
 

 

 

 
 

 

Departamento de Bioquímica 

y Biología Molecular 

 

 

AISLAMIENTO Y CARACTERIZACIÓN DE GENES DE 

LA RUTA BIOSINTÉTICA DE UN ANTIFÚNGICO 

OXOPENTAENO PRODUCIDO POR Streptomyces sp. 

 

 

 

TESIS DOCTORAL 

 

 

 

       Aránzazu Sanz López de Alda 

       Centro Nacional de Biotecnología (CSIC) 

                           Madrid, 2005 

 



 

D. FRANCISCO MALPARTIDA ROMERO, Investigador del Consejo Superior de Investigaciones 

Científicas (CSIC),  

 

CERTIFICA: que la Tesis Doctoral titulada “Aislamiento y caracterización de genes de la ruta 

biosíntética de un antifúngico oxopentaeno producido por Streptomyces sp.”, presentada por 

Dª. ARÁNZAZU SANZ LÓPEZ DE ALDA para optar al grado de Doctor por la Universidad de Alcalá, 

ha sido realizada bajo su dirección en el Departamento de Biotecnología Microbiana del Centro 

Nacional de Biotecnología (CSIC) y reúne los requisitos exigidos para su defensa ante el Tribunal.

  

 

Madrid, 17 de octubre de 2005 

 

  

El Director de la Tesis,    

 

 
 
 
 
 
 
 
 
Dr. D. Francisco Malpartida Romero  
 
 

   
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 
DEPARTAMENTO DE BIOQUIMICA 
Y BIOLOGIA MOLECULAR 

 

 

 

 

 

 

 
D. ÁNGEL HERRÁEZ SÁNCHEZ, Profesor Titular de la Universidad de Alcalá, 

 

 

INFORMA: que el trabajo titulado “Aislamiento y caracterización de genes de la ruta biosíntética 

de un antifúngico oxopentaeno producido por Streptomyces sp.” ha sido realizado por Dª. 

ARÁNZAZU SANZ LÓPEZ DE ALDA bajo su tutoría, dentro del programa  de Doctorado Biomedicina 

del Departamento de Bioquímica y Biología Molecular de la Universidad de Alcalá, y,  a su juicio, 

cumple todos los requisitos para su defensa como Tesis Doctoral. 

   
Alcalá de Henares, 17 de octubre de 2005 

 
 
 
 
           VºBº                                                                                               VºBº                                               

La Subdirectora del Departamento                                                  El Tutor de Tesis   

de Bioquímica y Biología Molecular 

 
 
 
 
 
 
 
 
Prof. Dra. Dª. Pilar Sancho López                                              Prof. Dr. D. Ángel Herráez Sánchez                         
 
 

   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Facultad de Medicina.  
Campus Universitario 
28871 Alcalá de Henares (Madrid) 
Teléfono: 91 885 45 13 
Fax: 91 885 45 85 
depto.bioquimica@uah.es 

U
N

IV
E

R
S

ID
A

D
 D

E
 A

L
C

A
L

Á
, 

P
A

T
R

IM
O

N
IO

 D
E

 L
A

 H
U

M
A

N
ID

A
D

 



 

 

A Luis, a mis padres y hermano, 

por su cariño y apoyo 



 

1. INTRODUCCIÓN 

1.1. Streptomyces ....................................................................................................................1-3 

- Características generales                                                                                              

- Ciclo de vida                                                                                                               

- Organización genómica                                                                                               

1.2. Metabolitos secundarios ...................................................................................................3-5 

- Generalidades                                                                                                               

- Antibióticos                                                                                                                 

- Clasificación de los antibióticos                                                                                     

1.3. Poliquétidos .....................................................................................................................5-14 

- Mecanismo de síntesis de las PKSs                                                                           

- Tipos de PKSs                                                                                                            

- Clasificación de los poliquétidos                                                                                

1.4. PKSs Tipo I ...………………………………………………………………………………….14-18 

- Organización génica 

- Modo de acción de las PKSs Tipo I     

1.5. Manipulación genética de rutas biosintéticas de poliquétidos ............................................19 

1.6. Antecedentes y objetivos del presente trabajo ...................................................................20 

     

2. MATERIALES Y MÉTODOS 

2.1. Microorganismos utilizados ................................................................................................21 

2.2. Crecimiento y conservación ..........................................................................................21-22 

2.3. Medios de cultivo ..........................................................................................................22-24 

2.4. Selección con antibióticos ..................................................................................................24 

2.5. Vectores ........................................................................................................................25-29 

2.6. Aislamiento de ADN ...........................................................................................................30 

- Aislamiento de ADN plasmídico de E. coli 

- Aislamiento de ADN plasmídico de Streptomyces 

- Aislamiento de ADN total de Streptomyces 

- Aislamiento de ADN de fagos de E. coli 

- Aislamiento de ADN de fagos de Streptomyces 

2.7. Obtención de alto título de fagos .......................................................................................31 

- Obtención de alto título de fagos de E. coli 

- Obtención de alto título de fagos de Streptomyces 

2.8. Introducción de ADN .....................................................................................................31-32 

- Transformación de E.coli 

- Transformación de Streptomyces 

- Transfección de Streptomyces 

- Infección en Streptomyces 

- Conjugación entre E. coli y Streptomyces 



 

2.9. Manipulación enzimática del ADN ................................................................................32-33 

- Digestión del ADN 

- Desfosforilación de extremos cohesivos 

- Relleno de extremos protuberantes de ADN 

- Ligación de fragmentos de ADN 

- Amplificación de ADN por PCR 

2.10. Electroforesis de ADN ...................................................................................................33-34 

- Electroforesis en geles de agarosa 

- Purificación de fragmentos de ADN a partir de geles de agarosa 

2.11. Hibridación de ADN ............................................................................................................34 

- Transferencia de ADN desde geles de agarosa: Southern Blot 

- Hibridación de ADN 

2.12. Marcaje radiactivo de fragmentos de ADN ........................................................................35 

- Marcaje por desplazamiento de mellas: Nick Translation 

- Marcaje mediante el relleno de extremos protuberantes 

2.13. Secuenciación de ADN ......................................................................................................35 

2.14. Aislamiento y manipulación de ARN ..................................................................................36 

- Aislamiento de ARN total de Streptomyces 

- Electroforesis de ARN en geles desnaturalizantes 

2.15. Ensayos de protección a endonucleasa a S1 ...............................................................36-38 

- Ensayos de protección a endonucleasa a S1 de alta resolución 

- Marcaje con Polinucleótido Quinasa T4 y [γ32P]dATP 

- Electroforesis en geles de acrilamida-urea 6% 

- Ensayos de protección a endonucleasa a S1 de baja resolución 

- Electroforesis en geles alcalinos 

2.16. Construcción de una genoteca de ADN total de Streptomyces sp. CO-AC25 ..................38 

2.17. Bioensayos frente a Penicillium y Micrococcus .................................................................38 

2.18. Análisis por HPLC ..............................................................................................................39 

2.19. Extracción de metabolitos activos .................................................................................39-40 

- Fraccionamiento en columna Kromasil C8 de fase reversa 

2.20. Soporte informático ............................................................................................................40 

 

3. RESULTADOS 

3.1. Caracterización de metabolitos activos en Streptomyces sp. CO-AC25 .....................41-44 

- Caracterización de las actividades bactericida y fungicida 

- Determinación de la estructura química del compuesto fungicida 

3.2. Análisis de sistemas de manipulación genética ............................................................44-46 

3.3. Aislamiento y caracterización de genes biosintéticos de los compuestos bioactivos....46-57 

- Escrutinio de la genoteca de Streptomyces sp. CO-AC25 

- Aislamiento de genes biosintéticos a partir de la sonda heteróloga 

- Estudios de disrupción génica 



 

- Análisis de la actividad biocida de los exconjugantes 

- Ampliación de la región clonada del cluster de flavofungina I 

3.4. Secuenciación y determinación de regiones abiertas de lectura de la PKS de 

flavofungina I .................................................................................................................57-59  

3.5. Funciones deducidas de las regiones abiertas de lectura de la PKS de 

flavofungina I .................................................................................................................59-65 

3.6. Análisis transcripcional de los genes flvA y flvB ...........................................................66-69 

- Análisis transcripcional del gen flvA 

- Análisis transcripcional del gen flvB 

3.7. Generación de un módulo de arranque híbrido en la proteína FlvA .............................69-77 

- Construcción del gen flvA híbrido (flvA*) 

- Generación de FlvA* completa mediante recombinación “in vivo” 

- Evaluación de la actividad biológica 

3.8. Funciones deducidas de las regiones abiertas de lectura de la PKS del compuesto 

bactericida ...........................................................................................................................78 

3.9. Caracterización de las regiones abiertas de lectura de la PKS del compuesto 

bactericida ......................................................................................................................79-82 

3.10. Expresión de los genes orf8 y orf9 en Streptomyces lividans TK21 ..............................82-87 

- Estudio de la expresión de los genes orf8 y orf9 en S. lividans TK21::ABC y  

en S. lividans TK21::ABCery 

 

4.   DISCUSIÓN ................................................................................................................................88-95 

 

5.   CONCLUSIONES ..........................................................................................................................96 

 

6. ANEXOS  
- Anexo I ..................................................................................................................97-130 

- Anexo II................................................................................................................131-144 

- Anexo III...............................................................................................................145-147 

 

7.   BIBLIOGRAFÍA .....................................................................................................................148-159  

 

 

 

 

 

 



 

Abreviaturas 
 
aa aminoácido 

ACP    proteína transportadora de grupos acilo 

ADN ácido desoxirribonucleico 

amp
r gen de resistencia a ampicilina 

ap
r gen de resistencia a apramicina 

ARN ácido ribonucleico 

ARO aromatasa 

AT   aciltransferasa 

ATP   adenosina 5´-trifosfato 

CHS sintasa chalcona 

CIAP fosfatasa alcalina de intestino de ternera 

CLF Chain Length Factor 

cm
r gen de resistencia a cloranfenicol 

CoA Coenzima A 

cpm cuentas por minuto 

CYC ciclasa 

dATP desoxiadenosina 5´-trifosfato 

dCTP desoxicitidina 5´-trifosfato 

dGTP desoxiguanosina 5´-trifosfato 

DH deshidratasa 

DMSO dimetil-sulfóxido 

EDTA ácido etilendiamino tetracético 

ER enoilrreductasa 

FAS sintasa de ácidos grasos 

ββββ-gal β-galactosidasa 

hyg
r gen de resistencia a higromicina 

HPLC High Performance Liquid Chromatography 

IPTG isopropil tio β-D-galactósido 

kb kilobase 



 

kDa kilodalton 

Klenow fragmento mayor de la ADN polimerasa de E. coli 

km
r gen de resistencia a kanamicina 

KR ketorreductasa 

KS ketosintasa 

Mb megabase 

mM milimolar 

MOPS ácido 3N-(morfolino)-propano-sulfónico 

neo
r gen de resistencia a neomicina 

nm nanómetros 

pb pares de bases 

PCR reacción en cadena de la polimerasa 

PKS poliquétido sintasa 

PNK polinucleótido Quinasa 

RMN resonancia magnética nuclear 

rpm revoluciones por minuto 

TBE tris-ácido-bórico-EDTA 

Tcr gen de resistencia a tetraciclina 

TE tioesterasa 

TEA trietanolamina 

Tris tris-2-amino-2 (hidroximetil)-1,3-propanodiol 

tsr
r gen de resistencia a triostrepton 

RBS sitio de unión a ribosoma 

ufp unidades formadoras de placa 

UV ultravioleta 

X-Gal 5-bromo-4-cloro-3-indolil-β-D-galactopiranósido 

  

 

 

 

 

 



 

  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

                                                                   INTRODUCCIÓN 
 

 

 



Introducción 

 1  

 

 

1.1. Streptomyces  

 

Características generales 

El género Streptomyces pertenece a la familia Streptomycetaceae y al orden de los 

Actinomicetales. Engloba bacterias filamentosas, miceliares, Gram-positivas, aerobias, capaces 

de utilizar un gran número de compuestos orgánicos como fuente de carbono y energía  y con 

un elevado contenido en guaninas y citosinas (74% G+C) en su genoma (Woese, 1987). Están 

ampliamente distribuidos en la naturaleza, siendo el suelo su hábitat más común. 

Se parecen a los hongos por ser pleomórficos y producir un micelio normalmente 

diferenciado en micelio vegetativo y micelio aéreo, pero presentan características típicas de 

procariotas tales como la carencia de núcleo, mitocondrias y cloroplastos (Stackebrandt et al., 

1992). 

La importancia de estos organismos radica en su capacidad de producir una gran 

diversidad de metabolitos secundarios, la mayoría de ellos con actividad biológica. Dentro de 

estos metabolitos secundarios se encuentran desde análogos de metabolitos primarios 

(aminoácidos, nucleótidos o polipéptidos) hasta antibióticos. Las bacterias del género 

Streptomyces son productoras de más de la mitad de los antibióticos conocidos. De los 12.000 

antibióticos caracterizados en 1995: un 55% eran producidos por actinomicetos del género 

Streptomyces, un 11% por otros actinomicetos, un 12% por bacterias no filamentosas y el 22% 

restante por hongos filamentosos (Berdy, 1995). 

Las bacterias del género Streptomyces también son productoras de gran cantidad de 

enzimas extracelulares de gran interés en el sector industrial, entre las que destacan: 

proteasas (Henderson et al., 1987), celulasas, nucleasas, amilasas (Long et al., 1987), lipasas 

(Jiménez et al., 1987), quitinasas y xilanasas (Morosoli et al., 1986). 

 

Ciclo de vida 

Los estreptomicetos presentan un ciclo de vida complejo que implica procesos de 

diferenciación morfológica y fisiológica. Estas bacterias son capaces de colonizar sustratos 

relativamente secos con restos de materia orgánica, formando una red de hifas tabicadas 

ramificadas que dan lugar al micelio sustrato. Estas hifas obtienen los nutrientes de la 

degradación del material orgánico insoluble gracias a numerosas enzimas hidrolíticas  (Chater, 

1984). En una primera etapa, las zonas más alejadas de la fuente de nutrientes empiezan a 

acumular sustancias de reserva (lípidos, glucógeno,…), hasta que en un determinado momento 

y debido a la carencia de nutrientes, se reciben una serie de señales justamente en esta zona 

que disparan la expresión de genes implicados en la formación del micelio aéreo. Se produce 

así, el desarrollo de hifas que emergen del micelio sustrato para dar lugar al micelio aéreo. 

Estas hifas se van a nutrir de los productos de degradación del micelio sustrato, y en una 

segunda etapa van a sufrir un proceso de curvatura, enrrollamiento, formación de septos y 

engrosamiento de la pared celular para dar lugar a una cadena de esporas uninucleares, que 

se liberarán al medio y que con las condiciones adecuadas, germinarán y desarrollarán un 

nuevo micelio sustrato (Figura 1). 
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La producción de metabolitos secundarios, por lo general, coincide con el inicio de la 

diferenciación morfológica, una vez terminado el desarrollo vegetativo (Champness y Chater, 

1994). 

                                        

                          Fig. 1.  Ciclo de vida de Streptomyces.                                   

 

Organización genómica 

Mediante el análisis de fragmentos de restricción, en electroforesis de campo pulsante, 

de cromosomas de diferentes especies de Streptomyces como S. coelicolor (Kieser et al., 

1992), S. ambofaciens (Leblond et al., 1990), S. lividans (Leblond et al., 1993), S. griseus 

(Lezhava et al., 1995) o S. rimosus (Pandza et al., 1997), se ha llegado a demostrar la 

linealidad de su genoma  (Lin et al., 1993) así como su tamaño aproximado de 8 Mb. Se 

piensa, que su gran tamaño pueda deberse a la presencia de gran número de regiones no 

codificantes (Robinson et al., 1981), repeticiones de ADN en tándem (Shrempf, 1985) o 

duplicación de genes con la misma función aparente (Ohnuki et al., 1985; Tohyama et al., 

1987). Se han detectado la presencia de secuencias repetidas invertidas en los extremos de 

los cromosomas que tienden a ser muy inestables y pueden inducir delecciones de hasta 2 Mb. 

Se postula que estas regiones tengan la función de evitar la delección de otras regiones del 

cromosoma que sean imprescindibles (Redenbach et al., 1996). 

En la actualidad se encuentran secuenciados en su totalidad el genoma de Streptomyces 

coelicolor A3(2) (Bentley et al., 2002) y el de Streptomyces avermitilis  (Omura et al., 2001; 

Ikeda et al., 2003) y está próximo a concluir el de S. clavuligerus, lo que ha aportado un gran 

avance en el conocimiento de la organización génica en Streptomyces. 

El genoma de Streptomyces coelicolor es un cromosoma lineal de 8.667.507 pb con la 

presencia de 7.825 probables genes, dentro de los cuales se incluyen más de 20 clusters 

implicados en la síntesis de metabolitos secundarios. El genoma de Streptomyces avermitilis 

también es un cromosoma lineal, en este caso su tamaño es de 9.025.608 pb que codifican al 

menos 7.574 regiones abiertas de lectura, dentro de las cuales se han identificado 30 clusters 

relacionados con el metabolismo secundario, aproximadamente un 6,6% de todo el genoma. 

La distribución de los genes en el genoma no es aleatoria, se ha visto que los genes que 

resultan esenciales (genes implicados en la división celular, en la replicación del ADN, 

transcripción, traducción y biosíntesis de aminoácidos) se encuentran en el centro del 

cromosoma, mientras que los genes codificantes para funciones tales como la síntesis de  

micelio sustrato 

micelio aéreo 

hifa aérea 
espora 
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metabolitos secundarios o enzimas hidrolíticas, se localizan en los brazos del cromosoma. Se 

piensa que se evita así la pérdida de genes esenciales a causa de delecciones que puedan 

ocurrir en los extremos de los brazos. 

Los elementos extracromosomales son frecuentes en Streptomyces. Se han encontrado 

plásmidos circulares cerrados covalentemente de tamaño y número de copias muy variable 

(Hopwood et al. 1986) y plásmidos lineales con proteínas asociadas a sus extremos (Kinashi y 

Shimaji-Murayama, 1987). También está descrita la existencia de plásmidos capaces de 

integrarse en sitios específicos del cromosoma de Streptomyces (Brown et al., 1988; Mazodier 

et al., 1990; Combes et al., 2002). Además de plásmidos existen fagos de Streptomyces, todos 

ellos de doble cadena de ADN y que pueden ser tanto virulentos como atemperados 

(Lomovskaya et al., 1980). El más conocido es el fago atemperado φC31 de 41,4 kb, a partir del 

cual, mediante una serie de manipulaciones como pueden ser inserciones, delecciones o 

recombinaciones, se han obtenido numerosos vectores fágicos (Hopwood et al. 1985). Tanto 

plásmidos como fagos sirven como herramientas para el abordaje de estudios genéticos y 

experimentos de biosíntesis combinatorial en Streptomyces. 

Dentro del cromosoma de estas bacterias también se han encontrado fragmentos que 

corresponden a elementos genéticos transponibles. 

 

 

1.2. METABOLITOS SECUNDARIOS 

 

Generalidades 

El término metabolito secundario hace referencia a aquellos compuestos de gran 

diversidad estructural que no son esenciales para el crecimiento y reproducción del organismo 

productor.  

Entre las características comunes que presentan estos metabolitos secundarios destacan 

(Vining, 1992):  

- La especificidad de la cepa productora. 

- La variabilidad de estructuras químicas y actividades biológicas. 

- Su síntesis en la etapa final del crecimiento exponencial y durante la fase estacionaria, 

a partir de intermediarios del metabolismo primario y mediante rutas biosintéticas largas y 

complejas. 

- El control fisiológico de su producción como respuesta a factores ambientales. 

- La agrupación en el cromosoma de los genes implicados en la biosíntesis de dichos 

metabolitos en forma de clusters (Martín y Liras, 1989), asociados a genes reguladores de su 

expresión. 
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Antibióticos 

Los antibióticos son metabolitos secundarios de bajo peso molecular, cuya actividad 

biológica se orienta a inhibir el crecimiento de microorganismos distintos a los productores a 

bajas concentraciones, confiriendo una ventaja selectiva para éstos. 

Además de la actividad antibiótica, los metabolitos secundarios pueden presentar otras 

actividades de interés. Así existen metabolitos con actividad inmunosupresora, como el 

macrólido FK506 (Kino et al. 1987); metabolitos capaces de inducir la motilidad gástrica, como 

la eritromicina (Itoh et al. 1984); y metabolitos secundarios que presentan propiedades 

antihipertensivas o  antihipercolesterolémicas. 

Junto a los clusters de biosíntesis de los antibióticos se encuentran también los genes  

implicados en la resistencia frente a los mismos en los organismos productores. Estos genes 

de resistencia actúan con diversos mecanismos: 

- Modificación de la estructura del antibiótico en el interior celular bien mediante N-

acetilación de grupos amino por acción de acetiltransferasas, como por O- fosforilación de 

grupos hidroxilo  por acción de fosfotransferasas. Así, el antibiótico modificado  pierde su 

actividad biológica (Cundliffe, 1989). 

- Modificación de las dianas de acción, ya sean ribosomales (ARN ribosomal) o no 

(enzimas claves en la síntesis de ácidos nucleicos, proteínas o ácidos grasos) (Cundliffe, 1978 

y 1989). 

- Modificación de la permeabilidad mediante bombas asociadas a la membrana celular, 

que provocan una salida del antibiótico al exterior celular y pueden impedir su entrada de 

nuevo. Es el caso de la oxitetraciclina producida por Streptomyces rimosus (Ohnuki et al., 

1985) que es excretada al exterior celular mediante un mecanismo dependiente de energía. 

 

De entre los mecanismos encargados de secretar antibióticos al exterior celular, cabe 

destacar la familia de los ABC-transportadores: proteínas que utilizando como fuente de 

energía la hidrólisis de ATP (de ahí que también se las denomine ATP-binding cassette), 

excretan al medio extracelular diferentes moléculas (azúcares, aminoácidos, oligopéptidos, 

drogas, etc.) mediante un proceso en contra de gradiente de concentración. Así se evita la 

acumulación de sustancias tóxicas en el interior celular evitando las consecuencias que dicho 

acúmulo lleva asociado. 

Las proteínas pertenecientes a la familia ABC-transportadores, normalmente están 

formadas por dos componentes. Un componente hidrofílico, responsable de la unión al ATP y 

de su posterior hidrólisis y un componente hidrofóbico de interacción con la membrana 

citoplasmática. En función de cómo se organicen los genes que codifican para estos sistemas, 

se pueden distinguir tres tipos de ABC-transportadores (Méndez y Salas, 1998): ABC-

transportadores Tipo I, ABC-transportadores Tipo II y ABC-transportadores Tipo III. Los 

primeros están constituidos por dos genes, uno de ellos codifica el componente hidrofílico del 

sistema y el otro codifica el componente hidrofóbico. En el caso de los ABC-transportadores 

Tipo II sólo existe un gen responsable de codificar el componente hidrofílico y no existe un 

componente de unión a membrana citoplasmática. Por último los ABC-transportadores Tipo III,  
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igual que en el caso anterior solamente poseen un gen que es responsable de codificar los dos 

componentes del sistema, hidrofílico e hidrofóbico. 

 

Clasificación de los antibióticos 

En base a su estructura química los antibióticos se clasifican en : 

 

- Peptídicos: se trata de cadenas de aminoácidos sintetizadas en su mayoría mediante 

péptido sintetasas independientes de ribosomas, que sufrirán después una serie de 

modificaciones postraduccionales y procesamientos proteolíticos para dar lugar a estructuras 

muy diversas. En este grupo se encuentran los antibióticos β-lactámicos (penicilinas, 

cefalosporinas, cefamicinas,...) cuya molécula precursora es el tripéptido L-α-aminoadipoil-L-

cisteinil-D-valina (ACV) producida por Penicillium chrysogenum y Streptomyces clavuligerus. 

 

- Aminoglucósidos: son aminoazúcares unidos a un aminociclitol, cabe destacar en 

este grupo a los antibióticos neomicina, vancomicina, kanamicina, estreptomicina, 

estreptotricina, gentamicina, higromicina,... 

 

- Poliquétidos: son compuestos con estructuras químicas muy variadas, cuya síntesis 

deriva de una serie de condensaciones sucesivas de metabolitos esenciales catalizadas por 

una actividad enzimática conocida como poliquétido sintasas (PKSs). En este grupo se 

engloban compuestos como la eritromicina, la actinorrodina, la anfotericina B, la oleandomicina, 

etc. 

 

- Nucleósidos: son compuestos que por su estructura actúan como análogos de los 

nucleósidos que componen los ácidos nucleicos. De entre los nucleósidos producidos por 

actinomicetos destaca la puromicina. 

 

Existen otros compuestos con actividad antibiótica, que por su estructura no pueden 

englobarse dentro de los grupos anteriores, es el caso del cloranfenicol y la fosfomicina entre 

otros. 

 

 

1.3. POLIQUÉTIDOS 

 

Los poliquétidos son metabolitos secundarios, producidos mayoritariamente por 

actinomicetos, que engloban gran número de compuestos con estructuras químicas diversas 

aunque comparten un patrón común de biosíntesis. Las enzimas encargadas de la síntesis de 

estos compuestos se conocen como poliquétido sintasas (PKSs): mediante la adición sucesiva  

de unidades de ácido carboxílico se construye una cadena carbonada. Las unidades de 

construcción son de varias clases: acetato, propionato o butirato, aunque a veces pueden ser 

más complejas. Cada unidad contribuye con dos átomos de carbono al montaje de la cadena  
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lineal, llevando el carbono-β siempre un grupo ceto; algunos de estos grupos son reducidos a 

hidroxilos y durante la condensación, algunos, son eliminados por decarboxilación. El hecho de 

que existan grupos ceto alternos da lugar al nombre de poliquétidos para esta familia de 

compuestos. Formada la cadena policetónica, ésta sufre ciclación y modificaciones de “adorno” 

o post- PKS. 

El mecanismo de acción de estas enzimas es muy similar al de las sintasas de ácidos 

grasos de cadena larga. 

La cadena policetónica presenta un número de átomos de carbono muy variable, desde 6 

como ocurre con el compuesto 6- metilsalicílico, hasta 50 como ocurre con la brevitoxina B. En 

función de la complejidad de las estructuras químicas, los poliquétidos se clasifican en: 

aromáticos, macrólidos y poliéteres. 

 

Mecanismo de síntesis de las PKSs  

Todos los compuestos poliquétidos tienen en común una ruta biosintética en la que a 

partir de una unidad iniciadora y por sucesivas incorporaciones de unidades de elongación se 

genera una cadena policetónica lineal y parcialmente oxidada que posteriormente se ciclará y 

sufrirá una serie de modificaciones post- PKS para dar lugar a la estructura característica de 

cada poliquétido.  

La enzima clave en la biosíntesis de estos compuestos es una poliquétido sintasa (PKS). 

Se trata de una actividad muy similar a la de las sintasas de ácidos grasos de cadena larga 

(FASs), donde intervienen diferentes actividades como: aciltransferasa (AT), ketosintasa (KS), 

proteína transportadora de grupos acilo (ACP), ketorreductasa (KR), deshidratasa (DH) y 

enoilrreductasa (ER) (Hopwood y Sherman, 1990). 

El esquema básico para la formación de los ácidos grasos de cadena larga en animales 

es uno de los mejor estudiados y sucede mediante la incorporación sucesiva de unidades de 

elongación a partir de una unidad iniciadora de acetato, ambas unidades en forma de tioésteres 

CoA. La molécula de acetato, unidad iniciadora, es transferida inicialmente por la acción de una 

AT desde el CoA al grupo tiol del brazo de 4´-fosfopantoteína del dominio ACP para su 

posterior condensación. Por su parte, la unidad elongadora, que tras activarse en forma 

malonil-CoA, es transferida desde el CoA al grupo tiol del brazo de 4´-fosfopantoteína de la 

proteína transportadora de grupos acilo (ACP) mediante la misma AT que transfiere la unidad 

iniciadora.  

A continuación, tiene lugar la condensación entre ambas moléculas por el dominio KS, 

condensación que se produce con la consecuente pérdida de un carbono por decarboxilación 

de la unidad elongadora. El resultado es la formación de un residuo policetónico de 4 carbonos 

unido al brazo de 4´-fosfopantoteína del dominio ACP, que sufrirá reacciones de β-

ketorreducción, deshidratación y enoilrreducción. Mediante sucesivas condensaciones de 

unidades de elongación llega a constituirse la cadena policetónica (Figura 2). 
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Fig. 2. Ruta básica de biosíntesis de ácidos grasos y poliquétidos. Las letras A, B, C y D 

se corresponden con los distintos grados de reducción que puede sufrir la cadena policetónica. 

 

Ha de señalarse que, aunque el mecanismo biosintético de los ácidos grasos de cadena 

larga y los poliquétidos sea similar, existen algunas diferencias (Katz y Donadio, 1993). La 

unidad iniciadora en ambos casos puede ser acetil-CoA u otro tioéster-CoA, y mientras que la 

unidad elongadora suele ser malonil-CoA para ácidos grasos y poliquétidos aromáticos puede 

variar en el caso de los poliquétidos complejos, donde se puede incorporar metilmalonil-CoA o 

etilmalonil-CoA, originándose cadenas laterales metilo o etilo en la estructura del poliquétido. 

Otra diferencia es, que en el caso de los poliquétidos, el procesamiento de cada grupo ceto 

incorporado no es constante, pudiendo dar lugar a la formación de grupos ceto, hidroxilo, enoilo 

o enlaces C-C totalmente reducidos. Además, una vez sintetizada la cadena policetónica, ésta 

sufre procesos de plegamiento y ciclación que dan lugar a poliquétidos aromáticos o 

macrocíclicos y que pueden ir acompañados de glicosilaciones, amidaciones,... 

 

Tipos de PKSs 

Se postula que las PKSs pudieran tener un origen evolutivo común a partir de las FASs, y 

al igual que se habla de FASs Tipo I (características de hongos y vertebrados) y FASs Tipo II 

(características de bacterias y plantas), por analogía con las mismas, las PKSs también se 

clasifican en PKSs Tipo I y Tipo II (Hutchinson y Fujii, 1995). Recientemente, se ha establecido 

el Tipo III como sistema intermedio (Izumikawa et al., 2003). 

Las PKSs Tipo I se componen de varías proteínas multifuncionales, cada una de las 

cuales presenta diferentes dominios catalíticos colocados en el orden preciso en que van a ser 

utilizados para la elongación de la cadena policetónica (Cortés et al., 1990; Donadio y 

Hutchinson, 1991; Aparicio et al., 1996). Las PKSs Tipo II se corresponden con un complejo 

multienzimático formado por varias proteínas que van a actuar de forma reiterada para originar 

la cadena policetónica. Por último las PKSs Tipo III son un grupo de proteínas homodiméricas 

algo distintas a las PKSs Tipo I y Tipo II, dentro de las que se engloba la superfamilia de las 

sintasas chalconas (CHSs) (Moore and Hopke, 2001; Saxena et al., 2003). 
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Además de la diferencia estructural que existe entre las PKSs Tipo I y Tipo II, el grado de 

complejidad genético entre ellas también es distinto. Mientras que las PKSs Tipo II se 

encuentran codificadas en pocos miles de nucleótidos en el genoma, las PKSs Tipo I son 

extremadamente complejas, llegando a ocupar varías decenas de miles de nucleótidos con 

unidades secuenciales repetidas en el gen que dan lugar a una organización conocida como 

modular (Figura 3). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 3. Esquema de organización de PKSs Tipo I y II.  

  

Clasificación de los poliquétidos 

Los poliquétidos son una familia de antibióticos que engloba compuestos con estructuras 

químicas muy diversas en base a lo cual se pueden clasificar en: 

 

- Poliquétidos aromáticos: se trata de compuestos poliquétidos que presentan un anillo 

aromático en su estructura química. Son compuestos con estructuras químicas muy diversas, 

pero todos ellos están sintetizados por PKSs Tipo II. 

El poliquétido aromático cuya ruta de biosíntesis se encuentra mejor caracterizada es la   

actinorrodina, producido por S. coelicolor A3(2) (Wright y Hopwood, 1976). Se trata del primer 

cluster biosintético de una PKS Tipo II caracterizado genéticamente en detalle, lo que le ha 

constituido como un modelo para clonar y caracterizar otros clusters biosintéticos de PKSs Tipo 

II. 

Todas las PKSs Tipo II implicadas en la biosíntesis de poliquétidos aromáticos tienen una 

organización muy similar (Figura 4). En todas ellas están presentes tres actividades que en su 

conjunto constituyen la PKS mínima: KS∝, KSβ y ACP. La proteína KSα está implicada en la 

condensación y presenta los centros activos para las actividades KS y AT (Fernández-Moreno 

et al., 1992). La proteína KSβ es homóloga a la KSα pero carece de los sitios activos para las 

actividades KS y AT y parece ser determinante de la longitud de la cadena policetónica 

(McDaniel et al., 1993a y b), por lo que se le ha dado el nombre de Factor determinante  de la  

elongación o CLF (Chain Length Factor); es necesaria para la biosíntesis de la cadena 

policetónica presentando una actividad decarboxilasa (Bisang et al., 1999). La tercera proteína 

que forma parte de la PKS mínima es la proteína transportadora de grupos acilo (ACP). La 

actividad AT transfiere las diferentes unidades implicadas en el ensamblaje de la cadena  
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policetónica al grupo tiol del brazo de 4´-fosfopantoteína del ACP, y éste se encarga de 

aproximarlas al centro activo de la KS, para la condensación. 

La biosíntesis de la mayoría de los poliquétidos aromáticos comienza con acetato como 

unidad iniciadora, salvo en el caso de oxitetraciclina que comienza con malonamida y de 

daunomicina que comienza con propionato. 

Otras actividades enzimáticas implicadas en la formación de los poliquétidos aromáticos 

son la ya conocida ketorreductasa (KR), que cataliza la ketorreducción de la cadena 

policetónica creciente; la aromatasa (ARO), que cataliza la aromatización de la cadena 

naciente y la ciclasa (CYC), implicada en la correcta ciclación de la cadena policetónica. Estas 

últimas actividades, ARO y CYC, suelen aparecer juntas en una misma proteína. 

La PKS Tipo II se emplea en todos los pasos de la síntesis de modo reiterativo, en un 

proceso en el que los grupos β-carbonilo formados se dejan en su mayoría sin reducir. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 4. Representación de los clusters de biosíntesis de algunos poliquétidos aromáticos. 
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Grupo Producto Microorganismo         

productor 

Genes de la PKS 

Antraquinonas Actinorrodina 

Frenolicina/       

Nanaomicina 

Griseusina 

Granaticina 

S. coelicolor 

S. roseofulvus 

 

S. griseus 

S. violaceoruber 

act 

fren 

 

gris 

gra 

Antraciclinas Daunomicina 

Daunorrubicina 

S. sp C5 

S. peucetius 

dau/dps 

dnr/dps 

Similares a 

Antraciclinas 

Tetracenomicina S. glaucescens tcm 

Tetraciclinas Oxitetraciclina S. rimosus otc 

Ácidos aureólicos Mitramicina S argillaceus mtm 

Anguciclinas Jadomicina 

Urdamicina 

Landomicina 

S. venezuelae 

S. fradie 

S. cyanogenus 

jad 

urd 

lan 

           

Tabla 1. Poliquétidos aromáticos cuyas PKSs se encuentran clonadas y caracterizadas. 

 

 

Fig. 5. Estructuras químicas de poliquétidos aromáticos. 
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- Macrólidos: se caracterizan por presentar en su estructura un anillo macrocíclico 

cerrado por lactonización originado al ciclarse la cadena policetónica correspondiente (Omura y 

Tanaka, 1984). Son producidos generalmente por bacterias del género Streptomyces y otras 

bacterias filamentosas relacionadas, estando siempre implicadas en su producción PKSs Tipo 

I. Los macrólidos se pueden clasificar en: 

 

- macrólidos no polienos: en los cuales el anillo macrocíclico carece de dobles enlaces 

conjugados. El primer macrólido no polieno caracterizado fue la picromicina (Omura y Tanaka, 

1984), desde entonces son muchos los macrólidos no polienos caracterizados. Entre ellos 

destaca la eritromicina producida por Saccharopolyspora erythraea (Donadio y Katz, 1992) y 

que actualmente se emplea en clínica por ser un antibiótico de amplio espectro. 

Todos ellos presentan un número variable de átomos de carbono que oscila entre 12 y 

18, aunque se ha descrito la presencia de 34 átomos de carbono en el caso de las 

axenomicinas (Martín y McDaniel, 1977). Se caracterizan por presentar en el anillo macrocíclico 

grupos metilo e hidroxilo y al menos un residuo glucosídico que puede ser crítico para la 

actividad antibiótica, la cual se fundamenta en la unión al sitio P de la subunidad 50s del 

ribosoma bacteriano. Su espectro de actividad se restringe a bacterias Gram-positivas, siendo 

muy limitado frente a bacterias Gram- negativas; frente a eucariotas tienen una actividad muy 

baja o carecen de ella. Presentan una baja toxicidad por lo que tienen aplicaciones prácticas 

tanto en medicina como en veterinaria. Su efecto puede ser bacteriostático o bactericida, 

dependiendo de la especie bacteriana sobre la que actúen, del tamaño del inóculo, de la fase 

de crecimiento en que se encuentren las bacterias y de la concentración que alcance el 

antibiótico en el lugar de la infección (Mediavilla, 1997). 

 

Macrólido no polieno Microorganismo productor Genes de la PKS 

Eritromicina Sac. erythraea ery 

Tilosina S. fradiae tyl 

Espiramicina s. ambofaciens srm 

Oleandomicina S. antibioticus ole 

Avermectina S. avermitilis avr 

Carbomicina S. thermotolerans car 

 

Tabla 2. Poliquétidos macrólidos no polienos. 
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Fig. 6. Estructuras químicas de poliquétidos macrólidos no polienos. 

 

-  macrólidos polienos: se caracterizan por la presencia de dobles enlaces conjugados 

en el anillo macrocíclico. Desde el descubrimiento de la nistatina (Hazen y Brown 1950), se han 

descrito más de 200 antibióticos macrólidos polienos. El número de dobles enlaces conjugados 

determina el espectro ultravioleta característico de cada uno de ellos. Así se denominan 

trienos, tetraenos, pentaenos, hexaenos y heptaenos según presenten 3, 4, 5, 6 o 7 dobles 

enlaces conjugados. La presencia de estos dobles enlaces conjugados determina que los 

macrólidos polienos sean moléculas anfipáticas, con una región lipofílica plana y una región 

hidrofílica flexible. El cromóforo, constituido por estos dobles enlaces, es además el 

responsable de las características físicas y propiedades químicas de los polienos, tales como 

fuerte absorción de la luz, fotolabilidad y baja solubilidad en agua. 

El número de átomos de carbono que constituyen el anillo macrocíclico varía de 20 a 44 

átomos, superior al número de átomos de carbono del anillo macrocíclico de los macrólidos no 

polienos. Pueden presentar un azúcar unido al anillo macrocíclico por un enlace glicosídico a 

un carbono con un grupo hidroxilo adyacente; suele tratarse de un aminoazúcar, generalmente 

micosamina (3-amino-3,6-dideoxi-D-manosa) o perosamina (4-amino-4,6-dideoxi-D-manosa). 

Se han encontrado polienos con azúcares neutros, posibles intermediarios en la biosíntesis de 

análogos amidados (Gil y Martín, 1997) e incluso polienos carentes del azúcar, por lo éste 

parece no ser indispensable para la actividad fungicida, aunque favorece la interacción de los 

polienos con las membranas de las células eucariotas (Hamilton-Miller, 1973). 

La actividad biocida de los macrólidos polienos suele ser fungicida; estos compuestos se 

unen con cierta especificidad al ergosterol presente en la membrana de los hongos, haciéndola 

permeable y alterando el movimiento de iones a través de ella, lo que afecta a los potenciales 

de membrana, y conduce finalmente a la muerte celular. Se ha demostrado que los macrólidos 

polienos también pueden unirse a las membranas con colesterol (Bolard, 1986). 

 

 

 

 

Eritromicina Avermectina 
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Espiramicina 
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La mayoría de los macrólidos polienos descritos presentan actividad antifúngica y por ello 

son de gran aplicación en el tratamiento clínico de enfermedades infecciosas causadas por 

hongos tanto en hombres como animales. El heptaeno anfotericina B (Caffrey et al., 2001) es el 

principal agente antifúngico utilizado a nivel clínico, y el tetraeno nistatina también tiene una 

relevancia importante, aunque su uso es mayoritariamente tópico. La pimaricina es un tetraeno 

de gran uso en el sector industrial, pues se utiliza como conservante alimentario (aditivo E235), 

preservando la contaminación de los alimentos por micotoxinas. 

Estos macrólidos polienos presentan un grado variable de toxicidad debido a que 

también pueden interaccionar con el colesterol de las membranas de los mamíferos 

ocasionando problemas hemolíticos y nefrolíticos. 

Se conocen otras acciones asociadas a polienos, tales como antivirales (Kessler et 

al.,1981) o inmunosupresoras. Así, en 1989, se descubrió un antibiótico macrólido pentaeno 

denominado faerifungina, producido por S. griseus var. autotrophicus, que además de ser 

fungicida resultó ser un potente bactericida frente a todas las especies de bacterias Gram-

positivas analizadas así como frente a nemátodos y larvas de mosquito (Nair et al., 1989). 

 

Macrólido polieno Nº de dobles enlaces 

conjugados 

Microorganismo 

productor 

Genes de la 

PKS 

Nistatina 4 (tetraeno) S. noursei nys 

Pimaricina 4 (tetraeno) S. natalensis pim 

Rimocidina y CE-108 4 (tetraeno) S. diastaticus var. 108 rim 

Anfotericina B 7 (heptaeno) S. nodosus amp 

Candicidina 7 (heptaeno) S. griseus can 

             

Tabla 3. Poliquétidos macrólidos polienos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 7. Estructuras químicas de macrólidos polienos. 
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- Poliquétidos poliéteres: se trata de moléculas lineales formadas a partir de una 

unidad iniciadora acetato por condensación de unidades metilmalonato o etilmetilmalonato. 

Dentro de este grupo destacan monensina A y B producidas por S. cinnamonensis (Figura 8). 

Igual que los macrólidos, los poliéteres son sintetizados por PKSs Tipo I. 

 

 

Fig. 8. Estructuras químicas de monensina A y B.  

 

 

1.4. PKSs Tipo I  

 

Organización génica 

El conjunto de actividades asociadas a una PKS Tipo I se encuentra distribuido a lo largo 

de un número de polipéptidos multifuncionales variable que igualmente reciben el nombre de 

PKSs y que a su vez están compuestos por diferentes dominios catalíticos. 

Los dominios catalíticos KS, AT y ACP necesarios para la biosíntesis de la cadena 

policetónica forman un asociación invariable, mientras que los dominios catalíticos KR, DH y 

ER pueden estar presentes dependiendo del grado de reducción de dicha cadena. Así se 

originarán grupos hidroxilo cuando el dominio de reducción presente sea KR; grupos enoilo 

cuando los dominios presentes sean KR y DH; y grupos C-C reducidos cuando estén presentes 

los tres dominios funcionales. Sí no existe ninguno de los anteriores dominios catalíticos de 

reducción lo que aparece en la cadena policetónica son grupos ceto. El orden de los dominios 

catalíticos dentro de cada módulo es: KS, AT, (DH, ER, KR cuando existan) y ACP, 

exactamente igual que para las FASs de animales (Wakil, 1989).  

A diferencia del modo de acción de las PKSs Tipo II, donde cada proteína actúa de 

manera reiterada en diferentes puntos de elongación de la cadena policetónica, en las PKSs 

Tipo I los diferentes polipéptidos que la componen actúan en un solo paso de la ruta de 

biosíntesis, de tal manera que existen tantos dominios catalíticos KS, AT y ACP como módulos 

de elongación son necesarios para constituir la cadena policetónica.  

El polipéptido encargado del inicio de la biosíntesis está formado, al menos, por el 

módulo de “carga” y es el encargado de tomar la unidad iniciadora de la ruta biosintética. Este 

módulo de “carga” presenta naturalezas muy diversas. Por ejemplo en el caso de la nistatina 

está constituido por los dominios: KS, AT, DH y ACP; en el caso de la eritromicina está 

constituido por los dominios AT y ACP; en el caso de la rapamicina están presentes un dominio  
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ácido carboxílico-CoA ligasa y un dominio AT. Este módulo de “carga”, en el caso de los 

macrólidos polienos descritos, puede encontrarse tanto aislado del resto de polipéptidos 

multifuncionales, así ocurre para los polienos nistatina (Brautaset et al., 2000), anfotericina 

(Caffrey et al., 2001), pimaricina (Aparicio et al., 1999 y 2000), rimocidina y CE-108 (Seco et al., 

2004) como asociado a módulos de elongación, es el caso de candicidina (Campelo y Gil, 

2002) y rapamicina (Schwecke et al., 1995). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 9. Módulos de “carga” de PKSs Tipo I de los macrólidos polienos pimaricina (PimS0); 

candicidina (CanP1); nistatina (NysA); anfotericina B (AmphA); rimocidina y CE-108 (RimA). 

 

El resto de PKSs encargadas de la elongación de la cadena policetónica presentan 

tamaños muy variables según el número de módulos de elongación que posean. 

La PKS implicada en el último módulo de elongación suele presentar en su extremo C-

terminal un dominio tioesterasa (TE). Este dominio es el encargado de hidrolizar el enlace entre 

la cadena policetónica ya formada y el brazo de 4´-fosfopantoteina del último dominio ACP. 

Además de esta actividad enzimática tioesterasa integrante de una PKS, existen otras 

proteínas tioesterasas independientes cuya función es corregir aquellos errores que se pueden 

producir durante el ensamblaje de la cadena ( Kotowska et al., 2002).  

Entre las secuencias de nucleótidos que codifican para estas PKSs, existe un alto grado 

de conservación que ha permitido identificar una serie de motivos altamente conservados para 

cada uno de los dominios catalíticos que constituyen la PKS. 

La secuencia conservada para los dominios KS es GPXXXXXTACSS en torno al residuo 

cisteína del centro activo (Bevitt et al., 1992; Donadio y Katz, 1992; Aparicio et al., 1996). 

Existen además, dos residuos histidina conservados a 135 y 173 nucleótidos del centro activo 

del dominio KS, en dirección al extremo C-terminal; dichos residuos histidina están siempre 

presentes, tanto en PKSs Tipo I como en PKSs Tipo II (Aparicio et al., 1996). Respecto al 

dominio KS del módulo de “carga” de las PKSs de macrólidos polienos, normalmente éste 

presenta una sustitución del aminoácido cisteína (KSc) del centro activo por el aminoácido 

serina (KSs) (Aparicio et al., 1999; Brautaset et al., 2000; Caffrey et al., 2001). Al principio, se 

pensó que dicha sustitución hacía que el dominio KSs fuese inactivo (Aparicio et al., 1999)  pero 

más tarde se le asoció una posible actividad decarboxilasa (Brautaset et al., 2000; Aparicio et 

al., 2000), ya descrita para aquellos dominios KS en los que el aminoácido cisteína estaba 

sustituido por el aminoácido glutamina en el centro activo (KSQ) (Witkowski, 1999). Estudios  

PimS0
CoL ACP KSs AT ACP

CoL ACP KS AT ACP

CanP1

KSs AT ACPDH

NysA

KSs AT ACPDH
AmphA

CoL ACP KS AT

RimA

PimS0
CoL ACP KSs AT ACP

CoL ACP KS AT ACP

CanP1

KSs AT ACPDH

NysA

KSs AT ACPDH
AmphA

CoL ACP KS AT

RimA
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posteriores en la PKS que contiene el módulo de “carga” de nistatina (NysA) han confirmado 

esta actividad decarboxilasa para el dominio KSs (Brautaset et al., 2003). 

Los dominios funcionales AT presentan la secuencia conservada GHSXG alrededor del 

residuo serina del centro activo. Igualmente existen residuos conservados glutamina, arginina e 

histidina en las posiciones 11, 117 y 190 respectivamente (Serre et al., 1995; Aparicio et al., 

1996). Dentro de estos dominios catalíticos AT es posible discernir la incorporación de una 

unidad elongadora u otra en la cadena policetónica por la secuencia conservada de 

aminoácidos que en ellos aparece. Así la secuencia consenso RVDVV-------M-S-A—W-11aa-

GHSXG determina la incorporación de metilmalonil-CoA (propionato) como unidad elongadora 

(Haydock et al., 1995), mientras que la secuencia consenso ETGYA-------Q-A-FGLL-11aa-

GHSXG  determina que se incorpore malonil-CoA (acetato) en la elongación de la cadena 

policetónica en formación (Marsden et al., 1994).  

La secuencia consenso característica de los dominios catalíticos ACP es LGXDSLXXVE 

alrededor del residuo serina del centro activo sobre el cual se une al brazo de 4´-

fosfopantoteína. 

Los dominios catalíticos KR y ER presentan el motivo conservado GXGXXGXXXA en 

todos los casos descritos, excepto para rapamicina donde el motivo conservado es 

GXGXXAXXXA (Scrutton et al., 1990; Aparicio et al., 1996). 

Los dominios catalíticos DH presentan la secuencia consenso HXXXGXXXXP (Bevitt et 

al., 1992). 

Como se dijo anteriormente, los dominios funcionales están colocados dentro de cada 

PKS en el orden preciso en el que van a ser utilizados para la elongación de la cadena 

policetónica. De tal modo que si están presentes todos ellos el orden en que se van a encontrar 

será: KS-AT-ACP-KR-DH-ER.  

 

Aparte de las actividades enzimáticas englobadas dentro de las PKSs y que son 

responsables de la elongación y posterior ciclación de la cadena policetónica, existen una serie 

de enzimas que una vez sintetizada la estructura básica del poliquétido se encargan de 

introducir una serie de modificaciones de “adorno” o post-PKS contribuyendo así, a ampliar la 

variabilidad de estructuras químicas que pueden ser generadas. Dentro de estas 

modificaciones destacan las producidas por citocromo P450 monooxigenasas, 

metiltransferasas, glicosiltransferasas... 

 Las citocromo P450 monooxigenasas son enzimas oxidativas descritas en muchos 

clusters de biosíntesis de poliquétidos macrólidos, como eritromicina (Haydock et al., 1995; 

Weber et al., 1991; Stassi et al., 1993), oleandomicina (Rodríguez et al., 1995), 

rapamicina (Mólnar et al., 1996), pimaricina (Aparicio et al., 2000), nistatina (Brautaset et al., 

2000), rimocidina y CE-108 (Seco et al., 2004) entre otros. En algunos casos, estas enzimas 

van asociadas a ferredoxinas, encargadas de mediar el transporte de electrones requerido por 

las citocromo P450 (O´Keefe y Harder, 1991). 

Otro grupo de enzimas son las transferasas, capaces de reconocer una gran variedad de 

estructuras y transferirles diferentes grupos funcionales (metilo, glicosilo,...); en función del  
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grupo funcional que transfieren se pueden agrupar en: glicosiltransferasas, metiltransferasas, 

acetiltransferasas, aminotrasferasas, amidotransferasas,... 

 

Modo de acción de las PKSs Tipo I 

La biosíntesis del poliquétido comienza con la PKS que constituye el módulo de “carga” 

encargado de tomar la unidad iniciadora y transferirla al dominio KS del primer módulo de 

elongación. 

Las unidades iniciadoras pueden ser muy variadas. Las más frecuentes son ésteres de 

ácidos carboxílicos lineales (acetil-CoA, propionil-CoA o butiril-CoA) aunque están descritas 

unidades  iniciadoras más complejas: ácido carboxílico ciclohexano, para la biosíntesis de los 

macrólidos no polienos FK506 y rapamicina (Motamedi y Shafiee, 1998; Aparicio et al., 1996); 

anillos aromáticos como el ácido p-amino benzoico (PABA), para la biosíntesis del macrólido 

polieno candicidina (Gil et al., 1985). 

Es el dominio KS del primer módulo de elongación el responsable de la condensación 

entre la unidad iniciadora y la unidad de elongación incorporada por este módulo. 

Las unidades de elongación suelen ser acetatos, propionatos o butiratos provenientes de 

la decarboxilación de sus correspondientes ácidos dicarboxílicos: malonato, metilmalonato y 

etilmalonato respectivamente. Si la unidad elongadora incorporada es metilmalonato o 

etilmalonato, se origina una cadena lateral metilo o etilo unida al anillo macrocíclico, debido a 

que la condensación tiene lugar en el carbono adyacente al grupo carboxilo. 

Tras esta condensación entre la unidad iniciadora y la unidad elongadora, el residuo 

policetónico originado es transferido por el dominio catalítico AT al dominio catalítico ACP. Este 

residuo policetónico previamente puede haber sufrido algún tipo de reducción mediante la 

presencia de los dominios funcionales KR, DH y ER. 

A medida que se van incorporando unidades de elongación mediante la acción de los 

diferentes polipéptidos funcionales que constituyen la PKS Tipo I, se va formando la cadena 

policetónica que finalmente será liberada del complejo multienzimático por acción del dominio 

catalítico TE. Dicho dominio se encarga de hidrolizar el enlace entre la cadena policetónica ya 

formada y el grupo prostético 4´-fosfopantoteína del dominio ACP del último módulo de 

elongación. A continuación, la cadena policetónica se cicla y es susceptible de sufrir 

modificaciones de “adorno” o post-PKS mediante la acción de las citocromo-P450 y de las 

transferasas que dan lugar a la estructura final de cada compuesto. 

La primera PKS Tipo I caracterizada fue la 6-desoxieritronólido B sintasa (DEBS), 

implicada en la biosíntesis de la aglicona de eritromicina, 6-desoxieritronólido B (Cortés et al., 

1990; Donadio y Katz, 1992; Bevitt et al., 1992). Está PKS Tipo I se encuentra codificada por 

tres genes, eryAI, eryAII y eryAIII que a su vez codifican tres proteínas multifuncionales, 

DEBS1, DEBS2 y DEBS3. 

La proteína DEBS1 está constituida por el módulo de “carga” unido a los dos primeros 

módulos de elongación de la cadena policetónica; la proteína DEBS2 la componen los módulos 

de elongación 3 y 4 y la proteína DEBS3 está formada por los módulos de elongación 5 y 6, 

éste último lleva asociado el dominio catalítico TE que libera la cadena policetónica formada del  
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complejo enzimático. Esta cadena posteriormente se cicla y por glicosilación se origina la 

estructura característica de eritromicina A (Figura 10). 

Posteriormente, se han ido caracterizando las rutas biosintéticas de macrólidos como 

rapamicina, nistatina, pimaricina, candicidina, anfotericina, rimocidina, CE-108 y otros. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 10. Modelo de biosíntesis de eritromicina (Hopwood, 1997). 
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1.5. MANIPULACIÓN GENÉTICA DE RUTAS BIOSINTÉTICAS DE POLIQUÉTIDOS 

 

Con el objetivo de descubrir y diseñar nuevas drogas, se han empleado diferentes 

estrategias para manipular genéticamente las rutas de biosíntesis de poliquétidos. 

Debido a la estructura modular que presentan las PKSs Tipo I implicadas en la 

biosíntesis de antibióticos macrólidos y poliéteres, donde cada actividad enzimática está 

implicada en un único paso bioquímico de la ruta de biosíntesis, se puede determinar la 

correlación exacta entre la estructura química del macrólido o poliéter y la organización de los 

diferentes dominios funcionales de las distintas PKSs que constituyen dicha ruta. De tal manera 

que, por pérdida de una única actividad enzimática o por sustitución de determinados dominios 

funcionales por otros heterólogos, se pueden generar nuevos compuestos con actividad 

biológica.  

Manipulaciones genéticas de este tipo han sido realizadas en la ruta de biosíntesis de 

eritromicina, donde se han obtenido nuevos compuestos bien mediante inactivación de 

determinados dominios funcionales en la sintasa de eritromicina (DEBS) (Donadio y 

Hutchinson, 1991; Donadio et al., 1993); mediante reducción en el número de módulos de 

condensación (Cortés et al., 1995; Kao et al., 1995); o mediante sustitución por dominios 

funcionales de otras PKSs  Tipo I. Este último caso, se trata de la sustitución de un dominio 

funcional AT presente en la sintasa DEBS1 por un dominio funcional AT de rapamicina que 

provoca un cambio en la especificidad por la unidad elongadora incorporada (Oliynyk, 1996; 

Ruan et al., 1997; Stassi et al., 1998). 

Otro tipo de estrategia a seguir es la conocida como biosíntesis combinatorial, se trata de 

la expresión de los genes responsables de la PKS mínima en hospedadores heterólogos que 

desemboca en la formación de nuevos compuestos. Es el caso por ejemplo de la expresión del 

complejo DEBS1-TE de la ruta biosintética de eritromicina en el hospedador heterólogo 

Streptomyces coelicolor; dicha expresión permitió la formación de un nuevo compuesto por 

incorporación de acetil-CoA como unidad iniciadora en lugar de propionil-CoA como ocurre en 

el productor natural de eritromicina Saccharopolyspora erythraea (Kao et al., 1995; Brown et 

al., 1995). 
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1.6. ANTECEDENTES Y OBJETIVOS DEL PRESENTE TRABAJO 

 

En la búsqueda de cepas de Streptomyces productoras de compuestos biocidas, se 

seleccionó una a partir de aislados de suelos a la que se le dio el nombre de  Streptomyces sp. 

CO-AC25. Dicha cepa se seleccionó por su capacidad de producir compuestos con elevada 

actividad biológica frente a distintas estirpes de hongos y de bacterias. Particularmente se 

caracterizaba por su actividad antifúngica. Dado que otros proyectos llevados a cabo en el 

laboratorio estaban orientados a la caracterización y obtención de compuestos fungicidas, se 

consideró interesante iniciar su estudio, por lo que los objetivos propuestos fueron: 

 

1. Caracterizar los metabolitos activos producidos por Streptomyces sp. CO-AC25. 

2. Aislar y caracterizar los genes implicados en la biosíntesis del compuesto   

              fungicida producido por Streptomyces sp. CO-AC25.   

3. Manipular la ruta biosintética con el fin de generar nuevas formas moleculares  

              no naturales que pudieran tener propiedades biológicas mejoradas respecto a la    

              parental. 

 

 



 

  

 

 

 

  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

                                                               MATERIALES Y MÉTODOS 
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2.1. MICROORGAMISMOS UTILIZADOS 

  

Los microorganismos utilizados para el desarrollo de este trabajo se encuentran 

reflejados en la siguiente tabla: 

 

Organismo Genotipo Referencia 
 
Escherichia coli JM101 

 

SupE thi∆(lac-proAB) 
(F´ traD36  proAB  lac

q  
Z∆M15) 
 

 
Yanish-Perron et al., 
(1985) 

Escherichia coli JM109 recA1 supE44 endA1 
hsdR17 gyrA96 relA1 
thi∆(lac-proAB) 
 

Yanish-Perron et al., 

(1985) 

Escherichia coli ET12567 dam
-  dcm

-
 MacNeil et al., (1992) 

 
Escherichia coli ET12567 (pUZ8002) km

r  
cm

r
 Paget et al., (1999) 

 
Escherichia coli XL1-blue MRA ∆(mcrA)183 ∆(mcrCB-

hsdSMR-mrr)173 
endA1 supE44 thi1 
recA gyrA96  relA1  
lac 

Stratagene 
 

Escherichia coli S17-1 

 

cepa conjugativa 
resistente a 
espectinomicina 

Simon et al., (1983) 
 

Streptomyces sp. CO-AC25  Este trabajo 
 

Streptomyces lividans TK21 SLP2-, SLP3-
 Hopwood et al., 

(1983) 
 

Penicillium chrysogenum  

 
silvestre ATCC 8537 

 
 

Micrococcus luteus  

 

silvestre ATCC 4698 

 

      Tabla 4. Microorganismos utilizados en este trabajo. 

 

 

2.2. CRECIMIENTO Y CONSERVACIÓN 

 

Las cepas de Escherichia coli y Micrococcus luteus se crecieron a 37ºC tanto en medio 

sólido como líquido; en este caso, a una agitación de 250 rpm y se conservaron como 

suspensiones celulares en glicerol 20% a una temperatura de -20ºC. El crecimiento de E. coli 

se determinó midiendo la turbidez de los cultivos (absorbancia a 600 nm) en el 

espectofotómetro. Las cepas de E. coli utilizadas más frecuentemente también se conservaron  

mediante resiembra periódica en placas de agar con el medio de cultivo adecuado y los 

suplementos necesarios. Las placas se mantuvieron selladas con Parafilm® a 4ºC. 
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Las cepas de Streptomyces se crecieron en los diferentes medios de cultivo a la 

temperatura de 30ºC y a una agitación de 250 rpm para los medios líquidos. En algunos casos 

la agitación se realizó con bolas de vidrio y muelles para facilitar tanto la oxigenación como la 

dispersión del micelio. Se conservaron como suspensiones de esporas en glicerol 20% a una 

temperatura de -20ºC. Para obtener las esporas de S. lividans TK21 se sembró el 

microorganismo en placas de R2YE adecuadamente suplementado (Materiales y Métodos, 

apartado 2.3); las esporas de S. sp. CO-AC25 se obtuvieron tanto a partir de placas de R2YE 

adecuadamente suplementado (Materiales y Métodos, apartado 2.3) como a partir de placas de 

MS suplementadas con MgCl2 10 mM (Materiales y Métodos, apartado 2.3). En todos los 

casos, las placas se incubaron a 30ºC durante un tiempo estimado de 6-7 días. Las esporas se 

recogieron con la ayuda de un asa  de siembra estéril, se filtraron a través de un filtro de  

algodón hidrófilo estéril, se centrifugaron 10 minutos a 4000 rpm, se lavaron con H2O estéril y 

se resuspendieron en un volumen adecuado de glicerol 20% para su posterior congelación 

(Hopwood et al., 1985). Las cepas de Streptomyces también se conservaron como micelio 

congelado, obtenido a partir de cultivo líquido. 

La cepa Penicillium chrysogenum se creció sobre medio PDA a 30ºC hasta su 

esporulación y se conservó como suspensión de esporas en glicerol 20% a una temperatura de 

-20ºC. 

 

 

2.3. MEDIOS DE CULTIVO 

 

Los medios de cultivo utilizados para el crecimiento de Streptomyces fueron: 

 

YEME: Medio de cultivo líquido usado para la extracción de plásmidos y ADN total de 

Streptomyces lividans TK21. (Hopwood et al., 1985). 

 

YES: Medio de cultivo líquido para la obtención de ADN total de Streptomyces sp. CO-

AC25. Su composición es: extracto de levadura 1%, sacarosa 10,3%. Tras ajustar el pH a 7,2 

con NaOH y autoclavar se suplementa con glucosa 1%. (R. Santamaría, comunicación 

personal). 

 

TSB (Tryptone Soya Broth 3%): Medio de cultivo utilizado  tanto en la conjugación entre 

Streptomyces sp. CO-AC25 y E. coli S17-1, como en la electroporación de S. sp. CO-AC25. 

(Hopwood et al., 1985). 

 

E1: Medio de cultivo usado en la fermentación para la obtención de las actividades 

biocidas producidas por Streptomyces sp. CO-AC25. Su composición es: Pharmamedia 0,5%, 

almidón 2%, glucosa 2%, extracto de levadura 0,25%, NaCl 0,3%, CaCO3 0,3%, MgSO4•7H2O 

0,1%, KH2PO4 0,1%. Tras ajustar el pH a 7,4 con NaOH se añade la resina XAD-16 2% y se 

autoclava. 
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SYM2: Se utilizó como medio de cultivo para la obtención de protoplastos de 

Streptomyces sp. CO-AC25. Está compuesto por: extracto de carne 0,25%, triptona 0,4%, 

peptona de soja 0,5%, glucosa 0,2%, almidón 2,5%, extracto de levadura 0,3%. Tras ajustar el 

pH a 7,0 con NaOH, se autoclava y se suplementa con glicina 0,5%. 

 

R2YE (R5): Este medio de cultivo fue utilizado para la transformación, transfección y 

conjugación, así como medio de esporulación de las distintas cepas de Streptomyces. En el 

caso de Streptomyces sp. CO-AC25 también se usó ocasionalmente como medio de 

producción de actividades biocidas. (Thompson et al., 1980). 

 

MS (SFM): Se utilizó como medio selectivo tras la conjugación entre E. coli y 

Streptomyces sp. CO-AC25 y también como medio de esporulación de S. sp. CO-AC25. Su 

composición es: manitol 2%, harina de soja 2%, agar 2%. Se autoclava dos veces. (Hobbs et 

al., 1989).  

 

CRM: Medio utilizado en los ensayos de electroporación de Streptomyces sp. CO-AC25. 

(Pigac y Schrempf, 1995). 

 

DNB (Difco Nutrient Broth 0,8%): Se utilizó para la preparación de suspensiones de 

fagos de Streptomyces. (Hopwood et al., 1985). 

 

SNA: Agar de cobertura. (Hopwood et al., 1985).  

 

DNA: Medio utilizado para la obtención de alto título y ADN de actinofagos. (Hopwood et 

al., 1985). 

 

Los medios de cultivo utilizados para el crecimiento de E. coli fueron: 

 

LB (Luria-Bertani): Medio utilizado para el cultivo de E. coli. (Sambrook et al., 1989). 

Cuando fue preciso se suplementó con indicadores de complementación del gen lacZ, como X-

Gal 40 µg/ml e IPTG 12,5 µg/ml y los correspondientes marcadores de selección. 

 

2xTY: Medio de cultivo utilizado para crecer E. coli S17-1 en la conjugación con 

Streptomyces sp. CO-AC25 (Maniatis et al., 1982). Su composición es: bactotriptona 2%, 

extracto de levadura 1%. 

 

Medio mínimo M9: Medio de cultivo utilizado para el aislamiento y conservación de 

cepas de E. coli (Miller, 1972).  
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Otros medios de cultivo utilizados fueron: 

  

Medio PDA: Potato Dextroxe Agar (39 g/L). Utilizado para obtener esporas de 

Penicillium chrysogenum. 

 

 

2.4. SELECCIÓN CON ANTIBIÓTICOS 

 

Los antibióticos utilizados para la selección de cepas resistentes tanto de Streptomyces 

como de E. coli se muestran en la tabla 5. 

 
 

Antibiótico 

Concentración de selección  

para Streptomyces 

Medio sólido     Medio líquido 

Concentración de selección 

para E. coli 

Medios sólido y líquido 

Ampicilina           100 

Cloranfenicol    35 

Tetraciclina    10 

Apramicina            50                       50 100 

Espectinomicina    25 

Kanamicina            50                       10   50 

Ácido nalidíxico    20 

Thiostrepton            50                       10  

Eritromicina          200                     100  

Gentamicina          100                     100  

 

 

 

La preparación de estos antibióticos se realizó, dependiendo del antibiótico, bien 

mediante disolución en agua y posterior esterilización por filtración con filtros Millipore® 

0,45µm, o mediante disolución en etanol o DMSO, en cuyo caso no precisaron de otro tipo de 

esterilización. 

  

    

 

 

 

 

 

 

 

 

Tabla 5. Concentraciones de selección en µg/ml en medio sólido y en medio líquido de los 

distintos antibióticos para Streptomyces y E. coli. 
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2.5. VECTORES 

 

Los vectores usados parar la realización de este trabajo se encuentran reflejados en la 

siguiente tabla: 

 

Vector Características Referencia 

pIJ922 Plásmido de Streptomyces de bajo número de 

copias, tsr
r 

Lydiate et al., (1985) 

pIJ941 Plásmido de Streptomyces de bajo número de 

copias, tsr
r
, hyg

r 

Lydiate et al., (1985) 

pIJ486 Plásmido de Streptomyces de alto número de 

copias, tsr
r
, neo

r 

Ward et al., (1986) 

pGM9 Plásmido de Streptomyces de alto número de 

copias, tsr
r
, neo

r 

Muth et al., (1989)  

pCNB3070 Plásmido de Streptomyces de alto número de 

copias, tsr
r 

Fernández- Moreno et al., 

(1992) (comunicación 

personal) 

KC212 Actinofago derivado de φC31, ap
r
 ,(att- ) Bruton C.J. et al., (1991) 

PM1 Actinofago derivado de φC31, tsr
r
, hyg

r
  (att- ) Malpartida y Hopwood, (1986)  

PM1(Apra) Actinofago derivado de φC31, ap
r
 , (att- ) Este trabajo 

pIJ2925 Plásmido de E.coli para el clonaje, amp
r
, ßgal Janssen y Bibb, (1993) 

pUC19 Plásmido de E.coli para el clonaje, amp
r
, ßgal Yanish-Perron et al.,(1985) 

pUC18 Plásmido de E.coli para el clonaje, amp
r
, ßgal Yanish-Perron et al.,(1985) 

pSU20 Plásmido de E.coli para el clonaje, cm
r
, ßgal Bartolome et al., (1991)  

pBR329 Plásmido de E.coli para el clonaje, amp
r
, cm

r
, Tc

r Covarrubias y Bolivar., (1982)  

EMBL-4 Vector de cloning de E. coli basado en el Fago λ Frischauf et al., (1983)  

pOJ260 Plásmido bifuncional utilizado en la conjugación 

entre E. coli y Streptomyces, ap
r
, rep

UC 

Bierman et al., (1992)  

pSET152 Plásmido bifuncional utilizado en la conjugación 

entre E. coli y Streptomyces, ap
r
,rep

UC
, intφC31,  

ßgal 

Bierman et al., (1992) 

pHJL401 Plásmido bifuncional basado en los orígenes de 

replicación del pUC19 y SCP2* de Streptomyces, 

amp
r
, tsr

r. 

