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METODO E VETOR PARA MANIPULAR O ENVELHECIMENTO DE UMA PLANTA
[001] Refere-se o presente invento a métodos de manipulacdo do envelhecimento em
plantas. O presente invento também se refere a vetores Uteis em tais métodos, as plantas
transformadas com caracteristicas modificadas de envelhecimento e as células, sementes
e outras partes de tais plantas.

[002] O envelhecimento das folhas envolve mudangas metabdlicas e estruturais nas
células antes da morte das mesmas. Também envolve a reciclagem de nutrientes para
regioes de crescimento ativo.

[003] A regulagem do envelhecimento da planta ou de seus 6rgaos por citoquininas
tem conseqliéncias agricolas importantes. Elevados niveis de citoquinina nas folhas
tendem a retardar o envelhecimento. Varios promotores tém sido usados para regular a
expressao do gene ipt, cujo produto (isopenteniltransferase) catalisa uma etapa chave na
sintese da citoquinina. Entretanto, em geral, tem sido relatado que plantas trangénicas
que expressam 0 gene ipt em maior quantidade apresentam um crescimento retardado de
raizes e de brotos, nenhuma formacao de raizes, dominio apical reduzido, e area de
folhagem reduzida.

[004] Consiste um objetivo do presente invento superar, ou pelo menos aliviar, uma
ou mais das dificuldades ou deficiéncias associadas com o estado da técnica.

[005] Em um aspecto, o presente invento prové um método de manipulacao do
envelhecimento numa planta, dito método incluindo introduzir em dita planta uma
construgdo genética incluindo um promotor do gene myb, ou um fragmento
funcionalmente ativo ou uma variante deste, operacionalmente ligado a um gene que
codifica uma enzima envolvida na biossintese de uma citoquinina, ou um fragmento
funcionalmente ativo ou variante deste.

[006] A manipulacdo do envelhecimento refere-se a planta e/ou a érgaos especificos
da planta. Pode ser manipulado o envelhecimento de drgaos diferentes da planta, tais
como folhas, raizes, brotos, talos, tubérculos, flores, estolhos e frutos. A manipulacdao do
envelhecimento da planta ou do envelhecimento de 6rgdos da planta pode ter

conseqliéncias agricolas importantes, tais como o maior tempo de prateleira de, p.ex.,
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reduzida da safra horticultural, fixacdo aumentada de carbono nas folhas com
envelhecimento retardado levando a rendimentos melhorados, producdao melhorada de
biomassa em plantas de forragem, producao melhorada de sementes, etc.

[007] "Manipular o envelhecimento" geralmente se refere a retardar o envelhecimento
na planta transformada com relacdéo a uma planta de controle nao transformada.
Entretanto, para algumas aplicacbes pode ser desejavel promover ou de outra forma
modificar o envelhecimento na planta. O envelhecimento pode ser promovido, ou de outra
forma modificado, por exemplo, pela utilizacdo de um gene antisenso.

[008] Uma quantidade efetiva de dita construcdo genética pode ser introduzida em
dita planta, por qualquer técnica adequada, por exemplo por transducdo, transfeccdao ou
transformacao. Por "quantidade efetiva" entende-se uma quantidade suficiente para
resultar num trago fenotipico identificdvel em dita planta, ou numa planta, semente de
planta ou outra parte de planta derivada dela. Tais quantidades podem ser prontamente
determinadas por um técnico da area, levando-se em conta o tipo de planta, a rota de
administracdao e outros fatores relevantes. Tal pessoa seria prontamente capaz de
determinar uma quantidade adequada e o método de administracdo. Vide, p.ex., Maniatis
et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring
Harbor, cuja descricdo completa é aqui incorporada por referéncia.

