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DESCRIPCION
Particulas similares al virus de la influenza (VLP) que contienen hemaglutinina producida dentro de una planta
Campo de la invencion

La presente invencion se relaciona con la produccién de particulas similares a virus. Mas especificamente, la
presente invenciéon esta dirigida a la produccion de particulas similares a virus que comprenden antigenos de
influenza.

Antecedentes de la invencion

La influenza es la causa principal de muerte en seres humanos debido a un virus respiratorio. Los sintomas
comunes incluyen fiebre, dolor de garganta, respiracion entrecortada y dolor muscular, entre otros. Durante la
temporada de gripe, los virus de la influenza infectan 10 - 20% de la poblacion en todo el mundo, conduciendo a 250
- 500.000 muertes anualmente.

Los virus de la influenza son virus encapsulados que brotan de la membrana plasmatica de células de mamiferos
infectados. Se clasifican en tipos A, B o C, con base en las nucleoproteinas y antigenos de matriz de proteina
presentes. Los virus de la influenza tipo A pueden ademas dividirse en subtipos de acuerdo con la combinacion de
glicoproteinas de superficie de hemaglutinina (HA) y neuraminidasa (NA) presentes. La HA controla la capacidad del
virus para unirse y penetrar la célula huésped. La NA remueve residuos de acido sidlico terminal de las cadenas de
glicano en la célula huésped y las proteinas de la superficie viral, lo cual evita la agregacion viral y facilita la
movilidad del virus. Actualmente, se reconocen los subtipos 16 HA (H1 - H16) y 9 NA (N1 - N9). Cada virus de
influenza del tipo A presenta un tipo de glicoproteina HA y un tipo de glicoproteina NA. Generalmente, cada subtipo
exhibe una especificidad de especie; por ejemplo, se sabe que todos los subtipos de HA y NA infectan aves,
mientras que solo los subtipos H1, H2, H3, H5, H7, H9, H10, N1, N2, N3 y N7 han demostrado que infectan seres
humanos (Horimoto 2006; Suzuki 2005). Los virus de la influenza que comprenden H5, H7 y H9 se consideran las
formas mas altamente patégenas de virus de influenza A, y es mas probable que causen futuras pandemias.

Las pandemias de influenza son usualmente causadas por virus de influenza altamente transmisibles y virulentos, y
pueden conducir a niveles elevados de enfermedad y muerte a escala mundial. El surgimiento de nuevos subtipos
de influenza A dio como resultado 4 pandemias mayores en el siglo 20. La gripe espafiola, causada por un virus
H1N1, en 1918 - 1919 condujo a la muerte a mas de 50 millones de personas en todo el mundo entre 1917 y 1920.
Actualmente, el riesgo de surgimiento de un nuevo subtipo, o de la transmisiéon a seres humanos de un subtipo
endémico en animales, esta siempre presente. De interés especial es una forma altamente virulenta de una
influenza aviar (también llamada “gripe aviar”), brotes de los cuales han sido reportados en varios paises alrededor
del mundo. En muchos casos, esta gripe aviar puede resultar en tasas de mortalidad cercanas al 100% en un lapso
de 48 horas. La diseminacion del virus de influenza aviar (H5N1), identificada primero en Hong Kong en 1997, a
otros paises asiaticos y europeos se ha postulado que esta relacionado con los patrones migratorios de aves
silvestres.

El método actual para combatir la influenza en seres humanos es por medio de vacunaciéon anual. La vacuna es
usualmente una combinacion de varias cepas que se predice son las cepas dominantes para la “gripe de la
temporada” entrante. La prediccion es coordinada por la Organizacion Mundial de la Salud. Generalmente, el
numero de dosis de vacunas producidas cada afio no es suficiente para vacunar a la poblacion mundial. Por
ejemplo, Canada y los Estados Unidos obtienen suficientes dosis de vacunas para inmunizar alrededor de un tercio
de su poblacion, mientras solo 17% de la poblacién de la Unién Europea pueden ser vacunados. Es evidente que la
produccién actual en todo el mundo de vacuna contra la influenza podria ser insuficiente frente a una pandemia de
gripe en todo el mundo. Incluso si la producciéon anual necesaria pudiera de algin modo cumplirse en un afio
determinado, las cepas dominantes cambian de afio en afio, de modo que la acumulacién en momentos de menos
necesidad en el afio no es practica. La produccion econdémica a gran escala de una vacuna efectiva contra la
influenza es de interés significativo tanto para el gobierno como para la industria privada por igual.

Las reservas virales para su uso en vacunas son producidas en huevos fertilizados. Las particulas virales son
cosechadas, y para una vacuna viral inactivada, interrumpidas por medio de detergente para inactivarlas. Las
vacunas vivas atenuadas se elaboran a partir de virus de la influenza que fueron adaptados para crecer a baja
temperatura lo cual significa que a temperatura corporal normal, se atenda la vacuna. Tal vacuna se autoriza en los
Estados Unidos para su uso en individuos comprendidos entre 5 y 49 afios de edad. Las vacunas de virus enteros
inactivados no causan ningun dafio por la inactivacion con agentes quimicos y han sido producidas en huevos
embrionarios o en cultivos de células de mamiferos. Todos estos tipos de vacuna muestran algunas ventajas y
desventajas especificas. Una ventaja de vacunas derivadas de virus enteros es el tipo de inmunidad inducida por
tales vacunas. En general, las vacunas divididas inducen una fuerte respuesta de anticuerpos mientras las vacunas
elaboradas a partir de virus enteros inducen tanto una respuesta de anticuerpos (humoral) como celular. Aun cuando
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una respuesta de anticuerpos funcional es un criterio para obtener la licencia que se correlaciona con la proteccion
inducida por una vacuna, existe una evidencia cada vez mayor de que una respuesta de células T es también
importante en la inmunidad contra influenza - esto puede también proporcionar mejor proteccién en los ancianos.

Con el fin de inducir una respuesta inmune celular, se desarrollaron vacunas elaboradas a partir de virus completos.
Debido a la alta patogenicidad de la cepa de la influenza (por ejemplo, H5N1), estas vacunas son producidas en una
instalacion BL3+. Para cepas de influenza altamente patdégenas tales como HS5N1, algunos fabricantes han
modificado la secuencia génica de la hemaglutinina con el fin de reducir la patogenicidad de la cepa de la influenza y
volverla no virulenta y mas facilmente producida en huevos embrionarios o cultivos celulares de mamiferos. Otros
también utilizan cepas de influenza nuevamente mezcladas en las cuales las secuencias genéticas para las
proteinas de hemaglutinina y neuraminidasa se clonan en una cepa donadora de influenza poco patégena de alto
rendimiento (A/PR/8/34; Quan F-S et al, 2007). Aunque estos métodos pueden producir vacunas utiles, no
proporcionan una solucién a la necesidad de una produccion rapida, de bajo costo, y en gran volumen de vacunas a
escala necesaria para satisfacer la necesidad global en un afio normal, y es casi seguro que seria insuficiente frente
a una pandemia.

Al utilizar esta tecnologia genética inversa, se podria necesitar también mutar la secuencia genética de la proteina
HA para hacerla no virulenta. Para cepas de influenza altamente patégenas, la produccién de vacunas a partir de
virus completos requiere ya sea procedimientos de confinamiento o que las vacunas resultantes no coincidan
exactamente con la secuencia genética del virus circulante. En el caso de vacunas vivas atenuadas, existe aun un
riesgo de que la vacuna administrada pueda recombinarse con un virus de la influenza del huésped, conduciendo a
un nuevo virus de influenza.

Aunque este método mantiene el epitopo antigénico y las modificaciones después de la traduccion, existen una
cantidad de inconvenientes con este método, incluyendo el riesgo de contaminacién debido al uso de virus
completos y rendimientos variables dependiendo de la cepa del virus. Pueden presentarse niveles de proteccion por
debajo del 6ptimo por la heterogeneidad genética en el virus debido a su introduccién en los huevos. Otras
desventajas incluyen planificacion extensa para obtener los huevos, riesgos de contaminacion debidos a
compuestos quimicos utilizados en la purificacion, y largos periodos de producciéon. También, personas
hipersensibles a proteinas del huevo no pueden ser candidatas aptos para recibir la vacuna.

En el caso de una pandemia, la produccién de vacunas divididas se limita por la necesidad para adaptar la cepa
para ser cultivada en huevos y los rendimientos de produccion variable logrados. Aunque esta tecnologia ha sido
utilizada durante afios para la produccion de vacunas de temporada, dificiimente puede responder en un plazo
razonable a una pandemia y la capacidad de fabricacion a nivel mundial es limitada.

Para evitar el uso de huevos, los virus de la influenza también han sido producidos en cultivo de células de
mamifero, por ejemplo, en células MDCK o PERC.6, o similares. Otro enfoque es la genética inversa, en la cual se
producen virus por transformacién celular con genes virales. Estos métodos, sin embargo, también requieren el uso
de virus completos asi como métodos elaborados y ambientes de cultivo especificos.

Se han desarrollado diferentes productos recombinantes como candidatos de vacunas recombinantes contra
influenza. Estos procedimientos se han enfocado en la expresién, produccién y purificacion de proteinas HA y NA de
influenza tipo A, incluyendo la expresion de estas proteinas utilizando células de insectos infectadas con baculovirus
(Crawford et al, 1999; Johansson, 1999), vectores virales y construcciones de vacunas de ADN (Olsen et al., 1997).

Se conocen bien los detalles especificos de una infeccion de virus de la influenza. En pocas palabras, el ciclo
infeccioso se inicia por la union de la proteina HA de la superficie del virién a un receptor celular que contiene acido
sidlico (glicoproteinas y glicolipidos). La proteina NA media el procesamiento del receptor de acido sialico, y la
penetracion de virus en al célula depende de una endocitosis mediada por el receptor que depende de HA. En los
limites de acidez de los endosomas internalizados que contienen un virion de influenza, la proteina HA experimenta
cambios conformacionales que conducen a la fusion de membranas virales y celulares y el desprendimiento del
recubrimiento del virus y la liberacion mediada por M2 de proteinas Ml a partir de ribonucleoproteinas asociadas con
la nucleocapside (RNP), las cuales migran en el nucleo celular para la sintesis del ARN viral. Los anticuerpos para
las proteinas HA evitan la infeccion por virus neutralizando la infectividad viral, mientras que los anticuerpos para
proteinas NA median su efecto en etapas tempranas de la replicacion viral.

Crawford et al. (1999) divulga la expresion de HA de influenza en células de insectos infectadas con baculovirus. Las
proteinas expresadas son descritas como capaces de evitar una enfermedad de influenza letal causada por subtipos
de influenza H5 y H7 aviar. Johansson et al. (1999) ensefia que las proteinas HA y NA de influenza expresada en
baculovirus inducen respuestas inmunes en animales, superiores a aquellas inducidas por una vacuna convencional.
La inmunogenicidad y eficacia de la hemaglutinina expresada por baculovirus del virus de influenza equina se
comparé con un candidato de vacuna de ADN homodlogo (Olsen et al., 1997). Colectivamente, estos datos
demuestran que se puede inducir un alto grado de proteccion contra un desafio por parte del virus de la influenza
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con proteinas HA o NA recombinantes, utilizando varios enfoques experimentales y en diferentes modelos de
animales.

Ya que investigaciones previas han demostrado que las glicoproteinas superficiales de la influenza, HA y NA, son
los objetivos primarios para provocar inmunidad protectora contra el virus de la influenza y que M1 proporcione un
objetivo conservado para inmunidad celular para influenza, un nuevo candidato de vacuna puede incluir estos
antigenos virales como una particula macromolecular de proteina, tal como particulas similares a virus (VLP). Como
productos para vacunas, las VLP ofrecen la ventaja de ser mas inmunogénicas que la subunidad o los antigenos
recombinantes y son capaces de estimular tanto la respuesta inmune humoral como celular (Grgacic y Anderson,
2006). Ademas, la particula con estos antigenos de influenza pueden desplegar epitopos conformacionales que
producen anticuerpos neutralizantes para multiples cepas del virus de influenza.

La produccion de una cepa del virus de la influenza no infecciosa para propdsitos de vacunas es una forma para
evitar una infeccién inadvertida. Alternativamente, se han investigado particulas similares a virus (VLP) como
sustitutos para los virus cultivados. Las VLP imitan la estructura de la capside viral, aunque carecen de un genoma,
y de este modo no pueden replicar o proporcionar un medio para una infeccion secundaria.

Varios estudios han demostrado que las proteinas de influenza recombinantes se auto-ensamblan en las VLP en un
cultivo celular utilizando plasmidos de expresién de mamiferos o vectores de baculovirus (Gomez-Puertas et al.,
1999; Neumann et al., 2000; Latham y Galarza, 2001). Gomez-Puertas et al. (1999) divulgan que la formacion
eficiente de VLP de influenza depende de los niveles de expresion de varias proteinas virales. Neumann et al. (2000)
establecen un sistema basado en plasmidos de expresion de mamiferos para generar particulas infecciosas
similares al virus de la influenza completamente a partir de los ADNc clonados. Latham y Galarza (2001) reportaron
la formacion de las VLP de influenza en células de insectos infectadas con baculovirus recombinante que
coexpresan genes HA, NA, M1 y M2. Estos estudios demuestran que las proteinas del virion de influenza pueden
auto-ensamblarse después de la coexpresion en células eucariotas.

Gomez-Puertas et al. (2000) ensefian que, ademas de la hemaglutinina (HA), la proteina matriz (M1) del virus de la
influenza es esencial para la germinacion de VLP a partir de células de insectos. Sin embargo, Chen et al. (2007)
ensefian que M1 podria no ser requerida para la formacion de VLP y observaron que la liberacion eficiente de M1 y
las VLP requieren la presencia de HA y la actividad de sialidasa provista por NA. La NA escinde los acidos sialicos
de las glicoproteinas en la superficie de las células produciendo las VLP, y liberando las VLP en el medio.

Quan et al 2007 ensefian que una vacuna de VLP producida en un sistema de expresion de baculovirus (célula de
insecto) induce una inmunidad protectora contra algunas cepas del virus de la influenza (A/PR8/34 (H1N1)). Se
observo que las VLP estudiadas por Quan brotan de la membrana plasmatica, y se considerd que eran del tamafio y
morfologia correctos, similares a aquellas obtenidas en un sistema de mamifero (células MDCK).

Los virus encapsulados pueden obtener su envoltura lipidica cuando ‘brotan' fuera de la célula infectada y obtienen
la membrana de la membrana plasmatica, o de aquella de un organulo interno. Las particulas de virus de la
influenza y las VLP brotan de la membrana plasmatica de la célula huésped. En sistemas de células de mamiferos o
de baculovirus, por ejemplo, la influenza brota de la membrana plasmatica (Quan et al. 2007). Se sabe que sélo
unos pocos virus encapsulados infectan plantas (por ejemplo, miembros de los Tospovirus y Rabdovirus). Los virus
conocidos encapsulados de plantas, se caracterizan por brotar de las membranas internas de la célula huésped, y
no de la membrana plasmatica. Aunque un pequefio numero de VLP recombinantes han sido producidas en plantas
hospederas, ninguna se derivé de la membrana plasmatica, planteando la cuestion de que si las VLP derivadas de la
membrana plasmatica, incluyendo las VLP de influenza, pueden ser producidas en plantas.

Las tecnologias actuales para la produccion de VLP de influenza se basan en la coexpresion de multiples proteinas
virales, y esta dependencia representa una desventaja de estas tecnologias ya que en caso de una pandemia y de
epidemias anuales, el tiempo de respuesta es crucial para la vacunacion. Un sistema de producciéon mas simple de
VLP, que se basa en la expresion de solo una proteina viral es deseable para acelerar el desarrollo de la vacuna.

Con el fin de proteger a la poblacién mundial de la influenza y para evitar futuras pandemias, los fabricantes de
vacunas necesitaran desarrollar métodos rapidos, efectos para producir dosis de vacunas. El uso actual de huevos
fertilizados para producir vacunas es insuficiente e implica un proceso lento.

Resumen de la invencién
Un objetivo de la invencién es proporcionar particulas mejoradas similares al virus de la influenza (VLP).

La presente invenciéon también proporciona un método para producir particulas similares al virus de la influenza
(VLP) en una planta, que comprende:
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a) introducir un acido nucleico que comprende una secuencia de nucleotidos que codifica una hemaglutinina (HA) de
influenza, operativamente enlazada a una regién reguladora activa en la planta, dentro de la planta o una porcién de
la misma,

b) incubar la planta o una porcion de la misma bajo condiciones que permitan la expresion del acido nucleico,
produciendo asi las VLP,

cosechando la planta y purificando o separando las VLP del tejido vegetal, en donde las VLP tienen un tamafio en el
intervalo de 80 - 300 nm.

La presente invencion incluye el método anterior en donde, en la etapa de introduccion (etapa a), el acido nucleico
puede expresarse ya sea en forma transitoria en la planta, o expresarse en forma estable en la planta. Ademas, se
pueden purificar las VLP utilizando cromatografia por exclusién de tamano.

La presente invencion también proporciona una particula similar a virus (VLP) producida de acuerdo con el método
que comprende una proteina HA del virus de la influenza y uno o mas de un lipido de la planta.

También se incluye en la presente invenciéon una composicion que comprende una dosis efectiva de una VLP
producida de acuerdo con el método que comprende una proteina HA del virus de la influenza, uno o mas de un
lipido de la planta, y un portador farmacéuticamente aceptable.

También se contemplan fragmentos o porciones de proteinas HA que forman VLP en una planta.

La VLP puede comprender una proteina HA de uno o mas de un subtipo, incluyendo H1, H2, H3, H4, H5, H6, H7,
H8, H9, H10, H11, H12, H13, H14, H15 o H16 o un fragmento o porcién de los mismos. Ejemplos de subtipos que
comprenden tales proteinas HA incluyen A/Nueva Caledonia/20/99 (H1N1), A/Indonesia/5/2006 (H5N1),
Alpollo/Nueva York/1995, Al/gaviota argéntea/DE/677/88 (H2N8), A/Texas/32/2003, A/anade real/MN/33/00,
Alpato/Shanghai/1/2000, A/anade de cola larga/TX/828189/02, A/Pavo/Ontario/6118/68 (H8N4), A/pato cuchareta/
Iran/G54/03, A/pollo/Alemania/N/1949 (H10N7), A/pato/inglaterra/56 (H11N6), A/pato/Alberta/60/76 (H12N5),
A/Gaviota/Maryland/704/77 (H13N6), A/Anade real/Gurjev/263/82, Alpato/Australia/341/83 (H15N8), A/gaviota de
cabeza negra/Suecia/5/99 (H16N3), B/Lee/40, C/Johannesburgo/66, A/Puerto Rico/8/34 (H1N1), A/Brisbane/59/2007
(H1N1), Allslas Salomén 3/2006 (H1N1), A/Brisbane 10/2007 (H3N2), A/Wisconsin/67/2005 (H3N2),
B/Malasia/2506/2004, B/Florida/4/2006, A/Singapur/1/57 (H2N2), A/Anhui/1/2005 (H5N1), A/Vietnam/1194/2004
(H5N1), A/Cerceta/Hong Kong/W312/97 (H6NI), A/Equino/Praga/56 (H7N7), A/Hong Kong/1073/99 (HON2).

En un aspecto de la invencion, la proteina Ha puede ser un subtipo H1, H2, H3, H5, H6, H7 o H9. En otro aspecto, la
proteina H1 puede ser de la cepa A/Nueva Caledonia/20/99 (H1N1), A/Puerto Rico/8/34 (H1N1), A/Brisbane/59/2007
(H1N1), o A/lslas Salomén 3/2006 (H1N1). La proteina H3 puede también ser de la cepa A/Brisbane 10/2007 (H3N2)
o A/Wisconsin/67/2005 (H3N2). En un aspecto adicional de la invencion, la proteina H2 puede ser de la cepa
A/Singapur/1/57 (H2N2). La proteina H5 puede ser de la cepa A/Anhui/1/2005 (HSN1), A/Vietham/1194/2004 (HS5N1)
o A/Indonesia/5/2005. En un aspecto de la invencion, la proteina H6 puede ser de la cepa A/Cerceta/Hong
Kong/W312/97 (H6N1). La proteina H7 puede ser de la cepa A/Equino/Praga/56 (H7N7). En un aspecto de la
invencion, la proteina H9 es de la cepa A/Hong Kong/1073/99 (HI9N2). En un aspecto adicional de la invencion, la
proteina HA puede ser de un virus de la influenza tipo B, incluyendo B/Malasia/2506/2004 o B/Florida/4/2006.
Ejemplos de secuencias de aminoéacidos de las proteinas HA de los subtipos H1, H2, H3, H5, H6, H7 o H9 incluyen
las SEQ ID NOs: 48 - 59.

La proteina HA del virus de la influenza puede ser H5 Indonesia.

La presente invencion involucra moléculas de acido nucleico que comprenden secuencias que codifican una
proteina HA. Las moléculas de acido nucleico pueden comprender ademas una o mas regiones reguladoras
operativamente enlazadas a la secuencia que codifica una proteina HA. Las moléculas de acido nucleico pueden
comprender una secuencia que codifica una H1, H2, H3, H4, H5, H6, H7, H8, H9, H10, H11, H12, H13, H14, H15 0
H16. La proteina HA codificada por la molécula de acido nucleico puede ser un subtipo H1, H2, H3, H5, H6, H7 o
H9. La proteina H1 codificada por la molécula de acido nucleico es de la cepa A/Nueva Caledonia/20/99 (H1N1),
A/Puerto Rico/8/34 (H1N1), A/Brisbane/59/2007 (H1N1), o Allslas Salomén 3/2006 (H1N1). La proteina H3
codificada por la molécula de &acido nucleico puede ser de la cepa A/Brisbane 10/2007 (H3N2), o
A/Wisconsin/67/2005 (H3N2). La proteina H2 codificada por la molécula de acido nucleico puede ser de la cepa
A/Singapur/1/57 (H2N2). La proteina H5 codificada por la molécula de acido nucleico puede también ser de la cepa
A/Anhui/1/2005 (H5N1), A/Vietnam/1194/2004 (H5N1) o A/Indonesia/5/2005. La proteina H6 codificada por la
molécula de acido nucleico puede ser de la cepa A/Cerceta/lHong Kong/W312/97 (H6N1). La proteina H7 codificada
por la molécula de acido nucleico puede también ser de la cepa A/Equino/Praga/56 (H7N7). Adicionalmente, la
proteina H9 codificada por la molécula de acido nucleico puede ser de la cepa A/Hong Kong/1073/99 (H9N2). Los
ejemplos de secuencias de moléculas de acido nucleico que codifican tales proteinas HA de los subtipos H1, H2,
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H3, H5, H6, H7 o H9 incluyen las SEQ ID NOs: 36 - 47 y 60 - 73.
La secuencia de acido nucleico puede codificar la proteina HA del virus de la influenza H5 Indonesia.

Las regiones reguladoras que pueden enlazarse operativamente a una secuencia que codifica una proteina HA
incluyen aquellas que son operativas en una célula vegetal, una célula de insecto o una célula de levadura. Tales
regiones reguladoras pueden incluir una region reguladora de plastocianina, una region reguladora de Ribulosa 1,5-
bisfosfato carboxilasa/oxigenasa (RuBisCo), una proteina de uniéon a/b de clorofila (CAB), ST-LS1, una region
reguladora de polihedrina, o una region reguladora gp64. Otras regiones reguladoras incluyen una 5' UTR, 3' UTR o
secuencias terminadoras. La region reguladora de plastocianina puede ser una region reguladora de plastocianina
de alfalfa; las secuencias 5° UTR, 3’ UTR o terminadoras también pueden ser secuencias de alfalfa.

Las composiciones de la invencion son utiles en la induccién de inmunidad a una infeccién por virus de la influenza
en un sujeto. Puede comprender administrar la particula similar a virus que comprende una proteina de HA del virus
de la influenza, uno o mas de un lipido de planta, y un portador farmacéuticamente aceptable. La particula similar a
virus puede administrarse a un sujeto en forma oral, intradérmica, intranasal, intramuscular, intraperitoneal,
intravenosa o subcutanea.

Adicionalmente la presente invencion se relaciona con una particula similar a virus (VLP) que comprende una
proteina HA del virus de la influenza y uno o mas de un lipido hospedador derivado de una planta.

También se contemplan composiciones que comprenden las VLP de dos o mas cepas o subtipos de influenza. Los
dos 0 mas subtipos o cepas se pueden seleccionar del grupo que comprende: A/Nueva Caledonia/20/99 (H1N1),
AlIndonesia/5/2006 (H5N1), A/pollo/Nueva York/1995, A/gaviota argéntea/DE/677/88 (H2N8), A/Texas/32/2003,
Alanade real/MN/33/00, A/pato/Shanghai/1/2000, A/anade de cola larga/TX/828189/02, A/Pavo/Ontario/6118/ 68
(HBN4), A/pato cuchareta/lran/G54/03, A/pollo/Alemania/N/1949 (H10N7), A/pato/Inglaterra/56(H11N6), A/pato/
Alberta/60/76 (H12N5), A/Gaviota/Maryland/704/77 (H13N6), A/Anade real/Gurjev/263/82, A/pato/Australia/341/83
(H15N8), A/gaviota de cabeza negra/Suecia/5/99 (H16N3), B/Lee/40, C/Johannesburgo/66, A/PuertoRico/8/34
(H1IN1), A/Brisbane/59/2007 (H1N1), Allslas Salomén 3/2006 (H1N1), A/Brisbane 10/2007 (H3N2),
A/Wisconsin/67/2005 (H3N2), B/Malasia/2506/2004, B/Florida/4/2006, A/Singapur/1/57 (H2N2), A/Anhui/1/2005
(H5N1), A/Vietnam/1194/2004 (H5N1), A/Cerceta/Hong Kong/W312/97 (H6N1), A/Equino/Praga/56 (H7N7), A/Hong
Kong/1073/99 (H9N2). Dos o mas subtipos o cepas de VLP pueden estar presentes en cantidades
aproximadamente equivalentes; alternativamente uno o mas subtipos o cepas pueden ser la mayoria de las cepas o
subtipos representados.

La presente invencion se relaciona con una composicion de la invencién para uso en la induccion de inmunidad con
una infeccion por virus de la influenza en un animal u organismo objetivo que comprende la administracién de una
dosis efectiva de una vacuna que comprende una o mas de una VLP, la VLP producida utilizando una planta
hospedera. La vacuna puede administrarse en forma oral, intradérmica, intranasal, intramuscular, intraperitoneal,
intravenosa o subcutanea. El organismo objetivo puede seleccionarse del grupo que comprende seres humanos,
primates, caballos, cerdos, aves, aves acuaticas (aviar), aves migratorias, codorniz, pato, ganso, aves de corral,
pollo, camello, caninos, perros, felinos, gatos, tigre, leopardo, civeta, vison, marta, hurones, mascotas, ganado,
ratones, ratas, focas, ballenas y similares.

La presente invencion se relaciona con un método para producir VLP que contienen hemaglutinina (HA) a partir de
diferentes cepas de influenza en una planta hospedera capaz de producir una VLP. Las VLP que se producen en

La produccion de VLP en plantas presenta varias ventajas sobre la produccién de estas particulas en un cultivo de
células de insecto. Los lipidos de plantas pueden estimular las células inmunes especificas y mejorar la respuesta
inmune inducida. Las membranas de plantas estan constituidas por lipidos, fosfatidilcolina (PC) y fosfatidil
etanolamina (PE) y también contienen glicoesfingolipidos que son Unicos para plantas y algunas bacterias y
protozoarios. Los esfingolipidos son inusuales porque no son ésteres de glicerol como PC o PE sino que consisten
mas bien de un amino alcohol de cadena larga que forma un enlace amida con una cadena de acido graso que
contiene mas de 18 carbonos. La PC y la PE asi como los glicoesfingolipidos pueden unirse a moléculas CD1
expresadas por células inmunes de mamiferos tal como células que presentan antigenos (APC) similares a células
dendriticas y macrofagos y otras células incluyendo linfocitos B y T en el timo y el higado (Tsuji, M., 2006). Mas aun,
ademas del efecto adyuvante potencial de la presencia de lipidos de plantas, la capacidad de los N-glicanos de la
planta para facilitar la captura de antigenos de glicoproteina por células que presentan antigenos (Saint-Jore-Dupas,
2007), puede ser ventajosa para la produccién de VLP en plantas.

Sin animo de cefirse a una teoria en particular, se anticipa que las VLP elaboradas en las plantas induciran una
reaccion inmune mas fuerte que las VLP elaboradas en otros sistemas de fabricacién y que la reacciéon inmune
inducida por estas VLP elaboradas en las plantas sera mas fuerte cuando se compara con la reacciéon inmune
inducida por vacunas de virus completos vivos o atenuados.
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Contrario a las vacunas elaboradas a partir de virus completos, las VLP tienen la ventaja de que no son infecciosas,
por lo tanto la contencién biolégica restrictiva no es un problema importante como podria ser al trabajar con un virus
infeccioso completo, y no se requiere para la produccién. Las VLP elaboradas en la planta, proporcionan una ventaja
adicional de nuevo al permitir que el sistema de expresion sea cultivado en un invernadero o campo, siendo asi
significativamente mas econdémicas y adecuadas para ser escaladas.

Adicionalmente, las plantas no comprenden las enzimas implicadas en la sintesis y la adicién de residuos de acido
sialico a las proteinas. Las VLP puede ser producidas en la ausencia de neuraminidasa (NA), y no hay necesidad de
coexpresar NA, o de tratar las células productoras o de extraer con sialidasa (neuraminidasa) para asegurar la
produccién de VLP en las plantas.

Las VLP producidas de acuerdo con la presente invencién no comprenden la proteina M1 la cual se sabe que se
enlaza al ARN. EI ARN es un contaminante de la preparacion de VLP y es indeseado cuando se obtienen la
aprobacién reglamentaria para el producto de VLP.

El resumen de la invencion no describe necesariamente todas las caracteristicas de la invencion.
Breve descripcion de las figuras

Estas y otras caracteristicas de la invencion se volveran mas evidentes a partir de la siguiente descripcion en la cual
se hace referencia a las figuras anexas, en donde:

La FIGURA 1A muestra una secuencia de un casete de expresion basado en plastocianina de alfalfa utilizado para
la expresion de H1 de acuerdo con una forma de realizacion de la presente invencion (SEQ ID NO: 8). El péptido de
sefial de la proteina disulfuro isomerasa (PDI) esta subrayado. Los sitios de restriccion Bglll (AGATCT) y Sacl
(GAGCTC) utilizados para clonacién se muestran en negritas.

La Figura 1B muestra un diagrama esquematico de dominios funcionales de hemaglutinina de influenza. Después de
la escisién de los fragmentos HAO, HA1 y HA2 permanecen unidos por un puente disulfuro.

La FIGURA 2A muestra una representacion del plasmido 540 ensamblado para la expresion del subtipo H1 de HA.
La FIGURA 2B muestra una representacion del pldsmido 660 ensamblado para la expresion del subtipo H5 de HA.

La FIGURA 3 muestran una cromatografia por exclusion de tamafio de extractos de proteina a partir de hojas que
producen hemaglutinina H1 o H5. La FIGURA 3A muestra el perfil de elusion de H1; Azul Dextrano 2000 (triangulos)
y proteinas (diamantes). La FIGURA 3B muestra la inmunodeteccion (transferencia tipo Western; anti H1) de
fracciones de elucion de H1 después de la cromatografia por exclusion de tamafio (cuentas de S500HR). La
FIGURA 3C muestra el perfil de elucion de H5; Azul Dextrano 2000 (triangulos) y proteinas (diamantes). La FIGURA
3D muestra la inmunodeteccion (transferencia tipo Western; anti H5) de fracciones de elusion de H5 después de la
cromatografia por exclusion de tamafo (cuentas de S500HR).

La FIGURA 4 muestra una fotomicrografia de microscopio electrénico de estructuras grandes de hemaglutinina H1'y
H5 a partir de la fraccion 9 de elucién desde una columna por exclusion de tamafio. La FIGURA 4A muestra una
amplificacion de 50.000 veces de una VLP de H1 que muestra la presencia de multiples estructuras similares (la
barra representa 200 nm). La FIGURA 4B muestra un aumento de 150.000 veces de una VLP de H1 (la barra
representa 100 nm). La FIGURA 4C muestra un aumento de 50.000 veces de una VLP de H5 que muestran la
presencia de multiples estructuras similares (la barra representa 50 nm).

La FIGURA 5A muestra la secuencia del fragmento del terminal N de H1 (SEQ ID NO: 1). La FIGURA 5B muestra el
fragmento del terminal C de H1 (SEQ ID NO: 2). La FIGURA 5C muestra la secuencia completa que codifica HAO de
H1 (SEQ ID NO: 28).

La FIGURA 6 muestra la secuencia que codifica H5 flanqueada por un sitio Hindlll inmediatamente secuencia arriba
de ATG inicial, y un sitio Sacl inmediatamente secuencia abajo del codén de detencion (TAA) (SEQ ID NO: 3).

La FIGURA 7A muestra la secuencia del cebador Plasto-443c (SEQ ID NO: 4). La FIGURA 7B muestra la secuencia
del cebador SpHA(Ind)-Plasto.r (SEQ ID NO: 5). La FIGURA 7C muestra la secuencia del cebador Plasto-
SpHA(Ind).c (SEQ ID NO: 6). La FIGURA 7D muestra la secuencia del cebador HA(Ind)-Sac.r (SEQ ID NO: 7).

La FIGURA 8A muestra la secuencia de aminoacidos de la secuencia del péptido HA1 (SEQ ID NO: 9). La FIGURA
8B muestra la secuencia de aminoacidos de la secuencia del péptido HA5 (SEQ ID NO: 10). El péptido sefial nativo
se indica en negritas.
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La FIGURA 9 muestra la secuencia de HA del subtipo H7 de influenza A (SEQ ID NO: 11).

La FIGURA 10A muestra la secuencia de HA de influenza A, subtipo H2 (SEQ ID NO: 12). La FIGURA 10B muestra
la secuencia del subtipo H3 de HA de influenza A (SEQ ID NO: 13). La FIGURA 10C muestra la secuencia del
subtipo H4 de HA de Influenza A (SEQ ID NO: 14). La FIGURA 10D muestra la secuencia del subtipo H5 de HA de
Influenza A (SEQ ID NO: 15). La FIGURA 10E muestra la secuencia del subtipo H6 de HA de Influenza A (SEQ ID
NO: 16). La FIGURA 10F muestra la secuencia del subtipo H8 de HA de Influenza A (SEQ ID NO: 17). La FIGURA
10G muestra la secuencia del subtipo H9 de HA de Influenza A (SEQ ID NO: 18). La FIGURA. 10H muestra la
secuencia del subtipo H10 de HA de Influenza A (SEQ ID NO: 19). La FIGURA 10l muestra la secuencia del subtipo
H11 de HA de Influenza A (SEQ ID NO: 20). La FIGURA 10J muestra la secuencia del subtipo H12 de HA de
Influenza A (SEQ ID NO: 21). La FIGURA 10K muestra la secuencia del subtipo H13 de HA de Influenza A (SEQ ID
NO: 22). La FIGURA 10L muestra la secuencia del subtipo H14 de HA de Influenza A (SEQ ID NO: 23). La FIGURA
10M muestra la secuencia del subtipo H15 de HA de Influenza A (SEQ ID NO: 24). La FIGURA 10N muestra la
secuencia del subtipo H16 de HA de Influenza A (SEQ ID NO: 25). La Figura 100 muestra la secuencia de HA de
Influenza B (SEQ ID NO: 26). La FIGURA 10P muestra la secuencia de HA de Influenza C (SEQ ID NO: 27). La
FIGURA 10Q muestra la secuencia del cebador Xmal-pPlas.c (SEQ ID NO: 29). La FIGURA 10R muestra la
secuencia del cebador Sacl-ATG-pPlas.r (SEQ ID NO: 30). La FIGURA 10S muestra la secuencia del cebador Sacl-
PlasTer.c (SEQ ID NO: 31). La FIGURA 10T muestra la secuencia del cebador EcoRI-PlasTer.r (SEQ ID NO: 32).

La FIGURA 11 muestra una representacion esquematica de varias construcciones como se utiliza en la presente. La
construccion 660 comprende la secuencia de nucleétidos para codificar el subtipo H5 de HA enlazado
operativamente al promotor de plastocianina (plasto) y el terminador (Pter); la construccion 540 comprende la
secuencia de nucledtidos para codificar el subtipo H1 de HA en combinaciéon con un péptido sefial de proteina
disulfuro isomerasa de alfalfa (SP PDI), y se enlaza operativamente a un promotor de plastocianina (Plasto) y un
terminador (Pter); la construccion 544 ensamblada para la expresion del subtipo H1 de HA, la secuencia de
nucleétidos que codifica H1 se combina con un péptido sefial de la proteina disulfuro isomerasa de alfalfa (SP PDI) y
un cierre de leucina GCN4pll (en lugar del dominio de transmembrana y la cola citoplasmatica de H1) y se enlaza
operativamente al promotor de plastocianina (Plasto) y al terminador (Pter); y la construccion 750 para la expresion
de la region de codificacion M1 de A/PR/8/34 de influenza se combina al virus de grabado del tabaco (TEV) 5' UTR,
y se enlaza operativamente con el promotor doble 35S y el terminador Nos.

La FIGURA 12 muestra la inmunodeteccion de H5, utilizando anticuerpos anti-H5 (Vietnam), en extractos de
proteina de hojas de N. benthamiana transformadas con la construccion 660 (carril 3). La H5 comercial de
AlVietnam/1203/2004 de influenza se utilizé como control positivo de deteccion (carril 1), y se utilizé un extracto de
proteina de hojas transformadas con un vector vacio como control negativo (carril 2).

La FIGURA 13 muestra la caracterizacion de estructuras de hemaglutinina por medio de cromatografia por exclusion
de tamafo. El extracto de proteina de biomasas separadas que producen H5, H1, H1 soluble o0 H1 y M1 se
separaron mediante filtracion en gel en S-500 HR. Se fraccioné también H1 comercial en forma de rosetas (roseta
H1). La FIGURA 13A muestra fracciones en elucion analizadas para el contenido relativo de proteinas (se muestra el
Nivel Relativo de Proteina - un perfil de elucidn de proteinas estandar de un fraccionamiento de biomasa). Se indica
el pico de elucion con Azul Dextrano 2000 (estandar de referencia 2 MDa). La FIGURA 13B muestra fracciones de
elucion analizadas por la presencia de hemaglutinina por medio de inmunotransferencia con anticuerpos anti-H5
(Vietnam) (para H5). La FIGURA 13C muestra fracciones de elucién analizadas para anticuerpos anti-influenza A
para H1. La FIGURA 13D muestra fracciones de elucidon analizadas para anticuerpos anti-influenza A para H1
soluble. La FIGURA 13E muestra fracciones de eluciéon analizadas para anticuerpos anti-influenza A para roseta H1.
La FIGURA 13F muestra fracciones de eluciéon analizadas para anticuerpos anti-influenza A para H1+M1.

Las FIGURA 14 muestran la concentracion de estructuras H5 de influenza por medio de centrifugacion en gradiente
de sacarosa y examen por microscopia electronica de fracciones concentradas de hemaglutinina. La FIGURA 14A
muestra la caracterizacion de fracciones a partir de la centrifugacién por gradiente de densidad de sacarosa. Cada
fraccion fue analizada por la presencia de H5 por inmunotransferencia utilizando anticuerpos anti-H5 (Vietnam)
(panel superior) y por su contenido relativo de proteinas y capacidad de hemaglutinacion (grafico). La FIGURA 14B
muestra el examen por microscopia electrénica de transmisién de tincion negativa de fracciones agrupadas 17, 18 y
19 de centrifugacion por gradiente de sacarosa. La barra representa 100 nm.

La FIGURA 15 muestra la purificacion de las VLP de H5 de influenza. La FIGURA 15A muestra analisis SDS-PAGE
tefiido con Azul de Coomassie del contenido de proteina en las etapas de clarificacion - carril 1, extracto sin purificar;
carril 2, extracto ajustado a pH 6; carril 3, extracto tratado con calor; carril 4, extracto filirado en DE; las etapas de
purificacion por afinidad de fetuina; carril 5, carga; carril 6, lavado; carril 7, elucidon (concentrado 10 veces). La
FIGURA 15B muestra el examen por microscopia electronica de transmision de tincién negativa de la muestra de
VLP de H5 purificada. La barra representa 100 nm. La FIGURA 15C muestra la VLP de H5 aislada aumentada que
muestra detalles de la estructura. La FIGURA 15D muestra el producto de la VLP de H5 en una SDS-PAGE de
reduccion teiida con Coomassie (carril A) y transferencia tipo Western (carril B) utilizando anticuerpo policlonal de
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conejo surgido contra HA de la cepa A/Vietnam/I203/2004 (H5N1)

La FIGURA 16 muestra una secuencia de nucleétidos para el gen de hemaglutinina (HA) del virus de la Influenza A
(A/Nueva Caledonia/20/99(H1N1)), region codificante completa. No. de acceso del GenBank AY289929 (SEQ ID
NO: 33).

La FIGURA 17 muestra una secuencia de nucleétidos para ARNm de Medicago sativa para la proteina disulfuro
isomerasa. No. de acceso del GenBank Z11499 (SEQ ID NO: 34).

La FIGURA 18 muestra una secuencia de nucledtidos para el segmento 7 del virus de la Influenza A (A/Puerto
Rico/8/34(H1N1)), secuencia completa. No. de acceso del GenBank NC_002016.1 (SEQ ID NO: 35).

La FIGURA 19 muestra la localizacion de la acumulacion de VLP por medio de observacién con microscopio
electronico de transmision de tincion positiva de tejido que produce H5. CW: pared celular, ch: cloroplasto, pm:
membrana plasmatica; VLP: particula similar a virus. La barra representa 100 nm.

La FIGURA 20 muestra la induccion de respuestas de anticuerpo en suero 14 dias después del refuerzo en ratones
Balb/c vacunados con VLP de H5 de influenza elaborada en plantas o HA soluble recombinante. FIGURA 20(A)
Respuestas de anticuerpos de ratones inmunizados mediante inyeccion intramuscular. FIGURA 20(B) Respuestas
de anticuerpos de ratones inmunizados mediante administracion intranasal. Se midieron las respuestas de
anticuerpos contra virus H5N1 completos inactivados (A/Indonesia/5/505). GMT: concentracién promedio
geométrica. Los valores son la GMT (logz) de concentraciones de punto final reciprocas de cinco ratones por grupo.
Las barras representan la desviacion promedio. * p < 0,05 comparada con HA soluble recombinante.

La FIGURA 21 muestran la respuesta de anticuerpos de inhibicién por hemaglutinacién (HAI) 14 dias después del
refuerzo en ratones Balb/c vacunados con VLP de H5 de influenza elaborada en plantas o HA soluble recombinante.
FIGURA 21(A) Respuestas de anticuerpos de ratones inmunizados mediante inyeccion intramuscular. FIGURA
21(B) Respuestas de anticuerpos de ratones inmunizados mediante administraciéon intranasal. Se midieron las
respuestas de anticuerpos HAI utilizando virus HSN1 completos inactivados (A/Indonesia/5/05). GMT: concentracion
promedio geométrica. Los valores son la GMT (logz) de concentraciones de punto final reciprocas de cinco ratones
por grupo. Las barras representan la desviacion promedio. * p < 0,05 y * p < 0,01 comparada HA soluble
recombinante.

La FIGURA 22 muestra el efecto del adyuvante en la inmunogenicidad de las VLP en ratones. FIGURA 22(A) Efecto
del alumbre en ratones inmunizados mediante inyeccion intramuscular. FIGURA 22(B) Efecto del Quitosano en
ratones inmunizados mediante administracion intranasal. Se midieron las respuestas de anticuerpos HAI utilizando
Virus H5N1 completos inactivados (A/Indonesia/5/05). GMT: concentracion promedio geométrica. Los valores son la
GMT (logz) de concentraciones de punto final reciprocas de cinco ratones por grupo. Las barras representan la
desviacion promedio. * p < 0,05 comparada con la HA soluble recombinante correspondiente.

La FIGURA 23 muestra la respuesta de anticuerpos a la administracion de VLP. FIGURA 23(A) Isotipo de
inmunoglobulina Anti-Indonesia/5/05 en ratones vacunados con inyeccion intramuscular, 30 dias después del
refuerzo. Los valores son la GMT (logz) de concentraciones de punto final reciprocas de cinco ratones por grupo. Se
realizé el ELISA utilizando virus inactivados completos como el agente de recubrimiento. Las barras representan la
desviacion promedio. * p < 0,05, ** p < 0,001 en comparaciéon con la HA soluble recombinante correspondiente.
FIGURA 23(B) Concentraciones de anticuerpo contra virus inactivados completos. Todos los grupos son
estadisticamente diferentes al control negativo.

La FIGURA 24 muestra una concentracion de anticuerpos contra virus inactivados completos homodlogos
(A/Indonesia/5/05), 2 semanas después de la primera dosis (semana 2), 14 dias después del refuerzo (semana 5) o
30 dias después del refuerzo (semana 7). GMT: concentracion promedio geométrica. Los valores son la GMT (logs)
de concentraciones de punto final reciprocas de cinco ratones por grupo. * p < 0,05 en comparaciéon con la HA
soluble recombinante.

La FIGURA 25 muestra la reactividad cruzada in vitro de anticuerpos en suero. (A) Concentraciones de anticuerpo
contra virus inactivados completos. (B) Concentraciones de inhibicién de la hemaglutinacién contra diferentes virus
inactivados completos. Los valores son la GMT (logz) de concentraciones de punto final reciprocas de cinco ratones
por grupo. Las barras representan la desviacion promedio. Todos los grupos son estadisticamente diferentes al
control negativo. * p < 0,05y ** p < 0,001 comparada con la HA soluble recombinante correspondiente.

La FIGURA 26 muestra la eficacia de la VLP de H5 elaborada a partir de una planta. (A) tasa de supervivencia de
ratone después del reto con 10 LDso (4,09 x 10° CCIDso) de la cepa de influenza A/Turquia/582/06 (HSN1). (B) Peso
corporal de ratones inmunizados después del reto. Los valores son el peso corporal promedio de los ratones
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supervivientes.

La FIGURA 27 muestra el origen de las VLP de influenza derivadas de una planta. (A) Composicion lipidica polar de
las VLP de influenza purificadas. Los lipidos contenidos en un equivalente de 40 ug de proteinas, fueron extraidos
de la VLP como se describid, separados por medio de HP-TLC, y comparados con el perfil de migracion de lipidos
aislados de la membrana plasmatica del tabaco purificada (PM). Las abreviaturas de los lipidos son las siguientes:
DGDG, Digalactosildiacilglicerol; gluCER, glucosil-ceramida; PA, &acido fosfatico; PC, fosfatidilcolina; PE,
fosfatidiletanolamina; PG, fosfatidilglicerol; PIl, fosfatidilinositol; PS, fosfatidilserina; SG, Esteril-glicésido. (B)
Composicion de lipido neutra de las VLP de influenza purificadas. Los lipidos contenidos en un equivalente de 20 ug
de proteinas fueron extraidos de VLP como se describe, separados por HP-TLC y comparados con la migracion de
sitosterol. (C) Inmunodeteccion de la ATPasa de la bomba de protones del marcador de la membrana plasmatica
(PMA) en las VLP purificadas y PM altamente purificada de hojas de tabaco (PM.) y células de tabaco BY2 (PMgyz2).
Se cargaron dieciocho microgramos de proteina en cada carril.

La FIGURA 28 muestra el intervalo de secuencia de los sitios Dralll a Sacl del clon 774 - secuencia de nucledtidos
de A/Brisbane/59/2007 (H1N1) (SEQ ID NO: 36). La secuencia de codificacion estd flanqueada por una region
reguladora de plastocianina, iniciando con un sitio de restriccion Dralll en el extremo 5’ y por un codén de detencion
y un sitio Sacl en el extremo 3'. Los sitios de restriccion estan subrayados; ATG esta en negritas y subrayado.

La FIGURA 29 muestra el intervalo de secuencias de los sitios Dralll a Sacl del clon 775 - secuencia de nucleotidos
de Allslas Salomoén 3/2006 (H1N1) (SEQ ID NO: 37). La secuencia de codificacidon esta flanqueada por una region
reguladora de plastocianina, comenzando con un sitio de restriccién Dralll en el extremo 5 y por un coddén de
detencion y un sitio Sacl en el extremo 3'. Los sitios de restriccion estan subrayados: ATG esta en negritas y
subrayado.

La FIGURA 30 muestra el intervalo de secuencias de los sitios Dralll a Sacl del clon 776 - secuencia de nucleétidos
de A/Brisbane 10/2007 (H1N1) (SEQ ID NO: 38). La secuencia de codificacion esta flanqueada por una region
reguladora de plastocianina, comenzando con un sitio de restriccion Dralll en el extremo 5 y por un codon de
detencion y un sitio Sacl en el extremo 3'. Los sitios de restriccion estan subrayados; ATG esta en negritas y
subrayado.

La FIGURA 31 muestra el intervalo de secuencias de los sitios Dralll a Sacl del clon 777 - secuencia de nucleotidos
de A/Wisconsin/67/2005 (H3N2) (SEQ ID NO: 39). La secuencia de codificacion se flanquea por una region
reguladora de plastocianina, comenzando con un sitio de restriccion Dralll en el extremo 5' y por un codén de
detencion y un sitio Sacl en el extremo 3'. Los sitios de restriccion se subrayan: ATG esta en negritas y se subraya.

La FIGURA 32 muestra el intervalo de secuencias de los sitios Dralll a Sacl del clon 778 - secuencia de nucledtidos
de B/Malasia/2506/2004 (SEQ ID NO: 40). La secuencia de codificacién esta flanqueada por una region reguladora
de plastocianina, comenzando con un sitio de restriccion Dralll en el extremo 5' y por un coddn de detencion y un
sitio Sacl en el extremo 3'. Los sitios de restriccion estan subrayados: ATG esta en negritas y subrayado.

La FIGURA 33 muestra el intervalo de secuencias de los sitios Dralll a Sacl del clon 779 - secuencia de nucleotidos
de B/Florida/4/2006 (SEQ ID NO: 41). La secuencia de codificacion esta flanqueada por una region reguladora de
plastocianina, comenzando con un sitio de restriccién Dralll en el extremo &' y por un codén de detencion y un sitio
Sacl en el extremo 3'. Los sitios de restriccion estan subrayados; ATG esta en negritas y subrayado.

La FIGURA 34 muestra el intervalo de secuencias de sitios Dralll a Sacl del clon 780 - secuencia de nucledtidos de
A/Singapur/1/57 (H2N2) (SEQ ID NO: 42). La secuencia de codificacion estd flanqueada por una region reguladora
de plastocianina, comenzando con un sitio de restriccion Dralll en el extremo 5' y por un coddn de detencion y un
sitio Sacl en el extremo 3'. Los sitios de restriccion estan subrayados; ATG esta en negritas y subrayado.

La FIGURA 35 muestra el intervalo de secuencias de los sitios Dralll a Sacl del clon 781 - secuencia de nucleotidos
de A/Anhui/1/2005 (H5N1) (SEQ ID NO: 43). La secuencia de codificacion esta flanqueada por una region
reguladora de plastocianina, comenzando con un sitio de restriccién Dralll en el extremo 5 y por un codén de
detencion y un sitio Sacl en el extremo 3'. Los sitios de restriccion estan subrayados; ATG estd en negritas y
subrayado.

La FIGURA 36 muestra el intervalo de secuencias de los sitios Dralll a Sacl del clon 782 - secuencia de nucledtidos
de A/Vietnam/1194/2004 (H5N1) (SEQ ID NO: 44). La secuencia de codificacion estd flanqueada por una region
reguladora de plastocianina, comenzando con un sitio de restriccion Dralll en el extremo 5’ y por un codon de
detencion y un sitio Sacl en el extremo 3'. Los sitios de restriccion estan subrayados; ATG esta en negritas y
subrayado.
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La FIGURA 37 muestra el intervalo de secuencias de los sitios Dralll a Sacl del clon 783 - secuencia de nucleotidos
de A/Cerceta/Hong Kong/W312/97 (H6N1) (SEQ ID NO: 45). La secuencia de codificacion esta flanqueada por una
region reguladora de plastocianina, comenzando con un sitio de restriccion Dralll en el extremo 5’ y por un codén de
detencion y un sitio Sacl en el extremo 3'. Los sitios de restriccion estan subrayados; ATG estda en negritas y
subrayado.

La FIGURA 38 muestra el intervalo de secuencias de los sitios Dralll a Sacl del clon 784 - secuencia de nucledtidos
de A/Equino/Praga/56 (H7N7) (SEQ ID NO: 46). La secuencia de codificacion esta flanqueada por una region
reguladora de plastocianina, comenzando con un sitio de restriccion Dralll en el extremo 5’ y por un codon de
detencion y un sitio Sacl en el extremo 3'. Los sitios de restriccion estan subrayados; ATG esta en negritas y
subrayado.

La FIGURA 39 muestra el intervalo de secuencias de los sitios Dralll a Sacl del clon 785 - secuencia de nucledtidos
de A/Hong Kong/1073/99 (H9N2) (SEQ ID NO: 47). La secuencia de codificacion esta flanqueada por una regién
reguladora de plastocianina, comenzando con un sitio de restriccién Dralll en el extremo 5 y por un codén de
detencion y un sitio Sacl en el extremo 3'. Los sitios de restriccion estan subrayados; ATG estd en negritas y
subrayado.

La FIGURA 40A muestra la secuencia de aminoacidos (SEQ ID NO: 48) del polipéptido traducido del clon 774
(A/Brisbane/S9/2007 (H1N1)). El marco de lectura abierto del clon 774 inicia con el ATG indicado en la Figura 28. La
Figura 40B muestra la secuencia de aminoacidos (SEQ ID NO: 49) del polipéptido traducido del clon 775 (A/lslas
Salomoén 3/2006 (H1N1)). El marco de lectura abierto del clon 775 inicia con el ATG indicado en la Figura 29.

La FIGURA 41A muestra la secuencia de aminoacidos (SEQ ID NO: 50) del polipéptido traducido del clon 776
(A/Brisbane/10/2007 (H3N2)). El marco de lectura abierto del clon 776 inicia con el ATG indicado en la Figura 30. La
Figura 41B muestra la secuencia de aminoacidos (SEQ ID NO: 51) del polipéptido traducido del clon 777
(A/Wisconsin/67/2005 H3N2)). El marco de lectura abierto del clon 777 inicia con el ATG indicado en la Figura 31.

La FIGURA 42A muestra la secuencia de aminoacidos (SEQ ID NO: 52) del polipéptido traducido del clon 778
(B/Malasia/2506/2004). El marco de lectura abierto del clon 778 inicia con el ATG indicado en la Figura 32. La Figura
42B muestra la secuencia de aminoacidos (SEQ ID NO: 53) del polipéptido traducido del clon 779 (B/Florida/4/2006).
El marco de lectura abierto del clon 779 inicia con el ATG indicado en la Figura 33.

La FIGURA 43A muestra la secuencia de aminoacidos (SEQ ID NO: 54) del polipéptido traducido del clon 780
(A/Singapur/1/57 (H2N2)). El marco de lectura abierto del clon 780 inicia con el ATG indicado en la Figura 34. La
Figura 43B muestra la secuencia de aminoacidos (SEQ ID NO: 55) del polipéptido traducido del clon 781
(A/Anhui/1/2005 (H5N1)). EI marco de lectura abierto del clon 781 inicia con el ATG indicado en la Figura 35.

La FIGURA 44A muestra la secuencia de aminoacidos (SEQ ID NO: 56) del polipéptido traducido del clon 782
(A/Vietnam/1194/2004 (H5N1)). El marco de lectura abierto del clon 782 inicia con el ATG indicado en la Figura 36.
La Figura 44B muestra la secuencia de aminoacidos (SEQ ID No: 57) del polipéptido traducido del clon 783
(A/Cerceta/Hong Kong/W312/97 (HEN1)). El marco de lectura abierto del clon 783 inicia con el ATG indicado en la
Figura 37.

La FIGURA 45A muestra la secuencia de aminoacidos (SEQ ID NO: 58) del polipéptido traducido del clon 784
(A/Equino/Praga/56 (H7N7)). El marco de lectura abierto del clon 784 inicia con el ATG indicado en la Figura 38. La
Figura 45B muestra la secuencia de aminoacidos (SEQ ID NO: 59) del polipéptido traducido del clon 785 (A/Hong
Kong/1073/99 (H9NZ2)). El marco de lectura abierto del clon 785 inicia con el ATG indicado en la Figura 39.

La FIGURA 46 muestra la inmunodeteccion (transferencia tipo Western) de fracciones de elucién de las VLP
producidas en la planta, siguiendo por cromatografia por exclusion de tamafio. Se muestran los subtipos H1, H2, H5,
H6 y H9 de hemaglutinina. La hemaglutinina se detecta en las fracciones 7 - 14, que corresponden a la elucion de
las VLP.

La FIGURA 47 muestra un andlisis de inmunotransferencia de la expresiéon de una serie de hemaglutinina H1 de
cepas epidémicas anuales. Se cargaron diez y veinte microgramos de extractos de proteinas en los carriles 1y 2,
respectivamente.

La FIGURA 48 muestra un andlisis de inmunotransferencia de la expresion de una serie de hemaglutinina H5 de
cepas pandémicas potenciales. Se cargaron diez y veinte microgramos de extractos de proteinas en los carriles 1y
2, respectivamente.

La FIGURA 49 muestra una inmunotransferencia de H5 de la cepa A/lndonesia/5/2005 en extractos de proteinas de

11



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2428 384 T3

hojas de Nicotiana tabacum, agroinfiltradas con AGL1/660. Se infiltraron dos plantas y se cargaron 10 y 20 ug de
proteina soluble de cada planta en los carriles 1y 2, respectivamente.

La FIGURA 50 muestra la reactividad cruzada in vitro de anticuerpos en suero. Las concentraciones de inhibicion
por hemaglutinacion (H1) en suero de hurén, 14 dias (A) después de la primera inmunizacion y (B) después del 2do
refuerzo con la VLP de H5 de influenza elaborada en la planta. Se midieron las respuestas de anticuerpos HAI
utilizando los siguientes virus HSN1 completos inactivados: A/pavo/Turquia/1/05, A/Vietnam/1194/04; A/Anhui/5/05 y
la cepa homologa A/lndonesia/5/05. Los valores son la GMT (log2) de concentraciones de punto final reciprocas de
cinco hurones por grupo. Banda diagonal - A/Indonesia/6/0O6 (clado 2.1.3); verificado - A/pavo/Turquia/l/O5 (clado
2.2); barra blanca - A/Vietham/1194/04 (clado 1); barra negra - A/Anhui/5/05. Se indican los respondedores. Las
barras representan la desviacion promedio.

La FIGURA 51 muestra la secuencia de acido nucleico de un casete de expresion de HA que comprende el promotor
de plastocianina de alfalfa y 5" UTR, secuencia de codificaciéon de hemaglutinina de H5 de A/indonesia/5/2005
(Construccion # 660), 3' UTR de plastocianina de alfalfa y secuencias terminadoras.

La FIGURA 52 muestra la secuencia de acido nucleico de un casete de expresién de HA que comprende el promotor
de plastocianina de alfalfa y 5' UTR, secuencia de codificacion de hemaglutinina de H1 de A/Nueva
Caledonia/20/1999 (Construccion # 540), 3' UTR de plastocianina de alfalfa y secuencias terminadoras.

La FIGURA 53 muestra la secuencia de acido nucleico de un casete de expresion de HA que comprende el promotor
de plastocianina de alfalfa y 5' UTR, secuencia de codificacion de hemaglutinina de H1 de A/Brisbane/59/2007
(construccién # 774), 3 UTR de plastocianina de alfalfa y secuencias terminadoras.

La FIGURA 54 muestra la secuencia de acido nucleico de un casete de expresion de HA que comprende el promotor
de plastocianina de alfalfa y 5' UTR, secuencia de codificacion de hemaglutinina de H1 de A/lslas Salom6n/3/2006
(H1N1) (construccion # 775), 3° UTR de plastocianina de alfalfa y secuencias terminadoras.

La FIGURA 55 muestra la secuencia de &cido nucleico de un casete de expresion de HA que comprende el promotor
de plastocianina de alfalfa y 5' UTR, secuencia de codificacion de hemaglutinina de H2 de A/Singapur/1/57 (H2N2)
(construccién # 780), 3' UTR de plastocianina de alfalfa y secuencias terminadoras.

La FIGURA 56 muestra la secuencia de acido nucleico de un casete de expresion de HA que comprende el promotor
de plastocianina de alfalfa y 5' UTR, secuencia de codificacién de hemaglutinina de H5 de A/Anhui/1/2005 (H5N1)
(Construccion # 781), 3' UTR de plastocianina de alfalfa y secuencias terminadoras.

La FIGURA 57 muestra la secuencia de acido nucleico de un casete de expresién de HA que comprende el promotor
de plastocianina de alfalfa y 5" UTR, secuencia de codificacion de hemaglutinina de H5 de A/Vietnam/1194/2004
(H5N1) (Construccion # 782), 3' UTR de plastocianina de alfalfa y secuencias terminadoras.

La FIGURA 58 muestra la secuencia de &cido nucleico de un casete de expresion de HA que comprende el promotor
de plastocianina de alfalfa y 5 UTR, secuencia de codificacion de hemaglutinina de H6 de A/Cerceta/Hong
Kong/W312/97 (H6N1) (Construccion # 783), 3' UTR de plastocianina de alfalfa y secuencias terminadoras.

La FIGURA 59 muestra la secuencia de acido nucleico de un casete de expresién de HA que comprende el promotor
de plastocianina de alfalfa y 5' UTR, secuencia de codificacién de hemaglutinina de H9 de A/Hong Kong/1073/99
(HON2) (Construccion # 785), 3' UTR de plastocianina de alfalfa y secuencias terminadoras.

La FIGURA 60 muestra la secuencia de acido nucleico de un casete de expresién de HA que comprende el promotor
de plastocianina de alfalfa y 5' UTR, secuencia de codificacion de hemaglutinina de H3 de A/Brisbane/10/2007
(H3N2), 3" UTR de plastocianina de alfalfa y secuencias terminadoras.

La FIGURA 61 muestra la secuencia de acido nucleico de un casete de expresion de HA que comprende el promotor
de plastocianina de alfalfa y 5' UTR, secuencia de codificacion de hemaglutinina de H3 de A/Wisconsin/67/2005
(H3N2), 3" UTR de plastocianina de alfalfa y secuencias terminadoras.

La FIGURA 62 muestra la secuencia de acido nucleico de un casete de expresién de HA que comprende el promotor
de plastocianina de alfalfa y 5 UTR, secuencia de codificaciéon de hemaglutinina de H7 de A/Equino/Praga/56
(H7N7), 3" UTR de plastocianina de alfalfa y secuencias terminadoras.

La FIGURA 63 muestra la secuencia de acido nucleico de un casete de expresién de HA que comprende el promotor
de plastocianina de alfalfa y 5' UTR, secuencia de codificacion de hemaglutinina de HA de B/Malasia/2506/2004, 3’
UTR de plastocianina de alfalfa y secuencias terminadoras.
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La FIGURA 64 muestra la secuencia de acido nucleico de un casete de expresion de HA que comprende el promotor
de plastocianina de alfalfa y 5' UTR, secuencia de codificacion de hemaglutinina de HA de B/Florida/4/2006, 3' UTR
de plastocianina de alfalfa y secuencias terminadoras.

La FIGURA 65 muestra una secuencia de aminoacidos de consenso (SEQ ID NO: 74) para HA de A/Nueva
Caledonia/20/99 (H1N1) (codificado por la SEQ ID NO: 33), A/Brisbane/59/2007 (H1N1) (SEQ ID NO: 48), Allslas
Salomoén/3/2006 (H1N1) (SEQ ID NO: 49) y la SEQ ID NO: 9. X1 (posicién 3) es A o V; X2 (posicion 52) es D o N; X3
(posiciéon 90) es K o R; X4 (posicion 99) es K o T; X5 (posicién 111) es Y o H; X6 (posicion 145) es V o T; X7
(posicion 154) es E o K; X8 (posicion 161) es R o K; X9 (posicion 181) es V o A; X10 (posicion 203) es D o N; X11
(posicion 205) es R o K; X12 (posicion 210) es T o K; X13 (posicidon 225) es R o K; X14 (posicion 268) es W o R; X15
(posicion 283) es T o N; X16 (posicion 290) es E o K; X17 (posicidon 432) es | o L; X18 (posicion 489) es N o D.

La FIGURA 66 muestra la secuencia de aminoacidos de H1 Nueva Caledonia (AAP34324.1) codificada por la SEQ
ID NO: 33

La FIGURA 67 muestra la secuencia de aminoacidos de H1 Puerto Rico (NC_0409878.1) codificada por la SEQ ID
NO: 35.

Descripcion detallada de la invencion

La presente invencion se relaciona con la produccién de particulas similares a virus. Mas especificamente, la
presente invencion se dirige a la produccién de particulas similares a virus que comprende antigenos de influenza.

La siguiente descripcion es de una forma de realizacion preferida.

La presente invencion involucra un acido nucleico que comprende una secuencia de nucleétidos que codifica una
hemaglutinina (HA) de la influenza, enlazada operativamente a una region reguladora activa en una planta.

Ademas, la presente invencion proporciona un método para producir particulas similares a virus (VLP) en una planta.
El método implica introducir un acido nucleico que codifica una hemaglutinina de influenza (HA) operativamente
enlazado a una regién reguladora activa en la planta, dentro de la planta, o porcion de la planta, e incubar la planta o
una porcion de la planta bajo condiciones que permitan la expresion del acido nucleico, produciendo asi las VLP.

Las VLP de acuerdo con la invencion se producen a partir del virus de la influenza, sin embargo, se prevé que
también se pueden producir las VLP a partir de otro virus derivado de la membrana plasmatica incluyendo, aunque
sin limitarse a Sarampion, Ebola, Marburgo y VIH.

La invencion incluye las VLP que comprenden hemaglutinina (HA) de la influenza de todos los tipos del virus de la
influenza las cuales pueden infectar seres humanos, incluyendo por ejemplo, aunque sin limitarse al subtipo A
(H1IN1) muy predominante (por ejemplo, A/Nueva Caledonia/20/99 (H1N1)), el subtipo A/Indonesia/5/05 (H5N1)
(SEQ ID NO: 60) y el tipo B menos comun (por ejemplo, la SEQ ID NO: 26, Figura 100), y el tipo C (SEQ ID NO: 27,
Figura 10P), y a las HA obtenidas de otros subtipos de influenza. Las VLP de otros subtipos de influenza se incluyen
también en la presente invencion, por ejemplo, A/Brisbane/59/2007 (H1N1; SEQ ID NO: 48), A/lslas Salomén/3/2006
(HIN1; SEQ ID No: 49), A/Singapur/1/57 (H2N2; SEQ ID NO: 54), A/Anhui/l/l2005 (H5N1; SEQ ID NO: 55),
A/Vietnam/1194/2004 (H5N1; SEQ ID NO: 56); A/Cerceta/Hong Kong/W312/97 (H6N1; SEQ ID NO: 57); A/Hong Kong
1073/99 (H9N2; SEQ ID NO: 59); A/Brisbane/lo/2007 (H3N2; SEQ ID NO: 50), A/Wisconsin/67/2005 (H3N2; SEQ ID
NO: 51), A/Equino/Praga/56 (H7N7); SEQ ID NO: 58), B/Malasia/2506/2004 (SEQ ID NO: 52), o B/Florida/4/2006
(SEQ ID NO: 53).

La presente invencion también se relaciona con virus de la influenza que infectan otros mamiferos o animales
huésped, por ejemplo, seres humanos, primates, caballos, cerdos, aves, aves acuaticas, aves migratorias, codorniz,
pato, ganso, aves de corral, pollo, camello, caninos, perros, felinos, gatos, tigre, leopardo, civeta, vison, marta,
hurones, mascotas, ganado, ratones, ratas, foca, ballena y similares.

La invencién también incluye, aunque no se limita a, las VLP derivadas de influenza que obtienen una envoltura
lipidica de la membrana plasmatica de la célula en la cual se expresan las proteinas de VLP. Por ejemplo, cuando la
VLP se expresa en un sistema basado en plantas, la VLP puede obtener una envoltura lipidica de la membrana
plasmatica de la célula.

Generalmente, el término “lipido” se refiere a moléculas de origen natural solubles en grasa (lipofilicas). El término
se utiliza también mas especificamente para referirse a acidos grasos y sus derivados (incluyendo tri, di y
monoglicéridos y fosfolipidos), asi como otros metabolitos que contienen esterol soluble en grasa o esteroles. Los
fosfolipidos son un componente principal de todas las membranas bioldgicas, junto con glicolipidos, esteroles y
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proteinas. Los ejemplos de fosfolipidos incluyen fosfatidil etanolamina, fosfatidilcolina, fosfatidil inositol, fosfatidil
serina y similares. Los ejemplos de esteroles incluyen zoosteroles (por ejemplo, colesterol) y fitoesteroles. Se han
identificado mas de 200 fitoesteroles en varias especies de plantas, los mas comunes son campesterol,
estigmasterol, ergosterol, brasicasterol, delta-7-estigmasterol, delta-7-avenasterol, daunosterol, sitosterol, 24-
metilcolesterol, colesterol o beta-sitosterol. Como comprendera alguien ordinariamente capacitado en la técnica, la
composicion de lipidos de la membrana plasmatica de una célula puede variar con las condiciones de cultivo o de
crecimiento de la célula u organismo a partir del cual se obtiene la célula.

Las membranas celulares generalmente comprenden bicapas de lipidos, asi como proteinas para diferentes
funciones. Se pueden encontrar concentraciones localizadas de lipidos particulares en la bicapa lipidica,
denominadas como “balsas lipidicas". Sin animo de cefiirnos a ninguna teoria en particular, las balsas lipidicas
pueden tener papeles significativos en endo y exocitosis, entrada o salida de virus u otros agentes infecciosos,
transduccion de sefales intercelulares, interaccion con otros componentes estructurales de la célula u organismo,
tales como matrices intracelulares y extracelulares.

Con referencia al virus de la influenza, el término “hemaglutinina" o “HA” como se utiliza en la presente se refiere a
una glicoproteina encontrada en el exterior de las particulas virales de la influenza. La HA es una glicoproteina del
tipo | de membrana homotrimérica, que comprende generalmente un péptido de sefial, un dominio de HA1, y un
dominio de HA2 que comprende un sitio de anclaje que abarca la membrana en el terminal C y una pequefia cola
citoplasmatica (Figura 1B). Las secuencias de nucleotidos que codifican HA son bien conocidas y estan disponibles -
véase por ejemplo, la base de BioDefence Public Health (Virus de la Influenza; véase URL: biohelthbase.org) o el
National Center for Biotechnology Information (véase URL: ncbi.nlm.nih.gov).

El término “homotrimero” u “homotrimérico” indica que un oligémero esta formada por tres moléculas de proteina
HA. Sin animo de cefiirnos a ninguna teoria en particular, la proteina HA se sintetiza como una proteina precursora
monomérica (HAQ) de aproximadamente 75 kDa, la cual se ensambla en la superficie dentro de una proteina
trimérica alargada. Antes de que se produzca la trimerizacion, la proteina precursora se escinde en un sitio de
escision de activacion conservado (también llamado como un péptido de fusion) en 2 cadenas polipeptidicas, HA1 y
HAZ2 (que comprenden la region transmembrana), enlazadas por medio de un enlace de disulfuro. El segmento HA1
puede ser de 328 aminoacidos de longitud, y el segmento HA2 puede ser de 221 aminoacidos de longitud. Aunque
esta escision puede ser importante para infectividad del virus, puede no ser esencial para la trimerizacion de la
proteina. La insercién de HA dentro de la membrana del reticulo endoplasmatico (ER) de la célula huésped, la
escision del péptido de senal y glicosilacion de la proteina son eventos de traduccion conjunta. El repliegue correcto
de HA requiere la glicosilacion de la proteina y la formacién de 6 enlaces disulfuro dentro de la cadena. El trimero de
HA se ensambla dentro del complejo cis y trans-Golgi, jugando el dominio transmembrana un papel en el proceso de
trimerizacion. Las estructuras cristalinas de las proteinas HA tratadas con bromelina, las cuales carecen del dominio
transmembrana, han mostrado una estructura altamente conservada entre las cepas de influenza. También se ha
establecido que la HA experimenta mayores cambios conformacionales durante el proceso de infeccién, los cuales
requieren que la HAO precursora se escinda en las 2 cadenas polipeptidicas HA1 y HA2. La proteina HA puede ser
procesada (es decir, comprender los dominios HA1 y HA2) o puede no ser procesada (es decir, comprender el
dominio de HAO).

La presente invencion se relaciona con el uso de una proteina HA que comprende el dominio transmembrana e
incluye los dominios HA1 y HA2, por ejemplo, la proteina de HA puede ser HAO, o HA procesada que comprende
HA1 y HA2. La proteina HA puede utilizarse en la produccion o la formacion de las VLP utilizando una planta, o
célula de una planta o un sistema de expresion.

La HA expresada de acuerdo con la presente invencion puede obtenerse a partir de cualquier subtipo. Por ejemplo,
la HA puede ser del subtipo H1, H2, H3, H4, H5, H6, H7, H8, H9, H10, H11, H12, H13, H14, H15 o H16. La HA
recombinante puede también comprender una secuencia de aminoacidos basada en la secuencia de cualquier
hemaglutinina conocida en el estado del arte - véase por ejemplo, la base de BioDefence Public Health (Virus de la
Influenza; véase URL: biothelthbase.org) o el National Center for Biotechnology Information (véase URL:
ncbi.nim.nih.gov). Ademas, la HA puede basarse en la secuencia de una hemaglutinina que se aisla de uno o mas
virus de la influenza recientemente identificados o emergentes.

La presente invencién también incluye las VLP que comprenden las HA obtenidas de uno o mas de un subtipo de
influenza. Por ejemplo, las VLP pueden comprender una o mas de una HA del subtipo H1 (codificada por la SEQ ID
NO: 28), H2 (codificada por la SEQ ID NO: 12), H3 (codificada por la SEQ ID NO: 13), H4 (codificada por la SEQ ID
NO: 14) H5 (codificada por la SEQ ID NO: 15), H6 (codificada por la SEQ ID NO: 16), H7 (codificada por la SEQ ID
NO: 11), H8 (codificada por la SEQ ID NO: 17), H9 (codificada por la SEQ ID NO: 18), H10 (codificada por la SEQ ID
NO: 19), H11 (codificada por la SEQ ID NO: 20), H12 (codificada por la SEQ ID NO: 21), H13 (codificada por la SEQ
ID NO: 27), H14 (codificada por la SEQ ID NO: 23), H15 (codificada por la SEQ ID NO: 24), H16 (codificada por la
SEQ ID NO: 25) o una combinacion de las mismas. Una o mas de una HA a partir de uno o més de un subtipo de
influenza pueden coexpresarse dentro de célula vegetal o de insecto para asegurar que la sintesis de una o mas de
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una HA resulta en la formacion de las VLP que comprenden una combinacion de las HA obtenidas a partir de uno o
mas de un subtipo de influenza. La seleccidon de la combinacién de las HA puede determinarse por medio del uso
pretendido de la vacuna preparada a partir de la VLP. Por ejemplo, una vacuna para su uso en la inoculaciéon de
aves pueden comprender cualquier combinacion de subtipos de HA, mientras que las VLP utiles para inocular seres
humanos pueden comprender subtipos de uno o mas de los subtipos H1, H2, H3, H5, H7, H9, H10, N1, N2, N3 y N7.
Sin embargo, se pueden preparar otras combinaciones de subtipos de HA dependiendo del uso del indculo.

Por lo tanto, la presente invencion estéa dirigida a una VLP producida de acuerdo con | invencién que comprende uno
0 mas de un subtipo de HA.

La presente invencién involucra por lo tanto acidos nucleicos que codifican hemaglutininas que forman las VLP
cuando se expresan en plantas.

Las proteinas HA de influenza exhiben un intervalo de similitudes y diferencias con respecto al peso molecular, el
punto isoeléctrico, tamafio, complemento de glicano y similares. Las propiedades fisicoquimicas de las diversas
hemaglutininas pueden ser Utiles para permitir la diferenciaciéon entre las HA expresadas en una planta, célula de
insecto o sistema de levadura, y pueden ser de uso particular cuando se coexpresa mas de una HA en un sistema
sencillo. En la tabla 1 se proporcionan ejemplos de tales propiedades fisicoquimicas.
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La presente invencion también involucra secuencias de nucleétidos SEQ ID NO: 28; SEQ ID NO: 3; SEQ ID NO: 11,
que codifican HA a partir de H1, H5 o H7, respectivamente, una secuencia de nucledtidos que hibrida bajo
condiciones de hibridacion rigurosas a la SEQ ID NO: 28; SEQ ID NO: 3; SEQ ID NO: 11, o una secuencia de
nucleétidos que hibrida bajo condiciones de hibridacion rigurosas a un complemento de la SEQ ID NO: 28; SEQ ID
NO: 3; SEQ ID NO: 1, en donde la secuencia de nucleétidos codifica una proteina de hemaglutinina que cuando se
expresa forma una VLP, y que la VLP induce la produccion de un anticuerpo cuando se administra a un individuo.
Por ejemplo, la expresion de la secuencia de nucledtidos dentro de una célula vegetal forma una VLP, y la VLP
puede utilizarse para producir un anticuerpo que es capaz de enlazarse a HA, incluyendo HA, HAO, HA1 o HA2
maduras de uno o mas tipos o subtipos de influenza. La VLP, cuando se administra a un individuo induce una
respuesta inmune.

La hibridacién bajo condiciones de hibridacion rigurosas es conocida en el arte (véase por ejemplo, Current
Protocols in Molecular Biology, Ausubel et al., eds. 1995 y suplementos; Maniatis et al., en Molecular Cloning (A
Laboratory Manual), Cold Spring Harbor Laboratory, 1982; Sambrook y Russell, en Molecular Cloning: A Laboratory
Manual, 3a edicién 2001. Un ejemplo de tales condiciones de hibridacion rigurosas puede ser aproximadamente 16 -
20 horas de hibridacion en 4 X SSC a 65°C, seguido por un lavando en 0,1 X SSC a 65°C durante una hora, o 2
lavados en 0,1 X SSC a 65°C cada uno durante 20 o 30 minutos. Alternativamente, un ejemplo de una condicion de
hibridacion rigurosa podria ser durante la noche (16 - 20 horas) en formamida al 50%, 4 X SSC a 42°C, seguida por
un lavando en 0,1 X SSC a 65°C durante una hora, o 2 lavados en 0,1 X SSC a 65°C cada uno durante 20 o 30
minutos, o durante la noche (16 - 20 horas) o hibridacién en amortiguador de fosfato acuoso Church (SDS al 7%;
amortiguador de NaPO4 0,5 M, pH 7,2; EDTA 10 mM) a 65°C, con 2 lavados ya sea a 50°C en 0,1 X SSC, SDS al
0,1% durante 20 o 30 minutos cada uno, o 2 lavados a 65°C en 2 X SSC, SDS al 0,1% durante 20 o 30 minutos
cada uno.

Adicionalmente, la presente invencidon puede involucrar secuencias de nucledtidos que se caracterizan por tener
aproximadamente 70, 75, 80, 85, 87, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99, 100% o cualquier cantidad entre éstas,
identidad de secuencias, o similitud de secuencias, con la secuencia de nucleétidos que codifica la HA a partir de H1
(SEQ ID NO: 28), H5 (SEQ ID NO: 3) o H7 (SEQ ID NO: 11), en donde la secuencia de nucleétidos codifica una
proteina de hemaglutinina que cuando se expresa en plantas forma una VLP, y que la VLP induce la produccion de
un anticuerpo. Por ejemplo, la expresion de la secuencia de nucleétidos dentro de una célula vegetal forma una VLP,
y la VLP puede utilizarse para producir un anticuerpo que es capaz de enlazar HA, incluyendo HA, HAO, HA1 o HA2
maduras. La VLP, cuando se administra a un sujeto, induce una respuesta inmune.

En forma similar, la presente invencion involucra las HA asociadas con los siguientes subtipos H1 (codificada por la
SEQ ID NO: 28), H2 (codificada por la SEQ ID NO: 12), H3 (codificada por la SEQ ID NO: 13), H4 (codificada por la
SEQ ID NO: 14), H5 (codificada por la SEQ ID NO: 15), H6 (codificada por la SEQ ID NO: 16), H7 (codificada por la
SEQ ID NO: 11), H8 (codificada por la SEQ ID NO: 17), H9 (codificada por la SEQ ID NO: 18), H10 (codificada por la
SEQ ID NO: 19), H11 (codificada por la SEQ ID NO: 20), H12 (codificada por la SEQ ID NO: 21), H13 (codificada por
la SEQ ID NO: 27), H14 (codificada por la SEQ ID NO: 23), H15 (codificada por la SEQ ID NO: 24), H16 (codificada
por la SEQ ID NO: 25); véanse las Figuras 10A a 10P), y las secuencias de nucleétidos que se caracterizan porque
tienen aproximadamente de 70 a 100% o cualquier cantidad entre ellas, 80 a 100% o cualquier cantidad entre ellas,
90 - 100% o cualquier cantidad entre ellas, 0 95 - 100% o cualquier cantidad entre ellas, de identidad de secuencias
con H1 (SEQ ID NO: 28), H2 (SEQ ID NO: 12), H3 (SEQ ID NO: 13), H4 (SEQ ID NO: 14), H5 (SEQ ID NO: 15), H6
(SEQ ID NO: 16), H7 (SEQ ID NO: 11), H8 (SEQ ID NO: 17), H9 (SEQ ID NO: 18), H10 (SEQ ID NO: 19), H11 (SEQ
ID NO: 20), H12 (SEQ ID NO: 21), H13 (SEQ ID NO: 27), H14 (SEQ ID NO: 23), H15 (SEQ ID NO: 24), H16 (SEQ ID
NO: 25), en donde la secuencia de nucledtidos codifica una proteina hemaglutinina que cuando se expresa forma
una VLP, y que la VLP induce la producciéon de un anticuerpo. Por ejemplo, la expresién de la secuencia de
nucleétidos dentro de una célula vegetal forma una VLP, y la VLP puede utilizarse para producir un anticuerpo que
es capaz de enlazar HA, incluyendo HA, HAO, HA1 o HA2 maduras. La VLP, cuando se administra a un sujeto,
induce una respuesta inmune.

Una “respuesta inmune” generalmente se refiere a una respuesta del sistema inmune adaptivo. El sistema inmune
adaptivo comprende generalmente una respuesta humoral, y una respuesta mediada por células. La respuesta
humoral es el aspecto de la inmunidad que es mediada por anticuerpos secretados, producidos en las células del
linaje de linfocitos B (células B). Los anticuerpos secretados se enlazan a antigenos en las superficies de los
microbios invasores (tal como virus o bacterias), que los marcan para destruccion. La inmunidad humoral se utiliza
generalmente para referirse a la produccion de anticuerpos y los procesos que la acompafan, asi como las
funciones efectoras de anticuerpos, incluyendo la activacion de células Th2 y la producciéon de citoquinas,
generacion de células de memoria, promocién de opsonina de fagocitosis, eliminacion de patégenos y similares. Los
términos “modular” o “modulacion” o similares se refieren a un incremento o disminucion en una respuesta o
parametro particular, como se determina por medio de cualquiera de los diferentes ensayos generalmente conocidos
o utilizados, algunos de los cuales se usan como ejemplos en la presente invencion.

Una respuesta mediada por células es una respuesta inmune que no implica anticuerpos, sino mas bien implica la
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activacion de macrofagos, células asesinas naturales (NK), linfocitos T citotdxicos especificos del antigeno, y la
liberacion de varias citoquinas en respuesta a un antigeno. La inmunidad mediada por células se utiliza
generalmente para referirse a alguna activacion de las células Th, activacion de células Tc y respuestas mediadas
por células T. La inmunidad mediada por células es de importancia particular en respuesta a infecciones virales.

Por ejemplo, la induccién de linfocitos T CD8 positivos especificos para el antigeno puede medirse utilizando un
ensayo ELISPOT; la estimulacion de linfocitos T CD4 positivos puede medirse utilizando un ensayo de proliferacion.
Las concentraciones de anticuerpos anti-influenza pueden cuantificarse utilizando un ensayo ELISA; se pueden
medir también los isotipos de anticuerpos reactivos cruzados o especificos de antigenos utilizando anticuerpos anti-
isotipo (por ejemplo, anti-IgG, IgA, IgE o IgM). Los métodos y técnicas para realizar tales ensayos son bien
conocidos en la técnica.

Puede también utilizarse un ensayo de inhibicién de hemaglutinacion (HI o HAI) para demostrar la eficacia de
anticuerpos inducidos por una vacuna, o una composicion de vacuna puede inhibir la aglutinacion de glébulos rojos
(RBC) por HA recombinante. Las concentraciones de anticuerpos inhibitorios de hemaglutinacién de muestras de
suero pueden evaluarse por microtitulacion de HAI (Aymard et al 1973). Los eritrocitos de cualquiera de las diversas
especies pueden utilizarse - por ejemplo, de caballo, pavo, pollo o similares. Este ensayo da informacion indirecta en
el ensamble del trimero de HA en la superficie de la VLP, confirmando la presentacion apropiada de sitios
antigénicos en las HA.

También se pueden utilizar concentraciones de HAI de reactividad cruzada para demostrar la eficacia de una
respuesta inmune a otras cepas del virus relacionadas con el subtipo de vacuna. Por ejemplo, el suero de un sujeto
inmunizado con una composicion de vacuna de una primera cepa (por ejemplo, las VLP de A/lndonesia 5/05) puede
utilizarse en un ensayo de HAI con una segunda cepa de virus completo o de particulas virales (por ejemplo,
A/Vietnam/1194/2004) y la concentracion de HAI determinada.

La presencia o los niveles de citoquina también pueden cuantificarse. Por ejemplo, una respuesta de célula T auxiliar
(Th1/Th2) sera caracterizada por medio de la medicion de células que secretan IFN-y e |IL-4 utilizando ELISA (por
ejemplo, kits BD Biosciences OptEIA). Las células mononucleares de sangre periférica (PBMC) o esplenocitos
obtenidos de un sujeto pueden cultivarse, y analizarse el sobrenadante. Los linfocitos T pueden también
cuantificarse por medio de clasificacidon celular activada por fluorescencia (FACS), utilizando etiquetas y métodos
fluorescentes marcadores especificos que son bien conocidos en la técnica.

También puede llevarse a cabo un ensayo de microneutralizacién para caracterizar una respuesta inmune en un
sujeto, véase por ejemplo los métodos de Rowe et al., 1973. Las concentraciones de neutralizacion de virus pueden
obtenerse en varias formas, incluyendo: 1) enumeracion de placas de lisis (ensayo de placas) después de la
fijacion/coloracion de las células con cristal violeta; 2) observacion microscopica de lisis celular en cultivo; 3) ELISA 'y
deteccién espectrofotométrica de proteina de virus NP (correlacionado con infeccion viral de células huéspedes).

La identidad de secuencias o similitud de secuencias puede determinarse utilizando un programa de comparacion de
secuencias de nucleodtidos, tal como aquella suministrada dentro de DNASIS (por ejemplo, utilizando, aunque sin
limitarse a los siguientes parametros: penalizacion de 5 por GAP, de 5 por # de diagonales superiores, penalizacion
de 10 por GAP fija, de 2 por una tupla k, de 10 por abertura flotante, y de 5 por tamafio de ventana). Sin embargo se
conocen bien en el arte otros métodos de alineacion de secuencias para comparacion, por ejemplo, los algoritmos
de Smith & Waterman (1981, Adv. Appl. Math. 2: 482), Needleman & Wunsch (J. Mol. Biol. 48: 443, 1970), Pearson
& Lipman (1988, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85: 2444) y por implementaciones computarizadas de estos algoritmos
(por ejemplo, GAP, BESTFIT, FASTA y BLAST), o por alineacion manual e inspeccion visual.

El término “dominio de hemaglutinina" se refiere a un péptido que comprende ya sea el dominio HAO, o los dominios
HA1 y HA2. El dominio de hemaglutinina no incluye el péptido sefial, el dominio transmembrana o la cola
citoplasmatica encontrada en la proteina de origen natural.

El término “particula similar a virus" (VLP), o “particulas similares a virus" o las “VLP" se refiere a estructuras que se
auto-ensamblan y comprenden proteinas estructurales tal como proteina HA de influenza. Las VLP son
generalmente morfologica y antigénicamente similares a viriones producidos en una infeccién, aunque carecen de
informacién genética suficiente para replicarse y de este modo no son infecciosas. En algunos ejemplos, las VLP
pueden comprender una especie de proteina simple o mas de una especie de proteina. Para las VLP que
comprenden mas de una especie de proteina, la especie de proteina pueden ser de las misma especie de virus o
pueden comprender una proteina de una especie diferente, género, subfamilia o familia de virus (como se designa
por medio de la nomenclatura ICTV). En otros ejemplos, se pueden modificar una o mas de las especies de
proteinas que comprenden una VLP a partir de la secuencia de origen natural. Las VLP pueden producirse en
células huéspedes adecuadas incluyendo células huéspedes de plantas e insectos. Después de la extraccion de la
célula huésped y del aislamiento y purificacion adicional bajo condiciones adecuadas, las VLP pueden purificarse
como estructuras intactas.
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Las VPL producidas a partir de proteinas derivadas de influenza, de acuerdo con la presente invencion, no
comprenden la proteina M1. Se sabe que la proteina M1 enlaza ARN (Wakefield y Brownlee, 1989) que es un
contaminante de la preparacion de VLP. La presencia del ARN es indeseada cuando se obtiene la aprobacion
reglamentaria para el producto de VLP, por lo tanto una preparacién de VLP que carece de ARN puede ser
ventajosa.

Las VPL de la presente invencion se producen en una célula huésped que se caracteriza porque carece de la
capacidad para sialilar proteinas, por ejemplo, carece de sialidasa, es decir una célula vegetal. Las VPL producidas
como se describe en la presente invencion no comprenden tipicamente neuraminidasa (NA). Sin embargo, la NA
puede ser coexpresada con HA, en caso de que se deseen las VPL que comprenden HA y NA.

Una VLP producida en una planta de acuerdo con algunos aspectos de la invencion puede acomplejarse con lipidos
derivados de la planta. La VLP puede comprender un péptido de HAO, HA1 o HA2. Los lipidos derivados de plantas
pueden estar en la forma de una bicapa de lipido, y pueden comprender ademas una envoltura que rodea la VLP.
Los lipidos derivados de plantas pueden comprender componentes lipidicos de la membrana plasmatica de la planta
en donde se produce la VLP, incluyendo, aunque sin limitarse a fosfatidilcolina (PC), fosfatidil etanolamina (PE),
glicoesfingolipidos, fitoesteroles o una combinacién de los mismos. Un lipido derivado de una planta puede
alternativamente denominarse como un “lipido de la planta”. Se conocen ejemplos de fitoesteroles en la técnica, e
incluyen, por ejemplo, estigmasterol, sitosterol, 24-metilcolesterol y colesterol - véase por ejemplo, Mongrand et al.,
2004.

Las VPL pueden evaluarse por estructura y tamafio, por ejemplo, mediante un ensayo de hemaglutinacion,
microscopia electronica o por cromatografia por exclusion de tamario.

Para cromatografia por exclusion de tamafio, las proteinas solubles totales pueden extraerse del tejido vegetal por
medio de homogenizacion de la muestra (Polytron) de material vegetal triturado y congelado en un amortiguador de
extraccion, y se remueve el material insoluble por centrifugacion. La precipitacion con PEG ?uede también ser
benéfica. La proteina soluble se cuantifica, y el extracto pasa a través de una columna Sephacryl . Puede utilizarse
Azul Dextrano 2000 como estandar de calibracion. Después de la cromatografia, se pueden analizar adicionalmente
las fracciones por inmunotransferencia para determinar el complemento de proteina de la fraccion.

Sin animo de cefirnos a ninguna teoria en particular, la capacidad de la HA para enlazarse a RBC de diferentes
animales se efectua por la afinidad de la HA por los acidos sidlicos 02,3 0 02,3 y la presencia de aquellos acidos
sidlicos en la superficie de RBC. La HA equina y aviar de los virus de la influenza aglutinan eritrocitos de todas las
diferentes especies, incluyendo pavos, pollos, patos, cobayos, seres humanos, ovejas, caballos y vacas; mientras
que las HA de seres humanos se enlazaran a los eritrocitos de pavos, pollos, patos, cobayos, seres humanos y
ovejas (véase también Ito T. et al, 1997, Virology, vol 227, p. 493 - 499; y Medeiros R et al, 2001, Virology, vol 289 p.
74 - 85). En las Tablas 2A y 2B se presentan ejemplos de reactividad de especies de las HA de diferentes cepas de
influenza.

Tabla 2A: Especies de RBC enlazadas por las HA de cepas seleccionadas de influenza estacional

Estacional | Cepa No | Origen | Caballo | Pavo
H1 A/Brisbane/59/2007 (H1N1) 774 | Humano + ++
Allslas Salomén /3/2006 (H1N1) | 775 | Humano + ++
H3 A/Brisbane/10/2007 (H3N2) 776 | Humano + ++
A/Wisconsin/67/2005 (H3N2) 777 | Humano + ++
B B/Malasia/2506/2004 778 | Humano + ++
B/Florida/4/2006 779 | Humano + ++

Tabla 2B: Especies de RBC enlazadas por las HA de cepas seleccionadas de influenza pandémica

Pandémica | Cepa No | Origen | Caballo | Pavo
H2 A/Singapur/1/57 (H2N2) 780 | Humano + ++
H5 A/Anhui/1/2005 (H5N1) 781 | Hu-Av ++ +
A/Vietnam/1194/2004 (H5N1) 782 | Hu-Av ++ +
H6 A/Cerceta/Hong Kong/W312/97 (H6N1) | 783 Aviar ++ +
H7 A/Equino/Praga/56 (H7N7) 784 | Equino ++ ++
H9 A/Hong Kong/1073/99 (HON2) 785 | Humano ++ +

Como se utiliza en la presente invencion, una “proteina” se refiere generalmente a una cadena de aminoacidos
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conectados por medio de un enlace peptidico, que puede plegarse en una estructura secundaria, terciaria o
cuaternaria para lograr una morfologia particular. Alternativamente, los términos polipéptido, péptido o fragmentos de
péptidos pueden utilizarse en un contexto similar.

Un fragmento o porcién de una proteina, proteina de fusidon o polipéptido incluye un péptido o polipéptido que
comprende un subconjunto del complemento de aminoacidos de una proteina o polipéptido particular, siempre y
cuando el fragmento pueda formar una VLP cuando se expresa. El fragmento puede, por ejemplo, comprender una
region antigénica, una region que induce una respuesta por estrés, o una region que comprende un dominio
funcional de la proteina o el polipéptido. El fragmento puede también comprender una regién o dominio comun para
las proteinas de la misma familia general, o el fragmento puede incluir suficiente secuencia de aminoacidos para
identificar especificamente la proteina de longitud completa de la cual se deriva.

Por ejemplo, un fragmento o porcién puede comprender aproximadamente desde 60% hasta aproximadamente
100% de la longitud total de la proteina, o cualquier cantidad entre estos valores, siempre y cuando el fragmento
pueda formar una VLP cuando se expresa. Por ejemplo, aproximadamente desde 60% hasta aproximadamente
100%, aproximadamente desde 70% hasta aproximadamente 100%, aproximadamente desde 80% hasta
aproximadamente 100%, aproximadamente desde 90% hasta aproximadamente 100%, aproximadamente desde
95% hasta aproximadamente 100% de la longitud total de la proteina, o cualquier cantidad entre estos valores.
Alternativamente, un fragmento o porcion puede ser de aproximadamente 150 hasta aproximadamente 500
aminoacidos, o cualquier cantidad entre estos valores, dependiendo de la HA, y siempre y cuando el fragmento
pueda formar una VLP cuando se expresa. Por ejemplo, un fragmento puede ser de 150 hasta aproximadamente
500 aminoacidos, o cualquier cantidad entre estos valores, aproximadamente desde 200 hasta aproximadamente
500 aminoacidos o cualquier cantidad entre estos valores, aproximadamente desde 250 hasta aproximadamente
500 aminoacidos o cualquier cantidad entre estos valores, aproximadamente desde 300 hasta aproximadamente
500 o cualquier cantidad entre estos valores, aproximadamente desde 350 hasta aproximadamente 500
aminoacidos o cualquier cantidad entre estos valores, aproximadamente desde 400 hasta aproximadamente 500 o
cualquier cantidad entre estos valores, aproximadamente desde 450 hasta aproximadamente 500 o cualquier
cantidad entre estos valores, dependiendo de la HA, y siempre y cuando el fragmento pueda formar una VLP cuando
se expresa. Por ejemplo, aproximadamente 5, 10, 20, 30, 40 6 50 aminoacidos, o cualquier cantidad entre estos
valores pueda ser removida del terminal C, el terminal N o ambos el terminal N y el C y una proteina de HA, siempre
y cuando el fragmento pueda formar una VLP cuando se expresa.

La numeracién de los aminoacidos en cualquier secuencia dada es relativa a la secuencia particular, sin embargo,
alguien capacitado en la técnica puede determinar facilmente la “equivalencia” de un aminoacido particular en una
secuencia con base en la estructura y/o secuencia. Por ejemplo, si 6 aminoacidos del terminal N fueran removidos
cuando se construia un clon para cristalografia, esto cambiaria la identidad numérica especifica del aminoacido (por
ejemplo, con relacién a la longitud total de la proteina), aunque no alteraria la posicion relativa del aminoacido en la
estructura.

Las comparaciones de una secuencia o de secuencias pueden hacerse utilizando un algoritmo BLAST (Altschul et
al.,, 1990, J. Mol Biol. 215: 403 - 410). Una busqueda por BLAST permite la comparacion de una secuencia de
consulta con una secuencia especifica o grupo de secuencias, o con una biblioteca o base de datos mas grande (por
ejemplo, GenBank o GenPept) de secuencias, e identificacion no solamente de secuencias que exhiban 100% de
identidad, sino también aquellas con menor grado de identidad. Las secuencias de acido nucleico o de aminoacidos
pueden compararse utilizando un algoritmo BLAST. Ademas, la identidad entre dos o mas secuencias puede
determinarse alineando las secuencias juntas y determinando el % de identidad entre las secuencias. La alineacion
puede llevarse a cabo utilizando el Algoritmo BLAST (por ejemplo, como el disponible a través del GenBank; URL:
ncbi.nim.nih.gov/cgi-bin/BLAST/ utilizando parametros predeterminados: Programa: blastn; Base de datos: nr;
Esperado 10; filtro: predeterminado; Alineacién: por pares; Codigos Genéticos de Consulta: Estandar (1)), o BLAST2
a través de EMBL, URL: embl-heidelberg.de/Services/index.html utilizando parametros predeterminados: Matriz
BLOSUM®G62; Filtro: predeterminado, ecofiltro: encendido, Esperado 10, corte: predeterminado; Cadena: ambas;
Descripciones: 50, Alineamientos: 50; o FASTA, utilizando parametros predeterminados), o por medio de
comparacion manual de las secuencias y calculando el % de identidad.

La presente invencion describe, aunque no se limita a la clonacion de un acido nucleico que codifica HA en un vector
de expresién vegetal, y la produccion de las VLP de influenza a partir de la planta, adecuados para produccion de
vacunas. Los ejemplos de tales acidos nucleicos incluyen, por ejemplo, aunque no se limitan a, una HA del virus de
influenza A/Nueva Caledonia/20/99 (H1N1) (por ejemplo, la SEQ ID NO: 61), una HA de A/lndonesia/5/05 del
subtipo (H5N1) (por ejemplo, la SEQ ID NO: 60), A/Brisbane/59/2007 (H1N1) (por ejemplo, la SEQ ID NO: 36, 48,
62), Allslas Salomon/3/2006 (H1N1) (por ejemplo, la SEQ ID NO: 37, 49, 63), A/Singapur/1/57 (H2N2) (por ejemplo,
las SEQ ID NOs: 42, 54, 64), A/Anhui/1/2005 (HSN1) (por ejemplo, las SEQ ID NOs: 43, 55, 65),
AlVietham/1194/2004 (HSN1) (por ejemplo, las SEQ ID NOs: 44, 56, 66), A/Cerceta/Hong Kong/W312/97 (HE6N1)
(por ejemplo, las SEQ ID NOs: 45, 57, 67), A/lHong Kong/1073/99 (HON2) (por ejemplo, las SEQ ID NOs: 47, 59, 68),
A/Brisbane/10/2007 (H3N2) (por ejemplo, las SEQ ID NOs: 38, 50, 69), A/Wisconsin/67/2005 (H3N2) (por ejemplo,
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las SEQ ID NOs: 49, 51, 70), A/Equino/Praga/56 (H7N7) (por ejemplo, las SEQ ID NOs: 46, 58, 71),
B/Malasia/2506/2004 (por ejemplo, las SEQ ID NOs: 40, 52, 72), B/Florida/4/2006 (por ejemplo, las SEQ ID NOs: 41,
53, 73). Los numeros correspondientes de la construccion o del clon para estas cepas se proporciona en la Tabla 1.
Las secuencias de acido nucleico que corresponden a las SEQ ID NOs: 46 - 47 comprenden una plastocianina
secuencia arriba y operativamente enlazada a la secuencia de codificacion de la HA para cada uno de los tipos o
subtipos, como se ilustra en las Figuras 28 - 49. Las secuencias de acido nucleico que corresponden a las SEQ ID
NOs: 60 - 73 comprenden un casete de expresion de HA que comprende un promotor de plastocianina de alfalfa y &'
UTR, una secuencia de codificacion de hemaglutinina de una HA, 3' UTR de plastocianina de alfalfa y secuencias
terminadoras, como se ilustra en las Figuras 51 - 64.

Las VPL pueden también utilizarse para producir reactivos que constan de proteinas estructurales recombinantes de
influenza que se auto-ensamblan en estructuras de proteinas macromoleculares homotipicas inmunogénicas y
funcionales, incluyendo particulas subvirales de influenza y VLP de influenza, en células de plantas transformadas.

Por lo tanto, la invencion proporciona las VLP, y un método para producir las VLP virales en un sistema de expresion
de una planta, a partir de la expresion de una sola proteina de la envoltura. Las VPL son VLP de influenza.

La presente invencion involucra ademas la clonaciéon de un &cido nucleico que codifica una HA, por ejemplo, aunque
sin limitarse a la HA del virus de influenza humana A/Indonesia/5/05 (H5N1) en un vector de una planta y la
produccién de candidatos o reactivos de vacuna de influenza que constan de proteinas estructurales recombinantes
de influenza que se auto-ensamblan en estructuras de proteinas macromoleculares homotipicas funcionales e
inmunogénicas, incluyendo particulas de influenza subvirales y VLP de influenza, en células vegetales
transformadas.

