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MÉTODO E VETOR CAPAZ DE MANIPULAR O ENVELHECIMENTO OU 

INTENSIFICAR A BIOMASSA NUMA PLANTA; E CÉLULA DE PLANTA 

TRANSGÊNICA, PLANTA, SEMENTE DE PLANTA OU OUTRA PARTE DE PLANTA 

[001] O presente pedido de patente é uma continuação em parte do pedido de 

patente US 10/363 723, intitulado "Manipulação de envelhecimento de plantas usando um 

promotor gene MYB e o gene da biossíntese da citoquinina", depositado em 5 de Março de 

2003, que reivindica a prioridade do pedido de patente internacional PCT/AU01/01092, 

intitulado "Manipulação de envelhecimento de plantas usando um promotor gene MYB e 

genes da biossíntese da citoquinina", depositado em 30 de Agosto de 2001, que reivindica 

a prioridade do pedido de patente australiana PQ 9946, intitulado "Manipulação de 

envelhecimento de plantas usando um promotor gene MYB e genes da biossíntese da 

citoquinina", depositado em 6 de Setembro de 2000, cujos conteúdos são aqui 

incorporados por referência na sua totalidade. 

[002] Refere-se o presente invento a métodos para manipular o envelhecimento em 

plantas. O presente invento também se refere a vetores úteis em tais métodos, plantas 

transformadas com características modificadas de envelhecimento e células, sementes e 

outras partes de tais plantas. 

[003] O envelhecimento de folhas envolve alterações metabólicas e estruturais nas 

células antes da morte celular. Ele também envolve a reciclagem de nutrientes para 

regiões ativamente em crescimento. 

[004] A regulação do envelhecimento da planta e de órgãos da planta por 

citoquininas tem conseqüências importantes para a agricultura. Níveis elevados de 

citoquinina em folhas tendem a retardar o envelhecimento. Vários promotores tem sido 

usados para regular a expressão do gene ipt, cujo produto (isopenteniltransferase) catalisa 

uma etapa chave na síntese da citoquinina. Entretanto, em geral, têm-se relatado que 

plantas transgênicas sobre-expressando o gene ipttêm um crescimento retardado de raiz 

e brotos, nenhuma formação de raiz, domínio apical reduzido, e área de folhas reduzida. 

[005] É um objetivo do presente invento superar, ou pelo menos aliviar, uma ou mais 

das dificuldades ou deficiências associadas com o estado da técnica. 

[006] Em um aspecto, o presente invento provê um método para manipular o 
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envelhecimento numa planta, dito método incluindo introduzir em dita planta uma 

construção genética incluindo um promotor gene myb modificado, ou um fragmento 

funcionalmente ativo ou variante deste, ligado operacionalmente a um gene que codifica 

uma enzima envolvida na biossíntese de uma citoquinina, ou a um fragmento 

funcionalmente ativo ou variante deste. 

[007] A manipulação do envelhecimento se refere à planta e/ou a órgãos específicos 

da planta. O envelhecimento de órgãos diferentes da planta, tais como folhas, raizes, 

brotos, caules, tubérculos, flores, estolões e frutos podem ser manipulados. A 

manipulação do envelhecimento da planta e do órgão da planta pode ter conseqüências 

agrícolas importantes, tais como tempo de prateleira aumentado de, p.ex., frutos, flores, 

folhas e tubérculos em produtos de horticultura e flores cortadas, perecibilidade reduzida 

de colheitas de horticultura, fixação aumentada de carbono em folhas com 

envelhecimento retardado levando a rendimentos intensificados, produção intensificada de 

biomassa em plantas de folhagem, produção intensificada de sementes, etc. 

[008] "Manipular o envelhecimento" geralmente se refere a atrasar o envelhecimento 

na planta transformada com relação a uma planta de controle não transformada. 

Entretanto, para algumas aplicações, pode ser desejável promover ou de outra forma 

modificar o envelhecimento na planta. O envelhecimento pode ser promovido ou de outra 

forma modificado por exemplo, pela utilização de um gene anti-senso. 

[009] Uma quantidade efetiva de dita construção genética pode ser introduzida em 

dita planta, por qualquer técnica adequada, por exemplo por transdução, transfecção ou 

transformação. Por "uma quantidade efetiva" entende-se uma quantidade suficiente para 

resultar numa característica fenotípica identificável em dita planta, ou numa planta, 

semente ou outra parte de planta derivadas dela. Tais quantidades podem ser 

prontamente determinadas por um técnico da área, levando-se em conta o tipo de planta, 

a rota de administração e outros fatores relevantes. Tal pessoa será prontamente capaz de 

determinar uma quantidade e um método adequados de administração. Vide, por 

exemplo, Maniatis et ai., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor 

Laboratory, Cold Spring Harbor, cuja descrição integral é aqui incorporada por referência. 

[010] Por "promotor gene myb modificado" entende-se um promotor normalmente 
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associado com um gene myb, o qual promotor é modificado para excluir ou desativar um 

ou mais motifs específicos da raiz e/ou motifs específicos de pólen em dito promotor. 

[011] Embora o depositante não queira estar restrito pela teoria, postula-se que a 

exclusão ou desativação de um ou mais motifs específicos da raiz em dito promotor gene 

myb pode aliviar ou superar o problema de expressão sem retenção do gene que codifica 

uma enzima biossintética citoquinina em meristemas da planta, que pode afetar o 

desenvolvimento da raiz em algumas espécies de plantas. Também é postulado que a 

exclusão ou desativação de um ou mais motifs específicos do pólen em dito promotor 

gene myb pode aliviar ou superar o problema da expressão sem retenção do gene que 

codifica a enzima biossintética citoquinina no pólen, o que pode afetar o desenvolvimento 

do pólen em algumas espécies de plantas. 

[012] Preferencialmente, o promotor gene myb é um promotor gene myb32 

modificado. Preferencialmente, o promotor gene myb modificado é de Arabidopsis, mais 

preferencialmente de Arabidopsis thaliana. 

[013] Um promotor adequado que pode ser modificado de acordo com o presente 

invento é descrito em Li et ai., Cloning the three MYB-Iike genes from Arabidopsis (PGR 

99-138) Plant Physiology 121:313 (1999), cuja descrição integral é aqui incorporada por 

referência. 

[014] Por um "motif específico de raiz" entende-se uma seqüência de 3 a 7 

nucleotídeos, preferencialmente de 4 a 6 nucleotídeos, mais preferencialmente de 5 

nucleotídeos, que dirige a expressão de um gene associado nas raizes de uma planta. 

[015] Preferencialmente, o motifespecífico de raiz inclui uma seqüência de consenso 

ATATT ou AATAT. 

[016] Preferencialmente, entre um e dez, mais preferencialmente entre três e oito, 

ainda mais preferencialmente entre cinco e sete motifs específicos de raiz são excluídos ou 

desativados, preferencialmente excluídos, em dito promotor gene myb. 

[017] Os motifs específicos de raizes podem ser excluídos pela remoção de motifs 

individuais ou pela remoção de um fragmento do promotor contendo um ou mais motifs. 

Por exemplo, toda ou parte da região entre os nucleotídeos 1 e 530, preferencialmente 

entre os nucleotídeos 110 e 530 do promotor gene myb da Arabidopsis thaliana podem ser 
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excluídos. 

[018] A exclusão pode ser efetuada pelo corte do ácido nucléico, por exemplo com 

endonucleases de restrição, e ligando as extremidades cortadas para gerar um promotor 

com um fragmento removido. 

[019] Por exemplo~ o promotor gene myb da Arabídopsis thalíana modificado pode 

ser preparado pela remoção de um fragmento entre o sítio Xcml nas posições 162 a 176 e 

o sítio Sspl nas posições de 520 a 525. Isto gera um promotor gene myb modificado com 

6 dos 7 motifs específicos de raiz excluídos. Alternativamente, todos os 7 motifs 

específicos de raiz podem ser excluídos, por exemplo pela exclusão da região a montante 

do sítio Sspl nas posições de 520 a 525, ou pela exclusão da região entre os nucleotídeos 

1 e 120 junto com a região entre o sítio Xcml nas posições de 162 a 176 e o sítio Sspl nas 

posições de 520 a 525. 

[020] Um motíf específico de raiz pode ser desativado por adição, exclusão, 

substituição ou derivação de um ou mais nucleotídeos dentro do moti~ de modo que ele 

não tenha mais a seqüência de consenso preferida. 

[021] Preferencialmente, o promotor gene myb modificado inclui uma seqüência de 

nucleotídeos escolhida dentre o grupo que consiste das seqüências mostradas nas figuras 

2, 3 e 4 (ID de seqüência Nos.: 2, 3 e 4, respectivamente) e seus fragmentos 

funcionalmente ativos e suas variantes. 

[022] Por um .. motif específico de pólenll entende-se uma seqüência de 3 a 7 

nucleotídeOS1 preferencialmente de 4 a 6 nucleotídeos, mais preferencialmente de 4 ou 5 

nucleotídeosl que dirige a expressão de um gene associado no pólen de uma planta. 

[023] Preferencialmente, o mot1f específico de pólen inclui uma seqüência de 

consenso escolhida dentre o grupo que consiste de TTCT e AGAA. 

[024] Preferencialmente, entre um e trinta, mais preferencialmente entre três e 

quinze, ainda mais preferencialmente entre quatro e dez mot1fs específicos de pólen são 

excluídos ou desatlvados, preferencialmente excluídos, em dito promotor gene myb. 

[025] Os motifs específicos de pólen podem ser excluídos pela remoção de motifs 

individuais ou pela remoção de um fragmento do promotor contendo um ou mais motifs. 

Por exemplo toda ou parte da região entre os nucleotídeos 1 e 540, preferencialmente 
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entre os nucleotídeos 390 e 540 do promotor gene myb de Arabidopsis tha!iana pode ser 

excluída. 

[026] A exclusão pode ser efetuada pelo corte do ácido nucléico, por exemplo com 

endonucleases de restrição, e ligando as extremidades cortadas para gerar um promotor 

com um fragmento removido. 

[027] Por exemplo, o promotor gene myb da Arabidopsis tha!iana modificado pode 

ser preparado pela remoção de um fragmento entre o sítio Xcml nas posições 162 a 176 e 

o sítio Sspl nas posições de 520 a 525. Isto gera um promotor gene myb modificado com 

4 dos 23 motifs específicos de pólen excluídos. Alternativamente, 10 dos motifs 

específicos de pólen podem ser excluídos, por exemplo pela exclusão da região a 

montante do sítio Sspl nas posições de 520 a 525. 

[028] Um motif específico de pólen pode ser desativado por adição, exclusão, 

substituição ou derivação de um ou mais nucleotídeos dentro do motif, de modo que ele 

não tenha mais a seqüência de consenso preferida. 

[029] Preferencialmente, o promotor gene myb modificado inclui uma seqüência de 

nucleotídeos escolhida dentre o grupo que consiste das seqüências mostradas nas figuras 

2, 3 e 4 (ID de seqüência Nos.: 2, 3 e 4, respectivamente) e seus fragmentos 

funcionalmente ativos e suas variantes. 

[030] Num aspecto adicional do presente invento é provido um método para 

intensificar a biomassa numa planta, dito método inclui introduzir em dita planta uma 

construção genética incluindo um promotor gene myb, ou um fragmento funcionalmente 

ativo dele ou uma variante dele, operacionalmente ligado a um gene que codifica uma 

enzima envolvida na biossíntese de uma citoquinina, ou um fragmento funcionalmente 

ativo dele ou uma variante dele. 

[031] O promotor gene myb ou um fragmento funcionalmente ativo dele ou uma 

variante dele pode ser um promotor gene myb de comprimento inteiro ou um promotor 

gene myb modificado. 

[032] O promotor gene myb de comprimento inteiro pode ser um promotor gene 

myb32. Preferencialmente, o promotor gene myb é de Arabidopsis, mais 

preferencialmente Arabidopsis thaliana. Mais preferencialmente, o promotor gene myb 
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inclui uma seqüência de nucleotídeos escolhida dentre o grupo que consiste da seqüência 

mostrada na figura 1 anexa (ID de seqüência No. 1) e seus fragmentos funcionalmente 

ativos e suas variantes. 

[033] O promotor gene myb modificado pode ser um promotor gene myb modificado 

como descrito anteriormente. 

[034] Por "intensificar a biomassa" entende-se intensificar ou aumentar numa planta 

transformada com relação a uma planta de controle não transformada uma característica 

de crescimento escolhida dentre o grupo que consiste de área total de folha, área 

cumulativa de folha, dinâmica de crescimento de folhas (i.e., o número de folhas sobre o 

tempo), comprimento do estolão, percentagem de plantas florescendo e produção de 

sementes por flor ou por área semeada. "Intensificar a biomassa" também inclui reduzir 

ou diminuir a percentagem de morte de estolão numa planta transformada com relação a 

uma planta de controle normal. 

[035] Em particular, os depositantes descobriram que enquanto o peso de sementes 

(i.e. o peso de mil sementes) de plantas transgênicas de acordo com o presente invento 

não se podia distinguir das plantas de controle não transgênicas, o rendimento de 

sementes total, expresso com base por flor ou por área semeada foi significativamente 

maior nas plantas transgênicas quando comparado com plantas de controle não 

transgênicas de intensidade de florescimento equivalente. 

[036] Por "funcionalmente ativo" em relação a um promotor de gene myb ou 

promotor de gene myb modificado entende-se que o fragmento ou variante (tal como um 

análogo, derivado ou mutante) é capaz de manipular o envelhecimento numa planta pelo 

método do presente invento. Tais variantes incluem variantes alélicos que ocorrem 

naturalmente e variantes que não ocorrem naturalmente. Adições, exclusões, substituições 

e derivações de um ou mais dos nucleotídeos são contemplados enquanto as modificações 

não resultarem em perda de atividade funcional do fragmento ou variante. 

[037] Preferencialmente, o fragmento funcionalmente ativo ou variante tem pelo 

menos 80% de identidade com a parte relevante da seqüência mencionada acima à qual o 

fragmento ou variante corresponde, mais preferencialmente pelo menos 90% de 

identidade, mais preferencialmente de pelo menos aproximadamente 95% de identidade. 
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Preferencialmente, o fragmento tem um tamanho de 20 nucleotideos/ mais 

preferencialmente de 50 nucleotídeos e mais preferencialmente pelo menos 100 

nucleotídeos/ mais preferencialmente pelo menos 200 nucleotideos/ mais 

preferencialmente pelo menos 300 nucleotídeos. 

[038] Por um llgene que codifica uma enzima envolvida na biossíntese de uma 

cltoquinlna" entende-se um gene que codifica uma enzima envolvida na síntese de 

cltoquinas tais como quinetina/ zeatina e benzil-adenina, por exemplo um gene que 

codifica isopentiltransferase (ipl}, ou um gene similar a ipt tal como o gene sho (p.ex. de 

petúnia). Preferencialmente, o gene é um gene isopentiltransferase (ipf) ou o gene sho. 

Numa forma preferida de realização, o gene é de espécies escolhidas dentre o grupo que 

consiste de Agrobacterium, mais preferencialmente Agrobacterium tumefaciens, Lotus, 

mais preferencialmente lotus japonicus; e Petunia, mais preferencialmente Petunia 

hybrida. 

[039] Mais preferencialmente/ o gene inclui uma seqüência de nucleotídeos escolhidos 

dentre o grupo que consiste das seqüências mostradas nas figuras 6, 8 e 10 (ID de 

seqüência nos. 5, 7 e 9) seqüências que codificam os polípeptídeos mostrados nas figuras 

7, 9 e 11 (ID de seqüência nos. 61 8 e 10) e seus fragmentos funcionalmente ativos e suas 

variantes. 

[040] Por "funcionalmente ativo"1 em relação a um gene que codifica uma enzima 

biossintética citoquinina, entende-se que o fragmento ou variante (tal como um análogo, 

derivado ou mutante) é capaz de manipular o envelhecimento numa planta pelo método 

de acordo com o presente invento. Tais variantes incluem variantes alélicas de ocorrência 

natural e variantes de ocorrência não naturaL Adições/ exclusões/ substituições e 

derivações de um ou mais dos nucleotideos são contemplados enquanto as modificações 

não resultarem em perda de atividade funcional do fragmento ou variante. 

Preferencialmente, o fragmento funcionalmente ativo ou variante tem pelo menos 80°/o de 

identidade com a parte relevante da seqüência mencionada acima à qual o fragmento ou 

variante corresponde, mais preferencialmente pelo menos 90% de identidade, mais 

preferencialmente de pelo menos aproximadamente 95% de identidade. Tais variantes 

funcionalmente ativos e fragmentos incluem, por exemplo, aqueles tendo mudanças 
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conservativas de ácido nucléico ou mudanças de ácido nucléico que resultam em 

substituições conservativas de aminoácido de um ou mais resíduos na seqüência de 

aminoácido correspondente. Por exemplo, a variante funcionalmente ativa pode incluir 

uma ou mais substituições conservativas de ácido nucléico de uma seqüência mostrada 

nas figuras 6, 8 ou 10, a variante funcionalmente ativa resultante codificando uma 

seqüência de aminoácidos mostrada nas figuras 7, 9 ou 11, respectivamente. 

Preferencialmente, o fragmento tem um tamanho de pelo menos 20 nucleotídeos, mais 

preferencialmente de pelo menos 50 nucleotídeos, mais preferencialmente pelo menos 

100 nucleotídeos, mais preferencialmente pelo menos 500 nucleotídeos. 

[041] A construção genética pode ser introduzida na planta por qualquer técnica 

adequada. As técnicas para incorporar as construções genéticas do presente invento nas 

células da planta (por exemplo por transdução, transfecção ou transformação) são bem 

conhecidas dos técnicos da área. Tais técnicas incluem introdução mediada por 

Agrobacterium, eletroporação em tecidos, células e protoplastos, fusão de protoplastos, 

injeção nos órgãos reprodutores, injeção em embriões imaturos e introdução por projétil 

de alta velocidade em células, tecidos, calos, embriões imaturos e maduros, transformação 

biolística e suas combinações. A escolha da técnica dependerá em grande parte do tipo de 

planta a ser transformada e pode ser prontamente determinada por um técnico da área. 

[042] As células que incorporam a construção genética do presente invento podem 

ser escolhidas, como descrito abaixo, e então cultivadas num meio apropriado para 

regenerarem plantas transformadas, usando técnicas bem conhecidas do estado da 

técnica. As condições de cultura, tais como temperatura, pH e similares, estarão aparentes 

para os técnicos da área. As plantas resultantes podem ser reproduzidas, seja 

sexualmente ou assexualmente, usando métodos bem conhecidos do estado da técnica 

para produzir gerações sucessivas de plantas transformadas. 

[043] Os métodos do presente invento podem ser aplicados a uma variedade de 

plantas, incluindo monocotiledôneas [tais como gramas (p.ex. forragem, turfa e gramas de 

bioenergia incluindo azevém perene, festuca alta, azevém italiano, festuca vermelha, 

caniço-malhado, bluestem grande, espartina, capim-elefante, centeio selvagem, cana de 

açúcar selvagem, Miscanthus), milho, aveia, trigo e cevada], dicotiledôneas [tais como 
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Arabidopsis, tabaco, soja, trevos (p.ex., trevo branco, trevo vermelho, trevo subterrâneo), 

alfafa, canela/ couves vegetais, alface, espinafre] e gimnospermas. 

[044] Num aspecto adicional do presente invento, é provido um vetor capaz de 

manipular o envelhecimento numa planta, dito vetor incluindo um promotor gene myb 

modificado, ou um fragmento funcionalmente ativo dele ou uma variante dele, 

operacionalmente ligado a um gene que codifica uma enzima envolvida na biossíntese de 

uma citoquinina, ou um seu fragmento funcionalmente ativo ou sua variante. 

[045] Num aspecto adicional do presente invento é provido um vetor capaz de 

intensificar a biomassa numa planta, dito vetor incluindo um promotor gene myb ou um 

fragmento funcionalmente ativo dele ou uma variante dele, operacionalmente ligado a um 

gene que codifica uma enzima envolvida na biossíntese de uma citoquinina, ou um seu 

fragmento funcionalmente ativo ou uma sua variante. 

[046] O promotor gene myb ou um fragmento funcionalmente ativo dele ou variante 

dele pode ser um promotor gene myb de tamanho inteiro ou um promotor gene myb 

modificado, como aqui descrito. 

[047] Numa forma preferida de realização deste aspecto do presente invento, o vetor 

pode adicionalmente incluir um terminador; dito promotor, gene e terminador sendo 

operacionalmente ligados. 

[048] Por "operacionalmente ligado 11 entende-se que dito promotor é capaz de causar 

a expressão de dito gene numa célula da planta e dito terminador é capaz de terminar a 

expressão de dito gene numa célula de planta. Preferencialmente, dito promotor está a 

montante de dito gene e dito terminador está a jusante de dito gene. 

[049] O vetor pode ser de qualquer tipo adequado e pode ser viral ou não. O vetor 

pode ser um vetor de expressão. Tais vetores incluem seqüências de ácidos nucléicos 

cromossômicas, não cromossômicas e sintéticas, p.ex. derivadas de vírus de plantas; 

plasmídeos bacterlaís, derivados do plasmídeo Ti de Agrobacterium tumefaciens, derivados 

do plasmídeo Ri de Agrobacterium rhizogenes; DNA do fago; cromossomos artificiais de 

levedura; cromossomos artificiais bacteriais; cromossomos artificiais bacteriais binários; 

vetores derivados de combinações de plasmídeos e DNA do fago. Entretanto, qualquer 

outro vetor pode ser usado enquanto seja replicável ou 1ntegrativo ou viável na célula da 
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planta. 

[050] O promotor, gene e terminador podem ser de qualquer tipo adequado e podem 

ser endógenos à célula da planta alvo ou podem ser exógenos~ desde que sejam 

funcionais na célula da planta alvo. 

[051] Uma variedade de terminadores que podem ser empregados nos vetores do 

presente invento também são conhecidos dos técnicos da área. O terminador pode ser do 

mesmo gene da seqüência do promotor ou um gene diferente. São terminadores 

particularmente adequados os sinais poliadenilação1 tais como Ca MV 355 poliA e outros 

terminadores dos genes nopalina sintase (nos) e octopina sintase (ocs). 

[052] O vetor, em adição ao promotor, o gene e o terminadorj podem incluir 

elementos adicionais necessários para a expressão do gene, em combinações diferentes, 

por exemplo espinha dorsal de vetor, origem de replicação ( orl)~ múltiplos sítios de 

clonagem, seqüências espaçadorasl intensificadores, íntrons (tais como o íntron Ubi da 

ubiquitina do milho), genes de resistência a antibióticos e outros genes marcadores 

selecionáveis [tais como o gene neomicína fosfotransferase (nptl~, o gene higromicina 

fosfotransferase (hph), o gene fosfoínotrícina acetiltransferase (bar ou pat)], e genes 

repórteres (tais como o gene beta-glucuronidase (GUS) (gusA)]. O vetor também pode 

conter um sítio de ligação a ribossomo para iniciação da tradução. O vetor também pode 

incluir as seqüências apropriadas para amplificar a expressão. 

[053] Como uma alternativa ao uso de um gene marcador selecionável para prover 

uma característica fenotípica para seleção de células hospedeiras transformadas, a 

presença do vetor nas células transformadas pode ser determinada por outras técnicas 

bem conhecidas do estado da técnica, tais como PCR (reação de polimerase em cadeia)/ 

análise de hibridização Southern blot, ensaios histoquímicos (p.ex. ensaios GUS), 

cromatografia de camada delgada (TLC), análises de hibridização Northern e Western blot. 

[054] Os técnicos da área apreciarão que os vários componentes do vetor são 

operacionalmente ligados, para resultar na expressão de dito gene. As técnicas para 

operacionalmente ligar os componentes do vetor do presente invento são bem conhecidas 

dos técnicos da área. Tais técnicas incluem o uso de ligantes, tais como ligantes sintéticos, 

por exemplo incluindo um ou mais sítios de enzimas de restrição. 
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[055] Num aspecto adicional do presente invento é provida uma célula de planta 

transgênica, planta, semente de planta ou outra parte de planta~ com características de 

envelhecimento modificadas ou biomassa intensificada. Preferencialmente, dita célula de 

planta, planta, semente de planta ou outra parte de planta inclui um vetor de acordo com 

o presente invento. Preferencialmente! a célula de planta transgênica~ planta, semente de 

planta ou outra parte de planta é produzida por um método de acordo com o presente 

invento. 