[009] O promotor do gene myb pode ser de qualquer tipo adequado.
Preferencialmente, o promotor do gene myb é um promotor do gene myb32.
Preferencialmente, o promotor do gene myb é proveniente de Arabidopsis, mais
preferencialmente Arabidopsis thaliana. Mais preferencialmente, o promotor do gene myb
inclui uma seqiiéncia de nucleotideos escolhida dentre o grupo que consiste da seqiiéncia
mostrada na Figura 1 (Sequence ID No: 1) e fragmentos funcionalmente ativos e variantes
desta.

[010] Um promotor adequado é descrito em Li et al., Cloning of three MYB-like genes
from Arabidopsis (PGR99-138), Plant Physiology 121:313 (1999), cuja descricao completa
¢ aqui incorporada por referéncia.

[011] Por "funcionalmente ativo" entende-se que o fragmento ou variante (tais como
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pelo método de acordo com o presente invento. Tais variantes incluem os variantes
alélicos de ocorréncia natural e os variantes de ocorréncia ndo natural. Adicdes, remocoes,
substituicGes e derivagdes de um ou mais dos nucleotideos estdo contempladas enquanto
as modificagdes nao resultarem em perda de atividade funcional do fragmento ou
variante. Preferencialmente, o fragmento ou variante funcionalmente ativo tem pelo
menos aproximadamente 80% de identidade com a parte relevante da seqiiéncia
mencionada acima, mais preferencialmente pelo menos aproximadamente 90% de
identidade, mais preferencialmente pelo menos 95% de identidade. Preferencialmente, o
fragmento tem um tamanho de pelo menos 10 nucleotideos, mais preferencialmente de 15
nucleotideos, mais preferencialmente de pelo menos 20 nucleotideos.

[012] O gene que codifica uma enzima envolvida na biossintese de uma citoquinina
pode ser de qualquer tipo adequado. Preferencialmente, o gene é um gene isopentenil
transferase (ipt). Preferencialmente, o gene é de Agrobacterium, mais preferencialmente
de Agrobacterium tumefaciens. Mais preferencialmente, o gene inclui uma seqiiéncia de
nucleotideos escolhida dentre o grupo que consiste da seqiiéncia mostrada na Figura 2
(Sequence ID No: 2) e fragmentos funcionalmente ativos e variantes desta.

[013] Por "funcionalmente ativo" entende-se que o fragmento ou variante (tais como
um analogo, derivado ou mutante) é capaz de manipular o envelhecimento em uma planta
pelo método de acordo com o presente invento. Tais variantes incluem os variantes
alélicos de ocorréncia natural e os variantes de ocorréncia nao natural. Adigdes, remogdes,
substituicdes e derivagdes de um ou mais dos nucleotideos estdo contempladas enquanto
as modificagdes nao resultarem em perda de atividade funcional do fragmento ou
variante. Preferencialmente, o fragmento ou variante funcionalmente ativo tem pelo
menos aproximadamente 80% de identidade com a parte relevante da seqliéncia
mencionada acima, mais preferencialmente pelo menos aproximadamente 90% de
identidade, mais preferencialmente pelo menos 95% de identidade. Tais variantes e
fragmentos funcionalmente ativos incluem, por exemplo, aqueles que tém mudancas no
acido nucléico que resultam em substituicdes conservativas de aminoacidos de um ou

mais residuos na correspondente seqiiéncia de aminodcidos. Preferencialmente, o
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menos 15 nucleotideos, mais preferencialmente de pelo menos 20 nucleotideos.

[014] A construcdo genética pode ser introduzida na planta por meio de qualquer
técnica adequada. As técnicas para incorporar as construcbes genéticas do presente
invento nas células das plantas (por exemplo por transducdo, transfeccdo ou
transformagdo) sao bem conhecidas dos técnicos da area. Tais técnicas incluem a
introducao mediada por Agrobacterium, eletroporacao em tecidos, células e protoplastos,
fusdo de protoplasto, injecdo em 6rgaos reprodutivos, injecao em embrides imaturos e
introducdo de projéteis de alta velocidade em células, tecidos, calos, embrides maduros e
imaturos, e combinacdes destes. A escolha da técnica dependera em grande parte do tipo
de planta a ser transformada, e pode ser prontamente determinada por um técnico da
area.