Larson y Hershberger, (1986) 

 

Tabla 6. Plásmidos y fagos usados como vectores en Streptomyces y E. coli. 
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Fig . 11. Mapa físico del vector PM1. 

 

         

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 12.  Mapa físico de los vectores pIJ2925,  pOJ260 y pHJL401. 
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Otros plásmidos construidos para la realización de este trabajo se muestran en las 

siguientes tablas: 

 

Plásmido Descripción / Uso Referencia 

 

pSM23.8 

 

Plásmido de E. coli derivado del 

vector pIJ2925 que contiene un 

fragmento SacI de 3,1 kb y que 

codifica el módulo de arranque 

para la PKS de biosíntesis de 

rimocidina. Usado como sonda 

para rastrear la librería genómica 

de S. sp. CO-AC25. 

 

Seco et al., (2004) 

 

pAS11J2-1 

 

Plásmido de E. coli derivado del 

vector pIJ2925, que contiene un 

fragmento interno SacI/BamHI  

de 3,1 kb aislado del cromosoma 

de S. sp. CO-AC25 proveniente 

del fago λ EMBL-4/11J. Sirvió 

como paso previo a la 

construcción del plásmido 

pLM31. 

 

Este trabajo 

 

pFPZ12 

 

Plásmido de E. coli derivado del 

vector pIJ2925, que contiene un 

fragmento interno SacI de 2,9 kb 

aislado del cromosoma de S. sp. 

CO-AC25 proveniente del fago λ 

EMBL-4/1B. Paso previo a la 

construcción del pLM32. 

 

Este trabajo 

 

pTC8 

 

Plásmido de E. coli derivado del 

vector pIJ2925, que contiene un 

fragmento interno PstI de 4,5 kb 

aislado del cromosoma de S. sp. 

CO-AC25 proveniente del fago λ 

EMBL-4/P1. Paso previo a la 

construcción del pLM33. 

 

Este trabajo 

 

Tabla 7. Plásmidos usados en este trabajo.
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Plásmido Descripción / Uso Referencia 

 

pLM31   

 

Plásmido bifuncional derivado del 

vector pOJ260, que contiene el 

fragmento interno SacI/BamHI  

de 3,1 kb proveniente del clon 

pAS11J2-1, usado para realizar 

la disrupción génica. 

 

Este trabajo 

 

pLM32 

 

Plásmido bifuncional derivado del 

vector pOJ260, que contiene el 

fragmento interno SacI de 2,9 kb 

proveniente del clon pFPZ12, 

usado para realizar la disrupción 

génica. 

 

Este trabajo 

 

pLM33 

 

Plásmido bifuncional derivado del 

vector pOJ260, que contiene el 

fragmento interno PstI de 4,5 kb 

proveniente del clon pTC8, usado 

para realizar la disrupción génica. 

 

Este trabajo 

 

pAS11J7 

 

Plásmido de E. coli derivado del 

vector pIJ2925 que contiene un 

fragmento BamHI de 2 kb aislado 

del cromosoma de S. sp. CO-

AC25 utilizado para rastrear la 

genoteca y aislar el fago λ  

EMBL-4/F1. 

 

Este trabajo 

 

pAS13 

 

Plásmido de E. coli derivado del 

vector pIJ2925 que contiene un 

fragmento SacI/EcoRI de 2,2 kb 

aislado del cromosoma de S. sp. 

CO-AC25 utilizado para rastrear 

la genoteca y aislar el fago λ 

EMBL-4/Db. 

 

Este trabajo 

 

Tabla 8. Plásmidos usados en este trabajo.
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Plásmido Descripción / Uso Referencia 

 
pG45 

 
Plásmido de E. coli  derivado 

del vector pIJ2925 que 

contiene un fragmento SphI de 

2 kb aislado del cromosoma 

de S. sp. CO-AC25 utilizado 

para rastrear la genoteca y 

aislar el fago λ EMBL-4/b. 

   
Este trabajo 

 
pFPZ15 

 
Plásmido de E. coli derivado 

del vector pIJ2925 que 

contiene un fragmento BamHI-

EcoRI de 600 pb aislado del 

cromosoma de S. sp. CO-

AC25 utilizado para rastrear la 

genoteca y aislar el fago λ 

EMBL-4/K.   

 
Este trabajo 

 
pK2.1 

 
Plásmido de E. coli derivado 

del vector pIJ2925 que 

contiene un fragmento 

BglI/EcoRI de 400 pb aislado 

del cromosoma de S. sp. CO-

AC25 utilizado para rastrear la 

genoteca y aislar el fago λ 

EMBL-4/G10. 

 
Este trabajo 

 

Tabla 9. Plásmidos usados en este trabajo. 
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2.6. AISLAMIENTO DE ADN 

 

Aislamiento de ADN plasmídico de E. coli 

Dicho aislamiento se realizó siguiendo el método de lisis alcalina descrito por Birnboim 

(1983).  

Para la preparación de  aquellas muestras que posteriormente fueron secuenciadas se 

utilizó el kit Plasmid Miniprep de Biorad (Ref.: 732-6100).  

 

Aislamiento de ADN plasmídico de Streptomyces 

La extracción de ADN plasmídico de Streptomyces también se realizó siguiendo el 

método de la lisis alcalina (Birnboim, 1983). Como paso previo a la lisis se incubó el micelio 

durante 30 minutos a 37ºC en presencia de 4 mg/ml de lisozima (Hopwood et al., 1985).  

 

Aislamiento de ADN total de Streptomyces 

La extracción de ADN total de Streptomyces se realizó según el método descrito por 

Hopwood et al., (1985).  

Para calcular la concentración del ADN total obtenido se midió su absorbancia a 260 nm: 

1 unidad de A260 nm = 50 µg/ml de ADN. 

La pureza del ADN obtenido se estimó por el ratio A260nm / A280nm 

 

Aislamiento de ADN de fagos de E. coli 

La obtención de ADN procedente del fago λ EMBL-4 y los distintos recombinantes se 

realizó siguiendo el protocolo descrito por Sambrook et al.,(1989). La cepa de E. coli utilizada 

para el aislamiento del ADN de dichos fagos fue E. coli  XL1-blue MRA (Stratagene). 

 

Aislamiento de ADN de fagos de Streptomyces 

La preparación de ADN de actinofagos se realizó siguiendo el protocolo descrito por 

Hopwood et al., (1985). Como cepa infectiva se empleó Streptomyces lividans TK21. 

 

 

2.7.  OBTENCIÓN DE ALTO TÍTULO DE FAGOS 

 

Obtención de alto título de fagos de E. coli 

La obtención de alto título del fago λ EMBL-4 y de los distintos recombinantes se realizó 

siguiendo el protocolo descrito por Sambrook et al., (1989). 

 

Obtención de alto título de fagos de Streptomyces 

La preparación de alto título de actinofagos se realizó siguiendo el protocolo de Hopwood 

et al., (1985). 
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2.8.  INTRODUCCIÓN DE ADN 

 

Transformación de E. coli 

Se realizó utilizando células competentes de E. coli JM101 y JM109 siguiendo el 

protocolo descrito por Brown et al., (1979). Las células competentes una vez preparadas y 

alicuotadas se conservaron en glicerol a -80ºC. 

 

Transformación de Streptomyces 

En algunos casos se realizó mediante el uso de protoplastos de Streptomyces. En el 

caso de Streptomyces lividans TK21 se prepararon suspensiones de protoplastos y se 

transformaron con distintos plásmidos siguiendo el protocolo descrito por Hopwood et al., 

(1985).  

En el caso de Streptomyces sp. CO-AC25 se llevaron a cabo modificaciones del 

protocolo descrito por Hopwood et al., (1985). Se ensayaron diferentes condiciones para la 

obtención de protoplastos; dicha cepa se creció en distintos medios de cultivo líquidos con el fin 

de obtener un micelio idóneo para la formación de protoplastos, se probaron diferentes 

concentraciones tanto de glicina como de magnesio añadidos al medio de cultivo y distintos 

tiempos de incubación de los cultivos. También se ensayaron distintas concentraciones y 

tiempos de incubación con lisozima durante la digestión del micelio. 

 

Transfección de Streptomyces 

Se siguió el método descrito por Hopwood et al., (1985).  

 

Infección en Streptomyces 

Las suspensiones de fagos con alto título a partir de S. lividans TK21, se utilizaron para 

infectar esporas de S. sp. CO-AC25 según el método descrito por Hopwood et al., (1985). 

  

Conjugación entre E. coli y Streptomyces  

El protocolo seguido fue una modificación del propuesto por Mazodier et al., (1989).  

Se transformaron células competentes S17-1 (Brown et al.,  1979) con el plásmido  con 

el cuál se quiere llevar a cabo la conjugación y se inoculó una colonia  en medio líquido 

selectivo, en presencia de espectinomicina y apramicina (antibiótico requerido por la presencia 

del plásmido conjugativo). Se creció durante toda la noche, en agitación a 37°C. 

En medio líquido se sembró la cepa de Streptomyces que deseábamos transformar, en 

este caso S. sp. CO-AC25, con antelación suficiente para que coincidiera con el cultivo de E. 

coli S17-1. Se creció durante 48 horas a 30ºC, en agitación. 

Pasado este tiempo, se hicieron diluciones de ambos cultivos en medio TSB: 1/100 para 

el cultivo de E. coli S17-1 y 1/10 para el de S. sp. CO-AC25 y se crecieron durante 3 horas a 

37ºC y 30ºC respectivamente. Posteriormente se centrifugaron ambas diluciones y se 

resuspendieron en 1 ml de TSB. Tras hacer diluciones seriadas del cultivo de Streptomyces sp. 

CO-AC25 (cultivo receptor) se mezclaron con partes iguales del cultivo de E. coli S17-1 (cultivo 
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donador). Las mezclas se incubaron durante 3 horas a 30°C, posteriormente se plaquearon en 

medio sólido R5 y se incubaron durante 16 horas a 30°C, tiempo al cual se procedió a la 

selección con los antibióticos adecuados, apramicina requerida por el plásmido conjugativo y 

ácido nalidíxico. Las placas se incubaron  a 30°C hasta la  aparición de exconjugantes.   

 

 

2.9. MANIPULACIÓN ENZIMÁTICA DEL ADN 

 

Digestión del ADN 

Las endonucleasas de restricción con las que  se llevaron a cabo las digestiones de ADN 

se utilizaron siguiendo las recomendaciones de las distintas casas comerciales. 

 

Desfosforilación de extremos cohesivos 

Este procedimiento se realizó cuando fue preciso evitar la recircularización de aquellos 

vectores digeridos con endonucleasas de restricción y que iban a ser utilizados para 

posteriores ligaciones.  Para la desfosforilación, se trataron dichos vectores con fosfatasa 

alcalina, enzima que hidroliza los grupos fosfato del extremo 5´ del ADN impidiendo la 

formación de los enlaces fosfodiéster en la misma molécula, y así favorecer la incorporación de 

fragmentos de ADN que contengan los extremos 5´ intactos. 

La reacción de desfosforilación se llevó a cabo añadiendo una unidad enzimática de 

fosfatasa alcalina de intestino de ternera (CIAP) (Boehringer Mannheim; Ref.: 1097 075) por 

cada 50 picomoles de extremos 5´ de ADN e incubando a 37ºC durante una hora (Maniatis et 

al., 1982). Finalmente, la fosfatasa alcalina se inactivó por calor a 65ºC durante 10 minutos. 

 

Relleno de extremos protuberantes de ADN 

Se siguió el protocolo descrito por Sambrook et al., (1989)  utilizando el fragmento 

Klenow de la ADN polimerasa I de E. coli para rellenar los extremos de ADN 5´ protuberantes y 

T4 ADN polimerasa para romar fragmentos con extremos 3´ protuberantes. En caso de estar 

presentes extremos 5´ y 3´ protuberantes en una misma reacción se utilizó la enzima T4 ADN 

polimerasa, que también presenta actividad exonucleasa a partir del extremo 5´. Todas las 

reacciones se llevaron a cabo en las condiciones recomendadas por las casas comerciales y 

cuidando que el tiempo de incubación no sobrepasara los 30 minutos a 37ºC para evitar 

posibles actividades exonucleasas no deseadas. Ambas enzimas se inactivaron a 65ºC durante 

10 minutos. 
 

Ligación de fragmentos de ADN 

Se utilizó la ADN ligasa del bacteriofago T4 y se tuvieron en cuenta las recomendaciones 

de Sambrook  et al., (1989), poniendo siempre un exceso molar del fragmento de ADN a clonar 

del orden de cuatro veces respecto al vector. Las reacciones fueron llevadas a cabo a 

temperatura ambiente durante 2 horas para extremos protuberantes. En el caso de ligación de 

extremos romos, la reacción fue llevada a cabo a 16ºC durante toda la noche. 
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Amplificación de ADN por PCR 

Todas las amplificaciones de ADN por reacción de la polimerasa en cadena (PCR) se 

llevaron a cabo con la siguiente mezcla de reacción: 100 ng de ADN molde; 10 picomoles de 

cada oligonucleótido; 0,2 mM de cada dideoxidonucleótido; 1,5 mM MgCl2; 20 mM Tris-HCl 

pH8. 

El programa de amplificación utilizado fue el que se describe: 

 

1 ciclo de 5 minutos a 95ºC. 

5 ciclos de 2 minutos a 97ºC; 1 minuto a la Tm y 1-2 minutos a 72ºC. 

20 ciclos de 2 minutos a 95ºC; 1 minuto a la Tm; 1-2 minutos a 72ºC. 

1 ciclo de 7 minutos a 72ºC. 

 

La Tm osciló entre 50ºC y 65ºC en función de la temperatura de fusión propia de los 

oligonucleótidos. Los moldes utilizados fueron tanto plásmidos como ADN total de 

Streptomyces. El tiempo de extensión a 72ºC osciló entre 1 y 2 minutos en función del tamaño 

del ADN a amplificar. 

Los oligonucleótidos empleados en este trabajo fueron suministrados por la empresa 

Isogen. Algunos de estos oligonucleótidos se muestran en la siguiente tabla: 

  

Oligonucleótidos Secuencia (5´-3´) 

flvI TGT GTC CTC GTT CGG CGT CA 

flvII CGA CCA CAC CCC GGT CAC AT 

flvIII TCG CGC TGT TCG ACG CCG CGA 

flvIV AAG CCG GCC TCC GCG TCG T 

 

Tabla 10. Ejemplo de algunos oligonucleótidos diseñados para este trabajo. 

 

 

2.10. ELECTROFORESIS DE ADN 

 

Electroforesis en geles de agarosa 

Las moléculas de ADN con una cantidad de tampón de carga apropiada, se separaron 

mediante electroforesis en geles de agarosa preparados en tampón TBE, a los que se añadió 

bromuro de etidio a una concentración final de 0,5 µg/ml. La concentración de agarosa utilizada 

para la preparación de los geles varió entre 0,5% y 2% (p/v) dependiendo del tamaño de los 

fragmentos de ADN a separar (Sambrook et al., 1989). 

 

Tampón TBE: Tris-HCl 89 mM, ácido bórico 89 mM, EDTA 2 mM pH8. 

Tampón de carga para ADN (5X): azul bromofenol 0,25%, sacarosa 40%, Tris-HCl 10 

mM pH8, EDTA 10 mM. 

Bromuro de Etidio: solución 10 mg/ml en agua. Se conserva a 4ºC, protegido de la luz. 
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Purificación de fragmentos de ADN a partir de geles de agarosa 

Tras cortar del gel de agarosa el fragmento de ADN que se quiere purificar, se 

electroeluyó en tampón TBE 1X en bolsas de diálisis (Maniatis et al., 1982). A continuación, se 

trató con fenol:cloroformo neutro y se precipitó en presencia de acetato sódico 0,3 M y un 

volumen final de isopropanol. 

En determinadas ocasiones la purificación de fragmentos de ADN desde geles de 

agarosa se llevó a cabo utilizando el kit Perfectprep Gel Cleanup de Eppendorf (Ref.: 

0032007.740). 

 

 

2.11. HIBRIDACIÓN DE ADN 

 

Transferencia de ADN desde geles de agarosa: Southern Blot 

La transferencia de ADN fue realizada según la técnica descrita por Southern (Southern, 

1975). El ADN fue transferido desde geles de agarosa a membranas de nylon (Hybond-N, 

Amersham Pharmacia). En el caso de fragmentos de ADN a transferir muy grandes, como es el 

caso del ADN total de Streptomyces o el ADN de fagos λ EMBL-4, el gel se irradió con luz 

ultravioleta de onda corta durante 2-3 minutos con objeto de fragmentar el ADN y así facilitar su 

transferencia. 

Una vez realizada la transferencia, la fijación del ADN a la membrana de nylon se llevó a 

cabo tanto por exposición de la misma a luz ultravioleta durante 3 minutos como por vacío a 

80ºC durante 2 horas. 

 

Hibridación de ADN  

La membrana de nylon con el ADN transferido y fijado fue prehibridada, hibridada y 

posteriormente lavada siguiendo el protocolo descrito por Sambrook et al., (1989). Las 

soluciones empleadas en cada caso fueron:  

 

Solución de prehibridación: SSC5X, Denhardt 5X, SDS 0,1%, 200 µg/ml de ADN 

desnaturalizado de esperma de salmón. 

Solución Denhardt 50X: Albúmina de suero bovino (BSA fracción V) 1%, Ficoll (tipo 

400) 1% y polivinilpirrolidona 1%. Una vez disuelto se pasó por el filtro Millipore® 0,45µm 

y se almacenó a -20ºC. 

Soluciones de lavado I, II y III: SSC 2X, SDS 0,1%; SSC 0,8%, SDS 0,1%; SSC 0,2%, 

SDS 0,1%, respectivamente. 
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2.12. MARCAJE RADIACTIVO DE FRAGMENTOS DE ADN 

 

Marcaje por desplazamiento de mellas (Nick Translation) 

Se utilizó el método descrito por Sambroock et al., (1989) basado en la acción 

combinada de la ADNasa I y la ADN polimerasa I de E. coli. La ADNasa I añadida en una 

concentración adecuada provoca la rotura al azar en distintos puntos del ADN que después son 

desplazados por la ADN polimerasa I en base a su actividad exonucleasa 5´-3´ y rellenados 

gracias a su actividad polimerasa 5´-3´ incorporando el nucleótido radiactivo. Como isótopos 

radiactivos se han utilizado [α32P]dCTP y [α32P]dGTP debido al mayor contenido en 

Streptomyces de G+C.  

En ocasiones se utilizó el kit Rediprime II Random Prime Labelling System de Amersham 

Biosciences (Ref.: RPN1633). 

 

Marcaje mediante el relleno de extremos protuberantes 

Método igualmente descrito por Sambroock et al., (1989), donde se ha aprovechado la 

actividad del fragmento Klenow de la ADN polimerasa I de E. coli para rellenar extremos 5´ 

protuberantes incorporando isótopos radiactivos. 

 

En ambos casos, una vez que se obtuvo la sonda marcada radiactivamente fue 

purificada a través de una columna de Sephadex con el fin de eliminar aquellos nucleótidos que 

no se hubieran incorporado. Las columnas empleadas a tal efecto fueron columnas Micro Bio 

Spin P30 Tris Chromatography Columns de Biorad (Ref.: 732-6223). 

 

 

2.13. SECUENCIACIÓN DE ADN 

 

La secuenciación de las regiones del cromosoma de Streptomyces sp. CO-AC25 

presentadas en este trabajo se llevó a cabo mediante clonación de fragmentos de ADN en 

plásmidos. En el Servicio de Secuenciación del Centro de Investigaciones Biológicas (CIB) y 

del Centro Nacional de Biotecnología (CNB)  es donde se secuenciaron mediante el método de 

terminación de cadena por didesoxinucleótidos (Sanger et al., 1977). Los oligonucleótidos 

usados para dicho fin fueron el M13 universal (-47) y el M13 reverso (-48). 
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2.14. AISLAMIENTO Y MANIPULACIÓN DE ARN 

 

Aislamiento de ARN total de Streptomyces 

La extracción de ARN total de Streptomyces se realizó introduciendo alguna modificación 

al método descrito por Hopwood et al., (1985).  

Las diferentes cepas de Streptomyces de las cuales se quería aislar el ARN se 

sembraron en placas de R5 sólido sobre celofán, con el fin de facilitar la recogida del micelio. 

 La extracción del ARN se llevó a cabo utilizando una mezcla de  Kirby y fenol:cloroformo 

6% (v/v) y tras una primera precipitación se realizó una precipitación selectiva en presencia de 

acetato sódico 4 M, pH6 a –20ºC durante toda la noche. Una vez extraído el ARN se almacenó 

disuelto en agua en pequeñas alícuotas a –80ºC. 

El ARN total obtenido se cuantificó midiendo la absorbancia a 260 nm: 

1 unidad de A260 nm = 40 µg/ml de ARN. 

La pureza del ARN obtenido se estimó por el ratio A260 nm / A280 nm.  

 

Electroforesis de ARN en geles desnaturalizantes 

El análisis del ARN aislado se llevó a cabo siguiendo el método descrito por Sambrook et 

al., (1989).  

Dicho análisis se realizó en geles de agarosa 1% en tampón MOPS y formaldehído 6,3% 

como agente desnaturalizante, cuyo objetivo es evitar la formación de estructuras secundarias 

en el ARN. La electroforesis se realizó igualmente en tampón MOPS y las muestras se 

prepararon tal y como se describe a continuación: x µg de ARN; 2 µl de MOPS 10X; 3,5 µl de 

formaldehído 37%; 10 µl de formamida 100% y H2O-DEPC hasta 20 µl. 

Las muestras se calentaron durante 10 minutos a 65ºC y rápidamente se enfriaron en 

hielo durante 2-3 minutos. Tras este tiempo se les añadió 2,2 µl de tampón de carga para ARN 

y se cargaron en el gel. 

 

Tampón MOPS 10X: MOPS 0,2 M, AcNa 0,05 M, EDTA 10 mM, pH7. 

 

 

2.15. ENSAYOS DE PROTECCIÓN A ENDONUCLEASA S1 

 

Ensayos de protección a endonucleasa S1 de alta resolución 

Esta técnica se realizó siguiendo el protocolo descrito por Sambrook y Russell (2001), y 

permite identificar el origen de transcripción de un gen. 

50 µg de ARN se hibridaron con 50000 cpm de sonda marcada con [γ32P]dATP durante 

toda la noche a la temperatura de 62ºC-64ºC (determinada empíricamente), tras incubar las 

muestras a 85ºC durante 10 minutos. Pasado este tiempo se procedió al tratamiento de las 

muestras con 50U de endonucleasa S1, durante 1 hora a 37ºC y en presencia de 300 µl de 

tampón S1. Los fragmentos protegidos se analizaron en geles de acrilamida-urea 6% junto a la 

reacción de secuencia de Maxam y Gilbert (1980) de la sonda. 
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Solución de hibridación: formamida 80%, PIPES 40 mM pH6,4, NaCl 400 mM, EDTA  

1 mM pH8. 

Tampón endonucleasa S1: NaCl 5 M, AcNa 1,5 M pH4,4, ZnSO4 80 mM. 

Tampón de parada S1: NH4Ac 4 M, EDTA 20 mM pH8, 40 µg/ml de ARNt. 

 

Marcaje con Polinucleótido Quinasa T4 y [γ32P]dATP 

Técnica empleada para marcar radiactivamente la sonda utilizada en el ensayo de 

protección a endonucleasa S1 de alta resolución, y que se basa en la capacidad de la T4 

Polinucleótido Quinasa (PNK) de fosforilar el extremo 5´ desfosforilado de un oligonucleótido 

mediante la incorporación de  [γ 32P]dATP. La reacción de marcaje se realizó con 50 picomoles 

de oligonucleótido y 16U de PNK a una temperatura de 37ºC durante 45 minutos.  

El oligonucleótido marcado se purificó de restos del isótopo radiactivo no incorporado a 

la sonda, mediante el uso de las columnas de Sephadex Micro Bio Spin P30 Tris 

Chromatography Columns de Biorad (Ref.: 732-6223). A continuación, se procedió a amplificar 

por PCR el fragmento deseado como sonda para el ensayo de protección a endonucleasa S1 

de alta resolución utilizando dos oligonucleótidos, el marcado con [γ32P]dATP y otro no 

marcado. Dicha amplificación se purificó en un gel de acrilamida-urea 6% por el método crush-

and-soak descrito por Sambrook y Russell (2001). 

 

Electroforesis en geles de acrilamida-urea 6% 

Estas electroforesis se realizaron tanto para purificar las sondas que se utilizaron en los 

ensayos de protección a endonucleasa S1 de alta resolución como para analizar los resultados 

de dichos ensayos. 

La preparación de los geles de acrilamida-urea 6% se llevó a cabo siguiendo las 

indicaciones de Sambrook et al., (1989). 

 

Solución acrilamida-urea 6%: urea 45% (m/v), acrilamida 5,7% (m/v), bisacrilamida 

0,3% (m/v), TBE1X. 

Tampón de carga para geles de acrilamida: formamida 95%, EDTA 20 mM pH8, azul 

de bromofenol 0,05% y xilencianol 0,05%. 

 

Ensayos de protección a endonucleasa S1 de baja resolución 

Se realizaron siguiendo el método descrito por Hopwood et al., (1985). Esta técnica nos 

permite detectar la presencia de fragmentos protegidos, pero a diferencia de los ensayos de 

alta resolución, no nos permite identificar los inicios de transcripción.  

En este caso el ARN se hibridó con sondas no marcadas de ADN en las mismas 

condiciones que para los ensayos de protección a endonucleasa S1 de alta resolución. Los 

híbridos se analizaron en geles de agarosa alcalinos que posteriormente se transfirieron por 

Southern Blot  a una membrana de nylon (Materiales y Métodos, apartado 2.11). Dicha 

membrana se hibridó frente a una sonda de ADN marcada radiactivamente con [α32P]dCTP ó 
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[α32P]dGTP utilizando el kit Rediprime II Random Prime Labelling System de Amersham 

Biosciences (Ref.: RPN1633). 

 

Electroforesis en geles alcalinos 

Estas electroforesis se utilizaron para analizar los fragmentos protegidos de los ensayos 

de protección a endonucleasa S1 de baja resolución. Se emplearon geles alcalinos de agarosa 

1%, NaCl 50 mM y EDTA 1 mM en un tampón alcalino y utilizando una bomba que permitiese 

la recircularización del tampón (Hopwood et al., 1985). 

Tampón de carga alcalino: 50mM NaOH, EDTA 1 mM, Ficoll 2,5% y orange G dye   

0,2%. 

Tampón alcalino: NaOH 30 mM, EDTA 1 mM. 

 

 

2.16. CONSTRUCCIÓN DE UNA GENOTECA DE ADN TOTAL DE Streptomyces sp.  

CO-AC25 

 

Tras digerir parcialmente el ADN total de S. sp CO-AC25 con el enzima de restricción 

Sau3A durante un tiempo de incubación determinado empíricamente, se procedió a separar 

aquellos fragmentos de ADN total de aproximadamente 20 kb. Se realizó un fraccionamiento en 

gradiente de sacarosa del 10% al 40% en Tris-HCl 25 mM, EDTA 2 mM, NaCl 100 mM, que se 

centrifugó a 35000 rpm durante 17 horas a 15ºC utilizando un rotor SW41Ti. Se recogieron 24 

fracciones, de las cuales se cargaron 10 µl en un gel de agarosa 0,7%. Las fracciones cuyo 

tamaño aproximado era de 15-20 kb y se procedió a ligarlas en el fago λ EMBL-4 previamente 

digerido con BamHI y SalI, enzimas compatibles con Sau3A y que evitaban la religación del 

vector aumentando la eficiencia en la obtención de fagos recombinantes. 

Para el empaquetamiento “in vitro” de la genoteca se utilizó el kit Packagen Lambda 

DNA Packaging System de Promega (Ref.: K3154), siguiendo las instrucciones del fabricante. 

La suspensión de fagos recombinantes en SM (NaCl 0,1 M; MgSO4 10 mM; Tris-HCl 50 mM 

pH7,5; gelatina 0,01%) se almacenó a 4ºC. 

 

 

2.17. BIOENSAYOS FRENTE A Penicillium Y Micrococcus 

 

En placas de LB (Materiales y Métodos, apartado 2.3) se añadió un agar de cobertura 

SNA con esporas de Penicillium ó células de Micrococcus sobre el que se colocaron discos de 

antibiograma impregnados con los extractos cuya actividad se quiso determinar y se incubaron 

durante toda la noche a 30ºC para Penicillium y a 37°C en el caso de Micrococcus. 
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2.18. ANÁLISIS POR HPLC 

 

Los análisis por cromatografía líquida de alta presión (HPLC) de los caldos de cultivo de 

S. sp. COAC25 en condiciones analíticas, se llevaron a cabo utilizando una columna Kromasil 

C8 en fase reversa (100 x 4,6 mm) en gradiente ternario según la tabla 11. Como fases móviles 

se utilizaron MetOH 100%, NH4Ac 20 mM pH5, EtOH 20% y Acetonitrilo 10 mM TEA, eluyendo 

durante 15 minutos a un flujo de 0,7 ml/min, según el gradiente que se detalla a continuación: 

 

 Tiempo 

(min) 

Flujo  

(ml/min) 

%A %B %C %D Curva 

1  0.70 0.0 0.0 80.0 20.0  

2 2.00 0.70 0.0 0.0 80.0 20.0 6 

3 4.00 0.70 0.0 0.0 50.0 50.0 3 

4 15.00 0.70 100.0 0.0 0.0 0.0 11 

5 17.00 0.70 0.0 0.0 80.0 20.0 11 

  

Tabla 11. Gradiente utilizado para el análisis por HPLC. 

  

Los espectros de absorción y la detección del compuesto fungicida se llevaron a cabo 

mediante un detector de fotodiodo de array (Waters 996). La extracción de los cromatogramas 

se realizó a una longitud de onda de 360 nm. 

Las muestras analizadas se obtuvieron bien directamente desde caldos de cultivo o 

desde placas de agar esporuladas en las que primero se fragmenta el agar y posteriormente se 

realiza una extracción con MetOH 100%. 

 

 

2.19. EXTRACCIÓN DE METABOLITOS ACTIVOS 

 

Los principios activos producidos por  Streptomyces sp. CO-AC25 se extrajeron tanto de 

medio sólido R5 como de medio líquido E1 (Materiales y Métodos, apartado 2.3), el cual 

contiene en su composición una resina de interacción hidrofóbica XAD-16 que permite la 

separación de los compuestos bioactivos del resto del caldo de fermentación. 

Tras inocular esporas del productor en ambos medios e incubar a 30°C durante 6-7 días 

en caso del medio sólido o 3-4 días en caso del medio líquido, se procedió a la extracción de 

los metabolitos activos bien desde el agar con 20 ml de H2O y 25 ml de acetato de etilo o bien 

centrifugando el cultivo líquido y extrayendo los metabolitos activos con 45 ml de MetOH 100%. 

Después de un tiempo en agitación protegiendo de la luz se recoge la fase correspondiente al 

acetato de etilo o al MetOH y se rotavapora. Obtenido el producto seco se lava con MetOH y se 

vuelve a rotavaporar disolviendo finalmente en 3-5 ml de MetOH. 
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Fraccionamiento en columna Kromasil C8 de fase reversa 

Una vez obtenida la muestra se procedió a cromatografía y se realizó un fraccionamiento 

de la misma en condiciones semipreparativas. Para ello, se aplicaron 100 µl de la muestra 

resuspendida en MetOH a una columna Kromasil C8 (150 x 10mm) a un flujo de 1,8 ml/min y 

se le aplicó el gradiente reflejado en la tabla 12.  

 

 Tiempo 

(min) 

Flujo 

(ml/min) 

%A %B %C curva 

1 0 1,8 0 80 20  

2 7 1,8 0 80 20 6 

3 14 1,8 0 50 50 3 

4 35 1,8 100 0 0 11 

5 45 1,8 0 20 20 11 

  

Tabla 12. Gradiente utilizado para el fraccionamiento. 

 

 

2.20. SOPORTE INFORMÁTICO 

 

Para el análisis de secuencias de ADN y aminoácidos se han utilizado los siguientes 

programas: 

DNA Strider (Marck, 1988), GeneJockey II y un conjunto de programas denominado 

GCG (Genetic Computer Group) (Deverux et al., 1984). Dentro de GCG los programas más 

usados han sido: SEQED, para editar secuencias de ADN; CODONPREFERENCE, para la 

búsqueda de fases abiertas de lectura a partir de una tabla construida a partir de secuencias de 

100 genes de Streptomyces (Wright y Bibb, 1992); TRANSLATE, para la traducción de 

secuencias de nucleótidos a secuencias de aminoácidos; BOXSHADE, para alineamientos de 

grupos de secuencias. 

El programa BLAST del NCBI (National Center for Biotechnology Information) (Altschul  

et al., 1997) se ha empleado para comparar secuencias de ADN y de proteínas con secuencias 

presentes en las bases de datos. 
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3.1. CARACTERIZACIÓN DE METABOLITOS ACTIVOS EN Streptomyces sp. CO-AC25 

 

Con el fin de caracterizar los compuestos bioactivos producidos por Streptomyces sp. 

CO-AC25, se procedió a la extracción y caracterización de los mismos. Los caldos de 

fermentación fueron sometidos a un fraccionamiento con el objeto de localizar e identificar 

aquellas fracciones en las que se encontraban las actividades biológicas. El fraccionamiento se 

llevó a cabo en condiciones semipreparativas (Materiales y Métodos, apartado 2.19), se 

tomaron fracciones de 1,8 ml a intervalos de un minuto y se obtuvieron un total de 35 

fracciones. Confirmado el grado de pureza de las mismas, de cada una de ellas se tomaron 

500 µl, que se desecaron y se resuspendieron en 100 µl de MetOH, con los que se realizaron 

antibiogramas frente a Penicillium y Micrococcus, para detectar tanto posibles actividades 

fungicidas como bactericidas. 

El resultado de los antibiogramas se muestra en la figura 13. Se encontraron en el  caldo 

de fermentación de Streptomyces sp. CO-AC25 dos actividades separadas en fracciones 

distintas. Una de las fracciones presentó actividad antifúngica mientras que la otra presentó 

actividad antibacteriana.  

 

   

 

                                                           

 

 

 

 

 

 

Fig. 13. A. Antibiogramas frente a Penicillium y Micrococcus de las distintas fracciones obtenidas. 

B. Representación gráfica de las actividades fungicida y bactericida presentes en el caldo de fermentación 

de S. sp. CO-AC25 medidas en unidades arbitrarias. 
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Caracterización de las actividades: 

- Actividad bactericida: 

Analizando la fracción activa frente a Micrococcus no se detectó ningún compuesto que 

absorbiera en el rango del UV-visible (Figura 14). Por lo tanto, no se tiene ninguna evidencia de 

cuál puede ser la estructura química del compuesto bactericida producido por Streptomyces sp. 

CO-AC25. 

Ensayos de actividad biológica realizados frente a otros dos géneros de bacterias, por un 

lado frente a una bacteria Gram positiva distinta de Micrococcus como es Streptomyces 

lividans TK21 y por otro lado frente a una bacteria Gram negativa como es E. coli (Figura 15), 

permitieron concluir que el compuesto bactericida producido por Streptomyces sp. CO-AC25 

tiene actividad frente a bacterias Gram positivas pero no parece ser activo frente a Gram 

negativas. 

 

 

 

 

  

 

Fig. 15. Ensayos de actividad biológica frente a S. sp. TK21 (A) y frente a E. coli (B) del 

compuesto bactericida (1) y fungicida (2) producidos por Streptomyces sp. CO-AC25. (3): caldo de 

fermentación. 
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Fig. 14. Cromatograma del caldo de fermentación de Streptomyces sp. CO-AC25. Con flechas se 

señalan los picos correspondientes a las diferentes fracciones obtenidas. 
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- Actividad fungicida: 

Analizando las fracciones activas frente a Penicilllium se detectó la presencia de 

compuestos que absorbían fuertemente en el ultravioleta y cuyo espectro de absorción era 

característico de macrólidos polienos del grupo de los oxopentaenos, con un máximo de 

absorción a 369 nm (Figura 16). 

 

           

 

 

 

 

 

 

 

El cromatograma que se obtiene tras analizar mediante HPLC el caldo de fermentación 

de S. sp. CO-AC25 (Figura 14) evidenció la presencia de dos compuestos con tiempos de 

retención próximos y espectros de absorción muy similares, que se correspondían con los 

halos de inhibición observados en el antibiograma realizado frente a Penicillium (Figura 13.A). 

La proporción relativa de ambos compuestos variaba de unas preparaciones a otras, por ello se 

procedió a determinar si realmente se trataba de dos compuestos diferentes o eran realmente 

la transformación de uno en otro debido a  inestabilidad. En ensayos posteriores se modificaron 

las condiciones de la extracción, realizándose éstas fundamentalmente en oscuridad. Así se 

pudo conseguir una preparación donde el compuesto de menor movilidad cromatográfica 

representaba el 95% del total (Figura 17). Por tanto, parece que el pico de mayor movilidad 

cromatográfica procede de una degradación del compuesto de menor movilidad por efecto de 

la luz ultravioleta.  
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Fig. 16. Espectro ultravioleta característico de macrólidos  oxopentaenos.   
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Fig. 17. Cromatograma del caldo de fermentación de S. sp. CO-AC25 extraído en condiciones  

de oscuridad total. 
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Determinación de la estructura química del compuesto fungicida: 

La determinación estructural del compuesto fungicida se realizó en colaboración con 

Galilaeus OY (Turku, Finlandia). Los espectros de masas y experimentos de Resonancia 

Magnética Nuclear (RMN) determinaron que dicho compuesto se corresponde con flavofungina 

I a la que se le atribuye una masa molecular de 650 (R. Bognár et al., 1970) (Figura 18). 

Se trata por tanto de un compuesto oxopentaeno como sugería el espectro UV-visible. 

Debido a la falta de información sobre este tipo de compuestos, se consideró interesante 

disponer de genes biosintéticos que en un futuro permitieran manipulaciones genéticas. 

 

                  

3.2. ANÁLISIS DE SISTEMAS DE MANIPULACIÓN GENÉTICA 

 

Con el fin de explorar la disponibilidad de herramientas genéticas para manipular 

Streptomyces sp. CO-AC25, se ensayaron distintas metodologías para la introducción de ADN 

y, de forma paralela, se analizó la sensibilidad de la cepa frente a diferentes antibióticos.  

Los ensayos de sensibilidad a antibióticos se realizaron en medio sólido R5 (Materiales y 

Métodos, apartado 2.3). Se comprobó que la cepa era resistente a eritromicina, neomicina, 

kanamicina e higromicina y sensible a apramicina, gentamicina y thiostrepton a las 

concentraciones indicadas en Materiales y Métodos (apartado 2.4). En el caso del antibiótico 

thiostrepton se observó siempre un fondo de resistencia, que llevó a descartarlo como 

marcador de selección. 

Para la introducción de ADN se ensayó la transformación con plásmidos y/ó cósmidos 

mediante la formación de protoplastos, la transfección, la electroporación y la conjugación, 

tanto entre distintas especies de Streptomyces (conjugación intraespecífica) como entre 

Streptomyces y E. coli (conjugación interespecífica).  

 

- Susceptibilidad para formar protoplastos: se siguieron los protocolos utilizados para 

otras especies de Streptomyces descritos en Hopwood et al., (1985) y no se obtuvieron 

resultados satisfactorios, por lo que se introdujeron modificaciones de dichos protocolos, ya 

que los parámetros óptimos para la formación de protoplastos varían de unas cepas a otras. 

Estas variaciones fueron: 

-  el medio elegido para la obtención del micelio así como la concentración de glicina 

adicionada al medio. Se ensayaron los medios líquidos Yeme, TSB, SYM2, E1, R5 y YES 

(Materiales y Métodos, apartado 2.3) a concentraciones de glicina entre 0,3%-0,5%. 
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Fig. 18. Estructura química de flavofungina I. 
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- el tiempo de incubación del cultivo para la obtención del micelio usado para la 

preparación de los protoplastos. Se probaron tiempos de incubación de 24 y 48 horas a 

30˚C. 

-  la concentración de lisozima empleada para la lisis  del micelio y posterior formación de 

los protoplastos. 

Ninguna de las modificaciones realizadas permitió la obtención de protoplastos de la 

cepa por lo que se descartó la transformación como método de manipulación genética. 

 

- Susceptibilidad de S. sp. CO-AC25 a actinofagos: se ensayaron actinofagos 

derivados de φC31, tanto att+ (como es el fago KC212; integración específica) como att- (fago 

PM1; integración facilitada por insertos).  

Se infectaron con ambos tipos de fagos esporas de Streptomyces sp. CO-AC25, y en 

ambos casos se obtuvieron transductantes. No obstante, resultó sorprendente que para el fago 

PM1 se obtuvieron lisógenos aun cuando éste no llevaba clonado ningún fragmento de ADN 

homólogo al cromosoma. Ante la posibilidad que se integrara vía genes de resistencia a 

higromicina o thiostrepton, se sustituyeron ambos por el gen de resistencia a apramicina y los 

resultados obtenidos en este caso fueron idénticos. La posibilidad de la presencia de un 

trasposón en el fago se descartó mediante el análisis de fragmentos de restricción por 

Southern Blot.  Así mismo mediante el tratamiento con pirofosfato se descartó la posibilidad de 

que el fago estuviera directamente asociado a las paredes celulares. Ante lo confuso de los 

resultados se rechazó el uso de estos vectores como herramientas para introducir ADN en 

Streptomyces sp. CO-AC25. 

 

- Electroporación: se prepararon células electrocompetentes de S. sp. CO-AC25, 

creciendo previamente dicha cepa en medio líquido CRM (Materiales y Métodos, apartado 2.3), 

y se siguió el protocolo descrito por Pigac y Schrempf, 1995. El electroporador empleado  fue el 

Micropulser de Biorad y se utilizó siguiendo las instrucciones del fabricante. Dicho método 

tampoco proporcionó resultados satisfactorios. 

 

- Conjugación: a consecuencia de los resultados negativos obtenidos al intentar 

desarrollar un sistema de transformación para Streptomyces sp. CO-AC25 con las técnicas 

anteriormente descritas, se pensó como alternativa en la conjugación del mismo con otros 

microorganismos.  

Los ensayos se realizaron con dos tipos de plásmidos. Por un lado, se conjugó la cepa 

Streptomyces sp. CO-AC25 con un plásmido integrativo como es el pSET152 (Bierman et 

al.,1992) y, por otro, con un plásmido suicida, como es el pOJ260 (Bierman et al.,1992). Ambos 

plásmidos poseen el origen de transferencia (oriT) del plásmido RK2, el origen de replicación 

de E. coli, un sitio de clonación múltiple dentro del lacZα  y un marcador de selección operativo 

tanto para E. coli como para Streptomyces, la apramicina. El pSET152 cuenta con la ventaja de 

tener incorporada la maquinaria de integración del actinofago φC31 mientras que el pOJ260 es 
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un plásmido suicida que recombina por el fragmento homólogo de ADN de Streptomyces que 

lleva clonado. Se emplearon distintas cepas donadoras de E. coli para llevar a cabo dicho 

ensayo, por un lado se utilizaron las células S17-1 (Simon et al., 1983) y por otro, las células 

ET12567 (pUZ8002) (Paget et al., 1999), que poseen un sistema deficiente en metilación. 

Tras varias modificaciones del protocolo propuesto por Mazodier et al., (1989) se 

estableció el protocolo que permitió la obtención de exconjugantes y se vio que la eficacia de 

conjugación era elevada con el plásmido pSET152 (Materiales y Métodos, apartado 2.8). La 

conjugación ofrecía, por tanto, una excelente herramienta para la manipulación genética de 

Streptomyces sp. CO-AC25. 

 

 

3.3. AISLAMIENTO Y CARACTERIZACIÓN DE GENES BIOSINTÉTICOS DE LOS 

COMPUESTOS BIOACTIVOS 

 

Una vez determinada la naturaleza química del compuesto fungicida como un macrólido 

polieno, se procedió al aislamiento de sus genes biosintéticos. Para ello se generó una librería 

genómica de S. sp. CO-AC25 en el fago λ EMBL-4 tal y como se indica en Materiales y 

Métodos, apartado 2.16. La titulación de esta genoteca resultó ser de 7⋅105 ufp/ml. Para el 

aislamiento de fagos recombinantes por hibridación “in situ” se utilizaron 104  ufp repartidas en 

12 placas. 

 

Escrutinio de la genoteca de Streptomyces sp. CO-AC25 

Para el rastreo de la genoteca se generaron dos sondas: 

(a) fragmentos amplificados por PCR del cromosoma de Streptomyces sp. CO-AC25, 

utilizando unos oligonucleótidos diseñados para amplificar fragmentos internos de dominios 

ketosintasa (KS), PimR y PimD (Seco et al., 2004) que habían proporcionado buenos 

resultados en otros sistemas.  

(b) un fragmento heterólogo procedente del cluster de biosíntesis de los tetraenos CE-

108 y rimocidina producidos por Streptomyces diastaticus var. 108 (Seco  et al., 2004), 

codificante de RimA. 

Mientras que los fragmentos obtenidos por PCR con los oligonucleótidos PimR y PimD 

no se llegaron a utilizar como sondas para escrutar la genoteca, a partir de la sonda heteróloga 

se aislaron distintas regiones  del cromosoma que presentaban un alto grado de homología a 

PKSs Tipo I.  
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Aislamiento de genes biosintéticos a partir de la sonda heteróloga 

La sonda heteróloga utilizada para escrutar la genoteca fue obtenida del plásmido 

pSM23.8. Fragmento SacI de 3,1 kb clonado en el vector pIJ2925, que codifica la PKS del 

módulo de carga de rimocidina (RimA) producida por Streptomyces diastaticus var.108 (Seco et 

al., 2004) (Figura 19) y que  se marcó mediante Nick Translation según se describe en 

Materiales y Métodos, apartado 2.12. 

 

                                                 

                                                      

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 19. Plásmido pSM23.8 (Seco et al., 2004), cuyo fragmento SacI fue usado como sonda para 

rastrear la genoteca de S. sp. CO-AC25. 

 

Se aislaron tres regiones independientes del genoma del productor en tres fagos 

recombinantes. Los análisis de hibridación confirmaron la homología de los fragmentos 

aislados con la sonda empleada, así como la integridad de los mismos respecto al genoma y la 

inexistencia de reorganizaciones génicas. Los análisis tanto de restricción como de homologías 

por Southern Blot también evidenciaron que las regiones aisladas del genoma no eran 

solapantes entre sí. 

Los fagos recombinantes aislados recibieron los nombres de EMBL-4/11J, EMBL-4/1B y 

EMBL-4/P1 (Figura 20), y contienen regiones del cromosoma de aproximadamente 14 kb, 15 

kb y 13 kb respectivamente. Dichos fagos fueron mapeados con diferentes enzimas de 

restricción, y las regiones altamente homólogas se subclonaron y secuenciaron evidenciando 

un alto grado de homología con PKSs Tipo I. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

S
a
c
I�

S
a
c
I�

S
m

a
I�

S
a
lI
�

S
a
lI
�

E
c
o
R

I�
E
c
o
R
I�

NarI
NdeI

SspI

lacZ

amp

Ori 
rep

ScaI

pIJ2925

0     500      1 000       1500        2000      2500      3000 pb

CoA ligasa ACP KS AT

B
g
lII

P
s
tI

H
in

d
III

S
p
h
I

S
a
lI

X
b
a
I

B
a
m

H
I

K
p
n
I

E
c
o
R

I

B
g
lII

S
a
c
I�

S
a
c
I�

S
m

a
I�

S
a
lI
�

S
a
lI
�

E
c
o
R

I�
E
c
o
R
I�

NarI
NdeI

SspI

lacZ

amp

Ori 
rep

ScaI

pIJ2925

0     500      1 000       1500        2000      2500      3000 pb

CoA ligasa ACP KS AT

B
g
lII

P
s
tI

H
in

d
III

S
p
h
I

S
a
lI

X
b
a
I

B
a
m

H
I

K
p
n
I

E
c
o
R

I

B
g
lII



Resultados 

 48  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Estudios de disrupción génica  

Para determinar la pertenencia de las regiones clonadas al cluster de flavofungina I, se 

procedió a realizar experimentos de disrupción génica mediante inserción inactivante utilizando 

plásmidos suicidas y la conjugación con E. coli como sistema para introducir el ADN.  

 

Fago EMBL-4/11J: 

Se procedió a secuenciar parcialmente el fragmento interno de dicho fago que hibridaba 

con la sonda utilizada para rastrear la genoteca. Se trataba de un fragmento de ADN SacI-

BamHI de 3,1 kb (nucleótidos 4952-8159 del Anexo I) que fue clonado en el vector pIJ2925 y 

secuenciado íntegramente. Dicha construcción recibió el nombre de pAS11J2-1 y se comprobó 

que se trataba de un fragmento interno a un gen que codificaba una proteína con similitud a 

PKSs Tipo I lo que determinó su idoneidad para la disrupción génica. Se procedió a su clonaje 

en forma de EcoRI/HindIII en el plásmido suicida y conjugativo pOJ260 (Bierman et al., 1992) y 

la construcción resultante recibió el nombre de pLM31 (Figura 21). 
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Fig. 20. Mapa de restricción de las regiones aisladas de la genoteca de S. sp. CO-AC25  a partir de 

la sonda heteróloga. 

Fig. 21. Esquema de la construcción del plásmido pLM31 empleado en la conjugación   

con el objeto de obtener la disrupción génica. 
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Con dicho plásmido se llevó a cabo la conjugación interespecífica E. coli S17-1/ 

Streptomyces sp. CO-AC25 (Materiales y Métodos, apartado 2.8) y se obtuvo el exconjugante 

CO-AC25::pLM31, con una inserción en el cromosoma que interrumpía el gen correspondiente 

al fragmento clonado (Figura 22). La correcta inserción se confirmó mediante hibridación por 

Southern Blot usando como sonda el fragmento SacI-BamHI de 3,1 kb.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                      

 

 

Fig. 22. Esquema de la disrupción inactivante en la región perteneciente al fago recombinante 

EMBL-4/11J. 

 

Fago EMBL-4/1B: 

La disrupción génica se realizó de forma similar que en el caso anterior. Se procedió al 

clonaje y secuenciación del fragmento interno del fago que hibridaba con la sonda empleada 

para rastrear la genoteca, se trataba de un fragmento SacI de 2,9 kb (nucleótidos 7607-10543 

del Anexo II) que se clonó en el vector pIJ2925. A esta construcción se le dio el nombre de 

pFPZ12. El fragmento clonado se secuenció y se comprobó que se trataba de un fragmento 

interno a un gen que codificaba una proteína que presentaba alta homología con PKSs Tipo I. 

El fragmento de ADN SacI de 2,9 kb de pFPZ12 se clonó en el plásmido suicida y conjugativo 

pOJ260 (Bierman et al., 1992) como EcoRI/HindIII y el plásmido originado se denominó pLM32 

(Figura 23). Con dicho plásmido se procedió a la conjugación interespecífica y se obtuvo el 

exconjugante CO-AC25::pLM32 (Figura 24). La inserción se confirmó mediante hibridación del 

ADN total del exconjugante CO-AC25::pLM32 con el fragmento  SacI de 2,9 kb utilizado para 

llevar a cabo la disrupción y que se usó como sonda. 
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Fig. 23. Esquema de la construcción del plásmido pLM32 utilizado en la disrupción génica. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 24. Esquema de la disrupción inactivante en la región clonada en el fago recombinante 

EMBL4/1B. 

 

Fago EMBL-4/P1: 

Como en los casos anteriores, se clonó en el vector pIJ2925 el fragmento interno PstI de 

4,5 kb proveniente del plásmido pTC4 y que hibridaba con la sonda usada para rastrear la 

genoteca dando origen al plásmido pTC8, tras ser secuenciado y evidenciar su homología con 

PKSs Tipo I se clonó en el plásmido pOJ260 (Bierman et al., 1992). La construcción resultante, 

pLM33 (Figura 25) se utilizó para la conjugación interespecífica y el exconjugante obtenido se 

llamó CO-AC25::pLM33 (Figura 26). Mediante Southern Blot usando como sonda el fragmento 

PstI de 4,5 kb se confirmó que la inserción producida era la esperada. 
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Fig. 25. Esquema de la construcción del plásmido pTC8. En rojo se señala la diana de restricción 

EcoRI, la cual no pertenece al cromosoma de S. sp. CO-AC25 sino al fago  EMBL4/P1. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 26. Esquema de la disrupción inactivante para el exconjugante S. sp CO-AC25:: pLM33. 

 

En resumen, las tres disrupciones génicas llevadas a cabo, tuvieron lugar en los genes 

correspondientes a los genes de las PKSs que codificaban, encontrándose en cada caso los 

cambios esperados en los patrones de restricción al ser comparados con la cepa silvestre y 

sugiriendo ausencia de reordenaciones cromosómicas. Como ejemplo en la figura 27.A se 

ilustra el esquema de integración del plásmido pLM31 en la región cromosómica de S. sp. CO-

AC25, de cuyo resultado se generan una banda BamHI y una banda PstI inexistentes en la 

cepa silvestre. En la figura 27.B se muestra el Southern Blot que confirma dicha integración.  
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Fig. 27. A. Esquema de integración del plásmido pLM31 en la región cromosómica de S. sp. CO-

AC25. B. Southern Blot de confirmación: (1) S. sp. CO-AC25; (2) CO-AC25::pSET152 (control de la 

conjugación); (3) CO-AC25::pLM31. Con asterisco (*) se señalan las bandas BamHI y PstI generadas; (S) 

fragmento BamHI/SacI de 3,1 kb.  

B 
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Análisis de la actividad biocida de los exconjugantes 

Una vez confirmadas las disrupciones génicas de los tres exconjugantes mediante 

Southern Blot, se procedió a evaluar la capacidad de los mismos para producir el oxopentaeno 

flavofungina I, mediante la realización de antibiogramas y HPLC, tal y como se describe en 

Materiales y Métodos, apartados 2.17 y 2.18. 

Los patrones de producción mediante HPLC de los tres exconjugantes obtenidos 

confirmaron que mientras que los exconjugantes CO-AC25::pLM31 y CO-AC25::pLM32 

mostraban un fenotipo no productor de flavofungina I, para el exconjugante CO-AC25::pLM33 

la producción de flavofungina I no sólo no se había interrumpido sino que era mayor que la de 

la cepa silvestre (Figura 28). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 28. Análisis de producción de la cepa silvestre CO-AC25::pSET152 (A); el exconjugante CO-

AC25::pLM33 (B), dónde la producción de flavofungina I está sobreexpresada; y el exconjugante CO-

AC25::pLM31 (C), dónde existe ausencia del pico de producción correspondiente a flavofungina I.  

 

La realización de los correspondientes antibiogramas frente a Penicillium y frente a 

Micrococcus pusieron de manifiesto la ausencia de actividad fungicida pero no bactericida en 

los caldos de fermentación de los exconjugantes CO-AC25::pLM31 y CO-AC25::pLM32 (Figura 

29); sin embargo, en el caso del exconjugante CO-AC25::pLM33, los antibiogramas realizados 

frente a Micrococcus y frente a Streptomyces lividans TK21 pusieron de manifiesto la ausencia 

de actividad bactericida en su caldo de fermentación (Figura 30). 
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En base a estos resultados, se puede concluir que las regiones génicas del cromosoma 

de Streptomyces sp. CO-AC25 clonadas en los fagos recombinantes EMBL4/11J y EMBL4/1B 

están implicadas en la biosíntesis del macrólido oxopentaeno flavofungina I, y que ambas 

forman parte del mismo cluster. Por otro lado la región génica clonada en el fago EMBL4/P1 

interviene en la biosíntesis del compuesto bactericida producido por Streptomyces sp. CO-

AC25. Se ha observado un aumento de producción del compuesto fungicida cuando la ruta de 

biosíntesis del compuesto bactericida estaba interrumpida y viceversa.  

 

Ampliación de la región clonada del cluster de flavofungina I 

A partir de los fagos aislados y mediante la técnica de chromosome walking se procedió 

al aislamiento de fagos solapantes a partir de los ya aislados.  

Para avanzar en el cromosoma corriente abajo del fago recombinante EMBL4/11J, se 

seleccionó como sonda un fragmento de 2,2 kb SacI/EcoRI proveniente del plásmido pAS13 

situado en el extremo de dicho fago. Así se obtuvo un nuevo fago solapante con el anterior, el 

fago EMBL4/Db, que abarcaba una región cromosómica de 14,3 kb, de las cuales 8,7 kb 

solapaban con el fago EMBL4/11J (Figura 31.A (a)). 

El proceso se repitió con un fragmento SphI de 2 kb aislado del plásmido pG45 situado 

en el extremo distal del fago EMBL4/Db. Se aisló un nuevo fago solapante al que se llamó 

EMBL4/b, su tamaño era de 19,2 kb y nos permitía avanzar 10,8 kb corriente abajo en el 

cromosoma de Streptomyces sp. CO-AC25 (Figura 31.A (b)). 

Por otro lado y para aislar un fago solapante corriente arriba del fago EMBL4/11J, se 

utilizó como sonda un fragmento BamHI de 2 kb proveniente del plásmido pAS11J7, así se 

aisló el fago recombinante EMBL4/F1 que aportaba 9,5 kb corriente arriba a toda la región 

previamente aislada (Figura 31.A (c)).  

 

 

 

 

 

 

Fig. 29. Bioensayo para la detección de actividad fungicida 

frente a Penicillium (A) y frente a Micrococcus (B) del 

exconjugante CO-AC25::pLM31 (2) y de la cepa silvestre (1). 

Fig. 30. Bioensayo para la detección de actividad bactericida 

frente a Micrococcus (A) y frente a S. lividans TK21 (B) del 

exconjugante CO-AC25::pLM33 (2) y de la cepa silvestre (1). 

A B 

A B 
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Con el fin de avanzar corriente arriba del fago recombinante EMBL4/1B, se procedió una 

vez más a escrutar la librería genómica de Streptomyces sp. CO-AC25. Como sonda se utilizó 

un fragmento BamHI/EcoRI del plásmido pFPZ15, con un tamaño de 600 pb y que permitió 

aislar un fago solapante con el EMBL4/1B al que se le dio el nombre de EMBL4/K. Dicho fago 

tenía un tamaño de 14,4 kb y proporcionaba un fragmento nuevo corriente arriba de 6,5 kb 

(Figura 32.A (a)). 

Utilizando como sonda un fragmento de ADN del fago EMBL4/K (fragmento de 400 pb 

BglI/EcoRI del plásmido pK2.1) se aisló un nuevo fago solapante con los dos anteriores. El fago 

EMBL4/G10 tenía un tamaño de 19,8 kb y permitía avanzar 4,8 kb corriente arriba en el 

cromosoma de S. sp. CO-AC25 (Figura 32.A (b)). 
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Fig. 31. A. Fagos solapantes obtenidos a partir del rastreo de la genoteca de S. sp. CO-AC25.  

B. Región del cromosoma de S. sp. CO-AC25 comprendida en los fagos solapantes aislados. Con colores 

se marcan las sondas utilizadas en el rastreo de la genoteca. 
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Fig. 32. A. Fagos solapantes obtenidos a partir del rastreo de la genoteca de S. sp. CO-AC25. B. 

Región cromosómica de S. sp CO-AC25 aislada a partir de dichos fagos. Con colores se marcan las 

sondas utilizadas en el rastreo. 
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Mediante experimentos de Southern Blot se constató que dichos fagos representaban la 

estructura del genoma en las regiones aisladas y que no existían reorganizaciones génicas. 

Una vez hecho esto, se procedió a un mapeo de los fagos aislados con enzimas de restricción 

tales como BamHI, EcoRI, SacI, BglII, PstI, XhoI, SphI y al subclonaje de los fragmentos 

obtenidos en los vectores pIJ2925, pUC18 y pSU20 para su posterior secuenciación. 

El mapeo del fago recombinante EMBL4/G10 puso de manifiesto la presencia de un 

fragmento SacI de tamaño similar a otro fragmento SacI interno del fago EMBL4/b. La 

secuencia de ambos fragmentos resultó ser idéntica, lo cual implicaba que los fagos 

recombinantes EMBL4/G10 y  EMBL4/b eran solapantes y que se había conseguido aislar una 

región continua del cromosoma de Streptomyces sp. CO-AC25 que abarcaba una totalidad de 

62 kb (Figura 33).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 33. A. Disposición de los fagos recombinantes aislados de la genoteca de S. sp. CO-AC25. B. 

Mapa de restricción de la región cromosómica aislada con las enzimas BamHI, SacI, PstI y SphI. 

 

Con la intención de caracterizar algo más el cluster biosintético del compuesto 

bactericida se llevó a cabo la técnica de chromosome walking en el fago recombinante 

EMBL4/P1. Se aisló un nuevo fago recombinante al que se llamó EMBL4/ABC. Para su 

aislamiento se utilizó como sonda un fragmento EcoRI/BamHI de 750 pb obtenido a partir del 

plásmido pTC2. El fago EMBL4/ABC aislado tenía un tamaño de 14 kb y nos permitía avanzar 

11 kb corriente abajo del fago EMBL4/P1. De igual forma que en los casos anteriores, ambos 

fagos fueron mapeados con diferentes enzimas de restricción y mediante Southern Blot se 

comprobó que no existían reorganizaciones génicas y que la estructura de estos fagos era la 

misma que la que presentaba el cromosoma de Streptomyces sp. CO-AC25 (Figura 34). 
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3.4. SECUENCIACIÓN Y DETERMINACIÓN DE  REGIONES ABIERTAS DE LECTURA DE 

LA PKS DE FLAVOFUNGINA I 

 

Los experimentos descritos anteriormente llevaron a disponer de dos regiones 

cromosómicas no solapantes implicadas en la biosíntesis de flavofungina I. Por un lado un 

fragmento de 35323 pb (Anexo I) y por otro un fragmento de 13955 pb (Anexo II), ambos 

separados entre sí por un fragmento de ADN no secuenciado que se estima en 

aproximadamente 3200 pb. De los análisis se deduce la presencia de seis regiones abiertas de 

lectura, cuatro de ellas completas y dos incompletas. De los seis genes deducidos, todos 

menos uno se transcriben en la misma dirección (Figura 35).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 35. A. Disposición de los fagos recombinantes que abarcan una región del cromosoma de 

Streptomyces sp. CO-AC25 algo mayor de 60 kb. B. Genes deducidos de la región clonada. Con una cruz 

roja se marcan los puntos dónde se han llevado a cabo las disrupciones génicas. Con líneas de puntos 

aparecen las ORFs que se encuentran incompletas. 
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Fig. 34. A. Disposición de los fagos solapantes EMBL4/P1 y EMBL4/ABC. B. Región 

cromosómica aislada de Streptomyces sp. CO-AC25 contenida en dichos fagos. En amarillo se marca la 

sonda utilizada para rastrear la librería genómica. C. Mapa de restricción de ambos fagos con las 

enzimas BamHI, PstI, SacI y XhoI. 
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Las seis regiones abiertas de lectura fueron analizadas: 

 

ORF1: comienza con un codón de inicio ATG (metionina) en la posición 938 precedido 

por un probable sitio de unión al ribosoma (RBS) GAAAAGAGG, 12 nucleótidos corriente arriba 

del codón de inicio (Anexo I). Termina en la posición 363 con un codón de parada traduccional 

TGA.  Se trata de un gen de 575 pb con un contenido en G+C del 71,3%. Este gen es el único 

que se transcribe en la dirección opuesta al resto de los genes analizados en este trabajo. 

ORF2: comienza con un codón de inicio ATG en la posición 1119, 3 nucleótidos corriente 

abajo de un probable sitio de unión al ribosoma AAGGAGAA. Se trata de un gen de 969 pb que 

termina en un codón de terminación TAG en la posición 2087(Anexo I). Su contenido en G+C 

es de 75,3%.  

ORF3: comienza con un codón de inicio ATG en la posición 3872, precedido de un 

probable sitio de unión al ribosoma 5 nucleótidos corriente arriba AGAGG. Termina en la 

posición 16987 con el codón de terminación TGA (Anexo I). Se trata de un gen que comprende 

13116 pb y con un contenido en G+C del 76%. Dicho gen recibe el nombre de flvA. 

ORF4: comienza en la posición 17204 con un codón de inicio TGT (valina), con un 

probable sitio de unión al ribosoma GAGGA 2 nucleótidos corriente arriba de dicho inicio. 

Comprende un gen de 14209 pb, con un contenido aproximado en G+C del 73%, que termina 

en el codón de terminación TGA en posición 31412 (Anexo I). Se trata del gen flvB. 

ORF5: Recibe el nombre de flvC, comienza en la posición 31574 con un codón de inicio 

ATG y un probable sitio de unión al ribosoma GAGGAGAAGG situado 26 nucleótidos corriente 

arriba del inicio (Anexo I). Se trata de un gen de aproximadamente 19 kb  que no está 

secuenciado en su totalidad. Presenta un fragmento de ADN interno sin secuenciar de 3200 pb 

que hace que la secuencia estudiada en este trabajo se separe en dos anexos. Este gen se 

estima que termine en la posición 12522 con un codón de terminación TTG (Anexo II). 

ORF6: Se trata de una región abierta de lectura incompleta dónde sólo está presenta la 

parte codificante para el extremo N-terminal de la proteína que de dicho gen se deduce. 

Comienza en la posición 12555 con un codón de inicio ATG precedido de un probable sitio de 

unión al ribosoma  GAAAGG situado 9 nucleótidos corriente arriba (Anexo II). Se lo denomina 

flvD.  
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Fig. 36. Gráfico generado por el programa CODONPREFERENCE (GCG), donde se muestran las 

regiones abiertas de lectura presentes en parte de la secuencia contenida en el Anexo I. Dicho programa 

utiliza la tabla de preferencias en el uso de codones de Streptomyces creada por Wright y Bibb (1992). 

Con flechas de colores se han marcado las regiones abiertas de lectura ORF1, ORF2 y ORF3. 

 

 

3.5. FUNCIONES DEDUCIDAS DE LAS REGIONES ABIERTAS DE LECTURA DE LA PKS 

DE FLAVOFUNGINA I 

La comparación de la secuencia de aminoácidos deducida de cada una de las fases 

abiertas de lectura con proteínas de la base de datos, permitió asignar una posible función para 

cada una de ellas que se presenta a continuación en la tabla 13: 

 

ORF Polipéptido Posición en la 

secuencia 

RBS Función 

propuesta 

ORF1 Orf1    938ATG/TGA363 GAAAAGAGG Reguladora 

ORF2  Orf2  1119ATG/TAG2087 AAGGAGAA Esterasa 

ORF3 (flvA) FlvA  3872ATG/TGA16987 AGAGG PKS Tipo I 

ORF4 (flvB) FlvB 17204TGT/TGA31412 GAGGA PKS Tipo I 

ORF5 (incompleta) 

(flvC) 

FlvC 31574ATG/TTG12522 GAGGAGAAGG PKS Tipo I 

ORF6 (incompleta) 

(flvD) 

FlvD 12555ATG GAAAGG PKS Tipo I 

 

Tabla 13. Funciones deducidas de las ORFs presentes en la secuencia estudiada. 
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ORF1: región abierta de lectura que codifica una proteína de 192 aa con un peso 

molecular estimado de 19,5 kDa. Presenta una alta homología con proteínas reguladoras de la 

transcripción y más en concreto con aquellas pertenecientes a la familia TetR. El porcentaje 

más alto de homología lo exhibe con un regulador transcripcional presente en Nocardia 

farcinica (EMBL YP_119011). También presenta homología con un regulador transcripcional de 

la familia TetR que se encuentra en Streptomyces avermitilis (EMBL BAC70165), entre otros. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 37. Alineamiento de la proteína Orf1 con la proteína presente en la regulación de la 

transcripción de Nocardia farcinica (R.T.). 

 

ORF2: región abierta de lectura que codifica una proteína de 321 aa cuyo peso molecular 

es de 34,3 kDa homóloga a proteínas de tipo esterasas. La identidad máxima, un 36%, la 

presenta con la esterasa de Ralstonia solanacearum (EMBL NP_521793). Concretamente, se 

ha encontrado homología de esta esterasa con tioesterasas Tipo II. En la figura 38 se muestra 

el alineamiento de la proteína Orf2 con proteínas tioesterasas Tipo II, donde se señala el 

motivo conservado GXSXG alrededor del residuo serina, así como el residuo conservado 

histidina (H) aproximadamente 100 aminoácidos corriente abajo del centro activo. 

 

 

 

 

 

Fig. 38. Alineamiento de la secuencia de aminoácidos de la proteína Orf2 de S. sp. CO-AC25 con 

la tioesterasas Tipo II: Sac (Saccharopolyspora erythraea (EMBL X60379)), Sfr (Streptomyces fradiae 

(EMBL U08223)), ScoT (Streptomyces coelicolor (EMBL AF109727)) y Amy (Amycolaptosis mediterranei 

(EMBL AF040571)). 

