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DESCRIPCION
Caracterizacion de la funcion génica usando inhibicion por ARN bicatenario

La presente invencion se refiere a la caracterizacion o identificacion de la funcion de genes
usando la inhibiciéon por ARN bicatenario (ARNibc) y métodos de identificacion del ADN responsable de la
induccion de un fenotipo especifico en una célula y un método de asignacion de la funcidon a secuencias
de genes conocidas.

Se ha descrito recientemente en Nature Vol 391, pags. 806-811, Febrero 1998, que la
introduccion de ARN bicatenario en una célula da como resultado una interferencia potente y especifica
con la expresion de genes endogenos en la célula y siendo la interferencia sustancialmente mas eficaz
que proporcionar individualmente cualquier cadena de ARN como se propone en la tecnologia antisentido.
Se descubrié que esta reduccion especifica de la actividad del gen también sucedia en el helminto
nematodo Caenorhabditis elegans (C. elegans) cuando se introducia el ARN en el genoma o en la
cavidad corporal del helminto.

Los presentes inventores han utilizado esta técnica y la han aplicado adicionalmente para
encontrar nuevos e ingeniosos métodos de asignacion de funciones a genes o fragmentos de ADN que se
han secuenciado en diversos proyectos, tales como, por ejemplo, el proyecto genoma humano, y a los
que todavia hay que dar una funcidn particular, y para usar en la identificacion del ADN responsable de
conferir un fenotipo particular.

El documento WO 90/14090 describe un método para producir ARN bicatenario in vitro por
transcripcion de cadenas molde clonadas en vectores pGEM. Se preparan dos cadenas sencillas de ARN
separadas en reacciones de transcripcion in vitro separadas y posteriormente se hibridaron para producir
un ARN bicatenario.

De acuerdo con la invencién, se proporciona un método de introduccion de ARNbc o ADN capaz
de producir ARNbc en un animal no humano, comprendiendo el método suministrar a dicho animal una
célula bacteriana o de levadura adecuada que comprende un vector de expresion que comprende una
secuencia de ADN situada entre dos promotores de manera que son capaces de iniciar la transcripciéon de
dicha secuencia de ADN en ARN bicatenario tras la unién de un factor de transcripciéon apropiado a
promotores. Un método de identificacion del ADN responsable de conferir un fenotipo en una célula
puede comprender a) construir una genoteca de ADNc o genémico del ADN de dicha célula en una
orientacion en relacion con el promotor (o promotores) capaz de promover la transcripcion de dicho ADNc
o ADN en ARN bicatenario (bc) tras la unién de un factor de transcripcion apropiado a dicho promotor (o
promotores), b) introducir dicha genoteca en una o mas de dichas células que comprenden dicho factor de
transcripcion y c) identificar y aislar un fenotipo deseado de dicha célula que comprende dicha genoteca e
identificar el fragmento de ADN o ADNc de dicha genoteca responsable de conferir dicho fenotipo.

La genoteca puede organizarse en combinaciones jerarquicas como se describe con mas detalle
en los ejemplos proporcionados, antes de la etapa b) tal como para incluir, por ejemplo, familias de genes.

Un método de asignacion de funcién a una secuencia de ADN conocida puede comprender a)
identificar un homadlogo (u homélogos) de dicho ADN en una célula, b) aislar el ADN homologo (u
homologos) pertinente o un fragmento del mismo de dicha célula, c) clonar dicho homélogo o fragmento
en un vector apropiado en una orientacion con relaciéon a un promotor (o promotores) capaz de promover
la transcripcion de ARNbc tras la union de un factor de transcripcion apropiado a dichos promotores, d)
introducir dicho vector en dicha célula de la etapa a) que comprende dicho factor de transcripcion, y €)
identificar el fenotipo de dicha célula en comparacién con el tipo silvestre.

En la invenciéon, la secuencia de nucledtidos o de ADN puede proporcionarse entre dos
promotores idénticos. En ambos métodos descritos anteriormente el ARNbc se proporciona a partir de la
transcripcion iniciada a partir del promotor tras la unién de su factor de transcripcién apropiado.

La célula de acuerdo con dicho método puede proceder de o estar contenida en un organismo.
Cuando la célula esta contenida en un organismo, el organismo puede adaptarse para expresar el factor
de transcripcion apropiado. El organismo puede ser cualquiera no-humano, animal, pero preferiblemente
puede ser el helminto nematodo C. elegans, que puede ser cualquiera de un tipo silvestre, un mutante
nuc-1 o pha-ts de C. elegans o una combinacién de dichas mutaciones. En una realizacion alternativa, la
genoteca de ADN o ADNc o el ADN homodlogo o fragmento del mismo puede transfectarse o
transformarse ventajosamente en un microorganismo, tal como una célula bacteriana o de levadura, que
puede suministrarse al organismo, que es preferiblemente el helminto nematodo C. elegans. En esta
realizacion de la invencion, el microorganismo puede adaptarse para expresar el factor de transcripcion
apropiado. Preferiblemente, el microorganismo es E. coli.

En cada aspecto de los métodos descritos, la genoteca de ADN, homologo de ADN o fragmento
de ADN puede construirse en un vector de ADN adecuado que comprende una secuencia de nucleétidos
que codifica dicho factor de transcripcién. Como alternativa, dicho factor de transcripcion esta codificado
por un vector adicional. En una alternativa adicional mas, la célula u organismo puede expresarse o
adaptarse para expresar dicho factor de transcripcion. Preferiblemente, cualquiera de los vectores usados
en el método de acuerdo con la invencién comprende un marcador de seleccién que puede ser, por
ejemplo, una secuencia de nucleétidos que codifica sup-35 o un fragmento del mismo. La secuencia de
nucledtidos puede orientarse en relacién con un promotor de manera que la uniéon de un factor de
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transcripcion al promotor inicia la transcripcion del ADN en ARN bicatenario. La Figura 10 ilustra los
vectores y la orientacion de la secuencia de ADN que permite la produccion de ARN bicatenario en C.
elegans. De esta manera, en una realizacion el ADN se localiza entre dos promotores en un vector capaz
de expresar ARNbc después de la unién de un factor de transcripcion apropiado a dichos promotores.
Como alternativa, el vector comprende dos copias de la secuencia de ADN organizada en una orientacion
sentido y antisentido con relacion al promotor y cuyo marcador es de seleccion cuando esta contenido en
un C. elegans mutante pha-1. Preferiblemente, los promotores son cualquiera de los promotores T7, T3 o
SP6 y el factor de transcripcion comprende la polimerasa apropiada.

Preferiblemente el marcador de seleccion comprende una secuencia de nucleétidos capaz de
inhibir o impedir la expresion de un gen en dicha célula y siendo dicho gen responsable de conferir un
fenotipo conocido. Esta secuencia de nucleétidos puede ser parte de o idéntica a dicho gen que confiere
dicho fenotipo, y estando dicha propia secuencia de nucledtidos orientada en relacién con un promotor (o
promotores) adecuado capaz de iniciar la transcripcion de ARN bicatenario tras la unién de un factor de
trascripcion apropiado a dicho promotor (o promotores). Como alternativa, la secuencia de nucleétidos
puede ser una parte de o idéntica a dicha secuencia génica que confiere dicho fenotipo, y siendo dicha
secuencia de nucledtidos tal que permite la integracion de dicho vector adecuado o adicional por
recombinacién homologa en el genoma de dicha célula y a continuacién dicha integracién de dicha
secuencia de nucledtidos es capaz de inhibir la expresion de dicha secuencia génica que confiere dicho
fenotipo. En esta realizacion, dicha secuencia de nucleétidos comprende codones de terminacion
suficientes para impedir la traduccion de dicha secuencia de nucleétidos después de su integracion en
dicho genoma.

En dicho método, ventajosamente, pueden afiadirse compuestos a dicha célula u organismo con
el proposito de exploracion para fenotipos deseados, tales como por ejemplo, resistencia o sensibilidad al
compuesto cuando se compara con el tipo silvestre. Los promotores son preferiblemente inducibles. En
algunas realizaciones el factor de transcripcion puede proceder de fagos, tal como por ejemplo, una
polimerasa T7 dirigida por un promotor de fago. Sin embargo, cuando se utiliza C. elegans puede usarse
un promotor especifico de helmintos o especifico de tejido, tal como let858, SERCA, UL6, myo-2 o myo-3.
Preferiblemente, la cepa de E. coli es una cepa ARNasa lll, e incluso mas preferiblemente, ARNasa
negativa.

Un método de generacion de un organismo transgénico no humano que comprende un factor de
transcripcion exogeno y un transgén que comprende un promotor unido operativamente a un fragmento
de ADN que se expresa tras la union de dicho factor de transcripcion al mismo, puede comprender a)
proporcionar un primer organismo transgénico que comprende una primera construccién que incorpora
ADN que codifica un factor de transcripcion exégeno y un segundo organismo transgénico que
comprende una segunda construccion que incluye al menos un promotor unido operativamente a una
secuencia de ADN deseada que se expresa tras la union del factor de transcripcion de dicho primer
organismo transgénico al mismo b) cruzar dichos primer y segundo organismos transgénicos y
seleccionar los descendientes que expresan dicha secuencia de ADN deseada. En una realizacion,
dichos primer y segundo organismos transgénicos se generan mediante la transformacion de dichas
primera y segunda construcciones en los microorganismos respectivos para el posterior suministro al
organismo respectivo. Preferiblemente, dicha segunda construccion comprende dicha secuencia de ADN
deseada en una orientacién en relacién con dicho promotor de manera que es capaz de iniciar la
transcripciéon de dicho ADN en ARNDbc tras la union de dicho factor de transcripcién al mismo. En esta
realizacion, dicha segunda construcciéon comprende dos promotores que flanquean dicha secuencia de
ADN deseada, pudiendo dichos promotores iniciar la transcripcion de dicha secuencia de ADN en ARNbc
tras la unién de dicho factor de transcripcion a dichos promotores.

En cada una de estas realizaciones, la primera y/o segunda construcciones pueden
proporcionarse preferiblemente con un gen indicador unido operativamente a un promotor que es capaz
de iniciar la transcripcion de dicho indicador tras la unién de dicho factor de transcripcion al mismo.
Preferiblemente, el gen indicador codifica cualquiera de luciferasa, proteina verde fluorescente, B-
galactosidasa o B-lactamasa.

Un método de validacién de clones identificados en experimentos de vectores de doble hibrido
en levadura, siendo dichos experimentos bien conocidos por los especialistas en la técnica y siendo
dichos experimentos propuestos por primera vez por Chien et al. (1991) para detectar interacciones
proteina-proteina, puede comprender proporcionar una construccion que incluye el ADN que codifica una
proteina identificada en un experimento de vectores de doble hibrido, siendo su construccién tal que dicho
ADN se proporciona en una orientacién en relacion con uno o mas promotores capaz de promover la
transcripciéon de dicho ADN en ARN bicatenario tras la uniéon de un factor de transcripcién apropiado a
dichos promotores, transformando una célula, tal como una célula bacteriana o, como alternativa,
transformando un organismo que comprende dicho factor de transcripcion con dichas construcciones e
identificando un cambio fenotipico en dicha célula u organismo, que puede ser C. elegans o similar,
comparado con el tipo silvestre. Preferiblemente, el factor de transcripciéon es inducible en la célula u
organismo. Una vez mas la secuencia de ADN puede localizarse entre dos promotores, como se ha
descrito anteriormente. Preferiblemente, el promotor es un promotor de polimerasa de fago y dicho factor
de transcripcion es una ARN polimerasa, y preferiblemente polimerasas T7. También estan divulgados los
vectores usados para transformar dichas células u organismos y las propias células u organismos.
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Un método de mitigacion de infestacion por plaga de plantas, puede comprender a) identificar
una secuencia de ADN de dicha plaga que es fundamental tanto para su supervivencia, desarrollo,
proliferacion o reproduccion, b) clonar dicha secuencia de la etapa a) o un fragmento de la misma en un
vector adecuado en relaciéon con uno o mas promotores capaces de transcribir dicha secuencia en ARN o
ARNDc tras la unidon de un factor de transcripcion apropiado a dichos promotores y c) introducir dicho
vector en la planta.

Por lo tanto, ventajosamente, el método proporciona un mecanismo particularmente selectivo
para mitigar una infestacion por plaga, y en algunos casos la infestacion parasitaria de plantas, de manera
que cuando la plaga se introduce en la planta digerira el ARNbc expresado en la planta inhibiendo de esta
manera la expresion del ADN dentro de la plaga, que es fundamental para su desarrollo, supervivencia,
proliferacion o reproduccion. En una realizacion preferida, la plaga puede ser cualquiera de Tylenchulus
ssp., Radopholus ssp., Rhadinaphelenchus ssp., Heterodera ssp., Rotylenchulus ssp., Pratylenchus ssp.,
Belonolaimus ssp., Canjanus ssp., Meloidogyne ssp., Globodera ssp., Nacobbus ssp., Ditylenchus ssp.,
Aphelenchoides ssp., Hirschmenniella ssp., Anguina ssp., Hoplolaimus ssp., Heliotylenchus ssp.,
Criconemella ssp., Xiphinema ssp., Longidorus ssp., Trichodorus ssp., Paratrichodorus ssp., Aphelenchs
ssp. La secuencia de ADN o fragmento de la misma de acuerdo con este aspecto de la invencion puede
clonarse entre dos promotores especificos de tejido, tales como dos promotores especificos de raiz.

El vector usado en cada uno de los métodos descritos en este documento para la construccién
de dicha genoteca, comprende dos promotores idénticos orientados de manera que son capaces de
iniciar la transcripcion de una secuencia de ADN localizada entre dichos promotores en ARNbc tras la
unién de un factor de transcripcion apropiado a dichos promotores. La secuencia de ADN puede, por
ejemplo, incluir un sitio de clonacién multiple. Preferiblemente, el vector de expresién comprende una
secuencia de nucleétidos que codifica un marcador de selecciéon. En una realizacién, la secuencia de
nucleétidos que codifica dicho marcador de seleccién se localiza entre dos promotores idénticos
orientados de manera que son capaces de iniciar la transcripcién del ADN localizado entre dichos
promotores en ARN bicatenario tras la unién de un factor de transcripcion apropiado a dichos promotores.
Preferiblemente, el marcador de seleccién comprende una secuencia de nucleétidos que codifica sup-35,
para la introduccién en C. elegans que tiene una mutacion pha-1.

Preferiblemente, el factor de transcripcion comprende una polimerasa de fago que se une a su
correspondiente promotor o un promotor especifico de C. elegans e incluso mas preferiblemente una
polimerasa T7. Preferiblemente, el vector incluye un sito de clonacién multiple entre dichos promotores
idénticos.

Un vector de expresion para expresar un factor de transcripcion apropiado puede comprender
una secuencia de nucledtidos que codifica dicho factor de transcripcion unido operativamente a
secuencias de control de la expresion adecuadas. Preferiblemente, las secuencias del control de la
expresion incluyen promotores que son promotores inducibles, constitutivos, generales o especificos de
tejido, o combinaciones de los mismos. Preferiblemente, el factor de transcripcion comprende una
polimerasa de fago, y preferiblemente ARN polimerasa T7, T3 o SP6.

En este documento se describe un sistema de seleccién para identificar la transformacion de una
célula u organismo con un vector, comprendiendo dicho sistema un vector que se describe en este
documento en el que dicho marcador de seleccion comprende una secuencia de nucleétidos capaz de
inhibir o impedir la expresién de un gen en dicha célula u organismo, siendo dicho gen responsable de
conferir un fenotipo conocido. Preferiblemente, dicha secuencia de nucleétidos corresponde a una parte
de o es idéntica a dicho gen que confiere dicho fenotipo conocido, y estando dicha propia secuencia de
nucledétidos localizada entre dos promotores idénticos capaces de iniciar la transcripcion de ARN
bicatenario tras la uniéon de un factor de transcripcién apropiado a los mismos. De manera alternativa, la
secuencia de nucleétidos comprende una secuencia de nucleétidos que es una parte de o idéntica a dicha
secuencia génica que confiere un fenotipo conocido en dicha célula u organismo, y que es tal que tras la
integracion de dicho vector por recombinacion homéloga en el cromosoma de dicha célula u organismo
dicha secuencia inhibe la expresion de dicha secuencia génica que confiere dicho fenotipo conocido.
Preferiblemente, de acuerdo con esta realizacion, la secuencia de nucleétidos comprende codones de
terminacion suficientes para impedir la traduccion de la secuencia de nucleétidos tras la integracion en
dicho cromosoma.

Preferiblemente, la secuencia génica conocida comprende un gen sup-35 o un fragmento del
mismo que puede seleccionarse por identificacion de descendientes que crecen a una temperatura
superior a 25°C tras la introduccién en un helminto C. elegans mutante pha-1 et123ts.

Un método de asignaciéon de funcién a una secuencia de ADN de un organismo multicelular
puede comprender a) proporcionar i) una construccion que comprende dicho fragmento de ADN clonado
entre dos promotores capaces de promover la transcripcion en dicho organismo multicelular, en un
organismo multicelular capaz de iniciar la transcripcion a partir de dicho promotor; b) identificar el fenotipo
de dicho organismo multicelular en comparacion con el tipo silvestre.

La presente invencion puede entenderse mas claramente mediante los siguientes ejemplos que
son puramente ejemplares con referencia a las figuras adjuntas, en las que:

La Figura 1 es una secuencia de nucleétidos del plasmido PGN1 de acuerdo con la presente invencion.
La Figura 2 es una secuencia de nucleétidos del plasmido PGN100 de acuerdo con la presente invencion.
La Figura 3 es una representacion esquematica de los vectores usados y del régimen de transformacion
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usado en los métodos descritos en este documento.

La Figura 4 es una ilustracion de un vector de expresiéon usado de acuerdo con la invencion.

La Figura 5 es una ilustracion esquematica de los vectores de expresion de ARN polimerasa T7 usados
para la transformacién de C. elegans.

La Figura 6 es una ilustracion del plasmido PGN1.

La Figura 7 es una representacion esquematica de un vector mejorado para la inhibicion por ARNbc que
codifica el ARNbc de sup-35.

La Figura 8 es una ilustracion de un vector para la integracion en el genoma de C. elegans.

La Figura 9 es una ilustracién de la posicion de una secuencia (o secuencias) de ADN en relacién con un
promotor adecuado para iniciar la expresion de ARNbc a partir de la secuencia (o secuencias) de ADN.

La Figura 10 es una representacion del plasmido pGN108.

La Figura 11 es una representacion del plasmido pGN105.

La Figura 12 es una representacion del plasmido pGN400.

La Figura 13 es una representacion del plasmido pGN401.

La Figura 14 es una representacion del plasmido pGN110.

La Figura 15 es una representacion del plasmido pAS2 con promotores T7/T3/SP6 directos e inversos.

La Figura 16 es una representacion del plasmido pGAD424 con promotores T7/T3/SP6 directos e
inversos.

La Figura 17 es una representacion del plasmido pAS2 -cyHA+, both T7-final.

La Figura 18 es una representacion del plasmido pGAD424-without-FULL-ICE-BOTH-T7.

La Figura 19 (a) es una representacion del plasmido pGN205 y (b) es una representacion del plasmido
pGN207.

Ejemplo A: Construccion de una genoteca de ADNc ordenada y combinada jerarquicamente y
aplicaciones de la misma.

Genoteca ordenada y combinada aleatoria

El vector es un vector de E. coli que contiene dos promotores T7, con un sitio de clonacién
multiple (MCS) entre medias. Los dos promotores estan orientados uno hacia el otro, y hacia el MCS. En
presencia de ARN polimerasa T7, expresada en E. coli, C. elegans o cualquier otro organismo, se
producira ARN, comenzando a partir de los dos promotores T7. Como estos estan orientados en sentido
opuesto, se produciran ambas cadenas de ARN a partir del ADN insertado (clonado) en el MCS entre los
dos promotores, dando como resultado la generacion de ARN bicatenario (ARNbc) tras la unién de la
ARN polimerasa T7 a los mismos.

En el MSC se construye una genoteca de ADNc de C. elegans usando técnicas de biologia
molecular convencionales. La genoteca se transforma dentro de E. coli, y las E. coli resultantes se
cultivan y almacenan en placas multipocillo de 96. En esta fase, el ADN plasmido puede aislarse y
almacenarse en placas multipocillo de 96 que se corresponden con los de las colonias de E. coli. Se
puntian aproximadamente 100.000 colonias. De este modo, la genoteca alojara aproximadamente 5
veces las variaciones totales de ADNc expresado de C. elegans, lo que proporciona la oportunidad de que
las secuencias poco expresadas estén presentes en la genoteca. Esto dara como resultado
aproximadamente 1041 placas de 96 pocillos. Las placas se combinan jerarquicamente segun sea
necesario. Por ahora la combinacion de clones se dispone en un intervalo de 10 a 100. Si la combinacién
jerarquica es por 8 o 12 (son numeros mas convenientes ya que las placas de 96 pocillos tienen una rejilla
de 8 por 12), esto dara como resultado aproximadamente 87 placas multipocillo y aproximadamente 8352
pocillos. Si la combinacion jerarquica es por 96 pocillos, que es una placa completa, dara como resultado
aproximadamente 11 placas y aproximadamente 1041 pocillos. EI ADN plasmido puede aislarse en
cualquier fase de la combinacion jerarquica, que seria menos complicado cuantas menos placas se
usasen, pero daria como resultado una pérdida de complejidad aunque este no deberia ser el caso en la
combinacién por 12. La combinacion del ADN también puede llevarse a cabo con el ADN original.

Los siguientes experimentos describen como debe realizarse la combinacion jerarquica, tanto
para el ADN como para la genoteca de E. coli.

Una genoteca ordenada para la tecnologia de ARNi que contiene todos los genes del genoma de C.
elegans, con aplicaciones de la misma

Como el proyecto de secuenciacion del genoma esta llegando a su fin, puede usarse esta
informacion en la aplicacion de la tecnologia de inhibicién por ARN de T7. Todos los genes del genoma
de C. elegans pueden clonarse usando la tecnologia de PCR. Se clonaran, con preferencia, los exones
con una longitud minima de 500 pb. Si los exones son demasiado pequefios, los fragmentos mas
pequefios se aislaran con PCR, o incluso partes de intrones y exones vecinos se aislaran con la
tecnologia de PCR de manera que se clone al menos una parte suficiente de la regién traducida del gen.
Para esto, es necesario realizar al menos 17000 reacciones de PCR. Esta coleccién de productos de PCR
se clonara en un vector T7 como se ha descrito (dos promotores T7 orientados uno hacia el otro con un
sitio de clonacién multiple entre medias). Cada producto PCR se clona independientemente, o puede
usarse para generar una genoteca aleatoria, analoga a la genoteca de ADNc descrita. Si cada producto
PCR se clona individualmente, la bacteria resultante y el ADN plasmido pueden combinarse de diversas
maneras. En primer lugar, esta colecciéon de productos PCR clonados individualmente en el vector de
ARNi T7 puede combinarse aleatoriamente, como se ha descrito en la genoteca aleatoria. Esta
combinacién también puede hacerse de una manera mas racional. Por ejemplo, pueden analizarse los




10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2320527 TS5

genes del genoma de C. elegans usando herramientas bioinformaticas (biologia in silico). Diversos genes
del genoma perteneceran a una familia de genes, o tendran homologos en el genoma. Estos miembros de
la familia de genes se combinaran, o se combinaran los miembros que sean homélogos. De esta manera
el numero total de aproximadamente 1700 clones se reduce a una cantidad mas manejable. Esta
genoteca puede usarse para explorar fenotipos en los métodos de acuerdo con la invencioén. El fenotipo
resultante proporciona una descripcion funcional para el gen o familia de genes u homologos de genes del
genoma de C. elegans. Como la genoteca consta de una parte de todos los genes en el genoma, este
método permite la descripcion del genoma completo en términos fenotipico-funcionales. Para esto es
necesario introducir el ARN bicatenario (ARNbc) en el helminto. Esta introduccion de clones solos o
clones combinados, siendo una combinacién aleatoria o combinacion racional, puede conseguirse de
varias formas como se describe.

Ejemplo de un vector para la expresion de ARNi bicatenario

Puede usarse cualquier vector que contenga un promotor T7, y que contenga un sitio de
clonacion multiple (hay muchos disponibles en el mercado). Se disefian cebadores que contienen el
promotor T7 y un cebador con la cadena complementaria inversa, ambos con los extremos apropiados.
Estos cebadores pueden hibridarse, y si estan bien disefiados, clonarse en el vector de eleccién. La
secuencia minima para un promotor T7 es TAATACGACTCACTATAGGGCGA. Aunque puede usarse
cualquier vector para la construccion de un vector de expresion T7, a continuacion hay un ejemplo de
cémo conseguir esto con el vector pGEM-3zf(-).

- Se digiri6 el vector pGEM-3zf(+) (PROMEGA) con Hindlll y Sall

- Se mezclaron juntos los cebadores oGN1 y oGN2 a una concentracion final de 1 ug/30 pl
llevados a ebulliciéon y enfriados lentamente a temperatura ambiente.

- El cebador se ligdo en el vector usando procedimientos de ligamiento convencionales. El vector
resultante es pGN1 (se muestra en la Figura 1) y contiene dos promotores T7 orientados uno hacia el
otro, y contiene un sitio de clonacién multiple entre medias.

Las secuencias de oGNI y oGN2 son:

- oGN1: AGC TGT AAT ACG ACT CAC TAT AGG GCG AGAAGCTT

- 0oGN2: TCG AAA GCT TCT CGC ATA ATA GTG AGT CGT ATT AC

Ejemplo de la construccion de una genoteca

Puede aislarse ARN de todo organismo que sea sensible a ARNi. En general, el ARN aislado se
copia después en ADNc bicatenario y posteriormente se prepara en vectores adecuados para la
clonacién. Existen varios procedimientos y pueden adquirirse kits de biologia molecular de diversas firmas
incluyendo promega, clontech, boehringer Mannheim, BRL, etc. que permiten:

- aislamiento de ARN,

- finalmente, puede aislarse ARN poliA (disponibles varias técnicas y kits)

- sintetizar la primera cadena con transcriptasa inversa de AMV, cebadores hexaméricos aleatorios
y/o cebador oligo (dT)

- sintetizar la segunda cadena con ARNasa H, ADN Polimerasa |,

- nivelar los extremos con ADN Polimerasa T4

- adicién de un adaptador con ADN ligasa T4

- finalmente, tratamiento con polinucleétido quinasa T4

- clonacién del ADNc en el vector.

Puede considerarse la mezcla de ligamiento resultante como la genoteca de ADNc. El ligamiento

contiene todo el ADNc del procedimiento ligado en el vector de interés.

Para ordenar la genoteca, el ligamiento debe transformarse en cepas de E. coli.

Aplicacion de esta E. coli o genoteca de ADN

Cepa de produccién de ARN T7:

- BL21 (DE3) es una cepa patrén: F-ompT[lon]hsds(r-m-; y cepa B de E. coli) A (DE3). Finalmente
pueden usarse variantes de BL21 (DE3), aunque se usa BL21 (DE3)pLysS.

- es necesario construir cualquier otra cepa de E. coli que produzca la ARN polimerasa T7, que
puede estar disponible. Esto puede generarse faciimente usando un fago que esté disponible en el
mercado, en este caso, se usa el vector ACE6 (proporcionado por Promega). Con este fago pueden
transfectarse casi todas las cepas de E. coli y producira ARN polimerasa T7.

- un mutante ARNasa lll de E. coli:

En principio estan disponibles diversas cepas, se elige usar en un primer experimento la cepa
AB301-105: rna-19, suc-11, bio-3, gdhA2, his95, rnc-105, relA1, spoT1, metB1. (Kinder et al. 1973 Mol
Gen. Genet 126: 53), pero pueden adaptarse mejor otras cepas. Esta cepa se infecta con ACE6 y de esta
manera se construira una variante que produzca T7. Pueden crecer helmintos C. elegans de tipo silvestre
sobre las combinaciones de bacterias. La bacteria esta expresando la ARN polimerasa T7. Esto da como
resultado grandes cantidades de ARNbc en el intestino del C. elegans, que se difundiran en el organismo
y daran como resultado la inhibicion de la expresién. Esta genoteca puede usarse ahora para la
exploracién de varios fenotipos. Esta técnica tiene la ventaja de que es mucho mas rapida para detectar
genes pertinentes en determinadas rutas que la tecnologia de C. elegans conocida. Ademas, si se
encuentra un fenotipo interesante, el gen responsable puede clonarse facilmente. Usando la combinacion
jerarquica se puede encontrar facilmente en una segunda exploracion el clon pertinente de la
combinacién. El ADN insertado de este clon puede secuenciarse después.
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Este experimento da como resultado DATOS genéticos y bioquimicos en una etapa.

Las cepas de C. elegans de tipo silvestre pueden combinarse con compuestos para explorar para
determinar el fenotipo, resistencia a farmacos y/o sensibilidad a farmacos. La cepa de C. elegans puede
ser una cepa mutante, explorando para un fenotipo aumentado, un fenotipo reducido o un nuevo fenotipo.
La cepa de C. elegans puede ser una cepa mutante, y la exploracion de genoteca puede combinarse con
compuestos. Por tanto puede explorarse para resistencia a farmacos, sensibilidad a farmacos, un fenotipo
aumentado, un fenotipo reducido o un nuevo fenotipo. La cepa de E. coli puede ser cualquier cepa que
exprese ARN polimerasa T7, como BL21 (DE3), por ejemplo, pero la formacion del ARN bicatenario
puede potenciarse usando una cepa de E. coli especial que sea ARNasalll negativa. La ARNasalll
reconoce bucles especificos en el ARNbc. Finalmente, puede usarse una cepa de E. coli que tenga
delecionadas otras ARNasas distintas de ARNasalll o puede usarse una E. coli que tenga delecionada
una o mas ARNasas. La expresion de la ARN polimerasa T7 en la mayoria de las cepas y construcciones
de E. coli conocidas que estan disponibles para generar cepas de E. coli que producen ARN polimerasa
T7, comprenden generalmente un promotor inducible. De esta manera la produccion de ARN polimerasa
T7 esta regulada, y por tanto la produccion de ARNbc. Ventajosamente, puede usarse esta caracteristica
para “estimular’” el suministro a los helmintos C. elegans en fases especificas del desarrollo. Los
helmintos se desarrollan sobre las cepas de E. coli no inducidas. Cuando el helminto ha alcanzado la fase
de interés, se induce la produccién de ARN T7 en la bacteria. Esto permite el estudio de la funcién de
cualquier gen en cualquier punto del ciclo biolégico del animal.

Exploracion de la genoteca para homélogos de genes humanos supuestamente interesantes y
asignacion de funcién a estos genes.

Se han aislado cientos de genes en diversos proyectos, siendo proyectos genémicos, matrices
de expresion diferencial, estudios de hibridacion, etc. La genoteca de ADNc descrita puede proporcionar
un modo para validar o asignar la funcién a estos genes de una manera mas rapida y eficaz. En primer
lugar es necesario identificar el homoélogo u homélogos o los genes del helminto mediante herramientas
informaticas (biologia in silico). Se desarrollan cebadores de PCR y el fragmento de ADNc se aisla
usando tecnologia de PCR. Puede realizarse PCR sobre las combinaciones jerarquicas. Los pocillos de
combinacién o individuales positivos que contienen la bacteria que tiene el ADNc apropiado se suministra
a C. elegans y se puntua el fenotipo.

Puede realizarse PCR sobre ADNc aislado de C. elegans. El ADN resultante puede clonarse en
el vector T7 y transformarse en la E. coli que produce ARNbc de la que se alimentan después los
helmintos C. elegans. Dependiendo del modo mas rapido y mas fiable es necesario hacer una eleccion.

Si el gen pertenece a una familia de genes, puede ser necesario suministrar al helminto una
mezcla de bacterias. Conteniendo cada una de ellas una parte del miembro de la familia de genes.
Pueden realizarse cepas de E. coli, condiciones de cultivo, combinaciones con compuestos, como las
descritas anteriormente.

Si se usa la genoteca racional, en la que todos los genes de C. elegans se clonan de manera
organizada y estructurada, puede rastrearse facilmente el homologo de C. elegans y finalmente los otros
homalogos, ortélogos y miembros de la familia de genes en la genoteca usando biologia in silico. En esta
etapa no esta implicada una PCR y puede aislarse la bacteria y/o el ADN sobre el que crecera el helminto.
Ejemplos

La idea de la serie de experimentos era ensayar tanto el vector de ARNi como las diversas cepas
de E. coli que se construyeron.

1) Construccion de un plasmido de ensayo

Puede usarse cualquier ADNc que proporcione un fenotipo claro en el helminto cuando se anula
o usado en un experimento de ARNi. Se sabe que unc-22 es un buen candidato, pero son posibles otros
genes. Se optd por un sistema sensible que puede usarse en una fase posterior. El sistema se ensayo
con sup-35 en un fondo pha-1. Mediante PCR se aislo6 el ex6n 5 del sup-35 y se clond en el vector de
promotor T7 pGN1. El vector resultante se denomind pGN2. Los helmintos mutantes pha-1 (€2123) no
pueden producir descendientes a temperaturas superiores de 25°C. Esto es debido a un problema del
desarrollo en la embriogénesis. Cuando sup-35 esta anulado, o inhibido en esta cepa, los descendientes
pueden crecer a esta temperatura. La combinacion de helmintos mutantes pha-1 y ARNi de sup-35 es un
buen sistema para validar las diversas opciones.
2) Ensayo del ARNi usando una cepa de E. coli que produce ARNbc.
- Se introdujo pGN2 en la cepa de E. coli BL21(DE3) y se indujo la ARN polimerasa T7 con IPTG.
Los helmintos C. elegans (pha-1 (€2123)) se inocularon sobre esta bacteria, y se desarrollaron a la
temperatura limitada de 25°C. Como este mutante es un mutante embrionario a esta temperatura, no se
observara descendencia. Si el gen sup-35 se inhibe de manera eficaz mediante el ARNbc presente en E.
coli, se observara descendencia.
- Se introdujo pGN2 en la cepa de E. coli AB301-105 (DE3) y se indujo la ARN polimerasa T7 con
IPTG. Los helmintos C. elegans (pha-1 (€2123)) se inocularon sobre esta bacteria, y se cultivaron a la
temperatura limitada de 25°C. Como este mutante es un mutante embrionario a esta temperatura, no se
observara descendencia. Si el gen sup-35 se inhibe de manera eficaz mediante el ARNbc presente en E.
coli, se observara descendencia.
3) Mejora de la cepa de helminto para una mejor captacion de ARNbc.

Antes de desarrollar en placas C. elegans pha-1 sobre la cepa E. coli que produce el ARN
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bicatenario de sup-35. Se modificé por mutagénesis con EMS (etilico del acido metanosulfonico) el
helminto. La descendencia de este helminto mutado se desarrollé después en placas sobre la bacteria. El
helminto que se alimenta de esta bacteria produce mayor descendencia que tiene una mutaciéon que da
como resultado una mejora de la captacion de ARNbc y puede usarse para experimentos adicionales.
Integracion estable del vector que produce ARNbc en el genoma del helminto que produce ARN
polimerasa T7.

Puede construirse un vector de E. coli que contiene las siguientes caracteristicas; dos
promotores T7 dirigidos uno hacia el otro, con un sitio de restriccion o un sitio de clonacion multiple entre
medias. Ademas, el vector puede contener el ADN gendmico de sup35 de C. elegans, modificado por
ingenieria genética de manera que contiene varios codones de terminacioén a diversos intervalos, para
que no pueda expresarse ninguna proteina de longitud completa a partir del fragmento de ADN gendmico
de sup35 como se ilustra en la Figura 8. Cualquier ADNc o fragmento de ADNc puede clonarse en el sitio
de clonacién multiple entre los dos promotores T7. Cuando este vector se introduce en una cepa de C.
elegans que expresa ARN polimerasa T7, el ADNc o fragmento de ADNc clonado entre los dos
promotores T7 se transcribira, generando ARNbc a partir del fragmento clonado.

El vector esta disefiado para usarse en helmintos mutantes pha-1 (€2123) que expresan ARN
polimerasa T7. La expresion de la ARN polimerasa T7 puede ser constitutiva o regulada, general o
especifica de tejido. Estos helmintos pha-1 (€2123) no pueden producir descendencia a temperaturas
superiores a 25°C, debido a un problema del desarrollo en la embriogénesis. Cuando se inhibe o se anula
sup-35 en esta cepa, la descendencia puede crecer a esta temperatura.

Cuando el vector se introduce en el helminto, el vector puede integrase mediante recombinacioén
homologa (integracion de tipo Campbell). Se ha demostrado que la recombinacion homoéloga se produce
en C. elegans, aunque a bajas frecuencias (Plasterk y Groenen, EMBO J. 11: 287-290, 1992). La
recombinacién homologa en el gen sup-35 dara como resultado una anulacién del gen ya que los dos
genes sup-35 resultantes alojaran los codones de terminacion. Si se produce esta recombinacién en los
huevos, el helminto resultante y su descendencia tendran una copia del vector integrado en el genoma.
Esto puede seleccionarse ya que unicamente los helmintos cuyo sup-35 se haya anulado tendran
descendencia a temperaturas superiores a 25°C. Ademas, el helminto resultante producira de manera
estable ARN bicatenario a partir del fragmento de ADN clonado entre los dos promotores T7. Este
helminto puede considerarse ahora como una cepa estable de helminto transgénico con una reduccion de
la funcioén del gen, del que se ha clonado un fragmento entre los dos promotores T7.

Se puede proporcionar ADN al helminto mediante varias técnicas incluyendo inyeccion,
transformacion biolistica, impregnacion en la solucion de ADN, alimentacion con bacterias. Pueden
considerarse métodos nuevos y otros que aumenten las eficacias de transformacion.

La cepa diana de C. elegans puede tener ademas otras mutaciones distintas de la mutacion pha-
1 (e2123) y puede expresar otros genes distintos de ARN polimerasa T7.

EJEMPLO B: Vector de ARNi de doble hibrido en levadura

Puede construirse un vector de doble hibrido en levadura que aloje los dos promotores T7. Los
vectores pueden disefiarse para replicarse tanto en levaduras como en E. coli. En general se preparan
genotecas de ADNc para el sistema de doble hibrido en levadura en los vectores Ga14 o LexA. La
genoteca se construye en vectores que tienen el dominio de activacion de uno de estos genes. Puede
construirse un vector que aun pueda funcionar en la exploraciéon de doble hibrido en levadura pero que
ademas contenga dos promotores T7 orientados uno hacia el otro con un sitio de clonacién en el mismo
entre medias. El orden de la secuencia en el plasmido sera por tanto “estructura del plasmido, (GAL4-T7),
MCS, T7, estructura”. Puede usarse una genoteca de ADNc de C. elegans construida en este vector
como una genoteca de doble hibrido en levadura patréon en un experimento para aislar proteinas que
interaccionen con una proteina dada. Una vez aislado un clon, puede introducirse el plasmido en una
cepa de E. coli que exprese la ARN polimerasa T7 y, por lo tanto, producirda ARNbc a partir del fragmento
clonado. La bacteria que produce esta ARNbc puede suministrarse al helminto y pueden puntuarse los
fenotipos. Como en el ejemplo anterior, este procedimiento de validacion para un clon de doble hibrido en
levadura recién aislado es notablemente mas corto que el procedimiento convencional, que requiere
etapas de clonacion y/o PCR, experimentos de ARN y/o experimentos de anulacion. En la mayoria de los
casos los clones aislados se secuencian primero, y en base a la secuencia, se toma una decision para
continuar con experimentos adicionales. En la presente invenciéon cada clon aislado puede introducirse
facilmente en la E. coli apropiada y suministrarse al helminto. Después se realiza la validacion mediante el
analisis del fenotipo.

Para aplicar este procedimiento se realizé un doble hibrido en levadura usando un gen conocido
como cebo y la genoteca recién construida como diana. Las proteinas codificadas por los clones en la
diana que interaccionan con la proteina cebo, daran como resultado clones de levadura positivos que
expresan la molécula indicadora de modo que puede observarse mediante tincion de LacZ con X-gal. El
plasmido que codifica la proteina diana se aisla directamente a partir de la cepa de levadura y se
introduce en E. coli. La E. coli es E. coli productora de ARN polimerasa T7. En este caso, se produce un
ARN bicatenario a partir del ADN clonado en el sitio de clonacién multiple del vector. Cuando este ARNbc
se suministra al helminto usando los métodos descritos anteriormente, el gen se ha inhibido en el
helminto, dando como resultado un fenotipo particular.

- Este vector de doble hibrido en levadura puede usarse ventajosamente para construir una
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genoteca ordenada y combinada jerarquicamente como se ha descrito en el ejemplo anterior.

- También puede construirse una cepa de levadura que produce de forma condicionada ARN
polimerasa T7. Después de los experimentos de doble hibrido en levadura, podria inducirse la expresion
de la polimerasa T7, dando como resultado la producciéon de ARNbc en la célula de la levadura. Por
consiguiente, la levadura podria suministrarse al helminto. Se dispone de pruebas que demuestran que
los helmintos de C. elegans pueden alimentarse de levaduras.

Construccion de una cepa productora de ARN polimerasa T7 y aplicaciones de la misma

Puede construirse una cepa de C. elegans que exprese ARN polimerasa T7. La expresion puede
ser general y constitutiva, pero también podria estar regulada bajo un promotor especifico de tejido, un
promotor inducible, o un promotor temporal o un promotor que incluya una de estas caracteristicas o una
combinacién de caracteristicas. Puede introducirse ADN en esta cepa de C. elegans. Esto se hace por
inyeccion, por bombardeo con particulas, por electroporaciéon o como se ha mencionado anteriormente
por alimentacion. Si el ADN es un plasmido como se ha descrito en los ejemplos anteriores, es decir un
plasmido que aloja un fragmento de ADNc clonado o un fragmento de PCR entre dos promotores T7
flanqueantes, entonces el ARNbc de este ADNc o fragmento de PCR se forma en la célula u organismo
completo dando como resultado la regulacion negativa del gen correspondiente. EI ADN introducido
puede tener una regulacidon negativa transitoria eficaz. EI ADN introducido puede formar una matriz
extracromosomica, pudiendo dicha matriz dar como resultado una anulacién o reduccién mas catalitica de
fenotipo funcional. El plasmido también podria integrarse en el genoma del organismo, dando como
resultado la misma anulacién o reduccion catalitica de fenotipo funcional, pero transmitiéndose de forma
estable.

- Mediante técnicas convencionales puede introducirse en el helminto con ARN polimerasa T7 un
ADN plasmidico que aloja un ADNc o una parte de un ADNc o una EST o un fragmento de PCR de C.
elegans clonado entre dos promotores T7 como se ha descrito en los ejemplos A) y B). Pueden analizarse
los fenotipos. ADN de una genoteca ordenada y combinada como en el ejemplo A) puede introducirse en
el helminto con ARN polimerasa T7, mediante técnicas convencionales (inyeccion, bombardeo). Pueden
analizarse los fenotipos. Con la combinacion jerarquica, el clon original puede encontrarse facilmente.

- Puede realizarse el mismo procedimiento con un helminto mutante que expresa la ARN
polimerasa T7. Explorando para fenotipos aumentados, reducidos o nuevos.

- Puede usarse el procedimiento para permitir la exploracion de compuestos. Explorar con
cualquier cepa de tipo silvestre o una cepa mutante para fenotipos aumentados o nuevos.

- El ADN podria introducirse en el helminto mediante nuevos métodos. Siendo uno de ellos el
suministro de ADN mediante E. coli. En este caso la genoteca combinada jerarquicamente se suministra
al animal. Para impedir la digestion del ADN de E. coli en el intestino del nematodo, se usara
preferentemente un C. elegans deficiente en ADNasa, tal como nuc-1 (€1392). Este procedimiento seria
uno de los mas interesantes ya que seria independiente de las eficacias de transformacion de otras
técnicas, y generalmente mas rapido y menos laborioso.

2) Supuestas mejoras del método.

- Se disefia un vector para que contenga el ADNc de sup-35 o una parte de este ADNc, clonado
entre dos promotores T7. El resto del vector es como se ha descrito en los ejemplos A) y B). Este vector
puede introducirse en un C. elegans mutante pha-1ts. En este caso existe un sistema de seleccion por
temperatura y unicamente aquellos helmintos que hayan captado el ADN y expresen el ARN bicatenario
de sup-35 sobreviviran a temperaturas limitadas. La genoteca combinada jerarquicamente puede
suministrarse mediante cualquier método descrito anteriormente.

- El vector puede usarse para construir una genoteca que se introduce en una E. coli que expresa
ARN polimerasa T7. En este caso se tiene una exploracion analoga a la de la parte A) con una
exploracioén adicional para helmintos en los que sea activo el ARNbc de sup-35.

- El ADN y/o ARNbc de sup-35 podria suministrarse en un plasmido diferente. Para el suministro,
tanto suministro de ADN (Ejemplo C) como suministro de ARNbc, Ejemplos A) y B), esto significa que los
dos plasmidos podrian estar presentes en una bacteria, o que al helminto se le suministra una mezcla de
bacterias, conteniendo una de ellas la construccion de sup-35.