[015] As células que incorporam a construcao genética do presente invento podem
ser escolhidas, como descrito abaixo, e entdo cultivadas num meio apropriado para
regenerar plantas transformadas, usando-se as técnicas bem conhecidas do estado da
técnica. As condigOes de cultura, tais como temperatura, pH e similares ficarao claras para
um técnico da area. As plantas resultantes podem ser reproduzidas, seja sexuadamente
ou assexuadamente, usando métodos bem conhecidos do estado da técnica, para produzir
geracoes sucessivas de plantas transformadas.

[016] O método de acordo com o presente invento pode ser aplicado a uma
variedade de plantas, incluindo monocotiledoneas [tais como gramas (pasto e gramado),
milho, aveia, trigo e cevada], dicotiledoneas [tais como Arabidopsis, tabaco, trevos (p.ex.
trevo branco, trevo vermelho, trevo subterraneo), alfafa, canola, brassicaceas, alface,
espinafre] e gimnospermas.

[017] Num segundo aspecto do presente invento é provido um vetor capaz de
manipular o envelhecimento numa planta, dito vetor incluindo um promotor do gene myb,
ou um fragmento funcionalmente ativo ou variante deste, ligado operacionalmente a um
gene que codifica uma enzima envolvida na biossintese de uma citoquinina, ou um
fragmento funcionalmente ativo ou uma variante deste.

[018] Numa forma preferida de realizacao deste aspecto do presente invento, o vetor
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operacionalmente ligados.

[019] Por "operacionalmente ligados" entende-se que dito promotor é capaz de
causar a expressao de dito gene numa célula da planta e dito terminador é capaz de
terminar a expressdao de dito gene numa célula da planta. Preferencialmente, dito
promotor esta a montante de dito gene e dito terminador esta a jusante de dito gene.
[020] O vetor pode ser de qualquer tipo adequado e pode ser viral ou nao-viral. O
vetor pode ser um vetor de expressdao. Tais vetores incluem seqiiéncias de acidos
nucléicos cromossomais, nao cromossomais e sintéticas, p.ex. derivadas de virus de
plantas; plasmideos bacteriais; derivados do plasmideo Ti da Agrobacterium tumefaciens;
derivados do plasmideo Ri da Agrobacterium rhizogenes, fagos de DNA; cromossomos
artificiais de levedura; cromossomos bacteriais artificiais; cromossomos bacteriais
artificiais binarios; vetores derivados de combinagdes de plasmideos e fagos de DNA.
Entretanto, qualquer outro vetor pode ser usado enquanto for replicavel ou integrativo ou
viavel na célula da planta.

[021] O promotor, o gene e o terminador podem ser de qualquer tipo adequado e
podem ser enddgenos a célula da planta alvo ou podem ser exdgenos, desde que sejam
funcionais na célula da planta alvo.

[022] Uma variedade de terminadores que podem ser empregados nos vetores do
presente invento é também conhecida dos técnicos da area. O terminador pode ser do
mesmo gene da seqiiéncia do promotor ou um gene diferente. Sdo terminadores
particularmente adequados os sinais de poliadenilagdo, tais como o CaMV 35S polyA e
outros terminadores dos genes nopalina sintase (nos) e octopina sintase (ocs).

[023] O vetor, em adicao ao promotor, o gene e o terminador, podem incluir
elementos adicionais necessarios para a expressao do gene, em combinacdes diferentes,
por exemplo a dorsal, origem ou replicagdo (ori) do vetor, multiplos sitios de clonagem,
seqiiéncias espacadoras, intensificadores, introns (tais como o intron de milho Ubiquitin
Ubi), genes de resisténcia a antibidticos e outros genes marcadores [tais como o gene
neomicina fosfotransferase (nptll), o gene higromicina fosfotransferase (hph), o gene