 

ORF3: a la proteína deducida a partir de esta región abierta de lectura se la ha 

denominado FlvA, tiene un tamaño de 4329 aa y un peso molecular de 472,8 kDa. La 

comparación de la secuencia de aminoácidos de FlvA con la de otras proteínas de la base de 

datos muestra homología con proteínas PKSs Tipo I como la de Streptomyces aizunensis 

(EMBL AAX98191) o la de Streptomyces noursei (EMBL AAF71767), con las que presenta una  

 

Score = 218 bits (554),  Expect = 3e-55 

Identities = 103/138 (74%), Positives = 118/138 (85%), Gaps = 0/138 (0%) 

Frame = -2 

 

 Orf1    KSTVYRRWPSKGELIVDCLLDAFGPAPLTGSSRAELMTSTIRWVAAKIGEPGVGDAFAGV   

         K+TVYRRWPSKG LI+DCLLDAFGP PL G+ RAE+MT  IRW+A KI EPGVGDAFAGV 

 R.T.    KTTVYRRWPSKGALIIDCLLDAFGPVPLEGADRAEIMTGAIRWIAGKIAEPGVGDAFAGV   

 

 Orf1    FSDAVSDPALREILSTRLQDPYRLALQEALDEPENRVLFFIDVVVGVLLHRMGMTGEPMV   

         FSDAVSDP LR +LSTR QDPYR+A+Q+AL E E RVLF+IDVVVG LLHRMGMTG PMV 

 R.T.    FSDAVSDPELRTLLSTRFQDPYRIAVQDALGESEQRVLFYIDVVVGTLLHRMGMTGAPMV   

 

 Orf1    EADVDALVDMVLPHFTDG   

         E+DV+AL++M L +F  G 
 R.T.    ESDVEALIEMTLRYFGTG   

                     GXSXG                           H 

Sac           DGPFALFGHSMGALIAYETARRLAA-111aa-TRTFPGGHFYL 

Sfr           GVPVALFGHSMGAVVAYETARRLAA-113aa-LRVFPGGHFYL 

ScoT          DRPHAFFGHSMGALLAYELARELAA-113aa-LRVLPGGHFYL 

Amy           DRPLALFGHSMGAIIGYELALRMAA-113aa-LRVLPGGHFFL 

Orf2          DPERTAVFGESCGALISALAALRAA-121aa-TEHAEAPHAFL            
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identidad del 53%, o la de Streptomyces nodosus (EMBL AAK73514), con la que tiene una 

identidad del 50%.  

De dicha comparación se puede deducir la presencia de dominios catalíticos KS, AT, KR, 

DH y ACP. El extremo N-terminal de esta proteína presenta los dominios funcionales AT y 

ACP, arquitectura que sugiere que pueda tratarse del módulo de “carga” de la ruta biosintética 

que en este caso iría seguido de dos módulos de elongación. 

El dominio AT presente en el posible módulo de “carga” exhibe una identidad máxima del 

47% con el dominio AT de la proteína NysB de Streptomyces noursei (EMBL AAF71775). Este 

dominio AT presenta el motivo conservado GSSAG alrededor del residuo serina del centro 

activo (Anexo I), a diferencia de los dominios AT presentes en las PKS de arranque de otros 

macrólidos polienos caracterizados, como nistatina (Brautaset et al., 2000), pimaricina (Aparicio 

et al., 1999; Aparicio et al., 2000), anfotericina B (Caffrey et al., 2001) o candicidina (Campelo y 

Gil, 2002), donde el motivo conservado es GHSXG (Figura 39). 

 

 

 

 

 

Fig. 39. Alineamiento de los dominios AT de FlvA y otras proteínas de la base de datos que 

intervienen en las rutas de biosíntesis de diferentes antibióticos como pimaricina (PimS2), FR-008 (FscD), 

eritromicina (EryAIII), nistatina (NysB) y anfotericina (AmphB). 

La secuencia de aminoácidos que antecede a dicho centro activo, 

RPDVGQPALWAMMVSLAALW-11aa-GSS, sugiere que la unidad iniciadora en el proceso de 

biosíntesis del macrólido oxopentaeno flavofungina I sea un derivado del propionato o 

metilmalonil-CoA. En base a la estructura química del oxopentaeno se postula que dicha 

unidad iniciadora sea metilpropionil-CoA o isobutiril-CoA. 

El dominio ACP del posible módulo de “carga” de la proteína FlvA presenta un grado de 

identidad máximo del 61% con la proteína PimS2 de Streptomyces natalensis (EMBL 

CAC20921), y en él se observa el motivo conservado característico de los dominios ACP 

(LGVDSA) (Anexo I ). 

Los dos posibles módulos de elongación que siguen al hipotético módulo de “carga” se 

organizan según se muestra en la figura 40. Ambos presentan un porcentaje de identidad con 

las proteínas NysJ de Streptomyces noursei (EMBL AAF71767) y AmphC de Streptomyces 

nodosus (EMBL AAK73514) del 53% y 52% respectivamente. 

 

 

 

 

 

 

VVGHSQGEIAAAAVAGALSLEDAARVVALRSQAIARGLAGTGGMLSVPLPAADVEQRLAA 

VIGHSQGEIAAAVVSGALTLDDGARVVALRSQAIRRVLAGAGGMMSVQVSAAEAEQYLTP 

VVGHSQGEIAAAHVAGALTLEDAAKLVAVRSRVLRR-LGGQGGMASFGLGTEQAAERIGR 

VVGHSQGEIAAACVAGALSLADAARVVALRSQALPQ-LSGRGGMMSVSAPVERVTALLAP 
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Fig. 40. Estructura modular de la proteína deducida FlvA, en la que se muestra el módulo de 

“carga” (módulo 0) seguido de dos módulos de elongación (módulos 1 y 2). Con flechas se señala el 

fragmento empleado para realizar la disrupción génica (pLM31). 

 

Todos los dominios catalíticos identificados muestran los motivos conservados 

característicos (Anexo I). 

Así, los dominios catalíticos KS presentan el motivo conservado GPAVTVDTACSSS, 

alrededor del residuo cisteína y contienen los residuos invariables histidina (H) 135 y 175 

aminoácidos en dirección C-terminal de dicho residuo cisteína, como sucede con los dominios 

KS descritos para la PKS de pimaricina (Aparicio et al., 1996; Aparicio et al., 1999).  

Los dominios AT de ambos módulos de elongación presentan el motivo conservado 

GHSXG alrededor del residuo serina y en los dos casos la secuencia de aminoácidos que 

determina la unidad de elongación incorporada se corresponde con la que incorpora 

metilmalonil-CoA o propionato (ATp). 

Los módulos de elongación de la proteína FlvA se diferencian en los dominios catalíticos 

implicados en el grado de reducción de la cadena policetónica. Mientras que para el módulo de 

elongación 1 sólo aparece el dominio catalítico KR, para el módulo de elongación 2 también se 

observa la presencia de un dominio DH. 

El dominio KR del primer módulo de elongación presenta el motivo conservado 

GTGAIGGHVA y el dominio KR del segundo módulo presenta el motivo GLGTLGAIVA, siendo 

la secuencia consenso para estos dominios funcionales GXGXXGXXXA. 

El dominio funcional DH presenta el motivo conservado característico HGVGGRVLFP. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Algunos de los motivos conservados presentes en la proteína FlvA se encuentran 

reflejados en la figura 42. 

 

 

 

Módulo 2

FlvB

Módulo 1

ATp    ACP      KS    ATp   KR  ACP     KS     ATp   DH   KR  ACP

Módulo 0 Módulo 2Módulo 2

FlvB

Módulo 1

ATp    ACP      KS    ATp   KR  ACP     KS     ATp   DH   KR  ACP

Módulo 0

FlvB

Módulo 1

ATp    ACP      KS    ATp   KR  ACP     KS     ATp   DH   KR  ACP

Módulo 0

FlvA 

                        HXXXGXXXXP 

  FlvA2  FTGRLSTRTHPWLADHGVGGRVLFPGTGFLDLALHAASHCGLDTVDELTLQAPMALPERG   

  AmphC  FTGRLSLQSHPWLADHAVHGTVLLPGTALLDLAFRAGDEVGCDRVEELTLAAPLVLPERG   

  NysC   -----SVRTHPWLADHGVQGRALLPGTAFVELAVRAGDEAGCDRVEELTLAAPLVLPERG   

  PimS3  LTGRLSLQTHPWLTDHAIGGNVFFPGTGFLELAMHAADQAGCDRVEDLVLMTPLVLAEEN  
 

  Fig. 41.  Alineamiento de la secuencia consenso del dominio DH de la proteína deducida FlvA junto 

con otros dominios DH de las proteínas AmphC de anfotericina (S. nodosus), NysC de nistatina (S. 

noursei) y PimS3 de pimaricina (S. natalensis).  
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ORF4: codifica una proteína de 4736 aa a la que se le ha dado el nombre de FlvB y cuyo 

peso molecular es de 479 kDa aproximadamente. La comparación de su secuencia de 

aminoácidos con otras proteínas de las bases de datos manifiesta su alta homología con PKSs 

Tipo I. Así, aparece un grado de identidad del 56% con la PKS Tipo I de Streptomyces 

aizunensis (EMBL AAX98186) y del 52% con la proteína PimS2 de Streptomyces natalensis 

(EMBL CAC20921) o con la proteína AmphI de Streptomyces nodosus (EMBL AAK73501). 

 

ORF5: codifica una proteína denominada FlvC. La comparación de esta proteína con 

proteínas de las bases de datos revela un grado de identidad del 57% con la PKS Tipo I de 

Streptomyces aizunensis (EMBL AAX98184 y AAX98189).  

 

ORF6: codifica una proteína a la que se ha denominado FlvD. Dicha proteína está 

incompleta y se ha secuenciado únicamente en su extremo N-terminal, localizando en dicho 

extremo un módulo de elongación de la cadena policetónica de flavofungina I en el que 

solamente se puede distinguir el dominio catalítico KS. 

 

La proteína FlvB esta constituida por 3 módulos de elongación secuenciados en su 

totalidad, mientras que la proteína FlvC se compone de al menos 4 módulos de condensación, 

de los cuales dos están secuenciados por completo. De todos los módulos de condensación 

que constituyen ambas proteínas se han podido distinguir sus dominios catalíticos, colocados 

en el orden preciso en el que van a ser utilizados durante la síntesis de la cadena policetónica y 

cuya disposición se muestra en la figura 43. 
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AT 

DH 

KR 

KR 

ACP 

Fig. 42. Secuencia de aminoácidos correspondiente a parte del segundo módulo de elongación 

de la proteína FlvA. En azul se marcan los residuos conservados para cada dominio. 
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Fig. 43. Estructuras modulares de las proteínas deducidas FlvB y FlvC. Cada módulo consta de 

un número variable de dominios catalíticos. Con flechas se señala el fragmento empleado para realizar la 

disrupción génica (pLM32). 

 

Debido al alto grado de conservación que presentan las secuencias de aminoácidos de 

estos dominios se ha procedido a un análisis conjunto de los mismos. 

 

Dominios KS: presentan la secuencia altamente conservada GPAVTVDTACSSSL y 

contienen el residuo invariable histidina alejado 135 y 175 aminoácidos en dirección C-terminal 

del residuo cisteína, al igual que ocurría con los dominios KS de la proteína FlvA y con los de 

los dominios KS de Pim03 y Pim04 de pimaricina (Aparicio et al., 1999).   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Dominios AT: presentan todos el motivo conservado GHSXG alrededor del residuo 

serina. Dichos dominios se pueden englobar en dos grupos, por un lado los que incorporan 

metilmalonil-CoA (propionato) (Marsden et al., 1994) y los que incorporan malonil-CoA 

(acetato) (Haydock et al., 1995). 

Así los dominios AT que incorporan metilmalonil-CoA (propionato) (ATp) presentan la 

secuencia consenso RVDVV-------M-S-A—W-11aa-GHSXG, mientras que aquellos dominios 

AT que incorporan malonil-CoA (acetato) (ATa) presentan la secuencia consenso ETGYA-------

Q-A-FGLL-11aa-GHSXG.   

 

                           GPXXXXXTACS S 

 FlvB3 NGSAGSIASGRIAYT LGLVGPAVTVDTACS SSLVALHLAMVALRR EECSLALAGGATFMA 

 FlvB4 TGSAASVISGFGRLS YTLEGPAVTVDTACS SSLVALHLAVQALQK GECELALAGGVTVMS 

 FlvC6 TGISASVISGRLSYT FGLEGPAVTVDTACS SSLVALHLAAQALHK GECDMALVGGVTVMS 

 FlvC8 TGSAASVISGRLSYT FGLEGPAVTVDTACS SSLVALHLAGQALNK GECELALVGGVTVMS 

 FlvC9 TGNAASVVSGRVAYA FGLEGPAVTVDTACS SSLVALHMAVQALRT GDCSMALAGGVTVMS 

 FlvD  TGNAASVVSGRISYV LGLEGPALTIDTACS SSLVALHLAVHALRH RECGLALAGGVTVMS 

 FscE  TGLAASVVSGRLAYT FGLEGPAVTVDTACS SSLVALHWAMQALRA GECDLAVAGGITMMS 

 NysJ  TGLAASVISGRLAYA FGFEGPAVTVDTACS SSLVALHWAVQALRA GECSLALAGGVTVMT 

 

  Fig. 44. Alineamiento de las secuencias conservadas de los dominios catalíticos KS de las 

proteínas deducidas a partir de la ORF4 (FlvB), ORF5 (FlvC) y ORF6 (FlvD) junto con los dominios KS de 

las proteínas FscE de S. sp. FR-008 y NysJ de S. noursei. En azul se señala el residuo cisteína del centro 

activo. 
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Dominios KR: en todos los casos aparece el motivo conservado de unión al NADP(H) 

GXGXXGXXXA, salvo para el dominio KR del módulo 8 de la proteína FlvC cuyo motivo 

conservado es GXXGXXGXXXA.  

 

 

 

 

 

Fig. 46. Alineamiento de las secuencias consenso características de los dominios KR presentes 

en las proteínas deducidas FlvB y FlvC de S. sp. CO-AC25 y la proteína Pim03 de pimaricina (S. 

natalensis). 

 

Dominios DH: la comparación de las secuencias de aminoácidos presentes en la 

proteína FlvC inmediatamente anteriores a los dominios KR con la de otras proteínas de las 

bases de datos, revelaron la existencia de dominios DH en los cuales no se ha localizado la 

existencia de motivo conservado alguno. Estos dominios catalíticos podrían ser necesarios 

teniendo en cuenta la estructura química de la flavofungina I y su mecanismo biosintético.  

 

Dominios ACP: en todos ellos se encuentra el motivo conservado LGXDSLXXVE, 

alrededor del residuo serina.  

 

 

 

 

 

 

 

 

                                          GHSXG 

FlvC6  MERLDVVQPALFAVM VSLAATWQSWGVEPS AVLGHSQGEIAAACV AGALPLKDAARLVVL  

FlvD   LERVDVVQPALFSVM VSLAALWRSYGVEPD AVVGHSQGEIAAAYV AGALSLADAAKIVAQ 

NysB   LERVDVVQPALFAMM VGLSALWRSHGVVPA AVVGHSQGEIAAACV AGALSLADAARVVAL     

FscB   LERVDVVQPVLWAVM VSLAEVWRAQGVEPG AVIGHSQGEIAAAVV AGGLSLEDGARVVAL 

FlvB3  LDRTEYAQPALFAVE VALYRLWESWGLKPD ALAGHSIGELTAAHV AGVFSLADACAIVAA 

FlvB4  LNETGVTQPALFAVE VALFRLLESWGVRPD VLAGHSIGELAAAHV AGVWSLADAAKVVAA 

FlvB5  LNETGVTQPALFAVE VALFRLLESLGVRAD VLAGHSIGELAAAHV AGVWSLADAAKVVAA 

FlvC8  LNETGVTQPALFAVE VALFRLLESWGVRPD MLAGHSIGELAAAHV SGVWSLPDAAKIVAA 

FlvC9  LNETGVTQPALFAVE VALFRLLESWGVRPD MLAGHSIGELAAAHV SGVWSLPDAVKVVSA 

       

Fig. 45. Alineamiento de las secuencias altamente conservadas de los dominios AT presentes en 

las ORF4 (FlvB), ORF5 (FlvC) y ORF6 (FlvD) de S. sp. CO-AC25 junto con las AT de nistatina (NysB) de 

S. noursei y de FR-008 (FscB) de S. sp FR-008. En azul se señala el residuo serina del centro activo y en 

verde la secuencia consenso de aminoácidos que determina la incorporación de acetato o propionato por 

parte de la AT. 

 

                                        LGXDSLXXVE   

 FlvB3 RQLTELVRYEAAAVL GHASGDAFSATRAFR DLGFDSLTAVELRAR LSEATGVALPAAVVF 

 FlvB4 RQLTELVRYEAAAVL GHVSGDAFSATRAFR DLGFDSLTAVELRAR LSDATGLALPATLVF 

 FlvB5 RTLVHLVRSHTAAVL GFAGPEAVEAERAFK ELGFDSLTGVELRNR LDAEVGTRLPATLVF    

 FlvC7 KALLDLVLGHVAVVL GHSSAGAIAPDRAFK DLGFDSLSSVELRNH LGAATELALPATLVF     

 FlvC8 KALLDLVLEHVAVVL GHGSAGAIVPDRAFK ELGFDSLTAVELRNR LGAATELRLSATLVF          

 FlvC9 RVVLDLVREQVAAVL GYDSSTQVEPGRAFK DLGFDSLTAVEFRNV FNSATGLSLPSTLVF 

 FscC  EVLLDLVRGQIAVVL GHSGAQTVNPHRAFQ DLGFDSLTAVELRNR LGKVTGLRLPATVVF     

 AmphC DALLTLVREQAALVL GHSGGGGIDPSRAFR DLGFDSLTAVELRNR LGAATGVRLSATAVF    

 

   Fig. 47. Alineamiento de las secuencias consenso de los dominios ACP de las proteínas FlvB, 

FlvC de S. sp. CO-AC25 y los dominios ACP de las proteínas FscC de S. sp. FR-008 y AmphC de S. 

nodosus. En azul se marca el residuo serina. 

                        GXGXXGXXXA 

        FlvB5 TADSTVLITGGLGVLGGLTARHLVTRHGVG 

        FlvB3 SPRGTVLVTGGTGALGGHVARWVAAH-GAE  

        FlvB4 TPRGTVLVTGGTGALGGHVARWLAA----- 

        FlvC6 SPRGTVLVTGGTGALGAHVARWLVAK-GAE 

        pim03 ---GTVLITGGTGGLGRSVARHLVSEHGVR 
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3.6. ANÁLISIS TRANSCRIPCIONAL DE LOS GENES flvA Y flvB 

 

Con objeto de iniciar el estudio de la transcripción de los genes clonados del cluster de 

flavofungina I, se procedió a realizar ensayos de protección frente a endonucleasa S1 

(Materiales y Métodos, apartado 2.15). 

 

Análisis transcripcional del gen flvA 

Para llevar a cabo dicho estudio, se extrajo el ARN de la cepa productora a diferentes 

tiempos (24 h, 30 h, 48 h, 54 h y 96 h) y con ellos se realizaron los ensayos de protección 

frente a endonucleasa S1 de alta resolución.  

La sonda utilizada se generó mediante una reacción de amplificación con los oligos 

diseñados FlvA-I y FlvA-II y el plásmido pF1 como molde. El oligonucleótido FlvA-I tiene una 

longitud de 21 pb y se encuentra entre las posiciones 3624 y 3644 (secuencia Anexo I) y el 

oligonucleótido FlvA-II también tiene una longitud de 21 pb y se sitúa entre las posiciones 3950-

3930 (secuencia Anexo I), éste último se marcó con [γ32P]dATP en su extremo 5´. El plásmido 

pF1 se trata de un fragmento BamHI del cromosoma del productor clonado en el pIJ2925 

(nucleótidos 1815-3957 del Anexo I) (Figura 48). 

El fragmento de PCR obtenido tiene un tamaño de 327 pb y solapa con el extremo 5´ del 

gen flvA.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 48. Esquema de la sonda generada al amplificar con los oligos FlvA-I y FlvA-II sobre el 

plásmido pF1. En negro se representa la sonda utilizada para el ensayo de protección con endonucleasa 

S1. 

 

El ensayo de S1 mostró un fragmento protegido de 175 pb, 152 pb menor que la sonda, 

lo que permitió identificar un probable inicio de transcripción en la posición 3776 (A) o en la 

posición 3777(G), a 94 ó 93 pb del inicio de traducción del gen flvA (ATG).  

 

 

 

ORF1 ORF2 flvA

FlvA-IFlvA-III

BamHI BamHI

ORF1 ORF2 flvA

FlvA-IFlvA-III

BamHI BamHI
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Fig. 49. Determinación del origen de transcripción de flvA (1) Sonda; (2)→(6) Fragmentos 

protegidos obtenidos utilizando los ARNs de 24 h (2), 30 h (3), 48 h (4), 54 h (5) y 96 h (6). (7)  Reacción 

de secuencia de Maxam y Gilbert (1980) (8)  Control: sonda tratada con S1.         

 

 
            GTAAATTTCGTGAGCCCGGGCGCGCCGACTCGCGCCAACACGGCGCCAACGGGTATTCCTCGCGCGGGCGCGTTACGACACGTTGTCCGACACGCGGCAG 
          ---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 3700 

          CATTTAAAGCACTCGGGCCCGCGCGGCTGAGCGCGGTTGTGCCGCGGTTGCCCATAAGGAGCGCGCCCGCGCAATGCTGTGCAACAGGCTGTGCGCCGTC 

 

          ACTGGAAATAGCCGTCGACCGACCGGAAATATACGCCAGTTGACAATTTCTGGAGCGCTGGTCTTGACTTGCGCCAGTTGTCGGTGCGGTTTGGCTGAGA   

          ---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 3800 

          TGACCTTTATCGGCAGCTGGCTGGCCTTTATATGCGGTCAACTGTTAAAGACCTCGCGACCAGAACTGAACGCGGTCAACAGCCACGCCAAACCGACTCT    

 

          AGTGTGCGAGCCAATTCGGGCCAATGATGCGTGTGTTCATTAGCGGACGATTGACGAGGGCAGAGGCTGCCATGTGCGAATTGGCACGAGTGGACATCGG  

          ---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 3900 

          TCACACGCTCGGTTAAGCCCGGTTACTACGCACACAAGTAATCGCCTGCTAACTGCTCCCGTCTCCGACGGTACACGCTTAACCGTGCTCACCTGTAGCC 

                                                                                 M  C  E  L  A  R  V  D  I  G   

 

          CACTGTCGCCGTCATCGGAGTCGCGCCTGCGGCACCGGTGCGGACCGAGCCGGATCCCGGAGTTTGGGCCGAACTGACCGGTGTGACACCGCCGGCGGAC 

          ---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 4000 

          GTGACAGCGGCAGTAGCCTCAGCGCGGACGCCGTGGCCACGCCTGGCTCGGCCTAGGGCCTCAAACCCGGCTTGACTGGCCACACTGTGGCGGCCGCCTG 

           T  V  A  V  I  G  V  A  P  A  A  P  V  R  T  E  P  D  P  G  V  W  A  E  L  T  G  V  T  P  P  A  D    

 

 

 

 

 

En paralelo al análisis transcripcional del gen flvA, se realizó una curva de producción de 

flavofungina I en medio sólido R5, con el fin de poder correlacionar los niveles de expresión del 

gen con los niveles de producción del macrólido oxopentaeno (Figura 51). Se aprecia un 

desfase entre la expresión y la producción de metabolitos. 
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Fig. 50. Secuencia de nucleótidos solapante con el extremo 5´ del gen flvA. Se muestran los 

oligonucleótidos FlvA-I y FlvA-II; el probable RBS del gen flvA; y el inicio de traducción (ATG) y 

transcripción (A ó G) de dicho gen.  
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Fig. 51. A. Expresión temporal del gen flvA. B. Curva de producción del macrólido oxopentaeno 

flavofungina I producido por Streptomyces sp. CO-AC25 en medio sólido R5.  

 

Análisis transcripcional del gen flvB 

El gen flvB está codificado corriente abajo del gen flvA. Con el fin de determinar si se 

transcribe como un policistrón, se realizó un ensayo de protección a endonucleasa S1 de baja 

resolución. 

Como sonda para este ensayo se utilizó un fragmento amplificado de PCR a partir de los 

oligonucleótidos diseñados FlvB-I y FlvB-II y el plásmido pG41 como ADN molde (fragmento 

PstI del cromosoma en el plásmido pIJ2925).  El fragmento amplificado se clonó en el sitio de 

restricción HincII del vector pUC18 y a la construcción resultante se la denominó pUC-FlvB.  

Para usarlo como sonda en el ensayo de protección con endonucleasa S1 se rescató como 

EcoRI/NdeI. Dicha sonda posee el extremo 3´ terminal del gen flvA (32 pb), la región 

intergénica flvA-flvB (215 pb), el extremo 5´ del gen flvB (84 pb) y un fragmento de ADN 

heterólogo, fragmento NdeI-HincII (213 pb) del plásmido pUC18, que servirá de control de la 

digestión de la endonucleasa S1 (Figura 52). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 52. Esquema de la sonda generada al amplificar con los oligonucleótidos FlvB-I y FlvB-II 

sobre el plásmido pG41 y posterior clonaje en el pUC18. En color negro se representa el fragmento 

amplificado y en color blanco el fragmento heterólogo NdeI/HincII. 
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La sonda se marcó con [α32P]dGTP (Materiales y Métodos, apartado 2.12) y permitió 

identificar un fragmento protegido de tamaño similar al amplificado por PCR pero inferior a la 

sonda utilizada. Ello sugiere que el gen flvB forma parte de un policistrón junto a flvA (Figura 

53). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.7. GENERACIÓN DE UN MÓDULO DE “CARGA” HÍBRIDO EN LA PROTEÍNA FlvA 

 

Con el objeto de producir nuevas moléculas recombinantes se llevó a cabo una 

sustitución del dominio catalítico aciltransferasa (AT) del módulo de “carga” de FlvA por un 

dominio AT heterólogo.  

Para esta sustitución se eligió el dominio AT del módulo de “carga” de la PKS implicada 

en la biosíntesis de los macrólidos tetraenos rimocidina y CE-108, ambos producidos por 

Streptomyces diastaticus var. 108 (Seco et al., 2004) (RimA). El módulo AT de RimA es flexible 

en el reconocimiento de sustrato, por lo que la proteína RimA es capaz de incorporar 

indistintamente acetil-CoA o butiril-CoA originando bien CE-108 o bien rimocidina. Los cambios 

esperados en la estructura química de flavofungina I (Figura 54.A) como resultado de dicha 

sustitución tendrían lugar a nivel de la cadena lateral del C-31, convirtiéndose ésta en una 

cadena lateral metilo (Figura 54.B) o propilo (Figura 54.C) en caso de ser incorporadas acetil-

CoA o butiril-CoA respectivamente como unidades iniciadoras.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A          B                      
C 

         Fig. 53. Análisis transcripcional del gen flvB. A. Sonda empleada en el ensayo de protección frente 

a endonucleasa S1. B. Fragmento de PCR amplificado. C. Fragmento protegido, de tamaño similar al 

fragmento de PCR amplificado. 

Fig.54. A. Estructura química de flavofungina I. B, C. Estructuras químicas resultantes de la 

sustitución del dominio AT nativo por el de la proteína RimA.  
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La sustitución del dominio catalítico AT nativo por el dominio catalítico AT heterólogo se 

realizó utilizando la conjugación como sistema para generar “in vivo” una PKS híbrida que 

previamente ha sido modificada “in vitro”. Para ello se realizó una construcción sobre un 

plásmido conjugativo y suicida al que se denominó pME, donde el dominio catalítico AT del 

módulo de “carga” de la proteína FlvA estaba sustituido por el del cluster de biosíntesis de 

rimocidina y CE-108, y que por doble recombinación, se integró en el  cromosoma de S. sp. 

CO-AC25 originando los cambios esperados (Figura 55).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 55. Esquema de la recombinación homóloga ocurrida entre el plásmido pME y el cromosoma 

de S. sp. CO-AC25. 

 

Construcción del gen flvA híbrido (flvA*) 

Para la obtención de dicho gen fue necesario realizar varias construcciones: 

 

- Generación del plásmido p11J: plásmido resultante del clonaje del fragmento EcoRI 

del fago recombinante EMBL4/11J de aproximadamente 14 kb proveniente en el vector 

pIJ2925. Dicho fragmento contiene la secuencia codificante del gen orf1, que codifica una 

esterasa y la casi totalidad del gen flvA (nucleótidos 794-14940, Anexo I) (Figura 56). 
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Fig. 56. Esquema de la construcción del plásmido p11J. En rojo se señalan los sitios de restricción 

EcoRI pertenecientes al fago usados para el clonaje. La flecha señala el dominio AT objeto de la 

sustitución. 

 

- Obtención del dominio AT de RimA, plásmido pAT: para su construcción se 

diseñaron dos oligonucleótidos, AT-I y AT-II de 24 pb cada uno, con objeto de amplificar por 

PCR el dominio AT del gen rimA utilizando como molde el plásmido pSM500 (portador del 

fragmento SalI-SacI de 1.3 kb interno al gen rimA) (Seco et al., 2004). El oligonucleótido AT-I 

se localizaba a 165 pb corriente arriba del centro activo GHS del dominio catalítico AT, y en su 

extremo 5´ terminal se generó un sitio PstI. El oligonucleótido AT-II, se encontraba 592 pb 

corriente abajo del centro activo GHS del dominio catalítico AT, y en su extremo 3´ terminal se 

generó un sitio SacI (Figura 57). 
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Fig. 57. Secuencia de nucleótidos del dominio AT de la proteína RimA. En color verde se marcan 

los oligonucleótidos AT-I y AT-II y en rojo los sitios PstI y SacI generados. En azul se señala el centro 

activo GHS del dominio AT. 

  

 

 

 

CAGCACCCCGGCATGGGGCGCGGGGCGGCCGAGGCGTTCCCCGTGTTCGGGGAGGCGCTGCGCGAGGTGTGCGACACCCTCGACCCGCTGCTGGCACGTCCGCTGACCTCGGTGATGTGGGCGGACGCCGACTCCGAGGAGGCGACGCTG 
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Como resultado de la amplificación se obtuvo un fragmento de aproximadamente 750 pb 

portador del dominio catalítico AT correspondiente al RimA flanqueado por los sitios de 

restricción PstI (corriente arriba) y SacI (corriente abajo) generados en la amplificación y que 

facilitarían posteriores clonajes a la hora de generar “in vitro” la PKS híbrida. El fragmento 

amplificado fue romado mediante la actividad enzimática del fragmento Klenow de la ADN 

polimerasa y, a continuación, se clonó en el vector pUC18 en el sitio de restricción HincII; así 

se obtuvo el plásmido pAT (Figura 58). 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 58. Esquema de la construcción del plásmido pAT. Se señalan los sitios de restricción 

diseñados PstI y SacI.  

 

- Generación del plásmido pASAT: a partir de los clones p11J y pAT se obtuvo el 

plásmido pASAT. El plásmido p11J fue digerido con las enzimas BamHI-SmaI proporcionando 

un fragmento de 2,5 kb que contiene el dominio catalítico ACP del módulo de “carga” de FlvA y 

los dominios KS y AT del primer módulo de elongación de la PKS de flavofungina I (nucleótidos 

8154-5563, Anexo I). A su vez, el plásmido pAT fue digerido con las enzimas de restricción 

Ecl136II (que reconoce la secuencia SacI liberando extremos romos) y PstI, liberando el 

fragmento amplificado de PCR que contiene el dominio AT del módulo de arranque RimA. 

Ambos fragmentos se clonaron en el vector pUC18 en los sitios de restricción BamHI-PstI 

originando el plásmido pASAT (Figura 59). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Fig. 59. Esquema de la construcción del plásmido pASAT a partir de las construcciones p11J y 

pAT. 
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- Obtención del plásmido pME: finalmente, una vez obtenido el plásmido pASAT se 

digirió con PstI y junto con el fragmento EcoRI-PstI de aproximadamente 4 kb del clon p11J 

que codifica los genes orf1 y el extremo 5´ terminal del gen flvA (nucleótidos 794-4754, Anexo 

I) ambos fragmentos se clonaron en el vector conjugativo y suicida pOJ260 en los sitios de 

restricción EcoRI-PstI, así se obtuvo el plásmido pME (Figura 60), que contiene la secuencia de 

ADN codificante de la proteína híbrida FlvA* truncada en su extremo carboxilo terminal. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 60. Esquema de la construcción del plásmido pME, utilizado para llevar a cabo la conjugación 

bacteriana entre E. coli y S. sp. CO-AC25 y producir la sustitución del dominio AT de FlvA por el dominio 

AT de RimA. 

 

La construcción resultante fue secuenciada con el fin de comprobar que no existía ningún 

cambio en el marco de lectura de la proteína híbrida generada, conservándose así una ORF 

intacta. En la figura 61 se muestra un alineamiento de la secuencia de aminoácidos en las 

regiones de unión entre RimA, FlvA y FlvA*.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 61. Alineamiento de la secuencia de aminoácidos de las proteínas RimA, FlvA y la proteína 

híbrida FlvA*. En rojo se marcan los aminoácidos codificados por los sitios PstI y SmaI así como el motivo 

conservado de cada dominio AT. 

N-terminal 

RimA       RGAAEAFP VFGEALREVC DTLDPLLARP LTSVMWADAD SEEATLLHNA EFSQPSLFAL QVALYRLYES WGMAPDRLAGHS   

FlvA*      MADELMDR FPVFAELQVC DTLDPLLARP LTSVMWADAD SEEATLLHNA EFSQPSLFAL QVALYRLYES WGMAPDRLAGHS 

FlvA       PGMADELM DRFPVFAELQ ACADALTPHV DWPVMDVLRG RTDTPSLDRP DVGQPALWAM MVSLAALWRS WGVVPDAVIGSS  

 

 

C-terminal 

RimA       ARDPEHWVRH VRQPVRFKDA IGRLREERVT GFLELGAEPL LTPMIDECLE AAGPQHGTAV VPSLSSGVPD RQILLSAAAR  

FlvA*      ARDPEHWVRH VRQPVRFKDA IGRLREERVT GFLELGAEPL LTPMIDECLE AAGPQHGTAV RGSADHLTAA LAVLHAHGVL  

FlvA       HWCRNLRHTA DFESATRAAL AAGHRLLVES SPHPVLTRAV QETAEDAAVD AVVLGTLRRG PGSADHLTAA LAVLHAHGVL  
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En la siguiente tabla se muestra un resumen de todas las construcciones realizadas: 

 

Plásmido Descripción / Uso 
 
p11J 

 
Plásmido de E. coli derivado del vector pIJ2925, que contiene un fragmento 

EcoRI de 14 kb proveniente del fago EMBL4/11J.  

 
pAT 

 
Plásmido de E. coli derivado del vector pUC18, que contiene el fragmento 

amplificado a partir del plásmido pSM500 con los oligonucleótidos AT-I y 

AT-II. Contiene el dominio AT de la proteína RimA flanqueado por los sitios 

de restricción SacI y PstI. 

 

pASAT 

 

Plásmido de E. coli. Contiene el fragmento de 2,5 kb BamHI/SmaI del 

plásmido p11J (dominios ACP del módulo de arranque de la proteína FlvA y 

los dominios KS y AT del primer módulo de elongación de la proteína FlvA) 

junto con el fragmento Ecl136II /PstI del plásmido pAT (dominio AT de la 

proteína RimA) clonados en el vector pUC18, digerido con BamHI/PstI. 

 
pME 

 
Plásmido de E. coli derivado del vector conjugativo y suicida pOJ260, que 

contiene el fragmento PstI de 2,9 kb del plásmido pASAT junto al fragmento 

de 4 kb EcoRI/PstI del plásmido p11J (dicho fragmento alberga el gen orf1 y 

el extremo 5´ terminal del gen flvA) clonados en los sitios de restricción 

EcoRI/PstI. 

 

Tabla 14. Construcciones realizadas para llegar a obtener el plásmido pME. 

 

Generación de FlvA* completa mediante recombinación “in vivo” 

Obtenida la proteína FlvA* híbrida, el paso siguiente debía ser el intercambio del 

fragmento nativo de FlvA por el fragmento recombinante, para lo cual se decidió utilizar como 

estrategia la recombinación “in vivo” (Figura 62). 

Mediante conjugación y por recombinación homóloga simple, el plásmido pME se integra 

dentro del cromosoma con dos alternativas posibles: bien por el extremo 5´ terminal del 

plásmido pME, en cuyo caso la proteína que se genera es idéntica a la proteína FlvA de la 

cepa silvestre (Figura 62(A)); o bien por el extremo 3´ terminal del plásmido pME, en cuyo caso 

la proteína que se generaría sería la proteína híbrida esperada, que contiene el dominio 

heterólogo AT (Figura 62(B)). 
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Fig. 62. Esquema de la recombinación homóloga que tiene lugar entre el plásmido pME y el 

cromosoma de Streptomyces sp. CO-AC25.  

 

Se aisló un exconjungante resistente a apramicina al que se dio el nombre de 

Streptomyces sp. CO-AC25::pME y se realizó un Southern Blot con el mismo (Materiales y 

Métodos, apartado 2.11) con el fin de ver dónde había tenido lugar la recombinación homóloga. 

Como sonda se utilizó el plásmido pME marcado radiactivamente con [α32P]dCTP (Materiales y 

Métodos, apartado 2.11 y 2.12) (Figura 64). Los resultados obtenidos evidenciaron que la 

recombinación homóloga había tenido lugar por el extremo 3´ terminal del plásmido pME 

homólogo a la PKS de flavofungina I y que lo que se originó fue el gen que codificaba la 

proteína recombinante deseada.  
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Evaluación de la actividad biológica  

Una vez confirmada la obtención del gen híbrido flvA* se procedió a su análisis funcional.  

Para ello se extrajo con MetOH una placa de R5 sólido donde se había crecido durante 

5-6 días la cepa S. sp. CO-AC25::pME. El extracto se analizó por HPLC y los resultados 

pusieron de manifiesto que el exconjugante no producía ningún tipo de compuesto detectable 

en el rango del UV-visible, ni siquiera el macrólido oxopentaeno flavofungina I.  

Se barajó la posibilidad de que este resultado se debiese a un efecto polar ejercido por la 

presencia del plásmido pOJ260 (presente en el plásmido pME) integrado en el cromosoma de 

S. sp. CO-AC25. Para evitar dicho efecto se procedió a seleccionar la doble recombinación con 

el exconjugante obtenido, de manera que se eliminara el plásmido insertado en el cromosoma. 

La doble recombinación tuvo lugar tras varios pases del recombinante sencillo en medio sólido 

sin selección con el fin de facilitar la pérdida del plásmido en el doble recombinante. Se 

seleccionaron varios exconjugantes que habían perdido la resistencia a apramicina.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 63. A. Exconjugante S. sp. CO-AC25::pME originado de la doble recombinación. 

 B. Proteína recombinante generada. En rojo se señala el dominio AT heterólogo. 

 

Los ADNs cromosómicos de los exconjugantes obtenidos se analizaron por Southern 

Blot utilizando el plásmido pME como sonda; así se comprobó que en todos los casos se 

obtenían las estructuras cromosómicas previstas. En el caso del exconjugante obtenido 

mediante recombinación sencilla, aparecen unas bandas adicionales, ausentes en el doble 

recombinante y en la cepa silvestre, que se corresponden con la presencia del plásmido 

pOJ260 integrado en el cromosoma (Figura 64). 
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Fig. 64. Southern Blot que confirma la estructura cromosómica prevista en la sustitución del 

dominio AT de FlvA.  

 

De igual modo que para el recombinante sencillo, se procedió a evaluar la producción del 

doble recombinante mediante análisis por HPLC y, al igual que ocurría en ese caso, no se 

detectó producción alguna (Figura 65). 

 

 

   

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Fig. 65. Cromatogramas de producción de los exconjugantes S. sp. CO-AC25::pME y S. sp.  

CO-AC25 silvestre. 
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3.8. FUNCIONES DEDUCIDAS DE LAS REGIONES ABIERTAS DE LECTURA DE LA PKS 

DEL COMPUESTO BACTERICIDA 

 

Según los datos de disrupción, la región del cromosoma aislada en los fagos 

recombinantes EMBL4/P1 y EMBL4/ABC a partir de la genoteca de Streptomyces sp. CO-

AC25 se encuentra implicada en la biosíntesis del compuesto bactericida. Con el fin de poder 

conocer la naturaleza de este compuesto, se procedió a la caracterización parcial de los genes 

implicados en su formación.  

Una región, de aproximadamente 24 kb, fue subclonada y parcialmente caracterizada, 

encontrando en ella, por el momento, tres regiones abiertas de lectura. De los tres genes que 

se deducen, dos se transcriben en la misma dirección mientras que el tercero se transcribe en 

dirección contraria (Figura 66). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Fig 66. A. Disposición de los fagos recombinantes EMBL4/P1 y EMBL4/ABC. B. Genes deducidos 

de la región clonada. 

 

Las tres regiones abiertas de lectura, ORF7, ORF8 y ORF9, fueron analizadas por 

separado: 

ORF7: se trata de una región abierta de lectura incompleta de aproximadamente 13 kb 

parcialmente subclonada y caracterizada a partir de la región codificante para el extremo N-

terminal. Comienza con un codón de inicio GTG (valina) precedido de un probable sitio de 

unión al ribosoma (RBS) AGGAA 15 nucleótidos corriente arriba de  dicho codón.  

ORF8: región abierta de lectura que comienza en un codón de inicio GTG, 510 pb 

corriente abajo del inicio de la ORF7 y que está precedido por el probable RBS GAGAA 4 

nucleótidos corriente arriba de su inicio. Se trata de un gen de 947 pb cuyo contenido en G+C 

es del 69,6% y que termina en un codón de parada TGA (Anexo III). 

ORF9: comienza con un codón de inicio ATG (metionina) que solapa con el codón de 

terminación TGA de la ORF8. Es un gen de 797 pb con un contenido en G+C del 65,6% que 

termina en el codón de terminación TGA (Anexo III). 
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3.9. CARACTERIZACIÓN DE LAS REGIONES ABIERTAS DE LECTURA DE LA PKS DEL 

COMPUESTO BACTERICIDA 

 

La comparación de la secuencia de aminoácidos deducida de cada una de las regiones 

abiertas de lectura con proteínas de la base de datos, permitió asignar una posible función para 

cada una de ellas, que se muestra en la  siguiente tabla: 

 

ORF Polipéptido Codón de inicio / Codón de paro RBS Función propuesta 

 
ORF7 

 
Orf7 

 
GTG/XXX 

 
AGGAA 

 
PKS Tipo I 

 
ORF8 

 
Orf8 

 
GTG/TGA 

 
GAGAA 

 
ABC-transportador 
(union a ATP) 

 
ORF9 

 
Orf9 

 
ATG/TGA 

  
ABC-transportador 
(transmembrana) 

 

Tabla 15. Funciones deducidas a partir de la ORF7, ORF8 y ORF9. 

 

ORF7: esta región abierta de lectura codifica una proteína que presenta un alto grado de 

similitud con PKSs Tipo I. En ella se deduce la presencia de cuatro posibles módulos 

constituyendo la PKS, cada uno de los cuales presenta diferentes dominios catalíticos.  

Del análisis de la proteína Orf7 se deduce un posible inicio de la PKS con un módulo en 

el que únicamente aparece un dominio catalítico ACP asociado a tres módulos de elongación 

que no están secuenciados en su totalidad y en los que se han podido distinguir diferentes 

dominios catalíticos colocados en el orden preciso en el que van a ser utilizados.  

Así, en el módulo de elongación 1 se han identificado los dominios KS, AT y KR; en el 

módulo 2, se han identificado los dominios catalíticos KS, KR y ACP y en el último módulo de 

elongación caracterizado se han localizado los dominios KS y AT (Figura 67). 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 67. Estructura modular de la proteína deducida Orf7, en la que se muestra el posible módulo 

de “carga” (módulo 0) asociado a tres módulos de elongación (módulos 1, 2 y 3). 
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El estudio de la secuencia de aminoácidos de cada uno de los dominios catalíticos 

muestra el grado de conservación de cada uno de ellos entre sí y con el resto de PKSs Tipo I 

caracterizadas:  

 

Dominios KS: se han podido localizar los dominios KS de los tres módulos de 

elongación presentes en la PKS del compuesto bactericida, pero solamente en el dominio KS 

del tercer módulo de elongación ha sido posible encontrar la secuencia conservada 

característica (GPAVTVDTACSASL). Dicho dominio presenta un grado de identidad del 68%  

con el dominio KS de la proteína FscB de Streptomyces sp. FR-008 (EMBL AAQ82565) (Figura 

68).  

 

 

 

 

Fig. 68. Alineamiento de la secuencia consenso del dominio KS del primer módulo de elongación 

de la proteína deducida Orf7 con los dominios KS de las proteínas FscB de FR-008 y RifA de rifamicina. 

 

Dominios AT: se han localizado los dominios AT de los módulos de elongación 1 y 3, así 

como los motivos conservados alrededor del residuo serina típicos de estos dominios 

catalíticos (GHSXG). También, para ambos módulos se han localizado las secuencias 

consenso que determinan la incorporación de una unidad elongadora u otra por parte de la AT. 

Así, la AT del primer módulo de elongación presenta la secuencia consenso RVDVV-------M-S-

A—W-11aa-GHSXG responsable de que la AT incorpore propionato o metilmalonil-CoA (ATp) 

(Figura 69), mientras que la AT del módulo 3 presenta la secuencia consenso QTGYA---------A-

FG-L-11aa-GHSXG responsable de que la unidad elongadora incorporada sea acetato o 

malonil-CoA (ATa) (Figura 70).  

 

 

 

 

 

Fig. 69. Alineamiento de la secuencia consenso del dominio AT responsable de la incorporación 

de propionato de la proteína deducida Orf7 (módulo 1) con las proteínas EryA de eritromicina y FscD de 

FR-008. 

 

 

 

 

 

 

 

                      GPXXXXXTACSS 

Orf7.1 VSVMSGRLSYAFGLEGPAVTVDTACSASLVALHLAAQALRQGEECDALAGGVTVM 

FscB   NSIVSGRVSYTLGLEGPAVTVDTACSSSLVALHMALQALRRGECTMALAGGVTVM 

RifA   SSVASGRVSYVLGLEGPAVTVDTACSSSLVAMHLAAQALRQGECSMALAGGVTVM 

 

          RVDVV-------M-S-A—-W-----------GHSXG 

Orf7.1 NFDRVDVVQPVLFAVMVSLAAVWRAAGVEPAAVVGHSQGEIAAACVAGALSL 

EryA1  SLERVDVVQPVLFAVMVSLARLWRACGAVPSAVIGHSQGEIAAAVVAGALSL 

FscD   --DRVDVVQPATWAVMVSLAELWRAHGVTPDAVIGHSQGEIAAAVVSGALTL 



Resultados 

 81  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Dominios KR: se han localizado los dominios KR de los módulos de elongación 1 y 2, y 

en los dos casos se ha encontrado  el motivo conservado de unión al NADP(H), siendo 

GXGXXGXXXA para el módulo 1 y GXGXXAXXXA para el módulo 3. Ambos dominios 

presentan un grado de homología del 50% y 54% respectivamente con el dominio KR de la 

proteína PimS2 de Streptomyces natalensis (EMBL CAC20921). 

 

Dominios ACP: únicamente se han localizado el dominio ACP del  módulo 0 y del 

módulo 2 del cluster de biosíntesis del compuesto bactericida. En ambos casos, el porcentaje 

de identidad con el dominio ACP de la proteína NysC de Streptomyces noursei (EMBL 

AAF71776) es del 58% y en ambos casos, se mantiene el motivo conservado LGXDSLXXVE 

(Figura 71). 

 

 

 

 

 
Fig. 71. Alineamiento de las secuencias consenso de los dominios catalíticos ACP del módulo de 

arranque y el tercer módulo de elongación de la proteína deducida Orf7 con las proteínas PimS1 de 

pimaricina (S. natalensis), AmphC de anfotericina (S. nodosus) y NysC de nistatina (S. noursei). 

 

 

ORF8 y ORF9: codifican dos proteínas de 315 aa y 265 aa respectivamente a las que se 

les ha denominado Orf8 y Orf9. El peso molecular de estas proteínas  es de 34 kDa para la 

Orf8 y de 28,2 kDa para la Orf9.  

Del análisis de su secuencia de aminoácidos y por comparación con las secuencias de 

otras proteínas presentes en las bases de datos se ha evidenciado su homología con proteínas 

transportadoras que unen ATP (ATP Binding Cassette) o, lo que es lo mismo, con ABC-

transportadores (Olano et al.,1995; Fernández-Moreno et al., 1998). Proteínas que son bombas 

de expulsión de metabolitos al exterior celular mediante el consumo de ATP. 

La proteína deducida de la ORF8 presenta una identidad del 60% con la proteína Orf20 

(ABC-transportador) de Streptomyces aizunensis (EMBL AAX98195). En la secuencia de 

aminoácidos de la proteína Orf8, al igual que en aquellas proteínas con las que presenta 

homología, se ha revelado la presencia de motivos conservados alrededor de los dominios de 

unión de ATP: son los motivos Walker A y Walker B (Walker et al., 1982) y el lazo 3, rico en  

                    ETGYA-------Q-A-FGLL-----------GHSXG 

Orf7.2 QDVMFGADAELLEQTGYAQPALFAVEVALFRLAESFGVRPEVVGGHSIGEL 

AmphC  REVMWGEDAGLLNETGWTQPALFAVEVALYRLVESWGVRPDFVAGHSIGEI 

PimS3  RDVMFG-DAEGLDETGFTQPALFAIEVALFRLAESLGVRPDFVGGHSIGEI 

NysC   REVMWGDDVELLDETGWTQPALFAVEVALFRLVESWGVRPDFVAGHSIGEI 

Fig. 70. Alineamiento de la secuencia consenso del dominio AT responsable de la incorporación 

de acetato de la proteína deducida Orf7 (módulo 3) con las proteínas AmphC de anfotericina (S. 

nodosus), PimS3 de pimaricina (S. natalensis) y NysC de nistatina (S. noursei). 

                        LGXDSLXXVE 

Orf7.0 GADGTRPPGDLSRPFLDLGLDSLTAVELHRR 

Orf7.3 LGYPATKTVDATRPFKDLGFDSLTAVELRNL 

PimS1  LGHANPETIESTRVFQDLGFDSLTAVELRNR 

AmphC  LGHAAGSDIDADRAFRDLGFDSLTAVELRNR 

NysC   LGHADATEVETGRQFQDLGFDSLTAVELRNA 
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glicina (Hyde et al., 1990). En la figura 72, se muestran los alineamientos de dichos dominios 

con los de otras proteínas de la base de datos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 72. Alineamiento de la proteína Orf8 de Streptomyces sp. CO-AC25 con las proteínas 

transportadoras ABC de Streptomyces aizunensis (Orf20), Streptomyces griseus (CmrA) y Streptomyces 

kasugaensis (KasK). Se muestran los motivos conservados Walker A (GXXGXGK), Walker B (VLFLDEP) 

y el lazo 3 (SGG). 

 

La proteína deducida a partir de la ORF9 muestra un porcentaje de identidad del 53% 

con la proteína de membrana del ABC-transportador de Streptomyces aizunensis (EMBL 

AAX98194). 

 

 

 

 

Fig. 73. Alineamiento de la proteína Orf9 de Streptomyces sp. CO-AC25 con las proteínas Orf2 de 

Streptomyces rochei, DrrB de Streptomyces peuceticus y MtrB de Streptomyces argillaceus. 

 

Todas estas proteínas, DrrB, MtrB,... constituyen los dominios transmembrana de los 

ABC-transportadores, los cuales presentan regiones hidrofóbicas mediante las cuales están 

embebidas en la membrana permitiendo así el transporte de metabolitos al medio extracelular. 

 

 

3.10. EXPRESIÓN DE LOS GENES orf8 Y orf9 EN Streptomyces lividans TK21 

 

Debido a la disposición de los genes que codifican la bomba de expulsión dependiente 

de ATP (ABC-transportador), orf8 y orf9, y la región abierta de lectura ORF7, codificante de la 

PKS Tipo I responsable de la biosíntesis del compuesto bactericida producido por 

Streptomyces sp. CO-AC25, se pensó que dicha bomba pudiera estar implicada en la expulsión 

del compuesto bioactivo al medio extracelular. 

 

 

 

                                        GXXGXGK 

Orf8  S.sp.CO-AC25    VVDGLSFDVYRGEVFGLLGPNGAGKSTTVGMMTTRVRPTSGSVVIDG        

Orf20 S. aizunensis   AVDDLSFSVRRGEVFGFLGPNGAGKTTTIGILTTRVAPTAGRAFVQG 

KasK  S.kasugaensis   VVALDSVLSVPEGETHVLGPNGAGKTLVRILSTMLPTSGRALVGHDV 

CmrA  S.griseus       AVRGVDFTVAAGEIVGFLGPNGAGKTTTMRMLTTLLRPTSGTAVIAG 

 

                       SGG                VLFLDEP 

Orf8  S.sp.CO-AC25   DMSGGQVQRVMIARALIHRPNVLFLDEPATGLDPQ 

Orf20 S. aizunensis  ELSGGQAQRVMIARALMHRPDVLFLDEPATGLDPQ 

KasK  S.kasugaensis  GGFSRGMRQ-LHLARGLIGPAVLFLDEPMGMDPLA 

CmrA  S.griseus      SLSGGQRRRLDIALGLVHQPPLIFLDEPSTGLDPT 

Orf2       VFDRFRTLPIWRPAPMVGYLLGDVVRYFIASVVMLTVGVVIGYRPGGGATGILLGIALL  

DrrB       VTDRLRTLPVSRAAVPLGQSVADVLVTAAGTVPLLLVGLAVGWRVEGGALRAVGALGLL 

MtrB       YLERLRVTPASRLGLLLGRVLWDVLALFIQSVVIVLIALLFGLRAP--FGGVVAAIALM 

Orf9      REIEDRLLSPISLSLVAVEKILFGALYGFVASLMMTPVGMILLDLSWP-ISKTIPALGIA 
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Con el objeto de poder confirmar este supuesto, se procedió al clonaje de los genes orf8 

y orf9 en el plásmido pHJL401. Para dicho clonaje, se partió del plásmido pAB6, fragmento 

BglII/EcoRI de 3,6 kb proveniente del fago recombinante EMBL4/ABC clonado en el vector 

pUC18, en los sitios de restricción BamHI/EcoRI, que contiene los genes orf8 y orf9. Dicho 

plásmido se digirió con las enzimas  PstI/EcoRI y el fragmento obtenido, que igualmente 

contenía los genes orf8 y orf9, se clonó en el vector pHJL401 en los sitios de restricción 

PstI/EcoRI. A la construcción obtenida se la denominó pABC-401 y con ella se transformaron 

protoplastos de la cepa Streptomyces lividans TK21, sensible al compuesto bactericida 

producido por S. sp. CO-AC25 (Resultados, apartado 3.1), para ver si era capaz de adquirir 

resistencia al mismo (Figura 74).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 74. Representación esquemática de la construcción pABC-401 a partir del plásmido pAB6 

(C). También se muestran los fagos solapantes EMBL4/P1 y EMBL4/ABC (A) y los genes contenidos en 

ambos fagos: orf7, orf8 y orf9 (B). 

 

Se obtuvieron cuatro transformantes resistentes a thioestrepton y que contenían la 

construcción pABC-401 (comprobado mediante la extracción de plásmido de cada uno de ellos) 

a los que se les denominó S. lividans TK21::ABC y se procedió a la realización de un ensayo 

de actividad biológica para ver si eran capaces de crecer en presencia del compuesto 

bactericida. Sobre una placa de medio sólido R5 (Materiales y Métodos, apartado 2.3) se 

añadió un soft de SNA (Materiales y Métodos, apartado 2.3) que contenía esporas de los 

transformantes S. lividans TK21::ABC y se colocaron discos de antibiograma impregnados con 

concentraciones crecientes del compuesto bactericida que se había extraído tal y como se 

indica en el apartado 2.19 de Materiales y Métodos. Como control de sensibilidad se realizó un 

antibiograma en iguales condiciones con S. lividans TK21. Tras 12 horas de incubación a 30ºC, 

se vio que los cuatro transformantes obtenidos eran sensibles al compuesto bioactivo (Figura 

75). 
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La ausencia de resistencia observada en los transformantes aislados se podía explicar 

bien porque la bomba ABC-transportador codificada por los genes orf8 y orf9 no estuviera 

implicada en la expulsión del compuesto bactericida al exterior celular o bien porque el propio 

promotor de dichos genes no fuera lo suficientemente fuerte como para promover la expresión 

de ambos en la cepa Streptomyces lividans TK21. Para estudiar la posible causa de esta 

ausencia de resistencia, se procedió a realizar los correspondientes estudios de expresión y a 

generar un gen recombinante bajo la expresión del promotor constitutivo ermEp* (Schmitt-John 

y Engels, 1992; Bibb et al., 1994).  

Para ello el fragmento StyI de 2,1 kb proveniente del plásmido pABC-401 fue romado y 

clonado en el vector pUC18 en el sitio de restricción HincII generándose el plásmido pAB12, 

que a su vez fue digerido con las enzimas de restricción XbaI/ HindIII para rescatar así los 

genes orf8 y orf9. Por otro lado, el fragmento correspondiente al promotor ermEp* se rescató a 

partir del plásmido pER-1 (Seco et al., 2004), digerido con las enzimas de restricción 

XbaI/EcoRI; ambos fragmentos se clonaron en el vector pSU20 digerido con las enzimas de 

restricción EcoRI/HindIII. Así se obtuvo la construcción pSU20-ABCery, la cual se digirió con 

EcoRI/HindIII para liberar los genes correspondientes al ABC-transporter (orf8 y orf9) junto con 

el promotor ermEp*, que se clonaron en el plásmido pHJL401 digerido con EcoRI/HindIII. La 

construcción final con la que se llevó a cabo la transformación de los protoplastos de 

Streptomyces lividans TK21 recibió el nombre de pABCery-401 (Figura 76). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 75. Ensayos de actividad biológica del compuesto 

bactericida producido por S. sp. CO-AC 25 frente a los 

transformantes S. lividans TK21::ABC (1, 2, 3 y 4).  
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Fig. 76.  Representación esquemática de la construcción del plásmido pABCery-401 a partir de 

los plásmidos pAB12 y pEL-1. 

 

Al transformante obtenido se le llamó S. lividans TK21::ABCery y de igual forma que en 

el caso anterior, tras comprobar que contenía el plásmido pABCery-401, se procedió a realizar 

un ensayo de actividad biológica con concentraciones crecientes  del compuesto bactericida. 

En este caso, como control se empleó el transformante S. lividans TK21::ABC. El resultado de 

dicho ensayo puso de manifiesto que el nuevo transformante obtenido seguía siendo sensible 

al compuesto bactericida producido por Streptomyces sp. CO-AC25 (Figura 77) y por tanto la 

bomba ABC no induce resistencia al bactericida bajo las condiciones ensayadas.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 77. Ensayos de actividad biológica del compuesto bactericida producido por Streptomyces 

sp. CO-AC25 frente a los transformantes S. lividans TK21::ABC (1) y S. lividans TK21::ABCery (2).  
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Estudio de la expresión de los genes orf8 y orf9 en S. lividans TK21::ABC y en S. lividans 

TK21::ABCery 

Se procedió a analizar la transcripción de la bomba ABC recombinante y nativa en los 

transformantes S. lividans TK21::ABC y S. lividans TK21::ABCery. Para ello se extrajo el ARN 

de los mísmos a las 48 horas de su cultivo en medio sólido R5.  

Con dichos ARNs y utilizando como control el ARN de Streptomyces sp. CO-AC25 

extraído a las 48 horas se llevó a cabo un ensayo de protección frente a endonucleasa S1 de 

baja resolución. Como sonda para realizar el ensayo de protección frente a endonucleasa S1 e 

hibridarla con los ARNs anteriormente mencionados, se utilizó el plásmido pAB5, fragmento 

SacI/EcoRI de 900 pb proveniente del cromosoma de S. sp. CO-AC25 clonado en el vector 

pUC18 en los sitios de restricción SacI/EcoRI. Este fragmento codifica la secuencia del extremo 

5´ terminal del gen orf8 y lleva asociado una secuencia de ADN heteróloga que va a servir de 

control de la digestión de la endonucleasa S1 (Figura 78.A). 

Los híbridos resultantes ya transferidos a una membrana de nitrocelulosa se hibridaron 

con a la sonda marcada radiactivamente con α32Pi-dGTP (Materiales y Métodos, apartado 2.12) 

y obtenida a partir de la reacción de amplificación con los oligonucleótidos diseñados ABC-I y 

ABC-II y el plásmido pAB7 (fragmento SphI/EcoRI de 1,7 kb del cromosoma de S. sp. CO-

AC25 clonado en el vector pUC18 en los sitios de restricción SphI/EcoRI) como ADN molde de 

la reacción de amplificación. El fragmento de PCR obtenido presentaba un tamaño de 341 pb y 

al igual que el fragmento proveniente del plásmido pAB5 alberga el extremo 5´ del gen orf8 

(Figura 78.B). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 78. A. Esquema de la sonda pAB5 utilizada en los ensayos de protección frente a 

endonucleasa S1. B. Fragmento de PCR obtenido de la amplificación del plásmido pAB7 con los 

oligonucleótidos diseñados ABC-I y ABC-II. 

 

El resultado del ensayo de protección frente a endonucleasa S1 puso de manifiesto la 

ausencia de expresión del sistema ABC-transporter en el caso del transformante S. lividans 

TK21::ABC en comparación con la cepa silvestre, mientras que para el transformante S. 

lividans TK21::ABCery la expresión aumentaba bastante si se compara con la de S. sp. CO-

AC25 (Figura 79).  
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Fig. 79. Análisis transcripcional de los genes orf8 y orf9. 1. Fragmento protegido resultante para el 

transformante S. lividans TK21::ABCery. 2-3. Análisis transcripcional para dos de los transformantes 

Streptomyces lividans TK21::ABC. 4. Fragmento protegido para S. sep. CO-AC25. 5. Fragmento 

amplificado utilizado como sonda radiactiva. 6. Fragmento SacI/EcoRI del plásmido pAB5. 

 

A la vista de estos resultados, queda por tanto como probable que este sistema de ABC-

transportador no es capaz de inducir resistencia frente al compuesto bactericida en las 

condiciones ensayadas. 
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La caracterización de los metabolitos activos de una cepa de actinomiceto aislada de 

suelos, Streptomyces sp. CO-AC25, reveló la presencia de al menos dos actividades biológicas 

en su caldo de fermentación, por un lado una actividad antifúngica y por otro una actividad 

antibacteriana. Se trata de dos actividades debidas a compuestos de naturaleza química 

diferente que son biosintetizados por clusters separados. Pese a que las rutas biosintéticas de 

ambos están alejadas físicamente en el genoma, los datos aportados en este trabajo permiten 

sugerir que puedan estar  interrelacionadas a nivel de regulación, ya que se ha observado que 

el bloqueo de la producción de uno de ellos va acompañado de un incremento en la producción 

del otro y viceversa. La posible existencia de una “competencia” metabólica permitiría 

especular que ambas rutas de biosíntesis pudieran estar compartiendo los mismos metabolitos 

esenciales, necesarios para el ensamblaje de las respectivas cadenas hidrocarbonadas, 

situación que no sólo ocurre en el organismo productor en estudio sino que ha sido descrita 

anteriormente para otros productores (Seco et al., 2004). 

La determinación de la estructura química en el caso del compuesto fungicida ha sido 

posible, poniendo de manifiesto que se trata de un compuesto perteneciente al grupo de los 

macrólidos polienos, que presenta cinco dobles enlaces conjugados con un grupo carbonilo  

(-C=O), lo que le caracteriza como un oxopentaeno y en cuya estructura se pueden distinguir 

dos regiones bien diferenciadas: una polihidroxilada y otra en la que se encuentran los dobles 

enlaces conjugados  (R. Bógnar et al., 1970). A pesar de que este tipo de polienos poseen una 

excelente actividad como antifúngicos, la información que hasta hoy se tiene de ellos es 

relativamente escasa. Varías cepas de Streptomyces han sido descritas como productoras de 

oxopentaenos, entre ellas destacan: Streptomyces flavofungini productora de flavofungina I y 

flavofunigina II en proporción 10:1 (R. Bógnar et al., 1970) (Figura 80), Streptomyces ruber 

(ATCC3348) productora de micoticina (Burke et al., 1954; Wasserman et al., 1967) en una 

proporción 1:1 (micoticina A y micoticina B) o Streptomyces roseflavus productor de 

roseofungina, también denominado flavomicoina (Vetlugina, 1968; Schlegel et al., 1968; 

Hamilton-Miller, 1973). Más recientemente hay que destacar la faeriefungina producido por  

Streptomyces griseus var. autotrophicus (Nair et al., 1989; Mulks et al., 1990), mezcla 

inseparable de faerifungina A y faerifungina B en proporción 1:1, similar a flavofungina y 

micoticina aunque con propiedades biológicas ligeramente diferentes  y RK-397, producido por 

Streptomyces sp. 87-397 (Kobinata et al., 1993). A diferencia de los anteriores, Streptomyces 

sp. CO-AC25 es productora de un único oxopentaeno, flavofungina I (Figura 80) siendo 

indetectable la presencia de otros compuestos de este tipo.  
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Comparados con los macrólidos polienos “clásicos”, como pimaricina (Aparicio et al., 

2000), nistatina (Brautaset et al., 2000), anfotericina B (Caffrey et al., 2001), candicidina 

(Campelo et al., 2002), rimocidina y CE-108 (Seco et al., 2004), los oxopentaenos presentan 

diferencias tanto a nivel estructural como a nivel de propiedades químico-biológicas. Se trata 

de compuestos muy oxidados, carentes de azúcar y de grupo carboxilo lateral unidos al anillo 

de macrolactona, ambos presentes en las estructuras de los polienos anteriormente 

mencionados. Esas diferencias estructurales hacen que los espectros de absorción de los 

macrólidos oxopentaenos difieran de los espectros de los macrólidos polienos “típicos”, 

mientras que estos últimos presentan tres máximos de absorción, los oxopentaenos presentan 

un único máximo y además con una longitud de onda algo desplazada hacía la derecha (Figura 

81). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 81. A. Espectro ultravioleta característico de macrólidos oxopentaenos. B. Espectro 

ultravioleta característico de macrólidos polienos “típicos”. 

 

A nivel biológico, los oxopentaenos llevan asociadas otras actividades además de las 

antifúngicas. Así a faeriefungina se le atribuyen propiedades antibacterianas, e  incluso se han 

descrito actividades frente a nemátodos y larvas de mosquito (Nair et al., 1989; Mulks et al., 

1990); a flavomicoina se le asocian propiedades antivirales; el oxopentaeno RK-397 presenta 

actividad frente a células tumorales (Kobinata et al., 1993) y a flavofungina se le atribuyen 

propiedades antivirales, antitumorales e inmunosupresoras (Kino et al., 1987).  

La diversidad de actividades biológicas junto con las diferencias estructurales citadas 

anteriormente, llevan a pensar en un mecanismo de acción ligeramente distinto al de los 

macrólidos polienos convencionales, los cuales basan su acción en la interacción con los 

esteroles de las membranas celulares. Aunque tales interacciones tienen lugar también con 

estos compuestos, las actividades biológicas adicionales bien pudieran deberse a 

interacciones con otros componentes celulares o a interferencias en algún proceso metabólico. 

Ello, hace de estos compuestos un sistema atractivo para analizar las relaciones estructura-

función en el control de procesos metabólicos, que de esa forma permitirían disponer de 

herramientas adicionales para posteriores manipulaciones de las rutas metabólicas de otros 

macrólidos. 
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La caracterización parcial del cluster biosintético de flavofungina I ha revelado la 

arquitectura de algunos genes implicados en su biosíntesis. Así la disposición de los dominios 

catalíticos de la proteína FlvA parece estar próxima a la de otras PKSs, tal como la proteína 

DEBS1 de eritromicina (Donadio y Katz, 1992), y en base a esta disposición, se le atribuye su 

implicación en el módulo de “carga” de la ruta de biosíntesis de flavofungina I. En ambas 

proteínas la ausencia del dominio catalítico KS en su extremo N-terminal  parece apoyar esta 

observación y al igual que ocurre también con las rutas biosintéticas de eritromicina (Cortés et 

al., 1990) candicidina (Campelo y Gil, 2002) o rapamicina (Schwecke et al., 1995), el módulo de 

“carga” se encuentra asociado a varios módulos de condensación y no aislado constituyendo 

una única PKS a diferencia de nistatina (Brautaset et al., 2000), anfotericina (Caffrey et al., 

2001), pimaricina (Aparicio et al., 1999), rimocidina y CE-108 (Seco et al., 2004). Se ha de 

destacar la ausencia, en este módulo, del dominio CoA-ligasa presente en las PKSs de 

pimaricina (Aparicio et al., 1999), rimocidina y CE-108 (Seco et al., 2004). 

El dominio AT presente en el módulo de “carga” de la proteína FlvA da cuenta de la 

incorporación inicial de metilpropionil-CoA (o isobutiril-CoA) y que origina la cadena lateral 

inicial del anillo de macrolactona. Es de resaltar que en dicho dominio la secuencia conservada 

de aminoácidos entorno al residuo serina del centro activo es GSS y no GHS, a diferencia de 

los motivos característicos de los dominios AT de polienos “típicos”. Por su parte, los dos 

módulos de elongación asociados al módulo de “carga” de la proteína FlvA incorporan como 

unidad de elongación metilmalonil-CoA el primero (Marsden et al., 1994) y malonil-CoA el 

segundo (Haydock et al., 1995), responsables de las dos primeras condensaciones que tienen 

lugar durante la ruta de biosíntesis del oxopentaeno. 

