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Relatério Descritive da Patente de Invencdo para "POLINU-
CLEOTIDEQ CODIFICANDO MARCADOR SELECIONAVEL DE ACETO-
LACTATO SINTASE (ALS) DE TRICHODERMA REESEI, MICRO-
ORGANISMO TRANSGENICO E METODO DE SELEGAO DE UMA CELU-
LA".

REFERENCIA CRUZADA A PEDIDOS RELACIONADOS

O presente pedido reivindica prioridade dos pedidos de patente
provisorios dos Estados Unidos US 60/846.804, depositado em 22 de se-
tembro de 2006, e US 60/846.656, depositado em 22 de setembro de 2006,
ambos aqui incorporados a titulo de referéncia em sua totalidade.

Antecedentes da Invencéo
Plantas, fungos e bactérias sintetizam os aminoacidos valina,

leucina e isoleucina através de um curso comum. Uma das enzimas neste
curso € acetolactato sintase (ALS) (de outro modo conhecida como acetoi-
droxiacido sintase ou AHAS), que converte piruvato em 2-acetolactato como
a primeira etapa na sintese de valina e leucina, e também converte piruvato
e 2-cetobutirato em 2-aceto-2-hidroxibutirato, o precursor de isoleucina. A
atividade de acetolactato sintase do tipo selvagem € sensivel & acdo de va-
rias classes conhecidas de compostos toxicos, incluindo compostos sulfoni-
lureia e imidazolinona. Deste modo, tais compostos téxicos podem ser em-
pregados para matar células contendo proteinas acetolactato sintase que
s30 sensiveis a esses compostos.

Essa descricao refere-se a enzimas acetolactato sintase que
provéem resisténcia a compostos toxicos, e entdo s&c marcadores selecio-
naveis Uteis para células recombinantes.

Sumario da Invencéo

Uma proteina acetolactato sintase que prové resisténcia a inibi-
dores de ALS, por exemplo, compostos sulfonilureia e imidazolinona, é pro-
vida, bem como polinucleotideo codificando a mesma. Em certas modalida-
des, a sequéncia de aminoacido da proteina acetolactato e pelo menos 80%
idéntica a SEQ 1D NO:1, a proteina acetolactato do tipo selvagem de Tricho-

derma reesei. Em modalidades particulares, a proteina ALS pode conter um

Segue-se folha 1a



1a

aminocacido acido na posicao 180, um aminoacido acido na posigao 241 ou

uma histidina na posigao 372. Em algumas modalidades, ¢ gene ou polipep-

Segue-se folha 2
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tideo de ALS pode ser empregado como um marcador selecionavel em uma
variedade ampla de espécies. Em certos casos, a proteina pode ser de ocor-
réncia nao-natural.

Em certas modalidades, um polinucleotideo codificando ALS
pode ser operavelmente ligado a um promotor e um terminador para prover
expressao da proteina conferindo resisténcia a inibidor de ALS em uma célu-
la hospedeira. O promotor e o terminador podem ser enddgenos para a célu-
la hospedeira em que o polinucleotideo deve ser empregado e, em certos
casos, 0 promotor e o terminador podem ser 0 promotor e o terminador de
um gene de ALS da célula. O polinucleotideo pode, em certas modalidades,
conter uma estrutura de leitura aberta tnica codificando a proteina acetolac-
tato sintase, caso onde o polinucleotideo pode ser pelo menos 70% idéntico
a ou pode hibridizar com SEQ ID NO.:2. Em outras modalidades, o polinu-
cleotideo pode compreender introns, caso onde o polinucleotideo pode ter
uma sequéncia de nucleotideo que é pelo menos 70% idéntica a ou pode
hibridizar com SEQ ID NO.:4. Em outras modalidades, o polinucleotideo po-
de ser otimizado no cddon para expressdo da proteina acetolactato sintase
em uma célula hospedeira particular.

Um vetor compreendendo o polinucleotideo é também provido.
Em adigdo ao polinucleotideo, o vetor objeto pode conter um cassete de ex-
pressao para expressdo de uma proteina recombinante, por exemplo, uma
enzima ou proteina terapéutica, na célula.

Uma célula hospedeira compreendendo o polinucieotideo objeto
€ também provida. Em certas modalidades, a célula hospedeira é resistente
a um inibidor de ALS, por exemplo, um composto sulfonilureia ou imidazoli-
nona toxico. A célula hospedeira pode ser qualquer célula que seja sensivel
ao inibidor de ALS na auséncia do polinucleotideo. Em certas modalidades,
a célula hospedeira pode ser uma célula de planta, por exemplo, uma célula
de milho, soja ou Arabidopsis, uma célula fangica, por exemplo, uma célula
fungica filamentosa tal como uma célula de Trichoderma sp. ou Aspergillus
sp. ou uma célula bacteriana, por exemplo, um Bacillus sp. Em modalidades

particulares, a célula hospedeira € um fungo filamentoso. A célula pode estar
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presente /in vivo ou em um organismo multicelular (por exemplo, uma planta).
O polinucleotideo pode estar presente em um genoma da célula hospedeira
ou pode estar presente em um vetor que replica autonomamente na célula
hospedeira.

E também provido um método de selegdo de uma célula. Em
certas modalidades, o método inclui: introdugdo de um polinucleotideo objeto
que codifica uma ALS em uma pluralidade de células, contato da piuralidade
de células com um inibidor de ALS e cultura das células para prover selegéo
da celula. Em certas modalidades, a célula é uma célula fungica. A célula
pode ser culturada em um meio liquido contendo o inibidor de ALS ou um
meio sélido contendo o inibidor de ALS. Esses métodos podem também in-
cluir introdugdo de um segundo polinucleotideo na célula hospedeira, onde o
segundo polinucleotideo codifica um polipeptideo que deve ser produzido
pela célula hospedeira. O polinucleotideo objeto e 0 segundo polinucleotideo
podem estar presentes no mesmo acido nucleico ou um diferente, por e-
xemplo, o mesmo vetor ou vetores diferentes. Se vetores diferentes forem
empregados, eles podem ser cotransformados nas mesmas células.

Séao também providas modalidades relacionando-se aos promo-
tores 1818A e 1818B.

Breve Descricado das Figuras

A figura 1 mostra a sequéncia de aminoacido da proteina aceto-
lactato sintase do tipo selvagem de T. reesei (SEQ ID NO.:1).

A figura 2 mostra a sequéncia de nucleotideo de um cDNA de-
duzido de T. reesei (SEQ ID NO.:1) codificando a proteina acetolactato do
tipo selvagem da figura 1.

A figura 3 mostra a sequéncia de nucleotideo de um gene de T.
reesei (SEQ ID NO.:3) codificando a proteina acetolactato sintase do tipo
selvagem da figura 1, em que o promotor esta em italico, a sequéncia codifi-
cando ALS esta sublinhada (SEQ ID NO.:4) e a sequéncia terminadora esta
em italico e sublinhada.

A figura 4 é um diagrama geral de um vetor que pode ser usado

para testar o marcador de ALS, em que o vetor inclui dois genes. O primeiro
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gene corresponde a um polinucleotideo codificando uma proteina de interes-
se (por exemplo, uma enzima glicoamilase) e o segundo gene corresponde a
um polinucelotideo codificando o marcador de ALS.

As figuras 5A e 5B mostram a sequéncia de nucleotideo dos
promotores 1818A (SEQ ID NO.:7) e 1818B (SEQ ID NO.:8), respectivamen-
te.

A figura 6 mostra a sequéncia de nucleotideo (SEQ ID NO.:9) do
vetor pTrex-glicoamilase usado para testar o marcador de ALS que compre-
ende o promotor de cbh1 de Trichoderma reesei, AttB1, um polinucleotideo
codificando uma glicoamilase de Trichoderma reesei, attB2, o terminador de
cbh1 de Trichoderma reesei € um marcador de ALS (A190D) no vetor de E.
coli pSL1180.

A figura 7 ilustra um gel SDS-PAGE de amostras de sobrena-
dante de transformante cultivado em frasco de agitagdo. A faixa 1 mostra o
controle ndo-transformado. Expressdo de glicoamilase de T. reesei € mos-
trada nas faixas 3 e 4 como destacado pela seta.

A figura 8 & um diagram'a do vetor usado para testar os promo-
tores 1818A e 1818B.

A figura 9 mostra a sequéncia de nucleotideo de um construto
usado para testar os promotores 1818A e 1818B (SEQ ID NO:10).

Descrigdo Detalhada
Definigdes
A menos que de outro modo aqui definido, todos os termos téc-

nicos e cientificos usados aqui tém o mesmo significado que geralmente co-
nhecido por uma pessoa comum versada na técnica a qual a presente in-
vengao pertence. Singleton e outros, Dictionary of Microbiology and Molecu-
lar Biology, 22 Ed., John Wiley and Sons, Nova York (1994) e Hale & Ma-
rham, The Harper Collins Dictionary of Biology, Harper Perennial, NY (1991)
prové um versado na técnica com dicionarios gerais de muitos dos termos
usados na presente invengao. Embora quaisquer métodos e materiais simila-
res ou equivalentes aqueles descritos aqui possam ser usados na pratica ou

teste da presente invencgao, os métodos e materiais preferidos sao descritos.
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Todas as patentes e publicagdes, incluindo todas as sequéncias
descritas dentro de tais patentes e publicagoes, referidas aqui sdo expres-
samente incorporadas a titulo de referéncia.

Faixas numeéricas s3o inclusivas dos numeros definindo a faixa.
A menos que de outro modo indicado, acidos nucleicos sdo escritos da es-
querda para a direita na orientagdo 5' a 3', sequéncias de aminoacido séo
escritas da esquerda para a direita em orientagdo amino para carboxi, res-
pectivamente.

Os cabecalhos providos aqui ndo sao limitagdes dos varios as-
pectos ou modalidades da invengdo que possam ter tido por referéncia ao
relatério como um todo. Deste modo, os termos definidos imediatamente
abaixo s&o mais completamente definidos por referéncia ao relatério como
um todo.

Conforme aqui usado, o termo "marcador selecionavel" refere-
se a um gene ou polinucleotideo cuja expressdo permite identificacdo de
células que foram transformadas com um construto ou vetor de DNA con-
tendo o gene ou polinucleotideo. Marcadores selecionaveis podem prover
resisténcia a compostos toxicos tal como antibioticos, herbicidas e similares.

O termo "acetolactato sintase (ALS)" refere-se a uma enzima
que tem uma atividade definida como EC 2.2.1.6 de acordo com /UBMB
Enzyme Nomenclature. A enzima catalisa uma reagao entre duas moléculas
de piruvato para produzir 2-acetolactato e CO,. A enzima requer tiamina di-
fosfato e pode ser referida como acetoidroxiacido sintase (AHAS) em outro
lugar.

O termo "inibidor de ALS" refere-se a um composto que inibe
proteina ALS do tipo selvagem e é toéxico para células que contém ALS do
tipo selvagem. Tais compostos incluem herbicidas conhecidos e incluem um
composto sulfonilureia, imidazolinona, triazolopirimidina, pirimidiniltiobenzoa-
to ou sulfonilamino-carbonil-triazolinona discutidos abaixo.

O termo "promotor" é definido aqui como um acido nucleico que
direciona a transcrigdo de um polinucleotideo a jusante em uma célula. Em

certos casos, o polinucleotideo pode conter uma sequéncia de codificagao e
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o promotor pode direcionar a transcricdo da sequéncia de codificagdo em
RNA traduzivel.

O termo "isolado” conforme aqui definido significa um composto,
uma proteina, célula, sequéncia de acido nucleico ou aminoacido que é re-
movido de pelo menos um componente com o qual ele é naturalmente asso-
ciado.

O termo "sequéncia de codificagdo” é definido aqui como um a-
cido nucleico que, quando posto sob o controle de sequéncias-controle a-
propriadas incluindo um promotor, é transcrito em mRNA que pode ser tra-
duzido em um polipeptideo. Uma sequéncia de codificagdo pode conter uma
estrutura de leitura aberta unica, ou varias estruturas de leitura aberta sepa-
radas por introns, por exemplo. Uma sequéncia de codificagdo pode ser cD-
NA, DNA gendémico, DNA sintético ou DNA recombinante, por exemplo. Uma
sequéncia de codificagdo geralmente inicia em um cédon de inicio (por e-
xemplo, ATG) e termina em um cddon de parada (por exemplo, UAA, UAG e
UGA).

O termo "recombinante” refere-se a um polinucleotideo ou poli-
peptideo que ndo acontece naturalmente em uma célula hospedeira. Uma
molécula recombinante pode conter duas ou mais sequéncias de ocorréncia
natural que sao ligadas de uma maneira que ndo acontece naturalmente.

O termo "heterélogo” refere-se a elementos que ndo estdo nor-
malmente associados um com o outro. Por exemplo, uma proteina heterélo-
ga € uma proteina que ndo é produzida em uma célula hospedeira do tipo
selvagem, um promotor heterélogo € um promotor que nao esta presente em
acido nucleico que é enddgeno para uma célula hospedeira do tipo selva-
gem e um promotor operavelmente ligado a uma sequéncia de codificagao
heterologa é um promotor que é operavelmente ligado a uma sequéncia de
codificagdo que nao é geralmente operavelmente ligada a uma célula hos-
pedeira do tipo selvagem.

O termo "operavelmente ligado" refere-se a uma disposigao de
elementos que permite que eles sejam funcionalmente relacionados. Por

exemplo, um promotor & operavelmente ligado a uma sequéncia de codifica-
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¢ao se ele controlar a transcrigdo da sequéncia, e uma sequéncia de sinal &
operavelmente ligada a uma proteina se a sequéncia de sinal direcionar a
proteina através do sistema de secregdo de uma célula hospedeira.

O termo "acido nucleico” compreende DNA, RNA, de filamento
simples ou duplo e modificagdes dos mesmos. Os termos "acido nucleico” e
"polinucleotideo” podem ser usados intercomutavelmente aqui.

O termo "construto de DNA" conforme aqui usado significa uma
sequéncia de acido nucleico que compreende pelo menos dois fragmentos
de polinucleotideo de DNA.

O termo "sequéncia de sinal" ou "peptideo de sinal" refere-se a
uma sequéncia de aminoacidos na porgdo N-terminal de uma proteina que
facilita a secrecdo da forma madura da proteina fora da célula. A forma ma-
dura da proteina extracelular ndo tem a sequéncia de sinal que é clivada
durante o processo de secregao.

O termo "vetor" é definido aqui como um polinucleotideo feito
para carregar sequéncias de acido nucleico a serem introduzidas em um ou
mais tipos de célula. Vetores incluem vetores de clonagem, vetores de ex-
pressao, vetores de embaralhamento, plasmideos, fagos ou particulas de
virus, construtos de DNA, cassetes e similares. Vetores de expressdo po-
dem incluir sequéncias reguladoras tal como promotores, sequéncias de si-
nal, uma sequéncia de codificagdo e terminadores de transcrigao.

Um "vetor de expressdo" conforme aqui usado significa um
construto de DNA compreendendo uma sequéncia de codificagdo que € ope-
ravelmente ligada a sequéncias-controle adequadas capazes de realizar ex-
pressdo de uma proteina em um hospedeiro adequado. Tais sequéncias-
controle podem incluir um promotor para realizar a transcrigdo, uma sequén-
cia operadora adicional para controlar transcricdo,uma sequéncia codifican-
do sitios de ligagdo de ribossomo adequados no mRNA, realgadores e se-
quéncias que controlam término de transcrigéo e tradugéo.

Conforme aqui usado, os termos "polipeptideo” e "proteina" sao
usados intercomutavelmente e incluem referéncia a um polimero de qual-

quer numero de residuos de aminoacido. Os termos se aplicam a polimeros
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de aminoacido onde um ou mais residuos de aminoacido sdo um analogo
quimico artificial de um aminoacido de ocorréncia natural correspondente,
bem como a polimeros de aminoacido de ocorréncia natural. Os termos
tambem se aplicam a polimeros contendo substituicdes de aminoacido con-
servativas de modo que o polipeptideo permanece funcional. "Peptideos”
sao polipeptideos tendo menos do que 50 residuos de aminoacidos.

Uma "célula hospedeira” € uma célula que contém um acido nu-
cleico recombinante objeto, ou no genoma da célula hospedeira ou em um
vetor extracromossomal que replica autonomamente a partir do genoma da
célula hospedeira. Uma célula hospedeira pode ser qualquer tipo de célula.

O termo "fungos filamentosos" refere-se a todas as formas fila-
mentosas da subdivisdo Eumycotina (Vide Alexopoulos, C.J. (1962), IN-
TRODUCTORY MYCOLOGY, Wiley, Nova York). Esses fungos séo caracte-
rizados por um micélio vegetativo com uma parede celular composta de qui-
tina, glicanas e outros polissacarideos complexos. Os fungos filamentosos
da presente invengdao sdo morfologicamente, fisiologicamente e genetica-
mente distintos de leveduras. Crescimento vegetativo por fungos filamento-
sos é através de alongamento hifal e catabolismo de carbono é aerdbico o-
brigatério.

Uma célula "ndo-patogénica” é uma linhagem que é nao-
patogénica para humanos.

"Transformagao” significa introdugdo de DNA em uma célula de
modo que o DNA é mantido na célula ou em um elemento extracromossomal
ou integrante cromossomal.

A menos que de outro modo indicado todas as posi¢cdes de ami-
noacido em uma proteina acetolato sintase sdo relativas a8 SEQ ID NO.:1,
apds alinhamento desta proteina com SEQ ID NO.:1 usando o programa
BLASTP (Altschul, Nucl. Acids Res. 1997 25:3389-3402; Schaffer, Bioinfor-
matics 1999 15:1000-1011) sob condi¢des padrido, conforme disponivel da
world wide website do National Center of Biotechnology Information (NCBI).

Polinucleotideos

E aqui provido um polinucleotideo que codifica uma proteina a-
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cetolactato sintase que prové resisténcia a inibidores de ALS. Em certas
modalidades, a proteina acetolactato sintase € uma proteina de ocorréncia
nao-natural. Em termos gerais, o polinucleotideo codifica uma proteina que:
a) possui atividade de acetolactato sintase (isto é, pode catalisar uma reagao
entre duas moléculas de piruvato para produzir 2-acetolactato), b) confere
resisténcia a inibidores de ALS, por exemplo, compostos sulfonilureia e imi-
dazolinona e c) tem uma sequéncia de aminoacido que é pelo menos 85%
idéntica (por exemplo, pelo menos 90% idéntica, pelo menos 93% idéntica,
pelo menos 95% idéntica, pelo menos 96% idéntica, pelo menos 97% idénti-
ca, pelo menos 98% idéntica, pelo menos 98,5% idéntica, pelo menos 99%
idéntica ou pelo menos 99,5% idéntica) a SEQ ID NO.:1, onde SEQ ID NO.:1
mostra a sequéncia de aminoacido de uma acetolactato sintase do tipo sel-
vagem de Trichoderma reesei.