fosfinotricina acetiltransferase (bar ou pat)] e os genes "reporter" [tais como 0 gene
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ribossomo para o inicio da translacdo. O vetor também pode incluir seqiiéncias
apropriadas para amplificar a expressao.
[024] Como uma alternativa ao uso de um gene marcador para prover um traco
fenotipico para selecdo de células de hospedeiro transformadas, a presenca do vetor nas
células transformadas pode ser determinada por meio de outras técnicas bem conhecidas
do estado da técnica, tais como PCR (reacao em cadeia de polimerase), andlise de
hibridizacdo "Southern blot", ensaios histoquimicos (p.ex. ensaios GUS), cromatografia de
camada delgada (TLC), analises de hibridizacdo "northern blot" e "western blot".
[025] Os técnicos da area notardo que os varios componentes do vetor estdo
operacionalmente ligados, para resultar na expressdao de dito gene. Também sdo bem
conhecidas dos técnicos da area as técnicas para ligar operacionalmente os componentes
do vetor do presente invento.
[026] Num outro aspecto do presente invento, é provida uma célula de planta, planta,
semente de planta ou outra parte de planta, transgénica, com caracteristicas de
envelhecimento modificadas. Preferencialmente, célula de planta, planta, semente de
planta ou outra parte de planta, transgénica é produzida por um método de acordo com o
presente invento.
[027] O presente invento também prove uma planta, semente de planta ou outra
parte de planta, derivada de uma célula de planta de acordo com o presente invento.
[028] O presente invento também prove uma planta, semente de planta ou outra
parte de planta, derivada de uma planta de acordo com o presente invento.
[029] O presente invento sera agora mais completamente descrito com referéncia aos
exemplos e desenhos anexos. Deve ser entendido, entretanto, que a seguinte descricao é
apenas ilustrativa e nao deve ser tomada de forma alguma como uma restricdo da
generalidade do invento descrito acima.
[030] Nas figuras:
- a fig. 1 mostra a seqiiéncia de nucleotideos do promotor a partir do gene myb32
(atmyb32) da Arabidopsis thaliana (ID no. 1) ;

- a fig. 2 mostra a seqiiéncia de nucleotideos do gene isopentenil transferase (ipt) do

Narnhactoaririrm trimafacianc (TD na D)
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- a fig. 3 mostra a analise PCR e "Southern" de plantas transgénicas atmyb32::ipt trevo
branco ( 7rifolium repens).
a)a regiao T-DNA de patmyb32::ipt mostrando sitios de restricdo de enzima e a
localizacdo das sondas usadas para a analise de hibridizagao "Southern".
b) gel de agarose 1% marcado por brometo de etidio dos produtos amplificados por
PCR 599 bp nptll e 583 bp ipt.
c) hibridizagdo "Southern blot" com DNA gendmico total digerido por Hindll isolado de
plantas trevo branco PCR positivas hibridizadas com a sonda ipt.
d) hibridizacdao "Southern blot" com DNA genomico total digerido por Hindlll isolado de
plantas trevo branco PCR positivas hibridizadas com a sonda nptll.
Raias 1-2: dois regenerantes independentes cultivados em Haifa resistentes a
canamicina, codigo: Hmi01, Hmi08, respectivamente;
Raias 3-12: doze regenerantes independentes cultivados em irrigacdao resistentes a
canamicina, codigo: Imi06, Imi07, Imi08, Imi09, Imi10, Imill, Imi12, Imil4, Imil6,
Imi18, respectivamente;
Raia C: trevo branco nao transformado;
Raia P: plasmideo de controle positivo patmyb32ipt.
- a fig. 4 mostra a andlise RT-PCR da expressao de ipt mRNA em plantas transgénicas
trevo branco (7. repens) atmyb32::ipt.
As raias 1-11 sdo amostras de 11 linhas transgénicas independentes com cddigos de
planta correspondentes como na fig. 4.8;
Raia C: planta ndo transformada de controle;
Raia P: plasmideo como controle positivo.
O RNA total foi isolado dos tecidos das folhas. O RNA total (13 ng) foi usado para cada
reagao de transcricao reversa e 1/5 do produto da RT foi amplificado por PCR. Os
produtos de DNA no gel a direita foram amplificados por 2 x 30 ciclos de PCR intensiva.
Nenhuma transcriptase reversa foi adicionada a reacao RT-PCR correspondente
carregada nas raias alternadas.

