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DESCRIPCION

Construcciones de vector.
Campo de la invencion

La invencién se refiere a construcciones de vector mejoradas para su uso en la expresiéon de ARN bicatenario,
particularmente para su uso en la expresion de ARN bicatenario in vitro e in vivo.

Antecedentes de la invencion

Desde la llegada de la inhibicién por ARN bicatenario (ARNi) como herramienta para controlar la expresion
génica, como se describe en el documento WO 99/32619 y WO 00/01846, se ha reconocido una necesidad de vectores
especializados disefiados para la produccién de ARN bicatenario (ARNdSs).

Los vectores de clonacién disefiados para producir elevados niveles de ARNds se han descrito previamente por
Plaetinck et al. (Documento WO 00/01846) y Timmons et al. Nature, 395: 854 (1998). Estos vectores generalmente
contienen un sitio de clonacién multiple (MCS) en el que los fragmentos de ADN diana pueden clonarse flanqueados
por dos promotores transcripcionales oponibles. Esencialmente, estos tres componentes (Promotor 1, MCS y Pro-
motor 2) componen el sistema completo. En el sistema de expresion apropiado, el ADN clonado en el MCS puede
transcribirse en ambas direcciones, conduciendo a la produccién de dos cadenas de ARN complementarias.

Una desventaja de los sistemas conocidos es que no se transcribe solamente el fragmento clonado. La lectura
de Ia ARN polimerasa provocard la transcripcion del vector completo, y esto también en ambas direcciones. Como
solamente la transcripcién del fragmento de ADN clonado producird ARNds activo para los propésitos de ARNi, la
transcripcion de parte del vector produce un ARN ineficaz, indtil. Mds especificamente, el 80% de estos transcritos
puede considerarse como no especifico y por tanto no eficaz.

Las grandes cantidades de ARN no especifico generado por los sistemas de plasmido y expresion de la técnica an-
terior produce algunos efectos secundarios no deseables. Primero, en protocolos de ARNi basados en la introduccién
de ARNds en C. elegans mediante un organismo de alimento tal como E. coli que expresa el ARNds (véase documen-
to WO 00/01846), se considera que las cadenas de ARN grandes son téxicas para el organismo de alimento. Como
resultado, grandes cantidades de ARN acumuldndose en E. coli provocan que una parte significativa de la poblacién
muera. Segundo, y probablemente mds importante, es la reduccion del potencial de inhibicién. La presencia de grandes
cantidades de ARNds no especifico produce un entorno competitivo por las secuencias especificadas. El potencial de
las secuencias de ARNds especificadas por el molde de inhibir la expresion de la proteina dirigida en, por ejemplo,
células de C. elegans se reduce por la presencia de estas grandes regiones no especificas. Dicha inhibicién por ARNds
no especifico también se ha demostrado en Drosophila por Tushl et al., Genes & Development 13: 3191-3197 (1999).
No solamente el potencial de inhibir la expresién génica estd afectado, sino que también estd limitada la cantidad de
ARN(ds especifico producido. Tercero, la transcripcion de la parte estructural del vector, mds particularmente la trans-
cripcién del origen de replicacion y estructuras relacionadas, provoca la inestabilidad del pldsmido y la reorganizacién
del plasmido, conduciendo a una produccién reducida de ARNds. Esta concentracion relativamente baja de ARNds
eficaz a su vez conduce a un ARNi ineficaz.

Para concluir, los vectores descritos previamente tienen los siguientes inconvenientes: son toxicos para el organis-
mo de alimentacién, una proporcién mayor de los transcritos producidos son no especificos, el potencial inhibidor del
ARN(ds se reduce por la presencia de regiones no especificas, una elevada incidencia de reorganizaciones del plas-
mido y una pérdida del plasmido del organismo de alimentacién. Por lo tanto, un objeto de la presente invencién es
proporcionar vectores mejorados para la produccion de ARNds que evite las desventajas de los vectores de la técnica
anterior.

Los vectores para su uso en la sintesis in vitro de transcritos de ARN, por ejemplo la produccion de sondas de
ARN, han sido conocidos y habitualmente usados en la técnica durante algtin tiempo (véase, por ejemplo, F. M.
Ausubel et al. (eds.), Current Protocols in Molecular Biology, John Wiley & Sons, Inc. (1994); Jendrisak et al, Vectors
for in vitro production of RNA copies of either strand of a cloned DNA sequence, documento US 4.766.072). En
protocolos de transcripcion in vitro convencionales el problema de la transcripcidn por lectura de las secuencias del
vector generalmente se evita linealizando el vector de transcripcion en el sitio de restriccién situado en el extremo 3’
del transcrito deseado. Sin embargo, esta solucidn no es apropiada para la transcripcion in vivo o para la traduccién de
ARNds donde es importante que el molde se transcriba en ambas direcciones.

Ahora se propone una nueva solucién a los problemas encontrados con los vectores de la técnica anterior para la
produccién de ARNds, en base al uso de terminadores de la transcripcién. Generalmente la solucién consiste en el uso
de al menos un terminador de la transcripcién unido de forma operativa a al menos un promotor, donde el terminador
detiene la transcripcion iniciada por el promotor. Cualquier fragmento de ADN insertado entre el extremo 3’ del pro-
motor y el extremo 5’ del terminador se transcribird después, sin la transcripcién no deseada de la estructura del vector.
Preferentemente, el vector estd compuesto por dos promotores y dos terminadores, como se describe adicionalmente
a continuacion.
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Por lo tanto, de acuerdo con la invencién se proporciona el uso de una construcciéon de ADN para producir ARN
bicatenario correspondiente a una secuencia diana, comprendiendo la construccién de ADN:

(a) un primer promotor y
(b) un segundo promotor,

en la que el primer y segundo promotores estdn en orientacioén opuesta entre si y definen una regioén entre promo-
tores colocada cadena abajo del extremo 3’ del primer promotor y cadena abajo del extremo 3’ del segundo promotor;
y dicha construccién de ADN comprende adicionalmente:

(c) al menos un sitio de clonacién colocado en la regién entre promotores; y

(d) un primer terminador de la transcripcion, colocado (como se observa desde el extremo 3’ del primer promotor)
cadena abajo del primer promotor y cadena abajo de la secuencia de nucleétidos correspondiente a la secuencia diana,
en la que el primer terminador de la transcripcién estd unido de forma operativa al primer promotor,

caracterizada porque el primer promotor y el segundo promotor son promotores de bacteriéfago.

La regioén entre promotores también puede definirse adicionalmente como: la regién de ADN entre el extremo
3’ del primer promotor y el extremo 3’ del segundo promotor, y que estd cadena abajo del primer promotor, y que
estd cadena abajo del segundo promotor, y que preferiblemente no contiene el extremo 5’ del primer promotor y del
segundo promotor. El primer promotor y el segundo promotor oponibles dirigen la expresion direccional desde sus
extremos 5’ hasta sus extremos 3’ comenzando la transcripcién cadena abajo de sus extremos 3’, proporcionando de
este modo la transcripcién de ambas cadenas de cualquier secuencia o secuencias de nucleétidos presentes en la region
entre promotores.

Los dos promotores presentes en la construcciéon de ADN de la invencion son promotores de bacteriéfagos y pue-
den ser idénticos o pueden ser diferentes. La naturaleza precisa de los promotores usados en la construccién puede
depender de la naturaleza del sistema de expresion en el que se espera que funcione la construccién (por ejemplo, cé-
lula hospedadora procariota frente a eucariota). Los promotores de bacteri6fagos, por ejemplo los promotores T7, T3
y SP6, se usan en las construcciones de la invencién, ya que proporcionan ventajas de elevado nivel de transcripcion
que depende solamente de la unién de la ARN polimerasa apropiada. Cada uno de estos promotores puede elegirse
independientemente. Los promotores de fagos también pueden funcionar en una amplia diversidad de sistemas hos-
pedadores, es decir, hospedadores tanto procariotas como eucariotas, con la condicién de que la polimerasa afin esté
presente en la célula hospedadora.

La disposicién de dos promotores “oponibles” que flanquean una region entre promotores de modo que el inicio
de la transcripcién dirigido por unos de los promotores provoque la transcripcion de la cadena con sentido de la regién
entre promotores y el inicio de la transcripcién dirigido por el otro promotor provoque la transcripcion de la cadena
antisentido de la regioén entre promotores es una disposicion bien conocida en la técnica, por ejemplo, en la serie de
vectores pGEM7 de Promega Corp., Madison WI, USA.

Las construcciones de ADN de la invencién difieren de las de la técnica anterior en la presencia de al menos un
terminador de la transcripcién colocado transcripcionalmente cadena abajo de uno de los promotores. El terminador
de la transcripcién puede ser uni o bidireccional, estando influenciada la eleccién de terminadores unidireccionales
frente a bidireccionales por la colocacién del terminador o terminadores en o fuera de la regién entre promotores,
como se explica a continuacién. El terminador puede ser de origen procariota, eucariota o fagico. Los terminadores
de bacteridfagos, por ejemplo terminadores T7, T3 y SP6, son particularmente preferidos. El tnico requisito es que el
terminador debe ser capaz de provocar la terminacién de la transcripcion que se inicia en el promotor con relacién al
que esté transcripcionalmente cadena abajo. En la practica, esto significa que el promotor y el terminador deben formar
una “combinacion funcional”, es decir, el terminador debe ser funcional para el tipo de ARN polimerasa que inicia en el
promotor. A modo de ejemplo, un promotor para la ARN pol II eucariota y un terminador para la ARN pol II eucariota
generalmente formarfan una combinacién funcional. La seleccién de una combinacion funcional es particularmente
importante cuando tienen que usarse promotores y terminadores de bacteridéfagos en las construcciones de la invencion,
ya que los promotores y terminadores fagicos son ambos especificos de polimerasa. Para formar una combinacién
funcional tanto el promotor como el terminador deben ser especificos para la misma polimerasa, por ejemplo, promotor
T7 y terminador T7, promotor T3 y terminador T3 etc.

En una realizacion, la construccién de ADN de la invencién puede comprender un Unico terminador de la trans-
cripcién, colocado (como se observa a partir del extremo 3° del primer promotor) cadena abajo del primer promotor
y cadena abajo de al menos un sitio de clonacidn, en la que el primer terminador de la transcripcién estd unido de
forma operativa al primer promotor, donde el tnico terminador de la transcripcién estd colocado en la regién entre
promotores.

En una disposicién alternativa, la construccién de ADN comprende un tinico terminador de la transcripcion coloca-
do fuera de la regién entre promotores. En una realizacién adicional mds, la construccién de ADN puede comprender
dos terminadores de la transcripcion, cada uno de los cuales estd colocado transcripcionalmente cadena abajo de uno
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de los dos promotores. En esta disposicién, uno o ambos terminadores pueden colocarse en la regiéon entre promotores.
Estas diversas realizaciones de las construcciones de ADN de la invencién se describirdn mds completamente a conti-
nuacion, con referencia a los dibujos adjuntos. La colocacién de un primer terminador de la transcripcién fuera de la
regién entre promotores también puede definirse adicionalmente como, es decir, de modo que un primer terminador de
la transcripcion esté colocado (como se observa a partir del extremo 3’ del primer promotor) cadena abajo del primer
promotor, cadena abajo de al menos un sitio de clonacidn, y cadena abajo del extremo 5’ de segundo promotor.

La colocacién de un segundo terminador de la transcripcioén fuera de la regién entre promotores también puede
definirse adicionalmente como, es decir, de modo que un segundo terminador de la transcripcién colocado (como se
observa a partir del extremo 3’ del segundo promotor) cadena abajo del segundo promotor, cadena abajo de al menos
un sitio de clonacidn, y cadena abajo del extremo 5’ del primer promotor.

Ademds, cuando el terminador no estd localizado en la regién entre promotores, la distancia entre el extremo 5’
del primer promotor y el extremo 3’ del segundo terminador, o la distancia entre el extremo 5’ del segundo promotor y
el extremo 3’ del primer terminador es preferiblemente pequeiia, es decir, tal que el extremo 3’ del primer terminador
de la transcripcion esté separado del extremo 5’ del segundo promotor en no mas de 2000 nucleétidos, preferible-
mente no mas de 1000 nucleétidos, mds preferiblemente no mds de 500 nucleétidos, incluso mas preferiblemente no
mas de 200 nucleétidos, de forma especialmente preferible no mas de 100 nucleétidos, de forma mds especialmente
preferible no mds de 50 nucleétidos, de forma incluso més especialmente preferible no mas de 20 nucledtidos, de
forma particularmente preferible no mas de 10 nucledtidos, de forma mds particularmente preferible no mas de 6
nucleétidos.

Ademais, cuando el segundo terminador de la transcripcion esta localizado fuera de la regidn entre promotores,
preferiblemente el extremo 3’ del segundo terminador de la transcripcion estd separado del extremo 5° del primer
promotor en no mas de 2000 nucleétidos, preferiblemente no mas de 1000 nucleétidos, més preferiblemente no mas
de 500 nucledtidos, incluso mds preferiblemente no mas de 200 nucleétidos, de forma especialmente preferible no
mas de 100 nucledtidos, de forma mas especialmente preferible no mas de 50 nucleétidos, de forma incluso mas
especialmente preferible no més de 20 nucleétidos, de forma particularmente preferible no mas de 10 nucledtidos, de
forma mads particularmente preferible no més de 6 nucleétidos.

Como se ha definido anteriormente la expresion “regién entre promotores” se refiere a toda la secuencia de ADN
entre los dos promotores. Como se ha explicado anteriormente, en ciertas realizaciones de la invencién el terminador
o terminadores de la transcripcién pueden estar situados en la regién entre promotores. La regioén entre promotores
puede, ventajosamente, comprender una secuencia de nucleétidos que forma un molde para la produccién de ARNdSs.
La longitud y naturaleza precisas de esta secuencia no es objeto de la invencién. La invencién proporciona adicio-
nalmente construcciones de ADN en las que la regién entre promotores comprende un sitio de clonacién. La funcién
del sitio de clonacion es facilitar la insercion de un fragmento de ADN que forma un molde para la produccién de
ARN(ds entre los dos promotores. Por tanto, la invencién proporciona una serie de vectores de clonacién que son de
uso general en la construccién de vectores molde para la produccion de ARNds. También se incluyen en el alcance de
la invencién vectores derivados de los vectores de clonacién que tienen un fragmento de ADN insertado en el sitio de
clonacion.

El sitio de clonacién puede comprender adicionalmente uno o més de los siguientes:

- al menos un sitio de restriccién, (como se sabe en la técnica), o uno o mds sitios de restriccién adicionales, por
ejemplo, para proporcionar un sitio de clonacién multiple (como se sabe en la técnica),

- un ADN de relleno, por ejemplo, flanqueado por al menos dos sitios de restriccion, tales como dos sitios de
restriccion BstXI o dos sitios de restriccion Xcml,

- sitios de recombinacion a#fR1 y atfR2,
- una secuencia de nucledtidos ccdB,

- un nucleétido ccdB que comprende adicionalmente al menos un dnico sitio de restriccién de extremo romo, tal
como un sitio de restriccion Srfl, y/o

- un fragmento de ADN insertado en al menos un sitio de clonacién. Todas las construcciones de ADN proporciona-
das por la invencion pueden, ventajosamente, formar parte de un vector de clonacion replicable, tal como, por ejemplo,
un vector plasmidico. Ademds de los promotores oponibles, la region entre promotores y el terminador o terminadores
de la transcripcion, la “estructura” del vector puede contener adicionalmente uno o mas de los elementos generales
encontrados habitualmente en vectores replicables, por ejemplo un origen de replicacidn para permitir la replicacién
auténoma en una célula hospedadora y un marcador de seleccidn, tal como un gen de resistencia a antibidticos. El gen
marcador de seleccién (por ejemplo, el gen de resistencia a antibiéticos) puede contener en s{ mismo un promotor y
un terminador de la transcripcion y debe entenderse que estos con completamente independientes de los elementos
promotores y terminadores necesarios por la invencién y no deben tomarse en consideracion para determinar si un
vector particular entra dentro del alcance de la invencién.
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Las construcciones de ADN de acuerdo con la invencién pueden construirse facilmente a partir de los elementos
componentes de la secuencia usando técnicas recombinantes convencionales bien conocidas en la técnica y descritas,
por ejemplo, en F. M. Ausubel et al. (eds.), Current Protocols in Molecular Biology, John Wiley & Sons; Inc. (1994),
como apreciard un especialista en la técnica a partir de la siguiente descripcion detallada de la invencién y los Ejemplos
adjuntos.

A continuacién se proporciona una descripcion detallada de las construcciones de ADN de acuerdo con la inven-
cion, con referencia a los siguientes dibujos esquemadticos en los que:

Las Figuras 1 (a) a 1(e) son representaciones esquemadticas de varias realizaciones diferentes de la construccién de
ADN de acuerdo con la invencién que ilustra la colocacion relativa de los elementos promotores y terminadores de la
transcripcion.

La Figura 2 (a) es una representacién esquematica de un vector de la técnica anterior incluido para propdsitos de
comparacion.

Las Figuras 2 (b) a 2 (e) son representaciones esquematicas de varias realizaciones adicionales de la construccién
de ADN de acuerdo con la invencién que ilustra el uso de diferentes sitios de clonacién en la regién entre promotores.

Con referencia a los Dibujos, la Figura 1 (a) ilustra esquemdticamente una primera construccién de ADN de
acuerdo con la invencién que es un vector plasmidico que comprende dos promotores oponibles; un primer promotor
a) y un segundo promotor b) 2 flanqueando una regidon entre promotores c), estando dicha regién entre promotores
cadena abajo del extremo 3’ del primer promotor, y cadena abajo del extremo 3’ del segundo promotor. El primer
promotor y el segundo promotor pueden ser idénticos o diferentes. Esta realizacién comprende un primer terminador
de la transcripcién e) y un segundo terminador de la transcripcién f) que estdn los dos colocados en la regién entre
promotores. En esta realizacion, el primer terminador y el segundo terminador son preferentemente terminadores
unidireccionales.

Puede insertarse un fragmento de ADN en al menos un sitio de clonacién d). Dicho fragmento se somete a trans-
cripcién dirigida por el primer promotor a) y el segundo promotor b) (es decir, transcripcién de ambas cadenas),
provocando la generacién de dos fragmentos de ARN que pueden combinarse en ARN bicatenario del fragmento de
ADN insertado (tanto in vitro como in vivo).

Cualquier secuencia de ADN deseada, tal como una secuencia de ADN genémico, o una secuencia de ADNc o
cualquier otra secuencia codificante, puede insertarse en el al menos un sitio de clonacién. Sin limitarse a ninguna
explicacion especifica, se asume que cuando a) y e) forman una combinacién funcional, la ARN polimerasa que
inicia la transcripcion en a) transcribird la region entre promotores incluyendo el al menos un sitio de clonacién y el
fragmento de ADN insertado en el al menos un sitio de clonacién y se terminard cuando alcance e). De forma similar,
la ARN polimerasa que inicia la transcripcién en b) transcribird la regién entre promotores incluyendo el al menos un
sitio de clonacién y el fragmento de ADN insertado en el al menos un sitio de clonacién y terminara cuando alcance f).
Los terminadores provocan que la ARN polimerasa se detenga, interrumpa la transcripcion y se retire del molde. Esto
evita la transcripcién ilimitada de la estructura del vector, y reduce la transcripcién no especifica de ADN no esencial.

La region entre promotores comprende adicionalmente una secuencia de nucleétidos que corresponde a una diana
para la inhibicién por ARN bicatenario. Esta secuencia se denomina “TF” para el fragmento diana. Es esta secuencia
la que, cuando se transcribe en ARNdSs, serd responsable de la inhibicién por ARN bicatenario especifica de un gen
diana. El fragmento diana puede formarse a partir de un fragmento de ADN genémico o ADNc del gen diana. Su
longitud y secuencia nucleotidica precisas no son objeto de la invencion.

En la disposicién mostrada en la Figura 1 (a) los dos terminadores estdn colocados en cada lado del TF en la region
entre promotores. Cada uno de los terminadores estd colocado transcripcionalmente cadena abajo de uno de los promo-
tores, el primer terminador e) estd transcripcionalmente cadena abajo del primer promotor a) y el segundo terminador
f) estd transcripcionalmente cadena abajo del segundo promotor b). Suponiendo que a) y e) formen una combinacién
funcional, como se ha descrito anteriormente, la ARN polimerasa que inicia la transcripcién en a) transcribird la re-
gién entre promotores hasta e incluyendo TF y terminard cuando alcance e). De forma similar, la ARN polimerasa
que inicia la transcripcion en b) transcribird la region entre promotores hasta e incluyendo TF en la cadena opuesta y
terminard cuando alcance f). Los terminadores provocan que la ARN polimerasa se detenga, interrumpa la transcrip-
cién y se retire el molde. Esto evita la transcripcion ilimitada de la estructura del vector, y reduce la transcripcién no
especifica de ADN no esencial.

