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DESCRIPCION
Elementos de ADN recombinante para la expresién de proteinas recombinantes en insectos
Campo de la invencion

La presente invencion puede incluirse en el campo de la biotecnologia y cubre insectos que comprenden secuencias
de acido nucleico que comprenden, por ejemplo, promotores, regiones homologas (hr) como potenciadores y
secuencias que codifican reguladores de la transcripcion, por ejemplo, el ADNc de Ac-ie-01 de baculovirus, o
cualquier combinacién de los mismos, que pueden aumentar la eficacia de la expresién de proteinas recombinantes,
por ejemplo, en larvas de insectos. Ademas, la presente invencion también se refiere a métodos que usan los
insectos anteriormente mencionados de la invencion infectados, transformados, transducidos o transfectados con
esas secuencias o vectores, y a métodos para producir proteinas usando los insectos anteriormente mencionados.

Estado de la técnica

El sistema de vector de expresion de baculovirus (BEVS) es un método bien establecido para la produccion de
proteinas recombinantes que van a usarse como vacunas, moléculas terapéuticas o reactivos de diagndstico. Con
su potencial para la sobreexpresion y rapida velocidad de desarrollo, BEVS es una de las opciones mas atractivas
para producir proteinas recombinantes para cualquier fin. El vector de baculovirus mas empleado usado en la
industria para la expresion de proteinas recombinantes se basa en el virus de la poliedrosis multinuclear de
Autographa californica (AcMNPV) con células de insecto Spodoptera frugiperda 9 (Sf) o 21 (Sf21) como huéspedes
de expresion adecuados (1), asi como larvas de insectos de Trichoplusia ni (T. ni) como biofabricas vivas (2). Desde
que se desarrollo el BEVS en la década de 1980 (3), se han producido satisfactoriamente cientos de proteinas
recombinantes, que van desde enzimas citosélicas hasta proteinas unidas a membrana, en células de insecto
infectadas por baculovirus.

En todo el mundo se producen aproximadamente 70.000 toneladas de seda al afio en un procedimiento que
convierte un sustrato de poco valor, las hojas de la morera, en un producto basado en proteina de alto valor: seda.
Los insectos son productores de proteina altamente eficaces debido a su metabolismo acelerado. Los lepidépteros,
tales como Bombyx mori o Trichoplusia ni, son dos de los insectos mas usados en biotecnologia. Crecen en tamafio
aproximadamente 5000 veces en menos de 2 semanas y producen mas de un kildmetro de seda por insecto.
Mientras que una célula de una glandula de la seda puede producir aproximadamente 80 ug de proteina/célula/dia,
los mejores sistemas de cultivo de células de mamifero sélo producen aproximadamente 50 pg de
proteina/célula/dia. Las preocupaciones que surgen de una posible contaminacion por agentes casuales (tales como
virus o priones) de proteinas recombinantes obtenidos a partir de células de mamifero en cultivo son
sustancialmente menores, si no estan totalmente ausentes, en el caso de productos derivados de insectos para uso
en seres humanos o animales. Aunque se han generado gusanos de seda transgénicos para producir proteinas
terapéuticas humanas (4), aun no se ha usado esta tecnologia para producir antigenos de vacunas. Sin embargo, se
han usado baculovirus genéticamente modificados (virus de la poliedrosis nuclear de Autographa californica y
nucleopoliedrovirus de Bombyx mori) para generar vacunas derivadas de insectos (insectigenos). Basicamente, los
mismos baculovirus usados para la expresion de antigenos en cultivos de células de insecto pueden usarse para
infectar larvas de insectos. Tras la infeccion, el antigeno recombinante se acumula en tejidos de insecto y, tras 3-4
dias de infeccion, las larvas pueden procesarse para obtener el antigeno recombinante en cantidades que pueden
alcanzar entre varios cientos de pg hasta varios miligramos por larva infectada. Se han sometido a prueba vacunas
experimentales frente a enfermedades infecciosas de animales con muy buenos resultados, incluso usando
antigenos solubles no purificados obtenidos de larvas, sin ningin efecto secundario en animales tras protocolos de
inmunizacion repetida (5, 6, 7, 8). También se han producido otras proteinas con diferentes aplicaciones en insectos
como biofabricas vivas, tales como enzimas (9, 10), anticuerpos (11, 12), hormonas (13, 14), citocinas (15, 16) y
proteinas de diagnostico (17, 18, 19, 20). La mayoria de estas proteinas anteriormente mencionadas se procesaron
correctamente tras la sintesis y sus actividades funcionales permanecieron intactas en extractos de proteinas de
larva solubles. Los insectos como biofabricas vivas constituyen una alternativa prometedora a tecnologias de
fermentacion convencionales y también a proteinas derivadas de plantas debido a la versatilidad de produccion,
ajuste a escala, eficacia y velocidad de desarrollo.

La aceleracion de la expresion de proteinas recombinantes, de modo que la expresion de proteinas tenga lugar
antes de que la maquinaria celular de larvas de insectos se vea gravemente alterada por la infeccion por
baculovirus, seria una mejora importante del BEVS. La expresion tardia, impulsada por los promotores de virus
fuertes convencionales de genes de la polihedrina (polh) o p10, tiene graves desventajas en las modificaciones
postraduccionales de proteinas foraneas. Se han caracterizado promotores de baculovirus que permiten una
expresion mas temprana que los promotores polh o p10 usados convencionalmente y se han usado para la
produccion de proteinas heterdlogas, pero mostraron una productividad reducida (21).

Otra posibilidad para mejorar el BEVS seria aumentar la conservacion de la integridad celular en momentos tardios

tras la infeccion reduciendo la muerte celular inducida por virus. La reduccion en la alteracion grave de la maquinaria
celular del insecto en momentos tardios tras la infecciéon provocada por BEVS no sélo debera aumentar el intervalo
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de tiempo para producir y acumular proteinas recombinantes (secretadas o no), sino también permitir mas tiempo
para el plegamiento de proteinas de complejo o cualquier modificacion postraduccional de las proteinas producidas.
Las larvas de insectos infectadas por baculovirus producen y acumulan proteinas recombinantes durante el
transcurso de la infeccidon y de una manera dependiente de la dosis de virus. Una supervivencia prolongada de las
larvas infectadas junto con una determinada proteccion frente a altas dosis de infecciéon, aumentara drasticamente la
productividad de insectos que sirven como biofabricas vivas.

Se ha determinado que algunos elementos de ADN de baculovirus estan implicados en la activacion de genes de
factor de expresion tardia, que son necesarios para la propagacion del virus. Uno de ellos es la proteina inmediata
temprana (ie) IE-1 y su variante de corte y empalme IE-0 de AcMNPV (virus de la poliedrosis multinuclear de
Autographa californica). La traduccién de los ARNm de AcMNPV codificados por ADNc de Ac-ie-07 da como
resultado la produccion tanto de IE-O como de IE-1 debido a la iniciacién de la traduccion interna. Se piensa que
ambas son mediadores criticos de la expresion de genes de baculovirus debido a su potencia como reguladores de
la transcripcion (22). Sintetizada de manera muy temprana durante la infeccion, IE-1 de AcCMNPV es una proteina de
union a ADN dimérica de 67 kDa que estimula la transcripcion en ensayos de transfeccion de plasmido mediante la
actividad de su dominio acido N-terminal (23, 24). IE-1 se acumula dentro del nucleo, en el que se mantiene a lo
largo de momentos tardios (25). La transactivacion por IE-1 se ve potenciada por su unién como homodimero a las
secuencias de regién homodloga (hr) de baculovirus, que funcionan como potenciadores de la transcripcion y
origenes de replicacion de ADN viral. La proteina inmediata temprana de AcMNPV, IE-0 (74 kDa), es idéntica a |E-1
excepto por 54 residuos de aminoacido adicionales en su extremo N-terminal. IE-0 de AcMNPV es una proteina de
636 aminoacidos, de 72,6 kDa, compuesta por 38 aminoacidos codificados por orf141 (exon0), 16 aminoacidos
codificados por la secuencia lider no traducida en el sentido de 5’ de ie1, y la proteina IE-1 de 582 aminoacidos
completa. El producto final es, por tanto, idéntico a IE-1 excepto por los 54 aminoacidos adicionales condensados al
extremo N-terminal. Supuestamente, debido a sus secuencias comunes, |IE-O0 e IE-1 comparten actividades
bioquimicas, incluyendo union a potenciador de hry regulacion de la transcripcion.

Dada la falta de promotores alternativos novedosos mas fuertes que los usados comercialmente (polh y p10) y de
cualquier alternativa a la implementacion de expresion a largo plazo en el sistema de baculovirus reduciendo el dafio
a la célula inducido por virus, la presente invencién se centra en resolver dichos problemas por medio de la
incorporacion de elementos de ADN recombinante en casetes de expresion de baculovirus. La presente invencion
muestra sorprendentemente que dichos casetes de expresiéon, que contienen reguladores de la transcripcion de
baculovirus, una secuencia de region homologa (hr) de potenciador y un promotor o una combinacion de
promotores, pueden aumentar la producciéon de proteinas recombinantes hasta niveles sin precedentes en larvas de
insectos. Adicionalmente, los casetes de expresion tal como se describen también aumentan la tasa de
supervivencia de larvas de insectos infectadas por baculovirus en momentos tardios tras la infeccién usando altas
dosis de infeccion, minimizando, por tanto, el efecto de patogenicidad en insectos provocado por la infeccion por
baculovirus. Por otro lado, una mejora en la integridad de las funciones celulares durante la infeccion por baculovirus
también contribuye al correcto procesamiento postraduccional de proteinas recombinantes en larvas de insectos.

V.J. Valdes et al. divulgan el uso de ARN bicatenario para prevenir infecciones virales in vitro e in vivo mediante
baculovirus recombinante (V. J. Valdes et al., Journal of Biological Chemistry, vol. 278, n.° 21, 16 de mayo de 2003,
paginas 19317 - 19234). El documento EP1 811 027 divulga polinucledtidos para la produccién de proteinas
recombinantes en gusanos de seda.

Sumario de la invenciéon

La presente invencién proporciona productos y métodos para la expresion mejorada de proteinas recombinantes en
larvas de insectos infectadas por baculovirus, tal como también se define en las reivindicaciones:

1. Insecto derivado del género Lepidoptera, que comprende elementos de acido nucleico introducidos en el insecto
mediante un baculovirus recombinante que contiene un gen Ac-ie-01 enddgeno, en el que dichos elementos de
acido nucleico comprenden

(a) una copia adicional de ADNc de Ac-ie-01 de baculovirus como transgén bajo el control de un promotor
adecuado que permite la expresion de las proteinas IE-1, IE-0 y/o fragmentos de las mismas que funcionan como
reguladores de la transcripcion por encima de niveles endégenos obtenidos durante la infeccidn por baculovirus,
en el que el acido nucleico se selecciona del grupo que consiste en:

i. un acido nucleico que contiene la secuencia de nucleétidos indicada en cualquiera de SEQ ID NO: 1-5;

ii. una secuencia de acido nucleico que tiene una identidad de secuencia de al menos el 70 %,
preferiblemente al menos el 75 %, mas preferiblemente al menos el 80 %, mas preferiblemente al menos el
85 %, mas preferiblemente al menos el 90 % y lo mas preferiblemente al menos el 95 % con la secuencia de
nucledtidos indicada en cualquiera de SEQ ID NO: 1-5 y que codifica una proteina que puede funcionar como
regulador de la transcripcion en un baculovirus recombinante;
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iii. una secuencia de acido nucleico que codifica un aminoacido que contiene la secuencia de aminoacidos
indicada en cualquiera de SEQ ID NO: 6-9; y

iv. una secuencia de acido nucleico que codifica una secuencia de aminoacidos que tiene una similitud de
secuencia de al menos el 70 %, preferiblemente al menos el 75 %, mas preferiblemente al menos el 80 %,
mas preferiblemente al menos el 85 %, mas preferiblemente al menos el 90 % y lo mas preferiblemente al
menos el 95 % con la secuencia de aminoacidos indicada en cualquiera de SEQ ID NO: 6-9 y que puede
funcionar como regulador de la transcripcion en un baculovirus recombinante;

(b) en el que el insecto comprende ademas al menos una region homaologa (hr) recombinante como region de
potenciador, operativamente unida a cualquier promotor que es adecuado para impulsar la expresién de una
proteina recombinante,

(c) en el que el promotor que impulsa la expresion de dicha proteina recombinante se selecciona del grupo de
acidos nucleicos que comprende:

i. un acido nucleico que contiene la secuencia de nucledtidos indicada en cualquiera de SEQ ID NO: 10-16; y

ii. una secuencia de acido nucleico que puede funcionar como promotor en un baculovirus recombinante y
que tiene una identidad de secuencia de al menos el 70 %, preferiblemente al menos el 75 %, mas
preferiblemente al menos el 80 %, mas preferiblemente al menos el 85 %, mas preferiblemente al menos el
90 % y lo mas preferiblemente al menos el 95 % con la secuencia de nucledtidos indicada en cualquiera de
SEQ ID NO: 10-16.

2. Insecto segun el punto 1, en el que la region homdloga (hr) recombinante es la secuencia indicada en la SEQ ID
NO: 27 (hr1).

3. Insecto segun cualquiera de los puntos 1-2, en el que la secuencia de acido nucleico que comprende
combinaciones de promotores recombinantes, las secuencias que codifican reguladores de la transcripcion y
regiones de potenciador se seleccionan del grupo que comprende SEQ ID NO: 17-26.

4. Insecto segun cualquiera de los puntos 1-3, en el que el insecto se selecciona del grupo que consiste en
Trichoplusia ni, Spodoptera frugiperda, Spodoptera exigua, Ascalapha odorata, Bombyx mori, Rachiplusia ni y
Estigmene acrea.

5. Insecto segun cualquiera de los puntos 1-4, en el que la(s) secuencia(s) de acido nucleico se introduce(n) en el
insecto mediante un baculovirus recombinante seleccionado de AcMNPV o BmNPV.

6. Insecto segun cualquiera de los puntos 1-5, que comprende ademas una secuencia de acido nucleico que codifica
una proteina recombinante, en el que dicha secuencia de acido nucleico esta operativamente unida a una secuencia
de acido nucleico seleccionada del grupo que consiste en las secuencias de acido nucleico de los puntos 1-3.

7. Método para producir una proteina recombinante que comprende el uso de un insecto del punto 6 y la extraccion y
purificaciéon de la proteina recombinante mediante medios convencionales.

8. Método para producir una proteina recombinante segun el punto 7, en el que la proteina recombinante se
selecciona del grupo que comprende vacuna monomérica de subunidades, vacuna multimérica de subunidades,
particula de tipo virus, proteina terapéutica, anticuerpo, enzima, citocina, factor de coagulacién de la sangre,
anticoagulante, receptor, hormona o reactivo de proteina de diagnéstico.

Breve descripcion de las figuras

Figura 1: Representacion esquematica de los elementos de ADN recombinante de baculovirus de la invencion, que
comprenden cuatro elementos principales: una secuencia que codifica reguladores de la transcripcion (A; por
ejemplo, IEQ e IE1), cuya expresion se impulsa por un promotor (B; por ejemplo, polh o pB2y); una secuencia de
region homologa (hr) de potenciador (C; por ejemplo, hr1), en el sentido de 5 de los promotores (D; por ejemplo,
p10, pB2¢p10 o p6.9p10) que impulsan la expresion del gen foraneo que codifica la proteina recombinante. El
esquema muestra el mecanismo tedrico de interaccion entre los elementos de ADN recombinante de la presente
invencion que da como resultado la sobreexpresion sin precedentes de la proteina recombinante.

Figura 2: Diferentes estrategias %ue dan como resultado la generacion de baculovirus recombinantes mediante el
sistema de clonacién “Bac-to-Bac™” (invitrogen™).

Figura 3: Esquema general para la generacion de vectores de clonacion, donadores y de transferencia compatibles
con ofras tecnologias comerciales usadas para generar baculovirus recombinantes.
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Figura 4: A) Produccién de GFP recombinante 96 horas tras la infeccion en larvas de insectos Trichoplusia ni (quinta
fase) inoculadas con 500 o 50.000 ufp de un baculovirus convencional que expresa la proteina bajo el control del
promotor polh o mediante un baculovirus que contiene el casete de baculovirus de la invencién polh Ac-ie-
01/hr1p6.9p10GFP. B) Porcentaje de larvas que sobreviven 96 horas tras la infeccion con los mismos baculovirus
que en el panel A y a dos dosis de infeccion diferentes, es decir, 500 y 50.000 ufp.