Em certas modalidades, o polinucleotideo pode codificar uma
proteina tendo um ou mais de: a) um aminoacido acido (por exemplo, Asp ou
Glu) na posigao 190, b) um aminoacido acido (por exemplo, Asp ou Glu) na
posicao 241 ou um His na posigéo 372. Posigdes 190, 241 e 372 em protei-
na ALS de T. reesei do tipo selvagem estdo sublinhadas na figura 1. Con-
forme acima mencionado, posi¢coes 190, 241 e 372 em uma proteina ALS
diferente (por exemplo, uma proteina ALS que &, por exemplo, mais curta,
mais longa ou contém delecdes e/ou insergdes relativas a proteina ALS de
T. reesei), sao definidas aqui como sendo as posigdes na proteina que cor-
respondem as (isto &, alinham com ou estdo através da) posi¢des 190, 241 e
372 da proteina ALS de T. reesei do tipo selvagem quando a proteina ALS
de T. reesei do tipo selvagem e a outra proteina estdo alinhadas usando me-
todos de alinhamento de sequéncia padrao, por exemplo, BLASTP (Altschul,
Nucl. Acids Res. 1997 25:3389-3402; Schafer, Bioinformatics 1999 15:1000-
1011) usando parémetros padrdo. Proteinas ALS, em geral, sdo enzimas
bem caracterizadas e foram investigadas em grande detalhe funcional e es-
truturalmente. Proteinas ALS foram revistas em varias publicagdes (vide, por
exemplo, Chipman, Biochim. Biophys. Acta 1998 1385:401-19; Chipman,
Curr. Opin. Chem. Biol, 2005 9:475-81) e foram cristalizadas (vide, por e-
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xemplo, Pang, J. Biol. Chem. 2004 279:2242-53; Pang, J. Mol. Biol. 2002
317:249-62), bem como submetidas & mutagénese para identificar residuos
essenciais e ndo-essenciais (vide, por exemplo, Ibdah, Biochemistry 1996
35:16282-91; Mendel, J. Mol. Biol. 2001:465-771; Hill, Biochem. J. 1998
335:653-61). Outras mutagdes que conferem resisténcia a herbicida sdo
também conhecidas (vide, por exemplo, Jung, Biochem. J. 2004 383:53-61;
Duggelby, Eur. J. Biochem. 2003 207:2895-904). Ainda, as sequéncias de
aminoacido de vérias centenas de proteinas ALS so conhecidas e publica-
mente disponiveis através do banco de dados Genbank do NCBI. Deste mo-
do, uma ampla variedade de mudangas de aminoacido que poderiam ser
feitas a uma proteina ALS objeto, algumas das quais podem conferir resis-
téncia a inibidores de ALS, sem abolir sua atividade seriam prontamente a-
parentes.

Em certos casos, as mudangas de aminoacido descritas aqui
podem ser transferidas para qualquer outra proteina ALS, de qualquer espé-
cie, para tornar aquela proteina resistente a herbicida. Em outras palavras,
um aminoacido na posi¢ao 190, 241 ou 372 (com relagdo a SEQ ID NO.:1)
de qualquer outra proteina ALS pode ser substituido por um aminoacido aci-
do (por exemplo, Asp ou Glu), um aminoéacido acido (por exemplo, Asp ou
Glu) ou um His, respectivamente, para prover uma proteina ALS que confere
resisténcia a um inibidor de ALS.

Por exemplo, as sequéncias de aminoacido das proteinas ALS
de varias espécies fungicas sdao conhecidas e sao depositadas no banco de
dados Genbank da NCBI. Em certas modalidades, as alterag6es de aminoa-
cido descritas acima podem ser transferidas para as proteinas ALS daqueles
fungos a fim de prover outras proteinas resistentes a inibidor de ALS. Em
outras modalidades, a sequéncia de aminoacido de outras proteinas ALS
fungicas pode ser empregada para fazer mudangas adicionais nas proteinas
ALS baseadas em T. reesei objeto que ndo abolem a atividade de ALS des-
sas proteinas. Por exemplo, uma fusdo entre duas proteinas ALS de espé-
cies diferentes ou uma proteina contendo substituicdes, delegdes ou inser-

cdes de aminodcido poderia ser feita. Sequéncias de aminoacido ALS e-
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xemplares de outras espécies fungicas, incluindo outras espécies fangicas
filamentosas, estdo depositadas no banco de dados Genbank do NCBI como
GIDS: 39977967 e 2547090 (Magnaporthe grisea), GID:85108881 (Neuros-
pora crassa), GID:46108408 (Gibberella zeae), GID:90302929 (Coccidioides
immitis), GID:67537572 (Aspergillus nidulans), GID:70999742 (Aspergillus
fumigatus), GIDs:83767597 e 83771596 (Aspergillus oryzae);, GID:111063308
(Phaeosphaeria nodorum), GID:50547615 (Yarrowia lipolytica), GID:49657303
(Debaryomyces hansenii), GID:68468265 (Candida albicans), GID:21615550
(Daccharomycopsis fibuligera), GID:49641223 (Kluyveromyces lactis);
GID:49527687 (Candida glabrata) e GID:817866 (Saccharomyces cerevisia-
e). Os acessos ao Genbank acima referidos sao incorporados a titulo de re-
feréncia em sua totalidade, incluindo as sequéncias de acido nucleico e pro-
teina nele, e as anotagdes dessas sequéncias, como da primeira data de
deposito deste pedido de patente.

Por causa da redundancia do cédigo genético, um polinucleoti-
deo objeto pode compreender qualquer uma de vérias sequéncias de nucle-
otideo. Em modalidades particulares, o polinucleotideo objeto pode ter uma
sequéncia de nucleotideo que é: a) pelo menos 70% idéntica (por exemplo,
pelo menos 80%, pelo menos 90%, pelo menos 95%, pelo menos 98% ou
pelo menos 99% idéntica a) ou b) hibridiza sob condi¢gdes de hibridizagao
estringentes para SEQ ID NO:2 ou SEQ ID NO:4, sequéncias que sdo mos-
tradas na sequéncia de nucleotideo de um cDNA do tipo selvagem e gene
de T. reesei, respectivamente. Deste modo, o polipeptidio de codificagao
pode conter introns ou pode conter uma estrutura de leitura aberta Unica co-
dificando a proteina.

Como seria aparente, em certas modalidades, o polinucleotideo
pode ter uma sequéncia de nucleotideo que codifica uma proteina tendo um
ou mais de: a) um aminoacido acido (por exemplo, Asp ou Glu) na posigao
190, b) um aminoacido acido (por exemplo, Asp ou Glu) na posigéo 241 ou
um His na posigéo 372.

O termo "identidade" no contexto de duas sequéncias de &cido

nucleico referem-se a residuos de nucleotideo nas duas sequéncias que sao
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iguais quando alinhados para correspondéncia maxima, conforme medido
usando qualquer um dos algoritmos de comparagdo de sequéncia que se-
guem. Alinhamento 6timo de sequéncias para comparagéo pode ser realiza-
do, por exemplo, através do algoritmo de homologia local de Smith & Wa-
terman, Adv. Appl. Math. 2:482 (1981), através do algoritmo de alinhamento
de homologia de Needleman & Wunsch, J. Mol. Biol. 48:443 (1970), através
da pesquisa pelo metodo de similaridade de Pearson & Lipman, Proc. Nat!.
Acad. Sci. USA 85:2444 (1988), através de implementacbes computadoriza-
das desses algoritmos (GAP, BESTFIT, FASTA e TFASTA no Wisconsin
Genetics Software Package, Genetics Computer Group, 575 Science Dr.,
Madison, WI) ou através de inspegao visual.

Um exemplo de um algoritmo que é adequado para determina-
¢éo de similaridade de sequéncia é o algoritmo BLAST, que é descrito em
Altusch e outros, J. Mol. Biol. 215:403-410 (1990). Software para realizar
analises BLAST esta publicamente disponivel através do National Center for
Biotechnology Information disponivel no world wide web (www) nc-
bi.nlm.nih.gov. O algoritmo BLAST realiza uma andlise estatistica da simila-
ridade entre duas sequéncias (vide, por exemplo, Karlin & Altschul, Proc.
Nat'l Acad. Sci. USA 90:5873-5787 (1993)). Uma sequéncia de nucleotideo
de pelo menos 100, pelo menos 500, pelo menos 1000, até o comprimento
total das SEQ ID NO:2 ou 4 pode ser empregada em comparagdes de se-
quéncia.

Conforme acima mencionado, o polinucleotideo pode incluir
uma sequéncia de nucleotideo que hibridiza sob condigdes de hibridizagao
estringentes para um polinucleotideo tendo a sequéncia de nucleotideo da
SEQ ID NO:2 ou 4, onde condi¢gbes de hibridizagao estringentes compreen-
dem condi¢des de hibridizagdo de estringéncia baixa, média, alta e muito
alta.

Condicoes de "baixa estringéncia" referem-se a lavagem com
uma solugédo de 1X SSC/SDS0,1% a 20°C por 15 minutos. Condigdes de
"estringéncia média" referem-se a lavagem com uma solugdo de 1X
SSC/SDS 0,1% a 65°C por 60 minutos. Condigbes de "alta estringéncia” re-
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fere-se a lavagem com uma solugdo de 0,2X SSC/SDS 0,1% a 65°C por 10
minutos. Condi¢des de "estringéncia muito alta" referem-se a lavagem com
uma solugéo de 0,2X SSC/SDS 0,1% a 65°C por 60 minutos.

Métodos de hibridizagdo sdo descritos em mais detalhes em
Sambrook e outros, Molecular Cloning: A Laboratory Manual (22 Ed., 1989
Cold Spring Harbor, NY). Em um ensaio de hibridizagdo exemplar, uma a-
mostra de DNA ¢ eletroforada através de gel de agarose (por exemplo, aga-
rose 0,8%) de modo que o fragmento de DNA pode ser visualizado através
de tingimento com brometo de etidio. O gel é entdo rapidamente enxaguado
em H,O destilada e subsequentemente despurinado em uma solugao apro-
priada (tal como, por exemplo, HCI a 0,25M) com agitagdo suave seguido
por desnaturagdo por 30 minutos (em, por exemplo, NaOH a 0,4M) com agi-
tagao suave. Uma etapa de renaturagdo pode ser incluida, no qual o gel é
posto em NaCl a 1,5M, Tris a 1M, pH 7,0 com agitagdo suave por 30 minu-
tos. O DNA é entdo transferido para uma membrana positivamente carrega-
da apropriada, por exemplo, membrana Maximum Strength Nytran Plus (Sc-
hleicher & Schuell, Keene, N.H.), usando uma solugéo de transferéncia (tal
como, por exemplo, 6X SSC, isto &, NaCl a 900 mM, citrato de trissédio 90 a
mM). Uma vez a transferéncia completa, geralmente ap6s cerca de 2 horas,
a membrana é enxaguada em, por exemplo, 2X SSC (NaCl a 300 mM, citra-
to de trissédio a 30 mM) e secada ao ar em temperatura ambiente. A mem-
brana pode ser pré-hibridizada (por aproximadamente 2 horas ou mais) em
uma solugao de pré-hibridizagdo adequada (tal como, por exemplo, uma so-
lugdo aquosa contendo por 100 mL: 20-50 mL de formamida, 25 mL de 20X
SSPE (1X SSPE = NaCl a 0,18 M, EDTA a 1 mM, NaH,PO4 a 10 mM, pH
7.7), 2,5 mL de SDS 20% e 1 mL de 10 mg/mL de DNA de esperma de a-
renque cisalhado). Como seria conhecido a um versado na técnica, a quan-
tidade de formamida na solugdo de pré-hibridizagdo pode ser variada de-
pendendo da natureza da reacgao obtida de acordo com métodos de rotina.
Entdo, uma quantidade menor de formamida pode resultar em hibridizagao
mais completa em termos de identificagdo de moléculas de hibridizagdo do

que o mesmo procedimento usando uma quantidade maior de formamida.
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Por outro lado, uma faixa de hibridizagdo forte pode ser mais facil e visual-
mente identificada usando mais formamida.

Uma sonda de DNA de pelo menos 100, pelo menos 500, pelo
menos 1000, até o comprimento total das SEQ ID NO:2 ou 4 pode ser em-
pregada em ensaios de hibridizagdo ou em comparagdes de sequéncia. A
sonda de DNA pode ser isolada através de eletroforese em gel de agarose,
o fragmento excisado do gel e recuperado da agarose excisada. Este frag-
mento purificado de DNA pode ser marcado (usando, por exemplo, o siste-
ma de marcagdo Megaprime de acordo com as instrugdes do fabricante) pa-
ra incorporar P*? no DNA. A sonda marcada é desnaturada através de aque-
cimento para 95°C por 5 minutos e imediatamente adicionada a8 membrana e
solugdo de pré-hibridizagdo. A reagdo de hibridizagdo deve prosseguir por
um tempo apropriado e sob condi¢Ges apropriadas, por exemplo, por 18 ho-
ras a 37°C com agitagdo ou giro suave. A membrana é enxaguada (por e-
xemplo, em 2X SSC/SDS 0,3%) e entdo lavada em uma solugéo de lavagem
apropriada, conforme descrito acima, com agitagdo suave. Hibridizagdo pode
ser detectada através de autoradiografia.

Em modalidades particulares, o polinucleotideo pode ser otimi-
zado no cddon para expressdo em célula hospedeira particular. Em outras
modalidades, o polinucleotideo pode ter uma sequéncia de nucleotideo que
contém menos do que 10 (por exemplo, 9, 8, 7, 6, 5, 4, 3, 2 ou 1) diferengas
comparado com a sequéncia de ALS do tipo selvagem (por exemplo, ou a
sequéncia gendmica ou de cDNA) da célula hospedeira particular em que o
polinucleotideo deve ser empregado.

Em certos casos, em adigdo a uma sequéncia de codificagdo, o
polinucleotideo pode conter ainda outros elementos que sdo necessarios
para expressao da proteina codificada em uma célula hospedeira. Por e-
xemplo, em uma modalidade, o polinucleotideo pode ser flanqueado por se-
quéncias para formar um cassete de expressdo que prové expresséo da pro-
teina codificada em uma célula hospedeira. Em certas modalidades, o cas-
sete de expresséo pode conter um promotor para transcricdo da sequéncia

de codificagdo e um terminador transcripcional e uma sequéncia codificando
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uma regiao nao-traduzida 5' (UTR) que permite iniciagdo de tradugéo, cada
um em ligagdo operavel com a regido de codificagdo. Promotores, realgado-
res, terminadores, UTRs, sinais de poliadenilagdo e outras sequéncias regu-
ladoras para uma ampla variedade de células hospedeiras, particularmente
aquelas de plantas, bactérias e fungos, sdo bem conhecidos na técnica (vi-
de, por exemplo, Ausubel e outros, Short Protocols in Molecular Biology, 3°
ed., Wiley and Sons, 1995; Sambrook e outros, Molecular Cloning: A Labora-
tory Manual, Segunda Edigao, 1989 Cold Spring Harbor, N.Y.).

Em modalidades particulares, o cassete de expressdo objeto
pode conter um promotor e um terminador para expressao da proteina obje-
to em uma célula fungica filamentosa. Exemplos de promotores e terminado-
res adequados para direcionamento da transcrigdo de um acido nucleico
objeto em uma célula hospedeira flingica filamentosa sdo promotores e ter-
minados obtidos dos genes para amilase TAKA de Aspergillus oryzae, pro-
teinase aspartica de Rhizomucor miehei, alfa-amilase neutra de Aspergillus
Niger, alfa-amilase estavel a acido de Aspergillus Niger, glicoamilase de As-
pergillus Niger ou Aspergillus awamori (glaA), lipase de Rhizomucor miehei,
protease alcalina de Aspergillus oryzae, isomerase de triose fosfato de As-
pergillus oryzae, acetamidase de Aspergilus nudulans, aminoglicosidase de
Fusarium venenatum, protease do tipo tripsina de Fusarium oxysporum (WO
96/00787), celobioidrolase | de Trichoderma reesei, celobioidrolase Il de Tri-
choderma reesei, endoglucanase | de Trichoderma reesei, endoglucanase Il
de Trichoderma reesei, endoglucanase lil de Trichoderma reesei, endoglu-
canase |V de Trichoderma reesei, endoglucanase V de Trichoderma reesei,
xilanase | de Trichoderma reesei, xilanase |l de Trichoderma reesei, beta-
xilosidase de Trichoderma reesei, bem como o promotor de NA2-tpi (um hi-
brido dos promotores dos genes para alfa-amilase neutra de Aspergillus Ni-
ger e triose fosfato isomerase de Aspergillus oryzae); e seus promotores mu-
tantes, truncados e hibridos dos mesmos.

O promotor e/ou terminador pode ser nativo ou nao-endoégeno
para a célula hospedeira na qual a proteina ALS objeto deve ser expressa e,

em certas modalidades, o promotor € o terminador podem ser o promotor e
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terminador do gene de ALS da célula hospedeira. Por exemplo, em uma
modalidade, um cassete de expressio para uso em células de Trichoderma
reesei pode compreender o promotor do gene de ALS de Trichoderma ree-
sei, a sequéncia de codificagdo de ALS de Trichoderma reesei (contendo
uma ou mais das sequéncias de nucleotideo mostradas acima) e terminador
de ALS de Trichoderma reesei, em ligagdo operavel (figura 3). O promotor
e/ou terminador pode ser de um gene de ALS da célula hospedeira na qual o
polinucleotideo deve ser empregado.

O polinucleotideo pode ser integrado no genoma da célula hos-
pedeira ou pode estar presente em um vetor que replica autonomamente na
célula hospedeira.

Acido Nucléico Recombinante

Um acido nucleico recombinante compreendendo um polinu-
cleotideo objeto é também provido. Um &cido nucleico recombinante objeto
pode compreender um polinucleotideo objeto, por exemplo, um cassete de
expressao para produgdo de uma proteina ALS de conferéncia de resistén-
cia em uma célula hospedeira, bem como um segundo cassete de expres-
s&0 para expressao de uma proteina de interesse na célula hospedeira. Em
uma modalidade particular, o polinucleotideo objeto é empregado como um
marcador para selecao de células hospedeiras que contém o acido nucleico
recombinante sobre outras células que ndo contém o acido nucleico recom-
binante (isto é, o polinucleotideo objeto é empregado como um "marcador
selecionavel” para células que contém o polinucleotideo objeto).

A proteina de interesse codificada pelo segundo cassete de ex-
pressao pode ser, por exemplo, uma enzima, uma proteina terapéutica, uma
proteina reporter, um aditivo alimentar ou um género alimenticio ou simila-
res.

Em uma modalidade, a proteina de interesse codificada pelo
segundo cassete de expressado pode ser uma enzima tal como uma carboi-
drase, tal como uma a-amilase, uma a-amilase alcalina, uma B-amilase, uma
celulase; uma dextranase, uma a-glicosidase, uma a-galactosidase, uma

glicoamilase, uma hemicelulase, uma pentosanase, uma xilanase, uma in-
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vertase, uma lactase, uma naringanase, uma pectinase ou uma pululanase;
uma protease tal como uma protease acida, uma protease alcalina, brome-
laina, ficina, uma protease neutra, papaina, pepsina, uma peptidase, rennet,
renina, quimosina, subtilisina, termolisina, uma proteinase aspartica ou trip-
sina; uma lipase ou esterase, tal como trigliceridase, uma fosfolipase, uma
esterase pré-gastrica, uma fosfatase, uma fitase, uma amidase, uma iminoa-
cilase, uma glutaminase, uma lisozima ou uma penicilina acilase; uma iso-
merase tal como glicose isomerase; uma oxidorredutase, por exemplo, uma
aminoacido oxidase, uma catalase, uma cloroperoxidase, uma glicose oxida-
se, uma hidroxiesteroide desidrogenase ou uma peroxidase; uma liase tal
como uma acetolactato descarboxilase, uma B-descarboxilase aspartica,
uma fumarese ou uma histadese; uma transferase tal como ciclodextrina
glicosiltransferase; ou uma ligase, por exemplo. Em modalidades particula-
res, a proteina pode ser uma aminopeptidase, uma carboxipeptidase, uma
quitinase, uma cutinase, uma desoxirribonuclease, uma a-galactosidase,
uma B-galactosidase, uma B-glicosidase, uma lacase, uma manosidase, uma
mutanase, uma enzima pectinolitica, uma polifenoloxidase, ribonuclease ou
transglutaminase, por exemplo. A enzima pode ser uma enzima do tipo sel-
vagem ou uma variante de uma enzima do tipo selvagem. Em adigédo a en-
zima pode ser uma enzima hibrida que inclui fragmentos de enzimas diferen-
tes.