Los transcritos generados a partir de este vector, dependiendo de la colocacién precisa de los terminadores en el
vector, ser ARNds casi completamente especificos correspondientes a la region TF. A través de la colocacion directa
de las secuencias terminadoras en el extremo cadena abajo de la regiéon TF en ambos lados del fragmento de ADN
insertado, la cantidad de material transcrito se reduce completamente a las secuencias especificadas por el molde.
Por lo tanto, se obtiene una cantidad mayor de ARNds especifico. Ademds, las construcciones ahora también son
mas estables, debido a la ausencia de transcripcién de la estructura del vector. La dltima caracteristica (estabilidad),
combinada con el indice de transcripcion especifica ahora relativamente mayor, proporciona un sistema adaptado para
sintetizar cantidades mayores de cadenas de ARNds cortas especificas. Esta cantidad proporcionalmente mayor de
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transcrito, que provoca concentraciones mayores de ARNds especifico, potencia el efecto inhibidor en protocolos de
ARNI. En protocolos de ARNi basados en la expresion de ARNds en un organismo de alimento, la toxicidad para los
organismos de alimentacién debida a la elevada expresién de ARN se lleva a un nivel minimo por el uso de este vector.

Un ejemplo especifico de un vector del tipo ilustrado en la Figura 1 (a), considerado como la disposicién éptima
para aplicaciones de ARNi, es el plasmido pGN9 descrito en los Ejemplos adjuntos. Los terminadores de la transcrip-
cion usados en pGN9 son terminadores especificos de la ARN polimerasa T7, ya que el vector contiene dos promotores
T7 oponibles. Sin embargo, podrian usarse otros sistemas tales como un sistema de expresioén basado en el promotor,
terminador y polimerasa T3 o SP6, u otros promotores y terminadores procariotas o eucariotas.

La Figura 1 (b) ilustra esquemdticamente una construcciéon de ADN adicional de acuerdo con la invencién que
es un vector plasmidico que comprende dos promotores oponibles a) y b) que flanquean una regién entre promoto-
res c). Este vector también comprende dos terminadores de la transcripcion e) y f) pero en esta disposicion los dos
terminadores estdn colocados fuera de la regién entre promotores, de hecho los elementos terminadores ahora flan-
quean los dos promotores. La disposicion es tal que e) estd transcripcionalmente cadena abajo de a) mientras que f)
estad transcripcionalmente cadena abajo de b). De nuevo e) termina la transcripcion iniciada por a), mientras que f)
termina la transcripcidn iniciada por el promotor b). La colocacién de los terminadores fueran de d) permite el uso de
terminadores bidireccionales asi como terminadores unidireccionales, en contraste con la disposicién de la Figura 1
(a) en la que se prefieren terminadores unidireccionales a causa de la colocacion de los terminares entre los promoto-
res. Son conocidos en la técnica varios terminadores bidireccionales que podrian usarse de acuerdo con la invencion.
Generalmente, se ha observado que estos son no especificos de polimerasa.

La realizacion mostrada en la Figura 1 (b) proporciona esencialmente las mismas ventajas que las mostradas en la
Figura 1 (a) sobre los vectores de la técnica anterior para la produccion de ARNds. El vector mostrado en la Figura 1
(b) conducira a la produccién de transcritos que son ligeramente mads largos, incluyendo las regiones promotoras. Esta
diferencia relativamente pequefia en la longitud del transcrito y por tanto el ARNds formado no afectard gravemente a
la eficacia en un sistema ARNi.

La posicién de los terminadores y el promotor en el ejemplo mostrado en la Figura 1 (b) se colocan preferiblemente
en cercana proximidad, de modo que el extremo 5° de los promotores esté separado del extremo 3’ de los terminadores
de la transcripcién en no mas de 2.000 nucledtidos, preferiblemente no mas de 1.000 nucleétidos, mas preferiblemente
no més de 500 nucledtidos, incluso més preferiblemente no mas de 200 nucledtidos, de forma especialmente preferible
no mas de 100 nucleétidos, de forma mds especialmente preferible no mas de 50 nucleétidos, de forma incluso mas
especialmente preferible no mas de 50 nucleétidos, de forma incluso mds especialmente preferible no mas de 20
nucledtidos, de forma particularmente preferible no mas de 10 nucleétidos, de forma mas particularmente preferible
no mas de 6 nucleétidos.

LaFigura 1 (c) ilustra esquematicamente una construccién de ADN adicional de acuerdo con la invencién que es un
vector plasmidico que comprende dos promotores oponibles a) y b) que flanquean una regidn entre promotores c¢). En
esta realizacion se coloca un terminador (en este caso e)) en c¢) y el otro (f)) se coloca fuera de c). De nuevo, €) termina
la transcripcion iniciada por a) y f) termina la transcripcién iniciada por b). Esta disposicién puede proporcionar una
solucién til al problema de la interferencia de uno de los terminadores con la actividad polimerasa en la otra direccién
(por ejemplo, f) impide la transcripcién iniciada por b)). Este vector proporciona esencialmente las mismas ventajas
que las variaciones de vector mostradas en la Figura 1 (a) y Figura 1 (b) sobre la técnica anterior. La diferencia
relativamente pequefia en la longitud del transcrito debida a la transcripcion de uno de los promotores no afectard
significativamente a la eficacia en sistemas de ARNi. Este es mds particularmente el caso cuando el terminador que
se localiza fuera de la regién entre promotores c) estd en cercana proximidad del promotor, como se ha definido
anteriormente.

Las Figuras 1 (d) y 1 (e) ilustran esquemadticamente dos construcciones de ADN adicionales de acuerdo con la
invencién que son las dos vectores plasmidicos que comprenden dos promotores oponibles a) y b) que flanquean
una region entre promotores c). Estas realizaciones comprenden solamente un unico terminador. En la disposicién
mostrada en la Figura 1 (d) se coloca fuera de c) un dnico terminador e) que termina la transcripcién de a). La
colocacion del terminador fuera del IPR permite el uso de un terminador bidireccional o un terminador unidireccional
en este sistema. En la realizacién mostrada en la Figura 1 (d) e) se coloca en ¢). Por lo tanto a) debe ser preferiblemente
un terminador unidireccional.

Realizaciones adicionales de la construcciéon de ADN de acuerdo con la invencién se ilustran esquemdaticamente
en las Figuras 2 (b) a 2 (e).

Estas realizaciones son todas vectores de clonacién plasmidicos, basados en la disposicién 6ptima de los promo-
tores y terminadores mostrados en la Figura 1 (a), y descritos anteriormente, que contienen sitios de clonacién para
facilitar la inserci6én de un fragmento de ADN en el al menos un sitio de clonacién.

Estas realizaciones son todas vectores de clonacién plasmidicos, basados en la disposicién 6ptima de los promo-
tores y terminadores mostrados en la Figura 1 (a), que contienen sitios de clonacién para facilitar la insercién de un
fragmento de ADN diana en la region entre promotores.
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La Figura 2 (a), que es una representacion esquematica de un vector de clonacién de la técnica anterior, se incluye
para propdsitos de comparacién. Este vector comprende dos promotores oponibles a) y b), que pueden ser idénticos o
diferentes, flanqueando un sitio de clonacién multiple (MCS).

La Figura 2 (b) ilustra un primer tipo de vector de clonacién plasmidico de acuerdo con la invencién. El vector
contiene un primer promotor oponible a) y un segundo promotor oponible b) que flanquea una regién entre promotores.
La regién entre promotores puede definirse adicionalmente como: la regién de ADN entre el extremo 3’ del primer
promotor y el extremo 3’ del segundo promotor, y que estd cadena abajo del primer promotor, y que estd cadena abajo
del segundo promotor, y que preferiblemente no contiene el extremo 5’ del primer promotor o del segundo promotor.
Esta region entre promotores comprende adicionalmente los terminadores e) y f) que flanquean un sitio de clonacién
multiple MCS. El MCS comprende al menos un sitio de restriccioén individual, y preferiblemente mds de un sitio de
restriccion como se sabe en la técnica, cualquiera de los cuales puede usarse para la insercién de un fragmento de
ADN.

La Figura 2 (c) ilustra un tipo adicional de vector de clonacién plasmidico de acuerdo con la invencién. Este vec-
tor contiene de nuevo promotores a) y b) oponibles que flanquean una regién entre promotores que comprende los
terminadores e) y ). En esta realizacidn, a) y b) flanquean un sitio de clonacién que estd adaptado para la clonacién fa-
cilitada de fragmentos de PCR, que comprenden un ADN de relleno flanqueado por dos sitios de restriccidn idénticos,
en este caso sitios BstXI. La secuencia especifica del ADN de relleno no es esencial, con la condicién de que dicho
ADN de relleno no impida el efecto deseado y/o la actividad deseada de las construcciones de ADN de la invencion.
Un ejemplo especifico de un vector de acuerdo con este aspecto de la invencion descrito en este documento es el
plasmido pGN29.

La clonacién de los productos de PCR usando los sitios de reconocimiento BstXI y adaptadores BstXI es general-
mente conocida en la técnica. Los adaptadores BstXI se obtienen en el mercado, tal como de Invitrogen (Groningen,
Paises Bajos). Estos adaptadores son adaptadores no palindrémicos disefiados para una clonacién mas ficil y eficaz
de productos de PCR en vectores. El uso de estos adaptadores reduce la concatemerizacién de adaptadores o ADN de
inserto teniendo solapamientos no complementarios (CACA). E1 ADN de relleno se incluye simplemente para permitir
una fécil diferenciacién entre un vector cortado y no cortado por BstXI en base al tamafio. Su longitud y secuencia
precisas no son de importancia.

La Figura 2 (d) ilustra un tipo adicional de vector de clonacién plasmidico de acuerdo con la invencién. Este
vector contiene de nuevo promotores oponibles a) y b) que flanquean una regién entre promotores que comprende los
terminadores e) y f). En esta realizacién, a) y b) flanquean un sitio de clonacién que facilita una clonacién de “Alto
Rendimiento” en base a la recombinacién homdéloga en lugar de la digestion con enzimas de restriccién y ligamiento.
Como se muestra esquematicamente en la Figura 2 (d), el sitio de clonacién comprende los sitios de recombinacién
attR1 y attR2 del bacteriéfago lambda que flanquean un gen que es letal para E. coli, en este caso el gen ccdB.

Un método de clonacidn alternativo de fragmentos de ADN en este vector (no mostrado en la Figura 2 (d)), consiste
en una variante de este vector, en la que la secuencia de ADN de ccdB comprende adicionalmente al menos un sitio de
restriccion Unico, siendo preferiblemente el al menos un sitio de restriccion tinico, un sitio de restriccion de extremo
romo, tal como un sitio de restriccién Srfl. La insercién de un fragmento de ADN en el al menos un sitio de restriccién
unico, provoca la inactivacion del gen ccdB, y por tanto la inactivacion del gen ccdB letal.

Se muestra una variante adicional de un vector en la Figura 2 (d) en la que el attR1 y el attE2 no estdn presentes.
Dicho vector comprende al menos un sitio de clonacién, estando compuesto dicho al menos un sitio de clonacién
por una secuencia de ccdB, comprendiendo adicionalmente dicha secuencia de ccdB al menos un sitio de restriccién
unico, siendo preferiblemente el al menos un sitio de restriccion tnico un sitio de restriccién de extremo romo, tal
como un sitio de restriccién Srfl. La insercién de un fragmento de ADN en el al menos un sitio de restriccion tnico,
provoca la inactivacién del gen ccdB, y por tanto la inactivacién del gen ccdB letal.

Estos sitios de clonacién que comprenden la secuencia de nucledtidos de ccdB y/o los sitios attR (R1 y/o R2) se
obtienen del sistema de clonacién Gateway™ disponible en el mercado en Life Technologies, Inc. El sistema de clo-
nacién Gateway™ se ha descrito ampliamente por Hartley ef al. en el documento WO 96/40724 (PCT/US96/10082).
Un ejemplo especifico de un vector de acuerdo con este aspecto de la invencién descrito en este documento es pGN39.

La Figura 2 (e) y 2 (f) ilustran un tipo adicional mas de vector de clonacién plasmidico de acuerdo con la inven-
cién. Este vector contiene de nuevo promotores oponibles a) y b) que flanquean una regién entre promotores c¢) que
comprenden los terminadores e) y f). En la realizacién mostrada en la Figura 2 (e), e) y f) flanquean un sitio de clona-
cién que facilita la clonacién de “alto rendimiento” de productos de PCR por clonacion TA™. Este sitio de clonacién
comprende un ADN de relleno flanqueado por dos sitios de restriccion idénticos para una enzima que genera nucleé-
tidos T de solapamiento. En este caso los sitios de restriccidn son sitios Xcml, pero podrian usarse otros sitios que se
escinden para generar nucleétidos T de solapamiento con efecto equivalente. Los nucleétidos T de solapamiento que
facilitan la clonacién de productos de PCR que tienen un nucledtido A de solapamiento. Este principio es conocido
como clonacién TA™. El vector cortado con nucleétidos T de solapamiento puede “topomerizarse” para generar un
vector de clonacién del tipo mostrado esquematicamente en la Figura 2 (f), uniendo la enzima topoisomerasa a los
nucledétidos T de solapamiento. El vector resultante también facilita la clonacién de productos de PCR por el principio
conocido como clonacién TOPO™.
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Los sistemas de clonacién tanto TOPO™ como TA™, aunque no para los vectores descritos en esta invencion, estdn
disponibles en el mercado en Invitrogen. El sistema de clonacién TOPO™ se ha descrito ampliamente por Shuman
en el documento WO 96/19497 (PCT/US95/16099). El sistema de clonacién TA™ se ha descrito ampliamente por
Hernstadt et al. en el documento WO 92/06189 (PCT/US91/07147)

Un especialista en la técnica apreciara facilmente que aunque las Figuras 2 (b) - 2 (f) ilustran la inclusién de sitios
de clonacidn diferentes en un vector del tipo ilustrado en la Figura 1 (a), estos sitios de clonacién podrian incluirse en
cualquiera de la construcciones de ADN de la invencién, incluyendo las ilustradas esquematicamente en las Figuras 1

(b)al (e).
Aplicacion de las construcciones de ADN de la invencion en tecnologia de ARNi

Como se ha mencionado anteriormente, una aplicacién principal de las construcciones/vectores de ADN de la
invencién es en la produccién de ARN bicatenario para el uso en tecnologia de ARNi. En particular, las construcciones
son utiles en protocolos de ARNi in vivo en el gusano nematodo C. elegans.

En C. elegans, se ha realizado ARNi tradicionalmente por inyeccién de ARNds en el gusano. Fire et al. describe
estos métodos ampliamente en la Solicitud Internacional N°® WO 99/32619. En resumen, se producen ambas cadenas
de ARN in vitro usando kits de transcripcion in vitro disponibles en el mercado. Se deja que ambas cadenas de ARN
formen ARNds, después de lo cual se inyecta el ARNds en C. elegans. El nuevo sistema de vector desarrollado en
la presente invencidn es una mejora dréstica en este método tradicional. En primer lugar, puede producirse el ARN
en una etapa, por ejemplo usando dos promotores idénticos tales como en el vector pGN9. En segundo lugar, y mas
importante, debido a la presencia de terminadores, los transcritos y por tanto el ARNds formado, seran mas especificos
ya que solamente se transcribird el fragmento diana clonado. Esto producird un ARNi més eficaz.

Un método adicional para realizar experimentos de ARNi en C. elegans, se ha descrito por Plaetinck et al., en el
documento WO 00/01846. En este método se alimenta a los gusanos C. elegans con bacterias que producen ARNdSs.
El ARNds pasa la barrera del intestino del gusano e induce el mismo ARNi que si se hubiera inyectado ARNds. Para
estos experimentos, la cepa de E. coli preferida es HT115. (DE3), y la cepa de C. elegans preferida es nuc-1; gun-1.
Los vectores mejorados proporcionados por la invencién también mejoran la eficacia de ARNi en este método, como
se muestra en el siguiente ejemplo, ya que solamente se produce ARNds eficaz.

Otro método para realizar ARNi se ha descrito también por Plaetinck et al. en el documento WO 00/01846. En
resumen, este método se basa en la produccién de ARNds en el propio gusano. Esto puede hacerse usando promotores
del gusano en los vectores descritos, o usando un gusano transgénico que exprese una polimerasa especifica para
promotores no de C. elegans presentes en el vector, de modo que esta polimerasa dirija la transcripcion del ARNds.
Los promotores se seleccionaran preferentemente entre los promotores de ARN bacteriéfagos conocidos, tales como
los promotores de ARN T7 o T3 o SP6, que proporcionan la ventaja de un elevado nivel de transcripcién dependiente
solamente de la unién de la polimerasa afin.

El ADN del vector plasmidico puede introducirse en el gusano por varios métodos. Primero, el ADN puede introdu-
cirse por el método de inyeccién tradicional (Methods in Cell Biology, Vol 48, C. elegans Modern Biological Analysis
of an organism, ed. por Epstein y Shakes). Segundo, el ADN puede introducirse por alimentacién con ADN. Como
han mostrado Plaetinck et al. en el documento WO 00/01846, el ADN plasmidico puede introducirse en el gusano
alimentando al gusano con una cepa de E. coli que alberga el plasmido. Preferentemente la cepa de E. coli es OP50, o
MCI10161 o HT115 (DE3) pero seria adecuada cualquier otra cepa para este propésito. La cepa de C. elegans es prefe-
rentemente una cepa mutante nuc-1 o una cepa nuc-1; gun-1. E1 ADN plasmidico de E. coli pasa la barrera del intestino
y se introduce en el nematodo, provocando la expresién de ARNds. Como con otros métodos de ARNi descritos ante-
riormente, el uso del nuevo sistema de vector potenciard el ARNi por la produccién de solamente ARNds especifico.

La invencion se entenderd adicionalmente con referencia a los siguientes Ejemplos experimentales, junto con las
siguientes Figuras adicionales en las que:

La Figura 3 es una representacion (mapa de plasmido) de pGNI1.
La Figura 4 es una representacién (mapa de plasmido) de pGNO.

La Figura 5 ilustra la secuencia de nucleétidos de un fragmento del pldsmido pGN1, indicado para mostrar las
posiciones de los promotores T7 oponibles.

La Figura 6 representa la secuencia de nucleétidos del terminador de la transcripcién T7.
La Figura 7 ilustra las secuencias de oligonucleétidos oGN27, oGN28, oGN29 y oGN30 usados para insertar los
terminadores de la transcripcion T7 en pGNI1. Las posiciones de las secuencias terminadoras T7 pol y de diversos

sitios de restriccion estin marcadas.

La Figura 8 ilustra la secuencia de nucleétidos de un fragmento del pldsmido pGN9, indicado para mostrar las
posiciones de los promotores T7 oponibles y los terminadores de la transcripcién T7.
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La Figura 9 (a) es una representacion (mapa de plasmido) de pGN29; (b) es una representacién (mapa de pladsmido)
de pGN39; (c) es una representacion (mapa de pldsmido) del pldsmido TopoRNAI.

La Figura 10 muestra la secuencia de nucledtidos completa del pldsmido pGN9.

La Figura 11 muestra la secuencia de nucledtidos completa de pldsmido de pGN29.
La Figura 12 muestra la secuencia de nucledtidos completa del pldsmido pGN39.

La Figura 13 muestra la secuencia de nucleétidos completa del plasmido TopoRNA..
La Figura 14 muestra la secuencia completa del plasmido pGN49A.

La Figura 15 muestra la secuencia completa del plasmido pGN59A.

La Figura 16 es una representacion (mapa de plasmido) de pGN49A.

La Figura 17 es una representacién (mapa de plasmido) de pGN59A.

Ejemplo 1
Construccion de vector

El punto de partida para la construccién de los vectores ejemplificados en este documento fue el plasmido pGNI.
Este plasmido, descrito en la Solicitud Internacional N°® WO 00/01846 del solicitante en trdmite junto con la presente,
contiene dos promotores T7 oponibles que flanquean un sitio de clonacién multiple.

La construccién del vector se realizé de acuerdo con las técnicas de biologia molecular convencionales conocidas
en la técnica y descritas, por ejemplo, en F. M. Ausubel et al. (eds.) Current Protocols in Molecular Biology, Jonh
Wiley & Sons, Inc. (1994).

1) Construccion de pGN9

Primero se digirié pGN1 con las enzimas de restricciéon EcoRI y Kpnl. Se hibridaron los oligonucleétidos oGN27 y
oGN28 (Figura 7) para generar un fragmento bicatenario que después se ligd en el vector cortado con EcoRI/Kpnl. El
plasmido resultante se volvid a digerir con Xbal y HindIII. Se hibridaron los oligonucleétidos 0GN29 y oGN30 para
generar un fragmento bicatenario que después se hibrid6 en el vector cortado con Xbal/HindIII. El vector resultante
se denominé pGN9 (Figuras 4 y 10).