Ejemplo de la construccion de un C. elegans productor de ARN T7

Para producir ARN polimerasa T7 en el helminto, son posibles varias posibilidades. La
polimerasa T7 puede expresarse bajo diversos promotores, siendo promotores inducibles, promotores
constitutivos, promotores generales y promotores especificos (de célula) de tejido, o combinaciones de los
mismos. Los ejemplos de estos promotores son el promotor de choque térmico hsp-16, el promotor
intestinal ges 1, el promotor de cet858, pero también el promotor de dpy7 y el elemento promotor GATAA1.
En este ejemplo la ARN polimerasa T7 se expresa bajo el control del promotor hsp-16 que esta disponible
en el vector pPD49.78. La ARN polimerasa T7 se aisla como un producto de PCR usando los cebadores
GN3 y GN4.

El producto de PCR resultante se digiere con Nhel y Ncol, al igual que el vector en el que se
quiere clonar, siendo el vector Fire pPD49.78. El vector resultante es pGN100 ilustrado en la Figura 2. Se
incluyen oGN3: CAT GGC AGG ATG AAC ACG ATT AAC ATC GC y oGN4: ATG GCC CCA TGG TTA
CGG GAA CGC GAA GTC CG de pGN100.

El vector se introduce en el helminto usando técnicas convencionales, tales como, por ejemplo,
microinyeccion.
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Después se construyeron las siguientes cepas:

- Tipo silvestre (pGN100)
- nuc-1 (€1392) (pGN100)
- pha-1 (e2123) (pGN100)
- pha-1; nuc-1 (pGN100)

Todas estas cepas son capaces de producir ARN polimerasa T7 cuando se inducen por
temperatura o de manera alternativa mediante metales tal como aplicacién de cadmio o mercurio pesado.
El procedimiento para induccién por temperatura es cambiar al animal a una temperatura de 30-33°C
durante al menos una hora, después el animal puede cambiarse de nuevo a temperaturas convencionales
(15-25°C).

La cepa de tipo silvestre que produce ARN polimerasa T7 puede usarse para la produccion de
cualquier ARN en el helminto. Mas especificamente, los plasmidos de las genotecas descritas pueden
introducirse en estos helmintos y pueden puntuarse los fenotipos.

El helminto mutante nuc-1 se usara para introducir el ADN a través de la bacteria de la que se
alimenta el helminto. Como el helminto nuc-1 no digiere el ADN, el ADN plasmidico puede atravesar la
pared intestinal. Si se capta por las células que producen la ARN polimerasa T7, se producira ARNbc,
inhibiendo de esta manera el gen a partir del que se transcribié el ARN.

Puede usarse la cepa mutante pha-1 que producia ARN polimerasa T7 para mejorar los
procedimientos que se han descrito anteriormente. Puede introducirse ADN mediante bombardeo,
microinyeccion o alimentacion. Mas especificamente, puede usarse esta cepa para los vectores que
producen ARNDbc a partir de sup-35 y a partir del gen de interés, pudiendo ser este ultimo un producto de
PCR, un ADNc o una genoteca como se ha descrito.

Para el suministro bacteriano del ADN puede usarse el mutante pha-1; nuc-1 que produce ARN
polimerasa T7. Preferentemente el ADN sera el plasmido que produce ARNbc tanto a partir de sup-35
como del gen de interés. Preferentemente la cepa de helminto producira la ARN polimerasa T7 en el
intestino. Preferentemente, el suministro se producira por alimentacién del helminto sobre la bacteria que
aloja el plasmido.

Construccién de un C. elegans productor de ARN polimerasa T7

Para producir una ARN polimerasa T7 u otras ARN polimerasas en animales, y mas
particularmente en nematodos y mas particularmente en C. elegans, pueden considerarse varias
posibilidades. La ARN polimerasa T7 puede expresarse bajo diversos promotores. Estos promotores
pueden ser promotores inducibles, promotores constitutivos, promotores generales, promotores
especificos de tejido, o combinaciones de estos.

Ejemplo 1:
Construccion de un vector basico para la expresion de polimerasa T7 en C. elegans

A partir de A CE6 (Novagen, Madison, Estados Unidos) se amplificé por PCR la secuencia
codificante de la polimerasa T7 usando los cebadores oGN26
(ATGGAATTCTTACGCGAACGCGAAGTCCG) y oGN46 (CTCACCGGTAATGAACACGATTAACATCGC),
usando procedimientos convencionales (PCR, A practical approach, 1993, Ed. J. McPherson, et al, IRL
Press). El fragmento de ADN resultante que codifica la ARN polimerasa T7 se digirié con Agel y EcoRI y
se inserto en el vector Fire pPD97.82 digerido con Agel y EcoRI. La construccion resultante codifica una
fase de lectura abierta de la ARN polimerasa T7 en fusion con la sefial de localizacion nuclear (NLS) del
antigeno T grande de SV40 con la secuencia de aminoacidos MTAPKKKRKVPV. Esta secuencia sefial de
localizacion nuclear es necesaria para translocar la ARN polimerasa T7 del citoplasma al nucleo, donde
es capaz de unirse a sus promotores especificos, denominados promotores de T7. Cadena arriba de la
secuencia codificante de la proteina de fusiébn de polimerasa T7 hay un promotor minimo (myo-2)
precedido por un sitio de clonacion multiple (MCS) en el que pueden insertarse varios promotores de C.
elegans. Este plasmido (pGN105 que se muestra en la Figura 11) es un plasmido de ARN polimerasa T7
basico que permite la expresion de la polimerasa T7 en C. elegans. Los derivados de este plasmido en los
que se clonan promotores en el sitio de clonacién multiple permiten la expresién inducible, constitutiva,
general y especifica de tejido de la ARN polimerasa T7 en C. elegans, ya que la expresion estara
regulada por el promotor clonado en el sitio de clonacion multiple.

Aunque no se limita a estos ejemplos, se sabe que los siguientes promotores inducen la
expresion en los siguientes tejidos.
let-858 (expresion ubicua), myo-2 (expresion en faringe), myo-3 (musculos de la pared corporal), egl-15
(musculos vulvares), unc-119 (pan-neuronal).

Ejemplo 2:
Construcciéon de un vector para la expresion de ARN polimerasa T7 en el tejido muscular de C.

elegans

La secuencia codificante de la ARN polimerasa T7 se amplific6 por PCR a partir de A CE6
usando los cebadores oGN43 (GCCACCGGTGCGAGCTCATGAACACGATTAACATCGC) y oGN44
(CACTCAGTGGGCCCTTACGCGAACGCGAAGTCCG) digeridos con Agel/Spel e insertados en el vector
pGK13 digerido con Agel/Spel. (Este vector contiene el promotor fuerte SERCA que dirige la expresion en
la faringe, el musculo vulvar, musculo de la cola y de la pared corporal). Se inserté una sefal de
localizacion nuclear (NLS) del antigeno T grande de SV40 en frente de la secuencia codificante de la
polimerasa T7 por insercion de dos oligonucledtidos solapantes oGN45

10



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2320527 TS5

(CCGGATGACTGCTCCAAAGAAGAAGCGTAAGCT) y oGN46
(CTCACCGGTAATGAACACGATTAACATCGC) en los sitios de restriccion Sacl/Agel. La construccion
resultante se denominé pGN108, como se muestra en la Figura 10. La introduccion de este plasmido en
C. elegans da como resultado la expresion de la ARN polimerasa T7 en la faringe, musculo vulvar,
musculos de la cola y de la pared corporal.

Para ensayar la expresion y la funcionalidad de la ARN polimerasa T7 en C. elegans bajo la
regulacion del promotor SERCA, se inyectd pGN108, que codifica la ARN polimerasa T7 bajo el control
del promotor SERCA, en C. elegans. Se coinyect6é un vector de ensayo. Este vector de ensayo codifica
GFP bajo el control de un promotor T7 (pGN401 en la Figura 13). Se construyo el plasmido pGN401
insertando dos oligonucleétidos solapantes 0GN41 (CCCGGGATTAATACGACTCACTATA) y oGN42
(CCGGTATAGTGAGTCGTATTAATCCCGGGAGCT) en el vector Fire pPD97.82 abierto con Sacl/Agel,
generando un promotor T7. Ademas se coinyectd un marcador de seleccidon para seleccionar los
transformantes (rol6, pRF4). El ultimo vector de seleccion pRF4 es bien conocido para el especialista en
la técnica. La F1 transgénica podia aislarse facilmente ya que muestran el fenotipo rol 6. Estos C. elegans
transgénicos expresaban todos GFP en la faringe, el musculo vulvar, el musculo de la cola y de la pared
corporal. Estos datos muestran claramente que la ARN polimerasa T7 se expresa funcionalmente bajo la
regulacion del promotor SERCA, y que la ARN polimerasa T7 expresada se une al promotor T7 presente
en pGN401 e inicia la transcripcion del gen GFP, que después se expresa funcionalmente, dando como
resultado fluorescencia en los tejidos musculares donde SERCA esta induciendo la expresion de la ARN
polimerasa T7.

Ejemplo 3:
Construccion de un vector para la expresion ubicua de polimerasa T7 en C. elegans

El gen de fusion de NLS-ARN polimerasa T7 se aislo a partir de pGN108 con Xmal/Bsp1201 y se
cloné en el vector Fire pPD103.05 digerido con Xmal/Bsp1201. Esto da como resultado un vector en el
que la ARN polimerasa T7 se clona bajo la regulacion del promotor 1et858. Este promotor especifico
permite la expresion de ARN polimerasa T7 en todos los tejidos. El plasmido resultante se denominé
pGN110 (Figura 14).

Ejemplo 4:
Construccion de un vector para la expresion mediada por ARN polimerasa T7 de fragmentos de
ADN, genes y ADNc bajo el control de un promotor T7

Se digirio el vector Fire pPD97.82 con Sacl/Agel y se generd una secuencia de promotor T7 por
insercion de dos oligonucledtidos solapantes 0GN41 (CCCGGGATTAATACGACTCACTATA) y oGN42
(CCGGTATAGTGAGTCGTATTAATCCCGGGAGCT) en los sitios de endonucleasas de restriccion
Sacl/Age. Esta construccion (pGN400 Figura 12) contiene una fase de lectura abierta de GFP clonada
entre los sitios de endonucleasas de restriccion Sacl y EcoRI bajo la regulacién del promotor T7. En este
vector puede clonarse cualquier gen, ADNc o fragmento de ADN por delecion del gen de GFP como un
fragmento Agel/Sacl y clonando el fragmento de ADN de interés dentro del vector. Preferentemente el
fragmento de ADN de interés puede obtenerse por amplificacion por PCR, insertando los sitios Sacl/Agel
en los cebadores. El fragmento de ADN resultante después de la amplificacion por PCR el digerido y el
gen de GFP en pGN400 se reemplaza por el fragmento de ADN amplificado. Todos los vectores que
contengan un promotor T7 pueden usarse para el propésito de la expresion inducida por ARN polimerasa
T7 en C. elegans, tales como los vectores pGEM vy los vectores pBluescript disponibles en el mercado.
Esto se demuestra claramente por el vector pPGN401 que expresa GFP bajo la regulacion del promotor T7
en un C. elegans transgénico que expresa ARN polimerasa T7.

El uso de pGN400 tiene la ventaja de que el vector incluye un fragmento 3’ UTR de unc-54 que
potencia la transcripcién o la estabilidad del ARN.

Generacion de lineas permanentes de C. elegans con ARNi “pseudo knock-out” especifico de tejido.

En la actualidad, se obtienen C. elegans con genes anulados (knock out) después de
mutagénesis aleatoria a gran escala y seleccion sib (seleccion de individuos morfolégicamente iguales y
genéticamente diferentes) basada en PCR. Este método es engorroso, consume mucho tiempo y es
tedioso. Se ha descrito que introduciendo ARN bicatenario en una célula da como resultado una
interferencia potente y especifica de la expresion de genes enddgenos. En C. elegans la expresion génica
puede regularse negativamente inyectando ARN en la cavidad corporal del helminto, impregnando el
helminto en una solucién que contiene ARNbc o suministrandole E. coli que expresa el ARNbc
correspondiente al gen de interés. Las células de C. elegans tienen la capacidad de captar ARNbc de su
medio extracelular. Se ha descrito que el ARNm es la diana de esta interferencia genética mediada por
ARNbc (Montgomery y Fire 1998). También se ha sugerido que el ARN diana se degrada en el nucleo
antes de que pueda ocurrir la traduccion. Aunque la reduccién mediada por ARNi de la expresion génica
puede pasarse a las siguientes generaciones, la heredabilidad es escasa y el efecto se pierde
rapidamente en descendientes posteriores. Esto es probablemente debido a una disminucién continua de
la combinacién de ARNbc. Se propone en este documento un método para construir lineas de C. elegans
con un fenotipo ARNi permanente heredable. EI método incluye la generacién de lineas de C. elegans
transgénicas introduciendo plasmidos que contienen fragmentos de ADNc del gen diana en orientacion
sentido y antisentido bajo el control de un promotor de helminto o mediante la transcripcién de una
repeticion invertida del ADNc a partir de una sola construccién. Como alternativa, puede transcribirse
ARNDbc de un vector que aloja un ADNc flanqueado por dos promotores T7 en una cepa de C. elegans
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que expresa polimerasa T7. El resultado es un helminto transgénico con un fenotipo “pseudo-knock-out”
estable heredable. La expresion del ADNc o de la polimerasa T7 puede ser general y constitutiva pero
también podria regularse bajo un promotor especifico de tejido. Al contrario que el ARNi inducido por
ARNibc externo (inyectado, impregnado o suministrado) este método permitiria obtener la inhibicion
condicional especifica de tejido de la expresion de genes.

La inhibicion de la expresion de unc-22 por interferencia con ARN da como resultado un fenotipo
“inestable”

Se cloné ADNc de unc 22 (exdn 22) en orientacion sentido y antisentido en pPD103.05 (A. Fire
N° L2865) que contenia el promotor let 858 que es capaz de expresar secuencias de ARN en todos los
tejidos. Los plasmidos resultantes se denominaron pGN205 (Figura 19a) y pGN207 (Figura 19b). Estas
construcciones se introdujeron en C. elegans junto con un marcador de seleccion (rol-6; GFP). Los
individuos transgénicos de la F1 (que expresan rol-6 o GFP) mostraron un fenotipo “inestable” indicando
que el ARNi podria estar mediado por la transcripcion endégena de ARN a partir de ADN transgénico. El
fenotipo ARNi cosegregaba con el marcador de seleccion en descendientes posteriores. Esto dio como
resultado la generacion de lineas de C. elegans con fenotipo ARNi permanente.

Generacidn de lineas estables con lineas de ARN polimerasa T7 y generaciéon de helmintos dobles
transgénicos

Un sistema de expresion en C. elegans basado en una ARN polimerasa exdgena demanda dos
plasmidos. Uno esta codificado por la ARN polimerasa bajo el control de un promotor especifico, mientras
que el otro plasmido codifica el fragmento de ADN a expresar, bajo la regulacién del promotor T7. En el
caso de ARNi semiestable, también denominados knock out pseudoestables, el ADN de interés se clona
entre dos promotores T7 para que pueda producirse ARNbc.

Como se sabe que el sistema de expresiéon de ARN polimerasa T7 es un sistema de alta
expresion esto dara como resultado problemas para generar animales doblemente transgénicos. Si el gen
a expresar en el nematodo C. elegans es toxico, esto dara como resultado efectos letales y, por lo tanto,
la construccion de un C. elegans sin expresion estable altamente regulada del gen de interés. Si el gen de
interés es esencial para la supervivencia del organismo, el ARNi con un fragmento de ADN de este gen
también dara como resultado efectos letales, de manera que no son posibles knock out pseudoestables.

Para solucionar este problema los presentes inventores han disefiado un sistema que consiste
en dos animales transgénicos. El primer animal es transgénico para la ARN polimerasa T7. Esta ARN
polimerasa T7 puede expresarse en todas las células o en células o tejidos especificos como se ha
demostrado en ejemplos anteriores. El segundo animal transgénico es transgénico para el fragmento de
ADN de interés. Este puede ser un gen o ADNc unido a un promotor T7, o si se quiere realizar ARNi, un
fragmento de ADN de dicho gen clonado entre dos promotores T7.

Ambos animales transgénicos son viables y no muestran fenotipo anormal. Esto es porque la
ARN polimerasa T7 expresada en el primer organismo transgénico no es toxica para el organismo, incluso
si se expresa a niveles relativamente altos. En el segundo organismo transgénico, el gen de interés no se
expresa o el ARNbc no se produce ya que estos animales transgénicos no contienen la ARN polimerasa
T7.

La expresion del gen o ADNc de interés o ARNi con un fragmento de ADN puede obtenerse
ahora por apareamiento de los dos animales transgénicos. La descendencia de estos es doblemente
transgénica y expresan el gen de interés o expresan ARNbc o el fragmento de ADN de interés. Para
generar suficientes machos en dicho apareamiento, uno de los animales transgénicos machos puede ser
un mutante de C. elegans con un fenotipo que favorezca la generacién de machos. Un Ejemplo de dicho
mutante es him-5. Preferentemente, dicho mutante se usara para generar un C. elegans transgénico para
ARN polimerasa T7, mientras que el hermafrodita contiene el fragmento de ADN bajo la regulacién del
promotor T7.

Para seleccionar de manera eficaz la descendencia doble transgénica puede introducirse un
segundo transgén en el segundo animal transgénico. Este transgén contiene un gen indicador bajo la
regulacion del promotor T7. El gen indicador puede ser GFP, luciferasa, beta-galactosidasa o beta-
lactamasa, siendo un ejemplo de dicho transgén los vectores pGN400 y pGN401.

Para obtener la expresion inducible especifica de tejido de un transgén en C. elegans se puede
generar una reserva de machos (es decir, him-5) que lleven la construccion de polimerasa T7 bajo el
control de diferentes promotores de C. elegans que permiten la expresion especifica de tejido como tal.
Estos machos pueden cruzarse con hermafroditas que lleven el gen de interés bajo el control del promotor
T7.

Ademas, los transgenes pueden integrarse en el genoma del animal. Se han descrito métodos
para generar la integracion estable de un plasmido en el genoma del animal (Methods in cell biology, Vol.
48, 1995, ed. por Epstein y Shakes, Academic Press) e implica la radiacion del animal.

Esto puede hacerse para ambos animales, pero preferentemente, los animales que expresan la ARN
polimerasa T7 se someten a dicho tratamiento. Esto da como resultado una coleccién de nematodos C.
elegans que expresan de forma estable la ARN polimerasa T7 bajo el control de diversos promotores,
siendo ejemplos de dichos promotores el myo-2 (expresion en faringe), myo-3 (musculos de la pared
corporal), egl-15 (musculos vulvares), unc-119 (pan-neuronal), SERCA (musculos), 1et858 (todas las
células), ges-1 (intestino).

Construccion de vectores de doble hibrido en levadura del promotor T7 de ARNi
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pGAD424 con T7/T3 y/ o Spb directo e indirecto

En la mayoria de los experimentos de doble hibrido se clona una genoteca de ADNc en el
plasmido pGAD424 (Figura 16) que se ha modificado por ingenieria genética con sitios de restriccion
adicionales en el polienlazador tal como un sitio Ncol (Clontech). Esta genoteca permite la exploracion de
proteinas de unién en un experimento de doble hibrido en levadura. Se construyé un nuevo vector de
doble hibrido en levadura con las mismas posibilidades para realizar doble hibrido en levadura, pero que
contienen dos promotores T7 adicionales, de manera que el vector puede usarse para knock out pseudo
estables inducidos por ARN polimerasa T7. Para esto se insertd un T7 directo usando un enlazador de T7
(que consiste en los siguientes cebadores aattcttaatacgactcactatagggcc y catgggccctatagtgagtattaag) en
el sitio EcoRI-Ncol de pGAD424. El vector resultante se denominé pGAD424-without-FULL-ICE-both-T7.
Se tuvo cuidado de eliminar los codones de terminacion y usar aminoacidos de maxima compatibilidad
con el polienlazador. Se adopté la misma estrategia para el T7 inverso (que consistia en ambos
cebadores gatccgtcgacagatctccctatagtgagtcgtattactgca y  gtaatacgactcactatagggagatctgtcgacg) con
BamH1 y Pst1. Para evitar la pérdida de Sall, se incluy6 este sitio en el cebador.

El sitio Sall es importante ya que la mayoria de las genotecas se clonan en este sitio, se dispone
de adaptadores. Esto hace al vector recién construido compatible con vectores existentes.
pAS2 con T7/T3 y/ o Spb directo e inverso

Se construy6é un vector de doble hibrido en levadura analogo basado en pAS2 (Clontech).
Mediante digestion parcial con EcoRV se fue capaz de eliminar una parte significativa del gen cyh2. La
construccion correcta puede aislarse y revisarse mediante una digestion de restriccion con Bglll. Este sitio
de restriccion esta presente en el fragmento EcoRV de PAS2 a eliminar. Esto elimina el gen cyh2 que es
un gen ligeramente toxico y que esta implicado en el retraso del crecimiento. Este gen no es esencial para
la realizacion del ARNi y los experimentos de doble hibrido en levadura. Después de la eliminacion del
fragmento EcoRV, el sitio de restriccion EcoRI que se localiza entre la secuencia de ADN que codifica
GAL4BD y HA (epitopo) se vuelve Unica para el plasmido, y puede usarse para sustituir HA con un
enlazador que contiene el promotor T7. Esto asegura la persistencia de todos los sitios de restriccion,
permitiendo tanto la clonacion en fase de lectura como la compatibilidad con vectores previos y pGAD424.
Se usaron los siguientes enlazadores (cebadores: aattcttaatacgactcactatagggca y
tatgccctatagtgagtcgtattaag) usando sitios de clonacion Ecorl y Nde1. Se adoptd la misma estrategia para
el T7 inverso (cebadores: gatccgtcgacagatctccctatagtgagtcgtattactgcacatgggecctatagtgagtcgtattaag y
gtaatacgactcactatagggagatctgtcgacg) con BamH1 y Pst1. Para evitar la pérdida de Sal1 se incluy6 en el
cebador. El vector resultante se denominé pAS1-cyh2-HA+both T7-final.

Tener el promotor T7 (o de manera alternativa el promotor T3 o SP6) en pGAD424 permite ir
rapidamente de la proteina que interacciona al ARNi y asignar una funcién al fragmento de ADN aislado.
Una ventaja adicional es la capacidad de generar mediante transcripcion in vitro acoplada a traduccion in
vitro (hay un ATG en fase de lectura con GAL4DB o GAL4AD) una proteina marcada que puede usarse
para controles in vitro (por ejemplo ensayos de inmunoprecipitacion) de la interaccion proteina-proteina
real.

Las secuencias de los plasmidos producidos y la polimerasa SP6 y T3 se identifican en la Lista
de Secuencias proporcionada a continuacion:

ARN polimerasa dependiente de ADN de SP6: SECUENCIA ID N°: 1
numero de acceso swissprot P06221
secuencia de proteina:

1
61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841

mgdlhaiqlg
keeyegkkgr
fskleghaak
gigttlleil
yapevipprp
wginkdvlav
waqgfinwkge
stlspgsndl
dmcrdiaadp
gighysamlr
sgtelramas
grtankvhpf
eglmytlptg
hdashliltv
eehevrwmvd

leeemfnggi
apralaflge
yfekvkkslk
egsvfyngep
wrtpfnggth
icevirldlg
carlyraetk
gkallrfteg
ltftgqwakad
devgakavnl
awdsigitrs
eddrqdyltp
filegkimat
celvdkgvts
tgievpegge

rrfeadqgqgrg
venevaayit
asrtksyrha
vimramrtyg
tekvasrirl
ygvpsfkpli
rgsksaavvr
rpvngvealk
apyeflawcf
kpsdapgdiy
ltkkpvmtlp
gaaynymtal
emlrvrtclm
iavihdsfgt
fdlneimdse

iaagsesdta
rkvvmdmlnt
hnvavvaeks
gktiyylgts
vkgnrehvrk
dkenkpanpv
mvggarkysa
wicinganlw
eyagyldlivd
gavaqgvvikk
ygstrltcre
iwpsisevvk
gdikmslqve
hadntltlrv
yvia

ARN polimerasa dependiente de ADN de T3: SECUENCIA ID N°: 2

numero de acceso swissprot P07659

secuencia de proteina:

13

wnrrllseli
datlgaiams
vaekdadfdr
esvggwisaf
ltgkeampkvy
pvefghlrgr
fesiyfvyam
gwdkktfdvr
egradefrth
nalymdadda
svidyivdle
apivamkmir
tdivdeaamm
alkggmvamy

apmaegiqgay
vaeriedqvr
weawpketgl
kehvaglspa
kainalgntg
elkemlspeqg
dsrsrvyvgs
vsnvideefq
lpvhgdgscs
ttftsgsvtl
ekeagkavae
glarfaakrn
gaaapnfvhg
idgnaiqgkll



61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
B41

mniieniekn
kageiadnaa
kvilasltst
kafmgvvead
dhealglage
hskkglmrye
lppkpddidt
mdwrgrvyav
afiekhvddi
csgighfsam
kdtgeisekl
dsgkglmftqg
rhrcavhwtt
pnfvhsqdgs
dvladfysqf

dfseielaai
akpllatllp
nmttigaaag
migrgllgge
yvdvlakrag
dvympevyka
neaalkewkk
pmfnpggndm
lacakdpinn
lrdevggrav
klgtstlagq
pngaagymak
pdgfpvwgey
hlrmtvvyah
adglhetqgld
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pfntladhyg
klttrivewl
mlgkaiedea
awsswdkett
alagispmfqg
vnlagntawk
aaagiyrldk
tkglltlakg
twwaeqdspf
nllipsetvgd
wlaygvtrsv
liwdavsvtv
rkplgkrldm
ekygiesfal
kmpplpkkgn

salakeqlal
eeyaskkqgrk
rfgrirdlea
mhvgirliem
pCcvvppkpwv
inkkvlavvn
arvsrrisle
kpigeegfyw
cflafcfevya
iygivagkvn
tkrsvmtlay
vaaveamnwl
iflggfrigp
ihdsfgtipa
lnigdilksd

14

ehesyelger
psayaplqll
khfkkhveeq
liestglvel
aitgggywan
eivnwknepv
fmleqankfa
lkihgancag
gvthhglsyn
eilkgdaing
gskefgfrqg
ksaakllaae
tintlkdsgil
dagklfkavr
fafa

rflkmlerqa
kpeasafitl
lnkrhagvyk
grhnagnags
grrplalvrt
adipslerge
skkaiwfpyn
vdkvpfperi
cslplafdgs
tpnemitvtd
viddtigpai
vkdkktkeil
dahkgesgia
etmvityenn



ES 2320527 TS5

pGN108 SECUENCIA ID N°: 3

giigicptaaagagatpttittaititactitacaccggatccicicictetgceageacageicagigtigecipiztgetegpaetectgecaccggepg
celcatcttcticitettettctcicetgetcicgettateacttetteatteattettattec titteatcateasactagcatitctiac titarttattititteaatitten
altticagataaaaccaaactactipggttacageegtcaacagateccegggatiggeraaaggacccaaaggtalgtticgaatgatactaacataa

catagaacatittcaggagpaceettgctiggaggataceggatgactgetecaaagaagaageglaagetcatgaacacgatinacalcgetaagaa
cgacticictgacatcgaaciggetgetatccegttcaacactetggctgaccattacggtgagegittagetcgegaacagttppecetigageatgay
tettacgagatgggigaagcacgcticcgeaagatgtitgapegicaacttanagetpgtgaggtigeggataacgeigecgcraagactctcateact
accctactccelangatgangeacgeatcaacgactgatitgagpaagtraaagctaagegcggcaagegeccgacagecccagitectgcaag
aaatcaagceggaagecgtagegtacatcaccattaagaccaciclggetigectaaccagtgetgacaatacaaccgticaggetgtapcaagege
aatcgpteggpecattgaggacgaggeicgeitcggiogiatcegtpacctigaagetaageacticasgaaaaacgtigaggaacaacicaacaag
CBcglagppcacgiclacaagasagcatttalgcaagtiglcgaggcigacatgctctctaagggictactcggipgcgagecetggtcticgiggca
taaggangacictattcatgtapeaplacgotgeatcgagatgcicatigagicaaceggaatggitagettacaccgecanaatgetggegtagtags
lcaagacictgagactategaactegeaccigaatacgetgagpelatcgeaaccegtgeagetaepetggetpgealcictcegatgitccaacctig
cglagttcotectaageegiggactggeatiactgptagtppetattggppciaacggtogteglecictggogetggtgcglactcacagtaagaaage
acigatgegetacgaagacgtitacatgecigaggtgtacaaagegattaacatigegeaaaacacegeatggaaaatcaacaagaaagiectageg
gicgecaacgtaateaccaagiggaz geattgiecggicgaggacatcoctgegaitgagegtgaagaactece gatlgaaaccggaagacatcgac
atgaatceigaggcicicaccgoptgyanacgigelgoegoiyetgiglacegraagacaaggeicgeaagicicgecpiatcagectgagte alg
ctigagcaagecaataagiiigetaaccataaggcoatoiggneccacaacatg zactg pegegpticatgtitacpclpigicaatgttcaacce gC
aaggtaacgatatpaccazaggacgictiacgciggegasagptanaccaategplaagpaapggtiactactggetgaaaatecacggtecaaactg
tgcgREtgiceataaggtticgitcolgagegeatcaagicatipaggaaaaccacgagaacatcatggetipegetaagtetecactggagaacac
nggigggetgagenagaticiccptictgettcettgepticigetitgagtacgetgggglacageaceacggectpagetataactgcteccticege
tggegingacgggteitgeticiggeatecageaciteteegegatgeiccgagatgaggtaggtegtcgegeg pttaacigeticctagtganacegt
icaggacalCtacgpgatigttpetaagaaagicaacgagaticigcaageagacgcaatcaargggaccgataacgaagiagtiaccgtgaccpgat

gagaacactggtpaaatctctgagaaagtcaagctpggeactaaggeaciggotggicaatggeiggetiacggtatiactegeagtgtgactaage

ghcagicatgacpciggettacpgptecaaagagticpgettcegicaacaagtgetggaagataccattcageragctatigaticeggeaaggete
lgatgucactcagecgaatcaggetgetggatacatggetaagetgatitpggaatecptzagegipacggiggtagetgeggtteaageaatgaac

iggcttaagiclgeigetaagetgctggeigcigaggtcaaagataagaagactggagagaticiicgcaagegtipegeigtgeatigggaactect

gatggmceciplgtiggcagpaatacaagaageetaticagacgegeiigaacetgatgticelegeteagticcgettacageetaccattaacacca

acaaagatagegagattpatgcacacaaacaggagtciggtalegetectaactttgtacacagecaapacpptagecaceticglaagactgtagty
tgggeacacgagaagiacggaatcgaatcitiigeactgartcacgaciceicgptaccattcegpctgacpctgegaaccigticaaageagtgcpe
gaaactatggtigacacatatgagtciigtgatptactggetgatitctacgaccagttcgetgaccagttgeacgagtctoaatigpacaaaatgeca gc
acticcggctaaagptaactigascciecgigacatciiagagicgpacticgcgitcpeptaaggpeccactagicpeccptacg gpecctitegect

cgegegtitcgatpatgacpgigaanaccicigacacatgeageiccoggagacggicacapetigicigtangcggatpeeppgageagacaage
ccglcapgpcecgicagegagtptipecggptgtcggpgrtgectiaactatgeggeatcagageagatigtactgagagtgcaccatatgegstyt
gaaataccgcacagatgcgtaagoagaaaataccgeatcaggegpectiaaggacetegtgatacgectatttttataggttaatg tcatgataataat

gEtcitagacgleaggtggcactiticp gpanatslgegeggaaccocianigittattittetaaatacaticaaatatgtatccgetcatgagacaat
aaccctgataaatgcttcaataatatigaaaaaggaagagtatgagiaticaacatiteccgtgicgeoctaticectttittpep goantigeenccIg
tgcicacccagaaacgetggigaaapiaaaagatgetgaapateagttggetpcacgagtggetiacatcgaactggateicaacageggtaagate
ctigagagtiftcgeccegaagaacgtntecaatgatgageactiiaaag ictgetatgigpepepptaitalccegtattpacgecgpgcaagagca
acteggtegeegceatacactattcicagaatgacttggtigagtacicaccagicacagaaaagcatetacggatggeatgacagtaagagaattatg

caglgctgccataaccatpagigataacacigepgecaacttactictgacaacgatcggaggaccgaaggagctaaccgetttittgeacaacatgg
gegalcatgtaactegecitgategtigepaaccgpagetgaatgaagecataccaaacgacgagegtgacaccacgatecctglageaatggcaa
caacgiigcpcaaaciattadctggegaaciactiacictageiiceeggeaacaatiaalagactpgatg pappeggataaagiigeaggaccactic
tgepeicggcccticcgectgeciggtitatigetgataaateigpageeggigagegtpepictegeggtatcattgeageacigpgeccagatgyt

aagcectecegtategtagtiatctacacgacggggagteaggcaactatggatgaacgaaatagacagategetgagatagpteceteactgattaa
geattggtaacigicagaccaagiitactcatatatacttiagartgattaaaacticatitiaatiiaaaaggatctagglgaagaloctitigatateica
tgaccaaaateccitaacgtgag tticgticcactpagegtecagaceeegtagaaaagatcaaaggatctictigagatectititticigegegtaalelg
ctgetigcazacaaaaaaaccaccpctaccageggteptitgtitgecggatcaagagetaceaacictitiice gaaggtaactpgettcageagage
gragataccaaatactgiectictagigtageoptagtaggecaccacticaagaacictgtageaccgectacatacctegetotgetaatcetgtac
cagtggctgetgeragiggegataagicgigicttacegguiggactcaagacgatagitaccggataaggegeageggteppectgascggppg
gltcgtgcacacageecagcitggagegaacgacctacaccgaacigagatacctacagegtgageatigagaaagegecacgcttccogaagpy
agadaggcgpacaggtatccggtaageggeagggicggaacaggagagegcacgagpeageliccagggggaaacgeeiggtatcttiatagte
Clgicgggiticgecaccictgactigagrgtegatiitigigatgeicglcaggggggcggagec iatggaaaaacgeeapcaacpegpceiititac
ggttcctggccﬁngctggccrmgctcacalgltctttcctgcgttalcccclganctgtggataaccgtanaccgccmgagtgagctgataccgctc
ECCgcagecgaacgaccgapcgeagegagicaglgagegagpaagcgpaagagegeecaatacgeaaaccpectoiceecgegegtiggeeg
aticattaatgcapetgpeacgacaggiticecgactggaaagegegeagtgagegcaacgcaatiaatgigagttageteacicattapgeacceca
gectitacactitatgeticegpeteptalgitgttggaatigtgapcggataacaatticacacaggaaacagetalgaccatgatiacgecaagetgt
aaglitaaacatgatcitaciaactaactaticteatitaaatittcagagetiaaanatggotgaaatcactcacaacgatggatacgctaacaactiggaa
atgazalaagettgeatpccipeagageaaaaaaatactgctittecttgeaaaaticggtectttcticaaagagaaacttigaagicggegegageat
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ticeticttigacttctetctitccgecaaaaagectageatiitiattgataattigattacacacactcagagticticgacatgataaagtgtitcattgpeac
tcgeectaacagtacatgacaaggecgpatiattatcgatcgatatigaagacaaactceaaalgtgtgeteatittgpageceegtgtgggacagety
ctetcaatatattactagggapacgaggagpggggaccttatcgaacgtegeatgagecattctiicticitiatgeacteteteacicteteacacattaat
cgaficatagacicccataticetigatgaaggigtgggtitttagcttittttcccgatitgiaaaaggaagagpcigacgatgitagpanasagagaacg
gagccgaaaaaacatccgtagtaagicticciittaagcegacactitttapacageattcgecgetagtittgaagtttaaattttaaaaaataaaaattag
tttcaattiitttiaattactaaataggeaaaagtittitcaagaactctagaaaaactagettaaticatgggtactagaaaaattcitgittiaaatttaatattta
icttaagatptaattacgagaagctttittgaaaatictcaattaanagaatttgcogatitagaataaaagicticagaaatgagtaaaagctcaaattaga
agitgittttaaaggaaaaacacgaaaaaagaacactatttatctittceteccegegtaaaatiagtigtiptpataataptgatccgetgtctatiigeact
cgecicticacaccgtpcticetetcacttgacccaacaggaaaaaaaaacatcacgictgagacggigaagectiatcaagagegicgictetitca
cccagtaacaaaaaaaatttgpmictttactitatatttatgtagptcacaaaaaaaaaptgatgcagtittgtgpatcppttgtctecacaceacclecgs
ctccageageacacaatcatcticgigtgtictegacgaticetigtatpeegcggteatpaatgcaccacaticgacgegeaactacacaccacacte
actitegptogtattactacacgicategttgiicgtagiciccegetetitc gtecccactcacicctcattaticeectigg tgtattgatittitttaaatggta
caccactoctgacgttictaccnictgtitticegiccatttagatittateiggaaattitittazaattitaggecagagagtictagtictigtictaaaapicta
ggtcagacatacatttictatticicatcaaaaaaaaagiigataaagaaaactggttaticagaaagagtgigtetcgtigaaatigattcaaaaaaaaatt
cceaccecicgengiitctcaaaatatgagatcaacgatttiticctictcgattcaattititgctgegetcigictgceaaagtgtgtgtgtccgageaaa
agatgagagaatitacaaacagaaatgaaaaaaagitiggccaaataatpaagtittatccgagattigatpepaaagatattaatgtictittacggittgga
gaggagagagagatagatittcgcatcaaactccgectittacatgictittagaatctaaaatagatittictcatcatititaatagaaaatcgagaaatia
captaalttcgcaattitcitgccaaaaatacacgaaatiigtgggtetcgecacgatetcggtcttagiggticattiggttaaaagtitataasatttcaaa
tictagtptttaatticcgeataattzgacctaazatgggtittg teatcattitcaacaagaaatcgtgaaaatectgiigtitcgeaattitcitticaaaaata
cacgaaatataiggtaatticccgaaatatigagggtctcgecacgatitcagicacagiggecaggatitatcacgaaaaaagticgectagtctcacat
ticcggaaaaccgaatCtaaattagittttigtcatcattttgaacaaaaaatcgagacateectatagtticgeaattttcgtegtttictctccaaaaatga
cagtctagaattaaaaticgctgZaacigggaccatgatatcititciecccgitittcatttiarttittattacactggatigactaaaggteaccaccaceg
ccagtgigtgecatatcacacacacacacacacacaatgtegagattitatgtgttatcectgotigatttc gttce gttgtetetetetetetatteatetitty
agecgagaagelecagagaatggageacacaggalcceggogegegalgicgicgagagatgpegocgeciggpaagecpocgagagatatca
gggaagatcgicigatticiccicggatgecacctcatetetegagttictcegectgttactcectgoecgaacctgatatticec
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pGN105: SECUENCIA ID N°: 4

aagetigcatgectgcaggectiggtcgactctagacactittcagetacctagatacatpgatatccecgecteecaatccacecacccagggaaaaa
paagggctcgecgaaaaatcanagtiatctccagecicgegceatcccaccgageggtigactictetecaccactiticatittaaccetcgggptacg
geattggecaaagpacccaaagplatgtticgaatgatactaacataacatagaacattticaggaggacecitgetiggaggataccgagetcagaa
aaaatgactgetecaaagaagaageglaagetacegptaatgancacgattaacategetaagaacgactictotgacatcgaaciggetgctateee
glicaacactctgpetgaccattacgpigagegtitagetcgogaacagtiggecctigageatgagtcttacgagatgggigaageacgcticegeaa
gatgtitgagcgtcaacitaaagetggtgagpigegeataacgetgecgeeaagecteicatcactaceetactecctaagatgatigeacgeateaa
cgactgpitigaggaagtgaaagctaagcpgeggcaagegeecgacagecticeagticetgeaagaaateaagecggaageegtagegtacatea

ccattaagaccactetggetigectaaccagtgetgacaatacaacegetcaggetgtageaagegeaateggtegggecatigappacgagpeteg
cticggtegtatceptgacciigaagelaageacticaagaaaaacgtigaggaacaactcaacaagegegiagggoacgictacaagaaagceatita
igcaaghigicgagpcigacatgcicictaagegictacicggigecgaggcgiggicticgtggeataaggaagacictaticalgltaggagtacget
geatcgagatgeicattgagicaaccggaatggtiagettacacegecaazatgetggegtagtapgtcaagacictgagactatcgaactegeacct
gaatacpetgagpctategeaaccegigeagatgegetgactgpearcictecgargitccaaccigegtagttectectaagecpgiggaciggcatt
actggtggtpectangepctaacggtegtegtecictgpegetgptocgtactcacagtaagaaageactgatgcgetacgaagacgtitacatgoct
Baggtgtacazagcgaltaacatigcgeaaaacaccgeatggaaaatcaacaagaaagicetagegtepecaacgtaateaccaagtggaageat
tgiccggtegaggacatcecigogattgageptgaagaacteccgatgaaaccggaagacalegacatgaatoctgaggelctcaccgeptggaaa
cgtgcigecgetgetgtgtaccgeaaggacagggeicgeaagictegecgtatcagecttgagttcatgeitgageaageeaataagtitgetaaceat
aaggccatctgglicecttacaacarggactggegegptegtg ttacgccgtgteaatgticaacecgeaaggtaacgatatgaccaaaggactgctt
acgelggcgazagptaaaccaategglaaggaagettactactgpcteaaaatccacgptpeaaactpigecgeetptegataaggticegitcecty

agcgealeaagtteartgap gaaaaccacgagaacatcatggetigegctaagtctecaciggagaacactigglggpetgageaagaticicegitet
gohtcettgogrcigetitgagtacgctgggatacageaccacggectgagetataactpeteccticegetggcgtitgacgpatetigetctggeate
cagcacttcteegegatgetecgagatpagplapstpptegepegattaacttgeticclagtzagacegticaggacatctacgggattgttgetaag
aaagtcaacgagatictacaageagacgeazicaatgggactgataacgaagtagtiacegtgaccgalgagaacactggtgaaaicictgagaaa

gtcaagcipggcactaagpcacipgeiggtcaatggctggctcacggigtiacicgeagiggactaagegticagtcatgacgetgpettacggptc
caaagagricggcticcgicaacaagigetggaagataceattcagecagetatigattccggeaagg piccgatgttcactcagecgaatcap ety
crggatacatggelaagctgamgggaatetgtgagegtgacggtgotagetgepgtigaageaatgaactggcttaagtctgeigetaagetgetag
clpctgagpteaaagataagaagactggagagatteticgcaagegtigegetgtgeatiggptaactectgatgptiteectgigtagcaggaataca
agaagcectaticagacgepcitgaaccigatgticcteggtcagiiccgeltacagectaccattaacaccaacaaagatagegagattgatgeacaca
aacagpagtciggtatcgetcClaacittgtacacagecaagacggtagecaccticgtaagactgtagtgtggpcacacgagaagtacggaatega

atctiitgcactgaticacgactecticggiaccaticeggotgacgcigepaaccigitcaaageagtgegegaaactatgpitgacacatatgagtett
glganglacigeeigattictacgaccagitcgetgaceagtgeacgagicicaattggacaaaatgecageacticeggctaaaggtaactigaacct
ceglgacalcragagicggacticgegticgegtaagaaticcaactgagegeeggicgetaccattaccaactigietppigicaaaaataataggg

goepeigtcatcagaptaagiitaaactgagtitctactaactaacgagiaatatitaaattitcageatctegegeccgtpecictgactictaagtecaatt

actcticaacatccctacatgeictiictcectgtgeteccaccocctattittg itattatcaaaaaaactictictiaatitcitgiitttagetictittaagica
cclctaacaatgaaatigtgragaticaaaaatagaattaattcgtaataaaaagicgaaaaaaattgtpctccctccccecattaataataatictatccca
daalcracacaatgticigtgtacactictiatgtittiitiactictgataaattitttitgaaacatcatagaaaaaace g cacacaaaatace ftatcatatgtt
acgtttcagittatgaccgcaatttttattcticgcacgtctgggectetcatgacgicaaatcatgeicatcgigaaaaagititg gagtatttitggaatitit
Caatcaagtgaaagtitatgzaatiaatticctgottitpeittiigegopiticccctattgtitgteaagap titcgag gacggepttittctigetaaaatea
Caaglattgatgagcacgalgcaagaaagatcggaagaaggttigopttipaggctcagtggaaggipagtagaaptigataatttzaaapgtggagta
gigtctatgggottitigccttaaatgacagaatacaticecaatataccaaacataacigtttcetactagtcggecgtacgggeccttiegtctcgegeg
fitcggtgaigacggtpaaaaccicigacacatgcagetecccggagacggicacagetigicigtaagcpgatgccgggageagacaagecegica

