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DESCRIPCION

Promotor especifico en tubérculos de la patata.

La presente invencidn se refiere a un promotor especifico en tubérculos del gen de la sintasa de almidén unida
a granulo (GBSS, por sus siglas en inglés) de la patata. Ademads, la presente invencién se refiere a la modificacién
mediante ingenieria genética de la patata, dando lugar a la formacion de practicamente solo almidén tipo amilopectina
en la patata. La modificacién por ingenieria genética implica la insercién de fragmentos de genes en la patata, com-
prendiendo dichos fragmentos de gen partes de la secuencia lider, el inicio de la secuencia, el final de la secuencia y
la secuencia de enganche, asi como las partes codificantes y no codificantes (es decir, exones en intrones) del gen para
la sintasa de almid6n unida a granulo, insertada en la direccién antisentido.

Antecedentes de la invencion

El almidén en diversas formas es de gran importancia en la industria de alimentos y de papel. En el futuro, el
almidén también serd de gran importancia para producir polimeros capaces de degradarse en la naturaleza, por ejemplo
para uso en material de empaque. Muchos productos diferentes de almidén que se conocen se producen mediante
derivacién de almidén nativo originario, entre otros, de maiz y patata. El almidén de patata y maiz, respectivamente,
estd compitiendo en la mayoria de las dreas de mercado.

En el tubérculo de patata, el almidon es la mayor parte de la materia sélida. Cerca de 1/4 hasta 1/5 del almidén
en la patata es amilosa, mientras que el resto del almidén es amilopectina. Estos dos componentes del almidén tienen
diferentes campos de aplicacién y por lo tanto lo mds interesante es la posibilidad de producir ya sea amilosa pura
o amilopectina pura. Los dos componentes de almidén se pueden producir de un almidén comin, que requiere un
nimero de pasos de proceso y, consecuentemente, es caro y complicado.

Se ha probado ahora que mediante ingenieria genética es posible modificar la patata para que los tubérculos sim-
plemente produzcan de manera principal almidén de uno o de otro tipo. Como resultado, se obtiene una calidad de
almidén que puede competir en las dreas donde el almidén de patata normalmente no se usa hoy en dia. El almidén
de una patata asi, que haya sido modificada mediante ingenieria genética, tiene un gran potencial como un aditivo
alimenticio, puesto que no se ha sometido a ningtin proceso de modificacién quimica.

Sintesis de almidon

La sintesis de almidén y la regulacién del mismo estdn siendo estudiadas en la actualidad con gran interés, tanto
a nivel de investigacion bdsica como para aplicacion industrial. Aunque se conoce mucho sobre la ayuda de ciertas
enzimas en la transformacién de sacarosa en almidon, la biosintesis de almidon ain no ha sido dilucidada. Investigando
por sobre todo en maiz ha sido posible, sin embargo, dilucidar parte de las rutas de sintesis y las enzimas que participan
en estas reacciones. Las enzimas mds importantes de sintesis de almidén para producir granulos de almidén son la
sintasa y la enzima que se ramifica. En el maiz hasta ahora se han demostrado y estudiado tres formas de sintasa
de almidén, dos de las cuales son solubles y una estd asociada de manera insoluble con los granulos de almidén.
También la enzima que se ramifica consta de tres formas que probablemente se codifiquen por tres genes diferentes
(Mac Donald & Preiss, 1985; Preiss, 1988).

El gen ceroso en maiz

La sintesis del componente de almidén amilosa esencialmente ocurre mediante la accién de la sintasa de almidén
alfa-1,4-D-glucano-4-alfa-glucosilo transferasa (EC 2.4.1.21) que se asocia con los granulos de almidén en la célula
de crecimiento. El gen codificante para esta enzima unida a granulo se llama “waxy” o ceroso (= wx+), mientras que
la enzima se llama, por sus siglas en inglés, “GBSS” (Sintasa de almid6n unida a granulo).

El locus ceroso en el maiz ha sido caracterizado minuciosamente tanto genética como bioquimicamente. El gen
ceroso en el cromosoma 9 controla la produccién de amilosa en endosperma, polen y el saco embrional. El almidén
formado en endosperma en maiz normal con el alelo wx+ consiste hasta en un 25% de amilosa y hasta un 75% de
amilopectina. Una forma mutante de maiz se ha encontrado en la cual la endosperma contiene una mutacién localizada
en el gen wx+ y por lo tanto se sintetiza GBSS que no funciona. La endosperma de este maiz mutante contiene por lo
tanto simplemente amilopectina como componente de almidén. Este tal llamado mutante ceroso no contiene ni GBSS
ni amilosa (Echt & Schwartz, 1981).

La proteina GBSS se codifica por el gene wx+ en el nicleo celular pero se transporta hacia y se activa en el
amiloplasto. La preproteina por lo tanto consiste de dos componentes, a saber un péptido transitorio 7kD que transfiere
la proteina a través de la membrana de amiloplasto y la proteina real que es 58 kD. La regién codificante del gen wx+
en maiz es de 3,7 kb de largo y comprende 14 exones y 13 intrones. Se conoce una cantidad de sefiales de regulacién
en la regién promotora y se han descrito dos secuencias diferentes que hacen poli-adenilos (polyadenilating) (Klosgen
et al, 1986; Schwartz-Sommer et al, 1984; Shure et al, 1983).
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Enzima de amilosa en patata

Se ha identificado una proteina 60 kD en patata, la cual constituye la principal proteina unida a granulo. Puesto
que los anticuerpos contra esta enzima de patata reaccionan de forma cruzada con GBSS de maiz, se supone que ésta
es la sintasa unida a granulo (Vos-Scheperkeuter et al, 1986). El gen para la GBSS de patata no ha sido, sin embargo,
caracterizada hasta el mismo punto que el gen ceroso, ni con respecto a la locacién ni a la estructura.

Los mutantes cerosos que tienen lugar naturalmente han sido descritos para cebada, arroz y sorgo ademads de
maiz. No se ha encontrado un mutante natural en la patata, pero se ha producido un mutante mediante radiacién X de
hojas de una planta monohaploido (n = 12) (Visser et al, 1987). El almidén aislado de tubérculos de este mutante no
contiene la proteina GBSS ni la amilosa. El mutante se condiciona mediante un gen recesivo y se llama amf. Se puede
comparar con mutantes cerosos de otras especies de plantas puesto que la proteina GBSS y la amilosa estdn ausentes.
La estabilidad del nimero de cromosoma, sin embargo se debilita puesto que se cuadruplica a un nimero natural (n =
48), el cual da efectos negativos en las plantas de patata. (Jacobsen et al, 1990).

Inhibicion de produccion de amilosa

La sintesis de amilosa se puede reducir drasticamente por inhibicién de sintasa de almidén unida a granulo, GBSS,
que cataliza la formacion de amilosa. Esta inhibicion da lugar a que el almidén sea principalmente amilopectina.

La inhibicién de la formacién de enzima se puede llevar a cabo de diversas maneras, por ejemplo mediante:

e Tratamiento mutagénico que da lugar a una modificacién de la secuencia genética codificante para la for-
macién de la enzima

e Incorporacién de una transposona en la secuencia genética codificante para la enzima

e Modificacién mediante ingenieria genética para que no se exprese el gen codificante para la enzima, por
ejemplo inhibicién de gen antisentido.

La figura 1 ilustra una supresion especifica de una expresion normal de gen en la cual se permite que un nucleétido
antisentido complementario hibridice con un mARN para un gen objetivo. De esa manera, el nucleétido antisentido es
ARN antisentido que se transcribe in vivo a partir de una secuencia genética “reversada” (Izant, 1989).

Usando la técnica antisentido se han inhibido diversas funciones genéticas en plantas. Se ha usado construccion
antisentido para sintasa charcona, poligalacturonasa y acetiltransferasa de fosfonotricina para inhibir la enzima corres-
pondiente en las especies de las plantas petunia, tomate y tabaco.