2) Construccion de vectores de clonacion adicionales

Se generé pGN29 (Figura 9(a); Figura 11) reemplazando el MCS en pGN9 con un ADN de relleno flanqueado por
sitios BstXI. Los adaptadores de BstXI estdn disponibles en el mercado en Invitrogen (Groningen, Paises Bajos).

Se generé pGN39 (Figura 9 (b); Figura 12) siguiendo etapas; se digirié pGN29 con BstXI. Los adaptadores BstXI
(Invitrogen, Groningen, Paises Bajos) se ligaron al Casete A proporcionado por el sistema GATEWAYTM (Life Te-
chnologies, Inc.). El Casete A contiene attR1, CmR, CcdA, CcdB, attR2. El Casete A con los adaptadores después se
ligé en pGN29 digerido, produciendo pGN39A. pGN39A contiene un unico sitio Srfl en el gen ccdB.

El vector TopoRNAI (Figura 9 (c); Figura 13) se generd del siguiente modo; se digirié pGN29 con BstXI. Usando
PCR con los cebadores oGN103 y oGN104 y el molde pCDMS (Invitrogen, Groningen, Paises Bajos), se gener6 un
relleno que incluye sitios Xcml. En el producto de PCR, se ligaron adaptadores BstXI, y el producto de ligamiento
resultante se ligd en el vector pNG29 digerido con BstXI produciendo el vector TopoRNAI.

oGN103: 5’ TACCAAGGCTAGCATGCTTTATCACTGATAAGTTGG 3’
o0GN104: 5 TACCAAGGCTAGCATGGGCCTGCCTGAAGGCTGC 3/

Se construyé PGN49A para insertar un sitio tnico de restriccién no romo adicional y para delecionar el gen
CmR de pGN39. Se usé PCR de solapamiento. Se realiz6é una primera PCR con los cebadores oGN126 y oGN127 y
PGN39A como molde. Usando los cebadores oGN128 y oGN129 y el mismo molde se generd un segundo fragmento.
La PCR solapante usando los fragmentos resultantes y los cebadores oGN126P y oGN129P produjo un producto de
PCR final. A este producto de PCR final, se ligaron los adaptadores BstXI, y el producto de ligamiento se ligd en
pGN29 digerido con BstXI. El vector resultante de denominé PGN49A.
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Se generd un vector de control para ensayar la eficacia del vector de clonacién pGN49A, debiendo contener dicho
vector los promotores T7, pero no los terminadores T7. Para esto, se aisl6 el inserto de Xbal de pGN49A y se clond
en pGN1 digerido con la misma enzima de restriccién. El vector resultante se denominé pGN59A.

oGN126 pGATCTGGATCCGGCTTACTAAAAGCCAGATAACAGTATGC
oGN127 GGAGACTTTATCGCTTAAGAGACGTGCACTGGCCAGGGGGATCACC
oGN128:
CCAGTGCACGTCTCTTAAGCGATARAGTCTCCCGTGAACTTTACCCGGTGG
oGN129 pGCTGTGTATAAGGGAGCCTGACATTTATATTCCCCAG

Ejemplo 2
Para ilustrar la utilidad de los vectores mejorados en ARN

Este experimento se disefid para ilustrar la eficacia mejorada de los vectores mejorados de esta invencion en la
inhibicién por ARN bicatenario, en comparacion con los vectores conocidos de la técnica anterior. Podria esperarse
un aumento significativo en la eficacia del sistema, ya que se produjo ARNds mads eficaz y por tanto el ARNi funcioné
mejor. El sistema experimental para este experimento de prueba de concepto fue medir el rescate de C. elegans a 25°C
en mutantes de C. elegans nuc-1/pha-1 (e2123) ts por ARNi de sup35 usando ARNds de alimentacién de PGN-2 (-
terminador) y pGN-12 (+ terminador), con PGN-1 (vector vacio) como control y diluidor. La mutacién pha-1 ts/sup-
35 se descrito ampliamente por Schnabel en el documento WO 99/49066.

La mutacién nuc-1 en C. elegans proporciona una cepa de C. elegans que muestra mejores capacidades de capta-
cioén, tales como la captacion de los complejos de ARNds, que C. elegans de tipo silvestre. Este mutante estd delecio-
nado en la mayor parte de las enzimas ADNasa, y se ha demostrado en solicitudes anteriores en tramite junto con la
presente que esta cepa de C. elegans produce ARNi potenciado alimentando al nematodo con ARNds.

La mutacién pha-1 (e2123) ts proporciona una cepa mutante de C. elegans con un fenotipo de supervivencia a 15°C
y letalidad a 25°C. Esta letalidad se puede suprimir por la inhibicién de la expresion de sup-35. Por tanto el ARNi de
sup-35 debe facilitar el rescate de pha-1 (e2123) ts a 25°C. Los vectores de la presente invencién, cuando expresan el
ARN(s a partir de sup-35, deben aumentar la eficacia de ARNi de sup-35 en el rescate de mutantes pha-1 (e2123) ts a
25°C, en comparacién con vectores que no contienen los terminadores.

El vector pGN1 se usé como vector vacio. El vector pGN2 (- terminador) es un vector que lleva el ADN de sup-35y
que expresa el ARNds de sup-35 cuando se introduce en el hospedador apropiado, el vector no tiene terminadores de la
transcripcién insertados. El vector pGN12 (+ terminador) es un vector que se ha descrito anteriormente, que contiene
los terminadores transcripcionales, y por tanto provoca la produccién mejorada de ARNds cuando se introduce en
un hospedador apropiado. Por tanto, este vector tiene dos terminadores transcripcionales unidireccionales, ambos
colocados en el interior de la regién entre promotores, y que flanquean el fragmentos sup-35. Se esperaba que el uso
del dltimo vector aumentara la eficacia del sistema, que aqui significa un mejor rescate (supervivencia) de mutantes
pha-1 (e-2123) ts a 25°C.

Condiciones experimentales

Se llenaron placas de microtitulacién de 12 pocillos con aproximadamente 2 ml de agar NGM por pocillo. (1 litro
de agar NGM: 15 g de agar, 1 g de peptona, 3 g de NaCl, 1 ml de solucién de colesterol (5 mg/ml en EtOH), con
adicion estéril después de esterilizar en autoclave 9,5 ml de CaCl, 0,1 M, 9,5 ml de MgSO, 0,1 mM, 25 ml de tampén
KH,PO,/K,HPO, 1 M pH 6, ampicilina (100 ug/1), 5 ml de IPTG 0,1 M y 5 ml de solucién de nistatina (disuelta a 10
mg/ml en EtOH:CH;COONH, 1:1 7,5 M).

Las placas secadas se salpicaron con aproximadamente 50 ul de un cultivo de una noche de bacterias HT115
(DE3) (Fire A, Carnigie Institution, Baltimore, MD) transformadas con los pldsmidos. Después se sembraron en placas
nematodos individuales en la fase de crecimiento L4 en pocillos individuales en el dia 1. En cada pocillo 1 nematodo
(P1). En el dia dos, los nematodos P1 se colocaron en un nuevo pocillo y se dejaron incubar durante un dia. Se repitié
el mismo procedimiento en el dia 3. Todas las placas se incubaron adicionalmente a 25°C para permitir que se formara
la descendencia. La supervivencia inducida por ARNi de sup35 (rescate) se midi6 contando la descendencia.

Resultados

El experimento de ARNi en mutantes de C. elegans nuc-1/pha-1 (e2123) ts por alimentacién con E. coli que
expresa ARNds de sup-35.
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Preparacion
pGN1 como control
pGN2 (sup 35 - Term.)
pGN12 (sup 35 + Term.)
pGN2 + pGNI1 diluciones 1/2, 1/4, 1/8, 1/16, 1/32
pGN12 + pGN1 diluciones 1/2, 1/4, 1/8, 1/16, 1/32

Condiciones

Temperatura de incubacién 25°C

Lectura

Recuento de descendencia (hermafroditas adultos)

pGN1 (control)

Dia 1 0 0

Dia 2 0 0

Dia 3 0 0

pGN2 (sin diluir) pGN12 (sin diluir)

Dia 1 12 4 48 | 32 Dia 1 16 | 29 | 37 14
Dia 2 24 | 23 | 80 | 85 Dia 2 27 | 22 | 57 2
Dia 3 5 0 9 16 Dia 3 1 2 4
pGN2+1, dilucién 1/2 pGN12+1, dilucién 1/2

Dia 1 0 7 0 2 Dia 1 22 | 28 | 103 | 61
Dia 2 9 10 0 3 Dia 2 36 | 45 | 53 | 40
Dia 3 0 2 0 0 Dia 3 3 3 25 1
pGN2+1, dilucién 1/4 pGN12+1, dilucién 1/4

Dia 1 28 | 23 0 0 Dia1 * 6 36 5
Dia 2 6 3 0 0 Dia 2 24 | 55 3

Dia 3 0 0 0 0 Dia3
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pGN2+1, dilucion 1/8 pGN12+1, dilucion 1/8
Dia 1 0 0 4 0 Dia 1 31 12 16 38
Dia 2 0 0 11 0 Dia 2 4 5 37 4
Dia 3 0 0 0 0 Dia3 0 0 2
pGN2+1, dilucién 1/16 pGN12+1, dilucién 1/16
Dia 1 0 0 0 0 Dia 1 1 0 0 0
Dia 2 0 0 0 1 Dia 2 2 0
pequefio

Dia 3 0 0 0 0 Dia 3 0 1 1 1
pGN2+1, dilucién 1/32 pGN12+1, dilucién 1/32
Dia 1 0 0 0 0 Dia 1 0 0 1
Dia 2 0 0 0 0 Dia 2 0 L2 3
Dia 3 0 0 0 0 Dia 3 2 0 L3-

L4

* muere la madre

Conclusiones

Como se esperaba los gusanos alimentados por bacterias que tenfan pGN1, que no produjeron descendencia viable,
debido al efecto letal de 1a mutacidn pha-1 a esta temperatura. La alimentacion de la nematodos con E. coli que lleva
pGN2 o pGN12 produjo una descendencia viable. Esto se debe a la alimentacién del gusano con ARNds de sup-35.
La diferencia remarcada entre los dos experimentos de alimentacién puede observarse en la serie de dilucién. Cuando
se diluyen las bacterias que llevan pGN2, con bacterias que llevan pGNI1, la cantidad de descendencia disminuye
drésticamente, incluso a una dilucién baja de uno a dos. Esta serie de dilucion indica que se necesitan elevados niveles
de ARNds para obtener una induccién de ARNi apropiada. En el experimento de alimentacion con bacterias que
llevan pGN12, atin se observa una descendencia significativa a una dilucién de uno a ocho. Esto indica que en las
bacterias que llevan pGN12, se forma ARNds mucho mads eficaz. Este experimento muestra claramente que la adicién
de secuencias terminadoras en vectores para expresar ARNds como se ha descrito anteriormente, proporciona una
ventaja significativa en la generacién de ARNi.

Ejemplo 3
Comparacion de la eficacia de ARNi de vectores con y sin terminadores T7 (pGN49 frente a pGN59)

Se han clonado tres genes diferentes en los vectores pGN49A y pGN59A. Se realizé la clonacién amplificando
los fragmentos génicos con ADN polimerasa Pful que produce extremos romos, que facilitan la clonacién en estos
vectores. Estos fragmentos de PCR se clonaron en los vectores digeridos con Srfl. Se comprob6 la insercion correcta
del fragmento de los clones por PCR. Los fragmentos se eligen de modo que la expresion ds y ARNi provoquen un
fenotipo letal de la descendencia. Este procedimiento permite comparar rdpida y facilmente la eficacia de los vectores
pGN49 y pGN59 en ARN:i.
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Plasmido Gen (acedb) Estructura del vector’
pGW5 B0511.8 pGN49A
pGW9 C01G8.7 PGN49A
pGW11 C47B2.3 pGN49A
pGW17 BO511.8 PGN59A
pGW21 C01G8.7 pGN59A
pGW23 C47B2.3 pGNS9A

Todos los plasmidos (serie pGW) se transforman en bacterias E. coli AB301-105 (DE3) por metodologia conven-
cional. Después las bacterias se hacen crecer en LB/amp a 37°C durante 14-18 horas. Estos cultivos se centrifuga-
ron y se disolvid el sedimento bacteriano en tampdén S completo que contenfa IPTG 1 mM y 100 ug/ul de ampici-
lina.

En placas de 96 pocillos que contenfan 100 ul de tampén S completo (que contenia IPTG 1 mM y concentracién
final de 100 ug/ul de ampicilina) y 10 ul de solucién de bacterias, se afiadieron 3 nematodos a cada pocillo, estando
todos los nematodos en la fase de crecimiento L1.

Se incubaron las placas a 25°C durante 5-6 dias. Cada dia se inspeccionan las placas para el desarrollo de las larvas
y la produccién de descendencia F1.

Resultados

Se realiz6 ARNi ocho veces para cada plasmido construido. Los resultados muestran que cuando se insertan termi-
nadores T7 en la estructura del vector, el fenotipo esperado da una aparicién del 100%. Cuando no se usan terminadores
T7 puede disminuir la reproducibilidad hasta un 50%. Como en el experimento previo, los resultados muestran que la
adicion de terminadores potencia significativamente el rendimiento de ARNi.

ADN

Fragmento B0511.8 B0511.8 C01G8.7 C01G8.7 C47B2.3 C47B2.3
Vector pGN49A pGN59A PGN49A pGN59A pGN49A pGN59A
Plasmido PGW5 PGW17 PGW9 PGW21 PGW11 PGW23
resultante

Porcentaje 100 75 100 87,5 100 50
Letal

Porcentaje de 0 25 0 12,5 0 50
descendencia

13
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Fragmento de PCR generado por los cebadores oGN103 y oGNI140 en el molde pCDM8

TACCAAGGCT AGCATGGITT ATCACTGATA AGITGG

ATARGTTGGT GGACATATTA TGTTTATCAG TGATAAAGTG TCAAGCATGA
CAAAGTTGCA GCCGARATACA GTGATCCGTG CCGGCCCTGG ACTGTTGAAC
GAGGTCGGCG TAGACGGTCT GACGACACGC AAACTGGCGG AACGGTTGGG
GGTGCAGCAG CCGGCGCTTT ACTGGCACTT CAGGAACAAG CGGGCGCTGC
PCGACGCACT GGCCGAAGCC ATGCTGGCGG AGAATCATAC GCTTCGGTGC
CGAGAGCCGA CGACGACTGG CGCTCATTTC TGATCGGGAA TCCCGCAGCT
TCAGGCAGGC CCATGCTAGC CTTIGGTACCA GCACAATGG

Fragmento de PCR de solapamiento, que se uso para generar pGN49A

gatctggatccggcttactaaaagccagataacagtatgegtatttgegegetg
atttttgcggtataagaatatatactgatatgtataccecgaagtatgtcaaaaa
gaggtgtgctatgaagecagegtattacagtgacagttgacagcgacagetatca
gttgctcaaggcatatatgatgtcaatatcteeggtetggtaagecacaaccatg
cagaatgaageccgtecgtetgegtgecgaacgetggaaagecggaaaatcaggaa
gggatggctgaggtcgeccggtttattgaaatgaacggetettttgetgacgag
aacagggactggtgaaatgcagtttaaggtttacacctataaaagagagageccg
ttatecgtctgtttgtggatgtacagagtgatattattgacacgecececgggega
cggatggtgatccccectggecagtgcacgtetcttaagecgataaagtceteee
gtgaactttacccggtggtgcatatcggggatgaaagetggegecatgatgac
caccgatatggccagtgtgccggtctceegttatcggggaagaagtyggetgat
ctcagccaccgegaaaatgacatcaaaaacgecattaacctgatgttetggg
gaatataaatgtcaggctcccttatacacage

14
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REIVINDICACIONES

1. Uso de una construccién de ADN para producir ARN bicatenario correspondiente a una secuencia diana, en el
que dicha construcciéon de ADN comprende:

a) un primer promotor y
b) un segundo promotor,

en la que el primer y segundo promotores estdn en orientacion opuesta entre si y definen una regién entre promotores
colocada cadena abajo del extremo 3’ del primer promotor y cadena abajo del extremo 3’ del segundo promotor;

¢) al menos un sitio de clonacién colocado en la regién entre promotores;

d) una secuencia de nucleétidos que corresponde a dicha secuencia diana insertada en dicho al menos un sitio de
clonacién;

e) un primer terminador de la transcripcién colocado, como se observa desde el extremo 3’ del primer promotor,
cadena abajo del primer promotor y cadena abajo de la secuencia de nucleétidos correspondiente a dicha secuencia
diana, en la que el primer terminador de la transcripcion estd unido de forma operativa al primer promotor;

caracterizada porque el primer promotor y el segundo promotor son promotores de bacteridéfagos.
2. Uso de acuerdo con la reivindicacién 1, en el que dicha construccién de ADN comprende adicionalmente:

f) un segundo terminador de la transcripcién colocado, como se observa desde el extremo 3’ del segundo promotor,
cadena abajo del segundo promotor y cadena abajo de la secuencia de nucledtidos correspondiente a dicha secuencia
diana, en la que el segundo terminador de la transcripcidn estd unido de forma operativa al segundo promotor.

3. Uso de acuerdo con la reivindicacién 1 6 2, en el que el primer terminador de la transcripcidn estd colocado en
la region entre promotores.

4. Uso de acuerdo con la reivindicacién 1 6 2, en el que el primer terminador de la transcripcion estd colocado, como
se observa desde el extremo 3’ del primer promotor, cadena abajo del primer promotor, cadena abajo de la secuencia
de nucleétidos correspondiente a dicha secuencia diana, y cadena abajo del extremo 5’ del segundo promotor.

5. Uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 2, 3, 6 4, en el que el segundo terminador de la
transcripcion estd colocado en la regidn entre promotores.

6. Uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 2, 3 6 4 en el que el segundo terminador de la transcripcién
esta colocado, como se observa desde el extremo 3’ del segundo promotor, cadena debajo del segundo promotor,
cadena abajo de la secuencia de nucledtidos correspondiente a dicha secuencia diana, y cadena abajo del extremo 5’
del primer promotor.

7. Uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 4, 5 6 6, en el que el extremo 3’ del primer terminador
de la transcripcidn estd separado del extremo 5’ del segundo promotor en no mas 2000 nucleétidos.

8. Uso de acuerdo con la reivindicacién 7, en el que el extremo 3’ del primer terminador de la transcripcion esta
separado del extremo 5’ del segundo promotor en no mds de 1000 nucleétidos.

9. Uso de acuerdo con la reivindicacion 9, en el que el extremo 3’ del primer terminador de la transcripcién estd
separado del extremo 5’ del segundo promotor en no mas de 500 nucleétidos.

10. Uso de acuerdo con la reivindicacién 9, en el que el extremo 3’ del primer terminador de la transcripcion esta
separado del extremo 5’ del segundo promotor en no mds de 200 nucledtidos.

11. Uso de acuerdo con la reivindicacién 10, en el que el extremo 3’ del primer terminador de la transcripcion estd
separado del extremo 5’ del segundo promotor en no mds de 100 nucleétidos.

12. Uso de acuerdo con la reivindicacién 11, en el que el extremo 3’ del primer terminador de la transcripcién esta
separado del extremo 5’ del segundo promotor en no mds de 50 nucleétidos.

13. Uso de acuerdo con la reivindicacién 12, en el que el extremo 3’ del primer terminador de la transcripcion esta
separado del extremo 5’ del segundo promotor en no mas de 20 nucledétidos.

14. Uso de acuerdo con la reivindicacion 13, en el que el extremo 3’ del primer terminador de la transcripcion esta
separado del extremo 5’ del segundo promotor en no mas de 10 nucleétidos.

15



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 281420 T3

15. Uso de acuerdo con la reivindicacion 7, en el que el extremo 3’ del primer terminador de la transcripcién estd
separado del extremo 5’ del segundo promotor en no mds de 6 nucledtidos.

16. Uso de acuerdo con la reivindicacion 6 o reivindicacién 7, en el que el extremo 3’ del segundo terminador de
la transcripcidn estd separado del extremo 5° del primer promotor en no mas de 2000 nucleétidos.

17. Uso de acuerdo con la reivindicacion 16, en el que extremo 3’ del segundo terminador de la transcripcion esta
separado del extremo 5’ del primer promotor en no mas de 1000 nucleétidos.

18. Uso de acuerdo con la reivindicacién 17, en el que el extremo 3’ del segundo terminador de la transcripcién
estd separado del extremo 5’ del primer promotor en no mas de 500 nucledtidos.

19. Uso de acuerdo con la reivindicacién 18, en el que extremo 3’ del segundo terminador de la transcripcién estd
separado del extremo 5’ del primer promotor en no mas de 200 nucleétidos.