- a fig. 5 mostra um bioensaio de envelhecimento de folhas excisadas de plantas

FrancAaAanirac frava bhranca (77 ronenad atmvh?22:sint DPeala mennce 20 falhac faram
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recolhidas de cada linhagem a partir de posicdes similares no estolho das linhagens de

plantas.

A. o nimero de folhas amarelando como uma fragcao do nimero de folhas excisadas.

B. aparéncia tipica de folhas mantidas em agua sob luz por duas semanas. Chave para
as linhagens das plantas: HC, IC e Hmb, Img, nao-trasformada e plantas
transgénicas atmyb32::gusA (cultivadas em Haifa e Irrigacao), respectivamente; 01 e
08, linhas transgénicas atmyb32::ipt Haifa Hmi01 e Hmi08, respectivamente; 11, 12,
16 e 18, linhas transgénicas atmyb32::ipt Irrigacdo Imill, Imi12, Imil6 e Imil8,
respectivamente.

- a fig. 6 mostra A) morfologia geral da planta, B) desenvolvimento normal dos brotos, e
C) desenvolvimento normal da raiz em plantas transgénicas atmyb32::ipt trevo branco
(7 repens) (direita) comparado com plantas de controle (esquerda).

Exemplos
Exemplo 1
Producao de plantas transgénicas atmyb32::ipt
[031] Plantas transgénicas trevo branco (7nifolium repens cultivada em haifa e
irrigacao) foram produzida por transformacao mediada por Agrobacterium usando um
vetor bindrio carregando o gene quimérico atmyb32::ipt (fig. 3a). As plantas transgénicas
foram analisadas por PCR usando sondas ipt e nptll (fig. 3b) Amostras de DNA gendmico
digeridas por Hindlll, submetidas a analise de hibridizagdao de DNA "Southern" mostraram
que foram detectados fragmentos de DNA maiores que 4,4 kb em todas as raias por
ambas as sondas ipt e nptll, demonstrando a presenca e integracao do T-DNA no genoma

do trevo branco (fig. 3). As linhas transgénicas Hmi01, Imi06, Imi1l e Imi18 (raias 1, 3, 5,

8 e 12, respectivamente) pareciam ter uma Unica copia do T-DNA integrado no genoma.

Outras linhas tinham multiplas cdpias do transgene atmyb32::ipt.

Exemplo 2
Expressao do gene atmyb32::ipt em plantas transgénicas
[032] A expressao do transgene atmyb32::ipt em plantas transgénicas trevo branco

(7. repens) foi avaliada por RT-PCR. O mRNA ipt foi detectado nos tecidos das folhas de
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de produtos PCR detectados (fig. 4).

Exemplo 3

Envelhecimento retardado de folhas destacadas de plantas transgénicas
atmyb32::ipt

[033] Foram realizados experimentos para avaliar o envelhecimento retardado de
folhas destacadas de plantas transgénicas atmyb32::ipt. Foi observado um rapido
amarelamento nas folhas de plantas trevo branco ndo transformadas e transgénica
atmyb32::gusA em ambos os cultivares dentro de uma semana. As linhagens transgénicas
Hmi01, Hmi08, Imi1l6 e Imil8 mostraram envelhecimento retardado, enquanto que as
linhagens Imill e Imi12 ndo mostraram sinal de amarelamento ao fim dos 7 dias. Apos
duas semanas, as folhas de todas as plantas transgénicas atmyb32::ipt estavam muito
mais verdes que aquelas das plantas ndo trasnformadas e das plantas transgénicas de
controle atmyb32::gusA (fig. 5). O grau de envelhecimento nas folhas cortadas foi, na
ordem, HC, Hmg > Hmi0O1 > HmIi08 para o cultivo em haifa, e IC e Img > Imil6 > Imil8
> Imill e Imil2, para cultivo em irrigagao. HC é controle nao transformado cultivado em
haifa, Hmg é controle atmyb32::gusA cultivado em haifa, IC é controle ndo transformado
cultivado em irrigacdo, Img é controle atmyb32::gusA cultivado em irrigacao. HmiO1,
Hmi08, Imi16, Imi18, Imill e Imil2 sdo plantas transgénicas atmyb32::ipt trevo branco
independentes a partir dos cultivares haifa (H) e irrigacao (I), respectivamente.