[056] O presente invento também provê uma planta transgênica, semente de planta 

ou outra parte de planta derivada de uma célula de planta do presente invento. 

[057] O presente invento também provê uma planta transgênica, semente de planta 

ou outra parte de planta derivada de uma planta do presente invento. 

[058] O presente invento será agora melhor descrito com referência aos exemplos e 

desenhos anexos. Deve ser entendido entretanto que a seguinte descrição é somente 

ilustrativa e não deve ser tomada de qualquer maneira como uma restrição à generalidade 

do presente invento descrito acima. 

[059] Nas figuras: 

- a figura 1 mostra a seqüência de nucleotídeos do promotor a partir do gene 

myb32 (atmyb32) de Arabidopsis thaliana (ID de seqüência no. 1)1 seqüência do 

promotor Atmyb32 com o tipo MYB, motifs específicos de pólen e específicos de raiz 

destacados. WAACCA (sublinhado/itálico) MYBlAT; GTTAGTT dnegrito/caixab 
MYB 1 LEPR; CCWACC MYBPZM; GGATA (itálico) MYBST1; AGAAA (sublinhado) 

POLLEN1LELATS2; ATATI (negrito) ROOTMOTIFTAPOX1. 

- a figura 2 mostra uma variante de seqüência de promotor Atmyb32 

(Atmyb32xs) com a seqüência Xcml - Sspl da planta excluída. O tipo MYB, motífs 

especifico de pólen e específico de raíz são destacados. WAACCA (sublínhadoiftálico) 

MYB1AT; GTTAGTT (lnegrito/caixa1) MYB1LEPR; CCWACC (caixa) MYBPZM; AGAAA 

(sublinhado) POLLEN1LELAT52; ATATT (negrito) ROOTMOTIFTAPOX1 (ID de seqüência 

no. 2). 

- a figura 3 mostra uma variante de seqüência de promotor Atmyb32 com 

todos os motifs de raiz excluídos. O tipo MYB, motifs específico de pólen e específico de 
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raiz são destacados. WAACCA (sublinhado/itálico) MYBIAT~ CCWACC 

AGAAA (sublinhado) POLLEN1LELAT52 (ID de seqüência no. 3). 

MYBPZM; 

- a figura 4 mostra uma variante de seqüência de promotor Atmyb32 com o 

sítio Sspl a montante da seqüência excluído. O tipo MYBJ motifs específico de pólen e 

especifico de raiz são destacados. WAACCA (sublinhadolltálico) MYBlAT; CCWACC 

(~ªj;..:ª;) MYBPZM~ AGAAA (sublinhado) POLLEN1LELAT52 (ID de seqüência no. 4). 

- a figura 5 mostra motifs nas seqüências de promotores Atmyb32 e 

Atmyb32xs. 

- a figura 6 mostra a seqüência de nucleotídeos do gene isopentenil 

transferase ( ipf) de Agrobacterium tumefaciens (ID de seqüência no. 5). 

- a figura 7 mostra a seqüência de aminoácidos deduzida do gene isopentil 

transferase de Agrobacterium tumefaciens (ID de seqüência no. 6 ). 

- a figura 8 mostra a seqüência de nucleotideos do gene isopentil transferase 

de Lotus japonicus (ID de seqüência no. 7). 

- a figura 9 mostra a seqüência de aminoácidos deduzida do gene isopentil 

transferase de Lotus japonicus (ID de seqüência no. 8). 

- a figura 10 mostra a seqüência de nucleotídeas do gene Sho de biossíntese 

de citoquinina de Petunia hybrida (ID de seqüência no. 9). 

- a figura 11 mostra a seqüência de aminoácidos deduzida do gene Sho de 

biossíntese de citoquinina de Petunia hybrlda (ID de seqüência no. 10). 

- a figura 12 mostra PCR e anállse Southern de DNA de plantas trevo branco 

( Trifolium repens) transgênicas atmyb32::ipt. a) a região T-ONA de patmyb32:ipt 

mostrando sítios de enzimas de restrição e localização das sondas usadas para a análise 

de hibridização Southern. b) gel agarose 1% manchado com brometo de etídío dos 

produtos 599 bp nptll e 583 bp ipt amplificados por PCR. c) hibridização Southern blot 

com DNA genômíco total digerido por Hindf.II isolado de PCR positiva de plantas trevo 

branco hibridizadas com a sonda ipt d) hibridização Southern blot com DNA genômico 

total digerido por Hinmll isolado de PCR positiva de plantas treva branco hibridizadas 

com a sonda npt/1. Trilhas 1 e 2: dois regenerantes cv. Haifa independentes resistentes 

a kanamlcina, código: HmiOl e Hmi08, respectivamente; Trilhas de 3 a 12: doze 
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regenerantes cv. Irrigação independentes, resistentes a kanamiclna, códigos: Imi06, 

Imi07, ImiOS, Imi09, ImilO, Imi11, Imi12, Imi14, Imi16/ Imi18, respectivamente; Trilha 

C: trevo branco não transformado; Trilha P: controle positivo plasmídeo patmyb32ipt. 

- a figura 13 mostra a análise RT-PCR da expressão 1ptmRNA em plantas trevo 

branco ( T. repens) transgênicas atmybJZ·:1pt. As trilhas de 1 a 11 são amostras de 11 

linhas transgênicas independentes com os correspondentes códigos de plantas como na 

figura 4.8; a Trilha C, controle planta não transformada; Trilha P, plasmídeo como 

controle positivo. O RNA total foi isolado de tecidos de folha. O RNA total (13 ,ug) foi 

usado para cada reação de transcrição reversa e 1/5 do produto RT foi amplificado por 

PCR+ Os produtos DNA no gel à direita foram amplificados por 2x 30 ciclos de PCR 

intensiva. Nenhuma transcriptase reversa foi adicionada à reação RT-PCR 

correspondente carregada em trilhas alternadas. 

- a figura 14 mostra um bioensaio de envelhecimento de folhas extirpadas de 

plantas trevo branco ( T. repens) transgênicas atmyb32::ipt Pelo menos 30 folhas foram 

coletadas de cada línha a partir de posições similares em estolões de linhas de planta. 

A. O número de folhas amarelando como uma fração do número total de folhas 

extirpadas. B. Aparência típica de folhas mantidas em água sob luz por duas semanas. 

Chave para as linhas de plantas: HC, IC e Hmg1 Img, não transformada e plantas 

transgênicas atmyb32::gusA (cv. Haifa e Irrigação) respectivamente; 01 e 08, linhas 

Haifa transgênicas atmyb32::ipt Hmi01 e Hmi08, respectivamente; 11, 12, 16 e 18 

linhas Irrigação transgênicas atmybJ2::ipt Imi11, Imi121 Imi16 e Imi18, 

respectivamente. 

- a figura 15 mostra A) morfologia geral da planta, B) desenvolvimento normal 

de broto, e C) desenvolvimento normal de raiz em plantas (direita) trevo branco ( T. 

repens) transgênicas atmybJ2·:íptem comparação com plantas de controle (esquerda). 

- a figura 16 mostra detalhes do vetor para pBMVkAtMYB32-900::ipt [Gene: 

1sopentil transferase (ípf); vetor: pBMVkAtMYB32-900::ipt-nos (espinha dorsal 

pPZPRCS2)~ marcador selecionável: spec; cartucho marcador selecionável de planta: 

355: :kan: :35ST; promotor gene: AtMYB32-900; terminador gene: nos]. 

- a figura 17 mostra a seqüência de nucleotídeos do vetor pBMVkAtMYBJ2-
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900::/pt-nos (ID de seqüência no. 11). 

- a figura 18 mostra detalhes do vetor pBMVkAtMYBJ2xs::ipt-nos [Gene: 

isopentil transferase (ipt); vetor: pBMVkAtMYBJ2XS.·:ipt-nos (espinha dorsal 

pPZPRCS2)~ marcador selecionável: spec; cartucho marcador selecionável de planta: 

355:: kan:: 35ST; promotor gene: AtMYB32-xs; terminador gene: nos]. 

- a figura 19 mostra a seqüência de nucleotídeos do vetor 

pBMVkAtMYB32XS::ipt-nos (ID de seqüência no. 12). 

- a figura 20 mostra detalhes do vetor para pBMVhAtMYB32-900::ipt-nos 

[Gene: isopentil transferase (iplj; vetor: pBMVhAtMYBJ2-900::ipt-nos (espinha dorsal 

pPZPRCS2); marcador selecionável: spec; cartucho marcador selecionável de planta: 

35S: :hph::35ST; promotor gene: AtMYBJ2-900; terminador gene: nos]. 

- a figura 21 mostra a seqüência de nucleotídeos do vetor pBMVhAtMYBJ2-

900.·:ipt-nos (ID de seqüência no. 13). 

- a figura 22 mostra detalhes do vetor para pBMVhAtMYBJ2xs::ipt-nos [Gene: 

lsopentil transferase (ipf); vetor: pBMVhAtMYB32XS::ípt-nos (espinha dorsal 

pPZPRC52)~ marcador selecionável: spec; cartucho marcador selecionável de planta: 

355: :hph::355T; promotor gene: AtMYB32-xs; terminador gene: nos]. 

- a figura 23 mostra a seqüência de nucleotídeos do vetor 

pBMVhAtMYB32xs::ipt-nos (ID de seqüência no. 14). 

- a figura 24 mostra detalhes do vetor para pBSubn-AtMYB32-900::ipt-nos 

[Gene: isopentll transferase (lpt); vetor: pBSubn-AtMYBJ2~900::ipt-nos (espinha dorsal 

pPZPRCS2)~ marcador selecionável: spec; cartucho marcador selecionável de planta: 

Ubi:: bar:: nos; promotor gene: AtMYB32-900; terminador gene: nos]. 

- a figura 25 mostra a seqüência de nucleotideos do vetor pBSubn-AtMYB32-

900::ipt-nos (ID de seqüência no. 15). 

- a figura 26 mostra geração de canela transgênica contendo o 

pBMVhAtMYB32-900::ipt-nose o pBMVhAtMYB32xs::ípt-nos. A. Sementes de canola são 

germinadas in vitro; B. Seções hipocótilo são extirpadas das plantas novas de 7 dias de 

idade e inoculadas com uma suspensão de Agrobacterium; C & D. Regeneração a partir 

das seções hipocótilo inoculadas sob seleção higromicina; E-J. Plantas de canola 
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transgênica T 0 portando os vetores pBMVhAtMYB32-900::ipt-nos e o 

pBMVhAtMYB32xs::ipt-nos. 

- a figura 27 mostra um processo para transformação biolística de trigo. 

- a figura 28 mostra a transformação biolística do trigo ( Tiiticum aestivum L. 

MPB Bobwhite 26). Produção de planta doadora (A & B); isolamento de embrião 

zigótico (C & D); Regeneração sob seleção glufosinato (E - G); Formação de raiz sob 

seleção (H); plantas To crescendo sob condições de estufa de contenção para 

recuperação de descendência transgênica (1). 

- a figura 29 mostra teste de campo contido de plantas trevo branco 

transgênico expressando genes quiméricos Atmyb32: :ipt. 

- a figura 30 mostra a avaliação comparativa de taxas de crescimento e 

dinâmica de crescimento de plantas trevo branco transgênicas expressando genes 

quiméricos Atmyb32: :ipt com plantas de controle trevo branco não transgênicas. A) 

Taxas de crescimento B) Dinâmica de crescimento C) características de crescimento 

(após 45 dias) 

o Trevo branco transgênico 

(claro) 

• Trevo branco não transgênico 

(escuro) 

- a figura 31 mostra a intensidade de florescimento (i.e. o número de folhas 

maduras por m2
) de plantas trevo branco transgênicas expressando genes quiméricos 

Atmyb32::ipt (i.e. LXR 12, LXR 18 e LXR 11) e plantas de controle trevo branco não 

transgênicas (i.e. WT) sob condições de campo contido. 

- a figura 32 mostra o peso das sementes (i.e. o peso de mil sementes, em 

gramas) de plantas trevo branco transgênicas expressando os genes quiméricos 

Atmyb32::ipt (i.e. LXR 12, LXR 18 e LXR 11) e plantas de controle trevo branco não 

transgênicas (i.e. WT) sob condições de campo contido. 

- a figura 33 mostra o rendimento de sementes por flor (em miligramas) de 

plantas trevo branco transgênicas expressando os genes quiméricos Atmyb32: :ipt (i.e. 

LXR 12, LXR 18 e LXR 11) e plantas de controle trevo branco não transgênicas (i.e. WT) 

sob condições de campo contido. 

- a figura 35 mostra a geração de plantas transgênicas de alfafa contendo os 
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genes quiméricos pBMVkA TMYBJ-900: :ipt-nos e pBMVkA TMYBJ2xs::ipt-nos A. 

Explantes de pecíolo de clones de alfafa C2-3, C2-4 e 19-17 são usados para inoculação 

com uma suspensão de Agrobacterium e levam à produção de calos embriogênicos 

transformados após seleção em presença de kanamicina; B-D. Regeneração de 

plântulas transgênicas de alfafa portanto genes quiméricos de vetores pBMVkATMYB3-

900::ipt-nos e pBMVkATMYB32xs.·:ipt-nos, a partir de embriões somáticos crescidos in 

vitro. 

- a figura 36 mostra a análise PCR de plantas transgênicas de canela (plantas 

de canela Tl LXR Linha 4). O DNA genômico foi isolado a partir de plantas transgênicas 

diferentes de canola de linhas T1 LXR04 e submetido a PCR usando preparadores 

específicos para A. o marcador selecionável (hph) ou B. o gene candidato de interesse 

(IPT). 

- a figura 37 mostra a análise de expressão do gene JPT em plantas 

transgênicas T 1 de canola (Ti LXR cano la com relação à expressão de IPT na folha). 

- a figura 38 mostra canola transgênica exibindo atraso no envelhecimento de 

cotilédone destacado em comparação com cotílédones de controle do tipo selvagem 7 

dias após o destacamento. 

- a figura 39 mostra a classificação de envelhecimento de cotllédones de 

canola transgênica T1 em 7 dias após o destacamento. 

• D 
1 ::: 

- a figura 40 mostra canola transgênica exibindo atraso no envelhecimento de 

folhas juvenis destacadas em comparação com cotllédones de controle do tipo 

selvagem 14 dias após o destacamento. 

- a figura 41 mostra a classificação de envelhecimento das primeiras folhas 

juvenis de canola transgênica Tt em 14 dias após o destacamento. 

• 1:: 

f,;*l~ 
~ D 
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- a figura 42 mostra o ensaio de hibridização de linhas de trigo transgênicas. 

As trilhas incluem: MW - peso molecular; WT - tipo selvagem; linhas transgênicas de 

trigo LXR3, LXR4, LXR13, LXR16 e controles positivos plasmídeo contendo 10 e 20 pg. 

- a figura 43 mostra a análise de expressão de linhas de trigo transgênicas T 1 

independentes (expressão quantitativa de IPT em trigo). Os valores de transcrição 

quantitativa foram determinados em femtomoles (fmol) por micrograma de RNA usando 

uma curva padrão derivada do DNA do plasmídeo contendo a seqüência alvo. As 

amostras representam classes de expressão alta, média e baixa para o gene candidato 

IPT. 

- a figura 44 mostra a variação fenotípica de plantas de trigo transgênico T1 

crescidas em estufa. A. plantas de trigo T1 LXR 13 exibindo fenótipo normal se 

comparadas às plantas de trigo de controle. B. plantas de trigo T1 LXR 04 exibindo 

fenótipo atrofiado e número de folhas de bandeira aumentado em comparação com 

plantas de trigo de controle. 

- a figura 45 mostra trigo transgênico exibindo atraso de envelhecimento de 

folhas se comparado com folhas de controle nulas 7 dias após o destacamento. 

Exemplos 

Exemplo 1 

Seqüência de promotor Atmyb32 e variantes de seqüência de promotor 

[060] A seqüência do promotor Atmyb32 e suas variantes são mostrados nas figuras 

de 1 a 4. 

Exemplo 2 

Genes da biossíntese de citoquinina 

[061] Exemplos de genes da biossíntese de citoquinina adequados para uso no 

presente invento, são mostrados nas figuras 6, 8 e 10. Os genes adequados também 

incluem aqueles que codificam o polipeptídeo mostrado nas figuras 7, 9 e 11. 

Exemplo 3 

Produção de plantas trevo branco transgênicas 

[062] As plantas trevo branco ( Trifolium repens cv. Haifa e Irrigação) transgênicas 

foram produzidas por transformação mediada por Agrobacterium usando um vetor binário 
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carregando o gene quimérico atmyb32: :ipt (Figura 12a). As plantas transgênicas foram 

rastreadas por PCR usando preparadores ipt e nptll (Figura 12b). Amostras de DNA 

genômico digerido por Hínmii submetidas a análise de hibridização de DNA Southern 

mostraram que os fragmentos de DNA maiores que 4.4 kb foram detectados em todas as 

trilhas por ambas sondas ípt e npt/1, demonstrando a presença e integração do T-ONA de 

comprimento total no genoma do trevo branco (Figura 12). As linhas transgênicas Hmi01, 

Imi06, Imill e Imi18 (Trilhas 1, 3, 5, 8 e 12, respectivamente) pareciam ter uma cópia 

única do T-DNA de comprimento total no genoma. Outras linhas transgênicas tinham 

múltiplas cópias do transgene atmyb32::ipt. 

Exemplo4 

Expressão do gene IPTem plantas trevo branco transgênicas 

[063] A expressão do transgene atmyb32::ipt em plantas trevo branco transgênicas 

( 7: repens) foi avaliada por RT-PCR. O mRNA ípt foi detectado em tecidos de folhas de 

todas as plantas trevo branco transgênícas atmyb32::ipt examinadas, com níveis variados 

de produtos PCR detectados ( Fíg u r a 13). 

Exemplo 5 

Envelhecimento retardado de folhas destacadas em plantas trevo branco 

transgênicas 

[064] Foram realizados experimentos para avaliar o envelhecimento de folhas 

destacadas de plantas transgênicas atmyb32::ipt. O amarelamento rápido foi observado 

em folhas destacadas de plantas trevo branco não transformadas e transgênicas 

atmyb32::gusA de ambos os cultivares dentro de uma semana. As linhas transgênicas 

H miO 1, HmiOB, Imi 16 e Imi 18 mostraram envelhecimento retardado enquanto Imi 11 e 

Imi 12 mostraram nenhum sinal de amarelamento ao fim de 7 dias. Após duas semanas, 

as folhas de todas as plantas transgênicas atmybJZ·_·fpt estavam muito mais verdes que 

aquelas das plantas de controle não transformadas e transgênicas atmybJZ·-·gusA (fígura 

14). O grau de envelhecimento nas folhas extirpadas foi na ordem HC, Hmg > Hmi01 > 

Hmi08 para o cv. Haifa! e ICe Img > Imi16 > Imi18 > Imill e Imi12 para o cv Irrigação. 

HC é o controle Haifa não transformado, Hmg é o controle Haifa atmyb32:.-gusA, IC é o 

controle Irrigação não transformado, Img é o controle Irrigação atmyb32: :gusA. H miO 1, 
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Hmi08, Iml16, Imr18, ImiU e Imi12 são plantas trevo branco transgênicas atmyb32::ipt 

independentes, dos cultivares Haifa (H) e Irrigação (I), respectivamente. 

Exemplo 6 

Morfologia de plantas e desenvolvimento de raiz em plantas trevo branco 

transgênicas 

[065] Uma morfologia normal de planta, bem como desenvolvimento normal de broto 

e de raiz foram observados nas plantas trevo branco transgênicas atmyb32:.·ipt (figura 6t 
indicando assim que a expressão regulada do gene ipt sob controle do promotor atmyb32 

não afetaram negativamente nem a raiz nem o domínio apical das plantas trevo branco 

transgênicas (Tabela 1). 

Tabela 1 

Transformante Cultivar Construção 
có 

Fenótipo 

Hmi01 Haifa Atmyb32::ipt Normal 

Hmi08 Haifa Atmyb32: :ipt >3 Normal 

lmi06 Irrigação Atmyb32::ipt 1 Normal 

lmi07 Irrigação Atmyb32::ipt 3 Normal 

lmi09 Irrigação >3 

lmi10 Irrigação Atmyb32::ipt >3 Normal 

lmi11 Irrigação Atmyb32::ipt 1 Normal 

lmi12 Irrigação Atmyb32::ipt 2 Normal 

lmi16 Irrigação Atmyb32::ipt 2 Normal 

lmi18 Irrigação Atmyb32::ipt 1 Normal 

[066] Uma morfologia normal de planta e raizes normais foram observados em 10 

linhas analisadas de trevo branco transgênico atmyb32::ipt independentes. É mostrado o 

número de cópias do gene ipt nas 10 linhas de trevo branco transgênico atmyb32::ipt 

independentes. 

Exemplo 7 

Geração de vetores para a transformação da planta 

[067] Quatro vetores binários foram gerados para transformação de plantas mediada 

por Agrobacterium (figuras de 16 a 19). Cada vetor tem uma dorsal de vetor pPZP200 
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(Hajdukiewicz et a!., 1994) e contém ou Atmyb32-900::ipt-nos ou Atmyb32-xs::ipt-nos 

quiméricos, com ou sem cartuchos marcadores selecionáveis 35S::ntpl/-35st ou 

35S::hph::35stquiméricos. 

[068] Um vetor de transformação foi construído para transformação biolística (figuras 

20 e 21). O vetor de transformação contém Atmyb32-900::ipt-35st com um cartucho 

marcador selecionável Ubi::bar-nos quimérico. 

[069] O promotor Atmyb32, a variante de promotor Atmyb32xs, o gene isopentil 

transferase e os terminadores 35st e nos foram amplificados por PCR usando 

preparadores adaptados Gateway™ (Invitrogen) e clonado em um vetor de entrada 

pDONR221. Estes foram subseqüentemente clonados usando recombinação nos vetores 

de destino contendo os cartuchos marcadores selecionáveis convencionalmente clonados. 

Todos os vetores foram completamente seqüenciados seguindo protocolos estritos de 

garantia de qualidade. 

Exemplo 8 

Transformação de canola (Brassica napus) mediada por Agrobacterium 

[070] Vetores binários pBMVhATMYB3-900::ipt-nos (figura 20) e 

pBMVhATMYB32xs::ipt-nos (figura 22) contendo genes ipt quiméricos sob controle do 

promotor Atmyb32 (figura 1) e seqüência de variante de promotor Atmyb32xs com motifs 

específicos de raiz excluídos (figura 2) foram usados para a transformação mediada por 

Agrobacterium de segmentos hipocótilo de Brassica napus (figura 26). 

[071] As sementes de Brassica napusforam esterilizadas na superfície em etanol 70% 

por 2 minutos, lavando 3 vezes com água esterilizada e então esterilizadas adicionalmente 

na superfície numa solução contendo 1% (p/v) de hipoclorito de cálcio e 0,1% (v/v) de 

Tween 20 por 30 minutos. As sementes foram lavadas 3 vezes numa água esterilizada e 

plantadas em vasos de cultura de 120 ml contendo um meio de germinação solidificada 

contendo 1x macronutrientes Murashige e Skoog (Murashige e Skoog, Physiol. Plant. 15, 

473, 497, 1962), 1x micronutrientes e vitaminas orgânicas B5 suplementadas com 500 

mg/L de MÊS, 2% (p/v) de sacarose a pH 5,8 com a adição de 4 g/L de Gelrite. Os vasos 

são incubados a 25°C sob 16h/18h de condições escuras por 7 dias para encorajar a 

germinação. 
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[072] Após 7 dias, as sementes de Brassica napus (todas as sementes) são 

transferidas para um meio líquido contendo de 1 x Murashige e Skoog macronutrientes, 1x 

micronutrientes e vitaminas orgânicas 85, suplementado com 500 mg/L de MÊS, 3% de 

sacarose (p/v) a pH 5.8. As sementes são agrupadas entre si e as raizes e os cotilédones 

são removidos antes de cortar os hipocótilos em seções de 7 a 10 mm e plantar em discos 

de petri de 9 x 1,5. contendo um meio precondicionante consistindo de 1x Murashige e 

Skoog macronutrientes, 1x micronutrientes e vitaminas orgânicas 85, suplementada com 

500 ml de MES 3% (w/v) de sacarose em pH 5.8 solidificado com 6,4 g/1 de Bacto-Agar. 