El acido nucleico que codifica la HA se expresa en una célula de una planta, o en una planta. El acido nucleico que
codifica la HA se puede sintetizar por medio de transcripcién inversa y reaccién en cadena de la polimerasa (PCR)
utilizando ARN para HA. Por ejemplo, el ARN se puede aislar del virus de influenza humana A/Nueva
Caledonia/20/99 (H1N1), o del virus de influenza humana A/Indonesia/5/05 (H5N1), u otros virus de influenza por
ejemplo A/Brisbane/59/2007 (H1N1), Allslas Salomo6n/3/2006 (H1N1), A/Singapur/1/57 (H2N2), A/Anhui/1/2005
(H5N1), A/Vietnam/1194/2004 (H5N1), A/Cerceta/Hong Kong/W312/97 (H6N1), A/Hong Kong/1073/99 (HIN2),
A/Brisbane/10/2007 (H3N2), A/Wisconsin/67/2005 (H3N2), A/Equino/Praga/56 (H7N7), B/Malasia/2506/2004,
B/Florida/4/2006, o de células infectadas con un virus de la influenza. Para transcripcién inversa y PCR, se pueden
utilizar cebadores de oligonucleétidos especificos para ARN de HA, por ejemplo, aunque sin limitarse a secuencias
de HA del virus de la influenza A/Nueva Caledonia/20/99 (H1N1) o secuencias de HAO del Virus de la influenza
humana A/lndonesia/5/05 (H5N1), o secuencias de HA de los subtipos de influenza A/Brisbane/59/2007 (H1N1),
Allslas Salomoén/3/2006 (H1N1), A/Singapur/1/57 (H2N2), A/Anhui/1/2005 (H5N1), A/Vietnam/1194/2004 (H5N1),
AlCerceta/Hong Kong/W312/97 (H6N1), A/Hong Kong/1073/99 (H9N2), A/Brisbane/10/2007 (H3N2),
A/Wisconsin/67/2005 (H3N2), A/Equino/Praga/56 (H7N7), B/Malasia/2506/2004, B/Florida/4/2006. Adicionalmente,
un acido nucleico que codifica HA puede sintetizarse quimicamente utilizando métodos como lo sabria alguien
capacitado en la técnica.

Las copias de ADNCc resultantes de estos genes pueden clonarse en un vector de expresion adecuado como el
requerido por el sistema de expresion huésped. Ejemplos de vectores de expresién apropiados para plantas se
describen posteriormente.

La presente invencion esta dirigida ademas a una construccion génica que comprende un acido nucleico que
codifica HA, como se describié anteriormente, operativamente enlazado a un elemento regulador que es operativo
en una planta. Ejemplos de elementos reguladores operativos en una célula vegetal y que pueden utilizarse de
acuerdo con la presente invencion incluyen, aunque no se limitan a, una regién reguladora de plastocianina (patente
de los Estados Unidos No. 7.125.978), o una region reguladora de Ribulosa 1,5-bisfosfato carboxilasa/oxigenasa
(RuBisCO; patente de los Estados Unidos No. 4.962.028), proteina de enlazamiento de clorofila a/b (CAB; Leutwiler
et al; 1986), ST-LS1 (asociada con el complejo que libera oxigeno del fotosistema Il y descrito por Stockhaus et al.
1987, 1989). Un ejemplo de una regiéon reguladora de plastocianina es una secuencia que comprende los
nucleétidos 10 - 85 de la SEQ ID NO: 36, o una region similar de cualquiera de las SEQ ID NOs: 37 - 47.

Por lo tanto, la invencién se relaciona con un acido nucleico que comprende una region reguladora y una secuencia
que codifica una HA de influenza. La region reguladora puede ser un elemento regulador de plastocianina, y la HA
de la influenza puede seleccionarse de un grupo de cepas o subtipos de influenza, que comprende A/Nueva
Caledonia/20/99 del subtipo (H1N1), A/Indonesia/5/2006 (H5N1), A/Brisbane/59/2007 (H1N1), Allslas
Salomon/3/2006  (H1N1), A/Singapur/1/57 (H2N2), A/Anhui/1/2005 (H5N1), A/Vietnam/1194/2004 (H5N1),
AlCerceta/lHong Kong/W312/97 (H6N1), A/Hong Kong/1073/99 (H9N2), A/Brisbane/10/2007 (H3N2),
A/Wisconsin/67/2005 (H3N2), A/Equino/Praga/56 (H7N7), B/Malasia/2506/2004, B/Florida/4/2006. Las secuencias
de acido nucleico que comprenden un elemento regulador de plastocianina y una HA de influenza se ejemplifican en
la presente invencion por las SEQ ID NOs: 36 - 47.
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Se sabe que puede haber diferencias de secuencias en la secuencia de las secuencias de aminoacidos de la
hemaglutinina de la influenza, o los acidos nucleicos que las codifican, cuando se cultiva el virus de la influenza en
huevos, o en células de mamifero (por ejemplo, células MDCK) o cuando se aislan de un sujeto infectado. Ejemplos
no limitantes de tales diferencias se ilustran en la presente invencién, incluyendo el Ejemplo 18. Ademas, como lo
comprendera alguien capacitado en la técnica, puede observarse una variacion adicional dentro de las
hemaglutininas de influenza obtenidas de nuevas cepas ya que continuan produciéndose mutaciones adicionales.
Debido a la variabilidad conocida de secuencia entre diferentes hemaglutininas de influenza, la presente invencion
incluye las VLP que pueden elaborarse utilizando cualquier hemaglutinina de influenza con tal que cuando se
expresa en un huésped como se describe en la presente invencion, la hemaglutinina de influenza forma una VLP.

Pueden determinarse las alineaciones de las secuencias y las secuencias de consenso utilizando cualquiera de los
diversos paquetes de software conocidos en la técnica, por ejemplo, MULTALIN (F. CORPET, 1988, Nucl. Acids
Res., 16 (22), 10881 - 10890), o pueden alinearse secuencias manualmente y determinarse las similitudes y
diferencias entre las secuencias.

La estructura de las hemaglutininas esta bien estudiada y se sabe que las estructuras estdn muy conservadas.
Cuando se superponen las estructuras de hemaglutinina, se observa un alto grado de conservacion estructural
(rmsd <2A). Esta conservacion estructural se observa aun cuando la secuencia de aminoacidos puede variar en
algunas posiciones (véase, por ejemplo, Skehel and Wiley, 2000 Ann Rev. Biochem 69: 531 - 69; Vaccaro et al
2005). Regiones de las hemaglutininas estan también bien conservadas, por ejemplo:

e Dominios estructurales: La poliproteina HAO se escinde para proporcionar la HA madura. La HA es un
homotrimero con cada mondmero que comprende un dominio de enlazamiento receptor (HA1) y un dominio de
anclaje de membrana (HA2) enlazado por medio de u enlace disulfuro sencillo; los 20 residuos del terminal N de
la subunidad HA2 pueden también denominarse como el dominio o secuencia de fusion de HA. También esta
presente una region de “cola" (interna a la envoltura de la membrana). Cada hemaglutinina comprende estas
regiones o dominios. Las regiones o dominios individuales se conservan tipicamente en longitud.

e Todas las hemaglutininas contienen el mismo numero y posicion de los puentes disulfuro intra e
intermoleculares. La cantidad y posicion en la secuencia de aminoacidos de las cisteinas que participan en la red
del puentes de disulfuro se conserva entre las HA. Ejemplos de estructuras que ilustran los puentes disulfuro
intra e intermoleculares caracteristicos y otros aminoacidos conservados y sus posiciones relativas se describen,
por ejemplo, en Gamblin et al, 2004 (Science 303: 1838 - 1842). Los ejemplos de estructuras y secuencias
incluyen 1RVZ, 1RVX, 1RVT, 1RVO, 1RUY, 1RU7, disponibles en el Banco de Datos de Proteinas (URL:
www.rcsb.org).

e Cola citoplasmatica - la mayoria de las hemaglutininas comprende 3 cisteinas en las posiciones conservadas.
Una o mas de estas cisteinas pueden estar palmitoiladas como una modificacién posterior la traduccion.

La variacion de aminoacidos se tolera en hemaglutininas de virus de influenza. Esta variacion proporciona nuevas
cepas que se identifican continuamente. La infectividad entre las nuevas cepas puede variar. Sin embargo, se
mantiene la formacion de trimeros de hemaglutinina, los cuales posteriormente forman las VLP. La presente
invencion, por lo tanto, se refiere a una secuencia de aminoacidos de hemaglutinina, o un acido nucleico que
codifica una secuencia de aminoacidos de hemaglutinina, que forma las VLP en una planta, e incluye secuencias
conocidas y variantes de secuencias que pueden desarrollarse.

La Figura 65 ilustra un ejemplo de tal variaciéon conocida. Esta figura muestra una secuencia de aminoacidos de
consenso (SEQ ID No: 74) para HA de las siguientes cepas H1N1:

A/Nueva Caledonia/20/99 (H1N1) (codificada por la SEQ ID NO: 33),
A/Brisbane/59/2007 (H1N1) (SEQ ID NO: 48),
AJlslas Salomon/3/2006 (H1N1) (SEQ ID NO: 49) y

la SEQ ID NO: 9. x1 (posicion 3) es A o V; X2 (posicién 52) es D o N; X3 (posicion 90) es K o R; X4 (posicion 99) es
Ko T; X5 (posicion 111) es Y o H; X6 (posicidon 145) es V o T; X7 (posicion 154) es E o K; X8 (posicion 161) es R o
K; X9 (posiciéon 181) es V o A; X10 (posicion 203) es D o N; X11 (posicién 205) es R o K; X12 (posicion 210) es T o
K; X13 (posicidn 225) es R o K; X14 (posicion 268) es W o R; X15 (posicion 283) es T o N; X16 (posicion 290) es E o
K; X17 (posicion 432) es | o L; X18 (posicién 489) es N o D.

Como otro ejemplo de tal variacion, se muestra una alineacién de secuencia y una secuencia de consenso para HA
de A/Nueva Caledonia/20/99 (H1N1) (codificada por la SEQ ID NO: 33), A/Brisbane/59/2007 (H1N1) (SEQ ID NO:
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48), Allslas Salomon/3/2006 (H1N1) (SEQ ID NO: 49), A/Puerto Rico/8/34 (H1N1) y SEQ ID NO: 9 a continuacion en
la Tabla 3.

Tabla 3: Alineacion de la secuencia y de la secuencia de consenso para HA de cepas H1N1 seleccionadas

SEQ ID NO. Secuencias
1 50
75 MKAKLLVLLC TFTATYADTI CIGYHANNST DTVDTVLEKN VTVTHSVNLL
9 MKAKLLVLLC TFTATYADTI CIGYKANNST DTVDTVLEKN VTVTHSVNLL
48 MKVKLLVLLC TFTATYADTI CIGYHANNST DTVDTVLEKN VTVTHSVNLL
49 MKVKLLVLLC TFTATYADTI CIGYHANNST DTVDTVLEKN VTVTHSVNLL
i X Ceeer eereesenee e eeeee e
Consenso mkxkllvlle tftatyadti cigyhannst dtvdtviekn vtvthsvnll
51 100
75 EDSHNGKLCL LXGIAPLQLG NCSVAGWILG NPECELLISK ESWSYIVETP
9 EDSHNGKLCL LKGIAPLQLG NCSVAGWILG NPECELLISK ESWSYIVETP
48 ENSHNGKLCL LKGIAPLQLG NCSVAGWILG NPECELLISK ESWSYIVEKP
49 EDSHNGKLCL LKGIAPLQLG NCSVAGWILG NPECELLISR ESWSYIVEKP
T et eee temeeaeeee teeecaaae ee e ieeeaeaes
Consenso exshngklel lkgiaplqlg ncsvagwilg npecellis. eswsyive.p
101 150
75 NPENGTCYPG YFADYEELRE QLSSVSSFER FEIFPKESSW PNHTVTGVSA
9 NPENGTCYPG YFADYEELRE QLSSVSSFER FEIFPKESSW PNHTVTGVSA
48 NPENGTCYPG HFADYEELRE QLSSVSSFER FEIFPKESSW PNHTVTGVSA
49 NPENGTCYPG HFADYEELRE QLSSVSSFER FEIFPKESSW PNHTTTGVSA
T i i i ris e reer s sesassaaee caeaeriees esasaareas
Consenso npengtcypg xfadyeelre glssvssfer feifpkessw pnhtxtgvsa
151 200
75 SCSHNGKSSF YRNLLWLTGK NGLYPNLSKS YVNNKEKEVL VLWGVHHPPN
9 SCSHNGKSSF YRNLLWLTGK NGLYPNLSKS YVNNKEKEVL VLWGVHHPPN
48 SCSHENGESSF YRNLLWLTGK NGLYPNLSKS YANNKEKEVL VLWGVHHPPN
49 SCSHNGESSF YKNLLWLTGK NGLYPNLSKS YANNKEKEVL VLWGVHHPPN
76 et tane heah et et seeae e e
Consenso scshngxssf yxnllwltgk nglypnlsks yxnnkekevl vlwgvhhppn
201 250
75 IGNQRALYHT ENAYVSUVSS HYSRRFTPEI AKRPKVRDQE GRINYYWTLL
9 IGNQRALYHT ENAYVSVVSS HYSRRFTPEI AKRPKVRDQE GRINYYWTLL
48 IGDQKALYHT ENAYVSVVSS HYSRKFTPEI AKRPKVRDQE GRINYYWTLL
49 IGDQRALYHK ENAYVSVVSS HYSRKFTPEI AKRPKVRDQE GRINYYWTLL
T6 i e MSLLT EVETYVLSII PSGPLKAEIA QRLEDVFAGK
Consenso igxgxalyhx enayvsvvss hysrxftpel akrPkvr#ge gRi#yywtll
251 300
75 EPGDTIIFEA NGNLIAPWYA FALSRGFGSG IITSNAPMDE CDAKCQTPQG
9 EPGDTIIFEA NGNLIAPWYA FALSRGFGSG IITSNAPMDE CDAKCQTPQG
48 EPGDTIIFEA NGNLIAPRYA FALSRGFGSG IINSNAPMDK CDAKCQTPQG
49 EPGDTIIFEA NGNLIAPRYA FALSRGFGSG IINSNAPMDE CDAKCQTPQG
76 NTDLEVLMEW ...LKTRPIL SPLTKGILGF VFTLTVPSER GLQRRRFVQN
Consenso #pgdt!ifEa ngnliapxya falsrGfgsg !itsnaPmi#x cdakcgtpQg
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La secuencia de consenso indica en letras mayusculas los aminoacidos comunes a todas las secuencias en una
posicion designada; las letras minusculas indican aminoacidos comunes para al menos la mitad, o la mayoria de las

secuencias; el simbolo ! es cualquiera de | o V; el simbolo $ es cualquiera de L o M; el simbolo % es cualquiera de F
oY; el simbolo # es cualquiera de N, D, Q, E, B 0 Z; el simbolo “."

301

AINSSLPFON
AINSSLPFQN
AINSSLPFQN
AINSSLPFQN

AiNssglpfaN

351

AGFIEGGWTG
AGFILEGGWTG
AGFIEGGWTG
AGFIEGGWTG
MGLIYNRM.G
aGfIeggwtG

401

EKMNTQFTAV
EKMNTQFTAV
EKMNTQFTAV
EKMNTQFTAV
NRMVLASTTA
ftkMntqgfTrav

451

TLDFHDSNVK
TLDFHDSNVK
TLDFHDSNVK
TLDFHDSNVK
TIGTHPSSSA
T1dfHdSnvk

501

YDYPKYSEES
YDYPKYSEES
YDYPKYSEES
YDYFKYSEES

ydypkysees

551

SFWMCSNGSL
SFWMCSNGSL
SFWMCSNGSL
SFWMCSNGSL

sfwmcsngsl
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VHPVTIGECP
VHPVTIGECP
VHPVTIGECP
VHPVTIGECP

GDPNNMDKAV
vhpPvtigecp

MVDGWYGYHH
MVDGWYGYHH
MVDGWYGYHH
MVDGWYGYHH
AVTTEVAFGL
mvdgwyg$hh

GKEFNKLERR
GKEFNKLERR
GKEFNKLERR
GKEFNKLERR
. KAMEQMAGS
gkef#kSerr

NLYEKVKSQL
NLYEKVKSQL
NLYEKVKSQL
NLYEKVKSQL
GLKNDLLENL
nLy#kvks#L

KLNREKIDGV
KLNREKIDGV
KLNREKIDGV
KINREKIDGY

klnrekidgv

566
QCRICI
QCRICI
QCRICI
QCRICI

------

gcrici

KYVRSAKLRM
KYVRSAKLRM
KYVRSAKLRM
KYVRSAKLRM

KLYRKLKREI
KyvRsaKlrm

QNEQGSGYAA
QNEQGSGYAA
ONEQGSGYAA
QNEQGSGYAA
VCATCEQIAD
aneqgsgyaia

MENLNKKVDD
MENLNKKVDD
MENLNKKVDD
MENLNKKVDD
SEQAAEAMEV
mE#lnkkv#d

KNNAKEIGNG,

KNNAREIGNG
KNNAKEIGNG
KNNAKEIGNG
QAYQXRMGVQ
knnaKeiGng

KLESMGVYQI
KLESMGVYQI
KLESMGVYQT
KLESMGVYQI

VT.GLRNIPS
VT .GLRNIPS
VT.GLRNIPS
VT.GLRNIPS

TFHGAKEISL
vtxGlr#lps

DQKSTQONAIN
DQKSTQNAIN
DQKSTONAIN
DQKSTQNAIN
SQHRSHRQMV
dQkstgnain

GFLDIWTYNA
GFLDIWTYNA
GFIDIWTYNA
GFIDIWTYNA

gfxdiwtyna

CFEFYHKCNN
CFEFYHKCNN
CFEFYHKCND
CFEFYHKCND

cfeFyhkenx

LAIYSTVASS
LAIYSTVASS
LATIYSTVASS
LAIYSTVASS

laiystvass

350
IQSRGLFGAI
IQSRGLFGAI
IQSRGLFGAI
IQSRGLFGAIL

SYSAGALASC
igSrGlfgai

400
GITNKVNSVI
GITNKVNSVI
GITNKVNSVI
GITNKVNSVI
TTTNPLIRHE
giTNkwvnsvi

450
ELLVLLENER
ELLVLLENER
ELLVLLENER
ELLVLLENER
QARQMVQAMR
#llv$léner

500
ECMESVKNGT
ECMESVKNGT
ECMESVKNGT
ECMESVKNGT

..........

ecmesvkngt

550
LVLLVSLGAI
LVLLVSLGAI
LVLLVSLGAI
LVLLVSLGAI

lvilvslgai

no es aminoacido (por ejemplo, una supresion); X
en la posiciéon 3 es cualquiera de A o V; X en la posicién 52 es cualquiera de E o N; X en la posicion 90 es Ko R; X
en la posicion 99 es T o K; X en la posicion 111 es cualquiera de Y o H; X en la posicion 145 es cualquierade Vo T,
X en la posicion 157 es Ko E; X en la posicion 162 es R o K; X en la posicion 182 es V o A; X en la posicion 203 es
N o D; X en la posicion 205 es R o K; X en la posicion 210 es T o K; X en la posicion 225 es K o Y; X en la posicion

333 es H o una supresion; X en la posicion 433 es | o L; X en la posicion 49 es N o D.
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Como otro ejemplo de tal variacidon, se muestra una secuencia de alineacién y una secuencia de consenso para HA

de A/Anhui/1/2005 (H5N1) (SEQ ID NO: 55), A/Vietnam/1194/2004 (H5N1) y A/Indonesia/5/2006 (H5N1) (SEQ ID
NO: 10) a continuacién en la Tabla 4.

Tabla 4 : Alineacion de secuencia y secuencia de consenso para HA de cepas H1N1 seleccionadas

SEQ ID NO. Secuencias
1 50
10 MEKIVLLLAI VSLVKSDQIC IGYHANNSTE QVDTIMEKNV TVTHAQDILE
56 MEKIVLLFAI VSLVKSDQIC IGYHANNSTE QVDTIMEKNV TVTHAQDILE
55 MEKIVLLLAI VSLVKSDQIC IGYHANNSTE QVDTIMEKNV TVTHAQDILE
Consenso MEKIVLL1AI VSLVKSDQIC IGYHANNSTE QVDTIMEKNV TVTHAQDILE
51 100
10 KTHNGKLCDL DGVKPLILRD CSVAGWLLGN PMCDEFINVP EWSYIVEKAN
§6 KTHNGKLCDL DGVKPLILRD CSVAGWLLGN PMCDEFINVP EWSYIVEKAN
55 KTHNGKLCDL DGVKPLILRD CSVAGWLLGN PMCDEFINVP EWSYIVEKAN
Consenso KTHNGKLCDL DGVKPLILRD CSVAGWLLGN PMCDEFINVP EWSYIVEKAN
101 150
10 PTNDLCYPGS FNDYEELKHL LSRINHFEKI QIIPKSSWSD HEASSGVSSA
56 PVNDLCYPGD FNDYEELKHL LSRINHFEKI QIIPKSSWSS HEASLGVSSA
§5 PANDLCYPGN FNDYEELKHL LSRINHFEKI QIIPKSSWSD HEASSGVSSA
Consenso PxNDLCYPGx FNDYEELKHL LSRINHFEKI QIIPKSSWSd HEASSGVSSA
151 200
10 CPYLGSPSFF RNVVWLIKKN STYPTIKKSY NNTNQEDLLV LWGIHHPNDA
56 CPYQGKSSFF RNVVWLIKKN STYPTIKRSY NNTNQEDLLV LWGIHHPNDA
55 CPYQGTPSFF RNVVWLIKKN NTYPTIKRSY NNTNQEDLLI LWGIHHSNDA
Consenso CPYQGXpSFF RNVVWLIKKN STYPTIKrSY NNTNQEDLL! LWGIHHpNDA
201 250
10 AEQTRLYQNP TTYISIGTST LNQRLVPKIA TRSKVNGQSG RMEFFWTILK
56 AEQTKLYQNP TTYISVGTST LNQRLVPRIA TRSKVNGQSG RMEFFWTILK
55 AEQTKLYQNP TTYISVGTST LNQRLVPKIA TRSKVNGQSG RMDFFWTILK
Consenso AEQTKLYQNP TTYIS!GTST LNQRLVPkIA TRSKVNGQSG RM#FFWTILK
251 300
10 PNDAINFESN GNFIAPEYAY KIVKKGDSAI MKSELEYGNC NTKCQTPMGA
56 PNDAINFESN GNFIAPEYAY KIVKKGDSTI MKSELEYGNC NTKCQTPMGA
55 PNDAINFESN GNFIAPEYAY KIVKKGDSAI VKSEVEYGNC NTKCQTPIGA
Consenso PNDAINFESN GNFIAPEYAY KIVKKGDSal mKSE1EYGNC NTKCQTPmMGA
301 350
10 INSSMPFHNI HPLTIGECPK YVKSNRLVLA TGLRNSPQRE SRRKKRGLFG
56 INSSMPFHNI HPLTIGECPK YVKSNRLVLA TGLRNSPQRE RRRKKRGLFG
55 TINSSMPFHNI HPLTIGECPK YVKSNKLVLA TGLRNSPLRE RRRK.RGLFG
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Consenso INSSMPFHNI HPLTIGECPK YVKSNrLVLA TGLRNSPQRE rRRKKRGLFG
351 400
10 AIAGFIEGGW QGMVDGWYGY HHSNEQGSGY AADKESTQKA IDGVTNKVNS
56 AIAGFIEGGW QGMVDGWYGY HHSNEQGSGY AADKESTQKA IDGVTNKVNS
55 AIAGFIEGGW QGMVDGWYGY HHSNEQGSGY AADKESTQKA IDGVTNKVNS

Consenso AIAGFIEGGW QGMVDGWYGY HHSNEQGSGY AADKESTQKA IDGVTNKVNS
401 450
10 IIDKMNTQFE AVGREFNNLE RRIENLNKKM EDGFLDVWTY NAELLVLMEN
56 IIDKMNTQFE AVGREFNNLE RRIENLNKKM EDGFLDVWTY NAELLVLMEN
55 TIIDKMNTQFE AVGREFNNLE RRIENLNKKM EDGFLDVWTY NAELLVILMEN
Consenso IIDKMNTQFE AVGREFNNLE RRIENLNKKM EQGFLDVWTY NAELLVLMEN
451 500
10 ERTLDFHDSN VKNLYDKVRL QLRDNAKELG NGCFEFYHKC DNECMESIRN
56 ERTLDFHDSN VKNLYDKVRL QLRDNAKELG NGCFEFYHKC DNECMESVRN
55 ERTLDFHDSN VKNLYDKVRL QLRDNAKELG NGCFEFYHKC DNECMESVRN
Consenso ERTLDFHDSN VKNLYDKVRL QLRDNAKELG NGCFEFYHKC DNECMES!RN
501 550
10 GTYNYPQYSE EARLKREEIS GVKLESIGTY QILSIYSTVA SSLALAIMMA
56 GTYDYPQYSE EARLKREEIS GVKLESIGIY QILSIYSTVA SSLALAIMVA
55 GTYDYPQYSE EARLKREEIS GVKLESIGTY QILSIYSTVA SSLALAIMVA
Consenso GTY#YPQYSE EARLKREEIS GVKLESIGtY QILSIYSTVA SSLALAIMVA
551 568
10 GLSLWMCSNG SLQCRICI
56 GLSLWMCSNG SLQCRICI
55 GLSLWMCSNG SLQCRICI
Consenso GLSLWMCSNG SLQCRICI

La secuencia de consenso indica en letras mayusculas los aminoacidos comunes a todas las secuencias en una
posicion designada; las letras minusculas indican aminoacidos comunes a por lo menos la mitad, o una mayoria de
las secuencias; el simbolo ! es cualquiera de | o V; el simbolo $ es cualquiera de L o M; el simbolo % es cualquiera
de F o Y; el simbolo # es cualquiera de N, D, Q, E, B 0 Z; X en la posicion 102 es cualquierade T, Vo A; X en la
posicion 110 es cualquiera de S, D o N; X en la posicion 156 es cualquierade S, Ko T.

Las alineaciones descritas e ilustradas anteriormente y las secuencias de consenso son ejemplos no limitantes de
variantes en secuencias de aminoacidos de hemaglutinina que pueden utilizarse en varias formas de realizacién de
la invencion para la produccion de las VPL en una planta.

Un acido nucleico que codifica una secuencia de aminoacidos puede determinarse facilmente, ya que los codones
para cada aminoacido se conocen en la técnica. La provisiéon de una secuencia de aminoacidos, por lo tanto, ensefna
las secuencias degeneradas de acido nucleico que la codifican. La presente invencion, por lo tanto, proporciona una
secuencia de acido nucleico que codifica la hemaglutinina de aquellas cepas y subtipos de influenza divulgados en
la presente invencion (por ejemplo, A/Nueva Caledonia/20/99 (H1N1), A/Indonesia/5/2006 (H5N1), A/pollo/Nueva
York/1995, Algaviota argéntea/DE/677/88 (H2N8), AlTexas/32/2003, Alanade real/MN/33/00,
Al/pato/Shanghai/1/2000, A/anade de cola larga/TX/828189/02, A/Pavo/Ontario/6118/68 (H8N4), A/pato cuchareta/
Iran/G54/03, AJ/pollo/Alemania/N/1949 (H10N7), A/pato/inglaterra/56 (H11N6), A/pato/Alberta/60/76 (H12N5),
A/Gaviota//Maryland/704/77 (H13N6), A/Anade real/Gurjev/263/82, Alpato/Australia/341/83 (H15N8), A/gaviota de
cabeza negra/Suecia/5/99 (H16N3), B/Lee/40, C/Johannesburgo/66, A/Puerto Rico/8/34 (H1N1), A/Brisbane/59/2007
(H1IN1), Allslas Salomén 3/2006 (H1N1), A/Brisbane 10/2007 (H3N2), A/Wisconsin/67/2005 (H3N2),
B/Malasia/2506/2004, B/Florida/4/2006, A/Singapur/1/57 (H2N2), A/Anhui/1/2005 (H5N1), A/Vietnam/1194/2004
(H5N1), A/Cerceta/Hong Kong/W312/97 (H6N1), A/Equino/Praga/56 (H7N7), A/Hong Kong/1073/99 (H9N2)), asi
como las secuencias degeneradas que codifican las hemaglutininas anteriores.

Ademas, una secuencia de aminoacidos codificada por un acido nucleico puede determinarse facilmente, ya que se
conocen el coddn o los codones para cada aminoacido. La provisién de un acido nucleico, por lo tanto, ensefia una
secuencia de aminoacidos codificada por él. La invencion, por lo tanto, proporciona secuencias de aminoacidos de la
hemaglutinina de aquellas cepas y subtipos de influenza divulgados en la presente invencion (por ejemplo, A/Nueva
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Caledonia/20/99 (H1N1), A/Indonesia/5/2006 (H5N1), A/pollo/Nueva York/1995, Al/gaviota argéntea/DE/677/88
(H2N8), A/Texas/32/2003, A/anade real/MN/33/00, A/pato/Shanghai/1/2000, A/anade de cola larga/TX/828189/02,
A/Pavo/Ontario/6118/68 (H8N4), Alpato cuchareta/lran/G54/03, A/pollo/Alemania/N/1949 (H10N7),
Alpato/Inglaterra/56 (H11N6), A/pato/Alberta/60/76 (H12N5), A/Gaviota/Maryland/704/77 (H13N6), A/Anade/
Gurjev/263/82, Alpato/Australia/341/83 (H15N8), A/gaviota de cabeza negra/Suecia/5/99 (H16N3), B/Lee/40,
C/Johannesburgo/66, A/Puerto Rico/8/34 (H1N1), A/Brisbane/59/2007 (H1N1), Allslas Salomén 3/2006 (H1N1),
A/Brisbane 10/2007 (H3N2), A/Wisconsin/67/2005 (H3N2), B/Malasia/2506/2004, B/Florida/4/2006, A/Singapur/1/57
(H2N2), A/Anhui/1/2005 (H5N1), A/Vietnam/1194/2004 (H5N1), A/Cerceta/Hong Kong/W312/97 (H6N1),
AJEquino/Praga/56 (H7N7), A/lHong Kong/1073/99 (HON2)).

En plantas, las VLP de influenza brotan desde la membrana plasmatica (véase el Ejemplo 5 y la Figura 19) por lo
tanto la composicion de lipidos de las VLP refleja su origen. Las VLP producidas de acuerdo con la presente
invencion comprenden HA de uno o mas de un tipo o subtipo de influenza, acomplejadas con lipidos derivados de
plantas. Los lipidos de plantas pueden estimular células inmunes especificas y mejorar la respuesta inmune
inducida. Las membranas de plantas estan constituidas por lipidos, fosfatidilcolina (PC) y fosfatidil etanolamina (PE)
y también contienen glicoesfingolipidos, saponinas y fitoesteroles. Adicionalmente, las balsas lipidicas se encuentran
también en membranas plasmaticas de plantas - estos microdominios se enriquecen en esfingolipidos y esteroles.
En las plantas, se sabe que se presentan una variedad de fitoesteroles, incluyendo estigmasterol, sitosterol, 24-
metilcolesterol y colesterol (Mongrand et al., 2004).

La PC y la PE, asi como los glicoesfingolipidos pueden enlazarse a moléculas CD1 expresadas por células inmunes
de mamiferos tales como células que presentan antigenos (APC) como células dendriticas y macréfagos y otras
células incluyendo linfocitos B 'y T en el timo y el higado (Tsuji M., 2006). Las moléculas CD1 son estructuralmente
similares a las moléculas del complejo principal de histocompatibilidad (MHC) de la clase | y su papel es presentar
antigenos de glicolipidos a células NKT (células T asesinas naturales). Después de la activacién, células inmunes
innatas activan células NKT tales como células NK 'y células dendriticas y también activan células inmunes adaptivas
como las células B y las células T que producen anticuerpos.

Una variedad de fitoesteroles pueden encontrarse en una membrana plasmatica - el complemento especifico puede
variar dependiendo de la especie, las condiciones de crecimiento, recursos de nutrientes o estado del patégeno,
para mencionar unos pocos factores. Generalmente, el beta-sitosterol es el fitoesterol mas abundante.

Los fitoesteroles presentes en una VLP de influenza acomplejados con una bicapa de lipido, tal como una envoltura
derivada de la membrana plasmatica pueden proporcionar una composicioén ventajosa de vacuna. Sin animo de
cefiirnos a ninguna teoria particular, las VPL elaboradas en la planta acomplejadas con una bicapa de lipidos, tal
como una envoltura derivada de la membrana plasmatica, pueden inducir una reaccion inmune mas fuerte que las
VLP elaboradas en otros sistemas de expresion, y pueden ser similares a la reaccion inmune inducida por el higado
0 vacunas de virus completos atenuados.

Por lo tanto, en algunas formas de realizacion, la invenciéon proporciona una VLP producida de acuerdo con la
invencién acomplejada con una bicapa de lipidos derivada de plantas. En algunas formas de realizacion, la bicapa
de lipidos derivada de plantas puede comprender la envoltura de la VLP.

La VLP producida dentro de una planta puede inducir una HA que comprende N-glicanos especificos de plantas. Por

lo tanto, esta invencion también proporciona una VLP que comprende HA que tiene N-glicanos especificos de
plantas.

Ademas, se conoce la modificacion del N-glicano en plantas (véase por ejemplo, el documento U.S. 60/944.344) y
puede producirse la HA que tiene N-glicanos modificados. Puede obtenerse la HA que comprende un patron de
glicosilacion modificado, por ejemplo con N-glicanos fucosilados , xilosilados o ambos, fucosilados y xilosilados
reducidos, o puede obtenerse la HA que tiene un patrén de glicosilacion modificado, en donde la proteina carece de
fucosilacién, xilosilacién, o ambos, y comprende una mayor galactosilacion. Ademas, la modulacion de las
modificaciones posteriores a la traduccion, por ejemplo, la adicién de galactosa terminal puede resultar en una
reduccion de fucosilacion y xilosilacion de la HA expresada cuando se compara a una planta de tipo silvestre que
expresa HA.

Por ejemplo, y que no debe considerarse como limitante, la sintesis de la HA que tiene un patrén de glicosilacion
modificado puede lograrse por medio de la coexpresion de la proteina de interés junto con una secuencia de
nucleotidos que codifica beta-1.4galactosiltransferasa (GalT), por ejemplo, aunque sin limitarse a GalT de mamifero,
o GalT humana, sin embargo también puede utilizarse GalT de otras fuentes. El dominio catalitico de GalT puede
también fusionarse a un dominio de CTS (es decir, la cola citoplasmatica, el dominio transmembrana, la region tallo)
de la N-acetilglucosaminil transferasa (GNT1, para producir una enzima hibrida GNT1-GalT, y la enzima hibrida
puede coexpresarse con HA. La HA puede también coexpresarse junto con una secuencia de nucledtidos que
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codifica N-acetilglucosaminiltransferasa Il (GnT-lll), por ejemplo, aunque sin limitarse a GnT-lll de mamifero o GnT-
Il humana, puede utilizarse también GnT-lll de otras fuentes. Adicionalmente, también puede utilizarse una enzima
hibrida GNT1-GnT-lll, que comprende el CTS de GNT1 fusionado a GnT-lIl.

Por lo tanto, la presente invencién también incluye VLP, que comprenden HA que tiene N-glicanos modificados, que
son producidos por los métodos de la invencion.

Sin animo de cefirnos a ninguna teoria en particular, la presencia de N-glicanos de plantas sobre HA puede
estimular la respuesta inmune promoviendo el enlazamiento de HA por células que presentan antigenos. Se ha
propuesto la estimulacion de la respuesta inmune utilizando N-glicano de plantas por parte de Saint-jore-Dupas et al.
(2007). Ademas, la conformacion de la VLP puede ser ventajosa para la presentacion del antigeno, y mejora el
efecto adyuvante de la VLP cuando se acompleja con una capa de lipidos derivada de la planta.

Por “region reguladora”, “elemento regulador" o “promotor” se entiende una porcién de acido nucleico tipicamente,
aunque no siempre, secuencia arriba de la region que codifica las proteinas de un gen, la cual puede estar
compuesta de ADN o ARN o tanto ADN como ARN. Cuando una region reguladora esta activa, y en asociacion
operativa, o enlazada operativamente, con un gen de interés, esto puede resultar en la expresion de un gen de
interés. Un elemento regulador puede ser capaz de mediar la especificidad organica, o controlar el desarrollo o la
activacion genética temporal. Una “regiéon reguladora" incluye elementos promotores, elementos promotores
centrales que exhiben una actividad promotora basal, elementos que son inducibles en respuesta a un estimulo
externo, elementos que median la actividad promotora tal como elementos reguladores negativos o mejoradores de
la transcripcion. La “region reguladora”, como se utiliza en la presente invencioén, también incluye elementos que son
activos después de la transcripcion, por ejemplo, elementos reguladores que modulan la expresion genética tales
como mejoradores de la traduccion y de la transcripcion, represores de la traduccion y de la transcripcion,
secuencias de activacion secuencia arriba, y determinantes de la inestabilidad del ARNm. Varios de estos ultimos
elementos pueden ubicarse proximos a la regién de codificacion.

En el contexto de esta divulgacion, el término “elemento regulador" o “region reguladora” tipicamente se refiere a
una secuencia de ADN, usualmente, aunque no siempre, secuencia arriba (5’) a la secuencia de codificacion de un
gen estructural, el cual controla la expresion de la region de codificacion proporcionando el reconocimiento para la
ARN polimerasa y/u otros factores requeridos para que la transcripcion inicie en un sitio particular. Sin embargo,
debe entenderse que otras secuencias de nucleétidos, ubicadas dentro de los intrones, o 3’ de la secuencia pueden
también contribuir a la regulacién de expresion de una region de codificacion de interés. Un ejemplo de un elemento
regulador que proporciona el reconocimiento para la ARN polimerasa u otros factores de transcripcion para asegurar
el inicio en un sitio particular es un elemento promotor. La mayoria, aunque no todos los elementos promotores
eucariotas contienen una caja TATA, una secuencia de acido nucleico conservada que consta de pares de bases de
nucledtidos de adenosina y timidina usualmente situados aproximadamente 25 pares de bases secuencia arriba de
un sitio de inicio de la transcripciéon. Un elemento promotor comprende un elemento promotor basal, responsable por
el inicio de la transcripcién, asi como otros elementos reguladores (como se enlisté anteriormente) que modifican la
expresion génica.

Existen varios tipos de regiones reguladoras, incluyendo aquellas que se regulan por desarrollo, inducibles o
constitutivas. Una region reguladora que se regula por desarrollo, o controla la expresion diferencial de un gen bajo
su control, se activa dentro de ciertos 6rganos o tejidos de un érgano en momentos especificos durante el desarrollo
de ese organo o tejido. Sin embargo, algunas regiones reguladoras que se regulan por desarrollo pueden activarse
preferencialmente dentro de ciertos érganos o tejidos en etapas especificas del desarrollo, también pueden ser
activas en una forma regulada por desarrollo, 0 a un nivel basal en otros 6rganos o tejidos dentro de la planta
también. Ejemplos de regiones reguladoras especificas de tejidos, por ejemplo, véase - especifica de una regién
reguladora, incluye al promotor de napina, y al promotor de cruciferina (Rask et al., 1998, J. Plant Physiol. 152: 595 -
599; Bilodeau et al., 1994, Plant Cell 14: 125 - 130). Un ejemplo de un promotor especifico de la hoja incluye el
promotor de plastocianina (Figura 1b o la SEQ ID NO: 23); patente de los Estados Unidos No. 7.125.978).

Una region reguladora inducible es aquella que es capaz de activar directa o indirectamente la transcripcion de una
0 mas secuencias o genes de ADN en respuesta a un inductor. En ausencia de un inductor, las secuencias o genes
de ADN no seran transcritos. Tipicamente el factor de proteina que se enlaza especificamente a una region
reguladora inducible para activar la transcripcion puede presentarse en una forma activa, que es luego directa o
indirectamente convertida a la forma activa por el inductor. Sin embargo, el factor de proteina también puede estar
ausente. El inductor puede ser un agente quimico tal como una proteina, metabolito, regulador de crecimiento,
herbicida o compuesto fendlico o un estrés fisioldgico impuesto directamente por calor, frio, sal o elementos toxicos
o indirectamente mediante la acciéon de un patégeno o agente infeccioso tal como un virus. Una célula vegetal que
contiene una region reguladora inducible puede ser expuesta a un inductor aplicando externamente el inductor a la
célula o planta por ejemplo por aspersion, riego, calentamiento o métodos similares. Los elementos reguladores
inducibles pueden derivarse ya sea de genes de la planta o que no son de la planta (por ejemplo, Gatz, C. y Lenk, I.
R. P., 1998, Trends Plant Sci. 3, 352 - 358). Ejemplos de promotores inducibles potenciales incluyen, aunque no se
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limitan al promotor inducible de tetraciclina (Gatz, C., 1997, Ann. Rev. Plant Physiol. Plant. Mol. Biol. 48, 89 - 108), el
promotor inducible por esteroides (Aoyama, T.y Chua, N. H., 1997, Plant J. 2, 397 - 404) y el promotor inducible por
etanol (Salter, M. G, et al., 1998, Plant Journal 16, 127 - 132; Caddick, M. X. et al., 1998, Nature Biotech, 16, 177 -
180) genes IB6 y CK11 inducibles por citoquinina (Brandstatter, I. y Kieber, J. J., 1998, Plant Cell 10, 1009 - 1019;
Kakimoto, T., 1996, Science 274, 982 - 985) y el elemento inducible por auxina, DR5 (Ulmasov, T., et al., 1997, Plant
Cell 9, 1963 - 1971).

Una region reguladora constitutiva dirige la expresion de un gen a través de las diferentes partes de una planta y
continuamente durante todo el desarrollo de la planta. Ejemplos de elementos reguladores constitutivos conocidos
incluyen promotores asociados con el transcripto 35S de CaMV (Odell et al., 1985, Nature, 313: 810 - 812), la actina
1 del arroz (Zhang et al., 1991, Plant Cell, 3: 1155 - 1165), actina 2 (An et al., 1996, Plant J., 10: 107 - 121) o tms 2
(patente de los Estados Unidos No. 5.428.147) y los genes para la triosafosfato isomerasa 1 (Xu et al., 1994, Plant
Physiol. 106: 459 - 467), el gen de la ubiquitina 1 de maiz (Cornejo et al., 1993, Plant Mol. Biol. 29: 637 - 646), los
genes 1y 6 de ubiquitina de Arabidopsis (Holtorf et al., 1995, Plant Mol. Biol. 29: 637 - 646), y el gen del factor 4A de
inicio de la traducciéon de tabaco (Mandel et al., 1995 Plant Mol. Biol. 29: 995 - 1004). El término “constitutivo” como
se utiliza en la presente invencion, no necesariamente indica que un gen bajo control de la regiéon reguladora
constitutiva se expresa al mismo nivel en todos los tipos de células, sino que el gen se expresa en un amplio rango
de tipos celulares aun cuando a menudo se observa una variacion en abundancia.

Por “operativamente enlazado” se entiende que las secuencias particulares, por ejemplo, un elemento regulador y
una region de codificacion de interés, interactian ya sea directa o indirectamente para llevar a cabo una funcion
pretendida, tal como la medicion o modulacion de la expresion génica. La interaccion de las secuencias
operativamente enlazadas puede, por ejemplo, ser mediada por proteinas que interacttan con las secuencias
operativamente enlazadas.

Una o mas de las secuencias de nucleétidos usadas en los métodos de la presente invenciéon puede expresarse en
cualquier huésped vegetal adecuado que se transforma por la secuencia de nucledtidos, o construcciones, o
vectores de la presente invencion. Los ejemplos de huéspedes adecuados incluyen, aunque no se limitan a, cultivos
agricolas incluyendo alfalfa, canola, Brassica spp., maiz, Nicotiana spp, alfalfa, patata, ginseng, guisante, avena,
arroz, soja, trigo, cebada, girasol, algodén y similares.

Una o mas de las construcciones genética quiméricas de la presente invencién pueden comprender ademas una
region 3’ no traducida. Una regién 3' no traducida se refiere a aquella porcion de un gen que comprende un
segmento de ADN que contiene una sefial de poliadenilacion y cualquier otra sefial reguladora capaz de efectuar el
procesamiento del ARNm o expresion genética. La sefial de poliadenilacion se caracteriza usualmente efectuando la
adicion de rastros de &cido poliadenilico al extremo 3' del precursor de ARNm. Las sefiales de poliadenilacion se
reconocen comunmente por la presencia de homologia con la forma candnica 5 AATAAA-3' aunque no son
infrecuentes las variaciones. Una o mas de las construcciones genéticas quiméricas de la presente invencion
pueden también incluir potenciadores adicionales, ya sea potenciadores de traduccion o de transcripcion, segun se
requiera. Estas regiones potenciadoras son bien conocidas por personas capacitadas en la técnica, y pueden incluir
el codon de inicio ATG vy las secuencias adyacentes. El codén de inicio debe estar en fase con el marco de lectura
de la secuencia de codificacion para asegurar la traduccién de la secuencia completa.

Ejemplos no limitantes de regiones 3' adecuadas son las regiones 3' no traducidas, transcritas que contienen una
sefial de poliadenilacion de genes del plasmido que inducen tumor (Ti) de Agrobacterium, tal como los genes de
plantas y de nopalina sintasa (gen Nos) tal como los genes de proteina de almacenamiento de soja, la subunidad
pequena del gen de ribulosa-1,5-bisfosfato carboxilasa (ssRUBISCO; patente de los Estados Unidos No. 4.962.028),
el promotor utilizado en la regulacién de la expresion de la plastocianina (Pwee y Gray, 1993). Un ejemplo de un
promotor de plastocianina se describe en la patente de los Estados Unidos No. 7.125.978.

Como se describe en la presente invencion, se ha encontrado que los promotores que comprenden secuencias
potenciadoras con eficacia demostrada en la expresion de la hoja, son efectivos en expresién transitoria. Sin animo
de cefiirnos a ninguna teoria en particular, la unién de elementos reguladores secuencia arriba de un gen
fotosintético por medio de la union a la matriz nuclear puede mediar una fuerte expresion. Por ejemplo hasta -784
desde el sitio de inicio de la traduccion del gen de plastocianina de guisante puede utilizarse para mediar la fuerte
expresion génica del reportero.

Para ayudar en la identificacion de las células de plantas transformadas, las construcciones de esta invencion
pueden manipularse ademas para incluir marcadores seleccionables de plantas. Marcadores seleccionables Utiles
incluyen enzimas que proporcionan resistencia a compuestos quimicos tal como un antibiético por ejemplo,
gentamicina, higromicina, kanamicina o herbicidas tal como fosfinotricina, glifosato, clorosulfurén y similares. En
forma similar, se pueden utilizar las enzimas que permiten la produccién de un compuesto identificable por medio de
cambio de color tal como GUS (beta-glucuronidasa), o luminiscencia, tal como luciferasa o GFP.
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También se utilizan de acuerdo con los métodos de esta invencién plantas transgénicas, células de plantas o
semillas que contienen la construccidon genética quimérica de la presente invencion. Los métodos para regenerar
plantas completas a partir de células de la planta se conocen también en la técnica. En general, se cultivan células
de plantas transformadas en un medio apropiado, el cual puede contener agentes selectivos tal como antibiéticos,
en donde se utilizan marcadores seleccionables para facilitar la identificacion de células de plantas transformadas.
Una vez se forman los callos, se puede estimular la formacion de brotes empleando las hormonas apropiadas de
plantas de acuerdo con métodos conocidos y se transfieren los brotes al medio de enraizamiento para regeneracion
de las plantas. Las plantas pueden utilizarse luego para establecer generaciones repetitivas, ya sea a partir de
semillas o utilizando técnicas de propagacion vegetativas. También pueden generarse plantas transgénicas sin
utilizar cultivos de tejidos.

También se consideran parte de esta invencién las plantas transgénicas y arboles que contienen la construccion
génica quimérica que comprende un acido nucleico que codifica HAO recombinante para la producciéon de VLP, de
acuerdo con la presente invencion.

Los elementos reguladores usados en la presente invencién pueden también combinarse con la region de
codificacion de interés para expresion dentro de un rango de organismos huéspedes que son sensibles a
transformacion, o expresion transitoria. Tales organismos incluyen, aunque no se limitan a plantas, tanto
monocotiledéneas como dicotileddneas, por ejemplo, aunque sin limitarse a maiz, plantas de cereales, trigo, cebada,
avena, Nicotiana spp, Brassica spp, soja, judias, guisantes, alfalfa, patata, tomate, ginseng y Arabidopsis.

Los métodos para transformacién estable, y regeneracion de estos organismos estan establecidos en la técnica y
son conocidos por alguien capacitado en la técnica. El método para obtener plantas transformadas y regeneradas no
es critico para la presente invencion.

Por “transformaciéon” se entiende la transferencia interespecifica estable de informaciéon genética (secuencia de
nucledtidos) que se manifiesta genotipicamente, fenotipicamente o ambas. La transferencia interespecifica de la
informacién genética desde una construccion quimérica a un huésped puede ser heredable y la transferencia de la
informaciéon genética se considera estable, o la transferencia puede ser transitoria y la transferencia de la
informacion genética no es heredable.

Por el término “materia vegetal”, se entiende cualquier material derivado de una planta. La materia vegetal puede
incluir una planta completa, tejido, células o cualquier fraccién de los mismos. Ademas, la materia vegetal puede
comprender componentes intracelulares de la planta, componentes extracelulares de la planta, extractos liquidos o
sélidos de las plantas, o una combinacion de los mismos. Ademas, la materia vegetal puede comprender plantas,
células vegetales, tejido, un extracto liquido o una combinacién de los mismos, de hojas de las plantas, tallos, frutos,
raices o una combinaciéon de los mismos. La materia vegetal puede comprender una planta o una porcion de la
misma la cual no ha sido sometida a cualquiera de las etapas de procesamiento. Sin embargo, se contempla
también que el material vegetal puede ser sometido a etapas de procesamiento minimas como se define a
continuacién, o procesamiento mas riguroso, incluyendo purificacion parcial o sustancial de proteinas utilizando
técnicas comunmente conocidas en el arte, aunque sin limitarse a cromatografia, electroforesis y similares.

Por el término “procesamiento minimo" se entiende materia vegetal, por ejemplo, una planta o porcion de la misma
que comprende una proteina de interés, la cual se purifica parcialmente para producir un extracto vegetal,
homogenato, fraccion del homogenato vegetal o similares (es decir, minimamente procesado). La purificacion parcial
puede comprender, aunque sin limitarse a rompimiento de las estructuras celulares de la planta por lo que se crea
una composicion que comprende componentes vegetales solubles y componentes vegetales insolubles los cuales
pueden separarse por ejemplo mediante, aunque sin limitarse a, centrifugacion, filtracion o combinacion de los
mismos. En este sentido, las proteinas secretadas dentro del espacio extracelular de la hoja u otros tejidos podrian
obtenerse facilmente utilizando extraccion al vacio o centrifugacion, o se podrian extraer los tejidos bajo presion por
medio del paso a través de rodillos o por molienda o similares para comprimir o liberar la proteina libre dentro del
espacio extracelular. El procesamiento minimo podria también implicar la preparacion de extractos sin purificar de
proteinas solubles, ya que estas preparaciones podrian tener una contaminacion insignificante de productos
vegetales secundarios. Ademas, el procesamiento minimo puede implicar la extraccion acuosa de la proteina soluble
de las hojas, seguida por la precipitacion con cualquier sal adecuada. Otros métodos pueden incluir maceracion a
gran escala y extraccion de los jugos con el fin de permitir el uso directo del extracto.

La materia vegetal, en la forma de material o tejido vegetal puede suministrarse oralmente a un sujeto. La materia
vegetal puede administrarse como parte de un suplemento dietético, junto con otros alimentos, o encapsularse. La
materia o el tejido vegetal pueden también concentrarse para mejorar o incrementar el buen sabor, o proporcionarse
junto con otros materiales, ingredientes, o excipientes farmacéuticos, segun se requiera.

Los ejemplos de un sujeto u organismo objetivo a los cuales puede administrarse las VLP producidas de acuerdo
con la presente invencién pueden incluir, aunque no limitarse a, seres humanos, primates, aves, aves acuaticas,
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aves migratorias, gaviotas, patos, gansos, aves de corral, pollos, cerdos, ovejas, equinos, caballos, camellos,
caninos, perros, felinos, gatos, tigres, leopardos, civetas, visones, martas, hurones, mascotas, ganado, conejos,
ratones, ratas, cobayos u otros roedores, focas, ballenas y similares. Tales organismos objetivo son ejemplos, y no
deben considerarse como limitantes para las aplicaciones y usos de la presente invencion.

Se contempla que una planta que comprende la proteina de interés, o que expresa la VLP que comprende la
proteina de interés puede ser administrada a un sujeto u organismo objetivo, en una variedad de formas,
dependiendo de la necesidad y de la situacién. Por ejemplo, la proteina de interés obtenida de la planta puede ser
extraida antes de su uso ya sea en forma purificada, parcialmente purificada o sin purificar. Si la proteina va a ser
purificada, entonces puede producirse ya sea en plantas comestibles 0 no comestibles. Ademas, si la proteina se
administra en forma oral, el tejido vegetal puede cosecharse y ser suministrado directamente al sujeto, o el tejido
cosechado puede secarse antes de ser administrado, o se le puede permitir a un animal comer la planta sin tener
que cosechar previamente. También se considera dentro del alcance de esta invencidon suministrar los tejidos
vegetales cosechados como un suplemento alimenticio dentro del pienso para animales. Si se va a suministrar tejido
vegetal a un animal con poco o ningun procedimiento adicional, se prefiere que el tejido vegetal que se va a
administrar sea comestible.

El silenciamiento genético de posterior a la transcripcién (PTGS) puede estar involucrado en la limitacion de la
expresion de transgenes en plantas, y puede utilizarse la coexpresion de un supresor de silenciamiento del virus Y
de patata (HcPro) para contrarrestar la degradacién especifica de los ARNm transgénicos (Brigneti et al., 1998). Los
supresores alternativos de silenciamiento son bien conocidos en la técnica y pueden utilizarse como se describe en
la presente invencién (Chiba et al., 2006, Virology 346: 7 - 14), por ejemplo, aunque sin limitarse a, TEV -pl/HC-Pro
(virus del grabado del tabaco-pl/HC-Pro), BYV -p21, p19 del virus de enanismo arbustivo del tomate (TBSV p19),
proteina de la capside del virus de rizadura del tomate (TCV-CP), 2b del virus del mosaico del pepino; CMV-2b), p25
del virus X de la patata (PVX-p25), p11 del virus M de la patata (PVM-p11), p11 del virus S de la patata (PVS-p11),
p16 del virus de quemadura del arandano, (BScV-p16), p23 del virus de la tristeza de los citricos (CTV-p23), p24 del
virus-2 asociado con el enrollamiento de hoja de la vid, (GLRaV-2 p24), p10 del virus A de la vid, (GVA-p10), p14 del
virus B de la vid (GVB-p14), p10 del virus latente de Heracleum (HLV-p10) o p16 del virus latente comun del ajo
(GCLV-p16). Por lo tanto, un supresor de silenciamiento, por ejemplo, aunque sin limitarse a, HcPro, TEV -p1/HC-
Pro, BYV-p21, TBSV p19, TCV-CP, CMV-2b, PVX-p25, PVM-p11, PVS-p11, BScV-p16, CTV-p23, GLRaV-2p24,
GBV-p14, HLV-p10, GCLV-p16 o GVA-p10, puede coexpresarse junto con la secuencia de acido nucleico que
codifica la proteina de interés para asegurar ademas altos niveles de produccion de proteina dentro de una planta.

Ademas, pueden producirse las VLP de manera que comprendan una combinacion de subtipos de HA. Por ejemplo,
las VLP pueden comprender uno o mas de una HA del subtipo H1, H2, H3, H4, H5, H6, H7, H8, H9, H10, H11, H12,
H13, H14, H15, H16, o una combinacion de los mismos. La seleccion de la combinacion de las HAS puede
determinarse por el uso pretendido de la vacuna preparada a partir de la VLP. Por ejemplo, una vacuna para uso en
la inoculacion de aves puede comprender cualquier combinacién de subtipos de HA, mientras que las VLP utiles
para inocular seres humanos pueden comprender subtipos de uno o mas de uno de los subtipos H1, H2, H3, H5. Sin
embargo, otras combinaciones del subtipo de HA puede prepararse dependiendo del uso de la VLP. Con el fin de
producir las VLP que comprenden combinaciones de los subtipos de HA, el subtipo deseado de HA puede
coexpresarse dentro de la misma célula vegetal.

Ademas, las VLP producidas como se describe en la presente invencion no comprenden neuraminidasa (NA). Sin
embargo, la NA puede coexpresarse con la HA en el caso en donde se deseen VLP que comprendan HA y NA.

Por lo tanto, la presente invencion incluye ademas un vector adecuado que comprende la construccién quimérica
adecuada para uso ya sea con sistemas de expresion estables o transitorios. La informacién genética puede
también ser proporcionada dentro de una o mas de una construccion. Por ejemplo, se puede introducir una
secuencia de nucledtidos que codifica una proteina de interés en una construccién, y se puede introducir una
segunda secuencia de nucleétidos que codifica una proteina que modifica la glicosilacion de la proteina de interés
utilizando una construccion separada. Estas secuencias de nucledtidos pueden luego coexpresarse dentro de una
planta. Sin embargo, puede utilizarse también una construccion que comprende una secuencia de nucleétidos que
codifica tanto la proteina de interés como la proteina que modifica el perfil de glicosilaciéon de la proteina de interés.
En este caso la secuencia de nucleétidos comprenderia una primera secuencia que contiene una primera secuencia
de acidos nucleicos que codifica la proteina de interés enlazada operativamente a una regiéon promotora o
reguladora, y una segunda secuencia que comprende una segunda secuencia de acido nucleico que codifica la
proteina que modifica el perfil de glicosilacion de la proteina de interés, la segunda secuencia enlazada
operativamente a una region promotora o reguladora.

Por “coexpresado” se entiende que dos o mas de dos secuencias de nucledtidos se expresan aproximadamente al
mismo tiempo dentro de la planta, y dentro del mismo tejido de la planta. Sin embargo, las secuencias de
nucledtidos no necesitan expresarse exactamente al mismo tiempo. Mas bien, las dos o mas secuencias de
nucleotidos se expresan en una forma tal que los productos codificados tengan una oportunidad de interactuar. Por
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ejemplo, la proteina que modifica la glicosilacion de la proteina de interés puede expresarse ya sea antes o durante
el periodo cuando la proteina de interés se expresa de tal manera que la modificacién de la glicosilacion de la
proteina de interés tiene lugar. Las dos 0 mas de dos secuencias de nucledétidos pueden coexpresarse utilizando un
sistema de expresiéon transitorio, en donde las dos o mas secuencias se introducen dentro de la planta
aproximadamente al mismo tiempo bajo condiciones tales que se expresen ambas secuencias. Alternativamente,
una planta de plataforma que comprende una de las secuencias de nucleétidos, por ejemplo, la secuencia que
codifica la proteina que modifica el perfil de glicosilacién de la proteina de interés, puede transformarse, ya sea
transitoriamente o en una forma estable, con una secuencia adicional que codifica la proteina de interés. En este
caso, la secuencia que codifica la proteina que modifica el perfil de glicosilacion de la proteina de interés puede
expresarse dentro de un tejido deseado, durante una etapa deseada de desarrollo, 0 su expresion puede inducirse
utilizando un promotor inducible, y la secuencia adicional que codifica la proteina de interés puede expresarse bajo
condiciones similares y en el mismo tejido, para asegurar que se coexpresan las secuencias de nucledtidos.

Las construcciones pueden introducirse en las células de la planta utilizando plasmidos Ti, plasmidos Ri, vectores
virales de la planta, transformacién directa de ADN, microinyeccion, electroporacion, etc. Para la revision de tales
técnicas véase por ejemplo, Weissbach y Weissbach, Methods for Plant Molecular Biology, Academy Press, New
York VIII, paginas 421 - 463 (1988); Geierson y Corey, Plant Molecular Biology, 22 edicion, (1988); y Miki y lyer,
Fundamentals of Gene Transfer in Plants. En Plant Metabolism, 2a edicion, DT. Dennis, DH Turpin, DD Lefebrve, DB
Layzell (eds), Addison Wesly, Langmans Ltd, Londres, paginas 561 - 579 (1997). Otros métodos incluyen la
incorporacion directa de ADN, el uso de liposomas, electroporaciéon, por ejemplo, utilizando protoplastos,
microinyeccién, microproyectiles o bigotes e infiltracion al vacio. Véase por ejemplo, Bilang, et al. (Gene 100: 247 -
250 (1991), Scheid et al. (Mol. Gen. Genet. 228: 104 - 112, 1991), Guerche et al. (Plant Science 52: 111 - 116,
1987), Neuhause et al. (Theor. Appl Genet. 75: 30 - 36, 1987), Klein et al., Nature 327: 70 - 73 (1987); Howell et al.
(Science 208: 1265, 1980), Horsch et al. (Science 227: 1229 - 1231, 1985), DeBlock et al., Plant Physiology 91: 694 -
701, 1989), Methods for Plant Molecular Biology (Weissbach y Weissbach, eds. Academic Press Inc., 1988),
Methods in Plant Molecular Biology (Schuler y Zielinski eds., Academic Press Inc., 1989), Liu y Lomonossoff (J. Virol
Meth, 105: 343 - 340, 2002), las patentes norteamericanas Nos. 4.945.050; 5.036.006; y 5.100.792, las solicitudes
de patentes norteamericanas con No de Serie 08/438.666, presentada el 10 de mayo de 1995, y 07/951.715,
presentada el 25 de septiembre de 1992.

Pueden utilizarse métodos de expresion transitoria para expresar las construcciones utilizadas en los métodos de la
presente invencion (véase Liu y Lomonossoff, 2002, Journal of Virological Methods, 105: 343 - 348).
Alternativamente, puede utilizarse un método de expresion transitoria con base en vacio, como lo describen Kapila
et al. 1997. Estos métodos pueden incluir, por ejemplo, aunque sin limitarse a, un método de Agroinoculaciéon o
Agroinfiltracion, sin embargo, también se pueden utilizar otros métodos transitorios como se observo anteriormente.
Ya sea con la Agroinoculacion o con la Agroinfiltracion, una mezcla de Agrobacterias que incluye el acido nucleico
deseado ingresa a los espacios intercelulares de un tejido, por ejemplo, las hojas, la porciéon aérea de la planta
(incluyendo tallo, hojas vy flores), otra porcién de la planta (tallo, raiz, flor) o la planta completa. Después de cruzar la
epidermis el Agrobacterium infecta y transfiere copias de ADN-t dentro de las células. EI ADN-t se transcribe en
forma episomal y se traduce el ARNm, conduciendo a la producciéon de la proteina de interés en células infectadas,
sin embargo, el paso del ADN-t dentro del nucleo es transitorio.

Si la secuencia de nucleotidos de interés codifica un producto que sea directa o indirectamente téxico para la planta,
entonces al utilizar el método de la presente invencion, se puede reducir dicha toxicidad en toda la planta
expresando selectivamente la secuencia de nucledtidos de interés dentro de un tejido deseado o una etapa deseada
del desarrollo de la planta. Ademas, el periodo limitado de expresion que resulta de la expresién transitoria puede
reducir el efecto cuando se produce un producto téxico en la planta. Se puede utilizar un promotor inducible, un
promotor especifico del tejido, o un promotor especifico de la célula, para dirigir selectivamente la expresion de la
secuencia de interés.

Las VLP de HA recombinante de la presente invencion pueden utilizarse junto con vacunas existentes para
influenza, para suplementar las vacunas, hacerlas mas eficaces, y para reducir la administracion de las dosis
necesarias. Como lo sabria una persona capacitada en la técnica, la vacuna puede dirigirse contra uno o mas de un
virus de la influenza. Los ejemplos de vacunas adecuadas incluyen, aunque no se limitan a aquellas comercialmente
disponibles de Sanofi-Pasteur, ID Biomedical, Merial, Sinovac, Chiron, Roche, Medimmune, GlaxoSmithKline,
Novartis, Sanofi-Aventis, Serono, Shire Pharmaceuticals y similares.

Si se desea, las VLP producidas de acuerdo con la presente invencion pueden mezclarse con un adyuvante
adecuado como lo sabria una persona capacitada en la técnica. Ademas, se puede utilizar la VLP en una
composiciéon de vacuna que comprende una dosis efectiva de la VLP para el tratamiento de un organismo objetivo,
como se definié anteriormente. Ademas, la VLP producida de acuerdo con la presente invencidon puede combinarse
con las VLP obtenidas utilizando diferentes proteinas de influenza, por ejemplo, neuraminidasa (NA).

Por lo tanto, la presente invencion proporciona las VLP y comparaciones de la invencion para inducir inmunidad a la
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infeccion por virus de la influenza en un animal u organismo objetivo que comprende administrar una dosis efectiva
de una vacuna que comprende una o mas de una VLP. La vacuna puede administrarse en forma oral, intradérmica,
intranasal, intramuscular, intraperitoneal, intravenosa o subcutanea.

La administracion de las VLP producidas de acuerdo con la presente invencion se describe en el Ejemplo 6. La
administracion de una VLP de H5 elaborada en la planta resulta en una respuesta significativamente mas elevada
cuando se compara con la administracion de HA soluble (véanse las Figuras 21A y 21B).

Como se muestra en las Figuras 26A y 26B, las VLP de H5 A/Indonesia/5/05 administradas a un sujeto le
proporcionaron proteccion cruzada a un reto con influenza A/Turquia/582/06 (H5N1; “H5N1 de Turquia"). La
administracion de las VLP H5 de Indonesia antes del reto no resultd en ninguna pérdida de la masa corporal. Sin
embargo, los sujetos a los cuales no se les administré las VLP de H5, pero se los retdé con H5N1 de Turquia,
exhibieron una pérdida significativa de masa corporal, y varios sujetos murieron.

Estos datos, por lo tanto, demuestran que las VLP de influenza elaboradas en la planta que comprenden la proteina
viral de hemaglutinina H5 inducen una respuesta inmune especifica para cepas de influenza patdégenas, y que las
particulas similares a virus pueden brotar desde una membrana plasmatica de la planta.

Por lo tanto, la presente invencion proporciona una composicion que comprende una dosis efectiva de una VLP
producida de acuerdo con la invencion que comprende una proteina HA del virus de la influenza, uno o mas de un
lipido de la planta, y un portador farmacéuticamente aceptable. La proteina HA del virus de la influenza puede ser
H5 Indonesia/5/2006. También se proporciona una VLP o composicidon para uso en la induccion de inmunidad a una
infeccion por virus de la influenza en un sujeto. El uso comprende administrar la particula similar al virus que
comprende una proteina HA del virus de la influenza, uno o mas de un lipido de la planta, y un portador
farmacéuticamente aceptable. La particula similar al virus puede administrarse a un sujeto en forma oral,
intradérmica, intranasal, intramuscular, intraperitoneal, intravenosa o subcutanea.

Las composiciones de acuerdo con varias formas de realizacién de la invencion pueden comprender las VLP de dos
0 mas cepas o subtipos de influenza. “Dos o0 mas” se refiere a dos, tres, cuatro, cinco, seis, siete, ocho, nueve, 10 o
mas cepas o subtipos. Las cepas o subtipos representados pueden ser un solo subtipo (por ejemplo, todos H1N1, o
todos H5N1), o pueden ser una combinacién de subtipos. Los ejemplos de subtipos y de cepas incluyen, aunque no
se limitan a aquellos divulgados en la presente invencion (por ejemplo, A/Nueva Caledonia/20/99 (H1N1),
AlIndonesia/5/2006 (H5N1), A/pollo/Nueva York/1995, A/gaviota argéntea/DE/677/88 (H2N8), A/Texas/32/2003,
Alanade real/MN/33/00, A/pato/Shanghai/1/2000, A/anade de cola larga/TX/828189/02, A/Pavo/Ontario/
6118/68(HBN4), A/pato cuchareta/lran/G54/03, A/pollo/Alemania/N/1949 (H10N7), A/pato/Inglaterra/56 (H11NG6),
Alpato/Alberta/60/76 (H12N5), A/Gaviota/Maryland/704/77 (H13N6), A/Anade/Gurjev/263/82, A/pato/Australia/341/83
(H15N8), A/gaviota de cabeza negra/Suecia/5/99 (H16N3), B/Lee/40, C/Johannesburgo/66, A/Puerto Rico/8/34
(H1N1), A/Brisbane/59/2007 (H1N1), A/lslas Salomon 3/2006 (H1N1), A/Brisbane 10/2007 (H3N2), A/Wisconsin/
67/2005 (H3N2), B/Malasia/2506/2004, B/Florida/4/2006, A/Singapur/1/57 (H2N2) , A/Anhui/1/2005 (H5N1),
A/Vietnam/1194/2004 (H5N1), A/Cerceta/lHong Kong/W312/97 (H6N1), A/Equino/Praga/56 (H7N7), A/Hong
Kong/1073/99 (HIN2)).

La eleccion de la combinacion de cepas y subtipos puede depender del area geografica de los sujetos que pueden
estar expuestos a influenza, la proximidad de especies animales a una poblacién humana que va a ser inmunizada
(por ejemplo, especies de aves acuaticas, animales de granja tales como cerdos, etc.) y las cepas que portan, estan
expuestos, o pueden estar expuestos, a predicciones de deriva antigénica dentro de subtipos o cepas, o
combinaciones de estos factores. Ejemplos de combinaciones utilizadas en afios anteriores estan disponibles (véase
URL: who.int/csr/dieease/influenza/vaccine recommendationsl/en). Algunas o todas estas cepas pueden emplearse
en las combinaciones mostradas, o en otras combinaciones, en la produccién de una composicién de vacuna.

Mas particularmente, los ejemplos de combinaciones pueden incluir las VLP de dos o mas cepas o subtipos
seleccionados del grupo que comprende: A/Brisbane/59/2007 (H1N1), un virus similar a A/Brisbane/59/2007 (H1N1),
A/Brisbane/10/2007 (H3N2), un virus similar a A/Brisbane/10/2007 (H3N2), B/Florida/4/2006, un virus similar a
B/Florida/4/2006.

Otro ejemplo de combinacién puede incluir las VLP de dos o mas cepas o subtipos seleccionados del grupo que
comprende A/Indonesia/5/2005, un virus similar a A/Indonesia/5/2005, A/Vietnam/1194/2004, un virus similar a
A/Vietnam/1194/2004, A/Anhui/1/05, un virus similar a A/Anhui/1/05, A/ganso/Guiyang/337/2006, un virus similar a
A/ganso/Guiyang/337/2006, A/pollo/Shanxi/2/2006, o un virus similar a A/pollo/Shanxi/2/2006.

Otro ejemplo de combinaciéon puede incluir las VLP de cepas de influenza A/Pollo/Italia/13474/99 (tipo H7) o
A/Pollo/Columbia Britanica/04 (H7N3).
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Otro ejemplo de combinacion puede incluir las VLP de A/Pollo/Hong Kong/G9/97 o A/Hong Kong/1073/99. Otro
ejemplo de combinacion puede comprender las VLP de Allslas Salomén/3/2006. Otro ejemplo de combinacion
puede comprender las VLP de A/Brisbane/10/2007. Otro ejemplo de combinacion puede comprender las VLP de
A/Wisconsin/67/2005. Otro ejemplo de combinacion puede comprender las VLP de las cepas o subtipos
B/Malasia/2506/2004, B/Florida/4/2006 o B/Brisbane/3/2007.

Las dos o méas VLP pueden expresarse individualmente, y las VLP purificadas o semipurificadas combinarse
posteriormente. Alternativamente, las VLP pueden coexpresarse en el mismo huésped, por ejemplo, una planta. Las
VLP pueden combinarse o producirse en una relacién deseada, por ejemplo, aproximadamente proporciones
equivalentes, o pueden combinarse de tal manera que un subtipo o cepa comprenda la mayoria de las VLP en la
composicion.

Por lo tanto, la invencion proporciona composiciones que comprenden las VLP de dos o mas cepas o subtipos,
producidas de acuerdo con los métodos de la invencion.

Las VLP de los virus encapsulados generalmente adquieren su envoltura a partir de la membrana de la cual ellas
brotan. Las membranas plasmaticas de la planta tienen un complemento de fitoesterol que puede tener efectos
inmunoestimuladores. Para investigar esta posibilidad, se administraron las VLP de H5 elaboradas en la planta a
animales en presencia o ausencia de un adyuvante, y la HAI (respuesta de anticuerpo de inhibicién de
hemaglutinacion) determinada (Figuras 22A, 22B). En la ausencia de un adyuvante anadido, las VLP de H5
elaboradas en la planta demuestran una HAI significativa, indicativa de una respuesta inmune sistémica para
administracion del antigeno. Ademas, los perfiles de isotipo del anticuerpo de las VLP administradas en presencia o

en ausencia del adyuvante, son similares (Figura 23A).

La Tabla 5 enlista las secuencias proporcionadas en varias formas de realizacion de la invencion.

Tabla 5 : Descripcion de las secuencia para los identificadores de secuencia.

ISI,Z)ES Descripcion de la secuencia Se divulga
o en
1 Fragmento H1 del terminal N Figura 5a
2 Fragmento H1 del terminal C Figura 5b
3 Secuencia de codificacion de H5 Figura 6
4 cebador Plato-443c Figura 7a
5 cebador SpHA(Ind)-Plasto.r Figura 7b
6 cebador Plasto-SpHA(Ind).c Figura 7¢
7 cebador HA(Ind)-Sac.r Figura 7d
8 Secuencia del casete de expresién con base en plastocianina de alfalfa usada para la Fi

L igura 1

expresion e H1
9 Secuencia del péptido HA1 (A/New Caledonia/20/99) Figura 8a
10 Secuencia del péptido HA5 (A/Indonesia/5/2006) Figura 8b
11 Secuencia que codifica el subtipo H7 de influenza A (A/pollo/New York/1995) Figura 9
12 Secuencia que codifica el subtipo H2 de influenza A (A/gaviota argéntea/DE/677/88 (H2N8)) | Figura 10a
13 Secuencia que codifica el subtipo H3 de influenza A (A/Texas/32/2003) Figura 10b
14 Secuencia que codifica el subtipo H4 de influenza A (A/pato real/MN/33/00) Figura 10c
15 Secuencia que codifica el subtipo H5 de influenza A (A/pato/Shanghai/1/2000) Figura 10d
16 Secuencia que codifica el subtipo H6 de influenza A (A/anade de cola larga/TX/828189/02) Figura 10e
17 Secuencia que codifica el subtipo H8 de influenza A (A/Pavo/Ontario/6118/68(H8N4)) Figura 10f
18 Secuencia que codifica el subtipo H9 de influenza A (A/pato cuchareta/lran/G54/03) Figura 10g
19 Secuencia que codifica el subtipo H10 de influenza A (A/pollo/Alemania/N/1949(H10N 7)) Figura 10h
20 Secuencia que codifica el subtipo H11 de influenza A (A/pato/Inglaterra/56(H11NG6)) Figura 10i
21 Secuencia que codifica el subtipo H12 de influenza A (A/pato/Alberta/60/76(H12N5)) Figura 10j
22 Secuencia que codifica el subtipo H13 de influenza A (A/Gaviota/Maryland/704/77(H13N6)) Figura 10k
23 Secuencia que codifica el subtipo H14 de influenza A (A/Pato real/Gurjev/263/82) Figura 10l
24 Secuencia que codifica el subtipo H15 de influenza A (A/pato/Australia/341/83 (H15N8)) Figura 10m
o5 Secuencia que codifica el subtipo H16 de influenza A (A/gaviota de cabeza Figura 10n
negra/Suecia/5/99 (H16N3))

26 Secuencia que codifica HA de influenza B (B/Lee/40) Figura 100
27 Secuencia que codifica HA de influenza C (C/Johannesburgo/66) Figura 10p
28 Secuencia de HAO H1 completa Figura 5¢
29 Cebador Xmal-pPlas.c Figura 10q

34




ES 2428 384 T3

(continuacion)

%ES Descripcion de la secuencia Se divulga
o en
30 Cebador Sacl-ATG-pPlas.r Figura 10r
31 Cebador Sacl-PlasTer.c Figura 10s
32 Cebador EcoRI-PlasTer.r Figura 10t
33 A/New Caledonia/20/99 (H1N1), GenBank Acceso No. AY289929 Figura 16
34 Proteina disulfuro isomerasa de M. Sativa, GenBank Acceso No. Z11499 Figura 17
35 A/Puerto Rico/8/34 (H1N1), GenBank Acceso No. NC_002016.1 Figura 18
36 Clon 7_74: ADN de Dralll a Sac1 que com_prende la re_:gién regulador.a de plastocianina Figura 28
operativamente enlazada con la secuencia que codifica HA de A/Brisbane/59/2007 (H1N1)
Clon 775: ADN de Dralll a Sac1 que comprende la regidn reguladora de plastocianina
37 operativamente enlazada con la secuencia que codifica HA de A/lslas Salomoén 3/2006 Figura 29
(HIN1)
38 Clon 776: ADN de Dralll a Sac1 que comprende la region reguladora de plastocianina Figura 30
operativamente enlazada con la secuencia que codifica HA de A/Brisbane 10/2007 (H3N2)
39 Clon 777: ADN de Dralll a Sac1 que comprende la regidn reguladora de plastocianina Figura 31
operativamente enlazada con la secuencia que codifica HA de A/Wisconsin/67/2005 (H3N2)
40 Clon 778: ADN de Dralll a Sac1 que comprende la regidn reguladora de plastocianina Figura 32
operativamente enlazada con la secuencia que codifica HA de B/Malasia/2506/2004
41 Clon 779: ADN de Dralll a Sac1 que comprende la region reguladora de plastocianina Figura 33
operativamente enlazada con la secuencia que codifica HA de B/Florida/4/2006
42 Clon 780: ADN de Dralll a Sac1 que comprende la region reguladora de plastocianina Figura 34
operativamente enlazada con la secuencia que codifica HA de A/Singapur/1/57 (H2N2)
43 Clon 781: ADN de Dralll a Sac1 que comprende la regién reguladora de plastocianina Figura 35
operativamente enlazada con la secuencia que codifica HA de A/Anhui/1/2005 (H5N1)
44 Clon 782: ADN de Dralll a Sac1 que comprende la region reguladora de plastocianina Figura 36
operativamente enlazada con la secuencia que codifica HA de A/Vietham/1194/2004 (H5N1)
Clon 783: ADN de Dralll a Sac1 que comprende la region reguladora de plastocianina
45 operativamente enlazada con la secuencia que codifica HA de A/Cerceta/Hong Figura 37
Kong/W312/97 (H6N1)
46 Clon 784: ADN de Dralll a Sac1 que comprende la region reguladora de plastocianina Figura 38
operativamente enlazada con la secuencia que codifica HA de A/Equino/Praga/56 (H7N7)
47 Clon 785: ADN de Dralll a Sac1 que comprende la region reguladora de plastocianina Figura 39
operativamente enlazada con la secuencia que codifica HA de A/HongKong/1073/99 (HON2)
48 Clone 774 secuencia de aminoacidos de HA de A/Brisbane/59/2007 (H1N1) Figura 40A
49 Clone 775 secuencia de aminoacidos de HA de A/lslas Salomén 3/2006 (H1N1) Figura 40B
50 Clone 776 secuencia de aminoacidos de HA de A/Brisbane 10/2007 (H3N2) Figura 41A
51 Clone 777 secuencia de aminoacidos de HA de A/Wisconsin/67/2005 (H3N2) Figura 41B
52 Clone 778 secuencia de aminoacidos de HA de B/Malasia/2506/2004 Figura 42A
53 Clone 779 secuencia de aminoacidos de HA de B/Florida/4/2006 Figura 42B
54 Clone 780 secuencia de aminoacidos de HA de A/Singapur/1/57 (H2N2) Figura 43A
55 Clone 781 secuencia de aminoacidos de HA de A/Anhui/1/2005 (H5N1) Figura 43B
56 Clone 782 secuencia de aminodcidos de HA de A/Vietham/1194/2004 (H5N1) Figura 44A
57 Clone 783 secuencia de aminoacidos de HA de A/Cerceta/Hong Kong/W312/97 (H6N1) Figura 44B
58 Clone 784 secuencia de aminoacidos de HA de A/Equino/Praga/56 (H7N7) Figura 45A
59 Clone 785 secuencia de aminoacidos de HA de A/Hong Kong/1073/99 (H9N2) Figura 45B
Casete de expresion de HA que comprende al promotor de plastocianina de alfalfay 5 UTR,
60 la secuencia que codifica hemaglutinina de H5 de A/Indonesia/5/2005 (Construccion # Figura 51
660), secuencias terminadora y 3' URT de plastocianina de alfalfa
Casete de expresion de HA que comprende al promotor de plastocianina de alfalfay 5’ UTR,
61 la secuencia que codifica hemaglutinina de H1 de A/New Caledonia/20/1999 Figura 52
(Construccion # 540) , secuencias terminadora y 3’ URT de plastocianina de alfalfa
Casete de expresion de HA que comprende al promotor de plastocianina de alfalfay 5 UTR,
62 la secuencia que codifica hemaglutinina de H1 de A/Brisbane/59/2007 (construccion # Figura 53
774), secuencias terminadora y 3' URT de plastocianina de alfalfa
Casete de expresion de HA que comprende al promotor de plastocianina de alfalfay 5’ UTR,
63 la secuencia que codifica hemaglutinina de H1 de Allslas Salomén /3/2006 (H1N1) Figura 54

(construccién # 775), secuencias terminadora y 3' URT de plastocianina de alfalfa
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(continuacion)

SEQ
ID No

Se divulga

Descripcion de la secuencia en

Casete de expresion de HA que comprende al promotor de plastocianina de alfalfay 5’ UTR,
64 la secuencia que codifica hemaglutinina de H2 de A/Singapur/1/57 (H2N2) (construccién # | Figura 55
780), secuencias terminadora y 3' URT de plastocianina de alfalfa

Casete de expresion de HA que comprende al promotor de plastocianina de alfalfay 5 UTR,
65 la secuencia que codifica hemaglutinina de H5 de A/Anhui/1/2005 (H5N1) (Construccion # | Figura 56
781), secuencias terminadora y 3’ URT de plastocianina de alfalfa

Casete de expresion de HA que comprende al promotor de plastocianina de alfalfay 5 UTR,
66 la secuencia que codifica hemaglutinina de H5 de A/Vietnam/1194/2004 (H5N1) Figura 57
(Construccion # 782), secuencias terminadora y 3’ URT de plastocianina de alfalfa

Casete de expresion de HA que comprende al promotor de plastocianina de alfalfay 5’ UTR,
67 la secuencia que codifica hemaglutinina de H6 de A/Cerceta/Hong Kong/W312/97 (H6N1) Figura 58
(Construccion # 783), secuencias terminadora y 3' URT de plastocianina de alfalfa

Casete de expresion de HA que comprende al promotor de plastocianina de alfalfay 5 UTR,
68 la secuencia que codifica hemaglutinina de H9 de A/lHong Kong/1073/99 (HON2) Figura 59
(Construccién # 785), secuencias terminadora y 3' URT de plastocianina de alfalfa

Casete de expresion de HA que comprende al promotor de plastocianina de alfalfay 5’ UTR,
69 la secuencia que codifica hemaglutinina de H3 de A/Brisbane/10/2007 (H3N2), secuencias Figura 60
terminadora y 3’ URT de plastocianina de alfalfa

Casete de expresion de HA que comprende al promotor de plastocianina de alfalfay 5 UTR,
70 la secuencia que codifica hemaglutinina de H3 de A/Wisconsin/67/2005 (H3N2), secuencias | Figura 61
terminadora y 3’ URT de plastocianina de alfalfa

Casete de expresion de HA que comprende al promotor de plastocianina de alfalfay 5’ UTR,
71 la secuencia que codifica hemaglutinina de H7 de A/Equino/Praga/56 (H7N7), secuencias Figura 62
terminadora y 3' URT de plastocianina de alfalfa

Casete de expresion de HA que comprende al promotor de plastocianina de alfalfay 5’ UTR,

72 la secuencia que codifica hemaglutinina de HA de B/Malasia/2506/2004, secuencias Flgl;’ra} 63
terminadora y 3’ URT de plastocianina de alfalfa profética
Casete de expresion de HA que comprende al promotor de plastocianina de alfalfay 5’ UTR,

73 la secuencia que codifica hemaglutinina de HA de B/Florida/4/2006, secuencias Figura 64
terminadora y 3' URT de plastocianina de alfalfa

74 Consenso de las SEQ ID NOs: 49, 48,33y 9 Figura 65

75 Secuencia de aminoacidos de H1 de New Caledonia (AAP34324.1) codificada por la SEQ ID Fi
NO: 33 igura 67

76 ﬁv(e)cfu;gcia de aminoacidos de H1 de Puerto Rico (NC_0409878.1) codificada por la SEQ ID Figuras 68

Ahora, se describira la invencién en forma detallada a modo de referencia Unicamente con los siguientes ejemplos
no limitantes.

Métodos y Materiales
1. Ensamblaje de casetes de expresion

Todas las manipulaciones se hicieron utilizando los protocolos generales de biologia molecular de Sambrook y
Russell (2001). La primera etapa de clonacién consistié en ensamblar un plasmido receptor que contiene elementos
reguladores en direccion 5' y en direccion 3' del gen de plastocianina de alfalfa. Se amplificaron el promotor de
plastocianina y de las secuencias 5 UTR a partir del ADN gendmico de alfalfa utilizando los cebadores de
oligonucledtidos Xmal-pPlas.c (SEQ ID NO: 29; Figura 10Q) y Sacl-ATG-pPlas.r (SEQ ID NO: 30; Figura 10R). El
producto resultante de la amplificacion se digiri6 con Xmal y Sacl y se lig6 en pCAMBIA2300 (Cambia, Canberra,
Australia), previamente digerido con las mismas enzimas, para crear pPCAMBIApromo Plasto. De manera similar, las
secuencias UTR 3' y del terminador del gen de plastocianina se amplificaron a partir de ADN gendmico de alfalfa
utilizando los siguientes cebadores: Sacl-PlasTer.c (SEQ ID NO: 31; Figura 10S) y EcoRI-PlasTer.r (SEQ ID NO: 32;
Figura 10T), y se digiri6 el producto con Sacl y EcoRl antes de ser insertado en los mismos sitios de
pCAMBIApromo-Plasto para crear pCAMBIAPIasto.

Se sintetiz6 el marco de lectura abierto del gen H1 de la cepa de influenza A/Nueva Caledonia/20/99 (HIN1) en dos
fragmentos (Plant Biotechnology Institute, National Research Council, Saskatoon, Canada). Un primer fragmento
sintetizado corresponde a la secuencia de codificacion de H1 de tipo silvestre (No. de acceso del GenBank
AY289929; SEQ ID NO: 33; Figura 16) que carece del péptido sefal en el extremo 5' y la secuencia de codificaciéon
del dominio transmembrana en el extremo 3'. Se afadié un sitio de restriccion Bglll en el extremo &' de la secuencia
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de codificacion y se afiadio un sitio doble Sacl/Stul inmediatamente en direccion 3’ del coddn de finalizacion en el
extremo terminal 3' del fragmento, para producir la SEQ ID NO: 1 (Figura 5A). También se sintetizd6 un segundo
fragmento que codifica el extremo terminal C de la proteina H1 (que comprende un dominio transmembrana y una
cola citoplasmatica) desde el sitio Kpnl hasta el codén de detencién, y se flanqueado en 3' por los sitios de
restriccion Sacl y Stul (SEQ ID NO. 2; Figura 5B).

El primer fragmento H1 se digiri6 con Bglll y Sacl y se clond en los mismos sitios de un vector binario
(pCAMBIAPIasto) que contiene el promotor de plastocianina y se fusiond 5 UTR con el péptido sefial del gen de la
proteina disulfuro isomerasa de alfalfa (PDI) (nucledtidos 32 - 103; Acceso No. Z11499; SEQ ID NO: 34; Figura 17)
lo que resulté en un gen quimérico PDI-H1 en direccion 3’ de los elementos reguladores de plastocianina. La
secuencia del casete con base en plastocianina que contiene el péptido sefial PDI se presentan en la Figura 1 (SEQ
ID NO: 8). El plasmido resultante contenia una regién de codificacion H1 fusionada con el péptido sefal PDI y
flanqueado por elementos reguladores de plastocianina. La adicién de la region de codificacion del extremo terminal
C (que codifica el dominio transmembrana y la cola citoplasmatica) se obtuvo al insertar el fragmento sintetizado
(SEQ ID NO: 2; Figura 5B) previamente digerido con Kpnl y Sacl, en el plasmido de expresion H1. El plasmido
resultante, denominado 540, se presenta en la Figura 11 (véase también la Figura 2A).

2. Ensamblaje del casete de expresiéon H5

Se sintetizé un fragmento que codifica hemaglutinina a partir de la cepa de influenza A/Indonesia/5/05 (H5N1; No. de
Acceso LANL ISDN125873) mediante Epoch Biolabs (Sugar Land, TX, EUA). El fragmento producido, que contenia
la region de codificacion H5 completa incluyendo el péptido sefial nativo flanqueado por un sitio Hindlll
inmediatamente en direccién 5' del ATG inicial, y un sito Sacl inmediatamente en direccién 3' del codon de detencion
(TAA), se presenta en la SEQ ID NO: 3 (Figura 6). Se clono la regién de codificacion H5 en un casete de expresion
con base en plastocianina a través del método de ligacién con base en PCR presentado en Darveau et al. (1995). En
resumen, se obtuvo una primera amplificacion por PCR utilizando los cebadores Plato-443c (SEQ ID NO: 4; Figura
7A) y SpHA(Ind)-Plasto.r (SEQ ID NO: 5; Figura 7B) y pCAMBIApromoPlasto como plantilla. De manera paralela, se
llevé a cabo una segunda amplificacion con los cebadores Plasto-SpHA(Ind).c (SEQ ID NO: 6; Figura 7C) y HA(Ind)-
Sac.r (SEQ ID NO: 7; Figura 7D) con el fragmento de codificacion H5 como plantilla. La amplificacion obtenida de
ambas reacciones se mezcld y esta mezcla sirvio como plantilla para una tercera reaccion (reaccion de ensamblaje)
utilizando Plato-443c (SEQ ID No: 4; Figura 7A) y HA(Ind)-Sac.r (SEQ ID NO: 7; Figura 7D) como cebadores. Se
digirio el fragmento resultante con BamHI (en el promotor de plastocianina) y Sacl (en el extremo 3’ del fragmento) y
se cloné en pCAMBIAPIlasto previamente digerido con las mismas enzimas. El plasmido resultante, denominado
660, se presenta en la figura 2B (véase también la Figura 11).

El casete que codifica la forma soluble de H1 se prepard reemplazando la regiéon de codificacion por el dominio
transmembrana y la cola citoplasmatica en 540 a través de un fragmento que codifica la variante GCN4 pll de cierre
de leucina (Harbury et al., 1993, Science 1993; 262: 1401 - 1407). Este fragmento se sintetizé con los sitios de
flanqueo Kpnl y Sacl para facilitar la clonacion. El plasmido resultante de este reemplazo se denominé 544 y el
casete de expresion se ilustra en la figura 11.

Se sintetizé una fusién entre 5" UTR del virus del grabado del tabaco (TEV) y el marco de lectura abierto del gen M1
de la influenza A/PR/8/34 (Acceso # NC_002016) con un sitio Sacl de flanqueo afiadido en direcciéon 3’ del codon de
detencion. El fragmento se digirié con Swal (en el 5 UTR del TEV) y Sacl, y se clond en un casete de expresion con
base en 2X35S/TEV en un plasmido binario pCAMBIA. El plasmido resultante perforé la region de codificacion M1
bajo el control de un promotor 2X35S/TEV y 5’ UTR y el terminador NOS (construccién 750; figura 11).

Se prepard una construccion HcPro (35HcPro) como se describe en Hamilton et al. (2002). Todos los clones se
secuenciaron para confirmar la integridad de las construcciones. Se utilizaron los plasmidos para transformar
Agrobacterium tumefaciens (AGL1; ATCC, Manassas, VA 20108, EUA) mediante electroporacion (Mattanovich et al.,
1989). Se confirmo la integridad de todas las cepas de A. tumefaciens a través de mapeo de restriccion.

3. Preparacion de biomasa vegetal, indculos, agroinfiltracion, y cosecha

Se cultivaron plantas de Nicotiana benthamiana o Nicotiana tabacum a partir de semillas en pisos llenos de un
sustrato de musgo con turba comercial. Se permitié que las plantas crecieran en el invernadero con un fotoperiodo
de 16/8 y un régimen de temperatura de 25°C durante el dia/20°C durante la noche. Tres semanas después de
sembrar las semillas, se seleccionaron plantulas individuales, se trasplantaron en macetas y se permiti6 que
crecieran en el invernadero durante tres semanas adicionales bajo las mismas condiciones ambientales. Antes de la
transformacion, se removieron brotes apicales y axilares en diferentes momentos como se indica a continuacion, ya
sea pinchando los brotes de la planta o a través de un tratamiento quimico de la planta.

Se cultivaron las agrobacterias transfectadas con las construcciones 660, 540, 544, 750 o 35sHcPro en un medio
YEB complementado con acido 2-[N-morfolino]etanosulfénico (MES) 10 mM, acetosiringona 20 yM, 50 pg/ml de
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kanamicina y 25 pg/ml de carbenicilina pH 5,6 hasta que alcanzaron un ODsggo, entre 0,6 y 1,6. Se centrifugaron las
suspensiones de agrobacterias antes de usarlas y se resuspendieron en un medio de infiltracion (MgC, 10 mM y
MES 10 mM pH 5,6). Se realizé la infiltracion mediante jeringa como lo describen Liu y Lomonossoff (2002, Journal
of Virological Methods, 105: 343 - 348). Para la infiltracion al vacio, se centrifugaron suspensiones de A.
tumefaciens, se resuspendieron en el medio de infiltracion y se almacenaron durante la noche a 4°C. El dia de la
infiltracion, se diluyeron los lotes de cultivo en 2,5 volumenes de cultivo y se permiti6 que se calentaran antes de
utilizarse. Plantas completas de N. benthamiana o N. tabacum se colocaron bocabajo en la suspensién bacteriana
en un tanque de acero inoxidable cerrado herméticamente con un vacio de 20 - 40 Torr durante 2 minutos. Después
de la infiltracion por jeringa o al vacio, las plantas regresaron al invernadero durante un periodo de incubacioén de 4 -
5 dias hasta la cosecha.

4. Muestreo de hojas y extraccion de proteinas totales

Después de la incubacién, se cosecho la parte aérea de las plantas, se congeld a -80°C, y se triturd. Se extrajeron
las proteinas solubles totales mediante homogenizacion (Politron) de cada muestra de material de la planta
congelada vy triturada en tres volumenes de Tris 50 mM frio pH 7,4, NaCl 0,15 M, y fluoruro de fenil metanosulfonilo 1
mM. Después de la homogenizacion, se centrifugaron las suspensiones a 20.000 g durante 20 minutos a 4°C y estos
extractos sin purificar depurados (sobrenadantes) se conservaron para analisis. El contenido de proteina total de los
extractos sin purificar depurados se determind mediante el ensayo de Bradford (Bio-Rad, Hercules, CA) utilizando
albumina de suero bovino como estandar de referencia.

5. Cromatografia de exclusion por tamafo del extracto de proteina

Las columnas para cromatografia de exclusién por tamafio (SEC) de 32 ml de perlas de alta resolucion S-500
SephacrylTM (S-500 HR: GE Healthcare, Uppsala, Suecia, Cat. No. 17-0613-10) se empacaron y equilibraron con un
amortiguador de equilibrio/elucion (Tris 50 mM pH8, NaCl 150 mM). Se cargaron uno y medio mililitros de extracto
de proteina sin purificar en la columna seguido por una etapa de elucion con 45 mL del amortiguador de
equilibrio/elucion. Se recolecté la elucion en fracciones de 1,5 mL en relaciéon con el contenido de proteina de las
fracciones eluidas y se monitore6 mediante la mezcla de 10 uL de la fraccion con 200 pL del reactivo de coloracion
de proteinas diluido Bio-Rad (Bio-Rad, Hercules, CA). Se lavé la columna con 2 volimenes de columna de NaOH
0,2 N seguido por 10 volumenes de columna de Tris 50 mM de pH 8, NaCl 150 mM, etanol al 20%. Cada separacion
estuvo seguida por la calibracién de la columna con Azul Dextrano 2000 (GE Healthcare Bio-Science Corp.,
Piscataway, NJ, EUA). Los perfiles de elucion de Azul Dextrano 2000 y las proteinas solubles huésped se
compararon entre cada separacion para asegurar la uniformidad de los perfiles de elucién entre las columnas
utilizadas.

6. Analisis de Proteinas e Inmunotransferencia

Se determinaron las concentraciones de proteina mediante el ensayo de proteinas BCA (Pierce Biochemicals,
Rockport, IL). Se separaron las proteinas mediante SDS-PAGE en condiciones reductoras y se tifieron con Azul de
Coomassie. Los geles tefiidos se escanearon y se realizé el analisis de densitometria utilizando el software ImageJ
(NIH).

Se precipitaron las proteinas de la fraccion de elucién de SEC con acetona (Bollag et al., 1996), se resuspendieron
en un 1/5 del volumen en el amortiguador de equilibrio/elusion y se separaron mediante SDS-PAGE en condiciones
reductoras y se electrotransfirieron sobre membranas de difluoruro de polivinileno (PVDF) (Roche Diagnostics
Corporation, Indianapolis, IN) para inmunodeteccion. Antes de la inmunotransferencia, se bloquearon las
membranas con leche descremada al 5% y Tween-20 al 0,1% en solucién salina amortiguada con Tris (TBS-T)
durante 16 - 18 horas a 4°C.

La inmunotransferencia se realizé mediante incubacién con un anticuerpo adecuado (Tabla 6), en 2 ug/ml de leche
descremada al 2% en TBS-Tween 20 al 0,1%. Los anticuerpos secundarios utilizados para la deteccion de
quimioluminiscencia fueron como se indica en la Tabla 4, se diluyeron como se indica en leche descremada al 2%
en TES-Tween 20 al 0,1%. Se detectaron los complejos inmunorreactivos mediante quimioluminiscencia utilizando
luminol como sustrato (Roche Diagnostics Corporation). Se llevé a cabo la conjugacion de enzima de peroxidasa de
rabano del anticuerpo IgG humano utilizando el kit de conjugaciéon de Peroxidasa Activada EZ-Link Plus® (Pierce,
Rockford, IL).
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Tabla 6: Condiciones de electroforesis, anticuerpos, y diluciones para inmunotransferencia de las proteinas

expresadas.
gubtipo Cepa de influenza Condigién d.e la Ar]ticugrpo Dilucién | Anticuerpo secundario Dilucién

e HA electroforesis primario
H1 f‘é?;\iﬁt;a”e/ 9972007 | Reductora FII10-150 | 4 pg/ml i‘]rl‘grqafgf‘ogg_ﬁj%r)a 1:10 000
| Rt | BeC | oo | Movdcon | oo
H1 ’2*6’;'9”9‘9‘(’3 f,\ﬂ";dmia/ Reductora FIl 10-150 | 4 pg/ml G’;g"ffg?og‘;_ﬁ%r)a 1:10 000
H2 ﬁ_/gmg)a pur/ 1/57 No reductora g(l)/B‘aCO 1:1000 éj?&?ﬁ%j%gg_gzg?o 1:10 000
H5 m’gg‘;;‘%ia/ 52005 | Reductora :)To%-lonsv 1:4000 GTgC;’;‘ffgfgfjf)ra 1:10 000
H5 A/Anhui/1/2005 (H5N1) | Reductora e 1:750 G’I‘g'g‘;‘;’jj)gg_gzg‘;j° 1:10 000
H5 %ft(ﬁgﬂ 11)194/ No reductora I()B%_I(-)rds 1:2000 '(A\‘JT;;C?? ,? 1'8;5%1022;3 1:10 000
| pSSRIS T | o sascora | SN | 100 | AovRcEcond | 11000
Ho mg,‘\’l’g’ Kong/ 1073/99 | pequctora Bee 1:1000 G’I‘g'g‘;‘;’jj‘)gg_gzgg"1° 1:10 000

FllI: Fitzgerald Industries International, Concord, MA, EUA,;

NISBIC: National Institute for Biological Standards and Control;

JIR: Jackson ImmunoResearch, West Grove, PA, EUA,;

BEI NR: Biodefense and emerging infections research resources repository;
ITC: Immune Technology Corporation, Woodside, NY, EUA;

El ensayo de hemaglutinacion para H5 se bas6 en un método descrito por Nayak y Reichl (2004). En resumen, se
hicieron diluciones dobles seriales de las muestras de prueba (100 pL) en placas de microtitulacion de 96 pozos con
fondo en forma V que contenian 100 pL de PBS, dejando 100 pL de la muestra diluida por pozo. Se afiadieron cien
microlitros de una suspension de glébulos rojos de pavo al 0,25% (Bio Link Inc., Syracuse, NY) a cada pozo, y se
incubaron las placas durante 2 horas a temperatura ambiente. Se registré la cantidad reciproca de la dilucién mas
elevada que muestra hemaglutinacion completa como la actividad de HA. De manera paralela, se diluyé un estandar
de HA recombinante (A/Vietnam/1203/2004 H5N1) (Protein Science Corporation, Meriden, CT) en PBS y se corrié
como control en cada placa.

7. Ultracentrifugacion en gradiente de sacarosa

Se reunién un mililitro de las fracciones 9, 10 y 11 eluido a partir de la cromatografia de filtracion en geles sobre
biomasa que contenia H5, se cargd en un gradiente de densidad de sacarosa discontinua de 20 - 60% (p/v) y se
centrifugé durante 17,5 horas a 125.000 g (4°C). Se fraccion6 el gradiente en 19 fracciones de 3 mL comenzando
desde la parte superior y se dializaron para remover la sacarosa antes del analisis inmunoldgico y los ensayos de
hemaglutinacion.

8. Microscopia electrénica

Las fracciones de elucién de SEC para ser observadas mediante microscopia electronica (EM) se concentraron
primero utilizando unidades de ultrafiltracion 30 MWCO (Millipore, Billerica, MA, EUA). Las fracciones concentradas
se fijaron en PBS de pH 7,4 que contenian glutaraldehido al 2% durante 24 horas a 4°C. Una vez fijadas las
muestras, se adsorbieron en reticulas de niquel de 200 mallas recubiertas con Formvar (Canemco, Lakefield,
Canada) durante 2 minutos, y las se lavaron las reticulas dos veces con agua desionizada antes de tedirlas con
acido fosfotungstico al 1%. Se realizaron observaciones bajo microscopia electrénica de transmisién con
amplificaciones que iban de 10.000X a 150.000X (para las imagenes en las Figuras 4A y 4B).

Alternativamente, se colocaron cien microlitros de las muestras a examinar en un tubo de ultracentrifugacion Airfuge
(Beckman Instruments, Palo Alto, CA, EUA). Se colocé una reticula en la parte inferior del tubo, que luego se
centrifugé durante 5 minutos a 120.000 g. Se removio la reticula, se la secé cuidadosamente y colocd en una gota
de acido fosfotungstico al 3% con un pH de 6 para coloracion. Se examinaron las reticulas en un microscopio
electronico de transmision (TEM) Hitachi 7100 (para las imagenes en las Figuras 14B, 15B y 15C).