20. Uso de acuerdo con la reivindicacién 19, en el que el extremo 3’ del segundo terminador de la transcripcion
estd separado del extremo 5° del primer promotor en no més de 100 nucleétidos.

21. Uso de acuerdo con la reivindicacién 20, en el que el extremo 3’ del segundo terminador de la transcripcién
estd separado del extremo 5’ del primer promotor en no mas de 50 nucleétidos.

22. Uso de acuerdo con la reivindicacién 21, en el que el extremo 3’ del segundo terminador de la transcripcion
esta separado del extremo 5° del primer promotor en no mds de 20 nucleétidos.

23. Uso de acuerdo con la reivindicacion 22, en el que el extremo 3’ del segundo terminador de la transcripcion
estd separado del extremo 5’ del primer promotor en no més de 10 nucledétidos.

24. Uso de acuerdo con la reivindicacion 23, en el que el extremo 3’ del segundo terminador de la transcripcién
estd separado del extremo 5° del primer promotor en no mds de 6 nucleétidos.

25. Uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones precedentes en el que el primer y el segundo
promotores son idénticos.

26. Uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7 en el que el primer y el segundo promotores
no son idénticos.

27. Uso de acuerdo con la reivindicacién 25 o reivindicacién 26 en el que el primer promotor y el segundo promotor
se eligen independientemente entre los promotores T7, T3, o SP6.

28. Uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones precedentes en el que el sitio de clonacién com-
prende al menos un sitio de restriccion.

29. Uso de acuerdo con la reivindicacién 28, en el que el sitio de clonacién comprende al menos dos sitios de
restriccion que flanquean una secuencia de ADN de relleno.

30. Uso de acuerdo con la reivindicacion 29, en el que al menos dos sitios de restricciéon son idénticos.

31. Uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 28 a 30 en el que el al menos un sitio de restriccién
o los al menos dos sitios de restriccion son sitios BstXI.

32. Uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 28 a 30 en el que el sitio o sitios de restricciéon son
sitios Xcml.

33. Uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones precedentes en el que el sitio de clonacién com-
prende las secuencias de recombinacién attR1 y attR2.

34. Uso de acuerdo con la reivindicacion 33 en el que el sitio de clonacién comprende adicionalmente una secuencia
de nucledtidos ccdB.

35. Uso de acuerdo con la reivindicacién 34 en el que la secuencia de nucledtidos ccdB comprende adicionalmente
al menos un sitio de restriccion tinico.

36. Uso de acuerdo con la reivindicacion 35 en el que el al menos un sitio de restriccién tnico es un sitio de
restriccién de extremo romo.

37. Uso de acuerdo con la reivindicacién 36 en el que el sitio de restriccion de extremo romo es un sitio Srfl.
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38. Uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones precedentes en el que la construccion de ADN estd
en forma de un pldsmido o vector.

39. Uso de acuerdo con la reivindicacién 38, en el que el pldsmido o vector, sin la secuencia de nucleétidos corres-
pondiente a dicha secuencia diana inserta en dicho al menos un sitio de clonacion, tiene la secuencia de nucleétidos
ilustrada en la SEC ID N° 8, SEC ID N° 9, SEC ID N° 10, SECID N° 11, SEC ID N° 12, o SEC ID N° 13.

40. Uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que la construcciéon de ADN
usada para producir ARN bicatenario estd contenida en una cepa bacteriana.

41. Uso de acuerdo con la reivindicacion 40, en el que la cepa bacteriana es una cepa de E. coli.
42. Uso de acuerdo con la reivindicacion 40 6 41, en el que la cepa bacteriana se suministra a un nematodo.
43. Uso de acuerdo con la reivindicacion 42, en el que la cepa bacteriana se suministra a C. elegans.

44. Uso de acuerdo con la reivindicacién 43, en la que la cepa bacteriana se suministra a un mutante nuc-1 de C.
elegans.

45. Uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que el ARN bicatenario producido
se usa para interferencia por ARN.

46. Uso de acuerdo con la reivindicacion 45, en el que el ARN bicatenario producido se usa para la interferencia
por ARN en un nematodo.

47. Uso de acuerdo con la reivindicacion 46, en el que ARN bicatenario producido se usa para interferencia por
ARN en C. elegans.
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pGNS

121

181

241

301

361

421

481

541

601

661

721

781

841

901

961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
141
1601
1861
1921
1981
2041
2101
2161
2221
2281
2341
2401
2461
2521
2581
2641
2701
2761
2821
2881
2941
3001
3061
3121
3181
3241
3301

gagtgcacca
ggcgaaattg
tcatttttta
gagatagggt
tccaacgtca
cccaaatcaa
agceeccgat
aaagcgaaag
accacacccey
gcaactgttyg
ggggatgtge
gtaaaacgac
tcaagacccg
atcctctaga
gggttttttg
tcacctaaat
gctcacaatt
atgagtgagce
cctgtegtge
tgggcgetct
agcggtatca
aggaaagaac
gctgdegttt
tcagaggtgg
cctegtgege
ttcgggaage
cgttcgetee
atccggtaac
agccactggt
gtggtggect
gccagttacce
tagcggtggt
agatcctttg
gattttggtc
aagttttaaa
aatcagtgag
cceegtegtyg
gataccgcga
aagggcecgag
ttgccgggaa
tgctacagge
ccaacgatca
cggtecteeg
agcactgcat
gtactcaacc
gtcaatacgg
acgttcttceg
acccactegt
agcaadaaca
aatactcata
gagcggatac
tccecgaasa
aaataggegt
ctgacacaty
acaagcecegt
ggcatcagag
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A6 7.

tatgeggtgt
taaacgttaa
accaataggc
tgagtgttgt
aagggcgaaa
gttttttgeg
ttagagettg
gagcgggege
ccgegettaa
gJaagggcga
tgcaaggcga
ggccagtgaa
tttagaggce
cgcgtaaget
agcttctege
agcttggegt
ccacacaaca
taactcacat
cagctgeatt
teegettect
gctcactcaa
atgtgagcaa
ttcgatagge
cgaaacccga
tctectgtte
gtggegettt
aagctgggct
tatcgtettyg
aacaggatta
aactacggcet
ttcggaaaaa
ttttttgttt
atcttttcta
atgagattat
tcaatctaaa
gcacctatct
tagataacta
gacccacget
cgcagaagtg
gctagagtaa
atcgtggtgt
aggcgagtta
atcgttgtea
aattctctta
aagtcattct
gataatagtg
gggcgaaaac
gcacccaact
ggaaggcaaa
ctcttecttt
atatttgaat
gtgccacetg
atcacgaggce
cagcteccgy
cagggegegt
cagattgtac

gaaataccge
tattttgtta
cgaaatcgge
tccagtttgg
aaccgtctat
gtcgaggtge
acggggaaag
tagggcgetyg
tgegeegeta
tcggtgeggg
ttaagttggg
ttgtaatacg
ccaaggggtt
tactagcata
cctatagtga
aatcatggtc
tacgagccgg
taattgegtt
aatgaatcgg
cgctcactga
aggcggtaat
aaggccagca
tcegeeccec
caggactata
cgaccctgee
ctcatagete
gtgtgcacga
agtccaacce
gcagagcgag
acactagaag
gagttggtag
gcaagcagca
cggggtetga
caaaaaggat
gtatatatga
cagcgatctg
cgatacggga
cacecggetec
gtcctgcaac
gtagttcgee
cacgetcegtce
catgatccce
gaagtaagtt
ctgtcatgce
gagaataccg
tatgacatag
tctcaaggat
gatcttcage
atgccgcaaa
ttcaatatta
gtatttagaa
acgtctaaga
cctttegtet
agacggtcac
cagegggtgt
tga
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acagatgcgt
aaattegegt
aaaatccctt
aacaagagtc
cagggcgatg
cgtaaagcte
ccggcgaacy
gcaagtgtag
cagggegegt
cctetteget
taacgecagg
actcactata
atgctagtga
accecttgag
gtcgtattac
atagctgttt
aagcataaag
gcgetcactg
ccaacgcgceg
ctecgetgege
acggttatce
aaaggccagg
tgacgagcat
aagataccag
gcttaccgga
acgctgtagg
acccecegtt
ggtaagacac
gtatgtaggce
gacagtattt
ctecttgatec
gattacgcgce
cgctcagtqgg
cttcacctag
gtaaacttgg
tectatttegt
gggcttacca
agatttatca
tttatecgee
agttaatagt
gtttggtatg
catgttgtge
ggecgeagty
atccgtaaga
cgeecggeya
cagaacttta
cttaccgety
atcttttact
aaagggaata
ttgaagcatt
aaataaacaa
aaccattatt
cgegegtttc
agettgtetg
tggegggtgt

aaggagaaaa
tagatatttg
ataaatcaaa
cactattaaa
gceocactacg
taaatcggaa
tggcgagaaa
cggtcacget
ccattcgceca
attacgccag
gttttcecag
gggcgaatte
attctgcagyg
gcctctaaac
agcttgagta
cctgtgtgaa
tgtaaagcect
cecgetttee
gggagaggceg
teggtegtte
acagaatcag
aaccgtaaaa
cacaaaaatc
gcgtttecee
tacctgteceg
tatctcagtt
cagcccgacce
gacttatcge
ggtgctacag
ggtatctgceg
ggcaaacaaa
agaaaaaaag
aacgaaaact
atccttttaa
tctgacagtt
tcatccatag
tctggeccea
gcaataaacc
tccatccagt
ttgcgcaacy
gcttcattca
aaaadaagcgg
ttatcactca
tgettttetyg
ccgagttget
aaagtgctca
ttgagatceca
ttcaccageg
agggegacac
tatcagggtt
ataggggtte
atcatgacat
ggtgatgacg
taagcggatg
cggggctgge

taccgeatca
ttaaatcage
agaatagacc
gaacgtggac
tgaaccatca
ccctaaaggg
ggaagggaag
gegegtaace
ttcaggetge
ctggegaaag
tcacgacgtt
aaaaaacccec
gtacccgggg
gggtcttgag
ttctatagtg
attgttatce
ggggtgecta
agtcgggaaa
gtttgegtat
ggetgeggeg
gggataacgc
aggccegegtt
gacgctcaag
ctggaagcetc
cctttetece
cggtgtaggt
gctgegeectt
cactggcage
agttcttgaa
ctctgctgaa
ccaccgetgg
gatctcaaga
cacgttaagg
attaaaaatg
accaatgett
ttgcctgact
gtgctgcaat
agccagecgy
ctattaattg
ttgttggeat
gctceggtte
ttagctectt
tggttatggce
tgactggtga
cttgeocgge
tcattggaaa
gttcgatgta
tttcetgggtg
ggaaatgttg
attgtctcat
cgegeacatt
taacctataa
gtgaaaacct
ccgggageag
ttaactatge
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61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961

1021

1081

1141

1201

1261

1321

1381

1441

1501

1561

1621

1681

1741

1801

1861

1921

1981

2041

2101

2161

2221

2281

2341

2401

2¢61

2521

2561

2641

2701

2761

2821

2881

2941

3001
3061
3121
3181
3241
3301
3361
3421
3481
3541
3601
3661
721

gagtgcacca
ggcgaaattg
tcatttttta
gagatagggt
tccaacgtca
cccaaatcaa
ageccecccgat
aaagcgaaag
accacacccyg
gcaactgttg
ggggatgtgc
gtaaaacgac
tcaagacccg
atcctctaga
ataagttggt
gccgaataca
gacgacacgce
caggaacaag
getteggtge
tcaggcaggce
accagttctg
aacccettgg
agtcgtatta
catagctgtt
gaagcataaa
tgcggtcact
gccaacgcege
actcgetgeg
tacggttatc
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tatgeggtgt
taaacgttaa
accaataggc
tgagtgttgt
aagggcgaaa
gttttttgceqg
ttagagcettg
gagcgggege
ccgegettaa
ggaagggcga
tgcaaggcga
ggccagtgaa
tttagaggcce
gatccctcga
ggacatatta
gtgatcecgtyg
aaactggegyg
cgggcgetge
cgagagccga
getgctegee
cgectgeagg
ggcctctaaa
cagcttgagt
tectgtgtga
gtgtaaagce
gceegettte
ggggagaggc
cteggtegtt
cacagaatca
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gaaataccgce
tattttgtta
cgaaatcggc
tccagtttgg
aaccgtctat
gtcgaggtgce
acggggaaag
tagggcgetg
tgcgecgeta
teggtgeggg
ttaagttggg
ttgtaatacg

ccaaggggtt
cctcgagatc

acagatgcgt
aaattcgcegt
aaaatccctt
aacaagagte
cagggcgatg
cgtaaagctce
ccggegaacg
gcaagtgtag
cagggcgegt
cctetteget
taacgccagg
actcactata
atgctagtga
cattgtgctg

tgtttatcag tgataaagtg
ccggecectgyg actgttgaac

aaggagaaaa
taaatatttg
ataaatcaaa
cactattaaa
gcccactacg
taaatcggaa
tggcgagaaa
cggtcacgct
ccattcgeca
attacgccag
gttttcccag
gggegaatte
attctgcagg
gcgeggattce
tcaagcatga
gaggtcggeg

aaaaggccag gaaccgtaaa
ctgacgagca tcacaaaaat
aaagatacca ggcgtttcce
cgcttaccgg atacctgtee
cacgctgtag gtatctcagt
aacceccegt tcageccgac
cggtaagaca cgacttatcg
ggtatgtagg cggtgctaca
ggacagtatt tggtatctgce
gctcttgatc cggcaascaa
agattacgcg cagaaaaaaa
acgctcagtg gaacgaaaac
tcttcaccta gatcctttta
agtaaacttg gtctgacagt
gtctatttceg ttcatccata
agggcttacc atctggecce
cagatttatc agcaataaac
ctttatccge ctocatcecag
cagttaatag tttgcgcaac
cgtttggtat ggetteatte
ccatgttgtg casaaaageg
tggecgeagt gttatcactce
catccgtaag atgettttet
gegeceggeg accgagttge
gcagaacttt aasagtgctce
tcttaceget gttgagatce
catcttttac tttcaccage
aaaagggaat aagggcgaca
attgaagcat ttatcagggt
asaataaaca aataggggtt
aaaccattat tatcatgaca
tegegegttt cggtgatgac
cagcttgtcet gtaageggat
ttggcgggtg toggggetgy

aacggttggyg
tcgacgeact
cgacgactgg
taccgecage
tcgeggeege
cgggtcttga
attctatagt
aattgttatc
tggggtgcct
cagtcgggaa
ggtttgcgta
cggctgegge
ggggataacy
aaggccgegt
cgacgctcaa
cctggaaget
geetttetee
teggtgtagg
cgetgegect
ccactggeag
gagttcttga
gctcetgetga
accacegety
ggatctcaag
tcacgttaag
aattaaasat
taccaatgcet
gttgectgac
agtgctgcaa
cagceagecyg
tctattaatt
gttgttggea
agcteceggtt
gttagctect

ggtgcagcag ccggegettt
ggccgaagece atgetggegg
cgeteattte tgatcgggaa
acaatggatc tcgagggatc
gactctctag acgcgtaage
gaggtttttt gagcttcteg
gtcacctaaa tagcttggceg
cgctcacaat tccacacaac
aatgagtgag ctaactcaca
acctgtegtyg ccagctgeat
ttgggcgete ttecgettee
gagcggtatc agctcactca
caggaaagaa catgtgagca
tgctggegtt tttcgatagg
gtcagaggtg gcgaaacccg
cectegtgeg ctetectgtt
cttegggaag cgtggegett
tegttegete caagetggge
tatccggtaa ctatcgtcett
cagccactgg taacaggatt
agtggtggece taactacgge
agecagttac ctteggaaaa
gtageggtgy ttttttigtt
aagatccttt gatcttttcet
ggattttggt catgagatta
gaagttttaa atcaatctaa
taatcagtga ggcacctatc
tcceegtegt gtagataact
tgataccgeg agacccoacge
gaagggccga gogcagaagt
gttgccyggga agctagagta
ttgctacagg catcgtygty
cccaacgate aaggcgagtt

tcggtectee gategttgte

atggttatgg cagcactgca taattctett
gtgactggtg agtactcaac caagtcattc
tettgeecgg cgtcaatacg ggataatagt gtatgacata
atcattggaa aacgttcttc ggggcgaaaa

agttcgatgt
gtttctgggt
cggaaatgtt
tattgtetca
ccgcgeacat
ttaacctata

aacccacteg tgcaccoasc
gagcaaasac aggaaggcaa
gaatactcat actettectt
tgageggata catatttgaa
ttccccgasa agtgecaccet
aaaataggcg tatcacgagg

ggtgaaaacc tctgacacat gcagetceeg
gccgggagea gacaageccy tcagggegey
cttaactatg cggcatcaga gcagattgta
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taccgcatca
ttaaatcage
agaatagacc
gaacgtggac
tgaaccatca
ccectaaaggg
ggaagggaag
gcgcgtaace
ttcaggctge
ctggcgaaag
tcacgacgtt
aaaaaacccce
gtaccegggg
tttatcactg
caaagttgca
tagacggtct
actggcactt
agaatcatac
tececgeaget
ttccatacct
ttactageat
ccctatagtg
taatcatggt
atacgagccg
ttaattgegt
taatgaateg
tcgctcactg
aaggcggtaa
aaaggccage
ctccgeccee
acaggactat
ccgaccetge
tetcataget
tgtgtgcacg
gagtccaace
agcagagega
tacactagaa
agagttggta
tgcaagcage
acggggtetg
tcaaasagga
agtatatatg
tcagcgatet
acgatacggg
tcaccggete
ggtcctgeaa
agtagttcge
tcacgctcegt
acatgatcce
agaagtaagt
actgtcatge
tgagaatacc

ctctceaagga
tgatcttcag
aatgcecgeaa
tttcaatatt
tgtatttaga
gacgtctaag
ccetttagte
gagacggtca
tcagegogty
ctga
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TAATACGACT CACTATAGGG CGAATTCAAA AAACCCCTCA AGACCCGTTT
AGAGGCCCCA AGGGGTTATG CTAGTGAATT CTGCAGCGGT ACCCGGGGAT
CCTCTAGRGA TCCCTCGACC TCGAGATCCA TTGTGCTGGA AAGATCACAA
GTTTGTACAAR AAAAGCTGAA CGAGAMACGT ARAATGATAT AAATATCAAT
ATATTAAATT AGATTTTGCA TAAAARACAG ACTACATAAT ACTGTAAAAC
ACARCATATC CAGTCACTAT GGCGGCCGCA TTAGGCACCC CAGGCTTTAC
ACTTTATGCT TCCGGCTCGT ATARTGTGTG GATTTTGAGT TAGGATCCGG
CGAGATTTTC AGGAGCTAAG GAAGCTAAAA TGGAGAAAAA AATCACTGGA
TATACCACCG TTGATATATC CCAATGGCAT CGTAAAGAAC ATTTTGAGGC
ATTTCAGTCA GTTGCTCAAT GTACCTATAA CCAGACCGTT CAGCTGGATA
TTACGGCCTT TTTAAAGACC GTAAAGAAAA ATAAGCACAA GTTTTATCCG
GCCTTTATTC ACATTCTTGC CCGCCTGATG AATGCTCATC CGGAATTCCG
TATGGCAATG AAAGACGGTG AGCTGGTGAT ATGGGATAGT GTTCACCCIT
GTTACACCGT TTTCCATGAG CAAACTGAAA CGTTTTCATC GCTCTGGAGT
GRAATACCACG ACGATTTCCG GCAGTTTCTA CACATATATT CGCAAGATGT
GGCOTGTTAC GOGTGAAAACC TGGCCYATTT CCCTAAAGGG TTTATTGAGA
ATATGTITIT CGTCTCAGCC AATCCCTGGG TGAGTTTCAC CAGTTITGAT
TTAAACGTGG CCAATATGGA CAACTTCTTC GCCCCOGTIT TCACCATGGG
CAAATATTAT ACGCAAGGCG ACAAGGTGCT GATGCCGCTIG GCGATTCAGG
TTCATCATGC CGICTGTGAT GGCTTCCATG TCGGCAGAAT GCTTAATGAA
TTACAACAGT ACTGOGATGA GTGGCAGGGC GGGGCGTAAA GATCIGGATC
CGGCTTACTA AAAGCCAGAT AACAGTATGC GTATTTGCGC GCTGATTITT
GCGGTATAAG AATATATACT GATATGTATA CCCGAAGTAT GTCAARARGA
GGTGTGCTAT GAAGCAGCGT ATTACAGTGA CAGTTGACAG CGACAGCTAT
CAGTTGCTCA AGGCATATAT GATGTCAATA TCTCOGGTCT GGTAAGCACA
ACCATGCAGA ATGAAGCCCG TCGTCTGCGT GCCGAACGCT GGAAAGCGGA
AMATCAGGAR GGGATGGCTG AGGTCACCOG GTTTATTGAA ATGAACOGCT
CTTTIGCTGA CGAGAACAGG GACTOGTGAA ATGCAGITIA AGGTTTACAC
CTATAARAGA GAGAGCCUTT ATCGTCTGTT TGTOGATGTA CAGAGTGATA
TTATTGACAC GCCCGGGOGA CGGATGOTGA TCCCCCIGGC CAGTOCACGT
CTGCTGTCAG ATAAAGTCTC CCGTGAACTT TACCCGGTGG TGCATATCGG
OGATGAAAGC TGGCGCATGA TGACCACCGA TATGGCCAGT GTGCCOUTCT
CCGITATCGG GGAAGAAGTG GCTGATCTCA GCCACCGCGA AAATGACATC
AARAACGCCA TTAACCTGAT GITCIGGGGA ATATAAATGT CAGGCTCCCT
TATACACAGC CAGTCTGCAG GTCGACCATA GTGACTGGAT ATGTIGTGIT
TTACAGTATT ATGTAGTCTG TITTTTATGC AAAATCTAAT TTAATATATT
GATATTTATA TCATTTIACG TTTCTCGTTC AGCTTTCTTG TACARAGTGG
TGATCTTICC AGCACAATGG ATCTCGAGAA ATCTTCCATA CCTACCAGTT
CTGCUCCTAC AGGTOGCEGC CGCGACTCTA GACGCGTAAG CTTACTAGCA
TAACCCCTTG GGGCCTCTAA ACOGGTCTTG AGGAGTTTTT TGAGCTTCTC
GCCCTATAGT GAGTCGTATT ACAGCTTGAG TATTCTATAG TGTCACCTAA
ATAGCTTOGC GTAATCATOG TCATAGCTGT TTCCTGTOTG AAATTGTTAT
CCGCTCACAA TTCCACACAA CATACGAGCC GGAAGCATAA AGTGTAAAGC
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A5 72 (CONTINUACION 1)