Inhibicion de amilosa en patata

Previamente se han hecho experimentos en patata para inhibir la sintesis de sintasa de almidén unida a granulo
(proteina GBSS) con una construccién antisentido correspondiente al gen codificante para GBSS (este gen se llamara
de aqui en adelante “gen de GBSS”). Hergersberger (1988) describe un método mediante el cual se ha aislado un clon
de cADN para el gen de GBSS en patata por medio de un clon de cADN para el gen wx+ en maiz. Una construccién
antisentido basada en el clon de cADN entero se transfiri6 a discos de hoja de patata por medio de Agrobacterium
tumefaciens. En microtubérculos inducidos in vitro a partir de retofios de patata regeneradas, se observé una reduccién
variante y muy débil de contenido de amilosa y mostrada en un diagrama. No se ha proporcionado una caracterizacién
completa del gen GBSS.

Se ha descrito la inhibicién de la expresion del gen para sintasa de almidon unida a granulo en patata con cons-
trucciones antisentido heter6logo (GBSS de maiz) (Feenstra ef al (1989). Resumen en el Manual del Taller Europeo
sobre “Productos de Ingenieria de Almacenamiento para la Agroindustria”, 15-18/04/89, Bad Soden, Germany). La
reduccion maxima en el contenido de amilosa de almidén de reserva obtenida por este método fue de 22%, es decir una
reduccién de un total de 18% a 14%. No todos los transformantes con la misma construccién anti-sentido mostraron
la misma respuesta.

El gen para la proteina GBSS en patata se ha caracterizado mds all4d en que un clon wx+ genémico se examiné
mediante andlisis de restriccién. Sin embargo, no se ha determinado la secuencia de ADN del clon (Visser et al,
1989).

Han sido reportados otros experimentos con una construccién antisentido correspondiente al gen de GBSS en
patata. La construccién antisentido que se basa en un clon de cADN junto con el promotor de CaMV 35S ha sido
transformada por medio de Agrobacterium rhizogenes. De acuerdo con la informacion, la transformacién dio lugar a
un contenido més bajo de amilosa en la patata, pero no se ha hecho un conteo de valores (Flavell, 1990).

Ninguno de los métodos usados hasta ahora para modificacién de patata por ingenieria genética ha dado lugar en
patata con practicamente nada de almidon de tipo amilosa.
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Uno de los objetivos de la invencién es por lo tanto suministrar una supresioén practicamente completa de la for-
macién de amilosa en tubérculos de patata.

Resumen de la invencion

De acuerdo con la invencion, la funcién del gen de GBSS vy, asi, la produccién de amilosa en patata se inhiben
usando completamente nuevas construcciones antisentido. Para formar los fragmentos antisentido de acuerdo con la
invencidn, el gen de GBSS genémico se usa como base para alcanzar una inhibicién de GBSS y, consecuentemente,
de la produccién de amilosa, que es tan efectiva como sea posible. Las construcciones antisentido de acuerdo con la
invencién comprenden tanto partes codificantes como no codificantes del gen de GBSS que corresponden a secuencias
en la regién que comprende un promotor asi como también como una secuencia lider, inicio de traduccién, extremo
de traduccién y secuencia de enganche en la direccion antisentido. Para una expresién de tejido especifico, es decir, la
produccion de amilosa deberfa inhibirse solo en los tubérculos de patata, se hace uso de promotores que son especifi-
camente activos en el tubérculo de patata. Como resultado, no se afecta la composicién de almidén en otras partes de
la planta, lo cual de otra manera darfa efectos laterales negativos.

Asi, la invencion comprende un fragmento que tiene esencialmente una de las secuencias nucleétidas declaradas en
SEQ ID No. 1, SEQ ID No. 2 6 SEQ ID No. 3. Sin embargo, las secuencias se pueden desviar de aquellas declaradas
por uno o més de pares base no adyacentes, sin afectar la funcién de los fragmentos.

La invencién comprende un promotor especifico para tubérculo de patata que comprende 987 bp que pertenece al
gen de acuerdo con la invencién, que codifica sintasa de almid6n unida a granulo. No se ha caracterizado previamente
ni al promotor ni al gen correspondiente. La secuencia del promotor de 987 bp se declara en SEQ ID No. 4, mientras
la secuencia de gene se declara en SEQ ID No. 5. También las secuencias de promotor y de gen se pueden desviar de
aquellas declaradas por uno o mas de los pares de base no adyacentes, sin afectar su funcién.

La invencién comprende también vectores que incluyen los fragmentos antisentido y las construcciones antisentido
de acuerdo con la invencion.

En otros aspectos la invencién comprende células, plantas, tubérculos, microtubérculos y semillas cuyo genoma
contiene los fragmentos de acuerdo con la invencidn insertada en la direccién antisentido.

Finalmente, la invencién comprende un método de suprimir formacién de amilosa en patata, por lo cual se forma
principalmente almidén tipo amilopectina en la patata.

La invencidn sera descrita ahora con mayor detalle con referencia a las figuras acompafantes en las cuales

la figura 1 ilustra el principio de la inhibicién antisentido de gene

la figura 2 muestra el resultado de andlisis de restriccion del gen de GBSS de patata

la figura 3 muestra dos nuevos vectores binarios pHo3 y pHo4,

la figura 4 muestra las construcciones antisentido pHoxwA, pHoxwB y pHoxwD,

la figura 5 muestra las construcciones antisentido pHoxwF y pHoxwG, y

la figura 6 muestra las construcciones antisentido pHoxwK y pHoxwL.

Por otra parte, las secuencias de los diferentes fragmentos de ADN de acuerdo con la invencién se muestran en
SEQ ID Nos 1, 2, 3, 4 y 5. Puede haber desviaciones de estas secuencias en uno o mds de los pares de base no
adyacentes.

Materiales

Al llevar a cabo la invencién de manera préctica se usaron los siguientes materials:

Cepas bacteriales: E. coli DHS5alfa y DHS5alfaFIQ(BRL). E. coli IM105 (Pharmacia). A. tumefaciens LBA4404
(Clontech).

Vectores: M13mp18 y mp19 (Pharmacia). pBI101 y pBI121 (Clontech). pBI240.7 (M. W. Bevan). pUC plasmidas
(Pharmacia).

Enzimas: enzimas de restriccion y enlazador (linker) EcoRI (BRL). UNION™ DNA kit de ligacién (Clontech).
Sequenase™ DNA kit de secuenciacion (USB). T4-DNA ligasa (Pharmacia).

Los materiales mencionados arriba se usan de acuerdo con especificaciones declaradas por los fabricantes.
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Biblioteca genomica

Ha sido producida una biblioteca genémica en EMBL3 por Clontech por cuenta del solicitante, al usar hojas de la
patata Bintje como material de inicio.

Identificacion y aislamiento del gen de GBSS

La biblioteca genémica ha sido tamizada para el gen GBSS de patata por medio de clones de cADN tanto para
extremos 5° como 3’ del gen (obteniéndose dichos clones de cADN de M Hergersberger, Max Plank Institute en
Colonia) de acuerdo con un protocolo de Clontech.

Ha sido identificado y aislado un clon de total longitud del gen GBSS de patata, wx311, a partir de la biblioteca
gendmica. Se ha determinado el inicio del gen GBSS en un fragmento EcoRI que se llama fragmento w (3.95 kb). El
extremo del gen GBSS también se ha determinado en un fragmento EcoRI que se llama fragmento x (5.0 kb). También
se ha aislado un fragmento BglII-Spel que se llama fragmento m (3.9 kb) y comparte secuencias tanto del fragmento
w como del fragmento x. Los fragmentos w, m y x se han subclonado en pUC13 (Viera, 1982; Yanisch-Peron et al,
1985) y se llaman pSw, pSm y pSx, respectivamente (Fig. 2).

