenden un provirus en el que se ha eliminado la sefial de empaquetamiento, conducen a la
produccién rapida de virus competentes para la replicacién, no deseados, a través de la recombinacion. Para
mejorar la seguridad, se han producido lineas celulares de segunda generacion, en las que se ha eliminado la LTR
de 3' del provirus. En dichas células, serian necesarias dos recombinaciones para producir un virus de tipo silvestre.
Una mejora adicional implica la introduccion de los genes gag-pol y del gen env en construcciones separadas,
denominadas lineas celulares de empaquetamiento de tercera generacion. Estas construcciones se introducen
secuencialmente para evitar la recombinacion durante la transfeccion (26; 27),

Preferentemente, las lineas celulares de empaquetamiento son lineas celulares de empaquetamiento de segunda
generacion.
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Preferentemente, las lineas celulares de empaquetamiento son lineas celulares de empaquetamiento de tercera
generacion.

En estas lineas celulares de tercera generacion, de construcciones divididas, se puede lograr una reduccion
adicional en la recombinacion mediante "el movimiento de codones". Esta técnica, basada en la redundancia del
codigo genético, sirve para reducir la homologia entre las construcciones separadas, por ejemplo, entre las regiones
de solapamiento en las fases de lectura abiertas de gag-pol y env.

Las lineas celulares de empaquetamiento son utiles para proporcionar los productos génicos necesarios para
encapsidar y proporcionar una proteina de membrana para un vector retrovirico regulado de titulo elevado y la
produccion de vehiculo de suministro génico nucleico regulado. Cuando se introducen secuencias retroviricas
reguladas en las lineas celulares de empaquetamiento, dichas secuencias se encapsidan con las proteinas de la
nucleocapsida (gag-pol), y estas unidades brotan entonces a través de la membrana celular para rodearse en la
membrana celular y contener la proteina de la envoltura producida en la linea celular de empaquetamiento. Estos
retrovirus regulados infecciosos son utiles como unidades infecciosas en si 0 como vectores de suministro de genes.

La célula de empaquetamiento puede ser una célula cultivada in vitro, tal como una linea celular de cultivo de
tejidos. Las lineas celulares adecuadas incluyen, pero sin limitacion, células de mamiferos tales como lineas
celulares derivadas de fibroblastos murinos o lineas celulares humanas. Preferentemente, la linea celular de
empaquetamiento es una linea celular humana tal como, por ejemplo: HEK293, 293-T, TE671, HT1080.

Como alternativa, la célula de empaquetamiento puede ser una célula derivada del individuo que se va a tratar, tal
como un monocito, macréfago, gloébulo rojo o fibroblasto. La célula se puede aislar de un individuo, y los
componentes de empaquetamiento y del vector administrase ex vivo tras lo que se vuelven a administrar las células
de empaquetamiento autdlogas.

Es muy deseable usar preparaciones viricas de titulo elevado en aplicaciones tanto experimentales como practicas.
Las técnicas para aumentar el titulo virico incluyen el uso de una sefial de empaquetamiento psi plus, como se ha
descrito anteriormente, y la concentracion de reservas viricas. Ademas, el uso de diferentes proteinas de la
envoltura, tales como la proteina G del virus de la estomatitis vesicular, ha mejorado los titulos tras la concentracion
hasta 10° por ml (28). Sin embargo, normalmente, la proteina de la envoltura se escogera de forma que la particula
virica infectara preferentemente células que estén infectadas con el virus que se desea tratar. Por ejemplo, cuando
se esté usando un vector de VIH para tratar la infeccion por VIH, la proteina env usada sera la proteina env del VIH.

El proceso de produccion de un vector retrovirico en el que la proteina de envoltura no es la envoltura nativa del
retrovirus se conoce como "pseudotipificacién". Ciertas proteinas de envoltura, tales como la proteina de envoltura
de MLV vy la proteina del virus G de la estomatitis vesicular (VSV-G), pseudotipifican retrovirus muy bien. La
pseudotipificacion no es un nuevo fendmeno, y los ejemplos se pueden encontrar en los documentos WO-A-
98/05759, WO-A-98/05754, WO-A- 97/17457, WO-A-96/09400, WO-A-91/00047 y (29).

Como se usa en el presente documento, la expresion "titulo elevado” significa una cantidad eficaz de un vector
retrovirico o particula retrovirica que es capaz de transducir un sitio diana tal como una célula.

Como se usa en el presente documento, la expresion "cantidad eficaz" significa una cantidad de un vector retrovirico
o lentivirico regulado, o particula vectorial, que es suficiente para inducir la expresién de un NOI en un sitio diana.

Preferentemente, el titulo es de al menos 108 particulas retroviricas por ml, tal como de 10% a 107 por ml, mas
preferentemente al menos 107 particulas de retrovirus por ml.

De acuerdo con la presente invencion, es posible manipular el genoma virico o la secuencia nucleotidica del vector
retrovirico regulado de forma que los genes viricos se reemplacen o complementen con uno o mas NOI que pueden
ser NOI heterdlogos.

El término "heterdlogo” se refiere a una secuencia de acido nucleico o secuencia proteica ligada a una secuencia de
acido nucleico o de proteina que no esta enlazada de forma natural.

Con la presente invencion, el término NOI (es decir, secuencia nucleotidica de interés) incluye cualquier secuencia
nucleotidica adecuada, que no necesariamente necesita ser una secuencia de ADN de origen natural completa. Por
lo tanto, la secuencia de ADN puede ser, por ejemplo, una secuencia de ADN sintético, una secuencia de ADN
recombinante (es decir, preparada mediante el uso de técnicas de ADN recombinante), una secuencia de ADNc o
una secuencia de ADN gendmico parcial, incluyendo sus combinaciones. No es necesario que la secuencia de ADN
sea una region codificante. Si es una region codificante, no es necesario que sea una region codificante entera.
Ademas, la secuencia de ADN puede estar en una orientacidon sentido o en una orientacion antisentido.
Preferentemente, esta en una orientaciéon sentido. Preferentemente, el ADN es o comprende ADNCc.

El o los NOI pueden ser uno cualquiera o mas de gen/es de seleccion, gen/es marcadores y gen/es terapéutico/s.
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Como se usa en el presente documento, la expresion "gen de seleccion” se refiere al uso de un NOI que codifica un
marcador seleccionable que puede tener una actividad enzimatica que confiere resistencia a un antibiético o farmaco
a la célula en la que se expresa el marcador seleccionable.

Se han usado muchos marcadores seleccionables diferentes con éxito en vectores retroviricos. Estos se revisan en
"Retroviruses" (1997 Cold Spring Harbour Laboratory Press Eds: J. M. Coffin, S. M. Hughes, H. E. Varmus pag. 444),
e incluyen, pero sin limitacion, los genes bacterianos de neomicina (neo) e higromicina fosfotransferasa, que
confieren resistencia a G418 y a la higromicina respectivamente; un gen de dihidrofolato reductasa de raton mutante,
que confiere resistencia al metotrexato, el gen de gpt bacteriano, que permite a las células crecer en medio que
contiene acido micofendlico, xantina y aminopterina; el gen hisD bacteriano, que permite a las células crecer en
medio sin histidina, pero que contiene histidinol; el gen de resistencia a mdltiples farmacos (mdr), que confiere
resistencia a una variedad de farmacos; y los genes bacterianos que confieren resistencia a la puromicina o la
fleomicina. Todos estos marcadores son seleccionables dominantes, y permiten la seleccion quimica de la mayoria
de las células que expresan estos genes. Otros marcadores seleccionables no son dominantes, por lo que su uso se
debe de hacer conjuntamente con una linea celular que carezca de la actividad enzimatica pertinente. Los ejemplos
de marcadores seleccionables no dominantes incluyen el gen de timidina quinasa (tk), que se usa junto con lineas
celulares de tk.

Los marcadores particularmente preferidos son la blasticidina y la neomicina, opcionalmente, unidas de forma
operativa a una secuencia codificante de timidina quinasa normalmente bajo el control de la transcripcion de un
fuerte promotor virico tal como el promotor SV40.

De acuerdo con la presente invencion, las secuencias de NOI adecuadas incluyen aquellas que son de aplicacion
terapéutica y/o diagnostica tales como, pero sin limitacion: secuencias que codifican citocinas, quimiocinas,
hormonas, anticuerpos, moléculas similares a las inmunoglobulinas manipuladas por ingenieria, un anticuerpo
monocatenario, proteinas de fusiéon, enzimas, moléculas coestimulantes inmunitarias, moléculas
inmunomoduladoras, ARN antisentido, un mutante negativo transdominante de una proteina diana, una toxina, una
toxina condicional, un antigeno, una proteina y factores de crecimiento supresores de tumores, proteinas de la
membrana, proteinas y péptidos vasoactivos, proteinas y ribozimas antiviricas, y derivados de los mismos (tales
como con un grupo indicador asociado). Cuando se incluyen, normalmente, dichas secuencias codificantes pueden
estar unidas de forma operativa a un promotor adecuado, que puede ser un promotor que conduzca la expresion de
una o varias ribozimas, o uno o varios promotores diferentes, tal como en uno o mas tipos de células especificos.

Los NOI adecuados para su uso en la invencién en el tratamiento o la profilaxis del cancer incluyen los NOI que
codifican proteinas que: destruyen la célula diana (por ejemplo, una toxina ribosémica), actian como: supresores
tumorales (tales como p53 de tipo silvestre); activadores de mecanismos inmunitarios antitumorales (tales como
citocinas, moléculas coestimulantes e inmunoglobulinas); inhibidores de la angiogénesis; o que proporcionan
sensibilidad potenciada a farmacos (tales como enzimas de activacion de profarmacos); estimulan indirectamente la
destruccion de la célula diana por células efectoras naturales (por ejemplo, un potente antigeno para estimular el
sistema inmunitario o convertir una sustancia precursora en una sustancia téxica que destruya la célula diana (por
ejemplo, una enzima activadora de profarmacos).

Los ejemplos de profarmacos incluyen, pero sin limitacion, fosfato de etopdsido (usado con fosfatasa alcalina; 5-
fluorocitosina (con citosina desaminasa); doxorrubin-N-p-hidroxifenoxiacetamida (con penicilin-V-amidasa);
glutamato de para-N-bis(2-cloroetil)aminobenzoilo (con carboxipeptidasa G2); carbamatos de mostaza de nitrégeno
de cefalosporina (con B-lactamasa); SR4233 (con p450 reductasa); ganciclovir (con HSV timidina quinasa);
profarmacos de mostaza con nitrorreductasa y ciclofosfamida o ifosfamida (con citocromo p450).

Los NOI adecuados para su uso en el tratamiento o en la prevenciéon de la enfermedad cardiaca isquémica incluyen
los NOI que codifican activadores del plasminégeno. Los NOI adecuados para el tratamiento o la prevencion de la
artritis reumatoide o la malaria cerebral incluyen genes que codifican proteinas antiinflamatorias, anticuerpos
dirigidos contra el factor alfa de necrosis tumoral (TNF) y moléculas antiadhesion (tales como moléculas de
anticuerpos o receptores especificos para moléculas de adhesion).

Los productos de expresion codificados por los NOI pueden ser proteinas que se segregan a partir de la célula.
Como alternativa, los productos de expresion de los NOI no se segregan y son activos en la célula. En cualquier
caso, se prefiere que el producto de expresion de los NOI demuestre un efecto espectador o un efecto espectador
distante; es decir, la produccién del producto de expresion en una célula que conduce a la destruccién de células
relacionadas, adicionales, bien circundantes o distantes (por ejemplo, metastasicas), que poseen un fenotipo comun.
Las proteinas codificadas también podrian destruir células tumorales espectadoras (por ejemplo, con proteina de
fusion de anticuerpo antitumoral-toxina ribosémica segregada), indirectamente podrian estimular la destruccion de
células tumorales espectadoras (por ejemplo, citocinas para estimular el sistema inmunitario o proteinas
procoagulantes causantes de la oclusion vascular local) o convertir una sustancia precursora en una sustancia toxica
que destruya células tumorales espectadoras (por ejemplo, una enzima que active un profarmaco en un farmaco
difusible). También, el suministro de NOI que codifican transcripciones antisentido o ribozimas que interfieren con la
expresion de genes celulares para la persistencia tumoral (por ejemplo, contra transcripciones de myc aberrantes en
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linfoma de Burkitts o contra transcripciones de bcr-abl en leucemia mieloide crénica. También se prevé el uso de
combinaciones de dichos NOI.

El/los NOI para su uso en la presente invencion también pueden comprender uno o mas NOI codificantes de
citocinas. Las citocinas y los factores de crecimiento adecuados incluyen, pero sin limitacion: ApoE, Apo-SAA,
BDNF, Cardiotrofina-1, EGF, ENA-78, Eotaxina, Eotaxina-2, Exodus-2, FGF-acido, FGF-basico, factor de
crecimiento fibroblastico 10 (30), el ligando FLT3, Fractalquina (CX3C), GDNF, G-CSF, GM-CSF, GF-31, insulina,
IFN-y, IGF-1, IGF-II, IL-1q, IL-1B IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-8 (72 aminoacidos), IL-8 (77 aminoacidos), IL-9, IL-
10, IL-11, IL-12, IL-13, IL-15, IL-16, IL-17, IL-18 (IGIF), Inhibina a, Inhibina B, IP-10, factor 2 de crecimiento de
queratinocitos (KGF-2), KGF, Leptina, LIF, Linfotactina, sustancia inhibidora Mulleriana, factor inhibidor de colonias
de monocitos, proteina que atrae a monocitos (30 ibid), M-CSF, MDC (67 aminoacidos), MDC (69 aminoacidos),
MCP-1 (MCAF), MCP-2, MCP-3, MCP-4, MDC (67 aminoacidos), MDC (69 aminoacidos), MIG, MIP-1a, MEP-18,
MIP-3a, MIP-3B3, MIP-4, factor-1 inhibidor del progenitor de mieloide (MPIF-1), NAP-2, Neurturina, factor de
crecimiento de nervios, B-NGF, NT-3, NT-4, Oncostatina M, PDGF-AA, PDGF-AB, PDGF-BB, PF-4, RANTES,
SDF1a, SDF18, SCF, SCGF, factor de células madre (SCF), TARC, TGF-a, TGF-B, TGF-32, TGF-3, factor de
necrosis tumoral (TNF), TNF-a, TNF-B, TNIL-1, TPO, VEGF, GCP-2, GRO/MGSA, GRO-f, GRO-y, HCC1, 1-309.

El/llos NOI pueden estar bajo el control de expresion de un elemento regulador de la expresion, tal como un promotor
y/o un potenciador promotor conocido como "elementos sensibles”.

Cuando las particulas del vector retrovirico regulado se usan para transferir los NOI a células que transducen, dichas
particulas vectoriales también se denominan "sistemas de suministro virico" o "sistemas de suministro retrovirico".
Los vectores viricos, incluyendo los vectores retroviricos, se han usado para transferir NOI eficientemente
aprovechando el proceso de transduccion virica. Los NOI clonados en el genoma retrovirico se pueden suministrar
eficazmente a células susceptibles a la transduccién mediante un retrovirus. A través de otras manipulaciones
genéticas, se puede destruir la capacidad de replicacién del genoma retrovirico. Los vectores introducen nuevo
material genético en una célula, pero son incapaces de replicarse.

El vector retrovirico regulado para su uso de acuerdo con la presente invencidon se puede suministrar mediante
técnicas viricas o no viricas. Los sistemas de suministro no virico incluyen, pero sin limitacién, métodos de
transfeccion de ADN. En el presente documento, la transfeccion incluye un proceso que usa un vector no virico para
suministrar un gen a una célula de mamifero diana.

Los métodos de transfeccion tipicos incluyen electroporacion, biolistica de ADN, transfeccion mediada por lipidos,
transfeccion mediada por ADN compactado, liposomas, inmunoliposomas, lipofectina, mediacion por agentes
catiénicos, anfifilos faciales cationicos (CFA) (31), cationes multivalentes tales como espermina, lipidos catidnicos o
polilisina, complejos de 1,2-bis(oleoiloxi)-3-(trimetilamonio)propano (DOTAP)-colesterol (32) y combinaciones de los
mismos.

Los sistemas de suministro virico incluyen, pero sin limitacion, vector adenovirico, un vector virico adenoasociado
(AAV), un vector virico del herpes, un vector retrovirico, un vector lentivirico o un vector baculovirico. Estos sistemas
de suministro virico se pueden configurar como un vector de intrén dividido. En el documento WO 99/15653, se
describe un vector de intron dividido.

Otros ejemplos de vectores incluyen sistemas de suministro ex vivo, que incluyen, pero sin limitacién, métodos de
transfeccién de ADN tales como electroporacion, biolistica de ADN, transfeccidon mediada por lipidos, transfeccion
mediada por ADN compactado.

El vector puede ser un vector de ADN plasmidico. Como alternativa, el vector puede ser un vector virico
recombinante. Los vectores viricos recombinantes adecuados incluyen vectores adenoviricos, vectores viricos
adenoasociados (AAV), vectores del virus del herpes, o vectores retroviricos, vectores lentiviricos o una combinacion
de vectores adenoviricos y lentiviricos. En el caso de los vectores viricos, el suministro génico esta mediado por la
infeccion virica de una célula diana.

Si se combinan las caracteristicas de los adenovirus con la estabilidad genética de los retro/lentivirus, entonces,
esencialmente, el adenovirus se puede usar para transducir células diana para que se conviertan en células
productoras retroviricas transitorias que podrian infectar de forma estable a las células vecinas.

También se desvela una composicion farmacéutica para tratar un individuo mediante terapia génica, en la que la
composicion comprende una cantidad terapéuticamente eficaz de un vector retrovirico regulado segun lo descrito. La
composicion farmacéutica puede ser para uso humano o animal. Por lo general, un médico determinara la dosis real
que sera la mas adecuada para un individuo, y variara con la edad, el peso y la respuesta del paciente en particular.

La composicion puede comprender opcionalmente un vehiculo, diluyente, excipiente o adyuvante farmacéuticamente

aceptable. La eleccion del vehiculo, excipiente o diluyente farmacéutico se puede realizar con respecto a la via
deseada de administracion y la practica farmacéutica convencional. Las composiciones farmacéuticas pueden
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comprender como el - o ademas de - vehiculo, excipiente o diluyente, cualquier aglutinante/s, lubricante/s, agente/s
de suspension, agente/s de recubrimiento, agente/s solubilizante/s y otros agentes vehiculo adecuados que puedan
ayudar o aumentar la entrada virica en el sitio diana (tal como, por ejemplo, un sistema de suministro de lipidos).

Cuando sea apropiado, las composiciones farmacéuticas se pueden administrar mediante una o mas de:
minibombas, inhalacién, en forma de un supositorio o pesario, por via tépica en forma de una locién, solucién,
crema, pomada o polvo de uso externo, mediante uso de un parche cutaneo; por via oral en forma de comprimidos
que contienen excipientes tales como almidén o lactosa, o en capsulas u évulos bien solos o en mezcla con
excipientes, o en forma de elixires, soluciones o suspensiones que contienen agentes saborizantes o colorantes, o
se pueden inyectar por via parenteral, por ejemplo, por via intracavernosa, intravenosa, intramuscular o subcutanea.
Para la administracion parenteral, las composiciones se pueden usar mejor en forma de una solucion acuosa estéril
que puede contener otras sustancias, por ejemplo, suficientes sales o monosacaridos para volver la soluciéon
isotonica con la sangre. Para la administracion bucal o sublingual, las composiciones se pueden administrar en
forma de comprimidos o grageas que se pueden formular de manera convencional.

Se cree que la presente invencion tiene una aplicabilidad terapéutica amplia - dependiendo, entre otros, de la
seleccion del uno o mas NOIL.

Por ejemplo, la presente invencion puede ser util en el tratamiento de los trastornos enumerados en el documento
WO0-A-98/05635. Para facilitar la referencia, a continuacion, se proporciona parte de esa lista: cancer, inflamacién o
enfermedad inflamatoria, trastornos dermatoldgicos, fiebre, efectos cardiovasculares, hemorragia, coagulacion y
respuesta de fase agua, caquexia, anorexia, infeccion aguda, infecciéon por VIH, estados de choque, reacciones de
injerto contra hospedador, enfermedad autoinmunitaria, lesion por reperfusion, meningitis, migrafia y antitrombosis
dependiente de la aspirina; crecimiento, invasion y propagacion tumoral, angiogénesis, metastasis, tumor maligno,
ascitis y efusion pleural maligna; isquemia cerebral, enfermedad cardiaca isquémica, artrosis, artritis reumatoide,
osteoporosis, asma, esclerosis multiple, neurodegeneracion, enfermedad de Alzheimer, aterosclerosis, apoplejia,
vasculitis, enfermedad de Crohn y colitis ulcerosa; periodontitis, gingivitis; soriasis, dermatitis atopica, ulceras
cronicas, epidermdlisis ampollosa, ulceracion cornea, retinopatia y curacion de heridas quirdrgicas, rinitis,
conjuntivitis alérgica, eccema, anafilaxis; reestenosis, insuficiencia cardiaca congestiva, endometriosis,
aterosclerosis o endosclerosis.

Ademas, o como alternativa, la presente invencion puede ser Util en el tratamiento de trastornos enumerados en el
documento WO-A-98/07859. Para facilitar la referencia, a continuacién, se proporciona parte de esa lista: actividad
de proliferacion/diferenciacion de células y citocinas; actividad inmunosupresora o inmunoestimulante (por ejemplo,
para tratar la deficiencia inmunitaria, incluyendo la infeccién con un virus de inmunodeficiencia humana; la regulacion
del crecimiento linfocitico; para tratar el cancer y muchas enfermedades autoinmunitarias, y para prevenir el rechazo
de transplantes o inducir la inmunidad tumoral); la regulaciéon de la hematopoyesis, por ejemplo, el tratamiento de
enfermedades mieloides o linfoides; la potenciacion del crecimiento de hueso, cartilago, tenddn, ligamento y tejido
nervioso, por ejemplo, para cicatrizar heridas, tratamiento de quemaduras, Ulceras y enfermedad periodontal y
neurodegeneracion; la inhibicion o activacion de la hormona estimulante de foliculos (modulacion de la fertilidad); la
actividad quimiotactica/quimiocinética (por ejemplo, para movilizar tipos de células especificos en sitios de lesiéon o
infeccion); actividad hemostatica y trombolitica (por ejemplo, para tratar la hemofilia y la apoplejia); actividad
antiinflamatoria (para tratar, por ejemplo, el choque séptico o la enfermedad de Crohn); como antimicrobianos;
moduladores de, por ejemplo, el metabolismo o comportamiento; como analgésicos; para tratar trastornos de
deficiencia especificos; en el tratamiento de, por ejemplo, la soriasis, en medicina humana o veterinaria.

Ademas, o como alternativa, la presente invencién puede ser util en el tratamiento de los trastornos enumerados en
el documento WO-A-98/09985. Para facilitar la referencia, a continuaciéon, se proporciona parte de esa lista:
actividad inhibidora de macréfagos y/o inhibidora de linfocitos T y, por tanto, actividad antiinflamatoria; actividad
antiinmunitaria, es decir, efectos inhibidores contra una respuesta inmunitaria celular y/o humoral, incluyendo una
respuesta no asociada con la inflamacion; inhibir la capacidad de los macréfagos y los linfocitos T para adherirse a
componentes de la matriz extracelular y a la fibronectina, asi como expresidon del receptor fas regulada
positivamente en los linfocitos T; inhibir la reaccion inmunitaria no deseada y la inflamacion, incluyendo la artritis,
incluyendo la artritis reumatoide, inflamacion asociada con la hipersensibilidad, reacciones alérgicas, asma, lupus
eritematoso sistémico, enfermedades de colageno y otras enfermedades autoinmunitarias, inflamacién asociada con
aterosclerosis, arteriosclerosis, enfermedad cardiaca aterosclerética, lesion por reperfusion, parada cardiaca, infarto
de miocardio, trastornos inflamatorios vasculares, sindrome disneico u otras enfermedades cardiopulmonares,
inflamacion asociada con la Ulcera péptica, colitis ulcerosa y otras enfermedades del tubo digestivo, fibrosis
hepatica, cirrosis hepatica u otras enfermedades hepaticas, tiroiditis u otras enfermedades glandulares,
glomerulonefritis u otras enfermedades renales y urolégicas, otitis u otras enfermedades otorrinolaringolégicas,
dermatitis u otras enfermedades dérmicas, enfermedades periodontales u otras enfermedades dentales, orquitis o
epididimo-orquitis, infertilidad, traumatismo testicular u otras enfermedades testiculares relacionadas con el sistema
inmunitario, disfunciéon placentaria, insuficiencia placentaria, aborto recidivante, eclampsia, preeclampsia y otras
enfermedades ginecoldgicas relacionadas con el sistema inmunitario y/o relacionadas con la inflamacion, uveitis
posterior, uveitis intermedia, uveitis anterior, conjuntivitis, coriorretinitis, uveorretinitis, neuritis optica, inflamacion
intraocular, por ejemplo, retinitis o edema macular cistoide, oftalmia simpatica, escleritis, retinitis pigmentosa,
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componentes inmunitarios e inflamatorios de enfermedad del fondus degenerativa, componentes inflamatorios de
traumatismo ocular, inflamacién ocular causada por infeccién, vitreorretinopatias proliferativas, neuropatia éptica
isquémica aguda, cicatrizacion excesiva, por ejemplo, tras la operacion de filtraciéon de glaucoma, reaccion
inmunitaria y/o de inflamacion contra implantes oculares, y otras enfermedades oftalmicas relacionadas con el
sistema inmunitario y relacionadas con la inflamacion, inflamacién asociada con enfermedades o afecciones o
trastornos autoinmunitarios en los que, tanto en el sistema nervioso central (SNC) como en cualquier otro érgano,
seria beneficiosa la eliminaciéon inmunitaria y/o de la inflamacion, enfermedad de Parkinson, complicacion y/o efectos
secundarios debidos al tratamiento de la enfermedad de Parkinson, complejo de demencia relacionada con el SIDA,
encefalopatia relacionada con el VIH, enfermedad de Devic, corea de Syndenham, enfermedad de Alzheimer y otras
enfermedades degenerativas, afecciones o trastornos del SNC, componentes inflamatorios de apoplejias, sindrome
posterior a la polio, componentes inmunitarios e inflamatorios de trastornos psiquiatricos, mielitis, encefalitis,
panencefalitis esclerosante subaguda, encefalomielitis, neuropatia aguda, neuropatia subaguda, neuropatia cronica,
sindrome de Guillaim-Barre, corea de Sydenham, miastenia grave, seudotumor cerebral, sindrome de Down,
enfermedad de Huntington, esclerosis lateral amiotréfica, componentes inflamatorios de compresion del SNC o
traumatismo del SNC o infecciones del SNC, componentes inflamatorios de atrofias y distrofias musculares,
enfermedades relacionadas con el sistema inmunitario y relacionadas con la inflamacién, afecciones o trastornos de
los sistemas nerviosos central y periférico, inflamacion post-traumatica, choque séptico, enfermedades infecciosas,
complicaciones inflamatorias o efectos secundarios de la cirugia, transplante de médula ésea u otras complicaciones
y/o efectos secundarios del transplante, complicaciones inflamatorias y/o inmunitarias y efectos secundarios de la
terapia génica, por ejemplo, debido a infeccién con un vehiculo virico o inflamaciéon asociada con el SIDA, para
suprimir o inhibir una respuesta inmunitaria humoral y/o celular, para tratar o mejorar enfermedades proliferativas de
monocitos o leucocitos, por ejemplo, leucemia, reduciendo la cantidad de monocitos o linfocitos, para la prevencion
y/o el tratamiento de rechazo de injerto en los casos de transplante de células, tejido y érganos naturales o
artificiales, tales como cérnea, médula 6sea, 6rganos, lentes, marcapasos, tejido de piel natural o artificial.

A continuacion, se describira la invencion adicionalmente por medio de ejemplos que pretenden servir para ayudar al
experto en la materia a llevar a cabo la invencidn, y no pretenden, bajo ningun concepto, ser limitantes del alcance
de la invencion. Los ejemplos se refieren a las figuras. En las figuras:

Descripcion de las figuras

La Figura 1 muestra esquematicamente cémo crear una LTR de 3' adecuada mediante PCR;

la Figura 2 muestra la tabla de uso de codones para gag-pol del VIH de tipo silvestre de la cepa HXB2 (niumero
de acceso: K03455);

la Figura 3a muestra la tabla de uso de codones de la secuencia con codones optimizados denominada gagpol-
SYNgp. La Figura 3b muestra una tabla de uso de codones comparativa;

la Figura 4 muestra la tabla de uso de codones del env del VIH de tipo silvestre denominado env-mn;

la Figura 5 muestra la tabla de uso de codones de la secuencia con codones optimizados de env del VIH
denominada SYNgp160mm;

la Figura 6 muestra dos construcciones plasmidicas para su uso en la invencion;
la Figura 7 muestra el principio que hay tras dos sistemas de produccién de particulas de vector retrovirico;

la Figura 8 muestra una comparacion de secuencias entre la secuencia de gag-pol del VIH de tipo silvestre (pGP-
RRE3) y la secuencia de gag-pol con codones optimizados (pSYNGP);

la Figura 9 muestra una comparacion de secuencias entre la secuencia de gag-pol de EIAV de tipo silvestre (WT)
y la secuencia de gag-pol con codones optimizados (CO);

la Figura 10 muestra la independencia de Rev de la formacion de particulas de expresion de proteina;

la Figura 11 muestra las velocidades de traduccion de gag-pol de tipo silvestre (WT) y con codones optimizados;
la Figura 12 muestra los niveles de ARNm de gag-pol en fracciones totales y citoplasmicas;

la Figura 13 muestra el efecto de la insercién de gag de WT cadena abajo del gen con codones optimizados

sobre los niveles de ARN y de proteina;

la Figura 14 muestra los plasmidos usados para estudiar el efecto de gag de VIH-1 sobre el gen con codones
optimizados;

la Figura 15 muestra el efecto sobre el ARN citoplasmico de la insercion de gag del VIH-1 cadena arriba del gen
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con codones optimizados;

la Figura 16 muestra el efecto de Leptomicina B (LMB) sobre la produccion de proteina;

la Figura 17 muestra los niveles de ARN citoplasmico de los genomas del vector;

la Figura 18 muestra la eficiencia de la transduccion a MOI1;

la Figura 19 muestra una representacion esquematica de pGP-RRES3;

la Figura 20 muestra una representacion esquematica de pSYNGP;

la Figura 21 muestra titulos del vector generados con diferentes construcciones de gag-pol;
la Figura 22 muestra titulos del vector a partir de los genomas Rev/RRE (-) y (+);

la Figura 23 muestra titulos del vector a partir de la serie pHS de genomas del vector;

la Figura 24 muestra titulos del vector para la serie de pHS de genomas del vector en presencia o ausencia de
Rev/RRE;

la Figura 25 muestra un analisis de las construcciones de gag-pol

la Figura 26 muestra una transferencia Western de extractos de 293T;
la Figura 27 es una representacion esquematica de pESYNGP;

la Figura 28 es una representacion esquematica de LpESYNGP;

la Figura 29 es una representacion esquematica de LPbESYNGPRRE;
la Figura 30 es una representacion esquematica de pESYNGPRRE;
la Figura 31 es una representacion esquematica de pONY4.0Z;

la Figura 32 es una representacion esquematica de pONY8.0Z;

la Figura 33 es una representacion esquematica de pONY8.1Z;

la Figura 34 es una representacion esquematica de pONY3.1;

la Figura 35 es una representacion esquematica de pCineoERey;

la Figura 36 es una representacion esquematica de pESYNREYV;

las Figuras 37 y 38 muestran el efecto de diferentes construcciones vectoriales sobre los titulos de vectores
viricos;

las Figuras 39 y 40 muestran el efecto de diferentes construcciones vectoriales sobre la actividad de RT;
la Figura 41 muestra el efecto de la secuencia lider de 5' en el titulo del vector virico;
la Figura 42 muestra titulos del vector virico cuando se usa pONY8.1Z;

la Figura 43 muestra una comparacion entre las secuencias de pONY3.1 y pONY3.20PTI con codones
optimizados en los primeros 372 nucledtidos de gag;

la Figura 44 es una representacion esquematica de plIRES1hygeESYNGP;

las Figuras 45 y 46 muestran los resultados de experimentos para confirmar que gag-pol con codones
optimizados se puede usar en la produccion de lineas celulares de empaquetamiento y productoras;

las Figuras 47 y 48 muestran los resultados de experimentos que confirman que el ARN procedente de gag-pol
con codones optimizados esta empaquetado menos eficazmente que el del gen de tipo silvestre;

la Figura 49 muestra los resultados de un experimento que confirma que la expresion de pESYNGP vy
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pESDSYNGP son similares;
la Figura 50 es una representacion esquematica de pESDSYNGP; y

la Figura 51 muestra los resultados de un experimento que confirma que la eficiencia de encapsidar ARN de gag-
pol en células PEV-17 y células B-241 es similar.

En mas detalle, la Figura 8 muestra una comparacion de secuencias entre la secuencia de gag-pol del VIH de tipo
silvestre (pGP-RRE3) y la secuencia de gag-pol con codones optimizados (pSYNGP), en la que la secuencia
superior representa pSYNGP y la secuencia inferior representa pGP-RRES3.

La Figura 10 muestra la independencia de Rev de la formacion de particulas para la expresion de proteinas. Se
transfectaron 5 pg de los plasmidos de expresion de gag-pol en células 293T en presencia o ausencia de Rev
(pCMV-Rev, 1 ng), y se determinaron los niveles de proteina 48 horas después de la transfeccion en sobrenadantes
de cultivo (A) y lisados celulares (B). Para detectar las proteinas gag-pol, se us6é suero humano positivo en VIH-1.
Las transferencias se volvieron a sondar con un anticuerpo anti-actina, como control interno (C). Los tamafios (en
kDa) de los marcadores proteicos (New England Biolabs) se muestran al lado del gel. Carriles: 1. células 293T
transfectadas simuladamente, 2. pGP-RRE3, 3. pGP-RRE3 + pCMV-Rev, 4. pSYNGP, 5. pPSYNGP + pCMV-Reyv, 6.
pSYNGP- RRE, 7. pPSYNGP-RRE + pCMV-Reyv, 8. pPSYNGP-ERR, 9. pSYNGP-ERR + pCMV-Rev.

La Figura 11 muestra las velocidades de traduccién de gag-pol de WT y con codones optimizados. Se transfectaron
células 293T con 2 pg de pGP-RRE3 (+ 1 ug de pCMV-Rev) o 2 ug de pSYNGP. Las muestras de proteinas de
sobrenadantes de cultivo (A) y de extractos celulares (B) se analizaron mediante transferencia Western 12, 25, 37 y
48 horas después de la transfeccion. Para detectar las proteinas gag-pol (A, B), se us6 suero humano positivo en
VIH-1, y como control interno (C), se usé un anticuerpo anti-actina. Los tamafios de los marcadores proteicos se
muestran al lado del gel (en kD). Se us6 un Phosphorimager para la cuantificacion de los resultados. Carriles: 1.
pGP-RRE3 12 h, 2. pGP-RRE3 25 h, 3. pGP-RRE3 37 h, 4. pGP-RRE3 48 h, 5. pGP-RRE3 + pCMV-Rev 12 h, 6.
pGP- RRE3 + pCMV-Rev 25 h, 7. pGP-RRE3 + pCMV-Rev 37 h, 8. pGP-RRE3 + pCMV-Rev 48 h, 9. pSYNGP 12 h,
10. pSYNGP 25 h, 11. pSYNGP 37 h, 12. pSYNGP 48 h, 13. células 293T transfectadas simuladamente.

La Figura 12 muestra los niveles de ARNm de gag-pol en fracciones totales y citoplasmicas. Se extrajo el ARN total
y citoplasmico de células 293T 36 horas después de la transfeccion con 5 ug del plasmido de expresion de gag-pol
(x 1 ng de pCMV-Rev), y se estimaron los niveles de ARNm mediante analisis de transferencia Northern. Se us6 una
sonda complementaria a los nucleétidos 1222-1503 de tanto el gen de tipo silvestre como el gen con codones
optimizados. El panel A muestra la banda que corresponde a la gag-pol del VIH-1. Los tamafios de los ARNm son de
4.4 kb para el gen con codones optimizados, y de 6 kb para el gen de tipo silvestre. El panel B muestra la banda que
corresponde a ubiquitina humana (control interno para la normalizacion de los resultados). La cuantificacion se
realizé usando un Phosphorimager. Numeracion de los carriles: ¢ indica fraccion citoplasmica y t indica fraccion de
ARN total. Carriles: 1. pGP-RRE3, 2. pGP-RRE3 + pCMV-Rev, 3. pPSYNGP, 4. pSYNGP + pCMV-Rev, 5. pPSYNGP-
RRE, 6. pSYNGP-RRE + pCMV-Rev, 7. células 293T transfectadas simuladamente, 8. pGP-RRE3 + pCMV-Reyv, 9.
células 293T transfectadas 65 simuladamente, 10. pSYNGP.

La Figura 13 muestra el efecto de la insercion de gag de WT cadena abajo del gen con codones optimizados sobre
los niveles de ARN y de proteina. La secuencia de gag de WT se inserté cadena abajo del gen con codones
optimizados en ambas orientaciones (sitio Notl), dando como resultado los plasmidos pSYNG6 (orientacion correcta,
véase la Figura 14) y pSYN7 (orientacion inversa, véase la Figura 14). También se insert6 el gen codificante de -
galactosidasa (LacZ) en el mismo sitio y en la orientacion correcta (plasmido pSYNS8, véase la Figura 14). Se
transfectaron células 293T con 5 pg de cada plasmido, y 48 horas después de la transfeccion, se determinaron los
niveles de ARNm y de proteina como se ha descrito previamente, por medio de analisis de transferencia Northern y
Western.

Analisis de transferencia Northern en fracciones de ARN citoplasmico. Se sondé la transferencia con una sonda
complementaria a los nucleétidos 1510-2290 del gen con codones optimizados (l), y se volvié a sondar con una
sonda especifica para la ubiquitina humana (Il). Carriles: 1. pSYNGP, 2. pSYNS8, 3. pSYN7, 4. pSYNG6. Analisis de
transferencia Western: se us6 suero humano positivo en VIH-1 para detectar las proteinas gag-pol (I), y como control
interno, se usO un anticuerpo anti-actina (ll). Carriles: lisados celulares: 1. células 293T transfectadas
simuladamente, 2. pGP-RRE3 + pCMV-Reyv, 3. pSYNGP, 4. pSYNG, 5. pSYN7, 6. pSYN8. Sobrenadantes: 7. células
293T transfectadas simuladamente, 8. pGP-RRE3 + pCMV-Rev, 9. pSYNGP, 10. pSYNG, 11. pSYN7, 12. pSYN8.
Los tamafos de los marcadores proteicos (New England Biolabs) se muestran al lado del gel.

La Figura 14 muestra los plasmidos usados para estudiar el efecto de gag del VIH-1 sobre el gen con codones
optimizados. La estructura principal para todas las construcciones fue pCl-Neo. Syn gp: el gen gag-pol del VIH-1 con
codones optimizados. HXB2 gag: el gen gag del VIH-1 de tipo silvestre. HXB2 gag: el gen gag del VIH-1 de tipo
silvestre en la orientacion inversa. HXB2 gagAATG: el gen gag del VIH-1 de tipo silvestre sin el ATG de gag. HXB2
gag-fr.sh.: el gen gag de VIH-1 de tipo silvestre con una mutacion de desplazamiento de fase. HXB2 gag 625-1503:
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nucledtidos 625-1503 del gen gag del VIH-1 de tipo silvestre. HXB2 gag 1-625: nucleotidos 1-625 del gen gag del
VIH-1 de tipo silvestre.

La Figura 15 muestra el efecto sobre el ARN citoplasmico de la insercion de gag del VIH-1 cadena arriba del gen con
codones optimizados. Se extrajo ARN citoplasmico 48 horas después de la transfeccion de células 293T (se usaron
5 ug de cada plasmido pSYN, y en algunos casos se cotransfectdé 1 ug de pCMV-Rev). La sonda que se uso se
disefid para que fuera complementaria a los nucleétidos 1510-2290 del gen con codones optimizados (l). Como
control interno, se us6 una sonda especifica la para ubiquitina humana (ll). Carriles: 1. pSYNGP, 2. pSYN9, 3.
pSYN10, 4. pSYN10 + pCMV-Rev, 5. pSYN11, 6. pSYN11 + pCMV-Rev, 7. pCMV-Rev. Carriles: 1. pSYNGP, 2.
pSYNGP-RRE, 3. pSYNGP-RRE + pCMV-Rev, 4. pSYN12, 5. pSYN14, 6. pSYN14 + pCMV-Rev, 7. pSYN13, 8.
pSYN15, 9. pSYN17, 10. pGP-RRES3, 11. pSYNS, 12. pSYN9, 13. pCMV-Rev.

La Figura 16 muestra el efecto de LMB sobre la produccion de proteinas. Se transfectaron células 293T con 1 pg de
pCMV-Rev y 3 ug de pGP-RRE3/pSYNGP/pSYNGP-RRE (+ 1 ng de pCMV-Rev). Las transfecciones se hicieron por
duplicado. 5 horas después de la transfeccién, se reemplazé el medio por medio recién preparado en el primer
conjunto y con medio recién preparado que contenia LMB 7,5 nM en el segundo. 20 horas mas tarde, se sometieron
las células a lisis, y se estimo la produccion de proteina mediante analisis de transferencia Western. Para detectar
las proteinas gag-pol, se usé suero humano positivo en VIH-1 (A) y, como control interno, se usé un anticuerpo anti-
actina (B). Carriles: 1. pGP-RRE3, 2. pGP-RRE3 + LMB, 3. pGP-RRE3 + pCMV-Rev, 4. pGP-RRE3 + pCMV-Rev +
LMB, 5. pSYNGP, 6. pSYNGP + LMB, 7. pSYNGP + pCMV-Rev, 8. pSYNGP + pCMV-Rev + LMB, 9. pSYNGP-RRE,
10. pSYNGP- RRE + LMB, 11. pSYNGP-RRE + pCMV-Rev, 12. pSYNGP-RRE + pCMV-Rev + LMB.

La Figura 17 muestra los niveles de ARN citoplasmico de los genomas de los vectores. Se transfectaron células
293T con 10 pg de cada genoma vectorial. Se extrajo ARN citoplasmico 48 horas después de la transfeccion. Se
usaron 20 pg de ARN de cada muestra para andlisis de transferencia Northern. Se disefi6 la sonda de 700 pb para
que se hibridara a todos los ARN de los genomas vectoriales (véase Materiales y Métodos). Carriles: 1. pH6nZ, 2.
pH6nZ + pCMV-Rev, 3. pH6.1nZ, 4. pH6.1nZ + pCMV-Rev, 5. pHS1nZ, 6. pHS2nZ, 7. pHS3nZ, 8. pHS4nZ, 9.
pHS5nZ, 10. pHS6NnZ, 11. pHS7nZ, 12. pHS8nZ, 13. pCMV-Rev.

La Figura 18 muestra la eficiencia de la transduccién a una mdi de 1. Se generaron reservas viricas mediante
cotransfeccion de cada plasmido de expresion de gag-pol (5 o 0,5 pg), 15 pg de pH6nZ o pHS3nZ (plasmido de
genoma vectorial) y 5 ung de pHCMVG (plasmido de la expresion de la envoltura de VSV), en células 293T. El virus
se concentré como se ha descrito previamente (45), y se determind la eficiencia de la transduccion a una mdi de
0,01-1 en células HT1080. Hubo una correlacion lineal de la eficiencia de la transduccion y la mdi en todos los
casos. En el presente documento se muestra una imagen representativa a una mdi de 1. La eficiencia de la
transduccion fue >80 % con cualquier genoma, cualquier gag-pol y cualqwer cantldad alta o baja de pSYNGP Los
titulos antes de la concentraaon (UL /mI) en células 293T A. 6,6 X 10°, B. 7,6 x 10°, C. 9,2 x 10°, D. 1,5 x 10°, en
células HT1080: A. 6,0 x 10 B. 9,9 x 10 C.8,0x 10 D.29x 10 Tltulos después de la concentramon (UL /mI) en
células HT1080: A. 6,0 x 10°, B. 2,0 x 10%, C. 1,4 x 10°, D. 2,0 x 10°.

La Figura 21 muestra titulos de vectores obtenidos con diferentes construcciones de gag-pol. Se generaron reservas
viricas mediante cotransfeccion de cada plasmido de expresion de gag-pol, pH6nZ (plasmido de genoma vectorial) y
pHCMVG (plasmido de la expresion de la envoltura de VSV, 2,5 ug para cada transfeccion), en células 293T. Se
midieron los titulos (Ul./ml de reserva virica) en células 293T contando el numero de colonias azules tras la tincion
con X-Gal 48 horas después de la transduccion. Se realizaron experimentos al menos dos veces, y la variacion entre
los experimentos fue inferior al 15 %.

La Figura 22 muestra titulos de vectores a partir de los genomas Rev/RRE (-) y (+): los vectores retroviricos se
generaron como se describe en los ejemplos. Se determinaron los titulos (Ul/ml de reserva virica + SD) en células
293T.

La Figura 23 muestra titulos de vectores a partir de las series de pHS de genomas vectoriales. El vector retrovirico
se generd como se describe en los ejemplos. Se determinaron los titulos (Ul/ml de reserva virica + SD) en células
293T. Rev se proporciona a partir de pCMV-Rev. Cabe sefialar que pH6nZ expresa Rev y contiene el RRE. Ninguno
de los otros genomas expresa Rev ni contiene el RRE. La expresion de pSYNGP es independiente de Rev, mientras
que es dependiente de Rev para pGP-RRES3.

La Figura 24 muestra titulos de vectores para la serie de pHS de genomas vectoriales en presencia o ausencia de
Rev/RRE. El vector retrovirico se generé como se describe en los ejemplos. Se usaron 5 pg de genoma vectorial,
5 ng de pSYNGP y 2,5 ug de pHCMVG, vy los titulos (Ul/ml) se determinaron en células 293T. Los experimentos se
realizaron al menos dos veces, y la variacion entre experimentos fue inferior al 15 %. Rev se proporciona a partir de
pCMV-Rev (1 pg). Cabe sefialar que pH6nZ expresa Rev y contiene el RRE. Ninguno de los genomas de pHS
expresa Reyv, y solo pHS1nZR, pHS3nZR, pHS7nZR y pH6.1nZR contienen el RRE. La expresion de gag-pol a partir
de pSYNGP es independiente de Rev.
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La Figura 26 muestra una transferencia Western de extractos de 293T, en los que se separaron 30 g de proteina
celular total mediante electroforesis de SDS/PAGE, se transfirieron a nitrocelulosa y se sondaron con anticuerpos
anti-EIAV. El anticuerpo secundario fue anti-HRP de caballo (Sigma).

En la Figura 38, los titulos se muestran en unidades formadoras de lacZ (UFL)/ml. Los vectores usados se indican
en recuadros encima de las barras.

Para facilitar la referencia, también se exponen las secuencias enumeradas en el listado de secuencia que se
adjunta:

SEC ID NO: 1 muestra la secuencia de la secuencia de gag-pol de tipo silvestre para la cepa HXB2 (nimero de
acceso K03455);

SEQ ID NO: 2 muestra la secuencia de pSYNGP;

SEQ ID NO: 3 muestra la secuencia del gen de la envoltura para MN VIH-1 (nimero de acceso del GenBank
M17449);

SEQ ID NO: 4 muestra la secuencia de SYNgp-160mn - secuencia de env con codones optimizados;
SEQ ID NO: 5 muestra la secuencia de pESYNGP;

SEQ ID NO: 6 muestra la secuencia de LpESYNGP;

SEQ ID NO: 7 muestra la secuencia de pESYNGPRRE;

SEQ ID NO: 8 muestra la secuencia de LpESYNGPRRE;

SEQ ID NO: 9 muestra la secuencia de pONY4.0Z;

SEQ ID NO: 10 muestra la secuencia de pONY8.0Z;

SEQ ID NO: 11 muestra la secuencia de pONY8.1Z;

SEQ ID NO: 12 muestra la secuencia de pONY3.1;

SEQ ID NO: 13 muestra la secuencia de pCineoERev;

SEQ ID NO: 14 muestra la secuencia de pESYNREYV;

SEQ ID NO: 15 muestra la secuencia de gag-pol de VIH con codones optimizados;

SEQ ID NO: 16 muestra la secuencia de gag-pol de EIAV codones optimizados;

SEQ ID NO: 17 muestra la secuencia de pIRES1hygESYNGP;

SEQ ID NO: 18 muestra la secuencia de pESDSYNGP; y

SEQ ID NO: 19 muestra la secuencia de pONY8.3G FB29(-).

Ejemplo 1 - VIH

Lineas celulares

Se mantuvieron células 293T (33) y células HelLa (34) en medio de Eagle modificado por Dulbecco que contenia
suero fetal de ternera al 10 % (v/v) y suplementado con L-glutamina y antibiéticos (penicilina-estreptomicina). Las
células 293T se obtuvieron de D. Baltimore (Rockefeller University).

Clones proviricos de VIH-1
Se usaron los clones proviricos pWI3 (35) y pNL4-3 (36).
Construccién de un sistema de empaquetamiento

En uno de los presentes ejemplos, se us6 una secuencia de env de VIH con codones optimizados modificada (SEC
ID. NO: 4). El plasmido de expresion de env correspondiente se denomina pSYNgp160mn. La secuencia modificada
contiene motivos adicionales no usados por (37). Las secuencias adicionales se tomaron de la secuencia de env del
VIH de cepa MN y con codones optimizados. Cualquier modificacion similar de la secuencia de acido nucleico
funcionaria de forma similar siempre que usase codones que correspondieran a ARNt abundantes (38).

Gen de gag-pol del VIH-1 con codones optimizados

Se construy6 un gen de gag-pol con codones optimizados, mostrado del nucleétido 1.108 al 5.414 de SEC ID NO: 2,
hibridando una serie de oligonucleétidos solapantes cortos (aproximadamente 30-40meros con un solapamiento del
25 %, es decir, aproximadamente 9 nucleétidos). Los oligonucledtidos se adquirieron en R&D SYSTEMS (R&D
Systems Europe Ltd, 4-10 The Quadrant, Barton Lane, Abingdon, OX14 3YS, RU). La optimizaciéon de los codones
se realizd usando la secuencia de la cepa de HXB-2 (AC: K03455) (39). También se incluyd la secuencia de
consenso de Kozak para el inicio de la traduccion éptima (40). Un fragmento desde la base 1.222 a partir del
comienzo de gag hasta el final de gag (1.503) no se optimizé para mantener el sitio de desplazamiento de la fase y
el solapamiento entre las fases de lectura de gag y pol. Este procedia del clon pNL4-3. (Cuando se hace referencia a
los numeros de bases dentro del gen de gag-pol, la base 1 es la A del ATG de gag, que corresponde a la base 790
desde el comienzo de la secuencia de HXB2. Cuando se hace referencia a secuencias fuera del gag-pol, entonces
los numeros se refieren a bases desde el comienzo de la secuencia de HXB2, en la que la base 1 corresponde al
comienzo de la LTR de 5'). Se realizaron algunas desviaciones de la optimizacién para introducir sitios de restriccion
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convenientes. En la Figura 3b, se muestra el uso final de los codones, que ahora se parece al de los genes humanos
muy expresados y es bastante diferente del de gag-pol del VIH-1 de tipo silvestre. Se cloné el gen en el vector de
expresion de mamifero pClneo (Promega) en los sitios EcoRI-Notl. El plasmido resultante se denomina pSYNGP
(Figura 20, SEC ID NO 2). La secuenciacion del gen en ambas hebras verifico la ausencia de cualquier error. En la
Figura 8, se muestra una comparacidon de secuencias entre la secuencia de gag-pol de VIH con codones
optimizados y de tipo silvestre.

Construcciones de Rev/REE

Se amplifico la secuencia de RRE de VIH-1 (bases 7769-8021 de la secuencia de HXB2) mediante PCR a partir del
clon provirico pWI3 con cebadores portadores del sitio de restriccion Notl, y se cloné subsiguientemente en el sitio
Notl de pSYNGP. Los plasmidos resultantes se denominaron pSYNGP-RRE (RRE en la orientacidon correcta) y
pSYNGP-ERR (RRE en la orientacioén inversa).

Particulas viricas pseudotipificadas

En una forma del sistema de empaquetamiento, se coexpresa un casete de gag-pol sintético con una secuencia
codificante de envoltura heteréloga. Esta podria ser, por ejemplo, VSV-G (44, 45), env de MLV anfotrépico (46, 47),
o cualquier otra proteina que se incorporaria en la particula de VIH o EIAV (48). Esto incluye moléculas capaces de
dirigir el vector hacia tejidos especificos.

Construcciones de genoma vectorial del VIH-1

Se deriva pH6nZ de pH4Z (49) mediante adicion de un Unico nucledtido para colocar un resto de guanina adicional
que faltaba de pH4Z en el extremo 5' de la transcripcion del genoma del vector con el fin de optimizar la transcripcion
inversa. Ademas, se reemplazd el gen codificante de [-galactosidasa (LacZ) por un gen codificante de B-
galactosidasa de localizacion nuclear. (Los presentes inventores quieren agradecer a Enca Martin-Rendon y Said
Ismail que les hayan proporcionado pH6nZ). Para construir construcciones genémicas de Rev(-), se realizaron las
siguientes modificaciones: a) se eliminé un fragmento Pstl-Pstl de 1,8 kb de pH6nZ, dando como resultado un
plasmido pH6.1nZ, y b) se reemplazé un fragmento de EcoNlI (lleno)-Sphl por un fragmento de Spel (lleno)-Sphl del
mismo plasmido (pH6nZ), dando lugar al plasmido pH6.2nZ. En ambos casos, se retuvieron las secuencias en gag
(nucleodtidos 1-625), puesto que han demostrado desempefiar un papel en el empaquetamiento (93). Se eliminaron
Rev, RRE y cualquier otra secuencia de env residual. pH6.2nZ contiene ademas el aceptor de corte y empalme de
env, mientras que pH6.1nZ no lo tiene.

También se derivd una serie de vectores que comprendian eliminaciones de gag adicionales mas o menos un
donante de corte y empalme (SD) principal mutante (mutacion GT a CA) de pH6Z. Estos se obtuvieron mediante
PCR con cebadores que tenian un sitio de Narl (cebadores 5') y Spel (cebadores 3'). Se insertaron los productos de
PCR en pH6Z en los sitios de Narl-Spel. Los vectores resultantes se denominaron pHS1nZ (que contiene las
secuencias del VIH-1 hasta gag 40), pHS2nZ (que contiene las secuencias del VIH-1 hasta gag 260), pHS3nZ (que
contiene las secuencias del VIH-1 hasta gag 360), pHS4nZ (que contiene las secuencias dl VIH-1 hasta gag 625),
pHS5nZ (igual que pHS1nZ, pero con un SD mutante), pHS6nZ (igual que pHS2nZ, pero con un SD mutante),
pHS7nZ (igual que pHS3nZ, pero con un SD mutante) y pHS8nZ (igual que pHS4nZ, pero con un SD mutante).

Ademas, se insert6 la secuencia de RRE (los nucledtidos 7769-8021 de la secuencia de HXB2) en el sitio de Spel
(lleno) de pH6.1nZ, pHS1nZ, pHS3nZ y pHS7nZ, dando lugar los plasmidos pH6.1nZR, pHS1nZR, pHS3nZR y
pHS7nZR, respectivamente.

Se han realizado otras modificaciones en el genoma, incluyendo la generacion de un vector SIN (mediante
eliminacién de parte de U3 de 3'), el reemplazo de las LTR por aquellas procedentes de MLV o el reemplazo de
parte de U3 de 3’ por la region U3 de MLV.

Transfecciones transitorias, transducciones y determinacion de titulos viricos

Estas se realizaron como se ha descrito previamente (49, 50). En resumen, se sembraron células 293T sobre placas
de 6 cm y, 24 horas mas tarde, se transfectaron transitoriamente mediante tratamiento durante toda una noche con
fosfato de calcio. Se reemplazé el medio 12 horas después de la transfeccion y, a menos que se indique lo contrario,
los sobrenadantes se cosecharon 48 horas después de la transfeccion, se filtraron (a través de filtros de 0,22 o
0,45 um) y se titularon mediante transduccion de células 293T. Por este motivo, se afiadié sobrenadante a diluciones
apropiadas de la reserva original a células 293T (cultivadas en placas de 6 o 12 pocillos 24 horas antes de la
transduccion). Se anadieron, a cada pocillo, 8 pg/ml de Polybrene (Sigma) y, 48 horas después de la transduccion,
se determinaron los titulos viricos mediante tincion con X-gal.

Ensayos de 3-galactosidasa (-gal) luminiscentes

Estos se realizaron sobre extractos de células totales usando un sistema indicador de (-gal luminiscente
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(CLONTECH). Como control negativo, se usaron células 293T no transfectadas y, como control positivo, se usaron
células 293T transfectadas con pCMV--gal (CLONTECH).

Analisis de ARN

Se extrajo ARN total o citoplasmico de células 293T usando el mini kit RNeasy (QUIAGEN) 36-48 horas después de
la transfeccion. Se sometieron 5-10 pg de ARN a analisis de transferencia Northern como se ha descrito
previamente (51). El fraccionamiento correcto se verific6 mediante tincion del gel de agarosa. Se amplificé una
sonda complementaria a las bases 1.222-1.503 del gen gag-pol mediante PCR a partir del clon provirico pNL4-3 del
VIH-1, y se us6 para detectar los ARNm de gag-pol tanto con codones optimizados como de tipo silvestre. Una
segunda sonda, complementaria a los nucleétidos 1.510-2.290 del gen con codones optimizados, también se
amplific6 mediante PCR a partir del plasmido pSYNGP, y se usé para detectar solo los genes con codones
optimizados. Se prepar6 un fragmento de 732 pb, complementario a todos los genomas vectoriales usados en el
presente estudio, mediante una digestion con Spel-Avrll de pH6nZ. Para normalizar los resultados, se us6 una
sonda especifica para la ubiquitina (CLONTECH). Se marcaron todas las sondas mediante marcaje al azar
(STRATAGENE) con a-*P dCTP (Amersham). Los resultados se cuantificaron usando un Storm Phosphorimager
(Molecular Dynamics), y se muestran en la Figura 12. En las fracciones celulares totales, el precursor de ARNr 47S
se podia ver claramente, mientras que estaba ausente de las fracciones citoplasmicas. Como era de esperar (52),
Rev estimula la acumulacion citoplasmica de ARNm de gag-pol de tipo silvestre (carriles 1c y 2c). Los niveles de
ARN fueron de 10 a 20 veces superiores para el gen con codones optimizados, en comparacion con el de tipo
silvestre, tanto en las fracciones totales como citoplasmicas (comparense los carriles 3t-2t, 3c-2c, 10c-8c). La
secuencia de RRE no desestabilizé significativamente los ARN con codones optimizados, puesto que los niveles de
ARN fueron similares para los ARN con codones optimizados, tanto si contenian la secuencia de RRE como si no
(comparense los carriles 3 y 5). Rev no potencié notablemente la acumulacion citoplasmica de los ARNm de gag-pol
con codones optimizados, incluso cuando contenian la secuencia de RRE (las diferencias en los niveles de ARN
fueron inferiores al doble; comparense los carriles 3-4 0 5-6).