Los productos génicos resultantes de flvB, flvC y flvD son proteínas PKS Tipo I 

implicadas en la elongación de la cadena policetónica de flavofungina I; el orden en que 

actuarían está aún por determinar y necesitará de una caracterización más completa del resto 

de los genes biosintéticos del cluster. No obstante, con los datos obtenidos hasta el momento y 

en base a la estructura química de la flavofungina I, se ha propuesto un modelo de biosíntesis 

(Figura 82), en el cual se proponen las unidades incorporadas en cada etapa de elongación y el 

grado de reducción necesario para la formación de la cadena policetónica. El ensamblaje de 

dicha cadena tendría lugar a través de 15 etapas de elongación, incorporándose en todas ellas 

acetato (ATa) a través de la unidad elongadora malonil-CoA, excepto en el caso del primer 

módulo de elongación (asociado al módulo de “carga”) y en el módulo 9, dónde se incorporaría 

propionato (ATp) mediante decarboxilación de la unidad elongadora metilmalonil-CoA. Según 

este modelo de biosíntesis, las proteínas FlvB y FlvC podrían intervenir en las etapas de 

elongación 7 a 9 para la primera y 10 a 13 para la segunda. La liberación de la cadena 

policetónica del complejo PKS debería tener lugar mediante la acción del dominio funcional 

tioesterasa (TE) normalmente situado en el extremo C-terminal del último módulo de 

elongación, liberación que va acompañada de la ciclación de la cadena hidrocarbonada para 

finalmente originar el anillo macrocíclico de la molécula de flavofungina I. En este caso aunque 

no se ha identificado el dominio catalítico TE habría que resaltar una peculiaridad en el proceso 

de ciclación de los oxopentaenos que se refiere a la diferente disposición que presenta la  



Discusión 

 91  

 

 

cadena de flavofungina I con respecto a la de otros macrólidos polienos y en el que podría 

estar implicado este dominio TE. Mientras que los macrólidos polienos “típicos” presentan los 

dobles enlaces conjugados próximos al inicio de las condensaciones, para la flavofungina I 

estos dobles enlaces aparecen en posición opuesta; hecho que podría ser el responsable de la 

diferente forma de ciclarse la molécula así como de la disposición espacial que adoptan los 

grupos hidroxilo (-OH) dentro de la misma. 

La estructura de flavofungina I, a su vez, lleva implícita la ausencia de genes 

involucrados en modificaciones post-PKS o de “adorno” existentes en otras rutas biosintéticas, 

entre las que cabe destacar aquellas modificaciones llevadas a cabo por glicosiltransferasas, 

implicadas en transferir una molécula de azúcar a la estructura de aglicona, o las realizadas por 

citocromos P-450 monooxigenasas que llevan a cabo oxidaciones puntuales de las cadenas 

laterales metilo. Por lo tanto, no es de esperar la presencia de genes que codifiquen proteínas 

con estas actividades en el cluster de biosíntesis de flavofungina I. 

Respecto a otros genes codificados en fragmentos asociados al cluster biosintético de 

flavofungina I, no es posible excluir su participación en la biosíntesis del oxopentaeno. Así la 

proteína Orf2, homóloga a tioesterasas Tipo II (llamadas así para diferenciarlas de las 

tioesterasas Tipo I) que se suelen localizar en regiones adyacentes a las PKSs de macrólidos, 

se le atribuye una función correctora de los posibles errores que puedan cometerse a lo largo 

del proceso de elongación (Kotowska et al., 2002). Debido a que la proteína Orf2 precede a la 

PKS de flavofungina I y a que presenta los motivos conservados característicos de tioesterasas 

Tipo II (Resultados, apartado 3.5) es probable que esta proteína tenga función semejante en la 

biosíntesis del oxopentaeno. Por otro lado, la proteína Orf1 reveló ser homóloga a proteínas 

reguladoras de la familia TetR, y aunque no se dispone de argumentación suficiente, no se 

puede excluir su participación en algún porceso de regulación de la biosíntesis del 

oxopentaeno. En términos generales, reguladores de este tipo suelen ir asociados a regulación 

de procesos de resistencia a múltiples drogas, procesos de biosíntesis de antibióticos, de 

estrés osmótico o procesos de patogenicidad (Ramos et al., 2005). Algunos ejemplos de este 

tipo de proteínas son ArpA, que controla la síntesis de estreptomicina en Streptomyces griseus 

(Onaka et al., 1995) y TylQ, regulador de la producción del macrólido tilosina en Streptomyces 

fradiae (Stratigopoulos y Cundliffe, 2002), entre otras. Debido a la similitud de la proteína Orf1 

con este tipo de represores (Figura 83) y a su proximidad con los genes implicados en la ruta 

biosintética de flavofungina I, esta proteína podría estar ejerciendo un papel regulador de la 

síntesis del macrólido oxopentaeno producido por S. sp. CO-AC25. 

 

 

 

 

 

 

 

Orf1  TSARPPGRPRSGVNAAVFAATLSTVEELGYARATVDRIAAAAGIRKSTVYRRWPSKGELI  64 

AcrR  MMMRARTKRKRERRERILDAALRLFAEKGYAATTVDEIAKAAGVSKGTLYRHFPSKEDLL  60 

 

Orf1  VDCLLDAF------------GPAPLTGSSRAELMTSTIRWVAAKIGEPGVGDAFAGVFSD  112 

AcrR  LALLERALEELRALLEEALLDGAPEELEALLALLLAYLEFARDDPRLLLLLLAAALAGEL  120 

 

Orf1  AVSDPALREILSTRLQDPYRLALQEALDEPENRVLFFIDVVVGVLLHRM-GMTGEPMVEA  171 

AcrR  APELEAILRELLALLAELLERGLARGIDPGAAAELLAALLLALLLGLLLLLLLRGGLAEE  180 

 

Orf1  DVDALVDMVLPHFTDGRGK  190 
AcrR  LAEELAELLLAALAAALAS  199 

Fig 83. Alineamiento de la proteína Orf1 de Streptomyces sp. CO-AC25 con la proteína reguladora 

AcrR perteneciente a la familia TetR de E. coli (EMBL U00734). 
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Tal y como ocurre en la mayoría de los clusters biosintéticos de antibióticos, la expresión 

de los genes flv parece estar dirigida por transcritos policistrónicos, lo que favorece que las 

diferentes proteínas codificadas en ellos resulten en cantidades equimoleculares. Además, 

llama la atención el tamaño excepcionalmente grande de los ARNs mensajeros 

correspondientes a estos genes que implica una alta estabilidad de los mismos. Los estudios 

de transcripción realizados para el cluster de flavofungina I revelaron la presencia de un 

policistrón que incluía, al menos, a los genes flvA y flvB. Debido al escaso tamaño de los 

espacios intergénicos entre flvB y flvC (217 pb) y entre flvC y flvD (162 pb) y a la no detección 

de secuencias que pudieran actuar como terminadores de la transcripción, se postula que el 

policistrón que codifica los genes flvA y flvB incluya también los genes flvC y flvD.  

Estos ensayos, sumados a la disposición de los genes orf1 y orf2, han permitido 

proponer un esquema de la transcripción de los genes  de esta región del cromosoma de 

Streptomyces sp. CO-AC25 implicada en la biosíntesis de flavofungina I (Figura 84). 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 84. Esquema de la transcripción de los genes presentes en la región caracterizada del cluster 

de flavofungina I. En flechas discontinuas se indican los ARNm esperados. 

 

Los análisis realizados han puesto de manifiesto que los transcritos dejan de poder ser 

detectados aún antes de que los niveles de flavofungina I sigan aumentando, lo que permite 

sugerir que la producción del oxopentaeno en las condiciones ensayadas es acumulativa, y 

probablemente, el “recambio” de las proteínas implicadas en la producción sea de una vida 

media alta; este hecho, permitiría a la célula seguir produciendo el metabolito aún después de 

que los genes implicados en su producción hayan dejado de transcribirse. 

 

Resulta sorprendente la no detección de metabolitos relacionados con flavofungina I una 

vez sustituido en el genoma un gen nativo por el híbrido correspondiente. Este hecho contrasta 

significativamente con los resultados obtenidos al realizar sustituciones similares en otros 

sistemas tales como el de eritromicina, donde la sustitución de dominios catalíticos AT 

presentes en distintos módulos de la PKS de eritromicina por dominios catalíticos AT de las 

PKSs de Streptomyces venezuelae o Streptomyces hygroscopicus dio lugar a la generación de 

moléculas derivadas en las que se produjeron cambios estructurales a  nivel de las cadenas 

laterales (Ruan et al., 1997; Stassi et al., 1998).  

El dominio AT correspondiente al módulo de “carga” de la PKS de rimocidina y CE-108, 

utilizado para la sustitución en S. sp. CO-AC25, es capaz de incorporar tanto malonil-CoA 

como butiril-CoA en S. diastaticus var. 108 (Seco et al., 2004) por lo que era previsible que en  

orf1 orf2 flvA flvB flvC flvDorf1 orf2 flvA flvB flvC flvD
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la cepa productora de flavofungina I se generase un derivado con una cadena lateral inicial 

más corta que la original. Aunque el intercambio de un dominio AT nativo por uno heterólogo 

tuvo lugar en el genoma, la cepa recombinante obtenida presentaba la ruta biosintética de 

flavofungina I interrumpida. Esta ausencia de producción por parte de la cepa modificada 

Streptomyces sp. CO-AC25::pME  es difícil de interpretar y aunque podría deberse a que la 

nueva proteína recombinante generada haya perdido la funcionalidad debido, por ejemplo, a 

que esté sufriendo algún tipo de distorsión (física, etc) que la haga inoperante (Stassi et al., 

1998) se puede especular que, aún siendo funcional, los dominios AT correspondientes a los 

módulos de las condensaciones sucesivas sean tan estrictos en el reconocimiento de los 

grupos acilo que sean incapaces de originar las condensaciones requeridas. Con este 

planteamiento en mente, sería necesario abordar la manipulación de los dominios AT 

posteriores para reducir la especificidad en el reconocimiento de los grupos acilos. Resultados 

similares se han obtenido al intercambiar el dominio AT del módulo de “carga” de biosíntesis de 

nistatina por el de rimocidina (S. Zotchev, comunicación personal). También pudiera ser que la 

especificidad por la unidad iniciadora metilpropionil-CoA (isobutiril-CoA) por parte del módulo 

de “carga” de Streptomyces sp. CO-AC25 no venga dada únicamente por el dominio catalítico 

AT y que este alto grado de especificidad todavía existente impida la incorporación de unidades 

iniciadoras alternativas. Finalmente, pudiera ser que la cepa modificada fuera capaz de 

sintetizar una estructura macrocíclica derivada de flavofungina I, pero que debido a los 

cambios estructurales producidos en la misma, dicha estructura fuera inestable. 

 

La caracterización de la región cromosómica perteneciente al cluster implicado en la 

biosíntesis del compuesto bactericida reveló la presencia de una proteína, Orf7, homóloga a 

PKSs Tipo I, dónde se distinguen al menos cuatro módulos de elongación y donde es de 

resaltar la presencia de un dominio catalítico ACP en el extremo N-terminal. Esta disposición 

podría sugerir que esa región de la PKS estuviese implicada en un posible módulo de “carga” 

con una disposición poco convencional. No obstante cabe la posibilidad de que dicho dominio 

no fuese funcional; sería necesario hacer nuevas aproximaciones para disponer de datos 

relevantes sobre su operatividad. Aunque está claro el carácter modular de la PKS implicada 

en la biosíntesis del compuesto bactericida, no se dispone de datos suficientes para poder 

especular sobre su naturaleza química. La interferencia entre el mutante en esta región y la 

producción de flavofungina I permiten hipotetizar que el compuesto bactericida pudiera estar 

biosintetizado utilizando unidades metabólicas equivalentes a las del fungicida. 

Cabe destacar el hecho de que el sistema ABC-transportador codificado por los genes 

orf8 y orf9, sea incapaz de inducir resistencia frente al compuesto bactericida. La disposición 

física en cluster de este sistema junto a la PKS correspondiente, así como la disposición 

divergente de la posible región promotora parece apuntar a su implicación en la excreción del 

metabolito al exterior celular. Se trata, en este caso, de un ABC-transportador Tipo I (Méndez y 

Salas, 1998), dónde el gen orf8 codificaría el componente hidrofílico de unión a ATP y el gen  
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orf9 codificaría el componente hidrofóbico de unión a membrana citoplasmática. Estos 

sistemas se encargan de la secreción de diferentes moléculas (azúcares, aminoácidos, 

oligopéptidos, drogas, etc.) al exterior celular utilizando como fuente de energía la hidrólisis de 

ATP mediante un proceso en contra de gradiente de concentración. De esta forma se evita la 

acumulación de sustancias tóxicas en el interior celular y las consecuencias que dicha 

acumulación lleva asociada. 

Los genes implicados en codificar estos sistemas de transporte muchas veces se 

encuentran formando parte del cluster de biosíntesis de los compuestos que presentan 

actividad biocida. Por este motivo, se planteó la posibilidad de que pudiera tratarse de la 

proteína ABC encargada de expulsar dicho compuesto al exterior celular. Así también ocurre, 

por ejemplo, con las proteínas OleC-Orf5, implicadas en exportar  oleandomicina en 

Streptomyces antibioticus (Rodríguez et al., 1993)  o las proteínas DrrA-DrrB encargadas de 

exportar daunorrubicina y doxorrubicina al medio extracelular en Streptomyces peuceticus 

(Guilfoile y Hutchinson, 1991), siendo frecuente también en los cluster de anfotericina (Caffrey 

et al., 2001), nistatina (Brautaset et al., 2000), pimaricina (Aparicio et al., 2000) y candicidina 

(Campelo et al., 2002). En este caso, dada la proximidad del sistema ABC-transportador a la 

PKS responsable de la biosíntesis del bactericida, es probable que no esté implicado en el 

movimiento del oxopentaeno u otro polieno al exterior celular. No obstante, tampoco se puede 

descartar; la disposición del promotor divergente parece sugerir un tipo de regulación 

coordinada con la expresión de la PKS en la que un posible regulador pudiera activar el 

promotor en una dirección en tanto reprimiese la expresión del gen de dirección opuesta. Si 

este fuera el caso, el fenómeno podría correlacionarse con la activación observada de la 

síntesis de flavofungina I en el mutante interrumpido en la PKS del bactericida. Son necesarios 

nuevos ensayos para conocer con más detalle el tipo de regulación que tiene lugar en la 

expresión de la PKS del bactericida y este sistema ABC-transportador. 
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1. Se ha caracterizado una cepa aislada de suelos, Streptomyces sp. CO-AC25, 

productora de dos compuestos biocidas cuyo mecanismo biosintético está basado en 

poliquétido sintasas (PKSs) Tipo I: un fungicida perteneciente al grupo de los 

macrólidos oxopentaenos, flavofungina I y un bactericida de estructura química no 

determinada. Entre ambas rutas metabólicas existe una “competencia” por los 

metabolitos requeridos para la formación de los compuestos finales, lo que sugiere un 

tipo de regulación coordinada. 

 

2. En base a la estructura química del compuesto oxopentaeno, se ha propuesto un 

posible mecanismo biosintético que comenzaría con la incorporación de metilpropionil-

CoA (isobutiril-CoA) como unidad iniciadora. La caracterización del gen flvA y la 

secuencia deducida de su producto génico parecen confirmar esta hipótesis. 

 

3. Los resultados obtenidos de la sustitución del dominio catalítico AT correspondiente al 

módulo de “carga” de la proteína FlvA por un dominio catalítico heterólogo 

perteneciente al módulo de “carga” de rimocidina y CE-108, sugieren que los dominios 

AT de los sucesivos módulos de elongación son altamente específicos y determinantes 

en el reconocimiento de otros sustratos. 

 

4. Se ha identificado un sistema ABC-transportador Tipo I cuyo sustrato no ha podido ser 

determinado. Aunque aparentemente no reconoce al compuesto bactericida no es 

descartable su participación en la excreción de los metabolitos producidos por 

Streptomyces sp. CO-AC25 correspondientes al bactericida ni al oxopentaeno. 
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Secuencia de nucleótidos de 35323 pb aislada del cromosoma de Streptomyces sp. CO-

AC25 que contiene los genes orf1, orf2, flvA, flvB y el extremo 5´ terminal del gen flvC. Se muestra 

la secuencia de aminoácidos deducida de cada una de las regiones abiertas de lectura. En negrita 

se marca la secuencia de nucleótidos codificante. Los inicios de transcripción de cada uno de los 

genes se indíca con flechas, discontinuas cuando el gen está incompleto. 
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ATCACGGATCTGAACGGGGACAAGCAGCCCGAGATCGCCCTCCCGGTCCGGGCGAACACATCCGAGGTGTGGTCGGTCGGCACGAAGGACGGCAAGATCG 

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 100 

TAGTGCCTAGACTTGCCCCTGTTCGTCGGGCTCTAGCGGGAGGGCCAGGCCCGCTTGTGTAGGCTCCACACCAGCCAGCCGTGCTTCCTGCCGTTCTAGC 

 

CCGGGGCCGCGCCCACCCGCGTGGTGAAGGCTCCGGTGGGCTGCTCAGGTGCCGTGGGCCGGGGACGAGTTCGGGGTGTTGGCGCGCTGACGGTCCCGTA 

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 200 

GGCCCCGGCGCGGGTGGGCGCACCACTTCCGAGGCCACCCGACGAGTCCACGGCACCCGGCCCCTGCTCAAGCCCCACAACCGCGCGACTGCCAGGGCAT 

 

GCCGCTCGTACCCGTTCATGGCCCCAGGGGCCCTGTCGCTCGACTCGTCGGCGCAGGGCTCCTGGGGCATCTCCATGTCTGGGGGCGGGTGTCGGGTGAC 

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 300 

CGGCGAGCATGGGCAAGTACCGGGGTCCCCGGGACAGCGAGCTGAGCAGCCGCGTCCCGAGGACCCCGTAGAGGTACAGACCCCCGCCCACAGCCCACTG 

 

GGGCGCCGGATGTCTCCCGACGTCGGATGTCCCCCGCCGGGCGGACGTGGCCCGACGGGGCATCACATCTTGCCGCGGCCGTCGGTGAAGTGCGGCAGGA  

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 400 

CCCGCGGCCTACAGAGGGCTGCAGCCTACAGGGGGCGGCCCGCCTGCACCGGGCTGCCCCGTAGTGTAGAACGGCGCCGGCAGCCACTTCACGCCGTCCT 

 *  M  K  G  R  G  D  T  F  H  P  L   

 

CCATGTCCACCAGGGCGTCGACATCGGCCTCGACCATCGGCTCGCCGGTCATGCCCATCCGGTGCAGCAGCACGCCGACCACGACGTCGATGAAGAACAG 

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 500 

GGTACAGGTGGTCCCGCAGCTGTAGCCGGAGCTGGTAGCCGAGCGGCCAGTACGGGTAGGCCACGTCGTCGTGCGGCTGGTGCTGCAGCTACTTCTTGTC 

V  M  D  V  L  A  D  V  D  A  E  V  M  P  E  G  T  M  G  M  R  H  L  L  V  G  V  V  V  D  I  F  F  L  

 

GACCCGGTTCTCCGGCTCGTCCAGCGCCTCCTGGAGCGCCAGCCGGTACGGGTCCTGCAGCCGCGTGGACAGGATCTCCCGCAGGGCCGGGTCGCTGACG   

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 600 

CTGGGCCAAGAGGCCGAGCAGGTCGCGGAGGACCTCGCGGTCGGCCATGCCCAGGACGTCGGCGCACCTGTCCTAGAGGGCGTCCCGGCCCAGCGACTGC 

  V  R  N  E  P  E  D  L  A  E  Q  L  A  L  R  Y  P  D  Q  L  R  T  S  L  I  E  R  L  A  P  D  S  V   

 

GCGTCGCTGAACACGCCGGCGAACGCGTCGCCCACCCCCGGCTCACCGATCTTCGCCGCGACCCAGCGGATGGTCGAGGTCATCAGCTCGGCGCGACTGG   

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 700 

CGCAGCGACTTGTGCGGCCGCTTGCGCAGCGGGTGGGGGCCGAGTGGCTAGAAGCGGCGCTGGGTCGCCTACCAGCTCCAGTAGTCGAGCCGCGCTGACC 

 A  D  S  F  V  G  A  F  A  D  G  V  G  P  E  G  I  K  A  A  V  W  R  I  T  S  T  M  L  E  A  R  S     

 

AGCCCGTCAGCGGCGCCGGGCCGAACGCGTCCAGGAGGCAGTCCACGATCAGCTCGCCCTTCGACGGCCAGCGCCGGTAGACCGTCGACTTCGGGATCCC 

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 800 

TCGGGCAGTCGCCGCGGCCCGGCTTGCGCAGGTCCTCCGTCAGGTGCTAGTCGAGCGGGAAGCTGCCGGTCGCGGCCATCTGGCAGCTGAAGCCCTAGGG 

S  G  T  L  P  A  P  G  F  A  D  L  L  C  D  V  I  L  E  G  K  S  P  W  R  R  Y  V  T  S  K  R  I  G  

 

GGCCGCGGCGGCGATGCGATCGACGGTGGCGCGCGCGTAGCCGAGTTCCTCGACCGTGCTCAACGTGGCGGCGAAGACAGCGGCGTTGACGCCGGAGCGC 

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 900 

CCGGCGCCGCCGCTACGCTAGCTGCCACCGCGCGCGCATCGGCTCAAGGAGCTGGCACGAGTTGCACCGCCGCTTCTGTCGCCGCAACTGCGGCCTCGCG 

  A  A  A  A  I  R  D  V  T  A  R  A  Y  G  L  E  E  V  T  S  L  T  A  A  F  V  A  A  N  V  G  S  R   

 

GGACGGCCGGGCGGCCTGGCGGATGTGGTCGATGTCATAGCCGCACGATACCTCTTTTCGCTACCTTGAGTATCGATACCTGAAGTCGCGAAACTCTCTC  

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 1000 

CCTGCCGGCCCGCCGGACCGCCTACACCAGCTACAGTATCGGCGTGCTATGGAGAAAAGCGATGGAACTCATAGCTATGGACTTCAGCGCTTTGAGAGAG 

 P  R  G  P  P  R  A  S  T  T  S  T  M  
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GCGGCGGGCTCGCGAACGAGCCGGGCAACGAGCTGGCCAACGGGCTGACGCATGAGCTGGTCAACGAGCCCACCCACGAACTCACTGGCGACGAGACCCC  

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 1100 

CGCCGCCCGAGCGCTTGCTCGGCCCGTTGCTCGACCGGTTGCCCGACTGCGTACTCGACCAGTTGCTCGGGTGGGTGCTTGAGTGACCGCTGCTCTGGGG 

                 

TTTGAGCAAGGAGAAGGCATGAGCGAGAGCACCACCGCGGAGCGGCCGCCGGAGCCCGACTGGCTGGTGATGACCACCGAGGAGCTGGTCGCCTACCGCG  

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 1200 

AAACTCGTTCCTCTTCCGTACTCGCTCTCGTGGTGGCGCCTCGCCGGCGGCCTCGGGCTGACCGACCACTACTGGTGGCTCCTCGACCAGCGGATGGCGC  

                  M  S  E  S  T  T  A  E  R  P  P  E  P  D  W  L  V  M  T  T  E  E  L  V  A  Y  R  D   

  

ACGCGGAGAACCGCTTCCGGGCGTCCAGCGCGATCCGGGCGATGACCGGGGAGCCGGACCCCGGCGCCACGATCCGATGGGAGAAGGTGGCGCTGCCCGG  

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 1300 

TGCGCCTCTTGGCGAAGGCCCGCAGGTCGCGCTAGGCCCGCTACTGGCCCCTCGGCCTGGGGCCGCGGTGCTAGGCTACCCTCTTCCACCGCGACGGGCC 

  A  E  N  R  F  R  A  S  S  A  I  R  A  M  T  G  E  P  D  P  G  A  T  I  R  W  E  K  V  A  L  P  G   

CCGTGAACTCCCGGTCCGGGTGCACCGACCGGTCACCGGGCGCGACGGCGAAGGCGTGCGGCGGGGCGGGCTGCCGCTCGTCATCCACGTGCACGGGGGC  

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 1400 

GGCACTTGAGGGCCAGGCCCACGTGGCTGGCCAGTGGCCCGCGCTGCCGCTTCCGCACGCCGCCCCGCCCGACGGCGAGCAGTAGGTGCACGTGCCCCCG               

 R  E  L  P  V  R  V  H  R  P  V  T  G  R  D  G  E  G  V  R  R  G  G  L  P  L  V  I  H  V  H  G  G 

 

GGGTTCGTGGGTACGGCCGTGCAGTGCGACTGGGTCACCAGTCACGTGGCCGCCCGACTGCCCGCCGTCGTCGTCTCGGTGGAGCACCGCCTCGTCGACC 

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 1500 

CCCAAGCACCCATGCCGGCACGTCACGCTGACCCAGTGGTCAGTGCACCGGCGGGCTGACGGGCGGCAGCAGCAGAGCCACCTCGTGGCGGAGCAGCTGG 

G  F  V  G  T  A  V  Q  C  D  W  V  T  S  H  V  A  A  R  L  P  A  V  V  V  S  V  E  H  R  L  V  D  P 

CGGACCATCCGCTGTCGGCCGCCGTCGACGACGGCTGGGACGTGCTCCAGCACGTGGTGCGGCACGCCGCGCAGTGGGGCGTGGACCCGGAGCGGACCGC 

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 1600 

GCCTGGTAGGCGACAGCCGGCGGCAGCTGCTGCCGACCCTGCACGAGGTCGTGCACCACGCCGTGCGGCGCGTCACCCCGCACCTGGGCCTCGCCTGGCG 

  D  H  P  L  S  A  A  V  D  D  G  W  D  V  L  Q  H  V  V  R  H  A  A  Q  W  G  V  D  P  E  R  T  A     

CGTCTTCGGCGAGAGCTGCGGCGCGTTGATCAGCGCCCTGGCGGCGCTCCGGGCCAGGGAGGCCGGCCTGGGGCTGCGGGCGCAGGTGCTGGTGAACCCC  

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 1700 

GCAGAAGCCGCTCTCGACGCCGCGCAACTAGTCGCGGGACCGCCGCGAGGCCCGGTCCCTCCGGCCGGACCCCGACGCCCGCGTCCACGACCACTTGGGG 

 V  F  G  E  S  C  G  A  L  I  S  A  L  A  A  L  R  A  R  E  A  G  L  G  L  R  A  Q  V  L  V  N  P  

  

GCTGTCGACGTGACCGGGGCGATGCTCGACCACGCCTCGGCCGCCGAGCACGCGCACACCCCGACCCTCGCCGTGCCGCAGCTGCGACTCTTCCAACGGC 

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 1800 

CGACAGCTGCACTGGCCCCGCTACGAGCTGGTGCGGAGCCGGCGGCTCGTGCGCGTGTGGGGCTGGGAGCGGCACGGCGTCGACGCTGAGAAGGTTGCCG 

A  V  D  V  T  G  A  M  L  D  H  A  S  A  A  E  H  A  H  T  P  T  L  A  V  P  Q  L  R  L  F  Q  R  L  

 

TCGCGGTTCCCCCGGGATCCGACCCTCGCGCGCTCTCGCCGCTGTACGCCCGACGACTCACCGGGCTTGCCCCGGCGCTCGTGGTGGTGCCGACCCACGA   

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 1900 

AGCGCCAAGGGGGCCCTAGGCTGGGAGCGCGCGAGAGCGGCGACATGCGGCTGCTGGAGTGGCCCGAACGGGGCCGCGAGCACCACCACGGCTGGGTGCT  

  A  V  P  P  G  S  D  P  R  A  L  S  P  L  Y  A  D  D  L  T  G  L  A  P  A  L  V  V  V  P  T  H  D 

 

CCCGTTGGCCGACCACGGCCGCCGCTACGCCGAACGACTGCGGGCGGCCGGGACGCCCGTGCGGCTCACCGAACACGCCGAAGCGCCGCACGCGTTCCTC  

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 2000 

GGGCAACCGGCTGGTGCCGGCGGCGATGCGGCTTGCTGACGCCCGCCGGCCCTGCGGGCACGCCGAGTGGCTTGTGCGGCTTCGCGGCGTGCGCAAGGAG 

 P  L  A  D  H  G  R  R  Y  A  E  R  L  R  A  A  G  T  P  V  R  L  T  E  H  A  E  A  P  H  A  F  L 
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BamHI 
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AGCCTGCCGGGCGTGGTCCCGCAGGCCGCGGCCGCGCGCGCGGAGATCTTCGACTTCCTCCGGGCTTCCCTCGCCGACCTGGGCTAGCCCGGGGCCCGCA 

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 2100 

TCGGACGGCCCGCACCAGGGCGTCCGGCGCCGGCGCGCGCGCCTCTAGAAGCTGAAGGAGGCCCGAAGGGAGCGGCTGGACCCGATCGGGCCTCCGGGCG 

S  L  P  G  V  V  P  Q  A  A  A  A  R  A  E  I  F  D  F  L  R  A  S  L  A  D  L  G  *   

 

ATCCGCCGCCCCGTGAGGTGACCGCCAACTCGCGGGGCGGCGGCCGTTCTTGGGCCGGACGCCACCTTCTTCACGCCTCTTCACCAGGGCGTCACCTGCG   

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 2200 

TAGGCGGCGGGGCACTCCACTGGCGGTTGAGCGCCCCGCCGCCGGCAAGAACCCGGCCTGCGGTGGAAGAAGTGCGGAGAAGTGGTCCCGCAGTGGACGC 

     

CGACAGGGTGACGCCCTGTCCGCGCGTGGGCACGTTGTGAGATGAACCACGATGATCGCGCAGGAGGGCTGAAACGGGCAAGAAGCGGAGCGCTGGTGTG  

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 2300 

GCTGTCCCACTGCGGGACAGGCGCGCACCCGTGCAACACTCTACTTGGTGCTACTAGCGCGTCCTCCCGACTTTGCCCGTTCTTCGCCTCGCGACCACAC 

                  

GCCAAACGGGCACGACCTGGTCCGGATGTGCCCGTTTCGTCGAGTGCTGCCCGGTGCGTCGTGTGTGTCCGGGTCGGGTGTCGCGGATGCGAACTGGGTG 

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 2400 

CGGTTTGCCCGTGCTGGACCAGGCCTACACGGGCAAAGCAGCTCACGACGGGCCACGCAGCACACACAGGCCCAGCCCACAGCGCCTACGCTTGACCCAC 

 

GAGTTGATGCCAGGTAGCGGAGGCGTTGTGGCTCTTCGCTTCGGCATATATAGAGGGCGCTCGCGGTGCCGGGCAGCAGTTCTTACGCGCCAGTAAGCGA  

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 2500 

CTCAACTACGGTCCATCGCCTCCGCAACACCGAGAAGCGAAGCGTATATATCTCCCGCGAGCGCCACGGCCCGTCGTCAAGAATGCGCGGTCCATTCGCT 

         

GCGCTGCCGCGCCGCCGATAGCCACAAATGGACGGGGTGGTGCGGGCAAAGGCAGGTCCGATACTGTTGCGCCAGGCACGGACCAGTGACATCGCATTCA  

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 2600 

CGCGACGGCGCGGCGGCTATCGGTGTTTACCTGCCCCACCACGCCCGTTTCCGTCCAGGCTATGACAACGCGGTCCGTGCCTGGTCACTGTAGCGTAAGT 

                

CCTGACCATGAGCGATCCACCCGCGTATCCGATCGGGCACCCCCGGAGGAGCATTCACTTTGCCTCCCCGCATCGAGCCCGAAGCCCATATGGAGTCCAC 

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 2700 

GGACTGGTACTCGCTAGGTGGGCGCATAGGCTAGCCCGTGGGGGCCTCCTCGTAAGTGAAACGGAGGGGCGTAGCTCGGGCTTCGGGTATACCTCAGGTG 

 

CCAAAGGGAGAGCACGGCCCAGTGACCCGCGATGCCGGTTCTGGTACTTCCGAGCGAGCCTTCCCGGCTGCCGTGTGGAGACCGGGGCCGGGTTGCTGTC  

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 2800 

GGTTTCCCTCTCGTGCCGGGTCACTGGGCGCTACGGCCAAGACCATGAAGGCTCGCTCGGAAGGGCCGACGGCACACCTCTGGCCCCGGCCCAACGACAG 

     

CCTACTCAAAAGTAGGTAGTGACTGGCGTCACGCGGCACTTGGCAGATGGAGTGCGCGCCGCCATTTTTTGCTTACCCCGACGTATTGATTACCTCTGCC  

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 2900 

GGATGAGTTTTCATCCATCACTGACCGCAGTGCGCCGTGAACCGTCTACCTCACGCGCGGCGGTAAAAAACGAATGGGGCTGCATAACTAATGGAGACGG 

 

CGACCGCTGTCTTGTCGAGTTCGAAACAGAGTTTTAACAATACCTTTCCGCGTGTCCCGCGGGTAATGAACTCGCCCATGGTTGCGCTGTCCTGGCGCAC 

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 3000 

GCTGGCGACAGAACAGCTCAAGCTTTGTCTCAAAATTGTTATGGAAAGGCGCACAGGGCGCCCATTACTTGAGCGGGTACCAACGCGACAGGACCGCGTG 

 

CGCTTCGTCGGCGACTGGCAGTCGGCGCGACGCCTGTATCCGGCCCGGCGGCGCCTAGGCCGCAGCACCCGTGCCATGGCCCGGTCGTGAGCCGCGGGTG  

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 3100 

GCGAAGCAGCCGCTGACCGTCAGCCGCGCTGCGGACATAGGCCGGGCCGCCGCGGATCCGGCGTCGTGGGCACGGTACCGGGCCAGCACTCGGCGCCCAC 

      

GCGCCGCCGGAGTCTTTGTCGTCCCAGCTCACGGTGGTGCCCGGACCTCGCGCCGTGGTGTCTCCGGGCAGGCCGCTGCCGTGTTCCAGGCCCAGGTCAT  

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 3200 

CGCGGCGGCCTCAGAAACAGCAGGGTCGAGTGCCACCACGGGCCTGGAGCGCGGCACCACAGAGGCCCGTCCGGCGACGGCACAAGGTCCGGGTCCAGTA 

    

CGGTGTTCCCGGCGGTAACGTCACGGGTGTGCTCGGCGCTTTCCGCTACGCGCGCGGTGGGTGTTTCGACGCGGATGCGGATAGGTGTCCCCATGTTAAG 

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 3400 

GCCACAAGGGCCGCCATTGCAGTGCCCACACGAGCCGCGAAAGGCGATGCGCGCGCCACCCACAAAGCTGCGCCTACGCCTATCCACAGGGGTACAATTC 
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GGATGCGTGCGACCCGAGGTTGACGGTCGCACGGCAGTCGGGCATCGAGAGGGGTACCGGATGTTCCCCTTCCGCTTATAGCGGTGTGCCCTTTCAGTTG   

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 3500 

CCTACGCACGCTGGGCTCCAACTGCCAGCGTGCCGTCAGCCCGTAGCTCTCCCCATGGCCTACAAGGGGAAGGCGAATATCGCCACACGGGAAAGTCAAC     

 

CCCCAAAGGGCAGCGGAGTGGCTGCGTCCAGCGGGTGAGAGCTGGGGTTTTGCGTACCCTGGCAGCGCCGGGGGCGGGGTTAATTCCTCAAGTCGGCCCC  

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 3600 

GGGGTTTCCCGTCGCCTCACCGACGCAGGTCGCCCACTCTCGACCCCAAAACGCATGGGACCGTCGCGGCCCCCGCCCCAATTAAGGAGTTCAGCCGGGG 

   

GTAAATTTCGTGAGCCCGGGCGCGCCGACTCGCGCCAACACGGCGCCAACGGGTATTCCTCGCGCGGGCGCGTTACGACACGTTGTCCGACACGCGGCAG 

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 3700 

CATTTAAAGCACTCGGGCCCGCGCGGCTGAGCGCGGTTGTGCCGCGGTTGCCCATAAGGAGCGCGCCCGCGCAATGCTGTGCAACAGGCTGTGCGCCGTC 

 

ACTGGAAATAGCCGTCGACCGACCGGAAATATACGCCAGTTGACAATTTCTGGAGCGCTGGTCTTGACTTGCGCCAGTTGTCGGTGCGGTTTGGCTGAGA   

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 3800 

TGACCTTTATCGGCAGCTGGCTGGCCTTTATATGCGGTCAACTGTTAAAGACCTCGCGACCAGAACTGAACGCGGTCAACAGCCACGCCAAACCGACTCT    

 

AGTGTGCGAGCCAATTCGGGCCAATGATGCGTGTGTTCATTAGCGGACGATTGACGAGGGCAGAGGCTGCCATGTGCGAATTGGCACGAGTGGACATCGG  

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 3900 

TCACACGCTCGGTTAAGCCCGGTTACTACGCACACAAGTAATCGCCTGCTAACTGCTCCCGTCTCCGACGGTACACGCTTAACCGTGCTCACCTGTAGCC 

                                                                       M  C  E  L  A  R  V  D  I  G   

 

CACTGTCGCCGTCATCGGAGTCGCGCCTGCGGCACCGGTGCGGACCGAGCCGGATCCCGGAGTTTGGGCCGAACTGACCGGTGTGACACCGCCGGCGGAC 

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 4000 

GTGACAGCGGCAGTAGCCTCAGCGCGGACGCCGTGGCCACGCCTGGCTCGGCCTAGGGCCTCAAACCCGGCTTGACTGGCCACACTGTGGCGGCCGCCTG 

 T  V  A  V  I  G  V  A  P  A  A  P  V  R  T  E  P  D  P  G  V  W  A  E  L  T  G  V  T  P  P  A  D    

CTGACCGCCGCGGTGGAGTCGGCGTGGACGGCCTGTGGGGACGCGGGCATCGGTGACGACCGGGCGGGCATCGGCGTCTTCCTGGCCGCCGACGGCGCCG  

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 4100 

GACTGGCGGCGCCACCTCAGCCGCACCTGCCGGACACCCCTGCGCCCGTAGCCACTGCTGGCCCGCCCGTAGCCGCAGAAGGACCGGCGGCTGCCGCGGC 

L  T  A  A  V  E  S  A  W  T  A  C  G  D  A  G  I  G  D  D  R  A  G  I  G  V  F  L  A  A  D  G  A  G    

GCGAAGGCGACGCGGACGAGTTAGCGCGGGTGCTCGGCCTCCTCGGCCCGTGCCGGACCGCGCACGACCCGCTCGCCGAGGCCCTCGCCGCGGTGCGTTC  

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 4200 

CGCTTCCGCTGCGCCTGCTCAATCGCGCCCACGAGCCGGAGGAGCCGGGCACGGCCTGGCGCGTGCTGGGCGAGCGGCTCCGGGAGCGGCGCCACGCAAG   

  E  G  D  A  D  E  L  A  R  V  L  G  L  L  G  P  C  R  T  A  H  D  P  L  A  E  A  L  A  A  V  R  S       

CGGCGAATGCGGCCTGGCCCTCGTCGGGTCGGACGGTGCCCACGCCGTGCTCGCGAGGGGCGACGACGCCCGGACCGCGACCTTCGCCTACCGGCTCGGC 

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 4300 

GCCGCTTACGCCGGACCGGGAGCAGCCCAGCCTGCCACGGGTGCGGCACGAGCGCTCCCCGCTGCTGCGGGCCTGGCGCTGGAAGCGGATGGCCGAGCCG 

 G  E  C  G  L  A  L  V  G  S  D  G  A  H  A  V  L  A  R  G  D  D  A  R  T  A  T  F  A  Y  R  L  G    

ACCGACGCCGAGTTGCCTGACAACGTTCTCACCCTCGTCGAGTCCGCCCTGCGCGCGGGCCGCCCCGCCCCCGGCCGCGCCGCCGCCGAAGGCCCCGCCG  

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 4400 

TGGCTGCGGCTCAACGGACTGTTGCAAGAGTGGGAGCAGCTCAGGCGGGACGCGCGCCCGGCGGGGCGGGGGCCGGCGCGGCGGCGGCTTCCGGGGCGGC 

T  D  A  E  L  P  D  N  V  L  T  L  V  E  S  A  L  R  A  G  R  P  A  P  G  R  A  A  A  E  G  P  A  V     

TCCCGATCGCGCTGACGGCGCACAGCCAGGACGCCCTGCGGGCCCGCGCCGCCGACCTGTGCATACTCCTCGACGCCGAGCCGGAACTCCCGCTCGCCGA  

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 4500 

AGGGCTAGCGCGACTGCCGCGTGTCGGTCCTGCGGGACGCCCGGGCGCGGCGGCTGGACACGTATGAGGAGCTGCGGCTCGGCCTTGAGGGCGAGCGGCT 

  P  I  A  L  T  A  H  S  Q  D  A  L  R  A  R  A  A  D  L  C  I  L  L  D  A  E  P  E  L  P  L  A  D       

flvA BamHI 

RBS 
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CGTCGCCTTGTCCCTCGCCACGACCGGCCCCGCGCTCGCCGAGCGCGCCGTGTTCGTCGGCGCCGACCGGGCCCGCCTCACCGACGAGCTGGCCGCCTTC 

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 4600 

GCAGCGGAACAGGGAGCGGTGCTGGCCGGGGCGCGAGCGGCTCGCGCGGCACAAGCAGCCGCGGCTGGCCCGGGCGGAGTGGCTGCTCGACCGGCGGAAG 

 V  A  L  S  L  A  T  T  G  P  A  L  A  E  R  A  V  F  V  G  A  D  R  A  R  L  T  D  E  L  A  A  F   

AGCAAGGGCGGATTACCCGTACCGGGACTCGCCACCGGCGGCCCCGCCCCGGCCGCGGCGGGCGGCCTCGCCTTCGTGTTCCCCGGGCACGGGCCCCAAT  

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 4700 

TCGTTCCCGCCTAATGGGCATGGCCCTGAGCGGTGGCCGCCGGGGCGGGGCCGGCGCCGCCCGCCGGAGCGGAAGCACAAGGGGCCCGTGCCCGGGGTTA     

S  K  G  G  L  P  V  P  G  L  A  T  G  G  P  A  P  A  A  A  G  G  L  A  F  V  F  P  G  H  G  P  Q  W 

GGCCGGGCATGGCCGACGAGTTGATGGACCGCTTCCCGGTGTTCGCCGAGCAGCTGCAGGCCTGCGCGGACGCCCTCACACCGCACGTGGACTGGCCCGT  

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 4800 

CCGGCCCGTACCGGCTGCTCAACTACCTGGCGAAGGGCCACAAGCGGCTCGTCGACGTCCGGACGCGCCTGCGGGAGTGTGGCGTGCACCTGACCGGGCA 

  P  G  M  A  D  E  L  M  D  R  F  P  V  F  A  E  Q  L  Q  A  C  A  D  A  L  T  P  H  V  D  W  P  V      

CATGGACGTCCTGCGCGGCCGCACGGACACGCCGTCGCTCGACCGGCCGGACGTGGGACAGCCCGCACTCTGGGCGATGATGGTGTCCCTGGCCGCCCTG 

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 4900 

GTACCTGCAGGACGCGCCGGCGTGCCTGTGCGGCAGCGAGCTGGCCGGCCTGCACCCTGTCGGGCGTGAGACCCGCTACTACCACAGGGACCGGCGGGAC 

 M  D  V  L  R  G  R  T  D  T  P  S  L  D  R  P  D  V  G  Q  P  A  L  W  A  M  M  V  S  L  A  A  L    

 

TGGCGGTCCTGGGGCGTGGTGCCCGACGCCGTGATCGGCTCCAGCGCCGGCGAGCTCCCGGCCGCGACGGTCGCGGGCGCACTGTCCGTCGAGGACGGCG 

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 5000 

ACCGCCAGGACCCCGCACCACGGGCTGCGGCACTAGCCGAGGTCGCGGCCGCTCGAGGGCCGGCGCTGCCAGCGCCCGCGTGACAGGCAGCTCCTGCCGC    

W  R  S  W  G  V  V  P  D  A  V  I  G  S  S  A  G  E  L  P  A  A  T  V  A  G  A  L  S  V  E  D  G  A 

CGCGGGCCGTGGCAGTGTTCGGCCAGGCGCAGGTGCACCTGCTCGAACACGGCGTGATGCTGTCCGTCCTCGCGTCCGCCGACGAGGTACGCGAACGGCT  

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 5100 

GCGCCCGGCACCGTCACAAGCCGGTCCGCGTCCACGTGGACGAGCTTGTGCCGCACTACGACAGGCAGGAGCGCAGGCGGCTGCTCCATGCGCTTGCCGA 

  R  A  V  A  V  F  G  Q  A  Q  V  H  L  L  E  H  G  V  M  L  S  V  L  A  S  A  D  E  V  R  E  R  L  

GACCCGCTACGACGGCCTCGACCTCGCCGCCGTGCACGCCCCCGGCTCGGTCCTGGTCTCCGGCGTCGAGGACCAGGCCGACGAACTCCTCGCCGAACTG 

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 5200 

CTGGGCGATGCTGCCGGAGCTGGAGCGGCGGCACGTGCGGGGGCCGAGCCAGGACCAGAGGCCGCAGCTCCTGGTCCGGCTGCTTGAGGAGCGGCTTGAC 

 T  R  Y  D  G  L  D  L  A  A  V  H  A  P  G  S  V  L  V  S  G  V  E  D  Q  A  D  E  L  L  A  E  L    

GCCGTGGACGGCATCAAGGCCAGGGCCATCGACATCCGCATCGCGGCGCACGGCCGCCAGGTCGACGCGGTCCTCGACGGGCTGCGCGCCGACCTCGCCC  

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 5300 

CGGCACCTGCCGTAGTTCCGGTCCCGGTAGCTGTAGGCGTAGCGCCGCGTGCCGGCGGTCCAGCTGCGCCAGGAGCTGCCCGACGCGCGGCTGGAGCGGG      

A  V  D  G  I  K  A  R  A  I  D  I  R  I  A  A  H  G  R  Q  V  D  A  V  L  D  G  L  R  A  D  L  A  P 

CGATCGAGCCCCGCCCGACGGACGTGCCGATCTACCTGGGCACCACGGGCGAGCGGGTCGACCCGCTCACGCTCACCGCGGACCACTGGTGCCGCAACCT  

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 5400 

GCTAGCTCGGGGCGGGCTGCCTGCACGGCTAGATGGACCCGTGGTGCCCGCTCGCCCAGCTGGGCGAGTGCGAGTGGCGCCTGGTGACCACGGCGTTGGA 

  I  E  P  R  P  T  D  V  P  I  Y  L  G  T  T  G  E  R  V  D  P  L  T  L  T  A  D  H  W  C  R  N  L 

GCGCCACACCGCCGACTTCGAGAGCGCCACCCGCGCCGCACTGGCCGCGGGCCACCGCCTGCTCGTCGAGTCGAGCCCGCACCCCGTCCTCACCAGGGCC 

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 5500 

CGCGGTGTGGCGGCTGAAGCTCTCGCGGTGGGCGCGGCGTGACCGGCGCCCGGTGGCGGACGAGCAGCTCAGCTCGGGCGTGGGGCAGGAGTGGTCCCGG 

 R  H  T  A  D  F  E  S  A  T  R  A  A  L  A  A  G  H  R  L  L  V  E  S  S  P  H  P  V  L  T  R  A    

GTGCAGGAGACCGCCGAGGACGCCGCCGTGGACGCCGTCGTCCTCGGGACGCTGCGCCGGGGCCCGGGCAGCGCCGACCACCTGACCGCTGCGCTGGCCG  

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 5600 

CACGTCCTCTGGCGGCTCCTGCGGCGGCACCTGCGGCAGCAGGAGCCCTGCGACGCGGCCCCGGGCCCGTCGCGGCTGGTGGACTGGCGACGCGACCGGC 

V  Q  E  T  A  E  D  A  A  V  D  A  V  V  L  G  T  L  R  R  G  P  G  S  A  D  H  L  T  A  A  L  A  V    

SacI 

ATp 
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TGCTGCACGCGCACGGCGTACTCCCCGACTGGGACGCGGTGTTCGCGGGCCGGGACGCCCGCACGGTGCCGCTGCCCGCCTATCCGCTGGACGCGGCGCC  

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 5700 

ACGACGTGCGCGTGCCGCATGAGGGGCTGACCCTGCGCCACAAGCGCCCGGCCCTGCGGGCGTGCCACGGCGACGGGCGGATAGGCGACCTGCGCCGCGG 

  L  H  A  H  G  V  L  P  D  W  D  A  V  F  A  G  R  D  A  R  T  V  P  L  P  A  Y  P  L  D  A  A  P              

CGCAGCCACCCCCGCCCCGTCCCTCGCCGACCGGCTCGCGGCCGCCCCCGACCGCCACGAACTCCTCCTCGACCTGGTCCGCGCGCAGGTCGCCGCCGTC 

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 5800 

GCGTCGGTGGGGGCGGGGCAGGGAGCGGCTGGCCGAGCGCCGGCGGGGGCTGGCGGTGCTTGAGGAGGAGCTGGACCAGGCGCGCGTCCAGCGGCGGCAG 

 A  A  T  P  A  P  S  L  A  D  R  L  A  A  A  P  D  R  H  E  L  L  L  D  L  V  R  A  Q  V  A  A  V      

GCGGGCGGGGACGCCGCGCTCTCCGCCGACGTGGACGCGCCGCTCCTGGAGCTGGGCGTCGACTCGGCGGGCGCGGTGTCCCTGCGCAACCTCCTGAACG  

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 5900 

CGCCCGCCCCTGCGGCGCGAGAGGCGGCTGCACCTGCGCGGCGAGGACCTCGACCCGCAGCTGAGCCGCCCGCGCCACAGGGACGCGTTGGAGGACTTGC 

A  G  G  D  A  A  L  S  A  D  V  D  A  P  L  L  E  L  G  V  D  S  A  G  A  V  S  L  R  N  L  L  N  A 

CCGCCACCGGCCTGAAGCTGCCCGTGTCCGCGGTGTTCGACAACCCGACGTGCCGAGGCCTCGCCACGCACATCGACCGGGTCCTGCTCGGCGCGCCCAC  

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 6000 

GGCGGTGGCCGGACTTCGACGGGCACAGGCGCCACAAGCTGTTGGGCTGCACGGCTCCGGAGCGGTGCGTGTAGCTGGCCCAGGACGAGCCGCGCGGGTG 

  A  T  G  L  K  L  P  V  S  A  V  F  D  N  P  T  C  R  G  L  A  T  H  I  D  R  V  L  L  G  A  P  T  

CGACGACGACGAGGCGCCGGTCGCCATGACGGGCGGCGACGACGAGCCGATCGCCGTCGTCGCGATGAGCTGCCGCCTGCCCGGCGGCGTACACAGCCCC 

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 6100 

GCTGCTGCTGCTCCGCGGCCAGCGGTACTGCCCGCCGCTGCTGCTCGGCTAGCGGCAGCAGCGCTACTCGACGGCGGACGGGCCGCCGCATGTGTCGGGG 

 D  D  D  E  A  P  V  A  M  T  G  G  D  D  E  P  I  A  V  V  A  M  S  C  R  L  P  G  G  V  H  S  P   

GAGGACCTGTGGGAGCTGCTGTCCGCGGGCGGCGACGGCATCACCGCGTTCCCCGCCGACCGCGGCTGGGACCTGGACGGACGCTACGACGAGGACGCCG  

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 6200 

CTCCTGGACACCCTCGACGACAGGCGCCCGCCGCTGCCGTAGTGGCGCAAGGGGCGGCTGGCGCCGACCCTGGACCTGCCTGCGATGCTGCTCCTGCGGC 

E  D  L  W  E  L  L  S  A  G  G  D  G  I  T  A  F  P  A  D  R  G  W  D  L  D  G  R  Y  D  E  D  A  E 

AGCGGGTGGGCGGCTACTACCAGCGCGAAGCCGGATTCCTGCACGAAGTCACCGAGTTCGACCCGGAGTTCTCCCGGATCTCGCCGCGCGAGGCCCTCGC  

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 6300 

TCGCCCACCCGCCGATGATGGTCGCGCTTCGGCCTAAGGACGTGCTTCAGTGGCTCAAGCTGGGCCTCAAGAGGGCCTAGAGCGGCGCGCTCCGGGAGCG 

  R  V  G  G  Y  Y  Q  R  E  A  G  F  L  H  E  V  T  E  F  D  P  E  F  S  R  I  S  P  R  E  A  L  A   

CATGGACCCGCAGCAGCGGCTGCTCCTGGAGATCTCCTGGGAGGCGATCGAGCGCGCGGGCATGGACCCCGCGAGGCTGCGGGGCAGCCGCGCGGGCGTG 

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 6400 

GTACCTGGGCGTCGTCGCCGACGAGGACCTCTAGAGGACCCTCCGCTAGCTCGCGCGCCCGTACCTGGGGCGCTCCGACGCCCCGTCGGCGCGCCCGCAC 

 M  D  P  Q  Q  R  L  L  L  E  I  S  W  E  A  I  E  R  A  G  M  D  P  A  R  L  R  G  S  R  A  G  V    

TTCGTGGGCGCGATGACGATGGACTACGGGCCGCGACTGCACGAGGCGCCCGCGGACCTGGAGGGCTACCTCCTCACCGGCAACACCGCGAGCGTCGCCT  

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 6500 

AAGCACCCGCGCTACTGCTACCTGATGCCCGGCGCTGACGTGCTCCGCGGGCGCCTGGACCTCCCGATGGAGGAGTGGCCGTTGTGGCGCTCGCAGCGGA 

F  V  G  A  M  T  M  D  Y  G  P  R  L  H  E  A  P  A  D  L  E  G  Y  L  L  T  G  N  T  A  S  V  A  S     

CCGGCAGGCTCTCCTACACGTTCGGCTTCTCAGGGCCCGCCGTCACCGTCGACACGGCGTGCTCGTCGTCGCTGGCCGCCCTGCACCTGGCCGTGCAGTC  

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 6600 

GGCCGTCCGAGAGGATGTGCAAGCCGAAGAGTCCCGGGCGGCAGTGGCAGCTGTGCCGCACGAGCAGCAGCGACCGGCGGGACGTGGACCGGCACGTCAG 

  G  R  L  S  Y  T  F  G  F  S  G  P  A  V  T  V  D  T  A  C  S  S  S  L  A  A  L  H  L  A  V  Q  S 

GCTGCGCCGCGGCGAGTGCACCGTCGCGCTCGCGGGCGGCGTCACGGTCATGCCGTCGCAGGGCATGTTCGTGGAGTTCAGCAGGCAGCGCGCGCTGGCC 

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 6700 

CGACGCGGCGCCGCTCACGTGGCAGCGCGAGCGCCCGCCGCAGTGCCAGTACGGCAGCGTCCCGTACAAGCACCTCAAGTCGTCCGTCGCGCGCGACCGG 

 L  R  R  G  E  C  T  V  A  L  A  G  G  V  T  V  M  P  S  Q  G  M  F  V  E  F  S  R  Q  R  A  L  A    

ACP 

KS 
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CCCGACGGCCGCAGCAAGGCGTTCTCGGCCAGCGCGGACGGGTTCGGCCTCGCCGAGGGCGCCACCATGGTGCTCCTCGAGCGGCTCTCCGACGCCCGCC  

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 6800 

GGGCTGCCGGCGTCGTTCCGCAAGAGCCGGTCGCGCCTGCCCAAGCCGGAGCGGCTCCCGCGGTGGTACCACGAGGAGCTCGCCGAGAGGCTGCGGGCGG 

P  D  G  R  S  K  A  F  S  A  S  A  D  G  F  G  L  A  E  G  A  T  M  V  L  L  E  R  L  S  D  A  R  R  

GCCACGGCCACCCCGTGCTCGCACTGGTCAAGGGCACCGCCATCAACCAGGACGGCGCGTCCAACGGCCTCACCGCCCCCAGCGGCCCCGCGCAGCGCCG  

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 6900 

CGGTGCCGGTGGGGCACGAGCGTGACCAGTTCCCGTGGCGGTAGTTGGTCCTGCCGCGCAGGTTGCCGGAGTGGCGGGGGTCGCCGGGGCGCGTCGCGGC 

  H  G  H  P  V  L  A  L  V  K  G  T  A  I  N  Q  D  G  A  S  N  G  L  T  A  P  S  G  P  A  Q  R  R 

GGTGATCCGGCAGGCGCTCGCCGACGCGGGCGTCTCCGCCGCCGAGGTCGACGCCGTCGAGGCGCACGGCACCGGCACGAAGCTGGGCGACCCGATCGAG 

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 7000 

CCACTAGGCCGTCCGCGAGCGGCTGCGCCCGCAGAGGCGGCGGCTCCAGCTGCGGCAGCTCCGCGTGCCGTGGCCGTGCTTCGACCCGCTGGGCTAGCTC 

 V  I  R  Q  A  L  A  D  A  G  V  S  A  A  E  V  D  A  V  E  A  H  G  T  G  T  K  L  G  D  P  I  E    

GCGGACGCGCTGCTCGCCACCTACGGCCAGGAGCACCCGGCCGACCGGCCGCTGCTGCTCGGCTCGGTGAAGTCGAACATCGGCCACACGCAGGCCGCGT  

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 7100 

CGCCTGCGCGACGAGCGGTGGATGCCGGTCCTCGTGGGCCGGCTGGCCGGCGACGACGAGCCGAGCCACTTCAGCTTGTAGCCGGTGTGCGTCCGGCGCA 

A  D  A  L  L  A  T  Y  G  Q  E  H  P  A  D  R  P  L  L  L  G  S  V  K  S  N  I  G  H  T  Q  A  A  S 

CCGGCGTCGCGGGCCTCATCAAGATGGTGCTCGCGCTGCAGCACGGCGAGCTGCCCAAGAGCCTGCACATCACCGAGCCCACCCCGCACGTGGACTGGAC  

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 7200 

GGCCGCAGCGCCCGGAGTAGTTCTACCACGAGCGCGACGTCGTGCCGCTCGACGGGTTCTCGGACGTGTAGTGGCTCGGGTGGGGCGTGCACCTGACCTG 

  G  V  A  G  L  I  K  M  V  L  A  L  Q  H  G  E  L  P  K  S  L  H  I  T  E  P  T  P  H  V  D  W  T    

GACGGGCGCGGTGTCGCTCGTCACCGAGACCACGCCGTGGCCGGAGGTCGAGCGCCCCCGGCGGGTCGGTGTGTCCTCGTTCGGCATCAGCGGCACCAAC 

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 7300 

CTGCCCGCGCCACAGCGAGCAGTGGCTCTGGTGCGGCACCGGCCTCCAGCTCGCGGGGGCCGCCCAGCCACACAGGAGCAAGCCGTAGTCGCCGTGGTTG 

 T  G  A  V  S  L  V  T  E  T  T  P  W  P  E  V  E  R  P  R  R  V  G  V  S  S  F  G  I  S  G  T  N    

GCCCACGCCGTCCTGGAGCAGGCGCCCGACGAGGTTCCGGCCGACCCGGAGCCGTCGTCGGCGTCCGTGCCGCTGGTGTTCTCCGCGCGCTCGGAGGACG  

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 7400 

CGGGTGCGGCAGGACCTCGTCCGCGGGCTGCTCCAAGGCCGGCTGGGCCTCGGCAGCAGCCGCAGGCACGGCGACCACAAGAGGCGCGCGAGCCTCCTGC 

A  H  A  V  L  E  Q  A  P  D  E  V  P  A  D  P  E  P  S  S  A  S  V  P  L  V  F  S  A  R  S  E  D  A    

CCCTGCGCGCCCACGCCGCCCGACTCGCCGCTGTCGTGGAGCAGTTGACGCCCGCCGACATGGCGGCCGGTCTGCTGTCCCGCTCGGTCTTCGAACACCG  

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 7500 

GGGACGCGCGGGTGCGGCGGGCTGAGCGGCGACAGCACCTCGTCAACTGCGGGCGGCTGTACCGCCGGCCAGACGACAGGGCGAGCCAGAAGCTTGTGGC 

  L  R  A  H  A  A  R  L  A  A  V  V  E  Q  L  T  P  A  D  M  A  A  G  L  L  S  R  S  V  F  E  H  R    

GGCCGTGGTGGTCGCGGGCGGCGCCGACGCGCTGACGGCGGTGGCCCAGGGGGGCCGAGTCGGCGCGGTGGCGATGGGTGTCGCGGCGGCCTGCGGGCAA 

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 7600 

CCGGCACCACCAGCGCCCGCCGCGGCTGCGCGACTGCCGCCACCGGGTCCCCCCGGCTCAGCCGCGCCACCGCTACCCACAGCGCCGCCGGACGCCCGTT  

 A  V  V  V  A  G  G  A  D  A  L  T  A  V  A  Q  G  G  R  V  G  A  V  A  M  G  V  A  A  A  C  G  Q    

GGTGGCGTTCGTGTTCCCGGTCAGGGTTCTCAGTGGCTGGGTATGGGTGTGGAGTTGGCGGAGTCGTCGCCGGTGTTCCGTGCCTCGTTGGAGGCGTGTG  

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 7700     

CCACCGCAAGCACAAGGGCCAGTCCCAAGAGTCACCGACCCATACCCACACCTCAACCGCCTCAGCAGCGGCCACAAGGCACGGAGCAACCTCCGCACAC 

G  G  V  R  V  P  G  Q  G  S  Q  W  L  G  M  G  V  E  L  A  E  S  S  P  V  F  R  A  S  L  E  A  C  A 

CGGAGGCGTTGGCGCCGTATGTCGACTGGTCGTTGTGGGATGTGCTGGCTGACGCGGCCGAGCTGGAGCGGGTCGATGTGGTGCAGCCCGCGCTGTGGGC  

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 7800 

GCCTCCGCAACCGCGGCATACAGCTGACCAGCAACACCCTACACGACCGACTGCGCCGGCTCGACCTCGCCCAGCTACACCACGTCGGGCGCGACACCCG 

  E  A  L  A  P  Y  V  D  W  S  L  W  D  V  L  A  D  A  A  E  L  E  R  V  D  V  V  Q  P  A  L  W  A     
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GGTGATGGTGTCGCTTGCGGCGTTGTGGCGCTCGTACGGTGTCGAGCCGGATGCGGTGGTGGGGCACAGTCAGGGTGAGATCGCTGCGGCGTATGTCGCG 

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 7900 

CCACTACCACAGCGAACGCCGCAACACCGCGAGCATGCCACAGCTCGGCCTACGCCACCACCCCGTGTCAGTCCCACTCTAGCGACGCCGCATACAGCGC 

 V  M  V  S  L  A  A  L  W  R  S  Y  G  V  E  P  D  A  V  V  G  H  S  Q  G  E  I  A  A  A  Y  V  A    

GGTGCGCTGTCGCTTGCGGACGCTGCCAAGATCGTGGCGCAGCGGAGCAAGGCCATTCTTGCGCTGTCGGGTCAGGGCGGCATGGTGTCGCTCGCGGCGA  

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 8000 

CCACGCGACAGCGAACGCCTGCGACGGTTCTAGCACCGCGTCGCCTCGTTCCGGTAAGAACGCGACAGCCCAGTCCCGCCGTACCACAGCGAGCGCCGCT 

G  A  L  S  L  A  D  A  A  K  I  V  A  Q  R  S  K  A  I  L  A  L  S  G  Q  G  G  M  V  S  L  A  A  T 

CGGTCGACGACGCTCGTGAGTGGATCGCGCCGTGGGGCGAGCGGGTCTCGGTTGCCGCGGTCAACGGGCCTGGTTCGGTGGTGGTGGCGGGTGACGCGGA  

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 8100 

GCCAGCTGCTGCGAGCACTCACCTAGCGCGGCACCCCGCTCGCCCAGAGCCAACGGCGCCAGTTGCCCGGACCAAGCCACCACCACCGCCCACTGCGCCT 

  V  D  D  A  R  E  W  I  A  P  W  G  E  R  V  S  V  A  A  V  N  G  P  G  S  V  V  V  A  G  D  A  D    

 

CGCGCTGGACGAGTTGGTGGAGGCGTGTGCCGCCGATGGCCGGCGGGCCCGCCGGATCCCCGTCGACTACGCGTCGCACTCGCCGCATGTCGAGCGCATC 

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 8200 

GCGCGACCTGCTCAACCACCTCCGCACACGGCGGCTACCGGCCGCCCGGGCGGCCTAGGGGCAGCTGATGCGCAGCGTGAGCGGCGTACAGCTCGCGTAG 

 A  L  D  E  L  V  E  A  C  A  A  D  G  R  R  A  R  R  I  P  V  D  Y  A  S  H  S  P  H  V  E  R  I       

GAGGGCGAGTTGGCGAGTGTGCTGGCCGGGGTGGAGCCCCGGGTAGCGAGTGTGCCGATGCTGTCGACCGTCACGGGGGAGTGGCTGACCGGTACCGAGG  

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 8300 

CTCCCGCTCAACCGCTCACACGACCGGCCCCACCTCGGGGCCCATCGCTCACACGGCTACGACAGCTGGCAGTGCCCCCTCACCGACTGGCCATGGCTCC 

E  G  E  L  A  S  V  L  A  G  V  E  P  R  V  A  S  V  P  M  L  S  T  V  T  G  E  W  L  T  G  T  E  V 

TGGGTGCGGATTACTGGTATCAGAATCTGCGGCACACCGTGCGTTTCGAGGAGGCCACGCGCGGTCTCCTCGACCACGGCATCGGCGCCTTCGTCGAATG  

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 8400 

ACCCACGCCTAATGACCATAGTCTTAGACGCCGTGTGGCACGCAAAGCTCCTCCGGTGCGCGCCAGAGGAGCTGGTGCCGTAGCCGCGGAAGCCGCTTAC 

  G  A  D  Y  W  Y  Q  N  L  R  H  T  V  R  F  E  E  A  T  R  G  L  L  D  H  G  I  G  A  F  V  E  C    

CAGCCCCCACCCCGTGCTCACCATCGGCGTGCGCGAGACCGTGGACGCGACCGGAGGCGACGCCATCGTCGTCGGCACCCTGCGCCGCACCGACGGCGAC 

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 8500 

GTCGGGGGTGGGGCACGAGTGGTAGCCGCACGCGCTCTGGCACCTGCGCTGGCCTCCGCTGCGGTAGCAGCAGCCGTGGGACGCGGCGTGGCTGCCGCTG 

 S  P  H  P  V  L  T  I  G  V  R  E  T  V  D  A  T  G  G  D  A  I  V  V  G  T  L  R  R  T  D  G  D    

CTCGACCGGTTCCTGCTCTCCGCCGCCGAGGCGTACGTGGAGGGCCTGTCCTTCGACTGGCATGCCGTCGTGCCCGCCGGGCGGCACGTGGACCTGCCGA 

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 8600                                                  

GAGCTGGCCAAGGACGAGAGGCGGCGGCTCCGCATGCACCTCCCGGACAGGAAGCTGACCGTACGGCAGCACGGGCGGCCCGCCGTGCACCTGGACGGCT 

L  D  R  F  L  L  S  A  A  E  A  Y  V  E  G  L  S  F  D  W  H  A  V  V  P  A  G  R  H  V  D  L  P  T    

CGTACCCGTTCCAGCGCAGGCGGTTCTGGCTCGACGAGACATCCCGCCCCGCGGCGGGCGGCGACGACCCCGCGTTCGCGGAGTTCTGGGCCGCGGTGGA  

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 8700 

GCATGGGCAAGGTCGCGTCCGCCAAGACCGAGCTGCTCTGTAGGGCGGGGCGCCGCCCGCCGCTGCTGGGGCGCAAGCGCCTCAAGACCCGGCGCCACCT 

  Y  P  F  Q  R  R  R  F  W  L  D  E  T  S  R  P  A  A  G  G  D  D  P  A  F  A  E  F  W  A  A  V  E            

GCGCGGCGACCTCGCCACCACGCTCGACGTGCCCGCCGACGCGCCCCTGACCGACGTCCTGCCCAGCCTCGCCGACTGGCGGCGCCGCAGCCAGGAGCGG 

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 8800 

CGCGCCGCTGGAGCGGTGGTGCGAGCTGCACGGGCGGCTGCGCGGGGACTGGCTGCAGGACGGGTCGGAGCGGCTGACCGCCGCGGCGTCGGTCCTCGCC 

 R  G  D  L  A  T  T  L  D  V  P  A  D  A  P  L  T  D  V  L  P  S  L  A  D  W  R  R  R  S  Q  E  R   

ACCGCCGTCGACTCGTGGCGCCACCGGATCACCTGGCGTCCGCTCGGCACCGCCACCACCCCCACCCTGACCGGCACCTGGCTCCTGGTCGGTCCGCCGG  

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 8900 

TGGCGGCAGCTGAGCACCGCGGTGGCCTAGTGGACCGCAGGCGAGCCGTGGCGGTGGTGGGGGTGGGACTGGCCGTGGACCGAGGACCAGCCAGGCGGCC 

T  A  V  D  S  W  R  H  R  I  T  W  R  P  L  G  T  A  T  T  P  T  L  T  G  T  W  L  L  V  G  P  P  A 

BamHI 

ATp 
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CCGAGGCGGAGCACCCGTGGCAGACGGCGGCCGCCGACGCGCTGCGTGCCCACGGCGCCGACGTCCTGCACGTCGAAGGATCGGCCGAGTCGCTGAGCGC  