Caracterizacion del gen GBSS en patata

El gen GBSS en patata ha sido caracterizado mediante andlisis de restriccién y pruebas de cADN, donde se ha
determinado mds exactamente el extremo 5’ y 3’ del gen GBSS (fig. 2). La determinacion de secuencia de acuerdo
con Sanger et al, 1977 del gen GBSS se ha hecho en subclones de pSw y pSx en M13mp18 y mp19 asi como también
pUCI19 iniciando alrededor del extremo 5’ (ver SEQ ID No. 5).

La regién del promotor ha sido determinada en un fragmento BglII-Nsil (ver SEQ ID No. 4). El inicio de tras-
cripcién y traduccidn se ha determinado en un fragmento de BglII-HindIII que se solapa. La regién que termina se ha
determinado a su vez en un fragmento Spel-HindIII.

Construcciones antisentido para el gen GBSS en patata

Los fragmentos de gen GBSS de acuerdo con la invencién (ver SEQ ID Nos 1, 2y 3, y Fig. 2) han sido determinados
de la siguiente manera.

La restriccion de pSw con Nsil y HindIII da el fragmento I (SEQ ID No. 1) el cual subclonado en pUC19 se llama
19NH35. Una mayor restriccion de 19 NH35 con Hpal-Sstl da un fragmento que contiene 342 bp del gen GBSS de
acuerdo con la invencion. Este fragmento comprende una secuencia lider, inicio de traduccién y los primeros 125 bp
de la regidn codificante.

La restriccién de pSm con Hpal y Nsil da un fragmento II (SEQ ID No. 2) el cual subclonado en pJRD184
(Heusterspreute et al, 1987) se llama pJRDmitt. Una mayor restricciéon de pJRDmitt con Hpal-Sstl da un fragmento
que contiene 2549 bp del gen GBSS de acuerdo con la invencién. Este fragmento comprende exones e intrones de la
mitad del gen.

La restriccion de pSx con Sstl y Spel da el fragmento III (SEQ ID No. 3) el cual subclonado en pBluescript (Melton
et al, 1984) se llama pBlue3’. Otra restriccion de pBlue3’ con BamHI-SstI da un fragmento que contiene 492 bp del
gen GBSS de acuerdo con la invencién. Este fragmento comprende el tltimo intron y exon, extremo de traduccién y
278 bp de secuencia de enganche.

Construcciones antisentido con fragmento I (figura 4): para la construccién antisentido pHoxwA, el fragmento de
Hpal-Sstl de 19NH35 ha sido insertado en la direccion antisentido adentro del vector binario pBI121 (Jefferson et al,
1987) penetrado con Smal-Sstl. La transcripcion del fragmento antisentido se inicia entonces por el promotor CaMV
35S y se termina por el terminador NOS (NOS = sintasa de nopalina).

Para la construccién antisentido pHoxwB, el fragmento de Hpal-Sstl de 19NH35 se ha insertado en la direccién
antisentido adentro del vector binario pHo4 (Fig. 3) penetrado con Smal-Sstl. El promotor patatin I que es especifico de
tubérculos en patata proviene del vector pBI240.7 obtenido de M. Bevan, Institute of Plant Science Research, Norwich.
La trascripcién del fragmento antisentido se inicia luego por el promotor patatin I y se termina por el terminador
NOS.

Para la construccién antisentido pHoxwD, el fragmento Hpal-Sstl de 19NH35 se ha insertado en la direccién
antisentido dentro del vector binario pHo3 (Fig. 3) penetrado con Smal-Sstl. pHo3 es un nuevo vector binario que se
construye sobre la base de pBI101. Este vector que contiene el promotor de acuerdo con la invencién ha sido penetrado
con restriccion con Smal y Sstl, el fragmento Hpal-Sstl de 19NH35 que se inserta en la direccion antisentido. La
trascripcion del fragmento antisentido se inicia luego por su propio promotor GBSS y es terminado por el terminador
NOS. Esto significa que el fragmento antisentido se transcribe solo en el tubérculo de patata, puesto que el promotor
GBSS como el promotor patatin I es especifico para tubérculo.
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Las construcciones antisentido con el fragmento II (figura 5): para la construccién antisentido pHoxwF, el frag-
mento Hpal-Sstl de pJRDmitt se ha insertado en la direccidn antisentido dentro del vector binario pHo4 penetrado con
Smal-Sstl. La trascripcién del fragmento antisentido se inicia entonces mediante el promotor patatin [ y se termina por
el terminador NOS. Para la construccién antisentido pHoxwG, el fragmento Hpal-Sstl de pJRDmitt se ha insertado
en la direccién antisentido adentro del vector binario pHo3 penetrado con Smal-Sstl. La trascripcién del fragmento
antisentido se inicia luego por su propio promotor GBSS y se termina por el terminador NOS.

Construcciones antisentido con fragmento Il (figura 6): para la construccién antisentido pHoxwK, el fragmento
BamHI-Sstl de pBlue3’ se ha insertado en la direccién antisentido adentro del vector binario pHo4 penetrado con
BamHI-Sstl. La trascripcién del fragmento antisentido se inicia entonces por el promotor patatin I y se termina por el
terminador NOS.

Para la construccién antisentido pHoxwL, el fragmento BamHI-Sstl de pBlue3’ se ha insertado en la direccién
antisentido adentro del vector binario pHo3 penetrado con BamHI-Sstl. La trascripcién del fragmento antisentido se
inicia entonces por su propio promotor GBSS y se termina por su terminador NOS.

Las construcciones antisentido formadas (figures 4, 5, 6) se han transformado en cepa de Agrobacterium tumefa-
ciens LBA4404 mediante transformacion directa con el método de “congelar-deshelar” (Hoekema er al, 1983; An et
al, 1988).

Transformacion

Las construcciones antisentido se transfieren a bacterias, adecuadamente mediante el método de “congelar-deshe-
lar” (An et al. 1988). La transferencia de la bacteria recombinante al tejido de patata por incubacién del tejido de patata
con la bacteria recombinante en un medio adecuado después de algun tipo de dafio que se haya infligido al tejido de la
patata. Durante la incubacién, el T-ADN de la bacteria entra al ADN de la planta anfitrién. Después de la incubacion,
se matan las bacterias y el tejido de la patata se transfiere a un medio s6lido para induccién de callo y se incuba para
crecimiento de callo.

Después de pasar por otros medios adecuados, se forman retofios que se cortan del tejido de la patata.

Se levan a cabo verificaciones para probar la expresion de las construcciones antisentido y la transferencia de las
mismas al genoma de patata mediante, por ejemplo, hibridacién sur y norte (Maniatis er al (1982)). El niimero de
copias de la construccién antisentido que ha sido transferido se determina mediante hibridacién Southern.

La prueba de la expresion a nivel proteina se lleva a cabo de manera conveniente sobre microtubérculos inducida
in vitro en retofios o brotes transformados, permitiendo asi que la prueba se realice tan rdpido como sea posible.

Caracterizacion de la proteina GBSS

El efecto de las construcciones antisentido sobre la funcién del gen GBSS con respecto a la actividad de la proteina
GBSS se examina extrayendo almidén de los microtubérculos y analizandola con respecto a la presencia de la proteina
GBSS. En electroforesis sobre gel de poliacrilamida (Havenkamp-Hermelink et al, 1987), 1a proteina GBSS forma una
banda distintiva en 60 kD, cuando el gen GBSS funciona. Cuando el gen GBSS no se expresa, es decir cuando el gen
GBSS antisentido se expresa totalmente, inhibiendo de esa manera la formacién de proteina GBSS, no se demuestra
una banda en 60 kD sobre el gel.

Caracterizacion de almidon

La composicién del almidén en microtubérculos es idéntica con aquella de tubérculos de patata ordinarios y por
lo tanto el efecto de las construcciones antisentido sobre la produccién de amilosa se examina en microtubérculos. La
proporcién de amilosa a amilopectina se puede determinar mediante un método espectrofotométrico (por ejemplo, de
acuerdo con Hovenkamp-Hermelink et al, 1988).