Para las imagenes en la Figura 19, se fijaron bloques de hojas de aproximadamente 1 mm?® en PBS que contenia
glutaraldehido al 2,5% y se lavaron en PBS que contenia sacarosa al 3% antes de la etapa posterior de fijacion en
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tetradxido de osmio al 1,33%. Las muestras fijadas se embebieron en resina Spurr y se colocaron capas
ultradelgadas en una reticula. Las muestras fijadas se tifieron de forma positiva con acetato de uranilo al 5% vy citrato
de plomo al 0,2% antes de la observacion. Las reticulas se analizaron en un microscopio de electrones de
transmisiéon (TEM) Hitachi 7100.

9. Analisis de lipidos de membranas plasmaticas

Se obtuvieron las membranas plasméaticas (PM) de hojas de tabaco y se cultivaron células BY2 después del
fraccionamiento celular de acuerdo con Mongrand et al. mediante la reparticion en un sistema bifasico de polimeros
acuosos con polietilenglicol 3350/dextrano T-500 (cada uno al 6,6%). Todas las etapas se realizaron a 4°C.

Se extrajeron y purificaron los lipidos a partir de las diferentes fracciones de acuerdo con Bligh y Dyer. Se separaron
los lipidos polares y neutros mediante HP-TLC monodimensional utilizando los sistemas de solventes descritos en
Lefebvre et al. Se detectaron los lipidos de fracciones de PM después de tefir con acetato de cobre, como lo
describen Macala et al. Se identificaron los lipidos mediante la comparacion de su tiempo de migracion con los de
los estandares (todos los estandares se obtuvieron a través de Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA, excepto por SG
que se obtuvo a través de Matreya, Pleasant Gap, PA, EUA).

10. Purificacién de VLP de H5

Se homogeneizaron 660 hojas infiltradas congeladas de N. benthamiana en 1,5 volimenes de Tris 50 mM pH 8,
NaCl 150 mM y metabisulfito de sodio al 0,04% utilizando un mezclador comercial. Se suplementd el extracto
resultante con PMSF 1 mM y se ajustd a pH 6 con acido acético 1 M antes de calentar a 42°C durante 5 minutos. Se
afadio tierra de diatomeas (DE) al extracto trato con calor para adsorber los contaminantes precipitados por medio
del cambio del pH y tratamiento con calor, y se filtré la suspensién a través de un papel filtro Whatman. Se centrifugd
el extracto clarificado resultante a 10.000 x g durante 10 minutos a RT para remover la DE residual, pasado a través
de filtros Acropack 20 de 0,8/0,2 ym y cargd en una columna de afinidad de fetuina-agarosa (Sigma- Aldrich, St.
Louis, MO, EUA). Después de una etapa de lavado en NaCl 400 mM, Tris 25 mM pH 6, se eluyeron las proteinas
enlazadas con NaCl 1,5 M, MES 50 mM pH 6. Se suplementaron las VLP eluidas con Tween-80 hasta una
concentracion final de 0,0005% (v/v). Se concentraron las VLP en una membrana Amicon MWCO de 100 kDa se
centrifugé a 10.000 x g durante 30 minutos a 4°C y se resuspendid en PBS pH 7,4 con Tween-80 al 0,01% y
timerosal al 0,01%. Se esterilizaron las VLP suspendidas por filtracion antes de su utilizacion.

11. Estudios con animales
Ratones

Los estudios sobre la respuesta inmunolégica a la administracion de VLP de influenza se llevaron a cabo con
ratones hembra BALB/c de 6 - 8 semanas de edad (Charles River Laboratories). Se dividieron al azar setenta
ratones en catorce grupos de cinco animales. Se utilizaron ocho grupos para inmunizacion intramuscular y se
utilizaron seis grupos para probar la via intranasal de administracion. Todos los grupos se inmunizaron con un
régimen de dos dosis, la inmunizacion de refuerzo se realizé 3 semanas después de la primera inmunizacion.

Para la administracion intramuscular en las patas traseras, se inmunizaron los ratones sin anestesiar ya sea con la
vacuna VLP H5 elaborada a partir de plantas (0,1, 1, 5 0 12 pg), o un antigeno de hemaglutinina (HA) de control. El
Ha de control contenia hemaglutinina soluble recombinante producida con base en la cepa A/Indonesia/5/05 H5N1 y
se purificd a partir de un cultivo de células 293 (Immune Technology Corp., New York, EUA) (utilizado 5 ug por
inyeccion a menos que se indique otra cosa). El amortiguador de control era PES. Este antigeno consiste de los
aminoacidos 18 - 530 de la proteina HA y tiene una etiqueta His y un sitio de escisién modificado. La microscopia
electronica confirmé que este producto comercial no esta en la forma de las VLP.

Para medir el efecto del adyuvante, se inmunizaron dos grupos de animales con 5 pg de la vacuna con VLP H5
elaborada a base de plantas mas un volumen de Alhidrogel al 2% (alumbre, Accurate Chemical & Scientific
Corporation, Westbury, NY, EUA) o con 5 ug de hemaglutinina recombinante purificada a partir de un cultivo de
células 293 mas un volumen de alumbre. Se dividieron al azar setenta ratones en catorce grupos de cinco animales.
Se utilizaron ocho grupos para inmunizacion intramuscular y se utilizaron seis grupos para probar la via intranasal de
administracion. Todos los grupos se inmunizaron con un régimen de refuerzo principal, la inmunizacién de refuerzo
se realiz6 3 semanas después de la primera inmunizacion.

Para la administracion intramuscular en las patas traseras, se inmunizaron los ratones sin anestesiar con la VLP H5
elaborada a partir de plantas (0,1, 1, 5 6 12 ug), o el antigeno de hemaglutinina de control (HA) (5 ug) o PBS. Todas
las preparaciones de antigenos se mezclaron con Alhidrogel al 1% (alumbre, Accurate Chemical & Scientific
Corporation, Westbury, NY, EUA) en una proporcion de volumen de 1:1 antes de las inmunizaciones. Para medir el
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efecto del adyuvante, se inmunizaron dos grupos de animales ya sea con 5 ug de la vacuna con VLP H5 elaborada a
partir de plantas o con 5 ug del antigeno HA de control sin ningin adyuvante.

Para administracion intranasal, se anestesiaron brevemente los ratones por medio de inhalacion de isoflurano
utilizando una camara de induccion automatica. Posteriormente, fueron inmunizaron con la adicién de gotas de 4 pl
[fosa nasal con la vacuna de VLP elaborada a partir de plantas (0,1 o 1 ug), o con el antigeno HA de control (1 ug) o
con PBS. Todas las preparaciones de antigeno se mezclaron con glutamato de quitosano al 1% (Protosan,
Novamatrix/ FMC BioPolymer, Noruega) antes de las inmunizaciones. Posteriormente, los ratones inhalaron las
soluciones. Para verificar el efecto del adyuvante con la via intranasal de administracion, se inmunizaron dos grupos
de animales con un 1 pg de la vacuna con VLP H5 elaborada a partir de plantas o con 1 ug del antigeno HA de
control.

Hurones

Se utilizaron diez grupos de 5 hurones (machos, 18 - 24 semanas de edad, con una masa aproximada de 1 kg). El
tratamiento para cada grupo es como se describe en la Tabla 7. El adyuvante utilizado fue Alhidrogel (alumbre)
(Superfos Biosector, Dinamarca) al 2% (final = 1%). La composicion de la vacuna consistié de las VLP de
Allndonesia/5/05 (H5N1) asociadas con la membrana, producida como se describié. El control de la vacuna (control
positivo) fue una H5 recombinante enlazada a la membrana completamente glicosilada de la cepa de Indonesia
producida utilizando adenovirus en un cultivo de células 293 por parte de Immune Technology Corporation (ITC).

Tabla 7. Grupos de tratamiento

Grupo Producto inyectado a los animales | Via de administracién | Adyuvante
PBS (control negativo) i.m.”
Vacuna-planta, 1 mg i
Vacuna-planta, 1 mg
Vacuna-planta, 5 mg
Vacuna-planta, 5 mg

i
i
i
i

Vacuna-planta, 7,5 mg i.
i
i
i
i

Alumbre

Alumbre

Vacuna-planta, 15 mg
Vacuna-planta, 15 mg
Vacuna-planta, 30 mg
Vacuna-control, 5 mg
.. intramuscular

Alumbre

ajojojoajafajagjoi|o|S

31333331222

—
30‘.000\10‘)01-&00[\)—\

*

Se evaluaron hurones con respecto a su salud y apariencia generales (peso corporal, temperatura rectal, postura,
pelaje, patrones de movimiento, respiracion, excremento) de forma regular durante el estudio. Los animales se
inmunizaron mediante una inyeccion intramuscular (volumen total de 0,5 - 1,0) en los cuadriceps en el dia 0, 14 y 28;
para los protocolos que incorporan adyuvantes, la composicion de la vacuna se combind con Alhidrogel
inmediatamente antes de la inmunizacion en una proporcion de volumen de 1:1). Se obtuvieron muestras del suero
en el dia 0 antes de la inmunizacién, y en el dia 21 y 35. Se sacrificaron los animales (desangramiento/puncion
cardiaca) en los dias 40 - 45, y se recogieron los bazos y se realiz6 la necropsia.

Las concentraciones de anticuerpos contra la influenza pueden cuantificarse en ensayos de ELISA utilizando virus
H5N1 desactivados homadlogos o heterdlogos.

Las concentraciones de anticuerpos inhibidores de hemaglutinacion de las muestras de suero (antes de la
inmunizacioén en el dia 21 y el dia 35,) se evaluaron a través de microtitulacion de HAI como se describe (Aymard et
al. 1973). En resumen, se trataron previamente los sueros con enzimas que destruyen los receptores, inactivacion
con calor y mezcla con una suspension de eritrocitos (globulos rojos lavados, RBC). Se recomiendan los RBC
lavados de caballo (10%) de Lampire y en vista de que el ensayo puede variar dependiendo de la fuente de RBC
(dependiendo del caballo), se ensayaron los RBC lavados de 10 caballos para seleccionar el lote mas sensible.
Alternativamente, pueden utilizarse RBC de pavo. La concentracion de anticuerpos se expresd como la cantidad
reciproca de la dilucion mas elevada que inhibe completamente la hemaglutinacion.

Concentraciones de HAI de reaccion cruzada: Se midieron las concentraciones de HAI de hurones inmunizados con
una vacuna para A/Indonesia/5/05 (clado 2.1) utilizando cepas de influenza H5N1 inactivadas de otro subclado o
clado tal como las cepas vietnamitas del clado 1 A/Vietnam/1203/2004 y A/Vietnam/1194/2004 o A/Anhui/O1/2005
(subclado 2.3) o A/pavo/Turquia/1/05 (subclado 2.2). Todos los analisis se realizaron en muestras de individuos.

Analisis de los datos: El analisis estadistico (ANOVA) se realizara sobre todos los datos para establecer si las
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diferencias entre los grupos son estadisticamente significativas.
Disefio experimental para reto letal (ratones)

Se dividieron ciento veintiocho ratones al azar en dieciséis grupos de ocho animales, estando un grupo no
inmunizado y no retado (control negativo). Todos los grupos se inmunizaron a través de administracion intramuscular
en un régimen de dos dosis, siendo la segunda inmunizacion dos semanas después de la primera inmunizacion.

Para la administracion intramuscular en las patas traseras, se inmunizaron los ratones sin anestesiar con VLP H5
elaborada a partir de plantas (1, 5 o 15 pg), o 15 ug del antigeno HA de control o PBS. Todas las preparacion de
antigeno se mezclaron con un volumen de Alhidrogel al 1% antes de las inmunizaciones (alumbre, Accurate
Chemical Scientific Corporation, Westbury, NY, EUA).

Durante el periodo de inmunizacion, se pesaron los ratones una vez a la semana y se observaron y monitorearon
para detectar reacciones locales en el sitio de inyeccion.

Veintidés dias después de la segunda inmunizacion, se retaron los ratones anestesiados en forma intranasal (i. n.)
en un laboratorio de contencion BL4 (P4-Jean Mérieux-INSERM, Lyon, Francia) con una dosis infectiva del cultivo de
células al 50% de 4.09 x 10° (CCID50) del virus de la influenza A/Turquia/582/06 (amablemente proporcionado por el
Dr. Bruno Lina, Universidad de Lyon, Lyon, Francia). Después del reto, se observaron los ratones para detectar
sintomas clinicos de enfermedad y se pesaron diariamente, durante un periodo de catorce dias. Los ratones con
sintomas severos de infeccion y pérdida de peso de 225% se sometieron a eutanasia después de la anestesia.

Recoleccioén de sangre, lavados pulmonares y nasales y recoleccion de bazos

Se llevaron a cabo recolecciones de sangre de la vena safena lateral catorce dias después de la primera
inmunizacién y catorce dias después de la segunda inmunizaciéon en los animales sin anestesiar. Se recolecté el
suero mediante centrifugacién a 8000 g durante 10 minutos.

Cuatro semanas después de la segunda inmunizaciéon, se anestesiaron los ratones con CO, gaseoso e
inmediatamente después de terminar, se uso una puncion cardiaca para recolectar la sangre.

Después del sangrado final, se inserté un catéter en la traquea hacia los pulmones y se colocé un ml de una
solucion tipo coctel del inhibidor de proteasa - PBS fria en una jeringa de 1 cc unida al catéter y se inyecto6 a los
pulmones y luego se la retird para su analisis. Este procedimiento de lavado se llevo a cabo dos veces. Los lavados
pulmonares se centrifugaron para retirar los restos celulares. Para los lavados nasales, se insertd un catéter hacia el
area nasal y se bombearon 0,5 ml de la solucién tipo cdctel del inhibidor de proteasa - PBS a través del catéter en
los pasajes nasales y luego se hizo la recoleccion. Los lavados nasales se centrifugaron para retirar los restos
celulares. La recoleccién de bazos se realizé en ratones inmunizados a nivel intramuscular con 5 yg de la vacuna
elaborada a base de plantas con adyuvantes o 5 ug del antigeno H5 recombinante con adyuvantes, asi como en
ratones inmunizados a nivel intranasal con 1 pug de la vacuna elaborada a partir de plantas con adyuvantes o 1 ug
del antigeno H5 recombinante con adyuvantes. Los bazos recolectados se colocaron en RPMI suplementado con
gentamicina y se machacaron en un tubo conico de 50 ml con un émbolo de una jeringa de 10 ml. Los bazos
machacados se enjuagaron 2 veces y se centrifugaron a 2000 rpm durante 5 minutos y se resuspendieron en un
amortiguador de lisis ACK durante 5 minutos a temperatura ambiente. Los esplenocitos se lavaron en PBS -
gentamicina, se resuspendieron en RPMI al 5% y se cuantificaron. Los esplenocitos se utilizaron para el ensayo de
proliferacion.

Concentraciones de anticuerpos

Las concentraciones de anticuerpos contra la influenza de los sueros se midieron a los 14 dias después la primera
inmunizacioén, asi como en los dias 14 y 28 dias después de la segunda inmunizacion. Las concentraciones se
determinaron mediante un ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA) utilizando el virus inactivado
AlIndonesia/5/05 como el antigeno de recubrimiento. Las concentraciones de punto final se expresaron como el
valor reciproco de la diluciéon mas elevada que alcanzé un valor de OD de al menos 0,1 mayor que el de las
muestras de control negativo.

Para la determinacién de la clase de anticuerpos (IgG1, 1IgG2a, 1gG2b, IgG3, IgM), se evaluaron las concentraciones
mediante ELISA como se describié previamente.

Titulos de inhibicién de hemaglutinacion (HI)

Los titulos de inhibicién de hemaglutinacién (HI) de los sueros se midieron a los 14 y 28 dias después de la segunda
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inmunizacién como se describié previamente (WHO 2002; Kendal 1982). Las preparaciones de virus inactivados de
las cepas A/Indonesia/5/05 o A/Vietnam/1203/2004 se utilizaron para ensayar las muestras de suero de ratén para
detectar actividad de HI. Se trataron previamente los sueros con enzima Il destructora del receptor (RDE Il) (Denka
Seiken Co., Tokio, Japén) preparada a partir de Vibrio cholerae (Kendal 1982). Los ensayos de HI se realizaron con
glébulos rojos de pavo al 0,5%. Los titulos de anticuerpos HI se definieron como la cantidad reciproca de la dilucion
mas elevada que provoco la inhibicion completa de la aglutinacion.

Ejemplos

Ejemplo 1: Expresién transitoria de hemaglutinina del virus de la influenza A/Indonesia/5/05 (H5N1) mediante
agroinfiltracion en plantas N. benthamiana.

La capacidad del sistema de expresion transitoria para producir hemaglutinina de influenza se determiné mediante la
expresion del subtipo H5 de la cepa A/lndonesia/5/05 (H5N1). Como se presenta en la Figura 11, la secuencia de
codificacion de genes de hemaglutinina (acceso No. EF541394), con su péptido sefal nativo y dominio
transmembrana, se ensamblé primero en el casete de expresion de plastocianina - promotor, 5° UTR, 3’ UTR, y
secuencias de terminacion de la transcripcion del gen de plastocianina de alfalfa - y el casete ensamblado (660) se
inserté en un plasmido binario pCAMBIA. Este plasmido se transfectd posteriormente en Agrobacterium (AGL1), lo
que creo la cepa recombinante AGL 1/660, la cual se utilizé para la expresion transitoria.

Se infiltraron plantas de N. benthamiana con AGL 1/660, y se recolectaron las hojas después de un periodo de
incubacién de seis dias. Para determinar si se acumulé H5 en las hojas agroinfiltradas, se extrajeron primero las
proteinas del tejido de hojas infiltradas y se analizaron mediante transferencia tipo Western utilizando anticuerpos
policlonales anti-H5 (Vietnam). Se detecté una banda unica de aproximadamente 72 kDa en los extractos (Figura
12), correspondiendo en tamafio a la forma HAO no escindida de la hemaglutinina de influenza. La H5 comercial
utilizada como control positivo (A/Vietham/1203/2004; Protein Science Corp., Meriden, CT, EUA) se detecté como
dos bandas de aproximadamente 48 y 28 kDa, lo que corresponde al peso molecular de los fragmentos HA1 y HA2,
respectivamente. Esto demostré que la expresion de H5 en las hojas infiltradas resulta en la acumulacion del
producto de traduccion sin escindir.

La formacion de trimeros de HA activos se demostré mediante la capacidad de los extractos de proteina sin purificar
de las hojas transformadas con AGL 1/660 para aglutinar los glébulos rojos de pavo (datos no mostrados).

Ejemplo 2: Caracterizacion de estructuras que contienen hemaglutinina en extractos de planta utilizando
cromatografia de exclusién por tamafo

El ensamble de hemaglutinina de influenza producido con plantas en estructuras de alto peso molecular se analizé
mediante filtracion en gel. Los extractos de proteina sin purificar de las plantas infiltradas con AGL1/660 (1,5 mL) se
fraccionaron mediante cromatografia de exclusién por tamafio (SEC) en columnas SephacrylwI S-500 HR (GE
Healthcare Bio-Science Corp., Piscataway, NJ, EUA). Las fracciones de elucion se sometieron a ensayo para
detectar su contenido de proteinas totales y para detectar la abundancia de HA utilizando inmunodeteccion con
anticuerpos anti-HA (Figura 13A). Como se muestra en la Figura 13A, la elucion de Azul Dextrano (2 MDa) presento
un pico temprano en la fraccién 10 mientras que el grueso de las proteinas huésped se retuvo en la columna y se
eluyd entre las fracciones 14 y 22. Cuando las proteinas de 200 pL de cada fraccion de elucion de SEC se
concentraron (5 veces) mediante precipitacion con acetona y se analizaron mediante transferencias tipo Western
(Figura 15A, H5), se encontré principalmente hemaglutinina (H5) en las fracciones 9 a 14 (Figura 13B). Sin querer
cefiirse a ninguna teoria en particular, esto sugiere que la proteina HA se habia ensamblado o bien en una gran
superestructura o que se habia unido con una estructura de alto peso molecular.

Se ensamblé un segundo casete de expresion con la secuencia de acido nucleico de H1 de A/Nueva
Caledonia/20/99 (H1N1) (SEQ ID NO: 33; Figura 16; GenBank, No de acceso AY289929) para producir la
construccion 540 (Figura 11). Se disefid una construccidon genética quimérica para producir una forma trimérica
soluble de H1 en la que el péptido sefal originado a partir de un gen para la proteina disulfuro isomerasa vegetal, y
se reemplazé el dominio transmembrana de H1 por una variante pll del cierre de leucina GCN4, un péptido mostré
autoensamblarse en trimeros (Harbury et al., 1993) (casete 544, Figura 11). A pesar de carecer del dominio
transmembrana, esta forma trimérica soluble fue capaz de llevar a cabo la hemaglutinacion (datos no mostrados).

Se fraccionaron los extractos de proteina de plantas infiltradas con AGL1/540 o AGL1/544 por medio de SEC y la
presencia de fracciones eluidas de HI se analizd6 mediante transferencias tipo Western con anticuerpos anti-influenza
tipo A (Fitzgerald, Concord, MA, EUA). En las hojas infiltradas con AGL1/540, se acumul6 H1 principalmente como
una estructura de peso molecular muy elevado, con el pico orientado hacia las estructuras de menor tamario (H1;
Figura 13C). En las hojas infiliradas con AGL1/544, |la forma soluble de H1 se acumulé como trimeros aislados como
se demuestra por medio del patron de elusion de la filtracion en gel, que es paralela al perfil elusion de la proteina
huésped (H1 soluble; Figura 13D). En comparacion, las rosetas H1 (Protein Science Corp., Meriden, CT, EUA), que
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consisten de micelas de 5 - 6 trimeros de hemaglutinina eluidas en las fracciones 12 a 16 (Figura 13E), antes que la
forma soluble de H1 (Figura 13D) y después que la H1 nativa (Figura 13C).

Para evaluar el impacto de la coexpresion de M1 en el ensamble de hemaglutinina en la estructura, se ensambld un
casete de expresion M1 utilizando el acido nucleico correspondiente a la secuencia de codificacién de A/PR/8/34
(H1N1) M1 (SEQ ID NO: 35; Figura 18; GenBank, No. de acceso Nc_002016). La construccion se denominé 750 y
se presenta en la Figura 11. Para la coexpresion de M1y H1, se mezclaron suspensiones de AGL1/540 y AGL1/750
en volumenes iguales antes de la infiltracion. La infiltracion conjunta de multiples suspensiones de Agrobacterium
permite la coexpresion de multiples transgenes. El analisis de las transferencias tipo Western de las fracciones de
elucion SEC muestra que la coexpresion de M1 no modifico el perfil de elusion de las estructuras H1, sino que
resulté en una disminucion en la acumulacion de H1 en las hojas agroinfiliradas (véase la Figura 13F).

Ejemplo 3: Aislamiento de estructuras H5 mediante centrifugacion en gradiente de sacarosa y observacion bajo
microscopio electrénico

La observacion de la estructura de hemaglutinina bajo microscopio electrénico (EM) requirié de una concentracion y
nivel de pureza mas elevados que los obtenidos a partir de SEC con los extractos de proteina de hojas sin purificar.
Para permitir la observacion en el EM de las estructuras H5, se concentrd primero un extracto de proteinas de hojas
sin purificar mediante precipitacion en PEG (PEG al 20%) seguido por resuspension en 1/10 volumenes del
amortiguador de extraccion. Se fracciono el extracto de proteinas concentrado mediante filtracion en gel S-500 HR y
se agruparon las fracciones de elucion 9, 10, y 11 (que corresponden al volumen vacio de la columna) y se aislaron
adicionalmente de las proteinas huésped mediante ultracentrifugacion en un gradiente de densidad de sacarosa de
20 - 60%. El gradiente de sacarosa se fracciond comenzando desde la parte superior y se dializaron y concentraron
las fracciones en una unidad de filtracién centrifuga de 100 NMWL antes del andlisis. Como se muestra en las
transferencias tipo Western y los resultados de hemaglutinacién (Figura 14A), el H5 se acumuld principalmente en
las fracciones 16 a 19 que contenian = 60% de sacarosa, mientras que la mayoria de las proteinas huésped
presentaron un pico en la fraccion 13. Las Fracciones 17, 18, y 19 se agruparon, se tifieron de forma negativa y se
observaron bajo el EM. El examen de la muestra demostré claramente la presencia de estructuras esféricas con
puntas con un tamafo en el intervalo de 80 a 300 nm, que coincidia con las caracteristicas morfologicas de las VLP
de influenza (Figura 14B).

Ejemplo 4: Purificacion de las VLP H5 de influenza de la biomasa vegetal

Ademas de un contenido abundante de proteinas solubles, los extractos de hojas de planta contienen una mezcla
compleja de azucares solubles, acidos nucleicos y lipidos. El extracto sin purificar se clarificé mediante un cambio de
pH y un tratamiento con calor seguido por la filtracion en tierra diatomaceas (véase la seccién de Material y método
para una descripcion detallada del método de clarificacion). La Figura 15A (carriles 1 - 4) presenta un contenido de
proteinas que se compara con el gel tefiido con Azul de Coomassie en las diferentes etapas de la clarificacion. Una
comparacion del contenido de proteinas en el extracto sin purificar (carril 1) y en el extracto clarificado (carril 4)
revela la capacidad de las etapas de clarificacién para reducir el contenido global de proteina y remover la mayoria
de los contaminantes principales visibles en 50 kDa en los extractos de hojas sin purificar. La banda de 50 kDa
corresponde a la subunidad grande de RuBisCO que representa hasta 30% de las proteinas totales de las hojas.

Las VLP H5 de influenza se purificaron a partir de estos extractos clarificados mediante cromatografia de afinidad en
una columna con fetuina. Una comparacion de la fraccion cargada (Figura 15A, carril 5) con las VLP que fluyen a
través de la columna (Figura 15A, carril 6) y las eluidas (Figura 15 A, linea 7) demuestra la especificidad de la
columna de afinidad de fetuina para las VLP H5 de influenza en el extracto clarificado de la planta.

El procedimiento de purificacion resultd en una pureza de mas del 75% en H5 como se determiné mediante la
densitometria en gel de SDS-PAGE tefiido con Azul de Coomassie (Figura 15A, carril 7). Co el propésito de evaluar
la calidad estructural del producto purificado, el H5 purificado se concentré en una unidad filtrante por centrifugacion
de 100 NMWL (limite nominal de peso molecular) y se examind bajo un EM después de la tincién negativa. La
Figura 15B muestra un sector representativo que indica la presencia abundante de las VLP. Un analisis mas
detallado confirmd la presencia de puntas sobre las VLP (Figura 15C)

Como se muestra en la Figura 15D, las VLP de H5 se purificaron hasta alcanzar una pureza de aproximadamente
89% a partir del extracto de hojas clarificado mediante cromatografia de afinidad en una columna con fetuina, con
base en la densidad de la hemaglutinina de H5 tefiida con Azul de Coomassie y en la determinacion del contenido
de proteinas totales a través del método de BCA.

La bioactividad de las VLP de HA se confirmd mediante su capacidad para aglutinar los glébulos rojos de pavo
(datos no mostrados).

La Figura 20B también confirma la identidad de la VLP purificada visualizada mediante transferencias tipo Western e
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inmunodeteccién con un suero policlonal anti-H5 (A/Vietnam/1203/2004). Se detect6 una banda Unica de
aproximadamente 72 kDa y corresponde en tamafio a la forma HAO no escindida de la hemaglutinina de influenza.
La Figura 15¢c muestra la estructura de la VLP de la vacuna con las puntas de hemaglutinina que cubren su
estructura.

Se formularon las VLP para la inmunizacion de ratones por medio de filtracién a través de un filtro de 0,22 um; se
midié el contenido de endotoxina utilizando el kit de deteccion LAL de endotoxinas (Lisado de Amebocitos de
Limulus) (Lonza, Walkserville, MS, EUA). La vacuna filtrada contenia 105,8 + 11,6% EU/ml (unidades de
endotoxina/ml).

Ejemplo 5: Localizacion de las VLP de influenza en plantas

Para localizar las VLP y confirmar su origen de membrana plasmatica, se fijaron secciones delgadas de hojas de
plantas que producen H5 y examinaron bajo TEM después de tincion positiva. La observacion de las células de las
hojas indico la presencia de las VLP en cavidades extracelulares formadas por la invaginacion de la membrana
plasmatica (Figura 19). La forma y posicion observadas de las VLP demostré que a pesar de la aposicion de sus
membranas plasmaticas en la pared celular, las células de la planta tienen la plasticidad requerida para producir las
VLP de influenza derivadas de su membrana plasmatica y acumularlas en el espacio apoplastico.

Ejemplo 6: Analisis de lipidos de la membrana plasmatica

La confirmacion adicional de la composicion y origen de las VLP de influenza de plantas se obtuvo a través de los
analisis del contenido de lipidos. Los lipidos se extrajeron de las VLP purificadas y se compard su composicion con
aquel de las membranas plasmaticas de tabaco altamente purificadas mediante cromatografia de capa fina de alto
rendimiento (HP-TLC). Los patrones de migracién de lipidos polares y neutros de las VLP y las membrana
plasmaticas de control fueron similares; Las VLP purificadas contenian los fosfolipidos mas importantes
(fosfatidilcolina y fosfatidil etanolamina) y esfingolipidos (glucosil-ceramida) encontrados en la membrana plasmatica
(Figura 27A), y ambos contenian esteroles libres como los unicos lipidos neutros (Figura 27B). Sin embargo, la
inmunodeteccién de un marcador de proteina de la membrana plasmatica (ATPasa) en extractos purificados de VLP
mostré que la bicapa de lipidos de VLP no contiene una de las principales proteinas asociada con las membrana
plasmaticas de las plantas, lo que sugiere que las proteinas huésped pueden haber sido excluidas de las
membranas durante el proceso de brote de las VLP de las células de la planta (Figura 27C).

Ejemplo 7: Inmunogenicidad de las VLP de H5 y el efecto de la via de administracion

Los ratones recibieron VLP de H5 elaboradas a partir de plantas mediante una inyeccién intramuscular, o en forma
intranasal (inhalacién). Se inyectaron 0,1 a 12 ug de las VLP en forma intramuscular a los ratones, con alumbre
como adyuvante, de acuerdo con los métodos descritos. Se observaron los titulos pico de los anticuerpos con la
menor cantidad de antigeno, en una magnitud similar a aquella de 5 pg de hemaglutinina soluble recombinante (HA)
(Figura 20A).

Se administraron 0,1 a 1 pg de las VLP de H5 elaboradas a partir de plantas en forma intranasal con un adyuvante
de quitosano proporcionado para una mayor respuesta de anticuerpos que aquella de HA soluble recombinante con
un adyuvante de alumbre (Figura 20B).

Para ambas rutas de administracién, y por encima del rango de cantidades de antigeno, se observé seroconversion
en todos los ratones sometidos a prueba. El antigeno soluble de H5 recombinante confirié titulos bajos (<1/40) o
insignificantes (1<1/10 para el H5 recombinante sin adyuvante).

Ejemplo 8: VLP de H5 de la concentracién de anticuerpos para inhibiciéon de la hemaglutinacion (HAI)

La Figura 21 A, B ilustra la respuesta de los anticuerpos para la inhibicion de hemaglutinacion (HAI) 14 dias después
de un "refuerzo" con VLP de H5 elaborada a partir de plantas, o HA soluble recombinante. La dosis mas baja de
antigenos (0,1 pg) cuando se administrada en forma intramuscular produce una respuesta superior de HAI a una
administracion 10 veces mayor (5 ug) de HA soluble recombinante. Dosis mayores de VLP de H5 produjeron un
incremento moderado en HAI con respecto a la dosis mas baja.

La respuesta de HAI después de la administracion intranasal aumento de manera significativa en los ratones a los
que se les administré las VLP de H5 elaboradas a partir de plantas (1,0 o 0,1 pg) en comparacion con aquellos a los
que se les administré 1 ug de HA soluble recombinante, lo que fue similar al control negativo. Todos los ratones
inmunizados a través de inyeccion intramuscular de las VLP de H5 (de 0,1 a 12 ug) presentaron titulos de HAI mas
elevados que los ratones inmunizados con el antigeno HA de control (Figura 4a - ahora 21A). Para la misma dosis
de 5 pg, las VLP indujeron titulos de HAI 20 veces mas elevados que la dosis correspondiente del antigeno de
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control HA. Las VLP también indujeron titulos significativamente mas elevados de HAI que el antigeno HA de control
cuando se suministraron a través de la ruta intranasal (Figura 21b). Para una dosis determinada de VLP de H5, los
niveles de los titulos de HAI fueron menores en ratones inmunizados en forma intranasal que para los ratones
inmunizados en forma intramuscular; 1 pg de VLP indujo un titulo medio de HAI de 210 cuando se administré en
forma i. m. mientras que la misma dosis indujo un titulo medio de HAI de 34 administrada en forma i. n.

Cuando se administrarse en forma intramuscular, todas las dosis de las VLP indujeron altos niveles de anticuerpos
capaces de unirse con virus inactivados completos homélogos (Figuras 20b y 24). No se encontré ninguna diferencia
significativa entre la vacuna de VLP elaborada a partir de plantas y el antigeno HA de control (excepto en el grupo
de VLP de 12 ug 14 dias después del refuerzo), debido a que ambas preparaciones de antigeno inducen titulos
elevados de enlazamiento de anticuerpos contra la cepa homoéloga. Sin embargo, cuando se administraron en forma
intranasal, las VLP indujeron titulos mas elevados de enlazamiento de anticuerpos que en el caso del antigeno HA
de control (Figura 20b). Cuando se mezclaron con quitosano, la inmunizacién con un microgramo de VLP indujo un
titulo promedio reciproco de Ab de 5.500, 8.6 veces mas elevado que el nivel encontrado en ratones inmunizados
con 1 pg del antigeno HA de control (titulo promedio reciproco de Ab de 920).

La inmunogenicidad de las VLP de influenza derivadas de plantas se investigd posteriormente a través de un estudio
de intervalo de dosis en ratones. Se inmunizaron grupos de 5 ratones BALB/c en forma intramuscular dos veces en
intervalos de 3 semanas con 0,1 uyg a 12 ug de las VLP que contienen HA de influenza A/Indonesia/5/05 (H5N1)
formulada en alumbre (relacién de 1:1). Los titulos de inhibicion de hemaglutinacion (HI), que utilizan el antigeno del
virus inactivado completo (A/Indonesia/5/0O5 (H5N1)), se midieron en sueros recolectados 14 dias después de la
segunda inmunizacioén. La Inmunizacién con dosis de VLP tan bajas 0,1 pg indujo la produccién de anticuerpos que
inhibieron los virus de eritrocitos de aglutinacion en diluciones elevadas (Figura 21A). La inmunizacién paralela de
ratones con 5 ug de antigeno H5 de control con adyuvantes de alumbre no correspondientes a VLP (también de
Allndonesia/5/05) induce una respuesta de HI que fue 2 - 3 registros mas bajas que la obtenida con la dosis mas
baja de VLP.

Para ambas rutas de administracion y por encima de un rango de cantidades de antigenos, la respuesta de HAI es
superior en los ratones a los que se les administro las VLP.

Ejemplo 9: Efecto del adyuvante sobre la inmunogenicidad de las VLP de H5

Las VLP de H5 elaboradas a partir de plantas tienen un origen de membrana plasmatica (Figura 19, Ejemplo 5). Sin
cefiirse a ninguna teoria en particular, los virus encapsulados o las VLP de virus encapsulados generalmente
adquieren su envoltura a partir de la membrana a través de la cual brotan. Las membranas plasmaticas de la planta
tienen un complemento de fitoesterol que rara vez, si es que se encuentra alguno en células animales y varios de
estos esteroles han mostrado tener efectos inmunoestimuladores.

Las VLP de H5 elaboradas a partir de plantas se administraron en forma intramuscular (Figura 22A) o intranasal
(Figura 22B) a ratones en presencia o en ausencia de un adyuvante y se determiné la HAI (respuesta de anticuerpos
de inhibicion de hemaglutinacién). Las VLP en presencia o en ausencia de un adyuvante afadido (alumbre o
quitosano, como en estos ejemplos) en cualquier sistema de administracion demostré una inhibicion de
hemaglutinina HAI significativamente mayor que el caso de HA soluble recombinante. Incluso en ausencia de un
adyuvante afiadido (es decir alumbre o quitosano), las VLP de H5 elaboradas a partir de plantas demuestran un HAI
significativo, lo que indica una respuesta inmunoldgica sistémica a la administracion del antigeno.

El alumbre mejoré el nivel promedio de los titulos de HAI en un factor de 5 para la administracién intramuscular de
VLP (Figura 22a) y en un factor de 3,7 para el antigeno HA de control. Cuando se administra en forma i. m., 5 yg de
las VLP indujeron un titulo promedio de HAI 12 veces mayor que la dosis correspondiente del antigeno HA de
control. El quitosano no reforzé el nivel promedio de HAI del antigeno HA de control (Figura 22b), mientras que
incremento el nivel promedio de HAI de los ratones inmunizados con 1 ug de VLP administrado en forma i. n. en un
factor de 5 veces.

Ejemplo 10: Isotipos de anticuerpos

Los ratones a los cuales se les administré las VLP de H5 elaboradas a partir de plantas o HA soluble recombinante
en presencia o en ausencia de alumbre como un adyuvante afiadido, demostraron una variedad de isotipos de
inmunoglobulina (Figura 23A).

En presencia de un adyuvante anadido, los perfiles de isotipos de anticuerpos de las VLP y HA son similares, siendo
IgG1 el isotipo dominante. Cuando se administran las VLP o HA sin un adyuvante afiadido, se reduce la respuesta
de IgG1, pero siguen manteniéndose titulos similares de respuesta del isotipo dominante para las VLP, con IgM,
IgG2a, IgG2B e IgG3 a los mostrados en presencia de un adyuvante afadido. Los titulos de IgG1, 1IgG2a, e IgG2b se
reducen de manera notable cuando se administra HA sin un adyuvante afiadido.
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Estos datos, por lo tanto, demuestran que las VLP elaboradas a partir de plantas no requieren un adyuvante afiadido
para provocar una respuesta de anticuerpos en un huésped.

Los titulos de anticuerpos contra cepas del virus de influenza desactivados completos (A/Indonesia/5/05;
A/Vietnam/1203/04) en ratones a los cuales se les administraron las VLP elaboradas a partir de plantas o HA
recombinante soluble en forma intramuscular en presencia de un antigeno afiadido se ilustran en la Figura 23B. No
se observa una diferencia significativa en los titulos de los anticuerpos para estas cepas de la influenza en ratones a
los cuales se les administré 1 ug o 5 pug de las VLP o 5 ug de HA soluble.

Ejemplo 11: Reactividad cruzada de anticuerpos en suero inducidos por la vacuna de VLP de H5

Se evalud la reactividad cruzada de anticuerpos en suero inducidos por VLP de H5 contra los virus de influenza
inactivados completos de diferentes cepas. Todas las dosis de VLP (de 0,1 a 12 ug) asi como 5 ug de antigeno HA
de control indujeron titulos altos de anticuerpos de enlazamiento contra una cepa del clado 1 (A/Vietnam/1194/04), la
cepa homologa A/Indonesia/5/05 del clado 2.1, y una cepa del caldo 2.2 A/pavo/Turquia/1/05 (Figura 25A).

Sin embargo, solo la VLP elaborada a partir de plantas indujo un titulo de HAI contra la cepa A/pavo/Turquia/1/05
(Figura 25b). Los titulos de HAI para la cepa de A/Indonesia/5/05 fueron elevados para las VLP.

Ejemplo 12: Proteccién cruzada conferida por la inmunizacién con VLP de H5 elaborada a partir de plantas

Los ratones a los cuales se les habia administrado previamente un régimen de dos dosis de las VLP de H5 de
Allndonesia/5/05 como se describid, fueron posteriormente retados en forma intranasal con el virus infeccioso
A/Turquia/582/06 (H5SN1) de influenza ("Turquia H5N1") y observados. La dosis administrada, por animal, fue de 10
LDso (4,09 x 10° CCIDsp).

A los 7 dias después del reto, unicamente 37,5% de los ratones a los que se les administré el control de la vacuna
de PBS sobrevivieron a la exposicion a la cepa Turquia H5N1 (Figura 26A). 100% de los animales a los que se les
administré antigeno de control (HA) o 1, 5 0 15 ug de las VLP de H5 Indonesia sobrevivieron hasta 17 dias después
del reto, cuando concluyo el experimento.

Se controlé también la masa corporal de los ratones durante el experimento y se represento graficamente la masa
promedio de los ratones sobrevivientes (Figura 26B). Los ratones a los cuales se les administré 1, 5 0 15 pg de las
VLP de H5 Indonesia antes del reto no perdieron masa de manera apreciable durante el transcurso del experimento,
y en particular, los ratones a los cuales se les administré 5 ug de las VLP parecieron haber aumentado su masa de
forma significativa. Los ratones de control negativo (que no fueron retados con Turquia H5N1) no aumentaron ni
disminuyeron de manera apreciable su masa corporal. Los ratones de control positivo (a los cuales no se les
administraron las VLP, pero que fueron expuestos a Turquia H5N1) mostraron una pérdida significativa de peso
corporal durante el transcurso del experimento, y tres de estos ratones murieron. Debido a que la masa corporal es
un promedio de todos los ratones en cohorte, la sustraccién de los ratones ‘mas enfermos‘ (los 3 que murieron)
puede conducir a un incremento aparente general en la masa, sin embargo, obsérvese que la masa corporal
promedio de al cohorte de control positivo aun esta significativamente por debajo de aquella de las cohortes
negativas o las tratadas con VLP.

Por tanto, estos datos demuestran que las VLP de influenza elaboradas a partir de plantas que comprenden la
proteina viral de hemaglutinina H5 inducen una respuesta inmunoldgica especifica para cepas de influenza
patégenas, y que las particulas similares a virus pueden brotar a partir de las membranas plasmaticas de la planta.

Por tanto, estos datos demuestran que las plantas son capaces de producir particulas similares al virus de la
influenza, y también, por primera vez, que las particulas similares a virus pueden brotar a partir de una membrana
plasmatica de una planta.

Ademas, utilizando tecnologia actual de expresion transitoria, se produjo un primer lote de antigenos unicamente 16
dias después de que se obtuviera la secuencia de HA objetivo. Bajo los rendimientos actuales para las VLP de H5, y
con un ejemplo de dosis de 5 ug por sujeto, cada kg de las hojas infiltradas puede producir -20.000 dosis de vacuna.
Esta combinacion uUnica de simplicidad de la plataforma, capacidad de reaccién e inmunogenicidad potente
proporciona, entre otras formas de realizacién, una nuevo método de respuesta en el contexto de una pandemia.

Ejemplo 13: Caracterizacion de estructuras que contienen hemaglutinina en extractos de plantas utilizando
cromatografia de exclusion por tamafo

El ensamble de hemaglutinina de influenza producida con plantas de diferentes subtipos en estructuras de alto peso
molecular se evalué mediante filtracion en gel. Los extractos de proteinas sin purificar o concentradas de plantas
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infiltradas con AGL1/660, AGL1/540, AGL1/783, AGL1/780 y AGL1/785 (1,5 mL) se fraccionaron mediante
cromatografia de exclusion por tamafio (SEC) en columnas SephacrylTM S-500 HR (GE Healthcare Bio-Science
Corp., Piscataway, NJ, EUA). Como se muestra en la Figura 46, la eluciéon de Azul Dextrano (2 MDa) presentd un
pico anticipado en la fracciéon 10. Cuando se concentraron las proteinas de 200 uL de cada fraccion de elucién de
SEC (5 veces) mediante precipitacion con acetona y se analizaron mediante transferencias tipo Western (Figura 46),
se encontraron principalmente hemaglutininas en las fracciones 7 a 14, y son indicativas de la incorporacion de HA
en las VLP. Sin &nimo de cefiirnos a ninguna teoria en particular, esto sugiere que la proteina HA o bien habia sido
ensamblada en una gran superestructura o se unié a una estructura de elevado peso molecular, sin importar el
subtipo producido.

Ejemplo 14: Expresion transitoria de hemaglutinina del virus de la influenza estacional mediante agroinfiltracion en
plantas de N. benthamiana

La capacidad del sistema de expresion transitoria para producir hemaglutininas de influenzas estacional se
determind mediante la expresion del subtipo H1 de la cepas A/Brisbane/59/2007 (H1N1) (plasmido # 774), A/Nueva
Caledonia/20/1999 (H1N1) (plasmido # 540) y A/lslas Salomon/3/2006 (H1N1) (plasmido # 775). Las secuencias que
codifican al gen de hemaglutinina se ensamblaron primero en el casete de expresion de plastocianina - promotor, 5’
UTR, 3’ UTR y las secuencias de terminacion de la transcripcion del gen de plastocianina de alfalfa - y se insertaron
los casetes ensamblados en un plasmido binario pCAMBIA. Se transfectaron luego los plasmidos en Agrobacterium
(AGL1), lo que produjo cepas de Agrobacterium AGL1/774, AGL1/540 y AGL1/775, respectivamente.

Se infiltraron plantas N. benthamiana con AGL1/774, AGL1/540 y AGL1/775, y se cosecharon las hojas después de
un periodo de incubacion de seis dias. Para determinar si H1 se acumuld en las hojas agroinfiltradas, se extrajeron
primero las proteinas del tejido de hojas infiltradas y se analizaron mediante transferencias tipo Western utilizando
anticuerpos anti-H1. Se detecté una sola banda de aproximadamente 72 kDa en los extractos (Figura 47), lo que
corresponde en tamafo a la forma HAO sin escindir de la hemaglutinina de influenza. Esto demostré que la
expresion de diferentes cepas epidémicas anuales de hemaglutinina en las hojas infiltradas resulta en la
acumulacién del producto de traduccion sin escindir.

Ejemplo 15: Expresién transitoria de la hemaglutinina del virus de la influenza pandémica potencial mediante
agroinfiltracion en plantas de N. benthamiana

La capacidad del sistema de expresion transitoria para producir hemaglutininas de influenza potencial se determiné
mediante la expresion del subtipo H5 de la cepas A/Anhui/1/2005 (H5N1) (plasmido # 781), A/Indonesia/5/2005
(H5N1) (plasmido # 660) y A/Vietnam/1194/2004 (H5N1) (plasmido # 782). Las secuencias de codificacion de genes
de hemaglutinina se ensamblaron primero en el casete de expresion de plastocianina - secuencias del promotor, 5’
UTR, 3 UTR y de terminacion de la transcripcion del gen de plastocianina de alfalfa - y se insertaron los casetes
ensamblados en un plasmido binario pPCAMBIA. Los plasmidos se transfectaron posteriormente en Agrobacterium
(AGL1).

Se infiltraron las plantas de N. benthamiana con AGL1/781, AGL1/660 y AGL1/782, y se cosecharon las hojas
después de un periodo de incubacién de seis dias. Para determinar si H5 se acumulé en las hojas agroinfiltradas, se
extrajo primero la proteina del tejido de hojas infiltradas y se analizé mediante transferencia tipo Western utilizando
anticuerpos anti-H5. Se detecté una banda Unica de aproximadamente 72 kDa en los extractos (Figura 48), lo que
corresponde en tamafio a la forma de HAO sin escindir de la hemaglutinina de influenza. Esto demostré que la
expresion de diferentes cepas pandémicas potenciales de hemaglutinina en las hojas infiltradas resulta en la
acumulacién del producto de traduccion sin escindir.

Ejemplo 16: Expresion transitoria de H5 mediante agroinfiltracién en plantas de N. tabacum

La capacidad del sistema de expresion transitoria para producir hemaglutinina de influenza en hojas de Nicotiana
tabacum se analizé a través de la expresion del subtipo H5 de la cepa A/lIndonesia/5/2005 (H5N1) (plasmido # 660).
Las secuencias de codificacion de genes de hemaglutinina se ensamblaron primero en el casete de expresion de
plastocianina - secuencias del promotor, 5 UTR, 3 UTR y de terminaciéon de la transcripcion del gen de
plastocianina de alfalfa - y se insertaron los casetes ensamblados en un plasmido binario pPCAMBIA. Los plasmidos
se transfectaron posteriormente en Agrobacterium (AGL1).

Las plantas de N. tabacum se infiltraron con AGL1/660 y se cosecharon las hojas después de un periodo de
incubacion de seis dias. Para determinar si H5 se acumul6 en las hojas agroinfiltradas, se extrajo primero la proteina
del tejido de hojas infiltradas y se analizé mediante transferencia tipo Western utilizando anticuerpos anti-H5. Se
detectd una banda unica de aproximadamente 72 kDa en los extractos (Figura 49), lo que corresponde en tamafio a
la forma de HAO sin escindir de la hemaglutinina de influenza. Esto demostré que la expresion de hemaglutinina en
las hojas infiltradas de N. tabacum resulta en la acumulacion del producto de traduccion sin escindir.
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Ejemplo 17: Inmunogenicidad de la vacuna de VLP de HSN1 elaborada a partir de plantas de A/lndonesia/5/05
(H5N1) en hurones

Se realiz6é un estudio de escalada de dosis en hurones para evaluar la inmunogenicidad de las VLP derivadas de
plantas. Se evalué la reactividad cruzada in vitro de anticuerpos de suero inducidos por la vacuna de VLP de H5 en
3 dosis (1, 5 y 15 pg) mediante la inhibicion de hemaglutinaciéon de otras tres cepas H5N1 - A/pavo/Turquia/1/05
(clado 2.2), A/Vietnam/1194/04 (clado 1) y A/Anhui/5/05 (todos virus inactivados completos), utilizando suero tomado
14 dias después de la primera dosis de la vacuna (Figura 50A), y 14 dias después de la segunda dosis (Figura 50
B). Para las 3 concentraciones de dosis, se observo reactividad cruzada.

Ejemplo 18: Analisis de los resultados de inmunogenicidad de acuerdo con los criterios de CHMP.

El Comité de la EMEA para Productos Medicinales para uso Humano (CHMP)
(http://www.emea.europa.eu/htms/general/contacts/ CHMP/CHMP.html) establece tres criterios (aplicados después
de la segunda dosis) para la eficacia de la vacuna: 1 - El nUmero de seroconversion o incremento significativo en los
titulos de HI (4 veces) > 40%; 2 - Incremento geométrico medio de por lo menos 2,5; 3 - La proporcion de sujetos
que obtienen un titulo de H1 de 1/40 debe ser de por lo menos el 70%. El Analisis de estos criterios en el modelo de
hurén se muestra en las Tablas 8 - 11. (*) indica que se cumplen o se exceden los criterios de CHMP. Se muestra en
la Tabla 12 un resumen del anadlisis de inmunogenicidad cruzada en relacién con los criterios del CHMP para la
concesion de licencias.

Los animales se evaluaron diariamente en cuanto a peso corporal, temperatura y condicion general. No se
registraron sefiales de enfermedad o malestar durante el estudio. El peso corporal y la temperatura estuvieron
dentro de los rangos normales durante el estudio. La vacuna fue segura y tolerada por los animales del estudio.

Tabla 8: Datos para una cepa homologa (A/Indonesia/5/05)

Grupo de estudio
Dia Criterios 1 1 pg con 5 5 ug con 7,5 15 15 ug con 30 5 g
Mg adyuvante Mg adyuvante ug Mg adyuvante Mg ITC
% de incremento o o o o/ % 20 o % o o
de 4 veces en el 0% 100% 0% 100% 20% % 80% 0% 0%
14 titulo de HI
(después g”:gﬁgﬁ?:g 0% 7,6 0% 15,6 * 13 | 12 11,2 * 0% | 0%
g(rairlr?era medio
0, I [s)
inyeccion) | 2 G 0O deHl T g0, | 60% 0% | 100%* | %% | | 80%* | 0% | 0%
Titulo de HI
medio 38 78 56
% de incremento o o) % o o/ * o o o/ % o o
de 4 veces en el 0% 100% 0% 60% 0% 0% 40% 0% 0%
titulo de HI
35 (14
dias Incremento 0% | 108* | 0% | 59* 0.7 | 0% 4 0% | 0%
. geomeétrico
después medio
del o .
refuerzo) é‘;‘mgtu'o deHl | g9 | 100%* | 0% | 100%* | 0% | 0% | 100%* | 0% | 0%
Titulo de HI 411 465 217
medio
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Tabla 9: Datos para una cepa heterdloga (A/Vietnam/1194/04)

Grupo de estudio
Dia Criterios 1 1 ug con 5 5 pg con 7,5 15 15 ug con 30 | 5ug
ug adyuvante ug adyuvante ug ug adyuvante ug ITC
14 % de incremento de 4 veces en el titulo de HI 0% 0% 0%
(después
dela Incremento geométrico medio 1,2 1,2 1,3
primera
inyeccion) | % del titulo de HI de 1/40 0% 0% 0%
35 % de incremento de 4 veces en el titulo de HI 60% 80% * 60%
((ji(laspues Incremento geométrico medio 2,3 51* 1,78
refuerzo) | o, del titulo de HI de 1/40 0% 80%* 20%
Tabla 10: Datos para una cepa heterdloga (A/pavo/Turquia/1/05)
Grupo de estudio
Dia Criterios 1 1 ug con 5 5 ug con 7,5 15 15 ug con 30 | 5ug
ug adyuvante ug adyuvante ug ug adyuvante ug ITC
14 % de incremento de 4 veces en el titulo de HI 40% 20% 60%
(después
dela Incremento geométrico medio 1,9 1,7 2,8
primera
inyeccion) | % del titulo de HI de 1/40 40% 20% 40%
35 % de incremento de 4 veces en el titulo de HI 80% * 100% * 80% *
glelspues Incremento geométrico medio 10,6 * 20,8 * 7,7*
refuerzo) | o, el titulo de Hi de 1/40 100% * 100% * 100% *
Tabla 11: Datos para una cepa heteréloga (A/Anhui/5/05)
Grupo de estudio
Dia Criterios 1 1 ug con 5 5 ug con 7,5 15 15 pg con 30 | 5ug
ug adyuvante ug adyuvante ug yg adyuvante yg ITC
14 % de incremento de 4 veces en el titulo de HI 40% 20% 80% *
(después
de la Incremento geométrico medio 1,8 1,3 6,4 *
primera
inyeccion) | % del titulo de HI de 1/40 20% 20% 80% *
35 % de incremento de 4 veces en el titulo de HI 100% * 100% * 60% *
Eﬁjspues Incremento geométrico medio 11,8 * 14,4 * 3*
refuerzo) | o, el titulo de Hi de 1/40 100%* 80% * 80% *

Tabla 12: Resumen del analisis de inmunogenicidad cruzada en relacién con los criterios de CHMP para concesion

de licencia.
Grupo de estudio
Cepa Criterios 1mgcon | 5mgcon 15 mg con
adyuvante | adyuvante adyuvante
. % de incremento de 4 veces en el titulo de HI 80% * 100% * 80% *
:(Acllr;z\(/)og;rqwaM/OS Incremento geométrico medio 10,6 * 20,8 * 7,7*
) % del titulo de HI de 1/40 100% * 100% * 100% *
. % de incremento de 4 veces en el titulo de HI 100% * 100% * 60% *
é\/g\)nhmM/OS (clado Incremento geométrico medio 11,8* 14,4 * 3*
’ % del titulo de HI de 1/40 100% * 80% * 80% *
) % de incremento de 4 veces en el titulo de HI 60% 80% * 60%
/(A(\:/l\a/lde;nf)m/1194/04 Incremento geométrico medio 2,3 71* 1,78
% del titulo de HI de 1/40 0% 80% * 20%

Ejemplo 18: Seleccion de secuencias de nucledtidos de hemaglutinina

Se recuperaron las secuencias de nucleétidos de HA a partir de una base de datos de secuencias de influenza
(véase la URL: flulanl.gov), o la fuente del virus de influenza del NCBI (véase la URL:
ncbi.n.m.hih.gov/genomes/FLU/FLU.html). Para muchas de las secuencias de acidos nucleicos de HA, se enlistaron
multiples entradas en las bases de datos (Tabla 13). Alguna variacidon se asocia principalmente con el sistema de
cultivo (Origen - MDCK, huevo, desconocido, ARN viral/aislado clinicamente); por ejemplo, el sitio de glicosilacion en
la posicion 194 (numeracion de proteina madura) de la HA se encuentra ausente cuando el virus de la influenza tipo
B se expresa en fluido alantéico de huevos (véase también Chen et al., 2008). Para algunas secuencias, los
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dominios pueden estar ausentes (por ejemplo, clones incompletos, artefactos de secuenciacion, etc.). La secuencia
de hemaglutinina puede dividirse en 5 dominios: péptido sefial (SP), HA1, HA2, transmembrana (DTm) y cola
citoplasmatica. Los dominios de una primera secuencia pueden combinarse con un dominio de una segunda
secuencia existente, por ejemplo el péptido sefial de una primera secuencia de la cepa puede combinarse con el
resto de la secuencia de codificacion de hemaglutinina de una segunda cepa para proporcionar una secuencia de
codificacién completa.

Tabla 13: Variacion en los subtipos de influenza para secuencias de codificacion de HA seleccionadas

No. de referencia
Cepa g:tfst;alsae de Origen SP HA1 | HA2 | DTm | Divergencia
secuencia
Allslas 189: R0 G, 220: K (MDCK) T
. ISDN231 558 (rec. (Huevo), 249: Q (MDCK)
H1 /Sz%lggnon/ 3 | delavacuna) MDCK | Y Y Y Y| R(Huevo), 550: L (MDCK) R
(Huevo)
Allslas 189: R0 G, 220: K (MDCK) T
i (Huevo), 249: Q (MDCK)
gg(l)%mon/w ISDN238 190 Huevo Y Y Y Y R(Huevo), 550: L (MDCK) R
(Huevo)
Allslas 189: R0 G, 220: K (MDCK) T
, Huevo), 249: Q (MDCK) R
) (
Sg{l)%mon/S/ EU 10072 4 ? Y Y Y Y (Huevo). 550- L (MDCK) R
(Huevo)
Allslas 189: R0 G, 220: K (MDCK) T
) (Huevo), 249: Q (MDCK) R
Sg(l)%mon/w ISDN220 951 MDCK Y Y N N (Huevo), 550: L (MDCK) R
(Huevo)
Allslas 189: R0 G, 220: K (MDCK) T
i (Huevo), 249: Q (MDCK) R
Sg(l)%mon/y ISDN220 953 Huevo Y Y N N (Huevo), 550: L (MDCK) R
(Huevo)
Allslas 189: Ro G, 220: K (MDCK) T
i (Huevo), 249: Q (MDCK) R
Sg(l)%mon/?:/ EU12413 7 Huevo Y Y N N (Huevo), 550: L (MDCK) R
(Huevo)
Allslas 189: R0 G, 220: K (MDCK) T
. (Huevo), 249: Q (MDCK) R
gg(l)oemonB/ EU12413 5 MDCK Y Y N N (Huevo). 550- L (MDCK) R
(Huevo)
Allslas 189: R0 G, 220: K (MDCK) T
. (Huevo), 249: Q (MDCK) R
Sgcl)%mon/?:/ EU12417 7 MDCK Y Y Y Y (Huevo). 550: L (MDCK) R
(Huevo)
A/Brisbane 203: D/I/N D es el mas
H1 /59/2007 ISDN282 676 MDCK Y Y Y abundante en H1
A/Brisbane/ 203: D/I/IN D es el mas
59/2007 ISDN285 101 Huevo | ¥ | ¥ | N | N | undante en H1
A/Brisbane/ 203: D/I/N D es el mas
59/2007 ISDN285 777 Huevo Y Y abundante en H1
A/Brisbane/ 203: D/I/N D es el mas
59/2007 ISDN282 677 Huevo | ¥ | ¥ abundante en H1
A/Brisbane 202: VIG, 210: L/P, 215: del
H3 110/2007 ISDN274 893 Huevo Y Y Y Y Ala, 242: /I
A/Brisbane/1 n 202: VIG, 210: L/P, 215: del
0/2007 ISDN257 648 MDCK N Y Y Y Ala, 242: S/l
A/Brisbane/1 202: V/G, 210: L/P, 215: del
0/2007 ISDN256 751 Huevo Y Y Y Y Ala, 242: /1
A/Brisbane/1 202: VIG, 210: L/P, 215: del
0/2007 ISDN273 757 Huevo Y Y Y Y Ala, 242: /I
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(continuacion)

No. de
referencia de la . . .
Cepa base de datos Origen SP | HA1 | HA 2| DTm | Divergencia
de la secuencia
A/Brisbane/1 202: V/G, 210: L/P, 215: del
0/2007 ISDN273 759 Huevo Y Y Y Y Ala, 242: S/l
A/Brisbane/1 202: VIG, 210: L/P, 215: del
0/2007 EU 19924 8 Huevo N Y Y Y Ala, 242: S/l
A/Brisbane/1 202: VIG, 210: L/P, 215: del
0/2007 EU19936 6 Huevo Y Y Y Y Ala, 242: /1
A/Brisbane/1 202: V/G, 210: L/P, 215: del
0/2007 ISDN257 043 Huevo N Y Y Y Ala, 242: /1
A/Brisbane/ 202: VIG, 210: L/P, 215: del
10/2007 EU199250 MDCK N Y Y Y Ala, 242: S/
A/Brisbane/ 202: VIG, 210: L/P, 215: del
10/2007 ISDN275 357 Huevo N Y N N Ala, 242: /1
A/Brisbane/ 202: V/G, 210: L/P, 215: del
10/2007 ISDN260 430 Huevo N Y Y Y Ala, 242: /1
Ha | AWisconsin/ '(feDCN;:’?a“B“ ) Ny |y | N | 138 AKS 156: HiQ 186: GV
67/2005 ’ ’ 196: H/Y
vacuna)
A/Wisconsin/ 138: A/S 156: H/Q 186: GN
2
67/2005 DQ86594 7 ? N Y parte| N 196 H/Y
A/Wisconsin/ 138: A/S 156: H/Q 186: G/V
67/2005 EF473424 ? N Y Y N 196: H/Y
A/Wisconsin/ 138: A/S 156: H/Q 186: G/V
67/2005 ISDN138 723 Huevo N Y Y Y 196: H/Y
A/Wisconsin/ 138: A/S 156: H/Q 186: G/V
67/2005 EF473455 Huevo N Y Y Y 196 H/Y
A/Wisconsin/ 138: A/S 156: H/Q 186: G/V
67/2005 ISDN!38 724 ? N Y Y Y 196 H/Y
B/Malasia ISDN126 672
B 12506/2004 (rec. de la Huevo Y Y N N 120 K/IN 210 T/A
vacuna)
B/Malasia/
2506/200 4 EF566433 Huevo Y Y N N 120 K/N 210 T/A
B/Malasia/
2506/200 ISDN231 265 Huevo Y Y Y Y 120 K/N 210 T/A
265 4
B/Malasia/ | |5hNo31557 | MDCK | Y Y Y Y | 120 K/N 210 T/A
2506/200 4
B/Malasia/
2506/200 4 EF566394 MDCK Y Y N N 120 K/N 210 T/A
B/Malasia/
2506/200 4 EU12427 4 Huevo Y Y Y Y 120 K/N 210 T/A
B/Malasia/
2506/200 4 EU12427 5 MDCK Y Y Y Y 120 K/N 210 T/A
B/Malasia/
2506/2004 ISDN124 776 MDCK Y Y N N N 120 K/N 210 T/A
Carece de sitio de glicosilacion
B/Florida/4 en la posicion 211; 10
B | 12006 ISDN261649 | Huevo | Y | Y | Y | N | inoécidos de DTm/ cola
citoplasmatica
B/Florida/
4/2006 EU10060 4 MDCK N Y N N
B/Florida/
4/2006 ISDN218 061 MDCK N Y N N
E//g(l)%%da/ ISDN285 778 Huevo Y Y Y Y Incluye cola citoplasmatica
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(continuacién)

No. de
referencia de la . HA . .
Cepa base de datos Origen | SP 1 HA 2| DTm | Divergencia
e la secuencia
B/Brisbane Carece de sitio de glicosilacion
B /3/2007 ISDN256 625 Huevo N Y N N en la posicién 211
B/Brisbane/ Carece de sitio de glicosilacion
3/2007 ISDN263782 | Huevo | ¥ | ¥ | ¥ | ¥ | onla posicion 211
B/Brisbane/
3/2007 ISDN263 783 MDCK Y Y Y Y
AlVietnam/1 ISDN3 86 (rec. | .,
HS 194/ 2004 de la vacuna) ) Y Y Y Y
AlVietnam/
?
1194/2004 AY65133 3 ? Y Y Y Y
AlVietnam/
?
1194/2004 EF541402 ? Y Y Y Y
H5 A/Anhui1/1/2 | DQ37928 (rec. 2 v v v v
005 de la vacuna)
é‘é@”h“””/z ISDN131465 |Huevo | Y | Y | Y | Y
A/Pollo/ Gen de
H7 | ltalia/ 13474 | AJ91720 ARN Y Y Y Y
/1999
. AB29827 7 152 (R/G) 169 (T/1)
A/Equino/ i~ L
H7 (Lab. de ? Y Y Y Y 208 (N/D) (sitio de glicosilacion
Praga/56 e s )
reclasificacion) abolido)
A/Equino/ ”
Praga/56 X62552 ? Y Y Y Y
A/Hong
H9 | Kong/ 1073 AJ404626 ? Y Y Y Y
/1999
A/Hong
Kong/ 1073 AB08022 6 ? N Y N N
/1999
A/Singapur/ 5
H2 111957 AB29607 4 ? Y Y Y Y
A/Singapur/
111957 L20410 ARN
A/Singapur/ 5
1/1957 L11142 ?
AlJapon/30 5
H2 5/1957 L20406 ? Y Y Y Y
AlJapoén/3 ”
05/1957 L20407 ? Y Y Y Y
AlJapoén/3 ”
05/1957 CY01497 6 ? Y Y Y Y
AlJapoén/3
05/1957 AY20995 3 ? Y Y N N
AlJapoén/3 ”
05/1957 J02127 ? Y Y Y Y
AlJapoén/3 o
05/1957 DQ50884 1 ? Y Y Y Y
AlJapoén/3
05/1957 AY64308 6 ? Y Y Y N
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(continuacion)

No. de
referencia de la . . .
Cepa base de datos e Origen | SP | HA1| HA 2| DTm | Divergencia
la secuencia
AlJapon/3 ”
05/1957 AB28933 7 ? Y Y Y Y
AlJapoén/3 5
05/1957 AY64308 5 ? Y Y Y Y
. Resist.
AlJapoén/3
05/1957 AY64308 7 ?I Y Y Y N
armac.
AlCerceta/
Hong Kong/
H6 W312/1997 AF25047 9 Huevo |Y Y Y Y
(HBN1)
Y, N - Si, No, respectivamente
SP - presencia de secuencia de péptido sefal Y/N
HA1 - dominio completo de HA1 Y/N
HAZ2 - dominio completo de HA2 Y/N
DTm - dominio completo transmembrana Y/N

Cepa: H1 de A/lslas Salomon/3/2006

Se compararon ocho secuencias de amino acidos, y se identificaron las variaciones. (Tabla 14). La posicién 171
mostré una variacion de glicina (G) o arginina (R) en algunas secuencias.

Tabla 14: Variacion de amino acidos en A/lslas Salomén/3/2006

Aminoacido # MDCK | Huevo
212 K T
241 Q R
542 L R
Numeracién a partir de M inicial

Cepa: H1 de A/Brisbane/59/2007
La position 203 mostré una variacion de acido aspartico (D), isoleucina (I) o asparagina (N).
Cepa: H3 de A/Brisbane/10/2007

Se observaron variaciones de la secuencia en 5 posiciones (Tabla 15). En la posicion 215, se observé una supresion
en dos secuencias muestreadas.

Tabla 15: H3 de la variacion de aminoacidos de A/Brisbane/10/2007

N

Origen
ISDN274893 | Huevo
ISDN273759 | Huevo
EU199248 Huevo
EU199366 Huevo
ISDN273757 | Huevo
ISDN257043 | Huevo
EU199250 MDCK
ISDN375357 | Huevo
ISDN260430 | Huevo
ISDN256751 | Huevo
ISDN257648 | MDCK
* Numeracién a partir de M inicial

02, 210, 215, 235 242*
I

>(> >

|
|
|
S
|

L
P
P
=)
L
P
L
P
=)
=)
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Cepa: H3 de A/Wisconsin/67/2005
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Se observaron variaciones de la secuencia en esta cepa en 4 posiciones (Tabla 16).

Tabla 16: H3 de una variacién de aminoacidos de A/Wisconsin/67/2005

Origen 138, 156, 186, 196
ISDN138724 | Desconocido | A H G H
DQ865947 Desconocido | S H \Y Y
EF473424 Desconocido | A H G H
ISDN138723 | Huevo S Q \Y Y
ISDN131464 | Desconocido | A H G H
EF473455 Huevo A H G H
* Numeracion a partir de la proteina madura
5)
Cepa: B de B/Malasia/2506/2004
Se observo una variacion en dos posiciones (Tabla 17). La. posicion 120 no es un sitio de glicosilacion; la posicion
210 tiene que ver con la glicosilacion; esta glicosilacién se elimina después del cultivo en huevos.
Tabla 17: Hemaglutinina de una variacién de aminoacidos de B/Malasia/2506/2004
10
Aminoécido # MDCK Huevo
120 K N
210 T A
* Numeracion a partir de la mitad de SP

Cepa: hemaglutinina de B/Florida/4/2006; ISDN261649
Las variaciones observadas incluyen variaciones de las secuencias de aminoacidos en la posicion 211, dependiendo

del sistema de cultivo. Se encuentra asparagina (N) en secuencias aisladas de células MDCK, mientras que se
15 encuentra acido glutamico (D) en la secuencia aislada de los huevos. La posicion 211 es un sitio de glicosilacion, y
se elimina después del cultivo en los huevos.

Cepa: H2 de A/Singapur/ 1/1957
Se observaron variaciones en la secuencia en 6 posiciones (Tabla 18).

Tabla 18: H2 de una variacién de aminoéacidos de A/Singapur/1/1957

20
Origen Aminoacido No.[]
166 168 199\236 238 358

L20410 ARN viral K E T L S \Y,
L11142 Desconocido | E G K L S |
AB296074 Desconocido | K G T Q G Vv
Consenso A/Japon/305/1957 K G T Q/L G V
‘Numeracion a partir de la proteina madura

Cepas: H5 de A/Vietnam/1194/2004 y H5 de A/Anhui/l/2005

No se observaron variaciones en la secuencia de aminoacido después de la alineacion de las secuencias principales
de cualquiera de estas cepas de H5.

25  Cepa: H6 de A/Cerceta/Hong Kong/W312/1997
Unicamente estaba disponible una entrada para la cepa (AF250179).

Cepa: H7 de A/Equinos/Praga/56
95
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Se encontraron un total de 2 entradas de secuencia en las bases de datos. La entrada AB298877 se excluyd ya que
se trataba de un laboratorio de reclasificacion.

Cepa: H9 de A/Hong Kong/1073/1999; AJ404626

Se encontraron un total de 2 entradas de secuencia en las bases de datos. Solo una estaba completa.

La presente invencion ha sido descrita con respecto a una o mas formas de realizacion. Sin embargo, sera evidente
para aquellos capacitados en la técnica que es posible realizar una serie de variaciones y modificaciones sin alejarse
del alcance de la invencién como se define en las reivindicaciones.

LISTADO DE SECUENCIAS

<110> Medicago Inc. D’Aoust, Marc-Andre Couture, Manon Ors, Frederic Trepanier, Sonia Lavoie, Pierre-Olivier
Dargis, Michele Vezina, Louis-Philippe Landry, Nathalie.

<120> Particulas similares al virus de la influenza (VLP) que contienen Hemaglutinina
<130> V81270WO

<160> 76

<170> PatentIn versién 3.5

<210> 1

<211> 1556

<212> ADN

<213> Virus de la influenza

<400> 1
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agatcttege
acacagtact
dacaatggaaa
ttgcecggatg
cctacattgt
actatgagga
tccccaaaga
ataatgggaa
acccaaacct
gtgttcatca
atgtctctgt
ccaaagtaag
atacaataat
gtagaggctt
agtgtcaaac
tcacaatagg

taaggaacat

aaggggggtg

gatctggecta
aggtcaattc
dcaaattgga
tttggacata
atgactccaa
aagaaatagg
gtgtgaaaaa
agaaaattga

<210>2

<211> 219

<212> ADN

tgacacaata
tgagaagaat
actatgtcca
gatcttagga
dgaaacacca
actgagggag
aagctcatgg
aagcagtcct
gagcaagtcc
cocogoctaac
agtgtcttca
agatcaggaa
atttgaggca
tggatcagga
acctcaggga
agagtgtceca
ccecatccatt

gactggaatg

tgctgecagat
tgtaattgag
aagaaggatg
taatgcagaa
tgtgaagaat
aaacgggcgt
tggtacctat

tggagtgaaa

<213> Virus de la influenza

ES 2428 384 T3

tgtataggct
gtgacagtga
ctaaaaggaa
aacccagaat
aatcctgaga
caattgagtt
cccaaccaca
tacagaaatt
tatgtaaaca
atagggaacc
cattatagca
ggaagaatca
aatggaaatc
atcatcacct
gctataaaca
aagtatgtca

caatccagag

gtagatgggt

caaaaaagta
aaaatgaaca
gaaaacttaa
ttgttggtte
ctgtatgaga
tttgagttct
gactatccaa

ttggaatcaa

accatgccaa
cacactctgt
tagcccoccact
gcgaattact
atggaacatg
cagtatectte
ccgtaaccgg
tgctatgget
acaaagagda
aaagggecact
gaagattcac
actactactg
taatagcgcc
caaatgcacc
gcagtetteoe
ggagtgcaaa
gtttgtttgg

ggtatggtta

cacaaaatgc
ctcaattcac
ataaaaaagt
tactggaaaa
aagtaaaaag
atcacaagtyg
aatattccga

tgggagtata

S7

caactcaacc
caacctactt
acaattgggt
gatttccaag
ttacccaggg
atttgagaga
agtatcagca
gacggggaag
agaagtcctt
ctatcataca
gccagaaata
gactctgetg
atggtatgct
aatggatgaa
cttccagaat
acttaaggatg
agccattgee

tcatcatcag

cattaacggg
agctgtgggc
tgatgatggg
tgaaaggact
ccaattaaag
taacaatgaa
agaatcaaag

ctaagagctc

gacactgttg
gaggacagtc
aattgcagcg -
gaatcatggt
tatttcgccﬁ,
ttcgaaatat
tcatgctcco
aatggtttgt
gtactatggg
gaaaatgctt
gccaaaagac
gaacctgggg
tttgcactga
tgtgatgcga
gtacacccag
gttacaggac

ggtttcattg

aatgagcaag

attacaaaca
aaagagttca
tttctagaca
ttggactteo
aataatgcca
tgcatggaga
ttaaacaggg

aggcct

60
120
180
240
300
350
420
480
540
600
660
720
T80
B40
900
960
1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1556
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<400> 2

ggtacctatg actatccaaa

ggagtgaaat

agttccctgg

tggaatcaat

ttcttttggt

tctttgecagt gtagaatatg

<210> 3

<211>1719

<212> ADN

<213> Virus de la influenza

<400> 3

aagcttatgg
atttgcattg
aacgttactg
gatctagatg
gggaacccaa
gccaatccaa
cacctattga
tccgatcatg
ttttttagaa
agctacaata
gatgcggcag

tcaacactaa

agaaaatagt
gttaccatgc
ttacacatge
gagtgaagcc
tgtgtgacga
ccaatgacct
gcagaataaa
aagcctcatc
atgtggtatg
ataccaacca
agcagacaag

accagagatt

ES 2

atattccgaa
gggagtatac
ctococctgggg

catctaagag

gcttcttott
aaacaattca
ccaagacata
tctaatttEta
attcatcaat
ctgttaccca
ccattttgag
aggagttagce
gcttatcaaa
agaggatctt
gctatatcaa

ggtaccaaaa

428 384 T3

gaatcaaagt taaacaggga gaaaattgat

cagattctgg cgatctacte aactgtogeo

gocaatcagect tctggatgtg ttcocaatggg

ctcaggeoct

gcaatagtca
acagagcagg
ctggaaaaga
agagattgta
gtaccggaat
gggagtttca
aaaattcaaa
tcagcatgtc
aagaacagta
ttggtactgt
daacccaacca

atagctacta

58

gtocttgttaa
ttgacacaat
cacacaacgg
gtgtagctgg
ggtcttacat
acgactatga
tcatccccaa
catacctggg
catacccaac
ggggaattca
cctatattte

gatccaaagt

aagtgatcag
catggaaaag
gaagctctge
atggcteocteo
agtggagaag
agaactgaaa
aagttcttgg
aagtccctece
aataaagaaa
ccatcctaat
cattgggaca

aaacgggcaa

60
120
180

219

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660

720
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agtggaagga
agtaatggaa
gcaattatga
ggggcgataa
cccaaatatyg
agagagagca
ggatggcagg
gggtacgctg
aactcaatca
ttagaaagga
acttataatg
tcaaatgtta
ctgggtaacg
agaaacggaa
ataagtgggg
gtggcgagtt
aatggatcgt
<210> 4

<211> 25

<212> ADN

tggagttctt
atttcattge
aaagtgaatt
actectagtat
tgaaatcaaa
gaagaaaaaa
gaatggtaga
cagacaaaga
ttgacaaaat
gaatagagaa
ccgaacttct
agaacctcta
gttgtttoga
cgtacaacta
taaaattgga
ccctagcact

tacaatgcag

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador

<400> 4

gtattagtaa ttagaatttg gtgtc

<210>5

<211>44

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2428 384 T3

ctggacaatt
tccagaatat
ggaaktatggt
geccatteccac
cagattagtc
gagaggacta
tggtEggtat
atccactcaa
gaacactcag
tttaaacaaq
ggttctcatg
cgacaaggtc
gttctatcac
tccgeagtat
atcaatagga
ggcaatcatg

aatttgcatt

25

ttaaaaccta
gcatacaaaa
aactgcaaca
aacatacacc
cttgcaacag
tttggagcta
gggtaccace
aaggcaatag
tttgaggcog
aagatggaag
gaaaatgaga
cgactacagc
aaatgtgata
tcagaagaag
acttaccaaa
atggectggtec

taagagctce

59

atgatgcaat
ttgtcaagaa
ccaagtgtca
ctctcaccat
ggctbcagaaa
tagcaggttt
atagcaatga
atggagtcac
ttggaaggga
acgggtttet
gaactctaga
ttagggataa
atgaatgtat
caagattaaa
tactgtcaat

tatctttatg

caacttcgag
aggggactca
aactcecaatg
cggggaatgc
tagccctcaa
tatagagggda
gcaggggagt
caataaggtc
acctaataac
agatgtetgg
ctttcatgac
tgcaaaggag
ggaaagtata
aagagaggaa
ttattcaaca

gatgtgctee

780

B40O

900

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680

1719
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<223> Cebador

<400> 5

gcaagaagaa gcactatttt ctccattttc tctcaagatg atta
<210> 6

<211> 45

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador

<400> 6

ttaatcatct tgagagaaaa tggagaaaat agtgcttctt cttgc
<210>7

<211> 38

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador

<400>7

actttgagct cttaaatgca aattctgcat tgtaacga 38
<210> 8

<211> 1471

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Casete de expresion

<400> 8

44

45

60



agaggtaccc
taagttagca
atcattatta
tgacaacaat
aaaacaatagqg
gaaagttgta
dagctacaca
taccattaga
aaagttgagt
aaagttgtat
atatattgce
ataacggtat
cacgtaggag
datcctgatg

atcacacatt

ttctataaaa
agaagagact
ttcggcttat
aatgecttett
agagcttaat
gtaattcatt
tgaagacctg
cacaacttta
tggaaatatc

tatatcatcc
<210>9
<211> 565

<212> PRT

cgggctggta
agtgtgtaca
aacattagag
tttgttgcaa
agagagaaaa
caaaagttgt
aataagggtt
gaatttttgg
catttgatta
tagtaattag
ccatagagtc
attaatcecct
gataacagga
agataaccca

cttccacaca

aatcacactt
aattaattaa
Egttetctet
cgtctcctat
taatcgttgt
tacataagtg
ccgegtacaa
taagtggtta
agttatcgaa

cctttgataa

<213> Virus de la influenza

<400>9

ES 2428 384 T3

tatttatatg
tttttacttg
taaagaaata
catttgagaa
aggaagaggg
accaaaatag
aattgctgta
caagtcatta
aacatgtgat
aatttggtgt
agttaactca
ccaaaaaaaa
tcccocgtagg
ctttaagceoe

tctgageccac:

tgtgagtcta
ttaatcatct
tcttgtgttg
ttataatatg
tgttatgaaa
gagtcagaat
ttgtecttata
atatagctea
attcattaac

atgatagtac

ttgtcaaata
aacaaaaata
cggatgataa
aattttgttg
agaataaaaa
ttgtacaaat
aataaataag
aaaagaaaga
tatttaatga
caaatttaat
LELttatattc
aaaacggtat
aggataacat
acgcatctgt

acaaaaacca

cactttgatt
tgagagaaaa
gttccttete
gtttgttate
tactatttgt
cagaatgttt
tttgaacaac
aatatatggt
aatcaactta

a

61

actcaaaaac
Cbcacctact
gaacaagagt
ttctotette
cataatgtga
atcattgagg
gatgacgcat
ataaatctatt
attgatgaaa
ttgacatttg
tcatagatca
atttactaaa
ccaatccaac
ggcacatcta

atccacatct

cccttcaaac
tggcgaaaaa
agatctgage
gttaattttg
atgagatgaa
cctccataac
taaaattgaa
caagttcaat

acgttattaa

cataaaagtt
actgttataa
agtgatattt
tcattggtca
gtatgagaga
aatttgacaa
tagagagatg
tEtaaaatta
gagttggatt
atcttttcect
aataagagaa
daatctaagc
caatcacaac
cattatctaa

ttatcaccca

acatacaaag
cgttgcgatt
tectaagttaa
ttcttgtaga
ctggtgtaat
taactagaca
catcttttgce
agattaataa

ctactaattt

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840

900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440

1471



Met

Ala

Val

Leu

Ala

65

Asn

Val

Ala

Lys

Asp

Asp

Leu

50

Pro

Pro

Glu

Asp

Ala

Thr

Thr

35

Glu

Leu

Glu

Tvr
115

Lys

Ile

20

Val

ASp

Gln

Cys

Pro
100

Glu

Leu

Cys

Leu

ser

Leu

Glu

a5

Asn

Glu

ES 2428 384 T3

Leu

Ile

Glu

His

Gly

10

Leu

Fro

Leu

val

Gly

Lys

Asn

55

Asn

Glu

Arg

Leu

Tyr

Asn

40

Gly

Cys

Ile

Asn

Glu
120

Leu

His

25

val

Lys

Ser

Ser

Gly

105

Gln

62

Cy=s Thr
10

Ala Asn

Thr val

Leu Cys

Val Ala

75

Lys Glu
90

Thr Cys

Leu Ser

Fhe

Asn

Leu

60

Gly

Ser

Tyr

Ser

Thr

Ser

His

45

Leu

Trp

Trp

Pro

Vval
125

Ala

Thr

30

Ser

Lys

Ile

Ser

Gly
110

Ser

Thr

15

Asp

val

Gly

Leu

Tyr
95

Tyr

Ser

Thr

Asn

Ile

Gly

a0

Ile

Phe

Phe



Glu

val
145

Leu

Trp

His

Arg

225

Gly

Ile

Leu

Asp

Ser

305

Lys

Ile

Ile

His

Arg

130

Thr

Arg

Ser

Gly

Thr

210

Phe

Arg

Phe

Ser

Glu

290

Leu

Pro

Glu

Gln

Phe

Gly

Asn

Lys

val

195

Glu

“Thr

Ile

Glu

275

Cys

Pro

vVal

Ser

Gly
355

Asn

Glu

val

Leu

Ser

180

His

Asn

Pro

Asn

Ala

260

Gly

Asp

Phe

Arg

Ile

340

Gly

Glu

Ile

Ser

Leu
165

TYE

His

Ala

Glu

Asn

Phe

Ala

Gln

Ser

325

Gln

Trp

Gln
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Fhe

Ala
150

Trp

Val

Fro

Ile
230

TyT

Gly

Gly

Lys

Asn

310

Ala

Ser

Thr

Gly

Pro
135

Ser

Leu

Pro

Val

215

Ala

Trp

Asn

Ser

Cys

295

val

Lys

Gly

Ser

Lys Glu

Cys Ser

Thr Gly

Asn Lys
185

Asn Ile
200

Ser Val

Lys Arg

Thr Leu

Leu Ile
265

Gly Ile
280

Gln Thr

His Pro

Leu Arg

Gly Leu
345

Met Val
360

Gly Tyr

63

Ser

His

Lys

170

Glu

Gly

val

Pro

Leu

250

Ala

Ile

Pro

Val

Met

330

Phe

Asp

Ala

Ser

Asn

155

Asn

Lys

Asn

Ser

Lys

235

Glu

Pro

Thr

Gln

Thr

315

val

Gly

Gly

Ala

Trp

140

Gly

Gly

Glu

Gln

Ser

220

Val

Pro

Ser

Gly

300

Ile

Thxr

Ala

Trp

Asp

Pro

Lys

Leu

val

Arg

208

His

Arg

Gly

Tyr

Asn

285

Ala

Gly

Gly

Ile

1658

Gln

Asn

Ser

YT

Leu

190

Ala

Tvr

ASD

ASP

Ala

270

Ala

Ile

Glu

Leu

Ala

350

Gly

Lys

His

Ser

Pro

173

Val

Leu

Ser

Gln

Thr

255

Phe

Pro

ASN

Cys

Arg

315

Gly

Tyr

Ser

Thr

Phe

160

Asn

Leu

Arg

Glu

240

Ile

Ala

Met

Ser

Pro

20

Asn

Phe

His

Thr
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370 375 380

Gln Asn Ala Ile Asn Gly Ile Thr Asn Lys Val Asn Ser Val Ile Glu
i85 390 3a9s 400

Lys Met Asn Thr Gln Phe Thr Ala Val Gly Lys Glu Phe Asn Lys Leu
405 410 415

Glu Arg Arg Met Glu Asn Leu Asn Lys Lys Val Asp Asp Gly Phe Leu
420 425 430

Asp Ile Trp Thr Tyr Asn Ala Glu Leu Leu Val Leu Leu Glu Asn Glu
435 440 445

Arg Thr Leu Asp Fhe His Asp Ser Asn Val Lys Asn Leu Tyr Glu Lys
450 455 460

Val Lys Ser Gln Leu Lys Asn Asn Ala Lys Glu Ile Gly Asn Gly Cys
465 470 475 480

Phe Glu Phe Tyr His Lys Cys Asn Asn Glu Cys Met Glu Ser val Lys
485 490 495

Asn Gly Thr Tyr Asp Tyr Pro Lys Tyr Ser Glu Glu Ser Lys Leu Asn
500 505 510

Arg Glu Lys Ile Asp Gly Val Lys Leu Glu Ser Met Gly Val Tyr Gln
515 520 . 525

Ile Leu Ala Ile Tyr Ser Thr Val Ala Ser Ser Leu Val Leu Leu Val
530 535 540

Ser Leu Gly Ala Ile Ser Phe Trp Met Cys Ser Asn Gly Ser Leu Gln
545 550 555 560

Cys Arg Ile Cys Ile
565

<210> 10

<211> 568

<212> PRT

<213> Virus de la influenza
<400> 10

Met Glu Lys Ile Val Leu Leu Leu Ala Ile Val Ser Leu Val Lys Ser
1 5 10 15

64



Asp

Asp

Leu

Pro

65

Pro

Glu

Asp

Lys

Ser

145

Arg

Lysa

Gly

Asn”

Leu
225

Arg

Gln

Thr

Glu

50

Leu

Met

Lys

YT

Ile

130

Gly

Asn

Lys

Ile

Pro

210

Val

Met

Ile

Ile
is

Lys

Ile

Cys

Ala

Glu

115

Gln

val

val

Ser

His

195

Thr

Pro

Glu

Cys

20

Met

Thr

Leu

Asp

Asn

100

Glu

Ile

Ser

val

Tyr

180

Hisg

Thr

Lys

Fhe

Ile

Glu

His

Arg

Glu

85

Pro

Leu

Ile

Ser

Trp

165

Asn

Pro

Ile

Fhe
245
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Gly

Lys

Asp

T0

Phe

Thr

Lys

Pro

Ala

150

Leu

Asn

Asn

Ile

Ala
230

Trp

Asn

Gly

55

Cys

Ile

Asn

His

Lys

135

Cys

Ile

Thr

Ser
215

Thr

Thr

His

val
40

Lys

Ser

Asn

Asp

Leu

120

Ser

Pro

Lys

Asn

Ala

200

Ile

Arg

Ile

Ala

25

Thr

Leu

Val

Val

Leu

105

Leu

Ser

Lys

Gln

185

Ala

Gly

Ser

Leu

65

Asn

val

Ala

Pro

90

Cys

Ser

Trp

Leu

Asn

170

Glu

Glu

Thr

Lys

Lys
250

Asn

Thr

Asp

Gly

Glu

Arg

Ser

Gly
155

Ser

Gln

Ser

Val
235

Pro

Ser

His

Leu
60

Trp

Trp

Pro

Ile

AsSp

140

Ser

Thr

Leu

Thr

Thr

220

Asn

Asn

Thr

Ala

45

Asp

Leu

Ser

Gly

Asn

125

His

Pro

Tyr

Leu

Arg

205

Leu

Gly

Asp

Glu
30

Gln

Gly

Leu

Ser

110

His

Glu

Ser

Pro

val

130

Leu

Gln

Ala

Gln

Asp

Val

Gly

Ile

a5

FPhe

Fhe

Ala

FPhe

Thr

175

Leu

Gln

Ser

Ile
255

Val

Ile

Lys

Asn

80

Val

Asn

Glu

Ser

Phe

160

Ile

Trp

Gln

Gly
240

Asn



Phe

val

Met

30s

Pro

Ala

Gly

Glu

385

Ile

Asn

Gly

Glu

Ser

Gluy

Lys

Cys

230

Pro

val

Gln

Gly

Tyr

370

Ser

Ile

Asn

Phe

Asn

450

Asp

Gly

Ile

Ser

Lys

275

Asn

Phe

Lys

Arg

Phe

355

His

Thr

Asp

Leu

Leu

435

Glu

Lys

Cys

Arg

Asn
260

Gly

Thr

His

Ser

Glu

340

Ile

His

Gln

Lys

Glu

420

Asp

Arg

val

Fha

Asn

Gly

Asp

Lys

Asn

325

Ser

Glu

Ser

Lys

Met

405

Arg

val

Thr

Arg

Glu
485

Gly

ES 2428 384 T3

Asn

Ser

Cys

Ile

310

Arg

Gly

Asn

Ala

330

Asn

Trp

Leu

Leu

470

Phe

Thr

Phe

Ala

Gln

295

His

Leu

Arg

Gly

Glu

375

Ile

Ile

Thr

Asp

455

Gln

Ile

Ile

280

Pro

val

Lys

Trp

360

Gln

Asp

Gln

Glu

440

Phe

Leu

His

Asn

Ala
265

Met

Pro

Leu

Leu

Lys

345

Gln

Gly

Gly

Phe

Asn

425

ABN

His

Arg

Tyr

66

Pro

Lys

Met

Thr

Ala

130

Arg

Gly

Ser

val

Glu

410

Leu

Ala

Asp

ASD

Cys

430

Pro

Glu

Ser

Gly

Ile

315

Gly

Met

Gly

Thr

395

Ala

Asn

Glu

Ser

ABn

475

Asp

Gln

Glu

Ala
300

Gly

Gly

Leu

vVal

380

Asn

Val

Lys

Leu

Asn

460

Ala

Asn

Ala

Leu

285

Ile

Glu

Leu

Phe

Asp

365

Ala

Lys

Gly

Lys

Leu

445

Val

Lys

Glu

Ser

TYT

270

Glu

Asn

Cys

Arg

Gly

is0

Gly

Ala

Val

Arg

Met

430

Val

Lys

Glu

Cys

Glu

Lys

Tyr

Ser

Asn
3315

Ala

Trp

Asp

Asn

Glu

415

Glu

Leu

Asn

Leu

Met
495

Glu

Ile

Gly

Ser

Lys

320

Ser

Ile

Lys

Ser

400

Asp

Met

Leu

Gly

480

Glu
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500 505 510

Arg Leu Lys Arg Glu Glu Ile Ser Gly Val Lys Leu Glu Ser Ile Gly
515 520 525

Thr Tyr Gln Ile Leu Ser Ile Tyr Ser Thr Val Ala Ser Ser Leu Ala
530 535 540

Leu Ala Ile Met Met Ala Gly Leu Ser Leu Trp Met Cys Ser Asn Gly
245 550 555 560

Ser Leu Gln Cys Arg Ile Cys Ile
565
<210> 11
<211> 1629
<212> ADN

<213> Virus de la influenza A

<400> 11

67



gacaaaatat
gagaggggga
atatgtatte
ataggacctc
agagaaggaa
atccttcocgag
agaaccaatqg
aagtggttgc
aatcccagaa
gagcagacca
cagcaatcat
atcgattcee
gecattcatag
gacgcetccte
agtteccetge
aaacagacaa
agaggccttt

ggatggtatyg

agcacccaat
aatcagcagt
gtcattaatt
gtggcaatgg
gagcgtgtca
atattccata
actcaataca
agtggataca
gcocgttgtaa
tgtatataa

<210> 12

gtcttgggca
ttgaagtagt
daagggaaaag
cccaatgtga
cegatgtgeg
ggtcaggagg
gagcgacaagq
tgtcgaatte
acaaaccagc
aactctatgyg
tcaccccaag
actggctact
ccecctgacag
tggattctag
cattccaaaa
gectoottte
ttggagcaat

gtttcagaca

ctgcaataga
tEgagctgat
ggacacgaga
aaaatcagca
gaaaacaact
agtgtgatga
gaacagagtc
aagacataat

tgggattggt

ES 2428 384 T3

ccatgetgtg
gaacgccaca
gccaacagat
tcaattcctg
ctatccoggt
aattgataag
tgcctgcaaa
agacaatgcg
tctgataatt
aagtggaaac
tcocgggagea
ccktgatcoe
ggcaagttee
ttgtggaggg
catcaaccct
ggctacagga
tgotggatee

tcaaaatgca

tcagatcaca
agacaatgag
cgcaatgact
tacaatagat
aagggagaat
tcagtgcatg
attgcagaat
cttatggttt

tttcatttgc

gcaaatggaa
gagacggtag
ctgggacaat
gagttttact
aaattcacaa
gagtcaatgg
agatcaggtt
gcattcocto
tggggagttc
aagttgataa
cggccacaag
aatgacacag
tttagaggag
gattgcotttc
agaactgtgg
atgagaaatg
atagagaatg

caaggggaag

ggcaaattga
tccaatgaga
gaggtatggt
Cttgcggact
gctgaagaag
gagagcataa
agaatacaga
agcttcgggg

ataaagaatg

68

caaaagtgaa
aaactgcgaa
gtggacttct
ctgatttgat
atgaagaate
gtttcaccta
cttctttcta
aaatgacaaa
atcactctgg
cagtaggaag
tgaatggaca
tgaccttcac
aatcactagg
acagtggggg
ggaga cegcocco
ttccagagaa
gatgggaggg

gaactgcagc

atcgtctgat
tagaacaaca
cgtataatgc
cagaaatgaa
atggaactgg
ggaacaacac
tagacccagt
catcatgttt

gaaacatgcg

cacattaaca
tatcaagaaa
aggaacccta
aattgagcga
actgaggcag
tagtggaata
tgcagagatg
gtcgtataga
atcggttagec
ctcaaaatac
atcagggaga
tttcaatggg
agtccagagt
tacgatagtc
tcggtatgte
tccaaagecece
tctcatecgat

tgactacaaa

tgacaaaaca
aataggaaat
tgagctgttg
caaactrctat
atgttttgag
ttatgaccat
gaaattgagt
tcttcekcta

gtgcaccatt

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
T80
840
300
960

1020

1080

1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620

1629
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<211> 1773
<212> ADN

<213> Virus de la influenza A

69

<400> 12
agcaaaagca ggggttatac catagacaac caaaggcaag acaatggoca teatttatet 60
aattcttctg ttcacagcag tgagagggga ccaaatatgc attggatacc attccaacaa 120
ttccacagaa aaggttgaca caatcctaga gagaaatgbc actgtgactc acgctgagga 180
cattcttgag aagactcaca atgggaagtt atgcaaacta aatggaatcc ctoccacttga 240
attaagggat tgcagcattg ccggatggct ccttgggaat ccagaatgtg atatacttct 300
aactgtgcca gaatggtcat acataataga aaaagaaaat ccaaggaacg gocttgtgcta 360
cccaggcagt ttcaatgatt atgaagaatt gaagcatctt atcagcagcg tgacacattt 420
tgagaaagta aagattctgc ccagaaatga atggacacag catacaacaa ctggaggtto 480
acaggcttge gcagactatg gtggtcegte attcttoccgg aacatggtet ggttgacaaa 540
gaaagggtcg aattatccaa ttgccaaaag atcttacaac aatacaagtg gggaacaaat 600
gctgatcatt tgggggatac atcaccccaa tgatgaaagt gaacaaagag cattgtatca 660
gaatgtgggg acctatgtgt cagtaggaac atcaacactg aacaaaagat catccccaga 720
datagcaaca agacctaaag tgaatggaca aggaggcaga atggaattct cgtggactat T80
cttagatata tgggacacaa taaattttga gagtactgge aatctaattg caccagaata 840
tggtttcaaa atatccaaac gaggtagtte agggatcatg aaaacagaag gaaaacttga 900
aaactgcgag accaagtgcc aaactccttt gggagcaata aatacaacat tacccoctttca 960
caatatccac ccactgacca ctggtgagtg ccccaaatat gtaaaatcgg aaagattagt 1020



cttagcaaca
agctggroet
cagcaatgac
tggaatcacc
tggaaaagaa
cggatttcta
gacacttgac
gagagacaat
tgaatgcatg
taaactaaac
ccttgeoccate
ttctatatgg

cattttgtaa

<210> 13
<211> 1086

<212> ADN

ggactaagaa
atagagggtg
cagggatctg
aacaaggtaa
ttcagtaact
gatgtgtgga
tttcatgatt
gcaaaagaac
aacagtgtga
aggactgaaa
tatgctacag
atgtgctceca

ttaaaaacac

<213> Virus de la influenza A

<400> 13

ES 2428 384 T3

acgtccctca
gatggcaagg
ggtatgcagc
attctgtgat
tggagagaag
catacaatgc
ctaatgtcaa
tagggaatgg
agaatgggac
tcaaaggggt
tagcaggttec
acgggtetet

cottgtttct

gattgagtca
aatggttgat
agacaaagaa
cgaaaagatg
actggagaac
cgagctccta
gaatctatat
atgttttgaa
atatgattat
taaattgagc
cctgtcactyg
gcaatgcaga

act

70

aggggattgt
ggttggtatg
tccactcaaa
aacacccaat
ttgaataaaa
gttctaatgg
gataaagtca
tEttatcaca
tccaagtatg
aatatggggg
gcaatcatga

atctgecatat

ttggggcaat
ggtatcatca
aggcaattga
tcggagetgt
agatggagga
aaaatgagag
gaatgcaact
adatgtgatga
aagaggagtc
tttatcaaat
tagctgggat

gatcatcagt

1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740

1773



caaaaacttc
ccaaacggaa
gagctggtac
ggagaaaact
aataagaaat
gatgtgccgg
aacaatgaaa
aggagatcta
tacccageat
ggggttcacc
agaatcacag
cccagggtaa

gacatacttt

cgaagtggga

tgcatcacte
acatatgggg
cgaaatgtac
aatggttggyg

acagga

<210> 14
<211> 1048

<212> ADN

ccggaaatga
cgatagtgaa
agagtteccte
gcacactaat
gggacctttt
attatgccte
gcttegattcg
ataaaagttt
tgaacgtgac
accocgggtac
tctctaccaa
gggatgtctc
tgattaacag

aaagctcaat

caaatggaag
cctgtocccag
cagagaaaca

agggaatggt

<213> Virus de la influenza A

<400> 14

ES 2428 384 T3

caacagcacg
aacaatcacg
aacaggtgga
agatgctcta
tgttgaacge
ccttaggﬁca
gactggagtc
ctttagtaga
tatgccaaac
ggacagtgac
aagaagccaa
cagccgaata
cacagggaat

aatgagateca

cattcccaat
atatgttaag
aactagaggc

ggacggttgg

gcaacgctgt
aatgaccaaa
atatgcgaca
ttgggagacc
agcaaagcck
ctagttgcct
actcagaatg
ttgaattggt
aatgaaaaat
caaatcagcc
caaactgtaa
agcatctatt
ctaattgcte

gatgcaccca

gacaaaccat
caaaacactc

atatttggcg

tacggtttca

71

gcoccttgggea
ttgaagttac
gtcctecateca
ctcagtgtga
acagcaactg
catccggcac
gaacaagctc
tgacccactt
ctgacaaatt
tatatgctca
tcccgaatat
ggacaatagt
ctcggggtta

ttggcaaatg

ccatgcagta
taatgctact
gatccttgat
tggcttccaa
ttacccttat
actggagttt
tgcttgcaaa
aaaatacaaa
gtacatttgg
agcatcagga
cggatctaga
aaaaccggga
cttcaaaata

caattccgaa

ttcaaaatgt aaacaggatc

tgaaattggc aacagggatg

caatcgocggg tttcatagaa

ggcatcaaaa ttctgagggc

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780

840

900

960

1020

1080

1086



atgectatcaa
gggaatcceog
ctgactgatg
ccggagttgt
ggtgccttgg
gaacgaccca
cggagtatcc
acagtcaaac
aacagattga
aaggttaaca
gacacagaac
accagtcaaa
ggcaggatta
atagggaatt
attctgaata
tcaatctcta
aagtatgtca
gcaaccagag
<210> 15
<211> 1707

<212> ADN

tcacgattet
tgatatgcct
accaagtaga
gtectageccco
ggagtccagg
ctgctgtgga
tagcaaacaa
aaaatgggaa
actggctgac
acggggacta
aaaccaactt
caagtgtggt
gcttctattg
taattgctcc
ctgcaattcc
caaccaaacc
aacagggatec

gectgtttgg

<213> Virus de la influenza A

<400> 15

dtggagaaaa tagtgcttct tcttgcaata gtcagtcttg ttaaaagtga tcagatttge

ES 2428 384 T3

gtttetgete
gggacatcat
agttgtcact
tttaagatta
ctgtgatcac
cacttgttat
tgggaaattt
atccggagca
caaatctgat
tgcaagactt
gtataagaac
accaaacatt
gacaattgtg
gagaggtcat
cataggatct
ctttcagaac
cttgaaacta

tgcaattyg

atagecagagg
gocogtatoca
gcccaagaat
gtagatggac
ctcgaatggtyg
ccatttgatg
gagttcattg
tgcaaaagag
gggaaktgcat
tacatatggg
aacectggga
ggcagtagac
gagccaggag
tacaagctta
tgtgttagta
atctcaagaa

gctacaggaa

72

gttectetea
atgggacaat
tagtggaatc
aaacttgtga
cagaatggga
tgccggatta
ctgaggaatt
caaatgtgaa
acccacttca
gagttcatea
gagtaactgt
catgggtaag
acctcatagt
acagtcaaaa
aatgtcacac
tatcaattgg

tgaggaatat

gaattacaca
ggtgaaaacec
gcaacatcta
catcgtcaat
tgtcttcata
ccagagccta
ccaatggaac
tgacttttee
agacct gaca
tccttcaact
ttoccaccaaa
aggccaaagc
cttcaacacc
gaagagcaca
agataggggt
ggactgtccc

cocctgagaaa

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
200
960

1020

1048

60



attggttacc
actgttacac
gatggagtga
cctatgtgtg
ccagccaatg
ttgagcagaa
catgaagecct
agaaatgtag
aataatacca
gcagagcaga
ctaaaccaga
agaatggagt
ggaaatttca
atgaaaagtyg
ataaactcta
tatgtgaaat
agdaagaagaa
caaggaatgg
gctgcagaca
atcattgaca
aggaggatag
aatgctgaac
gtcaagaacc
aatggttgtt
gggacgtatg
ggagtaaaat
agttcecetag
tcgttacaat
<210> 16