A partir de la comparacion de las Figuras 10 y 12, parece que todo el aumento en la expresion proteica de syngp
podria explicarse por el aumento en los niveles de ARN. Para investigar si esto se debia a niveles de saturacion de
ARN en la célula, se transfectaron 0,1, 1 y 10 ug de los vectores de expresion de tipo silvestre o con codones
optimizados en células 293T, y se compararon con la produccion de proteinas. En todos los casos, la produccion de
proteinas fue 10 veces superior para el gen con codones optimizados para la misma cantidad de ADN transfectado,
mientras que el aumento en los niveles de proteina fue proporcional a la cantidad de ADN transfectado para cada
gen individual. Por lo tanto, parece probable que la potenciacién de la expresion del gen con codones optimizados
se puede atribuir principalmente a los niveles potenciados de ARN presentes en el citoplasma, y no a un aumento de
la traduccion.

Analisis de proteinas

Se prepararon lisados de células totales a partir de células 293T 48 horas después de la transfeccion (a menos que
se indique lo contrario) con un tampo6n de lisis alcalina. Para la extraccion de proteinas de los sobrenadantes de
células, primero, se hizo pasar el sobrenadante a través de un filtro de 0,22 um, y se recogieron las particulas de los
vectores mediante centrifugacion de 1 ml de sobrenadante a 21.000 g durante 30 minutos. Se lavaron los
sedimentos con PBS y, después, se volvieron a suspender en un pequefio volumen (2-10 ul) de tampén de lisis. Se
separaron cantidades de proteina iguales en un gel de SDS-poliacrilamida al 10-12 % (v/v). Las proteinas se
transfirieron a membranas de nitrocelulosa, en las que se sondaron secuencialmente con una diluciéon a 1:500 de
suero humano positivo en VIH-1 (AIDS Reagent Project, ADP508, Panel E) y una dilucién a 1:1.000 de anti-lgG
humana marcada con peroxidasa de rabano picante (Sigma, A0176). Las proteinas se visualizaron usando el
reactivo de deteccion de transferencia Western ECL o ECL-plus (Amersham). Para verificar la carga de proteina
igual, se lavaron las membranas y se volvieron a sondar con una dilucién a 1:1.000 de anticuerpo anti-actina (Sigma,
A2066), seguido de una dilucién a 1:2.000 de anti-lgG de conejo marcado con peroxidasa de rabano picante (Vector
Laboratories, PI-1000).

Expresion de productos génicos de gag-pol y produccion de particulas vectoriales

Se transfectaron transitoriamente el gag-pol de tipo silvestre (pGP-RRE3 B Figura 19) (49), y los vectores de
expresion con codones optimizados (pSYNGP, pSYN-GP-RRE y pSYNGP-ERR) en células 293T. Se realizaron
transfecciones en presencia o ausencia de un vector de expresion de Rev, pCMV-Rev (53), para evaluar la
dependencia en Rev para la expresion. Se realizdé un analisis de transferencia Western sobre lisados celulares y
sobrenadantes para evaluar la produccién de proteinas. Los resultados se muestran en la Figura 10. Como era de
esperar (54), la expresion del gen de tipo silvestre solo se observa cuando Rev se proporciona en trans (carriles 2 y
3). Por el contrario, cuando se us6 el gag-pol con codones optimizados, hubo una expresion de alto nivel tanto en
presencia como en ausencia de Rev (carriles 4 y 5), indicando que, en este sistema, no habia necesidad de Rev.
Los niveles de proteina fueron superiores para el gen con codones optimizados que para el gag-pol de tipo silvestre
(comparense los carriles 4-9 con el carril 3). La diferencia fue mas evidente en los sobrenadantes celulares (niveles
de proteina aproximadamente 10 veces superiores para el gen con codones optimizados en comparacion con el de
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tipo silvestre, cuantificado usando un Phosphorlmager) que en los lisados celulares.

En estudios previos en los que se ha incluido RRE en los vectores de expresion de gag-pol que se habian
manipulado mediante ingenieria para eliminar las secuencias de INS, la inclusidon del RRE conduce a una reduccion
de los niveles de proteina, que se restablecid proporcionando Rev en trans (55). En manos de los presentes
inventores, la presencia del RRE en el ARNm de gag-pol de codones completamente optimizados no afectd a los
niveles de proteina, y el suministro de Rev en trans no potencié adicionalmente la expresion (carriles 6 y 7).

Para comparar las velocidades de traduccion entre el gen de tipo silvestre y con codones optimizados, se determiné
la produccién de proteinas a partir del vector de expresion de tipo silvestre y con codones optimizados a varios
intervalos de tiempo posteriores a la transfeccion en células 293T. La producciéon de proteinas y la formacion de
particulas se determinaron mediante analisis de transferencia Western, y los resultados se muestran en la Figura 11.
La produccién de proteinas y la formacién de particulas fue 10 veces superior para el gag-pol con codones
optimizados en todos los puntos temporales.

Para determinar adicionalmente si esta expresion potenciada que se observé con el gen con codones optimizados
se debia a una mejor traduccion o a efectos sobre el ARN, se llevd a cabo el analisis del ARN.

Eficiencia de la produccion de vectores usando el gen de gag-pol con codones optimizados

Para determinar los efectos del gag-pol con codones optimizados sobre la produccion de vectores, se us6 un
genoma de vector del VIH, pH6nZ, y el plasmido de expresiéon de la envoltura de VSV-G pHCMVG (113), en
combinacién con pSYNGP, pSYNGP-RRE, pSYNGP-ERR o pGP-RRE3 como fuente para el gag-pol, en una
proporcién de plasmido de 2:1:2 en una cotransfeccion de 3 plasmidos de células 293T (49). Se evaluaron extractos
de células completas y sobrenadantes de cultivos mediante analisis de transferencia Western para determinar la
presencia de los productos génicos de gag y gag-pol. La produccion de particulas fue, como era de esperar (Figura
10), de 5 a 10 veces superior para los genes con codones optimizados en comparacion con el tipo silvestre.

Para determinar los efectos del gen de gag-pol con codones optimizados sobre los titulos de los vectores, se usaron
varias proporciones de los componentes vectoriales. Los resultados se muestran en la Figura 21. Cuando el gag-pol/
fue el componente limitante en el sistema (determinado mediante la caida en los titulos observada con el gen de tipo
silvestre), los titulos fueron 10 veces superiores para los vectores con codones optimizados. Esto coincide con la
mayor produccion de proteinas observada para estos vectores, pero sugiere que, en condiciones normales de
produccion de vectores, gag-pol se satura y la optimizacion de los codones no da ninguna ventaja de rendimiento
maximo.

El efecto de las secuencias de INS de gag del VIH-1 sobre el gen con codones optimizados depende de la posicion

Se ha demostrado previamente que la insercion de secuencias de gag del VIH-1 de tipo silvestre, cadena abajo de
otros ARN, por ejemplo, fat de VIH-1 (56), gag de VIH-1 (55) o CAT (57), puede conducir a una reduccion
espectacular en los niveles de ARNm del estado estacionario, presumiblemente como resultado de las secuencias
de INS. En otros casos, por ejemplo, para la B-globina (58), se demostré que el efecto fue dependiente del sitio de
corte y empalme. Los ARE (elementos ricos en AU) celulares que se encuentran en la UTR de 3' de los ARNm
labiles pueden conferir desestabilizacién del ARNm induciendo la desadenilacién citoplasmica de las transcripciones
(59). Para ensayar si las secuencias de INS de gag del VIH-1 desestabilizarian el ARN con codones optimizados, se
amplifico la secuencia de gag del VIH-1 de tipo silvestre o partes de la misma (nucleétidos 1-625 o nucleétidos 625-
1503), mediante PCR a partir del clon provirico pW13. Todos los fragmentos se achataron en sus extremos y se
insertaron en pSYNGP o pSYNGP-RRE en un sitio de EcoRI o Notl romo (cadena arriba o cadena abajo del gen de
gag-pol con codones optimizados, respectivamente). Como controles, también se insertaron en el mismo sitio el gag
del VIH-1 de WT en la orientacion inversa (puesto que se ha mostrado que las secuencias de INS actian de una
manera dependiente de la orientacion, (57) (pSYN7) y lacZ, cortado del plasmido pCMV-gal (CLONTECH) (en la
orientacion correcta) (pSYN8). En contra de lo esperado, como se muestra en la Figura 13, la secuencia de gag del
VIH-1 de tipo silvestre no pareci6 afectar significativamente a los niveles de proteina o de ARN del gen con codones
optimizados. Los presentes inventores construyeron ademas otra serie de plasmidos (mediante PCR y a partir de los
mismos plasmidos) en los que el gag del VIH-1 de tipo silvestre en la orientacion sentido o inversa, subfragmentos
de gag (nt 1-625 o nt 625-1503), el gag dl VIH-1 de tipo silvestre sin el ATG o con una mutacion del desplazamiento
de la fase de 25 bases cadena abajo del ATG, o nt 72-1093 de LacZ (cortado del plasmido pH6Z), o las primeras
1093 bases de lacZ con o sin el ATG se insertaron cadena arriba del gen de gag-pol del VIH-1 con codones
optimizados en pSYNGP y/o pSYNGP-RRE (pSYN9-pSYN22, Figura 14). El andlisis de transferencia Northern
mostré que la insercion del gen de gag del VIH-1 de tipo silvestre cadena arriba del gag-pol del VIH-1 con codones
optimizados (pSYN9, pSYN10) conduce a niveles reducidos de ARN en presencia o ausencia de Rev/RRE (Figura
15A, carriles 1-4, y Figura 15B, carriles 1 + 12). El efecto no dependi6 de la traduccion, puesto que la inserciéon de un
gag del VIH-1 de tipo silvestre que carece del ATG o con una mutacién de desplazamiento de marco (pSYN12,
pSYN13 y pSYN14) también disminuy6 los niveles de ARN (Figura 15B, carriles 1-7). El analisis de transferencia
Western verificé que no hubo producto de traducciéon de gag del VIH-1 para pSYN12-14. Sin embargo, es posible
que, puesto que el gag del VIH-1 de WT presenta dicho uso adverso de codones, puede actuar como un lider de 5'
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largo no traducible para syngp, y, si este es el caso, entonces la mutacién de ATG no deberia tener ninguin efecto.

La insercion de partes mas pequefias del gen de gag dl VIH-1 de tipo silvestre (pSYN15 y pSYN17) también
conduce a una reduccion en los niveles de ARN (Figura 15B, carriles 1-3 y 8-9), pero no a niveles tan bajos como
cuando se uso la secuencia completa de gag (carriles 1-3, 4-7 y 8-9 de la Figura 15b). Esto indica que el efecto de
las secuencias de INS depende de su tamafio. La insercion del gag del VIH-1 de tipo silvestre en la orientacion
inversa (pSYN11) no tuvo ningun efecto sobre los niveles de ARN (Figura 15A, carriles 1 y 5-6). Sin embargo,
parece que, en ese caso, tuvo lugar un suceso de corte y empalme, segun lo indicado por el tamafio del ARN (igual
al tamafio del ARN de gag-pol con codones optimizados) y por el producto de traduccion (gag-pol, en cantidades
iguales en comparacion con pSYNGP, como se verificd mediante analisis de transferencia Western).

Por lo tanto, estos datos indican que las secuencias de inestabilidad de gag del VIH-1 de tipo silvestre actian de una
manera dependiente de la posicion y del tamafio, probablemente independientemente de la traduccion. También se
deberia observar que el RRE fue incapaz de rescatar los ARN desestabilizados a través de la interaccion con Rev.

Construccién de un sistema de vector a base de VIH-1 que carece de todas las proteinas auxiliares

Hasta ahora, se han publicado varios sistemas de vectores a base de VIH-1 que carecen de todas las proteinas
auxiliares a excepcion de Rev (49, 60). Los presentes inventores deseaban investigar si el gen con codones
optimizados permitiria la construccion de un sistema de vectores a base de VIH-1 que careciera de todas las
proteinas auxiliares. Inicialmente, se suprimié rev/RRE y cualquier secuencia de env residual, pero se mantuvieron
los primeros 625 nucledtidos de gag, puesto que han mostrado desempefar un papel en el empaquetamiento
eficiente (61). Se obtuvieron dos construcciones genémicas vectoriales, pH6.1nZ (que solo conserva secuencias del
VIH hasta nt 625 de gag) y pH6.2nZ (igual que pH6.1nZ, pero que también conserva el aceptor de corte y empalme
de env). Estos derivaron de un genoma vectorial del VIH convencional que contiene RRE y expresa Rev (pH6nZ). El
presente sistema detector de tres plasmidos solo expres6 ahora gag-pol de VIH-1 y las proteinas de envoltura de
VSV-G. Los titulos de particulas vectoriales se determinaron como se describe en el apartado anterior. Se us6 una
proporcion de 2:2:1 de genoma vectorial (pH6Z o pH6.1nZ o pH6.2nZ): vector de expresion de gag-pol (pGP-RRE3 o
pSYNGP):pHCMV-G. Las transfecciones se llevaron a cabo en presencia o ausencia de pCMV-Rev, puesto que la
expresion de gag-pol todavia era dependiente de Rev para el gen de tipo silvestre. Los resultados se resumen en la
Figura 22, e indican que se podria producir un vector de VIH en ausencia total de Rev, pero que los titulos maximos
se vieron comprometidos 20 veces menores de lo que se podria lograr en presencia de Rev. Puesto que la
expresion de gag-pol deberia ser la misma para pSYNGP con pH6nZ o pH6.1nZ o pH6.2nZ (dado que es
independiente de Rev), asi como para pGP-RRE3 cuando se proporciona Rev en trans, se sospechaba que el
genoma vectorial conservaba un requisito para Rev y, por lo tanto, limitaba los titulos. Para confirmar esto, se llevo a
cabo el analisis de transferencia Northern sobre ARN citoplasmico preparado a partir de células transfectadas con
pH6NnZ o pH6.1nZ en presencia o ausencia de pCMV-Rev. Como se puede observar en la Figura 17, carriles 1-4, los
niveles de ARN citoplasmico derivado de pH6nZ fueron 5-10 veces superiores a los obtenidos con pH6.1nZ
(comparense los carriles 1-2 con los carriles 3-4). Estos datos apoyan la nocién de que el ARN producido a partir del
genoma vectorial requiere el sistema de Rev/RRE para asegurar niveles citoplasmicos elevados. Esto se puede
deber a la exportacién nuclear ineficaz del ARN, dado que las secuencias de INS que residen en gag todavia
estaban presentes.

Por lo tanto, para restaurar los titulos, se pueden requerir eliminaciones adicionales en las secuencias de gag del
genoma vectorial. Hasta la fecha, se ha publicado un empaquetamiento eficiente que requiere 360 (62) o 255 (63)
nucledtidos de gag en vectores que todavia conservan secuencias de env, o aproximadamente 40 nucleétidos de
gag en una determinada combinacion de eliminaciones de mutacion de donante de corte y empalme, gag y env (64,
63). En un intento para eliminar el requisito de Rev/RRE del presente genoma vectorial sin comprometer el
empaquetamiento eficiente, se construyé una serie de vectores derivados de pH6nZ que contenian eliminaciones
progresivamente mas grandes de las secuencias del VIH-1 (solo se conservaron las secuencias cadena arriba y de
gag) mas y menos un donante de corte y empalme principal mutante (SD) (mutacién GT a CA). Se determinaron los
titulos de particulas vectoriales como se ha descrito anteriormente, y los resultados se resumen en la Figura 23.
Como se puede observar, la eliminacion de hasta el nucleétido 360 en gag (vector pHS3nZ) dio lugar a un aumento
de los titulos (en comparacion con pH6.1nZ o pH6.2nZ), y solo una reduccion de 5 veces (los titulos fueron 1,3-1,7 x
105) en comparacion con pH6nZ. Eliminaciones adicionales dieron lugar a titulos menores que pHS3nZ, y similares a
pH6.1nZ. Ademas, la mutaciéon de SD no tuvo un efecto positivo sobre los titulos de los vectores y, en el caso de
pHS3nZ, dio como resultado una reduccion de 10 veces en los titulos (comparense los titulos para pHS3nZ y
pHS7nZ en la Figura 23). El analisis de la transferencia Northern sobre ARN citoplasmico (Figura 17, carriles 1y 5-
12) mostré que los niveles de ARN fueron de hecho mayores para pH6nZ, lo que podria explicar los titulos maximos
observados con este vector. Los niveles de ARN fueron iguales para pHS1nZ (carril 5), pHS2nZ (carril 6) y pHS3nZ
(carril 7), mientras que los titulos fueron de 5 a 8 veces superiores para pHS3nZ. Es posible que eliminaciones
adicionales (de las encontradas en pHS3nZ) en gag pudieran dar lugar a un empaquetamiento menos eficiente (en
cuanto a VIH-1, la sefial de empaquetamiento se extiende en gag) y, por lo tanto, incluso aunque los 3 vectores
produjeran cantidades similares de ARN, solo pHS3nZ conserva la eficiencia del empaquetamiento maximo.
También es interesante observar que la mutacion de SD dio lugar a mayores niveles de ARN en el citoplasma
(comparense los carriles 6 y 10, 7y 11 u 8 y 12 en la Figura 17), pero a titulos iguales o inferiores (Figura 23). El

24



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2618 508 T3

dinucleétido GT que se mutd esta en el tallo de SL2 de la sefial de empaquetamiento (65). Se ha publicado que SL2
puede no ser muy importante para el encapsidamiento del ARN del VIH-1 (65, 66), mientras que SL3 es de gran
importancia (67). El plegamiento de las secuencias de los vectores de tipo silvestre y mutante de SD con el
programa informatico RNAdraw revel6 que la mutacion altera significativamente la estructura secundaria del ARN, y
no solo de SL2. Por lo tanto, es probable que, aunque la mutacién de SD potencie los niveles de ARN citoplasmicos,
no aumente los titulos, dado que altera la estructura secundaria de la sefial de empaquetamiento.

Para investigar si las diferencias de titulos que se observaron con los vectores menos Rev se debian de verdad a la
dependencia de Rev de los genomas, se insert6 la secuencia de RRE (nt 7769-8021 de la secuencia de HXB2) en el
sitio de Spel (cadena abajo de la secuencia de gag, y justo cadena arriba del promotor de CMV interno) de pH6.1nZ,
pHS1nZ, pHS3nZ y pHS7nZ, dando lugar a los plasmidos pH6.1nZR, pHS1nZR, pHS3nZR y pHS7nZR,
respectivamente. Los titulos de las particulas vectoriales se determinaron con pSYNGP y pHCMVG, en presencia o
ausencia de Rev (pCMV-Rev) como antes, y los resultados se resumen en la Figura 24. En ausencia de Reyv, los
titulos se vieron adicionalmente comprometidos para pH6.1nZR (7 veces en comparacion con pH6.1nZ), pHS3nZR
(6 veces en comparacion con pHS3nZ) y pHS7nZR (2,5 veces en comparacion con pHS7nZ). Esto era lo esperado,
puesto que el RRE también actia como una secuencia de inestabilidad (68), y de esta forma, cabria esperar que
confiriera dependencia en Rev. En presencia de Rev, los titulos se restablecieron hasta los titulos maximos
observados para pH6nZ en el caso de pHS3nZR (5 x 10°) y pH6.1nZR (2 x 10°). Los titulos no se restablecieron
para pHS7nZR en presencia de Rev. Esto apoya la hipotesis de que la mutacion de SD en pHS7nZ afecta a la
estructura de la sefial de empaquetamiento, y de este modo, a la capacidad de empaquetamiento de este genoma
vectorial, ya que, en este caso, Rev puede ser capaz de estimular los niveles de ARN del genoma vectorial, al igual
que para pHS3nZR y pH6.1nZR, pero no puede afectar a la estructura secundaria de la sefial de empaquetamiento.
Para el vector pHS1nZ, la inclusiéon del RRE no condujo a una reduccion en los titulos. Esto se podria deber al
hecho de que pHS1nZ solo contiene 40 nucledtidos de secuencias de gag, y por lo tanto, incluso con el RRE, el
tamafio de las secuencias de inestabilidad no es mayor que para pHS2nZ, que da titulos iguales a pHS1nZ. Rev fue
capaz de restablecer parcialmente los titulos para pHS1nZR (aumento de 10 veces en comparacion con pHS1nZ, y
8 veces menor que pH6nZ), pero no completamente como en el caso de pHS3nZ. Esto también coincide con la
hipotesis de que 40 nucledtidos de las secuencias de gag del VIH-1 pueden no bastar para el empaquetamiento
eficiente del ARN del vector, y esto podria explicar el restablecimiento parcial y no completo de los titulos observado
con pHS1nZR en presencia de Rev.

Ademas, se determinaron los titulos de punto final para pHS3nZ y pH6nZ con pSYNGP en las lineas celulares
humanas HelLa y HT1080. En ambos casos, los titulos siguieron el patron observado en las células 293T, siendo los
titulos 2-3 veces menores para pHS3nZ que para pH6nZ (véase la Figura 10). Finalmente, se determind la eficiencia
de la transduccioén del vector producido con pHS3nZ o pH6nZ y diferentes cantidades de pSYNGP o pGP-RRE3 a
diferentes mdi (y tan elevada como 1) en células HT1080. Este experimento se realizé puesto que la expresion de
gag-pol de alto nivel a partir de pSYNGP puede dar lugar a la interferencia por particulas vacias de genoma a
concentraciones elevadas del vector. Como era de esperar para las particulas retroviricas pseudotipificadas de
VSVG (69), se correlacionan las eficiencias de transduccion con las mdi, tanto si se usaron cantidades elevadas o
bajas de pSYNGP, y con pH6nZ o pHS3nZ. Para una mdi de 1, la eficiencia de la transduccion fue del
aproximadamente 50-60 % en todos los casos (Figura 18). Los datos anteriores indican que no se observa en este
sistema experimental ninguna interferencia debida a particulas vacias de genoma.

El gen gag-pol con codones optimizados no usa la ruta de exportacion nuclear de la exportina-1

Rev media la exportacién del ARNm del VIH-1 sin corte y empalme y con corte y empalme individual, a través del
receptor de exportacion nuclear exportina-1 (CRM1) (70, 71, 72, 73, 74). Se ha demostrado que la leptomicina B
(LMB) inhibe la exportacion nuclear mediada por NES rica en leucina interrumpiendo la formacién del complejo de
exportina-1/NES/RanGTP (75, 72). En particular, LMB inhibe la translocacion nucleocitoplasmica de Rev y ARNm
del VIH dependientes de Rev (76). Para investigar si la exportina-1 media la exportacion de las construcciones de
gag-pol con codones optimizados, se ensayo el efecto de LMB sobre la produccidon de proteina. Se realizd un
analisis de transferencia Western sobre lisados celulares a partir de células transfectadas con las construcciones de
gag-pol (x pCMV-Rev) y tratadas o no con LMB (7,5 nM, durante 20 horas, comenzando el tratamiento 5 horas
después de la transfeccion). Para confirmar que LMB no tuvo efectos globales sobre el transporte, también se midié
la expresion de 3-gal a partir del plasmido de control pCMV-BGal. Se us6 un control interno de actina para explicar
las variaciones proteicas entre muestras. Los resultados se muestran en la Figura 16. Como era de esperar (76), el
gag-pol de tipo silvestre no se expreso6 en presencia de LMB (comparense los carriles 3 y 4), mientras que LMB no
tuvo ningun efecto sobre la produccion de proteina a partir del gag-pol con codones optimizados,
independientemente de la presencia del RRE en la transcripcion y el suministro de Rev en trans (comparense los
carriles 5y 6, 7y 8, 9y 10, 11 y 12, 5-6 y 11-12). La resistencia de la expresion del gag-pol con codones
optimizados a la inhibiciéon por LMB indica que no se uso la ruta de la exportina-1 y, por lo tanto, se debe de usar
una ruta de exportacion alternativa. Esto ofrece una posible explicacion para la expresion independiente de Rev. El
hecho de que la presencia de una interaccion no funcional de Rev/RRE no afecte a la expresion implica que el RRE
no actua necesariamente como una sefial inhibidora (por ejemplo, retenciéon nuclear) en si, lo que coincide con las
observaciones previas (5, 58).
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En conclusion, este es el primer informe de un sistema de vector a base de VIH-1, compuesto de pSYNGP, pHS3nZ
y pHCMVG, en el que la produccion significativa del vector se puede lograr en ausencia de todas las proteinas
auxiliares. Estos datos indican que, para lograr titulos maximos, el genoma del vector de VIH se debe de configurar
para que conserve el empaquetamiento eficiente, y que esto requiere la conservacion de secuencias de gag y un
donante de corte y empalme. Al reducir la secuencia de gag hasta 360 nucleétidos en pHS3nZ y combinar esto con
pSYNGP, es posible lograr un titulo de al menos 10° Ul/ml, que solo es 5 veces inferior a los niveles maximos
logrados en presencia de Rev.

Ejemplo 2 - EIAV (no de acuerdo con la invencién)

Casetes de expresion de gag-pol de EIAV con codones optimizados

También se examind si el proceso de optimizacion de los codones alteraria las propiedades del gen gag-pol del
lentivirus no primate EIAV. La secuencia es del gen con codones optimizados que se muestra del nucleétido 1.103 al
5.760 de SEC ID NO: 5 (Figura 9). Las secuencias de tipo silvestre y con codones optimizados se indican como WT
y CO, respectivamente. El uso de codones se cambio al de genes de mamiferos altamente expresados. pESYNGP
(Figura 27 y SEC ID NO: 5) se obtuvo transfiriendo un fragmento Xbal-Notl desde un plasmido que contiene un gen
gag/pol de EIAV con codones optimizados, sintetizado por Operon Technologies Inc., Alameda, CA, en pClneo
(Promega). El gen se suministrd6 en una estructura plasmidica patentada, GeneOp. El fragmento transferido a
pClneo incluye secuencias que flanquean el ORF de gag/pol de EIAV con codones optimizados:
tctagaGAATTCGCCACCATG-EIAV gag/pol-TGAACCCGGGgcggcecgce. Los codones de comienzo ATG y de parada
TGA se muestran en negrita, y las secuencias de reconocimiento para los sitios Xbal y Notl se muestran en
minusculas.

Se evalud la expresion de Gag/Pol a partir del gen con codones optimizados con respecto a la de diversas
construcciones de expresion de gag/pol de EIAV de tipo silvestre mediante transfeccion transitoria de células HEK
293T (Figura 25). Se llevaron a cabo transfecciones usando la técnica de fosfato de calcio, usando moles iguales de
cada plasmido de expresion de Gag/Pol junto con un plasmido que expresé Rev de EIAV a partir de la secuencia de
tipo silvestre o a partir de una version de codon optimizado del gen: pCineoEREV (documento WO 99/32646) (Figura
35y SEC ID NO: 13) o pESYNREYV (Figura 36 y SEC ID NO: 14), respectivamente. pESYNREV es un plasmido a
base de pClneo (Promega) que se obtuvo introduciendo el fragmento de EcoRI a Sall a partir de un plasmido de
REV de EIAV sintético, obtenido por Operon Technologies Alameda, CA. La estructura principal del plasmido fue el
plasmido patentado GeneOp en el que se inserté un gen de REV de EIAV con codones optimizados flanqueado por
secuencias de reconocimiento de EcoRl y Sall y una secuencia de consenso de Kozak para conducir la traduccion
eficiente del gen. La masa de ADN en cada transfeccion se ecualizé mediante la adiciéon del plasmido pCineo. En las
transfecciones en las que se omitid un plasmido de expresion de Rev, se us6 en su lugar una masa similar de
pCineo (Promega) (carriles marcados con pClneo). Se prepararon extractos citoplasmicos 48 horas después de la
transfeccion, y se fraccionaron cantidades de 15 ug de proteina mediante SDS-PAGE y después se transfirieron a
Hybond ECL. Se sond6 la transferencia Western con antisuero policlonal procedente de un caballo infectado con
EIAV y después con un anticuerpo secundario, conjugado de anticaballo con peroxidasa de rabano picante. El
desarrollo de la transferencia se llevd a cabo usando el kit ECL (Amersham). Los controles positivos para el
procedimiento de transferencia y desarrollo, y el extracto citoplasmico procedente de células HEK 293T sin
transfectar son como se indica. Se indican las posiciones de diversas proteinas de EIAV.

La expresion a partir de gag/pol de tipo silvestre se logré a partir de diversos plasmidos (véase la Figura 25).
pONY3.2T es un derivado de pONY3.1 (documento WO 99/32646) (Figura 34 y SEC ID NO: 12) en el que se han
realizado mutaciones que suprimen la expresion de Tat y S2. Ademas, la secuencia de EIAV esta truncada cadena
abajo del segundo ex6n de rev. En concreto, la expresion de Tat estd eliminada por una eliminacion de 83
nucledtidos en el exén 2 de tat, que corresponde con la secuencia de EIAV de tipo silvestre, n.° de acceso U01866,
a la eliminacion de los nucleétidos 5234-5316 ambos inclusive. La expresion del ORF de S2 esta eliminada mediante
una eliminacién del nucleétido 51, que corresponde a los nucleétidos 5346-5396 de n.° de acceso U01866. La
secuencia de EIAV esta eliminada cadena abajo de una posicidon que corresponde al nucleétido 7815 de n.° de
acceso U01866. Estas alteraciones no alteran rev y, por lo tanto, la expresion de este gen es expresado igual que
para pONY3.1. pONY3.2 OPTI es un derivado de pONY3.1 que tiene las mismas eliminaciones para la ablacién de
la expresion de Tat y S2 como se ha descrito anteriormente. Ademas, los primeros 372 nucleétidos de gag se han
"con codones optimizados" para la expresion en células humanas. La secuencia del tipo silvestre y las secuencias
con codones optimizados presentes en pONY3.20PTI en esta regidon se comparan en la Figura 43. Se indican las
diferencias de las bases entre las secuencias. La region que se optimizé en los codones representa la region de
solapamiento entre el vector y las construcciones de expresion de gag/pol de tipo silvestre. Cabria esperar que la
reduccion de homologia en esta region mejorara el perfil de seguridad del sistema de vector, debido a la reduccion
de las ocasiones de recombinacién entre el genoma vectorial y las transcripciones de gag/pol. 3.2 OPTI-lhyg es un
derivado de 3.2 OPTI en el que el fragmento de SnaBI-Nofl de 3.2 OPTI se transfiere a pIRES1hygro (Clontech)
preparado para la union mediante digestion con los mismos sitios. Asi pues, el gen gag/pol se coloca cadena arriba
de la higromicina fosfotransferasa de IRES. Cabe sefalar el hecho de que la construccion resultante contiene el
intrén de pCineo, no de pIRESIhygro. pEV53B es un derivado de PEV53A (documento WO 98/51810) en el que la
secuencia derivada de EIAV cadena arriba del codon de iniciacion de Gag se reduce para inducir solo el donante de
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corte y empalme principal y las secuencias circundantes: CAG/GTAAGATG, en las que el codén de iniciacion de
Gag se muestra en negrita.

Los resultados (Figura 26) muestran la dependencia en Rev de la expresion de Gag/Pol de pHORSE3.1 (documento
WO 99/32646), que tiene una secuencia lider derivada de EIAV que empieza justo cadena abajo del sitio de unién al
cebador y un RRE situado cadena abajo de gag/pol compuesto de las dos secuencias de EIAV de las que se ha
informado que tienen actividad de RRE. La expresién fue potenciada por la misma cantidad cuando la expresién de
Rev fue dirigida por los genes de tipo silvestre (pCineoERev) (Figura 35) o con codones optimizados (pESYNREV)
(Figura 36). Este resultado confirma la funcionalidad del plasmido de expresion de Rev con codones optimizados.

En contraste con la expresion de Gag/Pol de pONY3.1, la expresion de pESYNGP no se vio afectada por la
presencia de REv; sin embargo, fue ligeramente inferior a la de pONY3.1 o pON3.2T. La expresion a partir de
pESYNG-PRRE (Figura 30 y SEC ID NO:7), en el que la secuencia de RRE de EIAV presente en pHORSE3.1 se
coloca cadena abajo de gag/pol, parecid ligeramente inferior a la de pESYNGP. Los niveles de expresion de 3.2
OPTI y 3.20PTI-lhyg fueron significativamente inferiores a los de pESYNGP o pONY3.1, incluso en presencia de
Rev. Este resultado sugiere que puede haber muchos determinantes de la expresion de Gag/Pol dentro de los
primeros 372 nucledtidos del gag, y mostréo que 3.2 OPTI fue improbable que fuese Util como una base para la
produccion del vector de EIAV. Ademas, demuestra que la optimizacion de los codones de solo ciertas regiones del
gen completo de gag/pol puede no conducir a niveles elevados de expresion independiente de Rev.

Los presentes inventores demostraron previamente (43) que la secuencia lider 5' (121 pb cadena arriba del codon
de inicio ATG) y la secuencia RRE (43) son importantes para la expresion elevada del gag-pol de EIAV de tipo
silvestre. Se obtuvieron tres construcciones que contenian la secuencia lider (LpESYNGP), las secuencias lider y de
RRE (LPESYNGPRRE) o 40 la secuencia de RRE (pESYNGPRRE). Las secuencias de estas construcciones se
muestran en SEC ID NO: 6-8 y en las Figuras 28-30. Se transfectaron a células 293T en presencia o ausencia del
plasmido de expresién de Rev. El sobrenadante celular se midiéd entonces para determinar la actividad de
transcriptasa inversa (RT), usando un ensayo de RT convencional, para evaluar qué construccion genero la cantidad
mas elevada de ARNm de gag-pol. Los resultados se muestran en las Figuras 39 y 40. A partir de estos resultados,
resulta evidente que la secuencia lider 5' conduce a un aumento en la actividad de RT. También se ensayo la
capacidad de estas construcciones de expresion de Gag/Pol para apoyar la formacién de particulas vectoriales
infecciosas mediante transfecciéon transitoria de células HEK 293. Los resultados de este analisis muestran que
todas las construcciones podrian proporcionar Gag/Pol de EIAV funcional, y muestran la dependencia en Rev del
titulo con el plasmido del genoma del vector pONY8.0Z, que no codifica ninguna de las proteinas de EAIV (Figura
41).

Se evalud la capacidad de pESYNGP para actuar en concierto con un plasmido de genoma de vector de EIAV
minimo pONY8.1Z (Figura 33, SEC ID NO: 11) (Figura 42). Los resultados muestran que los titulos obtenidos con
pESYNGP y pONY8.1Z son aproximadamente 10 veces inferiores a los de pONY3.1 y pONY8.1Z. Este titulo
reducido refleja la falta de proteina Rev en el sistema, en lugar de una deficiencia de la produccion de Gag/Pol que
ya se habia demostrado que es independiente de la expresion de Rev.

También se ensayo la expresion de Gag/Pol de EIAV a partir de pPESDSYNGP (Figura 50 y SEC ID NO: 18), en el
que se reemplazé la secuencia de consenso de Kozak de Gag por el donante de corte y empalme de EIAV natural.
pESDSYNGP se obtuvo de pESYNGP mediante el intercambio del fragmento de EcoRI-Nhel de 306 pb, que va de
justo cadena arriba del coddn de inicio para gag/pol hasta aproximadamente 300 pares de bases dentro del ORF de
gag/pol, con un fragmento de EcoRI-Nhel de 308 pb derivado mediante la digestién de un producto de PCR obtenido
usando pESYNGP como molde y usando los siguientes cebadores: SD DIRECTO [GGCTAGAG AATTCCAGG
TAAG AT-GGGCGATCCCCTCACCTGG] y SD INVERSO [TTGGGTACTCCTCGCTAGGTTC]. Esta manipulacion
sustituye la secuencia de consenso de Kozak cadena arriba del ATG en pESYNGP por el donante de corte y
empalme encontrado en EIAV. La secuencia entre el sitio EcoRIl y el ATG de gag/pol es asi CAGGTAAG,
exactamente como se encuentra en la secuencia virica natural. Por lo tanto, el ARNm se elimina con respecto a
secuencias cadena arriba, pero no cadena abajo del donante de corte y empalme. Se evalué el comportamiento de
pESDSYNGP con relacion a pESYNGP y otros plasmidos de expresion midiendo la actividad de transfectasa inversa
en sobrenadantes a partir de células HEK 293T transfectadas transitoriamente usando una versién a base de
Tagman del ensayo de transcriptasa inversa potenciada por producto (PERT). En este método, se libera la
transcriptasa inversa asociada con particulas vectoriales mediante tratamiento con detergente suave y se usa para
sintetizar ADNc usando ARN del bacteri6fago MS2 como molde. El molde de ARN de MS2 y el cebador estan
presentes en exceso; por tanto, la cantidad de ADNc es proporcional a la cantidad de RT liberada de las particulas.
Asi pues, la cantidad de ADNc sintetizado es proporcional al nimero de particulas. EIl ADNc de MS2 se cuantifica
entonces usando tecnologia Tagman. El ensayo se lleva a cabo en muestras de ensayo en paralelo con una reserva
de vectores de titulo conocido y contenido de particulas estimado. El uso del patrén permite la creacién de una
"curva patron”, y permite que se calcule el contenido relativo de RT de diversas muestras. En la Figura 49, se
muestran los resultados de este analisis. Los resultados muestran que la expresién de Gag/Pol es casi idéntica a
partir de pESYNGP y pESDSYNGP. Los resultados también indican que la expresion no es potenciada
significativamente por Rev. La actividad del plasmido de expresion de Rev esta confirmada por el resultado obtenido
con pHORSE +, en el que hay un RRE cadena abajo del gag/pol de EIAV de tipo silvestre, y que muestra una
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potenciacién de 6 veces la expresion en presencia de Rev. También se observd que la expresion a partir de
pHORSE se potencié 3 veces en presencia de Rev. Dado que esta construccion no tiene RRE, ello sugiere que Rev
puede estar teniendo un efecto potenciador inespecifico sobre la expresion, posiblemente como resultado de su
expresion en niveles elevados en este sistema experimental.

Se evalud la capacidad de pESYNGP para participar en la formaciéon de particulas vectoriales viricas infecciosas,
cuando se cotransfecta con plasmidos para el genoma vectorial y la envoltura mediante transfeccion transitoria de
HEK 20 293T, como se ha descrito previamente (49, 50). En resumen, se sembraron células 293T en placas de
6cm (1,2 x 106/placa) y, 24 horas mas tarde, se transfectaron mediante procedimiento con fosfato de calcio. Se
reemplazo el medio 12 horas después de la transfeccion, y se cosecharon los sobrenadantes 48 horas después de
la transfeccion, se filtraron (filtros de 0,45 um) y se titularon mediante transduccion de D17, células de osteosarcoma
canino, en presencia de 8 ug/ml de Polybrene (Sigma). Las células se sembraron a 0,9 x 10°/pocillo en placas de 12
pocillos 24 horas antes del uso en ensayos de valoracion. Se realizaron diluciones del sobrenadante en medio
completo (DMEM/FBS al 10 %), y se dispusieron alicuotas de 0,5 ml en placas sobre las células D17. 4 horas
después de la adicién del vector, se suplementé el medio con 1 ml adicional de medio. Se evalud la transduccién
mediante tincion con X-gal de las células 48 horas después de la adicion de diluciones viricas.

Los genomas vectoriales usados para estos experimentos fueron pONY4.0Z (Figura 31 y SEC ID NO: 9) y
pONY8.0Z (Figura 32 y SEC ID NO: 10).

Se derivd pONY4.0Z (documento WO 99/32646) de pONY2.11Z mediante el reemplazo de la regién U3 de la LTR
de 5’ con el promotor temprano inmediato de citomegalovirus (pCMV). Esto se llevé a cabo de modo que la primera
base de la transcripcion derivada de este promotor de CMV corresponde a la primera base de la region R. Esta
manipulacion da lugar a la produccion de niveles elevados de genoma vectorial en células transducidas,
particularmente células HEK 293T, y se ha descrito previamente (50). pPONY4.0Z expresa todas las proteinas de
EIAV excepto para la envoltura, cuya expresion se elimina mediante una eliminacion de 736 nucledtidos entre los
sitios Hindlll presentes en env.

Se derivd pONY8.0Z de pONY4.0Z introduciendo mutaciones que 1) evitaron la expresion de TAT mediante una
eliminacion de 83 nucledtidos en el exén 2 de tat; 2) evitaron la expresion del S2 ORF mediante una eliminacion de
51 nucledtidos; 3) evitaron la expresion de REV mediante la eliminacién de una sola base en el exén 1 de rev; y 4)
evitaron la expresion de la parte N-terminal de gag mediante la insercion de T en los codones de inicio de ATG,
cambiando de ese modo la secuencia a ATTG a partir de ATG. Con respecto a la secuencia de EIAV de tipo
silvestre, n.° de acceso U01866, estos corresponden a la eliminacién de los nucleétidos 5234-5316, ambos inclusive,
los nucledtidos 5346-5396, ambos inclusive, y los nucledtidos 5538. La insercion de los restos de T fue detras de los
nucledtidos 526 y 543.

En la Figura 37, y graficamente en la Figura 38, se muestran tabulados los resultados de este andlisis. Las
transfecciones se llevaron a cabo con solo 3 plasmidos (genoma de vector, plasmido de expresion de gag/pol y
plasmido de expresion de VSV-G) - barras con lineas en diagonal o con cuatro plasmidos, que incluyeron el conjunto
previo de plasmidos junto con un plasmido adicional que codifica Rev o un plasmido similar que no codifica una
proteina funcional - barras rellenas. El resultado muestra que se pueden lograr titulos elevados de vector usando
pESYNGP para suministrar Gag/Pol de EIAV. Los titulos mas elevados se obtuvieron usando el plasmido del
genoma de vector que expresa Rev, pONY4.0Z, y fueron solo ligeramente inferiores a los observados cuando se
suministré Gag/Pol con pONY3.1. Se observaron titulos mas bajos con el plasmido del genoma vectorial pPONY8.0Z
con pESYNGP que con pONY3.1. Esto se debe al requisito de expresion de Rev de pONY8.0Z. Rev es expresado
por pONY3.1, pero no por pESYNGP. Estos resultados confirman la utilidad del plasmido de expresion de Gag/Pol
con codones optimizados.

Uso del gen de gag/pol de EIAV sintético en la construccion de lineas celulares que expresan de forma estable
gag/pol de EIAV

Para la construccion de células de empaquetamiento y productoras para vectores de EIAV, se requieren lineas
celulares que expresan cantidades elevadas de gag/pol de EIAV. Como una primera etapa en su construccion, se
transfectaron de forma estable células HEK 293 con pIRES1hyg ESYNGP (Figura 44 y SEC ID NO: 17), en el que la
expresion de gag/pol de EIAV esta dirigida por un promotor de CMV y esta enlazada a un ORF para la expresion de
higromicina fosfotransferasa mediante un EMCV IRES. pIRES1hyg ESYNGP se fabric6 de la siguiente manera. Se
transfirieron el gen gag/pol de EIAV sintético y las secuencias flanqueantes desde pESYNGP en el vector de
expresion pIRES1hygro (Clontech). En primer lugar, se digiri6 pPESYNGP con EcoRI, y se llenaron los extremos
mediante el tratamiento con T4DNA polimerasa, y después se digirieron con Notl, se preparé pIRES1hygro para la
union con este fragmento mediante digestion con Nsil, los extremos se recortaron mediante tratamiento con ADN
polimerasa de T4, y después se digirieron con Notl. Antes de la transfeccion en células HEK 293, se digirid
pIRES1hyg ESYNGP con Ahdl, que linealiza el plasmido.

Las lineas celulares clonales se derivaron mediante dilucién en serie y se analizaron para determinar la expresion de
Gag/Pol mediante un ensayo de transcriptasa inversa potenciada por producto a base de Tagman (PERT). Se
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muestran los datos para la linea celular Q3.29, que expresan el nivel mas elevado de Gag/Pol. El analisis mostro
que el nivel de expresion a partir del casete de Gag/Pol de EIAV con codones optimizados en Q3.29 fue muy similar
a lo observado para una linea productora de EIAV, 82.20, en la que Gag/Pol se expresa a partir del casete de
expresion de tipo silvestre pEV53B, que produjo particulas de vectores a titulos de casi 10° unidades transductoras
por ml (Figura 45). Suponiendo la amplificacion exponencial durante el ensayo, una diferencia del valor de Ct de 1,0
corresponde a una diferencia del doble en la concentracion de la transcriptasa inversa liberada de las particulas. Por
lo tanto, la diferencia en la expresion de Gag/Pol entre las células Q3-29 y 8Z.20 es de aproximadamente 2-8 veces.
Ademas, los valores de Ct observados indican que el nivel de expresion de Gag/Pol es significativamente mayor que
en las muestras de las particulas del vector de pONY8G, con un titulo de 2 x 10° unidades transductoras por ml en
células D17, pero obtenidas mediante transfeccion transitoria de células HEK 293T. Estos datos indican que la
construccion de Gag/Pol de EIAV con codones optimizados se puede usar en la construccion de lineas de
empaquetamiento y productoras de EIAV, y confirma el resultado previo de que la expresion es independiente de la
expresion de Rev.

La linea celular Q3.29 se ensay6 entonces para determinar su capacidad para soportar la produccion de particulas
vectoriales infecciosas cuando se transfecta con un plasmido de genoma vectorial, pPONY8.0Z, y el plasmido de
expresion de envoltura de VSV-G, pRV67 y el plasmido de expresion de REV de EIAV, pESYNREV. Ademas,
también se evalu6 el comportamiento de un plasmido pONY8.3G FB29 (-) que es la forma modificada del plasmido
del genoma vectorial pPONY8G. PONY8G es un genoma de vector de EIAV convencional, usado con fines de
comparacion. Las modificaciones y la construccion de pONY8.3G FB29 (-) (SEC ID NO: 19) se describen en el
documento PCT/GB00/03837, y de forma resumida son 1) la introduccion de sitios de reconocimiento de loxP
cadena arriba y cadena abajo del casete del genoma vectorial; 2) la colocacion de un casete de expresion para REV
con codones optimizados, derivado de pESYNREYV, y dirigido por el promotor FB29 U3 cadena abajo del casete del
genoma vectorial y orientado de forma que la direccion de la transcripcion estuviera hacia el casete del genoma
vectorial. El casete de expresion de REV esta situado cadena abajo del sitio loxP de 3'. Asi pues, el plasmido
pONY8.3G FB29 - porta casetes de expresion para el ARN del genoma vectorial y para Rev de EIAV.

Los titulos se establecieron mediante dilucién limitante en células de osteosarcoma canino D17, y se muestran en la
Figura 46.

Los titulos obtenidos de las transfecciones 2-6 fueron hasta 4,5 x 10° unidades transductoras por ml, indicando
niveles de expresion de Gag/Pol suficientes para apoyar titulos al menos tan altos. Los titulos obtenidos no fueron
mayores cuando se suministré Gag/Pol adicional (transfeccion 1), indicando que la expresion de Gag/Pol no fue la
limitacion del titulo.

Mejora del perfil de seguridad debida a la expresion de Gag/Pol a partir de una construccion de expresion con
codones optimizados

La formacion de RCR tiene lugar mediante recombinacion entre diferentes componentes del sistema vectorial o
mediante recombinacién de componentes del sistema vectorial con secuencias nucleotidicas presentes en las
células productoras. Aunque es posible la recombinacion al nivel de ADN durante la construccion de lineas de
células productoras (conduciendo quizas a la activacion insercional de retroelementos o retrovirus endégenos), se
cree que la recombinacién para producir RCR ocurre principalmente entre los ARN sometidos a transcripcion inversa
y, por tanto, ocurre dentro de las particulas vectoriales maduras. Por consiguiente, la recombinacion ocurrira mas
probablemente entre los ARN que contienen sefales de empaquetamiento, tales como el genoma vectorial y el
ARNmM de gag/pol. Sin embargo, normalmente, la transcripciéon de gag/pol se modifica de forma que se elimina con
respecto a alguno o a todos los elementos de empaquetamiento definidos, reduciendo de ese modo las ocasiones
de su participacion en la recombinacion.

El proceso de optimizacion de codones usado para crear el plasmido de expresion de Gag/Pol de VIH y de EIAV,
pSYNGP y pESYNGP, también da lugar a la interrupcién de las secuencias y estructuras que dirigen el
empaquetamiento, como resultado de introducir cambios en aproximadamente cada 3 posiciones nucleotidicas. Los
presentes inventores han obtenido pruebas para el menor nivel de incorporacion del ARN con codones optimizados
derivado de pESYNGP en viriones.

Se comparo el empaquetamiento de los ARNm derivados de un casete de expresion de pEV53B de gag/pol de tipo
silvestre, y del casete de expresion de gag/pol de EIAV con codones optimizados, pPESYNGP. Se recogié medio de
lineas celulares a base de HEK 293 que se transfectaron de forma estable con pEV53B (linea celular B-241) o con
pESYNGP. Ambas lineas celulares producen particulas vectoriales que no contienen ARN vectorial y no tienen
envolturas. En algunos experimentos, un plasmido de genoma vectorial de EIAV (pECG3-CZW) se transfectd en las
células para que sirva como un control interno positivo para la hibridacién y para determinar la presencia de
particulas capaces de empaquetar ARN. pECG3-CZW es un derivado de pEC-LacZ (documento WO 98/51810), y se
fabrico a partir de este ultimo mediante 1) la reduccion de secuencias de gag de forma que solo se incluyeron los
primeros 200 nucledtidos de gag, en lugar de los primeros 577 nucleétidos; y 2) mediante inclusién del elemento
regulador posterior a la traduccion del virus de la hepatitis de marmota (WHV PRE) (que corresponde a los
nucledtidos 901-1800 de n.° de acceso J04514) en el sitio de Notl cadena abajo del gen indicador de LacZ.
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A continuacién, se purificaron parcialmente las particulas viricas derivadas de cada una de las lineas celulares del
medio mediante centrifugacion con gradiente de densidad en equilibrio. Para ello, se dispusieron en capas 10 ml de
medio procedente de células productoras, cosechadas 24 horas después de la inducciéon con butirato de sodio,
sobre un gradiente de sacarosa al 20-60 % (p/p) en tampdn de TNE (pH 7,4), y se centrifugaron durante 24 horas a
25.000 rpm y a 4 °C en un rotor SW28. Las fracciones se recogieron de la parte inferior y se evaluaron 10 pl de cada
fraccion para determinar la actividad de transcriptasa inversa para localizar particulas viricas. Los resultados de este
analisis se muestran en la Figura 47, en la que se muestra el perfil de actividad de transcriptasa inversa en funcion
de la fraccion de gradiente. En estas figuras, la parte superior del gradiente esta a la derecha. Se deberia observar
que los niveles de actividad de RT a partir de la célula que expresa pESYNGP fueron significativamente menores
que a partir de las células que expresan pEV53B. Para determinar el contenido de ARN de los viriones purificados,
se reunieron alicuotas de las fracciones de la parte superior, media o inferior (segun lo indicado por las barras
marcadas T, M y B), y se sometié el ARN procedente de cada fraccion a analisis de hibridacion de transferencia por
ranura. Usando una sonda especifica para una regiéon comun de gag/pol de tipo silvestre y sintético, el
encapsidamiento de ARN fue facilmente detectable en las fracciones pico (M) de viriones sintetizados a partir de la
construccion de tipo silvestre (pEV53B), pero no se detectd a partir de los viriones sintetizados a partir de la
construccion de Gag/Pol sintético (pESYNGP) (Figura 48). El control para la presencia de la capsida capaz de llevar
a cabo el encapsidamiento fue el genoma vectorial de EIAV G3-CZW, que se detectd faciimente en fracciones pico a
partir de células que expresan las proteinas gag/pol de tipo silvestre o sintéticas. Incluso teniendo en cuenta los
diferentes niveles de expresion de las construcciones de expresion de Gag/Pol de tipo silvestre y sintético, este
resultado indica que el ARN del gen gag/pol con codones optimizados estd empaquetado significativamente de
forma menos eficiente que el gen de tipo silvestre, y representa una mejora significativa para el perfil de seguridad
del sistema. Cabe sefialar ademas que el ARN transcrito a partir de pEV53B estaba empaquetado. Este ARN esta
eliminado con respecto a las secuencias cadena arriba de la secuencia del donante de corte y empalme
(CAG/GTAAG), y seguia empaquetado. Esto apunta a la ubicacién de los determinantes de empaquetamiento
principales dentro de la region codificante de gag, y contrasta con las observaciones recogidas sobre la ubicacion de
la sefial de empaquetamiento del VIH-1.