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 9000 

GGCTCCGCCTCGTGGGCACCGTCTGCCGCCGGCGGCTGCGCGACGCACGGGTGCCGCGGCTGCAGGACGTGCAGCTTCCTAGCCGGCTCAGCGACTCGCG 

  E  A  E  H  P  W  Q  T  A  A  A  D  A  L  R  A  H  G  A  D  V  L  H  V  E  G  S  A  E  S  L  S  A        

CCTGGACGTCGTACCCAGTGGCGTGCTGTCCCTGCTGGCCCTCGACGAACAGCCCGACCCCGGGGCGCCGACCGTCCCCTGCGGCCTCTCCGGCACGCTG 

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 9100 

GGACCTGCAGCATGGGTCACCGCACGACAGGGACGACCGGGAGCTGCTTGTCGGGCTGGGGCCCCGCGGCTGGCAGGGGACGCCGGAGAGGCCGTGCGAC 

 L  D  V  V  P  S  G  V  L  S  L  L  A  L  D  E  Q  P  D  P  G  A  P  T  V  P  C  G  L  S  G  T  L   

GCACTGGTGCGGGCGCTCGGCGACGCCGGGATCGGCGCGCCGCTGTGGCTGGCCACGACGGGCGCGGTGTCCGTCGGACGCTCCGACCCGCTGACCCACC  

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 9200 

CGTGACCACGCCCGCGAGCCGCTGCGGCCCTAGCCGCGCGGCGACACCGACCGGTGCTGCCCGCGCCACAGGCAGCCTGCGAGGCTGGGCGACTGGGTGG 

A  L  V  R  A  L  G  D  A  G  I  G  A  P  L  W  L  A  T  T  G  A  V  S  V  G  R  S  D  P  L  T  H  P    

CGGCGCAGAGCCAGGTGTGGGGCCTCGGCCTCACCGTCGGCCTGGAGCACCCGGAGCGCTGGGGCGGCCTCGTCGACCTCCCCGTGACCCCCGACGCCAG  

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 9300 

GCCGCGTCTCGGTCCACACCCCGGAGCCGGAGTGGCAGCCGGACCTCGTGGGCCTCGCGACCCCGCCGGAGCAGCTGGAGGGGCACTGGGGGCTGCGGTC 

  A  Q  S  Q  V  W  G  L  G  L  T  V  G  L  E  H  P  E  R  W  G  G  L  V  D  L  P  V  T  P  D  A  R        

GACCGGCACCCGGCTCGCCGCCGTCCTCGCCGGGCAGACGGACGAGGACCAACTGGCCATCCGTGCCTCCGGCGTGACGGTGCGCCGGCTCGTCCCGGCC 

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 9400 

CTGGCCGTGGGCCGAGCGGCGGCAGGAGCGGCCCGTCTGCCTGCTCCTGGTTGACCGGTAGGCACGGAGGCCGCACTGCCACGCGGCCGAGCAGGGCCGG 

 T  G  T  R  L  A  A  V  L  A  G  Q  T  D  E  D  Q  L  A  I  R  A  S  G  V  T  V  R  R  L  V  P  A  

CCCGCACCGGCGGCGGCACCCGCCTGGCGTACCAGCGGCACCGCGCTGATCACCGGCGGCACCGGCGCCATCGGCGGGCACGTCGCCCGCTGGCTGGCGG  

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 9500 

GGGCGTGGCCGCCGCCGTGGGCGGACCGCATGGTCGCCGTGGCGCGACTAGTGGCCGCCGTGGCCGCGGTAGCCGCCCGTGCAGCGGGCGACCGACCGCC 

P  A  P  A  A  A  P  A  W  R  T  S  G  T  A  L  I  T  G  G  T  G  A  I  G  G  H  V  A  R  W  L  A  A 

CCAGCGGCGCCGAACACATCGTGCTGACCAGCCGCAGCGGCCCGGACGCCCCCGGCGCCCAGGAACTGGTCGCCGAACTGACCGCGCTCGGCGCCCGGAC  

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 9600 

GGTCGCCGCGGCTTGTGTAGCACGACTGGTCGGCGTCGCCGGGCCTGCGGGGGCCGCGGGTCCTTGACCAGCGGCTTGACTGGCGCGAGCCGCGGGCCTG 

  S  G  A  E  H  I  V  L  T  S  R  S  G  P  D  A  P  G  A  Q  E  L  V  A  E  L  T  A  L  G  A  R  T         

CACCGTCGCCGCCTGCGACGCCGCCGACCGCACCGCGCTCGCCGACCTGTTCGCCCGGCTCGACGCCGACGGCACCCCCGTCCGCTCCGTCTTCCACGCG 

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 9700 

GTGGCAGCGGCGGACGCTGCGGCGGCTGGCGTGGCGCGAGCGGCTGGACAAGCGGGCCGAGCTGCGGCTGCCGTGGGGGCAGGCGAGGCAGAAGGTGCGC 

 T  V  A  A  C  D  A  A  D  R  T  A  L  A  D  L  F  A  R  L  D  A  D  G  T  P  V  R  S  V  F  H  A   

GCGGGCACCGTCCCGTCCCTGCTCCTCGCCGACACCGCCACCTCGGACCTCGCCTACGCCGTCGGCGCGAAGGCCGTCGGCGCGGTCCACCTCGACGAGC  

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 9800 

CGCCCGTGGCAGGGCAGGGACGAGGAGCGGCTGTGGCGGTGGAGCCTGGAGCGGATGCGGCAGCCGCGCTTCCGGCAGCCGCGCCAGGTGGAGCTGCTCG 

A  G  T  V  P  S  L  L  L  A  D  T  A  T  S  D  L  A  Y  A  V  G  A  K  A  V  G  A  V  H  L  D  E  L 

TGTGCGCCGGACGCGAGTTGGACGCGTTCGTGCTGTTCTCCTCCGGCTCCGCGGTGTGGGGCAGCGGCGAGCTGGGGGCGTACGGCGCCGCCAACGCCTT  

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 9900 

ACACGCGGCCTGCGCTCAACCTGCGCAAGCACGACAAGAGGAGGCCGAGGCGCCACACCCCGTCGCCGCTCGACCCCCGCATGCCGCGGCGGTTGCGGAA 

  C  A  G  R  E  L  D  A  F  V  L  F  S  S  G  S  A  V  W  G  S  G  E  L  G  A  Y  G  A  A  N  A  F     
 

CCTCGACGGCCTCGCGCAGCGCCACCACGCCGACGGACTGCCCGCCACCTCGGTCTCCTGGGGCATGTGGGCGGGCGGCGGCATGGTCACCGGCGACCTG 

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 10000 

GGAGCTGCCGGAGCGCGTCGCGGTGGTGCGGCTGCCTGACGGGCGGTGGAGCCAGAGGACCCCGTACACCCGCCCGCCGCCGTACCAGTGGCCGCTGGAC 

 L  D  G  L  A  Q  R  H  H  A  D  G  L  P  A  T  S  V  S  W  G  M  W  A  G  G  G  M  V  T  G  D  L    

KR 
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GACGACCAGCTGCGCCGCCGGGGCCTGCGCCCCATGCGGCCGGAGCTCGCGGTCGGCGCGCTCGCCACCGCCCTCGCGGCGGGCGAGACCACCCTCACCG  

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 10100 

CTGCTGGTCGACGCGGCGGCCCCGGACGCGGGGTACGCCGGCCTCGAGCGCCAGCCGCGCGAGCGGTGGCGGGAGCGCCGCCCGCTCTGGTGGGAGTGGC 

D  D  Q  L  R  R  R  G  L  R  P  M  R  P  E  L  A  V  G  A  L  A  T  A  L  A  A  G  E  T  T  L  T  V   

TCGCGGACTTCGACTGGGCCCGCTTCGCCCCCGGCTTCACGGCCGCCCGCTCCCGCCCCCTGATCAGCGAGATACCCGACGTCGTCGCGCTCGCCGCACA  

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 10200 

AGCGCCTGAAGCTGACCCGGGCGAAGCGGGGGCCGAAGTGCCGGCGGGCGAGGGCGGGGGACTAGTCGCTCTATGGGCTGCAGCAGCGCGAGCGGCGTGT 

  A  D  F  D  W  A  R  F  A  P  G  F  T  A  A  R  S  R  P  L  I  S  E  I  P  D  V  V  A  L  A  A  Q 

GGACGCGGTGGACCAGCCCGCCGCCGGTGGCGCGCTCGCCGACCGCCTCGCCGGGCTCACCGACGCCGACCGGCGCCGGCTCCTGCTCGACCTGGTCCGC 

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 10300 

CCTGCGCCACCTGGTCGGGCGGCGGCCACCGCGCGAGCGGCTGGCGGAGCGGCCCGAGTGGCTGCGGCTGGCCGCGGCCGAGGACGAGCTGGACCAGGCG 

 D  A  V  D  Q  P  A  A  G  G  A  L  A  D  R  L  A  G  L  T  D  A  D  R  R  R  L  L  L  D  L  V  R   

GGCCACGCCGCCGCGGTGCTCGGCCACGAAGGACCCGACACCGTCACGCCCGACCGCGCGTTCCGCGAGCTGGGCTTCGACTCCCTGACCGCCATCGAAC  

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 10400 

CCGGTGCGGCGGCGCCACGAGCCGGTGCTTCCTGGGCTGTGGCAGTGCGGGCTGGCGCGCAAGGCGCTCGACCCGAAGCTGAGGGACTGGCGGTAGCTTG  

G  H  A  A  A  V  L  G  H  E  G  P  D  T  V  T  P  D  R  A  F  R  E  L  G  F  D  S  L  T  A  I  E  L   

TCCGCAAGCGCCTCAACACCGCGACCGGCGTACGACTGCCCGCGACCGTCGTGTTCGACCACCCGACCCCCACGGCCCTCGCCGCCGAACTGCACACCGT  

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 10500 

AGGCGTTCGCGGAGTTGTGGCGCTGGCCGCATGCTGACGGGCGCTGGCAGCACAAGCTGGTGGGCTGGGGGTGCCGGGAGCGGCGGCTTGACGTGTGGCA 

  R  K  R  L  N  T  A  T  G  V  R  L  P  A  T  V  V  F  D  H  P  T  P  T  A  L  A  A  E  L  H  T  V           

CGTGCTCGGCGAACAGCAGACCGCCACGCCGACCCTGGCCACCACGACCCGGGCCGCCGACGAACCGATCGCCGTGGTGGCGATGAGCTGCCGCTACCCC 

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 10600 

GCACGAGCCGCTTGTCGTCTGGCGGTGCGGCTGGGACCGGTGGTGCTGGGCCCGGCGGCTGCTTGGCTAGCGGCACCACCGCTACTCGACGGCGATGGGG 

 V  L  G  E  Q  Q  T  A  T  P  T  L  A  T  T  T  R  A  A  D  E  P  I  A  V  V  A  M  S  C  R  Y  P    

GGCGGCGTCCGCGGCCCCGAGGACCTGTGGTCGCTCGTCATGGCCGGACACGACGCCATCGGTGCGTTCCCCGACGACCGGGGCTGGGACACCGACCGGC  

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 10700 

CCGCCGCAGGCGCCGGGGCTCCTGGACACCAGCGAGCAGTACCGGCCTGTGCTGCGGTAGCCACGCAAGGGGCTGCTGGCCCCGACCCTGTGGCTGGCCG 

G  G  V  R  G  P  E  D  L  W  S  L  V  M  A  G  H  D  A  I  G  A  F  P  D  D  R  G  W  D  T  D  R  L    

TGTACCCGGCCGACGCGGCGGCCCTGGGCCGCAGCCGCACCCTGGAGGGCGCCTTCCTCGACGACGCGGGCGGCTTCGACGCGGGCTTCTTCGGCATCGC  

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 10800 

ACATGGGCCGGCTGCGCCGCCGGGACCCGGCGTCGGCGTGGGACCTCCCGCGGAAGGAGCTGCTGCGCCCGCCGAAGCTGCGCCCGAAGAAGCCGTAGCG 

  Y  P  A  D  A  A  A  L  G  R  S  R  T  L  E  G  A  F  L  D  D  A  G  G  F  D  A  G  F  F  G  I  A    

CCCGCGTGAGGCCCTCGCGATGGACCCGCAGCAGCGGCAGGTGCTCGAACTGGCCTGGGAGGCCTTCGAACGGGCGGGCATCGACCCGTCCTCCGTGCGC 

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 10900 

GGGCGCACTCCGGGAGCGCTACCTGGGCGTCGTCGCCGTCCACGAGCTTGACCGGACCCTCCGGAAGCTTGCCCGCCCGTAGCTGGGCAGGAGGCACGCG  

 P  R  E  A  L  A  M  D  P  Q  Q  R  Q  V  L  E  L  A  W  E  A  F  E  R  A  G  I  D  P  S  S  V  R  

GACAGCCTCACCGGCGTGTTCGTCGGCGCCTCGCCGCAGAGCTACTCGGGCACCATGGAGCAGGCGACGCCCGAGATGGACGGCTACCGCCTGACCGGCG  

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 11000 

CTGTCGGAGTGGCCGCACAAGCAGCCGCGGAGCGGCGTCTCGATGAGCCCGTGGTACCTCGTCCGCTGCGGGCTCTACCTGCCGATGGCGGACTGGCCGC 

D  S  L  T  G  V  F  V  G  A  S  P  Q  S  Y  S  G  T  M  E  Q  A  T  P  E  M  D  G  Y  R  L  T  G  D

SacI 
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ACGCCCTGAGCGTCGTGTCCGGCCGCGTCGCCTACTCGCTGGGCCTGCGCGGCCCCGCCGTCACCGTCGACACCGCCTGCTCGTCCTCGCTGGTCGCCCT  

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 11100 

TGCGGGACTCGCAGCACAGGCCGGCGCAGCGGATGAGCGACCCGGACGCGCCGGGGCGGCAGTGGCAGCTGTGGCGGACGAGCAGGAGCGACCAGCGGGA 

  A  L  S  V  V  S  G  R  V  A  Y  S  L  G  L  R  G  P  A  V  T  V  D  T  A  C  S  S  S  L  V  A  L    

GCACCTCGCCGTGCAGGCACTGCGGTCGGGGGAGTGCTCGATGGCCCTGGCGGGCGGCACCGCGATCATGGTGACGCCGCTGCCCTTCGCCGAGTTCAGC 

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 11200 

CGTGGAGCGGCACGTCCGTGACGCCAGCCCCCTCACGAGCTACCGGGACCGCCCGCCGTGGCGCTAGTACCACTGCGGCGACGGGAAGCGGCTCAAGTCG 

 H  L  A  V  Q  A  L  R  S  G  E  C  S  M  A  L  A  G  G  T  A  I  M  V  T  P  L  P  F  A  E  F  S    

CTGCAGGGCGGCCTGGCCCCCGACGGCCGGTGCAAGCCCTTCGCCGACGCCGCCGACGGCGTCGGCTGGGGCGAGGGCGCGGGCCTGATCCTGCTGGAAC  

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 11300 

GACGTCCCGCCGGACCGGGGGCTGCCGGCCACGTTCGGGAAGCGGCTGCGGCGGCTGCCGCAGCCGACCCCGCTCCCGCGCCCGGACTAGGACGACCTTG 

L  Q  G  G  L  A  P  D  G  R  C  K  P  F  A  D  A  A  D  G  V  G  W  G  E  G  A  G  L  I  L  L  E  R 

 

GCCTCTCCGACGCCCAGGCCAACGGCCACGAAGTGCTCGCCGTCGTCCGCGGCTCCGCCATCAACCAGGACGGCGCCTCCAACGGCCTCTCCGCGCCCAA   

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 11400 

CGGAGAGGCTGCGGGTCCGGTTGCCGGTGCTTCACGAGCGGCAGCAGGCGCCGAGGCGGTAGTTGGTCCTGCCGCGGAGGTTGCCGGAGAGGCGCGGGTT 

  L  S  D  A  Q  A  N  G  H  E  V  L  A  V  V  R  G  S  A  I  N  Q  D  G  A  S  N  G  L  S  A  P  N   

CGGGCCCGCACAGCAGCAGGTCATCCGCGCGGCGCTCGCCAACGCGGGCCTGTCCGCCGCGGACGTGGACGCCGTCGAGGGCCACGGCACCGGCACAAAG 

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 11500 

GCCCGGGCGTGTCGTCGTCCAGTAGGCGCGCCGCGAGCGGTTGCGCCCGGACAGGCGGCGCCTGCACCTGCGGCAGCTCCCGGTGCCGTGGCCGTGTTTC 

 G  P  A  Q  Q  Q  V  I  R  A  A  L  A  N  A  G  L  S  A  A  D  V  D  A  V  E  G  H  G  T  G  T  K    

CTCGGCGACCCCATCGAGGCCCAGGCACTCCTTGCCACCTACGGCCAGGAACGCCCCGCCGACCAGCCGCTGCTGCTCGGCGCGCTGAAGTCGAACATCG 

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 11600 

GAGCCGCTGGGGTAGCTCCGGGTCCGTGAGGAACGGTGGATGCCGGTCCTTGCGGGGCGGCTGGTCGGCGACGACGAGCCGCGCGACTTCAGCTTGTAGC  

L  G  D  P  I  E  A  Q  A  L  L  A  T  Y  G  Q  E  R  P  A  D  Q  P  L  L  L  G  A  L  K  S  N  I  G   

 

GCCACACGCAGGCGGCCTCGGGCATCGCGGGCGTCATCAAGATGGTGCAGGCACTGCGCCACGGCGTACTGCCGCGCACCCTGCACCTGGACCGCCCGTC 

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 11700 

CGGTGTGCGTCCGCCGGAGCCCGTAGCGCCCGCAGTAGTTCTACCACGTCCGTGACGCGGTGCCGCATGACGGCGCGTGGGACGTGGACCTGGCGGGCAG 

  H  T  Q  A  A  S  G  I  A  G  V  I  K  M  V  Q  A  L  R  H  G  V  L  P  R  T  L  H  L  D  R  P  S     

CCAGCACGTGGACTGGTCGACCGGCGCCGTGGAACTCCTCGCCGACGACCGGCCGTGGCCCGAGGCCGACCGGCCCCGGCGGGCCGCCGTGTCCGCGTTC 

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 11800 

GGTCGTGCACCTGACCAGCTGGCCGCGGCACCTTGAGGAGCGGCTGCTGGCCGGCACCGGGCTCCGGCTGGCCGGGGCCGCCCGGCGGCACAGGCGCAAG 

 Q  H  V  D  W  S  T  G  A  V  E  L  L  A  D  D  R  P  W  P  E  A  D  R  P  R  R  A  A  V  S  A  F   

GGCGTCAGCGGCACCAACGGCCACGTCATCCTCGAACAGGCCGACGTCCAGGCCGAGTCCGTCCCCGCGGACCCGACCGCCGAGCCCGACGGCCGGACGC 

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 11900 

CCGCAGTCGCCGTGGTTGCCGGTGCAGTAGGAGCTTGTCCGGCTGCAGGTCCGGCTCAGGCAGGGGCGCCTGGGCTGGCGGCTCGGGCTGCCGGCCTGCG 

G  V  S  G  T  N  G  H  V  I  L  E  Q  A  D  V  Q  A  E  S  V  P  A  D  P  T  A  E  P  D  G  R  T  L    

 

TGACGTGGGCGCTGTCCGCCCGCGACACCGCCGCGCTGCGCGACCAGGCCGCCCGCCTGGCCGCCACCGTCGACGAGCGGCCCGGCCTGTCCCCGCTGGA  

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 12000 

ACTGCACCCGCGACAGGCGGGCGCTGTGGCGGCGCGACGCGCTGGTCCGGCGGGCGGACCGGCGGTGGCAGCTGCTCGCCGGGCCGGACAGGGGCGACCT 

  T  W  A  L  S  A  R  D  T  A  A  L  R  D  Q  A  A  R  L  A  A  T  V  D  E  R  P  G  L  S  P  L  D  

 

 

 

KS 
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CGTCGCCACGACGCTCACCACCGGGCGCGCCGCGCTCGACCACCGCGCCGTCGTCCTCGGCACCGACACCTCCGAACTGCGCGTCGGACTCGACGCGCTG 

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 12100 

GCAGCGGTGCTGCGAGTGGTGGCCCGCGCGGCGCGAGCTGGTGGCGCGGCAGCAGGAGCCGTGGCTGTGGAGGCTTGACGCGCAGCCTGAGCTGCGCGAC 

 V  A  T  T  L  T  T  G  R  A  A  L  D  H  R  A  V  V  L  G  T  D  T  S  E  L  R  V  G  L  D  A  L    

 

ATCGTCGGCGGCGACGACCCGGCCGTGGTGCGCGGCACCCCCGACGGCGGCGGGCTCGCCGTGCTGTTCTCCGGCCAGGGCTCCCAGCGCATCGGCATGG  

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 12200 

TAGCAGCCGCCGCTGCTGGGCCGGCACCACGCGCCGTGGGGGCTGCCGCCGCCCGAGCGGCACGACAAGAGGCCGGTCCCGAGGGTCGCGTAGCCGTACC 

I  V  G  G  D  D  P  A  V  V  R  G  T  P  D  G  G  G  L  A  V  L  F  S  G  Q  G  S  Q  R  I  G  M  G 

       

GCCGCGGCCTGTACGCGGCGCACCCCGTGTTCGCCGACGCCCTCGACGAGGCGTTCGCCCACCTCGACCCGCACCTCGCCGTGCCGCTGCGCGACGTCGT   

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 12300 

CGGCGCCGGACATGCGCCGCGTGGGGCACAAGCGGCTGCGGGAGCTGCTCCGCAAGCGGGTGGAGCTGGGCGTGGAGCGGCACGGCGACGCGCTGCAGCA 

  R  G  L  Y  A  A  H  P  V  F  A  D  A  L  D  E  A  F  A  H  L  D  P  H  L  A  V  P  L  R  D  V  V            

CTTCGGCGACGACCAGGCCCTGCTGGACCGCACCGAGTACGCCCAGCCCGCGCTGTTCGCCGTCGAGGTCGCCCTCTACCGGCTGTGGGAGTCCTGGGGT 

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 12400 

GAAGCCGCTGCTGGTCCGGGACGACCTGGCGTGGCTCATGCGGGTCGGGCGCGACAAGCGGCAGCTCCAGCGGGAGATGGCCGACACCCTCAGGACCCCA 

 F  G  D  D  Q  A  L  L  D  R  T  E  Y  A  Q  P  A  L  F  A  V  E  V  A  L  Y  R  L  W  E  S  W  G    

CTCAAGCCCGACGCGCTCGCGGGCCACTCCATCGGCGAACTCACCGCCGCACACGTCGCCGGGGTCTTCTCGCTGGCCGACGCCTGCGCGATCGTCGCCG  

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 12500 

GAGTTCGGGCTGCGCGAGCGCCCGGTGAGGTAGCCGCTTGAGTGGCGGCGTGTGCAGCGGCCCCAGAAGAGCGACCGGCTGCGGACGCGCTAGCAGCGGC 

L  K  P  D  A  L  A  G  H  S  I  G  E  L  T  A  A  H  V  A  G  V  F  S  L  A  D  A  C  A  I  V  A  A 

 

CCCGCGGCGCACTCATGCAGGAACTGGCCCCGGTGGCGTCATGGTCGCCGTGCAGGCCGCCGAGGACGAGATCGCGCCGGAGCTCCGAGCACGTCGGCAT   

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 12600 

GGGCGCCGCGTGAGTACGTCCTTGACCGGGGCCACCGCAGTACCAGCGGCACGTCCGGCGGCTCCTGCTCTAGCGCGGCCTCGAGGCTCGTGCAGCCGTA 

  R  G  A  L  M  Q  E  L  A  P  V  A  S  W  S  P  C  R  P  P  R  T  R  S  R  R  S  S  E  H  V  G  I 

CGCCGCCATCAACGGCCCGAACTCCCTGGTCCTGTCCGGCAGCGAACCCGAGGTGCTCGACCTCGCCGACCGCCTCAAGGCACAGGGCCGCAAGGTGACC 

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 12700 

GCGGCGGTAGTTGCCGGGCTTGAGGGACCAGGACAGGCCGTCGCTTGGGCTCCACGAGCTGGAGCGGCTGGCGGAGTTCCGTGTCCCGGCGTTCCACTGG 

 A  A  I  N  G  P  N  S  L  V  L  S  G  S  E  P  E  V  L  D  L  A  D  R  L  K  A  Q  G  R  K  V  T   

 

AGGCTGCGCGTCAGCCACGCGTTCCACTCGCCGCTCATGGAGCCGATGCTGGCCGCGTTCCGCCGTGTCGTGGCAGGCGCCACCGCCCATCCGCCGACCC   

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 12800 

TCCGACGCGCAGTCGGTGCGCAAGGTGAGCGGCGCGTACCTCGGCTACGACCGGCGCAAGGCGGCACAGCACCGTCCGCGGTGGCGGGTAGGCGGCTGGG 

R  L  R  V  S  H  A  F  H  S  P  L  M  E  P  M  L  A  A  F  R  R  V  V  A  G  A  T  A  H  P  P  T  L    

    

TGCCCATCGTGTCCACGCTGACCGGCGCGCCGGTCAGCGCCGAGGAACTGGCCGCGCCGGACCACTGGGTGCGGCACGTGCGCCAGCCGGTGCGGTTCGC   

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 12900 

ACGGGTAGCACAGGTGCGACTGGCCGCGCGGCCAGTCGCGGCTCCTTGACCGGCGCGGCCTGGTGACCCACGCCGTGCACGCGGTCGGCCACGCCAAGCG 

  P  I  V  S  T  L  T  G  A  P  V  S  A  E  E  L  A  A  P  D  H  W  V  R  H  V  R  Q  P  V  R  F  A        

CGACGGCGTCACGGCACTCGTCGCGCAGGGCGTGACGACGATGGTGGAGGTCGGGCCCGGCACCGTGCTCGCCGCGATGGGCCAGGACAGCGCCCCCGAC 

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 13000 

GCTGCCGCAGTGCCGTGAGCAGCGCGTCCCGCACTGCTGCTACCACCTCCAGCCCGGGCCGTGGCACGAGCGGCGCTACCCGGTCCTGTCGCGGGGGCT 

 D  G  V  T  A  L  V  A  Q  G  V  T  T  M  V  E  V  G  P  G  T  V  L  A  A  M  G  Q  D  S  A  P  D  
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ACGGTGTTCGTGCCGACGCTGCGCTCCGACCGGCCCGAACCGGACGCGCTCACCCTCGCCGCCGCGCACCTGTACGTCCGCGGCGCGAAGCTGGACGCCG  

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 13100 

GTGCCACAAGCACGGCTGCGACGCGAGGCTGGCCGGGCTTGGCCTGCGCGAGTGGGAGCGGCGGCGCGTGGACATGCAGGCGCCGCGCTTCGACCTGCGGC 

 T  V  F  V  P  T  L  R  S  D  R  P  E  P  D  A  L  T  L  A  A  A  H  L  Y  V  R  G  A  K  L  D  A  A 

      

CGGTCGCCCTTGCCGGCCCGGGCCGCCGGGTCGACCTGCCCACGTACGCCTTCCAGCACGACCGCTACTGGCTGACCGCCGCCGTCGCCCCCGCGGGCGA   

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 13200 

GCCAGCGGGAACGGCCGGGCCCGGCGGCCCAGCTGGACGGGTGCATGCGGAAGGTCGTGCTGGCGATGACCGACTGGCGGCGGCAGCGGGGGCGCCCGCT 

  V  A  L  A  G  P  G  R  R  V  D  L  P  T  Y  A  F  Q  H  D  R  Y  W  L  T  A  A  V  A  P  A  G  D              

CGGGGCGGCAGCGGCCCTCGGCGTCGCCGCGGGCGACCACCCGCTGCTGCGCGCCGCGGTCGCGCTGCCCGACTCCGACGGCGTCGTCTTCACCGGCAGG 

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 13300 

GCCCCGCCGTCGCCGGGAGCCGCAGCGGCGCCCGCTGGTGGGCGACGACGCGCGGCGCCAGCGCGACGGGCTGAGGCTGCCGCAGCAGAAGTGGCCGTCC 

 G  A  A  A  A  L  G  V  A  A  G  D  H  P  L  L  R  A  A  V  A  L  P  D  S  D  G  V  V  F  T  G  R    

 

CTCTCCACCCGGACCCATCCGTGGCTCGCCGACCACGGCGTCGGCGGCCGGGTGCTGTTCCCCGGCACCGGCTTCCTCGACCTCGCCCTGCACGCCGCGA  

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 13400 

GAGAGGTGGGCCTGGGTAGGCACCGAGCGGCTGGTGCCGCAGCCGCCGGCCCACGACAAGGGGCCGTGGCCGAAGGAGCTGGAGCGGGACGTGCGGCGCT 

L  S  T  R  T  H  P  W  L  A  D  H  G  V  G  G  R  V  L  F  P  G  T  G  F  L  D  L  A  L  H  A  A  S 

 

GCCACTGCGGCCTCGACACCGTCGACGAACTGACCCTGCAGGCCCCGATGGCCCTGCCCGAGCGCGGCGGCCTCGCCCTGCGCGTCACGGTGGGCGCGGA   

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 13500 

CGGTGACGCCGGAGCTGTGGCAGCTGCTTGACTGGGACGTCCGGGGCTACCGGGACGGGCTCGCGCCGCCGGAGCGGGACGCGCAGTGCCACCCGCGCCT 

  H  C  G  L  D  T  V  D  E  L  T  L  Q  A  P  M  A  L  P  E  R  G  G  L  A  L  R  V  T  V  G  A  E    

GAACGACGGGACGCGGAGCATCCGGGTGCACTCACGGGCGGACGACGCCGACCGGGACGCGCCGTGGACCGAGCACGCCACCGGCCTGCTCACCACGGGC 

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 13600 

CTTGCTGCCCTGCGCCTCGTAGGCCCACGTGAGTGCCCGCCTGCTGCGGCTGGCCCTGCGCGGCACCTGGCTCGTGCGGTGGCCGGACGAGTGGTGCCCG 

 N  D  G  T  R  S  I  R  V  H  S  R  A  D  D  A  D  R  D  A  P  W  T  E  H  A  T  G  L  L  T  T  G    

GACGTGCAGGAGACCGACCTCGCGGCGTGGCCGCCGCGGGGCGCGACACCGATGGACGTCGACGGCATCTACGACCGCCTCGACGAACTCGGCTACGGCT  

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 13700 

CTGCACGTCCTCTGGCTGGAGCGCCGCACCGGCGGCGCCCCGCGCTGTGGCTACCTGCAGCTGCCGTAGATGCTGGCGGAGCTGCTTGAGCCGATGCCGA     

D  V  Q  E  T  D  L  A  A  W  P  P  R  G  A  T  P  M  D  V  D  G  I  Y  D  R  L  D  E  L  G  Y  G  Y 

 

ACGGGCCCGTGTTCCGCGCGCTGCGCGCGGCCTGGAGCCTCGACCGTGACGTGTACGTCGAGGTGGCCCTGCCGGACGGGACCGTCGGCGACGGCTTCAG   

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 13800 

TGCCCGGGCACAAGGCGCGCGACGCGCGCCGGACCTCGGAGCTGGCACTGCACATGCAGCTCCACCGGGACGGCCTGCCCTGGCAGCCGCTGCCGAAGTC 

  G  P  V  F  R  A  L  R  A  A  W  S  L  D  R  D  V  Y  V  E  V  A  L  P  D  G  T  V  G  D  G  F  S 

          

CGTCCACCCCGCCCTGCTCGACGCCGCGCTGCACGCGCCCGTGCTGCGCGCCCTCGACGAGGTCGGCGCCGGCCCCCGGCTGCCGTTCAGCTTCAGGGGA 

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 13900 

GCAGGTGGGGCGGGACGAGCTGCGGCGCGACGTGCGCGGGCACGACGCGCGGGAGCTGCTCCAGCCGCGGCCGGGGGCCGACGGCAAGTCGAAGTCCCCT 

 V  H  P  A  L  L  D  A  A  L  H  A  P  V  L  R  A  L  D  E  V  G  A  G  P  R  L  P  F  S  F  R  G    

 

GTGCGGCTGCACGCCGTCGGCGCCTCGGCGCTGCGGGTGCGCTGGTCGCCCACGGGGCAGGGGCAGAACGAGATGTCGCTGTCCGTCGCGGACCCGGCCG   

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 14000 

CACGCCGACGTGCGGCAGCCGCGGAGCCGCGACGCCCACGCGACCAGCGGGTGCCCCGTCCCCGTCTTGCTCTACAGCGACAGGCAGCGCCTGGGCCGGC 

V  R  L  H  A  V  G  A  S  A  L  R  V  R  W  S  P  T  G  Q  G  Q  N  E  M  S  L  S  V  A  D  P  A  G    
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GGCGGCCGGTGGCGACCGTCGAGTCACTGGTGATGCGACCGGCGGACCTCCGCGGGACCGCCTCCCCGACCTCCGACGCACTGCTCGAAGTGGAGTGGGC  

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 14100 

CCGCCGGCCACCGCTGGCAGCTCAGTGACCACTACGCTGGCCGCCTGGAGGCGCCCTGGCGGAGGGGCTGGAGGCTGCGTGACGAGCTTCACCTCACCCG 

  R  P  V  A  T  V  E  S  L  V  M  R  P  A  D  L  R  G  T  A  S  P  T  S  D  A  L  L  E  V  E  W  A        

GCCGCTTGCCGCGACCGGGCAGCGGCCGGTCGGGCTCGCGGTGCTCGGCGCGGACGGCCTTGGCACGGACGGCCTCGGGGCGGACGGCCTCGGCCTGGAC 

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 14200 

CGGCGAACGGCGCTGGCCCGTCGCCGGCCAGCCCGAGCGCCACGAGCCGCGCCTGCCGGAACCGTGCCTGCCGGAGCCCCGCCTGCCGGAGCCGGACCTG 

 P  L  A  A  T  G  Q  R  P  V  G  L  A  V  L  G  A  D  G  L  G  T  D  G  L  G  A  D  G  L  G  L  D   

 

GCGGCCGACTTCGGCCTCGACGCCCCCACCGTCTCCGACTTCGCCGCCCTCGACGGCGTGACCGACCTGCTCGCCCGCTGCCCCCGAGCGTCCGACGCGG  

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 14300 

CGCCGGCTGAAGCCGGAGCTGCGGGGGTGGCAGAGGCTGAAGCGGCGGGAGCTGCCGCACTGGCTGGACGAGCGGGCGACGGGGGCTCGCAGGCTGCGCC 

A  A  D  F  G  L  D  A  P  T  V  S  D  F  A  A  L  D  G  V  T  D  L  L  A  R  C  P  R  A  S  D  A  D 

ACGGGAAGGCGGCGCGGGACACGGTGACCTGGGCGCTCGCACTGGCCCAGGCCTGGCTCGCCGACGAGCGGACCACGAACACGCGCCTGGTGTTCGTGAC  

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 14400 

TGCCCTTCCGCCGCGCCCTGTGCCACTGGACCCGCGAGCGTGACCGGGTCCGGACCGAGCGGCTGCTCGCCTGGTGCTTGTGCGCGGACCACAAGCACTG 

  G  K  A  A  R  D  T  V  T  W  A  L  A  L  A  Q  A  W  L  A  D  E  R  T  T  N  T  R  L  V  F  V  T   

CCGCGGCGCCGTCGACACCGACGTGCCCGACCCGGCGCAGGCCGCCGTGTGGGGCCTGGTCCGGTCGGCACAGACCGAGAACCCCGGCCGGTTCGTGCTC 

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 14500 

GGCGCCGCGGCAGCTGTGGCTGCACGGGCTGGGCCGCGTCCGGCGGCACACCCCGGACCAGGCCAGCCGTGTCTGGCTCTTGGGGCCGGCCAAGCACGAG 

 R  G  A  V  D  T  D  V  P  D  P  A  Q  A  A  V  W  G  L  V  R  S  A  Q  T  E  N  P  G  R  F  V  L    

 

GTCGACCTCGACGCCGCCGCCGAGTCCGCCCTCGCCGTGCCCGCCGCGCTGGCCTCCGACGAGCCCCAACTGGCCGTACGGGCGGGCCGGGTGACCGTGC  

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 14600 

CAGCTGGAGCTGCGGCGGCGGCTCAGGCGGGAGCGGCACGGGCGGCGCGACCGGAGGCTGCTCGGGGTTGACCGGCATGCCCGCCCGGCCCACTGGCACG 

V  D  L  D  A  A  A  E  S  A  L  A  V  P  A  A  L  A  S  D  E  P  Q  L  A  V  R  A  G  R  V  T  V  P    

   

CCAGGCTCGCCCGCACCACCGCCGACAGGCTGCTCACCCCGCCCGCCGACGGCCCGTGGCGCCTCGACGTCCAGCCGCGCGGCTCCCTGGACGGTCTCGC   

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 14700 

GGTCCGAGCGGGCGTGGTGGCGGCTGTCCGACGAGTGGGGCGGGCGGCTGCCGGGCACCGCGGAGCTGCAGGTCGGCGCGCCGAGGGACCTGCCAGAGCG 

  R  L  A  R  T  T  A  D  R  L  L  T  P  P  A  D  G  P  W  R  L  D  V  Q  P  R  G  S  L  D  G  L  A           

CCTGGTGCCACACCCGGACGCCACCGCGCCCCTCGCACCCGGCGAGGTACGCGTCGCCGTCCGCGCGGCAGGACTGAACCTCCGCGACGCGCTGATCGCC 

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 14800 

GGACCACGGTGTGGGCCTGCGGTGGCGCGGGGAGCGTGGGCCGCTCCATGCGCAGCGGCAGGCGCGCCGTCCTGACTTGGAGGCGCTGCGCGACTAGCGG 

 L  V  P  H  P  D  A  T  A  P  L  A  P  G  E  V  R  V  A  V  R  A  A  G  L  N  L  R  D  A  L  I  A    

CTCGACGCCCACCCCGACGCCGCCGAACCGGGCAGCGAGGTCGCGGGCGTGGTCACCGAGGTCGGCTCGGCGGTGCCCGGCCTGACCGTGGGCGACCACG  

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 14900 

GAGCTGCGGGTGGGGCTGCGGCGGCTTGGCCCGTCGCTCCAGCGCCCGCACCAGTGGCTCCAGCCGAGCCGCCACGGGCCGGACTGGCACCCGCTGGTGC 

L  D  A  H  P  D  A  A  E  P  G  S  E  V  A  G  V  V  T  E  V  G  S  A  V  P  G  L  T  V  G  D  H  V    

     

TGCTCGGCCTGGTCACCAAGGGCTTCGGACCGCTCGCGGTCACCGACCACAGGCTCCTCGCCCCGGTGCCCGCGGGCTGGTCCTTCGCGGACGCCGCATC   

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 15000 

ACGAGCCGGACCAGTGGTTCCCGAAGCCTGGCGAGCGCCAGTGGCTGGTGTCCGAGGAGCGGGGCCACGGGCGCCCGACCAGGAAGCGCCTGCGGCGTAG 

  L  G  L  V  T  K  G  F  G  P  L  A  V  T  D  H  R  L  L  A  P  V  P  A  G  W  S  F  A  D  A  A  S           

GGTGCCGCTGGCCTTCCTCACCGCGTACTACGCCCTGCGCGACCTGGCGGACCTGCGCCGCGGCGAGTCCGTCCTCGTCCACGGGGCGGCGGGCGACGTC 

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 15100 

CCACGGCGACCGGAAGGAGTGGCGCATGATGCGGGACGCGCTGGACCGCCTGGACGCGGCGCCGCTCAGGCAGGAGCAGGTGCCCCGCCGCCCGCTGCAG 

 V  P  L  A  F  L  T  A  Y  Y  A  L  R  D  L  A  D  L  R  R  G  E  S  V  L  V  H  G  A  A  G  D  V    
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GGCCTGGCGGCCGTGCAACTCGCCCGGCACTGGGGCGCGGAGGTGTTCGCGACCGCGCGTCCCGAGGAGTGGGACGTCGTACGGGCGGCGGGTGTGCCCG   

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 15200 

CCGGACCGCCGGCACGTTGAGCGGGCCGTGACCCCGCGCCTCCACAAGCGCTGGCGCGCAGGGCTCCTCACCCTGCAGCATGCCCGCCGCCCACACGGGC  

G  L  A  A  V  Q  L  A  R  H  W  G  A  E  V  F  A  T  A  R  P  E  E  W  D  V  V  R  A  A  G  V  P  D 

  

ATGCGCACCTGGCGTCGTCGGACGACACGGACTTCGCGGCGAAGTTCGCCGTGGAGACCGGCGGGCGCGGCGTGCACGTGGTGCTGAACCCGCTGGTGCG  

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 15300 

TACGCGTGGACCGCAGCAGCCTGCTGTGCCTGAAGCGCCGCTTCAAGCGGCACCTCTGGCCGCCCGCGCCGCACGTGCACCACGACTTGGGCGACCACGC 

  A  H  L  A  S  S  D  D  T  D  F  A  A  K  F  A  V  E  T  G  G  R  G  V  H  V  V  L  N  P  L  V  R       

GGAGTTCGCGGCGGCCTCCCCCCAAGCGCGGGAACACGCGGAAACCGCCCCGGAAGCACGGGAGTTCACCGACGCCTCCCTGGAACTGCTGCCCGACGGC 

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 15400 

CCTCAAGCGCCGCCGGAGGGGGGTTCGCGCCCTTGTGCGCCTTTGGCGGGGCCTTCGTGCCCTCAAGTGGCTGCGGAGGGACCTTGACGACGGGCTGCCG 

 E  F  A  A  A  S  P  Q  A  R  E  H  A  E  T  A  P  E  A  R  E  F  T  D  A  S  L  E  L  L  P  D  G    

GGACGGTTCATCGAGCCGGGCAAGGCCGAAGGACACGAGCCCGACGCCCTGCCGCCCGGCGTCAAGTACGCCGCGTTCGACCAGCCGCAGCCGGGCCCCG  

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 15500 

CCTGCCAAGTAGCTCGGCCCGTTCCGGCTTCCTGTGCTCGGGCTGCGGGACGGCGGGCCGCAGTTCATGCGGCGCAAGCTGGTCGGCGTCGGCCCGGGGC 

G  R  F  I  E  P  G  K  A  E  G  H  E  P  D  A  L  P  P  G  V  K  Y  A  A  F  D  Q  P  Q  P  G  P  D         

ACCGCTGCCAGGAGATGCTCGCCGACGTCCTCGCGCTCTGCGAGGCGGGCGTGCTGAACTCCCTGCCGGTGCGCGCCTGGGACGTCCGCCGCGCACCCGA 

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 15600 

TGGCGACGGTCCTCTACGAGCGGCTGCAGGAGCGCGAGACGCTCCGCCCGCACGACTTGAGGGACGGCCACGCGCGGACCCTGCAGGCGGCGCGTGGGCT 

  R  C  Q  E  M  L  A  D  V  L  A  L  C  E  A  G  V  L  N  S  L  P  V  R  A  W  D  V  R  R  A  P  E   

GGCGTTCCGGCACGTCGGCGTGGCCCGGTTCACCGGCAAGGCCGTGCTGACCGTGCCCGCACCGATTGACCCGGACCGCCCGGTCCTGGTGACCGGCGGC 

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 15700 

CCGCAAGGCCGTGCAGCCGCACCGGGCCAAGTGGCCGTTCCGGCACGACTGGCACGGGCGTGGCTAACTGGGCCTGGCGGGCCAGGACCACTGGCCGCCG 

 A  F  R  H  V  G  V  A  R  F  T  G  K  A  V  L  T  V  P  A  P  I  D  P  D  R  P  V  L  V  T  G  G   

 

CTCGGCACGCTCGGCGCGATCGTGGCCCGGCACCTCGTCGCCGAACGAGGCGTCCGTAACCTCGTCCTCGCGGGCCGCAAGGGCCTGGCGACCGAGGGCG   

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 15800 

GAGCCGTGCGAGCCGCGCTAGCACCGGGCCGTGGAGCAGCGGCTTGCTCCGCAGGCATTGGAGCAGGAGCGCCCGGCGTTCCCGGACCGCTGGCTCCCGC 

L  G  T  L  G  A  I  V  A  R  H  L  V  A  E  R  G  V  R  N  L  V  L  A  G  R  K  G  L  A  T  E  G  A  

CCGAGGAACTGCGCGACGAACTGGCCGCGCTGGGCGCCGAGGTGTCCGTGGCGGCCTGCGACGTGGCCGACCGGGACTCGGTCGTGGCGCTCTTCGCCTC  

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 15900 

GGCTCCTTGACGCGCTGCTTGACCGGCGCGACCCGCGGCTCCACAGGCACCGCCGGACGCTGCACCGGCTGGCCCTGAGCCAGCACCGCGAGAAGCGGAG 

  E  E  L  R  D  E  L  A  A  L  G  A  E  V  S  V  A  A  C  D  V  A  D  R  D  S  V  V  A  L  F  A  S        

GCTGGACCGGCCGCTCGGCGCGGTCGTGCACACCGCGGGCGTCGTCGACGACGGCGTACTGGAGTCGCTGACGCCCGACCGCGTCGACCGCGTCTTCGGC 

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 16000 

CGACCTGGCCGGCGAGCCGCGCCAGCACGTGTGGCGCCCGCAGCAGCTGCTGCCGCATGACCTCAGCGACTGCGGGCTGGCGCAGCTGGCGCAGAAGCCG 

 L  D  R  P  L  G  A  V  V  H  T  A  G  V  V  D  D  G  V  L  E  S  L  T  P  D  R  V  D  R  V  F  G    

 

CCGAAGGTCGACGGCCTGCTGCACCTGGACGAGCTGACCAGGGACGCCGACCTGTCCGCGTTCGTCGTGTTCTCCTCGGCGGCCGGAGTCCTCGGCAGCG  

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 16100 

GGCTTCCAGCTGCCGGACGACGTGGACCTGCTCGACTGGTCCCTGCGGCTGGACAGGCGCAAGCAGCACAAGAGGAGCCGCCGGCCTCAGGAGCCGTCGC 

P  K  V  D  G  L  L  H  L  D  E  L  T  R  D  A  D  L  S  A  F  V  V  F  S  S  A  A  G  V  L  G  S  A    

 

CGGGCCAGGGCAGCTACGCGGCCGCCAACGCGGCGCTCGACGCGCTCGTGCGGCGCCGTCACGCGCTCGGCCTGCCCGGCGTCTCCGTGGCGTGGGGCCT  

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 16200 

GCCCGGTCCCGTCGATGCGCCGGCGGTTGCGCCGCGAGCTGCGCGAGCACGCCGCGGCAGTGCGCGAGCCGGACGGGCCGCAGAGGCACCGCACCCCGGA 

  G  Q  G  S  Y  A  A  A  N  A  A  L  D  A  L  V  R  R  R  H  A  L  G  L  P  G  V  S  V  A  W  G  L         

KR 
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GTGGGCCGCCGCGAGCGGCATGACGGCGGGGCTCGACGAGGGCGACCGGGCGCGGCTCGGCCGCTCCGGCGTCCTCGAACTGCCCACCGGACGACGCGCT 

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 16300 

CACCCGGCGGCGCTCGCCGTACTGCCGCCCCGAGCTGCTCCCGCTGGCCCGCGCCGAGCCGGCGAGGCCGCAGGAGCTTGACGGGTGGCCTGCTGCGCGA 

 W  A  A  A  S  G  M  T  A  G  L  D  E  G  D  R  A  R  L  G  R  S  G  V  L  E  L  P  T  G  R  R  A    

 

CGCGCTGTTCGACGCCGCGACGCGCGACGACGCGCGGTCCTCGTGCCGGTCCTCCTCGACACCGCCGCACTGCGCGGTCAGGCGGCCGACGGCACCCTGC  

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 16400 

GCGCGACAAGCTGCGGCGCTGCGCGCTGCTGCGCGCCAGGAGCACGGCCAGGAGGAGCTGTGGCGGCGTGACGCGCCAGTCCGCCGGCTGCCGTGGGACG 

R  A  V  R  R  R  D  A  R  R  R  A  V  L  V  P  V  L  L  D  T  A  A  L  R  G  Q  A  A  D  G  T  L  P 

 

CCCCGCTGCTGCGGGGCCTGGTCCGCGCCCCCGCCCGCCGCGCCACGGCGGTGGCCCCCGTCGCGGCCACGACGTTCGCCGACACCCTCGCGGGCCGGCC   

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 16500 

GGGGCGACGACGCCCCGGACCAGGCGCGGGGGCGGGCGGCGCGGTGCCGCCACCGGGGGCAGCGCCGGTGCTGCAAGCGGCTGTGGGAGCGCCCGGCCGG 

  P  L  L  R  G  L  V  R  A  P  A  R  R  A  T  A  V  A  P  V  A  A  T  T  F  A  D  T  L  A  G  R  P    

 

TGCCGAGGAACGCGAGCAGACGGTCCTCGACCTGGTCTGCACGCAGGTCGGGGCGGTGCTCGGCTATGCGGCCGACACCGACGTCGACCCGGGCCGCGCG 

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 16600 

ACGGCTCCTTGCGCTCGTCTGCCAGGAGCTGGACCAGACGTGCGTCCAGCCCCGCCACGAGCCGATACGCCGGCTGTGGCTGCAGCTGGGCCCGGCGCGC 

 A  E  E  R  E  Q  T  V  L  D  L  V  C  T  Q  V  G  A  V  L  G  Y  A  A  D  T  D  V  D  P  G  R  A    

 

CTCGGCGACCTCGGGTTCGACTCGCTGACCTCGGTGGAACTGCGCAACCGGCTCACCGCAGCCACCGGCCTGCGGCTCGCCTCGACCTTCGTCTTCGACC  

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 16700 

GAGCCGCTGGAGCCCAAGCTGAGCGACTGGAGCCACCTTGACGCGTTGGCCGAGTGGCGTCGGTGGCCGGACGCCGAGCGGAGCTGGAAGCAGAAGCTGG 

L  G  D  L  G  F  D  S  L  T  S  V  E  L  R  N  R  L  T  A  A  T  G  L  R  L  A  S  T  F  V  F  D  H 

 

ACCCGTCGGCCGCCGCGATCACCCGGTACCTGCTCACGCTGCTCCCGAGCGACGAGCCCGACCCGGGGACCGGCGTCCTCGACCAGCTCGACCAACTGGA  

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 16800 

TGGGCAGCCGGCGGCGCTAGTGGGCCATGGACGAGTGCGACGAGGGCTCGCTGCTCGGGCTGGGCCCCTGGCCGCAGGAGCTGGTCGAGCTGGTTGACCT 

  P  S  A  A  A  I  T  R  Y  L  L  T  L  L  P  S  D  E  P  D  P  G  T  G  V  L  D  Q  L  D  Q  L  E    

GAGCGCGCTGCTCGCGCTCACCGACGACGGCACCGCCACCAAGGTGGACCTGCGGCTGCGCGCCCTGCTCGCCAACTGGAGCGACGCCCGGGCCGATGAC 

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 16900 

CTCGCGCGACGAGCGCGAGTGGCTGCTGCCGTGGCGGTGGTTCCACCTGGACGCCGACGCGCGGGACGAGCGGTTGACCTCGCTGCGGGCCCGGCTACTG 

 S  A  L  L  A  L  T  D  D  G  T  A  T  K  V  D  L  R  L  R  A  L  L  A  N  W  S  D  A  R  A  D  D   

 

GCGGAGGACGACGCGGAGGCCGGCTTCGACGCGGCCACCGACGACGAACTCTTCGGCTACCTCGACAACGAACTTGAGACCTCGTGAACCGGTCGGACCG  

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 17000 

CGCCTCCTGCTGCGCCTCCGGCCGAAGCTGCGCCGGTGGCTGCTGCTTGAGAAGCCGATGGAGCTGTTGCTTGAACTCTGGAGCACTTGGCCAGCCTGGC  

A  E  D  D  A  E  A  G  F  D  A  A  T  D  D  E  L  F  G  Y  L  D  N  E  L  E  T  S  *          

  

AGGCGAACACGTCCGCACCGCCGTAAGGAGTACAGGCCAGATGGAGAACGAGGACAAGCTCCGCGATTACCTCAAGCGGGCCACCACCGATCTGCGCAAC   

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 17100 

TCCGCTTGTGCAGGCGTGGCGGCATTCCTCATGTCCGGTCTACCTCTTGCTCCTGTTCGAGGCGCTAATGGAGTTCGCCCGGTGGTGGCTAGACGCGTTG 

       

ACGCGCCGACGCCTGCGCGAGGTCGAGGACCGGGAGCACGAGCCCATCGCGATCATCGGGATGAGCTGCCGCTACCCCGGCGGCGTGGCCTCGCCCGAGG 

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 17200 

TGCGCGGCTGCGGACGCGCTCCAGCTCCTGGCCCTCGTGCTCGGGTAGCGCTAGTAGCCCTACTCGACGGCGATGGGGCCGCCGCACCGGAGCGGGCTCC 

 

ACCTGTGGCAGCTCGTCGCCGACGGCGGGGACGCCGTGGTGGAGTTCCCGGCCGACCGCGGCTGGGACGCCGACACGCTCTACGACCCCGACCCGGACCA 

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 17300 

TGGACACCGTCGAGCAGCGGCTGCCGCCCCTGCGGCACCACCTCAAGGGCCGGCTGGCGCCGACCCTGCGGCTGTGCGAGATGCTGGGGCTGGGCCTGGT 

    V  A  A  R  R  R  R  R  G  R  R  G  G  V  P  G  R  P  R  L  G  R  R  H  A  L  R  P  R  P  G  P    

   flvB 
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CGCGGGCACGTCCATCACCGGGGCACGGCGGTTTCCTGCAGGACGCCGCGGGCTTCGACCCCGGCGTTCTTCGGGGTCAGCCCGCGCGAGGCCGCGGCGA  

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 17400 

GCGCCCGTGCAGGTAGTGGCCCCGTGCCGCCAAAGGACGTCCTGCGGCGCCCGAAGCTGGGGCCGCAAGAAGCCCCAGTCGGGCGCGCTCCGGCGCCGCT 

R  G  H  V  H  H  R  G  T  A  V  S  C  R  T  P  R  A  S  T  P  A  F  F  G  V  S  P  R  E  A  A  A  M 

TGGACCCGCAGCAGCGACTGCTCCTCGAGACGTCGTGGGAGGCGTTCGAGCGCGCGGGCATCGACCCCGTGCAGGCCAAGGACACCAGGACCGGTGTCTT 

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 17500 

ACCTGGGCGTCGTCGCTGACGAGGAGCTCTGCAGCACCCTCCGCAAGCTCGCGCGCCCGTAGCTGGGGCACGTCCGGTTCCTGTGGTCCTGGCCACAGAA 

  D  P  Q  Q  R  L  L  L  E  T  S  W  E  A  F  E  R  A  G  I  D  P  V  Q  A  K  D  T  R  T  G  V  F 

CGCGGGCGTCATGTACAACGACTACGCGACGCGGCTGCCGCAGGCGCCCGAAGGGTTCGAGGGCTTCCTCGCCAACGGCAGCGCGGGCAGCATCGCGTCC  

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 17600 

GCGCCCGCAGTACATGTTGCTGATGCGCTGCGCCGACGGCGTCCGCGGGCTTCCCAAGCTCCCGAAGGAGCGGTTGCCGTCGCGCCCGTCGTAGCGCAGG 

 A  G  V  M  Y  N  D  Y  A  T  R  L  P  Q  A  P  E  G  F  E  G  F  L  A  N  G  S  A  G  S  I  A  S   

        

GGCCGCATCGCCTACACCCTCGGCCTCGTCGGGCCCGCGGTGACGGTGGACACGGCGTGCTCCTCGTCGCTCGTCGCCCTGCACCTCGCGATGGTGGCGC  

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 17700 

CCGGCGTAGCGGATGTGGGAGCCGGAGCAGCCCGGGCGCCACTGCCACCTGTGCCGCACGAGGAGCAGCGAGCAGCGGGACGTGGAGCGCTACCACCGCG 

G  R  I  A  Y  T  L  G  L  V  G  P  A  V  T  V  D  T  A  C  S  S  S  L  V  A  L  H  L  A  M  V  A  L   

TGCGCCGTGAGGAGTGCTCCCTCGCCCTGGCGGGCGGCGCCACGTTCATGGCCACGCCGCGCACGTTCGTCGAGTACAGCAGGCAGCGCGCCCTGTCCGT 

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 17800 

ACGCGGCACTCCTCACGAGGGAGCGGGACCGCCCGCCGCGGTGCAAGTACCGGTGCGGCGCGTGCAAGCAGCTCATGTCGTCCGTCGCGCGGGACAGGCA 

  R  R  E  E  C  S  L  A  L  A  G  G  A  T  F  M  A  T  P  R  T  F  V  E  Y  S  R  Q  R  A  L  S  V    

 

GGACGGCCGCTGCAAGGCGTTCTCCGACAGCGCCGACGGCACCGGCTGGGGCGAGGGCGTCGGCATGCTCCTCGTGGAGCGCCTCTCCGACGCCCGCCGC  

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 17900 

CCTGCCGGCGACGTTCCGCAAGAGGCTGTCGCGGCTGCCGTGGCCGACCCCGCTCCCGCAGCCGTACGAGGAGCACCTCGCGGAGAGGCTGCGGGCGGCG 

 D  G  R  C  K  A  F  S  D  S  A  D  G  T  G  W  G  E  G  V  G  M  L  L  V  E  R  L  S  D  A  R  R   

 

AACGGCCACCCGATCCTCGCGGTGGTCCGCGGCTCCGCGGTCAACCAGGACGGCGCGTCCCACGGCCTGACCGCGCCCAACGGCCCCTCCCAGCAGACCG  

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 18000 

TTGCCGGTGGGCTAGGAGCGCCACCAGGCGCCGAGGCGCCAGTTGGTCCTGCCGCGCAGGGTGCCGGACTGGCGCGGGTTGCCGGGGAGGGTCGTCTGGC 

N  G  H  P  I  L  A  V  V  R  G  S  A  V  N  Q  D  G  A  S  H  G  L  T  A  P  N  G  P  S  Q  Q  T  V          

TCATCAACCAGGCCCTGGCGAGCGCGCGACTCACCCCGGCCCAGGTCGACGCCGTCGAGGCGCACGGCACCGGCACCACCCTCGGCGACCCCATCGAGGC 

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 18100 

AGTAGTTGGTCCGGGACCGCTCGCGCGCTGAGTGGGGCCGGGTCCAGCTGCGGCAGCTCCGCGTGCCGTGGCCGTGGTGGGAGCCGCTGGGGTAGCTCCG 

  I  N  Q  A  L  A  S  A  R  L  T  P  A  Q  V  D  A  V  E  A  H  G  T  G  T  T  L  G  D  P  I  E  A    

  

GCACGCCCTCATCGCGACCTACGGCGCCGAGCGCACCCCGGAGCGCCCGCTGTGGCTGGGTTCGCTGAAGTCGAACATCGGCCACGCCCAGGCGGCGGCC  

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 18200 

CGTGCGGGAGTAGCGCTGGATGCCGCGGCTCGCGTGGGGCCTCGCGGGCGACACCGACCCAAGCGACTTCAGCTTGTAGCCGGTGCGGGTCCGCCGCCGG 

 H  A  L  I  A  T  Y  G  A  E  R  T  P  E  R  P  L  W  L  G  S  L  K  S  N  I  G  H  A  Q  A  A  A 

         

GGGGTCGGCGGCATCATCAAGATGGTCATGGCGATGCGGCACGGCACGCTGCCCAGGACCCTGCACGTCGACGAGCCGAGCAGCCACGTCGACTGGTCGG   

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 18300 

CCCCAGCCGCCGTAGTAGTTCTACCAGTACCGCTACGCCGTGCCGTGCGACGGGTCCTGGGACGTGCAGCTGCTCGGCTCGTCGGTGCAGCTGACCAGCC 

G  V  G  G  I  I  K  M  V  M  A  M  R  H  G  T  L  P  R  T  L  H  V  D  E  P  S  S  H  V  D  W  S  A       

 

 

 

        

KS 
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CCGGCACCGTGGCGCTGCTCACCGAGGCACAGCCGTGGCCGGAGACCGGCGAACCGCGCCGCGCCGGTGTGTCCTCGTTCGGCGTCAGCGGCACGAACAC  

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 18400 

GGCCGTGGCACCGCGACGAGTGGCTCCGTGTCGGCACCGGCCTCTGGCCGCTTGGCGCGGCGCGGCCACACAGGAGCAAGCCGCAGTCGCCGTGCTTGTG 

  G  T  V  A  L  L  T  E  A  Q  P  W  P  E  T  G  E  P  R  R  A  G  V  S  S  F  G  V  S  G  T  N  T          

 

CCACGTCATCCTGGAGCAGGCACCCGCCGCCCCGGAGGAGACGCCCGCCGCCGACCCGCGGCCCACGACGGACACCGACGCGTCGGCCGCCCCCGTCACG 

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 18500 

GGTGCAGTAGGACCTCGTCCGTGGGCGGCGGGGCCTCCTCTGCGGGCGGCGGCTGGGCGCCGGGTGCTGCCTGTGGCTGCGCAGCCGGCGGGGGCAGTGC 

 H  V  I  L  E  Q  A  P  A  A  P  E  E  T  P  A  A  D  P  R  P  T  T  D  T  D  A  S  A  A  P  V  T    

 

CCCTGGGCGCTGTCCGCCCGCACCCCCGACGCGCTGCGCGCACAGGCCGACCGACTCCGGTCCGCCGTGGCGGCCGCCGCCGACTTCGACCCGGCGGGCA 

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 18600 

GGGACCCGCGACAGGCGGGCGTGGGGGCTGCGCGACGCGCGTGTCCGGCTGGCTGAGGCCAGGCGGCACCGCCGGCGGCGGCTGAAGCTGGGCCGCCCGT 

P  W  A  L  S  A  R  T  P  D  A  L  R  A  Q  A  D  R  L  R  S  A  V  A  A  A  A  D  F  D  P  A  G  T 

CCGGCTTCTCCCTGGCCACGACCCGCTCCCTGTTCGAGCACCGCGCCGTGCTGGTGGCGGAGGACCGCGCCACCACCCTCGACCGGCTCACCGCTCTCGC  

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 18700    

GGCCGAAGAGGGACCGGTGCTGGGCGAGGGACAAGCTCGTGGCGCGGCACGACCACCGCCTCCTGGCGCGGTGGTGGGAGCTGGCCGAGTGGCGAGAGCG 

  G  F  S  L  A  T  T  R  S  L  F  E  H  R  A  V  L  V  A  E  D  R  A  T  T  L  D  R  L  T  A  L  A    

 

CGAAGGCCGCGGCGGCCCGGGCGTCGTCGTGGGCGAAGCCGCGTCGCACCGGCTGGGCTTCCTGTTCTCGGGCCAGGGCTCGCAGCGCCTCGGGATGGGT 

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 18800 

GCTTCCGGCGCCGCCGGGCCCGCAGCAGCACCCGCTTCGGCGCAGCGTGGCCGACCCGAAGGACAAGAGCCCGGTCCCGAGCGTCGCGGAGCCCTACCCA 

 E  G  R  G  G  P  G  V  V  V  G  E  A  A  S  H  R  L  G  F  L  F  S  G  Q  G  S  Q  R  L  G  M  G   

CGTGAACTCGCGGCTCGCTTCCCGGTGTTCGCGGCGGCGCTGGACGAGGTCCTTGCGGAGTTCGATCCGTCGGTGCGTGAGGTGTTGTTCGGTGAGGACG 

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 18900  

GCACTTGAGCGCCGAGCGAAGGGCCACAAGCGCCGCCGCGACCTGCTCCAGGAACGCCTCAAGCTAGGCAGCCACGCACTCCACAACAAGCCACTCCTGC 

R  E  L  A  A  R  F  P  V  F  A  A  A  L  D  E  V  L  A  E  F  D  P  S  V  R  E  V  L  F  G  E  D  A    

 

CGGACGCGCTGAATGAGACCGGGGTGACGCAGCCCGCGTTGTTCGCGGTCGAGGTGGCGCTGTTCCGTCTTCTTGAGTCGTGGGGCGTGCGCCCCGACGT 

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 19000   

GCCTGCGCGACTTACTCTGGCCCCACTGCGTCGGGCGCAACAAGCGCCAGCTCCACCGCGACAAGGCAGAAGAACTCAGCACCCCGCACGCGGGGCTGCA 

  D  A  L  N  E  T  G  V  T  Q  P  A  L  F  A  V  E  V  A  L  F  R  L  L  E  S  W  G  V  R  P  D  V      

 

GCTGGCGGGTCACTCGATCGGTGAGCTGGCCGCGGCGCATGTGGCCGGGGTGTGGTCGCTGGCGGATGCCGCCAAGGTCGTGGCCGCGCGGGGCGCGCTG 

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 19100 

CGACCGCCCAGTGAGCTAGCCACTCGACCGGCGCCGCGTACACCGGCCCCACACCAGCGACCGCCTACGGCGGTTCCAGCACCGGCGCGCCCCGCGCGAC 

 L  A  G  H  S  I  G  E  L  A  A  A  H  V  A  G  V  W  S  L  A  D  A  A  K  V  V  A  A  R  G  A  L    

ATGCAGGCGCTGCCGTCCGGTGGCGCGATGGTCGCGATCCAGGCGTCCGAGGAAGAGGTCGCGTCCGACGACCTGCCGGAGACCGTGGGCATCGCGGCCG 

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 19200      

TACGTCCGCGACGGCAGGCCACCGCGCTACCAGCGCTAGGTCCGCAGGCTCCTTCTCCAGCGCAGGCTGCTGGACGGCCTCTGGCACCCGTAGCGCCGGC 

M  Q  A  L  P  S  G  G  A  M  V  A  I  Q  A  S  E  E  E  V  A  S  D  D  L  P  E  T  V  G  I  A  A  V    

 

TGAACGGCCCGAACTCCGTGGTCGTCTCCGGTGTCGCCGCTGATGTCGAGGCGGTCGCGGAGCGTTGGCGTGAGGCGGGCCGCAAGGCGACCCGGCTCAA 

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 19300     

ACTTGCCGGGCTTGAGGCACCAGCAGAGGCCACAGCGGCGACTACAGCTCCGCCAGCGCCTCGCAACCGCACTCCGCCCGGCGTTCCGCTGGGCCGAGTT 

  N  G  P  N  S  V  V  V  S  G  V  A  A  D  V  E  A  V  A  E  R  W  R  E  A  G  R  K  A  T  R  L  K    

 

 

 

 

ATa 
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GGTCAGCCACGCGTTCCACTCGCCGCTCATGGACCCCATGCTCGACGACTTCCGCCGGGTCCTGGAGGGCGTGTCGTACGAGACGCCCCAGATCCCCATC 

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 19400    

CCAGTCGGTGCGCAAGGTGAGCGGCGAGTACCTGGGGTACGAGCTGCTGAAGGCGGCCCAGGACCTCCCGCACAGCATGCTCTGCGGGGTCTAGGGGTAG 

 V  S  H  A  F  H  S  P  L  M  D  P  M  L  D  D  F  R  R  V  L  E  G  V  S  Y  E  T  P  Q  I  P  I    

GTGTCGACGCTGACCGGTCTGCGGGCCACGGCCGAGGAGCTGACCTCCCCGGAGTACTGGGTGCGGCACGTGCGCGAGTCCGTGCGCTTCGCCGACGCCG 

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 19500 

CACAGCTGCGACTGGCCAGACGCCCGGTGCCGGCTCCTCGACTGGAGGGGCCTCATGACCCACGCCGTGCACGCGCTCAGGCACGCGAAGCGGCTGCGGC  

V  S  T  L  T  G  L  R  A  T  A  E  E  L  T  S  P  E  Y  W  V  R  H  V  R  E  S  V  R  F  A  D  A  V      

 

TCGTGGCCCTGCGCGAGCAGGGCGCCGACGTGTTCGTGGAGGTCGGCCCCGGCGGAGTGCTGTCCGGTCTCGGGCAGCTCACGGCCCCGGAGACCGCCTT 

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 19600   

AGCACCGGGACGCGCTCGTCCCGCGGCTGCACAAGCACCTCCAGCCGGGGCCGCCTCACGACAGGCCAGAGCCCGTCGAGTGCCGGGGCCTCTCGCGGAA 

  V  A  L  R  E  Q  G  A  D  V  F  V  E  V  G  P  G  G  V  L  S  G  L  G  Q  L  T  A  P  E  T  A  F    

 

CGTACCCGCCCTGCGCGGTGATCGCCCCGAGCTCGTCGCGCTGACCATCGCCGTCGGCCACCTGCACGTGCGCGGTGTCGCGGTGAACCTGGCCGCCTGC 

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 19700 

GCATGGGCGGGACGCGCCACTAGCGGGGCTCGAGCAGCGCGACTGGTAGCGGCAGCCGGTGGACGTGCACGCGCCACAGCGCCACTTGGACCGGCGGACG 

 V  P  A  L  R  G  D  R  P  E  L  V  A  L  T  I  A  V  G  H  L  H  V  R  G  V  A  V  N  L  A  A  C    

 

TTCGACGGCAGCGGCGCTCAGCGCGTGGACCTGCCGACGTACGCGTTCCAGCGCGAGCACTACTGGCTCGACGCCGACCCCGTCGAGGCGGGCGTCGAGC 

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 19800 

AAGCTGCCGTCGCCGCGAGTCGCGCACCTGGACGGCTGCATGCGCAAGGTCGCGCTCGTGATGACCGAGCTGCGGCTGGGGCAGCTCCGCCCGCAGCTCG 

F  D  G  S  G  A  Q  R  V  D  L  P  T  Y  A  F  Q  R  E  H  Y  W  L  D  A  D  P  V  E  A  G  V  E  R 

 