<211> 1050

atgcaaacaa
atgcccaaga
agcctctaat
acgaattcat
acctckgtta
taaaccactt
catcaggggt
ctatggcttac
accaagaaga
caaagctcta
gattggtceo
tcttctggac
ttgetccaga
aattggaata
gtatgecatt
caaacagatt
aaaagagagg
tagatggttg
aagaatccac
aaatgaacac
aaaatttaaa
cttctggttct
cttacaacaa
tcgagttcta
actacccgca
tggaatcaat
cactggcaat

gcagaattctg
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ctcgacagag
catactggaa
tttgagagat
caatgtgceg
cccaggggat
tgagaaaatt
gagcgcagca
caaaaagaac
tcttttggta
tcaaaaccca
aaaaataget
aattttaaag
atatgcatac
tggtaactge
ccacaacata
agtccttgcg
actatttgga
gtatgggtac
tcaaaaggca
tcagttbgag
caagaagatg
catggaaaat
ggtccgacta
tcacaaatgt
gtattcagaa
gggaacttac
catggtagct

catttaa

caggttgaca
aagacacaca
tgtagtgtag
gaatggtctt
ttcaacgact
cagatcatce
tgtccatacc
agtgcatacc
ctgtggggga
accacctata
actagatecca
ccgaatgatg
aaaattgtca
aacaccaagt
caccctctca
actggactca
gctatagcag
caccatagca
atagatggag
gocogttggaa
gaagacggat
gagagaactc
cagettaggg
gataatgaat
gaagcaagac
caaatactgt

ggtectatett

73

caataatgga
acgggaaact
ctggatggct
acatagtgga
atgaagaact
ccaaaagtte
atgggaagcc
caacaataaa
ttcaccatec
tttcegttgg
aagtaaacgg
ccataaattt
agaaagggga
gtcaaactcec
caatcgggga
gaaatacccc
gttttataga
atgagcaggg
tcaccaataa
gggaatttaa
tcctagatgt
tagactttca
ataatgcaaa
gtatggaaag
taaacagaga
caatttattec

tatggatgtyg

aaagaacgCtt
ctgcgatcta
cctcggaaac
gaaggccagt
gaaacaccta
ttggtccaat
ctoccttttte
gaggagctac
taatgatgcg
aacatcaaca
gcaaagtgga
cgagagtaat
ctcagcaatt
aatgggggcyg
atgccccaaa
tcaaagagat
gggaggatgg
gagtggatac
ggtcaactcg
taacttagaa
ctggacttat
tgattcaaat
ggagctgggt
tgtaaaaaac
ggaaataagt
aacagtggcg

ctoecaatggg

120
180
240
oo
360
420
480
540
600
660
720
780
B840
500
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680

1707
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<212> ADN

<213> Virus de la influenza A

10

<213> Virus de la influenza A

<400> 17

74

<400> 16

atgattgcaa tcattgtaat agcgatactg gcagcagccg gaaagtcaga caagatctge 60
attgggtatc atgccaacaa ttcaacaaca caggtggata cgatacttga gaagaatgta 120
accgtcacac actcagttga attgctggag aatcagaagg aagaaagatt ctgcaagatc 180
ttgaacaagg cccctctocga cctaaaggga tgcaccatag agggttggat cttggggaat 240
ccccaatgeog atctgttget tggtgaccaa agcectggtcat atatagtgga aagacctact 300
gcccaaaatg ggatatgcta ccoccaggagot ttgaatgagg tagaagaact gaaagcattt 360
atcggatcag gagaaagggt agagagattt gagatgttte ccaaaageac atgggcoaggg 420
gtagacacca gcagtggggt aacaaaagct tgtcoccttata atagtggtte atctttctac 480
agaaacctcc tatggataat aaagaccaag tcagcagogt atccagtaat taagggaact 540
tacagcaaca ctggaaacca gccaatcctc tatttotggg gtgtgcacca tocckbcocctgac 600
accaatgagc aaaatactet gtatggotet ggogateggt atgttaggat gggaactgag 660
agcatgaatt ttgccaagag cccagaaatt goggcaagac ccgoctgtgaa tggocaaaga 720
ggtcgaattg attattactg gtctgtttta aaaccaggag aaaccttgaa tgtggaatct 780
aatggaaatc taatcgctec ttggtatgca tacaaatttg tcaacacaaa taataaggga 840
gccgtectteca agtcaaattt accaatcgag aattgcgatg ccacatgcocca gactattgca 200
ggagtcctaa ggaccaataa aacatttcag aatgtgagce ctctgtggat aggagaatge 960
cccaagtatg tgaaaagtga aagtctaagg cttgcoctactg gactaagaaa tgttccacag 1020
attgaaacca gagggctttt cggagctatc 1050
<210> 17

<211> 1698

<212> ADN



atggaaaaat
attgggtacc
ccagtcaced
gatttaggtg
cccaagtgtg
gcaccagaag
ttctccagtg

actagatctg

agcatcaatt
gttaataatg
aaagagcaga
ataaacagaa
aggatggatt
ggaaatttaa
acttcaaaatg
gcaatcaata
aaatatgtga
gaacccagag
attgatgggt
cagaaatcaa
aagatgaaca
dacatgataa
ctoccttgtge
ctttttgatg
tttgacatac
gatcataagg
ctagaagaga
tgcttggcaa

tgcatgttct

tcatcgcaat
aatcaaacaa
daacaatgga
ccccattgga
acatccatct
ggatgtgtta
ctgcatctta

gaacgagtaa

ggttgaccaa
aagatggaga
caacactata
gctttcaace
actattgggg
tcgcacctga
aggatatacc
gcagcaaacc
agaaggcaag
gactgtttgg
ggtatggatt
cacaagaagc
gggagtttga
acgataaaat
tcttagagaa
aagtgaaaag
ttcacaaatg
aatatgaaga
acaccactta
tcctgattge

gtatttga

ES 2

agcaaccttg

ctccacagac

goctocgtggaa

actgcgagac

gaaggatcaa
ccctggatct
caagagaata

agcatgcaat

aaaggaacca
catcatttte
taaaaatgeca
aaatattggt
cattctgaaa
atttggctat
catcgggaac
ctttcagaat
cttgcgactt
agccattget
tcatcacagc
catcgataag
agttgtgaat
agatgaccaa
ccagaaaacy
gagactgtca
cgacaatgag
ggaggctaaa
caaaattctt

tggaggttta

428 384 T3

gcgagcacaa
acagtgaaca
acagagaaac
tgcaagattg
ggttggtcat
gtggaaaatc
agactatttg

gcatcaacag

gacacttatg
ttatggggga
aacactttga
cccagaccat
agaggggaga
ctgctcaaag
tgtaacacaa
gcaagtagge
gcagttggge
ggtttcattg
aattcagagg
atcaccaata
catgagttct
attgaagate
ctagacgaac
gccaatgcaa
tgtatggaaa
ctagaaagga
agcatttaca

atcctgggca

75

atgcatacga
ctctcataga
atcccgctta
aggcagtaat
acatagtgga
tagaagaact
actattccag

gtggccaatce

acttcaatga
tccatcatee
gtagtgttac
tagtaagagg
ctctgaagat
gtgaaagcta
aatgtcaaac
attacatggg
ttaggaatac
aaggaggatg
gaacaggaat
aagtcaacaa
ctgaagttga
tttgggctta
atgattccaa
tagatgctgg
ctataaagaa
gcaagataaa
gtacagtggc

tgcaaaatgg

taggatatgc
acagaatgta
ttgtaacact
ctatgggaac
gaggcccagc
gaggtttgtc
gtggaatgtg

cttctatagg

aggagcttac
gccggacaca
tactaacact
acagcaaggqg
caggaccaac
cggcagaata
atatgcggga
agaatgtece
gecttetgtt
gtctggaatg
ggcagctgac
tatagttgac
aaaaagaata
caatgcagag
tgtcaaaaac
gaacggttgc
cggaacttac
tggagtaaaa
ggccagtcett

atcttgtaga

60
120
180
240
300
360
420

480

540
600
660
120
780
840
500
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680

1698



10

<210> 18

<211> 1363

<212> ADN

<213> Virus de la influenza A

<400> 18

atggaaacag
atctgcatog
aatgttectg
gcaacaaatc
ggtaaccctt

tcatcagctg

acacttttta
aatgtgactt
tggctgacte
ggaaagagca
aatttgtaca
ttcaaaccga
tattggtcgg
gctccatggt
ttaaaaagta
ttgocogttec
aaaagtctca
ttecggageca
ggtttcecage
daggcaattg
tatgaaataa
aagattgatg
gaaaaccaga

<210> 19
<211> 1727

tatcactaat
gcecaccagte
tgacacatge
tgggacatcc
cttgrgactt

taaatggaac

gttoccgoctag
acactggaac
aaadaagcgg
ttcttttogt
caagaaccga
tggtagggcc
tactaaaacc
atggacacat
gtaattgcgt
acaatatcag
aactggcagt
tagctggatt
attcaaatga
atagaataac
ttgatcatga
accaaataca

daacactcga

ES 2428 384 T3

gactatacta
aacaaaccec
caaagaattg
cctaatctta
gctgttggga

gtgttaccect

ttcctaccga
aagcaaagca
gtcttacect
gtggggcata
cacaacaaca
aaggcccctt
aggcecagaca
tcttteggga
agtgcaatgt
taaatatgca
agggttgagg
catagaagga
tcaaggggtt
aaccaaggtg
attcagtgag
agacatatgg

tgagcatgac

ctagtagcaa
acagaaactg
ctccacacag
gacacgtgca
ggaagagaat

gggaatgtag

agaatccaaa
tgttcagatt
gttcaagacqg
catcacccac
agcgtgacaa
gtcaatggte
ctgcgagtaa
gggagccatg
cagactgaaa
tttggaaact
aacgtgectg
ggttggccag
ggtattgcgg
aataatatag
gttgaaacta
gcatataatg

gcaaatgtga

76

cagcaagcaa
tggacacgct
agcacaatgg
ctattgaagg
ggtcctacat

agaacctaga

tcctcccaga
cattctacag
ctcaatacac
ccactgaagc
cagaagactt
tgcagggaag
gatccaatgg
gaagaatcct
aaggcggcete
gtcccaaata
ctagatcaag
gactagtcge
cagataggga
tcgacaaaat
ggctcaacat
cagagttgct

aga

tgcagacaaa
aacagaaacc
aatgctgtgt
actgatctat
cgtcgaaagg

ggaactcagg

cacaatctgg
gagtatgaga
aaataatatg
tgcacagaca
aaataggatc
aattaattat
gaatctaatt
gaagactgat
aaacagtaca
tgttagagtt
tagaggacta
tggttggtat
ttcaactcaa
gaacaaacaa
gatcaataat

agtactactt

50
120
180
240
300

360

420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320

1363



ES 2428 384 T3

<212> ADN
<213> Virus de la influenza A

<400> 19

7l



agcaaaagca
gaaaggtctt
gacccttaca
tttgaataaa
aggaatgttg
cattgagcga
attgaggcag
tgggtcttce
tttctatgca

ddacaaacacc

ccocttocage
tgagagttct
tggacaaagt
cttctcagac
tttgggaatc
agggggttct
atgccccaaa
agaagtggtg
ggaaggaatg
agctgctgat
gttgattgag
gcatcaaatt
caacgcagag
gatgctaaat
aaagggatgt
caatacttat
cccagtgaaa
atgctttgtt

catgcgatgce

ggggtcacaa
gacagaatct
aatgaacaag
ttgtgtatga
ataggaacac
gagaatgcca
aaaataatgg
atcacctcag
gagctcaaat

tatcggaata

acacaggaaa
acatatcaga
gggcgaattg
aatggaggtec
caatcagaag
ataaatacaa
tacgtaaatc
cagggaaggg
gtagacggct
tacaagagta
dagaccaaca
ggtaacgtca
ctattagtgg
ctgtatgaaa
tttgagatat
gaccattcac
cccocotbegg
cttctageceg

acaatctgta

ES 2428 384 T3

tgtacaaagt
gocctaggaca
aggaagtgac
aaggaagaag
ctgtttgtga
ttgcccactg
aaagtggagyg
ctgggaccac
ggctagtgte

cggacacagc

agaatgactt
acaactttgt
actttcactg
taatagcacc
cgttgataga
agctcccttt
agaggagttt
gtctgtttgg
ggtacggttt
ctcaagcagc
ctgagtttga
ttaattggac
caatggagaa
gggtaagaaa
atcatacttg
aatacagaga
ggtacaaaga
ttgttatggg

tttagttaaa

agtagtaata
ccatgeggtt
caatgctact
ctacaaggac
tccgecacttg
ttatccaggg
aatcagcaag
taaggcatge
aaagacaaag

agaacatctc

attgocgctoeo
gccaatggaa
gagacggtag
ttgggcaatt
accgggacct
gcaaccataa
atgagcactyg
atgagaaatg
ggacaaaatt

ataatatggg

ttggagcagt
ccattgtgaa
agagcacaaa
gtcacccggt
gggacactct
atgaagaagce
gcttcactta
gaggagatag
tcectecagac

gaattcatca

atacggaact cagtcactat ctatatcagt

tccagttgtt
gacactagta
aagtcgagtt
caacagttgt
tcaaaatctg
actgctrtgea
tgcaatagca
cagacaccaa
tattgaccaa
gtcaatagaa
caaagattca
tcagcacaca
gcaactcaga
tgatgattcg
ggaggctctt
catcatactec
tcttgtttte

adaacaccttgt

78

ggggcaagac
cagccgggtyg
agcaaattaa
gaatccaaat
tcacccagaa
acagggatga
gggttcatag
aatgcccagg
atcacaggga
tctgaattca
ataaccgaca
attgacatgg
cagaatgcag
tgcatggaga
ctgaatagac
tggtttaget
ttoctgoctga

ttctact

ctcaggtcaa
acaacataac
ctggaaggga
gcttttggag
cagtaggtca
ggaatgtgce
aaaacggatg
gcacaggeca
aactgaacag
gtgagactga
tttggactta
ctgattcaga
aagaagacgg
ﬁtataaggaa
tgaacatcaa
tcggggaatc

aaaatggaaa

60
120
180
240
300
360
420
480
540

600

660
720
780
B40
500
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680

1727



ES 2428 384 T3

<210> 20

<211> 1698

<212> ADN

<213> Virus de la influenza A

<400> 20

atggagaaaa
atcgggtatt
acggtcacta
aatggaaaac
cctatgegtyg
ccaacaaatg
Ctcagtggag

gtaaattcag

cactgctatt
taagcaacaa
gctcagtgga
aaccaataaqg
atgaactaat
gaatctgtta
ttttagaatt

gagtaggagt

tgcagctatt
ctocgacagac
actggttgag
ccttggagat
tggaaagact
cccaggaact
taacaaattc

aaccgctgca

ttccotregeg
aaagttgaca
acagaacaca
tgttcatttg
tcatggtcte
ttagagagtg
gaagtattca

tgcaaattog

79

tgaaagcaga
caataattga
ctggatcatct
ctggatggat
acattgtgga
aagaagaact
catcaaatgg

ggggttctaa

tgagatctgt
gaacaatgtc
ctgttcaatc
attaggaaac
aaaacccaat
aagactgaaa
atggggtgct

CCocEEtoktt

60

120

180

240

oo

360

420

480



cgaaacatgg
aacaacacca
acagaacatc
tacaacagaa
cggatgacat
ggggcgttce
ttcaggageg
attaatacga
tatgtgaatg
tcgagaggct
aatggatggt
gagtcaactc
atgaatacaa
caattatcaa
ctegttttac
catgagaaag
accttttacc
cataaagaat
gattctagtg
gtattggecag
tgtaccattt
<210> 21
<211> 1695

<212> ADN

tatggctgat
aagggagaga
aagatctgta
gattcactce
tctactggaa
tagctcctag
aactgaacat
acaaaagctt
tcaaatcctt
tgtttggagc
atgggctcca
aaaaggcaat
actttgagtc
aacacgtaga
ttgaaaatga
tcagaagaat
ataagtgtga
r.cgaggagga
ggaatgtgta
cactcatcat

gcatttag

<213> Virus de la influenza A

<400> 21

ES 2428 384 T3

acaccaatca
tgtactgatt
taaaaaggac
agaaatcaac
gatagtcaaa
atatgctttt
tgaatcatge
ccacaatgtt
daagcttgca
aatagctgga
acacagggac
agaccagata
tgtgcaacac
tgattctgtyg
gaagacactg
gctaaaggac
caataaatgc
atcaaaaatc
taaaatactg

ggggttcatg

ggaacatatc
gtttggggaa
agctecctatg
actaggeccca
ccaggagaat
gagattgtct
tctaccaaat
cacagaaaca
acaggaccta
ttcatagaag
gaagaaggaa
acatccaagg
gaattcagtg
gttgacatct
gacctecatg
aatgccaaag
attgaacgag
aatcgccagg
tcaatttaca

ttttgggeat

80

ctgtaataaa
ttcatcatcc
tagcagtggg
gagtcaatgg
caataacatt
ctgttggaaa
gtcaaacaga
ctatcgggga
gaaatgtccc
ggggatggcc
caggcattgc
taaataacat
aaatagagga
ggtcatataa
actcaaatgt
atgaggggaa
ttagaaacgg
agattgaagg
gctgcattgec

gcagtaatgg

gagaaccttt
tgctacactg
ttcagagacc
acaggccgga
cgaatctaat
tgggaaactg
aataggagga
ttgccccaag
agcaatagca
tggactgatc
agcagacaag
cgttgacagg
aagaataaat
tgcacagett
caggaacctc
cggatgette
aacatatgat
ggtgaaacta
aagcagtctt

atcatgtaga

540
600
660
720
780
B40
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680

1698



atggaaaaat
tgcattggat
gttccggtga
acggaactag
aatcccaaat

daagagatgg

ctgttttette
gtcacataca
aégagcatgu
aagaacacca
gatgaacaag
atcaatagga
agaatggatt
ggtaatctta
ctcaagaata
datgaacacaa
tacataccat
gatcgggggc
goctggttbggt
gacagcaccc
atgaataaac
atgattaatt
cttgtcctat
catgatcggg
gagattttac
cacaaagagt
gaggagaatt
ctactgctca

actttctgta

<210> 22

tcatcatttt
aCcaaacaaa
cgcaggtgga
gatcaccact
gtgatcttta

aaggagtttg

ccatcaaaaa
ctgggaccayg
gatggttgac
gagattcaga
taaaattata
gcttcaagcc
actactgggc
ttgcacctga
atttgeccecat
gcaaaccttt
cagggagttt
tctttggage
acggatttca
aaagggcaat
aatttgaagt
ccaaaattga
tggaaaatca
tcagaagagt
ataaatgtga
atgaggaaga
ctacatataa
tgattattgg

tttaa

ES 2428 384 T3

gagtactgtc ttggcagcaa

caactcgact gaaacggtaa

agaacttgta catcgtggga

agtgcttgat gactgttcat

tttgaatgge agggaatggt

ctatccaggg tcaattgaaa

atatgaaaga
caaggcctge
cttaaaateca
cattgtatte
Caaaaatcct
taatataggg
tgttcttaaa
atatggtcac
gggacagtgt
ccagaacact
aaaattggca
aattgcaggt

gcatcaaaat

gtgaagatgt
aataatacat
ggacaattte
acctgggceca
gatactctct
ccaagaccac
cctggacaaa
ttaatcacag
gtgactgaat
agtaagcact
atagggctca
ttcatagaag

goggagggga

agacaatatg caaaacaaac

ggtgaatcat
tgatcagata
gaagacatta
cctgagggaa
caacaattgt
aagcaaaatc
aattctgage

gggtttcatt

gagttttcag
actgacatat
gatgagcatg
aatgcaattg
atggacacga
gaacgacaga
atctacagca

ttecgggtgte

81

gctbttgcata
acacactaag
ttgatccgat
tagagggtct
catacatagt

accaggaaga

ttgatttecac
Caaaccaagg
cagtccaaac
ttcaccacecc
cttcagtcac
tcgtgagagg
cagtcaaaat
ggaaatcaca
gtcaattgaa
atattgggaa
ggaatgtcce
gcggatggec
caggcatagc
tcaacaatgt
aagtggaaag
gggcatacaa
acgctaatgt
acacaggaga
ttagaaacgg
aagtcaatgg
gtgttgecte

aaaatggaaa

tgacaaaatt
tgaacaaaac
cctgtgtgga
aatcctaggce
agagaggeceoc

dctaagatct

caaatggaat
ctcattctat
agatgagtac
accaacatct
caccgtagaa
acaacaaggg
acaaaccaat
tggcaggata
cgagggtgta
atgccccaaa
acaagttcaa
agggctagtyg
tgcagacaga
catcgacaaa
cagaataaac
tgctgaattyg
aaggaatcta
cggctgcttt
gacatacaat
tgtgaaactt
aagcttagtt

tgttegttgt

60
120
180
240
300

380

420
480
540
600
660
720
780
840
300
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680

1695



ES 2428 384 T3

<211> 1701
<212> ADN

<213> Virus de la influenza A

<400> 22

atggctctaa atgtcattgc aactttgaca cttataagtg tatgtgtaca tgcagacaga 60
atatgcgtgg ggtatctgag caccaattca tcagaaaggg tcgacacgct cctbgaaaatc 120
ggggteccag tcaccagctc cattgatctg attgagacaa accacacagg aacatactgt 180
tctctaaatg gagtcagtcc agtgcatttg ggagattgca gotttgaagg atggattgta 240

82



ggaaacccag
cccgeggeoce
cacttgttca
ggggaagtac
tatcgaaatt
tacaacaata
gtggatgaga
tcttggageg
agctggatga
aatggtggat
attttccaga
gggataaaca
aaatacataa
tcgaatagag
atcaatggtt
aaagaatcaa
daaatgaatg
aacatgcttg
cttcttgtat
ttacatgagc
tLttgaactee
gaccacactg
ctcaaatcag
gttgtactag
cgattcaatg
<210> 23
<211> 1749

<212> ADN

cctgcaccag
ctcatgggct
gtggaatcag
ttgacggtac
tagttbggtt
caacgggaag
caaagactct
agaaatataa
aaatttattg
ttttagcecece
gtcgcatcag
caaacagaac
agtctggeca
gattgttcgg
ggtacggttt
cacagaaagc
ggaactatga
cagac agaat.
tgctggaaaa
aagtacgaag
ttcataaatg
agtatgcaga
aagacaacgt
taggactcat

tttgtatata

<213> Virus de la influenza A

<400> 23

ES 2428 384 T3

caactttggg
ttgctaccet
gtcattcagt
aacatctget
tataaagaag
ggatgttcta
gtatgtcaat
actagaaacg
gtctttgata
aagatatggg
aatgtctagg
gttccaaaac
actcaagcta
agcaattgca
tcagcatcaa
tatagaccag
ttcaattagg
agatgatgec
tgataaaact
agaattgaag
caatgactcc
ggagtcaaag
ttacaaagca
actctetteo

a

atcagagagt
ggagaattaa
agaacggaat
tgcagagata
aatactagat
gttttatggg
agtgatccat
ggagtccgac
cateccagggg
tacataattg
tgcaacacca
atcgataaga
gcecactggac
gggttcatag
aatgaacagg
ataacaacca
ggtgaattca
gtgacggaca
ttagatatgc
gacaatgcaa
tgcatggaaa
ttaaagaggc
ttatcaatat

atcatgtggg

83

ggtcatacct
acaacaatgg
tgatceccacc
acacgggaac
atccagttat
gaatacatca
acacactggt
ctggctataa
agatgattac
aagaatatgg
agtgccagac
atgctecttgg
tcagaaatgt
daggaggctg
gaacaggaat
aaataaataa
atcaagttga
tctggtcata
atgatgctaa
ttgacgaagg
ctataagaaa
aagaaatcga
acagttgcat

cctgtagtag

gattgaggac

tgaactcaga-

tacctcoctgg
caacagctte
cagtaagace
cccagtgtct
ttccaccaag
tggacagagg
tttcgagagt
aaaaggaagg
ttcggttgga
tgactgtcce
gccagctata
gccaggttta
agctgcagac
cattattgatc
gaagcgtata
caatgccaaa
tgtaaagaat

aaatggetgt

tggaacgtat

tgggatcaaa
tgcaagtagt

cgggaatctgc

300
160
420
480
540
600
660
720
780
840
300
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680

1701



ES 2428 384 T3

agcaaaadca ggggaaaatg attgcactca

cttattctca gatcacaaat gggacaacag

cagtggaaaa
ctaaagaatt
tcgacgggea
tgcaggacac
cattcgacgt
agttcatcge
gtttgagggg
atggaaacta
atctctgggg
caacagggag
gaagtagacc
acccagggga
acaaaataag
gcacaagccc
tatcaaggat
caactggaat
gattcattga
atgctgaagg
taaatggcaa
aggaattcga
agattgattt
tagatgtcac
agaatgcaga
gtatagaaag
acaatcgaakt
ggatttcttt
gggcttgtca

LLEctactc

cggcacatct
agttgagacg
agactgccac
cacttgggat
cccagattac
cgaacaatte
cggtcgcaac
tggacctatt
agtgcatcac
agtaacagta
gagggtaagg
ctccatcatt
caaatctact
ttgettaace
tgctatagga
gecgecaacatce
aaatggttgg
aacaggaact
gctgaacaga
acaggtggaa
gtggtcatac
agactccgaa
agatcaaggc
cattagaaac
caaaataaat
ctccatgtca

aaacgggaat

gttaaaacac
aaccacactg
ctcatcaatg
gtcttcattg
cagagtctca
acctggaatg
agcttettet
aacgtcacta
ccatcaagcg
tctaccocget
aatcagagcg
ttcaacagta
aagagcacag
gataaaggtt
aactgecccga
cctggcaaac
caaggcctga
gcbtgocagace
ttgatagaga
ggaagaatac
aatgctgaat
atgaacaagc
aacggttgtt
ggaacttatg
cctgtcactt
tgetttgtck

atccgatgece

tattggttgc

gaaaccccat

taacagacaa
atgaactgtg
gtgcattggg
aaaggcccac
gaagcatect
gtgtcaaagt
cccgactaaa
aagaaaatac
ataatgagca
cggaccaaat
gcaggataag
ttgggaattt
tgcttaaaag
cgatccaaag
aatatgtaaa
aggcaaaggg
ttgatgggtg
tgaagtcaac
agacaaatga
aagaccttga
tgctagtagec
tttttgaaag
tcgagatatt
accacaacat
tgacgatggg
tcgtggcact

aaatctgtat

84

actggctetg

tatatgettg

tcacgtagaa
cccaagccce
gagtccagge
tgcagtagac
agcaagcagt
tgacggatca
ctggctaacc
gggctottat
aacggatctec
cagtattgtt
catctactgg
gattgcacca
tgacaaaagg
tgacaaacct
gcaagggtcce
cttatctggg
gtatggattc
tcaggcagcc
aaaatatcac
gaagtacgtt
actagagaat
agtaagaagqg
ccatcagtgt
ctacagggat
gtacaaggac
gattctggga

ataaagaaaa

agccacactg

gggcatcatg

gttgtgtcag
ttgaagcttg
tgtgaccgct
acatgttatc
gggagtttgg
agcagtgctt
aaagcaacaa
gtcaggctct
tacaaggtgg
cccaatatag
accctagtaa
agaggccact
attgggtcat
tttcagaatg
ctgatgttag
gcaattgectg
aggcaccaaa
attgatcaga
caaatagaaa
gaggacacta
cagcacacaa
caattaagag
gacaacaatt
gaagccatca
ataatcctgt
tttgttctat

aacacecttg

60

120

180
240
300
360
420
480
340
600
660
720
780
B40
300
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740

1749



<210> 24

<211> 1762

<212> ADN

<213> Virus de la influenza A

<400> 24

ES 2428 384 T3

85



agcaaaagca
tcgatggtga
gtcaacacac
acaggaataa
atactgggaa
ctgataatag
gaagcactga
agatattcag
ttctactcag
aatcagacat
tcaagtteockt
ggaagctcaa
ggtcaggccyg
tttaccttea
ccatcgggag
gaatcatgtg
caaaacatecg
ccgetggect
gcaattgcag
aggcatcaaa
attgaccaga
ctcatagaca
agggactcct
cagcatacaa
cagctaaggg
gacgatcaat
gaagccttac
gtgatactat

cttattttca

ggggatacaa
gatctgacaa
taactgagaa
ataaagtgtyg
ctatcattgg
aaagaagaaa
gacaaataat
gaataaaaac
aaatgaaatyg
acaggaacaa
tggatgagca
aataccaaca
ggaggatcga
atggtgcatt
ttgagtacaa
aaggggaatg
atagttgggc
taggaatgaa
gattcatcga
atgcacaggg
taacagggaa
atgagttcac
tgactgagat
ttgaccttge
agaatgccga
gtatggagag
agaataggat
ggtttagcott

tgtgtgtgaa

ES 2428 384 T3

aatgaacact
gatttgtcte
aggagtggaa
cacaaaaggyg
gccteocacaa
ttcaagtgac
cagagaatct
agacggggca
gcttttatce
cagaaaagaa
aaataagcta
atcgttttca
ctttcattgg
catagcccca
tgggaagtca
cttctacagt
tgtcggaagg
aaatgtacca
gaatggatgg
gcagggaaca
acttaataga
tgaagtggag
ctggtcatac
agattctgaa
ggaggatgga
catacgaaat
aatgatcaat
cggggcatca

aaacgggaat

gaaaaacacc cttgtttcta ct

caaatcatcg
gggecaccatg
gtggtcaatg
aagaaagcgg
tgtgactcte
atctgttacc
ggtggaattg
accagtgogt
agcaaggcta
ccagccctaa
tatggagctyg
ccaagtccag
atgctattgg
gatagagcca
ctgggaatac
ggagggacaa
tgccccagat
gagaaaatac
gaaggactca
gctgctgact
ttaattgaaa
cagcagatag
aatgctgaac
atgaacaaac
actggatgct
aatacttaca
ccggtaaage
tgtgtaatge

ctgcggtgea

86

tcattctagt
ccgtagcaaa
ccacggagac
tggacttggg
atcttaaatt
cagggaaatt
acaaagagcc
gtaagagaac
accaggtgtt
tegtttgggg
ggaacaagct
gggacaggcc
acccagggga
ccttteteog
agagtgatgc
taaacagccc
atgtaaagca
atactagggg
ttgatggatg
acaagagtac
aaaccaacac
gcaatgtaat
ttctagtage
tctatgagag
ttgagatttt
atcacactga
ttagtggtgg
ttctagccat

ctatctgtat

ccteggactyg
tgggacaaaa
agtggagarct
atcttgtgga
caaagctgat
cactaatgag
aatgggattt
agtgtcctct
cccacaactg
agtacatcat
gataacagta
caaagtgaat
tacagtcact
ctctaatgcce
acaaattgat
cttgeocattct
atcaagcctg
actgttcggt
gtatggattt
tcaggctgca
acagtttgaa
aaactggaca
aatggaaaat
agtgagaaga
ccaccgatgt
atatcgacag
gtacaaagat
tgctactgggt

ataattattc

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
980

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680

1740

1762



<210> 25

<211> 1760

<212> ADN

<213> Virus de la influenza A

<400> 25

ES 2428 384 T3

87



agcaaaagca
atcgtattgt
aacgccacag
gatccteogttg
catcttggtg
atcaacatca
ttcccaggag
tttagcagaa
gettettgee
aataaaaatg
gttctagtac
gcaagcaaaa
gaaattggca
atgcgceoctg
ggatacatcca
aaatgcaaca
aacatagaga
cttgcaactg
gcaggcttca
cagaatgaac
gaaataacaa
agaggggaat
gcagﬁa&ctg
acattggact
daaagtaatg

tcatgcatgg

ggggatattg
taagtaggta
acacagtaga
aaacaaacca
actgcagectt
gagagtggtc
agttagataa
cagaattaat
gocgataatgg
gaaaatacecc
tctggggcat
acccctacac
ccagaatagg
gagagaggat
ttgagaagta
caaagtgtca
gaaatgctct
ggctgagaaa
tagaaggagyg
aggggactgg
caaaaattaa
tcaatcaagt
acatatggtc
tacacgacgce
ctattgatga

aaactattag

ES 2428 384 T3

tcaaaacaac
ttcgaaagca
cacactgaca
cacaggaaca
tgagggatgg
gtatctaatt
taatggagaa
aagtcccaac
ggcaagcagt
tgtcataaag
tcaccatccg
attagtatca
tgatggacag
aatgtttgaa
cggtacagga
aacatcatta
tggagattgc
tgtcccatee
gtggcctgag
cattgctgeca
caatataata
agaaaagagg
gtacaatgct
aaatgtcagg
aggagatggt

ddaatgggacc

agaatggtga
gacaaaatat
gagaacggag
tactgctcac
atcgtaggaa
gaggacccca
ttacgacatc
aaatggggag
ttttacagaa
ggggattaca
gatacagaaa
acaaaggaat
agaagttgga
agcaacgggg
cgaattttcc
ggtgggataa
ccaaagtaca
gttggtgaaa
ctaattaatg
gacaaagecct
gagaagatga
atcaacatgc
aaacttcttg
adacttacacg
tgcttcaate

tacaatcatg

tcaaagtgct
gcataggata
ttccagtgac
tgaatggaat
accctteceg
atgccocccaa
tcttcagcegyg
acattctgga
atttggtctyg
ataacacaac
caacagccat
ggagcaaaag
tgaaactata
geccttatage
aaagtggagt
acaccaacaa
taaagtctgg
gaggeregtt
gatggtatgg
ccactcagaa
acggaaacta
tcgctgatcg
tactgcttga
atcaggtecaa
ttcttcacaa

aagattacag

caactgaaaa ggcaggaaat tgagggaata aaattgaagt ctgaagacaa

gtactgtcga tttatagctg cattgcaagc agtattgtgc tggtaggtct

ctactttctc
tctaagcaac
cagctcagtt
cagcccaatt
tgccaccaac
caaactctge
agtgaactct
tggagtcacc
gatagtgaag
aggcagagat
aaacttgtac
atatgaacta
ttggcaccte
gcccagatac
gagaatggcc
aactttccaa
acagctgaag
tggtgcaatt
tttccagcac
agcgatagat
tgattcaata
agttgatgat
aaatgggaga
gagaatattg
atgtaatgac

ggaagaatca
tgtgtataaa

catacttgcg

ttcataatgt gggcatgcag caatggaaat tgeocggttta atgtttgtat atagtcggaa

aaaataccct tgtttctact

88

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

300

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560
1620

1680

1740

1760



<210> 26

<211> 1882

<212> ADN

<213> Virus de la influenza A

<400> 26
agcagaagcg
gtagtaacat
gtggttaaaa
acacctacca
ccaaactgtt
aacacaccct
Cttcctataa
gaaaacatca
tacaaggtgg
acaatggctt
gaagtaccat
gatgacaaaa
tctgccaatg
gaagacgaag
ggaaaaacag
gcaagtggca
ctccacgaaa
aaggccatag
daacatagac
ttcttggaag
gcacatggag
acaaaaaatc

gcaatgaatg

ttgcattttc
ccaatgcaga
ctgccactca
aatctecattt
ttaactgcac
ccgcaaaagt
tgcacgacag
ggttatcaac
ggacctcagg
gggttatcce
acatttgttc
cccaaatgga
gagtaaccac
ggctaaaaca
gaacaattgt
ggagcaaggt
agtacggtgg
gaaattgece
cgcctgcaaa
gaggatggga
tggcagtgge
tcaactattc

agecttcacga

ES 2428 384 T3

taatatccac
tcgaatctge
aggggaagtc
tgcaaatctc
agatctggac
ctcaatactc
aacaaaadtc
cagtaatgtt
atcttgcoccoct
dadagacaac
agaaggggaa
adagactcctat
acattatgtt
aagcggcaga
ttatcaaaga
aataaaaggg
dttaaadtaaa
aatatgggtg
actattaaag
aggaatgatc
agcagacctt
aagtgagcta

cgaaatactec

aaaatgaagg
actgggataa
aatgtgactg
aaaggaacac
gtggcocctag
catgaagtca
agacaactac
atcaatacag
aacgttgcta
aacaagacag
gaccaaatcta
ggagactcaa

tctcagattg

attgttgttg

ggcattttat
tccttgoctt
agcaagcctt
daaaacaccct
gaaagaggit
gcaggttggce
aagagtacac
gaagtaaaaa

gagctagacg

89

caataattgt
catcgtcaaa
gtgtgatacc
agaccagagg
gcagaccaaa
aacctgctac
ctaatcttct
agacggcacc
atgggaacgg
caataaatcc
ctgtttgggg
atcctcaaaa
gtggcttccc
attacatggt
tgcctcaaaa
taattggtga
actacacagg
tgaagctgge
tcttcggage
acggatacac
aagaagctat
accttcaaag

aaaaagtgga

actactcatg
ctcacctcat
actaacaaca
aaaactatge
atgcatgggg
atctggatgc
cagaggatat
aggaggaccc
cttcttcaac
agtaacagta
gttccactct
gttcacctca
aaatcaaaca
acaaaaacct
agtgtggtge
agcagattge
agagcatgca
caatggaacc
tattgctggt
atctcatgga
aaacaagata
actaagcgga

tgatctaaga

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320

1380



gctgatacaa
aacagtgaag
tctgctgktag
ctagacagga
tcattaaaca
ctctactact
gtctacatgg
cctgtgtttt
gaaaaatgct
<210> 27
<211> 2073

<212> ADN

taagctcaca
atgagcatct
aaatagggaa
tagctgctgg
ttactgctgc
caactgctgce
tctccagaga
cctttactgt

cttgttacta

<213> Virus de la influenza A

<400> 27

ES 2428 384 T3

aatagagctt
cttggcactt
tgggtgcttt
cacctttaat
atctttaaat
ttctagcttg
caatgtttet
agtgctcatt

ct

gcagtcttge
gaaagaaaac
gaaaccaaac
gcaggagatt
gatgatggct
gctgtaacat
tgttccatct

tgcttgtcac

90

tttccaacga
tgaagaaaat
acaaatgcaa
tttctettee
tggataatca
taatgatagc
gtctgtgagg

cattacaaag

agggataata
gcttggecccc
ccagacttgﬁ
cacttttgat
tactatactg
tatcttcatt
gagattaagc

aaacgttatt

1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860

1882



agcagaagca
gctgaaaaaa
ggcttoggag
aaagctggag
gacaaaagca
tttogttttt
gactacctte
ccacatgctg
aaaaacattt
aaaactattc
aaaaatccag
aatcttgctt
gtggcttctt
aactactttc
gtatcacctt
ctgaaacctg
agttattgct

aaaggcagag

gggggttaat
taaagatatg
gaaatttgta
cctctgtott
attcagcttt
tgtctggtgg
accaaggatg
ctataaattg
atgaattggc
ctttacaagt
cattgtacac
tcttcacact
gctatttcat
aagtgatcta
acacagggaa
gaagatattc
ttgacatgaa

aatctgacta

ES 2428 384 T3

aatgtttttc
ccttcaaaag
tgccacagaa
gaatcaaagt
tcctaggtect
atccttaatg
tggaaaacat
ttacagaaaa
ttcacaatca
gactgctggg
acaagaagtc
tccaacccaa
ctatgatagt
tgattecattt
ttctggagac
agtaagaagc
agaaaaagga

tgcagtggat

tcattactct
caagtgaaca
Jdaddadadgaa
acatggattg
getgatgett
ttgagtatgt
aaagtttete
aattggactg
cattgcatga
actgcaggaa
aagccttcag
tttggaacct
aaagaagtgt
ggaaaagtcg
accccaacaa
tctccaagat
ccagtcactg

caagcttgct

91

tggtgttggg
gtagcttcag
tgtttgagect
gctttggaga
cagcaaaaac
ttggcccace
atgaaggagt
atatcaaact
gcttggtgaa
attgcaacaa
aaaacaaatg
atgagtgcaa
acaataaaag
ttggaggact
tgcaatgtga
tccttttaat
ctgtccaatc

tgagcactec

cctcacagag
cctacacaat
tgttaagccc
ttcaaggact
tgctgataag
tgggaaggta
taactggagt
gaatttccag
tgeecttggac
cagcttcotta
tgggaaagaa
dctgcatctt
aggatgtgac
agataacagg
catgctccag
gcctgaaaga
catttgggga

agggtgcatyg

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
B840
900
960

1020

1080



ttgatccaaa
atgagggagt
gtgaatgaaa
cctttggctg
agtggaaccyg
attattggtg
agtagaaaag
attggaaatyg
gacagaattt
agatctgaag
agcataggat
gatctagcag
agctgtcaaa
cttgacacaa
gcaataactg
actaaatgat
tttataaaaa
<210> 28
<211> 1670

<212> ADN

agcaaaagcc
tgctgtcagg
ccagtccttt
caaaggaaga
ataccactgt
tgoctcoctttgt
aatcaggagg
acatacaaat
ctcatgatga
ctttattggg
tacaggaatc
ttgaagtete
attttattctt
aaattgatct
ctactatttc
tgagacaatt

acaaaaatcc

<213> Virus de la influenza

<400> 28

ES 2428 384 T3

atacattgga
actggactat
tacggagaaa
atccattcca
aaccaaacct
tgcaatcgtt
aggtgtgaca
tttaaaatct
gcaagccatc
agaattggga
ttcatgggaa
cccaggttge
caagttcaac
gcaatcagat
attggcagct
ttgaaaaatg

ccttgctact

gaagctgatg
gaagctagat
tacctoctte
aaaatcccag
aagagcagaa
gaaacaggaa
aaagaatcag
tctataaata
agagatctaa
ataataagag
ctagcttcag
tggataattg
gaaactgcac
ccCttttact
ttggtgatct
gataatgtgt

got

92

atcaccatgg
gcatatcaca
ctcccaaatt
atggccttct
tttctggaat
ttggaggcta
ctgaaaaagg
tcgcaataga
ctttagaaat
cecttattggt
aaataacaaa
acaataacat
ctgttccaac
ggggaagcag
ctgggatcgc

tggtcaatat

agatcaagaﬂ
atcagggtgg
tggaagatgc
aattceccacc
cgatgaccte
tctgcttgga
gtttgagaaa
aaaactaaat
tgaaaatgca
aggaaatata
tagagcagga
ttgtgatcaa
cattccocect
cttgggctta
catctgecaga

tttgtacagt

1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040

2073



agatcttcge
acacagtact
acaatggaaa
ttgcoggatg
cctacactgt
actatgagga
tccccaaaga
ataatgggaa
acccaaacct

gtgttcatca

atgtctctge
ccaaagtaag
atacaataat
gtagaggctt
agtgtcaaac
tcacaatagg
taaggaacat
aaggggggtyg
gatctggcta
aggtcaattc
acaaattgga
tttggacata
atgactccaa
aagaaatagg
gtgtgaaaaa
agaaaattga
caactgtoge

gttccaatgg

<210> 29

<211> 32

tgacacaata
tgagaagaat
actatgtcta
gatcttagga
agaaacacca
actgagggag
aagctcatgg
aagcagtttt
gagcaagtcc

ccocgoctaac

agtgtcttca
agatcaggaa
atttgaggca
tggatcagga
acctcaggga
agagtgtcca
cccatccatt
gactggaatg
tgctgoagat
tgtaattgag
aagaaggatg
taatgcagaa
tgtgaagaat
aaacgggtgt
tggtacctat
tggagtgaaa
cagttcectyg

gteoctttgeag

ES 2

tgtataggct
gtgacagtga
ctaaaaggaa
aacccagaat
aatcctgaga
caattgagtt
CcCCcCaaccaca
tacagaaatt
tatgtaaaca

atagggaacc

cattatagca
ggaagaatca
aatggaaatc
atcatcacct
gctataaaca
aagtatgtca
caatccagag
gtagatgggt
caaaaaagta
aaaatgaaca
gaaaacttaa
ttgttggtte
ctgtatgaga
tttgagtcect
gactatccaa
ttggaatcaa
gttcttttgg

tgtagaatat

428 384 T3

accatgccaa
cacactctgt
tagceccack
gcgaattact
atggaacatg
cagtatcttc
ccgtaaccgg
tgectakgget
acaaagagaa

aaagggcact

gaagattcac
actactactg
taatagcgcc
caaatgcacc
gcagtcttec
ggagtgcaaa
gtttgtttgg
ggtatggtta
cacaaaatgc
Ctcaattcac
dataaaaaagt
tactggaaaa
aagtaaaaag
atcacaagtg
aatattccga
tgggagtata
tectcococtggg

gcatctaaga

93

caactcaacc
caacctactt
acaattgggt
gatttccaag
ttacccaggg
atttgagaga
agtatcagca
gacggggaag
agaagtcctt

ctatcataca

cccagaaata
gactctgectg
atggtatgct
aatggatgaa
tttccagaat
attaaggatg
agccattgee
tcatcatcag
cattaacggg
agctgtggge
tgatgatggg
tgaaaggact
ccaattaaag
taacaatgaa
agaatcaaag
ccagattctg
ggcaatcagc

gctcaggcct

gacactgttg
gaggacagtc
aattgcageocg
gaatcatggt
tattteogecog
ttcgaaatat
tcatgctcce
datggtttgt
gtactatggg

gaaaatgctt

gccaaaagac
gaacctgggg
tctgcactga
tgtgatgocga
gtacacccag
gttacaggac
ggtttcattg
aatgagcaag
attacaaaca
aaagagttca
tttctagaca
ttggatttee
aataatgcca
tgcatggaga
ttaaacaggg
gogatctact

ttctggatgt

60
120
180
240
300
360
420
480
540

600

660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620

1670



10

15

20

25

30

ES 2428 384 T3

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Cebador

<400> 29

agttccccgg gcetggtatat ttatatgttg tc 32
<210> 30

<211> 46

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Cebador

<400> 30

aatagagctc cattttctct caagatgatt aattaattaa ttagtc

<210> 31

<211> 46

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Cebador

<400> 31

aatagagctc gttaaaatgc ttcttcgtct cctatttata atatgg
<210> 32

<211>48

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Cebador

<400> 32

46

46

94



ES 2428 384 T3

ttacgaattc tccttcctaa ttggtgtact atcatttatc aaagggga 48
<210> 33

<211> 1711

<212> ADN

<213> Virus de la influenza

<400> 33

95



atgaaagcaa
tgtataggct
gtgacagtga
ctaaaaggaa
aacccagaat
aatcctgaga
caattgagtt
cCccaaccaca
tacagaaatt
Catgtaaaca
atagggaacc
cattatagca
ggaagaatca
aatggaaatc
atcatcacct

gctataaaca

aagtatgtea
caatccagag
gtagatgggt
caaaaaagta
aaaatgaaca
gaaaacttaa
ttgttggttc
ctgtatgaga
tttgaattct
gactatccaa
ttggaatcaa
gttottttgg

tgtagaatat

aactactggt
accatgccaa
cacactctgt
tagccccact
gcgaattact
atggaacatg
cagtatectte
ccgtaaccgg
tgctatgget
acaaagagaa
aaagggeccoct
gaagattcac
actactactg
taatagcgcco
caaatgcacc

gcagtcttce

ggagtgcaaa
gtttgtttgg
ggtatggtta
cacaaaatgc
ctcaattcac
ataaaaaagt
tactggaaaa
aagtaaaaag
datcacaagtg
aatattccga
tgggagtcta
tcteocectggg

gcatctgaga

ES 2428 384 T3

cctgttatgt
caactcaacc
caaccrtactt
acaattgggt
gatttccaag
ttacccaggg
atccgagaga
agtatcagca
gacggggaag
agaagtecctt
ctatcataca
cccagaaata
gactectgectg
atggtatget
aatggatgaa

ttcccagaat

attaaggatg
agccattgcc
tcatcatcag
cattaacggg
agctgrggge
tgatgatggg
tgaaaggact
ccaattaaag
taacaatgaa
agaatcaaag
tcagattctg
ggcaatcage

ccagaatttc

acatttacag
gacactgttg
gaggacagtc
aattgcagcg
gaatcatggt
tatttcgcocg
ttcgaaatat
tccatcgeoteco
aatggtttgt
gtactatggg
gaaaatgett
gccaaaagac
gaacctgggg
tttgcactga
tgtgatgcga

gtacacccag

gttacaggac
ggtotcattg
aatgagcaag
attacaaaca
aaagaattca
tttctagaca
ttggatttcc
aataatgcca
tgcatggaga
ttaaacaggg
gocgatctact
ttctggatgt

96

ctacatatgc
acacagtact
acaatggaaa
ttgecggatyg
cctacactgt
actatgagga
tcocccaaaga
ataatgggaa
acccaaacce
gtgttcatca
atgtctctgt
ccaaagtaag
atacaataat
gtagaggctt
agtgtcaaac

tcacaatagg

taaggaacat
aaggggggtg
gatctggcta
aggtgaattc
acaaattgga
tttggacata
atgactccaa
aagaaatagg
gtgtgaaaaa
agaaaattga
caactgtcgc

gttecaatgg

agacacaata
tgagaagaat
actatgtcta
gatcttagga
agaaacacca
actgagggag
aagctcaktgg
aagcagttbtt
gagcaagtec
cccgoctaac
agtgtcttca
agatcaggaa
atttgaggca
tggatcagga
acctcaggga

agagtgtcca

cccatccatt
gactggaacrg
tgctgocagat
tgtaattgag
aagaaggatg
taatgcagaa
tgtgaagaat
aaacgggtgt
tggaacttat
tggagtgaaa
cagttcoctg

gtetttgecag

60
120
180
240
i0o
360
420
480
540
600
660
720
780
840
300

960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680

1711



<210> 34

<211> 1781

<212> ADN

<213> Medicago Sativa

<400> 34

ccaaatcctt
actgttttct
cgctaaggaa
cgatttcatc
agagtatgag
agttgatgcc
cccaaccatt
tgaagctgaa
taaatctget
tttcocctaaa
ttctgactat
agtgtctggg
ggatttcaat

tgtettcaac

aacattctbtc
cttettoctgt
tttgttctta
gtcgttgaat
aaggetgete
aatgaggagc
aagattttta
ggtattgttg
gatgatgcga
tktcctggtyg
gactttgcte
cotgtggtta
gtagaagctc

aatgagccta

ES 2428 384 T3

Cadcaccadc
tggttcctte
cattggataa
tctacgcacc
ctatctrcgag
acaacaaaga
ggaatggtgg
agtatttgaa
ccgettttgt
aggagtacga
acactttgaa
ggttatttaa
tagagaaatt

gcaatcacec

aatggcgaaa
tcagatctto
cactaattte
ttggtgtgga
cactcacgag
cctocgeoatocg
aaagaacatt
aaaacaaagt
tggtgacaac
taacttcatt
tgccaaacac
gocoatttgac
cattgaagaa

ttrtgttgte

97

aacgttgcga
gctgaggaat
catgacactg
cactgtaaga
ccaccagtog
gaaaatgatg
caagaataca
ggoocbgeat
aaagttgtta
geattageag
Cttccaaagg
gagetetttg
tccagtacce

aaattcttta

Etttcggttte
catcaactga
ttaagaagca
agctagcccc
tEEtggctaa
ttaagggatt
aaggtcecceg
CcCcacagaaat
ttgtcggagt
agaagttgecg
gagactcatc
ttgactcaaa
caattgtbgac

actctoccaa

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780

840



cgcaaagget
ataccatgaa
tgagtcragt
tattattcag
cccaacttgg
tattcctgaa
tgttttcaag
caagcagttg
tgttattgca
aggctatcca
taggacaaag
tcatcaagaa
tgagctttga
ctcttttgta
gttteatttt

agtttagtac

<210> 35
<211> 1027

<212> ADN

atgttgttca
gtggctgagce
caaggtgocct
cataatgatg
ttgaaggcat
actaacaacg
cctgggaaga
gctccaatct
aaactggatg
accttgtact
gaagacatca
gtagaacaac
aaagttceoge
tctcagaatce
atctttttgg

tggaactttt

<213> Virus de la influenza

<400> 35

ES 2428 384 T3

tcaactttac
aatacaaaca
tccagtattt
gcaagaagtt
acaaggatgg
agcctgttaa
atgttttgat
tggatgaagt
caactgccaa
tcaggtcagc
tagaattcat
caaaagctgc
ttggaggata
agaagttagg
tttactetaa

gtttctgtaa

taccgaaggt
acagggagtt
tggactgaag
tttcaaacece
caaggttgaa
agtggtggtt
agagttttatc
tgctgtcteca
cgatatccca
aagtggaaaa
tgaaaagaac
tgctcageca
tcggcacaca
aaatcttagt
tgtattactg

ddddddadada

98

gctgaatcte
agctttcttg
gaagaacaag
aatttggaac
ccatttbtgtca
gggcaaactc
geteettggt
Ltccaaagcg
accgacacct
ctatcacaat
aaggataaaa
gaagcagaac
gtcatctgeg
gccaatctat
aataatgtga

a

CLcaaaacaaa
cttggagatgt
tacctctaat
ttgatcaact
agtctgaacc
ttgaggacgt
gtggtcactg
atgctgatgt
ttgatgtcca
acgacggtgg
ctggtgctgc
daccaaaaga
ggctttacaa
ctatttttge

gtrttggegg

200

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740

1781



agcgaaagca
ctetatcate
tgcagggaag
gtcacctetg
aggactgeag
catggacaaa
Caaagaaatc
caacaggatg
acagattgct

aatcagacat

ggctggatcg

ggtgcaagcg

tcctottgaa
gtgatecctct
ttgatcgtct
cttctacgga
ctgtggatgc
ctctact
<210> 36
<211> 1788

<212> ADN

ggtagatatt
ccgtcaggcoc
aacaccogate
actaagggga
cgtagacgct
gcagttaaac
tcactcagtt
ggggctgtga
gactcccage
gagaacagaa

agtgagcaag

atgagaacca
éatttgcagg
cgctattgec
tcttttcaaa
aggagtgecea

tgacgatggt

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Clon

<400> 36

ES 2428 384 T3

gaaagatgag
ccctcaaage
ttgaggttet
ttttaggatt
ctgtccaaaa
tgtataggaa
attctgectgg
ccactgaagt
atcggtctea
tggttttage

cagcagagge

ttgggactca
cctapcagaa
gcaaatatca
tgcatttacc
aagrtctatga

cattttgtca

Ccttctaacc
cgagatcgca
catggaatgg
tgtgttcacg
tgececttaat
gctcaagagg
cgcacttgcocc
ggcatttgge
taggcaaatg
cagcactaca

catggaggtet

tcctagctcc
acgaatgggg
ttgggatctk
gtcgctttaa
gggaagaata

gcatagagct

99

gaggtcgaaa
cagagacttg
ctaaagacaa
ctcaccgtge
gggaacgggyg
gagataacat
agttgtatgg
ctggtatgtg

gtgacaacaa

gctaaggcta

gctagtcagg

agtgctggtc
gtgcagatgc
gcacttgata
atacggactg
tcgaaaggaa

ggagtaaaaa

cgtacgttct
aagatgtctt
gaccaatecect
ccagtgagcg
atccaaataa
tccatgggge
gcctcatata
caacctgtga
ccaacccact
tggagcaaat

ctaggcaaat

tgaaaaatga
aacggttcaa
ttgtggattc
daaaggagggc
cagcagagtg

actaccttgt

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1027



cactttgtga
attaattaat
acagctacat
gttgacacag
agtcacaatg
agcgttgeeg
tggtcctaca
gctgactatyg
atattcccea
tcccataatg
ttgtacccaa
tggggtgttc
gcctatgtot
agacccaaag
ggggatacaa
ctgagtagag
gcgaagtgcc

ccagtcacaa

ggactaagga
attgaagggg
caaggatctg
aacaaggtéa
ttcaacaaat
gacatttgga
ttccatgact
gctaaagaaa
gagagtgtaa
agggagaaaa
tactcaacag

atgtgttceca

gtctacactt
catcttgaga
atgcagacac
tacttgaaaa
gaaaactatg
ggtggatctt
tcgtagaaaa
aggaactgag
aagaaagctc
gggaaagcag
acctgagcaa
atcacccgce
ctgtagtgte
taagagatca
Caatatttga
gctttggate

aaacacctca

taggagagtg

acatcccate
ggtggactag
gctatgctge
attctgtaat
tggaaagaaqg
catataatgc
ccaatgtgaa
taggaaatgg
agaatggaac
ttgatggagt
tcgoccagtte

atgggtcttt

ES 2428 384 T3

tgattccctt
gaaaatgaaa
aatatgtata
gaatgtgaca
tctattaaaa
aggaaaccca
accaaatcct
ggagcaattg
atggcccaac
tttttacaga
gtcocctatgca
aaacataggt
EEcacattat
agaaggaaga
ggcaaatgga
aggaatcatc
gggagctata

tccaaagtat

cattcaatec
aatggtagat
agatcaaaaa
tgagaaaatqg
gatggaaaac
agaactgttg
gaatctgtat
gtgttttgag
ttatgactat
gaaattggaa
tctggttett

acagtgtaga

caaacacata
gtaaaactac
ggctaccatg
gtgacacact
ggaatagccc
gaatgcgaat
gagaatggaa
agttcagtat
cacaccgtaa
aacttgctac
aacaacaaag
gaccaaaagg
agcagaaaat
atcaattact
aatctaatag
aactcaaatg
aacagcagtc

gtcaggagtg

agaggtttgt
ggttggtatg
agcacacaaa
aacactcaat
ttgaataaaa
gttctactgg
gagaaagtaa
ttctatcaca
ccaaaatatt
tcaatgggag
ctggtctecco
atatgcatct

100

caaagagaag
tggtcctgtt
ctaacaacte
ctgtcaacct
cactacaatt
tactgatttc
catgttacce
cttcatttga
cocggagtgtec
ggctgacggd
aaaaagaagt
ccctctatca
tcaccocaga
actggactct
cgccaagata
caccaatgga
Ltecctttcca

cCaaaattaag

ttggagccat
gttatcatca
atgccattaa
tcacagcagt
aagttgatga
aaaatgaaag
aaagccagtt
agtgtaacga
ccgaagaatc
tctatcagat
tgggggcaat

aagagctc

agactaatta
atgcacattt
gaccgacact
gcttgagaac
gggtaactgc
caaggagtca
agggcattte
gaggttcgaa
agcatcatgce
gaagaatggt
ccttgtacta
tacagaaaat
aatagccaaa
gcttgaaceco
tgctttcgea
taaatgtgat
gaacgtacac

gatggttaca

tgoccggtttc
tcagaatgag
tgggattaca
gggca.aagag
tgggtttata
gactttggat
aaagaataat
tgaatgcatg
aaagttaaac
tctggcgato

cagcttetgg

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020

1080

1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740

1788



10

<210> 37

<211> 1788

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Clon

<400> 37

cactttgtga
attaattaat
acagctacat
gttgacacag
agtcacaatg
agcgttgocg
tggtcctaca
gccgactatg
atattcccca
tccecataatg
ttgtacccaa
tggggtgttc
gcttatgtct

agacccaaag

gtctacactt
catcttgaga
atgcagacac
tacttgagaa
gaaaattatg
gatggatctt
ttgtagaaaa
aggaactgag
aagaaagcte
gggaaagcag
acctgagcaa
atcacccgcc
ctgtagtgtc

taagagatca

ES 2428 384 T3

tgattccett
gaaaatgaaa
aatatgtata
gaatgtgaca
tctattaaaa
aggaaaccca
accaaatcct
ggagcaattg
atggcoccaac
tttctacaaa
gtcctatgeca
taacataggt
ttcacattat

agaaggaaga

caaacacata
gtaaaactac
ggctaccatg
gtgacacact
ggaatagccc
gaatgcgaat
gagaatggaa
agttcagtat
cacaccacaa
aatttgectat
aacaacaaag
gaccaaaggg
agcagaaaat

atcaactact

101

caaagagaag
tggteetgtt
ccaacaactc
ctgtcaacct
cactacaatt
tactgattte
catgttacce
cttcatttga
cocggagtateo
ggctgacggg
agaaagaagt
ctctctatca
tcaccccaga

actggactet

agactaatta
atgecacattt
aaccgacact
gcttgaggac
gogtaattge
cagggaatca
agggcatttc
gagattcgaa
agcatcatgce
gaagaatggt
cettgtacta
taaagaaaat
aatagccaaa

acttgaaccc

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720

780

B40



ggggatacaa
ctgagtagag
gcgaagtgoec
cctgtcacaa
ggactaagga
attgaagggg
caaggatc L'.g
aacaaggtca
ttcaacaaat
gacatttgga
ttccatgact
gccaaagaaa
gagagtgtaa
agggagaaaa
tactcaacag

atgtgttcca
<210> 38

<211> 1791

<212> ADN

taatatttga
gctttggate
aaacacctca
taggagagtg
acatccecate
ggtggactgg
gctatgctge
attectgtaat
tggaaagaag
catataatgc
ccaatgtgaa
taggaaatgg
aaaatggaac
ttgatggagt
tcgocagtee

atgggtcttt

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Clon

<400> 38

ES 2428 384 T3

ggcaaatgga
aggaétcatc
gggagctata
tccaaagtat
cattcaatcc
aatggtagat
agatcaaaaa
tgagaaaatg
gatggaaaac
agaattgttg
gaatctgtat
gtgttttgag
ttatgactat
gaaattggaa
tctggtectt

gcagtgtaga

aatctaatag
aactcaaatg
aacagcagtc
gtcaggagtg
dagaggtttgt
ggttggtatg
agcacacaaa
aacactcaat
ttaaataaaa
gttctactgg
gagaaagtaa
Etctatcata
ccaaaatatt
tcaatgggag
ttggtcteoee

atatgecatct

102

cgccaagata
caccaatgga
ttcectttcca
caaaattaag
ttggagccat
gttatcatca
atgccattaa
tcacagetgt
aagttgatga
aaaatgaaag
aaagccaatt
agtgtaacga
ccgaagaatc
tctatcagat
tgggggcaat

gagagckc

tgectetegca
tgaatgtgat
gaatgtacac
gatggttaca
tgococggttteo
tcagaatgag
tgggattaca
gggcaaagag
tgggtttata
gactttggat
daagaataat
tgaatgcatg
aaagttaaac
tctggecgatc

cagcttctgg

300

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
15860
1620
1680
1740

1788



cactttgtga
attaattaat
ctggttttca
caccatgcag
actaatgcta
cagatccttg
gatggcttee
tgttaccctt

acactggagt

tctgetegea
ttaaaattca
Ctgtacatctt
caagcatcag
atcggatcta
gtaaaaccgg
tacttcaaaa
tgcaattety
gcaaacaéga
gcaacaggga
ggtttcatag
aattctgagg
atcaatggga
aaagagttct
aaaatagatce
dttgatctaa
gaaaatgctg
tgcataggat
aacaaccggt
tggatttcct

tgggectgec

gtctacactt
catcttgaga
ctcaaaaact
taccaaacgg
ctgagctggt
atggagaaaa
aaaataagaa
atgatgtgecc
ttaacaatga
taaggagatc
aatacccage
ggggggtrca
gaagaatcac
gacccagagt
gagacatact
tacgaagtgg
aatgcatcac
tcacatacgg
tgcgaaatgt
aaaatggttg
gaataggaca
agctgaatag
cagaagtcga
toctggbcata
ctgactcaga
aggatatggg
caatcagaaa
tccagatcaa
ttgccatate

aaaaaggcaa

ES 2

tgattccctt
gaaaatgaag
tcocggaaat
aacgatagtg
tcagagttce
ctgcacacta
atgggacctt
ggattatgce

dagtttcaat

taataacagt
attgaacgtg
ccacccgggt
agtctctacc
aaggaatate
tttgattaac
gaaaagctca
tccaaacgga
ggcctgtece
accagagaaa
ggagggaatyg
agcagcagat
gttgatcggg
agggagaatc
caacgcggag
aatgaacaaa
caatggttgt
tggaactcat
gggcgttgag
atgttttteg

cattaggtge

428 384 T3

caaacacata
actatcattg
gacaacagca
aaaacaatca
tcaacaggtg
atagatgcte
tttgttgaac
tceccttaggt

tggactggag

ttctttagta
actatgccaa
acggacaatg
aaaagaagcc
coccageagaa
agcacaggga
ataatgagat
agcattccca
agatatgtta
caaactagag
gtggatggtt
ctcaaaagca
aaaaccaacg
caggaccttg
cttettgttg
ctgtttgaaa
ttcaaaatat
gaccacgatg
ctgaagtcag
ctttgtgttg

aacatttgca

103

caaagagaag
ctttgageta
cggcaacgcet
cgaatgacca
aaatatgcga
tattgggaga
gcagcaaage
cactagttgc

tcactcaaaa

gattgaattg
acaatgaaaa
accaaabtctt
aacaaactgt
taagecatecta
atctaattgce
cagatgcacc
atgacaaacc
agcaaaacac
gcatatttgg
ggtatggttt
ctcaagcagce
agaaattcca
agaaatatgt
ccctggagaa
aaacaaagaa
accacaaatg
catacagaga
gatacaaaga
CCELEgttggg

tttgagagct

agactaatta
cattctatgt
gtgccttggg
aattgaagtt
cagteccteat
ccctcagtge
ctacagcaac
ctcatccgge

cggaacaage

gttgacccac
atctgacaaa
cctgtatgct
aatcccgaat
ttggacaata
tocctaggggt
cattggcaaa
attccaaaat
tctgaaattg
cgcaatcgcg
caggcatcaa
aatcgatcaa
tcagattgaa
tgaggacacc
ccaacataca
gcaactgagg
tgacaatgcc
tgaagcatta
ttggatacta
gtEcatcatg

c

60
120
1B0
240
300
360
420
480

540
600

660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740

1791



<210> 39

<211> 1791

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Clon

<400> 39

ES 2428 384 T3

104



cactttgtga
attaattaat
ctggttttca
caccatgcag

actaatgcta

cagatccttg
gatggcttce
tgttaccctt
acactggagt
tctgcttgea
ttaaaattca
ttgtacattt
caagcatcag
atcggatcta
gtaaaaccgg
tacttcaaaa
tgcaattctg
gtaaacagga
gcaacaggga
ggtttcatag
aatcctgagg
atcaatggga
aaagagttct
aaaatagatc
attgatctaa
gaaaatgctg
tgcataggat
aacaaccggt
tggatttcet

tgggcoctgee

ES 2428 384 T3

gtctacactt tgatteccctt

catcttgaga gaaaatgaag

ctcaaaaact tcccggaaat

taccaaacgg aacgatagtg

ctgagctggt tcagagttce

atggagaaaa
aaaatadagaa
atgatgtgcc
ttaacgatga
aaaggagatc
aatacccagc
ggggggttca
gaagaatcac
gacccagaat
gagacatact
tacgaagtgg
aatgcatcac
tcacatacgg
tgocgaaacgt
aaaatggttg
gaataggaca
agctgaatag
cagaagtaga
tctggtcaca
ctgactcaga
aggatatggg
caatcagaaa
tccagatcaa
ttgccatate

aaaaaggcaa

ctgcacacta
datgggacctt
ggattatgcc
aagtttcaat
taataacagt
attgaacgtg
ccacccgggt
agtctctacec
aaggaatatc
tttgattaac
gaaaagctca
tccaaatgga
ggocctgtoce
accagagaaa
ggagggaatg
agcagcagat
gttgatcggg
agggagaatc
caacgcggag
aatgaacaaa
caatggttgt
tggaactrat
aggcgttgag
atgrtrteteg

cattaggtge

caaacacata
actatcattg
gacaacagca
aaaacaatca

tcaacaggtg

atagatgctc
tttgttgaac
tcccocttaggt
tggactggag
ttctttagta
actatgccaa
acggacaatg
aaaagaagcc
cccagcagaa
agcacaggga
ataatgagat
agcattcecea
agatatgtta
caaactagag
gtggatggtkt
ctcaaaagca
aaaaccaaég
caggacctceg
cttettgttg
ctgtttgaaa
ttcaaaatat
gaccatgatg
ctgaagtcag
cttbtgtgttyg

aacatttgca

105

caaagagaag
ctttgagcta
cggcaacgct
cgaatgacca

gaatatgcga

tattgggaga
gcagcaaagc
cactagttgc
tcactcaaaa
gattgaattg
acaatgaaaa
accaaatctt
aacaaactgt
taagcatcta
atctaattge
cagatgcacc

datgacaaacc

agcaaaacac.

gcatacttbgg
ggtacggttt
ctcaagcagc
agaaattcca
agaaatatgt
cccbtggagaa
gaacaaagaa

accacaaatg

tatacagaga

gatacaaaga
ctttgttggg

tttgagagct

agactaatta
cattctatgt
gtgccttggg
aattgaagtt

cagtcctcat

ccctcagtgt
ctacagcaac
ctcatccgge
tggaacaagc
gttgacccac
atttgacaaa
cctgeatget
aatcccgaat
ttggacaata
tcctaggggt
cattggcaaa
atttcaaaat
tctgaaattg
cgrcaatcgog
caggcatcaa
aatcaatcaa
tcagattgaa
tgaggacact
ccaacataca
gcaactgagg
tgacaatgcce
tgaagcatta
ttggatacca
gttcatcatg

c

60
120
180
240

3o0

360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740

1791



<210> 40

<211> 1848

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Clon

<400> 40

ES 2428 384 T3

106



cactttgtga
attaattaat
tccaatgeag
actgctactc
aaatctecatt
ctcaactgca
tcggcaagag
atgcacgaca
aggttatcaa
ggaacctcag
tgggccgtee
ccatacattt
gaaacccaaa
adacggagtga
ggaggactac
acaggaacaa
ggcaggagca
gaaaaatacg
ataggaaatt
agacctcoetg
gaaggaggat
ggagtagecgg
aatctcaact
gatgaactce
acaataagct
gaagatgage
gtagagatag
agaatagctg
aatattactg
tactcaactg

acggtctoca

gtctacactt
catcttgaga
atcgaatctg
aaggggaggt
ttgcaaatct
cagatctgga
tttcaatact
gaacaaaaat
ctcataacgt
ggtecttgeoec
caaaaaacga
gtacagaagg
tggcaaagct
ccacacatta
cacaaagcgg
ttacctatca
aggtaataaa
gtggattaaa
gcccaatatg
caaaactatt
gggaaggaat
tggcagcaga
ctttgagtga
acaacgaaat
cacaaataga
atectcttgge
ggaatggatyg
ctggtacctt
ctgecatctet
ctgectccag

gagacaatgt

ES 2428 384 T3

tgattcectt
gaaaatgaag
cactgggata
caatgtgact
caaaggaaca
cgtggccttg
ccatgaagtc
tagacagctg
tatcaatgca
taacgttace
Ccdacaacaaa
agaagaccaa
ctatggggac
cgtttcacag
tagaattgtc
aagaggtatt
aggatcgttg
caaaagcaag
ggtgaaaaca
aaaggaaagqg
gattgcaggt
ccttaagage
gcetggaagta
actagaacta
actcgecagte
gcttgaaaga
ctttgaaacec
tgatgcagga
aaatgacgat
tttggotgta

Ltecttgectee

caaacacata
gcaataattyg
acatcgtecaa
ggtgtaatac
gaaaccagag
ggcagaccaa
agacctgtta
cctaaacttc
gaaaatgcac
adatggaaacg
dAcagcaacaa
attaccgttt
tcaaagccoeo
accggtggct
gttgattaca
ttattgeecte
cctttaattg
ccttactaca
cocecttgaage
ggtttotteg
tggcacggat
actcaagagg
aagaatctte
gacgagaaag
ctgctttcca
aagetgaaga
aaacacaagt
gaattttcte
ggattggata
acattgatga

atctgtetat

107

caaagagaag
tactactcat
actcaccaca
cactgacaac
ggaaactatg
aatgcacggg
catctgggtg
tcagaggata
caggaggacc
gatttttoge
attcattaac
gggggttcca
agaagttecac
tcccaaatca
tggtgcaaaa
aaaaagtgtg
gagaagcaga
caggggaaca
tggccaatgyg
gagctatcge
acacatccca
ccataaacaa
daaagactaag
tggatgatct
atgaaggaat
aaatgctggg
gcaaccagac
tccocackttt
atcatactat
tagetatete

aagagctec

agactaatcta
ggtagtaaca
tgttgtcaaa
dacaccgcacc
cccaaaatgcec
gaacataccc
ctttcctata
cgaacatatc
ctacaaaatt
aacaatggct
aatagaagta
ctctgataac
ctcatectgee
aacagaagac
atctgggaaa
gtgcgcaagt
ttgcctcecac
tgcaaaggcc
aaccaaatat
tggtttetta
tggggcacat
gataacaaaa
cggtgeecatg
cagagctgatc
aataaacagt
ccocctctgot
ctgktctcgac

tgattcactg

actgctttac

tgttgtttat

60
©120
180
240
300
le0
420
480
540
600
660
720
780
840
300
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800

1848



10

<210> 41
<211> 1845
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Clon

<400> 41
cactttgtga
actaattaat
toccaatgcag
acagccactc
aaatcttatt
ctcaactgea
teggcgaagyg
atgcacgaca
aggctatcaa
ggaaccktcag
tgggctgtecce
tacatttgta
acccaaatga
ggagtaacca
ggactaccac
ggaacaattg
aggagcaaag
aaatacggtg
ggaaattgcc
cctectgecaa
ggaggacggg
gtggcagtgyg
ctcaattctt
gaactccaca

ataagctcge

grctacactt
catcttgaga
atcgaatctg
aaggggaggt
ttgcaaatct
cagatctgga
cttcaatact
gaacaaaaat
coccaaaacgt
gatcttgoece
caaaggacaa
cagaagggga
agaacctcta
cacactatgt
aaagcggcag
tctaccaaag
taataaaagyg
gattaaacaa
caatatgggt
aactattaaa
aaggaatgat
cggcggacct
tgagtgagct
acgaaatact

aaatagaact

ES 2428 384 T3

tgattccctt
gaaaatgaag
cactggaata
caatgtgact
caaaggaaca
tgtggctttg
ccacgaagtc
caggcaacta
catcgatgeg
taacgctacc
caacaaaaat
agaccaaatc
tggagactca
ttctcagatt
gattgtget
aggtgttteg
gtoccttgcct
aagcaagcct
gaaaacacct
ggaaaggggt
tgcaggctgg
taagagtacg
agaagtaaag
cgagctggat

tgcagtcttg

caaacacata
gcaataattg
acatcttcaa
ggtgtgatac
aggaccagag
ggcagaccaa
aaacctgtta
cccaatcttc
gaaaaggcac
agtaagagcg
gcaacgaacc
actgtttggg
aatcctcaaa
ggcagcttoo
gattacatga
ttgcctcaaa
ttaattggtg
tactacacag
ttgaagctcg
ttcctecggag
cacggataca
caagaagcta
adtcttcaaa
gagaaagtgg

ctttccaacg

108

caaagagaag
tactactcat
actcacctca
cactaacaac
ggaaactatg
tgtgtgtggg
catccgggtyg
tcagaggata
caggaggacc
gatttttcge
cactaacagt
ggttccatte
agttcacctc
cagatcaaac
Cgcaaaaacc
aggtgtggtg
aagcagattg
gagaacatgc
ccaatggaac
ctattgctgg
catctcacgg
Caaacaagat
gactaagtgg
atgatctcag

aaggaataat

agactaatta
ggtagtaaca
tgtggtcaaa
aacaccaaca
cccagactgt
gaccacacct
ctttcctata
tgaaaatatc
ctacagactt
aacaatggct
agaagtacca
agataacaaa
atctgctaat
agaagacgga
tgggaaaaca
cgcgagtgge
ccttcatgaa
aaaagccata
caaatataga
tttcctagaa
agcacatgga
aacaaaaaat
tgccatggat
agctgacact

daacagtgaa

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

io020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440

1500



gatgagcatc
gagataggaa
atagctgctg
attactgctg
tcaactgctg
gtctccagag
<210> 42
<211> 1779

<212> ADN

tattggeact
atggatgectt
gcacctttaa
catctttaaa
cttctagttt

dcaacgtttc

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Clon

<400> 42

ES 2428 384 T3

tgagagaaaa
cgaaaccaaa
tgcaggagaa
tgatgatgga
ggctgtaaca

atgctccatc

ctaaagaaaa
cacaagtgca
EEttctectce
ttggataacc
ttgatgctag

tgtctataag

109

tgctgggbtcc ctctgetgta
accagacctg cttagacagg
ccacttttga ttcactgaac
atactatact gectctattac
ctattcttat tgtttatatg

agecte

1560
1620
1680
1740
1800

1845



cactttgtga
attaattaat
gtgagagggg
acaactctag
aacggaaagt
gccggatgge
tatataatgg
tatgaagaat
cccaaagata
ggtaatccat
gttgccaaag
caccatccca
tcocgtaggca
gtgaatggac
ataaattttg
agaggtagtt
caaactcctt
ataggtgagt
aatgttccce

ggatggcaag

gggtatgecag
aattctgtga
ttagagagaa
acatacaatgqg
tctaatgtca
ctaggaaatyg
aaaaacggga
atcaaagggg
gtagcaggtt

aacgggtcte

gtctacactt
catcttgaga
accaaatatg
agcggaacgt
tatgcaaact
tccttggaaa
agaaagaaaa
tgaaacatct
gatggacaca
cattcttcag
gatcgtacaa
atgatgagac
catcaacatt
taggaagtag
agagtactgg
cagggatcat
tgggagcaat
gccccaaata
agattgaatc

gaatggttga

cagacaaaga
ttgaaaagat
gactggagaa
ctgageottct
agaatctgta
gatgttttga
cgtatgatta
taaaattgag
ctetgteoact

tgcagtgcag

ES 2428 384 T3

tgattccott
gaaaatggcc
cattggatac
cactgtgact
aaacggaatc
tccagaatgt
cccgagagac
cctecagecage
gcatacaaca
gaacatggtc
caatacaagc
agaacaaaga
gaacaaaagg
aatggagtte
taatctaatt
gaaaacagaa
aaatacaaca
tgtaaaatcg
aagaggattg

tggttggtat

atccactcaa
gaacacccaa
cttgaacaaa
agttctgatg
tgataaagtc
attttatcac
tcccaagtat
cagcatgggg
ggcaatcatg

gatctgcata

caaacacata
atcatttacc
catgccaata
catgccaagg
cctccacttg
gataggectte
ggttegtgtt
gtgaaacatt
actggaggte
tggctgacaa
ggagaacaaa
acattgtacc
tcaaccccag
tcttggacece
gcaccagagt
ggaacacttg
ttgcctttte
gagaagttgg
tttggggcaa

ggataccatce

aaggcatttg
Cttgaagctg
aagatggaag
gaaaatgaga
agaatgcagc
aaatgtgatg
gaagaagagt
gtttatcaaa
atggctggga

tgagagcte

110

caaagagaag
taattctcct
attccacaga
acattcttga
aactagggga
taagtgtgcc
atccaggcag
tcgagaaagt
cacgggccty
agaaagaatc
tgctaataat
agaatgtggg
dcatagcaac
tattggatat
atggattcaa
agaactgrtga
acaatgtcca
tcttagcaac
tagctggttt

acagcaatga

atggaatcac
ttgggaaaga
acgggtttct
ggacacttga
tgagagacaa
atgaatgcat
ctaaactaaa
tecttgecat

tctocttictg

agactaatta
gttcacagca
gaaggtcgac
gaagacccat
ctgtagcatt
agaatggtce
cttcaatgat
aaagattctg
cgocggtgtcet
aaattatcecg
ttggggggtg
aacctatgtt
aaggcctaaa
gtgggacacc
aatatcgaaa
gaccaaatgc
cccactgaca
aggactaagg
tatagaagga

ccagggatca

caacaaggta
gttcagtaac
agatgtgtgg
ctttcatgat
cgtcaaagaa
gaatagtgtg
tagaaatgaa
ttatgctaca

gatgtgctec

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
T80
840
900
960

1020
1080
1140

1200

1260
1320
13180
1440
1500
1560
1620
1680
1740

1779



10

<210> 43

<211> 1794

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Clon

<400> 43

cactttgtga
attaattaat
cttgttaaaa
gacacaataa
cacaacggga
gtagctggat
tcttacatag
gactatgaag
atccccaaaa
taccagggaa
tacccaacaa
gggattecacc
tatacttcog
tccaaagtaa

gatgcaatca

gtctacactt
catcttgaga
gtgatc#gat
tggaaaagaa
agectctgega
ggctcctcgg
tggagaaggc
aactgaaaca
gttcttggte
cgcocctectt
taaagagaag
attctaatga
ttgggacatc
acgggcaaag

acttcgagag

ES 2428 384 T3

tgattccett
gaaaatggag
ttgecattggt
cgttactgtt
tctagatgga
ddacccaatcg
caacccagco
cctattgage
cgatcatgaa
tttcagaaat
ctacaataat
tgcggcagag
ddcactaaac
tggaaggatg

taatggaaat

caaacacata
aaaatagtge
taccatgcaa
dacacatgccc
gtgaagoctc
tgtgacgagt
aatgacctct
agaataaacc
gcctcatcag
gtggtatgge
acecaaccagyg
cagacaaage
cagagactgg
gatttctetct

ttcattgcte

111

caaagagaag
ttettektge
acaacteogac
aagacatact
tgattttaag
tcatcaatgt
gttacccagg
attttgagaa
gggtcagcte
ttatcaaaaa
aagatetrcet
tctatcaaaa
taccaaaaat
ggacaatttt

cagaatatgc

agactaatta
aatagtcage
agagcaggtt
ggaaaagaca
agattgtagt
gccggaatgg
gaatttcaac
aattcagate
agcatgtcca
gaacaataca
gatactgtgg
cccaaccacce
agctactaga
daaaccgaat

atacaaaatt

&0
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
T80
BAO

9S00



gtcaagaaag
dagtgtcaaa
ctcacecatcyg
ctcagaaata
gggtttatag
aatgagcagg
gtcaccaata
agggaattta
ttcctagatg
ctagacttece
gataatgcaa
tgtatggaaa
ttaaaaagag
tcaatttatt
ttgtggatgt
<210> 44
<211> 1797

<212> ADN

gggactcagc
ctccaatagg
gggaatgccc
gtcctectaag
agggaggatg
ggagtgggta
aggtcaactc
ataacttaga
tctggactta
atgattcaaa
aggagctggg
gtgtaagaaa
aggaaataag
caacagttgc

gctccaatgg

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Clon

<400> 44

ES 2428 384 T3

aattgttaaa
ggcgataaac
caaatatgtg
agaaagaaga
gcagggaatg
cgectgeagac
gatcattgac
daggagaata
taatgctgaa
tgtcaagaac
taacggttgt
cggaacgtat
tgéagtaaaa
gagttctcta

gtecgttacaa

dagtgaagtgyg
tctagtatgc
aaatcaaaca
agaaaaagag
gtagatggtt
daagaatcca
aaaatgaaca
gagaatttaa
cttctggtto
ctttacgaca
ttcgagttct
gactacccge
ttggaatcaa
gcactggcaa

tgcagaattt

112

aatatggtaa
cattccacaa
aattagtcct
gactatttgg
ggtatgggta
ctcaaaaggc
ctcagtttga
dcaagaaaat
tcatggaaaa
aggtccgact
atcacaaatg
agtattcaga
taggaactta
tcatggtgge

gcatttaaga

ctgcaataca
catacaccct
tgcgactggg
agctatagca
ccaccatagc
aatagatgga
ggccgttgga
ggaagacgga
tgagagaact
acagcttagg
tgataatgaa
agaagcaaga
ccaaatactg
tggtctatct

gctcec

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740

1794



cactttgtga
attaattaat
cttgttaaaa
gacacaataa
cacaatggga
gtagctggat
tcttacatag
gactatgaag
atccccaaaa
taccagggaa

tacccaacaa

gggattcacc
tatatttcecg
tccaaagtaa
gatgcaatca
gtcaagaaag
aagtgtcaaa
ctcaccatcg
ctcagaaata
gcaggtttta
agcaacgagc
ggagtcacca
ggaagggaat
gggttcctag
actctagact
agggataatg
gaatgtatgg
agactaaaaa
ttgtcaatet

tcottatgga

gtctacactt
catcttgaga
gtgatcagat
tggaaaagaa
agctctgeoga
ggctcctcgg
tggagaaggc
aattgaaaca
gttcottggte
agtecctectt

taaagaggag

atcctaatga
ttgggacacc
acgggcaaag
acttcgagag
gggactcaac
ctccaatggg
gggaatgccc
gccctcaaag
tagagggagg
aggggagtgg
ataaggtcaa
ttaacaactt
atgtctggac
ttcatgacte
caaaggagct
aaagtgtaag
gagaggaaat
actctacagt

tgtgctccaa

ES 2428 384 T3

tgattccctt
gaaaatggag
ttgecattggt
cgttactgtt
tctagatgga
aaacccaatg
caabccagtc
cctattgage
cagtcatgaa
tttcagaaat

ctacaataat

tgcggcagag
tacactaaac
tggaaggatyg
taatggaaat
aattatgaaa
ggcgataaac
caaatatgtg
agagagaaga
atggcaggga
gtacgctgca
ctegattatt
agaaaggaga
ttataatgct
aaatgtcaag
gggtaacggt
aaacggaacg
aagtggagta
ggccagctcc

tgggtogtta

caaacacata
aaaatagtgc
taccatgcaa
acacatgccc
gtgaagcctc
tgtgacgagt
aatgacctct
agaataaacc
gcctcattgg
gtggtatgge

accaacCaag

cagacaaagc
cagagattgg
gagttcttet
ttcattgcte
agtgaattgg
tctagcatgc
aaatcaaaca
agaaaaaaga
atggtagatg
gacaaagaat
gacaaaatga
atagagaatt
gaacttctag
aacctttacg
tgtttcgagt
tatgactacc
aaattggaat
ctagcactgg
caatgcagaa

113

caaagagaag
ttctttttge
dacaactcgac
dagacatact
taattttgag
CLcatcaatgt
gttacccagg
attttgagaa
gggtcagctc
ttatcaaaaa

aagatccttbtt

tctatcaaaa
taccaagaat
ggacaatcttt
cagaatatgc
aatatggtaa
cattccacaa
gattagtcct
gaggattatc
gttggtatgg
ccactcaaaa
acactcagtt
taaacaagaa
ttctcatgga
acaaggtccg
tctatcataa
cgcagtatte
caataggaat
caatcatggt

tttgcattta

agactaatta
aatagtcagt
agagcaggtt
ggaaaagaca
agattgtagt
gcocggaatgg
ggatttcaat
aattcagatc
agcatgtcca

gaacagtaca

ggtactgtgg

cccaaccace
agctactaga
aaaaccgaat
atacaaaatt
ctgcaatacc
tatacaccct
tgcgactggg
tggagctata
gtaccaccat
ggcaatagat
tgaggccgtt
gatggaagac
aaacgagaga
actacagctt
acgtgataat
agaagaagca
ttaccaaata
agctggtecta

agagctc

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600

660

720

780

840

900

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740

1797



ES 2428 384 T3

<210> 45
<211> 1791
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

114

<220>

<223> Clon

<400> 45
cactttgtga gtctacactt tgattccctt caaacacata caaagagaag agactaatta 60
attaattaat catcttgaga gaaaatgatt gcaatcattg taatagcaat actggcagca 120
gccggaaagt cagacaagat ctgcattggg tatcatgcca acaattcaac aacacaggta 180
gatacgatac ttgagaagaa tgtgactgtc acacactcaa ttgaattgct ggaaaatcag 240
aaggaagaaa gattctgcaa gatattgaac aaggcccctc togacttaag ggaatgtaceo 300
atagagggtt ggatcttggg gaatccccaa tgcgacctat tgecttggtga tcaaagctgg 360



tcatacattg
gaggtagaag
Ettcecccaaa
tattctactg
gaatatecag
tggggtgtgc
cgatacgtta
aggectgetg
ggggaaacct
tttgtcaaca
gatgccacat
agtcooctgt
actggactaa
tttattgaag
tctcaagggt
acaaataagg
gaattttcaa
ctggatgttt
gacatgcatg
aatgctacga
atagagtctg
aacaggctaa
atttatagta
tggatgtgtt
<210> 46

<211> 1803

<212> ADN

tggaaagacc
aactgagggc
gcacctggca
gtgcgtettt
taattaaggg
atcatcctec
gaatgggaac
tgaatggaca
tgaatgtgga
caaatagtaa
goccagactat
ggataggaga
gaaatgttecc
gaggatggac
caggatatge
tcaattceat
atctggagag
ggacatacaa
acgcaaatgt
tcttagggaa
tcaaaaatgg
aaatagaatc
cggtatcgag

caaatggttc

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Clon

ES 2428 384 T3

tactgctcaa
acttattgga
aggagttgac
ctacagaaac
aatttacaac
taacaccgac
tgaaagcatg
aagaggcaga
atctaatgga
aggagccgte
tgcaggggtt
atgtcccaaa
dcagattgaa
tgggatgata
agcagacaga
catcaacaaa
gagaattgac
tgctgaactyg
gaagaaccta
tggttgobtt
tacatatgac
agtaaagcta
cagectagtyg

datgcagtgc

aacgggatct
tcaggagaaa
accaacagtg
ctectatgga
aacactggaa
gagcaagata
aattttgcca
attgattatt
aatctaatcg
ttcaggtcag
ctaaggacca
tacgtgaaaa
actagaggac
gatgggtggt
gaaagcactc
atgaacacac
aatctgaaca
ttggcttotte
catgaaaagg
gaattttgge
tatcccaaat
gagaaccttg
ttggtaggge

aggatatgta

115

gctacccagg
gggtagagag
gaacaacaag
taataaaaac
cccagccaat
ctctgtatgg
agagtccgga
attggtecagt
ccccttggta
atttaccaat
ataaaacatt
gtgaaagtct
tcttocggage
atggctatca
aaaaggctgt
aatttgaagc
daagaatgca
ttgaaaacga
tcaaatcaca
dtaagtgtga
accagactga
gtgtgtatca
tgatcatgge

tataagaget

aaccttaaat
atttgagatg
atcectgeecet
caagacagca
cctctattte
ctctggtgat
aattgcggca
tttaaaacca
tgcatacaaa
cgagaactgc
tcagaatgtg
gaggcttgca
tattgcaggg
ccatgaaaat
aaacagaatt
tgtcgatcac
agatggattt
aagaacacta
actaagggac
caatgaatgc
aagcaaatta
aattcttgoc
aatgggtctt

c

420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740

1791



ES 2428 384 T3

<400> 46
cactttgtga gtctacactt tgattcectt caaacacata caaagagaag agactaatta 60
attaattaat catcttgaga gaaaatgaac actcaaatte taatattage cacttcggea 120

116



ttcttetatg
aaagtagaca
caaacaaaca
ggattactag
aatttaatag
gaagaaacat
ttcacatata
tccttttatg
atgacaaagt
cactcaggat
gtttggagtt
aatggtcaat
actttcagtt
tctectaggaa
attggaggta
aaatgececca
ccbgaagcte
ggtgcaatag
tataagcatc
gctatcaacc
gaactaatag
actagagatt
aatcaacaca
agacaactga
tgtgacaatg
aaagaggcaa
gatataatac
ggtcttgttt

cLc

<210> 47

tacgtgcaga
cccttactga
tcecctaagat
ggaccgttat
ttgaaagaadqg
tgagaaaaat
ccggagtgag
cagagatgaa
cctacaagaa
caactactga
ccaaatacca
caggaagaat
ttaatgggge
tccaaagtga
ctataattag
gatacgtgaa
ctgcacataa
caégattcat
ag;atgcaCa
aaataaccgg
ataatgagtt
ctatcatcga
ctattgattt
gagaaaatgc
attgcatggc
tacaaaacag
tttggtttag

tcatatgtat

ES 2428 384 T3

taaaatctgc
aaaaggaata
ctgctcaaaa
tggtccteece
ggaaggtaat
actcagaaaa
aaccaatgga
atggcttcta
cactaagaag
acagactaga
acaatctttt
tgactttcac
ctccatagca
tgcacaactt
caacttgccc
gragaagage
acaactaact
tgaaaatggg
aggagaaggg
aaaattgaac
caatgaaata
agtatggtca
aactgactca
tgaggaagat
cagcattaga
aatccagatt
cttoggggea

aaaaaatgga

ctaggacatc
gaagttgtca
ggaaaacaga
caatgtgacc
gacatttgtt
tecggaggaa
gagactagcg
tccagcacag
gtaccagctc
ttatatggaa
gtcccaaate
tggctgatge
cctgaccgeg
gacaataatt
tttcaaaaca
ttaatgetag
catcacatgc
tgggaaggat
actgctgcag
agactaatag
gaaaaacaaa
tataatgcag
gaaatgaaca
ggtaatggct
aacaacacat
gacgcagtaa
tcatgtttet

aacatgcggt

117

atgctgtgtc
atgcaacaga
ctgttgacet
aatttcttga
atccaggcaa
ttaaaaagga
catgtagaag
acaatgggac
tgataatctg
gtgggaataa
ctggaccaag
tagatcccaa
ccagttttct
gtgaaggtga
ttaatagtag
caacaggaat
gcaaaaaaag
taatagacgg
actacaaaag
aaaaaaccaa
ttggcaatgt
agttcctegt
aactatatga
gttttgaaat
atgaccataa
agttgagcag
tatttetege

gcactatttg

taatggaacc

aacagttgaa

tggtcaatgt -

gttctctgect
atttgacaat
gaatatggga
gtcaagatct
atttccacaa
gggaatccac
attgataaca
accgcaaatg
tgatactgtec
aagaggtaaa
atgctatcat
ggcaatcgga
gaaaaatgtt
aggtrtatcct
atggtatgga
tacacaatct
ccagcaatte
tattaactgg
agcagtggag
aaaggtaaga
attecaccaa
aaaatacaga
tggttacaaa
cattgcaatg

tatataagag

180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800

1803



<211>1773

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Clon

<400> 47
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cactttgtga
attaattaat
gtaacagcaa
actgtggaca
acagagcata
tgcactattg
gaatggtecct
gtagaaaacc
caaatcttce
ggttcattct
gacgcccaat
ccacccacct
acaacagaag
ggtctgcagg
gtacgatcca
catggaagaa
gaaaaaggtg
acctgecccocca
cctgoctagat
ccaggactag
gctgcagata
atagtcgaca
actagactca
aatgcagaat
gtgaacaatc
aaaggctgtt

gggacctata

ggggttaagce

tcatctcttg

tcttgcagat

gtctacactt
catcttgaga
gcaatgcaga
cgctaacaga
atggaatgct
aaggactagt
acatcgtcga
tagaggaact
cagacacaac
acaggagtat
acacaaataa
ataccgagca
atttgaatag
gaagaattga
atgggaatct
tcctgaagac
gcttaaacag
aatatgtaag
caagtagagg
tcgoctggetg
gggattcaac
agatgaacaa
atatgatcaa
tgctagtact
tatataacaa
tcgagctata

ataggagaaa

tggaatctga
tgctegcaat

gcaacatttg

ES 2428 384 T3

tgattccctt
gaaaatggaa
taaaatctgc
aaccaatgtt
gtgtgcaaca
ctatggcaac
aagatcatca
caggacactt
ctggaatgtg
gagatggctg
caggggaaag
aacaaatttg
gaccttcaaa
ttattattgg
aattgctcca
tgatttaaaa
tacattgcca
agttaatagt
actatttgga
gtatggtttc
tcaaaaggca
gcaatatgaa
taataagatt
acttgaaaat
ggtgaagagg
ccataaatgt

gtatagagag

gggaacttac
ggggtttgcet

tatataagag

caaacacata
acaatatcac
atcggccacc
cctgtgacac
agcctgggac
ccttocttgtg
gctgtaaatg
tttagttceg
acttacactg
actcaaaaga
agcattcttt
tacataagaa
ccagtgatag
tcggtactaa
tggtatggac
ggtggtaatkt
ttccacaata
ctcaaactgg
gccatagetg
cagcattcaa
attgataaaa
ataattgatc
gatgaccaaa
caaaaaacac
gcactgggct
gatgatcagt

gaatcaagac

aaaatcctca
geettoctgt

cte

119

caaagagaag
taataactat
agtcaacaaa
atgccaaaga
atccecteoat
acctgctgtt
gaacgtgtta
ctagttccta
gaacaagcag
goggttttta
tcgtgtgggg
acgacacaac
ggccaaggcc
aaccaggcca
acgttcettte
gtgtagtgca
tcagtaaata
cagtcggtct
gattcataga
atgatcaagg
taacatccaa
atgaatttag
tacaagal:gt
tcgatgagca
ccaatgctat
gcatggaaac

tcagaaaggca

ccatttattc gactgtcgcc

tctgggccat gtccaatgga

agactaatta
actactagta
ctccacagaa
attgctccac
tctagacaca
gggaggaaga
ccctgggaat
ccaaagaatc
agcatgttca
ccctgttcaa
catacatcac
aacaagecgtg
ccttgtcaat
aacattgcga
aggagggagc
atgtcagact
tgcatttgga
gaggaacgtg
aggaggttgg
ggttggtatg
ggtgaataat
tgaggttgaa
atgggcatat
tgatgcgaac
ggaagatggyg
aattcggaac

gaaaatagag

&0
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560

1620

1680

1740

1773



<210> 48

<211> 565

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Clon

<400> 48

Melt

1

Ala

Val

Leau

Ala

65

Asn

val

Ala

Glu

val
145

Tyr

Lys

ABpP

Asp

Leu

50

Pro

Fro

Glu

Asp

Arg

130

Thr

Arg

val

Thr

Glu

Leu

Glu

Lys

Tyr

115

Phe

Gly

Asn

Lys

Ile

20

vVal

Gln

Cys

Pro

100

Glu

Glu

WVal

Leu

Cys

Leu

Ser

Leu

Glu

as

Asn

Glu

Ile

Ser

Leu
165
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Leu

Ile

Glu

Hisz

Gly

70

Leu

Pro

Leu

FPhe

Ala
150

Trp

val

Gly

Lys

Asn

55

Asn

Leu

Glu

Pro
135

Ser

Leu

Leu

Tyr

Asn

40

Gly

Cys

Ile

ASD

Glu

120

Lys

Cys

Thr

Leu

His

25

val

Lys

Ser

Ser

Gly

105

Gln

Glu

Ser

Gly

120

Cys
10

Ala

Leu

Val

Lys

90

Thr

Leu

Ser

His

Lys
170

Thr

ABn

val

Cys

Ala

75

Glu

Cys

Ser

Ser

Asn

155

Agn

Phe Thr

Asn Ser

Thr His
45

Leu Leu
&80

Gly Trp

Ser Trp

Tyr Pro

Ser vVal
125

Trp Pro
140

Gly Glu

Gly Leu

Ala

Thr

]

Ser

Lys

Ile

Ser

Gly

110

Ser

Asn

Ser

Thr

ASD

val

Gly

Leu

Tyr

85

His

ser

His

Ser

Fro
175

Tyx

Thr

Asn

Ile

Gly

80

Ile

Phe

Phe

Thr

Phe
160

Asn



Leu

Trp

His

Lys

225

Gly

Ile

Leu

AsSp

Ser

305

Lys

Ile

Ile

His

Gln

las

Lys

Ser

Gly

Thr

210

Phe

Arg

Phe

Ser

Lys

290

Leu

Tyr

Fro

Glu

Gln

370

Asn

Met

Lys

vVal

135

Glu

Thr

Ile

Glu

Arg

275

Cys

Pro

val

Ser

Gly

355

Asn

Ala

Asn

Ser
180

His

Pro

Asn

Ala

260

Gly

Asp

Fhe

Arg

Ile

340

Gly

Glu

Ile

Thr

His

Ala

Glu

Tyr

245

Asn

Phe

Ala

Gln

Ser

325

Gln

Trp

Gln

Asn

Gln
405
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Ala

Pro

Ile
230

Tyr

Gly

Gly

Lys

Asn

310

Ala

Ser

Thr

Gly

Gly

390

Phe

Pro

Val

215

Ala

Trp

Asn

Ser

Cys

295

val

Lys

Arg

Gly

Ser

375

Ile

Thr

Asn

Asn

200

Ser

Lys

Thr

Leu

Gly

280

Gln

His

Leu

Gly

Met

360

Gly

Thr

Ala

Lys

185

Ile

Val

Arg

Leu

Ile

265

Ile

Thr

Pro

Arg

Leu

345

val

Tyr

Asn

Val

121

Glu

Gly

Val

Pro

Leu

250

Ala

Ile

Pro

val

Met

330

Fhe

Ala

Lys

Gly
410

Lys

Asp

Ser

Lys
235

Glu

Pro

Gln

Thr

315

Val

Gly

Gly

Ala

val
ias

Lys

Glu

Gln

Ser

220

val

Fro

Ser

Gly

300

Ile

Thr

Ala

Trp

Asp

380

Asn

Glu

val

Lys

205

His

Arg

Gly

AsSn

285

Ala

Gly

Gly

Ile

365

Gln

Ser

Phe

Leu
190

Ala

Tvr

Ala

270

Ala

Ile

Glu

Leu

Ala

350

Gly

Lys

Val

Asn

val

Leu

Ser

Gln

Thr

255

Phe

Pro

Asn

Cys

Arg

135

Gly

Tyr

Ser

Ile

Lya
415

Leu

TYr

Arg

Glu

240

Ile

Ala

Met

Ser

Pro

320

Asn

Phe

His

Thr

Glu

400

Leu



10

Glu

Asp

val
465

Fhe

ASD

Ile

Ser
545

Cys

Ile

450

Lys

Glu

Glu

Leu

530

Leu

Arg

<210> 49

<211> 565

<212> PRT

Arg

Trp

435

Leu

Ser

Fhe

Thr

Lys

515

Ala

Gly

Ile

Met
420

Glu

Asn

Thr Tyr Asn

Asp

Gln

500

Ile

Ile

Ala

Cys

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Clon

<400> 49

Fhe

Leu

His

485

Asp

Asp

Ile

Ile
565

His

Lys

470

Lys

Tyr

Gly

Ser

Ser
550

ES 2428 384 T3

Leu

Ala

Asp
455

Asn

Cvys

Pro

val

Thr

535

Phe

Asn Lys
425

Glu Leu

440

Ser Asn

Asn Ala

Asn Asp

505

Lys Leu
520

Val Ala

Trp Met

122

Lys

Leu

Val

Lys

Glu

490

Ser

Glu

Ser

Cys

val

Val

Lys

Glu
475

Cys

Glu

Ser

Ser

Ser
555

Asp

Leu

Asn

460

Ile

Glu

Met

Leu

540

Asn

Asp

Leu

445

Leu

Gly

Glu

Ser

Gly

525

Val

Gly

Gly
430

Glu

Asn

Ser

Lye

510

val

Leu

Ser

Phe

Asn

Glu

Gly

val

495

Leu

Tyr

Leu

Leu

Ile

Glu

Lys

Cys

480

Lys

Asn

Gln

val

Gln
560
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Met Lys Val Lys Leu Leu Val Leu Leu Cys Thr Phe Thr Ala Thr Tyr
1 5 10 15