Em outra modalidade, a proteina de interesse codificada pelo
segundo cassete de expressao pode ser uma proteina terapéutica (isto &,
uma proteina tendo uma atividade biolégica terapéutica). Exemplos de prote-
inas terapéuticas adequadas incluem: eritropoietina, citocinas tal como inter-
feron-a, interferon-B, interferon-y, interferon-o e granulécito-CSF, GM-CSF,
fatores de coagulagao tal como fator VII, fator IX e proteina C humana, anti-
trombina lll, trombina, receptor de cadeia a de IgE soluvel, IgG, fragmentos
de IgG, fusdes de IgG, IgM, IgA, e inibidor de interleucinas, urocinase, qui-
mase ureia tripsina, proteinas de ligagédo de IGF, fator de crescimento epi-
dermal, fator de liberagdo de horménio do crescimento, proteina de fusdo de

anexina V, angiostatina, fator-2 de crescimento endotelial vascular, fator-1
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inibidor de progenitor miel6ide, osteoprotegerina, a-1-antitripsina, a-feto pro-
teinas, Dnase I, kringle 3 de plasminogénio humano, glicocerebrosidase,
proteina de ligagdo de TNF, hormonio de estimulagdo de foliculo, antigeno
4-1g associado a linfocito T citotoxico, ativador de transmembrana e modula-
dor de calcio e ligante de ciclofilina, fusdo Fc de receptor de TNF solavel,
agonista de receptor de proteina 1 do tipo glucagon e IL-2. Proteinas de an-
ticorpo, por exemplo, anticorpos monoclonais que podem ser humanizados,
sao de interesse particular.

Em uma modalidade adicional, a proteina codificada pelo se-
gundo cassete de expressao pode ser uma proteina reporter. Tais proteinas
reporter podem ser opticamente detectaveis ou colorigénicas, por exemplo.
Nesta modalidade, a proteina pode ser uma B-galactosidase (lacZ), B-
glucuronidase (GUS), luciferase, fosfatase alcalina, nopalina sintase (NOS),
cloranfenicol acetiltransferase (CAT), peroxidase de rabano silvestre (HRP)
ou uma proteina verde fluorescente, por exemplo, proteina verde fluorescen-
te (GFP) ou um derivado da mesma.

Em certas modalidades, particularmente aquelas nas quais a cé-
lula hospedeira é uma célula hospedeira fungica filamentosa, a sequéncia de
codificagdo do segundo cassete de expressdo pode codificar uma proteina
de fusdo. Em algumas dessas modalidades, a proteina de fusdo pode prover
secregao da proteina a partir da célula hospedeira na qual ela é expressa e,
desta maneira, pode conter uma sequéncia de sinal operavelmente ligada ao
terminal N da proteina, onde a sequéncia de sinal contém uma sequéncia de
aminoacidos que direciona a proteina para o sistema secretor da célula hos-
pedeira, resultando em secregdo da proteina a partir da célula hospedeira no
meio no qual a célula hospedeira esta crescendo. A sequéncia de sinal é
clivada a partir da proteina de fusdo antes da secregao da proteina. A se-
guéncia de sinal empregada pode ser endégena ou ndo-enddégena para a
célula hospedeira e, em certas modalidades, pode ser sequéncia de sinal de
uma proteina que é conhecida ser altamente secretada na partir de uma ce-
lula hospedeira. Em modalidades particulares, a proteina de sequéncia de

sinal pode ser qualquer sequéncia de sinal que facilite a secregdo de protei-
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na a partir de uma célula hospedeira fangica filamentosa (por exemplo, Tri-
choderma ou Aspergillus). Tal sequéncia de sinal inclui, mas ndo esta limita-
da a: a sequéncia de sinal de celobioidrolase |, celobioidrolase Il, endoglu-
canase |, endoglucanase |, endoglucanases lll, a-amilase, aspartil protea-
ses, glicoamilase, manase, glicosidase e endopeptidase B de cevada (vide
Saarelainen, Appl. Environ. Microbiol., 1997 63:4938-4940), por exemplo.
Outras de sequéncias de sinal sdo aquelas originando-se do gene de amilo-
glicosidase (GA) fungica (glA), o gene de fator a (leveduras, por exemplo,
Saccharomyces, Kluyveromyces e Hansenula) ou o gene de a-amilase (Ba-
cillus). Em certas modalidades, entdo, o acido nucleico recombinante objeto
pode compreender: um acido nucleico codificando sequéncia de sinal opera-
velmente ligada a um acido nucleico de codificagdo de proteina, onde a tra-
dugao do acido nucleico em uma célula hospedeira produz uma proteina de
fusdo compreendendo uma proteina tendo uma sequéncia de sinal N-
terminal para secrec¢ao da proteina a partir da célula hospedeira.

Em modalidades particulares, a proteina de fusdo pode conter
uma "proteina-veiculo", que € uma porcao de uma proteina que é endoégena
para e altamente secretada pela célula hospedeira. Proteinas-veiculos ade-
quadas incluem aquelas de mannanase | de T. reesei (Man5A ou MANI),
celobioidrolase Il de T. reesei (Cel6A ou CBHIl) (vide, por exemplo, Palo-
heimo e outros, Appl. Environ. Microbiol. 2003, Dezembro; 69(12):7073-
7082) ou celobioidrolase | de T. reesei (CHBI). Em uma modalidade, a prote-
ina-veiculo € uma proteina CBH1 de T. reesei truncada que inclui a regido
de nucleo de CBH1 e parte da regido de ligacao de CBH1. Uma proteina de
fusdo contendo, do terminal amino para o terminal carb6xi, uma sequéncia
de sinal, uma proteina-veiculo e uma proteina objeto em ligagao operavel é
entdo provida, bem como um acido nucleico codificando a mesma.

Em certas modalidades, o polinucleotideo pode ser otimizado no
codon para expressdo da proteina em uma célula hospedeira particular.
Uma vez que tabelas de uso de cédon listando o uso de cada cédon em mui-
tas células sdo conhecidas na técnica (vide, por exemplo, Nakamura e ou-
tros, Nucl. Acids Res. 200 28:292) ou prontamente derivaveis, tais acidos
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nucleicos podem ser prontamente determinados dando a sequéncia de ami-
noacido de uma proteina a ser expressa.

Um acido nucleico recombinante objeto pode estar presente, por
exemplo, integrado, em um genoma (isto €, o genoma nuclear) de uma célu-
la hospedeira, ou pode estar presente em um vetor, por exemplo, um vetor
de fago, plasmideo, viral ou retroviral, que replica autonomamente na célula
hospedeira. Em certas modalidades, o vetor contém ainda o segundo casse-
te de expresséo discutido acima. Em certas modalidades, o vetor pode ser
um vetor de expressao para expressao de um polipeptidio recombinante em
uma célula fungica filamentosa.

Vetores para expressdo de proteinas recombinantes sdo bem
conhecidos na técnica (Ausubel e outros, Short Protocols in Molecular Bio-
logy, 3? ed., Wiley & Sons, 1995; Sambrook e outros, Molecular Cloning: A
Laboratory Manual, Segunda Edigao, (1989) Cold Spring Harbor, N.Y.).

Métodos de Selecao

Um método para sele¢cao de células hospedeiras que contém
um polinucleotideo objeto é também provido. Em certas modalidades, o mé-
todo inclui introdugdo de um polinucleotideo objeto em uma pluralidade de
células, contato da pluralidade de células com um inibidor de ALS, por e-
xemplo, um composto sulfonilureia ou imidazolinona téxico e cultura das cé-
lulas para prover a selegdo da célula. A célula pode ser selecionada em
meio sélido, por exemplo, plaqueando uma pluralidade de células em uma
placa de agar contendo o inibidor de ALS, ou em meio liquido, por exemplo,
através de cultura de uma pluralidade de em um meio liquido contendo o
inibidor de ALS.

Em certas modalidades, os métodos de sele¢ao objeto podem
ser empregados para selecionar células contendo um segundo cassete de
expressao que codifica uma proteina de interesse. O segundo cassete de
expressao pode estar presente em um acido nucleico recombinante que
também contém o presente polinucleotideo de codificagdo de proteina ALS
(isto €, em uma molécula de acido nucleico recombinante Unica). Nessas

modalidades, os presentes métodos de selegdo podem ser empregados pa-
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ra selecionar células que contém o acido nucleico recombinante. Uma vez
que o &cido nucleico recombinante também contém o segundo cassete de
expresséo, celulas que contém o segundo cassete de expressédo sédo sele-
cionadas usando o inibidor de ALS. Em modalidades alternativas, o segundo
cassete de expressdo pode estar presente em um acido nucleico recombi-
nante que nao contém o presente polinucleotideo de codificagado de proteina
ALS (por exemplo, um vetor diferente). Nessas modalidades, um polinucleo-
tideo objeto pode ser cotransformado com (isto &, transformado ao mesmo
tempo que) uma molécula de polinucleotideo separada e distinta (por exem-
plo, uma molécula ou vetor de acido nucleico diferente) que contém o casse-
te de expressao. Deste modo, os presentes métodos de selegdo podem ser
empregados para selecionar células que contém o segundo cassete de ex-
pressdo, mesmo que o segundo cassete de expressao esteja em uma molé-
cula de acido nucleico diferente ao polinucleotideo.

Deste modo, os presentes métodos de selegdo podem ser em-
pregados para selecionar células hospedeiras que expressam a proteina de
interesse. A proteina de interesse pode ser nativa ou ndo-nativa para as cé-
lulas hospedeiras usadas.

A concentragado exata de inibidor de ALS empregada pode variar
de acordo com o inibidor de ALS particular usado e o tipo de célula hospe-
deira a ser selecionado. Em termos gerais, o inibidor de ALS é usado em
uma concentragao que prové selegdo da célula hospedeira contendo o poli-
nucleotideo. Em certas modalidades, o inibidor de ALS pode ser empregado
em uma concentra¢do de 0,5 ppm a 10.000 ppm, por exemplo, 1 ppm a
10.000 ppm ou 10 ppm a 1.000 ppm. Por exemplo, em certos casos, o inibi-
dor de ALS pode ser empregado em uma concentragdo na faixa de 25 ppm
a 100 ppm, por exemplo, 50 ppm ou 100 ppm, ou em uma concentragao na
faixa de 100 ppm a 500 ppm, por exemplo, 200 ppm ou 500 ppm. Por exem-
plo, em uma modalidade, o inibidor de ALS pode ser empregado em uma
concentragdo na faixa de 1 yg/ml a 1 mg/mi, por exemplo, 10 pg/mi a 500

pg/mil.
Inibidores de ALS incluem quaisquer compostos que: a) matem
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células que ndo tém resisténcia aos compostos através da inibigdo de uma
enzima de ALS e b) ndo matem células tendo um polinucleotideo objeto. Ini-
bidores de ALS de interesse particular incluem sulfonilureia (SU), imidazoli-
nona (M), triazolpirimidina (TP), pirimidiniltiobenzoato (PTB) e compostos
sulfonilamino-carbonil-triazolinona (SCT) que s&o inibidores de ALS conhe-
cidos e, em certos casos, podem ser geraimente empregados como herbici-
das. Exemplos de compostos sulfonilureia que podem ser empregados nos
métodos objetos incluem: 1) fenilsulfonilureias, incluindo a) clorimuron etila
(vide Agricultural Chemicals Book Il "Herbicides” de W.T. Thompson,
Thompson Publications, Fresno Calif., U.S.A. 1990 pagina 152); b) primisul-
furon (CGA 136.872, vide Brighton Crop Prot. Conf. "Weeds" 1989, p. 41-
48), c) 3-(4-etil-6-metdxi-1,3,5-triazin-2-il)-1-(2,3-di-idro-1,1-dioxo-2-metil
benzo[b]tiofen-7-sulfonil)-ureia (vide, por exemplo, EP-A-79.683), d) 3-(4-
etdxi-6-etil-1,3,5-triazin-2-il)-1-(2,3-di-idro-1, 1-dioxo-2-metilbenzo[b]tiofen-7-

sulfonil)ureia (vide, por exemplo, EP-A-79.683), e) tribenuron-metila (vide
"The Pesticide Manual", British Crop Protection Council 9th Edition
(1990/91), pagina 840), f) metsulfuron-metila (vide, Proc. Int. Congr. Plant
Prot., 102, 1983, vol. 1, 324), g) clorsulfuron (vide patente U.S. N° 4.127.405;
Weeds Weed Control, 1980, 21a, 24), h) triasulfuron (vide "The Pesticide
Manual", 9% Ed., p. 837) e i) sulfumeturon-metila (vide "The Pesticide Manu-
al", 9% Ed., p. 774); ll) tienilsulfonilureias, por exemplo, tifensulfuron-metila
(vide Agricultural Chemicals Book Il "Herbicides" de W.T. Thompson,
Thompson Publications, Freso Calif., U.S.A. 1990, pagina 155); lll) pirazolil-
sulfonilureias, por exemplo: a) pirazolsulfuron-etila (NC 311, vide "The Pesti-
cide Manual", 9 Ed., p. 735) e b) metil 3-cloro-5-(4,6-dimetoxipiridin-2-
ilcarbamoilsulfonil)-1-metil-pirazol-4-carboxilato (vide EP 282.613); 1V) deri-
vados de sulfonodiamina, por exemplo, amidosulfuron e analogos estruturais
(vide EP-A-0.131258 e Z. Pfl. Krankh, Pfl. Schutz, Special Issue Xll, 489-497
(1990); V) piridilsulfonilureias, por exemplo: a) nicosulfuron (SL-950, vide
Kimura e outros, Brighton Crop Protectin Conference "Weeds", 1989, p. 29-
34); b) DPX-E 9636 (vide Brignton Crop Prot. Conf. — Weeds — 1989, p. 23 et

seq.) e c) piridilsulfonilureias como sdo descritos nos pedidos de patente A-
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lemas P 4000503.8 (WO-91/10660) e P 4030577.5 e VI) Fenoxisulfonilureias
tal como aquelas descritas nas, por exemplo, EP-A-0.342.569, EP-A-4.163,
EP-A-113.956, patente norte-americana N° 4.678.500 e pat. norte-americana
N° 4.581.059. Exemplos de compostos imidazolinona que podem ser em-
pregados nos métodos objeto incluem: a) imazetapir (vide "The Pesticide
Manual" de Ch. R. Worthing, 82 Edigédo, 1987, do British Crop Protection
Council, pagina 473), b) imazaquin (vide "The Pesticide Manual" de Ch. R.
Worthing, 82 Edi¢ao, 1987, do British Crop Protection Council, pagina 474) e
c) imazetapir (nome quimico: acido rac-2-[4,5-di-idro-4-metil-4-(1-metiletil)-5-
oxo-1H-imidazol-2-il)-5-metil-3-piridino-carboxilico; vide "Weed Techn.", 1991
(5), 430-433 e 434-438) e outros compostos relacionados.

Células Hospedeiras

Uma célula hospedeira compreendendo um acido nucleico re-
combinante objeto é também provida. A célula hospedeira pode ser qualquer
tipo de célula, por exemplo, células hospedeiras bacterianas (tal como E.
coli, Bacillus sp. ou Streptomyyces sp.), fungicas (tal como fungica nao-
filamentosa ou filamentosa) ou de planta (tal como uma Arabidopsis, planta
de milho ou soja). Em algumas modalidades, a célula hospedeira pode ser
uma celula de uma espécie que tem uma histéria de uso para producdo de
proteinas que tém status GRAS, isto é, uma Geralmente Reconhecida como
Segura, pelo FDA.

Em modalidades particulares, a célula hospedeira objeto pode
ser uma célula fangica da espécie que segue: Trichoderma (por exemplo,
Trichoderma reesei (previamente classificada como T. longibrachiatum e
atualmente também conhecida como Hypocrea jecorina), Trichoderma viride,
Trichoderma koningii e Trichoderma harzianum)); Penicillium sp., Humicola
sp. (por exemplo, Humicola insolens e Humicola grisea), Chrysosporium sp.
(por exemplo, C. lucknowense), Gliocladium sp., Aspergillus sp. (por exem-
plo, Aspergillus oryzae, Aspergillus Niger, Aspergillus nidulans, Aspergillus
kawachi, Aspergillus aculeatus, Aspergillus japonicus, Aspergillus sojae e
Aspergillus awamori), Fusarium sp., Mucor sp., Neurospora sp., Hypocrea

sp. ou Emericella sp. (Vide também Innis e outros (1985) Sci., 228:21-26),
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dentre outros.

Células hospedeiras bacterianas exemplares incluem Bacillus
sp., incluindo, mas nao limitado a, B. subtilis, B. licheniformis, B. lentus, B.
brevis, B. stearothermophilus, B. alkalophilus, B. amyloliquefaciens, B. clau-
sii, B. halodurans, B. megaterium, B. coagulans, B. circulans, B. lautus e B.
thuringiensis e Streptomyces sp., incluindo, mas n3o limitado a: S. lividans,
S. carbophilus e S. helvaticus.

Células hospedeiras de planta exemplares incluem células de
planta monocotiledoneas e dicotiledéneas, incluindo, mas nio limitado a,
células hospedeiras de milho (Zea mays), Brassica sp., arroz (Oryza sativa),
trigo (Triticum aestivum), soja (Glycine Max), tabaco (Nicotiana tabacum) e
Arabidopsis thaliana e tomate (Lycopersicon esculentum). Uma célula hos-
pedeira pode ser uma célula hospedeira cultivada in vitro ou uma célula hos-
pedeira de um organismo multicelular, isto €, uma planta. Métodos de trans-
feréncia de acidos nucleicos exogenos para tais células hospedeiras sdo
bem conhecidos na técnica.

Em modalidades particulares, uma ceélula flungica objeto pode
ser uma linhagem de Trichoderma e particularmente T. reesei que inclui e-
quivalentes funcionais de RL-P37 (Sheir-Neiss e outros (1984) Appl. Micro-
biol. Biotechnology, 20:46-53). Outras linhagens hospedeiras Uteis incluem:
NRRL 15709, ATCC 13631, ATCC 26921 (QM 9414) ATCC 32098, ATCC
32086 e ATCC 56765 (RUT-30). Em outras modalidades, célula hospedeira
fungica pode ser de uma linhagem de Aspergillus sp., incluindo ATCC
22342, ATCC 44733, ATCC 14331, ATCC 11490, NRRL 3112 e linhagens
derivadas da mesma.

Em algumas modalidades, uma célula hospedeira pode ser uma
em que os genes nativos foram deletados ou inativados. Por exemplo, genes
correspondendo a genes de protease (por exemplo, aspartil protease) (Berka
e outros (1990), Gene 86:153-162 e USP 6.509.171) ou genes correspon-
dendo a genes de celulase podem ser deletados ou inativados (por exemplo,
cbh1, cbh2 e egl1 e egl2) tal como a linhagem quadruplamente deletada de

T. reesej descrita no WO 05/001036 e derivados da mesma.
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Introdugdo de um &cido nucleico em uma célula hospedeira in-
clui técnicas tal como transformagéo; eletroporagdo; microinje¢do nuclear;
transdugao; transfecgéo (por exemplo, transfecgdo mediada por lipofecgdo e
mediada por DEAE-Dextrina); incubagdo com precipitado de fosfato de cal-
cio; bombardeamento de alta velocidade com microprojéteis revestidos com
DNA; e fusdo de protoplasto. Técnicas de transformagao gerais sdo conhe-
cidas na técnica (vide, por exemplo, Ausubel e outros (1987), supra, capitulo
9; e Sambrook (1989) supra e Campbell e outros (1989) Curr. Genet. 16:53-
56). Referéncia é também feita aos WO 05/001036; USP 6.022.725; USP
6.103.490; USP 6.268.328; e pedidos de patente norte-americana publica-
dos 20060041113, 200600403532, 20060040353 e 20050208623, cujas pu-
blicagdes sao aqui incorporadas a titulo de referéncia.