[073] Os hipocótilos são cultivados por 24 horas antes da inoculação com a 

suspensão ODsoo = 0,2 por 30 minutos consistindo de 1x Murashige e Skoog 

macronutrientes, 1x micronutrientes e vitaminas orgânicas 85, suplementada com 500 ml 

de MES, 100 J.LM de Acetosiringona, 3% (w/v) de sacarose em pH 5.8 

[074] Após a inoculação, as seções de hipocótilos são engarrafadas em toalhas de 

papel esterilizadas e transferidas para discos de petri de 9 x 1,5 em contendo 1x 

Murashige e Skoog, 1x micronutrientes e vitaminas orgânicas 85, suplementada com 500 

ml 3% (w/v) de MÊS, 100 Jlg de Acetosiringona, 1 mg/L de 2,4-D, de sacarose em pH 5.8 

solidificado como 8 g/1. Os explantes são incubados a 25°C sob 16 h de luz, 8h de 

escuridão por 72 horas de co-cultivo. 

[075] Seguinte ao co-cultivo, de 20 a 30 explantes de hipocótilo .são transferidos para 

discos de petri contendo um meio de reação solidificado consistindo de 1x Murashige e 

Skoog macronutrientes, 1x micronutrientes e vitaminas orgânicas 85, suplementada com 

500 ml de MES, 1 mg/L de 2,4-D, 3% (p/v) de sacarose em pH 5.8 solidificado com 8 g/1 

de Bacto-Agar, suplementado com 250 mg/L de timentina e 10 mg/L de higromicina para 

selecionar os brotos resistentes a higromicina. Os pratos são incubados a 25°C sob 16 h 

de luz, 8h de escuridão. 

[076] Após 7 dias, os explantes hipocótilos são transferidos para placas de petri de 9 

x 20 em contendo um meio de regeneração solidificado consistindo de 1x Murashige e 

Skoog macronutrientes, 1x micronutrientes e vitaminas orgânicas 85, suplementada com 

500 ml de MES, 1 mg/L de 2,4-D, 3% (p/v) de sacarose em pH 5.8 solidificado com 8 g/1 

de Bacto-Agar, suplementado com 4 mg/L de BAP, 2 mg/L de Zeatina, 5 mg/L de nitrato 
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de prata, 250 mg/L de timentina e 10 mg/L de higromicina. As placas são incubadas sob 

luz direta a 25°C sob condições de luz fluorescente (16 h de luz/ 8 h de fotoperíodo 

escuro; 55 JlmOI m-2 sec-1
) por 4 semanas para encorajar o desenvolvimento de brotos. 

[077] A regeneração é monitorada semanalmente e os explantes de hipocótilo são 

transferidos para novas placas de petri limpas 9 x 2,0 em contendo meio de regeneração 

solidificado, RM suplementado com 4 mg/L de benziladenina, 2 mg/L de zeatina, 5 mg/L 

de nitrato de prata, 250 mg/L de trimetina e 10% de higromicina durante 6 a 8 semanas 

para estimular o desenvolvimento de brotos. 

[078] Brotos resistentes a higromicina (Hyg1
) são transferidos para vasos de 120 ml 

contendo meio de indução de raiz solidificada, RIM1, consistindo de 1x Murashige e Skoog 

macronutrientes, 1x micronutrientes e vitaminas orgânicas B5, suplementada com 500 ml 

de MES, 1 mg/L de 2,4-D, 1% (p/V) de sacarose em pH 5.8 solidificado com 8 g/1 de 

Bacto-Agar suplementado com 250 mg/L de timentina. Os brotos são incubados sob luz 

fluorescente direta a 25°C (fotoperíodo de 16 h de luz/ 8 h de escuridão; 55 J.Lmol m-2 sec-

1) para encorajar o alongamento do broto e o desenvolvimento de raiz por de 4 a 5 

semanas. Todos os brotos de Hygr com sistemas de broto e raiz desenvolvidos são 

transferidos para o solo e crescidos sob condições de estufa. 

Exemplo 9 

Transformação biolística de trigo ( Triticum aestivum L.) 

[079] Os vetores de transformação contendo os genes quiméricos ipt sob controle do 

promotor Atmyb32 (figura 1) e da seqüência promotora variante Atmyb32 com motifs 

específicos de raiz excluídos (figura 2), foram usados para a transformação biolística de 

trigo ( Triticum aestivo L. MPB Bobwhite 26). Um vetor representativo é mostrado na figura 

24. Um esquema do procedimento para a transformação biolística de trigo é delineado na 

figura 27. O procedimento de transformação inclui as seguintes etapas: 

Etapa 1 (produção da planta doadora) 

[080] A semente do Triticum aestivum (Bobwhite 26) é usada para a produção do 

material da planta doadora. As plantas de trigo crescem num misto de viveiro consistindo 

de um fundo de pinho composto, perlita e vermiculita, com 5 plantas por pote até um 

tamanho máximo de 20 em. As plantas são mantidas sob condições de estufa em 
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aproximadamente de 22 a 24°C por de 12 a 16 semanas (figura 28A). Uma vez que o 

primeiro espigão emirja da folha em bandeira, as plantas são rotuladas e são coletados 

embriões das cabeças mais altas 12 a 15 dias após antese. 

Etapa 2 (dia 1) 

[081] Os espigões no estágio desejado de desenvolvimento são colhidos (figura 288). 

As cariopses são removidas dos espigões e a superfície é esterilizada por 20 minutos em 

uma solução de NaOCI 0,8% (v/v) de solução MaOCI e lavados pelo menos quatro vezes 

em água destilada estéril. Embriões com até 10 mm de comprimento são assepticamente 

extirpados de cada cariopse (removendo o eixo) usando um microscópio de dissecação e o 

lado axial cultivado é mergulhado num meio osmótico (E3 maltose) consistindo de 2x 

Murashige e Skoog (1962) macronutrientes, 2x micronutrientes, 1 x micronutrientes e 

vitaminas orgânicas, 40 mg/L de tiamina, 150 mg/L de L-asparagina, suplementado com 

15% (p/v) de maltose, 0,8% (p/v) de agar Sigma e 2,5 mg/L de 2,4-D (figura 28 C & D). 

Os embriões são cultivados em placas de petri de polipropileno transparente de 60 mm x 

15 mm com 15 mL de média. As placas de cultura são incubadas a 24°C no escuro por 4 

horas antes do bombardeio. Os embriões são bombardeados usando uma pistola de gene 

BioRad PDS 1000 a 900 psi e a 6 em com 1 f..Lg de vetor DNA de plasmídeo precipitado 

sobre 0,6 J..Lm de partículas de ouro. Após o bombardeio, os embriões são incubados de 

um dia para o outro no escuro em meio osmótico. 

Etapa 3 (dia 2): 

[082] Os embriões são transferidos para um meio de indução de calo (E3calli) 

consistindo de 2x Murashige e Skoog (1962) macronutrientes e 1x micronutrientes e 

vitaminas orgânicas, 40 mg/L de tiamina, 150 mg/L de L-asparagina, suplementada com 

6% (p/v) de sacarose, 0,8% (p/v) de agar Sigma e 2,5 mg/L de 2,4-D. Os embriões foram 

cultivados por duas semanas a 24°C no escuro. 

Etapa 4 (dia 15): 

[083] Após 2 semanas de cultura em E3calli, os embriões produziram calos 

embriogênicos e são subcultivados em um meio de seleção (E3Select) consistindo de 2x 

Murashige e Skoog (1962) macronutrientes e 1x micronutrientes e vitaminas orgânicas, 40 

mg/L de tiamina, 150 mg/L de L-asparagina, suplementado com 2% (p/v) de sacarose, 
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0,8% (p/v) de agar Sigma, 5 mg/L de D,L-fosfinotricina (PPT) e nenhum regulador de 

crescimento de planta (figura 28E-G). As culturas foram incubadas por mais 14 dias em 

E3Select a 24°C na luz e num fotoperíodo de 12 horas. 

Etapa 5 (dia 30) 

[084] Após 14 dias de cultura em E3Select, o calo embriogênico é subcultivado em 

meio E3Select fresco por mais 14 dias (Figuras de 28E a 28). 

Etapa 6 (dia 44) 

[085] Após cerca de 4 semanas em E3Select, as plântulas são extirpadas da massa 

dos calos embriônicos e crescem por mais três semanas em vasos de cultura de tecido de 

policarbonato de 65 x 80 mm ou de 65 x 150 mm contendo meio de indução de raiz (RM). 

O meio de indução de raiz consiste de 1x Murashige e Skoog (1962) macronutrientes, 

micronutrientes e vitaminas orgânicas, 40 mg/L de tiamina, 150 mg/L de L-asparagina, 

suplementados com 2% (p/v) de sacarose, 0,8% (p/v) de agar Sigma e 5 mg/L de PPT 

(figura 28H). O calo embriogênico remanescente é subcultivado em E3Select por mais 14 

dias. 

Etapa 7 (dia 65+) 

[086] As plântulas regeneradas que sobreviveram mais de 3 semanas em RM com 

formação saudável de raiz são colocadas num misto de viveiro consistindo de turfa e areia 

(1:1) e mantidos a de 22 a 24°C com elevada umidade sob um sistema de câmara de 

umidade de viveiro (figura 28). Após duas semanas, as plantas são removidas da câmara 

de umidade e lavadas a mão e alimentadas com Aquasol™ líquido semanalmente até a 

maturidade. As plantas To são amostradas para DNA genômico e análise molecular. A 

semente T 1 é coletada e plantada para uma análise Q-PCR de alta saída (Figura 28J). 

Exemplo 10 

Desempenho agronômico de plantas trevo branco transgênicas 

[087] O desempenho agronômico de plantas trevo branco ( Tiifolium repens) 

transgênicas atmyb32::ipt, com relação às plantas de controle trevo branco não 

transgênicas, foi avaliado sob condições de câmara de crescimento ambientalmente 

controlado e em testes de campo contido (figura 29). 

[088] As plantas trevo branco transgênicas expressando os genes Atmyb32: :ipt 



25/29 

quiméricos avaliadas sob condições de câmara de crescimento controlado revelaram uma 

acumulação de biomassa significativamente intensificada e reduções nas manifestações de 

envelhecimento, quando comparados com as plantas de controle trevo branco não 

transgênicas (figura 30). As plantas trevo branco transgênicas expressando os genes 

Atmyb32: :ipt quiméricos exibiram uma área de folhagem total intensificada, área de 

folhagem cumulativa aumentada, maior dinâmica de crescimento de folhas (i.e., número 

de folhas pelo tempo), maior comprimento de estolão e % de plantas florescendo 

aumentado bem como envelhecimento e morte reduzidos do estolão em comparação com 

as plantas de controle trevo branco não transgênicas (figura 30A a C). 

[089] O desempenho de produção de sementes de 3 plantas trevo branco 

transgênicas independentes expressando o gene atmyb32::ipt (i. e. LXR 12, LXR 18 e LXR 

11) também foi comparativamente avaliado com plantas de controle não transgênicas (i.e., 

do tipo selvagem, WT) sob condições de campo contido. Duas plantas trevo branco 

transgênicas independentes expressando o gene atmyb32::ipt (i. e. LXR 12 e LXR 18) com 

intensidade de florescimento indistinta (i.e., numero de flores maduras por m2
) com 

relação à planta de controle não transgênica (i.e. WT) foram escolhidos para avaliação de 

campo (figura 31). 

[090] Enquanto o peso das sementes (i.e., o peso de mil sementes) de plantas trevo 

branco transgênicas, expressando os genes quiméricos Atmyb32: :ipt (i.e., LXR 12, LXR 18 

e LXR 11) foi indistinto das plantas de controle trevo branco não transgênicas (i.e., WT) 

(figura 32), a produtividade total de sementes expressa com base em cada flor (figura 

33), e por área (figura 34) foi o dobro nas plantas trevo branco transgênicas, 

expressando os genes quiméricos Atmyb32: :ipt (i.e., LXR 12 e LXR 18) quando comparada 

com plantas de controle trevo branco não transgênicas de intensidade de florescimento 

equivalente (i.e., WT). 

Exemplo 11 

Transformação de alfafa (Medicago sativa) mediada por Agrobacterium 

[091] O vetor binário pBMVkATMYB32xs::ipt-nos (figura 18) contendo os genes 

quiméricos ipt sob controle da seqüência promotora variante Atmyb32xs com motifs 

específicos de raiz excluídos (Figura 2) foi usado para transformação mediada por 
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Agrobacterium de explantes de pecíolo de Medlcago Sativa a partir de clones de alfafa 

altamente regenerável (M. satlva) C2-3, C2-4 e 19-15 (figura 35). 

[092] Após o co-cultivo com a cepa LBA 4404 de Agrobacterium tumefaciens 

guardando o vetor binário pBMVkATMBY32xs::ipt-no~ os explantes de alfafa foram 

lavados com meio contendo cefotaxime e usados para indução de calo embríogênico sob 

meio seletivo contendo 25 mg/L de kanamicina. Os calos de alfafa transgênica 

embriogênica foram recuperados e permitiu regenerar os brotos de alfafa transgênica, que 

foram transferidos para o meio de raiz levando à recuperação de plantas alfafa 

transgênicas expressando os genes quiméricos lpt sob controle do promotor variante 

Atmyb32sx (figura 35). 

[093] Deve ser entendido que o invento descrito e definido no presente relatório 

descritivo se estende a todas as combinações alternativas de duas ou mais das 

características individuais mencionadas ou evidentes a partir do texto ou dos desenhos. 

Todas estas combinações diferentes constituem vários aspectos alternativos do presente 

invento. 

Exemplo 12 

Produção de plantas transgênicas de cano la 

[094] As plantas transgênicas de canola (Brassica napus) foram produzidas por 

transformação mediada por Agrobacterium usando vetores binários (figuras 20 e 22) 

portando o gene quimérico atmyb32::ipt. A modificação genética foi caracterizada pela 

presença do gene candidato (!PT) ou do marcador selecionável (hph) usando PCR na 

geração T 1 (figura 36). 

[095] A figura 36 ilustra a análise PCR de plantas transgênicas de canola. O DNA 

genômico foi isolado de diferentes plantas transgênicas de canola de linhas T1 LXR04 e 

submetido a PCR usando preparadores específicos para o marcador selecionável (gene 

hph) ou o gene candidato de interesse (IPT). Na figura 36A foram usados preparadores 

específicos para hph para amplificar um produto a partir do DNA genômico e eram 

visualizados num gel de agarose. A figura 368 demonstra o uso de preparadores 

específicos para IPT para amplificar o DNA genômico usando um método PCR 

fluorescente. Os preparadores são específicos para a seqüência alvo que resulta em 
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fluorescência detectável que é inversamente proporcional à quantidade de PCR 

acumulado. 

Exemplo 13 

Expressão do gene IPTem plantas transgênicas de canola 

[096] A expressão do transgene atmyb32::ipt em canola transgênica foi avaliada 

usando um método RT-PCR fluorescente específico para a seqüência alvo (figura 37). O 

mRNA IPTfoi detectado em tecidos e os níveis de expressão relativa foram comparados 

entre linhas e com controles nulos. Os controles nulos são linhas de descendência que 

sofreram o processo de transformação mas não contêm as seqüências alvo após 

cruzamento. 

Exemplo 14 

Envelhecimento retardado de folhas destacadas em plantas transgênicas de 

canola 

[097] Foram realizados experimentos para avaliar o envelhecimento de folhas 

destacadas de plantas transgênicas atmyb32::ipt As figuras de 38 a 41 indicam os dados 

de ensaio de envelhecimento destacado associados com a expressão do gene candidato 

em canola. Os ensaios para cotilédones destacados e folhas foram conduzidos para induzir 

envelhecimento e avaliar o fenótipo envelhecimento de canola transformada em 

comparação com controles do tipo selvagem. Nos dias 7 e 14 dos ensaios de 

envelhecimento destacado, o progresso do envelhecimento foi qualitativamente 

classificado para cada amostra de tecido como sendo O - nenhum sinal possível de 

envelhecimento; 1 - primeiros sinais visíveis de envelhecimento com um empalidecimento 

da cor verde; 2 - progressão adicional do envelhecimento com amarelamento da cor 

tornando-se notável; 3 - o tecido estava principalmente amarelo, entretanto permanecia 

evidente uma cor verde pálida; 4 - progressão para cor completamente amarela; 5 -

amarelo na cor com algum descaramento e trechos de necrose (figuras 39 e 41). 

Exemplo 15 

Produção de plantas de trigo transgênico 

[098] A transformação genética do trigo foi baseada na transformação biolística de 

embriões zigóticos da linhagem de trigo Triticum aestivum L Bobwhite 26 como delineado 
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nas figuras 27 e 28. 

[099] O gene quimérico atmyb32::ípt foi inserido no genoma do trigo por 

bombardeamento de partícula usando plasmídeos inteiros, então seqüências de espinha 

dorsal de vetor também podem ser incorporadas no genoma (figura 24). 

[0100] O vetor de transformação foi completamente seqüenciado (figura 25). A 

modificação genética foi caracterizada pela presença do gene candidato por análise 

Southern na geração T1 (figura 42). 

[0101] A figura 42 ilustra a análise de hibridização Southern de plantas transgênicas de 

trigo. O DNA genômico foi isolado de diferentes linhas T 1 de plantas transgênicas de trigo 

e digerido com uma enzima de restrição para determinar o número de cópias do gene 

candidato. O controle é o trigo não transformado do tipo selvagem Triticum aestivum 

"Bobwhite 26". O material digerido sofreu eletroforese, foi transferido para uma 

membrana de nylon e sondado com um gene /PTrotulado com DIG de tamanho integral, 

como uma sonda. Uma faixa de número de cópias foi observada. 

Exemplo 16 

Expressão do gene IPTem plantas transgênicas de trigo 

[0102] O RNA foi extraído de tecido de folha jovem de plantas de trigo T1 transgênicas 

crescidas em estufa contendo o gene IPT acionado pelo promotor AtMYB32 e a primeira 

fita cDNA foi preparada. 

[0103] A expressão quantitativa do transgene foi determinada usando uma sonda 

baseada no método qRT-PCR para a seqüência alvo. Exemplos representativos de linhas 

de expressão alta, média e baixa para cada uma das construções estão presentes na 

figura 43. Um conjunto preparador/sonda projetado para o gene endógeno da sintase de 

sacarose também foi usado como controle. Todos os gráficos de amplificação do gene de 

controle começaram em um ciclo de cada outro indicando que as diferenças no nível de 

detecção dos GMOs é devida a variação em expressão. 

[0104] Ambos iniciador e sonda PCR são específicos para a seqüência alvo o que 

resulta em fluorescência detectável que é proporcional à quantidade de produto PCR 

acumulado. O DNA do plasmídeo diluído serialmente contendo a seqüência alvo em 

detecção foi empregado para criar uma curva padrão de quantificação. 
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Exemplo 17 

Morfologia de planta em plantas transgênicas de trigo 

[0105] As diferenças nas características de crescimento foram observadas na estufa 

dentro e entre as linhas de trigo transgênicas. Os fenótipos predominantemente 

observados entre plantas de trigo T 1 incluem altura de planta atrofiada, intensidade de 

perfilamento, número de folhas, bem como biomassa vegetativa (figura 44). 

Exemplo 18 

Retardo no envelhecimento de folha destacada em plantas de trigo 

transgênicas 

[0106] Um ensaio de folha destacada foi usado para avaliar o envelhecimento induzido 

e o fenótipo de envelhecimento de folhas de trigo transformado em comparação com 

controles nulos (figura 45). Os controles nulos são linhas de descendência que sofreram o 

processo de transformação mas não contêm seqüências alvo após cruzamento. 

[0107] Deve também ser entendido que o termo "compreende" (ou suas variantes 

gramaticais) como aqui usado é equivalente ao termo "inclui" e não deve ser tomado 

como excluindo a presença de outros elementos ou características. 

[0108] Os documentos citados na presente descrição são somente para fins de 

referência e sua inclusão não é um reconhecimento de que eles forma parte de um 

conhecimento geral comum no estado da técnica. 

[0109] Finalmente, deve ser entendido que as várias alterações, modificações e/ou 

adições podem ser feitas sem fugir ao espírito do presente invento, como aqui delineado. 
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Reivindicações 

1. Método de manipular o envelhecimento ou intensificar a biomassa numa 

planta, caracterizado pelo fato de incluir introduzir em dita planta uma construção 

genética incluindo um promotor gene myb32 de Arabidopsis modificado incluindo uma 

sequência de nucleotídeo selecionado a partir do grupo da SEQ ID NO 2, 3 e 4, 

operacionalmente ligado a um gene que codifica uma enzima envolvida na biossíntese de 

uma citoquinina em que dito gene é um gene isopentenil transferase (ipf) ou um gene 

sho, em que um ou mais motifs específicos de raiz e/ou motifs específicos de pólen são 

excluídos ou desativados em dito promotor gene myb modificado. 

2. Método, de acordo com a reivindicação 1, caracterizado pelo fato que um 

ou mais motifs específicos de raiz são excluídos ou desativados e que cada um de ditos 

motifs específicos de raiz inclui uma seqüência de consenso ATATT ou AATAT. 

3. Método, de acordo com a reivindicação 1 ou 2, caracterizado pelo fato que 

um ou mais motifs específicos de pólen são excluídos ou desativados e que cada um de 

ditos motifsespecíficos de pólen inclui uma seqüência de consenso TTCT ou AGAA. 

4. Método, de acordo com qualquer uma das reivindicações de 1 a 3, 

caracterizado pelo fato que dito gene que codifica uma enzima envolvida na biossíntese 

de uma citoquinina é de um gênero escolhido dentre o grupo que consiste de 

Agrobacterium, Lotus e Petunia. 

5. Método, de acordo com a reivindicação 4, caracterizado pelo fato de que 

dito gene que codifica uma enzima envolvida na biossíntese de uma citoquinina inclui uma 

seqüência de nucleotídeos escolhida dentre o grupo que consiste das SEQ ID Nos: 5, 7 e 

9, e as seqüências que codificam os polipeptídeos tendo uma seqüência de SEQ ID NOs: 

6, 8 e 10. 

6. Método, de acordo com qualquer uma das reivindicações de 1 a 5, 

caracterizado pelo fato de que dita construção genética é introduzida em dita planta por 

transformação mediada por Agrobacterium ou biolística das células da planta. 

7. Método, de acordo com a reivindicação 6, caracterizado pelo fato de que as 

células da planta que incorporam a construção genética são selecionadas e então 

cultivadas para regenerar plantas transformadas. 
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8. Vetor capaz de manipular o envelhecimento ou intensificar a biomassa numa 

planta, caracterizado pelo fato de que dito vetor inclui um promotor do gene myb32 de 

Arabidopsis modificado incluindo uma sequência de nucleotídeo selecionado a partir do 

grupo consistindo de SEQ ID NO 2, 3 e 4, operacionalmente ligado a um gene que 

codifica uma enzima envolvida na biossíntese de uma cltoquinina, em que dito gene é um 

gene ísopentenil transferase (ípl) ou um gene sho, em que um ou mais motifs específicos 

de raiz e/ou motifs específicos de pólen são excluídos ou desatívados em dito promotor 

gene myb modificado. 

9. VetOfi de acordo com a reivindicação 81 caracterizado pelo fato de 

adicionalmente incluir um terminador; dito promotOfi gene e terminador estando 

operacionalmente ligados. 

10. Vetor, de acordo com a reivindicação 8 ou 9, caracterizado pelo fato de 

que um ou mais motifs específicos de raiz são excluídos ou desativados em dito promotor 

gene myb e que cada um de ditos motifs específicos de raiz inclui uma seqüência de 

consenso ATATT ou AATAT. 

11. Vetor, de acordo com qualquer uma das reivindicações de 8 a 101 

caracterizado pelo fato de que um ou mais motifs específicos de pólen são excluídos ou 

desativados em dito promotor gene myb e que cada um de ditos motifs específicos de 

pólen inclui uma seqüência de consenso TTCT ou AGAA. 