Ala Asp Thr Ile Cys Ile Gly Tyr His Ala Asn Asn Ser Thr Asp Thr
20 25 30

Val Asp Thr Val Leu Glu Lys Asn Val Thr val Thr His Ser Val Asn
i5 40 45

123



Leu

Ala
65

Vval

Ala

Glu

Thr

145

TyT

Leu

Trp

His

Lys

225

Gly

Leu

Leu

50

Pro

Pro

Glu

AsSD

Arg

130

Thr

Lys

Ser

Gly

Lys

210

Fhe

Arg

Phe

Ser

Glu

Leu

Glu

Lys

115

Phe

Gly

AsSn

Lys

val

195

Glu

Thr

Ile

Asp

Gln

Cys

Pro

100

Glu

Glu

Val

Leu

Ser

180

His

Asn

Pro

Aan

Ala

260

Gly

Ser

Leu

Glu

BS

Glu

Ile

Ser

Leu

165

Tvyr

His

Ala

Glu

Tyr
245

ASD

Pha
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His

Gly

70

Leu

Pro

Leu

Fhe

Ala

150

Trp

Ala

Pro

Ile
230

Gly

Gly

Asn
55

Asn

Leu

Glu

Pro

135

Ser

Leu

Asn

Pro

val

215

Ala

Trp

Asn

Ser

Gly

Ile

Asn

Glu

120

Lys

Cys

Thr

Asn

Asn

200

Ser

Lys

Thr

Leu

Gly
280

Lys

Ser

Ser

Gly

105

Gln

Glu

Ser

Gly

Lys

185

Ile

val

Leu

Ile
265

Ile

124

Leu

Val

Arg

g0

Thr

Leu

Ser

His

Lys

170

Glu

Gly

Val

Pro

Leu

250

Ala

Ile

Cys

Ala

75

Glu

Cys

Ser

Ser

Asn

155

Asn

Lys

Asp

Ser

Lys

235

Glu

Pro

Asn

Leu
&0

Gly

Ser

Ser

Trp

140

Gly

Gly

Glu

Gln

Ser

220

Val

Pro

Arg

Ser

Leu

Trp

Trp

Fro

val

125

Pro

Glu

Leu

val

Arg

205

His

Arg

Gly

Tyr

Asn
285

Lys

Ile

s5er

Gly

110

Ser

Ser

Tyr

Leu

190

Ala

Tyr

ASp

Asp

Ala

270

Ala

Gly

Leu

His

Ser

His

Ser

Pro

175

Val

Leu

Ser

Gln

Thr

255

Phe

Pro

Ile

Gly

80

Ile

Phe

Phe

Phe
160

Asn

Leu

Arg

Glu

240

Ile

Ala

Met



Asp

Ser

305

Lys

Ile

Ile

His

Gln

385

Lys

Glu

Asp

val

465

Phe

Asn

Arg

Ile

Glu
290

Leu

Pro

Glu

Gln

370

Asn

Met

Arg

Ile

Thr

450

Lys

Glu

Gly

Glu

Leu

Cys

Pro

Val

Ser

Gly

355

Asn

Asn

Arg

Trp

435

Leu

Ser

Phe

Thr

Lys
515

Ala

Asp

Phe

Arg

Ile

340

Gly

Glu

Ile

Thr

Met

420

Thr

Asp

Gln

Tyr
500

Ile

Ile

Ala

Gln

Ser

325

Gln

Tep

Gln

Asn

Gln

405

Glu

Phe

Leu

His

485

Asp

AsSp

Tyr

ES 2428 384 T3

Lys

Asn

310

Ala

Ser

Gly

Gly

390

Phe

Asn

Asn

Hisg

Lys

470

Lys

Gly

Ser

Cys

295

Vval

Lys

Arg

Gly

Ser

375

Ile

Leu

Ala

ASD

455

Asn

Cys

Pro

val

Thr

Gln

His

Leu

Gly

Met

360

Gly

Ala

AST

Glu

440

Ser

Asn

AsSD

Lys

Lys

520

Val

Thr

Pro

Arg

Leu

345

val

Tvyr

Asn

Val

Lys

425

Leu

Asn

Ala

AsSp

505

Leu

Ala

125

Pro

Val

Met

330

Phe

Asp

Ala

Lys

Gly

410

Lys

Leu

val

Lys

Glu

490

Ser

Glu

Ser

Gln

Thr

315

val

Gly

Gly

Ala

Val

395

Lys

val

Val

Lys

Glu

475

Cys

Glu

Ser

Ser

Gly

300

Ile

Thr

Ala

Trp

Asp

380

Asn

Glu

Asp

Leu

Asn

460

Ile

Met

Glu

Met

Leu

Ala

Gly

Gly

Ile

365

Gln

Ser

Fhe

Leu

Gly

Glu

Ser

Gly
525

Val

Ile

Glu

Leu

Ala

350

Gly

Lvs

Vval

Asn

Gly

430

Glu

Asn

Ser

Lys

510

Val

Leu

Asn

Cys

Arg

335

Gly

Ser

Ile

Lys

415

Phe

Asn

Glu

Gly

val

495

Leu

Tyr

Leu

Ser

Pro

320

Asn

FPhe

His

Glu

400

Leau

Ile

Glu

Lys

Cyvs

480

Lys

Asn

Gln

Val
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530 535 540

Ser Leu Gly Ala Ile Ser Phe Trp Met Cys Ser Asn Gly Ser Leu Gln
545 550 555 560

Cys Arg Ile Cys Ile
565

<210> 50

<211> 566

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Clon

<400> 50

126



Met

Gln

His

Gln

Gly

65

Thr

Asn

Cys

Ala

Gly
145

Lys

Lys

His

Ile

50

Glu

Leu

Lys

Ser
130

Val

Thr

Leu

Ala

35

Glu

Ile

Ile

Lys

Pro

115

Ser

Thr

Pro

20

wal

Val

Cys

Asp

TP

100

TYyT

Gln

Pro

Thr

Asp

Ala

8BS

Asp

ASD

Thr

Asn

Ala

Asn

Asn

Asn

Ser

T0

Leu

Leu

val

Leu

Gly
150

ES 2428 384 T3

Leu

Asp

Gly

Ala

55

Pro

Leu

Phe

Pro

Glu
135

Thr

Ser Tyr

AsSn Ser
25

Thr Ile
40

Thr Glu

His Gln

Gly Asp

Val Glu

105

Asp Tyr
120

Phe Asn

Ser Ser

127

Ile

10

Thr

Val

Leu

Ile

Pro

%0

Ala

AsSn

Ala

Leu

Ala

Lys

Val

Leu

75

Gln

Ser

Ser

Glu

Cys
155

Cys

Thr

Thr

Gln

60

ASP

Cys

Lys

Leu

Ser

140

Ile

Leu

Leu

Ile

45

Ser

Gly

Ala

Arg

125

Phe

Arg

Val

cys

30

Thr

Ser

Glu

Gly

Tyr

110

Ser

Asn

Fhe

15

Leu

Asn

Ser

Aan

Phe

95

Ser

Leu

Trp

Ser

Thr

Gly

Thr

Cys

80

Gln

ASn

Val

Thr

Asn
160



Asn

Tyr

Leu

Fhe

Ser

225

Asn

Asp

Pro

Pro

305

Cys

Gly

Phe

Ser
385

Ile

Ser

Pro

Tyr

Leu

210

Gln

Ile

Ile

Phe

Ile

290

Asn

Fro

AsSn

Phe

Arg

370

Thr

Gly

Phe

Ala

Ile
185

Gln

Pro

Lys

275

Gly

Asp

Arg

Vval

Ile

355

His

Gln

Lys

Phe

Leu
180

Trp

Ala

Thr

ser

260

Ile

Lys

Lys

Tyr

Pro

340

Glu

Gln

Ala

Ser
165

Asn

Gly

Gln

val

Arg

245

Ile

Arg

Cys

Pro

val

325

Glu

Asn

Asn

Ala
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Arg

Val

val

Ala

Ile

230

Ile

Asn

Ser

Asn

Phe

310

Lys

Lys

Gly

Ser

Ile

390

Glu

Leu
Thr
His
Ser
215
Pro
Ser
Ser
Gly
Ser
295
Gln
Gln
Gln
Trp
Glu
375

Asp

Lys

Asn

Met

His

200

Gly

Asn

Ile

Lys

280

Glu

Asn

Asn

Thr

Glu

360

Gly

Gln

Fhe

Trp

Pro

185

Pro

Ile

Tyr

Gly

265

Ser

Cys

Val

Arg

45

Gly

Ile

Ile

His

128

Leu
170

Asn

Gly

Ile

Gly

Trp

250

Asn

Ser

Ile

Asn

330

Gly

MetC

Gly

AsSn

Gln

Thr

Asn

Thr

Thr

Ser

235

Thr

Leu

Ile

Thr

315

Lys

Ile

val

Gln

Gly

355

Ile

His

Glu

Asp

val

220

Ile

Ile

Met

Pro

300

Ile

Leu

Phe

Asp

Ala

iso

Lys

Glu

Leu

Lys

Asn

205

Ser

Pro

Val

Ala

Arg

285

Asn

Thr

Ala

Gly

Gly

365

Ala

Leu

Lys

Lys

Fhe
190

Asp

Thr

Arg

Lys

Pro

270

Ser

Gly

Thr

Ala

350

Trp

Asp

Asn

Glu

Phe

175

Asp

Gln

Lys

Val

Pro

255

Arg

AsSp

Ser

Gly

Gly

335

Ile

Tyr

Leu

Arg

Phe

Lys

Lys

Ile

Arg

Arg

240

Gly

Gly

Ala

Ile

Ala

320

Met

Ala

Gly

Lys

Leu

400

Ser



Glu

Lys

Asn

Glu

465

Gly

Ile

Asn

Asp

Val

545

Arg

Val

Ile

Gln

450

Lys

Cys

Arg

Trp
230

Ala

Cys

<210> 51

<211> 566

<212> PRT

Glu

Asp

435

His

Thr

FPhe

Asn

Arg

515

Ila

Leu

Asn

Gly
420

Leu

Lys

Lys

Gly

200

Fhe

Leu

Leun

Ile

<213> Secuencia artificial

<220>

405

Arg

Trp

Ile

Lys

Ile

485

Thr

Gln

Trp

Cya
565
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Ile Gln

Ser Tyr

Asp Leu
455

Gln Leu
470

Tyr His

Tyr Asp

Ile Lys

Ile Ser
535

Phe Ile
550

Ile

410

Asp Leu Glu
425

Asn Ala Glu
440

Thr Asp Ser

Arg Glu Asn

Lys Cys Asp
490

His Asp Val
505

Gly Val Glu
520

Phe Ala Ile

Met Trp Ala

129

Lys

Leu

Glu

Ala

475

Asn

Tvyr

Leu

Ser

Cys
555

Leu

Met

460

Glu

Ala

Lys

Cys
540

Gln

Val Glu
430

Val Ala
445

Asn Lys

Asp Met

Cys Ile

Asp Glu

510

Ser Gly
525

Phe Leu

Lys Gly

415

Asp

Leu

Leu

Gly
495

Ala

Tyr

Leeu

Asn

Thr

Glu

Fhe

Asn

480

Ser

Leau

Lys

Cys

Ile
560



ES 2428 384 T3

<223> Clon

<400> 51

Met Lys Thr Ile Ile Ala Leu Ser Tyr Ile Leu Cys Leu Val Phe Thr
1 5 10 15

Gln Lys Leu Pro Gly Asn Asp Asn Ser Thr Ala Thr Leu Cys Leu Gly
20 25 30

130



His

Gln

Gly
65

Thr

Cys

Ala

Gly

145

Asn

Leu

Phe

Ser

225

Asn

ASD

TYT

His

Ila

30

Gly

Leu

Lys

Ser

130

val

Ser

Pro

TyT

Leu

210

Gln

Ile

Ile

Phe

Ala

35

Glu

Ile

Ile

Lys

Fro

115

Ser

Thr

Phe

Ala

Ile

195

His

Gln

Pro

Leu

Lys

Val

Val

Cys

Asp

Trp

100

Gly

Gln

Fhe

Leu
180

Trp

Ala

Thr

Ser

Leu
260

Ile

Pro

Thr

ASR

Ala

as

Aep

Thr

Asn

Ser

165

Gly

Gln

Val

Arg

245

Ile

Arg
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Asn

Asn

Ser

70

Leu

Leu

Val

Leeu

Gly

150

Arg

val

Val

Ala

Ile

230

Ile

Asn

Ser

Gly

Ala

55

Pro

Leu

Phe

Pro

Glu

135

Thr

Leu

Thr

His

Ser

215

Pro

Ser

Ser

Gly

Thr

His

Gly

val

Asp

120

Phe

Ser

Met

His

200

Gly

Ile

Thr

Lys

Ile

Glu

Gln

Asp

Glu
105

Tyr

Asn

Ser

Trp

Pro

185

Pro

Arg

Ile

Gly
265

Sar

131

val

Leu

Ile

Pro

20

Ala

Asp

Ala

Leu

170

Asn

Gly

Ile

Gly

Trp

250

Asn

Ser

Lys

val

Thr

Gln
&0

Ile
45

Ser

Thr

Ser

Leu Asp Gly Glu

75

Gln

ser

Ser

Glu

Cys

155

Thr

Asn

Thr

Thr

ser

235

Thr

Leu

Ile

Lys

Leu

Ser

140

Lys

His

Glu

Asp

Val

220

Arg

Ile

Ile

Met

ASD

Ala

Arg

125

Phe

Arg

Leu

Lys

Asn

205

Ser

Pro

Val

Ala

Arg

Gly

110

Ser

Asn

Arg

Lys

Fhe

190

Asp

Arg

Ly3

Pro

270

Ser

Asn

Ser

Phe

Ser

Lau

Trp

Ser

Phe

175

Asp

Gln

Lys

Ile

Pro

255

Arg

Asp

ASp

Thr

Cys

80

Gln

Asn

Val

Thr

Asn

150

Lys

Lys

Ile

Arg

240

Gly

Gly

Ala



Pro

Pro

305

Cys

Gly

Phe

Ser

385

Ile

Glu

Lys

Glu

465

Gly

Ile

Asn

Ile

290

Asn

Pro

ABn

Fhe

Arg

k]

Thr

Gly

Val

Ile

Gln

450

Arg

Cys

Arg

Asn

275

Gly

AsSp

Arg

Val

Ile

355

Hisg

Gln

Lys

Glu

Asp

435

His

Thr

Asn

Arg
515

Lys

Lys

Pro

340

Glu

Gln

Ala

Thr

Gly

420

Leu

Thr

Lys

Lys

Gly

500

Fhe

Cys

Pro

val
325

Glu

AsSn

Asn

Ala

Asn
405

Trp

Ile

Lys

Ile
485

Thr

Gln
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Fhe

3l0

Lys

Lys

Gly

Ser

Ile

320

Glu

Ile

Ser

Gln

470

Tvr

Tyr

Ile

Ser

295

Gln

Gln

Gln

Trp

Clu

75

Asn

Lys

Gln

Leu

455

Leu

His

AsSp

Lys

280

Glu

Asn

Asn

Thr

Glu

360

Gly

Gln

Fhe

ASp

Asn

440

Thr

Arg

Lys

His

Gly
520

Cys

val

Thr

Arg

345

Gly

Ile

Ile

His

Leu

425

Ala

Asp

Glu

Cys

ABD

505

Val

132

Ile

Asn

Leu
330

Gly

Met

Gly

Asn

Gln

410

Glu

Glu

Ser

Asn

Asp

490

val

Glu

Thr

Arg

315

Lys

Ile

Val

Gln

Gly

3395

Ile

Liys

Leu

Glu

Ala

475

Asn

Leu

Pro
3oo

Ile

Leu

Fhe

Ala
igo

Lys

Glu

Leu

Met

460

Glu

Ala

Arg

Lys

285

Asn

Thr

Ala

Gly

Gly

365

Ala

Leu

Lys

Vval

Val

445

Asn

Asp

Cvs

Asp

Ser
525

Gly

Tyr

Thr

Ala

iso

Trp

Asp

Asn

Glu

Glu

430

Ala

Lys

Met

Ile

Glu
510

Gly

Ser

Gly

Gly

33as

Ile

Tyr

Arg

Phe

415

ASp

Leu

Leu

Gly

Gly

435

Ala

YT

Ile

Ala

320

Met

Ala

Gly

Ly=s

Leu

400

Ser

Glu

Fhe

Asn

480

Ser

Leu

Lys
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Asp Trp Ile Leu Trp Ile Ser Phe Ala Ile Ser Cys Fhe Leu Leu Cys
530 535 540

val Ala Leu Leu Gly Phe Ile Met Trp Ala Cys Gln Lys Gly Asn Ile
545 550 555 S60

Arg Cys Asn Ile Cys Ile
565

<210> 52

<211> 585

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Clon

<400> 52
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Met Lys Ala

1

Arg Ile Cys

Thr

Thr

ATg

65

Ala

Ser

Mekt

Ala

Ala

Thr

50

Gly

Ile

His

Glu

130

Pro

Thr

35

Pro

Lys

Gly

Leu

Asp

115

His

Gly

Ile

Thr

20

Gln

Thr

Leu

Arg

His

100

Arg

Ila

Gly

Ile

Gly

Gly

Lys

Cys

Pro

B85

Glu

Thr

Arg

Pro

Val

Ile

Glu

Ser

Pro

70

Lys

Val

Lys

Leuy
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Leu

Yval

His

55

Lys

Cys

Ila

Ser
135

Lys

Leu Met

Ser Ser
25

Asn Val
40

Phe Ala

Cys Leu

Thr Gly

Pro Val

105

Arg Gln
120

Thr His

Ile Gly

134

val

10

Asn

Thr

Asn

ASn

90

Thr

Leu

Asn

Thr

val

Ser

Gly

Leu

Cys

75

Ile

Ser

Val

Ser

Thr

Pro

Val

Lys

60

Thr

Pro

Gly

Lys

Ile
140

Gly

Ser

His

Ile

45

Gly

Asp

Ser

Cys

Leu
125

Asn

Ser

Asn

val

30

Pro

Thr

Leu

Ala

Phe

110

Leu

Ala

Cys

Ala

15

val

Leu

Glu

AsSp

Arg

95

Pro

Arg

Glu

Pro

Lys

Thr

Thr

Val

80

val

Tle

Gly

Asn



145

val

Lys

Pro

Pro

225

Ser

Gln

Thr

Trpe

Ile

305

Ser

Pro

Ala

Gly
3i8s

Thr

Azn

Ser

210

Gln

Gln

Ser

Gly

Cys

290

Gly

Lys

Ile

Pro

Gly
370

TyT

ASn

Asp

Ile
195

Lys

Ile

Gly

Thr

275

Ala

Glu

Pro

Trp

Fro
355

Gly

Asn
180

Cys

Asn

Fhe

Gly

260

Ile

Ser

Ala

Tvr

Val

340

Ala

Leu

Ser

AsSn

165

Asn

Thr

Glu

Thr

Gly

245

Ile

Thr

Gly

Asp

325

Lys

Lys

Glu

His
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150

Gly

Lys

Glu

Thr

Ser

230

FPhe

Val

Arg

Cys

310

Thr

Thr

Leu

Gly

Gly
390

FPhe

Thr

Gly

Gln

215

Ser

Pro

val

Gln

Ser

295

Leu

Gly

Pro

Leu

Gly
175

Ala

Phe

Ala

Glu

200

Met

Ala

Asn

Asp

Arg

280

Lys

His

Glu

Leu

Lys
ig0

Trp

His

Ala

Thr

185

Asp

Ala

Asn

Gln

265

Gly

Val

Glu

His

Lys

345

Glu

Glu

Gly

135

Thr

170

Asn

Gln

Lys

Gly

Thr

250

Met

Ila

Ile

Lys

Ala

330

Leu

Arg

Gly

val

155

Met

Ser

Ile

Leu

val

235

Glu

val

Leu

Lys

315

Lys

Ala

Gly

Met

Ala
3a5

Ala

Leu

Thr

Tyr

220

AsSp

Gln

Leu

Gly

oo

Gly

Ala

Asn

Phe

Ile
iBO

val

Trp

Thr

val
205

Gly

Thr

Gly

Lys

Pro

285

Ser

Gly

Ile

Gly

Phe

3165

Ala

Ala

Ala

Ile
190

Trp

Asp

His

Gly

Ser

270

Gln

Leu

Leu

Gly

Thr

150

Gly

Gly

Ala

val
175

Glu

Gly

Ser

Leu
255

Gly

Lys

Asn

Asn

35

Lys

Ala

Trp

Asp

160

FPro

Val

Fhe

Lys

Val

240

Pro

Lys

Val

Leu

Lys

320

Cys

Tyr

Ila

His

Leu
400



Lys

Leu

Asp

Leu

Ser

465

Glu

Asn

Fhe

Asp

545

Ala

Asp

Ser

Ser

Glu

Arg

450

Asn

ATg

Gly

Ile

Asp

530

Asn

Val

Asn
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<211> 584

Thr

Glu

Leu

435

Ala

Glu

Lys

Cys

Ala

515

Ser

His

Thr

Vval

Gln

Leu
420

His

Leu

Phe

500

Ala

Leu

Leu

Ser
580

Glu

405

Glu

Asn

Thr

Ile

Lys

485

Glu

Gly

Asn

Ile

Mat

565

Cys

Ala

Vval

Glu

Ile

Ile

470

Lys

Thr

Thr

Ile

Leu

550

Ile

Ser
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Ile

Lys

Ile

Ser

455

Asn

Meat

Lys

Phe

Thr

535

Leu

Ala

Ile

ASn

Asn

Leu

440

Ser

Ser

Ley

His

Asp

520

Ala

Tyr

Ile

Cys

Lys

425

Glu

Gln

Glu

Gly

Lys

505

Ala

Ala

Tyr

Fhe

Leu
585

136

Ile
410

Gln

Leu

Ile

AsSp

FPro

490

Cys

Gly

Ser

Ser

Val
570

Thr Lys

Arg Leu

Asp Glu

Glu Leu
460

Glu His
475

Ser Ala

Asn Gln

Glu Phe

Leu Asn
540

Thr Ala
555

Val Tyr

Asn

Ser

Lys
445

Ala

Leu

val

Thr

Ser

525

Asp

Ala

Met

Leu

Gly

430

Val

val

Leu

Glu

Cys

510

Leu

Asp

Ser

Val

Asn
415

Ala

Leu

Ala

Ile

435

Leu

Pro

Gly

Ser

Ser
575

Ber

Met

AsSp

Leu

480

Gly

Asp

Leu

Leu
560
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<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Clon

<400> 53

Met Lys Ala Ile Ile Val Leu Leu Met Val Val Thr Ser Asn Ala Asp
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Arg

Thr

65

Ala

Ser

Met

Tyr

Ala

145

Ala

Lys

Ser

Gln
225

Gln

Ile

Ala

Thr
50

Gly

Leu

Ile

His

Glu

130

Pro

Thr

Asp

Ile

Asp

210

Lys

Ile

Cys

Pro

Lys

Gly

Leu

Asp

115

Asn

Gly

Ser

AEBn

Cysa

195

Asn

FPhe

Gly

Thr

20

Gln

Thr

Leu

Arg

His

100

Arg

Ile

Gly

Lys

Asn

180

Lys

Thr

Ser

Gly

Gly

Lys

Pro
a5

Glu

Arg

Pro

Ser

165

Lys

Glu

Thr

Ser

Phe
245
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Ile

Glu

Ser

Pro

70

Met

Val

Lys

Leu

Tyr

150

Gly

Asn

Gly

Gln

Ser

210

Pro

Thr

Val

Asp

Cys

Lys

Ile

Ser

135

Arg

FPhe

Ala

Glu

Met

215

Ala

Ser

AsSN

40

Fhe

Cys

Val

Pro

Arg

120

Thr

Leu

Phe

Thr

Asp

200

Lys

AsSn

Gln

Ser

25

Val

Ala

Leu

Gly

Val

105

Gln

Gln

Gly

Ala

ASn

185

Gln

Asn

Gly

Thr

138

10

Asn

Asn

Asn

Thr

Leu

Asn

Thr

170

Pro

Ile

Leayu

val

Glu
250

Ser

Gly

Leu

Cys

75

Thr

Ser

Pro

val

Ser

155

Met

Leu

Thr

Tyr

Thr
235

Pro

val

Lys

&0

Thr

Pro

Gly

Asn

Ile

140

Gly

Val

Gly
220

Gly

His

Ile

45

Gly

Asp

Ser

Cys

Leu

125

Asp

Ser

Trp

Val

205

Asp

His

Gly

val
390

Fro

Thr

Leu

Ala

Phe

110

Leu

Ala

Cys

Ala

Glu

150

Gly

Ser

Tyr

Leu

15

Val

Leu

Asp

Lys

95

Pro

Arg

Glu

Pro

val

175

Val

Phe

Asn

val

Pro
255

Lys

Thr

val
B0

Ala

Ile

Gly

Lys

Asn

160

Pro

Pro

His

Pro

Ser

240
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Ser

Gly

Cys

Gly

305

Lys

Ila

Pro

Gly

385

Ser

Ser

Glu

Arg

Asn

465

Arg

Ala

290

Glu

Pro

Trp

Pro

Fhe

370

Thr

Glu

Leu

Ala

450

Glu

Lys

Arg

Ile

275

Ser

Ala

val

Ala

355

Leu

Ser

Gln

Leu

His

435

Asp

Gly

Leu

Ile
260

Val

Gly

Lys

340

Lys

Glu

His

Glu

Glu

420

AsSn

Thr

Ile

Lys

val

Tyr

Arg

Cys

Thr

ias

Thr

Leu

Gly

Gly

Ala

405

val

Glu

Ile

Ile

Lys
485
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val

Gln

Ser

Leu
310

Gly

Pro

Leu

Gly

Ala

390

Ile

Lys

Ile

Ser

Asn
470

Metr

Asp

Lys

295

His

Glu

Leu

Lys

TR

375

His

ASn

Asn

Leu

Ser

455

Ser

Leu

Tyx

Gly

280

val

Glu

His

Lys

Glu

360

Glu

Gly

Lys

Leu

Glu

440

Gln

Glu

Gly

Met

265

Val

Ile

Lys

Ala

Leu

345

Gly

val

Ile

Gln

425

Leu

Ile

Asp

Pro

139

Met

Leu

Lys

Lys
330

Ala

Gly

Ala

Thr

410

Arg

Asp

Glu

Glu

Ser
490

Gln

Leu

Gly

Gly

315

Ala

Asn

Phe

Ile

val

385

Lys

Leu

Glu

Leu

His

475

Ala

Lys

Pro

Ser

300

Gly

Ile

Gly

Phe

Ala

jao

Ala

Asn

Ser

Lys

Ala
460

Leu

val

Pro

Gln

285

Leu

Leu

Gly

Gly

365

Gly

Rla

Leu

Gly

val

445

val

Leu

Glu

Gly

270

Lys

Pro

Asn

Asn

Lys

350

Ala

Trp

Asp

Ala

430

Asap

Leu

Ala

Ile

Lys

Val

Leu

Lys

Cys

iis

Ile

His

Leu

Ser

415

Met

ASp

Leu

Leu

Gly
435

Thr

Trp

Ile

Ser

320

Pro

Ala

Gly

Lyg

400

Leu

Asp

Leu

Ser

Glu

480

Asn
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Gly

Ile

Asp

Asn

545

Val

Asn

Cys

Ala

Ser

530

His

Thr

Val

<210> 54

<211> 562

<212> PRT

Fhe Glu
500

Ala Gly Thr Phe Asn Ala Gly Glu Phe Ser

515

Leu Asn

Thr Ile

Leu Mat

Ser Cya
580

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Clon

<400> 54
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Thr Lys His Lys Cys Asn Gln Thr

520

Ile Thr Ala Ala Ser Leu Asn Asp

535

505

540

Leu Leu Tyr Tyr Ser Thr Ala Ala

550

555

Leu Ala Ile FPhe Ile Val Tyr Met

565

Ser Ile Cys Leu

140

370

Cys

Leu

525

Ser

Val

Leu

510

Pro

Gly

Ser

Sar

Asp

Thr

Leu

Arg
575

Arg

Phe

Asp

Ala

560
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Met

1

Gln

Thr

Glu

Leu
65

Glu

Lys

Ala

Ile

Ila

Lys

50

Glu

Cys

Glu

Ile

Cys

Leu

a5

Thr

Leu

Asp

Asn

Ile

Ile

20

Glu

His

Gly

Pro
100

Gly

Arg

Asn

Asp

Leu
a5

Arg

Leu

Asn

Gly

Cys

T0

Leu

ABD
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Ile

His

Val

Lys

55

Ser

Ser

Gly

Lieu

Ala

Leu

Ile

Val

Leu

Leu

Asn

25

Val

Cys

Ala

Pro

Cvys
105

141

Phe
10

Asn

Thr

Lys

Gly

Glu
30

Tyr

Thr

His

Leu

Trp
75

Trp

Prao

Ala

Thr

Ala

Asn

60

Leu

Ser

Gly

Vval

Glu

Lys
45

Leu

Ser

Lya
30

Ile

Ile

FPhe
110

Gly

15

Val

Ile

Pro

Asn

Met
95

Asn

Asp

Leu

Pro

Pro
80

Glu

Asp



val

Gly

145

Met

Ser

His

Gly

Pro

225

Glu

Ser

Arg

Glu

Phe

305

Lys

Ile

Glu

Lys

130

Sar

Val

Tyr

Hieg

Thr

210

Asp

Phe

Thr

Gly

Thr

290

His

Ser

Glu

Glu

115

Ile

Arg

Trp

Asn

Pro

195

Ile

Ser

Gly

Ser

275

Lys

Asn

Glu

Ser

Leu

Leu

Ala

Leu

Asn

180

AsSn

Val

Ala

Trp

Asn

260

Ser

Cys

Val

Lys

Arg
140

Lys

Pro

Cys

Thr

165

Thr

Asp

Ser

Thr

Thr

245

Leu

Gly

Gln

His

Ly

125

Gly
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His

Lys

Ala

150

Lys

Ser

Glu

val

Arg

230

Leu

Ile

Ile

Pro
il0

Val

Leu

Leu

Asp

135

val

Lys

Gly

Gly

215

Fro

Lau

Ala

Pro

295

Leu

Leu

Phe

Leu

120

Arg

Ser

Glu

Glu

Glu

200

Thr

Lys

AsSp

Pro

Lys

280

Leu

Thr

Ala

Gly

Ser

Trp

Gly

Ser

Gln

185

Gln

Ser

Val

Met

Glu

265

Gly

Ile

Thr

Ala
345

142

Ser

Thr

ASn

Asn

170

Met

Arg

Asn

Trp

250

Glu

Ala

Gly

Gly

330

Ile

val

Gln

Pro
155

Leu

Thr

Leu

Gly

235

Asp

Gly

Gly

Ile

Glu
315

Leu

Ala

Lys

His

140

Ser

Pro

Ile

Leu

Asn

220

Leu

Thr

Phe

Thr

Asn

300

Cys

Arg

Gly

His

125

Thr

Phe

Val

Ile

205

Lys

Gly

Ile

Lys

Leu

285

Thr

Pro

Asn

Fhea

Fhe

Thr

Phe

Ala

TR

120

Gln

Arg

Ser

Asn

Ile

270

Glu

Thr

Lys

Vval

Ile
350

Glu

Thr

Arg

Lys

175

Gly

Asn

Ser

Arg

Phe

255

Ser

ABDN

Leu

Pro
335

Glu

Lys

Gly

Asn

150

Gly

Val

val

Thr

Het

240

Glu

Lys

Cys

Pro

Val

320

Gln

Gly



Gly

Asp

Phe

385

Thr

Leu

Thr

AsSp

Gln

465

Tvr

Ile

Ile

Gly

545

Cys

Trp

Gln
370

Asp

Gln

Glu

Fhe
450

Leu

His

Lys

Tvr

530

Ile

Ile

Gln
355

Gly

Gly

Phe

Asn

ASn

435

His

Arg

Lys

Gly
515

Ala

Ser

Gly

Ser

Ile

Glu

Leu

420

Ala

AsSD

Asp

Cys

Pro

200

Vval

Thr

Phe

Met

Gly

Ala

405

AsSn

Glu

Ser

Asn

Asp

485

Lys

Lya

Val

Trp
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Val Asp

Tyr Ala
375

Asn Lys
iso

Val Gly

Lys Lys

Leu Leu

Asn val
455

Val Lys
470

Asp Glu

Tvr Glu

Leu Ser

Ala Gly
535

Met Cys
550

Gly
360

Ala

val

Lys

vVal
440

Lys

Glu

Cys

Glu

Ser

520

s5er

Ser

Trp

Asp

Glu

Glu

425

Leu

Leu

Met

Glu

205

Met

Leau

Asn

143

Lys

Ser

Phe

410

Asp

Leu

Gly

Asn

490

Ser

Gly

Ser

Gly

Gly

Glu

Val

395

Ser

Gly

Glu

Tyr

Asn

475

Ser

Lys

val

Leu

Ser
555

YT

Ser
380

Ile

Asn

FPhe

Asp
460

Gly

Val

Leu

Ala
540

Leu

His
3as

Glu

Leu

Leu

Glu

445

Lys

Cys

Lys

Asn

Gln

525

Ile

Gln

His

Gln

Lys

Glu

AsSp

430

val

Fhe

Asn

Arg

510

Ile

Met

Cys

Ser

Lys

Arg
415

Val

Glu

Gly

495

Asn

Leu

Met

Arg

Asn
Ala

AsSn
400

Arg

Met
Phe
480
Thr
Glu
Ala

Ala

Ile
560
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<211> 567

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Clon

<400> 55
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Met

Asp

Leu

Pro

65

Pro

Glu

Asp

Lys

Ser

145

Lys

Gly

AEn

Glu

Gln

Thr

Glu

50

Leu

Met

Lys

Ile

130

Gly

Asn

Arg

Ile

Pro
210

Lys

Ile

Ile
35

Lys

Ile

Cys

Glu

115

Gln

val

Val

Ser

His
195

Thr

Ile

Cys

20

Mat

Thr

Leu

Asp

Asn

100

Glu

Ile

Ser

Val

180

His

Thr

Val

Ile

Glu

His

Arg

Glu

B5

Pro

Leu

Ile

Ser

165

Asn

Ser

Tyr
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Leu

Gly

Lvs

ASn

AsSp

70

Fhe

Ala

Lys

Pro

Ala

150

Leu

Asn

Asn

Ile

Leu

Asn

Gly

55

Cys

Ile

Asn

His

Lys

135

Cys

Ile

Thr

Asp

Ser
215

Leu

His

val
a0

Lys

Ser

Asn

Leu

120

Ser

Pro

Lys

Asn

Ala

200

Val

Ala

Ala

25

Thr

Leu

val

Val

Leu

105

Leu

Ser

Lys

Gln
185

Ala

Gly

145

Ile

10

Asn

Val

Cys

Ala

Pro

0

Ser

Trp

Gln

Asn

170

Glu

Glu

Thr

val

ASn

Thr

Asp

Gly

15

Glu

Ser

Gly

155

Asn

Asp

Gln

Ser

Ser

Ser

His

Leu

60

Trp

Trp

Pro

Ile

Asp

140

Thr

Leu

Thr

Thr
220

Leu

Thr

Ala

45

Asp

Leu

Ser

Gly

Asn

125

His

Pro

Tyr

Leu

Lys

205

Leu

Val

Glu

30

Gln

Gly

Leu

Asn

110

His

Glu

Ser

Pro

Ile
150

Leu

Lys

Gln

Asp

Val

Gly

Ile

95

Fhe

Phe

Ala

Phe

Thr
175

Gln

Ser

val

Ile

Lys

Asn

BO

Val

Asn

Glu

5er

Phe

160

Ile

Trp

Gln

Arg



Leu

225

Phe

val

Asn

Met

305

Pro

Gly

Ser

385

Ile

Asn

Phe

Asn

Val

Met

Glu

Lys

Cys

290

Pro

Val

Phe

His

370

Thr

AsSD

Leu

Leu

Glu
450

Pro

Ser

Lys

275

AsBn

Fhe

Lys

Arg

Ile

355

His

Gln

Lys

Glu

Asp
435

Lys

Phe

Asn
260

Gly

His

Ser

Glu

340

Glu

Ser

Lys

Met

Arg

420

val

Thr

Ile

Phe
245

Gly

Asp

Lys

ABn

Asn

325

Arg

Gly

Asn

Ala

ASn

405

Arg

Trp

Leu
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Ala
230

Trp

ASn

Ser

Cys

Ile

310

Lys

Gly

Glu

Ile

390

Ile

Thr

Asp

Thr

Thr

Phe

Ala

Gln

295

His

Leu

Trp

Gln

375

Asp

Gln

Glu

Tyr

Phe
455

Arg

Ile

Ile

Ile
280

Thr

Pro

Val

Lys

Gln

360

Gly

Gly

Fhe

Asn

Asn
440

His

Ser

Leu

Ala

265

val

Pro

Leu

Leu

Arg

345

Gly

Ser

val

Glu

Leu

425

Ala

Asp

146

Lys

Lys

250

Fro

Lys

Ile

Thr

Ala

330

Gly

Met

Gly

Thr

Ala

410

Asn

Glu

Ser

val

235

Pro

Glu

Ser

Gly

Ile

315

Thr

Leu

val

Tyr

Asn

3195

val

Lys

Leu

Asn

Asn

Asn

Glu

Ala

300

Gly

Gly

Phe

ASD

Ala

380

Lys

Gly

Lys

Leu

Val
460

Gly

Asp

Ala

val

285

Ile

Glu

Leu

Gly

Gly

365

Ala

val

Arg

Met

Val

445

Lys

Gln

Ala

Tvyr
270

Glu

Asn

Cys

Arg

Ala
is50

Trp

AsD

Asn

Glu

Glu

430

Leu

Asn

Ser

Ile
255

Lys

Ser

Pro

Asn

335

Ile

Tyr

Lys

Ser

Phe

415

AEBD

Met

Leu

Gly

240

Asn

Ile

Gly

Ser

Lys

320

Ser

Ala

Gly

Glu

Ile

400

Asn

Gly

Glu

Tyr



Asp Lys
465

Gly Cys

val Arg

Leu Lys

Tyr Gln
530

Ala Ile
545

Leu Gln

<210> 56
<211> 568

<212> PRT

Val

Phe

Asn

Arg

515

Ile

Met

Cys

Glu

Gly

500

Glu

Leu

Val

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Clon

<400> 56
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Leu Gln Leu
470

Phe Tyr His
485

Thr Tyr Asp

Glu Ile Ser

Ser Ile Tyr
535

Ala Gly Leu
250

Ile Cys Ile
565

Arg Asp

Lys Cys

Tyr Pro
505

Gly val
520

Ser Thr

Ser Leu

147

ASP

4590

Gln

Lys

val

Trp

Ala
475

ASn

Leu

Ala

Met
555

Lys Glu

Glu Cys

Leu

Met

Ser Glu Glu

Glu Ser
525

Ser Ser
540

Cys Ser

510

Ile

Gly

Glu

495

Ala

Ala

Gly

Asn

480

Ser

Arg

Thr

Leu

Ser
560



Met Glu

Asp Gln

asp Thr

Leu Glu
50

Pro Leu
65

Pro Met

Lvs

Ile

Ile

35

Lys

Ile

Cys

Ile

Cys
20

Mec

Thr

Leu

Asp

Val

Ile

Glu

His

Glu
B85

Leu

Gly

Lvs

Asn

ASD

70

Phe

ES 2428 384 T3

Leu

Tyr

Asn

Gly

55

Cys

Ile

Phe

His

val

40

Lys

Ser

Asn

Ala

Ala

25

Thr

Leuy

Val

Val

148

Ile

10

Asn

Val

Cys

Ala

Pro
90

val

Asn

Thr

ASD

Gly

15

Glu

Ser

Ser

His

Leu
60

Trp

Trp

Leu

Thr

Ala

45

ASp

Leu

Ser

Val

Glu

30

Gln

Gly

Leu

Lys Ser
15

Gln val

Asp Ile

val Lys

Gly Asn
80

Ile val
95



Glu

Asp

Lys

Leu

145

Lys

Gly

Asn

Leu

225

Phe

val

Asn

Met
305

Lys

Tyr

Ile

130

Gly

Asn

Arg

Ile

PFro

210

Val

MetrC

Glu

Lys

Cys

290

Pro

Val

Ala

Glu

115

Gln

val

val

Ser

His

195

Thr

Pro

Glu

Ser

Lys

275

Asn

Fhe

Lys

Asn
100

Glu

Ile

Ser

Val

YL

180

His

Thr

Arg

Fhe

Asn

260

Gly

Thr

His

Ser

Pro

Leu

Ile

Ser

Trp

1865

Asn

Pro

Tyr

Ile

Fhe

245

Gly

Asp

Lys

Asn

Asn
325
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val

Lys

Pro

Ala

150

Leu

Asn

Asn

Ile

Ala
230

Trp

Asn

Ser

Cysa

Ile
310

Arg

Asn

His

Lys

135

Cys

Ile

Thr

ASp

Ser

215

Thr

Thr

Phe

Thr

Gln

295

His

Leu

Asp

Leu

120

Ser

Pro

Lys

Asn

Ala

200

Val

Ile

Ile

Ile

280

Thr

Fro

Val

Leu
105

Ser

Tyr

Lys

Gln

185

Ala

Gly

Ser

Leu

Ala

265

Metr

Pro

Leu

Leu

149

Cys

Ser

Trp

Gln

Asn

170

Glu

Glu

Thr

Lys

Lys

250

Pro

Lys

Met

Thr

Ala
330

Arg

Ser

Gly

155

Ser

Asp

Gln

Ser

val

235

Pro

Glu

Ser

Gly

Ile
31s

Thr

Pro

Ile

Ser
140

Lys

Thr

Leu

Thr

Thr

220

Aan

ABN

T™vr

Glu

Ala

300

Gly

Gly

Gly

Asn

125

His

Ser

Leu

Lys

205

Leu

Gly

AsSp

Ala

Leu

2B5

Ile

Glu

Leu

Asp

110

His

Glu

Ser

Pro

Val

130

Leu

Asn

Gln

Ala

Tyr

270

Glu

Asn

Cys

Arg

Phe

FPhe

Ala

Fhe

Thr

175

Leu

Gln

Ser

Ile

255

Lys

Ser

Fro

Asn
33s

Asn

Glu

Ser

Fhe

160

Ile

Trp

Gln

Arg

Gly

240

Asn

Ile

Gly

Ser

Lys

320

Ser



Pro

Ala

Gly

Glu

385

Ile

Gly

Glu

465

Asn

Ser

Arg

Ile

Leu

545

Ser

Gln

Gly

370

Ser

Ile

Phe

Asn

450

AsSp

Gly

val

Lau

530

Ala

Leu

Arg

Phe

355

His

Asp

Leu

Leu

435

Glu

Lys

Cys

Arg

Lys

515

Gln

Ile

Gln

Glu

340

Ile

His

Gln

Lys

Glu

420

ASp

Arg

Val

Phe

Asn

300

Arg

Ile

Met

Cys

Arg

Glu

Ser

Lys

val

Thr

Arg

Glu

485

Gly

Glu

Leu

vVal

Arg
565
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Arg

Gly

Asn

Ala

390

Asn

Arg

Trp

Leu

Leu

470

Phe

Thr

Glu

Ser

Ala

550

Ile

Arg

Gly

Glu

375

Ilea

Thr

Ile

Thr

Asp

455

Gln

™vT

TYr

Tle

Ile

535

Gly

Cys

Lys

Trp

360

Gln

ASD

Gln

Glu

Tvyr

440

Phe

Leu

His

ASp

Ser
520

Tyr

Leu

Ile

Lys

345

Gln

Gly

Gly

Phe

ASn

425

His

Arg

Lys

505

Gly

Ser

Ser

150

Arg

Gly

Ser

Val

Glu

410

Leu

Ala

ABpP

Asp

Cys

4390

Pro

Val

Thr

Leu

Gly
Met
Gly
Thr
3jas
Ala
Asn
Glu
Ser
Asn
475
ASp
Gln
Lys

val

Trp
555

Leu

val

Tyr

380

Asn

Val

Lys

Leu

ASn

460

Ala

Asn

TyTr

Leu

Ala

540

Met

Fhe

Asp
365

Ala

Lys

Gly

Lys

Leau

445

val

Lys

Glu

Ser

Glu

525

Ser

Cys

Gly

350

Gly

Ala

vVal

Met

430

Val

Lys

Glu

Cys

Glu

510

Sar

Ser

Ser

Ala

Trp

Asp

AsSn

Glu

415

Glu

Leu

Leu
Met
495
Glu
Ile
Leu

Asn

Ile

Tyr

Lys

Ser

400

Fhe

Asp

Met

Leu

Gly

480

Glu

Ala

Gly

Ala

Gly
560
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Asp

Leu

Pro

65

Pro

Glu

Glu

Ser
145

Trp

Ila

Lys

Thr

Glu

50

Leu

Gln

val

Phe

130

Gly

Asn

Lys

Gly

Ala

Ile

Ila

35

Asn

Cys

Pro

Glu

115

Glu

Thr

Leu

Gly

Val
185

Ile

Cya
20

Leu

Gln

Leu

Asp

Thr

100

Glu

Met

Thr

Leu

Ile

180

His

Ile

Ile

Glu

Lys

Arg

Leu

A5

Ala

Leu

Phe

Trp
165

TyEx

His

val

Gly

Lys

Glu

Glu

70

Leu

Gln

Pro

Ser

150

Ile

Asn

Pro
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Ile

Asn

Glu
55

Cys

Leu

Asn

Ala

Gln

135

Cys

Ile

Asn

Pro

Ala

His

Val
40

Gly

Gly

Leu

120

Ser

Pro

Lys

Thr

Asn
200

Ile

Ala
25

Thr

Phe

Ile

Asp

Ile

105

Ile

Thr

Thr

Gly
185

Thr

152

Leu

10

Asn

val

Cys

Glu

Gln

90

Cys

Gly

Trp

Ser

Lys

170

Thr

Asp

Ala

Asn

Thr

Lys

Gly

15

Ser

Ser

Gln

Thr

155

Thr

Gln

Glu

Ala

Ser

His

Ile
60

Trp

Trp

Gly

Gly

140

Gly

Ala

Pro

Gln

Ala

S5er

45

Leun

Ile

Ser

Gly

Glua

125

Val

Ala

Glu

Ile

Asp
205

Gly

Thr

30

Ila

Asn

Leu

Thr

110

Asp

Ser

Leu
130

Thr

Lys

15

Gln

Glu

Lys

Gly

Ile

95

Leu

val

Thr

Pro
175

Leu

Ser

Val

Leu

Ala

Asn

80

val

Asn

Glu

AST

Tyr
160

val

Phe



Gly

Ala
225

Gly

Asn

Fhe

Ile

305

Pro

Asn

Fhe

His

Thr

3i8s

AEN

Leu

Leu

Glu

Ser
210

Lys

val

Val

Glu

290

Asn

Lys

val

Ile

His

370

Gln

Lys

Glu

Asp

Arg

Gly

Ser

Ile

Glu

Asn

275

Asn

Lys

Pro

Glu

355

Glu

Lys

Met

Arg

val
43s

Thr

Asp

Pro

ASD

Ser

260

Thr

Cys

Thr

val

Gin

340

Gly

Asn

Ala

Arg
420

Trp

Leu

Glu

Tyr

245

Asn

Asn

Asp

Phe

Lys

325

Ile

Gly

Ser

val

Thr

405

Ile

Thr

Asp
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Tyr

Ile
230

Gly

Ser

Ala

Gln

310

Ser

Glu

Trp

Gln

Asn

330

Gln

Asp

Tyr

Met

Val
215

Ala

Trp

Asn

Lys

Thr

295

Asn

Glu

Thr

Thr

Gly

3175

Arg

Fhe

Asn

His

Arg

Ala

Ser

Leu

Gly

280

Cys

val

Ser

Gly

360

Ser

Ile

Glu

Leu

Ala
440

Asp

Met

Arg

val

Ile

265

Ala

Gln

Ser

Leu

Gly

345

Met

Gly

Thr

Ala

Asn

425

Glu

Ala

153

Gly

Pro

Leu

250

Ala

val

Thr

Pro

Arg

EETi]

Leu

Ile

Tyr

Asn

Val

410

Lys

Leu

Asn

Thr

Ala
235

Lys
Pro
Phe
Ile
Leu
315
Leu
Phe
Asp
ARla
Lys
395
Asp
Arg

Leu

val

Glu

220

Val

Pro

Trp

Ala

300

Ala

Gly

Gly

Ala

380

val

His

Met

Val

Lya

Ser

Asn

Gly

™I

Ser

285

Gly

Ile

Thr

Ala

Trp

165

Asp

Asn

Glu

Gln

Leu
445

Asn

Met

Gly

Glu

Ala

270

ASp

Val

Gly

Gly

Ile
350

Tyr

Arg

Ser

Fhe

Asp

430

Leu

Leu

Asn

Gln

Thr
255

Tyr

Leu

Leu

Glu

Leu

3as

Ala

Gly

Glu

Ile

Ser

415

Gly

Glu

His

Phe

Arg

240

Leu

Lys

Pro

Arg

Cys

320

Gly

Tyr

Ser

Ile

400

Asn

Fhe

Asn

Glu



Lys
465

Cys

Lys

Asn

Gln

Gly

545

Gln

450

Val Lys

Phe Glu

Asn Gly

515

Ile Leu
530

Leu Ile

Cys Arg

<210> 58

<211> 570

<212> PRT

Ser

FPhe

500

Lys

Ala

Met

Ile

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Clon

<400> 58

Gln

Trp

485

Ile

Ile

Ala

Cys
565
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455

Leu Arg
470

His Lys

Asp Tyr

Glu Ser

Tyr Ser
535

Met Gly
550

Ile

Asp Asn Ala Thr

Cys Asp Asn Glu

Pro Lys Tyr Gln

505

Val Lys Leu Glu

520

Thr Val Ser Ser

Leu Trp Met Cys

154

490

475

555

460

Ile Leu Gly

Cys Ile Glu

Thr Glu Ser
s10

Asn Leu Gly
525

Ser Leu Val
540

Ser Asn Gly

Asn

Ser

495

Lys

Val

Leu

Ser

Gly
480

Val

Leu

Val

Met
260
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Met Asn Thr Gln Ile Leu Ile Leu Ala Thr Ser Ala Phe Phe Tyr Vval
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Arg Ala Asp Lys Ile Cys Leu Gly His His Ala Val Ser Asn Gly Thr
20 25 i

Lys Val Asp Thr Leu Thr Glu Lys Gly Ile Glu Val Val Asn Ala Thr
is 40 45

Glu Thr Val Glu Gln Thr Asn Ile Pro Lys Ile Cys Ser Lys Gly Lys
50 55 60

Gln Thr Val Asp Leu Gly Gln Cys Gly Leu Leu Gly Thr val Ile Gly
65 70 75 80
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Pro

Glu

Glu

Glu

Ser

145

Leu

His

Lys

Asn

225

Phe

Asn

Ser

Glu

Asn
305

Lys

Pro

Arg

Glu

Asn

130

Ala

Leu

Lys

Ser

Leu

210

Pro

His

Gly

Leu

Cys

290

Ile

Ser

Gln

Arg

Thr

115

Met

Cys

Ser

Asn

Gly

135

Ile

Gly

Tp

Ala

Gly

275

Asn

Leu

Cys

Glu

100

Leu

Gly

Arg

Ser

Thr

180

Ser

Thr

Pro

Leu

Phe

260

Ile

His

Ser

Met

Asp

85

Gly

Arg

Phe

Arg

Thr

165

Lys

Thr

Val

Arg

Met

245

Ile

Gln

Ile

Arg

Leu
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Gln

Asn

Lys

Thr

Ser

150

Lys

Thr

Trp

Pro

230

Leu

Ala

Ser

Gly

Ala
310

Ala

Fhe

Asp

Ile

135

Arg

Val

Glu

Ser

215

Gln

Asp

Pro

AsSp

Gly

295

Ile

Thr

Leu

Ile

Leu

120

Thr

Ser

Gly

Pro

Gln

200

Ser

Pro

Asp

Ala

280

Thr

Gly

Gly

Glu

105

Arg

Gly

Ser

Thr

Ala

185

Thr

Lys

Asn

Arg

265

Gln

Ile

Lys

Met

156

Phe
490

Tyr

Lys

Val

Fhe

Phe

170

Leu

Arg

YL

Gly

Asp

250

Ala

Leu

Ile

Cys

Lys

Ser

Pro

Ser

Arg

TYr

155

Pro

Ile

Leu

Gln

Gln

235

Thr

Ser

ASD

Ser

Pro
115

Asn

Ala

Gly

Gly

Thr

140

Ala

Gln

Ile

Gln

220

Ser

val

Phe

Asn

Asn
300

Arg

Val

Asn

Lys

Gly

125

Glu

Met

Trp

Gly

2058

Ser

Gly

Thr

Leu

Asn

285

Leu

Pro

Leu

Phe

110

Ile

Gly

Met

Thr

Gly

190

Ser

Fhe

Arg

FPhe

Arg

270

Cys

Pro

Val

Glu

Ile
95

Asp

Lys

Glu

Lys

Lys

175

Ile

Gly

val

Ila

Ser

255

Gly

Glu

Phe

Lys

Ala

val

Asn

Lys

Thr

Trp

160

Ser

His

Asn

Pro

Asp

240

Fhe

Lys

Gly

Gln

Gln
320

Pro



Ala

Gly

Gly

Ala

iss

Leu

AEn

Thr

val

Asn

465

Glu

Cys

Lys

Ser

Phe

545

Asn

His

Ala

Trp

370

Asp

AsSn

Glu

Arg

Ala

450

Lys

Asp

Met

Glu

Gly

530

Leu

Gly

Lys

Ile
355

Tyr

Phea

Asp

4315

Val

Leuw

Gly

Ala

Ala
515

Tyr

Phe

Asn

Gln

340

Ala

Gly

Lys

Leu

Asn

420

Ser

Glu

™vr

ser

500

Ile

Lys

Leu

HMat

328

Leu

Gly

Ser

Ile

405

Glu

Ile

Asn

Glu

Gly

485

Ile

Gln

Asp

Ala

Arg
565

ES 2428 384 T3

Thr

FPhe

Lysa

Thr

390

Glu

Ile

Ile

Gln

Lys

470

Cys

Arg

Asn

Ile

Ile
550

Cys

His

Ile

Hisg

375

Gln

Lysa

Glu

Glu

His

455

al

Phe

Asn

Ile
535

Ala

Thr

His

Glu

360

Gln

Ser

Thr

Lys

val

440

Arg

Glu

Asn

Ile

520

Leu

Met

Ila

Met

345

Asn

Asn

Ala

Gln
425

Trp

Ile

Arg

Ile

505

Gln

Trp

Gly

Cys

157

330

Arg

Gly

Ala

Ile

Gln

410

Ile

Ser

ABp

Gln

FPhe

490

Tyr

Ile

Phe

Leu

Ila
570

Lys=

TIp

Gln

Asn

195

Gln

Gly

Leu

Leu

475

His

Asp

Asp

Ser

val
555

Lys

Glu

Gly

380

Gln

FPhe

Asn

Thr
460

Arg

Gln

His

Ala

Fhe

540

Phe

Arg

Gly

365

Glu

Ile

Glu

Val

Ala

445

Asp

Glu

Cys

Lys

val

525

Gly

Ile

Gly

350

Leu

Gly

Thr

Leu

Ile

430

Glu

Ser

Asn

Asp

Lys

310

Lys

Ala

Cys

335

Ile

Thr

Gly

Ile

415

Asn

Phe

Glu

Ala

AsSn
495

Leu

Ser

Ile

Phe

AsSp

Ala

Lys

400

Asp

Trp

Leu

Met

Glu

480

Asp

Arg

Ser

Cys

Lys
560



<210> 59

<211> 560

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Clon

<400> 59

ES 2428 384 T3

158



Met

Asn

Thr

Glu

Gly

65

Gly

Ile

Val

Tvyr

Thr
145

Trp

Thr

Pro

Glu

Ala

Val

Leu

50

His

Asn

Val

Glu

Gln

130

Gly

Leu

Asn

Pro

ASD

Asp

35

Leu

Pro

Pro

Glu

Asn

115

Arg

Thr

Thr

Asn

Ile
Lys
20

Thr
His
Lau
Ser
Arg
100
Leu
Ile

Ser

Gln

Arg
180

Ser

Ile

Leu

Tla

Cys

85

Ser

Glu

Gln

Lys
165

Gly

Thr

Leu

Glu

Leu

70

ASP

Ser

Glu

Ile

Ala

150

Ser

Lys

Glu

ES 2428 384 T3

Ile

Ile

Glu

His

55

Asp

Leu

Ala

Leu

Phe

1315

Cys

Gly

Ser

Gln

Gly

Thr

40

Asn

Thr

Leu

Val

Arg

120

Pro

Ser

Fhe

Ile

Thr

Ile

His
25

Asn

Gly

Asn
105

Thr

Asp

Gly

Leu
185

Asn

159

Leu
10

Gln

Val

Thr

Gly

a0

Gly

Leu

Thr

Ser

Pro

170

Phe

Leu

Leu

Ser

Pro

Leau

Ila

75

Gly

Thr

Phe

Thr

Phe

155

Val

Vval

Tyr

Val

Thr

Val

Cys

50

Glu

Arg

Cysa

Ser

Trp

140

Tyr

Gln

Trp

Ile

val

Asn

Thr

45

Ala

Gly

Glu

Tvyr

Ser

125

AsSn

Arg

Asp

Gly

Thr

Ser

o

Thr

Leu

Trp

Pro

110

Ala

val

Ser

Ala

Ile
190

Asn

Ala

15

Thr

Ala

Ser

val

Ser

95

Gly

Ser

Thr

Met

Gln
175

His

Asp

Ser

Glu

Lys

Leu

Tyr
80

Tyr

Asn

Ser

Arg
160

His

Thr



Thr

Ile

225

Gly

His

Gln

Asn

305

Asn

Ser

Pro

Gly

Lys

i85

Tyr

Met

Asn

Thr

210

Gly

Trp

Asn

Gly

Cys

290

Ile

Ser

Gly

Val

170

Ile

Glu

Ile

Ala

195

Ser

Pro

Ser

Leu

275

Gln

Ser

Leu

Gly

Leu

155

Gly

Thr

Ile

Asn

Glu
435

Val

Arg

val

Ile

260

Ile

Thr

Lys

Lys

Leu

340

val

Met

Ser

Ile

AsSn

420

Leu

Thr

Pro

Leu

245

Ala

Leu

Glu

Tyr

Leu

325

Phe

Ala

Ala

Lys

ASD

405

Lys

Leu

ES 2428 384 T3

Thr

Leu

230

Lys

Pro

Lys

Lys

Ala

310

Ala

Gly

Gly

Ala

val

330

His

Ile

Val

Glu

215

val

Pro

TIp

Thr

Gly

2395

Fhe

Val

Ala

Trp

AsSp

375

ASD

Glu

ASD

Leu

200

Asp

AEBN

Gly

Tyr

Asp

280

Gly

Gly

Gly

Ile

TYL

60

Arg

Asn

Fhe

Asp

Leu

440

Leu

Gly

Gln

Gly

265

Leu

Leu

Thr

Leu

Ala
345

Gly

Asp

Ile

Ser

Gln
425

Glu

160

Asn

Leu

Thr

250

His

Lys

Asn

Cys

Arg

320

Gly

Phe

Ser

val

Glu

410

Ile

Asn

Arg

Gln

215

Leu

Val

Gly

Ser

Pro

il1s

Asn

FPhe

Gln

Thr

Asp

335

val

Gln

Gln

Thr
220

Gly

Arg

Leu

Gly

Thr

300

Lys

val

Ile

His

Gln

380

Lys

Glu

Asp

Lys

205

Phe

Arg

val

Ser

Asn

285

Leu

Pro

Glu

Ser

165

Lys

Met

Thr

Val

Thr
445

Lys

Ile

Arg

Gly

270

Cys

Pro

val

Ala

Gly

350

Asn

Ala

Asn

Arg

430

Leu

Pro

Asp

Ser

255

Gly

Val

Phe

Arg

Arg

335

Gly

Asp

Ile

Lys

Leu

415

Ala

Asp

val

240

Asn

Ser

Wval

His

Val

120

Ser

Trp

Gln

Asp

Gln

400

ABn

Glu



His Asp
450

Gly Ser
465

Lys Cys

Gly val

Ser Thr
530

Leu Phe
545

<210> 60
<211> 3111

<212> ADN

Ala

Asn

ASp

Lys

Lys

515

val

Trp

ASnD

Ala

ASD

Tvyr

500

Leu

Ala

Ala

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Casete de expresion

<400> 60

Val

Met

Gln

485

Arg

Glu

Ser

Met

Asn

Glu
470

Cys

Glu

Ser

Ser

Ser
550

ES 2428 384 T3

Asn Leu
455

Asp Gly

Met Glu

Glu Ser

Glu Gly
520

Leu Val
535

Asn Gly

Tyr

Lys

Thr

Arg

505

Thr

Leu

Ser

161

Asn

Gly

Ile

490

Leu

Ala

Cys

Lys

Cys

475

Arg

Glu

Lys

Met

Arg
555

Val
460

Pha

Asn

Ile

Gly
540

Cys

Lys

Glu

Gly

Gln

Leu

525

Phe

Asn

Arg

Leu

Thr

Lys

510

Thr

Ala

Ila

Ala

Tvr

495

Ile

Ile

Ala

Cys

Leu

His

480

Glu

Phe

Ile
560



agaggtaccc
taagttagca
atcattacta
Egacaacaat
aaaacaatag
gaaagttgta
aagctacaca
caccattaga
aaagttgagt
aaagttgtat

atatattgcc

cgggctggta
agtgtgtaca
aacattagag
tttgttgcaa
agagagaaaa
caaaagretge
aataagggtet
gaatttttgg
catttgatta
tagtaattag

ccatagagtce

ES 2428 384 T3

tatttatatg
tttttacttg
taaagaaata
catttgagaa
aggaagaggg
accaaaatag
aattgctgra
caagtcatta
aacatgtgat
aacttggtgt

agttaactca

ttgtcaaata
aacaaaaata
tggatgataa
aactctgttg
agaataaaaa
tcgtacaaat
aataaataag
aaaagaaaga
tatcttaakga
caaattctaat

tttttatatt

162

actcaaaaac
ttcacctact
gaacaagagt
CLoctotoctth
cataatgtga
atcattgagg
gatgacgcat
ataaatcatce
attgatgaaa
ttgacatttg

tcatagatca

cataaaagtt
actgttataa
agtgatattt
tcattggtca
gtatgagaga
aatttgacaa
tagagagatg
tttaaaatta
gagttggatt
atccttteoer

aataagagaa

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600

660



ataacggtat
cacgtaggag
aatcctgatg
atcacacatc
ttctataaaa
agaagagact
cttgcaatag
tecaacagage
atactggaaa
ttaagagatkt
aatgtacegg
ccagggagtt
gagaaaatte
agcoctcageat
daadagadca
ctettggtac
caaaacccaa
aaaatagcta
attttaaaac
tatgecataca
ggtaactgca
cacaacatac
gtecttgcaa
ctatttggag
tatgggtace
cdaaaggcaa
cagtttgagg
aagaagatgg
atggaaaatg
gtcocgactac

cacaaatgtg

attaateecct
gataacagga
agataaccca
cttccacaca
aatcacactt
aa:taaﬁtaa
tcagtcttgt
aggttgacac
dgacacacaa
gtagtgtagc
aatggtetta
tcaacgacta
aaatcatcce
gteccatacet
gtacatacece
tgtggggaat
ccacctatat
ctagatccaa
ctaatgatge
aaattgtcaa
acaccaagtyg
accectctcac
cagggctcag
ctatagcagyg
accatagcaa
tagatggagt
cecgttggaag
aagacgggtt
agagaactct
agcttaggga

ataatgaatg

ES 2428 384 T3

cCcaaadaada
tccccgtagg
ctttaagecec
tctgageccac
tgtgagtcta
ttaatcatct
taaaagtgat
aatcatggaa
cgggaagctc
tggatggcte
catagtggag
tgaagaactg
caaaagttct
gggaagtece
aacaataaag
ccaccatcct
ttecattggg
agtaaacggg
aatcaactte
gaaaggggac
tcaaactcca
catcggggaa
aaatagcect
ttttatagag
tgagcagggg
caccaataag
ggaatttaat
tctagatgte
agactttcat
taatgcaaag

tatggaaagt

aaaacggrac
aggataacat
acgcatctgt
acaaaaacca
cactttgatt
tgagagaaaa
cagatttgca
aagaacgtta
tgocgatctag
ctegggaace
aaggccaate
aaacacctat
tggtccgate
teoctttttta
daaagctaca
aatgatgcgy
acatcaacac
caaagtggaa
gagagtaatg
ccagcaatta
atgggggcga
tgeccccaaat
cadagagaga
ggaggatggce
agtgggtacg
gtcaactcaa
aackttagaaa
tggacttata
gactcaaatg
gagctgggta

ataagaaacyg

163

atttactaaa
ccaatccaac
ggcacatcta
atccacatet
cccttcaaac
tggagaaaat
ttggttacca
ctgttacaca
atggagtgaa
caatgtgtga
caaccaatga
tgagcagaat
atgaagcckte
gaaatgtggt
ataataccaa
cagagcagac
taaaccagag
ggatggagtt
gaaatttcat
tgaaaagtga
taaactctag
atgtgaaatce
gcagaagaaa
agggaatggt
ctgecagacaa
tcattgacaa
ggagaaktaga
atgccgaact
Crtaagaacct
acggtbtgttt

gaacgtacaa

aaatctaagc
caatcacaac
cattatctaa
ttatcaccca
acatacaaag
agtgcttctt
tgcaaacaat
tgcccaagac
gocctctaatt
cgaattcatc
cctctgttae
aaaccatttt
atcaggagtt
atggecttate
ccaagaggat
aaggctatat
attggtacca
cttctggaca
tgetocagaa
attggaatat
tatgccatte
aaacagatta
aaagagagga
agatggttgg
agaatccact
aatgaacact
gaatttaaac
tctggttcte
ctacgacaag
cgagttctat

ctatccgcag

720

780

B4D

900

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280

2340

2400

2460

2520



tattcagaag
ggaacttacec
atgatggctyg
atttaagagc
gttaattceg
atgagatgaa
cctocataac
taaaattgaa
caagttcaat
acgttattaa
<210> 61
<211> 3123

<212> ADN

aagcaagatc
aaatactgtc
gtctatcttt
tctaagttaa
ttcttgtaga
ctggtgtaat
taactagaca
catcttttgc
agattaataa

ctactaattt

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Casete de expresion

<400> 61

ES 2428 384 T3

aaaaagagaé
aatttattca
atggatgtge
aatgcttctt
agagcttaat
gtaattcatt
tgaagacctg
cacaacttta
tggaaatatc

tatatcatcc

gaaataagtg
acagtggcga
tccaatggat
cgtctecctat
taatcgttgt
tacataagtg
ccgegtacaa
taagtggtta
agttatcgaa

cctttﬁataa

164

gggtaaaatt
gtteccctage
cgttacaatg
ttataatatg
tgttatgaaa
gagtcagaat
ttgtecttata
atatagctca
attcattaac

dtgatagtac

ggaatcaata
actggcaate
cagaatttge
gtttgttatt
tactatttgt
cagaatgttt
tttgaacaac
datatatggt
aatcaactta

a

2580

2640

2700
2760
2820
2880
2940
3000
30s0

3111



agaggtaccec
taagttagca
atcattatta
tgacaacaat
daaacaatcag
gaaagttgta
aagctacaca
taccattaga
aaagttgagt
aaagttgtat
atatattgece
ataacggtat
cacgtaggag
aatcctgatg

atcacacatt

cgggctggta
agtgtgtaca
aacattagag
tttgttgcaa
agagagaaaa
caaaagttgt
aataagggtt
gaatttttgg
catttgatta
tagtaattag
ccatagagtc
attaatccct
gataacagga
agataaccca

cttccacaca

ES 2428 384 T3

tatttatatg
tttttacttg
taaagaaata
catttgagaa
aggaagaggg
accaaaatag
aattgctgta
caagtcatta
aacatgtgat
aatttggtgt
agttaactca
ccaaaaaaaa
tccccgtagg
ctttaagccc

tctgagccac

ttgtcaaata
aacaaaaata
tggatgataa
aattttgttg
dgaataaaaa
ttgtacaaat
aataaataag
aaaagaaaga
tatttaatga
caaatttaat
tttttatatt
aaaacggtat
aggataacat
acgcatectgt

aCaaaaacca

165

actcaaaaac
ttcacctact
gaacaagagt
ttctctettt
cataatgtga
atcattgagg
gatgacgcat
ataaattatt
attgatgaaa
ttgacatttg
tccatagacca
atttactaaa
ccaatccaac
ggcacatcta

atccacatct

cataaaagtt
actgttataa
agtgatattt
tcattggteca
gtatgagaga
aatttgacaa
tagagagatg
tttaaaatta
gagttggatt
accttttecet
aataagagaa
aaatctaagc
caatcacaac
cattatctaa

ttatcaccca

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840

200



ttctataaaa
agaagagact
ttcggcttat
tgtatagget
gtgacagtga
ctaaaaggaa
aacccagaat
aatcctgaga
caattgagtt
cccaaccaca
tacagaaatt
tatgtaaaca
atagggaace
cattatagca
ggaagaatca
aatggaaatc
atcatcacct
gctataaaca
aagtatgtca
caatccagag
gtagatgggt
caaaaaagta
Aaaatgaaca
Jaaaacttaa
tEgttggttc
ctgtatgaga
tttgagttct
gactatccaa
ttggaatcaa
gttcttttgg

tgtagaatat

aatcacactt
aattaattaa
tgttttctet
accatgccaa
cacactctgt
tagccccact
gocgaattact
atggaacatg
cagtatcttce
ccgtaaccgg
tgctatgget
acaaagagaa
aaagggcact
gaagattcac
actactactg
taatagcgcc
caaatgcacc
gcagtcttce
ggagtgcaaa
gtttgoeoagg
ggtatggtta
cacaaaatge
ctcaattcac
ataaaaaagt
tactggaaaa
aagtaaaaag
atcacaagtg
aatattccga
tgggagtata
tctccocctggg

gcatctaaga

ES 2428 384 T3

tgtgagtcta
ccaaccatct
tcttgogttg
caactcaacc
caacctactct
acaattgggt
gatttccaag
ttacccaggg
atttgagaga
agtatcagca
gacggggaag
agaagtcctt
ctatcataca
cccagaaata
gactctgectg
atggtatgct
aatggatgaa
tttccagaat
attaaggatg
agccattgec
tcatcatcag
cattaacggg
agctgtgggc
tgatgatggg
tgaaaggact
ccaattaaag
taacaatgaa
agaatcaaag
ccagattetg
ggcaatcagc

gctctaagtt

cactttgatt
tgagagaaaa
gttecttete
gacactgttg
gaggacagtc
aattgcagcg
gaatcatggt
tattteogeeg
ttcgaaatac
tcatgcteeoe
aatggtttgt
gtactatggg
gaaaatgctt
gccaaaagac
gaacctgggg
tttgcactga
tgtgatgcga
gtacacccag
gttacaggac
ggtttcattg
aatgagcaag
atCacaaaca
daagagttca
tttetagaca
CEggatticc
aataatgcca
tgcatggaga
ttaaacaggg
gocgatectact
ttctggatgt
aaaatgctte

166

cccttcaaac
tggcgaaaaa
agatcttcge
acacagtact
acaatggaaa
ttgcoccggatg
cctacattgt
actatgagga
tccccaaaga
ataatgggaa
acccaaaccet
gtgttcatca
atgtctctgt
ccaaagtaag
atacaataat
gtagaggctt
agtgtcaaac
tcacaatagg
taaggaacat
aaggggaggtg
gatctggcta
aggtcaatte
acaaattgga
tttggacata
atgactccaa
aagaaatagg
étgtgaaaaa
agaaaattga
caactgtecge
gttccaatgg

ttegroeteet

acatacaaag
cgrtgegatct
tgacacaata
tgagaagaat
actatgtcta
gatcttagga
agaaacacca
actgagggag
aagctcatgg
aagcagtttt
gagcaagtce
cccgoctaac
agtgtcttca
agatcaggaa
atttgaggca
tggatcagga
acctcaggga
agagtgtcca
cccatccatt
gactggaatg
tgctgcagat
tgtaatctgag
aagaaggatg
taatgcagaa
tgtgaagaat
aaacgggtgt
tggtacctat
tggagtgaaa
cagttcectyg
gkctttgcag

atttataata

360
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700

2760



tggcttgtra
aatactattt
atcagaatgt
tatttgaaca
caaatatatg
acaatcaact
aca

<210> 62

<211> 3088

<212> ADN

ttgttaakttt
gtatgagatg
ttcctcoccata
actaaaattg
gtcaagttca

taacgttatct

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Casete de expresion

<400> 62

ES 2428 384 T3

tgttcttgta
aactggtgta
actaactaga
aacatctttt
atagattaat

aactactaat

gaagagctta
atgtaattca
catgaagace
gccacaactt
aatggaaata

tttatatcat

167

attaatccgttc
tttacataag
tgccgeogtac
tataagtggt
tcagttatcg

cccctttgat

gttgttatga
tggagtcaga
aattgtctta
taatatagct
aaattcatta

aaatgatagt

2820
2880
2940
jooo
1080
3120

3123



ctggtatatt
tgtacatttt
ttagagtaaa
ttgcaacatt
Agaaaaagga
agttgtacca
agggttaatctc
tcctggcaag
tgattaaaca
aattagaatt
agagtcagtt
atccctccaa
acaggatccce
aacccacttt
cacacatctg
acactttgtg
aattaattaa

tacagctaca

tatatgttgt
tacttgaaca
gaaatatgga
tgagaaaatt
agagggagaa
daaatagttgt
gctgtaaata
tcattaaaaa
tgtgattatt
tg‘g o gt caaa
aactcatttt
aaaaaaaaaa
cgtaggagga
aagcccacgc
agccacacaa
agtctacact
tcatcttgag

tatgcagaca

ES 2428 384 T3

caaataactc
daaatattca
tgataagaac
ctgttgttct
taaaaacata
acaaatatca
aataaggatg
gaaagaataa
taatgaattg
tttaatttga
tatattccat
cggtatattt
taacatccaa
atctgtggca
daaccaatcc
ttgatteccct
agaaaatgaa

caatatgtat

aaaaaccata
cctactactg
aagagtagtyg
ctcttttcat
atgtgagtat
ttgaggaatt
acgcattaga
attattttta
atgaaagagt
catttgatct
agatcaaata
actaaaaaat
tccaaccaat
catctacatt
acatctttat
tcaaacacat
agtaaaacta

aggctaccat

168

aaagtttaag
ttataaatca
atattttgac
tggtcaaaaa
gagagagaaa
tgacaaaagec
gagatgtace
aaattaaaag
tggattaaag
tttcctatat
agagaaataa
ctaagccacg
cacaacaatc
atctaaatca
cacccattct
ac&aagagaa
ctggtectgt

gctaacaact

ttagcaagtg
ttattaaaca
aacaattttg
caatagagag
gttgtacaaa
tacacaaata
attagagaat
ttgagtcatt
ttgtattagt
attgcocccat
cggratatta
taggaggata
ctgatgagat
cacattcttc
dataaaaaatc
gagactaatt
tatgcacatt

cgaccgacac

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

B840

300

980

1020

1080



tgttgacaca
cagtcacaat
cagcgtitgec
atggtcctac
cgctgactat
aatattcece
ctcccataat
ttegtaccea
atggggtgtt
tgettatgte
aagacccaaa
cggggataca
actgagtaga
tgocgaagtgo
cccagtcaca
aggactaagg
cakttgaaggg
gcaaggatct
aaacaaggtec
gttcaacaaa
agacatttgg
tttccatgac
tgctaaagaa
ggagagtgta
cagggagaaa
ctactcaaca
gatgtgttee
gctteottogt
gcttaattaa
attcatcttac

dgacctgccg

gtacttgaaa
ggaaaactat
gggtggatct
attgtagaaa
gaggaactga
aaagaaagct
ggggaaagca
aacctgageca
catecaceceoge
cectgtagegt
gtaagagatc
ataatatttg
ggctttggat
caaacacctc
ataggagagrt
aacatcccat
gggtggackg
ggctatgetbg
aattctgtaa
ttggaaagaa
dacatataatg
tccaatgtga
ataggaaatg
aagaatggaa
acttgatggag
gtcgccagtt
aatgggtctt
ctcctattca
tegttgttgt
ataagtggag

cgtacaattg

ES 2428 384 T3

agaatgtgac
gtctattaaa
taggaaacce
aaccaaatcc
gggagcaatt
catggcccaa
gttcctacag
‘agrcetatge
caaacatagg
cttcacatta
aagaaggaag
aggcaaatgg
caggaatcat
agggagctat
gtccaaagta
ccattcaate
gaatggtaga
cagatcaaaa
ttgagaaaat
ggatggaaaa
cagaactgtt
agaatctgta
ggtgttttga
cttatgacta
tgaaattgga
ctctggttet
tacagtgtag
taatacggtkt
tatgaaatac
tcagaatcag

Cccttatcattt

agtgacacac
aggaatagce
agaatgcgaa
tgagaatgga
gagttcagta
coacaccgta
aaatttgcta
Aaacaacaaa
tgaccaaaag
tagcagaaaa
aatcaatcac
aaatctaata
caactcaaat
aaacagcagt
tgtcaggagt
cagaggtttg
tggttggtat
aagcacacaa
gaacactcaa
cttgaataaa
ggttctactg
tgagaaagta
gttctatcac
Cccaaaatac
atcaatggga
ctbggtctce
aatatgcatc
tgttattgtc
tatttgtatg
aatgtttcct

gaacaactaa

169

Ectgtcaacc
ccactacaat
ttactgattt
acatgttacc
tctteocatteg
accggagtgt
tggctgacgg
gaaaaagaag
gocetotate
ttcaccccag
tactggactc
gcgccaagat
gcaccaatgg
cttoctbbee
gcaaaattaa
tttggagceca
ggttatcatc
aatgccatta
CEcacagcag
aaagttgatg
gaaaatgaaa
aaaagccagt
aagtgtaacg
tccgaagaat
gtctatcaga
ctgggggcaa
taagagctct
aattcegtee
agatgaactyg
ccataactaa

dattgaacalt

tgcttgagaa
tgggtaattyg
ccaaggagte
cagggcattt
agaggttcga
cagcatcatg
ggaagaatgg
tectbgtact
atacagaaaa
aaatagccaa
tgcttgaacc
atgctttege
ataaatgtga
agaacgtaca
ggatggttac
ttgoocggttit
atcagaatga
atgggattac
tgggcaaaga
atgggtetatr
ggactttgga
taaagaataa
atgaatgcat
caaagttaaa
ttctggogat
tcagcttctg
dagttaaaat
ttgtagaaga
gtgtaatgta
ctagacatga

cttrctgocac

1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880

2940



10

ES 2428 384 T3

aactttataa gtggttaata tagctcaaat atatggtcaa gttcaataga ttaataatgg

aaatatcagt tatcgaaatt cattaacaat caacttaacg ttattaacta ctaattttat

atcatcececct ttgataaatg atagtaca

<210> 63
<211> 3102
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Casete de expresion

<400> 63

agaggtacce
taagttagca
atcattatta
tgacaacaat
aaaacaatag
gaaagttgta
aagctacaca
taccattaga
daagttgagt
aaagttgtat
atatattgcc
ataacggtat
cacgtaggag
aatcctgatg
atcacacatt
ttctataaaa
agaagagact
ctgttacgca
aactcaaccyg
aacctgcttg
caattgggta

atttccaggg

cgggctggta
agtgtgtaca
aacattagag
tttgttgcaa
agagagaaaa
caaaagttgt
aataagggtt
gaatttttgg
catttgatta
tagtaattag
ccatagagte
attaatccct
gataacagga
agataaccca
cLtccacaca
aatcacactt
aattaattaa
catttacage
acactgttga
aggacagtca
attgcagcgt

aatcatggtec

tatttatatg
ctccraceceg
taaagaaata
catttgagaa
aggaagaggg
accaaaatag
aattgctgta
caagtcatta
aacatgtgat
aatttggtgt
agttaactca
ccaaaaaaaa
tcccegtagg
ctttaagccc
tctgagccac
tgtgagtcta
ttaatcatct
tacatatgca
cacagtactc
caatggaaaa
tgccggatgg

ctacattgta

ttgtcaaata
aacaaaaata
tggatgataa
aattttgttg
agaatasasa
ttgtacaaat
aataaataag
aaaagaaaga
tatttaatga
caaatttaat
tttctatcatt
aaaacggtat
aggataacat
acgcatctgt
dCcdddadcCca
cactttgatt
tgagagaaaa
gacacaatat
gagaagaatyg
ttatgtctat
atcttaggaa
gaaaaaccaa

170

actcaaaaac
Ctcacctact
gaacaagagt
LtcEctCctEL
cataatgtga
dtcattgagg
gatgacgcat
ataaattatt
attgatgaaa
ttgacatttg
Ccatagatca
atttactaaa
ccaatccaac
ggcacatcta
dtccacatct
ccocttcaaac
tgaaagtaaa
gtataggcta
tgacagtgac
taaaaggaat
acccagaatg

atcctgagaa

catasaagtt
actgttataa
agkgatattt
tcattggtca
gtatgagaga
aatttgacaa
tagagagatg
cctaaaatta
gagttggatt
atcttttect
aataagagaa
aaatctaagc
caatcacaac
cattatctaa
ttatcaccca
acatacaaag
actactggte
ccatgccaac
acactctgtc
agccccacta
cgaattactg

tggaacatgt

3000
3060

lpas

60
120
180
240
300
3e0
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260

1320



tacecaggge
tttgagagat
gtatcagcat
acggggaaga
gaagtcecttg
tatcataaag
ccagaaatag
actctacttg
agatatgctt
atggatgaat
ttccagaatg
ttaaggatgg
gccattgccecg
catcatcaga
attaatggga
gctgtgggea
gatgatgggt
gaaaggactt
caattaaaga
aacgatgaat
gaatcaaagt
cagattctgg
gcaatcagcet
ctctaagtta
gttcttgtag
actggtgtaa
ctaactagac
acatcttttg
tagattaata

actactaatt

atttcgccga
tcgaaatatt
catgctccca
atggtttgta
tactatgggg
aaaatgctta
ccaaaagacc
aacccgggga
tcgcactgag
gtgatgcgaa
tacaccctgt
ttacaggact
gtttcattga
atgagcaagg
ctacaaacaa
aagagttcaa
ttatagacat
tggatttcca
dtaatgccaa
gcatggagag
taaacaggga
cgatctacte
tctggatgtg
aaatgcttct
aagagcttaa
tgtaattcat
atgaagacct
ccacaacttt
atggaaatat

ttatatcate

ES 2428 384 T3

ctatgaggaa
ccccaaagaa
taatggggaa
cccaaacctg
tgttcatcac
tgtctctgta
caaagt: daga
tacaataata
tagaggcttt
gtgccaaaca
cacaatagga
aaggaacatc
aggggggtgg
atctggctat
ggtcaattct
caaattggaa
ttggacatat
tgactccaat
agaaatagga
tgtaaaaaat
gaaaattgat
aacagtcgce
ttccaatggyg
tcgtcteocta
ttaatcgttg
ttacataagt
gccgocgtaca
ataagtggtt
cagttatcga

ccctttgata

ctgagggagc
agctcatgge
agcagttttt
agcaagtcct
ccgcctaaca
gtgtcttcac
gatcaagaag
tttgaggeaa
ggatcaggaa
cctcagggag
gagtgtccaa
ccakccatte
actggaatgg
gcbtgcagatc
gtaattgaga
agaaggatgg
aatgcagaat
gtgaagaatc
aatgggtgtt
ggaacttatg
ggagtgaaat
agttctctgy
tctttgecagt
tctataatat
ttgttatgaa
ggagtcagaa
attgtcttat
aatatagctc
jattcattaa
aatgatagta

171

aattgagtte
cCaaccacac
acaaaaattt
atgcaaacaa
taggtgacca
attatagecag
gaagaatcaa
atggaaatct
tcatcaacte
ctataaacag
agtatgtcag
aatecagagg
tagactggttg
aaaaaagcac
aaatgaacac
aaaacttaaa
tgttggttct
tgtatgagaa
ttgagttcta
actatccaaa
tggaatcaat
ctcttttggt
gtagaatatg
ggtttgttat
atactatttyg
tcagaatgtt
atttgaacaa
daatatatgg
caatcaactt

ca

agtatcttca
cacaaccgga
gctatggcetg
Ccaaagagaaa
aagggctctc
daaattcace
ctactactgyg
aatagecgeeca
aaatgcacca
cagtcttect
gagtgcaaaa
LLtEgEEEgga
gtacggttat
acaaaatgcc
tcaattcaca
taaaaaagtt
actggaaaat
agtaaaaagec
tcataagtgt
atattccgaa
gggagtctat
cktcectgggyg
catctgagag
cgttaattct
tatgagatga
tcctccataa
ctaaaattga
tcaagttcaa

aacgttatta

1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
iooo
3060

3102



<210> 64

<211> 3093

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Casete de expresion

<400> 64

ES 2428 384 T3

172



agaggtaccec
taagttagca
atcattatta
tgacaacaat
aaaacaatag
gaaagkttgta
aagctacaca
taccattaga
aaagttgagt
aaagttgtatc
atatattgecce
ataacggtat
cacgtaggag
aatcctgatyg
atcacacatt
ttctataaaa
aAgaagagact
ctcectgtteca
acagagaagg
cttgagaaga
ggggactgta
gtgccagaat
ggcagcttca
aaagtaaaga
gcctgeogegg

gaatcaaatt

cgggctggta
agtgtgtaca
aacattagag
tttgttgcaa
agagagaaaa
caaaagttgt
aataagggktt
gaatttttgg
catttgatta
tagtaattag
ccatagagte
attaatccct
gataacagga
agataaccca
cttccacaca
aatcacactt
aattaattaa
cagcagtgag
tcgacacaat
cccataacgg
gcattgccgg
ggtcctatat
atgattatga
ttctgoccaa
tgtctggtaa

atccggttge

ES 2428 384 T3

tatttatatg
tccttacttg
taaagaaata
catttgagaa
aggaagaggg
accaaaatag
aattgctgta
caagtcatta
aacatgtgat
aatttggtgt
agttaactca
CcCcaaaadaaa
tccoccgtagg
ctttaagcecc
tctgagccac
tgtgagtcta
ttaatcatct
aggggaccaa
tctagagcogg
aaagttatgec
atggctocctt
aatggagaaa
agaattgaaa
agatagatgg
tccatcattc

caaaggatcg

ttgtcaaata
aacaaaaata
tggatgataa
aattcttgttg
agaataaaaa
ttgtacaaat
aataaataag
aaaagaaaga
tatctaatga
caaatttaat
EEtttatate
aaaacggtat
aggataacat
acgcatctgt
acaaaaacca
cactttgatt
tgagagaaaa
atatgcattg
aacgtcactg
aaactaaacg
ggaaatccag
gaaaacccga
catctocctca
acacagcata
ttcaggaaca

cacaacaata

173

actcaaaaac
ttcacctact
gaacaagagt
ttctctottt
cataatgtga
atcattgagg
gatgacgcat
dataaattatt
attgatgaaa
ttgacatttg
tcatagatca
atttactaaa
ccaatccaac
ggcacatcta
atccacatct
cccttcaaac
tggccatcat
gataccatgc
tgactcatgc
gaatccctee
datgtgatag
gagacggttt
gcagcgtgaa
caacaactgg
tggtctgget

caagcggaga

cataaaagtt
actgttataa
agtgatattt
tcattggtca
gtatgagaga
aatttgacaa
tagagagatg
tttaaaatta
gagttggattc
atctttteect
aataagagaa
aaatctaagc
caatcacaac
cattatctaa
ttatcaccca
acatacaaag
ttatctaatt
caataattce
caaggacatt
acttgaacta
gcttctaagt
gtgttatcca
acatttcgag
aggttcacgg
gacaaagaaa

acaaatgcta

60
120
180
240
100
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500

1560



ataatttggg
gtgggaacct
gcaacaaggc
gatatgtggg
ttcaaaatat
tgtgagacca
gtccacccac
gcaacaggac
ggttttatag
aatgaccagyg
atcaccaaca
aaagagttca
tttctagatg
cttgactttc
gacaacgtca
tgcatgaata
ctaaatagaa
gccatttatg
ttecbggatcgt
aaaatgcttce
gaadgagctta
atgtaattca
catgaagacc
gccacaactt
aatggaaata

tttatatcat

<210> 65
<211> 3108

<212> ADN

gggtgcacca
atgtttccgt
ctaaagtgaa
acaccataaa
cgaaaagagg
aatgccaaac
tgacaatagg
taaggaatgt
aaggaggatg
gatcagggta
aggtaaatte
gtaacttaga
tgtggacata
atgattctaa
aagaactagg
gtgtgaaaaa
atgaaatcaa
ctacagtage
gctccaacgg
tcocgtctoct
attaatcgtt
tttacataag
tgcocgogtac
tataagtggt
tcagttatcg

ccocctttgatc

<213> Secuencia artificial

ES 2428 384 T3

tcccaatgat
aggcacatca
tggactagga
ttttgagagt
tagttcaggg
cccttoggga
tgagtgcccc
tccocagatt
gcaaggaatg
tgcagcagac
tgtgattgaa
gagaagactg
caatgctgag
tgtcaagaat
aaatggatgt
cgggacgtat
aggggtaaaa
aggttctctg
gtctctgcag
atttataata
gttgttatga
tggagtcaga
aatcgtccta
taatatagct
aaattcatta

aaatgatagt

gagacagaac
acattgaaca
agtagaatgg
actggtaatc
atcatgaaaa
gcaataaata
aaatatgtaa
gaatcaagag
gttgatggtc
aaagaatcca
aagatgaaca
gagaacttga
ctbctagtte
ctgtatgata
tttgaatttt
gattatccca
ttgagcagca
tcactggcaa
tgcaggatct
tggtcogrea
aatactattt
atcagaatgt
tatttgaaca
caaatatatg
acaatcaact

aca

174

aaagaacatt
aaaggtcaac
agttctcttg
taattgcacec
cagaaggaac
caacattgcc
aatcggagaa
gattgtttgg
ggtatggata
ctcaaaagge
cccaatttga
acaaaaagat
tgatggaaaa
aagtcagaat
atcacaaatg
agtatgaaga
tgggggtita
tcatgatage
gcatatgaga
ccgtraacto
gtatgagatg
ttcctccata
actaaaattg
gtcaﬂgt tca

taacgttatt

gtaccagaat
cccagacata
gaccctattg
agagtatgga
acttgagaac
ttttcacaat
gttggtctta
ggcaatagct
ccatcacagc
atttgatgga
agctgttggg
ggaagacggg
tgagaggaca
gcagctgaga
tgatgatgaa
agagtctaaa
tcaaatcctt
tgagatctct
gctctaagtt
tgttettgta
aactggtgta
dactaactaga
aacatcttEL
atagattaat

aactactaat

1620
1680
1740
1800
1860
1920
1380
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400

2460

2700
2760
2820
2880
2940
3oo0
3060

3093



ES 2428 384 T3

<220>
<223> Casete de expresion

<400> 65

175



agaggtaccc
taagttagca
atcattatta
tgacaacaat
aaaacaatag
gaaagtigta
aagctacaca
taccattaga
aaagttgagt
aaagttgtat
atatattgee
ataacggtat
cacgtaggag
aatcctgatg
atcacacatt
ctccataaaa
agaagagact
cttgcaatag
tcgacagage
atactggaaa
Ctaagagatt
aatgtgccgg
ccagggaatct
gagaaaatte
agctcagcat
aaaaagaaca
cttttgatac
caaaacccaa
aaaatagcta

attttaaaac

cgggctggra
agtgtgtaca
aacattagag
tttgtﬁgca;
agagagaaaa
caaaagttgt
aataagggtt
gaatttttgg
catttgatta
tagtaattag
ccatagagtc
attaatccct
gataacagga
agataaccca
cttccacaca
datcacacrc
aattaattaa
tcagecettgt
aggttgacac
dagacacacaa
gtagtgtagc
aatggtctta
tcaacgacta
agatcatcecc
gtccatacca
atacatacce
tgtgggggat
ccacctatat
ctagatccaa

cgaatgatgc

ES 2428 384 T3

tatttatatg
cttttacttg
taaagaaata
catttgagaa
aggaagaggg
accaaaatag
aattgctgta
caagtcatta
aacatgtgat
aatttggtgt
agttaactca
ccaaaaaaaa
tceccocgtagg
ctttaagcce
tctgagccac
tgtgagtcta
ttaatcatct
taaaagtgat
aataatggaa
cgggaagctc
tggatggctc
catagtggag
tgaagaactyg
caaaagttct
gggaacgccc
aacaataaag
Lcatcattct
ctccgtoggg
agtaaacggg

aatcaactte

ttgtcaaata
aacaaaaata
tggatgataa
aattttgteyg
agaataaaaa
ttgtacaaat
aataaataag
aaaagaaaga
tatttaatga
caaatttaat
tttttcatatct
aaaacggtatc
aggataacat
acgcatctgt
acaaaaacca
cactttgact
tgagagaaaa
cagatttgca
aagaacgtrta
tgcgatctag
ctcggaaace
aaggccaacc
aaacacctat
tggtccgate
tcctttbtea
agaagctaca
aatgatgcgg
acatcaacac
caaagtggaa

gagagtaatg

176

actcaaaaac
ttcacctact
gaacaagagt
ttctctettt
cataatgtga
atcattgagg
gatgacgcat
ataaattatt
attgatgaaa
ttgacacttg
tcatagatca
atttactaaa
ccaatccaac
ggcacatcta
atccacatct
cccttcaaac
tggagaaaat
ttggttacca
ctgttacaca
atggagtgaa
caatgtgtga
cagccaatga
tgagcagaat
atgaagccte
gaaatgtggt
ataataccaa
cagagcagac
taaaccagag
ggatggattt

gaaatttcat

cataaaagtt
actgttataa
agtgatattt
tcattggtca
gtatgagaga
aatttgacaa
tagagagatg
tttaaaatta
gagttggatt
atcttttect
aataagagaa
aaatctaagc
caatcacaac
cattatctaa
ttatcaccca
acatacaaag
agtgcttctt
tgcaaacaac
tgcccaagac
gcctctgatt
cgagttcatc
cctctgttac
aaaccatttt
atcaggggtce
atggcttatc
ccaggaagat
aaagctctat
actggtacca
cLtctggaca

tgctecagaa

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
T20
T80
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740

1800



10

tatgcataca
ggtaactgca
cacaacatac
gtccttgega
tttggagcta
gggtaccace
aaggcaatag
tttgaggccg
aaaatggaag
gaaaatgaga
cgactacagc
aaatgtgata
tcagaagaag
acttaccaaa
gtggctggte
taa.gagc: tet
aattttgtte
agatgaactg
ccataactaa
daattgaacat
gttcaataga

ctattaacta

<210> 66
<211> 3111

<212> ADN

aaattgtcaa
atacaaagtg
accctectcac
ctgggctcag
tagcagggtt
atagcaatga
atggagtcac
ttggaaggga
acggattcect
gaactctaga
ttagggataa
atgaatgtat
caagattaaa
tactgtcaat
tatctttgtyg
aagttaaaat
ttgtagaaga
gtgtaatgta
ctagacatga
cttttgccac
ttaataatgg

ctaattttat

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Casete de expresion

<400> 66

ES 2428 384 T3

gaaaggggac
tcaaactcca
catcggggaa
aaatagtecct
tatagaggga
gcaggggagt
caataaggte
atttaataac
agatgtctgg
cttccatgat
tgcaaaggag
ggaaagtgta
aagagaggaa
ttatctcaaca
gatgtgectece
gcttottegt
gcttaattaa
attcatttac
agacctgccg
aactttataa
aaatatcagt

atcatcccocct

teagcaattg
ataggggcga
tgccccaaat
ctaagagaaa
ggatggcagg
gggtacgctg
aactcgatca
ttagaaagga
acttataatg
tcaaatgtca
ctgggtaacg
agaaacggaa
ataagtggag
gttgcgagtt
a&tgggtcgt
ctcctattta
tcgttgttgt
ataagtggag
cgtacaattg
gtggttaata
tatcgaaatt

ttgataaatg

177

ttaaaagtga
taaactctag
atgtgaaate
gaagaagaaa
gaatggtaga
cagacaaaga
ttgacaaaat
gaatagagaa
ctgaacttcc
agaaccttta
gttgtttcga
cgtatgacta
taaaattgga
ctctagcact
tacaatgcag
taatatggtt
tatgaaatac
tcagaatcag
tcttatatctt
tagctcaaat
cattaacaat

atagtaca

agtggaatat
tatgccattc
aaacaaatta
aagaggacta
tggttggtatc
atccactcaa
gaacactcag
tttaaacaag
ggttctcatg
cgacaaggtc
gttctatcac
cccgecagtat
atcaatagga
ggcaatcatg
aatttgcatt
tgttattgtt
tatttgtatg
aatgtttecet
gaacaactaa
atatggtcaa

caacttaacg

1860
1320
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2840
3000
3060

3108



agaggtaccc cgggctggta
taagttagca agtgtgtaca
atcattatta aacattagag

tgacaacaat tttgttgcaa

ES 2428 384 T3

tatttatatg ttgtcaaata actcaaaaac
tttttacttyg aacaaaaata ttcacctact
taaagaaata tggatgataa gaacaagagt

catttgagaa aattttgtbtg ttctetcttt

178

cataaaagtt
actgttataa
agtgatattt

tcattggtca

60

120

180

240



aaaacaatag
gaaagttgta
aagctacaca
taccattaga
aaagttgagt
aaagttgtat
atatattgece
ataacggtat
cacgtaggag
aatcctgatg
atcacacatt
ttctataaaa
agaagagact
tttgcaatag
tcgacagagc
atactggaaa
ttgagagatt
aatgtgccgg
cocaggggatt
gagaaaattc
agctcagcat
aaaaagaaca
cttttggtac
caaaacccaa
agaatagcta
attttaaaac
tatgcataca
ggtaactgca
cacaatatac

gtocttgeoga

agagagaaaa
caaaagttgt
aataagggtt
gaatttttgg
catttgatta
tagtaattag
ccatagagte
attaatccct
gataacagga
agataaccca
cttccacaca
aatcacactt
aattaattaa
tcagtcotgt
aggttgacac
agacacacaa
gtagtgtagc
aatggtctta
tcaatgacta
agatcateccc
gtccatacca
gtacataccec
tgtgggggat
ccacctatat
ctagatccaa
cgaatgatgc
aaattgtcaa
ataccaagtg
accctctcac

ctgggorcag

ES 2428 384 T3

aggaagaggg
accaaaatag
aattgctgta
caagtcatta
aacatgtgat
aatttggtgt
agttaactca
ccaaaaaaaa
tccccgtagg
ckttaagccc
tctgagccac
tgtgagtcta
ttaatcatct
taaaagtgat
aataatggaa
tgggaagcte
tggatggctc
catagtggag
tgaagaattg
caaaagttct
gggaaagtcc
aacaataaag
tcaccatcct
ttccgttggg
agtaaacggg
aatcaactte
gaaaggggac
tcaaactcca
catcggggaa

aaatagecect

agaataaaaa
ttgtacaaat
aataaataag
aaaagadaga
tatttaatga
caaatttaat
tcttkbatcatct
aaaacggtat
aggataacat
acgcatctgt
dCaaaaacca
cactttgatt
tgagagaaaa
cagatttgca
adagaacgtta
tgcgatctag
ctcggaaacc
aaggccaatc
daacacctat
tggtccagte
[ adad o ol o o o - §
aggagctaca
aatgatgcgg
acatctacac
caaagtggaa
gagagtaatg
tcaacaatta
atgggggcga
tgccccaaat
caaagagaga

179

cataatgtga
atcattgagg
gatgacgcat
ataaactatt
attgatgaa;
ttgacatttg
tcatagatca
atttactaaa
ccaatccaac
ggcacatcta
atccacatct
cccttcaaac
tggagaaaat
ttggttacca
ctgttacaca
atggagtgaa
caatgtgtga
cagtcaatga
tgagcagaat
atgaagcctc
gaaatgtggt
ataataccaa
cagagcagac
taaaccagag
ggatggagtt
gaaattteat
tgaaaagtga
taaactctag
atgtgaaatc

gaagaagaaa

gtatgagaga
aatttgacaa
tagagagatg
tttaaaacta
gagttggatt
atcttttcct
aataagagaa
aaatctaagec
caatcacaac
cactatctaa
ttatcaccca
acatacaaag
agtgctteott
tgcaaacaac
tgeccaagac
gcctctaatt
cgagttcatc
cctoctgttac
aaaccatttt
attgggggte
atggcttate
ccaagaagat
aaagctcrat
attggtacca
cttctggaca
tgctccagaa
attggaatat
catgccatte
aaacagatta

ddagagagga

oo
360
420
480
540
600
660
720
780
B40
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1320
1980