CTGGGGTACC TAATGAGTGA GCTAACTCAC ATTARTTGCG TTGCGCTCAC
TGCCCGCTTT CCAGTCGAGA AACCTGTCAHT GCCAGCTGCA TTAATGAATC
GGCCAACGCG COGGGAGAGG CGGTTTGCGT ATTGGGCGCT CTTCCGCTTC
CTCGCTCACT GACTCGCTGC GCTCOGATCOT TCGGCTGOGGE CGAGCGGTAT

CAGCTCACTC RARGGCGATA ATACGGTTAT CCACAGAATC AGGGGATAAC
GCAGGAARGA ACATGTGAGC AAAAGGCCAG CAAAAGGCCA GGAACCGTAA
AAAGGCCGCG TTGCTGECGT TTTTCGATAG GCTCCGCCOC CCTGACGAGC
ATCACARAAR TCGACGCTCA AGTCAGAGAT GGCGAAACCC GACAGGACTA
TARAGATACC AGGCGTTTCC CCCTGGAAGC TCCCTCUTGC GCTCTCCTGT
TCOGACCCTG COGCTTACCG GATACCTGIC CGCCTTICTC CCTTCGGGAAR
GCGTGGCGCT TTCTCATAGC TCACGCTGTA GATATCYCAG TTCGGTGTAG
GTCGTTCGCT CCAAGCTGAG CTGTGTGCAC GAACCCCOCCG TTCAGCCOGA
COGCTGCECC TTATCCGGTA ACTATCGTCT TGAGTCCAAC CCGGTAAGAC
ACGACTTATC GCCACTGACA GCAGCCACTG GTAACAGGAT TAGCAGAGCG
AGGTATGTAG GOGGTOCTAC AGAGTTCTTIG AAGTGGTGGC CTAACTAQGG
CTACACTAGA AGGACAGIAT TTGUTATCTG CGCTCTGCTG AAGCCAGTTA
CCTICGGARA AAGAGTTGGT AGCTCTTGAT CCGGCAAACA AACCACCGCT
GGTAGCGGTG GTTITTTITGT TTGCAAGCAG CRGATTACGC GCAGAAMAARA
AGGATCTCAA GAAGATCCTT TGATCTITIC TACGGOGTCT GACGCTCAGT
GGAACGAARA CTCACGTTAA GAGATTTTOG TCATGAGATT ATCARNAAGG
ATCTTCACCT AGATCCTTTY AMATTAAAAR TGANGTITTA AATCAATCTA
ARGTATATAT GAGTAAACTT GGTCTGACAS TTACCAARTGSC TTAATCAGTG
AGACACCTAT CTCAGCGATC TGTCTATITC GTTCATCCAT AGTTGCCIGA
CTCCCOGTCG TGTAGATAAC TACGATACEG GAGAGCTTAC CATCTAGOCC
CAGTACTGCA ATGATACCGC GAGACCCACG CTCACCOGCT CCAGATTTAT
CAGCAATANA CCAGCCAGCC QGANGGGCCA AGCOCAGAAG TGAQTCCTGCA
ACTTTATCOCG CCTCCATCCA GTCTATTAAT TGITGCOAGE ARGCTMIAGT
AAGTAGTTCG CCAGTTAATA GTTTGCGCAA CGTTATTIAC ATTGCTACAS
GCATCATAGT GTCACACTCOE TOGTTIGGIA TIGCTTCATT CAGCTCCSAT
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A75 77 (CONTINUACION 2)

AGCAGATTGT ACTGAGAGTG CACCATATGC GGTGTGAAAT ACCGCACAGA
TGCGTAAGGA GAAAATACCG CATCAGGCGA AATTGTAAAC GTTAATATTT
TGTTAMAATT CGCGTTAAAT ATTTGTTAAA TCAGCTCATT TTTTAACCAA
TAGGCCGAAR TCGGCARAAT CCCTTATAAA TCAAAAGAAT AGACCGAGAT
AUGGTTGAGT GTTGTICCAG TTTGGAACAA GAGTCCACTA TTAAAGAACG
TGGACTCCAA CGTCAARGGG CGAAAAACCG TCTATCAGGG CGATGGCCCA
CTACGTGAAC CATCACCCAA ATCAAGTTIT TTGCGUTCGA GATGCCGTAA
AGCTCTAAAT COGAACCCTA AAGGGAGCCC COGATTTAGA GCTTGACGGG
GAAAGCCOGC GAACGTGGCG AGAAAGGAAG GUANGAAAGC GAAAGGAGCG
GGCGCTAGGG CACTGACAAG TGTAGCOGTC ACGCTGOGCG TAACCACCAC
ACCOGOCOCG CTTAATGCGC CGCTACAGGG COCOTCCATT CGCCATTCAG
GCTGCGCAAC TGTTGAGAAG GGCGATCGGT GOGGGCCTCT TCGCTATTAC
GCCAGCTGAC GAAAGGGAGA TGTGCTGCAA GGCGATTAAG TTOGGTAACG
CCAGGGTTTT CCCAGTCACG ACGTTGTAAA ACGACGGCCA GTGAATTO
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TopoRNAL
1
61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
141
1801
1861
1921
1981
2041
2101
2161
2221
2281
2341
2401
2461
2521
2581
2641
2701
2761
2821
2891
2941
3001
3061
3121
3181
3241
3301
3361
3q21
3481
3541
3601
3661

gagtgcacca
ggcgaaattg
tcattettta
gagatagggt
tccaacgtca
cccaaatcaa
ageceecgat
aaagcgaaag
accacaccceg
gcaactgttg
ggggatgtgce
gtaaaacgac
tcaagacccq
atcctctaga
tgggcageeg
cggtctgacg
gcacttcagg
tcatacgctt
gcagecatge
taccagttct
taaccccttg
gagtcgtatt
tcatagetgt
ggaagcataa
ttgegetcac
ggcgaacgeg
gactcgetge
atacggttat
caaaaggcca
cctgacgage
taaagatacc
ccgettaccey
tcacgetgta
gaaccceccg
ccggtaagac
aggtatgtag
aggacagtat
agctcttgat
cagattacge
gacgctcagt
atcttcacct
gagtaaactt
tgtctattte
gagggettac
ccagatttat
actttatecg
ccagttaata
tcgtttggta
cccatgttgt
ttggecgeay
ccatccgtas
cgcgeccgyge
agcagaactt
atcttaccge
geatctttta
asaaagggaa
tattgaagca
assaatasac
gaaaccatta
ctegegegtt
acagettgtc
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tatgeggtgt
taaacgttaa
accaatagge
tgagtgttgt
aagggcgaaa
gttttttgeg
ttagagcttg
gagcgggcge
ccgegettaa
ggaaggdgega
tgcaaggcga
ggccagtgaa
tttagaggec
gatccctcga
aatacagtga
acacgcaaac
aacaagcggg

cggtgccgag

gaaataccgce
tattttgtta
cgaaatcggce
tccagtttyg
aaccgtctat
gtcgaggtge
acggggaaag
tagggegetg
tgcgecgeta
teggtgeggg
ttaagttggg
ttgtaatacg
ccaaggggtt
cctegagate
tcegtgecgyg
tggcggaacg
cgectgetega
agccgacgac

acagatgcegt
aaattcgegt
aaaatccctt
aacaagagtc
cagggcgatg
cgtaaagctce
ccggcgaacg
gcaagtgtag
cagggcgcegt
cctetteget
taacgccagg
actcactata
atgctagtga
cattgtggtg
ccctggactg
gttgggggtg
cgcactggee
gactggcget

tagccttggt agaattccac cacaatggat
gcgectgeag gtegeggecyg cgactcteta
acgggtcttyg -aggggttttt

gggcctctaa
acagcttgag
ttcctgtgtg
agtgtaaage
tgceegettt
cggggagagy
getcggtegt
ccacagaatc
ggaaccgtaa
atcacaaaaa
aggegtttcee
gatacctgtce
ggtatctcag
ttcagccega
acgacttatc
gcggtgctac
ttggtatetyg
ccggcaaaca
gcagaaaasa
ggaacgaaaa
agatcetttt
ggtetgacag
gttcatecat
catctggecee
cagcaataaa
cctecateca
gtttgcgeaa
tggettcatt
gcaaaasage
tgttatcact
gatgcetttte

tattctatag
aaattgttat
ctggggtgce
ccagtcggga

cggtttgcgt.

teggetgegy
aggggataac
aaaggccgceg
tcgacgcetea
cecctggaage
cgeetttcte
ttcggtgtag
ccgetgegee
gccactggea
agagttcttg
cgetetgetyg
aaccaccgcet
aggatctcaa
ctcacgttaa
aaattaaaaa
ttaccaatge
agttgectga
cagtgetgea
ccagecagec
gtctattadt
cgttgttgge
cageteoggt
ggttagotee
catggttatg
tgtgactggt

tgtcacctaa
ccgcotcacaa
taatgagtga
aacctgtcegt
attgggegcet
cgageggtat
gcaggaaaga
ttgctggegt
agtcagaggt
teccctegtge
ccttegggaa
gtegtteget
ttatccggta
gcagccactg
aagtggtgge
aagccagtta
ggtagcggty
gaagatcott
gggatttigg
tgaagtttta
ttaatcagtyg
ctceeegtey
atgataccge
ggasgggcecy
tgttgcogyy
attgctacag
tcccaacgat
ttcggtcocte
gtagcactge
gagtactcaa

gaccgagttg ctettgeceg gegtoaatac
taaaagtget catcattgga asacgttott
tgttgagatc cagttcgatg taacccacte
ctttcaccag cgtttctggy tgagcaaass
taagggegac acggaaatgt tgaatactca
tttatcaggy ttattgtotc atgagcggat
asataggggt tccgegomca tttcccogaa
ttatcatgac attaacctat aaaaatagge
teggtgatga cggtgaasac ctctgacaca
tgtaagcgga tgccgggage agacaagocc
gttggegggt gtcggggoty gettaactat geggeatcag
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aaggagaaaa
taaatatttg
ataaatcaaa
cactattaaa
gcccactacyg
taaatcggaa
tggcgagaaa
cggtcacget
ccattcgeca
attacgccag
gttttcccag
gggcgaatte
attctgcagg
gaattctacc
ttgaacgagg
cagcagccgqg
gaagccatge
catttctgat
ctcgagggat
gacgegtaag
tgagcttete
atagcttgge
ttccacacaa
gctaactcac
gccagetgea
cttecgette
cagctcacte
acatgtgage
ttttcgatag
ggcgaaacce
gectctectgt
gegtggeget
ccaagcetggg
actatcgtct
gtaacaggat
ctaactacgg
ccttcggaaa
gttttitigt
tgatctttte
tcatgagatt

aatcaatcta.

aggcacctat
tgtagataac
gagacccacyg
agegcoagaag
aagctagagt
gcatcgtggt
caaggcgagt
cgatcgttgt
ataattctct
Ccaagtcatt
gggatastag
cggggcgaaa
gtgcacccaa
caggaaggca
tactcttect
acatatttga
aagtgccace
gtatcacgag
tgcagetece
gtcagggege
agcagattgt

taccgcatcea
ttaaatcage
agaatagace
gaacgtggac
tgaaccatca
ccctaaaggg
ggaagggaag
gcgegtaace
ttcaggctge
ctggcgaaag
tcacgacgtt
aaaaaaccce
gtaccegggg
aaggctagea
tcggegtaga
cgctttactg
tggcggagaa
cgggaatcce
cttccatace
cttactages

‘gecctatagt

gtaatcatgg
catacgagce
attaattgeg
ttaatgaatc
ctcgeteact
asaggceggta
aaaaggccag
gctcegecee
gacaggacta
tcegacectg
ttctcatage
ctgtgtgcac
tgagtccaac
tagcagagceg
ctacactaga
aagagttggt
ttgcaagcag
tacggggtet
atcassaagg
aagtatatat
ctcagegate
tacgatacgyg
ctcaccggcet
tggtcctgea
aagtagttcg
gtcacgeteg
tacatgatce
cagaagtaag
tactgtcatg
ctgagaatac
tgtatgacat
actctcaagg
ctgatcttca
aaatgcegea
ttttcaatat
atgtatttag
tgacgtctaa
gcectttegt
ggagacggtc
gtcagcgget
actga



oGNLIA
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G AL

TGTARTACGA CTCACTATAG GGCGAATTCA
TTAGAGGCCC CAAGGGGTTA TGCTAGTGAA
ATCCTCTAGA GATCCCTCGA CCTCGAGATC
GGATCCGGCT TACTAAARAGC CAGATAACAG
TTTTTGCGGT ATAAGAATAT ATACTGATAT
AAAGAGGTGT GCTATGAAGC AGCGTATTAC
GCTATCAGTT GCTCAAGGCA TATATGATGT
GCACAACCAT GCAGAATGAA GCCCGTCGTC
GCGGARAATC AGGAAGGGAT GGCTGAGGTC
CGGCTCTTIT GCTGACGAGA ACAGGGACTG
TACACCTATA AAAGAGAGAG CCGTTATCGT
TGATATTATT GACACGCCCG GGCGACGGAT
CACGTCTCTT AAGCGATAAA GTCTCCOGTG
ATCGGGGATG AAAGCTGGCG CATGATGACC
GGTCTCCGTT ATCGGGGAAG AAGTGGCTGA
ACATCAAAAA CGCCATTAAC CTIGATGTTCT

AAAAMCCCCT CAAGACCCGT
TTCTGCAGCG GTACCCGGGG
CATTGTGCTG GAAAGGATCT
TATGCGTATT TGCGCGCTGA
GTATACCCGA AGTATGTCAA
AGTGACAGTT GACAGCGACA
CAATATCTCC GGTCTGGTAA
TGCGTGCCGA ACGCTGGAAA
GCCCGGTTITA TTGAAATGAA
GTGAAATGCA GTTTAAGGTT
CTGTTTGTGG ATGTACAGAG
GGTGATCCCC CTGGCCAGTG
AACTTTACCC GGTGGTGCAT
ACCGATATGG CCAGTGTGCC
TCTCAGCCAC CGCGAAAATG
GGGGAATATA AATGTCAGGC

TCCCTTATAC ACAGCCTTTC CAGCACAATG GATCTCGAGG GATCTTCCAT
ACCTACCAGT TCTGOGCCTG CAGGTOGCGG CCGCGACTCT AGACGCGTAA
GCTTACTAGC ATAACCCCIT GGGGCCTCTA AACGGGTCTT GAGGGOTTTT
TTGAGCTTCT CGCCCTATAG TGAGTCGTAT TACAGCTTGA GTATTCTATA
GTGTCACCTA AATAGCTTGG CGTAATCATG GTCATAGCTG TTTCCTGTGT
GAARTTGTTA TCCGCTCACA ATTCCACACA ACATACGAGC CGGAAGCATA
AAGTGTARAG CCTGGGGTGC CTARTGAGTG AGCTAACTCA CATTAATTGC
GTTGCGCTCA CTGCCOGCTT TCCAGTOGGG AAACCTGTCQ TGCCAGCTGC
ATTAATGAAT CGGCCAACGC GOGGGEGAGAG GCGGTTIGCG TATTGUGGOGC
TCTTCCGCTT CCTCGCTCAC TGACTCGCTG CGCTCGGTCG TTCGACTGOG
GCGAGCOGTA TCAGCTCACT CAAAGGCGGT AATACGGTTA TCCACAGAAT
CAGGGGATAA CGCAGGAAAG AACATGTGAG CAAAAGGCCA GCARAAGGCC
AGGAACCETA AAARGGCOGC GTTGCTOEACG TTTTTCGATA GGCTCCGCCC
CCCTGACGAG CATCACAAAA ATCGACGCTC AAGTCAGAGG TGGCGAAACC
CGACAGGACT ATAAAGATAC CAGGCGSTITC CCCCIGGAAG CTCCCTCATG
OGCTCTCCTG TTCCGACCCT GOCGCTTACC GGATACCIGT CCGCCTTICT
CCCTTCGGGA AGCGTUGOGC TTTCTCATAG CTCACGCTGT AGGTATCTCA
GTTCGGTOTA GGTCETTOEC TCCARGCIGS GCTETATGCA CGAACCCCCC
GTTCAGCCCS ACCGCTGOGC CTTATCOGGT AACTATCGTC TTGAGTCOCAA
CCCGGTARGA CACGACTTAT CGCCACTGGC AGCAGCCACT GGTAACAGGA
TTAGCAGAGC GAGUTATOTA GGCGGTGCTA CAGAGTTCTT GAAGTOGTGA
CCTAACTACS GCTACACTAG ARGGACAGTA TTTOATATCT GOGCTCIGCT
GAAGCCAGTT ACCTTOGGAA AAAGAGTTGE TAGCTCTTGA TCCGGCAAAC
AMACCACCGC TGGTAGCGGT GGTTTITTIG TTTOCANGCA GCAGATTACG
CGCAGAAAAA AAGGATCTCA AGAAGATCCT TTGATCTTTT CTACGAARTC
TGACGCTCAG TGAAACGAAA ACTCACGTTA AGGGATTTTG GTCATGAGAT
TATCAAAAAG GATCTTCACC TAGATCCTIT TAAATTAAAA ATGAAGTTTT
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<7 77 (CONTINUACION)

ARATCAATCT AARGTATATA TGAGTAAACT TGGTCTGACA GTTACCAATG
CTTAATCAGT GAGGCACCTA TCTCAGCGAT CTGTCTATIT CGTTCATCCA
TAGTTGCCTG ACTCCCCGTC GTGTAGATAA CTACGATACG GGAGGACTTA
CCATCTGGOC CCAGTACTGC AATGATACCG CGAGACCCAC QCTCACCOGC
TCCAGATTTA TCAGCAATAA ACCAGCCAGC OGGAAGGGCC GAGCGCAGAR
GTGGTCCTGC AACTTIATCC GCCTCCATCC AGTCTATTAA TTGTTGCCOGG
GARGCTAGAG TAAGTAGSTTC GUCAGTTART AGTTTGCGCA ACGTTETTGG
CATTGCTACA GGCATCGTGG TGTCACGCTC GTCGTTTGGT ATGGCTTCAT
TCAGCTCCOGG TTCCCAACGA TCAAGGCGAG TTACATGATC CCCCATGITG
TGCAARAARG COGTTAGCTC CTTOGGTCCT CCAATCGTTO TCAGAAGTAR
GTTGACCACA GTGTTATCAC TCATOGTTAT GOCAGCACTG CATAATTCTC
TTACTGTCAT GCCATCOGTA AGATOCTTTT CTGTGACTGG TGAGTACTCA
ACCAAGTCAT TCTGAGAATA CCGCGCCCA3 CGACCGAGTT GCTCTIGCCC
GACGTCAATA CGGGATAATA GIGTATUACA TAGCAGAACT TTAMAAGIGC
TCATCATTGG AAARCGTTCT TCGGAACGAA AACTCTCAAG GATCTTACCG
CIGTTGAGAT CCAGTTOGAT GTAACCCACT (GTGCACCCA ACTGATCTTC
AGCATCTTTT ACTTTCACCA GCGTTICTAG GTGAGCAAAA ACAGGAAGGC
AAMATGCCGC AAAARRGAGGA ATAAGGGCGA CACGGAAATG TTGAATACTC
ATACTCTTCC TTITTTCAATA TTATTGAAGC ATTTATCAGG GTTATTIICT
CATGAGCGGA TACATATITG AATATATITA GAAAAATAAA CAAATAGGGG
TTCCGCGCAC ATTTCCOOGA AAAGTGCCAC CTGACATCTA AGAAACCATT
ATTATCATGA CATTAACCTA TAMAAATAGG CGTATCACGA GOCCCTTIIOG
TCTCOCGCGT TTCGGTGATG ACGGTGMAAA CCTCTGACAC ATGCAGCTCC
COGAGACOGT CACAGCTIGT CTGTAMCGG ATOCCGUGGAG CAGACANAGCC
COTCAGGGCO COTCAGCOGE TUTTAGCAGd TOTCIAGECT QACTTANCTA
TGCOGCATCA GAGCAGATTG TACTGAGAGT GCACCATATG CIGTUTGAAR
TACOOCACAG ATGCGTANGG AGAAAMATACC GCATCAGGCG AAATTGTARA
CGITAATATT TIGTTAAMT TOGCGITAAA TATTTGTTAA ATCAGCICAT