12. Vetor, de acordo com qualquer uma das reivindicações de 8 a 11, 

caracterizado pelo fato de dito gene que codifica uma enzima envolvida na biossíntese 

de uma citoquinina é de um gênero escolhido dentre o grupo que consiste de 

Agrobacterium, Lotus e Petunia. 

13. Vetor, de acordo com a reivindicação 12, caracterizado pelo fato de que 

dito gene que codifica uma enzima envolvida na biossíntese de uma citoquinina inclui uma 

seqüência de nucleotídeos escolhida dentre o grupo que consiste de SEQ ID Nos: 5, 7 e 9, 

e as seqüências que codificam os pollpeptídeos tendo uma seqüência de SEQ ID Nos: 6, 8 

e 10. 
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l gtttgtgtc~ tctaçattaa tcctccaaac ttttgattaa .~aaaaaat tatc:alaactãj 

61 ~atgttctc cttttttct~ t~~~aattct aacgaattta tctt.tatact gatttgaata 

<<< Xcm:r >>> 

121. tacttaattt ggtcatttgg atgcccttta caacctcctt accaaactca ctatggcaaa 

l8l tatatactat tttccattgt aacataa.atg tccataattt gaattaaatt cgttgcagta 

241 cg~.ª-tC caactttgtc caaaaacaaa atccttataa ctatttactt taatgtaaat 

301 at.atcctcta cttttgtttt tacaacccta gctcaaacaa atttattatt: tgcgataaaa 

36l aatcatatcg aacaaactcg atgatttttt ttttcttacg ttattaatga aactaaaata 

4:21 t~~aaaaa caagatgaac ca.aattttca cctatctaac tacttaaata taatatgatt 

< Sspi> 
481 aaatttggta a.a.gt t t gaaa agtttcttt,ê. gaaatgtgaa atattgatca cagtttctat 

541 t:gctaaaatc accaacaaaa cgcatgtcgc cattcataat ta lSJ:!1t t: te a cacctacaac 

601 taggctaata agtaaataag tagacaacta. gactcaggt.t f!taaaagcca 

661 ta.t:.agcs-ttl .t:ctca t tgaa actgcga.aca c9atcgtgtg aatgttgcag t~agttt 

721 tgatacaaac aaacaaaaac acaatttaat cttagattaa S!9~~cggag 

781 cccactagcc act::.ccttcaa acgtgtctta ccaactctc~ aattaggctt 

841 caccttcctc tetc:tctctc tet:.ctet.ct.t t~~~c~ ~tctctcca 

901 taaagcccta at,!:.!-S:-~.tcat cacaM.!~tc a.gaasaa~a.a.. a 

Figura 1 
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1 gtttgtgtci tctagattaa tcctccaaa.c ttttgattaa ~aaaaaat tatcajaactaj 

61 §'9atgttctc cttttttctt taga~attct aacgaattta tctttatact gatttgaata 

121 tacttaattt ggtcatttgg atgcccttta caacctcctt accaaac:tca ttgatcacag 

181 ttt:.ct<l t tgc taaaatcacc aacaaaacgc atgtcgccat tcataatta_!: .9.:~tttcacac 

241 ctacaactag gctaataagt aaataagtag acaactagac t:caggttt.ga aaaaacca.ta 

301 aaagccatat agcgtt~tct cattgaaact gcgaacacga tcgtgtgaat gttgcagttt 

36"1 ctagttttga tacaaacaaa caaaaacaca atttaatctt agattaaaa! 2!~aaaag~ 

421 -ª.!!Cggagccc actagccact ccttcaaacg tgtcttacca actctcttct .!.~.L~! a caa a t 

481 tt~ggcttcac cttcctctt~E9tctct ctctctctct ctctcttttt ctc~a.t 

541 ctctccataa agccctaat!:_ ~tcatcac a!.9:aatcaga agaagaa.a 

Figura 2. 

l tact:.ta.:1ttt ggtcatttgg atgcccttta caacctcctt accaaactca ttgatcacag 

61 taaa.atcace aa.caaaacgc atgtcgccat tcat:aatt:aj: .9:!ltttcacac 

121 ctacaactag getaataagt aaataagtag acaactag-a..c tcaggtttga 

181 aaagc:c::atat agcgtt,!:_~ct: cattgaaact gcgaacacga tcgtgtgaat gttgcagttt 

241 ctagttttga tacaaacaaa caaaaacaca atttaatctt agattaaaa! gaaaaaag!Sl. 

301 ~cggagccc acta.g:cca.ct ccttcaaacg t:gtcttacca ac:tctcttct ªs:aaacaaat 

361 taggcttcac cttcctcttlc caaccltctct. ctctctctct ctctcttt,!:_~ 2_1;:c~accat 

1l2l ctctccataa agc::cctaat:~ mtcatcac a!.!r.aatcaga !:!S~a 

Figura :3. 

l attgatcaca gt~attg ctaaaatcac caacaaaacg catgtcgcca ttcataatta 

61 tg,gtttcaca cctacaacta ggctaataag taaata.agta gacaactaga ctcaggtttg 

121 aaa!!...aaccat aaaagccata tagcgtt~ ,;cattgaaac tg-cgaacacg atcgtgtgaa 

181 tgttgcagt:!;: tctagttttg atacaa.acaa acaaaaacac aatttaatct tagattaaaa 

241 agaaaaaag~ gaacggagcc cactagccac tccttcaaac gtgtcttacc aactctct~_ç_ 

301 tagaaacaaa ttaggcttca ccttcctctt [CéããCCJtctc tctctctctc tcectcttt!:_ 

361 ~S':!:_C~~ tctctccata aagccctaat _t tct te a toa ca~g~tc~ :aagaagaaa 

Figura 4. 
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Xcml Sspl 
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Figura 5. 

1 atggacctgc atctaatttt cggtccaact tgcacaggaa agacgacgac cgcgatagct 

Eil ct:tgcccagc agacagggct tccagtcctt tcgcttgatc gggtccaatg ctgtcctcaa 

121 ctatcaacc:g gaagcggacg accaacagtg gaagaactga aaggaacgac gcgtctctac 

181 cttgatgatc ggcctctggt ggagggtatc atcgcagcca agcaagctca tcataggctg 

2t..l atcgaggagg t!]tata<~tca tgaggccaac ggcgggctta ttcttgaggg aggatccacc 

301 tcgttgc:tca actgcatggc gcgaaacagc tattggagtg cagattttcg ttggcatatt 

361 attcgccaca agttacccga ccaagagacc ttcatgaaag cggccaaggc cagagttaag 

421 cagatgttgc accccgctgc aggccattct attattcaag agttggttta tctttggaat 

491 g'aacctcggc tgaggcccat tctgaaagag atcgatggat atcgatatgc catgttgttt 

541 g-ct.:1gccaga accagatcac 99'cagatatg ctattgcagc tt:.gacgcaaa tatggaaggt 

601 aa.gttgatta atgggatcgc tcaggagtat ttcatccatg cgcgccaaca ggaacagaaa 

661 ttcccccaag ttaacgcagc cgctt::tcgac ggattcgaag gtcatccgtt cggaatgtat. 

721 tag 

Figura 6. 
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1 MDLHLIFGPT CTGK"ITTAIA LAQQTGLPVL.. SLDRVQCCPQ LSTGSGRPTV EELKGTTRLY 

61 LDDRPLVEGI IAAKQAHHRL IEEVYNHEAN GGLILEGGST SLLNCM.~RNS YWSADFRWHI 

121 IRHKLPOQET FMKAAKARVK QMLHPAAGHS IIQELVYL\1/N EPRLRPILI<E IDGYRYAMLF 

181 ASQNQITADM LLQLDANMEG KLINGIAQEY FIHARQQEQK FPQVNAAAFD GFEGHPFGMY 

241 * 

Figura 7. 

1 atgt:.ccat:ct caatgct:aat gtgcagacta agacaaccct taat:.aaacgt tccctgcagt 

61 ggcaaaaaac tgagcatgag gcagattcaa aaggagaagg tag-tgttggt gatgggagct 

121 acaggga.cag gaaagt:.caaa gotctccatt gacctcgcca cctgtttccc ctca.gaaatc 

lal atcaactccg aco.ag-attca aatctacgac ggcctcgaca tcgtcaccaa caaaatctcc 

241 aaggaaga.ac aacgtggaat cccccaccac ctcctcggaa ct:caaaaccc taacacagac 

3 01 ttcaccgccg gcgatttcag tgactgttcc: accgccgcca ttgacgcaat cacaagccgc 

361 gaccaccttc cgat.cat:cgc cggaggttcg aactcctacc tggo.ggcgtt aatcgacga,c 

421 gacgactaca aattcc:;ratc gaggtac:gac ttctgctgcc tctgggtcga cgtggcaatg 

481 ccggtgctgg actcatacgt ggcggcgcgt. gtggatcaga tgct:.ccggag cggaat.ggtg 

5<1!1 gaggagctga gaccgttttt caacgcgaac ggcgact.act:. cgagaggaat cagaagagcg 

601 attggggttc ctgaattcga cgagtatttc cggcgggaag ggttcgccga tgaggaaacg 

661 aggaaattgt tact.ggagcg agcggtgagg gagatgaagg tgaacacgtg caagctcgcg 

721 aggaggcaat tggggaagat tcagaggctg aggaatgtga agaggtggga gattca.ccgt 

7Sl gttgatgcga cgccggtgtt ttggaagcgt ggggaggagg ctgatgaggc gtggcggaag 

841 gtggtggcag agcctagtgc tatgategta gcgcagtt.t:.c tgta.taaggc aaagagt:.gat 

901 gtgaatgt:.tg tttctggcgg tttcagagtg ccggcgggtt caacgga.gag tgttatggcg 

961 gcggcgacgt gttag 

Figuras. 

1 MSISMlf.1CRL RQPLINVPCS GKKLSMRQI'Q KEKVVLVMGA TGTGKSKLSI DLATCFPSEI 

61 INSDKIQIYD GLDIVTNKIS KEEQRGIPHH LLGTQNPNTD FTAGDFSDCS TAAIDAITSR 

l2l OHLPIIAGGS NSYl.EALIDD DDYKFRSRYD FCCLWVDVAM PVLDSYVAAR VDQMLRSGr.>lV 

181 EELRPFFNAN GDYSRGIRRA IGVPEFDEYF RREGFADEET RKLLLERAVR EMKVWTCKLA 

241 RRQLGI<IQRL RNVKRV.rEIHR VDATPVFWKR GEEADEA\~RK VVAEPSAMIV AQFL YKAKSO 

301 VNVVSGGFRV PAGSTESVMA AATC1' 

Figura 9. 
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1 atgttaattg tagtacatat tattagcatc acacgcatca tattcatcac cttaacccat 

61 aatcatctcc atttccttat gtttagatc.a ttatcataca atcacaagca cctcaaattc 

121 cttacaaa.cc cga.ccacacg ggtactccga agaaacatgt cgtcatccac tgtagtaaca 

181 atacccggcc ccacacaaaa aaacaaaaa·c aaaatcatag caataatggg tgcaacaggt 

24l tcaggaaaat caaaactctc aatagacctc gtcacacgtc actatcccct; ttccgaaatc 

301 attaactccg acaaaatcca aattaccaa.a ggtttaaaca taaccacaaa caaaatcact 

361 gtacccgacc gacgtggcgt agttcatcat ttactc9'gcg agattgaccc cgactttaac 

421 ttttctcctt ctcatttccg gtcaattgct 99tcaacgca ttaactccat tattaatcg-c 

481 ca.taaactcc cat:tcctcgt tggtgggtcc aactcatata tctacgcttt attaacaaac 

541 cggttcgacc cgga"Ctttaa ccctgattca aacccgg-ttc attttatatc caacgagtta 

601 cgctacaact gttgtttta.t t.tgggtcgat gtattaaacc cggt.tttgaa tgagtatttg 

661 gat.aaacggg tcgatgagat gatg.aactcog ggtatgtatg aagaactgga acagtttttt 

721 aaagaaaaca ggttttcgga tccgggttts gaaccgggtc gggccaccgg gttgaggaaa 

781 gcgatagggg taccggaaat ggag.aggtat tttaagaaga gctgtacgta tgaggaagca 

B41 gtgaggga.aa taaaagaaaa cacgtggcgg ttagcgaaga agcagatgtg gaagat;.ccaa 

901 cggttgagag aagcagggtg ggacctacaa agagt::ag·a tg ccacggaggc atttgtggag 

961 gcgat:gagta ataagaagga aaagggaatt atttgggaaa aacaagtagt ggaaccaagt 

1021 gtcaagatt9' tgaaccgtct tttgtt:.ggac tga 

Figura 10. 

1 MLIWHIISI TRIIFITLTI-1 NHLHFLMFRS LSYNHKHLKF LTNPTTRVLR RNMSSSTVVT 

61 IPGPTQKNKN KIIVIf.1GATG SGKSKLSIDL VTRHYPFSEI INSDKIQITI< GlNITTNI<IT 

121 VPDRRGVVHH LLGEIDPDFN FSPSHFRSIA GQRINSIINR Hl<l~PFI.VGGS NSYIYAll TN 

181 RFDPDFNPOS NPVHFISNEL RYNCCFIWVD VLNPVLNEYL DKRVOEMMNS GMYEELEQFF 

241 KENRFSOPGL EPGRATGLRK AIGVPEMERY FKKSCTYEEA VREIKENTWR LAKKQN\\IKIQ 

301 RLREAmvOLQ RVDATEAFVE AMSNl<I<EI<G;I n'IEKQVVEPS VKIVNRFLLD * 

Figura 11. 
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5B3b.O 

Figura 13. 

A 

B 

Figura 14. 



8 I 44 

Figura 1s. 
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Figura 16. 



10 I 44 

1 gtcccgtatc acgcagcgcg tgagctaccc aggcactgcc gccgccggcL1 cctaccgtcct 

61 tgaatcaga<'i cccgagggcg acgctgcccg cgaggtccag gcgct.ggccg ctgaaattaa 

121 atcaaa.actc atttgagtta atgaggtaa.a gagaaaatga gcaaaagca.c aaacacgcta 

lBl agtgccggcc ~tccgagcgc acgcagcagc aaggctgcaa cgttggccag cctggcagac 

211 acgccagcca tgaugcgggt caactttcag ttgccggcgg a·9gatcacac ca&gctgaag 

301 atgtacgcgg tacgccaagg caagaccatt accgagctgc tutctgaata catcgcgcag 

361 ctacca.gagt t:~aatgagcaa atgaataaat gagtagatga attttagcgg ctuaaggugçr 

42l cggoatggaa aat;.caagaac aac:caggcac cgacgc:cgtg gaatgcccca tgtgtggagg 

'18~ aacgggcggt tggccaggcg taagcggctg ggttgtctgc cggccctgc.a atggcactgg 

541 aacccccaag cccgaggaat. cggcgtgacg gtcgca.aacc at·::::cggcccg gtacaaatcg 

601 gcgcggcgct gggtgatgac c tggtggaga agttgaaggc cg·ogc!\ggcc: gc:ccagcggc 

661 aacgcntcgá ggcugaagca cgccccggtg a.a tcgtggca agcggccgct satcgaatcc 

721 gcaaagaatc ccggcaaccg ccggcagccg gtgcgcc~tc gottaggaag ccgcccaagg 

"l!l1 gcgacgagca accaga'::ttt c.tcgttccga tgctctat.ga cgtgggcacc c:gcgatagtc: 

an g·cagcatcat. ggacgtggcc gttttccgtc tgtcgaag.cg tgo.cega::ga gctg·gcgagg 

901 tgatccgcta cgagcttcca gacgggcacg tagaggtttc cgcagggccg gccggcatgg 

961 coagtgtgtg gg.flttacgac ctggtactga tggc:ggtt.tc: c:<::at:etaacc gaatccatg.a 

lO;!J. accgataccg ggaagggaag ggt.l.gacao.gc ccggccgcgt gt:tccgtcca cacgttgcgg 

lOB1 oogtaotcaa gttctgccgg cgagocgao::g gcggaaagca gaaagac;rac ctg~tagaa.a 

114:1. cctgcat;tc:g g:::taaac:acc acgc:acgt:::g ccatgcagcg l::.acgnagaa.g gccaagaacg 

1201 9'Ccgoctggt g11cggtatcc gagggtgaag cct:tgattag ccgctaca.ag atcgtaaaga 

1261 g::gaaaccgg gcggccggag tacatc9'~9a tcr;ragcta,gc tgattçgatg taccgcgaga 

13~1 tcacagaagg caagaacccg gacgtgctga aggttcoccc cga:tacttt ttgatcgatc 

1381 ccggcatcgg co:.:gl::.tttctc taccgcctgg cacgccgcgc cgcaggcaag gcagaagccD. 

1441 gatggttg:t caagacgatc tacgaacgca gtggcagcgc cggogagttc aagaaqttct 

lSOl gtttcaccgt gcgcaagctg atogggtcaa atgacctgcc ggagtacgat ttgaaggagg 

1561 ~gycggggca ggctggcccg atcctagtca tgcgc~accg caacctgatc gagggcguag 

l6?.l cAtcçgcr.gg tt.cctaatgr. acggagcaga tgct:agggca aaxtgccct.a gcaggggaaa 

1681 augg::.cg;:ma aggtctctt:.l:. cctgtggata gca·::gtaca.t tggga.acc:;:a a age estaca 

1741 ttgggaaccg gaacccgtao at t.gggaacc c!Hl<lgccgt:.a ca tt:.gggaac cggtcacaca 

11!01 t.gta11gl:gac tgatataa!l.& gagnaaaaag gcgatttttc cgcctaaaac tctttaaaac 

1861 tta·~taaaac tcttaa.aaoc cgcctggcct gtgcataact gtctggcoag cgcacagccg 

1921 aagagctgca aaaagcgcc~ acccttcggt cgctgcgctc cctacgcccc gccgc~tcgc 

1981 gtcggcctat cgcggccgct ggccgctcaa aaatggctgg cct~cggcaa ggcaatctac 

2041 cagggcgcgg acaagccgcg :::cgtcgccac tcgaccgccg gcgccca·oat caaggcacc::: 

21~1 tgcctcgcgc gtttcggtga tgacggtgaa aacctctgac acatgcàgct cccggagacg 

2161 gtcacagctt gtctgt.aagc ;rgatgccggg agcagacaag cccgtcaggg cgcgtcagcg 

2221 ggtgttggcg ggtgtcgggg cgcagccatg acccagl:cac gtagcgat:ag cggagtgtat 

?.?.81 actggc:;taa ctatgcggca tcasagcaga ttgtactgag agtgcac·.:at atgcggtg·tg 

2341 aaataccgca cagatgcgta agg~gaaaat accgcatcag gcgctcttcc gcttcctcgc 

?.101 tcactgactc gctgcgctcg gtcgttcggc tgcggogagc ggtatcagct cactcaaagg 

2461 oggtaatacg gttatccaca gaatcagggg ataacgcagg a.aagaacatg tgagcaa11ag 

2521 gccagcaaaa ggcaaggaac cgtaaaaagg ccgcgtt~ct ggcgtttttc cataggctcc 

258~ gccc::cctga cgagcatcac aaaaat:cg!l.c 9ctcaagt:.ca 91:19gtggc:ga attcccgacag 

264l gacta:::uu.:lg ataccaggcg tti.ccccctg gaagct.ccct cgtgcgctcc cctgttccga 

2701 ccctgccgct taccggatac ctgtccgcct ttctcccttc gggaagcgtg gcgctttctc 

~761 atagctcacg ctgtaggtat ctcagttcgg tgtaggtcgt tcgctccau.g ctgggctgtg 

2821 tgcacgaacc ccccgttcag cccgaccgct gcgccttatc cggtaactat: cgtcttgagt 

2SSl cc:aac:ccggt aagacacgac ttatcgccac tggcagcago cat!tggtaac ag9attagca 
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2 9~ 1 gagcgaggta tgtaggcggt gc tacagagt. t·:::ttgaagtg gtggcc:-.aac tacggctaca 

3001 c~a9aaggac agtatttggt atctgcgct:c tgctgaa.BCC agtta.ccttc ggaaaaagag 

3061 tcggtagctc ttgatccggc aa.acaôlacca ccgctggta.g cggtggcctt tttgtttgca 

3121 agcagcagat tacgcgcaga aaaaaaggat ctcaagaaga tccttt~atc ttttctacgg 

3lel ggtctgacgc tcagtggaac gaaaactcac gttaagggat tttggtcatg catgatatat 

32/,1 ctcccaa':.tt gtgtagggct cattatgcac gcttaaaaat aataaaa.gca gacttgacct 

33~1 gatugtttgg ctgtgagcaa ttatgtgctt agtgcatcta atcgcttgag ttaacgccgg 

3361 cgaagcggcg tcggcttgaa cgaatttcta gctagacatt atttgccgac taccttggtg 

34.:11 atctcgcctt tcacgtagtg gacaaattct teeaactgat ctgcgogc::ga ggccaagc::ga 

34el tcttcttctt gtccaagata agcct9tcta gcttcaagta tgacgggctg atoctgggcc 

3541 ggc::aggcgct ccatcgccca gt.cggcagcg acatcct~cg gcgcgatt.tt gccggttact 

3G01 gcgccgtacc aaatgcggga caacgtaagc actacatttc gctcutc9cc agcccagtcg 

3661 ggcggcgagt tccatagcgt taaggtttca ttt.agcgcct caaatagatc ctgttcagga 
3721 accggatcaa agagr.t:cct:.c: cgcc::gctgga cctaccaagg caocgct:'l.tg ttctcl:t<Jct. 

37tll. t.t'i.:gt.cagca agatagccag atcaatgtcg a.tcgtggctg gctcgaagat acct:gcaaga 

3841 ~tgtouttgc gctgccatt: tccaaattgc agttcgcgct tagctggata acgccacgga 

3 901 atgatqtcçt cgtgoacaac aatggtgl'lc::t tctacagcgc ggagaat.ctc getctctcca 

3961 ggggaagccg aagtttccaa anggtegtt~ atcaaagotc gccgcgttgt ttcatcaagc 

402~ ctt~cg9tca ccgtaa~cag caaatcaata tcactgtgtg gcttcaggcc gccatccact 

t.08l gcggagccgt acaaatgtao ggccagcaac g::c:ggttcga gatggcgct.c gatgacgccn 

4Hl act.ucct:.ctg atagttgagt cga~acttcg gcgatcu.ccg cttcccccat sratgtttaac 

4201 tttgttttag ggcgactgcc ctgctgcgta acatcgttgc tgctccataa catcaaacat 

4261 cgacccacgg cgtaacgcgc ttgctgcttg gntgcccgag gcatagactg taccccaaaa 

4321 aaacatgtca taacaagaag ccatgaaaac cgccactgcg ccgttaccac cgctgcgttc 

4381 ggtcaaggtt ctggaccagt tgcgtgocgg ca~ttacgcc acttgcatta cagcttacga 

4411 occgaacgag gctt9tgtcc actgggttcg tgcccgaatt gatcacaggc agcaacgctc 

4501 tgtcatcgtt acaatcaaca tgctaccctc cgcgagatca tccgtgtttc aaacacggca 

45G1 90ttDgttgc cgttcttccg aatagcatcg gtaacatgag caaagtctgc cgcct~acaa 

462l. cggctctccc gctgacgccg tcccggactg atgggctgcc tgtntcgagt ggtgattttg 

4661 tgccg<~gctg ccggtcgggg ~gctgtcgsc tggcrtg'!Ftgg caggat:.a.tat t;gtggtgt:.à!1 

4741 acaaattgac gctt:.agacaa cttaataaca cattgcggac gtttttaatg: tactgaatta 

48Gl. acgccgaatt gaattcctcg agtacgtagg atccatttaa attctagagg c!)cgccgata 

4961 tactctct~a aggtagcgag ctcttGatta 11tagggataa caggg~aatg cgg~cgc~ag 

4921 ctaauacgac srgccag~gaa ttatcaactt tgtatugaaa agttgc~ctg ccgacagtgg 

1981 tcccaaagat ggaccccca~ ccacgaggag caccgtggaa uaagnagacg ttccaaccac 

504l gtcttcaaag caagtggatt gatgtgataa catsgtggag cacgacactc tcgtcta::tc 

5101 caagaatatc: aaagatacag tctcaga<lga ccaaagggct attgagat:tt: ttcaacaaag 

5161 ggtaatatcg ggaaacctcc tcggattcca ttgcccagct atctgtcact tc~tcaaaag 

5/.21 gacagtagaa aaggaa~gtg gcacctacaa atgccatcat tgcgataaag gaaaggctat 

5281 ~gt.t.caagat gcctctgccg acagtggtct: caaagatgga cccccaccca cgaggagçat. 