Bggcgcgicagrpaptafpcgepigtcggggciggctiaactalgegfcatcagageagattgtactgagagtgcaccatatgeggigigaaata
ccgeacagatgegtaaggagaaaalaccgeatcagpegpcctiaagggcctegigatacpectatttitatagptiaatgtcatgataataatggtticit
agacgicaggiggcactittcy geoaaatetpegeggaacceciatiigtitattttictaaatacaticaaatatgtatecpetcatgagacaataacect

gataaatgcttcaataatattgaaaaaggaapgagtatgagtattcaacareegtgtegeccttattcecttititgc gocattttgecticctptitttpeica

cocagaaacpeiggtganaagtaaaagatgetgaagateagitggptpcacgagtppetiacatcgaactggatcicaacageggtaapatecttgag
agmricgcoccgaagaacgtittocaatgatgageacttitaaagticigetalgtggcgogetattatcccglatigacgecgg geaagagcaacicg

gtcgoegoatacactattctcagaatgacttgptigagtactcaccagtcacagaaaageatcttacggatggeatgacagtaagagaattatpeagty
clgccataaccatgagtgataacactgeggecaacttacttetgacaacgatcggaggaccgaaggagctaaccgetitttigeacaacatgpgpaat
catgtaactcgccttgatcgitgggaaccggagetgaatgaapgecataccaaacgacgagegtgacaccacgatgccigtagcaatggeaacaacg
figegeaaactatiaactggegaactacitactctageticccggoaacaatiaatagaciggatggaggeggataaagtig caggaccacttctgeget
cggcccticegpetggcigptttangeigataaatetggagecpgtpagegtgggictcgeggtatcatigcageactaggaccagatgptaageec
tcecgtatcgiagttatctacacgacgpegapicaggcaactatggatgaacgaaatagacagalcgetgagatagptgectcactgattaagcantp

glaacigleagaccaagittactcatatatactitagattgatitaaaacticattittaatitazaaggatctaggigaagatectttttgataaicicatgacca
daatcccttaacgtgagiuicgticeacigagegteagaccecgtagaraagatcaaaggatcticiigagateetittittctge gegtaatetgelgett
gcaaacaaaaazaccaccgotaccageggiggttigtitpceggatcaagagetacczactetitticcgaaggtaactgpettcageagagegeaga
taccaaatactgtcctictagtgtageegtagttagpccaccacitcaagaactctgtagcaccgectacatacctcgeictigetaatcetgttaccagtg

getgelgecagiggegataagicgrgtettacegggitggactcaagacgatagitaccggataaggc goagegglegggetgaacgpragticg
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tgeacacageceagetippagegaacgacctacaccgaactgagatacetacagegtgagcatigpagaaagegecacgeticcegaapgpagaa
aggcgeacapptatcegglaageggoagggicggaacaggagagepcacgagggagettccagggppaaacgeciggtateittataptectate
ggetitcgecaccictgactigagegtcgarititgtgatgetcgicaggppggepgagectalggaaaaacgecageacgegacctititacgetic
ctgpccttitpetpgectittgetcacatgttetticetgegttateeectgattctgiggataacegtattacegectitgagtzagetgataccgetegecg
cagccgaacgaccgapegcagegagicagigagegaggaageggaagagegeccaalacgcaaaccgectciccecgegegtipgecgatica
ttaatgcagcetggcacgacaggtitcccgactggaaagepepcagtgagcpcaacgcaattaatgtgagtiagcteacteattagecaccccaggott
tacactttatgettecgpctegtatgtigtgtggaattgtpagcggataacaatticacacaggaascagetatgaccatgatiacgecaageigtaagtt
aazcatgatcitactaactaactaticicatttaaattticagagcttaaaaatpgetgaaatcactcacaacgatggatacgctaacaactiggaaatgaa
at’
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pGN400: SECUENCIA ID N°: 5

aagetigeatgectgeaggecttggicgactetagacacttticagetacetagatacatggatateccogecteccaatccaccocacccagggaaaaa
gaagggcicpecgaaaaatcaaagitatciccaggetegegearncceacegageggtigacticictceaccactiticattttaacccicgggetacy

ggattggecaaagpacceaaaggtatgtitcgaatzatactaacataacatagaacatiticaggaggaceettgettggag gptacegagetccegg

gantaatacgactcactataceggtagaaaaaalgagtaaaggapaagaactittcactggagitgteccaattctighigaattagatgptaatgttaatg
Egcacaaatiticigteagtgpagagaptzaaggtgatgeaacatacgganaacttaccettanatitattipeactactggaaaactacetgticcatgg
gtaagtttaaacatatatatactaactaaccctgatiatitaaatiticagecaacactigtcactacttictgttatggtgticaatgctictcgagatacecag

atcatatgaaacggcatgacttittcaagagtpecatgccepaagpitatgtacaggaaagaactatatititcaaagatgacgggaactacaagacac

gtaagtttaaacagticggtactaactaaccatacatatitaaattiicaggtpctgaagicaagtiigaaggigalaccettgtiaatagaatcgagitaaa

apgtattgatittaaagaagatggasacatictiggacacaaatiggaatacaaciataactcacacaatgtatacateatggeagacaaacaaaagaat
ggaalcaaagiigiaagtitaaacatgatittactaactaactaatetgatitaaattticagaacticaaaatiagacacaacattgaagatggaagegtica
actagcagaccattatcaacaaaatactccaattggegatgpecctgicottitaccagacaaccatiacctgtccacacaatcigecctitegazagate
Ccaacgaaaagagagaccacaiggicetictigagtitgtaacagetgetgggattacacatggeatgpatgaactatacaaatageaticgtagaatic
caactgagcgecggtcgetaccattaccaacttgtetggtytcaaaaataataggggcegetgtcatcagagtaagtitaaactpaptictactaactaa

cgagtaatatttaaattitcageatcicgcgecegtgectetgactictaagtecaatiaciciicaacatcectacatgetettictcecigtgetcccacee

cctatu'ttgttatlatcaaaaaaacttctti:ttaatttctltgtttmagcttqnttaagtcacctcmacaatgaaattgtgtagattcaaaaa_tagaattaattcg
taataaaaagicgaaaaaaattgtgciccciccccccattaataataattctateecadaate tacacaatgtictgtgtacacticttatptitittitacticig
ataaattttitttgaaacatcatagaaaaaaccgeacacaaaataccttatcatatgtiacgittcagtitatgacegcaatitttatttcticgcacgictegpe
ctctcatgacgtcaaa!calgctcatcgtgaaaaagmtggagtaMggaatttttcaatcaagtgaaagmatgaaattaatmectgctmgctttng

ggggiccectangittgtcaagagtttcgaggacggeptittictigetaaaatcacaagtattgatgagcacgatgeaagaaagatcggaagaagg

mggettipagecicagtgpaagateagtagaapttgataatiigaaagtgeagtagigictatgggptitttpccttaaatgacagaatacattcecaat

ataccaaacataactgttteclactagicggecgtacgggecctiticgtetcgegegtitcggtaatzacgptgasaaccictgacacatgeagetcecy
gagacggtcacagetigicigtaagcgpatgeegppageagacaageocgicaggpcgegtcagegggtgtiggeggptpicogppetgpctta

actatgeggcatcagageagatigtactgagagtecaceatatgeggiglgazataccgeacagatgcgtaaggagaaaataccgeatcaggegge
citaaggpcctecgtgatacgectantitataggtiaatgicatgataataatggtitcttagacgtcaggtggeactittcggggaaatptgegcggaace

cclattigttatititctaaatacaticaaatatgtatcogetcatgagacaataacectgataaatge ticaataatattgaaaaaggaagagtatgagtatt

caacatticcgtgtcgeccttatteeettttttgeggeattigocticetgutttigetcacccagaasacgetgptmaagtaaaagatgetgaagatcagit
gegtgcacgagtgggttacatcgaactggatctcaacageggtaagatccttgagactittcgeccopaagaacgtittccaatgatgag cacttitaaa
gticipctatgiggogeggtattatcceglatigacgccgegeaagagcaacteggicpecgeatacaclatictcagaatgactigptigagtacteac
cagtcacagaanagceatcttacgpatggcatgacagtaagagaattatgeagigetgecataaceatgagtgataacactgepgecaactitactictga
caacgalcggaggaccgaaggagetaaccgeitititgeacaacatgggpealcatgtaactegeetigategttgggaaccggagetgaatgaage
cataccaaacgacgageptgacaccacgatgectgtageaatggcaacaacgtigegeaaactattaactggegaactactiactctagetcccgee
aacaattaatagactggatggaggceggataaagiigeaggaccactictgegetcggoccticoggeigpctgatttatigetgataaatctggagecg
glgagegtgggtcicgegptateangeageactgggaecagatggiaagoccicccgtategtagttatetacacgacggapagtcaggeaactat

ggaigaacgaaatagacagatcgclgagataggtgccicactgattaageattiggiaactigtcagaccaagittacicatatatactitagattgattiaaa
acltcaltittaatttaaaaggatctaggtgaagatectittigataatctcatgaccaaaateccttaacgtgagttcgttceactgagegteagaceeeg
tagaaaagatcaaaggatcitetigagatectittiticigegegtaatcigetgetigcaaacaaaaaaaccacegeiaccageggtggitigttigocgg
atcaagagctaccaactictiicegaaggtaactggcticageagapegcagaiaccaaatactgtecticlagtgtapecgtagitaggecaccactt

caagaactctgtagcaccpectacatacctegetetgctaatectgtiaccagtgpctectgecagtgaegataagicgtetettaceggpitggacica
agacgatagttaccpgataaggcgcagegptegppctgaacgppegpitcptacacacageccagetiggagegaacgacctacacegaactga
gatacctacagcgtgagealigagaaagegecacgoitcccgasgggagaaaggcggacaggtatlecgglaagcgpeaggEicggaacaggag
agegeacgagggageticcagpegraaacgectgglatctttataptectgtegpptticgccaccictgactigageptegattittgtgatgctegte

aggggggcggagcctalggaaaaacgcecageaacgeggcctittiacggticctggectittgciggectitigeteacatgttctticetgegtiatece
ctgatictgtggataaccgtattaccgecttigagtgagctgataccgetcgecgeagecgaacgacegagegeagegagicagigagegapgaag
cgBaagagcgoecaatacgeaaacegeeiciceccgegogtiggeegaticattaalgeagotggcacgacaggttiiccogaciggaaageggec

agtgagegeaacgcaattaatgtgagttagetcactcatiaggeaccecaggetttacactitatgettecggetcgtatatigtategaattgtpagese
atagcaatitcacacaggaaacagctatgaccatgattacgecaagelgiaagtitazacatgatettactaactaactatictcatttaaattticagagett
aaaaatgpgctgaaatcacicacaacgatggatacpctaacaactiggaaatgaaat
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pGN401: SECUENCIA ID N°: 6
gatcccggegegegatgtegtcgpgagatggegecgectgggaagecgecgagagatatcaggpaagategtetgatttctecteggatgecace!
catcictcgagtitcteegeetgttactceetgecgaacctgatatitceegitgicgtadagagatgtitttattttactitacaccggatectetetctetgee
agcacagcetcagigtiggetptptecteggpetectgecaccggegaecicatcticticticuctictetectpetetegettatcacttcttcattcattett
aticcitticatcatcaaactageatitettactttatttattttittcaatittcaatizicagataaaaccasactacttgggitacapecgicaacagatccccg
ggaltggccaaaggacccaaaggtatgtitcgaatgatactaacataacatagaacattitcaggaggaccctigetigeagggtaceggragaaaaa
atgagtaaaggagaagaactiticactggagitgtcccaattctigitgaattagatggtaatpttaatgggcacaaatittctgtcagtggagagggtga
aggtgatgcaacatacggaaaactiaccettaaatttatitgeactactggaaaactacelgitceatg ggtaagtittaaacatatatatactaactaacect
gattatitaaatittcagecaacactigtcactactitetgttatggignicaatgetictcgagatacccagatcatatgaaacggeatgactitticaagagt
gecatgeccgaaggttatgtacaggaaagaactatatititcaaagatgacgggaactacaagacacgtaagtitaaacagticggtactaactaaccat
acatatttaaztritcaggipetgaapteaagtitgaaggizataceeitzitaatagaategagttaasagptattgatitiasagaagatgpasacattett
ggacacaaattpgaatacaactataactcacacaatgtatacatcatggeagacaaacaaaagaatggaatcaaagitgtaagtitaaactiggactiac
taactaacggattatatttaaattttcagaacticaaaaitagacacaacatigaagatggaagegticaactagcagaccattatcaacaaaatactccaa
ttiggegatggecctgicetittaccagacaaccattaccigtccacacaatctgecctitcgaaagatcccaacgaaaagagagaccacatggtectict
tgagtitgtaacagctgotgpoattacacatggeatggatgaactatacaaatageattiegtagaariccaacigagegecggicgetaccattaccaac
ttgtctggtpteaaaaataataggggecgetgtcatcagagtaagtitanactgagticlactaactaacgagtaatatitaaatiticageatctegepece
glgcctotgacttctaagtecaattacicticaacatcectacatgetetitcicectgtgeteccaccecctatitttgttattatcaaaaaaacttcticttaatt
tetegtttittagetictiitaagicaccictaacaatgaaattgtgtagaticaaaaatagaatiaaticgtaataaaaagtcgaiaaaaattgigetcoctce
ccccattaataataatictatcccaaaatctacacaatgttctgtgtacacttettatgtittittactictgataaattititttgaaacatcatagaaaaaaceg
cacacaaaataccitatcatatgttacgtttcagtttatgaccgcaatttttatttcticgcacgtctgpgccteteatgacgicaaatcatgetcateptgaaa
aagtitiggagtatitttg gaatitticaatcaagigaaapmatgaaattaatiniccigenitgemng g otitecectattgtiigicaagagicgag
gacgpcgttitictigciaaaatcacaagtattigatgagcacgatgecangaaagateggaagaappiitepotiigagpctcagtygpaagpigagtag
aagtigataaittgaaaptggaptagtgtctatggogtttitgccttaaatgacagaatacaticccaatataccaaacataactgtttoctactagtcggec
gtacggpgecegglacccagetingicecttiagigagegiiaangcpgegetggegtaatcatggicatagetginccigigtgaaatigttatccgel
cacaaticcacacaacatacgagecggaagceataaagipgtaaagectgggptgoctaatzagigagetaactcacattaatigegttgcgetcactgc
cegetitccagicgggaaacctgtegtgccagetgeattaatgaatcggecaacgegeggggagaggcggittgegtattgggogetettccgetice
tcgctcactgactegetgegetegetegticgectgcpgcgapcggtatcagcicacicaaaggepgtaatacggitatccacagaatcagggeata
acgcaggaaagaacatgtgageaaaaggecageaaaaggecaggaaceglaaaaaggecgegtgetgegegiitticcataggctccgeecccct
gacgapcatcacaaaaatcgacgeicaagicagaggipgcgaaaccegacaggactataaagataccaggegiticeccctpggaageteecte gig
cgclctectgtecgaccetgecgettaccggatacetgtecgecittcteecticgggaagegtggepctitctcatagetcacgetgtaggtateteag
ftcggtiztagptegntcgetccaagetgpgetgigtgeacgaaccccecgtitcageccgacegetgegectiatccggtaactategtettgagiccaa
cceggtaagacacgactiatcgecactggeageagecactgglaacaggattagcagagepagetatgtaggcggtectacagagtictigaagtg
giggcctaactacggctacactagaaggacagtatttggtatcigegelctgetgaagocagttaccitcggaaaaagagitogtapetcigacepg
caaacaaaccaccgelggtagegatgprititiigiitgcaapcageagattacgcpcagaaaaazag gatcicaagaagalccittgatetiitctacg
gggtctgacgeicagiggaacgaaaactcacgtiaagggattitggtcatgapattatcaaaaaggatettcacctagatectittaaatiaasaatgaag
{ttaaatcaatctazagtatatatgagtaaactiggtctgacagttaccaatgciaatcagigaggeacctatctcagcgatctgtctatttcgitcateeat
agttgectgactcecceptegtptagataactacgatacgggagggcttaccatciggecceagigetgcaatgataccgegagacccacgetcaceg
gctceagatttatcageaatadaccagecagecggaagggocgagegeagaagiggicetgeaactttatcegeciccatccagtctatiaatigtige
Cgggaagctagagtaaptapgticgccagttaatagtiigcgcaacgtgtgccatigeracaggcatcgtpgiptcacgetegtegtitgptatggcttc
attcagciecggticccaacgatcaagpcgagitacatgatcccecatghigigcaaaaaageggtagetecttcggtectecgategitgtcagaagt
aaghtgpccpeagtgitatcactcatggntaigpcageactgeataattetetiactgtcatgecatcegtaagatgcttitctgtgactgptgagtactcaa
ccaagicaitcigagaatagigtatgcgpcgaccegagitgctctigeccgpcgicaatacgggataataccgegccacatagcagaacittaaaagty
ctcatcattgpaaaacgticticggegcgaaaactctcaaggatcttaccgetgitgagatccagticgatgtaacceactegtgcacecaactgatctic
ageatctittactitcaccagegtitctgapigagcaaaaacaggaaggcaaaalgecgcaaaaaagggaataaggeceacacggaaatgitgaat
ctcatactcitectititcaatattattgaageatttatcaggpitatigtctcatgagegpatacatattigaatptatttagaaaaataaacaaataggggtic
Cgcpcacatticcccpaaaagtgecacctaaatgtaagegitaatatitigtaaaattcgogtiaaartitigitaaatcagetcatititiaaccaatagge
cgaaateggcaaazicccitataaatcasaagaatagaccgagatapggotigaptgiigitccagittggaacaagagiccactattaaagaacgigpa
Ciccaacgicaaaggocgaaaaaccgictatcagggepalggeccactacgigaaccatcaccciaatcaagtitittggggtegaggigecgtaaa
gcactaaatcggaaccotaaagggagecceegatitapagettgacggegaaagecggegaacgiggopagaaaggaagopgaagasagepaa
aggageggecgctaggecgciggcaagiglagéggicacgetgegegtaaccaccacacccgecgegettaatgegeegetacapgpegegic
ccattcgecaticaggetgcpeaacigitgggaagegcgateggtecggpccicticpctattacgecagetggegaaagggegatglgctgcaag
gogattaagtigeetaacgecagggtittcceagtcacgacgitptazaacgacggecagtpagegcgegtaatacgactcactataggecgaatip
gagetccaccgeggtgpcgeccgctclagaactagty
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pGN110: SECUENCIA ID N°: 7

galcctecaaaatcgicticegcicigaaaaacgaaagiggaccitigacatccgaaaaaaigggcgaaaaaatgaaatigageittigggicgaaaa
aaatgtttttagaatpctpagaacargttasacacgaagateatatiattitgagacceggatgetelgaaaatgtetgacatagattiaaaaaageatat
atatartiticattitcaacgtgaaagtittptgcaactitatagaateicctattggcacattgtitittatitaactgaggcagtittigaacacetititpaaactt
[gaatcictitgaagtatactgtegaaaagactgacttgagegticgaaatgecagaagaaaactatatitgaalctogegctaaatigagaaatgcaace
pegetecactggacaatippaaasaaaatitaticggaggcgacaacggtatiticgaaatigatittctgtotattticteatittitataaaticitetttgart
atcgticgittgtgagaaaniaatigiaticaaactittttataglaagataccggiggtaccgetagecgtacgaacecgggatiggecaaaggaceca
aaggtatptticpaatgatactaacataacatagaacaititcaggagpacectigetiggageglaccggatgactgctccaaagaagaagegtaage
tcatgaacacgattaacategetaagaacgacttcteigacategaactggetpetatecegttcaacactciggelgaccattacgptgagepttiapet
Cecpaacaghiggeectigageatgagictiacgagalgggigaagcacgcticcpcaagatgtigagegteaacttaaageipgtgapptigogea
taacgetgecgecaagectetcatcactacectactecctaagatgatigeacgeatcaacgactggittgagraagtgaaagetaagegcpgeaag
¢gcocgacageciiccagiicetgeaagaaatcaageeggaagecgtagegtacatcaccattaagaccactictggengeciaaccagigctgaca
atacaaccgttcaggetgtageaagegeaalcgglegggecatigagpacgagectegettcggteglatecegigacctigaagetaageacticaa
gaaaaacgtigagpaacaacicaacaagegegtagggcacgictacaagaaageatitatgcaagitgicgaggetgacatgetcictaagggicta
clepepiggegagecgtggicicgtzgeataagzaagaciclaltcatglaggaptacgetpcategapatgetcatigagtcaaccggaalggitag

" cttacaccgecaaaatgetgpegtagtaggteaagactetgagactategaacte geaccigaatacgetpaggetatcgeazeceglgeaggtges
clggciggeatctctecgatgttccaacetgegtagticctectaagecgtppaciggcattactggiggteactatiggectaacggicgicptectet
gecpciggtecgtactcacagtaagasageactgatgegctacgaagacgittacatgectgaggtg tacaaagegattaacattpcgeaaaacace
geatggaaaatcaacaagaaagtectagepgtcpecaacgtaatcaccaagtgpaageatigtceggtegaggacatecctgegatipagegigaa
gaacteecgatgaaaccgpaagacaicgacatgaatcctgaggeictcacegegiggaaacgtgcigeegctgctgtgtaccgeaagacaaggcic
geaagictcgecgtatcagectigagicatgetigageaageeaataagittgetaaccataaggecatetggiicectiacaacalggactggcgcp
gticgtgiitacgetgigicaatgtticaaccegeaaggtaacgatatgaccaaaggacgtcitacg ctggegaaaggtanaccaatcgglaaggaage
nachactggeigaaaatceacggigcaaactgizegg ptptegataaggittegtiicetgagegcatcaagticattgag gasaaccacgagaacat
catggcttgepeagictccactggagaacactiggtgggetgageaagaticicegitctgetteetigegtctgctitgagtacgetggrgtacage
accacggccigagetataactgcicccticegetggepittpacgggtetigctctggeatecageactictccpcgatgetecgagatgaggtaggty
glepegegpttaactipettectagtgaaacegttcaggacatetacgggattgitgctaagaaagicaacgagatictgcaageagacgcaateaatg
ggaccgataacgaagtagttaccgigaccgatgapaacactggtgazatctetgagaaagicaagetggocactaagpeactggelggtcaatgget
gectiacggtgtacicgeagigtaactaagegicagicatgacgeipgettacgggiccaaagagicggeticegicaacaagigeiggaagatac
cattcagecagelattgattecgecaagpgtctpatgticactcagecgaatcaggetgelpgatacatggctaagetgatitgggaatecgtgagept
gacgglggtagcigeggtigaageaatgaactgectiaagicigetgotaagetgelggotgetgaggtcasagataagaagactgpagagatictic
geaagcgtgogetgtgcatiggpiaactecigatggiitcectgiglgpcaggaatacaagaagectaticagacgcgetigaacctgatgticetcgg
tcagttccgettacagectaccattaacaccaacaaagatagegapgatigatgeacacaaacaggagtctpptategetectaactitgtacacageea
agacgglagccaccticgtaagacigtagiglpsecacacgagaagtacgpaatcgaatettitgeactgaticacgactecticggtaccaticegge
tgacgeipcgaaccigticaaagcagigegegaaactalggtigacacatatgagictigigatgtaciggcigatiictacgaccagticgetgaccag
ttgcacgagtetcaattggacaaaatgecageacticcggetaaaggtaactigaacetecgtgacate tagagteggacticgepticgegtaapgpe
cccteglcgagtcggtcacaatcaccigaaaciceaaaggcagecaglgaggaacglgaagaagaagaaazagagicalcigaacaggtiigantt
ctitctggicaaaaagatpaaattattgatittcagecagatacteccaaaactagragegagaagictgeaagtepticacagicgeccagagaatcge
gggaagtgagccaagaggtatgtttitcaaaaatcaatzacigatcataattittatigtityptaaatitaagaaaataatattcgaasaticctctgaatiat
caagatigcaglantaattiicgagaazaatigagataticatagagotatiglaaatttictiigatticagactgaaacitcgpaaaalcaagagaaaatcaa
agaaaaggatgacgepgalgatcagectggcacaccgaacagetatagaapocgggaaacttcaccagetccaaaaaggtceaaggagaccag
griigicazaagertcctgegatiaattcteatitcaatitticagagaatcagagtctectgaaaaatceceggticg ttcaagatetcccagaaggtetica
geacgticcecgteacgatctcctagacggegecgagaaagaagetcagaaagaaagcaalecgaagagerageaccgelaccagagaaaaaga
agaaagagecgetggatatictacgaacaagaaccggaggagcatataticcacccgecaaacitcgacttatgeaacaacagattagtgataagea
aagtgaacaglaicagagaatpaang ggaaapgaatgaagaaaaagaticacgganggiaacagagicaacgegaagaalctigneaaattgica
gagaacticttcaagagaalgtgaticgitcasagtgagigagaazatcgaagpgaaaapgaaagaatiaatitaatitiicaggppactictetgecgty
acattattcaageicagpctitctcaccag gatictctaacg totatgoagetitggcgepcagttatcaactcgaaaticccicatgteg g tgaacricetc
cgicglctgatigtacagiicaazagaagiiiccgtagaaatgacagaggcgicacggigaacgtgatcaaattcatcgcacatitgattaatcaacaag
ttgctcacgaagitctigepciggaaatcatgantctgatgettipaapaaccaactgatgattcagtigaagicgecatigegticetgsaagagtgtgga
gcaaagclictggagaigetccageageicttaacagtgtctacgacegicticgtgcaattcicalggaaacigaaagatcggaaaatgeactggate
gacgtaticagtatatgattgagactpeaatgeagaticgaaaggacaaatitpeg staagptagaatatataaatagtitatiagaaaaanataaattag
aataatitaaatfcctactagecantiaggegacettittgcgeatagttctattattgaaaaattiggagaatitctcatattetcgeteggaaatctg gaatt
cgacgagatcitctggotictgigcagetgeategetttgtacteccittcicgettgteticigigtacaccaagaacetigitgagitcatcaactgaatet
gtgactggctigtipctcactggatpcactagacgactpancicgagaaatcagatioapttgegattagggtgacctagaaattggzaataatacgaa
cltttgaanataticaggaggattaaaaaaatiatictcgacaatcetacaaatttacttatigeaccatgtigetceaacatitticattadaagttaatgaaaa
aatgtagaaaaicggaaattggcaattttcagaccalttitaageattticaaaazaaaatigeagetgaaatazatgicaliticagataaalcgagegatt
tictgttgictgacactagittagitttaaaaaalgtiggaagaacatggtgcaatag gtaatitcatagaatticcatgtgtittttitcaattaaccaattate
<aaatcttccaaacteacattttgeggagetgggetatcaagaateigetgeagttttataagacgageatcictgataicacigaaaattaatittaatca
aaactigaatatcaactaaaccoacttattaacitictegatettcigtegticgstacgatgacgptgaagaagecaatigiagtaghigatiggmcaagt
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cetttcpptgtigtacgtcagtgtectgeaatgetatitagitataacttaggectaagaticaatttaatgaagtgattaaatttpttctetgaaccicttaaga

tgatciittggatiagaaacatataagacaggtitacciatctattaaaaaacagatcaaaatagatacgaccazatcggataatceatgectacetggeal
claggaacgtgttcttagaagattictiacgtaatcglatgaagaaataacaalttgatcgttggccagcaaaaatagggtittaagigggatagtgtitital
tagctaaccggaaaatittatagiuiitttgcaagaaaccactgaaaaceccotaatigtatacatmitiggageageticiggtetrittgageaataaaat
Icgatanaacagaatitaagtptaaattgticacatitagttictatittatcanatittg ttgctcaaaaacaticgaagetpetetaaaaaaatgeattaaaas
aggggtittcagtggtitttcacattaaaanagctaatittaactaaaaatccateatatticeaactttgtcacaacaataaaatgetggteaaaatgtgticg
aaaazatgiittitttittaatttitataatitaanaatag tttetttcgctgggacacatacattitigggogtaaattitcag ticaaatttecatttttacaaccat

aatcatasagctacgictgatetctctegeacttaccigegectgaticgaaagaacaaccgtagecaaaagaacaagaagaacaageacgtaghigt

ggtagtgpacgticatcacgcaatactgaccaatggicgtggggtcteacticcgtactattgagagag gggagactgaagatggeaatigaggaca
glgtcticgacgeacgeatgealccataageataatecaggagpgatggagagaaaaatctigtitctaageeectecctttgtaatacatacacatatet
aataccgaagaatgpctaattgaatggacgteagetgtigctgtagtipecaaggeatcatcgatgaaataactgaaagaaagaattaaataattattge
aggcgtatccggepgteatigaagactiggacttgattpageageapgatcagateatecatacacttaatitzgaggatgcgptigatccggaaaatg
ggcltagtaagtgactgaccacacgeggpgggcattaatitaataaattgaaticeatticagatgigttcaaactagatccagaaticgaaaagaacga

8gaggiitalgaggagalccgtaaggaaatcanggaaacgecgatatiteggatgaggatggiggegacgagtiggatgatgaagaagagg ptagt
galgtggaagaggcetcegaagaagactacagagattatigataatactgatcagaatigactgetitcagaaggtattcattttgagttttgpgccggcaa
atctgtaagttgecggtigeepaanattigctgaatitgccggaaaaaaaaattccggaatitatttanaaactitttgtaanaatinaattaaattigcaactt
ltcagagaaglctacctgacaatgcaatcalcmggactnccaagaagctgctcmtlgctgaaaatgaagattccagacagqatgcaggtﬂgc
gatgtigcaaagaaaaattitcgaccaaaaaaaccaaccaatcalaaaatitaaaaaaaaactccgittittictititititatacgagaaaaaccaaaaaa

atgtatttitgccaaatictaaaatactatceccgaaattitcaatatiticictticagaacgaactetgegegalgettgtegangitgipcicaacagegta
CClacgagcpattelacggaatgetcatcgaacgtttctgecgacticgectcgaataccagcaatactttgaaaagetetgecaggacacgtattecac
gattcaccgaatigacatcacaaaactgcggaatitgpetcgectiatigeteatitgetetegacggatgetattgactggaagatittggecgatatgaa
aatgaccgaagaggacacaactictictggcagaatctatatiaaatatatatttaatgaacttgtggaggcgatgggaatgpttaaacticattcgagag

Hactgatccgtgagtittcctagagagagtigitiicgtaticaatiticectatticagaactitg getcattgetitg ttg gattattcccacgaactaatceg

aacagegceacgatiicgalcaacticticacaatgattggangggiaptitgacgitggaacticgtgaatgactggcaaagggictcaagaagaaga
agggaalgclggatcagtigaaggecgaatcaagetcagaticategtegtcticggattegteagactcgtetgaticttcggatictgacgattcatee

pactcglettcagaticeteatcticticagaatcagagceagaaccaccgaagaaaaagaagaagaagaacagtgaagagagticcaasaagaag

Baaaaagagaatattggicgacgggatcgtggagacaagagagetgaacgtcategtgatcasagtglggagaacaagpacaaggatcgicgacg
Iegecaggatictpacgaaaategicggecagaacgaggagatgaccgeaaggatcggagtaaagatcgicgicgtcaagactcggalgatgagg

alcggaaaggicptpaacgicgpgaagaricaggggaaagacgtegcegpagalcpggatcgacgigatcgaaacaaggatcaggaggatcaccg
tgaagatcgecgtgaccgaageaaggategigaggatcgacgtgatcgecgtcgtcatgactctgatgatgategtaaaactegteggaatagaagt

gaagagcgaggagpacglcgtegtgaagtpgaatcggatgatcgacgecgacgicgitgaattitcasatittaaatactgaatatirgtittittcctat
amatuafteictigigtittiticcrigettictaaaaaattaattcaatccaaatctaaacalgageggtittitictetitcegteteceaattegtattecget

ceictcatctgaacacaatgtgeaagtitatitatctictegetticatticattaggacgtggggggaattg gtggaaggggpaaacacacaaaaggatg
alggaaatgaaataaggacacacaatatgcaacaacaticaaticagaaatatggaggaaggtitanaagaaaacataaaaatatatagaggaggaa

gpaaaactagtaaaaaataagcaaagaaattaggcgaacgatgagaattgtectcgetiggeaaatgcgaatecgtatggagaggcacgtiggega
aggeaaatghicgglatggagaictgtaaaaattittaagtigaaattigptgitgetcttttacaaaatiitcegatittcgettgaaattacggigecaggtet
cgacacgicticcaaltiticaaaticaaaagagectitaatgggctptagtigetaatitcicgtitttg anaatttiicticegtttaatcgaaatrgatgtattt
tatttatgatiticaatanatttcanagaaactggtpaaaactcggaaaatiglgaactacagtaatceaatcettaaaggegeacaccittiaaatgtecge
cccaatacgatatitititaagaticgetagageggecgecaccgeggiggageiecaaticgecctalagigagtcgtattacaatteactggec gtegt
ttlacaacgtcgtgactgggaaaaccetggegttacecaacitaatcgecigeageacateeceecttcgecagetggegtaatagegaagaggece
graccgatcgecettcccaacagtigegtagectgaatggepaalggpacgcgeectglagepgegcattaagegeggegggtgtggtgpttacge
gragegtgaccgetacactigecagegeectagegeccgetectiicgetttcttcecticcitticicgecacgttcgeoggetitccccgteaagetcta

aatcgggggcteccitiagggitcegatttagtgetitacggeaccicgaccceaaaanactigatiagggtgatggiicacgtagtgggeeatcgoect
gatagacggutticgoectifgacgiggagtccacgticttiaatagiggactctigticcaaaciggaacaacactcaaccetatctoggtetatecittt

galnataagggalttigcegatticggectatiggttaaaaaatgagetgatitaacaaaaatitaacgegaaltttaacaaaatatraacgittacaatitca
ggiggeactimeggggaaatgtpepeggaaccectatitgtitattitictaaatacaticazaatatgtatccgetcatgagacaataacectgataaatge
Ncaataalangaaaaaggaagagtatgagtatlcaacamocgtgtcgcccmttcocmngcggcatmgccncctgmngctcacmgaaac
Eciggigaaaglaaaagatpctgaagatcagtigggtgcacgagtigggttacatcgaactggatetcaacageggtaagatectigagagtittcgee

ccgaagaacgtiitccaatgatgageactiitaaagicigetatgigpegegptattateecgattgacgcegggeaagageaacteggtegecgeat
acacranctcagaatgactggtigagtacteaccagtcacagaaaageatcttacggatggeatgacagtaagagaattatgeagtgetgecataag

catgagtgataacacigeggeeaacttactictgacaacgatcggaggaccgaaggagetaaccgetititticacaacaigggggatcatgtaacteg
Cctigatcgtigpgaaccggagetgaatgaagecataccaaacgacgagegtgacaccacgatgeetgtagcaatggeaacaacgtigegeaaact
artaactggegaactacttaciclageiicccggeaacaattaatagactggatggaggeggatanagtigeaggaccacticigegeteggecctice

feciggcigpttiattgetgataaatctggagecggtgagegtgggictegeggtatcangeageactggggecagatggtaageccteecgtategt
agtialctacacgacgggcagicaggeaactatggatgaacgaaatagacagategetgagataggtpccteacigattaagcattggtaactgteag
accaagtttactcatatatactitagattgatttaaaacticatttitaatitasaaggatctaggigaagatcctititgataateicatgaccaaaateecttaa
cgtgagttticgticcactgagegtcagaccecgtagaaaagaicaaaggalctictigagatecttttitictgegegtaatcetgetgetigeaaacaaaa
daaccaccgclaccageggtiggmgtiigeeggatcaagageraccaactetiittccgaaggaaciggceticagcagagegcagataceaaatact
Bleericagtgtagecgtagitaggecaccacitcaagaactctgtagcaccgectacatacctegeictgetaatectgttaccagtggetgetgecag
1ggcgataagteptptettaccgggtiggactraagacgatagitaceggataaggepcageggtegggctgaacggggggiicgtpcacacagee
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cagettggagcgaacgacctacaccgaactgagatacctacagegtgageatigagaaagegecacgeticec gaagg gagaaagaeagacagy
tatccggtaagcggcagggtcggaacaggagagcgcacgagggagcltccaggggggaacgcctggtatctttatagtcctgtcgggtttcgccac
ctctgacngagcgtcgamttgtgatgctcgtcaggggggccgagccmtggaaaaacgccagcaacgcggccttmacggttcctggccttttgct
ggccmtgctcacatgltcmcctgcgttatcccctgarlactgtggataaccgtanaccgccmgagtgagctgataccgctcgccgcagccgaacga
ccgagcgcagcgagtcagtgagcgaggaagcggaagagcgcccaatacgcaaaccgcctctccccgcgcgttggccgattcattaatgcagctg
gcacgacaggtttcccgactggaaagcgggcagtgagcgcaacgcaat‘taatgtgagnacctcactcanaggcaccccaggcmacactttatgct
tecggclectatgttgtptopaattgtgage ggamacaatttcacacaggaaacagctatgaccatgattacgccaagctcggaattaaccctcaclaa

agggaacaasagctpppppp
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pAS2-cyh2-HA+bothT7-final SECUENCIA ID N°: 8
gatccgicgacagateicectatagtgagtogtattactgcagecaagetaattcegggegaatticttatgatitatgatttitattattaaataagttataaaaaaa
ataagiptatacaaattttaaagtgactcttaggttttaaaacgaaaaticttgtictigagtaacictticctgtaggtcaggttgetitctcaggtatageatgaggt
cgctcttattgaccacacciclaccggealgcaagetiggoglaatcalggtcalageigiitecctglgtgaaaligttatoegetcacaattccacacaacatac
gagccggaageataaagtgtaaagectpggptgcctaatgagtpgaggtaacicacattaattgegttgegetcactgeecgetticcagtegggaaacctgt
cgtgecagetggatiaatgaatcggccaacpegcpgpgagaggeggtitpegtatigggegetettccgeticctegeteactgactcgelgegetegpte
tteggetgeggegageggtatcagetcactcaaaggoggtaatacggttatccacagaatcagpgpgataacgcaggaaagaacalgtgageaaaaggce
agcaaaaggccaggaaccgtaaaaaggeegegitgetggegtititccataggetecgecceectgangageaicacaaaaatcgacgeicaagicagag
gtggcgaaaccegacaggactataaagataccaggegtittcececiggaageleecicgtgegeteicetgtticcgacectgecgettaceggatacctgte
cgectttctececttegggaagegtpgcgctitcicatageicacgetptaggtatetcagticggtgtagatcegttcgeteccaagetgggetgtgtgcacgaac
ccecepttcagecegaccgetgegectiatecggtaactategtettgagtecaacceggtaagacacgachtatcgecactggeageagecactggtaaca
ggattagcagagcegagglatgtagecggtgclacagagtictigaagtggtgacctaactacggceiacactagaaggacagtatitggtatctgegetetget
gaagcecagtlaccticpgaaaaapagttggtagctettgatceggcaaacaaaccacegetggtagegglggtititigttgeaageageagattacgege
agaaaaaaaggalctcaagaagatectttgatetttictacggpatctpacgctcagtggaacgaaaactcacgttaagggattttggtcatgagattatcaaa
aaggatcticacctagatcctittaaattaaaaaigaagtitiaaatcaatctaaagtatatatgagtaaactiggtctgacagttaccaatgettaatcagtgagge
acctatctcagegatctgtetattticgticatccatagitgectgactcecegicgigtagataactacgatacgggagpgctiaccatciggecccagtgeege
aatgataccgcgagacccacgetcaccggetceagatttatcagoantaaaccagecageeggaagggecgagegeagaagtggtectigeaacttiatee
gcctecatecagtictattaattgttgecgggaagetagagtaagtagticgecagitaatagttigecgcaacgtigttgecattgetacaggeategtggtgtea
cgctegtegtitpptatgpcticaticagetccggticccaacgatcaaggcgagttacatgatcecccatgttgtgeaaaaaageggttagetectteggtect
ccgatcgttglcagaaglaagtiggecgeagtipttatcacteatggttatggcageactgeataatictctiactgtcatgecatcegtaagatgetittetgtgac
lggtgagtactcaaccaagicatictgagaatagtgtatgeggogaccgagtigetctigecccggegtcaatacg g gataataccgcgccacatagcagaac
titaaaagtgctealcattggaaaacgticttcggggcgaaaacicicaaggatcttaccgetgttgagatccagttcgatgtaacceactegigeacccaactg
atctticagcatcttttactitcaccagegtttctgggtgagcaaaaacaggaaggcaaaatgergceaaaaaagggaataagggegacacggaaatgtigaat
actcatactcttccitittcaatattattgaagcatttatcagggttatigtctcatgageggatacatatitgaatgtatttagaasaataaacaaataggggriccge
geacatticccogaaaaglgecaccigaacgaageateiglgeticatitiptagaacaaaaatgcaacgcgagag getaatititcaaacaaagaatctga
gctgeatttttacagaacagaaatgcaacgegaaagegcetattitaccaacgaagaatceigtgceticatttitgtaaaacaaaaatgeaacgegagagegctaa
fitttcaaacaaagaatcigagetgcatttttacagaacagaaatgcaacgcgagagcegctatittaccaacaaagaatetatactictttittgtictacaaaaatg
catcccgagagcpctattitictaacaaageatcttagattactitititctectitgtgogetctataatgeagtetetigataactttitgeactglaggtecgtiaag
gltagaagaaggclactitggigiclatticiciiccataaaaaaagectgactceacticcegegitiactgattactagegaagetgegggigeattitticaag
ataaaggcatccccgatiatanctataccgatgtggatigegeatactitgtgaacagaaagtgatagcptigatgaticttcattggtcagaaaattatgaacg,
gructictatittglcictatatactacgtataggaaatgtttacattitcgtattgtittcgaticacictatgaatagticttactacaatitittgtctaaagagtaatac
tagagataaacatazaaaatgtagaggtcgagittagatgcaagticaaggagegaaaggtggalgggtaggtiatatagggatatageacagagatatata
gcaaagagatactittgageaatgtitgtggaageggtaticgcaataltitaglagcicgtacagiccgglgcgmiggrigaaagtgegicricagage
gettitgpttticaaaagegetetgaagticetatacttictagagaataggaacticggaataggaacitcaaagegtitccgaaaacgagegettccgaaaat
geaacgegagetgegeacatacagetcactgticacgtegeacciatatetgegtgttgectgtatatatatatacatgagaagaacggcatagigegtgtttat
geltaaatgogtactiatatgegictantatgtaggatgaaaggtagtctagtaccicctgtgatattatcecaticcatgegpg gtatcglatgettceticagea
claccctttagetgtictatatgetgecactcctcaattggattagictcatceticaatgetatcatttcctitgatatig gatcataraagaaaccattataicaga
cattaacctataaaaataggcegtatcacgaggecctttcgtctegegegtttcggtgatgacggtgaaaaceteigacacatgeageteccggagacggica
cagcttptctgtaageggatgecggpageagacaageccgicaggecgegtcagegggtattggeggptgtcggggetggetiaactatgeggeaicag
agcagattgtactgagagtgcaccatagatcaacgacattactatatatataatataggaagcatttaatagacagcatcgtaatatatgtgtactttgcagtiatg
acgccagatgpcagtagiggaagatatictitatigaaaaatageitgicacciiacgtacaatcttgatceggage tinciitittgecgattaagaattaattcg
gicgaaaaaagaaaaggagaggpccaagaggpaggecattggtgactangageacgtpagtatlacgigattaagcacacaaaggcagetiggagtatg
tcigttattaatitcacaggtaghiciggtecatiggtgaaagttiigeggctigeagageacagaggecgeagaatgtgetctagaticegatgetgacttgetg
ggtaitatatgtgtgoccaatagaaagagaacaattgaceeggtiattgcaaggaaaatticaagtettptaaaagcatataaaaatagttcaggeactccgaa
atacttggttggeptgtitcgtaatcaacclaaggaggatgtititggetetggteaatgatacggeattgatategtecaactgcatggagatgagicgtggca
agaataccaagagttccicggitigecagtiattaaaagacicglatticcaaaagactgcaacatactacicagtgcagceticacagazaccicaticgtitatt
ccettgtitgattcagaageapgtgpgacaggtgaactittggatiggaacicgattictgactgggugpaaggcaagagageeccgaaagettacatttat
gltagctggtggactgacgceagaaaatgtiggtgatgepettagatiaaatggegttatiggtptigatgtaageggagptgtegagacaaatgptgiaaaa
gactctaacaaaatagcaaatttcgicaaaaatgctaagaaataggtattactgagtagtatitatttaagtatigittg tecacttgecgatctatgeggigtgaa
ataccgeacagatgcgtaaggagaaaataccgeatcaggaaatigtaaacgttaatatittg itaaaattcgcgtaaartitigtaaatcagetcatittitaace
aataggccgaaatcggeaaaateccttataaatcaaaagaatagaccgagatagggtigagtatigttceagtitggaacaagagtccactattaaagaacgt
ggactccaacglcaaagggegaaaaaccgictatcagggegatggeecactacgigaaccatcacectaatcaagtitiggggtegaggtgecgtaaag
cactaaatcggaaccciaaagggageccccgatitagapettgacggagaaageeggcgaacgtgecgagaaapgaagpgaagaaagcgaaagpag
cgggegetaggpcgetgocaagtgtageggteacgetgegegtaaccaccacaccegecgegettaatgegecpetacagggegegicgegecaticg
ceattcaggcelgegeaactgtigggaagggegatcgglgegggectcticgetattacgecagelggegaasgggggatgtgetgeaaggegattaagtt
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ggetaacgccagggtitteccagteacgacgitgtaaaacgacggecagtegiccaagetticgegagetegagatcecgagetitgcaaattaaagectic
gagcgicccaaaaccticicaagceaaggitticagtataatgtacatgcgtacacgcgiotgtacagaaaaaaaagaasaatttgasatataaataacpttcit
aatactaacataactataaaaaaataaatagggacctagacttcaggitgtetaaciccticetiiteggttapapeggatotpeppegageacetraatotaa
gegipacataactaattacatgatatccttitgttgtitccgg gtgtacaatatggacticctettttetpgcaaccaaacecatacatcgggattcctataatacett
cgtiggtctcectaacatgtaggtggeggaggpeagatatacaatagaacagataccagacaagacataatgggctaaacaagactacaccaattacactg
cctcatigatgptestacataacgaactaatactgtageectagactigatagecateateatatcgaagtitcactacectitticcatttgecatctattgaagta