32



NG

GAGTGCACCA
TACCGCATCA
TAAATATTTG
AAAATCCCTT
TCCAGTTTGG
AAGGGCGAAA
CCCAAATCAR
CCCTAAAGGG
TGGCOGAGAAA
GCAAGTGTAG
TGCGCCGCTA
GGAAGGGCGA
GGGGATGTGC
TCACGACGTT
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Ve Z A

TATGCGGTGT
GGCGARAATTG
TTAARTCAGC
ATAAATCAAA
AACAAGAGTC
AACCGTCTAT
GTTTTTTGCG
AGCCCCCGAT
GGAAGGGAAG
CGGTCACGCT
CAGGGCGOGT
TCGGTGCGGE
TGCAAGGCGA
GTAAARCGAC

GAARTACCGC ACAGATGCGT AAGGAGAAAA
TAAACGTTAA TATTTTGTTA AAATTCGCGT
TCATTTTTTA ACCAATAGGC CGAAATCGGC
AGAATAGACC GAGATAGGGT TGAGTGTTGT
CACTATTAAA GAACGTGGAC TCCAACGTCA
CAGGGCGATG GCCCACTACG TGAACCATCA
GTCGAGGTGC CGTAAAGCTC TAAATCGGAA
TTAGAGCTTG ACGGGGAAAG CCGGCGAACG
ARAGCGAAAG GAGCGGGCGC TAGGGCGCTG
GCGCGTAACC ACCACACCCG CCGCGCTTAR
CCATTCGCCA TTCAGGCTGC GCAACTGTTG
CCTCTTCGCT ATTACGCCAG CTGGOGAAAG
TTARGTTGGG TAACGCCAGG GTTTTCCCAG
GGCCAGTGAA TTGTAATACG ACTCACTATA

GGGCGAATTC
OGAGATCCAT
ATAACAGTAT
CTGATATGTA
GTATTACAGT
ATGATGTCAA
CGTCGTCTGC
TGAGGTCGCC
GGGACTGGTG

GAGCTCGGTA CCCGGGGATC CTCTAGAGAT CCCTCGACCT
TGTGCTGGAA AGGATCIGGA TCOGGCTTAC TAAMAGCCAG
GOGTATTTIGC GCGCTGATTT TTGCGGTATA AGAATATATA
TACCCGAAGT ATGTCAARAR GAGGTGTGCT ATGAAGCAGC
GACAGTTGAC AGCGACAGCT ATCAGTTGCT CAAGGCATAT
TATCICCGGT CTGGTAAGCA CAACCATGCA GAATGAAGCC
GTGCCGAACG CTGGAAAGCG GAAAATCAGG AAGGGATGGC
CGGTTTATTG AAATGAACGG CTCTTTTGCT GACGAGAACA
AAATGCAGTT TAAGGTTTAC ACCTATAAAA GAGAGAGCCG
TTATCGTCTG TTTGTGAATG TACAGAGTGA TATTATTGAC ACGCCCGOGC
GACGGATGGT GATCCCCCTG GCCAGTGCAC GTCTCITAAG CGATARAGTC
TCCCGTGAAC TTTACCCGGT GGTGCATATC GGGGATGAAA GCTGGCGCAT
GATGACCACC GATATGGCCA GTGTGCCGGT CTCCGTTATC GGGGAAGAAG
TGGCIGATCT CAGCCACCGC GAARATGACA TCAAAAACGC CATTAACCTS
ATGTTCTGGG GAATATAAAT GTCAGGCTCC CITATACACA GOCTTTCCAG
CACAATGGAT CTOGAGGGAT CTTCCATACC TACCAGTTCT GCGCCTGCAG
GTCECEACCE CGACTCTCTA GAGTCGAAAG CTTCTCACCC TATAGTGAGT
CGTATTACAG CTTGAGTATT CTATAGTGTC ACCTAAATAG CTTQGCGTAA
TCATGGTCAT AGCTGTTTCC TGTGIGAAAT TUTTATCCGC TCACAATTCC
ACACAACATA CGAGCCOGAA GCATAAAGTG TAAAGCCTGG GGTGCCTAAT
GAGTGAGCTA ACTCACATTA ATTGCGTTGC GCTCACTGCC CGCTTTCCAG
TCGAGAAACC TGTCGTGCCA GCTGCATTAA TGAATCGGCC AACGCACOGG
GAGAGGCGGET TTGCGTATIG GGCGCTCTTC CGCTTCOCTCG CTCACTGACT
CGCTAECECTC GATCGTTOEG CTACGGCGAG COGTATCAGC TCACTCAAAG
GCGGTAATAC GGTTATCCAC AGAATCAGGG GATAACGCAG GAAAGAACAT
GTGAGCAAAA GGCCAGCAAA AGGCCAGGAR COGTAAAAAG GCCGCGTTGC
TQGCGTITIT CGATAGGCTC CGCCCCCCTG ACGAGCATCA CAAAAATCGA
COCTCAAGTC AGAGATOGCE AAACCOGACA GUACTATAAA GATACCAGAC
GTTTCCCCCT GGAAGCTCCC TCGTGOGCTC TCCTATTCOG ACCCTGCOGC
TTACCUGATA CCTGTCOOCC TTTCTCCCTIT CUGGAAGCAT GACGCTTTCT

33



ES 2 281420 T3

A5 X4 (CONTINUACION)

CATAGCTCAC GCTGTAGGTA TCTCAGTTCG GTGTAGGTCS TTCGCTCCAA
GCTGAACTAT GTGCACGAAC CCCCCGTTCA GCCOBACCGC TGCGCCTTAT
CCGGTAACTA TCGTCTTGAG TCCAACCCOG TAAGACACGR CTTATCGCCA
CTGGCAGCAG CCACTGATAA CAGGATTAGC AGAGCGAGGT ATGTAGGCAG
TGCTACAGAG TTCTTGAAGT GGTGGCCTAA CTAQGGCTAC ACTAGAAGGA
CAGTATITGG TATCTGCGCT CTGCTGRAAGC CAGTTACCTT CGGAAAAAGA
GTTGGETAGCT CTTGATCCOGG CAAACAAACC ACCGCTOUTA GOGGTGGTTT
TTTTGTTIGC AAGCRGCAGA TTACGCGCAG AAARAAAGGA TCTCAAGAAG
ATCCTTIGAT CTTTTCTACG GGGTCTGACG CTCAGTGGAA CGAAAACTCA
CGTTAAGOGA TTTTOGTCAT GAGATTATCA AAAAGGATCT TCACCTAGAT
CCTITTARAT TAAAARTGAA GTTTTAAATC AATCTAAAGT ATATATGAGT
AAARCTTOGTC TGACAGTTAC CAATGCTTAA TCRGTGAGGC ACCTATCICA
GCGATCTGTC TATITCATTC ATCCATAGTT GCCTGACTCC COGTCGTUTA
GATAACTACG ATACGGAMIG GCTTACCATC TUGCCCCAGT GCTGCAATGA
TACCGCGAGA CCCACGCTCA COGACTOCAG ATTTATCAGC AATAAACCAG
CCAGCOGGAA GGECOGAGCE CAGAMATGAY CCTACAACTT TATCOGCCTC
CATCCAGTCT ATTAATIGTT GCCGGGAAGC TAGAGTAMIT AGTTCGCCAG
TTAATAGITT GOGCAACGTT GTTUGCATTG CTACAGGCAT CGTGGIGICA
CGCTCGTCOGT TTGATATOOC TTCATTICAGC TCOGGTTCCC ARCGATCARG
QCGAGTTACA TGATCCCCCA TGTTOTGCAN AAAMICGGTT AGCTCCTICG
GTCCTCCGAT CGTTGTCAGA AGTAAGTTOG COGCAGTGTT ATCACTCATG
GTTATGACAG CACTGCATAA TTCTCTTACT QTCATGCCAT CCGTANGATG
CTTTTCTGTG ACTOGIGAGT ACTCAACCAA GTCATTCIGA GAATACCGCG
CCCOQACAACC GAGTTOCTCT TGCCCAGOAT CAATACGGGA TAATAGTGTA
TGACATAGCA GAACTTTAAA AGTGCTCATC ATTAGAAAAC GTTCTTCRAGE
GOGAAARCTC TCAAGGATCT TACCGCIGTT GAGATCCAGT TOGATGTARC
CCACTCOUTAC ACCCAACTGA TCTTCAGCAT CTITTACTITT CACCAGCATT
TCTOGGTGAG CAAAAACAGG AAGGCAAART GCCGCAAAAA AGGGAARTAAS
GGOGACACGG AARTGTTGAA TACTCATACT CITCCTITIT CAATATTATT
GAAGCATTTA TCAGOGTTAT TGTCTCATGA GOGGATACAT ATTTGAATGT
ATTTAGAAAA ATAMACAAAT AGOUGTTCOG CUCACATTIC CCCGAAMAGT
GCCACCTGAC GICTAAGAAA CCATTATTAT CATGACATTA ACCTATAAAA
ATAGGCGTAT CACGAGGCCC TTTCOTCTCN COOGTTICN0 TGATGACOGT
GAAMACCTCT GACACATOUA GCTCCCOGAG ACGGTCACAG CTIGTCTIGTA
AGCAGATGCC QUGAGCAGAC AMGCCCGTCA GGACICSTCA GCIGATATTS
QCOAGTATCY GAGCTAGCTT AACTATGCAS CATCAGAGCA GATIGTACTS
A
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Promotor 77
Terminador 17
Adaptador BstXi

codA {no activo)
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LISTA DE SECUENCIAS
<110> DEVGEN NV

<120> CONSTRUCCIONES DE VECTOR
<130> ACB/55178/001

<140>
<141>

<160> 21
<170> PatentIn Ver. 2.0

<210> 1

<211> 160

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcién de Secuencia Artificial: Fragmento de pGN1 que contiene promotores T7 oponibles

<400> 1

ttgtaatacy actcactata gggcgaattc gagcteggta cccggggatce ctetagagte 60
gaaagcettct cgccctatag tgagtegtat tacagettga gtattctata gtgtcaccta 120
aatagettgg cgtaatcatg gtcatagetg tttectgtgt 160

<210>2

<211>49

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Secuencia de ADN que contiene un terminador T7

<400> 2
actagcataa ccccttgggg cctctaaacg ggtettgagg ggttttttg

<210>3

<211>7

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcién de Secuencia Artificial: Oligonucle6tido oGN27

<400> 3

aattcaaaaa acccctcaag acccgtttag aggccccaag gggttatget agtgaattct 60
gcagcggtac 70
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<210>4

<211> 62

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcién de Secuencia Artificial: Oligonucle6tido oGN28

<400> 4
cgctgcagaa ttcactagcea taaccecttg gggectetaa acgggtettg aggggtttit 60
tg 62
<210>5
<211> 65
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcién de Secuencia Artificial: Oligonucle6tido oGN29

<400> 5
ctagacgegt aagcttacta gcataaccec ttggggecte taaacgggtc ttgaggggtt 60
ttttg €5
<210> 6
<211> 65
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcién de Secuencia Artificial: Oligonucle6tido oGN30

<400> 6
agctcaaaaa acccctcaag accegtttag aggccccaag gggttatget agtaagetta 60
cgegt 65
<210>17
<211> 230
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Fragmento del plasmido pGN9 que contiene promotores T7 oponibles y

terminadores de la transcripcién T7
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<400> 7

ttgtaatacg actcactata gggcgaattc aaaaaacccc tcaagacceceg tttagaggec 60

ccaaggggtt atgctagtga attctgcagg gtaccegggg atectctaga cgagtaaget 120
tactagcata acccettggy gectctaaac gggtcttgag gggttttttg agettctege 180
cctatagtga gtegtattac agettgagta ttctatagtg tcacctaaat 230

<210> 8

<211> 3323

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcién de Secuencia Artificial: Plasmido pGN9

<400> 8

gagtgcacca tatgeggtgt gaaataccgce acagatgegt aaggagaaaa taccgcatca 60
ggcgaaattg taaacgttaa tattttgtta aaattcgegt taaatatttg ttaaatcage 120
tcatttttta accaataggc cgaaatcggc aaaatccctt ataaatcaaa agaatagacc 180
gagatagggt tgagtgttgt tccagtttgg aacaagagtc cactattaaa gaacgtggac 240
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<210>9

tccaacgtca
cccaaatcaa
agccecccegat
aaagcgaaag
accacacccg
gcaactgttg
ggggatgtge
gtaaaacgac
tcaagacceg
atcctctaga
gagttttttg
tcacctaaat
gctcacaatt
atgagtgagc
cctgtegtge
tgggegetct
agcggtatca
aggaaagaac
gctggegttt
tcagaggtgg
cectegtgege
ttcgggaage
cgttegetee
atccggtaac
agccactggt
gtggtggect
geccagttacce
tagceggtggt
agatcctttg
gattttggtc
aagttttaaa
aatcagtgag
ccecgtogtg
gataccgcga
aagggccgag
ttgcegggaa
tgctacagge
ccaacgatca
cggtectecg
agcactgcat
gtactcaacce
gtcaatacgg
acgttetteg
acccactcgt
agcaaaaaca
aatactcata
gagcggatac
tcccegaaaa
aaataggcegt
ctgacacatg
acaagcccgt
ggcatcagag

<211> 3774
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>

aagggcgaaa
gttttttgeg
ttagagettg
gagcgggcege
cegegettaa
ggaagggcga
tgcaaggcga
ggccagtgaa
tttagaggcc
cgegtaaget
agcttetege
agcttggcgt
ccacacaaca
taactcacat
cagctgcatt
tecgettect
gctcacteaa
atgtgagcaa
ttcgataggce
cgaaacccga
tctectgttc
gtggegettt
aagetggget
tatcgtettg
aacaggatta
aactacgget
ttcggaaaaa
tttittgtit
atcttttcta
atgagattat
tcaatctaaa
gcacctatcet
tagataacta
gacccacgct
cgcagaagtg
gctagagtaa
ategtggtgt
aggcgagtta
atcgttgtca
aattctctta
aagtcattot
gataatagtyg
gggcgazaac
gcacccaact
ggaaggcaaa
ctettecttt
atatttgaat
gtgccaccty
atcacgaggc
cagcteceqqg
cagggegegt
cagattgtac
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aaccgtcetat
gtcgaggtgce
acggggaaag
tagggcgetyg
tgecgeegeta
teggtgeggy
ttaagttygg
ttgtaatacyg
ccaaggggtt
tactagcata
cctatagtga
aatcatggte
tacgagcegy
taattgegtt
aatgaatcgg
cgetcactga
aggcggtaat
aaggccagca
tcegececee
caggactata
cgaccctgece
ctcatagete
gtatgcacga
agtccaacce
gcagagcegag
acactagaaqg
gagttggtag
gcaagceagca
cggggtctga
Caaaaaggat
gtatatatga
cagcgatetg
cgatacggga
caccggetee
gtcctgeaac
gtagttegee
cacgectegte
catgateccce
gaagtaagtt
ctgtcatgee
gagaataccg
tatgacatag
tctcaaggat
gatcttcage
atgccgcaaa
ttcaatatta
gtatttagaa
acgtctaaga
cetttegtet
agacggtcac
cageggatgt
tga

cagggcgatg
cgtaaagcete
ccggcgaacg
gcaagtgtag
cagggegegt
cctetteget
taacgceagg
actcactata
atgctagtga
accccttggg
gtegqtattac
atagctgttt
aagcataaag
gegeteactg
ccaacgegceg
ctegetgege
acggttatce
aaaggccagg
tgacgagcat
aagataccag
gcttaccegga
acgctgtagg
acecceeegtt
ggtaagacac
gtatgtagge
gacagtattt
ctcttgatee
gattacgege
cgeteagtgy
cttcacctag
gtaaacttgg
tctatttegt
gyggcttacca
agatttatca
tttatecgee
agttaatagt
gtttggtatg
catgttgtge
ggccgeagtg
atcecgtaaga
cgeecggoga
cagaacttta
cttaccgetg
atcttttact
aaagggaata
ttgaagcatt
aaataaacaa
aaccattatt
cgegegttte
agcttgtctg
tggcgggtgt

<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Plasmido pGN29

gcecactacq
taaatcggaa
tggcgagaaa
cggtcacget
ccattcgceca
attacgccag
gttttcceag
gggegaatte
attctgcagg
gectctaaac
agcttgagta
cctgtgtgaa
tgtaaagect
ccegettiee
g9gagaggceg
teggtegtte
acagaatcag
aaccgtaaaa
cacaaaaate
gcgttteece
tacctgtecg
tatctcagtt
cagceccgace
gacttatege
ggtgctacag
ggtatctgeg
ggcaaacaaa
agaaaaasag
aacgaaaact
atccttttaa
tctgacagtt
tcateccatag
tctggeccca
gcaataaacc
tccatccagt
ttgcgcaacg
gcttcattea
aaaaaagegg
ttatcactca
tgcttttctg
ccgagttget
agagtgctca
ttgagatcca
ttcaccageqg
agggcgacac
tatcagggtt
ataggggtte
atcatgacat
ggtgatgacyg
taagcggatg
cggggetgge

tgaaccatea
ccctaaaggy
ggaagggaag
gcgegtaacc
ttcaggcetge
ctggcgaaag
tecacgacgtt
aaaaaaccce
gtaccegggg
gggtcttgag
ttctatagtg
attgttatec
ggggtgccta
agtcgggaaa
gtttgegtat
ggctgeggceg
gggataacge
aggecgegtt
gacgctcaag
ctggaagcete
cetttetece
cggtgtaggt
getgegecett
cactggcagce
agttcttgaa
ctetgetgaa
ccaccgetag
gatctcaaga
cacgttaagg
attaaaaatg
accaatgett
ttgectgact
gtgctgcaat
agccagecegyg
ctattaattg
ttgttggceat
geteocgatie
ttagctecctt
tggttatggce
tgactggtga
cttgeceegge
tcattggaas
gttcgatgta
tttetgggtg
ggaaatgttg
attgtcetcat
cgegeacatt
taacctataa
gtgaazacct
ocgggageaq
ttaactatge

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
23490
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2160
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3323
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<400> 9

gagtgcacca
ggcgaaattg
tcatttttta
gagatagggt
tccaacgtcea
cccaaatcaa
agcececcgat
aaagcgaaag
accacacccyg
gcaactgttg
ggggatgtge
gtaaaacgac
tcaagacccg
atcctctaga
ataagttggt
gccgaataca
gacgacacgc
caggaacaag
gctteggtge
tecaggcagge
accagttctg
aaccecttgg
agtcgtatta
catagctgtt
gaagcataaa
tgegctcecact
gccaacgege
actcgctgeg
tacggttate
aaaaggccag
ctgacgagcea
aaagatacca
cgettacegg
cacgctgtag
aacccccegt
cggtaagaca
ggtatgtagg
ggacagtatt
gctcttgate
agattacgcg
acgctcagtg
tcttecaccta
agtaaacttg
gtctatttcy
agggcttace
cagatttatc
ctttatcege
cagttaatag
cgtttggtat
cecatgttgtg
tggccgeagt
catccgtaag
gcgeecggcy
gcagaacttt
tcttaceget
catcttttac
aaaagggaat
attgaagcat
aaaataaaca
aaaccattat

tatgcggtgt
taaacgttaa
accaataggc
tgagtgttgt
aagggcgaaa
gttttttgeg
ttagagcttg
gagcegggcgce
ccgegettaa
ggaagggcga
tgcaaggcga
ggccagtgaa
tttagaggce
gatccctega
ggacatatta
gtgatccgtg
aaactggcgg
cgggcgetge
cgagagccega
gctgetegee
cgectgcagg
ggcctctaaa
cagcttgagt
tectgtgtga
gtgtaaagce
gcecegettte
ggggagaggc
cteggtegtt
cacagaatca
gaaccgtaaa
tcacaaaaat
ggegtttece
atacctgtee
gtatctcagt
tcagcecegac
cgacttatcg
cggtgctaca
tggtatetge
cggcaaacaa
cagaaaaaaa
gaacgaaaac
gatcctttta
gtctgacagt
ttcatccata
atctggcecece
agcaataaac
ctccatccag
tttgcgcaac
ggcttcatte
caaaaaagceqg
gttatcactc
atgettttet
accgagttge
aaaagtgcte
gttgagatcc
tttcaccage
aagggcgaca
ttatcagggt
aataggggtt
tatcatgaca