5341 cgtggaaaaa gaagacgttc caaccacgtc ttcaaagcaa gtggattgat gtgatatc=c 

5401 cactgacgta ugggatgacg cacaatccca ctatccttcg caagaccctt cctctatata 

5~61 aggaagctca tttcatt.tgg agaggacacg ctgcaagttt gtacaaaaaa. gcaggct.iltg 

5521 gcuattacct tatccgcaac ttctttacct atttccgcc~ ggatccgggc aggttctccg 

5581 gccgcltggg tggagttggct:. attcggctat gactqggcac aac.agacaat cggctgctct 

5641 gatgccgccg tgttccggct gtcagcgcag gggcgcccgg ttctt':.ttgt caagaccgac 

5701 ctgtecggtg ccctgaatga actgcng~ao gaggcagcsc ggctatcgtg gctggccaog 

5761 acgggcgttc cttgc:gcagc t.gtgctcgac gttgtcactg aagcgggaag ggactggct:.g 

5821 ctattgggcg aagtgccggg gcaggatctc ctgtcatctc accttgctcc tgccgagaaa 
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5881 gtatccatca tggct.gatgc: aa.tgcggcgg ctgc:atacgc ttgat.ccggc tacctgccca 

59~ 1 ttcgacc::acc aagcgaaaca t.cgcat:.cga.g cgagcac·gta ctcggatgga agccggtctt 

6001 gt.cgatc~gg atgatctgga cgaagagcat cag;gggctcg cgccagccga actgttcgcc 

e06l aggc::tcaagg cgcgcatgcc cgacggr::gag gatctcgrtcgr tgacccatgg cgatgc•ctgc 

6121 ttgccga.ata tcatggtgga aa!l1tggccgc t.tt:.tctg:gat tcatcgactg tggccggctg 

6181 ggtgtggcgg accgctat:ca ggacatagcg t tggctaccc gt.gatáttgc tga.agagctt 

624l ggcggcga<~t ggg:ctgaccg ctt.cctcgtg ct~ttacggta tcgccgctcc cgattcgcag 

630l cgcat<:!gcct:: tctatcgcct tcttgacgag ttct.tct9aa cccagctttc ttgtacaaag 

6361 tgga.gtc::cgc a.aa;aatcacc agtctct:ctc tacaaatcta t.ctct.ctcta Lttttctcc=a 

6•121 gaata.at:gtg tgag~agtt:.c ccag.c;taagg gaattagggt t:.cttataggg ttt.cgctcat 

6481. gt.gttgagca. tataagaaac cel:.t.a.gta.tg t<>.tttgtatt tgtaao.ati:>.c ttctatc::aat 

654Jl aaaattt.cta attcctaaaa ccaaaatcca gtgacatcaa c-.ttattata catagttgat 

66 01 aattcactgg ccgtgcttat. tccatggctg caggtcgac·g aat t:cacc3"g \:.tagggataa 

666'1 cagggtaili::C gctaccttag gaccgttata gttacggcc.a gtgccattac cctgttfltcc 

6721 ctaaccggtg acaactt;tgt at!lgaauas;t tggtttgtgt cttcta.gatt aatcctccaa 

6781 actttr.gatt aaccaaaaaa at.tatcaaac taacat:gtt:.·c tccttttttc tttagaaatt 

68•11 ctaacgaatt tatctttata ctgatttgaa tat..acttaat ttggb:::ra.ttt ggatgccctt: 

6901 tacaa:::rctcc ttaccaaact caetat:ggca aat.atatact attttcc:at.t gtaac::ataaa 

6961 tgt;ccat.aat tt:gaattaaa ttcgttgcag: ta.cgaa.a..cca tccaaC!tttg tccaaaa.aca 

7021 aa.atc-cttat aact.at::.tt::.i:l.c t.ttaatgtaa atata.tcctc tuct.tt::.tgtt tttacaaccc 

708~ 'tagct:c!l.uac aaattt.att<:: tttgcgataa aaaatcata.t cgaacaaact cgatgatttt:. 

7l.o1l ttttttctta cgttatta.at. gaaactaaaa tatagaaaaa aacaaga::ga acc.aaatttt 

720::::. cacctat:c:ta actact.tau;~ tataatatg'l. ttaaatttgg taaa.gtttga aaagttt.ctt 

7:?.61 tagaaatgtg aaatattgat ca.cagtttct attgctaaaa tcaccaacaa aacgcatgtc 

7321 gccattcata attatggt.t:.t:. cacac::taca ac1:aggctaa taagtaaata agtagacaac 

73 B1 tagactcagg tttgaaa.aaa ccataaaagc cat:atagcgt tttctcattg aaactgcgaa 

7441 cacgatcgtg t.gaat:.gttgc agtttctagt ttt;gatacaa ac.aaacaaaa acacaattta 

7501 atcttag.att aaaaagaa.aa a.agaga.acg:g ag.~ccactag ccactcct.tc aaacgt.gtcc 

7SEl taccaact.ct cttc:taga,aa caaattaggc tteaccttcc tcttccaacc tct~.:tctctc: 

762~ tctctçtctc tttttctcaa acca.tctctc c;ataaagccc ·taatttcttc atc;acaagaa 

7681 t.ca.gaagaag a;;~acaa.gt:ct gtacaaaaaa gc:aggcttac tgcaaaaaac tta.tggacct 

774l gca.tctaatt ttcggtc:::aa ct'=.gcacagg aaagacgacg accgcgatag ctcttgccca 

7B01 gcagacaggg c t::tccagt.cc tt.tcgct.t.ga tc;:gggtcca.a :r;gctgtcct:c aactatcaac 

7861 cggaagcgga cgacc3.acag tgg:aa.gaact gaaaggaa.c:g acgc:gtctct accttgal:ga 

7921 tcggcctctg gtgga:gggt.a tcatcgcagc caa.gcaagct C!:l.t•cataggc tgatcgagga 

798l ggt.gtutaat catgaggcca acggcgggct tattcttgag ggaggatcca cctcgtt:.gct 

80'1 l ca.actgcatg gcgcga.aaca gctattgga.g tgca.ga ttt.t cgttggca ta ttattcgcca 

82.01 caagttaccc g.accaagttg:a ccttcat9'a.a agcggccaag gcca3'agtta agcagatgtt 

BJLf51 gcaccccgct gcaggccatt ctattattca agagttggtt tatct:.ttgga atgaacctcg 

B221 gctgaggccc attctgaaag aga.tagatgg atatcgatat g-ccatgttgt ttgctagcca 

B281 gaac:caga.tc acggcagat.o. tgcta.ttgca gcttgacgca aa~atggaag gtaagttgat 

8:3-l:L taatg9gatc gctcagga.gt at;ttcatcca tgcgrcgcc.aa ca.ggaa:caga aattccccca 

8401 agttaacgca gccgctt tcg acggattcga aggtcatccg ttoggaatg:t. attaggt:acc 

H16l cagctttctt gtacaaagtg ggat:cgt:tca aacatttggc .aat.aaagttt cttaagattg 

952l aatcctgttg ccgg':::ctt.gc gatgattao::c atataatttc tgttgaatta cgttaagca.t 

8581 gtaataatt.a acntgtaatg catgacgtta tttatgaga.t gggtttttat gat:tag<~gtc 

86'42 cc::gcl:lattat acattt:.aata cgcgai:ag<ta aacaaaatat agcgcg·caaa ct:aggataaa 

8701 ttatcgcgcg cggtgtcat.c tatgtéact.a grat:ccaactt tattatacat agttgattcg 

816'l. :;:cgacctgca gtcgctacct taggaccgtt atagttatgg ca.aacagcta ttatgggtat 
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BB21 tatggg;tggt tcttt..at.gcg: gac&ctg.acg gctttatg:cc tgcaggtcgc gagcg:atcgc 

SS8l ggtaccgccc gggcgtcgac aggcctaa.gc ttagottgag cttggatcag attgt•cgttt 

B9U cccgcct:tca gttt.aaact.a tcagtgtttsr acag;g.ata ta t.tggcgggta aacctaagag 

9001 aaaagagcg·t ttatt.agaat aacggatatt: taaaagggcg tgaaaaggt::t tatccgttcg 

9061 tcc.attt::g:t;::a tgtgcatgcc aa:ccaca:ggg t:tcccctcg9' gatdaa.agta c'tttg:atcca 

9121 acccctccgc tgctat.agtg cagtcggctt ct.gacgttca gt:gcagccgt c't:tctgaaiê.a 

91:91 cgacatgtcg ·caca.agtcct aagttacgcg acaggctgcc gc:cctgcccc tttccr.ggcg 

9241 ttttcttgt:.c gcgtgtttta. gtcgca.ta.aa gt.agaatact tgcgact:aga accggagaca 
~3{11 ttacgccatg aacaag:agcg ccgccgctgg cctgct.gggc tatgcccg:cg t:cagcaccga 

936l c:gaccaggac ttgac::caacc aacgggccga actgc::acg;cg gc:cggct:g•:::a ccaagçtgtt 

9421 ttccgagaag at.caccggca ccaggcgcga ccgcccggag ctggccagga tgctt:.g~cca. 

9•181 cctacg::::cct ggcgacgttg cgacagtgac caggctagac cgcctsmc·::c gcagcacccg 

9541 c:gacota.ctg gacattgccs; 3..gcgca.tcca ggaggcc.ggc gcgg·gcctgc gtagcc:tggc 

%01 agagccgt.gg gccgacacca ccacgccggc cggccgcat.g g'Cgttgac·cg tgtt.cgccgg 

9661 cat:tgccgag ttcgagcgt.t ccctaat.cat cgaccgcacc cggagcgggc gcgaggcc'gc 

:97:21 caa•ggcc:cga ggcgtgaagt ttggcccccg ccctaccctc accccggcac agatcgcgca 

9781 cgc.ccg:cgag ctga.tcgacc aggaa.ggccg caccgtga.aa g;;l.ggcggctg cact;.gcttgg 

9841 cgt·gca ': cgc tcgaccctgt accgcgcact cgagcgcagc gaggaagt9a cgcccaccga 

9901 ggc:::asrscgg cgcggtg:::ct tccgt:.g;;gga cgcattgacc gaggccgacg ccctggcggc 

9961 c:gccgagaat 9!:l1!1cgccaa.g aggai:W!1agc at.g~t~accgc accaggacgg ccuggac:guu 

1.002.1. ccgt.ttctc.a ttaccgaaga gatcga.ggcg gagatgatcg cggccggg:ta cgtgt.tcgag 

10081 ocgcccscsc acgtctcaac cgt:.gaggc:tg ·catgraaat:.cc tgsccg;gtl:t gtctgatgc:c: 

10141 aéfl.gctggcgg c c tggccg·gc c.agcttggce gcl:.gaaga.aa cc9ascgccg ccgtcta&aa. 

1020l aggtgat:.g:tg tatttgagta aaacagcttgr cgtcatgcgg tcgctgcgta tatgatgcga 

10261 tga.gt~H:tAta aacaaatacg- caagggga.a.c gc:atgaag:gt tatcgct;gta ct:taac;:caga 

103/.:l aa.ggcgggtc aggcaagacg accatcgcaa cccatct.agc ccgcgccctg caact:.cgccg 

1038l gg.gccgatgt tctgttagt.c g.;;ttccg.atc ccca.ggg:cag tgcccgcgarc tgggcggccg 

l.C•441 tgcgggaaga. tcaaccgcta accgtt:.gtcg gcatcgaceg eocga.cgatt gac:c~cg.acg 

1050~ tg:aaggccat cggccggcgc g.ac t. tcgtag t.gatcgacgg agcgccccag gcggcgg.act. 

1G•561 tggctgt:gt.c cgcgatcaag gcagccgact tcgtgc t.g;at. tccggtgcag cca.aqccctt 

1C·62l acgacat::a";g ggccaccgcc ga:cctggtgg agctggt.t.aa gcagcg;cat.t gaggt:.cacsg 

1C:<68~ at9gaü9g:ct aca.agcggcc t:. t tg:tcgt.gt .cgcgggcgrat caaaggcacg cgcatcggcg 

1C·741 gtgaggttgc cgag;gcgctg: gccgggtacg: agctgccca:t tcttga 

Figura 1',7. 
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1 gtcccgtatc acgcngcgcg tgagctllccc aggcac:tgcc gccgccggca caaccgtt.ct 
6l. tgaatcagaa cccgagggcg acgctgcccg cgaggtccag gcgc~ggccs ctgaaattaa 

.!21 atcaaaactc atttgagtta atgaggt.aaa gagaaaa~ga gcoaaagcac aaDcacgcta 
1B1 agtgccggcc gtccgagcgc acgcagcagc aaggctgcaa cgttggccag cctggcagac 
241 acgccageca tgaagcgggt caactttcag ttgccggcgg aggat.cacac caagctgaag 
301 atgtacgcgg tacgccaagg caagaccatt accgagctgc tatc~gaata catcgcgçag 
361 ctaccagagt aaatgagcaa atgaataaat gagtagatga attttagcgg ctaaagg<199 
421 cggcatggaa aatcaagaac aaccaggc::tc:: cgacgccgtg gaatgcccca tgtgtggagg 
4Sl aacgggcggt tggccaggcg taagcggctg ggttgtctgc cggccct.gca atggcac~gg 
541 aacccccaag cccgaggaat cggcgt::.gacg gtcgcaaacc atccggcccg gtacnaatcg 
601 gcgcggcgct gggtgatgac ctggtggaga agttgaaggc cgcgcaggcc gcccagcggc 
661 aacgcatcga 99cagaagca cgccccggtg aatcgtggc~ agcggccgc~ gatcgaatcc 
721 gcaaagaatc ccggcaaccg ccggcagccg gtgcgccgtc gattaggaag ccgcccaagg 
7Sl gcg.u:~gagca. accagat.t.t:.t ttcgttccga tgctctatga cgtgggcacc cgcgatagtc 
ll41 gcagcatcat ggacgtggcc gttttccgtc t:gtcgaagcg tgaccgo:tcga sctggcgagg 
901 tgat.:::cgct:.a cgagcttcca gacgggcacg tagaggtttc cgcagggccg gccggcatgg 
961 ccagtgtgtg gg~ttacgac ctggtactga t:.ggcggtttc c:::at~taucc guatccatga 

1.04:1. aç:cgataccg ggaagggaag ggagacaagc ccggccgcgt g':tccgtcca cacgttgcgg 
10 n acgtactcaa gttctgccgg cgagccgatg gcggaangc::a. gaaagllcga:: ct.ggtaga.af) 
llll1 cctgcatt:cg gttaaacacc acgcacgttg ccatgcagcg tacgaagaag gccaagaacg 
12Cl gccgcctggt gacggt.a.tcc gagggtgaag ecttgattag cc::gct:!lc:tlllg c.tcgl:t~tlaga 

1261 gcgt~aaccgg gcggccggag tacatcgaga t.cgagctagc tgattggatg taccgcgaga 
1321 tcacagaagg caagaacccg gacgtgctga eggttcaccc cgattacttt ttgatcgatc 
1301 ccggcaccgg ccgttttc~c taccgcctgg cacgccgcgc cgcaggcaag gcagaagcca 
14.;1 ga.tggtt'i;1tt caagacga'::.c tacgaacgca gtggcagcgc cggagagttc aagaagtcct 
1501 gt.ttcaccgt gcgcaagc:g al.:cgggtcaa atga.cctgcc gsllg.tnc:gat ttgnnggagg 
156:1. aggcggggca ggctggcccg atcctagtca tgcgcta.ccg caac:::tgatc gagQ5JCgaag 
162'1 catccgccgg ttcctaa.tgt: acggagcagtl tgctagggca aattgcccta gcaggggaaa 
l.ISBl. aaggl::cgaa.;; aggtctctt.': cctgtggata goacgtacat tggga.nccca aa9ccgtaca 
17.;.1 ttgggaaccg gnncccgtac att995ifáacc caaagccgt:a cattgggaao cggtcacaca 
l8C·1 tgt:aagtgac tgatataaaa gagaaaaaag gcgattttt:.c cgccta.aaac tc':ttaluLac 
1861 ttattaaaao tctt.aaaacc CtlCCtggcct gtgca taact gtctggccag cgcacagccg 
1921 aagagctgca aaaagcgc:::c. acccttcg·gt ogct.gcgctc cctacgcc<:c gccgctt:::gc 
19 Bl gtr:ggcctat cgcggccgct ggccgctc:aa aaatggctgg ccta·cggcca ggco.atctac 
:2041 cagggcgcg9 acaágccgcg ccgtcgccae tcga.ccgccg gcgc::cacat caaggcaccc 
2l Ol. tgcct:;cgcgc gtttcggtga tgacggtgaa a.a.cctctgac act~tgcagct-. cct:ggagacg 
2161 gtco.cagctt gtctgtaagc ggat:.gccggg agcagacaag cccgtcaggg cgcgtcngc9 
2221 ggtgttggcg ggtgtcggg~ cgcagccatg acccagtcac gt:ag:::gatag cggagtgtat 
2281 actggctt.aa ctatgcggca tcagagcaga ttgtactgag agtgcaccat atgcggtgts 
23~1 aaataccgca cagatg·cgta aggagaaaat accgcutcag gcgctcttc:: gcttcctcgc 
24[11 tcac::tgactc gc:tgcgctcg gtcg'ttcggc tgcggcgagc ggtatcagct cuctcaaagg 
2<161 cggtaatacg gttatccaca gaatcagg9g at:.aacgéagg aaagaàcatg tgagcaaaag 
2521 gccagcaaac. ggccaggaac cgtaaaaagg ccgcgttgct ggcgtt:tttc cataggctcc 
2591 gccccc:ctga c:gagcatcac aaaaatcgac gctcaagtca gaggtggcga ao.cccga.ca.g 
26.:0 l gactataaas ataccuggcg tt.tccccctg gaagctccct cgtgcg-ctct. cctgttccga 
;n<a ccctgccgct taccggata.c ctgtccgc-ct: ttctcccttc gggaa.gcgtg gcgctttctc 
2761 atagctcocg ctgtaggtat ctcagttcgg tgtaggtcgt tcgctcca.ag ctg.ggcl:gtg 
2821 tgçacgaacc ccccgttcag cccgaccgct gegccttál:c cggtaàctat cgtcttgagt 
2ae1 ccaacccggt aagacac:gac ttatcgccac tggcagcagc cact.ggtaac aggattngc<l 
2941 gagcgaggta tgtaggcggt 9ctacagagt tcttgaagtg gtggcctaac tacggctaca 
300.1 ctagi:lagga<.: agtat.t:tggt atctgcgctc tgctgaagcc agttaacttc ggaaaaagag 
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3C61 ttggtagctc ttgatccggc aaacaaacca ccgctggtag cggtggtttt tttgtttgca 
3121 agcagcagat tacgcgcaga aaaaaaggat ctcaagaaga tcctttgatc ttttctscgg 
3181 ggtctgacgc tcagtggaac gaaa.act:cac gttaagggat tttggtcatg catgatatat 
3241 ctcccaattt gtgtagggct tattatgcac gcttaaaaat aataaaagca gacttgacct 
3~01 gatagtttgg c:tgtgagcaa ttatgtgctt agt~catcta atcgcttgag ttaacgccgg 
3361 cga.agcggcg tcggc~;;tgaa cgaatttcta gcto.ga.catt atttgccgac taccttggtg 
3"21 atctcgcctt tc:acgtagtg gacaaattct tcca.actgat ctgcgcgc9a ggc:ca~:~.gcga 
34B1 tcttcttctt gtccaagata agcctgtcta gcttcaagta tgacgggctg atactgggcc 
3541 ggcaggcgct ccattgccca gtcggcagcg acatccttcg gc:gcgatttt gccggt.t:act. 
3601 gcgctgtacc aaatgcggga caacgtaasc ac:tacatt:tc gctcatcgcc agcccagtcg 
3661 ggcggcga.gt tccatagcgt taaggtttca tttagcgcct caaato.gatc ctgttcagga 
372:1, ac:cggatcaa agagtl:.·cct:c c9ccgctgg"- ootaccaagg c:aacgctatg ttctct:tgct 
3781 tttgtcagca ugntagt:cag atcaatgtcg a:;cgtggctg gctc;Jao.gat acctgcaa.ga 
3911 atgtcattgc gctgc:cattc tccaaat::t:.gc agtt:.cgcgc'c ta.gctgga::.a acgccacgga 
3901 atgatgtcgt cgtgcacaac aatggtgact tctacagcgc ggagaatctc gctctctcca 
3961 ggggaagccg aagtttcco.u nnggtcgtl::g atcaaagctc gccgcgtt9t ttcat.:.caagc 
4021 ctt~cggtca ccgtaaccag caaatcaata tcact:gt!Jts 9cttcuggcc gccatccact 
qoel gcggagccgt acaaatgtac ggcc~gc~ac gtcggttcga gatggcgctc gatgacgcca 
4141 act.::acctctg atagttgagt cgatactt:::g gogat:.aaccg ct:!::cccccat: gat.gtttaac 
4201 tttgttt:tng ggcgactgcc ctgct:gcgta acatcgttgc t9ct:ccataa catcaaacat 
426:::. cgacccacgg cgtaacgcgc t:tgct::gcttg gatgcccgag gcatagactg taccccaaaa 
4J2l aaacatgtca tol:lt:Flagaag cca.tgaaaac cgccac::.gcg ccgttaccac cgr.:t·gcgt:tc 
'l3lil ggtcaaggtt ctggaccagt tgcgt:gacgg cagttacgc::t acttgcatta cagcttacgu 
4441 accgl!ltl.cgag gct::tatgtcc actgggttc:g tgcccgaa.tt gat::ca.caggc agcaacgctc 
4501 tgtcatcgtt acaatcaaca tgctaccctc cgcgagatca tccgtgtttc uaacccggca 
4561 gct:t:agttgc cgtt:cttccg aatagcatog gtaa.eatg1:1g caal'lgtctgc cgc::ctta.caa 
4621 cggctctccc gct:~acgccg tcccggactg atgggctgcc tgtatcgagt: ggtgat~ttg 
4681 Lgccgagctg ccggtcgggg agctgttggc tggctggtgg cgtggtgtaa 
4i41 acaaattgac gcttagacaa r::t:taataaca cattgcggac 9t:t:.tttaatg taetgaatt:a 
1801 a:::gccgaatt gaattcctcg agto.cgtas-9' atccattt".aa attctngagg cgcgcoga.ta 
4$61 tcctctctta aggt:agc::gag ctcttaatt;a atagggataa cagggl:aatg t:ggc::cgcaag 
49?.1 ct:aaaacgac ggccagtgaa ttatcaact.t;. t:.gtatagaaa agttgct.ctg ccgaca;r::.gg 
4981 tcccaaagat ggacccccac ccacgaggag catcgtggaa aaagaàgacg ttccaaccac 
5041 gt:.cttcaaag caagtggatt: gatgtgataa catggtggag cac9acactc tcgtctactc 
SlC1 caagat\tat:c aaagatacag tctcagaaga ecaaag,ggct a.tt9agactt ttcaacaaag 
5161 ggtaatatcs ggaoncctcc tcggattcca t:tgcccagct atctgtcnct tcatcaaaag 
5221 gac~g~agi'la aagga.aggt;g gcacctacaa atgccatcat; tgcgataaag gaaaggctat 
5281 cgttcaagat gcct.ctgccg a,cagtggtcc caaaga.tgga ccccoaccca cgagg<1g<::at 
5341. cgt:ggaaaaa gaagacgttc caacc::acgt:c tt;.caaagcaa gtggattgat gtgatatctc 
5401 cactgacgta agggatgacg cacaatccca ctatc:cttcg caagaccct-: cctctat.ata 
5461 aggaag~tcn tttciltttgg agaggacacg ctgcaagttt gtacauilaaa gcaggct:.atg 
SS2l gc<:~attacct tatccgcaac ttctttaccr. atttccgcc::c ggatccgggc aggttctccg 
5581 gccgcttggg tggagaggct attc:ggcta!:: gnctgggcac aacagacaat cggc:::gctct 
5641 gatgccgccg tgttccggct gtcagcgcag gggcgcccgg ttctttt:tgt Cúàgaccgac 
5701 ct:gt:ccggtg ccctgaatga act:gcaggac gaggcagcgc gg-cta.tcgtg gctggcca.cg 
5 761 acgggcgt: te ctt:gegcagc tgtgctcgac gttgtcactg aagcggg.aag ggact:ggctg 
sa:n ctattgggcg aagtgccggg gcaggatctc ctgtcatc::tc accttgctcc tgccgagaaa 
ss.sJ. g-tatccatca tggctgatgc aatgcggcgg ctgcatacgc ttgatccggc t.acctgccca 
594J. t':cgaccacc aagcgaaaca tcgcatcgag cgagcacgta ctcggatgga agccggtc::tt 
6001 g':.cgatcasg al:gatctgga cgaagagcat ca.ggggctcg cgccagccga actgttcgcc 
6061 aggct.caagg cgcgcatg,cc cgacçrgcgag gatctcgtcg tgacccat:gg cgatgcctgc 
6121 ttgccgaat:a tcatggtgga aaatggccgc ttttctggat tcatcgactg tggccg9ctg 
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6181 ggtgtggcgg accgctatca ggacatàgcg ttggctaccc gtga~attgc tgaagagctt 
6241 ggcggcgaa.t gggctgaccg cttcctcgtg ct.ttacggta t:cgccgctcc cgattcgcag 
6301 cgcatcgcct tctatcgcct tcttgacgag ttcttctgaa cccagctttc ttgtacaaag 
6361 :ggagtccgc aaaaatcacc agtctctctc tacaaatcta tctccctcta tttttctcca 
6421 gaataatg~g tgagtagttc ccagataagg gaattagggt tcttataggg tttcgctcat 
6481 gtgttgagca tataagaaac cct:.tagtat.g tatttgtatt tgtauaatac ttotatcaat 
6541 aaaat:ttcta attcctaaaa ccaaaatcca gtgacctcaa ctt;tattata catagttgat 
6601 aattcactgg ccgtgcttat tccatggctg caggtcgacg aattcaccgg ttagggataa 
6661 cagggtaata actataacgg tcctaaggta gc:gagcggcc gcaagctaaa acgac.ggcca 
6721 gtgaattatc aactttgtat agaaaagttg gtttgtgtct tct~gattaa tcctccaaac 
G79l :;;tttgattaa cca.aaaaaat tatcaaacta acatgttctc ct:.t:.ttttctt: tagaaattct 
ES41 ai!lcgaat:l.:t:.o. l:c:ttt:ato.cl: gatttgaata tacttaattt ggtcatttgg atgcccttta 
c~Ol caacctcctt accaaaat:at tgatcacagt: t:t:.ctattgct .aaaatcacca ac.aa.aacgca 
6961 tgtcgccil.tt c:ataattatg gtt.tcacacc ta.caactagg ctaataagta aata.agtaga 
70?.1. caactagact caggtttgaa aaaaccataa aagccatata gogttttcte attga~actg 
7091 cgaacacgat cgtgtgaatg ttgcagtttc tagttttgat acaaacaaac aaaaacacaa 
7141 tctaatctta gattaaaaag aaaaaaga9a acggagcc:ca ctagc::cactc: cttcauocgt. 
7201 gtcttaccaa ctctcttcta gaaacaaatt aggcttcacc ttcctcttcc aacctctctc 
7261 tctctctctc tctctctttc tcaaaccatc tctccataaa gccctaattt ctt.catcaca 
n:a agaa,tcagaa ga.agaaacaa gttt.gtacaa aaaagcaggc ttaotgcno.a auacttatgg 
7J91 acct9cutct aQttttcggt ccaacttgca caggaaagac gacgaccgcg atagctcttg 
'711Jl cccagcagac agggcttcca gtcctttcgc ttgatcgggt ccaatgctgt cctcaacta.t 
7501 caaccggaag cggacgacca acagtggaag aactgaaagg aacgacgcgt ctctaccttg 
756J. atgatcggcc t.ctggtggag ggtatcatcg cagcca.a9co ngct:catcat aggctgat.cg 
76'21 aggaggtgta ta<iltcatgag !:JCcaacggcg ggcttattct tgagggagga tccacctcg~ 
'iGl'll tgctcaactg catggcgcga aacagcto.tt. ggagtgcagil tttt:cgttgg catat.ta,ttc 
774l gccacaagt.\:. acccgaccaa gagaccttca tgaa.agcggc caaggcca.ga gttaagcagu 
7801 tgttgcaccc c::gctgcaggc co.tt:.ct:att:.a ttcaagagtt ggtt.tatctt tggaatgaac 
766l ctcggçtgag gcccattctg aaagagatcg atggatatcg atatsccatg ttgtt.tgcta 
7921 gccagailcca. gatcacggcil gÇ.'Itat;;gctat. tgcagcttga cgcaaatatg gaaggtaagt 
7901 tgattaatgg gatcgctcag gagtatttca tcca,tgcgcg ccaa,caggau cagaaa:c-:.cc 
804:! cccaagttaa cgcagcogct ttogacggat tcgaaggtca tccg::::tc9ga atgtattagg 
910: tacccagctt tcttgtacaa agtgggatcg t:tca.aacatt tggcaataiHI gttt.ct';;aa.g 
8161 attgaatcct gttgccggtc ttgcgacgat catcatataa tttctgttga attaag~taa 
9~2: gcatgtaC~ta ottuacutgt aatgcatgac gttatttatg agatgggttt ttatgao:;-:;ag 
et.a:. a.gtcccgcaa ttatacattt aatacgcgat. agaa.aacaaa atatagc9cg cw.!loct:agg<l 
6341 taaattatcg cgcgcggtgt catctatgtt actagatcca actttattat acatagt::ga 
940: taattcactg gccgtcgctt attc.catggc tgcaggtcga cgaa.ttcacc ggttaar::::at. 
8-161 aac::ggtccta aggtagcgat. ggcaaacagc tat.tatgggt attatgggtg gttctttatg 
9521 cggacactga cggctttatg cctgcaggtc gcgogcgatc gcgg!:occsc ccggscg~cg 
6561 acaggcctaa gcttagcttg agcttggatc agattgtcgt ttcccgcc•~t cagtttaaac 
8641 tat:cagtgtt tgacaggata tattggcggg taaacctaag agaa.aagagc gtttattaga 
S'iOl ataacggata ttta.aaaggg cgtgaaaagg t:ttatccgtt cgtc::catttg tatgtgcatg 
8761 Cl::aaeeacag ggttcccctc gggatcaaag tactttgatc caacccctec gctgctatag 
S82l tgcagtcggc ttctgacgtt cagtgcagcc gtcttctgaa a,acgacal:.gt: cgcaca.agtc 
986:1. ctaagttacg cgacoggct:g ccgccctgcc cttttcctgg cgt:L:ttcttg tcgcgtgttt 
8941 tagtcgcílta aagtagaata cttgcgaeta. gaaccggaga cattacgcca tgaacaagag 
9001 cgccgccgct ggcctgctgg gctatgcccg cgtcagcacc: gacgaccagg acttgaceaa 
9061 ccáacgggcc gaactgcacg cggccggctg caccaagctg ttttccgaga <~gi!ltcaccgg 
.9Ul caccaggcgc gaccgcccgg agctggccag gatgcttgac cacctacgcc ctggcgacgt 
9181 tgtgaca9tg accaggctag accgcctggc ccgcagcacc cgcgacctac t.ggocattgc 
9241 cgagcgcatc caggaggccg gcgcgggcct gcgtagcctg gcagagccgt gggccgace~c 
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9301 caccacgccg gccggccgca tggtgttgac cgtgttcgcc ggcattgccg agttcgagcg 
9361 tt·ccct.aatc ategocêgcà éCC$gágcgg gcgcga.ggcc gccaaggccc g.uggcgtgaa 
9121 gtttggcccc cgccctaccc tcaccccggc acagatcgcg ca.cgcccgcg agctgatcga 
94B1 ccaggaaggc cgeac<:gtga. a.agaggcggc tgcactgctt ggcgtgcatc gct.cgâccct 
9541 gtaccgcgca cttgagcgc~ gcgaggaagt gacgccc::acc gaggccaggc 99C9C9·Stgc 
9601 cttccgtgag gacgcattga ccgaggccga cgccctggcg gccgccgaga atgaacgcc<1 
9661 agaggaacad. gc!1tgaaacc gc!:lccaggac ggccaggacg aaccgttttt c:atta-ccgaa 
9721 gagatcgagg cggagatgat cgcggccggg tacgtgttcg agccgcccgc gcacgtctca 
9781 acc;rtgcggc t:g(:atgaaat. cc:tggccggt ttgtctgatg ccaagctggc ggcctggccg 
981\1 gc-::::agct't:gg ccgctgaaga aaccgagcgc cgccgtctaa aaaggtgatg tgt:atttgag 
9901 taaaacagct: t:gcgtcatgc ggtc:gctgcg tat.atgatgc gatgagtaaa taaacaaata 
~96:1 cgcaa.gggga acgcatgaag gttatcgct.g tacttaac:co gaaaggcggg tcagg.:;a.aga 