ataataggegeatgcaacticttermttttcttitctotctececegttgttgicicaccatalcegeaatgacaaaaaaaatgatggaagacactaaaggaaa
aaatiaacgacaaagacagcaccaacagatgicgtigticcagagetgatgaggggiatcticgaacacacgzaactttticcitecttcaticacgcacacta

ctetctaatgagceaacggtatacggecticcticcagttactigaatitgaaataaaaaaagtttgccgetitgetatcaagtataaatagacctgeaattatiaate
tiftgtttcctegteattgticicgticectttctectgtitetittictgcacaatatiicaagctataccaageatacaatcaactecaagettgaagcaagectect
gaaagatgaagclacigtctictatcgaacaageatgepatatitgcegactiaaaaagetcaagtgciccaaagaaaaaccgaagtgcpecaagtptctpa

apaacaactgggagtgtcgetacictcccaaaaccaaaaggictccgetgactagggeacatctgacagaagtggaatcaaggetagaaagactggaaca
getattictacigatttttectegagaagacctigacatgatitigaaaatggaticittacapggatataaaagcatigttaacagpattatttptacaapgataatgtg

aataaagatpgccglcacagatagatiggettcagtggapactgatatgecictaacatigagacageatagaataagtgegacatcatcalcggaagagapt

agtaacazaggicaaagacapgtigactgtatcgccggaatictiaatacgactcactataggpeatatgpccalgrapgpccccggg
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pGAD424-without-FULL-ICE-BOTH-T7 SECUENCIA ID N°: 9
gatccgtegacagatctecctatagtgagicgtattactgeagagatctatgaatcgtagatactgaaaaaccecgeaagitcacttcaactglgeategtgca
ccatctcaatttcittcatttatacatcgtttigecticttitatgtaactatactectctaagtticaatettggecatgtaacctctgatetatagaatitittaaatgacta
gaattaatgccceatctiniitggacctaaattcticatgaaaatatattacgagggettattcagaagetttggacticticgecagaggtitg gicaagictceaa
tcaaggttgtcpgctigtctaccitgecagaaatitacgaaaagatggaaaapggtcaaatcgtiggtagatacgtipttgacacttctaaataagegaatticrt
algatttatgattittatiattaaataagitataaaaaaaataagtgtatacaaattttaaagtgactcttaggttttaaaacgaaaatictigtictigagtaactetttce
tgtaggtcagptigetttctcaggtatagcatgaggtcgetottatigaccacacctctaccggeatgeregaaattcecctaccetatgaacatattecattttgt
aatttegtgtegtitctattatpaatticatitataaagtitatgtacaaatatcataazaaaagagaatcttittaagcaaggattticitaacticttcggegacagea
tcaccgacttcggtggtactgttggaaccacctaaatcaccagtictgatacctgcatccaaaacetitttaactgeateticaatg gecttaccticttcaggeaa
glicaaigacaatticaacatcatigcagcagacaagatagtggegatagggtcaaccttattctttggeaaatctggageagaaccgiggeatggticgtaca
aaccaaatgeggtgtictigictggcaaagaggccaaggacgeagatggoaacaaacccaaggaaccigggataacggaggettcatcggagatgatate
accaaacatgtigctggtpattataataccatttaggtgggttgggticttaactaggatcatggeggeagaatcaatcaattgatgttgaaccttcaatgiagga
aattcgttcttgatggtitcctecacagtitttctecataatctigaagagpccaaaacattagettatccaaggaccaaatagpeaatggtggetcatgtigtag
ggccatgaaageggecatictigtgattcitigeacttctggaacggtgtattgticactateccaagegacaccateaccategteticetttetettaccaaagt
aaatacctcccactaaticictgacaacaacgaagicagtaccittagcaaatigiggetigatiggagataagictaaaagagagicggatgcaaagttacat
ggtcttaagtiggegtacaattgaagitcittacggattittagtaaaccttgitcapgtctaacactaccigtaccccattiaggaccacccacagcacctaacaa
aacggcatcaaccitetiggaggeticcagegecteatctggaagtgggacacctgtageategatagcagcaccaccaattaaatgattiicgaaatcgaac
ttgacattggaacgaacatcagaaatageittaagaaccitaatggcttcgpetgtgatticitpaccaacgtggteacctggcaaaacgacgatcticttaggg
gcapacattagaatggtatatcctigaaatatatatatatatigetgaaatgtaaaaggtaagaaaagttagasagtaagacgattgctaaccacctattggaaa
2aacaataggtccttaaataatattgtcaacttcaagtattgtgatgcaagceattiagtcatgaacgetictctatictatatgaaaagecggttccggectcteac
ctitcetititctcccaatititcag iigaaaaagglatatgegtcaggegacctclgaaattaacaaaaaatticcagicatcgaattigatictgigegatagege
ccetgigtgicicgttatg tgaggaaaaaaataatggttgctaagagattcgaacteitgeatcitacgatacctgagtattcecacagiggggatetegacte
tagctagaggatcaattcptaateatggtcatagetgtitcetgtgtgaaatigttatccgeteacaattccacacaacatacgagecggaageataaagigtaa
agcctggpptgectaatgagtgagglaactcacattaattgegtgegctcactgceegetitccagtegggaaaccigtcgigecagetggattaalgaate
ggecaacgegeggggagaggepgtttgegtatigggegetcttccgeticetegeteactgactegetgegeteggtegticggetgeggcgageggtate
agcetcactcaaaggegglaatacggitatccacagaatcaggggataacgcaggaaagaacatgtgagceaaaaggecageaaaaggecaggaaccgta
aaaaggccgegttgeiggegtiittccataggelccgecceoctgacgageatcacaaaaatcgacgeicaagicagaggiggogaaacccgacaggact
ataaagataccapgeptticccectggaagctecctegtgegetetectpiteccgacectgecgetaccggataceigtecgecttictecettegggaageg
tggcgetticteatagetcacgetgtaggtatctcagitcggtgtaggtegticgetccaagetggactgtgtpcacgaacceecegticageccgaccgetg
cgecttatceggtaactategtetigagtccaacceggtaagacacgacttatcgecactggeageagecactgptaacaggatitageagagegaggtatgt
aggcggtpctacagagtictigaagiggtegectaactacggctacactagaaggacagtattigptatctgegetctgctgaagecagttaccticggaaaa
agagliggtagcicligatccggeaaacaaaccaccgolggtageggtggtititiigitgeaageageagattacgcgcagaaaaaaaggalclcaagaa
gatcctttgatetitictacggggtetgacgcteagtpgaacgaaaactcacgitaagggatttigpteatgapattatcaaaaaggatettcacctagatecttit
aaattaaaaatgaagtittaaatcaatctaaagtatatatgagtaaacttggtetgacagttaccaatgettaatcagtgaggeacctatetcagegatctgtetatt
tegticatccatagtigectgacteecegtegtgtagataactacgatacgggagg gettaccatctggecceagtgetgeaatgataccgegagacceacg
cleaccggctccagatitatcageaataaaccagecagocggaagggccgagegeagaagiggtectgeaactttatccgecticeatecagtctattaattgt
tgecgggaagetagagtaagtagitcgecagtaatagitigcgcaacgtigitgecatigctacaggcatcgtggtgteacgctegtegttggtatggetica
tteagetecggticccaacgatcaaggcgagitacatgatcccccatgiiglgeaaaaaageggitagetecticggicctccgategtigtcagaagtaagtt
geccpeagtgttatcactcatggttatggecageactgeataatictettactgteatgecatecgtaagatgettiictgtgactggrgagtactcaaccaagtceat
tcigagaatagtgtatgcgpegaccgagtigetetigeccggegtcaatacgggataataccgegecacatageagaactttaaaagtpeteatcattgpaaa
acgticttcgpggegaaaactetcaaggatcttaccgetgttgagatccagitcgatgtaacceactegtgeacceaactgatettcageatcttttactitcace
agcptitctgppipagcaaaaacaggaaggcaaaatgccgcaaaaaagggaataagggcgacacggaaatgtigaatactcatactcticcttittcaatar
attgaagcalttatcagggtattgicicatgagcggatacatatitgaatgtatitagaaaaataaacaaatag gg gticcgegeacatitccecgaaaagtgee
acctgacgtctaagaaaccattattatcatgacattaacctataaaaataggeglatcacgaggeccticgictegegegttteggtgatgacggtgaaaacet
ctgacacatgeagetcccggagacggtcacagettgtetgtaageggatgecgggageagacaagecegicagggegegteagegggtgtiggepggt
gleggggctggeltaactatgeggcatcagageagatigtactgagagtgeaccataacgcatitaagcataaacacgcactatgecgttettctcatgiatat
atatatacaggcaacacgceagatataggtecgacgigaacagtgagcetgtatgtgegeagetegegttgeatiticggaagegetegtiticggaaacgcetit
gaaghicctaticcgaagitcctaticictagetagaaagtataggaacticagagegetiiigaaaaccaaaagegeictgaagacgcactitcaaaaaacca
aaaacgcaccggactgtaacgagetactaaaatattgegaataccgeticcacaaacatigetcaaaagtatetertigetatatatetetgtgetatatecctata
taacctacecatecacctttegetectigaactigeatetaaactegacctctacatttittatgtitatctetagtattactetttagacaaaaaaattgtagtaagaac
taticalagagtgaatcgaaaacaatacgaaaatgtaaacatitcctatacgtagtatatagagacaaaatagaagaaaccgttcataattttctgaccaatgaa
gaatcatcaacgctatcactiictgticacaaagtatgegcaatccacategptatagaatataatcggggatgecittatcttgaaaaaatgeaccegeagett
cgctagtaalcagtaaacgegggaagtg gagtcaggettititiatggaagagaaaatagacaccaaagtagecttetictaaccttaacggacctacagtge
aaaaagtarcaagagactgeattatagagegcacaaaggagaaaaaaaglaatclaagatgctigiagaaaaatagegeecicgggalgeatimgtaga
acaaaaaagaagtatagaticttigtiggtaaaatagegcetetegegtigeatticigitctgtaaaaatgeagetcagattctttg titgaaaaattagegelcteg
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cgtigeatititgititacaanaatgaageacagaticticgttgptaaaatagepetttcgegtigeattictgtictgtaaaaatgeageicagatictitgtitpan

aaattagcgctctcgegtigcatittiptictacaaaatgaageacagatgcttegtigeitgeatgcaacticititetttirtitiettitcteictecccegitgiigtet
caccatatccgeaatgacaaaaaaaatgatggazgacactaaaggaaaaaatiaacgacasagacageaccaacagatgicgtightceagagcigatga

ggggtaicttcgaacacacgaaactiticcticcticaticacgeacactacteictaatgagcaacggtatacggecttccticcagtiacttgaattigaaataa
aaaaagittgccgetitgctatcaagtataaatagaceigcaatiatizatettitgiitectegicattgtictegitccetttcticettgittetttitetgeacaatatit
caagctalaccaagcatacaatcaactccaagetitgeaaagatg rataaageggaattaaticecgagectecanaanagaagagaaaggtcgaatigog
taccgcocgecaattittaatcaaagtgggaatattgetgatageteatigtceitcactttcactaacagtageaacggtecgaacctcataacaactcaaacaaa
tictcaagegetticacaaceaattgecteetctaacgticatgataacticatgaataatpaaatcacggetagtaaaatigatgatgpgtaataattcaaaaccac
tgtcacctggtiggacggaccaaactgegtataacgegtitggaatcactacaggpatgtitaataccactacaatggatgatgtatataactatctattcgatga
tgaagataccecaccaaaccecaaaaaaagagategaattettaatacgactcactatagppcecatgpacgaagaatecagticattcitatgtacetatpetg
agaalcgtgccaataagaagecaatacticctiagatgatgeaataaatatiaaaataaaacaaaacagaaggelg
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ceggtggtaccgggeccececic gaggtcgacggtatcgataagetitcgicaltgaaaagaaggataagaatggacgatgggaagaagetetegtt
gliccaggagateagaaaacagcaactgttceaaatcttaagpaggpagaagaatateaaticagaatitctgctcgtaacaaggetgzaactggaga
tectictgatcetictgate gtgtigttgegaagecaagaaaccttgetccaagaaticatcgtgaagatcttictgatacaactgteaaggteggagceac
tcicaagticattgticatattgatggtgagecageaccagatgtaacatggteaticaatggaaaaggaatcggagagagcaaggeicaaatigaaaa
tgagccatacatcicgagatttgentgoeaaaggeactticgtaageaaagtggaaaalataccateactgcaaccaacattaatggaactgacagigtc
actatcaatatcaaggtaaaaageaagcecaacgaaaccaaagggaccaatcgaggtaactgatgicticgaagatcgtgeaactetigactggaaac
caccagagpatpacggaggapgagecaattgagttclatgaaattgaaaagatgaacaccaaggacggaatetgggticcatgtggacgtagtggag
atacccacttcacagtegaticactcaacaagggagatcattacaagticegtgtcaaggetgicaacapgegaaggacetictgatccattggaaactg
aaaccgatatttiggetaaaaatccattigatcptccagatagaccaggtcptceagagecaacigattgggattctgatcatgtgatcicaagtgggat
ccactagtictagaagcgctgctaagggppccctegtegagicggteacaatcacctgaaactccaaaggeagecagtgaggaacgtgaagaaga
agaaaaagagicatctgaacaggttigattitetitetggicaaaaagatgaaatiatigatticageeagatactcecaaaactageagegagaagict
geaagtegttcacagtcgeccagagaatcgegpgaagtgagecaagagptatgittticaaaaatcaataactgatcataattittattgtitggtgaattt
aagaaaataataltcgaaaattccictgaattatcaagatigeagtattaatitcgagaaaaattgagataticatagagetatigtaaatitictigatttcag
actgaaacticgpaaaatcaagagaaaatcaaagaaaaggatgacggggatgatcagectggeacaccgaacagetatagaageocgggaaactic
. accagctccaazaaggiccaaggagaccaggtttgicaaaageticcigopattaaticicatticaattittcagagaatcagagtctectgaaaaatee
ccggticgticaagatctcccagaaggticttcageacgticecogtcacgatctcctagacggegecgagaaagaagetcagaaagaaagcaatecg,
aagagccageaccgotaccagagaaaaagaagaaagagecgetggatatictacgaacaagaaccggaggageatatattceacecgecaaactt
cgacttatgcaacaacagattagtgataagcaaagtgaacagratcagagaatgaattgppaaagaatgaagaaaaagattcacggattggttaacag
agtcaacgcegaagaatettpgttcaaatigtcagagaacticticaagagaatgtgattcgttcanagigaptgagaaaatcgaaggaagaggaaagaat
taattiaattittcaggggactictctgecgtgacattaticaagcteaggetttctcaccaggattctctaacgictatgcagetttggcggeagttatcaac
tcgaaaticcetcatgtcggtgaacttctictcegtegtetgattgtacagticaaaagaagiitcegtagaaatgacagaggegicacggtgaacgigat
cazaricatcgeacattigattaaicaacaaggetcacgaagicitgcgetggaaatcatgaticigatgeligaagaaccaactgatgaticagtiga
aglcgecatigegticctgaaagagtptggageaaagetictggagattgetccageagetcttaacagtgictacgacegicticgigeaaticicatg
gaaactgaaagaicggaaaatgcactgpatcpacglaticagtatatpattgagactgcaatpeagattcgaaag gacaaatitpcggtaaggtagaa
tatataaatagitattagaaaaaaataaattagaataatitaaaticctactagecaatcaggegacctttitgcgcatagtictattattgaaaaatitggag
aatticicatattcicpetepgaaatetggaaticgacgapatetictpgeticigtpeagetgeategettigigeteccttictegettgtetictgtgtaca
ccaagaaccitgttgapttcatcaactgaatetgigactggetigttgetcactggatgeactagacgactgattctegagaaatcagattgagtigegatt
agggigacclagaaatiggeaataatacgaacttitgaanatattcaggaggattaaaaaaattaticicgacaaicctacaaatitactiattgecaccatgt
tgctecaacatitticattaaaagttaatgaaaaaatgtagaaaateggaaatiggcaattitcagaccatttttaag cattitcaaaaaaaaatigcageiga
aataaatgicarmicagataaatcgagegatittetgitgieigacactaginitagittiaaaaaagnggaagaacaigglgcaataggtaatttcatag
aatttccatgigttittittcaattaaccaattatccaaatcticcaaactcacattttgepgagetgggctatcaagaatetgetgcagttttataagacgage
atctctgatatcactgaaaattaattittaatcaaaacttgaatatcaactaaacccactiattaactiicicgatcitctgtegticggtacgalgacggtgaa
paagccaatiglagtagtigatitgsticaagtectitcg gtgtigtacgteaptgtectgcaatgetatag ttataacttaggectaagattcaatitaatg
aagtgattadattigitcictgaaccicttaagatgatetittggattagaaacatataagacaggtitacctatctattaaaaaacagatcaaaatagatacg
accaaatcggataatccatgectacciggeatctaggaacgtgticltagaagatticttacgtaatcgtatgaagaaataacaattigatcgtiggccag
cazaaatagggtitttaagtgggatagtgtitttattagctaaceggaaaatittatagtittittttgeaagaaaccactgaaaaccecctaatigtatacatttt
ftggagcagenciggicitittgageaataaaattcgataaaacagaatitaagigtaaatigticacatttagtitctattitatcaaattttgtigctcaaaaa
cattcgaagctgctctaaaaaaatgeattaasanaggepiittcagtgptititcacattaaaaaagclaatittaactaaaaatccatcatatttccaactity
lcacaacaataaaatgctggtcaaaatgigticgaaaaaatgtitittittttaatittiataatitaaaaatagtittcitcgetgggacacatacattitgggce
gtaaatiticagticaaatttccattittacaaccataatcataaagetacgtcigatetetcicgeacttacctgegectgaticgaaagaacaaccgtage
caaaagaacaagaagaacaagcacglagtiptpptagtgpacgticatcacgeaatactgaccaatggtegiggggicicactttccgtactattgaga
gapgegagactgaagatggcaattgaggacagtgicttcgacgeacgcatgcatecataageataatccaggagggatggagagaaaaateitgttt
ctaageeecicectttgtaatacatacacatatctaataccgaagaatggetaattpaatggacgtcagetptigelgtagtigccaaggeatcategatg
anataactgaaagaaagaattaaataattattgcaggeogtatccggeggicattgaagactiggactigattgagpaggaggatcagatcatccataca
ctiaatitggaggatgcgptigatccggaaaatpggcttagtaagtgactgaccacacgeggggagcattaatitaatanattgaattecatttcagaigt
gttcaaactagatccagaaticgaaaagaacgaggaggtitatgaggagatccgtaaggaaatcattggaaacgcegatatitcggatgaggatppts
gcgacgagitpgalgatgaagaagapgglagigatgtggaagaggctecgaagaagactacagagattattgataatactgatcagaatigactgent
tcagaagglattcatitigagtttigg accppcaaatctgtaagtigecgattpccgaaaatitgetgaatitgccggaaaaaaaaaticeggaatitattta
aaaacttittgtaaaaattaaattaaatitgcaactittcagagaagtctacctgacaatgeaatcatcittggactaccaagaagetgetcacaaatigetg
azaatgaagaticcagacagcatgcaggicagegatgiigeaaagaaaaattitcgaccaaaaaaaccaaccaalCataaaatttaaaaaaaaacice
gittttcrtrtitatacgagaaaaaccaaaaaaatgtattitigecaaatictaaaatactalceccgaaattttcaatattiictetticagaacgaactetg
cgegalgetigtegangitgtpctcaacagegtacciacgagegaticlacggaatgeteatcgaacgttictgeegaciicgeetcgaataccageaa
tactttgaaaagelctgecaggacacgtattceacgaticaccgaatigacatcacaaaactgepgaatttggetogecttattgeteattigetetegacg
gatgctattgactggaagatittgpcepgatatgaaaatgaccgaagaggacacaacticttctggcagaatctatattaaatatatatitaatgaactigeg
gapgcgatgpgaatgpttaaacticaticgagagttactgatccgtgagtitcctagagagagtigtittcgtaticaattitccctattticagaactttgget
cattgcttigtiggatiaticccacgaactaatecgaacagegeacpatittegatcaacticttcacaatgattggattgggiggtitgacgitggaactic
glgaatggerggcaaagggrcicaagadgaagaaggpaatgctggalcagttgaaggccgaalcaageicagattcatogtogtcticggattegtca
gactegtetgaticticggatictgacgattcatcegactegtottcagaticctcateticticagaatcagagecagaaccaccgaagaaaagaagaa
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gaapgaacagtgaapagagitccaanaagaaggaaaaagagaataitggicgacgegatcglpgagacaagagapctgaacgtcatcgtgateana
gtgtggagaacaagpacaaggateptegacgicgecaggatictgacgasaateptepgecagaacgaggagatpaccgeaaggatcggagtaa
agategtegiegteaagactcggatgatgaggatcgaaaggicgtgaacgicgagaagaticagagpasagacgtcgeggagategggategac
Btgatcgaaacaaggatcaggaggatcaccgigaagatcgocgtgaccgaagcaaggatcgtgaggatcgacgtgatcgeogtegteatgactety
atgatgatcptasaactcglicggpatagaagigaagagcgaggaggacpteptegtgaagiggaalcggatgategacgeegacgicgtpaatit

caaattitanatacigaatattigtitttittcclattatitatttattctentigtg tiittnecigetttctaaaaaattaattcaatccaaatctaaacatgageggtt
tittticicittcegteteccaaticgtaticegetecteicatctgaacacaatgtgcaaghitatitatettcicgctitcatttcattaggac gt gg g gpaatt
Betggaagpgppasacacacaaaaggatpatggaaatgaaataaggacacacaatatgeaacaacaticaaticagaaatatggappaaggittaa
dagaanacataaaaatatatagaggaggaaggaaaactagiaaaaaataagcaaagaaattaggcgaacgatgagaatigtectcgetiggcaaaty
cgaatceglatgragagpcacgittppcgaagpcaaatgitcgptatggagatctgtaaaaaitittaagttgaaattipgtytigetetittacaaaattit

ccgattitepettgaaattacggteecaggtcicgacacptcticcaattittcaaaticasaapagectttaatgggctgtaptigetaatiteteptttitga

aaatttitcticegtttaatcpaaattigatgtattitatitatgatiticaataaatttcazagaaactggtgaaaactcggaaaatigtgaactacagiaateca
atcettaaaggegcacacctiitzaatgtccgceccaatac gatatitttttaagaticgtagageggecgecaccgeggtggagetecaattegecet

atagigagtegtattacaaticaciggecgtcgititacaacgtcgtgactgpgaaaacectggepttacceaacttaatcgectigcageacatoccec

cttcgecagetggegtaatagegaagaggeccgeaccgatcgeecitcecaacagtipeptagectgaatggegaatgggacgegeccigtageg

gegcattaagegeppoppptgteptpgttacgcacagegtgacegetacactigecagepcectagogeccgetectitcgetticticecticetttet
.cgccacgitcpeegpetitcecocgicaageictaaatcgpgggcteccittagggticegatttagigetitacggeacetegaceccaaaaaactigat
tagggtgatggticacgtagtgggceategecctgatagacgpititcgecctitgacgttgpagtecacgtictttaatagtggactctigticcaaact

Egaacaacactcaaccctatctoggictattctittgatitataagppatitigccgatitegaectattggitaaaaaatgagctgatttaacaaaaatitaa

Cgcgaattitaacaaaatattaacgtitacaatttcaggtpgcactiticggggaaatgtgegeggaacecctattigtttattittctaaatacattcaaatat

gtatccgctcatgagacaataaccctgataaatgcttcaataalattgaaaaaggaagagtatgagtaticaacatttccgtgtcgcccttattcccttttttg
cggcattttgocticctpttittpctcacccagaaacgetggtpaaagtaaaagatgctgaagatcagtigogtgcacgagtgggttacatcgaacigpa
{ctcaacageggtaapatecttgagagititcgocccgaagaacgtitccaatgatgageactitiaaagicigetatgiggegeggtattatcecgtatt
gacgccgpgcaagageaactcggicgecgeatlacactattctcagaatgactiggtigagtactcaccagitcacagaaaageatcttacggatggeat
gacagtaagagaaitatgcagigctgecataageatgagtgataacactgeggecaacttactictgacaacgatcggaggaccgaaggagetaacc
petiititcacaacatgggggateatgtaactegecttgategtigggaaceggagetgaatgaageeataccaaacgacgageglgacaccacgat
geetgtapcaatggcaacaacgtigegeaaactatiaactgpepgaactactiactetapeticccggeaacaattaatagactggatggaggeppata

aagtigcaggaccactictgegeicggeccticeggetggetggtitatigetpataaatctggageeggtpagegtgeptetegepgtateattgeap

cactgggpcragatgglaageccleecgtatcgtapttatctacacgacgpgcagitcaggeaactatggatgaacgaaatagacagatcgetgagat
aggtgecicactgatiaageatiggtaactgticagaccaagtitactcatatatacttiagatigatttaaaacticatitttaatitaaaaggatctagptyaa
gatcctittigataatcicatgaccaaaatcecitaacgigagitticpticcacigagegtcagaccecgtagaaaagatcaaaggatcticigagatee
ttitttictpcpcgtaateigetgetigeaaacaaaaaaaccaccgetaccageg gtegtitgtitpccggatcaagagetaccaactetititcegaaggt
aactggcticagcagagegeagataccaaataciglecttetagtptagecgtagitaggccaccacticaagaactetgtageaccgectacatacet

cgcicigetaateetgtiaccagtgpctgctgocagtggcgataagtegtptettaccggpttegacicaapacgatagttaceggataaggegeage

grteggeEcigaacggooapticptpcacacageccagetiggagegaacgacctacaccgaactgagatacctacageptgageattgagaaag

cgecacgeticcegaagggagaaaggeggacagetatceggtaageggeagggicggaacagpagagegcacgagggagetticeagegeeg
aacgcciggialctitatagtectgtegggtitcgocaccicigactigagegicgatiiitgtgatgetcgtcagggggaccgagectatgpaaaaacg

ccagcaacgeggectiittacgpticetggectttigetgpcettttgetcacatgticiticetgegttatecectgattetgtggataaceptattacepgect
Ttgagtgagetgataccgelicgergcagecgaacgacepagepeagegagicaglgapceagpaagoggaapgagegeccaatacgraaaccge
ciciceocgogegitggeopattcattaatgcagetggeacgacaggtitceegactggaaagegpgeagigagegeaacgeaattaalgtgagta

cctcactcattaggeaccecaggcetitacactitatgeticoggetectatgitgigtggaattgtgagcg gataacaatttcacacaggaaacagetatg

accatgattacgccaageicggaattaacectcactaaagggaacazaagetggggag patcctccaaaategicticegetotgaaaaacgaaapt
geaccliigacatccgaaaaaatgggcgaaaaaatgaaattgagetitttgggicgaaaaaaatgtitttagaatgctpagaacacgtiaaacacgaag
atcatatitatiitpagacceggatgetctgaasatgtctgacatagatitanaaaageatatatatatititcatittcaacgtganagitttgtgcaactttata
Baatcicetattggeacatigittittatitaacigaggeagtttitgaacacciittigaaacittgaaicictitgaagtatactgtcgaaaagactgacttga

gegticgaaatgecagaagaaaactatatttgaatctcgegetaaattgagaaatgeaaccgegetocactggacaatiggaaaaasaatitattegga
ggcgacaacgptattitcgaaarigantictgipiatittcicartitttataaattctictitgatttategttcg tttgtgagaaatttaattgtaticaaactititt

atagtaagata :
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coggtggtacegetagecgtacgaaccegggiictagaactagtggateccacttgagatcaacalgatcagaateccaatcagtggeiciggacga
cotggictatetggacgatcaaatggatititagecaaaatategptitcagtiiccaatggateagaaggiecticgeigngacagecttgacacggaa
citgtaatgatctcectigtigagigaatcgactgtgaagtggtatctecactacgtecacatggaacceagaticegteenggtgttcatcititcaattt
catagaactcaattggctctcctecgteatectetggtggtitccagtcaagagitgeacgatcticgaagacatcagtiacctegattgpeccliggtit
cgtiggetigettitacctigatatigatagtgacactgteagticcanaatgtiggtigeagtgatggtatatiitccactiigettacgaagtgectitggca
aagcaaatctcgagaigtatggctcatiticaattigagecttgetetcteegaticettticeatigaatgaccatg tacatctggtgetgecicaccaica
atatgaacaatgaacttgagagtggctecgaccttgacagttgtatcagaaagatettcacgatgaatictiggagceaaggttctiggencgeaacaac
acgatcagaaggatcagaaggalctecagticcapectigttacgagcagaaatictgaatigatatictictccctcettaagattiggaacagttgctgt
tttctgatctectggaacaacgagageticitcecategtceaticttatceitctittcaatgacgaaagettatcgataccgicgaccicgaggeg e
cctegtegagteggteacaatcacctgaaactccaaaggoagecagtgaggaacgtgaagaagaagaaaaagagtcatctgaacaggitigatittct
tictggtcaaaaagatgaaattatigattitcagccagatacteccaaaactagcagegagaagictgcaagtegticacagtcgeccagagaatcgeg
gpaaptgagccaagaggtatgttcaaaaatcaataactgatcataatitttatigitipgtgaatitaagaaaataataticgaaaattcctctgaattate
aagattgcagtatiaatticgagaaaaattgagataticatagagctatigtaaatiticttgatticagactgaaacticggaaaatcaagagaasatcaaa
gaaaaggatgacggggatgatcageclggeacaccgaacagetatagaagecgggaaacticaccagetccaaaaaggtecaaggagaccagst
ttgtcaaaagettectgegaraaticteatttcaatttticapagaatcagagtetectgaraaaleceegglicgticaagatcleccagaaggtcticag
cacgticccegleacgatcicetagacggogecgagaaagaageicagaaagaaagcaatccgaagagecagcaccgctaccagagaaaaagaa
gaaagagecegcetggatatictacgaacaagaaccggaggagceatatattccacceegecaaacticgacttatgcaacaacagattagtgataagcaa
agtgaacaglalcagagaatgaatigggaaagaatgaagaaaaagattcacggatiggitaacagagtcaacgegaagaatetipttcaaattgteag
agaacticticaagagaalgtgattcgticaaagtgagtgagaaaalcgaaggaaaaggaaagaattaatitaatttticaggggacticictgecgtgac
attattcaagcteaggetitctcaccaggattctetaacgtetatgeagetttggcpacagttatcaacicgaaaticecteatgteggtgaacttctictee
gtegtetpattgtacagticaaaagaaptitcegtagaaatgacagaggegteacggtigaacgtgatcaaattcategeacattigattaatcaacaagtt
gricacgaagncttgegelggaaatcalgatcigatgetigaagaaccaacigalgattcagtigaagicgecatigegiicclgaaagagtgtggag
caaagcttctggagattgetecageagetcttaacagtgictacgacegtettcgtgcaaticicatpgaaactgaaagatcggaaaatgeactggateg
acgtattcagtatatgatigagactgcaatgeagaticgaaaggacaaatttgeggtaaggtagaatatataaatagtttatiagaaaaaaataaatiaga
ataatttaaattectactagecaatcaggegacettttigegeatagtictattattgaaaaatttggagaatticteataticticgeteggaaateiggaatic
gacgagatctictggettctglgcagetgeategetttgtgetecctitctegettgtetictgtgtacaccaagaacctigttgagticatcaactgaateigt
gactgpctigttgcicactggatgcactagacgactgatictcgagaaatcagattgagtigegattagggtgaccetagaaattgggaataatacgaact
Itgaaaatattcaggaggattaaaaaaattattctcgacaatcctacaaartactattgeaccatgtigctecaacatitticattaaaagttaatgaaaaa
algtagaaaatcggaaatiggcaattticagaccatttitaageatiitcaaaaaaaaattgcagetgaaataaatgicattitcagataaatcgagegatitt
ctgtigtetgacactagiitttagtittaaaaaatg ttggaagaacatggtgcaataggtaatitcatagaatitceatgtgittitticaatiaaccaattatee
aaalcttccaaactcacattttgeggagetgggetatcaagaatctgetgeagttitataagacgagearcictgatatcacigaaaartazitinaatcaa
aacftgaataicaactaaacccactiattaactttcicgatcttctgtcgticggtacgatgacggtgaagaagccaatigtagtagtigatttggticaagtc
ctticggtgttgtacgtcagiptcctgeaatgetatitagtiataacttaggecetaagattcaatttaatgaagtgattaaattigttctetgaaccicitaagat
gatcttitggattagaaacatataagacaggiitacctatctattaaaaaacagatcaaaatagatacgaccaaatcggataatceatgectacetggeat
claggaacgigtctiagaagatticntacgtaatcgtatgaagaaataacaattigategiigpccageaaaaatagggiittaagigg gatagig ittiat
lagctaaccggaaaatittatagtittitittgcaagaaaccactgaaaaccecclaattgtatacartitttggageagettctggtetttttgageaataaaat
tcgataaaacagaatttaagtgtaaatigticacatttagtttctatittatcaaatittgtigetcaaaaacaticgaageigetctaaaaaaatgeattaaaaa
aggggtiticagtggtititcacattaaaaaagetaatitiaactaaaaatecateatatttceaactitgicacaacaataasatgetggicaaaatggiicg
aaaaaatgrtiitiittaattitiataattiaaaaatag titctitcgcigggacacatacatititgg gegtaaatiticagitcaaatticcattittacaaccat
aatcataaagctacgtctgatctctctcgeacttacetgegecetpaticgaaagaacaaccgtagecaaaagaacaagaagaacaageacglagiigt
ggtlagtggacgticatcacgeaatacigaccaatgptegtggggtetcaciccgraciatigagagagggpagacigaagatggeaattgaggaca
gtgtcticgacgeacgeatgeatceataageataatccaggagggatggagagaaaaatcitgitictaageecctcecttigtaatacatacacatatet
aataccgaapgaatggctaattgaatggacgtcagetgttgcigtagtigecaaggcateatcgatgaaataactgaaagaaagaattaaataattatige
aggcptatcoggeggteattgaagactiggacttgatigagpaggaggatcagatcatccatacacttaatiiggaggatgeggtigatccggaaaatg
ggcttagtaagigactgaccacacgeggggpgcattaattitaataaatigaaticcatitcagatgigticaaactagatccagaattcgaaaagaacga
ggaggitlatgaggagatccgtaaggaaatcatiggaaacgecgatatitcggatgaggatggtgecgacgagtiggalgatgaagaagagggtagt
gatgtggaagaggetccgaagaagactacagagattattgataatacigatcagaatigactgetttcagaaggtaticatirigagtettggpccggcaa
atctgtaagttgecggiigeegaaaatitgeigaatitgecggaaaaaaaaattcc g gaatttatttaaaaactitttg taaaaatiaaattaaattigcaactt
ttcagagaagtctacctgacaatgeaatcatctitggactaccaagaagetgeicacaaattgetgaaaatgaagattccagacageatgeaggtcage
gatgitgcaaagaaaaattticgaccaaaaaaaccaaccaatcatazaatitaaaaaaaaactecgtittittetttttttttatacgagaaaaaccaaaaaa
atgtatttttgccaaatictanaatactatcecegaaattttcaatatitictetticagaacgaacictgegegatgetigicgattgtigtgetcaacagegta
cctacgagcgattctacggaatgeicatcgaacgictgecgacticgecicgaataceagcaatactitgaaaageictgecagpacacgtaticeac
gattcaccgaattgacatcacaaaactgeggaatttggetegecitattgeteatttgetetegacggatgetattgactggaagatittggecgatatgaa
aatgaccgagaggacacaacticiictggeagaatctatattazatatatatitaatgaactiglggaggegatgggaatggttaaacticatiogagag
ttactgatccgtgagtitectagagagagtigititcgtattcaattitcectattttcagaactitggetcattgetitgitg gattaticecacgaactaatecg
aacagcgcacgattitcgalcaaciicttcacaatgatiggattgggtggtiigacgiggaacticgigaarggciggeaaagggicicaagaagaaga
agggaatgctggalcagtigaaggccgaatcaagetcagaticatcgtegtettcggaticgtcagactegtetgaticticg gatictgacpattcatee
gacteptettcapattccteateticttcagaatcagagecagaaccaccgaagaaaaagaagaagaagaacagigaagagagtitccaaaaagaag
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gaaaaagagaatatiggicgacggpatcgtpgagacaagagagcetgaacgtcalcgigalcaaagigiggagaacaaggacaaggalcgtegacg
tcgccaggatictgacgaaaategicggecagaacgaggagatgaccgeaaggatcggagtaaagalcgiogtcgtcaagactcggatgatgage
atcggaaapgicgtgaacgtcgggaagattcaggpraaapacgtcgeggagalcgggatcgacgtpatcgaaacaaggatcaggaggatcacceg
igaagatcgeegtgacegaageaaggateptaagatcpacgtgategeegtegicatgactctgatgatgategtaaaactegtepggatagaagt
gaagapcgagpgaggacgicgicgigaagtggaatcggatgaicgacgecgacgicgitgaattttcaaatittaaatactgaatattigttititcctat
atttatttarteictitptgtittitttctigetitctaaaaaattaattcaatccaaatctaaacatgageggitittitictetttcegteteccaatte gtattceget
ccictcatctgaacacaatgtgeaagiitattiatettctcpetticattitcattaggacgtggggegaattg gtopaagggrpaaacacacaaaaggatg
atggaaatgaaataaggacacacaatatgcaacaacaticaaticagaaatatggaggaaggittaasagaaaacataaaaatatatagaggapean
ggaasactagtaaaaaataagcaaagaaattaggegaacgatgagaattgtcctegetiggeaaatgepaatecptalggagagpgcacgtitggega
aggcaaatgitcggtatpgagatcigtaasaattitiaagitgaaattiggtpttgcicitttacaaaatittcegattticgettgaaattacgptoccaggtet
cgacacgtcttceaatttitcaaattcaaaagagectitaatgggctgtagitgctaattctegettttgaaaatitttcticcptttaatcgaaattigatgtatt
tatttatgatiticaataaatttcaaagaaactggtpaaaactcgpaaaaitgtgaactacagtaatccaatectiaaaggegeacacctittaaatgtoege
cccaatacgatatttttttaagaticgetagageggecgocaccgegptggageiccaaticgecctatagigagtegtattacaattcactggecgtegt
titacaacgieptgactgggaaaaccctegeptacccaacttaategectigeageacatceccecticgecagetpecgtaatagegaagaggcce
geaccgategeecttcocaacagtigegtapeetgaatggcgaatgggacgegeectptagegpeocattaagepeggeggptptegtegitacge
geagegigaccgetacactigecagegecctagegeecgetcctitcgetiteticeciecttteicgecacg ticgecggetitceccegtcaageteta
aatcgggggctecctitagggitccgatttagtgctttacgegcacctcgaccccaaalaacitgattagggigatgatticacgtaptggpccatcgeoct
gatagacgpititicgeocctitgacgtiggagtceacgtictttaatagtggactctigticcaaactggaacaacactcaaccctatcteggietatteiti
gatttataaggpatittgccgatricggoctattggitaanaaatgagetgatitaacaaaaatitaacgcgaattitaacaaaatattaacgtitacaaitica
ggtggeacitiicggepaaatgtpcgepgaacecciatitptttattiictaaatacattcaaatatgtatcegetcatgagacaataaceetgataaatpe
ticaataatattgazaaaggaagagtatgagtattcaacatitecgtgtepeccttattccctittigeggeattttgecticetgiititgetcacccagaaac
getgptgaaagtaaaagatgcigaagateagitgpgtacacgagtgaptiacatcgaactggatctcaacapeggtaagatectigagagtitcgee
ccgaagaacgtittccaatgatgageacttttaaagtictgetatgtgpogepatattatoccgtatigacgeeggpcaagageaactcggtepccpcat
acactatictcagaatgactipgttgagtactcaccagtcacagaaaageaicitacggatggcatgacagtaagagaattatgecagtgetgecataag
catgagtpataacactgcggecaacttactictgacaacgatcggaggaccgaaggagctaaccgetitttitcacaacatgggpeatcatptaacicg
ccttgategiigggaaccggapctgaatgaagecataccaaacgacgagegtgacaccacgatgeetgtageaatggcaacaacgtipegeaaact
anaactggcgaactacttactclageticccggeaacaattaatagaclggatgpaggacp gataaaptipeaggaccactictgegeicggeecttee
gEctgpctpatitattgetgataaatciggagecppigagegtpggtcicgcggtatcatigcageactggggecagatggtaageecteccgtategt
apttatctacacgacggpcagtcaggcaactatggatgaacgaaatagacagatcgeigagataggtgcctcactgattaageatigglaactgicag
accaagtitactcatatatactitagattgatttaaaacttcatttitaatttaaaaggatctaggrgaagatccttitigataatctcatgaccaaaatccettaz
cgtgagttttepticcactpagegicagaccoecgiagaaaagatcaaaggatetictigagatectititttctgegegtaateigetpettpcaaacaaaa
azaccaccgetaccageggipgtitgtiteccggatcaagagetaccaactetttitcegaaggtaactggettcagcagagegeagataccaaatact
giccttctagtgtagecgtagitaggecaccacticaagaactetgtagcaccgectacatacctcgetcrgetaatcctgitaccaptggeigetgecag
tggcpataagiegtptettaccgggrggacicaagacgatagitaceggataaggegeageggtegppetgaacgpgpagticgtgcacacagee
cagcttggagegaacgacctacaccgaactgagatacctacagegtgageattgagaaagegecacgettcccgaagggagaaaggeggacagg
tatccggtaagegpcapgetegpaacaggagagegeacgagggagcticcaggggpaacgectggtatetitatagtectgicgggittcpecac
ctetgacttgagegteganttigigatgcicgicagggeggccpagecialggaaaaacgecageaacgepgcctifitacggticetg pectttget
ggectitigeicacaighictitcctgegtiatcocctgatictgigpataaccgtattaccgecttgagtgagetgataccgetcgecgeagecgaacga
ccgapgegcagegagtcagtgagegaggaageggaagagegeccaatacgeaaaccgecteiceccgegegggccgattcattaatgeagety
geacgacagglticccpacipgazagepppcagtgagegeaacgcaattaatgigagttaccicactcattaggcaccecaggctttacactttatget
tccgpetcctatgttgtgtggaatigigageggataacaatticacacaggaaacagetatgaccatgattacgecaagceicggaattaaccetcactaa
agggaacaaaageigpggeggatcctccaazatcgicticegetetgaaaaacgaaagiggaccittgacatcegaaaaaatgggegaaaaaalga
aattgagettittggpicpaaaaaaaigtititagaatgctgagaacacgtiaaacacgaagatcatatttattttgagacecg gatgetetgaaaatgtety
acatagafttaaazaagcafatatatatiittcattitcaacgtgaaagttitgigcaactttatagaatcrectattg gcacangtititatitaacigagecag
tititgaacacettittgaaactitgaatctetitgaagtatactgtegaaaagactgactigagepticgaaatgecagaagaaaactatatitgaatctege
gctaaattgagaaatgeaaccgegeiccactggacaattggaaaaaaaatttattcggaggegacaacgptatiticgaaattgattttetgtgtatittct
catttittataaaticttetttgatitaicgitcgtitgtgagaaattiaatigiaticaaactittitatagtaagata
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<400> 1

gagtgcacca
ggcgaaattg
tcatttttta
gagatagggt
tccaacgtea
cccaaatcaa
agccecegat
aaagcgaaag
accacacceg
gcaactgttyg
ggggatgtgc
gtaaaacgac
ccecggggatc
gtattctata
gaaattgtta

cetgaggtge
tccagtceggyg

tatgcggtgt
taaacgttaa
accaataggce
tgagtgttgt
aagggcgaaa
gttttttgcg
ttagagetty
gagcgggcgce
ccgegettaa
ggaagggcga
tgcaaggega
ggccagtgaa
ctctagagte
gtgtcaccta
tcecgeteaca
ctaatgagtg
aaacctgtcyg

gaaataccgc
tattttgtta
cgaaatcggce
tccagtttgg
aaccgtetat
gtcgaggtgce
acggggaaag
tagggegetg
tgcgecgeta
teggtgeggy
ttaagttggyg
ttgtaatacg
gaaagcettet
aatagettgg
attccacaca
agctaactca
tgccagetge

acagatgegt
aaattcgegt
aaaatccctt
aacaagagtce
cagggcgatg
cgtaaagctc
ccggcgaacyqg
gcaagtgtag
cagggegegt
getettceget
taacgccagg
actcactata
cgcectatag
cgtaatcatg
acatacgagc
cattaattgc
attaatgaat
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aaggagaaaa
taaatatttg
ataaatcaaa
cactattaaa
gccecactacg
taaatcggaa
tggcgagaaa
cggteacget
ccattegeca
attacgeccag
gttttcecag
gggcgaattc
tgagtcgtat
gtcatagctg
cggaagcata
gttgegetea
cggecaacygc

tacecgcatca
ttaaatcage
agaatagacc
gaacgtggac
tgaaccatca
ccctaaaggg
ggaagggaag
gcgegtaace
ttcaggctge
ctggegaaag
tcacgacgtt
gagctcggta
tacagcttga
tttectgtgt
aagtgtaaag
ctgccecgett
gcgggygagag