2040



Ltatttggag
tatgggtacc
caaaaggcaa
cagtttgagg
aagaagatgg
atggaaaacg
gtccgactac
cataaatgtg
tattcagaag
ggaatttacc
atggtagctg
atttaagage
gttaattttg
atgagatgaa
cctccataac
taaaattgaa
caagttcaat

acgttattaa
<210> 67

<211> 3105

<212> ADN

ctatagcagg
accatagcaa
tagatggagt
cocgttggaag
aagacgggtt
agagaactct
agcttaggga
ataatgaatg
aagcaagact
aaatattgtc
gtctatcctt
tctaagttaa
CLcLtgtaga
ctggtgtaat
taactagaca
catcttttge
agattaataa

ctactaattt

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Casete de expresion

<400> 67

ES 2428 384 T3

ttctatagag
cgagcagggyg
caccaataag
ggaatttaac
cctagatgtce
agactttcat
taatgcaaag
tatggaaagt
aaaaagagag
aatttaccct
atggatgtgc
aatgcrreott
agagcttaat
gtaattcatt
tgaagacctg
cacaacttta
tggaaatate

tatatcatce

ggaggatggc
agtgggtacg
gtcaactcga
aacttagaaa
tggacttata
gactcaaatg
gagctgggta
gtaagaaacg
gaaataagtg
acagtggcca
tccaatgggt
cgtctcctat
taatcgttgt
tacataagtg
ccgogtacaa
taagtggtta
agttatcgaa

cctttgataa

180

agggaatgget
ctgcagacaa
ttattgacaa
ggagaataga
atgctgaact
tcaagaacct
acggttgttt
gaacgtatga
gagtaaaatt
getccctage
cgttacaatg
ttataatatcg
tgttatgadaad
gagtcagaat
ttgtcocttata
atatagctca
attcattaac

atgatagtac

agatggttgg
agaatccact
aatgaacact
gaatttaaac
tctagttctc
ttacgacaag
cgagttectat
ctacccgcag
ggaatcaata
actggcaatc
cagaatttge
gtttgttatec
tactcatcctgt
cagaatgttt
tttgaacaac
aatatatggt
aatcaactta

a

2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3ooo
3060

jiil



agaggtaccc
taagttagca
atcattatta
tgacaacaat
daaacaatag
gaaagttgta
aagctacaca

taccattaga

cgggctggta
agtgtgtaca
aacattagag
tttgttgcaa
agagagaaaa
caaaagttgt
aataagggtt

gaatttttgg

ES 2428 384 T3

tatttatatg
tttttacttg
taaagaaata
catttgagaa
aggaagaggg
accaaaatag
aattgctgta

caagtcatta

ttgtcaaata
aacaaaaata
tggatgataa
aatctcgttg
agaataaaaa
ttgtacaaac
aataaataag

aaaagaaaga

181

actcaaaaac
ttcacctact
gaacaagagt
ttctctcttt
cataatgtga
atcattgagg
gatgacgcat

ataaattatct

cataaaagtt
actgttataa
agtgatattt
tcattggtca
gtatgagaga
aatttgacaa
tagagagatg

tttaaaatta

&0
120
180
240
300
360
420

480



aaagttgagt
aaagttgtat
atatattgce
ataacggtat
cacgtaggag
aatcctgatg
atcacacatt
ttctataaaa
agaagagact
gcaatactgg
tcaacaacac
ttgctggaaa
ttaagggaat
ggtgatcaaa
ccaggaacct
gagagatttg
acaagatcct
aaaaccaaga
ccaatccEct
tatggctctg
ccggaaattg
tcggttttaa
tggtatgcat
ccaatcgaga
acatttcaga
agtctgaggc
ggagctattg
tatcaccatg
gectgtaaaca

gaagctgtcg

catttgatta
tagtaattag
ccatagagtc
attaatcecct
gataacagga
agataaccca
cttccacaca
aatcacactt
aattaattaa
cagcagccgg
aggtagatac
atcagaagga
gtaccataga
gctggtcata
taaatgaggt
agatgtttee
gcccttatte
cagcagaata
atttctgggg
gtgatcgata
cggcaaggcc
aaccagggga
acaaatttgt
actgegatge
atgtgagtcc
ttgcaactgg
cagggtttatc
aaaattctca
gaattacaaa

accacgaatct

ES 2428 384 T3

aacatgtgat
aatttggtgt
agttaactca
CCadaaddad
tccccgtagg
ctttaagcce
tctgagccac
tgtgagtcta
Ctaatcatct
aaagtcagac
gatacttgag
agaaagatte
gggttggatc
cattgtggaa
agaagaactg
ccaaagcacc
tactggtgcg
tccagtaatt
tgtgcatcat
cgttagaatg
tgctgtgaat
aaccttgaat
caacacaaat
cacatgecag
cctgtggata
actaagaaat
tgaaggagga
agggtcagga
taaggtcaat

ttcaaatctg

tatttaatga
caaatttaat
ttcttatatt
aaaacggtat
aggataacat
acgcatctgt
acaaaaacca
cactttgatt
tgagagaaaa
aagatctgca
aagaatgtga
tgcaagatat
ttggggaatc
agacctactg
agggcactta
tggcaaggag
tctttctaca
aagggaattt
cctcctaaca
ggaactgaaa
ggacaaagag
gtggaatcta
agtaaaggag
actattgcag
ggagaatgtec
gttccacaga
tggactggga
tatgcagcag
tccatcatca

gagaggagaa
182

attgatgaaa
ttgacatttg
tcatagatea
atttactaaa
ccaatccaac
ggcacatcta
atccacatect
cccttcaaac
tgattgcaat
tcgggtatea
ctgtcacaca
tgaacaaggc
cccaatgoga
ctcaaaacgg
ttggatcagg
ttgacaccaa
gaaacctcct
acaacaacac
ccgacgagea
gcatgaattt
gcagaattga
atggaaatct
ccgtcﬁtcag
gggttctaag
ccaaatacgt
ttgaaactag
tgatagatgg
acagagaaag
acaaaatgaa

Ctgacaatct

gagttggatt
atcttttect
aataagagaa
aaatctaagc
caatcacaac
cattatctaa
ttatcaccca
acatacaaag
cattgtaata
tgeccaacaat
ctcaattgaa
coctotogac
cctattgctt
gatctgctac
dgaaagggta
cagtggaaca
atggataata
tggaacccag
agatactctg
tgccaagagt
ttattattgg
aatcgccccet
gtcagattta
gaccaataaa
gaaaagtgaa
aggactctte
gbtggtatggc
cactcaaaag
cacacaattt

gaacaaaaga

540

600

660

720

780

840

300

960
1020
1080
1140
1200
12&0
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220

2280



atgcaagatyg
aacgaaagaa
tcacaactaa
tgtgacaatg
actgaaagca
catcaaatte
atggcaatgg
gagctctaag
tttgttcttg
tgaactggtg
taactaacta
tgaacatctt
caatagatta

ttaactacta

<210> 68
<211> 3087

<212> ADN

gatttctgga
cactagacat
gggacaatgc
datgcataga
aattaaacag
tbgccattta
gtctttggat
ttaaaatgct
tagaagagct
taatgtaatt
gacatgaaga
ttgccacaac
ataatggaaa

attttatatc

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Casete de expresion

<400> 68

ES 2428 384 T3

tgtttggaca
gcatgacgca
tacgatctta
gtctgtcaaa
gctaaaaata
tagtacggta
gtgttcaaat
tcttegteote
taattaateg
catttacata
cctgeocgegt
tttataagtyg
tatcagttat

atccecctttg

tacaatgetyg
aatgtgaaga
gggaatggtt
aatggtacat
gaatcagtaa
tcgagcagce
ggttcaatgce
ctatttataa
ttgtbgttat
agtggagtca
acaattgtect
gttaatatag
cgaaattcat

ataaatgata

183

aactgttggt
acctacatga
gctttgaatt
atgactatcec
agctagagaa
tagtgttggt
agtgcaggat
tatggtrtgt
gaaatactat
gaatcagaat
tatatttgaa
ctcaaatata
taacaatcaa

gtaca

tctbcttgaa
aaaggtcaaa
ttggcataag
caaataccag
ccttggtgtg
agggctgate
atgratataa
tattgttaat
ttgtatgaga
gtttecctcca
caactaaaat
tggtcaagtt

cttaacgtta

2340
2400
2460
12520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060

3105



agaggtaccc
taagttagca
atcattatta
tgacaacaat
aaaacaatag
gaaagttgta
aagctacaca
taccattaga
aaagttgagt
aaagttgtat
atatattgecc

dtaacggtat

cgggctggta
agtgtgtaca
aacattagag
tttgttgoaa
agagagaaaa
caaaagttgt
aataagggtt
gaatttttgg
catttgatta
tagtaattag
ccatagagtc

attaatccct

ES 2428 384 T3

tatttatatg
Ettttacttg
taaagaaata
catttgagaa
aggaagaggg
accaaaatag
aattgctgta
caagtcatta
aacatgtgat
aatttggtgt
agttaactca

cCcaaaaaada

ttgtcaaata
dacdadaata
tggatgataa
aatttcegttg
agaataaaaa
ttgtacaaat
aataaataag
aaaagaaaga
tatttaatga
caaatttaat
CLELtEtatact

aaaacggtat

184

actcaaaaac
ttcacctact
gaacaagagt
ttecoteottte
cataatgtga
atcattgagg
gatgacgcat
ataaattatt
attgatgaaa
ttgacatttg
tcatagatca

atttactaaa

cataaaagtt
actgttataa
agtgatattt
tcattggtca
gtatgagaga
aatttgacaa
tagagagatg
LCLtaaaatta
gagttggatt
atcttttect
aataagagaa

aaatctaagc

60
120
180
240
o0
360
420
480
540
600
660

720



cacgtaggag
aatcctgatg
atcacacatt
ttctataaaa
agaagagact
actatactac
acaaactcca
aaagaattgc
ctcattctag
ctgttgggag
tgttaccctg
tcctaccaaa
agcagagecat
ttttacecctyg
tggggcatac
acaacaacaa
aggccccttg
ggccaaacat
ctttcaggag
gtgcaatgte
aaatatgcat
ggtctgagga
atagaaggag
caaggggttyg
teccaaggtga
tttagtgagg
gacgtatggg
gagcatgatg
gctatggaag

gaaacaattc

gataacagga
agataaccca
cttccacaca
aatcacactct
aattaattaa
tagtagtaac
cagaaactgt
tccacacaga
acacatgcac
gaagagaatg
ggaatgtaga
gaateccaaat
gttcaggtte
ttcaagacgc
atcacccacce
gcgtgacaac
tcaatggtct
tgcgagtacg
ggagccatgg
agactgaaaa
ttggaacctg
acgtgcctge
gttggccagg
gtatggctge
ataatatagt
ttgaaactag
catataatgc
cgaacgtgaa
atgggaaagg

ggaacgggac

ES 2428 384 T3

tcccocgtagg
ctttaagccc
tctgagccac
tgtgagtcta
ttaatcatct
agcaagcaat
ggacacgcta
gcataatgga
tattgaagga
gtecctacate
aaacctagag
cttcocagac
attctacagg
Ccaatacaca
cacctatace
agaagatttyg
gcagggaaga
atccaatggg
aagaatcctg
aggtggectta
ccccaaatat
tagatcaagt
actagteget
agatagggat
cgacaagatg
actcaatatg
agaattgcta
caatctatat
ctgtttcgag

ctataatagg

aggataacat
acgcatctgt
acaaaaacca
cactttgatt
tgagagaaaa
gcagataaaa
acagaaacca
atgctgtgrg
ctagtctatg
gtcgaaagat
gaactcagga
acaacctgga
agtatgagat
aataacaggg
gagcaaacaa
aataggacct
attgattatt
aatctaattg
aagactgatct
aacagtacat
gtaagagtta
agaggactat
ggctggtatg
tcaactcaaa
aacaagcaat
atcaataata
gtactacttg
aacaaggtga
ctataccata

agaaagtata
185

ccaatccaac
ggcacatcta
atccacatct
cccttcaaac
tggaaacaat
tetgocatcgg
atgttcotgt
caacaagcct
gcaaccctte
cafcagctgt
cactttttag
atgtgactta
ggctgactca
gaaagagcat
atttgtacat
tcaaaccagt
attggteggt
ctccatggta
taaaaggtgg
tgecatteca
atagtctcaa

ttggagccatc

gtttccagca
aggcaattga
atgaaataat
agattgatga
aaaatcaaaa
agagggcact
aatgtgatga

gagaggaate

caatcacaac
cattatctaa
ttatcaccca
acatacaaag
atcactaata
ccaccagtca
gacacatgcc
gggacatccc
ttgtgacctg
aaatggaacg
ttccgectagt
cactggaaca
aaagagcggt
tettttogeg
dagaadcgac
gatagggcca
actaaaacca
tggacacgtt
taattgtgta
caatatcagt
actggcagtc
agectggatte
ttcaaatgat
taaaataaca
tgatcatgaa
ccaaatacaa
aacactcgat
gggctccaat
tcagtgcatg

aagactagaa

780

B40Q

500

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460

2520



aggcagaaaa
tattcgactg
gcecatgtecca
ctbtcttegte
cttaattaat
ttcatttaca
gacctgcoge
actttataag
aatatcagtc
tcatcceoctt
<210> 69
<211> 3105

<212> ADN

tagagggggt
tcgcctcatce
atggatcttyg

tcctatttat

cgttgttgtt’

taagtggagt
gtacaattgt
tggttaatat
atcgaaatte

tgataaatga

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Casete de expresion

<400> 69

ES 2428 384 T3

taagctggaa
tcttgtgectt
cagatgcaac
aatatggttt
atgaaatact
cagaatcaga
cttatatttg
agctcaaata
attaacaatc

tagtaca

tctgagggaa
gcaatggggt
atttgtatat
gttattgtta
atttgtatga
atgtttecte
aacaactaaa
tatggtcaag

aacttaacgt

186

cttacaaaat
ttgctgeoctt
aagagctcta
attttgttct
gatgaactgg
cataactaac
attgaacatc
ttcaatagat

tattaactac

cctcaccatt
cctgttctgg
agttaaaatg
tgtagaagag
tgtaatgtaa
tagacatgaa
ttttgeccaca
taataatgga

taattttata

2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
oo
3060

3087



agaggtaccc
taagttagca
atcattatts
tgacaacaat
aaaacaatag
gaaagttgta
aagctacaca
taccattaga
aaagttgagt
aaagttgtat
atatattgce
dtaacggtac
cacgtaggag
aatcectgatg
atcacacatt

CLtCctataaaa

cgggctggta
agtgtgtaca
zacattagag
tttgttgcaa
agagagaaaa
caaaagttgt
aataagggtet
gaatttttgg
catttgatta
tagtaattag
ccatagagte
attaatccct
gataacagga
agataaccca
ctbtccacaca

aatcacactt

ES 2428 384 T3

tatttatatg
tttttacttyg
taaagaaata
catttgagaa
aggaagaggg
accaaaatag
aattgctgta
caagtcatta
aacatgtgat
aatttggtgt
agttaactca
ccaaaaaaaa
tceccecgtagg
ctttaageec
tctgagccac

tgtgagtcta

ttgtcaaata
aacaaaaata
tggatgataa
aattttgtrg
agaataaaaa
ttgtacaaat
aataaataag
aaaagaaaga
tatttaatga
caaatttaat
CEcttatatte
aaaacggtat
aggataacat
acgcatctgt
acaaaaacca

cactttgatt

187

actcaaaaac
ttcacctact
gaacaagagt
ttctoctettt
cataatgtga
atcattgagg
gatgacgcat
ataaattatt
attgatgaaa
ttgacatttg
tcatagatca
atttactaaa
ccaatccaac
ggcacatcta
atccacatect

cccttcaaac

cataaaagtt
actgttataa
agtgatattt
tcattggtceca
gtatgagaga
aatttgacaa
tagagagatg
tttaaaatta
gagttggatt
atcttttcct
dataagagaa
aaatctaagc
caatcacaac
cattatctaa
ttatcaccca

acatacaaag

60

120

240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
00

960



agaagagact
agctacatte
acgctgtgce
gaccaaattg
tgcgacagtce
ggagaccctbe
aaagcctaca
grrgccecat
caaaacggaa
aattggttga
gaaaaatttg
atcttcctgt
actgtaatce
atctattgga
attgctccta
gcacccattg
aaagcattcc
dacactctga
cctggogcaa
ggtttcagge
gcagcaatcg
ttccatcaga
tacgttgagg
gagaaccaac
aagaagcaac
aaatgtgaca
agagatgaag
aaagattgga
ttggggttca

gagctctaag

aattaattaa
tacgtctggt
ctgggcacca
aagttactaa
ctcatcagat
agtgtgatgg
gcaactgtta
ccggecacact
caagctctge
cccacttaaa
acaaattgta
atgctcaagc
cgaatatcgg
caatagtaaa
ggggttactt
gcaaatgcaa
aaaatgtaaa
aattggcaac
tcgogggttt
atcaaaattec
atcaaatcaa
ttgaaaaaga
acaccaaaat
atacaattga
tgagggaaaa
atgocctgcat
cattaaacaa
tactatggat
tcatgtggge

ttaaaatgckt

ES 2428 384 T3

ttaatcatect
tttcactcaa
tgcagtacca
tgctactgag
ccttgatgga
cttccaaaat
cccttatgat
ggagtttaac
ttgcataagqg
attcaaatac
catttggggg
atcaggaaga
atctagacece
accgggagac
caaaatacga
ttctgaatge
caggatcaca
agggatgoga
catagaaaat
tgagggaata
tgggaagctg
gttcbcagaa
agatctctgg
tctaactgac
tgctgaggat
aggatcaatc
ccggttccag
ttcctttgec
ctgccaaaaa

tcttegtete

tgagagaaaa
aaacttcceg
aacggaacga
ctggttcaga
gaaaactgca
aagaaatggqg
gtgccggatt
aatgaaagtt
agatctaata
ccagcattga
gtbcaccacc
atcacagtct
agagtaagga
atacttttga
agtgggaaaa
atcactccaa
tacggggecct
aatgtaccag
ggttgggagg
ggacaagcag
aataggttga
gtcgaaggga
tcatacaacg
tcagaaatga
atgggcaatg
agaaatggaa
atcaagggcg
atatcatgtk
ggcaacatta
ctatttataa
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tgaagactat
gaaatgacaa
tagtgaaaac
gttcctcaac
cactaataga
acctttttgt
atgcctecet
tcaattggac
acagttteott
acgtgactat
cgggtacgga
ctaccaaaag
atatccccag
ttaacagcac
gctcaataat
acggaagcat
gtcccagata
dgaaacaaac
gaatggtgga
cagatctcaa
tcgggaaaac
gaatccagga
cggagcttct
acaaactgte
gttgtttcaa
cttatgacca
ttgagctgaa
LtttgcLttg
ggtgcaacat

tacggtttgt

cattgctttg
cagcacggca
aatcacgaat
aggtgaaata
tgctotactyg
tgaacgcagce
taggtcacta
tggagtcact
tagtagattg
gccaaacaat
caatgaccaa
aagccaacaa
cagaataagc
agggaatcta
gagatcagat
tcccaatgac
tgttaagcaa
tagaggcata
tggttggtat
aagcactcaa
caacgagaaa
ccttgagaaa
tgttgococtg
tgaaaaaaca
aatataccac
cgatgtatac
gtcaggatac
tgttgctttg
ttgcatttga

tattgttaat

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700

2760



ES 2428 384 T3

tttgttecttg tagaagaget taattaatcog ttgttgttat gaaatactat ttgtatgaga 2820
tgaactggtg taatgtaatt catttacata agtggagtca gaatcagaat gtttcctcca 2880
taactaacta gacatgaaga cctgccgegt acaattgtct tatatttgaa caactaaaat 2940
tgaacatctt ttgccacaac tttataagtg gttaatatag ctcaaatata tggtcaagtt 3000
caatagatta ataatggaaa tatcagttat cgaaattcat taacaatcaa cttaacgtta 3060
ttaactacta attttatatc atcccctttg ataaatgata gtaca 3105
<210>70

<211> 3105

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Casete de expresion

<400> 70

189



agaggtaccc
taagttagca
atcattatta
tgacaacaat
aaaacaatag
gaaagttgta
aagctacaca
taccattaga
aaagttgagt
aaagttgtat
atatattgec
ataacggtat
cacgtaggag
aatcctgatg
datcacacatt
ttctataaaa
agaagagact
agctacattc
acgetgtgec

gaccaaattg

cgggectggta
agrtgtgtaca
aacattagag
tttgttgcaa
agagagaaaa
caaaagttgt
aataagggtk
gaatttttgg
catttgatta
tagtaattag
ccatagagte
attaatcect
gataacagga
agataaccca
cttccacaca
aatcacactt
aattaattaa
tatgtctggt
ctgggcacca

aagttactaa

ES 2428 384 T3

tatttatatg
CCCEtacttg
taaagaaata
catttgagaa
aggaagaggg
accaaaatag
aattgotgta
caagtcatta
aacatgtgat
aatttggtgt
agttaactca
ccaaaaaaaa
tccecocgtagyg
ctttaagcec
tetgagecac
tgtgagtcta
ttaatcatect
tttecactcaa
tgcagtacca

tgeractgag

ttgtcaaata
aacaaaaata
tggatgataa
aattttgttg
agaataaaaa
ttgtacaaat
aataaataag
aaaagaaaga
tatttaatga
caaatttaact
ttettatatt
aaaacggtat
aggataacat
acgcatctgt
acaaasaacca
cactttgatt
tgagagaaaa
aaactrcccg
aacggaacga

ctggtteaga
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actcaaaaac
ttcacctact
gaacaagagt
ttetetokbit
cataatgtga
atcattgagg
gatgacgcat
ataaactatt
attgatgaaa
ttgacatttg
tcatagateca
atttactaaa
ccaatccaac
ggcacatcta
atccacatct
ceccttcaaac
tgaagactat
gaaatgacaa
tagtgaaaac

gttoccocaac

cataaaagtt
actgttataa
agtgatatctt
tcattggtca
gtatgagaga
aatttgacaa
tagagagatg
tttaaaatta
gagttggatt
atcttttcct
aataagagaa
daatctaage
caatcacaac
cattatctaa
ctatcaccca
acatacaaag
cactgctttg
cagcacggca
aatcacgaat

aggtggaata

60
120
180
240
300
360
420
480
540
&00
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140

1200



tgcgacagte
ggagacccoe
aaagcctaca
gttgccteat
caaaatggaa
aattggttga
gaaaaatteg
atcttoctge
actgtaatce
atctattgga
attgectecta
gcacccattyg
aaaccatttc
aacactctga
CLtggegecaa
ggtttcaggc
gcagcaatca
ttecatcaga
tatgttgagg
gagaaccaac
dagaagcaac
aaatgtgaca
agagatgaag
daagattgga
ttggggttca
gagctctaag
Lttgttecttyg
tgaactggtg
taactaacta

tgaacatctt

ctcatcagat
agtgtgatgg
gcaactgtta
ccggracact
caagctctgc
cccacttaaa
acaaattgta
atgctcaagc
cgaatatcgg
caatagtaaa
ggggttactt
gcaaatgcaa
aaaatgtaaa
aattggcaac
tegegggttte
atcaaaattc
atcaaatcaa
ttgaaaaaga
acactaaaat
atacaattga
tgagggaaaa
atgocctgecat
cattaaacaa
tactatggat
tcatgtgggc
ttaaaatgct
tagaagagct
taatgtaatt
gacatgaaga

ttgccacaac

ES 2428 384 T3

ccttgatgga
cttccaaaat
ccctratgat
ggagtttaac
ttgcaaaagg
attcaaatac
catttggggg
atcaggaaga
atctagacecc
accgggagac
caaaatacga
ttctgaatge
caggatcaca
agggatgcga
catagaaaat
tgagggaata
tgggaagctg
gttctcagaa
agatctctgg
tctaactgac
tgctgaggat
aggatcaatec
coggttecag
ttcctetgce
ctgccaaaaa
tcttcgtcte
taattaatcg
catttacata
cctgeccgegt

tttataagtg

gaaaactgca
dagaaatggg
gtgccggatt
gatgaaagttc
agatctaata
ccagcattga
gttecacecace
atcacagtct
agaataagga
atacttttga
agtgggaaaa
atcactccaa
tatggggcct
aatgtaccag
ggttgggagyg
ggacaagcag
aataggttga
gtagaaggga
tcatacaacg
tcagaaatga
atgggcaatg
agaaatggaa
atcaaaggcg
atatcatgtt
ggcaacatta
ctatttataa
tcgttgttatc
agtggagtca
acaattgtct

gttaatatag
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cactaataga
acctttoege
atgcctccct
tcaattggac
acagtttctt
acgtgactat
cgggtacgga
ctaccaaaag
ataktccccag
ttaacagcac
gctcaataat
atggaagcat
gtcccagata
agaaacaaac
gaatggtgga
cagatctcaa
tcgggaaaac
gaatccagga
cggagcttct
acaaactgtt
gttgtttcaa
cttatgacca
ttgagctgaa
ttttgetttyg
ggtgcaacat
tatggtttgt
gaaatactat
gaatcagaat
tatatttgaa

ctrcaaatata

tgotctattg
tgaacgcagc
taggtcacta
tggagtcact
tagtagattg
gccaaacaat
caatgaccaa
aagccaacaa
cagaataagc
agggaatcta
gagatcagat
tcccaatgac
tgttaagcaa
tagaggcata
tggttggtac
aagcactcaa
caacgagaaa
cctocgagaaa
tgttgcocctyg
tgaaagaaca
aatataccac
tgatgtatac
gtcaggatac
tgttgctttyg
ttgcatctga
tattgttaat
ttgtatgaga
gtttocteoca
caactaaaat

tggtcaagtt

1260

1320

13180

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1360

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000



10

caatagatta ataatggaaa tatcagttat cgaaattcat taacaatcaa cttaacgtta

ttaactacta attttatatc atcccctttg ataaatgata gtaca

<210> 71

<211> 3117

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Casete de expresion

<400> 71

ES 2428 384 T3

192

lge0

3105



agaggtaccc
taagttagca
atcattatta
tgacaacaat
aaaacaatag
gaaagttgta
aagctacaca
taccattaga
aaagttgagt
aaagttgtat
atatattgece
ataacggtat
cacgtaggag
aatcctgatyg
atcacacatt
ttctataaaa
dgaagagact
ttagccactt
gtgtctaatg
acagaaacag
gaccttggtc
cttgagttect
ggcaaatttg

aaggagaata

cgggctggta
agtgtgtaca
aacattagag
LCctgttgcaa
agagagaaaa
caaaagttgt
aataagggktt
gaatttttgg
catttgatta
tagtaattag
ccatagagte
attaatcecct
gataacagga
agataaccca
cttecacaca
aatcacactc
aattaattaa
cggeattete
gaaccaaagt
ttgaacaaac
aatgtggatt
ctgctaattt
dcaatgaaga

tgggattcac

ES 2428 384 T3

tatttatatg
tttttacttg
taaagaaata
catttgagaa
aggaagaggg
accaaaatag
aattgcoctgta
caagtcatta
aacatgtgat
aatttggtgt
agttaactca
cCcadaaaaaa
tccocogtagg
ctrtaagccc
Ectgagccac
tgtgagtcta
ttaateatct
ctatgtacgt
agacacecctt
aaacatccct
actagggacc
aatagttgaa
aacattgaga

atataccgga

ttgtcaaata
aacaaaaata
tggatgataa
aattttgttg
agaataaaaa
tcgtacaaat
aataaataag
daaagaaaga
tatttaatga
caaatttaat
tttEEacatte
daaacggtat
aggataacat
acgca Ec tg [
acaaaaacca
cactttgatt
tgagagaaaa
gcagataaaa
actgaaaaag
aagatctgct
gttatctggtc
agaagggaaqg
aaaatactca

gtgagaacca
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actcaaaaac
ttcacctact
gaacaagagt
ttctetctee
cataatgtga
atcattgagg
gatgacgcat
ataaattatt
attgatgaaa
ttgacatctg
tcatagatca
atttactaaa
ccaatccaac
ggcacatcta
atccacatct
cccttcaaac
tgaacactca
tctgcocctagg
gaatagaagt
caaaaggaaa
ctcgcoccaatg
gtaatgacat
gaaaatccgg

atggagagac

cataaaagtt
actgttataa
agtgatattt
tcattggtca
gtatgagaga
aatctgacaa
tagagagatg
tttaaaatta
gagttggatt
atctttbteoct
aataagagaa
aaatctaagc
caatcacaac
cattatctaa
ttatcaccca
acatacaaag
aattctaata
acatcatgct
tgtcaatgca
acagactgtt
tgaccaatect
ttgttatcca
dggaattaaa

tagcgcatgt

60

120

180

240

300

380

420

480

540

780

840

300

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440



agaaggtcaa
gggacatttec
atctggggaa
aataaattga
ccaagaccgc
cccaatgata
tttctaagag
ggtgaatgct
agtagggcaa
ggaatgaaaa
aaaagaggtt
gacggatggt
aaaagtacac
accaaccagce
aatgttatta
cteogtageag
tatgaaaagg
gaaatattce
cataaaaaat
agcagtggtt
cttgecattg
atttgtatat
gttattgtta
atttgtatga
atgtttccte
aacaactaaa
tatggtcaag

aacttaacgt

<210> 72

gatcttcectt
cacaaatgac
tccaccactc
taacagtttg
aaatgaatgg
ctgtecacttt
gtaaatctet
atcatattgg
tcggaaaatg
atgttcctga
tatttggtgc
atggatataa
aatctgctat
aattcgaact
actggactag
tggagaatca
taagaagaca
accaatgtga
acagaaaaga
acaaagatat
caatgggtct
aagagctcta
atcttgttct
gatgaactgg
cataactaac
attgaacate
ttcaatagat

tattaactac

ES 2428 384 T3

ttatgcagag
aaagtcctac
aggatcaact
gagttccaaa
tcaatcagga
cagttttaat
aggaatccaa
aggtactata
ccccagatac
agctcctgea
aatagcagga
gcatcagaat
caaccaaata
aatagataat
agattctatc
acacactatt
actgagagaa
caatgattgc
ggcaatacaa
aatacttcgg
tgttttcata
agttaaaatg
tgtagaagag
tgtaatgtaa
tagacatgaa
ttttgeccaca
taataatgga

taattttata

atgaaatggc
aagaacacta
actgaacaga
taccaacaat
agaattgact
ggggccteta
agtgatgecac
attagcaact
gtgaagcaga
cataaacaac
Ltcattgaaa
gcacaaggag
accggaaaat
gagttcaatg
atcgaagtat
gatttaactg
aatgctgagg
atggccagca
aacagaatcc
tttagctteg
tgtataaaaa
cttcttegte
cttaactaat
Cocatttaca
gaccktgccge
actttataag
aatatcagtt

tcatccectt

194

ttctatccag
agaaggtacc
ctagattata
cttttgtcee
ttcactggct
tagcacctga
aacttgacaa
tgeccotttea
agagcttaat
taactcatca
atgggtggga
aagggactge
tgaacagact
aaatagaaaa
ggtcatataa
actcagaaat
aagatggtaa
ttagaaacaa
agattgacgc
gggcatcatg
atggaaacat
tocctatttat
cgttgttgtt
taagtggagt
gtacaattgt
tggttaatat
atcgaaattc

tgataaatga

cacagacaat
agctctgata
tggaagtggg
aaatcctgga
gatgctagat
ccgeogecage
taattgtgaa
aaacattaat
gcragcaaca
catgcgcaaa
aggattaata
tgcagactac
aatagaaaaa
acaaattggce
tgcagagttc
gaacaaacta
tggctgtttt
cacatatgac
agtaaagttg
tctettattt
gcggtgeact
datatggttt
dtgaaatact
cagaatcaga
cttatatttg
agctcaaata
attaacaatc

tagtaca

1500
1560
1620
16380
1740
1800
1850
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060

3117



<211> 3162

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Casete de expresion

<400> 72

ES 2428 384 T3

195



agaggtacce
taagttagc;
atcattatta
tgacaacaat
aaaacaatag
gaaagttgta
aagctacaca
taccattaga
aaagttgagt
aaagttgtat
atatattgece
ataacggtat
cacgtaggag
aatcctgatg
atcacacatt
ttctataaaa
agaagagact
ctcatggtag
ccacatgttg
acaacaacac
ctatgcccaa
acggggaaca
gggtgctete
ggatacgaac
ggaccctaca
Ltcgcaacaa
ttaacaatag

ttccactctg

cgggctggta
agtgtgtaca
aacattagag
tttgttgecaa
agagagaaaa
caaaagttgt
aataagggtt
gaatttttgg
catttgacta
tagtaattag
ccatagagtce
attaatcocct
gataacagga
agataaccca
ctteccacaca
aatcacactt
aattaattaa
taacatccaa
tcaaaactge
ccaccaaatc
aatgcctcaa
tacccteogge
ctataatgca
atatcaggtt
aaattggaac
tggcttgggc
aagtaccata

ataacgaaac

ES 2428 384 T3

tatttatatg
cttttacttg
taaagaaata
catttgagaa
aggaagaggg
accaaaatag
aattgctgta
caagtcatta
aacatgtgat
aacttggtgt
agttaactca
cCCaaaaaaasa
tceccocgtagg
ctttaagccc
tctgageccac
tgtgagtcta
ttaatcatct
tgcagatcga
tactcaaggg
tcattttgeca
ctgcacagat
aagagtttca
cgacagaaca
atcaactcat
ctcagggtct
cgtcccaaaa
catttgtaca

ccaaatggca

ttgtcaaata
aacaaaaata
tggatgataa
aattttgttg
agaataaaaa
ttgtacaaat
aataaataag
aaaagaaaga
tatttaatga
caaatttaat
cttttatatt
aaaacggtat
aggataacat
acgcatctgt
dCaasaaacca
cactttgatt
tgagagaaaa
atctgcactg
gaggtcaatg
aatctcaaag
ctggacgtgg
atactccatg
aaaattagac
aacgttatca
tgccoctaacg
aacgacaaca
gaaggagaag

aagctctatg
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actcaaasac
ttcacctact
gaacaagagt
ttctctcttt
cataatgtga
atcattgagg
gatgacgcat
ataaattatet
attgatgaaa
ttgacatttg
tcatcagatca
atttactaaa
ccaatccaac

ggcacatcta
aAtccacatet
cccttcaaac
tgaaggcaat
ggataacatc
tgactggtgt
gaacagaaac
ccttgggecag
aagtcagacc
agetgeoctaa
atgcagaaaa
ttaccaatgg
acaaaacage
accaaattac

gggactcaaa

cataaaagttc
actgttataa
agtgatattt
tcattggtca
gtatgagaga
aatttgacaa
tagagagatg
tttaaaatta
gagttggatt
atcttttecck
aataagagaa
aaatctaage
caatcacaac
cattatctaa
Etatcaccoa
acatacaaag
aattgtacta
gtcaaacteca
aataccactg
cagagggaaa
accaaaatgc
tgttacatct
acttotcaga
tgcaccagga
daacggattt

ddcaaatteca

cgtttggggg

goccCccagaaqg

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780

B840

[Fe]
[=]
=1

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620

1680



ttcacctecat
aatcaaacag
caaaaatctg
gtgtggtgcg
gcagattgee
gaacatgcaa
aatggaacca
attgctggtc
tecccatgggg
aacaagataa
ctaagceggtg
gatctcagag
ggaataataa
ctgggecect
cagaccrtgee
acttttgackt
actatactge
atcttigttg
ctctaagtta
gttecttgtag
actggtgtaa
ctaactagac
acatettteg
tagattaata

actactaattc
<210> 73
<211> 3159

<212> ADN

ctgccaacgg
aagacggagg
ggaaaacagg
caagtggcag
tccacgaaaa
aggcoccatagg
aatatagacc
tcttagaagg
cacatggagt
caaaaaatct
ccatggatga
ctgatacaat
acagtgaaga
ctgctgtaga
tcgacagaat
cactgaatat
tttactactc
tccatatggt
aaatgcttct
aagagcttaa
tgtaattcat
atgaagacct
ccacaacttt
atggaaatat

ctatatcatc

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2428 384 T3

agtgaccaca
dactaccacaa
aacaattacc
gagcaaggta
atacggtgga
aaattgccca
tectgcaaaa
aggatgggaa
agcggtggca
caactctttg
actccacaac
aagctcacaa
tgagcatcte
gatagggaat
agetgetggt
tactgctgea
aactgctgece
ctocagagac
tcgtctocta
ttaatcgttg
ttacataagt
goccocgogtaca
ataagtggtt
cagttatcga

ccctttgata

cattacgttt
agcggtagaa
tatcaaagag
ataaaaggat
ttaaacaaaa
atatgggtga
ctattaaagqg
ggaatgattg
gcagacctta
agtgagctgg
gaaatactag
atagaactcg
ttggcgettg
ggatgctttg
acctttgatg
tctttaaatg
tccagtttgg
aatgtttect
ttctataatat
ttgttatgaa
ggagtcagaa
attgtcttat
aatatagcte
aattcattaa

aatgatagta
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cacagattgg
ttgttgttga
gtattctatc
cgttgoottt
gcaagcctta
aaacaccctt
aaaggggttt
caggttggca
agagcactca
aagtaaagaa
aactagacga
cagtcctgot
aaagaaagct
aaaccaaaca
caggagaatt
acgatggatt
ctgtaacatt
getecatetg
ggtttgttat
atactattctg
tcagaatgtt
atttgaacaa
aaatatatgg
caatcaactt

ca

tggctteccca
ttac#tggtg
gcctcaaaaa
aattggagaa
ctacacaggg
gaagctggcc
cttcggaget
cggatacaca
agaggccata
tcttcaaaga
gaaagtggat
ttccaatgaa
gaagaaaatg
caagtgcaac
ttctectecee
ggataatcat
gatgatagct
tctataagag
Cgrtcaactct
tatgagatga
Ecctccataa
ctaaaattga
tcaagttcaa

aacgttatcta

1740
1800
1860
lﬁéﬂ
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
Qoo
3060
3120

ile2



ES 2428 384 T3

<223> Casete de expresion

<400> 73

198



agaggtaccec
taagttagca
atcattatta
tgacaacaat
aaaacaatag
gaaagtcgta
aagctacaca
taccattaga
aaagttgagt
aaagttgtat
atatattgece
ataacggtat
cacgtaggag
aatcctgatg
atcacacatt
cttctataaaa
agaagagact
ctcatggtag
cotcatgtgg
acaacaacac
ctatgcccag
gtggggacca
gggtgcttec
ggatatgaaa
ggaccctaca
ttcgcaacaa
acagtagaag
catccagata
dcctcacctg
caaacagaag

aaacctggga

cgggctggta
agtgtgtaca
aacattagaqg
tcegttgeaa
agagagaaaa
caaaagttgt
aataagggtt
gaatttttgg
catttgatta
tagtaattag
ccatagagte
attaatecect
gataacagga
agataaccca
ctbccacaca
daatcacactt
aattaattaa
taacatccaa
tcaaaacagg
caacaaaatc
actgtectcaa
caccttegge
ctataatgca
acatcagget
gacttggaac
tggctiggge
taccatacat
ACaaaaccca
ctaatggagt
acggaggact

aaacaggaac

ES 2428 384 T3

tatttatcatg
tttttacttg
taaagaaata
catttgagaa
aggaagaggg
accaaaatag
aattgctgta
caagtcatta
aacatgtgat
aatttggtgt
agttaactca
cCaaaaaaaa
tccccgtagg
ctttaagece
tctgagccac
tgtgagtcta
ttaatcatet
tgcagatcga
cactcaaggg
ttattttgea
ctgcacagat
gaaggcttca
cgacagaaca
atcaacccaa
cbcaggatct
Lgtcoccaaag
ttgtacagaa
aatgaagaac
adccacacac
ACcacdaagc

aattgtctac

ttgtcaaata
aacaaaaata
tggatgataa
aactttgttg
dagaataaaaa
ttgtacaaat
aataaataag
aaaagaaaga
catttaatga
caaatttaat
tttttatatt
aaaacggtat
aggataacat
acgcatctgt
aAcaaaaacca
cactttgatc
tgagagaaaa
atctgcactg
gaggtcaatg
aatectcaaag
ctggatgtgg
atactccacg
aaaatcaggc
aacgtcatcg
tgcococtaacg
gacaacaaca
ggggaagacc
cbtctatggag
tatgttbcto
ggcaggattg

caaagaggtg

199

actcaaaaac
ttcacctact
gaacaagagt
Ctectetctte
cataatgtga
atcattgagg
gatgacgecat
ataaatcatt
attgatgaaa
ttgacatttyg
tcatagatca
atttactaaa
ccaatccaac
ggcacatcta
atccacatct
cccttcaaac
tgaaggcaat
gaataacatc
tgactggtgt
gaacaaggac
ctttgggcag
aagtcaaacc
aactacccaa
atgcggaaaa
ctaccagtaa
daaatgcaac
aaatcactgt
actcaaatcec
agattggcag
ttgttgatta

tcteogttgee

cataaaagtt
actgttataa
agtgatatctt
tcattggtca
gtatgagaga
aatttgacaa
tagagagatg
tttaaaatta
gagttggatt
atcttttect
aataagagaa
aaatctaagc
caatcacaac
cattatctaa
ttatcaccca
acatacaaag
aattgtacta
tLtcaaactca
gataccacta
cagagggaaa
accaatgtgt
tgttacatcc
tcttctocaga
ggoaccagga
gagcggatte
gaacccacta
tLgggggtec
tcaaaagttc
cttcoccagat
catgatgcaa

tcaaaaggtg

60

120

180

240

300

160

420

480

540

600

660

720

780

840

200

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860
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tggtgcgoga
gattgcctte
catgcaaaag
ggaaccaaat
goctggtttee
cacggagcac
aagataacaa
agtggtgcca
ctcagagcectg
ataataaaca
ggtccctctg
acctgcttag
tttgattcac
atactgctct
Lttattgttt
taagttaaaa
cttgtagaag
ggtgtaaktgti
actagacatg
cettttgececa
attaataatg
actaatttta
<210> 74

<211> 565

<212> PRT

gtggcaggag
atgaaaaata
ccataggaaa
atagacctcc
tagaaggagg
atggagtggce
aaaatctcaa
tggatgaact
acactataag
gtgaagatga
ctgtagagat
acaggatage
tgaacattac
attactcaac
atatggecte
tgcttotteg
agcttaatta
aattcatcceca
aagacctgce
caactttata
gaaatatecag

tatcatcccc

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Consenso

<220>

<221> caracteristica nueva

ES 2428 384 T3

caaagtaata
cggtggatta
ttgcccaata
tgcaaaacta
atgggaagga
agtggcggcg
ttctttgagt
ccacaacgaa
ctcgcaaata
gcatctattg
aggaaatgga
tgctggecacce
tgetgeatct
tgctgectect
cagagacaac
Cctoctattt
ategttgttg
cataagtgga
gcgtacaatt
agtggttaat
ttatcgaaat

tttgataaat

aaagggtect
aacaadagca
tgggtgaaaa
ttaaaggaaa
atgattgcag
gaccttaaga
gagctagaag
atactcgage
gaacttgcag
gcacttgaga
tgcttegaaa
tttaatgcag
ttaaatgatg
agtttggctg
gtttcatgct
ataatatggt
ttatgaaata
gtcagaatca
gtcttatatt
atagctcaaa
tcattaacaa

gatagtaca

200

tgcctttaat
agccttacta
cacctttgaa
ggggtttctt
gctggcacgg
gtacgcaaga
taaagaatct
tggatgagaa
tetetgocette
gaaaactaaa
Ccaaacacaa
gagaatttte
atggattgga
taacatcgat
ccatctgteot
Ctgttattgt
ctatttgtatc
gaatgtttce
tgaacaacta
tacatggtca

Ecaacttaac

tggtgaagca
cacaggagaa
gctcgocaat
cggagctatt
atacacatct
agctataaac
tcaaagacta
agtggatgatc
caacgaagga
gaaaatgctg
gtgcaaccag
tcteccocecact
taaccatact

gctagctatt

ataagagectce

taattttgtt
gagatgaact
tccataacta
aaattgaaca
agttcaatag

gttattaact

1920
1380
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
jooo
3oeo
3120

3159
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15

20

25

30

<222> (3)..(3)

<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido
<220>

<221> caracteristica nueva

<222> (52)..(52)

<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido
<220>

<221> caracteristica nueva

<222> (90)..(90)

<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido
<220>

<221> caracteristica nueva

<222> (99)..(99)

<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido
<220>

<221> caracteristica nueva

<222> (111)..(111)

<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido
<220>

<221> caracteristica nueva

<222> (145)..(145)

<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido
<220>

<221> caracteristica nueva

<222> (157)..(157)

<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido
<220>

<221> caracteristica nueva

<222> (162)..(162)

<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido

ES 2428 384 T3

de origen natural

de origen natural

de origen natural

de origen natural

de origen natural

de origen natural

de origen natural

de origen natural

201
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15

20

25

30

ES 2428 384 T3

<220>

<221> caracteristica nueva

<222> (182)..(182)

<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido de origen natural
<220>

<221> caracteristica nueva

<222> (203)..(203)

<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido de origen natural
<220>

<221> caracteristica nueva

<222> (205)..(205)

<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido de origen natural
<220>

<221> caracteristica nueva

<222> (210)..(210)

<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido de origen natural
<220>

<221> caracteristica nueva

<222> (225)..(225)

<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido de origen natural
<220>

<221> caracteristica nueva

<222> (268)..(268)

<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido de origen natural
<220>

<221> caracteristica nueva

<222> (283)..(283)

<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido de origen natural
<220>

<221> caracteristica nueva

202
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<222> (290)..(290)

<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido de origen natural
<220>

<221> caracteristica nueva

<222> (432)..(432)

<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido de origen natural
<220>

<221> caracteristica nueva

<222> (489)..(489)

<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido de origen natural

<400> 74

203



Ala

Val

Leu

Ala

65

Asn

Val

Ala

Glu

Lys

Asp

Asp

Leu

50

Pro

Pro

Glu

Asp

Arg
130

Thr

#3

Glu

Leu

Glu

Xaa

Tyr
115

FPhe

Lys
Ile
20

Val
Xaa
Gln

Cys

Pro
100

Glu

Glu

Leu

Cys=

Leu

Ser

Leu

Glu

85

Asn

Glu

Ile

Leu

Ile

Glu

His

Gly

70

Leu

Pro

Leu

Phe

ES 2428 384 T3

Val Leu

Gly Tvr

Lys Asn
a0

Asn Gly
55

Asn Cys

Leu Ile

Glu Asn

Arg Glu

120

Pro Lys
135

Leu

His

25

Val

Lys

Ser

Ser

Gly

105

Gln

Glu

204

Cys

10

Rla

Thr

Leu

Val

¥aa

90

Thr

Leu

Ser

Thr

Asn

Val

Cys

Ala

75

Glu

Cysa

Ser

Ser

Phe

Asn

Leu
&0

Gly

Ser

Tyr

Ser

140

Thr

Sar

His

45

Leu

Trp

Trp

Pro

Val
125

Pro

Ala

Thr

30

Ser

Lys

Ile

Ser

Gly

110

Ser

Asn

Thr

15

Asp

val

Gly

Leu

Tyr

95

Xaa

Ser

His

Thr

Asn

Ile

Gly

80

Ile

Phe

Phe

Thr



145

Leu

Trp

His

Xaa

225

Gly

Ile

Leu

Asp

Ser

105

Lys

Ile

Ile

His

Gln

Xaa

Ser

Gly

Xaa

210

Phe

Arg

Fhe

Ser

Xaa

290

Leu

Fro

Glu

Gln
370

Asn

Gly

Asn

Lys

Val

185

Glu

Ile

Glu

Arg

275

Cys

Pro

Vval

Ser

Gly

355

Asn

Ala

Val

Leu

Ser

180

His

Asn

Pro

Ala

260

Gly

Asp

Phe

Arg

Ile

340

Gly

Glu

Ile

Ser

Leu
165

Tyr

His

Ala

Glu

TYr

245

ASn

Phe

Ala

Gln

Ser

325

Gln

Trp

Gln

Asn

ES 2428 384 T3

Ala

150

Trp

Xaa

Pro

Ile

230

Gly

Gly

Lys

Asn

310

Ala

Ser

Gly

Gly

Ser

Leu

Asn

Pro

val

215

Ala

Trp

Asn

Ser

Cys

295

val

Lys

Arg

Gly

Ser
375

Ile

Cys

Thr

Asn

Asn

200

sSer

Lys

Thr

Leu

Gly

280

Gln

His

Leu

Gly

Met

g0

Gly

Thr

Ser

Gly

Lys

185

Ile

val

Arg

Leu

Ile

265

Ile

Thr

Pro

Leu
345

val

Tyr

Asn

205

His

Lys

170

Glu

Gly

val

Pro

Leu

250

Ala

Ile

Pro

Val

Met

330

Phe

Asp

Ala

Lys

Asn
155

Asn

Lys

Xaa

Ser

Lys

215

Glu

Fro

Xaa

Gln

Thr

315

Val

Gly

Gly

Ala

Val

Gly

Gly

Glu

Gln

Ser

220

val

Pro

Ser

Gly

Qg

Ile

Thr

Ala

Trp

AsSp
380

Xaa

Leu

Val

Xaa

205

His

Ayrg

Gly

Asn

285

Ala

Gly

Gly

Ile

365

Gln

Ser

Ser

Leu
130

Ala

Asp

Asp

Ala

270

Ala

Ile

Glu

Leu

Ala

350

Gly

Lys

Val

Ser

Pro
175

val

Leu

Ser

Gln

Thr

255

Fhe

Pro

Asn

Cys

Arg

335

Gly

Tyr

Ser

Ile

Phe
160

Asn

Leu

Tyr

Arg

Glu

240

Ile

Ala

Met

Ser

Fro

320

Asn

Fhe

His

Thr

Glu



5

385

Lys

Glu

Val
465

Fhe

Asn

Ser
345

Cys

Met

Ile

Thr
450

Lys

Glu

Gly

Glu

Lied

530

Leu

Arg

<210> 75

<211> 565

<212> PRT

Asn

Arg

Trp

435

Leu

Ser

Thr

Lys
515

Ile

Thr Gln
405

Met Glu
420

Thr Tyr

Asp Phe

Gln Leu

Tyr His
485

500

Ile Asp

Ile Tyr

Ala Ile

Cys Ila
565

390

Fhe

Asn

Asn

His

Lys

470

Lys

Tyr

Gly

Ser

Ser
550

ES 2428 384 T3

Thr

Leu

Ala

Asp
455

Asn

Cys

Pro

val

Thr

535

Phe

Ala

Asn

Glu

440

Ser

Asn

Lys

Lys

520

Val

Trp

val

Lys

425

Leu

Asn

Ala

Xaa

505

Leu

Ala

Met

206

Gly

410

Lys

Leu

val

Lys

Glu

490

Ser

Glu

Ser

Cys

395

Lys

Val

Val

Lys

Glu

475

Cys

Glu

Ser

Ser

Ser
555

Glu

AsSp

Leu

AsSn

460

Ile

Met

Glu

Mat

540

Asn

Fhe

ASp

Leu

445

Leu

Gly

Glu

Ser

Gly

525

Val

Asn
Gly

430

Glu

Asn
Ser
Lya
510
Val

Leu

Ser

Lys
415

Phe

Glu

Gly

val

495

Leu

Leu

Leu

400

Leu

Xaa

Glu

Lys

Cys3

480

Lys

Asn

Gln

Val

Gln
260



ES 2428 384 T3

<213> Virus de la influenza

<400> 75

Met Lys Ala Lys Leu Leu Val Leu Leu Cys Thr Phe Thr Ala Thr Tyr
1 5 10 15

Ala Asp Thr Ile Cys Ile Gly Tyr His Ala Asn Asn Ser Thr Asp Thr
20 25 o

207



val

Leu

Ala

65

Asn

val

Ala

Glu

Val

145

Leau

Trp

His

Arg

225

Gly

Ile

Asp

Leu

50

Pro

Pro

Glu

Asp

Arg

130

Thr

Ser

Gly

Thr

210

Phe

Arg

Phe

Thr

35

Glu

Leu

Glu

Thr

115

Fhe

Gly

Asn

Lys

Val

195

Glu

Thr

Glu

val

Asp

Gln

Cys

Pro

100

Glu

Glu

Val

Leu

Ser

180

His

Asn

Pro

Asn

Ala
260

Leu

Ser

Leu

Glu

85

Asn

Glu

Ile

Ser

Leu

165

Tyr

His

Ala

Glu

Tyr
245

Asn

ES 2428 384 T3

Glu

His

Gly

Leu

Pro

Leu

FPhe

Ala

150

Trp

Val

Pro

TVE

Ile
230

Gly

Lys

Asn

33

Asn

Leu

Glu

Arg

Pro

135

Ser

Leu

Asn

Pro

val

215

Ala

Trp

Asn

Asn
40

Gly

Cys

Ile

AsSn

Glu

120

Lys

Cys

Thr

Asn

Asn

200

Ser

Lys

Thr

Leu

val

Lys

Ser

Ser

Gly

105

Gln

Glu

Ser

Gly

Lys

185

Ila

Val

Arg

Leu

Ile
265

208

Thr

Leu

Val

Lys

90

Thr

Leu

Ser

His

Lys

170

Glu

Gly

val

Pro

Leu

250

Ala

Val

Cys

Ala

15

Glu

Cys

Ser

Ser

Asn

155

hAsn

Lys

ASn

Ser

Lys

235

Glu

Pro

Thr

Leu
60

Gly

Ser

YT

Ser

Trp

140

Gly

Gly

Glu

Gln

Ser

220

Val

Pro

Trp

His
45

Leu

Trp

Trp

Pro

Val

125

Pro

Lys

Leu

Val

Arg

205

His

Arg

Gly

Tyr

Ser

Lys

Ile

Ser

Gly

110

Ser

Asn

Ser

Tyr

Leu

130

Ala

T™vr

ABp

Asp

Ala
270

val

Gly

Tyr

95

TYT

Ser

His

Ser

Pro

175

Val

Leu

Ser

Gln

Thr
255

Phe

Asn

Ila

Gly

Ile

Fhe

Phe

Fhe
160

Leu

Tyr

Arg

Glu

240

Ile

Ala



Leu

Asp

Ser

305

Lys

Ile

Ile

His

Gln

385

Lys

Glu

Asp

Val
465

Phe

Asn

Ser

Glu

290

Leu

Pro

Glu

Gln

70

Asn

Met

Arg

Ile

Thr

450

Lysa

Glu

Gly

Glu

Arg

275

Cys

Pro

Val

Ser

Gly

355

Asn

Ala

Asn

Arg

Trp

435

Leu

Ser

Phe

Thr

Lys

Gly

ASp

Phe

Arg

Ile

340

Gly

Glu

Ile

Thr

Met

420

Asp

Gln

Tyr

500

Ile

Fhe

Ala

Gln

Ser

325

Gln

Trp

Gln

Agn

Gln

405

Glu

Tyr

FPhe

Leu

His

485

Asp

ASpP

ES 2428 384 T3

Gly

Lys

ASn

310

Ala

Ser

Thr

Gly

Gly

390

FPhe

Asn

Asn

His

Lys

470

Lys

Tyr

Gly

Ser

Cys

295

val

Lys

Gly

Ser

375

Ile

Thr

Leu

Ala

AsSp

455

Asn

Cys

Pro

val

Gly

280

Gln

His

Leu

Gly

Met

360

Gly

Thr

Ala

Asn

Glu

440

Ser

ABT

Asn

Lys

Lys

Ile

Thr

Pro

Arg

Leu

345

val

™yr

Asn

Vval

Lys

425

Leu

Asn

Ala

Asn

Tyr
505

Leu

209

Ile

Pro

val

Met

330

Fhe

Asp

Ala

Lys

Gly

410

Lys

Leu

val

Lys

Glu

490

Ser

Glu

Thr

Gln

Thr

3is

val

Gly

Gly

Ala

val

335

Lys

val

Val

Lys

Glu

475

Cys

Gla

Ser

Ser

Gly

oo

Ile

Thr

Ala

Trp

Asp

380

Asn

Glu

Leu

Asn

460

Ile

Met

Glu

Met

Asn

285

Ala

Gly

Gly

Ile

365

Gln

Ser

Phe

AsSp

Leu

445

Lieu

Gly

Glu

Ser

Gly

Ala

Ile

Glu

Leu

Ala

iso

Gly

Lys

val

Asn

Gly

430

Glu

TvrE

Asn

sSer

Lys

510

Val

Pro

Asn

Cys

Arg

335

Gly

Ser

Ila

Lys

415

Fhe

Asn

Glu

Gly

Vval

495

Leu

™vr

Met

Ser

Pro

320

Asn

Phe

His

Thr

Glu

400

Leu

Leu

Glu

Lys

Cys

480

Lys

Gln



ES 2428 384 T3

215 520 525

Ile Leu Ala Ile Tyr Ser Thr val Ala Ser Ser Leu Val Leu Leu Val
530 5315 540

Ser Leu Gly Ala Ile Ser Phe Trp Met Cys Ser Asn Gly Ser Leu Gln
545 550 555 560

Cys Arg Ile Cys Ile
565

<210> 76

<211> 252

<212> PRT

<213> Virus de la influenza

<400> 76

210



Met

Ser

Ala

Thr

65

Gln

Val

Lys

Gly

Gly
145

Ser

Gly

Gly

Pro

50

Leu

Asn

Lys

Glu

Leu
130

Leu

Leu

Pro

Lys

35

Ile

Thr

Ala

Leu

Ile

115

Ile

val

Leu

Leu

20

Asn

Leu

Val

Leu

100

Ser

Cyg

Lys

Thr

Ser

Pro

Asn

85

Leu

ASn

Ala

Glu

Ala

Pro

Ser

70

Gly

Lys

Ser

Arg

150

ES 2428 384 T3

Val

Glu

Leu

Leu

55

Glu

Asn

Leu

Met
135

Cys

Glu Thr T™vr vVal

Ile Ala
25

Glu Val
40

Thr Lys

Arg Gly

Gly Asp

Lys Arg

105

Ser Ala
120

Gly Ala

Glu Gln

211

10

Gln

Leu

Gly

Leu

Pro

90

Glu

Gly

val

Ile

Arg

Mekt

Ile

Gln

75

Asn

Ile

Ala

Ala
155

Leu

Glu

Leu

60

Asn

Thr

Leu

Thr
140

AsSD

Ser

Glu

Trp
45

Met

Fhe

Ala
125

Glu

Ser

Ile

Asp

30

Leu

Phe

Arg

ABD

His

110

Ser

Val

Gln

Ile

15

Val

Lys

WVal

Phe

Lys

95

Gly

Cys

Ala

His

Pro

Fhe

Thr

Phe

Val

80

Ala

Ala

Met

Phe

Arg
160
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15

20

25

ES 2428 384 T3

Ser His Arg Gln Met Val Thr Thr Thr Asn Pro Leu Ile Arg His Glu
165 170 175

Asn Arg Met Val Leu Ala Ser Thr Thr Ala Lys Ala Met Glu Gln Met
180 185 190

Ala Gly Ser Ser Glu Gln Ala Ala Glu Ala Met Glu Val Ala Ser Gln
195 200 205

Ala Arg Gln Met Val Gln Ala Met Arg Thr Ile Gly Thr His Pro Ser
210 215 220

Ser Ser Ala Gly Leu Lys Asn Asp Leu Leu Glu Asn Leu Gln Ala Tyr
225 230 235 240

Gln Lys Arg Met Gly Val Gln Met Gln Arg Phe Lys
245 250
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REIVINDICACIONES
1. Un método para producir particulas similares al virus de la influenza (VLP) en una planta, que comprende:
a) introducir un acido nucleico que comprende una secuencia de nucleétido que codifica una hemaglutinina de
influenza (HA) operativamente enlazada a una region reguladora activa en la planta dentro de la planta, o en una
porcion de la misma,
b) incubar la planta bajo condiciones que permitan la expresién del acido nucleico, produciendo asi las VLP,
c) cosechar la planta, y

d) purificar las VLP, en donde las VLP estan en un intervalo de tamario de 80 - 300 nm.

2. El método de la reivindicacion 1, en donde la secuencia de nucledtidos se selecciona del grupo que consiste de
H1, H2, H3, H4, H5, H6, H7, H8, H9, H10, H11, H12, H13, H14, H15 y H16.

3. El método de la reivindicacién 2, en donde en la etapa de introduccion (etapa a), el acido nucleico se expresa en
forma transitoria en la planta.

4. El método de la reivindicacion 1 o 2, en donde en la etapa de introduccién (etapa a), el acido nucleico se expresa
en forma estable en la planta.

5. Una particula similar a un virus (VLP) producida mediante el método de conformidad con cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 4, que comprende una proteina de hemaglutinina del virus de la influenza (HA) y uno o mas de
un lipido derivado de una planta.

6. La VLP de la reivindicacion 5, en donde la proteina HA de influenza es Indonesia H5.

7. Una composicion que comprende una dosis efectiva de la VLP de la reivindicacion 5 o la reivindicaciéon 6 para
inducir una respuesta inmunolégica y un portador farmacéuticamente aceptable.

8. Una VLP producida por medio del método de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, o la VLP de la
reivindicacion 5 o la reivindicaciéon 6, en donde la HA del virus de la influenza comprende N-glicanos, o N-glicanos
modificados especificos de la planta.

9. La VLP de cualquiera de las reivindicaciones 4 a 6 o la reivindicacién 8, o la composicion de la reivindicacion 7,
para uso en la induccion de inmunidad para una infeccion causada por virus de la influenza en un individuo.

10. La VLP de la reivindicacion 9, en donde la VLP es adecuada para administracion oral, intradérmica, intranasal,
intramuscular, intraperitoneal, intravenosa o subcutanea.

11. Una composicién que comprende una dosis efectiva de la VLP de la reivindicacion 8 para inducir una respuesta
inmune, y un portador farmacéuticamente aceptable.

12. La composicion de la reivindicacién 11 para uso en la induccién de inmunidad para una infeccién causada por
virus de la influenza en un individuo.

13. La composicion de la reivindicacion 12, en donde la composicién es adecuada para administracion oral,
intradérmica, intranasal, intramuscular, intraperitoneal, intravenosa o subcutanea.

14. Un alimento suplementado que comprende la VLP como se describe en cualquiera de las reivindicaciones 5, 6 u
8.
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AGAGGTACCCCGGGCTGGTATATTTATATGTTGTCAAATAACTCAAAAACCATA
AAAGTTTAAGTTAGCAAGTGTGTACATTTTTACTTGAACAAAAATATTCACCTAC
TACTGTTATAAATCATTATTAAACATTAGAGTAAAGAAATATGGATGATAAGAAC
AAGAGTAGTGATATTTTGACAACAATTTTGTTGCAACATTTGAGAAAATTTTGTT
GTTCTCTCTTTTCATTGGTCAAAAACAATAGAGAGAGAAAAAGGAAGAGGGAG
AATAAAAACATAATGTGAGTATGAGAGAGAAAGTTGTACAAAAGTTGTACCAAA
ATAGTTGTACAAATATCATTGAGGAATTTGACAAAAGCTACACAAATAAGGGTT
AATTGCTGTAAATAAATAAGGATGACGCATTAGAGAGATGTACCATTAGAGAAT
TTTTGGCAAGTCATTAAAAAGAAAGAATAAATTATTTTTAAAATTAAAAGTTGAG
TCATTTGATTAAACATGTGATTATTTAATGAATTGATGAAAGAGTTGGATTAAAG
TTGTATTAGTAATTAGAATTTGGTGTCAAATTTAATTTGACATTTGATCTTTTCCT
ATATATTGCCCCATAGAGTCAGTTAACTCATTTTTATATTTCATAGATCAAATAA
GAGAAATAACGGTATATTAATCCCTCCAAAAAAAAAAAACGGTATATTTACTAAA
AAATCTAAGCCACGTAGGAGGATAACAGGATCCCCGTAGGAGGATAACATCCA
ATCCAACCAATCACAACAATCCTGATGAGATAACCCACTTTAAGCCCACGCATC
TGTGGCACATCTACATTATCTAAATCACACATTCTTCCACACATCTGAGCCACA
CAAAAACCAATCCACATCTTTATCACCCATTCTATAAAAAATCACACTTTGTGAG
TCTACACTTTGATTCCCTTCAAACACATACAAAGAGAAGAGACTAATTAATTAAT
TAATCATCTTGAGAGAAAATGGCGAAAAACGTTGCGATTTTCGGCTTATIGTIT
TCTCTTCTTGTGTTGGTTCCTTCTCAGATCY

GAGCTCTAAGTTAAAATGCTTCTTCGTCTCCTATTTATAATATGGTTITGTTATTG
TTAATTTTGTTCTTGTAGAAGAGCTTAATTAATCGTTGTTGTTATGAAATACTATT
TGTATGAGATGAACTGGTGTAATGTAATTCATTTACATAAGTGGAGTCAGAATC
AGAATGTTTCCTCCATAACTAACTAGACATGAAGACCTGCCGCGTACAATTGTC
TTATATTTGAACAACTAAAATTGAACATCTTTTGCCACAACTTTATAAGTGGTTA
ATATAGCTCAAATATATGGTCAAGTTCAATAGATTAATAATGGAAATATCAGTTA
TCGAAATTCATTAACAATCAACTTAACGTTATTAACTACTAATTTTATATCATCCC
CTTTGATAAATGATAGTACA

Fig. 1A
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Fig. 1B
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FIG. 2A
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Fig. 2B
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Fig. 5A

SEQIDNO.1
AGATCTTCGCTGACACAATATGTATAGGCTACCATGCCAACAACTCAACCGACACTGTTGACACAGTAC
TTGAGAAGAATGTGACAGTGACACACTCTGTCAACCTACTTGAGGACAGTCACAATGGAAAACTATGTCT
ACTAAAAGGAATAGCCCCACTACAATTGGGTAATTGCAGCGTTGCCGGATGGATCTTAGGAAACCCAGA
ATGCGAATTACTGATTTCCAAGGAATCATGGTCCTACATTGTAGAAACACCAAATCCTGAGAATGGAACA
TGTTACCCAGGGTATTTCGCCGACTATGAGGAACTGAGGGAGCAATTGAGTTCAGTATCTTCATTTGAG
AGATTCGAAATATTCCCCAAAGAAAGCTCATGGCCCAACCACACCGTAACCGGAGTATCAGCATCATGC
TCCCATAATGGGAAAAGCAGTTTTTACAGAAATTTGCTATGGCTGACGGGGAAGAATGGTTTGTACCCA
AACCTGAGCAAGTCCTATGTAAACAACAAAGAGAAAGAAGTCCTTGTACTATGGGGTGTTCATCACCCG
CCTAACATAGGGAACCAAAGGGCACTCTATCATACAGAAAATGCTTATGTCTCTGTAGTGTCTTCACATT
ATAGCAGAAGATTCACCCCAGAAATAGCCAAAAGACCCAAAGTAAGAGATCAGGAAGGAAGAATCAACT
ACTACTGGACTCTGCTGGAACCTGGGGATACAATAATATTTGAGGCAAATGGAAATCTAATAGCGCCAT
GGTATGCTTTTGCACTGAGTAGAGGCTTTGGATCAGGAATCATCACCTCAAATGCACCAATGGATGAAT
GTGATGCGAAGTGTCAAACACCTCAGGGAGCTATAAACAGCAGTCTTCCTTTCCAGAATGTACACCCAG
TCACAATAGGAGAGTGTCCAAAGTATGTCAGGAGTGCAAAATTAAGGATGGTTACAGGACTAAGGAACA
TCCCATCCATTCAATCCAGAGGTTTGTTTGGAGCCATTGCCGGTTTCATTGAAGGGGGGTGGACTGGAA
TEGTAGATGGGTGGTATGGTTATCATCATCAGAATGAGCAAGGATCTGGCTATGCTGCAGATCAAAAAA
GTACACAAAATGCCATTAACGGGATTACAAACAAGGTCAATTCTGTAATTGAGAAAATGAACACT CAATT
CACAGCTGTGGGCAAAGAGTTCAACAAATTGGAAAGAAGGATGGAAAACTTAAATAAAAAAGTTGATGAT
GGGTTTCTAGACATTTGGACATATAATGCAGAATTGTTGGTTCTACTGGAAAATGAAAGGACTTTGGATT
TCCATGACTCCAATGTGAAGAATCTGTATGAGAAAGTAAAAAGCCAATTAAAGAATAATGCCAAAGAAAT
AGGAAACGGGTGTTTTGAGTTCTATCACAAGTGTAACAATGAATGCATGGAGAGTGTGAAAAATGGTAC
CTATGACTATCCAAAATATTCCGAAGAATCAAAG TTAAACAGGGAGAAAATTGATGGAGTGAAATTGGAA

TCAATGGGAGTATACTAAGAGCTCAGGCCT

Fig. 5B
SEQIDNO, 2

GGTACCTATGACTATCCAAAATATTCCGAAGAATCAAAGTTAAACAGGGAGAAAATTGATGGAGTGAAAT
TGGAATCAATGGGAGTATACCAGATTCTGGCGATCTACTCAACTGTCGCCAGTTCCCTGGTTCTTTITGGT
CTCCCTGGGGGCAATCAGCTTCTGGATGTGTTCCAATGGGTCTTTGCAGTGTAGAATATGCATCTAAGA

GCICAGGCCT
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Fig. 5C

HAD de H1 (SEQ ID NO: 28)

AGATCTTCGCTGACACAATATGTATAGGCTACCATGCCAACAACTCAACCGACACTGTTGACA
CAGTACTTGAGAAGAATGTGACAGTGACACACTCTGTCAACCTACTTGAGGACAGTCACAATG
GAAAACTATGTCTACTAAAAGGAATAGCCCCACTACAATTGGGTAATTGCAGCGTTGCCGGAT
GGATCTTAGGAAACCCAGAATGCGAATTACTGATTTCCAAGGAATCATGGTCCTACATTGTAG

AAACACCAAATCCTGAGAATGGAACATGTTACCCAGGGTATTTCGCCGACTATGAGGAACTGA
GGGAGCAATTGAGTTCAGTATCTTCATTTGAGAGATTCGAAATATTCCCCAAAGAAAGCTCAT

GGCCCAACCACACCGTAACCGGAGTATCAGCATCATGCTCCCATAATGGGAAAAGCAGTTTTT
ACAGAAATTTGCTATGGCTGACGGGGAAGAATGGTTTGTACCCAAACCTGAGCAAGTCCTATG
TAAACAACAAAGAGAAAGAAGTCCTTGTACTATGGGGTGTTCATCACCCGCCTAACATAGGGA
ACCAAAGGGCACTCTATCATACAGAAAATGCTTATGTCTCTGTAGTGTCTTCACATTATAGCAG
AAGATTCACCCCAGAAATAGCCAAAAGACCCAAAGTAAGAGATCAGGAAGGAAGAATCAACTA
CTACTGGACTCTGCTGGAACCTGGGGATACAATAATATTTGAGGCAAATGGAAATCTAATAGC
GCCATGGTATGCTTTTGCACTGAGTAGAGGCTTTGGATCAGGAATCATCACCTCAAATGCACC
AATGGATGAATGTGATGCGAAGTGTCAAACACCTCAGGGAGCTATAAACAGCAGTCTTCCTTT
CCAGAATGTACACCCAGTCACAATAGGAGAGTGTCCAAAGTATGTCAGGAGTGCAAAATTAAG
GATGGTTACAGGACTAAGGAACATCCCATCCATTCAATCCAGAGGTTTGTTTGGAGCCATTGE
CGGTTTCATTGAAGGGGGGTGGACTGGAATGGTAGATGGGTGGTATGGTTATCATCATCAGA
ATGAGCAAGGATCTGGCTATGCTGCAGATCAAAAAAGTACACAAAATGCCATTAACGGGATTA
CAAACAAGGTCAATTCTGTAATTGAGAAAATGAACACTCAATTCACAGCTGTGGGCAAAGAGT

TCAACAAATTGGAAAGAAGGATGGAAAACTTAAATAAAAAAGTTGATGATGGGTTTCTAGACAT
TTGGACATATAATGCAGAATTGTTGGTTCTACTGGAAAATGAAAGGACTTTGGATTTCCATGAC
TCCAATGTGAAGAATCTGTATGAGAAAGTAAAAAGCCAATTAAAGAATAATGCCAAAGAAATAG
GAAACGGGTGTTTTGAGTTCTATCACAAGT GTAACAATGAATGCATGGAGAGTGTGAAAAATG
GTACCTATGACTATCCAAAATATTCCGAAGAATCAAAGTTAAACAGGGAGAAAATTGATGGAG

TGAAATTGGAATCAATGGGAGTATACCAGATTCTGGCGATCTACTCAACTGTCGCCAGTTCCC
TGGTTCTTTTGGTCTCCCTGGGGGCAATCAGCTTCTGGATGTGTTCCAATGGGTCTTTGCAGT

GTAGAATATGCATCTAAGAGCTCAGGCCT
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Fig. 6

SEQIDNO. 3

AAGCTTATGGAGAAAATAGTGCTTCTTCTTGCAATAGTCAGTCTTGTTAAAAGTGATCAGATTTGCATTGE
TTACCATGCAAACAATTCAACAGAGCAGGTTGACACAATCATGGAAAAGAACGTTACTGTTACACATGCC
CAAGACATACTGGAAAAGACACACAACGGOAAGCTCTGCCATCTAGATGGAGTGAAGCCTCTAATTTTA
AGAGATTGTAGTGTAGCTGGATGGGTCCTCGGGAACCCAATGTGTGACGAATTCATCAATGTACCGGAA
TGGTCTTACATAGTGGAGAAGGCCAATCCAACCAATGACCTCTGTTACCCAGGGAGTTTCAACGACTAT
GAAGAACTGAAACACCTATTGAGCAGAATAAACCATTTTGAGAAAATTCAAATCATCCCCAAAAGTTCTTG
GTCCGATCATGAAGCCTCATCAGGAGTTAGCTCAGCATGTCCATACCTGGGAAGTCCCTCCTTTTTITAGA
AATGTGGTATGGCTTATCAAAAAGAACAGTACATACCCAACAATAAAGAAAAGCTACAATAATACCAACCA
AGAGGATCTTTTGGTACTGTGGGGAATTCACCATCCTAATGATGCGGCAGAGCAGACAAGGCTATATCA
AAACCCAACCACCTATATTTCCATTGGGACATCAACACTAAACCAGAGATTGGTACCAAAAATAGCTACT
AGATCCAAAGTAAACGGGCAAGTGGAAGGATGGAGTTCTICTGGACAATTTTAAAACCTAATGATGCAA
TCAACTTCGAGAGTAATGGAAATTTCATTGCTCCAGAATATGCATACAAAATTGTCAAGAAAGGGGACTC
AGCAATTATGAAAAGTGAATTGCAATATGGTAACTGCAACACCAAGTGTCAAACTCCAATGGGGGCGATA
AACTCTAGTATGCCATTCCACAACATACACCCTCTCACCATCGGGGAATGCCCCAAATATGTGAAATCAA
ACAGATTAGTCCTTGCAACAGGGCTCAGAAATAGCCCTCAAGAGAGAGCAGAAGAAAAAAGAGAGGAC
TATTTGGAGCTATAGCAGGTTTTATAGAGGGAGGATGGCAGGGAATGGTAGATGGTTGGTATGGGTACE
ACCATAGCAATGAGCAGGGGAGTGGGTACGCTGCAGACAAAGAATCCACTCAAAAGGCAATAGATGGA
GTCACCAATAAGGTCAACTCAATCATTGACAAAATGAACACTCAGTTTGAGGCCGTTGGAAGGGAATTTA
ATAACTTAGAAAGGAGAATAGAGAATTTAAACAAGAAGATGGAAGACGGGTTTCTAGATGTCTGGACTTA
TAATGCCGAAGTTCTGGTTCTCATGGAAAATGAGAGAACTCTAGACTTTCATGACTCAAATG TTAAGAAC
CTCTACGACAAGGTCCGACTACAGCTTAGGGATAATGCAAAGGAGCTGGGTAACGGTTGTTTCGAGTTC
TATCACAAATGTGATAATGAATGTATGGAAAGTATAAGAAACGGAACGTACAACTATCCGCAGTATTCAG
AAGAAGCAAGATTAAAAAGAGAGGAAATAAGTGEGGTAAAATTGGAATCAATAGGAACTTACCAAATACT
GTCAATTTATTCAACAGTGGCGAGTTCCCTAGCACTGGCAATCATGATGGCTGGTCTATCTTTATGGATG
TGCTCCAATGGATCGTTACAATGCAGAATTTGCATTTAAGAGCTC
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Fig. 7A

SEQ ID NO. 4
S-GTATTAGTAATTAGAATTTGGTGTC-3'

Fig. 78

SEQID MNO. 5
5'-GCAAGAAGAAGCACTATTTTCTCCATITICTCTCAAGATGATTA-3

Fig. 7C
SEQIDNO. 6
5-TTAATCATCTTGAGAGAAAATGGAGAAAATAGTGCTTCTTCTTGC-3'

Fig. 7D
SEQIDNO. T
5'-ACTTTGAGCTCTTAAATGCAAATTCTGCATTGTAACGA-3'
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Fig. BA

Secuencia del péptido HA1 {SEQ 1D NO: 9)

MKAKLLVLLCTFTATYADTICIGYHANNSTDTVDTVLEKNVTVTHSVNLLEDSHNGKLCLLKGIAPLQ
LGNCSVAGWILGNPECELLISKESWSYIVETPNPENGTCYPGYFADYEELREQLSSVSSFERFEIFPK
ESSWPNHTVTGVSASCSHNGKSSFYRNLLWLTGKNGLYPNLSKSYVNNKEKEVLVLWGVHHPPNI
GNQRALYHTENAYVSWWSSHYSRRFTPEIAKRPKVRDQEGRINYYWTLLEPGDTHFEANGNLIAPWY
AFALSRGFGSGIITSNAPMDECDAKCQTPQGAINSSLPFONVHPVTIGECPIKYVRSAKLRMVTGLRNI
PSIQSRGLFGAIAGFIEGGWTGMVDGWYGYHHAQNEQGSGYAADQKSTONAINGITNKVNSVIEKMN
TAFTAVGKEFNKLERRMENLNKKVDDGFLDIWTYMAELLVLLENERTLDFHDSNVKNLY EKVKSQLK
NNAKEIGNGCFEFYHKCNNECMESVKENGTYDYPKYSEESKLNREKIDGVELESMGVYQILAIYSTVA
SSLVLLVSLGAISFWMCSNGSLQCRICI™

Fig. 8B

Secuencia del péptido HAS {SEQ 1D NO: 10)

MEKIVLLLAIVSLYKSDQICIGYHANNSTEQVDTIMEKNVTVTHAQDILEKTHNGKLCDLDGVKPLILR
DCSVAGWLLGNPMCDEFINVPEWSYIVEKANPTNDLCYPGSFNDYEELKHLLSRINHFEKIQIIPKSS
WSDHEASSGVSSACPYLGSPSFFRNVVWLIKKNSTYPTIKKSYNNTNQEDLLVLWGIHHPNDAAEG
TRLYQNPTTYISIGTSTLNQRLVPKIATRSKVNGQSGRMEFFWTILKPNDAINFESNGNFIAPEYAYKI
VKKGDSAIMKSELEYGNCNTKCOTPMGAINSSMPFHNIHPLTIGECPKYVKSNRLVLATGLRNSPQR
ESRRKKRGLFGAIAGFIEGGWAOGMVDGWYGYHHSNEQGSGYAADKES TOKAIDGVTNKVNSIIDK
MNTOQFEAVGREFNNLERRIENLNKKMEDGFLDVWTYNAELLVLMENERTLDFHDSNVKNLYDKVRL
QULRDNAKELGNGCFEFYHKCDNECMESIRNGTYNYPQYSEEARLKREEISGVKLESIGTYQILSIYST
VASSLALAIMMAGLSLWMCSNGSLQCRICI®
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Fig. 9

Subtipo H7 (SEQ ID NO: 11)

>BHB940420 | gb : AF071776 | Simbolo : HA | Nombre : precursor de hemaglutinina | Organismo : Virus de influenza
A A/pollo/Nueva York/1995 | Cromosoma : 4 | Subtipo : H7 | Huésped : Aviar

GACAARARTATGTCTTGGGCACCATGCTGTGGCAARTGGARCARAAGTGAAC ACAT TARCAGAGAGGLGGR
TTGAAGTAGTGAACGCCACAGAGACGGTGEAAARCTGUGAATATCAAGAARATATG TAT TCARGGGAMAG
GCCAACAGATCTGGGACAATGTGGARC TTCTAGGARCCCTAATAGGACCTCCCCAATGTGATCAATTCCTG
GAGTTTTACTCTGAT TTGATAATTGAGCGRAGAGRAGGRACCGATGTGTGC TATCCOGGTARATTCACAA
ATGAAGAATCACTGAGGCAGATCCTTCGAGGGTCAGGAGGAATTGATAAGGAGTCAATGGGTTTCACCTA
TAGTGGRATARAGAACCAATGLAGCGRACAAGTGCCTGCARRAGATCAGGTICTTCTTTCTATOGCAGAGATG
ARGTGGTTGCTGTCGAA TTCAGACAATGCGGCAT TCCCTCAAATGACAANGTCGTATAGARATCCCAGARA
ACARAACCRACCTCTGATAATTTGGGGAGT TCATCACTCTGGATCGEGTTAGCGAGCAGACCARACTCTATGE
ARG TGGARACAAGT TGATAACAGTAGGRAGC TCARMATACCAGCARTCATTCACCCCARGTCCOGLAGTCA
CGGCCACARGTGARTGGACAATCAGGGAGRATCGATTTTCACTGGC TACTCCTTGATCCCAARTGACACAL
TERCCTTCACT T TCAATGGCECATTCATAGCCCCTCACAGGGOAAGTTTC T TTAGAGGAGAATCACTAGS
AGTCCAGAGTGATG T TCCTCTGGATTCTAGT TGTGGAGGLGATTGCTTTCACAGT GGLLL TACGATAGTC
AGTTCCCTGCCATTCCAARAMCATCRACCCTAGAACTGTGGGEAGATGCCCTCGGTATGTCAAAC AGAT AR
GOCTCCTTTTGGCTACAGGAAT GAGAAR TGT TCCAGAGAATCOAMGCCCAGAGGCCTTTTTGGAGCART
TECTGGATTCATACGAGARATCGEAT GEGRGGEGTCTCATCGATGGATGETATGETTTCAGACATCAAAATGECA
CAAGGGGAAGGAACTGCAGCTGACTACAMARAGCACCCARTCTGCAATAGAT CAGATCACAGGCAANTTGA
ATCGTCTGATTGACARAACARATCAGCAGT TTGAGCTGATAGACAATGAGTTCAATGAGATAGAACARCHR
AATAGGARATGTCAT TAATTGGACACGAGARCGOAATGACTGAGLTATGGTCGTATAATGC TGAGCTGTTG
GTGGCAATGGAAARTCAGCATACAATAGATCTTGCGGACTCAGARATGARCAARARCTTTATGAGCGTGTCA
CAAAACARACT fAGGEAGAATGCTGAAGAAGAT GGAACTUGGATGT TTTGAGATATTCCATAAGTGTGATGR
TCAGTGCATGGAGAGCATAAGGARCARCACTTATGACCATACTCAATACAGAACAGAGTCATTGCAGAAT
AGAATACAGATAGACCCAGTGARATTGAGTAGT GGATACARAGACATAATCTTATGGTTTAGCTTCGGEE
CATCATGTTTTCTTC TTCTAGCCGT TG TAATGGGATTGGTTTTCATTTGCATAAAGRATGGAMCATGCG
GTGLCACCATTTGTATATAA
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Fig. 10A

Subtipo H2 (SEQ ID NO: 12)
>gil 408516 1 gb 1 L11132.1 | Virus de influenza A FLADE88HA (A/gaviota argéntea/DE/677/88 (H2N8)) gen de
hemaglutinina (HA), cds completo

AGCAAMAGCAGGGETTATACCATAGACAACCAAAGGCAAGACAATCGCCATCATTTATCTAATTCTTCTG
TTCACAGCAGTGAGAGGGGACCAARTATGCATTGLGATACCATTCCARCARTTCCACAGARAAGGTTGACA
CAATCCTAGAGAGARAAATGTCACTGTGACTCACGETGAGGACATTCTTGAGAAGACTCACAATGGGAAGTT
ATGCARACTARATGGAATCCCTCCACTTGAATTARGEGATTGCAGCATTGCCGGATGGC TCCTTGGGAAT
CCAGARTGTGATATACTTC TAACTGTGECAGAATGGTCATACATAATAGARAARAGARAATCCAAGGAACE
GCTTGTGCTACCCAGGCAGTTTCAATGATTATGARGARATTGAAGCATCTTATC AGCAGCGTGRACACATTT
TGAGARAAGTAAARGATTC TGCCCAGARR T GAATGEGACACAGCATACANCAMNCTGGAGGTTCACAGGCTTGE
GCAGACTATGETGETCCGTCATTC TTCCGGAACATGETCTGGTTGACAAAGARAGGGTCGAATTATCCAR
TTGOCAARAGATCT TACAACAATACARGTGGGGAACARATGCTGATCATTTGGGGGATACATCACCCCAR
TGATGAAAGTGAAC RANGAGCATTGTATCAGAATGTCGEGGACCTATGTGTCAGTAGGAACATCAARCACTG
ARCAAARGATCATCCCCAGARATAGCAACAAGACCTAAAGTGAATGGACAAGGAGGCAGARTGLAATTCT
COTGGACTATCT TAGATATATGGGACACAATARATTTTGAGAGTACTGGCAATCTAATTGCACCAGAATA
TLGTTTCAARATATCCAAACGAGETAGT TCAGGGATCATGAARACAGAAGGAARRCT TGAMARCTGCGAG
ACCAAGTGCCAARACTCC TTTGGGAGCAATARATACAACATTACCCTTTCACAATATCCACCCACTGACCA
TTGCTGAGTGCCCCAAM TATGTAARATCGGARAGATTAGTCTTAGCARCAGGAC TAAGAAMCGTCCCTCA
GATTGAGTCAAGGGGATTGTTTGGLGLAATAGCTGETTTTATAGAGGGTGCGATGEGCAAGGANTGGTTGAT
GLTIGGTATGGG TATCATCACAGCAATGACCAGGGATCTGLGTATGCAGCAGACAAAGAATCCACTCARR
AGGCARTTGATGGAATCACCAACAAGETAAAT TCTOGTGATCEGAAARGATGAACACCCAATTCGGAGCTGT
TeGARAAGAATTCAGTARC TTGGAGAGAAGAC TGGAGAACTTGAATARARMAGATGGAGGRACGGATTTCTA
GATGTGTGGACATACAATGC CGAGCTCCTAGTTCTAATGGAAAATCGAGAGGACACTTGACTTTCATGATT
CTAATGTCARAGAATCTATATGATAARGTCAGAATGCAACTGAGAGACAATGCAAAAGARCTAGGGAATGE
ATGTTTTGAATTTTATCACARATGTCGATGATGAATGCATGAACAGTGTGAAGRATGGGACATATGATTAT
TCCAAGTATGAAGAGGAGTCTARACTAAACAGGACTGAAAT CARAGGLGTTARAT TGAGCRATATGGGGG
TTTATCAAATCCTTGCCATCTAT GCTACAGTAGCAGGTTCCCTGTCACTGGCAATCATGATAGC TGGGAT
FTCTATATGGATGTGCTCCARCGGGTCTCTGCAAT GLAGAA TCTGCATATGATCATCAGTCATTTTGTAA
TTAAARACACCCTTGTTTCTACT
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Fig. 10B
Subtipo H3 (SEQ ID NO: 13)

>BHB2107299 | gb : EF473574 | Simbolo : HA | Nombre : hemaglutinina | Organismo : Virus de influenza A
A /Tejas/32/2003 | Segmento : 4 | Subtipo : H3 | Huésped : Humano

CARARACTTCCCOGAAATGATAACAGCACGGCAACGCTGTGCCTTGGECACCATGCAGTACCARACGGAR
CoATAGTGRAARACAATCACGAATGACCARATTGARGTTACTARTGCTACTGAGC TGGTACAGAGTTCCTC
AARCAGGTGGAATATGCGACAGTCCTCATCAGATCCTTGATGGAGRRAAACTGCACACTAATAGATGCTCTA
TTGGGAGACCCTCAGTGTGATGGCT TCCAARATAAGAAATGGGACCTTTTTGTTGAACGCAGCARAGCCT
ACAGCAACTGTTACCCTTATGATGTGCCGGATTATGCCTCCCTTAGGTCACTAGTTGCC TCATCCGGCAC
ACTGGAGTTTAACAATGARAGCTTCGATTGOACT GGAGTCACTCAGARTGGAMC ARGCTCTGCTTGCARR
AGGAGATCTARATAAARGTTTCTTTAGTAGATTGAATTGGTTGACCCACTTAAAATACARATACCCAGCAT
TGAACGTGACTATGCCAAAC AATGAARAAT TTGACAAAT TGTACATT TGLGGGGT TCACCACCOGLGTAC
GGACAGTGACCARATCAGCCTATATGCTCARAGCATCAGGARGAATCACAGTCTCTACCARARAGARGTCAA
AR TG TAATCCCGAATATCGGATCTAGACCCAGLGTAAGGGATGTCTCCAGLCGAATAAGCATCTATT
GOACRATAGTAAARCCGGGAGACATACTTTTGAT TAACAGCACAGGGAATCTRATTGCTCCTCGGGGITA
CTTCAARATACGAAGTGGEGAARAGCTCARTAATGACGATCAGAT GCACCCATTGGCARATGCAATTCOGAR
TGCATCACTCCARATGEAAGCATTCCCAATGACAARCCATTTCARAATGTAMACAGGATCACATATGGGG
CCTGTCCCAGATATGT TARGCARAACACTCTGARATTGGCARCAGGGATCGCGARATGTACCAGAGARACA
AACTAGAGGCATAT T T GGG CAATC GGG T T TCATAGARARAT GG T TGEGAGGGAATCGTGORACGETTOG
TACGGTTTCAGGCATCAAAATTCTGAGGGCACAGGA

231



ES 2428 384 T3

Fig. 10C

Subtipo H4 (SEQ ID NO: 14)

>BHB1050162 | gb : DQ021859 | Simbolo : HA | Nombre : hemaglutinina | Organismo : Virus de influenza A
A /anade real/MN/33/00 | Segmento : 4 | Subtipo : H4 | Huésped : Aviar

ATGCTATCAATCACGATTCTGTTTC TGO TCATAGCAGAGGGTTCCTCTCAGAATTACACAGGGAATCCCG
TGATATGCCTGLGACATCATGLCGTATCCAATGLGGRCAAT GG TGAARACCCTGACTGATGACCAAGT AGH
AGTTGTCACTGCCCARGAATTAGTGGAATCGCAACATCTACCGGAGTTGTGTCCTAGCCCTTTAAGATTA
GTAGATGGACARACTTGTGACATCOTCAATGLTGCCTTGGGEGAGTCCAGGCTETGATCACTTGAATGETG
CAGAATGGGATCTCTTCATAGAACGACCCACTGCTGTGGACACTTGTTATCCATTTGATCTGCCGGATTA
CCRGAGCCTACGGAGTATCCTAGCARRACAATGGGAARTTTGAGTTCATTGCTGAGGAATTCCARATGGARC
ACAGTCAARCARAATGGGAAATCCOGAGTATGCAARAGAGCARATGTGAATGACTTTTTCARCAGATTGA
ACTGECTGACCARAATCTGATGGGAATGCATACCCACTTCARAACCTGACAAAGGTTAACAACGGLGACTA
TGCAAGACTTTACATATGEGGAGTTCATCATCCTTCAACTGACACAGAACAARCCARCTTGTATARGARC
ARCCCTGGEAGRGTAACTGTTTCCACCAAAACCAGTCARACARGTGTGETACCARACATTGGCAGTAGAT
CATGGGTAAGAGGCCARAGCGGCAGGATTAGCTTCTATTGGACAATTGTGGAGCCAGGAGACCTCATAGT
CTTCAACACCATAGGGAATTTAATTGCTCCGAGAGGTCATTACARAGC TTAACAGTCAARAGAAGAGCACA
ATTCTGAATACTGCAATTCCCATAGGATCTTCTGTTAGTARATGTCACACAGATAGCGCCTTCAATCTCTA
CAACCAMACCCT T TCAGARCATCTCAAGAATATCAAT TGECGACTGTCCCAAGTATOTCAANCAGGGATE
CTTGAAACTAGCTACAGGAATGAGGAATATCCCTGAGRAAGCARACCAGAGGCCTGTTTGGTGCAATTG
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Fig. 10D

Subtipo H5 (SEQ ID NO: 15)

>BHB950029 | gb : AF501235 | Simbolo : HA | Nombre : hemaglutinina | Organismo : Virus de influenza A
A /pato/Shanghai/1/2000 | Segmento : 4 | Subtipo : H5 | Huésped : Aviar

ATGGAGAAARTAGTGC TTCT TCTTGCAATAGTCAGTCTTGTTARAAGTCGATCAGAT TTGCATTGGTTACC
ATGCAAACAACTCGACAGAGCAGGTTGACACAATAATGCAAAAGAMNCGTTACTGTTACACATGCCCAAGA
CATRCTGGARAAAGACACACAACGGGAAR TCTGCGATCTAGATGGAGTGAAGCCTC TAATTT TGAGAGAT
TETAGTGTAGCTGGAT GG TCC TCGGAAMCCCTATGTGTGACGAATTCATCAATGTGLCGGAATGGTCTT
ACATAGTGGAGAMGGCCAGCTCCAGCCARTGACCTCTGT TACCCAGGGGATTTCAACGACTATCGAAGAMCT
GARAACACCTATTGAGCAGAATAAACCACTTTGAGAAAAT TCACGATCATCOCCARAARAGTTCTTGGTCCAAT
CATGARAGCC TCATCAGGGGTGAGCGCAGCATGTCCATACCATGLGGAAGCCCTCCTTTTTCAGARATGTGE
TATGGCTTATCARAARGRAARCAGTGCATACCCAACAATAMAGAGGAGCTACAATAATACCAACCARGRAGA
TCTTTTGGTACTGTGGGEGATTCACCATCCTAATGATGCGGCAGAGCAGACAAAGCTCTATCAARACCCA
ACCACCTATATTTCOG T TGGAACATCAACACTAAACCAGAGATTGETCOCAARAATAGC TACTAGATCCA
AAGTARAACCOOCAARAGTGGAAGAATCGAGTTCTTCTGGACAATT T TAAAGCCGAATCATGCCATAAATTT
CGAGAGT AAT GGARAT T T AT TGO TCCAGAATATCCATACARAATTGTCARGARAGCGGEACTCAGCAATT
ATGAARAGCTGAATTGGRATATGGTAACTGCARACACCAAGTGTCAAACTCCARTGGGGGCGATAARACTCTA
GTATGLCATTCCRCARC ATACACCC T TCACAATCGGGGAATGC CCCARATATGTGAAATCAAACAGATT
AGTCCTTGCGACTGGACTCAGARATACCCCTCARAGAGATAGAAGARAGAAMAANGAGAGGACTATTTGGA
GCTATAGCAGGTTTTATAGAGGGAGGATGECARGGAATGGTAGATGGTTGGTATGGGTACCACCATAGCA
ATGAGCAGGGGAGTGGATACGCTGCAGACAAAGAATCCACTCAAAAGGCAATAGATGGAGTCACCAATAA
GOTCAAMC TCGATCATTGACARAATGAACACTCAGTTTGAGGCCGTTGGAAGGGAATTTAATAACTTAG AN
AGGAGGATAGARAATT TARAC ARAGARAGATGGAAGACGGATTCCTAGATGTCTGGACTTATAATGCTSAAC
TTCTGGTTCTCATGGARARAATGAGAGARCTCTAGACTITCATGATTCAAATGTCAAGAACCTTTACAACAR
GETCCGACTACAGCTTAGGGATAMRT GUARAGGAGCTGHGTAATGGTIGTTTCGAGT TCTATCACAAATGT
GATARATGAATGCTATGGAAAGTGTARAAARACGEGACGTATGACTACCOGCAGTATTCAGAAGAAGCAAGAC
TAAACAGAGAGGARATAAGTGGAGTAARATTGGAATCAATGGGAMC TTACCAAATACTGTCAATTTATTC
AACAGTGGCCAGTTCCCTAGCAC TGO AATCATGGTAGC TGS TC TATCTTTATCGATGTGC TCCAATSGE
TCGTTACAATGCAGAATTTGCATTTAA
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Fig. 10E

Subtipo H6 (SEQ ID NO: 16)

>BHB1049778 | gb : DQ021667 | Simbolo : HA | Nombre : hemaglutinina | Organismo : Virus de influenza A
A /anade de cola larga/TX/828189/02 | Segmento : 4 | Subtipo : H6 | Huésped : Aviar

ATGATTGCAATCATTGTAATAGCGATACTGECAGCAGCCGGARAGTCAGACARGATCTGCATTGGGTATC
ATGCCAACAATTCAACAACACAGCTGGATACGATACTTGAGAAGAATGTAACCGTCACACACTCAGTTGA
ATTGCTGGAGAATCAGAAGGAAGAMAGATTCTGCAAGATCTTGAACARAGGCCCCTCTCGACCTAAAGGGA
TGCACCATAGAGGGTTGGATCTTGGGGAATCCCCAATGOGATCTGTTGCTTGGTGACCARAGC TGGTCAT
ATATAGTGGAAAGACCTACTGCCCAAAATGGGATATGC TACCCAGGAGCTTTGAATGAGGTAGAAGAACT
GARAGCATTTATCGGATCAGGAGAMAGGGTAGAGAGAT TTGAGATGTTTCOCAARAGCACATGGGCAGEE
GTAGACACCAGCAGTGGGGTAACAMAAGCTTGTCCTTATAATAGTGGTTCATCTTTCTACAGAAACCTCU
TATGGATAATARAGRCCAAGTCAGCAGCGTATCCAGTAATTAAGGGARCTTACAGCAACACTGEARACTA
GCCAATCCTCTATTTCTOEGGTGTGCACCATCCTCC TGACACCAATGRAGCAARATACTCTGTATGGCTCT
GGCGATCGGTATGTTAGGATGGGARC TGAGAGCATGAATTTTGCCAAGAGCCCAGARAATTGCGGCAAGAT
CCGCTGTGAATGGCCARAAGAGGTCGARTTGATTATTACTGGTCTGTTT TAARACCAGGAGRAACCTTGAR
TGTGGAATCTAAT GGAARTCTAATCGC TCCTTGGTATGCATACAAATTTGTCAACACANATAATANGGGR
GCCGTCTTCAAGTCAAATTTACCAAT CGAGAATTGCGATGLCACATGCCAGACTATTGCAGGAGTCCTAR
GGRCCAMRTAAAARCATTTCAGAATGTGAGCCCTC TG TGGATAGGAGARATGCCCCARAGTATGTGAAARGTGA
AAGTCTAAGGCTTGCTACTGGACT ANGAARTGTTCCACAGATTGAAACCAGAGGGCTTTTCGGAGCTATC
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Fig. 10F

Subtipo H8 (SEQ ID NO: 17)

>gi 1 221317 | dbj 1 D90304.1 | FLAHAH8N4 Virus de influenza A
(A /Pavo/Ontario/6118/68 (H8N4) | gen para el precursor de hemaglutinina, cds completo

ATGGAAAAATTCATCGCAATAGC AARCCTTGECCGAGCACAARTGCATACGATAGGATATGCATTGEETACT
AATCAAACAAM TCCACKAGACACAGTGAACACTC TCATAGAACAGAATGTACCAGTCACCCAMCAATGGA
GCTOGTGGAARACAGAGAAACATCCCGCTTAT TG TAM ACTGATTTAGETGCCCCATTGGAACTGCGAGAC
TECAAGATTGAGGCAGTAATC TATGCGAACCCCAAGTGTGACATCCATC TGAAGGATCAAGGTTGGTCAT
ACATAGTGGAGAGGCCCAGCGCACCAGAAGGGATGTGT TACCCTGGATC TGTGGAARATC TAGARGAACT
GAGGTTTGTCTTC T CCAGTGC TGCATC TTACAAGAGAATAAGACTATTTGACTATTCCAGGTGGAATGTG
ACTAGATCTGGAACGAGTAAAGC ATGCAATGCATCAACAGGTGEGCCARTCC TTCTATAGGAGCATCAATT
GETTGACCAAARARAGGAACCAGACACTTATGACTTCAATGAAGGAGCTTATGTTAATAATGAAGATGGAGHA
CATCATTTTCT TATGGGGLGATCCATCATCCGCCGEACACAAAAGAGCAGAC ARCACTATATAARAATGCA
AR ACTTTGAGTAGT GTTACTAC TRACACTATAAACAGAAGCTTTCAACCARAATATTGGTCCCAGACCAT
TAGTAAGAGGACAGC AAGGGAGGATGGAT TACTATTGGGECATTCTGAAAAGAGGGGAGACTCTGAMGAT
CAGGACCAACGGARATTTRATCGCACCTGAATTTGEC TATCTGCTCARAGGTGAAAGC TACGGCAGRATA
ATTCAAAATGAGGATATACCCATCGGGARAC TG TAACACAAAATGTCAMAACATATEGCGGCGAGCAATCAATA
GEAGCARAACCCTT TCAGAATGCAAGTAGGCATTACATGEGAGAATGTCCCAAATATOTGAAGARGGCAMAG
CTTGCGACTTGCAGTTGGGC TTAGGAATACGCCTTCTGTTGAACCCAGAGGACTGTTTGGAGCCATTGCT
GETTTCATTGAAGGAGGATGGTCTGGAATGATTGATGGEGTGETATGGATTTCATCACAGC AATTCAGAGS
GAACAGGAATGGCAGC TGACCAGAAATCAACACARAGAAGCCATCGATAAGATCACCAATARAGTCAACAR
TATAGTTGACARAGATGAACAGGGAGTTTGAAGTTGTGAATCATGAGTTCTCTGAAGTTGARAARAAGAATA
ARCATGATAAMAMCGATAMAAATAGATGACCAAATTGAAGATCTTTGGGCTTACAATGCAGAGCTCCTTGTGE
TCTTAGAGAACCAGAAARCGC TAGACGAACATGATTCCAATGTCAAARACCTTTT TGATGAAGTGAARAAG
GRGACTGTCAGCCAATGCAATAGATGC TGGEARCGETIGCTTTGACATACTTCACARATGCGACAATGAG
TGTATGGAAACTATAAAGAACGGAACTTACGATCATAAGGAATATGAAGAGGAGOC TARAACTAGARARGGA
GOARAGATAAATGGAGTAAAACTAGAAGAGAACACCACTTACAAATTCTTAGCATTTACAGT ACAGTGEE
CGCCAGTCTTTGC TTGGOCAATCCTGAT TGO TGGAGGT TTAATCCTGGGCATGCAAARTGGATC TTGTAGA
TEGCATGTTCTGTATTTGA
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Fig. 10G

Subtipo H9 (SEQ ID NO: 18)

>BHB954830 | gb : AMO87218 | Simbolo : HA | Nombre : hemaglutinina | Organismo : Virus de influenza A
A /pato cuchareta/lran/G54/03 | Segmento : 4 | Subtipo : H9 | Huésped : Aviar

AT GGAARCAGTATCAC TAATGACTATACTACTAGTAGCARCAGCAAGT AAT GCAGACAAAATCTGCATCS :
GCCRCCAGT CAACAAM TCCACAGAAAC TGTGGACACGC TAACAGAAACCAATGTTCCTGTGACACATGE -
CAAAGRATTGCTCCACACAGAGCACAATGGAATGC TGTGTGCARCARAATCTGGGACATCCCCTAATCTTA
GACACGTGCACTATTGAAGGACTGATCTATGGTARCCCTTCT TG TGACTTIGCTGTTGCGAGGAAGAGAAT
GETCCTACATCGTCGARAGGTCATCAGCTCTAARTGGARCGTGTTACCCTGGGAATGTAGAGARCCTAGA
GEARCTCAGGRCACTTTTTAGT TCCGLTAGT TCCTRACCGAAGAATCCAAATCTTCCCAGACACAATC TGS
ARTGTGACT TACACTGGARCAAGCAAAGC ATGTTCAGATTCATTCTACAGGAGTATGAGATGECTGACTC
ARARAARA GGG TCT TACCC TG T TCAAGACGC TCAATACACAAAT AATATGEGARAGAGCATTCTTTTCGT
GTEEEECATACATCACCCACCCACTGAAGCTGCACAGACAAATTTGTACACARAGAARCCGACACAACAACH
AL TGACAACAGAAGACTTAAATAGGATCT TCARRCCGATGGTAGGGCCAAGGCCCCTTGTCAATGETC
T AGGEGAAGRAT TAAT TATTAT TG TCGGTACTARAACCAGGC CAGACACTGCGAGTAAGATCCAATGG
GAARTCTAAT TGE TCCATGGTATGGACACATTCTTTCGGOAGGGAGCCATGGAAGAATCCTGAAGACTGAT
TTAAAAAGTAGTAATTGCGTAGT GCAATG TCAGAC TGAAARGGCGGC TTAAACAGTACATTGCCGTTCC
ACARATATCAGTARATATGCATTTGGAAAC TG TCCCAAATATGTTAGAGTTARAAAGTC TCAMAACTGGCAGT
AGGGTTGAGGARCGTOUC TGO TAGATCARAGT AGAGGACTATTCGGAGCCATAGC TGEAT TCATAGARAGGA
GGTTGEOCAGGACTAGTCGCTGGTTGGTATGGTT TCCAGCAT TCAAATGATCAAGGGGTTGGTATTGLGE
CAGATAGGGATTCAAC T ARRAGGCAATTGATAGRAATAACAACCAAGGTGAATAATATAGTCGACAAAAT
GAACAAACAATATGAAATAATTGATCATGARTTCAGTGAGLT TGAANC TAGGC TCARCATGATCAATAAT
ARGATTGATGACCAARTACAAGACATATGGGCATATAATGLAGAGT TGCTAGTACTACT TGAAMACCAGA
AARCACTCGATGAGCATGACGCARRATGTGARGH
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Fig. 10H