Extraccion de amilopectina de patata de amilopectina

Se extrae amilopectina de la asi llamada patata de amilopectina (patata en la cual la formacién de amilosa se ha
suprimido insertando la construccién antisentido de acuerdo con la invencién) de una manera conocida.

La invencién se describird con mayor detalle en los siguientes ejemplos.
Ejemplo 1
Produccion de microtubérculos con construcciones antisentido insertadas de acuerdo con la invencion

Las construcciones antisentido (ver figuras 4, 5 y 6) se transfieren a Agrobacterium tumefaciens LBA 4404 me-
diante el método de “congelamiento - deshielo” (An et al, 1988). La transferencia a tejido de patata se lleva a cabo de

acuerdo con un protocolo modificado de Rocha-Sosa ef al (1989).

6
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Los discos de las hojas de las plantas de patata cultivadas in Vitro se incuban en la oscuridad en un medio de
MS liquido (Murashige & Skoog; 1962) con sacarosa al 3% y MES al 0,5% junto con 100 ul de una suspensién de
Agrobacterium recombinante por 10 ml de medio durante dos dias. Después de esos dos dias se matan las bacterias,
los discos de hoja se transfieren a un medio sélido por induccién callosa y se incuban por 4-6 semana, dependiendo
del crecimiento del callo. El medio sélido se compone como sigue:

MS + 3% sacarosa

2 mg/l Zeatina ribosida
0.02 mg/1 “NAA”
0.02 mg/1 “GA3”
500 mg/1 “Claforan”
50 mg/1 kanamycin
0.25% “Gellan”

Posteriormente los discos de hoja se transfieren a un medio que tiene una composicién diferente de hormonas, que
comprende:

MS + 3% sacarosa

5 mg/l “NAA”
0.1 mg/l “BAP”
500 mg/1 “Claforan”
50 mg/1 kanamycin
0.25% “Gellan”

Los discos de hoja se almacenan en este medio por alrededor de 4 semanas, después de lo cual se transfieren a un
medio en el cual la concentracién “Claforan” se ha reducido a 250 mg/l. Si se requiere, los discos de hoja se mueven
luego a un medio fresco cada 4 o 5 semanas. Después de la formacién de retofios o brotes, éstos se cortan de los discos
de hoja y se transfieren a un medio idéntico.

La condicién de que una construccién antisentido ha sido transferida a los discos de hoja se verifica primero
analizando extractos de hoja de los retofios regenerados con respecto de la actividad de glucuronidasa por medio de
los substratos descritos por Jefferson et al (1987). La actividad se demuestra mediante evaluacion visual.

Otras pruebas de la expresion de las construcciones antisentido y la transferencia de las mismas al genoma de
patata se llevan a cabo mediante hibridizacién de sur y de norte de acuerdo con Maniatis et al (1981). El nimero de
copias de las construcciones antisentido que ha sido transferido se determina mediante hibridizacién Southern.

Cuando se ha establecido que la construccién antisentido han sido transferidas a y expresadas en el genoma de
patata, inicia la prueba o verificacion de la expresion a nivel proteinico. La prueba se lleva a cabo en micro tubérculos
que se han inducido in vitro en los retofios transformados, evitando asi la necesidad de esperar el desarrollo de una
planta completa de patata con tubérculos de patata.

Las partes de tallo de los retofios de patata se cortan en los nudos y se colocan en un medio modificado de MS. All{
ellos forman microtubérculos después de 2-3 semanas de incubacion en la oscuridad a 19°C (Bourque et al, 1987). El
medio se compone como sigue

MS + 6% sacarosa

2.5 mg/l kinetina
2.5 mg/l “Gellan”

El efecto de las construcciones antisentido en la funcién del gen de GBSS con respecto a la actividad de la proteina
GBSS se analiza por medio de electroforesis sobre gel de poliacrilamida (Hovenkamp-Hermelink ez al, 1987). Se
extrae almidén de los microtubérculos y se analiza con respecto a la presencia de la proteina GBSS. En un gel de
poliacrilamida, la proteina de GBSS forma una banda distintiva en 60 kD, cuando el gen de GBSS funciona. Si el gen
de GBSS no se expresa, es decir, cuando el gen de GBSS antisentido se expresa totalmente para que la formacién de
GBSS se inhiba, no se puede ver 60 kD sobre el gel.
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La composicién del almidén, es decir la proporcién entre amilosa y amilopectina se determina mediante un método
espectrofotométrico de acuerdo con Hovenkamp-Hermetink et al (1988), siendo determinado el contenido de cada
componente de almidén con base en un grafico estdndar.

Ejemplo 2
Extraccion de amilopectina de patata de amilopectina

La patata cuyo principal componente de almidén es amilopectina, llamada abajo patata de amilopectina, modificada
de la manera de ingenieria genética de acuerdo con la invencidn, se ralla, liberando asi el almidén de las paredes
celulares.

Las paredes celulares (fibras) se separan del jugo o zumo de fruta y almidén en mallas centrifugas. El jugo de fruta
se separa del almidén en dos pasos, a saber: primero en hidroclones y posteriormente en filtros de vacio tipo banda
especialmente disefiados.

Luego se lleva a cabo un refinamiento de acabado en hidroclones en los cuales se separa el remanente del jugo de
fruta y fibras.

El producto de seca en dos pasos, primero mediante presecado en un filtro de vacio y posteriormente secando
finalmente en una corriente de aire caliente.
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REIVINDICACIONES
1. Un promotor del gen de la sintasa de almidén unida a granulo (GBSS) de patata en donde dicho promotor es

especifico para tubérculos y consta de un fragmento de promotor HindIII-Nsil genémico que comprende la regién
promotora en un fragmento BglII- Nsil tal como estd contenido en SEQ ID No. 4.
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LISTA DE SECUENCIAS
SEQ ID No. 1

Molécula secuenciada: ADN genémico
Nombre : Fragmento de gen de GBSS de la patata
Longitud de secuencia: 342 bp

TGCATGTTTC CCTACATTCT ATTTAGAATC CTGTTGTGET GTATARACST 59
TGTTTCATAT CZCATCTCAT CTATTCTCAT TTTGATTCTC TTGCCTACSTS 100
TIATCGGTGR TARATGTGAA TGCTTCCTTT CTTCTCACRA RTCAARTITCT 130
GTTTTGTTTT TGITCATCTG TAGCTTATIC TCIGGTAGAT TCCCCTTTTT 200
GTAGACCACA CATCAC-ATG GCA AGC ATC ACA GCT TCA CAC CxC 243
¥et Ala Ser Ile Thr Ala Ser His His
1 3
T?T GTG TCA AGA ACGC CrA ACT TCA CTA CGAC ACC 232 TCA 2CC 283
2he Val Ser Arg Sez Cla Thr Ser Leu ASp Thr lys Ser Thr
10 15 29

TG TCA CAG A7TA CGGA CTC AGG 23AC CAT XCT C2G ACT CAC 2AT 327
Leu Ser Gin Ile Giy leu Xxxrg Asn His Thr leu Thr His Asn

25 39 35
8T TTA XG5 GCT GTT 342
Gly teu Er-g Ala Val

30

35
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SEQ ID No. 2
Molécula secuenciada: ADN genémico
Nombre : Fragmento de gen de GBSS de la patata
Longitud de secuencia: 2549 bp

ARG CTT
lys Leu
45

TCx GC7T
Ser X1

GIZ ZGET
Vel Zly

CTA GGT GaTt
leuw Gly AsD
1A
-
GTARGTCICT
TAGTTAGTCT
CAT CG: T2
His z2rg Vel

13

G2T GIT TGG

ksp Al:z Trp
130

teo
0Oyl

s3 s

GT

v

TACT
o= \..LP

3O
b

1

e

al

T GGG

Gly

GCa
Ala
6
ATT
Ile
)