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
B40
900
960
1020



gcggtttgeg
tteggetgeg
caggggataa
aaaaggocge
atcgacgete
cccctggaag
ccgeetttet
gtteggtgta
accgctgege
cgceactgge
cagagttett
gcgectctget
aaaccaccgc
aaggatctca
actcacgtta
taaattaaaa
gttaccaatg
tagttgectg
ccagtgctge
accagecage
agtctattaa
acgttgttgg
tcagctccgg
cggttagctce
tcatggttat
ctgtgactgg
gctcttgeee
tcatcattgg
ccagttcgat
gecgtttctgg
cacggaaatg
gttattgtet
ttcegegeac
cattaaccta
acggtgaaaa
atgccgggag
ggcttaacta

tattgggcge
gcgageggta
cgcaggaaag
gttgetggey
aagtcagagg
cteectegtg
ceetteggga
ggtegttcege
cttatccggt
agcageccact
gaagtggtgy
gaagccagtt
tggtageggt
agaagatcct
agggattttg
atgaagtttt
cttaatcagt
acteecegte
aatgataccg
cggaagggcce
ttgttgcecgg
cattgctaca
ttcecaacga
ctteggtect
ggcagcactg
tgagtactca
ggcgtcaata
aaaacgttect
gtaacccact
gtgagcaaaa
ttgaatacte
catgagcgga
atttcceega
taaaaatagg
cctetgacac
cagacaagcc
tgeggcatca
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tcttecegett
tcageteact
aacatqgtgag
tttttcgata
tggcgaaacc
cgctetectyg
agcgtggege
tccaagetgg
aactatecgte
ggtaacagga
cctaactacg
accttcggaa
ggtttrttttg
ttgatctttt
gtcatgagat
aaatcaatct
gaggcaccta
gtgtagataa
cgagaceeac
gagcgcagaa
gaagctagag
ggcatcygtgyg
tcaaggcgag
ccgatcgttg
cataattctce
accaagtcat
cgggataata
teggggegaa
cgtgcaccea
acaggaaggc
atactcttcce
tacatatttg
aaagtgecac
catatcacga
atgcagctcece
cgtcagggey
gagcagattg

cctogeteac
caaaggcggt
caaaaggcca
ggctecgeceo
cgacaggact
ttececgacect
tttctcatag
gctgtgtgca
ttgagtccaa
ttagcagage
gctacactag
aaagagttgg
tttgcaagca
ctacggggte
tatcazaaag
aaagtatata
tctcagcgat
ctacgatacqg
gctcaccggce
gtggtecctge
taagtagttc
tgtcacgete
ttacatgatc
tcagaagtaa
ttactgteat
tctgagaata
gtgtatgaca
aactctcaag
actgatettc
aaaatgecege
tttttcaata
aatgtattta
ctgacgtcta
ggececttteg
cggagacggt
cgtcagoggyg
tactga

tgactcegetyg
aatacggtta
gcaaaaggcce
ccctgacgag
ataaagatac
gcegettacce
ctcacgctgt
cgaaccegee
ccecggtaaga
gaggtatgta
aaggacagta
tagctcttga
gcagattacy
tgacgctcag
gatcttcacc
tgagtaaact
ctgtctattt
ggagggetta
tccagattta
aactttatcc
gccagttaat
gtegtttggt
ccecatgttg
gttggecegca
gccatccgta
cecgegeoocygy
tagcagaact
gatcttaccyg
agcatctttt
aaaaaaggga
ttattgaagc
gaaaaataaa
agaaaccatt
tctegegegt
cacagcttgt
tgttggcgag

cgeteggteg
tccacagaat
aggaaccgta
catcacaaaa
caggcgtttc
ggatacctgt
aggtatctca
gttecagecey
cacgacttat
ggcggtgcta
tttggtatct
tceggcaaac
cgcagaaaaa
tggaacgaaa
tagatcettt
tggtctgaca
cgttcatcca
ccatctggcece
tcagcaataa
gccteccatce
agtttgcgea
atggcttcat
tgcaaaaaag
gtgttatcac
agatgctttt
cgaccgaqgtt
ttaaaagtge
ctgttgagat
actttcacca
ataagggcga
atttatcagg
caaatagggyg
attatcatga
ttcggtgatg
ctgtaagcygg
tgtoegggget

1080
1140
1200
1260
1320
1380
14490
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3216

<210> 2

<211> 6460

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: ADN plasmidico

<400> 2

ctagcatgaa cacgattaac atcgctaaga acgacttcte tgacatcgaa ctggctgcta 60
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tececgttcaa
ttgagcatga
ttaaagctygg
ctaagatgat
gcccgacage
ttaagaccac
gcgcaategg
ctaagcactt
agaaageatt
aggcgtggte
tgctcattga
aagactctga
gtgcgetgge
ctggcattac
ctcacagtaa
cgattaacat
acgtaatcac
aactccecgat
gtgctgcege
agttcatget
acatggactg
tgaccaaagg
ggctgaaaat
teaagttcat
acacttggtg
ctggggtaca
cttgetetgg
ttaacttget
acgagattct
atgagaacac
aatggctggce
acgggtccaa
ttgattcogy
agctgatttg
ttaagtectge
ttegcaageg
acaagaagece
ctaccattaa
ctcectaactt
acgagaagta
ctgacgctge
gtgatgtact
acaaaatgcc
acttcgegtt
gatcgeceate
catgctecttt
ttaatttectt
caaaaataga

cactectgget
gtecttacgag
tgaggttgcg
tgcacgeatc
ctteccagttce
totggcttge
tcgggcoatt
caagaaagac
tatgcaagtt
ttcatggcat
gtcaaccygga
gactatcgaa
tggcatctet
tggtggtggco
gaaagecactg
tgcgcaaaac
caagtggaag
gaaaccggaa
tgctgtgtac
tgagcaagec
gcgeggtogt
actgecttacg
ccacggtgea
tgaggaaaac
ggctgagcaa
gcaccacggc
catccagcac
tcctagtgag
acaagcagac
tggtgaaatc
tcacggtgtt
agagttcgge
caagggtccg
ggaatctgtyg
tgetaagetyg
ttgegetgtg
tattcagacyg
caccaacaaa
tgtacacagc
cggaatcgaa
gaacctgttce
ggctgatttce
agcacttceg
cgcgtaacca
tcgegeeegt
ctecectgtge
tgttttttag
attaattegt
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gaccattacyg
atgggtgaag
gataacgctyg
aacgactggt
ctgcaagaaa
ctaaccagtg
gaggacgagy
gttgaggaac
gtcgagygctyg
aaggaagact
atggttaget
ctegeacctg
ccgatgttee
tattgggcta
atgcgetacy
accgcatgga
cattgteccegyg
gacatcgaca
cgcaaggaca
aataagittg
gtttacgcceg
ctggcgaaag
aactgtgcgg
cacgagaaca
gattctcoegt
ctgagetata
ttctccgega
accgttcagy
gcaatcaaty
tctgagaaaqg
actcgeagtyg
ttcecgtcaac
atgttcacte
agegtgacgyg
ctggetgetyg
cattgggtaa
cgcttgaace
gatagcgaga
caagacggta
tcttttgeac
aaagcagtgce
tacgaccagt
gctaaaggta
tggtattgat
gcetcotgact
tccecaccece
cttcttttaa
aataazaagt

gtgagegttt
cacgcttceg
cogecaagee
ttgaggaagt
tcaagccgga
ctgacaatac
ctecgettegg
aactcaacaa
acatgctete
ctattcatgt
tacaccgcca
aatacgctga
aaccttgcegt
acggtcgteg
aagacgttta
aaatcaacaa
tcgaggacat
tgaatcetga
gggctegeaa
ctaaccataa
tgtcaatgtt
gtazaccaat
gtgtcgataa
tcatggettg
tctgetteet
actgcteect
tgctcecgaga
acatctacqgg
ggaccgataa
tcaagctggg
tgactaagceg
aagtgctgga
agccgaatea
tggtagectge
aggtcaaaga
ctcctgatgg
tgatgttect
ttgatgcaca
gccacctteg
tgattcacga
gegaaactat
tcgctgacca
acttgaacct
atctgagete
tctaagtcca
tatttttygtt
gktcacctcta
cgaaaaaaat
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agetcgegaa
caagatgttt
tctcatcact
gaaagctaag
agecgtageyg
aaccgttcag
tcgtatcegt
gegcegtaggyg
taagggtcta
aggagtacgce
aaatgcetgge
ggctatcgcea
agttceteet
tectetggeg
catgcetgag
gaaagtccta
ccctgogatt
ggctceteoace
gtctegeegt
ggcecatctgg
caacccgcaa
cggtaaggaa
ggttecgtte
cgctaagtct
tgcgttctge
tcegetggeg
tgaggtagat
gattgttgct
cgaagtagtt
cactaaggca
ttecagtcatg
agataccatt
ggctgcetgga
ggttgaagca
taagaagact
tttecetgtg
cggtecagttce
caaacaggag
taagactgta
cteectteggt
ggttgacaca
gttgcacgag
ccgtgacatce
cgcatcggec
attactette
attatcaaaa
acaatgaaat
tgtgetccct

cagttggcce
gagegtcaac
accctactce
cgcggcaage
tacatcacca
gotgtagcaa
gaccttgaag
cacgtctaca
cteggtggeg
tgcatcgaga
gtagtaggtc
acccgtgcayg
aagccgtgga
ctggtgcgta
gtgtacaaag
geggtegoca
gagcqgtgaag
gegtggaaac
atcagccttg
ttcecttaca
ggtaacgata
ggttactact
cctgagegea
ccactggaga
tttgagtacy
tttgacgggt
ggtcgegegy
aagaaagtca
accgtgaceyg
ctggetggte
acgctggett
cagccagcta
tacatggcta
atgaactgge
ggagagattc
tggcaggaat
cgcttacago
tctggtateg
gtgtgggeac
accattecgg
tatgagtctt
tcteaattgg
ttagagtcgg
gctgtcatca
aacatcecta
aaacttcotte
tgtgtagatt
ccceccatta

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
15860
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940



ataataattc
cttctgataa
atgttacgtt
acgtcaaatc
tgaaagttta
tcaagagttt
caagaaagat
aatttgaaag
atataccaaa
ttcggtgatg
ctgtaagegg
tgtcgggget
cqggtgtgaaa
cctcgtgata
aggtggcact
ttcaaatatg
aaggaagagt
ttgccttect
gttgggtgca
ttttegecece
ggtattatce
gaatgacttyg
aagagaatta
gacaacgatc
aactcgectt
caccacgatg
tactctaget
acttctgege
gegtgggtet
agttatctac
gataggtgee
ttagattgat
taatctcatg
agaaaagatc
aacaaaaaaa
ttttecgaag
gcecgtagtta
aatcctgtta
aagacgatag
gcecagettyg
aagcgecacg
aacaggagag
cgggtttege
cctatggaaa
tgctcacatg
tgagtgagct
ggaagcggaa
atgcagctgg

tatcccaaaa
attttttttg
tcagtttatg
atgctcatcg
tgaaattaat
cgaggacggce
€ggaagaagg
tggagtagtg
cataactgtt
acggtgaaaa
atgccgggag
ggcttaacta
taccgcacag
cgcetatttt
tttcggggaa
tatcecgetca
atgagtattc
gtttttgcte
cgagtgggtt
gaagaacgtt
cgtattgacg
gttgagtact
tgcagtgctg
ggaggaccga
gatcgttggg
cctgtageaa
tececeggcaac
teggeectte
cgeggtatea
acgacgggga
tecactgatta
ttaaaactte
accaaaatce
aaaggatctt
ccaccgcectac
gtaactgget
ggccaccact
ccagtggcectyg
ttaccggata
gagcgaacga
cttecccgaag
cgcacgaggg
cacctctgac
aacgecagcea
ttcttteetg
gataccgctc
gagcgcccaa
cacgacaggt
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tctacacaat
aaacatcata
accgcaattt
tgaaaaagtt
tttectgett
gtttttcttg
tttgggtttg
tctatggggt
tectactagt
cctctgacac
cagacaagcc
tgcggcatca
atgcgtaagg
tataggttaa
atgtgegegg
tgagacaata
aacatttccg
acccagaaac
acatcgaact
ttccaatgat
ccgggcaaga
caccagtcac
ccataaccat
aggagctaac
aaccggagct
tggcaacaac
aattaataga
cggctggetyg
ttgcagceact
gtcaggcaac
agcattggta
atttttaatt
cttaacgtga
cttgagatce
cagcggtggt
tcagcagage
tcaagaactce
ctgccagtgg
aggcgceageyg
cctacaccga
ggagaaaggc
agcttccagyg
ttgagcgtceg
acgeggectt
cgttatccce
gccgcagecg
tacgcaaacce
ttccecgactg

gttctgtgta
gaaaaaaccqg
ttatttctte
ttggagtatt
ttgctttttg
ctaaaatcac
aggctcagtg
ttttgcctta
cggccgtacg
atgcagctcc
cgtcagggcg
gagcagattg
agaaaatacc
tgtcatgata
aacccctatt
accctgataa
tgtegeectt
gectggtgaaa
ggatctcaac
gagcactttt
gcaactcggt
agaaaagcat
gagtgataac
cgettttttg
gaatgaagcc
gttgcgcaaa
ctggatggag
gtttattget
ggggccagat
tatggatgaa
actgtcagac
taaaaggatc
gttttegtte
tttttttetg
ttgtttgeceg
acagatacca
tgtagcaccg
cgataagteg
gtcgggetga
actgagatac
ggacaggtat
gggaaacgcec
atttttgtga
tttacggttce
tgattctgtg
aacgaccgag
gectetecce
gaaagcgggce

35

cacttecttat
cacacaaaat
gcacgtetgg
tttggaattt
ggggtttcce
aagtattgat
gaaggtgagt
aatgacagaa
ggeccttteg
cggagacggt
cgtcageggg
tactgagagt
gcatcaggcg
ataatggttt
tgtttatttt
atgcttcaat
attcecctttt
gtaaaagatg
agcggtaaga
aaagttctge
cgccgeatac
cttacggatg
actgcggeca
cacaacatgg
ataccaaacqg
ctattaactg
gcggataaag
gataaatctg
ggtaagcect
cgaaatagac
caagtttact
taggtgaaga
cactgagcgt
cgegtaatet
gatcaagagc
aatactgtce
cctacatacc
tgtcttaccyg
acggggggtt
ctacagegtg
ccggtaageg
tggtatcttt
tgctegtcag
ctggectttt
gataaccgta
cgcagcgagt
gcgegttgge
agtgagcgea

gtttttttta
accttatcat
gcetctcatg
ttcaatcaag
ctattgtttg
gagcacgatg
agaagttgat
tacattccca
tctegegegt
cacagcttgt
tgttggcggy
gcaccatatg
gecttaaggg
cttagacgtce
tctaaataca
aatattgaaa
ttgcggeatt
ctgaagatca
tcettgagag
tatgtggcgc
actattctca
gcaltgacagt
acttacttet
gggatcatgt
acgagcgtga
gcgaactact
ttgcaggacc
gagccqgtga
ccegtategt
agatcgctga
catatatact
tcetttttga
cagaccccgt
gctgettgea
taccaactct
ttctagtgta
tcgectetget
ggttggactc
cgtgcacaca
agcattgaga
gcagggtegg
atagtcectgt
gggggcyggag
gctggeettt
ttaccgeett
cagtgagcga
cgattcatta
acgcaattaa

3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3500
3860
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
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tgtgagttag
gttgtgtgga
cgccaagctt
tggagaacgg
gcttectetg
gaaggtccta
aaaatgtatce
ccctectttt
ccgttgaaaa
tataatcatc
atactaacat

<210>3
<211> 8330
<212> ADN

ctcactcatt
attgtgageg
gcatgectge
agcatgagca
agcccgettt
gatgcattcy
tgggtetett
gcaacaagca
taaataccga
tcactggatce
aacatagaac

<213> Secuencia Artificial

<220>

ES 2320527 TS5

aggeacceca
gataacaatt
aggtcgactc
ttttcgaagt
ccttatatac
tttgaaaata
tattgtgtac
gctegaatgt
acaacatttg
ceccgggattyg
attttcagga

ggctttacac
tcacacagga
tagaggatca
tttttagatg
ccgeattctg
ctcceggtgg
actacttttce
tctagaaaaa
ctctaattgt
gccaaaggac
ggacccttgg

<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: ADN plasmidico

<400> 3
gttgtegtaa
agctcagtgt
cttctetect
ctagcatttc
cttygggttac
gaatgatact
tgactgctec
tctctgacat
gtttageteg
tcegeaagat
agcctceteat
aagtgaaagc
cggaagcegt
atacaaccgt
teggtegtat
acaagegegt
tctctaaggg
atgtaggagt
gccaaaatgce
ctgaggctat
gegtagttee
gtegtectet
tttacatgce
acaagaaagt
acatccetge
ctgaggctcet
caagtctege

agagatgttt
tggctgtgtg
gctetegett
ttactttatt
agccgtcaac
aacataacat
aaagaagaag
cgaactggcet
cgaacagttg
gtttgagcgt
cactacccta
taagcgegge
agcgtacatc
tcaggetgta
cegtgacett
agggcacgtce
tctactcggt
acgctgeatc
tggcgtagta
cgcaacccgt
tcetaagecey
ggcyctggtg
tgaggtgtac
cctageggtce
gattgagegt
caccgcegtag
cgtatcagee

ttattttact
ctegggetece
atcacttctt
tatttetttc
agatcccegg
agaacatttt
cgtaagctca
gctatecegt
gececettgage
caacttaaag
ctcectaaga
aagcgcecga
accattaaga
gcaagcgcaa
gaagctaagce
tacaagaaag
ggcgaggegt
gagatgctca
ggtcaagact
gcaggtgcge
tggactggea
cgtactcaca
aaagcgatta
gccaacgtaa
gaagaactcce
aaacgtgctg
ttgagttcat

ttacaccggqg
tgccaceggc
cattcattet
aattttcaat
gattggccaa
caggaggacc
tgaacacgat
tcaacactct
atgagtctta
ctggtgaggt
tgattgcacg
cagecctteca
ccactctgge
tcggteggge
acttcaagaa
catttatgca
ggtcttegty
ttgagtcaac
ctgagactat
tggetggeat
ttactggtgg
gtaagaaagc
acattgcgea
tcaccaagtg
cgatgaaace
ccgetgetgt
gcttgagcaa

36

tttatgcttce
aacagctatg
agageatttg
cactagaaca
cagccttaca
gtgraaagag
catgtaccga
ggtggaaaat
gaaattagaa
ccaaaggtat

tectctetet
ggecteatet
tattecetttt
tttcagataa
aggacccaaa
cttgcttgga
taacatcgct
ggctgaccat
cgagatgggt
tgcggataac
catcaacgac
gttcctgeaa
ttgcectaace
cattgaggac
aaacgttgag
agttgtcgag
gcataaggaa
cggaatggtt
cgaactcgca
ctetecgatg
tggctattag
actgatgege
agacaccgea
gaagcattgt
ggaagacatc
gtaccgceaag
gccaataagt

cggctcgtat
accatgatta
aatcagaata
aagcgtgttg
gaatgttcta
acgcagacyy
atgtgagtcg
agtataaata
atctteozaac
gtttcgaatg

ctygccagcac
tcttetteott
catcatcaaa
aaccaaacta
ggtatgttte
gggtaccgga
aagaacgact
tacggtgage
gaagcacgct
getgecgeca
tggtttgagy
gaaatcaagc
agtgctgaca
gaggeteget
gaacaactca
getgacatyge
gactctatte
agcttacacc
cctgaatacg
ttccaacctt
gctaacggtc
tacgaagacg
tggaaaatca
ccggtecgagg
gacatgaatc
acaaggctcg
ttgetaacea

5880
5840
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6460

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840C
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620



taaggccate
tgttcaacce
caatcggtaa
ataaggttte
cttgcgctaa
tecttacgtt
cectteeget
gagatgaggt
acgggattgt
ataacgaagt
tgggcactaa
agcgttcagt
tggaagatac
atcaggctge
ctgecggttga
aagataagaa
atggtttcee
teccteggtea
cacagaaaca
ttegtaagac
acgactcctt
ctatggttga
accagkttgca
acctccgtga
acgggccctt
tceeggagac
gegegteage
ttgtactgag
accgcatcag
ataataatgg
atttgtttat
taaatgctte
cttattcecet
aaagtaaaag
aacagcggta
tttaaagtte
ggtcgecgea
catcttacgg
aacactgcgg
ttgecacaaca
gecataccaa
aaactattaa
gaggcggata
gctgataaat
gatggtaagc
gaacgaaata
gaccaagttt
atctaggtyga

tggttecett
gcaaggtaac
ggaaggttac
gtttectogag
gtctecactyg
ctgctttgaqg
ggegtttgac
aggtggtege
tgctaagaaa
agttaccgtyg
ggcactgget
catgacgcetg
cattcagcca
tggatacatg
agcaatgaac
gactggagag
tgtgtggcag
gttcecgctta
ggagtctggt
tgtagtgtog
cggtaccatt
cacatatgag
cgagtcteaa
catcttagag
tegtetegeg
ggtcacaget
gggtattgge
agtgcaccat
gcggecttaa
tttcttagac
ttttectaaat
aataatattg
tttttgecgge
atgctgaaga
agatccktga
tgctatgtagg
tacactattc
atggeatgac
ccaacttact
tgggggatea
acgacgagcyg
ctggcgaact
aagttgcacy
ctggageegy
cctcecegtat
gacagatcgc
actcatatat
agatcctitt
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acaacatgga
gatatgacca
tactggctga
cgcatecaagt
gagaacactt
tacgctgggg
gggtcttget
geggttaact
gtcaacgaga
acggatgaga
ggtcaatgge
gettacgggt
gctattgatt
gctaagetga
tggcttaagt
attcttcgea
gaatacaaga
cagcctacca
atcgectccta
gcacacgaga
ccggotgacg
tcttgtgatg
ttggacaaaa
teggactteg
cgttteggtg
tgtctgtaag
gggtgtcggg
atgeggtotg
gggeetegtyg
gtecaggtgge
acattcaaat
aaaaaggaaqg
attttgcctt
tcagttgggt
gagttttcge
cgeggtatta
tcagaatgac
agtaagagaa
tctgacaacg
tgtaactege
tgacaccacy
acttactcta
accacttctg
tgagcgtyggy
cgtagttate
tgagatagqgt
actttagatt
tgataatete

ctggegeggt
aaggacgtet
aaatccacgg
tcattgagga
gatgggctga
tacagecacca
ctggcatcca
tgettectag
ttctgcaage
acactggtga
tggecttacgg
ccaaagagtt
ceggeaagygy
tttgggaatc
ctgctgectaa
agegttgege
agcctattca
ttaacaccaa
actttgtaca
agtacggaat
ctgegaacct
tactggetga
tgccagecact
cgttcgegta
atgacggtga
cggatgccgg
gctggetiaa
aaataccgca
atacgcctat
acttttcggg
atgratecgc
agtatgagta
cectgtttttyg
gcacgagtgg
cccgaagaac
tecegtattg
ttggttgagt
ttatgcagty
atcggaggac
cttgatcgtt
atgcetgtag
gcttecegge
cgcteggece
tctegeggta
tacacgacgg
gcectecactga
gatttaaaac
atgaccaaaa

37

tcgtgtttac
tacgetggca
tygcaaactgt
aaaccacgag
gcaagattct
cggectgage
gcacttetee
tgaaaccgtt
agacgcaatc
aatectetgag
tgttactege
cggcttecgt
tetgatgtte
cgtgagegtyg
gctgctgget
tgtgecattgg
gacgecgettyg
caaagatagc
cagccaagac
cgaatetttt
gttcaaagca
tttctacgac
tccggetaaa
agggcccact
aaacctctga
gagcagacaa
ctatgcggea
cagatgcgta
ttttataggt
gaaatgtgeg
tcatgagaca
ttcaacattt
ctcacccaga
gttacatcga
gttttccaat
acgccgggea
actcaccagt
ctgccataac
cgaaggagct
gggaaccgga
caatggcaac
aacaattaat
ttcecggetag
tcattgcage
ggagtcagge
ttaagcattg
ttcattttta
tececttaacy

gctgtgteaa
aaaggtaaac
gegggtateg
aacatcatgyg
ccgttetget
tataactgct
gogatgetoc
caggacatct
aatgggaccg
aaagtcaagce
agtgtgacta
caacaagtgc
actcagccga
acggtggtag
getgaggtea
gtaactcctg
aacctgatgt
gagattgatg
ggtagccacc
gcactgattc
gtdcygocgaaa
cagttcgeta
ggtaacttga
agtcggcegt
cacatgcage
gccegtcagg
tcagagcaga
aggagaaaat
taatgtcatg
cggaacceet
ataaccctga
cogtgtegee
aacgctggtyg
actggatctc
gatgagcact
agagcaacte
cacagaaaag
catgagtgat
aaccgetttt
gctgaatgaa
aacgttgege
agactggaty
ctggtttatt
actggggceca
aactatggat
gtzactgtca
atttaaaagg
tgagtttteg

1680
1740
18060
1860
1520
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500



ttccactgag
ctgogegtaa
ccggatcaag
ccaaatactg
ccgectacat
tcgtgtctta
tgaacggggyg
tacctacage
tateeggtaa
gectggtate
tgatgctegt
ttectggect
gtggataacc
gagcgcageg
cccgegegtt
ggcagtgage
cactttatgc
ggaaacaget
actattctca
acqctaacaa
ttccttgeaa
ccttctttga
cacacactca
atgacaaggg
ttggagecccce
cttatcgaac
cattaatcga
tccecgatttg
acatccgtag
ttgaagttta
caaaagtttt
ttgttttaaa
caattaaaag
tagaagtitg
gcgtaaaatt
accgtgette
ttgccttate
tttatattta
caccacctce
tgcegeggte
ggtattacta
cattattece
cttettgtet
gagttctagt
aaaaaagttqg
aaaaaaaaat
tctegattea
gagagaattt

cgtcagacec
tctgetgett
agctaccaac
tecttetagt
acctegetet
ccgggttgga
gttegtgeac
gtgagcattg
geggeagygt
tttatagtee
caggggggcg
tttgetggce
gtattaccge
agtcagtgag
ggccgattca
gcaacgcaat
ttceggeteg
atgaccatga
tttaaatttt
cttggaaatg
aattecggtge
cttctetett
gagttcticy
cggattatta
gtgtggggca
gtegecatgag
ttcatagact
taaaaggaag
taagtcttee
aattttaaaa
ttcaagaact
tttaatattt
aatttgccga
tttttazaaqg
agttgttgtyg
ctctecacttg
aagagcgtecg
tgtaggtcac
gcectecagea
gtgaatgcac
cacgtcatcg
cttggtgtat
tecegtccatt
tcttgttcta
ataaagaaaa
tceceaccect
attttttget
acaaacagaa
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cgtagaaaag
gcaaacaaaa
tctttttecy
gtagcecgtag
gcetaatoctyg
ctcaagacga
acagcccage
agaaagcgce
cggaacagga
tgtcgggttt
gagcctatgyg
ttttgctcac
ctttgagtga
cgaggsageg
ttaatgcage
taatgtgagt
tatgttgtgt
ttacgeccaag
cagagcttaa
aaataagctt
tttcttcaaa
tccgecaaaa
acakgataaa
tcgatcgata
getgctetea
ccattctttc
cceatattee
aggctgacga
ttttaageeyg
aataaaaatt
ctagaaaaac
atcttaagat
tttagaataa
aaaaacacga
ataatagtga
acccaacagy
tctcttteac
aaaaaaaaaq
gcacacaatc
cacattcgac
ttgttegtag
tgattttttt
tagattttat
aaagtctagyg
ctggttattce
cgettgttte
gegetetgto
atgaaaaaaa

atcaaaggat
a aaccaccgc
aaggtaactg
ttaggccacc
ttaccagtgg
tagttaccgyg
ttggagcgaa
acgetteeeg
gagcgcacga
cgccacctet
aaaaacgeca
atgttettte
gctgatacceg
gaagagcgee
tggcacgaca
tagcteacte
ggaattgtga
ctgtaagttt
aaatggctga
gcatgeetge
gagaaactti
agcctageat
gtgtttcatt
ttgaagacaa
atatattact
ttctttatge
ttgatgaagg
tgttaggaaa
acacttttta
agtttcaatt
tagettaatt
gtaattacga
aagtcttcag
aaaaagaaca
tcegetgtet
aaaaaaaaac
ccagtaacaa
tgatgeagtt
atcttcgtagt
gcgeaactac
teteccgete
taaatggtac
ctggaaattt
tcagacatac
agaaagagtg
tcaaaatatg
tgccaaagtg
gttggccaaa

38

cttcttgaga
taccagcggt
getteageay
acttcaagaa
ctgetgeeag
ataaggcgea
cgacctacac
aagggagaaa
gggagettcee
gacttgageg
gcaacgcgge
ctgegttatc
ctegecgeag
caatacgcaa
ggtttecega
attaggcacc
gcggataaca
aaacatgatc
aatcactcac
agagcaaaaa
tgaagteggce
ttttattgat
ggcactegec
actecaaatyg
agggagacga
actectetica
tgtgggtttt
aagagaacgyg
gacagecattc
ttttttaatt
catgggtact
gaagecttttt
aaatgagtaa
ctatttatet
atttgcactc
atcacgtctg
aaaaaatttg
ttgtgggtcyg
gttetegacy
acaccacact
tttegteecce
accactcctyg
ttttaaaatt
attttctatt
tgtctegttg
agatcaacgy
tgbgtgteeg
taatgaagtt

tecttttttt
ggtttgtityg
agcgcagata
ctetgtagea
tggcgataag
gcggtoggge
cgaactgaga
ggcggacagyg
agggggaaac
tegatttttg
cttttkbacgg
cectgattet
cocgaacgace
accgectete
ctggaaageqg
ccaggettta
atttcacaca
ttactaacta
aacgatggat
aatactgctt
gogageattt
aatttgatta
ctaacagtac
tgtgcteatt
dgagggggac
ctctetcaca
tagctttttt
agocgaaaaa
goegetagtt
actaaatagg
agaaaaaltce
tgaaaattet
aagctcaaat
ttteceteecee
ggctcttcac
agacggtgaa
gtttctttac
gttgtctceca
attcectigta
cactttoeggt
actcactcct
acgtttctac
ttaggeccaga
tctcatcaaa
aaattgattc
attttttcct
agcaaaagat
ttatccgaga

4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
8000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6480
6540
6600
6660
6720
6780
6840
6900
6960
7020
7080
7140
1200
7260
7320
7380
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ttgatgggaa
catcaaactc
taatagaaaa
ttgtgggtct
ttcaaattct
ttcaacaaga
atatatggta
gatttatcac
ttttttgtca
getttteoter
tcttttctee
caccgccagt
tatcecctget
gctecagaga
ctgggaagcc
atctctcgag

<210> 4
<211>6470
<212> ADN

agatattaat
cgecttttac
tcgagaaatt
cgccacgatce
agtgtttaat
aatcgtgaaa
atttcccgaa
gaaaaaagtt
tcattttgaa
ccaaaaaktga
cecgtttttca
gtgtgccata
tgatttegtt
atggagcaca
gccgagagat
tttctecgee

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: ADN plasmidico

<400> 4
aagcttgcat
ggatatcccc
aagttatctc
tttaaccctce
acataacata
tgactgctecc
acgacttctc
gtgagegttt
cacgcttceg
ccgccaagec
ttgaggaagt
tcaagccgga
ctgacaatac
ctecgettegy
aactcaacaa
acatgctctce
ctattcatgt
tacaccgcca
aatacgctga
aaccttgegt
acggtegteg
aagacgttta

gcectgecagge
gccteccaat
caggctecgeg
ggggtacggg
gaacattttc
aaagaagaag
tgacatcgaa
agctcgcgaa
caagatgttt
tctcatcact
gaaagctaag
agccgtagcyg
aaccgtteag
tcgtateegt
gcgcgtaggg
taagggtcta
aggagtacgc
aaatgctggc
ggctatcgea
agttectect
tectetggeg
catgcetgag
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gttetttacg
atgtctttta
acagtaattt
tecggtettag
ttecgeataa
atectgttgt
atattgaggg
cgectagtet
caaaaaatcg
cagtctagaa
ttttattttt
tcacacacac
cegttgtete
caggatccecyg
atcagggaag
tgttactcce

cttggtegac
ccaggeeacec
catcecaceqy
attggccaaa
aggaggaccc
cgtaaggtac
ctggctgceta
cagttggeee
gagcgtcaac
accctactcc
cgcggcaage
tacatcacca
gctgtagcaa
gaccttgaag
cacgtctaca
cteggtggeg
tgcatcgaga
gtagtaggtc
acccgtgeag
aagccgtgga
ctggtgcgta
gtgtacaaaqg

gtttggagag
gaatctaaaa

cgcaatttte
tggttcattt
ttggacctaa
ttcgeaattt
tctegecacyg
cacatttccg
agacatcceet
ttaaaattcg
tattacactg
acacacacac
tctctctcta
gegegegatyg
atcgtctgat
tgcegaacct

tctagacact
agggaaaaag
agcggttgac
ggacccaaag
ttgcttggag
cggtaatgaa
tccegttcaa
ttgagcatga
ttzaagetygg
ctaagatgat
gcccgacage
ttaagaccac
gegeaategg
ctaagecactt
agaaagcatt
aggegtggte
tgctcattga
aagactctga
gtgcgetgge
ctggecattac
ctcacagtaa
cgattaacat

39

gagagagaga
tagatttttc
ttgccaaaaa
ggtttaaaag
aatgggtttt
tcttttcaaa
atttcagtca
gaaaaccgaa
atagtttege
ctggaactgg
gattgactaa
aatgtcgaga
ttcatctttt
tcgtegggag
ttectectegy
gatatttcecc

tttcagectac
aagggctcgc
ttetctecac
gtatgttteg
ggtaccgage
cacgattaac
cactctgget
gtettacgag
tgaggttgcg
tgcacgeatc
cttccagtic
tetggettge
tcgggccatt
caagaaaaac
tatgcaagtt
ttegtggeat
gtcaaccgga
gactatcgaa
tggcatctct
tggtggtyge
gaaagcactg
tgcgcaaaac

tagatttteg
tecatcatttt
tacacgaaat
tttataaaat
tgtcatcatt
aatacacgaa
cagtggccag
tctaaattag
aattttcgtc
gaccatgata
aggtcaccac
ttttatgtgt
gagccgagaa
atggcgecgc
atgccaccte

ctagatacat
cgaaaaatca
cacttttcat
aatgatacta
tcagaaaaaa
atcgetaaga
gaccattacyg
atgggtgaag
gataacgctg
aacgactggt
ctgcaagaaa
ctaaccagtyg
gaggacgagg
gttgaggaac
gtegaggetg
aaggaagact
atggttagcet
ctegecacetyg
cegatgttec
tattgggcta
atgegcetacg
accgcatgga

7440
7500
7560
7620
7680
7740
7800
7860
7920
7980
B8040
8100
8160
8220
8230
8330

60
120
180
240
300
360
420
4180
540
600
660
120
780
840
900
960
1020
1080
11490
1200
1260
1320



aaatcaacaa
tcgaggacat
tgaatcctga
gggctcgeaa
ctaaccataa
tgtcaatgtt
gtaaaccaat
gtgtcgataa
tcatggcttg
tetgettect
actgctccct
tgctccgaga
acatctacgyg
ggaccgataa
tcaagctggg
tgactaagcg
aagtgctgga
agccgaatca
tggtagetge
aggtcaaaga
ctecctgatgqg
tgatgttect
ttgatgcaca
gccacctteyg
tgattcacga
gcgaaactat
tcgetgacca
acttgaacct
gcgeeggteg
cagagtaagt
cgegeceegtyg
teceetgtget
gttttttage
ttaattcgta
atcccaaaat
ttttttttga
cagtttatga
tgctcategt
gaaattaatt
gaggacggcg
ggaagaaggt
ggagtagtgt
ataactgttt
cggtgaaaac
tgcegggage
gcttaactat
accgcacaga
geetatttte

gaaagtccta
ccetgegatt
ggctctcace
gtctecgecgt
ggccatctgg
caacccgcaa
cggtaaggaa
ggttecgtte
cgctaagtcet
tgegttetge
tcegetggeg
tgaqgtaggt
gattgttget
cgaagtagtt
cactaaggca
ttcagtcatg
agataccatt
ggctgctgga
ggttgaagca
taagaagact
tttccctgtg
cggtcagtte
caaacaggag
taagactgta
ctectteggt
ggttgacaca
gttgcacgag
cecgtgacatc
ctaccattac
ttaaactgag
cctetgactt
cceacceecet
ttcttttaag
ataaaaagtc
ctacacaatg
aacatcatag
cecgecaatttt
gaaaaagttt
ttectgcettt
tttttcttge
ttgggtttga
ctatggggtt
cctactagtc
ctctgacaca
agacaagccc
gcggecatcag
tgcgtaagga
ataggttaat

ES 2 320 527 T5

gecggtcgeca
gagcgtgaag
gcgtggaaac
atcagecettg
tteccettaca
ggtaacgata
ggttactact
cctgagcegcea
ccactggaga
tttgagtacg
tttgacgggt
ggtcgegegg
aagaaagtca
accgtgaceqg
ctggetggte
acgctggctt
cagccageta
tacatggcta
atgaactgge
ggagagattc
tggcaggaat
cgcttacagce
tctggtateg
gtgtgggcac
accattccgg
tatgagtctt
tctcaattgg
ttagagtecgg
caacttgtcet
ttctactaac
ctaagtccaa
atttttgtta
tcacctctaa
gaaaaaaatt
ttctgtgtac
aaaaaaccgc
tatttcttcg
tggagtattt
tgetttttgg
taaaatcaca
ggctcagtgg
tttgcecttaa
ggcegtacgg
tgcagctcee
gtcagggcge
agcagattgt
gaaaataccg
gtcatgataa

acgtaatcac
aactcccgat
gtgctgccege
agttcatgct
acatggactg
tgaccaaagg
ggctgaaaat
tcaagttecat
acacttggtg
ctggggtaca
cttgetetgg
ttaacttgct
acgagattct
atgagaacac
aatggctggce
acgggtccaa
ttgattcegg
agctgatttg
ttaagtctge
ttcgeaageqg
acaagaagcc
ctaccattaa
ctcctaactt
acgagaagta
ctgacgctge
gtgatgtact
acaaaatgcc
acttcgcegtt
ggtgtcaaaa
taacgagtaa
ttactcttca
ttatcaaaaa
caatgaaatt
gtgctcccte
acttcttatg
acacaaaata
cacgtctggg
ttggaatttt
gggtttcecce
agtattgatg
aaggtgagta
atgacagaat
gcectttcgt
ggagacggtce
gtcagcgggt
actgagagtg
catcaggcqg
taatggttte
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caagtggaag
gaaaccggaa
tgctgtgtac
tgagcaagce
gcgeggtegt
actgcttacg
ccacggtgca
tgaggaaaac
ggctgagcaa
gcaccacggc
catccageac
tcctagtgag
acaagcagac
tggtgaaatc
tcacggtgtt
agagttcgge
caaggqgtccg
ggaatctgtg
tgctaagetg
ttgegetgtyg
tattcagacg
caccaaczaa
tgtacacagc
cggaatcgaa
gaacctgtte
ggctgatttc
agcactteeg
cgcgtaagaa
ataatagggg
tatttaaatt
acatccctac
aacttcttet
gtgtagatte
cccccattaa
ttttttttac
ccttatcata
cctctcatga
tcaatcaagt
tattgtttgt
agecacgatgc
gaagttgata
acattcccaa
ctcgegegtt
acagcttgtc
gttggegggt
caccatatge
ccttaaggge
ttagacgtca

cattgtccgg
gacatcgaca
cgcaaggaca
aataagtttg
gtttacgeceg
ctggcgaaag
aactgtgcgg
cacgagaaca
gattctcegt
ctgagctata
ttctecgega
accgttcagg
gcaatcaatg
tctgagaaag
actcgcagtg
ttccgtcaac
atgttcactc
agcgtgacgg
ctggctgctyg
cattgggtaa
cgcttgaacc
gatagcgaga
caagacggta
tcttttgecac
aaagcagtgc
tacgaccagt
gctaaaggta
ttccaactga
ccgectgteat
ttcagecatcet
atgectcttte
taatttettt
aaaaatagaa
taataattct
ttctgataaa
tgttacgttt
cgtcaaatca
gaaagtttat
caagagtttc
aagaaagatc
atttgaaagt
tataccaaac
tcggtgatga
tgtaagcgga
gteggagetg
ggtgtgaaat
ctcgtgatac
ggtggcactt

1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1300
1860
13920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2540
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200



tteggggaaa
atccgeteat

tgagtattca
tttttgetea
gagtgggtta
aagaacgttt
gtattgacge
ttgagtactc
gcagtgctge
gaggaccgaa
atcgttggga
ctgtagcaat
ceoggeaaca
cggcecttce
gcggtatceat
cgacggggag
cactgattaa
taaaacttca
ccaaaatccc
aaggatctte
caccgctacc
taactggett
geccaccactt
cagtggcectgce
taccygataa
agcgaacgac
ttcecegaagg
gcacgaggga
acctctgact
acgccagcaa
tetttectge
ataccgeteg
agcgeccaat
acgacaggtt
tcactcatta
ttgtgagegy
aagtttaaac
ggctgaaatc

tgtgcgegga
gagacaataa
acatttcegt
cccagaaacy
catcgaactg
tccaatgatg
cgggcaagag
accagtcaca
cataaccatg
ggagctaacc
accggagetg
ggcaacaacyg
attaatagac
ggctggetgg
tgcagcactg
tcaggeaact
geattggtaa
tttttaattt
ttaacgtgag
ttgagatcct
agcggtggtt
cagcagagcyg
caagzactct
tgceagtgge
ggcgcagceyyg
ctacaccgaa
gagaaaggcg
gcttecaggg
tgagegtega
cgcggeettt
gttatccecct
ccgcagoega
acgcaaaccqg
tecegactygyg
ggcacceeaq
ataacaattt
atgatcttac
actcacaacy