Figura 5: A) Porcentaje de larvas que sobreviven 96 horas tras la infeccion con el baculovirus que contiene el casete
de expresion de la presente invencion polhAc-ie-01/hr1p6.9p10GFP con respecto a un baculovirus convencional
(polhGFP) a dosis de infeccion diferentes. B) Biomasa de insectos en el momento de la infeccién con un baculovirus
convencional (polhGFP) o con un baculovirus que contiene el casete de expresion de la presente invencion (poIhAc-
ie-01/hr1p6.9p10GFP) y la biomasa recuperada 96 horas tras la infeccion. La dosis de infeccion fue de 5 x 10* ufp.

Figura 6: A) Porcentaje de larvas que sobreviven 96 horas tras la infeccion usando 5 x 10* ufp como dosis de
infeccion del baculovirus que sobreexpresa el ADNc de Ac-ie-01 bajo el promotor polh (polhAc-ie-01) o usando un
baculovirus convencional que expresa GFP bajo el promotor polh (polhGFP). B) Biomasa de insectos en el momento
de la infecciéon con los mismos baculowrus que en el panel A y la biomasa recuperada a las 96 horas tras la
infeccion. La dosis de infeccion fue de 5 x 10* ufp.

Figura 7: Comparacion de la proteina GFP recombinante expresada por un baculovirus convencional bajo el control
del promotor polh (2) o por un baculovirus que contiene el casete de expresion de la presente invencion polhAc-ie-
01/hr1p6.9p10GFP (1). Se obtuvieron extractos de larvas infectadas con 5 x 10° ufp de cada baculovirus 96 horas
tras la infeccion. A) Tincion con azul de Coomassie de la proteina GFP recombinante. B) Integridad celular tras la
infeccion por baculovirus determinada mediante deteccion de tubulina con un antisuero especifico. C) Deteccion
mediante inmunotransferencia de tipo Western de proteina GFP recombinante usando un suero anti-GFP especifico.

Figura 8: Representacion esquematica de los elementos preferidos contenidos en los casetes de expresion de
baculovirus de la invencion, que comprenden secuencias codificantes para reguladores de la transcripcion, regiones
homologas (hr) que potencian la transcripcion inducida mediante promotor(es) de un gen foraneo que codifica una
proteina recombinante.

Descripcion detallada de la invenciéon

La presente invencion mejora la expresion de proteinas recombinantes por medio de la introduccion de elementos
de ADN recombinante en insectos.

Estos elementos de ADN recombinante de la presente divulgaciéon son secuencias que provocan la expresion de
reguladores de la transcripcion de baculovirus por encima de niveles enddgenos y, opcionalmente, regiones
homologas (hr) de potenciador y promotores operativamente unidos a estos elementos anteriormente mencionados.

Ademas, los elementos de ADN recombinante pueden formar parte de un casete de expresion.

“Casete de expresion” se refiere a una secuencia de acido nucleico que contiene elementos de ADN recombinante
que controlan (por ejemplo, el promotor) y/o se requieren (por ejemplo, el propio gen) para la expresion génica. El
casete de expresion puede introducirse en un vector recombinante o baculovirus.

Los elementos de ADN recombinante pueden incorporarse en una Unica secuencia de acido nucleico, vector de
clonacion, vector de transferencia, célula o baculovirus recombinante. Sin embargo, también pueden estar presentes
en diferentes secuencias de acido nucleico, vectores de clonacion, vectores de transferencia o baculovirus
recombinantes e introducirse en la misma célula.

La presente invencién muestra sorprendentemente que la introducciéon en larvas de insectos de secuencias que
provocan la expresion de reguladores de la transcripcion de baculovirus por encima de niveles endégenos obtenidos
durante la infeccion por baculovirus y la introduccién de una secuencia de regiéon homadloga (hr) de potenciador, un
promotor o una combinaciéon de promotores puede aumentar la produccién de una proteina recombinante hasta
niveles sin precedentes. Esto indica la utilidad de este sistema para la expresién de proteinas recombinantes in vivo.

Adicionalmente, la introduccion de estos elementos de ADN recombinante en larvas de insectos con baculovirus
aumenta la tasa de supervivencia de las larvas de manera tardia tras la infeccién, especialmente tras usar altas
dosis de virus para la infeccion (maximiza la cantidad recuperada de biomasa, es decir, la productividad del
sistema), en comparaciéon con larvas infectadas con un baculovirus convencional. La biomasa de insectos
recuperada al final del procedimiento de produccion también aumenta significativamente.

Ademas, se mejoran la integridad de la maquinaria celular molecular y la morfologia celular de dichas larvas
infectadas por baculovirus en comparacioén con larvas infectadas con un baculovirus convencional. Una mejora en la
integridad de funciones celulares durante la infeccion por baculovirus también contribuye al correcto procesamiento
postraduccional de la proteina recombinante.
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Por tanto, un aspecto de la invencion se refiere a un insecto, tal como se define en las reivindicaciones, que contiene
una secuencia de acido nucleico que permite la expresion por encima de niveles endogenos de reguladores de la
transcripcion obtenidos durante la infeccion por baculovirus. Los reguladores de la transcripcion son IE-1, IE-0 y/o
fragmentos de las mismas.

“Regulador de la transcripcion” se refiere a una proteina reguladora que tiene la capacidad de modular la
transcripcion de genes especificos, por ejemplo, uniéndose a regiones de potenciador o represor y/o reclutando
proteinas adicionales que estan implicadas en la transcripcion.

IE-1 y su variante de corte y empalme IE-0 son reguladores de la transcripcidon que se expresan de manera
enddgena durante la infeccion por baculovirus. Segun la presente invencion, IE-1, IE-O y/o fragmentos de las
mismas se expresan de manera recombinante para aumentar el nivel total de estas proteinas por encima de niveles
enddgenos. Esto se logra mediante introduccion de copias adicionales del gen endogeno. Pueden introducirse
copias adicionales de los genes enddgenos como transgenes bajo el control de un promotor adecuado tal como polh
0 pB2,.

El nivel de expresion de las proteinas IE-1, IE-0 y/o fragmentos de las mismas puede determinarse tanto a nivel de
ARNmM como de proteina con métodos convencionalmente conocidos por el experto en la técnica, tales como PCR
cuantitativa y analisis por inmunotransferencia de tipo Western.

Segun la invencion, IE-1, IE-0 y fragmentos de las mismas se codifican por los acidos nucleicos de SEQ ID NO: 1
(también denominado Ac-ie-07) a SEQ ID NO: 5. SEQ ID NO: 1 es el ADNc de Ac-ie-01 que codifica tanto para |E-1
como para IE-0, SEQ ID NO: 2 es la secuencia codificante (CDS) de IE-1 y SEQ ID NO: 3 es la CDS de IE-0. SEQ
ID NO: 4 y 5 son las CDS de los dominios N-terminales de IE-1 e IE-0 respectivamente que conservan la actividad
de regulador de la transcripcién catalitico. Las proteinas que se codifican por SEQ ID NO: 2-5 se representan por
SEQ ID NO: 6-9 respectivamente.

La presente divulgacion divulga ademas variantes de SEQ ID NO: 1-9 que son o codifican aminoacidos que pueden
funcionar como regulador de la transcripcion. Estas variantes son acidos nucleicos o aminoacidos cuya secuencia de
nucledtidos o de aminoacidos difiere en una o mas posiciones de estos acidos nucleicos o aminoacidos originales,
mediante lo cual las diferencias pueden ser adiciones, deleciones y/o sustituciones de nucleétidos o residuos de
aminoacido.

Las secuencias de acido nucleico y de aminoacidos de la divulgacion se distinguiran de otras secuencias de acido
nucleico y de aminoacidos por su grado de identidad o similitud de secuencia respectivamente tal como se
determina usando EMBOSS Needle con los parametros por defecto
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/psa/emboss_needle/). Los métodos para la generacién de tales variantes incluyen
mutagénesis al azar o dirigida al sitio, mutagénesis por saturacion de sitio, ensamblaje de fragmentos basado en
PCR, intercambio de ADN, recombinacién homologa in vitro o in vivo y métodos de sintesis de genes.

La secuencia de las variantes de SEQ ID NO: 1-5 es idéntica en al menos el 70 %, preferiblemente al menos el
75 %, mas preferiblemente al menos el 80 %, mas preferiblemente al menos el 85 %, mas preferiblemente al menos
el 90 % y lo mas preferiblemente al menos el 95 % a las secuencias de SEQ ID NO: 1-5.

La secuencia de las variantes de SEQ ID NO: 6-9 es similar en al menos el 70 %, preferiblemente al menos el 75 %,
mas preferiblemente al menos el 80 %, mas preferiblemente al menos el 85 %, mas preferiblemente al menos el 90
% y lo mas preferiblemente al menos el 95 % a las secuencias de SEQ ID NO: 6-9.

El insecto es un lepidoptero seleccionado preferiblemente del grupo que consiste en Trichoplusia ni, Spodoptera
frugiperda, Spodoptera exigua, Ascalapha odorata, Bombyx mori, Rachiplusia ni y Estigmene acrea. En un modo de
realizacion preferido, el insecto es una larva.

El insecto de la presente invencion contiene adicionalmente, ademas de la secuencia de acido nucleico que permite
la expresion por encima de niveles endégenos de las proteinas IE-1, IE-0 y/o fragmentos de las mismas, una region
homologa (hr) recombinante que puede potenciar la expresion de una proteina recombinante al unirse
operativamente al promotor respectivo.

Las regiones homoélogas, hr, estan compuestas por unidades de repeticion de aproximadamente 70 pb con un
palindromo de 30 pb imperfecto cerca del centro. Las regiones homodlogas se repiten en ocho ubicaciones en el
genoma de AcMNPV con de 2 a 8 repeticiones a cada lado. Las regiones homdlogas se han implicado tanto como
potenciadores de la transcripcion asi como origenes de replicacion de ADN de baculovirus.

“Region de potenciador” se refiere a una secuencia de control cuya union mediante reguladores de la transcripcion
aumenta el nivel de transcripcion de genes asociados.
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“Proteina recombinante” se refiere a una proteina que se origina a partir de ADN recombinante. Tales proteinas
pueden usarse para el beneficio de seres humanos y animales y pueden tener aplicacion industrial, comercial o
terapéutica.

“Estar operativamente unido” se refiere a dos secuencias de acido nucleico que estan conectadas de una manera
que una influye sobre la otra en cuanto, por ejemplo, a la regulacién de la transcripcion.

“Promotor” se refiere a una secuencia de ADN a la que puede unirse ARN polimerasa para iniciar la transcripcién. La
secuencia puede contener ademas sitios de union para diversas proteinas que regulan la transcripcion, tales como
factores de transcripcion. La secuencia de promotor puede estar compuesta por diferentes fragmentos de promotor
(fragmentos o bien diferentes o bien iguales) que estan ubicados proximos en la secuencia de ADN y pueden estar
separados por grupos de unién o espaciadores. Tales promotores se denominan promotores quimeéricos.

La secuencia de regiéon homologa hr de potenciador en el sentido de 5’ del/de los promotor(es) es preferiblemente
hr1 (SEQ ID NO: 27). Los promotores que impulsan la expresion de la proteina recombinante se seleccionan del
grupo que comprende SEQ ID NO: 10-16 o una secuencia que puede funcionar como promotor y tiene una identidad
de al menos el 70 %, preferiblemente al menos el 75 %, mas preferiblemente al menos el 80 %, mas preferiblemente
al menos el 85 %, mas preferiblemente al menos el 90 % y lo mas preferiblemente al menos el 95 % con la
secuencia de nucleétidos indicada en cualquiera de SEQ ID NO: 10-16.

En un modo de realizacién preferido, la secuencia de acido nucleico comprende combinaciones de promotores
recombinantes, secuencias que codifican reguladores de la transcripcion y regiones de potenciador seleccionadas
del grupo que comprende SEQ ID NO: 17-26.

Tal como se indicé anteriormente, no se necesita que los promotores recombinantes, secuencias que codifican
reguladores de la transcripcion y regiones de potenciador formen parte de una Unica molécula, en vez de eso, estas
secuencias pueden formar parte de moléculas distintas siempre que estén operativamente unidas, es decir,
contenidas dentro de las mismas células.

El insecto de la presente invencion comprende preferiblemente una secuencia de acido nucleico que codifica una
proteina recombinante. Esta secuencia de acido nucleico esta operativamente unida a la secuencia de acido
nucleico que permite la expresion por encima de niveles endégenos de las proteinas IE-1, IE-0 y/o fragmentos de las
mismas y a una region homologa (hr).

Los elementos de ADN recombinante descritos anteriormente se introducen en el insecto mediante un baculovirus
recombinante. Preferiblemente, el baculovirus es AcMNPV o BmNPV y el insecto una larva de insecto. El
baculovirus se administra a la larva mediante administracion oral (por via oral) o, mas preferiblemente, mediante
inyeccion. En un modo de realizacion adicional el insecto se infecta, transfecta, transduce o transforma con el
baculovirus recombinante, vector de transferencia, vector de clonacién o secuencia de acido nucleico de la presente
invencion. Preferiblemente, las larvas de insectos se crian en un mdédulo de cria, tal como se describe en la solicitud
de patente ES 2 232 308.

En un aspecto adicional, la invencion divulga métodos para producir una proteina recombinante usando el insecto de
la presente invenciéon. Para ello, un insecto puede infectarse, transfectarse, transducirse o transformarse con el
baculovirus recombinante, vector de transferencia, vector de clonacién o secuencia de acido nucleico. Tras la
expresion de la proteina recombinante, la extraccion y purificacion de la proteina recombinante se realiza mediante
medios convencionales.

En un aspecto preferido para la produccion de proteinas, las larvas se infectan inyectando una alta dosis de virus
(superior a 10* unidades formadoras de placas) del baculovirus recombinante 3-4 dias tras la infeccion, se procesan
las larvas infectadas y se obtiene el extracto de proteina soluble completa mediante el uso de tampones de
extraccion apropiados. Se centrifugan los extractos y se elimina la fraccion lipidica. Después, se purifica la proteina
recombinante mediante medios convencionales.

La proteina recombinante que se produce preferiblemente mediante los métodos de la presente invencién es una
proteina seleccionada del grupo que comprende vacuna monomeérica de subunidades, vacuna multimérica de
subunidades, particula de tipo virus, proteina terapéutica, anticuerpo, enzima, citocina, factor de coagulacion de la
sangre, anticoagulante, receptor, hormona o reactivo de proteina de diagndstico.

Un aspecto de la divulgacion se refiere al uso del baculovirus recombinante, vector de transferencia, vector de
clonaciéon o secuencia de acido nucleico de la invencidon en un medio de cria, alimentacién o inyeccion para un
insecto.

La presente divulgacion se refiere a un baculovirus que puede usarse para producir el insecto de la presente
invencion y comprende dicha secuencia para la expresion por encima de niveles endégenos de las proteinas IE-0,
IE-1 y/o fragmentos de las mismas.
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“Baculovirus” se refiere a una familia de virus infecciosos para invertebrados, que infectan principalmente a insectos
y artropodos. Un “baculovirus recombinante” tiene ADN recombinante introducido adicional, por ejemplo, mediante
transposiciéon o recombinacion homaéloga. El baculovirus recombinante se origina preferiblemente de AcMNPV (virus
de la poliedrosis nuclear de Autographa californica) o BmNPV (nucleopoliedrovirus de Bombyx mori).

“ADN recombinante” se refiere a una forma de ADN artificial que se modifica por ingenieria mediante la combinacion
o insercion de una o mas cadenas de ADN, combinando asi ADN que normalmente no se produciria junto.

“Elemento de ADN recombinante” se refiere a un elemento funcional dentro de ADN recombinante, tal como un
promotor, potenciador o un gen. Tal como se menciond anteriormente, los elementos de ADN recombinante de la
presente invencién son secuencias que provocan la expresion de reguladores de la transcripcion de baculovirus por
encima de niveles enddgenos, regiones homadlogas (hr) de potenciador y promotores operativamente unidos a estos
elementos anteriormente mencionados. Preferiblemente, los reguladores de la transcripcion de baculovirus IE-1, IE-0
o fragmentos de las mismas se expresan por encima de niveles endégenos obtenidos durante la infeccién por
baculovirus.

El baculovirus recombinante contiene ademas de (i) la secuencia para la expresion por encima de niveles
enddgenos de las proteinas IE-0, IE-1 y/o fragmentos de las mismas, (ii) una regiéon homologa (hr) recombinante
unida a (iii) un promotor adecuado para impulsar la expresion de una proteina recombinante. Las combinaciones
preferidas de estos elementos de ADN recombinante son tal como se describieron anteriormente para los insectos.
Ademas, el baculovirus recombinante contiene preferiblemente una secuencia de acido nucleico que codifica una
proteina recombinante.

La presente divulgacion se refiere ademas a un vector de transferencia que puede usarse para producir el insecto de
la presente invencion y/o un baculovirus recombinante y comprende dicha secuencia para la expresion por encima
de niveles endogenos de las proteinas IE-0, IE-1 y/o fragmentos de las mismas, ademas de una secuencia
adecuada para la integracion o transposicion en un baculovirus.

