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(57) Resumo: COMPOSICOES E METODOS PARA DIRECIONAR A
EXPBESSAO DE GENES USANDO O PROMOTOR DO GENE DA
FAMILIA DAS PEROXIDASES DE PLANTAS DE CAFE. A presente
invengdo compreende a descrigio de uma nova seqUéncia regulatéria
provida para direcionar a expressido de uma seqUéncia de nucleotideo,
tal como genes estruturais, em raizes de plantas, incluindo
monocotiledéneas e dicotiledoneas. Mais especificamente a invencéo
refere-se a seqUéncias regulatérias de polinucleotideos isoladas de
plantas de café que sdo capazes de iniciar e acionar a transcrigdo de
polinucleotideos, e ao uso destas seqUéncias regulatérias no
direcionamento de transcrigdo de polinucleotideos endégenos e/ou
heterélogos para tecidos radiculares e producéo de polipeptideos. A
invengéo descreve ainda construgdes de DNA que contém o promotor de
um gene que codifica uma proteina da familia das peroxidases de
plantas de café que esti operacionalmente ligado a um gene heterélogo
e/ou enddgeno. Além disso, a invencdo diz respeito ao uso destas
construgdes na forma de vetores de expresséo, vetores recombinantes e
em plantas, células vegetais ou protoplastos transgénicos. A invengdo
ainda descreve um método utilizando tais construcdes contendo o
promotor de um gene que codifica uma proteina da familia das
peroxidases de plantas de café para produgdo de plantas, células
vegetais ou protoplastos transgénicos.
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COMPOSICOES E METODOS PARA DIRECIONAR A EXPRESSAO DE
GENES USANDO O PROMOTOR DO GENE DA FAMILIA DAS
PEROXIDASES DE PLANTAS DE CAFE

CAMPO DA INVENCAO

A presente invengdo esta relacionada a um novo promotor para expressao
especifica de genes em raizes de plantas. Mais especificamente a invengédo refere-se a
seqiiéncias regulatorias de polinucleotideos isoladas de plantas de café que sdo capazes
de iniciar e acionar a transcri¢io de polinucleotideos, e ao uso destas seqiiéncias
regulatérias na modificagdo de transcri¢do de polinucleotideos enddgenos e/ou
heterélogos e produgio de polipeptideos no tecido radicular. A invengéo descreve ainda
construgdes de DNA que contém o promotor de um gene da familia das peroxidases de
plantas de café que estd operacionalmente ligado a um gene heterélogo e/ou enddgeno.
Além disso, a invengdo diz respeito ao uso destas construgdes na forma de vetores de
expressdo, vetores recombinantes e em plantas, células vegetais ou protoplastos
transgénicos. A invengdo ainda descreve um método utilizando tais construgdes
contendo o promotor do gene da familia das peroxidases de plantas de café para

produgo de plantas, células vegetais ou protoplastos transgénicos.

FUNDAMENTOS DA INVENCAO

A cafeicultura desempenha atualmente um importante papel na economia
nacional gerando divisas na ordem de 2 bilhdes de ddlares anuais com 26 milhdes de
sacas exportadas ao ano (Companhia Nacional do Abastecimento — Conab). Com um
mercado ainda em expanséo, o agronegocio do café gera, em todo mundo, recursos na
ordem de 91 bilhdes de dolares ao comercializar em média 115 milhdes de sacas. O
Brasil ocupa uma posi¢do dominante no mercado internacional, se destacando como
maior produtor (contribuigdo de 30% da produgdo mundial nas ultimas safras) e
exportador mundial de café, com participagdo média de 25%. O agronegécio do café

representa mais de 2,5 % do valor total das exportagdes brasileiras além de gerar oito
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milhdes de empregos diretos e indiretos, destacando-se como o setor que mais emprega
no Brasil. Apesar do 6timo desempenho, a expansdo da produgdo de café no Brasil ¢
limitada, dentre outros fatores, por pragas e doengas que atacam a cultura. Dentre as
principais pragas do café, destaca-se, afetando as raizes, os nematoides do género
Meloidogyne sp.

A crescente demanda mundial por alimentos de melhor qualidade,
principalmente livres de defensivos agricolas, tem promovido um avango significativo
em diversas areas da produgdo vegetal. Dentre estas se destaca o melhoramento genético
vegetal.

O melhoramento genético de plantas visando melhorias agrondmicas vem sendo
realizado pelo homem h4 milhares de anos utilizando-se de procedimentos cléssicos,
funcionais, de cruzamentos controlados entre espécies. Entretanto com o advento da
biologia molecular nos ultimos anos, somado ao desenvolvimento de técnicas
biotecnoldgicas avangadas, o melhoramento genético de plantas via engenharia genética
tornou-se uma ferramenta importante na obtencio de plantas genotipicamente superiores
em um curto espaco de tempo, sendo, portanto de grande interesse para o setor agricola.

Métodos avangados de melhoramento genético vegetal tém se destacado
principalmente devido a possibilidade de obtengdo de resultados uniformes e
direcionados para caracteristicas desejaveis. Dentre 0s inGmeros métodos
biotecnologicos mundialmente utilizados para o melhoramento, destaca-se como um dos
mais importantes, a produgdo de plantas geneticamente modificadas. A transgenia tem
permitido o melhoramento de gen6tipos previamente selecionados por métodos
convencionais através da introdugio de um ou poucos genes que, em muitos casos, sdo
encontrados em espécies distantes e que ndo poderiam ser transferidos via
recombinacdo, 0 que acontece obrigatoriamente entre individuos sexualmente
compativeis. Por outro lado, se fossem assim transferidos levar-se-ia anos para obtengdo
do gendtipo desejado. Em se tratando de melhoramento de espécies perenes, mais
precisamente da espécie Coffea arabica, pode-se esperar um minimo de 25 anos entre as
primeiras hibridagdes até a obtengéo de novos cultivares.

O melhoramento de espécies perenes através da obtencdo de organismos

geneticamente modificados tem sido apontado como uma alternativa ao melhoramento
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classico. Nesse contexto, a introdugdo via transgenia de caracteristicas desejaveis como
a resisténcia a fatores bidticos e abidticos tende a ser facilitada, uma vez que um grande
ntimero de genes induzidos por tais fatores em diferentes espécies tem sido identificado
e caracterizado. Muitos destes genes tém sido identificados em projetos onde genomas
inteiros foram seqiienciados, como nos casos de Arabidopsis thaliana e do arroz, ou em
projetos nos quais foram seqiienciados milhares de cDNAs oriundos de bibliotecas
construidas a partir de diferentes tecidos ¢ em diferentes condigdes de estresse, também
conhecidos como projetos ESTs (expressed sequence tags). Como exemplo do ultimo
caso, na area vegetal, destaca-se o projeto Genoma Café.

Os projetos de seqiienciamento acima citados s&o de suma importéncia,
entretanto sabe-se que a simples identificagdo de um gene ndo ¢ garantia unica para a
sua utilizagdo na obten¢do de transgénicos. A produgdo eficiente de uma proteina
heterloga em uma planta depende, por exemplo, da obtengdo de altos niveis de
transcri¢do do gene introduzido e para tal, promotores altamente ativos sdo necessarios.

A expressio de um gene ¢ regulada, em parte, pelos processos celulares
envolvidos na transcri¢io. Durante a transcrigdo, um RNA de filamento unico,
complementar & seqiiéncia de DNA a ser transcrita € formado pela ag¢@o de polimerases
de RNA e fatores de transcrigdo. A iniciagio da transcrigio em células eucarioticas ¢
regulada por interagdes complexas entre motivos de DNA cis-atuantes, localizados
dentro do gene a ser transcrito, e fatores protéicos frans-atuantes. Dentre as regides
regulatorias cis-atuantes estdo as seqiiéncias de DNA, chamadas promotores, as quais a
RNA polimerase é primeiramente ligada, direta- ou indiretamente. Para efeitos da
presente invengdo, o termo “promotor” se refere a seqiiéncias especificas de DNA,
usualmente localizadas 4 montante (5°) da regido codificadora de um gene, que controla
a expressio desta regifo codificadora devido a sua capacidade de prover um sitio de
reconhecimento para a RNA polimerase e/ou outros fatores necessarios para o inicio da
transcrigdo, e para que esta se inicie no local correto do gene.

Tipicamente, um promotor possui um “TATA box” e uma regido de ativagdo a
montante. Este “TATA box” é o responsavel pela localizagdo do sitio de inicio da
transcrigdo, aproximadamente 25 pares de bases na dire¢do do inicio da seqiiéncia

codificadora do gene (3°).
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Existem dois tipos bésicos de promotores, os induziveis e 0s ndo induzives,
também chamados constitutivos. Os promotores constitutivos sdo capazes de dirigir a
expressdo de seqiiéncias de DNA durante todo o desenvolvimento de uma planta, além
de nZo possuir uma especificidade quanto ao local de expressao desta seqiiéncia, sendo
esta, entdo, expressa em uma grande variedade de células e tecidos. Apesar disso, 0
termo “constitutivo” nfio implica que a seqiiéncia € expressa nos mesmos niveis em
todas as células vegetais. O promotor induzivel, por sua vez, ¢ um promotor capaz de
ativar (direta ou indiretamente) a transcrigdo de uma ou mais seqiiéncias de DNA, ou
genes, em resposta a um determinado indutor. Na falta deste indutor, as seqiiéncias de
DNA ou genes ndo serdo transcritos. O indutor pode ser um componente quimico
(descrito, por exemplo, no documento de patente W09519443), um estresse de origem
fisiologica (como no caso de ferimentos, que € descrito, por exemplo, no documento de
patente US6677505), ou um composto endogeno gerado em resposta a mudancas no
desenvolvimento da planta.

Os promotores constituem, portanto, uma ferramenta chave em processos
biotecnoldgicos a fim de garantir que a expressdo de um gene de interesse seja efetiva e
regulada espacial e temporalmente. Dentre os promotores usualmente empregados na
produgdo de plantas geneticamente modificadas destacam-se 0 promotor 35S do Virus
do Mosaico da Couve Flor (CaMV 35S), os promotores dos genes da nopalina e
octopina de Agrobacterium tumefaciens e o promotor do gene que codifica a ubiquitina
de milho. Apesar dos grandes avangos obtidos com o emprego desses promotores, 0s
padrdes de expressdo dos transgenes submetidos & regulagdo dos mesmos sdo variados €
baixos em alguns casos, ndo havendo garantia de expresséo no orgdo/tecido adequado.
O uso de promotores ubiquos como os citados, determina a expresséo do produto génico
em todos os orgios da planta, o que nem sempre € desejavel. Tal caracteristica,
desnecessaria e indesejavel em plantas geneticamente modificadas destinadas a
alimentacdo humana, tende a diminuir a aceitagdo do produto final, ou a de seus
derivados, pelos consumidores resultando em resisténcia aos produtos geneticamente
modificados. Nesse caso, promotores tecido-especificos, que garantam uma regulagdo
espacial do transgene, seriam de grande importdncia e varios estudos estdo sendo

empreendidos com esse proposito.
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Existem intmeros promotores tecido-especificos descritos para plantas, como €
o caso daqueles que apresentam expressdo especifica em semente (W08903887),
tubérculo (como mencionado no pedido de patente US20030175783, Keil et al., 1989
EMBO J. 8: 1323:1330), folhas (como mencionado no pedido de patente
US20030175783, Hudspeth et al., 1989, Plant Mol Biol 12:579-589), fruta (Edwards
and Coruzzi, 1990, Annu.Rev.Genet. 24: 275-303 e US5753475), caule (como
mencionado no pedido de patente US20030175783, Keller et al., 1988, EMBO J. 7:
3625-3633), tecidos vasculares (como mencionado no pedido de patente
US20030175783, Peleman et al., 1989, Gene 84: 359-369 e Schmiilling et al., 1989,
Plant Cell 1: 665-670), raiz (US20060143735 e como mencionado no pedido de patente
US20030175783, Keller ‘et al., 1989 Genes Devel. 3:1639-1646), estames
(W08910396, W09213956) e promotores especificos da zona de deiscéncia
(WO9713865) e meristema (Ito et al., 1994, Plant Molecular Biology, 24: 863-878).

Dentre os estudos conduzidos com promotores especificos de tecido radicular
podemos citar o realizado por Mazarei et al. (Mazarei, M., Lennon, K.A., Puthoff, D.P.,
Rodermel, S.R. and Baum, T.J. 2004. Homologous soybean and Arabidopsis genes
share responsiveness to cyst nematode infection. Mol. Plant Pathology, 5: 409 -423) que
isolaram em soja, um promotor raiz-especifico induzido pelo nematdide cistico
Heterodera glycines. Promotores com tais caracteristicas permitem o correto
direcionamento da expressio dos genes de interesse, evitando principalmente os efeitos
indesejaveis derivados da expressdo constitutiva na planta como mencionado.

Outros exemplos de promotores que controlam a expressdo de genes
especificamente em raizes e que sdo importantes para resisténcia a estresses bioticos
(como nematoides) e abidticos podem ser visualizados nos documentos de patentes:
US6384207 (promotor de milho especifico para raiz), US 6649748 (promotor da
peroxidase de batata induzivel por estresse), US6703541 (promotor de milho induzivel
por nematoides), US6395963 (promotores de Arabidopsis thaliana induzidos por
nematoides), US6262344 (promotor de Arabidopsis thaliana induzivel por nematéide),
US5750386 (promotor de Nicotiana tabacum induzido por patégeno de planta),
US2005010974 (promotores de milho especificos de raiz), US20010047525

(promotores de milho especificos de raiz), US7196247 (promotor isolado da isoflavona
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sintetase de soja para dirigir a expressdo para raiz), US2006230470 (promotor de arroz
para induzir expressdo nos apices de raiz e caule com o interesse de expressar
substincias contra nematéides), US6927320 (promotores de Arabidopsis thaliana
especificos de raiz), US2006260013 (promotores de M. truncatula especificos de raiz),
US20060143735 (promotores de Arabidopsis thaliana ativos em raiz), US7193135
(promotor do gene que codifica a oxigenase 2-oxoglutarate dependente de milho,
induzivel e especifico de raiz), US2005097633 (um promotor do gene CRWAQS8I de
milho especifico de raiz), US20060107347 (promotor do gene CriBio de milho
especifico de raiz), US2004248304 (promotor de soja Pyk20 regulado por nematdides),
US2005070697 (promotor de soja regulado por nematdides), US2003167507 (promotor
da isoflavona sintetase I de soja especifico de raiz), US2004019934 (promotor de
coniferas especifico de raiz), US7193136 (promotor de soja induzivel e expresso em
raiz), US7119254 (promotor induzido por nematoides isolado de Arabidopsis thaliana),
US6906241 (promotor induzido por nematoéides isolado de Nicotiana - Ntcel7),
US677428 (promotor do gene da metalotienina de milho especifico para raiz),
US6518483 (promotor do gene Knoxl de milho especifico de raiz), US5837876
(promotor de tabaco que dirige a expressdo de um DNA heterdlogo para o cértex da
raiz), US5633363 (promotor de milho especifico para raiz), US5459252 (seqiiéncia de
promotor de Nicotiana tabacum denominada RB7 capaz de dirigir a transcri¢do
especifica para raiz), US5401836 (promotor de Brassica especifico para raiz),
US4886753 (promotor de soja especifico para nédulos de raiz), US7041873
(promotores de soja regulados por nematéides), US6271437 (promotores isolados de
genes de soja induziveis por nematoides), US20070050862 (promotor isolado de
Arabidopsis  thaliana (AtCel5) que € expresso exclusivamente na raiz) €
US20020032917 (promotor do gene SCARECROW de Arabidopsis thaliana especifico
para raiz). Outros promotores especificos e induziveis por estresses bidticos podem ser
encontrados nos trabalhos de Park et al. (2000) (Park, K.S., Kloepper, J. Activation of
PR-1a promoter by rhizobacteria that induce systemic resistance in tobacco against
Pseudomonas syringae pv. Tabaci. Biological Control, 18: 2-9, 2000); Song et al. (2002)
(Song, F., Goodman, R.M. Cloning and identification of the promoter of the tobacco

Sar8.2b gene, a gene involved in systemic acquired resistance. Gene, 290: 115-124,
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2002); Wang et al. (2002) (Wang, S-J., Lan, Y-C., Chen, S.F., Chen, Y.M,, Yeh, K.-W.
Wound-response regulation of the sweet potato sporamin gene promoter region. Plant
Molecular Biology, 48: 223-231, 2002); e Mazarei et al. (2004) (Mazarei, M., Lennon,
K.A., Puthoff, D.P., Rodermel, S.R. and Baum, T.J. Homologous soybean and
Arabidopsis genes share responsiveness to cyst nematode infection. Mol. Plant
Pathology, 5: 409-423, 2004). Trabalhos com promotores sinteticamente construidos
para este fim também podem ser encontrados em Rushton et al. (2002) (Rushton, P.J.,
Reinstadler, A., Volker, L., Lippok, B. and Somssich, LE. Synthetic plant promoters
containing defined regulatory elements provide novel insights into pathogen and wound
induced signaling. The Plant Cell, 14: 749-762, 2002). Em café, entretanto, a
disponibilidade de promotores com padrdes de expressdo conhecidos e restritos a
determinados 6rgdos/tecidos é praticamente inexistente e ainda ndo ha cultivares de
Coffea arabica resistentes a nematoides.

Apesar de existir um grande numero de promotores especificos para os tecidos
radiculares, nenhum deles é especifico para as plantas de café e para nematoides das |
espécies Meloidogyne. Além do mais, o promotor da presente invengdo ndo apresenta
nenhuma similaridade com os promotores ja descritos no estado da técnica (vide
exemplo 1). Esses fatos demonstram a necessidade de identificagdo de novos
promotores para uso em plantas dicotiledoneas, especialmente café, e a importancia do
promotor da presente invengdo para a producdo de plantas geneticamente modificadas.

Um motivo de preocupagdo relativo ao uso de plantas geneticamente
modificadas refere-se¢ 4 expressdo de proteinas toxicas como as utilizadas para o
controle de determinados insetos praga. Muitos trabalhos relatam a eficiente utilizagdo
da proteina Bt (de Bacillus thuringiensis) em plantas transgénicas visando o controle de
lagartas (Shu, Q.Y., Ye, G.Y., Cui, HR., Cheng, X, Xiang, Y., Wu, D., et al..
Transgenic rice plants with a synthetic cryl Ab gene from Bacillus thuringiensis were
highly resistant to eight lepidopteran rice pest species. Molecular Breed, 6: 433-439,
2000; Leroy, T., Henry, A.M., Royer, M., Altosaar, L, Frutos, R., Duris, D., Philippe,
R.. Genetically modified coffee plants expressing the Bacillus thuringiensis crylAc
gene for resistence to leaf miner. Plant Molecular reports, 19: 382-389, 2000; Nester,
E.W., Thomashow, L.S., Matthew, M. and Gordon, M. 2002. 100 Years of Bacillus
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thuringiensis: a critical scientific assessment. American Academy of Microbiology,
1752 N Street, NW Washington, DC, 16 pp). Entretanto, tal metodologia pode fazer
com que os insetos alvo adquiriram resisténcia quando mantidos sob constante pressao
de sele¢do (Meng, F., Shen, J., Zhou, W., and Cen, H. Long-term selection for resistance
to transgenic cotton expressing Bacillus thuringiensis toxin in Helicoverpa armigera
(Hubner) (Lepidoptera:Noctuidae). Pest Manage Sci., 60: 167-172, 2004), o que
normalmente acontece quando promotores constitutivos sdo utilizados para expressao
das proteinas heterdlogas. Esses efeitos indesejados poderiam ser minimizados através
do uso de promotores Orgdo/tecido-especificos que, se possivel, fossem responsivos a
determinados estimulos como, por exemplo, a um determinado estresse bi6tico. Neste
caso, a expressio do transgene seria limitada ao periodo de duragdio do estimulo ¢
principalmente direcionada para o local onde o estimulo foi produzido, ressaltando mais
uma vez a importancia do promotor da presente inveng&o.

A obtengdo de plantas geneticamente modificadas com genes de interesse
agrondmico (resisténcia a pragas, doengas, seca, geada, etc...) isolados de espécies
selvagens de Coffea representa um avango significativo, pois permite acelerar
drasticamente o processo de obtengdo de novos cultivares. Nesse contexto, 0
direcionamento da expressdo dos genes de interesse para determinados Orgéos
especificos da planta, utilizando-se de promotores tecido-especificos provenientes da
propria espécie, constitui uma importante ferramenta biotecnologica. Tal inovagdo
viabiliza ndo s6 a construgdo de cassetes de expressio compostos de subunidades
(promotor e gene) pertencentes ao género Coffea, mas também a obtengdo de um padrdo
de expressdo tecido-especifico altamente desejavel tanto do ponto de vista de
biosseguranga como de opinifio publica. A busca por promotores com tais caracteristicas
tem sido uma prioridade em programas biotecnologicos que objetivam a produgdo e

liberagdo comercial de organismos geneticamente modificados.

SUMARIO DA INVENCAO
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A presente invengo compreende a descri¢do de uma nova seqiiéncia regulatoria
(promotora) capaz de direcionar a expressdo de uma seqiiéncia de nucleotideo em
tecidos radiculares, tal como genes estruturais, em plantas, incluindo monocotiledoneas
e dicotiledoneas. De acordo com a presente invengdo ¢ descrito um promotor tecido-
especifico isolado de plantas de café (Coffea arabica), denominado CaPEROX, junto
com um método para uso dessa regido regulatoria de polinucleotideo para modificagdo

de expressio de polinucleotideos endégenos e/ou heterélogos em plantas transgénicas.

Em um primeiro aspecto, a presente inven¢do prové uma seqliéncia de
polinucleotideo isolada de plantas de café (Coffea arabica) que possua 40%,
preferencialmente 60%, mais preferencialmente 75%, mais preferencialmente ainda
90% de identidade com a SEQ ID NOI1; seqiiéncia reversa de SEQ ID NO1; sondas ¢
iniciadores correspondendo a SEQ ID NOL1.

Em outro aspecto, a presente invengdo prové genes quiméricos compreendendo o
polinucleotideo da presente invengdo, ou sozinho, ou em combinagdo com um ou mais
polinucleotideos conhecidos, junto com células e organismos compreendendo estes
genes quiméricos.

Em um aspecto relacionado, a presente invengo prové vetores recombinantes
compreendendo, na diregdo 5°-3’, uma seqiiéncia de polinucleotideo do promotor da
presente invengdo, um polinucleotideo a ser transcrito, € uma seqiiéncia de terminagéo
da transcri¢gio. O polinucleotideo a ser transcrito pode compreender uma regido de
leitura aberta de um polinucleotideo que codifica um polipeptideo de interesse, ou pode
ser uma regifio de ndo codificagdo, ou ndo traduzida, de um polinucleotideo de interesse.
A matriz de leitura aberta pode ser orientada em uma dire¢do “sense” ou “antisense”.
Preferivelmente, a seqiiéncia de terminagdo da transcrigéo ¢ funcional em plantas. Mais
preferivelmente, a seqiiéncia de terminagdo € a do gene de interesse, mas podendo ser
outras descritas no estado da técnica (Griffiths, A.J.F., Gelbart, W.M., Miller, J.H.,
Lewontin, R.C. 2000. Regulation of gene transcription In: Modern Genetic Analysis.
3rd edition, W.H. Freeman and Company, New York, NY.) como o terminador da
nopalina sintetase de 4. fumefasciens. Os vetores recombinantes podem ainda incluir um

marcador para a identificagdo de células transformadas.
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Em uma outra concretizagdo da invengdo sdo providos microorganismos
transformados compreendendo o vetor recombinante da presente invengao.

Em outro aspecto, as células de plantas transgénicas compreendendo o vetor
recombinante da presente invengdo sdo providas, junto com organismos, como plantas,
compreendendo estas células transgénicas, e frutos, sementes € outros produtos,
derivados, ou progénie destas plantas. Os propagulos das plantas transgénicas inventivas
sdo incluidos na presente invengao.

Em outro aspecto da presente invengéo ¢ provido um método para modificar a
expressio de genes em um organismo, como uma planta, incluindo a incorporagéo
estavel no genoma do organismo contendo o vetor recombinante da presente invengéo.

Em outro aspecto da presente invengdo ¢ provido um método para produzir um
organismo transformado, como uma planta, tendo a expressao de um polipeptideo
dirigida para tecidos radiculares. Esse método compreende transformar uma célula de
planta com o vetor recombinante da presente invengdo para prover uma célula
transgénica de condigdes que conduzem a regeneragdo ¢ crescimento da planta madura.

Ainda em outro aspecto da presente invengdo € provido um método para
identificacdio de um gene responsavel por uma fungio ou fendtipo desejado. O método
compreende: 1) a transformagdo de uma célula de planta contendo um vetor
recombinante compreendendo uma seqiiéncia de promotor de polinucleotideos da
presente invengdo ligada operacionalmente a um polinucleotideo a ser testado, 2)
cultivar a célula de planta sob condi¢des que conduzem a regeneragio e crescimento da
planta madura de modo a prover uma planta transgénica, e 3) comparar o fenotipo da
planta transgénica com o fenétipo de plantas néo transformadas, ou de tipo selvagem.

Os aspectos acima mencionados e adicionais da presente invengdo e o modo de
obter os mesmos se tornardo evidentes, e a invengdo sera melhor compreendida por

referéncia na “Descri¢io Detalhada da Inven¢éo”.

BREVE DESCRICAO DAS FIGURAS

Figura 1 — Representagdo esquematica do protocolo adotado para amplificagdo (por

genome walking) e clonagem do promotor CaPEROX a partir de DNA genomico de

café.
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Figura 2 - Esquema de localizagdo dos elementos regulatorios encontrados no promotor
CaPEROX por analise comparativa com banco de dados do PLACE (Higo et al. Plant
cis-acting regulatory DNA elements (PLACE) database: 1999. Nucleic Acids Res. 27:
297-300, 1999).

Figura 3 - Representa¢do esquemdtica do vetor pRT103-Gus (~5 Kb) que apresenta o
gene reporter uidd (GUS) inserido entre os sitios BamHI e Ncol sob o controle do
promotor constitutivo CaMV35S.

Figura 4 - Representagdo esquematica do gene quimérico desenvolvido para a analise
funcional da regido promotora amplificada via genome walking (o promotor ndo se
encontra em escala). Promotor CaPEROX fusionado ao gene reporter uidA que codifica
a enzima B-glucoronidase (GUS) de Escherichia coli.

Figura 5 - Representagdo esquemédtica do plasmideo pCAMBIA-1381 (Cambia)
utilizado na construgéo do gene quimérico visando a posterior transformagio estavel de

tabaco empregando Agrobacterium tumefaciens.

DESCRICAO DETALHADA DA INVENCAQO

No contexto dessa descrigdo, inimeros termos serdo utilizados e por isso serdo

devidamente detalhados a seguir:

Um “gene quimérico” € um gene compreendendo um promotor € uma regido
codificadora de diferentes origens. No caso da presente invengéo, o gene quimérico
compreende o polinucleotideo da presente invengdo ligado a regides codificadoras de

genes enddgenos e/ou exogenos.

Uma “seqiiéncia consenso” é uma seqiiéncia artificial na qual a base em cada
posicdo representa a base freqlientemente mais encontrada na seqiiéncia atual

comparando-se diferentes alelos, genes ou organismos.

Um “promotor” ¢é aquela porgdo do DNA localizada acima da regido
codificadora que contém sitios de ligagdo para os fatores de transcricdo ¢ RNA
polimerases para iniciar a transcri¢do do DNA.

“Expressdo” é a transcri¢do e/ou tradugdo de um gene estrutural, endogeno ou

heterdlogo.

“GC box” é um elemento comum no promotor que pode aumentar a atividade do

mesmeo.
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“TATA box” ¢ um elemento no promotor, localizado aproximadamente 30 bases
acima do sitio de inicio da transcrigio. O “TATA Box” esta associado com fatores de
transcricdo em geral, incluindo a RNA polimerase.

O termo “gene” significa uma unidade fisica e funcional da hereditariedade,
representada por um segmento de DNA que codifica uma proteina funcional ou
molécula de RNA.

Um “gene endégeno” € um gene proprio da célula ou do organismo.

Um “gene heterélogo” é um gene isolado de um organismo doador ¢
recombinado no organismo receptor transformado. E um gene que ndo € proprio da
célula ou do organismo.

Um “gene repérter” é uma unidade codificadora cujo produto ¢ facilmente
testado, por exemplo, genes CAT, GUS, GAL, LUC e GFP. A expressdo de um gene
reporter pode ser usada para testar a fungéo de um promotor ligado a esse gene repdrter.

O termo “EST” refere-se a etiquetas de seqiiéncias expressas (Expressed

Sequence Tags), ou seja, sdo curtas seqiiéncias das extremidades de uma seqiiéncia de

nucleotideo transcrita (codificando uma proteina ou ndo). Essas seqiiéncias, derivadas
diretamente dos genes ativos, podem ser usadas na identificagdo em larga escala de
genes e na determinagfo do padrio de expressdo dos mesmos.

O termo “contig” conforme usado na invengdo diz respeito a uma montagem
virtual de cole¢do de ESTs correspondentes a um mesmo gene.

O termo “propagulo” como usado na presente invengdo significa qualquer parte
de uma planta que pode ser usada na reprodugdo ou propaga¢do, sexual ou assexual,
incluindo as mudas.

“Sense” significa que a seqiiéncia de polinucleotideo esta na mesma orientagao
5°-3’ com relagdo ao promotor.

“Antisense” significa que a seqiiéncia de polinucleotideo estd na orientagdo
contraria com relagdo a orientagéo 5°-3° do promotor.

Como usado aqui, o termo “x-mero”, como referéncia a um valor especifico de
“x” refere-se a uma seqiiéncia compreendendo pelo menos um nimero especifico (“x”)
de residuos do polinucleotideo identificado como SEQ ID NO1. De acordo com formas

de realizagdo preferidas, o valor de x ¢é preferivelmente pelo menos 20, mais
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preferivelmente pelo menos 40, mais preferivelmente ainda pelo menos 60 e mais
preferivelmente pelo menos 80. Assim, polinucleotideos da presente invengdo
compreendem um polinucleotideo de 20 meros, 40 meros, 60 meros, 80 meros, 100
meros, 120 meros, 150 meros, 180 meros, 220 meros, 250 meros, 300 meros, 400
meros, 500 meros ou 600 meros identificado como SEQ ID NOI1 e variantes dos
mesmos.

O termo “polinucleotideo (s)” como usado aqui, significa um polimero de
filamento tnico ou duplo de bases de deoxiribonucleotideos ou ribonucleotideos e inclui
moléculas correspondentes de RNA e DNA, incluindo moléculas de HnRNA e mRNA,
de filamentos tanto “sense” como “antisense”, e compreende cDNA, DNA gendmico, €
DNA recombinante, assim como polinucleotideos completamente ou parcialmente
sintetizados. Uma molécula de HnRNA contém introns e corresponde a uma molécula
de DNA considerando uma complementaridade de modo um a um. Uma molécula de
RNAm corresponde a uma molécula de DNA e HnRNA da qual os introns foram
removidos. Um polinucleotideo pode consistir de um gene completo, ou qualquer
porgdo do mesmo. Os polinucleotideos “antisenso” operaveis podem compreender um
fragmento do polinucleotideo correspondente, ¢ a definicdio de “polinucleotideo” inclui
assim todos esses fragmentos antisense operaveis. Os polinucleotideos antisense, ¢
técnicas envolvendo polinucleotideos antisense, sdo bem conhecidos no estado da
técnica (Sambrook, J et al. Molecular cloning. A laboratory manual, 2" Ed., Cold
Spring Harbor Laboratory Press, 1989)

Os polinucleotideos descritos na presente invengdo sdo preferencialmente cerca
de 80% puros, mais preferencialmente pelo menos cerca de 90% puros, € mais
preferencialmente pelo menos cerca de 99% puro.

O termo “oligonucleotideo” refere-se a um segmento relativamente curto de uma
seqiiéncia de polinucleotideo, geralmente compreendendo entre 6 a 60 nucleotideos.
Esses oligonucleotideos podem ser usados como sondas ou iniciadores (“primers”),
onde as sondas podem ser usadas para uso em testes de hibridizagéo e iniciadores para
uso na amplificagio de DNA por reagéo em cadeia da polimerase.

O termo “sonda” utilizado na presente invengdo refere-se a um oligonucleotideo,

polinucleotideo ou 4cido nucléico, sendo RNA ou DNA, se ocorrendo naturalmente
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como em uma digestdo de enzima de restrigdo purificada ou produzida sinteticamente,
que seja capaz de se parear com, ou especificamente hibridizando com, um acido
nucléico contendo seqiiéncias complementares & sonda. Uma sonda pode ser ainda de
cadeia simples ou cadeia dupla. O comprimento exato da sonda dependerd de muitos
fatores, incluindo temperatura, origem da sonda e uso do método. Por exemplo,
dependendo da complexidade da seqiiéncia alvo, a sonda de oligonucleotideo
tipicamente contém 15-25 ou mais nucleotideos, embora ela possa conter menos
nucleotideos. As sondas aqui sdo selecionadas para serem complementares para
diferenciar cadeias de uma seqiiéncia de um 4cido nucléico particular. Isto significa que
a sonda pode ser suficientemente complementar para ser capaz de “hibridizar
especificamente” ou parear com suas respectivas cadeias-alvo sob uma série de
condi¢Oes pré-determinadas. Conseqiienfemente, a seqiiéncia da sonda ndo necessita
refletir exatamente a seqiiéncia complementar do alvo. Por exemplo, um fragmento de
nucleotideo nio complementar pode ser ligado ao final 5° ou 3’ da sonda, com o restante
da seqiiéncia da sonda sendo complementar a cadeia alvo. Alternativamente, bases nio
complementares ou seqiiéncias longas podem estar intercaladas dentro da sonda se esta
apresentar complementaridade suficiente com a seqiiéncia do 4cido nucléico alvo para
se associar especificamente a ele.