ES 2320527 TS5

accectattt
cectgataaa
gtcgeectta
ctggtgaaag
gatctcaaca
agcactttta
caactcggtce
gaaaagcatc
agtgataaca
gecttttttge
aatgaagcca
ttgegcaaac
tggatggagg
tttattgetyg
gggccagatg
atggatgaac
ctgtcagacc
aaaaggatct
ttttegttce
tttettctge
tgtttgeegg
cagataccaa
gtagcacege
gataagtcgt
tcgggetgaa
ctgagatacc
gacaggtatc
ggaaacgcct
tttttgtgat
ttacggttcce
gattctgtgg
acgacgcgage
ccteteceeg
aaagegggea
getttacact
cacacaggaa
taactaacta
atggatacgc

gtttattttt
tgcttcaata
tteccttttt
taaaagatgce
gcggtaagat
aagttctgct
gcegeataca
ttacggatag
ctgcggccaa
acaacatggg
taccaaacga
tattaactgg
cggataaagt
ataaatctgg
gtaagcecte
gaaatagaca
aagtttactc
aggtgaagat
actgagcgtc
gcgtaatctyg
atcaagagct
atactgtect
ctacatacct
gtcttacegy
cggggggtte
tacagcgtga
cggtaagcegg
ggtatcttta
gctecgtcagg
tggecttttg
ataaccgtat
gcagcgagtce
cgegttggece
gtgagcgcaa
ttatgecttee
acagctatga
ttcteattta
taacaactty

ctaaatacat
atattgzaaa
tgcggcattt
tgaagatcag
ccttgagagt
atgtggcgeg
ctattcteag
catgacagta
cttacttctg
ggatcatgta
cgagegtgac
cgaactactt
tgcaggacca
agecggtgay
ccgtategta
gatcgetgag
atatatactt
cctttttgat
agacccegta
ctgcttgcaa
accaactcectt
tctagtgtag
cgetoetgeta
gttggactca
gtgcacacag
gcattgagaa
cagggtcgga
tagtcctgte
ggggcggage
ctaggcctttt
taccgecettt
agtgagcgag
gattcattaa
cgcaattaat
ggctcgtatg
ccatgattac
aattttcaga
gaaatgaaat

tcaaatatgt
aggaagagta
tgccttectyg
ttgggtgcac
tttegeeccg
gtattatcece
aatgacttgg
agagaattat
acaacgatcg
actcgccttg
accacgatgc
actctagctt
cttctgcget
cgtgggtcete
gttatctaca
ataggtgecet
tagattgatt
aatctcatga
gaaaagatca
acaaaaaaac
tttecegaagy
ccgtagttag
atcctgttac
agacgatagt
cccagettgyg
agcgccacgce
acaggagagc
gggtttcgeco
ctatggaaaa
gctcacatgt
gagtgagctg
gaagcggaag
tgcagctygge
gtgagttagce
ttgtgtggaa
gccaagcetgt
gcttaaaaat

4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
3760
5820
5880
5940
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6470

<210>5

<211> 4689

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: ADN plasmidico

<400> 5

41



aagcttgeat
ggatatccce
aagttatcte
tttaacccte
acataacata
aatacgactc
tgtecccaatt
agagggtgaa
aaaactacct
aaattttcag
cccagatcat
ggaaagaact
cggtactaac
tacccttgtt
tggacacaaa
aaagaatgga
aaattttcag
ccattatcaa
cctgtecaca
tettgagttt
ttcgtagaat
taataggggc
atttaaattt
catcecctaca
acttcttett
tgtagattca
cceccattaat
tttttttact
cttatcatat
ctctecatgac
caatcaagtg
attgtttgte
gcacgatgca
aagttgataa
cattcccaat
tegegegttt
cagcttgtet
ttggcgggtyg
accatatgcg
cttaagggce
tagacgtcag
taaatacatt
tattgaaaaa
gcggceatttt
gaagatcagt
cttgagagtt
tgtggcgcgg
tattctcaga

gcectgeagge
gecteecaat
caggctegeg
ggggtacggg
gaacatttte
actataccygg
cttgttgaat
ggtgatgcaa
gttccatggg
ccaacacttg
atgaaacggc
atatttttca
taaccataca
aatagaatceq
ttggaataca
atcaaagttg
aacttcazaa
caaaatactc
caatctgeccc
gtaacagctg
tccaactgag
cgctgteate
tcagcatctc
tgctetttet
aatttctttg
aaaatagaat
aataattcta
tctgatazat
gttacgtttc
gtcaaatcat
aaagtttatg
aagagtttcg
agaaagatcg
tttgaaagty
ataccaaaca
cggtgatgac
gtaagcggat
tcggggetygg
gtgtgaaata
tcgtgatacg
gtggcacttt
caaatatgta
ggaagagtat
geetteetgt
tgggtgcacg
ttcgeeccga
tattatcccg
atgacttggt

ES 2 320 527 T5

cttggtcgac
ccacecacce
catcecaccyg
attggccaaa
aggaggacec
tagaasaaat
tagatggtga
catacggaaa
taagtttaaa
tcactacttt
atgacttttt
aagatgacgg
tatttaaatt
agttaaaagq
actataactc
taagtttaaa
ttagacacaa
caattggcga
tttcgaaaga
ctgggattac
cgeeggtege
agagtaagtt
gecgccecgtge
cectgtgete
ttttttaget
taattcgtaa
teccaaaatce
tttttttgaa
agtttatgac
gcteatcgtyg
aaattaattt
aggacggecgt
gaagaaggtt
gagtagtgtce
taactgttte
ggtgaaaacc
gccgggagea
cttaactatg
ccgeacagat
cctattttta
tcggggaaat
tcegetcatg
gagtattcaa
ttetgeteac
agtgggttac
agaacgtttt
tattgacgcece
tgagtactca

tctagacact
agggaaaaag
agcggttgac
ggacccaaag
ttgettggag
gagtaaagga
tgttaatggg
acttaccctt
catatatata
ctgttatggt
caagagtgcce
gaactacaag
ttcaggtgcet
tattgatttt
acacaatgta
catgatttta
cattgaagat
tggcecctgte
tcccaacgaa
acatggcatg
taccattacc
taaactgagt
ctetgactte
ccacceccta
tcttttaagt
taaaaagtcg
tacacaatgt
acatcataga
cgcaattttt
aaaaagtttt
tcctgetttt
ttttettget
tgggtttgag
tatggggttt
ctactagtcg
tctgacacat
gacaagcccg
cggcatcaga
gcgtaaggag
taggttaatg
gtgcgcggaa
agacaataac
catttcecgtg
ccagaaacqe
atcgaactgg
ccaatgatqa
gggcaagagc
ccagtcacag
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tttecagetac
aagggctcge
ttecteteecac
gtatgttteg
ggtaccgagce
gaagaacttt
cacaaatttt
aaatttattt
ctaactaacc
gttcaatget
atgcecgaag
acacgtaagt
gaagtcaagt
aaagaagatqg
tacatcatgg
ctaactaact
ggaagegtte
cttttaccag
aagagagacc
gatgaactat
aacttgtctg
tctactaact
taagtccaat
tttttgttat
cacctctaac
aaaaaaattg
tctgtgtaca
aaaaaccgcea
atttcttege
ggagtatttt
getttttggy
aaaatcacaa
gctcagtgga
ttgcecettaaa
gecgtacggyg
gcagctceeyg
tcagggegey
gcagattgta
aaaataccgce
teatgataat
ccecctatttg
cctgataaat
tcgecettat
tggtgaaagt
atctcaacag
gcacttttaa
aactcggtcg
aaaagcatct

ctagatacat
cgaaaaatca
cactttteat
aatgatacta
tccegggatt
tcactggagt
ctgtcagtgy
gcactactgg
ctgattattt
tctcgagata
gttatgtaca
ttaaacagtt
ttgaaggtga
gaaacattct
cagacaaaca
aatctgattt
aactagcaga
acaaccatta
acatggtect
acaaatagca
gtgtcaaaaa
aacgagtaat
tactcttcaa
tatcaaaaaa
aatgaaattyg
tgctecetee
cttcecttatgt
cacaaaatac
acgtctggge
tggaattttt
ggtttcecect
gtattgatga
aggtgagtag
tgacagaata
ccctttegte
gagacggtca
tcagegggtyg
ctgagagtgce
atcaggcggce
aatggtttet
tttattttte
gcttcaataa
tccctttttt
aaaagatgct
cggtaagatc
agttctgcta
ccgcatacac
tacggatggc

80
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
200
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
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atgacagtaa
ttacttctga
gatcatgtaa
gagegtgaca
gaactactta
gcaggaccac
gecggtgage
cgtatcgtag
atcgectgaga
tatatacttt
ctttttgata
gacccegtag
tgcttgcaaa
ccaactcttt
ctagtgtage
gctctgctaa
ttggactcaa
tgcacacagc
cattgagaaa
agggtcggaa
agtcctgtcg
gggcyggagoec
tggecttttg
accgcctttg
gtgagcgagg
attcattaat
gcaattaatg
gctegtatgt
catgattacg
attttcagag
aaatgaaat

<210> 6

<211> 5175
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: ADN plasmidico

<400> 6

gatccecggeg
agggaagatc
tactcectge
caccegggtec
caccggcggce
tcattcttat
tttcaatttt

gagaattatg
caacgatcgg
ctcgecttiga
ccacgatgce
ctetagette
ttetgegete
gtgggtcteg
ttatctacac
taggtgceetc
agattgattt
atctcatgac
aaaagatcaa
caaaaaaacc
ttccgaaggt
cgtagttagg
tectygttace
gacgatagtt
ccagettgga
gcgecacget
caggagagceyg
ggttecgeea
tatggaaaaa
ctcacatgtt
agtgagctga
aagcggaaga
gcagciggca
tgagttaget
tgtgtggaat
ccaagctgta
cttaaaaatyg

cgcgatgteg
gtctgatttc
cgaacctgat
tctetctetg
cteatettet
tccttttcat
cagataaaac

ES23

cagtgcetgcce
aggaccgaag
tcgttgggaa
tgtagcaaty
coggeaacaa
ggeccttceeg
cggtatcatt
gacggggagt
actgattaag
agaacttcat
caaaatcect
aggatcttct
accgetaceca
aactggcttc
ccaccacttc
agtggcectget
accggataag
gegaacgace
tccegaaggg
cacgagyggayg
cctectgactt
cgccagcaac
ctttcctgeg
taccgetege
gcgeccaata
cgacaggttt
cactcattag
tgtgagecgga
agtttaaaca
gctgaaatca

tcgygagatg
teeteggatg
atttccegtt
ccagcacagc
tcttettett
catcaaacta
caaactactt

20 527 TS5

ataaccatga
gagctaaccg
ccggagcetga
gcaacaacgt
ttaatagact
getggetggt
gcagcactgg
caggcaacta
cattggtaac
ttttaattta
taacgtgagt
tgagatcett
geggtggtte
agcagagege
aagaactctg
gccagtggeyg
gegeageggt
tacaccgaac
agaaaggegyg
ctteoccagggg
gagcgtcgat
gcggectttt
ttatccecoty
cgcagccgaa
cgcaaaccge
cccgactgga
gcaccccagyg
taacaattte
tgatcttact
ctcacaacga

gcgecegectyg
ccacctecate
gtcgtaaaga
tecagtgttygg
ctctectget
gcatttctta
gggttacage

43

gtgataacac
cttttttgea
atgaagccat
tgcgcaaact
ggatggaggc
ttattgctga
ggccagatgg
tggatgaacg
tgtcagacca
aaaggatcta
tttegtteca
tttttetgeg
gtttgccgga
agataccaaa
tagcaccgce
ataagtegtyg
cgggetgaac
tgagatacct
acaggtatocc
gaaacgcctg
ttttgtgatg
tacggttcet
attctgtgga
cgaccgagcyg
cteteceoge
aagcgyggceay
ctttacactt
acacaggaaa
aactaactat
tggatacgct

ggaagccgcc
tctegagttt
gatgttttta
ctgtgtgcte
ctegettate
ctttatttat
cgtcaacaga

tgcggecaac
caacatgggg
accaaacgac
attaactgge
ggataaagtt
taaatctgga
taagccctce
aaatagacag
agtttactca
ggtgaagatce
ctgagegtca
cgtaatctge
tcaagagceta
tactgtcctt
tacatacctc
tcttaccggg
ggggggttcyg
acagegtygay
ggtaagcggce
gtatetttat
ctcgtcagygyg
ggcettttge
taaccgtatt
cagcgaglca
gcgttggecg
tgagegeaac
tatgcttceqg
cagctatgac
tctcatttaa
aacaacttgg

gagagatatc
cteoegeeotgt
ttttacttta
gggctecctge
acttctteat
ttttttcaat
tcecegggat

2940
3000
3060
3120
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
4689

60

120
180
240
300
360
420



tggccaaagg
gaggaccctt
tggagttgtc
cagtggagag
tactggaaaa
ttatttaaat
gagataccca
tgtacaggaa
acagttecggt
aggtgatacc
cattcttgga
caaacaaaag
atatttaaat
agcagaccat
ccattacctg
ggtecttcett
atagcattcg
caaaaataat
agtaatattt
cttcaacatc
aaaaaaactt
aaattgtgta
cccteeceeee
ttatgttttt
aaatacctta
ctgggecctct
atttttcaat
tecectattg
tgatgagcac
gagtagaagt
agaatacatt
gtacccagct
tagctgttte
agcataaagt
cgcteactge
caacgcgegg
tegetgeget
cggttatcca
aaggccagga
gacgagcate
agataccagg
cttaccggat
cgcetgtaggt
ccececcgtte
gtaagacacg
tatgtaggcg
acagtatttg
tcttgatcey

acccaaaggt
gcttggaggg
ccaattcttg
ggtgaaggtyg
ctacctgtte
tttcagccaa
gatcatatga
agaactatat
actaactaac
cttgttaata
cacaaattgg
aatggaatca
tttcagaact
tatcaacaaa
tccacacaat
gagtttgtaa
tagaattcca
aggggecget
aaattttcag
cctacatget
cttettaatt
gattcaaaaa
attaataata
tttacttctg
tcatatgtta
catgacgtca
caagtgaaag
tttgtcaaga
gatgcaagaa
tgataatttg
cccaatatac
tttgtteect
ctgtgtgaaa
gtaaagcctg
cegettteca
ggagaggcegyg
cggtegtteg
cagaatcagg
accgtaaaaa
acaaaaatcg
cgttteccce
acctgteege
atctcagtte
agcccgaceq
acttatcgee
gtgctacaga
gtatctgege
gcaaacaaac
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atgtttcgaa
taceggtaga
ttgaattaga
atgcaacata
catgggtaag
cacttgtcac
aacggcatga
ttttcaaaga
catacatatt
gaatcgagtt
aatacaacta
aagttgtaag
tcaaaattag
atactccaat
ctgcecttte
cagctgetgg
actgagcgee
gtcatcagag
catctegege
ctttcteect
tctttgtttt
tagaattaat
attctatecce
ataaattttt
cgtttcagtt
aatcatgctc
tttatgaaat
gtttcgagga
agatcggaag
aaagtggagt
caaacataac
ttagtgaggg
ttgttatccg
gggtgcctaa
gtcgggaaac
tttgcgtatt
getgceggega
ggataacgca
ggcegegttg
acgctcaagt
tggaagctce
ctttcteect
ggtgtaggtc
ctgegectta
actggcagca
gttcttgaag
tctgctgaag
caccgetgat

tgatactaac
aaaaatgagt
tggtgatgtt
cggaaaactt
tttaaacata
tactttetgt
ctttttcaag
tgacgggaac
taaatttteca
aaaaggtatt
taactcacac
tttaaacttg
acacaacatt
tggcgatgge
gaaagatccc
gattacacat
ggtcgetace
taagtttaaa
ccgtgectet
gtgctceccac
ttagettett
tcgtaataaa
aaaatctaca
tttgaaacat
tatgaccgca
atcgtgaaaa
taattttcct
cggecgttttt
aaggtttggg
agtgtctatg
tgtttectac
ttaattgege
ctcacaattce
tgagtgagct
ctgtegtgee
gggcgetett
gcggtatceag
ggaaagaaca
ctggegttte
cagaggtggc
ctcgtgeget
tcgggaageg
gttegetcecea
tcecggtaact
gccactggta
tggtggceceta
ccagttacct
agcggtggtt
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ataacataga
aaaggagaag
aatgggcaca
acccttaaat
tatatactaa
tatggtgttc
agtgcecatge
tacaagacac
ggtgctgaag
gattttaaag
aatgtataca
gacttactaa
gaagatggaa
cctgtececttt
aacgaaaaga
ggcatggatg
attaccaact
ctgagttcta
gacttctaag
ccectatttt
ttaagtcacc
aagtcgaaaa
caatgttctg
catagaaaaa
atttttattt
agttttggag
gocttttgett
cttgctaaaa
tttgaggete
gggtttttgc
tagtcggceg
gcttggegta
cacacaacat
aactcacatt
agctgeatta
ccgettecte
cteactcaaa
tgtgagcaaa
tcecataggcet
gaaacccegac
ctectgttee
tggcgettte
agctgggcetg
atcgtcttga
acaggattag
actacggcta
tcggaaaaag
tttttgtttg

acattttcecag
aacttttcac
aattttetgt
ttatttgecac
ctaaccectga
aatgcttcte
ccgaaggtta
gtaagtttaa
tcaagtttga
aagatggaaa
tcatggcaga
ctaacggatt
gcgttcaact
taccagacaa
gagaccacat
aactatacaa
tgtctggtgt
ctaactaacg
tccaattact
tgttattatc
tctaacaatg
aaattgtgcet
tgtacacttc
accgcacaca
cttcgecacgt
tatttttgga
tttgggggtt
tcacaagtat
agtggaaggt
cttaaatgac
tacgggccecg
atcatggtcea
acgagcegga
aattgegttyg
atgaatcgge
gctcactgac
ggcggtaata
aggccagcaa
ccgeeceect
aggactataa
gaccctgceeg
tcatagctca
tgtgcacgaa
gtccaacceg
cagagcgagg
cactagaagg
agttggtage
caagcagcag

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
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attacgegca
getcagtgga
ttcacctaga
taaacttgagt
ctatttcgtt
ggcttaccat
gatttatcag
ttatececgect
gttaatagtt
tttggtatgg
atgttgtgea
gececgecagtgt
tccgtaagat
atgcggcgac
agaactttaa
ttacegetgt
tettttactt
aagggaataa
tgaagcattt
aataaacaaa
ttaatatttt
aggccygaaat
ttgttcecagt
gaaaaaccgt
tggggtcegag
cttgacqggyg
gegctagggce
ttaatgcgec
ggcgateggt
ggcgattaag
gtgagcgcge
gctetagaac

<210>7
<211> 12482
<212> ADN

gaaaaaaagqg
acgaaaactce
tcettttaaa
ctgacagtta
catceatagt
ctggccccag
caataaacca
ccatccagte
tgcgcaacgt
cttcattcag
aaaaagcggt
tatcactcat
gettttetgt
cgagttgecte
aagtgctcat
tgagatccag
tcaccagegt
gggcgacacyg
atcagggtta
taggggttcc
gttaaaatte
cggcaaaate
ttggaacaag
ctatcaggge
gtgcecgtaaa
aaagccggcg
getggecaagt
gctacagggc
gcgggectct
ttgggtaacg
gtaatacgac
tagtg

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
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atctcaagaa
acgttaaggg
ttaaaaatga
ccaatgctta
tgectgacte
tgctgeaatyg
gccageogga
tattaattgt
tgttgcecatt
cteocggttoe
tagctectte
ggttatggcea
gactggtgag
ttgceeggeg
cattggaaaa
ttcgatgtaa
ttctgggtga
gaaatgttga
ttgtcteatyg
gcgcacattt
gcgttaaatt
ccttataaat
agtccactat
gatggcecac
gcactaaatc
aacgtggcga
gtagcggtca
gcgtceecatt
tcgctattac
ccagggtttt
tcactatagg

gatcctttga
attttggteca
agttttaaat
atcagtgagg
ccoegtegtgt
ataccgegag
agggccgage
tgccgggaag
gctacaggcea
caacgatcaa
ggtcctccga
gcactgcata
tactcaacca
tcaatacggyg
cgttettegg
cccactegty
gcaaaaacaq
atactcatac
agcggataca
cecccgaaaaqg
tttgttaaat
caaaagaata
taaagaacgt
tacgtgaacc
ggaaccctaa
gaaaggaagyg
cgctgegegt
cgccattcag
gccagctggc
cccagtecacyg
gcgaattgga

<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: ADN plasmidico

<400> 7

gatcctccaa
atgggcgaaa
aacacgttaa
catagattta
ttatagaatc
ttttgaaact

aatcgtcttc
aaatgaaatt
acacgaagat
aaaaagcata
tcetattgge
ttgaatcict

cgctctgaaa
gagetttttg
catatttatt
tatatatttt
acattgtttt
ttgaagtata

aacgaaagtg
ggtcgaaaaa
ttgagacceg
tcattttcaa
ttatttaact
ctgtcgaaaa
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tcttttetac
tgagattatc
caatctaaag
cacctatctce
agataactac
acccacgctce
gcagaagtgy
ctagagtaag
tcgtggtgte
ggcgagttac
tegttgteag
attctcttac
agtcattctg
ataataccgc
ggcgaaaact
caccceaactg
gaaggcaaaa
tctteotttt
tatttgaatg
tgccacctaa
cagctcattt
gaccgagata
ggactccaac
atcaccctaa
agggagecocee
gaagaaagcg
aaccaccaca
gctgcgcaac
gaaaggggga
acgttgtaaa
getocacege

gacctttgac
aatgttttta
gatgctctga
cgtgaaagtt
gaggcagttt
gactgacttg

ggggtctgac
aaaaaggatc
tatatatgag
agcgatctgt
gatacgggag
accggceteca
tcctgeaact
tagttcgeea
acgctogtcg
atgatcecoce
aagtaagttyg
tgtcatgecca
agaatagtgt
gccacatage
ctcaaggatc
atcttcagca
tgccgcaaaa
tcaatattat
tatttagaaa
attgtaagceg
tttaaccaat
gggttgagtg
gtcaaagggce
tcaagttttt
cgatttagag
aaaggagegy
ccegeegegce
tgttgggaag
tgtgctgcaa
acgacggeca
ggtggeggee

atccgaaaaa
gaatgctgag
aaatgtetga
ttgtgcaact
ttgaacacct
agcgttcgaa

3360
3429
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3500
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
3100
5160
5175

60

120
180
240
300
360



atgcecagaag
ctggacaatt
ctgtgtattt
ttaattgtat
cgggattgge
tttcaggagg
tcatgaacac
cgttcaacac
agcatgagtc
aagctggtga
agatgattge
cgacagectt
agaccactet
caatcggtcg
agcacttcaa
aagcatttat
cgtggtette
tecattgagte
actctgagac
cgetggetgg
gcattactgg
acagtaagaa
ttaacattge
taatcaccaa
tcecocgatgaa
ctgecgetge
catgcttgag
ggactggege
cCaaaggacyg
tgaaaatcca
agttcattga
cttggtggge
gggtacagca
gctctggcat
acttgetice
agattctgca
agaacactqgqg
ggctggetta
ggtccaaaga
attecggcaa
tgatttggga
agtctgetyge
gcaagcgttg
agaagcctat
ccattaacac
ctaactttgt
agaagtacqgg
acgetgcegaa

aaaactatat
ggaaaxaaada
tetecattttt
tcaaactttt
caaaggacce
acccttgett
gattaacatc
tetggctgac
ttacgagatg
ggttgeoggat
acgcatcaac
ccagttectyg
ggcttgecta
ggccattgag
gaaaaacgtt
gcaagttgte
gtggcataag
aaccqggaatg
tatcgaactc
catcteteeg
tggtggctat
agcactgatg
gcadaacacc
gtggaagrat
aceggaagac
tgtgtacecge
caagccaata
ggttegtgtt
tettacgetyg
cqgtacazac
ggaaaagcac
tgagcaagat
ccacggectyg
ccagcacttc
tagtgaaace
agcagacgca
tgaaatctet
cggtgttact
gtteggette
gggtetgatyg
atcegtgage
taagetgety
cgctgtgeat
tcagacgecge
caacaaagat
acacagccaa
aatcgaatet
cctgttcaaa
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ttgaateteg
tttattcgga
tataaattct
ttatagtaag
aaaggtatgt
ggagggtacc
gctaagaacg
cattacggtg
ggtgaagcecac
aacgctgecg
gactggtttg
caagaaatca
accagtgetg
gacgaggcetce
gaggaacaac
gaggctgaca
gaagactcta
gttagettac
gcacctgaat
atgttccaac
tgggctaacg
cgctacgaag
gcatggaaaa
tgtecggteg
atcgacatga
aagacaaggce
agtttgctaa
tacgetgtgt
gcgaaaggta
tgtgeggytyg
gagaacatca
teteegttet
agctataact
tcegegatge
gttcaggaca
atcaatggga
gagaaagtca
cgeagtgtga
cgteaacaag
ttcactcage
gtgacggtgg
getgetgagg
tgggtaactce
ttgaacctga
agcgagattg
gacggtagcc
tttgcactga
geagtgegeg

cgetaaattyg
ggcgacaacg
tctttgattt
ataccggtgyg
ttcgaatgat
ggatgactgc
acttctctga
agcgtttage
gettecgeaa
ccaagectet
aggaagtgaa
agocggaage
acaatacaac
getteggteg
tcaacaageyg
tgctctctaa
ttcatgtagg
accgecaaaa
acgctgaggc
cttgegtagt
gtegtegteo
acgtttacat
tcaacaagaa
aggacatecc
atectgaqge
tcgcaagtct
ccataaggec
caatgttcaa
aaccaatcgg
tecgataaggt
togcttgege
gcttocttge
gcteocettee
tccgagatga
tctacgggat
ccgataacga
agectgggeac
ctaagecgttc
tgctggaaga
cgaatcaggce
tagctgeggt
tcaaagataa
ctgatggttt
tgttecectegg
atgcacacaa
accttegtaa
tteoacgacte
aaactatggt
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agaaatgecaa
gtattttcga
atcgttegtt
tacecgectage
actaacataa
tccazaagaag
catcgaactg
tcgcgaacag
gatgtttgag
catcactacc
agctaagege
cgtagcgtac
cgttcaggcet
tatccgtgac
cgtagggcac
gggtctactc
agtacgctgce
tgctggegta
tatcgecaacc
tcetectaag
tetggegetg
goctgagytg
agtcctageg
tgcgattgag
tetecacegeg
cgeccgtatca
atctggttcce
ccegeaaggt
taaggaaggt
ttegtttect
taagtctcca
gttctgcttt
gctggegttt
ggtaggtggt
tgttgctaag
agtagttacc
taaggcactg
agtcatgacg
taccattcag
tgctggatac
tgaagcaatg
gaagactgga
coctgtatag
tcagttcege
acaggagtct
gactgtagtg
ctteggtacc
tgacacatat

ccgogecteca
aattgatttt
tgtgagaaat
cqgtacgaacc
catagaacat
aagegtaage
goctgetatcee
ttggeoecettg
cgteaactta
ctactcecta
ggcaagcgee
atcaccatta
gtagcaageg
cttgaagcts
gtctacaaga
ggtggcgagg
atcgagatge
gtaggtcaag
cgtgcaggtg
ccgtggactyg
gtgegtacte
tacaaagega
gtocgecaacy
cgtgaagaac
tggaaacgtyg
gcettgagtt
cttacaacat
aacgatatga
tactactggc
gagcgeatea
ctggagaaca
gagtacgctg
gacgggtett
cgegeggtbta
aaagtcaacyg
gtgaccgatg
gctggtcaat
ctggecttacyg
ccagctattg
atggctaage
aactggcetta
gagattctte
caggaataca
ttacagecta
ggtatcgcte
tgggeacacyg
attceggetg
gagtcttgtg

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
138¢C
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240



atgtactggce
aaatgccage
tcgegttege
ccagtgagga
ggtcaaaaag
tctgecaagte
tcaaaaatea
gaaaattcct
tagagctatt
aaagaaaagg
acttcaccag
attcteoattt
atcteccaga
aagctcagaa
gcogetggat
acttatgcaa
aagaatgaag
aattgtcaga
ggaaaaggaa
ctecaggettt
cgaaatteee
gtttccgtag
ttaatcaaca
aaccaactga
ttctggagat
tggaaactga
caatgcagat
aaaaaataaa
agttctatta
gacgagatct
tetgtgtaca
cactggatgc
ctagaaattg
tcgacaatee
taatgaaaaa
agagaaaaat
tctgacacta
atagaatttc
tttgeggage
cactgaaaat
tcgatecttet
ttcaagtect
cctaagatte
ttggattaga
aggaccaaat
cttacgtaat
agtgggatag
cactgaadaac

tgatttctac
acttecegget
gtaagggccc
acgtgaagaa
atgaaattat
gttcacagte
ataactgatc
ctgaattate
gtaaatttte
atgacgggga
ctccaaaaag
caatttttca
aggtcttcag
agaaagcaat
attctacgaa
caacagatta
aaaaagatte
gaacttette
agaattaatt
ctcaccagga
tcatgteggt
aaatgacaga
agttgctcac
tgattcagtt
tgctecagea
aagatcggaa
tcgaaaggac
ttagaataat
ttgaaaaatt
tctggettet
ccaagaacct
actagacgac
ggaataatac
tacaaattta
atgtagaaaa
tgcagctgaa
gtttttagtt
catgtgtttt
tgggctatca
tzatttttaa
gtegttoggt
tteggtgtty
aatttaatga
aacatataag
cggataatce
cgtatgaaga
tgtttttate
ceoctaatty
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gaccagttcg
aaaggtaact
tcgtecgagte
gaagaaaaag
tgattttcag
gocecagagaa
ataattttta
aagattgcag
ttgattteay
tgatcageet
gtccaaggag
gagaatcaga
cacgttcece
ccgaagagcc
caagaaccygyg
gtgataagca
acggattggt
aagagaatgt
taatttitea
ttetctaacy
gaacttctte
ggegteacqgg
gaagttettg
gaagtegeca
gotettaaca
aatgcactgg
aaatttgcgg
ttaaattcct
tggagaattt
gtgcagetge
tottgagtte
tgattctcga
gaacttttga
cttattgeac
teggaaattyg
ataaatgtca
ttaazaaaty
tttteaatta
agaatctgct
tcaaaacttyg
acgatgacgg
tacgtcagtyg
agtgattaaa
acaggtttac
atgcetacet
aataacaatt
agctaacegg
tatacatttt

ctgaccagtt
tgaacctccyg
gagtcacaatc
agtcatctga
ccagatactce
tcgcgggaag
ttgtttggtg
tattaatttc
actgaaactt
ggcacaccga
accaggtttg
gtctcctgaa
gtcacgatct
agcaccgcta
aggagcatat
aagtgaacag
taacagagtc
gattegttca
ggggacttet
tectatgcage
tccgtegtcet
tgaacgtgat
cgetggaaat
ttgegttect
gtgtctacga
atcgacgtat
taaggfagaa
actagccaat
ctcatattet
atcgectttgt
atcaactgaa
gaaatcagat
aaatattecag
catgttgctc
gcaattttea
ttttcagata
ttggaagaac
accaattate
gecagttttat
aatatcaact
tgaagaagcc
toctgcaatg
tttgttetct
ctatctatta
ggcatctagg
tgatcgttgg
aaaattttat
ttggagcagce
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geacdgagtoet
tgacatctta
acctgaaact
acaggtttga
ccaaaactag
tgagecaaga
aatttaagaa
gagaaaaatt
cggaaaatca
acagctatag
tcaaaagett
aaatcccecgg
cctagacggce
ccagagaaaa
attecaceeg
tatcagagaa
aacgcgaaga
aagtgagtga
ctgeegtgac
tttggeggea
gattgtacag
caaattcatce
cakgattctg
gaaagagtgt
ccgtecticgt
tcagtatatg
takataaata
caggcgacct
cgeteggaaa
getcecttte
tetgtgactg
tgagttgcoga
gaggattaaa
caacattttt
gaccattttt
aatcgagcga
atggtgcaat
caaatcttee
aagacgagca
daacccactt
aattgtagta
ctatttagtt
gaacctctta
zaaaacagat
aacgtgttct
ccagcaaaaa
agtttttttt
ttetggtett

caattggaca
gagtcggact
ccaaaggcag
ttttetttet
cagegagaay
ggtatgtttt
aataatattc
gagatattca
agagaaaatc
aagccgggaa
cctgegatta
ttegttcaag
gccgagaaag
agaagaaaga
ccaaactteg
tgaattggga
atcttgttca
gaaaatcgaa
attattcaag
gttatcaact
ttcaaaagaa
gcacatttga
atgcttgaag
ggagcaaaga
gecaattctea
attgagactg
gtttattaga
ttttgegeat
tctggaattce
tcgettgtet
gettgttget
ttagggtgac
aaaattatte
cattaaaagt
aagcattttc
ttttetgttg
aggtaattte
aaactcacat
tctetgatat
attaactttc
gttgatttgg
ataacttagg
agatgatctt
caaaatagat
tagaagattt
tagggtttta
tgcaagaaac
tttgagcaat

3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3500
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
588D
5940
6000
6060
6120



aaaattcgat
attttgttge
cagtggtttt
tgtcacaaca
ttataattta
agttcaaatt
tacctgcgece
gttgtggtag
gtactattga
atgcatccat
cctttgtaat
gttgctgtag
ttgcaggegt
atccatacac
accacacgcg
gatccagaat
aacgccgata
gatgtggaag
ctgetttecag
ccgaaaattt
taaaaattaa
tggactacca
tcagcgatgt
aaaaaactce
caaattctaa
gcgatgettyg
atcgaacgtt
gacacgtatt
attgctcatt
accgaagagg
gtggaggega
agagagttgt
ggattattce
attggattgg
aagaagggaa
gattcgteag
tcctcatett
gaagagagtt
agagctgaac
caggattctg
gatcgtegtc
tcaggggaaa
caccgtgaag
catgactctg
cgtcgtgaag
ctgaatattt
tctaaaaaat
ccaattegta

aaaacagaat
tcaaaaacat
tcacattaaa
ataaaatgct
aaaatagttt
tccattttta
tgattcgaaa
tggacgttca
gagaggggag
aagcataatc
acatacacat
ttgccaaggce
atecggeggt
ttaatttgga
gggggcatta
tcgaaaagaa
tttcggatga
aggctccgaa
aaggtattca
gctgaatttg
attaaatttg
agaagctgcet
tgcaaagaaa
gtttttttct
aatactatcce
tcgattgttg
tctgeegact
ccacgattca
tgetetegac
acacaacttc
tgggaatggt
tttegtatte
cacgaactaa
gtggtttgac
tgctggatca
actcgtectga
cttcagaatc
ccaaaaagaa
gtcatecgtga
acgaaaatcg
gtcaagactc
gacgtcgegg
atcgccgtga
atgatgatcg
tggaategga
gttttttttc
taattcaatc
ttcecgetect
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ttaagtgtaa
tcgaagctge
aaagctaatt
ggtcaaaatg
tctttegetg
caaccataat
gaacaaccgt
tcacgcaata
actgaagatyg
caggagggat
atctaatacc
atcatcgatg
cattgaagac
ggatgcggtt
atttaataaa
cgaggaggtt
ggatggtgge
gaagactaca
ttttgagttt
ccggaaaaaa
caacttttca
cacaaattgc
aattttcgac
ttttttttat
ccgaaatttt
tgetcaacag
tecgectegaa
ccgaattgac
ggatgctatt
ttctggcaga
taaacttcat
aattttceet
tccgaacage
gttggaactt
gttgaaggec
ttetteggat
agagccagaa
ggaaaaagag
tcaaagtgtg
teggccagaa
ggatgatgag
agatcgggat
ccgaagcaag
taaaactegt
tgatcgacge
ctattattta
caaatctaaa
ctcatctgaa

attgttcaca
tctaaaaaaa
ttaactaaaa
tgttcgaaaa
ggacacatac
cataaagcta
agccaaaaga
ctgaccaatg
gcaattgaqqg
ggagagaaaa
gaagaatqggc
aaataactga
ttggacttga
gatcecggaaa
ttgaattcca
tatgaggaga
gacgagttgg
gagattattg
tgggccggea
aaattccgga
gagaagtcta
tgaaaatgaa
caaaaaaacc
acgagaaaaa
caatattttc
cgtacctacg
taccagcaat
atcacaaaac
gactggaaga
atctatatta
tcgagagtta
attttcagaa
gcacgatttt
cgtgaatggc
gaatcaagct
tctgacgatt
ccaccgaaga
aatattggtc
gagaacaagq
cgaggagatqg
gatcggaaag
cgacgtgatc
gatcgtgagg
cgggatagaa
cgacgtcgtt
tttattctet
catgagcggt
cacaatgtgc
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tttagtttet
tgcattaaaa
atccatcata
aatgtttttt
atttttggge
cgtctgatet
acaagaagaa
gtcgtggggt
acagtgtctt
atcttgttte
taattgaatg
aagaaagaat
ttgaggagga
atgggcttag
tttcagatgt
tccgtaagga
atgatgaaga
ataatactga
aatctgtaag
atttatttaa
cctgacaatg
gattccagac
aaccaatcat
ccaaaaaaat
tctttcagaa
agcgattcta
actttgaaaa
tgcggaattt
ttttggecga
aatatatatt
ctgatcegtyg
ctttggctca
cgatcaactt
tggcaaaggyg
cagattcatc
catccgactc
aaaagaagaa
gacgggatcg
acaaggatcg
accgcaagga
gtcgtgaacg
gaaacaagga
atcgacgtga
gtgaagagcg
gaattttcaa
ttgtgttttt
tttttttete
aagtttattt

attttatcaa
aaggggtttt
tttccaactt
tttttaattt
gtaaattttc
ctctegeact
caagcacgta
ctcactttee
cgacgcacgc
taagcccecte
gacgtcagct
taaataatta
ggatcagatc
taagtgactg
gttcaaacta
aatcattgga
agagggtagt
tcagaattga
ttgececgatty
aaactttttg
caatcatctt
agcatgcagg
aaaatttaaa
gtatttttgc
cgaactctge
cggaatgctce
gctctgecag
ggctcgectt
tatgaaaatg
taatgaactt
agtttcctag
ttgctttgtt
cttcacaatg
tctcaagaag
gtecgtetteg
gtcttcagat
gaagaacagt
tggagacaag
tegacgtege
tcggagtaaa
tcgggaagat
tcaggaggat
tegecgtegt
aggaggacgt
attttaaata
tttcttgett
tttecgtcete
atcttetege

6180
6240
6300
6360
6420
6480
6540
6600
6660
6720
6780
6840
6900
6960
7020
7080
7140
7200
7260
7320
7380
7440
7500
7560
7620
7680
7740
7800
7860
7920
7980
8040
8100
B160
8220
8280
8340
8400
8460
B520
8580
8640
8700
8760
8820
8880
8940
9000



tttcattteca
ggaaatgaaa
tttaaaagaa
gaaattaggc
cacgtttgge
tggtgttgcet
acacgtctte
tegtttttga
caataaattt
cttaaaggeg
gageggecge
ctggccgteg
cttgcagcac
ccttcccaac
agcgeggegg
ccecgeteett
gctctaaate
aaaaaacttg
cgcecectttga
acactcaacc
tattggttaa
acgtttacaa
tttttctaaa
caataatatt
ttttttgeqgg
gatgctgaag
aagatecttyg
ctgctatgtg
atacactatt
gatggcatga
gccaacttac
atgggggatc
aacgacgagc
actggcgaac
aaagttgcag
tectggagecg
cecteccgta
agacagateg
tactcatata
aagatccttt
gcgtcagacc
atctgctget
gagctaccaa
gteettctag
tacctegcetce
accgggttygg
gattegtgca
cgtgagcatt

ttaggacgtg
taaggacaca
aacataaaaa
gaacgatgag
gaaggcaaat
cttttacaaa
caatttttca
aaatttttct
caaagaaact
cacacctttt
caccgeggtg
ttttacaacg
atccccectt
agttgcgtag
gtgtggtggt
tcgetttett
gggggctcec
attagggtga
cgttggagte
ctatctcggt
aaaatgagct
tttcaggtgg
tacattcaaa
gaaaaaggaa
cattttgcct
atcagttggg
agagtttteg
gcgeggtatt
ctcagaatga
cagtaagaga
ttctgacaac
atgtaactcg
gtgacaccac
tacttactet
gaccacttct
gtgagegtygg
tcgtagttat
ctgagatagg
tactttagat
ttgataatct
ccgtagaaaa
tgcaaacaaa
ctetttttee
tgtagccgta
tgctaatcct
actcaagacg
cacagcccag
gagaaagcgce
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gggggaattg
caatatgcaa
tatatagagg
aattgtecte
gttcggtatg
attttecgat
aattcaaaag
tccgtttaat
ggtgaaaact
aaatgteccge
gagctccaat
tegtgactygg
cgccagcetgg
cctgaatgge
tacgcgeagce
ccettecttt
tttagggttec
tggttcacgt
cacgttettt
ctattctttt
gatttaacaa
cactttitcgg
tatgtatceg
gagtatgagt
tcctgttttt
tgcacgagtg
ccccgaagaa
atcccgtatt
cttggttgag
attatgcagt
gatcggagga
ccttgatcgt
gatgcctgta
agettecceqg
gcgeteggee
gtctcgeggt
ctacacgacg
tgecctceactg
tgatttaaaa
catgaccaaa
gatcaaagga
aaaaccaccg
gaaggtaact
gttaggccac
gttaccagtg
atagttaccg
cttggagega
cacgettece

gtggaagggy
caacattcaa

aggaaggaaa
gcttggecaaa
gagatctgta
tttegettga
agecctttaat
cgaaatttga
cggaaaattg
ccecaatacga
tcegecctata
gaaaaccctyg
cgtaatagceg
gaatgggacg
gtgaccgceta
ctcgecacgt
cgatttagtg
agtgggcecat
aatagtggac
gatttataag
aaatttaacg
ggaaatgtgc
ctcatgagac
attcaacatt
gctcacccag
ggttacatcg
cgttttccaa
gacgccegggce
tactcaccag
gctgccataa
ccgaaggagc
tgggaaccgg
gcaatggcaa
caacaattaa
cttecggetyg
atcattgcag
ggcagtcagyg
attaagcatt
cttcattttt
atcecttaac
tettettgag
ctaccagegg
ggcttcagca
cacttcaaga
gctgetgeea
gataaggegce
acgacctaca
gaagggagaa
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gaaacacaca
ttcagaaata
actagtaaaa
tgcgaatccg
aaaattttta
aattacggtg
gggctgtagt
tgtattttat
tgaactacag
tattttttta
gtgagtegta
gcgttaccca
aagaggccecyg
cgcecetgtag
cacttgccag
tcgecggett
ctttacggea
cgccctgata
tettgtteca
ggattttgec
cgaattttaa
gcggaacccce
aataaccctg
tcegtgtege
aaacgctggt
aactggatct
tgatgagcac
aagagcaact
tcacagaaaa
gcatgagtga
taaccgcttt
agctgaatga
caacgttgeg
tagactggat
gctggtttat
cactggggcece
caactatgga
ggtaactgte
aatttaaaag
gtgagtttte
atcctttttt
tggtttgttt
gagcgcagat
actctgtage
gtggcgataa
ageggteggg
ccgaactgag
agdcggacag

aaaggatgat
tggaggaagg
aataagcaaa
tatggagagg
agttgaaatt
ccaggtctcg
tgctaattte
ttatgatttt
taatccaatc
agattcgcta
ttacaattca
acttaatcge
caccgatcge
cggcgecatta
cgcectageg
tceccegtcaa
cctegaceee
gacggttttt
aactggaaca
gatttcggcee
caaaatatta
tatttgttta
ataaatgcett
ccttattece
gaaagtaaaa
caacagcggt
ttttaaagtt
cggtcgecge
gcatcttacg
taacactgcg
ttttcacaac
agccatacca
caaactatta
ggaggeggat
tgctgataaa
agatggtaag
tgaacgaaat
agaccaagtt
gatctaggtyg
gtteccactga
tctgegegta
gccggatcaa
accaaatact
accgectaca
gtegtgtett
ctgaacgggg
atacctacag
gtatccggta

9060
9120
9180
9240
9300
9360
9420
9480
9540
9600
9660
9720
9780
9840
9900
9960
10020
10080
10140
10200
10260
10320
10380
10440
10500
10560
10620
10680
10740
10800
10860
10920
10980
11040
11100
11160
11220
11280
11340
11400
11460
11520
11580
11640
11700
11760
11820
11880
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ageggcaggg
ctttatagtce
tcagggyyggce
ttttgetgge
cgtattaceyg
gagtcagtga
tggccgatte
cgcaacgcaa
cttecggete
tatgaccatg

g9

<210> 8
<211> 7209
<212> ADN

tcggaacagg
ctgtegggtt
cgagcctatg
cttttgctca
cctttgagty
gcgaggaagce
attaatgcag
ttaatgtgag
ctatgttgtyg
attacgccaa

<213> Secuencia Artificial

<220>
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agagcgecacyqg
tegecacctce
gaaaaacgce
catgttcttt
agetgatacc
ggaagagcgce
ctggecacgac
ttacctcact
tggaattgtg
geteggaatt

agggagettce
tgacttgagce
agcaacgegyg
cctgegttat
gctegeecgea
ccaatacgcea
aggtttccecg
cattaggcac
agcggataac
aaccctcact