ES 2 281420 T3

gaaataccgc
tattttgtta
cgaaatecgge
tecagtttgg
aaccgtctat
gtcgaggtge
acggggaaag
tagggcgetg
tgcgocgeta
tcggtgeggag
ttaagttgag
ttgtaatacg
ccaaggggtt
cctegagate
tgtttatcag
ccggceecetgg
aacggttggg
tcgacgcact
cgacgactgqg
taccgecage
tcgeggecge
cgggtcttga
attctatagt
aattgttatc
tggggtgect
cagtcgggaa
ggtttgegta
cggetgegge
ggggataacg
aaggeccgegt
cgacgcetcaa
cctggaaget
gectttctee
tcggtgtagg
cgctgegect
ccactggcag
gagttcttga
gctctgetga
accacegcetg
ggatctcaag
tcacgttaag
aattaaaaat
taccaatget
gttgcctgac
agtgctgceaa
cagccagecyg
tctattaatt
gttgttggea
agctcegatt
gttagctect
atggttatgg
gtgactggtg
tettgeceqgg
atcattggaa
agttcgatgt
gtttctgggt
cggaaatgtt
tattgtctca
ccgegeacat
ttaacctata

acagatgegt
aaattcgcegt
aaaatccctt
aacaagagtc
cagggcgatg
cgtaaagctce
ccggcegaacy
gcaagtgtag
cagggcgegt
cctetteget
taacgccagg
actcactata
atgctagtga
cattgtgetg
tgataaagtg
actgttgaac
ggtgcagcag
ggecgaagec
cgcteattte
acaatggatc
gactctctag
ggggtttttt
gtcacctaaa
cgctcacaat
aatgagtgag
acctgtegtg
ttgggegete
gagcggtate
caggaaagaa
tgctggegtt
gtcagaggtg
ccetegtgeg
cttcgggaag
tegttegete
tatccggtaa
cagccactgg
agtggtggee
agccagttac
gtageggtgy
aagatccttt
ggattttggt
gaagttttaa
taatcagtga
tceeegtegt
tgataccgeg
gaagggccga
gttgecggga
ttgctacagg
cccaacgate
tcggtectee
cagcactgca
agtactcaac
cgtcaatacg
aacgttctte
aacccactcg
gagcaaaaac
gaatactcat
tgagcggata
ttccecgaaa
aaaataggeg

aaggagaaaa
taaatatttyg
ataaatcaaa
cactattaaa
geccactacy
taaatceggaa
tggcgagaaa
cggtecacget
ccattcgcca
attacgccag
gtttteccag
gggcgaattc
attctgecagg
gegeggatte
tcaagcatga
gaggtcggcg
ccggegettt
atgctggegg
tgatcgggaa
tcgagggatc
acgcgtaage
gagctteteg
tagcttggeg
tccacacaac
ctaactcaca
ccagetgeat
ttecgettee
agctcactca
catgtgagca
tttegatagg
gcgaaacceg
ctctectgtt
cgtggegett
caagcetggge
ctatcgtett
taacaggatt
taactacgge
cttecggaaaa
tttttttgtt
gatcttttet
catgagatta
atcaatctaa
ggcacctatc
gtagataact
agacccacge
gcgcoagaagt
agctagagta
catcgtggtg
saggcgagtt
gatcgttgte
taattetett
caagtcatte
ggataatagt
ggggcgaaaa
tgcacccaac
aggaaggcaa
actcttcett
catatttgaa
agtgccacet
tatcacgagg

taccgeatca
ttaaatcagc
agaatagacc
gaacgtggac
tgaaccatca
ccctaaaggg
ggaagggaag
gegegtaace
ttcaggctge
ctggcgaaag
tcacgacgtt
aaaaaaccece
gtacccgggg
tttatcactg
caaagttgca
tagacggtct
actggcactt
agaatcatac
tcececgeaget
tteccatacct
ttactagcat
ccctatagtg
taatcatggt
atacgagecg
ttaattgegt
taatgaatcg
tcgetcactg
aaggcggtaa
aaaggccagc
ctecgeccece
acaggactat
ccgacectge
tcteataget
tgtgtgcacg
gagtccaacc
agcagagcega
tacactagaa
agagttggta
tgcaagcage
acggggtetg
tcaaaaagga
agtatatatg
tcagegatcet
acgatacggg
tcaccggete
ggtcetgcaa
agtagttege
tcacgetegt
acatgatcec
agaagtaagt
actgtcatge
tgagaatacc
gtatgacata
ctctcaagga
tgatctteag
aatgcegeaa
tttcaatatt
tgtatttaga
gacgtctaag
ceetttegte

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
120
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
3360
3420
3480
3540
3600
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<210> 10

ES 2 281420 T3

tegegegttt cggtgatgac ggtgaaaacc tctgacacat gcagetcecg gagacggtca 3660
cagcttgtct gtaagcggat gecgggagea gacaageccceg tcagggegeg tcageogggtg 3720
ttggcgggtyg teggggctgg cttaactatyg oggcatcaga geagattgta ctga

<211> 5148
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Descripcién de Secuencia Artificial: Pldsmido pGN39

<400> 10

taatacgact
aggggttatg
tcgagatcea
aaaatgatat
actgtaaaac
actttatget
aggagctaag
ccaatggcat
ccagaccgtt
gttttateeg
tatggcaatg
tttccatgag
gcagtttcta
ccctaaaggg
cagttttgat
caaatattat
cgtctgtgat
gtggcaggge
gtatttgcge
gtcaaaaaga
cagttgctca
atgaagcecqg
aggtcgeceg
atgcagttta
cagagtgata
ctgctgtcag
tggegeatga
gctgatctca
atataaatgt
atgttgtgtt
gatatttata
agcacaatgg
cgcgactcta
aggggttttt
tgtcacctaa
ccgetcacaa
taatgagtga
aacctgtegt
attgggeget
cgagcggtat
gcaggaaaga
ttgctggegt
agtcagaggt
tecctegtge
ccttcgggaa
gtegtteget
ttatceggta
gcagccactg

cactataggg
ctagtgaatt
ttgtgctgga
aaatatcaat
acaacatatc
tceggetegt
gaagctaaaa
cgtaaagaac
cagctggata
gcctttatte
aaagacggtg
caaactgaaa
cacatatatt
tttattgaga
ttaaacgtgg
acgcaaggcg
ggcttccatg
ggggcgtaaa
gctgatttet
ggtgtgcetat
aggcatatat
tcgtetgegt
gtttattgaa
aggtttacac
ttattgacac
ataaagtcte
tgaccaccga
gccaccgega
caggetecct
ttacagtatt
tcattttacg
atctcgaggg
gacgcegtaag
tgagcttete
atagcttgge
ttccacacaa
gctaactcac
gccagectgea
cttccgette
cagctcactc
acatgtgagc
ttttcgatag
ggcgaaaccc
gctcteectgt
gegtggeget
ccaagcetggg
actatcgtcet
gtaacaggat

cgaattcaaa
ctgcageggt
aagatcacaa
atattaaatt
cagtcactat
ataatgtgtg
tggagaaaaa
attttgagge
ttacggecett
acattcttgce
agctgygtgat
cgtttteate
cgcaagatgt
atatgttttt
ccaatatgga
acaaggtgcet
tecggcagaat
gatctggatc
gcggtataag
gaagcagcgt
gatgtcaata
gccgaacgcet
atgaacggct
ctataaaaga
gecegggega
cegtgaactt
tatggecagt
aaatgacatc
tatacacagc
atgtagtctg
tttctegtte
atcttccata
cttactagcea
gcectatagt
gtaatcatgg
catacgagce
attaattgeg
ttaatgaatc
ctcgetcact
aaaggcggta
aaaaggccag
gctecegeece
gacaggacta
tecgaccctg
ttctcatage
ctgtgtgcac
tgagtccaac
tagecagageg

aaacccctca
acccggggat
gtttgtacaa
agattttgca
ggcggeegea
gattttgagt
aatcactgga
atttcagtea
tttaaagacc
ccgectgatg
atgggatagt
gctetggagt
ggcgtgttac
cgtctcagee
caacttcttce
gatgecgetg
gcttaatgaa
cggcttacta
aatatatact
attacagtga
tctecggtcet
ggaaagcgga
cttttgctga
gagagcegtt
cggatggtga
tacceggtygy
gtagceggtet
aaasaacgcca
cagtctgeag
ttttttatge
agctttcttyg
cctaccagtt
taacccettg
gagtcgtatt
tcatagetgt
ggaagcataa
ttgegetcac
ggccaacgeqy
gactegetge
atacggttat
caaaaggcca
cctgacgagce
taaagatacc
cegettaceg
teacgetgta
gaaccccceg
ccggtaagac
aggtatgtag

agacccgttt
cctctagaga
aaaagctgaa
taaaaaacag
ttaggcacce
taggatccgg
tataccaccy
gttgctcaat
gtaaagaaaa
aatgctcatc
gttcacectt
gaataccacg
ggtgaaaacc
aatcectggg
gcececeegttt
gcgattcagg
ttacaacagt
aaagccagat
gatatgtata
cagttgacag
ggtaagcaca
aaatcaggaa
cgagaacagg
atcgtetgtt
tcecectgge
tgcatatcegg
ccgttateqg
ttaacctgat
gtcgaccata
aaaatctaat
tacaaagtgg
ctgcgectge
gggcectctaa
acagcttgag
ttectgtgtg
agtgtaaagce
tgcecegettt
cggggagagg
gcteggtegt
ccacagaatc
ggaaccgtaa
atcacaaaaa
aggegtttee
gatacctgtc
ggtatctcag
ttcagecega
acgacttate
goggtgctac

agaggccccea
teoecctegace
cgagaaacgt
actacataat
caggctttac
cgagatttte
ttgatatatc
gtacctataa
ataagcacaa
cggaattecy
gttacacegt
acgatttccg
tggecctattt
tgagtttcac
tcaccatggg
ttcatcatge
actgcgatga
aacagtatgc
cccgaagtat
cgacagctat
accatgcaga
gggatggctg
gactggtgaa
tgtggatgta

cagtgcacgt-

ggatgaaagce
ggaagaagtg
gttctgggga

gtgactggat
ttaatatatt

tgatctttce
aggtegegge
acgggtcettg
tattctatag
aaattgttat
ctggggtgee
ccagtcggga
cggtttgogt
teggetgegg
aggggataac
aaaggcegeg
tegacgetca
ccectggaage
cgaectttete
ttcggtgtag
cegetgegece
geccactggea
agagttcttg

3774

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
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<210> 11

aagtggtgge
aagccagtta
ggtagcggtyg
gaagatcett
gggattttgg
tgaagtttta
ttaatcagtg
ctececegteg
atgataccge
ggaagggccg
tgttgccggg
attgctacag
tcccaacgat
tteggtecte
gcagcactgc
gagtactcaa
gegtcaatac
aaacgttcett
taacccactc
tgagcaaaaa
tgaatactca
atgagcggat
tttcceegaa
aaaaataggce
ctctgacaca
agacaagcce
gcggcatcag
tgcgtaagga
cgcegttaaat
cccttataaa
gagtccacta
cgatggecca
agctctaaat
gaacgtggeg
tgtageggte
cgegtecatt
tcgcetattac
ccagggtttt

<211> 3715
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>

ctaactacgg
cctteggaaa
gttttttigt
tgatctttte
tcatgagatt
aatcaatcta
aggcacctat
tgtagataac
gagacccacg
agcgcagaag
aagctagagt
gcatcgtggt
caaggcgagt
cgatcgttgt
ataattctct
ccaagtcatt
gggataatag
cggggcgaaa
gtgcacccaa
caggaaggca
tactetteet
acatatttga
aagtgccacce
gtatcacgag
tgcagetcece
gtcagggege
agcagattgt
gaaaataceg
atttgttaaa
tcaaaagaat
ttaaagaacg
ctacgtgaac
cggaacccta
agaaaggaag
acgetgegeg
cgccatteag
gccagetgge
cccagtcacg

ES 2 281420 T3

ctacactaga
aagagttggt
ttgcaagcag
tacggagtet
atcaaaaagqg
aagtatatat
ctcagegatc
tacgatacgg
ctcaccgget
tggtectgea
aaqgtagttcg
gtcacgcteg
tacatgatce
cagaagtaag
tactgtcatg
ctgagaatac
tgtatgacat
actctcaagg
ctgatcttca
aaatgccgcea
ttttcaatat
atgtatttag
tgacgtctaa
gcecctttegt
ggagacggtc
gtcagcgggt
actgagagtg
cateaggega
tcagctcatt
agaccgagat
tggactccaa
catcacccaa
aagggagcce
ggaagaaagc
taaccaccac
gctgegeaac
gaaaggggga
acgttgtaaa

aggacagtat
agctcettgat
cagattacge
gacgctcagt
atcttecacct
gagtaaactt
tgtctatttc
gagggcttac
ccagatttat
actttatceg
ccagttaata
tegtttggta
cceatgttgt
ttggccgecag
ccatcegtaa
cgegeecegge
agcagaactt
atcttaccge
gcatctttta
aaaaagggaa
tattgaagca
aaaaataaac
gaaaccatta
ctogegegtt
acagcettgtc
gttggegggt
caccatatgce
aattgtaaac
ttttaaccaa
agggttgagt
cgtcaaaggyg
atcaagtttt
ccgatttaga
gaaaggagcg
acccgecgey
tgttgggaag
tgtgctgcaa
acgacggcea

<223> Descripcién de Secuencia Artificial: Plasmido TopoRNAi

<400> 11

gagtgcacca
ggcgaaattg
tcatttttta
gagatagggt
tccaacgtca
cccaaatcaa
agcccecgat
aaagcgaaag
accacacccg
gcaactgttg
ggggatgtge
gtaaaacgac

tatgcggtgt
taaacgttaa
accaatagge
tgagtgttgt
aagggcgaaa
gttttttgeg
ttagagcttg
gagegggege
ccgegettaa
ggaagggcga
tgcaaggega
ggccagtgaa

gaaataccgc
tattttgtta
cgaaatcgge
tccagtttgg
aaccgtctat
gtcgaggtge
acggggaaag
tagggegetg
tgcgeegeta
teggtgegag
ttaagttgyg
ttgtaatacg

acagatgcegt
aaattcgegt
aaaatccctt
aacaagagte
cagggcgatg
cgtaaagcte
ccggcegaacg
gcaagtgtag
cagggegegt
cctctteget
taacgccagg
actcactata

ttggtatctg
ccggcaaaca
gcagaaaaaa
ggaacgaaaa
agatcctttt
ggtctgacag
gttcatccat
catctggeec
cagcaataaa
cctccatcca
gtttgcgcaa
tggcttcatt
gcaaaaaagce
tgttatcact
gatgetttte
gaccgagttg
taaaagtget
tgttgagate
ctttcaccag
taagggcgac
tttatcaggg
aaataggggt
ttatcatgac
tcggtgatga
tgtaagegga
gteggggetg
ggtgtgaaat
gttaatattt
taggeccgaaa
gttgttccag
cgaaaaaccqg
ttgeggtcga
gcttgacggg
ggcgctaggg
cttaatgege
ggegateggt
ggcgattaag
gtgaattg

aaggagaaaa
taaatatttg
ataaatcaaa
cactattaaa
gcccactacg
taaatcggaa
tggcgagaaa
cggtcacget
ccattegeea
attacgccaqg
gtttteccag
gggcgaattce

cgctctgetyg
aaccaccget
aggatctcaa
ctcacgttaa
asattaaamaa
ttaccaatgc
agttgcctga
cagtgctgca
ccagccagece
gtctattaat
cgttgttgge
cagctceggt
ggttagctec
catggttatg
tgtgactggt
ctettgeceg
catcattgga
cagttegatg
cgtttctggg
acggaaatgt
ttattgtcte
tcecgegeaca
attaacctat
cggtgaaaac
tgccgggage
gettaactat
accgcacaga
tgttaaaatt
tcggcaaaat
tttggaacaa
tctatcaggg
ggtgcegtaa
gaaagecgge
cgetggcaag
cgctacaggg
gcgggectet
ttgggtaacg

taccgeatca
ttaaatcagc
agaatagacc
gaacgtggac
tgaaccatca
cecctaaaggg
ggaagggaag
gegegtaacce
tteaggetge
ctggcgaaag
tcacgacgtt
aaaaaaccce

2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
$100
5148

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720



20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

tcaagacccg
atcctctaga
tgggcagecg
cggtctgacyg
gcacttcagg
tcatacgett
gcagccatge
taccagttct
taaccccttyg
gagtcgtatt
tcatagetgt
ggaagcataa
ttgegetcac
ggccaacgeg
gactegetge
atacggttat
caaaaggcca
cctgacgagce
taaagatacce
ccgettacceg
tcacgcetgta
gaacceccccg
ccggtaagac
aggtatgtag
aggacagtat
agctcttgat
cagattacgce
gacgctcagt
atcttcacct
gagtasactt
tgtctattte
gagggettac
ccagatttat
actttatccg
ccagttaata
tcgtttggta
cccatgttgt
ttggecgeag
ccatcegtaa
cgegeecgge
agcagaactt
atcttaccge
gcatectttta
aaaaagggaa
tattgaagca
aaaaataaac
gaaaccatta
ctegegegtt
acagcttgtce

tttagaggcce
gatccctega
aatacagtga
acacgcaaac
aacaageggg
cggtgcecgag
tagecttagt
gecgectgeag
gggcectctaa
acagcettgag
ttcctgtgtg
agtgtaaage
tgccegettt
cggggagagg
gcteggtegt
ccacagaatc
ggaaccgtaa
atcacaaaaa
aggegtttce
gatacctgte
ggtatctcag
ttcageccga
acgacttatc
gcagtgctac
ttggtatcetg
ccggeaaaca
gcagaaaaaa
ggaacgaaaa
agatcctttt
ggtctgacag
gttcatccat
catctggeee
cagcaataaa
cctceatceca
gtttgcgeaa
tggettcatt
gcaaaaaagc
tgttatcact
gatgetttte
gacegagttg
taaaagtgct
tgttgagatc
ctttecaccag
taagggcgac
tttatcaggg
saataggggt
ttatcatgac
tcggtgatga

ES 2 281420 T3

ccaaggggtt
cctecgagate
tecegtgeegg
tggeggaacyg
cgetgetega
agecgacgac
agaattccac
gtegeggeeg
acgggtcttyg
tattctatag
aaattgttat
ctggggtgcc
ccagtcggga
cggtttgegt
tcggetgegg
aggggataac
aaaggcegeg
tcgacgetea
ccctggaage
cgeetttete
tteggtgtag
cecgetgegee
gccactggea
agagttcttg
cgetctgetg
aaccaccgcet
aggatctcaa
cteacgttaa
aaattaaaaa
ttaccaatge
agttgcetga
cagtgctgea
ccagecagec
gtctattaat
cgttgttgge
cagctceggt
ggttagctce
catggttatg
tgtgactggt
ctettgecceg
catcattgga
cagttcgatg
cgtttetgqy
acggaaatgt
ttattgtcete
tcegegeaca
attaacctat
cggtgaaaac

atgctagtga
cattgtggtg
cectggactg
gttgggggty
cgcactggee
gactggeget
cacaatggat
cgactctcta
aggggttttt
tgtcacctaa
ccgeteacaa
taatgagtga
aacctgtegt
attgggegcet
cgagcggtat
gcaggaaaga
ttgctggegt
agtcagaggt
tecetegtge
ccttegggaa
gtcgtteget
ttatccggta
gcagccactg
aagtggtqge
aagccagtta
ggtageggtg
gaagatcett
gggattttgg
tgaagtttta
ttaatcagtg
cteccogtey
atgataccge
ggaagggceg
tgttgceggg
attgctacag
tcecaacgat
tteggtecte
geageactge
gagtactcaa
gegtcaatac
aaacgttett
taacccacte
tgagcaaaaa
tgaatactca
atgagcggat
tttececcgaa
saaaataggce
ctctgacaca

tgtaagegga tgccgggege agacaagecc
gttggcaggat gtcggggetq gettaactat geggcatcag agcagattgt actga