O termo “primer” como utilizado aqui se refere a um oligonucleotideo, sendo
RNA ou DNA, cadeia simples ou cadeia dupla, derivado de um sistema bioldgico,
gerado através de digestdo com enzimas de restrigdo, ou produzido sinteticamente que,
quando colocado em um ambiente proprio, é capaz de agir funcionalmente como um
iniciador de uma sintese de acido nucléico dependente de molde. Quando apresentado
com um molde de é4cido nucléico apropriado, nucleotideos trifosfatos adequados
precursores de 4cidos nucléicos, uma enzima DNA polimerase, cofatores adequados e
condigdes tais como temperatura e pH adequados, o “primer” pode ser extendido em seu
terminal 3’ pela adigdo de nucleotideos pela agiio de uma polimerase ou com atividade
similar para produzir uma primeira extensdo do produto. O ‘primer’ pode variar em
comprimento dependendo de condigBes particulares e requerimentos para aplicagéo. Por
exemplo, em aplicagdes de diagnésticos, o ‘primer’ oligonucleotideo possui tipicamente

de 15-25 ou mais nucleotideos em comprimento. O ‘primer’ deve ter
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complementaridade suficiente com o molde desejado para iniciar a sintese da extens#o
do produto desejado. Isso ndo significa que a seqiiéncia do ‘primer’ deva representar um
complemento exato do molde desejado. Por exemplo, uma seqiiéncia de nucleotideo ndo
complementar pode ser ligada ao final 5’ de um ‘primer’ complementar.
Alternativamente, bases ndo complementares podem estar intercaladas dentro da
seqiiéncia de oligonucleotideo do ‘primer’, desde que o ‘primer’ tenha
complementaridade suficiente com a seqiiéncia da cadeia molde desejada para prover

funcionalmente um complexo molde-primer para a sintese da extenséo do produto.E

O termo “hibridizando especificamente” diz respeito & associagdo entre duas
moléculas de 4cidos nucléicos de cadeia simples que possuam seqiiéncias
suficientemente complementares para permitir tal hibridizagdo sob condigdes pré-
determinadas geralmente descritas no estado da técnica (Anderson, M.L.M. Nucleic
Acid Hybridization. Springer, Bios Scientific Publishers, New York, 1999, 240 p; Innis,
Michael A.; Gelfand, David H.; Sninsky, John J.; White, Thomas J. PCR protocols. A
guide to methods and applications. Academic Press. San Diego, CA, USA. 1990. 482
p.)-

Em particular, o termo se refere a hibridizagdo de um oligonucleotideo com uma
seqiiéncia substancialmente complementar contendo uma molécula de DNA ou RNA de
cadeia simples da presente invengdo. Condiges apropriadas necessarias para realizagéo
da hibridizagdo especifica entre moléculas de acidos nucléicos de cadeia simples de
complementaridade variada estdo bem descritas no estado da técnica (Anderson,
M.L.M. Nucleic Acid Hybridization. Springer, Bios Scientific Publishers, New York,
1999, 240 p; Innis, Michael A.; Gelfand, David H.; Sninsky, John J.; White, Thomas J.
PCR protocols. A guide to methods and applications. Academic Press. San Diego, CA,
USA. 1990, 482 p). Uma férmula comum para se calcular as condigdes de estringéncia
requeridas para se ter uma hibridizagdo entre moléculas de acido nucléico segue abaixo
(Sambrook et al. “Molecular Cloning, A Laboratory Manual” 2™ ed. (1989), Cold
Spring Harbor Laboratory Press):

Tm = 81,5°C + 16,6 Log [Na+] + 0,41 (%G+C) - 0,63 (% formamida)-600/pb no duplex (sonda)
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Como ilustragio da férmula acima, usando [Na+] = [0,368] ¢ 50% de formamida,
com conteudo de GC de 42% e um tamanho de sonda médio de 200 bases, a Tm sera de
57°C.

Sondas ou primers sdo descritos como correspondendo ao polinucleotideo da
presente invengdo identificado como SEQ ID NOI ou uma variante do mesmo, se a
sonda de oligonucleotideo ou primer, ou seu complemento, estiver contido dentro da
seqiiéncia especificada como SEQ ID NOI, ou uma variante desta.

O termo “oligonucleotideo” é referido aqui como ‘primers’ e ‘sondas’ da
presente invengdo, ¢ € definido como uma molécula de acido nucléico compreendendo
de dois ou mais ribo ou deoxiribonucleotideos, preferencialmente mais do.que trés. O
tamanho exato dos oligonucleotideos dependera de varios fatores ¢ na aplicagéo
particular e uso dos mesmos. Oligonucleotideos preferidos compreendem 15-50 pares
de base consecutivas complementares 2 SEQ ID NO 1. As sondas podem ser facilmente
selecionadas usando procedimentos bem descritos no estado da técnica (Sambrook et al.
“Molecular Cloning, a laboratory manual”, CSHL Press, Cold Spring Harbor, NY,
1989), levando em consideragdo estringéncias de hibridizagdo DNA-DNA,
recombinacdo e temperaturas de fusdo, e potencial para formacdo de lagos e outros
fatores, que sdo conhecidos no estado da técnica.

A defini¢do dos termos “complemento”, “complemento reverso” e “seqiiéncia
reversa”, como usados aqui, é ilustrada pelo seguinte exemplo. Para a seqiiéncia
5’ AGTGAAGT3’, o complemento é 3’TCACTTCAS’, o complemento reverso ¢
3’ACTTCACTS5’ e a seqiiéncia reversa ¢ 5"TGAAGTGA3’.

Como usado aqui, o termo “variante” ou “substancialmente similar” compreende
seqiiéncias de aminoacidos ou nucleotideos diferentes de seqiiéncias especificamente
identificadas, em que um ou mais nucleotideos ou residuos de aminoécidos € deletado,
substituido ou adicionado. As variantes podem ser variantes alélicas, de ocorréncia
natural, ou variantes de ocorréncia ndo natural. As seqiiéncias variantes ou
substancialmente similares dizem respeito a fragmentos de acidos nucléicos que podem
ser caracterizados pela porcentagem de similaridade de suas seqiiéncias de nucleotideos
com a seqiiéncia de nucleotideo descrita aqui (SEQ ID NO 1), como determinada por

algoritmos comuns empregados no estado da técnica. Os fragmentos de 4cidos nucléicos
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preferidos sdo aqueles cujas seqiiéncias de nucleotideos tém pelo menos cerca de 40 ou
45% de identidade de seqiiéncia, preferencialmente cerca de 50% ou 55% de identidade
de seqiiéncia, mais preferencialmente cerca de 60% ou 65% de identidade de seqiiéncia,
mais preferencialmente cerca de 70% ou 75% de identidade de seqiiéncia, mais
preferencialmente cerca de 80% ou 85% de identidade de seqiiéncia, mais
preferencialmente ainda com cerca de 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%,
98% ou 99% de identidade de seqiiéncia quando comparada com a seqiiéncia de
referéncia. A identidade percentual é determinada por alinhamento de duas seqiiéncias a
serem comparadas, determinando o numero de residuos idénticos na por¢do alinhada,
dividindo este numero pelo nimero total de residuos na seqiiéncia pesquisada e
multiplicando o resultado por 100. Esse alinhamento pode ser feito através de softwares
existentes na internet, sendo um deles 0 BLASTN, que esta disponivel na pagina do
National Center for Biotechnology Information/NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov).

O termo “vetor” diz respeito a um replicon, tal como plasmideo, cosmideo,
bacmideo, fago ou virus, no qual outras seqiiéncias genéticas ou elementos (seja DNA
ou RNA) sdo ligadas e replicadas quando associadas a ele. Preferencialmente o vetor
derivado de virus é selecionado entre os bacteriéfagos, vaccinias, retrovirus ou virus do
papiloma bovino. O “vetor recombinante” ¢ resultante da combinagfio de um vetor
comercial com genes quiméricos, ou o polinucleotideo da presente invengdo
operacionalmente ligado a um polinucleotideo enddgeno e/ou heterologo de interesse
que por sua vez estd operacionalmente ligado a um sinal de terminagdo. Tais vetores
podem ser obtidos comercialmente, incluindo Clontech Laboratories, Inc (Palo Alto,
Calif.), Stratagene (La Jolla, Calif), Invitrogen (Carlsbad, Calif.), New England Biolabs
(Beverly, Mass.) e Promega (Madison, Wis.). Alguns exemplos de vetores utilizados na
presente invengdo, mas ndo limitados a, sdo os vetores pGEM® -T Easy (Promega),
pRT103 e pPCAMBIA-1381 (Cambia).

O termo “clone” como usado na presente invengdo corresponde a fragmentos de
DNA inseridos no interior de uma bactéria e propagados de forma assexuada. Esses
fragmentos de DNA estdo normalmente ligados a um vetor de clonagem.

O termo “seqiiéncias acentuadoras de expressdo” corresponde aos amplificadores

("enhancers") que potenciam a taxa de transcrigéo e que podem estar muito distantes do
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promotor (antes ou depois, “upstream” ou “downstream”). Estes amplificadores ndo sdo
especificos e potenciam a transcrigdo de qualquer promotor que estiver na sua
vizinhanga. A eficiéncia da expressdo de um gene em um tecido especifico depende da
adequada combinagio e integragdo dos amplificadores, dos promotores e das seqiiéncias
adjacentes.

O primeiro intensificador descoberto que estimulava a transcrigio de genes
eucariotos foi 0 SV40 (presente no genoma do Virus 40 de Simio). Ap6s a descoberta
desse intensificador, outros diversos foram identificados como HSV-1, AMV, TMV,
HPV-16, em outros genomas virais e no DNA de células eucaridticas.

O termo “operacionalmente ligado™ significa que as seqiiéncias regulatorias
necessarias para expressdo da seqiiéncia codificadora sdo colocadas na molécula de
DNA em posi¢bes apropriadas relativa a seqiiéncia codificadora para efeito de
expressdo dessa. Essa mesma definigdo é as vezes aplicada para o arranjo de seqiiéncias
codificadoras e elementos controladores da transcrigdo (por exemplo, promotores,
auxiliadores ou “enhancers” e elementos ou seqiiéncias de terminagdo) no vetor de
expressdo. Uma regido codificadora exdgena ¢ tipicamente flanqueada por regides
regulatérias operacionalmente ligadas que regulam a expressdo dessa regifo
codificadora exégena em uma célula transformada (podendo ser microorganismo,
vegetal ou animal). Uma regifio regulatoria tipica operacionalmente ligada a uma regiéo
codificadora exégena inclui um promotor, isto é, um fragmento de 4cido nucléico que
pode viabilizar a transcrigdo de regides codificadoras exdgenas, e portanto posicionado
em sua porgdo 5°. No caso da presente invengdo a regidio regulatoria diz respeito as
regides substancialmente similares a SEQ ID NO 1. Para auxiliar no aumento da
transcricio de um determinado polinucleotideo, a seqiiéncia promotora da presente
invencdio podera estar ligada a outras seqiiéncias regulatorias ja descritas, tais como:
ATATT (elemento de forte expressdo na raiz), AACAAAC e GCCACCTCAT
(elementos relativos a expressdo especifica em sementes), CACGTG e CCTACC
(ambas seqiiéncias podem ser estimuladas por um fator de estresse), entre outros [Ai-
Min Wu et al. Isolation of a cotton reversibly glycosylated polypeptide (GhRGP1)
promoter and its expression activity in transgenic tobacco. Journal of Plant Physiology,

163: 426-435, 2006].
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Uma “seqiiéncia de terminago” é uma seqiiéncia de DNA que sinaliza o final da
transcrigdo. Sdo exemplos de seqiiéncias de terminagdo, mas néo estdo limitados a, o
sinal de terminagdo de SV40, sinal de adenilagdo de HSV TK, sinal de terminag&o do
gene da nopalina sintetase (NOS) ou da octopina sintetase de Agrobacterium
tumefasciens, sinal de terminagdo do gene 19S e 35S do CaMV, sinal de terminagéo do
gene da alcool desidrogenase de milho, sinal de terminagdo do gene da manopina
sintetase, sinal de terminagéio do gene da beta-faseolina, sinal de terminagéo do gene da
ssRUBISCO, sinal de terminacdo do gene da sucrose sintetase, sinal de terminagdo do
virus que ataca o Trifolium subterranean (SCSV), sinal de terminagio do gene &rpC de
Aspergillus nidulans e outros semelhantes. A presente inven¢do prové uma regido
regulatoria de polinucleotideos isolados que podem ser empregadas na manipulagio de
fenotipos de plantas, junto com polinucleotideos isolados compreendendo estas regides
regulatorias. Mais especificamente a presente invengo esta relacionada ao promotor ou
seqiiéncia regulatoria que ocorre naturalmente em plantas de café (Coffea arabica),

responsavel pela expressdo de um gene que codifica uma proteina da familia das

peroxidases nessa espécie vegetal. O referido promotor foi denominado na presente

inven¢io de CaPEROX (SEQ ID NOI).

O polipeptideo de interesse especifico pode ser expresso especificamente em
tecidos radiculares de planta através da incorporagdo de genes, ou seqiiéncias de
codificagdo, codificando o polipeptideo, ligado operacionalmente a seqiiéncia de
promotor da presente inven¢do (SEQ ID NO 1), no genoma de um organismo, como
uma planta. Uma diminui¢do na quantidade do polipeptideo pode ser obtida por
transformagdo de planta com copias antisense destes genes.

O polinucleotideo da presente invengdo foi isolado de plantas de café, mais
especificamente de Coffea arabica, mas ele pode ser alternativamente sintetizado
usando técnicas de sintese convencionais. Especificamente o polinucleotideo isolado da
presente invengdo inclui a seqiiéncia identificada como SEQ ID NO1; o complemento
reverso da seqiiéncia identificada como SEQ ID NOI; complemento reverso da
seqiiéncia identificada como SEQ ID NOI.

Estudos da atividade do promotor da presente inveng¢do sdo detalhados nos

exemplos deste relatorio.
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O polinucleotideo da presente invengdo pode ser identificado em seqiiéncias de
DNA gendmico de plantas para as quais informagdes gendmicas encontram-se
disponiveis ao publico, ou isolado de varias bibliotecas de polinucleotideos, ou pode ser
sintetizado usando técnicas que sdo bem conhecidas no estado da técnica (Sambrook et
al. “Molecular Cloning, a laboratory manual”, CSHL Press, Cold Spring Harbor, NY,
1989) O polinucleotideo pode ser sintetizado, por exemplo, usando sintetizadores
automatizados de oligonucleotideos (por exemplo, sintetizador de DNA OLIGO 1000M
Beckman) para obter segmentos de polinucleotideos de até 50 ou mais pares de bases.
Diversos destes segmentos de polinucleotideos podem ser entdo ligados usando técnicas
de manipulagio de DNA padrdes que sfio bem conhecidas no estado da técnica
(Sambrook et al. “Molecular Cloning, a laboratory manual”, CSHL Press, Cold Spring
Harbor, NY, 1989). Uma técnica de sintese de polinucleotideo convencional e exemplar
envolve a sintese de um segmento de polinucleotideo de filamento unico, tendo, por
exemplo, 80 pares de bases, € hibridizando este segmento a um segmento de 85 pares de
bases complementar, sintetizados, para produzir um ‘overhang’ de 5 nucleotideos. O
préximo segmento pode ser entdo sintetizado de modo similar, como um ‘overhang’ de
5 nucleotideos no filamento oposto. As extremidades “pegajosas” ou coesivas
asseguram uma ligagdo apropriada quando as duas porgdes sdo hibridizadas. Deste
modo, o polinucleotideo desta invengdo pode ser sintetizado completamente in vitro.

Como observado acima, a seqiiéncia de promotor da presente invengdo pode ser
empregada em vetores recombinantes e/ou de expressdo para acionar a transcrigdo e/ou
expressdo de um polinucleotideo de interesse em tecidos radiculares. O polinucleotideo
de interesse pode ser endégeno ou heterélogo para um organismo, por exemplo, uma
planta, a ser transformada. Os vetores recombinantes e/ou de expresséo da presente
invengdo podem ser assim empregados para direcionar a transcri¢do e/ou expressdo de
um polinucleotideo, por exemplo, um gene que esta presente na planta de tipo selvagem,
ou pode ser empregado para prover transcri¢do e/ou expressdo de uma seqiiéncia de
DNA que nfo é encontrada na planta de tipo selvagem, incluindo, por exemplo, um gene
que codifica um gene repdrter, como GUS.

Em algumas formas de realizagdo da presente invengdo, o polinucleotideo de

interesse compreende uma matriz de leitura aberta que codifica um polipeptideo de
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interesse. A matriz de leitura aberta é inserida no vetor em uma orientagdo sense € a
transformag@o com essa construgdo genética/vetor recombinante ira geralmente resultar
em uma expressdo do polipeptideo selecionado na raiz de plantas. O polipeptideo de
interesse, que sera regulado pelo promotor da presente invengdo, podera ser inserido no
vetor na orientagdo sense, antisense ou em ambas as direg3es. A transformac¢do com um
vetor recombinante e/ou de expressio contendo o promotor da invengéo regulando a
expressdo do polinucleotideo de interesse na orientagdo antisense ou em ambas as
orientagbes (sense € antisense) ird geralmente resultar na expressao reduzida do
polipeptideo selecionado nos tecidos radiculares.

O polinucleotideo de interesse, como uma seqiiéncia de codificagdo, € ligado de
modo operacional em uma seqiiéncia do promotor de polinucleotideo da presente
invencdo de modo que uma célula hospedeira € capaz de transcrever um RNA acionado
pela seqiiéncia do promotor ligada ao polinucleotideo de interesse. A seqiiéncia do
promotor de polinucleotideo estd geralmente posicionada na extremidade 5° do
polinucleotideo a ser transcrito. O uso de promotor tecido-especifico, como a seqiiéncia
do promotor do gene que codifica uma peroxidase de Coffea arabica identificada como
SEQ ID NOI, ir4 direcionar a transcrigdo do polinucleotideo de interesse apenas em
tecidos radiculares da planta transformada.

O vetor recombinante ou vetor de expressdo da presente invengdo também pode
conter um marcador de selegdo que é eficaz em células do organismo, como uma planta,
para permitir a detec¢do de células transformadas contendo o vetor recombinante
inventivo. Estes marcadores, que sdo bem conhecidos, tipicamente conferem resisténcia
a uma ou mais toxinas. Um exemplo deste marcador é o gene nptll, cuja expressdo
resulta em resisténcia a canamicina ou neomicina, antibidticos que sdo geralmente
toxicos para células de plantas em uma concentragdo moderada. As células
transformadas podem ser assim identificadas por sua capacidade de crescer em meio
contendo o antibi6tico em questdio. Outros marcadores que podem ser utilizados para
construir vetores recombinantes e/ou de expressio contendo o polinucleotideo da
presente invengdo podem ser, mas ndo estdo limitados a: gene /pt confere resisténcia ao

antibiotico higromicina, gene manA e o gene bar.
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O sistema que usa o gene manA (que codifica a enzima PMI - phosphomannose
isomerase) de Escherichia coli (Miles e Guest. Complete nucleotide sequence of the
fumarase gene fumA, of E. coli. Nucleic Acids Res., 12(8): 3631-3642, 1984), tendo a
manose como agente seletivo, é um dos novos sistemas sugeridos como alternativos aos
dois primeiros descritos acima (Joersbo et al. Parameters interacting with mannose
selection employed for the production of transgenic sugar beet, Physiologia
Plantarum, 105: 109, 1999 doi:10.1034/j.1399-3054.1999.105117.x). As espécies
vegetais que ndo metabolizam manose sofrem severa inibigdo de crescimento quando
esta é oferecida como tUnica fonte de carbono em meio de cultura. Os efeitos adversos e
inibitorios do uso da manose sdo conseqiiéncias do acumulo de manose-6-fosfato,
produto da fosforilagio da manose por uma hexoquinase. PMI promove a
interconversdo de manose-6-fosfato e frutose-6—fosfato, permitindo assim que a
primeira possa ser catabolizada na via glicolitica (Ferguson e Street, 1958. Analise de
sistemas gene marcador/ agente seletivo alternativos para sele¢do positiva de embrides
somaticos transgénicos de mamoeiro, Rev. Bras. Fisiol. Veg., 13: 365-372, 2001. ISSN
0103-3131; Malca et al. Advances in the selection of transgenic plants using non-
antibiotic marker genes, Physiologia Plantarum, 111: 269, 2001; doi:10.1034/].
1399- 3054.2001.1110301.x).0 gene bar (que codifica a enzima PAT -
phosphinothricin-N-acetyltransferase) de Streptomyces hygroscopicus (Murakani et al.
The bialaphos biosynthetic genes of Streptomyces hygroscopicus: molecular cloning and
characterization of the gene cluster. Molecular and General Genetics, 205: 42-50, 1986),
tendo o glufosinato de aménio (PPT) como agente seletivo, €, dentre os sistemas tipo
gene de tolerdncia a herbicida, um dos mais amplamente empregados pela engenharia
genética no desenvolvimento de OGMs vegetais. PAT inativa herbicidas que
apresentam o PPT como composto ativo mediante detoxificagdo deste. A detoxificagdo,
que ¢ resultante da acetilagio do grupamento amino livre presente no PPT, torna este
incapaz de competir de forma inibitoria com a glutamina sintetase (GS), possibilitando
assim a remocdo da amdnia téxica da célula vegetal pela conversio de glutamato em
glutamina, reagfo esta catalizada pela GS (Lindsey, 1992 Molecular cloning of ICAM-3,
a third ligand for LFA-1, constitutively expressed on resting leukocytes. Nature, 360:
481 — 484, 1992; doi:10.1038/360481a0).
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Alternativamente, a presenga do gene quimérico em células transformadas pode
ser determinada por meio de outras técnicas conhecidas no estado da técnica (Sambrook
et al “Molecular Cloning, a laboratory manual”, CSHL Press, Cold Spring Harbor, NY,
1989), como Southern € PCR.

As técnicas para ligar de modo operacional os componentes dos vetores
recombinantes ou de expressdo inventivos sdo bem conhecidas no estado da técnica €
incluem o uso de ligadores sintéticos contendo um ou mais sitios de endonuclease de
restri¢do, como descrito, por exemplo, em Sambrook et al (“Molecular Cloning, a
laboratory manual”, CSHL Press, Cold Spring Harbor, NY, 1989). Genes quiméricos da
presente invengdo podem ser ligados a um vetor tendo, pelo menos um sistema de
replicagio, por exemplo, o de E. coli, assim apos cada manipulagéo, as construgdes
resultantes podem ser clonadas e seqiienciadas.

Vetores recombinantes e/ou de expressio da presente invengdo podem ser usados
para transformar uma variedade de organismos incluindo, mas n#o limitando a plantas.
As plantas que podem ser transformadas usando vetores recombinantes e/ou de
expressdo da presente invengdo incluem angiospermas monocotiledoneas (por exemplo
gramineas, milho, grdos, aveia, trigo e cevada...), angiospermas dicotiledoneas (por
exemplo Coffea arabica, Arabidopsis, tabaco, legumes, alfafa, aveia, eucalipto,
bordo...), e gimnospermas (por exemplo pinheiro, espruce branco, lari¢o...). Os
protocolos de transformagio de plantas ja sdo bem conhecidos no estado da técnica
(Manual de transformagdo genética de plantas. Brasilia: EMBRAPA-SPI/EMBRAPA-
CENARGEM, Capitulo 3 e 7, 1998). Em uma forma de realizagdo preferida, os vetores
recombinantes e/ou de expressdo da presente invengio sdo empregados para transformar
plantas dicotiledoneas. Preferivelmente, a planta ¢ selecionada da familia das
Rubiaceae, mais preferivelmente da espécie Coffea arabica. Outras plantas que podem
ser transformadas de modo util com o vetor recombinante e/ou de expressdo da presente
invenc¢do incluem, mas ndo sdo limitadas a: Anacardium, Anona, Arachis, Artocarpus,
Asparagus, Atropa, Avena, Brassica, Carica, Citrus, Citrullus, Capsicum, Carthamus,
Cocos, Coffea, Cucumis, Cucurbita, Daucus, Elaeis, Fragaria, Glycine, Gossypium,
Helianthus, Heterocallis, Hordeum, Hyoseyamus, Lactuca, Linum, Lolium, Lupinus,

Lycopersicon, Malus, Manihot, Majorana, Medicago, Nicotiana, Olea, Oryza,
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Panieum, Pannesetum, Passiflora, Persea, Phaseolus, Pistachia, Pisum, Pyrus, Prunus,
Psidium, Raphanus, Ricinus, Secale, Senecio, Sinapis, Solanum, Sorghum, Theobromus,
Trigonella, Triticum, Vicia, Vitis, Vigna, e Zea.

Os vetores recombinantes da presente invengdo também podem ser inseridos em
microorganismos. “Microorganismos” referem-se a organismos microscopicos tais
como bactérias, virus, fungos e protozoarios. Preferencialmente a presente invengdo tem
como microorganismos os organismos escolhidos do grupo das bactérias e fungos.
“Bactérias” referem-se a organismos procariotos, com exce¢do das cianoficeas. Os
acidos nucleicos da invengdo podem ser utilizados para conferir tratos desejados em
essencialmente qualquer bacteria. Entéo, a inveng80o possui uso sobre vérias espécies de
bacterias, que incluem mas ndo estdo limitadas ao grupo das Actinobacteria, Aquificae,
Bacteroidetes/grupo  Chlorobi, Chlamydiae/ grupo Verrucomicrobia, Chloroflexi,
Chrysiogenetes,  Cyanobacteria, = Gloeobacteria, =~ Nostocales,  Oscillatoriales,
Pleurocapsales, Prochlorales, Stigonematales, Deferribacteres, Deinococcus-Thermus,
Dictyoglomi,  Fibrobacteres/grupo  Acidobacteria,  Firmicutes,  Fusobacteria,
Gemmatimonadetes, Nitrospirae, Planctomycetes, Proteobacteria, Spirochaetes,
Thermodesulfobacteria, Thermotogae. “Fungos” referem-se a organismos do reino
Fungi que podem ser unicelulares ou pluricelulares. Os acidos nucleicos da invengdo
podem ser utilizados para conferir tratos desejados em essencialmente qualquer fungo.
Entdo, a invengdo possui uso sobre varias espécies de fungos, que incluem mas ndo
estdo limitadas ao grupo dos Ascomycota e Basidiomycota. Preferencialmente a
presente invengdo utiliza espécies de microorganismos selecionadas dos géneros
Aspergillus, Bacillus, Escherichia, Pichia, Saccharomyces ou Estreptomyces.

Uma “célula transfectada” ou uma “célula transformada™ significa um célula
dentro da qual tem sido introduzida, através de técnicas do DNA recombinante, uma
molécula de 4cido nucleico da presente invengdo. As células podem ser de um
organismo hospedeiro que incluem, mas nfo estdo limitados a, células bacterianas,
células de fungos, células de insetos, célula de plantas e células de animais.
Preferencialmente, a célula é uma célula eucaridtica de um organismo pluricelular (pex

plantas).
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O sinal de terminagdo da transcrigdo e a regido de poliadenilagdo da presente
invencdo incluem, mas néo estd limitado a, sinal de terminagdo de SV40, sinal de
adenilagio de HSV TK, sinal de terminagiio do gene da nopalina sintetase de A.
tumefasciens (nos), sinal de terminagdo do gene RNA 35S do CaMV, sinal de
terminacdo do virus que ataca o Trifolium subterranean (SCSV), sinal de terminagdo do

gene trpC de Aspergillus nidulans, e outros semelhantes. Preferivelmente o terminador

utilizado na presente invengdo € o terminador do gene que codifica para a proteina

peroxidase de café.

Os vetores recombinantes e/ou de expressdo da invengéo podem ser introduzidos
dentro do genoma da planta hospedeira desejada através de uma variedade de técnicas
convencionais. Por exemplo, introdugdo mediada por 4. tumefasciens; eletroporagéo;
fusdo de protoplasto; injegiio em 6rgdos reprodutivos; injegdo em embrides imaturos;
microinjegdo de protoplastos de células de plantas; utilizando-se métodos balisticos, tais
como bombardeamento de particulas recobertas com DNA e outros. A escolha da
técnica ird depender da planta a ser transformada. Por exemplo, plantas dicotiledoneas €
algumas monocotiledoneas e gimnospermas podem ser transformadas por tecnologia de
plasmideo Ti de Agrobacterium. Os vetores recombinantes e/ou de expressdo podem ser
combinados com regides flanqueadoras de T-DNA apropriadas e introduzidas dentro de
vetor convencional do hospedeiro A. tumefasciens. A fungdo de viruléncia do
hospedeiro A. tumefasciens direcionara a inser¢do das construgdes génicas e marcador
adjacente dentro do DNA da célula vegetal quando a mesma ¢ infectada pela bactéria.
Técnicas de transformagdo mediadas por 4. tumefasciens, incluindo desarmamento € o
uso de vetores bindrios, s3o bem descritas na literatura cientifica (como mencionado no
pedido de patente US 20020152501; Horsch et al. Science 233:496-498, 1984; e Fraley
et al. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 80:4803, 1983).

Técnicas de microinje¢io sdo conhecidas no estado da técnica e bem descritas
em literatura cientifica e patentaria. A introdug¢do de vetores recombinantes e/ou de
expressdo utilizando-se precipitagdes de polietileno glicol € descrita em Paszkowski et
al. (1984) (Embo J. 3:2717-2722 como mencionado no pedido de patente
US20020152501). Técnicas de eletroporagdo sdo descritas em From et al. (1985) (Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 82:5824, como mencionado no pedido de patente
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US20020152501). Técnicas de transformagdes balisticas sdo descritas em Klein et al.
(Nature 327:70-73, 1987, como mencionado no pedido de patente US20020152501). A
introdugdo dos vetores recombinantes e/ou de expresséo da pfesente invengdo pode ser
feita em tecidos, como tecido de folha, células dissociadas, protoplastos, sementes,
embrides, regides meristematicas, cotilédones, hipocotilédones, €  outros.
Preferencialmente a presente invengdo utiliza a transformagdo através da introdugdo
mediada por A. tumefasciens utilizando a 4. thaliana com planta modelo (Clough at al.
Floral dip: a simplified method for Agrobacterium-mediated transformation of A.
thaliana. Plant J., 16:735-43, 1998). No entanto outros métodos de transformag@o
podem ser utilizados para inserir vetores recombinantes e/ou de expressdo da presente
invencao, tais como a biobalistica, que consiste em uma técnica de transformagdo direta
do DNA que utiliza microprojéteis impulsionados em alta velocidade para carrear o
DNA para dentro das células [Rech, E.L; Aragéo, F.J.L. Biobalistica. In: Manual de
Transformagdo Genética de Plantas (Brasileiro, A.C.M. & Carneiro, V.T.C. eds.),
EMBRAPA Servico de Produgdio de Informagdes —SPI. 1998, 106pp], e via tubo
polinico. O método de transformag8o via tubo polinico foi divulgado pela primeira vez
por Zhou et al. (1983) (Zhou, G., Wang, J., Zeng, Y., Huang, J., Qian, S., and Liu, G.
Introduction of exogenous DNA into cotton embryos. Methods in Enzymol.
101:433-448, 1983) e consiste na aplicagdo de uma solugdo de DNA na parte superior
da magd jovem do algodoeiro apds a polinizagdo. Utilizando esta técnica, o DNA
exégeno pode alcangar o ovario através da passagem deixada pelo tubo polinico e
integrar as células zigéticas ja fertilizadas, porém ndo divididas.

Uma vez que as células foram transformadas, por qualquer uma das técnicas
mencionadas acima, as células tendo o vetor recombinante e/ou de expressdo da
presente invengdo incorporado em seu genoma podem ser selecionadas por meio de um
marcador, como o marcador de resisténcia a higromicina ou a canamicina. As células de
plantas transformadas podem entdo ser cultivadas para regenerar uma planta inteira que
possua o gendtipo transformado e, finalmente, o fenétipo desejado. Tais técnicas de
regeneragdo contam com a manipulagio de certos fitohormdnios em meio de
crescimento de cultura de tecidos, tipicamente contendo um marcador biocida e/ou

herbicida, que deve ser introduzido junto com a seqiiéncia de nucleotideos desejada.
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Regeneragdo de plantas a partir de cultura de protoplastos € descrita em Evans et al.
(1983) (Evans et al. Protoplasts Isolation and Culture, Handbook of Plant Cell Culture,
pp. 124-176, MacMillilan Publishing Company, New York, 1983; e Binding,
Regeneration of Plants, Plant Protoplasts, pp. 21-73, CRC Press, Boca Raton, 1985,
como mencionado no pedido de patente US20020152501). A regeneragdo pode ser
também obtida através de calos de planta, explantes, 6rgdos, ou parte da mesma. Tais
técnicas de regenerago sdo bem descritas no estado da técnica, tais como em Leelavathi
et al. (2004) [Leclavathi et al, A simple and rapid Agrobacterium-mediated
transformation protocol for cotton (G. hirsutum L.): Embryogenic calli as a source to
generate large numbers of transgenic plants, Plant Cell Rep, 22:465-470, 2004]. A
transformacdo de café é realizada eficientemente através da técnica de bombardeamento
de microparticulas, como descrito em Ribas et al. (2005) (Ribas, A.F., Kobayashi, A K.,
Pereira, L.F.P, Vieira, L.G.E. Genetic transformation of Coffee canephora by particle
bombardment. Biol. Plantarum 49: 493-497, 2005).

A metodologia para manutengdo e crescimento de culturas de microorganismos
(bactérias, fungos, leveduras) é bem conhecida por técnicos no assunto. A descrigdo de
tais técnicas também pode ser encontrada em manuais da drea como Gerhardt et al.,
1994 (Gerhardt, P.; R.G.E. Murray; R.N. Costilow; E. W. Nester; W. A. Wood; N.R.
Krieg & G.B. Phillips eds. Manual of Methods for General Bacteriology. American
Society for Microbiology, Washington, D.C) ou Brock, 1989 (Brock, T.D. 1989.
Biotechnology: A Textbook of Industrial Microbiology. Second edition, Sinauer
Associates, Inc., Sunderland, Mass).

A produgdo de RNA em células pode ser controlada por escolha da seqiiéncia
do promotor, por selegdo do numero de copias funcionais ou através do sitio de
integragdo de polinucleotideos incorporados no genoma hospedeiro. Um organismo
pode ser transformado utilizando um vetor recombinante e/ou de expressao da presente
invengdio contendo mais de uma matriz de leitura aberta de codifica¢do para um
polipeptideo de interesse.

O polinucleotideo isolado da presente invengdo também tem utilidade no
mapeamento do genoma, em mapeamento fisico e em clonagem posicional de genes. A

seqiiéncia identificada como SEQ ID NOI e suas variantes podem ser usadas para
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projetar sondas e iniciadores de oligonucleotideos. As sondas de oligonucleotideos
projetadas usando o polinucleotideo da presente invengdo podem ser usadas para
detectar a presenca do promotor do gene que codifica a proteina peroxidase em qualquer
organismo tendo seqiiéncias de DNA suficientemente similares em suas células usando
técnicas bem conhecidas no estado da técnica, como as técnicas de hibridizagdo de DNA
e dot blot (Anderson, M.L.M. Nucleic Acid Hybridization. Springer, Bios Scientific
Publishers, New York, 1999, 240 p; Sambrook et al. Molecular cloning a laboratory
manual. 2™ edition. New York: Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1989).

Os iniciadores de oligonucleotideos projetados usando o polinucleotideo da
presente invengio podem ser usados para amplificagdes por PCR. O polinucleotideo da
presente invencio também pode usado para etiquetar ou identificar um organismo ou
material reprodutivo do mesmo. Esta etiqueta pode ser obtida, por exemplo, por
introducdio estavel de um identificador de polinucleotideo heter6logo, néo funcional,
ndo disruptivo, em um organismo, sob o controle do polinucleotideo da presente
invengao.

EXEMPLOS

A presente invengdo é ainda definida nos seguintes exemplos. Deve ser
entendido que esses Exemplos, enquanto indicam parte da invengdo, sdo colocados
como forma de ilustragdo somente, ndo tendo, portanto, qualquer cunho limitante do
escopo das presentes invengoes.

Técnicas usuais de biologia molecular tais como transformagdo de bactérias e
eletroforese em gel de agarose de 4cidos nucléicos sdo referidos através de termos
comuns para descrevé-los. Detalhes da pratica dessas técnicas sdo bem conhecidos no
estado da técnica e descritos em Sambrook, et al. (Molecular Cloning, A Laboratory
Manual, 2™ ed., 1989, Cold Spring Harbor Laboratory Press). Varias solugdes utilizadas
nas manipulagdes experimentais sdo referidas por seus nomes comuns tais como
“agarose”, “TBE”, “miniprep”, etc. As composi¢des dessas solugdes podem ser

encontradas na referéncia Sambrook, et al. (supracitada).