GCATGTCGCCGGTCGAGGCCCGGTTCTGGGAGGCCGTGGAGGAAGGCGACCCCGCCGACCTCGCCCGCACGCTGGGCGTGTCGTCGGACGATCCGCTGAG 

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 19900     

CGTACAGCGGCCAGCTCCGGGCCAAGACCCTCCGGCACCTCCTTCCGCTGGGGCGGCTGGAGCGGGCGTGCGACCCGCACAGCAGCCTGCTAGGCGACTC 

  M  S  P  V  E  A  R  F  W  E  A  V  E  E  G  D  P  A  D  L  A  R  T  L  G  V  S  S  D  D  P  L  S 

  

CGCGGTGCTGCCTCGGCTGTCCGCGTGGCGCCGGAAGCAGCGGGACCGGTCTGTCGCCGATGGCTGGCGGTACGGAGTGGAGTGGCGGCCGGTGTCCGCC 

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 20000 

GCGCCACGACGGAGCCGACAGGCGCACCGCGGCCTTCGTCGCCCTGGCCAGACAGCGGCTACCGACCGCCATGCCTCACCTCACCGCCGGCCACAGGCGG 

 A  V  L  P  R  L  S  A  W  R  R  K  Q  R  D  R  S  V  A  D  G  W  R  Y  G  V  E  W  R  P  V  S  A   

  

GGAGCCCGACAGTTGGACGGCGCCTGGCTGGTCGTCGCTTCGACGGGCGAGGACCGCACCGAGTGGGTGCGTGCGGCGCTGGCCCGCGACGGAGCTGACG 

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 20100    

CCTCGGGCTGTCAACCTGCCGCGGACCGACCAGCAGCGAAGCTGCCCGCTCCTGGCGTGGCTCACCCACGCACGCCGCGACCGGGCGCTGCCTCGACTGC 

G  A  R  Q  L  D  G  A  W  L  V  V  A  S  T  G  E  D  R  T  E  W  V  R  A  A  L  A  R  D  G  A  D  V    

 

TCCACGTCCTGGACGTGGACCCGGAGACGGTCGACTGGGCGGAGCAGTTGAGTGAACTGCCCGCGCTCGACGGAGTCGTCTCGCTGCTGGGGCTGGCGGA 

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 20200   

AGGTGCAGGACCTGCACCTGGGCCTCTGCCAGCTGACCCGCCTCGTCAACTCACTTGACGGGCGCGAGCTGCCTCAGCAGAGCGACGACCCCGACCGCCT 

  H  V  L  D  V  D  P  E  T  V  D  W  A  E  Q  L  S  E  L  P  A  L  D  G  V  V  S  L  L  G  L  A  D  

 

CAGCGGCGAGTCGGCGGTGCCCACGGGTGTGGCGGCCACGATCGGTCTGTTACGCGCCCTGGGTGACGCGGACGTGTCCGCGCCGCTGTGGTGCCTCACG 

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 20300 

GTCGCCGCTCAGCCGCCACGGGTGCCCACACCGCCGGTGCTAGCCAGACAATGCGCGGGACCCACTGCGCCTGCACAGGCGCGGCGACACCACGGAGTGC 

 S  G  E  S  A  V  P  T  G  V  A  A  T  I  G  L  L  R  A  L  G  D  A  D  V  S  A  P  L  W  C  L  T    

 

TCGGGCGCGGTGGCGGCGGCCGAGGGCGACGCGGTCCCCGGAATCGAGCAGTCGATGCTCTGGGGCCTCGGCCGGGTGGCCGCCCTGGAGCACCCTGACC 

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 20400      

AGCCCGCGCCACCGCCGCCGGCTCCCGCTGCGCCAGGGGCCTTAGCTCGTCAGCTACGAGACCCCGGAGCCGGCCCACCGGCGGGACCTCGTGGGACTGG 

S  G  A  V  A  A  A  E  G  D  A  V  P  G  I  E  Q  S  M  L  W  G  L  G  R  V  A  A  L  E  H  P  D  R    
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GCTGGGGCGGACTGGTCGACGTACCGGCGGCGCCGGACGAGACGACCGGTGACCTGCTGGCCACGGTGCTCGCCGGTACGAGCGGCGAGGACCAACTCGC 

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 20500     

CGACCCCGCCTGACCAGCTGCATGGCCGCCGCGGCCTGCTCTGCTGGCCACTGGACGACCGGTGCCACGAGCGGCCATGCTCGCCGCTCCTGGTTGAGCG 

  W  G  G  L  V  D  V  P  A  A  P  D  E  T  T  G  D  L  L  A  T  V  L  A  G  T  S  G  E  D  Q  L  A    

 

CCTGCGGGGCGACGGGATCCTCGGCCGCAGGTTGGCGCCCGCGCCGCTGGGCGGTGCCGCCGGAGAGGGCTGGTCGCCGCGCGGGACGGTCCTGGTGACC 

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 20600 

GGACGCCCCGCTGCCCTAGGAGCCGGCGTCCAACCGCGGGCGCGGCGACCCGCCACGGCGGCCTCTCCCGACCAGCGGCGCGCCCTGCCAGGACCACTGG 

 L  R  G  D  G  I  L  G  R  R  L  A  P  A  P  L  G  G  A  A  G  E  G  W  S  P  R  G  T  V  L  V  T    

 

GGTGGCACCGGCGCCCTGGGCGGCCATGTGGCGCGCTGGGTCGCGGCACACGGCGCCGAGCACGTCGTCCTGGTGAGCCGTCGCGGTGCCTCGGCCGAAG 

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 20700     

CCACCGTGGCCGCGGGACCCGCCGGTACACCGCGCGACCCAGCGCCGTGTGCCGCGGCTCGTGCAGCAGGACCACTCGGCAGCGCCACGGAGCCGGCTTC 

G  G  T  G  A  L  G  G  H  V  A  R  W  V  A  A  H  G  A  E  H  V  V  L  V  S  R  R  G  A  S  A  E  G 

 

GCGCGGCCGCGCTGGAGGCCGAGCTCACCGCCGTCGTCCACACGGCGGGCATCGAGCGCTCCGCCGCCCTCGCCGACCTCGACCCGGGCGACCTCGCCGG 

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 20800    

CGCGCCGGCGCGACCTCCGGCTCGAGTGGCGGCAGCAGGTGTGCCGCCCGTAGCTCGCGAGGCGGCGGGAGCGGCTGGAGCTGGGCCCGCTGGAGCGGCC 

  A  A  A  L  E  A  E  L  T  A  V  V  H  T  A  G  I  E  R  S  A  A  L  A  D  L  D  P  G  D  L  A  G    

 

ATTCGGCGACGTGCTGGCGGCCAAGGTCGACGGCGCGCGGAACCTGCACGAACTCCTGGGCGACACCCCGCTGGACGCCTTCGTGCTGTTCTCGTCCATC 

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 20900 

TAAGCCGCTGCACGACCGCCGGTTCCAGCTGCCGCGCGCCTTGGACGTGCTTGAGGACCCGCTGTGGGGCGACCTGCGGAAGCACGACAAGAGCAGGTAG 

 F  G  D  V  L  A  A  K  V  D  G  A  R  N  L  H  E  L  L  G  D  T  P  L  D  A  F  V  L  F  S  S  I    

 

GCCGGAGTCTGGGGCAGCGGCGGCCAGGCCGCCTACGGCGCCGCCAACGCCTACCTCGACGCCCTGGCCGAGCACCGCAGGGCCGCGGGCCTGCCCGCCA 

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 21000    

CGGCCTCAGACCCCGTCGCCGCCGGTCCGGCGGATGCCGCGGCGGTTGCGGATGGAGCTGCGGGACCGGCTCGTGGCGTCCCGGCGCCCGGACGGGCGGT 

A  G  V  W  G  S  G  G  Q  A  A  Y  G  A  A  N  A  Y  L  D  A  L  A  E  H  R  R  A  A  G  L  P  A  T    

 

CCGCGGTCGCGTGGGGGCCGTGGGCCGACGGCGGCATGGTCGCGGACGCCGGTGCGGACGTGGCCGCGCAACTGCACCGCAGGGGCCTGACCACGATGGC 

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 21100   

GGCGCCAGCGCACCCCCGGCACCCGGCTGCCGCCGTACCAGCGCCTGCGGCCACGCCTGCACCGGCGCGTTGACGTGGCGTCCCCGGACTGGTGCTACCG 

  A  V  A  W  G  P  W  A  D  G  G  M  V  A  D  A  G  A  D  V  A  A  Q  L  H  R  R  G  L  T  T  M  A    

 

CCCCGACGCGGCGCTCGCCGGGCTCGGCGCGGCCATCGACCACGGCGACGGACAGATCACCATCGCCGACGTCGACTGGTCCCGGTTCGCGGGCACCTTC 

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 21200 

GGGGCTGCGCCGCGAGCGGCCCGAGCCGCGCCGGTAGCTGGTGCCGCTGCCTGTCTAGTGGTAGCGGCTGCAGCTGACCAGGGCCAAGCGCCCGTGGAAG 

 P  D  A  A  L  A  G  L  G  A  A  I  D  H  G  D  G  Q  I  T  I  A  D  V  D  W  S  R  F  A  G  T  F    

 

ATGGCGCAGCGCCCCAGCCCGCTCCTCGGTGAACTCCCCGACATCCGGGCCGCGTTCGACACCGCTCCGGCCGAGCAGGCCACCTCGGCCCTCGCCCAGC 

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 21300    

TACCGCGTCGCGGGGTCGGGCGAGGAGCCACTTGAGGGGCTGTAGGCCCGGCGCAAGCTGTGGCGAGGCCGGCTCGTCCGGTGGAGCCGGGAGCGGGTCG 

M  A  Q  R  P  S  P  L  L  G  E  L  P  D  I  R  A  A  F  D  T  A  P  A  E  Q  A  T  S  A  L  A  Q  R  

   
GCCTGGCCGGTCTGGACGAGGCCGAGCAGGAGCGGCAGCTCACCGAGCTGGTCCGGTACGAGGCGGCCGCGGTGCTCGGCCATGCGTCCGGCGACGCCTT  

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 21400   

CGGACCGGCCAGACCTGCTCCGGCTCGTCCTCGCCGTCGAGTGGCTCGACCAGGCCATGCTCCGCCGGCGCCACGAGCCGGTACGCAGGCCGCTGCGGAA 

  L  A  G  L  D  E  A  E  Q  E  R  Q  L  T  E  L  V  R  Y  E  A  A  A  V  L  G  H  A  S  G  D  A  F    
 

CTCGGCCACCCGCGCCTTCCGCGACCTCGGCTTCGACTCCTTGACGGCCGTCGAACTGCGCGCCCGCCTCAGCGAGGCGACCGGCGTGGCCCTGCCCGCC 

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 21500 

GAGCCGGTGGGCGCGGAAGGCGCTGGAGCCGAAGCTGAGGAACTGCCGGCAGCTTGACGCGCGGGCGGAGTCGCTCCGCTGGCCGCACCGGGACGGGCGG 

 S  A  T  R  A  F  R  D  L  G  F  D  S  L  T  A  V  E  L  R  A  R  L  S  E  A  T  G  V  A  L  P  A    
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GCCGTGGTCTTCGACTACCCGACGGCCGCGGCGCTGGCCACCTATCTGCGGACCGAACTGTCCGGAGCTGCCGCCGCCACCCCCACTGCCGCGGCGGCCG  

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 21600  

CGGCACCAGAAGCTGATGGGCTGCCGGCGCCGCGACCGGTGGATAGACGCCTGGCTTGACAGGCCTCGACGGCGGCGGTGGGGGTGACGGCGCCGCCGGC 

A  V  V  F  D  Y  P  T  A  A  A  L  A  T  Y  L  R  T  E  L  S  G  A  A  A  A  T  P  T  A  A  A  A  V 

 

TGGCGGGTGCGACCGACGAGCCGATCGCGATCGTGGCGATGTCGTGCCGGTTCCCCGGCGGCGTGTCCAGCCCGGAGGACCTGTGGCAGGTGCTGCGGTC 

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 21700    

ACCGCCCACGCTGGCTGCTCGGCTAGCGCTAGCACCGCTACAGCACGGCCAAGGGGCCGCCGCACAGGTCGGGCCTCCTGGACACCGTCCACGACGCCAG 

  A  G  A  T  D  E  P  I  A  I  V  A  M  S  C  R  F  P  G  G  V  S  S  P  E  D  L  W  Q  V  L  R  S    

 

GGGCGTGGACGCGGTGACCGACTTCCCGACCGACCGGGGCTGGGACGTCGAGGCGCTGTACGACCCGGAGGGCGCGGGCGTCGGCACGTCGTACTCCCGC 

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 21800 

CCCGCACCTGCGCCACTGGCTGAAGGGCTGGCTGGCCCCGACCCTGCAGCTCCGCGACATGCTGGGCCTCCCGCGCCCGCAGCCGTGCAGCATGAGGGCG 

 G  V  D  A  V  T  D  F  P  T  D  R  G  W  D  V  E  A  L  Y  D  P  E  G  A  G  V  G  T  S  Y  S  R    

 

ATGGGTGCCTTCCTCGATCGCGTGGCGGACTTCGACCCCGCGCTCTTCGGGATCTCGCCGCGCGAGGCCCTCGCCATGGACCCGCAGCAGCGGCTGCTCC 

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 21900   

TACCCACGGAAGGAGCTAGCGCACCGCCTGAAGCTGGGGCGCGAGAAGCCCTAGAGCGGCGCGCTCCGGGAGCGGTACCTGGGCGTCGTCGCCGACGAGG 

M  G  A  F  L  D  R  V  A  D  F  D  P  A  L  F  G  I  S  P  R  E  A  L  A  M  D  P  Q  Q  R  L  L  L    

   

TGGAGACGTCGTGGGAGGCGTTCGAGCGGGCGGGCATCGACCCGCAGTCGCTGCGCGGCAGCCGGTCGGGTGTGTTCGTCGGCACCAACGGCCAGGACTA 

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 22000  

ACCTCTGCAGCACCCTCCGCAAGCTCGCCCGCCCGTAGCTGGGCGTCAGCGACGCGCCGTCGGCCAGCCCACACAAGCAGCCGTGGTTGCCGGTCCTGAT 

  E  T  S  W  E  A  F  E  R  A  G  I  D  P  Q  S  L  R  G  S  R  S  G  V  F  V  G  T  N  G  Q  D  Y    

 

CACCCGGCTGATGATGGCCGCTCAGGACACCGTCGACGGCTACTTCGGCACCGGCAGCGCGGCGAGCGTCATCTCCGGCCGCCTCTCGTACACGTTCGGC 

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 22100 

GTGGGCCGACTACTACCGGCGAGTCCTGTGGCAGCTGCCGATGAAGCCGTGGCCGTCGCGCCGCTCGCAGTAGAGGCCGGCGGAGAGCATGTGCAAGCCG 

 T  R  L  M  M  A  A  Q  D  T  V  D  G  Y  F  G  T  G  S  A  A  S  V  I  S  G  R  L  S  Y  T  F  G    

 

CTCGAAGGCCCGGCCGTCACCGTGGACACGGCGTGCTCGTCGTCGCTCGTCGCCCTGCACCTGGCCGTGCAGGCCCTGCAGAAGGGCGAGTGCGAGCTGG 

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 22300    

GAGCTTCCGGGCCGGCAGTGGCACCTGTGCCGCACGAGCAGCAGCGAGCAGCGGGACGTGGACCGGCACGTCCGGGACGTCTTCCCGCTCACGCTCGACC 

L  E  G  P  A  V  T  V  D  T  A  C  S  S  S  L  V  A  L  H  L  A  V  Q  A  L  Q  K  G  E  C  E  L  A 

 

 

CGCTCGCGGGCGGTGTGACGGTGATGTCGACGCCCGCCGCGTTCGTGGAGTTCAGCCGCCAGCGCGGGCTCTCGGTGGACGGCCGGTGCAAGGCGTTCGG 

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 22400   

GCGAGCGCCCGCCACACTGCCACTACAGCTGCGGGCGGCGCAAGCACCTCAAGTCGGCGGTCGCGCCCGAGAGCCACCTGCCGGCCACGTTCCGCAAGCC 

  L  A  G  G  V  T  V  M  S  T  P  A  A  F  V  E  F  S  R  Q  R  G  L  S  V  D  G  R  C  K  A  F  G   

 

CGCGGACGCCGACGGCACCGGCTGGGGCGAAGGCGTCGGCATGCTCCTCGTCGAGCGCCTTTCCGACGCCCAGCGCAACGGCCACCAGGTGCTCGCCGTC 

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 22500 

GCGCCTGCGGCTGCCGTGGCCGACCCCGCTTCCGCAGCCGTACGAGGAGCAGCTCGCGGAAAGGCTGCGGGTCGCGTTGCCGGTGGTCCACGAGCGGCAG 

 A  D  A  D  G  T  G  W  G  E  G  V  G  M  L  L  V  E  R  L  S  D  A  Q  R  N  G  H  Q  V  L  A  V      

   

GTGCGCGGCTCGGCGGTCAACCAGGACGGCGCGTCCAACGGCCTCACCGCGCCCAACGGCCCCTCACAGCAGCGGGTCATCCGCGCCGCGCTGGCGACCG 

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 22600      

CACGCGCCGAGCCGCCAGTTGGTCCTGCCGCGCAGGTTGCCGGAGTGGCGCGGGTTGCCGGGGAGTGTCGTCGCCCAGTAGGCGCGGCGCGACCGCTGGC 

V  R  G  S  A  V  N  Q  D  G  A  S  N  G  L  T  A  P  N  G  P  S  Q  Q  R  V  I  R  A  A  L  A  T  A  
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CGGGCCTGGCGCCGTCCGATGTGGACGCGGTCGAGGCACACGGCACGGGTACGAAGCTGGGCGACCCGATCGAGGCCCAGGCGCTCCTCGCCACCTACGG 

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 22700   

GCCCGGACCGCGGCAGGCTACACCTGCGCCAGCTCCGTGTGCCGTGCCCATGCTTCGACCCGCTGGGCTAGCTCCGGGTCCGCGAGGAGCGGTGGATGCC 

  G  L  A  P  S  D  V  D  A  V  E  A  H  G  T  G  T  K  L  G  D  P  I  E  A  Q  A  L  L  A  T  Y  G      

 

CCAGGAACGTGCCGGTGAGCCGCTGTGGCTCGGCTCGATCAAGTCGAACATCGGCCACACCCAGGCTGCCGCCGGTGTCGCCGGTGTGATCAAGATGGTC 

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 22800 

GGTCCTTGCACGGCCACTCGGCGACACCGAGCCGAGCTAGTTCAGCTTGTAGCCGGTGTGGGTCCGACGGCGGCCACAGCGGCCACACTAGTTCTACCAG 

 Q  E  R  A  G  E  P  L  W  L  G  S  I  K  S  N  I  G  H  T  Q  A  A  A  G  V  A  G  V  I  K  M  V       

 

ATGGCGATGCGCCACGGCGTACTGCCGCGGACGCTGCACGCGGACGAGCCGTCGCCGCACGTGGACTGGTCCGCCGGTGCGGTCGAGGTGCTGTCGGAGG 

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 22900 

TACCGCTACGCGGTGCCGCATGACGGCGCCTGCGACGTGCGCCTGCTCGGCAGCGGCGTGCACCTGACCAGGCGGCCACGCCAGCTCCACGACAGCCTCC 

M  A  M  R  H  G  V  L  P  R  T  L  H  A  D  E  P  S  P  H  V  D  W  S  A  G  A  V  E  V  L  S  E  A    

         

CCCGGCCGTGGCCTGCCGCGGACCGGCCCTGGCGTGCCGGTGTGTCGTCGTTCGGGTTCAGCGGCACCAACGCGCACGCCATCATCGAGCAGGCCCCCGT 

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 23000    

GGGCCGGCACCGGACGGCGCCTGGCCGGGACCGCACGGCCACACAGCAGCAAGCCCAAGTCGCCGTGGTTGCGCGTGCGGTAGTAGCTCGTCCGGGGGCA 

  R  P  W  P  A  A  D  R  P  W  R  A  G  V  S  S  F  G  F  S  G  T  N  A  H  A  I  I  E  Q  A  P  V    

 

GGTCGTACGGGAGGACGTCCCGGAGCCGCTGCCGGTCGGCGCGGTCGTCCCGTGGCTCCTTTCGGCCAAGACCCCCGAGGCGCTGCGGGAGCAGGCCCGG 

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 23100 

CCAGCATGCCCTCCTGCAGGGCCTCGGCGACGGCCAGCCGCGCCAGCAGGGCACCGAGGAAAGCCGGTTCTGGGGGCTCCGCGACGCCCTCGTCCGGGCC 

 V  V  R  E  D  V  P  E  P  L  P  V  G  A  V  V  P  W  L  L  S  A  K  T  P  E  A  L  R  E  Q  A  R   

 

CGTCTCACGTCCTATGTGGACGCGGCCCCTGAGCTGTCCGTGCCGGACGTGGGCCGTGCGCTGGTGTTCTCGCGGGCGGTGCTCGAACACCGAGCCGTGG 

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 23200 

GCAGAGTGCAGGATACACCTGCGCCGGGGACTCGACAGGCACGGCCTGCACCCGGCACGCGACCACAAGAGCGCCCGCCACGAGCTTGTGGCTCGGCACC 

R  L  T  S  Y  V  D  A  A  P  E  L  S  V  P  D  V  G  R  A  L  V  F  S  R  A  V  L  E  H  R  A  V  V    

 

TCGTCGCCGCCGACGCCGCCGGCTTCCAGTCGGGCCTGGCCGCGCTCGCCGAAGGGCGTGGCGGTTCGGGTGTCGCGGTGGGTGAGGCGGCACCGCACCG 

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 23300    

AGCAGCGGCGGCTGCGGCGGCCGAAGGTCAGCCCGGACCGGCGCGAGCGGCTTCCCGCACCGCCAAGCCCACAGCGCCACCCACTCCGCCGTGGCGTGGC 

  V  A  A  D  A  A  G  F  Q  S  G  L  A  A  L  A  E  G  R  G  G  S  G  V  A  V  G  E  A  A  P  H  R    

  

GTTGGGCTTCCTGTTCTCGGGACAGGGGTCGCAGCGCCTGGGGATGGGCCGTGAACTGGAGGCCCGTTTCCCGGTGTTCGCCGAGGCGCTGCACGAGGTG 

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 23400 

CAACCCGAAGGACAAGAGCCCTGTCCCCAGCGTCGCGGACCCCTACCCGGCACTTGACCTCCGGGCAAAGGGCCACAAGCGGCTCCGCGACGTGCTCCAC 

 L  G  F  L  F  S  G  Q  G  S  Q  R  L  G  M  G  R  E  L  E  A  R  F  P  V  F  A  E  A  L  H  E  V   

 

CTTGCGGAGTTCGACCCGTCGGTGCGTGCGGTCCTGTTCGGCGCGGACGCCGACGCGCTGAACGAGACCGGCGTGACGCAGCCCGCGTTGTTCGCGGTCG 

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 23500     

GAACGCCTCAAGCTGGGCAGCCACGCACGCCAGGACAAGCCGCGCCTGCGGCTGCGCGACTTGCTCTGGCCGCACTGCGTCGGGCGCAACAAGCGCCAGC 

L  A  E  F  D  P  S  V  R  A  V  L  F  G  A  D  A  D  A  L  N  E  T  G  V  T  Q  P  A  L  F  A  V  E    

 

AGGTGGCGCTGTTCCGCCTCCTTGAGTCCTTGGGTGTCCGGGCCGACGTGCTCGCCGGCCACTCGATCGGTGAGCTGGCCGCCGCGCATGTGGCCGGGGT 

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 23600     

TCCACCGCGACAAGGCGGAGGAACTCAGGAACCCACAGGCCCGGCTGCACGAGCGGCCGGTGAGCTAGCCACTCGACCGGCGGCGCGTACACCGGCCCCA 

  V  A  L  F  R  L  L  E  S  L  G  V  R  A  D  V  L  A  G  H  S  I  G  E  L  A  A  A  H  V  A  G  V   

 

GTGGTCGCTGGCGGACGCCGCCAAGGTCGTGGCCGCGCGGGGTGCGCTGATGCAGGCGCTGCCGTCCGGTGGCGCGATGGTGGCGATCCAGGCCACGGAG 

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 23700     

CACCAGCGACCGCCTGCGGCGGTTCCAGCACCGGCGCGCCCCACGCGACTACGTCCGCGACGGCAGGCCACCGCGCTACCACCGCTAGGTCCGGTGCCTC 

 W  S  L  A  D  A  A  K  V  V  A  A  R  G  A  L  M  Q  A  L  P  S  G  G  A  M  V  A  I  Q  A  T  E 

ATa 
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GAAGAGGTCGCGTCCGAGGGCCTGCCGGAGACCGTGGGCATCGCTGCCGTCAACGGGCCCTCGTCCGTGGTCGTTTCGGGTGTTGCCGCCGATGTCGAGG 

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 23800 

CTTCTCCAGCGCAGGCTCCCGGACGGCCTCTGGCACCCGTAGCGACGGCAGTTGCCCGGGAGCAGGCACCAGCAAAGCCCACAACGGCGGCTACAGCTCC 

E  E  V  A  S  E  G  L  P  E  T  V  G  I  A  A  V  N  G  P  S  S  V  V  V  S  G  V  A  A  D  V  E  A    

 

CGGTCGCCGAGCGCTGGCGTGCGGCGGGCCGGAAGGTGTCCCGCCTCAAGGTCAGCCACGCGTTCCACTCGCCGCTGATGGACCCGATGCTCGACGAGTT 

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 23900     

GCCAGCGGCTCGCGACCGCACGCCGCCCGGCCTTCCACAGGGCGGAGTTCCAGTCGGTGCGCAAGGTGAGCGGCGACTACCTGGGCTACGAGCTGCTCAA 

  V  A  E  R  W  R  A  A  G  R  K  V  S  R  L  K  V  S  H  A  F  H  S  P  L  M  D  P  M  L  D  E  F    

 

CCGTGCGGTGGTCGAGGGCATCGAGTGCGGCGAACCCGAGATCCCGATCGTGTCGACGCTGACCGGACAGCTCGCCACGGCCGAGGAGTTGGCCTCCCCG 

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 24000 

GGCACGCCACCAGCTCCCGTAGCTCACGCCGCTTGGGCTCTAGGGCTAGCACAGCTGCGACTGGCCTGTCGAGCGGTGCCGGCTCCTCAACCGGAGGGGC 

 R  A  V  V  E  G  I  E  C  G  E  P  E  I  P  I  V  S  T  L  T  G  Q  L  A  T  A  E  E  L  A  S  P    

 

GAGTACTGGGTGCGGCACGTGCGCGAGTCCGTGCGCTTCCACGACGCCGTCGTGGCGCTGCGCGAGCAGGGCACCGATGTGTTCGTCGAGGTCGGCCCGG 

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 24100     

CTCATGACCCACGCCGTGCACGCGCTCAGGCACGCGAAGGTGCTGCGGCAGCACCGCGACGCGCTCGTCCCGTGGCTACACAAGCAGCTCCAGCCGGGCC 

E  Y  W  V  R  H  V  R  E  S  V  R  F  H  D  A  V  V  A  L  R  E  Q  G  T  D  V  F  V  E  V  G  P  G    

 

GCGGCACGCTGTCCGCTCTCGGCCTGGGCAGCGCGCCCGACGCGGCGTTCCTGCCCGCGCTGCGCGCGGACAGGCCCGAGGAGAACGCGCTCCTCGGCAC 

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 24200     

CGCCGTGCGACAGGCGAGAGCCGGACCCGTCGCGCGGGCTGCGCCGCAAGGACGGGCGCGACGCGCGCCTGTCCGGGCTCCTCTTGCGCGAGGAGCCGTG 

  G  T  L  S  A  L  G  L  G  S  A  P  D  A  A  F  L  P  A  L  R  A  D  R  P  E  E  N  A  L  L  G  T    

 

GGTCGCCGCGCTGCACACGCAGGGCGTGCCGGTCGACTGGGCCGCGTACTTCGCGGGCGGCGGCGCCCGCCCCGTCGACCTGCCGACCTATGCCTTCCAG 

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 24300 

CCAGCGGCGCGACGTGTGCGTCCCGCACGGCCAGCTGACCCGGCGCATGAAGCGCCCGCCGCCGCGGGCGGGGCAGCTGGACGGCTGGATACGGAAGGTC 

 V  A  A  L  H  T  Q  G  V  P  V  D  W  A  A  Y  F  A  G  G  G  A  R  P  V  D  L  P  T  Y  A  F  Q    

 

CGCGAGCGCTACTGGCTGGACGCCGCGTCCGTCGATGACGGCGCCGAGCGCATGTCGCCGGTCGAGGCGCGGTTCTGGGAGGTCGTCGAGGAAGGCGACA 

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 24400    

GCGCTCGCGATGACCGACCTGCGGCGCAGGCAGCTACTGCCGCGGCTCGCGTACAGCGGCCAGCTCCGCGCCAAGACCCTCCAGCAGCTCCTTCCGCTGT 

R  E  R  Y  W  L  D  A  A  S  V  D  D  G  A  E  R  M  S  P  V  E  A  R  F  W  E  V  V  E  E  G  D  I    

     

TCGCCGATCTCGCCCGCACGCTCGAGGTGTCGTCGGACGATCCGCTGAGCGCGGTGCTGCCTCGGCTGTCCGCGTGGCGCCGGAAGCAGCGGGACCGGTC 

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 24500   

AGCGGCTAGAGCGGGCGTGCGAGCTCCACAGCAGCCTGCTAGGCGACTCGCGCCACGACGGAGCCGACAGGCGCACCGCGGCCTTCGTCGCCCTGGCCAG 

  A  D  L  A  R  T  L  E  V  S  S  D  D  P  L  S  A  V  L  P  R  L  S  A  W  R  R  K  Q  R  D  R  S    

 

TGTCGCCGATGGCTGGCGGTACGGAGTGGAGTGGCGGCCGGTGTCCGCCGGAGCCCGACAGCTGGACGGCGCCTGGCTGGTCGTCGCTTCGACGGGCGAG 

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 24600 

ACAGCGGCTACCGACCGCCATGCCTCACCTCACCGCCGGCCACAGGCGGCCTCGGGCTGTCGACCTGCCGCGGACCGACCAGCAGCGAAGCTGCCCGCTC 

 V  A  D  G  W  R  Y  G  V  E  W  R  P  V  S  A  G  A  R  Q  L  D  G  A  W  L  V  V  A  S  T  G  E    

GACCGCACCGAGTGGGTGCGTGCGGCGCTGGCCCGCGACGGAGCTGACGTCCGCGTCCTGGACGTGGACCCGGAGACGGTCGACTGGGCGGAGCAGTTGA 

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 24700    

CTGGCGTGGCTCACCCACGCACGCCGCGACCGGGCGCTGCCTCGACTGCAGGCGCAGGACCTGCACCTGGGCCTCTGCCAGCTGACCCGCCTCGTCAACT 

D  R  T  E  W  V  R  A  A  L  A  R  D  G  A  D  V  R  V  L  D  V  D  P  E  T  V  D  W  A  E  Q  L  S    

 

GTGAACTGCCCGCGCTCGACGGGGTCGTCTCGCTGCTGGGGCTCGCCGACGTGGGCGACTCGGCTGTGCCGACGGGTGTCGCGGGCACGGTCGATCTGCT 

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 24800     

CACTTGACGGGCGCGAGCTGCCCCAGCAGAGCGACGACCCCGAGCGGCTGCACCCGCTGAGCCGACACGGCTGCCCACAGCGCCCGTGCCAGCTAGACGA 

  E  L  P  A  L  D  G  V  V  S  L  L  G  L  A  D  V  G  D  S  A  V  P  T  G  V  A  G  T  V  D  L  L 
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GCGGGCGCTCGGTGACGCGGGTGTGGAGGCGCCGTTGTGGTGTCTCACGTCGGGCGCGGTGGCGGCGGCCGAGGGCGACGTCGTCGCCGGGTTCGAGCAG 

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 24900 

CGCCCGCGAGCCACTGCGCCCACACCTCCGCGGCAACACCACAGAGTGCAGCCCGCGCCACCGCCGCCGGCTCCCGCTGCAGCAGCGGCCCAAGCTCGTC 

 R  A  L  G  D  A  G  V  E  A  P  L  W  C  L  T  S  G  A  V  A  A  A  E  G  D  V  V  A  G  F  E  Q    

 

TCGATGCTGTGGGGTCTGGGCCGGGTGGCCGCCCTGGAGCAGGCCGGTCGTTGGGGCGGTCTGGTCGACGTACCCGCGGCGCCGGACGAGACGACCGGCG 

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 25000     

AGCTACGACACCCCAGACCCGGCCCACCGGCGGGACCTCGTCCGGCCAGCAACCCCGCCAGACCAGCTGCATGGGCGCCGCGGCCTGCTCTGCTGGCCGC 

S  M  L  W  G  L  G  R  V  A  A  L  E  Q  A  G  R  W  G  G  L  V  D  V  P  A  A  P  D  E  T  T  G  D 

 

ATCAGCTGGCCGCCGTCCTTGCCGGGACGAGTGGCGAGGACCAGGTCGCGCTGCGCGGCGACGGGATCCTCGGCCGCAGGCTGGCGCCCGCGCCGCTCAG 

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 25100     

TAGTCGACCGGCGGCAGGAACGGCCCTGCTCACCGCTCCTGGTCCAGCGCGACGCGCCGCTGCCCTAGGAGCCGGCGTCCGACCGCGGGCGCGGCGAGTC 

  Q  L  A  A  V  L  A  G  T  S  G  E  D  Q  V  A  L  R  G  D  G  I  L  G  R  R  L  A  P  A  P  L  S    

    

CGCGACCGGCTCCGGCTCCGGCTGGACGCCGCGCGGCACGGTCCTGGTGACCGGTGGCACCGGCGCCCTGGGCGGTCATGTGGCGCGCTGGCTGGCGGCG 

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 25200 

GCGCTGGCCGAGGCCGAGGCCGACCTGCGGCGCGCCGTGCCAGGACCACTGGCCACCGTGGCCGCGGGACCCGCCAGTACACCGCGCGACCGACCGCCGC 

 A  T  G  S  G  S  G  W  T  P  R  G  T  V  L  V  T  G  G  T  G  A  L  G  G  H  V  A  R  W  L  A  A    

 

AGCGGTGCCGAGCACGTCGTACTGGCGGGGCGTCGCGGCCCGGCCGCCGAGGGCGCCGAGGAACTGGAGGCGGAGCTCGTCGAGCGGGGCGCGCGCGTCA 

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 25300    

TCGCCACGGCTCGTGCAGCATGACCGCCCCGCAGCGCCGGGCCGGCGGCTCCCGCGGCTCCTTGACCTCCGCCTCGAGCAGCTCGCCCCGCGCGCGCAGT 

S  G  A  E  H  V  V  L  A  G  R  R  G  P  A  A  E  G  A  E  E  L  E  A  E  L  V  E  R  G  A  R  V  T    

 

CCATCGCCGCCTGCGACGTGACGGACAAGGAATCGGTCCGGGCGCTCCTGGAGAGCGTCCCCGCGCTCACCGCCGTCGTCCACACGGCGGGCATCGAGCG 

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 25400      

GGTAGCGGCGGACGCTGCACTGCCTGTTCCTTAGCCAGGCCCGCGAGGACCTCTCGCAGGGGCGCGAGTGGCGGCAGCAGGTGTGCCGCCCGTAGCTCGC 

  I  A  A  C  D  V  T  D  K  E  S  V  R  A  L  L  E  S  V  P  A  L  T  A  V  V  H  T  A  G  I  E  R    

 

CTCGGCCACCCTCGCCGAGCTGGACCGGGACGACCTGGCCGGTGTGCTCGCGGCGAAGGTCGACGGCGCGCGGAACCTGCACGAGCTCCTGGGCGACACG 

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 25500 

GAGCCGGTGGGAGCGGCTCGACCTGGCCCTGCTGGACCGGCCACACGAGCGCCGCTTCCAGCTGCCGCGCGCCTTGGACGTGCTCGAGGACCCGCTGTGC 

 S  A  T  L  A  E  L  D  R  D  D  L  A  G  V  L  A  A  K  V  D  G  A  R  N  L  H  E  L  L  G  D  T    

 

CCGCTGGACGCCTTCGTGCTGTTCTCGTCCATCGCGGGAGTCTGGGGCAGCAGCGGGCAGGGCGCGTACGCGGCCGCCAACGCCTACCTGGATTCCCTGG 

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 25600    

GGCGACCTGCGGAAGCACGACAAGAGCAGGTAGCGCCCTCAGACCCCGTCGTCGCCCGTCCCGCGCATGCGCCGGCGGTTGCGGATGGACCTAAGGGACC 

P  L  D  A  F  V  L  F  S  S  I  A  G  V  W  G  S  S  G  Q  G  A  Y  A  A  A  N  A  Y  L  D  S  L  A    

    

CCGAGCACCGCAGGGCCGCGGGCCTGCCCGCCACCGCGGTCGCGTGGGGGCCGTGGGGCGGCGGCGGCATGGTCGCCACCGCCGAGCAGACCGCGCTGCT 

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 25700   

GGCTCGTGGCGTCCCGGCGCCCGGACGGGCGGTGGCGCCAGCGCACCCCCGGCACCCCGCCGCCGCCGTACCAGCGGTGGCGGCTCGTCTGGCGCGACGA 

  E  H  R  R  A  A  G  L  P  A  T  A  V  A  W  G  P  W  G  G  G  G  M  V  A  T  A  E  Q  T  A  L  L    

 

GCAGCGCTGGGGCCTGACGACGCTGGTTCCGGCGGTGGCGATCGCCGGTCTGGCCACGGCCTTGGAGCGCGGTGACGGGAACGTCGTCGTCGCCGATGTC 

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 25800 

CGTCGCGACCCCGGACTGCTGCGACCAAGGCCGCCACCGCTAGCGGCCAGACCGGTGCCGGAACCTCGCGCCACTGCCCTTGCAGCAGCAGCGGCTACAG 

 Q  R  W  G  L  T  T  L  V  P  A  V  A  I  A  G  L  A  T  A  L  E  R  G  D  G  N  V  V  V  A  D  V    
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GACTGGTCCCGGTTCGCGGGCACCTTCATGGCGCAGCGCCCCAGCCCGCTCCTCGGTGAACTGCCCGAGGTGCAGGCCGCGTTCGGGACCTCTGCGGCCG 

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 25900    

CTGACCAGGGCCAAGCGCCCGTGGAAGTACCGCGTCGCGGGGTCGGGCGAGGAGCCACTTGACGGGCTCCACGTCCGGCGCAAGCCCTGGAGACCGCCGG 

D  W  S  R  F  A  G  T  F  M  A  Q  R  P  S  P  L  L  G  E  L  P  E  V  Q  A  A  F  G  T  S  A  A  E   

 

AGCAGGGCACGTCGGCGCTCGCGCAGCGGCTGGCCGGTCTGGACGAGGCGGAGCAGGAGCGGCAGCTCACCGAGCTGGTCCGGTACGAGGCGGCCGCTGT 

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 26000     

TCGTCCCGTGCAGCCGCGAGCGCGTCGCCGACCGGCCAGACCTGCTCCGCCTCGTCCTCGCCGTCGAGTGGCTCGACCAGGCCATGCTCCGCCGGCGACA 

  Q  G  T  S  A  L  A  Q  R  L  A  G  L  D  E  A  E  Q  E  R  Q  L  T  E  L  V  R  Y  E  A  A  A  V 

 

CCTGGGCCACGTCTCCGGCGACGCGTTCTCCGCGACCCGCGCCTTCCGTGACCTCGGCTTCGACTCCCTGACGGCCGTCGAACTGCGCGCCCGCCTCAGC 

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 26100 

GGACCCGGTGCAGAGGCCGCTGCGCAAGAGGCGCTGGGCGCGGAAGGCACTGGAGCCGAAGCTGAGGGACTGCCGGCAGCTTGACGCGCGGGCGGAGTCG 

 L  G  H  V  S  G  D  A  F  S  A  T  R  A  F  R  D  L  G  F  D  S  L  T  A  V  E  L  R  A  R  L  S      

 

GACGCCACCGGCCTCGCCCTGCCGGCCACGCTGGTCTTCGACTACCCGACGGCCGCCGTCCTGGCCGCCTACCTGCGCAGCGAACTGTGCGGTGCCAGTG 

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 26200   

CTGCGGTGGCCGGAGCGGGACGGCCGGTGCGACCAGAAGCTGATGGGCTGCCGGCGGCAGGACCGGCGGATGGACGCGTCGCTTGACACGCCACGGTCAC 

D  A  T  G  L  A  L  P  A  T  L  V  F  D  Y  P  T  A  A  V  L  A  A  Y  L  R  S  E  L  C  G  A  S  G 

 

GGGCACCCACGGCCTCGGCTCCGGTCGCGGTCTCCGGTGTGAGCGACGAGCCGATCGCGATCGTGTCGATGTCGTGCCGGTACXXXXXXXXXXXXXXXXX 

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 26300                   

CCCGTGGGTGCCGGAGCCGAGGCCAGCGCCAGAGGCCACACTCGCTGCTCGGCTAGCGCTAGCACAGCTACAGCACGGCCATGXXXXXXXXXXXXXXXXX 

  A  P  T  A  S  A  P  V  A  V  S  G  V  S  D  E  P  I  A  I  V  S  M  S  C  R  Y   

XXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXX 

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 26400 

XXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXX  

XXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXX 

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 26500 

XXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXX 

   

XXXXXXXXXXGATCGGCTTCGAGACCCCGCCGTCACCGTCGACACGGCGTGCTCCTCGTCGCTGGTCGCGCTGCACCTGGCGGTGCAGGCGCTGCGGTCC 

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 26600     

XXXXXXXXXXCTAGCCGAAGCTCTGGGGCGGCAGTGGCAGCTGTGCCGCACGAGGAGCAGCGACCAGCGCGACGTGGACCGCCACGTCCGCGACGCCAGG 

          V  V  H  D  R  L  R  D  P  A  V  D  T  A  C  S  S  L  V  A  L  H  L  A  V  Q  A  L  R  S  

  

GGAGAGTGCGAGCTGGCGCTCGCGGGCGGCGTGACGGTGATGTCCACGCCCGGCGCGTTCATCGAGTTCAGCCGCCAGCGCGGCCTGTCCCTCGACGGCC 

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 26700      

CCTCTCACGCTCGACCGCGAGCGCCCGCCGCACTGCCACTACAGGTGCGGGCCGCGCAAGTAGCTCAAGTCGGCGGTCGCGCCGGACAGGGAGCTGCCGG 

G  E  C  E  L  A  L  A  G  G  V  T  V  M  S  T  P  G  A  F  I  E  F  S  R  Q  R  G  L  S  L  D  G  R        

 

GGTGCAAGGCCTTCGCCGCCGCCGCCGACGGCACCAGCTGGGGCGAGGGCGTCGGCATGCTCTTCGTCGAGCGCCTCTCGGACGCCCAGCGCAACGGGCA 

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 26800 

CCACGTTCCGGAAGCGGCGGCGGCGGCTGCCGTGGTCGACCCCGCTCCCGCAGCCGTACGAGAAGCAGCTCGCGGAGAGCCTGCGGGTCGCGTTGCCCGT 

  C  K  A  F  A  A  A  A  D  G  T  S  W  G  E  G  V  G  M  L  F  V  E  R  L  S  D  A  Q  R  N  G  H  

    

CCCCGTCCTCGCGGTGATCCGCGGCTCCGCGGTGAACCAGGATGGCGCCTCCAACGGCCTCACCGCACCGAACGGCCCCTCACAACAGCGCGTCATCCGC 

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 26900     

GGGGCAGGAGCGCCACTAGGCGCCGAGGCGCCACTTGGTCCTACCGCGGAGGTTGCCGGAGTGGCGTGGCTTGCCGGGGAGTGTTGTCGCGCAGTAGGCG 

 P  V  L  A  V  I  R  G  S  A  V  N  Q  D  G  A  S  N  G  L  T  A  P  N  G  P  S  Q  Q  R  V  I  R    

 

ACP 

KS 
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CAGGCCCTGGCCAGCGCGGGCCTGGCCGCGGCCGACGTCGACGCCGTCGAGGCGCACGGCACCGGCACGAAGCTCGGCGACCCGATCGAGGCCCAGGCGC 

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 27000    

GTCCGGGACCGGTCGCGCCCGGACCGGCGCCGGCTGCAGCTGCGGCAGCTCCGCGTGCCGTGGCCGTGCTTCGAGCCGCTGGGCTAGCTCCGGGTCCGCG 

Q  A  L  A  S  A  G  L  A  A  A  D  V  D  A  V  E  A  H  G  T  G  T  K  L  G  D  P  I  E  A  Q  A  L  

   

TCCTCGCCACCTACGGCCAGGACCGCCCCGCCGACCAGCCCCTGTGGCTCGGGTCGGTCAAGTCCAACATCGGCCACACGCAGGCCGCCGCCGGTGTGGC 

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 27100 

AGGAGCGGTGGATGCCGGTCCTGGCGGGGCGGCTGGTCGGGGACACCGAGCCCAGCCAGTTCAGGTTGTAGCCGGTGTGCGTCCGGCGGCGGCCACACCG 

  L  A  T  Y  G  Q  D  R  P  A  D  Q  P  L  W  L  G  S  V  K  S  N  I  G  H  T  Q  A  A  A  G  V  A    

 

GGGCGTGATCAAGATGGTCATGGCGATGCGGGCGGGCGTGCTGCCGCGCACCCTGCACGTGGACGAGCCGTCGCCGCACGTCGACTGGTCCGCGGGCGCG 

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 27200     

CCCGCACTAGTTCTACCAGTACCGCTACGCCCGCCCGCACGACGGCGCGTGGGACGTGCACCTGCTCGGCAGCGGCGTGCAGCTGACCAGGCGCCCGCGC 

 G  V  I  K  M  V  M  A  M  R  A  G  V  L  P  R  T  L  H  V  D  E  P  S  P  H  V  D  W  S  A  G  A   

 

GTGGAACTGCTCACCGATCAGCGTGCGTGGCCCGCCGTGGACCGGCCGTGGCGTGCCGGTGTGTCGTCGTTCGGGTTCAGCGGCACCAACGCGCACGCCA 

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 27300    

CACCTTGACGAGTGGCTAGTCGCACGCACCGGGCGGCACCTGGCCGGCACCGCACGGCCACACAGCAGCAAGCCCAAGTCGCCGTGGTTGCGCGTGCGGT 

V  E  L  L  T  D  Q  R  A  W  P  A  V  D  R  P  W  R  A  G  V  S  S  F  G  F  S  G  T  N  A  H  A  I    

  

TCATCGAGCAGGCCCCCGCGGCGACGCCCGCCGAGGCGGCAGGGCCGACGGAGCCCGGCGTCCTGCCGTGGGTCCTCTCGGCCCGGTCCGGCGAGGCGCT 

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 27400 

AGTAGCTCGTCCGGGGGCGCCGCTGCGGGCGGCTCCGCCGTCCCGGCTGCCTCGGGCCGCAGGACGGCACCCAGGAGAGCCGGGCCAGGCCGCTCCGCGA 

  I  E  Q  A  P  A  A  T  P  A  E  A  A  G  P  T  E  P  G  V  L  P  W  V  L  S  A  R  S  G  E  A  L    

 

GCGGCAACAGGCCGCCCGGCTCCGGGACGAGCTCGACCACAAGCGGACGTGCCGGTCGCCGACGTCGCCCACACGCTGCGGTCCCGGCCGGCCGTTCGAC 

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 27500    

CGCCGTTGTCCGGCGGGCCGAGGCCCTGCTCGAGCTGGTGTTCCGCCTGCACGGCCAGCGGCTGCAGCGGGTGTGCGACGCCAGGGCCGGCCGCAAGCTG 

 R  Q  Q  A  A  R  L  R  D  E  L  D  H  K  A  D  V  P  V  A  D  V  A  H  T  L  R  S  R  P  A  F  D    

  

CACCGCGCCGTGCTGGTGGGCCTCGACCGCGAGGACTTCCTCAGCGGCCTCACCGCCCTGGCCGACGGCCGCGAGGCCCCGAACATCGTCACCGGCGCGG 

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 27600     

GTGGCGCGGCACGACCACCCGGAGCTGGCGCTCCTGAAGGAGTCGCCGGAGTGGCGGGACCGGCTGCCGGCGCTCCGGGGCTTGTAGCAGTGGCCGCGCC 

H  R  A  V  L  V  G  L  D  R  E  D  F  L  S  G  L  T  A  L  A  D  G  R  E  A  P  N  I  V  T  G  A  A    

 

CCGGCGACCGCGGCACCGGCACGGTGTTCGTGTTCCCCGGCCACGGCACGCAGTGGGTCGGCATGGCCCTCGAACTCCTGGAGTCCTCGCCGGTGTTCCG 

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 27700 

GGCCGCTGGCGCCGTGGCCGTGCCACAAGCACAAGGGGCCGGTGCCGTGCGTCACCCAGCCGTACCGGGAGCTTGAGGACCTCAGGAGCGGCCACAAGGC 

  G  D  R  G  T  G  T  V  F  V  F  P  G  H  G  T  Q  W  V  G  M  A  L  E  L  L  E  S  S  P  V  F  R   

   

CGCGCGGATGCAGGAGTGCGCGCAGGCGCTCGGCGAGTACGTCGACTGGTCGCTCCTCGACGCCGTCCAGGACCCCGCCCTGATGGAGCGCCTGGACGTC 

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 27800    

GCGCGCCTACGTCCTCACGCGCGTCCGCGAGCCGCTCATGCAGCTGACCAGCGAGGAGCTGCGGCAGGTCCTGGGGCGGGACTACCTCGCGGACCTGCAG 

 A  R  M  Q  E  C  A  Q  A  L  G  E  Y  V  D  W  S  L  L  D  A  V  Q  D  P  A  L  M  E  R  L  D  V   

 

GTCCAGCCCGCCCTCTTCGCCGTGATGGTCTCGCTGGCCGCCACCTGGCAGTCGTGGGGCGTCGAGCCGAGCGCCGTCCTGGGGCACTCGCAGGGCGAGA 

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 27900     

CAGGTCGGGCGGGAGAAGCGGCACTACCAGAGCGACCGGCGGTGGACCGTCAGCACCCCGCAGCTCGGCTCGCGGCAGGACCCCGTGAGCGTCCCGCTCT 

V  Q  P  A  L  F  A  V  M  V  S  L  A  A  T  W  Q  S  W  G  V  E  P  S  A  V  L  G  H  S  Q  G  E  I      

 

TCGCGGCGGCCTGCGTCGCGGGCGCCCTGCCCCTGAAGGACGCGGCGCGCCTCGTCGTCCTGCGCAGCAAGGCGCTGACCGCGCTCGCGGGACAGGGCGG 

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 28000 

AGCGCCGCCGGACGCAGCGCCCGCGGGACGGGGACTTCCTGCGCCGCGCGGAGCAGCAGGACGCGTCGTTCCGCGACTGGCGCGAGCGCCCTGTCCCGCC 

  A  A  A  C  V  A  G  A  L  P  L  K  D  A  A  R  L  V  V  L  R  S  K  A  L  T  A  L  A  G  Q  G  G    

SacI 
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CATGGTGTCCGTCGCGCTCGACGTCGACGCCGTACGGGACCTCATCGCGCCCTGGGACGGACAGCTCGACATCGGCGTGGTGAACGGCCCCGCCTCGGTC 

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 28100     

GTACCACAGGCAGCGCGAGCTGCAGCTGCGGCATGCCCTGGAGTAGCGCGGGACCCTGCCTGTCGAGCTGTAGCCGCACCACTTGCCGGGGCGGAGCCAG 

 M  V  S  V  A  L  D  V  D  A  V  R  D  L  I  A  P  W  D  G  Q  L  D  I  G  V  V  N  G  P  A  S  V   

 

GTCGTGTCCGGCGACGCCGCCGCGCTGGACGAACTGGTGGACCTCTGCGTCGAGCAGGGCGTGTGGGCGCGGCGGGTCCAGGCGGACTACGCCCCGCACT 

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 28200     

CAGCACAGGCCGCTGCGGCGGCGCGACCTGCTTGACCACCTGGAGACGCAGCTCGTCCCGCACACCCGCGCCGCCCAGGTCCGCCTGATGCGGGGCGTGA 

V  V  S  G  D  A  A  A  L  D  E  L  V  D  L  C  V  E  Q  G  V  W  A  R  R  V  Q  A  D  Y  A  P  H  S    

 

CCCACCACGTCGAGCGGATCGAGGCGGAACTCCTGGCGGGCGTCGCGGAGGTGACGCCGCGCTCCGGAGACGTGCCGTACTTCTCGCCGCTGACCGGCGG 

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 28300 

GGGTGGTGCAGCTCGCCTAGCTCCGCCTTGAGGACCGCCCGCAGCGCCTCCACTGCGGCGCGAGGCCTCTGCACGGCATGAAGAGCGGCGACTGGCCGCC 

  H  H  V  E  R  I  E  A  E  L  L  A  G  V  A  E  V  T  P  R  S  G  D  V  P  Y  F  S  P  L  T  G  G   

 

CTGGCTGGACACCCGCGAGCTGGACGCCGCGTACTGGTACCGCAGCCTGCGCCAGACCGTGCAGTTCGCCGACTCCGTCTCCGCACTGGTGGCGGCGGGC 

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 28400     

GACCGACCTGTGGGCGCTCGACCTGCGGCGCATGACCATGGCGTCGGACGCGGTCTGGCACGTCAAGCGGCTGAGGCAGAGGCGTGACCACCGCCGCCCG 

 W  L  D  T  R  E  L  D  A  A  Y  W  Y  R  S  L  R  Q  T  V  Q  F  A  D  S  V  S  A  L  V  A  A  G   

 

TTCAGCACCTTCGTCGAGGTCAGCCCGCACCCGGTCCTCGTGGCCGGTCTTGGCGAACTGGTCGGCGCCGACGGCGTGGTCGTCGGCTCGCTGCGGCGTG 

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 28500   

AAGTCGTGGAAGCAGCTCCAGTCGGGCGTGGGCCAGGAGCACCGGCCAGAACCGCTTGACCAGCCGCGGCTGCCGCACCAGCAGCCGAGCGACGCCGCAC 

F  S  T  F  V  E  V  S  P  H  P  V  L  V  A  G  L  G  E  L  V  G  A  D  G  V  V  V  G  S  L  R  R  G    

 

GGGACGGCGGCCCGGCCCGGCTCATGACCTCGGCGGCCACGCTGTTCACGCGCGGCGGCCGGGTGGAGTGGCCGCTCCCGGCAGCGCAGCGCGTCGACCT 

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 28600 

CCCTGCCGCCGGGCCGGGCCGAGTACTGGAGCCGCCGGTGCGACAAGTGCGCGCCGCCGGCCCACCTCACCGGCGAGGGCCGTCGCGTCGCGCAGCTGGA 

  D  G  G  P  A  R  L  M  T  S  A  A  T  L  F  T  R  G  G  R  V  E  W  P  L  P  A  A  Q  R  V  D  L    

 

GCCGACGTACCCCTTCCAGCACGAGCGCTTCTGGCCCACGGCGGCACACACCGCGTCCGGCGACGTGACCTCGGCCGGCCTCGGCCGGGTGGACCACCCC 

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 28700   

CGGCTGCATGGGGAAGGTCGTGCTCGCGAAGACCGGGTGCCGCCGTGTGTGGCGCAGGCCGCTGCACTGGAGCCGGCCGGAGCCGGCCCACCTGGTGGGG 

 P  T  Y  P  F  Q  H  E  R  F  W  P  T  A  A  H  T  A  S  G  D  V  T  S  A  G  L  G  R  V  D  H  P 

   

GTCCTCGTCGCTGTCACCGAACTCGCCGACTCCGAAGGCCTCGTGTTCAGCGGCCGACTGTCCCTGCGCACCCACCCGTGGCTCACCGACTACCGCGTAC 

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 28800    

CAGGAGCAGCGACAGTGGCTTGAGCGGCTGAGGCTTCCGGAGCACAAGTCGCCGGCTGACAGGGACGCGTGGGTGGGCACCGAGTGGCTGATGGCGCATG 

V  L  V  A  V  T  E  L  A  D  S  E  G  L  V  F  S  G  R  L  S  L  R  T  H  P  W  L  T  D  Y  R  V  L    

 

TCGGCACCGCCGTGCTCCCCGGCGCGGCCTACGTGGACCTCGCGCTGCGCGCCGGTGACCACGTCGGCTGCGTGTCCCTGGACGACCTCGTCCTGGAGGC 

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 28900 

AGCCGTGGCGGCACGAGGGGCCGCGCCGGATGCACCTGGAGCGCGACGCGCGGCCACTGGTGCAGCCGACGCACAGGGACCTGCTGGAGCAGGACCTCCG 

  G  T  A  V  L  P  G  A  A  Y  V  D  L  A  L  R  A  G  D  H  V  G  C  V  S  L  D  D  L  V  L  E  A   

 

GCCCCTGGTGCTGCCCGAGCGGGACGGCGTGCAGGTGCGGCTCAGCCTCGACGGGCCGGACGCGGCGGGCCGGCGGGCGTTCACCGTGGACTCCCGAGGG 

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 29000    

CGGGGACCACGACGGGCTCGCCCTGCCGCACGTCCACGCCGAGTCGGAGCTGCCCGGCCTGCGCCGCCCGGCCGCCCGCAAGTGGCACCTGAGGGCTCCC 

 P  L  V  L  P  E  R  D  G  V  Q  V  R  L  S  L  D  G  P  D  A  A  G  R  R  A  F  T  V  D  S  R  G    

   

GACGCGGGCGGCGCCTGGACCCGCCACGCCACCGGCACCCTGGCGGCCGACGCCGAACCCGTCACCGACGACCTCGTCGCCTGGCCGCCGACCGAGGCCG 

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 29100    

CTGCGCCCGCCGCGGACCTGGGCGGTGCGGTGGCCGTGGGACCGCCGGCTGCGGCTTGGGCAGTGGCTGCTGGAGCAGCGGACCGGCGGCTGGCTCCGGC  

D  A  G  G  A  W  T  R  H  A  T  G  T  L  A  A  D  A  E  P  V  T  D  D  L  V  A  W  P  P  T  E  A  E    
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AACCGGTCGGGATCGACGAGCACTACGCCACCATCGCCGCCTCCGGCCTCGACCACGGCCCCGCCTTCCAGGGCCTGCGCGCCGCCTGGCGCAAGGGCGA 

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 29200 

TTGGCCAGCCCTAGCTGCTCGTGATGCGGTGGTAGCGGCGGAGGCCGGAGCTGGTGCCGGGGCGGAAGGTCCCGGACGCGCGGCGGACCGCGTTCCCGCT  

  P  V  G  I  D  E  H  Y  A  T  I  A  A  S  G  L  D  H  G  P  A  F  Q  G  L  R  A  A  W  R  K  G  D    

 

CGAGGTGTTCGCCGAAGTGGTGCTGCCGGACGGCCTCACGGACGAGGGCTTCGGCCTGCACCCGGCCCTCCTGGACGCCGCGCTGCACACGGCCGGGCTC 

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 29300  

GCTCCACAAGCGGCTTCACCACGACGGCCTGCCGGAGTGCCTGCTCCCGAAGCCGGACGTGGGCCGGGAGGACCTGCGGCGCGACGTGTGCCGGCCCGAG 

 E  V  F  A  E  V  V  L  P  D  G  L  T  D  E  G  F  G  L  H  P  A  L  L  D  A  A  L  H  T  A  G  L     

 

GGGGTGAGCTCGGACGGGCTCCCGTTCTCGTGGGCCGGGGTGCGGCTGCTCGCCACCGGCGCGACGGTGCTGCGGGTGCGGCTGACGCCCGTCGGCGTGG 

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 29400    

CCCCACTCGAGCCTGCCCGAGGGCAAGAGCACCCGGCCCCACGCCGACGAGCGGTGGCCGCGCTGCCACGACGCCCACGCCGACTGCGGGCAGCCGCACC 

G  V  S  S  D  G  L  P  F  S  W  A  G  V  R  L  L  A  T  G  A  T  V  L  R  V  R  L  T  P  V  G  V  D    

 

ACGCCGTGGCGGTGCTCGTCGCCGACGGCTCCGGCGCACCGGTCGCCGCCGTCGACCAGTTGAGCCTGCGGCCCCTCTCGGCCGACCAGCTCAACCTCGC 

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 29500 

TGCGGCACCGCCACGAGCAGCGGCTGCCGAGGCCGCGTGGCCAGCGGCGGCAGCTGGTCAACTCGGACGCCGGGGAGAGCCGGCTGGTCGAGTTGGAGCG 

  A  V  A  V  L  V  A  D  G  S  G  A  P  V  A  A  V  D  Q  L  S  L  R  P  L  S  A  D  Q  L  N  L  A    

 

CCGGTCCGCGCACCGCGACTCGCTGTTCGAGGTGAAGTGGGTCCCCGTACGGGACGCCGCTCCCGACACCGGCACCTGGGCGGTGCTCGGCGGCGACACC 

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 29600   

GGCCAGGCGCGTGGCGCTGAGCGACAAGCTCCACTTCACCCAGGGGCATGCCCTGCGGCGAGGGCTGTGGCCGTGGACCCGCCACGAGCCGCCGCTGTGG 

 R  S  A  H  R  D  S  L  F  E  V  K  W  V  P  V  R  D  A  A  P  D  T  G  T  W  A  V  L  G  G  D  T    

 

GCCCGCCTCGCCCACGCGCTCACCGCGGCGGGCGAGCCGGTCGACGAGCACGGCGACCTGGCCGCGCTCCGCGCCGCCGTCGACGGGGGTGCGCCCGTGC 

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 29700    

CGGGCGGAGCGGGTGCGCGAGTGGCGCCGCCCGCTCGGCCAGCTGCTCGTGCCGCTGGACCGGCGCGAGGCGCGGCGGCAGCTGCCCCCACGCGGGCACG 

A  R  L  A  H  A  L  T  A  A  G  E  P  V  D  E  H  G  D  L  A  A  L  R  A  A  V  D  G  G  A  P  V  P  

 

CCCGGCGCGTGGCTGTGACGCCCGGCGAGGGCGCGACGACCCCGCGCGCGGCGACCCGCGACACCCTCGACCTGCTCCAGCAGTGGCTCGCCGACGACAG 

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 29800 

GGGCCGCGCACCGACACTGCGGGCCGCTCCCGCGCTGCTGGGGCGCGCGCCGCTGGGCGCTGTGGGAGCTGGACGAGGTCGTCACCGAGCGGCTGCTGTC 

  R  R  V  A  V  T  P  G  E  G  A  T  T  P  R  A  A  T  R  D  T  L  D  L  L  Q  Q  W  L  A  D  D  R    

 

GTTCGCCGACGCGCAGCTCGTGCTCCTCACGAGCGGCGCGGTGGCGGCAGGGCCCGACGAGGACGTCCCGGACCTGGTCCGCGCCCCCGCGTGGGGCCTG 

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 29900  

CAAGCGGCTGCGCGTCGAGCACGAGGAGTGCTCGCCGCGCCACCGCCGTCCCGGGCTGCTCCTGCAGGGCCTGGACCAGGCGCGGGGGCGCACCCCGGAC 

 F  A  D  A  Q  L  V  L  L  T  S  G  A  V  A  A  G  P  D  E  D  V  P  D  L  V  R  A  P  A  W  G  L    

 

GTGCGGTCGGCGCAGTCGGAACACCCGGAGCGGTTCGTCCTCGTCGACGTCGACGCCCACGAGAAGTCGCTGCGCGGCCTGCCCGCCGCGGTGGCCACCG 

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 30000    

CACGCCAGCCGCGTCAGCCTTGTGGGCCTCGCCAAGCAGGAGCAGCTGCAGCTGCGGGTGCTCTTCAGCGACGCGCCGGACGGGCGGCGCCACCGGTGGC 

V  R  S  A  Q  S  E  H  P  E  R  F  V  L  V  D  V  D  A  H  E  K  S  L  R  G  L  P  A  A  V  A  T  G    

 

GGGAGCCGCAGCTCGCGATCAGGAACGGCGCCGCCTCGGTGGCCAGGCTGGCGCGGCTCGCGGCTCCGGCCGACGCGCCCGAGGCCGACCACGCACCCGA 

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 30100 

CCCTCGGCGTCGAGCGCTAGTCCTTGCCGCGGCGGAGCCACCGGTCCGACCGCGCCGAGCGCCGAGGCCGGCTGCGCGGGCTCCGGCTGGTGCGTGGGCT 

  E  P  Q  L  A  I  R  N  G  A  A  S  V  A  R  L  A  R  L  A  A  P  A  D  A  P  E  A  D  H  A  P  E    

 

SacI 
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GCCCGGGGCGTTCACCGCCGACAGCACCGTCCTGATCACCGGCGGTCTCGGCGTACTCGGCGGCCTCACCGCACGCCACCTCGTCACCCGCCACGGCGTG 

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 30200   

CGGGCCCCGCAAGTGGCGGCTGTCGTGGCAGGACTAGTGGCCGCCAGAGCCGCATGAGCCGCCGGAGTGGCGTGCGGTGGAGCAGTGGGCGGTGCCGCAC 

 P  G  A  F  T  A  D  S  T  V  L  I  T  G  G  L  G  V  L  G  G  L  T  A  R  H  L  V  T  R  H  G  V    

 

GGCAAGCTGGTCCTCACCGGCCGCCGCGGCCCGGCCACGCCGGGTGCGGAGGAACTGTGCCGGGAACTGGAGGAGTCGGGGGCACAGGTCACGATCGCCG 

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 30300   

CCGTTCGACCAGGAGTGGCCGGCGGCGCCGGGCCGGTGCGGCCCACGCCTCCTTGACACGGCCCTTGACCTCCTCAGCCCCCGTGTCCAGTGCTAGCGGC 

G  K  L  V  L  T  G  R  R  G  P  A  T  P  G  A  E  E  L  C  R  E  L  E  E  S  G  A  Q  V  T  I  A  A    

 

CGTGCGACGTGAGCGACCGCGACGCGGTGGCGGCGCTCTTGGCCGAGCACCCCGTGACCGCCGTCGTGCACACCGCCGGTGTCCTGGACGACAGCGTGGT 

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 30400 

GCACGCTGCACTCGCTGGCGCTGCGCCACCGCCGCGAGAACCGGCTCGTGGGGCACTGGCGGCAGCACGTGTGGCGGCCACAGGACCTGCTGTCGCACCA 

  C  D  V  S  D  R  D  A  V  A  A  L  L  A  E  H  P  V  T  A  V  V  H  T  A  G  V  L  D  D  S  V  V    

 

CGAGTCCCTGACCCCGGAGCACGTCGACGCGGTGTTCGGCCCCAAGGGCGACGCCGCGCTGCACCTGCACGAGCTGACCCGCGACCTGGACCTGTCGGCG 

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 30500    

GCTCAGGGACTGGGGCCTCGTGCAGCTGCGCCACAAGCCGGGGTTCCCGCTGCGGCGCGACGTGGACGTGCTCGACTGGGCGCTGGACCTGGACAGCCGC 

 E  S  L  T  P  E  H  V  D  A  V  F  G  P  K  G  D  A  A  L  H  L  H  E  L  T  R  D  L  D  L  S  A    

 

TTCGTCCTGTTCTCCGCCGTCGCCGGTGTCTTCGGCAGCCCGGGCCAGGGCAACTACGCGGCGGCGAACAGCTTCCTGGACGCGCTCGCCCAGCACCGCC 

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 30600   

AAGCAGGACAAGAGGCGGCAGCGGCCACAGAAGCCGTCGGGCCCGGTCCCGTTGATGCGCCGCCGCTTGTCGAAGGACCTGCGCGAGCGGGTCGTGGCGG 

F  V  L  F  S  A  V  A  G  V  F  G  S  P  G  Q  G  N  Y  A  A  A  N  S  F  L  D  A  L  A  Q  H  R  R    

 

GGGCCGCCGGACTGCCCGCGACGTCGCTCGCCTGGGGCCTGTGGGCCGAGGCCAGCGGCATCACCGGGCACCTCGACGACGCTGACGTACAGCGGATGGC 

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 30700 

CCCGGCGGCCTGACGGGCGCTGCAGCGAGCGGACCCCGGACACCCGGCTCCGGTCGCCGTAGTGGCCCGTGGAGCTGCTGCGACTGCATGTCGCCTACCG 

  A  A  G  L  P  A  T  S  L  A  W  G  L  W  A  E  A  S  G  I  T  G  H  L  D  D  A  D  V  Q  R  M  A    

 

GCGCGGCGGCATGGCCCCGCTGTCCTCCGCCGACGGCATGGCACTCTTCGACGCGGCGCGCGCGACCGGCGCCGCGACGGCGGTGCCCGCCGCGATCGAC 

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 30800    

CGCGCCGCCGTACCGGGGCGACAGGAGGCGGCTGCCGTACCGTGAGAAGCTGCGCCGCGCGCGCTGGCCGCGGCGCTGCCGCCACGGGCGGCGCTAGCTG 

 R  G  G  M  A  P  L  S  S  A  D  G  M  A  L  F  D  A  A  R  A  T  G  A  A  T  A  V  P  A  A  I  D    

 