<210> 12

<211> 4107

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Descripcién de Secuencia Artificial: Plasmido pGN49A

attctgeagg
gaattctacc
ttgaacgagg
cagcagecgyg
gaagccatge
catttctgat
ctcgagggat
gacgcgtaag
tgagettete
atagcttgge
ttecacacaa
gctaactcac
gccagetgea
ctteegette
cagctcactc
acatgtgage
ttttcgatag
ggcgaaacce
getctoctgt
gcgtggeget
ccaagetggg
actategtet
gtaacaggat
ctaactacgg
ccticggaaa
gtttttttgt
tgatctttte
tcatgagatt
aatcaatcta
aggcacctat
tgtagataac
gagacgccacy
agcgecagaag
aagctagagt
gcatcgtggt
caaggcgagt
cgatcgttigt
ataattctct
ccaagtcatt
gggataatag
cggggcgaaa
gtgcacccaa
caggaaggca
tactettect
acatatttga
sagtgccacc
gtatcacgag
tgcagetece
gtcagggege

gtaccegggg
aaggctagea
tcggegtaga
egctttactg
tggcggagaa
cgggaatecec
cttecatace
cttactagceca
gecoctatagt
gtaatcatgyg
catacgagce
attaattgcg
ttaatgaate
ctegeteact
aaaggceggta
aaaaggccag
gctcegecee
gacaggacta
tecegacectg
ttctcatage
ctgtgtgcac
tgagtccaac
tagcagageg
ctacactaga
aagagttggt
ttgcaagcag
tacggggtct
atcaaaaagg
aagtatatat
ctecagcgatc
tacgatacgg
ctcaccgget
tggtectgea
aagtagttcg
gtcacgetcg
tacatgatcce
cagaagtaag
tactgtcatg
ctgagaatac
tgtatgacat
actctcaagg
ctgatcttca
aaatgccgea
trttcaatat
atgtatttag
tgacgtctaa
gecetttegt
ggagacggte
gtcagegggt

180

840

900

960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
i800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3118
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<400> 12

tgtaatacga
caaggggtta
cctegagate
tatgcgtatt
agtatgtcaa
gctatcagtt
gcagaatgaa
ggctgaggte
gtgaaatgca
atgtacagag
cacgtctett
aaagctggeg
aagtggetga
ggggaatata
gatcttccat
gcttactage
cgcecctatag
cgtaatcatg
acatacgagce
cattaattgc
attaatgaat
cctegctceac
caaaggceggt
cagaaggcca
ggctcegeec
cgacaggact
ttecgacect
tttctcatag
gectgtgtgea
ttgagtccaa
ttagcagage
gctacactag
aaagagttgg
tttgcaagca
ctacggggtc
tatcaaaaag
aaagtatata
tctecagegat
ctacgatacg
geteaccegge
gtggtcctge
taagtagtte
tgtcacgete
ttacatgatc
tcagaagtaa
ttactgtcat
tctgagaata
gtgtatgaca
aactctcaag
actgatctte
aaaatgccge
tttttcaata
aatgtattta
ctgacgtceta
ggecectttcg
cggagacggt
cgtcageggy
tactgagagt
gcatcaggcg
atcagctcat
tagaccgaga
gtggactcca

ctcactatag
tgctagtgaa
cattgtgctg
tgcgegetga
aaagaggtgt
gctcaaggca
geccegtegte
geceggttta
gtttaaggtt
tgatattatt
aagcgataaa
catgatgacc
tctcageeac
aatgtcaggce
acctaceagt
ataacccectt
tgagtcgtat
gtcatagctg
cggaagcata
gttgcgetea
cggccaacge
tgactcgetg
aatacggtta
gcaaaaggce
ccctgacgag
ataaagatac
gcecgettace
ctcacgetgt
cgaacccece
cceggtaaga
gaggtatgta
aaggacagta
tagctcttga
gcagattacg
tgacgctcag
gatcttcace
tgagtaaact
ctgtctattt
ggagggctta
tccagattta
sactttatcc
gcoagttaat
gtcgtttggt
ccecatgttg
gttggccgea
gccatcegta
cecgegeeegyg
tagcagaact
gatcttaccg
agcatctttt
aaaaaaggga
ttattgaagc
gaaaaataaa
agaaaccatt
tctegegegt
cacagcttgt
tgttggeggg
gcaccatatg
aaattgtaaa
tttttaacca
tagggttgag
acgtcaaagg

ES 2 281420 T3

ggcgaattca
ttctgcageg
gaaaggatct
tttttgeggt
gctatgaage
tatatgatgt
tgegtgecga
ttgaaatgaa
tacacctata
gacacgceced
gtctcecegtg
accgatatgg
cgcgaaaaty
teccttatac
tctgegectyg
ggggcctcta
tacagcttga
tttectgtgt
aagtgtaaag
ctgceegett
gcggggagag
cgcteggtcg
tccacagaat
aggaaccgta
catcacaaaa
caggcgttte
ggatacctgt
aggtatctca
gttcagcecg
cacgacttat
ggeggtgeta
tttggtatct
tecggcaaac
cgcagaaaaa
tggaacgaaa
tagatccttt
tggtctgaca
cgttcatcca
ccatctggec
tcagcaataa
gectecatec
agtttgegea
atggcttcat
tgcaarsaaag
gtgttatcac
agatgetttt
cgacegagtt
ttaaaagtge
ctgttgagat
actttcacca
ataagggcga
atttatcagg
caaatagggyg
attatcatga
tteggtgatg
ctgtaagegg
tgtcggggct
cggtgtgaaa
cgttaatatt
ataggccgaa
tgttgttcoe
gcgaaaaacc

aaaaacccct
gtaccegggg
ggatccgget
ataagaatat
agcgtattac
caatatctcc
acgctggaaa
cggetetttt
aaagagagag
ggcgacggat
aactttaccec
ccagtgtgec
acatcaaaaa
acagccttte
caggtcgegg
aacgggtett
gtattctata
gaaattgtta
cctggggtge
tceagtcggg
gcggtttgcy
ttcggetgeg
caggggataa
aaaaggecge
atcgacgcte
ceectggaag
ccgecttteot
gtteggtgta
acegcetgege
cgccactgge
cagagttctt
gcgcetetget
aaaccaccgc
aaggatctca
actcacgtta
taaattaaaa
gttaccaatg
tagttgectg
ccagtgetge
accagccage
agtctattaa
acgttgttgg
tecagetecgg
cggttagete
tcatggttat
ctgtgactgy
getettgeee
tcatcattgg
ccagttcgat
gegtttetgg
cacggaaatqg
gttattgtct
ttecgegeac
cattaaccta
acggtgaaaa
atgccgggag
ggcttaacta
taccgcacag
ttgttaaaat
atcggcaaaa
gtttggaaca
gtctatcagg

caagacecegt ttagaggcce 60

atcctctaga
tactaaaagc
atactgatat
agtgacagtt
ggtctggtaa
gcggaaaatc
gctgacgaga
ccgttategt
ggtgatcece
ggtggtgcat
ggtcteegtt
cgccattaac
cagcacaatg
cegegactet
gaggggtttt
gtgtcaccta
tccgetcaca
ctaatgagtg
aaacctgteg
tattgggege
gcgageggta
cgcaggaaag
gttgctggeg
aagtcagagg
ctcectegtg
ccetteggga
ggtcgttege
cttatccggt
agcagccact
gaagtggtgg
gaagceagtt
tggtagcggt
agaagatcct
agggattttg
atgaagtttt
cttaatcagt
actcccegte
aatgataccg
cggaagggcc
ttgttgeegg
cattgctaca
tteccaacga
ctteggtect
ggcageactg
tgagtactca
ggegtcaata
aasacgttet
gtaacccact
gtgagcaaaa
ttgaatacte
catgagegga
attteccccga
taaaaatagg
cctctgacac
cagacaagcc
tgeggeatca
atgcgtaagg
tcgegttaaa
tcccttataa
agagtccact
gegatggece

gatccctcga
cagataacag
gtatacccga
gacagcgaca
gcacaaceat
aggaagggat
acagggactg
ctgtttgtgg
ctggccagtg
atcggggatyg
atcggggaag
ctgatgttet
gatctcgagg
agacgcgtaa
ttgagettet
aatagcttgg
attccacaca
agctaactca
tgccagetge
tettecgett
tcagcteact
aacatgtgag
tttttcgata
tggcgaaacc
cgctectecty
agcegtggege
tccaagetgg
aactatcgtc
ggtaacagga
cctaactacg
accttcggaa
ggtttttttg
ttgatetttt
gtcatgagat
aaatcaatct
gaggcaccta
gtgtagataa
cgagacccac
gagcgeagaa
gaagctagag
ggcategtgg
tcaaggcgag
ccgategttyg
cataattete
accaagtcat
cgggataata
teggggegaa
cgtgcaccca
acaggaaggc
atactcttec
tacatatttg
asagtgccac
cgtatcacga
atgcagctee
cgtcagggcg
gagcagattyg
agaaaatacc
tatttgttaa
atcaaaagaa
attaaagaac
actacgtgaa

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
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
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<210> 13

ccatcacceca
aaagggagce
gggaagaaag
gtaaccacca
ggctgcgcaa
cgaaaggggg
gacgttgtaa

<211> 4001
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>

aatcaagttt
cccgatttag
cgaaaggagc
cacccgecge
ctgttgggaa
atgtgctgca
aacgacggce

ES 2 281420 T3

tttgeggteg
agcttgacgg
gggcgetagg
gcttaatgeg

aggtgeegta
ggaaagccgg
gcgctggeaa
ccgctacagg

gggcgatcgg tgecgggecte

aggegattaa
agtgaat

gttgggtaac

<223> Descripcién de Secuencia Artificial: Plasmido pGNS9A

<400> 13

gagtgcacca
ggcgaasattg
tcatttttta
gagatagggt
tccaacgtea
cccaaatcaa
agcccccgat
aaagcgaaag
accacaccceg
gcaactgttg
ggggatgtgc
gtaaaacgac
cccggggatce
tceeggettac
agaatatata
gtattacagt
tatctceggt
ctggaaagcg
ctettttget
gagagagceceg
gacggatggt
tttacccggt
gtgtgccggt
tcaaaaacge
gectttecag
gtecgeggecg
cttgagtatt
tgtgtgaaat
taaagectgg
cgctttecag
gagaggcggt
ggtegttegg
agaatcaggg
ccgtaaaaag
caaaaatcga
gtttccocect
cetgtecgee
tctcagtteg
gcccgaccge
cttatcgecca
tgctacagag
tatctgcget
caaacaaacc
aaaaaaagga

tatgeggtgt
taaacgttaa
accaataggce
tgagtgttgt
aagggcgaaa
gttttttgceg
ttagagettg
gagegggcegce
ccgegettaa
ggaagggcga
tgcaaggcga
ggccagtgaa
ctctagagat
taaaagccag
ctgatatgta
gacagttgac
ctggtaagca
gaaaatcagg
gacgagaaca
ttategtetg
gatceccectg
ggtgcatatc
ctcegttate
cattaacctg
cacaatggat
cgactctceta
ctatagtgtc
tgttatcege
ggtgcctaat
tcgggaaacc
ttgegtattg
ctgecggcgag
gataacgcag
gecegegttge
cgctcaagte
ggaagctcce
tttctecett
gtgtaggtcg
tgcgecttat
ctggcagcag
ttettgaagt
ctgctgaagc
accgctggta
tctcaagaag

gaaataccgce
tattttgtta
cgaaatcggce
tccagtttgg
aaccgtctat
gtcgaggtge
acggggaaag
tagggegetg
tgcgeegeta
tcggtgeggg
ttaagttqggg
ttgtaatacg
ccctegacct
ataacagtat
tacccgaagt
agcgacagcet
caaccatgca
aagggatggce
gggactggtg
tttgtggatyg
gcecagtgceac
ggggatgaaa
ggggaagaag
atgttctggg
ctcgagggat
gagtcgaaag
acctaaatag
tcacaattcce
gagtgagcta
tgtegtgeca
ggcgctette
cggtatcage
gaaagaacat
tggegttttt
agaggtggcg
tcgtgegete
cgggaagegt
ttcgectccaa
ccggtaacta
ccactggtaa
ggtggectaa
cagttacctt
geggtggttt
atcctttgat

acagatgcegt
aaattcgegt
amaatccctt
aacaagagtc
cagggcgatg
cgtaaagcte
ccggcgaacg
gcaagtgtag
cagggcgegt
cctcttceget
taacgccagg
actcactata
cgagatccat
gcgtatttge
atgtcaaaaa
atcagttget
gaatgaagcc
tgaggtcgee
aaatgeagtt
tacagagtga
gtctcttaag
gctggegeat
tggctgatct
gaatataaat
ctteccatace
cttctegeee
cttggcgtaa
acacaacata
actcacatta
gctgeattaa
cgcttecteg
tcactcaaag
gtgagcaaaa
cgataggcte
aaacccgaca
tectgtteeg
ggcgetttct
gctgggetgt
tegtcttgag
caggattage
ctacggetac
cggaaaaaga
ttttgtttge
cttttetacg

10

aagctctaaa
cgaacgtggce
gtgtageggt
gcgegtcceat
ttcgetatta
gccagggttt

aaggagaaaa
taaatatttg
ataaatcaaa
cactattaaa
gceccactacg
taaatcggaa
tggcgagaaa
cggtcacget
ccattcgeca
attacgccag
gtttteccag
gggcgaatte
tgtgctggaa
gcgetgattt
gaggtgtgct
caaggcatat
cqgtegtctac
cggtttattg
taaggtttac
tattattgac
cgataaagtc
gatgaccacc
cagccacege
gtecaggetee
taccagttet
tatagtgagt
tcatggtcat
cgagecggaa
attgcgttge
tgaatcggcec
ctcactgact
gcggtaatac
ggccagcaaa
cgececectg
ggactataaa
acectgeege
catagctcac
gtgcacgaac
tccaaccegyg
agagcgaggt
actagaagga
gttggtaget
aagcagcaga
gggtctgacg

teggaaccect
gagaaaggaa
cacgctgcege
tcgeeattea
cgecagetgg
tceccagteac

taccgcatca
ttaaatcage
agaatagacc
gaacgtggac
tgaaccatca
ccctaaaggg
ggaagggaag
gecgegtaace
ttecaggetge
ctggcgaaag
tcacgacgtt
gagctcggta
aggatctgga
ttgeggtata
atgaagceagc
atgatgtcaa
gtgcegaacy
aaatgaacgg
acctataaaa
acgceeggge
tceegtgaac
gatatggcea
gaaaatgaca
cttatacaca
gcgectgeag
cgtattacag
agctgtttce
gcataaagtg
gctcactgee
aacgcgcggyg
egctgegete
ggttatccac
aggccaggaa
acgagcatca
gataccagge
ttaccggata
gctgtaggta
ccececgttca
taagacacga
atgtaggegg
cagtatttgg
cttgatcegg
ttacgegeag
ctcagtggaa

3780
38490
3900
3960
4020
4080
4107

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
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cgaaaactca
ccttttaaat
tgacagttac
atccatagtt
tggccecagt
aataaaccaq
catccagtct
gcgcaacgtt
ttcattcage
aaaagcggtt
atcactcatg
cttttetgtg
gagttgctct
agtgctcatce
gagatccagt
caccagegtt
ggcgacacgg
tcagggttat
aggggttceg
catgacatta
tgatgacggt
agcggatgec
gggctggett

cgttaaggga
taaaaatgaa
caatgcttaa
gectgactcee
gctgcaatga
ccagccggaa
attaattgtt
gttggcattyg
tceggttece
agetceetteg
gttatggcag
actggtgagt
tgcecggegt
attggaaaac
tegatgtaac
tctgggtgag
aaatgttgaa
tgtctcatga
cgcacattte
acctataaaa
gaaaacctct
gggagcagac
aactatgcgg

ES 2 281420 T3

ttttggtcat
gttttaaatc
tcagtgaggc
ccgtegtgta
taccgegaga
gggcecgageg
geegggaage
ctacaggcat
aacgatcaag
gtectecgat
cactgcataa
actcaaccaa
caatacggga
gttctteggg
ccactegtge
caaaaacagyg
tactcatact
gcggatacat
cccgaaaagt
ataggcgtat
gacacatgca
aagcccgtca
catcagagca

gagattatca
aatctaaagt
acctatctca
gataactacg
cccacgetea
cagaagtggt
tagagtaagt
cgtggtgtea
gcgagttaga
cgttgtcaga
ttetettact
gtcattctga
taatagtgta
gcgaaaactce
acccaactga
aaggcaaaat
ctteettttt
atttgaatgt
gccacctgac
cacgaggccee
gctceecggag
gggcgcgtca
gattgtactg

<210> 14

<211> 36

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcién de Secuencia Artificial: Oligonucleétido oGN103

<400> 14
taccaaggct agcatggttt atcactgata agttgg

<210> 15

<211> 34

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcién de Secuencia Artificial: Oligonucle6tido oGN104

<400> 15
taccaaggct agcatgggce tgectgaagg ctgc

<210> 16

<211> 40

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcién de Secuencia Artificial: Oligonucleétido oGN126

11

aaaaggatct
atatatgagt
gcgatctgte
atacgggagg
ccggcetccag
cctgcaactt
agttcgecag
cgetegtegt
tgatccecca
agtaagttgg
gtcatgccat
gaataccgeg
tgacatagca
tcaaggatct
tcttcageat
gccgcaaaaa
caatattatt
atttagaaaa
gtctaagaaa
tttegteteg
acggtcacag
gegggtgttg
a

tcacctagat
aaacttggte
tatttegttc
gcttaccatc
atttatcage
tateegecte
ttaatagttt
ttggtatgge
tgttgtgcaa
cegeagtgtt
ccgtaagatyqg
cecggegace
gaactttaaa
taccgetgtt
cttttacttt
agggaataag
gaagcattta
ataaacaaat
ccattattat
cgcgtttegyg
cttgtetgta
gcgggtgteg

2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4001

36

34
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ES 2 281420 T3

<400> 16
gatctggatc cggettacta aaagccagat aacagtatge

<210> 17

<211> 46

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcién de Secuencia Artificial: Oligonucleétido oGN127

<400> 17
ggagacttta tcgcttaaga gacgtgcact ggccaggggg atcace

<210> 18

<211> 51

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcién de Secuencia Artificial: Oligonucle6tido oGN128

<400> 18
ccagtgceacg tctcttaage gataaagtct cccgtgaact ttacceggtg g

<210> 19

<211> 37

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcién de Secuencia Artificial: Oligonucleétido oGN129

<400> 19
gctgtgtata agggagcctg acatttatat tccccag

<210> 20

<211> 375

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

40

46

51

37

<223> Descripcién de Secuencia Artificial: Fragmento de PCR generado por los cebadores oGN103 y oGN104 en

pCDMS8

12
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<400> 20

<210> 21

<211> 670

taccaaggct
tatcagtgat
ccctggactg
gttgggggty
cgcactggcc
gactggcgcet
gtaccagcac

<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>

agcatggttt
aaagtgtcaa
ttgaacgagg
cagcagccegg
gaagccatgce
catttctgat
aatgg

ES 2 281420 T3

atcactgata agttggataa
gcatgacaaa gttgcagccyg
tcggcgtaga cggtctgacg
cgctttactg gcacttcagg
tggcggagaa tcatacgett
cgggaatcce geagettcag

<223> Descripcién de Secuencia Artificial: Fragmento de PCR

<400> 21

gatctggatc
gcggtataag
gaagcagcgt
gatgtcaata
gcegaacget
atgaacggcet
ctataaaaga
gceegggega
cegtgaactt
tatggccagt
aaatgacatc
tatacacagc

cggcttacta
aatatatact
attacagtga
tcteeggtet
ggaaagcgga
cttttgctga
gagagcegtt
cggatggtga
taccceggtgg
gtgccggtet
aaaaacgeca

aaagccagat
gatatgtata
cagttgacag
ggtaagcaca
aaatcaggaa
cgagaacagg
atcgtetgtt

aacagtatgce
ccecgaagtat
cgacagctat
accatgeaga
gggatggctg
gactggtgaa
tgtggatgta

teccectgge cagtgcacgt
tgcatatcgg ggatgaaagc
ccgttategg ggaagaagtg
ttaacctgat gttctgggga
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gttggtggac atattatgtt
aatacagtga tccgtgecegg
acacgcaaac tggcggaacg
aacaageggg cgctgctcga
cggtgccgag agecgacgac
gecaggeccat getagecttg

gtatttgege getgattttt
gtcaaaaaga ggtgtgctat
cagttgetca aggcatatat
atgaagccceg tegtetgegt
aggtegeecg gtttattgaa
atgcagttta aggtttacac
cagagtgata ttattgacac
ctettaageg ataaagtctc
tggcgecatga tgaccaccga
gctgatctca gccaccgega
atataaatgt caggctcoct

60

120
180
240
300
360
375

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
670
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