Exemplo 1

Comparacio da seqiiéncia do promotor da presente invengfo com as seqiiéncias de

promotores descritos no estado da técnica
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O promotor da presente invengdo foi comparado com seqiiéncias de promotores
descritas em documentos de patentes, tais como: US6384207 (promotor de milho
especifico para raiz), US 6649748 (promotor da peroxidase de batata induzivel por
estresse), US6703541 (promotor de milho induzivel por nematoides), US6395963
(promotores de Arabidopsis thaliana induzidos por nematoides), US6262344 (promotor
de Arabidopsis thaliana induzivel por nematdide), US5750386 (promotor de Nicotiana
tabacum induzido por patégeno de planta), US2005010974 (promotores de milho
especificos de raiz), US20010047525 (promotores de milho especificos de raiz),
US7196247 (promotor isolado da isoflavona sintetase de soja para dirigir a expressdo
para raiz), US2006230470 (promotor de arroz para induzir a expressdo nos apices de
raiz e caule com o interesse de expressar substincias contra nematéides), US6927320
(promotores de Arabidopsis thaliana especificos de raiz), US2006260013 (promotores
de Medicago truncatula especificos de raiz), US20060143735 (promotores de
Arabidopsis thaliana ativos em raiz), US7193135 (promotor do gene codificando para
oxigenase 2-oxoglutarate dependente de milho, induzivel e especifico de raiz),
US2005097633 (promotor do gene CRWAQS8I de milho especifico de raiz),
US20060107347 (promotor do gene CrlBio de milho especifico de raiz),
US2004248304 (promotor de soja Pyk20 regulado por nematoides), US2005070697
(promotor de soja regulado por nematoides), US2003167507 (promotor da isoflavona
sintetase I de soja especifico de raiz), US2004019934 (promotor de coniferas especifico
de raiz), US7193136 (promotor induzivel de soja expresso em raiz), US7119254
(promotor induzido por nematoides isolado de Arabidopsis thaliana), US6906241
(promotor induzido por nematoides isolado de Nicotiana - Ntcel7), US677428
(promotor do gene que codifica a metalotienina de milho especifico para raiz),
US6518483 (promotor do gene Knox! de milho especifico de raiz), US5837876
(promotor de tabaco que dirige a expressdo de um DNA heterdlogo para o cortex da
raiz), US5633363 (promotor de milho especifico para raiz), US5459252 (seqiiéncia de
promotor de Nicotiana tabacum denominada RB7 capaz de dirigir a transcri¢do
especifica para raiz), US5401836 (promotor de Brassica especifico para raiz),
US4886753 (promotor de soja especifico para nédulos de raiz), US7041873

(promotores de soja regulados por nematoides), US6271437 (promotores isolados de
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genes de soja induziveis por nematoides), US20070050862 (promotor isolado de
Arabidopsis  thaliana (AtCel5) que € expresso exclusivamente na raiz) e
US20020032917 (promotor do gene SCARECROW de Arabidopsis thaliana especifico
para raiz). As seqliéncias foram analisadas através do alinhamento feito com o uso
aplicativo Clustal X 1.83 com os pardmetros default (Anexo 1). O resultado do
alinhamento foi analisado pelo programa Genedoc, para célculo da % de identidade. A
Tabela 1 e o alinhamento demonstrado na Anexo 1 apresentam os resultados obtidos e
mostram que o promotor da presente invengdo € significativamente diferente dos

promotores descritos no estado da técnica.

Tabela 1. Porcentagem de identidade entre os promotores descritos no estado da técnica e o promotor da

presente invengdo.

NUMERO PATENTE IDENTIDADE
US6262344 30%
US2003167507-17 30%
US6395963 30%
US6927320 29%
US7196247 29%
US5837876-1 29%
US5837876-2 29%
US2005010974-2 27%
US5633363-1 26%
US2004248304 25%
US6384207 25%
US2005097633 24%
US2005097633-2 24%
US6518483 24%
US7041873-2 24%
US2006260013-3 22%
US6906241-9 21%
US20060107347 21%
US2006260013-1 21%
US5837876-3 21%
US7119254 20%
US5837876-4 20%
US5689056-3 20%
US20070050862 19%
US6271437-1 19%
US5837876-6 19%
US6703541 18%
US2005010974-1 18%
US2006260013-2 18%
US6649748 17%
US2003167507-6 17%
US7041873-3 17%
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US20060230470 17%
US20060143735-7 16%
US5837876-5 16%
US7193136 15%
US6271437-2 15%
US5689056-1 15%
US5689056-2 15%
US20060143735-2 15%
US20060143735-5 15%
US20060143735-4 14%
US7193135 14%
US2003167507-9 13%
US2005010974-3 12%
US5459252-9 11%
US20060143735-6 11%
US2004019934-5 10%
US7193136-1 10%
US20060143735-1 10%
US2005010974-4 9%
US20060107347-2 8%
US6774282 8%
US5837876-8 8%
US5689056-5 7%
US7193136-2 6%
US20060143735-3 6%
US5689056-4 6%
US5750386 5%
US7041873-1 5%
US2004019934-7 4%
US7193136-3 4%
US5837876-9 3%
US2004019934-2 2%
1US20010047525-2 1%
US20010047525-3 1%
US20010047525-1 0%
US20010047525-4 0%
US20010047525-5 0%
US20010047525-7 0%
US20010047525-8 0%
US20010047525-6 0%

Exemplo 2 - Isolamento da sequéncia de DNA promotora dob,qene que codifica a

proteina peroxidase

Para identificacdo da regiio promotora da presente invengdo foram
selecionadas seqiiéncias expressas ou ESTs que apresentassem padrdo de

expressdo em raiz. Estes ESTs foram selecionados in silico no banco de dados
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do Genoma Café (http://www.lge.ibi.unicamp.br/cafe/). Para tal foram utilizadas
as ferramentas de northern eletrdnico disponiveis no site. A identificagdo dos
ESTs expressos em raiz foi feita comparando-se os contigs presentes em dada
biblioteca com os contigs presentes nas demais bibliotecas. Os contigs formados
por seqiiéncias provenientes unicamente da biblioteca de raiz foram
considerados tecido-especificos. Tais contigs foram entdo analisados quanto a
presenca dos mesmos em bibliotecas oriundas de raizes submetidas a
determinados estresses (raizes infectadas com nematoides e raizes tratadas com
acibenzolar-S-methyl). Todos os ESTs selecionados e tidos como especificos de
raiz foram submetidos a analises de Blast no banco do NCBI
(http:www.ncbi.nlm.nih.gov.br) visando confirmagéo da identidade dos mesmos.
No caso do EST (CA00-XX-RT8-009-H02-JM.F) usado na clonagem do
polinucleotideo da presente invengao, analises de tblastx no NCBI indicaram que
a sua seqiiéncia apresenta alta similaridade a uma peroxidase (secretory
peroxidase) de Arabidopsis thaliana, pertencente a classe I1I da superfamilia das
peroxidases.

A especificidade de expressdo dos ESTs selecionados nas analises in
silico foi validada por RT-PCR empregando-se RNA total extraido de diferentes
érgdos/tecidos de café. Para tal, pares de oligonucleotideos especificos para
cada EST identificado no banco foram sintetizados e utilizados nas reacdes de
amplificagdo. Nesse caso, a seqiiéncia de nucleotideos do EST mais
representativo do contig selecionado foi utilizada para desenho dos oligos.

No caso do EST usado na clonagem do polinucleotideo da presente
inven¢do, os oligos desenhados para a validagdo via PCR foram: 5°
TCGAACACCAAGTCTTGCAC 3’ (foward) e 5’
TGGATCAGTGTCACCTTTGC 3’ (reverse).

As reagdes de PCR foram realizadas como descrito a seguir: 0.5 pl de
¢DNA, 1X PCR Buffer; 1,5 mM MgCI2; 0.2 mM dNTP mix; 1 uM dos oligos
forward e reverso; ¢ 5 u de Tag DNA polimerase. As condigdes de ciclagem
foram: desnaturago inicial a 94°C por 5 minutos, seguida de 30 ciclos de 94°C

por 45 segundos, 52°C por 40 segundos e polimerizagdo a 72°C por 1 minuto.
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A regifio do DNA localizada a montante (5°) do EST validado por RT-
PCR como apresentando expressdo especifica em raiz (CA00-XX-RT8-009-
H02-IM.F), correspondente portanto a regido regulatoria do gene em analise, foi
amplificada empregando a técnica de genome walking (Devic et al. Efficient
PCR walking on plant genomic DNA. Plant Physiol Biochem, 35: 1-9, 1997) ¢
DNA gendmico extraido de plantas de café. As regides promotoras putativas
foram amplificadas utilizando-se o kit Universal GenomeWalker (Clontech; Cat.
n° K1807-1), seguindo-se a risca o protocolo fornecido pelo fabricante e
sucintamente esquematizado na Figura 1: A) Isolamento de DNA gendmico;
digestdio deste com enzimas de restri¢do Dral, Stul, EcoR V e Pvu I; ligagdo de
adaptadores. B) Utilizagdo do fragmento de restri¢do ligado aos adapatadores
como molde de amplificagdo via PCR, utilizando os oligosnucleotideos AP e
GSP. C) Clonagem dos frgamentos amplificados em vetor pGEM-Teasy e
inser¢do em E. coli cepa DH5a.

Para tal, dois oligonucleotideos gene-especificos reversos (GSP1 5°-
CAATGGCATTGTCCAAGTCTCTTTCTC-3’ e GPS2 5-
CCACGCGTCCGATTGGTTCGTAGCA-3’), dispostos em seqiiéncia, foram
sintetizados com base na seqiiéncia alvo (read depositado no banco - CA00-XX-
RT8-009-H02-JM.F). Esses oligos (GSPs) foram posicionados o mais proximo
da regifio 5° do EST validado e cuja seqiiéncia estava disponivel no banco.

Para a construgdo das bibliotecas para a realizagdo do genome walking,
quatro aliquotas de DNA gendmico de café¢ (20 pg/cada) foram digeridas
separadamente com as enzimas de restri¢do Dral e Stul, durante 18 horas, sendo
a digestdo monitorada periodicamente em gel de agarose. Apds digestdo do
DNA gendmico com as enzimas Dral e Stul, adaptadores foram entéo ligados a
porcdo terminal dos fragmentos originados para a montagem das bibliotecas,
exatamente como recomendado no protocolo descrito no Universal
GenomeWalker Kit User Manual (Clontech; Protocol PT3042-1) (etapa A da
Figura 1). Visando a amplificagdo das regides promotoras, aliquotas de DNA das
referidas bibliotecas (1ul) foram submetidas a sessdes de amplificagdo por PCR

(de acordo com o protocolo descrito no Universal GenomeWalker Kit User
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Manual)  utilizando-se dos oligos GSP1/GPS2 descritos acima €
oligonucleotideos complementares aos adaptadores fornecidos pelo kit (AP1-5’-
GTAATACGACTCACTATAGGGC-3’ e AP2-5-
ACTATAGGGCACGCGTGG-3’) (etapa B da Figura 1).

O fragmento unico de aproximadamente 2 kb amplificado na etapa de
genome walking (como representado na Figura 1) foi retirado do gel de agarose
com auxilio de uma 1amina descartavel, e purificado utilizando-se o kit QIAEX
II Gel Extraction (Quiagen) de acordo com as especificagdes fornecidas pelo
fabricante. O DNA foi eluido da coluna utilizando-se agua ultrapura a 70°C.

O produto de amplificagdo purificado foi em seguida inserido no vetor

pGEM® -T Easy (Promega) especificamente usado para insergéo de produtos de

" PCR que possuam um par de nucleotideos de adenina em suas extremidades

(overhang) (etapa C da Figura 1). Aliquotas de aproximadamente 150 ng de
DNA foram dispostas em microtubo de 1 ml juntamente com 50% de Tampéo
de Ligagdo 2X, 50 ng de vetor e 5 u de T4 DNA ligase. A reagdo de ligagdo
permaneceu por 16 horas & 14°C. Apds esse periodo, uma aliquota do produto de
ligagéo foi inserida em Escherichia coli cepa DHSa por eletroporagdo como
descrito (Sambrook et al. Molecular Cloning, a laboratory manual. CSHL Press,
Cold Spring Harbor, NY, 1989).

Imediatamente apés o pulso (2.200-volts), as células foram
ressuspendidas em 1 ml de meio Luria-Bertani (LB) liquido (10 g triptona; 5 g
extrato de levedura e 10 g NaCl), transferidas para tudo de microcentrifuga de
1.5 ml e mantidas sob agitagdo constante de 300 rpm a 37°C durante 1 hora. Em
seguida, 300 pl da cultura foram plaqueados em placas de Petri contendo meio
LB solido acrescido do antibidtico apropriado, no caso ampicilina (100 mg/l)
acrescido de IPTG (24 mg/l) (isopropyl-B-D-thiogalactopyranoside) e X-gal (20
mg/1). As placas foram mantidas em estufa a 37°C durante 16 horas.

Foram selecionados trés clones de cada evento de transformagdo para
validagdo quanto a presenga do plasmideo recombinante. Provéveis colonias
recombinantes (brancas) foram repicadas em 3 ml de meio LB liquido acrescido

de ampicilina 100 mg/] e incubadas sob agitagdo constante de 300 rpm a 37°C



10

15

20

25

30

35/41

durante 16 horas. Apés o periodo de incubagdo as amostras foram centrifugadas
e sucessivas minipreparagdes de DNA plasmidial foram realizadas, utilizando-se
o QIAGEN Kit Miniprep (Quiagen), conforme descrito pelo fabricante.

Os plasmideos foram analisados via padrdo de digestdo com EcoRl e
visualizagdo em gel de agarose 1% corado com brometo de etideo. As digestdes
foram realizadas a 37°C na presenga de tampdo de reagdo 1X, 30 ng de DNA
plasmidial e agua. Confirmada a presenga do inserto de tamanho esperado (2
kb), o DNA plasmidial (200 ng) foi submetido a uma reagdo de seqiienciamento
empregando o BigDye™ Terminator Version 3.1 Ready Reaction Cycle
Sequencing Kit (Applied Biosystems). Foram seqiienciados 3 clones de cada
evento utilizando um equipamento automatico modelo ABI PRISM 377
(Applied Biosystems).

As seqiiéncias foram analisadas utilizando-se o programa Chromas 2.30 e
um consenso a partir dos trés clones seqiienciados foi obtido. Um PCR de
validagdo foi realizado a fim de confirmar a sobreposi¢éo da regido amplificada
em relagio ao seu respectivo EST. Para tal foram utilizados dois oligos
(TGAGGCTTCGCTGTCTTTG e CTCGGTCTCACCATACAAAC)
desenhados com base na seqiiéncia promotora amplificada e os oligos reversos
gene-especificos GSP1 e GSP2 utilizados nas reagdes de genome walking
descritos anteriormente.

As seqiiéncias obtidas foram submetidas a andlises comparativas com
seqiiéncias depositadas no banco de dados do NCBI e Genoma Café usando a
ferramenta Blastn. Essas andlises revelaram a auséncia de qualquer identidade
ou similaridade significativa com as seqiiéncias depositadas nesses bancos,
indicando que a seqiiéncia correspondente ao promotor CaPEROX identificada
na presente patente (SEQ ID NO1) era até entdo desconhecida. Ao mesmo tempo
foram realizadas buscas por motivos regulatérios normalmente presentes em
regides promotoras de genes de plantas utilizando o banco do PLACE database
(http:///www.dna.affrc.go.jp/htdocs/PLACE/) (Higo et al. Plant cis-acting
regulatory DNA elements (PLACE) database:1999. Nucleic Acids Research, 27:

297-300, 1999). Os elementos regulatorios encontrados ao longo da seqiiéncia de
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nucleotideos da regido promotora da presente invengdo estdo listados na Figura

2: TGACG, TGTCA, CATATG, AAAGAT, CTCTT, GACAAT, GAGAC,
CAATTG, GATA, CANNTG, TATA Box.

Exemplo 3 - Clonagem da segiiéncia promotora do gene que codifica uma

peroxidase de café em vetor de transformacéo de plantas

O fragmento amplificado (2 kb) contendo o promotor obtido por genome
walking, como descrito anteriormente, foi clonado no vetor pRT103-Gus (Figura
3) (pRT103 modificado; Topfer et al. A set of plant expression vectors for
transcriptional and translational fusions. Nucleic Acids Res., 15:5890, 1987)
visando ensaios expressdo transiente em café. Para tal, oligonucleotideos
especificos  (5’-CTTAAGCTTGCTGGTCCTAGAAAGTAAAC-3" e 5-
CTAGCCATGGCAGTTGAAGAAAGATAAGAG-3") foram desenhados ¢
usados na amplificagio completa da seqiiéncia regulatoria em estudo.

Sitios de reconhecimento para as enzimas de restrigio HindlIl na regido
5 ¢ Ncol na regifio 3’ (sublinhados acima) foram adicionados aos referidos
oligos para viabilizar a clonagem do produto amplificado no vetor pRT103-Gus
igualmente digerido (reagdo de digestdo: 1 pg de DNA; tampao de enzima
diluido para 1X, 1 u de enzima de restri¢do e dgua deionizada para um volume
final de reacdo de 20 pl — a reagdo foi incubada a 37°C por 1h). Nesse caso, uma
digestiio parcial do referido vetor com a enzima Hindlll teve que ser realizada
uma vez que o mesmo apresenta dois sitios de restri¢do para tal enzima em sua
seqgiiéncia de bases. As digestdes foram planejadas de maneira a permitir que o
promotor 35S presente no vetor pRT103-Gus fosse substituido pela seqii€ncia
promotora da presente invengdo, sendo a mesma inserida em fuséo transcricional
com o gene reporter uid4 (GUS).

As ligagdes foram realizadas na proporgdo de 3:1 (inserto : vetor) durante
18 horas a 16°C, sendo os produtos de ligagdo posteriormente utilizados para
transformagdio de E. coli eletrocompetente, cepa DH5a. As transformagdes
foram realizadas em eletroporador (BioRad) como descrito no exemplo 2.

Cinco clones recombinantes foram entdo repicados e colocados para
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crescer em meio LB liquido seletivo a 37°C durante 16 horas sob agitagdo
constante (200 rpm). Minipreparagdes de DNA plasmidial dos clones obtidos e
ensaios de digestio com enzimas de restri¢do foram realizados para confirmar a
correta inser¢io do fragmento promotor no vetor. A seguinte construgdo foi
entdo obtida: gene quimérico contendo o promotor CaPEROX da presente
invengdo fusionado transcricionalmente ao gene uidA (Figura 4).

O gene quimérico descrito acima foi também transferido para o vetor
pCAMBIA-1381 (Cambia) (Figura 5) visando os ensaios de transformagdo
estavel em tabaco. Para tal, o conjunto promotor/gene reporter foi liberado do
vetor pRT103 por digestdo com as enzimas Hindlll e Ncol (vide reagdo de
digestdio descrita anteriormente) e inserido no vetor de expressdo de plantas
pCAMBIA-1381 igualmente digerido.

As ligacdes foram realizadas na proporgéo de 3:1 (inserto:vetor) durante
18 horas a 16°C, sendo os produtos de ligagdo posteriormente utilizados para
transformagio de E. coli eletrocompetente, cepa DHS5a (vide exemplo 2). As
bactérias foram entdio plaqueadas em meio LB seletivo contendo antibiotico
apropriado (canamicina 100 pg/ml) e incubadas em estufa a 37°C durante 18
horas.

Trés clones foram repicados em meio LB liquido seletivo e colocados
para crescer a 37°C durante 16 horas sob agitagdo constante (200 rpm). Apos a
obtengdo do DNA plasmidial através de miniprep empregando o QIAGEN Kit
Miniprep (Quiagen), estes foram seqiienciados em seqlienciador automatico
como descrito anteriormente, visando confirmar a correta inser¢do do promotor

no vetor.

Exemplo 4 - Expressio transiente em raiz de Coffea arabica via

biobalistica

Para os ensaios de biobalistica foi utilizado o gene quimérico obtido no
exemplo 3 e como controle positivo o vetor pRT103-Gus fechado, isto ¢,
contendo o gene reporter uidA sob controle do promotor 35S. Os tratamentos

usados no ensaio foram:
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Gene quimérico 1 — Promotor 35S + gene reporter GUS (Controle

positivo; Figura 3)

Gene quimérico 2 - Promotor CaPEROX da presente invengdo +

gene reporter GUS (Figura 4)

As versdes dos genes quiméricos acima descritas foram bombardeadas
tanto na regifo hipocotiledonar como na hepicotiledonar adotando os
procedimentos descritos no protocolo do Manual de Transformagéo Genética de
Plantas, produzido pela Embrapa Milho e Sorgo - Sete Lagoas, com algumas
modificacdes. Nesse caso, foram realizados 8 disparos por planta, sendo quatro
na regido hipocotiledonar (pressdo de 1100 psi), dois disparos de cada lado da
plantula e quatro na regifio hepicotiledonar (pressdo de 600 psi), sendo repetida

as inversdes.

Apbs os ensaios de biobalistica, o material vegetal foi mantido em papel

de germinacfio umedecido com agua Milli-Q em camara de crescimento a 30°C

durante 48 horas, tempo apdés o qual foi iniciado o ensaio enzimatico de
revelagdo da atividade GUS.

O material bombardeado foi submerso em solugdo de 50 mM de fosfato
de s6dio pH 7.5, 10 mM Na2EDTA, 0.1% Sarcosil, 0.1% Triton X-100, 5 mM
Ferrocianato de potassio, 5 mM Ferrocianeto de potassio, 10 mM p-
mercaptoetanol ¢ 1 mM do substrato X-Gluc. As amostras foram mantidas no
escuro a temperatura de 30°C durante 16 horas. Apos esse periodo o material foi
lavado com etanol 70%, visando o bloqueio da atividade GUS e a completa
retirada da clorofila, e entdo fixado em glicerol 50%. O anexo 2 mostra a
expressdo transiente do gene reporter GUS em raiz de Coffea arabica
transformada via biobalistica com o gene quimérico contendo o promotor
CaPEROX. A detecgdo da atividade do gene reporter GUS (pontos azuis) em
raizes transformadas via biobalistica revela que a regido isolada via genome
walking apresenta atividade transcricional especifica. A confirmagdo da
transformacg@io pontual das células por anélise de microscopia optica também

pode ser vista no anexo 2. Nos painéis A —F do anexo 2 sdo observadas regides
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com coloragio azul, resultante da atividade do gene GUS, em células de raiz,
visualizadas em diferentes niveis de magnitude. Nesse ensaio foram utilizadas

particulas de ouro BioRad 1.0 micron sob pressdo de disparo de 1100 psi.

Exemplo 5 - Obtencdo de plantas transgénicas de tabaco contendo o

promotor CaPEROX

Clones de Agrobacterium tumefaciens cepa LBA4404 transformadas com
o gene quimérico contendo o promotor CaPEROX em pCAMBIA-1381 (Figura
5) foram incubadas em 5 ml de meio YEP liquido seletivo (10 g Triptona; 10 g
Extrato de Levedura; 10 g NaCl contendo 100 pg/ml de canamicina e 100 pg de
rifampicina) com agitagdo entre 100-150 rpm a 28°C, até atingirem uma
absorbancia (600 nm) entre 0.5 e 1. Posteriormente, 1 ml do inoculo de cada
construgio foi transferido para um tubo de centrifuga de 50 ml, ao qual foi
adicionado 4 ml de meio YEP liquido. Tais amostras foram mantidas a
temperatura ambiente até a utilizagéo.

Plantas de tabaco (Nicotiana tabacum SR1) cultivadas in vitro foram
utilizadas no processo de transformagdo. Discos foliares de 1 cm® foram
retirados com auxilio de um vazador de ferro previamente esterilizado, e
mantidos em placa de Petri até o processo de transformacgdo. Para a
transformagdo foram utilizadas cinco placas de Petri com dez discos foliares
cada. Os discos foram imersos por 15 minutos no meio YEP contendo as
agrobactérias sendo posteriormente secos em papel de filtro estéril e transferidos
para placas contendo meio MS so6lido (Murashige, T. e Skoog, F. A revised
medium for rapid growth and bio-assays with tobacco tissue cultures. Physiol.
Plant., 15: 473-497, 1962). Essas placas foram mantidas no escuro durante 48
horas em sala de crescimento a 28°C. Apods esse periodo, os discos foram
transferidos para placas de Petri contendo meio MS sélido adicionado de 100
pg/ml de higromicina, 500 pg/ml de cefotaxima, 1 pg/ml de 6-
benzilaminopurina (BAP) e 100 pg/ml 4cido naftalenoacético (ANA). As placas
foram mantidas por aproximadamente 30 dias em sala de crescimento sob

fotoperiodo de 16 horas de luz até o surgimento de calos. Como controle
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positivo foram utilizados discos foliares ndo transformados mantidos no meio
seletivo acima citado. Posteriormente as pequenas plantulas formadas a partir
desses calos foram individualizadas em potes de vidro contendo meio de
enraizamento (meio MS descrito acima, porém desprovido do horménio 6-
benzilaminopurina) para indugdo da formagéo de raizes.

Foram regeneradas 27 plantas transformadas com o gene quimérico
contendo o promotor especifico de raiz. A fim de confirmar a insergdo do gene
quimérico, DNA gendmico dessas plantas foi extraido a partir de tecido foliar,
utilizando protocolo previamente descrito (Konieczny, A. e Ausubel, FM. A
procedure for mapping Arabidopsis mutations using co-dominant ecotype-
specific PCR-based markers. Plant J., 4:403-410, 1993).

A insercdo do gene quimérico nas plantas regeneradas foi confirmada em
reagdes de PCR empregando 2 ul de DNA gendmico em tampdo de reagdo 1X,
contendo 1,5 mM MgCI2, 0,2 mM de cada dNTP, 1uM dos oligonucleotideos
especificos a regido promotora (5-
CTTAAGCTTGCTGGTCCTAGAAAGTAAAC-3’ e 5°-
CTAGCCATGGCAGTTGAAGAAAGATAAGAG-3’) e 5 u de Taqg DNA
polimerase (Invitrogen). Os produtos de amplificagdo foram analisados em gel
de agarose 1% corado com brometo de etideo. As plantas tidas como positivas
na rea¢do de PCR, que apresentavam, portanto o fragmento de tamanho esperado
(2 kb), foram submetidas a ensaio histoquimico de GUS (anexo 3) como descrito
no exemplo 4.

Para a analise da expressdo do gene reporter uid4 em resposta ao estresse
bidtico, plantas transgénicas transformadas com gene quimérico contendo o
promotor da peroxidase foram infectadas com nematdides da espécie
Meloidogyne javanica reproduzidos e isolados de tomateiros. Aproximadamente
300 gramas de tecido radicular infectado com M. javanica foram triturados
durante 30 segundos, com auxilio de um liquidificador comercial Walita, em
200 ml de hipoclorito de s6dio a 0,05%. A soluggo foi entdo peneirada em telas
de nylon de 250 e 25 uM, respectivamente. O material depositado na peneira de

250 uM foi descartado (restos de tecido radicular) e o retido na peneira de 25
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uM (ovos e nematbides em estagio juvenil) foi enxaguado com agua em
abundancia, visando a completa retirada do hipoclorito de sédio. O material foi
posteriormente coletado, diluido em 200 ml de dgua potavel e transferido para
um Becker de vidro. Esta solu¢do foi mantida sob aeragdo constante, com
auxilio de uma bomba de aquério, e mantida em banho-maria a 28°C durante 72
horas no escuro. Esta etapa é de extrema importéncia a fim de obter um inoculo
homogéneo, com grande quantidade de nematoides em estagio juvenil. Apos
esse periodo, uma amostra de 1 ml da solucdo foi analisada em microscépio
6ptico em aumento de 20X e uma contagem estimada do numero de nematoides
foi realizada. Foram inoculadas 60 plantas (12 plantas de 5 diferentes eventos de
transformacdo) todas positivas em ensaio de PCR, utilizando-se para tal,
aproximadamente 4.000 nematdides em estdgio juvenil/planta. As plantas
inoculadas foram submetidas a ensaio histoquimico de GUS, como descrito no
exemplo 4 , ap6s 24, 72 e 336 (14 dias) horas de tratamento.

O anexo 3 mostra o ensaio histoquimico da atividade da B-glucuronidase
em raizes de tabacos transgénicos transformados com o cassete de expressdo
contendo o gene uidA sob controle do promotor CaPEROX, em resposta ao
ataque de nematdides. Os painéis A, B, C, D, E, F, G, H e I representam o
padrio de expressio de GUS observado em todas as raizes das plantas
transgénicas submetidas ao estresse bidtico apos 14 dias da infecgdo. A
expressdo do gene reporter (coloragdo azul) é observada especificamente nas
regides parasitadas pelos nematodides, denominadas galhas, ficando a mesma
restrita a regido central da raiz (cilindro vascular), local onde os nematoides

iniciam a atividade parasitaria.
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Us20010047
US20010047
Us20010047
Us20010047
US20010047
US20010047
Us20010047
US6518483

USs20050109
US6774282

Us20060143
US5689056-
US6271437-
US6271437-
Us5689056-
US5689056-
Us5750386

US5459252-
Us5837876-
US5837876-
Us5837876-
US5837876-
Us5837876-
Us5837876-
Us5837876-
Us5837876-
US7041873-
UsS7041873-
Us7041873-
US5633363-
Us20050109
US7193135

Us20060230
US20060143
Us20060143
Us5689056-
US6395963

US20062600
UsS20060143
Us20060143

CaPEROX
US7119254
Us20070050
US6649748
US6927320
US20042483
US6906241-
US5689056-
US6703541
US6262344

: TATTATTATTATTATTATTATTATTATTATATACAAAAAATCAATGATAGTGGTGTATTTATGAAATTAATGTAAGATGG :
: TATTATTATTATTATTATTATTATTATTATATACAAAAAATCAATGATAGTGGTGTATTTATGAAATTAATGTAAGATGG :
TATGAAATTAATGTAAGATGG :

. G-CCACTCATTCGAATGATAATAAATATAGACATACATAACAACTATATTTATAGGTTAATTARTAAATATATATTTAGT :
. GTCCACTCATTCGAATGATAATAAATATAGACATACATAACAACTATATTTATAGGTTAATTAATARATATATATTTAGT :

. AATTTGTGTTTCTTTTTGCCTAATTTATTGTGTTATCCCCTTTATCCTATTTTGTTTCTTTACTTATTTATTTGCTTCTA
. AATTTGTGTTTCTTTTTGCCTAATTTATTGTGTTATCCCCTTTATCCTATTTTGTTTCTTTACTTATTTATTTGCTTCTA *

. GGCCAGCCTGTTAAACGCCGTCGACGAGTCTAACGGACACCAACCAGCGAACCAGCTCGCGTCGGGCCAAGCGAAGCAGA :
. GATATATGTGATGTATATATGTGATGTATATGTGACATATGTGATGTATATGTGGTATCTTTTGTTTGTTTGGATGGAAT
. TAAACGTCTCTAGTGGCACGCCATACATATTGTCGGTTCCTGTCCAARAAACTCTACCACCTTTCAATAGCTCTTTTGGG *

. ATTAGTCTTAATTCACTAAATATCCARACCATGATGATTTGTCACAAGTTGCTAATATTGGGGTGCAAAATTATCAATAT :

Us20050109 :

1/25

CCTAGAAAGTAAACTAAGTATTTGCAGATTGAGTTTTCATTTCTTCAGGCTTAGAAGGTAAATTAAGCATTTGCATATTG :

* 100 * 120 * 140 * 160




US20060143 :

US6384207

US20050109 :
US20040199 :
US20040199 :

US20040199

US20031675 :

US20031675
US7196247

US20031675
US7193136

US7193136-
US7193136-
US7193136-
Us20050976
US20050976
Us20060107
Us20060107
US20062600
US20062600
Us20060143
Us20010047
Us20010047
Us20010047
US20010047
Us20010047
Us20010047
Us20010047
US20010047
US6518483

US20050109
US6774282

US20060143
US5689056-
US6271437-
US6271437-
US5685056-
US5689056-
UsS5750386

US5459252-
US5837876~
UsS5837876~
Us5837876-

UsS5837876-

US5837876-
US5837876-
US5837876-
UsS5837876-

UsS7041873- ;

US7041873-
Us7041873-
US5633363-
Us20050109
U87193135

1520060230
US20060143
US20060143
Us5689056-
US6395963

US20062600
US20060143
U$20060143

CaPEROX
US7119254
US20070050
US6649748
US$6927320
Us520042483
US6906241-
US5689056-
Us6703541
US6262344
Us20050109
Us20060143
US6384207
Us20050109
UsS20040199

US20040199 :

US20040199
US20031675
US20031675
US7196247

US20031675 :

US7193136

AGGGTAGGTATGGGGCTTTCCCCATCTACCTCGCTTCACCCCTGTTTGCAATAGAAATAGCATGTAGACTTCATCATTTG :
. AGGGTAGGTATGGGGCTTTCCCCATCTACCTCGCTTCACCCCTGTTTGCAATAGAAATAGCATGTAGACTTCATCATTTG :
: AGGGTAGGTATGGGGCTTTCCCCATCTACCTCGC----~ CCCTGTTTGCAATAGARATAGCATGTAGACTTCATCATTTG :

: CTAAAACAAAATATATTTTACCCATTTTATTCCTTATGCATGAAACGTTGATCTACTTGTCAGATGGAAAAATACTACGA :
: CTAAAACAAAATATATTTTACCCATTTTATTCCTTATGCATGAAACGTTGATCTACTTGTCAGATGGAAAAATACTACGA :

: TGTCTTTGTACAAAGATTTAAACTCTATGGCACATATTTTAAAGTTGTTAGAAAATAAATTCTTTCAAGATTGATGAAAG :
: TGTCTTTGTACAAAGATTTAAACTCTATGGCACATATTTTAAAGTTGTTAGAAAATAAATTCTTTCAAGATTGATGAAAG :

: CGGCACGGCATCTCTGTCGCTGCCTCTGGACCCGAGAGT TCCGCTCCACCGTTGGACTTGCTCCGCTGTCGGCATCCAGA ¢
. AGAGAAAGCAAATAARAATGTGTATACTGGTCACTTTGTCGAGTGTAACACTCGGCAAARAGGTGCTTTGCCGAGTGTTA :
: CTCGAGGGCTATAAATAAATAGCACCACAGTGGGCTATTTCTCAAGTTTTGTGCTGAGARACATAGCAAGAGAATTGAGA @

* 180 * 200 * 220 * 240

: AAAAGTTTGACGTACAAAATCATGAAAAAAAARATTAGAACTCTCAAGTGTAAATTATTCAAATTATTGCTCGGTCTCAC :

GATAATTTAAAATTCTTCCTACTATTTTTTATTTATTAAAAAAGARAT CATACTTAAGARATTACTATATGARATACTTT :
GATAATTTAAAATTCTTCCTACTATTTTTTATTTATTAARRAAGARATCATACT TARGARATTACTATATGAARTACTTT
GATAATTTAARAT----CCTACTATTTTTTATTTAT TAARAAAGAAAT CATACTTARGAAATTACTATATGAA———~ TT :




US7193136-
US7193136-
US7193136-
US20050976
US20050976
USs20060107
US20060107
US20062600
US20062600
Us20060143
Us20010047
US20010047
US20010047
Us20010047
Us20010047
Us20010047
520010047
US20010047
US6518483

Us20050109
US6774282

UsS20060143
US5689056-
US6271437-
UsS6271437-
UsS5689056-
US5689056-
Us5750386

US5459252-
UsS5837876-
Us5837876~
US5837876-
UsS5837876-
Us5837876-
Us5837876-
Us5837876-
Uss5837876-
US7041873-
Us7041873-
Us7041873-
US5633363-