Transformagao e expressdo de proteina em Aspergillus e Tri-
choderma sao adicionalmente descritas na, por exemplo, Pat. norte-
americana N° 5.364.770; Pat. U.S. N° 6.022.725; e Nevalainen e outros,
1992, The Molecular Biology of Trichoderma and its Application to the Ex-
pression of Both Homologous and Heterologous Genes, em MOLECULAR
INDUSTRIAL MYCOLOGY, Eds. Leon e Berka, Marcel Dekker, Inc. pp. 129-
148.

Conforme acima mencionado, uma célula hospedeira pode con-
ter ainda um &cido nucleico recombinante para expressdo de uma proteina
de interesse em uma célula hospedeira, em adigdo ao acido nucleico codifi-
cando ALS. O acido nucleico recombinante objeto e o acido nucleico codifi-
cando ALS podem ser ligados intimamente em cis, ou no genoma ou em um
plasmideo, de modo que o inibidor de ALS seleciona o acido nucleico re-
combinante, e entdo seleciona as células que produzem a proteina.

Producéo de Proteina

Métodos de uso da célula hospedeira descrita acima sao tam-
bém providos. Em certas modalidades, os métodos objetos incluem: cultura
da célula compreendendo um acido nucleico recombinante compreendendo
um primeiro cassete de expressao para produgdo de uma enzima ALS obje-

to e um segundo cassete de expressdo para produgdo de uma proteina, pa-
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ra produzir a proteina. Em certas modalidades e conforme acima discutido, a
proteina pode ser secretada no meio de cultura. Deste modo, certas modali-
dades do método incluem a etapa de recuperagido da proteina a partir do
meio de cultura.

Células podem ser culturadas em um meio padrdo contendo
sais fisiologicos e nutrientes (vide, por exemplo, Pourquie, J. e outros, BIO-
CHEMISTRY AND GENETICS OF CELLULOSE DEGRADATION, Eds. Au-
bert, J. P. e outros, Academic Press, pp. 71-86, 1988 e limen, M. e outros
(1997) Appl. Environ. Microbiol. 63:1298-1306). Meios preparados comerci-
almente comuns (por exemplo, caldo de Extrato de Malte de Levedura (YM),
caldo Luria Bertani (LB) e caldo de Dextrose Sabouraud (SD) também en-
contram uso na presente invengdo. Condigdes de cultura preferidas para um
dado fungo filamentoso sdo conhecidas na técnica e podem ser encontradas
na literatura cientifica e/ou da fonte dos fungos tal como o American Type
Culture Collection (ATCC) e Fungal Genetics Stock Center.

Em algumas modalidades, uma célula hospedeira objeto pode
ser culturada sob condigdes de fermentagdo em batelada ou continua. Uma
fermentagdo em batelada classica é um sistema fechado, em que a compo-
sicdo do meio € ajustada no inicio da fermentagao e ndo é submetida a alte-
ragdes artificiais durante a fermentagéo. Entéo, no inicio da fermentagéo, o
meio é inoculado com o(s) organismo(s) desejado(s). Neste método, fermen-
tacdo é permitida acontecer sem a adigdo de quaisquer componentes ao
sistema. Tipicamente, uma fermentagcdo em batelada qualifica como uma
"batelada" com relagdo a adi¢ao da fonte de carbono e tentativas sao fre-
quentemente feitas em controlar fatores tal como pH e concentragao de oxi-
génio. As composigdes de metabdlito e biomassa do sistema de batelada
mudam constantemente até o momento que a fermentagdo é parada. Dentro
das culturas de batelada, as células progridem através de uma fase lag esta-
tica para uma fase log de crescimento alta e finaimente para uma fase esta-
cionaria onde a taxa de crescimento € diminuida ou parada. Se nao tratadas,
células na fase estacionaria eventualmente morrem. Em geral, células na

fase log sao responsaveis pelo volume da produgéo de produto final.
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Uma variagdo do sistema de batelada padrdo é o sistema "de
fermentagéo em batelada alimentada", que também encontra uso com a pre-
sente invengdo. Nesta variagdo de um sistema em batelada tipico, o substra-
to € adicionado em incrementos conforme a fermentagéo progride. Sistemas
fed-batch s&o uteis quando repressio de catabdlito esta apta a inibir o meta-
bolismo das células e onde for desejavel ter quantidades limitadas de subs-
trato no meio. Medi¢&o da concentragdo de substrato real nos sistemas fed-
batch e dificil e entdo estimada com base nas mudancas de fatores mensu-
raveis tal como pH, oxigénio dissolvido e a pressao parcial de gases residu-
ais tal como CO,. Fermentagdes em batelada e fed-batch sdo comuns e co-
nhecidas na técnica.

Fermentagdo continua é um sistema aberto onde um meio de
fermentagdo definido & adicionado continuamente a um biorreator e uma
quantidade igual de meio condicionado é removida simultaneamente para
processamento. Fermentagéo continua geralmente mantém as culturas em
uma densidade alta constante onde as células estdo principalmente em
crescimento de fase log.

Fermentagdo continua permite a modulagido de um fator ou
qualquer numero de fatores que afetam crescimento celular e/ou concentra-
G&o de produto final. Por exemplo, em uma modalidade, um nutriente limitan-
te tal como a fonte de carbono ou fonte de nitrogénio € mantido em uma taxa
fixa e todos os outros parametros sdo deixados moderar. Em outros siste-
mas, varios fatores que afetam o crescimento podem ser alterados continu-
amente enquanto a concentragao celular, medida através de turbidez média,
€ mantida constante. Sistemas continuos tentam manter condi¢bes de cres-
cimento de estado uniforme. Entdo, perda celular devido a meio ser extraido
deve ser equilibrada contra a taxa de crescimento celular na fermentagao.
Métodos de modulagdo de nutrientes e fatores de crescimento para proces-
sos de fermentagdo continuos bem como técnicas para maximizagao da taxa
de formacgéao de produto sdo conhecidos.

Uma célula hospedeira fungica pode ser culturada em um meio

padrao contendo sais e nutrientes fisiologicos (vide, por exemplo, Pourquie,
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J. e outros, BIOCHEMISTRY AND GENETICS OF CELLULOSE DEGRA-
DATION, Eds. Aubert, J. P. e outros, Academic Press, pp. 71-86, 1988 e II-
men, M. e outros (1997) Appl. Environ. Microbiol. 63:1298-1306). Meios co-
mercialmente preparados comuns (por exemplo, caldo de Extrato de Malte
de Levedura (YM), caldo Luria Bertani (LB) e caldo de Dextrose Sabouraud
(SD) também encontram uso nos presentes métodos. Condigdes de cultura
preferidas para células hospedeiras flngicas sdo conhecidas na técnica e
podem ser encontradas na literatura cientifica e/ou da fonte dos fungos tal
como a American Type Culture Collection (ATCC) e Fungal Genetics Stock
Center.

Proteina pode ser recuperada dos meios de crescimento através
de qualquer meio conveniente, por exemplo, através de precipitagdo, centri-
fugacgao, afinidade, filtragem ou qualquer outro método conhecido na técnica.
Em outra modalidade, uma cultura de células é provida, onde a cultura de
células compreende: a) meio de crescimento e b) a célula hospedeira acima
descrito.

Promotores 1818A e 1818B

Um promotor que pode ser usado para expressar uma proteina

em uma ceélula hospedeira é também provido. Em uma modalidade, o pro-
motor compreende a sequéncia de nucleotideo da SEQ ID NO:7 ou 8 (mos-
trada nas figuras 5A e 5B, respectivamente) ou uma subsequéncia ou equi-
valente funcional da mesma que tem atividade promotora em uma célula
hospedeira. Também providos sao acidos nucleicos recombinantes e vetores
contendo o promotor e células hospedeiras contendo o acido nucleico ou
vetor. Métodos de produgédo de uma proteina usando as células hospedeiras
sao também providos.

Em certas modalidades, o promotor pode compreender a se-
quéncia de nucleotideo de: a) SEQ ID NO:7 ou 8; b) uma subsequéncia de
SEQ ID NO:7 ou 8 que retém atividade de promotor; ¢) uma sequéncia fun-
cionalmente equivalente de SEQ ID NO:7 ou 8 que retém a atividade de
promotor ou d) uma sequéncia de acido nucleico que hibridiza sob condigdes

de hibridizagéo estringentes com SEQ ID NO:7 ou 8 ou a subsequéncia da
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mesma. Em modalidades particulares, a sequéncia de nucleotideo pode ser
pelo menos 80% idéntica a sequéncia de nucleotideo da SEQ ID NO:7 ou 8.

Em modalidades particulares, uma subsequéncia de um promo-
tor objeto pode conter pelo menos cerca de 100 nucleotideos, pelo menos
cerca de 200 nucleotideos; pelo menos cerca de 250 nucleotideos; pelo me-
nos cerca de 300 nucleotideos; pelo menos cerca de 350 nucleotideos; pelo
menos cerca de 400 nucleotideos; pelo menos cerca de 450 nucleotideos;
pelo menos cerca de 500 nucleotideos; pelo menos cerca de 550 nucleoti-
deos; pelo menos cerca de 600 nucleotideos; pelo menos cerca de 650 nu-
cleotideos; pelo menos cerca de 700 nucleotideos; pelo menos cerca de 800
nucleotideos; pelo menos cerca de 850 nucleotideos que sédo contiguos na
SEQ ID NO:7 ou 8, a sequéncia continua completa da SEQ ID NO:7 ou 8 ou
um equivalente funcional da mesma que retém atividade promotora.

Em certas modalidades, um promotor equivalente funcional po-
de incluir uma ou mais mudangas (por exemplo, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 ou 9,
mais de 10, até 20 ou 30 ou mais mudangas) com relagdo a sequéncia de
nucleotideo da SEQ ID NO:7 ou 8, onde uma mudanga pode ser uma dele-
Géao, substituigédo ou insergao, por exemplo. Em uma modalidade exemplar, a
sequéncia de nucleotideo do promotor equivalente funcional pode incluir
uma a cinco diferengas de nucleotideo com relagao a sequéncia de nucleoti-
deo do promotor de origem tal como SEQ ID NO:7 ou 8.

Em outras modalidades, o promotor pode incluir uma sequéncia
de nucleotideo que hibridiza sob condi¢des de hibridizagado estringentes para
um polinucleotideo tendo a sequéncia de nucleotideo da SEQ ID NO:7 ou 8,
onde condigbes de hibridizagao estringentes compreendem condi¢des de
hibridizagdo de estringéncia baixa, média, alta e muito alta, onde tais condi-
¢des séo descritas acima.

Em outra modalidade, um promotor objeto pode conter uma se-
quéncia de nucleotideo continua que é pelo menos 80%, pelo menos 85%,
pelo menos 90%, pelo menos 95%, pelo menos 96%, pelo menos 97%, pelo
menos 98% ou pelo menos 99% idéntica a SEQ ID NO:7 ou 8 ou uma sub-

sequéncia da mesma. Em uma modalidade, o promotor objeto pode conter
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uma sequéncia de nucleotideo contigua que é pelo menos 95% idéntica a
SEQ ID NO:7 ou 8.

Conforme mencionado na segdo Exemplos abaixo, o acido nu-
cleico das SEQ ID NOS:7 e 8 foi obtido de Trichoderma reesei, um fungo
filamentoso. Como ficaria prontamente aparente, equivalentes funcionais de
SEQ ID NOS:7 e 8 que retém atividade promotora podem ser identificados
através de sequéncias de identificacdo que séo similares as SEQ ID NOS:7
e 8 em outros fungos filamentosos. Uma vez que a maioria ou todas das se-
quéncias de genoma de outros fungos filamentosos, por exemplo, Aspergil-
lus (por exemplo, Aspergillus fumigatus, Aspergiluus oryzae (vide, por exem-
plo, Machida e outros, Nature, 2005, 438, 1157-1161), Aspergillus nidulans,
Aspergillus fumigatus, Aspergillus Niger, Aspergillus flavus, Aspergillus ter-
reus), Neurospora (por exemplo, Neurospora crassa) e Fusarium (por exem-
plo, Fusarium graminearum) estao disponiveis, equivalentes funcionais de
SEQ ID NOS:7 e 8 que tém atividade promotora s&do prontamente identifica-
veis.

Conforme acima mencionado, um promotor objeto pode ter ati-
vidade promotora em uma célula hospedeira. Atividade promotora pode ser
detectada usando qualquer ensaio adequado. Em certas modalidades, um
promotor objeto pode ser operavelmente ligado a um polinucleotideo, e
transcricdo do polinucleotideo pode ser detectada usando qualquer método
adequado, por exemplo, Northern blotting ou RT-PCR, etc. Em outras moda-
lidades, o promotor pode ser operavelmente ligado a um polinucleotideo que
codifica uma proteina, por exemplo, uma proteina reporter, e a atividade do
promotor pode ser avaliada através da detecgio da proteina. Nessas moda-
lidades, se necessario, uma regidao 5' ndo-traduzida pode ser ligada ao pro-
motor de modo que o transcrito resultante tem uma §' UTR seguida por uma
sequéncia de codificagdo. Como seria reconhecido, os resultados obtidos a
partir de tal ensaio podem ser comparados com resultados comparados com
um controle adequado, por exemplo, um controle negativo ou positivo, para
determinar a significancia de resultados obtidos. Qualquer célula hospedeira,

por exemplo, uma célula bacteriana tal como uma célula hospedeira E. colj,
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Bacillus ou Streptomyces, ou uma célula fangica filamentosa, por exemplo,
uma célula hospedeira Aspergillus ssp., Trichoderma SSP. ou Fusarium ssp.
pode ser empregada. Ndo ha nenhuma necessidade que um promotor objeto
esteja contido dentro de uma célula hospedeira particular. Em certos casos,
o promotor pode ser testado quando a atividade promotora em uma célula
hospedeira Trichoderma reesei.

Um acido nucleico recombinante compreendendo o promotor
objeto € também provido. Em certos casos, o acido nucleico recombinante
pode compreender um promotor objeto e um polinucleotideo, onde o promo-
tor e o polinucleotideo sdo operavelmente ligados de modo que o promotor
causa transcricdo do polinucleotideo em uma célula. Em certos casos, 0
promotor e o polinucleotideo ndo estdo normalmente ligados em natureza,
isto &, sdo heterologos um para o outro. Em certos casos, o polinucleotideo
pode conter uma sequéncia de codificagdo para uma proteina. A proteina
pode ser uma enzima, uma proteina repoérter ou terapéutica (por exemplo,
uma proteina de anticorpo), conforme acima discutido, por exemplo. Em cer-
tas modalidades, a proteina pode ser uma proteina de fusdo que pode, em
certos casos, conter uma sequéncia de sinal ou porgdo-veiculo para secre-
¢ao da proteina.

Um vetor de acido nucleico compreendendo o acido nucleico re-
combinante objeto é também provido, bem como uma célula hospedeira con-
tendo o mesmo. Em certas modalidades, o acido nucleico recombinante po-
de estar presente no genoma da célula hospedeira. Em outras modalidades,
o acido nucleico recombinante pode estar presente em um vetor que replica
na célula. A célula hospedeira pode ser qualquer uma de uma variedade de
células hospedeiras diferentes, incluindo células bacterianas, fungicas, de
levedura, de planta e demamifero. Em uma modalidade, a célula hospedeira
pode ser uma célula hospedeira fungica filamentosa, e, em outra modalida-
de, a célula hospedeira pode ser uma célula bacteriana.

Uma cultura de células compreendendo meio de cultura e uma
célula hospedeira objeto € também provida.

Um método de produgdo de uma proteina € também provido.
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Em termos gerais, este método inclui manutengdo de uma cultura objeto de
células sob condigbes adequadas para produzir a proteina. Este método po-
de incluir ainda recuperagao da proteina a partir do meio de cultura.

A fim de ilustrar mais a presente invencgéo e vantagens da mes-
ma, os exemplos especificos que seguem séo dados com a compreensao de
que eles estao sendo oferecidos para ilustrar a presente invengdo e ndo de-
vem ser considerados de modo algum como limitando seu escopo.

Exemplo 1
Isolamento de genes de ALS de células resistentes a clorimuron-etila

Clorimuron-etila (Chem Service Inc., West Chester, PA), recém-
preparada e dissolvida em DMF para uma concentragdo de 20 mg/ml, foi
adicionada em varias concentragdes a agar Vogels derretido imediatamente
antes de verter as placas para produzir meios contendo 25, 50, 100, 200,
300, 400 ou 500 ppm de clorimuron etila.

Aproximadamente 25 milhdes de esporos da linhagem T. reesei
QM6a (ATCC13631) foram plaqueadas em cada placa. Apés 10 dias de
crescimento a 28°C, cinco colbnias foram isoladas, duas de placas de 50
ppm e uma de cada uma das placas de 25, 200 e 300 ppm. As coldnias fo-
ram mais isoladas fazendo novas listras delas sobre placas de agar Vogels
fresco contendo 200 ppm de clorimuron etila.

DNA gendmico foi preparado a partir de cada uma de cinco li-
nhagens resistentes a clorimuron etila a fim de amplificar e sequenciar o ge-
ne de acetolactato sintase (als) dessas linhagens. Polimerase de DNA Her-
culase (Stratagene, La Jolla, CA) foi usada para amplificagdo seguindo ins-
trugdes do fabricante e os iniciadores que seguem: Avangado (5'-3')
GGCGCGCCTGAGACAATGGCCGGCAATGGTAAAAA (SEQ ID NO:5) e
Reverso (5'-3") GCGATCGCCATCCCGTCGCGTCAAAAACACTGC (SEQ ID
NO:6).

Sitios de restricdo Unicos foram adicionados as extremidades 5'
dos primers para manipulagao subsequente. Os fragmentos de 4,1 kb resul-
tantes foram isolados, sequenciados e comparados com a sequéncia do ge-

ne de acetolactato sintase de T. reesei (do website JGI genome).
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Trés mutagdes por ponto Unicas no gene als que confere resis-
téncia a clorimuron etila foram identificadas.

Comparado com a sequéncia da proteina acetolactato sintase
de T. reesei do tipo selvagem (figura 1; SEQ ID NO:1), as proteinas aceto-
lactato sintase resistentes a clorimuron etila tinham cada uma das substitui-
¢oes de aminoacido que seguem: A190D, K241E ou R372H. Os aminoaci-
dos nas posigdes 190, 241 e 372 da proteina acetolactato sintase de T. ree-
sei do tipo selvagem de SEQ ID NO:1 estdo sublinhados.

Comparado com a sequéncia do cDNA deduzido da acetolactato
sintase de T. reesei do tipo selvagem (figura 2; SEQ ID NO:2), os cDNAs de
acetolactato sintase resistentes a clorimuron etila tinham cada uma das
substituigdes de nucleotideo que seguem: C596A (esta corresponde a subs-
tituicdo de aminoacido A190D), A721G (esta corresponde a substituicdo de
aminoacido K241E) ou G1115A (esta corresponde a substituicdo de aminoa-
cido R372H). Cada um dos cdédons alterados (GCC, que é alterado para
GAC; AAG, que € alterado para GAG; e GCT, que ¢ alterado para CAT) é
indicado na figura 2.