1002~ cgaccatcgc aacccat:.ct:a 9'CCC'gcgccc tgcaactcgc cggggccgat gttctgttag 
10091 tcgattcc:ga tccccagggc agtgcocgcg attgggcggc cgtgcgggQn gatc:n.accgc 
J.OlU taaocgttgt cggcatcgac cgcccgacga ttgaccgcga cgtgaaggcc atcggccgge 
1020:3. gcgacttcgt agtgat:cgac ggagcgc:ccc aggcggcgga :::ttggctgtg tccgcgatca 
lC2Gl agg-:.:agccga ct:t:cgtgctg attccggtgc agccaagccc ttacgaca.t& tgggccaacg 
;L03 21. ccgacctggt ggagctggtt aagcagcgca tt:.ga.ggtr.::ac ggatggaagg ct:acaagcgg 
1038~ cctt.tgL:c9t gt:.cgc:gggcs- atcaaa.ggca cgcgcatcgg cggt.gaggtt gccgaggcgc 
10441. '::ggccgggt.a cgagct:gcoc attcttga 

Figura 19. 
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Figura 20. 



20 I 44 

l gtcccgt.atc acgcagcgcg tgagctac:cc aggcactgcc gCC!Jc·cggca caaccgttct 

61 tgaatcagaa cccgagggcg acgctgcccg cgaggtccag gcgctggccg ctgaaattaa 

121 atcaaaactc atttgagtta atgaggtaaa gagaaaatga gcaaaagcac aaacacgcta 

181 agtg:ccggcc gtccgagcgc acgcagcagc aaggctgcaa cgtt9gc:c:ag cc;ggcagac 

241 acgc::::agcca tgaagcgggt ca~ctttr;;ag ':tgccggcgg aggatcacac caagctgaag 

301 atgtacgcgg tacgccaagg caagaccatt accgagctgc tatctgaata catcgcgcag 

361 c:tac:cagagt aaatgagcaa atgaataaat gagtagatga attttagcgg ctaa.agsragg 

4 21 cggca tgg"aa aatcailgaac aacc:asr-=:rc:ac cgacgccgt.g ga<1. tgcccca tgtgtggagg 

481 aac:gggcggt tggccaggcg taagc:ggctg ggt.tgtotgc cggcc::ctgca at.ç;gc::act·;nJ 

5~1 aacccccaag cccgaggaat cggcgtgacg gtcgcaaacc atccggcccg gtaca<tat·:::g 

6Cl gcgcggcgct gggtgatgac ct99tggaga ugttgaaggc cgcgcaggcc gcccagcggc 

661 aacgcD.tcga ggcagaagca cgccccggtg aatcgtggca agcggccgct gatcgaatcc 

721 gcaaagaato ccggcaaccg ccggcagccg gtgcgc:cgtc gattaggaag ccgcccaagg 

781 gcgacgilgcu accaga-.:.ttt ttcgttccga t.gct.ct.atga cg·tgggcacc CHcgatagt::: 

641 gcagcatca~ ggacgtggcc gttttccgtc tgtcgaagcg tgaccgacga gctggcgagg 

901 tgatccgr.:ta c:gagct.tcca gacgggcacg t.a.gaggtt te cgca~H19C:cg gcc:9gcatgg 

961 ccagtg~gtg ggattaogac ctgg:actga tggcggtttc ccatctaacc gaatccatga 

1021 accgataccg ggaagggaag ggagacaagc c~ggccgcgt gttccgtcca cacgttgcgg 

1C>91 a.cgtactcaa gttctgccgg cgagccgatg gcgga::~agc<l gaa.agacga.c ctggtagaaa 

1141 cc:tgcat.tcg gttaaacacc acgcacgt:.tg ccatgcagcg tacgaagaag gccaagaacg 

1201 gcogcctggt gacggtatcc gagggtgaag ccttgattag ccgctac:aag atcgtaaaga 

1261 gcgaaaccgg gcggccgga.s tacatcgasa tcgagctagc tgattggatg ta.ccgcg~ga 

1321 t:.cl:lca.gaasg ceagaacccg ·gacgtgctga cggl:tcacc~c: cgettactt.t ttgatcgatc 

lj61 ccggcatcgg ccgt:.tttctc taccgcctgg cacgccgcgc cgcaggcaag gcagaagcca 

.:.-1111 gatggt.tgtt caagaogat:e t.acga.acgea. gtggcagcgc cggagagt:te o.ag~:~ngt.tct 

1501 gtttcac:cgt gcgcaagctg atcgggtcaa atgaactgcc ggagtacgat ttgaaggagg 

:ts 6l. aggcggggca ggctggcccg atect.a9tca tgcgc taccg caacctgatc: gag9gcgaag 

1621 catccgccgg ttcctaatg~ acggageagu tgotagggca aattgcccta gcaggggaau 

16U1 aaggtcgaaa aggtctctt~ cotgtggata gcacgtacat tgggaac<:ca aegccgtaca 

1741 ttgggaaccg gaacccgtaa attgggaacc caaagccgta cattgggaac cggtcac:aca 

1601 tgt::.aagtgac tgatat1;1.a,;~a gagaaaaaag gcgatttttc cgcctaaaa.c tctttaaaM 

186J. ttattaaaac tcttaaaacc cgcctggcct gtgcataact gtctggccag cgcn.c::agccg 
1921 aagagct.gca aaaa.gcgcct acocttcg·g': cgctgcgctc cctacgcccc gccgcttcgc 

1981 gtoggoctat cgcggocgct ggccgctcaa aaat:.ggctgs cctacggcca ggcaatctac 

2011. cagggcgcgg acuagccgcg ccgtcgccac tcgaccgccg gcgcccacat ceaggcaccc 

2101 ':gcc:tcgcgc gtttcggtga tgacggtgaa.. aacc:tctgac acatgcagct cccggElgacg 

2162 gtcaco.gctt gtctgtaagc ggatgccggg agcagaco.as cccgtcaggg cgcgtcagcg 

?..?.21 ggt.gttggcg ggtgtcgggg cgcagccatg acccagtcac gtag~gatag cggagtg:::at 

2281 actggcttaa c:tatgcggca tcagagcaga ttgtactgag ag~gcaccat atgcggtgtg 

2311 aaata..ccgca cagotgcgta a9gagaaaat accgcatcag gcgctcttcc gctt.;:ctcgc 

2401 tcactgact.c gctgcgctcg gtcgttcggc tgcggcgagc ggtatcagct cactcaaagg 

2461 cggtaatacg gttatc:c:aca gaatcagggg ataacgcagg aaagaacatg tgagcaaaag 

2521 gccagcaaaa ggccaggaac cgtouaa~gg ccgcgttgct gscgtttttc cat~ggctcc 

25B1 gcccccctga cgagcatcac aaaeatcgac gctcaagtca gaggtggcga aacccgacag 

/.64:l gactataaag ata.ccaggcg tttc:cccetg gaagctccct cgtgcgctct cctgttccg-a 

2701 ccctgccgct tnccggatac ctgtccgcct ttctccc~tc gggaagcgtg gcgctttctc 

2761 atagct.cacg ctgtaggtat ctcagttcgg tgtaggtcgt. tcgctc:caag ctgggctgtg 

29?.1 tgcacgaaçc: ccccgttca.g cccgaccgct gcgcctt.atc cggt.aa-ctat cgtcttgagt 
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2881 cc:aac:ccgg:: aagacac:gad ttll.tcgccac tggcagcag<J cactggtaac aggattagca 

2941 gagcgaggta tgtaggcggt gctacagagt tcttgaagtg gtggcctaac tacggctaca 
3001 ctagaaggac agtatttggt atct.gcgctc tgctgaagcc: agttaccttc ggaaaaagag 

3061 ttggtagctc ttgatccggc aaacaaacca ccgctggt.ag cggtggtttt tttgtttgca 

3:.21 agcagca.gat tacgcgcaga aaaaaaggat ctcaagaaga tcettt:.gatc ttttctac:gg 

llBl ggtctgacgc ccagtggaac gaaaactcac gttaagg;at tttggtcatg catgatatac 

3241 ctcccaattt gtgtagggct tattatgcac gc•~taaaaat aataaaagca gacttgac:::t 

nn gatilgtttgg ctgtgagcaa ttatgtgctt agtgca':ctu 11tcgcttgag ';;taacgccgg 

3351 cgaagcggcg tcggcttgaa cgaa.tttcta gctagacatr. atttgr:::cgac tacctt99tg 

3•1 ?.l atctcgcctt t:cacgtag::g sa.caaattct tccaac:tgat ctgcgcgcga ggccaagcgà 

3481 tcttcttctt gtccaagata agcc~gtcta gcttcaagta tgacgggctg ata~tgggcc 

351ll ggcaggcgct. ccattgccca gtcggcagcg acatccttc;g gcgcgntt':t gccggttact 

3&01 gcgctgtacc aaatgcggga caacgcaagc actacatttc gctcatcgcc agcccagtog 

3661 ggcggcgagt tccatagcgt taaggtlt:.ca tttagcgcct. caaal:.agatc ctgttcagga 

372l accggatcaa agagttcct.c cgccgctgga cctaccaagg caacgctatg tt:.ctct:gct 

37!ll tt.tgtca9c!l asat.ugccag at:.caatgt.cg atcgtggct:.g gotcgaagal: ucctgcaaga 

38•H al:gtcattgc gctgccattc tccaaattgc agttcgcgct ta.gctggata acgcc::a.cggo. 

J!!Ol atgatgtcgt c:gt:gcaca<lc aatggtgact tct.acagcgc ggagaatctc gct:ct.ctcca 

3 96l. gggga.agccg aagt ttccaa aaggtcsttg atcaaagctc gccgcgt'!9't t tcaccaagc 

1021 cttacggtca ccgtaacc:ag caaatcaata tcactgt.gtg gcttcaggcc gccatcco.et 

4061 gcggagccgt. acaaatgtac ggccagcaac gtcggttcga ga:ggcgctc gatgacgcca 

4141 uctacctctg atagttgagt cgQto.cttcg gcgatcaccg cttcacccat gatgtttaac 

4201 tttgttttag ggcgactgcc ctgct:.gcgt.a at:atcgttgc tgctccat:.aa ca.t:ca.ar.~.cat; 

4?.61 cgac:c:cacgg cgtaacgcgc ttgct9cttg gatgcccgag gcatagnctg taccccaaaa 

4321 maacatgtca taacaagao.g ccatgaaaac cgccactscg oagtt~ccac cgctgcgttc 

4391 gqtcaa.ggtt ctggaccagt tgcgtgac:gg cagttacgct actcgcat:ta c!\l.gct.tacga 

4441 accgaacgag gcttatgtcc actgggttcg tgcccgaatt gatcncaggc agcaacgctc 

4501 tgtcatcgtt acailteaaca tgctaccctc CífO!Ji1ga':ca tccgtgtttc aa.acecggcá 

4561 gc:ttagtt:.gc cgttct.tccg aatagcatcg gt.aacatgag caaagtct:gc cgccttacaa. 
'6:21 cggctctccc gctgacgecg \:cccggactg atgg'(!etgcc tg:.:atcgagt ggtgat.ttt.g 
4681 tgccgegctg c<:ggtcgggg agc::t:.gttggc tggctggtgg caggat.at.at tgtggtgta(l 

174l. acaaattgac gcttagacaa cttaataaca cattgcggac gtttttaatg tactgaa~ta 

4801 a·ogccgaatt gaattcctcg agtacgt.agg atccatttaa attc:::agagg cgcg:::t:gaL:.a 
4061 tcctctctta Dggtagcgag ctcttaatta atagggataa cagggtaatg cggocgcaag 

4921 otaaaacgac ggccagcgaa ttatcaactt tgtatasaaa agttgctctg ccgacagtgg 

498l tcccaaagat ggacccccac ccacgaggag catcgtggaa aaagnasacg ttccaacoac 

504l gtct.tc:aaag ca.agtggatt gat.gtgata<t ca.tggtggag cacgacillctc tcgtctactc 

5101 eaagaatatc aaagat.aoag tct:cagaaga ccaaagggc:: at:.tgagacl:t ttcaacaaag 

5161 ggtaatatc;:g gguao.cctcc t:oggattcca ttgcccagct atctgtcact tcatcaaaag 

5/.21 gacagtagaa aaggaaggtg gcacctacaa atgccat.cat tgcgataaag guaaggctat 

321!1 cgttcaagat gcctctgccg aca.gtggtcc caaagatgga cccccaccca cgaggag·cat 

5'Hl cgtg~aaaaa gaagacgttc caaecacgtc ttcaaagcaa gtggattgat gtçatatctc 

5~01 cactgacgta agggatgacg cacaatccca ctatccttcg caagacc:c~t cctctatata 

5461 aggaagttca tttcat.t.t:gg agaggacacg ctgcaagttt gtacil~aa.t~ gcaggctaga 

S52.l ccgggggsae. a tgagatatg aaaaa.gcctg aactca.ccgc gacgtçtgtc gagaagtttc 

5581 tgatcgaaaa gttcgacagc gtc:tccgacc tgatgcagct ct:cggagggc gaagaateto 

5641 gtgctttc:ag cttcgatgta ggilgggcgtg gatatgtcct gcgggtaaat agctgcgccg 

5701 at.ggt.ttcta caaagatcgt tatgtt:.tate ggcactttgc atcggccscg ctcccgattc 

:i7El cggaagtgct tgacat'i:ggg gaattcagcg agagcctgac ctattgciltc tcccgccgtg 



22 I 44 

5821 cacagggt.gt cacgttgcaa gacctgcetg a.aaccgaact gcccgctgtt cl:gcagccgg 
5891 tcgcggaggc catggatgcg atcgctgcgg ccgatcttag ccagacgagc gggttcggcc 

59'41. cattcggacc gcaaggaat:.·o ggtcaataca ctacatggcg tgat::tcata tgcgcgattg 

6001 ctgatcccca tgtgtatcac tggcaaactg tgatggacga c::accgt:cagt gcgtc:cgtcg 

6061 cgcaggct:::t cgatgagctg atgctttggg ccga.gga.cts ccccgaagtc cggcacctcg 

6121 tgcacgcgga tttcggctcc aaca<1tgtcc tgacggacaa tggccgcata acagcggtcél. 