. AACTTTTTAATTGTAGATATTTCGTAGATTTTATTCTCTTACTACCAATATAACGCTTGRATTGACGARAATTTGTGTCC :
: AACTTTTTAATTGTAGATATTTCGTAGATTTTATTCTCTTACTACCAATATAACGCTTGAAT TGACGAAAATTTGTGTCC :

Us20050109 :

US7193135

Us20060230
UsS20060143
US20060143

US5689056- :

US6395963

US20062600
UsS20060143
US20060143

CaPEROX
US7119254
Us20070050
US6649748
US6927320
US20042483
US6906241-
UsS5689056-
US6703541
US6262344
UsS20050109
Us20060143
US6384207
Us20050109
Us20040199
US20040199
US20040199
US20031675
UsS20031675
US7196247
US20031675
US7193136
US7193136-
US7193136-
US7193136-
US20050976

. AATTGCGGAGCGGCAGACGTGAGCCGGCACGGCAGGCGGCCTCCTCCTCCTCTCACGGCACCCTACGGGGGATTCCTTTC ¢

GGGCCATAGCACTCGGTAGAGAACCAATACTTAGGCACCGGTARAGCTTTTTTGGCGAGTGTTGTGGCCCTGGCACTCAG :
CTCCGATCTATTAGTTCTTAGACATCTAAGTGCTTTAAGGTTACTCGGTGATTCGTGTAGGTGTTTTGCARRGTACTTAA :

* 260 * 280 * 300 * 320

. CATACAAACACAATATACAAGTCAARACCAATCATCTCATTTCAATTCTCATATTACAGTAACGTGTGATTTGCATGTCA :

. ATCAGCTACGGATAAAAATAAGCTAATAAAATTCGTATGTAATAGAGAATTAATTGACTTTGCTTGGGTGTCAATACAGT :

TTAAATTGAAACAAGTAGGATTGAAGAACAAGAAAACAAAGAAGCATGCCCTAGATTTCTGAGATAATAATTACACATTG :

CCTCTTTTAGTGCTATTTAATGTCCATTAAT

ATCAGCTACGGATAAAAATAAGCTAATAAAATTCGTATGTAATAGAGAATTAAT TGACTTTGCTTGGGTGTCAATACAGT

: ATCAGCTACGGATAARAAATAAGCTAATAAAATTCGTATGTAATAGAGAATTAATT----- TGCTTGGGTGTCAATACAGT

. CGATGTACTTTTTTATCCATARAATACCATACCATTATGATATGGATATCTTGATGAGAGGGACTCATTATCTCTCTCTC :
CGATGTACTTTTTTATCCATARAATACCATACCATTATGATATGGATATCTTGATGAGAGGGACTCATTATCTCTCTCTC :

Us20050976 :

Us20060107
UsS20060107
US20062600
US20062600
Us20060143
Us20010047

TATAGTAGATGTAGATCACAACTTTTTATTTATT--TTAAGCTGC :



Us20010047
US20010047
Us20010047
Us20010047
US20010047
Us20010047
Us20010047
US6518483

US20050109
US6774282

Us20060143
US5689056-
US6271437-
US6271437-
US5689056—
US5689056—
Us5750386

US5459252-
US5837876-
US5837876-
US5837876-
US5837876-
UsS5837876-
UsS5837876-
UsS5837876~
US5837876-
UsS7041873-
US7041873-
US7041873-
US5633363-
Us20050109
US7193135

US20060230
Us20060143
Us20060143
US5689056—
US6395963

Us20062600
US20060143
Us20060143

CaPEROX
US7119254
Us20070050
US6649748
US6927320
Us20042483
UsS6906241-
UsS5689056-
US6703541
US6262344
Us20050109
US20060143
US6384207
US20050109
US20040199
UsS20040199
US20040199
US20031675
Us20031675
Us7196247
US20031675
US7193136
US7193136-
US7193136-

. US7193136-

Us20050976
Us20050976
Us20060107
US20060107
US20062600
US20062600
US20060143
Us20010047
Us20010047
Us20010047
Us20010047
Us20010047
0520010047
Us20010047
Us20010047
US6518483

Us20050109
US6774282

Us20060143

. AAATATCTAGCAAAAAGGTATCCAATGAAARATATATCATATGTGATCTTCAAATCTTGTGTCTTATGCAAGATTGATACT :
: AAATATCTAGCARAAAGGTATCCAATGAARATATATCATATGTGATCTTCAAATCTTGTGTCTTATGCAAGATTGATACT

CCACCGCTCCTACTAGAGATAATGAGCATTGCATGTCTATAAAARATTACCACATATTTTTTTTGTCACACTTGTTTGRA
CTTTGCCGAGTGCCTCACAGAGCACT CGACARAGAACCTGACAARATGGACCCGCTGGTARATCCTTTACCGAGTGCAGGT ¢
GTCAGTTAGACCGTCACTATAACACTTGCTCTAGGT TATGCCTAGTTGAGCTAGACACCCTCAAACGGTCARACCCTTGA

* 340 * 360 * 380 * 400
TCAAGTTCCGATGTATAGAGT TAAACCATAARAGATTCCATGCTCGAACATATTTTATCTGAGGCTTCGCTGTCTTTGTT

CTGTTTATATAAGGTAAGAGAATATGACACATTGGTTGGTTTCTTACGGGTARATGTGARAGARAAAAAARTAGTAATATT
GGTTTAAACTATATACCAATACGGGTTTCTTCTGTATACTATTTATGARAACGTATTATAAGATTAAAATATTATAAGAT :

TAAAATGTCAAGATCTAATGTGATACTTTTATATCAATGTTTAT TARAAAARARAGT TACCAATAAATTCATCCTCGTAA :
TAARATGTCAAGATCTAATGTGATACTTTTATATCAATGTTTATTAAAAARARARAGT TACCAATARATTCATCCTCGTAA
TAARATGTCAAGATCTAATGTGATACTTTTATA-—=~~= GTTTATTAAAAAAAAAAGTTACCAATAAATTCATCCTCGTAA :

TATATATATAAAC-CCTATATATCAAACAGGCATARAGARARAACAGATGATTTTTTT ~-CTGAAGTAGAGTGACAGAAGC :
TATATATATAAACACCTATATATCABRACAGGCATAAAGAAAAAACAGATGATTTTTTTTCTGAAGTAGAGTGACAGAAGC
ATGAGGTTCAAGTTGTAGTATAGTAAATAAATAAATATGCGATCCAATCATCTCTGCTATCCGATCGGCCGGTCTCATAA ¢
CCCACTTCTC--~~== CACATTTAAAATGTGTGAACTCAA-GTCACTAT----- GTTATTTGACCAAAAARAACAARRATGA

CTTATCACTTATATAGTGTACCTAAGATAAATAAATGCGACATTACTGTTACTTAATATCCAACAATATAAACAGGGTGG :

390
394
123



US5689056—
US6271437-
US6271437-
US5689056-
US5689056-
US5750386

US5459252-
Us5837876~
Us5837876-
Us5837876-
UssS837876-
UsS5837876-
Us5837876-
Us5837876-
Us5837876-
UsS7041873-
UsS7041873-
Us7041873~
US5633363-
Us20050109
US7193135

Us20060230
Us20060143
US20060143
US5689056~
US6395963

US20062600
US20060143
US20060143

CaPEROX
US7119254
Us20070050
US6649748
US6927320
UsS20042483
US6906241-
UsS5689056-
Us6703541
US6262344
Us20050109
US20060143
UsS6384207
US20050109
UsS20040199
Us20040199
US20040199
US20031675
US20031675
Us7196247
US20031675
US7193136
US7193136-
US7193136-
US7193136-
Us20050976
US20050976
Us20060107
Us20060107
Us20062600
US20062600
Us20060143
UsS20010047
UsS20010047
Us20010047
Us20010047
Us20010047
Us20010047
US20010047
Us20010047
UsS6518483
Us20050109
US6774282
Us20060143
US5689056-
US6271437-
US6271437-
Us5689056-
US5689056-
USs5750386
US5459252-
US5837876-
UsS5837876-
Us5837876-
UsS5837876-

: TTGTTCAATGGAAGAGATTGTGTGCATATTTTTAAAATTTTTATTAGTAATAAAGATTCTATATAGCTGTTATAGAGGGA :
TTGTTCAATGGAAGAGATTGTGTGCATATTTTTAAAATTTTTATTAGTAATAAAGATTCTATATAGCTGTTATAGAGGGA :

: AGTTCTTCCTTCTCAGTCTAAGATTCCAATAGCTAAGTAAGTATTCCCCTTAAGAATAATTTATCAATTAGTCCTTTGAC :

GATTATTTTTAATCTTTGCATTCACTTAAAATATTTATATAAAAAAATTGAAACATTATTACAAAGATATTAAATAAGAT :
GATTATTTTTAATCTTTGCATTCACTTAAAATATTTATATAAAAAAATTGAAACATTATTACAAAGATATTAAATAAGAT :
GATTATTTTTAATC-----. ATTCACTTAAAATATTTATATAAAARAATTGAAACAT TATTACARAGATAT--~-TAAGAT

GTGCAGTTTATCTTTATACATATATTTAAACTTTACTCTACGAATAATATAATCTATAGTACTACAATCAGTGTTTTAGA :
CAGTAGACACTCGGCAAAGGTAACTTCTTTGCCGAGTGCCGCTTAGAACATTTGACAAAGGGTCATCTCCGTTACCCGGT :
TGCTTGTGCGCACCATTATATGCATCGACACTTGCGCGTGTTCGTAGAGTTGTACCAGGAAGGGTTGTATCTTGTGAGAT H

* 420 * 440 * 460 * 480

TGAGAAAATCTAAAATAGTAAAGAGGTATATATGGAGAAGAAGAGAGAAAAGGGAAAAATAGTGGCAGAGAATGGAGAGA :
TACAATATTATTTGATTAAATATACCTTCTTTATCTGTGTCAGATATATCATCGATATCTTTCTCCTCATCTAGCGAGTC :

AGAAGTGTGAGTCTTTTTGTTTCAATTTTATAATGTGTAAAGAAAATGACGCCAATGAAATATGTGTCTGGGCTGACGTG :
AGAAGTGTGAGTCTTTTTGTTTCAATTTTATAATGTGTAAAGAAAATGACGCCAATGAAATATGTGTCTGGGCTGACGTG :
: AGGCAGCCCATACCTGTTGGTC——GTTGTGTCGTCTGTATTAAAATTCAGGCCGCGTATCGGTTTTTCCTTCCCACCAAC :

TAATTTTACAAAGAACACTATAAATATGATTGTTGT TGTTAGGGTGTCAATGGTTCGGT TCGACTGGTTATTTTATARAA :
TAATTTTACAAAGAACACTATAAATATGATTGTTGT TGTTAGGGTGTCAATGGTTCGGTTCGACTGGTTATTTTATARAA :

480
480



US5837876-
UsS5837876-
Us5837876-
UsS5837876-
UsS7041873-
UsS7041873-
US7041873-
US5633363-
Us20050109
US7193135

US20060230
UsS20060143
US20060143
US5689056-
US6395963

UsS20062600
Us20060143
US20060143

CaPEROX
US7119254
0520070050
US6649748
US6927320
US20042483
US6906241-
US5689056-
US6703541
US6262344
US20050109
Us20060143
UsS6384207
US20050109
U520040199
US20040199

US20040199 :

US20031675
US20031675
US7196247

Us20031675
UsS7193136

US7193136-
US7193136-
US7193136-
US20050976
Us20050976
Us20060107
Us20060107
UsS20062600
UsS20062600
Us20060143
Us20010047
Us20010047
Us20010047
US20010047
Us20010047
UsS20010047
USs20010047
0520010047
US6518483

US20050109
US6774282

US20060143
US5689056-
US6271437-
US6271437-
US5689056-
US5689056~
Us5750386

Us5459252-
Us5837876-
Us5837876-
Us5837876-
Us5837876-
Us5837876-
US5837876~
US5837876-
US5837876-
US7041873-
Us7041873-
US7041873-
US5633363-
Us20050109
US7193135

Us20060230

* 500 * 520 * 540 * 560

: GAATCATATAAATGAACAGTTAGACATGGTCTAAAGGACAATTGTATTTTGACAACAGGACTCTACAGTTTTATCTTTTT :
: GTCGTGACGGCCGCTTTTCTTTGCCGAGTGCCTGATAGAAAGTACTCGGCAAAGAAGTCGTTGCCAATGTATTGTTCGCT :
: CACACTAACCACGTTTATGCTGCGGCCTCCACCGTACACTAGAGCGAACGAGGTCATGAAGTTTCAGTCAGAAGTTCGAT :

. ATATATTGCAGTTGAAACTTGGGGAAGAATTCACATTAGTTTGTCTGCGARACTCAGCTTTAGTTTTCACTGGAACTTTT :

————————————————————————— CAGGTCAACGGATCACATGCATCAGCACTATTTACAACAATCCTTTAGGGTATAT

: GGTTAGGAGGCAAAGGCAAATGTGGAGCTTTGATGATGTTGATGCACGCCGTCAGCTTTTCTTCACGCCTGCTCCCACTC :
: CTCAACATATGAATTAGATATTATGTAATCGTCATTGTCAGAATCTTCATCTAAATTTTTTGCAAATCTTTGAACTTTTC :

TTAATTTTCTCTCTCATGTATCCTCCTTCAAGAATAACAGCGGATATTCAATTARATTAATCATTTTATCGCATAATATT :
TTAATTTTCTCTCTCATGTATCCTCCTTCAAGAATAACAGCGGATATTCAATTARATTAATCATTTTATCGCATAATATT

. TTTGTACCATACCATTTTTTTCGATATTCTATTTTGTATAACCARAATTAGACTTTTCGAARTCGTCCCAATCATGTCGG
: TTTGTACCATACCATTTTTTTCGATATTCTATTTTGTATAACCAARAATTAGACTTTTCGAARTCGTCCCAATCATGTCGG

: TTAATTTTCTCTCTCATGTATCCTCCTTCAAGAATAACAGCGGATATTCAATT AATCATTTTATCGCATAATATT :

: TTGTTTGGTGAAAGCCAATTTTGT TGTATATAGGGGGGCCAGAGCCCAGT TGTAT TTGTTGCCGGGACTGGCGCARRAAR -
. PTGTTTGGTGAAAGCCAATTTTGTTGTATATAGGGGGGCCAGAGCCCAGT TGTATTTGTTGCCGGGACTGGCGCARRRAR :
. AAATTTACTATCCGGATTTTTTTTGGTGCATGCTCGGTAGGGCATTCCCAACGAAAGTTTCGTACTCTCARCAAAARTTT :

: TAA----- TTGACTTTTATTTTTTGGTT—--———=~-~—— AAAAATAA-TAATTGACTTTTTTTAGGGGAAATAATAATAA :
: CAAGACATCTAACCCTTATATTTTATATCGTCAACTTACAAAAATAAGTAACAAGAATTGTTTGGACGAAACGACTTTCC :

. CGGTGCCGCCCGCCGACCGCGCGTGCCCCGCCTGGGGCCTCTTCTCGCCTCCACAGCGTTTGTACTTTGCGGATTCGGTC =
GAACATGACGGATGAAGAATCACTATT :

. AGTGTGCATGTGTTCTCCTTTTTTTGCAAATAGCTTCACCTATATAATACTTCATCCATTTTATTAGTACATCCATTTAG
. GAGGTCTCTTTGTCAAGTATTACACTCGGCAAAGACTGTGCCGAGTGTTTTTCAGACTTTGCCGAGTGGTTTARGCACTC
: AGTGAAGACAACCAAGAGCATCCGAGAGAGGCCARATACGGAGCGCCACTTATGAGTGGAGAAGGCTCGTGACTATCTGC



UsS20060143
Us20060143
US5689056-
US6395963

US20062600
US20060143
US20060143

CaPEROX
US7119254
US20070050
US6649748
US6927320
US20042483
US6906241-
US5689056-
US6703541
US6262344

* 580 * 600 * 620 * 640

: GAGTTTTGGTTGGAGGAACATGCACAAATGTGACTAATAAAAAAAAAAAAATCTTCCACCGACAAATTGACTACTTTAAC :
H TCAACCCCGTAACACCATTCGTACCCATTAATCATGAACAT TTCGCARAGT TTTCCCARARACGGCGTCGGATAAGGTTT :

—-GTTCCAGAARAAGAATCATTGATTACTCGTTGTACATAATATCTCCTTCTAARATTG :

: ACTCACACCTATGAACATTCTCTCTCTATTTTATAATTATATTCACATGTCTCTATGTTACTATGTAAATGGTGACCACT :
ATTCATTGCCAGCTATATTATTCCCACATGATAATAGCGAATTTGTCACGTTCGATGCAGAAGCACCGACAACATCTACT :
GCCCATTCATCAAGAATCTAGATCATGAAGTGCATAACTATTTATGCTAAGGAGTGGACTAAAAGTTATTGTCAATTATA :

US20050109 :

UsS20060143
Us6384207

US20050109
Us20040199
US20040199
UsS20040199
US20031675
US20031675
US7196247

US20031675
US7193136

US7193136-
US7193136-
US7193136-
US20050976
US20050976
Us20060107
Us20060107
US20062600
US20062600
US20060143
Us20010047
US20010047
Us20010047
Us20010047
Us20010047
Us20010047
Us20010047
US20010047
US6518483

US20050109
UsS6774282

UsS20060143
US5689056-
US6271437-
US6271437-
US5689056—
US5689056-
Us5750386

ACTCACAACGCTAGCTTCTCTCTATAGTCTATAGAGTGCCGGTC :

TTGTAGTTCACAAAAAAGTTCTTGTTCTCTTTTCAAGTCTTCTCTGTATATCCTAGTTAACGAGCATGGCCATACAAATC :

AGTATACTAATAATACAGTAATAGTTAAATTTATTAAGTACATCTATATAAAAACATTTTACATGAATTAAACCACTTAT
AGTATACTAATAATACAGTAATAGTTAAATTTATTAAGTACATCTATATAAAAACATTTTACATGAATTAAACCACTTAT

: AGTATACTAATAATACAGTAATAGTTAAATTTA——AAGTACATCTATATAAAAACATTTTACATGAATTAAACCACTTAT :

. ARATCCCCTTGGATATGACTAGATTTCCTTATAACGAACTAGGAACTTCATGTTAAGGTCGATTAGGATTTAGGACTCCA :
: AAATCCCCTTGGATATGACTAGATTTCCTTATAACGARCTAGGAACTTCATGT TAAGGTCGATTAGGATTTAGGACTCCA :

US5459252- :

USb5837876-
US5837876~
Us5837876-
Us5837876-
US5837876-
US5837876-
UsS5837876-
Us5837876-
US7041873-
US7041873~
US7041873-
US5633363-
US20050109
US7193135

Us20060230
Us20060143
US20060143
UsS5689056-
US6395963

US20062600
US20060143
UsS20060143

CaPEROX

CATACTCATTATATACGATGATACACCATCATACATAGTGACA-=--——-=-—~ TGACATACAATTAARAGCAGAGATATA

GACATTTTTTTTTTAATATTTTTGACAARAAATTGACTTTATGTACCGAT TATAATTATCATAARACCCAC
TTTTGGATACGATACTCTACTTATCAGTTTATTACTTGTTAAACGATTTGGTACACTGGCGACATTCG——ACCATCATAG

GGTCGCTCGCTCGCTTCTGGTTCCGGTACACGTCAGGACTACCTGGATTGCTCTGCTCATCAGCCTCGGCTCCGGCCGTC ¢+
GTTTTCTTCTTTGCGTAGAAGATAATACTCCTCCTGTCCTAAATTARTATTTGT TTAARCTTTTTATTGGATTCATGTAA ¢

TTTCACTTCGGTATCGGTACCGTTCGGTTAATTTTCATTTT TTTTTAAATGTCATTAAAATTCACTAGTAAARATAGAAT

TTTCACTTCGGTATCGGTACCGTTCGGTTAATTTTCATTTTTTTTTAAATGTCAT TAARATTCACTAGTARRAATAGAAT @

———————————————————————————— ACATGGTGGAGCACGA :

CGTCAACATGGTGGAGCACGA :

. TTTAGGGTTAATGGTTTTTATAGACTAATTTTTTTAGTACATCTATTTTATTCTATTAGCCTCTAAATTARGRAAACTAA :
. AGCARAGCGCTCGATTTCGGTAGTGACGGTTGTTTGGCAATAGTARAATCCAGCCCTCTCCCGTGGGGAARRRACTGGTA ¢
GGAGTTACCTGGCTAGGAGCTTGGCCCTCGCGTGGGCTACCCTTTGCGTAGGGGTTCCGACGAGGAT TAGGAAGAAGCTT «

* 660 * 680 * 700 * 720

TACACAAATGGCAGCTGGTACGTGTGAATTCCGTTGAGCCCTCAATTATTTAGGCACTARGCACAATTTTTTTAATARGA

640
135
55

640

640

640

720



US7119254
UsS20070050
US6649748
US6927320
US20042483
US6906241~
US5689056-
US6703541
US6262344

US20060143
Us6384207

Us20050109
US20040199
UsS20040199
Us20040199
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: TTGGCATTTTGTGTTTCTTTTTTTGTGTGCATATAATTTCATTTTAACCGTACTATTCGAAGATTTTTAAATTGGATAAA :
: ATGATTTATAGTTATGTATAACATGTTTTGCAAGAGATTTGAAATCTTCTTATGTATCAATTCAATGCTTGTACCCTTTT :
§ memmr———ee—r—sesommm CAAGGCCATGATCAGATCGATAATACCAAATGGTACCACCTAACTAGGTGATAT :
: TAAGTATTTATATATCATGTATATATCTTATAGGTATCATACAAAATGGTCATGAAACTTTTGCAATTTCAATCTACTTG :
: TCAACGCACAATTCAAGGACACCCATTTCTTGTTGTTGTTGAAAACTTTCAATCATTGTTTCAACATCTTCATCGTCACA :
: TTGACACATGTTTTGTATCAATGTAAAAAATAGGAGTTTGCAGAAATTCCATTATTATAGGCAGGTTGCATATGCTTTTG :

: ATACCAATTATTTTATGGCACCCGTCGTGTGGCCCTATCATATATAAATACATATTTGCATATATTCCTTCTTAGCTACC :

: AACGTTTACAGGAAGCTCGGATAGCACGGGAAGAAGGTGAACGCAGGCGGAAAGAAAGGGACCACCGGTATGGAGACAGG :
Us20050109 : :

US20031675 : ATTGTTTTTATACAAAGGGGAAATGCATTTGCCATTGGGCAACTCTCAAAATAAACTTGGCCAGTCCACACCAATTATCA :

: ATTGTTTTTATACAAAGGGGAAATGCATTTGCCATTGGGCAACTCTCAAAATAAACTTGGCCAGTCCACACCAATTATCA :
: ATTGTTTTTATAC——AGGGGAAATGCATTTGCCATTGGGCAACTCTCAAAATAAACTTGGCCAGTCCACACCA——TATCA :

TCGGCAATCTATTCTACGGGCTATATGAGGAGGGATAGGGGTCCCCTAAGTGACATTCCACACATCTCATCATAGAACTA :
TCGGCAATCTATTCTACGGGCTATATGAGGAGGGATAGGGGTCCCCTAAGTGACATTCCACACAACTCATCATAGAACTA :
GAAAGAGCTTATGGGAGATGGTAGAGTTTCATAGAGATAAAATTCTATATATACAATTACCTAGTTTAAATATGGTGTGA :

: ATAATATAACGTCATAGTTTAATTGACAGTTGGTCTGAAACAAAATATAGTT—TAACTTGTTAGTTTTTTTAGAGGAGT— :
: A—GCTCTAGCGTC-—GACACGATTATGAGTTAGCCTCAATCTGGTTTTTGCTATGTTTTGTTAGTTTCTGTTTATTTGCA :

: CGTGCTCCTCCCATCCCTTGCTGCTGCTGCTGCTGCGTTGCATTGCATTGCAGCTGTACATACAGGACCACACAT

TAATTAATGTATGTGTTTTATATATATGTCTAGATTTATAATTATTCATATGAATATGGACATAAAAATCTAGGGCTAAA :

GCAATAACATACGTTCTTTTATAGGACTTAGCAAAAGCTCTCTAGACATTTTTACTGTTTAAAGGATAATGA--—ATTAA

CGTCTTCTCCAACTTTCTTAGTGTCATTTTGTGACTAGAT :
CGTCTTCTCCAACTTTCTTAGTGTCATTTTGTGACTAGAT :
———-AAAGTCCAGCGCGGCARCCGGGTTCC--TCTATARATACATTTCCT :
AAATTGTAGCGCGCCAACCGCTTTTCACTCTATARATACGTTTCTT :

GCAATAACATACGTTCTTTTATAGGACTTAGCAAAAGCTCTCTAGACATTTTTACTGTTTAAAGGATAATGA———ATTAA :

GCAATAACATACGTTCTTTTATAGGACTTAGCAAAAGCTCTCTAGACATTTTTACTGTTTAAAGGATAATGA—-—ATTAA :
GCAATAACATACGTTCTTTTATAGGACTTAGCAAAAGCTCTCTAGACATTTTTACTGTTTAAAGGATAATGA———ATTAA :

CACTCTCGTCTACTCC-~~
CACTCTCGTCTACTCC-—=-=--~. AAGAATATCAA--AGATACAGTCTCACCAAAGGGCTA----TTGAG

: AACTCTATTTTAGTTTTTTTATTTAATAATTTAGATAAAATAGAATAAAATAAAGTGACTAAAAATTAAACAAATACCCT :

: GGATCTGGCTCGTGGCTAAGATTCTCTTTCTTCCCTTTGTAAAAAAAGAGAAGAAAAAAAAAACGACTGTCACGGTGCCT :
: ACATATTTCTTGATACCTTAGTAAAAAATATCAGCGTGTCCACATGACTTTATATCTCTATCTCATTTAAGCTTCTGCAT :

CTTTGTCTTTTTTCCACTGTGGTCTCAGTTGACTATAAGAAATGTTGCTAACTATTTTTAATGTCCAAACCTCAAATATC :

TTTCCATACATATATATAGAAATGCAAAAGGAATCTAATAAGTAAGAAAAAAAAAATCCTAAAACCATTGATGTGGTTTT

D e it CCACTTGTCTTTATTTTTTARGGGCA :

* 740 * 760 * 780 * 800

: AAGACAAACAAAACTTTATTAATGAGATTGTTGGAAATTGTCTAGCACAAATTGTTTGATATAATTTAGAGGAAAATTCC :
: GATGATTCATACATAGTCGCTTTGTTGTTACTAGTGATAAATTCATGTTAATGATTCTATGATTGCCAGCTATCTCATTA :
: TTTATCCCTCGAGTTCTTAAGGTACTTAGTCCCTAGTGATTAACCAAATTAGCCAGCATATTTCTTTTAGAACATATATC :
: ATATTATGTATGTCATTATTTTAAACTGTATTACAAAGACTATTTTTTCATTAATTGGTACAAAGAAAAATTAAACAGAA :
TTCATTGTAGATGCTAGCTTTTCACATGTTTTGAAAATTAGTCTGGATCTGAAATTCTTTAATTAGCATTGTTTTGTTGG :
AATTTGCAATGCAATATATTTACTTGCAACTAAAAATCGGCAAGTCATAGTAGATATACTTTCATTTTTATCTAATTTTA :
: ATCATTTACTATCTCGGCTTTCAACATTCACCTAATAAACACATGAGGAATACGAATGTGCAATTAGCTTAAGTTGGGAA :
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: ATACACACAAAATTAGGCTCACGATATGGATGGATGTTCAGCCATGCCGAGCCGAGCTGGCTTGTTAAAATAACGAACTG :
: AGGAGGCGTGACAAACGGGTAAGTACTTATTTGAGTCCAAATGAATTATAACCTTCTCAACTCTGTTTTATCTGGAAACC :

CTATCAAGTGTGAGTTTCGAATCAGCCCCACTAAAATTATTTTAAGTGTGAAAGTTGTCAAATAACGTGTAATGACTGAA :
CTATCAAGTGTGAGTTTCGAATCAGCCCCACTAAAATTATTTTAAGTGTGAAAGT TGTCARATAACGTGTARTGACTGAA :
CTATCAAGTGTGAGTTTCGAATCAGCCCCACTAAAATTATTTTAAGTGTGARA-~TGTCAAATAACGTGTAATGACTGAA :

GBATCCAACGGCCTGTAACCCAAGTGCATAGCATAAAGAGAAGCTTTCTGCA-—~~- CTGGATGTAGTGTACTTTATACT :

: GAATCCAACGGCCTGTAACCCAAGTGCATAGCATAAAGAGAAGCTTTCTGCA-~-~— CTGGATGTAGTGTACTTTATACT
: CAACATGGAAAACATTGTACCGAAGCTCACCGCTGAAAATGGCCTTACAARA-—=-— CTGAARAAGAAGATGTCACTTGTT :

TAAATTGCCAGTTGGTTGCATTGCATAATATGGCGCATGCACGAGTTGATATA- ~TACTATTTGATTTGATARGAGTATA :
TTTGTTTTTATTTTGTT—CAGTGGAGATGAAGATGGGTG-GTGGCTTTGTTTC——GGCTATGTGATTTGGTATGAAAATC :

. GTGTCTTGTCGTGTCGCGGATGTTCTCTCTGCGTCTGTACAGTAGCAGGCAGCCCACACCCACAGTGCGGGGCTAGCTTT ¢«
. ACGACTACTATTTTGAAACGGAAGGAGTAGTAATTTATTTAAGCGGAGGGGAACCATGATGGGCTAGTGATTTAATTTAC :

CCATTTTGTAAGAAAATAAGATTAGATTAAAAT TATTAAAAAATATCGAGACTCTCTCAACTTTTGTTCGATTTGATTTC
. CCATTTTGTAAGAAAATAAGATTAGATTAAAATTATTAAAAAATATCGAGACTCTCTCAACTTTTGTTCGATTTGATTTC :
. ACATCTTCTCTTCTCCTCACATCCCATCA--CTCTTCTTTTAACAATTATACTTGTCAATCATCAATCCCACAAACAACA :
CTACTTTCGCTTCCCCACACAAACCATCA--CTGCTTAATACACATTTGACTTTCTCTCTCTCTCATTTCTCTT-TTTTT

: AAAACATGAAAGATGGCTAGAGTATAGATACACAACTATTCGACAGCARCGTAARAGAAACCAAGTAARAAGCAAAGARAA :
. AAAACATGAAAGATGGCTAGAGTATAGATACACAACTATTCGACAGCAACGTAARAGAAACCAAGTAARAAGCAAAGRAAA :
. AAAACATGAAAGATGGCTAGAGTATAGATACACAACTATTCGACAGCAACGTARAAGAAACCRAGTAARAGCARAGRARA :
. AARACATGAAAGATGGCTAGAGTATAGATACACAACTATTCGACAGCAACGTAAAAGAAACCAAGTARRAGCAAAGAARA :

TCAACAAAGGGTAATATCGGGAAAC-CTCCTCGGCCATTGCCCAGCTATCTGTCACTTCATCARAAG- -GAC--AGTAGA :
TCAACAAAGGGTAATATCGGGAAAC~CTCCTCGGCCATTGCCCAGCTATCTGTCACTTCATCARRAG--GAC--AGTAGA :
. TTAAGAAATTAAAAACTAAGGAAACATTTTTCTTGTTTCGAGTAGATAA-TGCCAGCCTGTTARACGCCGTCCGAGTCTA :

TGTCTGGTAATGATCGCGCGGTCGGCTCTGTCCTAACCCGTAAGATGGACGGGAGCTGATGATAGCGTGACCTCCARATA ¢
TTATATTGCTAAATTTGGTTGTGTGCTTTACCTTTCCTAACT TAGT TACATGCTAGT TAGTAGGACTGARAACTTAGGTT :

: AAGCCATGCAAAATTAACCATTTTCTTAACGTGGATATATACCTATTCCACCACATGGTACCCTATTCCARCTATATTAA :
CAATGATATGCATATGCAGATTCTCTGCTTTTTTGCAATAGCTTCGAAAATGCCTGCTAARATCTATAARAGCCAGGAGG :
GGGACCACCTTGTTATTTGCTTAAAATTGAACGAARATATTARGATTATAGTCTCT TTAGGAT TACTTARARARTCAACA

* 820 * 840 * 860 * 880

: AAAGAGATTTAARAGGATTGGCAGTCTTAGCGTGATGAACTAAATTATATGCTACCTTATTTGTTTCTCTTGGAATCCAT
: ATTATTAAGACGTTTAAGTGGAGCTATTAGCAATCGTGTATAATGATTAGCATTTTCATGTGCCATGCCCATGCATGAGG :
. ATTTTAGAAAATATGTTACTAAACGATATGTTTGGGCCTTTGATGATGAAAARAGCTAAGARCGATTTTCTTTTGGTATGA :
: AAGAAAGGAAAAAATGACTCACCACCTAGCACCTAGACACCTAGACACCAAGTACCCAAACCCTCTATTTTCAACATCTA :
TCAACGTTTAATTTCTTGATTATTGATGTCAAAAATTCAGAGCGTTCAGAACTCTTACACTAATTTCTTARARATARTCG :
. CCTTATCATGAATTCTTTTTTTTAACCCATCAAAAGTTACACCACGT TTAATTTGAATAGTCTTTTTAGGACCTTCAAAT :
. AGAARAACATGAAGCATTACGCCGTAGGCCTAAAGGACTGATAGCTTATCCATTTTTCTTTTCTTTCATTCTCGTCTTTCC :

. ACTCGACAAAATCAGCTCAACTCAGTTTGATTGCAAGTTTGAGCTGACTCGTTTAGCTCGTGAGACATAATAAAARAATT :
. AAGTGAGTGAATATTGTTGGAAATGGTTTGGTTTGTTTTGTTTTGTTTTGCAGCCGAATCCACGTGATTATATGGATGAT :

TAATAAATAAATAAATAAATGTGTAATGACATTGACTGATCAGTAATAAGT ~TAGTGGATATCAATACTTAATTTTAAAA :
TAATAAATAAATAAATAAATGTGTAATGACATTGACTGATCAGTAATAAGT -TAGTGGATATCAATACTTAATTTTAAAR :
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. AAAGGAAGGTGGCACCARAT-GCCATCATTGCGATARAGGARAGGCTATCG-TTCAAGATGCCTCTGCCGACAGCCARAG :
: AAAGGAAGGTGGCACCAARAT-GCCATCATTGCGATAAAGGAAAGGCTATCG-TTCRAGATGCCTCTGCCGACRGCCARAG :
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TAATAAATARATAAATAAATGTGTAATGACATT - -CTGATCAGTAATAAGT ~TAGTGGATATCAATACTTAATTTTARAA :
—————————————————————————————————————————— ATCAATACTTAATTTTAAAA :

ATTTGTTCTTTATTCATATTCAGCAAAAARAAG-CAATGCTTGTAGTTATTTATAAAGTTAA

TGAAACTTGTATAAATTTGTGTCTTTTATACTCCCTCAGTTTGAAATATAG-TTCTTTCTAGCCTCTTTTTTCCG--CCA :
TGAAACTTGTATAAATTTGTGTCTTTTATACTCCCTCAGTTTGAAATATAG-TTCTTTCTAGCCTCTTTTTTTCCGTCCA :
GTGAAGCT-—--- CACCGATGAAACTGGCCTAACAAAACTGAAACAAAAAG-ATCTCATCTCACTTGTTCTGAAGCTCAC