Comparado com a sequéncia do gene de acetolactato sintase
de T. reesei do tipo selvagem (figura 3; SEQ ID NO:3), os genes de aceto-
lactato sintase resistentes a clorimuron etila tinham cada um uma das substi-
tuicdes de nucleotideo que seguem: C1023A (esta corresponde a substitui-
¢do de aminoacido A190D), A1175G (esta corresponde a substituigdo de
aminoéacido K241E) ou G1569A (esta corresponde a substituicido de aminoa-
cido R372H).

Por causa da degeneragao do cddigo genético, outras mutagées
na sequéncia de codificagdo de als podem codificar a substituicdo de amino-
acido A190D, K241E ou R372H.

Exemplo 2
Transformacao de T. reesei com gene de acetolactato sintase A190D

O vetor pTrex-glicoamilase foi criado para expressar uma glico-
amilase derivada de Trichoderma reesei em T. reesei. A figura 4 mostra um

diagrama geral do vetor. Trés construtos de vetor diferentes foram feitos com
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promotores diferentes: 1818A, 1818B e o promotor de cbh? de T. reesei. A
figura 5 ilustra as sequéncias do promotor designado 1818A e a figura 5B
ilustra as sequéncias do promotor 1818B.

A sequéncia de nucleotideo inteira do pTrex-glicoamilase inclu-
indo o promotor de cbh1 é mostrada na figura 6. O vetor pTrex-glicoamilase
€ baseado no vetor pTrex3g conforme descrito em detalhes no WO
05/001036. Resumindo, o pTrex3g é baseado no vetor de E. coli pSL1180
(Pharmacia, Inc., Piscataway, NJ) que é um vetor baseado em fagemideo
pCU18 com um sitio de clonagem muitiplo estendido contendo sequéncias
de reconhecimento de enzima de restrigdo de 64 hexameros. Ele foi chama-
do um vetor de destino Gateway (Hartley, J.L. e outros (2000) Genome Re-
search 10:1788-1795) para permitir inser¢do usando Tecnologia Gateway
(Invitrogen) de qualquer estrutura de leitura aberta desejada entre as regides
promotora e terminadora do gene de cbh1 de T. reesei.

No vetor pTrex-glicoamilase, o gene de ALS A190D esta sob
controle de seu promotor e terminador nativo e € usado para substituir o
marcador selecionavel fungico amdS que é usado em pTrex3g.

O vetor foi transformado na linhagem de T. reesei deletada de
quad (Achb1, Acbh2, Aeg1 e Aegl2) (WO 05/001036) originalmente derivada
de RL-P37 (Sheir-Neiss e outros (1984) Appl. Microbiol. Biotechnol. 20:46-
53; USP 4.797.361) usando o procedimento mostrado abaixo.

Uma suspensdo de esporos (aproximadamente 5x10° espo-
ros/ml) da linhagem de Trichoderma foi preparada. 100 ul-200 ul de suspen-
sao de esporo foram espalhados no centro de placas de meio Vogels modifi-
cado com 200 ppm de clorimuron etila e deixados secar.

Vogels modificado tinha a composi¢ao que segue: 2,5 g/L de Ci-
trato de Nas 2H,0, 5,0 g/L de KH,PO,, 2,0 g/L de NHsNO3, 0,2 g/L de Mg-
S0, 7H,0), 0,1 g/L de CaCl, 2H,0, 5 mL/L de Solugéo de Elementos Tragos
Vogels Modificado, 2,5 mL/L de Solugdo de Biotina Vogels Modificado, 20
g/L de solugdo de elementos tragos Vogels Modificado continha 50 g/L de
Acido Citrico, 50 g/L de ZnSO4 7H,0, 10 g/L Fe(NH4);SO4 6H,0, 2,5 g/L de
CuS0, 5H,0, 0,5 g/L de MnSO4 4H,0, 0,5 g/L de H3BO3, 0,5 g/L de NaMo-
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04 2H,0.

Solugéo de Biotina de Vogels Modificado (Modified Vogels Biotin
Solution) continha 0,1 g /L de d-Biotina. Apds autoclave as adigdes que se-
guem sao feitas antes de verter as placas: 20 mL/L de glicose 50%, 10 mL/L
de 20 mg/mL de clorimuron etila dissolvido em DMF.

Transformagéo da linhagem de Trichoderma através do método
de transformagdo biolistica foi realizada usando um Biolistic® PDS-1000/he
Particle Delivery System da Bio-Rad (Hercules, CA) seguindo as instrugdes
do fabricante (vide WO 05/001036 e US 2006/0003408).

Transformantes foram isolados apds 3 a 4 dias de crescimento a
28°C. Transformantes foram serialmente passados duas vezes em placas de
Vogels fresco com 200 ppm de clorimuron etila a fim de isolar monocarions
estaveis. Transformantes foram culturados e o sobrenadante culturado foi
testado através de eletroforese em SDS Page e usando um ensaio de enzi-
ma. Um gel de SDS PAGE é mostrado na figura 7 ilustrando a expresséo da
glicoamilase de T. reesei.

Exemplo 3
Sequenciamento e clonagem dos promotores 1818A e 18188

Os promotores 1818A e 1818B (conforme mostrado nas figuras
5A e 5B, respectivamente) foram identificados através de exploragao do
banco de dados de sequéncia do genoma de Trichoderma reesei do US De-
partment of Energy Joint Genome Institute (conforme encontrado no world
web site de jgi.doe.gov) para sequéncias a montante de ESTs altamente re-
presentados.

Os promotores foram amplificados através de PCR e clonados
por tras de uma sequéncia de codificagao de glicoamilase de acordo com o
mapa do vetor mostrado na figura 8. Toda a sequéncia de nucleotideo deste
construto € mostrada na figura 9. O vetor usado é baseado no vetor p-
Trex3g, que € descrito em detalhes no Exemplo 6 do WO 05/001036. Resu-
mindo, o pTrex3g é baseado no vetor de E. coli pSL1180 (Pharmacia, Inc.,
Piscataway, NJ) que é um vetor baseado em fagemideo pUC118 com um

sitio de clonagem multiplo estendido contendo sequéncias de reconhecimen-
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to de enzima de restrigdo de 64 hexameros. Ele foi chamado um vetor de
destino Gateway (Hartley, J.L. e outros (2000) Genome Research 10:1788-
1795) para permitir inser¢do usando Tecnologia Gateway (Invitrogen) de
qualquer estrutura de leitura aberta desejada entre as regiées de promotor e
terminador do gene cbh1 de T. reesei. No vetor usado neste exemplo, o
promotor de cbh1 foi substituido ou com o promotor 1818A ou o 1818B, o
marcador selecionavel amdS foi substituido com marcador de acetolactato
sintase de Trichoderma reesei, dirigido pelos seus promotor e terminador
nativos.
Exemplo 4
Transformagéo de células hospedeiras de T. reesei com vetores incluindo os
promotores 1818A e 1818B

O vetor foi transformado na linhagem de T. reesei deletada de
quad (Achb1, Acbh2, Aeg e Aegl2) (WO 05/001036) originalmente derivada
de RL-P37 (Sheir-Neiss e outros (1984) Appl. Microbiol. Biotechnol. 20:46-
53; USP 4.797.361) usando o procedimento mostrado abaixo.

Uma suspensdo de esporos (aproximadamente 5x10° espo-
ros/ml) da linhagem de Trichoderma foi preparada. 100 ul-200 ul de suspen-
sdo de esporo foram espalhados no centro de placas de meio de Vogels
modificado com 200 ppm de clorimuron etila. Vogels modificado tinha a
composigdo que segue: 2,5 g/L de Citrato de Nas 2H,0, 5,0 g/L de KH,PO4,
2,0 g/L de NH;NO3, 0,2 g/L de MgS0, 7H,0), 0,1 g/L de CaCl, 2H,0, 5 mL/L
de Solugdo de Elementos Tragos de Vogels Modificado (Modified Vogels
Trace Elements Solution, 2,5 mL/L de Solugdo de Biotina de Vogels Modifi-
cado, 20 g/L de solugao de elementos tragos de Vogels Modificado continha
50 g/L de Acido Citrico, 50 g/L de ZnSO,4 7H;0, 10 g/L Fe(NH4),SO4 6H,0,
2,5 g/L de CuSO, 5H,0, 0,5 g/L de MnSO4 4H,0, 0,5 g/L de H3BO3, 0,5 g/L
de NaMoO4 2H,0. Solugdo de Biotina de Vogels Modificado continha 0,1 g
/L de d-Biotina. Apds autoclave as adigdes que seguem sao feitas antes de
verter as placas: 20 mL/L de glicose 50%, 10 mL/L de 20 mg/mL de clorimu-
ron etila dissolvido em DMF. A suspensao foi deixada secar sobre a superfi-

cie das placas de Vogels Modificado.
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Transformagéo da linhagem de Trichoderma através do método
de transformag&o biolistica foi realizada usando um Biolistic® PDS-1000/he
Particle Delivery System da Bio-Rad (Hercules, CA) seguindo as instrugdes
do fabricante (vide WO 05/001036 e US 2006/0003408).

Transformantes foram isolados.

Exemplo 5
Avaliacao de transformantes quanto a expressio de atividade de glicoamila-

se dirigida por promotores 1818A e 1818B

Transformantes estaveis foram cultivados em placas de Agar de
Lactose de Vogels Modificado com amido (placas de Petri de 9 cm de dié-
metro). Apds cerca de 4 dias de crescimento a 28°C, 10 ml de uma solugdo
de 1 mg/mi de 4-metil-umbeliferil-a-D-glicose foram vertidos nas colénias de
crescimento. Apés 30 minutos em temperatura ambiente, linhagens expres-
sando glicoamilase foram visualizadas como coldnias azuis fluorescentes
quando vistas iluminadas por uma lampada UV de comprimento de onda
longo. A linhagem controle de T. reesei de origem, ndo-transformada, néo
mostrou fluorescéncia azul.

Placas de Agar de Lactose de Vogels Modificado com amido é a
mesma receita de Agar de Vogels Modificado exceto que 25 mL/L de solu-
cao de a-lactose a 20% (adicionada apés autoclave) substitui solugdo de
glicose e 20 g/L de amido de milho Pure Food Powder sdo adicionados an-
tes do autoclave.

O substrato de glicoamilase 4-metil-umbeliferil-a-D-glicose foi
preparado como segue: 200 mg de 4-metil-umbeliferil-a-D-glicose (Sigma-
Aldrich Co.) sao dissolvidos em 5 ml de DMSO e 195 ml de Tampao de Fos-
fato de Potassio 75 mM pH 6,3 sdo adicionados.

Exemplo 6
Experimentos de frasco agitado com transformantes de Trichoderma reesei

Transformantes fungicos individuais serdo cultivados em cultura
de frasco agitado para determinar o nivel de expressdo de proteina glicoami-
lase. O experimento sera conduzido essencialmente conforme descrito no

Exemplo 1 da patente norte-americana 5.874.276 com a modificagdo que
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segue: 16 g/L de alfa-lactose substitui celulose em meio TSF.

Em geral, o protocolo de fermentag&o conforme descrito em Fo-
reman e outros (Foreman e outros (2003) J. Biol. Chem. 278:31988-31997)
sera seguido. Meio minimo Vogels (Davis e outros (1970) Methods in Enzy-
mology, 172, pg. 79-143 e Davis, Rowland, NEUROSPORA, CONTRIBUTI-
ONS OF A MODEL ORGANISM, Oxford University Press (2000) contendo
glicose 5% sera inoculado com 1,5 ml de suspensio de esporo congelada.
Apos cerca de 48 horas, cada cultura sera transferida para 6,2 L do mesmo
meio em um fermentador Biolafitte de 14L. O fermentador sera ativado a
25°C, 750 RPM e fluxo de ar de 8 litros padrdo por minuto. Cerca de uma
hora apos a glicose inicial ser esgotada, uma alimentagéo de lactose a 25%
(p/p) sera iniciada e alimentada de uma maneira limitante de carbono para
prevenir acumulo de lactose. As concentragdes de glicose e lactose serdo
monitoradas. Amostras serdo obtidas em intervalos regulares para monitorar
o progresso da fermentagdo. Amostras coletadas serdo giradas em um tubo
de centrifuga de 50 ml em uma velocidade % em uma centrifuga clinica da
International Equipment Company (Needham Heights, MA). Amostras de
sobrenadante cultivadas em frasco de agitagdo serdo administradas em géis
BIS-TRIS SDS-PAGE (Invitrogen) sob condi¢des de redugdo com tampéo de
administragdo de SDS de MOPS (acido morfolinopropanossulfénico) e tam-

pao de amostra de LDS.
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REIVINDICAGOES

1. Polinucleotideo, caracterizado pelo fato de que compreende:

(a) uma sequéncia de nucleotideos selecionada a partir do grupo
consistindo em SEQ ID NO: 2, 4 e sequéncias degeneradas das mesmas
codificando uma proteina acetolactato sintase de SEQ ID NO:1 que prové
resisténcia a compostos sulfonilureia téxicos; ou

(b) uma sequéncia de nucleotideos de (a) compreendendo ainda
uma ou mais das seguintes mutagoes:

(i) o coédon na posicdo de aminoacido 190 é GAT, GAC, GAA ou
GAG;

(i) o cdédon na posicdo de aminoacido 241 é GAT, GAC, GAA ou
GAG;

(iii) o cédon na posi¢do de aminoacido 372 é CAT ou CAC;

em que o referido polinucleotideo é operacionalmente ligado a um
promotor heterélogo.

2. Polinucleotideo de acordo com a reivindicagao 1, caracterizado
pelo fato de que é operavelmente ligado a um terminador.

3. Polinucleotideo de acordo com a reivindicagado 1, caracterizado
pelo fato de que é cdédon-otimizado para expressdo da dita proteina
acetolactato sintase em uma célula hospedeira particular.

4. Polinucleotideo de acordo com a reivindicagao 1, caracterizado
pelo fato de que é inserido no genoma de uma célula hospedeira.

5. Polinucleotideo de acordo com a reivindicagéao 1, caracterizado
pelo fato de que a referida célula hospedeira € uma célula de planta.

6. Vetor, caracterizado pelo fato de que compreende o
polinucleotideo como definido na reivindicagéao 1.

7. Vetor de acordo com a reivindicagédo 6, caracterizado pelo fato
de que compreende ainda um cassete de expressao para expressao de uma
proteina recombinante.

8. Micro-organismo transgénico, caracterizado pelo fato de que
compreendendo o polinucleotideo isolado como definido na reivindicagédo 1, em

que o referido micro-organismo transgénico é resistente a compostos
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sulfonilureia téxicos.

9. Micro-organismo transgénico de acordo com a reivindicagao 8,
caracterizado pelo fato de que é um fungo.

10. Micro-organismo transgénico de acordo com a reivindicagéo 9,
caracterizado pelo fato de que é um fungo filamentoso.

11. Micro-organismo transgénico de acordo com a reivindicagdo
10, caracterizado pelo fato de que é Trichoderma reesei.

12. Micro-organismo transgénico de acordo com a reivindicagéo 8,
caracterizado pelo fato de que o referido polinucleotideo esta presente no
genoma do referido micro-organismo transgénico.

13. Micro-organismo transgénico de acordo com a reivindicagéo 8,
caracterizado pelo fato de que o referido polinucleotideo esta presente em um
vetor que replica autonomamente no referido micro-organismo transgénico.

14. Método de selegdo de uma célula, caracterizado pelo fato de
que compreende:

introducdo de um polinucleotideo isolado como definido na
reivindicagdao 1 em uma pluralidade de células;

contato da dita pluralidade de células com composto sulfonilureia
ou imidazolinona téxico; e

cultura das ditas células para prover sele¢do da dita célula.

15. Método de acordo com a reivindicagdo 14, caracterizado pelo
fato de que a dita célula é uma célula fangica.

16. Método de acordo com a reivindicagdo 15, caracterizado pelo
fato de que a dita célula € uma célula de Trichoderma reesei.

17. Método de acordo com a reivindicagao 14, caracterizado pelo
fato de que a dita célula € uma célula de planta.

18. Método de acordo com a reivindicagao 14, caracterizado pelo

fato de que compreende ainda cultura da dita célula em meio liquido.
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MLRSRQVTARAVRALGQARAFTSTTKPVMIQSSQRKQANASAAPQVRPVP
SPAFNAEDKDRSHVQPLVNPSKPDMDESFIGKTGGEIFHEMMLRQGVKHI
FGYPGGAILPVFDAIYNSKHFDFILPRHEQGAGHMAEGYARASGKPGVVL
VTSGPGATNVITPMODALSDGTPLVVFCGQVPTTAIGSDAFQEADVVGIS
RACTKWNVMVKSVAELPRRINEAFEIATSGRPGPVLVDLPKDVTAGILRR
AIPTETALPSLPSAASRAAMELSSKQLNASIKRAADLINIAKKPVIYAGQ
GVIQSEGGVELLKQLADKASIPVTTTLHGLGAFDELDEKSLHMLGMHGSA
YANMAMQOQADLIIALGSRFDDRVTLNVSKFAPAARQAAAEGRGGIIHFEI
MPKNINKVIQATEAVEGDVATNLKHLIPQIAEKSMADRGEWFGLINEWKK
KWPLSNYQRAERAGLIKPQTVMEEISNLTANRKDKTYIATGVGQHQMWVA
QHFRWRHPRSMITSGGLGTMGYGLPAAIGAKVAQPDALVIDVDGDASFNM
TLTELSTAAQFNIGVKVVVLNNEEQGMVTQWQNLFYEDRYAHTHQKNPDF
MKLADAMGVQHQRVTEPEKLVDALTWLINTDGPALLEVVTDKKVPVLPMV
PAGSALHEFLVFEPEKDKQRRELMKERTKGVHS
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ATGCTCCGAAGTCGCCAAGTCACAGCCAGGGCCGTCCGGGCTCTGGGCCAGGCGCG
CGCCTTTACCTCGACGACCAAGCCTGTCATGATCCAGAGCAGCCAGAGGAAACAGG
CCAACGCCAGCGCTGCTCCACAAGTCCGCCCTGTACCGAGCCCTGCTTTCAACGCT
GAAGACAAAGACCGCAGCCATGTGCAGCCTCTGGTCAACCCGTCGAAGCCCGACAT
GGATGAATCATTCATTGGCAAAACCGGAGGCGAAATCTTCCACGAGATGATGCTGC
GACAGGGTGTCAAGCACATTTTCGGATACCCTGGCGGCGCTATCCTGCCCGTCTTC
GACGCCATCTACAACTCAAAACACTTCGACTTCATCCTGCCCCGTCATGAGCAGGG
AGCTGGCCATATGGCCGAGGGCTATGCCCGTGCCTCGGGCARACCCGGTGTCGTCC
TGGTGACTTCCGGCCCCGGTGCTACCAATGTCATCACGCCCATGCAGGATGCCCTG
TCGGACGGAACGCCCTTGGTCGTCTTCTGCGGCCAGGTCCCCACCACGGCCATCGG
CAGCGATGCCTTCCAAGAGGCCGACGTCGTGGGCATCTCGCGGGCCTGCACCAAGT
GGAACGTCATGGTCAAGAGCGTTGCTGAGCTGCCGCGGAGAATCAACGAGGCCTTT
GAGATTGCCACCAGCGGCCGCCCTGGCCCCGTCCTCGTCGACCTGCCCAAGGATGT
CACGGCTGGTATCCTGAGGAGAGCCATCCCTACGGAGACTGCTCTGCCGTCTCTGC
CCAGTGCCGCCTCCCGCGCCGCCATGGAGCTGAGCTCCAAGCAGCTCAACGCCTCC
ATCAAGCGTGCCGCCGACCTCATCAACATCGCCAAGAAGCCCGTCATCTACGCCGG
TCAGGGTGTCATCCAGTCCGAGGGCGGCGTTGAGCTCCTGAAGCAGCTGGCGGACA
AGGCCTCCATCCCCGTCACCACCACCCTCCATGGCCTGGGTGCCTTTGATGAGCTG
GACGAGAAGTCGCTGCACATGCTGGGCATGCACGGCTCGGCGTATGCCAACATGGC
CATGCAGCAGGCCGACCTCATCATCGCCCTCGGCAGCCGATTCGACGACCGTGTTA
CTCTGAATGTCTCCARAATTTGCGCCTGCAGCCAGGCAAGCTGCTGCCGAGGGCCGC
GGCGGCATCATTCACTTTGAGATCATGCCCAAGAACATCAACAAGGTCATCCAGGC
GACCGAGGCCGTCGAGGGCGACGTCGCCACCAACCTGAAGCACCTCATTCCCCAGA
TTGCCGAAAAGTCCATGGCGGACCGAGGAGAGTGGTTCGGCCTCATCAATGAGTGG
AAGAAGAAGTGGCCCCTGTCAAACTACCAGCGCGCGGAGCGGGCTGGCCTCATCAA
GCCGCAGACGGTCATGGAGGAGATTAGCAACCTGACGGCCAACCGAAAGGACAAGA
CGTACATTGCCACGGGTGTCGGCCAGCACCAGATGTGGGTTGCCCAGCACTTCCGC
TGGAGGCACCCTCGATCCATGATTACCTCTGGTGGTCTGGGCACCATGGGCTACGG
TCTCCCCGCGGCCATTGGCGCCAAGGTGGCCCAGCCCGACGCTCTCGTAATTGACG
TTGATGGCGATGCCTCGTTTAACATGACGCTGACGGAGCTGTCGACTGCTGCACAG
TTCAACATTGGCGTCAAGGTGGTTGTGCTCAACAACGAGGAGCAGGGCATGGTGAC
GCAGTGGCAGAACCTCTTTTACGAGGACCGATATGCCCACACGCACCAGAAGAACC
CCGACTTCATGAAGCTGGCCGACGCCATGGGCGTTCAGCACCAGCGCGTGACGGAG
CCGGAGAAGCTGGTCGATGCCCTGACGTGGCTGATCAACACCGATGGCCCGGCCCT
GTTGGAGGTTGTCACGGACAAGAAGGTGCCTGTCCTGCCCATGGTGCCCGCCGGAT
CGGCCCTGCACGAGTTCCTCGTCTTTGAACCTGAAAAGGATAAGCAGCGCCGTGAG
CTGATGAAGGAGAGAACARAGGGTGTGCACTCCTAA