Los vectores de transferencia permiten generalmente la insercion de informacién genética en un baculovirus.

El vector de transferencia contiene preferiblemente ademas de (i) la secuencia para la expresién por encima de
niveles endogenos de las proteinas IE-0, IE-1 y/o fragmentos de las mismas, (ii) una regién homologa (hr)
recombinante unida a (iii) un promotor adecuado para impulsar la expresion de una proteina recombinante. Las
combinaciones preferidas de estos elementos de ADN recombinante son tal como se describieron anteriormente
para los insectos.

En un aspecto preferido, el vector de transferencia comprende una secuencia de acido nucleico que codifica dicha
proteina recombinante, mientras que en otro modo de realizacién preferido, el vector de transferencia carece de tal
secuencia.

En un modo de realizacioén preferido, el vector de transferencia es un bacmido.

“Bacmido” se refiere a un constructo de plasmido que contiene la secuencia de ADN suficiente para generar un
baculovirus cuando se transfecta en una célula.

En un aspecto preferido adicional, el vector de transferencia se deriva de cualquiera de los sistemas de expresion de
baculovirus comercialmente disponibles “Bac-to-Bac®™ (invitrogen™), “BacPAK™” (Clontech™), “FlashBAC™”
(Oxford Expression Technologies™), “BacuVance™” (GenScript™). “Bac-N-Blue DNA™” (invitrogen™),
“BaculoDirect™” (invitrogen™), “BacVector™ 1000, 2000, 3000 (Novagen®), “DiamondBac™” (Sigma-Aldrich®) o
“BaculoGold™” (BD biosciences™).

La presente divulgacion se refiere ademas a un vector de clonacidon que puede usarse para producir €l insecto de la
presente invencion, un baculovirus recombinante y/o vector de transferencia y comprende dicha secuencia para la
expresion por encima de niveles enddgenos de las proteinas IE-0, IE-1 y/o fragmentos de las mismas, que es
adecuado ademas para replicacion bacteriana.

“Vector de clonacion” se refiere a cualquier vector que es adecuado para la clonacion, lo que generalmente implica
la presencia de sitios de restriccion, un origen de replicacién para propagacion bacteriana y un marcador
seleccionable.

El vector de clonacién contiene preferiblemente ademas de (i) la secuencia para la expresion por encima de niveles
enddgenos de las proteinas IE-0, IE-1 y/o fragmentos de las mismas, (ii) una regiéon homologa (hr) recombinante
unida a (iii) un promotor adecuado para impulsar la expresion de una proteina recombinante. Las combinaciones
preferidas de estos elementos de ADN recombinante son tal como se describieron anteriormente para los insectos.
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En un aspecto preferido, el vector de clonacién comprende una secuencia de acido nucleico que codifica dicha
proteina recombinante (también denominada “vector donador”), mientras que en otro aspecto preferido, el vector de
clonacion carece de tal secuencia.

La presente divulgacion también se refiere a una secuencia de acido nucleico que puede usarse para producir el
insecto, baculovirus recombinante, vector de transferencia y/o vector de clonacién y comprende dicha secuencia
para la expresion por encima de niveles enddgenos de las proteinas IE-0, IE-1 y/o fragmentos de las mismas.

La secuencia de acido nucleico contiene preferiblemente ademas de (i) la secuencia para la expresion por encima
de niveles enddgenos de las proteinas IE-0, IE-1 y/o fragmentos de las mismas, (ii) una region homadloga (hr)
recombinante unida a (iii) un promotor adecuado para impulsar la expresion de una proteina recombinante. Las
combinaciones preferidas de estos elementos de ADN recombinante son tal como se describieron anteriormente
para los insectos.

En un aspecto preferido, la secuencia de acido nucleico comprende una secuencia de acido nucleico que codifica
dicha proteina recombinante, mientras que en otro modo de realizacién preferido, la secuencia de acido nucleico
carece de tal secuencia.

Sumario de secuencias

SEQ ID NO: Nombre:

1 ADNCc de Ac-ie-01 completo

2 Secuencia codificante de proteina (CDS) de IE-1
3 CDS de IE-0

4 CDS del dominio N-terminal de IE-1

5 CDS del domino N-terminal de IE-0

6 Proteina IE-1

7 Proteina IE-0

8 Proteina de dominio N-terminal de IE-1
9 Proteina de dominio N-terminal de IE-0
10 polh (promotor)

11 p10 (promotor)

12 pB29p10 (promotor)

13 p6.9p10 (promotor)

14 pB2y (promotor)

15 pB2p10 (promotor)

16 polhp10 (promotor)

17 polhAc-ie-01/hr1p10

18 polhAc-ie-01/hr1pB24p10

19 polhAc-ie-01/hr1p6.9p10

20 pB2:Ac-ie-01lhr1p10

21 pB2sAc-ie-01/hr1pB2yp10

22 pB2:Ac-ie-01/hr1p6.9p10

23 polhAc-ie-01/hr1polh

24 pB2sAc-ie-01/hr1polh

25 polhAc-ie-01/hr1polhp10

26 pB2:Ac-ie-01/hr1polhp10

27 Potenciador de regién homdloga hr1
28 polhAc-ie-01

29 polhGFP

Depdsito de microorganismos segun el tratado de Budapest

Se depositaron plasmidos en la Coleccion Espafiola de Cultivos Tipo (CECT) (www.cect.org); Universidad de
Valencia, Parc Cientific Universitat de Valéncia; Catedratico Agustin Escardino, 9; 46980 Paterna (Valencia),
Espafia, con el numero de registro CECT 8031, a fecha del 4 de octubre de 2011.

Ejemplos

Ejemplo 1. La sobreexpresion de reguladores de la transcripcion de baculovirus potencia la funciéon de potenciador
de una regidon homodloga hr funcionalmente unida a un promotor que aumenta la expresion de proteinas
recombinantes en un sistema de expresion de vector de baculovirus (BEVS).

Las proteinas virales inmediatas tempranas codificadas por el ADNc de Ac-ie-01, es decir, IE-1 e IE-0, de ACMNPV
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son potentes reguladores de la transcripcion en baculovirus. La transactivacion mediada por estas proteinas se
potencia por su unidon como homodimero a las secuencias de region homadloga (hr) de baculovirus, que actian como
potenciadores de la transcripcion. IE-1/IE-0 de AcMNPV son proteinas de unién a ADN diméricas de 67-72 kDa que
estimulan la transcripcion en ensayos de transfeccion de plasmido mediante la actividad de su dominio acido N-
terminal (7, 8). Sintetizadas de manera muy temprana durante la infeccion, IE-1 e IE-O se acumulan dentro del
nacleo, en el que se mantienen a lo largo de momentos tardios. Usando el plasmido doble pFastBac™
(invitrogen™), se cloné el ADNc de Ac-ie-01 bajo el control del promotor polh. En el mismo plasmido, pero en otro
locus, se clond el gen que codifica GFP en el sentido de 3’ del promotor quimérico hr1p6.9p10 que se sintetizd
previamente y contiene la region homéloga hr1 fusionada a los promotores p6.9y p10. En la figura 1 se muestra una
representacion esquematica del casete de expresion de baculovirus resultante de la presente invencién y la
supuesta funcion de los elementos de ADN recomblnante Se uso el plasmido resultante para generar un baculovirus
recombinante mediante el sistema “Bac-to-Bac®™ (invitrogen™). En paralelo, se generé mediante el mismo sistema
un baculovirus convencional que expresaba la proteina GFP bajo el control de promotor polh.

Se estudié la expresion de proteina GFP mediada por los diferente baculovirus mediante fluorimetria a Ias 96 horas
tras la infeccion en larvas de Trichoplusia ni usando una dosis de infeccién baja o alta (5 x 10> o 5 x 10*
respectivamente). El nivel de expresion de GFP se aumentd en extractos de larvas mediante el baculovirus que
contenia el casete de expresion anterior en de aproximadamente el 13 a mas del 40 % dependiendo de la dosis de
virus usada (figura 4A). Se observaron resultados similares usando baculovirus en los que se expresaba el ADNc de
Ac-ie-01 bajo el control del promotor pB2y derivado de insecto o cuando se expreso la GFP bajo el control del
promotor hr1pB2¢p10 (datos no mostrados).

Ejemplo 2. Los casetes de expresién de baculovirus aumentan las tasas de supervivencia de larvas de insectos
infectadas por baculovirus y la biomasa de insectos recuperada usando altas dosis de infeccidon mediante los
reguladores de la transcripcion codificados por el ADNc de Ac-ie-01

En el ejemplo anterior se mostré una ventaja de baculovirus que expresan la proteina recombinante en el contexto
del casete de baculovirus en cuanto a la productividad de proteina. Sin embargo, la diferencia principal observada
era con respecto al porcentaje de larvas supervivientes a altas dosis de infeccion (productividad maxima). En tales
condiciones de infeccion, el baculovirus que contenia el casete de expresién aumenté en aproximadamente el 70 %
las tasas de supervivencia de larvas (figura 4B). Esto significa que usando un baculovirus convencional las
condiciones de infeccion éptimas eran usando una dosis de infeccion de 5 x 10? ufp (tasa de supervivencia de Iarvas
maxima). En cambio, usando un baculovirus que contenia el casete de expresion, podia usarse una dosis de 5 x 10%,
recuperando el mismo ndmero de larvas aI final del procedimiento de produccion (figura 4B). En tales condiciones de
produccion 6ptimas (infeccion con 5 x 10* ufp), el baculovirus que contiene el casete de expresion proporciona mas
del doble de la cantidad de proteina recomblnante producida en larvas de insectos infectadas con la dosis 6ptima
para el baculovirus convencional (5 x 102 ufp) (figura 4 Ay B).

Estudios de infeccion de larvas usando diferentes dosis de infecciéon de un baculovirus convencional (polhGFP) o un
baculovirus que contenia el casete de expresion polhAc-ie-01/hr1p6.9p10GFP, expresando ambos las proteinas
GFP, revelaron tasas de supervivencia crecientes de larvas infectadas cuando se us6 el baculovirus que contenia el
casete de expresion (figura 5A). A la dosis de infeccion mas alta (5 x 10%), la tasa de supervivencia de larvas
infectadas con el casete de expresién aumentd en mas del 70 % en comparacion con larvas infectadas con un
baculovirus convencional. Este aumento en las tasas de supervivencia de larvas infectadas tuvo drasticas
consecuencias directas en la biomasa de insectos recuperada al final del procedimiento de produccién, con un
aumento del 80 % cuando se us6 el baculovirus que contenia el casete de expresion a la dosis de infeccion mas alta
(productividad maxima) (figura 5B).

Para determinar el/los elemento(s) genético(s) responsable(s) de tales propiedades interesantes relacionadas con el
aumento de las tasas de supervivencia tras la infeccion con altas dosis del baculovirus, se generé un baculovirus
recombinante que expresaba los reguladores de la transcripcion codificados por el ADNc de Ac-ie-01 baJo el control
del promotor polh. Después se infectaron larvas de T. ni con una alta dosis de infeccién (5 x 10* ufp) de este
baculovirus. Como control, se usé un baculovirus que expresaba la proteina GFP bajo el control del mismo promotor.
De manera similar a las larvas infectadas con el casete de expresion polhAc-ie-01/hr1p6.9p10GFP, las larvas
infectadas con el baculovirus que sobreexpresaba el ADNc de Ac-ie-01 (polhAc-ie-01) también mostraron tasas de
supervivencia aumentadas en comparacion con larvas infectadas con un baculovirus convencional que expresaba la
proteina indicadora GFP bajo el control del mismo promotor (polhGPF) (figura 6A). Esto sugiere fuertemente que la
sobreexpresion de los reguladores de la transcripcion usados en el casete de expresion de baculovirus protege a las
larvas de insectos de la mortalidad inducida por baculovirus, permitiendo la expresion a largo plazo (mas produccion
de proteinas recombinantes) y aumentando la recuperacion de biomasa de insectos usando altas dosis de infeccion
(productividad maxima) (figura 6B).

Ejemplo 3. La sobreexpresion en un sistema de expresion de baculovirus de reguladores de la transcripcion

codificados por el ADNc de Ac-ie-01 facilita el procesamiento postraduccional de proteinas recombinantes en larvas
de insectos infectadas usadas como biofabricas.
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La integridad celular durante la infeccion por baculovirus tiene gran importancia para determinar el plegamiento
correcto o cualquier otra modificacion postraduccional de proteinas foraneas expresadas por este sistema. Los
promotores fuertes de baculovirus cominmente usados para investigacion y produccion, tales como polh 'y p10, sé6lo
expresan los genes foraneos en momentos tardios tras la infeccién cuando las células infectadas ya muestran
graves efectos citopaticos y la viabilidad celular disminuye. Tal como se describié anteriormente, la sobreexpresion
de los reguladores de la transcripcion usados en el casete de expresion de baculovirus protege las células frente a
efectos patogénicos de la infeccion por baculovirus, permitiendo un amplio intervalo temporal para la produccion de
proteinas recombinantes en células que permanecen totalmente viables.

Se estudio la relevancia de los elementos de ADN recombinante incorporados en el casete de expresién en relacion
con las modificaciones postraduccionales de proteinas recombinantes en larvas de insectos como biofabricas vivas.
Con este fin, se usaron un baculovirus convencional que expresaba la proteina GFP indicadora bajo el control del
promotor polh y un baculovirus que incorporaba el casete de baculovirus y tamblen expresaba la proteina GFP
(polhAc-ie-01/hr1p6.9p 10GFP) para infectar larvas de insectos a una dosis de 5 x 10* ufp.

Se analizaron extractos de larvas infectadas a las 96 horas tras la infeccion mediante geles de SDS-PAGE vy tincion
con azul de Coomassie (figura 7A). De manera interesante, la proteina GFP expresada por un baculovirus
convencional mostré una banda con un peso molecular reducido (inferior al predicho), lo que sugiere degradacion o
plegamiento erréneo de la proteina recombinante. En cambio, cuando la expresion de proteina GFP estaba mediada
por el casete de expresion de baculovirus, la banda de GFP presenté el peso molecular previsto de esta proteina, es
decir, aproximadamente 27 kDa.

También se analizaron los extractos de larvas infectadas mediante inmunotransferencia de tipo Western usando
anticuerpo monoclonal anti-GFP (mab2515; Millipore™) (figura 7C). La proteina GFP se detectd en extractos de
larvas infectadas por ambos baculovirus, pero mostré una diferencia en la movilidad electroforética de la proteina
recombinante tal como se observd mediante tincion con azul de Coomassie.

En paralelo, se midié la integridad de la maquinaria celular en diferentes momentos tras la infeccion mediante
analisis por inmunotransferencia de tipo Western de la proteina tubulina celular usando un antisuero especifico
(figura 7B). La infeccion con un baculovirus convencional afectd gravemente a la integridad celular a las 96 horas
tras la infeccién ya que la banda de tubulina detectada disminuyd drasticamente tras este punto de tiempo
(degradacion como resultado de una pérdida completa de integridad celular). De manera compatible con la
proteccion celular inducida por los elementos de ADN recombinante contenidos en el casete de expresion de
baculovirus, la tubulina celular no se vio afectada del mismo modo en células infectadas por el baculovirus
recombinante modificado por ingenieria con el casete de expresion.

Ejemplo 4. Cultivo celular y virus.

Se cultlvaron las lineas celulares Sf21 o Sf9 de Spodoptera frugiperda en placas de cultivo tisular de 6 pocillos
(1x10° células/pocillo) en medio de insectos de TNM-FH (Pan Biotech™, Alemania) que contenia suero bovino fetal
inactivado por calor al 10 % (Pan Biotech™, Alemanla) a 27°C Se obtuvieron baculovirus recombinantes de
AcMNPV mediante el sistema de expresion de “Bac-to- Bac® (invitrogen™, Estados Unidos). Se generaron
diferentes vectores de transferencia que contenian los elementos de ADN recombinante de la invencién usando el
plasmido pFastBac™-DUAL (invitrogen™). Se sintetizaron los promotores y elementos reguladores incorporados en
pFastBac™-DUAL (GenScript™, Estados Unidos) con las secuencias de restriccion de flanqueo adecuadas para
facilitar la clonacion. Se usaron estos vectores de transferencia para transfectar células Sf21 con Cellfectin®

(invitrogen™, Estados Unidos). Después se sometieron los baculovirus recombinantes resultantes de la infeccion de
células Sf21 a pase dos veces en células y se tituld6 mediante el método de ensayo de placas de lisis. Los
constructos génicos obtenidos de los casetes de expresion de baculovirus se muestran esquematicamente en la
figura 8, que muestra diferentes posibles combinaciones de promotores que impulsan la expresién del ADNc de Ac-
ie-01 o el gen foraneo (por ejemplo, GFP). Se usaron los diferentes casetes de expresion para generar los
baculovirus recombinantes usados en los ejemplos mostrados en las figuras 4 a 7.