Exemplo 4

Morfologia normal da planta e desenvolvimento normal da raiz em plantas
transgénicas atmyb32::ipt

[034] A morfologia normal das plantas, bem como o desenvolvimento normal dos
brotos e raizes foram observados nas plantas transgénicas trevo branco atmyb32::ipt (fig.
6), indicando assim que a expressao regulada do gene ipt sob controle do promotor
atmyb32 ndo afeta negativamente nem a raiz nem a dominancia apical das plantas
transgénicas trevo branco (Tabela 1).

Tabela 1

Transformante Cultivar Construcao | Copia ipt No. Fendétipo
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Hmio1 Haifa atmyb32::ipt 1 Normal
HmIi08 Haifa atmyb32::ipt >3 Normal
Imi06 Irrigacao atmyb32::ipt 1 Normal
Imi07 Irrigacao atmyb32::ipt 3 Normal
Imi09 Irrigacao atmyb32::ipt >3 Normal
Imil0 Irrigacao atmyb32::ipt >3 Normal
Imill Irrigacao atmyb32::ipt 1 Normal
Imi12 Irrigagao atmyb32::ipt 2 Normal
Imilé Irrigacao atmyb32::ipt 2 Normal
Imi18 Irrigacao atmyb32::ipt 1 Normal
[035] Foi observada uma morfologia normal de planta e raizes normais em 10

linhagens de plantas transgénicas trevo branco atmyb32::ipt independentes analisadas. E
mostrado o numero de copias estimado do gene ipt nas 10 linhagens de plantas
transgénicas trevo branco atmyb32::ipt independentes.

[036] Deve ser entendido que o invento descrito e definido na presente especificacao
se estende a todas as combinacOes alternativas de duas ou mais das caracteristicas
individuais mencionadas ou evidentes a partir do texto ou dos desenhos. Todas essas
combinagdes diferentes constituem varios aspectos alternativos do presente invento.

[037] Finalmente, deve ser entendido que podem ser feitas varias alteracoes,
modificacdes e/ou adicdes sem com isso fugir ao espirito do presente invento como foi
descrito aqui.

[038] Também deve ser entendido que o termo "compreende" (ou suas variagoes
gramaticais), como usado nesta especificacdo, é equivalente ao termo "inclui" e nao deve
ser tomado como excludente da presenca de outros elementos ou caracteristicas.

[039] Os documentos citados nesta especificacdo sdo apenas para fins de referéncia
e sua inclusdao nao é um reconhecimento de que eles formam parte do conhecimento geral

comum na técnica relevante.
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Reivindicacoes

1. Método para manipular o envelhecimento de uma planta, caracterizado
por dito método compreender introduzir em dita planta uma construcao genética que
compreende o promotor do gene myb da Arabidopsis de SEQ ID NO:1, operacionalmente
ligado a um gene isopentenil transferase (ipt) de SEQ ID NO: 2.

2. Método, conforme reivindicacdo 1, caracterizado por dita construgao
genética ser introduzida em dita planta por transducao, transfeccao ou transformacao de
células da planta.

3. Método, conforme reivindicacao 1, caracterizado por as células da planta
que incorporam a construcao genética serem escolhidas e entdo cultivadas para regenerar
plantas transformadas.