CTGGCGGCGCTGCGGGCCCACCCGGAGCAGGTACGGCCGCTGCTGCGCGGCCTGGTGCCCACGCCCGCCCGCAGGGCCGCGCGGTCCGGCGACGGTCCCG 

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 30900   

GACCGCCGCGACGCCCGGGTGGGCCTCGTCCATGCCGGCGACGACGCGCCGGACCACGGGTGCGGGCGGGCGTCCCGGCGCGCCAGGCCGCTGCCAGGGC 

L  A  A  L  R  A  H  P  E  Q  V  R  P  L  L  R  G  L  V  P  T  P  A  R  R  A  A  R  S  G  D  G  P  G    

 

GCACGGTCTCGCTCGCCCAGCGGCTCGCGGGCCTCACCGAGGCGGAGCGGGACCGCACCCTCGTCCACCTCGTCCGCAGCCACACCGCGGCCGTGCTCGG 

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 31000 

CGTGCCAGAGCGAGCGGGTCGCCGAGCGCCCGGAGTGGCTCCGCCTCGCCCTGGCGTGGGAGCAGGTGGAGCAGGCGTCGGTGTGGCGCCGGCACGAGCC 

  T  V  S  L  A  Q  R  L  A  G  L  T  E  A  E  R  D  R  T  L  V  H  L  V  R  S  H  T  A  A  V  L  G    

 

CTTCGCCGGGCCGGAGGCCGTCGAGGCGGAACGGGCCTTCAAGGAACTCGGATTCGACTCGCTCACCGGCGTGGAACTGCGCAACAGGCTCGACGCCGAG 

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 31100     

GAAGCGGCCCGGCCTCCGGCAGCTCCGCCTTGCCCGGAAGTTCCTTGAGCCTAAGCTGAGCGAGTGGCCGCACCTTGACGCGTTGTCCGAGCTGCGGCTC 

 F  A  G  P  E  A  V  E  A  E  R  A  F  K  E  L  G  F  D  S  L  T  G  V  E  L  R  N  R  L  D  A  E    

   

 

 

 

KR 
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GTCGGCACGCGACTGCCCGCCACCCTGGTCTTCGACCACCCGACCCCGGCGGCACTCGCGGCCCACCTGCGGACGACGGTGCTCGCCGACGACCGCACGC 

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 31200    

CAGCCGTGCGCTGACGGGCGGTGGGACCAGAAGCTGGTGGGCTGGGGCCGCCGTGAGCGCCGGGTGGACGCCTGCTGCCACGAGCGGCTGCTGGCGTGCG 

V  G  T  R  L  P  A  T  L  V  F  D  H  P  T  P  A  A  L  A  A  H  L  R  T  T  V  L  A  D  D  R  T  P    

 

CCGCCGCCGAGGTGCTCGGCGAACTGAACAAGCTGACGGTCACCATCTCCAAGCTCGACCCGAACGACGCGCTGGTCGGAGACATCCGGCTGCGGCTCCG 

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 31300 

GGCGGCGGCTCCACGAGCCGCTTGACTTGTTCGACTGCCAGTGGTAGAGGTTCGAGCTGGGCTTGCTGCGCGACCAGCCTCTGTAGGCCGACGCCGAGGC 

  A  A  E  V  L  G  E  L  N  K  L  T  V  T  I  S  K  L  D  P  N  D  A  L  V  G  D  I  R  L  R  L  R    

 

GTCACTCCTGTCCACCTGGGACGACAAGGAGCCGGAGAGCGCGGCGGGCGACCTCGACTCGGCAACGCTCGACGACGTGTTCAACATCATCGACGAGGAA 

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 31400     

CAGTGAGGACAGGTGGACCCTGCTGTTCCTCGGCCTCTCGCGCCGCCCGCTGGAGCTGAGCCGTTGCGAGCTGCTGCACAAGTTGTAGTAGCTGCTCCTT 

 S  L  L  S  T  W  D  D  K  E  P  E  S  A  A  G  D  L  D  S  A  T  L  D  D  V  F  N  I  I  D  E  E    

 

CTTGAGTCCTGAACCGCAGGTCCGGACTCTCACCAAAAGGGGTAACAAAGCACATGTCGAACGACGACAAGGTCCTCGACTACCTGAAGCGCGTCACCGC 

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 31500    

GAACTCAGGACTTGGCGTCCAGGCCTGAGAGTGGTTTTCCCCATTGTTTCGTGTACAGCTTGCTGCTGTTCCAGGAGCTGATGGACTTCGCGCAGTGGCG 

L   E   S   * 

 

GGACCTGCGGCAGACCAAGCAACGGCTGCGCGAGGTCGAGGAGAAGGCCGCCGAGCCGATCGCGATCGTCGGCATGAGCTGCCGGTTCCCCGGCGGCGTC 

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 31600 

CCTGGACGCCGTCTGGTTCGTTGCCGACGCGCTCCAGCTCCTCTTCCGGCGGCTCGGCTAGCGCTAGCAGCCGTACTCGACGGCCAAGGGGCCGCCGCAG 

                                                                         M  S  C  R  F  P  G  G  V   

 

GAGTCGCCCGAGGACCTGTGGCGTCTGGTCGAGTCCGGTACGGACGCGGTGTCGGACTTCCCGACCGACCGCGGCTGGGACGTGGAGTCGCTCTACGACC 

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 31700    

CTCAGCGGGCTCCTGGACACCGCAGACCAGCTCAGGCCATGCCTGCGCCACAGCCTGAAGGGCTGGCTGGCGCCGACCCTGCACCTCAGCGAGATGCTGG 

E  S  P  E  D  L  W  R  L  V  E  S  G  T  D  A  V  S  D  F  P  T  D  R  G  W  D  V  E  S  L  Y  D  P    

 

CGGATCCCGACCGCTCCGGCACCACCTACAGCCGCAAGGGCGCCTTCCTGGACCGCGCCGCGGAGTTCGACTCCGGCTTCTTCGGGATCTCGCCGCGCGA 

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 31800    

GCCTAGGGCTGGCGAGGCCGTGGTGGATGTCGGCGTTCCCGCGGAAGGACCTGGCGCGGCGCCTCAAGCTGAGGCCGAAGAAGCCCTAGAGCGGCGCGCT 

  D  P  D  R  S  G  T  T  Y  S  R  K  G  A  F  L  D  R  A  A  E  F  D  S  G  F  F  G  I  S  P  R  E    

 

GGCCTTAGCGATGGACCCGCAGCAGCGGCTGCTGCTCGAGACGTCGTGGGAGGCGTTCGAGCGGGCGGGCATCGACCCGCACACCCTGCGCGGCAGCCGG 

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 31900 

CCGGAATCGCTACCTGGGCGTCGTCGCCGACGACGAGCTCTGCAGCACCCTCCGCAAGCTCGCCCGCCCGTAGCTGGGCGTGTGGGACGCGCCGTCGGCC 

 A  L  A  M  D  P  Q  Q  R  L  L  L  E  T  S  W  E  A  F  E  R  A  G  I  D  P  H  T  L  R  G  S  R    

TCCGGCGTGTTCGTCGGCACCAACGGCCAGGACTACGCGGCCCTGTTGATGGCCGCGATGGAGACCGTCGAGGGCTACGCGGGCACCGGCATCTCGGCGA  

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 32000   

AGGCCGCACAAGCAGCCGTGGTTGCCGGTCCTGATGCGCCGGGACAACTACCGGCGCTACCTCTGGCAGCTCCCGATGCGCCCGTGGCCGTAGAGCCGCT 

S  G  V  F  V  G  T  N  G  Q  D  Y  A  A  L  L  M  A  A  M  E  T  V  E  G  Y  A  G  T  G  I  S  A  S    

 

GCGTCATCTCCGGCCGCCTCTCGTACACGTTCGGCCTCGAAGGCCCGGCCGTCACCGTGGACACGGCCTGCTCGTCGTCGCTGGTCGCCCTGCACCTCGC 

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 32100    

CGCAGTAGAGGCCGGCGGAGAGCATGTGCAAGCCGGAGCTTCCGGGCCGGCAGTGGCACCTGTGCCGGACGAGCAGCAGCGACCAGCGGGACGTGGAGCG 

  V  I  S  G  R  L  S  Y  T  F  G  L  E  G  P  A  V  T  V  D  T  A  C  S  S  S  L  V  A  L  H  L  A    
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GGCGCAGGCCCTGCACAAGGGCGAGTGCGACATGGCCCTCGTCGGCGGCGTCACGGTGATGTCGACACCCGGCTCCTTCGTGGAGTTCAGCCGCCAGCGC 

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 32200 

CCGCGTCCGGGACGTGTTCCCGCTCACGCTGTACCGGGAGCAGCCGCCGCAGTGCCACTACAGCTGTGGGCCGAGGAAGCACCTCAAGTCGGCGGTCGCG 

 A  Q  A  L  H  K  G  E  C  D  M  A  L  V  G  G  V  T  V  M  S  T  P  G  S  F  V  E  F  S  R  Q  R    

 

GGCCTCTCGGTGGACGGCCGCTGCAAGGCGTTCGCCGAGGCCGCCGACGGCACCGGCTGGGGCGAGGGCGCGGGCATGCTCCTCGTGGAGCGCCTCTCGG 

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 32300    

CCGGAGAGCCACCTGCCGGCGACGTTCCGCAAGCGGCTCCGGCGGCTGCCGTGGCCGACCCCGCTCCCGCGCCCGTACGAGGAGCACCTCGCGGAGAGCC 

G  L  S  V  D  G  R  C  K  A  F  A  E  A  A  D  G  T  G  W  G  E  G  A  G  M  L  L  V  E  R  L  S  D    

 

ACGCCCAGCGCAACGGCCACAAGATTCTCGCGGTCGTGCGCGGCTCGGCGGTCAACCAGGACGGCGCGTCCAACGGCCTCACCGCCCCGAACGGCCCGTC 

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 32400   

TGCGGGTCGCGTTGCCGGTGTTCTAAGAGCGCCAGCACGCGCCGAGCCGCCAGTTGGTCCTGCCGCGCAGGTTGCCGGAGTGGCGGGGCTTGCCGGGCAG 

  A  Q  R  N  G  H  K  I  L  A  V  V  R  G  S  A  V  N  Q  D  G  A  S  N  G  L  T  A  P  N  G  P  S      

 

GCAGCAGCGCGTCATCCGCCAGGCCCTGGAGAGCGCGGGCCTCGCCCCGACCGACGTCGACGCCATCGAGGCACACGGCACCGGCACCACCCTCGGCGAC 

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 32500 

CGTCGTCGCGCAGTAGGCGGTCCGGGACCTCTCGCGCCCGGAGCGGGGCTGGCTGCAGCTGCGGTAGCTCCGTGTGCCGTGGCCGTGGTGGGAGCCGCTG 

 Q  Q  R  V  I  R  Q  A  L  E  S  A  G  L  A  P  T  D  V  D  A  I  E  A  H  G  T  G  T  T  L  G  D    

CCGATCGAGGCCCAGGCCCTCCTCGCCACCTACGGCCAGGGCCGCAGCGGCGAGCCCCTGTGGCTCGGCTCCGTGAAGTCCAACGTTGGCCACACCCAGG 

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 32600   

GGCTAGCTCCGGGTCCGGGAGGAGCGGTGGATGCCGGTCCCGGCGTCGCCGCTCGGGGACACCGAGCCGAGGCACTTCAGGTTGCAACCGGTGTGGGTCC 

P  I  E  A  Q  A  L  L  A  T  Y  G  Q  G  R  S  G  E  P  L  W  L  G  S  V  K  S  N  V  G  H  T  Q  A   

CCGCCGCCGGTGTCGCGGGCGTGATCAAGATGGTCATGGCGATGCGCCACGGCGTGCTGCCGCAGACGCTGCACGTGGACCAGCCCTCGACGCACGTCGA 

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 32700    

GGCGGCGGCCACAGCGCCCGCACTAGTTCTACCAGTACCGCTACGCGGTGCCGCACGACGGCGTCTGCGACGTGCACCTGGTCGGGAGCTGCGTGCAGCT 

  A  A  G  V  A  G  V  I  K  M  V  M  A  M  R  H  G  V  L  P  Q  T  L  H  V  D  Q  P  S  T  H  V  D    

 

CTGGTCGGCGGGCGCCGTCGAACTCCTCACGGAGGCCCGGCCGTGGCCGGAGACCGGCCACCTGCGCCGCGCCGGTGTGTCGTCCTTCGGCGTGAGCGGC 

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 32800 

GACCAGCCGCCCGCGGCAGCTTGAGGAGTGCCTCCGGGCCGGCACCGGCCTCTGGCCGGTGGACGCGGCGCGGCCACACAGCAGGAAGCCGCACTCGCCG 

 W  S  A  G  A  V  E  L  L  T  E  A  R  P  W  P  E  T  G  H  L  R  R  A  G  V  S  S  F  G  V  S  G    

 

ACCAACGCGCACGCCATCATCGAGCAGGCCCCCGCCGTCGAGCAGGAGGAGGCCCCGGAGCCGGTACGCGACGGCCTGGTGCCCTGGGTCCTCTCGGCCC 

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 32900   

TGGTTGCGCGTGCGGTAGTAGCTCGTCCGGGGGCGGCAGCTCGTCCTCCTCCGGGGCCTCGGCCATGCGCTGCCGGACCACGGGACCCAGGAGAGCCGGG 

T  N  A  H  A  I  I  E  Q  A  P  A  V  E  Q  E  E  A  P  E  P  V  R  D  G  L  V  P  W  V  L  S  A  R    

GGAGCCCCGAGGCGCTGCGCGTCCAGGCCGAGCGGCTCCGCTCCCACGTCGCCGACCTCGACCCCCAGGACGTCGGCTTCTCGCTCGCCACCACCCGGGC 

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 33000    

CCTCGGGGCTCCGCGACGCGCAGGTCCGGCTCGCCGAGGCGAGGGTGCAGCGGCTGGAGCTGGGGGTCCTGCAGCCGAAGAGCGAGCGGTGGTGGGCCCG 

  S  P  E  A  L  R  V  Q  A  E  R  L  R  S  H  V  A  D  L  D  P  Q  D  V  G  F  S  L  A  T  T  R  A    

GGCGCTGGAACACCGTGCCGTCGTCATCGCGGACGACCACGGGTCCCGCCTGACCGCCCTCACGGCACTGGCCGAGGCCAGGCAGACCCCGGGCCTGGTG 

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 33100 

CCGCGACCTTGTGGCACGGCAGCAGTAGCGCCTGCTGGTGCCCAGGGCGGACTGGCGGGAGTGCCGTGACCGGCTCCGGTCCGTCTGGGGCCCGGACCAC 

 A  L  E  H  R  A  V  V  I  A  D  D  H  G  S  R  L  T  A  L  T  A  L  A  E  A  R  Q  T  P  G  L  V    
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ACGGGCTCCACCGGCAGCGGCCTGCTGGGCTTCCTGTTCTCGGGCCAGGGCTCGCAGCGCCTCGGCATGGGGCGTGAACTGTCCGAGCGCTTCCCGGTGT 

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 33200    

TGCCCGAGGTGGCCGTCGCCGGACGACCCGAAGGACAAGAGCCCGGTCCCGAGCGTCGCGGAGCCGTACCCCGCACTTGACAGGCTCGCGAAGGGCCACA 

T  G  S  T  G  S  G  L  L  G  F  L  F  S  G  Q  G  S  Q  R  L  G  M  G  R  E  L  S  E  R  F  P  V  F    

 

TCGCCGAGGCGCTGGACGAGGTCCTTGCGGAGTTCGACCCGTCGGTACGTGAGGTGCTGTTCGGTGGGGACGCGGACGCCCTGAACGAGACGGGAGTGAC 

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 33300   

AGCGGCTCCGCGACCTGCTCCAGGAACGCCTCAAGCTGGGCAGCCATGCACTCCACGACAAGCCACCCCTGCGCCTGCGGGACTTGCTCTGCCCTCACTG 

  A  E  A  L  D  E  V  L  A  E  F  D  P  S  V  R  E  V  L  F  G  G  D  A  D  A  L  N  E  T  G  V  T    

GCAGCCCGCGCTGTTCGCGGTCGAGGTCGCGCTGTTCCGCCTCCTTGAGTCCTGGGGTGTGCGCCCCGACATGCTGGCCGGGCACTCCATCGGCGAGCTG 

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 33400       

CGTCGGGCGCGACAAGCGCCAGCTCCAGCGCGACAAGGCGGAGGAACTCAGGACCCCACACGCGGGGCTGTACGACCGGCCCGTGAGGTAGCCGCTCGAC 

 Q  P  A  L  F  A  V  E  V  A  L  F  R  L  L  E  S  W  G  V  R  P  D  M  L  A  G  H  S  I  G  E  L    

 

GCGGCGGCCCACGTCTCGGGTGTGTGGTCGCTGCCGGATGCCGCCAAGATCGTGGCCGCGCGGGGCGCGCTGATGCAGGCGCTGCCCAAGGGCGGCGCGA 

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 33500  

CGCCGCCGGGTGCAGAGCCCACACACCAGCGACGGCCTACGGCGGTTCTAGCACCGGCGCGCCCCGCGCGACTACGTCCGCGACGGGTTCCCGCCGCGCT 

A  A  A  H  V  S  G  V  W  S  L  P  D  A  A  K  I  V  A  A  R  G  A  L  M  Q  A  L  P  K  G  G  A  M    

TGGTCGCGATCCAGGCGTCCGAGGAAGAGGTCGCCTCCGACGACCTGCCGGAGACCGTGGGCATCGCTGCGGTCAACGGCCCGTCATCCGTTGTCATTTC 

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 33600    

ACCAGCGCTAGGTCCGCAGGCTCCTTCTCCAGCGGAGGCTGCTGGACGGCCTCTGGCACCCGTAGCGACGCCAGTTGCCGGGCAGTAGGCAACAGTAAAG 

  V  A  I  Q  A  S  E  E  E  V  A  S  D  D  L  P  E  T  V  G  I  A  A  V  N  G  P  S  S  V  V  I  S    

GGGTGTGGCCGCCGACGTCGATGCGGTCGCGGAGCGCTGGCGTGCGGCGGGCCGCAAGGTCACGCGGCTGAAGGTCAGCCACGCGTTCCACTCGCCGTTG 

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 33700 

CCCACACCGGCGGCTGCAGCTACGCCAGCGCCTCGCGACCGCACGCCGCCCGGCGTTCCAGTGCGCCGACTTCCAGTCGGTGCGCAAGGTGAGCGGCAAC 

 G  V  A  A  D  V  D  A  V  A  E  R  W  R  A  A  G  R  K  V  T  R  L  K  V  S  H  A  F  H  S  P  L    

ATGGACCCGATGCTGGACGAGTTCCGTACGGTCCTTGAGGGCGTGTCCTTCGAGGCGCCGCAGATTCCGATCGTGTCGACGCTGACCGGCGCGCAGGCGT 

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 33800   

TACCTGGGCTACGACCTGCTCAAGGCATGCCAGGAACTCCCGCACAGGAAGCTCCGCGGCGTCTAAGGCTAGCACAGCTGCGACTGGCCGCGCGTCCGCA 

M  D  P  M  L  D  E  F  R  T  V  L  E  G  V  S  F  E  A  P  Q  I  P  I  V  S  T  L  T  G  A  Q  A  S    

 

CCGCCGAGGAGCTGGCCTCCCCGGAGTACTGGGTGCGGCACGTGCGCGAGTCCGTGCGCTTCCACGACGCCGTCGTGGCCCTGCGCGAGCAGGAAGTCGA 

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 33900    

GGCGGCTCCTCGACCGGAGGGGCCTCATGACCCACGCCGTGCACGCGCTCAGGCACGCGAAGGTGCTGCGGCAGCACCGGGACGCGCTCGTCCTTCAGCT 

  A  E  E  L  A  S  P  E  Y  W  V  R  H  V  R  E  S  V  R  F  H  D  A  V  V  A  L  R  E  Q  E  V  D    

 

CGTGTTCGTGGAGGTCGGCCCGGGCGGGACGCTGTCCGCTCTCGGCGTCGGCAGCGCGCCCGACGCGGTGTTCCTGCCCGCGCTGCGGACGGACAGGCCC 

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 34000 

GCACAAGCACCTCCAGCCGGGCCCGCCCTGCGACAGGCGAGAGCCGCAGCCGTCGCGCGGGCTGCGCCACAAGGACGGGCGCGACGCCTGCCTGTCCGGG 

 V  F  V  E  V  G  P  G  G  T  L  S  A  L  G  V  G  S  A  P  D  A  V  F  L  P  A  L  R  T  D  R  P    

 

GAGGAGATCGCGCTCGTCACGACGGTGGCCGCGCTGTACACGCAGGGCATGCCGGTCGACTGGACCGCCCCGCTTCGACGGCAGCGGCGCCCCGGCAGGT 

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 34100     

CTCCTCTAGCGCGAGCAGTGCTGCCACCGGCGCGACATGTGCGTCCCGTACGGCCAGCTGACCTGGCGGGGCGAAGCTGCCGTCGCCGCGGGGCCGTCCA 

E  E  I  A  L  V  T  T  V  A  A  L  Y  T  Q  G  M  P  V  D  W  T  A  P  L  R  R  Q  R  R  P  G  R  S    

ATa 
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CGACCTGCCGACGTACGCGTTCCAGCGCGAGCGCTTCTGGCTGGACGTGCCCGCCGACGCGCGCGCCGAGCGGATGTCGCCGGTGGAGGCGCGGTTCTGG 

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 34200    

GCTGGACGGCTGCATGCGCAAGGTCGCGCTCGCGAAGACCGACCTGCACGGGCGGCTGCGCGCGCGGCTCGCCTACAGCGGCCACCTCCGCGCCAAGACC 

  T  C  R  R  T  R  S  S  A  S  A  S  G  W  T  C  P  P  T  R  A  P  S  G  C  R  R  W  R  R  G  S  G    

 

GAGGCCATCGCGGAGGGCGACCTCGCCGACCTGGCCCCGCATGCTGAACGTGTCGTCGGACGACCCGCTGAGCGACGTGCTGCCCATGCTGTCCGCCTGG 

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 34300 

CTCCGGTAGCGCCTCCCGCTGGAGCGGCTGGACCGGGGCGTACGACTTGCACAGCAGCCTGCTGGGCGACTCGCTGCACGACGGGTACGACAGGCGGACC 

 R  P  S  R  R  A  T  S  P  T  W  P  R  M  L  N  V  S  S  D  D  P  L  S  D  V  L  P  M  L  S  A  W           

CGCACGGAGCAGCAGGGCCGGGCCACCGTGGACGGCTGGCGCTACCGGATCGACTGGAGCCCGATAGCCGCCGCGAGCCGTCAACTGGACGGCGCCTGGC  

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 34400 

GCGTGCCTCGTCGTCCCGGCCCGGTGGCACCTGCCGACCGCGATGGCCTAGCTGACCTCGGGCTATCGGCGGCGCTCGGCAGTTGACCTGCCGCGGACCG 

R  T  E  Q  Q  G  R  A  T  V  D  G  W  R  Y  R  I  D  W  S  P  I  A  A  A  S  R  Q  L  D  G  A  W  L  

 

TGGTCGTGGCGCCGAGCGGAGAGCCGCGCGGCGAGTGGGTGCGTGCGGCGCTGGCCCGCAACGGTGCGGACGTCCACGTCCACGTCCTGGACGTGGACCC 

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 34500   

ACCAGCACCGCGGCTCGCCTCTCGGCGCGCCGCTCACCCACGCACGCCGCGACCGGGCGTTGCCACGCCTGCAGGTGCAGGTGCAGGACCTGCACCTGGG 

  V  V  A  P  S  G  E  P  R  G  E  W  V  R  A  A  L  A  R  N  G  A  D  V  H  V  H  V  L  D  V  D  P     

GGCGACGGTCGAGTGGGCGGAGCGGCTGAGCGAGCTGCCCGCTCTCGGCGGAGTGGTCTCGCTGCTGGGGCTCGCCGACGCGGGCGAGTCGGCGGTGCCC 

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 34600 

CCGCTGCCAGCTCACCCGCCTCGCCGACTCGCTCGACGGGCGAGAGCCGCCTCACCAGAGCGACGACCCCGAGCGGCTGCGCCCGCTCAGCCGCCACGGG 

 A  T  V  E  W  A  E  R  L  S  E  L  P  A  L  G  G  V  V  S  L  L  G  L  A  D  A  G  E  S  A  V  P      

GCAGGGGTCACGGCCACGATCGGTCTGCTGCGGGCGCTCGGCGACGCGGGTGTCGAGGCGCCGTTGTGGTGCCTGACGTCCGGTGCGGTGGCGGCGGCCG 

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 34700    

CGTCCCCAGTGCCGGTGCTAGCCAGACGACGCCCGCGAGCCGCTGCGCCCACAGCTCCGCGGCAACACCACGGACTGCAGGCCACGCCACCGCCGCCGGC 

A  G  V  T  A  T  I  G  L  L  R  A  L  G  D  A  G  V  E  A  P  L  W  C  L  T  S  G  A  V  A  A  A  D    

ACGGCGACGCGGTCGCCGGGTTCGAGCAGTCGTTGGTGTGGGGTCTGGGCCGGGTGGCCGCGCTGGAGCAGCCGGGCCGCTGGGGCGGTCTGGTGGACCT 

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 34800   

TGCCGCTGCGCCAGCGGCCCAAGCTCGTCAGCAACCACACCCCAGACCCGGCCCACCGGCGCGACCTCGTCGGCCCGGCGACCCCGCCAGACCACCTGGA 

  G  D  A  V  A  G  F  E  Q  S  L  V  W  G  L  G  R  V  A  A  L  E  Q  P  G  R  W  G  G  L  V  D  L    

 

GCCCGCGGCGCCCGACGAGACGACCGGTGACCTGCTGGCCGCGGTGCTCGCCGGTACGGGCGGCGAGGACCAGGTCGCGCTGCGCGGCAACGGGATCCTC 

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 34900 

CGGGCGCCGCGGGCTGCTCTGCTGGCCACTGGACGACCGGCGCCACGAGCGGCCATGCCCGCCGCTCCTGGTCCAGCGCGACGCGCCGTTGCCCTAGGAG 

 P  A  A  P  D  E  T  T  G  D  L  L  A  A  V  L  A  G  T  G  G  E  D  Q  V  A  L  R  G  N  G  I  L     

GGCCGCAGGCTGGTGCCCGCGCCGCTGGGCGGTGCCGCGTCCGAGGGCTGGTCGCCGCGCGGAACGGTCCTGGTGACCGGCGGCACCGGCGCGCTCGGCG 

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 35000    

CCGGCGTCCGACCACGGGCGCGGCGACCCGCCACGGCGCAGGCTCCCGACCAGCGGCGCGCCTTGCCAGGACCACTGGCCGCCGTGGCCGCGCGAGCCGC 

G  R  R  L  V  P  A  P  L  G  G  A  A  S  E  G  W  S  P  R  G  T  V  L  V  T  G  G  T  G  A  L  G  A 

 

CGCACGTCGCCCGGTGGCTGGTGGCGAAGGGCGCCGAGCACCTGCTCCTCACCAGCAGGCGCGGTGCCGCGGCCGAAGGCGCCGAGGAACTGCGTGCGGA 

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 35100    

GCGTGCAGCGGGCCACCGACCACCGCTTCCCGCGGCTCGTGGACGAGGAGTGGTCGTCCGCGCCACGGCGCCGGCTTCCGCGGCTCCTTGACGCACGCCT 

  H  V  A  R  W  L  V  A  K  G  A  E  H  L  L  L  T  S  R  R  G  A  A  A  E  G  A  E  E  L  R  A  E       

 

GCTGACCACGCTCGGCGCGCGCGTCACCATCGCGGCCTGCGACGCCGCCGACCGGGACGCGCTGGCCGACGTACTCGCCTCCGTGCCCGCCGAGTTCCCG 

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 35200 

CGACTGGTGCGAGCCGCGCGCGCAGTGGTAGCGCCGGACGCTGCGGCGGCTGGCCCTGCGCGACCGGCTGCATGAGCGGAGGCACGGGCGGCTCAAGGGC 

 L  T  T  L  G  A  R  V  T  I  A  A  C  D  A  A  D  R  D  A  L  A  D  V  L  A  S  V  P  A  E  F  P      

BamHI 

KR 
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CTCACCGCGGTCGTGCACGCGGCCGGCATCGAGCGCACGGCTCCGCTCGCGGAGCTGGACGAGGACGACCTGGCCGGTGTGCTCGCGGCGAAGGTCGACG  

---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 35300   

GAGTGGCGCCAGCACGTGCGCCGGCCGTAGCTCGCGTGCCGAGGCGAGCGCCTCGACCTGCTCCTGCTGGACCGGCCACACGAGCGCCGCTTCCAGCTGC 

L  T  A  V  V  H  A  A  G  I  E  R  T  A  P  L  A  E  L  D  E  D  D  L  A  G  V  L  A  A  K  V  D  G    

 

GCGCGCGGAACCTGCACGAGCTC 

---------+---------+--- 35323 

CGCGCGCCTTGGACGTGCTCGAG 

  A  R  N  L  H  E  L    

SacI 



 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ANEXO II 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

Secuencia de nucleótidos de 13955 pb que alberga la región 3´ terminal del gen flvC y el 

extremo 5´ terminal del gen flvD. Se muestra la secuencia de aminoácidos deducida de cada 

región abierta de lectura. En negrita se marca la secuencia de nucleótidos codificante. Y con 

flecha discontinua se señala el inicio de transcripción del gen flvD. 
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  CCCGGATCGGCCGGAGGCGGCCGCGGCGACGACGGCTGCTGGACAGTTGTACGTGCGCGGTGTCCAGGTCGCGTGGGAGGCGTTCTTCGCAGGGCGCGGC 

 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 100 

 GGGCCTAGCCGGCCTCCGCCGGCGCCGCTGCTGCCGACGACCTGTCAACATGCACGCGCCACAGGTCCAGCGCACCCTCCGCAAGAAGCGTCCCGCGCCG 

  P  D  R  P  E  A  A  A  A  T  T  A  A  G  Q  L  Y  V  R  G  V  Q  V  A  W  E  A  F  F  A  G  R  G    

 

 GCACAGCGCGTGGACCTGCCGACGTACGCGTTCCAGCATGAGCGCTACTGGCCCGAGGCACTGGCGCTGACCGGCGACGTCACGGCGGCCGGGCTCGGTT   

 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 200   

 CGTGTCGCGCACCTGGACGGCTGCATGCGCAAGGTCGTACTCGCGATGACCGGGCTCCGTGACCGCGACTGGCCGCTGCAGTGCCGCCGGCCCGAGCCAA 

 A  Q  R  V  D  L  P  T  Y  A  F  Q  H  E  R  Y  W  P  E  A  L  A  L  T  G  D  V  T  A  A  G  L  G  S    

 

 CGGCGGAGCATCCGTTGTTGGGTGCGGCTGTTGCTGTGGGTGGCACGGATGGTGTGCTGCTGACTGGTCGTCTTTCGGTTCAGACGCATCCGTGGCTGGC   

 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 300  

 GCCGCCTCGTAGGCAACAACCCACGCCGACAACGACACCCACCGTGCCTACCACACGACGACTGACCAGCAGAAAGCCAAGTCTGCGTAGGCACCGACCG 

   A  E  H  P  L  L  G  A  A  V  A  V  G  G  T  D  G  V  L  L  T  G  R  L  S  V  Q  T  H  P  W  L  A    

      

 TGAGTATGTGGTTCAGGGTTCGGCGCTGCTGCCTGGTGCGGCGTTCGTCGAGCTGGCGATCCGCGCGGGGGACCAGGTCGGGTGCGATCTGGTGGAGGAG 

 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 400 

 ACTCATACACCAAGTCCCAAGCCGCGACGACGGACCACGCCGCAAGCAGCTCGACCGCTAGGCGCGCCCCCTGGTCCAGCCCACGCTAGACCACCTCCTC 

  E  Y  V  V  Q  G  S  A  L  L  P  G  A  A  F  V  E  L  A  I  R  A  G  D  Q  V  G  C  D  L  V  E  E  

 

 TTGACGCTTGAGGCGCCGCTTGTCCTGCCTGCGTCTGGGTCGGTGCGGGTGCAGTTGTGGGTTGGTGCGTCGGATGGGGCGGGCAAGCGTGAGCTGACGT   

 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 500 

 AACTGCGAACTCCGCGGCGAACAGGACGGACGCAGACCCAGCCACGCCCACGTCAACACCCAACCACGCAGCCTACCCCGCCCGTTCGCACTCGACTGCA 

 L  T  L  E  A  P  L  V  L  P  A  S  G  S  V  R  V  Q  L  W  V  G  A  S  D  G  A  G  K  R  E  L  T  F 

 

 TCTATTCCGGTGCGGGTGATGTTGAGGACGGGCGTTCCTGGATCCGGCATGCCGTGGGTGTGCTGCGCGAGGGTGGCCGTTCTGAGGGGGTTTCCCTGGA   

 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 600  

 AGATAAGGCCACGCCCACTACAACTCCTGCCCGCAAGGACCTAGGCCGTACGGCACCCACACGACGCGCTCCCACCGGCAAGACTCCCCCAAAGGGACCT 

   Y  S  G  A  G  D  V  E  D  G  R  S  W  I  R  H  A  V  G  V  L  R  E  G  G  R  S  E  G  V  S  L  E    

 

 GGTGTGGCCTCCGGCTGGGGCTGAGGTTGTGGATCTGGAGGGGTTCTACGACGAGGGGGCTGACGCCGGTCTCGCCTACGGGCCGGTGTTCCAGGGTTTG 

 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 700 

 CCACACCGGAGGCCGACCCCGACTCCAACACCTAGACCTCCCCAAGATGCTGCTCCCCCGACTGCGGCCAGAGCGGATGCCCGGCCACAAGGTCCCAAAC 

  V  W  P  P  A  G  A  E  V  V  D  L  E  G  F  Y  D  E  G  A  D  A  G  L  A  Y  G  P  V  F  Q  G  L   

 

 CGGGCCGCGTGGCGCAAGGACGGCGAGGTGTTCGCCGAGGTCGCGTTGCCCGATGGTGTGAAGTCGGACGGCTTCGGTCTGCATCCGGCGCTGCTTGACG   

 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 800   

 GCCCGGCGCACCGCGTTCCTGCCGCTCCACAAGCGGCTCCAGCGCAACGGGCTACCACACTTCAGCCTGCCGAAGCCAGACGTAGGCCGCGACGAACTGC 

 R  A  A  W  R  K  D  G  E  V  F  A  E  V  A  L  P  D  G  V  K  S  D  G  F  G  L  H  P  A  L  L  D  A    

 

 CGACGTTGCACACGGTCGGTCTCGCGGACAGCGCGGACGTCGACGGCAAGGTGCCGTTCGCGTGGTCGGGTGTGCGGCTGCACGCCTCCGGCGCGACGGC   

 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 900 

 GCTGCAACGTGTGCCAGCCAGAGCGCCTGTCGCGCCTGCAGCTGCCGTTCCACGGCAAGCGCACCAGCCCACACGCCGACGTGCGGAGGCCGCGCTGCCG 

   T  L  H  T  V  G  L  A  D  S  A  D  V  D  G  K  V  P  F  A  W  S  G  V  R  L  H  A  S  G  A  T  A    

 

 ACTGCGCGTGCGCCTCGCCCCTGCCGGAGCGGACGCGGTGACGCTGACGCTCGCCGACGGCGCGGGCGCCCCCGTCGCGACGGTGGACTCCCTCGTCCTG 

 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 1000 

 TGACGCGCACGCGGAGCGGGGACGGCCTCGCCTGCGCCACTGCGACTGCGAGCGGCTGCCGCGCCCGCGGGGGCAGCGCTGCCACCTGAGGGAGCAGGAC 

  L  R  V  R  L  A  P  A  G  A  D  A  V  T  L  T  L  A  D  G  A  G  A  P  V  A  T  V  D  S  L  V  L       

 

 

  

 

BamHI 

flvC 
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 CGTCCCGTAGCGGAGACGCTGTCGAGGCAGGACGGGGAATCGCTGTTCGGCGTCGACTGGGTGTCCGTGCCCCTGTCCGACGGCGACGCCCCGACGGTCG   

 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 1100 

 GCAGGGCATCGCCTCTGCGACAGCTCCGTCCTGCCCCTTAGCGACAAGCCGCAGCTGACCCACAGGCACGGGGACAGGCTGCCGCTGCGGGGCTGCCAGC 

 R  P  V  A  E  T  L  S  R  Q  D  G  E  S  L  F  G  V  D  W  V  S  V  P  L  S  D  G  D  A  P  T  V  A  

  

 CATGGGCCGACCTGGAAGCACTGACCGAGCCGCAGTCGGCGGAACTGCCGGGCTTCGTGGTCCTGTCGTGCCCCGACACCTCGGCGTCCGACCCGGCCGT   

 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 1200 

 GTACCCGGCTGGACCTTCGTGACTGGCTCGGCGTCAGCCGCCTTGACGGCCCGAAGCACCAGGACAGCACGGGGCTGTGGAGCCGCAGGCTGGGCCGGCA 

   W  A  D  L  E  A  L  T  E  P  Q  S  A  E  L  P  G  F  V  V  L  S  C  P  D  T  S  A  S  D  P  A  V   

 

 CGGCGCGCACGACGCCGCGCACTGGGCGCTGAACGCGGTCCAGAGCTGGCTGACCGACGAGCGCTTCGACGCGGCCCGCCTGGCCGTCGTGACCAGGGGC 

 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 1300 

 GCCGCGCGTGCTGCGGCGCGTGACCCGCGACTTGCGCCAGGTCTCGACCGACTGGCTGCTCGCGAAGCTGCGCCGGGCGGACCGGCAGCACTGGTCCCCG 

  G  A  H  D  A  A  H  W  A  L  N  A  V  Q  S  W  L  T  D  E  R  F  D  A  A  R  L  A  V  V  T  R  G   

 

 GCGATCGCCGCCTCGGCCGATGAGGCGGTACGGGACGTCGCGCAGGCCGCCGTGTGGGGCCTGGTGCGGTCCGCCCAGTCGGAGAACCCGGACCGGATCG   

 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 1400   

 CGCTAGCGGCGGAGCCGGCTACTCCGCCATGCCCTGCAGCGCGTCCGGCGGCACACCCCGGACCACGCCAGGCGGGTCAGCCTCTTGGGCCTGGCCTAGC 

 A  I  A  A  S  A  D  E  A  V  R  D  V  A  Q  A  A  V  W  G  L  V  R  S  A  Q  S  E  N  P  D  R  I  V      

 

 TCCTGGTCGACCTCGACGAGGAGACGGCCTCGCTGGACGCGCTGCCGTCCGCGCTGGCCACCGGTGAGCCGCAGTTGGCGCTCCGCTCGGGCACCGCGAG   

 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 1500 

 AGGACCAGCTGGAGCTGCTCCTCTGCCGGAGCGACCTGCGCGACGGCAGGCGCGACCGGTGGCCACTCGGCGTCAACCGCGAGGCGAGCCCGTGGCGCTC 

   L  V  D  L  D  E  E  T  A  S  L  D  A  L  P  S  A  L  A  T  G  E  P  Q  L  A  L  R  S  G  T  A  S    

    

 CGCCCCGCGCCTGGCCAGGGTCAGCCCGTCCGTGGTGGACGACCCCGGCTTCGGGCCGGGTGCCGTGCTCATCACGGGCGCGACGGGCACGCTGGGCGGC 

 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 1600 

 GCGGGGCGCGGACCGGTCCCAGTCGGGCAGGCACCACCTGCTGGGGCCGAAGCCCGGCCCACGGCACGAGTAGTGCCCGCGCTGCCCGTGCGACCCGCCG 

  A  P  R  L  A  R  V  S  P  S  V  V  D  D  P  G  F  G  P  G  A  V  L  I  T  G  A  T  G  T  L  G  G      

  

 CTCATGGCCCGGCACCTGGTCGCGGAGCGCGGCGTACGCAACCTGCTGCTGGTGAGCAGGCGCGGCGCCGCCGCCGAAGGCGCCGAGGAACTGCGCGCCG   

 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 1700  

 GAGTACCGGGCCGTGGACCAGCGCCTCGCGCCGCATGCGTTGGACGACGACCACTCGTCCGCGCCGCGGCGGCGGCTTCCGCGGCTCCTTGACGCGCGGC 

 L  M  A  R  H  L  V  A  E  R  G  V  R  N  L  L  L  V  S  R  R  G  A  A  A  E  G  A  E  E  L  R  A  E    

 

 AACTCGCCGCGCAGGGCGCCGAAGTAGTGCTCGCCGCCTGCGATGTGGCCGACCGCGAGGCTGTCGCCGCGCTGCTGGCCGCGCACGACATCTCGGCCGT   

 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 1800 

 TTGAGCGGCGCGTCCCGCGGCTTCATCACGAGCGGCGGACGCTACACCGGCTGGCGCTCCGACAGCGGCGCGACGACCGGCGCGTGCTGTAGAGCCGGCA 

   L  A  A  Q  G  A  E  V  V  L  A  A  C  D  V  A  D  R  E  A  V  A  A  L  L  A  A  H  D  I  S  A  V    

  

 CGTCCACACCGCCGGTGTCCTCGACGACGGCGTGATCAGCTCGCTCACCCCGGAGCGGATCGACACCGTCTTCCGCCCGAAGGTCGACGCGGCCTGGCAC 

 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 1900 

 GCAGGTGTGGCGGCCACAGGAGCTGCTGCCGCACTAGTCGAGCGAGTGGGGCCTCGCCTAGCTGTGGCAGAAGGCGGGCTTCCAGCTGCGCCGGACCGTG 

  V  H  T  A  G  V  L  D  D  G  V  I  S  S  L  T  P  E  R  I  D  T  V  F  R  P  K  V  D  A  A  W  H  

   

 CTGCACGAGCTGACCCGCGACCTGAACCTGTCCGCGTTCGTCCTGTTCTCCTCGGTCTCGGGCACGCTGGGCGCCCCCGGCCAGGGCAACTACGCGGCGG   

 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 2000  

 GACGTGCTCGACTGGGCGCTGGACTTGGACAGGCGCAAGCAGGACAAGAGGAGCCAGAGCCCGTGCGACCCGCGGGGGCCGGTCCCGTTGATGCGCCGCC 

 L  H  E  L  T  R  D  L  N  L  S  A  F  V  L  F  S  S  V  S  G  T  L  G  A  P  G  Q  G  N  Y  A  A  A      
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 CGAACGCGTTCCTGGACGCGCTCGCGCAGCACCGCCGTGCCGCCGGACTGCCCGCCACCTCGCTCGCCTGGGGCCTGTGGGCCGAGGCCAGCGGCATGAC   

 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 2100 

 GCTTGCGCAAGGACCTGCGCGAGCGCGTCGTGGCGGCACGGCGGCCTGACGGGCGGTGGAGCGAGCGGACCCCGGACACCCGGCTCCGGTCGCCGTACTG 

   N  A  F  L  D  A  L  A  Q  H  R  R  A  A  G  L  P  A  T  S  L  A  W  G  L  W  A  E  A  S  G  M  T    

 

 CGGGGACCTCGGCGAGGCCGACGTGAAGCGGATGGGCCGGGGCGGCCTGCTCCCGCTCCGCACCGCCGAGGGCCTCGCCCTGTTCGACGCGGCGGGCTCG 

 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 2200 

 GCCCCTGGAGCCGCTCCGGCTGCACTTCGCCTACCCGGCCCCGCCGGACGAGGGCGAGGCGTGGCGGCTCCCGGAGCGGGACAAGCTGCGCCGCCCGAGC 

  G  D  L  G  E  A  D  V  K  R  M  G  R  G  G  L  L  P  L  R  T  A  E  G  L  A  L  F  D  A  A  G  S    

 

 ACCGGCCGCGCCGCGCTCGTACCGGTGCCCCTGGACCTGGCCGTGCTGCGCCGCGAGGCCCGCACCCGCCCCGTCCCGCACCTCCTGCGCGGCCTGGTGC   

 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 2300   

 TGGCCGGCGCGGCGCGAGCATGGCCACGGGGACCTGGACCGGCACGACGCGGCGCTCCGGGCGTGGGCGGGGCAGGGCGTGGAGGACGCGCCGGACCACG 

 T  G  R  A  A  L  V  P  V  P  L  D  L  A  V  L  R  R  E  A  R  T  R  P  V  P  H  L  L  R  G  L  V  R    

 

 GCGGTACCGCGCGCAGGACCGCCGAGTCCGGCCCCGGCGCGAGTTCGGCGCTGGCCCGCTCGCTCGCCGGTATGAGCCTCGCGGACCGGGAGAAGGCCCT   

 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 2400 

 CGCCATGGCGCGCGTCCTGGCGGCTCAGGCCGGGGCCGCGCTCAAGCCGCGACCGGGCGAGCGAGCGGCCATACTCGGAGCGCCTGGCCCTCTTCCGGGA 

   G  T  A  R  R  T  A  E  S  G  P  G  A  S  S  A  L  A  R  S  L  A  G  M  S  L  A  D  R  E  K  A  L    

 

 CCTCGACCTCGTACTCGGTCACGTGGCCGTGGTGCTCGGCCACAGCTCGGCGGGCGCCATCGCACCCGACCGCGCGTTCAAGGACCTCGGCTTCGACTCG 

 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 2500 

 GGAGCTGGAGCATGAGCCAGTGCACCGGCACCACGAGCCGGTGTCGAGCCGCCCGCGGTAGCGTGGGCTGGCGCGCAAGTTCCTGGAGCCGAAGCTGAGC 

  L  D  L  V  L  G  H  V  A  V  V  L  G  H  S  S  A  G  A  I  A  P  D  R  A  F  K  D  L  G  F  D  S   

 

 CTCAGCTCCGTCGAACTGCGTAACCACCTGGGCGCGGCGACCGAACTGGCCCTGCCCGCCACGCTCGTCTTCGACTACCCGACCCCCGCCGCACTCGCCG   

 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 2600  

 GAGTCGAGGCAGCTTGACGCATTGGTGGACCCGCGCCGCTGGCTTGACCGGGACGGGCGGTGCGAGCAGAAGCTGATGGGCTGGGGGCGGCGTGAGCGGC 

 L  S  S  V  E  L  R  N  H  L  G  A  A  T  E  L  A  L  P  A  T  L  V  F  D  Y  P  T  P  A  A  L  A  A  

 

 CCCACCTCGGCGCCGAACTCGCGGGCGCCACCGTGGTCGAAACGGTCACCGGCACGACGGTCGCCATGGCCGACGAACCGATCGCGATCGTCGGCATGAG   

 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 2700 

 GGGTGGAGCCGCGGCTTGAGCGCCCGCGGTGGCACCAGCTTTGCCAGTGGCCGTGCTGCCAGCGGTACCGGCTGCTTGGCTAGCGCTAGCAGCCGTACTC 

   H  L  G  A  E  L  A  G  A  T  V  V  E  T  V  T  G  T  T  V  A  M  A  D  E  P  I  A  I  V  G  M  S      

 

 CTGCCGCTTCCCCGGCGGCGTCGAGTCGCCCGAGGACCTGTGGCGGCTCGTCGCGTCCGGCGCGGACGCGCTGTCCGGCTTCCCGACCGATCGCGGCTGG 

 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 2800 

 GACGGCGAAGGGGCCGCCGCAGCTCAGCGGGCTCCTGGACACCGCCGAGCAGCGCAGGCCGCGCCTGCGCGACAGGCCGAAGGGCTGGCTAGCGCCGACC 

  C  R  F  P  G  G  V  E  S  P  E  D  L  W  R  L  V  A  S  G  A  D  A  L  S  G  F  P  T  D  R  G  W    

 

 GACGTGGAGTCGCTCTACGACCCGGACCCCGACCACGCGGGCACGACCTACGCCCGTGAGGGCGGCTTCCTGCACGACGTCGGCGAGTTCGACGCGGACT   

 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 2900   

 CTGCACCTCAGCGAGATGCTGGGCCTGGGGCTGGTGCGCCCGTGCTGGATGCGGGCACTCCCGCCGAAGGACGTGCTGCAGCCGCTCAAGCTGCGCCTGA 

 D  V  E  S  L  Y  D  P  D  P  D  H  A  G  T  T  Y  A  R  E  G  G  F  L  H  D  V  G  E  F  D  A  D  F   

                                                                     

 TCTTCGGCATCTCGCCGCGCGAGGCCCTGGCCATGGACCCGCAGCAGCGACTGCTCCTCGAAACCTCCTGGGAGGCGTTCGAGCGGGCGGGCATCGACCC   

 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 3000 

 AGAAGCCGTAGAGCGGCGCGCTCCGGGACCGGTACCTGGGCGTCGTCGCTGACGAGGAGCTTTGGAGGACCCTCCGCAAGCTCGCCCGCCCGTAGCTGGG 

   F  G  I  S  P  R  E  A  L  A  M  D  P  Q  Q  R  L  L  L  E  T  S  W  E  A  F  E  R  A  G  I  D  P    

 

 GCACGCGGTACGCGGCAGCCGCTCCGGTGTGTTCGTCGGCACCAACGGCCAGGATTACGCGGCGCTGTTGATGGCCGCCCAGGAGAGCGCCGAGGGCTAC 

 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 3100 

 CGTGCGCCATGCGCCGTCGGCGAGGCCACACAAGCAGCCGTGGTTGCCGGTCCTAATGCGCCGCGACAACTACCGGCGGGTCCTCTCGCGGCTCCCGATG 

  H  A  V  R  G  S  R  S  G  V  F  V  G  T  N  G  Q  D  Y  A  A  L  L  M  A  A  Q  E  S  A  E  G  Y   
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 GCGGGCACGGGCAGCGCGGCGAGCGTCATCTCGGGCCGCCTCTCGTACACGTTCGGCCTCGAAGGCCCGGCCGTCACCGTGGACACGGCGTGCTCCTCGT   

 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 3200  

 CGCCCGTGCCCGTCGCGCCGCTCGCAGTAGAGCCCGGCGGAGAGCATGTGCAAGCCGGAGCTTCCGGGCCGGCAGTGGCACCTGTGCCGCACGAGGAGCA 

 A  G  T  G  S  A  A  S  V  I  S  G  R  L  S  Y  T  F  G  L  E  G  P  A  V  T  V  D  T  A  C  S  S  S    

 

 CGCTGGTCGCCCTGCACCTCGCGGGCCAGGCGCTGAACAAGGGCGAGTGCGAGCTGGCCCTGGTCGGCGGTGTGACGGTGATGTCGACGCCGGGTGCGTT   

 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 3300 

 GCGACCAGCGGGACGTGGAGCGCCCGGTCCGCGACTTGTTCCCGCTCACGCTCGACCGGGACCAGCCGCCACACTGCCACTACAGCTGCGGCCCACGCAA 

   L  V  A  L  H  L  A  G  Q  A  L  N  K  G  E  C  E  L  A  L  V  G  G  V  T  V  M  S  T  P  G  A  F         

 

 CATCGAGTTCAGCCGCCAGCGCGGCCTCGCGCCGGACGGCCGCTGCAAGGCGTTCGCCGAGGGCGCGGACGGCACCGGCTGGGGCGAGGGCGTGGGCATG 

 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 3400 

 GTAGCTCAAGTCGGCGGTCGCGCCGGAGCGCGGCCTGCCGGCGACGTTCCGCAAGCGGCTCCCGCGCCTGCCGTGGCCGACCCCGCTCCCGCACCCGTAC 

  I  E  F  S  R  Q  R  G  L  A  P  D  G  R  C  K  A  F  A  E  G  A  D  G  T  G  W  G  E  G  V  G  M    

 

 CTGCTCGTGGAGCGCCTTTCCGACGCCCGGCGCAACGGCCACGAGGTGCTTGCGGTCGTCCGCGGCTCCGCGGTGAACCAGGACGGCGCGTCGAACGGCC   

 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 3500 

 GACGAGCACCTCGCGGAAAGGCTGCGGGCCGCGTTGCCGGTGCTCCACGAACGCCAGCAGGCGCCGAGGCGCCACTTGGTCCTGCCGCGCAGCTTGCCGG 

 L  L  V  E  R  L  S  D  A  R  R  N  G  H  E  V  L  A  V  V  R  G  S  A  V  N  Q  D  G  A  S  N  G  L    

 

 TGACGGCCCCGAACGGCCCGTCGCAGCAGCGCGTCATCCGCCAGGCACTGGCCAGCGCGGGCCTGGCCGCGGCCGACGTGGACGCGGTCGAGGCGCACGG   

 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 3600 

 ACTGCCGGGGCTTGCCGGGCAGCGTCGTCGCGCAGTAGGCGGTCCGTGACCGGTCGCGCCCGGACCGGCGCCGGCTGCACCTGCGCCAGCTCCGCGTGCC 

   T  A  P  N  G  P  S  Q  Q  R  V  I  R  Q  A  L  A  S  A  G  L  A  A  A  D  V  D  A  V  E  A  H  G    

  

 CACCGGCACGTCGCTGGGCGACCCGATCGAGGCGCAGGCCCTGCTCGCCACGTACGGGCAGGACCGCGGCGGTGACCCGCTGTGGCTCGGCTCGGTCAAG 

 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 3700 

 GTGGCCGTGCAGCGACCCGCTGGGCTAGCTCCGCGTCCGGGACGAGCGGTGCATGCCCGTCCTGGCGCCGCCACTGGGCGACACCGAGCCGAGCCAGTTC 

  T  G  T  S  L  G  D  P  I  E  A  Q  A  L  L  A  T  Y  G  Q  D  R  G  G  D  P  L  W  L  G  S  V  K    

 

 TCGAACGTCGGTCACACGCAGGCCGCGGCCGGTGTCGCGGGTGTGATCAAGATGGTCATGGCGATGCGGGAGGGCGTGCTGCCGCGCACCCTGCACGTCG   

 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 3800   

 AGCTTGCAGCCAGTGTGCGTCCGGCGCCGGCCACAGCGCCCACACTAGTTCTACCAGTACCGCTACGCCCTCCCGCACGACGGCGCGTGGGACGTGCAGC 

 S  N  V  G  H  T  Q  A  A  A  G  V  A  G  V  I  K  M  V  M  A  M  R  E  G  V  L  P  R  T  L  H  V  D    

 

 ACGAGCCCTCGACGCACGTCGACTGGTCCGCGGGCGCCGTCCGGCTCCTGACGGAGACCCAGCCGTGGCCCGAGACGGGTCGGCCGTGGCGGGCGGGTGT   

 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 3900 

 TGCTCGGGAGCTGCGTGCAGCTGACCAGGCGCCCGCGGCAGGCCGAGGACTGCCTCTGGGTCGGCACCGGGCTCTGCCCAGCCGGCACCGCCCGCCCACA 

   E  P  S  T  H  V  D  W  S  A  G  A  V  R  L  L  T  E  T  Q  P  W  P  E  T  G  R  P  W  R  A  G  V 

 

 GTCGTCGTTCGGCGTGAGCGGCACGAACGCGCACGCCATCATCGAACAGGCCCCGGCCGTCCAGGAGTTGGACGTCGACGCGGCGCCGGAGCCCGACGGG 

 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 4000  

 CAGCAGCAAGCCGCACTCGCCGTGCTTGCGCGTGCGGTAGTAGCTTGTCCGGGGCCGGCAGGTCCTCAACCTGCAGCTGCGCCGCGGCCTCGGGCTGCCC 

  S  S  F  G  V  S  G  T  N  A  H  A  I  I  E  Q  A  P  A  V  Q  E  L  D  V  D  A  A  P  E  P  D  G      

 

 CTCGCGCCGTGGGTCCTTTCGGCCCGGAGCGCCGAGGCGCTGCGGGAGCAGGCCAGGCGTCTGAAGTCCTTCGTGGACGCGACGCGTGAGCTGGCCGTGT   

 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 4100 

 GAGCGCGGCACCCAGGAAAGCCGGGCCTCGCGGCTCCGCGACGCCCTCGTCCGGTCCGCAGACTTCAGGAAGCACCTGCGCTGCGCACTCGACCGGCACA 

 L  A  P  W  V  L  S  A  R  S  A  E  A  L  R  E  Q  A  R  R  L  K  S  F  V  D  A  T  R  E  L  A  V  S  
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 CGGACGTGGGTCGTGCGCTGGTGTCGTCGCGGGCGGTGCTTGAGCACCGTGCGGTGGTCGTCGCCGGTGACCGGGACGAGTTCCTGGCCGCTCTGGCGGC   

 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 4200 

 GCCTGCACCCAGCACGCGACCACAGCAGCGCCCGCCACGAACTCGTGGCACGCCACCAGCAGCGGCCACTGGCCCTGCTCAAGGACCGGCGAGACCGCCG 

   D  V  G  R  A  L  V  S  S  R  A  V  L  E  H  R  A  V  V  V  A  G  D  R  D  E  F  L  A  A  L  A  A  

   

 GGTGGCCGACGGCCAGGCGAGCGGCGCCGTGGTCTCGGGCGTCGCGGATGAGCCCGGCCGGGTGGGTTTCCTGTTCTCGGGTCAGGGTTCGCAGCGCCTT 

 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 4300 

 CCACCGGCTGCCGGTCCGCTCGCCGCGGCACCAGAGCCCGCAGCGCCTACTCGGGCCGGCCCACCCAAAGGACAAGAGCCCAGTCCCAAGCGTCGCGGAA 

  V  A  D  G  Q  A  S  G  A  V  V  S  G  V  A  D  E  P  G  R  V  G  F  L  F  S  G  Q  G  S  Q  R  L   

 

 GGTATGGGGCGTGAACTGTCCGAGCGTTTCCCGGTGTTCGCGGCGGCGCTGGACGAGGTCCTTGCGGAGTTCGACCCGTCTGTGCGTGAGGTGTTGTTCG   

 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 4400  

 CCATACCCCGCACTTGACAGGCTCGCAAAGGGCCACAAGCGCCGCCGCGACCTGCTCCAGGAACGCCTCAAGCTGGGCAGACACGCACTCCACAACAAGC 

 G  M  G  R  E  L  S  E  R  F  P  V  F  A  A  A  L  D  E  V  L  A  E  F  D  P  S  V  R  E  V  L  F  G    

 

 GTCAGGACGCGGACGCCCTGAATGAGACCGGGGTGACGCAGCCCGCGCTGTTCGCGGTCGAGGTGGCGCTGTTCCGCCTCCTTGAGTCCTGGGGCGTCCG   

 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 4500 

 CAGTCCTGCGCCTGCGGGACTTACTCTGGCCCCACTGCGTCGGGCGCGACAAGCGCCAGCTCCACCGCGACAAGGCGGAGGAACTCAGGACCCCGCAGGC 

   Q  D  A  D  A  L  N  E  T  G  V  T  Q  P  A  L  F  A  V  E  V  A  L  F  R  L  L  E  S  W  G  V  R  

   

 CCCCGACATGCTGGCGGGCCACTCGATCGGTGAGCTGGCCGCCGCGCATGTGTCGGGTGTCTGGTCGCTGCCGGATGCCGTCAAGGTGGTGTCCGCGCGG 

 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 4600 

 GGGGCTGTACGACCGCCCGGTGAGCTAGCCACTCGACCGGCGGCGCGTACACAGCCCACAGACCAGCGACGGCCTACGGCAGTTCCACCACAGGCGCGCC 

  P  D  M  L  A  G  H  S  I  G  E  L  A  A  A  H  V  S  G  V  W  S  L  P  D  A  V  K  V  V  S  A  R    

 

 GGTGCGCTGATGCAGGCGCTCCCCGAGGGCGGCGCGATGGTCGCGATCCAGGCGACGGAGGCCGAGGTCGCGGCCGACGAACTGCCGGACACCGTCGACA   

 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 4700 

 CCACGCGACTACGTCCGCGAGGGGCTCCCGCCGCGCTACCAGCGCTAGGTCCGCTGCCTCCGGCTCCAGCGCCGGCTGCTTGACGGCCTGTGGCAGCTGT 

 G  A  L  M  Q  A  L  P  E  G  G  A  M  V  A  I  Q  A  T  E  A  E  V  A  A  D  E  L  P  D  T  V  D  I    

 

 TCGCGGCCGTGAACGGCCCCGCCTCGGTGGTCGTTTCGGGTGTGGCCGCTGATGTCGGTGCGGTCGCGGAGCGGTGGCGTGAGGCGGGTCGCAAGGCGAC   

 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 4800 

 AGCGCCGGCACTTGCCGGGGCGGAGCCACCAGCAAAGCCCACACCGGCGACTACAGCCACGCCAGCGCCTCGCCACCGCACTCCGCCCAGCGTTCCGCTG 

   A  A  V  N  G  P  A  S  V  V  V  S  G  V  A  A  D  V  G  A  V  A  E  R  W  R  E  A  G  R  K  A  T   

  

 CCGGCTGAAGGTCAGCCACGCGTTCCACTCGCCGCTGATGGACCCGATGCTGGACGAGTTCAAGCGGGTCCTCGCGGGCGTGTCGTACGAGGCGCCCCAG 

 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 4900 

 GGCCGACTTCCAGTCGGTGCGCAAGGTGAGCGGCGACTACCTGGGCTACGACCTGCTCAAGTTCGCCCAGGAGCGCCCGCACAGCATGCTCCGCGGGGTC 

  R  L  K  V  S  H  A  F  H  S  P  L  M  D  P  M  L  D  E  F  K  R  V  L  A  G  V  S  Y  E  A  P  Q    

 

 ATCCCGATCGTGTCGACACTCACCGGCCGACCGGCCACCGCCGAGGAGCTGGCCTCCCCGGACTACTGGGTGCGGCACGTGCGGAAGGCGGTGCGCTTCG   

 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 5000  

 TAGGGCTAGCACAGCTGTGAGTGGCCGGCTGGCCGGTGGCGGCTCCTCGACCGGAGGGGCCTGATGACCCACGCCGTGCACGCCTTCCGCCACGCGAAGC 

 I  P  I  V  S  T  L  T  G  R  P  A  T  A  E  E  L  A  S  P  D  Y  W  V  R  H  V  R  K  A  V  R  F  A    

 

 CAGACGCCGTGAGCGCCCTCGTGGAGGAGGGCGTGGCGACGTTCGTCGAGGTCGGTCCCGGCGGGGCGCTGTCGGCGCTGGGGCAGGAGTCCGCGCCGGA   

 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 5100 

 GTCTGCGGCACTCGCGGGAGCACCTCCTCCCGCACCGCTGCAAGCAGCTCCAGCCAGGGCCGCCCCGCGACAGCCGCGACCCCGTCCTCAGGCGCGGCCT 

   D  A  V  S  A  L  V  E  E  G  V  A  T  F  V  E  V  G  P  G  G  A  L  S  A  L  G  Q  E  S  A  P  D    
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 CGCGGCCTTCGTACCCGTGCTGCGGAGCGATCGGCCGGAGGCCGTGGCCGCCACGACGGCTGCCGGGCACCTGCACGTGCGCGGTGTCCAGGTCGACTGG 

 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 5200 

 GCGCCGGAAGCATGGGCACGACGCCTCGCTAGCCGGCCTCCGGCACCGGCGGTGCTGCCGACGGCCCGTGGACGTGCACGCGCCACAGGTCCAGCTGACC 

  A  A  F  V  P  V  L  R  S  D  R  P  E  A  V  A  A  T  T  A  A  G  H  L  H  V  R  G  V  Q  V  D  W   

  

 CAGCCCTTCTTCGACGGCAGCGGTACGCGACGGGTGGACCTGCCGACGTACGCGTTCCAGCGCGAGCGCTACTGGCTGGACGCCACATACACGACCGGTG   

 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 5300  

 GTCGGGAAGAAGCTGCCGTCGCCATGCGCTGCCCACCTGGACGGCTGCATGCGCAAGGTCGCGCTCGCGATGACCGACCTGCGGTGTATGTGCTGGCCAC 

 Q  P  F  F  D  G  S  G  T  R  R  V  D  L  P  T  Y  A  F  Q  R  E  R  Y  W  L  D  A  T  Y  T  T  G  D    

        

 ATGCCGCGGCGATCGGGCTCGGTTCGGCGGAGCATCCGTTGTTGGGTGCGGCTGTTGCTGTGGGTGGCACGGATGGTGTGCTGCTGACTGGTCGTCTTTC   

 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 5400 

 TACGGCGCCGCTAGCCCGAGCCAAGCCGCCTCGTAGGCAACAACCCACGCCGACAACGACACCCACCGTGCCTACCACACGACGACTGACCAGCAGAAAG 

   A  A  A  I  G  L  G  S  A  E  H  P  L  L  G  A  A  V  A  V  G  G  T  D  G  V  L  L  T  G  R  L  S   

    

 GGTTCAGACGCATCCGTGGCTGGCTGAGTATGTGGTTCAGGGTTCGGCGCTGCTGCCTGGTGCGGCGTTCGTCGAGCTGGCGATCCGCGCGGGGGATCAG 

 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 5500 

 CCAAGTCTGCGTAGGCACCGACCGACTCATACACCAAGTCCCAAGCCGCGACGACGGACCACGCCGCAAGCAGCTCGACCGCTAGGCGCGCCCCCTAGTC 

  V  Q  T  H  P  W  L  A  E  Y  V  V  Q  G  S  A  L  L  P  G  A  A  F  V  E  L  A  I  R  A  G  D  Q    

 

 GTCGGGTGCGATCTGGTGGAGGAGTTGACGCTTGAGGCGCCGCTTGTCCTGCCTGTGTCTGGGTCGGTGCGGGTGCAGTTGTGGGTTGGTGCGTCGGATG   

 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 5600  

 CAGCCCACGCTAGACCACCTCCTCAACTGCGAACTCCGCGGCGAACAGGACGGACACAGACCCAGCCACGCCCACGTCAACACCCAACCACGCAGCCTAC 

 V  G  C  D  L  V  E  E  L  T  L  E  A  P  L  V  L  P  V  S  G  S  V  R  V  Q  L  W  V  G  A  S  D  G    

 

 GGGCGGGCAAGCGTGAGCTGACGTTCTATTCCGGTGCGGGTGATGTTGAGGACGGGCGTTCCTGGATCCGGCATGCCGTGGGTGTGCTGCGCGAGGGTGG   

 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 5700 

 CCCGCCCGTTCGCACTCGACTGCAAGATAAGGCCACGCCCACTACAACTCCTGCCCGCAAGGACCTAGGCCGTACGGCACCCACACGACGCGCTCCCACC 

   A  G  K  R  E  L  T  F  Y  S  G  A  G  D  V  E  D  G  R  S  W  I  R  H  A  V  G  V  L  R  E  G  G    

 

 CCGTTCTGAGGGGGTTTCCCTGGAGGTGTGGCCTCCGGCTGGGGCTGAGGTTGTGGATCTGGAGGGGTTCTACGACGAGGGGGCTGACGCCGGTCTCGCC 

 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 5800 

 GGCAAGACTCCCCCAAAGGGACCTCCACACCGGAGGCCGACCCCGACTCCAACACCTAGACCTCCCCAAGATGCTGCTCCCCCGACTGCGGCCAGAGCGG 

  R  S  E  G  V  S  L  E  V  W  P  P  A  G  A  E  V  V  D  L  E  G  F  Y  D  E  G  A  D  A  G  L  A    

 

 TACGGGCCGGTGTTCCAGGGTTTGCGGGCCGCGTGGCGCAAGGACGGCGAGGTGTTCGCCGAGGTCGCGTTGCCCGATGGTGTGAAGTCGGACGGCTTCG   

 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 5900   

 ATGCCCGGCCACAAGGTCCCAAACGCCCGGCGCACCGCGTTCCTGCCGCTCCACAAGCGGCTCCAGCGCAACGGGCTACCACACTTCAGCCTGCCGAAGC 

 Y  G  P  V  F  Q  G  L  R  A  A  W  R  K  D  G  E  V  F  A  E  V  A  L  P  D  G  V  K  S  D  G  F  G    

 

 GTCTGCATCCGGCGCTGCTTGACGCGACGTTGCACACGGTCGGTCTCGCGGACAGCGCGGACGTCGACGGCAAGGTGCCGTTCGCGTGGTCGGGTGTGCG   

 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 6000 

 CAGACGTAGGCCGCGACGAACTGCGCTGCAACGTGTGCCAGCCAGAGCGCCTGTCGCGCCTGCAGCTGCCGTTCCACGGCAAGCGCACCAGCCCACACGC 

   L  H  P  A  L  L  D  A  T  L  H  T  V  G  L  A  D  S  A  D  V  D  G  K  V  P  F  A  W  S  G  V  R    

 

 GCTGCACGCCTCCGCCGCGACGGCACTGCGGGTCCGGTTGACGCCCACAGAGGCGGACGGCGTGACCTTGGCACTCGCCGACGGTTCGGGCGCCCCCGTG 

 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 6100 

 CGACGTGCGGAGGCGGCGCTGCCGTGACGCCCAGGCCAACTGCGGGTGTCTCCGCCTGCCGCACTGGAACCGTGAGCGGCTGCCAAGCCCGCGGGGGCAC 

  L  H  A  S  A  A  T  A  L  R  V  R  L  T  P  T  E  A  D  G  V  T  L  A  L  A  D  G  S  G  A  P  V    
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 GCCACCATCGACTCCCTGGTGCTGCGCCCCGTCTCGCTCGACCAGATCGCCGGGGACGAGCGCGGCGACGCGCTGTTCGGCGTCGACTGGATATCCGCAC   