En experimentos adicionales, se ha demostrado que el empaquetamiento de las transcripciones a partir de pEV53B
es solo ligeramente inferior al de pEV53A (Figura 51). Esto indica ademas que las secuencias de empaquetamiento
principales estan ubicadas en la regién codificante de gag. En estos experimentos, la linea celular B-241 expreso
ARN de pEV53B, y PEV-17 expresé ARN de pEV53A. El genoma vectorial de EIAV usado para confirmar la
presencia de particulas vectoriales competentes para el empaquetamiento fue G3-CZR, que es el mismo que G3-
CZW, descrito anteriormente, a excepcion del reemplazo del elemento regulador posterior a la traduccion de la
marmota con una secuencia que contiene los elementos de RRE de EIAV. La metodologia fue como se ha descrito
anteriormente.
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atgggtgcga
ttaaggcecag
ctagaacgat
ctgggacadc
acagtageaa
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atttataaaa
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caggaatgga
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tagtagattt
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catatttttc
gtataaacaa
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ttaccacacc
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ggtaotggggt
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ggggcaacta
gagtttgeca
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agtaggacct
tttaaatttt
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¢gcagggtta
agttccctta
tgagacacca
agcaatatic
catagttatc
gcatagaaca
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tazatggaca
acagaagtta
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attaagcggyg
aaaatataaa
tectggeetg
cottocagaca
tgtgcatcaa
gcaaaacaaa
ggtcagecaa
atcacctaga
agtgataccc
gctaaacaca
ggaagctgca
gatgagagaa
aggatggatg
cotgggatta
aggaccaaayg
gcaagcttca
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gacagcatgt
gagccaagta
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ggccattgac
aadgggaaaat
agaaaaaaga
ctcaagactt
aatcagtaac
tcaggaagta
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tggatgattt
agctgagaca
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tagtgectgce
tgaattggge
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gcaacgaccc
aggagcagat
gataggggga
ctgtggacat
aagaaatctg
tgtaccagta
agaagaaaaa
ttcaaaaatt
cagtactaaa
ctgggaagtt
agtactggat
tactgcattt
tgtgcottoca
cttagagect
gtatgtagga
acatctgtitg
cctttagatyg
agaaaaagac
aagtcagatt

aaaaattcgg
aagcagggay
tagacaaata
attatataat
Ccaaggaagct
agcagceaget
catacagggy
agtagtagaa
aggagccace
catgcaaatg
agtgcatgca
aggaactact
agtaggagaa
tagcoccotace
agaccggttc
Jacadgaaacc
gggaccagey
ccataaggca
gatgeragaga
agaagggcac
aaaggaagdaa
ctggectteco
cccaccagaa
gecgatagac
cteogtcacaa
gatacagtat
attggaggtt
aaagctatag
ttgactcaga
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gggcctgaaa
tggagaaaat
caattaggaa
gtgggtgatg
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cagggatgga
titagaaaac
tetgacttag
aggtggggac
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agccagetgt
Cocaggaata
tcatgtagee
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aaaagtagtg
tgatgattgt
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aaactcctta
ctagaactgg
ccatcaaaag
atttatcaag
cacactaatg
gtaatatggg
tggtggacag
cccecttagtga
tatgtagatg
agaggaagac
gcaatttate
tatgeattag
ataatagagc
ggaattggag
tttttagatyg
gcaatggcta
gataaatgtc
tggcaactag
agtggatata
cttttaaaat
ttcaccggtyg
attccctaca
attataggac
ttcatccaca
gtagacataa
caaaatttte
ctecoctetgga
ccaagaagaa
gtggcaagta

Jaggaaccaa
cagaaaacayg
acttaatage
agecatttaa
atgtaaaaca
gaaagactce
agtattggca
aattatggta
gggeagctaa
aaaaagttgt
tagctttgca
gaatcattca
agttaataaa
gaaatgaaca
gaatagataa
gtgattttaa
agctaaaagg
attgtacaca
tagaagcaga
tagcaggaag
ctacggttag
atccccaaag
aggtaagaga
attttaaaag
tagcaacaga
gggtttatta
aaggtgaagy
aagcaaagat
gacaggatga
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agcactaaca
agagattcta
agaaatacag
aaatctgaaa
attaacagag
Laaatttaaa
agccacctgg
ccagttagag
cagggagact
caccctaact
ggattcggga
agcacaacca
aaaggaaaag
agtagataaa
ggcccaagat
cctgecacct
agaagocatyg
tttagaagga
agttattcca
atggccagta
gaccgocetgt
tcaaggagta
tcaggctgaa

aaaagygygqyy
catacaaact

cagggacagc
ggcagtagta
cattagggat
ggattag

gaagtaatac
aaagaaccayg
aagcagggga
acaggaaaat
gcagtgcaaa
ctgcecatac
attectgagt
aaagaaccca
aaattaggaa
gacacaacaa
ttagaagtaa
gatcaaagtg
gtctatctgg
ttagtcagty
gaacatgaga
gtagtagcaa
catggacaag
aaagttatcc
geadaaacad
aaaacaatac
tggtgggcygg
gtagaatcta
catcttaaga
attggggggt
aaagaattac
agaaattcac
atacaagata
tatggaaaac
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tcaatattgg
ttggecattg
aatatgacaqg
gtcattagtt
goctggetaa
agtaacgeca
ccacttggea
cggtaaatgg
gocagtacate
caatgggegt
caatgggagt
cgatcogcoccg
agcagagctc
agttaaattg
gactctctta
ggttacaaga
cttgegtitce
aggtgtocac
ataggctagc
gagctggacce
aagcacateg
gagaccagey
agogaggagce
atcgaaatea

cecattageca
catacgttgt
ceatgttgge
catagcocat
cogeocaacy
atagggactt
gtacatcaag
cceogoectygge
tacgtattag
ggatagcggt
ttgttttggce
cccoccgttgac
gtttagtgaa
ctaacgcagt
aggtagcctt
caggtttaag
tgataggcac
Ccocagttea
ctogagaatt
gctgggagaa
tgtgggccay
aggggtgeog
tgogeoagect
aggatacgaa
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tattatteal
atctatatca
attgattatt
atatggagtt
acoeoogece
tocattgacy
tgtatcatat
attatgccca
tcatcgctat
ttgactcacg
accaaaatca
gcaaatggge
ccgtcagate
caagtgettct
geagaagttyg
gagaccaata
ctattggtet
attacagcectco
cgecaceaty
gatccgectg
cogegaactyg
ccagatccte
gLacaacacc

agaggccctg

tggttatata
taatatgtac
gactagttat
cogegttaca
attgacgtca
tcaatgggty
gccaagteocg
gtacatgacc
taccatggtg
gggatttcca
acgggacttt
ggtaggcgtg
actagaagct
gacacaacag
gtegtgaggc
gaaactgggc
tactgacatc
ttaaggctag
ggegccogld
cgcocegyey
gagogetteg
ggccaactge
gtggccacgce
gataaaatcg
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gcataaatca
atttatattyg
taatagtaat
taacttacgyg
ataatgacgt
gagtatttac
cccectattyg
ttacgggact
atgoggtttt
agtctcecacce
ccaaaatgtc
tacggtggga
ttattgcggt
tctcgaactt
actgggeagg
ttgtecgagac
cactttgect
agtacttaat
ccagegtget
gcaaaaagaa
ccgtgaacoeo
agoecagoot
tgtactgcgt
adagaggaaca

atatitggcta
gcteatgtcoe
caattacggg
taaatggcco
atgttcccat
ggtaaactge
acgtcaatga
ttcctacttg
ggcagtacac
ccattgacgt
gtaacaactg
ggtctatata
agtttatecac
aagctgecagt
taagtatcaa
agagaagact
ttetetecac
acgactcact
gtegggegge
gtacaagctg
cgggoetceectg
gcaaaccggc
ccaccagcge
gaataagagc

60
120
180
240
300
360
420
4180
540
400
&6l
720
780
B840
900
960
1020
1080
1340
1200
1260
1320
1380
1440



aaaaagaagyg
tacccoateg
ctgaacgcct
Ltetcagoee
gggggacaca
taggategtyg
cgggdctcag
aacaacgcac
aagategtge
ccctttegeg
gaggtgaaga
acgatcectga
ggagtgggcg
aactceogcta
tgcttcaact
ggctgttgga
aatttittag
agaccagagc
ccctotocaga
ctetttggea
tagacaccgg
cgaagatgat
tegaaatcetyg
tcatcggacg
tagagacggt
cattgacaga
ggaaaatote
agaaggactc
aagacttoetg
vegtgaccgt
ggaagtacac
agtacaacgt
ccaaaatcoct
atgacttgta
tgcgcoagoa
ctcecettoot
tgoctgecaga
actgggccag
gaaccaaggo
aaaaccgaga
tgatcgeooga
ccoctteaagaa
tcaagcaget
agactcoctaa
attggcaggc
tgtggtacca
ccgoctaacag
aggttgteac
ctttgecagga
tcattcaage
tgatcaagaa
atgagcaggt
tcgacaadgce
acttcaacct
tcaagagoga
gcacecatct
aggcogagqyt
caggecggtg
cggttaaggo
ceccagagtca
tocagagatca
tcaagcggaa
cgaccgacal
tctactacag

cocaacagge
tgcagaacat
gggtgaaggt
tgteagaggyg
aggecogeeat
bEgcatcoggt
acatcgcogyg
ceateccoggt
gcatgtatag
actacgtgga
actggatgac
aggccectaggyg
gaccoggeca
coatcatgat
gtggcaaaga
aatgtggaaa
ggaagatctyg
caacagccad
agcaggaqoc
gagaccocto
agcagacgac
cgggggaate
¢ggocacaaqg
caacctgttg
accggtgaag
guadgaagato
caagattgag
gacgaaatgg
ggaggttcag
actggatgtyg
tgcootteaca
gctgecoocag
ggagccttte
cgtgggotcot
cetgttgagg
ctggatgagt
Jaaagacage
trcagatttac
actoacagag
gatcctaaag
gatccagaag
coctgaagacco
gaccgaggoeco
gttcaagectg
cacctggatt
getggagaay
ggagactaag
cctcactgac
ctoegggeetg
ccagecagac
ggaaaaggtc
cgacaagcetg
ccaggacgay
geccococigtyg
agcocatgaat
ggaggdcaag
cattcecegeo
gccagtgaayg
cgeetgeigy
gggcgtegtce
gactgageat
gggggggatt
ccagactaagy

ggacagcaga
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cgcogeggac
ceaggggeay
dggtggaagag
agocaccoag
gcagatgetg
geacgeagygy
aacgactagt
gdggagaaatc
cectaccaga
cecggttetac
c¢gaaacectyg
cccagegget
cagggcacge
geagegegygco
agggcacaca
ggaaggacac
geebtoocac
accagaadag
gatagacaag
gtocacaataa
accgtgcbgg
ggcggtttca
gctateggta
acgcagatcg
ctgaagceoog
aaggeactgy
coctgagaacc
cgcoaagotgy
ctgggeataoc
ggtgatgeet
atcccttega
ggctyggaaay
cgcaaacada
gatctagaga
tggggactyga
tacgagctgo
tggactgtea
ccagggatta
gtgatcceoe
gageecgbge
cagggycaag
ggcaagtacy
gtgcagaaga
cecatccaga
coctgagtggy
gagccoatag
ctgggcaaag
acgaccaace
gaggtgaaca
cagagtgagt
tatctggcet
gtotoggetg
cacgagaaat
gtggccaaag
ggccagatyg
gttatceotgy
gaaacagggc
accatccata
tgggcgggaa
gagtctatga
ctraagacey
gggyggtaca
gadctgcaaa
aatccocctot

accggacaca
atggtgcacc
aaggcttita
caagatctga
aaggagacca
cooatcgoac
acccitoagy
tacaaacget
atcctggaca
azaacgetee
ctggtccaga
acectagagy
gtecoctggeoty
aactttegga
gcocodoaact
caaatgaaag
aaggyaaggo
agctteoaggt
gaactgtate
agataggggyg
aggagatgtc
tcaaggtgcg
ccgtgetggt
gttgeacget
ggatggacgg
tggagatttyg
cgtacaacac
tggacttcocy
cgoacccoege
acttcteogt
tcaacaacga
gctcecteococecge
accccgacat
tagggcagea
ccacacooda
accctgacaa
acgacataca
agdtgaggca
taaccgagga
acggcgtgta
gccagtggac
ccoggatgag
teaccaccga
aggaaacctg
agtteogtcaa
tgggcgeocga
coggatacqgt
agaagactga
tegtgacaga
ccgagctggt
gggtaccoge
gcatcaggaa
accacagcaa
agatcgtgge
actgtageec
tagccgteca
aggagacage
ctgacaatgyg
tcaagcagga
ataaggagtt
cfggtccaaat
gtgcggggga
agcadattac
ggaaaggccc
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gcaaccaggt
aggccatctc
geceggaggt
acaccatgct
traatgagga
cgggoecagat
aacagatogg
ggatcatcet
tcecgocaagy
gogeedagea
acgcgaacco
aaatgatgac
aggccatgag
acgaacgcaa
gcagggecco
attgtactga
cagggaattt
ttggggaaga
cttrtagette
gcagctcaag
gttgecagge
Ccagtatgac
gggccccaca
gaacttocece
coogaaggtc
cacagadatg
gocoggtgtte
cgagctgaac
agggctgaag
tocectggac
gacacegggd
aatcttocag
cgteatotat
ccgecaccaag
caagaaggac
atggaccgtg
gaagctggtg
getgtgcaaa
ggcegagctc
ctatgaccoe
ctatcagatt
gggtgcccac
aagcatogtyg
ggaaacctag
cacecaotooo
aaccttctac
cactaaccgg
gotgoaggoco
ctatbecagtat
caatcagatc
ccacaaagge
ggtgctatto
ctggogggec
vagetgtgac
cggeatotgg
tgtggeccagt
ctacttcctc
cageaatite
gttcgggatce
aaagaagatt
agcggtatto
geggategty
caagattcag
agcgaagota

cagecagaac
ccoocogcacg
gatacceatg
caacacagtg
ggctgccgaa
gcgtgageca
ctggatgacc
gggcctgaac
coccgaaqgaa
ggctagecag
ggactgcaag
cgoctgteoag
coaggtgacce
gatcgtcaag
taggaaaaag
gagacaggcet
tetteocagage
Jacaacaact
ccteagatca
gaggectcteoe
cgctggaagc
cagatcctca
ccegtoaaca
attagcecta
aagcaatggc
gaaaaggaag
gcaatcaaga
aageocgeacge
aagaagaaat
gaagacttca
abtcgatate
agtagecatga
cagtacatgg
atcgaggagc
cagaaggagco
cagocctateg
gggaagrrga
cbtccteogeg
gaactggcag
tcecaaggacce
taccaggago
actaacgacg
atctggggaa
Lggacagadgt
ctggtgaage
gtggatgggg
ggcagacaga
atttacctcg
gecctgggea
atcgagcage
attggaeggcea
ctggatggea
atggctagcg
aagtgtcage
caactegatt
ggctacatag
ctgaagctgg
accagtgcta
ccchtacaato
atcggocagg
atccacaatt
gacatcateg
aatttooggg
ctotggaagyg
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1620
1680
1740
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1280
2040
2100
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2220
2280
2340
2400
24860
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
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3060
3120
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3240
3300
2360
3420
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3540
3600
3660
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3840
3900
3960
4020
4080
4140
42006
4260
4320
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4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
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4520
4980
5040
5100
5160
5220
5280



gtgagggggc
cgaagaktcat
aggatgagga
cgagcagaca
aaaaaatgct
tgcaataaac
atgtaggagg
togatcoggy
gcagectgaa
aggttacgoge
cttcoccoccocttcco
cootttaggy
tgatggttca
gtccacgtte
ggtctattet
gctgatttaa
tgatgoggta
cgcagcacca
cggaaagaac
agcaggceaga
cccaggotcoo
agtccocgeooc
gceocatgge
gotattocag
ttettetgac
ttgcacgcag
cagacaatcg
cttEttgtoa
ctategtgge
gcgggaaggg
cttgetoctyg
gatcoggeta
cggatggaag
ccagcocgaac
acccatggoy
atcgactgty
gatattgetg
gcogotoooy
ggactctggy
aataaaatat
ataaggatcc
cagcecocgac
teegettaca
tcatcaccga
gtcatgataa
accoetattto
coetgataaa
gtegoocotta
ciggtgaaayg
gatctcaaca
agcactttta
caactcggtce
gaaaagcatc
agtgataaca
gettttttge
aatgaagcca
ttgoegcaaac
tggatggagg
tittattgctg
gggccagaty
atggatgaac
ctgtcagacc
aaaaggatct
ttttegttoo

agtagtgatc
tagggattat
ttaggaattyg
tgataagata
ttatttgtga
aagttaacaa
ttttttaaag
ctggegtaat
tggcgaatgg
agcgtgaceyg
tttcteogeca
ttecgattta
cgtagtgggc
tttaatagty
tttgatttat
caaatattta
ttttetectt
tagcctgaaa
cagctgtgga
agtatgcaaa
ccagcaggca
ctaactccgo
tgactaattt
aagtagtgag
acaacagtct
gttctecogge
getgetctga
agaccgacct
tggccacgac
actggcotgct
cogagaaagt
cctgoecatt
ccggtetigt
tagttegocag
atgoctgett
googgotggy
aagagcttgyg
attcgoagoyg
gttcgaaatyg
cktttattttc
gegtatggtg
accogocaac
gacaagetgt
aacgcgegag
taatggttto
gtttattttt
tgettoaata
ttcccttttt
tazaagatgc
gocggtaagat
aagttetget
gcogeataca
ttacggatgg
ctgcdgecaa
acaacatogg
taccaaacga
tattaactgg
cggataaagt
ataaatctgg
gtaagceocotc
gaaatagaca
aagtttactc
aggtgaagat
actgagogte
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caggataata
ggcaaacaga
ggctagageg
cattgatgag
aatttgtgat
caacaattge
caagtaaaac
agogaagadgyg
acdcgecoctyg
ctacacttge
cgttegeccag
gagctttacg
catcgeootg
gactottgtt
aagggatttt
acgcgaattt
acgcatctgt
taacctotga
atgtgtgtca
gcatgcatcet
gaagtatgcea
ceatcoeegeo
tttttattta
gaggettttt
cgaacttaag
cgoettggygty
tgeccgoogtg
gtcoggtgac
gggcgttcoct
attgggcgaa
atccatcatyg
cgaccaccaa
cgatcaggat
gotcaaggeg
goegaatatce
tgtggoggac
cggcgaatgg
catcgeocttc
acogaccaag
attacatctyg
cactotcagt
acccgectgac
gaccgtctec
acgaaaggge
ttagacgtca
ctagatacat
atattgaaaa
tgoggeattt
tgaagatcag
cocttgagagt
atgtggcgcyg
ctattcetoag
catgacagta
cttacttctg
ggatcatgta
cgagegtgac
cgaactactt
tgcaggacca
agceeggtgag
ccgtateogta
gatcgotgag
atatatactt
cctttttgat
agacceegta

gogacatcaa
tggcgggtga
gcegctteco
Lttggacaaa
gcotattgett
attcatttta
ctctacaaat
coegeacega
tagoggogea
cagcgoccta
cttteccocgt
goacctogad
atagacggtt
ccazmactgga
gccgattteg
Laacaaaata
goggtattte
aagaggaact
gttagggtgt
caattagtca
aagcatgceat
cctaactocg
tgcagaggeco
tagaggcecta
gctagageca
gagaggctat
ttocoggeotgt
ctgaatgaac
tgegragctg
gtgcegggge
gectgatgecaa
gcgaaacatc
gatctggacyg
cgcatgeooyg
atggtggaaa
cgctalcagy
gotgaceget
tatecgoette
cgacgeceaa
tgtgttggtt
acaatctgct
gocgcooctgac
gggagctgca
ctegtgatac
ggtggecactt
tcaaatatgt
aggaagagta
tgcettoctg
ttgggtgcac
ttteocgecocoeg
gtattatcoo
aatgacttgg
agagaattat
acaacgatog
actcgeccttg
accacgatgc
actctagett
cttotgeoget
cgtgggtetc
gttatctaca
ataggtgoet
tagattgatt
aatctcatga
gaaaagatca
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ggtggtgecce
tgattgogtg
cttagtgagy
ccacaactag
tatttgtaac
tgttEtcaggt
gtggtaaaat
tegoocttcc
ttaagocgogyg
gecgoeogete
caagctctaa
cgcaaaaaac
tttcgeocectt
acaacactca
geectattggt
ttaacgttta
acaccgcata
tggttaggta
ggaaagtccc
geaaccaggt
ctraattagt
cecagtteoy
gaggoogoct
Jggcttttgea
ccatgattga
toggetatga
cagcgecaggyg
tgcaggacga
tgctcocgacgt
aggatctect
Lgcggeggct
gcatcgageg
aagagcatca
acggcegagga
atggccgett
acatagogtt
tcetcecgtget
ttgacgagtt
cctgecatea
ctttgtgtga
ctgatgecge
gggettgtcot
tgtgtcagag
goctattttr
ttcggggaaa
atcocgeoteoat
tgagtattca
tcttigetea
gagtggatta
aagaacgttt
gbattgacge
ttgagtactc
geoagtgetge
gaggaccgaa
atcgttggga
ctgtagcaat
ccoggoaaca
cggccoctioa
geggtatcat
cgacggagaqg
cactgattaa
tazaacttca
ccaaaatcoco
aaggatctte

agaagaaagqg
gegageadac
gttaatgctt
aatgcagtga
cattataage
tcagggggag
cogataagga
caacagttgce
cgggtgtggt
ctttagettt
atcgggggct
Etgatttgag
tgacgttgga
acectateote
taaaaaatga
caatttcgeco
cgoggatcetg
cettetgagy
caggctcoce
gtggaaagtc
cagoaaccat
ceoeattoteo
cggcctectga
aaaagcttaa
acaagatgga
ctgggeacaa
gogoooggtt
ggcagegegyg
tgtcactgaa
gtoatcteac
Jgcatacgett
aggacgtact
ggggctegeyg
tetegteogty
ttctggatte
ggctaccegt
ttacggtate
ctitctgageqg
cgatggccgce
atcgatageq
atagttaagc
goteoceggea
gttttcaccg
araggttaat
Lgtgogogga
gagacaataa
acatttccgt
ccoagaaacy
catcgaacty
Logaatgatyg
cgggcaagiag
accagtcaca
cataaccatg
ggagcetaace
acoggagaetg
ggcaacaacy
attaatagac
ggctyggatgy
tgragcactyg
rocaggraact
geattggtaa
tttttaattt
ttaacgtgag
ttgagatcct

5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
SE20
Lgg0
5940
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6480
6540
6600
6660
G720
6780
6840
6900
6260
7020
7080
7140
7200
TZ60
7320
7380
T440
7500
7560
7620
T680
TTAG
TEOO
7860
7320
7980
B8040
B10O
2160
B220
8280
8340
8400
23460
8520
8580
8640
8700
B760
3820
8880
8940
9000
S060
8120



ttttttetge
tgttigecegg
cagataccaa
gtagcacoege
gataagtcogt
tagggetgaa
ctgagatacc
gacaggtatc
ggaaacgoct
tttttgtgat
ttacggttce

gogtaatetyg
atcaagaget
atactgtcoct
ctacatacet
gtcttaccgg
cggggggttce
tacagcgtga
cggtaagegy
ggtatcttta
gctegtcagy
tggeetttityg
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ctgcttgeaa
acdcaactett
tetagtgtag
cgctetacta
gttggactca
gtgcacacag
getatgagaa
cagggtcgga
tagteetgte
ggggcedgagc
ctggeoettet

acaaaaaaac
Ltieccgaagy
ccgtagttag
atectgttac
agacgatagt
cocagcttgy
agcgocacgo
acaggagagc
gggtttcgeo
ctatggaaaa
gctcacatgy

caccgctacc
taactggett
gacaccactt
cagtggctgce
taccggataa
agcocgaacgac
ttocegaagg
gcacgaggga
acctectgact
acgccagcaa
ctegacagat

agcggtggtt
cagcagagceg
caagaactct
tgcecagtgge
ggcgceagegg
ctacaccgaa
gagaaaggcg
gcttecaggg
tgagegtega
cgoggoctit
ct

9180
2240
9300
9360
9420
5480
9540
S600
9660
9720
9772

<210> 3

<211> 2571

<212> ADN

<213> Virus de la Inmunodeficiencia Humana

<400> 3
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atgagagtga
cttagggttat
gtacctgtgt
gatacagagg
caagaagtag
gaacagatge
ttaaccccac
aatagtactg
aactgetett
ctttataaac
tgtaatacct
cactattgtg
aaaggatcat
tcaactcaac
aatttcactg
tgtacaagac
tatacaacaa
azatggaatg
acaatagtct
tgtggagggg
aataatactt
aaacaaatta
ggacaaatta
gacacggaca
tggagaagty
accaaggcaa
cttgggttct
caggccagac
gaggcgaaac
gtectggetyg
ggaaaactca
gatgatattt
agcttaatat
ttattggaat
tggtatataa
gotgtacttt
cgeocoaocay
agagacagag
ctgeggagcoc
attgtggaac
cagtattgga
geagtagetyg
ctocacatac

aggggatcag
taatgatctg
ggaaagaage
tacataatgt
aattggtaaa
atgaggatat
tctgtgttac
ctaataacaa
teaatatcac
ttgatatagt
cagtcattac
ccacggetay
gtaaaaatgt
tgetgttaaa
ataatgctaa
ccaactacaa
aaaatataat
acactttaag
ttaatcaate
aattttteta
ggaataatac
taaacatgtg
gatgttcatc
cgaacgacac
aattatataa
agagaagagt
taggagcagc
tattattgte
agcatatgtt
tggaaagata
tttgeaccac
ggaataacat
actcattact
tggataaatg
aaatattcat
ctatagtgaa
ttecgaggsy
acacatcocgg
tgttectett
ttetgggacyg
gtecaggaact
aggggacaga
ctacaagaat
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gaggaattat
tagtgctaca
aaccaccact
LEgggccaca
tgtgacagaa
aatcagttta
tttaaattge
tagtaatagc
cacaagcata
atcaatagat
acaagottgt
ttttgcecgatt
cagcacagta
tggcagtcta
aaccatcata
taaaagaaaa
aggaactata
acagatagtt
Ctcaggaggy
ctgtaataca
tacagggtca
gcaggaagta
aaatattaca
cgagatctte
atataaagta
gatgcagaga
aggaagcact
tggtatagtg
gcaactcaca
cctaaaggat
tactgtgecet
gacctggatg
agaaaaatcyg
ggcaagtttyg
aatgatagta
tagagttagg
acccgacagg
tcgattagtg
cagotaceac
cagggagtygg
aaagagtagt
tagggttata
aagacaggge

cagcactggt
gaaaaattgt
ctattttgtyg
caagcctgiy
aattttaaca
tgggatcaaa
actgatttga
gagggaacaa
agagataaga
aatgatagta
ccaaagatat
ctaaaatgta
caatgtacac
gcagaagaag
gtacatctga
aggatacata
agacaagcac
agcaaattaa
gacccagaaa
tcaccactgt
aataacaata
ggaaaagcasa
gggctactat
agacctggag
gtaacaattg
Jaaaaaadgag
atgggecgcag
caacagcaga
gtectggggca
caacagctcece
tggaatgcta
cagtgggaaza
caaacccaac
tggaattggt
ggaggcettag
cagggatact
coogaaggasa
catggattct
cacagagact
gaagtcctca
getgttaget
gaagtactgc
ttggaaaggg

<210> 4

<211> 2571

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> SYNgp-160mn - secuencia de env con codones optimizados

<400> 4

39

dgggatgggy
gggtcacagt
catcagatge
tacccacaga
tgtggaaaaa
goctaaagoee
ggaatactac
taaagggagy
tgcagaaaga
ccagctatag
cectttgagcee
acgataaaaa
atggaattag
aggtagtaat
atgaatctgt
taggaccagg
attgtaacat
aagaacaatt
ttgtaatgeca
ttaatagtac
tcacacttea
tgtatgececec
taacaagaga
gaggagatat
aaccattagg
cagcgatagg
cgtcagtgac
acaatttgcect
tcaagcagct
tggggtittg
gttggagtaa
gagaaattga
aagaaaadaa
ttgacataac
taggtttaag
caccattgtc
tcgaagaaga
tagcaattat
tactetbtgat
aatattggty
tgcttaatge
aaagagctgyg
ctttgctata

cacgatgcte
ctattatggg
taaagcatat
cCcocaaccca
taacatggta
atgtgtaaaa
taataccaat
agaaatgaaa
atatgcactt
gttgataagt
aattcceata
gttcagtgga
geccagtagta
tagatctgag
acaaattaat
gagagcattt
tagtagagca
taagaataaa
cagttttaat
ttggaatggt
atgcaaaata
tLcccattgaa
tggtggtaayg
gagggacaat
agtagcaccc
agcteotgtte
gctgacggta
gagggccatt
ccaggcaadga
ggattgctct
taaatctctg
caattacaca
tgaacaagaa
aaattggctg
aatagttttt
gttgcagacc
aggtggagag
ctgyggtegac
tgcagcgagy
gaatctcocta
cacagctata
tagagctatt
a

60
iz20
i80
240
300
360
420
4890
540
600
660
720
780
840
g00
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
2571
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atgagggtga
ctggggctgce
gtgeccocgtgt
gacaccgagd
caggaggtgg
gagcagatgce
ctgaccccoce
aacagcaceyg
aactgeaget
ctgtacaagce
tgcaacacca
cactactgeg
aagggcaget
agcacccagc
aacttcaccg
tgcacgegto
tacaccacca
aagtggaacg
accatcgtgt
tgeggcggcd
aacaacacct
aagcagatca
ggccagatcc
gacaccgaca
tggagatctg
accaaggeca
ctgagettec
caggcccgoc
gaggcccagco
gtgctgygccg
ggcaagctga
gacgacatct
agcctgatct
ctactggagc
tggtacatca
gecgtgetga
cggeccoecg
cgcgacegcg
ctcegcageo
atcgtggaac
cagtattgga
geegtggecy
ctgeacatcc

aggggatccg
tgatgatetg
ggaaggaggc
tgcacaacgt
agectogtgaa
atgaggacat
tgtgegtgac
ccaacaacaa
tcaacatcac
tggatategt
gogtgatcac
cecccgocgy
gcaagaacgt
tcctgetgaa
acaacgccaa
ccaactacaa
agaacatcat
acaccctgeg
tcaaccagag
aattcttcta
ggaacaacac
tcaacatgtyg
ggtgcageag
ccaacgacac
agctgtacaa
agogcoagaegt
tgggggcgge
tgctcotgag
agcatatgct
tggagcgcta
tctgcaccac
ggaacaacat
acagcctget
tggacaagtg
aaatcttcat
gcatcgtgaa
tgcegegegg
acaccagcgyg
tgttectgtt
tcctaggecy
gccaggaget
agggcaccda
ccacccgeat

<210>5

<211> 10112

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> pESYNGP

<400> 5

ES 2618 508 T3

ccgeaactac
cagecgcoace
caccaccace
gtaggccace
cgtgaccgayg
catcagectg
ccotgaactge
cagcaacagc
caccagcatc
gagcatcgac
ccaggectge
cttecgecate
gagcaccgtyg
cggcagoetg
gaccatcatc
caagcgcaag
cggcaccate
cragategtyg
cagcggegge
ctgcaacacc
caccggcagc
gcaggaggtyg
caacatcacc
cgaaatectte
gtacaaggtyg
ggtgcagcgc
gggeagcacae
cggcatogty
ccagotcaco
cctgaaggac
cacggtaccc
gacctggatg
ggagaagagc
ggcgagectg
catgattgty
ccgogtgoge
geecgaccgc
caggctegtyg
cagctaccac
ccgeggetygg
gaagtccoage
cegegtgate
cocgecagdyg

cagcactggt
gagaagctgt
ctgttctgeg
caggcgtgceg
aacttcaaca
tgggaccaga
accgacctga
gagdgcacca
cgcgacaaga
aacgacagca
cecaagatca
ctgaagtgea
cagtgeacce
gcoygaggadgg
gtgcacctga
cgcatceaca
cgccadgacc
agcaagctga
gaccccgaga
agccceetgt
aacaacaata
ggcaaggceca
ggtctgctac
cgocoocoggey
gtgacgatcqg
gagaageggyg
atgggggecy
cagcagcaga
gtgtagggca
cagcagctcce
tggaacgcoct
cagtgggagce
cagacccagce
tggaactggt
ggcggcctgg
cagggctaca’
coogagggca
cacggcttee
caccgcgacc
gaggtgctga
geegtgagec
gaggtgcteoo
ctcgagagag

ggggetgggg
gggtgaccgt
ccagoegacygca
tgcccaccga
tgtggaagaa
geotgaagec
ggaacaccacg
tcaagggcegyg
tgcagaagga
ccagctacceg
gettcecgagoo
acgacaagaa
acggcatoeg
aggtggtgat
atgagagcegt
tecggoccogg
actgcaacat
aggagcagtt
tegtgatgea
tcaacagcac
ttaccoteeca
tgtacgceccc
tgaccocgcga
goggcegacat
agcecetggg
cogocategyg
ccagcgtgac
acaacctect
tcaagcagct
tgggcttctyg
cctggagcaa
gcgagatoga
aggagaagaa
tecgacatcac
tgggcectecyg
gceceoactgag
tcgaggagga
tgacgatcat
tgctgetgat
agtactggtg
tgctgaacgc
agagggccdyg
cgetgoetgta

cacgatgctce
gtactacggc
caagdcgtac
cocccaaccooc
caacatggtg
ctgegtgaag
caacaccaac
cgagatgaayg
gtacgcocetg
cctgatetece
catcocccate
gttcagceggce
gocggtggtg
ccgeagegag
gcagatcaac
gcgegecttc
ctctagagcc
caagaacaag
cagcttcaac
ctggaacgac
gtgcaagatc
ccccatcgayg
cggcggcaag
gogegacaac
cgtggecacce
cgecectgttc
cctgacogtyg
ccgogacatae
ccaggccege
gaggctgctec
caagagcctyg
taactacacc
cgagcagday
caactggcetyg
categtgttce
cctcocagace
dgggcggedag
ctgggtcgac
cgccgaeaga
gaacctectc
caccgecate
gagggcgatc
a

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
B40
%00
260
1020
1030
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
i560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2571

trcaatattgg ccattagcoca tattattecat tggttatata gcocataaatca atattggeta 60

40



ttggeccattg
aatatgaceg
gteattagtt
gocctggcectga
agtaacgcca
ccacttggea
cggtaaatgg
geagtacatce
caatgggcgt
caatgggagt
cgatcgoocey
agcagagctc
agttaaattg
gactctctta
ggttacaaga
cttgegtttc
agqgtgtcocac
ataggctaga
actggaaaaa
attgtcoctyg
cagagacgtyg
agctttcgag
cgtggttgac
caacaadgaaa
taggaacttc
aaagggacto
ctccgaagaa
cectgeteogat
cgeccecictg
actgggggtg
cagacagtgg
ggcacagaac
gtcccagatt
gactatccaa
taccctggag
gotgotcacco
gggaggtcea
tagtcaatgt
geaatgeaga
aactttoccg
gactcaaaat
ggatcaagta
aggeoccacta
googacacaa
taccagggca
accatcaaaa
accatccttyg
tctaaggaaa
ccocagtgge
cttbtotgagg
gtgattaaga
accgtccagg
tgraagcaca
gaatttegeo
cgctatgtgt
acactteaag
tatatggacyg
atcgaactga
gaagttccte
aagatgcagt
aatattacct
acaaaaggat
ctggaggaga
gaagaaatgt

catacgttgt
ceatgttgge
catagoocat
ccgcoocaacg
atagggactt
gtacatcaag
cccgoctgge
tacgtattag
ggatagcggt
ttgttttgge
ceeegttgac
gtttagtgaa
ctaacgoagt
agdgtagcctt
caggtttaag
tgataggcac
tcccagttca
gaattogoca
gtcacoegtte
gtggatcttt
atccoootet
cgcacchtggt
ggtaaagcta
caatccgaac
cgcccactga
ttgaacgaay
atgaatgctt
gocattgaca
gtggctoece
cococdogaac
atcatcgaag
atcagygcagy
gaatccgaag
aatgcaaatyg
gagaaaatgt
aaggctctgce
ttgaaagety
agagcacchta
agtgttccaa
atacaacaga
ctgtacecay
gaggatctoa
ccatcgtect
gcgttoteac
caggcatcat
agaaggggay
gcagagacat
tcaagttcocg
coctgaccaa
gcaagattag
aaaggagcgy
tcggaactga
Lgacagtcct
cetatactge
ggaagtgect
agatcctcca
acctgttcat
qggcaatoct
catatagetg
tggatatggt
ggatgagctea
gocctggagtt
ataatgaaaa
tgtgcgaggt
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atctatatea
attgattact
atatggagtt
accocoogoug
tccattgacg
tgtatcatat
attatgeocca
tcatcgctat
Ltgactoacg
accaaaatca
geaaatgggce
cogtoagatco
cagtgcttct
gragaagttg
gagaccaata
ctattgatet
attacagete
coatgggcga
agggtageoca
tccacgacac
tagaggacgt
gggeeateag
actttoaact
ctagogagga
ctoccaggygy
coctocccagaa
ttoctogacgt
agatcgccga
cacaggggcc
gecagatgga
ccatgagcga
gggccaagga
gecacoctea
aagagtgcag
acgcatgtcg
azaccggect
cacaaacatg
aagtbctgttt
asaacygggas
agagtcagca
atcetgagega
acctggacag
gatcaatgac
tactgctecac
cggualbtgga
acacattaaa
toctocaggac
caadgatcgag
agagaagctt
cgaggoragc
caaatggaga
gatctotege
tgacattgga
ttttacecatc
cooooaggga
acctttccge
ggggtocaac
cctggagaaa
gotgggcetrac
caagaacooa
cggaatcoct
gaaccagaay
gattaagaat
cgaaatcact

taatatgtac
gactagttat
ccgcgttaca
attgacgtca
tcaatgggtyg
gocaagtecg
gtacatgace
taccatggtg
gggattteca
acgggacttt
ggtaggcgtg
actagaagot
gacacaacag
gtegtgaggc
gaaactgggc
tactgacatc
ttaaggectag
toceocteace
aaagcttacc
Laatttogtt
gacccaaaca
cgcagtcaaa
gctecgoeget
gtacccaatt
ctataccacc
cctgttocage
ggtgccagga
cgactaggat
tatcootatg
gcoagcattt
ggggattaaa
accataccct
ggagatcteo
aaacgccatg
cgacattgge
ggctggteca
ttataattgt
taaatgtaaa
gcaaggggcet
caacaaatct
aataaaaaaqg
tttgtgggag
accectetta
tatzacagac
ggcaacgtcg
accagaatgc
ctgggogcta
ctgaaagagy
gagggcgeta
gacaataacc
ctootgeagg
ggactgocte
gacgettatt
cccagcatca
tttgtgctta
gasagatacc
gggtctaaga
ggctteogaga
cagctttgco
acactgaacy
gggcttaccy
gtcatttgga
gctocaaggge
aagaactacg
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atttatatty
taatagtaat
taacttacgyg
ataatgacgt
gagtatttac
ceooctattyg
ttacgggact
atgoggtttt
agtctocacc
ccaaaatgte
tacggtggga
crattgcggt
totegaactt
actgggcagg
ttgtcgagac
cactttgccet
agtacttaat
tggtcocaaay
acaggcaatt
aaggagaaadg
Ltgtctggge
atggggctgce
aagtacgaga
atgatcgacy
tgggtcaaca
atcctgtctg
cagdactggac
aatcgoccacc
accgetaggt
gaccaattta
gteatgateg
gagtttgtcg
aagttcttga
aggcoacctca
actaccaagc
ttcaaaggag
gggaagecag
cagcecoctggac
caagggaggce
gttgtacaag
gaatacaatg
taacatacaa
atgtgetget
tgaaatacag
aaaccttttc
tgategoega
aactcgtget
geacaatggg
aggaaatcegt
cttacaacag
acctgaggga
acccoggoegg
ttaccatcee
atcaccagga
geccecctacat
cagaggtica
agcagcacaa
cacoogacdga
ctgaaaactg
acgrccagaa
ttaagcacat
cagaggaagc
Lecaatacta
aagocaceta

gateatgtee
caattacggg
taaatggecce
atgttccrat
ggtaaactgc
acgtecaatga
ttecctacttg
ggcagtacac
ccattgacgt
gtaacaactyg
ggtctatata
agtttatcac
aagctgcagt
taagtatcaaz
agagaagact
ttetetecac
acgactcact
cocctgaagaa
gcaactgggc
attggcaact
aggagogoega
azatcaacaa
agaaaaccgc
gegooggcas
ccatccagac
tggactgeac
agaaacagat
ccctgocaaa
tcattagagg
ggcagaccta
gaaagccooaa
acaggettet
cagacacact
gacctgaaga
aaaagatgat
gagcactgaa
gacatttate
atttctcaaa
cccagaaaca
agactactea
tcaaggagaa
tctogagaayg
ggacaccgga
agdaaggaaa
cactceoctgtc
catcocogto
gacacaactg
tccaaaaatc
gceagegecotg
cceccatcttt
actcaacaayg
cctgattaaa
cctogatcoet
geeegataaa
ttaccagaag
actctaccaa
ggaactcatc
caagcoctgeaa
gaaagtccag
gctecatgggc
tgcecgeaact
tcagaaggaa
caatccocgaa
tgtecatcaaa

izo

1&a0

240

300

360

420

480

540

600

&6l

720

TEQ

840

200

560

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1820
1580
1740
1800
1660
1520
1284
20490
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
ZRBE0
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3¢00
Je6l
3720
3780
3840
3900



cagtcccaag
acogttaaaa
ggcaagtgcc
aaaggctggt
gactggagaa
ggaaadcaaa
aagaggcteg
gaggacacta
atcacagagg
atccgogaaa
aaccaactcoyg
acacagatta
atcatgattc
cecaattcat
aatgggggasa
ggcaaaagca
caccacageca
ggcttoggca
gagaattggc
gctaagcaga
tgecgtgatga
atectgaccet
aatgcartgt
ctgracaccg
ctgaaaatcg
agggccaaca
gaggecogeac
cagaccecct
ttgcagcaygg
tggaaaggtce
ggcaagggga
acccgygggcg
cattgatgag
aatttgtgat
caacaattge
caagtaaaac
agcgaagaygg
acgegcocty
ctacacttge
cgttcgecegy
gagctttacyg
catcgocctyg
gactocttgtt
aagggatttt
acgogaatt
acgcatotgt
taacctotga
atgtgtgtcea
gcatgeatct
gaagtatgeoa
ccatecegee
tttttattta
gaggetttit
cgaacttaayg
cgcttggytg
tgoocgoogty
gtooggtace
gggcgtteet
attgggcgaa
atccatcatg
cgaccaccaa
cgatcaggat
gotcaagdgcg
googaatate

geatettgtg
atctgatgct
ccaccttcaa
actactectty
tgaagettgt
acgyagagdy
gecctgteac
gagacaagca
gecttggech
aggaaattgt
ccgatgaage
agagagdaagag
cogttagocga
ttggttaggt
tcattgatga
atattaagct
attcaagaca
goacaggtgt
acacctocce
tcacacagga
gqgtecocoaa
Logtggagayg
gcaccteooct
acaacggeoac
CCcacaccac
gaactctgaa
ttcagctoge
gggaggtctt
cccagtceete
ctacaagadgt
tcatcactgt
gocgcttooo
tttggacaaa
getattgett
attcatttta
ctctacaaat
cocogoacoga
tagoggegea
cagogoaccta
ctttceccegt
geacctogac
atagacgatt
coaaactgga
gcogattteg
Laacaaaata
gocggtattteo
aagaggaact
gtLagggtgt
caattagtea
aagcatgcat
cetaacteeg
Lgcagaggcco
tggaggcaeta
gctagagcea
gagaggctat
ttcoggectgt
ctgaatgaac
tgcgcagetg
gtgcogggge
gotgatgcaa
gogaaacatc
gatctggacyg
cgcatgecocg
atggtggaaa
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ggciggaany
cctgctocay
agttcoctte
gottoocgay
cgaggagacc
aatcgetgea
tcaccaggtg
dgtdaacatt
ggagggaccc
ctatttegeo
cgocaaaatt
agacgaggac
cacaaagatc
gacogdgaaag
aggatacacc
tatcgaaggyg
accttgggac
gttetgggtyg
taagattttg
atgeccocac
teoactggeag
caattcogyge
cgoaattectg
caacttbtgtg
tggcattecco
agaaaagatc
ccttatcaco
catcactaac
Caazaagttc
tttgtggaaa
goecctgaca
tttagtgagg
Cccacaactag
tatttgtaac
tgtttcaggt
gtggtaaaat
tcgecettco
Chaagcgoegy
gegeacgete
caagctotaa
cgcaaaaaac
tttegoectt
acaacactca
gcocctattggt
Etaacgtita
acaccgcata
tggttaggta
ggagaghace
gcaacsaggt
ctcaattagt
cgcagttcoog
gaggeegoct
ggcttttgea
ceatgattga
toggotatga
cagcgcaggyg
tgcaggacga
tgctcgacgt
aggatctect
tgcggegact
gcatcgagoyg
aagagcatca
acggoegagga
atggecygett

azaatcatga
cacgtcgeoca
actaaggagc
atcgtotaca
actagoggaa
tacgtecacat
gctgagagga
gtgactgaca
cagtcteccoct
taggtgecetg
afdagaggaaa
getggecttty
attcoaaccg
tocageatgyg
dggcgaaatcco
cagaagttcg
gaaaacaaga
gagaacatcc
gccogeaatt
tgcaccaaac
gcagattgea
tacatccacg
gaatgggoca
getgaacety
tatcacoctg
caatctcaca
tgcaacaaag
caggeocagyg
tgcttttata
ggagacggeyg
fgeaccaaga
gttaatgctt
aatgcagtga
cattataagce
tcagggggag
cegataagga
caacagttge
cgggtgtggt
ctttogettt
atcgggggct
ttgatttggy
tgacgttgga
acccetatete
taaaaaatga
caatttcgoeo
cgeggatctg
ccttetgagy
cagggtcocc
gtagaaagtc
cagcaaccat
ccoatteteo
cggoctctga
aaaagcttga
acaagatygga
ctgggracaa
gogoooggtt
ggcagedegyg
tagtcactgaa
gteatctcac
gcatacgett
agcacgtact
ggggctogeyg
cctogtegtyg
ttetggatte
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aggccaacaa
cegagtctat
aggtgatgtg
cocaccaagt
ttacaatcta
ctaacggecg
tggctatcoa
getactactg
ggtggcctat
gacacaaagg
tcatgottge
acctgtgtgt
atgtcaagat
ctaadgcaggg
aggtgatctg
ctcaacteat
ttagccagag
aggaagcaca
acaagatccc
aaggttctgg
coccacetcga
caacacteoct
gdctgttcte
tggtgaatct
aaagccagay
gagacaatac
gaagagaaag
tcatcecatga
agatcccogyg
cagttgtggt
ttcteatcaa
cgagcagaca
aaaaaatgcet
Lgcaataaac
atgtgggagg
tcgatecgay
geagecctgaa
ggttacgage
cttoccetteg
ccetttaggg
tgatggttca
gtccacgtte
ggtctatict
gcoctgatttaa
tLgatgoggta
cgcageacca
cggaaagaac
agcaggcaga
cecaggoteo
agtcocogooc
gcccoatgge
gotattceoag
ttettotgac
ttgcacgeag
cagacaatcg
ctttttgtca
ctatcgtgge
gcgggaaggy
cttgctecty
agatcoggcta
cggatggaag
ccagcogaac
acccatggcy
atcgactgtyg

aggetggtee
caccocgocgto
ggagatgcaa
goktgoacgac
taccgacggce
cagcaagcaa
gatggeocott
ctggaaaaac
catccagaat
aatttacggc
ctaccaggge
gceatacgac
ccaggtgoea
tetteotgatt
cacaaatatc
catcctcocag
aggtgacaag
ggacgagcac
actgactgtyg
cococgocggco
caacaaaatt
ctcoccaaggaa
tccaaaatee
getgaagtoe
cattgtegay
acagacattyg
catgggcggc
aaagcetgeto
tgagcacgac
dJaacdatday
goccaaactga
tgataagata
ttatttgtga
aagttaacaa
Ltttttaaag
ctggcgtaat
tggcgaatgyg
agcgtgaccyg
ttteotogoca
ttcegattta
cgtagtggge
tttaatagtq
tttgatttat
caaatattta
titteteoott
tggcocctgaaa
cagoctgtgga
agtatgcaaa
ccagcaggcsa
ctaacteocgc
tgactaattt
aagtagtgag
acaacagtct
gttctecgge
gotgoetcoctga
agaccgacot
tggccacgac
actggotget
cogadgaaagt
cctgoecatt
coggtettgt
tgttegecay
atgcctgett
geoggotggyg

3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4820
49810
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120
£180
6240
6300
6360
6420
6480
6540
2600
6e60
&£720
6780
6840
6200
6960
7020
7080
7140
7200
7260
7320
7380
7440
7500
7560
7620
7680
7740



tgtggoggac
cggegaatgg
catcegoectte
acodgaccaadg
attacatctg
cactctcagt
acccgetgac
gaccgtetee
acgaaagggc
ttagacgtca
ctaaatacat
atattgaaaa
tgeggeatet
tgaagatcag
ccttgagagt
atgtggegeg
ctatteteag
catgacagta
cttacttoty
ggatcatgta
cgagcgtgac
cgaactactt
tgcaggacca
agccggtgag
cegtatcgta
gatcgctgag
atatatactt
cotttttgat
agacccoogta
ctgcttgcaa
accaactctt
tctagtgtag
cgctetgeta
gttggacteca
gtgcacacag
gctatgagaa
cagggtegga
tagteoctgte
ggggcggage
ctggectttt

cgctatcagy
gctgaceget
tatcgecttce
cgacgoccaa
tgtgttggtt
acaatctgcet
goegecctgac
gggagctgea
ctegtgatag
ggtggcactt
tcaaatatgt
aggaagagta
tgecttectg
ttgggtgcac
tttcgeeceyg
gtattatccc
aatgacttgg
agagaattat
acaacgatcg
actcgccttyg
accacgatgc
actctagett
cttectgoeget
cgtgggtctc
gttatctaca
ataggtgoot
tagattgatt
aatctcatga
gaaaagatca
acaaaaaaac
tttecgaagg
cecgtagttag
atcctgttac
agacgatagt
cecagottgy
agecgecacga
acaggagaga
ggatttogec
ctatggaaaa
gctcacatygg
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acatagcgtt
tectegtget
ttgacgagtt
cetgecatoa
ttttgtgtga
ctgatgooge
gggcttgtct
tgtgtcagag
gectattttt
tteggggaaa
atccgctcat
tgagtattca
rttttgctea
gagtgggtta
aagaacgttt
gtattgacgc
ttgagtactc
geagtgetge
gaggaccgaa
atcgttggga
ctgtagcaat
cccoggoaaca
cggcccttec
gcggtatcat
cgacggggay
cactgattaa
taaaacttca
ccaaaatcce
aaggatcttce
caccgctacc
taactggett
gccaceactt
cagtggetge
taccggataa
agcgaacgac
ttecccgaagy
geacdaggga
accbctgact
acgccagcaa
ctegacagat

ggctaccogt
ttacggtate
cttetgageyg
cgatggooge
atcgatagcg
atagttaage
gctocoggea
gtttitcaceg
ataggttaat
tgtgcgegga
gagacaataa
acatttecgt
cecagaaacg
catcgaactg
tccaatgatyg
cgggcaagag
accagtcaca
cataaccatg
ggagctaacc
accggagetyg
ggcaacaacg
attaatagac
ggctyggetygyg
tgcagecactg
tcaggcaact
gcattggtaa
tttttaattt
ttaacgtgag
ttgagatcct
agcggtggtt
cagcagagog
caagaactct
tgccagtggce
ggcgcagedy
ctacaccgaa
gagaaaggced
gctteoecaggy
tgagegtaga
cgoggocttt
ct

gatattgctyg
gocgeoteeey
ggactctgag
aataasaatat
ataaggatcc
cagecacgac
tecoegottaca
tcatcaccga
gtcatgataa
acccctatit
coectgataaa
gtegccctta
ctggtgaaag
gatctcaaca
agcactttta
caacteggtc
gaaaagcatc
agtgataaca
gcrtttttge
aatgaagcca
ttgcgcaaac
tggatggagg
tttattgctg
gggccagatyg
atggatgaac
ctatcagace
aaaaggatct
ttttegttce
Ltittttctge
Lgtttgecgg
cagataccaa
gtagcaccge
gataagtcegt
teggactgaa
ctgagatacc
gacaggtatc
ggaaacgect
tttttgtgat
ttacggttce

aagagcttygg
attcgcageyg
gttcgaaatg
ctttatttte
gcgtatggtg
acccgecaad
gacaagctgt
aacgcgcegag
taatggtitc
gtttattttt
tgettcaata
ttccettitt
taaaagatgc
gcggtaagat
aagttctgct
gcegeataca
ttacggatgy
ctgeggccaa

acaacatggyg.

taccaaacga
tattaactgyg
cggataaagt
ataaatctgg
gtaagcecte
gaaatagaca
aagtttacte
aggtgaagat
actgagegte
gogtaatety
atcaagaget
atactgtect
ctacatacct
gtettacegg
cggggggtte
tacagcgtga
cggtaagcgg
ggtatcttta
gctcgtecagyg
tggcettttg

7800
7860
7920
7980
8040
8100
8len
8220
8280
8340
8400
B460
8520
8580
8640
8700
8760
8820
8880
8940
5000
5060
2120
5180
9240
2300
9360
9420
9480
9540
9600
9660
9720
9780
9840
9200
9860
10020
10080
10112

<210> 6

<211> 10227

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> LpESYNGP

<400> 6
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tcaatattgy
ttggecattg
aatatgaccg
gteattagtt
gectggctga
agtaacgcca
ccacttggca
cggtaaatgg
gcagtacatc
caatgggoegt
caatgggagt
cgatcgccoog
agcagagetc

ccattagcca
catacgttgt
ccatgttgge
catagcccat
cecgeccaacg
atagggactt
gtacatcaag
ceogectgge
tacgtattag
ggatagcgge
tigttttgge
cccegttgac
gtttagtgaa
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tattattcat
atctatatca
attgattatt
atatggagtt
accoecgood
tccattgacy
tgtatcatat
attatgecca
tcategetat
ttgacteacy
accaaaatca
gcaaatggge
cegteagate

tggttatata
taatatgtac
gactagttat
ccgogttaca
attgacgtcea
tcaatgggtg
gccaagtcog
gtacatgacc
taccatggtg
gggatttcca
acgggacttt
ggtaggegty
actagaagct
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gcataaatca
atttatattg
taatagtaat
taacttacgg
ataatgacgt
gagtatttac
ceccctattyg
ttacgggact
atgcggtttt
agtctccacc
ccaaaatgtc

tacggtggga
ttattgcggt

atattggcta
getcatgtee
caattacggg
taaatggccc
atgttcccat
ggtaaactgc
acgtcaatga
ttcctacttg
ggcagtacac
ccattgacgt
gtaacaactyg
ggtctatata
agtttatcac

60

126
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780



agttaaattg
gactctctta
ggttacaaga
cttgeogtttco
aggtgtccac
ataggctaga
atccoocggga
acaggaggac
aaaaagtcac
ccctggtgga
acgtgatoae
tagagcgeac
ttgacggtaa
agaaacaatc
acttoogood
gacttitgaa
aagaaatdgaa
tocgatgeccat
ctetggtgge
gggtgceceg
agtggatcat
agaacatcag
agattaaatce
tccaaaatgco
tggaggagaa
tcgocaaggc
gtccattgaa
aatgtagagc
gcagaagtght
tcccgataca
aaaatctgta
aagtagagga
cactaccatc
caccagcdtt
gggcacagge
caaaaagaag
ccttggeaga
ggaaatcaag
gtggeceoctyg
tgagggcaad
taagaaaagy
cocaggtogga
geacatgaca
Logeaectat
tgtgtggaag
tcaagagate
ggacdacctyg
actgagggca
tecoctocatat
goagttggat
tacctggatg
aggatgcotg
ggagaataat
aatgttgtge
ccaaggcatc
taaaaatctg
gtgccccace
ctggtactac
gagaatgaad
goagaacgga
Jctoggeoct
cactagagac
agagggoett
cgaaaaggaa

ctaacgcagt
aggtagecett
caggtttaag
tgataggcac
tceccagttea
gaattcgaga
cagcagagga
aggtaagatyg
cgtteagggt
tcttttocac
cotettyugag
ctggtgggec
agctagettt
cgaacctage
actgactcac
cgaagcctec
tgcttttote
tgacaagatc
tocceocacay
cgaacgoecag
cgaagecatg
gcagggggec
cgaaggecac
aaatgaagag
aatgtacgca
totgraaace
agctgcacaa
acctaaagtoe
tccaaaaaac
acagaagagt
cceagatoetyg
tetbcaacctg
gteoocktgatcea
ctcactactg
atcatoggoeg
gggagacaca
gacattctcg
ttcecgcaaga
accaaagaga
attagcgagyg
agcggcaaat
actgagatet
gtocttgaca
actgetttta
tgcctcecec
ctccaacctt
ttcatggggt
atcctaoctgg
agetggctgg
atggtcaaga
agctecggaa
gagttgaacc
gaaaagatta
gaggtcygaaa
Lttgtgggcog
atgectootge
ttcaaagttc
tettggettce
cttgtcgagg
gagggaatcyg
gtcactcaco
aagcaggtga
ggcctgdagy
attgtctatt
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cagtgcttcet
gcagaagttg
gqagaccaata
ctattggtct
attacagetc
ggggegcaga
gaacttacag
ggcgatcgeco
agccaddage
gacgctaatt
gacgtgacce
atcagcgoag
caactgetoo
gaggagtacc
aggagctata
cagaacctgt
gacgbggtge
goocgacgact
gggcctatcec
atgoagccag
agcgagggyga
gaqgaaccat
cctcaggaga
tgcagaaacg
tgtegegaca
ggcectggety
acatgttata
tgttttaaat
gggaagcaay
cagcagcaaca
agogaaataa
gacagtttgt
atgacaccoa
ctcactataa
Ltggaggeaa
ttaaaaccag
aggacctggyg
tcgagoctgaa
agcttgaggy
ccagogacas
ggagactoct
ctegeggact
ttggagacgc
ccatcocooayg
agggatttgt
tcecgegaaag
ceaacygggtco
agaaaggctt
actaccaget
acccaacact
teoctggyget
agaaggtcat
agaatgctca
tcactaagaa
Jaaagaaaat
tccageacgt
cotbcactaa
cocgagateogt
agcccactag
ctgcatacgt
aggtggctga
acattgtgac
gaccocagto
togooctgggt

gacacaacag
gtcgtgagge
gaaactygggs
tactgacatc
ttaaggectag
ccectacetgt
aagtcttctg
tcacctggtc
ttaccacagg
tegttaagga
aaacattgte
tcaamatggg
Jgogoctaagta
caattatgat
cecacoctgaygt
toggecatect
cagdgacaggco
gggataatcg
clatgaccge
catttgacca
ttaaagtcat
accctgagtt
tctocaagtts
cocatgaggea
ttggcactac
gtocatteaa
attgtgggaa
gtaaacagcc
gggctcaagy
aatctgttgt
aaaaggaara
gggagtaaca
tcttaatgtg
cagactgaaa
cgtogaaace
aatgctggtc
cgctazactc
agaggygcaca
cgeotaaggaa
taaccettac
gcaggacctg
gectcacoen
ttattttacc
catcaatcac
acttagococe
atacccagag
taagaagcag
cgagacaccc
ttgeocctgaa
gaacgacghbc
taccgttaag
ttggacagag
agggctocaa
ctacgaagod
catgaaggcc
cgecaccgayg
ggagcaggty
ctacacccac
cggaattaca
cacatctaac
gaggatgget
tgacagctac
tecoctggtgy
goctggacac

45

tctcgaactt
actgggeagg
ttgtcgagac
cactttgoct
agtacttaat
tgaacctgge
gaggtgttce
caaageecty
caattgcaac
gaaagattayg
tgggcaggag
gectgraaatc
cgagaagaaa
cgacggogeo
caacaccatc
gtctgtggac
tggacagaaa
ccaccecoctyg
taggttoatt
atttaggeag
gatcggaaag
tgtcgacagy
cttgacagac
cotcagaccet
caagcaaaag
aggaggagcea
gccaggacat
tggacatttce
gaggooccag
acaagagact
caatgtcaag
tacaatctcog
ctgetggaca
tacagaggaa
ttttececacto
gcecgacatcco
gtgctggcac
atgggtccoaa
atcgtgeage
aacagccoca
agggaactca
ggeggcetga
atccoccecteyg
caggagccog
tacatttacc
gttcaactet
racaaggaac
gacgacaagc
aactggaaag
cagaagctca
cacattgeceyg
gaagctcaga
tactacaate
acctatgtca
aacaaaggct
tctatcacce
atgtgggaga
caagtggtge
atctataceg
ggccgcacca
atccagatgyg
tactgotgga
cctatcatee
aaaggaattt

aagctgcagt
taagtatcaa
agagaagact
ttctcteceac
acgactcact
tgatcgtagy
tggccagaac
aagaaactyag
tgggecattgt
caactcagag
cgcgaagcett
aacaacgtgy
accgccaaca
ggcaatagda
cagacaaacg
tgcacctooy
cagatcctge
ccaaacgooc
aggggactgg
acctacagac
cccaaggcac
cttetgteoe
acactgacta
gaagatacco
atgatgctgo
ctgaagggag
ttatctagte
tcaaagcaat
adacaaactt
cctcagactce
gagaaggate
agaagaggoc
cocggagoecga
aggaaatacca
ctgtcaccat
ccgtecaccat
aactgtctaa
aaatccecca
goctgottto
tctttgtgat
acaagacogt
ttaaatgcaa
atcetgaatt
ataaacgcta
agaagacact
accaatatat
tcatcatocga
tgcaagaagt
tceagaagat
tgggcaatat
caactacaaa
aggaactgga
cogaagasaga
tcaaacagtc
ggtccacogt
gocgteoggcaa
tgraaaaagd
acgacgactg
acggcggaaa
agcaaaagag
cccttgagga
aaaacatcac
agaatatccg
acgdgcaacca

8B40

900

960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2340
3000
3060
3120
3180
2240
3300
3260
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
31900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
43290
4380
4440
4540
4560
4620



actcgcegat
gattaaggag
gattecoegtt
ttecatttggt
gggaatcatt
aagcaatatt
cagcaattca
cggragcaca
ttagcacacc
gcagatoaca
gatgaggtcce
gaccttcgtg
attgtgoacc
caccgacaac
aatgogeoocac
caacadgaact
cogcacttcag
cecctgggayg
graggoacag
aggtootaca
ggggatcatc
gggeggecge
atgagtitgg
gatgatgctat
attgcattca
aaaaccteta
Agaggeccgc
coctgtadcy
cttgccageg
googgettte
ttacggcacc
coectgataga
ttgttecaaa
attttgcedga
aattttaaca
tetgtgeaght
tctgaaagag
tgtcagttayg
catotcaatt
atgcaaagca
cocgccocctaa
atttatgcag
ttttttggag
ttaagactag
gggtggagag
ccgbgttocg
gtgococtgaa
ttoctitgege
gogaagtgec
Loatggotga
accaagcgaa
aggatgatet
aggcgegoat
atatcatggt
cggaccgcta
aatgggctga
ccttotatceg
ccaagocgacg
atetgtgtgt
tcagtacaat
ctgacgoegec
teteecgggag
agggcetegt
cgtcaggtgy

gaagccaoca
aagagagacdg
agogacadaa
tgggtgaccg
gatgaaggat
aagcttateg
agacaaccti
ggtgtgttct
tccoctaaga
caggaatgce
cecaatcact
gagagcaatt
tecoctogeaa
ggoaccaact
accactgdca
ctganagaaa
ctegocatta
gtcttecatca
toctccaaaa

agagttttgt’

gctgtgeccce
ttcecctttag
acdaaaccaca
cgetttattt
tcttatgttt
caaatgtggt
accgatogceo
gcgrattaag
cectagogec
ceogtocaage
tcgaccgcaa
cggttttteog
ctggaacaac
ttteoggeocta
aaatattaac
atttcacacc
gaacttggtt
ggtgtggaaa
agtcagcaac
tgcatctcaa
ctoocgoccag
aggecgagge
gactaggett
agccaccatg
gctattcgge
gctgtcecagceg
tgaactgoag
agcoctgtgete
ggggcagygat
tgoaatgogy
acatcgcata
ggacygaagag
gecegacggc
ggaaaatggc
tcaggacata
cegettecte
ccttottgac
cocaaccege
tgghtttttg
ctgctctgat
ctgacgggct
ctgcatgtgt
gatacgccta
cacttitegyg
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aaattaaaga
aggacyctygyg
agatcatteog
gaaagtacag
acaccggoga
aagggcagaa
gggacdaaaa
gggtggagaa
ttttggeeeg
cecactgeac
ggcaggoaga
ccggetacat
ttotggaatyg
ttgtggctga
ttococtatea
agatccaato
tcacctgoaa
ctaaccaggc
agttctgett
ggeaaggaga
Cgacacgcac
tgagggttaa
actagaatgc
gtaaccatta
caggttoagy
aaaatcoogat
cttecccaaca
cgcggegggt
cgetecttte
tctaaatogg
aaaacttgat
coectttgacy
actcaaccoct
ttggttaaaa
gtttacaatt
gcatacgegy
aggtaccttce
gtccoccagge
cagdgtgtgga
ttagtcagea
ttcocgcocat
cgoctogagce
ttgraaaaag
attgaacaag
tatgactggg
caggggcogec
gacgadgeag
gacdttgteca
ctcetgteat
cggctgeata
gagcgagoac
catcagygggc
gaggatctog
cgcttttotg
gcegttggeta
gtgotttacy
gagttecttet
catcacgatyg
tgtgaatcga
goegcecatagt
tgtetgetoc
cagaggoitt
tttttatagg
ggaaatgtygc

ggaaatcatyg
ctttgaccty
aaccgatgto
catggectaag
aatccaggty
gttegctcaa
caagattagc
catccaggaa
caattacaag
caaacaaggt
ctgeacccac
ccacgcaaca
ggccaggcetg
acctgtggtg
cectgaaage
tcacagagac
caaaggaaga
ccaggtcatc
ttataagatc
cggoygcagtt
caagcttcte
tgcttcgagce
agtgaaaaaa
caagctgcaa
gggagatgtg
aaggatcgat
gttgcgeoage
gtggtggtta
gotbtetice
gggctocoett
ttgggtgaty
ttggagtcea
atctoeggtet
aatgagctga
rcgeocctgatyg
atctgogoag
tgagacggaa
tcoccagcaq
aagtcococag
accatagtcc
tctcegecoce
totgagotat
cttgattett
atggattgea
cagaacagac
cggtbctttt
cgecggctatc
ctgaagaggg
cteacctitdc
cgcttgatec
gtactcggat
tcgogocago
tcgtgaccea
gattcatcga
cocegtgatat
gtatogeoge
gagcgggact
googcaataa
tagcgataag
taagccages
cggratcage
cacogteatco
Ltaatgtcat

gogganacaco
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cttgcctace
tgtgtgceat
aagatccagq
cagggtctte
atctgcacaa
ctcatcatoc
cagagaggtyg
gcacaggacy
atcccactga
totggecoocoy
ctogacaaca
ctcetebeca
ttctctocaa
aatctgctga
cagggeattg
aatacacaga
gaaageatygg
catgaaaagc
ccegghgage
gtggtgaacg
atcaagccaa
agacatgata
atgetttatt
taaacaagtt
ggaggtttct
cegggetgge
ctgaatggeg
cgcgeagegt
cttoctttot
tagggttecy
gttcacgtag
cgtbatttaa
attocttttga
tttaacaaat
cggtatttte
caccatggec
agaaccaget
geagaadtat
gctecoecage
cgceoctaac
atggctgact
tcocagaagta
ctgacacaac
cgcaggttct
aatcgygctga
tgtcaagacc
gtggeeggce
aagggactay
tcctgocogag
ggctacotge
ggaagecggt
cgaactglttc
tggcgatges
ctgtggccgg
tgoctgaagag
tceocgaticg
ctggggtteg
aatatcttta
gatcogegta
cogacacoeg
ttacagacaa
acegaaacge
gataataatg
tattlgttta

agggcacaca
acgacatcat
tgecacccaa
tgattaacgg
atatcggceaa
tccagcacca
acaagggctt
agcacgagaa
ctgtggctaa
ccggetgegt
aaattatcet
agdgaaaatgc
aatccectgcea
agttcoctgaa
tecgagagggco
cattaggagge
goggocagac
tgctcttgea
acgactggaa
atgagggcraa
actgaacccqg
agatacattyg
tgtgaaattt
aacaacaaca
taaagcaagt
gtaatagcga
aatggacgcyg
gaccgcectaca
cgccacgtte
atttagagct
tgggcoateg
tagtagacte
tttataaggg
atttaacgecg
tocttacgoa
tgaaataace
gtggaatgtg
gcaaagcaty
agdcagaagt
tccgoccoccate
aactttLtte
gtgaggaggce
agtcteogaac
cocggoogett
tctgatgecyg
gacctgtoog
acgacygggey
ctgctattgg
aaagtatceoa
ceatbegace
cttgtecgatco
gccaggotaca
tagcttgeega
ctgggtgtgy
cttggeggey
cagcgcateg
aaatgaccga
ttttcattac
tggtgcactc
ccaacacgcy
gctgtgacaog
gegagaogaa
gtttocttaga
tttttctaaa