Fig. 2
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TGAGACAATGGCCGGCAATGGTAAAAAGGACCAAGATGTACTAGGTAGTTGCAATGTGGCTTAT

CAGCCAATGTCGAGGCCCGGCAGCCCGAGGAGCGAGACAACCTTGGCCGGAGGAGCCCGCAGGT
ACCTGCCAAAGCGCGGCTGGTACCTCTCAACCCTCTCAGGCCTGTTGGATGCCCTATGACATGC

CCACAATCAGGCACAGTAAGTAGGGCACAGTACGTATGTACAGACAAGGCGCAAGCGATACTGC
GCGACCCGGTACCTCGCCGGCTTGACACGTGCGACAGGCTACTTTACTAGTATTCGCAGCGGCG
GGTCGCGCATTATTACATGTACTGTGCCGCCATTTGATGACTGGGCTGCTGCAGTATTAGTAGA
TCTGCCCGGCATCGCCCTTCCATGGGCGCGACCCGGGACTGGACCCTCTGACTCTACCTACATG
TACCTAGGCCGGGCCGGGCTTIGGTGACTTTTIGTCCGATCAGGTCGTTCGCCTGGCTACCTATTA
TTTCTCTTTCTTCTTCTCCATCCTGCTTCTGGCCTTGCAATTCTTCTTCGCCACTCCTCCCTCT
TCCCCCCGCGATACCCTTGAATTCGTCAGAGAGGAAAAGACGAGAAAAAAAAGGGCAGCAGAGA
CGTCGGTCTGGCTCACGTGCTGCATCTCTGCGCACTCTCATTTTTTTTATTGTCCGACCCCTCC
CTCAACCTTCTCCTTCGTTGACAGGCTAAGCCTTGCTTCGACGCTCTCTCTTTGAATTITTTCTA
CTTCTACCTTCTTTTCTTGCGTGTTACCCACCATAGCTCGATTCACGATGCTCCGAAGTCGCCA
AGTCACAGCCAGGECCGTCCCEGCTCTGGGCCACGCCCGCGCCTTTACCTCGACGACCAAGCCT
GTCATGATCCAGAGCAGCCAGAGGAAACAGGCCAACGCCAGCGCTGCTCCGTAAGTCGCCCATT
GCCATTGCATCTTCTGTTTGATATATACTTCCTGCTCCTTGCGTGGCCTCGTCTCTCGGTTATG
CGTGTCAAGGACCAGGTGTGTTCGCATCCTGEGTTTTCCAGCGCCGATTACCCCGCGACGAATTT
TTGGCTGCTCAACTCGCGCGCGCGCATTCTGATTCTTCGTTTTCAATCTTGAGCGACARCTGGC
ZQQCATAATGGCCATTGGCAATTGCTTCACACAGACAAGTCCGCCCTGTACCGAGCCCTGCTTT
CAACGCTGAAGACAAAGACCGCCAGCCATGTCCACCCTCTGGTCAACCCGTCGAAGCCCGACATG
GATGAATCGTATGTCCACGTCCCCTCGTCCCGCCCTACAAAATGAACACGATTACACCAGAATT
TTTGCAACAATCGACACTTCTATAACAGACCAATTGAGCTTTGTTCTGACCAATCATGTTGCTC
TAGATTCAITGGCAAAACCGQ}GGCGAAATCTTCCACGAGATGATGCTGCGACAGGGTG!EéAG
CACATTTGTAGCTTCCGATGCCGCECCCCCCACACGGGCTCCATCCTTGCTCCATCTCTCCAGCT
AGGCAAATCTCCCTAACCTTGAGTCACCATCCAGTCGGATACCCTCGCGCCCCTATCCTGCCCGE
TCTTCGACGCCATCTACAACTCAAAACACTTCGACTTCATCCTGCCCCGTCATGAGCAGGGAGC
TGGCCATATGGCCGAGGGCTATCCCCGTEGCCTCCGGCAMCCCGCTGTCGTCCTGGTGACTTCC
GGCCCCGGTGCTACCAATGCTCATCACGCCCATGCAGGATGCCCTGTCGGACGGAACGCCCTTGG
TCETCTTCTGCGGCCAGGTCCCCACCACCCCCATCCGCAGCGATGCCTTCCAAGAGGCCGACGT
CGTGGGCATCTCGCGGGCCTGCACCAAGTGGAACGTCATGGTCAAGAGCGTTGCTGAGCTGCCG
CGGAGAATCAACGAGGCCTTTGAGATTGCCACCAGCGGCCCCCCTCGCCCCGTCCTCGTCGACC
TGCCCAAGGATGTCACGGCTGECTATCCTGAGGAGAGCCCATCCCTACCGAGACTGCTCTGCCGTC
TCTGCCCAGTGCCGCCTCCCGCEGCCCCCATCCACCTGAGCTCCAAGCAGCTCAACGCCTCCATC
AAGCGTGCCGCCGACCTCATCAACATCGCCAAGAAGCCCGTCATCTACGCCGGTCAGGGTGTCA

ATGCACGGCTCGCCGTATGCCAACATGGCCATGCAGCAGGCCGACCTCATCATCGCCCTCGGCA
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GCCGATTCGACGACCGTGTTACTCTGAATGTCTCCAAATTTGCGCCTCCAGCCAGGCAAGCTGC
TGCCGAGGGCCGCGGCGCGCATCATT CACTTTGAGATCATGCCCAAGAACATCAACAAGGTCATC
CAGGCGACCGAGGCCGTCGAGGCCGACGTCGCCACCAACCTGAAGCACCTCATTCCCCAGATTC
CCGAAAAGTCCATGGCGGACCGAGGAGAGTGGTTCGGCCTCATCAATGAGTGGAAGAAGAAGTG
GCCCCTGTCAAACTACCAGCGCGCGCGAGCGCGGCTGGCCTCATCAAGCCGCAGACGGTCATGGAG
GAGATTAGCAACCTGACGGCCAACCGAAAGGACAAGACGTACATTGCCACGGGTGTCGGCCAGC
ACCAGATGTGGGTTGCCCAGCACTTCCGCTGGAGGCACCCTCCGATCCATCATTACCTCTGGTGG
TCTGGGCACCATGGGCTACGGTCTCCCCGCGCGCCATTGGCGCCAAGCGTGGCCCAGCCCGACGET
CTCGTAATTGACGCTTGATGGCGATGCCTCGTTTAACATGACGCTGACGGAGCTCTCGACTGCTG
CACAGTTCAACATTGGCGTCAAGGTGCGCTTGTGCTCAACAACGAGGAGCAGGGCATGGTGACGCA
GTGGCAGAACCTCTTTTACGAGGACCGATATGCCCACACGCACCAGAAGAACCCCGACTTCATG
AAGCTGGCCGACGCCATGGGCGTTCAGCACCAGCGCCTGACGGAGCCCCAGAAGCTCGTCCATG
CCCTGACGTGGCTGATCAACACCGATGGCCCGGCCCTGTTGGAGCTTGTCACGGACAAGAAGGT
GCCTGTCCTGCCCATGGTCGCCCGCCEGATCGEGCCCTCGCACCACTTCCTCCTCTTTGAACCTGCT
GAGTCTACTTCAGACATATTGCTTGCGCATTGCAGATACTAACACTCTCACAGAAAAGGATAAG
CAGCGCCGTGAGCTGATGAAGGAGAGAACAAAGGGTGTGCACTCCTAAAGCGATGATGTCTGCG
AGGGGTTCTTCGTTGAACCCTAGTTCAGGCACCATCTTACCCTCTTATTTTTTICCCGTGGGCTT
TCATTTTGTGTCATCCGAGCATGACGTTGTAGGGTTGGAGTTICTTCCTTITTATCTTIGTCATT
TACTGGTACCCATAGGCGCGAGACTAGGCTTCCATGTTTTIGTTTTGCGACTTTCAAAAAGTACT
TTTAGTGGTTTGGGGCACGACGAGGGGGGGCAACCTCTTCTGTCGAAAAAGGTGGCTGGATGGA
TGAGATGAGATGAGATGAGGGTGAAGATAGATACCTGCAGTGTTTTTGACGCGACGGGATG
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Fig. 5A

contig1818 A Um promotor de versdo (868Pares de bases) :

TAGGCTGGCGGG TTGGTGCTTTTGCCCTTTGTCTGCCGCGACCTCTTGGTGACGCTGCATCGTGTTGGCTGTAGCTGCAC
GCCCGGCCTCTTTTCTGGCATCTCGCACAGACTGTACGCAGAACATGTGTAAGTGACTTTCTATTGTAGGACTTGGATGG
ATGGGAGATGGCTATAGACAACAAGAGCGACAACAAGGATTATAGACAGTTCCATTACCTGGGCGACCACCATCGCACTT
CACCTTGCTCGCCCGGCAGGACTGGCAGGCGTTGGCAATCTTGAGTCGCTCCCTGTACAGCGACAAGGGCGCCTGAGCCT
GCACCTGAGCCTGGGCCTGAGTCTGAGCCTGAAGCCGTTGATCCTCGTCTTGACGGGCGGACATGACGCTTTACGTGAGC
TGAGTCCAGGGCTGTCGTCGGCAAGTGATTCGGCAGCCGGCAGGCACAGACGAARAGATAAGAAGCGGCTCGTTCACCAGA
TCCGAAGGCGGAATGCAAGAATGTCCGATGATGTCGGGGARGAGAAGGCGATGCCTCGTCTATCTGGGAGGCGAGGGAAG
AAGGGAAAGCAACTCCCGCCTCGGCACAGCTACTCATTGGTCAGAGCGGACTTCGGAGTATAACCACACGGCTGACAAAC
CTGCATCGACCGTGATGGCGTTCTT TTGGTCCAATCATGGCTGAATGCGACGTTGGTTGTGTCGGCCCCTGCAGCCAATG
AGAAGCTGGTCCGATCCTGGGCACCAGGGAGAGGCAAGCATAT CGTATARGTCCAAGCTCAAGCTTGGCGGCAGGTACCG
GTTGATGTGGTCGCTGTATATAAGTAAAAGAACTCGATTCCGCTTCGGAGTTTTCTCTGTCACCCTTC