Ejemplo 5. Generacién del vector de clonacion

El vector de clonacion es un pequefio fragmento de ADN que contiene el casete de expresion de baculovirus en el
que puede insertarse un fragmento de ADN foraneo mediante el tratamiento del vehiculo y el ADN foraneo con una
enzima de restriccion que crea la misma proyeccion, después ligando los fragmentos entre si. Las caracteristicas
esenciales del vector de clonacién deben incluir un sitio de clonacion multiple (MCS) sintético para facilitar la
insercion de genes foraneos dirigidos en una orientacion elegida, un marcador seleccionable, tal como una
resistencia a antibidtico para permitir la seleccion de células transformadas de manera positiva y un origen de
replicacion (ORI) funcional para la propagacion en bacterias.

Ejemplo 6. Generacion del vector donador que contiene el casete de expresion de baculovirus

Un vector donador consiste en un vector de clonacién, por ejemplo, un plasmido pUC57, que contiene el casete de
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expresion de baculovirus, en el que se ha clonado un gen foraneo usando las enzimas de restriccion apropiadas. Se
sintetizd el casete de expresion de baculovirus ligando las siguientes secuencias de ADN: (i) la secuencia que
codifica un regulador de la transcripcion de baculovirus, Ac-ie-01, en el sentido de 3’ de una secuencia de promotor,
tal como el promotor polh o pB2y, y en el sentido de 5’ de la sefial de poliadenilacion TK de HSV vy (ii) en otro locus
una secuencia de potenciador, por ejemplo, la region homdloga hr1, en el sentido de 5’ de (iii) una secuencia de
promotor, por ejemplo, pB24p10, p10, p6.9p10 o polh, seguida por un sitio de clonacion multiple (MCS) para clonar el
gen de interés y la sefial de poliadenilacion de SV40 en el sentido de 3’ del MCS (figura 1). El casete de expresion
de baculovirus esta flanqueado por sitios de restriccion especificos (por ejemplo, Bglll y BstZ171 en el extremo 5'-
terminal y Bg/ Il y ngl en el extremo 3’-terminal) para facilitar la subclonacién en un vector de transferencia de un
sistema de generacion de baculovirus comercial (basandose en la transposicion, por ejemplo, el sistema “Bac-to-
Bac® (invittogen™), o basandose en la recombinacion homdloga, por ejemplo, “flashBAC™” (Oxford Expression
Technologies™), “Baculogold™” (BD Biosciences™), “BacPAK6™” (Clontech™), “Bac-N-Blue ADN™”
(invitrogen™)) (figuras 2 y 3).

Se clono el gen codificante de la proteina de fluorescencia verde (GFP) en el MCS del vector de clonacién usando
los sitios de restriccion Nco |y Spe |, generando el vector de plasmido donador (figura 2).

Ejemplo 7. Generacion del vector de transferencia que contiene el casete de expresion de baculovirus

Se genero el vector de transferencia digiriendo un vector donador con BstZ17 | dl sitio flanqueante en 5" y con Xba |
y clonandolo en el vector de transferencia pFastBac™1 que también se digirié con las mismas enzimas. En este
caso, como resultado de la subclonacién, la seial de poliadenilacion de SV40 del casete de expresion de
baculovirus se intercambia por la sefial de poliadenilacidon de SV40 del vector de transferencia. Aparte de esto, todos
los elementos del casete de expresion se incluyen en el vector de transferencia de pFastBac, sustituyendo el
promotor polh y MCS del vector de transferencia comercial original (figura 2).

Ejemplo 8. Generacién del vector de expresiéon de baculovirus que contiene el casete de expresion de baculovirus
usando el sistema “Bac-to-Bac™

Se usaron el vector de transferencia modificado pFastBac™1 y el casete de expresion de baculovirus |nd|V|duaI para
generar un baculovirus recombinante usando el sistema de expresién de baculovirus “Bac-to- Bac®. Mas
especificamente, se us6 el vector de transferencia modificado para transformar la cepa huésped de E coli
DH10Bac™ que contenia un vector lanzadera de baculovirus (bacmido) y un plasmido cooperador, y permite la
generacion de un bacmido recombinante tras la transposicion del casete de expresion. Después se usé el ADN del
bacmido recombinante que contenia el casete de expresion de baculowrus y el gen codificante de GFP para
transfectar células de insecto, por ejemplo, células Sf21, usando Cellfectin®. 72 horas tras la transfeccion, se
recogieron las células y se obtuvo la primera generacion de baculovirus recombinante (figura 2). Después pudo
amplificarse adicionalmente y/o titularse este baculovirus recombinante siguiendo protocolos convencionales. Se
usaron procedimientos similares para generar baculovirus recombinantes con otros vectores de transferencia
proporcionados por BEVS comerciales (figura 3).

Ejemplo 9. Cria e infeccion de larvas de insectos.

Se criaron larvas de Trichoplusia ni (falso medidor) en condiciones de bioseguridad de nivel 2. Se colocaron huevos
en jaulas de desarrollo de larvas especialmente disefiadas que contenian una dieta para insectos artificial y se
mantuvieron en camaras de crecimiento a 22°C en condiciones controladas de humedad (50 %) y periodo de luz
(8 h/dia).

Se usaron larvas de quinta fase (larvas en la Ultima fase antes de pupacion) para todos los experimentos de
infeccion. El peso convencional de cada larva fue de aproximadamente 120-130 mg y a las larvas se les inyectaron,
cerca de la falsa pata (parte delantera de la cavidad corporal), 5 yl de baculovirus recombinantes diluidos para
alcanzar el nimero de unidades formadoras de placas (ufp) por dosis seleccionado. Se procesaron las larvas a las
96 hpi. Se congelaron inmediatamente las larvas recogidas para almacenarse a -20°C hasta que se procesaron para
la cuantificacién de proteinas recombinantes. Se obtuvieron proteinas solubles totales, no desnaturalizadas
(TSNDP), de larvas de T. ni congeladas infectadas por los baculovirus mediante homogenizaciéon usando una
mezcladora Bag Mixer® (Interscience™, Francia) durante 2 min. El tampon de extraccion estaba compuesto por PBS
1x, Triton X-100 al 0,01%, coctel de inhibidores de proteasa completo (Roche™, Alemania) y DTT 25 mM.

Ejemplo 10. Analisis fluorimétrico.
Se analizaron aproximadamente 20 ug de proteinas solubles totales derivadas de células infectadas, que contenian
diferentes cantidades de proteina GFP recombinante, y se cuantificaron mediante un lector de placas de

fluorescencia Tecan™ GENios™ (CA, Estados Unidos) (excitacion [Ex], 485/emision [Em], 535).

Ejemplo 11. Analisis mediante inmunotransferencia de tipo Western.
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Se resolvieron fracciones de proteinas solubles totales (10 pg) de larvas infectadas con los baculovirus
recombinantes en geles de SDS-PAGE al 15 %. Se tifieron los geles mediante el método de tincién con azul de
Coomassie o se transfirieron a membranas de nitrocelulosa. Se analizaron con sonda las inmunotransferencias de
tipo Western con el anticuerpo monoclonal anti-GFP mab2515 (Millipore™, Estados Unidos) o antisuero frente a
tubulina (T5168; Sigma-Aldrich™) a 1:1000 y se revelaron los inmunocomplejos con conjugado marcado con
peroxidasa del rabano (HRP) anti-IgG de ratén (KPL™, R.U.), diluido a 1:2,000 como anticuerpo secundario. Se
detectaron bandas de proteina usando un sistema de deteccion mediante inmunotransferencia de tipo Western ECL
y se analizaron mediante el sistema de obtencion de imagenes en gel ChemiDoc™ XRS (Bio-Rad™, Estados
Unidos).
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ggttgacaac

cctggttaag

cgecgcetcaa
tctgacctece
gcaatcactc
ggacaagaac
aaccgcectcet
gtccgtccaa
cgtgaacaag
caactacaag
caagaaggaa
cgttaagggt
taagaagaac
ggtcatccaa
tcgcgagtceca
actggtgcca

gaagttcgag

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

1749



10

<211> 1911

<212> ADN

ES2611302T3

<213> Nucleopoliedrovirus de Autographa californica

<400> 3

atgatccgta
gcttccagee
gtggacacag
aacgcttcct
gagttctgcg
ggagctgata
gttaactcgce
gaggaagctg
ccctetecta
ccgtcggeca
gtgggtcaat

tgcgctacac

catccagcca
cctactcectg
gtggcgataa
acacctctgce
acaagcaacc
ctgtcatctce
tcactgacaa
tgtectetge
gctcagetta
caggcaccaa
tcaacaagat

tggaacaaac

cgtcetgaac
tgaggccact
gatcgtgaac
cagcactcce
taacgattac
cgactctgaa
cgatttggtg
ctactacagc
ccacgccgag
gaggaagttg
caagttgaga

catcaaccac

gtccaagaaa
tcagcectgeg
aaccaggtca
tctegtgeta
ttgtcttact
accgcetgecg
gagtgtctgce
gagtcactcg
tccttcgaac
gacgagtacc
cctaagtaca

aacactaaca

18

acatcatgac
ctgaggcceca
ccatgactca
gcttcgacaa
acaaccaccce
ctagcaactt
tcaagaccac
aacagccagt
actctgcetgg
tggataactc
agaagagcac

tctgtacagt

ttccaactgt
gcaactgcag
aatcaacttce
ctcata?tcg
aaccccggac
cctegectea
tgacaacctg
ggtcgaacaa
tgtcaaccag
ccagggagtt
catccagtca

ggcttccace

60
120
180
240°
300
360
420
480
540

600

660

720



10

caggagatca
aacgactaca
gtegttaaga
gtggtctacg
ttcgataaga
ccacactcac
ttcgfggacg
tactacgcectce
ttcctettgt
‘atgdtgégcc
ccatacgttt

aacaagtacg

aagpactcgt‘

tctéacaaca
gttgagcagt
tccttcaaga
tdtggcgaa#
caccacatgt
ttgctgaégc
ttcgecgage
<210> 4
<211> 666

<212> ADN

ctcactactt

actcgaacag

agtccgaggt

agtacacaaa
tecgetteat
aggacgtctg
tccaccacac
agacaacctt
cgaagttgta

gcaaggaatc

'gccagatcct

tcgttgaﬁaa
ccgtcgctaa
aggccgagéa
acttgactca
acgaggaaag
tcaaggacgt
tegtgategg
tbﬁtggcctt

aaaagctcaa

ES2611302T3

cacaaacgac
attctccgat
gaagccttte
caactactac
gatcagctac
caacgatgag
attcaaggcc
cgtgaccttg
cgagatgtac
aaacgagatc
caégtactcg

cctgaaccte

cctgetette:

cctcaégaég
aaadgtcgat
gctgaccatc
tgatgtgagc
caaggtcaac
gatcctggag

ctgcaagtac

ttcgeeecct

cacatgtctg
gaaatcatct
atggttgaca
aacctggtta

accgecgete

gctctgacct,

ctgcaatcac
cagéécgaga
gaaaccgect
gagtccgtcece
atcgtgaaca
aécaactada

gtcaagaagqg

-aacgttaagg

gctaagaaga
caggtcétdc
cgtcgcgagt

ggactagtge

‘aagaagttcg

<213> Nucleopoliedrovirus de Autographa californica

<400> 4

19

acctgatgag
aaaccggtta
tegecaagta
accgtgtgtt
aggagactgg
aaaactgcaa
cctacttcaa
tcggcgageg
acctcttcac
ctaacaactt
aattcccgga
agaagagcac
aétaécacga
éagadggaag
gtcaéaactt
acaaggagtt
aéaagtacaa
caactacact
cactcteccga

agttcaacta

gttcgacga;
ctacatgttc

cgtctctaac

cgttgtgace

catcgaaatc

gaagtgtcac
cctecgatatg

taagtgtgga

tttgcdcaﬁc

cttegtcteg
caaccctcecee
tctgacatac

caacatcgcet

catgcacate

catcgtgttg

étactggatc

cagattcaag.

gcacaacaac
cgccatcaca

a

780
840
900
960

1020

1080

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

1911



10

15

atgactcaaa
ttcgacaaét
aaCCaéccaa
agqaacttcé
aagéécactg
cagccathg
tctgetaggatg
gataactccece
aagagcacca
tgtacagtgg
cigatgaggt
accggt H
<210> 5

<211> 828

<212> ADN

tcaacttcaa
catactcgga
ccccggacgg
tcgeeteagt
acaacctgga
tcgaacaacc
tcaaccagce
agggagttgt
tccagtcatg
cttccaccca

tcgacgataa

ES2611302T3

cgctteetac

gttetgegac

agctgatact

Eaadtégdtc
ggaégctgtg
ctctectage
gtéggécaca
gggtcaattc
cgctacactg
ggagatcact

cgactacaac

acctcectgeca
aagcaaccta
‘gtcatctccg

actgacaacg

tcctctgcct'

tcéQcttacc
ggcaccaaga
aacaagatca
gaacaaacca
cactactteca

tcgaacagat

<213> Nucleopoliedrovirus de Autographa californica

<400> 5

atgatccgta
gcttpcagcc
gtggacacag
aacgcttcct
gagttctgeg
ggagctgata
gttaactcéc
gaggaagctg
ccctctecta
cégtcggcca
gtgggtcaat
tgcgetacac
caggagatca
aacgactaca

<210> 6

catccagcca
cctactcectg
gtggcgataa
acacctetge

acaagcaacc

‘ctgtcatcte

tcactgacaa
tgtcetcetge
gctcagetta
cagédaccaa
tcaacaagat
tgg;acaaac
ctcacﬁactt

actcgaacag

cgtcctgaac
tgaggccact
gatcgtgaac
cagcactccce
taacgattac
cgactctgaa
cgatttggtg
ctactacagc
ccacgccgag
gaggaagttg

caagttgaga

‘catcaaccac

cacaaacgac

attctecgat

gtccaagaaak
tcagectgeg
aaccaggtca
tctcgtgéﬁa
ttgtecttact
accgctgcqg
gagtgtctgc
gagtcactcg
tecttegaac
gacgagtacc
cctaagtaca
aacactaaca
ttéegececect

cacatgtctg

20

gcactcccte
acgattactt

actétgaaa¢

atttggtgga

aCtacagcga

acgccgagte

ggaagttgga

agttgagacc
tcaaccacaa
caaacgactt

tctceccgatca

tcgtgctage
gtcttactac
cgctgeeget
gtgtctgete
gtcactcgaa
cttcgaacac
cgagtacctg
téagtacaag
cactaacatc

cgecceecctac

catgtctgaa

acatcatgac
ctgaggceca -
ccatgactc#
gcttcgacaé 
acaaccacéc
ctagcaactf
tcaagaccac
aacagccagt
actctgcetgg
tggataactc‘
agaagagcaq
tctgtacagt
acctgatgag

aaaccggt

ttccaactgt

gcaactgecag

aatdéacttc
ctdagactcg
aaccccggac
cctegecetea
tgacaacctg
ggtcgaacaa
tgtcaaccag
ccagggagtt
catccagtca
ggettccace

gttcgacgat

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660

666

€0

120

180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780

828



10

ES2611302T3

<211> 582

<212> PRT

<213> Nucleopoliedrovirus de Autographa californica

<400> 6

Met Thr Gln Ile Asn Phe Asn Ala Ser Tyr Thr Ser Ala Ser Thr Pro

1 5 10 15

Ser Arg Ala Ser Phe Asp Asn: Ser Tyr Ser Glu Phe Cys Asp Lys Gln
20 25 . 30 '

Pro Asn Asp Tyr Leu Ser Tyr Tyr Asn His Pro Thr Pro Asp Gly Ala
‘ 35 40 45

21



Asp

Ala

65

Lys

Glu

Tyr

Ala

Gly

145

Lys

Asn

Phe

Tyr

Met

225

Ala

Met

Met

Ser

Thr

50

Ser

Thr

Ser

His

Thr

130

vVal

Ser

Thr

Thr

Asn

210

Phe

Lys

val

Ile

Gln
290

Val

val

Thr

Leu

Ala

115

Gly

Val

Thr

Asn

Asn

195

Ser

Val

Tyx

Asp

Ser

275

Asp

Ile

Asn

Asp

Glu

100

Glu

Thr

Gly

Ile

Ile

180

Asp

Asn

Val

Val

Asn

260

Tyxr

val

Ser
Ser
Asn
85

Gln
Ser
Lys
Gln
Gln
165
Cys
Phe
Arg
Lys
Ser
245
Arg

Asn

Cys

Asp

Leu
70

Leu

Pro

Phe

Arg

Phe

150

Ser

Thr

Ala

Phe

Lys

230

Asn

val

Leu

Asn

Ser
55

Thr
Glu
val
Glu
Lys
135
Asn
Cys
val
Pro
Ser
215
Ser
Val
Phe

Val

Agp
295

ES2611302T3

Glu

Asp

Glu

val

His

120

Leun

Lys

Ala

Ala

Tyr

200

Asp

Glu

val

val

Lys

280

Glu

Thr

Asn

Ala

Glu

105

Ser

Asp

Ile

Thr

Ser

185

Leu

His

val

Tyr

val

265

Glu

Thr

Ala

Asp

Val

90

Gln

Ala

Glu

Lys

Leu

170

Thr

Met

Met

Lys

Glu

250

Thr

Thr

Ala

22

Ala

Leu

15

Ser

Pro

Gly

Tyr.