4680
AT4AD
4800
4860
4920
4920
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5540
6000
6060
5120
6180
6240
6200
6360
6420
€480
6540
6500
6660
6720
6780
6840
6900
6960
T0Z0
7080
7140
T200
7260
7320
7280
7440
7500
7560
7620
7680
7740
7800
7880
7920
7980
8040
8100
8160
B220
8280
8340
8400
B460



tacattcaaa
gaaaaaggaa
cattttgect
atcagttggg
agagtttteg
gogeggtatt
ctecagaatga
cagtaagaga
ttcotgacaac
atgtaactcg
gtgacaccac
tacttactct
gaccacttct
gtgagcgtgg
tcgtagttat
ctgagatagg
tactttagat
ttgataatct
ccgltagaaaa
tgcaaacaaa
ctetttttee
tgtagocgta
tgctaatoct
actcaagacyg
cacagoccayg
gagaaagogo
toggaacagy
ctgtcegggtt
ggagcctatg
cttttgctca

tatgtatccg
gagtatgagt
tcotgtttet
tgcacgagtyg
cocogaagaa
atecccgtatt
cttggttgayg
attatgecagt
gatcggagga
ccttgatogt
gatgcoctgta
agcttocecgg
gcgectcecggeco
gtctegoagt
ctacacgacg
tgoctcactyg
tgatttaaaa
catgaccaaa
gatcaaagga
aaaaccaccyg
gaaggtaact
gttaggccac
gttaccagtg
atagttaceg
ctlggadgcga
cacgecttcoo
agagcgcacd
tegececaccte
gaaaaacgeoc
cabggcectcoga
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ctcatgagac
attcaacatt
gctcaccocad
ggttacatcg
cgttitocaa
gacgoeggga
tactcaccayg
gctgeocataa
cegaaggagc
tgggaaccgg
gcaatggcaa
caacaattaa
cttccggctg
atcattgeag
gggagtcagg
attaagcatt
ctteattttt
atcoccttaac
tcttettgag
ctaccagegg
ggctitcagea
cacttcaaga
getgetbgoca
gataaggcgce
acgacctaca
gaagggagaa
agggagctte
tgacttgagc
agcaacqgcdgg
cagatct

aataacactg
tcogtgtege
aaacgctggt
aactggatct
tgatgagcac
aagagcaact
tcacagaaaa
ccatgagtga
taaccgettt
agctgaatga
caacgttgcg
tagactggat
gotggtttat
cactgaggeoc
caactatgga
ggtaactgtc
aatttaaaag
gbgagtttte
atcetttttt
tgatttgttt
gagegeagat
actatgtage
gtggcegataa
ageggt.cggy
ccgaactgag
aggcggacag
caygggyggaaa
gtegatittt
cetttttacy

ataaatgctt
cettattceco
gaaagtaaaa
caacagcggt
ttttaaagtt
cggtcgocge
gcatctiacyg
taacactgcg
tttgcacaac
agccatacca
caaactatta
ggaggcggat
tLgctgataaa
agatggtaag
tgaacgaaat
agaccaagtt
gatctaggtyg
gttcecactga
totgegegta
geceggat.caa
accaaatact
accgectaca
gtegtgtett
ctgaacggyy
atacctacay
gtatceggta
cgoctggtat
gtgatgctcg
gttcocotggeco

caataatatt
ttttttgegg
gatgctgaag
aagatccttg
ctgectatgtg
atacactatt
gatggcatga
gccaacttac
atgggggatc
aacgacgagqc
actggcgaac
aaagttgcag
tctggagecg
ccecteccegta
agacagatcg
tactcatata
aagatcettt
goegtcagace
atctgetget
gagctaccaa
gtocttotag
tacctogcto
acegggttag
ggttcgtgea
cgtgagctat
agcggeaggd
ctttatagtc

tcaggggggce
ttttgetgge

8520
8580
B640
8700
5760
8820
3880
8940
apoon
9060
9120
$180
9240
2300
9360
5420
9480
9540
3600
29660
9720
2780
S840
2900
9960
iooz20
10080
10140
10200
10227

<210>7
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<213> Secuencia artificial

<220>
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<400> 7
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tcaatattgy
ttggocattg
aatatgaccy
gtcattagtt
geetggectga
agtaacgcca
ccacttggea
cggtaaatgg
gcagtacatc
caatgggcgt
caatgggagt
cgatcgoocg
agcagagetc
agttaaatty
gactctetta
ggttacaaga
cttgegttte
aggtgtcecac
ataggctaga
actggaaaaa
attgtcoctg
cagagacgtg
agctttcgag

ccattagoca

catacgttgt-

coatgttgge
catagcccat
cocgccocaacyg
atagggactt
gtacatcaag
ccogechgge
tacgtattag
ggatagcggt
Ltgetttgge
ccoccgttgac
gbttagtgaa
ctaacgcagt
aggtagecktt
caggtttaay
tgataggocac
tccoagttca
gaattcgecca
gtecaccgtte
gtggatcEtt
atccocectcet
cgcacctggt
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tattattcat
atctatatca
attgattatt
atatggagtt
accccegoce
tccattgacg
tgtatcatat
attatgeocca
tcatcgeotat
ttgactcacg
accaaaatca
gcaaatgggo
ccgteagata
cagtgotter
geagaagttyg
gagaccaata
ctattggtcet
attacagctco
ccatgageoga
agggtagcca
teceacgacac
tggaggacgt
gggccatcag

tggttatata
taatatgtac
gactagttat
cogogttaca
attgacgteca
tcaatgggtg
gccaagtccg
gtacatgacc
taccatggtg
gggatttcca
acggdacttt
ggtaggegtyg
actagaagct
gacacaacad
gtegtgagge
gaaactggge
tactgacato
ttaaggctayg
tccoccctcace
aaagettacc
taatttcgtt
gacccaaaca
cgcagtcaaa
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gcataaatcoa
atttatattg
taatagtaat
taacttacgg
ataatgacgt
gagtatttac
ccoectattg
ttacgggact
atgcggtitt
agtctecacc
craaaatgte
tacggtggga
ttattgoggt
tetegaactt
actgagcagy
Cttgtegagac
cactttgect
agtacttaat
tggtccaaag
acaggoaatt
aaggagaaaqg
ttgtctggge
atggggotgc

atattggcta
gctcatgtcc
caattacggg
taaatggcoc
atgttccoat
ggtaaactgc
acgtcaatga
ttcctacttyg
ggcagtacac
ccattgacgt
gtaacaactyg
ggtetatata
agtttatcac
aagctgcagt
taagtatcaa
agagaagact
ttctctececac
acgactgact
ccctgaagaa
gcaactgggc
attggcaact
aggagcgaoga
aaatcaadaa

&0
120
180
240
300
3a0
420
480
540
600
660
720
780
840
S0o
960
1020
1080
11490
1200
1260
1320
1380



cgtggttagac
caacaagaaa
taggaactic
aaacggactt
ctcocgaagaa
cctgctegat
cgeccectetyg
actygggggty
cagacagtgg
ggcacagaac
gtoccagatt
gactatccaa
taccetggag
goitgetogeco
gggaggtcca
tagtcaatgt
gcaatgcaga
aactttccecg
gactcaaaat
ggatcaagta
aggcccacta
googacacaca
taccagggca
accatcaaaa
accatecttyg
cctaaggaaa
coccagtgge
ctttctgagg
gtgattaaga
accgtccocagy
tgcaagcaca
gaatittcgee
cgctatgtgt
acacttcaag
tatatggacg
atogaactga
gaagttecta
aagatygcagt
aatattacct
acaaaaggat
ctggaggada
gaagaaatgt
cagtcocaay
accgttaaaa
ggcaagtgeco
aaaggctggt
gactggagaa
ggaaagcaaa
aagaggcetcg
gaggacacta
atocacagagg
atcogegaaa
aaccaactcyg
acacagatta
atcatgatte
cocaattcat
aacgggggasn
ggcaaaagca
caccacagca
ggcttcggea
gagaattgge
gotaagcaga
tgegtgatga
atoetgaccet

ggtaaagcta
caatccgaac
cgcoccoactga
ttgaacgaag
atgaatgectt
gocattgaca
gtggcteocceo
cooedogaac
atcatcgaag
atcaggeagg
aaatccgaag
aatgcaaatg
gagaaaatgt
aaggctotga
ttgaaagctyg
agagcaccta
agtgttccaa
atacaacaga
ctgtacccag
gaggatctca
ceatcgteot
gogttetoac
caggeateat
agaaggggag
geagagacat
tcaagttccyg
coctgaccaa
gcaagattag
aaaggagcgg
ftcggaactga
tgacagtcct
¢etatactge
ggaagtgect
agatccteoca
acctgttcat
gggcaatcaot
catatagoty
tggatatggt
ggatgagcto
goctggagtt
ataatgaaaa
tgtgegaggt
geoatcttgtyg
atctgatget
coacettcaa
actactctig
tgaagettgt
acggagaggyg
gcoctgteac
gagacaagca
gocttggect
aggaaattgt
ccgatgaage
aggadaaygag
cegttageoga
tLggttgggt
tcattgatga
atattaagct
attcaagaca
gcacaggtgt
acacctooce
tcacacagga
ggtacoacaa
tegtyggagag
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gectttcaact
ctagcgagga
ctcoccagggg
cetocoagaa
ttctocgacgt
agatcgecga
cacaggggcc
gccagatdaga
ccatgagcga
gggccaagda
gccaccctea
aagaglgcag
acgeatgtog
aaaccggcot
cacaaacatg
aagteotgttt
azaacgggaa
agagbtcagca
atctgagoga
acctggacayg
gabtcaatgac
tactgeteoac
cggegttgga
acacattaaa
tctocaggac
caagatogag
agagaagott
cgaggccagc
caaatggaga
gatctctoge
tgacattgga
ttttaccatc
coeccagdga
acctttococgce
ggagtecaac
coctggagaaa
gotbtgggotag
caagaaccca
cqgaatccet
gaaccagaag
gattaagaat
cgaaatcact
ggccggaaag
cetgoctecag
agttccctteo
gettaecyag
cgaggadoece
aatcgctgea
tecaccaggtyg
ggtgaacatt
ggagggaccc
ctatttcegec
cgccaaaatt
agacgaggac
cacaaadgatc
gaccggaaayg
aggatacacc
tatcgaaggy
accttgggac
gttctggatg
taagatttty
atgcaccoac
tcactggeayg
caattcocgge

goctoogeget
gtacccaatt
ctataccacc
cetgttogge
ggtgccagga
cgactgggatl
tatcoctatg
gocageattt
ggggattaaa
accatacect
qggagatctceco
agacgccatyg
cgacattgge
ggctggtaeca
ttataattgt
taaatgtaaa
gcaaggaget
caacaaatct
aataaaaaag
tttgtgggay
accecectctta
tataacagac
ggcaacgtcg
accagaatge
ctgggcgcta
ctgaaagadgg
gagggcdcta
gacaataacc
ctoctgeagy
ggactgeoectc
gaggettatt
cccagrcatca
tttgtgetta
gaaagatacc
gggtctaaga
ggcttocgaga
cagctttges
acactgaacg

gggcttaceyg

gteatttgga
gcbtcaagggce
aagaactacg
aaaatcatga
cacgtogoca
actaaggagc
ategtataca
actagcggaa
tacgtcacat
gotgagagga
gtgactgaca
cagtetooct
tgggtgcectg
aaagaggaaa
gcitggotttg
abtccaaceg
tccageatgg
dgogaaaktoc
cagaagttcg
gaaaacaada
gagaacatcc
gocogoaatt
tgcaccaaac
gcagattgca
tacatccacg
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aagtacgaga
atgatcgacy
tgggtcaaca
albceotgtotyg
caggetggac
aatcgecacc
accgetaggt
gaccaattta
gtcatgatcg
gagtttgteg
aagttcttaga
aggcacctoa
actaccaago
ttcaaaggag
gggaagccag
cagoctggac
caagggaggc
gttgtacaag
gaatacaatg
Ltaacatacaa
atgtgctgct
tgaaatacag
aaaccttttc
tggtogccga
aactcgtgct
gcacaatggg
aggaaatcgt
cttacaacag
acctgaggga
acoocoggogy
ttacecatcce
atcaccagga
goccotacat
cagaggttca
agcagacacaa
cacccgacga
ctgaaaactyg
acgtoccagaa
Ltaagcacat
cagaggaago
tccaatacta
aagccaccta
aggccaacaa
ccgagteotat
aggtgatgtyg
ccecacoaagt
ttacaatcta
ctaacggeocy
tggctatcca
gctactacty
ggtggcctat
gacacaaagg
tecatgobtac
acctgtgtgt
atgtcaagat
ctaagcaggdg
aggtgatctg
ctcaactcat
ttagcoagag
aggaagcaca
acaagatcco
aaggttotgg
cccacctaoga
caacactcct

agaaaaccgcg
gogooggeaa
ccatcecagac
tggactgceac
agaaacagat
coctgecaaa
tcattagygyg
ggcagaccta
gaaagoocaa
acaggcttcot
cagacacact
gacctgaaga
agaadatgat
gagcactgaa
gacatttatce
atttctcaaa
cocagaaaca
adactcctca
tcaaggagaa
cotacgagaag
ggacaccgga
adgaaggaaa
cactcetgte
catacoccgtce
ggcacaactyg
tccaaaaate
gcagogoctg
cecocatettt
actcaacaag
Cctgattaaa
ccheogatect
gccegataaa
ttaccagaag
actctaccaa
ggaactcatc
caagctgeaa
gaaagtccag
gctoatgggo
tgecegcraact
tcagaaggaa
caatcccgaa
tgtcatcaaa
aggetggtcc
caceogeglc
dgagatgcaa
ggtgoacgac
taccgacggc
caccaagcasa
gatggccett
ctggaaaaac
catcocagaat
aatttacggo
ctaccagyggce
gocatacgac
cocaggtgeca
cottotgatt
cacaaatatc
catccteocag
aggtgacaag
ggacdagcac
actgactgtyg
cccocogooggo
caacaaaatt
cltocaaggaa

1440
1500
1560
1620
la80
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
22840
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
29440
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3800
3560
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
45820
4980
5040
5100
5160
5220



aatgeattgt
ctgcacaccey
ctgaaaatcg
agggecaaca
gaggocogoac
cagacceccct
ttgcagcagg
tggaaagagtc
ggcaagggga
acecgacgaa
tgtgagagaga
goagaatcga
asaagaagaa
tggaagdtga
cacaaacatg
ggcgtgacey
aatggagaat
tttggagaga
atcaacgagc
gagattogaa
ctegctatog
coctittagtg
aaaccacaac
chitatttgt
ttatgttteca
aatgtggtaa
cgateogecct
gcattaagcey
ctagogoceyg
cgtcaageto
gaccgoaaaa
gtttttegeo
ggaacaacad
Ltoggectatt
atattaacgt
ttcacacoge
acttggttag
tgtggaaagt
tcageaaccesa
catctcaatt
cegeccagtt
gccgaggeog
ctaggetttt
ccaccatgat
tattcggeta
tgtcageogea
aactgcagga
ctgtgctoga
ggeagdatct
caatgeggeg
atcgcatoga
acgaagagca
ccgacggoga
aaaatggccog
aggacatagc
gacttcctogt
ttettgacga
caacctgeca
gtrttttgtg
gctctgatge
gacgggcttg
gcatgtgtca
tacgcotatt
cttttegggy

gcacotecoot
acaacggcac
cocacaccac
gaactctgaa
tteagetoge
gggaggtett
cocagtcectco
ctacaagagt
tcatcgcoctgt
tecccaggagy
acacaatgtt
aggaagcaag
atgactggtg
ccagtggtgo
catcgcgaga
gtggatcagy
cagaggadta
gotatattte
acaagaacgg
gcgaaggagyg
cttgctgtgyg
agggttaatqg
tagaatgcag
aaccattata
ggttcagggg
aatccgataa
tocccaacagt
cggegggtgt
ctectttcoge
taaatcgagg
aacttgattt
ctttgacgtt
tcaaccctat
ggttaaaaaa
ttacaatttc
atacgcggat
gtacctteotg
coccaggeoto
ggtgtggaaa
agtcagcaac
cogeceatte
cotcggecte
gcaaaaagct
Lgaacaagat
tgactgggea
ggggcgcecg
cgaggeadgeyg
cgttgteact
cctgtcatct
gctgcatacg
gogadgcacgt
tcaggggctc
ggatciogtce
cttttotgga
gttggctacce
gotttacggt
gttcettetga
tcacgatgge
tgaatcgata
cgcatagtta
tctgeteeeg
gaggttttca
tttatagglt
aaatgtgcoge
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cgeaattctyg
caactttgtg
tggeattecc
agaaaagatc
ccttatcacco
catcactaac
casaaagttc
tttgtggaaa
gococtgaca
aatctcaaco
tecaaccttat
agaccaagasa
gaaaataggt
agggtcotog
agacacctgg
ggacaaatac
caacaggcgg
cgagaagacc
ctetgegdgg
aaacatttat
attteccoctla
cttogageag
tgaaaaaaat
agctgcaata
gagatgtggg
ggategateo
tgcgcagect
gogtggttacg
tEtcttococt
goteecttta
gggtgatggt
ggagtccacg
ctcggtetat
tgagctgatt
geectgatgay
ctgcgeagea
aggceggaaag
cocageagao
gtecccagge
catagtcccg
tcegeooocat
tgagctattce
tgattettet
ggattgecacyg
caacagacaa
gttctttttg
cggetatogt
gaagegyggaa
cacotitgeto
cttgatecgg
actecggatgg
gogooagoecyg
gtgacccatg
ttcatecgact
cgtgatattg
atcgececgctc
gecgggactet
cgcaataaaa
gcgataagga
agocagoooc
gratceogett
ccgtecatocac
aatgbcatga
ggaaccccta

gaatgggcca
gctgaacctg
tatcaccetg
caatctcaca
tgcaacaaag
caggccoagy
Logcttttata
ggagacyggceyg
cgoaceaago
cctattacce
tygttataata
atgaacctga
atgtttctgt
ggcagtagtt
gaccaggccce
tacaagcaga
ccaaagagct
aaaggggaga
aacaatcectce
gactgttgea
tggetattil
acatgataag
getttatttg
aacaagitaa
aggtttttta
gggctggegt
gaatggogaa
cgcagcgtga
tcctttcecteg
gggttocogat
tcacgtagtyg
ttetttaata
tcttttgatt
taacaaatat
gtattttete
ccatggcecetyg
aaccagotgt
agaagtatge
tocococcageoag
cocctaactco
ggctgactaa
cagaagtagt
gacacaacag
caggttctce
Loggetgolc
tcaagaccga
ggctggceac
gggactgget
ctgoegagaa
ctacctgeca
aagcoggtct
aactgttcge
gogatgoctg
gtggcegget
ctgaagaget
ccgattcogea
ggggttcgaa
tatctttatt
tccgegtatg
gacacocgoc
acagacaagce
cgaaacgcgco
taataatggt
tttgtttatt
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ggctgttote
tggtgaatct
aaagccaggy
gagacaatac
gaagagaaag
teatcecatga
agatcoeogy
cagttgtggt
ttcteatcaa
aacagtcaga
atgacagtaa
aagaagaatc
tatgottage
acclgaagaa
aacacaacat
agtactcecag
gggtgaagtc
tttctoageco
accaaggdtc
ttaaagccca
gggggt.caggy
atacattgat
tgaaatttgt
caacaacaat
aagcaagtaa
aatagcgaag
tggacgogeco
ccgctacact
ccacgttoge
ttagagette
ggcoatcgceo
gtggactott
tataagggat
Ctaacgogaa
cttacgcate
aaataaccte
ggaatgtgig
aaadcatgea
gcagaagtat
cgeceatooo
ttttttttat
gaggaggett
Lctegaactt
ggecgettgg
tgatgoogee
cectgteeggt
gacgggegtt
gctattgggc
agtatceate
attcgaccac
tgtcgatcag
caggctcaag
cttgoccgaat
gggtgtggcg
tggocggogaa
gogcategog
atgaccgacce
ttecattacat
gtgcactctce
aacacooget
tgtgaccgtc
gagacgaaag
ttettagacg
tttctaaata

tecaaaatoo
gctgaagtte
cattgtogay
acagacattyg
catgggegge
zaagctgctco
tgagcacgac
gaacgatgag
gccaaactga
aaaatctaag
gaacadgcaty
Laaagaagaa
cagggccete
aaaattoccat
acacctagea
gaacgactgg
aatcgaggea
tggggcgget
cttagacctg
agaaggaact
gogyoecogett
gagtttggac
gatgctattg
tgeattoatt
aacctctaca
aggcocgcac
ctgtagcgge
tgccagoegee
cggcttteoce
acggcaccte
ctgatagacg
gttococaaact
tttaceogatt
ttttaacaaa
tgtgoggtat
tgaaagagya
tcagttaggg
tcteaattag
gcaaagcatyg
agocccctaactk
ttatgcagag
tttbggaggo
aaggctagag
gtggagagygc
gtgttcecgge
gcecctgaaty
ecttgegeag
gaagtgceog
atggctaatg
caagcgaaac
gatgatctgg
gogedeatgco
atcatggtog
gaccgetltate
tgggctgacc
ttctatogac
aagcegacgoc
ctgtgtgttg
agtacaatct
gacgegocek
tccgggaget
ggcctoghtga
tcaggtagcea
cattcaaata

5480
5340
5400
5480
5L20
5580
5640
5700
5760
S5B20
S880
5940
&000
e060
€120
6180
6240
&£300
6360
£420
6480
6540
6600
a6l
6720
G780
6340
6300
6960
7020
TO80
7140
7200
7260
7320
7380
7440
7500
7oal
Te20
7680
7740
TE00
TEE0
7920
7980
8040
8100
81le0
8220
B280
8340
8400
8460
8520
8580
B&40
8700
B760
B8E20
8880
8940
2000
2060



tgtatcoget
gtatgadgtat
ctgtttttge
cacgagtggg
Ccogaagaacy
cccgtattga
tggttgagta
tatgragtgce
tcggaggacc
ttgatcgttg
tgecctgtage
ctteoceggea
grteoggoect
ctcgecggtat
acacgacggyg
cctecactgat
atttaaaact
Lgaccaaaat
tcaaaggatc
aaccaccget
aggtaactgy
taggccacca
taccagtgge
agttaccgga
tggagecgaac
cgcttcocoga
agogeacgag
goeacctetg
aaaacgccay
tggctegaca

catgagacaa
tcaacattte
tcaccocoagaa
ttacatcgaa
ttttceoaatg
cgocgggcaa
cteaccagte
tgecataacce
gaaggagcta
ggaaccggay
aatggcaaca
acaattaata
tccggectgge
cattgeagea
gagtcaggea
taagcattgyg
tcattittaa
ceccttaacgt
ttcttgagat
accagoeggtyg
cttcagcaga
cttcaagaace
tgctgeocagt
taaggegcag
gacctacace
agggagaaad
ggagcetteca
acttgagcgh
caacgeggeo
gatct
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taaccctgat
cgtgtegocoe
acgctggtga
ctggatctca
atgagcactt
gagcaactcg
acagaaaagc
atgagtgata
acegottttt
ctgaatgaag
acgttgcgeca
gactggatgg
tggtttattg
ctggggccag
actatggatg
taactgtcag
tttaaaagga
gagtttteogt
cottbtttte
gtttgtttge
goegcagatac
totgtageac
ggcgataagt
cggteggget
gaactgagat
gcggacaggt
gggggaaacy
cgatttotgt
tttttacggt

aaatgcttca
ttattcocctt
aagtaaaaga
acagcgdtaa
ttaaagttct
gtegoogcat
atcttacgga
acactgcggc
tgracaacat
ccataccaaa
aactattaac
aggcgdataa
ctgataaatce
atggtaageo
aacgaaatag
accaadgttta
tctaggtgaa
tocactagage
tgogodtaat
cggatcaaga
caaatactgt
cgocctacata
cgtgtettac
gaacgggggd
acctacageg
atccggtaag
cctggtatet
gatgctogte
cecoctggcctt

ataatattga
ttttgeggea
tgctgaagat
gatcecttgag
gctatgtggc
acactattct
tggcatgaca
caacttactt
gggggatcat
cgacgagogt
tggcgaacta
agttgcagga
tggagecceggt
ctocagtate
acagatoget
cteatatata
gatccetittt
gtcagaceceo
ctgctgcttyg
gotaccaact
cettetagtg
cctegetectyg
cgggttggac
ttegtgeaca
tgagctatga
cggcagggtce
ttatagtcct

aggggggcgg
ttgctggect

aaaaggaaga
ttttgocttce
cagttgggtg
agttttegece
gcaggtattat
cagaatgact
gtaagagaat
ctgacaacga
gtaactcgec
gacaccacgga
cttactctag
ccacttectgce
gagcgtggyt
gtagttatct
gagataggty
ctttagattyg
gataatctca
gtagaaaaga
caaacasaaa
ctttttacga
tagccygtagt
ctaatcctgt
tcaagacgat
cagcccagcet
gaaagcgcca
ggaacaggad
gtcagggtttc
agcctatgga
tttgcteaca

2120
5180
9240
9300
9360
9420
9480
9540
9600
9660
9720
G780
9840
299040
9960
10020
10080
10140
10200
10260
10320
10380
10440
10500
10580
10620
10680
10740
103040
10815

<210> 8

<211> 10930

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> LpESYNGPRRE

<400> 8
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tcaatattgg
ttggeccattg
aatatgaccyg
gteattagtt
gcctggetga
agtaacgcca
ccacttggca
cggtaaatgg
gcagtacatc
caatgggcgt
caatgggagt
cgatcgcecy
agcagageta
agttaaattg
gactctetta
ggttacaaga
cttgegttte
aggtgtcecac
ataggcotaga
abtceccocoggga
acaggaggac
aaaaagtrac
coctggtgga

ccattageea
catacgttgt
ccatgttggc
catagcceat
ccgeocaacy
atagggactt
gtacatcaag
cccgoctggc
tacgtattag
ggatagcggt
ttgttetgge
ccocgttgac
gtttagtgaa
ctaacgcagh
aggtagectt
caggtttaag
tgataggcac
teccagttea
gaattegaga
cagcoagagga
aggtaagatg
cgttcagggt
tectttteocac
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tattattcat
atctatatca
attgattatt
atatggagtt
AaCCCCcogcce
tocattgacg
tgtatcatat
attatgocca
tcatcgetat
ttgactcacy
accaaaatca
Jgoaaatgggc
ccgteagate
cagtgctict
gcagaagttyg
gagaccaata
ctattggtet
attacageto
ggggrgcagsa
gaacttacag
gacgatccoe
agccaaaagc
gacactaatt

tggttatata
taatatgtac
gactagttat
ccgegttaca
attgacgtca
tcaatgggtyg
gcraagtceg
gtacatgacc
taccatggtyg
gaggatttcca
acgggacttt
ggtaggcegtyg
actagaagct
gacacaacag
gtcgtgaggc
gaaactggge
tactgacatc
ttaaggctag
ccectacctgt
aagtcttctg
tcacctggtc
ttaccacagg
tcgttaagga
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gcataaatca
atttatattyg
taatagtaat
taacttacgg
ataatgacgt
gagtatttac
cocootatty
tLtacgggact
atgcggtttt
agtbctecace
ccaaaatgte
tacggtggga
ttattgeggat
tcteogaactt
actgggcagd
ttgtegagac
cactttgcct
agtacttaat
tgaacctggc
gaggtgttcce
caaagcoctg
caattgcaac
gaaagattgg

atattggcta
gctecatgtec
caattacggy
taaatggcce
atgttcoccat
ggtaaactgce
acgtcaatga
ttoctacttg
ggcagtacac
ccattgacgt
gtaacaactg
ggtctatata
agtttatcac
aagctgeagt
taagtatcaa
agagaagact
Ltctctecac
acgactcact
tgatcgtagy
tggecagaac
aagaaactgyg
tgggcattgt
caactcagad

60
129
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
S0o
a0
1020
1080
1140
12470
1260
1320
1380



acgtgatcec
tcgagcgceac
ttgacggtaa
agaaacaatec
acttocgooe
gacttittgaa
aagaaatgaa
tegatgecat
cteotggtgge
gggtgcecceg
agtggatcat
agaacatcag
agattaaatc
tccaaaatge
tggagdagaa
tegcocraagge
atcrocattgaa
aatgtagagc
gocagaagtgt
tocegataca
aaaatctgta
aagtagagga
cactaccate
cavcagogtt
ggdcacaggc
caaaaagaag
ccttggcaga
ggaaatcaag
gtagcocootyg
tgagggcaag
taagaaaagg
ccaggtogga
gcacatgaca
teogeoacetat
rtgtgtggaag
tcaagagato
ggacgacctg
actgagggoa
Lecteaecatat
geagttggat
tacctggaty
aggatgccty
ggagaataat
aatgttgtge
ccaaggeate
taaaaatctg
gtgccoecace
ctggtactac
gagaatgaaq
graaaacdgga
get.eggecect
cactagagac
agagggectt
cgaaaaggaa
actogeogat
gattaaggag
gattocogtt
ttoatttggt
gggaatcatt
aagcaatatt
cagcaattca
cggoagoaca
ttggcacacc
gcagatcaca

cctettggag
ctggtgggcce
agotagetet
Cgaacctagc
actgactcce
cgaagectcoe
tgcttttcte
tgacaagate
tccoccacag
cgaacgccag
cgaagocatg
gcagggggcc
cgaaggccac
aaatgaagag
aatgtacgca
tcoctgcaaacc
agctgcacaa
acctaaagtce
tLocaaaaaac
acagaagagt
ccocagatctg
tctcaacctyg
gteetgatca
ctcactactg
atcatoggcog
gggagacaca
gacattctce
ttcoocgecaaga
accaaagaga
attagcegagy
agocggcaaat
actgagatct
gtcettgaca
actbtgetttta
tgcctocococ
ctooaacott
ttecatggggt
atcctootygy
agctggcetgg
atggtcaaga
agctocggaa
gagttgaacc
gaazagatta
gaggtcogaaa
ttgtgggccey
atgctectge
ttcaaagttc
tettggette
cttgtcecgagg
gagggaatceg
gtcactcacae
aagcaggtga
ggcctggagg
attgtotatt
gaagcogoea
aagadgagacyg
agogacacaa
tgggtgaccyg
gatgaaggat
aagcttatog
agacaacctt
ggtgtgttet
teccctaaga
caggaatgecc
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gacgtgaccc
atcagegrayg
caactgeteo
gaggagtacc
agaggqctata
cagaacctgt
gacgtggtge
gocgacgact
gggoctateoc
atggagcoeayg
agegagggga
aagdaaccat
cctocaggaga
tgcagaaacg
tgtcgcgaca
ggcetggcty
acatgttata
tgtitttaaat
ggdaagcaay
cagcacaaca
agcogaaataa
gacagtttgt
atgacaccee
ctcactataa
Ltggaggcaa
ttaaaaccag
aggacctggg
tegagetgaa
agcttgaggg
ccagcgacaa
ggagactact
ctegoggact
ttggagacga
ccatccacay
agggatttgt
teogogaaayg
ccaacgggtce
agaaaggctt
goctaccadget
acccaacact
tcectggget
agaaggtcat
agaatgctca
tcactaagaa
gaaagaaaat
tccagcocacgt
cehtcactaa
cogagatecgt
agcccactag
ctgcatacgt
aggtggctga
acattgtgac
gaccccagta
togretgagt
aaattaaaga
aggacgctag
agatcattec
gaaagtccag
acacogdoga
aagggcagaa
gggacgaaaa
gggtggagaa
ttttggcocog
cocactgeac

aaacattgtc
tcaaaatggyg
gcocgctaagta
caattatgat
coacctgaggt
tocggecatoct
caggacagge
aggataatcg
ctatgaccgo
catitgacca
ttaaagtecat
acectgagtt
tetccaagtt
ccatgaggea
ttggractac
gtocattocaa
attgtgygaa
gtaaacagce
gggcteaagy
aatetgttgt
aaaaggaata
gggagtaaca
tcttaatgtg
cagactgaaa
cgtocgaaaco
aatgetggtce
cdotaaactce
agagggcaca
cgctaaggaa
taacccttac
geaggacctg
gcctcacoca
cttattttacc
catcaatcac
gottagcoeo
atacccagadg
taagaagcag
cdagacacad
ttgocatgaa
gaacgacgtc
taccgttaag
ttggacagag
agggctccaa
ctacgaagcc
catgaaggec
cgoccaccgag
ggadcagglty
ctacaccecac
cggaattaca
cacatcetaac
gaggatggct
tgacagctac
tcocctgatgga
agcotggacac
gygaaatceaty
cttigacotg
aaccgatgte
catggctaag
aatccaggtg
gttogectcaa
caagattage
catccaggaa
caattacaag
Caaacaagdgt
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tgggcaggay
gotgcaaate
cgagaagaaa
cgacggoegoc
caacaccate
agtctgtggac
Lggacadaaa
ccaccecetg
taggttcatt
atttaggcag
gatcggaaag
tgtegacagy
cttgacagac
cctcagacct
caagcaaaayg
aggaggagca
gcoaggacat
tggacatttc
gaggeccoay
acaagagact
caatgtcaag
tacaatcoyg
ctgetggaca
tacagaggaa
ttttccactc
gocgacatce
gtgctggcac
atgggtcecaa
atcgtacage
gacagoccca
agggaactca
ggcggoctga
atcocooeteg
caggagcceg
tacatttacc
gttraactct
cacaaggaac
gacgacaagc
aactggaaayg
cagaagctca
cacatbttgccy
gaagctcaga
tactacaatc
acctatgtea
aacaaagget
Ltetatcaceoo
atgtgggaga
caagtggtge
atctataceg
ggcocgeacea
atccagatgyg
tactgctgga
cetatcatce
aaaggaattt
cttgcctace
tgtgtgocat
aagatccagy
cagggtoctto
atctgracaa
ctcatcatce
cagagagatg
gcacadgacy
atcccactga
toctggocoeg

cgogaagett
aacaacgtgg
accgccaaca
ggraatagga
cagacaaacq
tgeoacctocy
cagatcectyge
ccaaacgccoe
aggggactgyg
acchtacagac
coecaaggeac
cttetgtoco
acactgacta
gaagatacco
atgatgctge
ctgaagggag
ttatectagtce
tcaaagcaat
aaacaaactt
cctecagacte
gagaaggatc
agaagadggoc
ccggagecga
ggaaatacca
ctgtcaccat
cogtoacoal
aactgtctaa
aaatccocoa
goctagcttto
tetttgtgat
acaagaccogt
ttaaatgcaa
atcctgaatt
ataaacgcta
agaagacact
accaatatat
tcatcatoga
tgcaagaagt
tcroagaagat
tgggcaatat
caactacaaa
aggaactgga
cogaagaada
Lecaaacagtc
ggtccacogt
gogtoggoaa
tgeaaaaagg
acgacgactg
acggoggaaa
agcaaaagayg
coccttgagga
aaaacatcac
agaatatccyg
acggcaacca
agggcacaca
acdacatcat
tgccacccaa
tgattaacygy
atatcggoaa
tocagcacca
acaaggagctt
agcacgagaa
ctgtggclaa
ccagetgegt

1440
1500
15560
1620
lagl
1740
1800
1860
1520
1580
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
<880
2540
3000
3060
31240
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3860
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4520
4280
5040
5100
51&0
5220



gatgaggtcce
gaccttegtyg
attgtgcaceo
caccgacaac
aatcgoccac
caacagaact
cgracttcay
cooctgggag
geaggccocay
aggtcctaca
ggggatcatc
acgaatccca
ggagaacaca
atcgaaggaa
aagaaatgac
ggtgaccagt
acatgcatcg
gaccggtgga
agaatcagag
agagagetat
cgagcacaag
tcgaagcgaa
fatcocttgo
tagtgagggt
acaactagaa
tttgtaacca
tttcaggtte
ggtaaaatcc
goccttecea
aagegoggoy
gecocgotect
agctctaaat
caaaazaactt
tegeocotttg
aacactcaac
ctattggtta
aacgittaca
accgcatacg
gttaggtacc
aaagtcccea
aaccaggtgt
caattagtca
cagttcogeco
ggocgectoy
cttttgoaaa
atgattgaac
ggctatgact
gegtagggge
cagygacgagg
ctogacgttyg
gatctcctgt
cggcggctge
atcgagogag
gagcatcagg
ggcgaggatc
ggoagotttt
atagcgttgy
ctocgtgettt
gacgagttct
tgoccatcacg
ttgtgtgaat
gatgccgeat
gottgtetge
tgteagaggt

cccaatcact
gagagcaatt
tccectogeaa
ggcaccaact
accactggca
ctgaaagaaa
cteocgecctta
gtottoatca
Lcciacaaaa
agagttttgt
getgtgeeoe
gggggaatct
atgtttcaac
gcaadagacc
tggtggaaaa
ggegcagggt
cgagaagaca
tcaggggaca
gagtacaaca
atttcoccgaga
aacggctctg
ggaggaaaca
tgtggattcte
taatgettcg
Lagcagtgaaa
ttataagctg
agggggagat
gataaggate
acagttgeogc
ggtgtagtgg
ttegottltet
cgggggctcc
gatttgggtg
acgtbggagt
cctatotegg
aaaaatgagc
atttegeoetg
cggatetgcg
ttoctgaggeg
ggctecccay
ggaaagtccc
gcaaccatag
cattctocge
goaetotgage
aagcttgatt
aagatggatt
gggcacaaca
gecoggttcet
cagegcggct
tcactgaage
catctcaccet
atacgettga
cacgtactog
ggctcgogec
tegtecglgac
ctggattoat
crtaccogtga
acggtatcgc
tetgageggy
atggccocgcaa
cgatagegat
agttaagcca
tecccggeate
cttoacegte
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ggcaggeaga
ccggotacat
ttctggaatg
ttgtggctga
Ltcecotatca
agatccaatc
tcacctgeaa
ctaaccaggce
agttetgcett
ggaaaggaga
tgacacgeac
caacccotat
cttattgtta
aagaaatgaa
taggtatgtt
coctooggeag
cctgggacca
aatactacaa
ggoggccaaa
agaccaaagg
gggggaacaa
tttatgactg
ccitatgget
agcagacatg
aaaatgcttt
caataaacaa
gtgggaggtt
gatccgggct
agocotgaaty
ttacygcgcag
Lococcttceott
ctttagggtt
atggtteacg
ceacgttott
ctctattcttt
tgatttaaca
atgoggtatt
cagecaccatg
gaaagaacca
caggeagaay
caggctecce
tooegoccct
cccatggetg
tatkocagaa
cttetgacac
goacgecaggt
gacaatcggc
ttitgtcaayg
atcgtggctg
g9gaagggac
tgctcectgee
teeggetacce
gatggaagcoc
agccgaactg
ccatggegat
cgactgtggc
tattgctgaa
cgctecocgat
actoctggggt
taaaatatct
aaggatocgo
goooogacac
cgottacaga
atcaccgaaa

ttgoaceoecac
coacgoagaca
ggccaggcty
acctgtbggty
ccctgaaage
tcacagagac
cazgagdgaaga
coaggteate
ttataagatc
cggogcagrt
caagcttecte
tacccaacag
taataatgac
cotgaaagaa
tctgttatge
togttacctyg
ggcocaacac
gcagaagtac
gagctgggtyg
ggagatttct
tcctocaccaa
ttgoattaaa
atttiggggg
ataagataca
atttgtgaaa
gttaacaaca
ttttaaagea
ggogtaatag
gegaatggae
cgtgacogct
Letogocacy
ccgatttaga
tagtgggecca
taatagtaga
tgatttataa
aatatttaac
ttctecttac
geotgaaata
gebgtggaat
tatgcaaagc
agcaggcaga
aactecgccoc
actaattttt
gtagtgagga
aacagtoteog
tcteoggecy
tgctcoctgatg
accgacetgt
gocacgacgg
tggctgetat
gagaaagtat
tgoccattcyg
ggtottgtey
ttcgcecagge
gectgettgc
cggcetgggtg
gagcttggeg
togragcgca
tegaaatgac
ttattttcat
gtatggtgoa
ccgocaacac
caagctgtga
cgcgogagac

54

ctogacaaca
ctcectetooa
ttctcteocaa
aatctgetga
cagggcattg
aatacacaga
gaaagcatgg
catgaazaagce
cooggbgage
gtggtgaacqg
atcaagccaa
tcagaaaaat
agtaagaaca
gaatctaaag
ttagocaggg
aagaaaaaat
aacatacacc
tccaggaacg
aagtcaatcg
cagcetggdg
gggtcettag
goocaagaaq
tcggggegge
ttgatgagtt
tttgtgatge
acaattgeat
agtaaasacct
cgaagaggec
gogoooctgta
acacttgcrea
ttcgeaogget
goctttacgge
togooctgat
ctettgtteo
gggattttge
gogaatttta
goatotgtgo
acctctygaaa
gtgtgtcagt
atgcatctca
agtatgcaaa
atccecgeococo
tttatttaty
ggcttttttyg
aacttaagac
cttgggtagga
ccgeoghgit
ccggtgeoet
gegtteottg
tgggcgaagt
ccatcatggo
accaccaagae
atcaggatga
tecaaggegey
cgaatatcat
tggcggaccg
gcgaatggge
tcgeottcta
cgaccaagey
tacatctgtg
ctecteagtac
cogotdacgc
cogtetoogyg
gaaagggoct

aaattatcct
aggaaaatgc
aatccctgea
agttcotgaa
tcgagagggce
cattagagge
geggocagac
tgcteottgea
acgactggaa
atgagggraa
actgaacceyg
ctaagtgtga
gecatggcaga
aadgaaaaaag
ccctotggaa
tccatcacaa
tagcaggcgt
actggaatgyg
aggcatttgyg
caggetatcaa
acctggagat
gaactoetbego
cgcticocctt
Lggacaaacc
tattgcttta
tcattttatyg
ctacaaatgt
cgcaccgatc
gcggcdgcatt
gogeocctage
ttoecocaegtea
acctcocgaceg
agacggtrtt
aaactggaac
ggatttoage
acaaaatatt
aggtatttcac
gaggaacttg
tagggtgtgg
attagtcagc
gecatgeatet
taactccgeoc
cagaggccga
gaggectagg
tagagcecace
gaggctattce
ceggctgtca
gaatgaactg
cgcagotgty

geeggggoay

tgatgcaatyg
gaaacatcgc
tctggacgaa
catgocegac
ggtggaaaat
ctatcaggac
tgacegcttc
togocttott
acgoecaace
tgttggtttt
aatctgectct
gccctgacgg
gagetgeaty
cgtgatacgc

5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5240
60040
6060
6120
6180
£240
6300
6360
6420
6480
6540
600
6660
6720
£780
6540
6900
6360
7020
7080
7140
7200
7260
7320
7380
7440
7500
7560
7620
7680
7740
7800
7860
7320
7980
8040
8100
Bl&0
8220
8280
8340
2400
8460
B520
8580
8640
B700
8760
8820
8880
8940
2000
9060



ctatttttat
cggggaaaty
cogetoatga
agtattcaac
tttgocteacc
gtaggttacsa
gaacgttttc
attgacgecceg
gagtactcac
agtgectgcoca
ggaccgaagyg
cgttgggaac
gtagcaatgg
cggcaacaat
geccotteogyg
ggtatcattg
acgyggagtc
ctgattaagc
aaacttcatt
adaatccett
ggatcbtott
cegcectaceag
actggcttea
caccacttca
gtggctgetg
caggataagg
cgaacgacct
coccgaaggga
acgagggage
ctetagacttg
gecagcaacy
cgacagatct

aggttaatgt
rtgegeggaac
gacaataacc
atttccgtgt
cagaaacgct
tcgaactgga
caatgatgag
ggcaagagca
cagtcacaga
taaccatgag
agctaaccgce
caggagctgaa
caacaacgtt
taatagactyg
ctggctggtt
cagcactggyg
aggcaactat
attggtaact
tttaatttaa
aacgtgagtt
gagatcottt
cggtggttty
gruagagegcea
agaactetgt
ccagtggcga
cgeagoggto
acaccgaact
gaaaggogga
ttccaggggyg
agcgtogatt
cggocettttt
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catgataata
ccctatttgt
ctgataaatg
cgoccttatt
ggtgaaagta
tctcaacagc
cactittaaa
acteggtege
aaagcatctt
tgataacact
ttttttgcac
tgaagceata
goegcaaacta
gatggagged
tattgotgat
gocagatggt
ggatdaacda
gteagaccaa
aaggatotag
ttcgttecac
ttttctgege
tttgcoggat
gataccaaat
agcaccogact
taagtcgtgt
gggctgaacyg
gagataccta
caggtatecg
aaacgcctgg
tttgtgatge
acggttcotg

atggtttett
ttatttttet
cttcaataat
cccCtttttg
aaagatgctyg
ggtaagatcc
gttctgetat
cgcatacact
acggatggea
goggcecaact
aacatgggqgy
ccaaaggacg
Ltaactggeg
gataaagtty
aaatcotagag
aagcoctceoa
aatagacaga
gtttactcoat
gtgaagatce
tgagaegtcag
gtaatctgct
caagagetac
actgtcoctte
acatacctcg
cttaccgggt
gggggttegt
cagcgtgagce
gtaagcecggca
tatctttata

tcgtcagggg
gccttttget

agacgtcagg
azaatacatte
attgaaaaag
cggecattitg
aagatcagtt
ttgagagttt
gtggegeggt
attctcagaa
tgacagtaag
tacttoctgac
atcatgtaac
agoegtgacac
aactacttac
caggaccact
ceggtgageg
gtategtagt
togoetgagat
atatacttta
tttttgataa
acceagtaga
goettgcaaac
caactctbtt
tagtgtagecc
ctcoctgctaat
tggactcaag
gcacacagcc
catgagaaag
gggtcggaac
gtecctgtegy
ggcggagcecet
ggocttttge

tggcactttt
aaatatgtat
gaagadgtatg
cetbeoctgtt
gggtgcacga
Lcgoocoygaa
attatcocegt
tgacttggtt
agaattatgc
aacgatcgga
togocttgat
cacgatgoot
Lcoctagetteo
toctgocgetey
tgggatctoge
tatctacacyg
aggtgeetca
gattgattta
tctecatgacc
aaagatcaaa
aaaaaaacca
tcogaaggta
gtagttaggcec
cctgttacca
acgatagtta
cagcttggag
cgecacgett
aggagagcgce
gtttecgcoceac
atggaaaaac
tcacatggct

5120
9180
240
9300
9360
9420
9480
9540
9600
9660
9720
3780
9840
89200
9960
10020
10080
10140
10200
10260
10320
10380
10440
10500
10560
10620
10680
10740
10800
10860
10820
10530

<210>9

<211> 11131

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> pONY4.0Z

<400> 9
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ctaaattgta
attttttaac
gatagggtty
caacghtcaaa
ctaatcaagt
ccococgattt
ctatagggag
tgagatttct
gatggcgata
Lgagtttctg
atctggegat
ggagattetyg
atatcegecga
tgaatcaata
goctattggeco
gtccaacatt
cggggtcatt
gceccocgcctgg
ccatagtaac
ctgcccactt
atgacggtaa

agcgttaata
caataggccyg
agtgttgtte
gggedaaaaa
rttttggggt
agagcttgac
accggcagat
grtcocgoogact
ttggaaaaat
tgtaactgat
agcgottata
tgtgtcgceaa
tagaggcgac
ttggeocatta
attgcatacyg
acogecatgt
agttcatage
ctgacogroeoc
qgccaataggy
ggcagtacat
atggccoegee
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ttttgttaaa
aaatcggcaa
cagtttggaa
cegbctatea
cgaggtgocg
ggggaaageoe
cttgaataat
aaattcatgt
tgatatttga
atcgcoattt
tegtttacgy
atatcgeagt
atcaagctgg
gocatattat
ttgtatccat
tgacattgat
ccatatatgg
aacgaccecc
actticcocatt
caagktgtate
tggcattatyg

attcgcogtta
aatccottat
caagagtcca
gggcgatgge
taaagcacta
aacctggctt
aaaabtgtgtg
cacgegatag
aaatatggca
ttccaaaadgt
gggatggcga
ttoegatatag
cacatggoca
tcattggtta
atcgtaatat
tattgactag
agtitccgcgt
gcceattgac
gacgtcaaty
ataltgccaag
cccagtacat
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aatttttgtt
aaatcaaaag
ctattaaaga
ccactacgtyg
aatcgygaaco
atcgaaatta
tttgtcaegaa
Lggtgtttat
tattgazaat
gatttttggg
tagacgactt
gtgacagacg
atgocatatcg
tatagcataa
gtacatttat
ttattaatag
tacataactt
gtcaataatyg
ggtggagtat
tecgeccoccct
gaccttacagg

aaatcagctc
aatagaccga
acgtggactc
aaccatcacc
ctaaagggag
atacgacteca
atacgoegttt
cgocgataga
gtogoegatg
catacgogat
tggtgacttyg
atatgaggct
atctatacat
atcaatattg
attggctcat
taatcaatta
acggtaaatg
acgtatgttc
ttacggtaaa
atbtgacgtca
gactttecta

60
120
180
244
300
3460
424
480
540
600
6ed
720
780
E40
200
960
1020
1080
1140
1200
1260



ctitggecagta
acaccaatgg
acgtcaatgg
actgcgatcyg
tataagcaga
tgetgggetg
ttgtctgtte
tacctgttga
rottoctggag
catggagcaa
ctactggtaa
taaaagaaaa
cgctgtcagy
agatgggccet
cgazatatga
agaactagtyg
gcggatccgg
ttggacattyg
aacattaccyg
gtcattagtt
geotggetga
agtaacgaca
coacttggea
cggtaaatgg
gcagtacatc
caatgggegt
caatgggagt
cgccocattyg
tcgtttagtg
aagacaccgg
gatccgggga
cgtgactggy
gcocecagotgge
ctgaatgacy
ctggagtgeg
ggttacgatg
gtteccacgyg
ctacaggaag
tgraacgggc
agegeattil
ggoagttatc
tEtgctgeata
gatttcagoe
ctacgggtaa
ttcggeggtyg
aacgtcgaaa
gaactgcaca
gaggtgegga
gttaaccgtce
caggatatce
aaccatccge
aatattgaaa
ccggcgatga
atcatctggt
tggatcaaat
acggecoaceg
gctgtgocoga
atcctttgeg
caggecdgttto
tecgctgatta
gatacgooga
catccagege
caaaccarcg
tggatggtgg

catctacgta
gegtggatag
gagtttgttt
ccegeccagt
agctogtttag
aaaaggoctt

‘gagatcctac

acctggotga
gtgttcctgg
ggcgctcaag
ctgtaattgg
ggactggcag
acaagaaaga
ceagattaat
aaagaagact
gatcococooccygyg
ccattagcca
catacgttgt
ccatgttgac
catagecccat
cogoccaacy
atagggactt
gtacatcaaqg
cceccgoctgge
tacgtattag
ggatagcggt
ttgttttgge
acgcaaatdgg
aaccgtcaga
gaccgatcca
attccccagt
aaaacccebtgg
gtaatagcga
aatggogett
atocttectga
cgcccatota
agaatocgac
gccagacgog
getgggtcgg
tacgoegoogy
tggaagateca
aaccgactac
gogetgtact
cagbttcttt
aaattatcega
acccgaaact
cogeccgacgg
ttgaaaatgy
acgagcatca
tgetgatgaa
tgtagtacac
cccacggoat
gogaacgogt
cgctggggaa
ctgtcgatec
atattatttg
aatggtccat
aatacgccea
gtcagtatcc
aatatgatga
acgatcgoca
tgacgcaage
aagtgaccag
cgctggatgy
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ttagtcatcg
cggtttgact
tggcaccaaa
tgacgcaaat
tgaaccggga
tgtaataaat
agttggegeo
tegtaggatce
ccagaacaca
aagttagadga
gcgectaagte
ctgagggatg
gaggcctttyg
aatgtagtag
gctaatazaa
gotgoaggag
tattattcat
atccatatca
attgattatt
atatggagtt
acccoeqoca
tcecattgacg
tgtatcatat
attatgooca
tcatcgctat
ttgactcacy
accaaaatca
geggtaggea
tcgoctggag
geetoogogyg
cteaggatce
cgttacccaa
agaggcoogc
tgeotggttt
ggocgatact
caccaacdgta
gggttgttac
aattattttt
ttacggeceag
agaaaaccga
ggatatgtgg
acaaatcagc
ggaggoctgaa
atggcagggt
tgagegtggt
gtggagcgeco
cacgctgatt
totgetgety
tcocteotgeat
geagaacaac
gctgtgcgac
gogtgocaaty
aacgcdaatg
tgaatcagge
tteccogooceg
cccgatgtac
caaaaaatgg
cgcgatgggt
ccgtttacag
aaacggcoaac
gttctgtaty
aaaacaccag
cgaatacctg
taagccgotg

ctattaccat
cacggggatt
atcaacggga
gggcggtagg
actcagattc
ataattctct
cgaacaggga
coeaggacag
ggaggacagy
aggtgacggt
tagtagactt
teattoccatt
aaagaacatg
atggaaaggce
agcagtctga
tggggaggca
tggttatata
taatatgtac
gactagttat
cogogttaca
attgacgtca
tcaatgggtyg
gccaagtacg
gtacatgaco
taccatggatg
gaggatttcca
acgggacttt
tgtacggtag
acgccatcca
ccocaagqott
accatggggg
cttaatcgoo
accgatcgcec
coggoaceag
gteogtegteo
acctatccoca
tecgecteacat
gatggogtta
gacagtogtt
ctegecggtga
cggatgagcgy
gatttccatg
gttcagatgt
gaaacgcagg
ggttatgoog
gaaatcccga
gaagcagaaqg
ctgaacggca
ggtcaggtca
tttaacgccy
cgctacggoeco
aatcgictga
gtgcagcgcg
cacggocgcta
atgcagtatg
gegegegtgg
ctttegctac
aacagtotiyg
ggcggotteg
cegtggtegy
aacggtctgg
cagcadtttt
ttcocogtcata
gcaageggtyg
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ggtgatgcgy
teecaagtete
ctttccaaaa
cagtgtacggt
tgoggtetga
actoagtoce
cctgagaggy
cagagygagaa
taagatggga
acaagggtct
atttcatgat
griggaagat
gtgggcaatt
atcattccag
gcoctcoctgaa
cgatggcoge
gcataaatca
atttatattg
taatagtaat
taacttacgg
ataatgacgt
gagtatttac
cccocetattyg
ttatgggact
atgcggtttt
agtctcoace
ccaaaatgtc
gaggtectata
cgotgttttg
cagctgoteyg
atcocogtegt
ttgcagcaca
cttcccaaca
aagcggtgeoo
cctcaaacty
ttacggtcaa
ttaatgttga
actogaogtt
tgccgteotga
tggtgctgeg
gecattttecg
ttgoeacteg
geggcgagtt
tcgocagoayg
atcgcgteoac
atctetatecyg
cctgegatgt
agocgttget
tggatgagca
tgcgchtgtto
tgtatatggt
cagatgatcece
atcgtaatca
atcacgacga
aagacyygcgyg
atgaadgacca
ctggagagac
geggtttege
tctgggactyg
chtacggogg
tetttgcocoga
tccagttcooy
gocgataacda
aagtgceotct

tttbtggeagt
caceoecattg
tgtcgtaaca
gggaggtcta
gteocttote
tgtectetagt
gogcagacoo
cttacagaay
gaccctttga
cagaaattaa
accaactttg
gtaactcaga
ctctgetgtaa
ctoctaagay
gaatatctot
tttagtcgag
atattggeta
agctcatgteoo
caattacggg
taaatggecc
atgttececat
gdtaaactgc
acgtcaatga
ttcectacthg
ggcagtacat
crcattgacgt
gtaacaacte
Laagcagadgce
acctccatag
aggatetgeg
tttacaacgt
teoooottte
gttgogcage
ggaaagctgg
gragatgeac
tcogeegitt
tgaaagctgg
Lcatctgtag
atttgacctyg
ttggagtgac
tgacgtcteg
ctttaatgat
gocgtgactac
cacogegect
actacgtctg
tgeggtggtet
cagtttecge
gattogagge
gacgatggtg
goattatcog
ggatgaagcc
gegotggeta
coogagigtg
gctgtatcge
agccgacacco
geecetteooey
gogecoocgetyg
taaatactag
ggtggatcag
tgattttgge
cograggoey
tttateoccagg
gctectgeac
ggatgtoget