Ne

CTC
Leu

TCC
Ser

ES 2268 748 T3

CrA TCA ACA ACT AAT ACT AAG GTA
Gln Ser Tar Thr Asn Thr Lys Val

55

ACGA
Arg

ECT AAG

lys

ACGA
Arg

CCT
?ro

GGA
Gly
70

GTT TGT GGA AriG GGk ATG RAC TTG ATC
Val Cys Gly Lys Gly Met Asn leu Ile
89
3TT GGT CCT TGG AGC 233 ACT GGT GGA
Val Gly Pro Trp Ser Lys Thr Gly Gly

° 85
GGT GGA CTa CCa CCA GCC CTT GCA
Gly Gly Zeu 2ro Zro aAla Leu Ala

CTITCATTIG GTTACCTACT
ATC 3G TTTA

103 110

CATTCATTAC TTATTTTGTT

. TCATTTAG GCC CGC GGA
2la Arg Gly

TCTTTY

TCC CCC CGT TAT GAC C2a TAC 2AA
Ser Pro 2rg Tyr Asp CGln Tyr Lys
125

GCG G

TT T GTACATCTZC
a2l Ala Va
35

a0
1~
)

TACRTTTCCT GATTCAAG

GAC AGC ATT G2A ATT CT?
2sp Ser Ile Glu ;Le val
145
G3 GTT GAT CGT GTT TTT
ty Val Asp Arg val 2hs
pl
xe0
TG ZRE ARN STAAGCRTET
2T 3l Lys
- o A -
T2

42

84

126

207

346

385

(¥ 1]
™
<«
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TATGATTATG AATCCGTCCT GAGGGATACG CAGARACAGGT
ATCTTTTARC TCTACTGGTG CTITTTACTICT TTTAAG GTT
Val

ACT GGT TCA 2AA ATC TAT GGC CCC Axx GCT GGA
Thr Gly Ser Lys Ile Tyr Gly Pro lys Ala Gly
180 1835

CTG GAC AXT GAA CTT AGG TTC AGC TTG TTG TGT
Leu AsD Asn Glu Leu Arg Zhe Ser Leu Leu Cys
180 185 200

GTAAGTTAGT TACTCTTGAT TTITATGIGG CATTTTACTC

CATTTTGAGT

TGG GGC AAxn

Tro Gly Lys
175

CTA GAT TAT
Leu Asp Tyr

Caa
Gln

TTTTGTCTTT

AXNTCGTTTTT TTRAACCTTGT TTTCTCAG GCA GCC CTA GAG GCA CCT
2la Ala Leu Glu Ala ?Pro
203

Axn GTT TTE 22T TTG AAC AGT RGC RRC TAC TTC
r 2 Tyr Phe

s
210 2

-J

AT G GTAATTRXCA CATCCTACGTT TCAGRARARCT
yr G

GTT CTC TTC ATT GCC RAAT GAT TGG CAC RCA GCT
Val Lewx The Ile Adla 2sn 2sp Trp His Thr Ala

230 235

a
1O

L)

Cw
o
i
(3]

(=
(@]

)

CrZ 7TCC RGA GGA
Gla Ser Arg Gly
2490 243 230

O
l<
0
-3 -}
<
[ ]

M
n G
(8]
-]
ty
i
v
by
~]
(3 ]
-]
(@]
)
-3
[
(7]
-3
»
-
-3
2]
Y

g
n
S
N 32 ()
tny-— ()
w0
U
L W 1

CETTRCCCTS CARATCRGTA AGGTTGTATT AATATATGAT
ITECCTCIAG GTIT GCT TTC TGC ATC CAT 2AC ATT

CCC TaC Cx:

TCA GGA CCxa
Ser Gly 2ro
220

CCTTACTATA

CA GAG GaT
ly Glu 2asp

225
CTC ATT CCT
Leu 1le ®ro
ATC TRC TTC
Ile Tyr Leu

- CTCGATTICGC2

RARTTTCRC

-
&
-

-

Val RAla Zha Cys Ile His Asn Ile Zla Tyr Gln
2890 265

Al et e e mmp mpam v mmm AAS e e
GGET CGx TTT TCT TTC .C; GxC T7TC CCTT ¢T3 C-C
- - = - - = .y -
Gly Arg The Ser Tha2 Ser isp Fha2 Fro Leu lLeu
iia ppgis
278 z23%
mee mae e e mmm mmm mmm A= mem s mm -
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AGTAAATTIGA GTTTTTARIA TTTTGCAGAT ATGAG ARG CCT GTT AAG
Lys Pro Vel Lys
295

GGT AGG AAA ATC AAC TGG ATG AAG GCT GGG ATA TTA GAA TCA
Gly Arg Lys Ile Asn Trp Met Lys Ala Gly IYle Leu Glu Ser
300 303 310

CAT AGG GTG GTT ACA GTG AGC CCA TRC TAT GCC Cra GAA CTT
His Arg Val Val Thr Val Ser Pro Tyr Tyr Ala Gla Glu Leu
315 320 325

1]
-3

GTC TCT GCT GTT GXC 2AG CCA GTT GrA T GTC CTT
g P Lys Gly Val Glu leu 2sp Val Leu
330 335 340

wn
1
51

CGT 223G XCT TGC &TA 2CT GGG ATT GTG RAT GGC ATG GAT ACA
Arg Lys Zhr Cys Ile Thr Gly Ile Vel 2sn Gly Met Asp Thr
345 330

CRA CGZCGC TGG ARC CCA GCG ACT GAC 2AA TAC ACA GAT GTC Axra
Gln Glu Trp RAsn 2ro Ala Thr Asp lys Tyr Thr Asp Val Lys
355 360 365

CTXRCATARG ATTTTICCGA CTCCAGTATI

TRCT2RRTTA TTTTGTATGT TT

373 380

GCT CTT Cxa CGCA CGCA CTT GGC TTG CCT GTT GAC 2aG 2AG ATC
Rla leu: Zin Ala Rhia Val Gly Leu 3ro Val 2sp Lys Lys Ile
383 390 385
CCT TTC XTT GGC TIC C GGC ACGA CTT GAG GAG CaG Aaxrxr GGT
Fro lec Iie Gly Zhe Ile Gly Rrxrg Leu Glu Glu Gln Lys Gly
299 403 410

Ca GAT 277 CTT GTT GCT GCA ATT CARC 232G T7TC ATC GGA TTG
Ser xsp Tle Lau Alz Val Rla Ile His ILys Fhe Ile Gly leu
415 420 425
GAT GTT I23 AT7T G7a GTC ¢T3 GTRARZTRCCA RATGGACTCA
28D Val Zin Il2 Vel val Le
kS vE:
T v
TECTATCIIT CTTETICACGT TIACTIGTCC CGRARLTELA ATTZACCTCC
- mpmm sl JIITIITUC . e e -
B L R C S D e 33ZA RCT Z Ry = .