Leu

155

Glu

Gln

Arxg

Ser

Pro

235

Tyr

Phe

Gly

Ala

Ala

60

vVal

Ser

Ser

val

Leu

140

Arg

Gln

Glu

Phe

Glu

220

Phe

Thr

Asp

Ile

Gln
300

Ser

Glu

Ala

Pro

Asn

125

Asp

Pro

Thr

Ile

Asp

205

Thr

Glu

Asn

Lys

Glu

285

Asn

Asn

Cys

Tyr

Ser

110

Gln

Asn

Lys

Ile

Thr

190

Asp

Gly

Ile

Asn

Ile

270

Ile

Cys

Phe

Leu

Tyxr

95

Ser

Pro

Ser

Tyr

Asn

175

His

Asn

Tyr

Ile

Tyr

255

Arg

Pro

Lys

Leu

Leu

80

'Ser

Ala

Ser

Gln

Lys

160

His

Tyr

Asp

Tyx

Phe

240

Tyx

Phe

His

Lys



Cys

305

Tyr

Leu

Tyr

Sef

val
385
Phe
Ile
Asn
Asn
His
465

His

Ala

Val

Met

Asn

His

Phe

' Gln

Glu
Arg
370
Ser
Pro
Val

Leu

Aén

450

Ile

Asn

Lys

Asp

Phe
530

Asn

Phe

Asn

Ser

Met

355

Lys

Pro

Asp

Asn

Leu

435
Ala
val

Phe

Lys

val

515

val

Leu

Val
Leu
Leu
340
Tyr
Glu
Tyr
Asn
Lys
420
Phe
Glu
Giu

Ile

Asn

Asp

Asp-

328

Gly

Gln

Ser

val

val
310

Met

Glu

Asp

Asn

Ser

390

Pro
405
Lys
Asn
Asn

Gln

val

485

Lys

500

Ser

Ile

Leu

Gln
Gly

Lys

Pro

Ser

Asn

‘Leu

Tyr
470
Leu
Glu
val

Lys

Leu

His

Tyr

Arg

Lys

Glu

375

Gln

ASn_

Thr

Tyr

Lys
455

Leq

Ser

Phe

Ile.
520

val
535

Leu

ES2611302T3

His

Tyr

Lys

Asn

Thr

Ala

Cys

345

Leu

360

Ile
Ile
Lys
Leu
Lys
440
Lys

Thr

Phe

Tyr

Glu

Leu

Tyr

Thr
425

.Tyr

vVal

Gln

Lys

Trp

- 505

Gln

Asn

Ala

Lys

Arg

Leu

Phe

Gln

330

Gly

Phe

Thr

Lys

val
410

Tyr

His
Lys
Asn
Asn
490
Ile
Ty?
arg
Ile

23

Lys
315

Thr

Phe

Thr

Ala

Tyr
395

val

Lys

Asp

Lys

Val

475

Glu

Ser

-Asn

Glu ‘
© 540

Leu

Ala
Thr
Leu
Leu

Ser

380

Sér
Asp
Tyr
Asn
Glu
460
Asp
Glu
Gly

Arg

Ser

Gln

Ala
Phe
Leu
Pro
365
Asn
Glu
Asn
Ser
Ile
445
Asp
Asn
Arg

Glu

Phe

525

Thr

Gly

Leu Thr Ser
320

Val Thr Leu
335

Ser Lys Leu
350

Ile Met Leu
Asn Phe Phe

Ser val Gln
400

Leu Asn Leu
- 415

Ser Vél Ala
430

Ala Ser Asn
Gly Ser Met

Val Lys Gly
480

Leu Thr Ile
495

Ile Lyé Asp
510 :
Lys His His

Thr Leu His

Leu Val Pro



10

ES2611302T3

545 550 - 555 560

Leu Ser Asp Ala Ile Thr Phe Ala Glu Gln Lys Leu Asn Cys Lys Tyr
565 570 575

Lys Lys Phe Glu Phe Asn
580

<210>7

<211> 636

<212> PRT

<213> Nucleopoliedrovirus de Autographa californica

<400> 7

24



Met

Thr

Cys

val

Thr

65

Glu

Pro

Ala

Leu

Ser

145

Pro

Gly

Ile

Ser

Ala

Asn

50

Ser

Phe

Thr

Ala

Val

130

Ser

Ser

val

Arg

AsSn

Glu

35

Asn

Ala

Cys

Pro

Ser

115

Glu

Ala

Pro

Asn

Thr

Cys

20

Ala

Gln

Ser

Asp

Asp

100

Asn

Cys

Tyr

Ser

Gln

Ser

Ala

Gln

val

Thr

Lys

85

Gly

Phe

Leu

Tyr

Ser

165

Pro

Ser

Ser

Gln

Thr

Pro

70

Gln

Ala

Leu

Leu

Ser

150

Ala

Ser

His

Ser

Leu

Met

55

Ser

Pro

Ala

Lys

135

Glu

Tyr

Ala

ES2611302T3

val

Pro

Gln

490

Thr

Arg

Asn

Thr

Ser

120

Thr

Ser

His

Thr

Leu

Tyr

25

val

Gln

Ala

Asp

val

105

Val

Thr

Leu

Ala

Gly

Asn
10

Ser

Asp

Ile

Ser

Tyr

20

Ile

Asn

Asp

Glu

Glu

170

Thr

25

val

Cys

Thr

Asn

Phe

Leu

Ser

Ser

Asn

Gln

155

Ser

Lys

Gln

Glu

Gly

Phe

60

Asp

Ser

Asp

Leu

Leu

140

Pro

Phe

Arg

Glu

Ala

Gly

45

Asn

Asn

Tyr

Ser

Thr

125

Glu

val

Glu

Lys

Asn

Thr

30

Asp

Ala

Ser

Tyx

Glu

110

Asp

Glu

val

His

Leu

Ile

15

Ser

Lys

Ser

Tyr

Asn

95

Thr

Asn

Ala

Glu

Ser

175

Asp

Met

Ala

Ile

Tyr

Ser

80

His

Ala

Asp

val

Gln

160

Ala

Glu



Tyx

Leu
Glu

225

Gln

Ser

Pro

Tyr
305.

Phe

Gly
Ala
Lys

Thr

385.

Phe

Thr

Leu

Arg
210

Gln

Glu

Phe-

Glu

Phe

290

Thr

Asp

-Ile

Gln

Ala

370

Thr

Leu

Leu

Asp
195
Pro
Thr
Tle
Asp

Thr

275

Glu

Asn
Lys

Glu

‘Asn

355

Ala

Phe

Leu

Pro

180

Asn
Lys
Ile

Thr

Asp
260

Gly

Ile

Asn

Ile

Ile

340

Cys

Leu

val

Ser

Ile

- 420

Ser

Tyr

Asn

His
245
Asn

Tyr

Ile

Tyr

Gln

Lys

His
230

Tyr
Asp:

Tyr

Phe

Tyxr

310

Arg

325

Pro

Lys

Thr

Thr

Lys

Phe

His

Lys

Ser

Leu
390

405 -

Met

Leu

Gly

Lys

ES2611302T3

val
200

Ser

215 -

Asn

Phe

Tyr

‘Met

Ala

295

Met

Met

Ser

Cys
Tyzr
375
Leu

Tyr

Ser

Thr

Thr

Asn

185

Val Gly

Thr Ile
Asn Ile
AsnvAsb

250

Ser Asn

265

Phe

280"

Lys

val

Ile

Gln

His
360

Phe

Gln

Glu

R

Vél Yal
Tyr»Véi
Asp Asn
Ser Tyr

330
Asp val
345
Phe Vval
Asn Lgu
Ser Leu

Met Tyr
- 410

} Lys Glu

425

26

Gln

Gln

Cys
235

Phe

Lys
Ser
Arg
315

Asn

Cys

Asp

Asp

Gly

Gln

Ser

Phe
Ser
220
Thr
Ala
Phe
Lys
Asn
300
val
Leu

Asn

val

Met

380

Asp

Asn

.y Glu
395 .

Asn

205

Cys

val

Pro

Ser

190

Lys

Ala

Ala

Tyr

Asp

270

Ser

285

val

Phe

Val

Asp

His.
365

Tyr
Arg

Lys

Glu

6lu
val
val
Lys

Glu

350

His

Tyr

Lys

Asn

Ile
430

Ile
Thr
Ser

Leu

-255

His

VaI

Tyr

Vai

Glu
335

Thr

Thr

Ala

Cys

Leu

415

Glu

Lys
Leu
Thr
240
Met
Met
Lys

Glu

Thr

320

Thr
Alay
Phe
Gln
ély
400

Phe

Thr



10

Ala

Tyr

Val

465

Lys

Asp

Lys

val

Glu

545

Ser

Asn

Glu

Leu

Lys
625

Ser
Ser
450
Asp
Tyr
Asn
Glu
Asp
530
Glu
Gly
Arg
Ser
Gln

610

Leu

<210> 8

<211> 222

<212> PRT

Asn

435

Glu

Asn

Ser

Ile

Asp

515

Asn

Arg

Glu

Phe

Thr
595

Gly

Asn

Asn
Ser
Leu
Ser
Ala
500
Gly
Val
Leu
Ile
Lys
580
Thr

Leu

Cys

Phe

val

Asn

val

485

Ser

Ser

Lys

Thr

Lys

565

His

Leu

Val

Lys

Phe’

Gln

Leu

470

Ala

Asn

Met

Gly

Ile

550

Asp

His

His

Pro

Tyr
630

val

Phe

455

Ile

Asn

Asn

His

His

535

Ala

vVal

Met

Asn

Leu

615

Lys

ES2611302T3

Ser

440

Pro

Val

Leu

Asn

Ile

520

Asn

Lys

Asp

Phe

Asn

600

Ser

Lys

Pro

Asp

Asn

Leu

Ala

505

vVal

Phe

Lys

Vval

Vval

585

Leu

Asp

Phe

<213> Nucleopoliedrovirus de Autographa californica

<400> 8

Tyx
Asn
Lys
Phe
490
Glu
Glu
Ile
Asn
Ser
570
Ile
Leu

Ala

Glu

27

Val

Pro

Lys

475

Asn

Asn

Gln

val

Lys

555

Gln

Gly

Lys

Ile

Phe
635

Ser

Pro

460

Ser

Asn

Leu

Tyr

Leu

540

Glu

Val

Lys

Leu

Thr

620

Asn

Gln
445
Asn
Thr
Tyr
Lys
Lgu
525
Ser
Phe
Ile
val
Leu
605

Phe

Ile

Lys

Leu

Lys

Lys

510

Thr

Phe

Tyr

Gln

Asn

590

Ala

Ala

Leu

Tyr

Thr

Tyr

495

val

Gln

Lys

Trp

Lys

575

Arg

Leu

Glu

Lys

val

Tyr

480

His

Lys

Asn

Asn

Ile

560

Tyr

Arg

Ile

Gln



10

Met

Ser
Pro
Asp
Ala
65

Lys
Glu
Tyr
Ala
Gly
145
Lys
Asn

Phe

Tyr

Thr

Arg

Asn

Thr

50

Ser

Thr

Ser

His

Thr

130

val

Ser

Thr

Thr

Asn
210

<210> 9

<211> 276

<212> PRT

Gln

Ala

Asp

35

val

val

Thr

Leu

Ala

115

Gly

val

Thr

Asn

Asn

195

Ser

Ile

Ser
20

Tyr
Ile
Asn
Asp
Glu
100
Glu
Thr
Gly
Ile
Ile
180

Asp

Asn

Asn

Phe

Leu

Ser

Ser

Asn

85

Gln

Ser

Lys

Gln

Gln

165

Cys

Phe.

Arg

Phe

Asp

Ser

Asp

Leu

70

Leu

Pro

Phe

Arg

Phe

150

Ser

Thr

Ala

Phe

Asn

Asn

Tyr

Ser

55

Thr

Glu

val

Glu

Lys

135

Asn

Cys

val

Pro

Ser
215

ES2611302T3

Ala

Ser

Tyr
40

Glu

Asp

Glu

val

His

120

Leu

Lys

Ala

Ala

Tyx

200

Asp

Ser

Tyr

25

Asn

Thr

Asn

Ala

Glu

105

Ser

Asp

Ile

Thr

Ser

185

His

<213> Nucleopoliedrovirus de Autographa californica

Tyr
10

Ser

His

Ala

Asp

val

90

Gln

Ala

Glu

Lys

Leu

170

Thr

Met

Met

28

Thr

Glu

Pro

Ala

Leu

15

Ser

Pro

Gly

Tyr

Leu

155

Glu

Gln

Arg

Ser

Ser

Phe

Thr

Ala

60

val

Ser

Serxr

Val

Leu

140

Arg

Gln

Glu

Phe

Glu
220

Ala

Cys
Pro
45

Ser
Glu
Ala
Proéo
Asn
125
Asp
Pro
Thr
Ile
Asp

205

Thr

Ser

Asp

30

Asp

Asn

Cys

Tyr

Ser

110

Gln

Asn

Lys

Ile

Thr

190

Asp

Gly

Thr
15

Lys

Gly

Phe

Leu

Tyr

95

Ser

Pro

Ser

Tyr

Asn

175

His

Asn

Pro

Gln

Ala

Leu

Leu

80

Ser

Ala

Ser

Gln

Lys

160

His

Tyr

Asp



ES2611302T3

<400> 9

Met Ile Arg Thr Ser Ser His Val Leu Asn Val Gln Glu Asn Ile Met
1 5 10 15

29



Thr
Cys
val
Thr
65
‘Glu
Pro

Ala

Leu

Ser
145
Pro
Gly
Tyr

Leu

élu
225

. Gln:

Arg

Ser
Ala
Asn
50

Ser

Phe

Thr

Ala

val
130
Ser
Ser
val
Leu
Arg
210
Gln
Glu

Phe

Asn

Glu

35

Asn

Ala

Cys

Pro

Ser

115

Glu
Ala
Pro

Asn

-ASp

195

Pro

Thr

Ile

Asp

Cys

20

Ala

Gln

Ser

Asp

Asp

100

Asn

Cys

Tyxr

Ser

Gln

180

Asn

Lys

Ile

Thr

Asp
260

Ala
Gln
Val

Thr

ES2611302T3

Ser Ser Pro

Gln Leu Gln
‘40

Thr Met Thr
‘ 55

Pro Ser Arg

- 70.