1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1820
1980
2040
2100
2180
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
Z880
2540
3000
3060
3120
3180
32490
3300
3360
3420
34890
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
44680
4740
4300
4860
4920
24980
5040
5100



ccacaadgta
cLoctggetca
atcagcgooct
tccecacgeca
aagcgttgge
aaacaactge
ggcgtaagtg
ggccattacc
gtgotgatta
aaaacctacc
agogatacao
cagggtaaact
tgttttgacc
gaaaacggtc
gacttocagl
catctgctge
ggtggagacyg
taccattacc
atcocggetgt
agaagtatgc
cgaggaaygy
tatttatecac
cctecaaaaa
gggtgctgtg
ctgtacecatt
caagacccaa
atgetteatt
ctcaatattt
geatogeatt
aaaaatctaa
agaacagcat
ctaaagaaga
caggaactac
ggttggtgge
ggggttoctt
gcatgcatat
tataaataac
Lttacctatt
aagtgcaata
ttatgtiget
agaaaatagt
tatgattctt
gJacatttaat
ctggaatatyg
aatggaagat
acaatccatg
gagteatatt
gtLtttgectt
ggtgaccagt
acatgcatcg
gaccggtgga
agaatcagag
agagadctat
<gagcacaag
tcgaagcgaa
tatccococttgo
catageaggce
aaatttgata
tggeacatct
gttttiatga
ataacottgt
goatttgtga
agtgcttgta
ggctgaaaag

aacagttgat
cagtacgcgt
ggcagcagtyg
tcecgeatcet
aatttaaccg
tgacgceget
aagecgacecg
aggecgaage
cgacacgctca
ggattgatygy
cgeatcoggo
ggctocggatt
getgggatcet
tgcgetgegg
tcaacatcag
acgcggaaga
actcecotggag
agttggtctyg
ggaatgtgtg
aaagcatgcc
cccggtaccc
taatcaagca
attttgtttt
gaagggtgat
aaccaggact
ctaccattgt
aaggaagaag
gtrataaggt
ctatggggya
gtgtgaggag
ggcagaateg
aaaaagaaga
tggaggaata
gataggggga
ceecggggtgt
ggataataat
aaaacadgaat
tcttctgaag
gtggcageta
ctaactgagg
actctaaatg
caaacacatg
ttaattggat
tcatdgggac
ttaaatcaag
ataacattca
ggaaattgga
atttatttgt
ggtgcagggt
cgagaagaca
tcaggggaca
gagtacaaca
atttcocgaga
aacggctetg
ggaggaaaca
tgtggatttc
Lalggatiac
tttgaaataa
catgtatcaa
gggygttttat
ataacccaaa
cgegagttoec
ttctgacaat
goeotttgtaa

ES 2618 508 T3

tgaactgecct
agtgcaaccy
gocgtotggey
gaccaccaga
ccagtcaggc
godogatcag
cattgaccct
agcgttgttyg
cgegtggeag
tagtggtcaa
geggattgge
agggocgcaa
gucattgtea
gacgcgegaa
ccgctacagt
aggcacatgy
cocegtcagta
gtgtcaaaaa
tcagttaggg
tgcaggaatt
agetttigte
caagtaatac
tacaaaatec
ggtgcagtag
aagttactaa
cagctgtgtt
aataaacaaa
ttgatataty
atcccagygygyg
aacacaatgt
aaggaagcaa
aatgactggt
ctttggtggt
agattaaacg
agaccatttc
actgctacat
tagasacatg
ctaacactgyg
ttgtagaecge
ttaaca=zaat
gtatggattt
cagatgttca
gtatagaaag
atttaaatga
agatactaac
atacaccaga
ttcatggatt
tactaacctce
cobtocggeag
coctgggacea
aatactacaa
ggcggecaaa
agaccaaadgg
gggggaacaa
tttatgactg
ccttatgget
gtggactcge
tcagaaaaat
tgcoctcagta
aaatgattat
ggactagcte
ccattggtga
tgggceactca
taaatataat

gaactaccgo
aacgegaccy
gaaaacctca
gaaatggatt
Lttctttecac
Eteaccogty
aacgcctggg
cagtgcacgy
catcagggga
atggcgatta
ctgaactgec
gaaaactatc
gacatgtata
ttgaattatg
caacadcaac
ctgaatateg
tocggcggaat
taataataac
tgtggaaagt
cgatatcaay
ccctttagtg
atgagaaact
ctggtgaaca
tagttaatga
fanaaccaaa
tocetgaggteo
gactgaagge
ggagtatttg
gaatetcaac
ttcaacctta
gagaccaaga
ggaaaatagg
atgaaggact
gatctggcca
aaaattactt
tattagaage
gaagttagta
actaattaga
tactactatt
aatggaagta
aatagaacga
actgttaaag
aacacatgta
gtcaacacaa
tacacttcat
tagtataget
gggagotiac
ttcgectaag
tcgttaccty
ggoacaacac
geagaagtac
gagctgggty
ggagatttaet
Lccteoaccaa
ttgcattaaa
attttgggga
tgttataata
gcttgattat
tgtttagaaa
aagagtaaaa
atgttgctay
cgogttaact
gattctgcgg
tctctaclea

58

ageoggagay
catggtcaga
gtgtgacgct
tttacatcga
agatgtggat
caccegctaga
tcgaacgctg
cagatacact
anaccttatt
coghbtgatgt
agctggogcoa
ccgacegoct
cocococgtacgt
gocogagacea
tgatggaaac
acggtttoea
tccagcetgayg
cgggcagggg
cocccaggcto
ctbatcgata
agggttaatt
bttactacayg
tgattggaag
tgaaggaaag
ttgagtattg
tctaggaatt
aatccaacaa
gtaaaggggt
ccotattace
ttgttataat
aatgaaccty
tatgtttctg
cccacageaa
atcaaatgct
cagttatgag
tttaaccaat
aagacttetyg
cataagagay
dgotgoctagcey
caaaatcata
caaataaaga
gaaagacaac
ttttgteata
tgggatgact
ggagccagga
caatttggaa
attataaaat
atcectcaggyg
aagaaaaaat
aacatacacc
tccaggaacy
aagtcaatcg
cageaetyggy
gggbccttag
gcocaagaag
ctagtaatta
aggaltttgta
attggaagag
sacaaggyyy
agaaagttgc
gcaactaaac
tocotgtttet
tetgagtecc
gtcoectatet

cgccgggoaa
agocgggcac
cocgcgoogog
gctgggtaat
tggegataaa
taacgacatt
gaaggcggcey
tgctgatgeg
tatcagcogg
cgaagtggag
ggtagcagag
tactgocgoe
cttoccocgage
gtggcgegyac
cagccatcge
tatggggatt
cgecggicgc
ggatoccgoay
cocagcagge
cegbecgaccet
gcdeggygaag
caagcacaat
ggacctacta
ggaataattyg
ttgcaggaaq
gattacctcg
ggaagacaac
aacatggtca
caacagtcag
aatgacagta
aaagaagaalt
ttatacttag
cattatatag
atagaatgct
accaatagaa
ataactgcete
goataactcco
attttggtat
ctactatgtc
cttttgaggt
tattatatgce
aggtagagga
ctggtcatcc
gggtaagcoaa
acaatttgge
aagacctttg
atatagtgat
coctoctggaa
tecatcacaa
tagcaggcgt
actggaatgyg
aggcatttgg
cggotateaa
acctggagat
gaactotege
tagtaggacyg
ttagaggett
ctttaaatcce
gaactgtgyg
tgatgctcte
cgcaataacc
acagtatata
ttoctctgetg
ctagktigte

5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5240
6000
6060
6120
8180
6240
5300
6360
6420
6480
6540
6&00
6HED
&720
6780
6840
6900
6960
7020
7080
7140
7200
72e0Q
7320
7380
7440
7500
7560
7620
7580
7740
7800
7860
7920
7980
8040
8100
8lal
8220
6280
8340
8400
8460
8520
B580
Be40
8700
a7s0
8820
8880
8240
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Lgttegagat
tgaaattgtt
gceotggggtyg
tteragtocgg
ggcggtitge
gttcggctgo
tcaggggata
aaaaaggcecyg
aatcgacgct
ccococtggaa
tccguettte
agttoggtgt
gaccgctgeg
tcgocactgg
acagagttct
tgcgctetge
Caaaccaccg
aaaggatctc
aactcacgtt
Ltaaattaaa
agttaccaat
atagttgect
cecagtgoety
aaccagcecag
cagtectatta
aacgttgttyg
Ltcagcetecg
goggttaget
ctecatggtta
tctgtgacty
tgctettgec
ctecatcattg
tccagttega
agcgtttcty
acacggaaat
ggttattgte
gttecocgegea

cotacagagc
atccgcteac
cctaatgagt
gaaacctgtc
gtattgggeg
ggegageggt
acgcaggaaa
cgttgectgge
caagtcagag
gcteectegl:
tccececttecggg
aggtegttceg
ccttatcegyg
cagcagccac
tgaagtagtg
tgaagecagt
ctggtagegyg
aagaagatce
aagggatttt
aabtgaagttt
gottaatcag
gactececgt
caatgatace
ccggaagggce
attgttgeceg
ccattgcectac
gtteccaacyg
cectiteggtoa
tggcagcact
gtgagtactc
cggegtcaat
gaaaacgttc
tgtaacceac
gatgagcaaa
gttgaatact
tcatgagedg
catttccoceeg
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tcatgcoctitg
aattccacac
gagctaactc
gtgccagetg
cteotteeget
atcagcteac
gaacatgtga
gtttttceat
gtggcgaaac
goegectcecteetr
aagcgtggcyg
ctccaagetyg
taactatoegt
tggtaacagq
gcctaactac
taccttogga
tggttittit
tttgatctit
ggtcatgaga
taaatcaatc
tgaggcacct
cgtgtagata
gogagacooa
cgagegeaga
ggaagctaga
aggecategtg
atcaaggcga
toccgategtt
geataattet
aaccaagtca
acgggataat
tteggagcega
tegtgoaceo
aacaggaagyg
catactette
atacatattt
aaaagtgcca

goegtaatcat
aacatacgag
acattaattg
cattaatgaa
tccteocgeoctca
tcaaaggcgyg
gcaaaaggcc
adgctcecgcc
ccgacaggac
gttoccgaccce
ctttctcata
ggctgtagtge
cttgagtcoca
attagcadgaq
ggctacacta
Aaaagagtty
gtttgcaage
tctacgggygt
ttatcaaaaa
taaagtatat
atctcagcga
actacgatac
cgectceacegy
agtggtcectyg
gtaagtagtt
gtgtcacgct
gttacatgat
dtcagaagta
cttactgtca
ttctgagaat
accgegcceac
aaactctcaa
aactgatctt
caaaatgeceg
ctttttcaat
gaatgtattt
<

<210> 10

<211> 10998

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> pONY8.0Z

<400> 10
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ggtcatagct
ccggaageal
cgttgcgctce
tcggoecaacy
ctgactcgct
taatacggtt
agcaaaaggc
cocetgacga
tataaagata
tgccgettac
gctcacgetyg
acgaacgccce
acccggtaag
cgaggtatgt
gaaggacagt
gtagctcttg
agcagattac
ctgacgetca
ggatcticac
atgagtaaac
toctgteotatt
gggagggett
cteoecagattt
caactttatc
cgecagttaa
cgteogtttygy
cececoecatgtt
agttggcogc
tgecatcegt
agtgtatgcg
atagcagaac
ggatcttacc
cagcatcttt
caaaaaagqy
attattgaag
agaaaaataa

gtttectgtg
aaagtgtaaa
actgccoget
cgcggggaga
gcgeteggte
atccacagaa
caggaaccgt
gcatcacaaa
ccaggedttt
cggatacctyg
taggtatcte
cgttcageac
acacgactta
aggcggtgct
attiggtatc
atcoggeaaa
goegocagaaaa
gtggaacgaa
ctagatocett
ttggtctgac
tegtteoateco
accatetgge
atcagcaata
cgoctecatce
tagtttgecge
tabtggcttca
gtgcaaaaaa
agtgttatca
aagatgettt
goegaccgagt
tttaaaagltg
gctgttgaga
tactttcacc
aataagggcyg
catttatcag
acaaataggq

9000
9060
9120
2180
$240
9300
9360
5420
9480
9540
9600
9660
9720
2780
29840
9200
9960
10020
10080
10140
10200
10260
10320
10380
i0440
10500
10560
10620
10680
10740
10800
ioBed
10820
10880
110490
13100
111331



agatcttgaa
gactaaattc
aaattgatat
tgatatcgcce
tatategttt
gcaaatateg
cgacatcaaqg
attagecata
tacgttgtat
atgttgacat
tagecccecatat
geocaacgac
agggacttte
acatcaagtyg
cgcotggrat
cgtattagtce

taataaaatyg
atgtcgcgeog
ttgaaaatat
atttttccaa
acgggagaty
cagtttcgat
ctggeacatyg
ttattcattyg
ccatatogta
tgattattyga
atggagttoc
cocoagocoat
cattgacgtc
tatcatatgc
tatgccceagt
atcgctatta
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cgtgLttgte
atagtggtgt
ggcatattga
aagtgaktttt
gocgatagacyg
ataggtgaca
gcoaatgeat
gttatatage
atatgtacat
ctagttatta
gcgttacata
tgacgtoeaat
aatgggtgga
caagtoogeco
acatgacctt
ccatggtgat

cgaaatacgc
ttatcogecocga
aaatgtcgeco
tgaggcatacg
actttggtga
gacgatatga
atcogatctat
ataaatcaat
ttatattggc
atagtaatca
acttacggta
aatgacgtat
gtatttacgg
ccectattgac
acggdgacttt

gcggttttgg

60

gttttgagat
tagagatggc
gatgtgagtt
cgatatctgy
cttgggegat
ggctatatcyg
acattgaatc
attggctatt
tcatgteocaa
attacggggt
aatggoeoge
gttoccatag
taaactgccc
gtcaatgacg
cctacttgge
cagtacacca

ttetgtecgec
gatattggaa
tctgtgtaac
cgatageget
tctgtgtgtce
ccgatagagg
aatattggco
ggecattgea
cattaccgec
cattagttca
ctggctgacc
taacgccaat
acttggcagt
gtaaatggecc
agtacatcta

atgggcgtyag

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
240
200
960



atagoggttt
gttttggcac
ceogttgacgo
ttagtgaacce
cotttgtaat
ctacagttgg
ctgategtag
ctggcecagaa
ctcaagaagt
aattgggeygc
tggcagctga
Jgaaagagagy
attaataatg
aagactgcta
ccococgggety
tagccatatt
cgttgtatcc
gttgacattg
geococcatatat
cCcaacgacoc
ggactittcca
atcaagigta
ccbggeatta
tattagtoat
agcgdgtttga
tttggcacca
aaatgggcgg
gteagatoge
gatccageoct
cocagtctea
ccctggeogtt
tagogaagad
gegetttgee
teetgaggee
catctacacc
tccegacyggat
gacgogaatt
ggtcggttac
cgeoggadgaa
agatcaggat
gactacacaa
tgtactagag
ttctttatgg
tatcgatgag
gaaactgtgg
cgacggcacy
aaatggtctyg
gcatcatect
gatgaagcag
gtacacgotg
cggcatggtyg
acgogtaacg
ggggaatgaa
cgatcottoo
tatttgcecey
gtocatcaaa
cgocccacdceg
gtatccecgt
tgatgaaaac
togocagtteo
gqgaagceaaaa
gaccagcegaa
ggatggtaay
gttgattgaa

gactcacggg
caaaatcaac

aaatgggcgg
gggcactoag
aaatataatt
cgccogaaca
gatcccococgag
cacaggagga
tagagaaqgqt
taagtctagt
gggatgtcat
cctttgaaay
tagtagatgg
ataaaaagca
caggagtygyg
attcattggt
atatcataat
attattgact
ggagttcoge
cogececattyg
ttgacgteaa
tcatatgeca
tgcoccagtac
cactattace
ctcacgggga
aaatcaacgg
Laggcatgta
ctggagacge
cogoggecoe
ggatccacca
acccaactta
gccocgoaccg
tggtttcogg
gatactgtcg
aacgtaacct
tgttactege
atttttgatg
ggcraggaca
aaccgectcg
atgtggcyga
atcagodgatt
gctgaagtic
cagggtgaaa
cgtggtggtt
agcgacgaaa
ctgattgaag
ctgctgetga
ctgeatggto
aacaacttta
tgagaccget
ccaatgaatc
cgaatggtgce
tcaggccacg
cgeccggbge
atgtacgcgo
aaatggettt
atgggtaaca
ttacagggeyg
ggcaacccogt
tgtatgaacg
caccagqoagc
taccktgttec
ccgetggeaa
ctgcctgaac
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gatttccaag
gggactttca
taggegtgta
attctgeggt
ctetacteag
gggacctgag
acagcagagg
caggtaagat
gacggtacaa
agacttattt
tccattgetg
aacatggbgg
aaaggcatca
gtaotgageec
gaggcacgat
tatatagcat
atgtacattt
agttattaat
gttacataac
acgtcaataa
tgggtggagt
agtacgoecc
atgaccttat
atggtgatgc
tttceoaagtc
gactittccaa
cggtgggagg
catccacgeot
aagcttcocage
tgggggatce
atcgeottge
atcgecotto
caccagaagc
togtocecte
atcccattac
tcacatthaa
gcgttaacte
gtoegtttgeco
cggtgatggt
tgagcggcat
tccatgttge
agatgtgcyy
cgcaggoage
atgceogatog
tooegaatet
cagaagccrtyg
acggcaagoco
aggtocatgga
acgcogtgeg
acggectgta
gtctgaccga
agogegatog
gcgoctaatca
agtatgaagg
gogtggatga
cgctacetgyg
gtcttggegg
gettegtetg
gatcggctita
gtetggtott
agttitttcca
gtecatagaga
goeggtgaagt
tacegecageco

tcteceaccee
aaaatgtogt
cggtgggagy
ctgagtcect
tocootgtete
aggggegeay
agaacttaca
tgggagacce
gggtctcaga
catgatacca
gaagatgtaa
geaatittctg
ttecageotec
tetgaagaat
ggocgctttg
aaatcaatat
atattggcte
agtaaltcaat
ttacggtaaa
tgacgtatgt
atttacggta
ctattgacgt
gggactitcc
ggttttggeca
Lccaccoeocat
aatgtaogtaa
tctatataag
gitttgacoct
tgctcgagga
cgtegtttta
agcacatccc
ccaacagtig
ggtgccyggaa
aaactggrag
ggtcaatccg
tagttgatqgaa
ggogtttcoat
gtotgaattt
gctgegtigg
ttteocgtgac
cactegetLt
cgagttgegt
cagocggcaca
cgtcacacta
ctategtgeg
cgatgteoggt
gttgctgatt
tgagecagacy
ctgttcgeat
btgtggtggat
tgatcogeoge
taatcacceyg
cgacgagetg
cggeggagec
agaccagccco
agagacgogo
tttcgctaaa
gdgactgggtyg
cagcggtgat
tgceogaccge
gitccgittta
taacgagcta
gootetggat
ggagagcgcc

61

attgacgtca
aacaactgeg
tctatataag
Loetetgetag
tagtttgtet
accctacchg
gaagtobict
tttgacattg
aattaactac
actttgtaaa
ctcagacgat
ctgtaaagat
taagagcgaa
atctctagaa
gtogaggcgyg
tggctattgg
atgtccaaca
tacggggtca
tggcoegoct
tocecatagta
aactgeacac
caatgacagt
tactitggcayg
gtacatcaat
tgacgtcaat
caactecogee
cagagctogt
ccatagaaga
tctgocggatc
caacgtaogtg
cctttogeca
ageageoetga
agciggetyg
atgcacggtt
cogittgtte
agatggetac
ctgtggtgca
gacotgageg
agtgacggca
gtetegttge
aatgatgatt
gactacctac
gegecttteo
cgtctgaacyg
ghtggttgaac
ttccgcgagg
cgaggegtta
atgatgcagg
tatcegaaco
gaagccaata
cggctaccgyg
agtatgatca
tatcgctgga
gacaccacgyg
ttcococggetg
cagcoctgateo
tactggcagyg
gatcagtoege
tttagcgata
acgocgeate
toocgggeaaa
ctgcactgga
gtogetocac
gggeaactct

atgggagttt
atcgeccgeo
cagagctogt
gotgaaaagq
gtteogagate
ttgaacctgg
ggaggtgtte
gagcaagqgcy
tggtaactgt
agaaaaggac
gtcaggacaa
gggcoteocoag
atatgaaaag
ctaghtagatc
atcoggecat
ceattgeoata
ttaccgocat
ttagttcata
ggctgacoge
acgccaatag
ttggcagtac
aaatggcocg
tacatctacy
gggcgtggat
gggagtttght
ccattgacge
ttagtgaacc
caccgggaca
cggggaatte
actgggaaaa
gctggcogtaa
atggegaatg
agtgcgatct
acgatacgcc
ccacggagasa
aggaaggoca
acgggcocgcetyg
catttttaca
gttatctgga
tgcataaacc
tcagcogoge
gogtaacagl
geggtgaaat
tcgaaaacco
tLgcacaccdgc
tgcggattga
acoegtoacga
atatectget
atcegotgty
ttgaaaccea
cgatgagega
toctggtogoet
tcaaatotgt
ceacogatat
tgccgaaatyg
tttgogaata
cgtttocgtca
tgattaaata
cgecgaacga
cagcgotgac
cocataegaagt
tggtggacgct
aaggtaaaca
ggctecacagt

1020
1080
1140
i200
12&0
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1280
2040
2100
2180
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
27a0
2820
2880
22490
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
2480
3540
3600
3660
3720
3780
jgao
33900
3860
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800



acgcgtagty
gcagtggogt
gcatctgacce
taaccgccag
gecgetgege
gaccoegecatt
cgaaduagog
cgetcacgcg
tgatggtagt
tcoggogegy
cggattaggy
ggatctgcca
ctgocgggacy
catcagocge
ggaadgaaggco
ctggagoceg
ggtctggtgt
tgtgtgtcag
catgcoctgca
gtacccaget
caagcacaad
tgtttttaca
gagtgatggtyg
aggactaagt
cattgtcagc
gggaatctea
gtttcaacct
aagagaccaa
tggaaaatag
tatgaaggac
agatctggec
caaaattacl
ttattagaag
ggaagttagt
gactaattag
ctactgctat
taatggaagt
Laatagaacg
aactgttaaa
gaacacatgt
agtcaacaca
ctacactteca
atagtatagc
tgggagetitc
cttegootaa
gtegttaccet
aggcccaaca
agcagaagta
agagctgggt
gggagattte
atcctecacca
gttgcattaa
tattttgggg
ctgttataat
tgcttagatta
atgtttagas
taagagtaaa
catgttgecta
acgcogttaac
agattctgoeg
ttetctacte
ggcgtaateaa
caacatacga
cacattaatt

caacagaacy
ctggcggaaa
accagcgaaa
tcaggctttc
gatcagttca
gaccctaacy
ttgttgcagt
tggcageatc
ggtcaaatgg
attggcctga
cogoaagaaa
ttgtcagaca
cgagaattga
tacagtcaac
acatggetga
tcagtatcgg
caaaaataat
ttagggtgtg
ggaattcgat
cttgttcecct
taatacatga
aaatccctag
cagtagtagt
tactaataaa
tgtgtttcet
acccctatta
tattgttata
gaatgaacct
gtatgtttet
tcoccacagea
aatcaaatge
teagttatga
ctbttaaccaa
aaagacttot
acataagaga
tgotgeotage
acaaaatcat
acaaataaag
ggasagacaa
attttgteat
atgggatgac
tagagecagy
ccaatttgga
cattataaaa
gatcctoagg
gaagaaaaaa
caacatacac
ctecaggaac
gaagtcaatc
tecagcectggg
agggtoctta
agoccaadgas
actagtaatt
aaggatttgh
tattggaaga
saacaaqggg
aagaaagttg
ggcaactaaa
ttcetgtttt
gltotgagtce
agtcectgto
tggtcatage
gcoggaagoa
gegtigegct
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cgaccgoaty
acctcagtgt
tggatttttg
ftttecacagat
ceegtgecace
cotggatega
gcacggcaga
aggggaaaac
cgattaccgt
actgeccagget
actatcocga
tgtatacccc
attatggceco
agoaactgat
atategacgy
cggaattcca
aataaccgygy
gaaagtcocce
atcaagcetta
tragtgaggy
gaaactttta
tgaacatgat
rtaatgatgaa
accaaattga
gacctcaata
cccaacagte
ataatgacag
gasagaagaa
gttatgctta
acattatata
tatagaatgc
gaccaaltaga
tataactgct
ggcataactc
gattttggta
gotactatgt
acttttgagy
atattatatg
caggtagagg
actggtcate
tgdgtaagca
aacaattigy
aaagaccktt
tatatagtga
goeoctetgga
ttccatcaca
ctagcaggcg
gactggaatg
gaggrattryg
gocggetataa
gacctggaga
ggaactctag
atagtaggac
attagagget
gotttaaateo
ggaactgtag
ctygatgeotet
ccgcaataac
tacagtatat
cttotctget
tctagtttgt
tgtttectgt
tazagtgtaa
cactgeeege

gtcagaagee
gacgctoccc
categagetyg
gtggattgge
getggataac
acgctggaaag
tacacttget
cttatttatec
tgatgttgaa
ggcgcaggta
cogecttact
gtacgtctte
acaccagtgy
ggaaaccagc
ttteccataty
getgagogeo
caggggggat
aggotocooa
tegatacegt
ttaattgego
ctacagcaag
tggaagggac
ggaaaggygaa
gtattgttgc
tttgtrtataa
agaaaaatct
taagaacagce
t¢taaagaay
gcaggaacta
gggttggtgg
tgaggttcct
agcaltgcata
ctataaataa
ckhttacctat
taagtgcaat
cttatgttge
Cagaaaatag
ctatgattct
agacatttaa
cctggaatat
aaatggaaga
cacaatccat
ggagtcatat
tgtttttget
agghgacaag
aacatgcatc
tgaccggtgg
gagaatcadga
gagagadgcta
acgagcacaa
ttecgaagocga
ctatcoctty
gcatagcagyq
taaatttgat
ctggcacate
ggtttttatg
cataaccttg
cgcatttgtg
aagtgettgt
gggctgaaaa
ctgttogaga
gtgaaattgt
agcctggggt
tttecagteg

62

gggcacatca
gceogegteoce
ggtaataagc
gataaaaaac
gacabttyggcyg
gecggogggee
gatygcggtge
agccggaaaa
gtggcgageg
gcagagoeqggy
goegoctgtt
ccgagogaaa
cgcggeogact
catcgccatce
gggattggeg
gatcgctace
cegeagatoo
gcaggcagaa
cgacetogag
gggaagtatt
cacaatccte
ctactagogt
taattgotgt
aggaagcaag
ggtttgatat
aagtgtgagg
atggcagaat
aaaaaagaag
ctggaggaat
cgataggggg
tcceggggty
tggataataa
caaaacagaa
ttecttctgaa
agtggcagct
tctaactgag
tactctaaat
tcaaacacat
tttaattgga
gtcatgggga
tttaaatcaa
gataacattc
tggaaattgy
tatttatity
tggtgoaggy
gcgagaagac
atcaggggac
ggagtacaac
tatttocgag
gaacggctct
aggaggaaac
ctgtggattt
ctatggatta
atttgaaata
tcatgtatca
aggggtttta
tataacccaa
acgcgadtte
attctgacaa
ggcctttgta
toctacagag
tatocgetea
goctaatgag
ggaaacctgt

gagoctggea
acgccatcoo
gttggcaatt
aactgctgac
taagtgaage
attacoagge
tgattacgac
coctacocggat
atacaccgca
taaactggot
ttgacegoty
acggtctgeg
Ltecagttoaa
tgectgcacge
gegacgacto
attaccagtt
ggctgtggaa
gtatgcaaag
gagggyggeaecy
tatcactaat
caaazazaattt
gctgtggaag
accattaace
acccaactac
gaatceccagg
agaacacaakb
cgaaggaade
aaatgactgg
actttggtgy
aagattazaac
tagaccattt
tactgctaca
ttagaaacat
gctaacactg
attgtagocy
gttaacaaaa
ggtatggatt
gcagatgttc
tgtatagaaa
catttaaatyg
gagatactaa
aatacaccag
attcctggat
ttactaacct
tectoocggea
acctgggacc
aaatactaca
aggcggccaa
aagaccaaag
g9g9gggaaca
atttatgact
cccttatgge
cgtggactog
atcagaaana
atgcctcagt
taaatgatta
aggactagct
cccattggtg
ttgggcactc
ataaatataa
cteatgectt
caattccaca
tgagetaact
cgtgoragot

4360
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
E520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
600
6120
6180
6240
G300
£360
6420
5480
6540
a600
666D
6720
6780
6840
6900
6960
7020
7080
7140
7200
7260
7320
7380
7440
7500
TLe0
7620
7680
TTF4D
7800
7860
7320
7580
8040
8100
8160
az2z0
8280
8340
8400
8460
8520
8580
gc40



gcattaatga
Lttcctegecte
ctcaaaggcg
agcaaaaggce
taggctccge
cococgacagga
tgttccegacce
gctttcoctcat
gggctgtygty
tettgagtcec
gattagcaga
cggctacact
aaazaagagtt
tgtttgcaag
ttetacgggy
attatcaaaa
ctaaagtata
tatctcagcyg
aactacgata
acgctcaceg
aagtggtcet
agtaagtagt
ggtgtcacgc
agttacatga
tgtcagaagt
tcttactgte
attctgagaa
taccgcgeca
aazactctea
caactgatet
gcaaaatgcce
cctttttcaa
tgaatgtatt
acctaaattyg
tcatttttta
gagatagggt
Lccaacgtea
ccctaatcaa
ageeeccgat
cactataggg

atcggccaac
actgactcge
gtaatacggt
cagcaaaagy
cccoctgacy
ctataaagat
ctgccgctita
agctoacget
cacgaaccco
aacceagtaa
gcgaggtaty
agaaggacag
ggtagctctt
cagcagatta
tetgacgete
aggatcttca
tatgagtaaa
atctgtctat
cgggaggget
gotcecagatt
gcaactttat
tcgccagtta
tcgtegtttg
tecccocatgt
aagttggeeg
atgecateey
tagtgtatgc
catagcagaa
aggatcttac
tcagcatett
gcaaaaaagqg
tattattgaa
tagaaaaata
taagcgttaa
accaataggc
tgagtgttgt
aagggocgaaa
gttttttggg
ttagagcttg
agaccgge
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gcgeggggag
tgogectoggt
tatccacaga
ccaggaaccy
agcatcacaa
accaggcegtt
ccggatacct
gtaggtatct
cogttcageco
gacacgactt
taggcggtgce
tatttggtat
gatcoccggcaa
cgcgcagaaa
agtggaacga
coctagateoot
cttggtctga
ttcgttcate
taccatctgg
tatcagcaat
cegectecat
atagtttgcy
gtatggette
tgtgcaaaaa
cagtgttatc
taagatgcett
ggegaccdag
ctttaaaagt
cgetgttgag
ttacttteac
gaataaggagc
gcatttatca
aacaaatagg
tattttgtta
cgaaatcgge
tccagttegg
aaccgtctat
gtcgaggtgc
acggggaaag

aggeggtttg
cgtteggetg
atcaggggat
taaaaaggcc
aaatcgacgc
tecocectgga
gtocgecttt
cagtbteggty
cgaccgatge
atcgccactg
tacagagttc
ctgcgctetg
acaaaccace
aaaaggatct
aaactcacgt
Lttaaattaa
cagttaccaa
catagttgec
ccocagtget
aaaccagcea
ccagtctatt
caacgttgtt
attecagcteo
agoggttage
actcatggtt
ttctgtgact
ttgectetige
gcoctcateatt
atcecagtteg
cagegtttet
gacacggaas
gggttattgt
ggtteoogege
aaattegegt
aaaatcecett
aacaagagtc
cagggcgatg
cgtaaagcac
ccaacctgge

cgtattggge
cggcegagogg
aacgcaggdaa
gcattgetgy
tcaagtcaga
agctococteyg
ctcecttcgy
taggtegtte
gceottateag
geagcageca
ttgaagtggt
ctgaagccag
gotggtageyg
caagaagatc
taagggattt
aaatgaagtt
tgcttaatca
tgactececg
gcaatgatac
gecddaagag
aattgttgoc
gceattgeta
ggtteccaac
tectteggte
atggecageac
ggtgagtact
cocggcgtcoaa
ggaaaacgtt
atgtaaccea
gggtgagcaa
tgttgaatac
ctcatgagcg
acatttccce
taaatttttyg
ataaatcaaa
cactattaaa
gococactacy
taaatcggaa
ttatcgaaat

gctetteeoge
tatcagctea
agaacatgtyg
cgtttttcca
ggtggegaaa
tgcgetcteoe
gaagoegtgyc
gctccaagcet
gtaactatcg
ctggtaacag
ggcctaacta
ttaccttegyg
gtggtttttt
ctttgatett
tggtcatgag
ttaaatcaat
gtgaggcacc
tegtgtagat
cgogagacco
cogagoedoag
gggaagctag
caggecategt
gatocaaggcy
ctoogategt
tgcataattc
caaccaagtc
tacgggataa
cttcgaggcy
ctogtgcace
aaacaggaag
tcatactett
gatacatatt
gadaagtgcc
ttaaatcage
agaatagacc
gaacgtggac
tgaaccatea
ccetaaaggy
taatacgact

8700
8760
8820
8380
8540
2000
8060
9120
9180
92490
93060
9360
9420
94840
9540
S600
9660
9720
9780
9340
S200
5960
10020
14080
10140
10200
10260
10320
10380
10440
10500
10560
10620
10680
10740
10800
10860
10820
10880
10988

<210> 11

<211> 8870

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> pONY8.1Z

<400> 11

63



agatcttgaa
gactaaattc
aaattgatat
tgatatcgec
tatatcgttt
gcaaatatcy
cgacatcaag
attagccata
tacgttgtat
atgtitgacat
tagoccatat
gcccaacgac
agggacttte

taataaaatg
atgtcgcgeg
ttgaaaatat
atttttcraa
acgggggatyg
cagtttcgat
ctggcacatyg
ttatteoattyg
ccatatcgta
tgattattga
atggagttoc
coocgeoceat
cattgacgte
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tgtgtttgtce
atagtggtgt
ggcatattga
aagtgatttt
gcgatagacy
ataggtgaca
gccaatgoat
gttatatage
atatgtacat
ctagttatta
gcogttacata
tgacgtcaat

aatgggtgga

cgaaatacge
ttatcgecga
aaatgtcgce
tgggcatacg
actttggtga
gacgatatga
atcgatctat
ataaatcaat
ttatatiggce
atagtaatca
acttacggta
aatgacgtat
gtatttacgg

64

gttttgagat
tagagatgge
gatgtgagtt
cgatatctgy
cttgggcgat
ggctatateg
acattgaatc
attggctatt
tcatgtocaa
attacggggt
aatggcocga
gttccecatag
taaactgccc

ttetgtegec
gatattggaa
tctgtgtaac
cgatageget
totgtgtgte
ccgatagagy
aatattggea
ggocattgea
cattaccgeco
cattagttca
ctggctgacce
taacgccaat
acttggcagt

60

120
180
240
300
360
420
480
540
€00
660
720
780



acatcaagtg
cgectggeat
cogtattagtce
atageggttt
gttttggeac
ccgttgacgce
tragtgaacc
ccttibgtaat
ctacagttgg
ctgatagtag
ctggcoccagaa
ctcaagaagt
aattgggegc
tggeagectga
gaaagagagg
attaataatg
aagactgcta
cooogggoty
tagocatatt
cgttgtatece
gttgacattyg
gcccatatat
ccaacgaccoc
ggactttcooa
atcaagtgta
cotggeatta
tattagtcat
agoggtttga
tttggcacca
aaatgggcegg
gtcagatcge
gatccagcoct
cccagtotca
cectgagegtt
tagcgaagag
gogctttgeoo
tooctgaggee
catctacacc
tccgacggglt
gacgcgaatt
ggteggttac
cgcocggagaa
agatcaggat
gactacacaa
tgtactggayg
Ltectttatgy
tatecgatgag
gaaactgtgg
cgacggaacy
aaatggtetyg
gcateatocet
gatgaagcag
gtacacgety
cggcatggtg
acgogtaacy
ggggaatgaa
cgatocttceo
tatttgeoccyg
gteccatcaaa
cagoccacgcg
gtatccoccogt
tgatgaaaac
tecgecagtteo
ggaagcaaaa

tatcatatgc
tatgceecoagt
atcgctatta
gactcacgygg
caaaatcaac
aaatgggcgy

gggcactcag
aaatataatt
cgeccgaaca
gatacccggyg
cacaggagga
tagagaaggt
taagtotagt
gaggatgtoat
cctttgaaag
tagtagatgg
ataaaaagca
caggagtggy
attcattggt
atatcataat
attattgact
ggagttacgc
cocgoocatty
titgacgtcaa
tcatatgcca
tgoccagtac
cgetattace
ctcacgggga
aaatcaacgg
taggocatgta
ctggagacgce
coegoggocoo
ggatccacca
acccaactta
goocegcacog
tggtitocgy
gatactgteg
aacgtaacct
tgttactege
atttttgatyg
ggccagdgaca
aaccgcecteg
atgtggcgga
atcagcgatt
gotgaagttco
cagggtgaaa
cgtggtagtt
agcgocgaaa
ctgattgaag
ctgectgctga
ctgeatggtc
aacaacttta
tgogaccgct
ccaatgaate
cgaataggtgo
tcaggoccocacy
cgeceggtgo
atgtacgcge
aaatggettt
atgggtaaca
ttacagggag
ggoaacccgt
tgtatgaacg
caccagcagc
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caagtccogoo
acatgacctt
ccatggtgat
gatttcoaag
gggactttce
taggcgtgta
attetgeggt
ctetacteag
gggaccetgay
acagcagagg
caggtaagat
gacggtacaa
agacttattt
tocoattgoty
aacatggtgg
aaaggcatca
gtctgagceoc
gaggcacgat
tatatagcat
atgtacattt
agttattaat
gttacataac
acgtcaataa
tgggtggagt
agtacgccoo
atgacgttat
atggtgatgce
tttccaagte
gactttceaa
cggtgggagy
catccacgcet
aagcttcage
tgggggatcec
atcgeettge
atcgecocctte
caccagaagc
togteoocte
atceccattac
tcacatttaa
gcgttaactce
gtogttitgee
cggtgatggt
tgagcgacat
tcocatgttgeo
agatgtgoag
cgcaggtoge
atgccgatcg
tcocogaatoet
cagaadgcctyg
acggecaagcc
aggtcatgga
acgccgtgeyg
acggectgta
gtetgaceocga
agogegatcg
gogctaatca
agtatgaagds
gcocgtggatga
cgctacctygg
gtcttggogy
gettegtotg
ggtoggcetta
gtectggtctt
agtttttoca

ccetattgac
acgggacttt
gecggttttgyg
totocaccee
aaaatgtcgt
cggtgggagg
ctgagtacct
tooctbgtcte
aggggcgeag
agaacttaca
tgggagacco
gaggtotcaga
catgatacca
gaagatgtaa
geaatttctg
ttocagectee
tctgaagaat
ggcogetttg
aaalcaatat
atattggctec
agtaatcaat
ttacggtaaa
tgacgtatrgt
atttacggta
ctattgacgt
gggacttteo
ggttttggca
tocaccocat
aatgtcgtaa
tctatataag
gttttgacct
tgeotecgagyga
cgtocgtttta
agcacatooo
cocaacagttg
ggtgcoggaa
aaactggcayg
ggtcaatecy
Lgttgatgaa
ggcgtttcat
gtctgaattt
gctgogttgg
thtecgtgac
cactegctit
cgagttgegt
cageggeace
cgtoacacta
ctatcgtgoeg
cgatgtoggt
gttgctgatt
tgagecagacg
ctgttocgeat
tgtggtyggat
tgatccocgege
taatcacccyg
cgacgogctg
cggeggagec
agaccagoco
agagacgogce
tttcgctaaa
ggactgggtg
cggcggtgat
tgccgaccge
gttoccogttta
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gtcaatgacg
ccetacttgge
cagtacacca
attgacgtca
aacaactgeg
tctatataay
tetoctgotgy
tagtttgtet
accctacctg
gaagtcttct
tttgacattyg
aattaactac
actttgtaaa
ctcagacget
ctgtaaagat
taagagcgaa
atctctagaa
gtcgaggcegy
tggctattyg
atgtccaaca
tacggagtca
tggeccgeoct
tccocatagta
aactgcogocac
caatgacggt
tacttggcag
gtacatcaat
tgacgtcaat
caacteceogec
cagageotaegt
ccatagaaga
tetgeggate
caacgtegty
ccttiegoca
cgcagcctga
agcetggotag
atgcacggtt
cocgttigtta
agctggcetac
ctagtggtgea
gacctgageg
agtgacggca
gtotegttge
aatgatgatt
gactacctac
gcgectttog
cgtoctgaacg
gtggttgaac
ttocogogagg
cgaggogtta
atggtgcagy
tatccgaacce
gaagocaata
tagctacocgy
agtgtgatca
tatcgoctgga
gacacgcacgg
ttcceqgygetyg
cegetgatee
tactggcagy
gatcagtcge
tttggcgata
acgccegcatce
teogggcaaa

gtaaatgacc
agtacatcta
atgggcgtygy
atgggagttt
atcgoceagcee
cagagctogt
gctgaaaagg
gttcgagatc
ttgaacotgy
ggaggtgttc
gagcaagygcg
tggtaactgt
agaaaaggac
gtcaggacaa
gggcctccayg
atatgaazaaqg
ctagtggatc
atccggocat
ceattgoata
ttaccgcoccat
Ltagttcata
ggctgacegce
acgccaatag
ttggcagtac
aaatggccey
tacatctacg
gggcgrggat
gggagttgt
ccattgacgc
ttagtgaacc
caccgggaco
cggggaatic
actgggaaaa
gctgaegtaa
atggcgaaty
agtgegatet:
acgatgcgcc
ccacggagaa
aggaaggcca
acgggegctyg
catttttacg
gttatctgga
tgeataaacc
tcagoocgoge
gggtaacagt
geggtgaaat
tcgaaaacoc
tgcacacocge
tgeggattaga
accgtcacga
atatcctgct
atcegotgty
ttgaaaccca
cgatgagcaa
toctggtogot
tcaaatctgt
ceaccgatat
tgcegaaatg
Lttgecgaata
cgtttogtea
tgattaaata
agoegaacda
cagcgctgac
ceatcgaagt

240

S00

980

1020
1080
1140
12040
120
1320
1380
1440
1500
1560
120
1€80
1740
1800
1860
1220
1580
2040
2100
2180
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2830
2540
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780

“2840

39400
3560
40240
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620



gaccagcgaa
ggatggtaag
gttgattgaa
acgegtagtg
gcagtggegt
goatctgacc
taaccgeeag
gceogetgege
gagcccogeatt
cgaagcagceg
cgotcacgey
tgatggtagt
teeggegegy
cggattaggg
ggatctgcca
ctgcgggacyg
catcagcogc
g4gaagaagge
ctggageccg
ggtctggtgt
tgtgtgtcag
catgcctgra
teceotgacaca
ggggttttta
ctcataacct
accgcattig
ataagtgett
ctgggctgaa
gtctgttcoga
gtgtgaaatt
aaagcctggg
goctttocagt
agaggoggtt
gtcgitegge
gaatcaggyy
cgtaaasaqgq
aaaaatogac
tttocoectg
ctgtcecgect
cteagttoagy
cccocgaceget
ttatogocac
gctacagagt
atctgcgetco
aaacazacca
aaaaaaggat
gaaaactcac
cttttaaatt
gacagttacce
tceatagttg
ggccccagty
ataaaccagae
atccagtcta
cgoaacattg
tcatteaget
aaagoggtta
tcactcatgg
ELtEctgtga
agttgctctt
gtgctoatca
agabtccagtt
accagoegttt
gogacacgga
cagggttart

tacctgttec
cocgotgygcaa
cbgoeatgaac
caaccgaacy
ctggcggaza
accagcgaaa
tcaggetttc
gatcagttca
gaccocotaacg
ttgttgcagt
tggcagcatc
ggtcaaatay
attggectga
cocgcaagaaa
ttgtcagaca
cgcgaattga
tacagtcaac
acatggctga
tcagtatcgyg
caaaaataat
ttagggtgtg
ggaattogat
totcatgtat
tgaggggttt
tgtataacce
tgacgegagt
gtattctgac
aaggecttitg
gatcctacag
gttatecget
gtgcctaaty
cgggaaacct
tgegtattgg
tgoggogago
ataacgcagq
ccgegttget
getcaagtca
gaagctcoet
ttctccette
tgtaggtegt
gogecttato
tggcagcage
tcttgaagtg
tgctgaageo
ccgeotggtag
ctcaagaaga
gttaagggat
aaaaatgaayg
aatgcttaat
cebgacteco
ctgcaatgat
cagcceggaayg
ttaattgttg
togccattgo
ccggttaccea
gctecottegg
ttatggcage
ciggtgagta
gcceoggeogto
ttggaaaacg
cgatgtaacc
ctgggtgagc
aatgttagaat
gtectcatgag
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gtcatagoedga
gcggtgaagt
taccgoagee
cgaccgcatg
acctocagtat
tggatttity
tttcacagat
cccgtacacce
cctgagtcoga
gcacggcaga
adgggaaaad
cgattaccgt
actgaecaget
actatcccga
Lgtataccce
attatggcceo
agcaactgat
atatcgacgg
cggaattoca
aataaccggyg
gaaagtccco
atcaadctta
caatgectca
tataaatgat
aaaggactayg
tccccattgg
aattgggcac
taataaatat
agctcatgeo
cacaattcca
agrtgagctaa
gtegtgecag
gegetettoo
ggtatcagct
aaagaacatg
ggegttttte
gaggtggcga
cgbgogetet
gggaagcgtyg
taegotocaag
cggtaactat
cactggtaac
gtaggcctaac
agttacctic
cggtggtttt
tcoctttgate
tttggtcaty
Ltttaaatca
cagtgaggca
cgbcgtgtag
accgocgagac
ggcdgagego
ccgggaaget
tacaggeate
acgatcaagyg
tecteocgate
actgcataat
ctcaaccaag
gatacgggat
ttctitcgagy
cactcgtygca
azaaacadga
actecatacte
cggatacata

taacgagetc
gcectetggat
ggagagegceo
gtcagaagec
gacgctoeca
catcgagetg
gtggattgge
gctggataac
acgctggaad
tacacttgcect
cttatttate
tgatgttgaa
ggcgcaggta
ccgocttact
gtacgtctte
acaccagtgg
ggaaaccaygo
tttccatatg
gctgageogeco
caggggygat
aggetoeoea
tcgatacogt
gtatgtttag
tataagagta
ctecatgttge
tgacgcgtta
tragattctyg
aattctotac
ttggecgtaat
cacaacatac
ctecacattaa
ctgecattaat
gocttoetage
cactcaaagg
tgagcaaaayg
cataggctoc
aacccgacag
cctgttocga
dogectttoto
ctgggotgtg
cgtettgagt
aggattagca
tacggctaca
ggaaaaagag
tttgtttigea
tLtttctacgg
agattatcaa
atctaaagta
coctatceteag
ataactacga
ccacgcteac
agaagtggte
agadgtaagta
gtggtgtcac
cgagttacat
gttgtcagaa
tctettactg
tcattetgag
aataccgogc
cdaaaactet
cocaactgat
aggcaaaatg
ttocttttte
cttgaatgta
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ctgeactgga
gtogcteocac
gggcaactaot
gggcacatca
gecgogteoce
ggtaataagc
gataaasaac
gacattggcg
geggcegggee
gatgeggtgce
agocggaassd
gtggegageg
gcagagegygyg
yoogaectgtt
cogagegaaa
cgcggogact
categecate
gggattggtg
ggtocgctace
ccgoagateo
gcaggcagaa
cgaattggaa
aaaaacaagyg
aaaagaaagt
taggcaacta
acttcctgtt
cggbctagagt
tcagtcoctyg
catggtcata
gagccgygaag
ttgegttgeg
gaatcggcca
tcactgacte
cggtaatacyg
gocaggaaaa
gccoceactga
gactataaag
coctgooget
atagotcacy

tgcacgaacc.

coaaccoyggh
gagcgaggta
ctagaaggac
ttggtagcte
agcagcagat
ggtctgacge
aaaggatath
tatatgagta
cgatctgtot
tacgggagagy
cgactcoaga
ctgcaacttt
gttocgoccadgt
goctcgtogtt
gatcococat
gtaagttggc
Leatgoceato
aatagtgtat
cacatagcag
caaggatctt
cttcageate
cogeaaaaaa
aatattattg
tttagaaaaa

tggtggecget
aaggrtaaaca
ggotcacagt
gcgoctggea
acgccatoce
gttggcaatt
aactgctgac
taagtgaagoe
attaccaggc
tgattacgac
actaceggat
atacacegca
taaactggect
ttgaccgotyg
acggtatgeg
tccagttcaa
tgetgecacygc
gcgacgacto
attaccagtt
ggctgtggaa
gtatgcaaag
gagctttaaa
ggggaactgt
tgotgatgct
aaccgecaata
tttacagtat
ccettetetg
tctectagett
geigtttect
cataaagtgt
ctoactgooc
acgcgegagg
goctgegceteg
gttatccaca
ggecaggaac
cgagcatcac
ataccaggcyg
tacoggatac
ctgtaggtat
cocecghteag
aagacacgac
tgtaggcggt
agtatttggt
ttgatecgge
tacgcgeaga
tcagtggaac
cacctagate
aacttagtet
atttcgtica
cttaccatct
tLttatcagca
atcocgoctoo
taatagtttyg
tggtatggct
gttgtgcaaa
cgcagbtgtta
cgtaagatge
gcggegaccy
aacttCazaaa
accgctgttyg
ttihtacttte
dgggaataagg
aagcatttat
taaacaasata

4680
4740
4800
4860
4920
4580
S040
51400
£le0
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5LBO
5640
5700
5760
5820
5880
5240
c 000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6480
6540
ca00
6660
6720
6780
6840
6900
6960
TO20
7080
7140
T200
7260
7320
7380
T440
7500
7560
7620
7680
7740
Ta00
7360
7520
TO80
8040
B1Q0O
BL&0
8220
B280O
8340
8400
8460



10

ggggrtooge
raaaattege
gcaaaatocc
ggaacaagag
atcagggega
gcogtaaage
agccaacctyg

<210> 12
<211> 12481
<212> ADN

goacatttce
gttaaatttt
ttataaatca
cccactatta
tggcceacta
actaaatcgg
gcttatcgaa

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> pONY3.1

<400> 12
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cogaaaagtyg
tgttaaatca
aaagaataga
aagaacgtgyg
cgtgaaccat
aaccctaaag
attaatacga

ccacctaaat
gectoattett
cegagatagy
actocaa cgt
caccoctaatbo

ggageecccg
cteractatag
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tgtaagegtit
taaccaatag
gttgagtgtt
caaagggcga
aagtbtttteg
atttagaget

ggagacogga

aatattttgt
gocgaaateyg
gttocagttt
aaaacogtet
gggtcgaggt
tgacggggaa

B520
8580
8640
B700
B760
8820
8870



agatcttcaa
tggctattgy
atgtccaata
tacggggtca
tggoceogoct
tccecatagta
aactgcceac
caatgacggt
tacttggcag
gtacaccaat
tgacgtcaat
caactgcgat
tatataagca
tatcacagtt
tgcagtgact
tatcaaggtt
aagactettg
cteocacaggt
ctcactatag
cagacccetac
acagaagtct
cotttgacat
aaattaacta
aactttgtaa
actcagacgc
getgtaaaga
ctaagagcga
tatccaatca
tatactactt
Ltatttggga
gtacctggoo
gattgggata
attcacatga
cectgettttyg
ggcatcaaayg
ccttacccayg
Jagatttcaa
aatgctatga
gacattggaa
acgggccocat
tataactgtg
anatgtaaac
caaggggctc
aacaaatctyg
ataaaaaagqg

ttgtgggagt

tattggecat
ccattgcata
tgaccgccat
ttagttcata
ggcetgacedc
acgcoceaatag
ttggcagtac
aaatggoecg
tacatctacg
gggcgtggat
gggagtttgt
cgeocegoocc
gagctcgttt
aaattgctaa
ctottaaggt
acaagacagg
cgttitctgat
agtccactceeoco
gctagoctcg
ctgttgaacc
tctggaggtg
ggagraaggce
ctggtaactg
aagaaaagga
tgtcaggaca
tgggcctoca
aatatgaaaa
tgatagatgg
gggtgaatac
tattatcagt
aggcadggaca
atagacatcc
cagcaaggtt
atcagtttag
tgatgatigg
aatttgtaga
aattcttgac
gacatttaayg
ctacaaaaca
ttaaaggtgg
ggaagccagg
agcctggaca
aagggaggcc
ttgtacaaga
aatacaatgt
aacatataat
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tagocatatt
cgttgtatct
dgttggoattg
gcecatatat
cocaacgacec
ggactttoeea
atcaagtgta
cctggcatta
tattagtcat
agocggtttga
tttggcacca
gttgacgcaa
agtgaaccgt
cgcagtcagt
agocttgeag
tttaaggaga
aggcacctat
agttcaatta
aggtcgacgg
tggctgatcg
ttcctggoea
gctcaagaag
taattgggcg
ctggcagetg
agaaagadag
gattaataat
gaagactgct
ggctggaaag
catacagaca
agactgtact
aaagceagata
attaccgaat
tattagaggt
gcagacatat
aaaacctaaa
cagactatta
tgatacactg
accagaggat
azagatgatg
agccttgaaa
acatttatct
tttctcaaag
ccagaaacaa
gactcotecag
caaggagaag
ctagagaaaa

attcattggt
atatcataat
attattgact
ggagttccge
cegeccatty
ttgacgtcaa
tcatatgcca
tgeccagtac
cgetattace
ctcacgggga
aaatcaacgg
atgggceggta
cagatcacta
gcttotgaca
aagttggtceg
ccaatagaaa
tggtcttact
cagctettaa
tatcgcocecga
taggateccce
gaacacagga
ttagagaagg
ctaagtctag
agggatgtca
gectttgaaa
gtagtagatg
aataaaaagc
agaaatttta
aatggtctat
tetgaagaaa
ttacttgatyg
gctoceactgyg
Ltaggagtac
agacaatgga
gctcaaaata
tecccaaataa
actattcaga
acattagaag
ttattggcaa
ggagggcecac
agtcaatgta
caatgcagaa
actttceccga
actcaaaatc
gatcaagtag
ggcctactac
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tatatagcat
atgtacattt
agttattaat
gt.tacataac
acgteaataa
tgggtggagt
agtcegecce
atgaccttac
atggtgatgc
tttecaagtce
gactttccaa
ggcgtgtacg
gaagctttat
caacagtetce
tgaggcactg
ctgggctigt
gacatceact
ggctagagta
acagggacct
gggacagcag
ggacagdgtaa
tgacggtaca
tagacttatt
ttccattget
gaacatggtyg
gaaaggcatc
agtctgageoo
gacctetaac
taaatgaagc
tgaatgcatt
caattgataa
tggcaccacc
ctagagaaadq
taatagaagc
ttaggcaagy
aaagtgaggg
acgcaaatga
agaaaatgta
aagcacttca
caaaggeage
gagcacctaa
gtgttccaaa
tacaacagaa
tgtacccaga
aggatctcaa
aatagtatta

aaatcaatat
atattggctc
agtaatcaat
ttacggtaaa
tgacgtatgt
atttacggta
ctattgacgt
gggactttoc
ggttttggeca
tccaccccat
aatgtecgtaa
gtgggaggtc
tgocggtagtt
gaacttaagc
ggcaggtaag
cgagacagag
cttgecetttct
cttaatacga
gagaggagcy
aggagaactt
gatgggagac
agggtctcag
tcatgatacc
ggaagatgta
ggcaatttct
attccagete
ctetgaagaa
acctagagga
tagtcaaaac
ttitggataty
gatagcagat
acaagggoct
acagatggag
catgtcagaa
agctaaggaa
acatccacaa
ggaatgtaga
cgcttgcaga
gactggtctt
acaaacatgt
agtctgttit
aaacgggaag
gagtcagcac
tctgagegaa
cctggacagt
attaatgata

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
TEO
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1580
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760



choeottaaa
ataataggtt
gaaatgtgga
caagaatget
taggtgcaaa
taaaagaggg
aaggggccaa
acaataatcc
tattacaaga
gattgecctea
atgcatatit
cctcoccattaa
togtgttgag
aaagatatcc
gttctaaaaa
gttttgagac
aactttgtcc
cecttaatga
gattgacagt
taatttggac
cteaagggtbt
aaaattatga
agattatgaa
atgtggcaac
Cccaaagagca
tagtatatac
catraggaat
atgtgaccag
ctgaaagaat
taactgatayg
aaagtcecttg
gggtacctgg
aagaagaaat
cagggttiga
taccoacaga
catcaatggce
gagaazataca
aaaaatttgc
aaaataaaat
aaaatattca
caagaaatta
gcactaagca
cagattgcac
acatacatgc
aatgggcaag
cagaaccagt
atcatccaga
aaagtcatag
gtaacaaagg
aagcacaagt
gtttttacaa
dtgatagtge
ggactaagtt
attgtcaget
agaagaataa
aaggtttgat
ggggaatcocc
aggagaacac
aatcgaagda
gaagaaatrga
gaatacttty
ggggaagatt
ggtgtagacc
ataatactgc

tgtactgtta
aaaatataga
aacattttct
agtggcagat
attggttttg
cacaatgggg
agagatagtc
ttataattca
tetgagagaa
coogggagga
cactatacco
tcatcaagaa
cecatatata
tgaagtacaa
acaacacaaa
accagatgat
tgaaaattgg
tgtgeaaaaa
aaaacacatt
ggaagadggcea
acgatattat
ggcaacttat
ggctaataag
agaaagtatt
agtaatgtgg
acatcaagta
aacaatatac
taatgggaga
ggcaatacaa
ttkattattgt
gtggcctata
tcacaaaggg
catgctagca
attatgtatt
tgtaaaaatt
adaacaggdy
agtgatatgt
acaattaatt
atctcagaga
gdaagcacaa
taagatacca
aggatcagga
acatlitggac
tacattatty
attgtrtttea
tgtaaatttyg
aagtcagggt
agacaacact
gagggaaagt
aatacatgayg
aatceetggt
agtagtagtt
actaataaaa
gtgttteoctyg
acaaagactyg
atatgggagt
agggggaatc
aatgtttcaa
agcaagagac
ctggtggaaa
gtggtatgaa
aaacggatcet
atttcaaaat
tacattatta
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garacaggay
gogagaaaat
acgcctghga
attccagtga
geacagetct
ccazaaattc
Cazagactat
cccatatttg
ttaaacaaaa
ttaattaaat
t.tagatccag
ccagataaaa
tatcagaaaa
ttgtatcaat
Jgagttaatca
aaattacaag
aaagtacaaa
ttaatgggga
gcagctacta
caaaaagagt
aatocagaayg
gttataaaac
gogatggtcaa
actagagtag
gaaatgcaaa
gttcatgatg
actgatgggg
actaaacadga
atggcattag
toggaaaaata
atacaaaata
atatatggta
Caccaaggca
cocttatgaca
caagtteocte
ttattaatta
atctaatattyg
atactacagc
ggggataaag
gatgaacatg
ttgactgtag
cotgoaggtt
aataagataa
tcaaaagaaa
cragagtect
ttgaagttero
attgtagaaa
caaacactgg
atgggaggac
aaacttitac
gaacatgatt
aatgatgaag
ccaaattgayg
aggtctcetag
aaggcaatco
atttggtaaa
tcaacccocta
ccttattgtt
caagaaatga
ataggtatgt
gagactcccac
ggccaatcaa
tacttecagtt
gaagctttaa

cagatacttc
atcaagggac
ctataaagaa
ctattttggg
ccaagygaaat
ctcaatggcece
tgtcagagyay
taataaaaaa
cagtacaagt
gtaaacacat
agbttagaco
gatatgtgtg
cattacagga
atatggatga
tagaattaag
aagtgceaco
asatgcaatt
atataacatg
ctaagggatyg
tagaagaaaa
aagaaatgtt
aatcacaagg
cagtamaaaa
gaaaatgtcc
aaggatggta
attggagaat
gaaaacanaa
aaaggttagg
aggataccag
ttacagaagyg
tacgagaaaa
atcaattgge
cacaaattaa
tcatgatace
ctaatagctt
atggaggaat
gaaaaagtaa
atcactcaaa
gatttggaag
agaattggca
cadaacagat
gtgtcatgag
tattgacttt
atgcattatg
tacacacaga
tasagatagc
gggcaaatag
aggoagotet
agacaccatg
tacagcaagc
ggaagggaca
gaaagggaat
tattgtitgca
gaattgatta
aacaaggaag
gggataacat
ttaccecaaca
ataataatga
acctgaaaga
ttetgttatg
agcaacatta
atgatataga
atgagaccaa
ccaatataac
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agtgttgact
gggaataata
aaagggtaga
acgagatatt
aaaatttaga
actcactaag
aasaatatca
gaggtctggc
aggaacygaa
gactgtatta
atatacagcet
gaaatgttta
aattttacaa
tttgttcatg
dogogatotta
ttatagctgg
agacatggta
gatgagctca
tttagagttg
taatgagaag
atgtgaggtt
aatcoctatgg
ttEtaatgtta
aacgtttaag
ttattcttgg
gaaattggta
tggagaagga
acctgtcact
agataaacaa
attagattta
agagatagtt
agatgaageo
agagaaaaga
tgtatctgac
tggatgggtce
aattgatgaa
tattaaatta
ttoccagacay
tacaggagta
tacatcacca
aactcaagaa
atctoctaat
tgtagagtca
tacttcattg
taacggcact
acataccarca
gacottgaaa
acaacttgct
ggaagtattt
acaatcctoc
tactagggtyg
aattgctgta
ggaagcaadga
cctegatget
acaacctoaa
ggtcageatc
gtcagaaaaa
cagtaagaac
agaatctaaa
cttagcagga
tatagagttg
atgctggggt
tagaagcatyg
tgctctataa

actacacatt
ggagtgggag
cacattaaga
cttcaggact
aazatagagt
gadazactag
gaagctagtg
aaatggaggtl
atatccagag
gatattggag
Lttcactatte
ccacaaggat
ccrtttaggy
ggaagtaatg
ctggaaaagy
ctaggttatc
aagaatccaa
gggatcccag
aatcaaaaag
attaaaaatyg
gaaattacaa
gecaggtaaaa
ttgttgcaas
gtaccattta
ctoocadgaaa
gaagaaccta
atagcagett
catcaagttyg
gtaaatatag
gaaggaccac
tatttegett
gcaaaaataa
gatgaagatg
acaaaaatca
actgggaaat
ggatatacag
atagagggac
cettgggatg
ttctgggtag
aagatattgyg
tgtecctcatt
cattggcagyg
aattcaggat
getattttag
aattttgtygg
ggaataccat
gagaagattc
cteattacit
atcactaatc
aaaaaatttt
ctgtggaagg
ceattaacca
cecaactacc
tcattaagga
tatttgttat
gcattctatyg
tctaagtgtg
agcatggeayg
gaagaadaaa
actactggag
gtggcgatag
tcottoccgg
catatggata
ataacaaaac