1360

1402

1444

1486

1528

1570

1923
1323
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CAG GAG ATT GAA CAG CTC GAA GTG TTG TAC CCT AAC AAA GCT
Gln Glu Ile Glu Gln Leu Glu Val Leu Tyr Pro Asn Lys Ala
445 450

ARA GCGA GTG GCA RAA TTC AAT GTC CCT TTG GCT CAC ATG ATC
Lys Gly Val Ala lys Phe Asn Val Pro Leu Ala His Met Ile
455 460 465

ACT GCT GGT GCT GAT TTT ATG TTG GTT CCA AGC AGA TTT GAA
Thr Rla Gly 2la Zsp Phe Met leu Val Pro Ser Arg Phe Glu
470 475 480

T CTC ATT CAG TTA CAT GCT ATG CGA TAT GGA ACA
y Leu Ile Gln Leu His Ala Met Arg Tyr Gly Thr

£355 490 4585
GTRAG22CTA GAACGAGCTTG TACCTTTTTA CTGAGTTTTT AARRARAGA
TCATAAGACC TTCGTTTTCCA TCT2ZRAACGTTT RATARCC2AC TAAATGTTAC
TGCRGCRAGL TTTTCATTTC TGAR2ATTGG TTATCTGATT TTAACGTAMLT
CACRTGTCRG TCAG GTA CCA ATC TGT GCA TCG ACT GGT GGA CTT

Val Pro Ile Cys Ala Ser Thr Gly Gly Lleu
5GC0 505
GTT GAC RCT GTG RRA GEA GGC TAT ACT GGA TTC CAT ATG GGA
Val xsp Thr Val iIys Glu Gly Tyr Thar Gly Pre His Met Gly
319 5313 520
GCC T2C 237 CGTT caa GTATETGATT TTACATC2AT TGTGTACTIG
alz Pne zsn Vel Glu
525
TACRTGEETIC ATTCICETCT TCGATATACCC CTTGITGCAT ARACATTAAC
TTRTTECTIC TTGRATTTCGG TTAG TCGC GAT GTT GTT G2AC CCA GC7?
Cys Asp Val Val Asp Pro aAla
530
GRT GTG CTT RAG ATA GTA ACA ACA GTT GCT 2GA GCT C
Esp Val Z2: Lys rle Val Thr Thr Val Ala Arg Ala
23z 2490

2010

2052

2094

2186
2238
2266
2330

2372

2417
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SEQ ID No. 3

Molécula secuenciada: ADN genémico
Nombre: Fragmento de gen de GBSS de patata
Longitud de secuencia: 492 bp

GAG CTC TCC TGG AAG
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GTAARGTGTGA ATTTGATAAT TTGCGTAGGT 45
Glu Leu Ser Trp Lys
565
ACTTCARGTTT GTTGTTCTCG TCAGCACTGA TGGATTCC2A CTGGTGTTCT 85
TGCAG GAA CCT GCC AAG 22x TGG GAG ACA TTG 127
Glu Pro 2la Lys lys Trp Glu Thr leu
570 375
CTA TTIC GGC TTA GGA GCT TCT GGC 2GT GAA CCC GGT GTT Gaxa 169
Leu Zeu Gly Leu CGly Ala Ser Gly Ser Glu ?ro Gly Val Glu
220 365 £80
GGC Grn G2A ATC GCT CCA CTT GCC AAG G2A AAT GTA GCC ACT 211
Gily Giv Glu ile Ala Pro lLeu Ala Lys Glu Asn Vel 2la Thr
595 6C0 605
CCT 7Taa ATGAGCTTTG GTTATCCTTG TTTCRRCAZT AXCATCATTA 257
?ro LR R
208
RGCARRCETA TTTACTAGCG RACTATGTAG AACCCTATTA TGGGGTCTCA 307
ATCATCTACA ARATCEATTGG TTTTTCGCTGG GGRGCAGCAG CATATAAGGC 3357
TETAARARTCC TGCETTAATGET TTTTGTRAGET RR2GGGCTATT TAAGGTGGTG 407
TCGCATCARXG TCRATAGRR22 ATAGTTATTIA CIZACCGTTTG CAACTARRTA 457
CTTAGTILTG TAGCATARRT 22TACTRGRA CTAGT 492
SEQ ID No. 4
Molécula secuenciada: ADN genémico
Nombre: Promotor para el gen GBSS de patata
Longitud de secuencia: 987 bp
AAGCTTTRAC GAGATAGARA ATTATCGTTAC TCCCGTITTTGT TCATTACTTA S0
ACAAATGCAA CAGTATCTTG TACCARATCC TTTCICTCTT TTCARACTIT 100
TCTATTTGGC TGTTGACGGAR GTARATCAGCGR TACRARCCRC ARCTATTITAR 150
TTGACTCCTC CGCCAGATAT TATGATTIAT GRATCCTCCA AXAGCCTATC 200
CATTRAGTCC TCATCTATGG ATRTACTTGA CARGTATCTTC CTCTTTGEGET 250
ATTTTTTTTT CCTGCCARAGT GCERACGEAGH CATGTTATCA TCTATRCCGEG 300
AAGCTCGTTA RZARARRATY CRATAGGRAG ARATGETAXCA AACATTCARA 350
GTTGTITTTTA ACCATCCTTC CTTTAGCAGT GTARTCEATTT TGTAATAGRR 400
CCATGCATCT CaATCTT22T 2CT2ARATCC RACTTRATAT AGGCTRAACC 450
ARGATAMLGT AATGTATTCA ACCTTTRGRE: TTCGTCCATTC ATALTTAGAT 500
CTTGTTTEIC GTARRRRXTT LERARAXTATY TTTACAGTRA TTTGCRATEC 530
ARXGCTRAGE CGGEARGTALC TARTATTCTR GTGGAGGGRG GGARCCAGTAC 600
CAGTACCTAS ATATTATTTT T2ATTACTAT RATAATAATT TAATTRACRC 630
GRGACATXES 2ATGTCAAGT GGTAGCGTLAG GAGGGARGTTG GTTTAGTTTT 700
TTAGAT2ECT2 GCAGRCRGRX CCGGACGECT CATTGCAAGG CCAAGTTG2A 750
CTCCAGCCGET CaATCA2CAN LCGRGAGGECLC C2T227TACTCG TCGATGAGCA 800
TTTCCCTATE ATACAGCTGTC CACRETTCGCC TTCTGCTAAG GGATRGCCAC §50
CCGCTATOCT CTTGEECACGT CGTCACTCAaR: CCIGCTACRA AT2ACCCAGE 900
CACCTCCTCR: TTCTCACTCA CTCRCICACH CAGCYCAACA AGTGCETARRCT €30
TTTACTCETZ TCCTCCRATT ATTICTGATT ICATECA SB7
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SEQID No. 5

Molécula secuenciada: ADN genémico
Nombre: gen GBSS de patata
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AAGCTTTARAC
ACAAATGCRA
TCTATTTGGC
TTGACTCCIC
CATTAAGZCC
ATTTTTICTT
AAGCTCGTTA
STTGTTTIIA

Longitud de secuencia: 4964 bp

GAGATAGRAR
CAGTATCITG
TGTTGACGEA
CGCCEGRTAT
TCATCTATGS
CCTGCCRACT
ARRARDREATR
2ACCATCCTTC

RTTATGTTAC
TACCARATCC
CTRXTCAGGR
TRTGATTTAT
ATATACTTCGA
GGILCGGAG2
CRETAGGARG

CTTTAGCRGT

TCCGTTTTGT
TTICTCTCTT
TACAZRACCAC
GRATCCTCCGA
CAGTATCTTC
CATGTTATGA

ETGTAACA
GTATCAATTT

TCATTACTTA
TTCAAACTTT
AAGTATTTAR
AARGCCTRETC
CTGTTTGGG?
TGTATRCGGE
AACATTGRAT
TGTARTAGA!