Lys
85

Gly
Phe
Leu
Tyr
Ser
165
Pro
Ser

Tyi

Asn

Gln Pro Asn
Ala Asp Thr

Leu Ala Ser
: 120

Leu Lys Thr
135

Ser Glu Ser
150

Ala Tyr His

Ser Ala Thr

Gln Gly Val
©.200

Lys Lys Ser
215

His Asn Thr

230

His

245

Asn

Tyr Phe Thx

Asp Tyr Asn

'Alg

Tyr

25

Val

Gln

Ala

Asp

val

105

val

Thr

Leu

Gly

185

v'e_;i-
Th;-
Asn
Asn

Ser
265

Ser

Asp

Ile

Ser

Tyx

90

Ile

Asn

Asp

Glu

‘Glu

170

Thr

Gly

Ile
Ile
Asp
250

Asn’

30

Cys
Thr
Asn
Phe
75
Leu
Ser
Ser
Asn
Gln
155
Ser
Lys
Gln
Gln

Cys

Glu

Gly

Phe

60

Asp

Ser

Asp

‘Leu

Leu
140

Pro

Phe

Arg
Phe
Ser
220

Thr

235

Phe

Arg

Ala

Phe

Ala
Gly
Asn
Asn
Tyr

Ser

‘Thr

125

Glu

Val

Glu

Lys

Asn

205

Cys

‘Val

Pro

Ser

Thr

30

Asp
Ala
Se;
Tyr
Glu
110
Asp
Giu
Val
His

Leu

:190

Lys

Ala

Ala

Tyr

Asp
270

Ser

Lys
Ser
Tyxr
Asn
35

Thx
Asn
Ala
Glu
Ser
175

Asp

Ile

Thr
Ser
Leu
255

His

Ala

Ile
Tyr
Ser
80

His
Ala
Asp
val
Gln
160

Ala

Glu

Lys

Leu

fhr
240

Met

Met



10

15

20

25

30

35

40

ES2611302T3

Ser Glu Thr Gly
275

<210> 10

<211> 128

<212> ADN

<213> Nucleopoliedrovirus de Autographa californica

<400> 10

atcatggaga taattaaaat gataaccatc tcgcaaataa ataagtattt tactgtttte
gtaacagttt tgtaataaaa aaacctataa atattccgga ttattcatac cgtecccacca
tcgggege

<210> 11

<211> 122

<212> ADN

<213> Nucleopoliedrovirus de Autographa californica

<400> 11

atacggacct ttaattcaaq ccaacacaat atattatagt taaataagaa ttattatcaa
atcatttgta tattaattaa aatactatac tgtaaattac attttattta caatcactcg
ac

<210> 12

<211> 571

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Promotor quimérico recombinante

<400> 12

31

60
120

128

60

120

122



10

15

20

25

aaaaacatcg
ggtttaacac
tggacgcgte
aaaatagttt
gtttcaccca
aagattaccg
ctctttteag
tcgagttaac
tattatagtt

gtaaattaca

<210> 13

<211> 465

<212> ADN

attagggtga

caaaacgata
gggtcaatgt
aaactcaaat
aacagaaacc
taaccatcac
agcgctataa
tccacgetge
aaataagaat

ttttatttac

<213> Secuencia artificial

<220>

ES2611302T3

ctgaaggtta
tcatggattt
cctgectatt
attacttgca
aaaagcataa
taggatttta
aaaggggtgc
agtctcgaga
tattatcaaa

aatcactcga

<223> Promotor quimérico recombinante

<400> 13

ggtacgaaat
atccegtacce
tégaaaacta
éggtgatgga
acatatattt
attacagcta
aacccaacac

taaaatacta

<210> 14
<211> 436

<212> ADN

técgttttgc
gcﬁcagtcgg
£gcbgtgtcc
aaétattagg
ggéagttcaé
cataaattac

aatatattat -

tactgtaaat

gacgatgcag
atgtattaéa
aattgcaagt
aaacéc;gcé
tcgtcgaatg
acaatttéaé;
agté&aétaé

tacattttat

cattggggta
tatataaggt
gacgtcataa
agtttaagtt
ctatcgaata
tacgattgta
attctcggta
tacggacctt
tcatttgtat

c

agtttttgaa
étgcagcoaa
tqaapattga
acaaaaattc
caaag@gtaa

ctgcagtetg

gaattattat

ttacaatcac

<213> Nucleopoliedrovirus de Autographa californica

<400> 14

32

ggttatggtt

gtaataatat
catattaggt
tcatcataat
tctttagett
gaaaataaag
agagtacagt
taattcaacc

attaattaaa

caggctgctc
taccatgttt
ggattacaat
aaacgaccaa

aaaatattaa

;gégaﬁacgga

Caaatcatﬁt

tcgac

aatacgtaat
ttttaatgag
gattatatta
ctgatcataa
cccatgaaga
tattctcagt
tgaactcaca
caacacaata

atactatact

aaacacatag
tacécgacta
aacatattta

gacgagttaa

taagg;aaaa_

cctttaatte

gtatattaat

60
1120
180
240
300
360
420
480
540

571

60
120,
180"
240

300

‘360

420

465



10

15

‘aaaaacatcg
ggtttaacac
tggacgegtc
aaaatagttt
gtttcaccca

aagattaccg

ctcttttcag

tcgagttaac
<210> 15
<211> 1176

<212> ADN

attagggtga

caaaacgata

gggtcaatgt

aaactcaaat
aacagaaécc
taaccatqac
agecgctataa

tccacg

<213> Secuencia artificial

<220>

ES2611302T3

ctgaaggtta

‘tcatggattt

cctgectatt
attaéttgca
aaéaécataa
taggatttta

aaaggggtgc

<223> Promotor quimérico recombinante

<400> 15

cttgaatgtt agtgaaaccc cctgcgacac

ttaggaaaga aaagccaatt ttcaaaatct
cagatttccc atactacaat tcgacattag

tcatttccat ccaataataa gtttaagtac

cattggggta

tatataaggt
gacgtcataa
agtttaagtt
ctatcgaata

tacgattgta

‘attcteggta

aagtattaca
tagcacttgt
aaatgtaaac

gttgagataa

33

ggttatggtt
gtaaﬁaatat
catattaggt
tdétéataat
tetttagett
g;aaataaag

agagtacagt

ttccttagtg
taactcgcega
ccattatcat

aactggctta

aatacgtaat
ttttaatgag
gattatatta
ctgatcataa
cccatgaaga
tattctcagt

tgaactcaca

cttgaatcct

aaaagaccaa
tatttacgcce

cctagaactt

60

120

180
240
300
360
420

436

60

120

- 180

240



10

15

20

gacatggcga
aacatttgac
cgcaagttct
tgaaggttac
catggattga
tcgggtcaat
caaatattac
aaaccaaaaq
ccgtaaccat
cagtttaaaa
gtcaatgtac
ttttgttaca
aaacétcgta
tcacatcgag
caatatatta
atactgtaaa
<210> 16

<211> 250

<212> ADN

cctecttgeac
atgatattga
ttatcaataa
attggggtag
ctttataaat
gtcctgecta
ttgcaagttt
cataactatc
cactaggatt

tctgctggea

‘tttegtatta

ttgtactgee
atcagtccag
ttaactccac
tagttaaata

ttacatttta

<213> Secuencia artificial

<220>

ES2611302T3

tetgtatete
agtaagattg
aatagctgaa
gttatggtta
tttatataag
ttgacgtcat
aagtttcatc
tgctatttga
ttatacgatt
tttttacaag
atcagaaaaa
ctttacagtt
tataaaaagg
gctgcagtcet
agaattatta

tttacaatca

<223> Promotor quimérico recombinante

<400> 16

aagtcaactt
ttactaaggc
aacaaaaaaa
atacgtaatg
gtgtaataat
aacatattag
ataatctgat
atatctttag
gtagaaaata
tegetgtate
aatattctac
catcaggtat
ggtgcattct
cgagatacgg
tcaaatcatt

ctcgac

tctctatceca
ttacattgta
aaaacatcga
gtttaacacc
atttttaatg
gtgattatat
cataagtﬁtc
ctteccatga
aagtattetc
agtcaatgtt
tagttttgat
ttatgaatga
cggtaagagt
acctttaatt

tgtatattaa

aatatttgat
atattactga
ttagggtgac
aaaacgatat
agtggacgcg
taaaaatact
acccaaacag
agaaagatta
agtctcetttt
tatacaatat
aagctatcac
catattggag
acagttgaac
caacccaaca

ttaaaatact

atcatggaga taattaaaat gataaccatc tcgcaaataa ataagtattt tactgttttc
gtaacagttt tgtaataaaa aaacctataa atattcegga ttattcatac cgtcccacca
tcgggegeat adggaccttt aattcaacce aacacaatat attatagtta aataagaatt
attatcaaat catttgfata ttaattaaaa tactatactg taaattacat tttatttaca

atcactcgac

<210> 17
<211> 3163

<212> ADN

34

300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140

1176

60
120
180
240

250



ES2611302T3

<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Casete de expresion recombinante

<400> 17

35



ttagttgaac
gtcggagagt
cagtgtagtt
gttgtacttt
gaactccttg
gaagttgtga
gcttccgtct
gtcgtggtac
agtgctctte
gtc¢gggaat
gaagttgtta
agtéaagagg
acgctcgeeg
gttgaagtag
cttgcagttt
gcecagtcetec
gaacacacgqg
gtacttggceg
gtaaccggtt
cctcatcagg

cactgtacag

ggtgctctte

ggagttatcc
accagcagag
cactggctgt
agtggtcttg
gaagttgcta
tgggtggttg
gttgtcgaag
ttgagtcatg
ctgéqcctda

agtcatgatg

tcgaacttcet
ggcaccagtc
gactecgcgac
tggatgacct
ttcttettag
cccttaacgt
tcettcecttga
ttgtagttét
ttgttcacga

tggacggact

gaggecggttt

ttcttgtect

,agtgattgcé

gaggtcagag
tgagcggcgyg
ttaaccaggt
ttgtcaacca
aagatgattt
tcagacatgt
tagggggcga
atgttagtgt
ttgtacttag
aggtactcgt

tgttcgaagg

tcgagtgact

égcégacact
geggeagegg
tagtaagaca
ctagcacgag
gtgacctggt
gcgcaggetyg

ttttettgga

ES2611302T3

tgtacttgca
cctgeaggat
ggttgacctt
ggctcacatce
cgatggtcag
tatcgacgtt
céﬁtcttgag
tgaagagcag
tgaggttcag
ccgagtactt
cgatctegtt
ggtacatcte
gdaaégtgac
cégccttgaa
tctcétcétt
ggtagctgat
tgtagtagtt
cgaaaggctt
gatcggagaa
agtcgtttgt
tgtggttgat
gtctcaactt
ccaacttect
actcggegtg
cgctgtagta
ccaccaaatce
tttcagagtc
agtaatcgtt
agggagtgct
tgttcacgat
aagtggecte

cgttcaggac

gttgagcttt
caaggccéag
gccgatcacg
aacgtccttg
ccttteceteg
ttgagtcaag
gttcteggeg
gttagcgacg
gttatcaacg
gaggatctgg
fgattcctté‘
gtacaacttc
gaaégttgﬁc
ﬁgtgtggtgg
gcagacgtcce
catgaagcgé
gtttgtgtac
cacctecggac

tctgttcgag

'gaagtagtéa

ggtttgttece
gatcttgttg
cttggtgcct_
gtaagetgag
ggcagaggac
gttgtcagtg
ggagatgaca
aggttgcttg
ggcagaggtg
cttatcgcca
acaggagtag

gtggetggat

36

tgctcggcga
agcttcagea
aacatgtggt
atttcgceccag
ttettgaagg
tactgctcaa
ttgttgttag
gacgagtact
acgtacttgt
gaaacgtatg
cggctcagca
F—
tgégéétagt_
acgﬁccacga
tgtgagtgtg
atcttatcgé
tcgtagacca
ttcttaacga
ttgtagtcgt
gtgatdtcct
agtgtagégc
aattgaccca
gtggccgacg
ctaggagagg
acagcttect
agcgagttaa
gtatcagctc
tcgcagaact
taggaagegt
cctgtgtcea
gggctggaag

gtacggatca

atgtgatgge

agttgttgtg
gcttgaatct

agatccagta

acaacacgat.

cgatgtgcat
aagcgatgtt
tgtatgtcag

tgggagggtt

gcgagacgaa

#Qatgggcaa
atccacactt
écatatqgag
Agtgaéaétt
ggatttcgat
aggtcacaac
cgttagagac
cgaacatgta
tatcgtegaa
gggtggaagc
atgactggat
caactccctg
gctggttgac
gttgttcgéc
ccaggttgtc
ctgaggcgag
cgtccggggt
cégagtatga
tgaagttgat
cctgecagttg
cacagttgga

tagatctatt

60
120
180
240

300

360

420

540
600
660
720
780
840
900
260
1020
1680
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860

1920



10

15

gggtcatcta
tccgcgégct
atttataggt
gagatggtta
gttgacccca
acaaataaac
ataataaaaa
tgttttacaa
atttgtataa
gagttcagtt
gcttatgact
ctgagcgtgc

caaaacatga

cgtaaagcga

ttaatcgtge
tgcgtttatg
atttacaatg
ggcccgagtt
taaaacaaaa
cdcéacacaa
aaatactata
<210> 18
<211> 3656

<212> ADN

gattcgaaag
tcggaccggg
ttttttaﬁta
tcattttaat
acaaaégatt
aagttgtcéa
tttaaatgac
gtagaattct
tgacatcatc
ttgaaaacaa
caagtéatga
gttacaagta
catcagctta
gtteggttat
gttacaagta
agataagatt
cggccaagtt
gtttgegtac
ccctagtatt
tatattataé

ctgtaaatta

<213> Secuencia artificial

<220>

ES2611302T3

cggececgegac

atccgcgecce
caaaactgtt
tatctcoatg
tataattaat
taaaacattc
atcatatttg
acccgtaaag
ccctgattagt
atgagtcata
gccogtgtgea
gaattctact
tgaétéatac
gagecgtatg
gaattctact
gaaagcacgt
ataaaagatt

gtgactagcg

‘ggagcaataa

ttaaataaga

cattttattt

<223> Casete de expresion recombinante

<400> 18

tagtgagetce

gatggtggga
acgaaaacag

atctattaat

‘cataatcacg

ataaatgaca

agaataacaa
¢gagtttagt
gttttécaag
cctaaacacg
éaacatgaga
cgtaaagcca
ttgatggtgt
caaaécatga
égtaaagcga
gtaaaatgtt
ctaatctgat
aagaagatgt
tcgatgagcet
aﬁtattatca

acaatcactc

37

gtcgacgtag
cggtatgaat
taaaatadtt
attceggagt
aacaaéaaca

cagcaacata

atgacattat

tttgaaaaac
tagaattcta
ttéataatcf
taagtttatg
gttcggttat
tttacgcgta
catcagctta
gttgaagggt
tecegegegt
atgttttaaa
gtggaccgceca
éatacggacc
aatcatttgt

gac

gceetttgaat
aatccggaat
atttatttgce
atacatcgat
agtcéatgaa
caattcttgce

ccectegattg

~aaatgacatc

teegtaaage
tctgatatca
acatcatcca
gageegtgtg
gaattctact
tgagfdataa
catatttagﬁ
tggcacaact
acacctttge
gaacagatag
tttaattcaa

atattaatta

1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940

3000

3060

3120

3163



ttagttgaac tcgaacttct
gtcggagagt ggcaccagte
cagtgtagtt gactcgcgab
gttgtacttt tggatgacct

gaactccttg ttcttcttag

ES2611302T3

tqtacttQCa‘gttgagcttt tgctcggega
céégéaégét cééggcdaag aééttcagda
ggttgéécttléccgatcﬁcg aaCatgtégt
QQGtCacétc aacgtccttg atttcgecag

cgatggtcag cctttcctcg ttcttgaagg’

38

atgpgatggc

agttgttgtg

gcttgaatet

agatcéagté

acaacacgat

60
120
180°
240

300



gaagttgtga
gettecegtet
gtcgtggtac
agtgctctte
gtccgggaat
gaaéttgtta
agtgaagagg
acgctegeeg
gttgaagtag
cttgcagttt
gccagtctce
gaacacacgg
gtacttggcg
gtaaccggtt
cctecatcagg
cactgtacag
ggtgctctte
ggagttatcc
accagcagag
cactggctgt
agtggtcttg
gaagttgcta
tgggtggttg
gttgtcgaag
ttgagtcatg
ctgggectca
agtcatgatg
gggtcatcta
tcegegeget
atttataggt
gagatggtta

gttgaccceca

ccettaacgt
tececttettga
ttgtagttgt
ttgttcacga
tgga&ggact
gaggeggttt
ttettgtceet
agtgattgca
gaggtcagag
tgagcggcgg
ttaaccaggt
ttgtcaacca
aagatgattt
tcagacatgt
tagggggcga
atgttagtgt
ttgtacttag
aggtactcegt
tgttcgaagg
tcgagtgact
agcagacact
gcggcagcegg
tagtaagaca
ctagcacgag
gtgacctggt
gcgcaggetg
ttttcttgga
gattcgaaag
tcggaceggg
ttttttatta
tcattttaat

acaaaagatt

ES2611302T3

tatcgacgtt
ccttcttgag
tgaagagcag
tgaggttcag
ccgagtactt
cgatctegtt
ggtacatctc
gcaaggtcac
cggccttgaa
tctecategtt
tgtagctgat
tgtagtagtt
cgaaaggctt

gatcggagaa

agtcgtttgt

tgtggttgat
gtctdaactt
ccaacttcct
actcggcgtyg
cgctgtagta
ccaccaaatc
tttcagagtc
agtaatcgtt
agggagtget
tgttcacgat

aagtggcctce

cgttcaggac

cggcecgegac
atcegegece
caaaactgtt
tatctccatg

tataattaat

ttgagtcaag
gttctcggég
gttagegacg
gttatcaacg
gaggatctgg
ﬁgattccttg
gtacaacttce
gaaggttgte
tgtgtggtgg
gcagacgtce
catgaagegg
gtttgtgtac
cacctcggac
tctgttegag

gaagtagtga

ggtttgttee

gatcttgttg
cttggtgccf
gtaagctgag
ggcagaggac
gttgtcagtg
ggagatgaca
aggttgcettg
ggcagaggtg
cttatcgcca
acaggagtag
gtggctggat
tagtgagctc
gatggtggga
acgaaaacag
atctattaat

cataatcacg

39

tactgctcaa
ttgttgttag
gacgagtact
acgtacttgt
gaaacgtatg
cggctcagca
gacaagagga
tgagegtagt
acgtccacga
tgtgagtgtg
atcttatcga
tcgtagacca
ttcttaacga
ttgtagtcgt
gtgatctcect
agtgtagcgce
aattgaccca
gtggccgacg
ctaggagaég
;cagcttcct
agcgagttaa
gtatcagctce
tecgcagaact
taggaagegt
cctgtgtcca
gggctggaag
gtacggatca
qtcgacgtag
cggtatgaat
taaaatactt
attcecggagt

aacaacaaca

cgatgtgcat
aagcgatgtt
tgtatgtcag
tgggagggtt
gcgagacgaa
tgatgggcaa
atccacactt
acatatcgag
agtéacactt
ggatttcgat
aggtcacaac
cgttagagac
cgaacatgta
tatcgtcgaa
gggtggaagc
atgactggat
caactccctg
gctggttgac
gttgttcgac
ccgggttgtc
ctgaggcgag
cgtecggggt
ccgagtatga
tgaagt£gat
cctgcagttg
cacagttgga
tagatctatt
gcc£ttgaat
aatccggaat
atttatttgce
atacatcgat

agtcaatgaa

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

1860 .