2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
35800
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4520
4980
5040
5140
5160
5220
LZB0
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
5420
6480
6540
6600



agaattagaa
tgaagctaac
agctattgta
tgaggttaac
aaatggtatg
acatgcagat
tggatgtata
gggacattta
tcaagagata
attcaataca
fttggattcct
tttgttacta
agggtectac
agacacctgg
ggacaaatac
caacaggogy
cgagaagaca
ctotgggggg
aaacatttat
atttcecetta
attacgtgga
aataatcaga
atcaatgcct
tttataaatg
Ccaaaggact
gttcceccatt
tgagggttaa
actagaatgc
gtaaceatta
caggttcagg
aaaateegat
cttcccaaca
cgeggegggt
cgctocttte
toctaaategg
aaaacttgat
cocctittgacyg
actcaaccct
ttggttaaaa
gtttacaatt
gcatacgcgg
aggtacctto
gtocoecaggc
caggtgtgga
ttagtcagca
ttcococgoeeat
cgectoeggoo
ttgcaaaaag
attgaacaag
tatgactgyy
caggggegoao
gacgaggcag
gacgttgteca
ctocctagteat
cggctgoata
gagogagoac
catocaggygc
gaggatctcyg
cgetttictg
qgogttggeta
gtgctttacg
gagttcttct
catcacgatg
tgtgaatcga

acatggaagt
actggactaa
googcectactyg
aaaataatgg
gatttaatag
gttcaactgt
gaaagaacac
aatgagtcaa
ctaactacac
ccagatadgta
ggattgggag
acctetteoge
ggragtogtt
gacgaggeoge
tacaagcaga
ccaaagagcet
aaaggggaga
aacaateetoe
gactgttgca
tggctatttt
ctcgectgtta
aaaatgcttg
cagtatgttt
attataagag
agctcatgtt
ggtgacgegt
tgcttegage
agtgaaaaaa
taagctgcaa
gggagatgty
anggatcgat
gttgcgcago
gtggtggtta
gctttetteo
gagotecoctt
ttgggtgatyg
ttggagtcca
atctcggtct
aatgagctga
tcgecoctgatg
atctgogcag
tgaggcggaa
tooccagoay
aagtcccooag
accatagtcce
tctecgecae
tctgagctat
ctitgattott
atggattgca
cacaacagad
cggttottet
cgcoggcetate
ctgaagogyy
ctcaccttge
cgcttgatceo
gtactocggat
tecgegocage
tegtgaccca
gattcatega
cccgbgatat
gtatcgcege
gagcgggact
googeaataa
tagcgataag
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tagtaaagac
ttagacataa
ctattgectge
aagtacaaaa
aacgacaaat
Ltaaaddaaag
atgtattttg
cacaatggga
ttcatggage
tagectecaatt
cttccattat
ctaagatcot
acctgaagaa
aacacaacat
agtactccag
gggtgaagtc
tttetoageco
acoaagggtc
ttaaagccca
ggggactagt
taataaggat
attatattgg
agaaaaacaa
taaaaagaaa
gctaggcaac
ggtaccteta
agacatgata
atgctttatt
taaacaagtt
ggaggtettt
coegggetgge
ctgaatggog
cgcgcagogt
cticeotttet
tagggttocyg
gttcacagtag
cgttotitaa
attcttttga
tttaacaaat
cggtatttte
caccatggeoc
agaaccagct
goagaagtat
getecccage
cgccoctaac
atggotgact
tccagaagta
ctgacacaac
cgecaggttcet
aatcggetgo
tgtcaagacc
gtggctggac
aagggactgyg
tcctgocgag
ggctacctgo
ggaagceggt
cgaactgtte
tggegatgec
ctgtgacegyg
tgctgaagag
toccgattcyg
ctggggttcg
aatatottta
gatccgegta

ttotggeata
gagagatttt
tagcgetact
tecatactttt
aaagatatta
acaacaggta
tcatactggt
tgactgggta
caggaacaat
tggaaaagac
aaaatatata
cagggooctc
aazattccat
acacctagca
gaacgactgg
aatcgaggca
tggggcggcet
ctitagacctyg
agaadqgaact
aattatagta
Ltgtattaga
aagagcttta
ggg9gggaact
gttgctgatyg
taaaccgcaa
gagtegaceo
agatacattg
tgtgaaattt
aacaacaaca
taaagcaagt
gtaatagega
aatggacgcg
gaccgeotaca
cgocacgttoe
atttagagct
tgggccateg
tagtggacte
tttataaggg
atttaacgeyg
tcottacgeca
tgaaataacc
gtggaatgtg
gcaaageatg
aggcagaagt
toocgeccate
aattrrotttt
gtgaggaggc
agtctcgaac
ccggeoogett
cetgatgaeyg
gacctgtocg
acgacgggceyg
ctgctattgy
aaagtatcea
ccattegace
cttgtegato
goccaggotcoa
tgcttgccocga
ctgggtgtay
cttggcggcg
cagcgeatcyg
aaatgaccga
ttttcattac
tggtgracte
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actcctttac
ggtataagtg
atgtottatg
Jaggtagaaz
tatgctatga
gaggagacat
catccctgga
agcaaaatgy
ttggecacaat
ctteggagta
gtgatgtttt
tggaaggtga
cacaaacatg
ggogtgacey
aatggagaat
tttggagaga
atcaacgagc
gagattcgaa
ctegetatoo
ggacgcatayg
ggettaaatt
aatcetagea
gtggggtttt
ctctcataac
taaccgcatt
gggcggecgo
atgagttitgg
gtgatgctat
attgcattea
agaacctcta
agaggeeege
ccctgtageg
cttgecageyg
gocggekhtte
ttacggcacc
ccotgataga
Litgttccaaa
attttgecega
aattttaaca
tctgtgocggt
tctgaaagayg
tgtecagttag
catcteaatt
atgcaaagca
ccgccecctaa
atttatgecag
ttttttggag
ttaaggctay
gggtggagag
cegtgtteceg
gtgccctgaa
tbtccttgege
gegaadtgeo
tcatggctga
acgaagcgaa
aggatgatct
aggegegeat
atatcatggt
cggacecgcta
aatgggctga
ccttetatey
ceaagcgacyg
atctgtgtgt
tcagtacaat

ctatttcotic
caatagtgge
ttgctctaac
atagtactct
ttettcaaag
ttaatttaat
atatgtcatg
aagatttaaa
ccatgataac
atattggazaa
tgcttattta
ccagtggtgc
catcgcgaga
gtggatcagg
cagaggadgta
gotatatttc
acaagaacyyg
gcgaaggagg
cttgctgbtgyg
caggctatgg
tgatatttga
catcteatgt
tatgaggggt
cttgtataac
tgtgacgoga
ttceoetttag
acaaaccaca
tgotttattt
ttttatgttt
caaatgtagt
accgatogec
gogceattaag
cectagogeo
ccocgtcaage
tegacogoasa
cggttttteg
ctggaacaac
ttteggccta
aaatattaac
atttcacacc
gaacttagtt
ggtgtggaaa
agtcageaac
tgcatctcoaa
cboegeccag
aggoecygaygyc
gootaggett

agccaccatg

geotattogge
getgtcagog
tgaactgcag
agctgtgoetc
ggggeaggat
tgcaatgcag
acatcgcatc
ggacgaagag
gococgasgygc
ggaaaatggc
tcaggacata
cogottecte
cecttettgac
cccaacctge
tggttttttg
ctgctectgat

6660
6720
6780
6840
6200
6960
7020
7080
7140
7200
7260
7320
7380
7449
7500
7560
7620
75680
7740
7800
78&0Q
7920
7980
8040
8100
8160
8220
GZ2B0
8340
8400
8460
8520
8580
8640
8700
8760
8820
BB8O
8940
9000
9060
9120
9180
9240
9300
9360
9420
9480
5540
9600
9660
9720
9780
9840
9900
9960
10020
1G0ED
10140
10200
10260
10320
10380
10440



gccgcatagt
tgtctgctec
cagaggtttrt
tttttatagg
ggaaatgtgc
ctcatgagac
attcaacatt
gctcaccceag
ggttacatcg
cgttttcocaa
gacgeoggge
tactcaccag
gotgocataa
cogaaggage
tgggaaccegy
geoaatggcaa
caacaattaa
cttoeggety
atcattgecag
gggagtcagg
attaagcatt
ctteattttt
atcecttaac
tcttettgag
ctaccagegg
ggcttecagea
cacttcaaga
actgctgcca
gataaggocgc
acgacctaca
gaagggagaa
agggagcttc
tgacttgagc
agcaacgcgg
c

taagccagcc
cggcatceoge
caccgtecate
tLtaatgtcat
goggaaccec
aataaccctyg
tccgtgtoge
aaacgctggt
aactggatct
tgatgagcac
aagagcaact
tcacagaaaa
ccatgagtga
taaccgcttt
agctgaatga
caacgtigoyg
tagactggat
getagtttat
cactggggeao
caactatgga
ggtaactgtc
aatttaaaag
gtgagttttc
atcctrttet
tggttitgttt
gagcgcagat
actectgtage
gtggogataa
ageggtcggyg
ccgaactgag
aggcgdacag
cagggggaaa
gtecgattttt
cctttttacg
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cecgacacceg
ttacagacaa
accgaaacgc
gataataatg
tatttgttta
ataaatgctt
ccttattccc
gaaagtaaaa
caacagcggt
ttttaaagtt
cggtocgecge
gcatcttacg
taacactgeyg
ttigcacaac
agccatacca
caaactatta
ggaggceggat
tgctgataaa
agatggtaag
tgaacgaaat
agaccaagtt
gatctaggtyg
gttcoactga
tctgegegta
gcoggatcaa
accagatact
acegcectaca
gtogbgtett
ctgaacgggg
atacctacag
gtatccggta
cgoctggtat
gtgatgctceg
gttcectggeo

ccaacacecyg
getgtgaceg
gocgagacgaa
gtttecttaga
tttttctaaa
caataatatt
ttttttgcag
gatgctgaag
aagatccttyg
cigctatgtg
atacactatt
gatggecatga
gocaacttac
atgggggatrc
aacgacgagce
actggegaac
aaagttgcayg
tctggagecg
cocatcecegta
agacagatcg
tactcatata
aagatecttt
gogtcagacc
atctgctgcet
gagctaccaa
gteccttctag
tacctcgcectceo
accgggttgg
ggttcgtygea
cgtgagectat
agcggeaggg
ctttatagte

tcaggggggc
ttttgctgge

ctgacgcgcc
tctecocgggag
agggeetegt
cgteaggtag
Lacattcaaa
gaaaaaggaa
cattttgect
atcagttggyg
agagttttcg
gocgoggtatt
ctcagaatga
cagtaagaga
ttetgacaac
atgtaacteg
gtgacaccac
tacttactet
gaccacttet
gtgagegtyg
tegtagttat
ctgagatagg
tactttagat
ttgataatct
cegtagaaaa
tgcaaacaaa
ctectttttec
tgtagccgta
tgctaatocet
actcaagacg
cacagcccayg
gagaaagcgc
tcggaacagg
ctgtcgggtt

ggagcctatg
ctrtttgctea

ctgacgggct
ctgeatgtgt
gatacgccta
cacttttcgg
tatgtateceyg
gagtatgagt
tcetgtittt
tgcacgagtyg
ccocgaagaa
atoccogtatt
cttggttgayg
attatgcagt
gatcggagga
coctitgategt
gatgcctgta
agctitccogg
gcgoctegyges
gtctcocgeggt
ctacacgacg
tgoccteocactg
tgatttaaaa
catgaccaaa
gatcaaagga
aaaaccaccg
gaaggtaact
gttaggccac
gttaccagtg
atagttaccg
cttggagcga
cacgetteoc
agagcgcacg
teocgeocaccte
gaaaaacgcc
catggectcga

10500
10560
i0ez20
10680
10740
10800
10860
10220
10280
11040
11100
11160
11220
112840
11240
11400
11460
11520
11580
11640
11700
11760
11820
11880
11240
12000
12060
12120
12180
12240
12300
12360
12420
12480
12483

<210> 13

<211> 6395

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> pClneoERev

<400> 13
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tgaataataa
attcatgtcyg
atatttgaaa
cgccattttt
gtttacgggg
atcgecagttt
caagctggca
catattatte
gtatccatat
acattgatta
atatatggag
cgaccoeccge
tttcoccattga
agtgtatcat
gecattatgee
agtcatcget
gtttgactca
gcaccaaaat

aatgtgtgtt
cgcgatagtg
atatggcata
ccaaaagtga
gatggcgata
cgatataggt
catggccaat
attggttata
cgtaatatgt
ttgactagtt
ttccgcgtta
ccattgacgt
cgteaatggg
atgccaagtc
cagtacatga
attaccatgyg
cggggattte
caacgggact
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tgtcocgaaat
gtatttatcg
ttgaaaatgt
tttttbtgggca
gacgactttg
gacagacgat
gecatatcgat
tagcataaat
acatttatat
attaatagta
cataacttac
caataatgac
tggagtattt
cgcococtat
cettacggga
tgatgeggtt
caagtcteca
ttccazaatg

acgcegttttyg
cogatagaga
cgecogatgtg
tacgcgatat
gtgacttggg
atgaggctat
ctatacattg
caatattggc
cggotcatgt
atcaattacyg
ggtaaatgge
gtatgttccc
acggtaaact
tgacgtcaat
cttteetact
ttggcagtac
ccccattgac
tegtaacaac
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agatttetgt
tggcgatatt
agtttctgtg
ctggcgatag
cgattctgtg
atcgccogata
aatcaatatt
tattggccat
ccaacattac
gggteattag
ccgeoetgget
atagtaacge
gceocacttgy
gacggtaaat
tggcagtaca
accaatgggce

gtcaatggga
tgcgategec

cgccgactaa
ggaaaaattg
taactgatat
cgottatate
tgtcgcaaat
gaggcgacat
ggecattage
tgcatacgtt
cgecatgtty
ttcatagecc
gaccgcccaa
caatagggac
cagtacatca
ggcccgectg
tctacgtatt
gtggatagcg
gtttgttttg
cgcocecogttg

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
240
900
960
1620
1080



acgcaaatgg
aaccgtcaga
gtcagtgett
Ltgcagaagt
aggagaccaa
acctattggt
caattacagc
ccagtgtgcet
cotgaaagaa
gggecctetyg
aattccatca
acctagcagg
acgactggaa
tocgaggeatt
gggcggctat
tagacctgga
catcacactyg
atacattgat
tgaaattrtgl:
caacaacaat
aagcaagtaa
aatagcgaag
tggacgcgec
ccgetacact
ccacgttcoge
ttagagcttt
ggocatogoe
gtggactctt
tataagggat
ttaacgcgaa
cttacgoate
azataacctc
dggaatgtytg
aaagcatgca
gcagaagtat
cgcccatceco
ttttttttat
gaggaggctt
tctegaactt
ggcegettgg
tgatgccgeoo
cctgtecoggt
gacgagcgtt
getattggge
agtatccatc
attcgaccac
tgtegatcag
caggctcaag
cttgcegaat
gggtgtagcg
tggoggogaa
gcocgoatagce
atgaccgacc
ttcattacat
gatgcacteote
aacacgaget
tgtgaccgte
gagacgaaag
tteocttagacg
tttctaaata
ataatattga
ttttgcocggea
tgctgaagat
gatcecttgag

gecggtaggeg
tcactagaag
ctgacacaac
tggtegtgag
tagaaactgg
cttactgaca
tocttaagget
dgaattcgge
gaatctaaag
gaaggtgacc
caaacatgca
cogtgacoggt
tggagaatca
tggagadgage
caacgageac
gattcgaagc
goggoegott
gagtttggac
gatgctattg
tgcattcatt
aacctetaca
aggoccgcac
ctgtagcgge
tgocecadegec
cggcitttoec
acggecacctc
ctgatagacyg
gttccaaact
tttgccagatt
ttttaacaaa
tgtgeggtat
tgaaagagga
teagttaggyg
tctcaattag
gcaaagoatg
gcccctaact
ttatgcagag
Ltttggaggc
adaggctagag
gtggagaggc
gtgttcocggo
gecctgaatyg
ccttgogeag
gaagtgcoogg
atggoctgatyg
caagcgaaac
gatgatctgg
gcegcacatgo
atcatggtagy
gaccgetatc
tgggctgacc
ttctategec
aagcgacgco
ctgtgtgttg
agtacaatct
gacgogooct
tcogggaget
gygcctogtga
tcaggatggea
cattcaaata
aaaagdaadga
ttttgcocectto
cagttgggty
agtttteogoo
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tgtacggtgg
ctttattgeg
agtctcgaac
gcactgggea
gcttgtogag
teccactttge
agagtactta
ttatggcaga
aagaaaaaag
agtggtgoag
togcgagaag
dggatcagggy
gaggagtaca
tatattteoccg
aagaacggct
gaaggaggaa
cectttagty
AAACCAaCaAac
ctttatttgt
ttatgtttca
aatgtggtaa
cgatcgecoct
acattaagceg
ctagogooaeg
catcaagcete
gaccgcaaaa
gtttttcgec
ggaacaacac
teggoectatt
atattaacgt
ttcacacoge
acttggttag
tgtggaaagt
tcagcaacca
catctcaatt
cocgoccadtt
gccgaggeeyg
ctaggcetttt
ccaccatgat
tattcggeta
tgtcagcgca
aactgcagga
ctgtgctoga
ggcaggatet
caatgoggcg
atogeoatoga
acgaadagoa
cogacggoga
aaaatggoeg
aggacatagce
gcttcecctegt
ticttgacga
caacctgecra
gttttttgty
gctctgatge
gacgygcettyg
goatgtgtea
tacgeotatt
cttttocgggyg
tgtatcoget
gtatgagtat
ctgtttttge
cacgagtggy
ccgaagaacyg

gaggtctata
gtagtttate
ttaagctgca
ggtaagtatc
acagagaaga
ctttotaotee
atacgactca
atcgaaggaa
aagaaatgac
ggt.cctecocgyg
acacctggga
acaaatacta
acaggcggcoc
agaagaccaa
ctggggggasa
acatttatga
agggttaatyg
tagaatgcag
aaccattata
ggtteagggyg
aatccgataa
tcocaacage
cggcgggtgt
cEcctttogo
taaatcggog
aacttgattt

ctttgacgtt’

tcaaccctat
gattaaaaaa
ctacaatttc
atacgoeggat
gtaccttctg
ceccaggeta
ggtgtggaaa
agtcagcaac
ccgoccatte
cctoggecte
gcaaaaagct
tgaacaagat
tgactaggea
ggggcgeccg
cgaggcagceyg
cgttgteact
cotgtoateot
gcoctgcatacg
gogagcacgt
tcaggggeto
agatctogte
cttttotgga
gttggctace
gctttacggt
attctteotga
tcacgatggc
tgaatcgata
cgcatagtia
tctgeteoey
gaggttttca
Lttataggtt
aaatgtgcgc
catgadacaa
tecaacatttc
tcacccagaa
ttacatogaa
ttttccaatg
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taagcagagc
acagttaaat
gtgactctet
aaggttacaa
ctcottgogtt
acaggtgtco
ctataggcta
gcaagagacc
tggtggaaaa
cagtegttac
ccaggcocecaa
caagcagaag
aaagagcigy
aggggagatt
caatcctcac
agccgaatte
cttcgagcag
tgaaaaaaat
agctgcaata
gagatgtggg
ggatcgatac
tgcgeagect
ggtggttacy
tttctiooct
gctoccttta
gggtgatggt
ggagtccacg
ctcggtctat
tgagcectgatt
gocctgatgeg
ctgcgeagoa
agygcggaaag
cecageagge
gtcocooccaggo
catagteccg
tcocgeccoat
tgagctattc
tgattcttet
ggattgcacy
caacagacasa
gttotttttg
cggctatcgt
gaagcgggaa
caccttgctc
cttgatcegg
acteggatgyg
gocgoeagooyg
gtgacceatg
ttoategact
cgtgatattg
atcgeoogeto
gocgggactct
cgcaataaaa
dodgataagga
agccagceog
gcatcegett
ccgheateac
aatgtcatga
ggaaccocta
taaccctgat
cghgtogeoe
acgctggtga
ctggatctca
atgagcactt

tocgtttagtg
tgctaacgca
taaggtagcc
gacaggttta
tctgatagge
actccecagtt
gtaacggcocg
aagaaatgaa
tagateoctea
ctgaagaaaa
cacaacatac
tactcoagga
gtgaagtcaa
tcktcagoctyg
caagggtect
tgcagatatc
acatgataag
getttatttg
aacaagttaa
aggtttttta
gggctggegt
gaatggecgaa
cgeagegtga
tecttteteg
gggttcagat
tcacgtagtg
Ltctttaata
Lettttgatt
taacaaatat
gtattttate
ceatggoctg
aaccagctgrt
agaagtatgc
tooeeageay
ccectaactco
ggctgactaa
cagaagtagt
gacacaacag
caggttotco
tcggoctgetco
Lcaagacoga
ggctggocac
gggactggcet
ctgoccocgagaa
ctacctgoac
aagcocggtcet
aactgttcge
gcgatgcoty
gtggeegget
ctgaagaqgct
cegattegea
ggggttcgaa
tatoctttatt
tccgocgtatg
gacacoogoo
acagacaagc
cgaaacgogda
taataatggt
tttgtttatt
aaatgcttca
ttattcceott
aadtaaaaga
acagoggtaa
ttaaagttct

1140
1200
1260
1220
1380
144G
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1480
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
30860
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
1660
3720
3780
38440
3500
3850
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
45860
4620
4680
4740
4800
4860
4920



gctatgtgge
acactattct
tggcatgaca
caacttactt
gggggatcat
cgacgagogt
tggcgaacta
agttgcagga
tggageoegyt
ctocogtate
acagateget
ctocatatata
gatcecttitt
gtecagaccce
ctgctgettg
getaccaact
ccttoctagtyg
cctegotetyg
cgggtiggac
ttecgtgcaca
tgagctatga
cggcagggtc
ttatagtect

agg9ggggcgg
tetgctggect

geggtattat
cagaatgact
gtaagagaat
ctgacaacga
gtaactcgec
gacaccacga
cttactctayg
ccacttectge
gagcgtgggt
gtagttatct
gagataggtg
ctttagattyg
gataatctea
gtagaaaaga
caaacaaaaa
ctttttcecga
tagccgtagt
ctaatcctgt
ccaagacgat
cagcccagct
gaaagcedgcoeca
ggaacagdag
gtegggttte
agcctatgga
tttgctcaca
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coccgtattga
tggttgagta
tatgcagtge
tocggaggacac
ttgategttg
tgcctgtage
cttccaggea
gocteggeoet
ctcgeggtat
acacgacggdg
ccetecactgat
atttaaaact
tgaccaaaat
tcaaaggate
aaccaceget
aggtaactgg
taggccacca
taccagtgge
agttaccgga
Lggagcgaac
cgcttcooga
agcgcacgayg
gccacctetg
aaaacgccag
tggectcgaca

cgccgggcasa
ctcaccagtc
tgccataacc
gaaggagcta
ggaaccggag
aatggcaaca
acaattaata
tcecgactgge
cattgcagea
gagtcaggca
taagcattgg
tcatttttas
cccttaacgt
ttcttgagat
accagoggtg
cttcagcaga
cttcaagaac
tgetgecagt
taaggcgcag
gacctacacao
agggagaaag
ggagcttcea
acttgagcgt
caacgcggcec
gatct

gagcaactcg
acagaaaagc
atgagtgata
accgcttttte
ctgaatdgaag
acgttgcgea
gactggatgg
tggtttatty
ctggggecag
actatggatg
taactgtcag
tttaaaagga
gagtttteogt
cctittttte
gtttgtttgce
gcgcagatac
tctgtageac
ggcgataagt
cggtcggget
gaactgagat
gcggacaggt
gggggaaacy
cgatttttgt
Lttttacggt

gtocgcogeat
atcttacgga
acactgeggce
tgcacaacat
ccataccaasa
aactattaac
aggecdgataa
ctgataaate
atggtaagec
aacgaaatag
accaagttta
tctaggtgaa
tccactgage
tgegeogtaat
cggatcaaga
caaatactgt
cgcctacata
cgtgtcttac
gaacgdgggg
acCtacagcg
atccggtaag
cctggtatcet
gatgctegte
tcetggectt

4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
58240
5880
5540
6000
6060
6120
5180
6240
6300
6360
63395

<210> 14

<211> 5961

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> pESYNREV

<400> 14
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tcaatattayg
ttggacattg
aatatgaccyg
gtcattagtt
gcctggetga
agtaacgcca
ccacttggca
cggtaaatgy
gcagtacatce
caatgggcecgt
caatgggagt
cgatcgeceg
agcagagctc
agttaaattg
gactctectta
ggttacaaga
cttgcgtite
aggtgtcocac
ataggctagc
atgaacctca
ccacaaggcc
gagaagattc
cacacaccct
caadaaaggce
gtgaatcegeyg
gcatggggag
gtettgagge
cegcttecct

ccattageca
catacgttgt
ceatgttgge
catagccocat
ccgcoccaacy
atagggactt
gtacatcaag
cecgectgge
tacgtattag
ggatagceggt
ttgttttgge
ccceghbtgac
gtttagtgaa
ctaacgcagt
aggtagecett
caggtttaag
tgataggecac
teccagttca
ctocgagaatt
aggaadgagad
ccctggaggd
ctagcoagac
ccagaaggda
tggaatggag
gecatectggag
gctaccagayg
coggagacte
ttagtgaggg
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tattattcat
atctatateca
attgattatt
atatggagtt
accocogece
toccattgacy
tgtatcatat
attatgecca
tcatcgetat
Ltgactcacg
accaaaatca
gcaaatggge
cegteoagatc
cagbgettct
gcagaagttg
gagaccaata
ctattggtct
attacagctc
cgocaccatg
caaagaggag
ggaccagtag
ctgecatcgce
taggtggatt
aattaggggc
ggagetctac
ggcacaadgaa
caaaagacgc
ttaatgette

tggttatata
taatatgtac
gactagttat
ccgcgttaca
attgacgtca
tcaatgggtg
gccaagtocy
gtacatgace
taccatggty
gggatttcca
acgggacttt
ggtaggcgta
actagaadgct
gacacaacag
gtcgtgagge
gaaactgggc
tactgacatc
Ltaaggctag
getgagagea
aagcgccogea
tgcegegtgs
agaagacacc
aggggccayga
gtgcaacaag
ttcegegagy
aggctgtggy
cgcaaacace
gagcagacat
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gcataaatca
atttatattyg
taatagtaat
taacttacgg
ataatgacgt
gagtatttac
ceccectatty
ttacgggact
atgeggtttt
agtctcoccacce
ccaaaatgte
tacggtggga
ttattgeggt
tctegaactt
actgggcagg
ttgtcgagac
cactttgect
agtacttaat
agdaggccag
acgactggtg
tgagacagtc
teggeceegy
ttttgcaage
ccgctaaaga
accagagggd
gegagcagay
tgtgaagtcg
gataagatac

atattggcta
gcetecatgtee
caattacggg
taaatggcoc
atgtteccat
ggtaaactgc
acgtcaatga
ttcctacttg
ggcagtacac
ccattgacgt
gtaacaactg
ggtctatata
agtttatcac
aagectgeagt
taagtatcaa
agagaagact
ttetectecac
acgactcact
ggatcaagag
gaagatcgac
cctgecogag
tcceaccrag
cgaggtectc
gctgggagag
cgatttctee
cagocooooga
accegggegqg
attgatgagt

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1620
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
le80



ttggacaaac
ctattgcttt
ttcattttat
Lctacaaatg
cocgeoaccgat
ageggegeat
agcgococtag
ttteococeogte
cacctcecgacc
tagacggttt
caaactggaa
cogatttegg
aacaaaatat
cggtattica
agaggaactt
ttaggglygtg
aattagtcag
agcatgcatcg
claactecge
geagaggecyg
ggaggectag
ctagagecoac
agaggctatt
toeggaotgtc
tgaatgaact
gogcageigt
tgceggggca
ctgatgcaat
cgaaacatog
atctggacga
goatgocooga
Lggtggaaaa
gctatcagga
chtgaccegott
atcgeocttet
gacgcccaac
gtgttggttt
caatetgcte
cgeeoctgacg
gaacgetgcat
tegtgatacg
gtggcacttt
caaatatgta
agaacgagtat
gcocttcoetgt
tgggtgeacg
tteogecococoga
tattatcoocyg
atgacttggt
gagaattatyg
caacgatogg
ctegectiga
ccacgatgeco
ctctagetico
ttetgeogete
gtgggteteg
Ltatctacac
taggtgoctc
agattgattt
atctcatgac
aaaagatcaa
caaaaaaacc
Ltocogaaggt
cgtagttagg

cacaactaga
atttgtaacc
gtttcaggtt
tggtaaaatc
[aleTolalod of W alute]
taagcgoegge
cgcoecgotoc
aagctotaaa
gcaaaaaact
ttecgoocttt
caacactcaa
cetattggtt
taacgtttac
cacogeatac
ggttaggtac
gaaagtccooo
caaccagatg
tcaattagte
ccagttooge
aggcegocte
gcttttgecaa
catgattgaa
cggetatgac
agcgcaggyy
graggacgag
gotcogacgtt
ggatctecectyg
gegygegdety
catcgagcga
agagcatcag
cggcgadggat
tggecegettt
catagcgttg
cctogtgott
tgacgagttc
ctgecateac
tttgtgtaaa
tgatgocegea
ggcttgtctg
gtgtcagagg
cetattttta
tcggggaaat
tecgetcatg
gagtattcaa
ttttgectcac
agtgggttac
agaacgtLttt
tattgacgoo
tgagtactca
cagtgetgoo
aggaccgaagq
tcgttgggaa
tgtagcaaty
coggoaacaa
ggcccttoeg
cggtatcatt
gacggggagt
actgattaag
aaaacttcat
caaaatccct
aggatcttet
accgctacca
aactggcttc
craceactte
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atgcagtgaa
attataageot
cagggggaga
cgataaggat
aacagttgeyg
gggtgrggtg
ttteogeotito
tegggggote
tgatttgggt
gacgttggag
cectatctog
aganaalgag
aatttcgect
goggatctge
cttctgagge
aggctoooca
tggaaagtcco
agcaaccata
ceattctoeg
ggcctetgag
aaagcttgat
caagatggat
tgggcacaac
cgoeeggtto
goagcgcggao
gtcactgaag
tcatctcacc
catacgatlg
gecacygtacktc
gggctcgege
ctcgtogtga
totggattca
gotacccgtg
tacggtatcg
ttctgagogg
gatggoogca
tocgatagcocga
tagttaagoe
ctceccggcat
ttttocacegt
tagattaatg
gtgcgcggaa
agacaataac
catttcogtyg
ccagaaacgco
atcgaactgy
ccaatgatga
gggcaagadge
ccagtcacag
ataaccatga
gagctaaccg
ceggagatga
goaacaacgt
ttaatagact
gctggetggt
geagecactgyg
caggceaacta
cattggtaac
ttttaattta
Ltaacgtbgagt
tgagatcett
geggtggttt
agcagagqogc
aagaactotyg

agaaatgctt
geaataaaca
tgtgggaggt
cgatcocgyggce
cagcoctgaat
gttacgcgeca
Ltocccttect
cctttagggt
gatggttcac
tceacgttet
gtctattctt
ctgatttaac
gatgcocggtat
gcagcacgeat
ggaaagaacc
gcagygcagaa
cocagdctoeo
gtocogeoce
coccatgget
ctattccaga
tottctgaca
tgcacgcagy
agacaatcgg
cttttagiccaa
tatcgtgget
cgggaagdgga
ttgctectge
atccggetac
dgatggaagc
cagccgaact
cccatggega
tegactgtgg
atattgctga
cegotoocga
gactctgggg
ataaaatatc
taaggatccyg
agoccogaca
ccgettacag
catcaccgaa
tcatgataat
coectatttg
ccbgataaat
tcgococttat
tggtgaaagt
atctcaacag
gcacttttaa
aactoggtaey
aaaagcatct
gtgataacac
cttttttgea
atgaagccat
tgogcaaact
ggatggagygc
ctattgctga
ggccagatgg
tggatgaacyg
tgtoagacca
aaaggatcta
tLtogttaca
ttttctgog
gtttgcococgga
agataccaaa
tagcaccgeo
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tatttgtgaa
agttaacaac
ttcttaaage
tagcgtaata
ggcgaatgya
gogtgacege
ttctecgocac
tocegatttag
gtagtgggec
ttaatagtgy
ttgatttata
aaatatttaa
tttctectta
ggcctgaaat
agectgtggaa
gtatdcaaayg
cageaggcag
taactoogeo
gactaatttt
agtagtgagg
caacagtchtco
Lttctoeggee
ctgctetgat
gacogaccetg
ggccacgacyg
ciggctgeta
cgagaaagta
ctgooaattce
cggtettgte
gticgecagy
tgcectgcttg
coggetgggt
agagcttgge
ttegragego
ttogaaatga
tttattttea
cgtatggtgce
ceogogaaca
acaagctgtg
acgcgogaga
aatggtttcet
tttattttte
gcttcaataa
tccatttttt
aaaagatgct
cggtaagate
agttctgcta
cegcatacac
tacggatggc
tgeggecaac
caacatgoggg
accaaacgac
attaactggc
ggaltaaagtt
taaatctgga
taagqccoteco
aaatagacag
agktttactea
ggtgaagatc
ctgagcgtca
cgtaatctge
tcaagagcta
tactgtceett
tacataccte

atttgtgatg
aacaattgea
aagtaaaacc
acgaagagygc
cgegoactgt
tacacttgec
gttocgoogyc
agctttacgg
atcgcactga
actettgttce
agggattttg
cgcgaattot
agcatetgtyg
gacctoctgaa
tgtgtgtcag
catgcatcto
aagtatgcaa
caltccegeoec
ttttatttat
aggctttitt
gaacttaagg
gcttgggtgg
gococgeegtgt
tceggtgeoo
ggcgttectt
ttgggcgaay
tccateatgg
gaccaccaad
gatcaggatg
ctoaaggogo
ccgaatatca
gtggoggaca
ggcgaatggg
atcgectict
ccgacgaago
ttacatetgt
actctcagta
ceegcectgacy
accgbtotoecg
cgaaagdgcc
tagacgtcag
taaatacaltt
tattgaasaa
goggeatttt
gaagatcagt
cttgagagtt
tgtggegegy
tattecbcaga
atgacagtaa
ttacttctga
gatcatgtaa
gagegt.gaca
gaactactta
geoaggaccac
gecggtgage
cgtatcgtag
atcgetgaga
tatatacttt
ctttttgata
gacocccgtag
tgettgeoaaa
ccaactcttt
ctagtgtage
gctotgoctaa

1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2480
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
2840
3800
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4200
4860
4320
4980
5040
5100
5160
5220
K280
5340
5400
5460
£E520
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teocetgttacc
gacgatagtt
ccagecttgga
gocgecacgot
caggagageyg
ggtttcgecca
tatggaaaaa
ctcacatgge

agtggctgcet
accggataag
gogaacgacc
teccecgaaggy
cacgagggag
cctctgactt
cgccadcaac
Legacagatc
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geccagbggeg
gcgeoageggt
tacacogasac
agaaaggogg
cttoccagggy
gagcogtogat
gocggoctttte
T

<210> 15

<211> 4307

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> gag-pol de VIH con codones optimizados

<400> 15

ataagtcgtg
cgggctgaac
tgagatacct
acaggtatcc
gaaacgcctg
ttttgtgatg
tacggttecct

77

tcttaccggyg
gggaggttey
acagcgtgag
ggtaagcggdce
gtatctttat
ctoegtcaggy
ggccttitge

ttgoactcaa
tgcacacagc
ctatgagaaa
agggtcggaa
agtcocotgteyg
gggcggagec
tggecttttyg

5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
5861



atgggcgecc
ctgcgoeceg
‘ctggagcegct
ctcggccaac
accgtggoca
ctggataaaa
Jgacaccggac
cagatggtgc
gagaaggctt
ccocaagatc
ctgaaggaga
gggcccateg
agtacccttc
atctacaaac
agcatcctgg
tacaaaacdgc
ctgctggtcec
gcltaccctag
cgogtectgg
ggcaactttco
acagecogcoa
caccaaatga
cacaadggaa
gagagcttca
aaggaactgt
taaagatagy
Lggaggagat
tcatcaaggt
gtaccgtget
tcggttgeac
ccgggatgga
tggtggagat
acccgtacaa
tggtggactt
tcccgcacceo
cctacttcte
cgatcaacaa
aaggetotcoc
adaacccoga
agatagggca
tgaccacace
tgcaccctyga
tcaacgacat
tLtaaggtgag
ccectaaccga

gcgccagegt
gocggcaaaaa
tcgecgtgaa
tgcagccecag
cgctgtactg
tcgaagagga
acagcaacca
accaggccat
cttagccogga
tgaacaccat
coatcaatga
cacecgagceca
aggaacagat
gctggatcat
acatccgcca
tLcocgocgeocga
agaacgcgaa
aggaaatgat
ctgaggcecat
ggaaccaacdg
actgcagggce
aagattgtac
ggccagggaa
ggtttgggga
atccttiage
ggggcagcte
gtegtitgeca
gegecagtat
ggtgggeccec
gctgaacitc
cggoccgaag
ctgcacagag
cacgccggtyg
ccgecgagotg
cgcagggctg
cgttoccctg
cgagacaccyg
cgcaatotte
catcgicate
glaccgcace
cgacaagaay
caaatggaca
acagaagctyg
geagetgtge
ggaggecgag
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gctgteggge
gaagtacaag
ccecgggeto
cctgcaaacco
cgteccaccag
acagaataag
ggtcagccag
cteceocecgo
ggtgataccc
gctcaacaca
ggaggctgcce
gatgcgtgag
cggctggatg
cctgggecotg
aggcccgaag
gcaggctagce
cceggactge
gaccgectgt
gagccaggtg
caagatcgtc
ccctaggaaa
tgagagacay
ttttcttcag
agagacaaca
ttcoctcaga
aaggagqcic
ggcegergga
gaccagatce
acaccegtca
cecattageco
gtcaagcaat
atggaaaagg
ttagcaatca
aacaagcgca
aagaagaaga
gacgaagact
gogattcgat
cagagtagca
tatcagtaca
aagatcgagyg
caccagaaqy
gtgcagccta
gtggggaagt
aaactocteg
ctegaactqgy

ggcgagctgg
ctgaagcaca
ctggagacca
ggcagegagy
cgcatcgaaa
agcaaaaaga
aactacccca
acqgctgaacg
atgttcteag
gtggggagac
gaatgggatc

ccacggagct
aACCcaacaacc

aacaagatcg
gaacccttte
caggaggtga
aagacgatcc
cagggagtgg
accaactocg
aagtgcttea
aagggctgtt
gctaattitt
agcagaccayg
actcecctete
tcactctttyg
Lectggacac
agecgaagat
tcatcgaaat
acatcatcgg
ctatecgagac
ggccattgac
aagggaaaat
agaagaagga
cgcaagactt
aatcecgtgac
tcaggaagta
atcagtacaa
tgaccaaaat
tggatgactt
agctgogoca
agoctcoectt
tegtgctgec
tgaactgggc
goggaaccaa
cagaaaaccg
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accgctgygga
tcgtgtgggce
gcgaggggatyg
agctgcgcag
tcaaggatac
aggcccaaca
tcgtgragaa
cctgggtgaa
ccctgtcaga
accaggcogce
gtgtgcatcc
cagacatcge
cacccatcce
tgcgecatgta
gcgactacgt
agaactggat
tgaaggccct
gcggaccegg
ctaccatcat
actgtggcaa
ggaaatgtgg
tagggaagat
agccaacagc
agaagcagga
goeagegacco
cggagoagac
gatcggggga
ctgcggeooac
acgcaacctg
ggtaccggtg
agaggagaag
cteocaagaltt
ctcgacgaaa
ctgggaggtt
cgtactggat
cactgccttc
cgtgetgeec
cctggagect
gtacgtggge
gecacctgttg
cetetggaty
agagaaagac
cagtcagatt
ggcactcaca
agagatocta

gaagatcegoe
cageogogaa
ccgocagatco
cotgtacaac
gaaagaggcce
ggccgcocgey
catccagggg
ggtggtggaa
gggagccaco
catgcagatyg
ggtgcacgca
cggaacgact
ggtgggagaa
tagecctace
ggaccggttce
gaccgaaacc
gggcccagcy
ccacaaggea
gatgcagoge
agaagggeoac
asaggaagdga
ctggecttce
coccaccagaa
gccgatagac
ctcgtcacaa
gacaccgtge
atcggeggtt
aaggctatcg
ttgacgcaga
aagctgaagc
atcaaggcac
gggcctgaga
tggcgcaagc
cagctggaca
gtaggtgatyg
acaatccott
cagggctgga
ttecgcaaac
tctgatctag
aggtggagac
ggttacgagce
agctyggactg
Ltacccaggga
gaggtgatcce
aaggagcccg

60
120
180
240
300
380
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1220
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700



tgoacggogt
aaggccagtg
acgcooggat
agatcaccac
agaaggaaac
gggagttcgt
tagtgggcge
aagcoggata
accagaagac
acatcgtgac
agtccgaget
cetgggtacce
ctggcatcag
aataccacag
aagagatcgt
tggactgtag
tggtagecogt
ggcaggagac
atactgacaa
gaatcaagea
tgaataagga
cogoggtoca
acagtgcgyag
aaaagcagat
tctggaaagyg
atagcocgacat

agatggcygyg

gtactatgac
gacctateag
gaggggtgcc
cgaaagcatc
ctgggaazacc
caacaccoet
cgaaacckttc
cgtcactaac
tgagctgcag
agactctcayg
ggtcaatcag
cgcecceacaaa
gaaggtgcta
caactggcgg
ggccagotgt
cceccggeata
cecatgtggoa
agectactte
tggcagcaat
ggagttcggg
gttaaagaag
aatggogata
ggageggatc
taccaagatt
cocagcgaag
caaggtggtg
tgatgattgc
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coccteocaagg
atttaccagg
cacactaacg
gtgatctygg
tggtggacag
cecectggtga
tacgtggatg
cggggeagac
gccatttacc
tatgccocctgg
atcatcgagce
ggcattggey
ttcectggatyg
gccatggcta
gacaagtgtc
tggeaacteyg
agtggctaca
ctectgaage
titcaccagig
atccccetaca
attatocggee
Lfcatccaca
gtggacatca
cagaatttce
cteocctotgga
cocagaagaa
gtggocgagea

acctgatcge
agccettoaa
acgtcaagca
gaaagactco
agtattggca
agctgtggta
gggcoogctaa
agaaggttgt
tcgotttgea
grcatcattca
agctgatcaa
graatgagca
gceatcgacaa
gogacttcaa
agcteaaggyg
attgcaccca
Legaggcoega
tggcaggeeg
ctacggttaa
atocccagay
aggtcagaga
atttcaagcy
tegegaccga
gggtctacta
agggtgaggyg
aggcegaagat
gacaggatga

cgagatccag
gaacctgaayg
gctgaccgayg
taagttcaag
ggoccacctgyg
ccagctggag
cagggagact
cacectcact
ggactcgggce
agcccagoca
gaaggaaaag
ggtcgacaag
ggcccaggac
cctgeececoct
cgaadacaty
tctggagagce
ggteattecce
gtggccagtg
ggcogectge
tecagggegtc
tcaggctgayg
gaagggygyyg
catccagact
cagggacagc
ggcagtagtag
cattagggat
ggattag

aagcagggyc
acoggcaagt
gococgtgcaga
ctgococatoc
attecctgagt
aaggagceca
aagctgggea
gacagcacca
ctggaggtga
gaccagagty
dgtctatctgg
ctggtctegy
gagcacgaga
gtggtggcca
catggcocagg
aaggttatcc
gooegaaacag
aagaccatoc
tggtgggeag
gtegagtota
catctecaaga
attggggggt
aaggagetgc
agagatcooeoc
atccaggata
tatggcaaac

2760
2820
2880
25940
3000
3060
3120
31840
3240
3300
3360
3420
3480
35490
3600
3660
3720
3780
3840
3800
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4307

<210> 16

<211> 4658

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> gag-pol de EIAV con codones optimizados

<400> 16

79



atgggegatc
ggtagccaaa
cacgacacta
gaggacgtga
gccatcageog
tttcaactgc
agegaggagt
cccocagggact
tcocecagaacce
ctegacgtgy
atcgcocgacyg
cagggdgccta
cagatggagc
atgagcgagg
gocaaggaac
caccctoagy
gagtgcagaa
geatgtcogcy
accggectag
caaacatgtt
gtotgtttta
aacgggaadqc
agtcagcaca
ctgagcgaas
ctggacagtt
tcaatgacac

ccctcaccty
agcttaccac
atttcgttaa
cccaaacatt
cagtcaaaat
tcegegetaa
acccaattat
ataccacctg
tgtteggcat
tgocaggaca
actgggataa
teeocctatgac
cagcatttga
ggattaaagt
cataccctga
agatctccaa
acgccatgag
acattggcac
ctggtccatt
ataattgtgg
aatgtaaaca
aaggggctca
acaaateotgt
taaaaaagga
tgtgggagta
ccctettaat
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gtccaaagee
aggcaattge
ggagaaagat
dtctgggceag
ggggctgcaa
gtacgagaag
gatcgacggce
ggtcaacacc
cctgtetgtyg
ggctggacag
togecaccee
cgctaggttc
ccaatttagg
catgatcgga
gtttgtegac
gttcttgaca
gcacctcaga
taccaagcaa
caaagdagga
gaagccagga
goctggacat
agggaggece
tgtacaagag
atacaatgtc
acatacaate

gtgetgcetgg

ctgaagaaac
aactgggcat
tggcaactea
gagcgcgaag
atcaacaacy
aaaacogeca
gcegygcaata
atccagacaa
gactgcacct
aaacagatces
ctgocaaacd
attaggggac
cagacctaca
aagcccaagg
aggcttcectgt
gacacactga
cotgaagata
aagatgatgc
gcactgaagg
catttatcta
ttetcaaage
cadgaaacaaa
actcctcaga
aaggagaagy
togagaagag
acaccggagae

80

tggaaaaagt
tgtccctggt
gagacgtgat
ctttoegagcy
tggttgacgg
acaagaaaca
ggaactteog
acggactttt
ccgaagaaat
tgctegatgce
ccoctoctggt
tgggggtgcc
gacagtggat
cacadaacat
cccagattaa
ctatccaaaa
ccctggagga
tgctcgecaa
gaggtccatt
gtcaatgtag
aatgcagaag
ctttcoocgat
ctcaaaatct
atcaagtaga
goocactace
cgacaccagc

caccgttcag
ggatctttte
cccectettg
cacctggtgg
taaagctage
atccgaacct
cecactgact
gaacgaagcc
gaatgctttt
cattgacaag
ggctcccoccca
cegogaacge
catcgaagcco
caggcagggd
atcegaaggce
tgcaaatgaa
gaaaatgtac
ggctctgcaa
gaaagertgca
agcacctaaa
tgttecaaaa
acaacagaag
gtacccagat
ggatctcaac
ategtceotga
gttcteoacta

60
120
180
240
360
360
42Q
480
540
600
660
720
780
840
200
960
1020
1e80
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
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ctgctcacta
gegttggagy
acattaazac
tecaggacct
agatogagcet
agaagcttga
aggccagcega
aatggagact
tctetogegy
acattggaga
ttaccatcco
coeagggatt
ctttcogoga
ggtccaacgg
tggagaaagg
tgggctacca
agaaccoaac
gaatccctgg
accagaaggt
ttamgaatgc
aaatcactaa
coggaaagaa
tgctccagea
ttcecetteac
ttcecegagat
aggagcceac
tegctygcata
accaggtggc
tgaacattgt
agggaccaca
atttegootg
craaaattaa
acdaggacgc
caaagatcat
ceggaaaghbc
gatacaccgg
togaagggcea
cttgggacga
tctgggtgga
agattttggc
geooecactyg
actggcaggc
attceggeta
caattcetgga
actttgtggc
goatteecta
aaaagatoca
ttatcaccty
tcactaacca
aaaagttcty
tgtggaaagg
ceotgacacy

<210> 17
<211> 10392
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> pIRESIhygESYNGP

<400> 17

taacagactyg
caacgtcogaa
cagaatgetyg
gggcgetaaa
gaaagaggyec
gygcgctaay
caataaccect
cctgcaggac
actgectcac
cgottatttt
cagoatcaat
tgtgcttage
aagataccca
gtectaagaag
cttocgagaca
gctttgecct
actgaacgac
gcttaccgtt
catttggaca
tcaagggctc
gaactacgaa
aatcatgaag
cgteogccacce
caaggagcag
cgtetacacc
tagcggaatt
cgtecacatct
tgagaggatg
gactgacadc
gtcteoccctgg
ggtgcetgga
agaggaaatc
tggctttgac
tecaaccgat
cageatggeh
cgaaatccag
gJaagttcget
aaacaagatt
gaacatcoag
cegoaattac
caccaaacaa
agattgeacc
catcoacgea
atgggccadg

‘tgaacctgtg

tcaccctgaa
atctcacaga
caacaaagga
ggcccoaggta
cttttataag
agacggogea
caccaagctt
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aaatacagag
accttttcea
gtocgoogaca
ctoegtgetygyg
acaatgggtc
gaaatcgtge
tacaacagaa
ctgagggaac
cooggaggeo
accatococoa
caccadgage
coctacattt
gaggttcaac
cagcacaagyg
ccogacgaca
gaaaactgga
gtccagaagc
aagcacattg
gaggaagctc
caatactaca
gecacctatg
gccaacaaag
gagtctatca
gtgatgtdggg
caccaagtgg
acaatctata
aacgygccgoa
gctatcecaga
tactactgct
tggectatca
cacaaaggaa
atgettgect
ctgtgtgtgc
gtecaagatoc
aagcaggdatc
gtgatctgeca
caactcatea
agocagagayg
Jaagoacagd
aagatcccac
ggttetggeo
cacctogaca
acactoctcet
ctgbtatote
gtgaatctge
ageccagggca
gacaatacac
agagaaagca
atccatgaaa
atccceocggtyg
gttgtgytga
ctcatcaage

gaaggaaata
ctaotgtcac
tcceogteac
cacaactgtc
caaaaatcce
agcgoctgelt
ceatcttigt
tcaacaagac
tgattaaatg
tcgatectga
cogataaacg
accagaagac
tctaccaata
aactcatcat
agctgcaaga
aagtccagaa
tcatgggcaa
ccgcaactac
agaaggaact
atcocgaaga
tcatcaaaca
actggtccac
ccogogtogg
agatgcaaaa
tgcacgacga
cocgacggogg
ccaagcaaasa
tggcecttga
ggaaaaacat
tocagaatat
tttacggcaa
accagggeac
catacgacat
adgtgccacc
ttctgattaa
caaatatoegg
tectocagea
gtgacaagyy
acgagcacga
tgactgtage
cogeoggety
acaaaattat
ccaaggaaaa
caaaaltccct

tgaagttcct,

ttgtcocgagag
agacattgga
tgggeggeca
agectgotott
agcacgactg
acgatgaggg
caaactga
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coagggcaca
catcaaaaayg
catcctiggc
taaggaaatc
ceagtggoco
ttctgaggge
gattaagaaa
cgtccagghe
caagcacatyg
atttcgocoo
ctatgtgtgyg
acttcaagag
tatggacgac
cgaactgagg
agttcctcca
gatgcagttg
tattacctgg
aaaaggatgc
ggaggagaat
agaasatgttg
gtoccaaggc
cgttaaaaat
caagtgcocc
aggctggtac
ctggagaatg
aaagcaaaac
gaggctegge
ggacactaga
cacagagaggc
cocgegaaaadq
ccaactogoo
acagattaag
catgattcec
caattcattt
cgggggaatc
caaaagcaat
ceacagcaat
cttocggcago
gaattggcac
taagcagatce
cgtgatgagg
cetgacctte
tgcattgtge
gracaccgadc
gaaaatcgee
ggccaacadga
ggocgcactt
gacccoctgg
gcagcaggeoo
gaaaggtcct
caaggggatc

ggcatcateg
aaggggagac
agagacatto
aagttoogaa
ctgaccaaay
aagattageg
aggageggoa
ggaactgaga
acagtccottg
tatactgctt
aagtgcctceo
atcctocaac
ctgttcatgg
gcaatcecteco
tatagctggce
gatatggtca
atgagctccg
ctggagttga
aatgaaaaga
tgcgaggteg
atcttgtggg
ctgatgctcc
accttcaaag
tactcttggc
aagettgtcog
ggagagggaa
cctgteacte
gacaagcagg
cttggocetgy
gaaattgtet
gatgaagcey
gagaagagad
gttagogaca
ggttgggtga
attgatgaay
attaagetta
tcaagacaac
acaggtgtgt
acctceccta
acacaggaat
tocoocaate
gtggagagcea
acctcocteg

aacggcacca-

cacaccactyg
actctgaaag
cagctogood
Jgaggtcttca
cagtcctcca
acaagagttt
atcgectgtge

1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
25240
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000

3060

3120
3180
3240
3300
3360
34240
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
2960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
444G
4500
4560
4620
4658
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aattogecac catgggegat cccetoacct ggteocaaage cctgaagaaa ctggaaaaag 60