50
100
150
200
250
300
350
400

CCATGCATCT CAATCTTART ACTAAMATGC RACTTAATAT AGGECTARACC 450
AAGATARR2GT RATGTATTCA ACCTTTAGAN TTGTGCATTC ATREATTAGAT 500

CTTCTTIGZC
ERAAGCTARCE
CAGTACCTAG
GAGACATEGG
TTAGATACIA
GTCCAGCCET
TTTCCCTRTA
CCGCTATZCT
CACCTCCIC

TTTACTC2ZC
TCTATTATCGA

GIRARARATT
e 2 Xr X X
LR 3COER S0t

Al Rl e ko lostea)

HNinlindi o
ARTGTCARGT
GGAGACACAA
GRATCAACAR
ATACAGTCGTC
CTTIGACECET
TTCTCACTIC2
TCCTCCRATT
ATCETECTTET

AGRIRRTRTA
TAATATTCZA
[ 33 -Srdnd VYolnh X
efwhs st i

GCITRGCCIAS
CCGGACGGECC
AGRCACGGGLC
CARCACTTGLC
GTCACTGAAN
CTCACTCACR
ATITCTGATT
GGIGTATARA

TTITACAGTRA
GTGCAGGEAG
AETAATAATT
GAGGGAGTTG
CATTGCARGG
CATARTACTC
TTCTGCTAAG
CCTGCTACAA
CAGCTCARCA
TCATGCATGT
CGTTGTTTCA

TTTGCRATAC
GGACCAGTAC
TAATTRAACRC
GTTTAGTTZIT
CCARGTTCGAA
TCGATGAGCR
GGATAGCCAC
ATRAGGCAGC
ACGTGGTRRCT
TTCCCTACAT
TATCTCATCT

550
600
650
700
750
800

CATCTATICT GATTTTGATT CTCTIGCCTA CTGTRATCGG TEATARLTET 1100
GAATGCTICC TTTCTTCTCA GRRRTCAATT TCTGITTTGT TTTTIGTTCAT 1150
CTGTAGCTTA TTCTCTGETA GATTCCCCTT TTTGTAGACC ACRCATCAC 1193

ATG GC2a &

C R7C ACx GCT 7Cx CrC

CrC TTT GTG

TCA AGR RGC

1241

Met Ala fer Ile Thr 2Ala Ser His His Phe Val Ser Arc Ser

1 s 10
Cra ACT TCA CTA GRC ACC 223 7TCA ACC TTG TCA CAG ATA GGA 1283
Gln Thr Ser leu Asp Thr Lys Ser Thr Leu Ser Gln Ile Gly

15 20 25
CTC RGC 2xT CAT ACT CTG ATT CRC AET GGT TTA AGE GCT GTT 1325
Leu Arg 2sn His Thr Leu Thr His 2sn Gly Leu 2Axg Blz Vel

30 35 144

ARC ARG CTT GAT GGC CTC C33 TCx ACa :CT 2RT ACT 232G GT2 1367
Asn Lys Zeld Asp Gly Leu Gln Ser Thr Thr ksn Thr lys Val
45 3T s32

ACA CCCT AR5 ATG GCx TCC AZA 2CT GAG ACC AAG AGA CCT Ga3a 1403
Thr Fro Lys Mzt Ale Ser rrg Thr Glu Thr Lys Arg Pro Gly

80 £3 70
TGC TCA GCT ACC 27T GTT TIT GZX 2x: GER ATG ARET TTG ATC 1481
Cys Ser iz Thr IZ:e Vel Tys Giy Lys Gly Met 2sn leu i

73 85

TTT GT& 33T A2T G GTT 337 CI7T TG3 AZC 22n ACT 53T 32y 1433
2he Val Zly Tnz Glo VEL Zly Fr:o Trp fer Lys Thr Gly Il
85 £0 s3
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CTA GGT GERT GTT CTT GGT GGR CTE CCxa CCh GCC
Ledy Gly 2sp Vel Leuw Ely Glv Leu Pro F-o 2la
igo 135

GTAACGTCTTT CTTTCATTTG GTTACCTACT CATTCATIAC
TAGTTAGTZT CTACTGCRTC AGTCTTTTTR TCRITTAS GC

Al
CAT CGG GTA ATG ACA ATA TCC CCC CGT TAT GRC
His Arg Val Met Thr ile Ser Pro Asg Tyr Asp
115 i20 iz5

CGAT GCT TEG GAT ACT GGC GTT GCG GTT GAG
Asp Ala Trp Asp Thr Gly Val 2ala Val Glu

130 133

CTATATIGAY RCGGTACAAT ATTGTTCTCT TACRTTTCCT

TGTGATCATC TGCAG GTC ARR GTT GGA GRC RGC ATT GRA ATT GTT
Val Lys Val Gly Asp Ser Ile Glu Ile Val

140 145

CGT TTC 7TT CAC TGC TAT RAAA CGT GGG GTT GaT

Arg Phe Zne His Cys Tyr Lys Arg Gly Val Asp
150 1535

GTT GRC CAC CCA ATG TTC TTG GAG 2AAA
Val Rsp HXis Pro Met Phe Leu Glu Lys
123 170

TATGATTATE ARTCCGTCCT GAGGSATACG CRAGAACLGGT
ATCTTTTARZ TCTACTGGETG CTTTTACTCT TTTRARG GTT
Val

ACT GGT 7TC2 22> ATC TAT GGC CCC RrA GCT GGA
Thr Gly Ser Lys lle Tyr Gly Pro Lys Ala Gly

189 1€5
CTG GAC AXT GAA CTT AGG TTC AGC TG TTG TGT
Leu Zsp 2sn Glu Leu Arg 2he Ser Leu Leu Cys
120 185 2090

GTAAGTTAET TACTCTTGRT TTTTATGTGG CATTTTACTC

TTATTTICTT
C CGC GG2
& Arg Gly

GATTCARGRA

CCT GIT TTT
2rg Val Pha
150

CTARGCATAT
CATTTITGAGT

TGG GGC AARX
Tro Cly Lys
175

CTA GAT TAT
Leuy Asp Tyr

TTTTETCTTT

AATCGTITTT TIRACCTIGT TTTCTCAG GCA GCC CTA GAG GCA CCT
Ala 2la Leu Glu Ala Pro
203

A3 ZTT

RA CTT TTC RAT TTG ARC AGT AGC ARC TAC TTIC
iys Val Lsu 2sn Leu Asa Ser Ser Asa Tyr the
z.° 213

C?
e

[T ]
LA 4
NOO
Ny )
Owg 3

1532

1582
1629

1671

1711

1781
1806

1848

1885

1835
1383

2025

2061

2111
2157

N
[P
w
0
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AT G GTAATTAACA CATCCTAGTT TCAGARAACT CCTTACTATA
Tyr G

TCATTGTAGG TRAATCATCTT TATTTTIGCCT ATTCCTGCAG GA GAG GAT
ly Glu Asp
225

GTT CTC TTC ATT GCC AAT CGAT TGG CAC ACA GCT CTC ATT CCT
Val Leu ®he Ile Ala Asn Asp Trp Eis Thr Ala leu Ile Pro
230 235

TGC TAC ITG AAG TCA ATG TAC CAG TCC xCA CGGA ATC TAC TTG
Cys Tyr Leu Lys Ser Met Tyr Gln Ser Arg Cly Ile Tyr Leu
240 243 250

XAT GCC 222G CTARARATTTC TTIGTATTCA CTCGATTGCA
Asn ila lys

235

CGTTRCCC-G CRRATCAGTA AGGTTGTATT AATATATCGAT ARATTTCACA
TTGCCTCCAG GTT GCT TTC TGC ATC CAT ARC ATT GCC TAC CRA
Val Ala 2he Cys Ils His 2sa Iis Ala Tyr Gln

260 z55

w
I

T
Gly Argc *ne Ser 2he Ser Asp Tthe Leu Asa leu 2o
279 275 280

GAT GA2 T7C AGG GGT TCT TTIT GAT TTC ATT GAT GGG TAT
Aso Glu Pre Arg Gly Ser Fhe Asp Phe Ile Asp Gly Tyr
285 250
GTATTITIATIZC TTCGARATCAG ACCTCCARCT TTTCGARAGCTC TTTTGATGECT
RGTARATIZA GTTTTTARRA TTTTGCAGAT ATGAG 32AG CCT GTT AxG
Lys 2ro Val Lys
255
GET AGG 2xA ATC AXUC TGG ATG ARG GCT GGG ATA TTA GARA TCx
Gly Arg _ys Ile Asn Trp Met lys Ala Gly Ile Leu Glu Ser:
300 305 310
AT RGE SIG GTT ACA GTG 2GC CCR TAC TAT GCC CrA CAs T
#is Arg Val Vzl Thr Val Ser Pro Tyr Tyr Ala Gla Glu lrean
3i3 320 325

:7C TCT 38T G8TT GAC AxG CGGA GTT GAR T7G GAC 2GT GTC CT7
b TV e ... S eren e v o gy
val Ser ~lz Val 3sd iLys Gly Vel Glu leu asp S2r Vel Leu