CGATACTTGTAC-GTTTTGTACTTGTGATATATTATGTTATTGCGGAATAT-TTTATGAAAAAATTTATGGTTGACATTC :
TTGAATCTG-AT-TTTCTGAATTAATGATATGGGTTCTTTATTTAGGGTGT - TGTTCTGTTGGATGCATATCTCGATTCA :

. CCAGCTCCGCAAGGACACGTCCCCCTACTGCTGTACAATGTACAGTGCCTC-CTCACGCTGCTACRAGCTACCGTCTCCG ¢
. ATATATATTGGTGTTTTGGGCTCTTACATGAGAAGATCTAGTTAACTGCTG-TTACTGAATAGCGAAGACARATATATAR :

PTTTTTTCGTGTGTTATTTTTTTTTGGGGGGTGTGGGTTTGTGTTTGGGAT - TGTTTGATTGTTTTGGTTGT TGGTGGAG :

TTTTTTTCGTGTGTTGTTTTTTTT -GGGGGGTGTGGGTTTGTGT TTGGGAT -TGTTTGATTGT TTTGGTTGT TG~~~ -~

CTTTTTCTCTCCTCTTTTTCCTCACCGGCGGCAGACT TACCGGTGAAAAAR-TGGACGTTCGCCGGAGATCTGAAGAGCC :
TTTCTTTTCAAAAAGCCGGTGTTCCTGCCGGAAAATCARCTARATTTACAA-TGGACGT TCGCCGGCGACCAGTTAAGCE

TATAAATCACACGAGTGGAAAGATATTAACCARGTTGGGATTCAAGAATAA-AGTCTATATTARATATTCARAAARGATAA :
TATAAATCACACGAGTGGAAAGATATTAACCAAGTTGGGATTCAAGAATAA-AGTCTATATTAAATATTCARARAGATAA
TATAAATCACACGAGTGGAAAGATATTAACCAAGTTGGGATTCARGAATAA-AGTCTATATTAAATATTCAAARAGATAA :
TATAAATCACACGAGTGGAAAGATATTAACCAAGTTGGGATTCAAGAATAA-AGTCTATATTAAATATTCAAAAAGATAA :

: ACGGACACCAACCAGCGAACCAGCAGCGTCGCGTCGGGCCAAGCGAAGCAC-GGCACGGCATCTCTGTCGCTGCCTC~--

: AACAACAAGGGCGTGTTCCCCGCGGTCGAATATTTTAAGGGCCACTGATTA-GGTGCGGTTGAATACATCAACTTCACGA :
. ACATAACTACATTATAGAGATAGCAACACTTAAACAAARACCTTAGTTGCAC-TAGCTTTCTTGGTTATATATTTGTATAG :
—————————————————————————————————————————————— CATGT-CACGTTATCAATGTAGAGACTGATAARA :
TTAATATCGAACCGGAGCGAGTACAGTATTAGTAGCAAGTCAGCCACATGG-GACATGGCCCACATGCATGCACGTCGTA
AGCTAGCCACATCAGTGACCAAAAAAG-ATAATTAACAAACCARATARAATAACAA :

. AAAAAATAAAATACTCTAGTTAATATTGATCAAAATTTATATAATTTACATCTCAATAATATAAAAAGTTATTGCATGCG :
. TGTGAATAATATATAGCCTTACCTTTTAAGCTCTAAATAGTACAATAAAGGCCTAACAGTCATTCTCTTTAGCCTGACAC :
: AGCAAACTATGAATGGATAA-TTTATGATATAGCATAATAGAAACTATTATACAAACCCAGAATTTTGTTATTGGAGAAC :

* 900 * 920 * 940 * 960

CTAACATCAATACAATGTTGATCTAATARRACTAGATGCACATCCTCTATAATCGGACCTARACCAGACAGRATGTCTTC
CTTTTTTTTGTTTAATATTCTATTATATCCGAATTTTGT TATATACTARATGAACATTTGTCTCTGATTTACTAGTTAAT :
AATGTTTGTTATTACTATTCCCTTTAGTATT TACCAAAGACTTCGCAGGGGGTGAAAAARAGGATCAACCTGATGTTATC :
TTTTCAGATGTARATATGAGT TGGACGAAGAAGGTGTTAGCAATTAT TTGATTAATCTTGCTACGATAATTATGATCCAC :
ATTAAGAGARAATAGAGTTTTCATGCACCAGTGTTGATAGTAACGTAGTCGCGGAATGTCTARAACGATTATGAGTTTGG :
CTAATGCCGTCGTCACTTTCAAATATTCTTCCATTCAAATAAACCAGAACARCAATCARAGAACTCATTTTTATAATARA

GATATACAATGACAACCTACATGTTCTTTGTACTGTCAGCT TAATTTAACATG-TGATATTAAGTTAATTACGTATAATT

ATATATATAGTAATATATTCGATTACTAGATAGTTATAGACTAGT TTARGACTARAARGGAGATATATAATACTCACAAT

TACCATGTAAGTGTTCCTTCTATCTCAACCACTT TAAAAAGAATGGT TTATGCATTTTAGTACTGAATCATCTTAACTGT :

TGCATTCGATATTTGCAGGATTTGCTTCAACACTATAACATGGCCTGCAAGT TTTGATAGATTCCAAGAARTTTGTTTCA

. ACCTAAGTTATCATGGATGACCACGCGTGGCAATTAAAAARATAATTTTTGCCCCTARAARCCTCTTTCTTAATTGGTTCT

: AAACTAAAATGTTTA-CTTAATGGTAGAGTTATAAACCTCGGGTCCGCGTAAG-CATAGCTCAGTTGGCAG-AGACATGC :

__________________ GGCTGCGGGTATGGGTAGT GGTAGAACAAACCCATGCCCACGTACCCGTTGGGTTTCCATTT

AATGCACCTTGCCG-CAATCGTGATGGATATTT ——— === == == === == == == === o= m = — o — oo ==

AATGCACCTTGCCG-CAATCGTGATGGATATTTAAATTTCTTCTTCACAAAAT -GCCAAGAGAAATGCTTGTTARAGGTC :
AATGCACCTTGCCG---ATCGTGATGGATATTTAAAT TTCTTCTTCACAARAT -GCCAAGAGAAATGCTTGTTAAA--TC :
AATGCACCTTGCCG-CAATCGTGATGGATAT TTAAAT TTCTTCTTCACAAAAT -GCCAAGAGARATGCTTGTTARAGGTC :
TAAATTTTTTTATC-CTTTATTATAARAATTTTATTTTATCTTTCTTGTGCAAT-TATTTTGAATAARATACTTTGAATTA

CACTCATTTGAATGATAATAAATATAGATATACATACAAACTATATTCATAGG-TTAATTAATAAATGTATATTTAGTCT :

CACTCATTTGAATGATAATAAATATAGATATACATACAAACTATATTCATAGG-TTAATTAATARATGTATATTTAGTCT

CACTAAGAATGACCTTACAARAACTGAAACAAAAAGATGTCACTTGTTCTAAAG-CTCACCACTGAGAAAGGCCTTA-~CA
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: ACATGACTGCTTTTATCCTAATGTTGC--TTGAAAGGGTTAGTTGCGTAGATG-CCCCGTGTTGATGGTAGTAGTCGT——

: ATGGACCCCCACCCACGAGGAGCATCGTGGAAAAAGAAGACGTTCCAACTCTT—CAAAGCAAGTGGATTGATGTGATGAT :
: ATGGACCCCCACCCACGAGGAGCATCGTGGAAAAAGAAGACGTTCCAACTCTT—CAAAGCAAGTGGATTGATGTGATGAT :
s —TGGACCCCTCTC———-GAGAGTTCCGCTCCACCGTTACTTGCTCCG—CTGTC-GGCATCCAG-AAATTG—CGTGGCGGA :

ACATCATCTGATCTGATCTGATTTGGTCTGATATGATCTGGGTAGTCATTTCT-GCAATGAGCATCTATCAGGTGAACCA :
GTTTTGCTTAAGAGATTCAATTAGAAGCCTAAATTAGCGTGAATAGTTGTTCT-GATTCATCCCTCTCTTAGATGCCCAC :
: ATTTGACTCTGTTTCGTGAAAGATGCACTATGTGTAGAAACCTAGCCGGCCTT—CACATGAAATCATAAAACTTCTACGG :
TGAACACACCGTGATTCTTTGCCACTTGCATAATATTCTAGCACTGCTATACT—ACACGACGACTGACGGCGACGTCAGT :

TCCGTGCGGTAGCAGTAGCAGCTCCGATCCGTCCAGCACAGCAACCACACGTA-CGCTCGCTCGGTTTGCATGTGTTTGC :
TTTAAGCTCCCCAACTGCTAGTGATTCTGTTAACAAATAATGTTTATTGTGAT—TTTAACAACAGCCCGTCTAGCTCAGT :

TTGTTTCTGATAAATTTGAAAGATATGATTTATTTTCTGTCTTGG-TARGGTC-AGT TATCACATTRRAGACTARA-~-T :
——————————————————————————————————————————————————— CG-AATCAACTAGTTATACTCTCT~-~~C :
AAAGGGGAAAGAGAGAGGAAACAAGAARGARAGAGGATAACAGGA-CGAGATT-GGCGACGACGATGACGATTGGGAGAR
——————————————————————————————————————————————————— TT-GGCGACGACGATGACGATTGGGAGAA
TGTTTATCCATCTAAGGTCTTTGCCGCCGATGAARAACCTCTCAARCCCCACA-AGAARCAACAACAACAACRAGAGGAC
GARACAACAACAA--~========= :

TTTATGCACATCAAAAGATGCTTCCGCCGGCG-~-AACCTCT

ATTTAAATAATATGAAAGGAAACATATTCAATACATTGTAGTTTGCTACTCAT—AATCGCTAGAATACTT—TGTGCCTTG :
ATTTAAATAATATGAAAGGAAACATATTCAATACATTGTAGTTTGCTACTCAT—AATCGCTAGAATACTT-TGTGCCTTG :
ATTTAAATAATATGAAAGGAAACATATTCAATACATTGTAGTTTGCTACTCAT-AATCGCTAGAATACTT—TGTGCCTTG :
ATTTAAATAATATGAAAGGAAACATATTCAATACATTGTAGTTTGCTACTCAT—AATCGCTAGAATACTT—TGTGCCTTG :
————————————————— GGAAACATATTCAATACATTGTAGTTTGCTACTCAT-AATCGCTAGAATACTT—TGTGCCTTG :
CTTGACGGTGTATGTCACATATTATTTATTAAAACTAGAAAAAACAGCGTCAA—AACTAGCAAAAATC ----- CAACGGA :

: ATTTTGATCATTTGGAATAAAATTTATAAAAGGAACGAAAGCGCCTTCTCACG—GGTCCCATCCATTGAAATATATTCTC

GATTTTGTTATTTGCTATTCAAAATCATTAAAGATAATTTGGTCTTAATAATC—TTCTAAACTTTATATGATCTGATTGA :

TACTTATGAAATTTGTAGGTTTTAAAATTGTGTAGGGCTGGGCATAGAAAATTGAATTATCAGATCGGATGGACAGTTTT

TAGATTCL111LLuTTTCb111111uTATCCCAAATCAAGGTTTTGTCATCATCAATATTCATGCATAGACTCATATACA :
CTCTAACTACCAGTATAGTTGAATATTGGGTTGCAACAGATACAAGGGGTATTAAATATATTGAGCATATATCTGTTTCC :

* 980 * 1000 * 1020 * 1040

TTTATCAATACTAGGCACTAAGCACAA——-TAATATTCATACTTATAACATACATATGAATATTTTTTTGCACATATTAT :
TAACCTTTAGCTTCACTAATAAAAAATCTCATGATTTTGATACTTCAAAACATATTAAAAACAATTAGCAGTCTTTTAAA :
ATATTACACGTGAATCTCCCAGATCGAGATTTTGCTACAAGAATCAAGAAATATTATGTAGGGATTCGTTGTGGAACGAG s
TCACTTAGTCATTTTTTTCAGACCAAGACAACTAGCTTGAGTTTTTTATTGTATGTGGTCGGAACGTTTTTTGTAATTAA :

TGTTTTGATTGGTTAGAATTGGTATTAGTAGGACATTCTAACTTTTTTGTTAGTCTGTTGATTTAGGATGCGTAAAGAGT

: ACCTACAGAAATAATTTTCATTAACAATAATAACATAAAAAAAATCCAAATTAATAAAAAAATTAATAAATATATTACTG :
: ATTATTAAAATTAATTTTTAGATTTAGTGACTTGATTGTGTTAATAATTTTTAAACTGTCAGTGAATATATCTTTTAAAT :

: AAAATGAAATATATTT-ACCCATCGTATTCCTTATGCATGAAATGTTGATCTACTTGTCTGATGGAAAAATACTACGACG :
: AAAATGAAATATATTTTACCCATCGTATTCCTTATGCATGAAATGTTGATCTACTTGTCTGATGGAAAAATACTACGACG :
: AAACTAAAACAAAAAAAATATGTCACATGTTCTGAAGCTCACCACTGAGAATGGCCTTACAAAACTGAAACAAAAATATG :

: ATTATTATATGTAGGGGCTGGGGTTCAAACCCCGGACACCCCACTTATTCATCTTGAAAAAT-ATGAATTCTAACCACTA :
—TCATCGTACCTAAAGTATTTTATCCA--CCGTGGTTTCTTTTTGTATCATTGGTGGACAATGATATATTTATATTGTTT :

TTCATATGTCGCCTCAATCGAACACCAGATCACAATTCATCACTTTTAGTTCATCCAACACAAGTACATGCTCCAGATCA :
TCTAAAAATGTAAGTTTGTTATGATTCTGAATTTCGTGTAGGACGAGCTATGAGGCGCAGAGTGGTGGGCATTTGGCAAA H

TTTCATCGCTGTATTTTGCAGTTTGTCCTAGAAGTTGGAGATATCGAGAAAAAACACAAACCCTTGCTTTCTTCTAAGGG :
TGCTTGCAAATCACCAGCGAACCCATATGAAAGGATGCTCAAAATCTGGCCACCGCATCAGGGTTGGTGAATGCAACGTA :
GAACCCATTAACAAACTCATGGGTACAGAAATTGACCCAAACCCATACCCTAATAGAGCAAAAACCCACCGGGTTTCGGG :
—————————————————— ARTTCCATAGAAGTGTGGTGATTACTCCAACARAATCTAATCCATCCATARAAATATACACA :

GTACTAGTTCAGATACAAAATACAACTTGCCCAGATGCCCTCGACTTACTCCAGGCACAACATTTTTTTTTAAACCGGAG :
GTACTAGTTCAGATACAAAATACAACTTGCCCAGATGCCCTCGACTTACTCCAGGCA——ACATTTTTTTTTAAACCGGAG :
GTACTAGTTCAGATACAAAATACAACTTGCCCAGATGCCCTCGACTTACTCCAGGCACAACATTTTTTTTTAAACCGGAG :
TCTCTTTTTTCCCTAAAAAGATCGAAGATGAGTATTTTCAATAAAGT TGRAGATATATTTCAARRAGTATTATAARTTTA :

CGTGACCGTGAAGGACAGCCGGTTAGTTCTGGCCGCCTCCGGCCGCCGCCGCGGGCGCCCATTCTGCTGCACCGTCGCCA ¢«
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: CGGTAGAGCGCAAGGCTCTTAACCTTGTGGTCGTGGGTTCGAGCCCCACGGTGGGCGCTTTGAGATGTTTATTTTTTGTT

: AGTAAATTTTATGTTTTTTTG-TTTCTGAATTATTTCAGAATTTCTTGTTTTATTCATTTAATAT---TTA-ATARATATA :
: ACTTATTTTTGTATTTGTACA-CCTTTGTCTTACGT-GGTGCATTCTGTGTTACTCGATTGAGGC--~GCATGCGAGATA :
: ACCACAGTCGCAATGTGTTCGACTTCCGCGATGGAGCGTTGATTTTTAAATAATTCCGACAGGGGAGGTCGTGGGCGTTC
. ACCACAGTCGCAATGTGTTCGACTTCCGCGATGGAGCGTTGATTTTTARATAATTCCGACAGGGGAGGTCGTGGGCGTTC
: AAGAATACCCTTCTCATTGATGCTTCCGATGCTCTCCCACTTCCTTTGTATCTCACGARTGGCTTGTTTTTCACCATGTT
—————— GTTTCTAGTCCTARAGCATCCGACGCGCTTCCACTCCCATTGTACCTAACCARTGGGTTGTTTTTCACCATGTT

CTAATAAAGATACTTGAAATAGCTTAGTTTAAATATA-AATAGCATAATAGATTTTAGGAATTAGTATTTTGAGT TTAAT

. CTAATAAAGATACTTGAAATAGCTTAGTTTARATATA-AATAGCATAATAGATTTTAGGAATTAGTATTTTGAGTTTAAT
. CTAATAAAGATACTTGAAATAGCTTAGTTTAAATATA-AATAGCATAATAGATTTTAGGAATTAGTATTTTGAGT TTAAT
. CTAATAAAGATACTTGAAATAGCTTAGTTTAAATATA-AATAGCATAATAGATTTTAGGAATTAGTATTTTGAGTTTAAT
: CTAATAAAGATACTTGAAATAGCTTAGTTTAAATATA-AATAGCATAATAGATTTTAGGAATTAGTATTTTGAGTTTAAT :
: CAAAAARATCGGCTGAATTTGATTTGGTTCCAACATTTAAAAAAGT TTCAGTGAGAAAGAATCGGTGACTGTTGATGATA

CCTATGCGTATGGTATGACGTGTGTTTGATGACTTCAAACCTACCTATGACGTATGGTATGACGTGTGTCGACTGATGAC
CCTATGCGTATGGTATGACGTGTGTTTGATGACTTCARACCTACCTATGACGTATGGTATGACGTGTGTCGACTGATGAC

: GCGGCAGACGTGAGCCGGCG---GCAGGCGGCCTCCTCCTCCTCTCACGGCACCGGCAGCTACGGGGG---ATTCCTTTC
. ATTAATATTGATGACATTATGAGTTCGAAGATATACTCTAAAGTGTTATCTAAATACAGARGACATTCGTTCGTTCTTTG :
: GTTCCTTCTAGAGAGCACTTGATCCTGCTTGCACGGATGAAGGGGTAGT GAGTGAGTGACACACTTGCATGGGTGCTCTA :
: TCGGCTAGGTTTGTATACACAACACTCGACAAAGAAGGCATATCTGGARACCGATGCTTTTTTTTATAAGTGTTGTAGTC
: TCAGTTTAGTTTGCCGCATCCATCGCGAAGGCTACTCTACCCATCCCATTTTTTTTTAAAAARAAATACTATARATCTAA :
: TCTTTTTGCTCTATATAATAATAACGCGTACTAATTTGTAGTATATATTATTACARAGTCGATATTTGATTGTTTTGTGA :
: ATCTAAACCGTTCAATAAAATTAATTCCCTTCAATCTAAACCGTTCAACAAARATAAGTGARATAATTTTATTTTTTTAT :
TTGGTATTTGGTATTCGGTAATTAAGTATTTAATATGATAT TTGGRAGTACAATTTTAGAATCATAATATTCTGAGTTTG :

TACATGCCACTAAGAATCAAAATTTACGTTGAATGATTGTACACTT TAGATGATTTTAATCGCCTCTTCTTGCAATTTCT

: ACAAGTGGAATCAATGTCAAATCTAAAAAATATCTCTTARTTACCTTAAGTGGAATGGATGTCCTAGATTTTTAATTGGT

——————————————————————————————————————————————————————————— AACTCCTAGCCTAAAACTAAA

* 1060 * 1080 * 1100 * 1120

: TGTTCAATTGTTAACTTGTTTATTGTGTTTTCCCCCTTAGATCGAAATCCGAGATGCARAGARATGATCCARAGAGTTAA :
: TCGATAATGTGCTTAGATGAACGTTCGTAGGAAACTCTTTTGT TTCCAATGCATGTTAAGAACTAAGAACTCGTATAGCA :

: AGAAAGTGTGTTTTGTTTGCTTAACTTTAAATCTCAGTTTTCTTATAAACTTTTTATAGCCGTCTTTTATGCAARACCCC

: AAAAATAAAAGTTGCATCATTATATATGGTAGATTAAGTAATTGATCAATCAACGTTTAATTTTGCATTTATCGGCAAGG :

: C--TTTTTATTTTACACCAGTTGAGACTTGGGATCGATAGTACTTGAAACACTTGGT TGGTTTCATGTATTTGGCCTATA
. ATTTTCACCACACAAAAGAAATATCAACAAAGTTGTAGTATAGAGAGAAAGAAATTTGG-AGAGATGCGAAPATGTACTA :
TCATTAGTAAACTTGCTAATCCTTAAATAAAAAATATAARAAGGCCAT TGARAAATCAA-ATGGTAGAATACTTCTCTGA

CAGTTCATCACTTTTTAGTTCATCCAACACAAGTACATGCTTTGTTTTGCTGACAAATGCATGATTGCTTGTTCGAGCCA
GCATTGGGGGAARATTATCTATATTTTGCCTTTGAATGTGTACCTGTTTGTAATTTCATAATTTGTAACCTTTTGTATTCA

: CTAGTTTGTTCTGTTTACCTAATACAATTGTCATATTCAARTTGATGATTCCGTTACCTTTAACACTTTGCCTGGARRTAA :
: AAAAATAATGCATAAATCAGCTCTCTGATCAGTTATATAATCGTGCCTTTTAATTATTCATGCCAGCTTTATCTGACTCA :

TACCGGGTACCCATTGCCATCTCTACGAGTGACCGACAGAARAGCACTCGGCARAGAGCTGGATTCGGGTAGCGCGGGGTT

: A-ACTAATTTTCATTTAATCTTTTTCTGCCCATTTAATAAAAAGATCAAAATTCTGGC--AGCCGAATATTTGGTCTTTT

T-ATCTTTCAGTAAAGAATCAAGATTATTTAATCTCTGGARATATTAATATCTTTTAA--TATTTTGGATGAARATA- -~
T-ATCTTTCAGTAAAGAATCAAGATTATTTAATCT CT--ARATATTAATATCTTTTAA--TATTTTGGATGARAATA-~~

T-ATCTTTCAGTAAARGAATCAAGATTATTTAATCTCTGGAAATATTAATATCTTTTAA--TATTTTGGATGAARATA-~~

A-TACCTTAAATTAATTAATTTTCTTAATTAATAAACATARATTAATCAATTATATAT ~-TA-TAGGAATAARAAAA-——
ATAA--T--TAGGAATAAAAAAA---

T-~TGTTGTACCAGACCGCACCTAAATCAAACTGTTTTCAGAGGTGGCCATTCTATTA--TTGTAGATTTGTGATAC -~
T-~TGTTGTACCAGACCGCACCTARATCAAACTGTTTTCAGAGATGGCCATTCTATTA~-TTGTAGATTTGTGATAC--~
T--CATTTGTTTAGCTTGTCACTCTACTTTAG-GAAARACARAAATCATCGATATGTTT-~TTCTTGATGCCTGCTCG--~ :

A---~ATTACTTGA---~CCAAAATAACCCAARAATCCTGATG--~--TAGGAGATCCTC-~TGATTAATGTATAATTT -~ :

G-TTCATCACTCGATGTGCGATGAAATTTCAAGATCACTACGACTCTGTGAATTCAGT -- TAGTAGGTGGTTGATTTGCC

T-TATTCTGCTCAGARAGGTCCCCGCCTCTCTCGTATCAGGT CGCGCTATTATCTCTT--ATCTAGCCGTACCGCACACT :
G-ACTTTTGCTTGGT TGCGTGGGATTTCCGAGAAAAARAAGGTACTACAGGTGTTTTA--AACTGGCAACCTTTGGAGCG :

: TGTTAAATGATACTATTACACTTTAGAAAAATGTGCTTATTTCTATCGTACCARACTT--CTCTTTTTTTACCGAACTTG :
: T-TTGGATGCCA--AGCCTAAGTCAAAAAGGTGCAGAAARATTACAAAAARARATARAA--TTCAGAGNGTAAT -AGGACG
CCGTGGCCGGCGAGAGGACAATGCCARGGGAGTCGCCGGTGCGAAT TAGARRAAAAAT --ARAAARARATACCAGATATA :
CCGTGGCCGGCGAGAGGACAATGCCAAGGGAGTCGCCGGTGCGAAT TAGARAAAAAAT - ~-AARAAARA~TACCAGATATA :
T-TTCTCTGTTATGTATTTTCTTCTATCAAGGTGGCGTGAGAAAATCAGGAATTCCAC~-TCCTTTACATGTCGTTACGC :
T-TTCTCTGTTATGTATTTTCTTCTCGTAAGGTGGCGTGAGRAGATCCGTAATTCTAT -~ TCCTCTTCATGTGGTTACCC :

————————————————————————————— CCCATATGTCCTACACAATGTGAATTTGA-~ATTAGTTTGGTCATACG--G :
TACTTATTGACTTGTAACAGTTTTTATAATTCCAAGGCCCATGAAARAT TTAATGCTT--TATTAGTTTTAAACTTA--C
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TACTTATTGACTTGTAACAGTTTTTATAATTCCAAGGCCCATGAAAAATTTAATGCTT—-TATTAGTTTTAAACTTA—-C :

TACTTATTGACTTGTAACAGTTTTTATAATTCCAAGGCCCATGAAAAATTTAATGCTT—-TATTAGTTTTAAACTTA——C

TACTTATTGACTTGTAACAGTTTTTATAATTCCAAGGCCCATGAAAAATTTAATGCTT——TATTAGTTTTAAACTTA——C :

TACTTATTGACTTGTAACAGTTTTTATAATTCCAAGGCCCATGAAAAATTTAATGCTT—-TATTAGTTTTAAACTTA—-C
TAAACAAAGGGCACATTGGTCAATAACCATAAAAAATTATATGACAGCTACAGTTGGT—-AGCATGTGCTCAGCT—A—-T

TCCACTCG-AGCGGCTATARA

TCCACTCG-ACTAGAGATAATGAGCATTGCATGTCTAAGTTATARAARATTACCACAT ~~-—— TTTTGTCACACTTG--T :
CCAGCTCCTACTAGAGATAATGAGCATTGCATGTCTAAGTTATAAAAAATTACCACAT——ATTTTTTGTCACACTTG-—T :
: CCTATAACTCTAAAAGGCTTGTAACACCCTCATTCATCCTCTATATACGAAGACTCTC——TCCTATCATTTTTATCGATT :
: ACAAGGACCAGTGAGGAGTGTTGACTCTCTGATATCTCGACAAAACGTCGTCATGTTA—-ATAATCCTTCTTTACTTTGA :
: CTGACACTCGACAAAGAAGCTCCATTTGCCGATCCCAGCACACTTGGCAAAGTGACTG——GCAAAGGGGCCCACTATTGC :
: ATATCTTACATTAGATTTGTATATTTTAAAGCARAGAGAATAATATGTAGATATAAGT -~ATGTACCTACTCGCTCGA-~- :
: ACGTTGATATATTAATTTTCTTGGATGATGACAAAAAAAGTCATAGAAAGTAACGTGTG—AACATAGCATTAACAAAATA :
CTTCACTTTAAAGACATATAATTATAAATAACATAATTCATATGGTCTTTATTTTGCCA~AAAAAGTGTATAACCTGTCA :
GTATGAAATATTAGTACCATTTAATATTTTTCGTATACCGAATTATTTATGAAGGCATG—TATCGACATGTCCATTATTC :

GTTTCTTCACTTCTTTTAGCTCCTTCTTGCTCTATTTGCTTTCCAAATTCCATGTTCCA-CTCCAGATCCCTAGAAGT——

: TATGTATCTGTATTAAGGATATATTACTCGGAAAGAATAAATTAGCATGTGAACTATTA—TAGTTCCCTAAAAAAAAAAG :
: ACACAGTTGATGACTAATTGGTGGAGAACCATTAAAAAAAAAAAAAAAAGACAGAGTAG—ACTAACGAAACCACACCTTT :

-------- AACTACAAGGGAGACATAATATCACCATCTGGTTCCTGTTATCATCTGAAG-ATTTCTTGTTTTACCTTCCA :

* 1140 * 1160 * 1180 * 1200

CTCGCCAATAGTTGACTTGCCCTTTTAACTTGGCCCTAACTCCTARTACGACARAACTTGGTCTACTTCTAATTTTTTTCA ¢
CCAATGCTTTATGCTTAATGCC-TCATTAGAGATATAAACTGAGAT TGACTGTGAATCATCATARTATAAGGCACACAAA

TTGAGTTTTTCATGCCTTAACTTGTGAATCGTGATAGAGTAAGAAGATTATGGATATTGTTAAGTGTTAATTAAGATCAR ¢

TGGAGGTTCNAACTTCCAGTCGAACTTAGAGAGTCATTGGAGACCTTGACCAGTTAACTAGCGGTGTCGAAAACCTGCAC :
TATAAACAAACATCGTAATTATATACGGATTTTTTTCGGAATTTTACGCCATATCTGTAAGTATATATAACATGCATGTC :
GAAAGTGTGTCTGAATGTATAGGCATGTATTGCGTCGATAGTAATGGCGCAATACATTGTACTTAAGTAATTTGACCACA :
TTTAATAAATATATGGGAAAAGAAGTAATTAARAAGAGT CTATTAAT CTTCAACACCACAAGT CAGATARAGATGTCACT :
H Sttt iie GAATTCGAAGCAACTTTCCTGACTTGTTTGGTCATGCTTATAGGTTCACCCAGACTTCGCA :
: ACAAGCTGGCTCATTAACAAACCGAGCCCAGATGCTACGTCAGCTCGTGATAAARRT TCARACGAACTGATCACATATAAG
TATTCTTATAATGTATTTTGGCATGAAAACTTGACTTGTTATTTTTCCCTTCCAATACARAAATTCTARAATTGGCARGA ¢

———ACGATATGAACTGGTATGTGTTTGTGGTTGAGTTGCGTTAGCAGCTGATGCTATGTCCAGGTTTTCCTTTAATTAGT

. ACTACTCATTATGCTTCATGGTTTCCATTACCTCTCTGCCAGTGAATCTGACTTAAAGCTATTTAATCTCGTTCATTAAT

CGAAATCATTGATAAATTATTCCTCAGCTGTATTAGAAAGAGCAGTGTTGTTTAACTTGGAAAGTGATGTGGAAGCGTGT

. ATTTTTGAGGTCTAAAATTGAAGTTGATATGCCCTTCGGAACGAATGACCCCAARAATTGGTGTCTGARATGTTCCTTTGA

GAACTTAACGAATATATATATATATCCACTGAAAAGTCATTTTGAAATATATGCATTCCACGGTAGCGATGGCACGGCGT

ATTTTATTTAACTTTTAATTGAATTTTAGATTAGTTARGATTTTTTTCTTGATATATTGA-AAGAT TAAGAAAARATACT
ATTTTATTTAACTTTTAATTGA--TTTAGATTAGTTAAGATTTTTTTCTTGATATATTGA-AAGAT TAAGAAAAAATACT

ATTTTATTTAACTTTTAATTGAATTTTAGATTAGT TAAGATTTTTTTCTTGATATATTGA-AAGAT TAAGAAAAAATACT :
TATTTATCTATTTTTCAACCATCATTAATCATTCCGTAATTCCTATAAGTAATGAATTAA-TAGA--GAATAAGAATGTT :
TATTTATCTATTTTTCAACCATCATTAATCATTCCGTAATAATTATAAGTAATGAATTAR-TAGA-~GAATARGAATGTT :

GTACGATGTACTTTTTTATCCA---TAAAATACCGTACCATTATGATATGGATATCTTGA—TGAGAGGGACTCATTATCT
GTACGATGTACTTTTTTATCCA---TAAAATACCGTACCATTATGATATGGATATCTTGA-TGAGAGGGACTCATTATCT

: ATATGGTTGTTATATATATATA——-TATATATATATATATATAT—ATATATATATATATA—TATATATATATATATATAT

TTGAAAGAATGTATAACATATAGTTGAATATTAGGTTGCARCAGATACAAGGGGTATTARATATATTGAGCATATCCTCA
TCGAAACCGTGTTTATGGCAAA--TGACCARTACATCTATTTAAATGCTTAGAATATT -~ ~CATTTTGCGTTTTTTTTGC :

GACGCAGCACAACACTGCTGGCTTCGGTCTTTTATTATACTCCCTCTGT TTCTTTTTAATTTGTCGCTGGATTATGTARA -
TCGAGGCGACGTGCATTTGCGTAGT TGAAGCTTACAAAGTTGCATACTTGCATATGAGATGATTGCCGGACATGAAGCGE  +

------ CGACGGGCATTTGCGTAGTTGAAGCTTACAAAGT - -~ - ----TGCATATGAGATGAGTGCCGGACATGAAGCGG
Peemmm TACTGTTTGTTTTGTGAACGATTTTTGTT--TATAAARACATTACTCGTTTGTGATAAATTTAACAC-ATT -~
R TA--GTTTATTTAAAGTGTGTTTTTAA- -~ ~AATTTCAATTATAATCTACAAAGATACTTCTGCATT-ATA- -~

GAGAAACAACGACAAAGATTAGTTTGTTTTCCAATAAAATTACAAGGAAACTTGTTTGTTATTCTTATGAGTA—ATTATC :
GAGAAACAACGACAAAGATTAGTTTGTTTTCCAATAAAATTACAAGGAAACTTGTTTGTTATTCTTATGAGTA-ATTATC :
TTTCTGAATTGGGTGCTATTGTTTCGTTAATTGCTTCTGTCATTTATCTTCTTGGT TTCTTTGGGATTGGGTTTGTTCAG +

TTTCTGAATTGTTAGCTATGGTGTCATTGATTGCTTCCGTTATATATCTATTGGGT TTCTTTGGGATTGGGTTTGTTCAG :

TATATCATATGATTATAAATAAAAA-AAATTAGCAAAAGAATATAATTTAT TARAT --ATTTTACACCATACCRAACACA :
TATATAAATTTTTCATATGTARAATTTAATCGGTATAGTTCGATATTTTTTCAATTTATTT TTATAAAATARAAAACTTA :
TATATAAATTTTTCATATGTARAATTTAATCGGTATAGTTCGATATTTTTTCAATTTATTTTTATARAATARAAAACTTA :
TATATAAATTTTTCATATGTAAAATTTAATCGGTATAGT TCGATATTTTTTCAATTTATTTTTATAARATARRAAACTTA :
TATATAAATTTTTCATATGTAAAATTTAATCGGTATAGTTCGATATTTTTTCAATTTAT TTTTATAAAATAARAAACTTA :
TATATAAATTTTTCATATGTAAAATTTAATCGGTATAGTTCGATATTTTT TCAATTTATTTTTATAAAATAAAAAACTTA
TGAACAAATCTAAAGAAGGTACATCTGTAACCGGAACACCACTTARATGACTARAT TACCCTCATCAGARAGCAGATGGA

TTGAAGTGCAGTTTATCTATCTTTATACATATATTTABACT ---CTACGAATAATATAATCT-ATAGTACTACRATAATA
TTGAAGTGCAGTTTATCTATCTTTATACATATATTTAAACTTTTCTACGAATAATATAATCT-ATAGTACTACRATAATA :
TATTTTTTTTATATTTAGACAATGGAATTAAATAGAACTAARATATATATARGATGATATCTGAGGACCCGAGATGGTAA :
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: ACATTTACATTCAAGCAATTCAATTCTTGTTTTGTATTACTATAATTGTCATGCTGAAATATGGTTGAAACGCAGTAGGA :