Subtipo H10 (SEQ ID NO: 19)

>gi | 324365 | gb | M21647.1 | FLAMS84HA Virus de influenza A
(A /pollo/Alemania/N/1949 (H10N7) | precursor de hemaglutinina, gen, cds completo

AGCAMAAGCAGGGGTCACAATGTACARAGTAGTAGTAATAATTGCGCTCCTTGGAGCAGTGAAAGGTCTT
GACAGAATCTGCCTAGGACACCATGCGGTTGCCARTGGAACCATTGTGAAGACCC T TACAAATGARACARG
AGGAAGTGACCAATGCTACTGAGACGGTAGAGARAGCACARATTTGAATAAATTGTGTATGAARCGAAGANG
CTACAAGGACT TGGGCAATTGTCACCCGGTAGGAATGTTGATAGGAACACCTGTTTGTGATCCGUACTTG
ACCGGGACCTEEGACAC TCTCATTGAGCGAGAGARTGCCATTGCCCACTGTTATCCAGGGGCAACCATAR
ATGAAGAAGCATTGAGGCAGAAAATAATGGAAAGTGGAGGAARTCAGCAAGATGAGCACTGGCTTCACTTA
TEGGETCT TOCATCACCTCAGC TGGGACCACT ARGGCATGC AT GAGAARTGGAGGAGATAGT TTCTATGCA
GAGCTCAAATGGCTAGTGTCARAAGACAARGGEGACAAAATTTCCCTCAGACAACARACACCTATCGGAATA
CEGACACAGCA AN ATCTCATAATATGUGGAR T TCATCACCCTTCCAGCACACAGGAARAAGAATGACTT
ATACGGAM TCAGTCACTATCTATATCAGTTGAGAGTTCTACATATCAGARCARCTTTGTTCCAGTTGTT
GEGGCARGACCTCAGGTCAATGGACARAGTGGGCGAATTGACTTTCACTGGACAC TAGTACACCCGGGTS
ACAACATAACCTTCTCAGACAATGGAGGTCTARTAGCACCAAGTCGAGTTAGCAAATTAACTGGAAGGGR
TTTGGGAATCCAATCAGAAGCGTTGATAGACAACAGTTGTGAATCCAAATGCTTTTGGAGAGGGGGTTCT
ATAAATACAAAGETCCCTTTTCAAAATC TG TCACCCAGAACAGTAGGTCARTGCCCCARATACGTAAATC
AGAGGAGTTTACTGC T TGCARCAGEGGATGAGGAATGTGCCAGARAGTGGTEGLAGGGARAGGGGTCTGTT TGS
TECAATAGCAGGG T TCATAGAAAACGGATGEGAAGGARTGGTAGACGGCTGGTATGGTTTCAGACACCAA
ARTGUCCAGGGCACAGGCCARMGC TGCTGAT TACAAGAGTACTCAAGCAGCTATTGACCAAATCACAGGGA
ARACTGAACAGGTTGATTGAGAAGACCAACACTGAGTTTGAGTCAAT AGAATCTGAATTCAGTGAGACTGA
GCATCAAATTGGTARCGTCATTAAT TEGGACCARAGATTCARTARCCGACAT TTGGACTTACANCGCAGAS
CTAT TAGTGGCAATGGAGRATCAGCACACAA T TGACATGGC TGATTCAGAGATGC TAAATCTGTATGAAR
GGG TAAGAAM AR TCAGACAGARATGCAGAMGAACACGGAAAGCGATGTTTTGAGATATATCATACTTS
TGATGAT TCGTGCATGGAGAGTATAAGGAACAATACTTATGACCATTCACRATACAGAGAGGAGGCTCTT
CTGAATAGACTGAACATCAACCCAGTGAAACTTTCTTCGGGG TACARAGACATCATACTTTGGTTTAGLT
TCGGGGAATCATGCTTTGT TCTTC TAGC CGT TG T TAT GGG TCTTGTTTTC T TC TGO O TGAAAAATGGARR

CATGCGATGCACAATC TG TATTTAGT TAAAAACACCTTGTTTCTACT
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Fig. 10l

Subtipo H11 (SEQ ID NO: 20)

>gi 1 221307 | dbj 1 D90306.1 | FLAHAH11N Virus de influenza A
(A /pato/Inglaterra/56/(H11N6)) gen para el precursor de hemaglutinina, cds completo

ATGGAGARAMMCACTGCTATTTGCAGCTATTTTCCTT TGTGTGARAAGCAGATGAGATCTGTATCGGGTATT
TAAGCAACARCTCGACAGACARAGTTGACKCARTRAT TGAGRACAATGTCACGGTCACTAGCTCAGTGGA
ACTGGTTGAGACAGRACACAC TGGATCATTCTGTTCAATCAATGGAARRCARCCAATRAGCCTTGGRGAT
TETTCATTTGC TGGATGGATAT TAGGAARACCCTATGTGTGATGARC TAAT TGGRAARGACTTCATGGTCTT
ACATTGTGGARRARCCCAATCCRACARATGGRATC TG TTACCCAGGAAC TTTAGAGAGTGAAGAAGRACT
AR GACTGAAMT TCAGTGGAGTTTTAGAATTTAACRAATTCGARGTATTCACATCARARTGOATGLGGTGCT
GTAARATTCAGGAGTAGGAGTAACCGCTGCATGCARATTCGGGEGTTCTAATTCTTTCTTTCGARACATCG
TATGGCTGATACACCAATCAGGAACATATCCTGTAATARAGAGAACCTTTAACRACACCARAGGGAGAGA
TETACTGATTCTTTOGGGAAT TCATCATCCTGCTACACTGACAGAACATCAAGATCTGTATAAARRGGAC
AGCTCCTATGTAGCAGTGGGTTCAGAGACC TACARCAGRAGRTTCACTCCAGARATCAACACTAGGCCCA
GAGTCAATGGRCAGGCCGGACGGATGACATTC TACTGGAAGATAGTCARACCAGGAGAATCAATAACATT
CGAATCTAATGEGGCGTTCCTAGC TCCTAGATATGC T TTTGAGAT TG TCTCTGT TGLAAATGGGARACTG
TTCAGGAGCGRACTGRACATTCAATCATGCTCTACCAMATGTCAAACAGAAATAGGAGGAATTAATRACGA
ACAARAGCTTCCACAATGTTCACAGAAACACTATCGGGGATTGCCCCARAGTATGTGRATGTCARATOCTT
ARAAGCTTGCARCAGGACCTAGARAAATGTCCCAGCARTAGCATCGAGAGGC TTCTTTCCAGCARTAGCTGEA
TTCATAGAAGGGGGATGGCCTGGACTGATCARTGGATGETATGGGT TCCAACACAGGGACGAAGARGGAR
CAGGCATTGCAGCAGACARAGGAGTCAACTCAAAAGGCAATAGACCAGATAACATCCAAGGTAAATRACAT
CETTGACAGGATGAATACAARCTTTGAGTC TG TGCAACACGAATTCAGTGARATAGAGGAAAGAATAAAT
CAATTATCAAARCACGTAGATGATTCTGTGGTTGACATCTGETCATATAATGCACAGCTTCTCGTTTTALC
TTGAAARATGAGARAGACACTGGACCTCCATGAC TCAAA TG TCAGGAACCTCCATGAGARARGTCAGRAGAAT
GCTAARGGACAATGCCAARGATGAGGEGRACGGATGC TTCACCTTTTACCATRAGTGTGACAATARATGE
ATTGAACGAGTTAGARACGGRACATATGATCATAAAGAATTCGAGGAGGAATCAARAATCARTCGCCAGG
RGATTGAAGGGGTGAARC TAGATTCTAGTGGGAATGTGTATAARATACTGTCAATTTACAGCTGCATTGE
AAGCAGTCTTGTATTGGCAGCACTCATCATGLGGTTCATGTTTTGLOGCATGCAGTAATGGATCATGTAGA
TGTACCATTTGCATTTAG
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Fig. 10J

Subtipo H12 (SEQ ID NO: 21)

>gi 1 221309 | dbj 1 D90307.1 | FLAHAH12N Virus de influenza A
(A /pato/Alberta/60/76 (H12N5)) gen para el precursor de hemaglutinina, cds completo

ATGGAAARATTCATCATTTTGAGTACTGTCT TGECAGCAAGCTTTGCATATGACARAARTTTGCATTGGAT
ACCAAACAAACAACTCGACTGAARCGGTARACACACTAAGTGAACAAARCGTTCCGGTGACGCAGGTGGA
AGAACTTGTACATCGTGGGATTGATCCGATCCTGTGTGGAACGGAACTAGGATCACCACTAGTGCTTGAT
GACTGTTCATTAGAGGGTCTAATCCTAGGCAATCCCARATGTGATCTTTATTTGAATGGCAGGGAATGET
CATACATAGTAGAGAGGCCCAMGAGATGEGAAGGAGTTTGCTATCCAGGGTCRAATTGAARACCAGGAAGA
GCTAAGATCTCTGTTTTCTTICCATCAAAARAATATGARAGAGTGAAGATGTTTGATTTCACCARATGGRAT
GTCACATACACTGGGACCAGCARGGCCTGCAATAATACATCAAACCARAGGCTCATTCTATAGGAGCATGA
GATGGTTGACCTTAAAATCAGGACAATTTCCAGTCCAAACAGATGAGTACAGAMCACCAGAGATTCAGA
CATTGTATTCACCTGGGCCATTCACCACCCACCARACATCTGATGAACAAGTARAATTATACAAAARTCCT
GATACTCTCTCTTCAGTCACCACCGTAGAAATCAATAGGAGCTTCAAGCCTARTATAGGGCCAAGACCAC
TCGTGAGAGGACAACARGGGAGAATGCGATTACTACTGGGCTGTTCTTARAACCTGGACARNCAGTCAARAT
ACARARCCARTGOTARATCTTATTGCACCTGAATATGGTCACTTAATCACAGGGARATCACATGGCAGGATA
CTCARGARATAATTTGCCCATGGGACAGTG TG TGACTGAATGTCAAT TGAACGAGGETOTAATGAACACAR
GCAAACCTTTCCAGAACACTAGTAAGCACTATATTGGGARATGCCCCARAATACATACCATCAGGGAGTTT
ARRATTGGCAATAGGGCTCAGGARTGTCCCACAAGTTCAAGATCGGLGGC TCTTTOGAGCAAT TGCAGGT
TTICATAGAAGGCGGATGGCCAGGGCTAGTGLGC TGO TTGGTACGGATTTCAGCATCAARAATCGCGGAGGGGA
CAGGCATAGCTGCAGACAGAGACAGCACCCRAAGGGCAATAGACARTATGCARAACARARCTCARCARTGT

CATCGACARAATGAATAAACAATTTGAAGTGGTGAATCATGAGTTTTCAGAARG T GGAAAGCAGAATRAAMTC
ATGATTAAT TCCAARATTGATGATCAGATAACTGACATATGGECATACARTGCTGARTTGCTTGTCCTAT
TGGARARTCAGRAGACATTAGATGAGCATGACGCTAATGTARGGARTCTACATGATCGGGTCAGRAGAGT
CCTGAGGGARAAATGCAATTGACACAGGAGACGGCTGCTTTGAGATTTTACATAARTSTGACAACAATTGT
ATGGACACGATTAGAAACGGGACATACAATCACAAAGAGTATGAGGAAGAMNGCAARATCGAACGACAGA
AAMGTCAATGGTGTGARAAC TTGAGGAGAATTCTACATATAARATTCTGAGCATCTACAGCAGTGTTGCCTC
ARG TTAGT TCTACTGC TCATGATTATTGGGGETI TCATTTTCGGGTGTCAARRTGGAAATGTTCGTTGT
ACTTTCTGTATTTAA
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Fig. 10K

Subtipo H13 (SEQ ID NO: 22)

>gi 1 221311 | dbj 1 D90308.1 | FLAHAH13N Virus de influenza A
(A /Gaviota/Maryland/704/77 (H13N6)) gen para el precursor de hemaglutinina, cds completo

ATGGCTCTAAATGTCATTGCAACTTTGACACT TATAAGTGTATGTGTACATGCAGACAGAATATCCGTGE
GGTATCTGAGCACCAATTCATCAGAAAGGSTCGACACGCTCCTTGARARAATGGGGTCCCAGTCACCAGCTC
CATTGATCTGATTGAGACAAACCACACAGGAACATACTGTTCTCTAAATGGAGTCAGTCCAGTGCATTTG
GGAGATTGCAGCTITGAAGGATGGAT TGTAGGAAACCCAGCCTGCACCAGCAACTTTGGGATCAGAGAGT
GGTCATACCTGATTGAGGACCCCGCGGCCCCTCATGGGETTTGCTACCCTGGAGAATTAAAC AACAATGS
TGARACTCAGACACTIGTTCAGTGGAATCAGGTCATTCAGTAGARCGGAATTGATCCCACCTACCTCCTGG
GOGGAAGTACTTGACGGTACAACATC TGCTTGCAGAGATAACACCGGEGAACCAACAGCTTCTATCGARATT
TAGTTTGGTTTATARAGARAGAATACTAGATATCCAGTTATCAGTAAGACCTACAACAARTACAACGGGAAG
GGATGTTTTAGTTTTATGGGGAATACATCACCCAGTGTCTGTGGATGAGACAAAGACTCTGTATGTCAAT
AGTGATCCATACACACTGGTTTCCACCAAGTCTTGGAGCGAGARATATAAMCTAGARACGGGAGTCCGAC
CTGGCTATAATGGACAGAGGAGCTGGATGAMATTTATTGGTCTTTGATACATCCAGGGGAGATGATTAC
TTTCGAGAGTAATGETGGATTTTTAGCCCCAAGATATGOGTACATARTTGAAGAATATCGARAAACGGAAGE
ATTTTCCAGAGTCGCATCAGAATGTC TAGGTGCAACACCAAGTGCCAGACTTCGGTTGGAGGGATARACA
CAAACAGARACGTTCCAARACATCGATAAGAATGC TCTTGETGACTGTCCCARAATACATAAAGTCTGGICA
ACTCAAGCTAGCCACTGGACTCAGARATGTGCCAGCTATATCGAATAGAGGATTGTTCGGAGCAATTGCA
GEGETTCATAGAAGGAGGCTGGCCAGGTTTAAT CAATGGTTGLTACGGTTTTCAGCATCARRAATGARCAGD
GAACAGGAATAGCTGCAGACAARGAATCARCACAGAARGCTATAGACCAGATAACAACCARAAATARAATAR
CATTATTGATARAAATGAATGGGAACTATGATTCAATTAGGGGTGAATTCAATCAAGTTGAGAAGCGTATA
ARCATGCTTGCAGACAGARTAGATGATGCCGTGACGGACATTTGGTCATACAATGCCAARCTTCTTGTAT
TGCTOGAAAATGAT AARARACTTTAGATATGCATGATGC TAATGTAAAGAATTTACATGAGCAAGTACGARG
AGRATTGAAGGACAATGCART TGACGARGGAAATGGLC TG TTTIGARCTCCTTCATAARATGCAATGACTCC
TGCATGGAAACTATAAGRAATGGARCGTATGACCACACTOGAGTATGCAGAGGAGTCAAAGTTARAGAGGTC
AAGAAATCGATGOGATCARACTCARARTC AGAAGACAACGTTTACAAAGCAT TATCAATATACAGTTGCAT
TGCAAGTAGTGT TG TACTAGTAGGACTCATACTCTCTTITCATCATOTGGGLCTGTAGTAGTGGGAATTGC
CGATTCAATGTTTGTATATAA
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Fig. 10L

Subtipo H14 (SEQ ID NO: 23)

>gi | 324045 | gb | M35997.1 | FLAH1424 Virus de influenza A
A /Anade real/Gurjev/263/82 hemaglutinina subtipo H14 gen

AGCARRAGCAGGGGAMATGATTGCACTCATATTGGTTGCACTCGCTCTGAGCCACACTGCTTATTCTCA
GATCACARATGGGACARCAGGAAACCCCATTATATGCTTGGGGCATCATGCAGTGGARAACGGCACATCT
GTTARRACACTAACAGACAATCACGTAGAAGTTGTOGTCAGC TAAAGAATTAGT TGAGACGAARCCACACTG
ATGARACTGTGCCCAAGCCCCTTERAGC TTGTCGACGGGCAAGACTGCCACCTCATCAATGGTGCATTOGG
GAGTCCAGGCTGTGACCGTTTGCAGGACACCACTTGGGATGTCTTCATTGAAAGGCCCACTGCAGTAGAC
ACATGTTATCCATTCGRCGTCCCAGATTACCAGAGTCTCAGAAGCATCCTAGCAAGCAGTGEGAGTTTGE
AGTTCATCGCCGAACAATTCACCTGGAATGGTGTCARAGT TGACGGATCARGCRASTGCTTGTTTGAGGGG
CoGTCGCAACAGCTTCTTCTCCCGACTAAACTGOCTRAACCAARGCAACAAATGGAAACTATOGACCTATT

AACGTCACTARAGRAAATACGGGCTCTTATGTCAGGCTCTATCTCTGGGGAGTGCATCACCCATCAAGCG
ATAATGAGCAAACGGATCTCTACAAGGTGGCAACAGGGAGAGTAACAGTATC TACCCGCTCGGACCAAAT
CAGTATTGTTCCCRATATAGGAAGTAGACCGAGGGTARGGAATCAGAGCGGCAGGATAAGCATCTACTGG
ACCCTAGTAAACCCAGGGGACTCCATCATTTTCAACAGTATTGGGAAT TTGATTGCACCAAGAGGCCACT
ACAAMATAAGCAAATCTACTAAGAGCACAGTGC TTAAAAGTGACAAAAGGATTGGGTCATGCACAAGCCC
TTCCTTAACTGATAARGGTTCGATCCAARGTGACRRRCCTTTTCACAATGTATCAAGGATTGCTATAGGA
AACTGCCCGAAATATGTAAAGCARGGGTCCCTGATGTTAGCAACTGGAATGCGCAACATCCCTGGCARAC
AGGCAAAGGGCTTATTTGGGGCAAT TGC TGGAT TCATTGAAAATGGTTGGCAAGGCCTGATTGATGGGTG
GTATGGATTCAGGCACCAAAATGCTGAAGGAACAGGAACTGCTGCAGACCTGAAGTCAACTCAGGCAGCC
ATTGATCAGATAAATGGCAAGC TGAACAGATTGATAGAGAAGACARAAT GAARAAATATCACCARATAGARA
AGGAATTCGAACAGGTGGAAGGAAGAATACAAGACCTTGAGAAGTACGTTGAGGACACTAAGATTGATTT
GTGGTCATACAATGCTGAATTGCTAGTAGCACTAGAGAATCAGCACACAATAGATGTCACAGACTCCGAR
ATGAACAAGCT TTT TGARAGAGTAARGAAGGCAATTAAGAGAGAATCCAGAAGATCARAGGCAACGGTTGTT
TCGAGATATTCCATCAGTGTGACAACAATTGTATAGAAAGCAT TAGAAACGGAACTTATGACCACAACAT
CTACAGGGATGAAGCCATCAACAATCGAATCAARATARATCCTGTCACTTTGACGATGGGGTACAAGGAC
ATAATCCTGTGGATTTCTTTCTCCATGTCATGCTTTGTCTTCGTGGCACTGATTCTGGGATTTGTTCTAT
GEGCTTGTCARRAACGGGAATATCCGATGCCAAATCTGTATATARAGAARAAACACCCTTIGTTTCTACTC
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Fig. 10M

Subtipo H15 (SEQ ID NO: 24)

>gi | 1226068 | gb 1 L43916.1 | FLAHEMAC influenza A/pato/Australia/341/83 (H15N8)) ARNm de hemaglutinina,
cds completo

AGCRARAGCAGGGGATACAAAATGRACACTCARATCATOGTCATTCTAGTCCTOGGA EI‘GTEGFLTGG‘IEA.

GATCTGACARGATT TG T CTOGGG CACCATGCOG TAG CAAA TCGGACAARRG TCARCACACTAACTGAGAR
AGGRGTGRAACTCETCAA TG CCACGRAGACACTCRAGATTACAGCRAT AAATARRACTGTGCACARRAGGE
AAGRARG G TGGACT TGGGAT CT TG TGGAATACTGGGAACTATCATTGGECCTCCACAATG TGACTCTC
ATCTTAAATTCAARGCTGATCTGATAATAGAAAGRAGAAATT CARGTGACATCTGT TACCCAGGGAAATT
CACTARTGAGEGAAGCACTGAGACAAATAAT CAGRGRATCTGG TEGAAT TGRACAARGAGCCAATGGEATTT
ACGATATTCAGGAAT ARRAACAGA CGEGECAACCAGTGCGTGTARGAGAACAGTGICCTCTTTCTACTCAG
AAATCAAATGECTTT TAT CCAGTAMGCTARCCAGE TG T T CCCACAACTGAATCAGACATACAGGAR CAR
CAGAMACGAACCAC T AAT TG TTTGOGEAGTACATCAT TCARAGTTCCTTGGATGAGCAAAATARGCTA
TATGGRAG CTGGGARCAAG CTEAT AACAGCT AGGARGCTCAAAATACCAACAATCGTTTTCACCAAGTOCAG
GGGRCAGGCCCARRGTGAATGG T CAGGCCGERAGGATCGACT TTCATTGEATESCTATTGGAC CCAGGEGEA,
TACAGTCACT I T TACCT T CAAT GG TGCAT TCATAGCCOCAGATAGAGC CACCTTICTCCGCT CTAATGCC
COATOCEFGAGT TCAGTACRATGEGAAG TCACTGCGAATACAGAGCTEGATGCACAAATTGATGAATCATG TG
AMGEGEAA TGO T T A A T CEAGSGACAATAAACACCCCT T IGCCATTT CAAARCATCGATAGT TGGEC
TETOGEAAGETGCCCCAGRTATG TARAGCARTCARGCC TG CCGCTGGC CTTAGGAATGAAAAATGTACCA
GAGAAATACATACTAGGEGACTGTTCGGTGCAATTGCAGGATTCATCGAGAMTGEA TGGGAAGGACT CA
TTGATGGATGETATGGATT TAGGCATCARAA TG CACAGGGG CAGEEAM CAGCTGCTGACT ACAMGAGTAC
TCAGGCTGCAATTGACCAGATAACAGGGAAACT TAATRAGAT TAATTGAAAARMCCAACACACAGTTTGAA
CTCATAGACAATGAGT TCACTGARGTERAGCAGCAGATAGGCAATGCTAAT ARACTGGACAAGGGACTCCT
TeARCTEAGA T GG T CAT ACAATG T TG AACT TCTAGT AG CAATCCARAA T CAGCATACAATTGACCTTGC
ACGATTCTGAAATGAACAAACT CTATGAGAGAGTGAGARGACAGCT ARMGGGAGAARTE COGAGGAGEATCAA
AT A TE T T T T A GAT T T T C A C CGA T TGACGATCAATCTATCEAGAC CATACGARA T ARTACTTACH
ATCACACTGAAT AT OGACAGEAAGCCT TACAGARAT AGCATAATGATCAATCOGGTARAAGCTTAG TG TGS
GTACAAR A TCTEATACTATGG T T TAGCT T CReCE CATCATG TG TAATGCTTCTAGCCATTGC TATGEET
CTTATT I T CATG TG TG T GAAAAA CGGGARTCTGOGETGCACTATCTGTATATAATTATTTGAARARACACTC
CTTGTTICTACT
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Fig. 10N

Subtipo H16 (SEQ ID NO: 25)

>gi | 56425020 | gb | AY68489.1 | Virus de influenza A (A/gaviota de cabeza negra/Suecia/5/99 (H16N3)) gen de
hemaglutinina (HA), cds completo

AGCAAARAGCAGGGGATATTGTCARARACAACAGAATCGTGATCARAAGTGCTCTACTTTCTCATCGTATTGT
TARAGTAGGTATTCGAAAGCAGACAAAATATGCATAGGATATCTARGCAACAACGCCACAGACACAGTAGA
CACACTGACAGAGAACGGAGTTCCAGTGACCAGCTCAGTTGATCTCGT TGAAACAARCCACACAGGAACH
TACTGCTCACTGAATGGAAT CAGCCCAATTCATCTTGGTGACTGCAGC TTTGAGGGATGGATCGTAGGAA
ACCCTTCCTGTGCCACCAACATCAACATCAGAGAGTGGTCGTATCTAATTGAGGACCCCARATGCCCCCAN
CAAACTCTGCTICCCAGGAGAGT TAGATAATAATGGAGAATTACGRCATC TCTTCAGCGGAGTGARCTCT
TTTAGCAGAACAGAATTAATAAGTCCCAACAAATGGGGAGACATTCTGGATGGAGTCACCGCTTCTTOCC
GCGATAATGGGGCAAGCAGTTTTTACAGAAAT TTGGTCTGGATAGTGAAGAATAAAAATGGAARATACCC
TGTCATAARAGGGGGATTACAATAACACAACAGGCAGAGATGTTCTAGTACTCTGGGGCATTCACCATCCG
GATACAGAARCAACAGCCATARAACTTGTACGCAAGCAAAAACCCCTACACATTAGTATCAACARAGGAAT
GGAGCAAAAGATATGAACTAGAAATTGGCACCAGRATAGGTGATGGACAGAGAAGTTGGATGARACTATA
TTGGCACCTCATGCGCCCTGGAGAGAGGATAATGTTTGAARGCAACGGGGGCCTTATAGCGCCCAGATAC
GGATACATCATTGAGAAGTACGGTACAGGACGARTTTTCCARARGTGGAGT GAGAATGGCCARATGCARCA
CAAAGTGTCAARCATCAT TAGGTGGGATAMACACCAACAMAACTTTCCAAAACATAGAGAGARARTGCTCT
TGGAGATTGCCCARAGTACATAAAGTCTGGACAGCTGARGC TTGCAACTGGGCTGAGARAATGTCCCATCC
GTTGGTGAAAGAGGTTTGTTTGGTGCAATTGCAGGCTTCATAGAAGGAGGGTGGCCTGCGCTAATTARTG
GATGGTATGGTTTCCAGCATCAGAATGAACAGGECACTGGCATTGCTGCAGACARAGCCTCCACTCAGAA
AGCGATAGATGAARATARCAACAARAATTAACAATATAAT AGRAGAAGATGAACGGAAACTATGATTCAATA
AGAGGGGARTTCAATCAAGTAGAAAAGAGEATCARCATGCTCGCTGATCCAGTTGATGATSCAGTAACTG
ACATATGGTCGTACAATGCTAAACTTCTTGTACTGCTTGAAAATGGGAGARCATTGGACTTACACGACGT
ARATGTCAGGAACT TACACGATCAGGTCAAGAGAATATTGAAAAGTAATGCTATTGATGRAGGAGATGGET
TGCTTCAATCTTCTTCACAAATGTAATGACTCATGCATGGAAACTATTAGRAATGGGACCTACAATCATS
ARGATTACAGGGARGAATCACAACTGAAAAGGCAGGARATTGAGGGAATARARATTGAAGTC TGAAGACARA
TGTGTATARAGTACTGTCGAT T TATAGCTGCATTGCAAGCAGTATTGTGCTGGTAGGTCTCATACTTGLG
TTCATAATGTGGGCATGCAGCAATGGAAAT TGCCGGTTTAATCTTTGTATATAGTCGCAAMAMAATACCCT
TGTTTCTRCT
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Fig. 100

Influenza B (SEQ ID NO: 26)

>gi | 325175 1 gb | K0O0423.1 | FLBHAZO influenza B/Lee/40, hemaglutinina (seg 4), segmento completo

AGCAGRAGCGTTGCATTTTCTAATATCCACARAATGAAGGCAATAATTGTACTACTCATGGTAGTAACAT
CCAATGCAGATCGARTCTGCACTGGGATARCATCGTCAAACTCACCTCATGTGGT TARRACTGCCACTCA
AGGGGAAGTCAATGTGACTGGTGTGATACCACTARCARCAACACCTACCARATCTCATTTTGCARRTCTC
AARAGGAACACAGACCACAGGAAAACTATGCCCAAACTGTTTTAACTGCACAGATCTGGACGTGGCCCTAG
GCAGACCARAAATGCATGGGGAACACACCCTCCGCARAAGTCTCAATACTCCATGAAGTCARACCTGCTAC
ATCTGGATGCTTTCCTATAATGCACGACAGARACARARATCAGACAACTACCTAATCTTCTCAGAGGATAT
GRAARCATCAGGTTATCAACCAGTAATGTTATCAATACAGAGACGGCACCAGGAGGACCCTACAAGGTGE
GGACCTCAGGATCTTGCCCTAACGTTGCTAATGGGAACGGCTTCTTCAACACAATGGCTTGEGTTATCCC
AARAAGACAACAACAAGACAGCAATAARTCCAGTAACAGTAGAAGTACCATACATTTGTTCAGRAGGGGAA
GALCARAATTACTGTTTGGGLGGTTCCACTCTGATGACAARACCCARATGOAAAGACTCTATGGAGACTCAR
AT TCARAARAGTTCACCTCATC TG CAATGGAGT ARCCACACATTATGTTTC TCAGATTGGTGGCTTCCC
ARATCARACAGAAGACGAAGGGCTARRACARACCCGCAGAATTGTTGTTGATTACATGGTACARARACCT
GGAARRAACAGGAACARTTGTTTATCARAGAGGCATTTTATTGCCTCARARAGTGTGGTGCGCAAGTGGCA
GGAGCARGGTAATAAAAGGGTCCTTGCCTTTAAT TOGCTGAAGCAGATTGCCTCCACGAARAGTACGGTGG
ATTARATAARAGCAAGCCTTACTACACAGGAGAGCATGCAAAGGC CATAGGARAATTGCCCAATATGGGETG
AMAACACCCTTGAAGCTGGCCAATGGAACCAAATATAGACCGCCTGCARAACTAT TAAAGGARAGAGGTT
T TCGGAGCTATTCC TG TTTC T T GG AAGGAGGATGEGAAGGAATGATTGCAGGTTGGCACGGATACAC
ATCTCATGGAGCACATGGAGTGGCAGTGGCAGCAGACCTTAAGAGTACACARAGAAGCTATARACAAGATA
ACARAPAAAATCTCAACTATTTARGTGAGCTAGAAGTAARAAACCTTCARAAGACTAAGCGGAGCAATGRATG
AGCTTCACGACGAAATACTCGAGC T AGACGARARAGTGGATGATC TARGAGCTGATACAATAAGCTCACA
ARTAGAGCTTGCAGTCTTGCTTTCC AACGRAGGGATAATARAC AGTGAAGATGCAGCATCTCTTGGCACTT
GAAAGAAAACTGAAGAARAATGCTTGGCCCCTCTGCTGTAGARA TAGGGAATGGGTGCTT TGRARCCAAAC
ACAAATGCAACCAGACTTGCCTAGACAGGATAGC TGCTGGCACCTTTAATGCAGGAGATTTTTCTCTTCC
CACTTTTGATTCATTAAACATTACTGC TGCATCTTTAAATGATGATGGCTTGGATAATCATACTATACTG
CTCTACTACTCARCTGCTGC TTC TAGC TTGGC TGTARCATTAATGATAGCTATCTTCATTGTCTACATGS
TCTCCAGAGACARTGTTTCTTGT TCCATCTGTCTGTGAGGGAGATTARGCCCTGTGTITTCCTTTACTGT
AGTGCTCATTTGCTTGTCACCAT TACAAAGAAACGT TATTGAARAATGCTCTTGTTACTACT

Fig. 10P
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Influenza C (SEQ ID NO: 27)

>gi |1 325317 | gb | M17868.1 | FLCHAJO influenza C/Johannesburgo/66, ARN de hemaglutinina esterasa (seg 4),
cds completo

AGCAGAAGCAGOGGETTAATAATGTTTTTCTCATTACTCTTGG TS TTGGGCCTCACAGAGGC TGAAARRA
TAAAGATATGCCTTCAAAAGCAAGTGARCAGTAGCTTCAGCCTACACAATGGC TTCGGAGGARATTTGTA
TGCCACAGARGAARAAAGAATGTTTGAGCTTGTTAAGCCCARAGC TGGAGCCTCTGTCTTGAAT CARRAGT
ACATGGATTGGCTTTGGAGATTCAAGGACTGACAAAAGCAATTCAGCTTTTCCTAGGTCTGCTGATGTTT
CAGCRAAARRCTGCTGATAAGTTTCGTTTTTTGTCTGGTGGATCCTTAATGTTGAGTATGTTTGGCCCACT
TGGGAAGGTAGACTACCTTTACCAAGGATGTGGAAAACATAAAGTTTTTTATGAAGGAGTTAACTGGAGT
CCACATGCTGC TATAAATTGTTACAGAAAAARTTGGACTGATATCAAMCTGAATTTCCAGARAAACATTT
ATGAATTGGCTTCACAATCACATTGCATGAGCTTGGTGAATGCCTTGGACAARACTATTCCTTTACAAGT
GACTGCTGGGACTGCAGGAAAT TGCAACAACAGCTTC TTAAAAARTCCAGCAT TG TACACACAAGARGTC
AAGCCTTCAGAAAAC ARATGTGGGAAAGAAARTCTTGCTTTC T TCACACTTCCAACCCARTTTGGAACCT
ATGRGTGCAAACTGCATC T TG TGGC T T TTGCTAT TTCATCTATGATAGTARAGRAGTGTACAATAANAG
AGGATGTGACAACTACTTTCAAGTGATC TATGATTCATTTGGARARAAGTCGTTGGAGGAC TAGATAACAGG
GTATCACCTTACACAGGGAARTTC TGGAGACACCCCAACAATGCAATGTGACATGCTCCAGCTGAARACCTG
GAAGATATTCAGTAAGAAGCTCTCCAAGATTCCTTTTAATGCCTGAAAGARGTTATTGCTTTGACATGAA
AGAAAARGGACCAGTCACTGC TG TCCAATCCATTTGEGGAAAAGGC AGAGAATCTGACTATGCAGTGGAT
CAAGCTTGCTTGAGCACTCCAGGG TG CATGTTGATCC AARAGCARAAGCCATACATTGGAGAAGCTGATG
ATCACCATGGAGAT CAAGRARTGAGGGAGT TGCTGTCAGGACTGGACTATGARGCTAGATGCATATCACA
ATCAGGGTGGGTGAATGARACCAGTCCTTT TACGGAGAARTACC TCCTTCCTCCCARATTTGGAAGATGE
CCTTTGGCTGCAAAGGARAGAATCCATTCCAARAATCCCAGATGGCCTTCTAATTCCCACCAGTGGAACCG
ATACCACTGTAACCAAACC TAAGAGCAGAATTTTTGGAATCGATGACCTCATTATTGGTGTGCTCTTTGT
TGCAATCGT TGARRCAGGAATTGGAGGC TATC TG TTGGAAGTAGAARAGAATCAGGAGGAGGTGTGACA
ARAGRATCAGCTGAAARAAGGCTTTGAGARAATTGGAAATGACATACAAATTTTRAAATCTTCTATARATA
TCGCAATAGAAAAAC TAAATGACAGAAT TTCTCATGATGRGCAAGCCATCAGAGATC TAACTTTAGAAAT
TGAARAATGCAAGATC TGAAGCTTTAT TGGGAGRAT TGGGAATAATAAGAGCCTTATTGGTAGGAAATATA
AGCATAGGAT TACAGGAATCTTTATGGGRACTAGC TTCAGARATAACARAT AGAGCAGGAGATCTAGCAG
TTGAAGTCTCCCCAGGT TGO TEGATARTTGACAATAACAT TTGTGATCAAAGC TG TCAAAATTTTATTTT
CAARGTTCAACGAAAC TCCACCTGT TCCARCCATTCCCCCTCTTGACACAAARATTGATCTGCAATCAGAT
CCTTTTTAC TGGGGARGCAGCTTGGGC TTAGCAARTARCTGCTACTATTTCATTGGCAGCTTTGGTGATCT
CTGGGATCGCCATCTGCAGAACTARAATGATTGAGACAATTTTGAARARTGGATAATGTGTTGGTCARTAT
TTTGTACAGTTTTATAAAARACAAMAATCCCCTTGCTACTGET
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Fig. 10Q
SEQ ID NO: 29

S-AGTTCCCCGGGCTGGTATATTTATATGTTGTC-3'

Fig. 10 R
SEQ ID NO: 30

5-AATAGAGCTCCATTTTCTCTCAAGATGATTAATTAATTAATTAGTC-3

Fig. 10S
SEQ ID NO: 31
5-AATAGAGCTCGTTAAAATGCTTCTTCGTCTCCTATTTATAATATGG-3'

Fig. 10T
SEQ ID NO: 32

5'-
TTACGAATTCTCCTTCCTAATTGGTGTACTATCATTTATCAAAGGGGA-3'
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Fig. 12
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1- H5 comercial (A/Vietnam/1203/2004) (750ng)
2- Extracto de proteina de hoja de mock (37,5 ug)
3- Extracto de proteina de hoja de planta infiltrada con R660 (37,5 ug)
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Fig. 13A
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Fig.14A
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Fig.
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Fig. 16

SEQ ID NO: 33
ATGAAAGCARAACTACTGGTCCTGTTATCGTACATTTACAGCTACATATGCAGA
CACAATATGTATAGGCTACCATGCCAACAACTCAACCGACACTCTTGACACAG
TACTTGAGAAGAATGTGACAGTGACACACTCTGTCAACCTACTTGAGGACAGT
CACAATGGAARACTATGTCTACTARAAGCGARATAGCCCCACTACAATTGCGTAA
TTGCAGCGTTGCCGGATGGATCTTAGGAAACCCAGAATGCGAATTACTGATTT
CCAAGGAATCATGGTCCTACATTGTAGARACACCAAATCCTGAGAATGGAACA
TGTTACCCAGGGTATTTCGCCGACTATGAGGRACTGAGGGAGCAATTGAGTTC
AGTATCTTCATTTGAGAGATTCGAAATATTCCCCARAAGARAGCTCATGGCCCA
ACCACACCGTARACCGGAGTATCAGCATCATGCTCCCATAATGGLARARGCAGT
TTTTACAGAARTTTGCTATGGCTGACGGGGAAGAATGGTTTGTACCCAAACCT
GAGCAARGTCCTATGTARAACAACAAAGAGRAAGAAGTCCTTGTACTATGGGGETG
TTCATCACCCGCCTAACATAGGGAACCARAGGGCCCTCTATCATACAGARARAAT
GCTTATGCTCTCTGTAGTGTCTTCACATTATAGCAGAAGATTCACCCCAGAAAT
AGCCAARAGACCCAAAGTAAGAGATCAGGAAGGAAGAATCAACTACTACTGGA
CTCTGCTGGAACCTGGGGATACAATAATATTTGAGGCARATGGAAATCTAATA
GCGCCATGGTATGCTTTTGCACTGAGTAGAGGCTTTGGATCAGGAATCATCAC
CTCAARATGCACCAATGGATGAATGTGATGCGAAGTGTCAAACACCTCAGGGAG
CTATAAACAGCAGTCTTCCTTTCCAGAATGTACACCCAGTCACAATAGGAGAG
TGTCCARAGTATGTCAGGAGTGCARRATTARGGATGGTTACAGGACTAAGGAR
CATCCCATCCATTCAATCCAGAGGTTTGTTTGGAGCCATTGCCGGTTTCATTG
AAGGGGGGTGGACTGGAATGGTAGATGGETGETATCGGTTATCATCATCAGAAT
GAGCAAGGATCTGGCTATGCTGCAGATCAARAARAGTACACERAAATGCCATTAR
CGGGATTACAAACAAGGTGAATTCTGTAATTGAGAARATGAACACTCAATTCA
CAGCTGTGGGCAARAGARTTCAACAAATTGGARRGARGGATGGAAARACTTAAAT
ARARAAGTTGATGATGGGTTTCTAGACATTTGGACATATAATGCAGAATTGTT
GGTTCTACTGGAAAATGAARGGACTTTGGATTTCCATGACTCCAATGTGAAGA
ATCTGTATGAGAAAGTAAARAGCCAATTAAAGAATAATGCCAAAGARATAGGA
AACGGGTGTTTTGAATTCTATCACAAGTGTAACAATGAATGCATGGAGAGTET
GAAARATGGAACTTATGACTATCCAAAATATTCCCARGRATCAAAGTTAAACA
GGGAGARAATTGATGGAGTGAAATTGGAATCAATGGGAGTCTATCAGATTCTG
GCGATCTACTCARCTGTCGCCAGTTCCCTGGTTCTTTTGGTCTCCCTGGGGGT
AATCAGCTTCTGGATGTGTTCCAATGGGTCTTTGCAGTGTAGAATATGCATCT
GAGACCAGAARTTTCA
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Fig. 17

SEQID NO: 34
CCAAATCCTTAACATTCTTTCAACACCAACAATGGCGAMAMACGTTGCGATT
TTCGGTTTATTGTTTTCTCTTCTTCTGT TGGTTCCTTCTCAGATCTTCGCTG
AGGAATCATCAACTGACGCTARAGGAATTTGTTCTTACATTGGATRACACTAA
TTTCCATGACACTGTTAAGAAGCACGATTTCATCGTCGTTGAATTCTACGCA
CCTTGGTGTGGACACTGTAAGRAGCTAGCCCCAGAGTATGAGAAGGCTGCTT
CTATCTTGAGCACTCACGAGCCACCAGTTCTTTTGGCTAAAGTTGATGCCAA
TGAGGAGCACAACAAAGACCTCGCATCGGAARATGATCTTAAGGGATTCCCA
ACCATTAAGATTTTTAGGAATGOTGGAAAGAACATTCAAGAATACARAAGGTC
CCCOTGAAGCTGAAGGTATTGTTGAGTATT TGARRARACAARGTGGCCCTGE
ATCCACAGAAATTAAATCTGCTGATGATGCGACCGCTTTTGTTGGTGACAAC
ARAGTTIGTTATTGTCGGAGTTTTCCCTAAATTTTCTGGTGAGGAGTACGATA
ACTTCATTGCATTAGCAGAGAAGTTGCGTTCTGACTATGACTTTGCTCACAC
TTTGAATGCCARACACCTTCCAAAGGGAGACTCATCAGTGTCTGGGCCTETG
GTTAGGTTATTTAAGCCATTTGACGAGCTCTTTGTTGACTCRAAAGGATTTCA
ATGTAGAAGCTCTAGAGARATTCATTGAAGAATCCAGTACCCCAATTGTGAC
TGTCTTCAACAATGAGCCTAGCAATCACCCTTTTGTTGTCARATTCTTTAAC
TCTCCCAACGCAAAGGCTATGTTGTTCATCAACTTTACTACCGAAGGTGCTG
AATCTTTCAAAACAAAATACCATGAAGTGGCTGAGCAATACAAACAACAGGG
AGTTAGCTTTCTTGTTGGAGATGTTGAGTCTAGTCAARGGTGCCTTCCAGTAT
TTTGGACTGAAGGAAGAACAAGTACCTCTAATTATTATTCAGCATAATGATG
GCAAGAAGTTTTTCAAACCCAATTTGGAACTTGATCAACTCCCAACTTGGTT
GAAGGCATACAAGGATGGCARGGTTGAACCATTTGTCAAGTCTGAACCTATT
CCTGRAACTAACAACGAGCCTGTTAAAGTGGTGGTTGGGCARACTCTTGAGG
ACGTTGTTTTCAAGTC TGGGAAGAATGTTTTGATAGAGTTTTATGCTCCTTG
GTGTGGTCACTGCAAGCAGTTGGCTCCAATCTTGGATGAAGTTGCTGTCTCA
TTCCARAGCGATGCTGATGTTGTTATTGCAARACTGGATGCAACTGCCAACG
ATATCCCAACCGACACCTTTGATGTCCRAAGGCTATCCAACCTTGTACTTCAG
GTCAGCAAGTGGARAAARACTATCACRATACGACGGTGGTAGGACAAAGGARAGAC
ATCATAGAATTCATTGAAAAGAACAAGGATAAAACTGGTGCTGCTCATCAAG
ARAGTAGAACAARCCAAAAGCTGCTGCTCAGCCAGARGCAGAACARCCARRRAGA
TGAGCTTTGAAAAGTTCCGCTTGGAGGATATCGGCACACAGTCATCTGCGEG
CTTTACAACTCTTTTGTATCTCAGAATCAGAAGTTAGGAAATCTTAGTGCCA
ATCTATCTATTTTTGCGTTTCATTTTATCTTTTTGGTTTACTCTAATGTATT
ACTGRATAATGTGAGT TTTGGCGGAGTTTAGTACTGGAACTTTTGTTTCTGT
AAAAAABDRRAADR
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Fig. 18

SEQ ID MO: 35

AGCGRAAGCAGGTAGATATTGAAAGATGAGTCTTCTAACCGAGGTCGAAACGTAC
GTTCTCTCTATCATCCCGTCAGGCCCCCTCAARGCCGAGATCGCACAGAGACTTG
AACGATCTCTTTGCAGGGAAGAACACCGATCTTGAGGTICTCATGGAATGGCTAAR
GACAAGACCAATCCTGTCACCTCTGACTAAGGGGATTTTAGGATTTGTGTTCACG
CTCACCGTGCCCAGTGAGCGAGGRACTGCAGCGTAGACGCTTTGTCCAARATGCCC
TTAATGGGAACGGGGATCCAAATAACATGGACAAAGCAGTTAAAC TGTATAGGAA
GCTCAAGAGGGAGATAACATTCCATGGGECCAMAGARATCTCACTCAGTTATTCT
GCTGGTGCACTTGCCAGTTGTATGGGCCTCATATACAACAGGATGGGGGCTGTGA
CCACTGARAGTGGCAT T TGGCCTGGTATGTGCAACCTGTGAACAGATTGCTGACTC
CCAGCATCGGTCTCATAGGCAAATGGTGACAACAACCAACCCACTAATCAGACAT
GAGARCAGAATGGTTTTAGCCAGCACTACAGCTAAGGCTATGGAGCARATGGCTG
GATCGAGTGAGCAAGCAGCAGAGGCCATGGAGETTGCTAGTCAGGCTAGGCAAAT
GGTGCAAGCGATGAGAACCATTGGGACTCATCCTAGC TCCAGTGCTGGTC TGAAR
AATGATCTTCTTGAARATTTGCAGGCCTATCAGAAACGAATGGGGGTGCAGATGC
AMNCGGTTCAAGTGATCCTCTCGCTATTGCCGCAAATATCATTGGGATC TTGCACT
TGATATTGTGGATTCTTGATCGTCTTTTTTTCAAATGCATTTACCGTCGCTTTAR
ATACGCGACTGAAAGGAGGGCCTTCTACGGAAGCGAGTGCCARAGTCTATGAGGGAA
GAATATCGAAAGGAACAGCAGAGTGCTGTGGATGCTGACGATGGTCATTTTGTCA
GCATAGAGCTGGAGTAAARAACTACCTTGTTTCTACT
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Fig. 19
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Fig. 20A
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Fig. 22A
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Fig. 23A
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Fig. 26A
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Fig. 28
SEQ ID NO: 36

CACTTTIGTGAGTCTACACTTTGATTCCCTTCAAACACATACAAAGAGAAGAGA
CTAATTAATTAATTAATCATCTTGAGAGAAAATGAAAGTAAAACTACTGGTCC
TGTTATGCACATTTACAGCTACATATGCAGACACAATATGTATAGGCTACCAT
GCTAACAACTCGACCGACACTGTTGACACAGTACTTGAAAAGAATGTGACAG
TGACACACTCTGTCAACCTGCTTGAGAACAGTCACAATGGAAAACTATGTCT
ATTAAAAGGAATAGCCCCACTACAATTGGGTAATTGCAGCGTTGCCGGGTG
GATCTTAGGAAACCCAGAATGCGAATTACTGATTTCCAAGGAGTCATGGTCC
TACATTGTAGAAAAACCAAATCCTGAGAATGGAACATGTTACCCAGGGCATT
TCGCTGACTATGAGGAACTGAGGGAGCAATTGAGTTCAGTATCTTCATTTGA
GAGGTTCGAAATATTCCCCAAAGAAAGCTCATGGCCCAACCACACCGTAACC
GGAGTGTCAGCATCATGCTCCCATAATGGGGAAAGCAGTTTTTACAGAAATT
TGCTATGGCTGACGGGGAAGAATGGTTTGTACCCAAACCTGAGCAAGTCCT
ATGCAAACAACAAAGAAAAAGAAGTCCTTGTACTATGGGGTGTTCATCACCC
GCCAAACATAGGTGACCAAAAGGCCCTCTATCATACAGAAAATGCTTATGTC
TCTGTAGTGTCTTCACATTATAGCAGAAAATTCACCCCAGAAATAGCCAAAAG
ACCCAAAGTAAGAGATCAAGAAGGAAGAATCAATTACTACTGGACTCTGCTT
GAACCCGGGGATACAATAATATTTGAGGCAAATGGAAATCTAATAGCGCCAA
GATATGCTTTCGCACTGAGTAGAGGCTTTGGATCAGGAATCATCAACTCAAA
TGCACCAATGGATAAATGTGATGCGAAGTGCCAAACACCTCAGGGAGCTATA
AACAGCAGTCTTCCTTTCCAGAACGTACACCCAGTCACAATAGGAGAGTGTC
CAAAGTATGTCAGGAGTGCAAAATTAAGGATGGTTACAGGACTAAGGAACAT
CCCATCCATTCAATCCAGAGGTTTGTTTGGAGCCATTGCCGGTTTCATTGAA
GGGGGGTGGACTGGAATGGTAGATGGTTGGTATGGTTATCATCATCAGAAT
GAGCAAGGATCTGGCTATGCTGCAGATCAAAAAAGCACACAALMATGCCATTA
ATGGGATTACAAACAAGGTCAATTCTGTAATTGAGAAAATGAACACTCAATTC
ACAGCAGTGGGCAAAGAGTTCAACAAATTGGAAAGAAGGATGGAAAACTTG
AATAAAAAAGTTGATGATGGGTTTATAGACATTTGGACATATAATGCAGAACT
GTTGGTTCTACTGGAAAATGAAAGGACTTTGGATTTCCATGACTCCAATGTG
AAGAATCTGTATGAGAAAGTAAAAAGCCAGTTAAAGAATAATGCTAAAGAAAT
AGGAAATGGGTGTTTTGAGTTCTATCACAAGTGTAACGATGAATGCATGGAG
AGTGTAAAGAATGGAACTTATGACTATCCAAAATATTCCGAAGAATCAAAGTT
AAACAGGGAGAAAATTGATGGAGTGAAATTGGAATCAATGGGAGTCTATCAG
ATTCTGGCGATCTACTCAACAGTCGCCAGTTCTCTGGTTCTTTTGGTCTCCC
TGGGGGCAATCAGCTTCTGGATGTGTTCCAATGGGTCTTTACAGTGTAGAAT
ATGCATCTAAGAGCTC
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Fig. 29
SEQ ID NO: 37

CACTITGTGAGTCTACACTTTGATTCCCTTCAAACACATACAAAGAGAAGAGACT
AATTAATTAATTAATCATCTTGAGAGAAAATGAAAGTAAAACTACTGGTCCTGTTA
TGCACATTTACAGCTACATATGCAGACACAATATGTATAGGCTACCATGCCAACA
ACTCAACCGACACTGTTGACACAGTACTTGAGAAGAATGTGACAGTGACACACT
CTGTCAACCTGCTTGAGGACAGTCACAATGGAAAATTATGTCTATTAAAAGGAAT
AGCCCCACTACAATTGGGTAATTGCAGCGTTGCCGGATGGATCTTAGGAAACCC
AGAATGCGAATTACTGATTTCCAGGGAATCATGGTCCTACATTGTAGAAAAACCA
AATCCTGAGAATGGAACATGTTACCCAGGGCATTTCGCCGACTATGAGGAACTG
AGGGAGCAATTGAGTTCAGTATCTTCATTTGAGAGATTCGAAATATTCCCCAAAG
AAAGCTCATGGCCCAACCACACCACAACCGGAGTATCAGCATCATGCTCCCATA
ATGGGGAAAGCAGTTTTTACAAAAATTTGCTATGGCTGACGGGGAAGAATGGTTT
GTACCCAAACCTGAGCAAGTCCTATGCAAACAACAAAGAGAAAGAAGTCCTTGTA
CTATGGGGTGTTCATCACCCGCCTAACATAGGTGACCAAAGGGCTCTCTATCAT
AAAGAAAATGCTTATGTCTCTGTAGTGTCTTCACATTATAGCAGAAAATTCACCCC
AGAAATAGCCAAAAGACCCAAAGTAAGAGATCAAGAAGGAAGAATCAACTACTAC
TGGACTCTACTTGAACCCGGGGATACAATAATATTTGAGGCAAATGGAAATCTAA
TAGCGCCAAGATATGCTTTCGCACTGAGTAGAGGCTTTGGATCAGGAATCATCA
ACTCAAATGCACCAATGGATGAATGTGATGCGAAGTGCCAAACACCTCAGGGAG
CTATAAACAGCAGTCTTCCTTTCCAGAATGTACACCCTGTCACAATAGGAGAGTG
TCCAAAGTATGTCAGGAGTGCAAAATTAAGGATGGTTACAGGACTAAGGAACAT
CCCATCCATTCAATCCAGAGGTTTGTTTGGAGCCATTGCCGGTTTCATTGAAGG
GGGGTCGACTGGAATGGTAGATGGTTGGTATGGTTATCATCATCAGAATGAGCA
AGGATCTGGCTATGCTGCAGATCAAAAAAGCACACAAAATGCCATTAATGGGATT
ACAAACAAGGTCAATTCTGTAATTGAGAAAATGAACACTCAATTCACAGCTGTGG
GCAAAGAGTTCAACAAATTGGAAAGAAGGATGGAAAACTTAAATAAAAAAGTTGA
TGATGGGTTTATAGACATTTGGACATATAATGCAGAATTGTTGGTTCTACTGGAA
AATGAAAGGACTTTGGATTTCCATGACTCCAATGTGAAGAATCTGTATGAGAAAG
TAAAAAGCCAATTAAAGAATAATGCCAAAGAAATAGGAAATGGGTGTTTTGAGTT
CTATCATAAGTGTAACGATGAATGCATGGAGAGTGTAAAAAATGGAACTTATGAC
TATCCAAAATATTCCGAAGAATCAAAGTTAAACAGGGAGAAAATTGATGGAGTGA
AATTGGAATCAATGGGAGTCTATCAGATTCTGGCGATCTACTCAACAGTCGCCAG
TTCTCTGGTTCTTTTGGTCTCCCTGGGGGCAATCAGCTTCTGGATGTGTTCCAAT
GGGTCTTTGCAGTGTAGAATATGCATCTGAGAGCTC
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Fig. 30
SEQ ID NO: 38

CACTTTIGTGAGTCTACACTTTGATTCCCTTCAAACACATACAAAGAGAAGAGA
CTAATTAATTAATTAATCATCTTGAGAGAAAATGAAGACTATCATTGCTTTGAG
CTACATTCTATGTCTGGTTTTCACTCAAAAACTTCCCGGAAATGACAACAGCA
CGGCAACGCTGTGCCTTGGGCACCATGCAGTACCAAACGGAACGATAGTGA
AAACAATCACGAATGACCAAATTGAAGTTACTAATGCTACTGAGCTGGTTCAG
AGTTCCTCAACAGGTGAAATATGCGACAGTCCTCATCAGATCCTTGATGGAG
AAAACTGCACACTAATAGATGCTCTATTGGGAGACCCTCAGTGTGATGGCTT
CCAAAATAAGAAATGGGACCTTTTTGTTGAACGCAGCAAAGCCTACAGCAACT
GTTACCCTTATGATGTGCCGGATTATGCCTCCCTTAGGTCACTAGTTGCCTCA
TCCGGCACACTGGAGTTTAACAATGAAAGTTTCAATTGGACTGGAGTCACTCA
AAACGGAACAAGCTCTGCTTGCATAAGGAGATCTAATAACAGTTTCTTTAGTA
GATTGAATTGGTTGACCCACTTAAAATTCAAATACCCAGCATTGAACGTGACT
ATGCCAAACAATGAAAAATTTGACAAATTGTACATTTGGGGGGTTCACCACCC
GGGTACGGACAATGACCAAATCTTCCTGTATGCTCAAGCATCAGGAAGAATC
ACAGTCTCTACCAAAAGAAGCCAACAAACTGTAATCCCGAATATCGGATCTAG
ACCCAGAGTAAGGAATATCCCCAGCAGAATAAGCATCTATTGGACAATAGTAA
AACCGGGAGACATACTTTTGATTAACAGCACAGGGAATCTAATTGCTCCTAG
GGGTTACTTCAAAATACGAAGTGGGAAAAGCTCAATAATGAGATCAGATGCA
CCCATTGGCAAATGCAATTCTGAATGCATCACTCCAAACGGAAGCATTCCCAA
TGACAAACCATTCCAAAATGTAAACAGGATCACATACGGGGCCTGTCCCAGA
TATGTTAAGCAAAACACTCTGAAATTGGCAACAGGGATGCGAAATGTACCAG
AGAAACAAACTAGAGGCATATTTGGCGCAATCGCGGGTTTCATAGAAAATGG
TTGGGAGGGAATGGTGGATGGTTGGTATGGTTTCAGGCATCAAAATTCTGAG
GGAATAGGACAAGCAGCAGATCTCAAAAGCACTCAAGCAGCAATCGATCAAA
TCAATGGGAAGCTGAATAGGTTGATCGGGAAAACCAACGAGAAATTCCATCA
GATTGAAAAAGAGTTCTCAGAAGTCGAAGGGAGAATCCAGGACCTTGAGAAA
TATGTTGAGGACACCAAAATAGATCTCTGGTCATACAACGCGGAGCTTCTTGT
TGCCCTGGAGAACCAACATACAATTGATCTAACTGACTCAGAAATGAACAAAC
TGTTTGAAAAAACAAAGAAGCAACTGAGGGAAAATGCTGAGGATATGGGCAA
TGGTTGTTTCAAAATATACCACAAATGTGACAATGCCTGCATAGGATCAATCA
GAAATGGAACTTATGACCACGATGTATACAGAGATGAAGCATTAAACAACCG
GTTCCAGATCAAGGGCGTTGAGCTGAAGTCAGGATACAAAGATTGGATACTA
TGGATTTCCTTTGCCATATCATGTTTTTTGCTTTGTGTTGCTTITGTTGGGGTTC
ATCATGTGGGCCTGCCAAAAAGGCAACATTAGGTGCAACATTTGCATTTGAG
AGCTC
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Fig. 31
SEQ ID NO: 39

CACTTTGTGAGTCTACACTTTGATTCCCTTCAAACACATACAAAGAGAAGAG
ACTAATTAATTAATTAATCATCTTGAGAGAAAATGAAGACTATCATTGCTTTG
AGCTACATTCTATGTCTGGTTTTCACTCAAAAACTTCCCGGAAATGACAACA
GCACGGCAACGCTGTGCCTTGGGCACCATGCAGTACCAAACGGAACGATA
GTGAAAACAATCACGAATGACCAAATTGAAGTTACTAATGCTACTGAGCTG
GTTCAGAGTTCCTCAACAGGTGGAATATGCGACAGTCCTCATCAGATCCTT
GATGGAGAAAACTGCACACTAATAGATGCTCTATTGGGAGACCCTCAGTGT
GATGGCTTCCAAAATAAGAAATGGGACCTTTTTGTTGAACGCAGCAAAGCC
TACAGCAACTGTTACCCTTATGATGTGCCGGATTATGCCTCCCTTAGGTCA
CTAGTTGCCTCATCCGGCACACTGGAGTTTAACGATGAAAGTTTCAATTGG
ACTGGAGTCACTCAAAATGGAACAAGCTCTGCTTGCAAAAGGAGATCTAAT
AACAGTTTCTTTAGTAGATTGAATTGGTTGACCCACTTAAAATTCAAATACC
CAGCATTGAACGTGACTATGCCAAACAATGAAAAATTTGACAAATTGTACAT
TTGGGGGGTTCACCACCCGGGTACGGACAATGACCAAATCTTCCTGCATG
CTCAAGCATCAGGAAGAATCACAGTCTCTACCAAAAGAAGCCAACAAACTG
TAATCCCGAATATCGGATCTAGACCCAGAATAAGGAATATCCCCAGCAGAA
TAAGCATCTATTGGACAATAGTAAAACCGGGAGACATACTTTTGATTAACAG
CACAGGGAATCTAATTGCTCCTAGGGGTTACTTCAAAATACGAAGTGGGAA
AAGCTCAATAATGAGATCAGATGCACCCATTGGCAAATGCAATTCTGAATG
CATCACTCCAAATGGAAGCATTCCCAATGACAAACCATTTCAAAATGTAAAC
AGGATCACATATGGGGCCTGTCCCAGATATGTTAAGCAAAACACTCTGAAA
TTGGCAACAGGGATGCGAAATGTACCAGAGAAACAAACTAGAGGCATATTT
GGCGCAATCGCGGGTTTCATAGAAAATGGTTGGGAGGGAATGGTGGATGG
TTGGTACGGTTTCAGGCATCAAAATTCTGAGGGAATAGGACAAGCAGCAGA
TCTCAAAAGCACTCAAGCAGCAATCAATCAAATCAATGGGAAGCTGAATAG
GTTGATCGGGAAAACCAACGAGAAATTCCATCAGATTGAAAAAGAGTTCTC
AGAAGTAGAAGGGAGAATCCAGGACCTCGAGAAATATGTTGAGGACACTAA
AATAGATCTCTGGTCATACAACGCGGAGCTTCTTGTTGCCCTGGAGAACCA
ACATACAATTGATCTAACTGACTCAGAAATGAACAAACTGTTTGAAAGAACA
AAGAAGCAACTGAGGGAAAATGCTGAGGATATGGGCAATGGTTGTTTCAAA
ATATACCACAAATGTGACAATGCCTGCATAGGATCAATCAGAAATGGAACTT
ATGACCATGATGTATACAGAGATGAAGCATTAAACAACCGGTTCCAGATCA
AAGGCGTTGAGCTGAAGTCAGGATACAAAGATTGGATACTATGGATTTCCT
TTGCCATATCATGTTTTITGCTTTGTGTTGCTTTIGTTGGGGTTCATCATGTG
GGCCTGCCAAAAAGGCAACATTAGGTGCAACATTTIGCATTTGAGAGCTC
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Fig. 32
SEQ ID NO: 40

CACTTTGTGAGTCTACACTTTGATTCCCTTCAAACACATACAAAGAGAAGA
GACTAATTAATTAATTAATCATCTTGAGAGAAAATGAAGGCAATAATTGTAC
TACTCATGGTAGTAACATCCAATGCAGATCGAATCTGCACTGGGATAACAT
CGTCAAACTCACCACATGTTGTCAAAACTGCTACTCAAGGGGAGGTCAAT
GTGACTGGTGTAATACCACTGACAACAACACCCACCAAATCTCATTTTGCA
AATCTCAAAGGAACAGAAACCAGAGGGAAACTATGCCCAAAATGCCTCAA
CTGCACAGATCTGGACGTGGCCTTGGGCAGACCAAAATGCACGGGGAAC
ATACCCTCGGCAAGAGTTTCAATACTCCATGAAGTCAGACCTGTTACATCT
GGGTGCTTTICCTATAATGCACGACAGAACAAAAATTAGACAGCTGCCTAAA
CTTCTCAGAGGATACGAACATATCAGGTTATCAACTCATAACGTTATCAAT
GCAGAAAATGCACCAGGAGGACCCTACAAAATTGGAACCTCAGGGTCTTG
CCCTAACGTTACCAATGGAAACGGATTTTTCGCAACAATGGCTTGGGCCG
TCCCAAAAAACGACAACAACAAAACAGCAACAAATTCATTAACAATAGAAG
TACCATACATTTGTACAGAAGGAGAAGACCAAATTACCGTTTGGGGGTTC
CACTCTGATAACGAAACCCAAATGGCAAAGCTCTATGGGGACTCAAAGCC
CCAGAAGTTCACCTCATCTGCCAACGGAGTGACCACACATTACGTTTCAC
AGATTGGTGGCTTCCCAAATCAAACAGAAGACGGAGGACTACCACAAAGC
GGTAGAATTGTTGTTGATTACATGGTGCAAAAATCTGGGAAAACAGGAAC
AATTACCTATCAAAGAGGTATTTTATTGCCTCAAAAAGTGTGGTGCGCAAG
TGGCAGGAGCAAGGTAATAAAAGGATCGTTGCCTTTAATTGGAGAAGCAG
ATTGCCTCCACGAAAAATACGGTGGATTAAACAAAAGCAAGCCTTACTACA
CAGGGGAACATGCAAAGGCCATAGGAAATTGCCCAATATGGGTGAAAACA
CCCTTGAAGCTGGCCAATGGAACCAAATATAGACCTCCTGCAAAACTATTA
AAGGAAAGGGGTTTCTTCGGAGCTATTGCTGGTTTCTTAGAAGGAGGATG
GGAAGGAATGATTGCAGGTTGGCACGGATACACATCCCATGGGGCACAT
GGAGTAGCGGTGGCAGCAGACCTTAAGAGCACTCAAGAGGCCATAAACA
AGATAACAAAAAATCTCAACTCTTTGAGTGAGCTGGAAGTAAAGAATCTTC
AAAGACTAAGCGGTGCCATGGATGAACTCCACAACGAAATACTAGAACTA
GACGAGAAAGTGGATGATCTCAGAGCTGATACAATAAGCTCACAAATAGA
ACTCGCAGTCCTGCTTTCCAATGAAGGAATAATAAACAGTGAAGATGAGC
ATCTCTTGGCGCTTGAAAGAAAGCTGAAGAAAATGCTGGGCCCCTCTGCT
GTAGAGATAGGGAATGGATGCTTTGAAACCAAACACAAGTGCAACCAGAC
CTGTCTCGACAGAATAGCTGCTGGTACCTTTGATGCAGGAGAATTTICTCT
CCCCACTTTTGATTCACTGAATATTACTGCTGCATCTTTAAATGACGATGG
ATTGGATAATCATACTATACTGCTTTACTACTCAACTGCTGCCTCCAGTTT
GGCTGTAACATTGATGATAGCTATCTTTGTTGTTTATATGGTCTCCAGAGA
CAATGTTTCTTGCTCCATCTGTCTATAAGAGCTC
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Fig. 33
SEQ ID NO: 41

CACTTTGTGAGTCTACACTTTGATTCCCTTCAAACACATACAAAGAGAA
GAGACTAATTAATTAATTAATCATCTTGAGAGAAAATGAAGGCAATAATT
GTACTACTCATGGTAGTAACATCCAATGCAGATCGAATCTGCACTGGAA
TAACATCTTCAAACTCACCTCATGTGGTCAAAACAGCCACTCAAGGGGA
GGTCAATGTGACTGGTGTGATACCACTAACAACAACACCAACAAAATCT
TATTTTGCAAATCTCAAAGGAACAAGGACCAGAGGGAAACTATGCCCA
GACTGTCTCAACTGCACAGATCTGGATGTGGCTTTGGGCAGACCAATG
TGTGTGGGGACCACACCTTCGGCGAAGGCTTCAATACTCCACGAAGTC
AAACCTGTTACATCCGGGTGCTTTCCTATAATGCACGACAGAACAAAAA
TCAGGCAACTACCCAATCTTCTCAGAGGATATGAAAATATCAGGCTATC
AACCCAAAACGTCATCGATGCGGAAAAGGCACCAGGAGGACCCTACA
GACTTGGAACCTCAGGATCTTGCCCTAACGCTACCAGTAAGAGCGGAT
TTTTCGCAACAATGGCTTGGGCTGTCCCAAAGGACAACAACAAAAATG
CAACGAACCCACTAACAGTAGAAGTACCATACATTTGTACAGAAGGGG
AAGACCAAATCACTGTTTGGGGGTTCCATTCAGATAACAAAACCCAAAT
GAAGAACCTCTATGGAGACTCAAATCCTCAAAAGTTCACCTCATCTGCT
AATGGAGTAACCACACACTATGTTTCTCAGATTGGCAGCTTCCCAGATC
AAACAGAAGACGGAGGACTACCACAAAGCGGCAGGATTGTTGTTGATT
ACATGATGCAAAAACCTGGGAAAACAGGAACAATTGTCTACCAAAGAG
GTGTTTTGTTGCCTCAAAAGGTGTGGTGCGCGAGTGGCAGGAGCAAA
GTAATAAAAGGGTCCTTGCCTTTAATTGGTGAAGCAGATTGCCTTCATG
AAAAATACGGTGGATTAAACAAAAGCAAGCCTTACTACACAGGAGAACA
TGCAAAAGCCATAGGAAATTGCCCAATATGGGTGAAAACACCTTTGAA
GCTCGCCAATGGAACCAAATATAGACCTCCTGCAAAACTATTAAAGGAA
AGGGGTTTCTTCGGAGCTATTGCTGGTTTCCTAGAAGGAGGATGGGAA
GGAATGATTGCAGGCTGGCACGGATACACATCTCACGGAGCACATGG
AGTGGCAGTGGCGGCGGACCTTAAGAGTACGCAAGAAGCTATAAACAA
GATAACAAAAAATCTCAATTCTTTGAGTGAGCTAGAAGTAAAGAATCTT
CAAAGACTAAGTGGTGCCATGGATGAACTCCACAACGAAATACTCGAG
CTGGATGAGAAAGTGGATGATCTCAGAGCTGACACTATAAGCTCGCAA
ATAGAACTTGCAGTCTTGCTTTCCAACGAAGGAATAATAAACAGTGAAG
ATGAGCATCTATTGGCACTTGAGAGAAAACTAAAGAAAATGCTGGGTC
CCTCTGCTGTAGAGATAGGAAATGGATGCTTCGAAACCAAACACAAGT
GCAACCAGACCTGCTTAGACAGGATAGCTGCTGGCACCTTTAATGCAG
GAGAATTTTCTCTCCCCACTTTTGATTCACTGAACATTACTGCTGCATCT
TTAAATGATGATGGATTGGATAACCATACTATACTGCTCTATTACTCAAC
TGCTGCTTCTAGTTTGGCTGTAACATTGATGCTAGCTATTTTTATTGTTT
ATATGGTCTCCAGAGACAACGTTTCATGCTCCATCTGTCTATAAGAGCT
c
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Fig. 34
SEQ ID NO: 42

CACTTTGTGAGTCTACACTTTGATTCCCTTCAAACACATACAAAGAGAA
GAGACTAATTAATTAATTAATCATCTTGAGAGAAAATGGCCATCATTTA
TCTAATTCTCCTGTTCACAGCAGTGAGAGGGGACCAAATATGCATTGG
ATACCATGCCAATAATTCCACAGAGAAGGTCGACACAATTCTAGAGCG
GAACGTCACTGTGACTCATGCCAAGGACATTCTTGAGAAGACCCATAA
CGGAAAGTTATGCAAACTAAACGGAATCCCTCCACTTGAACTAGGGGA
CTGTAGCATTGCCGGATGGCTCCTTGGAAATCCAGAATGTGATAGGCT
TCTAAGTGTGCCAGAATGGTCCTATATAATGGAGAAAGAAAACCCGAG
AGACGGTTTGTGTTATCCAGGCAGCTTCAATGATTATGAAGAATTGAAA
CATCTCCTCAGCAGCGTGAAACATTTCGAGAAAGTAAAGATTCTGCCC
AAAGATAGATGGACACAGCATACAACAACTGGAGGTTCACGGGCCTG
CGCGGTGTCTGGTAATCCATCATTCTTCAGGAACATGGTCTGGCTGAC
AAAGAAAGAATCAAATTATCCGGTTGCCAAAGGATCGTACAACAATAC
AAGCGGAGAACAAATGCTAATAATTTGGGGGGTGCACCATCCCAATGA
TGAGACAGAACAAAGAACATTGTACCAGAATGTGGGAACCTATGTTTC
CGTAGGCACATCAACATTGAACAAAAGGTCAACCCCAGACATAGCAAC
AAGGCCTAAAGTGAATGGACTAGGAAGTAGAATGGAGTTCTCTTGGAC
‘CCTATTGGATATGTGGGACACCATAAATTTTGAGAGTACTGGTAATCTA
ATTGCACCAGAGTATGGATTCAAAATATCGAAAAGAGGTAGTTCAGGG
ATCATGAAAACAGAAGGAACACTTGAGAACTGTGAGACCAAATGCCAA
ACTCCTTTGGGAGCAATAAATACAACATTGCCTTTTCACAATGTCCACC
CACTGACAATAGGTGAGTGCCCCAAATATGTAAAATCGGAGAAGTTGG
TCTTAGCAACAGGACTAAGGAATGTTCCCCAGATTGAATCAAGAGGAT
TGTTTGGGGCAATAGCTGGTTTTATAGAAGGAGGATGGCAAGGAATG
GTTGATGGTTGGTATGGATACCATCACAGCAATGACCAGGGATCAGG
GTATGCAGCAGACAAAGAATCCACTCAAAAGGCATTTGATGGAATCAC
CAACAAGGTAAATTCTGTGATTGAAAAGATGAACACCCAATTTGAAGCT
GTTGGGAAAGAGTTCAGTAACTTAGAGAGAAGACTGGAGAACTTGAAC
AAALMAGATGGAAGACGGGTTTCTAGATGTGTGGACATACAATGCTGAG
CTTCTAGTTCTGATGGAAAATGAGAGGACACTTGACTTTCATGATTCTA
ATGTCAAGAATCTGTATGATAAAGTCAGAATGCAGCTGAGAGACAACG
TCAAAGAACTAGGAAATGGATGTTTTGAATTTTATCACAAATGTGATGA
TGAATGCATGAATAGTGTGAAAAACGGGACGTATGATTATCCCAAGTA
TGAAGAAGAGTCTAAACTAAATAGAAATGAAATCAAAGGGGTAAAATTG
AGCAGCATGGGGGTTTATCAAATCCTTGCCATTTATGCTACAGTAGCA
GGTTCTCTGTCACTGGCAATCATGATGGCTGGGATCTCTTTCTGGATG
TGCTCCAACGGGTCTCTGCAGTGCAGGATCTGCATATGAGAGCTC
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Fig. 35
SEQ ID NO: 43

CACTTTIGTGAGTCTACACTTTCGATTCCCTTCAAACACATACAAACAGAAG
AGACTAATTAATTAATTAATCATCTTGAGAGAAAATGGAGAAAATAGTGCT
TCTTCTTGCAATAGTCAGCCTTGTTAAAAGTGATCAGATTTGCATTGGTTA
CCATGCAAACAACTCGACAGAGCAGGTTGACACAATAATGGAAAAGAAC
GTTACTGTTACACATGCCCAAGACATACTGGAAAAGACACACAACGGGA
AGCTCTGCGATCTAGATGGAGTGAAGCCTCTGATTTTAAGAGATTIGTAGT
GTAGCTGGATGGCTCCTCGGAAACCCAATGTGTGACGAGTTCATCAATG
TGCCGGAATGGTCTTACATAGTGGAGAAGGCCAACCCAGCCAATGACCT
CTGTTACCCAGGGAATTTCAACGACTATGAAGAACTGAAACACCTATTGA
GCAGAATAAACCATTTTGAGAAAATTCAGATCATCCCCAAAAGTTCTTGG
TCCGATCATGAAGCCTCATCAGGGGTCAGCTCAGCATGTCCATACCAGG
GAACGCCCTCCTTTTTCAGAAATGTGGTATGGCTTATCAAAAAGAACAAT
ACATACCCAACAATAAAGAGAAGCTACAATAATACCAACCAGGAAGATCT
TTTGATACTGTGGGGGATTCATCATTCTAATGATGCGGCAGAGCAGACAA
AGCTCTATCAAAACCCAACCACCTATATTTICCGTTGGGACATCAACACTA
AACCAGAGATTGGTACCAAAAATAGCTACTAGATCCAAAGTAAACGGGCA
AAGTGGAAGGATGGATTTCTTCTGGACAATT TTAAAACCGAATGATGCAA
TCAACTTCGAGAGTAATGGAAATTTCATTGCTCCAGAATATGCATACAAA
ATTGTCAAGAAAGGGGACTCAGCAATTGTTAAAAGTGAAGTGGAATATGG
TAACTGCAATACAAAGTGTCAAACTCCAATAGGGGCGATAAACTCTAGTA
TGCCATTCCACAACATACACCCTCTCACCATCGGGGAATGCCCCAAATAT
GTGAAATCAAACAAATTAGTCCTTGCGACTGGGCTCAGAAATAGTCCTCT
AAGAGAAAGAAGAAGAAAAAGAGGACTATTTGGAGCTATAGCAGGGTTT
ATAGAGGGAGGATGGCAGGGAATGGTAGATGGTTGGTATGGGTACCAC
CATAGCAATGAGCAGGGGCAGTGGGTACGCTGCAGACAAAGAATCCACTC
AAAAGGCAATAGATGGAGTCACCAATAAGGTCAACTCGATCATTGACAAA
ATGAACACTCAGTTTGAGGCCGTTGGAAGGGAATTTAATAACTTAGAAAG
GAGAATAGAGAATTTAAACAAGAAAATGGAAGACGGATTCCTAGATGTCT
GGACTTATAATGCTGAACTTCTGGTTCTCATGGAAAATGAGAGAACTCTA
GACTTCCATGATTCAAATGTCAAGAACCTTTACGACAAGGTCCGACTACA
GCTTAGGGATAATGCAAAGGAGCTGGGTAACGGTTGTTTCGAGTTCTAT
CACAAATGTGATAATGAATGTATGGAAAGTGTAAGAAACGGAACGTATGA
CTACCCGCAGTATTCAGAAGAAGCAAGATTAAAAAGAGAGGAAATAAGT
GGAGTAAAATTGGAATCAATAGGAACTTACCAAATACTGTCAATTTATTCA
ACAGTTGCGAGTTCTCTAGCACTGGCAATCATGGTGGCTGGTCTATCTTT
GTGGATGTGCTCCAATGGGTCGTTACAATGCAGAATTTGCATTTAAGAGC
TC
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Fig. 36
SEQ ID NO: 44

CACTTTGTGAGTCTACACTTTGATTCCCTTCAAACACATACAAAGAGAAGA
GACTAATTAATTAATTAATCATCTTGAGAGAAAATGGAGAAAATAGTGCTTC
TTTTTGCAATAGTCAGTCTTGTTAAAAGTGATCAGATTTGCATTGGTTACCA
TGCAAACAACTCGACAGAGCAGGTTGACACAATAATGGAAAAGAACGTTA
CTGTTACACATGCCCAAGACATACTGGAAAAGACACACAATGGGAAGCTC
TGCGATCTAGATGGAGTGAAGCCTCTAATTTTGAGAGATTGTAGTGTAGCT
GGATGGCTCCTCGGAAACCCAATGTGTGACGAGTTCATCAATGTGCCGGA
ATGGTCTTACATAGTGGAGAAGGCCAATCCAGTCAATGACCTCTGTTACC
CAGGGGATTTCAATGACTATGAAGAATTGAAACACCTATTGAGCAGAATAA
ACCATTTTGAGAAAATTCAGATCATCCCCAAAAGTTCTTGGTCCAGTCATG
AAGCCTCATTGGGGGTCAGCTCAGCATGTCCATACCAGGGAAAGTCCTCC
TTTTTCAGAAATGTGGTATGGCTTATCAAAAAGAACAGTACATACCCAACA
ATAAAGAGGAGCTACAATAATACCAACCAAGAAGATCTTTTGGTACTGTGG
GGGATTCACCATCCTAATGATGCGGCAGAGCAGACAAAGCTCTATCAAAA
CCCAACCACCTATATTTCCGTTGGGACATCTACACTAAACCAGAGATTGGT
ACCAAGAATAGCTACTAGATCCAAAGTAAACGGGCAAAGTGGAAGGATGG
AGTTCTTCTGGACAATTTTAAAACCGAATGATGCAATCAACTTCGAGAGTA
ATGGAAATTTCATTGCTCCAGAATATGCATACAAAATTGTCAAGAAAGGGG
ACTCAACAATTATGAAAAGTGAATTGGAATATGGTAACTGCAATACCAAGT
GTCAAACTCCAATGGGGGCGATAAACTCTAGCATGCCATTCCACAATATAC
ACCCTCTCACCATCGGGGAATGCCCCAAATATGTGAAATCAAACAGATTA
GTCCTTGCGACTGGGCTCAGAAATAGCCCTCAAAGAGAGAGAAGAAGAAA
AAAGAGAGGATTATTTGGAGCTATAGCAGGTTTTATAGAGGGAGGATGGC
AGGGAATGGTAGATGGTTGGTATGGGTACCACCATAGCAACGAGCAGGG
GAGTGGGTACGCTGCAGACAAAGAATCCACTCAAAAGGCAATAGATGGAG
TCACCAATAAGGTCAACTCGATTATTGACAAAATGAACACTCAGTTTGAGG
CCGTTGGAAGGGAATTTAACAACTTAGAAAGGAGAATAGAGAATTTAAACA
AGAAGATGGAAGACGGGTTCCTAGATGTCTGGACTTATAATGCTGAACTT
CTAGTTCTCATGGAAAACGAGAGAACTCTAGACTTTCATGACTCAAATGTC
AAGAACCTTTACGACAAGGTCCGACTACAGCTTAGGGATAATGCAAAGGA
GCTGGGTAACGGTTGTTTCGAGTTCTATCATAAATGTGATAATGAATGTAT
GGAAAGTGTAAGAAACGGAACGTATGACTACCCGCAGTATTCAGAAGAAG
CAAGACTAAAAAGAGAGGAAATAAGTGGAGTAAAATTGGAATCAATAGGA
ATTTACCAAATATTGTCAATTTATTCTACAGTGGCCAGCTCCCTAGCACTG
GCAATCATGGTAGCTGGTCTATCCTTATGGATGTGCTCCAATGGGTCGTT
ACAATGCAGAATTTGCATTTAAGAGCTC
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Fig. 37
SEQ ID NO: 45

CACTTTGTGAGTCTACACTTTGATTCCCTTCAAACACATACAAAGAGAAGA
GACTAATTAATTAATTAATCATCTTGAGAGAAAATGATTGCAATCATTGTAA
TAGCAATACTGGCAGCAGCCGGAAAGTCAGACAAGATCTGCATTGGGTAT
CATGCCAACAATTCAACAACACAGGTAGATACGATACTTGAGAAGAATGT
GACTGTCACACACTCAATTGAATTGCTGGAAAATCAGAAGGAAGAAAGAT
TCTGCAAGATATTGAACAAGGCCCCTCTCGACTTAAGGGAATGTACCATA
GAGGGTTGGATCTTGGGGAATCCCCAATGCGACCTATTGCTTGGTGATCA
AAGCTGGTCATACATTGTGGAAAGACCTACTGCTCAAAACGGGATCTGCT
ACCCAGGAACCTTAAATGAGGTAGAAGAACTGAGGGCACTTATTGGATCA
GGAGAAAGGGTAGAGAGATTTGAGATGTTTCCCCAAAGCACCTGGCAAG
GAGTTGACACCAACAGTGGAACAACAAGATCCTGCCCTTATTCTACTGGT
GCGTCTTTCTACAGAAACCTCCTATGGATAATAAAAACCAAGACAGCAGA
ATATCCAGTAATTAAGGGAATTTACAACAACACTGGAACCCAGCCAATCCT
CTATTTCTGGGGTGTGCATCATCCTCCTAACACCGACGAGCAAGATACTC
TGTATGGCTCTGGTGATCGATACGTTAGAATGGGAACTGAAAGCATGAAT
TTTGCCAAGAGTCCGGAAATTGCGGCAAGGCCTGCTGTGAATGGACAAA
GAGGCAGAATTGATTATTATTIGGTCGGTTTTAAAACCAGGGGAAACCTTG
AATGTGGAATCTAATGGAAATCTAATCGCCCCTTGGTATGCATACAAATTT
GTCAACACAAATAGTAAAGGAGCCGTCTTCAGGTCAGATTTACCAATCGA
GAACTGCGATGCCACATGCCAGACTATTGCAGGGGTTCTAAGGACCAATA
AAACATTTCAGAATGTGAGTCCCCTGTGGATAGGAGAATGTCCCAAATAC
GTGAAAAGTGAAAGTCTGAGGCTTGCAACTGGACTAAGAAATGTTCCACA
GATTGAAACTAGAGGACTCTTCGGAGCTATTGCAGGGTTTATTGAAGGAG
GATGGACTGGGATGATAGATGGGTGGTATGGCTATCACCATGAAAATTCT
CAAGGGTCAGGATATGCAGCAGACAGAGAAAGCACTCAAAAGGCTGTAA
ACAGAATTACAAATAAGGTCAATTCCATCATCAACAAAATGAACACACAAT
TTGAAGCTGTCGATCACGAATTTTCAAATCTGGAGAGGAGAATTGACAAT
CTGAACAAAAGAATGCAAGATGGATTTCTGGATGTTTGGACATACAATGC
TGAACTGTTGGTTCTTCTTGAAAACGAAAGAACACTAGACATGCATGACG
CAAATGTGAAGAACCTACATGAAAAGGTCAAATCACAACTAAGGGACAAT
GCTACGATCTTAGGGAATGGTTGCTTTGAATTTTGGCATAAGTGTGACAAT
GAATGCATAGAGTCTGTCAAAAATGGTACATATGACTATCCCAAATACCAG
ACTGAAAGCAAATTAAACAGGCTAAAAATAGAATCAGTAAAGCTAGAGAAC
CTTGGTGTGTATCAAATTCTTGCCATTTATAGTACGGTATCGAGCAGCCTA
GTGTTGGTAGGGCTGATCATGGCAATGGGTCTTTGGATGTGTTCAAATGG
TTCAATGCAGTGCAGGATATGTATATAAGAGCTC
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Fig. 38
SEQ ID NO: 46

CACTTTGTGAGTCTACACTTTGATTCCCTTCAAACACATACAAAGAGAAGA
GACTAATTAATTAATTAATCATCTTGAGAGAAAATGAACACTCAAATTCTAA
TATTAGCCACTTCGGCATTCTTCTATGTACGTGCAGATAAAATCTGCCTAG
GACATCATGCTGTGTCTAATGGAACCAAAGTAGACACCCTTACTGAAAAA
GGAATAGAAGTTGTCAATGCAACAGAAACAGTTGAACAAACAAACATCCC
TAAGATCTGCTCAAAAGGAAAACAGACTGTTGACCTTGGTCAATGTGGAT
TACTAGGGACCGTTATTGGTCCTCCCCAATGTGACCAATTTCTTGAGTTCT
CTGCTAATTTAATAGTTGAAAGAAGGGAAGGTAATGACATTTGTTATCCAG
GCAAATTTGACAATGAAGAAACATTGAGAAAAATACTCAGAAAATCCGGA
GGAATTAAAAAGGAGAATATGGGATTCACATATACCGGAGTGAGAACCAA
TGGAGAGACTAGCGCATGTAGAAGGTCAAGATCTTCCTTTTATGCAGAGA
TGAAATGGCTTCTATCCAGCACAGACAATGGGACATTTCCACAAATGACA
AAGTCCTACAAGAACACTAAGAAGGTACCAGCTCTGATAATCTGGGGAAT
CCACCACTCAGGATCAACTACTGAACAGACTAGATTATATGGAAGTGGGA
ATAAATTGATAACAGTTTGGAGTTCCAAATACCAACAATCTTTTGTCCCAA
ATCCTGGACCAAGACCGCAAATGAATGGTCAATCAGGAAGAATTGACTTT
CACTGGCTGATGCTAGATCCCAATGATACTGTCACTTTCAGTTTTAATGGG
GCCTTTATAGCACCTGACCGCGCCAGTTTTCTAAGAGGTAAATCTCTAGG
AATCCAAAGTGATGCACAACTTGACAATAATTGTGAAGGTGAATGCTATCA
TATTGGAGGTACTATAATTAGCAACTTGCCCTTTCAAAACATTAATAGTAG
GGCAATCGGAAAATGCCCCAGATACGTGAAGCAGAAGAGCTTAATGCTA
GCAACAGGAATGAAAAATGTTCCTGAAGCTCCTGCACATAAACAACTAAC
TCATCACATGCGCAAAAAAAGAGGTTTATTTGGTGCAATAGCAGGATTCAT
TGAAAATGGGTGGGAAGGATTAATAGACGGATGGTATGGATATAAGCATC
AGAATGCACAAGGAGAAGGGACTGCTGCAGACTACAAAAGTACACAATCT
GCTATCAACCAAATAACCGGAAAATTGAACAGACTAATAGAAAAAACCAAC
CAGCAATTCGAACTAATAGATAATGAGTTCAATGAAATAGAAAAACAAATT
GGCAATGTTATTAACTGGACTAGAGATTCTATCATCGAAGTATGGTCATAT
AATGCAGAGTTCCTCGTAGCAGTGGAGAATCAACACACTATTGATTTAACT
GACTCAGAAATGAACAAACTATATGAAAAGGTAAGAAGACAACTGAGAGA
AAATGCTGAGGAAGATGGTAATGGCTGTTTTGAAATATTCCACCAATGTG
ACAATGATTGCATGGCCAGCATTAGAAACAACACATATGACCATAAAAAAT
ACAGAAAAGAGGCAATACAAAACAGAATCCAGATTGACGCAGTAAAGTTG
AGCAGTGGTTACAAAGATATAATACTTTGGTTTAGCTTCGGGGCATCATG
TTTCTTATTTCTTGCCATTGCAATGGGTCTTGTTTTCATATGTATAAAAAAT
GGAAACATGCGGTGCACTATTTGTATATAAGAGCTC
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Fig. 39
SEQ ID NO: 47

CACTTTGTGAGTCTACACTTTGATTCCCTTCAAACACATACAAAGAGAAGA
GACTAATTAATTAATTAATCATCTTGAGAGAAAATGGAAACAATATCACTAA
TAACTATACTACTAGTAGTAACAGCAAGCAATGCAGATAAAATCTGCATCG
GCCACCAGTCAACAAACTCCACAGAAACTGTGGACACGCTAACAGAAACC
AATGTTCCTGTGACACATGCCAAAGAATTGCTCCACACAGAGCATAATGGA
ATGCTGTGTGCAACAAGCCTGGGACATCCCCTCATTCTAGACACATGCAC
TATTGAAGGACTAGTCTATGGCAACCCTTCTTGTGACCTGCTGTTGGGAG
GAAGAGAATGGTCCTACATCGTCGAAAGATCATCAGCTGTAAATGGAACG
TGTTACCCTGGGAATGTAGAAAACCTAGAGGAACTCAGGACACTTTTTAGT
TCCGCTAGTTCCTACCAAAGAATCCAAATCTTCCCAGACACAACCTGGAAT
GTGACTTACACTGGAACAAGCAGAGCATGTTCAGGTTCATTCTACAGGAG
TATGAGATGGCTGACTCAAAAGAGCGGTTTTTACCCTGTTCAAGACGCCC
AATACACAAATAACAGGGGAAAGAGCATTCTTTTCGTGTGGGGCATACAT
CACCCACCCACCTATACCGAGCAAACAAATTTGTACATAAGAAACGACACA
ACAACAAGCGTGACAACAGAAGATTTGAATAGGACCTTCAAACCAGTGATA
GGGCCAAGGCCCCTTGTCAATGGTCTGCAGGGAAGAATTGATTATTATIG
GTCGGTACTAAAACCAGGCCAAACATTGCGAGTACGATCCAATGGGAATC
TAATTGCTCCATGGTATGGACACGTTCTTTCAGGAGGGAGCCATGGAAGA
ATCCTGAAGACTGATTTAAAAGGTGGTAATTGTGTAGTGCAATGTCAGACT
GAAAAAGGTGGCTTAAACAGTACATTGCCATTCCACAATATCAGTAAATAT
GCATTTGGAACCTGCCCCAAATATGTAAGAGTTAATAGTCTCAAACTGGCA
GTCGGTCTCGAGGAACGTGCCTGCTAGATCAAGTAGAGGACTATTTGGAGC
CATAGCTGGATTCATAGAAGGAGGTTGGCCAGGACTAGTCGCTGGCTGG
TATGGTTTCCAGCATTCAAATGATCAAGGGGTTGGTATGGCTGCAGATAG
GGATTCAACTCAAAAGGCAATTGATAAAATAACATCCAAGGTGAATAATAT
AGTCGACAAGATGAACAAGCAATATGAAATAATTGATCATGAATTTAGTGA
GGTTGAAACTAGACTCAATATGATCAATAATAAGATTGATGACCAAATACA
AGACGTATGGGCATATAATGCAGAATTGCTAGTACTACTTGAAAATCAAAA
AACACTCGATGAGCATGATGCGAACGTGAACAATCTATATAACAAGGTGA
AGAGGGCACTGGGCTCCAATGLCTATGGAAGATGGGAAAGGCTGTTTCGA
GCTATACCATAAATGTGATGATCAGTGCATGGAAACAATTCGGAACGGGA
CCTATAATAGGAGAAAGTATAGAGAGGAATCAAGACTAGAAAGGCAGAAA
ATAGAGGGGGTTAAGCTGGAATCTGAGGGAACTTACAAAATCCTCACCAT
TTATTCGACTGTCGCCTCATCTCTTGTGCTTGCAATGGGGTTTGCTGCCTT
CCTGTTCTGGGCCATGTCCAATGGATCTTGCAGATGCAACATTTGTATATA

AGAGCTC

275



ES 2428 384 T3

Fig. 40A
SEQ ID NO: 48

MKVKLLVLLCTFTATYADTICIGYHANNSTDTVDTVLEKNVTVTHSWYNLLENSH
NGKLCLLKGIAPLQLGNCSVAGWILGNPECELLISKESWSYIVEKPNPENGTCY
PGHFADYEELREQLSSVSSFERFEIFPKESSWPNHTVTGVSASCSHNGESSF
YRNLLWLTGKNGLYPNLSKSYANNKEKEVLVLWGVHHPPNIGDQKALYHTEN
AYVSVWSSHYSRKFTPEIAKRPKVRDQEGRINYYWTLLEPGDTIFEANGNLIAP
RYAFALSRGFGSGIINSNAPMDKCDAKCQTPQGAINSSLPFQNVHPVTIGECP
KYVRSAKLRMVTGLRNIPSIQSRGLFGAIAGFIEGGWTGMVDGWYGYHHQNE
QGSGYAADQKSTQNAINGITNKVNSVIEKMNTQFTAVGKEFNKLERRMENLNK
KVDDGFIDIWTYNAELLVLLENERTLDFHDSNVKNLYEKVKSQLKNMNAKEIGNG
CFEFYHKCNDECMESVKNGTYDYPKYSEESKLNREKIDGVKLESMGVYQILAI
YSTVASSLVLLVSLGAISFWMCSNGSLQCRICI

Fig. 40B
SEQ ID NO: 49

MKVKLLVLLCTFTATYADTICIGYHANNSTDTVDTVLEKNVTVTHSVNLLEDSH
NGKLCLLKGIAPLQLGNCSVAGWILGNPECELLISRESWSYIVEKPNPENGTCY
PGHFADYEELREQLSSVSSFERFEIFPKESSWPNHTTTGVSASCSHNGESSFY
KNLLWLTGKNGLYPNLSKSYANNKEKEVLVLWGVHHPPNIGDQRALYHKENA,
YVSVVSSHYSRKFTPEIAKRPKVRDQEGRINYYWTLLEPGDTIIFEANGNLIAPR
YAFALSRGFGSGIINSNAPMDECDAKCQTPQGAINSSLPFQNVHPVTIGECPK
YVRSAKLRMVTGLRNIPSIQSRGLFGAIAGFIEGGWTGMVDGWYGYHHQNEQ
GSGYAADQKSTQNAINGITNKVNSVIEKMNTQFTAVGKEFNKLERRMENLNKK
VDDGFIDIWTYNAELLVLLENERTLDFHDSNVKNLYEKVKSQLKNNAKEIGNGC
FEFYHKCNDECMESVKNGTYDYPKYSEESKLNREKIDGVKLESMGVYQILAIY
STVASSLVLLVSLGAISFWMCSNGSLQCRICI
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Fig. 41A
SEQ ID NO: 50

MKTIALSYILCLVFTQKLPGNDNSTATLCLGHHAVPNGTIVKTITNDQIEVTN
ATELVQSSSTGEICDSPHQILDGENCTLIDALLGDPQCDGFQNKKWDLFVE
RSKAYSNCYPYDVPDYASLRSLVASSGTLEFNNESFNWTGVTQNGTSSA
CIRRSNNSFFSRLNWLTHLKFKYPALNVTMPNNEKFDKLYIWGVHHPGTD
NDQIFLYAQASGRITVSTKRSQQTVIPNIGSRPRVRNIPSRISIYWTIVKPGDI
LLINSTGNLIAPRGYFKIRSGKSSIMRSDAPIGKCNSECITPNGSIPNDKPFQ
NVNRITYGACPRYVKQNTLKLATGMRNVPEKQTRGIFGAIAGFIENGWEG
MVDGWYGFRHQNSEGIGQAADLKSTQAAIDQINGKLNRLIGKTNEKFHQIE
KEFSEVEGRIQDLEKYVEDTKIDLWSYNAELLVALENQHTIDLTDSEMNKLF
EKTKKQLRENAEDMGNGCFKIYHKCDNACIGSIRNGTYDHDVYRDEALNN
RFQIKGVELKSGYKDWILWISFAISCFLLCVALLGFIMWACQKGNIRCNICI

Fig. 41B
SEQ ID NO: 51

MKTIALSYILCLVFTQKLPGNDNSTATLCLGHHAVPNGTIVKTITNDQIEVTN
ATELVQSSSTGGICDSPHQILDGENCTLIDALLGDPQCDGFQNKKWDLFVE
RSKAYSNCYPYDVPDYASLRSLVASSGTLEFNDESFNWTGVTQNGTSSA
CKRRSNNSFFSRLNWLTHLKFKYPALNVTMPNNEKFDKLYIWGVHHPGTD
NDQIFLHAQASGRITVSTKRSQQTVIPNIGSRPRIRNIPSRISIYWTIVKPGDI
LLINSTGNLIAPRGYFKIRSGKSSIMRSDAPIGKCNSECITPNGSIPNDKPFQ
NVNRITYGACPRYVKQNTLKLATGMRNVPEKQTRGIFGAIAGFIENGWEG
MVDGWYGFRHQNSEGIGQAADLKSTQAAINQINGKLNRLIGKTNEKFHQIE
KEFSEVEGRIQDLEKYVEDTKIDLWSYNAELLVALENQHTIDLTDSEMNKLF
ERTKKQLRENAEDMCGNGCFKIYHKCDNACIGSIRNGTYDHDVYRDEALNN
RFQIKGVELKSGYKDWILWISFAISCFLLCVALLGFIMWACQKGNIRCNICI
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Fig. 42A
SEQ ID NO: 52

MKAIIVLLMVWWTSNADRICTGITSSNSPHVVKTATQGEVNVTGVIPLTTTPTKS
HFANLKGTETRGKLCPKCLNCTDLDVALGRPKCTGNIPSARVSILHEVRPVT
SGCFPIMHDRTKIRQLPKLLRGYEHIRLSTHNVINAENAPGGPYKIGTSGSCP
NVTNGNGFFATMAWAVPKNDNNKTATNSLTIEVPYICTEGEDQITVWGFHS
DNETOMAKLYGDSKPQKFTSSANGVTTHYVSQIGGFPNQTEDGGLPQSGRI
WDYMVQKSGKTGTITYQRGILLPQKVWCASGRSKVIKGSLPLIGEADCLHE
KYGGLNKSKPYYTGEHAKAIGNCPIWVKTPLKLANGTKYRPPAKLLKERGFF
GAIAGFLEGGWEGMIAGWHGYTSHGAHGVAVAADLKSTQEAINKITKNLNS
LSELEVKNLQRLSGAMDELHNEILELDEKVDDLRADTISSQIELAVLLSNEGIIN
SEDEHLLALERKLKKMLGPSAVEIGNGCFETKHKCNQTCLDRIAAGTFDAGE
FSLPTFDSLNITAASLNDDGLDNHTILLYYSTAASSLAVTLMIAIFVVYMVSRD
NVSCSICL

Fig. 42B
SEQ ID NO: 53

MKAIIVLLMVVTSNADRICTGITSSNSPHVVKTATQGEVNVTGVIPLTTTPTKS
YFANLKGTRTRGKLCPDCLNCTDLDVALGRPMCVGTTPSAKASILHEVKPVT
SGCFPIMHDRTKIRQLPNLLRGYENIRLSTQNVIDAEKAPGGPYRLGTSGSC -
PNATSKSGFFATMAWAVPKDNNKNATNPLTVEVPYICTEGEDQITVWGFHS
DNKTOMKNLYGDSNPQKFTSSANGVTTHYVSQIGSFPDQTEDGGLPQSGRI
WDYMMQKPGKTGTIVYQRGVLLPQKVWCASGRSKVIKGSLPLIGEADCLH
EKYGGLNKSKPYYTGEHAKAIGNCPIWVKTPLKLANGTKYRPPAKLLKERGF
FGAIAGFLEGGWEGMIAGWHGYTSHGAHGVAVAADLKSTQEAINKITKNLN
SLSELEVKNLQRLSGAMDELHNEILELDEKVDDLRADTISSQIELAVLLSNEGII
NSEDEHLLALERKLKKMLGPSAVEIGNGCFETKHKCNQTCLDRIAAGTFNAG
EFSLPTFDSLNITAASLNDDGLDNHTILLYYSTAASSLAVTLMLAIFIVYMVSRD
NVSCSICL
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Fig. 43A
SEQ ID NO: 54

MAIIYLILLFTAVRGDQICIGYHANNSTEKVDTILERNVTVTHAKDILEKTHNGKLC
KLNGIPPLELGDCSIAGWLLGNPECDRLLSVPEWSYIMEKENPRDGLCYPGSF
NDYEELKHLLSSVKHFEKVKILPKDRWTQHTTTGGSRACAVSGNPSFFRNMV
WLTKKESNYPVAKGSYNNTSGEQMLIWGVHHPNDETEQRTLYQNVGTYVSY
GTSTLNKRSTPDIATRPKVNGLGSRMEFSWTLLDMWDTINFESTGNLIAPEYGF
KISKRGSSGIMKTEGTLENCETKCQTPLGAINTTLPFHNVHPLTIGECPKYVKSE
KLVLATGLRNVPQIESRGLFGAIAGFIEGGWQGMVDGWYGYHHSNDQGSGYA
ADKESTQKAFDGITNKVNSVIEKMNTQFEAVGKEFSNLERRLENLNKKMEDGFL
DVWTYNAELLVLMENERTLDFHDSNVKNLYDKVRMQLRDNVKELGNGCFEFY
HKCDDECMNSVKNGTYDYPKYEEESKLNRNEIKGVKLSSMGVYQILAIYATVAG
SLSLAIMMAGISFWMCSNGSLQCRICI