<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: ADN plasmidico

<400> 8
gatccgtega
gaatttctta
caaattttaa
cctgtaggte
taccggcatg
ccgetcacaa
taatgagtga
aacctgtcgt
attgggcget
cgageggtat
gcaggaaaga
ttgctggcgt
agtcagaqgt
teecctegtae
ccttegggaa
gtcgttcget
ttatccggta
gcagecactyg
aagtggtgge
aagccagtta
ggtagcggtg
gaagatcctt
gggattttgg
tgaagtttta
ttaatcagtg
ctececgteqg
atgataccgce

cagatctccec
tgatttatga
agtgactcett
aggttgettt
caagcttgge
ttecacacaa
ggtaactcac
gccagctgga
cttcegettco
cagctcacte
acatgtgagc
ttttccatag
ggcgaaacee
gctetectgt
gagtggeget
ccaagctggg
actatcgtct
gtaacaggat
ctaactacgg
ccttecggaaa
gtttttttgt
tgatctttte
tcatgagatt
aatcaatcta
aggcacctat
tgtagataac
gagacccacqg

tatagtgagt
tttttattat
aggttttaaa
ctcaggtata
gtaatcatgg
catacgagec
attaattgcyg
ttaatgaatc
ctecgeteact
aaaggcggta
aaaaggccag
gcteeogeoece
gacaggacta
tcegacectg
ttectecatagce
ctgtgtgcac
tgagtccaac
tagcagageqg
ctacactagsa
aagagttggt
ttgcaagcayg
tacggggtct
atcaaaaagg
aagtatatat
ctecagcgate
tacgatacgg
ctcaccggcet

cgtattactg
taaataagtt
acgaaaattc
gcatgaggtc
tcatagetgt
ggaagcataa
ttgcgctcac
ggccaacgeqg
gactcgetge
atacggttat
caaaaggcca
cctgacgaqge
taaagatacc
ccgettaccg
tcacgctgta
gaaccccecg
ccggtaagac
aggtatgtag
aggacagtat
agetettgat
cagattacge
gacgctcagt
atcttecacct
gagtazactt
tgtctattte
gagggcttac
ccagatttat
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caggggggaa
gtecgattttt
ccttittacg
cceetgatte
gccgaacgac
aaccgectet
actggaaagc
cccaggettt
aatttcacac
aaagggaaca

cagccaagct
ataaaaaaaa
ttgttcttga
gctecttattg
ttcetgtgtyg
agtgtaaagc
tgccegettt
cggggagagy
gctoggtegt
ccacagaatc
ggaaccgtaa
atcacaaaaa
aggcgtttee
gatacctgtc
ggtatctcag
ttcagcccga
acgacttatce
gcggtgetac
ttggtatctg
ccggcaaaca
gcagaaaaaa
ggaacgaaaa
agatcetttt
ggtctgacag
gttcateeat
catctggece

cagcaataaa

cgcctggtat
gtgatgeteg
gttcctggece
tgtggataac
cgagcgcagc
cccegegegt
gggcagtgag
acactttatg
aggaaacagce
aaagctgggg

aattccggge
taagtgtata
gtaactcttt
accacaccte
aaattgttat
ctggggtgee
ccagtcggga
cggtttgegt
tcggctgegg
aggggataac
aaaggeegeyg
tcgacgetca
ccctggaagc
cgectttete
ttcggtgtag
ccgetgegec
gccactggea
agagttcttg
cgocteotgetg
aaccaccget
aggatctcaa
ctcacgttaa
aaattazaaa
ttaccaatge
agttgecctga
cagtgctgca
ccagccagcc

11940
12000
12060
12120
12180
12240
12300
12360
12420
12480
12482

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
B40
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
132¢
1380
144¢
1500
1560
1620



ggaagggccy
tgttgeeggg
attgctacag
teccaacgat
tteggtcctce
gcageactge
gagtactecaa
gcgtcaatac
aaacgttctt
taacccactce
tgagcaaaaa
tgaatactca
atgagcggat
tttceccgaa
caacgcgaga
atgcaacgcg
aaatgcaacg
cagaaatgca
tacaaaaatg
ctcetttgtg
ggttagaaga
ttcoccgegtt
cccgattata
ttgatgattc
ctacgtatag
tactacaatt
gagtttagat
acagagatat
attttagtag
cgcttttggt
gaataggaac
gcacatacag
acatgagaayg
tatgtaggat
tegtatgott
attagtctca
tattatcatg
tttcggtgat
tetgtaageg
gtgtcgguge
atcaacgaca
tgtgtacttt
tagcttgtca
ttaattcggt
gecacgtgagt
tecacaggtag
aatgtgctct
gaacaattga

agcgcagaaq
aagctagagt
gcategtggt
caaggegagt
cgatcgttgt
ataattetect
ccaagtcatt
gggataatac
cgggycgaaa
gtgecacceaa
caggaaggca
tagtettect
acatatttga
aagtgccacc
gegetaatit
aaageqgetat
cgagageget
acgcgagagce
catcecgaga
cgetetataa
aggctacttt
tactgattac
ttctatacey
ttcattggtc
gaaatgttta
ttttegtcta
gcaagttcaa
atagcaaaga
ctcgttacag
tttecaaaage
ttcaaagegt
ctgactgtte
aacggecatag
gaaaggtagt
ccttcageac
tcettcaatg
acattaacct
gacggtgaaa
gatgceggga
tggcttaact
ttactatata
gecagttatga
ccttacgtac
cgaazaaaga
atacgtgatt
ttctggteca
agattcecgat
cecggttatt
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tggtcctgea
aagtagttcg
gtecacgcteg
tacatgatce
cagaagtaag
tactgtcatg
ctgagaataqg
cgcgccacat
actctcaagy
ctgatcttca
aaatgeccgea
ttttcaatat
atgtatttag
tgaacgaagc
ttcaaacaaa
tttaccaacyg
aatttttcaa
gctattttac
gegetatrtt
tgcagtetet
gatgtctatt
tagcgaagcet
atgtggatta
agaaaattat
cattttcgta
aagagtaata
ggagcgaaag
gatacttttg
tceggtgegt
gctctgaagt
ttccgaaaac
acgtcgeacc
tgcgtgttta
ctagtaccte
taccctttag
ctatcattte
ataaaaatag
acctctygaca
goagacaagce
atgcggcatc
tataatatag
cgecagatgg
aatcttgatce
aaaggagagg
aagcacacaa
ttggtgaaag
getgacttge
graaggaaaa

actttateeg
ccagttaata
tcgttitggta
cccatgttgt
ttggecgeag
ccatcegtaa
tgtatgegge
agcagaactt
atcttaccge
geatctttta
aaaaagggaa
tattgaageca
aaaaataaac
atctgtgctt
gaatctgagce
aagaatctgt
acaaagaatc
caacaaagaa
tctaacaaag
tgataacttt
ttctettceca
gcgggtgeat
cgeatacttt
gaacggtttc
ttgttttega
ctagagataa
gtggatgggt
agcaatgttt
ttetggtttt
tcctatactt
gagcgcettee
tatatctgeg
tgcttaaatg
ctgtgatatt
ctgttctata
ctttgatatt
gegtatcacyg
catgecagete
ccgtcaggge
agagcagatt
gaagcattta
cagtagtgga
cggagetttt
gecaagaggg
aggcagcttg
tttgcggett
tgggtattat
ttteaagtet
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cctcecatcca
gtttgcgcaa
tggctteatt
gcaaaaaagc
tgttatcact
gatgctttte
gaccgagtty
taaaagtgct
tgttgagate
ctttcaccag
taagggcgac
tttatcaggy
aaataggggt
cattttgtag
tgcattttta
getteatttt
tgagctgecat
tctatactte
catcttagat
ttgcactgta
taaaaazaagc
tttttcaaga
gtgaacagaa
ttetattttyg
ttecactctat
acataaaaaa
aggttatata
gtggaagcgy
ttgaaagtgc
tctagagaat
gaaaatgcaa
tgttgeetat
cgtacttata
atcccattcc
tgetgecact
ggatcatatt
aggcectttce
ceggagacgg
gegtcagegy
gtactgagag
atagacagca
agatattctt
ctttttttge
agggcattgy
gagtatgtct
qcagagcaca
atgtgtgcece
tgtaaaagca

gtctattaat
cgttgttgec
cagcteeggt
ggttagetee
catggttatg
tgtgactgqgt
ctettgcecg
catcattgga
cagttecgatg
cgtttetggg
acggaaatqgt
ttattgtete
teegegeaca
aacaaaaatg
cagaacagaa
tgtaaaacaa
ttttacagaa
ttttttgtte
tacttttttt
ggteccgttaa
ctgactcceac
taaaggcatc
agtgatagcg
tectectatata
gaatagttct
tgtagaggte
gggatatagc
tattcgecaat
gtcttcagag
aggaacttcg
cgcgagcetge
atatatatat
tgegtctatt
atgcggggta
cetcaattgg
aagaaaccat
gtctcgegeg
tcacagcttg
gtgttggegg
tgcaccatag
tcgtaatata
tattgazaaa
cgattaagaa
tgactattga
gttattaatt
gaggccgeag
aatagaaaga
tataaaaata

1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2BEBD
2940
3000
3080
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3680
3720
3780
3840
3900
3960
4020
40B0
4140
4200
4280
4320
4380
4440
4500



gttcaggcac
tggctctggt
aagaatacca
gcaacatact
cagaagcagg
ggcaagagag
ttggtgatge
caaatggtgt
ttattactga
aaataccgca
tttgttaaaa
aatcggceaaa
agtttggaac
cgtctatcag
gaggtgeegt
gggaaageceg
ggcgctggea
gccgetacag
atcggtgegg
attaagttgg
tecaagettt
aaaccticte
aaaaaagaaa
aaatagggac
ggggagygygcy
gggtgtacaa
aatacctteg
ataccagaca
gtggtacata
ttcactaccce
ttctttttte
aaaatgatgg
ttgttccaga
acgcacacta
aaataaaaaa
ttgtttecte
tcaagctata
gctactgtct
caaagaaaaa
caaaaccaaa
aagactggaa
aatggattet
gaataaagat
gagacagcat
acagttgact
ggececggg

tcecgaaatac
caatgattac
agagttccte
actcagtgea
tgggacaggt
cccegaaage
gcttagatta
aaaagactct
gtagtattta
cagatgecgta
ttcgegttaa
atcecttata
aagagtccac
ggcgatggcee
aaagcactaa
gcgaacgtgg
agtgtagcgg
ggcgegtcge
gectettege
gtaacgccag
cgcgagetcg
aagcaaggtt
aatttgaaat
ctagacttca
tgaatgtaag
tatggactte
ttggtetcee
agacataatg
acgaactaat
tttttccatt
ttecttticte
aagacactaa
gectgatgagg
ctectctaatg
agtttgeege
gtcattgttc
ccaagcatac
tctatcgaac
ccgaagtgcg
aggtcteccge
cagctattte
ttacaggata
geegtcacag
agaataagtg
gtatecgecgg
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ttggttggeg
ggcattgata
ggtttgccag
gcttcacaga
gaactttigg
ttacatttta
aatggcgeta
aacaaaatag
tttaagtatt
aggagaaaat
atttttgtta
aatcaaaaga
tattaaagaa
cactacgtga
atcggaaccce
cgagaaagga
tcacgctgcg
gccattegcee
tattacgcca
ggttttccca
agatcccgag
ttcagtataa
ataaataacy
ggttgtctaa
cgtgacataa
ctettttety
taacatgtag
ggctaaacaa
actgtagece
tgccatctat
tcteecccegt
aggaaaaaat
ggtatettceg
agcaacggta
tttgctatca
tcgtteeett
aatcaactcc
aagcatgcga
ccaagtgtct
tgactagggce
tactgatttt
taaaagcatt
atagattgge
cgacatcatc
aattcttaat

tgtttcgtaa
tcgtccaact
ttattaaaag
aacctcattce
attggaactc
tgttagctgg
ttggtgttga
caaatttegt
gtttgtgcac
accgecatcag
aatcagctca
atagaccgag
cgtggactce
accatcacce
taaagggagc
agggaagaaa
cgtaaccacc
attcaggctg
gctggcgaaa
gtcacgacqgt
ctttgcaaat
tgttacatgc
ttcttaatac
ctecttectt
ctaattacat
gcaaccaaac
gtggcggagg
gactacacca
tagacttgat
tgaagtaata
tgttgtctca
taacgacaaa
aacacacgaa
tacggccttc
agtataaata
tcttecttgt
aagcttgaag
tatttgccga
gaagaacaac
acatctgaca
tectegagaa
gttaacagga
ttcagtggag
atcggaagag
acgactcact

tcaacctaag
gcatggagat
actcgtattt
gtttattccce
gatttctgac
tggactgacg
tgtaagcgga
caaaaatgct
ttgccgatet
gaaattgtaa
ttttttaace
atagggttga
aacgtcaaag
taatcaagtt
cecececgattta
gcgaaaggag
acacccgeeg

cgcaactgtt

gggggatgty
tgtaaaacga

taaagcctte
gtacacgegt
taacataact
ttcggttaga
gatatcecttt
ccatacatceg
ggagatatac
attacactgc
agccatcatc
ataggcgcat
ccatatecege
gacagcacca
acttttteet
cttcecagtta
gacctgcaat
ttetttttcet
caagcctect
cttaaaaagc
tgggagtgtc
gaagtggaat
gaccttgaca
ttatttgtac
actgatatge
agtagtaaca
atagggcata

gaggatgttt
gagtcgtgge
ccaaaagact
ttgtttgatt
tgagttggaa
ccagaaaatg
ggtgtggaga
aagaaatagqg
atgcggtgtg
acgttaatat
aataggccga
gtgttgttce
ggcgaaaaac
ttttgoggte
gagcttgacg
cgggcgcetag
cgcttaatge
gggaagggcg
ctgcaaggcg
cggccagteg
gagcgtccca
ctgtacagaa
atzaaaaaat
gcggatgtgg
tgttgtttce
ggattectat
aatagaacag
ctcattgatg
atatcgaagt
gcaacttctt
aatgacaaaa
acagatgteqg
tectteatte
cttgaatttg
tattaatctt
gcacaatatt
gaaagatgaa
tcaagtgctc
gctactctce
caaggctaga
tgattttgaa
aagataatgt
ctctaacatt
aaggtcaaag
tggccatgga

4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6480
6540
6600
6660
6720
6780
6840
6900
6960
7020
7080
7140
7200
7209

<210>9

<211> 6820

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

52
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<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: ADN plasmidico

<400> 9

gatccgtega
atactgaaaa
catttataca
ccatgtaace
ttggacctaa
ttcgeccagag
atttacgaaa
taagegaatt
gtatacaaat
tctttectgt
acctetaceyg
gtgtegtttc
gaatcttttt
gtactgttgyg
gcatcttcaa
gcagacaaga
tggcatggtt
gatggcaaca
aacatgttge
geggeagaat
tcctecacag
caaataggcea
tgecacttctg
ttictettac
ttagcaaatt
ggtcttaagt
ctaacactac
ttettggagy
ccaccaatta
ttaagaacct
acgatcttct
tgaaatgtaa
aaacaatagg
atgaacgctt
cccaattttt
ttccagtcat
gaaaaaaata
ccacagttgg
ttectgtgtyg
agtgtaaagc

cagatctcce
acecegeaag
tegttttqgee
tctgatetat
attctteatyg
gtttggtcaa
agatggaaaa
tecttatgatt
tttaaagtga
aggtcaggtt
gcatgcccga
tattatgaat
aagcaaggat
aaccacctaa
tggccttace
tagtggecgat
cgtacaaacc
aaceccaagga
tggtgattat
caatcaattyg
ttttictcca
atggtgacte
gaacggtgta
caaagtaaat
gtggcttgat
tggcgtacaa
ctgtacceca
cttecagege
aatgattttc
taatggcttc
taggggcaga
aaggtaagaa
tecttaaata
ctctatteta
cagttgaaaa
cgaatttgat
atggttgcta
ggatctegac
aaattgttat
ctggggtgce

tatagtgagt
ttcacttcaa
ttettttatyg
agaatttttt
azaatatatt
gtctceaatc
gggtcaaatc
tatgatrttt
ctettaggtt
gctttctcag
aattccceta
ttecatttata
tttettaact
atcaccagtt
ttettcagge
agggtcaacc
aaatgeggtg
acctgggata
aataccattt
atgttgaacce
taatcttgaa
atgttgtagg
ttgttcacta
acctceccact
tggagataag
ttgaagttet
tttaggacca
ctecatectgga
gaaatcgaac
ggctgtgatt
cattagaatg
aagttagaaa
atattgtcaa
tatgaaaagc
aggtatatgc
tctgtgcgat
agagattcga
tctagctaga
ccgcteacaa
taatgagtga

cgtattactg
ctgtgcatcg
taactatact
aaatgactag
acgagggctt
aaggttgteg
gttggtagat
attattaaat
ttaaaacgaa
gtatagcatg
ccetatgaac

-aagtttatgt

tetteoggega
ctgatacctg
aagttcaatg
ttattcttig
ttettgteotg
acggaggctt
aggtgggttyg
ttcaatgtag
gaggccaaaa
gccatgaaag
tcecaagega
aattctetga
tctaaaagag
ttacggattt
cccacagcac
agtgggacac
ttgacattygg
tcttgaccaa
gtatatcctt
gtaagacgat
cttcaagtat
cggtteegge
gtcaggcgac
agcgecccctg
actcttgcat
ggatcaatte
ttccacacaa
ggtaactcac
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cagagatcta
tgcaccatct
cctctaagtt
aattaatgcc
attcagaagc
gcttgtcetac
acgttgttga
aagttataaa
aattettgtt
aggtegetcet
atattccatt
acaaatatca
cagcatcacc
catccaaaac
acaatttcaa
gcaaatctgg
gcaaagaggc
catcggagat
ggttcttaac
gaaattegtt
cattagcttt
cggccattet
caccatcacce
caacaacgaa
agtcggatgc
ttagtaaacc
ctaacaaaac
ctgtagecatce
aacgaacatc
cgtggtcace
gaaatatata
tgctaaccac
tgtgatgcaa
ctctcacctt
ctctgaaatt
tgtgttcteg
cttacgatac
gtaatcatgg
catacgagcc
attaattgceg

tgaatcgtag
caatttecttt
tcaatcttag
catctttttt
tttggacttc
cttgccagaa
cacttctaaa
aaaaataagt
cttgagtaac
tattgaccac
ttgtaattte
taaaaaaaga
gacttcggtg
ctttttaact
catcattgca

agcagaaccqg

caaggacgea

gatatcacca
taggatcatg
cttgatggtt
atccaaggac
tgtgattett
atcgtcttce
gtcagtacct
aaagttacat
ttgttcaggt
ggcatcaacc
gatagcagca
agaaataget
tggcaaaacqyg
tatatattgc
ctattggaaa
gcatttagtc
tcockttttcet
aacaaaaaat
ttatgttgag
ctgagtatte
tcatagctgt
ggaagcataa
ttgcgetceac

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
200
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



tgecegettt
cggyggagagy
gcteggtegt
ccacagaatc
ggaaccgtaa
atcacaaaaa
aggcgtttee
gatacctgtc
ggtatctcag
ttcagecega
acgacttatc
gcggtgetac
ttggtatctyg
ccggcaaaca
gcagaaaaaa
ggaacgaaaa
agatectttt
ggtctgacag
gttcatccat
catctggecece
cagcaataaa
ccteeateca
gtttgegeaa
tggettcatt
gcaaaaaagce
tgttatecact
gatgctttte
gaccgagttg
taaaagtget
tgttgagatc
ctttcaccag
taagggcgac
tttatcaggg
aaataggggt
ttatcatgac
tecggtgatga
tgtaagcgga
gtcggggetyg
catttaagca
cgcagatata
ggaagcgcetce
tagaaagtat
tcaaaaaacc
ccacaaacat
acctacccat
atgtttatct
tgaatcgaaa
agaagaaace

ccagteggga
cggtttgegt
teggetgegg
aggggataac
aaaggecgeyg
tegacgetea
ccetggaage
cgeectttete
tteggtgtag
cogetgegec
gcecactgges
agagttcttg
cgetetgetg
aaccaccget
aggatctecaa
ctcacgttaa
daattaaaaa
ttaccaatgc
agttgcctga
cagtgctgca
ceagcecagece
gtctattaat
cgttgttgec
cagetecggt
ggttagctec
catggttatyg
tgtgactygt
ctettgeceg
catcattgga
cagttcgatg
cgtttcectggg
acggaaatgt
ttattgtete
teecgegeaca
attaacctat
cggtgaaaac
tgcegggage
gottaactat
taaacacgca
ggtgcgacgt
gttttcggaa
aggaacttca
@aaaaacgcac
tgctcaaaag
ccaccttteyg
ctagtattac
acaatacgaa
gttcataatt
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aacctgtegt
attgggceget
cgageggtat
gcaggaaaga
ttgetggegt
agtcagaggt
tccectegtge
ccttegggaa
gtegttoget
ttatceggta
gcagccactg
aagtggtggc
2agccagtta
ggtageggty
gaagatecctt
gggattttgg
tgzagtttta
ttaatcagtg
ctececgteg
atgatacecge
ggaagggceey
tgttgeeggyg
attgctacag
tceccaacgat
ttcggtecte
gecagcactge
gagtactcaa
gegtcaatac
aaacgttctt
taacccactc
tgagcaaaaa
tgaatactca
atgagcggat
tttececegaa
aaaaatagge
ctctgacaca
agacaagccc
geggcateag
ctatgcegtt
gaacagtgag
acgctttgaa
gagegotbttt
cgygactgtaa
tatctctity
ctocttgaac
tetttagaca
aatgtaaaca
ttetgaccaa

gcecagetgga
cttecegette
cageteacte
acatgtgage
ttttcecatag
ggcgagacce
gcteteetgt
gcgtggoeget
Ccaagetggyg
actatcgtcet
gtaacaggat
ctaactacgg
cctteggaaa
gtttttttgt
tgatetttte
tcatgagatt
aatcaatcta
aggcacctat
tgtagataac
gagacccacyg
agcgcagaag
aagctagagt
gcatcgiggt
caaggecgagt
cgategttgt
ataattctet
ccaagtcatt
gggataatac
cggggcgaaa
gtgcacccaa
caggaaggca
tactcttcct
acatatttga
aagtgccace
gtatcacgaq
tgcagctece
gtcagggege
agcagattgt
cttctoatgt
ctgtatgtgc
gttectatte
gaaaaccaaa
cgagetacta
ctatatatect
ttgcatctaa
aaaaaattgt
tttectatac
tgaagaatca
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ttaatgaatc
ctecgeteact
aaaggcggta
agaaggeeay
gctecgeece
gacaggacta
tcecgacectg
tteteatage
ctgtgtgeac
tgagtccaac
tagecagagceg
ctacactaga
dagagttggt
ttgcaagcag
tacggggtcet
atcaaasaagg
aagtatatat
ctcagcgate
tacgatacgy
ctcaccggek
tggtectgca
aagtagttcg
gtcacgcteg
tacatgateac
cagaagtaaqg
tactgtcatg
ctgagaatag
cgegecacat
actctcaagg
ctgatctteoa
aaatgeccgea
ttttcaatat
atgtatttag
tgacgtetaa
gcectttegt
ggagacggtc
gtcagegggt
actgagagtyg
atatatatat
gcagetoegeg
cgaagttceet
agcgectcotga
aaatattgcg
ctgtgctata
actcgacete
agtaagaact
gtagtatata
tcaacgctat

ggccaacgcog
gactcgoctge
atacggttat
caaaaggeca
cectgacgage
taaagatacc
cegettaccg
tcacgctgta
gaaccccccg
ccggtaagac
aggtatgtag
aggacagtat
agctcttgat
cagattacgce
gacgetcagt
atcttecacct
gagtaaactt
tgtetattte
gagggettac
ccagatttat
actttatceg
ccagttaata
tegtttggta
cceatattgt
ttggccgcag
ccatccgtaa
tgtatgogge
agcagaactt
atcttaccge
geatetttta
aaaaagggaa
tattgaagca
aaaaataaac
gaaaccatta
ctegegegtt
acagettgte
gttggegggt
¢accataacg
acaggcaaca
ttgeatttte
attctctage
agacgcactt
aataccgctt
tccctatata
tacatttttt
attcatagag
gagacaaaat
cactttotgt

2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3184
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3800
3860
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5260



10

tcacaaagta
aaaaatgcac
tttatggaag
gcaaaaagtt
gatgetttgt
tagattcttt
ctoagattet
aagcacagat
tgcagctcag
aatgaagcac
tctececegt
aggaaaaaat
ggtatctteg
agcaacggta
tttgctatca
tcgttecectt
aatcaactcce
agaagagaaa
atagctcatt
aaacaaattc
tgaataatga
ctggttggac
ccactacaat
caaaaaaaga
gttcattctt
tgatgcaata

<210>10
<211> 10597
<212> ADN

tgcgcaatce
ccgcagette
agaaaataga
atcaagagac
tagaaaaata
gttggtaaaa
ttgtttgaaa
tcttegttgg
attetttgtt
agatgcttcg
tgttgtetca
taacgacaaa
aacacacgaa
tacggectte
agtataaata
tecttecttat
aagctttgcea
ggtcgaattyg
gtccttcact
tcaagcgett
aatcacgget
ggaccaaact
ggatgatgta
gatcgaattc
atgtacctat
aatattaaaa

<213> Secuencia Artificial

<220>

ES 2320527 TS5

acatcggtat
gctagtaate
caccaaagta
tgecattatag
gcgetctegg
tagcgcectcte
aattagcgcet
taaaatagcg
tgaaaaatta
ttgcttgcat
ccatatccge
gacagcacca
actttttect
cttecagtta
gacctgcaat
ttctttttet
aagatggata
ggtaccgecy
ttcactaaca
tcacaaccaa
agtaaaattg
gcgtataacy
tataactatc
ttaatacgac
gctgagaate
taaaacaaaa

agaatataat
agtaaacgcg
gecttcttet
agcgcacaaa
gatgcatttt
gegttgceatt
ctcgegttige
ctttcgegtt
gcgctctege
geaacttett
aatgacaaaa
acagatgteg
tectteatte
cttgaatttg
tattaatcett
gcacaatatt
aagcggaatt
ccaattttaa
gtagcaacgg
ttgcetecte
atgatggtaa
cgtttggaat
tattcgatga
teactatagy
gtgccaataa
cagaaggcetyg

<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: ADN plasmidico

<400> 10
ccggtggtac

gaaggataag
aactgttcca
ggctggaact
tgctccaaga
caagttcatt
aaaaggaatc
tttgccaaag
tggaactgac
accaatcgag
ggatgacgga
aatctgggtt

cgggceccoc
aatggacgat
aatcttaagg
ggagatcctt
attcatcgtg
gttcatattg
ggagagagca
gcacttcgta
agtgtcacta
gtaactgatg
ggagagccaa
ccatgtggac

ctcgaggtcg
gggaagaagce
agggagaaga
ctgatcettc
aagatctttc
atggtgagcce
aggctcaaat
agcaaagtgq
tcaatatcaa
tcttcgaaga
ttgagttcta
gtagtggaga

acggtatcga
tetegttgtt
atatcaattc
tgategtgtt
tgatacaact
agcaccagat
tgaaaatgag
aaaatatacc
ggtaaaaagc
tcgtgcaact
tgaaattgaa
tacccactte
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cggggatgce
ggaagtggag
aaccttaacg
ggagaaaaaa
tgtagaacaa
tetgttetgt
atttttgttt
gcatttctgt
gttgecatttt
ttettttett
aaaatgatgy
ttgttccaga
acgcacacta
aaataaaaaa
ttgttteccte
tcaagctata
aattecccgag
tcaaagtggg
tecgaaccete
taacgttcat
taattcaaaa
cactacaggg
tgaagatacc
gccecatggac
gaagccaata

taagettteg
ccaggagatc
agaatttctg
gttgcgaagce
gtcaaggtcg
gtaacatggt
ccatacatet
atcactgcaa
aagccaacga
cttgactgga
aagatgaaca
acagtcgatt

tttatecttga
tcaggetttt
gacctacagt
agtaatctaa
aaaagaagta
aaaaatgcag
tacaaaaatq
tctgtaaaaa
tgttctacaa
ttecttttete
aagacactaa
gctgatgagg
ctetetaatyg
agtttgecge
gteattgttc
ccaageatac
cctccaaaaa
aatattgcectg
ataacaactc
gataacttca
ccactgtcac
atgtttaata
ccaccaaacc
gaagaatcca
cttecttaga

tcattgaaaa
agaaaacagc
ctegtaacaa
caagaaacct
gagccactcet
cattcaatgg
cgagatttge
ccaacattaa
aaccaaaggq
aaccaccaga

ccaaggacgg
cactcaacaa

5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6480
6540
6600
6660
6720
6780
6820

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720



gggagatcat
ggaaactgaa
tcoagageca
agaagcgctyg
agccagtgag
ctggtcaaaa
agktctgcaag
tttcaaaaat
tcgaaaatte
catagagcta
tcaaagaaaa
aaacttcace
taattctcat
agatcteeea
agaagctcag
gagecegetag
cgacttatge
gaaagaatga
caaattgtea
aaggaaaagg
agctcagget
ctcgaaattce
aagtttcecgt
gattaatcas
agaaccaact
gcttetggag
catggazact
Lgcaatgcayg
gaaaaazata
atagttctat
tegacgagat
cttctgtgta
ctecactggat
acctagaaat
tctegacaat
gttaatgaza
tcaaaaaaaa
tgtctgacac
tcatagaatt
attttgegga
atcactgaaa
tetegatett
ggttcaagte
ggcckaagat
ttttggatta
atacgaccaa
ttecttacgta
taagtgggat

tacaagttcec
accgatatet
actgattgqgg
ctaagggggc
gaacgtgaag
agatgaaatt
tcgttcacag
caataactga
ctctgaatta
ttgtaaattt
ggatgacggg
agctccaaaa
ttcaattttt
gaaggtctte
aaagaaagca
atattetacyg
aacaacagat
agaaaaagat
gagaacttct
aaagaattaa
ttctecacecag
cctecatgtceg
agasatgaca
caagttgete
gatgattcag
attgctccag
gaaagatcgg
attcgaaagg
aattagaata
tattgaaaaa
cttetggett
caccaagaac
gcactagacg
tgggaataat
cctacaaatt
aaatgtagaa
attgcagctg
tagtttttag
tceatgtgtt
getgggeotat
attaattttt
ctgtegtteg
cttteggtgt
tcaatttaat
gaaacatata
atcggataat
atcgtatgaa
agtgttttta

ES 2320527 TS5

gtgtcaaggce
tggctaaaga
attctgatca
cctegtegag
aagaagaaaa
attgatttte
tcgecccagag
tcataatttt
tcaagattge
tcttgattte
gatgatcagce
aggtccaagg
cagagaatca
agcacgttcce
atcegaagag
aacaagaacc
tagtgataag
tcacggattyg
tecaagagaat
tttaattttt
gattctctaa
gtgaacttct
gaggcgtcac
acgaagttct
ttgaagtcge
cagctecttaa
aaaatgcact
acaaatttge
atttaaattce
tttggagaat
ctgtgcaget
cttgttgagt
actgattctc
acgaactttt
tacttattge
aatcggaaat
aaataaatgt
ttttaaaaaa
ttttttcaat
caagaatctg
aakcaaaact
gtacgatgac
tgtacgtcaqg
gaagtgatta
agacaggttt
ceatgectac
gaaataacas
ttagctaacc

tgtcaacagc
tccatttgat
tgttgatete
tcggteacaa
agagtcatct
agccagatac
aatcgcggga
tattgtttgg
agtattaatt
agactgaaac
ctggecacace
agaccaggtt
gagtetcctg
ccgteacgat
ccagcaccgce
ggaggageat
caaagtgaac
gttaacagag
gtgattegtt
caggggactt
cgbctatgea
tcteoegtegt
ggtgaacgtg
tgecgetygaa
cattgegtec
cagtgtectac
ggategacgt
ggtaaggtag
ctactagcea
ttcteatatt
geategottt
teatcaactyg
gagaaatcag
gaaaatattc
accatgttgce
tggcaatttt
cattttcaga
tgttggaaga
taaccaatta
ctgecagtttt
tgaatatcaa
ggtgaagaag
tgteotgeaa
aatttgttct
acctatctat
ctggeatcta
tttgatcgtt
ggaaaatttt
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gaaggacctt
cgtccagata
aagtgggatc
tcacctgaaa
gaacaggttt
tcccaaaact
agtgagccaa
tgaatttaag
tcgagaaaaa
ttcggaaaat
gaacagectat
tgtcaaaage
aaaaatcecce
ctectagacg
taccagagaa
atattecace
agtatcagag
tcaacgcgaa
caaagtgagt
ctctgecegtyg
gctttggeyg
ctgattgtac
atcaaattca
atcatgatic
¢ctgaaagagt
gaccgtcttce
attcagtata
aatatataza
atcaggegac
ctogetogga
gtgctecctt
aatctgtgac
attgagttgc
aggaggatta
tccaacattt
cagaccattt
taaatcgage
acatggtgca
tccaaatcett
ataagacgag
ctaaacccac
ccaattgtag
tgctatttag
ctgaacctet
taaaaaacag
ggaacgtgtt
ggccagcaaa
atagtttttt

ctgatccatt
gaccaggteg
cactagttect
ctccaaagge
gattttcttt
agcagcgaga
gaggtatgtt
aaaataatat
ttgagatatt
caagagaaaa
agaagecggg
ttectgegat
ggttcgttca
gogoogagaa
aaagaagaaa
cgecaaactt
aatgaattgg
gaatcttgtt
gagaaaatceg
acattattca
cagttatcaa
agttcasaaqg
tegeacattt
tgatgcttga
gtggagcaaa
gtgcaattct
tgattgagace

tagtttatta

ctttttgege
aatctggasat
tctcgottgt
tggecttgttyg
gattagggtg
aaaaaattat
ttcattaaaa
ttaagcattt
gattttctgt
ataggtaatt
ccaaactcac
catctctgat
ttattaactt
tagttgattt
ttataactta
taagatgatc
atcaaaatag
cttagaagat
aatagggttt
tttgcaagaa

780

840

200

9640

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1600
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2BZ0
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600



accactgaaa
ataaaatteg
aaattttgtt
ttcagtggtt
tttgtcacaa
ttttataatt
tcagttcaaa
cttacctgey
tagttgtggt
ccgtactatt
geatgeatee
tccetttgta
ctgtfgctgt
tattgcagge
tcatccatac
tgaccacacy
tagatceaga
gaaacgcoga
gtgatgtgga
gactgcttte
tgcegaaaat
tgtaaaaatt
tttggactac
ggtcagcgat
aaaaaaaact
gccaaattcet
gegegatget
tcatecgaacy
aggacacgta
ttattgctca
tgaccgaaga
ttgtggaqgce
agagagagtt
ttggattatt
tgattggatt
agaagasaggg
cggattcgte
attecctcate
gtgaagagag
agagagctga
gccaggatte
aagategteg
attcagggga
atcaccgtga
gtcatgactc
gtegtegtga
tactgaatat
tttctaaaaa

acccectaat
ataaaacaga
gctcaaaaac
tttcacatta
caataaaatg
taaaaatagt
tttceatttt
cetgattega
agtggacgtt
gagagagggyg
ataagcataa
atacatacac
agttgccaag
gtatceggeg
acttaatttg
cggggggeat
attcgaaaayg
tatttcggat
agaqggctccg
agaaggtatt
ttgctgaatt
agattaaatt
caagaagctyg
gttgcaaaga
ccgttttttt
aaaatactat
tgtcgattgt
tttetgeega
ttccacgatt
tttgcteteg
ggacacaact
gatgggaatg
gttttegtat
cccacgaact
gagtggttig
aatgctggat
agactcgtot
ttcttcagaa
ttccaaaaag
acgtcategt
tgacgaaaat
tegtcaagac
aagacgtcge
agatcgcegt
tgatgatgat
agtggaatcg
ttgttetttt
attaattcaa
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tgtatacatt
atttaagtgt
attcgaagct
aaaaagctaa
ctggtcaaaa
tttectttege
tacaaccata
aagaacaace
catcacgcaa
agactgaaga
teccaggaggyg
atatctaata
gcatcatcga
gtcattgaag
gdggatgegg
taatttaata
aacgaggagqg
gaggatggtg
aagaagacta
cattttgagt
tgeeyggaaaa
tgcaactttt
ctcacaaatt
aaaatttteg
cttttttttt
cocecgaaatt
tgtgctcaac
cttecgecteg
caccgaattg
acggatgcta
tettetggea
gttaaacttc
tcaattttec
aatcogaaca
acgttggazac
cagttgaagy
gattcttegyg
tcagagecag
aaggaaaaaqg
gatcaaagtg
cgtcggceag
teggatgatyg
ggagatcggg
gacecgaagea
cgtaaaacte
gatgatcgac
tcetattatt

tccaaatceta

ttttggagea
aaattgttca
gctctaaaaa
ttttaactaa
tgtgttegaa
tgggacacat
atcataaagc
gtagccaaaa
tactgaccaa
tggcaattga
atggagagaa
ccgaagaatqg
tgaaataact
acttggactt
ttgatecgga
aattgaatte
tttatgagga
gocgacgagtt
cagagattat
tttgggecyy
aaaaattccg
cagagaagtc
gctgaaaaty
accaaaaaaa
atacgagaaa
ttcaatattt
agegtaceta
aataccagca
acatcacaaa
ttgactggaa
gaatctatat
attcgagagt
ctattttecag
gcgcacgatt
ttcgtgaatg
ccgaatcaag
attctgacyga
aaccaccgaa
agaatattgy
tggagaacaa
aacgaggaga
aggatcggaa
atcgacgtga
aggatcgtga
gtegggatag
gecgacgteg
tatttattct
aacatgageg

57

gcttotggte
catttagttt
aatgcattaa
aaatccatca
aaaatgtttt
acatttttygyg
tacgtctgat
gaacaagaay
tggtcgtggg
ggacagtgtc
aaatcttgtt
gctaattgaa
gaaagaaaga
gattgaggag
aaatgggett
catttcagat
gatccgtaag
ggatgatgaa
tgataatact
caaatctgta
gaatttattt
tacectgacaa
aagattccag
ccaaccaatc
aaccaazaaa
tctctiteag
cgagegatte
atactitgaa
actgcggaat
gattttggece
taaatatata
tactgatccg
aactttggct
ttcgatcaac
gctggcaaag
ctcagattca
ttcateccgac
gaaaaagaag
tcgacgggat
ggacaaggat
tgacegeaag
aggtcgtgaa
tcgaaacaag
ggatcgacgt
aagtgaagag
ttgaatttte
ctttgtgttt
gtttttttte

tttttgagca
ctattttate
aaaaggggtt
tatttceaac
tttttttaat
gcgtaaattt
ctctetegea
aacaagcacyqg
gtctcacttt
ttcgacgeac
tctaageece
tggacgtcag
attaaataat
gaggatcaga
agtaagtgac
gtgttcaaac
gaaatcattg
gaagagggta
gatcagaatt
agttgeccggt
aaaaacttet
tgcaatcatc
acagcatgca
ataaaattta
atgtattttt
aacgaactcet
tacggaatge
aagctctgcecc
ttggcteged
gatatgaaaa
tttaatgaac
tgagtttect
cattgetttyg
ttcttcacaa
ggtctcaaga
tegtegtett
tegtettcag
aagaagaaca
cgtggagaca
cgtegacgte
gatcggagta
cgtogggaag
gatcaggagg
gatcgeegtc
cgaggaggac
aaattttaaa
tttttcttge
tctttecegte

3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
1440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5320
5580
5640
3700
57460
5820
5880
5940
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6480



tecoccaatteg
gektteattt
atggaaatga
ggtttaaaaqg
aagaaattag
ggcacgtttyg
tttggtgteg
cgacacgtct
tetogtittt
ttcaataaat
tccttaaagg
tagagcggcc
cactggeegt
gecttgeoage
gcecttceca
taagegegge
cgecegetec
aagctctaaa
ccaaaaaact
ttogooettt
caacactcaa
cctattggtt
taacgtttac
tatttttcta
ttcaataata
cettttttge
aagatgctga
gtaagatcct
ttetgetatg
gcatacacta
cggatggcat
cggccaactt
acatggggga
caaacgacga
taactggcga
ataaagttgc
aatctggagce
agcecteceg
atagacagat
tttactcata
tgaagatcct
gagcgtcaga
taatctgetag
aagagctacc
ctgtoottet
catacctecge
ttaccgggtt

ggggttegtyg

tattcegete
cattaggacg
aataaggaca
aaaacataaa
gcgaacgatyg
gcgaaggcaa
ctecttttaca
tcecaattttt
gaaaattttt
ttcaaagaaa
cgcacacctt
gccaccgegy
cgttttacaa
acatcceceee
acagttgegt
gggtgtggtg
tttegettte
tcgggggete
tgattagggt
gacgttggag
ccctateteg
aaaaaatqgag
aatttcaggt
aatacattca
ttgaaaaagyg
ggcattttgce
agatcagttyg
tgagagtttt
tggageggta
ttctecagaat
gacagtaaga
acttctgaca
tcatgtaact
gcgtgacace
actacttact
aggaccactt
cggtgagegt
tatcgtagtt
cgctgagata
tatactttag
ttttgataat
ccceqgtagaa
cttgcaaaca
aactcttter
agtgtagceg
tctgctaate
ggactcaaga
cacacagcec
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cteteatety
tggggggaat
cacaatatge
aatatataga
agaattgtcc
atgttcggta
aaattttecg
caaattcaaa
cttcegttta
ctggtgaaaa
ttaaatgtce
tggagctcoeoa
cgtcgtgact
ttegeocaget
agcctgaatyg
gttacgegea
ttecettect
cctttagggt
gatggttcac
tccacgttct
gtetattett
ctgatttaac
ggcactttte
aatatgtate
aagagtatga
cttectgttt
ggtgcacgag
cgccccgaag
ttatceegta
gacttggttg
gaattatgca
acgatcggag
cgeettgate
acgatgectg
ctagcttcee
ctgegetegy
gggtctegeyg
atctacacga
ggtgectcac
attgatttaa
ctcatgacca
aagatcaaag
aagaaatcac
ccgaaggtaa
tagttaggcc
ctgttaccag
cgatagttac
agettggage

aacacaatgt
tggtggaagq
aacaacattc
ggaggaagga
tcgettggea
tggagatctg
attttcgett
agagccttta
atcgaaattt
ctcggaaaat
gccccaatac
attcgeccta
gggaaaaccc
ggcgtaatag
gcgaatggga
gegtgaccgce
ttectegecac
ftoeogatttag
gtagtgggcee
ttaatagtgyg
ttgatttata
aaaaatttaa
ggggaaatgt
cgcteatgag
gtattcaaca
ttgoctcacce
tgggttacat
aacgtritee
ttgacgccgg
agtactcacc
gtgctgeceat
gaccgaagga
gttgggaace
tagcaatygge
ggcaacaatt
cceotteoegge
gtatcattge
cgggcagtcs
tgattaagca
aacttcattt
aaatccctta
gatcttettg
cgctaccage
ctggcttcag
accacticaa
tggctgetge
cggataaggce
gaacgaccta

58

gcaagtttat
gggaaacaca
aattcagaaa
aaactagtaa
aatgcgaatc
taaaaatttt
gaaattacgg
atgggctgta
gatgtatttt
tgtgaactac
gatatttttt
tagtgagteg
tggegttacc
cgaagaggoc
cgcgeectgt
tacacttgee
gttcgeegge
tgetttacqgg
atcgececctga
actcttgtte
agggattttg
cgogastttt
gcgeoggaace
acaataacce
tttecgtagte
agaaacgety
cgaactggat
aatgatgagc
gcaagagcaa
agtcacagaa
aagcatgagt
gectaacegcet
ggagctgaat
aacaacgttg
aatagactgg
tggctggttt
agcactggyg
ggcaactatg
ttggtaactg
ttaatttaaa
acgtgagttt
agatecttte
ggtggttrgt
cagagegeayg
gaactctgta
cagtggcgat
gcagcggtey
caccgaacty

ttatettete
casaaggatyg
tatggaggaa
aaaataagcea
cgtatggaga
taagttgaaa
tgccaggtet
gttgetaatt
atttatgatt
agtaatccaa
taagattcyge
tattacaatt
caacttaate
cgcaccgatce
ageggegeat
agcgecctag
ttteccegte
cacctegace
tagacggttt
caaactggaa
cecgatttogg
aacaaaatat
cotatttgtt
tgataaatgc
gcecttatte
gtgaaagtaa
ctcaacageg
acttttaaag
cteggtegee
aagcatctta
gataacactg
ttttttcaca
gaagccatac
cgcaaactat
atggaggcgg
attgetgata
ccagatggta
gatgaacgaa
tcagaccaag
aggatctagyg
tegtteccact
tttctgcgeg
ttgceoggatc
ataccaaata
gcaccgecta
aagtegtgtc
ggctgaacygyg
agatacctac

6540
6600
6660
6720
6780
6840
6300
6960
7020
7080
71490
7200
7280
7320
7380
7440
7500
7560
7620
7680
7740
7800
7860
7920
7980
8040
8100
8160
8220
8280
8340
8400
8460
8520
8580
8640
8700
8760
8820
8880
8940
a000
9060
9120
9180
9240
9300
9360



10

agcgtgagca
taagcggcag
atctttatag
cgtcagggag
ccttttgety
accgtattac
gcgagtcagt
gttggcegat
agcgecaacyc
tgcttcecgge
gctatgacca
gggggatect
aaaaatgggc
tgagaacacg
ctgacataga
aactttatag
acctttttga
cgaaatgcca
tecactggac
ttttctgtgt
aaatttaatt