CCCCTTTGTAGTGCCAGGCTGGCAGTCACTCGACAAAGATGCTCCCTTTGCCAAGTGTCAATTGCTCGGCACAAAGGCTG

GCACAAGATCACTGCAACAAGCATTGAAGATCGCTCCTAGCAATGGTCTCAACTTACCATGTAAACTAAGAGCAACTATA :

CAAACATAATATATAACCAAATATATGAAAATAGGATAAAATCTCATTGAATAGATCTTCTTCTATTCAAATATATAAAT

AATAGTTAAAAAAAACACTTATAATCATAAAAAATATTATACCAATTTTGTGAATCTTACATTTTTGTAAATATTTTACT :
ATTAGTACAAATTTAAAGAGAAAGTTAAAAGAATAAATATAAAAAATGTAAATACATGTCTTTTAGTTGTATCAATTTAT s
: GAGAAATGCAATGCAAACATGCACCTAAGCCTAAACATGAATGCAAATGATGAAACTAAAAGAGCGAAGCTAAAAACCAA :
: TCAACTATTATAGTGGTTTTCCTCTAAAAAAGAGAGTAAATTACACTTCGCTTTCCTTACAGATGTTTGAATTACTGTTC :
: ACATTTTTCTATTTATCTCACCTTCCTAAATAAAAAATATTTATTTTAAACAAAAACACATTTTCTGTACAGACGTGGGT :
GTGATAAAATGATCCTTATAATACATATAGATATATTAAATTGCTGTATTTTAAGATTATAGATATATAAGGTACATGAG :

* 1220 * 1240 * 1260 * 1280

GAGAGTTAAAGTTTACAAACTGCTTTAAAGAGATGGAGACTAGGATCAATATAGTTGTTGAGGTTCATTCATTCTACCCA :
GAACAGAACAGGAAATACTTAGCAATAGGTTTCCAATAAAAGTGAAGAAGAATACAATAAACTTTTATAAAAAAAAAAGT :
TTTCATCTTCTACGAGATGGTATTCCTGTACGTTTTCCAATCAAATAACTTCATTTTACCATTGTTATTATTTAAGAATA :
AACTTGAGATTTAATTGCATACCTTTTATATATGACGCGTTTTATTTTTTTTTCCTAGAAAATAATTTGGAAGAAAATAA :
GTTTTCAAATTCATATGATGAACGATCCACGTAAGTGCTACTACTCCTACAATATTGCATGAGAGAGATATGTATTTATA :
GGGTTGCTCCAACTGACATGACACAATACATTTTCAGCTGGTCACATGCTGCCGAAAGCAGTCAATACTGACAGTTAACA :
CTGCAGTAGAGGGTAAATATCACATCGCATTGGTACTCCAAAAAAGAGGAGGGAAAAGAAAGGTGATCGTTTTGGCCTTC :
GCTCATTTGTAATGGAAGACAACTTTGTGAACATGTCATGTATAGTTTCTCCTTCCTTCCTTCATTTTGAAGTTCTCATA :
: CCACGAGTATTTTGTCAGCCCTAGCTCATGATGTTATCCAGACACCTAACGTATATTGTATCACATGTGGGGCTAGTGTG :
: ACGACTTACTACCATGCAGTGATTTGTGAAGTTTGATAGTGGTGGTAATTTTAATTGTTTCACCACAGAAAATTTCTCTA :

CATGTTACTCATGCATAGTTTCTCGGTCTAAATTCCGTTGTAAAACGGGCTATATATTTTCCTTAATTTCATTGCTAAGT

GTTCATGATTGAAATTGAATCACTATTGGTGAATTATGTTTAGAAATTGAATCAGACCCTTGTTTTCTTCTAACATCTAA :
: GATTGCGGTTGAGCTTGTATAGGAGTAAAATGAGGAACAGTAGGAAAATAATTTTTTCGGATTAAAACCGGTTGTTTGGA :
: ATGCTGTTCCTTAAAAAAACGTTTCGATGCTAAACAAAAGCATAGGAAATATATAGTTTTGCTGGTATACCTGCACCATG :
TGGTGAATGTAGAAGCCTTCGTAAGCGATTTACGGCGTCTTTGACATTTGTGTATCTCTTCTAGATGGGTTAACAACACG :

TTATTTACATGTATAAGCTTAAGATTAAAACCCTAATTATATATAAGATAGAATTATCTGTTAACTATTATATTATACCA :
TTA——TACATGTATAAGCTTAAGATTAAAACCCTAATTATATATAAGATAGAATTATCTGTTA-—TATTATATTATACCA :
TTATTTACATGTATAAGCTTAAGATTAAAACCCTAATTATATATAAGATAGAATTATCTGTTAACTATTATATTATACCA :

TTAATAAAATTATTTCAA—TAATT—ATTTATTATTATTTTTAATATGTGTAAAAAATCT--TAAATATCAATCATTT--T :

TTAATAAAATTATTTCAAATAATTTATTTATTATTATTTTTAATATGTGTAAAAAATCT——TAAATATCAATCATGAAAT :

CTCTCTATATATATAAACACCTATATATCAAACAGGCATCAAGAAAAATAGATGATTTTTTCTTCTGAAGTAGAGTGACA :

CTCTCTATATATATAAACACCTATATATCAAACAGGCATCAAGAAAAATAGATGATTTTTTTTTCTGAAGTAGAGTGACA :

ATATATACCGTTCATAAATATATGACATCGCTGACTTTTTARAAAACTTTAATCACTTGTCTTATTT. --ARAATAATG :
——————————————————————— GACATCGCTGACTTTTTAAAARACTTTAATCACTTGTCTTATTTAR--ARAATAATG :

AGTGGAATCAATGTCAAATCTGAAATATCGTTTAATTTCCT—-——TAACGGATGTCCTA—--TATTTTTCATTGGTTAT—

AATTCCGTTTCGCCCACATATGTAGGTTCGCCAGATTTTCCATGCTAGTGGTTGTCTAGAGTTAGTTCTCTTTTATTACC :
———————————————————————————— TGACTTTGTAAGGACAATTACCAAARGAGATTTARAAA-GGACACAACAACG :

: ATTGCACTATCCAGCGACAAATAAAAAGAAATGGAGGGAGTACAATAATAAGCGACCTTCGACAAA—AAAAAAACAAAAA :
. ATAACGTTTTAAACTGGCAACAATATCTTGCTGTTTCAAATTCAGGCGTGGGAAGCTACGC-—-—-~ GCCCTGGACGGCG :
H ATAACGTTTTAAACTGGCAACAATATCTAGCTGTTTCAAATTCAGGCGTGGGAAGCTACGCCTACGCGCCCTGGACGGCG :
—-—TTTGCATAAAAATGTATCAAT——-CATATACA—AATGAAACATTACATTTTTAG—TCATTTTTAGTCAATAAGTAGA :
--—TATATATATATATATATATATA--TATATATA—TATATATATATATATATATAT—ATATATATATATAAAAAGAAGA :
PTTTCTACTGAAGAAAGT TTTGGT TATGATGT TCAGT TTGCTGGAACATGAGCTTGGAT TGGACTGACTTAATAATGATA
: TTTTCTACGGAAGAAAGTTTTGGTTATGATGTTCAGTTTGCTGGAACATGAGCTTGGATTGGACTGACTTAATAATGATA :
: ACGTTTGTGTCAAGGGGARATAATGA-TTCATGGGAT~-~-~—~~-= GAAAATGATGAGGAATTTCTATTGAAGGAAGATA :
TCGTTTGTGTCCAGGTCGAATAGTGA-TTCATGGGATATTGAGGATGAGAATGCTGAGCAGCTAATTATCGAGGAAGATA :

: ACCGCATTATATATAATCTTAATTATCATTATCACCAGCATCAACATTATAATGATTCCCCTATGCGTTGGAACGTCATT :
CCCTAATTATCGGTACAGTTATAGATTTATATAAAAATCTACGGTTCTTCAGAAGAAACCTAAA—AATCGGTTCGGTGCG :
CCCTAATTATCGGTACAGTTATAGATTTATATAAAAATCTACGGTTCTTCAGAAGAAACCTAAA—AATCGGTTCGGTGCG :
CCCTAATTATCGGTACAGTTATAGATTTATATAAAAATCTACGGTTCTTCAGAAGARACCTARA-RATCGGTTCGGTGCG :

CCCTAATTATCGGTACAGTTATAGATTTATATAAAAATCTACGGTTCTTCAGAAGAAACCTAAA-AATCGGTTCGGTGCG

CCCTAATTATCGGTACAGTTATAGATTTATATAAAAATCTACGGTTCTTCAGAAGAAACCTAAA—AATCGGTTCGGTGCG :

GTGCTACAAATAACACACTATTCAACAACCATAAATAAAACGTGTTCAGCTACTAAAACAAATATAAATAAATCTATGTT

TCAGTGTTTTAGAGAATCAAAT-—GAACAGTTAGACATGGTCTAAAGGACAATTGAGTATTTTGACAACAGGACTCT———

TCAGTGTTTTAGAGAATCATATATGAACAGTTAGACATGGTCTAAAGGACAATTGAGTATTTTGACAACAGGACTCTACA H

TGGGGACTCGATCCTCGATTCTCCACGGAGAATTCCTCTAGGATATAGGTAATTTGTCCCCACGAGGATTGAAACGGGGT

CGTAAGAAATTTTATGATATAATTGAAAATTTATGTATGCTTAAAGGATGAAGTGGGCTATTCGATAGCATTGAACTATT :
TCGTGGGGGCCCACTGGAGCCTTATTTGCCGAGTGTCACGAGGCACTCGATAAAGGCTTCCTTTTTGCCGAGTGCCATTG :
ATGTTTTTCTTTTATTAGGAATGGTTGCATCTTATATTTTGAGATTGAGAAAACACATATAGAAATTATACAGGATTTAG :
ATTTGTTTGTCTATAAAATTAACAGAGCATTCACATTATCTAAAATAATAGTAAAATCAAAATAAAACTAAATAAAAATA :
TTCACTAAAATTACATACACATTTTTAAACACATTTTA—ACACATTTATCTTATCACTAAATAACAACAAAAAAAAATCC :

TPTTCTTGATATCTTTTTATTTATTAAT TT TTTTAAATTGTACCCTGCATARARGARAATAGAAATAATTGGARAARAAG

: ACAAAAACACAGATATCAGCAAACTAGACAAAATAATAAATAGTTTGTTTTTTTTGTTGTTGTTGAAATAGTGGATATAT :
CATCTCCTCTTATATTAAAATATACATTTTATTCTCCTCTTATTCAAAACATATTATGCTAAAAAAAAAATCTATTAGGG :
TTCGTAATGTCCATAAGTCCATCCGT-AGTCTACCATATAATTTAACATCTACTTCTCTCCAGTGGACGCAAAAGCTTCG :
: AGTGTTTATTTAAAAAAATTCACTTGGAATTCATGTTTTGTGATACGTTAGATTGGAATCCATTTGGGAARAGAAGAATC :
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: TATGGAAACATGTAAAAGGGTGACATATGCCCCTTCTCACCAGCATTTCGTTGACAATTATAGCTATATAATTTTCAGTA :
: ATAATTTCACACTCGAATCAACCAAATGTAAGATGTCTTGTCCATTTACACATCACATARGTGGATTACAGATTGCAATT :

TGTATATATATAAGAAAGTGAGTTCGATATTTTCATTTGTATGTATATAATGTAAAAGATTATACAATAAGACAATAATA :

GAATATGTATTCTGTGAAAGCTAGGCCAAAACGAATGTCTTTTCGTCGTTTTCGTTAAAGGTTTAGATCATATTTCATCT

s AATTTTA—TTTTGAAGAAGAAATAAGAGGGAAGGTTACTTGGGTGGATCGATGTGAAAACAAAAGAAGAAAAAGCGAAAC :

CTACATA—CGCTAACATAGTCTGTCCAAAAGTGATTGTGCCACCACAGCTGTAGCAACCCATTGCGAAAAACTTTTGACA :
CCATTTA-TAGGGATTCGAGACGGCCAAATGTGAAT—TTACAAGAGTTAATTTCCTCGAATGCCATGATAGCCTTATAGA :
—TCGTGA-GGTGAGCATGTCAATCTTGGAT TCTTTGACTTGTTCAGTTTCTTCATGTGTAGTCAACAAGCAARTCCCAGAT :
CGTGTGGCTACCTGTGTACATGCACTGCATGACGAAAATGGTTATTGCCGGCTTTCAGAGTCTAATTAAATAAATTAGCA :
TATCCTGAAGAAGATAGCTGAGT TGAACTGAGAGGT TGGCGTTTCTTAGTGAAAATACARARAATAGARATCTTTAGCTA :
GAATCGGGCGTGAGCTCCTAGCTCTTTTTCGAAGGTTCTTCCAAAGGAAGATACATAGCACATGTAGCAATGGATCCCAA :
GGCCTACTTTGTTCTTTTTGTTTATACATTTATCATCTTAAATTGGTAATCTCGTTACTTTAGCACTTCTGGCCTACAAA :
CTGCGGCAGATACAAT TCATAGAGATAARARCACCGTAGAAGTATTAGAAGCCGATAAAGATTAARCCCARATGARCGAA

CATGCGTCCGCGCTATTCCTCTGCAGGCGCCT TGGTCTTGTGCGTACATGCCTATGGATGATCACAGGCACGCCACATTT

GACTGAC—AAAACCGCGGTGGTTAGGGAAGTTGGAAACGATATTCATTGAAGGATCAGCCTGTAAATAAATAAATAAACA :

TATCAGT-TGTCACAACATGTGT TTCTGGGGTTAT TGCCTCTTGAGT TCAATTGCAACTTGTTAAGCARATCGGCCGGCT :

: TATCAGT—TGTCACAACATGTGTTTCTGGGGTTATTGCCTCTT——GTTCAATTGCAACTTGTTAAGCAAATCGGCCGGCT :

TATCAGT-TGTCACAACATGTGTTTCTGGGGTTATTGCCTCTTGAGTTCAATTGCAACTTGTTAAGCAAATCGGCCGGCT H
GAGGAAA-TGGGGGAGTATATGTTAGATTTGTAATCAATT--~~~ GTTAAATTACAACTTTCAGGGTAGGTGAGTCCATT :
GGGGAAA-TGGGGGAGTATATGTTAGATTTGTAATCAATT-~~~~ GTTAAATTACAARCTTTTTGGGTAGGTGAGTCCATT :

GAAGCAG-CTGAAGTGCGAGTCTTTTTGTTTCAATT-TTATAATGTGTAAAGAAAATGACGCC-AATGAAATATGTGTCT H

GAAGCAG-CTGAAGTGTGAGTCTTTTTGTTTCAATT - TTATAATGTGTAAAGAAAATGACGCC-AATGARATATGTGTCT

————— AG-TTGTCATTTA-~-TTTTTTGTGTGGTTTGTTTTATCACTTAAGGTAGTTTGTGCTTAATTAAAATTTTATAC :
----- AG-TTGTCATTTA---TTTTTTGTGTGGTTTGTTTTATCACTTAAGGTAGTTTGTGCTTAATTARAATTTTATAC :

-GTCTAT—GTATTAAGAATATATTACTTAAAAACTATAA——ATTAATT———AGAGTCCAAC—TTAAAATTTTATTAA—GT
-ACTTTT-GTACCGACTTTAT-TTACGGATTAATTATCATCATARACCCACATAATATAATGTCATAGT TTGATTGTCAT

: AAGATTT-GGTCAACTTTAGGTTCATAATCATAATGCCACCAACAAAAATTCTTTCACATTTTTGT - ~GARATTGTGAAA :

CAAAAAA—GAACTCCCATTATTTCAATTTCAAAGGGTTACGGATTTTTAATACATTTCTCCATGTA——TGTAATCAGACA :
TGTAAAG-AGCCAGCATCGGCATCATTGTCAARACGATCGACAAGGGCARGAAAT TCCAAATATATTTTATTAATCCARAA ¢
TGTAAAG-AGCCAGCATCGGCATCATTGTCAAACGATCGACAAGGCCAAGAAATTCCAAATATATT—-ATTAATAAAAAA :
-C-~--G-TGTGTA---~—=-= TCATGATTAG--TTGATTTAATCATAATTATGATATTTAARATAAACATAGTTTA-AT :

~C--~-A-GGTACA~--
-CCCAAA-GGAATC-~
-CCCARA-GGAATC-~-

—~——-TTAGAATC----TTAATATTCTTGTTTTGAGATTAACAAATARATGTGTGGATT -~ ~T

GCCGCCG-GGGACCATGTGCTGCTGCAACTACTCTTGGCTGCGTTGTGCCTCCACCACCTGTTCGAARAATTGCCCCAAT

: ATAGTTA-TTCTAAACAAGAAAGAARATTTGTTCTTGACATCAGACATCTAGTATTAT-—~--~-——-= AACTCTAGTGGAGC

GACGGTT-CGATCGGTTTAGTCGATTTTCAARATATTCATTGACACTCCTAGTTGTTGTTATAGGTAAARAGCAGT TACAG
GACGGTT-CGATCGGTTTAGTCGATTTTCAAATATTCATTGACACTCCTAGT TGTTGTTATAGGTAARRAGCAGT TACAG
GACGGTT-CGATCGGTTTAGTCGATTTTCARATATTCATTGACACTCCTAGT TGTTGTTATAGGTAAARAGCAGTTACAG
GACGGTT-CGATCGGTTTAGTCGATTTTCARATATTCATTGACACTCCTAGTTGTTGTTATAGGTAAARAGCAGT TACAG
GACGGTT-CGATCGGTTTAGTCGATTTTCARATATTCATTGACACTCCTAGT TGTTGTTATAGGTAARARAGCAGT TACAG
TGTAAGC-ACTCCAGCCATGTTAATGGAGTGCTATTGCCTGTTAACTCTCACTTATA- - -~ =~ AAATAGTAGTAGAAU

PTTATCT~TTTTAGTGTGCATGTGTTCTCCTTTTTTTTTGCARATAGCTTCACCTATA-—-CTTCATCCATTTTATTAGT

——~=TTG-GATT----TTAGCTTGTTTGGTGTCCCAGCARACAGCNAAGGAGTAGT ~~~-AT

: ~=——TTAGAATC----TTAATATTCTTGTTTTGAGATTAACARATAAATGTGTGGATT~-~T :
: GTCGTTG-TGGGCC----~==-~= TGCAACTACTCTTGGTTGTGCTGTTCCTGCACCACCTGCTCGACAAARTTGCCCCAAT ¢

TTTATCT-TTTTAGTGTGCATGTGTTCTCCTTTTTTTTTGCAAATAGCTTCACCTATATTACTTCATCCATTTTATTAGT :

: AATTTGG-TCCCCATGTGCCCGTCCCGCGAACTTCTCTTGATCTAAAT TAGTCTATTTCCATGTTAAARCTATACTAAAA
. ATAAGAA-GCATTATTTTAATATAATTTACCTTTCTTTTGGACATCTTAGTCTTGTACTARACTATTTTTGAACTTGTGC
: AGGACAC-TCGACATATGTCACCATCACTTGTCGCTGTCACGGCAATTTTTCTTTGCCGAGCACTAGGGGAGGTAAAGAC :

CATTTGG-GATGCCGGCCGGATTCCTGATTTCCCAGTCTCTGGCTTTCTTTTTAAACAAAAACGARAAAAGCAGTGATCC ¢

. ACTCT-G-GTTTTATAACGATTGATTTTAAATATTAGTTTTTGTTGTARAGAGATCATTATATATGTCTGTAATATTTTT :

CAATTAT-TATTTAATTATGTTTGATTAAAAAATTTATATT TATAAATTTAAAATATCAAATTTATTCAAATATTTAGTA @

TATTATT-TTTATAATACA----ATCCGATATAATTACAATACGATATTACCGAATATTATACTAAATCAARATTTAATT
TTTTGTG-TTTCTAATATTAATTACTATATCATTTAATCTTATAAGTTTTTT TGGGTTAATTTARGTGTAATTTAATATT

. ATTTTGA-ATCGTTGAACAACATAATTGTTTTACTTAAGTCTTAAGGTGTTTARATCTCTTTAGGTCAACATCCCGAAAT :
. AATTGAA-TGTGGGCGT~--TGCTTCTCTCGTGTCTAATATAAAATTTGGATAATCATGAATTCTTCGATGATAGTGATA
ATCTGTT-CTTATGTCTCAA-ATTTTGACTTCATTCACTTTTCTTCTTGTCTTTTAAGARAGCTTCCACAATCT --~AAC :

* 1380 * 1400 * 1420 * 1440

. TCACACCAAACCCTTTG--GCTTGCTTTTGCAATTTCTCATCTTGCAAC~-ATGTATTATTAAAATAARARAAACTTTACA :

GATGAAATCTGGATCT----TAGCTAAAAATTTATTACTATATACATCG-AGTTTTAAGATGTTCATAATCACAACCACA :

GGTCCAACACTCAAACT --TGTATAATGGACGAATTATTAGTCATTTTA-GACCTACCGGCTAGCGCGACTTTTTTGTTT
CCACTAAGCCATTACAT--GATATCGACCTTCTTATCTTTTTCCTCTTT-ATTTTATTTTTCTCAGGACTTTTTTCTACT
CAACAACTCAATGTCA---~CATGTCAGTTTCCCATTGAATTGCGCCCT ~GGCCTTTAGC

. AAGAGATTAAGGAATC----ATTTACGTGTTAATCACACTTGACTTGAG-ARACTCTTTTARATTGAAGTCCTCCTATAG :
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: AGTTAGTAGTTGTGAA---—GAAAACTCAAAGATATTTGGTGAGATGCA—AGTGGAAATATCGGATTTAACATTTAAGCG :

TTCTTTAGCAGACTCA————CAGGCTGACACTCTATTGTACTCATCAGG-TCCTATCCCACAGACCATAAGAGTTTTACC :
TGGACGTACTAATAAT--——TCATAAGCTTGACGTCCGGTTTGGATATA—TGTTATTTTCTGATCCATAGCTAGCTAGTA :

: GAAAGTGTGGTGTGGA---—CCCGACTGATGGTAACCATGTTCATTTGG-AGGAACTAATGTGAATATTAGCTAAAAGCA :

GAGATCTTTTGACACT-———CATCTCAATATCTCATAACTATTTCAGAA-ACTGTCGCTGTCAGCCATCGACAGGTGTCC :
TAAACTACTCATTATGC-—TGAAATTGTTTGAGTTCCCTTACCAAAACC-AATTAAGATACTGTTTATAGTAAAGAAAAA :

CAGGCTAAACAAATCCG——GCGCCTCAAAAGTCAAGAGCAGGTACTGGGCTGTCTTGCACACGTCGCTTTTTGTCTCCCC

CATTCTTAATCACTACTTAATTGACATCTAATGCCCTCTGCTCAACTTGCGCACGCTACGCACCGTATGATACGCCAAGA H

CAAATTATCCATTTCA-—--TGTCTTATCTTGTTATCTGGTCGTATCTA-CTCTTTGTCATTAATCGTCTCTGTAAGTGG :

TAAGACCTAAGCAACA——--CAAGCAAGGGCTTTAGGTTTTCAAAAAAA—GGGTTCCAATTTTTTTTAATATTAATATAT :
TAAGACCTAAGCAACA—---CAAGCAAG—-CTTTAGGTTTTCAAAAAAA—GGGTTCCAATTTTTTTTAATATTAATATAT :
TAAGACCTAAGCAACA—--—CAAGCAAGGGCTTTAGGTTTTCAAAAAAA-GGGTTCCAATTTTTTTTAATATTAATATAT :

TGAARATAAAATTATA----CTTTTAAT---TATGATTTTATACCTCGA-ARATGGAA- -~~~ CTCARACCTTTAAGTAG :
TGAAARTAAAATTATA----CTTTTAAT---TATGATTTTCCARATCGA-AAATGGAA-~=~~ CTCARACCTTTAAGTAG :
——————————————————————————————— ATTTTATACCCAAATCGA-AAATGGAA--~--CTCARACCTTTAAGTAG :

GGGCTGACGTGTTGTT—-——TGGTGAAAGCCAATTTTGTTGTATATAGG—GGGGCCAGAG-——CCCAGTTGTATTTGTTG :
GGGCTGACGTGTTGTT--——TGGTGAAAGCCAATTTTGTTGTATATAGG—GGGGCCAGAG———CCCAGTTGTATTTGATG :

TTTTGAATAARGATAAA---—TGGTCARAGT-—-TTTTTAAARAAATCAA-CATGTCA-~-——=-——-=~ TATATCTGTGA :
TPTTTGAATAAGATAAA----TGGTCAAAGT---TTTTTAAAARARATCAR-CATGTCA-—~~-———=~~~= TATATCTGTGA :
TACAARAAATAGT GCT--~-TGTGAAGCGTTGACAT -~ -~~~ TGGTGAA-TGCTTATGATTAAT-TAGGCATATACCCCA :

TGCTCGATATGGCGCA-——*TGCACAA-GTTGATATACTATTTGACGAG—TGTT—-TGGTTGGTACTTGTACGTTTTGTA :
GCCAATATAAACATTT----CCTGTTTTA-AATTTTTTTATGAARTAAA-ACTCATARTG~~~~~~ TTAACGAAATGAAT

TCATGTATATCTATGT-———ATATAGAAA—AACTAAAATAGCTTATGTA-ATTTAGAATG
GAAGGCACABATTAGT -~~~TTGGTTTTT-AGTATGTGTGGCGGAGGAA-ATCTTGAGGA—~

--CGAACGTATCAAAG :

GAAGGCACAAATTAGT----TTGGTTTTTTAGTATGTGTGGCGGAGGAA-ATTTTGAGAA- =~~~ —~ CGAACGTATCAAAG :
GTTATTATGTTGGTTT—--—TTAATATTT———TTAATTAAC———GTCAA—CCT———ATTT—-—TTTTTTATTTTTTTTTA :
TTTAATTAATAAGTAA————TCAATTTTGGG—TGAGAAATT—~—GCTGA—GAT———ACCT—-—CCTTTGTCTTTTTTTTA :
GTTGAAAAATATGTTC————CCCAAATTTGC—TTGCGTCCCTAAGTACA-GCTGGAATTT—-—CTAACTAATATTTTCTA H
GTTGAAAAATATGTTC—-——CCCAAATTTGC—TTGCGTCCCTAAGTACA—GCTGGAATTT--—CTAACTAATATTTTCTA :

GGCACCACCTCAACCT=---TCTA-—====-=~ TGTCTATGGTAGAGAA-ACCTGCACCG---TTGATAA-CATCAGCTT
GGTTCCACAGCAACCT - - --GCCAAGGCAGCT TTGTCCCAAACGGAGAA-GCCTGCGCCA--~ATARTTA-TGCCAGCAT
————————————————————————————————————————————————————————————————————— CCCATATAGCT

TTACCTTTTCTTTTCC——-—TTCTTTTTTTTCTTCTTAAAAAAATTATC—ACTTTTTAAATCTTGTATATTAGTTAAGCT

S—AGGTAAAATATAAC-—-~TTAAAAAATCAGTTCTAAGGAAAAATTGA-CTTTTATAGTAAATGACTGTTATATAAGGA

GTAAATGACTGTTATATAAGGA :

: AGAGGTAAAATATAAC—--—TTAAAAAATCAGTTCTAAGGAAAAATTGA-CTTTTATAGTAAATGACTGTTATATAAGGA :
: AGAGGTAAAATATAAC--——TTAAAAAATCAGTTCTAAGGAAAAATTGA-CTTTTATAGTAAATGACTGTTATATAAGGA :
: AGAGGTAAAATATAAC————TTAAAAAATCAGTTCTAAGGAAAAATTGA—CTTTTATAGTAAATGACTGTTATATAAGGA H
: AGAGGTAAAATATAAC———-TTAAAAAATCAGTTCTAAGGAAAAATTGA-CTTTTATAGTAAATGACTGTTATATAAGGA H
: AGAGGTAAAATATAAC—-—-TTAAAAAATCAGTTCTAAGGAAAAATTGA—CTTTTATAGTAAATGACTGTTATATAAGGA :

: ACATCCATTTAGGGTT—-——TAGGGTTAATGG11111LTA-——A11111-TTAGTACATCTATTTTATTCTATTTTAGCC H
: ACATCCATTTAGGGTT—-——TAGGGTTAATGG11111ATAGTAA11111—TTAGTACATCTATTTTATTCTATTTTAGCC :
: ATTTAATACACAGTCT——-—ATTATAAAATAGCAAACTAAATTCTAAAG~TTGATGCATCTTGTAATTTTAAATCTGGTT :
: ACGTCATTTATGTTTC———-TTATACTTGGAGCTTGCCAAATGTTTTCT—GGGCTTTGTGAAGTGCATGAAGCACTCGGC :

TTTGCCGAGTGTCCGA----CATAATGCTATCGGTAAAGAGGTCGTTGC-TTACAGTTCACTGAGTCCTTTTTACTAAGT ¢
GATCGATCACGATGAG-~--CGAGCTAGTAAGCTCCAAAACAARATAGA-GTACGTACGTATAATCCTAGAGTCCGGATA :

: ATACTGAGTTACATGA---—-TATTTAGTTATTATAGCGTAATTAACTAA-GATAAGARATTAACTARAGTGATATTCTGA :

TAAAAACCCARATAAA-~-~CCGATTGTCCGCGGTTTACCGCGGATTAA-ATCCTAGTTATTATTATTGCGATTCCCTTT
TATCATATCAAATTAT--~-TAAACTGATATTTCAAATTTTAATATTTA-ATATCTACTTTCAACTATTATTACCTAATT :
TCACATGTAACAAGAA----CTCCATTTTATTCTTGTCCGGTTCTTGAA-TAAGATGTGARAAGTATTGTATCRATTGATG :
TATGCTTAAGCATGTT----TARATTTGTGATTAATGAAATTACTTTGG-TGATTAGCTAGTGAATTTCARCTCTTGATA :

TACCGTTGACACTGAG----TAGTTCATTGCAATAAGTAAGATCTTGTT-TTTGCTAAAAAGATTCAATCATATTTTGAA :

TGTTCGATGTGARAAC---—-TGAGATTCGAGTAAGAAAATGTGAACTGT ~GTTATACTGTTTTTTAATTAGATAATTTAG

* 1460 * 1480 * 1500 * 1520

: AATTGTCTAAAAGCAAGTTGTAAATACCCATCAATTTAATCAGTTGGAACTGACAAAETTGTTTATAAAATATGCCACAC :
: ACCACAAGTTTGAAAATAAGAAACAGAGTAATAATATATCAAATAAAATTTCATGGC%GATGGAATCTTTTCTAATTGTA :
: ACCCGTCGCCGTTATCTTGGCGCCATTTACGTACCCTCCTTTTTTCTAAATCATAATCCCCﬁAAATCCCTAACCTAACTA :

TCCATAAAGATTCGATAATTGCATGGCCAGATGCAAAGTTTGAAATTTAATGTTTGCCAAATCCTATCATACACCACAAC :

TAATGAAACCTCCAAACTATCTAACTAATACACTCCCATGTAGAATAAAGAAAATTA@ATA@GATATTGTTGATATTTTG :
CCCTCAATAAATAGTTTGAAAACAGTCATCTTTTAGTAAATAATTTAGAAAAGGACTCCTAG---~TATTTTTGTCTTAA :
TATACAAATACTGATAGTGAAAACTTTTTACATCATCACTATAGTTTAAATTATATAGCAAﬁﬂ---TCACGTACTATTTA :

TTTGAAGCCCTTTTCTATCTTTTTCCTGTCAGCATCATCATATTTCTGCTTGGGCTTEGGA%—-——CAGTGATGGTCTTT
GTGACATGCATGCATGCATGATGAAGGCATCATAACATTACGGGCCCTAGCTAGCTAATAA%—--—TATGCATGTAGTGT

: TATTGTTGAGTGTTGACAAAATGACAACAGATARATCGTCAAATACTACTCCACCTAGCT J—--—TATTTTTTTTTAAC :
: ACTGATTGCACCTCAGAGGATCCCCACTACGCATAAAATTAAAGGCGATCGACTCACQGAA%---—CCTATCTCCCTAGT H

GTGATTGAAACAGTTCTGACTTTCTTGTAATTTTGTAGTCGGAATCATGCGATGTTTATTGGTTCCACCAACTATGCACT

CTGGCCCCTGGGTGAGAGTAGTAGGGATGCTAAAGTTTGCTTTCTCTTTTTGAGGCA@GTG?TAG—GCTCTTGTTAGTTG :

TCCCAAGCTAAA—ATAACACCCAATCGTCATATAAAAACAAGTGTCAGTGCGAGCCAGCCCETGCATGCGCAGCGATCTT

GAACCGGAACCG-GAATCGTCTCTTGTTGTTAGATGAGAAGAGAAATARCAARTCACCATGG -~ ~~GATCTAGARACATC
--------------------------------------------------------- CATGG--~--GATCTAGARRCATC
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: ACGG-AG--GTT-GTATTACAGAA----- TGTGCGACGTAC--~~ACGCTACCCA--ATARA
: ACGG-AG--GTT-GTATTACAGAA----- TGTGCGACGTAC--~~ACGCTACCCA--ATAAA

CTCARAA--AAA-TTATTGGAAAATTATATTTGARA- ATAAGTTTTAATTAAAAATATTATA---—ACTAACCGTTAATC :
CTCAARA--AA---TATTGGAAAATTATATTTGAAA- ATAAGTTTTAATTAAAAATA?TAT#——--ACTAACCGTTA-—C :

CCCATAA--GCC-. AAATTAGATGTGTATTTGGGTTACATTGCCCCTTTTCAAAGACA GTGC----TTTAACGTTTGACC :
CCCATAA——GCC—AAATTAGTTGACTATTTGGGTTACATTGCCCCTTTTCAAAGACATGTGC—---TTTAACGTTTGACA :

CCCG—GA-—CTG—GCGCCAAAAAAAAAAATCCGGATAGTACTATTCCGCTAACTGTG@CA
CCCG-GA--CTG-GCGCCAAAARAAAA--TCCGGATAGTACTATTCCGCTAACTGTGECAC

TTGATGCT-AAA-TTGATTCTTTTTGACT TTGGATGCATTC--CTGATTTGGC -~ TAGGATT -~ -~GTTACCTATATATA :

CTTGTGAT- ATA—TTATTGTGTAATAGTTTATGAAAAATTT-—TATGGTTGACATTCCAACT—--—AAAAAATTTACTTA $

TATATATATATA-TATATATATATATA---TATATATATATAT

CGAACCATTAGT- TACGGAAGAGATCACGGTATACTAGTGTGGCTGTGGGTAACAGA%GATA
CGTCTGGGGAAG-. ACGAAGAGATAATTAAATCCGTGGTGCAGGGGA———AAATACCATCAT
TATCGGAAGATG-ACGAGGAGATAATACAATCTGTTGT TCAGGGTA- - ~ARACACCATCAT
TATC--TAAACA- AAGTTT——TAAATTCATTTCTTAAAC—-—GTCCATTACAATGTA——AT
TATC-~TAAACA- AAGTTT——TAAATTCATTTCTTAAAC-——GTCCATTACAATGTA——ATM
TGTTGTTACAGA- GAGGTA-—TGAGTGTAGTTGGTAAATTATGTTCTTGACGGTGTATGTCR
TGTTGTTACAGA- GAGGTA——TGAGTGTAGTTGGTAAATTATGTTCTTGACGGTGTATGTC
TGTTGTTACAGA- GAGGTA——TGAGTGTAGTTGGTAAATTATGTTCTTGACGGTGTANGTCt
TGTTGTTACAGA- GAGGTA——TGAGTGTAGTTGGTAAATTATGTTCTTGACGGTGTATGTCA
TGTTGTTACAGA- GAGGTA——TGAGTGTAGTTGGTAAATTATGTTCTTGACGGTGTAAGTCA
TGTTGTTACAGA- GAGGTA——TGAGTGTAGTTGGTAAATTATGTTCTTGACGGTGTAQGTCA
TGTTGTTACAGA- GAGGTA——TGAGTGTAGTTGGTAAATTATGTTCTTGACGGTGTATGTCA