618::. ttgac·~ggag cgaggcgatg ttcggggatt cccaatacga ggt.c·;ccaac atctl:'.cttct 
62!11 ggaggccgtg gttggcttgt atg!;Jagcagc agacgcgcta cttcgagcgg aggcatccgg 

6301 agcttgcagg atcgccgcgg ctccgggcgt atatgctccg cattggtc~t gaccaactc: 

6361 atcagagctt ggttgacggc aatttcgatg atgcagcttg ggcgcagggt cgatgcgacg 
6421 caategtc:c:g atccggagoc gggactgtcg ggcgtacac:a aatc:gccc9c agaagcgcgg 

G18l ccggccgtct ggaccgatgg ctgtgcagaa gcactcgccg atagtggaaa ccgacgcccc 

6541 agcactcgtc cggacccagc tttcttgtac aaagtggagt ccgcaaaaat caccagtctc 
6601 tctctacaaa tctatctctc tctatttttc ~ccagaatDD tgtgtgagta gttcccagat 

6661 aagggaatta gggttcttat agg~tttcgc tcatgtgttg agcatataag aaacccttug 

6721 tatgtatttg tatttgtaaa atacttctat caataaaat:.t l:.dtaat.tcct aaaaccaaaa. 
6 781 tccagtqacc tcaaétt ta t l:a tacatagt tgataattca ctggccgt.gc t tattccatg 

GB41 gctgcaggtc gacgaattca ccggttaggg ataactJ.gg9t aatcgc::acc ttaggaccgt 

G'Ol tatagttacg gccagtgcca ttaccctgtt atccctaacc ggtgacaact ttgtatagaa 

6961 aagttggttt gtgtcttcta gattaatcct ccaaactttt gattaaccaa aaaaattutc 

7021 aaact.a.acat:. gl:.tc:tcctt.t tttctttaga aattctaacg aatttatctt tatactgatt 

7081 tgaatatact taatttggtc atttggatgc cctttacaac ctccttacca aactc:actat 
7141 ggcaaatata tactattttc cattgtaaca taaatgtcca taatt.tgaat t.aaat.tcgtt 

?201 gcagtacgaa accutccaac tttgtccaaa aacaaaatcc ::tataactat ttactttaat 
7261 gtaaatatat cctctacttt tgtttttaca accctagctc aaacaaattt attatttgcg 
?3?.1. ataaaaaate atatcgaaca aactcgatga tt.tttttttt cttacgttat taatgaaact 

7381 aaaata::aga aaaaaaca~g atgaoccaaa ttttcaccta tctaactact taaatataat 
7441 atgo.Uaaet t:. t:.ggta.aagt. t tgaaaagt 1:. t.c:tt. tagaaa l:'.gtgaa.at.a t tgatcàcagt 

7501 ttc:tattgct na<latcacea aeaaaacgca tgtcgccatt eataattatg gtt.tcacacc 

7561 tacaacta.gg ctaataagta aataagtaga caact.a.gact caggtttgaa naa.acca~:aa 

7621 aagccatata gcgttttctc attgaaacts cgaaeacgat cgtgtgaatg ttgcag~tl:o 

7681 tagttttgat ~aaaacaaac aaaaacacaa ttt.aatctta gattaaaaag aaaaaagaga 

7741 acggagccca ctagccactc cttcaaacg~ gtcttaccaa ctctcttcta gaaac:anatt 

7SOl aggcttcacc ttactcttcc aacctctctc tctctctcta tctctttttc: tcaaaccatc 
7S61 tctccataaa gccctaattt cttcntcaca agaatcagaa gaagaaacaa gtttgtacaa 

?g?.1 aaaagcag'gc ttactgcaaa aaacttatgg acctgcatct aaí;:.tttcggt ccaa!!ttgcn 

7981 caggaaagac gacgaccgcg <.:~tngctcttg cccagcagac ll999Cttcca gtcct':tcgc 
9041 t.tgatc9'ggt ccaatgctgt cctcaactut caaccggaag cggacgacca acagtggaag 

8101 aactgaaagg aac9acgcgt ctctaccttg atgatcggcc tctggtggag ggtatcatcg 

816'1 cagc:c:aagca agctcatcat aggctgatcg agge.ggtgta taatca.tgag gccaacggcg 

B221 ggcttattct tgagggagga tccacct.cgt tgctcaactg catggcgcg& aacagctatt 

6281 ggagtgcaga ttttcgttgg catattatt:c gccacaagtt:. acccgaccaa gagacct:tca 

8341 tgaaagcggc caaggcoaga gttaagcaga tgttgcaccc cgct:gcaggc cattctntta 

a-101 ttcaa.gagtt ggttt::Ltctt tggaatgaac ctcg:gctgag gcccattctg aaagagatcg 

8461 atggatatcg atatgccatg ttgtttgcta gccagaacca gatcac.:ggca gatatgctat 

852i tgcagtttga cgcaaatat9 gaaggtaagt tgattaatgg gatcgctcag gagtact::ca 

8581 tccatgcgcg coaucaggaa cagaaattcc cccaagttaa cgcagccgct ttcgacggat 

a5u tcgaaggtca tccgttcgga atgt~tca<;rg tacccagctt tc::tgtacaa agtggg<~tc:g 

8701 ttcaaacatt tggcaataaa gtttcttaag attgaatcct gttgccggtc ttgcgatgat 
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B76l tatca.tataa tttctgttga attacgttaa gcatgtaata attaacatgt aatgcatgac 

ae:n gttatt ta t.g agatgggt':::t ttatgattag agtcccgcaa ttatacattt aatacgcgat 

6881 agaaaacaaa atatagcgcg caaactagga taaatt.atcg cgcgcggtgt catctatgtt 

8941 actagat:.cca actttattat acatagtt.ga ttcgt.cgacc tgcagtcg~t accttaggac 

9001 cgttatagtt atggcaaaca gctattatgg gtattatggg tggttcttta tgcggacact 

~061 gacggcttta tgcctgcagg tcgcgagcga tcgcggtacc gcccgggcgt cgacaggcct 

9121 aagcttagct tgagcttgga ~cagattgtc gttt.cccgc::c ttcagt:ttaa ac:tatcagt,g 

9161 tttgac:agga tatattggcg ggtaaaccta agagaallllgil gcgttt1:1tta ga,il.taucgga 

9241 tatttaaaag ggcgtga,aaa ggtttatccg ttcgtccatt tgtatgtgca tgccaaccac 

~lOl agggttcccc tcgggatc:aa agtactttga tccaacccct c:cgctgctat agtgcagtcg 

9361 gct:.t.ctgitt:g t::tc&gt.gcag cc:gt.cttct:g aaaacgacat:. 9 tcg,cacaag tcctaagtta 

9421 cgcgacaggc tgccgccctg cccttttcct ggcgtt.t tct tgtcgcgtgt tttagtcgc:a 

94Bl taaagtagaa tacttscgac taga.accgga gao.a.ttaegc eal:gaacaag ngcgccgccg 

9541 ctggcct.gct gsgctatgcc cgcstcagca ccgacgacca ggacttgacc aaccaac::ggg 

~601 cagaaotgc<l cyoggccggo tgcaccaagc tgt:.ttt:.ccga gaaga.tcacc ggcaccaggc 

9GU gcgaccgccc ggagctggcc aggatgcttg accacctacg ccctggcgac gttgtgacag 

9'721 tgaccaggct aç-accg<::ctg gcccgcagca ccegegllcct actggacatt gccgagc!)'ca 

9781 tccaggaggc cggcgcgggc ctgcgtagcc t.ggcagagcc gtgggccgac accaccacgc 

99.:1 cgg:::cggccg catggtgttg ac;cgtgttcg ccggcattgc cgagttcgag cgttccctaa 

9901 tc1:1.tcgaccg cacccgsri:ll.g·;;:: 99SCSC9!.t9'9 ccgccaa.ggc ccgaggcgtg aagt.ttggcc 

996'1 CCC':;Jé:CCtac cctcaccccg gcacagatcg cgrcacgcccg cgagctgatc gaccaggaa.ç:r 

1Q02l g<.:cgcaucgt gaaagaggcg gctgcaotgc tt:.ggcgtgca tcsctcgac<: ctgtaccgcg 

lO OU cacttgagcg cagcgaggaa gtgacgccca ccga.ggccag gcggcgcggt:. gccttccgt.g 

10H1 aggacgcatt gaccgaggcc gacgccctgg cggccgccga gaa tgà.acgc caag<iggaac 

10:201 o.ugcntgaaa ocgcacctlgg acggccagga cgaa:cogtt:.t ttcatt.accg aagagatcga 

10:.16:1. ggcggagatg accgcggccg ggtacgtgtt cgagccgc.cc gcgc.acgtct caaccgtgcg 

10321 gctgcatgaa at.cctggccg gtttgtctg.a tg.cc::aagc::tg gcggcctggc cggccagctt 

10391 ggccgctgaa gaa&ccgag·o gccgccgtct aila.aa.g:gtga tgtgtat'.ttg u.gtaaaacag 

lOHl ctb::Jcgt:cat gcggtcgct.g cgtatatgat gcgat:gagta aataaacaaa tacgcaaggg 

10501 gaacgcatga aggttatcgc tgtacttaac cagaaaggcg ggtc::aggc:aa gacgaccat.c 

:tOSiíl gcaacccatc ta·gcccgcgc cct.gcaactc gccggggccg etl:.gt tctgtc a.gtcgQ.tt:.cc 

10621 gatccccagg gcagtgc::ccg cgattgggcg gccgtgcgg:g aagatcaacc gctaaccgtt 
10681 gtcggcatcg nccgcccgac gattgaccgc gacgtgaagg ccat.cggccg gcgcgacttc 

107U gtagtgatcg acggagcgcc ccaggcggcg gact.tggctg tgtccgcgat. caaggcagcc 
108(:-1 91:u::t l:.cgt<3C tgattcc:ggt gcagccaagc ccttacgaca tatgggccac cg,ccgacctg 

lO.S 61 gtgga.gctgg ttaagcagcg cattgaggtc acggatggaa ggctncaagc gçrcctttgt:c 

10921 9tgtcgcggg c ga tca.aagg cacgcgcatc: ggcggtgagg ttgccgagg::: gctggccggg 

109Bl tacgagct.gc ocattcttga 

Figura 21. 
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Figura 22. 
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l gtcccgtatc ucgcagcgcg tgugct!1ccc aggcactgcc gccgccggca caaccgttct 

6l tgaatcagaa c:ccgagggcg acgctgc:ccg cgaggtccag gcgctggccg ctgaaattaa 

l2J atcaaaactc atttgagtta atgaggtaall gagaaaatga gcuaaagc<1C aaacücgcta 

l!ll agtgccggcc gtccgagcgc acgcagcagc aaggctgcaa cgttsgyccag cctggcagac 

241 acgccagcca tgaagcgggt caa.ctttcag ttgct~ggcgg aggatca.cac caagctgaag 

30:. atgtacgcgg tacgccaagg Càagacca.tt accgagctgc ta.tctgaata catcgcgcag 

361 ctaccagagt aaat.gngcaa atgaataaat gagtagatga at\::ttagcgg ctailnggagg 

421 cggcatggaa aatcaogaac aaccaggcac cgacgccgtg gaatgcccca tgtgtggagg 

481 aacgggcg~1t tggccaggcg taagcggctg ggttqt:ctgc cggccctgca atggcactgg 

S41 aacccccaag cccgaggaat cggcgtgacg gtcgcaaacc atccggcccg gtacaaatcg 

601 gcgcggcgct gggtgatgac ct.ggtggaga agttgaagge cgcgcaggcc gcccagcggc 

661 a.acgcatcga ggcaguagca cgccccc;gtg aatcgtggca agcggccgct gB.tcgaatc::c 

nl gcaaagaat:.::: ccggcaace!J ccggcagccg gtgcgccgtc gatt.aggaag ccgcccaagg 

781 gcgacgagca accagatttt tt:.cgttccga tgctctatga cgtgggcacc cgcgatagtc 

841 gcagcatca':. ggacgtggcc gtt:ttecgtc tgtcgaagcg tgaccgacga gct:ggcgagg 

901 tgatccgcta cgagcttcca gacgggcacg tagaggtttc cgcngggccg gccggcatgg 

9Gl ccagtgtgtg ggattacgac atgg!:actga tg9c:ggt:ttc ccatctaacc gaatccatga 

Hl21 accgat:aeeg ggaagggaag ggagacaagc ccgg:cc9c:9't gttccgtcca cacgt:tgcgg 

:1.061 acgtactca.a gttc:tgccgg cgagccgotg gcggaaagca ga.aagacgac c:tggtagnaa 

lJ.<'ll cctgcatt.cg gt.caaacacc acgcacgti;;.g ccatgcagcg tacgnagaag gcca.agaacg 

1201 gccgcctggt gacggtat.cc ga~ggtgaag ccttgal.::t:ag ccgctac:aa.g o.tcgtaaaga 

12bl gcgaaaccgg gcggccggag ta.catcgaga tcgagctngc tgattggatg ~nccgcgaga 

1321 tcacagaagg :;nagaacccg gacgtgctga ·cggttcaccc cgattacttt ttgatcgõltc 

1381 cc~gcatcgg ccgttttctc taccgcc:tgg cacgccgcgc cgcaggcaag gcagaagcca 

l.44l. gat9gttgtt caagacgatc tacgaacg:::a gt<::rgcagcgc cggagagttc; aagaagttct 

1501 gcgcangctg atcgggtcaa atgacctgcc ggagtacgat ttgmaggagg 

J.56 _ aggcggggca ggctggcccg atcCt.rlgtca tgcgctact:g caacctgatc ga9lT\:TC911Elg 

162:1. catcc!jCcgg ':tcct:aatgt. acggagcaga tgctagggca aattgcccta ~J'CaggggRaa 

J.6!H aag:gtcguaa aggtc:tct:t:t:. cctgtggata gc:acgtacat tgggaaccca l!lagccgtaca. 

lH1 tt.gggaaccg gaacccgtac:: nttg9guo.cc caaagccgt.a cattgggaac cggtcacaca 

1901 t.:gtaagtgac tgatataaaa gagaaaaaag gcgatt.tttc cgcctaaaac tct'::taaaac 

1861 ttat:t'.aaaac t:cttaaaacc cgcctggcct gt.gcab:utct gtctggccag cgcaca.gccg 

1521 aagagctgc;;; aaaagc9cc:t acccttcggt cgctgcgctc cctacgcccc gccgct:tcgc 

1961 gtcggccta: cgcggccgc:: ggccgctcaa aaatggctgg ::::ct:.acggcca ggcaatctilc 

Z041 cagggcscgg acaa9ccgcg ccgtcgccac tcgaccgccg gcgcccacat canggca::::cc 

2101 tgcctcgcgc gtttcggtga tgacggtgaa aacctctgac acatgcagct ccc9gagacg 

2161 gtcacagctt gtctgtaagc ggatgccggg agcagacaag cccgtcaggg cgcgtcagcg 

2221 ggtgttggcs ggtgtcgggg cgcagccatg acccagtcac gtagcgatag cggagtgta~ 

2291 actggctt~a ctatscggca tcQgagcaga ttgtactgag agtgcaccat atgcggtgtg 

2341 aaatacegca cagatgcgta aggagaaaat accgcar.cag gcgctcl:tcc gcttcctcgc 

2101 tcactgactc gctgcgctcg gtegttcggc tgcggcgagc ggt::atcagct cactcaaagg 

2461 cggtaatacg gttatccaca gaatcagggg ataacgcagg aa.agaacatg tgagcaaaag 

2521 gccagcaaaa ggccaggaac cgtaaaaagg ccgcgt;tgct ggcgt::tttc cataggctcc 

2581 gcccccctga cgagcatcac aaaaatcgac gctcaagtca gaggtggcga aacccgacag 

?.li4J. gactataaag ataccaggcg tttccccctg gaagctccct cgtgcgct.ct cctgttccgn 
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2701 ccctgccgct taccggQtac ctgtccgcct tcctcccttc gggaagcgtg gcgctttctc 

2761 atagctcacg ctgtaggtat ctcagttcgg tgtaggtegt tcgctccaag ctgggct~tg 

2821 tgcacgaacc ccccgttcag cccgaccgct gcgccttatc cggtaactat cgtcttgagt 

2881 ccaacccggt aagacacgac ttatcgccac tggcagcagc cactggtaac aggattagca 

294t gagcgaggta tgtaggcggt gctacagagt tcttga.agtg gtggoctnac tacggctaca 

3001 ctagaagg11c agtatttggt atctgcgctc tgctgaagcc agttaccttc ggaaoaagag 

3061 t:tggtagctc ttgatccggc aaacaaacca ccgctggtag cggtggtttt tttgtttgca 

3l2l agcagcagat tacgcHca.ga aaaaaaggat ctcaagaaga tcctttgatc ttttctacgg 

311!1 ggtctgacgc tca.gtggaac gaaaactcac gttaagggat t:.tt:ggtcatg c:atgatatat 

3.241 ctcccaattt gtgt~gggct t:.attat:gcac gcctaaaaa.t ano:;:aaaagca gactt.gaGct 

3301 gatagtttgg c:tgtgagcaa ttatgtgctt agtgcutcta atcgcttgag Ctaacgccgg 

3361 cg~agcggcg tcggcttgaa cgaatttcta gctagacatt atttgccgac taccttggtg 

3421 atctcgcctt tca.cgtagtg gacuo.attct tccaactgat ctgcgcqcga ggccaagcga 

3401 -ccttcttctt gtccangnta agcctgtcta gcttcaagta tg.acggqctg atactgggcc 

3541 ggcaggcgct ccattgccca gtc·ggcagcg acatccttcg gcgcgutttt gccggttact 

3601 gcgct'.gt.acc aaatgcggga caacgtaagc a.ctat:::atttc gctcatcgcc agcccagtcg 

3661 ggcggcgagt tccatagcgt:. taaggtt::tca t.ttagcgcct caaatagatc ctgttcoggn 

37:i!1 accggatcaa ogagt te etc: cgc::cgc::tgga cctaccaagg cnacgctat9 tt:ctcttgct 

3781 tttsr::.cugca agat:agccag atcaatgtcg at.cgtggctg gctcgaagat acctgcaaga 

38111 a.tgtcattgc gctgccattc tccaaattgc: asttcgcgct tagctggata acgcc:acggo. 

3901 a:::gatgtcgt cgtg:::acaí.lc aatg:gtgact tctacagcgc ggagaatc::t.c gc::tctctcca 

3~61 ggggaagccg nagtttc:caa aaggtcgttg atcaaagctc gccgcg~tgt ~tcatcaagc 

4021 cttacggtca ccgtaaccag caaatcaata tcactgtgtg gct:caggcc gccatccact 

•1091 gcggagccgt acaaatgtac ggceagc11ac gtcggttcga gatggcgctc gal::.gac:gcca 

4:·U actacctctg atagttgagt cgstact::tcg gcgatcaccg cttcccccat g-at9tttaac 

4::101 ttt:.gt tttag 99t::gact.gcc ctgctgcgta acatcgtt:.gc tgctccata.a catcaaacat 

4261 cgacccacgg cgtaacgcgc ttgctgcttg gatgcccgag gcatagactg t:.aocccaal:la 

4321 ai'lacatgtca taacaagaag ccatgaaao.c ~gccactgcg ccgttaccac cgct.gcgttc 
4381 ggtcaaggtt ctggaccagt tgc::gtgacgg cagttacgct acttscatta cagcttacga 

"'IJU accga.acgag gct~:utgtcc actgggt';;cg tgcccgaatt gatcacaggc agcaacgctc: 

4501 t:gtcatcgtt acaatcaaca tgctaccctc ogcg<il9atca tccg':'.gtttc au.uccccggca 

4561 gcttagttgc cgttcttccg aotagcntcg gtaacatgag cnnagtct.gc cgccttacaa 

4621 cggctctccc gctgacgccg tcccggactg atgggctgce tgtatcgagt ggtgattttg 

.;.6B1 tgccg.<>gctg ccg-g-tcgggg agctgttggc t.ggctggtgg cagg.atatat t:gtggtgtaa 

<.741 u<::aaat.tgac gcttagacat1 cttaataaca cattgcggac gtttttaatg tactgaatta 

4BDl a.cgccgaatt gaat:t.cctcg agtacgtagg atccatt.taa attctagagg cgcgccgata 

4 861 te c tct:::tt<i aggtagcgag ctcttaatta atagggataa ca.gggtaatg cggccgcaag 

4 921 ct:aaa.açgac ggccagtgaa tt:atcaac:tt tgtatagaaa agt tgctctg ccgacagt9'9 

4981 tcccaaagat ggacccccac ccacgnggag cat:cgtggaa. aaagaagacg ttCC<ii:iCcac 

sou gtcttcaang caagtggatt gatgtgataa catggtggag cacgacactc tcgtctactc 

5101 caagaatatc aaagatacag tctcagaaga ccaaagggct attgagactt: ttcaacaaag 

5161 9gtaatatcg g:gaaacctcc tcggattcca ttgcccagct:. atctgtcact tcatcaaaag 

5221 gacagtngaa aaggnaggtg gcacctacaa atgcc;;tcat tgcgataaag gaaaggctat 

5281 cgttcaagat gcctctgccg ocagtggtcc caaagatgga cccccaccca cgaggagcat 

5341 cgtgg-aaaaa gaaga.cgttc caacc:acgtc ttcaaagcaa gtggattga.t gtgata":ctc 



27 I 44 

s.;ol cactgacgta agggatgacg cacaatccca ctatcctt·cg C·:iagaccctt cctctatata 

5~61 aggaagttca tttcatttgg agaggacadg ctgeaagttt gtacaaaaaa gcaggctaga 

5521 ccggggggca atgaga't:õJtg aaaaagcctg aactcaccgc gacgtctgt:c gagaagtt~c 

5581 tgatcgaaae. gttcgacagc gtctccgacc tgatgcagct ctcggagggc gaagaatctc 

SGill gtgct:.ttcag cttcgatgta ggagggcgtg gatal:gtcct gcgggtaaat agctgcgccg 

5701 atggttccta cae~.agatcgt tatgtttatc ggcact~tgc atcggccgcg ctcccg!lttc 

5761 cggaagtgct tgaca~tggg gaattcagcg agagcc<;gac ctattgca'::c tcccgcr:gtg 

5821 cacagggtgt cacgttgcaa gacctgcctg aaaccsaact gcccgctgtt ctgcagccgg 

SSil1 t:cgc9gaggc cat~~9atgcg atcgctgcgg ccgatct:tag cca3acgagc gggttcggcc 

5941 cattcggacc gcanggaatc gqtcantaca ctacatggcg tgatttcata tgcgcgattg 

6001 ctgatcccca tgtgtatcac tggcaaactg tgatggacga caccgtcagt gcgtccgtcg 

606:i. cgcaggctct cgatgagct:g atgctttggg ccga.ggactg ccccgaagtc cggcacctcg 

6121 tgcacgcgga tttcggct:.cc aacaatgtcc tgacggacaa tggccgcata acagcggtca 

61Bl ttgactggag cgaggcgatg ttcggggatt cccaatacga ggtcgccaac atcttcttct 

IS:l'il ggaggccg:g gttggcttgt atggagc;;~gc agacgcgctõl çtt;;cgagcgg aggc<1tccgg 

6301 agcttgcagg atcgccgcgg ctccgggcgt .atatgctccg cattggt:ctt gaccaactct 

6361 atcagagctt ggt:tgacggc aatt:tegatg atgcagct:t:g ggcgcagggt. cgatgcgacg 

6421 cao.t:.cgt:ccg at:ccggagcc ggge~ctgt:cg ggcgta.c.:~ca aal:cgcocgc ngaagcgcgg 

().\ 8 l CC9'SJCCg''.:Ct ggaccgatgg t:tgtgtagaa gtactegccg atagt.gg<UHil CCgacgCé·:'!é: 

65t.:t agcactcgtc cggacccagc tttctt9tac aaagtggast ccgcaa.aaat caccagtct::c 

6601 tctctacaaa tctatctctc tctatttttc tccagaataa tgtgtgagta gttcccagat 

66G1 aagggaatta gggttcttat agggtttegc teatgtgttg agcatataag aaacccttag 

6121 tatgt.at:ttg l::at:tgtaaa atacttctat caataaaatt cc:aatccct aaaaccaaaa 

67 81 tccagtga.cc tcaactttat:. tat.acat:agt tga taat: t:.ca ct:.ggccgtgc t:t:att:cca.t:g 

6Bill gctgcuggte gacgaatt:ca ccggt.taggg ataacagggt aataactata acggtcct11a 

6!101 gg~.agc9agc ggccgcaagc taaaac':)acg gcc:asrtgaat;; tatcaacttt gtatagaa.aa 

6911 gttggtttgt gtcttctaga ttaatcctcc aaacttttga ttaaccaaaa aaattatcaa 

7021 aotaacatgt tctctttttt. tctttat:~aaa ttctaacgaa tttatcttta tactgatttg 

7081 aatntactta ntt:.tgst:.cat ttggatgecc tttacaacct ccttaccaaa atattgat~a 

7llll cagtt.tct.at tgctaaaat.c accaacaaaa cgcatgt.cgc cattcataat. t.atggtt:tca 

72C1 cacctacaac taggctaata agtaaataag tagacaactü gactcaggtt tgaaaaaacc 

126 :t ataaaagccn t:atagc:gtt:.t tctcattga(! act;:.gcgr,~.aca. cgat:.cgtgt:9 aa tgt:.tgcf.lg 

'i .321 tt::tc-tc.gt tt tgntncoaac aaaca;:maac acaatttaat: ctt.agattaa aaagaaaiilaa 

·,· 3 al gagaacggag cccactagcc actccttcaa acgtgtctta ccaac:ctct tctagaaaca 

H41 aattaggctt ca.ccttcct.c tl:.cce.acctc tt:tctc.:tctc: tctct.ctctt ttl:ctcaaac 

7501 catc:tctcca taoagcccta atttcttcat car:::!aagaatc agaagaagaa ac:aagt:.ttgt 

·rsel acaaaiila.agc aggcttactg caaaaaact:t atggacctgc atctaatttt cggtccaact 

7621 tgc.acaggan agacgacgac cgcg.atagc:c; ctt:gccca.ge agacagggct tccagtcctt 

7681 tcgcttgatc gggtccaõ!l:.g cl:.gtcctcaa ctatcaaccg gaagcggacg accwlcag·tg 

'T71 :1. gaaga.actga aaggaacgac gcg'tctctac ctt::gatgatc ggcctctggt g9aggg=atc 

7801 at:cgcagcc::a a.gcaagctca tcataggctg atcgaggagg L:gtataatca tgaggccaac 

78€1 ggcgggctta ttcttgaggg nggatccacc tcgttgctca actgcatggc gcg~aácagc 

792l. tattggagtg cagattttcg t:.t~gcatatt attcgccaco1 agttacccga ccaagagac<: 

79!!1 tt:cal:gaaag cggccaaggc cagagttaag cagatgl:. tgc: accc-::gc t:.gc aggccattct 

8041 attattcaag agtt:ggttta tctttggaat gaac:ctcggc: tgaggcr:::!cal: tctgaaagag 
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9101 atcgatggat atcglltatgr. catgttgttt gctagccaga accagatcac ggcagatatg 

916~ ctattgcagc ttgacgcaaa tatggaaggt aagttgatta atgggatcgc tcaggagtat 

8221 ttcatccatg cgcgccaaca ggaacagaaa ttcccccaag ttaacgcagc cgctttcgac 

8261 ggatt~gaag gtcatccgtt cggaatgtat tug9taccca gctttcttgt acatlagtggg 

9341 atcgttcaaa catttggcaa taaagttt~t taagattgaa tcctgttgcc ggt.cttgcga 

6401 tgattatcat ataatttctg ttgaattacg ttaagcatgt aataattaac atgtaatgca 

8461 tgacgttatt tatgagatgg gtttttatga ttagagtccc gcaattatac at.ttaatacg 

B 521 cgut:.agaaa.:.. cGHlaol:.at:ag c~ycgcaaact aggataaatt: ut:cgcgcgcçr gt.g t.:catcta 

BSBl tgttactaga tccaacttta ttatacatag ttgataattc actggccgtc gcttattcca 

8 6 41 tggc::gcagg tcgacga.:tct caccggttaa ctataacggt cccaaggtag cgatggcaaa 

870: cagccattat gggtattatg gg:ggttctt tatgcggaca ctgacggctt tatgcc:gca 

876: ggtcgcgagc gotcgcggta ccgcccgggc gtcgacaggc ctoagattng cttgngcttg 

882: gal:::cogattg tcgt::ttcccg c:c'::tcogt:tt oanctotc:ng tgtttgnc:ng gatal:::a'.::tgg 

9881 cgggtaaacc taagagaaaa gagcgtttat tagaataacg gatatttaaa agggcgtgaa. 