<210> 11
<211> 10599
<212> ADN

ttgagaaagc
ggtcggaaca
tectgtecggg
gccgagecta
gecttttget
cgeetttgag
gagcgaggaa
tcattaatge
aattaatgtg
tcctatgttg
tgattacgcece
ccaaaatcgt
gaaaaaatga
ttaaacacga
tttaaaaaag
aatctecctat
aactttgaat
gaagaaaact
aattggaaaa
attttctecat
gtattcaaac

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
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gccacgcttc
ggagagcgcea
tttegecace
tggaaaaacy
cacatgttcet
tgagctgata
gcggaagage
agetggeacyg
agttacctca
tgtggaattg
aagctcggaa
cttecgetet
aattgagcett
agatcatatt
catatatata
tggcacattg
ctctttgaag
atatttgaat
aaaatttatt
tttttataaa
ttttttatag

ccgaaggygayg
cgagggagcet
tctgacttga
ccagcaacgc
ttcetgegtt
ccgectegecg
gececaatacy
acaggtttee
ctcattagge
tgagcggata
ttaaccctca
gaaaaacgaa
tttgggtega
tattttgaga
tttttecattt
tettttattt
tatactgteg
ctcgecgctaa
cggaggcgac
ttcttetttg
taagata

<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: ADN plasmidico

<400> 11
ccggtggtac
caacatgatce
atggattttt
tgacagcectt
gggtatctcc
tttcatagaa
cacgatctte
ttaccttgat
attttccact
tttcaatttyg
gtgetggete
tatcagaaag
gatcagaagy
gatattcttc
cgagagette
accgtcgacce
gcagccagty

cgctagcegt
agaatcccaa
agccaaaata
gacacggaac
actacgtcca
ctcaattggc
gaagacatca
attgatagtyg
ttgcttacga
agecttgete
accatcaata
atcttcacga
atcagaagga
tccctecetta
ttcccategt

tcgagggggy
aggaacgtga

acgaacccegg
tcagttggct
tcggttteag
ttgtaatgat
catggaacce
tectecteegt
gttacctega
acactgtcag
agtgeetttyg
tcteegatte
tgaacaatga
tgaattcttg
tectccagtte
agatttggaa
ccattcttat
gcecectegteg
agaagaagaa

gttectagaac
ctggacgace
tttecaatgg
ctcecttgtt
agattccgtc
catcctctgy
ttggteecett
ttccattaat
gcaaagcaaa
cttttececatt
acttgagagt
gagcaaqgtt
cagccttgtt
cagttgetgt
ccttetttte
agtcggtecac
aaagagteat

59

aaaggeggac
tcocagggggyg
gegtegattt
ggecttttta
atcccctgat
cagccegaacg
caaacegceet
cgactggaaa
accccaggct
acaatttcac
ctaaagggaa
agtggacctt
aaaaaatgtt
cccggatget
tcaacgtgaa
aactgaggca
aaaagactga
attgageaat
aacggtattt
atttatcgtt

tagtggatce
tggtctatcet
atcagaaggt
gagtgaatcg
cttggtgtte
tggtteccag
tggtttcgtt
gttggttgca
tctcgagatg
gaatgaccat
ggcteocgace
tettggctte
acgagcagaa
tttetgatet
aatgacgaaa
aatcacctga
ctgaacaggt

aggtatccgg
aacgeetggt
ttgtgatget
cggtteetgg
tctgtggata
accgagegcea
ctccecegege
gcgggeagty
ttacacttta
acaggaaaca
caaaagctygyg
tgacatccga
tttagaatgc
ctgaaaatgt
agttttgtge
gtttttgaac
cttgagcgtt
gcaaccgoege
tcgaaattga
cgtttgtgay

cacttgagat
ggacgatcaa
ccttecgetgt
actgtgaagt
atcttttcaa
tcaagagttg
ggcttgettt
gtgatggtat
tatggcteat
gttacatctg
ttgacagttyg
gcaacaacac
attctgaatt
cctggaacaa
gcttategat
aactccaaag
ttgattttet

9420
9480
9540
9600
9660
9720
9780
9840
9900
9960
10020
10080
10140
10200
102860
10320
10380
10440
10500
10560
10597

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
B40
900
960
1020



ttctggtcaa
gaagtctgca
tttttcaaaa
attcgaaaat
ttcatagage
aatcaaagaa
ggaaacttca
attaattcte
caagatctcc
aaagaagctce
aagagccget
ttegacttat
gggaaagaat
ttcaaattgt
cgaaggaaaa
caagctcagg
aactcgaaat
agaagtttce
ttgattaatc
gaagaaccaa
aagcttectgg
ctcatggaaa
actgcaatge
tagaaaaaaa
gecatagttct
attcgacgag
gtettetgtyg
tgctcactgg
tgacctagaa
attctcgaca
aagttaatga
tttcaaaaaa
gttgtectgac
tttcatagaa
acattttgeg
atatcactga
tttctcgate
ttggttcaag
taggcctaag
tcttttggat
agatacgacc
atttcttacg
tttaagtggg
aaaccactga
caataaaatt
tcaaattttg
tttteagtgg
actttgtecac

aaagatgaaa
agtcgttcac
atcaataact
tcctetgaat
tattgtaaat
aaggatgacg
ccagctccaa
atttcaattt
cagaaggtct
agaaagaaag
ggatattcta
gcaacaacag
gaagaaaaag
cagagaactt
ggaaagaatt
ctttectcacc
tcectecatgt
gtagaaatga
aacaagttgc
ctgatgatte
agattgctce
ctgaaagatc
agattcgaaa
taaattagaa
attattgaaa
atcttctgge
tacaccaaga
atgcactaga
attgggaata
atcctacaaa
aaaaatgtag
aaattgcagc
actagtttrt
tttccatgtg
gagctggget
aaattaattt
ttctgtegtt
tecttteggt
attcaattta
tagaaacata
aaatcggata
taatcgtatg
atagtgtttt
aaacccccta
cgataaaaca
ttgctcaaaa
tttttcacat
aacaataaaa
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ttattgattt
agtcgcccag
gatcataatt
tatcaagatt
tttcttgatt
gggatgatca
aaaggtccaa
ttcagagaat
tcagcacgtt
caatccgzag
cgaacaagaa
attagtgata
attcacggat
cttcaagaga
aatttaattt
aggattctet
cggtgaactt
cagaggcegte
tcacgaagtt
agttgaagtc
agcagctcett
ggaaaatgca
ggacaaattt
taatttaaat
aatttggaga
ttctgtgcag
accttgttga
cgactgattc
atacgaactt
tttacttatt
aaaatcggaa
tgaaatazat
agttttacaa
ttttttttea
atcaagazatc
ttaatcaaaa
cggtacgatyg
gttgtacgtce
atgaagtgat
taagacaggt
atccatgect
aagaaataac
tattagctaa
attgtataca
gaatttaagt
acattcgaag
taaaaaagct
tgctggteaa

tcagecagat
agaatcgeqg
tttattgttt
gcagtattaa
tcagactgaa
geetggeaca
ggagaccagg
cagagtctcc
ceeegteacyg
agccagceacce
ccggaggagce
agcaaagtga
tggttaacag
atgtgattcg
ttcaggggac
aacgtctatg
cttctecgte
acggtgaacg
cttgegetgg
gccattgegt
aacagtgtct
ctggatcgac
gcggtaaggt
tcctactage
atttectcata
ctgcatcgcet
gttcatcaac
tcgagaaatce
ttgaaaatat
gcaccatgtt
attggcaatt
gtcattttca
aatgttggaa
attaaccaat
tgctgcagtt
cttgaatatc
acggtgaaga
agtgtcetge
taaatttgtt
ttacctatct
acctggcate
aatttgatcg
ccggaaaatt
ttttttggag
gtaaattgtt
ctgctctaaa
aattttaact
aatgtgtteg

60

actcccaaaa
gaagtgagcc
ggtgaattta
tttegagaaa
acttcggaaa
ccgaacaget
tttgtcaaaa
tgaaaaatce
atctcctaga
gctaccagag
atatattcea
acagtatcag
agtcaacgcg
ttcaazagtga
ttctetygeey
cagctttgge
gtctgattgt
tgatcaaatt
aaatcatgat
tcctgaaaga
acgaccgtct
gtattcagta
agaatatata
caatcaggcg
ttetegeteg
ttgtgctcecee
tgaatctgtg
agattgagtt
tcaggaggat
gctccaacat
ttcagaccat
gataaatcga
gaacatggtg
tatccaaatce
ttataagacg
aactaaaccc
agccaattgt
aatgectattt
ctctgaacct
attaaaaaac
taggaacgtg
ttggcecagea
ttatagtttt
cagcttetgg
cacatttagt
aaaatgecatt
aaaaatceat
aaaaaatgtt

ctagcagega
aagaggtatg
agaaaataat
aattgagata
atcaagagaa
atagaagcecg
gettectgeg
ccggttegtt
c€ggcgeegag
aaaaagaaga
ccegecaaac
agaatgaatt
aagaatcttg
gtgagaaaat
tgacattatt
ggcagttatc
acagttcaaa
catcgcacat
tetgatgett
gtgtggagca
tecgtgcaatt
tatgattgag
aatagtttat
acctttttge
gaaatctgga
tttctegett
actggettgt
gcgattaggg
taaaaaaatt
ttttcattaa
ttttaagcat
gcgattttct
caatagqtaa
ttccaaactc
agcatctectg
acttattaac
agtagttgat
agttataact
cttaagatga
agatcaaaat
ttcttagaag
aaaatagggt
tttttgcaag
tetttttgag
ttctatttta
aaaaaaqgggg
catatttecca
ttttttttta

1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1520
1580
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3500



atttttataa
tttcagttca
cacttacctg
cgtagttgty
tteegtacta
acgcatgecat
cctccetttg
agetgttget
attattgecag
gatcatccat
actgaccaca
actagatcca
tggaaacgec
tagtgatgtyg
ttgactgctt
gttgecgaaa
tttgtaaaaa
tctttggact
caggtcagecyg
taaaaaaaaa
ttgecaaatt
ctgegegatg
gctcategaa
ccaggacacyg
ccttattget
aatgaccgaa
acttgtggag
ctagagagag
tgttggatta
aatgattgga
gaagaagaag
tteggatteg
agattcctea
cagtgaagag
caagagagcet
tcgecaggat
taaagatcgt
agattcaggy
ggatcaccgt
tcgtcatgac
acgtcgtegt
aatactgaat
gectttctaaa
tcteccaatt
tcgettteat
tgatggaaat
aaggtttaaa
caaagaaatt

tttaaaaata
aatttccatt
cgectgatte
gtagtggacg
ttgagagagqg
ceataageat
taatacatac
gtagttgcca
gcgtatcocegg
acacttaatt
€gcggggyyc
gaattcgaaa
gatatttcgg
gaagaggctc
tcagaaggta
atttgctgaa
ttaaattaaa
accaagaagce
atgttgcaaa
cteecgttitt
ctaaaatact
cttgteqgatt
cgtttetgee
tattecacga
catttgctet
gaggacacaa
gegatgggaa
ttgttttegt
ttcccacgaa
ttgggtggtt
ggaatgcotgyg
tcagactegt
tettetteag
agttccaaaa
gaacgtcatc
tctgacgaaz
cgtcgtcaag
gaaagacgte
gaagategec
tctgatgatyg
gaagtggaat
atttgttttit
aaattaattc
cgtattecge
ttcattagga
gaaataagga
agaaaacata
aggcgaacga
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gttttettte
tttacaacca
gasagaacaa
ttcatcacgc
ggagactgaa
aatccaggag
acatatctaa
aggcatcatc
cggtcattga
tggaggatge
attaatttaa
agaacgagga
atgaggatgy
cgaagaagac
tteattttga
tttgcecggaa
tttgcaactt
tgctcacaaa
gaaaaatttt
tteottttttt
atceccecgaaa
gttgtgctea
gacttecgeet
ttcaccgaat
cgacggatge
cttcttectgg
tggttazact
attcaatttt
ctaatcecgaa
tgacgttgga
atcagttgaa
ctgattctte
aatcagagcee
agaaggaaaa
gtgatcaaag
ategteggec
acteggatga
gcggagateg
gtgaccgaag
atcgtaaaac
cggatgatcg
tttcctatta
aatccaaatc
tectetcate
cgtgggggga
cacacaatat
aaaatatata
tgagaattagt

gctgggacac
taatcataaa
ccgtagecaa
aatactgacc
gatggcaatt
ggatggagag
taccgaagaa
gatgaaataa
agacttggac
ggttgatccg
taaattgaat
ggtttatgag
tggcgacgag
tacagagatt
gttttgggee
aaaaaaatte
ttcagagaayg
ttgctgaaaa
cgaccaaaaa
ttatacgaga
ttttcaatat
acagegtace
cgaataccaqg
tgacatcaca
tattgactgg
cagaatctat
tcattegaga
ccectatttte
cagegcacga
acttecgtgaa
ggeccgaatca
ggattctgac
agaaccacecg
agagaatatt
tgtggagaac
agaacgagga
tgaggategg
ggatcgacgt
caaggategt
tegteogggat
acgccgacgt
tttatttatt
taaacatgag
tgaacacaat
attggtggaa
gcaacaacat
gaggaggaag
cctegettgg

61

atacattttt
gctacgtetg
zagaacaaga
aatggtegtyq
gaggacagtyg
aaaaatettyg
tggctaattg
ctgaaagaaa
ttgattgagg
gaaaatgggc
tcecattticag
gagatcegta
ttggatgatg
attgataata
ggcaaatcetqg
cggaatttat
tctacctgac
tgaagattee
aaccaaccaa
aaaaccaaaa
tttetettte
tacgagcgat
caatactttg
aaactgegga
aagattttgg
attaaatata
gttactgatc
agaactttgg
ttttecgatca
tggctggcaa
agctcagatt
gattcatcecg
aagaaaaada
ggtcgacggy
aaggacaagqg
gatgaccgca
aaaggtcgtg
gatcgaaaca
gaggatcgac
agaagtgaaqg
cgttgaattt
ctetttgtat
cggttttett
gtgcaagttt
gggggaaaca
tcaattcaga
gaaaactagt
caaatgcgaa

gggcgtaaat
atctctecteyg
agaacaageca
gggtctcact
tettcgacge
tttectaagee
aatggacgte
gaattaaata
aggaggatca
ttagtaagtyg
atgtgttcaa
aggaaatcat
aagaagaggqg
ctgatcagaa
taagttgeccg
ttaaaaactt
aatgcaatca
agacagcatg
tcataaaatt
aaatgtattt
agaacgaact
tctacggaat
aaaagctctg
atttggeteg
ccgatatgaa
tatttaatga
cgtgagttte
ctecattgett
acttocttcac
agggtctcaa
catcgtegte
actegtettce
agaagaagaa
atcgtggaga
atcgtcgacg
agaatcggag
aacgteggga
aggatcagga
atgatcgecg
agcgaggagg
tcaaatttta
ttettttett
tectetttecy
atttatette
cacaaaagga
aatatggagg
aaaaaataag
tecgtatgga

3960
4020
4080
4140
4200
4280
4320
4380
4440
4500
45€0
4620
1680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
3220
3280
5340
5400
5460
5320
53580
5640
5700
3760
5820
5860
5940
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
64890
6540
6600
6660
6720
6780



gaggcacgtt
aatttggtgt
ctcgacacgt
tttctegttt
ttttcaataa
aatccttaaa
getagagegy
ttcactggee
tegeettgea
tcgecettee
attaagcgeg
agegeccget
tcaagctcta
ccccaaagaa
ttttcgcoct
aacaacactc
ggcectattag
attaacgttt
tttatttttc
gcttcaataa
tceocttittt
aaaagatgct
cggtaagatc
agttctgcta
ccgeatacac
tacggatggc
tgcggccaac
caacatgggy
accaaacgac
attaactggc
ggataaagtt
taaatctgga
taagecctec
aaatagacag
agtitactca
ggtgaagatc
ctgagegtca
cgtaatctgce
tcaagagcta
tactgteett
tacataccte
tettaccagy
ggggggttcg
acagegtgag
ggtaagcgge
gtatctttat
ctogtcaggg
gqgecttttge

tggecgaaggce
tgctetttta
cttcocaattt
ttgaaaattt
atttcaaaga
ggegcacace
cegecaccge
gtcgttttac
gcacatcecce
caacagttgc
gcgggtgtgg
cettteogett
aatcgggggc
cttgattagy
ttgacgttgg
aaccctatct
ttaaaaaartg
acaatttecag
taaatacatt
tattgaaaaa
goggeatttt
gaagatcagt
cttgagagtt
tgtggegegy
tattectcaga
atgacagtaa
ttacttctga
gatcatgtaa
gagcgtgaca
gaactactta
gcaggaccac
gceggtgage
cgtatcgtag
atcgctgaga
tatatacttt
ctttttgata
gacccegtag
tgcttgoaaa
ccaactettt
ctagtgtage
gctctgcectaa
ttggactcaa
tgcacacage
cattgagaaa
agggteggaa
agtcctgtcg
gggcegageo
tggocttttg
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aaatgttcgg
caaaattttc
ttcaaatteca
ttctteegtt
aactggtgaa
ttttaaatgt
ggtggagcetc
aacgtegtga
ccttegeeay
gtagcetgaa
tggttacgeg
tcttecette
tcecktttagg
gtgatggtte
agtccacgtt
cggtctatte
agetgattta
gtggcacttt
caaatatgta
ggaagagtat
goettectgt
tgggtgcacg
ttegeccega
tattateceg
atgacttggt
gagaattatg
caacgategy
ctecgecttga
ccacgatgec
ctetagette
ttctgcacte
gtgggteteg
ttatctacac
taggtgecte
agattgattt
atctcatgac
aaaagatcaa
caaaaaaace
ttecgaaggt
cgtagttagg
tecetgttace
gagcgatagtt
ccagettgga
gegeocacget
caggagageyg
ggtttegeea
tatggaaaaa
ctcacatgtt

tatggagatc
cgattttcge
aaagagcctt
taatcgaaat
aacteggaaa
cecgecccaat
caattcgece
ctgggaaaac
ctggegtaat
tggcgaatgg
cagcegtgace
ctttectegee
gtteccgattt
acgtagtggg
ctttaatagt
ttttgattta
acaaaaattt
tcggggaaat
tecgetcatg
gagtattcaa
ttttgcteac
agtgggttac
agaacgtitt
tattgacgece
tgagtactca
cagtgctgcec
aggaccgaag
tegttgggasa
tgtagcaatg
ccggcoaacaa
ggceettecy
cggtatcatt
gacgggceagt
actgattaaq
aaaacttcat
caaaatccct
aggatcttet
accgetacca
aactyggette
ccaccactte
agtggetget
accggataag
gcgaacgacce
tccecgaaggg
cacgagggag
cetetgactt
cgccageaac
cttteoetgeg
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tgtaaaaatt
ttgaaattac
taatgggctyg
ttgatgtatt
attgtgaact
acgatatttt
tatagtgagt
cctggegtta
agcgaagaqy
gacgcgcect
gctacacttg
acgttegecg
agtgctttac
ccatcgeect
ggactettygt
taagggattt
aacgocgaatt
gtgcgceggaa
agacaataac
catttecegtg
ccagaaacgc
ategaactgy
ccaatgatga
gggcaagage
ccagtcacayg
ataagcatga
gagctaaccg
ccggagetga
gcaacaacgt
ttaatagact
getggetggt
gcagcactagg
caggcaacta
cattggtaac
ttttaattta
taacgtgagt
tgagatcctt
geggtggttt
agcagagege
aagaactetg
gccagtggeg
gegeageggt
tacaccgaac
agaaaggcgqg
cttecagggg
gagegtcgat
geggcetttt
ttatcceetg

tttaagttga
ggtgccaggt
tagttgctaa
ttatttatga
acagtaatcc
tttaagattc
cgtattacaa
cccaacttaa
ceccgcaccga
gtagcggcegce
ccagcgcect
gotttcceecy
ggcacctcga
gatagacggt
tccaaactgg
tgccgattte
ttaacaaaat
cccctatttg
cctgataaat
tegeecttat
tggtgaaagt
atctcaaczag
gcacttttaa
aacteggtceg
aaaageatcet
gtgataacac
ctttttttea
atgaageeat
tgcgeaaact
ggatggaggc
ttattgctga
ggccagatgg
tggatgaacg
tgtcagacca
aaaggatcta
tttegtteea
tttttetygeyg
gtttgccygga
agataccaaa
tagcaccgeco
ataagtegtg
cgggctgaac
tgagatacct
acaggtatce
ggaacgceotg
ttittgtgatyg
tacggtteet
attectgtaga

6840
6500
6960
7020
T080D
7140
7200
7260
7320
7380
7440
7500
7560
7620
7680
7740
7800
7860
7920
7980
8040
8100
8160
8220
8280
8340
8400
8460
8520
8580
8640
8700
8760
8820
8880
8940
9000
90€0
9120
9180
9240
9300
9360
9420
9480
9540
2600
9660



taaccgtatt
cagegagtca
gegttggeeg
tgagcgecaac
tatgcttceg
cagctatgac
gggggggate
gaaaaaatgg
getgagaaca
gtctgacata
gcaactttat
acaccttttt
ttcgaaatge
gctecactgg
gattttetgt

agaaatttaa

accgcctttg
gtgagcgagg
attcattaat
gcaattaatyg
gctecectatgt
catgattacg
ctccaaaatce
gcgaaaaaat
cgttaaacac
gatttaaaaa
agaatctcct
gaaactttga
cagaagaaaa
acaattggaa
gtattttcte
ttgtattcaa
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agtgagctga
aagcggaaga
gcagcectggea
tgagttacct
tgtgtggaat
ccaagctegg
gtcttceget
gaaattgage
gaagatcata
agcatatata
attggcacat
atctctttga
ctatatttga
aaaaaattta
attttttata
actktttrtat

taccgctege
gcgoccaata
cgacaggttt
cactcattag
tgtgagcgga
aattaaccct
ctgaaaaacg
tttttgggte
tttattttga
tatttttecat
tgttttttat
agtatactgt
atctecgeget
trcggaggeg
aattcttectt
agtaagata
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cgcagocgaa
cgcaaaccge
ccegactgga
gcaccecagg
taacaatttc
cactaaaggg
aaagtggacce
gaaaaaaatg
gacccggatg
tttcaacgty
ttaactgagg
cgaaaagact
aaattgagaa
acaacggtat
tgatttateg

cgaccgagceg
ctetececge
aagcgggeag
ctttacactt
acacaggaaa
aacaaaagct
tttgacatcc
tttttagaat
ctctgaaaat
aaagbtttgt
cagtttttga
gacttgagcg
atgcaaccgce
tttcgaaatt
ttegtttgty

3720
8780
9840
8900
9960
10020
10080
10140
10200
10260
10320
10380
104490
10500
10560
10599
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REIVINDICACIONES

1. Un método para introducir ARNbc o ADN capaz de producir ARNbc en un animal no humano,
comprendiendo dicho método suministrar a dicho animal una célula bacteriana o de levadura adecuada
que comprende un vector de expresion que comprende una secuencia de ADN situada entre dos
promotores de manera que sean capaces de iniciar la transcripcion de dicha secuencia de ADN en ARN
bicatenario tras la unién de un factor de transcripcién apropiado a dichos promotores.

2. Un método de acuerdo con la reivindicacién 1, en el que el vector de expresion comprende dos
promotores idénticos que flanquean la secuencia de ADN.

3. Un método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 2, en el que el vector de
expresion comprende ademas una secuencia de nucleétidos que codifica un marcador de seleccion.

4, Un método de acuerdo con la reivindicacién 3, en el que dicha secuencia de nucleétidos que
codifica dicho marcador de seleccién esta orientada en relacién con el promotor o promotores de manera
que la transcripcion de la secuencia de nucledtidos en ARN bicatenario se produce tras la unién de un
factor de transcripcion apropiado a dicho promotor o promotores.

5. Un método de acuerdo con la reivindicacién 4, en el que dicha secuencia de nucleétidos que
codifica el marcador de seleccidon se proporciona entre los promotores idénticos capaces de iniciar la
transcripciéon de la secuencia de nucleétidos en ARNbc tras la union del factor de transcripciéon a los
promotores.

6. Un método de acuerdo con la reivindicacion 3 o 4 en el que dicho marcador de seleccién
comprende una secuencia de nucleétidos que codifica sup-35, para la introducciéon en C. elegans que
tiene una mutacién pha-1.

7. Un método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en el que dicha célula
bacteriana o de levadura o dicho animal estan adaptados para expresar dicho factor de transcripcion.

8. Un método de acuerdo con la reivindicaciéon 7, en el que dicha célula bacteriana o de levadura o
dicho animal comprende un vector de expresiéon que comprende una secuencia de nucleétidos que
codifica dicho factor de transcripcion unido operativamente a secuencias de control de la expresion
adecuadas.

9. Un método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8 en el que dicho animal es C.
elegans y dicha célula bacteriana es E. coli.

10. Un método de acuerdo con la reivindicacion 9 en el que dicha cepa de E. coli es una cepa
ARNasa lll negativa.

11. Un método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en el que dicho animal es un
mutante nuc-1de C. elegans.

12. Un método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11, en el que dicho factor
de transcripcién es ARN polimerasa T7, T3 o SP6.
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Vg

pGN1
gagtgcaccatatgeggigtgaaataccgeacagalgegtaaggagazaataccgeatcaggegaaanglaaacgraatattt
tgtiaaaattcgegttaaatatigitaaatcagetcattitttazccaataggecgaaatCgecaaaatccettalaaalcaaaagaat
agaccgagatagggtigagigiigticcagitiggaacaagagtccaciatiaaagaacgtggactccaacgicaaagagcgaa
aaaccgtctalcagggcegatggeccactacgtgaaccatcacecaaatcaagtittitgeggtcgagataccptaaageiciaaat
CEEaacCcClaragRRARCCCCCgalttagagttgacgERgaaageogBcyaacEtgacragaaaggaagsgaagaag
cgaaaggagceggcyclagggcect gRtaagt glagcRaICacaClgegeglaaccaccacaccogeegogctaatgege
cgetacagggegestecattegecattcaggatgegeaactgiigggaagggcgatcggigegggectettcgetartacgeca
gerggegaaagggagalgtgctgcaaggcgartaagiiggglaacgeeagagitcecagicacgacghglaaaacgacgg
ccagtgaattgtastacgactcactatagggcgaattcgagcicggracccggggatcctctagagtcgaaagericiegecctat
agtgagtcgtattacagctigagtattctatagtgicacctaaatagetiggegtaalcatggicatagetgricct grargaaatt gt
arccgetcacaaticcacacaacatacgagecggaagceataaagigtazagectggagtgcctaatgagtgagcraactcacart
aatsgegttgcgetcacigeccgetitccagicgggaaacctgicgtgecagetgeattaatgaalCcggocazcgcgCggagag
aggeggingegtatigegcgrcticegettcctegeteact gactegetgegaeggtegneggatgeggacgagegstatcag
ctcactcaaaggeggtaatacggttatceacagaatcaggggataacgcaggaaagaacalggageazaaggccagcaaad
ggccaggaaccgtaaaaagsccgegitgciggogtintegataggeiccgececcctgacgageatcacaaaaatcgacgct
caagtcagaggtggegaaaccegacaggactataaagataccaggegtitccecetggaagercectegtgegciciccigic
cgaccctgocgcitaccggataccigiccgectttcteccicgggaagegiggegctticicatageicacgetgtaggtateica
gricggtgtaggtegticgetccaagctgggetgIggeacgaaccCeecgiicagecCgaccgrigegecttatccggtaacta
1cgicitgagiccaacccggraagacacgacitatcgecactggeagcagecactggtaacaggattageagagegaggtatgt
aggcggtgctacagagitentgaagtggtggectaactacggetacactagaaggacagtatitggatctgcgcicigetgaage
cagttaccitcgoaaaaagagnggragclctigatccggeaaacaaaccaccgctggragoggtggrinttigtitgcaageage
agattacgcgcagaazaaaaggatctcaagaagatccttrgatctitctacggggretgacgetcagtggaacgaaaactcacgt
taagggartiggrcaigagarnatcaaaaaggatcticacctagatcctiiaaattaaaaatgaagtitiaaatcaatcraaagtatat
atgaglaaacniggictgacagthaccaatgettaatcagtgaggcacciatcicagegatagictatitcgitcatecatagtigect
gactccecgicgtgtagataactacgatacgggagggcttaccalctggeeccagigetgeaat gataccgcgagacecacget
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A7 7 (CONTINUACION)

caccggctecagatttatcageaataaaccagecagecggaagggcecgagegeagaagtggtectgcaactialecgectee

atccagtctattaztigttgeceggaagctagagtaagtagttcgecagtitaatagititgcgeaacgitgtiggeattgctacaggea
tegtggt gteacgetegtcgmggtatggettcattcagetceggttcecaacgateaaggegagitacatgatcccceatgtigeg
caaaaaageggttagetecticggtectecgategtigtcagaagtaagtiggecgeagtgtiatcactcatggttatggeageact
geataattctctiactgtcargecatcegtaagatgetitictgt gactggtgagtactcaaccaagtcatictgagaataccgegeee
gecgaccgagttgetcttgeccggegtcaatacggataatagtgtatgacatageagaactitaaaagtgctcatcartggaaaa
cgticticggggcgaaaactctcaaggatettaccgeigtigagatccagticgatgtaacceactegtgeacccaactgatctica
geatctittactitcaccagegtitctgggtgagcaaaaacaggaaggcaaaatgecgeaaaaaagggaataagggegacacg

gaaatgttgaatactcatacteticcrttitcaatattattgaageatttatcagggttatigtctcatgageggatacatartgaatgtat
ttagaasaataaacaaataggggticcgegeacatticeccgaaaagtgecacctgacgictaagaaaccaitattatcatgacat
aacctataaaaataggegtatcacgaggecctitegtetcgegegtttcggtgatgacggtgaaaaccictgacacatgeageice
cggagacggtcacagetigictgtaagcpgatgccgggageagacaageccgicaggregrgicagegaganggcgagt
gtcggegctggettaactatgeggeatcagageagatigtactga

AG 2
PGN100

ctagcatgaacacganaacatcgctaagaacgacttCtctgacatcgaactggctgctatcccgncaacactctggctgaccatt
acggtgagcegtitagetcgegaacagtiggeccttgageatgagicttacgagat ggetgaagcacgcticcgcaagatgtitga
gogteaacttaaagciggt gaggrtgcggataacgctgccgccaagcctctcatcactaccctactccctaagatgart gracge

atcaacgactggiigaggaagigaaagetaagcgeggoaagegecegacagecttecagitectgeaagaaatcaageegga
agccgtagcgtacatcaccattaagaccactctggcttgcctaaccagtgctgacaatacaaccgttcaggctgtagcaagc gca
atcggtcgggccattgaggacgaggctcgcttcggtcgtatccgtgaccngaagctaagcacttcaagaaaaacgttgaggaa

caactcaacaagcgcgtagggcacgictacaagaaagcatttatgcaagttgtcgaggctgacatgctctctaagggtctactcg
gtggcgaggcgtggtcttcgtggcataaggaagactctattcatgtaggagtacgctgcatcgagatgctcattgagtcaaccgg
aatggttagcitacaccgccaaaat gctggcgtagtaggtcaagactctgagactatcgaactcgcacctgaatacgctgaggct
arcgeaaccegtgcaggtac gctggctggcatctctccgatgttccaaccttgcgtagncctcctaagccgtggactggcanac
tggtgglggctattgggctaacggtcgtcgtcctctggcgctggtgcgtactcacagtaagaaagcactgatgcgctacgaagac
Bittacatgeetgaggtat acaaagcgartaacattgcgcaaaacaccgcatggaaaatcaacaagaaagtcctagcggtcgcc
aacgtaatcaccaagtggaagcangtccggtcgaggacatccctgcgmgagcgtga’agaactcccgatgaaaccggaaga
catcgacatgaatcctgéggctctcaccgcgtggmcgtgctgccgctgctgtg!accgcaaggacagggctcgcaagtmc

Eccgtatcagecttgagtteatgett gagcaagccaataagtttgetaaccataaggecatctggticcettacaacatggactgge
geggicgtgtitacgeegt gicaatgncaacccgcaaggtaacgatatgaccaaaggactgcﬂacgctggcgaaaggtaaac

caatcggtaaggaaggitaciactggotgaaaatccacggtgeaaacigigeggaretcgataaggt cegicectgagegeat
caagttcattgaggaaaaccacgagaacatcatggetigegetaagtetecactggagaacactigaregact gagcaagatict
ccgrtctgcttccttgcgttctgcmgagtacgctggggtacagcaccacggcctgagctataactgctcccttCCgctggcgttt g
acgggtcttgctetggeatccageacttcte gcgatgctecgagatgaggtaggigategegegghaacttgeticctagtgag
accgttcaggacarctacgggait gigctaagaaagtcaacgagatictacaageagacgcaateaat gggaccgataacgaa
glagttaccgtgaccgatgageacactggtgaaatcicigagaaagtcaagotgggcactaaggeactggetggteaat 2ecty
gctcacggtgttactcgeagt gtgactaagdgncagtcatgacgctggcttacgggtccaaagagttcggcnccgcaacaagt
gctggaagataccancagccagctattgattccggcaagggtccgatgncactcagccgaatcaggctgctggatacatggct
aagctgatttgggaatcigigagegtgacggtegtagetgcagtigaageaatgaactggettaagtergetgetaagetgeteg
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A5 2 (CONTINUACION 1)
ctgetgaggicaaagataagaagactiggagagaticticgcaagegtigegetgtgcattgggtaactectgatggtitcectgtat
ggeaggaatacaagaageciatlicagacgcgcitgaacctgatgiiccteggicagticcgoitacagectaccattaacaccaac
azagatagcgagattgatgcacacaaacaggagtctggtatcgctcctaactitgtacacagecaagacggtagecacettegia
agactgtagtgtgggcacacgagaagtacggaatCgaatcitttgcactgaticacgactecticggtaccattccggoigacgct
gcgaacctgticaaagceagtgcgegaaactatggttgacacatatgagtcttgtgatgtactgpctgattictacgaccagtteget
gaccagitgcacgagtcicaatiggacaaaatgocageacticeggetaaaggtaactigaacctecgtgacatcttagagtcgg
acttcgegttcgegtaaccatggtattgatatctgagetecgeatcggecgetgtcatcagategecatetegegecegtgcctetg
acttctaagtccaattactcttcaacatccctacatgetettictecctgtget cccacecectattittgttattatcaaaaaaacttcttc
raatttctitgtittitagettcntaagtcacctctazcaatgaaattgtgtagattcaaaaatagaattaartcgtaataaaaagtcga
aaaazaattgtgeteectecccecatt aataataattctatcccaaaatctacacaat gttctgt gtacacttcttatgtttttitactt ctga
taaatittitttgaaacatcatagaaaaaaccgeacacaaaataccttaicatatgttacgtitcagtitatgacegeaatttitatttctic
geacgtctgggectctcatgacgtcaaatcatgoteatcgtgaaaaagtittggagtatittt ggaatttticaatcaagigaaagitta
tgaaaitaattttcctgetittgentittggggatttccectattgtitgtcaagagittcgaggacggegtttitcitgcetaaaatcacaag
tattgatgagcacgatgcaagazagatcggaagaagptttgpetttoagactcagtggaagptgagtagaagttaataatttoaa
agtggagtagtgictatggegtitttgcctiaaatgacagaatacattcccaatataccaaacataact gtttectactagteggecgt
acgggecctitcgtetcgegegntegatgatgacegtgaaaacctctgacacatgeageteecggagacggteacagetigtet
gtaageggatgeegggageagacaageccgtcaggecgicagegggtatiggeggstgtoggggctggctiaactatge
ggcatcagagceagattgtactgagagtgcaccatatgcggtatgaaataccgeacagatgegtaaggagaaaatacegeatea
ggcggccttaageoccicgtgatacgcctattittataggttaatgtcatpataataatgptitcttagacgtcaggtegeacitticg
gggaaatgtgcpcpgaaccectatttgittattittctaaatacattcaaatatgtaicegetcatgagacaataaccetgataaatget
tcaataatatigaaaaaggaagagtatgagtattcaacatttcegtgtegoecttattcectittigeggeattitgccttcctgtitttg
crcacccagaaacgetggtgaaagtaaaagatgctgaagatcagtigegtgcacgagtgg gttacatcgaactggatcteaaca
geggtaagatcctigagagtittcgecccgaagaacgtittccaatgatgageactittaaagtictgctatgtgacgcg otattate
cegtaligacgoccgggraagagedactcggicgoecgeatacaciatictcagaatgactiggitgagtactcaccagtcacagaa
aagcalcttacggatggcatgacagtaagagaattatgcagtgetgccataaccatgagtzataacactgeggcecaacttacttet
gacaacgatcggaggaccgaaggagcetaaccgctititigcacaacatgggegatcalgtaactcgecitgatcgitgagaace
ggagctgaatgaagecataccaaacgacgagegtgacaccacgatgectgtageaatggeaacaacgtigegeaaactattaa
ctggcgaactacrtactctagetcccggcaacaatiaatagactagatggaggcgoatazagigcageaccactictgegcte
ggeeenccggetggetagmmarigetgataaatctggagecggigagegtgagtctegegatatcattgeageactggggcca
gatggraagcectcecgtatcgtagtiatCtacacgacggggagicaggeaactatggatgaacgaaatagacagategetgag
ataggtgcctcactgattaageattggtaactgtcagaccaagittactcatatatactttagattgatttaaaacticatttttaatttaza
aggatctaggtgaagatcctinttgataatctcatgaccaaaatcccttaacgtzagtitticgiccactgagegtcagaccecgtag
aaaagatCaaaggatcticrigagatccttitittctgegegtaatctgetgotigcaaacaaaaaaaccaccgetaccageggtag
tigtttgccggatcaagagetaceaactctitttccgaaggtaactggcticageagagegeagataccaaatactgtectictagt
gtagccgtagttaggccaccacticaagaacictgtageaccgectacatacctcgetetgetaatcctgttaccagtggergerge
cagtggcgataagteptgtcttaccgggttpgactcaagacgatagttaccggataaggegcageggtog2gotsaacagags
gttegtacacacageccagettogagrgaacgacctacaccgaactgagatacctacagegtgagceattgagaaagegecac
gettcccgaaggaagaaaggcggacaggtatcegglaageggeagggtcggaacaggagagegoacgagggagettcea
g8gggaaacgcctggtatctitatagtectgtegggtttcgecaccicigactigagegtegatttttgtgatgctegtcagggsag
<ggagcclatggaaaaacgccagcaacgeggoctitttacggticciggotingeiggoctgetcacatgtictitect gogit
atccectgattetgtggataaccgtattaccgectitgagtgagergataccgetegecgeagecgaacgaccgagegeagega
gtcagtgagegaggaagepgaagagegeccaatacgcaaacegectcteccegegegtiggecgattcaltaatgeagetgg
cacgacaggtitcccgactggaaagegagcagtgagegeaacgcaattaatgtgagtiageteactcattaggeaccccagget
ttacactttatgcttccggctegtatgtigtotocaattgtgageggataacaatttcacacaggaaacagcetatgaccatgattacg
ccaagcttgcatgectgeaggtegactctagaggatcaagageatttgaat cagaatatggagaacggageatgageattitega
agttttitagatgcactagaacaaagegtgttggcttectetgageccgetitecttatataccegeattctgcagectiacagaates
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475 2 (CONTINUACION 2)

ctagaaggtcctagatgcattcgmgaaaatactcccggtgggtgcaaagagacgcagacggaaaatgtatctgggtctctttatt
gtgtacactacmtccatgtaccgaatgtgagtcgccctccttttgcaacaagcagctcgaatgttctagaaaaaggtggaaaata
gtaxaaataccgttgaaaataaataccgaacaacatttgctctaattgtgaaattagaaatcttcaaactataatcatctcactggatc
ccegggattggccaaaggacccaaaggtatgtttcgaatgatactaacataacatagaacattitcaggaggaccettgg
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G L

Nco |

promotor T7

EPITOPO HA promotor T7

AMP

TRP1

Ao S/l

ivd

promotor T/ promotor T7
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A8 5.

Descripcion general del vector de expresion de la ARN
polimerasa T7 de C. elegans con 4 ejemplos

Promotor especifico y/o general
y/o constitutivo y/o inducible

e

intron sintético pequeno
ARN polimerasa T7

extremo 3' de Unc54

Estructtira
del plasmido
de E. coli
/ fFlSp-G
_~intron sintético pequeiio
—"ARN polimerasa T7
-extremo 3' de Uncbh4
Estructura __Y
del plasmido
de E. coli
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A76 % (CONTINUACION)
fépy—?

.intron sintético pequeiio

ARN polimerasa T7

extremo 3' de Unc54

Estructura_%
del plasmido
de E. coli

Pes—1

g

.intron sintético pequeiio

ARN polimerasa T7
extremo 3' de Uncb4
Estructura

del plasmido—
de E. coli

PGATA-1

.intron sintético pequeiio

"ARN polimerasa T7

extremo 3' de Unc54

Estructura
del plasmido
de E. coli
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T o :‘.

OPERON LAC
/prOmO'(Or T7

APF —— promotor T7

§ ——— OPERON LAC
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A6 7
promotor T7
I Genoteca (ADNc, PCR) -

promotor T7 . Jen de interes = MCS

o -
\‘-

promotor T7
sup35 —

promotor T7

Estructuré del plasmido de E. coli

vector aumentado para ARNi, que produce ARNbc de sup35 y
ARNbDc de la genoteca, gen de interés o producto de PCR
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ez

promotor T7 promotor T7

C. elegans sup-35 E. coli ori

codones de terminacion
( Vector de integracién de ARNi

AMP R
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promotor de /76’ j
C. elegans
O ARN bc
' A
promotor de j [ e—
C. efegans ‘
promotbr de

C. elegans _ i j | ARN be
prom 17 prom 77
ARN be
]
|:> AEEE——
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A7 72

NLS

Promotor Serca
ARN POL T7

MCSII
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A5 77
MCSI
HindIII 2)
Sph1(12)
Pst1(18)
Sbf1(18)
i/ Sdal(18)
—- . Stul(20
A
N\ Sy1(21)
min. myo-2 prom
. N intron sintético
Sac1(292)
Age1(330)

polimerasa T7
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pGN400

1689 pb EcoR 1(1208)

amp

MSCIl
prlomotor T7
>
WA !
_ GFP
in2
it3
sefial poliA

MCS
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ArE s

let-858

ARN POL T7
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Sz ey

pAS2* con T7/T3/Sp6 Directo e Inverso

/Sp6 (direct :
promotor T7/T3/Sp6 (directo) promotor T7/T3/Sp6 (inverso)

GAL4DB
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LA

pGAD424 con T7/T3/Sp6 Directo e Inverso

promotor T7/T3/Sp6 1 motor T7/T3/Sp6

GAL4AD

EU2

AMP
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G 7T

Sma1(7207)
Xma1(7205)
Neo 1(7195);
Msc 1(7194)0
Nde 1 (7189) %
: b .
promotor T7/T3/Sp6 (lnverso)[i;.;l _promotor T7/T3/Spé (directo)
EcoR1(T161) iy /BamH1(1)
Y “‘. 1“
Hpal(6994)  \{ fisal1(7)
GALDB 5 \L{/ __Bell(13)
S (6449) ’ T Pst1(43)
PADHY ™
Miu1(5806)_ N
Sac1(5719)
Ecl 1361 (5T17)_ N
-—“’Tp
M7 AS2-cyh2-HA+bothT7-final
. - - + =TI
Nael(5410) P cy © na _AMP
7209 pb
Ngo M1 (5408) .. Scal(1985)
TRPY - NN
- . NN
Pmil(a265) . \, Ppu 101 (2709)
Bsp E1 (4170) Nsi 1(2713)
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AIE 7S

promotor T7/T3/Sp6-
promotor T7/T3/Sp6

NeoI(6704) ©
Apal(6708), | |

Bsp 1201(6700) |
EcoRI(6676)\.\'-\"e§‘i
M1 (6569) \tl: | BamHI()
GAL4AD \ \« L Jsat1n)
Kpn1(6326)_ \\_ \\ Al 1 _Patay)
Acc651(6322) ™ N T Msc1(181)
ADH1_ ADH1T
NsiL(5557) Y 7 Ber GI(699)
Ppu 101 (5553):;\ T EcoRV (1074)
2MU-0__ o - LEu2
Eeo1051(5201) |

) T AT {1505)
D424-without-FULL-ICE-BOTHRT7 _—

Cla1{1670)
T Bt EIL(1785)
./ T
Aot 11 (8427) .. Pwull(4)
Scal(3985) i ORI
Puul (3875)

AMP
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AG A2

uc2Z2-exon2

promotor i858

pGN205
g 10597 pb

uncZ2-exon22
promotor 1et-858;

pGN207
10599 pb
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