TCTAAATTAAGA-AAACCT--CTATTTTAGTTTTTTTAT TTAATAATTTA-GATATAAAATA -~ -~GAATAAARTARAGT
TCTARATTAAGA-AAACTAAACTATTTTAGTTTTTTTATTTAATAATTTA-GATATARAATA - - - ~-GAATARAATARAGT :
: TGTTCAAGTTAT—ATTCATTTGATATAATAAATTTGAATTTGACTCTTAATATCGTARTTTT————TCCTAACGGGGACG :
: AAAACAGCTATC- TCCGGTGGTGAAGAGTTGGGGTAAATGTATTAGTATTAGTACACTCTTT————TTCATAAACAAGCG :
: GTCACACTCGAC-. AAAGAGTTTGTTGAGTTTAGGCTTTGCCGAGTGCTTGCGACACTCGGCA-———AAGCAGTATGTTTT s
: ATAATAATCCGT- TTGGTTCGCGTTAAAAAAGTCTTATCTCCTCGTGATCCCTTTTTmTGGB————TCGATCCATGTTCG :

--CGGTATAATAAACT

TTATTATTATTT- TTGTTAGGACACGTACGTGGAAAAACTAAACAC--TATAGGTTACAAAA

CGAACCATTAGT- TACGGAAGAGATCACGGTATACTAGTGTGGCTGTGGGTAACAGATGATA————TCTAAGTCAAAGAA :

: CCCCATGCTCTG-AAATTTGTTAATCATTTGTCCCTATTTCTGCTTAACCACTTACAQTTCA————TAATTTTTGAGTTT :
: ATCAAATGCAAA—ATGTAT——GAGTTATTTCATAATAGCCCAGTTCGTATCCAAATAQTTTA——-—CACTTGACCAGTCA :
: ATGATGAATGCA-TGTGTGCTAACCATTTACGTTATCTTTTTTTCACGATARATAAAC A----GTTGTTTGGTATGT :
TATCCAATAGCAATTGCCGCAAAAGTTGTATAAATTTAGTTGTACAAATATCATTTAfCTAT————AATACATTTTTCAT :
: CACTTGCCACCCACCACTTCCAAAACTTCCACAAATTCATAGATATAGTAATACACAGGTTA ---CTTGACAAAAGGAA :
: ATTGCACTCAGA- TAAATTAATAACATTCCTCGAATACTTTTATGTGATTGGATATATTAGG—-——TATATCTGCCAACC :

* 1540 * 1560 * 1580 * 1600

TGTTCAGAGTTTACGCAATTGATACCGAAATGTTATTAAGGTCAAACTATCAATTTTCAACAAGCAATGATAAPTAATAA :
GGTCCAAAAAAGCCTAAATTAATGGGGAAACA——AAAACCAAAATTCAATAAATTTTACTAATTATGTCTTGGTTAAATA :
AACTAAATACTACCTAACTAACTACCCTATTATCAAGATTTAAGACATTGTTTATCTATCCCCTAATCGTACGTATTACG :
ACATGTCTCAGGGCCAKGTGGCACCAGCAAACATTCCTGTCATAATTAATTTTTTTAATGAGAAGGAGGAAACTCACAGC :
TAACTAGAAAATATATTTGCTCTGTAATTTTT ~CGTAAGTTAARTCAACATTTTTCAGTAGARACARATATTACTGCAAA :
TTATACTTARAAACTCY RTTACTCTTCCTTAGA-~ATATAGTTTGCAGAATTAAACTCAGATCATTTCTTATAAATTAAAT :
TTGTAGGTTATGAATT%ATATTTATTAAATAA--AATTATTTGTAATTATCT--TTTAAATGATTTGATTGTATAAATAT :
: CTCATCTTTACTTCATCATTGGACAAGAGTCA--CTAGTATAATATCCCATAACTCGCTATCTTCAGCCATAATCGTGCA :
. ATAGCATCGCCTTGCACACACACCATATCACA--AGCAAGCGCCAACCATCGAGCAGARAGAAGATCGTCGAGATCGAGC :
. TAATGTTAGAAAGCCACCTATTTGCATCCGTA--ATGATAAAAACTAARARAATATTAGATTATTAGAGTGATACATTTT :
: AGGTTAGGCATAACAA@GTGTTAGCGCCTCAA——TGGCCACCCACAAAAAGGATCAAAAGCATGAGAATCCAGTGGTCGT :
GTCAAGTGTCAACCACCAARATACACTATACTA-GAGACTTAACCATTAGAAATTGGT TCTTCARATTGGCCATATARATT

CTAGGGCTATGTTTATAATATTTGCGCTTTTACCTATGTACGTAAGAACCGGATGGAATAATGCTATGCAGGAACCAATT

GGCCATTTGCGGAGCCAACCCAAGCCGAGCGAGCAGAAAATATGCGATACCGTATGAGGGAAAACACTAGTTATTATACG :
CATCCATTCCGTTTATTCAAAGTCAGCAC -AC~--ACAGTGGGGTCCGGGGGATCGTTGTCCTTTAGGACTTATCGARACC
CATCCATTCCGTTTATTCAAAGTCAGCAC-AC--ACAGTGGGGTCCGGGGGATCGTTGTCCTTTAGGACTTATCGARACC ¢

TTTTTATTGGTATTATAAATAATAATCAA-TG——AGCAACAATTCTTCACCGACATCATATCTTTGGTTTTAAAAAAATA :
TTTTTATTGGTATTATAAATAATAATCAA TG~~AGCAACAATTCTTCACCGACATCATA--TTTGGTTTTARAAARATA
TTTTTATTGGTATTAT%AATAATAATCAA TG~-AGCAACAATTCTTCACCGACATCATATCTTTGGTTTTARAAARATA :
——TCAAACTGCTGCGT?TGCTGCAGTAAA TA--ATATCCARAAGTTGARATGGT-CAATAATTGTGGCT --GARAGTGTT :
: ——TCAACCACATGCGTATGCTGCAGTAAA TA--ATATCCAAAAGTTGAATGGT-CAATAATTGTTTTG--GAAAGTGTT :
: AACTGCCCACATGCGTKTGCTGCAGTAAA TA--ATATCCAAAAGTTGAATGGT~-CARTAGTGGCTGTTTGGARAGTGTT :
I et el ittt A-TAATTGTGGCTGTTTGGAAAGTGTT :
: A- GTCATCCAAATTAAAGAACTAACCTTA GA--TACAAARAATTAAACAAAGTATGACAAGT -TAGGT-~AGCAAACTA :
: A- GTCATCCAAATTAAAGAACTAACCTTA GA--TACAAAARATTAAACAAAGTATGACAAGT-TAGGT--AGCAAACTA :
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T-GGTACTGGAATT-~----- TTGCTCTT-TG--CGCATAGAATCCAATACA-TARAATAAGTATAGGC--AGCGAACCA :
T-GGTACTGGAATT-~----— TTGCTCTT-TG--CGCATAGAATCCAATACA-TARAATAAGTATAGGC--AGCGAACCA :

GCTGAGTTTGATTATCTGCTCACAGTGTG ~CA--TAAACCTAGCTTCTCATACCACTTTACTTCTTTATCAAC-TTGGCT

: ATGGTAGAGTTATACAAACCCAAAATCTT ~GA-~TGT-CGGAGATCCTCAAATTAATGTACATATAGT TGAATAT TAGGT

CAACCAAAAAGTCTAAATTC ~-ATATTATA-TA--TACACGAAGACTTTCT TACATCAAAGAAGCACAATCTGAAAATCAT
CGGTAAAAAAGCGGTAGATTACCGTCCTA CG--AATT--r—=======——————-————=m———————— oo oo
CGGTARAACTAAAGGTAACTGACGTCCTA-CG-~AATT-
GGAAGGTGAAAGCAAGAATTACCGTCCTA CG--AATT---=—~=~==
AGCGGTAAAAATCGGGA ~-GT-CTGTCCTA-CG--AATTCA
AAATAAGTCCATCGGAKCGT GTGTCCTA-CG--AATTC--
GAAATGGGGCACGGTAGAAC-TAGTCCTA-CG-~AATTC-~-~===-~rm=====-—-=————— ===
GARAGAGGACGGTTAARAAC-TAGTCCTA-CG--AATTCA
AARATGAGCAGGGGATCGAA-ATGTCCTA-CG-~AATTCAGC

TAACAARAAAATTGATATTT-ATACTTTG-CG-~GATATCGATAAAACATCACGTAGAACTCTATCGATACAAGACACAT
: AATAAAATAAAACTATRGTCTATAGTGTGTCA-—AATGTCAACAAGAGGAAGGGCCAGCCAAATTAGCAGAGGAAGACAA :
: AATAAATAAARAATAARA- -CTATAGTGTGTCA--AATGTCAACAAGAGGAGGAGGCAGCCAAAT TAGCAGAGGGAGACAA
CAATAGATTTTAATAAgAGAATAAAAAATTTG——AAGATACAAAAACAGTTCCTTTTTCTTAATAAATCAAAATCAAAGA :

. ACTTTCCTATGGTAAACAAACTACTTCACTTT--CTCATGCTAGARGCCGTCTTCTTTAATTATTACTATTTACTAGTAC :
. ACTTTCCTATGGTAAACAAACTACTTCACTTT--CTCATGCTAGAAGCCGTCTTCTTTAATTATTACTATTTACTAGTAC :
. AGCTCGGTGATTGTAAGCGCGCTGCTTCGATA--AGGARAGAGGTGATGCAGAGGATTACAGGGAAGT CTCTAGAAGGGC :
. AGCTTGGTGATTGTATGAGAGCTGCTTCGATT--CGAAAAGAGGCGTTACAGAGGATCACAGGGAAGT CATTGGAAGGGC :

: AA-AAATTARACARATACCCTTTAAGAAATTA--ARAAAACTAAGGAAACATTTTTCTCG-~AGTAGATAATGCCAGCCT

CTCAATTA—AACCATT@ATGTGAAA ————— TA--TAAATCARAARAAGCCAA--————==————=-~- AGGGCGGTGGGAC
CTCAATTA—AACCATTAATGTGAAA ————— TA--TAAATCAAAARAAGCCAA---- -~AGGGCGGTGGGAC
TAAAACTAGAAAAAAC?GCGTCAAAACTAGCA—-AAAATCCAACGGACAAAA ——————————————— AARATCGGCTGAAT
TAAAACTAGAAAAAACAGCGTCAAAACTAGCA--AAAATCCAACGGACAAAA -~~~ ~-——=====~, AAATCGGCTGAAT
TAAAACTAGAAAAAAC] GCGTCAAAACTAGCA—-AAAATCCAACGGACAAAA-"—- -~ARATCGGCTGAAT
TAAAACTAGAAAAAACAGCGTCAAAACTAGCA--AAAATCCAACGGACAAAA——-— -~AAATCGGCTGAAT

-~AAATCGGCTGAAT

TAAAACTAGAAAAAACAGCGTCAAAACTAGCA--AAAATCCAACGGACAAAA-—-—
TAAAACTAGAAAAAACAGCGTCAARARACTAGCA--AAAATCCAACGGACAAAA-=-=—~——===~~—~~=,
TARAACTAGAAAAAACAGCGTCAARACTAGCA--ARRATCCAACGGACARAA-~—-———==~~~~—~

GACAAATTAAACAAATACCCTTTAAGAAATTA——AAAAAACTAAGGAAACATTTTTCTTGTTAGTAGATAATGCCAGCCT

GATTCTCCACGGGGATAAATTCCATGATACAG——ATGGGATGAAAGAAAAATCTCCCGTATGAACTTTTGCAGGAATGGG :

GAACCATCTAGCCAACAGT——ACGTCATACAA——AAAGGGCACCCACCGTTGTTTGTGGGCATGCTTCTTAAGCAAATTC
GGTAGTGGTTGTCGATAAACAGTTCACCGATC——CCTATTTGCCGAATGCTACACTCGAAGTGCGCACTCGGGAAAGAAC

TAGTACGTGACAAGCACGCGCACCAACCGAAG-—CAGGTACCTGTGTCGCTGCCTGTGGGCCCCACACACCCCAAGACGG :
: CACCATTACTGGAAAATGTTTGCATTTGACTC--AATAAGTAACTTATTATAAGTTACTGATATAATGCATAGTTTTGAA
: ATATTGTTTAATGTATATATTTTACACTATTA—-CTTTCATTACTTAATAGTC ————————— AGRAATCTCATACCATAA :
: ACTTGACTATATAAAACTTTACTTCAAAAAAT--TAAAAAAAAAAGAAAGTATATTATTGTAAAAGATAATACTCCATTC

GAACAARGAAATCAATTTCAAAATTATTTTCA~--AAAAGTACAATTTCTTCCATTGTTTTCACAATAAGAGARCTAAAGT
TCCTAATTTTATATCA@ATAAACATGGTTGGA--TGCAAGTGATTTACATGTGTTTCCTATTATTTATTTACATTTTTTA

TAAAAGTACAATATGATGCT-TTACACATTCT--CAGTCAAAAAARACGATAAARTGAATGTGTAAGATARTATTGTTTA
: AACCAATAAACTGCTATGTTTAAACAAATTAA--ATAAATTAGTATATGTTTACTCAAGAATAAAGAAGATAGAAARGAA :

* 1620 * 1640 * 1660 * 1680
GCCTCATCATGTARACCAACAGGTGTCGTTAGTCTGTATTAGAATTTAAACTACCTCAT TAAATARGARATTAATTATTT
GAGTAAARAGAAAATTAATCACAAACCTCAAAATCAACTAATTGAGATCAAAACACGTGTCGCATGCCAATAGGGCGGTG

CAATGCCACTATCTAAAATACACTTCATTACAGTT TACTGTGGTAARAAAGATAAGTATCARACATCAAARCTACCARGA

TATTACTCGAAGGTATATAATATTGAGTAARATCTTACTTTGTGATTCTAGTTGACAAAACACCGCAAGATAAACTATACT

: AAGTAGGATCATTATTTTTGTCCAAAATCTCAGTTAGCTATAGGGTTGTAGTAARAAACAARACACATTCTTGATTTGCCC :
: ACGTATTCTCAACTAAATTACATTTATTATTATTAGATAAA--AAATAAAAAATATAAATGATAATTAGTTAAAATTAAT :

TTCTTATATCATAAGTGCATATATTTAAAGCTCGAACATATTTCTARAGTAT TTTTGGGAGTCATGTGTTTTCCCTCCAT
TTCTAACTTTCCACCAACTGTAGAAATGTCCATTCAAACGAGGAGGTCTATGTGATGACTGACCTTC-~~=-———===~~=

: ATAAGCCATGGCGGCCTCTGTTTCCGCCTCTTGCCTTATTGGCCTGTCGTCGTTGGCGGTGGTGCTGGTGGCGCTGGCGT

GTGTGAAAACGTAAACGAAAGTCAARAAGAAAGAARAAACGAAAGAAAT TTARATGCGGTTTATGGTGGGCACAARTGTTGT

CTGGCTCAAAGATAAGTGGGTGCAGATATGCGAGAATCCAC--GACGCAACCAAAGAATCCTCCCTTCACCAATTARCAA

ATAAATCCATGAACTGACTARAAAGACTCATCGTTGCTTTTTGTGAAGT GTTAAACCAAARTGATCACGGATATARATTAG

ATGTTTGGTCGAAATATATAGTGACCTATCATAATGT TATCCCTGTTCATGTACCTAGGTGGCTAATGATATACGGCATA ¢
: AGGTAGCTAGCAATAATACAGATCGGACTCTTCGCAACGTAACCGGCTTCTTCACATGCACATCATATGATGGCCGCCTG
: AGGCATGGAGCTCGGTATTGTCGGCCACARAGGCCAAGGGTTCAATARGAA~AACCCAAGTAGTTGGCATTATGTGCGTC

AGGCATGGAGCTCGGTATTGTCGGCCACARAGGCCAAGGGTTCARTAAGAR-ARCCCAAGTAGTTGGCATTATGTGCGTC

. ATAATTTTAATAAATTATTTGATGAATAAATAAAAGATTTTATTCTTAAATTTATTTTARATCTCTTTGCGTCCTTGARA :
. ATAATTTTAATAAATTATTTGATGAATAAATAAAAGATTTT---CTTARATTTATTTTAAATCTCTTTGCGTCCTTGARA
. ATAATTTTAATAAATTATTTGATGAATAAATAAAAGATTTTATTCTTAAATTTATTTTAAATCTCTTTGCGTCCTTGARA :

: ATCTGTCAAGAAAAATAAT--~--~- AATAGAGGATCATCTCAGCCATGCAACTARGCGGAAGATAATCAGTAARGCT--~A

: ATCTGTCAAGAAAAATAAT-——-- AATAGAGGATCATCTCAGCCATGGGATTARGCGGAAGATAATCAGTAAAGCT ---A

: ATCTGTCAAGAAAAATAAT-—--- AATAGAGGATCATCTCAGCAACTGGATTAAGCGGAAGATAATCAGTAARAGCT ---A

: ATCTGTCAAGAAAAATAAT----- AATAGAGGATCATCTATGCAACTGGATTAAGCGGAAGATAATCAGTARAGCT---A :

: AACTAAAGAGGATAACACA-—----- ACAGTTAACCGTCGACGTGCGCGGCCTGAATTTACTACTACAGATAACACG--~-~ :
AACTAAAGAGGATAACACA------ ACAGTTAACCGTCGACGTGCGCGGCCTGAAT TTACTACTACAGATAACACG---—

: AAC--ACGTCCCAAGTTTT-----~- ATAATTTGTAAAGAAAATG-ACAGC----ATTTA--AATAT-GATAACACA---—
AAC~-ACGTCCCAAGTTTT=——~~~ ATAATTTGTAAAGAAAATG-ACAGC---~ATTTA--AATAT-GATAACACA---=- !
TCT------ TGCAAGAGGTACGAACTCTATC~~-TATCTCCCTTATTGAGT T-~~TGTAGACACCAAATGAGTATTC--A :

TGCAACAGATACAAGGGGTATTAAATATATTGAGCATATCCTCAAGTGGAATCAATGTCAAATCTGAAATATCGTTT--A
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: GTTARACGCCGTCGACGAG---TCTAACGGACACCARCGCGAACCAGCAGCGT CGCGTCGGGCCARGCGARGCAGACGGC :
: GTTAAACGCCGTCGACGAG---TCTAACGGACACCAACC-~~AGCAGCAGCGTCGCGTCGGGCCAAGCGAAGCAGACGGL

CGATAAAAAATCTGTTCTTTGCAGATGCAAAT TGCGTTARACCATAATAATGAAGATTTGTTTGGGTAATCAATGGTTTT :
GCAGAGCACGCCTTATTAGCT TGCTTATTTGTATCGTGGTGGTGTGTACTTGTTAATTACTGGCACGCATTATCAACAAT ¢
GTAGAGCACGCCTTATTAGCTTGCTTATTT-~ATCGTGGTGGTG--TACTTGTTAATTACTGGCACGCATTATCAACAAC
GATAGTGTACTGAAGTGAAGAGCCAGCCACTATACGACATACGTATGTAATTACGTTTTAATAACCTGATGGCARATAAT

TACTTTCCGTATAATTTTAAATTCATATTTCAAACCACCGCGACTTTCCAATCCCTCGTTCTTCATGCCCCCCAACCCAA
TACTTTCCGTATAATTTTAAATTCATATTTCAAACCACCGCGACTTTCCAATCCCTCGTTCTTCATGCCCCCCAACCCAA ¢
TACCATTGGAAGGATTTAACTATGAATCTATTCTTGGGCAGTGTTGTGAGATGCCAATTGGGTACGTGCAGATACCAGTG
TCCCATTGGAAGGATTTGACTATGAGTCTATTCTTGGACAATGCTGTGAGATGCCTGTAGGATATGTGCARATACCGGTT
------- GGCGCCAATCA=~~~TTTGTCCTAGTCCACTC--~~ARATAAGGCCCATGGTCGGCAAAACCAAACACARAAT

------- GGCGCCAATCA----TTTGTCCTAGTCCACTC----ARATAAGGCCCATGGTCGGCAARRACCAAACACAARAT

TTGATTTGGTTCCAACAT----TTARAAAAGT TTCAGTG----AGAAAGAATCGGTGACTGTTGATGATATAAACARAGG
TTGATTTGGTTCCARCAT~~~--TTARARAAGT TTCAGTG----AGARAGAATCGGTGACTGTTGATGATATARACARAGG :
TTGATTTGGTTCCAACAT----TTAARAAAGTTTCAGT G- ~-~AGAAAGAATCGGTGACTGTTGATGATATAAACAAAGG
TTGATTTGGTTCCAACAT----TTAAAAAAGTTTCAGT G-~ --AGAARGAATCGGTGACTGTTGATGATATAARCARAGG :
TTGATTTGGTTCCAACAT----TTAAAAAAGT TTCAGTG---~AGAARGAATCGGTGACTGTTGATGATATAARCARAGG
TTGATTTGGTTCCAACAT----TTARAAAAGT TTCAGTG----AGAAAGAATCGGTGACTGTTGATGATATAAACARAGG
TTGATTTGGTTCCAACAT-~~-~TTAAAAAAGTTTCAGTG----AGAAAGAATCGGTGACTGTTGATGATATAAACAAAGG :

GATGGGCCAGAGARATTTTCTCCCTGCGGGGACGGGGGAGCCATATCCTCGGTGGAGAATTTCCCATTATCATCCTTATT

¢ AAGCCTCTAACTTTGAATGTTCCAACTGAACATAATAAATGT TGACCCGATCAGGGACAGAGCTARAGCAARTTTTAGTG

: AARAAGAAAARAAGARCAAAAAAAAGATAATATTGTTTTCCCGACGACTAATCCACATTCAGTATTTTATAAAATAACTG :
: AATTCTATATGAGCTAAATTTGCTGGAGGAGGCATCGGACGTGGGTACCAGACCTTTCCAAGCACACGAGTAGTGCTTAG

: AARATTATGTCCCTAGAAAGAACACACATTCTTARATTCTATTGATCAAAATTTTCCATTCTTTAAGAAGCTGCCTCTAA
: GATCACAGTAAAAAAATTCACTTTAATTTTTGTCTTTCTTCATAATTCATCTCACAGATTTCAACCTCTTTTGGATTCTC :
: AATTACCAATTTGTGTCGGTGAACTCATATAGACAAACCTATGTGGTAATCAAACTATTAGTTAAAAAAAAATTGAACAT
: AAGTTCAAATCACCTCACCGGGTTGGCTCAGATTGGTTTTTTCAATACAAGAGGGGGTGTGAACTCCCGTGCCGACCTCT
CARAAAATAAAGAGAGAGAAGAATATTGTTCAAAAGTGGTCTCTTCTCTCTCTAATTATGTTTTCACTAAARCCCAATTAG
GTGGAATGGATAAAGAAAAGAAAAGGAAAGCGAACAATCTGGGCAAGAAARATCTAATCATGTGTAGAGATATGTCGTAGT

CCTGTTTCGGTTGTGACTTGGTATTGTTAGGCTGTGTATCCAATGCTATCACAT TAGATATAARCTAGATAACCGCGTAT
: CCATTAATAAACAAACACGACGTGGACGAAGAGAAGGGAGGCCGGCAAGAAGCATACTAGCACGCTACGARARCCCCCCTT ¢
: ATTCTTAAATAAATTATTTTGGTTTCGCATGARAATATGAAAGGAGAGAAATTTATTATTGTCACTTATATATATATACA
: TCATTACGATACAAAATCATAGTCCAATTATTTTCTTCATTACTGACTTTTTCGGCTCTTTTACAARAAGCTAATATCTT :
: AAAATATAAAATGAAAAAAGTCCAGCGCGGCAACCGGGTTCCTCTATAAATACATTTCCTACATCTTCTCTTCTCCTCAC
TATTTGGTATGTGATCTTCTATATATAAAAAAAAAATCCATCGTCGAAACTAAGATTTTGTTTTTCTATATATCTTTTAA

TTACAATGATGTATGTGTTTCTGT TAATGTTGAATGCTTAGGGTATCCAAGTTTAATCATTAATTAACATAACTAGCATT

* 1700 * 1720 * 1740 * 1760

TCCATTTTCTCTATAGTCTTCAAACACTTTGATTTGCTTTTAGTCTTTTGTTCACTCATCTCGAAATTCTTGGTCAACCT

CGGCGGCGTCGGCGCAGCTGTCGTCGACGTTCTACGACAGGTCATGCCCCARCGCGCTGTCCACCATCAGGAGCGGCGTG &
GACCTGGTGTGTCCCTTTCCCACTTAAATGTACGGCTGATAATCACATCAGTGGCGACTTTAGGAAATAGARAATTCGCA
TCCCTGCAGGCCAATCGCTCGCACAGACTTGCGTGATTCAGTTGACGAGARAGATGCCTATAAAAGARAGGAAAATTGGCC :

: AATAATTGCGACACAGATCTACCAGCAATTTCGACCGTTGCAACAAAGCCATGATTCARAAAGTTTGCTTTTTTAATCTT

TGAATACAGTAATCATCCAAGCACGTAAAAACTCGCTAGACGTTTATGCCTGCTAGCCTGCTGGGTGTGTAGACT GGAGT

GGTTCACATGAACGCTCCCGTGCCTAGTTGCACCGATTTCTTAATCCCGAGCATGGACTATAAAARTCCCCTGGTAACACC
CATCGGTCAGTCCAAATAACAAATAGTCACTTTCGAGTGGCTTCTCATGCCATTACCTATGCGCTCTCTTTAATGTACAG
CATCGGTCAGTCCAAATAACAARATAGTCACTTTCGAGTGGCTTCTCATGCCATTACCTATGCGCTCTCTTTAATGTACAG
——————————————————————————————————— AGTGGCTTCTCATGCCATTACCTATGCGCTCTCTTTAATGTACAG :

: AGTCCATGATACAGGATGAGATATTTGACTATTTGACTAGAAACGTAGTAGGTGATATATGGACATTTCCTGGTTTATTT

: AGTCCATGATACAGGATGAG---TTTGACTATTTGACTAGAAACGTAGTAGGTGATATATGGACATTTCCTGGTTTATTT :
: AGTCCATGATACAGGATGAGATATTTGACTATTTGACTAGAAACGTAGTAGGTGATATATGGACATTTCCTGGTTTATTT :
TATCTTGGACTCACAATT~-~--AATTAATTCAATAATCCAACCTACGCGGACGAACGTCTAGGAATCACTTGTTGCTGTT :

TATCTTGGACTCACAATT----AATTAATTTTTAAATCCAACCTACGCGGACGAACGTCTAGGAATCACTTGTTGCTGTT
TATCTTGGACTCACAATT~-~--AATTCAATTTTAAATCCAACCTACGCGGACGAACGTCTAGGAATCACTTGTTGCTGTT
TATCTTGGACTCACAATTT---AATTCAATTTTAAATCCAACCTACGCGGACGAACGTCTAGGAATCACTTGTTGCTTTT

~ACAGTTAACGAGCGGGTATGGGTTGTTTTCCTTGAGCACTGTTGTTCTCTAGAATCTCTGAATCTCTCTCTGTCTTGAT
~ACAGTTAACGAGCGGGTATGGGTTGTCTTCCTTGAGCACTGTTGTTCTCTAGAATCTCTGAATCTCTCTCTGTCTTGAT

-ATAATTAACCAGCGGGTAAGGGTAGTTTTCGTTGAGCACTGTTGCGGTTTAGAATCGCTGGACCTGC--—-GTGTTTAT

~ATAATTAACCAGCGGGTAAGGGTAGTTTTCGTTGAGCACTGTTGCGGTTTAGAATCGCTGGACCTGC-~---GTGTTTAT

CATGCCCCTAACGAACATAATAATGAACATTTTTTCGCCCACCTTAGACGGAGGAGGAAGAGARACCAATAATATATACT

GCAGTTCTGGATGTGAATCTAGACAAACATTTGTCTAGGTTCCGCACGTATAATTTTTTTTCTTTTTTTTT-~~~—~~-~

GCAGTTCTGGATGTGAATCTAGACARACAT TTGTCTAGGTTCCGCACGTATAGTTTTTTTCCTCTTTTTTTTGGGGGGGE ¢

: AATATATTTTCGTCAAAATAAAATGGTCGTATCTCTTTGCTAAAACCAAAAT ~~GTCATGATGTGATTACTCAATTTTCT

¢ CATTCCCAGTCGACACGTCTTCTACTCCTTAATTTCCTCCTTCTTTCAAACTTGACARAGCCACAACTCTTCTCTCATCT

CATTCCCAGTCGACACGTCTTCTACTCCTTAATTTCCTCCTTCTTTCAAACTTGACARAGCCACAACTCTTCTCTCATCT

GGAATAGCAGGGCCATTGTTGCTTAACGGARAGGAGTTTTCGGTGCCCATGGCAACCACAGAAGGATGTTTAGTGGCTAG ¢
GGTATTGCAGGGCCTTTGTTGCTTGATGGGAGAGAGTACTCAGTGCCAATGGCAACTACAGAAGGGTGTTTAGTTGCTAG
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GTGTTATTTTTAATTTTTTCCTCTTTTATTGTTAAAGT T ~~~—=~~ GCAARATGTGTTATTTTTGGTAAGACCCTATGGA

GTGTTATTTTTAATTTTTTCCTCTTTTATTGTTAAAGTT -~
GCACATTGGTCAATAACCATARAARATTATATGACAGCT -~
GCACATTGGTCAATAACCATAAAAAATTATATGACAGCT -—

~--GCAAAATGTGTTATTTTTGGTAAGACCCTATGGA :
—--ACAGTTGGTAGCATGT --GCTCAGCTATTGARCA :
--~ACAGTTGGTAGCATGT --GCTCAGCTATTGAACA :

GCACATTGGTCAATAACCATARAAAATTATATGACAGCT —~-——-~ ACAGTTGGTAGCATGT--GCTCAGCTATTGAACA :
GCACATTGGTCAATAACCATAAAAAATTATATGACAGCT ~-———-- ACAGTTGGTAGCATGT--GCTCAGCTATTGAACA :
. GCACATTGGTCAATAACCATAAAAAATTATATGACAGCT~- ---ACAGTTGGTAGCATGT--GCTCAGCTATTGAACA :
GCACATTGGTCAATAACCATAAAAAATTATATGACAGCT - —~-~-~. ACAGTTGGTAGCATGT--GCTCAGCTATTGAACA :
GCACATTGGTCAATAACCATAAAAAAT TATATGACAGCT -——==~~ ACAGTTGGTAGCATGT--GCTCAGCTATTGAACA :

: ACGGCATCTCTGTCGCCCTCTGGACCCCTCTCGAGAGTTCCGCTCCACCGTTGGACTTGCTCCGCTGTCGGCATAGAAAT
: ACGGCATCTCTGTCGCTGCC———ACCCCTCTCGAGAGTTCCGCTCCACCGTTGGACTTGCTCCGCTGTCGGCATCCAG—- :
: TGTGGTACATATATATGCATAATCTTTTTTTTTTGACTGACATGTGGGAAAGTATCCCATCTCAATAGTAGAAAATCTTG :
: ATTGCAATTGCCTTCTGAGCGCATTCAGTTTTACGATGAGGATACGTTTAGAGTAAAATTTTGATCATTTCATTCTACCA :
: ACAGTGTTTTATTCAAACTCTACCCTCTCCTATGAAACTGTCT-——CTATATCTTTCCTCTTAATTACAGTCACGCACAT :
CTCTTCGTCCCCAAATTGCACTACAAAAAAGGCCGCCCCTTTCTTCTCTCCTCGTCCTTATCACCACCAATCCGATCCTC :
TCGTAATCATTTTTTCGTGAATAATTCTCTCTCCCATTCCATTATTTCTCAGTATCTCTCTTTCTTTCCCTTACTTTATT :
TATCTACAGTTGATCATATTTTAATTTTCACCAAAAGTATAATTAAACAGAAGACTCTAATCATATCAGTGATCAAAGTG :
: ATCCCATCACTCTTCTTTTAACAATTATACTTGTCAATCATCAATCCCACAAACAACACTTTTTCTCTCCTCTTTTTCCT :
: AATGTAATAAATATTAGGTAATATTATGTTTTTCTATTGTATTTTTTTTTTCAATAACCTTTACTATTTTAAATCTATCT :
: CAGATTTAAGAAACAAGAAAATTAATTAAAAAAAAAATAGTGCTTATAAAGCGTTTACATTGATGAATGCTTGTGAGTGG :
: AACTCAAGTTGCTCGATCAAACAAGTACCCTTAAATGTCTCTCTGTCTATATAAATGTACACTCTTCCCAAACAAAACCA :

CCATGTCATGCTAACATACACCATTTGGTTCATACAAAATCCAAATCAAAATCTATTTTTAAAATCTTTTGCACACGTCT

N 1780 * 1800 * 1820 * 1840

AACCCAGAAATTTTTTTCACGGCTGGCATCATTGACAATAATTGTATTCTTCARAGTCAACCAATTCTAATGCAARARAA ¢
TCACCGTACACCGTCGGCGTACCACTCCCCTTCCACACCGTCGATTAAAAATCTCAAACCCTAAAACCCGTATCCAATAA :

ATTAAGAAGATTACAGAATAATACATGTAATCCTCCACTTGTCAGT TCTATAAAATATTAATTAAAAAGGARATTCAAAT
TTTGAGGGACAATAATGTACGGT CACGCCAACCAAGCTTGATTTTTTNTGACARATATAT TACTACATATATTACACGGT
ATTCAAACAGTCTACARAGTCCAAAAGATARACATGGGACAACAATTCGATGCAAARAATCCTCTTTTCATGCTCTTTTT

. GGGGTCCACAAAACCGCACTTTTTCTATCTTCTCTCACCTCGGAGCCCTGTCTGAGAATCCCTAACTCCGCTGTTCCGTT «
. AAACTAGTTCTAAGAGATTAGAAGCCGCTACCTTTAGGCATGGACTACCTTTTCGTGTATTTCGATAGAGTACATGTTTA :

: AACTCCGCGGTGAGGCAGGAGCCTCGCGTGGGGGCGTCGCTGCTCAGGCTCCATTTCCACGACTGCTTTGTCCGGGCAAG ¢
. CAATTGACTCGATACGCATTAAAGTCGTAATCACTAGACATTTTTGTTATCTGTCCTTTAGTGGTTCGTTTAATCTGGAA :
. AAGCTAAGGCCTCACTAGTGTGTTCCCACTCACACCGAACTCGTGAAGCACAGCTTCCATCGT -~ ~———=~==-——=—-— :
. ACCGTTGGCTCCTAGCAACTGCAAATCCTTAAGATCAACATCTCCTTCTTAATTCTTACCCAGTTATTGAATTTTCTGAA ¢
. ACTGGACAAACATCGCARTACAGAGGTACAGTATTTGTCTAGACAATGATATACATAGATARAAARCCACTGTTGTAACTT