Fig. 5B

contig1818 B Um promotor de versdo (928 Pares de bases) :
TAGGCTGGCGGETTGETGCTTTTGCCCTTTGTCTGCCGCGACCTCTTGGTGACGCTGCATCGTGTTGGCTGTAGCTGCAC
GCCCGGCCTCTTTTCTGGCATCTCGCACAGACTGTACGCAGAACATGTGTAAGTGACTTTCTATTGTAGGACTTGGATGG
ATGGGAGATGGCTATAGACAACARAGAGCGACAACAAGGATTATAGACAGTTCCATTACCTGGGCGACCACCATCGCACTT
CACCTTGCTCGCCCGGCAGGACTGGCAGGCGTTGGCAATCTTGAGTCGCTCCCTGTACAGCGACAAGGGCGCCTGAGCCT
GCACCTGAGCCTGGGCCTGAGTCTGAGCCTGARGCCGTTGATCCTCGTCTTGACGGGCGGACATGACGCTTTACGTGAGC
TGAGTCCAGGGCTGTCCTCGGCAAGTGATT CGGCAGCCGGCAGGCACAGACGAAAGATAAGAAGCGGCTCGTTCACCAGA
TCCGAAGGCGGAATCCAAGAATGTCCCATGATGTCGCGGAAGAGAAGGCCGATGCCTCGTCTATCTGGGAGGCGAGGGAAG
AAGGGAAAGCAACTCCCGCCTCGGCACAGCTACTCATTGGTCAGAGCGGACTTCGBGAGTATAACCACACGGCTGACAAAC
CTGCATCGACCGTGATGGCGTTCTTTTGGTCCAATCATGGCTGAATGCGACGTTGGTTGTGTCGGCCCCTGCAGCCAATG
AGAAGCTGGTCCGATCCTGGGGACGAGGGAGAGGCAAGCATATCGTATAAGTCCAAGCTCAAGCTTGGCGGCAGGTACCG
GTTGATGTGGTCGCTGTATATAAGTAAAAGAACTCGATTCCGCTTCGGAGTTTTCTCTGTCACCCTTCATGGACGAAGAG
CTATTGAGCCGCATCTTTGCTTCGTTGTCCAGCGTGAATTCTCCTACA
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AAGCTTACTAGTACTTCTCGAGCTCTGTACATGTCCGGTCGCGACGTACGCGTATCGATGGCGCCAGCT
GCAGGCGGCCGCCTGCAGCCACTTGCAGTCCCGTGGAATTCTCACGGTGAATGTAGGCCTTTTGTAGGG
TAGGAATTGTCACTCAAGCACCCCCAACCTCCATTACGCCTCCCCCATAGAGTTCCCARTCAGTGAGTC
ATGGCACTGTTCTCAAATAGATTGGGGAGAAGTTGACTTCCGCCCAGAGCTGARGGTCGCACAACCGCA
TGATATAGGGTCGGCAACGGCAAAAAAGCACGTGGCTCACCGARAAAGCARGATGTTTGCGATCTAACAT
CCAGGAACCTGGATACATCCATCATCACGCACGACCACTTTGATCTGCTGGTAAACTCGTATTCGCCCT
AAACCGAAGTGCGTGGTAPATCTACACGTGGGCCCCTTTCGGTATACTGCGTGTGTCTTCTCTAGGTGC
CATTCTTTTCCCTTCCTCTAGTGTTGAATTGTTTGTGTTGGAGTCCGAGCTGTAACTACCTCTGAATCT
CTGGAGAATGGTGGACTARCGACTACCGTGCACCTGCATCATGTATATARTAGTGATCCTGAGARGGGG
GGTTTGGAGCAATGTGGGACTTTGATGGTCATCAAACAAAGAACGAAGACGCCTCTTTTGCARAGTTTT
GTTTCGGCTACGGTGAAGAACTGGATACTTGTTGTGTCTTCTGTGTATTTTTGTGGCAACAAGAGGCCA
GAGACAATCTATTCAAACACCAAGCTTGCTCTTTTGAGCTACAAGAACCTGTGGGGTATATATCTAGAG
TTGTGAAGTCGGTAATCCCGCTGTATAGTAATACGAGTCGCATCTARATACTCCGAAGCTGCTGCGAAC
CCGGAGAATCGAGATGTGCTGGAAAGCTTCTAGCGAGCGGCTARAATTAGCATGARAGGCTATGAGAAAT
TCTGGAGACGGCTTGTTGAATCATGGCGTTCCATTCTTCGACAAGCAAAGCGTTCCGTCGCAGTAGCAG
GCACTCATTCCCGAAAAAACTCGGAGATTCCTAAGTAGCGATGGAACCGGAATAATATAATAGGCAATA
CATTGAGTTGCCTCGACGGTTGCAATGCAGGGGTACTGAGCTTGGACATAACTGTTCCGTACCCCACCT
CTTCTCAACCTTTGGCGTTTCCCTGATTCAGCGTACCCGTACAAGTCGTAATCACTATTAACCCAGACT
GACCGGACGTGTTTTGCCCTTCATTTGGAGAAATAATGTCATTGCGATGTGTARTTTGCCTGCTTGACC
GACTGGGGCTGTTCGAAGCCCGAATGTAGGATTGTTATCCGAACTCTGCTCGTAGAGGCATGTTGTGAA
TCTGTGTCGGGCAGGACACGCCTCGAAGGTTCACGGCAAGGGAAACCACCGATAGCAGTGTCTAGTAGC
AACCTGTAAAGCCGCAATGCAGCATCACTGGAAARATACAAACCAATGGCTAAAAGTACATAAGTTAATG
CCTAARGAAGTCATATACCAGCGGCTAATAATTGTACAATCAAGTGGCTARACGTACCGTAATTTGCCA
ACGGCTTGTGGGGTTGCAGAAGCAACGGCARAGCCCCACTTCCCCACGTTTGTTTCTTCACTCAGTCCA
ATCTCAGCTGGTGATCCCCCAATTGGGTCGCTTGTTTGTTCCGGTGARGTGAAAGAAGACAGAGGTAAG
AATGTCTGACTCGGAGCGTTTTGCATACAACCAAGGGCAGTGATGGAAGACAGTGAAATGTTGACATTC
AAGGAGTATTTAGCCAGGGATGCTTGAGTGTATCGTGTAAGGAGGTTTGTCTGCCGATACGACGAATAC
TGTATAGTCACTTCTGATGAAGTGGTCCATATTGAAATGTAAAGTCGGCACTGAACAGGCARARGATTG
AGTTGAAACTGCCTAAGATCTCGGGCCCTCGGGCCTTCGGCCTTTGGGTGTACATGTTTGTGCTCCGGG
CAAATGCAAAGTGTGGTAGGATCGAACACACTGCTGCCTTTACCAAGCAGCTGAGGGTATGTGATAGGC
AAATGTTCAGGGGCCACTGCATGGTTTCGAATAGAAAGAGAAGCTTAGCCAAGAACAATAGCCGATAAA
GATAGCCTCATTARACGGAATGAGCTAGTAGGCAAAGTCAGCGAATGTGTATATATAAAGGTTCGAGGT
CCGTGCCTCCCTCATGCTCTCCCCATCTACTCATCAACTCAGATCCTCCAGGAGACTTGTACACCATCT
TTTGAGGCACAGAAACCCAATAGTCAACCATCACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTATGCACGTCCTG
TCGACTGCGGTGCTGCTCGGCTCCCTTGCCGTTCAAAAGGTCCTGGGARGACCAGGATCAAGCGGTCTG
TCCGACGTCACCAAGAGGTCTGTTGACGACTTCATCAGCACCGAGACGCCTATTGCACTGAACAATCTT
CTTTGCAATGTTGGTCCTGATGGATGCCGTGCATTCGGCACATCAGCTGGTGCGGTGATTGCATCTCCC
AGCACAATTGACCCGGACTGTAAGTTGGCCTTGATGAACCATATCATATATCGCCGAGAAGTGGACCGC
GTGCTGAGACTGAGACAGACTATTACATGTGGACGCGAGATAGCGCTCTTGTCTTCAAGAACCTCATCG
ACCGCTTCACCGAAACGTACGATGCGGGCCTGCAGCGCCGCATCGAGCAGTACATTACTGCCCAGGTCA
CTCTCCAGGGCCTCTCTAACCCCTCGGGCTCCCTCGCGGACGGCTCTGGTCTCGGCGAGCCCARGTTTG
AGTTGACCCTGAAGCCTTTCACCGGCAACTGGGGTCGACCGCAGCGGGATGGCCCAGCTCTGCGAGCCA
TTGCCTTGATTGGATACTCAAAGTGGCTCATCAACAACAACTATCAGTCGACTGTGTCCAACGTCATCT
GGCCTATTGTGCGCAACGACCTCAACTATGTTGCCCAGTACTGGTCAGTGCTTGCTTGCTCTTGAATTA
CCTCTTTGCTTGTGTGTCTAATGCCTCCACCACAGGAACCARACCGGCTTTGACCTCTGGGAAGAAGTC
AATGGGAGCTCATTCTTTACTGTTGCCAACCAGCACCGAGGTATGAAGCAAATCCTCGACATTCGCTGC
TACTGCACATG
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AGCATTGTTACTGACCAGCTCTACAGCACTTGTCGAGGGCGCCACTCTTGCTGCCACTCTTGGCCAGTC
GGGAAGCGCTTATTCATCTGTTGCTCCCCAGGTTTTCTGCTTTCTCCAACGATTCTGGGTGTCGTCTGG
TGGATACGTCGACTCCAACAGTATGTCTTTTCACTGTTTATATGAGATTGGCCAATACTGATAGCTCGC
CTCTAGTCAACACCAACGAGGGCAGGACTGGCAAGGATGTCAACTCCGTCCTGACTTCCATCCACACCT
TCGATCCCAACCTTGGCTGTGACGCAGGCACCTTCCAGCCATGCAGTGACARAGCGCTCTCCAACCTCA
AGGTTGTTGTCGACTCCTTCCECTCCATCTACGGCGTGAACAAGGGCATTCCTGCCGGTGCTGCCGTCG
CCATTGGCCGGTATGCAGAGGATGTGTACTACAACGGCARCCCTTGGTATCTTGCTACATTTGCTGCTG
CCGAGCAGCTGTACGATGCCATCTACGTCTGGAAGAAGACGGGCTCCATCACGGTGACCGCCACCTCCC
TGGCCTTCTTCCAGGAGCTTGTTCCTGGCGTGACGGCCGGGACCTACTCCAGCAGCTCTTCGACCTTTA
CCAACATCATCAACGCCGTCTCGACATACGCCGATGGCTTCCTCAGCGAGGCTGCCAAGTACGTCCCCG
CCGACGGTTCGCTGGCCGAGCAGTTTGACCGCAACAGCGGCACTCCGCTGTCTGCGCTTCACCTGACGT
GGTCGTACGCCTCGTTCTTGACAGCCACGGCCCETCGGGCTGGCATCGTGCCCCCCTCGTGGGCCAACA
GCAGCGCTAGCACGATCCCCTCGACGTGCTCCGGCGCGTCCGTGGTCGGATCCTACTCGCGTCCCACCG
CCACGTCATTCCCTCCGTCGCAGACGCCCAAGCCTGGCGTGCCTTCCGGTACTCCCTACACGCCCCTGC
CCTGCGCGACCCCAACCTCCGTGGCCGTCACCTTCCACGAGCTCGTGTCGACACAGTTTGGCCAGACGG
TCAAGGTGGCGGGCAACGCCGCGGCCCTGGECAACTGGAGCACGAGCGCCGCCGTGGCTCTGGACGCCG
TCAACTATGCCGATAACCACCCCCTGTGGATTGGGACGGTCAACCTCGAGGCTGGAGACGTCGTGGAGT
ACAAGTACATCAATGTGGGCCAAGATGGCTCCGTGACCTGGGAGAGTGATCCCAACCACACTTACACGG
TTCCTGCGGTGCGCTTGTGTGACGCAGGTTGTCAAGGAGGACACCTGGCAGTCGTAAACCCAGCTTTCTT
GTACAAAGTGGTGATCGCGCCAGCTCCGTGCGAARGCCTGACGCACCGGTAGATTCTTGGTGAGCCCGT
ATCATGACGGCGGCGCGGAGCTACATGGCCCCGGGTGATTTATTTTTTTTGTATCTACTTCTGACCCTTT
TCAAATATACGGTCAACTCATCTTTCACTGGAGATGCGGCCTGCTTGGTATTGCGATGTTGTCAGCTTG
GCAAATTGTGGCTTTCGAAAACACAAAACGATTCCTTAGTAGCCATGCATTTTAAGATAACGGAATAGA
AGAAAGAGGAAATTAAAAAAAAAAAAAAAACAAACATCCCGTTCATAACCCGTAGAATCGCCGCTGGCG
CGCCTGAGACAATGGCCGGCAATGGTAAAAAGGACCARGATGTACTAGGTAGTTGCAATGTGGCTTATT
ACCTACCTACTACCTGGTAGGCACCTACTAGGTACTTGGGTAGACGGACAATGAAATTTGAAGTCGGGG
TTGCAGGAAAGCAGGGCGCTGGACACATTGTGCTTCAGGCGGTACCCGTCGTCATCGTCAGCCARTGTC
GAGGCCCGGCAGCCCGAGGAGCGAGACAACCTTGGCCGGAGGAGCCCGCAGGTACCTGCCARAGCGCGG
CTGGTACCTCTCAACCCTCTCAGGCCTGTTGGATGCCCTATGACATGCCCTGGGGGATGCAGCTGTTGC
CCCGGCCCCGCACTTTCGEGTGACCGCGAGGCTGCTGATTGGCTGGTTGCCACGGGCTGGGCGGTCCCT
GAAGTTGTTGCCATCTGAACTCTGTCGGCGCTGGCGTCGGCTGCGCCCAATGGGAGGCGAGACAACTCA
GGGTACTAGAATCACTGACAGAAGAAGAGAATCGARAGTAGGTAGACAGCCAATTCGTTGCATGGCAGG
CAACCGCACAGGAGAAAAATTGACTACCCCACAATCAGGCACAGTAAGTAGGGCACAGTACGTATGTAC
AGACAAGGCGCAAGCGATACTGCGCGACCCGGTACCTCGCCGGCTTGACACGTGCGACAGGCTACTTTA
CTAGTATTCGCAGCGGCGGGTCGCGCATTATTACATGTACTGTGCCGCCATTTGATGACTGGGCTGCTG
CAGTATTAGTAGATCTGCCCGGCATCGCCCTTCCATGGGCGCGACCCGGGACTGGACCCTCTGACTCTA
CCTACATGTACCTAGGCCGGGCCGGGCTTGGTGACTTTTGTCCGATCAGGTCGTTCGCCTGGCTACCTA
TTATTTCTCTTTCTTCTTCTCCATCCTGCTTCTGGCCTTGCAATTCTTCTTCGCCACTCCTCCCTCTTC
CCCCCGCGATACCCTTGAATTCGTCAGAGAGGAAAAGACGAGAAAAAARAAGGGCAGCAGAGACGTCGGT
CTGGCTCACGTGCTGCATCTCTGCGCACTCTCATTTTTTTTATTGTCCGACCCCTCCCTCAACCTTCTC
CTTCGTTGACAGGCTAAGCCTTGCTTCGACGCTCTCTCTTTGAATTTTTCTACTICTACCTTICTTTTCT
TGCCTGTTACCCACCATAGCTCGATTCACGATGCTCCGAAGTCGCCAAGTCACAGCCAGGGCCGTCCGG
GCTCTGGGCCAGGCGCGCGCCTTTACCTCGACGACCARGCCTGTCATGATCCAGAGCAGCCAGAGGAAR
CAGGCCAACGCCAGCGCTGCTCCGTAAGTCGCCCATTGCCATTGCATCTTCTGTTTGATATATACTTCC
TGCTGCTTGCGTGGCGTCG
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TCTCTCGGTTATGCGTGTCAAGGACCAGGTGTGTTCGCATCGTGGTTTTCCAGCGCCGATTACCGGG
GGACGAATTTTTGGCTGCTCAACTCGCGCGCGCGCATTCTGATTCTTCGTTTTCAATCTTGAGCGAC
AACTGGCTAACATAATGGCCATTGGCAATTGCTTCACACAGACAAGTCCGCCCTGTACCGAGCCCTG
CTTTCAACGCTGAACACAAAGACCGCAGCCATGTGCAGCCTCTGGTCAACCCGTCGAAGCCCGACAT
GGATGAATCGTATGTCCACGTCCCCTCGTCCCGCCCTACAAAATGAACACGATTACACCAGAATTTT
TGCAACAATCGACACTTCTATAACAGACCAATTGAGCTTTGTTCTGACCAATCATGTTGCTCTAGAT
TCATTGGCAAAACCGGAGGCGAAATCTTCCACGAGATGATGCTGCGACAGEGTGTCAAGCACATTTG
TAGGTTCCGATGCCGGCCGCCCACACGGGCTCCATCCTTGCTCCATCTCTCCAGCTAGGCAAATCTC
GCTAACCTTGAGTCACCATCCAGTCGGATACCCTEGCGGCGCTATCCTGCCCGTCTTCGACGCCATC
TACAACTCAAAACACTTCGACTTCATCCTGCCCCGTCATGAGCAGGGAGCTGGCCATATGGCCGAGG
GCTATGCCCGTGCCTCGGGCAAACCCEGTGTCETCCTGGTGACTTCCGGCCCCGGTGCTACCAATGT
CATCACGCCCATGCAGGATGCCCTGTCGGACGEAACGCCCTTGGTCGTCTTCTGCGGCCAGGTCCCC
ACCACGGCCATCGGCAGCGATGACTTCCAAGAGGCCGACGTCGTGGGCATCTCGCGGGCCTGCACCA
AG’I‘GGAACGTCATGGTCAAGAGCG’I'I‘GCTGAGC'I‘GCCGCGGAGAATCAACGAGGCCI'I‘I‘GAGA’ITGC
CACCAGCGGCCGCCCTGECCCCETCCTCATCGACCTGCCCAAGGATGTCACGGCTGGTATCCTGAGG
AGAGCCATCCCTACGGAGACTGCTCTGCCGTCTCTGCCCAGTGCCGCCTCCCGCGCCGCCATGGAGE
TGAGchCAAGCAGCTCAACGCCTCCATCAAGcGTGCCGCCGACCTCATCAACATCGCCAAGAAGCC
CGTCATCTACGCCGGTCAGGGTGTCATCCAGTCCGAGGGCGGCGTTGAGCTCCTGAAGCAGCTGGCG
GACAAGGCCTCCATCCCCGTCACCACCACCCTCCATGGCCTGGGTGCCTTTGATGAGCTGGACGAGA
AGTCGCTGCACATGCTGGGCATGCACGGCTCGGCGTATGCCAACATGGCCATGCAGCAGGCCGACCT
CATCATCGCCCTCGGCAGCCGATTCGACGACCGTGTTACTCTGAATGTCTCCARATTTGCGCCTGCA
GCCAGGCAAGCTGCTGCCGAGGGCCGCGGCGGCATCATTCACTTTGAGATCATGCCCAAGAACATCA
ACAAGGTCATCCAGGCGACCGAGGCCGTCCAGGGCGACGTCGCCACCAACCTGARGCACCTCATTCC
CCAGATTGCCGAAAAGTCCATGGCGGACCGAGGAGAGTGGTTCGGCCTCATCAATGAGTGGAAGAAG
AAGTGGCCCCTGTCAAACTACCAGCGCGCGGAGCGGGCTGGCCTCATCAAGCCGCAGACGGTCATGG
AGGAGATTAGCAACCTGACGGCCAACCGAAAGGACAAGACGTACATTGCCACGGGTGTCGGCCAGCA
CCAGATGTGGGTTGCCCAGCACTTCCGCTGGAGGCACCCTCGATCCATGATTACCTCTGGTGGTCTG
GGCACCATGGGCTACGGTCTCCCCGCGGCCATTGGCGCCAAGGTGGCCCAGCCCGACGCTCTCGTAR
TTGACGTTGATGGCGATGCCTCGTTTAACATGACGCTGACGGAGCTGTCGACTGCTGCACAGTTCAA
CATTGGCGTCAAGGTGGTTGTGCTCAACAACGAGGAGCAGGGCATGGTGACGCAGTGGCAGAACCTC
TTTTACGAGGACCGATATGCCCACACGCACCAGAAGARCCCCGACTTCATGAAGCTGGCCGACGCCA
TGGGCGTTCAGCACCAGCGCGTGACGCGAGCCGGAGAAGCTGGTCGATGCCCTGACGTGGCTGATCAA
CACCGATGGCCCGGCCCTGTTEGGAGGTTGTCACGGACAAGAAGGTGCCTGTCCTGCCCATGGTGCCC
GCCGGATCGGCCCTGCACGAGTTCCTCGTCTTTGAACCTGGTGAGTCTACTTCAGACATATTGCTTG
CGCATTGCAGATACTAACACTCTCACAGAAAAGGATAAGCAGCGCCGTGAGCTGATGAAGGAGAGAA
CAAAGGGTGTGCACTCCTAAAGCCGATGATGTCTGCGAGGGGTTCTTCGTTGAACCCTAGTTCAGGCA
CCATCTTACCCTCTTATTTTTTCCCGTGGGCTTTCATTTTGTGTCATCCGAGCATGACGTTGTAGGG
TTGGAGTTTCTTCCTI TTTATCTTGTCATTTACTGGTACCCATAGGCGCGAGACTAGGCTTCCATGT
'I'I'I‘G'I'I'I‘TGCGACTTTCAAAAAGTACT'I‘ITAGTGGT’ITGGGGCACGACGAGGGGGGGCAAC@CTTC
TGTCGAAAAAGGTGGCTGGATGGATCAGATGAGATGAGATGAGGGTGAAGATAGATACCTGCAGTGT
TTTTGACGCGACGGGATGGCCGATCGCTCAGGCTTGCGTTTCCAGTCTAGACACGTATAACGGCACAA
GTGTCTCTCACCAAATCGCTTATATCTCAAATGTGATCTAAGGATGGAAAGCCCAGAATATCGATCG
CGCGCAGATCCATATATAGGGCCCGGGTTATAATTACCTCAGGTCGACGTCCCATGGCCATTCGAAT
TCGTAATCATGCGTCATAGCTGTTTCCTGTGTGAAATTGTTATCCGCTCACAATTCCACACAACATAC
GAGCCGGAAGCATAAAGTGTAAAGCCTGGGGTGCCTAATGAG
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. TGAGCTAACTCACATTAATTGCGTTGCGCTCACTGCCCGCTTTCCAGTCGGGAAACCTGTCGTGCCAG
CTGCATTAATGAATCGGCCAACGCGCGGGGAGAGGCGGTTTGCGTATTGGGCGCTCTTCCGCTTCCTC
GCTCACTGACTCGCTGCGCTCGGTCGTTCGGCTGCGGCGAGCGGTATCAGCTCACTCAAAGGCGGTAA