82



Ecaccgttca
tggatctttt
tecocactett
goacctggtg
gtaaagectag
aatccgaaca
geoccactgac
tgaacgaage
tgaatgcettt
ccattgacaa
tggctcecce
coegedaacy
tcategaagc
Loaggeaggy
aatcocgaagg
atgcaaatga
agaaaatgta
aggctotgea
tgaaagetge
gagcacctaa
gtgttecaaa
tacaacagaa
tgtacccaga
aggatctcaa
catcgtoctg
cgttctoact
aggcatcatc
gaadgggaga
cagagacatt
caagttoego
cetgaccaaa
caagattagc
aaggagogge
cggaactgag
gacagtcctt
ctatactgot
gaagtgcecte
gatcctoeaa
cetgiteatg
ggcaatceoto
atatagetgy
ggatatggtc
gatgagcteg
cctggagteg
taatgaaaay
gtgegaggte
catcttgtay
tctgatgete
caccttcaaa
ctactettgg
gaagettgtco
cggagaggga
coctgteact
agacaagcag
ccttggectyg
ggaaattgtce
cgatgaagoa
ggagaagaga
cgttagegas
togttgggtg
cattgatgaa
tattaagctt
ttcaagacaa
cacaggtgtg

gggtagccaa
ccacgacact
ggaggacgtg
ggccatcage
cttteoaactg
tagegaggag
tecccaggggc
cbtoccagaac
toctocgacgtyg
gategeegad
acaggggect
coagatggayg
catgagcgag
ggocaaggaa
ccacccteocag
agagtgcaga
cgeatgtege
aaccggectyg
acaaacatgt
agbotgtttt
aaacgggaayg
gagtcagcac
tctgagcgaa
coctggacagt
atcaatgaca
actgotcact
ggcgtiggag
cacattaaaa
ctoccaggacae
aagatcgagc
gagaagcttg
gaggccagey
aaatagagac
atctctegeg
gacattggag
Lttaccatce
ccocagggat
ccectttocgeg
gggtccaacy
ctggagaaag
ctgggetaco
aadaacccaa
ggaatcootyg
aaccagaagyg
attaagaatg
gaaatcacta
gcoggaaada
ctgctocage
gttoeoccttea
cttoocgaga
gaggagccca
atcgctgeat
caccaggtgy
gtgaacattg
gagggacecca
tatttcgoct
gccaaaatia
gacgaggacyg
acagagatca
accggaaaght
ggatacaccyg
atcgaaggge
cottgggacy
ttetgggtag
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aagottacca
aatttcgtta
accoraaacat
gcagtcaaaa
cteccgogota
tacecaatta
tataccacct
ctgttcggea
gtgccaggac
gactgggata
atcceotatga
ceageatttyg
gggattaaag
ccatacocty
gagatctcca
aacgocatga
gacattggca
gotggtocat
tataattigty
aaatgtaaac
caagagggetba
aacaaatcty
ataaaaaadqqg
ttgtgggagt
ccecctocttaa
ataacagact
gcaacdtcoga
cocagaatget
cgggegctaa
tgaaagaggy
agggegotaa
acaataagcc
tocctgeagya
gactgoctca
acgcttattt
ccagoalaaa
ttgtgcttag
aaagataccc
gyatctaagaa
gottocgagac
agetittgece
cactgaacga
ggcthacecgt
tcatttggac
ctcaagggcet
agaactacga
aaatcatgaa
acgtcgecad
ctaaggagca
tcgtcotacac
ctagcggaat
acgteacatc
ctgagaggat
tgactgacag
aglcteocotg
gggtgcctgyg
aagaggaaat
ctgactttga
ttccaaccga
ccagcatggce
gocgaaateca
agaagttcge
aaaacaagat
agaacatcca

caggcazattg
aggagaaaga
tgtctgggea
tggggctgca
agtacgagaa
tgatcgacgg
dgggtgaacac
tceotgtetgt
aggctggaca
atcgcocoacce
cocgotaggtt
accaatttag
tcatgatogg
agtttgtcga
agttcttgac
ggcacctcad
ctaccaagca
tocaaaggagyg
ggaagccagy
agootggaca
aagggadgoec
ttgtacaaga
aatacaatgt
aacatacaat
tgtgctgetg
gaaatacaga
aacctitttec
ggtagecgac
actogtgectg
cacaatgagt
ggaaatcgtg
tfacaacagqc
cetgagggaa
cocoggocgge
taccateccoo
tcaccaggayg
cccctacatt
agaggtitcaa
geagoacaay
accogacgac
tgaaaactgy
cgtocagaag
taagcacatt
agaggaagct
ccaatactac
agccacctat
ggccaacaaa
cgagtctata
ggtgatgtgg
craccaagtyg
tacaatetat
taacggcogs
ggctatcoag
ctactactge
gtggoctate
acacaaagga
catgcttgee
cctgtgtgtg
tgtcaagatc
taagcagggt
gdgtgatctge
tcaactecatc
tagocagaga
ggaagcacad
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caactgggca
ttggcaacte
ggagadcegaa
aatcaacaac
gaaaaccgoo
cgccggoaat
catoragaca
ggactgcacce
gaaacagatc
cctgecaaac
cattagggaa
geagacctac
aaagcocaag
caggettoty
agacacactg
acctgaagat
aaagatgatg
agcactgaag
acathtatct
tttectcaaag
ccagaaacaa
gactcetcoag
caaggagaag
ctocgagaaga
gacaccggag
ggaaggaaat
actocctgtea
atcceegtea
goacaactgt
ccaaaaatcc
cagcgectge
ccecatctttg
ctcaacaaga
ctgattaaat
ctoegatcetyg
ceogataaac
taccagaaga
ctetaccaat
gaactcatca
aagctgoaay
aaagtccaga
ctoatggaca
gecogeaacta
cagaaggaac
aatccocogaag
gteatcaaac
ggctgatcea
acccgegtoyg
gagatdgcaaa
gtgcacgacyg
acogacggcg
accaagcaaa
atggcocttyg
tggaaaaaca
atccagaata
atttacggca
taccagggcoa
ccatacgaca
caggtgcrac
cttectgatta
acaaatatcecg
atccoctocage
ggtgacaagqg
gacgagcacy

ttgtecctgg
agagacgiga
gctttegago
gtggttgacg
aacaagaaac
aggaacttoc
aacggactit
toccgaagaaz
ctgetecgaty
goccococtotgy
ctgggggtyge
agacagtgga
gcacagaaca
tcccagatta
actatccaaa
accetggagy
ctgotegeca
ggaggtccat
agtcaatgta
caatgcagaa
actttecega
actcaaaatc
gatcaagtag
ggcccactac
cocgacacoadg
accagggcacd
ccatcaaaaa
ceatoettgg
ctaaggaaat
cccagtggao
tttctgaggg
tgattaagaa
cegtoccaggt
gCeaagcacat
aatttegecec
gooatgtgtg
cacttcaaga
atatggacga
tcgaactgag
aagttcctec
agatgcagtt
atattacctg
caaaaggatg
Lggaggagaa
aagaaatgtt
agtcccaagg
cegttaaaas
geaagtgcoc
aaggctggta
actggagaat
gazaadcaaaa
agaggctcgg
aggacactag
teacagaggg
tcogogaaaa
accaaclcgg
cacagattaa
tcatgattcc
ccaattcatt
acgggggaat
gcaaaagcaa
accacagoaa
gcttcggeag
agaattggca

120

180

240

300

360

420

480

540

600

66l

720

780

B40

800

960

1020
1080
1140
1200
1250
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1&80
17440
1800
1860
1220
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
26490
2700
27€0
2820
2880
2540
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3380
3420
3480
3540
31600
3660
3720
3780
3840
3800



caccteeoct
cacacaggasa
gtoceeccaat
cgtggagagce
cacctocogte
caagggoacc
ccacaccact
aactctgaaa
tcagectogeoe
ggaggtctte
ccaghoccteoc
tacaagagtt
catcgctgty
cegeactaga
cttggaataa
tggcaatgtg
Ltcecococteto
ggaagcttcet
acctggegac
ggcacaacoco
ctoaagegta
ctgatoctggg
aggcoccoey
caaccccgha
gaagtitclyg
agaatctegt
ctgogecgat
coegattecyg
ccgcogtgca
geageeggto
attecggccca
cgcgattact
gtccgtegeg
goacctegtg
agoggteatt
cttcttetgg
gcatocggad
ceaactctat
atgocgacgeoa
aagcgerggoa
ccooageoact
tcgagaacge
cttacagcttyg
ggagggccgg
gtcatgocca
cotgecogatt
cagccatetg
actgtoottt
attctagygg
catgctgggg
agtgcattct
gtcgacctcet
ttatcegete
tgoctaatga
gggaaacctyg
gegtattggy
gcggrgagceyg
taacgcagga
cgcgttgetyg
ctcaagtcag
aagotocectc
tetcoctteg
gtaggtcgtt
cgecttatog

aagattttgg
tgcococceact
cactggcagy
aattccggct
gcaattcotgyg
aactttgtgg
gqgeattocct
gaaaagatcc
cttatcacet
atcactaacc
azgaagttct
ctgtggaaag
ccectgacac
ggaattogeo
ggcaeggtgtg
agggccegga
gocaaaggaa
tgaagacaaa
aggtgoetct
cagtgccacg
gtcaacaagy
gccteggtge
aaccacgggy
ccaaagatgg
atcgaaaagt
gcbtteaget
ggtttctaca
gaagtgcttg
cagggtgtca
gcggaggeea
ttecggaccge
gatcoccatyg
caggctctcyg
cacgoggatt
gactggagcyg
aggcegtggt
cttgcaggakt
cagagottgg
atcgtoccocgat
gtctggacag
cgtccgaggy
ctoagoccagce
gtggcacagt
tegeoagtgat
cgcactcagy
gggtgcagat
ttgtttgcce
cctaataaaa
gtggggtggy
atgegatggg
agttgtggtt
agctagagct
acaattccac
gtgagctaac
togtgocecage
cgetctteeg
gtatcagcotc
aagaacatgt
gogttttteco
aggtggcgaa
gtgcgotcto
ggaagegtygy
cgctccaagc
ggtaactatc
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ccogcaatta
gcaccaaaca
cagattgeac
acatccacgc
aatgggccag
ctgaacctgt
atcacecctga
aatctroacag
goaacaaagy
aggcccaggt
gettttataa
gagacggcge
gcaccaaget
cctocteoeocte
tgrtttgtcta
aacctggeococ
Lgcaaggtcot
caacgtotgt
goggocaaaa
ttgtgagtty
ggctgaagga
acatgcttta
acgtggtttt
atagatcocgg
t.ecgacagegth
tcgatgtagyg
aagatcgtta
acattgggga
cgttgeaaga
tggatgogat
aaggaatcgg
rtgtatcactg
atgagctgat
tcggotoccaa
aggcgatgtt
tggecttgtat
cgoogogget
ttgacggeaa
coggagcodg
atggctatgt
caaaggaata
aactoegegeyg
toctegtocac
tecaggecctt
tgatctgact
ctagagcteg
ctocoocogtg
tgaggaaatt
gcaggacagc
ctctatgget
tgtcoccaaact
tggcgtaatbe
acaacatacyg
tcacattaat
tgcattaatyg
cttccteget
actcaaaggc
gagcaaaagqy
ataggctceq
acecgacagg
ctgtteogac
cgetttobea
tgggcrgtgt
glettgagte

caagatcccoa
aggttctgge
ccacctogac
aacactectc
gotgttotcet
ggtgaatctg
aagocoagggc
agacaataca
aagagaaagc
catccatgaa
gatccceggt
agttgtggtg
tcteatocaag
elslelalalndedololn
tatgtgattt
tgtcttcttg
gtigaatgtc
agcgaccott
gocacgtgta
gatagtigtg
tgcocagaag
catgtgttta
cctttgaaaa
aaagcctgaa
ctecgaccty
agggcegtgga
tgtttatogg
attcagoygay
coctgoctgaa
cgotgeggos
tcaatacact
gcaaactgtg
gotttgggece
caatgtocty
cggggatteo
ggageageag
cocgggegtat
tttcgatgat
gactgtoggg
agaagtactc
gagtagatgc
agcctageaa
agttcgetaa
ctagattgtg
gatccogcayg
ctgatcagoc
cottecttga
gcatogecatt
dagggggagy
tetgaggegy
catcaatgta
atggtcatag
agecggaagc
tgegttgcge
aatoggocaa
cactgactcg
ggtaatacgg
ccagcaaaayg
ceeecctgac
actataaaga
cotgooactt
atgcteacge
gcacgaacco
caacccggta
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ctgactgtgg
coogoecggot
aacaaaatta
tccaaggaaa
ccadaateco
ctgaagttec
attgtegaga
cagacattgg
atgggoggece
aagetgotet
gagcacgact
aacgatgagg
ccaaactgaa
aacgttactg
tocaccatat
acgagcattc
agltgaaggaaqy
tgoagdceadc
taagatacac
gaaagagtca
gtaccceatt
atcgaggtta
acacgatgat
ctcacocgcoga
atgcagetet
tatgtcctge
cactttgoat
agocetgacct
accgaactge
gatcttageo
acatggogty
atggacgaca
gaggactgcc
acggacaatg
caatacgaqgg
acgegoetact
atgecteocgca
geagettggg
cgtacacaaa
gccgatagtg
cgaccgaaca
agcaaatgcg
gctocgotogg
ttggtaccea
attggagatc
tocgactgtgo
coctggaagg
gtotgagtag
attgggaaga
aaagaaccag
tcttatecatg
ctgtitecty
ataaagtgta
tcactgeceg
cgcgegggga
ctgogetogg
ttatccacaq
gocoaggaacc
gagcatcaca
taccaggogt
accggatace
tgtaggtatc
cccgttcage
agacvacgact

ctaagcagat
dcgtgatgag
toctgacctt
atgeattgty
tgcacaccga
tgaaaatcgc
gggocaacag
aggccgcact
agaccoocty
tgcagraggc
ggaaaggtcc
gcaaggggat
cccggggcgy
googaagocg
tgoogtotte
ctaggggteot
cagttectot
ggaacegoad
ctgoaaaggc
aatggctete
gtatgggaat
aaagagotcet
aagehtgeca
cgtctgtega
©ggagggega
gggtaaatag
cggecgaget
attgcatcte
ccgetgttet
agacgagcgg
atttcatatg
ccgtcagtgc
ccgaagtccg
gocgcataac
tecgcoccaacat
tcgageggag
Ltggtottga
cgcagggteg
tcgoccgoag
gaaaccgacg
agagctgatt
agagaacggc
ctgggtegey
gggecacgatt
googoocegtg
ctetagttge
tgccacteco
gtgtcattct
caatagcagg
ctgggygeteg
tetgtatacc
tgtgaaattyg
aagoeatggay
ctticragtc
gaggcggtit
tegttogget
aatcagggga
gtaaaaaggc
aaaatcgacg
ttccocecetgg
Egtcegeett
tecagttoggt
cegacogetg
tatcgccact

3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5Le0
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
&000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6480
6540
6600
Gac0d
6720
6780
6840
6300
6960
7020
7080
7140
7200
7260
7320
7380
7441
7500
7560
7620
7680
TF40
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ggcagcagcc
cttgaagtgg
gctgaagcoca
cgetggtage
tcaagaagat
ttaagggatt
aaaatgaagt
atgcttaate
ctgactccce
tgcaatgata
agcocagaagy
taattgttgc
tgcecattgct
cggttoocaa
ctoecttoggat
tatggcagca
taggtgagtac
ccoggegtca
Lggaaaacgt
gatgtaaccc
tggagtgagca
atgttgaata
tetecatgage
cacatttcecc
tggtcgactce
gcttgtgtgt
agcttgaccyg
gatgtacggg
attacggggt
aatggcccgc
gttcccatag
taaactgccc
gtecaatgacyg
cctacttgge
cagtacatca
attgacgtca
aacaactcog
agcagagctc
actcactata
gtatgctgga
aaaagcgggc
attcacctygg
aatctttttg
gacaatgaca
gtcgatcgag

actggtaaca
tggcctaact
gttaccttecg
ggtggttttt
cctttgatct
ttggtcatga
tttaaatcaa
agtgaggcac
gtcgtgtaga
ccgcgagacae
gcocgagogea
cgggaagcta
acaggcatayg
cgatcaagge
cctecgatoyg
ctgeataatt
tcaaccaagt
atacgggata
tcottegggge
actegtgeac
aaaacaggaa
ctcatactct
ggatacatat
cgaaaagtgce
tcagtacaat
tggaggtcgc
acaattgcat
cecagatatac
cattagttca
ctggctgacce
taacgccaat
acttgycagt
gtaaatggcc
agtacatcta
atgggcgtgy
atgggagttt
cceoccattgac
tctggctaac
gggagaccca
attaattcgc
atgacttctg
cccgoggtga
ttgtcaagcet
tcecacttigce
ca
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ggattagcag
acggctacac
gaaazagagt
ttgtttgcaa
tttctacggyg
gattatcaaa
tctaaagtat
ctatctcagc
taactacgat
cacgctcace
gaagtggtcc
gagtaagtayg
tggtgtcacy
gagttacatg
ttgtcagaag
ctettactgt
cattctgaga
ataccgoegee
gaaaactecte
ccaactgate
ggcaaaatgce
teetttttea
ttgaatgtat
cacctgacgt
ctgctoctgat
tgagtagtgc
gaagaatctg
gacgttgacat
tagcccatat
geccaacgac
agggactttc
acatcaagtg
cgecctggeoat
cgtattagtce
atagcggttt
gttttggcac
gcaaatgggce
tagagaaccc
agcttggtac
tgtctgeogag
cgctaagatt
tgcctttgag
tgaggtgtgg
ctttctetece

agogaggtat
tagaaggaca
tggtagetct
gceagcagatt
gtectgacget
aaggateite
atatgagtaa
gatctgtcta
acgggaggge
ggctcocagat
tgcaacttta
trogocagtt
ctogtagttt
atccoccaty
taagttggece
catgccatec
atagtgtatyg
acatagcaga
aaggatotta
ttcageateot
cgcaaaaaay
atattattga
ttagaaaaat
cgacggatcg
gccgcatagt
gcgagcaaaa
cttagggtta
tgattattga
atggagttce
ccocgecocat
cattgacgtc
tatcatatgc
tatgcccagt
atcgctatta
gactcacggg
caaaatcaac
ggtaggcgtg
actgcttact
cgagctogga
ggccagcectgt
gtcagtitcc
ggtggcegcyg
caggcttgag
acaggtatce

<210> 18

<211> 10114

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> pESDSYNGP

<400> 18
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gtaggeggtyg
ghtatttggta
tgatcoggca
acgcgcagaa
cagtggaacg
acctagatcc
acttggtety
tttegttcat
ttaccatety
ttatcageaa
tccgcoteca
aatagtttgc
ggtatggectt
ttgtgcaaaa
gcagtgttat
gtaagatgct
cggcgacoga
actttaaaag
ccgetgtoga
tttactttca
ggaataaggg
ageatttate
aaacaaatag
ggagatcteocc
taagccagta
tttaagctac
ggcgttttge
ctagttatta
qcgttacata
tgacgtcaat
aatgggtgga
caagtacgcc
acatgacctt
ccatggtgat
gatttecaag
gggactttcc
tacggtggga
ggcttatcega
tccactagta
tggggtgagt
aaaaacgadgqg
tccatcotggt
atctggeocat
actcccaggt

ctacagagtt
tctgegeteot
aacaaaccac
aaaaagygatc
aagactcacyg
ttttaaatta
acagttacca
ccatagttge
geceocagtge
taaaccagcce
tcecagtetat
graacgttgt
cattcagetc
aagoeggttag
cactcatggt
tttctgtgac
gttgctcttg
tgetcocatcoat
gatccagttc
ccagogttto
cgacacggaa
agggttattyg
gggttccgey
cgatcoccta
tctgctecct
aacaaggcaa
gctgettcge
atagtaatca
acttacggta
aatgacgtat
ctatttacgg
ccctatigac
atgggacttt
geggtttigy
tcteoecaccce
aaaatgtogt
ggtctatata
aattaatacg
acggeoegoca
actcecctcte
aggattitgat
cagaaaagac
acacttgagt
ccaactgcag

7800
7860
7920
T7I80
8040
B100O
8160
B220
B2BO
8340
8400
8460
8520
B580
8640
8700
8760
8820
8880
8940
3000
3060
©120
9180
9240
9300
9360
9420
9480
2540
9600
9660
9720
9780
9840
9500
99860
10020
10080
10140
10200
10260
10320
10380
10352



tcaatattgg
ttggceattg
aatatgaccyg
gtoattagtt
geotggetga
agtaacgcca
ccacttggca
cggtaaatgg

ccattageca
catacgttgt
coatgttgge
catageocat
cegeoocaacyg
atagggactt
gtacatcaayg
cocegoctggo
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tattattcat
atctatatca
attgattatt
atatggagtt
acccoogoce
tocattgacg
tgtatcatat
attatgeccea

tggttatata
taatatgtac
gactagttat
ccgogttaca
attgacgtca
tcaatgggtg
gecaagtecg
gtacatgacc
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geataaatca
atttatattg
taatagtaat
taacttacgg
ataatgacgt
gagtatttac
cccoctattyg
ttacgggact

atattggcta
gcteatgtcce
caattacggy
taaatggccoo
atgttoccat
ggtaaactgca
acgtcaatga
ttcctacttg

60

120
180
2440
300
360
420
480



goagtacatc
caatgagcgt
caatgggadgt
cgatogooecyg
agcagagetc
agttaaattg
gactctctta
ggttacaaga
cbhtgogttta
aggtgtccac
ataggctaga
azaactggaaa
gcattgtcce
cltcagagacg
gaagettteg
aacgtggttg
gocaacaada
aataggaact
acaaacggac
acctoccgaag
atactgeteg
aacgoccecte
ggactggggy
tacagacagt
aaggcacaga
ctgtoccaga
ctgactatcc
gatacootgy
atgctgotag
aagggaggte
tctagtcaat
aagcaatgca
caaactttec
cagactcaaa
aaggatcaayg
agaggcccac
gagocogacac
aataccaggyg
tcaccateaa
teaccatect
tgtetaagga
teccccocagty
tgectttctga
ctgtgattaa
agaccgicca
aatgcaagca
ctgaatttog
aacgctatgt
agacacttca
aatatatgga
teatogaact
aagaagttcc
agaagatgca
graatattac
ctacaaaagg
aactggagga
aagaagaaat
aacagtccoa
ccaccgtbtaa
toggeaagtyg
aaaaaggctyg
acgactggay
gcggaaagea
aaaagaggct

tacgtattag
ggatageggt
ctghtbtgge
ccococgttgac
gtttagtgaa
ctaacgcagt
aggtagoctt
caggtttaag
tgataggcac
tccoagttoa
gaattcoagyg
sgagtcaccgt
tggtggatct
tgatoceooct
agcgeacctg
acggtaaagc
aacaatccga
tocgoccact
ttttgaacga
aaatgaatgc
atgccattga
tggtggcteo
tgcoccogoga
ggatcatcoga
acatcaggca
ttaaatcaga
aaaatgcaaa
aggagaaaat
ccaaggctet
cattgaaagce
gtagagcacc
gqaagtgtteoc
cgatacaaca
atctgtacee
tagaggatcet
taccatogto
cagegbtete
cacaggcatc
aaagaagggyg
tggcagagac
aatcaagttco
gooecotgacc
gggcaagatt
dJaaaaggage
ggtcggaact
catgacagtc
ccectbatact
gtggaagtgc
agagatcctc
cgacctgttc
gagggcaatc
tccatatago
gttggataltg
ctggatgageo
atgoctgdgag
gaataatgaa
gttgtgegag
aggcatcttyg
aaatctgatg
ccoceacctto
gtactactet
aatgaagctt
aaacggagag
cggcectgte
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tcatcgcotat
ttgactcacy
accaaaatea
geaaatgggo
cegteagato
cagtgcttot
gcagaagttyg
gagaccaata
ctattggtot
attacagctc
taagatggge
tcaggotage
Litccacgac
cttggaggac
gtgggccatg
tagctttoaa
acctagogag
gactoccagg
agcctoocag
ttttctegac
caagatcgcoo
cocacadygyag
acgccagatyg
agcecatgage
gggggccaay
aggocacect
tgaagagtge
gtacgoatgt
gcazaceggc
tgeacaaaca
taaagtctgt
aaaaaacgqy
gaagagtcag
agatctgage
caacctggac
ctgalbcaatyg
actactgcte
atoggoegttyg
agacacatta
attcteccagy
cgcaagatcg
aaagagaagce
agogaggcooa
ggcaaatgga
gagatctcte
cttgacatty
gottttacca
ctecoocagg
caacctttoe
atggggtcca
cteoctggaga
tggctgggct
dtcaagaacc
tcecggaatoo
ttgaaccaga
aagattaaga
gtcgaaatca
tgggcoggaa
ctectgotee
aaagttcoct
tggettoceg
gtegaggagce
ggaatogotyg
actcageagy

taccatggtg
gggatttoca
acgggacttt
ggtaggegty
actagaagct
gacacaacag
gtegtgagge
gaaactgggc
tactgacatc
ttaaggctag
gatccoctea
caaaagctita
actaattteg
gtgacccaaa
agogcagtca
ctgetocegeg
gagtacccaa
ggctatacca
aacctgticg
gtggtgccag
gacgactggg
cctatcceta
gagcocageat
gaggggatta
gaaccatacc
caggagatcet
agaaacgcca
cgegacattg
ctggetggte
tgttataatt
tttaaatgta
aagcangyygy
cacaacaaat
gaaataaaaa
agtrtgtggy
acaccectot
actataacag
gaggcaacgt
aaaccagaat
acctgggeoge
agetgaaaga
ttgagggcge
gogacaataa
gactocctgca
gugdactgoeo
gagacgctta
tcccocageoat
gatttgtgct
gcgaaagata
acgggtotaa
aaggctecga
accagctttg
caagactgaa
ctgggcottac
aggtcatttyg
atgctcaagg
ctaagaacta
agaaaatcat
agcacgtego
tcactaagga
agatcgtcta
ccactagcgg
catacgtcac

tggctgagag
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atgcggtttt
agtaotooaca
ccaaaatgtc
tacggtggga
ttattgeggt
cotocgaactt
actgggcagg
ttgtcgagac
cactttgoct
agtacttaat
cetggbocaa
ccacaggcaa
ttaaggagaa
cattgtotgg
aaatgggget
ctaagtacga
ttatgatcga
coctgggtcaa
Jcoatootgto
gacaggctygg
ataatogeca
tgaccgctag
ttgaccaatt
aagtcatgat
ctgagtttgt
ccaagttcott
tgaggcacct
gcactaccaa
cattcaaagg
gtgggaagec
aacagcctgg
ctoaagygay
ctgttgtaca
aggaatacaa
agtaacatac
taatgtgctg
actgaaatac
cgaaaccttth
gctggtegec
taaactcgtyg
gggceacaatg
taagg=maatg
cocottacaac
ggacctgagg
teacococogge
ttttaccatc
caatcaccad
tagceoctac
cocagaggtt
gaagcagcac
gacaccogac
ccctgaaaac
cgacgtocag
cgttaagoac
gacagaggaa
gctccaatac
cgaagacacc
gaaggccaac
caccgagtcet
geaggtgaty
caggeaceaa
aattacaatc
atctaacgge
gatggctatce

ggcagtacac
ceattgacgt
gtaacaactyg
ggtctatata
agtttatcac
aagctgoagt
taagtatcaa
agagaagact
tteteteocac
acgactoact
agooctgaay
ttgcaactgg
agattggcaa
geagygagego
geaaatcaac
gaagaaaaco
cggcgacgge
cacecaktcecag
tgtggactga
acagaaacad
ccooctgoca
gttcattagg
taggcragaog
cygaaagcco
cgacaggett
gacagacaca
cagacctgaa
graaaagatg
aggagcactg
aggacattia
acatttctca
gocccagaaa
agagactecct
tgtcaaggag
aatctcegaga
ctggacaccyg
agaggaagga
tecactcootyg
gacatccocoog
ctggcacaac
ggtccaaaaa
gtgcagegec
ageoccatcet
gaactcaaca
ggcctgatta
ccecctogatce
gagcocagata
atttaccaga
caactctacce
aayggaactca
gacaagctge
tggaaagtcc
aagctcatgg
attgeggcaa
goctcagaadgag
tacaatcacy
tatgtcatca
aaaggctggt
atcvacccgeg
tgggagatgce
gtggtgcacy
tatacocgacy
cgcaccaage
cagatggeocc

540

600

660

720

780

840

300

260

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
14680
1740
1300
1860
1920
1380
2040
2100
210
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2340
3000
3060
3120
3180
31240
3300
3360
3420
1480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
33900
3960
4020
40849
4140
4200
4260
4320



ttgaggacac
acatcacaga
atatcogoga
geaaccaact
gcacacagat
acatcatgat
cagccaattc
ttaacggggg
toggcaaaag
agcaccacag
agggcttcegy
acgagaattyg
tggctaagca
gctgoegtgat
ttatcctgac
aaaatgcatt
ccectgeacac
tecctgaaaat
agagggcocaa
tggaggcege
goccagaccoc
toettgeagoa
actggaaagy
agggcaaqggyg
gaacccggygyg
tacattgatg
gaaatttgtg
aacaacaatt
agcaagtaaa
atagcgaaga
ggacgogoec
cgctacactt
cacgttcgeoo
tagagcttta
grcatogooo
tggactctty
ataagggatt
taacgrcgaat
ttacgcatet
aataacctct
gaatgtgtgt
aagcatgcat
cagaagtatg
gcccatcoccog
ctctttttatt
aggaggaetth
ctcgaactta
geegettgag
gatgeoogocg
ctgtceggty
acgggcgtte
ctattgggeg
gtatcratca
ttcgaccacc
gtogatecagy
aggctcaagg
thgcocgaata
ggtgtggegyg
ggcggadaat
cgeatcogect
tgaccgaccea
tcattacaktc
tgcactctea
acacccgctg

tagagacaag
gggccttgge
aaaggaaatt
cgocgatgaa
taaggagaag
Lcoccgttage
atttggttgg
aatcattgat
caatattaag
caattcaadga
cagcacaggt
gcacacctoo
gatoacacag
gaggtccoccoe
cttegtggag
gtacacctec
cgacaacdge
CgoCccacace
cagaactotg
actteagetc
ctgggaggtc
ggcccagtog
tcctacaaga
gatcatcget
cggecgctec
agtttggaca
atgotattge
gcattecattt
acctotacaa
ggcccgcacc
tgtagcggey
gcoagegecoa
ggcttteoceo
cggoaceteg
tgatagacgg
ttccaaactyg
ttgecgatit
tttaacaaaa
gtgoggtatt
gaaagaggaa
cagttagggt
ctcaattagt
caaagcatge
cooctaacte
tatgcagagg
tttggagygce
aggctagagce
tLggagaggct
tgttecocgget
ccctgaatga
cttgocgoagce
aagtgceggg
tggctgatge
aagcygaaaca
atgatetgga
cgogcatgec
tcatggtygga
accgctatceca
gggctgaceg
tctatcgect
agocgacgcog
tgtgtgttgg
gtacaatctg
acgogcectg
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caggtcaaca
crggagggas
gtctatiteg
googoeaaaa
agagacgagyg
gacacaaaga
gtgaccggaa
gaaggataca
cttatcgaag
caaccttgagyg
gtgttctggg
cctaagattt
gaatgecooco
aatcactygc
agcaattcocy
cteogcaatte
accaacitttyg
actggcattc
aaagaagaga
gcoottatca
Ltcatcacta
tocaaaaagt
gttttgtgga
gtgccoctga
cctttagtga
aaccacaact
tttatttgta
tatgtttoag
atgtggtaaa
gatcgeccctt
cattaagege
tagcgcccge
gtcaagotct
accgcaaaaa
tttttogeoce
gaacaacact
cggccetattg
tattaacgtt
teacaccegea
cttggttagg
gtggaaagto
cagcaaccag
atctraatta
cgoocagtte
cocgaggooga
taggctittg
caccatgatt
attcaggotat
gtcagegeoag
actgcaggac
tgtgctcgac
goaggatctce
aatgeggegy
tcgcatogag
cgaagagceat
cgacggcegag
aaatggcege
ggacatagcg
cttoctegig
tcttgacgay
aacctgecat
ttttttgtgt
ctctgatgco
acggacttgt

ttgtgactga
cecagheteoo
cctgggtgec
ttaaagagga
acgctggett
tcattccaac
agtccagcat
cocggogaaat
ggcagaagtt
acgaaaacaa
tggagaacat
tggoocogeaa
actgcaccaa
aggcagatty
gotacatcca
tggaatgggc
tggetgaace
cctatcacce
tcecaatctea
cctgoaacaa
accaggccca
totgetttta
aaggagacgdg
cacgoaccaa
gggttaatge
agaatgeagt
accattataa
gttcaggggg
atcogataag
cocaacagit
gdgcgggtgtyg
tcetttoget
aaatcdggdg
acttgatttg
tttgacgttyg
caaccctatc
gttaaaaaat
tacaatttcg
tacgcggatc
taccttctga
ceecaggetee
gtgtggaaag
gteagcaacc
cgocogattct
cteggoeltet
cagaaagctt
gaacaagatg
gactgggeac
gggcgeecgy
gaggcagego
gttgtcactg
ctgteatcte
ct.gecatacyge
cgagcacgta
caggggatedy
gatctogtcg
ttttectggat
ttggctacce
ctttacggta
ttottctgag
cacgatggec
gaatcgatag
gcataghttaa
ctgctecegg
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cagctactac
ctggtagect
tggacacaaa
aatcatgett
tgacctgtgt
cgatgtcaag
agctaagcag
ccaggtgatc
cgctcaacte
gattagccag
cocaggaagca
ttacaagato
acaaggttct
caccgaccte
cgecaacactc
caggotgtta
tgtggtgaat
tgaaagccag
cagagacaat
adggaagagaa
ggtcatcecat
taagatcoec
cgcagttgtyg
gcttotoate
ttogageaga
gaaaazaaty
gctgoaataa
agatgtggga
gatcgatccg
gcgeagoctg
datggttacge
tEcttecoctt
ctegetttag
ggtgatggtt
gagtecacgt
tcggtctatt
gagctgattt
cctgatgogy
rgcgeagoac
ggcggaaaga
ceageaggea
tcoccagget
atagtooege
ccgcoceatyg
gagctattec
gattcttctg
gattgcacgco
aacagacaat
ttctetttgt
ggcitategtg
aagogggaayg
accttgctceo
rttgatcogge
ctcggatgga
cgccageoga
tgacccatgyg
teategactg
gtgatattge
togecgetao
cgggactetg
geaataaaat
cgataaggat
gocagoeooag
catccgeotta

tgctggaaaa
atcatccaga
ggaatttacg
goctaccagg
gtgccatacyg
atcrcaggtge
ggtcttctga
tgcacaaata
atcatcctce
agaggtgaca
caggacgagc
ccactgactyg
ggccococgoog
gacaacaaaa
ctctccaagg
tebccaaaat
ctgotgaagt
ggcattgteog
acacagacat
agcatgggcyg
gaaaagctge
ggtgagcacy
gtgaacgatg
aagccaaact
catgataaga
ctttattegt
acaagttaac
gattttttaa
ggctggegta
aatggcgaat
geagcgtgac
cctitctoge
ggttoegatt
cacgtagtgg
totttaatag
ctttbgattth
aacaaatatt
tattttcteo
catggcetga
accagctgtyg
gaagtatgca
ccccagcagg
ccectaactoa
gctgactaat
agaaglagtyg
acacaacagt
aggttctecy
cggctgctet
caagacogac
gotggecacyg
ggactggctg
tgcogagaaa
tacctgeeca
agcecggtott
actgttogec
cgatgoctge
tggeeggety
tgaagagctt
cgattcgcag
gggttogaaa
atctttattt
cogogtatgy
acaccecgeca
cagacaagct

4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
43880
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
59540
6000
a060
6120
6180
6240
6300
63&0
£420
6480
6540
6600
6660
6720
6780
6840
6300
6960
7020
7080
7140
7200
7260
7320
7380
7440
7500
7560
Te20
7680
7740
7800
TE&0
7920
7980
8040
8100
8160



gtgaccgtcl
agacgaaagy
tettagacgt
ttctaaatac
taatattgaa
trtgeggeat
gotgaagato
atccettgaga
ctatgtggeg
cactattcte
ggcatgacay
aacttactte
ggggatcatg
gacgagegtg
ggcgaactac
gttgcaggac
ggagceggtg
tceccgtateg
cagatcgetg
tcatatatac
atcctttttg
tcagacccog
tgctgettgc
ctaccaactc
cttctagtgt
ctogetetge
gygttggact
tcagtgeacaco
gagctatgag
ggcagygtey
tatagtectyg
gg9ggggcgga
tgetggoctt

cegggagcty
gcctegtgat
caggtyggeac
attcaaatat
aaaggaagay
tttgectteo
agttgggtgce
gttttcgece
cggtattatc
agaatgactt
taagagaabtt
tgacaacgat
taactcgcocct
acaccacgat
Ltactctage
cacttoctgeg
agcgtgggtc
tagttatcta
agataggtge
tttagattga
ataatctcat
tagaaaagat
aaacaaaaaa
tttttccgaa
ageegtagtt
taatcetgtt
caagacgata
ageecagett
aaagegccac
gaacaggaga
tegggttteg
gcctatggaa
ttgetcacat
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catgtgtcag
acgoctattt
ttttcgggga
gtatccocgete
tatgagtatt
tgtttttget
acgagtgggt
cgaagaacgt
cegtattgac
ggttgadgtac
atgcagtgct
cggaggaccg
tgategttgg
gococtgtagea
ttccecggeaa
ctcggeooott
tcgcggtatce
cacgacgyagy
ctcactgatt
tttaaaactt
gaccaaaato
caaaggatct
accaccgcta
agtaactgge
aggceacoac
accadigget
gttaccggat
ggagcgaacyg
gcttccocgaa
gegeacgagy
ceacctotga
aaacgoccago
ggctcgacayg

aggtttteoac
ttataggtta
aatgtgogeg
atgagacaat
caacatttce
cacccagaasa
tacatcgaac
tttccaatga
gocgdgeaay
tcaccagtoa
gecataaccea
aaggagctaa
gaacdggage
atggeaacaa
caattaatag
ccyggetgget
attgcagcac
agtcaggcaa
aagcattggt
catttttaat
ccttaacgtyg
tecttgagatc
ccageggtgg
ttcagecagay
ttcaagaact
gotgocagty
aaggcgeage
acctacaceg
gydagaaagg
gagcttocag
cttgagogte
aacgceggect
atct

cgtcatcacc
atgteatgat
gaaccactat
aaccctgata
gtgtogooct
cgoetggtgaa
tggatctcaa
tgagcacttt
agcaactecgy
cagaaaagca
tgagtgataa
cagetttttt
tgaatgaagc
cgttgograa
actggatgga
agtttattgce
tggggccaga
ctatggatga
aactgtcaga
ttaaaaggat
agttitcogct
ctttttttct
tttgtttgee
cgcagatacco
ctatageace
gegataagtc
ggtegggetyg
aactgagata
cggacaggta
ggggaaacgce
gatttttgtg
ttttacggtt

gaaacgogeg
aataatggtt
ttgtttattt
aatgcottocaa
tattcoettt
agtaaaagat
cagoggtaag
taaagttetyg
tegoegcata
tcttacggat
cactgogygec
gcacaacatg
cataccaaac
actattaact
agcggataaa
tgataaatct
tggtaagccc
acgaaataga
ccaagtttacg
ctaggtgaag
ccactgageyg
gogedgtaate
ggatcaagag
aaatactgte
gactacatac
gtgtettace
aacggggggt
cctacageygt
tcocggtaage
ctggtatett
atgoctegtoa
cetggecttt

8220
8280
8340
8400
28460
8520
8580
8640
8700
8760
8820
§g840Q
8940Q
9000
9060
9120
9180
9240
89300
9360
420
9480
9540
9600
9660
9720
97830
98440
9900
8360
10020
100840
10114

<210> 19

<211> 10384

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> pONY8.3G FB29(-)

<400> 19
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agatcttgaa
gactaaatto
aaattgatat
tgatategec
tatategttt
gcaaatatceg
cgacatcaag
attagccata
tacgttgtat
atgttgacat
tagcccatat
gcccaacgac
agggactttc
acatcaagtyg
cgcctggeat
cgtattagtce
atagecagtitt
gttttggeac
cegttgacge
ttagtgaacc

taataaaatg
atgtogegeyg
ttgaaaatat
atttttecan
acgggggatg
cagtttcogat
ctggcacatyg
ttattcattg
cecatatogta
tgattattyga
atggagttee
cocecgoccat
cattgacgtc
tatcatatgc
tatgceeoccagt
atcgetatta
qactcocacggg
caaaatcaac
aaatgggoegg
gggeactcag
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tgtgtttgte
atagtggtgt
ggcatattga
dagtgatttt
gogatagacg
ataggtgaca
gocaatgeat
gttatatage
atatgtacat
ctagttatta
gocgttacata
tgacgtcaat
aatgggtgga
caagtcegec
acatgacctt
coatggtgat
gatttccaayg
gggactttec
taggcgtgta
attctgcggt

cgaaatacgc
ttatogooga
aaatgteogcee
tgggcatacyg
actttggtga
gacgatatga
atcgatctat
ataaatcaat
ttatattgge
atagtaatca
acttacggta
aatgacgtat
gtatttacgg
ccctattgac
acgggacttt
goggttttgg
toetccaccec
aaaatgtegt
cggtgggagy
ctgagtocct
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gttttgagat
tagagatggc
gatgtgagtt
cgatatotgy
cttgggogat
ggctatateg
acattgaatc
attggctatt
tcatgtcocaa
attacggggt
aatggcoocge
gttcccatag
taaactgece
gteaatgacyg
cctacttgge
cagtacacca
attgacgtca
aacaacltgcg
Cetatataag
tctctgctgg

ttetgtcegeo
gatattggaa
tetgtgtaac
cgatagegcet
tctgtgtgte
cocgatagagg
aatattggcec
ggecattgeca
cattaccgcc
cattagttca
ctggotgace
taacgccaat
acttggcagt
gtaaatggcca
agtacatcta
atgggcgtgg
atgggagttt
ataegeccgcec
cagagctcegt
getgaaaagg

o0
120
180
240
300
360
420
4580
540
&Q0
Ge0
720
780
840
500
960
1020
1480
1140
1200



cectttgtaat
ctacagttgyg
ctgatcgtag
ctggccagaa
ctocaagaagt
aattgggcge
tggcagctga
gaaagagagyg
attaataatg
aagactgcta
coocegggetg
tagecatatt
cgttgtatcc
gttgacattg
gcocatatat
coaacgacoc
ggactttcca
atcaagtgta
cctggeatta
tattagtcat
agcggtttga
tittggcacca
aaatgggcgy
gltcagatego
gatceagact
gggcgaggag
cggccacaadg
cotgaagtto
cotgacctac
cttcaagtce
cggcaactac
cgagetgaag
caactacaac
gaacttcaag
gcagaacacc
ccagteccgee
cgtgaccgee
ctctagagto
gettitgtic
aagtaataca
acaaaatcec
gtgcagtagt
agttactaat
agctgtgttt
tcaacceccta
ccttattgtt
caagaatdgaa
taggtatgtt
gactcccaca
gocaatcaaa
actteagtta
aagctttaac
agtaaagact
tagacataag
tattgetget
agtacaaaat
acgacaaata
aaaggaaaga
tgtattttgt
acaatgggat
tcatggagec
agcotoaattt
ttccattata
Laagatccteo

azatataatt
cgccoccgaaca
gatoooegyy
cacaggagga
tagagaaggth
taagtctagt
gggatgtcat
cetttgaaag
tagtagatgg
ataaaaagca
caggagtggyg
attcattggt
atatcataat
attattgact
ggagbtoeggo
cocgococattyg
ttgacgtcaa
tcatatgcca
tgocccagtac
cgotattace
ctrcacgggda
aaatcsacygyg
taggcatgta
ctggagacgc
ccgeggoeoe
ctyttcaccy
tteagegtgt
atctgcacca
ggcgtgcagt
gccatgcoeg
aagacccgog
ggratcgact
agocacaacyg
atceogeocaca
cocateggod
ctgagcaasayg
gcogggatca
gacctgoagg
cctrttagtga
tgagaaactt
tggtgaacat
agttaatgat
aaaaccaaat
cetgacctea
ttacccaaca
ataataatga
cotgaaagaa
tctgttatgce
gecaacattat
tgctatagaa
tgagaccaat
caatataact
tctggeataa
agagattttyg
agegcetacta
catactitttg
aagatattat
caacaggtag
catactggtc
gactgggtaa
aggaacaatt
ggaaaagacc
azaatatatag
agggccctet
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ctctactcag
gggacctgayg
acagcagagyg
caggtaagat
gacggtacaa
agacttattt
tccattgetg
aacatqggtag
aaaggcatca
gtotgagoce
gaggcacgat
tatatagcat
atgtacattt
agttattaat
gttacataac
acgtcaataa
tgggtggagt
agtacgoccc
atgaccttat
atggtgatge
tttccaagtc
gactticcaa
cogtgggagg
catccacget
aagcttgttyg
gggtggtgce
ceggcygaggy
cocggcaagcet
gcttcagoeceg
aaggctacgt
cogaggtgaa
tcaaggagga
tctatatcat
acatcgagga
acggoceegt
acoccaacga
ctetoggeat
catgcaagct
gggttaattg
ttactacagc
gattggaagy
gaagygaaadyg
tgagtattgt
atatttgtta
gtcagaaaaa
cagtaagaac
gaatctaaag
ttagcaggaa
atagggttgyg
tgctggggtt
agaagcatgco
gctctataaa
chocttltace
gtataagtgc
tgtottatgt
aggtagaaaa
atgctatgat
aggagacatt
atecctggaa
gcazaatgga
tggrcacaate
tttggagtca
tgatgttttt
ggaaggtgac

tcocectgtete
aggggcgcayg
agaacttaca
tgggagaccc
gggtctcaga
catgatacca
gaagatgtaa
gcaatttoty
ttocagctec
tctgaagaat
ggccgotttg
aaatcaatat
atattggetca
agtaatcaat
ttacggtaaa
tgacgtatgt
atttacggta
ctattgacgt
gggactttcc
ggttttggea
tocaccccat
aatgtogtaa
tctatataag
gttttgacct
ggatccacey
catectggte
cgagggegat
gocoogtgeoaoc
ctaceoocgas
ccaggagcgco
gticgaggge
cggcaacate
ggccgacaag
cggeagegtyg
gotgectgeoco
gaagogcgat
ggacgagctg
tcagctgcetc
cgcgggaagt
aagcacaatc
gacctactag
gaataattgc
tgcaggaage
Laaggtttga
tcoctaagtgtg
agcatggcag
aagaaaaaayg
ctactggagyg
tggecgatagg
cctteocoggg
atatggataa
taacaaaaca
tatttottet
aatagtggca
tgctoctaact
tagtactcta
tettecaaaca
taatttaatt
tatgtoatgy
agatttaaat
catgataaca
tattggaaat
gcttatttat
cagbtyggtgea
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tagtttgtct
accctacctg
gaagtcttet
tttgacattyg
aattaactac
actttgtaaa
ctcagacgct
ctgtaaagat
ftaagagcgaa
atctctagaa
gtcgaggcdg
tggctattgy
atgtccaaca
tacggagtca
tggccegeockt
Lcocatagta
aagtgreeac
caatgacggt
tacttggcayg
gtacatcaat
tgacgtcaat
caactcogcc
cagagctcgt
ccatagaaga
gtoegccaccea
gagctyggacy
gecacctacy
tggcocacoc
cacatgaagc
accatcttcet
gacaccetgg
ctggggceaca
cagaagaacg
cagctogeeg
gacaaccacht
cacatggtcc
tacaagtaaa
gaggggaggc
atttatcact
ctecaaaaaa
ggtgctgtag
tgtaccatta
aagagacaac
tatgaatcee
aggagaacac
agatcgaagga
aagaaatgac
aatactttgg
gggaagatta
gtgtagacca
taatactgct
gaattagaaa
gaagctaaca
gctattgtag
gaggttaaca
aatggtatgg
catgcagatg
ggatgtatag
ggacatttaa
caagadgatac
ttecaatacac
tggattcoctg
ttgttactaa
gggtoctoeg

gttcgagatc
ttgaacctgg
ggaggtgttec
gagcaagycy
tggtaactgt
agaaaaggac
gtcaggacaa
gdgccotocag
atatgaaaag
ctagtggatc
atcocggocat
cecattgeata
ttaccgcocat
ttagttcata
ggctgacogeo
acgccaatag
ttggcagtac
aaatggcooyg
tacatctacy
gggcgtggat
gggagtttgt
ccattgacge
ttagtgaace
caccgggace
tggtgagcaa
geqgacgtaaa
goaagotgac
tcgbgaccac
agcacgactt
tcaaggacga
Lgaacogeat
agctggagta
gcatcaaggt
accactacca
acctgagoac
tgoctggagtt
geggecgega
coggtacoca
aatcaagcad
LEttLgttttt
aagggtgatg
accaggacta
taccattgtc
agggggaatc
aatgtttcaa
agcaagagac
tggtggaaaa
tggtatgaag
aacggatctyg
tttcaaaatt
acattattag
catggaagtt
ctggactaat
coegotactge
aaataatgga
atttaataga
ttcaactgtt
adaagaacaca
atgagtcaac
taactacact
cagatagtat
gattgggagce
coctcttogeco
gcagtogtta

120
1320
i380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
24460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2540
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3200
2860
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4580
4740
4800
4860
4920
4980
5040



cctgaagaaa
acacaacata
gtactccagg
ggtgaaghca
tteoteocagact
ccaagggtcoc
taaagcccaa
gggactagta
aataaggatt
ttatattgga
gaaaaacaay
aaqaadaaag
ctaggraact
aacttcctgt
goggtotgag
ctecagtcooct
teatggteat
cdagccgdgaa
attgcgttgce
ggcggecgag
cgtaaagcto
ccggcgaacg
gcaagtgtag
cagggcgegt
cotetteoget
gttttacttg
gcaattgttg
atcacaaatt
ctcatcaatg
cgocegggtce
cgggggetge
gagaaatcgd
tcteoccaget
aggacctcocgg
tgggtgggac

tcgggcaggg
tcgatettee

tcttgatcce
ggtggtgggt
aagacocooeg
cacgagtogg
tctatcggag
geagaagcgo
ggtcatttca
gggttgggee
gaccatcetgt
gcoocaacgtt
ggtattttte
atctggccga
ttgegtattyg
ctgcggcegag
gataacgcayg
gtgagcaaaa
ccataggete
azaccogaca
tcoctgtteooyg
ggogetttot
gctgggetgt
tegtettgag
caggattagce
ctacggotac
cggaaaaaga
ttttgttige
cttttotacy

aaattccatc
cacctageag
aacgactgga
atcgaggceat
ggggcggcta
ttagacctgg
gaaggaactc
attatagtag
tgtattagag
agagctttaa
gggggaacty
ctgoctgatgco
aaaccgcaat
ttttacagta
Lteoctletet
gtctetagtt
agotgtttcee
gcataaagtg
gctcactgec
goeggootacy
taaatcggaa
tggcgagaaa
coggtcacgeot
ccattcocgececa
attacgoeag
ctitaaaaaa
ttgttaactt
tcacaaataz
tatcttatca
gacttcacag
tetgetegec
coctatggte
ctttagocgge
cttgoaaaat
Cggggccday
actgtctcag
accagtegtt
tggeoctectt
cggtggteocco
agacgggtag
atgcaacagc
gactggcgeg
gcogaacagaa
ggteottqyy
atatctgggyg
tettggeoer
agctgtttte
catgoottge
ggcggectac
ggcgetctic
cggtatcage
gaaagaacat
ggccagcaaa
cgococoetg
ggactataaa
accetygoeoga
catagctcac
gtgcacgaac
tocaacoogy
agagcgaggt
actagaagga
gttggtagct
aagcagcaga
gggtatgacy

ES 2618 508 T3

acaaacatgce
gcgtgacegg
atggagaatc
ttggagagag
tcaacgagca
agattcgaag
Logetateceo
gacgeatagce
gcttaaattt
atcctggceac
tggggtittt
tctecataace
aaccgcattt
tataagtgct
getgggetga
tgtctgttey
tgtgtgaaat
taaagcctgg
cgotttecayg
tgaaccatca
coctasaggyg
ggaaygggaayg
gegegtaaco
ttrcaggctac
coecggatoga
ccitcccacat
gtttattgea
agoatttott
cgtctgcocteg
gtgtttgegg
ccacagoctt
ctaegoggaay
ttgttgracg
ctaggeoococta
gtgtcttctyg
cacgeggrac
gcggeogetto
gceteoteages
tgggcagggy
tecaatcacte
aagaggattt
cogagtgagy
gogagaagoa
ggagectgga
accatctgtt
gggceggyggce
gtgtaccego
aaaatggegt
tctgcattaa
cgctteccteg
Lcactcaaag
gtataacttc
aggccaggaa
acgagcatea
gataccaggc
ttacoggata
gctgtaggta
ccocogttosa
taagacacga
atgtaggcegy
cagtatttgg
cttgatecgg
ttacgcgecag
ctocagbggaa

ategaegagaa
tggatcaggg
agaggadgtac
ctatatttcc
caagaacdgga
cgaaggagga
Ltgetgtgga
aggctatgga
gatatttgaa
atctcatgta
atgaggagtt
ttgtataacc
gtgacgcgag
tgtattctga
aaaggcocttt
agatcctaca
tgttatcecge
ggtgcctaat
tcgggaaacce
ccoaaatcaa
agccocegat
aaagcgaaag
acoacacecg
gcaactgityg
tccocttatoag
ctccoocctga
gcttataatg
tcactgeatt
aagcattaac
cgtettttgg
tettgtgeoe
tagagctcoo
cooctaatteo
atccacctat
gcgatgeagg
cactggtooo
tcctoctttac
atggtggega
tctcocagate
tgaggagacc
attggataca
ggttgtgagc
ggctgatigg
aacatctgat
cttggcoceg
cgaaactget
cettgatotg
tactgcaget
tgaatcggcco
ctcactgact
geggtaatac
gtataatgta
ccgtaaaaag
caaaaatcga
gtttocococect
cotgtaogeo
tctecagtteg
geecgacogd
cttatcgcca
tgctracagag
tatctgeget
cazacaaacc
agaaaaagga
cgaanactca
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gacacetgyg
gac aaatact

aacaggcoggc
gagaagacca
tetgggggga
aacatttatg
Ltteccttat
ttacgtggac
ataatcagaa
tcaatgcctc
tLtataaatga
caaaggacta
ttococcatty
caattgggca
gtaataaata
gagcteatge
tcacaattcc
gagtgagcta
tgtegtgeca
gttttttgeg
ttagagcttg
gageygggcygc
cogegettaa
ggaagggcga
attttaccac
acctgaaaca
gttacaaata
ctagttgtgy
cctcactaaa
agtotocggyg
tctggtageco
tocagatgoc
toccattcocag
coettotgga
tetggetagg
cetecagagy
tctcttectt
attctoegagy
ccggacgagco
ctoccaagga
cgggtacccg
tettttatag
ttaattcaaa
gggtcttaag
ggcegyggee
cacegcagat
aacttetcta
atcaggctaa
aacgcgeggy
cgctgegetce
ggttatocaa
tgctatacga
gcocgegitge
cgetcaagho
dagaagctcec
tttcteoaoctt
gtgtaggtcg
tgegeocttat
ctggcagcag
ttettgaagt
ctgctgaage
accgotggta
tctcaagaag

cgttaaggga

agccaggooca
acaagcadgaa
caaagagctg
aaggggagat
acaatcctca
actgttgcat
ggctatittg
tegotgttat
aaatgetiga
agtatgttta
ttataagagt
doctcatgttyg
gtgacgogtt
ctcagattct
taattcotcta
cttggcgtaa
acacaacata
actcacatta
gtgatgoecg
gtoegaggtge
aCggygyaaay
tagggcgetg
tgegoogeta
toggtgcggy
atttgtagag
taaaatgaat
aagcaatage
tttgtcecaaa
gggaagcggo
cotocaagacyg
tccocatgoyg
gcgatteace
cotttottgg
gggtgtgtge
aatcttcteco
gocttgtyggy
gaggttcate
ctageoctecc
coccaaatga
acagcogagac
ggcgactceag
agotogggaa
taaggcacag
aaactgctga
gaaccdcggt
atcctygtttg
ttettggttt
gcaatttgayg
gagaggcggt
ggtcgttcgg
agaatcaggy
agttatacat
tggcgttttt
agaggtggeg
tcgtgogete
cgggaagogt
ttcgctccaa
ceggtaacta
ccactggtaa
ggtggcctaa
cagttacctt
geggtggttt
atcotttgat
tttbtggtcat

5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5240
6000
6060
6120
6l80
6240
&£300
6360
6420
£480
65540
€600
6GED
6720
6780
G840
6300
6960
7020
7080
7140
7200
7240
7320
7380
7440
7500
7560
Te20
TEBD
TT40
7800
7860
7820
7980
040
8100
B1&0
BZ220
8280
8340
8400
8450
8520
8580
8640
8700
B760
8820
5880



10

15

20

25

30

35

gagattatca
aatctaaagt
acctatctca
gataactacg
cccacgctea
cagaagtggt
tagagtaagt
cgbtggtgtea
gcgagttaca
cgttatcaga
ttetettact
gteattctga
taataccgeg
gogaaaactc
acccaactga
aagygcaaaat
ctteecttttt
atttgaatgt
gocacctaaa
agctecatttt
accgagatag
gactccaacy
ttcgtataat
tttggggtcg
agcttgacgg
cgac

aaaaggatct
atatatgagt
gcgatctgte
atacgggagg
coggotocag
cctgocaactt
agttcgoecag
cgcteogtogt
tgatccococa
agtaagtitgg
gtcatgceat
gaatagtgta
ccacabtagca
Ccaaggatct
tcttcagcat
gocogcaaaaa
caatattatt
atttagaaaa
ttgtaagcgt
ttaaccaata
ggtitgagtgt
tcaaagggoyg
gtatgctata
aggtgcogta
ggaaagccaa
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tcacctagat
aaacttggtc
tatttcgttc
dgcttaccate
atttateagco
tatceogecte
ttaatagttt
ttggtatggc
tgttgtgcaa
cogcagtgtt
cogtaagatg
tgcggcgaco
gaactttaaa
taccgetgtt
cttttacttt
aggdgaataag
gaagcattia
ataaacaaat
taatattttg
ggocgaaate
tgttocagtt
aaaaaccgtc
cgaagttate
aagcactaaa
cctggottat

ccttttaaat
tgacagttac
atceatagtt
tggccoccagt
aataaaccag
catccagtet
gogeaacgtt
ttcattcage
aaaagcggtt
atcactcatg
cttttctgtg
gagttgctct
agtgcteatc
gagatccagl
caccagagtt
ggcegacacygy
tcagggttat
aggggttccg
ttaaaatteg
ggcaaaatee
tggaacaada
tatcagggoy
actacgtgaa
ftcggaaccct
cgaaattaat

<210> 20

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia que flanquea la ORF de gag/pol de EIAV con codones optimizados

<400> 20
tctagagaat tcgccaccat g 21

<210> 21

<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia que flanquea la ORF de gag/pol de EIAV con codones optimizados

<400> 21
tgaacccggg gecggeege 18

<210> 22

<211> 11

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> pEV53B

<400> 22
caggtaagat g 11

<210> 23
<211> 42
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taaazatgaa
caatgcttaa
gcetgacteco
gctgcaatga
ccagcoggaa
attaattgtt
gttgccattg
tLcoggttecce
agctcctteg
gttatggcag
actggtgagt
tgccoggegt
attggaaaac
tegatgtaac
tcetgggtgag
aaatgttgaa
tgtcteatga
cgeacattte
cgttaaattt
cttataaatc
gtocactatt
atggcccact
ccatcaccet
aaagggagcc
acgactcact

gtittaaatc
tcagtgagge
ccgtegtgta
taccgcogaga
gggcecgageg
gocogggaage
ctacaggcat
aacgatcaag
gtcctecgat
cactgcataa
actcaaccaa
caatacagga
gttettoggy
ccactegtge
caaaaacadyg
tacteatact
goggatacat
cocgaaaadt
ttgttaaatce
aaaagaatag
aaagaacgtyg
acgtgataac
aatcaagttt
cccgatttag
atagggagac

8240
S000
9060
9120
2180
9240
9300
5360
9420
9480
9540
9600
9660
9720
9780
9840
S900
2960
10020
10080
10140
10200
10260
10320
10380
103284
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20

25

30
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<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 23
ggctagagaa ttccaggtaa gatgggcgat ccectcacct gg 42

<210> 24

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 24
ttgggtactc ctcgctaggt tc 22

<210> 25

<211> 4307

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia de gag-pol con codones optimizados (pSYNGP)