1920
1980
2040
2100
2160

2220



10

15

acaaataaac
ataataaaaa
fgttttacaa
atttgtataa
gagttcagtt
gcttatgact
ctgatcgtge
caaaacatga
qgtaaagcga
ttaatcgtge
tgcétttatg
atttacéatg
ggcccgagtt
taaaacéaaa
ttccgcgcgé
gggtaggtta
aaggtgtaat
cataacatat
aagtttcatc
gaatatcttt
ttgtagaaaa
cggtaagagt
aqctttaaﬁt
tgtatattaa
<210> 19
<211> 3541

<212> ADN

aagttgtcga

tttaaatgac

gtagaattct

tgacatcatc
ttgaaaacaa

caagttatga

gttacaagta

catcagctta

gttcggttat

‘gttacaagta
agataagatt

cggccaagtt

gtttgegtac
céétagtatt
tteggacegg
tggttaatac
aatattttta
taggtgatta
ataatctQaﬁ
agcttcececat
taaagtattc
acagttgaac
caacccaaca

ttaaaatact

<213> Secuencia artificial

<220>

ES2611302T3

taaaacattc
atcatatttg
écccgtaaag
ccctgattgt
atgagtcata
gecgtgtgea

gaattctact

tgactcatac.

gagccgtgtg

‘gaattctact

'gaaagcacgt

ataaaagatt

gtgactagcg

‘ggagcaataa

gatccaaaaé
gtaatggttt
atéagtggac

tattaaaaat

CataagtttC'

gaagaaagét
tcagtctétt
tcacatcgag
caatatatta

atactgtaaa

<223> Casete de expresion recombinante

<400> 19

ataaatgaca
agaataacaa
qgagtttagﬁ
gttttacaag
cctaaacacg
aaacatgaga
cgtaaagcéa
ttgattgtgt

caaaacatga

cgtéaagcga

gtaaaatgtt
ctaatctgat
aagaagatgt

tcga;gagct

catcgattag

aacaccaaaa

gcgtegggte

agtttaaact

.acccaaacag

taccgtaacc
ttcagagege
ttaactccac

tagttaaata

ttacatttta

40

cagcaacata

atgacattat

tttgaaaaac
tagaattcta
ttaataatct
taagtttatg
gttgggtt;t
tptacgpgta
éatcag¢tta

gttgaaggat

tecegegegt

atgttttaaa

gtggacegea

‘cgtcgacgta

ggtgactgaa
cdatatcatg
aatgtcctge
caaatattac
aaaccaaaag
étcactagéa
tataaaaadg
gctgcagtet
agaattatta

tttacaatca

.caattcttgc

ccctcegattg
#aéﬁgacéﬁc
tccgtaaagq
tdtgatatca

acatcatcca

gagccgtgtg

gaattctact

‘tgagtcataa

-catatttagt

£ggcacaact

acacctttge

gaacagatag

ggcctttgaa

ggttacattg
gattttatat
ctéttgacgt
ttgcaagttt
cataactatc
ttttatacga
ggtgcattct
cgagatacgg
tcaaatcatt

ctcgac

' -2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820
2880
 2940
‘.;3600

3060

3120
3180
3240
3300
3360
3420

3480

- 3540

3600

3656



ES2611302T3

ttagttgaac tcgaacttct tgtacttgca gttgagettt tgctcggecga atgtgatgge 60

gtqggagégt‘ggcacdaqtc cctgcaggat caaggccaag agcettcagca agttgttgtq 120

41



cagtgtagtt
gttgtacttt
gaactcettg
gaagttgtga
gctteegtet
gtegtggtac
agtgctcttc
gtécgggaat
gaagttgtta
'éQtQQaqagé
aégétcépég
. éttgéagtﬁg

cttgéagtft

gccagtctec

gaééécgcgg
gtacttggqg
gtaaccgg;t
cctcatcagg
céctgta¢ag
ggﬁgctcttc
ggagttétcc
accagcagag
cacﬁggctgt
agtggtcttg
gaaqttédta
tgggtggttg
gttgtcgaag
ttgagtcatg
ctgggcctca
agtcatgatg
tégattcgaa

ctteggaceg

gactcgcgac
tggatgacct
ttcttettag
cccttaacgt
tccttcettga
ttgtagttgt
ttgttcacga
tggacggact

gaggcggttt

ttcttgtect

agtgaﬁtgda
gaggteagag
téag¢QQng
tﬁaaccéggt
ttgtcaééda
aaggtgattt
tcagacatgt
tagggggcga
aﬁgttagtgt
ttgﬁaqttag
aggtactcgt
tgttcgaagqg
tcgagtgact
agcaéaqact
gcggcageag
tagtaagaca
ctagcacgag
gtgacetggt

gegeaggetg

ttttcttgga’

agecggecgceg

ggatccgege

ES2611302T3

ggttgacctt
ggctecacate
cgatggtcag
tatcgacgtt
ccttecttgag
tgaagagcag
tgaggttqag
ccgagtactt
cgatctcgtt
ggtacatctc

gcaaggtcac

cggccttgaa

~tetecategtt

tgtagctgaf
tgtagtagtt
cgaaaggctt
gatcggagaa
agtcgtttgt
tgtggttgat
gtctcaactt
ccaacttcct
acteggegtyg
cgctgtagta
ccaccaaatce
tttcagagte
agtaatcgtt
agggagtget
tgttcacgat
aagtggcctc
cgtgdaggac
actagtgagce

ccgatggtygg

gcecgatcacyg
aacgteccttg
cctttecteg
ttgagtcaag
gttcteggeg
gttagcgacg
gttatcaacg
gaggatctgg
tgattccttg
gtacaacttc
gaaggttgtc

tgtgtggtgg

gcagacgtcc

catgaagegg
gtttgtgtac
cacctcggac
tctgttcgag
gaagtagtga
ggtttgttcc
gatcttgttg
cttggtgcct

gtaagctgag

ggcagaggac

gttgtcagtg
ggagatgaca
aggttgctt§
ggcagaggtg
cttatcgcca
acaggagtag
gtggctggat
tcgtcgaégt

gacggtatga

42

aagatgtggt
atttcgccag
ttcttgaagg
tactgctcaa
ttgttgttag
gacgagtact
acgtacttgt
gaaacgtatg

cggctcagea

gacaagagga

tgagcgtagf
acgtccacga
tgtgagtgtg
atcttatggé
tcgtagacea
ttcttaacga
ttgtagtegt
gtgatctect
agtgtadcgc
aattgaccca
gtggccgacé
ctaggagagg

acagcttcct

bagcgagttaa

gtatcagcte
tcgecagaact
taggaagcgt
cctgtgteca
gggctggaag

gtacggatca

aggectttga

ataatccgga

gqttgaatct
agatccagta
acaacacgat

cgatgtgcat

aagcgatgtt

tgtatgtcag
tgggagggtt
gcgagacgaa
tgatgggcaa
atccacactt

acatatcgag

agtgacactt

ggatttcgat

‘aggtcacaac

cgttagagéc

cgaacatgta

tatcgtegaa

gggtggaage
atgactggat

caactcecetg

gctggttgac.

gttgttcgac
ccaggttgtc
ctgaggcgag

cgtccggggt

ccgagtatga

tgaagttgat

‘cetgecagttg:

cacagttgga'

‘tagatctatc

attcggCgcg

atatttatag

180
240
360
360
420
480
540
600
eéo
720
780
840
'900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1560
1560
1620
1680

1740

- 1800

1860

1920

1980

2040



10

gtttttttat
tatcatttta
caacaaéaga
acaagttgte
aatttaaatg
aagtagaatt
aatgacétda
ttttgaaaac
ctcaagttat
gcgttacaag
gacatcagct
gagttcggtt
gcgttacaag
tgagataaga
tgcggccaag

ttgtttgegt

aéccctagta>

getteggace
ctgctcaaaé
atgttttaca
tacaataaca
gaccaagaég
tattaat;ag
tacggacctt
tcatttgtat

c
<210> 20
<211> 3512

<212> ADN

tacaaaactg
attatctcca

tttataatta

gataaaacat

acatcatatt
ctacccgtaa
tcecectgatt

aaatgagtca

gagccgtgtg.

tagaattcta
tatgactcat

atgageccgtg

tagaattcta

ttgaaagcac
ttata#aaga
acgtgactag
ﬁtggagcaat
gggatcggta
acatagatcc
cgactatgga
tatttaaggt
agttaaacat
gtaaaaatta
taattcaacc

attaattaaa

<213> Secuencia artificial

<220>

ES2611302T3

ttacgaaaac
tgatctafta
atcataatca
tcataaatga

tgagaataac

'agcgagttta

gtgttttaca

tacctaaaca
céaaacatga
cth;aéagc
actﬁgattgt
tgcaaaacét

ctcgtaaage

gtgtaaaatg,

ttctaatctg
cgaagaagat

aatcgatgag

‘ccéaattgcg

gtéqccgcﬁc
aaaéﬁatgcc
gatggaaéat
atatttggga
cagctacata
caacacaata

atactatact

agtaaaatac
atattccgga
cgaacaacaa
cacagcaaca
aaatgacatt
gttttgaaaa
agtagaattc
cgttaataat

gataagttta

‘cagttcggtt

gttttacgcg

gacatcagct

'gagttgaagg

tttcecegege
atatgtttta
gtgtggaccg
ctcgtecgacg
ttttgcgécg

éqtcggatgt

gtgtccaatt

atéaggaaac

gttcagtegt

.aattacacaa

tattatagtt

gtaaattaca

43

ttatttattt
gtataqatcg
caagtcaatg
tacaattctt
atccctcgat
acaaatgaca
tatccgtaaa
cttctgatét
tgacatcatc
atgagccgté
tagaattc;a
ﬁatgagtcat
atcatattta
gttggcacaa
aaacaccttt

cagaacagat

taggcctttg

atgcagagﬁt
aﬁtaéaatgc
gcaagtécaa
acagcaacaa
qgaaﬁgcaaa

tttaaactge

aaataagaat

ttttatttac

gcgagatggt
atgttgacce
aaacaaataé
gcataataaa
tgtgttttac
tcatttgtat
gcgagttcag

cagcttatga

cactgatcgt -

tgcaaaaéat

ctcgtaaagce

aattaatcgt.

gttgcgttta
ctatt£acaa
gcggcccgag
agtgééacaa

aattcegege

tttgaacagg

agccaatacc

cattéagggt
aaattééé;c
gogtaaaaaa
agtctggaga
tattatcaaa

aatcactcga

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520
2580

2640

2700

2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120

3180

3240

3300

3360
3420
3480
3540

3541



ES2611302T3

<223> Casete de expresion recombinante

<400> 20

44



ttagttgaac.

gtcggagagt
cagtgtagtt
gttgtacttt
gaactccttg
gaagttgtga
gcttccgtcet
gtcgtggtac
agtgcﬁcttc
gtccgggaat
gaagttatta
agtgaagagg
abgctdgcqé
gttgaagtag
cttgcég;;t
gccagtctec
gaacacacgg
gtacttggcg
gtaaccggit
cctcateéagyg
cactgtacag
ggtgctcttc
ggééttétcc

accagcagag

cactggctgt

agtggtcttg
gaagttgcta
‘toagtagtty
‘gttgtcgaag
ttéagtc&tg
ctgggcctca

agtcatgatg

tcgaacttct
ggcaccagte
gactecgegac
tggatgacct
ttettettag
cecttaacgt
tccttcettga
ttgtagttgt
ttqﬁtcécéa
tgéacggact
ga9969qﬁtt
ttettgtect

agtgattgca

gaggtdagag

tqagcggégg
ttaacc;ggt
ttgtcaacca
a#gatgattt
tcagacatgt
tagggggcga
atgttagtgt
ttgtacttag
aggtactcgt
tgttcgaagg
tcgagtgact
agcagacact
gcggeagegg
tagtaagaca

ctagcacgag

-gtgadctggt

gcgcaggcetg

ttttcttgga

ES2611302T3

tgtacttgceca
cctgcaggat
ggttgacctt
ggctéacatc
cgatggteag

tatcgacgtt

ccttctﬁgag

tgaagagcag

tgaggttcag

ccgagtactt

cgatctegtt

ggtacatcte

gcaaggtcdc
cggccttgaa

tctcatcgtt

tgtagctgat.

tgtagtagtt
cgaaaggctt
Qétcggagaa
agtcgtttgt

tgtggttgat

gtctcaactt.

ccaacttcct
actcggegtg
cgctgtagta
ccaccaaatc
tttcagagtc
agtaaﬁcgtt
agggagtgct
tgttcacgat
aagtggcctce

cgttcaggac

gttgagcttt
caaggccaag
gccgatcacg
aacgtccttg
cctttéctcg
ttgagtcaag
gttctcggecg
gttagcgacg
gttatcaacg
géggatctgg

tgéttccttg

vgtécaacttc

gaaggttgtc

tgtgtggtgg

gcagacgtcc

catgaagcgg -
gtttgtgtac
cacctcggac
tctgttegag
gaagtagtga
ggtttgttce

gatcttgttg

‘cttggtgeet

gtaagctgag
ggcagaggac
gttgtcagtg
ggagatgaca
aggttgcecttg
ggcagaggtg
cttatcgéca
acaggagtag

gtggctggat

45

tgctcggcga
agcttcagca.
aacatgtggt
atttcgcgag
ttéttgaagg
taqtgétcaa
ttgttgttag
gacgagtact
acgtacttgt
gaaaqgtatd
cggctcagea
gacaégaggé
téagcgfagt'
acgtccacga
tgtgagtgtg
atcttatcga

tegtagacca

ttettaacga

ttgtagtegt

gtgatctect

agtgtagege
aattgaccca
gtggcegacyg
ctaggagagg
acagcttcct
agcgagttaa
gtatcagcte
tcgcagaact
taggaagegt
cctgtgtcca
gggctggaag

gtacggatca

atgtgatggc
agttgttgtg
gettgaatct
agatccagta
acaacécgét
cgatgtgcét
aagcgatgtt
tgtatgtcag
tgggagggtt
gcgagacgaa
tgatgggdaé
atccacactt
acatatcgag
égtgacactt
ggatttcgat
aggtcacaac
cgttagagac
cgaacatgta
tatcgtcgaa
gggtggaage
atgactggat
caactccctg
getggttgac
gttgttcgac
ccaggttgtc

ctgaggegag

cgtceggggt

ccgagtatga

tgaagttgat

cctgecagttg

cacagttgga

tagatctatc

60
120
180

240

- 300

360
420
480
s40
600
660
759
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680

1740

1800

1860

1520



10

tagatgcatt
ctgggaaaac
ctgctagceac
cgagaatgca
aatcgtataa
tcgatagtta
ttaaacttge
tgacgtcaat
ttatataaaa
cccaatgtaa
caaaagattt
agttgtcgat
ttaaatéaca
tagaattcta
gacatcatce
tgaaaacaaa
aagttatgag
ttacaagtag
atcagcttat
tteggttatg
ttacaagtag
gataagattg
ggccéagtta
tttgegtacg
cctagtattg
atattatagt

tgtaaattac
<210> 21
<211> 4005

<212> ADN

cgcgaggtac
cctggcgtta
catggctcga
ccecttttta
aatcctagtg
tgcttttggt
aagtaatatt
aggcaggaca
tccatgatat
ccttcagtca
ataattaatc
aaaacattca
tcatatttga
ccecgtaaage
cctgattgtg
tgagtcatac
ccgtgtgcaa
aattctactc
gactcatact
agccegtgtge
aattctactc
aaagcacgtg
taaaagattc
tgactagcga
gagcaataat
taaataagaa

attttattta

<213> Secuencia artificial

ES2611302T3

cgagctcgaa
cccaacttaa
gcgtggagtt
tagcgetctg
atggttacgg
ttctgtttgg
tgagtttaaa

ttgacccgac

cgttttggtg

ccctaatega
ataatcacga
taaatgacac

gaataacaaa

gagtttagtt.