GTGATCARAGCATCGCAAACAAGCTAGCTAATCACT TGTCAAGAACAAGAGCTCTCTACCTGCATTGGCTAGCGTGATCC

. ATTTTAAAGGTT----TGTAARACGACT--ACAATARATACGGGCTCGTCTAGTGCAGTTGAGRACAAGGAGCTTTGTGCG

ATTTTAAAGGTT----TGTAAACGACT--ACAATAAATACGGGCTCGTCTAGTGCAGTTGAGRACAAGGAGCTTTGTGCG
ATTTTAAAGGTT----TGTAAACGACT -~ACAATAAATACGGGCTCGTCTAGTGCAGTTGAGAACARGGAGCTTTGTGCG

TATATTCTTAAA--—-AAATAACAATTCAATCGAATGTAGTTGCCAAATTTTAATARATAAATARARAGAAGCATTCATC :
- —~ATTCTTABA--——-AAATAACAATTCAATCGAATGTAGT TGCCAAATTTTAATAAATAAATARA-~~~~ GCATTCATC :
TATATTCTTARA-—--AAATAACAATTCAATCGAATGTAGTTGCCARATTTTAATAAATAAATARARAGAAGCATTCATC :
T=-TTTAGCACA-—--ATACAATAATT-AATATGAGGTTGTTTCAAACATCAAARGACTTTCARATCTCAACTCTTATAAA :
T--TTTATGCAT----ATACAATAATT-AATATGAGGTTGTTTCARACATCARAGACTTTCARATCTT -~ ~TCTTATARA :
- ~GCACATGCAT--—--ATACAATAATT-AATATGAGGTTGTTTCAARACATCAARAGACTTTCACRACTT -~~-TCTTATARA

TAGCACATGCAT----ATACAATAATT-AATATGAGGTTGTT TCARACATCAARAGACTTTCTCAACTT-~-TCTTATAAA

GACACCGAGCGG----AAATAGCAGTT---=~ GGAAGAGGTGATTGGGCTTCAGCGCGCGATCCAACCCAAGTGGGTTCC

GACACCGAGCGG----AAATAGCAGTT--~~~- GGAAGAGGTGATTGGGCTTCAGCGCGCGATCCAACCCAAGTGGGTTCC &
GAGACACAGCGG---~-G--TAGCAGTT----- GGAAGAGATGATTGGGCTAGCTAGCTTGAGC-GATTCAGTCATCAACC
GAGACACAGCGG----G--TAGCAGTT----- GGARGAGATGATTGGGCTAGCTAGCTTGAGC-GATTCAGTCATCAARCC
GATATATTTAAA----GAGT-TTAGTACTCGAGTGTATGTGTGT ---ATAAAAATA-———-—— TATATAATTTTCATTGG :

AAATTAATTAGA----GCCCGTTGCTGCTAGARACTGCAAATTTTARACAAAAATAGTGCTT GTGAAGGGTTGACATTGA

AGCTCCATGATG-~-~GATGGCCGATGGCGTGAACGACT CATGCATGCATACATGAARTGAGAARATGTGGGGGGTGGCCG +
------- GGGGG----AACGGAAGCTGTAATARACGAARACTAGGAACGARAG--CAACCGCCGCGCGCATGTTTTTGCAA :

GGTGGGGGGGGG- - - -AACGGAAGCTGTAATARACGGTACTAGGAACGAAAG--CAACCGCCGCGCGCATGT TTTTGCAA

: ACTATAAATAGA----TTACCAAATCATTCGATCGGAGACAATCACCAAAGAAAGAAGTACAAA- -~ -==~—======-=

CATATAAATACC----CTTCCACGACACCAATTTCTCCATCCTCTCATTGARARACARRATTAATCATCTTACTTATTTA ¢
CATATAAATACC----CTTCCACGACACCCATTTCTCCATCCTCTCATTGAARAACAAAATTAATCATCTTATTTATTTA
CACCBAACAGAGG--~-TTGCAAGGCTATCTATGCTTCTGGTGGTGCTACATGCATTTTGCTTCGTGATGGTATGACCAGA :
CACCAACAGGGG--~~TTGCAAGGCTATCTTTGTCTCTGGTGGCGCCAACAGCATTTTGCTCAGAGATGGCATGACAAGA :

TATATAAAGACA----GGTTATGTGAAACT TGGAAAACCATCAAGTTTTAAGCAAAACCCT -CTTAAGAACTTARATTGA :

TATATAAAGACA---~GGTTATGTGAAACT TGGAAAACCATCAAGT TTTAAGCAAAACCCT -CTTAAGAACT TAAATTGA

. AATCTAAAGAAG----GTACATCTGTAACC-GGAACACCACTTAAATGACTAAATTACCCT -CATCAGAAAGCAGATGGA
. AATCTAAAGAAG----GTACATCTGTAACC~GGAACACCACTTAAATGACTARATTACCCT ~-CATCAGARAGCAGATGGA :
: AATCTAAAGAAG----GTACATCTGTAACC-GGAACACCACTTAAATGACTAAATTACCCT-CATCAGRRAGCAGATGGA :
. AATCTAAAGAAG----GTACATCTGTAACC-GGAACACCACTTAAATGACTAAATTACCCT-CATCAGRRAGCAGATGGA :
: AATCTAAAGAAG----GTACATCTGTAACC-GGAACACCACTTAAATGACTAAAT TACCCT-CATCAGAAAGCAGATGGA :
AATCTARAGAAG--—-~GTACATCTGTAACC-GGAACACCACTTARATGACTAAATTACCCT -CATCAGAAAGCAGATGGA :
AATCTARAGAAG----GTACATCTGTAACC-GGAACACCACTTARATGACTAAATTACCCT -CATCAGAAAGCAGATGGA :
~ == —TAAAGAAG-~-~GTACATCTGTAACC~GGAACACCACTTARATGACTAAATTACCCT -CATCAGARAGCAGATGGA :
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TGCGTGGCGGAG- -~ -CGGCAGACGTGAGCCGGCACGGCAGGCGGCCTCCTCCTCCTCACGGCACCGGCAGCTACGGGGG
~GCGTGGCGGAG- -~ -CGGCAGACGTGAGCCGGCACGGCAGGCGGCCTCCTCCTCCTCTC--CACCGGCAGCTACGGGGG
GGAACGGTAGGATCGAACACAAAGATCAGCTAGCTTGTAATCACCGAGCCATATAGCTAGAGGGTAATAGATCATGAATC
TGCAAGGGTGCACCCGTACCCACCGCTATATGCATAGCTCTGCGCT TGGATCCCGTGAAGTGCAGARRAATACT TCARCT

GATGCTGTATCACCGCACATGGAGAGAGAGAAAAATAGAT TGGTCAGGGT TTGTATATGCAAGGCCTACGCTTCTATTTA

TTCTCTTCTCTTCTCTTCTTCCCCACATCCAGTTCGATTCTCATCTCTCCCACAACARATCACGCCATGGATCCCTACAA

GTTGCTTTTAAARCCTTCAATTTGCTCATAAACCAAATATATAATATCAAAACAARACAAACAARARATCAGAATTCCCCTA

GGCCAACATGGGCCC-ATACACGCCACAAAGAACCCAACCCAARAGTCCAAAGATATTCTTTAAGCTCAGTTTATARATT

CACCGGCGGCAGACT TACCGGTGAAARAAATGGACGTTCGCCGGAGATCTGAAGAGCCTGT TTATCCATCTAAGGTCTTTG :
GCARATATTATTTTATTTGAAAGGTAARAAAT TTTGGATTTAGTATTTGTCATATGATATCTGATTATGGTTTTCAGGAG :
TGATTAGGTTAGGCATATACCATTGATGCTGAATTGATTCCTTTGACCTAGCAAGGT TCATGTTACCTATATATATGCAT :
PATCTCARRAT — ——— = = = == = = = = = = e :

TTGAAAAACACCTCTCATACTATAGCTACGGAAGCTTCAATTTCAAGGTTTGTCTARARAGCTAACGATT—~ ===~ ~-~~~

* 1860 * 1880 * 1900 * 1920

¢ ATTTGCCTTACGATGTACTAACTACTGAACCCAATAATTAATCTCATCATCCCAGCTATGTGTTTTTTGCAGTGAAACAT :
CCCACCCGGTCCAACCGGTTACAARACCCGGTCAATCCAARATTCGCCTCGGAATCCARACCTCCATACCCAATCTAACAG
TGAAGTAACTAAGAACAGTTTTTTTAGCAGT TAAGCTGAATTTCARARAGCCATAATCTTCGCTCTGAATCTCATCAGCC
CAAATAATTAATCARAAAATAAARAAAGACCCCAATTAAAGTCCCCAACCACTCTCAAATATTCTATTTAAGGGAAACCT
TTATTCTCTAGTCTTTTAAATTACTAATAAAAACTCACARATCCACCAAACCCATTCTCTACAACTCACCTTCATCTAGA :
TCCCGTACTTTTCTTTCTGCTGCCCAATCTTTTTCTTCACGTCAACTCCTCCTTCTTATTCTTCTTCCACTTTCTCCATC
CTCAAATGGAAATTAAATTARATATTTTTTCTARAGGGAATGACAATAARAGAAARAGACACTTGATTGGAAAGCCTTAAT

TGAAGTCTCCATCATCTTGCATTCTGCTTTCTTTCTAGAAAACAAACACCAGCAARATTGAGGGCATTGCTTTARARARC
CGTCCTTATAATAACATAAGATAAATATTTACTTAATTAGCTACGGAACTACATTAGTATTCAATTGATATAACTAATGG

: ACTATCGTTCTTGATCTTAARAGCTCARCARAR ~~ === === === == = o o o o :
GTAAGCCACTAGCTCACGTTCTCCATGAGCTCTTCTCTCTGCTGTTTCTTCCTCTGCTARCTGCGTTATGATATGACGTC

GCGAGGTAGCTGGCTGCTTGTTGTGATCGAGE - = == == === = === = m == = = = = o e oo

: AT-AATATTGAAGAAATATAAGTATTGTGTAGTTGCGAGAGAGTTGAAAATG- -~ -—————-—===-~-===---=-—————=-

: AT-AATATTGAAGAAATATAAGTATTGTGTAGTTGCGAGAGAGTTGAAAATG==~-~
: AT-AATATTGAAGAAATATAAGTATTGTGTAGT TGCGAGAGAGTTGAAAATG----~

GA-ATTCTTCGTCTTTTATGAGTGTAAAA-CAAAACATTGAATTAGGAACAATTATTATCACGTTACTTARAATAARAATA
GA-ATTCTTCGTCTTTTATGAGTGTAAAA-CAAAACATTGAATTAG-~——~— ATTATTATCACGTTACTTAAAATAAAATA :
GA-ATTCTTCGTCTTTTATGAGTGTAAAA-CAARACATTGAAT TAGGAACAATTATTATCACGTTACTTAAAATARARATA

TA-GTGCTCTATCTTCTCATGGAGTAGCAT CACTACCTCAGTATATACTCAAAT TGGACAACCCTTCTCCTACCTCC-~-~
TA-GTGCTCTATCTTCTCATGGAGTAGCATCACTACCTCAGTATA---TCTAATTGGACAACCCTTCTCCTACCTCC-~~
TA~GTGCTCTATCTTCTCATGGAGTAGCATCACTACCT ---CAGACTCACTAATTGGACAACCCTTCTCCTACCTCC--~
TA-GTGCTCTATCTTCTCATGGAGTAGCATCACTACCTA--TATACTCACTAATTGGACAACCCTTCTCCTACCTCC---

: AC-AACGTGAACCTCATGCAGCTTAAA-ATACAGCCA----GTTGTGATCCATCTGCCACAGCTGTTTCTACCTCA--GA :
: AC-AACGTGAACCTCATGCAGCTTAAA-ATACAGCCA~--~GTTGTGATCCATCTGCCACAGCTGTTTCTACCTCA--GA :

CC-AATATTGTTCCATTGCTGCATGCACATTTATCTAT - ~~ACCACGACGACACAACGTGAACCTCGTGCAGCTTTTTAA

CC-AATATTGTTCCATTGCTGCATGCACATTTATCTAT---ACCACGACGACACAACGTGAACCTCGTGCAGCTTTTTAA
T--ATTAGGCACAATTTAGGTAGGTTACTTTATAGTTTT--GAGCAGTTTATCCATTTCTTACCTCAGCCTCACAAATGT
TG-AATGTTTATGAT TAATGAGGCATATACCCCATTGAT--GCTAAATTGATTC-TTTTTAACTCATGAGGCATACCTGG

CA-GGACTGATTATGGCCACTGTACGACCGACT GTAGGGGATGARAGCCTCGTTGGGTT TGTTCAGGTGGCCGTTCAGCA ¢
TA-GATTACGGTGACCTTGATGCACCACCGCGTGCTATARARACCAGTGTCCCCGAGTCTACTCATCAACCAATCCATAA

TA-GATTACGGTGACCTTGATGCACCACCGCGTGCTATAARAACCAGTGTCCCCGAGTCTACTCATCARCCAATCCA- -~

1145
1783
1823
1821

974
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1345
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380
170

1887
1791
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751

GC-ACCATGTGTCAGGTTCGGCACAGCCAAAAGGGCAGCAGAGT TGAAGTTCTTTGTTGAAGATCCCATARAATTTGAGT
GC-TCCGGTTGTCCGGT TCACCACCGCCARAAGAGCCGCAGAGTTGARATTCTTCGTTGAGGATCCCCTTAACTTTGAGA :

~=—GCTTCTTTTGGGGCATTTTTC ~TAGTGAGAA -~ == === === == = = = o o o e oo oo oo
~==GCTTCTTTTGGGGCATTTTTC ~TAGTGAGAA == === === == == = = oo o e oo oo
GT-GCTACAAATAACACACTATTCAACAACCATAAATAAAACGTGTTCAGCTACTAARACAARTATARATAAATCTATGT

GT~GCTACAAATAACACACTATTCAACAACCATAAATARAACGTGTTCAGCTACTAAARCAAARTATARATARARTCTATGT :
GT-GCTACAAATAACACACTATTCAACAACCATAAATARAARACGTGTTCAGCTACTARAACAAATATARATARATCTATGT

GT-GCTACAAATAACACACTATTCARCARCCATAAATARAACGTGTTCAGCTACTARAACAAATATARATAARATCTATGT
GT-GCTACAAATAACACACTATTCAACAACCATAAATARAACGTGTTCAGCTACTAAAACAAATATARAATAAATCTATGT
GT-GCTACAAATAACACACTATTCAACAACCATAAATAAAACGTGT TCAGCTACTAAAACAAATATARATAAAT CTATGT
GT-GCTACAAATAACACACTATTCAACAACCATAAATAAAACGTGTTCAGCTACTAAAACAAATATARATAAATCTATGT
GT-GCTACAAATAACACACTATTCAACAACCATAARATAAARCGTGTTCAGCTACTAAAACAAATATARATAAATCTATGT

: AT-TCCTTTCCCACCGCTCCTACTAGAACTAGTGGCCTATGCGTATGGTATGACGTGTGTTCAAGATGATGACTTCARAC
: AT-TCCTTTCCCACCGCTCCTACTAGAACTAGTGG---ATCCGTATGGTATGACGTGTGTTCAAGATGATGACTTCARAC
: AA-ATGTTTTTTTCATAAATTATTAAGGCTCTAAATTATTTTTAATTTAAAAATAAATAAAARATATAGTTCGATTCTTAC :
: GT-TCAACAACTTGGGCGTCCACCGTCCATGCATCACCATGATACCTCTGCTGATGTTTAGCACTCGATCACGTTACTAG
: AA-GACCGTATCGTGGTTGCAGGCAGACACACAAGCTAGCAATTGAAAAAAAAAACAGGCA-—-—~=====~~=——====

GG-TGCCGCCTTTTCCTGATTTTCTTTTCTTCTAGAT CGATCGTCGATTTGGTTTGGTTTGGTTTCTTGATGCGCTCATC ¢

AT —Am — = = oo e
GC-ATTCTCTTTCTCCTTCCTACAGGCCAACCCAACATCAACGACTTATTCGAGAGA - —~= == ~=====—==-—=======

CC-GCCGATGAAAAACCTCTCAAACCCCACAARGAARCAACAACAACAACAAGAGGACAAGAATACCCTTCTCATTGATGC :
: CCGATTAGATGTCACTTTTTAGTCATTGGTTTTAGCTTTCATCAACGCTTTTGAARATTGAACTCARATTATTTTGGCCT :
: ATTAATAGTTTAGCTGCTCAAAGTGCAGGCACCTAGCTAGCTCCTCATACAAACTTGACTTCTCACAAGGAGGTCTTCTC :



US20060143 :
US20060143 :

CaPEROX
US7119254

* 1940 * 1960 * 1980 * 2000

: TCAAATGGCTCTAACTATTTAAAGGGTGGCAATCTGTTTTGTTCTTCAGAGATTTAGAATAGAAAGAAATACATTGGTTC : 1994
: AAAAACCTCCAATCACAAACCTCCACGTGGTGATCACTCATTGGCTCTTATTCTGGACCAAGAGGACCTTTTTAGTATAA : 1487

US20070050 :
. TAGAGGCAATTCATGCATCCTCAACCCCTTCTTCTTCATTTTCTTAATCTTACATTTTCCTTTGACC--—=--——=--—~ ;1318

: TTTACCCACTCCCACCGAGAAACACAAGAAAAAAAATATACATATATAAATATACAAGACAACACATGATGCTGATGCAA ¢ 1993
H TTAGATTTTTTTCTTTCAGATTCGATTCAGATTATGGTTTTTCTTCTTCTTCTTCTTCTCTCTCCTTGTGCAAATTGAGA : 1696

US6649748
US6927320
UsS20042483

US6906241- :

US5689056- : -
. TCTAACCCTAAATATTTCTGCAGGGCTGCGACGCGTCCCTTCTGCTGAAC- === -==--— == -~ —==——w=-r==="~ "= : 1363
: TAATTACTAATTAATTGCGGAAAGCCGAGAGAGGTGATGGTGCACGGTGCATGTGAAGAGCTTTTGATACGTAAGTGGAG : 1989

US20050109 :

US6703541
US6262344

UsS20060143 :

Us6384207

UsS20050109
US20040199
US20040199
Us20040199

US20031675 : :
: TACTAAAACCGTTGAATGAAATCTTCATATTTGATAAGTGTAGGTAGACCCACAACACAAACATTGAATAGAATAAATTT : 1967

US20031675
US7196247
US20031675
Us7193136
US7193136-

CCGGTCTCCTTCTCTAGCTATATATATACGTGTGTGATAAAGTCGTACCCTCAAGCCAACACAATAACAAGAATG ————— : 1405

TTGCGTTGCTGTGATTGGATTCCCCAAGCCCCTATATAAAGGGGTCATTTGTCAATGTTTTAATCAACGCCATAACTAAC ¢ 1425

: TACTAAAACCGTTGAATGAAATCTTC----- TGATAAGTGTAGGTAGACCCACAACACAAACATTGARTAGAATAAATTT : 1866

: TACTAAAACCGTTGAATGAAATCTTCATATTTGATAAGTGTAGGTAGACCCACAACACAAACATTGAATAGAATAAATTT : 1108

US7193136- :
US7193136- :

US$20050976 :
. TGTGCTACACAGTGTATTACCTGTTTCTACCTCGCAGATGTGCTACA----~ CAGTT-GCTTATGACTGCCTATAARATG : 1914

: AATACAGCCAGTTGTGATCCATCTACCTGTCTGTCAGACGTGCTACAGCCTACAGTTTAGTGACTGCTGCCTATAAAATG : 1579
: AATACAGCCAGTTGTGATCCATCTACCTGTCTGTCAGACGTGCTACAGCCTACAGT TTAGTGACTGCTGCCTATAAAATG ¢ 672
: CAAGTTAGTTTTTTTTTTGTTTACTAATATTTAATGT——GTCTTGTG—CTTA-ATTATGCAGGGAAA-AACTAGGTA—AC ¢ 1525

US20050976
UsS20060107
US20060107
Us20062600
US20062600

Us20010047
UsS20010047
Us20010047
UsS20010047
Us20010047
Us20010047
UsS20010047
UsS20010047
UsS6518483

: CTTGGCTGGGATTGTTACGTATATATATAGCTGAGTTTAATTATCTG—CTCACAGTGTGCATAAACCTAACTCCTTATAC : 1667
US20060143 : :

TGTGCTACACAGTGTATTACCTGTTTCTACCTCGCAGATGTGCTACA--~-~ CAGTT-GCTTATGACTGCCTATAAAATG : 1909

: GTCAATTCTCCTCGCTCCATATTCTTCCATAGAAACAACCAGGAAACCGAGTGGAGGAGAGGGAGGGAGGATGGAAGGAG : 1964

UsS20050109 :

US6774282

US20060143
US5689056-
US6271437~

US6271437- :

US5689056-

US5689056- :

US5750386

US5459252-
US5837876-
UsS5837876-
US5837876-
UsS5837876-
UsS5837876-
Us5837876-
Us5837876-
US5837876~

US7041873- :
US7041873~ :
. CTACCTATGACGT---ATGGCGTGTGTCGACTGATGACTTAGATCCACTCGAGCGGCTATARATACGTACCTACG---TG : 1933

. ATTTTATAGTGTAAAACTTTAAAGTCTATTATTACCCCTACTTATTGAGTTATGGTTCAGTTCTTGTCGACGGAGAGTAA : 1982
. ATACAAGCAGCCAACCCATATGACAAGTTCCTAACTGAATAAAAATGATCAACCATCAAGCGAGAACAAGCATCARCATG : 1980

UsS7041873-
US5633363-
US20050109
US7193135

US20060230
Us20060143
Us20060143
US5689056-
US6395963

CTCGAAACCTTTTCTTGTGCTCTGTCTGTGTGTTTCCAAAGCAARCGARAGAGCTCGAGG -~~~ ~——=--—==~=~==-= : 1392

CACTTGCTAACGTTTTCAACCAGTAAGT -~ ===———==-~==----—==~-——== ¢ 1212
TTCTTTCCCTTATGTTCAACAAGTGAGT —~~~

TTGTAAGCACTCCAGCCATGTTAATGGAGTGCTATTGCCTGT TAACTCTCACT TATARAATAGTAGTAGARARRATATGA : 1932

TTGTAAGCACTCCAGCCATGTTAATGGAGT GCTATTGCCTGT TAACTCTCACTTATARAATAGTAGTAGAA -~~~ —-== : 1923
TTGTAAGCACTCCAGCCATGTTAAT GGAGTGCTATTGCCTGTTAACTCTCACTTATAAAATAGTAGTAGAA- -~~~ : 1294
TTGTAAGCACTCCAGCCATGTTAATGGAGTGCTATTGCCTGTTAACTCTCACTTATAAAATAGTAGTAGAA- -~~~ : 1372
TTGTAAGCACTCCAGCCATGTTAATGGAGTGCTATTGCCTGTTAACTCTCACTTATAAARTAGTAGTAGAA -~ : 1030
TTGTAAGCACTCCAGCCATGTTAATGGAGTGCTATTGCCTGTTAACTCTCACTTATARAATAGTAGTA - 1298
TTGTAAGCACTCCAGCCATGTTAATGGAGTGCTATTGCCTGTTAACTCTCACTTATARARTAGTAGTAGAA-~ 523
TTGTAAGCACTCCAGCCATGTTAATGGAGTGCTATTGCCTGTTAACTCTCACTTATAAAATAGTAGTAGAA -~ 220

CTACCTATGACGTGGTATGACGTGTGTCGACTGATGACT TAGATCCACT CGAGCGGCTATAAATACGTACCCGCACCCTG - 1304

PTCCGATGCTCTCCCACTTCCTTTGTATCTCACGAATGGCTTGTTTTTCACCATGTTTTTCTCTGTTATGTATTTTCTTC = 1357

. AACTTATGTCATTCAACTAAAAGACATTACAATAACTGTTGTCTAAAGACTARAGAAAGATCTTAAATTTAAGARAGAAG : 1984

US20062600 :
UsS20060143 :
UsS20060143 :

CaPEROX
US7119254
US20070050
US6649748
US$6927320

: AGAGCCCCTTCGTTGGTCCTATCACCTTC

TCTCTCTATCTCTCTAGCTTGGGGAC === === == == == == = = = = = = o mm— ——— oo : 1238

* 2020 * 2040 *
. GTAGCAAAAACAATGGCATTGTCCAAGTCTCTTTCTCTTATCTTTCTTCAACTGTT : 2050

1516

. TATACACAACAAAGTATTAAATCTTAGATATTGTGGGTCTCCCTTTCTTCTATTCA : 2049

UsS20042483

TAAAATAAAGAGAAAATTGGGATAARTAGGATG-——~==================—= : 1728



US6906241-
US5689056-
US6703541

US6262344

US20050109
US20060143
UsS6384207

Us20050109
US20040199
US20040199
US20040199
US20031675
US20031675
US7196247

US20031675
US7193136

US7193136-
US7193136-
US7193136-
UsS20050976
US20050976
Us20060107
UsS20060107
US20062600
US20062600
US20060143
US20010047
US20010047
Us20010047
Us520010047
Us20010047
UsS20010047
Us20010047
Us20010047
US6518483

US20050109
UsS6774282

US20060143
US5689056-
US6271437-
US6271437~
US5689056~
UsS5689056-
Us5750386

US5459252-
UsS5837876-
UsS5837876-
UsS5837876-
UsS5837876-
UsS5837876-
Us5837876-
UsS5837876-
UsS5837876-
US7041873-
US7041873-
Us7041873-

: GCCGGGATCGGTGAGGCTGCTGGARCCAAGGAGAGAGAGCATATATATC-
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CCCCGTACAGTGTCGTCCACTATGTGGCTATAAAATGGAAGCATTGAAGGTTGTTT :
: CCCCGT----TGTCGTCCACTATGTGGCTATAARATGGAAGCATTGAAGGTTGTTT
: CCCCGTACAGTGTCGTCCACTATGTGGCTATAARATGGAAGCATTGAAGGTTGTTT

. GCCGGGATCGGTGAGGCTGCTGGAACCAAGGAGAGAGAGCATATATATC--~——--
: GCTGGCTGCTG-GAGCAAAGCCARACCAATCAGATAGAGAGC-~—==--~-——~~—
: GCTGGCTGCTG-GAGCARAGCCARACCAATCAGATAGAGAGCATG-~

: CGCTACCATCCCTAGAGCTGCA

CGCTACCATCCCTAGAGCTGCA-~-——===———~==~——-==

—————————————— : 1955

US5633363-
US20050109
US7193135

U520060230
UsS20060143
US20060143
US5689056-
US6395963

US20062600
US20060143
Us20060143

TGAGATATAGAATAAGGTACCCTATAGAATAAAGAATCTTTCTCTGAAAAGTCTGA :
CATCCACCAGTGGAGCAARTCTTGGCCACTTGCGCTGTTGAAACTTGGTTCTGGAGT :

TATCAAGGTGGCGTGAGAARATCAGGAATTC- -~ ———===============-=—= :
ATACTATTTGTCAAAAGAGGACTAAAATGCTARATTTCAGAAAGARAATGAAGGAA :

ANEXO 1
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REIVINDICACOES

1. Um polinucleotideo com expressdo tecido-especifica caracterizado por
compreender uma seqiiéncia selecionada dentre o grupo consistindo de:

a) seqiiéncias que possuam pelo menos 40% ou 45% de identidade de
seqiiéncia, preferencialmente cerca de pelo menos 50% ou 55% de
identidade de seqiiéncia, mais preferencialmente cerca de pelo menos
60% ou 65% de identidade de seqiiéncia, mais preferencialmente cerca
de pelo menos 70% ou 75% de identidade de seqiiéncia, mais
preferencialmente ainda cerca de pelo menos 90%, 91%, 92%, 93%,
94%, 95%, 96%, 97%, 98% ou 99% de identidade de seqiiéncia quando
comparada com a SEQ ID NO1;

b) complementos da seqiiéncia descrita em SEQ ID NOI;

¢) complementos reversos da seqiiéncia descrita em SEQ ID NO1;

d) seqiiéncias reversas da seqiiéncia descrita em SEQ ID NOIL.

2. Um polinucleotideo de acordo com a reivindicagdo 1 caracterizado pelo fato da
expressdo tecido-especifica ser na raiz.
3. Um gene quimérico caracterizado por compreender:

a) um polinucleotideo cuja seqiiéncia possua pelo menos 40% ou 45% de
identidade de seqiiéncia, preferencialmente cerca de pelo menos 50% ou
55% de identidade de seqiiéncia, mais preferencialmente cerca de pelo
menos 60% ou 65% de identidade de seqiiéncia, mais preferencialmente
cerca de pelo menos 70% ou 75% de identidade de seqiiéncia, mais
preferencialmente ainda cerca de pelo menos 90%, 91%, 92%, 93%,
94%, 95%, 96%, 97%, 98% ou 99% de identidade de seqiiéncia quando
comparada com a SEQ ID NOI1, opcionalmente ligado a seqiiéncias
acentuadoras de expressio ou promotores de interesse; operacionalmente
ligados a

b) uma seqiiéncia de polinucleotideo de interesse.

4. Um gene quimérico de acordo com a reivindicagéo 3 caracterizado pelo fato da
seqiiéncia de polinucleotideo de interesse poder ser uma regido de codificagdo

ou uma regifo de ndo codificagdo.
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Um gene quimérico de acordo com a reivindicagéo 4 caracterizado pelo fato da

regifio de codificagdo ser isolada de um gene enddgeno ou heterdlogo.

Um gene quimérico de acordo com a reivindicagdo 3 caracterizado pelo fato da

seqiiéncia de polinucleotideo de interesse poder estar na orientagdo sense ou

antisense.

Um gene quimérico de acordo com a reivindicagdo 3 caracterizado pelo fato das

seqiiéncias acentuadoras de expressdo serem selecionadas do grupo consistindo

de SV40, HSV-1, AMV, HPV-16, TMV, entre outros.

Um vetor recombinante caracterizado por conter um gene quimérico de acordo

com a reivindicagéo 3.

Um vetor recombinante caracterizado por compreender:

a) um polinucleotideo cuja seqiiéncia possua pelo menos 40% ou 45% de
identidade de seqiiéncia, preferencialmente cerca de pelo menos 50% ou
55% de identidade de seqiiéncia, mais preferencialmente cerca de pelo
menos 60% ou 65% de identidade de seqiiéncia, mais preferencialmente
cerca de pelo menos 70% ou 75% de identidade de seqiiéncia, mais
preferencialmente ainda cerca de pelo menos 90%, 91%, 92%, 93%,
94%, 95%, 96%, 97%, 98% ou 99% de identidade de seqiiéncia quando
comparada com a SEQ ID NOI, opcionalmente ligado a seqiiéncias
acentuadoras de expressdo ou promotores de interesse; operacionalmente
ligados a
b) uma seqiiéncia de polinucleotideo de interesse; e

¢) uma seqiiéncia de terminag&o.

10. Um vetor recombinante de acordo com a reivindicagfo 9 caracterizado pelo fato

da seqiiéncia de polinucleotideo de interesse poder ser uma regido de

codifica¢do ou uma regido de ndo codificagéo.

11. Um vetor recombinante de acordo com a reivindicagdo 9 caracterizado pelo fato

da seqiiéncia de polinucleotideo de interesse ser isolada de um gene endogeno

ou heterologo.

12. Um vetor recombinante de acordo com a reivindicagfo 9 caracterizado pelo fato

da seqiiéncia de terminagdo ser selecionada do grupo consistindo de sinal de

terminagdo de SV40, sinal de adenilagdo de HSV TK, sinal de terminagdo do
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13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.
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gene da nopalina sintetase de Agrobacterium tumefasciens (NOS), sinal de

terminagio do gene da octopina sintetase, sinal de terminag&o do gene 19S e 35S

do CaMV, sinal de terminagio do gene da dlcool desidrogenase de mitho, sinal

de terminagdo do gene da manopina sintetase, sinal de terminagéo do gene da

beta-faseolina, sinal de terminagdo do gene da ssRUBISCO, sinal de terminagdo

do gene da sucrose sintetase, sinal de terminago do virus que ataca o Trifolium

subterranean (SCSV), sinal de terminagdo do gene trpC de Aspergillus nidulans

e outros semelhantes.

Um vetor recombinante de acordo com a reivindicagdo 9 caracterizado pelo fato

das seqiiéncias acentuadoras de expressdo serem selecionadas do grupo

consistindo de SV40, HSV-1, AMV, HPV-16, TMYV, entre outros.

Uma célula transformada caracterizada pelo fato de conter um vetor

recombinante de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 8 a 13.

Um microorganismo transformado caracterizado pelo fato de conter um vetor

recombinante de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 8 a 13.

Uma planta, ou uma parte, ou um propagulo ou progénie da mesma

caracterizada por compreender um vetor recombinante de acordo com qualquer

uma das reivindicagdes 8 a 13.

Método para modificar a expressdo de genes em um organismo caracterizado

por incorporar estavelmente no genoma do organismo um vetor recombinante de

acordo com qualquer uma das reivindicagdes 8 a 13 ou um gene quimérico de

acordo com qualquer uma das reivindicagbes 3 a 7.

Meétodo de acordo com reivindicagdo 17 caracterizado pelo fato do organismo

ser uma planta.

Meétodo para produzir uma planta tendo a expressdo de um gene modificada

caracterizada pelo fato de compreender as seguintes etapas:

a) transformar uma célula de planta, tecido, érgdo ou embrido com um

vetor recombinante de acordo com qualquer uma das reivindicag3es 8 a
13 ou um gene quimérico de acordo com qualquer uma das
reivindicagdes 3 a 7;

b) selecionar células transformadas, calos de células, embrides ou sementes;
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regenerar plantas maduras de células transformadas, calos de células,
embriGes ou sementes selecionados na etapa (b);
selecionar plantas maduras da etapa (c) tendo a expressdo do gene

modificada quando comparada com uma planta néo transformada.
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RESUMO

COMPOSICOES E METODOS PARA DIRECIONAR A EXPRESSAO DE GENES
USANDO O PROMOTOR DO GENE DA FAMILIA DAS PEROXIDASES DE
PLANTAS DE CAFE

A presente invéngﬁo compreende a descri¢do de uma nova seqiiéncia regulatoria
provida para direcionar a expressdo de uma seqiiéncia de nucleotideo, tal como genes
estruturais, em raizes de plantas, incluindo monocotileddneas e dicotiledoneas. Mais
especificamente a invengdo refere-se a seqiiéncias regulatérias de polinucleotideos isoladas
de plantas de café que sdo capazes de iniciar e acionar a transcrigdo de polinucleotideos, €
ao uso destas seqiiéncias regulatérias no direcionamento de transcrigéo de polinuéleotideos
endégenos e/ou heterdlogos para tecidos radiculares e produgdo de polipeptideos. A
invengdo descreve ainda construgdes de DNA que contém o promotor de um gene que
codifica uma proteina da familia das peroxidases de plantas de café que estd
operacionalmente ligado a um gene heterélogo e/ou endégeno. Além disso, a invengdo diz
respeito ao uso destas construgdes na forma de vetores de expressdo, vetores recombinantes
e em plantas, células vegetais ou protoplastos transgénicos. A invengao ainda descreve um.
método utilizando tais construgdes contendo o promotor de um gene que codifica uma
proteina da familia das peroxidases de plantas de café para produgdo de plantas, células

vegetais ou protoplastos transgénicos.
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