Fig. 43B
SEQ ID NO: 55

MEKIVLLLAIVSLVKSDQICIGYHANNSTEQVDTIMEKNVTVTHAQDILEKTHNGK
LCDLDGVKPLILRDCSVAGWLLGNPMCDEFINVPEWSYIVEKANPANDLCYPG
NFNDYEELKHLLSRINHFEKIQIIPKSSWSDHEASSGVSSACPYQGTPSFFRNVV
WLIKKNNTYPTIKRSYNNTNQEDLLILWGIHHSNDAAEQTKLYQNPTTYISVGTS
TLNQRLVPKIATRSKVNGQSGRMDFFWTILKPNDAINFESNGNFIAPEYAYKIVK
KGDSAIVKSEVEYGNCNTKCQTPIGAINSSMPFHNIHPLTIGECPKYVKSNKLVL
ATGLRNSPLRERRRKRGLFGAIAGFIEGGWQGMVDGWYGYHHSNEQGSGYA
ADKESTQKAIDGVTNKVNSIIDKMNTQFEAVGREFNNLERRIENLNKKMEDGFL
DVWTYNAELLVLMENERTLDFHDSNVKNLYDKVRLQLRDNAKELGNGCFEFYH
KCDNECMESVRNGTYDYPQYSEEARLKREEISGVKLESIGTYQILSIYSTVASSL
ALAIMVAGLSLWMCSNGSLQCRICI

279



ES 2428 384 T3

Fig. 44a
SEQ ID NO: 56

MEKIVLLFAIVSLVKSDQICIGYHANNSTEQVDTIMEKNVTVTHAQDILEKTHNGKL
CDLDGVKPLILRDCSVAGWLLGNPMCDEFINVPEWSYIVEKANPYNDLCYPGDF
NDYEELKHLLSRINHFEKIQIIPKSSWSSHEASLGVSSACPYQGKSSFFRNVVWLI
KKNSTYPTIKRSYNNTNQEDLLVLWGIHHPNDAAEQTKLYQNPTTYISVGTSTLN
QRLVPRIATRSKVNGQSGRMEFFWTILKPNDAINFESNGNFIAPEYAYKIVKKGD
STIMKSELEYGNCNTKCQTPMGAINSSMPFHNIHPLTIGECPKYVKSNRLVLATG
LRNSPQRERRRKKRGLFGAIAGFIEGGWQGMVDGWYGYHHSNEQGSGYAAD
KESTQKAIDGVTNKVNSIIDKMNTQFEAVGREFNNLERRIENLNKKMEDGFLDV
WTYNAELLVLMENERTLDFHDSNVKNLYDKVRLOLRDNAKELGNGCFEFYHKC
DNECMESVRNGTYDYPQYSEEARLKREEISGVKLESIGIYQILSIYSTVASSLALAI
MVAGLSLWMCSNGSLQCRICI

Fig. 44B
SEQ ID NO: 57

MIAIIVIAILAAAGKSDKICIGYHANNSTTQVDTILEKNVTVTHSIELLENQKEERFCK
ILNKAPLDLRECTIEGWILGNPQCDLLLGDQSWSYIVERPTAQNGICYPGTLNEV
EELRALIGSGERVERFEMFPQSTWQGVDTNSGTTRSCPYSTGASFYRNLLWIIK
TKTAEYPVIKGIYNNTGTQPILYFWGVHHPPNTDEQDTLYGSGDRYVRMGTESM
NFAKSPEIAARPAVNGQORGRIDYYWSVLKPGETLNVESNGNLIAPWYAYKFVNT
NSKGAVFRSDLPIENCDATCQTIAGVLRTNKTFQNVSPLWIGECPKYVKSESLRL
ATGLRNVPQIETRGLFGAIAGFIEGGWTGMIDGWYGYHHENSQGSGYAADRES
TQKAVNRITNKVNSIINKMNTQFEAVDHEFSNLERRIDNLNKRMQDGFLDVWTY
NAELLVLLENERTLDMHDANVKNLHEKVKSQLRDNATILGNGCFEFWHKCDNEC
IESVEKNGTYDYPKYQTESKLNRLKIESVKLENLGVYQILAIYSTVSSSLVLVGLIMA
MGLWMCSNGSMQCRICI
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Fig. 45A
SEQ ID NO: 58

MNTQILILATSAFFYVRADKICLGHHAVSNGTKVDTLTEKGIEVVNATETVEQT
NIPKICSKGKQTVDLGQCGLLGTVIGPPQCDQFLEFSANLIVERREGNDICYPG
KFDNEETLRKILRKSGGIKKENMGFTYTGVRTNGETSACRRSRSSFYAEMKW
LLSSTONGTFPOMTKSYKNTKKVPALIIWGIHHSGSTTEQTRLYGSGNKLITV
WSSKYQQSFVPNPGPRPOMNGQSGRIDFHWLMLDPNDTVTFSFNGAFIAPD
RASFLRGKSLGIQSDAQLDNNCEGECYHIGGTIISNLPFQNINSRAIGKCPRYV
KQKSLMLATGMKNVPEAPAHKQLTHHMRKKRGLFGAIAGFIENGWEGLIDG
WYGYKHQNAQGEGTAADYKSTQSAINQITGKLNRLIEKTNQQFELIDNEFNEI
EKQIGNVINWTRDSIIEVWSYNAEFLVAVENQHTIDLTDSEMNKLYEKVRRQL
RENAEEDGNGCFEIFHQCDNDCMASIRNNTYDHKKYRKEAIQNRIQIDAVKLS
SGYKDIILWFSFGASCFLFLAIAMGLVFICIKNGNMRCTICI

Fig. 45B

SEQ ID NO: 59

METISLITILLVVTASNADKICIGHQSTNSTETVDTLTETNVPVTHAKELLHTEHN
GMLCATSLGHPLILDTCTIEGLVYGNPSCDLLLGGREWSYIVERSSAVNGTCY
PGNVENLEELRTLFSSASSYQRIQIFPDTTWNVTYTGTSRACSGSFYRSMRW
LTQKSGFYPVQDAQYTNNRGKSILFVWGIHHPPTYTEQTNLYIRNDTTTSVTT
EDLNRTFKPVIGPRPLVNGLQGRIDYYWSVLKPGQTLRVRSNGNLIAPWYGH
VLSGGSHGRILKTDLKGGNCVWQCATEKGGLNSTLPFHNISKYAFGTCPKYV
RVNSLKLAVGLRNVPARSSRGLFGAIAGFIEGGWPGLVAGWYGFQHSNDQG
VGMAADRDSTQKAIDKITSKVNNIVDKMNKQYEIIDHEFSEVETRLNMINNKID
DQIQDVWAYNAELLVLLENQKTLDEHDANVNNLYNKVKRALGSNAMEDGKG
CFELYHKCDDQCMETIRNGTYNRRKYREESRLERQKIEGVKLESEGTYKILTI
YSTVASSLVLAMGFAAFLFWAMSNGSCRCNICI
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Fig. 46
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Fig. 51
SEQ ID NO: 60
H5 de Al/indonesia/5/2005 (Construccion # 660)

AGAGGTACCCCGGGCTGGTATATTTATATGTTIGTCAAATAACTCAAAAACCATAAAAGTTTAAGTT
AGCAAGTGTGTACATTTT TACTTGAACAAAAATATTCACCTACTACTGTTATAAATCATTATTAAAC
ATTAGAGTAAAGAAATATGGATGATAAGAACAAGAGTAGTGATATTTTGACAACAATTTTGTTGCA
ACATTTGAGAAAATTTTGTTGTTCTCTCTTTTCATTIGGTCAAAAACAATAGAGAGAGAAAAAGGAA
GAGGGAGAATAAAAACATAATGTGAGTATGAGAGAGAAAGTTGTACAAAAGTTGTACCAAAATAG
TTGTACAAATATCATTGAGGAATTTGACAAAAGCTACACAAATAAGGGTTAATTGCTGTAAATAAA
TAAGGATGACGCATTAGAGAGATGTACCATTAGAGAATTTTTGGCAAGTCATTAAAAAGAAAGAAT
AAATTATTTTTAAAATTAAAAGTTGAGTCATTTGATTAAACATGTGATTATTTAATGAATTGATGAAA
CAGTTGGATTAAAGTTGTATTAGTAATTAGAATTTGGTGTCARAATTTAATTTGACATTTGATCTTTT
CCTATATATTGCCCCATAGAGTCAGTTAACTCATTTTITATATTTCATAGATCAAATAAGAGAAATAA
CGGTATATTAATCCCTCCAAAAAAAAAAAACGGTATATT TACTAAAAAATCTAAGCCACGTAGGAG
GATAACAGGATCCCOGTAGGAGGATAACATCCAATCCAACCAATCACAACAATCCTGATGAGATA
ACCCACTTTAAGCCCACGCATCTGTGGCACATCTACATTATCTAAATCACACATTCTTCCACACAT
CTGAGCCACACAAAAACCAATCCACATCTTTATCACCCATTCTATAAARAAATCACACTTTGTGAGT
CTACACTTTGATTCCCTTCAAACACATACAAAGAGAAGAGACTAATTAATTAATTAATCATCTTGA
CGAGAAAATGGAGAAAATAGTGCTTCTTCTTGCAATAGTCAGTCTTGTTAAAAGTGATCAGATTTGC
ATTGGTTACCATGCAAACAATTCAACAGAGCAGGTTGACACAATCATGGAAAAGAACGTTACTGT
TACACATGCCCAAGACATACTGGAAAAGACACACAACGGGAAGCTCTGCGATCTAGATGGAGTG
AAGCCTCTAATTTTAAGAGATTGTAGTGTAGCTGGATGGCTCCTCGGGAACCCAATGTGTGACGA
ATTCATCAATGTACCGGAATGGTCTTACATAGTGGAGAAGGCCAATCCAACCAATGACCTCTGTT
ACCCAGGGAGTTTCAACGACTATGAAGAACTGAAACACCTATTGAGCAGAATAAACCATTTTGAG
AAAATTCAAATCATCCCCAAAAGTTCTTGGTCCGATCATGAAGCCTCATCAGGAGTTAGCTCAGC
ATGTCCATACCTGGGAAGTCCCTCCTTITITTAGAAATGTGGTATGGCTTATCAAAAAGAACAGTA
CATACCCAACAATAAAGAAAAGCTACAATAATACCAACCAAGAGGATCTTTTGGTACTGTGGGGA
ATTCACCATCCTAATGATGCGGCAGAGCAGACAAGGCTATATCAAAACCCAACCACCTATATITC
CATTGGGACATCAACACTAAACCAGAGATTGGTACCAAAAATAGCTACTAGATCCAAAGTAAACG
GGCAAAGTGGAAGGATGGAGTTCTTCTGGACAATTTTAAAACCTAATGATGCAATCAACTTCGAG
AGTAATGGAAATTTCATTGCTCCAGAATATGCATACAAAATTGTCAAGAAAGGGGACTCAGCAATT
ATGAAAAGTGAATTGGAATATGGTAACTGCAACACCAAGTGTCAAACTCCAATGGGGGCGATAAA
CTCTAGTATGCCATTCCACAACATACACCCTCTCACCATCGGGGAATGCCCCAAATATGTGAAAT
CAAMACAGATTAGTCCTTGCAACAGGGCTCAGAAATAGCCCTCAAAGAGAGAGCAGAAGAAAAAA
GAGAGGACTATTTGGAGCTATAGCAGGTTITATAGAGGCAGGATGGCAGGGAATGGTAGATGGET
TGGTATGGGTACCACCATAGCAATGAGCAGGGGAGTGGGTACGCTGCAGACAAAGAATCCACTC
AAAAGGCAATAGATGGAGTCACCAATAAGGTCAACTCAATCATTGACAAAATGAACACTCAGTTT
GAGGCCGTTGGAAGGGAATT TAATAACTTAGAAAGGAGAATAGAGAATTTAAACAAGAAGATGGA
AGACGGGTTTCTAGATGTCTGGACTTATAATGCCGAACTTCTGGTTCTCATGGAAAATGAGAGAA
CTCTAGACTTTCATGACTCAAATGTTAAGAACCTCTACGACAAGGTCCGACTACAGCTTAGGGAT
AATGCAAAGCAGCTGGGTAACCGTTGTTTCGAGTTCTATCACAAATGTCGATAATGAATOTATGGA
AAGTATAAGAAACGGAACGTACAACTATCCGCAGTATTCAGAAGAAGCAAGAT TAAAAAGAGAGS
AAATAAGTGGGGTAAAATTGGAATCAATAGGAACTTACCAAATACTGTCAATTTATTCAACAGTGG
CGAGTTCCCTAGCACTGGCAATCATGATGGCTGGTCTATCTTTATGGATGTGCTCCAATGGATCG
TTACAATGCAGAATTTGCATTTAAGAGCTCTAAGTTAAAATGCTTCTTCGTCTCCTATTTATAATAT
GETTYGTTATTGTTAATTTTGTTCTTGTAGAAGAGCTTAATTAATCGTTGTTGTTATGAMATACTAT
TTGTATGAGATGAACTGGTGTAATGTAATTCATTTACATAAGTGGAGTCAGAATCAGAATGTTTCC
TCCATAACTAACTAGACATGAAGACCTGCCGCGTACAATTGTCTTATATTTGAACAACTAALAATTG
AACATCTTTTGCCACAACTT TATAAGTGGTTAATATAGCTCAAMATATATGGTCAAGTTCAATAGATT
AATAATGGAAATATCAGTTATCGAAATTCATTAACAATCAACTTAACGTTATTAACTACTAATTTTAT
ATCATCCCCTTTGATAAATGATAGTACA

287



ES 2428 384 T3

Fig. 52
SEQ ID NO: 61

H1 de A/Nueva Caledonia/20/1999 (Construccion # 540)

AGAGGTACCCCGGGCTGGTATATTTATATGT TGTCAAATAACTCAAAAACCATAAAAGTTTAAGTT
AGCAAGTGTGTACATTTTTACTTGAACAAAAATATTCACCTACTACTGTTATAAATCATTATTAAAC
ATTAGAGTAAAGAAATATGGATGATAAGAACAAGAGTAGTGATATTTTGACAACAATTTTGTTGCA
ACATTTGAGAAAATTTIGTTGTTCTCTCTTTICATTGGTCAAAAACAATAGAGAGAGAAAAAGGAA
GAGGGAGAATAAAAACATAATGTGAGTATGAGAGAGAAAGTTGTACAAAAGTTGTACCAAAATAG
TTGTACAAATATCATTGAGGAATTTGACAAAAGCTACACAAATAAGGGTTAATTGCTGTAAATAAA
TAAGGATGACGCATTAGAGAGATGTACCATTAGAGAATTTTTGGCAAGTCATTAAAAAGAAAGAA
TAAATTATTTT TAAAATTAAAAGTTGAGTCATTTGATTAAACATGTGATTATTTAATGAATTGATGAA
AGAGTTGGATTAAAGTTGTATTAGTAATTAGAATT TGGTGTCAAATTTAATTTGACATTTGATCTTT
TCCTATATATTGCCCCATAGAGTCAGTTAACTCATTTT TATATT TCATAGATCAAATAAGAGAAATA
ACGGTATATTAATCCCTCCAAAAAALAAAAAACGGTATATTITACTAAAAAATCTAAGCCACGTAGGA
CGATAACAGGATCCCCGTAGGAGGATAACATCCAATCCAACCAATCACAACAATCCTGATGAGA
TAACCCACTTTAAGCCCACGCATCTGTGGCACATCTACATTATCTAAATCACACATTCTTCCACAC
ATCTGAGCCACACAAAAACCAATCCACATCTTTATCACCCATTCTATAAAAAATCACACTTTGTGA
GTCTACACTTTGATTCCCTTCAAACACATACAAAGAGAAGAGACTAATTAATTAATTAATCATCTT
GAGAGAAAATGGCGAAAAACGTTGCOATTTTCGGCTTATTGTTITTCTCTICTTGTGTTGGTTCCTT
CTCAGATCTTCGCTGACACAATATGTATAGGCTACCATGCCAACAACTCAACCGACACTGTTGAC
ACAGTACTTGAGAAGAATGTGACAGTGACACACTCTGTCAACCTACTTGAGGACAGTCACAATG
GAAAACTATGTCTACTAAAAGGAATAGCCCCACTACAATTGGGTAATTGCAGCGTTGCCGGATG
GATCTTAGGAAACCCAGAATGCGAATTACTGATTTCCAAGGAATCATGGTCCTACATTGTAGAAA
CACCAAATCCTGAGAATGGAACATGTTACCCAGGGTATTTCGCCGACTATGAGGAACTGAGGGA
GCAATTGAGTTCAGTATCTTCATTTGAGAGATTCGAAATATTCCCCAAAGAAAGCTCATGGCCCA
ACCACACCGTAACCGGAGTATCAGCATCATGCTCCCATAATGGGAAAAGCAGTTTTTACAGAAAT
TTGCTATGGCTGACGGGGAAGAATGGTTTGTACCCAAACCTGAGCAAGTCCTATGTAAACAACA
AAGAGAAAGAAGTCCTTGTACTATGGGGTGTTCATCACCCGCCTAACATAGGGAACCAAAGGGT
ACTCTATCATACAGAAMATGCTTATGTCTCTGTAGTGTCTTCACATTATAGCAGAAGATTCACCCC
AGAAATAGCCAAAAGACCCAAAGTAAGAGATCAGGAAGGAAGAATCAACTACTACTGGACTCTG
CTGGAACCTGGGGATACAATAATATTTGAGGCAAATGGAAATCTAATAGCGLCCATGGTATGCTTT
TGCACTGAGTAGAGGCTTTGGATCAGGAATCATCACCTCAMATGCACCAATGGATGAATGTGAT
GCGAAGTEGTCAAACACCTCAGGGAGCTATAAACAGCAGTCTTCCTTTCCAGAATGTACACCCAG
TCACAATAGGAGAGTGTCCAAAGTATGTCAGGAGTGCAAAATTAAGGATGGTTACAGGACTAAG
GAACATCCCATCCATTCAATCCAGAGGTTTIGTTTGGAGCCATTGCCGGTTTCATTGAAGGGGGG
TGGACTGGAATGGTAGATGGGTGGTATGGTTATCATCATCAGAATGAGCAAGGATCTGGCTATG
CTGCAGATCAAAAAAGTACACAAAATGCCATTAACGGGATTACAAACAAGGTCAATTCTGTAATT
GAGAAAATGAACACTCAATTCACAGCTGTGGGCAAAGAGTTCAACAAATTGGAAAGAAGGATGS
ABAACTTAAATAAAAAAGTTGATGATGGGTTTCTAGACATTIGGACATATAATGCAGAATTIGTTGG
TTCTACTGGAAAATGAAAGGACTTTGGATTTCCATGACTCCAATGTGAAGAATCTGTATGAGAAA
GTAAAAAGCCAATTAMAGAATAATGCCAAAGAAATAGGAAACGGGTGTTTTGAGTTCTATCACAA
GTGTAACAATGRAATGCATGGAGAGTGTGAAAAATGGTACCTATGACTATCCAAAATATTCCGAAG
AATCAAAGTTAAACAGGCGAGAAAATTCGATGGAGTCAAATTGGAATCAATGGCAGTATACCAGATT
CTGGCGATCTACTCAACTGTCGCCAGTTCCCTGGTTCTTTTGGTCTCCCTGGGGGCAATCAGCT
TCTGGATGTGTTICCAATGGGTCTTIGCAGTGTAGAATATGCATCTAAGAGCTCTAAGTTAAAATG
CTTCTTCGTCTCCTATT TATAATATGGTTTGTTATTGTTAATTTIGTTCTTGTAGAAGAGCTTAATT
AATCGTTGTTGTTATGAAATACTATTTGTATGAGATGAACTGGTGTAATGTAATTCATTTACATAAG
TGGAGTCAGAATCAGAATGTT TCCTCCATAACTAACTAGACATCGAAGACCTGCCGCGTACAATTG
TCTTATATTTGAACAACTAAAAT TGAACATCTTITGCCACAACTTTATAAGTGGTTAATATAGCTCA
AATATATGGTCAAGTTCAATAGATTAATAATGGAAATATCAGTTATCGAAMTTCATTAACAATCAAC
TTAACGTTATTAACTACTAATT T TATATCATCCCCTTTGATAAATGATAGTACA
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Fig. 53
SEQ ID NO: 62

H1 de A/Brisbane/59/2007 (Construccion # 774)

CTGGTATATTTATATGTTGTCAAATAAC TCAAAAACCATAAAAGTTTAAGTTAGCAAGTGTGTACAT
TTTTACTTGAACAAAAATATTCACCTACTACTGTTATAAATCATTAT TAALACATTAGAGTAAAGAAAT
ATGGATGATAAGAACAAGAGTAGTGATATTTTGACAACAATTTTGTTGCAACATTTGAGAAAATTTT
GTTGTTCTCTCTTTTCATTGGTCAAALMACAATAGAGAGAGAALAAGGAAGAGGGAGAATAAAAACA
TAATGTGAGTATGAGAGAGAAAGTTGTACAAAAGTTGTACCAAAMATAGTTGTACAAATATCATTGA
GGAATTTGACAAAAGCTACACAAATAAGGGETTAATTGCTGTAAATAAATAAGGATGACGCATTAGA
GAGATGTACCATTAGAGAATTTTTGGCAAGTCATTAAARAGAAAGAATAAATTATTTTTAAAATTAA
AAGTTGAGTCATTTGATTAAACATGTGATTATTTAATGAATTGATGAAAGAGTTGGATTAAAGTTGT
ATTAGTAATTAGAATT TGGTGTCAAATTTAATTTGACATTTGATCTTITCCTATATATTGCCCCATA
GAGTCAGTTAACTCATTTTTATATTTCATAGATCAAATAAGAGAAATAACGGTATATTAATCCCTCC
ARAAAAAAAAAACGGTATATT TACTAAAAAATCTAAGCCACGTAGGAGGATAACAGGATCCCCGTA
GGAGGATAACATCCAATCCAACCAATCACAACAATCCTGATGAGATAACCCACTTTAAGCCCACG
CATCTGTGGCACATCTACATTATCTAAATCACACATTCTTCCACACATCTGAGCCACACAAAAACT
AATCCACATCTTTATCACCCATTCTATAAAAAATCACACTTTGTGAGTCTACACTTTIGATTCCCTTC
AAACACATACAAAGAGAAGAGACTAATTAATTAATTAATCATCTTGAGAGAAAATGAAAGTAAAACT
ACTGGTCCTGTTATGCACATTTACAGCTACATATGCAGACACAATATGTATAGGCTACCATGCTAA
CAACTCGACCGACACTGTTGACACAGTACTTGAAAAGAATGTGACAGTGACACACTCTGTCAACC
TGCTTGAGAACAGTCACAATGGAAAACTATGTCTATTAAAAGGAATAGCCCCACTACAATTGGGT
AATTGCAGCGTTGCCGGGTGGATCTTAGGAAACCCAGAATGCGAATTACTGATTTCCAAGGAGTC
ATGGTCCTACATTGTAGAAAAACCAAATCCTGAGAATGGAACATGTTACCCAGGGCATTITCGCTG
ACTATGAGGAACTGAGGGAGCAATTGAGTTCAGTATCTTCATTTGAGAGGTTCGAAATATTCCCC
AAAGAAAGCTCATGGCCCAACCACACCGTAACCGGAGTGTCAGCATCATGCTCCCATAATGGGG
AAAGCAGTTTTTACAGAAATTTGCTATGGCTGACGGGGAAGAATGGTTTGTACCCAAACCTGAGC
AAGTCCTATGCAAACAACAAAGAAAAAGAAGTCCTTGTACTATGGGGTGTTICATCACCCGCCAAR
CATAGGTGACCAAAAGGCCCTCTATCATACAGAAAATGCTTATGTCTCTGTAGTGTCTTCACATTA
TAGCAGAAAATTCACCCCAGAAATAGCCAAAAGACCCAAAGTAAGAGATCAAGAAGGAAGAATCA
ATTACTACTGGACTCTGCTTGAACCCGGGGATACAATAATATTTGAGGCAAATGGAAATCTAATAG
CGCCAAGATATGCTTTCGCACTGAGTAGAGGCTTTGGATCAGGAATCATCAACTCAAATGCACCA
ATGGATAAMMTGTGATGCGAAGTGCCAMMCACCTCAGGGAGCTATAAACAGCAGTCTTCCTTTCCA
GAACGTACACCCAGTCACAATAGGAGAGTGTCCAAAGTATGTCAGGAGTGCAAAATTAAGGATG
GTTACAGGACTAAGGAACATCCCATCCATTCAATCCAGAGGTTTGTTTGGAGCCATTGCCGGTTT
CATTGAAGGCGGGGTGGACTGGAATGGTAGATGGTTGGTATGGTTATCATCATCAGAATGAGCAA,
GGATCTGGCTATGCTGCAGATCAAAAAAGCACACAAAATGCCATTAATGGGATTACAAACAAGGT
CAATTCTGTAATTGAGAAAATGAACACTCAATTCACAGCAGTGGGCAAAGAGTTCAACAAATTGG
AAAGAAGGATGGAAAACTTGAATAAAAAAGTTGATGATGGGTTTATAGACATTTGGACATATAATG
CAGAACTGTTGGTTICTACTGGAAAATGAAAGGACTTTGGATTTCCATGACTCCAATGTGAAGAAT
CTGTATGAGAAAGTAAAAAGCCAGTTAAAGAATAATGCTAAAGAAATAGGAAATGGGTGTTTTGAG
TTCTATCACAAGTGTAACGATGAATGCATGGAGAGTGTAAAGAATGGAACTTATGACTATCCAAAA
TATTCCGAAGAATCAAAGTTAAACAGGGAGAAAATTGATGGAGTGARAATTGGAATCAATGGGAGT
CTATCAGATTCTGGCGATCTACTCAACAGTCGCCAGTTCTCTGGTTCTTTIGGTCTCCCTGGGGG
CAATCAGCTTCTGGATGTGTTCCAATGGGTCTTTACAGTGTAGAATATGCATCTAAGAGCTCTAA
GTTAAAATGCTTCTTCGTCTCCTATT TATAATATGGTTTGTTATTGTTAATT I TGTTCTTGTAGAAGA
GCTTAATTAATCGTTGTTGTTATGAAATACTATTTGTATGAGATGAACTGGTGTAATGTAATTCATT
TACATAAGTGGAGTCAGAATCAGAATGTTITCCTCCATAACTAACTAGACATGAAGACCTGCCGCG
TACAATTGTCTTATATT TGAACAACTAAAATTGAACATCTTTTGCCACAACTTITATAAGTGGTTAAT
ATAGCTCAAATATATGGTCAAGTTCAATAGATTAATAATGGAAATATCAGTTATCGAAATTCATTAA
CAATCAACTTAACGTTATTAACTACTAATTTTATATCATCCCCTTTGATAAATGATAGTACA
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Fig. 54
SEQ ID NO: 63
H1 de Allslas Salomén/3/2006 (H1N1) (Construccion # 775)

AGAGGTACCCCGGGCTGGTATATTTATATGTTGTCAAATAACTCAAAAACCATAAAAGTTTA
AGTTAGCAAGTGTGTACATTTTTACTTGAACAAAAATATTCACCTACTACTGTTATAAATCAT
TATTAAACATTAGAGTAAAGAAATATGGATGATAAGAACAAGAGTAGTGATATTTTGACAAC
AATTTTGTTGCAACATTTGAGAAAATTTTIGTTGTTCTCTCTITICATTGGTCAAAAACAATAG
AGAGAGAAAAAGGAAGAGGGAGAATAAAALACATAATGTGAGTATGAGAGAGAAAGTTGTAC
AAAAGTTGTACCAAAATAGTTGTACAAATATCATTGAGGAATTTGACAAAAGCTACACAAATA
AGGGTTAATTGCTGTAAATAAATAAGGATGACGCATTAGAGAGATGTACCATTAGAGAATTT
TTGGCAAGTCATTAAAAAGAAAGAATAAATTATTTT TAAAATTAAAAGTTGAGTCATTTGATTA
AACATGTGATTATTTAATGAATTGATGAAAGAGTTGGATTAAAGTTGTATTAGTAATTAGAAT
TTGGTGTCAAATTTAATT TGACATTTGATCTTTTICCTATATATTGCCCCATAGAGTCAGTTAA
CTCATTTTTATATTTCATAGATCAAATAAGAGAAATAACGGTATATTAATCCCTCCAAAAAAL
AAAAACGGTATATTTACTAAAAAATCTAAGCCACGTAGGAGGATAACAGGATCCCCGTAGG
AGGATAACATCCAATCCAACCAATCACAACAATCCTGATGAGATAACCCACTTTAAGCCCAC
GCATCTGTGGCACATCTACATTATCTAAATCACACATTCTTCCACACATCTGAGCCACALCAA,
AAACCAATCCACATCTTITATCACCCATTCTATAAAAAATCACACTTTGTGAGTCTACACTTTG
ATTCCCTTCAAACACATACAAAGAGAAGAGACTAATTAATTAATTAATCATCTTGAGAGAAAA
TGAAAGTAAAACTACTGGTCCTGTTATGCACATTTACAGCTACATATGCAGACACAATATGT
ATAGGCTACCATGCCAACAACTCAACCGACACTGTTGACACAGTACTTGAGAAGAATGTGA
CAGTGACACACTCTGTCAACCTGUTTGAGGACAGTCACAATGCAAAATTATGTCTATTAAAA
GGAATAGCCCCACTACAATTGGGTAATTGCAGCGTTGCCGGATGGATCTTAGGAAACCCA
GAATGCGAATTACTGATTTCCAGGGAATCATGGTCCTACATTGTAGAAAAACCAAATCCTGA
GAATGGAACATGTTACCCAGGGCATTTCGCCGACTATGAGGAACTGAGGGAGCAATTGAG
TTCAGTATCTTCATT TGAGAGATTCGAAATATTCCCCAAAGAAAGCTCATGGCCCAACCACA
CCACAACCGGAGTATCAGCATCATGCTCCCATAATGGGGAAAGCAGTTTTTACAAAAATTT
GCTATGGCTGACGGGGAAGAATGGTT IGTACCCAAACCTGAGCAAGTCCTATGCAAACAA
CAAAGAGAAAGAAGTCCTTGTACTATGGGGTGTTCATCACCCGCCTAACATAGGTGACCAA
AGGGCTCTCTATCATAAAGAAAATGCTTATGTCTCTGTAGTGTCTTCACATTATAGCAGAAA
ATTCACCCCAGAAATAGCCAAAAGACCCAAAGTAAGAGATCAAGAAGGAAGAATCAACTAC
TACTGGACTCTACTTGAACCCGGGGATACAATAATATT IGAGGCAAATGGAAATCTAATAGT
GCCAAGATATGCTTICGCACTGAGTAGAGGCTTTGGATCAGGAATCATCAACTCAAATGCA
CCAATGGATGAATGTGATGCGAAGTGCCAAACACCTCAGGGAGCTATAAACAGCAGTCTTC
CTTTCCAGAATGTACACCCTGTCACAATAGGAGAGTGTCCAAAGTATGTCAGGAGTGCAAA
ATTAAGGATGGTTACAGGACTAAGGAACATCCCATCCATTCAATCCAGAGGTTTIGTTTGGA
GCCATTGCCGGTTTCATTGAAGGGGGGTGGACTGGAATGGTAGATGGTTGGTATGGTTAT
CATCATCAGAATGAGCAAGGATCTGGCTATGCTGCAGATCAAAAAAGCACACAAAATGCCA
TTAATGGGATTACAAACAAGGTCAATTCTGTAATTGAGAAAATGAACACTCAATTCACAGCT
GTGGGCAAAGAGTTCAACAAATTGGAAAGAAGGATGGAAAACTTAAATAAAAAAGTTGATG
ATGGGTTTATAGACATT TGGACATATAATGCAGAATTGTTGGTTCTACTGGAALAATGAAAGS
ACTTTGGATTTCCATGACTCCAATGTGAAGAATCTGTATGAGAAAGTAAALAGCCAATTAAA
GAATAATGCCAAAGAMMTAGGAAATGGGTGTTITIGAGTTCTATCATAAGTGTAACGATGAAT
GCATGGAGAGTGTAAAAAATGGAACTTATGACTATCCAAAATATTCCGAAGAATCAAAGTTTA
AACAGGGAGAAAATTGATGGAGTGAAATTGGAATCAATGGGAGTCTATCAGATTCTGGCGA
TCTACTCAACAGTCGCCAGTTCTCTGGTTCTTITIGGTCTCCCTGGGGGCAATCAGCTTCTG
GATGTGTTCCAATGGGTCTTTGCAGTGTAGAATATGCATCTGAGAGCTCTAAGTTAAMATGC
TTCTTCGTC T TATTTATAATATGGTTTGTTATTGTTAATTTITGTTCTTGTAGAAGAGCTTAA
TTAATCGTTGTTGTTATGAAATACTATT TG TATGAGATGAACTGGTGTAATGTAATTCATTTA
CATAAGTGGAGTCAGAATCAGAATGTTTCCTCCATAACTAACTAGACATGAAGACCTGCCG
CGTACAATTGTCTTATATTTGAACAACTAAAATTGAACATCTTTTGCCACAACTTTATAAGTG
GTTAATATAGCTCAAATATATGGTCAAGTTCAATAGATTAATAATGGAMATATCAGTTATCGA
AATTCATTAACAATCAACTTAACGTTATTAACTACTAATTT TATATCATCCCCTTTGATAAATG
ATAGTACA
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Fig. 55
SEQ ID NO: 64

H2 de A/Singapur/1/57 (H2N2) (Construccion # 780)

AGAGGTACCCCGGGCTGGTATATTTATATGTTGTCAAATAACTCAAAAACCATAAAAGTTTAA
GTTAGCAAGTGTGTACATTTTTACTTGAACAAAAATATTCACCTACTACTGTTATAAATCATTAT
TAAACATTAGAGTAAAGAAATATGGAT GATAAGAACAAGAGTAGTGATATTTTGACAACAATTT
TGTTGCAACATTTGAGAAAATTTTGTTGTTCTCTCTTITCATTGGTCAAAAACAATAGAGAGAG
ARAAAGGAAGAGGGAGAATAAAAACATAATGTGAGTATGAGAGAGAAAGTTGTACAAAAGTTG
TACCAAAATAGTTGTACAAATATCATTGAGGAATTTGACAAAAGCTACACAAATAAGGGTTAAT
TGCTGTAAAT AAATAAGGATGACGCATTAGAGAGATGTACCATTAGAGAATTTTTIGGCAAGTC
ATTAAAAAGAAAGAATAAATTATTTTTAAAATTAAAAGTTGAGTCATTTGATTAAACATGTGATT
ATTTAATGAATTGATCARAGAGTTGGATTAAAGTTGTATTAGTAATTAGAATTTGGTGTCAAAT
TTAATTTGACATTTGATCTTTTCCTATATATTGCCCCATAGAGTCAGTTAACTCATTTTTATATT
TCATAGATCAAATAAGAGAAATAACGGTATATTAATCCCTCCAAAAAAAAAAAACGGTATATTT
ACTAAAAAATCTAAGCCACGTAGGAGGATAACAGGATCCCCGTAGGAGGATAACATCCAATC
CAACCAATCACAACAATCCTGATGAGATAACCCACTTITAAGCCCACGCATCTGTGGCACATCT
ACATTATCTAAATCACACATTCTTCCACACATCTGAGCCACACAAAAACCAATCCACATCTITA
TCACCCATTCTATAAAAAATCACACTTIGTGAGTCTACACTTTGATTICCCTTCAAACACATACA
AAGAGAAGAGACTAATTAATTAATTAATCATCTTGAGAGAAAATGGCCATCATTTATCTAATTC
TCCTGTTCACAGCAGTGAGAGGGGACCAAMATATGCATTGGATACCATGCCAATAATTCCACA
GAGAAGGTCGACACAATTCTAGAGCGGAACGTCACTGTGACTCATGCCAAGGACATTCTTGA
GAAGACCCATAACGGAAAGTTATGCAAACTAAACGGAATCCCTCCACTTIGAACTAGGGGACT
GTAGCATTGCUCGGATGGCTCOCTIGGAAATCCAGAATGTGATAGGCTTCTAAGTGTGCCAGAA,
TGGTCCTATATAATGGAGAAAGAAAACCCCGAGAGACGGTTTGTGTTATCCAGGCAGCTTCAA
TGATTATGAAGAATTGAAACATCTCCTCAGCAGCGTGAAACATTTCGAGAAAGTAAAGATTCT
GCCCAAAGATAGATGGACACAGCATACAACAACTGGAGGTTCACGGGCCTGCGCGGTGTCT
GGTAATCCATCATTCTTICAGGAACATGGTCTGGCTGACAAAGAAAGAATCAAATTATCCGGTT
GLCAAAGGATCGTACAACAATACAAGCGGAGAACAAATGCTAATAATTTGGGGGGTGCACCA
TCCCAATGATGAGACAGAACAAAGAACATTGTACCAGAATGTGGGAACCTATGTTICCGTAG
GCACATCAACATTGAACAAAAGGTCAACCCCAGACATAGCAACAAGGCCTARMAGTGAATGGA
CTAGGAAGTAGAATGGAGTTCTCTTGGACCCTATTGGATATGTGGGACACCATAAATTTTGAG
AGTACTGGTAATCTAATTGCACCAGAGTATGGAT ITCAAAATATCGAAAAGAGGTAGTTCAGGG
ATCATGAAAACAGAAGGAACACTTGAGAACTGTGAGACCAAATGCCAAACTCCTTTGGGAGC
AATAAATACAACATTGCCTTTITCACAATGTCCACCCACTGACAATAGGTGAGTGCCCCAAATA
TOETAAAATCGGAGAAGTTGGTCTTAGCAACAGGACTAAGGAATGTTCCCCAGATTGAATCAA
GAGGATTGTTTGGGGCAATAGCTGGTTTTATAGAAGGAGGATGGCAAGGAATGGTTGATGGT
TGGTATGGATACCATCACAGCAATGACCAGGGATCAGGGTATGCAGCAGACAAAGAATCCAC
TCAAMAGGCATTTGATGGAATCACCAACAAGGTAAATTCTGTGATTGAAAAGATGAACACCCA
ATTTGAAGCTGTTGGGAAAGAGTTCAGTAACTTAGAGAGAAGACTGGAGAACTTGAACAAAAL
GATGGAAGACGGGTTTICTAGATGTGTGGACATACAATGCTGAGCTTCTAGTTCTGATGGAAA
ATGAGAGGACACTTGACTTITCATGATTCTAATGTCAAGAATCTGTATGATAAAGTCAGAATGC
AGCTGAGAGACAACGTCAAMAGAACTAGGAAATGGATGTTTTGAATTTTATCACAAATGTGATG
ATGAATGCATGAATAGTGTGAAAAACGECACGTATGATTATCCCAAGTATGAAGAAGAGTCTA
AACTAAATAGAAATGAAATCAAAGGGGTAARATTIGAGCAGCATGGGGGTTTATCAAATCCTTG
CCATTTATGCTACAGTAGCAGGTTCTCTGTCACTGGCAATCATGATGGCTGGGATCTCTTTICT
GGATGTGCTCCAACGGGTCTCTGCAGTGCAGGATCTGCATATGAGAGCTCTAAGTTAAAATG
CTTCTTCGTCTCCTATTTATAATATGGTTTGTTATTGTTAATTTTGTTCTTGTAGAAGAGCTTAA
TTAATCGTTGTTGT TATGAAATACTATTTGTATGAGATGAACTGGTGTAATGTAATTCATTTACA
TAAGTGGAGTCAGAATCAGAATGTTTCCTCCATAACTAACTAGACATGAAGACCTGCCGCGTA
CAATTGTCTTATATTTGAACAACTAAMATTGAACATCTTTTGCCACAACTTTATAAGTGGTTAAT
ATAGCTCAAATATATGGTCAAGTTCAATAGATTAATAATGGAAATATCAGTTATCGAAATTCAT
TAACAATCAACTTAACGTTATTAACTACTAATTTTATATCATCCCCTTTGATAAATGATAGTACA
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Fig. 56
SEQ ID NO: 65
H5 de A/Anhui/1/2005 (H5N1) (Construccion # 781)

AGAGGTACCCCGGGCTGGTATATTTATATGTTGTCAAATAACTCAAAAACCATAAAAGTTTAAG
TTAGCAAGTGTGTACATTTTTACTTGAACAAAAATATTCACCTACTACTGTTATAAATCATTATT
AAACATTAGAGTAAAGAAATATGGATGATAAGAACAAGAGTAGTGATATTTTGACAACAATTTI
GTTGCAACATTTGAGAAAATTTTGTTGTTICTCTCTT I TCATTGGTCAAAAACAATAGAGAGAGA
AAAAGGAAGAGGGAGAATAAAAACATAATGTGAGTATGAGAGAGAAAGTTGTACAAAAGTTGT
ACCAAAATAGTTGTACAAATATCATTGAGGAATTTGACAAAAGCTACACAAATAAGGGTTAATT
GCTGTAAATAAATAAGGATGACGCATTAGAGAGATGTACCATTAGAGAATTTT TGGCAAGTCA
TTAAAAAGAAAGAATAAATTATTTTTAAAATTAAAAGTTGAGTCATTTGATTAAACATGTGATTAT
TTAATGAATTGATGAAAGAGTTGGATTAAAGTTGTATTAGTAATTAGAATTTGGTGTCARATTTA
ATTTGACATTTGATCTTTTCCTATATATTGCCCCATAGAGTCAGTTAACTCATTTTTATATTTCAT
AGATCAAATAAGAGAAATAACGGTATATTAATCCCTCCAAARAAAAAAAACGGTATATTTACTA
AAAAATCTAAGCCACGTAGGAGGATAACAGGATCCCCGTAGGAGGATAACATCCAATCCAAC
CAATCACAACAATCCTGATGAGATAACCCACTTTAAGCCCACGCATCTGTGGCACATCTACAT
TATCTAAATCACACATTCTTCCACACATCTGAGCCACACAAAAACCAATCCACATCTTTATCAC
CCATTCTATAAAAAATCACACTTTGTGAGTCTACACTTTGATTCCCTTCAAACACATACAAAGA
GAAGAGACTAATTAATTAATTAATCATCTTGAGAGAAAATGGAGAAAATAGTGCTTCTTCTTGC
AATAGTCAGCCTTGTTAAAAGTGATCAGATTTGCATTGGTTACCATGCAAACAACTCGACAGA
GCAGGTTGACACAATAAT GGAAAAGAACGTTACTGTTACACATGCCCAAGACATACTGGAAAA
GACACACAACGGGAAGCTCTGCGATCTAGATGGAGTGAAGCCTCTGATTTTAAGAGATTGTA
GTGETAGCTGGATGGCTCCTCGGAAACCCAATGTGTGACGAGTTCATCAATGTGCCGGAATGG
TCTTACATAGTGGAGAAGGCCAACCCAGCCAATGACCTCTGTTACCCAGGGAATT TCAACGA
CTATGAAGAACTGAAACACCTATTGAGCAGAATALAACCATTTTGAGAAAATTCAGATCATCCCC
AAAAGTTCTTGGTCCGATCATGAAGCCTCATCAGGGGTCAGCTCAGCATGTCCATACCAGGS
AACGCCCTCCTTTTITCAGAAATGTGGTATGGCTTATCAAAAAGAACAATACATACCCAACAATA
AAGAGAAGCTACAATAATACCAACCAGGAAGATCTTTTGATACTGTGGGGGATTCATCATTCT
AATGATGCGGCAGAGCAGACAAAGCTCTATCAAAACCCAACCACCTATATTTCCGTTGGGACA
TCAACACTAAACCAGAGATTGGTACCAAAAATAGCTACTAGATCCAAAGTAAAMCGGGCAAAGT
GGAAGGATGGATTTCTTCTGGACAATT T TAAAACCGAATGATGCAATCAACTTCGAGAGTAAT
GGAAATTTCATTGCTCCAGAATATGCATACAAAMATTGTCAAGAAAGGGGACTCAGCAATTGTT
AAAAGTGAAGTGGAATATGGTAACTGCAATACAAAGTGTCAAACTCCAATAGGGGCGATAAAC
TCTAGTATGCCATTCCACAACATACACCCTCTCACCATCGGGGAATGCCCCAMATATGTGAAA
TCAAACAAATTAGTCCTTGCGACTGGGCTCAGAAATAGTCCTCTAAGAGAAAGAAGAAGAAAA
AGAGGACTATTTGGAGCTATAGCAGEGGTTTATAGAGGGAGGATGGCAGGGAATGGTAGATGG
TTGGTATGGGTACCACCATAGCAATGAGCAGGGGAGTGGGTACGCTGCAGACAAAGAATCCA
CTCAAAAGGCAATAGATGGAGTCACCAATAAGGTCAACTCGATCATTGACAAAATGAACACTC
AGTTTGAGGCCGTTGGAAGGGAATTTAATAACT TAGAAAGGAGAATAGAGAATT TAAACAAGA,
AAATGGAAGACGGATTCCTAGATGTCTGGACTTATAATGCTGAACTTCTGGTTCTCATGGAAA
ATGAGAGAACTCTAGACTTCCATGATTCAAATGTCAAGAACCTTTACGACAAGGTCCGACTAC
AGCTTAGGGATAATGCAAAGGAGCTGGGTAACGGTTIGTT TCGAGTTCTATCACAAATGTGATA
ATGAATGTATGGAAAGTGTAAGAAMMCGGAACGTATGACTACCCGCAGTATTCAGAAGAAGCAA
GATTAAAAAGAGAGGAAATAAGTGGAGTAAAMATTGGAATCAATAGGAACTTACCAAATACTGT
CAATTTATTCAACAGTTGCGAGTTCTCTAGCACTGGCAATCATGGTGGCTGGTCTATCTTTGT
GGATGTGCTCCAATGGGTCGTTACAATGCAGAATTTGCATTTAAGAGCTCTAAGT TAAAATGC
TTCTT G T T TATT TATAATATGGTTTGTTATTGTTAATTTTGTTICTTGTAGAAGAGCTTAATT
AATCGTTGTTGTTATGAAATACTATT TGTATGAGATGAACTGGTGTAATGTAATTCATTTACATA
AGTGGAGTCAGAATCAGAATGTTITCCTCCATAACTAACTAGACATGAAGACCTGCCGCGTACA
ATTGTCT TATATT FGAACAACTAAAATTGAACATCTTITGCCACAACTTTATAAGTGGTTAATAT
AGCTCAAATATATGGTCAAGTTCAATAGATTAATAATGGAAATATCAGTTATCGARATTCATTAA
CAATCAACTTAACGTTATTAACTACTAATTTTATATCATCCCCTTTGATAAATGATAGTACA
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Fig. 57
SEQ ID NO: 66

H5 de A/Vietnam/1194/2004 (H5N1) (Construccion # 782)

AGAGGTACCCCGGGCTGGTATATTTATATGTTGTCAAATAACTCAAAAACCATAAMGTTTAAG
TTAGCAAGTGTGTACATTTT TACTTGAACAAAAATATTCACCTACTACTGTTATAAATCATTATT
ABAACATTAGAGTAAAGAAATATGGATGATAAGAACAAGAGTAGTGATATTTTGACAACAATTIT
GTTGCAACATTTGAGAAAATTTITGTTGTTCTCTCTT TTCATTGGTCAAAAACAATAGAGAGAGA
AAAAGGAAGAGGGAGAATAAAMACATAATGTGAGTATGAGAGAGAAAGTTGTACAAAAGTTGT
ACCAAAATAGTTGTACAAATATCATTGAGGAATTTGACAAAAGCTACACAAATAAGGGTTAATT
GCTGTAAATAAATAAGGATGACGCATTAGAGAGATGTACCATTAGAGAATTTITTIGGCAAGTCA
TTAAAAAGAAAGAATAAATTATTTITAAAAT TAAAAGTTGAGTCATTIGATTAAACATGTGATTAT
TTAATGAATTGATGAAAGAGTTGGAT TAAAGTTGTATTAGTAATTAGAATTTGGTGTCAAATTTA
ATTTGACATTTGATCTT TTCCTATATATTGCCCCATAGAGTCAGTTAACTCATTTTTATATTTCAT
AGATCAAATAAGAGAAATAACGGTATATTAATCCCTCCAAAAAAAARAAAACGGTATATTTACTA
AAALATCTAAGCCACGTAGGAGGATAACAGGATCCCCGTAGGAGGATAACATCCAATCCAAL
CAATCACAACAATCCTGATGAGATAACCCACTTTAAGCCCACGCATCTGTGGCACATCTACAT
TATCTAAATCACACATTCTTCCACACATCTGAGCCACACAAAAACCAATCCACATCTTTATCAC
CCATTCTATAAAAAATCACACTTTGTGAGTCTACACTTTGATTCCCTTCAAACACATACAAAGA
GAAGAGACTAATTAATTAAT TAATCATCTTGAGAGAAAATGGAGAAAATAGTGCTTCTTTIITGE
AATAGTCAGTCTTGTTAAAAGTGATCAGATTTIGCATTGGTTACCATGCAAACAACTCGACAGA
GCAGGTTGACACAATAATGGAAARGAACGTTACTGTTACACATGCCCAAGACATACTGGAAAA
GACACACAATGGGAAGCTCTGCGATCTAGATGGAGTGAAGCCTCTAATTITGAGAGATTGTAG
TGTAGCTGGATGGCTCCTOCGGAAMMCCCAATGTGTGACGAGT TCATCAATGTGCCGGAATGGT
CTTACATAGTGGAGAAGGCCAATCCAGTCAATGACCTCTGTTACCCAGGGGATTTCAATGACT
ATGAAGAATTGAAACACCTATTGAGCAGAATAAACCATTTTGAGAAAATTCAGATCATCCCCAA
AAGTTCTTGGTCCAGTCATGAAGCCTCATTGGGGGTCAGCTCAGCATGTCCATACCAGGGAM
AGTCCTCCTTTTTCAGAAATGTGGTATGGCTTATCAAAAAGAACAGTACATACCCAACAATAAA
GAGGAGCTACAATAATACCAACCAAGAAGATCTTITGGTACTGTGGGGGAT TCACCATCCTAA
TGATGCGGCAGAGCAGACAAAGCTCTATCAAAACCCAACCACCTATATTTCCGTTGGGACATC
TACACTAAACCAGAGATTGGTACCAAGAATAGCTACTAGATCCAAAGTAAACGGGCAAAGTGG
AAGGATGGAGTTCTTCTGGACAATTTTAAAACCGAATGATGCAATCAACTTCGAGAGTAATGG
AAATTTCATTGCTCCAGAATATGCATACAAAATTGTCAAGAAAGGGGACTCAACAATTATGAAA
AGTGAATTGGAATATGGTAACTGCAATACCAAGTGTCAAACTCCAATGGGGGCGATARAACTCT
AGCATGCCATTCCACAATATACACCCTCTCACCATCGGGGAATGCCCCARATATGTGAAATCA
ALMCAGATTAGTCCTTGCGACTGGGCTCAGAAATAGCCCTCAAAGAGAGAGAAGAAGAAAAAA
GAGAGGATTATTIGGAGCTATAGCAGGTTT TATAGAGGGAGGATGGCAGGGAATGGTAGATG
GTTGGTATGGGTACCACCATAGCAACGAGCAGGGEGGAGTGGGTACGCTGCAGACAAAGAATC
CACTCAAAAGGCAATAGATGGAGTCACCAATAAGGTCAACTCGATTATTGACAAAATGAACAC
TCAGTITGAGGCCGTTGGAAGGGAAT TTAACAACTTAGAAAGGAGAATAGAGAATTTAAACAA
GAAGATGGAAGACGGGTTCCTAGATGTCTGGACT TATAATGCTGAACTTCTAGTTCTCATGGA
AAACGAGAGAACTCTAGACTTTCATGACTCAAATGTCAAGAACCTTTACGACAAGGTCCGACT
ACAGCTTAGGGATAATGCAAAGGAGCTGGGTAACGGTTGTTTCGAGTTCTATCATAAATGTGA
TAATGAATGTATGGAAAGTGTAAGAAACGGAACGTATGACTACCCGCAGTATTCAGAAGAAGT
AAGACTAAAAAGAGAGGAAATAAGTGGAGTAAAATTGGAATCAATAGGAATT TACCAAATATTG
TCAATTTATTCTACAGTGGCCAGCTCCCTAGCACTGGCAATCATGGTAGCTGGTCTATCCTTA
TGGATGTGCTCCAATGGGTCGTTACAATGCAGAATTTGCATTTAAGAGCTCTAAGTTAAAATG
CTTCTTCGTCTCCTATTTATAATATGGTTTGTTATTGTTAATTTTGTTCTTIGTAGAAGAGCTTAA
TTAATCGTTGTTGTTATGAAATACTATTTGTATGAGATGAACTGGTGTAATGTAATTCATTTACA
TAAGTGGAGTCAGAATCAGAATGTTTCCTCCATAACTAACTAGACATGAAGACCTGCCGOGTA
CAATTGTCTTATATTTGAACAACTAAMATTGAACATCTTTIGCCACAACTTITATAAGTGGTTAAT
ATAGCTCAAATATATGGTCAAGTTCAATAGATTAATAATGGAAATATCAGTTATCGAAATTCATT

AACAATCAACTTAACGTTATTAACTACTAATTTITATATCATCCCCTTTGATAAATGATAGTACA
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Fig. 58
SEQ ID NO: 67
H6 de A/Cerceta/lHong Kong/W312/97 (H6N1) (Construccion # 783)

AGAGGTACCCCGGGCTGGTATATTTATATGTTGTCAAATAACTCAAAAACCATAAAAGTTTA
AGTTAGCAAGTGTGTACATTTTITACTTGAACAAAAATATTCACCTACTACTGTTATAAATCAT
TATTAAACATTAGACTAAMGAAATATGCATGATAAGAACAAGAGTAGTGATATTTTGACAACA
ATTTTGTTGCAACATTTCGAGAAAATTITGTTIGTTCTCTCTTTTCATTGGTCAAAAACAATAGA
GAGAGAAAAAGGAAGAGGGAGAATAAALMACATAATGTGAGTATGAGAGAGAAAGTTGTACA
AAAGTTETACCAAAATAGTTGTACAAATATCATTGAGGAATTTGACAAAAGC TACACAAATAA
GGGTTAATTGCTGTAAATAAATAAGGATGACGCATTAGAGAGATGTACCATTAGAGAATTTT
TGGCAAGTCATTAAAAAGAAAGAATAAATTATTTTI TAAAATTAAAAGTTGAGTCATTTGATTAA
ACATGTGATTAT TTAATGAATTGATGAAAGAGTTGGATTARAGTTGTATTAGTAATTAGAATT
TeEGToTCAAATTTAATTTGACAT TTGATCTTTICCTATATATTGCCCCATAGAGTCAGTTAAC
TCATTTTTATATTTCATAGATCAAATAAGAGAAATAACGGTATAT TAATCCCTCCAAARLRAALAR
AAACGGTATATTTACTAAAAAATC TAAGCCACGTAGGAGGATAACAGGATCCCCGTAGGAG
GATAACATCCAATCCAACCAATCACAACAATCCTGATGAGATAACCCACTTTAAGCCCACGC
ATCTGTGGCACATCTACATTATCTAAATCACACATTCTTCCACACATCTGAGCCACACAAAA
ACCAATCCACATCTTTATCACCCATTCTATAAAAAATCACACTTITGTGAGTCTACACTTTGAT
TCCCTTCAAACACATACAAAGAGAAGAGACTAATTAATTAATTAATCATCTTGAGAGAAAATG
ATTGCAATCATTGTAATAGCAATACTGGCAGCAGCCGGAAAGTCAGACAAGATCTGCATTG
GGTATCATGCCAACAATTCAACAACACAGGTAGATACGATACTTGAGAAGAATGTGACTGT
CACACACTCAATTGAATTGCTGGAAAATCAGAAGGAAGAAAGATTCTGCAAGATATTGAACA
AGGCCCCTCTCGACTTAAGGGAATGTACCATAGAGGGTTGGATCTTGGGGAATCCCCAAT
GCGACCTATTGCTTGGTGATCAAAGCTGGTCATACATTGTGGAAAGACCTACTGCTCAAAA
CGGGATCTGCTACCCAGGAACCTTAAATGAGGTAGAAGAACTGAGGGCACTTATTGGATCA
GGAGAAAGGGTAGAGAGATTTGAGATGTTTCCCCAAAGCACCTGGCAAGGAGTTGACACC
AACAGTGGAACAACAAGATCCTGCCCTTATTCTACTGGTGCGTCTT ICTACAGAAACCTCCT
ATGGATAATAAAAACCAAGACAGCAGAATATCCAGTAATTAAGGGAATTTACAACAACACTG
GAACCCAGCCAATCCTCTATTICTGGGGTGTGCATCATCCTCCTAACACCGACGAGCAAGA,
TACTCTGTATGGCTCTGGTGATCGATACGTTAGAATGGGAACTGAAAGCATGAATTTITGCCA
AGAGTCCGGAAMMTTGCGGCAAGGCCTGCTGTGAATGGACAAAGAGGCAGAATTGATTATTA
TTGGTCGGTT T TAAAACCAGGGGAAACCTTGAATGTGGAATCTAATGGAAATCTAATCGCC
CCTTGGTATGCATACAAATTTGTCAACACAAATAGTAAAGGAGCCGTCTTCAGGTCAGATTT
ACCAATCGAGAACTGCGATGCCACATGCCAGACTATT GCAGGGGTTCTAAGGACCAATAAA
ACATTTCAGAATGTGAGTCCCCTGTEGGATAGGAGAATGTCCCAAATACGTGAAAAGTGAAA
GTCTGAGGCTTGCAACTGGACTAAGAAATGTTCCACAGATTGAAACTAGAGGACTCTTCGG
AGCTATTGCAGGGTTTATTGAAGGAGGATGGACTGGGATGATAGATGGGTGGTATGGCTAT
CACCATGAAAATTCTCAAGGGTCAGGATATGCAGCAGACAGAGAAAGCACTCAAAAGGCTG
TAAACAGAATTACAAATAAGGTCAATTCCATCATCAACAAAATGAACACACAATTIGAAGCTG
TCGATCACGAATTTTCAAATCTGGAGAGGAGAATTGACAATCTGAACAAAAGAATGCAAGAT
GGATTTCTGGATGTTTGGACATACAATGCTGAACTGTTGGTTCTTCTTGAAAACGAAAGAAC
ACTAGACATGCATGACGCARATGTGAAGAACCTACATGAAAAGGTCAAATCACAACTAAGG
GACAATGCTACGATCTTAGGGAATGGTTGCTTTIGAATTTTGGCATAAGTGTGACAATGAATG
CATAGAGTCTGTCAAAAATGGTACATATGACTATCCCAAATACCAGACTGAAAGCAAATTAA
ACAGGCTAAAAATAGAATCAGTAAAGCTAGAGAACCTTGGTGTGTATCAAATTCTTGCCATT
TATAGTACGGTATCGAGCAGCCTAGTGTTGGTAGGGCTGATCATGGCAATGGGTCTTITGGA
TETGTTCAAMMTGGTTCAATGCAGTGCAGGATATGTATATAAGAGCTCTAAGTTAAAATGCTT
CTTCGTCTCCTATTTATAATATGGTITGTTATTGTTAATTTTIGTTCTTGTAGAAGAGCTTAATT
BATCGTTGTTIGT TATGAAATACTAT T TGTATGAGATGAACTGGTGTAATGTAATTCATTTACA
TAAGTGGAGTCAGAATCAGAATGTTICCTCCATAACTAACTAGACATGAAGACCTGCCGCG
TACAATTGTCTTATAT T TGAACAACTAAAAT TGAACATCTTTTGCCACAACTTTATAAGTGGTT
AATATAGCTCAAATATATGGTCAAGTTCAATAGATTAATAATGGAAATATCAGTTATCGAAAT
TCATTAACAATCAACT TAACGTTATTAACTACTAATTT TATATCATCCCCTTTGATAAATGATA
GTACA

294



ES 2428 384 T3

Fig. 59
SEQ ID NO: 68

H9 de A/Hong Kong/1073/99 (HON2) (Construccion # 785)

AGAGGTACCCCGGGCTGGTATATTTATATGTTGTCAAATAACTCAAAAACCATAAAAGTTTAA
GTTAGCAAGTGTGTACATTTTTACTTGAACAAAAATATTCACCTACTACTGTTATAAATCATTA
TTAAACATTAGAGTAAAGAAATATGGATGATAAGAACAAGAGTAGTGATATTTTGACAACAAT
TTITGTTGCAACATTTGAGAAAMATTTTGTTGTTCTCTCTTTTCATTGGTCAAAAACAATAGAGAG
AGAAAANGGAAGAGGGAGAATAAAMACATAATGTGAGTATGAGAGAGAAAGTTGTACAARAG
TTGTACCAAAATAGTTGTACAAATATCATTGAGGAATTTGACAAAAGCTACACAAATAAGGGT
TAATTGCTGTAAATAAATAAGGATGACGCATTAGAGAGATGTACCATTAGAGAATTITTTGGCA
AGTCATTAAAAAGAAAGAATAAATTATTTT TAAAATTAAAAGTTGAGTCATTTGATTAAACATG
TGATTATTTAATGAATTGATGAAAGAGTTGGATTAAAGTTGTATTAGTAATTAGAATTTGGTGT
CAMATTTAATTTGACATTTGATCTTTITCCTATATATTGCCCCATAGAGTCAGTTAACTCATTIT
TATATTTCATAGATCAAATAAGAGAAATAACGGTATATTAATCCCTCCAAAAALMALAAAAACGG
TATATTTACTAAAAAATCTAAGCCACGTAGGAGGATAACAGGATCCCCGTAGGAGGATAACA
TCCAATCCAACCAATCACAACAATCCTGATGAGATAACCCACTTTAAGCCCACGCATCTGTG
GCACATCTACATTATCTAAATCACACATTCTTCCACACATCTGAGC CACACAAAAACCAATCC
ACATCTTTATCACCCATTCTATAAAAAATCACACTTTIGTGAGTCTACACTTTGATTCCCTTCAA
ACACATACAAAGAGAAGAGACTAATTAATTAATTAATCATCTTGAGAGAAAATGGAAACAATA
TCACTAATAACTATACTACTAGTAGTAACAGCAAGCAATGCAGATAAMATCTGCATCGGCCA
CCAGTCAACAAACTCCACAGAAACTGTGGACACGCTAACAGAAACCAATGTTCCTGTGACAC
ATGCCAAAGAATTGCTCCACACAGAGCATAATGGAATGCTGTGTGCAACAAGCCTGGGACA
TCCCCTCATTCTAGACACATGCACTATTGAAGGACTAGTCTATGGCAACCCTTCTTGTGACC
TGCTGTTGGGAGGAAGAGAATGGTCCTACATCGTCGAAAGATCATCAGCTGTAAATGGAAC
GTGTTACCCTGGGAATGTAGAAAACCTAGAGGAACTCAGGACACTTTTTAGTTCCGCTAGTT
CCTACCAAAGAATCCAAATCTTCCCAGACACAACCTGGAATGTGACTTACACTGGAACAAGC
AGAGCATGTTCAGGTTCATTCTACAGGAGTATGAGATGGCTGACTCAALAAGAGCGGTTTTITA
CCCTGTTCAAGACGCCCAATACACAAATAACAGGGGAAAGAGCATTCTTITTCGTGTGGGGO
ATACATCACCCACCCACCTATACCGAGCAAACAAATTTIGTACATAAGAAACGACACAACAAC
AAGCGTGACAACAGAAGATTTGAATAGGACCTTCAAACCAGTGATAGGGCCAAGGCCCCTT
GTCAATGGTCTGCAGGGAAGAATTGATTATTATTGGTCGGTACTAAAACCAGGCCAAACATT
GCGAGTACGATCCAATGGGAATCTAATTGCTCCATGGTATGGACACGTTCTTTCAGGAGGG
AGCCATGGAAGAATCCTGAAGACTGATTTAAAAGGTGGTAATTGTGTAGTGCAATGTCAGAC
TGAAAAAGGTGGCTTAAACAGTACATTGCCATTCCACAATATCAGTAAATATGCATTTGGAAC
CTGCCCCAAATATGTAAGAGT TAATAGTCTCAAACTGGCAGTCGGTCTGAGGAMCGTGCCT
GCTAGATCAAGTAGAGGACTATTTGGAGCCATAGCTGGATTCATAGAAGGAGGTTGGCCAG
GACTAGTCGCTGGCTGGTATGGTTTCCAGCATTCAAATGATCAAGGGGTTGEGTATGGCTGC
AGATAGGGATTCAACTCAAAAGGCAATTGATAAAATAACATCCAAGGTGAATAATATAGTCGA
CAAGATGAACAAGCAATATGAAATAATTGATCATGAATTTAGTGAGGTTGAAACTAGACTCAA
TATGATCAATAATAAGATTGATGACCAAATACAAGACGTATGGGCATATAATGCAGAATTGCT
AGTACTACTTGAAAATCAAAAAACACTCCGATGAGCATGATGCGAACGTGAACAATCTATATAA
CAAGGTGAAGAGGGCACTGGGCTCCAATGCTATGGAAGATGGGAMMGGCTGTT TCGAGCTA
TACCATARAATGTGATGATCAGTGCATGGAAACAATTCGGAACGGGACCTATAATAGGAGAAM
GTATAGAGAGGAATCAAGACTAGAAAGGCAGAAMTAGAGGGGGTTAAGCTGGAATCTGAG
GGAACTTACAAAMATCCTCACCATTTATTCGACTGTCGCCTCATCTCTTIGTGCTTGCAATGGG
GTTTGCTGCCTTCCTGTTICTGGGCCATGTCCAATGGATCTTGCAGATGCAACATTIGTATAT
AAGAGCTCTAAGTTAAAATGCTICTICGTCTCCTATTTATAATATGGTT TGTTATTGTTAATTT
TGTTCTTGTAGAAGAGCTTAATTAATCGTTGTTGTTATGAAATACTATTTGTATGAGATGAACT
GOTGTAATGTAATTCATTTACATAAGTGGAGTCAGAATCAGAATGTTTCCTCCATAACTAACT
AGACATGAAGACCTGCCGCGTACAATTGTCTTATAT T TECAACAACTAAMATTGAACATCTTTT
GCCACAACTTTATAAGTGGTTAATATAGCTCAAATATATGGTCAAGTTCAATAGATTAATAAT
GGAAATATCAGTTATCGAAATTCATTAACAATCAACTTAACGTTATTAACTACTAATTTTATAT
CATCCCCTTTGATAAATGATAGTACA

295



ES 2428 384 T3

Fig. 60
SEQ ID NO: 69

H3 de A/Brisbane/10/2007 (H3N2)

AGAGGTACCCCGGGLTGGTATATTTATATGTTGTCAAATAACTCAAAAACCATAAAAGTTTAAGT
TAGCAAGTGTGTACATTTTTACTTGAACAAAAATATTCACCTACTACTGTTATAAATCATTATTAA
ACATTAGAGTAAAGAAATATGGATGATAAGAACAAGAGTAGTGATATTTTGACAACAATTTIGTT
GCAACATTTGAGAAAATTTTIGTTGTTICTCTCTTITTICATTIGGTCAAAAACAATAGAGAGAGAAALN
GGAAGAGGGAGAATAAAAACATAATGTGAGTATGAGAGAGAAAGTTGTACAAAAGTTGTACCAA
AATAGTTGTACAAATATCATTGAGGAATT TGACAAAAGCTACACAAATAAGGGTTAATTGCTGTA
AATAAATAAGGATGACGCATTAGAGAGATGTACCATTAGAGAATTTITGGCAAGTCATTAAALAMG
ABAGAATAAATTATT T T TAAAATTAAAAGT TGAGTCATTTGATTAAACATGTGATTATTTAATGAAT
TGATGAAAGAGTTGGATTAAAGTTGTATTAGTAATTAGAAT TTGGTGTCAAATTTAATTTGACATT
TGATCTTTTCCTATATATTGCCCCATAGAGTCAGTTAACTCATTTTTATATTTCATAGATCAAATA
AGAGAAATAACGGTATATTAATCCCTCCAAAAALALAAAMACGGTATATT TACTAAAAAMATCTAAG
CCACGTAGGAGGATAACAGGATCCCCGTAGGAGGATAACATCCAATCCAACCAATCACAACAA
TCCTGATGAGATAACCCACTT TAAGCCCACGCATCTGTGGCACATCTACATTATCTAAATCACA
CATTCTTCCACACATCTGAGCCACACAAAAACCAATCCACATCTTTATCACCCATTCTATAAAAR
ATCACACTTTGTGAGTCTACACTTTGATTCCCTTCAAACACATACAAAGAGAAGAGACTAATTAA
TTAATTAATCATCTTGAGAGAAAATGAAGACTATCATTGCTTTGAGCTACATTICTATGTCTGGTT
TTCACTCAAAAACTTCCCGGAAATGACAACAGCACGGCAACGLCTGTGCCTTGGGCACCATGCA
GTACCAAACGGAACGATAGTGAAAMAACAATCACGAATGACCAAATTGAAGTTACTAATGCTACTG
AGCTGGTTCAGAGTTCCTCAACAGGTGAAATATGCGACAGTCCTCATCAGATCCTTIGATGGAG
AAAACTGCACACTAATAGATGCTCTATTGGGAGACCCTCAGTGTGATGGCTTCCAAAATAAGAA
ATGGGACCTTTTTGTTGAACGCAGCAAAGCCTACAGCAACTGTTACCCTTATGATGTGCCGGAT
TATGCCTCCCT TAGGTCACTAGT TGOCTCATCCGGCACACTGGAGT TTAACAATGAAAGTTTCA
ATTGGACTGGAGTCACTCAAAACGGAACAAGCTCTGCTTGCATAAGGAGATCTAATAACAGTTT
CTTTAGTAGATTGAAT TGGTTGACCCACTTAAAATTCAAATACCCAGCATTGAACGTGACTATGC
CAAACAATGAAAAATTTGACAAATTGTACATTTGGGGGGTTCACCACCCGGGTACGGACAATGA
CCAAATCTTCCTGTATGCTCAAGCATCAGGAAGAATCACAGTCTCTACCAAAAGAAGCCAACAA
ACTGTAATCCCGAATATCGGATCTAGACCCAGAGTAAGGAATATCCCCAGCAGAATAAGCATCT
ATTGGACAATAGTAAAACCGGGAGACATACTTTTGATTAACAGCACAGGGAATCTAATTGCTCC
TAGGGGTTACTTCAAAATACGAAGTGGEGGAAAAGCTCAATAATGAGATCAGATGCACCCATIGS
CAAATGCAATTCTGAATGCATCACTCCAAACGGAAGCATTCCCAATGACAAACCATTCCAAAAT
GTAAACAGGATCACATACGGGGCCTGTCCCAGATATGTTAAGCAAAACACTCTGAAATTGGCA
ACAGGGATGCGAAATGTACCAGAGAAACAAACTAGAGGCATATTTGGCGCAATCGCGGGTTTC
ATAGAAAATGGTTGGGAGGGAATGGTGGATGGTTIGGTATGGTTTCAGGCATCAAAATTCTGAG
GGAATAGGACAAGCAGCAGATCTCAAAAGCACTCAAGCAGCAATCGATCAAATCAATGGGAAG
CTGAATAGGTTGATCGGGAAAAC CAACGAGAAATTCCATCAGATTGAAAAAGAGTTCTCAGAAG
TCGAAGGGAGAATCCAGGACCT TGAGAAATATGTTGAGGACACCAAAATAGATCTCTGGTCAT
ACAACGCGGAGCTTCTTGTTGCCCTGGAGAACCAACATACAATTGATCTAACTGACTCAGAAAT
GAACAAACTGTTTGAAAAAMC AAAGAAGCAACTGAGGGAAAATGCTGAGGATATGGGCAATGG
TTGTT TCAAAATATACCACAAATGTGACAATGCCTGCATAGGATCAATCAGAAATGGAACTTATG
ACCACGATGTATACAGAGATGAAGCATTAAACAACCGGEGTTCCAGATCAAGGGCGTTIGAGCTGA
AGTCAGGATACAAAGAT TGGATACTATGGATTICCTITGCCATATCATGTTITITTIGCTTITGTGTT
GCTTTGTTGGGGTTCATCATGTGGGCCTGCCAAAANGGCAACATTAGGTGCAACATTTGCATTT
GAGAGCTCTAAGTTAAAATGCTTCTTCGTCTCCTATITATAATATGGTTTGTTATTIGTTAATTTITG
TTET TG TAGAAGAGC T TAATTAATCGTTGTTIGTTATGAAATACTATTTGTATGAGATGAACTGGT
GTAATGTAATTCATTTACATAAGTGGAGTCAGAATCAGAATGTTTCCTCCATAACTAACTAGACA,
TGAAGACCTEGCCGCGTACAATTGTCTTATATTTGAACAACTAAAAT TGAACATCTTTTGCCACAA
CTTTATAAGTGGTTAATATAGC TCAAATATATGGTCAAGTTCAATAGATTAATAATGGAAMATATCA,
GTTATCGAAATTCATTAACAATCAACTTAACGTTATTAACTACTAATTTTATATCATCCCCTTTGA
TAAATGATAGTACA
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Fig. 61
SEQID NO: 70
H3 de A/Wisconsin/67/2005 (H3N2)

AGAGGTACCCCGGGCTGGTATATTTATATGTIGTCAAATAACTCAAAAACCATAAAAGTTTAA
GTTAGCAAGTGTGTACATTTTTACTTGAACAAAAMATATTCACCTACTACTGTTATAAATCATTA
TTAAACATTAGAGTAAAGAAATATGGATGATAAGAACAAGAGTAGTGATATTTTGACAACAAT
TTTGTTGCAACATTTGAGAAAATT TTGTTGTTCTCTCTTTTCATTGGTCAAAAACAATAGAGAG
AGAAMAAGGAAGAGGGAGAATAAAAACATAATGTGAGTATGAGAGAGAAAGTTGTACAAAAG
TTGTACCAAAATAGTTGTACAAATATCATTGAGGAATTTGACAAAAGCTACACAAATAAGGGT
TAATTGCTGTAAATAAATAAGGATGACGCATTAGAGAGATGTACCATTAGAGAATTTTITGGCA
AGTCATTAAAAAGAAAGAATAAATTATTTTTAAAATTAAAAGTTGAGTCATTTGATTAAACATGT
GATTATTTAATGAATTGATGAAAGAGTTGGATTARAGTTGTATTAGTAATTAGAATTTGGTGTC
AAATTTAATT TGACATTTGATCTTTTCCTATATATTGCCCCATAGAGTCAGTTAACTCATTTITTA
TATTTCATAGATCAAATAAGAGAAATAACGGTATATTAATCCCTCCAAAAAAAAAAAACGGTAT
ATTTACTAAAAAATCTAAGCCACGTAGGAGGATAACAGGATCCCCGTAGGAGGATAACATCC
AATCCAACCAATCACAACAATCCTGATGAGATAACCCACTTTAAGCCCACGCATCTGTGGCA
CATCTACATTATCTAAATCACACATTCTTCCACACATCTGAGCCACACAAAAACCAATCCACA
TCTTTATCACCCATTCTATAAAAAATCACACTTITGTGAGTCTACACTTTGATTCCCTTCAAACA,
CATACAAMAGAGAAGAGACTAATTAATTAATTAATCATCTTGAGAGAAAATGAAGACTATCATT
GCTTTGAGCTACATTCTATGTCTGGTTT ICACTCAAAAACTTCCCGGAAATGACAACAGCAC
GGCAACGCTGTGCCTTGGGCACCATGCAGTACCAAACGGAACGATAGTGAAAACAATCACG
AATGACCAAATTGAAGTTACTAATGCTACTGAGCTGGTYCAGAGTTCCTCAACAGGTGGAAT
ATGCGACAGTCCTCATCAGATCCTTGATGGAGAAAACTGCACACTAATAGATGCTCTATTGG
GAGACCCTCAGTGTGATGGCTTCCAAAATAAGARATGGGACCTTTTTGTTIGAACGCAGCAAA
GCCTACAGCAACTGTTACCCTTATGATGTGCCGGATTATGCCTCCCTTAGGTCACTAGTTGC
CTCATCCGGCACACTGGAGTTTAACGATGAAAGTTTCAATTGGACTGGAGTCACTCAAAATG
GAACAAGCTCTGCTTGCAAAAGGAGATCTAATAACAGTTTCTTTAGTAGATTGAATTGGTTGA
CCCACTTAAAATTCAAATACCCAGCATTGAACGTGACTATGCCAAACAATGAAAAATT TGACA
AATTGTACATTTIGGGGGGTTCACCACCCGGGTACGGACAATGACCAAATCTTCCTGCATGCT
CAAGCATCAGGAAGAATCACAGTCTCTACCAAAAGAAGCCAACAAACTGTAATCCCGAATAT
CGGATCTAGACCCAGAATAAGGAATATCCCCAGCAGAATAAGCATCTATTGGACAATAGTAA
AACCGGGAGACATACTTTTGATTAACAGCACAGGGAATCTAATTGCTCCTAGGGGTTACTTC
AAAATACGAAGTGGGAAAAGCTCAATAATGAGATCAGATGCACCCATTGGCAAATGCAATTC
TGAATGCATCACTCCAAATGGAAGCATTCCCAATGACAAACCATTTCAAAATGTAAACAGGAT
CACATATGGGGCCTGTCCCAGATATGTTAAGCAAAACACTCTGAAATTGGCAACAGGGATGC
GAAATGTACCAGAGAAACALACTAGAGGCATATTTGGCGCAATCGCGGGTTTCATAGAAAAT
GETTGGGAGGGAATGGTGGATGGTTGGTACGGTTTCAGGCATCAALMATTCTGAGGGAATAG
GACAAGCAGCAGATCTCAAAAGCACTCAAGCAGCAATCAATCAAATCAATGGGAAGCTGAAT
AGGTTGATCGGGAAAACCAACGAGAAATTCCATCAGATTGAAAAAGAGTTCTCAGAAGTAGA
AGGGAGAATCCAGGACCTCGAGAAATATGTTGAGGACACTAAAATAGATCTCTGGTCATACA
ACGCGGAGCTTCTTGTTGCCCTGGAGAACCAACATACAATTGATCTAACTGACTCAGAAATG
AACAAACTGTTTGAAAGAACARAAGAAGCAACTGAGGGAAAATGCTCGAGGATATGGGCAATGG
TTGTTTCAAAATATACCACAMATGTGACAATGCCTGCATAGGATCAATCAGAAATGGAACTTA
TGACCATGATGTATACAGAGATGAAGCATTAAACAACCGGTTCCAGATCAAAGGCGTTGAGC
TGAAGTCAGGATACAAAGATTGGATACTATGGATTTCCTTTGCCATATCATGTTITTITTGCTTT
GTGTTGCTTTGTTGGGGTTCATCATGTGGGCCTGCCAAAAAGGCAACATTAGGTGCAACATT
TGCATTTGAGAGCTCTAAGT TAAAATGCTTCTTCGTCTCCTATTTATAATATGGTTTGTTATTG
TTAATTTTGTTCTTGTAGAAGAGCTTAATTAATCGTTGTTGTTATGARATACTATTTIGTATGAG
ATGAACTGGTGTAATGTAATTCATTTACATAAGTGGAGTCAGAATCAGAATGTTTCCTCCATA
ACTAACTAGACATGAAGACCTGCCGCGTACAATTGTCTTATATTTGAACAACTAAAATTGAAC
ATCTTTTGCCACAACTTTATAAGTGGTTAATATAGCTCAAATATATGGTCAAGTTCAATAGATT
AATAATGGAAATATCAGTTATCGAAATTCATTAACAATCAACTTAACGTTATTAACTACTAATTT
TATATCATCCCCTTTGATAAATGATAGTACA
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Fig. 62
SEQID NO: 71

H7 de A/Equino/Praga/56 (H7N7)

AGAGGTACCCCGGGCTGGTATATTTATATGTTGTCAAATAACTCAAARACCATAAAAGTTTAAG
TTAGCAAGTGTGTACATTTTTACTTGAACAAAAATATTCACCTACTACTGTTATAAATCATTATT
AAACATTAGAGTAAGAAATATGGATGATAAGAACAAGAGTAGTGATATTTTGACAACAATTTT
GTTGCAACATT TGAGAAAATTTIGTTIGTICTCTCTTTTCATTGGTCAAAAACAATAGAGAGAGA
AAAAGGAAGAGGGAGAATAAAAACATAATGTGAGTATGAGAGAGAAAGTTGTACAAAAGTTGT
ACCAALATAGTTGTACAAATATCATTGAGGAATTTGACAAAAGCTACACAAATAAGGGTTAATT
GCTGTAAATAAATAAGGATGACGCATTAGAGAGATGTACCATTAGAGAATTTTTGGCAAGTCA
TTAAAAAGAAAGAATAAATTATTTTTAAAATTAAAAGTTGAGTCATTTGATTAAACATGTGATTAT
TTAATGAATTGATGAAAGAGTTGGATTAAAGTTGTATTAGTAATTAGAATTTGGTGTCAAATTTA
ATTTGACATTTGATCTTTITCCTATATATTGCCCCATAGAGTCAGTTAACTCATTTTTATATTTCA
TAGATCAAATAAGAGAAATAACGGTATATTAATCCCTCCAAAAAAAAAAAACGGTATATTTACT
AARAAATCTAAGCCACGTAGGAGGATAACAGGATCCCCGTAGGAGGATAACATCCAATCCAA
CCAATCACAACAATCCTGATGAGATAACCCACTTITAAGCCCACGCATCTGTGGCACATCTACA
TTATCTAAATCACACATTCTTCCACACATCTGAGCCACACAAAAACCAATCCACATCTTTATCA
COCATTCTATAAAAAATCACACTTITGTGAGTCTACACTTTGATTCCCTTCAAACACATACAAAG
AGAAGAGACTAATTAATTAATTAATCATCTTGAGAGAAAATGAACACTCAAATTCTAATATTAG
CCACTTCGGCATTCTTCTATGTACGTGCAGATAAAATCTGCCTAGGACATCATGCTGTGTCTA
ATGGAACCAAAGTAGACACCCTTACTGAAAAAGGAATAGAAGTTGTCAATGCAACAGAAACAG
TTGAACAAACAAACATCCCTAAGATCTGCTCAAAAGGAAAACAGACTGTTGACCTTGGTCAAT
GTGGATTACTAGGGACCGTTATTGGTCCTCCCCAATGTGACCAATTTCTTGAGTTCTCTGCTA
ATTTAATAGTTGAAAGAAGGGAAGGTAATGACATTTIGTTATCCAGGCAAATTTGACAATGAAGA
AACATTGAGAAAAATACTCAGAAAATCCGGAGGAATTAAAAAGGAGAATATGGGATTCACATA
TACCGGAGTGAGAACCAATGGAGAGACTAGCGCATGTAGAAGGTCAAGATCTTICCTTITATG
CAGAGATGAAATGGCTTCTATCCAGCACAGACAATGGGACATTTCCACAAATGACAAAGTCCT
ACAAGAACACTAAGAAGGTACCAGCTCTGATAATCTGGGGAATCCACCACTCAGGATCAACT
ACTGAACAGACTAGATTATATGGAAGTGGGAATARATTGATAACAGTT IGGAGTTCCAAATAC
CAACAATCTTTTGTCCCAAATCCTGGACCAAGACCGCAAATGAATGGTCAATCAGGAAGAATT
GACTTTCACTGGCTGATGCTAGATCCCAATGATACTGTCACTTTCAGTTTTAATGGGGCCTTT
ATAGCACCTGACCGCGCCAGTTTITCTAAGAGGTAAATCTCTAGGAATCCAAAGTGATGCACAA,
CTTGACAATAATTGTGAAGGTGAATGCTATCATATTGGAGGTACTATAATTAGCAACTTGCCCT
TTCAAAACATTAATAGTAGGGCAATCGGAAAATGCCCCAGATACGTGAAGCAGAAGAGCTTAA
TGCTAGCAACAGGAATGARAAAATGTTCCTGAAGCTCCTGCACATAAACAACTAACTCATCACA
TGCGCAAAAAAAGAGGTTTATTTGGTGCAATAGCAGGATTCATTGAAAATGGGTGGGAAGGAT
TAATAGACGGATGGTATGGATATAAGCATCAGAATGCACAAGGAGAAGGGACTGCTGCAGAC
TACAAAAGTACACAATCTGCTATCAACCAAATAACCGGAAAATTGAACAGACTAATAGAAAAAA
CCAACCAGCAATTCGAACTAATAGATAATGAGTTCAATGAAATAGAAAAACAAATTGGCAATGT
TATTAACTGGACTAGAGATTCTATCATCGAAGTATGGTCATATAATGCAGAGTTCCTCGTAGC
AGTGGAGAATCAACACACTATTGATTTAACTGACTCAGAAATGAACAAACTATATGAAAMAGGTA
AGAAGACAACTGAGAGAAAATGCTGAGGAAGATGGTAATGGCTGTTTTGAAATATTCCACCAA
TGTGACAATGATTGCATGGCCAGCATTAGAAACAACACATATGACCATAAAAAATACAGAAAA
GAGGCAATACAAAACAGAATCCAGATTGACGCAGTAAAGTTGAGCAGTGGTTACAAAGATATA
ATACTTITGGTT TAGCTTCGGGGCATCATGTTICTTATTTCTTIGCCATTGCAATGGGTCTIGTTT
TCATATGTATAAAAAATGGAAACATGCGGTGCACTATTTGTATATAAGAGCTCTAAGTTAAAAT
GCTTCTTCGTCTCCTATTTATAATATGGTTTGTTATTGTTAATTTTGTTCTTGTAGAAGAGCTTA
ATTAATCGTTGTTGTTATGAAATACTATTTGTATGAGATGAACTGGTGTAATGTAATTCATTTAC
ATAAGTGGAGTCAGAATCAGAATGTTTCCTCCATAACTAACTAGACATGAAGACCTGCCGCGT
ACAATTGTCTTATATTTGAACAACTAAMATTGAACATCTTTTGCCACAACTTTATAAGTGGTTAA
TATAGCTCAAATATATGGTCAAGTTCAATAGATTAATAATGGAAATATCAGTTATCGAAATTCAT
TAACAATCAACTTAACGTTATTAACTACTAATTTTATATCATCCCCTTTGATAAATGATAGTACA
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Fig. 63
SEQID NO: 72

HA de B/Malasia/2506/2004

AGAGGTACCCCGGGCTGGTATATTTATATGTTGTCAAATAACTCAAAAACCATAAAAGTTTAAG
TTAGCAAGTGTGTACATTTT TACTTGAACAAAAATATTCACCTACTACTGTTATAAATCATTATTA
AACATTAGAGTAAMAGAAATATGGATGATAAGAACAAGAGTAGTGATATTTTGACAACAATTTTGT
TGCAACATTIGAGAAAATTTTGTTGTTCTCTCTTTTCATTGGTCAAAAACAATAGAGAGAGAAAA
AGGAAGAGGGAGAATAAAAACATAATGTGAGTATGAGAGAGAAAGTTGTACAAAAGTTGTACC
AAAATAGTTGTACAAATATCATTGAGGAATTTGACAAAAGCTACACAAATAAGGGTTAATTGCTG
TAAATAAATAAGGATGACGCATTAGAGAGATGTACCATTAGAGAATTTTTGGCAAGTCATTAAA
AAGAAAGAATAAATTATTTTTAAAATTAAAAGTTGAGTCATTTGATTAAACATGTGATTATTTAAT
GAATTGATGAAAGAGTTGGAT TAAAGTTGTATTAGTAATTAGAATTTGGTGTCAAATTTAATTIG
ACATTTGATCTITTCCTATATATTGCCCCATAGAGTCAGTTAACTCATTTTITATATTTCATAGATC
AAATAAGAGAAATAACGGTATATTAATCCCTCCAAAAAAAAAAAACGGTATATTTACTAAAAAAT
CTAAGCCACGTAGGAGGATAACAGGATCCCOCGTAGGAGGATAACATCCAATCCAACCAATCALC
AACAATCCTGATGAGATAACCCACTTTAAGCCCACGCATCTGTGGCACATCTACATTATCTAAA
TCACACATTCTTCCACACATCTGAGCCACACAAAAACCAATCCACATCTTTATCACCCATTCTAT
AAAAAATCACACTTTGTGAGTCTACACTTTGATTCCCTTCAAACACATACAAAGAGAAGAGACT
AATTAATTAATTAATCATCTTGAGAGAAAATGAAGGCAATAATTGTACTACTCATGGTAGTAACA
TCCAATGCAGATCGAATCTGCACTGGGATAACATCGTCAAACTCACCACATGTTGTCAAAACTG
CTACTCAAGGGGAGGTCAATGTGACTGGTGTAATACCACTGACAACAACACCCACCAAATCTC
ATTTTGCAAATCTCAAAGGAACAGAAACCAGAGGGAAACTATGCCCAAAATGLCTCAACTGCA
CAGATCTGGACGTGGCCTTGGGCAGACCAAAATGCACGGGGAACATACCCTCGGCAAGAGTT
TCAATACTCCATGAAGTCAGACCTGTTACATCTGGGTGCTTTCCTATAATGCACGACAGAACAA,
AAATTAGACAGCTGCCTAAACTTCTCAGAGGATACGAACATATCAGGTTATCAACTCATAACGT
TATCAATGCAGAAAATGCACCAGGAGGACCCTACAAAATTGGAACCTCAGGGTCTTGCCCTAA
CGTTACCAATGGAAACGGATT TTTCGCAACAATGGCTTGGGCCGTCCCAAAAAACGACAACAA
CAAAACAGCAACAAATTCATTAACAATAGAAGTACCATACATTIGTACAGAAGGAGAAGACCAA
ATTACCGTTTGGGGGTTCCACTCTGATAACGAAACCCAAATGGCAAAGCTCTATGGGGACTCA
AAGCCCCAGAAGTTCACCTCATCTGCCAACGGAGTGACCACACATTACGTTTCACAGATTGGT
GGCTTCCCAAATCAAACAGAAGACGGAGGACTACCACAAAGCGGTAGAATTGTTGTTGATTAC
ATGGTGCAAAAMATCTGGGAAAACAGGAACAATTACCTATCARAGAGGTATTT TATTGCCTCAAA
AACTEGTEGGTGCGCAAGTGGCAGGAGCAAGGTAATAAAAGGATCGTTGCCTTTAATTGGAGAAG
CAGATTGCCTCCACGAAAAATACGGTGGATTAAACAAMAGCAAGCCTTACTACACAGGGGAAC
ATGCAAAGGCCATAGGAAATTGCCCAATATGGGTGAAAACACCCTTGAAGCTGGCCAATGGAA
CCAAATATAGACCTCCTGCAAAACTATTAAAGGARAAGGGGTTTCTTCGGAGCTATTGCTGGTTT
CTTAGAAGGAGGATGGGAAGGAATGATTGCAGGTTGGCACGGATACACATCCCATGGGGCAC
ATGGAGTAGCGGTGGCAGCAGACCTTAAGAGCACTCAAGAGGCCATAAACAAGATAACAALAL
ATCTCAACTCTTTGAGTGAGCTGGAAGTAAAGAATCTTCAAAGACTAAGCGGTGCCATGGATG
AACTCCACAACGAAATACTAGAACTAGACGAGAAMMGTGGATGATCTCAGAGCTGATACAATAA
GCTCACAAATAGAACTCGCAGTCCTGCTTTCCAATGAAGGAATAATAAACAGTGAACATGAGC
ATCTCTTGGCGCTTGAAAGAAAGCTCGAAGAAMATGCTGGGCCCCTCTGCTGTAGAGATAGGGA
ATGGATGCTTTGAAACCAAACACAAGTGCAACCACGACCTGTCTCGACAGAATAGCTGCTGGTA
CCTTTGATGCAGGAGAATTTTCTCTCCCCACTTTTGATTCACTGAATATTACTGCTGCATCTTTA
AATGACGATGGATTGGATAATCATACTATACTGCTT TACTACTCAACTGCTGCCTCCAGTTTGG
CTGTAACATTGATGATAGCTATCTTTGTTGTTTATATGGTCTCCAGAGACAATGTTTCTTGCTCC
ATCTGTCTATAAGAGCTCTAAGTTAAAATGCTTCTTCGTCTCCTATTTATAATATGGTTTGTTATT
GTTAATTTTGTTCTTGTAGAAGAGCTTAATTAATCGTTGTTGTTATGAAATACTATTTGTATGAGA
TGAACTGGTGTAATGTAATTCATTTACATAAGTGGAGTCAGAATCAGAATGTTTCCTCCATAACT
AACTAGACATGAAGACCTGCCGCGTACAATTGTCTTATATTTGAACAACTAAAATTGAACATCTT
TTGCCACAACTTTATAAGTGGTTAATATAGCTCAAATATATGGTCAAGTTCAATAGATTAATAAT
GGAAATATCAGTTATCGAAATTCATTAACAATCAACTTAACGTTATTAACTACTAATTTTATATCA
TCCCCTTTGATAAATGATAGTACA
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Fig. 64
SEQID NO: 73
HA de B/Florida/4/2006

AGAGGTACCCCGGGCTGGTATATTTATATGTTGTCAAATAACTCAAAAACCATAAAAGTTTAAGT
TAGCAAGTGTGTACATTT I TACTTGAACAAAAATATTCACCTACTACTGTTATAAATCATTATTAA
ACATTAGAGTAAAGAAATATGGATGATAAGAACAAGAGTAGTGATATTTITGACAACAATITTIGTT
GCAACATTTGAGAASMATTTTGTTGTTCTCTCTTTTCATTGGTCAAAAACAATAGAGAGAGAAALA
GGAAGAGGGAGAATAAAAACATAATGTGAGTATGAGAGAGAAAGTTGTACAAAAGTTGTACCAA
AATAGTTGTACAAATATCATTGAGGAATTTGACAAAAGCTACACAAATAAGGGTTAATTGCTGTA
AATAAATAAGGATGACGCATTAGAGAGATGTACCATTAGAGAATTTTTGGCAAGTCATTAAAAAG
AAAGAATAAATTATTTTTAAAATTAAAAGTTGAGTCATTTGATTAAACATGTGATTATT TAATGAAT
TGATGAAAGAGTTGGATTAAAGTTGTATTAGTAATTAGAATTTGGTGTCAAATTTAATT TGACATT
TGATCTTTTCCTATATATTIGCCCCATAGAGTCAGTTAACTCATTITTATATITCATAGATCAAATA
AGAGAAATAACGGTATATTAATCCCTCCAAAAALAAAAAACGGTATATTTACTAAAAMATCTAAG
CCACGTAGGAGGATAACAGGATCCCCGTAGGAGGATAACATCCAATCCAACCAATCACAACAA
TCCTGATGAGATAACCCACTTTAAGCCCACGCATCTGTGGCACATCTACATTATCTAAATCACA,
CATTCTTCCACACATCTGAGCCACACAAAAACCAATCCACATCTTTATCACCCATTCTATAAAAA,
ATCACACTTIGTGAGTCTACACTTTGATTCCCTTCAAACACATACAAAGAGAAGAGACTAATTAA
TTAATTAATCATCTTGAGAGAARAATGAAGGCAATAATTGTACTACTCATGGTAGTAACATCCAAT
GCAGATCGAATCTGCACTGGAATAACATCTTCAAACTCACCTCATGTGGTCAAAACAGCCACTC
AAGGGGAGGTCAATGTGACTGGTGTGATACCACTAACAACAACACCAACAAAATCTTATTITGC
AAATCTCAAAGGAACAAGGACCAGAGGGAAACTATGCCCAGACTGTCTCAACTGCACAGATCT
GGATGTGGCTTTIGGGCAGACCAATGTGTGTGGGGACCACACCTTICGGCGAAGGCTTCAATALC
TCCACGAAGTCAAACCTGTTACATCCGGGTGCTTTCCTATAATGCACGACAGAACAAAAATCAG
GCAACTACCCAATCTTCTCAGAGGATATGAAAATATCAGGCTATCAACCCAAAACGTCATCGAT
GCGGAAAAGGCACCAGGAGGACCCTACAGACTTGGAACCTCAGGATCTTGCCCTAACGCTAC
CAGTAAGAGCGGATTTTTCGCAACAATGGCTTGGGCTGTCCCAAAGGACAACAACAAAAATGC
AACGAACCCACTAACAGTAGAAGTACCATACATTTIGTACAGAAGGGGAAGACCAAATCACTGTT
TGGEGGGTTCCATTCAGATAACAAAACCCAAATGAAGAACCTCTATGGAGACTCAAATCCTCAAL
AGTTCACCTCATCTGCTAATGGAGTAACCACACACTATGTTTCTCAGATTGGCAGCTTCCCAGA
TCAAACAGAAGACGGAGGACTACCACAAAGCGGCAGGATTGTTGTTGATTACATGATGCAAAA
ACCTGGGAAAAMCAGGAACAATTGTCTACCAAAGAGGTGTTTTGTTGCCTCAAAAGGTGTGGTG
CGCGAGTGGCAGGAGCAAAGTAATAAAAGGGTCCTTGCCTTTAATTGGTGAAGCAGATTGCCT
TCATGAAAAMATACGGTGGATTAAACAAAAGCAAGCCTTACTACACAGGAGAACATGCAALMAGCC
ATAGGAAATTGCCCAATATGGGTGAAAACACCTTTCGAAGCTCGCCAATGGAACCALMATATAGAC
CTCCTGCAAAACTATTAAAGGAAAGGGGTTTICTTCGGAGCTATTGCTGGTTTCCTAGAAGGAG
GATGGGAAGGAATGATTGCAGGCTGGCACGGATACACATCTCACGGAGCACATGGAGTGGCA
GTGGCGGLCGGACCTTAAGAGTACGCAAGAAGCTATAAACAAGATAACAAAAAATCTCAATTCTT
TGAGTGAGCTAGAAGTAAAGAATCTTCAAAGACTAAGTGGTGCCATGGATGAACTCCACAACG
AAATACTCGAGCTGGATGAGAAAGTGGATGATCTCAGAGCTGACACTATAAGCTCGCAAATAG
AACTTGCAGTCTTGCTTTCCAACGAAGGAATAATAAACAGTCAAGATGAGCATCTATTGGCACT
TGAGAGAAAACTAAAGAAAATGCTGGGTCCCTCTGCTGTAGAGATAGGAAATGGATGCTTCGA
AACCAAACACAAGTGCAACCAGACCTGCTTAGACAGGATAGCTGCTGGCACCTTITAATGCAGG
AGAATTTTCTCTCCCCACTTTTGATTCACTGAACATTACTGCTGCATCTTTAAATGATGATGGAT
TGGATAACCATACTATACTGCTCTATTACTCAACTGCTGCTTCTAGTTTGGCTGTAACATTGATG
CTAGCTATTTTTATTGTTITATATGGTCTCCAGAGACAACGTTTCATGCTCCATCTGTCTATAAGA
GCTCTAAGTTAAAATGCTTCTTCGTCTCCTATTTATAATATGGTTTGTTATTGTTAATTTITGTTCT
TGTAGAAGAGCTTAATTAATCGTTGTIGTTATGAAATACTATTTGTATGAGATGAACTGGTGTAA
TGTAATTCATTTACATAAGTGGAGTCAGAATCAGAATGTTTCCTCCATAACTAACTAGACATGAA
GACCTGCCGCGTACAATTGTCTTATATTTGAACAACTAAAATTGAACATCTTTTGCCACAACTTT
ATAAGTGGTTAATATAGCTCAAATATATGGTCAAGTTCAATAGATTAATAATGGAAATATCAGTTA
TCGAAATT CATTAACAATCAACTTAACGTTATTAACTACTAATTITATATCATCCCCTTTGATAAA
TGATAGTACA
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Fig. 65

Consenso de las SEQ ID NOs: 49, 48,33y 9

SEQ ID NO: 74
MK(X,)KLLVLLCTFTATYADTICIGYHANNSTDTVDTVLEKNVTVTHSVNLL
E(X,)SHNGKLCLLKGIAPLQLGNCSVAGWILGNPECELLIS(X,)ESWSYIVE(X, )P
NPENGTCYPG(X,)FADYEELREQLSSVSSFERFEIFPKESSWPNHT(X)TGVSA
SCSHNG(X,)SSFY(X,NLLWLTGKNGLYPNLSKSY(X,JNNKEKEVLVLWGVHHPPN
IG(X,0)Q (X,4)ALYH(X,,)ENAYVSVVSSHYSR(X,,)FTPEIAKRPKVRDQEGRINYYWTLL
EPGDTIIFEANGNLIAP(X,,)YAFALSRGFGSGII(X,;)SNAPMD(X, JCDAKCQTPQG
AINSSLPFQNVHPVTIGECPKYVRSAKLRMVTGLRNIPSIQSRGLFGAIA
GFIEGGWTGMVDGWYGYHHQNEQGSGYAADQKSTANAINGITNKVNSVIE
KMNTQFTAVGKEFNKLERRMENLNKKVDDGF(X,,)DIWTYNAELLVLLENERT
LDFHDSNVKNLYEKVKSQLKNNAKEIGNGCFEFYHKCN(X,,) ECMESVKNGTY
DYPKYSEESKLNREKIDGVKLESMGVYQILAIYSTVASSLVLLVSLGAIS
FWMCSNGSLQCRICI
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Fig. 66
SEQ IDNOD: 75

MKAKLLVLLCTFTATYADTICIGYHANNS TDTVDTVLEKNVTVTHSVNLLEDSHNGHKLCLLKGIA
PLOLGNCSVAGWILGNPECELLISKESWSYIVETPNPENGTCYPGYFADYEELREQLSSVSSFERFEIF
PKESSWPNHTVTGVSASCSHNGKSSFYRNLLWLTGKNGLYPNLSKSYVNNKEKEVLYLWGVHHPPNI
GNORALYHTENAYVSVVSSHYSRRFTPEIAKRPKVRODQEGRINYYWTLLEPGDTIFEANGNLIAPWYAFALS
RGFGSGITSNAPMDECDAKCQTPQGAINSSLPFONVHPVTIGECPKYWVRSAKLRMVTGLRNIPSIQSRG
LFGAIAGFIEGGWTGMVDGWYGYHHQMNEQGSGYAADQKSTANAINGITNKVNSVIEKMNTQFTAVGK
EFNKLERRMENLNKKVODGFLDIWTYNAELLVLLENERTLDFHDSNVKNLYEKVKSQLKNNAKEIGNGCFEF
YHHCNNECMESVKNGTYDYPKY SEESKLNREKIDGVKLESMGVYQILAIYSTVASSLVLLYSLGAISFWMC
SNGSLQCRICI
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Fig. 67

SEQ ID NO: 76
MSLLTEVETYVLSIIPSGPLKAEIAQRLEDVFAGKNTDLEVLMEWLKTRPILSPLTKGILGFVFTLTVPS
ERGLORRRFVONALNGNGDPNNMDKAVELYRKL KREITFHGAKEISLSYSAGALASCMGLIYNRMGAY

TTEVAFGLVCATCEQIADSQHRSHRQMVTTTNPLIRHENRMVLASTTAKAMEQMAGSSEQAAEAMEVAS
QARQMVQAMRTIGTHPSSSAGLKNDLLENLQAYQKRMGVOMQRFK
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