TACGGTTATCCACAGAATCAGGGGATAACGCAGGAAAGAACATGTGAGCAAAAGGCCAGCARAAGGCC
AGGAACCGTAAAAAGGCCGCGTTGCTGGCGTTTTTCCATAGGCTCCGCCCCCCTGACGAGCATCACAA
AAATCGACGCTCAAGTCAGAGGTGGCGARACCCGACAGGACTATAAAGATACCAGGCGTTTCCCCCTG
GAAGCTCCCTCGTGCGCTCTCCTGTTCCGACCCTGCCGCTTACCGGATACCTGTCCGCCTTTCTCCCT
TCGGGAAGCGTGGCGCTTTCTCATAGCTCACGCTGTAGGTATCTCAGTTCGGTGTAGGTCGTTCGCTC
CAAGCTGGGCTGTGTGCACGAACCCCCCATTCAGCCCGACCGCTGCGCCTTATCCGGTAACTATCGTC
TTGAGTCCAACCCGGTAAGACACGACTTATCGCCACTGGCAGCAGCCACTGGTAACAGGATTAGCAGA
GCGAGGTATGTAGGCGGTGCTACAGAGTTCTTGAAGTGGTGGCCTAACTACGGCTACACTAGAAGAAC
AGTATTTGGTATCTGCGCTCTGCTGARGCCAGTTACCTTCGGAAAAAGAGTTGGTAGCTCTTGATCCG
GCAAACAARCCACCGCTGETAGCGGTGGTTTTITTTGTTTGCARGCAGCAGATTACGCGCAGAARAAAR
GGATCTCARGAAGATCCTTTGATCTTTTCTACGGGGTCTGACGCTCAGTGGAACGAARACTCACGTTA
AGGGATTTTGGTCATGAGATTATCAAAAAGGATCTTCACCTAGATCCTTTTAAATTAAAAATGAAGTT
TTARATCAATCTAAAGTATATATGAGTARACTTGGTCTGACAGTTACCAATGCTTAATCAGTGAGGCA
CCTATCTCAGCGATCTGTCTATTTCGTTCATCCATAGTTGCCTGACTCCCCGTCGTGTAGATAACTAC
GATACGGGAGGGCTTACCATCTGGCCCCAGTGCTGCAATGATACCGCGAGACCCACGCTCACCGGCTC
CAGATTTATCAGCAATAAACCAGCCAGCCGGAAGGGCCGAGCGCAGAAGTGGTCCTGCAACTTTATCC
GCCTCCATCCAGTCTATTAATTGTTGCCGGGAAGCTAGAGTARGTAGTTCGCCAGTTAATAGTTTGCG
CAACGTTGTTGCCATTGCTACAGGCATCGTGGTGTCACGCTCGTCGTTTGGTATGGCTTCATTCAGCT
CCGGTTCCCAACGATCAAGGCGAGTTACATGATCCCCCATGTTGTGCAARAAAGCGGTTAGCTCCTTC
GGTCCTCCGATCGTTGTCAGAAGTAAGTTGGCCGCAGTGTTATCACTCATGGTTATGGCAGCACTGCA
TAATTCTCTTACTGTCATGCCATCCGTAAGATGCTTTTCTGTGACTGGTGAGTACTCAACCAAGTCAT
TCTGAGAATAGTGTATGCGGCGACCCAGTTGCTCTTGCCCGGCGTCAATACGGGATAATACCGCGCCA
CATAGCAGAACTTTAAAAGTGCTCATCATTGGAAAACGTTCTTCGGGGCGARAACTCTCAAGGATCTT
ACCGCTGTTGAGATCCAGTTCGATGTAACCCACTCGTGCACCCAACTGATCTTCAGCATCTTTTACTT
TCACCAGCGTTTCTGGGTGAGCAAAAACAGGAAGGCARAATGCCGCAAAARAGGGAATAAGGGCGACA
CGGAAATGTTGAATACTCATACTCTTCCTTTTTCAATATTATTGAAGCATTTATCAGGGTTATTGTCT
CATGAGCGGATACATATTTGAATGTATTTAGAAARATARACAAATAGGGGTTCCGCGCACATTTCCCC
GAAAAGTGCCACCTGACGTCTAAGAAACCATTATTATCATGACATTAACCTATAARAATAGGCGTATC
ACGAGGCCCTTTCGTCTCGCGCGTITCGGTGATGACGGTGARAACCTCTGACACATGCAGCTCCCGGA
GACGGTCACAGCTTGTCTGTAAGCGGATGCCGGGAGCAGACAAGCCCGTCAGGGCGCGTCAGCGGGTG
TTGGCGGGTGTCGGGGCTGGCTTARCTATGCGGCATCAGAGCAGATTGTACTGAGAGTGCACCATARR
ATTGTAAACGTTAATATTTITGTTAAAATTCGCGTTAAATTTTYGTTARATCAGCTCATTTTTITAACCA
ATAGGCCGAAATCGGCAAAATCCCTTATARATCAAAAGAATAGCCCGAGATAGGGTTGAGTGTTGTTC
CAGTTTGGAACAAGAGTCCACTATTAAAGAACGTGGACTCCAACGTCAAAGGGCGAAAAACCGTCTAT
CAGGGCGATGGCCCACTACGTGAACCATCACCCARRTCAAGTTTTTTGGGGTCGAGGTGCCGTARAGC
ACTAAATCGGAACCCTARAGGGAGCCCCCGATTTAGAGCTTGACGGGGAAAGCCGGCGAACGTGGCGA
GARAAGGAAGGGAAGAAAGCGAAAGGAGCGGGCGCTAGGECGCTGGCAAGTGTAGCGGTCACGCTGCGC
GTAACCACCACACCCGCCGCGCTTAATGCGCCGCTACAGGGCGCGTACTATGGTTGCTTTGACGTATG
CGGTGTGAAATACCGCACAGATGCGTAAGGAGAARATACCGCATCAGGCGCCATTCGCCATTCAGGCT
GCGCAACTGTTGGGAAGGGCGATCGGTGCGGGCCTCTTCGCTATTACGCCAGCTGGCGARAAGGGGGAT
GTGCTGCAAGGCGATTAAGTTGGGTAACGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGACGTTGTAAAACGACGGCC
AGTGCCC
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CATTACGCCTCCCCCATAGATAGGTCTAGGCTGGCEEGGTTGGTGCTTTTGCCCTTTGTCTGCCGCGACT
TCTTGGTGACGCTGCATCGTGTTGGCTGTAGCTGCACGCCCGGCCTCTTTTCTGGCATCTCGCACAGAC
TGTACGCAGAACATGTGTAAGTGACTTTCTATTGTAGGACTTGGATGGATGGGAGATGGCTATAGACAA
CAAGAGCGACAACAAGGATTATAGACAGTTCCATTACCTGGGCGACCACCATCGCACTTCACCTTGCTC
GCCCGGCAGGACTGGCAGGCET' TGCCAATCTTGAGTCGCTCCCTGTACAGCGACAAGGGCGCCTGAGCC
TGCACCTGAGCCTGGGCCTGAGTCTGAGCCTGAAGCCGTTGATCCTCGTCTTGACGGGCGGACATGACG
CTTTACGTCAGCTGAGTCCAGGGCTGTCGTCGGCAAGTGATTCGGCAGCCGGCAGGCACAGACGAAAGA
TAAGAAGCGGCTCGTTCACCAGATCCGAAGGCGGAATGCAAGAATGTCCGATGATGTCGGGGAAGAGAA
GGCGATGCCTCGTCTATCTCGGGAGGCGAGGGAAGAAGGGAAAGCAACTCCCGCCTCGGCACAGCTACTC
ATTGGTCAGAGCGGACTTCGGAGTATAACCACACGGCTGACAAACCTGCATCGACCGTGATGGCGTTCT
TTTGGETCCAATCATGGCTGAATGCGACGTTGGTTGTGTCGGCCCCTGCAGCCAATGAGAAGCTGGTCCG
ATCCTGGGGACGAGGGAGAGGCAAGCATATCGTATAAGTCCAAGCTCAAGCTTGGCGGCAGGTACCGGT
TGATCTGGTCGCTGTATATAAGTAARAAGAACTCGATTCCGCTTCGGAGTTTTCTCTGTCACCCTTCACA
AGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTATGCACGTCCTGTCGACTGCGGTGCTGCTCGGCTCCGTTGCCGTTCA
AAAGGTCCTGGCGAAGACCAGGATCAAGCGGTCTGTCCGACGTCACCAAGAGCTCTGTTGACGACTTCAT
CAGCACCGAGACGCCTATTGCACTGAACAATCTTCTTTGCAATGTTGGTCCTGATGGATGCCGTGCATT
CGGCACATCAGCTGGTCCGCTCATTGCATCTCCCAGCACAATTGACCCGGACTGTAAGTTGGCCTTGAT
GAACCATATCATATATCGCCGAGAAGTGGACCGCGTGCTGAGACTGAGACAGACTATTACATGTGGACG
CGAGATAGCGCTCTTGTCTTCAAGAACCTCATCGACCGCTTCACCGAAACGTACGATGCGGGCCTGCAG
CGCCGCATCGAGCAGTACATTACTGCCCAGETCACTCTCCAGGGCCTCTCTAACCCCTCGGGCTCCCTC
GCGGACGGCTCTCCTCTCAGCGAGCCCAAGTTTGAGTTGACCCTCGAAGCCTTTCACCGGCAACTGGGGT
CGACCGCAGCGGGATGGCCCAGCTCTGCGAGCCATTGCCTTGATTGGATACTCAAAGTGGCTCATCARC
AACAACTATCAGTCGACTGTGTCCARCGTCATCTGGCCTATTGTGCGCAACGACCTCAACTATGTTGCC
CAGTACTGGTCAGTGCTTGCTTGCTCTTGAATTACGTCTTTGCTTGTGTGTCTAATGCCTCCACCACAG
GAACCAAACCGGCTTTGACCTCTGGGAAGAAGTCAATGGGAGCTCATTCTTTACTGTTGCCAACCAGCA
CCGAGGTATGAAGCAAATCCTCGACA’I'I‘CGCTGCTACTGCACATGAGCA’I'IG’I'I‘ACTGACCAGCTCTAC
AGCACTTGTCGAGEGGCCCCACTCTTGCTGCCACTCTTGGCCAGTCGGGAAGCGCTTATTCATCTGTTGC
TCCCCAGG'I'I‘TTGTGC'I'I‘TC'I‘CCAACGATTCTGGGTGTCGTCTGGTGGATACGTCGACTCCAACAGTAT
GTCTTTTCACTGTTTATATGAGATTGCGCCAATACTCGATAGCTCGCCTCTAGTCAACAC CAACGAGGGCA
GGACTGGCAAGGATGTCARCTCCGTCCTGACTTCCATCCACACCTTCGATCCCARCCTTGGCTGTGACG
CAGGCACCTTCCAGCCATGCAGTGACAAAGCGCTCTCCAACCTCAAGGTTGTTGTCGACTCCTTCCGCT
CCATCTACGGCGTGAACAAGGGCATTCCTGCCGGTGCTGCCGTCGCCATTGGCCGGTATGCAGAGGATG
TGTACTACAACGGCAACCCTTGGTATCTTGCTACATTTGCTGCTGCCGAGCAGCTGTACGATGCCATCT
ACGTCTGGAAGAAGACGGGCTCCATCACGGTGACCGCCACCTCCCTGGCCTTCTTCCAGGAGCTTGTTC
CTGGCGTGACGGCCGGGACCTACTCCAGCAGCTCTTCGACCTTTACCAACATCATCAACGCCGTCTCGA
CATACGCCGATGGCTTCCTCAGCGAGGCTGCCAAGTACGTCCCCGCCGACGGTTCGCTGGCCGAGCAGT
TTGACCGCAACAGCGGCACTCCGCTGTCTGCGCTTCACCTGACGTGGTCGTACGCCTCGTTCTTGACAG
CCACGGCCCGTCGGGCTGGCATCGTGCCCCCCTCGTGGGCCAACAGCAGCGCTAGCACGATCCCCTCGA
CGTGCTCCGGCGCGTCCGTGETCGGATCCTACTCGCGTCCCACCGCCACGTCATTCCCTCCGTCGCAGA
CGCCCAAGCCTGGCGTGCCTTCCGGTACTCCCTACACGCCCCTGCCCTGCGCGACCCCAACCTCCGTGG
CCGTCACCTTCCACGAGCTCGTGTCGACACAGTITGGCCAGACGGTCAAGGTGGCGGGCAACGCCAECGG
CCCTGGGCAACTGGAGCACGAGCGCCGCCGTGGCTCTGGACGCCGTCARCTATGCCGATAACCACCCCC
TGTGGATTGGGACGGTCAACCTCGAGGCTGGAGACGTCG
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TGGAGTACAAGTACATCAATGTGGGCCAAGATGGCTCCGTGACCTGGGAGAGTGATCCCAACCACACT
TACACGGTTCCTGCAGTGGCTTGTGTGACGCAGGTTGTCAAGGAGGACACCTGGCAGTCGTAAACCCA
GCTTTCTTGTACAAAGTGGTGATCGCGCCAGCTCCGTGCGAAAGCCTGACGCACCGGTAGATTCTTGG
TGAGCCCGTATCATGACGGCGGCGGGAGCTACATGGCCCCGGETGATTTATTTTT I TTGTATCTACTT
CTGACCCTTTTCAAATATACGGTCAACTCATCTTTCACTGGAGATGCGGCCTGCTTGGTATTGCGATG
TTGTCAGCTTGGCAAATTGTGGCTTTCGAAAACACAAAACGATTCCTTAGTAGCCATGCATTTTAAGA
TAACGGAATAGAAGAAAGAGGAAATTAAAAAAAAAAAAAARACAAACATCCCGTTCATAACCCGTAGA
ATCGCCGCTGGCGCGCCTGAGACAATGGCCGGCAATGGTAAAAAGGACCAAGATGTACTAGGTAGTTG
CAATGTGGCTTATTACCTACCTACTACCTGGTAGGCACCTACTAGGTACTTGGGTAGACGGACAATGA
AATTTGAAGTCGGGGTTGCAGGAAAGCAGGGCGCTGGACACATTGTGCTTCAGGCGGTACCCGTCGTC
ATCGTCAGCCAATGTCGAGGCCCGGCAGCCCGAGGAGCGAGACAACCTTGGCCGGAGGAGCCCGCAGG
TACCTGCCAAAGCGCGGCTGGTACCTCTCAACCCTCTCAGGCCTGTTGGATGCCCTATGACATGCCCT
GGGGGATGCAGCTGTTGCCCCGGCCCCGCACTTTCGGGTGACCGCGAGGCTGCTGATTGGCTGGTTGC
CACGGGCTGGGCGGTCCCTGAAGTTGTTGCCATCTGAACTCTGTCGGCGCTGGCGTCGGCTGCGCCCA
ATGGGAGGCGAGACAACTCAGGGTACTAGAATCACTGACAGAAGAAGAGAATCGAAAGTAGGTAGACA
GCCAATTCGTTGCATGGCAGGCAACCGCACAGGAGAAAAATTGACTACCCCACAATCAGGCACAGTAA
GTAGGGCACAGTACGTATGTACAGACAAGGCGCAAGCGATACTGCGCGACCCGGTACCTCGCCGGCTT
GACACGTGCGACAGGCTACTTTACTAGTATTCGCAGCGGCGGGTCGCGCATTATTACATGTACTGTGC
CGCCATTTGATGACTGGGCTGCTGCAGTATTAGTAGATCTGCCCGGCATCGCCCTTCCATGGGCGCGA
CCCGGGACTGGACCCTCTGACTCTACCTACATGTACCTAGGCCGGGCCGGGCTTGGTGACTTTTGTCC
GATCAGGTCGTTCGCCTGGCTACCTATTATTITCTCTTTCTTCTTCTCCATCCTGCTTCTGGCCTTGCA
ATTCTTCTTCGCCACTCCTCCCTCTTCCCCCCGCGATACCCTTGAATTCGTCAGAGAGGAAAAGACGA
GAAAAAAAAGGGCAGCAGAGACGTCGGTCTGGCTCACGTGCTGCATCTCTGCGCACTCTCATTTTTTIT
TATTGTCCGACCCCTCCCTCAACCTTCTCCTTCGTTGACAGGCTAAGCCTTGCTTCGACGCTCTCTCT
TTGAATTTITTCTACTTCTACCTTCTTTTCTTGCGTGTTACCCACCATAGCTCGATTCACGATGCTCCG
AAGTCGCCAAGTCACAGCCAGGGCCATCCGGGCTCTGEGCCAGGCGCGCGCCTTTACCTCGACGACCA
AGCCTGTCATGATCCAGAGCAGCCAGAGGAAACAGGCCAACGCCAGCGCTGCTCCGTAAGTCGCCCAT
TGCCATTGCATCTTCTGTTTGATATATACTTCCTGCTGCTTGCGTGCGCETCGTCTCTCGGTTATGCGT
GTCAAGGACCAGGTGTGTTCGCATCGTGETTTTCCAGCGCCGATTACCGGGGGACGAATTTTTIGGCTG
CTCAACTCGCGCGCGCGCATTCTGATTCTTCGTTITTCAATCTTGAGCGACAACTGGCTAACATAATGG
CCATTGGCAATTGCTTCACACAGACAAGTCCGCCCTGTACCGAGCCCTGCTTTCAACGCTGAAGACAA
AGACCGCAGCCATGTGCAGCCTCTGGTCAACCCGTCGAAGCCCGACATGGATGAATCGTATGTCCACG
TCCCCTCGTCCCGCCCTACAARATGAACACGATTACACCAGAATTTTTGCAACAATCGACACTTCTAT
AACAGACCAATTGAGCTT
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TGTTCTGACCAATCATGTTGCTCTAGATTCATTGGCAAAACCGGAGGCGAAATCTTCCACGAGATGA
TGCTGCGACAGGGTGTCAAGCACATTTGTAGGTTCCGATCGCCGGCCGCCCACACGGGCTCCATCCTT
GCTCCATCTCTCCAGCTAGGCAAATCTCGCTAACCTTGAGTCACCATCCAGTCGGATACCCTGGCGG
CGCTATCCTCCCCGTCTTCGACGCCATCTACAACTCAAAACACTTCGACTTCATCCTGCCCCGTCAT
GAGCAGGGAGCTGGCCATATGGCCGAGGGCTATGCCCGTGCCTCGGGCAAACCCGGTGTCGTCCTGG
TGACTTCCGGCCCCGGTGCTACCAATGTCATCACGCCCATGCAGGATGCCCTGTCGGACGGAACGCC
CTTGGTCGTCTTCTGCGECCAGGTCCCCACCACGGCCATCGGCAGCGATGACTTCCARGAGGCCGAC
GTCGTGGGCATCTCGCGGGCCTGCACCAAGTGGAACGTCATGGTCAAGAGCGTTGCTGAGCTGCCGC
GGAGAATCAACGAGGCCTTTGAGATTGCCACCAGCGGCCGCCCTGGCCCCGTCCTCGTCGACCTGCC
CAAGGATGTCACGGCTGGTATCCTGAGGAGAGCCATCCCTACGGAGACTGCTCTGCCGTCTCTGCCC
ACGTGCCGCCTCCCGCGCCCCCATGGAGCTGAGCTCCAAGCAGCTCAACGCCTCCATCAAGCGTGCCG
CCGACCTCATCAACATCGCCAAGAAGCCCGTCATCTACGCCGGTCAGGGTGTCATCCAGTCCGAGGG
CGGCGTTGAGCTCCTGAAGCAGCTGGCGGACAAGGCCTCCATCCCCGTCACCACCACCCTCCATGGC
CTGGGTGCCTTTGATGAGCTGGACGAGAAGTCGCTGCACATGCTGGGCATGCACGGCTCGGCGTATG
CCAACATGGCCATGCAGCAGGCCGACCTCATCATCGCCCTCGGCAGCCGATTCGACGACCGTGTTAC
TCTGAATGTCTCCAAATTTGCGCCTGCAGCCAGGCAAGCTGCTGCCGAGGGCCGCGGCGGCATCATT
CACTTTGAGATCATGCCCAAGAACATCAACAAGGTCATCCAGGCGACCGAGGCCGTCGAGGGCGACG
TCGCCACCAACCTGARGCACCTCATTCCCCAGATTGCCGAAAAGTCCATGGCGGACCGAGGAGAGTG
GTTCGGCCTCATCAATGAGTGGAAGAAGAAGTGGCCCCTGTCAAACTACCAGCGCGCGGAGCGGGCT
GGCCTCATCAAGCCGCAGACGGTCATGGAGGAGATTAGCAACCTGACGGCCAACCGAAAGGACAAGA
CGTACATTGCCACGGETGTCGGCCAGCACCAGATGTCGGTTGCCCAGCACTTCCGCTGGAGGCACCC
TCGATCCATGATTACCTCTGCTGGTCTCCCCACCATGGGCTACGGTCTCCCCGCGGCCATTGGCGCC
AAGCTGGCCCAGCCCGACGCTCTCGTAATTGACGTTGATGGCGATGCCTCGTTTAACATGACGCTGA
CGGAGCTGTCGACTGCTGCACAGTTCAACATTGGCGTCAAGGTGGTTGTGCTCAACAACGAGGAGCA
GGGCATGGTGACGCAGTGGCAGAACCTCTTTTACGAGGACCGATATGCCCACACGCACCAGAAGAAC
CCCGACTTCATGAAGCTGGCCGACCGCCATGGGCGTTCAGCACCAGCGCGTGACGGAGCCGGAGAAGC
TGGTCGATGCCCTGACGTGGCTGATCAACACCGATGGCCCEGCCCTGTTGGAGGTTGTCACGGACAA
GAAGGTGCCTGTCCTGCCCATGGTGCCCGCCGGATCGGCCCTGCACGAGTTCCTCGTCTITGARCCT
GGTGAGTCTACTTCAGACATATTGCTTGCGCATTGCAGATACTAACACTCTCACAGARARGGATAAG
CAGCGCCGTGAGCTGATGAAGGAGAGAACAAAGGGTGTGCAC'I‘CC'I‘AAAGCGATGATGTCTGCGAGG
GGTTCTTCCTTGAACCCTAGTTCAGGCACCATCTTACCCTCTTATTTTTTCCCGTGGGCTTTCATTT
TGTGTCATCCGAGCATGACGTTGTAGGG’ITGGAU TTTCTTCCTTTTTATCTTGTCATTTACTGGTAC
CCATAGGCGCGAGACTAGGCTTCCATGTTTTGTTTTGCGACTTTCAAAAAGTACTTTTAGTGGTTTG
GGGCACGACGAGGGGGGGCAACCTCTTCTGTCGAAAAAGGTGGCTGGATGGATGAGATGAGATGAGA
TGAGGGTGAAGATAGATACCTGCAGTGTTTTTGACGCCGACGGGATGGCGATCGC

Fig. 9



	Bibliographic Data
	Description
	Claims
	Drawings