<400> 25

atgggcgcecc
ctgogccccyg
ctagageget
ctacggccaac
accgtageoca
ctggataaaa
gacaccggac
cagatggtac
gagaaggett
ccccaagatc
ctgaaggaga
gggcccatcyg
agtaccettc
atctacaaac
agcatcctgy
tacaaaacgce
ctgctggteo
gctaccotag
cgogtectgg
ggcaactttce
acagcccgoa
caccaaatga
cacaagggaa
gagagcttca
aaggaactgt
fLaaagatagy
tggaggagat
tcatcaaggt
gtaccgtget
teggttgoac
ccgggatgga

gogccagogrt
goggcaaaaa
tcgeccgtgaa
tgoagocecayg
cgetghactyg
tecgaagagga
acagcaacca
accaggcoat
ttagocogga
tgaacaccat
ccatcaatga
caccgggeca
aggaacagat
gctggatcat
acatceogeca
toocgogeoga
agaacdcgaa
aggaaatgat
ctgaggccat
ggaaccaacy
actgoaggge
aagattgtac
ggccaggdgaa
ggtttgggga
atcetttage
ggggeagetc
gtogttgcca
gcgccagtat
ggtgggccec
getgaacttc
cggcccgaayg

gctgteggge
gaagtacaag
ccccgggete
cctgcaaace
cgtccaccag
acagaataag
ggtcagccag
ctoceooccogco
ggtgataccc
gctcaacaca
ggaggctgec
gatgcgtgag
cggetggatyg
cctgggectg
aggeccgaadg
gcaggctago
cocoggactgc
gacegectgt
gagccaggty
caagatcgte
cectaggaaa
tgagagacayg
ttttecttecag
agagacaaca
ttceoctcaga
aaggaggctc
ggcegcetgga
gaccagatac
acacccgtea
cceattageo
gtcaagcaat

ggcgagctgg
ctgaagcaca
ctggagacca
ggcagcgagg
cgcatcgaaa
agcaaaaaga
aactacccca
acgctgaacg
atgttctcag
gtggggaggac
gaatgggatc
ccacggggct
accaacaacc
aacaagatag
gaaccctttce
caggaggtga
aagacgatce
cagggagtgyg
accaactoceg
aagtgcttca
aagggctgtt
gctaattttt
agcagaccayg
acteectete
tcactctttg
tocctggacac
agocgaagat
tcatcgaaat
acatcatecgg
ctatcgagac
ggccattgac
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accgctagga
tegtgtggge
gcgagggygty
agctgcgcag
tcaaggatac
aggcccaaca
tegtgoagaa
cctaggtgaa
cecctgtcaga
accaggoogo
gtgtgecatec
cagacatcgc
cacccatece
tgcgeatgta
gcgactacgt
agaactggat
tgaaggeeet
geggaccedg
ctaccatcat
actgtggcaa
ggaaatgtgg
tagggaagat
agccaacagc
agaagcagga
gcagogaccc
cggagcagac
gatcggggga
ctgeggoecac
acgcaacctg
ggtaccggtg
agaggadgaag

gaagatccgc
cagoogegaa
cocgecagatce
cctgtacaac
gaaagaggoo
ggccgcogeg
catcecaggag
ggtggtggaa
gggagocace
catgcagatg
ggtgcacgca
cggaacgact
ggtgggagaa
tagcectace
ggaccggttc
gaccgaaacco
gggccocageg
coacaaggca
gatgcagogce
agaagggcac

aaaggaagga
ctggcctteg

ccocaccagaa
gccgatagac
ctogtcacaa
gacaccgtge
atcggeggtt
aaggctatcg
ttgacgcaga
aagctgaage
atcaaggcac

&0
120
i8¢0
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
84¢
200
9560
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860



10

tggtggagat
acdccgtacaa
tggtggactt
tocogeaccee
cctacttete
cgatcaacaa
aaggctctec
agaaccccga
agatagggca
tgaccacacc
tgcaccctga
tcaacgacat
ttaaggtgag
ccctaacega
tgecacggeogt
aaggcecagtyg
acgeccggat
agatcaccac
agaaggaaac
gggagttcgt
tagtgggege
aagccggata
accagaagac
acatcgtgac
agtccgaget
cctgggtacc
ctggcatcag
aataccacag
aagagatogt
tggactgtag
tggtagcogt
ggcaggagac
atactgacaa
gaatcaagca
tgaataagga
cocgeggtoca
acagtgcgag
aaaagcagat
tctggaaagy
atagcgacat
agatggcggg

ttgcacagag
cacgcoggtyg
cogegagetg
cgcagggcty
cgttoccoctyg
cgagacacog
cgecaatctic
catcgteatc
gocacgogcace
cgacaadgaayq
caaatggacc
acagaagctyg
gcagctgtge
ggaggccday
gtactatgac
gacctatcag
gaggggtgce
cgaaagcatc
ctgggaaacce
caacacccct
cgaaacctte
cgtcactaac
tgagoctgcag
agactcteay
ggtcaatcag
cgccoacaaa
gaaggtgeta
caactggegy
ggccagetgt
ceocggeate
ceatgtggeo
agcctactte
tggcagoaat
ggagttcggg
gttaaagaag
aatggcggta
ggagcggatc
taccaagatt
cocagcgaag
caaggtggtg
tgatgattgc
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atggaaaagg
Ltcgcaatca
aacaagcgca
aagaadaaga
gacgaagact
gggattcgat
cagagtagca
tatcagtaca
aagatcgagg
caccagaagg
gtgcagccta
gtggggaagt
aaactcectce
ctogaactgg
cecctecaagg
atttaccagy
cacactaacyg
gtgatctgag
tggtggacag
cecctggtga
tacgtggatg
cggggcagac
gecatttace
tatgcecctgg
atecatcgage
ggcattggceg
ttoctagatg
gocatggeta
gacaagtgtc
tggcaactcg
agtggctaca
ctecctgaagco
ttecaccagtg
atceceoctaca
attateggoec
tteatccaca
gtggacatca
cagaattteoc
ctectetgga
cccagaadaa
gtggegagca

aagggaaaat
agaagaagga
cgcaagactt
aatccgtgac
tcaggaagta
atcagtacaa
tgaccaaaat
tggatgactt
agctgcegeca
agcctooett
tegtgetgee
tgaactggac
geggaaccoaa
cagaaaaccedg
acctgatagce
agoccttcaa
acgtceaagca
gaaagactec
agtattggea
agectgtggta
gggcecgctaa
agaaggttgt
tcacttbgea
gcatcattca
agctgatcaa
gcaatgagea
gcatcgacaa
gcgactteaa
agctcaaggyg
attgcaccca
tcgaggcoga
tggeaggecy
ctacggttaa
atcccecagayg
aggtcagaga
atttcaagcey
Lcgecgacoga
gggtctacta
agggtgaggg
aggcgaagat
gacaggatga

<210> 26

<211> 4307

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> pGP-RRE3

<400> 26

95

ctccaagatt
ctcgacgaaa
ctgggaggtt
cgtactggat
cactgeoctte
cgtgcetgecc
cctggagect
gtacgtgggce
gcacctgttg
cectctggaty
agagaaagac
cagtcagatt
ggcactcaca
agagatccta
cgadgatocag
gaacctgaag
gctgaccgag
taagttcaag
gagccaccetgg
ccagcotggag
cagggagact
caccctecact
ggactcgggc
agcacadcca
gaaggaaaag
ggtcgacaag

ggcccaggac
cctgcocccet

cgaagccatg
tetggaggge
ggtcattecc
gtggccagtyg
ggcegectge
tcagggegte
tcaggetgag
gaagdggggy
catcecagact
cagggacagc
ggcagtagtg
cattagggat
ggattag

gggcctgaga
tggcgraage
cagctgagca
gtgggtgaty
acaatcoctt
cagggctgda
ttocgraaac
tctgatctag
aggtggggac
ggttacgage
agctggactg
tacccaggga
gaggtgatcce
aaggageccyg
aagcagggyge
accggcaagt
goocgtgcaga
ctgcecateoe
attecctgagt
aaggagccea
aagctgggca
gacacgcacea
ctggaggtga
gaccagagtg
gtctatctgg
ctggtategg
gagcacgaga
gtggtggcea
catggccagy
aazggttatcc
gcoogaaacag
aagaccatcc
tagtggagcgg
gtcegagtcecta
catctcaaga
attggggggt
aaggagctac
agaaatccco
atccaggata
tatggraaac

1220
19280
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
33e0
3420
3480
2540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4307



atgggtgcga
ttaaggccayg
ctagaacgat
ctgggacagc
acagtagcaa
ttagacaaga
gacacaggac
caaatggtac
gagaaggaett
ccacaagatt
ttaaaagaga
gggcctattyg

gagcgtcagt
ggggaaagaa
tecgcagttaa
tacaaccate
ccetetattg
tagaggaaga
acagcaatca
atcaggcceat
tcagcoecaga
taaacaccat
ccatcaatga
caccaggdca
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attaagcggg
aaaatataaa
tcctagectyg
cctteagaca
tgtgecatcaa
gcaaaacaaa
ggtcagccaa
atcacctaga
agtgataccc
gctaaacaca
ggaagcetgca
gatgagagaa

ggagaattag
ttaaaacata
ttagaaacat
ggatcagaag
aggatagadga
agtaagaaaa
aattacccta
actttaaatg
atgttttcag
gtggggggac
gaatgggata
ccaaggggaa
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atcgatggga
tagtatggac
cagaaggctyg
aacttagatc
taaaagacac
aagcacadca
tagtacagaa
catgggtaaa
cattatcaga
atcaagcagc
gagtgeatcc
gtgacatage

aaaaattcgyg
aagoeagygag
tagacaaata
attatataat
caaggaagct
agcagcagct
catecagggg
agtagtagaa
aggagccacao
catgeaaatg
agtgratgca
aggaactact

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720



agtaccecttc
atttataaaa
agcattetgy
tataaaactc
ctagttggtoe
getacactag
agagttttgy
ggcaatttta
acagocadaa
caccaaatbtga
tacaaggdgaa
gagagcttea
aaggaactgt
tzaagatagyg
tagaagaaat
ttatcaaagt
gtacagtatt
ttggttgoac
caggaatgga
tagtagaaat
atccatacaa
tagtagattt
taccacatco
catatttttc
gtataaacaa
aaggatcacc
aaaatccaga
aaatagggca
ttaccacacc
tecatcectga
tcaatgacat
ttaaagtaag
cactaacaga
tacatggagt
aaggccaatg
atgcaagaat
asataaccac
aaaadgaaac
gggagtLtgt
tagtaggagc
aagcaggata
atcagaagac
acatagtaac
aatcagagtt
catgggtacc
ctggaatcag
aatatcacag
aagdaaatagt
tagactgtag
tggtagcagt
ggcaggaaac
atacagacaa
gaatcaagca
tgaataaaga
cadcagtaca
acagtgcagyg
azaaacaaat
tttggaaagy
atagtgacat
agatggcagg

aggaacaaalt
gatggataat
acataagaca
taagagccga
aaaatgcgaa
aagaaatgat
ctgaageaat
gugaaccaaag
attgraggge
aagattgtac
gdccaggdaa
ggtctggggt
atcctttaac
ggggcaacta
gagktttgcea
aagacagtat
agtaggacect
cttaaatttt
tggeoccaaasa
ttgtacagag
tactccagta
cagagaactt
cgcaggdtta
agttoccctta
tgagacacca
agcaatattc
catagttatc
geatagaaca
agacaazaaa
taaatggaca
acagaadgtta
gcaatbatgt
agaagoagag
gtattatgac
gacatatcaa
gaggggtgec
agaaagcata
atgggaaaca
taatacccct
agaaaccttc
tgttactaat
tgagttacaa
agactcacaa
agtcaatcaa
agcacacaaa
Jaaagtacta
taattggaga
agccoagetbat
toccadggaatca
teatgtagce
agcatatttt
tggcagcaat
ggaatttgga
attaaagaaa
aatggragta
ggaaagaata
tacaaaaatt
accageaaag
azaagtagtyg
tgatgatrgt
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aggatggaty
cetggagatta
aggaccaaas
gcaagcttea
cocagatigt
gacagcatgt
gagccaagta
aaagattgtt
cectaggaaa
tgagagacag
ttttotteag
adagacaaca
ttcectecaga
aaggaagctc
ggaagatgga
gatcagatac
acacctgtca
ccecattagcece
gttazacaat
atggaaaagg
cttgeccataa
aataagagaa
aaaaagadaaa
gatgaagact
gggattagat
caaagtagca
tatcaataca
aaaatagagg
catcagaaagyg
ghacagccta
gtggggaaat
asactcctta
ctagaactgyg
ccatcaazag
atttatcaag
cacactaatg
gtaatatgag
tagtyggacay
cctttagbga
tatgtagatg
agaggaagac
gcaatttate
tatgecattag
ataatagage
ggaattggag
tLttttagatg
gcaatggcta
gataaatgte
toagcaactag
agtggatata
ctttasaat
ttocaccagtg
attceoctaca
attataggac
ttcatccaca
gtagacataa
caaaattttc
ctectetgga
ccaagaagaa
gtggcaagta

acaaataatc
aataaaatag
gaacecttta
caggaggtaa
aagactattt
cagggagtay
acaaattcag
aagtgtttca
aagggctgtt
gctaattttt
agcadgaccadg
actcocooke
tcactctttyg
tattagatac
aaccaaaaat
tcatagaaat
acataattgg
ctattgagac
ggccattgac
aagggaaaat
agaaaaaaga
ctcaagactt
aatcagtaac
tcaggaaata
atcagktacaa
tgacaaaaat
togatgattt
agctgagaca
aacctocatt
tagtgetace
tgaattggge
gadgaaccaa
cagaaaacag
acttaatagc
agccatttaa
atgtaaaaca
gaaagactce
agtattggca
aattatggta
gggcagctaa
aazaadttgt
tagertttgea
gaatcattca
agttaataaa
gaaatgaaca
gaatagataa
gtgattttaa
adgctaaaagg
attgtacaca
tadgaagcaga
tagcaggaad
ctacggttaa
atcocccaaag
aggtaagaga
attttaaaag
tagcaacaga
gggtttatta
aaggtgaagy
aagcaaagat
gacaggatga

<210> 27

<211> 4658

<212> ADN

<213> Virus de la anemia infecciosa equina

<400> 27
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cagctatoce
taagaatgta
gagactatgt
azaattggat
taaaagcatt
gaggaccedd
ctaccataat
attgtggcaa
ggaaatgtgg
tagggaagat
agocaacage
agaagdagda
geaacgacece
aggagcagat
gataggggga
ctgtggacat
aagaaatctg
tgtaccagta
agasgaaaada
ttcaaaaatt
cagtactaaa
ctgggaagtt
agtactggat
tactgcattt
tgtgcttcoea
cttagagoct
atatgtagga
acatctgttyg
cetttggatyg
agaaaaagac
aagtcagatt
agcactaaca
agagattcta
agaaatacag
asatctgaaa
attaacagag
taaatttaaa
agccacctygy
ccagttagag
cagggagact
caccctaact
ggattcggga
agoacaacea
aaaggaaaag
agtagataaa
ggcccaagat
cchgocacct
agaagccatyg
tttagaagga
agttattcca
atggccagta
ggocgoctgt
tcaaggagta
tcaggctgaa
aaaagggggg
catacaaact
cagggacagc
ggcagtagta
cattagggat
agattag

agtaggagaa
tagcectacc
agacoggtic
gacagaaacc
gaggaccaged
crataaggea
gatgcagaga
agaadggcac
aaagdaagdga
cbggeocettce
cocaccagaa
goocgatagac
ctecgtcacasa
gatacagtat
abttggaggte
aaagctataqg
ttgactcaga
aaattaaagc
ataadaagcat
gggcctgaaa
tggagaaaat
caattaggaa
gtaggtgatg
accataccta
cagggatgdga
tttagaaaac
tctgacttag
aggtggggac
ggttatgaac
agetggacty
tacccaggga
gaagtaatac
zaagaacacag
aagcaggggc
acaggaaaat
gcagtgcaaa
ctgcecatac
attoctgagt
azagaacoca
aaattaggaa
gacacaacaa
ttagaagtaa
gatcaaagtg
gtctatctgg
ttagtecagtg
gaacatgaga
gtagtagcaa
catggacaag
aaagttatec
gradaaacag
aaaacaatac
tggtgggcag
gtagaatcta
carcttaaga
attggggggt
aaagaattac
agaaatccac
atacaagata
tatggaaaac

787

840

900

960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
16380
1740
1800
1860
1920
1880
2040
2100
21690
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
2060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3730
3840
3300
3960
4020
4080
4140
4200
4264
4307



atgggagacc
gggtctcaga
catgatacca
gaagatgtaa
geaatttctg
ttocagcotas
tctgaagaat
cctagagygat
agtcaaaact
ttggatgtay
atagcagatyg
caagggacta
cagatggage
atgtcagaag
gctaaggaac
catccacaag
gaatgtadgaa
gocttgcagayg
actggtottyg
caaacatgtt
ghbaetgtteta
aacdggaagae
agtcagcaca
ctgagoegaaa
ctggacagtt
ttaatgatac
ctgcacatta
gagtgggagg
acattaagac
ttcaggactt
aaatagagtt
agaaactaga
aagctagtga
aabtggaggtt
tatccagagyg
atattggaga
tcactattcc
cacaaggatt
cttttaggga
gaagtaatgg
tggaaaaggg
taggttatca
agaatcoaac
ggatcccagg
atcaaaaadgt
ttaaaaatgc
aaattacaaa
caggtaaaaa
tgttgcaaca
taccatttac
tocccagaaat
aagaacctac
tagoagctta
atcaagttrge
taaatatagt
aaggaccaca
actttgettg
cazaaataaa
atgaagatgc
caaaaatcat

ctttgacatg
aattaactac
actttgtaaa
ctcagacgct
ctgtaaagat
taadagcgaa
atccaatcat
atactacttyg
tatttgggat
tacctggooa
attgggataa
ttcocecatgac
ctgotttiga
geatcaaagt
cttaccocaga
agatttcaaa
atgctatgag
acattggaac
caggccoatt
ataactgtgg
aatgtaaaca
aaggaggectca
acaaatctgt
taaaaaagga
tatgggagta
tececttaaat
taataggtta
aaatgtggaa
aagaatgcta
aggtgcaaaa
aaaagagggc
aggggccaaa
caataatcct
attacaagat
attgcctcac
tgratatttc
ctoccattaat
cgtgttgagc
aagatatect
ttctaaaaaa
ttttgagaca
ackttgtoct
ccttaatgat
gttgacagta
aatttggacg
tcaagggtta
aaattatgag
gattatgaag
tgtggcaaca
caaagadgoaa
agtatataca
atcaggaata
tgtgaccagt
tgaaagaatg
aactgatagt
aagtccttgg
ggtacctggt
agazgaaatc
agggtttgac
acccacagat
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gagcaagged
tggtaactgt
agaaaaggac
gtcaggacaa
gogcctocadg
atatgaaaag
gatagatggyg
gatgaatace
attatcagta
ggcaggacaa
tagacatccea
agcaaggtit
tcagtttagyg
gatgattgga
atttgtagac
attcttgact
acatttaaga
tacaaaacaa
taaaggtgga
gaagocagga
gectggacat
agggaggccc
tgtacaagag
atacaatgtc
acatataatc
gtactgttag
aaatatagag
acattttcta
gtggcagata
Ltggttttgg
acaatggggc
gagatadtcc
tataattcac
ctgagagaat
ccgggaggat
actataccct
catcaagaac
ccatatatat
gaagtacaat
caacacaaag
ccagatgata
Jgaaaattgga
gtgcaaaaat
aaacacattg
dJaagaggeac
caatattata
gcaacttatg
gotaataagy
gaaagtatta
gtaatgtggy
catcaagtag
acaatataca
aatgggagasa
goaatacaaa
tattattgtt
tggcctataa
cacaaaggga
atgctagcat
ttatgtgttc
gtaaaaattc

ctcaagaagt
aattgggcge
tgacagctga
gaaagagagyd
attaataatg
aagactgcta
gctagaaaca
atacadacaa
gactgtactt
aagcagatat
ttaccgaatg
attagaggtt
cagacatata
aaacctaaag
agactattat
gatacactga
ccagaggata
aagatgatgt
gedttgaaay
catttatcta
ttetcaaage
cadaaacaaa
actoctcaga
aaggagaagg
tagagaaaag
acacaggago
ggagaaaata
cgeotgtgac
ttecagtgac
cacagcteta
caaaaatteco
aaagactatt
ccatatttgt
taaacaaaac
taattaaaty
tagateccaga
cagataaaag
atcagaaaac
tgtatcaata
agttaatcat
aattacaaga
aagtacaaaa
caatggggaa
cagctactac
aasaaagagtt
atccagaadga
ttataasaca
gatggtcaac
ctagagtagg
aaatgcaaaa
tteatgatga
ctgatggggg
ctaaacagaa
tggcattaga
ggaaaaatat
tacaaaatat
tatatggtaa
accaaggoac
cttatgacat

aagtiLcetceo
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tagagaaggt
taagtctagt
gggatgtcat
cctttgaaag
tagtagatgg
ataaazagcea
Jgaaattttag
atggtatatt
ctgaadgaaat
tacttgatge
ctccactggt
taggagtacce
gacaatggat
ctcaaaatat
cccaaataaa
ctattcagaa
cattagaaga
tattggoaaa
gagggccact
gtcaatgtag
aabtgcagaag
ctttccocgat
ctcaaaatct
atcaagtaga
goatactaca
agatacttca
tcaagggacy
tataaagaaa
tattttggga
caaggaaata
tcaatggeca
gtcagaggga
aataaaaaag
agtacaagta
taaacacatg
gitttagacca
atatgtgtgg
attacaggaa
tatggatgat
agaattaagy
agtgccacct
aatgcaatta
tataacatgg
taagggatgt
agaadgaaaat
agaaatgtta
atcacaagda
agtaaaaaat
aaaatgtcca
aggatggtat
ttagagaatg
adaacaaaat
aaggttagga
ggataccaga
tacagaagga
acgagaaaaa
tcaattggca
acaaattaaa
catgatacct
taatagcttt

Jgacggtacaa
agacttattt
tccattgcoctyg
aacatggtgg
aaaggcatca
gtetgagcoccoe
acctctaaca
aaatgaagct
gaatgcattt
aattgataag
ggcaccacca
tagagaaaga
aatagaagcoce
taggcaagga
aagtgaggga
cgcaaatgag
gaaaatgtat
agcacttcag
aaaggcagca
agcacctaaa
tgttccaaaa
acaacagaag
agtacccagat
ggatctcaac
atagtattaa
gtgttgacta
dggaataatag
aaggdgtagac
cgagatattc
aaatttagaa
ctcactaagyg
aaaatatcag
aggtctggeca
agaacdgana
actgtattag
tatacagett
aaatgtttac
attttacaac
ttgttcatgyg
dgcgatcttac
tatagctggc
gacatggtaa
atgagctcag
ttagagttga
aatgagaaga
tgtaaggttg
atcctatggyg
ttaatgttat
acgtttaagy
tattcttgge
aaattggtag
ggagaaggaa
cctgtbcactc
gataaacaag
ttaggtttag
gagatagttt
gatgaagocyg
gagaaaagag
gtatctgaca
ggatgggtea

60
120
180
240
300
360
420
480
540
6500
660
720
780
840
00
860
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1820
1680
1740
1800
18690
1220
1280
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3080
3120
3180
3249
3300
3360
3420
34380
3540
3600
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15

20

25

30

ctgggaaatc
gatatacagyg
tagagggaca
cttgggatga
tetgggtaga
agatattggco
gtcctecattyg
attggcaggce
attcaggata
ctattttaga
attttgtggc
gaataccata
agaagattca
tcattacttg
tecactaatca
aaaaattttg
tgtggaagyy
cattaaccag

<210> 28

<211> 385
<212> ADN
<213> Secuencia

<220>
<223> pONY3.1

<400> 28

atgggagace
gggtctcaga

catgatacca
gaagatgtaa
gocaatttctg
ttecageteo
tctgaagaat

<210> 29

<211> 385
<212> ADN
<213> Secuencia

<220>

atcaatggca
agaaatacaa
azaatttgca
aaataaaata
aaatattcag
aagzaaattat
cactaagcaa
agattgcaca
catacatget
atgggcaaga
agaaccagtt
tcatccagaa
aagtcataga
taacaaaggyg
agcacaagta
tttttacaaa
tgatggtgcea
gactaagtta

artificial

ctttgacatg
aattaactac
actttgtaaa
ctcagacgct
ctgtaaagat
taagagcgaa
atccaatcat

artificial

<223> pONY3.20pti

<400> 29

atgggogatc
gugtagcecaaa
cacgacacta
gaggacgtga
goecatcagey
tttcmactge

agcgagdagt

<210> 30
<211> 12
<212> ADN

ccetcaccety
agoettaceoac
atttegttaa
ocoaaacatt
cagtcaaaat
tcecgegotaa
acccaatcat
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aaacaggggt
gtgatatgta
caattaatta
tetcagagay
gaagcacaag
aagataccat
ggatcaggac
catttggaca
acattattgt
ttgtttteac
gtaaatttgt
agtcagggta
gacaacactc
agggaaadgta
atacatgaga
atccetggtg
gtagtagtta
ctaataaaac

gagcaagycyg
tggtaactgt
agaaaaggac
dgtcaggacaa
gggectocag
atatgaaaag
gatag

gtcocaaageo
aggeaattge
ggagaaagat
gtetggycay
ggggctgeaa
gtacgagaaa
gatag

<213> Virus de la Inmunodeficiencia humana

<400> 30
atgggtgcga ga 12

tattaattaa
ctaatattgg
tactacagca
gggataaagy
atgaacatga
tgactgtagce
ctgcaggttg
ataagataat
caaaagaaaa
caaagtectt
tgaagttect
ttgtagaaag
aaacactgga
tgggaggaca
aacttttact
aacatgattyg
atgatgaagg
caaattga

ctcaagaagt
aattgggcgce
tggcagetga
gaaagagagyg
attaataatg
aagactgcta

ctgaaaaaac
aactgggeat
tggcaactea
gagcocgogaay
atcaacaacy
aaaaccgcca
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tggaggaata
aaaaagtaat
tcactcaaat
atttggaagt
gaattggcat
aaaacagata
tgtcatgaga
attgacttte
tgcattatgt
acacacagat
aaagatagca
gacaaatagyg
ggcagcttta
gacaccatgg
acagcaagca
gaagggacct
aaagggaata

tagagaaggt
Caagtctagt
gggatgtcat
cectttgaaag
tagtagatgg
ataaaaagca

tggaaaaagt
tgteoctgut
gagacgtgat
ctttegageg
tggttgacgg
dcaagaaaca

attgatgaag
attaaattaa
tcocagacago
acaggagtat
acatcaccaa
actcaagaat
tctecctaate
gtagagtcaa
acttcattgg
aacggcacta
cataccacag
accttgaaag
caacttgcte
gaagtattta
caatccteca
actagggtgc
attgctgtac

gacggtacaa
agacttattt
tccattgotyg
aacatggtgg
aaaggcatca
gtctgagcce

cacogttcayg
ggatcttttc
ceocctettg
cacctggtgy
taaagctagc
atcogaacct

3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
44490
4500
4560
4620
4658

60

120
180
240
300
360
385

a0

120
180
240
340
360
385
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<210> 31

<211>12

<212> ADN

<213> Virus de la Inmunodeficiencia Humana

<400> 31
gatgaggatt ag 12

<210> 32

<211>12

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> gagpol-SYNgp

<400> 32
atgggcgcecc gc 12

<210> 33

<211>12

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> gagpol-SYNgp

<400> 33
gatgaggatt ag 12

<210> 34

<211>12

<212> ADN

<213> Virus de la Inmunodeficiencia Humana

<400> 34
atgagagtga ag 12

<210> 35

<211>12

<212> ADN

<213> Virus de la Inmunodeficiencia Humana

<400> 35
gctttgctat aa 12

<210> 36

<211>12

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> synGP160mn

<400> 36
atgagggtga ag 12

<210> 37

<211>12

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

100
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<220>
<223> synGP160mn

<400> 37
gcgctgctgt aa 12
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REIVINDICACIONES

1. Un método de produccion de un vector de VIH de replicacion defectuosa, que comprende transfectar una célula
productora con lo siguiente:

i) un genoma del VIH que comprende un nucleétido de interés (NOI), una sefial de empaquetamiento y RRE;
ii) una secuencia nucleotidica que codifica las proteinas gag y pol del VIH; y
iii) una secuencia nucleotidica que codifica una proteina env;

caracterizado por que la secuencia nucleotidica que codifica las proteinas gag y pol del VIH esta optimizada en sus
codones para la expresion en la célula productora, a excepcidon de la secuencia que engloba el sitio de
desplazamiento de fase de lectura, y en el que (ii) no comprende RRE; en el que la célula productora expresa rev y
en el que el vector de VIH es un vector de autoinactivacion.

2. Un método de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que la secuencia nucleotidica con codones optimizados tiene
la secuencia mostrada en SEQ ID NO: 15.

3. Una célula productora de particulas de vector de VIH que comprende:

i) un genoma del VIH que comprende al menos una secuencia nucleotidica de interés, sefial de
empaquetamiento y RRE; y

ii) una secuencia nucleotidica que codifica las proteinas gag y pol del VIH; y

iii) una secuencia nucleotidica que codifica una proteina env;

caracterizada por que la secuencia nucleotidica que codifica las proteinas gag y pol del VIH esta optimizada en sus
codones para la expresion en la célula productora, a excepcion de la secuencia que engloba el sitio de
desplazamiento de fase de lectura, y en la que (ii) no comprende RRE; en la que la célula productora expresa rev y
en la que el vector de VIH es un vector de autoinactivacion.

4. Una célula productora de acuerdo con la reivindicacion 3, en la que la secuencia nucleotidica con codones
optimizados tiene la secuencia mostrada en SEQ ID NO: 15.

5. Una célula productora de acuerdo con la reivindicacion 3, en la que el gen de la envoltura esta optimizado en sus
codones.

6. Una célula productora de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 3 a 5, en la que el nucleétido de interés
se selecciona entre un gen terapéutico, un gen marcador y un gen de seleccion.

7. Una célula productora de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 3 a 6 para su uso en un método de
produccién de particulas de vector del VIH.

8. Una composicién farmacéutica que comprende la célula productora de una cualquiera de las reivindicaciones 3 a
7, junto con un vehiculo o diluyente farmacéuticamente aceptable.
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FIGURA 1

Sph | Sal |
38 pb
—
PPT
R Uus |—
< > < > < >
HXB2 del VIH-1 Promotor de HCMV HXB2 del VIH-1
(8900-9123) (de -421 a -1) (455-634)
B
PCR 1’ D
de pH4 de pH4
PPT_ lidew del VIH Us Moldes m R |US | ——
- B \:—sductu de PCR 1’ RIB3

.

Producto de PCR 1°

IHI l

Producto de PCR 2’
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gagpol-HXBE2 => Uso de los codones

Secuencia de ADN

4308 pb

1436 codones

PM : 161929 Dalton

TTT phe
1TTC phe
TTA leu
TTG leu

CTT lau
CTC leu
CTA leun
orE leu

ATT ils
ATC.ile
ATA ile
ATG mat

GTT wval
GTC wal
GTA wval
GTG wval

M HHH ol o 4 [ ol <

ddad

21
14
46
11

13

-
17
16

30
14
56
19

15
11
55
15

A88% EERE 8848 3344

ES 2618 508 T3

FIGURA 2

ATGGETECGAGA
CATI{S.c.} : 0.083
ser 5 3 TAT tvyr
ser § 3 TAC tyr
sar 5 19 TAA OCH
ser 5 1l TAG AMB
pro P 21 CAT his
pro P 14 CAC his
pro B 41 CAA gln
pro P - CAG gln
thr T 24 AAT asn
the T 20 BAAC asn
thr T 43 2AA lys
thr T 1 ANG lys
ala A 17 GAT em=p
ala A 19 GAC a=p
ala A 55 GAA glu
ala A 5 GAG glu

104

. .« GATGAGGATTAG

CAT(E.c.) : 0,151
b 4 30 TGT cys C
¥ 9 TGC eys C
z - TGA OB Z
z 1 TGG trp W
H 20 c&T arg R
H 7 CGC arg R
Q 56 CGA arg R
Q 39 CEG arg R
N 42 AGT ser S
N 16 AGC ser S
K 88 AGA arg R
K 3 AGG arg R
D a7 GGT gly G
D 26 @&C gly €
E 75 @aeAglyo
2 32 cGe gly G

lineal

18
- 16
45
18

11
10
61
25
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gagpol-S¥Ngp [1 a 4308] -»>

Secuencia de ADN

4108 pb

1435 codones

PM : 161929 Dalten

TTT phe

TC
TTA

3 3344 3

EEHHHA

ATC

EEEIE

pha
lev
lan

lea
leu
leun
len

ila
ile
ile

met

val
wal
val
val

B e A

gfeer

TCT
TCC
TCA
TCG

ccT
cca
CChA
aceE

ACT
ACC
ACA
ACG

acT
GCC
GCA
GCG

FIGURA 3a

Uso de los codones

ATGGGCGECCGE . .. GATGAGGATTAG
CAI(S.c.) : 0,080 CAT(E.c.) «+ 0.288
ser 5 § TAT Eyr ¥ 10 TGT cva
gar S 11 TAC tyr ¥ 29 TEC cys
ser § 4 'TAN OCH Z - TGA QFA
sar & 6 TAG AME Z A Tee trp
pro P 14 CAT his H 6§ oot arg ‘R
Pro P 3% CAC his H 21 CGC arg R
pro P 10 CAA gln Q 14 CGh arg B
pre P 13 CcAG gln Q 81 CGG arg R
thr T 11  AAT asn M 13 AT ser S
thr T 48 AAC asm N 45 AGC ser S
the T 13 ARA lIys K 25 AGA arg R
thr T 16 AAG lvs K 97 AGG arg R
ala A 15 GAT asp D 19 GaT gly &
ala A 56 QAC asp D 44 éec gly G
ala A 13 GAA glu B~ 28 GGA gly G
ala A 12 @AS gluE 78 GGG gly G

105

ZKnn

lineal

10

1s
28
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Uso de los codones en genes humanos (MH), Gag-pol del VIH-1 de tipo
silvestre (WT) v Gag-pol del VIH-1 con codones optimizados (CQO)

MH WT CD MH WI CO MH WT GcO HMH WT
Ala A 13 4B B Cye C &8 10 70 Leu A 3 14 3 Ser C 34 35
GC ©C 53 18 G5 TG T 32 §50 30 CT C 268 B 17 AG T 10 10
G 17 i1 8 G 58 14 70 TS A 5 3B
T 17 24 18 Gin A 12 B3 21 T § 11 8 c 22 10
CA G B3 47 T8 iT A 2 42 & c 8 3
Arg A 10 58 10 G & 11 0 T 13 3
AG B 1 28 1 Glu A 26 g5 38

CG A 5 6 0 GA G 75 35 62 Lys A 18 5§ 28 Thr A 14 45
G afr 0 @& AA G BZ 42 T2 AG C &7 23
G 21 & 10 Gly A 14 53 21 G 15 0
T ¢ 0 8 GG € B0 21 55 Phe € 80 45 45 T 14 28

G 24 24 24 TT T 20 55 55
Asm C 78 29 T T 12 3 D Tyr C T4 20
AR T 22 T4 29 Pra A 18 52 24 TA T 26 80

His C© 73 20 90 CC C 48 15 39
Asp C 75 G4 TO CA T 21 70 10 G 17 3 I Val A 5 BB
GA T 25 38 30 T 19 30 15 GT C 25 &8
e A 5 BB B G B4 24
AT © 1 18 32 T 7 12

T 77 23 0O
FIGURA 3b
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FIGURA 4

env-pmn [1 a 2571] -> Usodelos codones

Secuencia de ADN 2571 pb ATGAGAGTGAAG ... GCTTTGCTATAZ lineal

B57 codones

PM : 97078 Dalten CAI(S.e.) : 0,083 CAI(E.e.} : D.l40
TIT phe 7 13 TCT ser 5 T TAT tyxr Y 15 TGT cys C 16
TTC phe F 11 TCC ser 8 3 TAC tyr Y 7 TGC cys C 5
TTA leu L 20 TCA sar 5 13 TAR OCH Z 1 TGA OPA Z -
TG leu L 17 TCO ser § 2 TAGAMBZ - TGG trp W 30
CTT leu L 9 CCT pro P g CAT his H a8 CGT arg R -
CTC leu L 11 e pre P 9 CAC his H 6, CGC arg R 2
CTAleu I, 12 CCApre P 12 CAA gln Q 22 CEA arg R 1
CTG leu L 15 CC@ pro P 2 CAG glm Q 19 CGE arg R 1
ATT ile I 21 ACT thr T 16 AAT asn N 50 AGT ser § 18
ATC ile I 10 AcC thr T 14 AAC &sn M 13 AGC ser S 11,
ATA il= T 32 ACA thx= T 28 AAR lys K 32 AGA arg R 30
ATC mat M 17 ACG thx T 5 AAG lys K 14 AGG arg R 15
GTT val vV g GCT mla A 16 GAT asp D 18 GSET aglv & 10
GTC val V 5 GCC ala A 7 GAC asp D 14 GGC gly G ]
GTA val V 26 GCA ala A 20 GAR glu E 36 GEA gly G 28
GTG val Vv 12 GCG ala A 5 GAG gluE 10 GGG gly e 12
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SYNgpléOmn =-> Uso delos codones

Secuencia de ADN

TTT pha
TTC phe
TTA leu

CTT leu
CTC leuw
CTA leu
CTG leu

ATT ile
ATC ilma
ATA ile
ATG mek

GTA val
GTG

8
=

2571

g57 codones

97078 Dalton

24

ol Al |

[ = 2
%]
o

444 BEHHH
| =
=J

<
(V]
LF ]

TCT
TCC
TCA
TCG

cCcT
ccc
CCA
ccae

ACT
ACC

ACA
ACG
acT
GCC
GCon
GCG

FIGURA 5

pb ATGAGGGTGAAG ... GCGCTGCTGTAA lineal

ChI{S.e.) : 0.074 CcAL(E.c.) : 0,419
ser S5 2 TAT tyr ¥ 1 TGT cye C
sar 3 & TAC Eyr Y 21 T™C cys C
sar 3 - TAA OCH Z 1 TER OPA Z
ser S - TAG AMB Z - TGG trp W
pro B - ©CAT his H 2 CGT arg R
pro P 26 chac his H 12 CGC arg R
pro P - CAA gin Q - CGh arg R
pro P 2 casglnQg 41 cogargR
thr T - AAT aan N 2 AGT ser S
the T 59 ARC mEn N 61 AGC sar 5
ther T - AR 1lys K 1 AGA arg R
thr T 4 ARG lyv= K 45 AGG arg R
ala A . - GAT asp D 2 GGT gly G
ala A an GAC asp D 30 GeC gly G
ala A - GAA glu E 3 GGEA gly &,
ala A 8 GAS glu E GGG gly G
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FIGURA 6

Construcciones de VIH

gag

 RRE

pPA

VSV-G
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ATGEGAGACCCTTTGACATGGAGCARGGCGCTCARGARGTTAGAGANGGTGACGGTACAR
ATEECCGATCCCCTCACCTEAT CCAARG OO TAARCARACTGGAARAMGTCACCCTTCAG

CETAGCCAAAAGCTTACCACAGECAATTGCAACTAGGCATTETCCCTEETCEATCTTTTC

CATGATACCAACTTTGTAAAAGAAALGGACTGECAGCTGAGGEATETCATTCCATTACTG
CACGACACTAATTTCATTRRGGAGAAAGAT TGGCAACTCAGRGRCGTGATCCCCCICTTG

GAAGATETAACTCAGACGCTGTCAGGACAAGARAGAGAGGCCT ITGAAAGAACATCATEE
GAGEACGTGACCCARACATTCTCTCECCAGEAGCHCGAACCTTTCGAGCGCACCTGETEE

GCAATTTCTGCTGTAAAGATGGECCT CCAGATTAATAATETAGTAGATAGAAAGGCATCA
GCCATCAGCCCAGTCAARATGGGECTCCARATCARCAACHTGETTGACGEGTARAGCTAGC

TTCCAGCTCCTAAGRGUGAANTATCAARRCAACGACTGCTAATAARRAGCAGT CTGRACCC
TTTCAACTGCTCCGCGCTAAGTACGAGAAGAAARCCGCCARCAAGARACRATCOGAACCT

TCTGARAGAATATCCAATCATEATAGATCEECCTEAARACAGARATTTTAGAC C&'ﬂm

CCTAGRGGATATACTACTTGGUTGAATACCATACAGACRAATGETCTATTAAATGARAGCT
CCCAGGEECTATACCACCTGEAGTCAACACCATCCAGACARACGGACTTTTGARCGAAGCC

AGTCAAAACTTATTTGOGATATTAT CAGTAGACTE TACT TCTCAAGAAATGAATCCATTT
TCCCAGAACCTETTOGECAT CCTGTCTGTEEACTGCACCTCORARGARATGAATGCTTTT

TTGEATGTGGTACCTGECCAGGCAGGACAAAAC CACATATTACT TGATGCAATTGATAAG
CTCGACETGETGCCAGGACRAGCTEEACAGAA ACACGATCCTGCTCEATGCCATTGACARAG

3

ATAGCAGATGATTGGGATAATAGACATCCATTACCGAATGCTCCACTGGTGGCACCACCA

ATCGCOGACGACTEGGATAATCOCCACCCCCTGCCARACGCCCCTCTEGETGECTCCOCCA

CARGEECCTATTCOCATEACAGCARGCTTTATTACACGTTTACGACTACCTAGRACARACE
CAGGGECCTATCCCTATGACCGCTAGGTTCAT TAGGGEGACTGEEGGTGCCCCEOEARCGT

CAGATGGAGCCTGCTTTTGATCAGT T TAGGCAGACATATAGACARTGCATARTAGRAGCC
CAGATGGAGCCRGCATTTGACCAAT T TAGGCACACCTACAGACAGTECGATCATCGAAGCT

ATGTCAGRAGGCATCAAAGTGATGATTGGAAANCCTAARGCTCAAAATATTAGGCAAGGR
ATGAGCGAGEEEATTARAGTCATGATCGEGAANGCCCAAGGCACAGAACATCAGGCAGGGESE

GCTAAGGAACCTTACCCACAATTTGTAGACAGACTATTATCCCARATAAARRGTCGAGGGA
GCCAAGGRACCATACCCTGAGTTTETCGACAGG CTTCTGTCCCAGATTAAATCOGANGGT

CATCCACAAGAGATTTCAAARTTCTTGACTEGATACACTOACTAT TCAGARCECAAATOAG
CACCCTCRAGGAGATCTCCARGTTCT TGACAGACACACTGACTAT CCAAARTGCAARTCAR
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ERATGETACAAATECTATCAGACAT TTARGA N (AGAGEATACATTAGRAGAGARRATGTAT

GAETOCAGAAACRCCATGAGG CACCTCAGRCCTEAAGATAC CCTEEAGEAGAARATGETAL

GCTTGCAGAGACATTEEAR CTRACARAACARRACATGATETTATTGECAAAAGCACTTCAS
GCATGETCGCEACATTEGCACTACCAAGCAARAGATGATECTACTCACCAABECTCTGCAR

ACTEGETCTTGCEEECCCATTTRARNGETEEAGCCTTGAARGEAGERCCACTARACGCRGCR
ACCGGCCTGGCTGATCCAT TCAARGGAGGAGCACTGAAGSEGAGGTCCATTGAAAGCTGCA

CARACATET TATAACTGTEGEAAGCCAGGRACATTTAT CTAGTCARTGTAGAGCACCTAAA
CAAACATGTTATAAT TATGAGAAGCCAGGACATTIATCTAGTCARTGTAGRGCACCTARR

GTCTGTTTTAZATGTARACAGCCTCCACATTTCTCARAGCRAATGCAGRAGTET TCCAARA
GTCTETTTTAMATGTRANCAGCCTGEACAT TTCTCAARGCAATGCAORAGTET TCCAARA

AACGGEARGCARGGGECTCARCAEGEAGECCCCAGARACARARCTTTCCOGATACARCAGRAR
ARCGGGAAGCAAGGEGCTCAAGGGAGECCCCACAMACAAACTTT CCOGATACAACAGARG

AGTCAGCACRACARAT CTOT TETACAAGAGACTCCT CAGRCTCARRATCTGTACCCAGAT
AGTCAGCACAACARAT CTGT TETACRAGRGACTCCTCAGACTCARRATCTGTACCCACGRT

TTAATGATACTCOCTTAAATGTACTE TTAGACACAGCAGCAGATACTTCAGTGTTGACTA
TCARTGACRCCCCTCT TARTGTGCTEOTERACADCEOAGUCEACALCAGCETTCTCACTA

CTECACATTATAATAGGT TAAARTATAGAGGGAGARAATATCAAGEEACGGGAATAATAL
CTGCTCACTATAACAGACTGAAA TACAEAREAACERRATACCAGEGCACAGGCATCATCE

GRATGGEAGEAAATCTCEARACATTT TCTACCCCTG TCACTATARMGARARRGGGETAGAC
GOeTTOGAGICAACGTCOAARCCTT T ToCACTCC TG TCACCAT CRAARANGARGGEGAGAC

ACATTARGACARGRATECTAGTEG U AGATAT TCCAGTEACTAT T TTEEGACGAGATATTC
ACATTAAMACCREGAATECTECTOG COGACATCCCOGTCACCAT CCTTEGACAGAGACATTC

TTCRCGACTTAGETECARARTTEE T TTIGE CACAGCTOTCOARGEARATARBATTTAGAR
TCCAGGACCTEGEECE CTAAACTCETGCTEE CACANCTGTCTAAGCGARATCAAGTTOCGCA

AAATRAGAGTTARARGEGEECACANTCEOCCCARRAATTCCTUAATORCCACT CACTARMGS
MGATCGAGCTGARACAGGECACARTGOETCCARAAATCCCOCAGTEGCCCCTGACCARRG

AGARACTAGAMCECECCAAAGACATACTOCAARGACTATTCTCAGACOCGARARANTATCAG
AGARGCTTEAGGGCGCTAAGCAANTCOTGCNGCGCCTOCTT TCTOAGGACAAGATTAGCT

RAGCTAGTGACARTARTCCTTATAAT TCACCCATATT TG TARTARRARRGAGETCIGECA
AGGCCAGCGRCARTAACCCTTACARCAGCCCCATCTTTETCATTARGRAAARCGRICEGCA
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BATEERGETTATTACARGATCTGAGAGAATTAAACARARCAGTACARGTAGGAACGERARA

ARTGGERGACTCCTECAGGACCTEACEEALCT CAACAAGACCGTCCAGETUGEAACTEAGA”

TATCCRGAGEATTECCTCACCCEERARGAT T AATTARRTOTARAACACATGACTGTATTAG
T T OGO GO T O ACCT O GECEGCCTEATTARLTRCA MACACATARCAGTOOTTAE

ATATTEERGATGCATAT TTCACTATACCCT TAGATCCRGAGT TTAGACCATATACRGCTT
ACATTEEAGACGCT TATT TTACCATCCCCCTCEATCCTCARTTTCECCCCTATACTECTT

TCACTATTCCCTCOATTAATCAT CAAGARCCAGATAREAGRTATCTGTGEARATGTTTAC
TTACCATCCCCAGCATCAATCAC CAGGAGCCOGATARACGC TATETETEEAAGTECCTOC

CRCARGEATTOGTETTGAGCCCATATATATATCAGARRACAT TACAGGRARTTTTACARC
COCAGEEATTTETECT TAGCCCC TACA TT TACCAGRAZACACT TCARGAGATCCTCCARC

CTTITTAGGGARAGATAT CCTERAGTACAATTETATCALTATATGEATCATTTGTTCATGE
CTTTCCeCERAACATACCCAGREGTTCARCTCTACCARTATATEEACGACCTGTTCATGE

GCARGTRATGGTTCTARRARACARCACARAGAGTTAA TCATAGAATTARGGECCATCTTAC
GETCCAACGEGTCTARGARGCAGCACARICAACTCATCATCARRCTEGRGGECAATCCTCC

. . '.-."_'--
TEERA ARG T T TGAGACACCAGATEATAAATTACAAGAAATOCCACCTTATAGCTEGE
TECAGEAN T T AR CA OO OCACERC R AECTECLACR AT TCCTCCATATAGCTGGEE

TAGETTATCARACT TTGTCC TGAARATTORARACTACAARAAATGOAATTAGARCATERTAA
TEEECTACCAECTTTRCCCTEARARCTEEARRGT CCAGRAGATGCAGTTGEATATEETCA

AGRATCCRAACCCTTARTGATGTGCARAAATTAATEEGEAATATARCATGGATEAGCTCRAR
AGRACCCARCACTGRACGRACATCCAGA RGO TCATGEGCARTATTACOTGEATCAGCTCOG

GEATCCCAGEATTEACAGTALAACACATTECAGCTACTACTAAGEGATETT TAGACTTEA
GR%TECCTGGGETTHEEGTTﬁBGCACATTGCCGCAACTHﬂﬂﬂﬂﬂﬂGﬂIﬂﬁCT@GﬂGTTﬂA

ATEAAAAAGTAHTTTGGHEGGBHGAGGCACAAAAAGAGTTHEAEGARAATRHIGHGABGE
ACCAGAAGGT CATTTCGACRCAGCARAGCTCAGARAGAALACTOEAGEAGAATAATCARARGE

TIAAAMA TGO T CARGEETTAC A TAT TATAA TCCAGAAGAAGAAR TETTAT S TGAGHTTS
TTARGARTHCTCARGEECTCCAATAC TACRATCOOGARGRAGARARTETTGTECGRGETOR

ARATTACRARRAATTATEAGECAACTTATET TATARARCRAATCACARGEARTCCTATGEE
AAATCACTAAGAACTACGAAGCCACCTATETCAT CARACAGTCCCARGECATCTTETRGE

CAGGTARAARGATTATCARGECTAATARGEGATEETCARCAGTARAARATTTARTETTAT
CCGERARAGARAATCATGARGECCAACAARCGGCTEETCCACCETTARAAATCTGATGCTCC

TETTGCAACATGTEG CARCAGRALAGTATTACTAGAGTACGARAL TETCCAACGTTTALGE
TECTCCRGCACGTOGCCACCAAGTCTAT CACCCECGT COGIAAGTGCCCCACCTTCARAG

A CCATTTACCAARCAGCAARTAATE TGEGAAR TG CARAAAGGATCETATTATTCTTGREE
IO CTTCACTAAGGAGCAGETGATETEEGACATGCARARAGGCTEGTACTACTCTTGEC
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TCCCAGARRTAGTATATACACATCARGTAGT TCATCATGATTEGAGAATCARATTGETAG

TTCCCRAGATUGTCTACACCCACCARGTGEIGCACCACGACTEEACRATGAMICTTETCG

AAGAACCTACATCARGAATARCAATATACRCTEATEEEEEAAAACAAAATCEAGRRGGAN
AGGRGCCCRCTRAGCEGRATTACAATC TATRCCGACHECEGARRGCRAARACCGRCRGEGERR

TAGCAGCTTATGTGRCCAGTRARATEGEREAMCTA R ACAGARE RGETTRAGEACCITETCACTC
TOECTGCATACGTCACATCTAACGECCECACCARGCARRRGAGGCTCGGCCCTGTCACTE

ARG TGO TCARA A TEG AR TACR A ATGECATTAGRGEATACCAGACGATARACALG
ACCAGETGCCTEAGAGEATEECTATCCAGATAGCCCTTEAGGACACTAGRCGRCARGCAGE

TARRTATACTAACTCATAGTTATTATTGTTEGARRRATAT TACAGAAGGATTAGGTTTAG
TEAACATTETEACTERACAGCTACTACTGCTEGARRAACAT CACAGREEELCTTEECCTEE

ARGGACCACAAMGTCCI TGETEECCTATARTACAARATATACGAGAAAAAGAGATACGTTT
AGEEACCCCAGTCTCCCIGE TEGCCTATCATCOAGRATATCCECGARARGEARRTTETCT

ATTTTCCTIGEETACCTEETCACRARGEEATA TATEETAATCAA TTEGCAGLTGARGCOR
AT T T CECCTEEETECCTEEACACARAGEARTTTACSGCALCORARCTCBCCGATEARGCCE

CALARATAZAACA ACAARTCATGCTAGCATRCCARGECACACBA AT TAAAGRGARAAGRE

CCARAR T T RARRGACGARNTCATGUT TOCC TACCAGEECACACAGRAT TARGGREARGAGRE

AlGARGATCCAGEETTTGACTTATETETTCCTTATGACATCATEATACCTETATCTGACA
ACGAGGACCCTEGE T TTEACC T T T TECCATACGACATCATEATTCCCGTTAGCEACR

CARAAATCATACCCACAGA TG TAALR AT TCARGT TCCT CCTAATAGCTTTEGATEEETCR
CARRGMTCATTCORRCCEA TG T CAAGATCCAGGTGCCACCCRATT CATT TERTTGEETGA

CTGGGAAHECETEEHIGGEEREECEGEGETTETTBATTRHEGGhﬁﬁRﬁTﬂﬂTTGAEEABG
oo A TG AT CTAAG CAGGETCT TC TEATTARCGGEGEAAT CAT TGATOARG

GATATACACCLC AN TACARI TOATATOTACTARTATTOCARAAROTAATATTARATTAR

GATACACCGECCAR TCCABETEATC TECRCARATATCORCARARGCAATAT TARGCTTA

TRGAGGGACARRANTTTCCACRATTART TATACTACAGCATCACTCARRTTCCAGACRGE
TOEARAGEECARALAT TCECTCAACTCATCAT CCTCCAGCACCACAGCAATTCARAGACAAC

"

CTITOGGATCALAN TR AR TAT CTCACRGACGECATAARGGRT TTGGRAGTACRAGACTAT
CTTOGCACEAAARCAARAT TARCCAGAGACETEACAAGEEOT TOGCCAG CACAOGTETAT

TCIEGEETAGRAARATAT TCARGARCGCACRACATGAACATCAGAATTEECATACATCACCARL
TCTEEETEEABARCATCOAGEARGCACAGEACGAGCACGAGAAT TEGCACACCTCOCCTA

AR AT TR AR GARA T TATARGATACCATTCAC TG TAGCARARCAGATAAC TCARGAAT
AQATTTTGECCORCAATTACAAGATCCOACTGAC TE TEEC TRRAGCRAGATCACACRGEART

ST CCTCAT TG CAC TR AGCAAGGA T CAGEACCTECAGE TTETE TCATEAGATC TCCTAATE
GLCCCCACTEUACCARACRAGETTCTGE CCCCACCAGCTECETEATGAGETCCCCCARTC
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ATTEGCAGECARATTGOACACATTTGRACAATARGATARTATTGACTTITGTAGACTCAA

ACTEECAGACACATTEIACCCACCTCGACARCARARTTATCCTEACCTTCGTGEAGRECA

ATTCAGEATACATACATGCTACATTATTGTCAARAGARAATGCATTATGTACTTCATTEG
ATTCCEECTACATCCANGCARCACTCCTCTCCARGGARAATGCATTETCCACCTCCCTOR

CTATTTTAGARATEEECARGAT TG TTTTCACCA ARG TCCTTACACACRGATARCGGUAUTA
CAATTCTGEARTGEECCAGGCTGTTCTCTCCARRATCCCTGCACACCEACRACGECACCA

ATTTTGIGECAGAACCAGTTETARAT TTGTTGARGT TCCTARAGATAGCACATACCACAG
ACTTTGTGEC TEARCCTETEETEAATCTECTRAAGTTCCTEARARTCOCCCACACCACTE

GRATACCATATCATCCRGAAAGT CRAGETAT TG TAGARRAGEECARATACGEACCTTGARAG
GCATTCCCTATCACCCTGAAAGC CAGGECATTRTCEAGARGECCAACACAACTCTGARAG

ACRRGRTTCRARAGTCRTAGAGKRCAACACTCARLCACTEGACGCAGCTTTACARCTTGCTC
ARDAGATCOARTCTCACAGAGACAA TACRCAGAMATTEEAGGCCECACTTCAGCTCECCT

TCATTACT TGTAACARMGGGAGCEARACTATGECAEGACREACRCCATCEEAAGTATTTA
TTATCACCTGCAACARAGGARGAGAAAECATEEGCEGCCAGRCCCCCTEGEAGETCTITCR

]

TCRETRRTEAASCREAAGTHAEACRTGAGAHACTTTTEETACAGCR&GEHEAQTCCTCCE-

TCACTARCCAGGCCCAGETCATCCATGARARGCTECTCTTECAGCAGCCCCAGTCCTCCR

ARARATTTIGTTTTTACAAAATCOCTEETEAAC TEAT TEEARAGGEACCTACTAGEETED
AR AGTTCTACTTTTATARGATCCCCCGTOAGCACCACTEOARREETCCTACARGRGTTT

TETEEAAGEETEATGEICCAGTAFTAG TTAATGATGAAGEARMNGEEZAATAATTGCTGTAC
TETEEAAACGAGRCCACACAGCTTETEETEARCEATCGACGECAMGEEATCATCGCTGTGE

CATTAACCACGGACTARGTTACTARTAARACCARRTTGA
CCCTEACACGCACCARGCTTCTCATCARGCCARLCTGR
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FIGURA 26 Transferencia Western de extractos de 293T
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FIGURA 37

GAG-POL
pONY3.]
pESYNGP
pHORSE3. 1
pHORSE3.1
pONY3.1
pESYNGP
pESYNGP
pESYNGP
pHORSE3 |
pHORSE3. )

Genoma

pONY4.0Z
pONY4.0Z
pONY4.0Z
pONY4.0Z
pONY$.0Z

pONY8.0Z
pONYS.0Z
pONYS.0Z
pONY8.0Z
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Otro

ninguno
ninguno
pClneo

ninguno
ninguno
pCloeo

147

TU/mi 1

1,84E+406
9,00E+05
8,80E+04
1,48E+05
1,66E+06

4,00E+04
6,40E+04
2,00E+03
1,80E+03

TU/ml 2

Media

2,01E+06
9,67E+05
1,07E+05
1,45E+05
1,61E406
1,91E+05
2,93E+04
6 4TE+04
2,00E+03
2,14E+05



FIGURA 38
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FIGURA 39
GAG/POL OTRO Actividad de RT
B pONY3.l |  pClIneo 875579
| pONY3.1 |  pClneoREV | 1470615
pESYNGP pClneo | 457013
~ pESYNGP pClneoREV 636102
L pESYNGP pClneo 917299
L pESYNGP f pClneoREV 884879
L pESYNGPRRE — pClneo 71873 4
L pESYNGPRRE pClneoREV 1010107
pESYNGPRRE pClneo 328231
pESYNGPRRE ___pCneoREV 448634 |
Células 293T no transfectadas - ND 1024 6
. Sin células o B _N—"ﬂlj 13306 |
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FIGURA 40

Actividad de RT

160000

Actividad de RT

140000
120000

100000

80000
60000
40000
20000

Construcciones de gag/pol

EpCineo
BpClneocREV
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FIGURA 41

VECTOR GAG/POL OTRO TitLl|10.’m| Titl.llzﬂ."ml media

pONYS8.0Z pONY3.1 pClneo |3,20E+05] 2,68E+05 | 2,94E+05
pONY8.0Z pONY31.1 pClneoREV |3,00E+05{ 5,00E+05 | 4,00E+05
pONYS8.0Z| pESYNGP pClneo  |4,00E+04| 5,60E+04 | 4,80E+04
pONY8.0Z pESYNGP pClneoREV |2,22E+05] 2,40E+05 | 2,31E+05
pONYS.0Z| L pESYNGP | pClneo 16,006+04| 6,60E+04 | 6,30E+04
pONYS8.0Z| L pESYNGP REV |2, 80E+05| 2,70E+05 | 2,7SE+05
pONY8.0Z |L pESYNGPRRE| pClneo [9,20E+04] 6,60E+04 | 7 90E+04
pONY8.0Z | L pESYNGPRRE |pClneoREYV |3,68E+05| 2,82E+05 | 3,25E+05
pONYS.0Z| pESYNGPRRE | pCineo |3,206+04] L,405+04 | 2.30E+04
pONYS8.0Z| pESYNGPRRE IneoREV [1,20E+05| 1,40E+05 | 1,30E+05
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FIGURA 42
GAG/POL VYECTOR OTRO titulo/ml 1
pONY3.1 pONY8.0Z pClneo 1,2E+H06
pONY3.1 pONY8.0Z pClneoERev 1,0E+06
pONY3.1 pONYS.1Z pClneo 1,0E+05
pONY3.1 pONYS8.1Z pClneoERev 8,0E+05
pESYNGP pONYS8.0Z pClneo 2,3E+05
'PESYNGP pONY8.0Z pCIneoRev 1,0E+05
pESYNGP pONY3&.1Z pClneo 1,0E+04
pESYNGP pONYS.1Z pClneoRev 5,1E+04
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FIGURA 51
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