4. Vetor capaz de manipular o envelhecimento de uma planta, caracterizado
por o promotor do gene myb da Arabidopsis de SEQ ID NO:1, operacionalmente ligado ao
gene isopentenil transferase (ipt) de SEQ ID NO:2.

5. Vetor, conforme reivindicacao 4, caracterizado por incluir adicionalmente

um terminador; dito promotor, gene e terminador sendo operacionalmente ligados.
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tctttatact
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ctatttactt
atttattatt
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tacttaaata
atattgatca
tatggtttca
tgaaaaaacc
aatgttgcag
aaagaaaaaa
tctagaaaca
tttctcaaac

a

gatttgaata
ctatggcaaa

cgttgcagta

taatgtaaat:

tgcgataaaa
aactaaaata
taatatgatt
cagtttctat
cacctacaac
ataaaagcca
tttctagttt
gagaacggag
aattaggctt

catctctcca
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ggatcctgtt
aacaacgaac

agtgcgccat
ggcactgtta

aagtaaataa
aattaagtca
aatatctcac
gaaaaacgtc
tttgacttag
cactttgttg
tgaatttcaa
gtttgtattc
gcacaggaaa
cgcttgatcecg
aagaactgaa

tcgcagccaa

gcgggcttatv

attggagtgc
téatgaaagc
ttattcaag;
tcgatggata
tattgcagcect
tcatccatge
gattcgaagg
ttcatctgga
aatacttccg
cacgaaagta
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acaagtattg
gtaatggcgt
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cgggtacctt
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caagttttat
aaaaaatgta

tttataatta
gaaattttgt

tgttaaaaaa
tctcecttat
taatgatgta
atgattatat
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tgcettttgg
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tgtcctcaac
cgtctctace
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agagttaagc
ctttggaatg
atgttgtttg
atggaaggta
gaacagaaat
ggaatgtatt
gtaattgttt
gtgtcttcaa
ttttaaaatt
gﬁgttatgta
tatagcéctt
ttccattatt
ﬁgcgggcagt
cggccaagct

ggttggettg
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X

aaattgcata
tgttatatta

aaaaatattt
tgattttttt

ttgcaatcat
tttaacgact
atcagaactg
tcctctgecat
aattgctttce
gatacggtaa
tgataacaca
tggacctgca
ttgcccageca
tatcaaccgg
ttgatgatcg
tcgagéaggt

cgttgctcaa
ttcgccacaa

agatgttgca
aacctcecggct
ctﬁgccagaa
agttgaftaa
tqccccaagt
aggttacgcec
ttggctttgt
actttatgcet
tcgatgtata
taatttgtct
ttatgaaata
ttgégcaaca
gécttcégtt
cagctgtttc
taccatgtct
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ttaatgcaat
tttatattta

actgtcacat
acaataacaa

atgtgcctaa
cacctaatca
aatagtacaa
tgccaattta
aaggagacag
agccagttgce
attctctaat
tctaattttce
gacagggctt
aagcggacga
gcgtctggtg
gtataatcat

ctgcatggcg
gttacccgac

ccccgectgcea
gaggcccatt
ccagatcacg
tgggatcget
taacgcagcc
agccctgcecgt
cctgttgtgg
ggtgaacaag
atgtggctat
aaatgtttaa
taaatacatc
agtcacggat
ttcctattaa
ttttcttgaa
ttctcatggce

cttgattttt
attatattgg

tgactgagat
taattgcagg

ctatagggac
agtattacaa
gtaaaacgtg
ttcagcttta
ccatgcccca
acttcaataa
ataaaaatca
ggtccaactt
ccagtccttt
ccaacagtgg
gagggtatca
gaggccaacg

cgaaacagct
caagagacct

ggccattcta
ctgaaagaga
gcagatatge
caggagtaft
gctttcgacg
cgcacctgtc
cagggcggca
tcttagtttce
aattgtaaaa
tatatatcat
attacaagtt
attégtgaaa
tatttagttt
acgatggatc

aaagatgatc
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