338 335 343
~ - - - P — - - -—- - - - - - - P R N A - e e - o,
Ce. mme RIT O TEC ARTAa ACTT s6C &TU ST RRT OZTZC ATS GAT ECZHR
~2Y2 Lys Thr Jys Il Thr iy fls Vel Asn Gly Met ase Thr
Tz 131
- T -~ - -

TCT TTC TCT GAC TTC CCT CTT CTC 2AT CTT CCT
Leu

2243

2291

2333

2375

2414

2464
23507

2349

2638
2885

2727

278

0

2812

N
(T])
(¥
1.3
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CAA GAG TGG ARC CCA GCG ACT GAC AAR TAC ACA GAT GTC ARA
Gln Glu Trp Asn Pro Ala Thr Asp Lys Tyr Thr Asp Val lys
355 360 365

TAC GAT ATA ACC ACT  GTAAGATARG ATTTTTCCGA CTCCAGTATA
Tyr Asp Ile Thr Thr
370

TACTARATTA TTTTGTATGT TTATGAAATT AAAGAGTTCT TGCTAATCAA
AATCTCTATA CAG CGTC ATG GAC GCA AAA CCT TTA CTA AAG GAG
Val Met Asp Ala lys Pro Leu lLeu lys Glu

375 380

GCT CTT C2A GCA GCA GTT GGC TTG CCT GTT GAC AAG AAG ATC
Ala lLeu Gln Ala Ala Val Gly Leu Pro Val Asp Lys Lys Ile
383 390 395

CCT TTG ATT GGC TTC ATC GGC AGA CTT GAG GAG CAG AAA GGT
®ro lLeu Ile Gly Phe Ile CGly Arg Leu Glu Glu Gin Lys Gly
£00 405 410

TCA GAT ATT CTT GTT GCT GCA ATT CAC AAG TTC ATC GGA TIG
Ser Asp Ile Leu Ala Val Ala Ile His Lys Phe Ile Gly leu

415 420 425
GAT GTT CRA ATT GTA GIC CTT GTRAAGTACCA RATGCACTCA
Asp Val Gia Ile Val Val Leu
430

TGGTATCTCT CTTGTTGAGT TTACTTGTGC CGAAACTGAA ATTGACCTGC
TACTCATCCT ATGCATCAG GGA ACT GGC AAA AAG GAG TTT GAG
Gly Thr Gly lys lys Glu Phe Glu

435 440

CAG GaG ATT GAA CAG CTC GAA GTG TTG TAC CCT AAC AAA GCT
Gln Glu Zle Glu Gln Leu Glu Val lLeu Tyr Pro Asn Lys Ala
445 450

BAA GGA TG GCA AAA TTC AAT GTC CCT TTG GCT CAC ATG ATC
lys Gly Vzl Ala Lys Phe Asn Val Pro Leu Ala His Met Ile

453 460 465
ACT GCT G&T GCT GAT TTT ATG TTG GTT CCA AGC AGA TTT GAA
Thr Ala Gliy Ala Asp Phe Met Leu Vel Pro Ser Arg Phe Glu
470 475 480
CCT TGT GCT CTC ATT CAG TTA CAT GCT ATG CGA TAT GGA aCa
Pro Cys Gly Leu Ile Gln leu Eis Ala Met Arg Tyr Gly Thr
3235 429 485

GTARGAATTA GAMCGAGCTTG TACCTTTTIA CTGAGTTTTT AARARRAGAR
TCRTRRZRTC TTETTTTCCA TCTRAAAGTTIT AATARICAAL TARATGTIAC
TECASCAAET TTTTCATTIC TGRRAARTTGS TTATCTGATT TTARCGTART

-cw P X

10

2895

2940

2890
3033

3075

3117

3159

3200

3250
3293

3335

3377

3419

3461

W W
oUW
- o 1=
1 1
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CACATGTGAG TCAG GTA CCA ATC TGT GCA TCG ACT GGT GGA CTT
val Pro Ile Cys Ala Ser Thr Gly Gly Leu

500

505

GTT GAC ACT GTG A2A GAA GGC TAT ACT GGA TTC CAT ATG GGA
val asp Thr Val Lys Glu Gly Tyr Thr Gly Phe His Met Gly
513

510

GCC TTC AAT GTT GAA
Ala Phe Asn Val Clu

525

520

GTATGTGATT TTACATCAAT TGTGTACTIG

TACATGGTCC ATTCTCGTCT TGATATACCC CTTGTTGCAT AAACATTAAC
TTATTGCTTC TTGAATTTGG TTAG TGC GAT GTT GTT GAC CCA GCT
Cys Asp Val Val Asp Pro Ala
530

GAT GT3 CTT AAG ATA GTA ACA ACA GTT GCT AGA GCT CTT
2s> Vel Leu Lys

TTGCE

T2
CTGGTETICT

CTA T
L

Len

AGAAGTAATC
AGGCTAACTT
ACXATGCAAC
ATATTTTTIGA
GATTGXATGG
TGTCTCTTGT
CAMATTGAAT
TTCTTTCGTT

T T
g2 Gly L

T GGC ACC CTC GCA TTT

550

526G GAG CTC TCC TGG
v Glu Leu

365

TGCAG

540

555

Glu Pro Ala Lys Lys 7Trp

595

TA GGA GCT
su Gly 2la

370

TCT GGC
Ser Gly
383

ATC GCT CCA CTT GCC
Ile Ala Pro leu Ala

AGT GAR CCC
€er Glu ®ro

AAG GAA AAT
Lys Glu 2asa
600

ATGAGCTTTG GTTATCCTTG TTTCRACRAT

TTTACTAGCG
FRAATGATTGG
TEGTTAATCT
TCARTAGANA

—wnAAsmt .=
a SN N - f -

-——- -

e T iMoo b o

AAATTCAAAT
TCAGGAGATG
ATCTATGTCA
GCCCATGACA
ACTACAGCTC
CTACTACTCT
AGTAATAAGA
ACTCTAARGC

L ACTATGTAG ARCCCTATTA
TTTTTGCTGG GCEAGCAGCAG
TTTTGTAGET RACGGECTACIY

ATAGITATTIA CTAARCGTET

TRNmY mem A
o s R o )

e .y W -

TAGTTGTTTG
GCTATTGAAT
ATCAACACTIT
CATTCATTICA
AATCARAAGCA
ATTGGTAGTA
TGCTCTCTAT
AACAAAR

eSS LM oS

—A e~
-y

-
LA T N L 51 R SRy

GTCATATGA

TTCAARATGA
RRATTATTGC
TAAAGTRAGG
TCTCCTTTAC
GTAGTAGTAA
TTACTARAGT

11

GCa

Ile Val Thx» Thr Val Ala Arg 2la Leu Ala

545

CT GAG ATG ATA AAA AAT TGC
Thr Leu Ala Phe Rla Glu Met Ile Lys Asn Cys

560

AC  GTAAGTGTGA ATTTGATAAT
Ser Tro Lys

GGT ACTTCAGTTT GTTGTTCTCG TCAGCACTGA TGGATTCCAA
T GAA CCT GCC ARG ARXA TGG GAG 2CA TTG

Glu Thr lex

375

GGT GTT G2A
Gly Val Glu
590

GTA GCC ACT
Val Ala Thr
603

APAGATCATIA

TCCGGTCTCA
CATATAAGGC
TRAGETEET

CAACTARATY

ThafedeMmaw

e a eV,

AGAAGCTGCC
TTATGTGARA
ATTTAGAAAG
TAGTATGTAT
ATAACGGCAC
TTTTACRATC
AGTAGTATTA

3655

3637

3742

3792
3837

3879

3521

3965

4015
4057

4059

4141

4187

~
~

37

Iy ds W
tninag
v

»
[24]
W
<

4687
4737
4787
4837
4887
4937
4964
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