994: aaggtttatc cgttcgtcca tttgtatgtg catgccaacc acagggtt:cc cctcgggatc 

~oo:::. aaagtacttt got:.ccoa.ccc ctccgctgct: otagt:gcagt cggct:.tct:ga cgt:t:cagtgc 

9061 ayccgtcttc tgaanacgac atgtcgcaca agtc:ctaagt tac:gcgacag gctgccgccc 

9121 tgcccttttc ctggcgtttt cttgtcgcgt gttttagtag cataaagtag aa~acttgcg 

~181 actagaaccg gagacattac gccatgaaca agagcgccgc cgctggcctg ctgggctatg 

924:1 cccgcgtcag caccgacgac caggacttga ccaaccaacg ggccgaactg cacgcggccg 

9301 gctgcaocaa gctgt:t:t:ecc gD.!)no.gatcQ ccggcaccólg gcgcgaccgc ccggagctgg 

9l6:l cca.ggatgct tgaccaccta cgccctggcg acgttgtgac agtgaccagg cta.gaccgcc 

~421 tggcccgcag cacccgcgac ctactggaca ttgccgagcg catccaggag gccggcgcgg 

948l gcctgcgtag cctggcagug ccgtgggccg ucaccuccac gccggccggc cgc:atggtg~ 

9S4l tgaccgtgtt cgccggcatt gc~gagttcg agcgttccct a~tcatcgac cgcacccgga 

~60l gcgggcgcga ggccgccaag gcccgaggcg tgaagtttgg cccccgccct accctcaccc 

966l cggcacagat cgcgcacgcc cgcgagctga tcgaccagga aggccgcaco gtguo.a.ga:m 

9722 cggct:gca.ct gct.tggcgt:g catcgct:.cga: ccctgt.accg cgcact:.tgag cgcl;lgcgagg 

9781 aagtga~~cc caccgag9cc aggc:gg~gcg gcgccttccg tgaggacgca ttgaccgagg 

9841 ccgacgocct ggcggcc·gcc gagaatgaac gccaagagga acaagcatga aaccgcacca 

9901 ggaoggcc~g gocgaaccgt ttttcuttac cgaagagatc goggcsgaga tgatcgcggc 

996l cgggta::gtg t. t:cgag<:cgc ccgcgcacgt ct.caaccgt.g cggctgcat.g aaatcctggc 

:.oO?.l cggtttgtct gatgccaag.;: tggcggcctg sccggccagc ttggccgctg aagaaaccga 

:':.0081 gcgccgccgt ctaaaaaggt gatgtgtatt tgagtaaaac agctt:gcgl:c atgcggtcgc 

10141 tgcgtatatg a~gcgatgag taaataal!lco. autocgcaug gggaacgcat gaaggttatc 

:.0201 gctgtactta accagaaagg cgggtcaggc aagacgacca tcscaaccca tctagcccgc 

:.0261 gccctgcaac tcgccggggc cgatgttctg ttagtcgatt ccgatcccca gggcagtgcc 

~0321 cgcgattggg cggccgtgcg ggaagatcaa ccgctaaccg ttgtcggcat cgaccgcccg 

~0381 acgattgacc gcgacgtgaa ggccatcggc cggcgcgact tcgtagtgat cgacggagcg 

:..o'IU ccccaggcgg c:ggacttggc tgtgtccgcg atcaaggcag ccgacttcgt gctgattccg 

:.oso1 gtgcagccaa gcccttacga catatgggcc accgccgacc t.ggtggagc'C ggtl:aagcag 

:.0561 cgcuttgagg tcacggatgg aaggctacuo gcggcctttg tcgtgtcgcg ggcgatcaao 

106?.1 ggcacgcgca tcggcggtga ggttgc:cgag gcgctggccg ggtacgagc:t gccca:::tctt 

lOIS8l ga 

Figura 23. 
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:t ttatac<ltag ttgal:aéittc actggccgtc gtgggggatc cactagttct agagcggccg 

61 ccaccgcggt gga.gctccag cttttgttcc ctttagtgag sgttaatttc gagcttggcg 

121 taatcatggt catagctgt~ tcctgtgtga aattgttatc cgctcacaat tccacacaac 

lôl at.acgagccg g;;~agcataaa gtgtõ~aascc tggggtgcct aatgagtgag ctaact:caca 

241 ttaattgcgt tgcgctcact gcccgctttc cagtcgggaa acctgtcgtg ccagctgcat 

301 taatgaatcg gccaocgcgc ggggagaggc ggtttgcgta ttgggcgctc ttccgcttcc 

361 tcgct:.ca.ctg act.cgctgcg ctcggtcgtt cggctgcggc gagcggtatc àgctcactca 

42l aaggcggtaa tilcggttat.c cacagaatca ggggataacg caggaaagaa catgtgagca 

48J. aaaggccagr. aaaaggccàg gaaccgtaaa aaggccgcgt tgctggcgtt tttccatagg 

sr.1 ccccgccccc ctgacgagca tcacaaaaat cgacgr.tcaa g~cagaggtg gcgaaacccg 

601 acaggactat aaaga~acca ggcgtttccc cctggaagct cccccgtgcg ctctcctgtt 

G61 ccgaccctgc cgcttaccgg t~tacctgtcc gcctttctec cttcgggnag cgtggcgctt 

721 tctcatagct cacgctgtng gtatctcng~ tcggtgtagg tcgttcgctc caagctgggc 

781 tgtgtgca.cg aaccccccgt tcagcccgac cgct:gcgcct: tatccggtaa ct:.o.t:cgt.ctt 

841 gagtocaa.cc cggta.agaca cga.cttat:cg cc!lct.ggcag cagccactgg taacaggatt 

Sl01 agc;lgagcga ggtatg'.:;agg cggtgctaca gagttctt:ga <~gtggtggcc t:aac:::.acg9c 

961 t:a.cactagaa g<:Jacagt:tt.tt tggta.t:ctgc gct.ctgct;.ga agccagt:t:.ac cttcggaaaa 

1021 aga.gttggt:a gctcttgatr. cggcaaaca.a acco.ccgctg gt:agc:ggtgg t.:tt:ttt.tgtt 

1031 tgcaagea.gc agatt.acgcg cagàaaaaaa ggatctcaag aagatccttt gatcttttct 

l.l41 acggsgtctg acgct.cagtg gaacgaaaac tcacgttaag ggatttt:ggt catgagat:ta 

1201 t:c:e~eaaag~a tcttcacct<~ gatcctt:tta aattaaaaat gaagt.tt:taa atcaatctaa 

1261 agtatatatg agtaaucttg gtctgacagt taccaatgct taatcagtga ggaaccta:c 

1J2: tcagcgatct gtctatttcg ttcatccata gttgcctgac tccccgtcgt gtagataact 

.\..3 61 acgat;u::ggg aggSfcttaoc a.gtgct:gcaa tgatac:~gcg agacccacgc 

1441 tcaccggctc caga::tta.t;c agcaataaac cagccagccg gaagggccga gcgcagaagt:. 

1SOl ggtcctgt:áa ctttatí':cgc ctccat:ccag tctat:.taatt gttgccggga agctagagt~a 

l561 agtagttcgc cagt:l:aatag tttgcgcaac gttgttgcca ttgctacagg catcgtggt:.g 

Ui;'.l tc~\Cgctcgt cgtttggtat ggcttcattc a.gctccggtt; cccaacgatc aaggcgagtt. 

J.6Sl acatgatccc ccatgttgtg caaaaaagcg gttagdtcct tcggtcctcc gatcgttgt:c 

174! agaagtaagt tggcc:ycagt; gt.tatcactc atggttatgg cagcactgca taattctctt: 

lBOl actgtcat:gc catccgtaag atgct.tttct gtgactggtg agtactc&ac caagl;.cattc 

1~61 tgagaatagt gtatgcggcg aocgagctgc tcttgcccgg cgtcaatacg ggataataco 

1921 gt:!gccacata g;cagaacttt aaaagt9ctc at.cnttggaa aacgttcttc ggggcgaaal.! 

1981 ctctcaagga tcttaccgct gttgagatcc agttcgatgt a.accci:lct:.cg tgcacccaac 

2ú41 tgatcttcng catcttttQc tttcaccagc gtttctgggt gagcaaeaac aggaaggcaa 

2101 aa-:gccgcaa aaaagggaat ae.gggcgaea cggaaatgtt gaatac':.cat act.ctt.cctt 

2161 ttt:.caatatt attgaagcat ttatc:agggt tattgtctca tgagcgga.ta catatttgaa 

2221 tgt·.a-cttaga Olaaataaaca aataggggtt:. ccgcgcacat ttccccgaaa .:J.gtgccacct 

2'-lll gacgcgcc::ct gtagcggcgc attaagcgcg gcgggtgtgg tggttacgcg cagcgtgaee 

2341 gc~acacttg ccagcgccct agc:gcccgct cctttcgctt tcttcccttc ctttctcgcc 

2401 acgttcgccg gctttccccg tcaagctcta aatcgggggc tccctttagg gttccgattt 

2.1(,61. agtgctttac ggcacct.cga ccccaaaaaa cttgattagg gtgatggttc acgtagtggg 

2521 ccatcgccct gatagacggt t:tttcgccct ttgacgttgg agtccacgtt cttt:aatagt 

2581 gga~tcttgt tccaaaetgg aacaacactc aaccctatct cggtctattc ttttgattca 

2641. taagggatc:t tgccgatttc ggcctattgg ttaaaaaatg agctgattta acaaaaatt.t 
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2701 aacgcgaa:t ttaacaaaat attuacgctt acaatt:cca ~tcgccattc aggctgcgca 

2761 actgttggga agggcgat.cg gtgcgggcct cttcgctatt acgccagctg gcgaaag999 

2B21 gatgtgctgc aaggcgatta agttgggtaa cgccagg:qtt tt:cccagtca. cgacgttgt.a 

?.8!l1 aaacgacggc cagtgaattg taatacgact cactlltaggg cgaattgggt accgggcccc 

2941 ccctc~aggt cgacggtatc gata~gcttg atatcgaatt ctcatg~.t tg acagcttatc 

3 001 atcgga teta gtaacataga tgacaccgcg cgcgataatt t:utcctagtt tgcgcgc.::at:. 

3061 uttt~gtttt ctatcgcgta ttaaatgtat aattgcggga t;tctaatcat aaaaacccat 

3121 r.tcacaaata acgtcatgca ttacatgtta at.tat:tncat gcttaacgta attcaacaga 

3101 aattatntga taatcatcgc aagaçcggca acagyattca atcttaagaa actttattgc 

3241 caa~ttgt:ttg aacgat:ctgc: aggtcgac·gg ntcagatctc ggtgacgggc aggaccggac 

3301 ggggcggtac cggcaggc:tg aagtccagct g::::cagaaacc cacgtcat.gc cagtt:cccgt 

3361 gcttgaagoc ggccgcccgc agcat9ccgc gggggçcatA tccgagcgcc tcgtgcatgc 

3421 gcacgctcgg gtcg:ctgggc agcccg<>tga cagcgacca.c gct:cttgaag ccct:gtgcct: 

3t.81 ccagggactt cagcaggtgg gtgtagagcg tggagcccag tcccqtccgc tggtggcggg 

:!.541 gggngacgta cacggtt!gac tcggccgtce a.gtcgtaggc gttgcgtgcc ttccaugggc: 

3601 ccgcgtaggc g~tgccggcg acctcgccgt ccacctcggr. gacgagccag ggotagcgct 

3661 cccgcagacg gacg~aggtcg tccgtccact cctgcggttc ctgcggct:c::g gtacggaagt 

37:11 tgaccgtgct tgtcr:cgatg tagtggt:tga cgatggt.gca gaccgccggc at.gcccgcct 

:3761 cggt:.ggcacg gcggiil.tgtcg gccgggcgtc: gttctgggcc. t.:atggttact tcot::antcga 

3841 tggatcctct agagtcgacc tgcagaagta acaccaaaca acaggg:gag catcgacaaa 

3901 agaaacagta ccaagcaaut ai!lnta.gcgta t:.goaggcagg gc::aaaauaa tccacatato 

3961 gctgctgcat atgcca:aot ccaagtatat caagatcaaa ataattataa aacatacttg 

4021 tttattataa tagotaggta ctcaaggtta gagcatatga atagatgc:g catatgccat 

408: catgtatatg catcagtaaa acccacatca acatgtatac ctatcctaga tcgatatttc 

414l catccatct:.t aaactcgtaa ct.at.gaagat gtotgacaca cacatacagt tccaaoatta 

4201. ataaataca~ caggtagttt gaaacagtat tctactccga tctagaacga atgancgacc 

~261 gcccaaccac accaca::.cat cacaaccAag cgaaoaaaaa gcatctctgt atat;.gcatca 

4321 gtaaaacccg ca7.caacatg t.atacctatc ctagatcgat atttccatcc atcattttCtl 

4381 attcgtaact atg:aatatgt at:ggcacaca cat:acagatc caanattaat aaatccacca 

4441 ggta.stttga aacagaa.ttc tactccgiltc tagaacgacc gcccaaccafl accacatcat 

'1501 cacaaccaag acaaaaaaaa gcatgaaaa.g atgacccgac aaacaagt!)c acggoutata 

4561 ttgaaa~aaa ggaaaagggc aaacca.aacc ctatgcaacg aaacaaa~aa aatcatgaaa 

>ó 6:U tcgatcccgt ctgcggaacg gct.agagcca tcccaggatt cccca.angag a.aac:ac-:ggc 

1Gal augttagcaa tcagaacgtg tctgacgtac aggtcg:::atc cgtgt:acgaa cgctagcagc 

'1741 acggatctaa cacaaacacg gatctaacac aaacill:.gaac agaagtagna ctaccgg9cc: 

4BOt ctaaccatgg accggaacgc cgatcl:.agag aagÇJtaga.ga gggggggggg gggagga.cga 

4861 gcggc::gt:acc tt9aagcgga ggt.gccgacg ggtggatt:.tg gsggagatcl:. ggttgtgt:gt 

4921 gtgtgcgctc cgaacaacac gaggttgggg aaagag·ggt.g tggagggggt gtctatttat 

•l99l tacggcgggc gaggaaggga aagcgaa.gga gcggtgggaa agguatcccc cgtagctgcc 

sou ggtgccgtga gaggaggagg aggccgcctg c::cgtgccggc tcacgtct:.gc cgctcc9cca 

SlOl cgcaat:ttct:. ggatgcc:gnc agcggagcaa gtccaacggt ggagcggaac tct~ga.gagg 

5161 ggtccagagg cagcgacaga gat~ccgtgc cgtctgcttc gcttggcccg ucgcgacgcc 

S2:H gctggttc:gc tggttggtgt ccgttilgact cgtcgacggc gtttaacagg ctggcattat 

5281 c:ta.ct:cgaaa ca&gaaaaat gtt:tccttag tttttttaat ttcttuaagg gtatt:tgtt:t 

5341 aattt:tta9t cacttta.ttt tatt:ctattt tatatceaaa ttat.l:<;aata aa<!laaactaa 
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5101 aatagagt.tt tagttttctt aattt:agagg ctaaaataga ataaaataga tgtactaaaa 

5'161 aaattagtct a::aaaaacca ttaaccctaa accctaaa.tg gatgtactaa taau.atggat 

5521 gaagtattat ataggtgaag ctatttgcaa aaaa~:Hlrlgga gaacacat9c acactaaaaa 

5561 gataaaactg tagagtcctg ttgtcaaaat acteaattgt ccttt=gacc atgtctaact 

5641 gttcatttat o.tgat:tctct aaailcaccga tattattgtll l!tactataga ttatattatt 

5701 cgtagagtaa agtttaaata tatgtataàa gatagntaaa ctgc::tcttca aacaagtgtg 

5761 acaaaaaaaa ta'!:.gtggtaa tttt~t.ataa cttagacatg caatgctcat tatcl:ctaga 

5B2l. gaggggcacg accgggtcac ~ctgcactgc a-:mcatgcaa gcttgaattc ctgca.gcccc 

5981 gccaagctat caactttgta tagaaaagtt gg:tttgtg-tc ttctagatta atcctccaaa 

5941. cttttgatca acc::aaaaaaa ttatcaaact aacacgttc::t cctt:ttttct tta.gaaattc 

6001 taac:gaa.tt.t utctttat:ac tgatttgaat at:actteatt tggtcatttg gatgcc:cttt 

6051 acaacctcct taccanactc actatggcaa atutatacta ttttccattg taacataaat 

6122. gtccat::aa::t tgaattaaat tcgt:tgcagt acgaaa.ccat c:ca<~ctttgt ccaaaancaa 

&:al aatccttata actatttact ttaatgtaaa tatatcctct acttttgttt ttacaa~cct 

624.l a!:l'ct:.caaaca aattcattat ttgcgataaa aaatcettatc gaacaa.actc gatgattttt 

GJ01 tttttctt:ac gttatt.:aat::r aaact<J.aaat atagaaaaaa aa<lagacgaa ccaaattttc 

6361 acc~atc~aa ctacttaaat ataatatgat taaatttggt aaagtt~g~a aagtttcttt 

6421 agaaatgtga aat:attgatc aca.•:rtttcta t:.:t:gctaaaat:. caccaacaaa acgcatgt:cg 

6'1tll ccat:t.cataa tt:at.ggtttc acacctaoaa et.aggetaat aagt:ao!l.ataa gta9acaact 

6l:l4l o.gac::tcaggt ttgaaaaat1c:: cataaaagcc atatagcg.tt ttct:çat.tga aactgcgaac 

6601 acgat:cgtgt gaat·gt.tgca gtttr::tagtt ttgatacaa.a c::aaacaaaaa cacaatttaa 

666:1. tctl:.a.gatta aa~agaaa.aa agagaacgga gcccactagc cactccttca aacgtgt:ctt 

6721 o!l.Clc::aactctc tt::ct.agaa.a.c:: aaattagg<::t: tcaec::ttcct ct:.ttccaacct ctctc::ctct 

6781 ctctctct.ct ttttctauaa ccatctetcc ataaagccct aatttcttca tcacaagaat 

68tJl cagaagaa:ga aacaagtttg tacaaaaaag caggcttact gcaaaaaact tat:ggacctg 

6'901 catct<;l.attt tcggtccaac ttgcacagga aa.gacga<::ga cogcgat:.agc tt.:ttgccca9 

6961 co.gacagggc t.tccagtcct ttcgct:.t:.g•~t cgggtccaat gctgtcctca act;atcaacc 

7021 ggaagcgga.c gaccaacagt ggaat1aac';;g aaaggl:llacgo. cgcgtctctn cct.tgatgat. 

7081 cggcctctgg tggagggtat catcgcagcc lla9caagctc a1:cataggc:t gatc::ga.ggag 

7l1: g~gtàtaatc atgaggccaa cggcgggctt attctl:gagg gaggatccac cçcgt.tgctc 

7:1.01 aactgcc.C99 cgcgaaaca~ ct:.attggagt gcagattttc gtt:.ggca.tat ta':tcgcc<:~c 

7261 aagttacc:cg accaagngac cttcatgaaa gcggccaag<j ccagagttaa gcü~F;~tgttg 

7321 caccccgctg caggccattc tat:.tattcaa gagttggttt atctttggaa tsaacctcgg 

7381 ctgaggccc::~ t.tctgaaaga gatcgatgga tat:c:gatatg ccatgttgtt tgctagccag 

'7141 aacca.gatca cggcagatat: gctattgcag cttga·cgcaa atatggaagg taagttgatt 

'1501 aatgggatcg ctcaggagta tttcatccat gcgcgccaac aggaaca·gaa att.cccccaa 

7561 gttoncgcag ccgctttcga cggattcgaa ggtcatc=gt tcggaatgtu ttaggt~ccc 

75U agctttcttg tacat~agtgg ugt:ccgcaaa aatcaccagt ct:ctctc:tac aaatctatct 

7681 ctctctattt ttctccagaa taatgtgtga gtagttccca gatao.gggaa ttagggt:tct 

7741 tatagggttt cgctcatgtg ttgagcatat aagaaaccct tagtatS'tat ttgtatu9·t: 

7601 aaaatacttc tatcaatana atttctaatt cctailaa.cce. aaatccagtg acctcaactt 

?951 ta 

Figura 2s. 
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Figura 26. 
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i Produçã.o da Planta Doadora 

Isolamento de Embrião & Bombardeamento 

Colher espiga de cngc 

E:~eríl:Z:ar superfo:íe & l:.c•l3J embriõe: 

Pré-:ra:amen:c os.~·Y...O (4 hera::.) 

Regeneração e Seleção 
14 dias pós tcmbsrdea~nen:o • ~ransfe:rlr para Me:o de 

+ 14 día:s · Suocutura 1 

C 
.. 14 ·:lias . Suocutura 2 
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Figura 2s. 
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Figura 29. 
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Figura 33. 
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Figura 42 
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