 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 6200 

 CGGTGGTAGCTGAGGGACCACGACGCGGGGCAGAGCGAGCTGGTCTAGCGGCCCCTGCTCGCGCCGCTGCGCGACAAGCCGCAGCTGACCTATAGGCGTG 

 A  T  I  D  S  L  V  L  R  P  V  S  L  D  Q  I  A  G  D  E  R  G  D  A  L  F  G  V  D  W  I  S  A  P    

 

 CGCCCACCGACGGCGCGGCGCCGACGACCCAGTGGACCGACCTGGACGCACTGGCGCAGTCGGCGGAACTGCCCGACTTCGTCGTCCTGCCGTGCCCGAC   

 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 6300 

 GCGGGTGGCTGCCGCGCCGCGGCTGCTGGGTCACCTGGCTGGACCTGCGTGACCGCGTCAGCCGCCTTGACGGGCTGAAGCAGCAGGACGGCACGGGCTG 

   P  T  D  G  A  A  P  T  T  Q  W  T  D  L  D  A  L  A  Q  S  A  E  L  P  D  F  V  V  L  P  C  P  T    

 

 GACCTCCGCGTCCGACCTCGTTGCCGACGCGCACGAGACGGCGCACTGGGCGCTGACCACGGTCCAGAACTGGCTGGCCGACGACCGGTTCGACGCCGCC 

 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 6400 

 CTGGAGGCGCAGGCTGGAGCAACGGCTGCGCGTGCTCTGCCGCGTGACCCGCGACTGGTGCCAGGTCTTGACCGACCGGCTGCTGGCCAAGCTGCGGCGG 

  T  S  A  S  D  L  V  A  D  A  H  E  T  A  H  W  A  L  T  T  V  Q  N  W  L  A  D  D  R  F  D  A  A    

 

 CGCCTCGTCCTTGTGACCAGCGGCGCGATCGCCACCACGACCGACGAGGACGTACGGAACCTCGCGCAGGCCGCCGTGTGGGGCCTGGTGCGCACGGCCC   

 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 6500  

 GCGGAGCAGGAACACTGGTCGCCGCGCTAGCGGTGGTGCTGGCTGCTCCTGCATGCCTTGGAGCGCGTCCGGCGGCACACCCCGGACCACGCGTGCCGGG 

 R  L  V  L  V  T  S  G  A  I  A  T  T  T  D  E  D  V  R  N  L  A  Q  A  A  V  W  G  L  V  R  T  A  Q    

 

 AGTCGGAGAACCCCGACCGCATCGTGCTCGTCGACCTCGACGACGAGGCGGCCTCGCGCGACGCCTTGCCGTCCGCCCTGGCCACCGGCGAGCCCCAACT   

 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 6600 

 TCAGCCTCTTGGGGCTGGCGTAGCACGAGCAGCTGGAGCTGCTGCTCCGCCGGAGCGCGCTGCGGAACGGCAGGCGGGACCGGTGGCCGCTCGGGGTTGA 

   S  E  N  P  D  R  I  V  L  V  D  L  D  D  E  A  A  S  R  D  A  L  P  S  A  L  A  T  G  E  P  Q  L    

 

 CGCCGTACGCTCCGGCGACATCCGCACACCCCGCCTGGCCAGGGTCGGCCCGTCGGCAGTGGACGACCCCGGCTTCGGCTCGGGCGCGGTGCTGGTCACC 

 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 6700 

 GCGGCATGCGAGGCCGCTGTAGGCGTGTGGGGCGGACCGGTCCCAGCCGGGCAGCCGTCACCTGCTGGGGCCGAAGCCGAGCCCGCGCCACGACCAGTGG 

  A  V  R  S  G  D  I  R  T  P  R  L  A  R  V  G  P  S  A  V  D  D  P  G  F  G  S  G  A  V  L  V  T    

 

 GGTGCCACGGGCACGCTGGGCGGCCTCATGGCCCGGCATCTCGTCGCCGAGCGCGGTGTACGCAACCTGCTGCTGGTGAGCAGGCGCGGCGCCACCGCCG   

 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 6800  

 CCACGGTGCCCGTGCGACCCGCCGGAGTACCGGGCCGTAGAGCAGCGGCTCGCGCCACATGCGTTGGACGACGACCACTCGTCCGCGCCGCGGTGGCGGC 

 G  A  T  G  T  L  G  G  L  M  A  R  H  L  V  A  E  R  G  V  R  N  L  L  L  V  S  R  R  G  A  T  A  E    

 

 AAGGCGCCGAGGAACTGCGCGCCGAACTCGCCGCGCAGGGCGCCGAAGTGACGTACGCCGCCTGCGACGTCGCCGACCGGGAAGCCGTCGCCGCACTGCT   

 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 6900 

 TTCCGCGGCTCCTTGACGCGCGGCTTGAGCGGCGCGTCCCGCGGCTTCACTGCATGCGGCGGACGCTGCAGCGGCTGGCCCTTCGGCAGCGGCGTGACGA 

   G  A  E  E  L  R  A  E  L  A  A  Q  G  A  E  V  T  Y  A  A  C  D  V  A  D  R  E  A  V  A  A  L  L    

 

 CGCCGAGCACAAGGTCTCCGCCGTCGTGCACACCGCCGGTGTCCTCGACGACGGCACCATCGGCTCACTGACAGCGGACCGGATCGACACCGTCTTCCGG 

 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 7000 

 GCGGCTCGTGTTCCAGAGGCGGCAGCACGTGTGGCGGCCACAGGAGCTGCTGCCGTGGTAGCCGAGTGACTGTCGCCTGGCCTAGCTGTGGCAGAAGGCC 

  A  E  H  K  V  S  A  V  V  H  T  A  G  V  L  D  D  G  T  I  G  S  L  T  A  D  R  I  D  T  V  F  R    

 

 CCCAAGGTCGACGCGGCCTGGCACCTGCACGAGCTGACCCGCGACCTCGACCTGTCCGCGTTCGTCCTGTTCTCGTCCGTCGCCGGTGTTTTCGGCGGCC   

 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 7100    

 GGGTTCCAGCTGCGCCGGACCGTGGACGTGCTCGACTGGGCGCTGGAGCTGGACAGGCGCAAGCAGGACAAGAGCAGGCAGCGGCCACAAAAGCCGCCGG 

 P  K  V  D  A  A  W  H  L  H  E  L  T  R  D  L  D  L  S  A  F  V  L  F  S  S  V  A  G  V  F  G  G  P    
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 CCGGACAGGGCAACTACGCCGCCGCGAACACCTTCCTGGACGCCCTCGCCCAGCACCGCCGCGCCACCGGCCTGCCCGCCACCTCACTCGCGTGGGGCCT   

 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 7200 

 GGCCTGTCCCGTTGATGCGGCGGCGCTTGTGGAAGGACCTGCGGGAGCGGGTCGTGGCGGCGCGGTGGCCGGACGGGCGGTGGAGTGAGCGCACCCCGGA 

   G  Q  G  N  Y  A  A  A  N  T  F  L  D  A  L  A  Q  H  R  R  A  T  G  L  P  A  T  S  L  A  W  G  L   

  

 GTGGGCGGACGCCGGCGGCATGGCGGGCAGCGTCGACGAGGCCGACGTGAAGCGGATGAGCCGGGGCGGCGTGATCCCGCTCGGCTCCGCCCAGGGCCTG 

 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 7300 

 CACCCGCCTGCGGCCGCCGTACCGCCCGTCGCAGCTGCTCCGGCTGCACTTCGCCTACTCGGCCCCGCCGCACTAGGGCGAGCCGAGGCGGGTCCCGGAC 

  W  A  D  A  G  G  M  A  G  S  V  D  E  A  D  V  K  R  M  S  R  G  G  V  I  P  L  G  S  A  Q  G  L   

 

 GCGCTGTTCGACGCGGCCGGCACCACCGGGCGCGCCACGCTGGCCCCCGTGCCGCTCGACCTGCCCGCCCTGCACCGGCAGGCCCGCACGAGCCCCGTAC   

 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 7400  

 CGCGACAAGCTGCGCCGGCCGTGGTGGCCCGCGCGGTGCGACCGGGGGCACGGCGAGCTGGACGGGCGGGACGTGGCCGTCCGGGCGTGCTCGGGGCATG 

 A  L  F  D  A  A  G  T  T  G  R  A  T  L  A  P  V  P  L  D  L  P  A  L  H  R  Q  A  R  T  S  P  V  P    

 

 CGCACCTGCTGCGCGGTCTGGTGCGCGGCACGGCACGCAGGACCGCCGAGTCCGGCGCCGCCACCGGGTCCGCCCTCGCCCAGTCCCTTGCGGGCCTGAC   

 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 7500 

 GCGTGGACGACGCGCCAGACCACGCGCCGTGCCGTGCGTCCTGGCGGCTCAGGCCGCGGCGGTGGCCCAGGCGGGAGCGGGTCAGGGAACGCCCGGACTG 

   H  L  L  R  G  L  V  R  G  T  A  R  R  T  A  E  S  G  A  A  T  G  S  A  L  A  Q  S  L  A  G  L  T    

 

 CGAGGCCGAGCGGGAGAAGGCGCTCCTCGACCTCGTCCTGGAGCACGTCGCCGTGGTCCTCGGCCACGGCTCGGCGGGCGCCATCGTGCCCGACCGCGCG 

 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 7600 

 GCTCCGGCTCGCCCTCTTCCGCGAGGAGCTGGAGCAGGACCTCGTGCAGCGGCACCAGGAGCCGGTGCCGAGCCGCCCGCGGTAGCACGGGCTGGCGCGC 

  E  A  E  R  E  K  A  L  L  D  L  V  L  E  H  V  A  V  V  L  G  H  G  S  A  G  A  I  V  P  D  R  A    

 

 TTCAAGGAGCTCGGCTTCGACTCGCTGACCGCGGTCGAACTGCGCAACCGCCTGGGCGCGGCCACCGAACTGCGCCTGTCCGCGACGCTGGTCTTCGACC   

 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 7700 

 AAGTTCCTCGAGCCGAAGCTGAGCGACTGGCGCCAGCTTGACGCGTTGGCGGACCCGCGCCGGTGGCTTGACGCGGACAGGCGCTGCGACCAGAAGCTGG 

 F  K  E  L  G  F  D  S  L  T  A  V  E  L  R  N  R  L  G  A  A  T  E  L  R  L  S  A  T  L  V  F  D  H      

 

 ACCCGAGCCCGCTGGCGCTCGCGACGCACCTCAGCACCGAACTCATCGGCGCACCCGCCGTCGTGACGACCACCCGGGCACGGGTCGGCGTGAGCGACGA   

 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 7800 

 TGGGCTCGGGCGACCGCGAGCGCTGCGTGGAGTCGTGGCTTGAGTAGCCGCGTGGGCGGCAGCACTGCTGGTGGGCCCGTGCCCAGCCGCACTCGCTGCT 

   P  S  P  L  A  L  A  T  H  L  S  T  E  L  I  G  A  P  A  V  V  T  T  T  R  A  R  V  G  V  S  D  E    

 

 GCCGATCGCCATCGTCGCGATGAGCTGCCGGTTCCCGGGCGGGGTCAACTCGCCCGAGGACCTGTGGCAGCTCGTCTCCGACGGTGTCGACGCCGTCGGC 

 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 7900 

 CGGCTAGCGGTAGCAGCGCTACTCGACGGCCAAGGGCCCGCCCCAGTTGAGCGGGCTCCTGGACACCGTCGAGCAGAGGCTGCCACAGCTGCGGCAGCCG 

  P  I  A  I  V  A  M  S  C  R  F  P  G  G  V  N  S  P  E  D  L  W  Q  L  V  S  D  G  V  D  A  V  G    

 

 GAGTTCCCCGCCAACCGCGGCTGGGACCTGGCCAACGTGTACAACCCCGACCCGGACCACGCGGGCACCTCGTACGCCCGTGAAGGGGCCTTCCTCTACG   

 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 8000   

 CTCAAGGGGCGGTTGGCGCCGACCCTGGACCGGTTGCACATGTTGGGGCTGGGCCTGGTGCGCCCGTGGAGCATGCGGGCACTTCCCCGGAAGGAGATGC 

 E  F  P  A  N  R  G  W  D  L  A  N  V  Y  N  P  D  P  D  H  A  G  T  S  Y  A  R  E  G  A  F  L  Y  D    

 

 ACGCCGACCAGTTCGACCCGACGTTCTTCGGGATCTCGCCGCGCGAGGCCCTCGCCATGGACCCGCAGCAGCGGCTGCTCCTGGAGACGTCGTGGGAGGC   

 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 8100 

 TGCGGCTGGTCAAGCTGGGCTGCAAGAAGCCCTAGAGCGGCGCGCTCCGGGAGCGGTACCTGGGCGTCGTCGCCGACGAGGACCTCTGCAGCACCCTCCG 

   A  D  Q  F  D  P  T  F  F  G  I  S  P  R  E  A  L  A  M  D  P  Q  Q  R  L  L  L  E  T  S  W  E  A    
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 GTTCGAGCGGGCCGGGATCGACCCGAGCGCGGTGCGCGGGCGCGACATCGGCGTCTTCACCGGCTCGAACGTGCAGGACTACACCCTGCTCCTGGCGGAG 

 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 8200 

 CAAGCTCGCCCGGCCCTAGCTGGGCTCGCGCCACGCGCCCGCGCTGTAGCCGCAGAAGTGGCCGAGCTTGCACGTCCTGATGTGGGACGAGGACCGCCTC 

  F  E  R  A  G  I  D  P  S  A  V  R  G  R  D  I  G  V  F  T  G  S  N  V  Q  D  Y  T  L  L  L  A  E      

 

 AGCGACGAGACCGTCGAAGGCTTCATCGGCACGGGCAACGCGGCCAGCGTCGTGTCCGGCCGCGTCGCCTACGCGTTCGGCCTCGAAGGCCCCGCCGTGA   

 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 8300   

 TCGCTGCTCTGGCAGCTTCCGAAGTAGCCGTGCCCGTTGCGCCGGTCGCAGCACAGGCCGGCGCAGCGGATGCGCAAGCCGGAGCTTCCGGGGCGGCACT 

 S  D  E  T  V  E  G  F  I  G  T  G  N  A  A  S  V  V  S  G  R  V  A  Y  A  F  G  L  E  G  P  A  V  T 

 

 CCGTCGACACCGCGTGCTCGTCGTCGCTGGTGGCGCTGCACATGGCCGTGCAGGCACTGCGGACCGGTGACTGCTCGATGGCGCTCGCGGGCGGCGTGAC   

 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 8400 

 GGCAGCTGTGGCGCACGAGCAGCAGCGACCACCGCGACGTGTACCGGCACGTCCGTGACGCCTGGCCACTGACGAGCTACCGCGAGCGCCCGCCGCACTG 

   V  D  T  A  C  S  S  S  L  V  A  L  H  M  A  V  Q  A  L  R  T  G  D  C  S  M  A  L  A  G  G  V  T 

 

 GGTGATGTCGACGCCGGGCTCGTTCATCGAGTTCAGCCGCCAGCGCGGACTCTCCACCGACGGCCGCTGCAGGCCGTTCTCGTCCGACGCGGACGGCACC 

 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 8500 

 CCACTACAGCTGCGGCCCGAGCAAGTAGCTCAAGTCGGCGGTCGCGCCTGAGAGGTGGCTGCCGGCGACGTCCGGCAAGAGCAGGCTGCGCCTGCCGTGG 

  V  M  S  T  P  G  S  F  I  E  F  S  R  Q  R  G  L  S  T  D  G  R  C  R  P  F  S  S  D  A  D  G  T    

 

 GGCTGGGGCGAGGGCGTCGGCACGGTCGTCCTTGAGCGCCTGTCCGACGCCCAGCGCAACGGGCACCAGGTGCTCGCCGTGGTACGGGCGTCCGCGATCA   

 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 8600  

 CCGACCCCGCTCCCGCAGCCGTGCCAGCAGGAACTCGCGGACAGGCTGCGGGTCGCGTTGCCCGTGGTCCACGAGCGGCACCATGCCCGCAGGCGCTAGT 

 G  W  G  E  G  V  G  T  V  V  L  E  R  L  S  D  A  Q  R  N  G  H  Q  V  L  A  V  V  R  A  S  A  I  N    

 

 ACCAGGACGGCGCGTCCAACGGCCTCACCGCCCCCAACGGCCCCGCGCAGCAGCGCGTCATCCGGCAGGCACTGGCCGCCGCGGGCCTCGCGCCGACCGA   

 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 8700 

 TGGTCCTGCCGCGCAGGTTGCCGGAGTGGCGGGGGTTGCCGGGGCGCGTCGTCGCGCAGTAGGCCGTCCGTGACCGGCGGCGCCCGGAGCGCGGCTGGCT 

   Q  D  G  A  S  N  G  L  T  A  P  N  G  P  A  Q  Q  R  V  I  R  Q  A  L  A  A  A  G  L  A  P  T  D    

 

 CGTGGACGCCGTCGAGGCGCACGGCACCGGCACGAAGCTCGGCGACCCGATCGAGGCGCAGGCGCTCCTCGCCACCTACGGTCAGGACCGGGCCGCCGAC 

 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 8800 

 GCACCTGCGGCAGCTCCGCGTGCCGTGGCCGTGCTTCGAGCCGCTGGGCTAGCTCCGCGTCCGCGAGGAGCGGTGGATGCCAGTCCTGGCCCGGCGGCTG 

  V  D  A  V  E  A  H  G  T  G  T  K  L  G  D  P  I  E  A  Q  A  L  L  A  T  Y  G  Q  D  R  A  A  D    

 

 CGGCCGCTGTGGCTGGGCTCGGTGAAGTCCAACATCGGGCACACCCAGGGCGCCGCCGGTGTCGCGGGCATCATCAAGATGGTCATGGCGATGCGGCACG 

 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 8900  

 GCCGGCGACACCGACCCGAGCCACTTCAGGTTGTAGCCCGTGTGGGTCCCGCGGCGGCCACAGCGCCCGTAGTAGTTCTACCAGTACCGCTACGCCGTGC 

 R  P  L  W  L  G  S  V  K  S  N  I  G  H  T  Q  G  A  A  G  V  A  G  I  I  K  M  V  M  A  M  R  H  G    

 

 GCGTACTGCCGAAGACGCTGCACGTCGCCGAGCCCACCCCCGAGGTCGACTGGTCCACCGGTGATGTCGCGCTCCTCACCGAGGCCCACTCCTGGCCGGA   

 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 9000 

 CGCATGACGGCTTCTGCGACGTGCAGCGGCTCGGGTGGGGGCTCCAGCTGACCAGGTGGCCACTACAGCGCGAGGAGTGGCTCCGGGTGAGGACCGGCCT 

   V  L  P  K  T  L  H  V  A  E  P  T  P  E  V  D  W  S  T  G  D  V  A  L  L  T  E  A  H  S  W  P  D 

 

 CACCGACCGGCCGCGCCGCTTCGGCGTCTCGTCGTTCGGGTTCAGCGGCACCAACGCGCACGCCATCATCGAGCAGGCGCCGGTCACCGAAGCCGCCGAG 

 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 9100 

 GTGGCTGGCCGGCGCGGCGAAGCCGCAGAGCAGCAAGCCCAAGTCGCCGTGGTTGCGCGTGCGGTAGTAGCTCGTCCGCGGCCAGTGGCTTCGGCGGCTC 

  T  D  R  P  R  R  F  G  V  S  S  F  G  F  S  G  T  N  A  H  A  I  I  E  Q  A  P  V  T  E  A  A  E    
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 CCGACCGCCGAACCGGACCCGTCCCTCGTGCCGCTGCTCGTCTCGGCCAAGGACGACGAAGCACTGCGGGCGGGAGCGGAGCGGCTGCGCGCCCACCTCG   

 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 9200  

 GGCTGGCGGCTTGGCCTGGGCAGGGAGCACGGCGACGAGCAGAGCCGGTTCCTGCTGCTTCGTGACGCCCGCCCTCGCCTCGCCGACGCGCGGGTGGAGC 

 P  T  A  E  P  D  P  S  L  V  P  L  L  V  S  A  K  D  D  E  A  L  R  A  G  A  E  R  L  R  A  H  L  V    

 

 TGGCACACCCCGAGCTGAACCCGCGCGACGTCGCCAGCACGCTCGCCGTGGCGCGGTCGGCCTTCGACAGCCGGGCGGTCGTCGTGGGCGAGGACCGCGA   

 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 9300 

 ACCGTGTGGGGCTCGACTTGGGCGCGCTGCAGCGGTCGTGCGAGCGGCACCGCGCCAGCCGGAAGCTGTCGGCCCGCCAGCAGCACCCGCTCCTGGCGCT 

   A  H  P  E  L  N  P  R  D  V  A  S  T  L  A  V  A  R  S  A  F  D  S  R  A  V  V  V  G  E  D  R  D    

 

 CGGCCTGCTCGCCGGCCTCGGCGCGCTCGTCGAAGGACCGACGGCGGTGGCCCGAGGCGTCGAGTCGGCGCGGGTGGCGATGGGTGTCGCGCGGCCTGCG 

 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 9400 

 GCCGGACGAGCGGCCGGAGCCGCGCGAGCAGCTTCCTGGCTGCCGCCACCGGGCTCCGCAGCTCAGCCGCGCCCACCGCTACCCACAGCGCGCCGGACGC 

  G  L  L  A  G  L  G  A  L  V  E  G  P  T  A  V  A  R  G  V  E  S  A  R  V  A  M  G  V  A  R  P  A    

 

 GGCAAGGTGGCGTTCGTGTTCCCCGGTCAGGGTTCTCAGTGGCTGGGTATGGGTGTGGAGTTGGCGGAGTCGTCGCCGGTGTTCCGTGCCTCGTTGGAGG   

 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 9500   

 CCGTTCCACCGCAAGCACAAGGGGCCAGTCCCAAGAGTCACCGACCCATACCCACACCTCAACCGCCTCAGCAGCGGCCACAAGGCACGGAGCAACCTCC 

 G  K  V  A  F  V  F  P  G  Q  G  S  Q  W  L  G  M  G  V  E  L  A  E  S  S  P  V  F  R  A  S  L  E  A    

 

 CGTGTGCGGAGGCGCTGGCGCCGTATGTCGACTGGTCGTTGTGGGATGTGCTGGCTGACGCGGCCGAGCTGGAGCGGGTCGATGTGGTGCAGCCCGCGCT   

 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 9600 

 GCACACGCCTCCGCGACCGCGGCATACAGCTGACCAGCAACACCCTACACGACCGACTGCGCCGGCTCGACCTCGCCCAGCTACACCACGTCGGGCGCGA 

   C  A  E  A  L  A  P  Y  V  D  W  S  L  W  D  V  L  A  D  A  A  E  L  E  R  V  D  V  V  Q  P  A  L 

 

 GTTCTCCGTGATGGTGTCGCTTGCGGCGTTGTGGCGCTCGTACGGTGTCGAGCCGGATGCGGTGGTGGGGCACAGTCAGGGTGAGATCGCTGCGGCGTAT 

 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 9700 

 CAAGAGGCACTACCACAGCGAACGCCGCAACACCGCGAGCATGCCACAGCTCGGCCTACGCCACCACCCCGTGTCAGTCCCACTCTAGCGACGCCGCATA 

  F  S  V  M  V  S  L  A  A  L  W  R  S  Y  G  V  E  P  D  A  V  V  G  H  S  Q  G  E  I  A  A  A  Y    

 

 GTCGCGGGTGCGCTGTCGCTTGCGGACGCTGCCAAGATCGTGGCGCAGCGGAGCAAGGCCATTCTCGCGCTGTCGGGTCAGGGCGGCATGGTGTCGCTCG   

 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 9800    

 CAGCGCCCACGCGACAGCGAACGCCTGCGACGGTTCTAGCACCGCGTCGCCTCGTTCCGGTAAGAGCGCGACAGCCCAGTCCCGCCGTACCACAGCGAGC 

 V  A  G  A  L  S  L  A  D  A  A  K  I  V  A  Q  R  S  K  A  I  L  A  L  S  G  Q  G  G  M  V  S  L  A    

 

 CGGCGACGGTCGACGACGCTCGTGAGTGGATCGCGCCGTGGGGCGAGCGGGTCTCGGTTGCCGCGGTCAACGGGCCTGGTTCGGTGGTGGTGGCGGGTGA 

 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 9900 

 GCCGCTGCCAGCTGCTGCGAGCACTCACCTAGCGCGGCACCCCGCTCGCCCAGAGCCAACGGCGCCAGTTGCCCGGACCAAGCCACCACCACCGCCCACT 

   A  T  V  D  D  A  R  E  W  I  A  P  W  G  E  R  V  S  V  A  A  V  N  G  P  G  S  V  V  V  A  G  D  

 

 CGCGGACGCGCTGGACGAGCTGGTGGAGGCGTGTGCCGCCGATGGCCGGCGGGCCCGCCGGATACCCGTCGACTACGCGTCGCACTCGCCGCATGTCGAG 

 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 10000 

 GCGCCTGCGCGACCTGCTCGACCACCTCCGCACACGGCGGCTACCGGCCGCCCGGGCGGCCTATGGGCAGCTGATGCGCAGCGTGAGCGGCGTACAGCTC 

  A  D  A  L  D  E  L  V  E  A  C  A  A  D  G  R  R  A  R  R  I  P  V  D  Y  A  S  H  S  P  H  V  E 

  

 CGCATCGAGGATGAGTTGGCGAGTGTGCTGGCCGGGGTGGAGCCCCAGGTCGCCACTGTGCCGATGCTGTCGACCGTCACCGGGGAGTGGCTGACCGGTA   

 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 10100  

 GCGTAGCTCCTACTCAACCGCTCACACGACCGGCCCCACCTCGGGGTCCAGCGGTGACACGGCTACGACAGCTGGCAGTGGCCCCTCACCGACTGGCCAT 

 R  I  E  D  E  L  A  S  V  L  A  G  V  E  P  Q  V  A  T  V  P  M  L  S  T  V  T  G  E  W  L  T  G  T  

ATa 
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 CCGAGGTGGGTGCCGATTACTGGTATCAGAACCTGCGGCACACGGTGCGTTTCGAGGAGGCCACGCGCGGTCTCCTCGACCACGGCATCGACGCCTTCGT   

 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 10200 

 GGCTCCACCCACGGCTAATGACCATAGTCTTGGACGCCGTGTGCCACGCAAAGCTCCTCCGGTGCGCGCCAGAGGAGCTGGTGCCGTAGCTGCGGAAGCA 

   E  V  G  A  D  Y  W  Y  Q  N  L  R  H  T  V  R  F  E  E  A  T  R  G  L  L  D  H  G  I  D  A  F  V 

 

 CGAATGCAGCCCCCACCCCGCACTGCCCTTCGGGATACGCGAGACGCTCGAAGCGACCGCGGCGGAAGCCGTCGTCGTCGGCACCCTGCGCCGCGACGAC 

 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 10300 

 GCTTACGTCGGGGGTGGGGCGTGACGGGAAGCCCTATGCGCTCTGCGAGCTTCGCTGGCGCCGCCTTCGGCAGCAGCAGCCGTGGGACGCGGCGCTGCTG 

  E  C  S  P  H  P  A  L  P  F  G  I  R  E  T  L  E  A  T  A  A  E  A  V  V  V  G  T  L  R  R  D  D    

 

 GGGAACCTCGACCGGTTCCTGCAGTCCGTCGCCGAGGCGTACGTGGCGGGCCTGCCCTTCGACTGGCGCCAACTGGTACCCGAAGGACAGCACGTGGACC   

 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 10400 

 CCCTTGGAGCTGGCCAAGGACGTCAGGCAGCGGCTCCGCATGCACCGCCCGGACGGGAAGCTGACCGCGGTTGACCATGGGCTTCCTGTCGTGCACCTGG 

 G  N  L  D  R  F  L  Q  S  V  A  E  A  Y  V  A  G  L  P  F  D  W  R  Q  L  V  P  E  G  Q  H  V  D  L    

  

 TGCCCACCTACGCCTTCCGGCGCGGGCGGATCTGGCCGAACATGGCCGCGGCCCCCACCGGCGACGCCACCGGGTCCGCCGTCGACGCGCAGTTCTGGGC   

 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 10500 

 ACGGGTGGATGCGGAAGGCCGCGCCCGCCTAGACCGGCTTGTACCGGCGCCGGGGGTGGCCGCTGCGGTGGCCCAGGCGGCAGCTGCGCGTCAAGACCCG 

   P  T  Y  A  F  R  R  G  R  I  W  P  N  M  A  A  A  P  T  G  D  A  T  G  S  A  V  D  A  Q  F  W  A    

 

 GGCCGTCGCGGACGGCGACCTCGGCGAACTCGCCGCCGAGCTCGACGTGTCCCTCGACGACCCGATCGGCACCGTGCTGCCCCGGCTGGCGTCGTGGCGG 

 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 10600 

 CCGGCAGCGCCTGCCGCTGGAGCCGCTTGAGCGGCGGCTCGAGCTGCACAGGGAGCTGCTGGGCTAGCCGTGGCACGACGGGGCCGACCGCAGCACCGCC 

  A  V  A  D  G  D  L  G  E  L  A  A  E  L  D  V  S  L  D  D  P  I  G  T  V  L  P  R  L  A  S  W  R    

 

 CAGGCCCAGTCGGAGAACTCCGAGATCGACGGCTGGCGCTACCGCGTCACCTGGCTGCCGGTCCCCGAGCCCACCGCCACGCTCACGGGCACCTGGCTCG   

 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 10700  

 GTCCGGGTCAGCCTCTTGAGGCTCTAGCTGCCGACCGCGATGGCGCAGTGGACCGACGGCCAGGGGCTCGGGTGGCGGTGCGAGTGCCCGTGGACCGAGC 

 Q  A  Q  S  E  N  S  E  I  D  G  W  R  Y  R  V  T  W  L  P  V  P  E  P  T  A  T  L  T  G  T  W  L  V  

 

 TGGTCAGCCGCGACGGCGCAGGTGAGGAATCCGTCGCCGCCGCCCTGACCCGGCACGGCGCCCGCGTCCTGCCGGTGCGCGCCGGAGAAGCCCTGGACCG   

 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 10800 

 ACCAGTCGGCGCTGCCGCGTCCACTCCTTAGGCAGCGGCGGCGGGACTGGGCCGTGCCGCGGGCGCAGGACGGCCACGCGCGGCCTCTTCGGGACCTGGC 

   V  S  R  D  G  A  G  E  E  S  V  A  A  A  L  T  R  H  G  A  R  V  L  P  V  R  A  G  E  A  L  D  R 

 

 GGACGCGCTGACGGCCAAGCTCACGGTCGACGAGCCCGTCGCGGGCGTGCTCTCGCTGTTCGCCCTCGACCCCGGACTGGCGTCGGGCGGCGTGTACGCG 

 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 10900 

 CCTGCGCGACTGCCGGTTCGAGTGCCAGCTGCTCGGGCAGCGCCCGCACGAGAGCGACAAGCGGGAGCTGGGGCCTGACCGCAGCCCGCCGCACATGCGC 

  D  A  L  T  A  K  L  T  V  D  E  P  V  A  G  V  L  S  L  F  A  L  D  P  G  L  A  S  G  G  V  Y  A    

 

 ACCCTCGCCCTCGTCCAGGCCCTCGGCGACACCGAGCTCACCGCTCCCGTGTGGCACGCCACCCGGGGCGGCGTCACGGTCGGCCGGTCCGACACACCCG   

 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 11000 

 TGGGAGCGGGAGCAGGTCCGGGAGCCGCTGTGGCTCGAGTGGCGAGGGCACACCGTGCGGTGGGCCCCGCCGCAGTGCCAGCCGGCCAGGCTGTGTGGGC 

 T  L  A  L  V  Q  A  L  G  D  T  E  L  T  A  P  V  W  H  A  T  R  G  G  V  T  V  G  R  S  D  T  P  V    

 

 TCAGCCCCGAGCAGGCGATGATCTGGGGGCTCGGCCGAGTCGTCGGCAAGGAACAGCCCGAGCGCTGGGGCGGTCTCGTCGACCTGCCGGACACGCTGGA   

 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 11100 

 AGTCGGGGCTCGTCCGCTACTAGACCCCCGAGCCGGCTCAGCAGCCGTTCCTTGTCGGGCTCGCGACCCCGCCAGAGCAGCTGGACGGCCTGTGCGACCT 

   S  P  E  Q  A  M  I  W  G  L  G  R  V  V  G  K  E  Q  P  E  R  W  G  G  L  V  D  L  P  D  T  L  D    

 

 CGATCGCGCCGCCGCCCGCCTCGCGGGTGTCCTCTCCCGCACGCAGGACGAGGACCAGGTCGCCCTCCGCGCGGGCGGTGTGTTCGCCCGCAGGCTGGTG 

 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 11200 

 GCTAGCGCGGCGGCGGGCGGAGCGCCCACAGGAGAGGGCGTGCGTCCTGCTCCTGGTCCAGCGGGAGGCGCGCCCGCCACACAAGCGGGCGTCCGACCAC 

  D  R  A  A  A  R  L  A  G  V  L  S  R  T  Q  D  E  D  Q  V  A  L  R  A  G  G  V  F  A  R  R  L  V    
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 CAGGCCCCCGTGGGGCACCTCGGCGACTGGGACCCCACCGGCACGGTGCTGGTCACCGGCGGCACCGGCGGGATCGGCGCGCACGTGGCCAGGTGGCTGG   

 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 11300 

 GTCCGGGGGCACCCCGTGGAGCCGCTGACCCTGGGGTGGCCGTGCCACGACCAGTGGCCGCCGTGGCCGCCCTAGCCGCGCGTGCACCGGTCCACCGACC 

 Q  A  P  V  G  H  L  G  D  W  D  P  T  G  T  V  L  V  T  G  G  T  G  G  I  G  A  H  V  A  R  W  L  A    

 

 CCGCGAGGGGCGCCGAGCACCTGCTGCTCACCAGCAGGCGCGGGCCGGACGCCGACGGCGCGGAGGAACTGCGCGCCGAACTGACCGGGCTCGGCGCGCA   

 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 11400 

 GGCGCTCCCCGCGGCTCGTGGACGACGAGTGGTCGTCCGCGCCCGGCCTGCGGCTGCCGCGCCTCCTTGACGCGCGGCTTGACTGGCCCGAGCCGCGCGT 

   A  R  G  A  E  H  L  L  L  T  S  R  R  G  P  D  A  D  G  A  E  E  L  R  A  E  L  T  G  L  G  A  Q   

 

 GGTGACGATCGCCGCCTGCGACGTCGCCGACCGCGACGCGCTGGCGAAGCTGCTGGCGTCGGTGCCGGAGGAGTTCCCGCTCACCGCCGTCATGCACACG 

 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 11500 

 CCACTGCTAGCGGCGGACGCTGCAGCGGCTGGCGCTGCGCGACCGCTTCGACGACCGCAGCCACGGCCTCCTCAAGGGCGAGTGGCGGCAGTACGTGTGC 

  V  T  I  A  A  C  D  V  A  D  R  D  A  L  A  K  L  L  A  S  V  P  E  E  F  P  L  T  A  V  M  H  T    

 

 GCGGGCATCCTGGACGACGGCGTGCTCACCGCGCTCACCCCGGAGCGGCTCGCCGCCGTGCTGCGGCCGAAGGTCGAGGCCGCGATCCACCTGGACGAGC   

 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 11600 

 CGCCCGTAGGACCTGCTGCCGCACGAGTGGCGCGAGTGGGGCCTCGCCGAGCGGCGGCACGACGCCGGCTTCCAGCTCCGGCGCTAGGTGGACCTGCTCG 

 A  G  I  L  D  D  G  V  L  T  A  L  T  P  E  R  L  A  A  V  L  R  P  K  V  E  A  A  I  H  L  D  E  L    

 

 TGACCAGGGACCAGGAGCTGTCGGCGTTCGTGCTGTTCTCCTCGATCTCCGGCACGTTCGGCGCGATCGCCCAGGGCAGCTACTCGGCCGCCAACGCCTT   

 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 11700 

 ACTGGTCCCTGGTCCTCGACAGCCGCAAGCACGACAAGAGGAGCTAGAGGCCGTGCAAGCCGCGCTAGCGGGTCCCGTCGATGAGCCGGCGGTTGCGGAA 

   T  R  D  Q  E  L  S  A  F  V  L  F  S  S  I  S  G  T  F  G  A  I  A  Q  G  S  Y  S  A  A  N  A  F    

 

 CCTCGACGCCTTCGCCGAACGGCGTGTGGCCGCGGGCCTGCCCGCCACCTCGGTGGCGTGGGGCCCGTGGGGCGGCGGCGGCATGGTCGGCGAGAAGCTC 

 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 11800 

 GGAGCTGCGGAAGCGGCTTGCCGCACACCGGCGCCCGGACGGGCGGTGGAGCCACCGCACCCCGGGCACCCCGCCGCCGCCGTACCAGCCGCTCTTCGAG 

  L  D  A  F  A  E  R  R  V  A  A  G  L  P  A  T  S  V  A  W  G  P  W  G  G  G  G  M  V  G  E  K  L    

 

 GCCGAGATCCTGCGCAGCCGCGGCACCGCCCCGTTCGAGCCCGAGCTGGCCATCGCCACGCTGGACCGCGCCCTGCGCCAGGACGGCCCCGCCGTCCTCG   

 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 11900 

 CGGCTCTAGGACGCGTCGGCGCCGTGGCGGGGCAAGCTCGGGCTCGACCGGTAGCGGTGCGACCTGGCGCGGGACGCGGTCCTGCCGGGGCGGCAGGAGC 

 A  E  I  L  R  S  R  G  T  A  P  F  E  P  E  L  A  I  A  T  L  D  R  A  L  R  Q  D  G  P  A  V  L  V       

 

 TCGTGGCGGACATCGACTGGAACGTGTACGCGCCGTCGCTGCCCGCCTCGCTGCTGCGGGACCTGCCCGCCGCGCGCAAGGCCCCGGCCCCCGTCGAGGA   

 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 12000 

 AGCACCGCCTGTAGCTGACCTTGCACATGCGCGGCAGCGACGGGCGGAGCGACGACGCCCTGGACGGGCGGCGCGCGTTCCGGGGCCGGGGGCAGCTCCT 

   V  A  D  I  D  W  N  V  Y  A  P  S  L  P  A  S  L  L  R  D  L  P  A  A  R  K  A  P  A  P  V  E  E 

 

 GGCGGCGCCGCAGGACCTCGCGGCCGAACTCGCCGCACTGCCAGGGCCGGACCGGGAGCGCGTCGTGCTGGACCTGGTGCGCGAGCAGGTCGCCGCCGTC 

 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 12100 

 CCGCCGCGGCGTCCTGGAGCGCCGGCTTGAGCGGCGTGACGGTCCCGGCCTGGCCCTCGCGCAGCACGACCTGGACCACGCGCTCGTCCAGCGGCGGCAG 

  A  A  P  Q  D  L  A  A  E  L  A  A  L  P  G  P  D  R  E  R  V  V  L  D  L  V  R  E  Q  V  A  A  V    

 

 CTCGGCTACGACAGCAGCACCCAGGTCGAACCCGGCCGGGCGTTCAAGGACCTGGGCTTCGACTCGCTCACCGCGGTCGAGTTCCGCAACGTGTTCAACT   

 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 12200 

 GAGCCGATGCTGTCGTCGTGGGTCCAGCTTGGGCCGGCCCGCAAGTTCCTGGACCCGAAGCTGAGCGAGTGGCGCCAGCTCAAGGCGTTGCACAAGTTGA 

 L  G  Y  D  S  S  T  Q  V  E  P  G  R  A  F  K  D  L  G  F  D  S  L  T  A  V  E  F  R  N  V  F  N  S    
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 CGGCCACCGGGTTGAGCCTGCCCTCGACGCTCGTCTTCGACCACCCCAACCCGGCCGCGCTCGCCGCCCACGTGCTGGACCAGCTGGTGGGAATGGGCAC   

 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 12300 

 GCCGGTGGCCCAACTCGGACGGGAGCTGCGAGCAGAAGCTGGTGGGGTTGGGCCGGCGCGAGCGGCGGGTGCACGACCTGGTCGACCACCCTTACCCGTG 

   A  T  G  L  S  L  P  S  T  L  V  F  D  H  P  N  P  A  A  L  A  A  H  V  L  D  Q  L  V  G  M  G  T    

 

 GCCGACCATCGACGCGGAGCTGGACCGGCTGGAGGCCGCGCTGTCCCTCCTGACGCCGGACCCCCAGCAGACCACCGCCGTCGGCGACCGCCTCCGCGCC 

 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 12400 

 CGGCTGGTAGCTGCGCCTCGACCTGGCCGACCTCCGGCGCGACAGGGAGGACTGCGGCCTGGGGGTCGTCTGGTGGCGGCAGCCGCTGGCGGAGGCGCGG 

  P  T  I  D  A  E  L  D  R  L  E  A  A  L  S  L  L  T  P  D  P  Q  Q  T  T  A  V  G  D  R  L  R  A   

  

 CTGCTGTCCCGCTGGGACGAGGCGCACACCGCCACGGAAACCACCGCGTCCGGGCCGGACGCGCGCACCGCTTCGGCGGACGAACTTCTCGCACTCCTTG   

 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 12500 

 GACGACAGGGCGACCCTGCTCCGCGTGTGGCGGTGCCTTTGGTGGCGCAGGCCCGGCCTGCGCGCGTGGCGAAGCCGCCTGCTTGAAGAGCGTGAGGAAC 

 L  L  S  R  W  D  E  A  H  T  A  T  E  T  T  A  S  G  P  D  A  R  T  A  S  A  D  E  L  L  A  L  L  D   

  

 ATGAACAACTCGGTAGGTCTTGACCCGATGAACTCGCTTGAAAGGTCGCAACACATGTCGAACGAGGAGAAGTACCTCGACTACCTCCGGCGAGCCACGG   

 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 12600 

 TACTTGTTGAGCCATCCAGAACTGGGCTACTTGAGCGAACTTTCCAGCGTTGTGTACAGCTTGCTCCTCTTCATGGAGCTGATGGAGGCCGCTCGGTGCC 

   E  Q  L  G  R  S  *                                 M  S  N  E  E  K  Y  L  D  Y  L  R  R  A  T  V    

 

 TGGACCTCCAGGAGGCGCGTGGCAAGCTCCGCGAGGTCGAGGAGCGCGAGGTCGAGCCCATCGCGATCGTCGCGATGAGCTGCCGGTTCCCCGGCGGCGT 

 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 12700 

 ACCTGGAGGTCCTCCGCGCACCGTTCGAGGCGCTCCAGCTCCTCGCGCTCCAGCTCGGGTAGCGCTAGCAGCGCTACTCGACGGCCAAGGGGCCGCCGCA 

   D  L  Q  E  A  R  G  K  L  R  E  V  E  E  R  E  V  E  P  I  A  I  V  A  M  S  C  R  F  P  G  G  V    

 

 CCGCTCGCCGGAGGACCTCTGGCAGCTCCTGGCGGACGGCCGTGACGCCGTCTCCGAGTTCCCCACCAACCGCGGCTGGGACCTGGAGCGGCTCTACGAC   

 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 12800   

 GGCGAGCGGCCTCCTGGAGACCGTCGAGGACCGCCTGCCGGCACTGCGGCAGAGGCTCAAGGGGTGGTTGGCGCCGACCCTGGACCTCGCCGAGATGCTG 

  R  S  P  E  D  L  W   Q  L  L  A  D  G  R  D  A  V  S  E  F  P  T  N  R  G  W  D  L  E  R  L  Y  D   

  

 CAGAACCCCGAGCAGCAGGGGACCAGCTACACCCGCGAGGGTGCCTTCCTGCACGACGCCGACGAGTTCGACCCGGCGTTCTTCGGGATCTCGCCGCGCG   

 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 12900 

 GTCTTGGGGCTCGTCGTCCCCTGGTCGATGTGGGCGCTCCCACGGAAGGACGTGCTGCGGCTGCTCAAGCTGGGCCGCAAGAAGCCCTAGAGCGGCGCGC 

 Q  N  P  E  Q  Q  G  T  S  Y  T  R  E  G  A  F  L  H  D  A  D  E  F  D  P  A  F  F  G  I  S  P  R  E    

 

 AGGCCGCCGCGATGGACCCGCAGCAGCGGCTCCTGCTCGAAACGTCCTGGGAGGCGTTCGAGCGGGCGGGCATCGACCCGAACTCGGCGCGCGGCAGCAA 

 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 13000 

 TCCGGCGGCGCTACCTGGGCGTCGTCGCCGAGGACGAGCTTTGCAGGACCCTCCGCAAGCTCGCCCGCCCGTAGCTGGGCTTGAGCCGCGCGCCGTCGTT 

   A  A  A  M  D  P  Q  Q  R  L  L  L  E  T  S  W  E  A  F  E  R  A  G  I  D  P  N  S  A  R  G  S  K    

 

 GACCGGTGTCTTCATCGGCACCAACGGCCAGGGCTACCTGGCGCGCCTCGCCAAGGGCGGCGTGCCGGACGGCTACGAGGGCTACTTCCTCACCGGCAAC   

 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 13100 

 CTGGCCACAGAAGTAGCCGTGGTTGCCGGTCCCGATGGACCGCGCGGAGCGGTTCCCGCCGCACGGCCTGCCGATGCTCCCGATGAAGGAGTGGCCGTTG 

  T  G  V  F  I  G  T  N  G  Q  G  Y  L  A  R  L  A  K  G  G  V  P  D  G  Y  E  G  Y  F  L  T  G  N    

 

 GCGGCCAGCGTCGTGTCCGGCCGCATCTCCTACGTCCTCGGCTTAGAGGGCCCCGCCCTGACCATCGACACCGCCTGCTCGTCGTCCCTGGTCGCCCTGC   

 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 13200 

 CGCCGGTCGCAGCACAGGCCGGCGTAGAGGATGCAGGAGCCGAATCTCCCGGGGCGGGACTGGTAGCTGTGGCGGACGAGCAGCAGGGACCAGCGGGACG 

 A  A  S  V  V  S  G  R  I  S  Y  V  L  G  L  E  G  P  A  L  T  I  D  T  A  C  S  S  S  L  V  A  L  H    
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 ACCTCGCCGTGCACGCGCTCCGGCACAGGGAGTGCGGGCTCGCCCTCGCGGGCGGCGTCACCGTGATGTCGACGCCCGACACCTTCGTCGAGTTCAGCCG 

 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 13300 

 TGGAGCGGCACGTGCGCGAGGCCGTGTCCCTCACGCCCGAGCGGGAGCGCCCGCCGCAGTGGCACTACAGCTGCGGGCTGTGGAAGCAGCTCAAGTCGGC 

   L  A  V  H  A  L  R  H  R  E  C  G  L  A  L  A  G  G  V  T  V  M  S  T  P  D  T  F  V  E  F  S  R   

 

 CCAGCGCGGCCTCGCCGAGAACGGCCGCTGCAAGCCCTTCGCCGACGCCGCCGACGGCACCGGCTGGGGCGAGGGCGCGGGCCTCCTGCTCCTTGAGCGC 

 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 13400 

 GGTCGCGCCGGAGCGGCTCTTGCCGGCGACGTTCGGGAAGCGGCTGCGGCGGCTGCCGTGGCCGACCCCGCTCCCGCGCCCGGAGGACGAGGAACTCGCG 

  Q  R  G  L  A  E  N  G  R  C  K  P  F  A  D  A  A  D  G  T  G  W  G  E  G  A  G  L  L  L  L  E  R   

 

 CTGTCCGACGCCCAGCGCAACGGCCACCCGATCCTCGGCGTGGTACGCGGTTCGGCGGTCAACCAGGACGGCGCGTCCAACGGCCTCACCGCCCCGAACG 

 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 13500 

 GACAGGCTGCGGGTCGCGTTGCCGGTGGGCTAGGAGCCGCACCATGCGCCAAGCCGCCAGTTGGTCCTGCCGCGCAGGTTGCCGGAGTGGCGGGGCTTGC 

 L  S  D  A  Q  R  N  G  H  P  I  L  G  V  V  R  G  S  A  V  N  Q  D  G  A  S  N  G  L  T  A  P  N  G   

      

 GCCCGTCGCAGCAGCGCGTCATCCGCCAGGCCCTGGCCCACTCGGGCCTCGCACCCTCCGACGTGGACGCCGTCGAGGCACACGGCACGGGCACGACGCT 

 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 13600 

 CGGGCAGCGTCGTCGCGCAGTAGGCGGTCCGGGACCGGGTGAGCCCGGAGCGTGGGAGGCTGCACCTGCGGCAGCTCCGTGTGCCGTGCCCGTGCTGCGA 

   P  S  Q  Q  R  V  I  R  Q  A  L  A  H  S  G  L  A  P  S  D  V  D  A  V  E  A  H  G  T  G  T  T  L   

     

 CGGTGACCCCATCGAGGCCCAGGCGCTCCTCGCCACCTACGGCCAGAACAGGGCCGCCGACCGGCCGCTGTGGCTGGGCGCCCTGAAGTCGAACATCGGC 

 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 13700 

 GCCACTGGGGTAGCTCCGGGTCCGCGAGGAGCGGTGGATGCCGGTCTTGTCCCGGCGGCTGGCCGGCGACACCGACCCGCGGGACTTCAGCTTGTAGCCG  

  G  D  P  I  E  A  Q  A  L  L  A  T  Y  G  Q  N  R  A  A  D  R  P  L  W  L  G  A  L  K  S  N  I  G   

 

 CACACCCAGGCGGTTTCCGGCGTCGCTGGCGTGATGAAGATGGTCCTCGCGATGCAGCACCGCGTGCTGCCGAAGACCCTCCACGTGGACAAGCCGTCCT 

 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 13800 

 GTGTGGGTCCGCCAAAGGCCGCAGCGACCGCACTACTTCTACCAGGAGCGCTACGTCGTGGCGCTCGAGCCGTTCTGGGAGGTGCACCTGTTCGGCAGGA 

 H  T  Q  A  V  S  G  V  A  G  V  M  K  M  V  L  A  M  Q  H  R  V  L  P  K  T  L  H  V  D  K  P  S  S   

  

 CGCACGTCGACTGGTCGGCGGGCGCGGTGGAGCTGCTGACCGAGGCCCGGTCGTGGCCGGAGACCGGCAGGCCGTGGCGAGCGGGTGTGTCGTCGTTCGG 

 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 13900 

 GCGTGCAGCTGACCAGCCGCCCGCGCCACCTCGACGACTGGCTCCGGGCCAGCACCGGCCTCTGGCCGTCCGGCACCGCTCGCCCACACAGCAGCAAGCC 

   H  V  D  W  S  A  G  A  V  E  L  L  T  E  A  R  S  W  P  E  T  G  R  P  W  R  A  G  V  S  S  F  G   

    

 CGTCAGCGGCACCAACGCGCACGTCATCGTCGAACAGGCTCCTGTCAATGAGCAG 

 ---------+---------+---------+---------+---------+----- 13955 

 GCAGTCGCCGTGGTTGCGCGTGCAGTAGCAGCTTGTCCGAGGACAGTTACTCGTC 

  V  S  G  T  N  A  H  V  I  V  E  Q  A  P  V  N  E  Q  



 

  

 

   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                              
 
 
 
ANEXO III 

Secuencia de nucleótidos de 2850 pb aisladas del cromosoma de Streptomyces sp. CO-

AC25 que alberga el extremo 5´ terminal del gen orf7 así como los genes completos orf8 y orf9. 

Se muestra la secuencia de aminoácidos deducida de cada región abierta de lectura. En negrita 

se marca la secuencia de nucleótidos codificante y con flechas los inicios de transcripción de 

cada gen.   
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 GCGTCGTGGAGGAAGCCGCCTTCGCGGACGTAGCTGGTGCCGGGCCGGTCGGGGTCGGTGTCGTAGAGGGCGGCGAGGTCCCAGCCGCGGTCGGCGGGGA 

 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 100 

 CGCAGCACCTCCTTCGGCGGAAGCGCCTGCATCGACCACGGCCCGGCCAGCCCCAGCCACAGCATCTCCCGCCGCTCCAGGGTCGGCGCCAGCCGCCCCT 

  A  D  H  L  F  G  G  E  R  V  Y  S  T  G  P  R  D  P  D  T  D  Y  L  A  A  L  D  W  G  R  D  A  P 

  

 AGCCGGAGATGGCGTCGACGCCGTCGGCGACCAGCTGCCACAGCTCCTCGGGGGTTTCGACGCCGCCGGGCAGGCGGCAGCTCATGGCGACGATGGCGAT 

 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 200    

 TCGGCCTCTACCGCAGCTGCGGCAGCCGCTGGTCGACGGTGTCGAGGAGCCCCCAAAGCTGCGGCGGCCCGTCCGCCGTCGAGTACCGCTGCTACCGCTA 

 F  G  S  I  A  D  V  G  D  A  V  L  Q  W  L  E  E  P  T  E  V  G  G  P  L  R  C  S  M  A  V  I  A  I 

  

 GGGCTCGTCGTCGGCGCGCCGGGCCGTGGCGGGTACGTAGCCGGCGTCGGCGCTGTCGAAGAGTTCGGCGCGCAGATGGCGGGCGAGGCTGTCGGTGCTC 

 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 300    

 CCCGAGCAGCAGCCGCGCGGCCCGGCACCGCCCATGCATCGGCCGCAGCCGCGACAGCTTCTCAAGCCGCGCGTCTACCGCCCGCTCCGACAGCCACGAG 

   P  E  D  D  A  R  R  A  T  A  P  V  Y  G  A  D  A  S  D  F  L  E  A  R  L  H  R  A  L  S  D  T  S   

  

 GGGTAGTCGAAGACGGCGGTGACGGGCAGCTTGAGGCCGGTGGCGCCCTGCAGACGGCGGTGCAGCTCCACCGCGGTCAGGGAGTCCAGGCCCAGGTCGA 

 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 400 

 CCCATCAGCTTCTGCCGCCACTGCCCGTCGAACTCCGGCCACCGCGGGACGTCTGCCGCCACGTCGAGGTGGCGCCAGTCCCTCAGGTCCGGGTCCAGCT 

  P  Y  D  F  V  A  T  V  P  L  K  L  G  T  A  G  Q  L  R  R  H  L  E  V  A  T  L  S  D  L  G  L  D     

  

 GGAAGGGGCGGGAGAGGTCGCCGGGCGGGCGGGTGCCGTCCGCGCCGCCGAGGACCGCGGCGACCTGCTCGGCCACCACGGCGCGCAGCCGCCGTTCCTG 

 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 500 

 CCTTCCCCGCCCTCTCCAGCGGCCCGCCCGCCCACGGCAGGCGCGGCGGCTCCTGGCGCCGCTGGACGAGCCGGTGGTGCCGCGCGTCGGCGGCAAGGAC 

 L  F  P  R  S  L  D  G  P  P  R  T  G  D  A  G  G  L  V  A  A  V  Q  E  A  V  V 

  

  

 TTCCGCGCGCGGGCGGCCTTCAAGGGTGTCGCGCAGCTCTTCCGGGTGAGCCTCCGGGTGAGGCCGGGCCTCCGGGTGAGAATGGGCTGCGAATTCCTCG 

 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 600   

 AAGGCGCGCGCCCGCCGGAAGTTCCCACAGCGCGTCGAGAAGGCCCACTCGGAGGCCCACTCCGGCCCGGAGGCCCACTCTTACCCGACGCTTAAGGAGC 

  

 AAGTCGCTCATTGTTCCACTCCGTAGCACCGGCCATGATGGCTTTCAACAAATCCCTGACTGCACTCCGGGCGAAATCATCTGACGGCGCGGCGGGACGC 

 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 700 

 TTCAGCGAGTAACAAGGTGAGGCATCGTGGCCGGTACTACCGAAAGTTGTTTAGGGACTGACGTGAGGCCCGCTTTAGTAGACTGCCGCGCCGCCCTGCG 

 

 ACGGAAACCAGGAATCCGGGACTCGTCGGTGATTCCCCCGAGAAGCTGCGAACTCCTGTGACCGCACGGATTCCTGAGCGGATTACTGAAATGTTCAGGA 

 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 800    

 TGCCTTTGGTCCTTAGGCCCTGAGCAGCCACTAAGGGGGCTCTTCGACGCTTGAGGACACTGGCGTGCCTAAGGACTCGCCTAATGACTTTACAAGTCCT 

  

 ACACCGACATACCCGACCGGGCTTCAGACAAATTTGCCCACAATACCTGTGCAGGCTAACAGTGCGGCCTTCGTCGCCCCTACCCCTAAGCGGCCCCTAT 

 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 900    

 TGTGGCTGTATGGGCTGGCCCGAAGTCTGTTTAAACGGGTGTTATGGACACGTCCGATTGTCACGCCGGAAGCAGCGGGGATGGGGATTCGCCGGGGATA 

 

 GGCGCCCGGATGCGGGGCGGATATAGGGGTGTTCGGGATTCTCGCCCGGCCCTAGGGTCGGGATCGTGGAAAACGCTGTCCGGGTTGAGAATCTGGTGAA 

 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 1000 

 CCGCGGGCCTACGCCCCGCCTATATCCCCACAAGCCCTAAGAGCGGGCCGGGATCCCAGCCCTAGCACCTTTTGCGACAGGCCCAACTCTTAGACCACTT 

                                                                                                V  K   

 

   

 ACAGTACGCGTCCAACGCACGCCGCGTGGTCGACGGCCTGAGCTTCGATGTGTATCGGGGCGAGGTGTTCGGACTGCTCGGCCCCAATGGCGCGGGGAAA 

 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 1100   

 TGTCATGCGCAGGTTGCGTGCGGCGCACCAGCTGCCGGACTCGAAGCTACACATAGCCCCGCTCCACAAGCCTGACGAGCCGGGGTTACCGCGCCCCTTT 

  Q  Y  A  S  N  A  R  R  V  V  D  G  L  S  F  D  V  Y  R  G  E  V  F  G  L  L  G  P  N  G  A  G  K   

 

orf7 

RBS 

EcoRI 

orf8 

RBS 

ACP 

Walker A 
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 AGCACCACGGTGGGGATGATGACCACCCGGGTGCGGCCGACCTCGGGCAGCGTCGTGATCGACGGTGTCGACGTGGTCGCGCGACCGAGAGAGGCGAAAC 

 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 1200   

 TCGTGGTGCCACCCCTACTACTGGTGGGCCCACGCCGGCTGGAGCCCGTCGCAGCACTAGCTGCCACAGCTGCACCAGCGCGCTGGCTCTCTCCGCTTTG  

 S  T  T  V  G  M  M  T  T  R  V  R  P  T  S  G  S  V  V  I  D  G  V  D  V  V  A  R  P  R  E  A  K  R   

  

 GCGTCCTGGCGGTGGTGCCGCAGCGCAACAACCTCGACCGGTCGTTGACGGTGCGTCAGAACCTGTTGTTCCACGCCAAGTACCACGGGATCCCGGGTGC 

 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 1300 

 CGCAGGACCGCCACCACGGCGTCGCGTTGTTGGAGCTGGCCAGCAACTGCCACGCAGTCTTGGACAACAAGGTGCGGTTCATGGTGCCCTAGGGCCCACG 

   V  L  A  V  V  P  Q  R  N  N  L  D  R  S  L  T  V  R  Q  N  L  L  F  H  A  K  Y  H  G  I  P  G  A  

  

 CGAGCGGCGGCAGCGGGCCGATGAGCTCCTCGATCAGATGGGCCTCGCGGACTACCGCAAGTCGAAGGTCGACGACATGTCCGGCGGGCAGGTGCAGCGC 

 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 1400   

 GCTCGCCGCCGTCGCCCGGCTACTCGAGGAGCTAGTCTACCCGGAGCGCCTGATGGCGTTCAGCTTCCAGCTGCTGTACAGGCCGCCCGTCCACGTCGCG 

  E  R  R  Q  R  A  D  E  L  L  D  Q  M  G  L  A  D  Y  R  K  S  K  V  D  D  M  S  G  G  Q  V  Q  R  

 

 GTGATGATCGCCCGCGCCCTGATCCACCGGCCGAACGTGCTGTTCCTCGACGAGCCCGCGACGGGTCTCGACCCGCAGGCGCGCCTGTTCGTGCACGAGC 

 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 1500   

 CACTACTAGCGGGCGCGGGACTAGGTGGCCGGCTTGCACGACAAGGAGCTGCTCGGGCGCTGCCCAGAGCTGGGCGTCCGCGCGGACAAGCACGTGCTCG 

 V  M  I  A  R  A  L  I  H  R  P  N  V  L  F  L  D  E  P  A  T  G  L  D  P  Q  A  R  L  F  V  H  E  R  

 

 GGGTCGCCGAACTCGCCGAGCGCGGCGTGACGGTGGTCGTCACCACCCACGACATGGACGAGGCCGCCAAGCTGTGCGACCGCGTCGGCATCGTGGACCG 

 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 1600 

 CCCAGCGGCTTGAGCGGCTCGCGCCGCACTGCCACCAGCAGTGGTGGGTGCTGTACCTGCTCCGGCGGTTCGACACGCTGGCGCAGCCGTAGCACCTGGC 

   V  A  E  L  A  E  R  G  V  T  V  V  V  T  T  H  D  M  D  E  A  A  K  L  C  D  R  V  G  I  V  D  R 

 

 GGGCACCCTGCTCGCCCTGGACACCCCGGAGGGCCTCGGCAAGATCCTGCCCGCGCACTCGACGCTGGCCCTGACGGTGGAGTCGCCGCAGGGCCCGGCG 

 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 1700   

 CCCGTGGGACGAGCGGGACCTGTGGGGCCTCCCGGAGCCGTTCTAGGACGGGCGCGTGAGCTGCGACCGGGACTGCCACCTCAGCGGCGTCCCGGGCCGC 

  G  T  L  L  A  L  D  T  P  E  G  L  G  K  I  L  P  A  H  S  T  L  A  L  T  V  E  S  P  Q  G  P  A 

 

 CCGGTGGCGAAGCTGCTGTCCGACCTTCCCGGGGTGCGGCAGGTCGACGAAGTGGACCCGGAGAACCCGCCCGCGGAGGGCGGCTTCCGGTTCCGTATCT 

 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 1800   

 GGCCACCGCTTCGACGACAGGCTGGAAGGGCCCCACGCCGTCCAGCTGCTTCACCTGGGCCTCTTGGGCGGGCGCCTCCCGCCGAAGGCCAAGGCATAGA 

 P  V  A  K  L  L  S  D  L  P  G  V  R  Q  V  D  E  V  D  P  E  N  P  P  A  E  G  G  F  R  F  R  I  Y  

 

 ATACGGACACCGAGCCGGTGGCGGCGCTCCAGCCGGCGCTCGCCGCGCTGACCGGCGGGGACTTCCGGGTGACGGACGTCGGCGTCGGAAAGGTGTCCCT 

 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 1900 

 TATGCCTGTGGCTCGGCCACCGCCGCGAGGTCGGCCGCGAGCGGCGCGACTGGCCGCCCCTGAAGGCCCACTGCCTGCAGCCGCAGCCTTTCCACAGGGA 

   T  D  T  E  P  V  A  A  L  Q  P  A  L  A  A  L  T  G  G  D  F  R  V  T  D  V  G  V  G  K  V  S  L   

 

 GGAAGACGTCTTTCTCCACCTCACCGGAAAGAATCTGCGATGACTACGTCGGCCACGGCCGCACCGGCCTCGCGGCAGTTGCACACGTTCGGCGCCATCA 

 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 2000   

 CCTTCTGCAGAAAGAGGTGGAGTGGCCTTTCTTAGACGCTACTGATGCAGCCGGTGCCGGCGTGGCCGGAGCGCCGTCAACGTGTGCAAGCCGCGGTAGT 

  E  D  V  F  L  H  L  T  G  K  N  L  R  * 

                                        M  T  T  S  A  T  A  A  P  A  S  R  Q  L  H  T  F  G  A  I  M    

 

 

 TGTGGCGCGACGTGTTCGTCGCCCTGCGCCAGTTCCCCACGTTCATCGGCCAGGCCATCATCCAGCCGTTCTTCACGCTGTTCGTGTTCGGTGTGCTGCT 

 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 2100   

 ACACCGCGCTGCACAAGCAGCGGGACGCGGTCAAGGGGTGCAAGTAGCCGGTCCGGTAGTAGGTCGGCAAGAAGTGCGACAAGCACAAGCCACACGACGA 

   W  R  D  V  F  V  A  L  R  Q  F  P  T  F  I  G  Q  A  I  I  Q  P  F  F  T  L  F  V  F  G  V  L  L  

 

  

 

ORF9 

lazo 3 

Walker B 
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 GAGCGACGCGGGCTATGTGGACGGCGACTACAGTGCCGTGCTGCTGCCCGGTGTCCTGGCCCTGAACGGATTCCTCGGCGGCATGCAGAACACGGCACTG 

 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 2200 

 CTCGCTGCGCCCGATACACCTGCCGCTGATGTCACGGCACGACGACGGGCCACAGGACCGGGACTTGCCTAAGGAGCCGCCGTACGTCTTGTGCCGTGAC 

  S  D  A  G  Y  V  D  G  D  Y  S  A  V  L  L  P  G  V  L  A  L  N  G  F  L  G  G  M  Q  N  T  A  L   

 

 CCGCTCGTCGTGGACTTCTCGTACACGCGGGAGATCGAGGACCGGCTCCTTTCGCCGATCTCGCTGAGCCTGGTGGCCGTCGAGAAGATTCTCTTCGGCG 

 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 2300   

 GGCGAGCAGCACCTGAAGAGCATGTGCGCCCTCTAGCTCCTGGCCGAGGAAAGCGGCTAGAGCGACTCGGACCACCGGCAGCTCTTCTAAGAGAAGCCGC 

 P  L  V  V  D  F  S  Y  T  R  E  I  E  D  R  L  L  S  P  I  S  L  S  L  V  A  V  E  K  I  L  F  G  A   

    

 CGCTGTACGGCTTCGTGGCGTCGCTGATGATGACGCCGGTCGGCATGATCCTTCTTGACCTGTCGTGGCCGATCAGCAAGACCATTCCGGCTCTGGGCAT 

 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 2400   

 GCGACATGCCGAAGCACCGCAGCGACTACTACTGCGGCCAGCCGTACTAGGAAGAACTGGACAGCACCGGCTAGTCGTTCTGGTAAGGCCGAGACCCGTA 

   L  Y  G  F  V  A  S  L  M  M  T  P  V  G  M  I  L  L  D  L  S  W  P  I  S  K  T  I  P  A  L  G  I 

 

 CGCCGGGCTCGGCGCGCTCGCGGGTGCCTCGATCGGTCTGTGCCTCGGCACGTCGGTGAGCAGCGACAAGGTCGACGTGATGTTCACGCTGGTCCTGATG 

 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 2500 

 GCGGCCCGAGCCGCGCGAGCGCCCACGGAGCTAGCCAGACACGGAGCCGTGCAGCCACTCGTCGCTGTTCCAGCTGCACTACAAGTGCGACCAGGACTAC 

  A  G  L  G  A  L  A  G  A  S  I  G  L  C  L  G  T  S  V  S  S  D  K  V  D  V  M  F  T  L  V  L  M   

 

 CCGCTGCTGTTCACGGGCTCGACGCAGTTCCCGCTGGTCGCGCTCGACGAGGTGCGCTGGTTCCAGGTGATCTGCGGTGCCAATCCGCTGTCGTACGCCA 

 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 2600   

 GGCGACGACAAGTGCCCGAGCTGCGTCAAGGGCGACCAGCGCGAGCTGCTCCACGCGACCAAGGTCCACTAGACGCCACGGTTAGGCGACAGCATGCGGT 

 P  L  L  F  T  G  S  T  Q  F  P  L  V  A  L  D  E  V  R  W  F  Q  V  I  C  G  A  N  P  L  S  Y  A  S 

 

 GTGAGGGCATGCGGGCCGTGACGTCCCCGAACGTGGAGCACGTACCGCTGCCGATCACGCTGATCGTGCTCGTCGGGTCGATCACGCTGTTCGCGTCCAT 

 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 2700   

 CACTCCCGTACGCCCGGCACTGCAGGGGCTTGCACCTCGTGCATGGCGACGGCTAGTGCGACTAGCACGAGCAGCCCAGCTAGTGCGACAAGCGCAGGTA 

   E  G  M  R  A  V  T  S  P  N  V  E  H  V  P  L  P  I  T  L  I  V  L  V  G  S  I  T  L  F  A  S  I 

  

 CGGTATCCGCGGGTTCCTCAAGCGCGCGCAGACGTGAGCGGAGGCCCATCGGCCCCTGCTCGCACGAAGGGCCCCGAAGCGGAGTCAGCCGCTTCGGGGC 

 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 2800 

 GCCATAGGCGCCCAAGGAGTTCGCGCGCGTCTGCACTCGCCTCCGGGTAGCCGGGGACGAGCGTGCTTCCCGGGGCTTCGCCTCAGTCGGCGAAGCCCCG 

  G  I  R  G  F  L  K  R  A  Q  T  * 

 

 CCTTCGTCCGTGCCCGGCCCGGTCAGTCCTCGGGCAGGTCGACCGGGGCC 

 ---------+---------+---------+---------+---------+ 2850   

 GGAAGCAGGCACGGGCCGGGCCAGTCAGGAGCCCGTCCAGCTGGCCCCGG 
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