ttttacaagt
ctaaacacgt
aacatgagat
gtaaagccag
tgattgtgtt
aaaacatgac
gtaaagcgag
taaaatgttt
taatctgata
agaagatgtg
céatgagctc
ttattatcaa

caatcactcg

ttcactggce
tcéccttgca
aactcgétgt
aaaagagact
taatctttcet
gtgaaactta
ctatttttaa
gegtccacte
ttaaaccatt
tgtttttgta
acaacaacaa
agcaacatac
tgacattatc
ttgaaaaaca
agaattctat
taataatctt
aagtttatga
ttcggttatg
ttacgegtag
atcagcttat
ttgaaggatc
ccegegegtt
tgttttaaaa
tggaccgcag
atacggacct
atcatttgta

ac

46

gtcgttttac
gcacatccce
gag£tcaact
gagaatactt
tcatgggaag
tgatcagatt
tataatqacc
attaaaaata
acgtattaac
tacatcgatg
gtcaatgaaa
aattcttgca
cctegattgt
aatgacatca
ccgtaaageg
ctgatatcag
catcatccac
agcegtgtge
aattctactc
gégtcataat
atatttagtt
ggcacaacta
cacctttgeg
aécagatagt
ttaattcaac

tattaattaa

aacgtegtga
ctttcgceccag
gtactcttac
tattttctac
ctaaagatat
atgatgaaac
taatatgtta
ttattacacc
cataacctac
ttgaccccaa
caaataaaca
taataaaaat
gttttacaag
tttgtataat
agttcagttt
cttatgactc
tgatcgtgcg
aaaacatgac
gtaaagcgag
taatcgtgeg
gcgtttatga
tttaéaatgc
gceccgagttg
aaaacaaaac
ccéacacaat

aatactatac

1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480

3512



ES2611302T3

<220>
<223> Casete de expresion recombinante

5 <400> 21

47



ttagttgééc
gtcggagagt
cagtgtagtt
.gttgtactﬁt
gaéctccttg
gaagttgtga
gcttcegtet
gtegtggtac
agtgctcttce
gtccgggéa;
éaaéttgtta
- agtgaagagg
*écgétcgcqg

gttgaagtag

cttgcagttt

gccagtctcee
‘gaacacacgg
gtacttggceg
_gtaaccggtt
cctcatcagg
cactgtacag
ggtgctcette
ggggtfatcc
accagcagag
cactggetgt
agtggtcttg
gaagttgcta
tgggtggttg

gttgtcgaag

ttgagtcatg

ctgggcctca

tcgaacttcet

ggcaccagtc

gactcgcgac

tggatgacct

ttcttettag
cccttaacgt
tccttcttéa
ttgtagttgt
ttg#tcacga
tggacggact
gaggcggttt
ttcttgtect
agtgattgca
gaggtcagag
tgageggegg
ttaaccaggt
ttgtcaacca
aagatgattt
tcagacatgt
tagggggcga
atgttagtgt
ttgtacttag
aggtéctcgt
tgﬁtcgaagg
tegagtgact
agcagacact
gcggcagcgg
tagtaagéca
ctagcacgag
gtgacctggt

gcgcaggetg

ES2611302T3

tgtacttgca
cctgcaggat
ggttgagctt
ggctcacatc

cgatggtcag

‘tatcgacgtt

ccttcttgdg

tgaagagcag
tgaggttcag

ccgagtactt

;cgatcécgtt

ggtééatctc
gcaaggtcac
cggccttgaa
tetcatcgtt
tgtagectgat
tgtagtagtt
cgaéaggctt
gatcgéagaa
agtcgtttgt
tgtggttgat
gtctcaactt
ccaacttcct
actcggegtg
cgctgtagté
ccaccaaatce
tttcagagtc
agtaatcgtt

agggagtgct

tgttcacgat

aagtggcctc

gttgagcttt
caaggccaag
gccgatcacg
a#cg£¢cttg
cctttecteg

ttgagtcaag

.gttctcggcg

gttagcéacg
gttatcaacg
gaggatctgg
tgattcg£tg
gtacaacttc
géaggttggc
tgtgtggtgg
gcagacgtcce
catgaagcqgg

gtttgtgtac

cacctcggac

tctgttcgag
gaagtagtga
ggtttgttcc
gatcttgtég
éttggtgcct
gtaagctgag
ggpaéaggac

gttgtcagtg

ggagatgaca

aggttgettg
ggcagaggtg
cttatcgeeca

acaggagtag

48

tgctcggega
agcttcagea
aacatgtggt
atttcgeccag
ttCttgaagg
tactgctcaa
ttgttgttag
gacgagtact
acgtacttgt
éaéacgtatg
cégctcagdé
gacaagagga
tgaécgtagt
acgtccacga
tgtgagtgtg
atcttatcga
tcgtagacca
ttettaacga
£tgtégt¢gt
gtgatctcct
agtgtégcgc
aattgaccca
gtggccégcg
ctaggagagg
acagcttcét
agcgagttaa

gtatcagctc

'tcgcégaact

taggaagegt

cctgtgteca

gggctggaayg

atgtgatgge

agttgttgtg
gcttgaatcet
agatccagta
acaacacgat
cgatgtgcat
aagcgatgtt
tgtatgtcag
tgggagggﬁt
gcgagacgaa
tgatggqcaa
atccacactt
acatatégag
agtgacactt
ggatttcgat
aggtcacaac
cgttagagac
cgaacatgta
tatcgtcgaa
ggqtggaagc

atgactggat

caactccctg
'gctggttgac

gttgttcgac

ccaggttgte

ctgaggcgag

cgtceggggt
ccgagtatga
tgaagttéat
cctgecagttg

cacagttgga

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

11620

1680

1740

1800

1860



agtcatgatg
tagatgcatt
ctgggaaaac
ctgctageac
cgagaatgca
aatcgtataa
tcgatagtta
ttaaacttgc
'ﬁgacgtcaat
-ttatataaaa
cccaatgtaa
caaaagattt
agttgtcgat
ttaaatgaca
tagaattcta
gacatcatcc
tgaaaacaaa
aagttatgag
ttaéaagtag
atcagcﬁtat
tﬁcggttatg
ttacaagtag
gataagattg
ggcgaagtta
tttgcgtacg

cctagtattg

tcggaccggg

ggttaatacg

atatttttaa

aggtgattat

taatctgatce

ttttettgga
cgegaggtac
cctggegtta
catggetega
ccccttttta
aatcctagtg
tgcttttggt
aagtaatatt

aggcaggaca

tccatgatat’

gcﬁtcagtca
ataattaatc
aa#acattéa
tcatatttga

cccgtaaagce

‘cctgattgtg

tgagtéatac

ccgtgtgcaa

aattctacte

gactcatact‘

ageccgtgtge

aattctactc
aaaggadgtg
taaaagattc
tgactagcga
gagéaétéat
atccaaéaac

taatggttta

tgagtggacg

attaaaaata

ataagtttca

ES2611302T3

cgttcaggac
cgagctcgaa
cccaacttaa
gcgtggagtt
tagcgetetg
atggttacgg
ttetgtttgg
tgagtttaaa
ttgacccgac
cgttttogtg
ccctaaﬁcga
ataatcacga
taaa£gacac

gaataacaaa

‘gagtttagtt

ttttacaagt
ctaaacacgt
aacafgagat
gtaaagccag
tgattgtgtt
aaaacatéac
gtaéagqgag
taaaatgttt
taatctgata

agaagatgtg

cgatgagectce

atcgattagg

acaccaaaac

cgtcgggtea

gtttaaactce

cccaaacaga

gtggctggat
ttcactggcc
tcgecttgea
aactcgatgt
aaaagagact
taafctttct
gtgaaactta
c;atttttaa
gcgtcecacte
ttaaaccatt
tgtttttgta

acaacaacaa

‘agcaacatac

tgacattatc
ttgaaaaaca
agaattctat
taataatctt
aagtttatga
ttcggttaté
ttacgegtag
atcagcttat
ttgaaggatce
ccegegegtt
tgttttaaaa
tggaécgcag

gtcgacgtag

gtgactgaag

‘gatétcatgg

atgtcctgcc
aaatattact

aaccaaaagc

49

gtacggatca
gtcgttttac
gdacatcccq
gagttcaact
gagaatactt
tcatgggaag
tgatcagatt
tataatcacc
attaaaaata
acgtattaac
tacatcgatg
gtcaatgaaa

aattcttgca

cctegattgt

aatgacatca
ccgtaaagceg
ctgatatcag
catcatccac
agcegtgtge
aattctactc

gagtcataat

atatttagtt

ggcacaacta
cacctttgeg
aacagatagt
gectttgaat
gttacéttéé
attttatata
taﬁtgaqgtc
tgcaagftta

ataactatcg

tagatctatc
aacgtcgtga
ctttecgecag
gtactcttac
tattttctac
ctaaagatat
atgatgaaac
taatatgtta
ttattécacc
cataacétac

ttgaccccaé

.caaataaaca

taataaaaat
gttttacaag
tﬁtgtataat
agttcagttt
cttatgactc
tgatcgtgeg
aaaacatgac
gtaaagcgag
taatcgtgcg
gcegtttatga
tttacaatgc
gceccgagttg
aaaacaaaac
tcegegeget
ggtaggttat
éggtgtéaﬁa
ataacatatt

agtttcatca

aatatcttta -

1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720



10

15

gctteccatg
aaagtatéct
cagttgaact
aacccaacac

taaaatacta
<210> 22
<211> 3898

<212> ADN

aagaaagatt
cagtctcttt
cacatcgagt
aatatattat

tactgtaaat

<213> Secuencia artificial

<220>

ES2611302T3

accgtaacca tcactaggat tttatacgat tgtagaaaat

tcagagcgect ataaaaaggg gtgcattctc ggtaagagta
taactccacg ctgcagtctc gagatacgga cctttaattc
agttaaataa gaattattat caaatcattt gtatattaat

tacattttat ttacaatcac tcgac

<223> Casete de expresion recombinante

<400> 22

50

3780

3840
3900
3960

4005



ttagttgaac
gtcggagagt
cagtgtagtt
gttgtacttt
gaactccttg
gaagttgtga
gcttecegtct
gtcgtggtac
agtgetctte
gtccgggaat
gaagttgtta
agtgaagagg
acgctcgeceg
gttgaagtag
cttgcagttt
gccagtetcee
gaacacacgg
gtacttggeg
gtaaceggtt
cctcatcagg
cactgtacag

ggtgctctte

tcgaacttct
ggcaccagtc
gactcgegac
tggatgacct
ttcttettag
cccttaacgt
tcettettga
ttgtagttgt
ttgttcécga
tggacggact
gaggcggtt£
ttcttgtcct
agtgattgca
gaggtcagag
tgagcggegg
ttaaccaggt
ttgtcaacca
aagatgattt
tcagacatgt
tagggggcga
atgttagtgt

ttgtacttag

ES2611302T3

tgtacttgca
cctgcaggat
ggttgacctt
ggctcacatc
cgatggtcag
tatcgacgtt
ccttettgag
tgaagagcag
tgaggttcag
ccgagtactt
cgatctegtt

ggtacatctc

gcaaggtcac

cggccttgaa
tctcatcgtt
tgtagcectgat
tgtagtagtt
cgaaaggctt
gatcggagaa
agtcgtttgt
tgtggttgat

gtctcaactt

gttgagettt
c#aggccaag
gccgatcacg
aacgtccttg
cctttecteg
ttgagtcaag
gttcteggeg
gttagcgacg

gttatcaacg

gaggatctgg

tgattccttg
gtacaacttc
gaaggttgte
tgtgtggtgg
gcégacgtcc
catgaagcgg
gtttgtgtac
cacctcggac
tctgttcgag
gaagtagtga
ggtttgttce

gatcttgttg

51

tgcteggega
agcttcagca
aacatgtggt

atttegecag

ttcttgaaggi

tactgctcaa
ttgttgttag
gacgagtact
acgtacttgt
gaaacgtatg
cggctcagca
gacaagagga
tgagcgtagt

acgtccacga

‘tgtgagtgtg

atcttatcga
tcgtagacca
ttcttaacga
ttgtagtcgt
gtgatctcct
agtgtagege

aattgaccca

atgtgatggce
agttgttgtg
gcttgaatct

agatccagta

acaacacgat

cgatgtgcat
aagcgatgtt
tgtatgtcag
tgggagggtt
gcgagacgaa
tgatgggcaa
atccacactt
acatatcgag
agtgacactt
ggatttcgat
aggtcacaac
cgttagagac
cgaacatgta

tatcgtcgaa

gggtggaagc.

atgactggat

caactccctg

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

1020
1080
1140
1200
1260

1320



ggagttatcc
accagcagag

cactggctgt

agtggtcttg

gaagttgcta
tgggtggttg
gttgtegaag
ttgagtcatg
ctéégcctda
agtcaﬁgatg
tagatgcétt
ctgqgaéaac
ctgctageac
cgagéatgéa
aatcgtataa
tcgatagtta
ttaaacttge
tgacgtcaat
ﬁtatataaaa
cccaatgtaa
caaaagattt
agttgtcgat
ttagatgaca
tagaattcta
gacatcatcce
tgaaaacaaa
aagttaﬁgag
ttacaagtag
atcagecttat
ttcégttatg

ttacaagtag

aggtactcgt
tgttcgaagg
tcgagtgact
agcagacact
gcggeagegyg
tagtaagaca
ctagcacgag

gtgacctggt

gecgecaggetg .

ttttettgga

cgcegaggtac

-ectggegtta

catggctcga

cccctfttta;

aatcctagtg
tgettttggt
aagtaatatt
aggcaggaca
tccatgatat
ccttcégtca
ataattaatc
aaaacattca
tcatatttga
ccecgtaaage
cctgattatg
tgagtcatac
ccgtgtécaa
aattctactc
gactcatact
agccgtgtge

aattctactce

ES2611302T3

ccaacttcect
actcggegtg
cgctgtagta
ccacﬁaaatc
tttcagagtc
agtaatcgtt
aqggagtgc£
tgftcgcgat
aagtggectc
cgttcgggac
cqagéthaa
cccaécttaa
gcgtggagtt

tagcgctctg

‘atggttacgg

ttctgtttgg
tgagtttaaa
ttgacccgac
cgttttggtg
ccetaatega
afaatcacga
taaatgacac
gaataacqéa
gagtttagtt
tﬁttacaagt
ctaaacacgt
aacatgagat
gtaaagécag
tgattgtgtt
aaaacatgac

gtaaagcgag.

cttggtgect
gtaagctgag
ggcagaggac
qttgtcagtg 

ggagatgacé

aggttgcecttg

ggcagaggtg
gttatcgcdé
acaggagtag -
gtggctggat
ttcactggcq

tcgecttgea

.aactcgatgt

aaaagagact
taatectttet
gtgaaactta
ctatttttaa
gcgtccactce.
ttaaaccatt
tgtttttgta
acaacaacaa
agcaacﬁtac
tgacattatc
ttgaaaaaca
agaattctat
taataatctt
aagtttatga
ttcggttatg
ttacgegtag
atcagcttat

ttgaaggatc

52

gtggccgacg
ctaggagagg
acagcttcect
agcgagttaa
gtatcagctc
tcgcqgaac£
taggaagcgt
cctgtgtcca
gggétggaag
gtacggatca
gtcgttttac
gcacatccecce
gagttcaact
gagaatactt
tcatgggaag
tgatcagatt
tataatcacce
attaaaaata
acgtattaac
tacatcgatg
gtcaatgaaa
aattéttgca
cctcgattgt
aatgacatca
ccgtaaagceg
ctgatatcag
catcatcéac
agccgtgtge
aattctactce
gagtcataat

atatttagtt

gctggttgac
éﬁtgttcgac
ccgégttgtc
ctgéggdgag
cgtccggggt
ccgagtatga
tgaagttgat
cctgcagttg
cécagﬁtgga
taéatctatc
aacgtcgtga

ctttegecag

gtactcttac

tattttctac
ctaaagata?
aégatgaaac
taatatgtta

ttattacacc

cataacctac -

ttgaccccaa

caaataaaca
taataaaaat
gttttacaag
tttgtataat
agttcagttt
cttatgactc
tgatcgtgcg

aaaacatgac

gtaaagcgag

taatecgtgeg

gcgtttatga

1380
1440

1500

- 1560

1620

1680

1740
1800
1860

Lgéo

1980’

2040
2100
2160
2220
2280
2340

2400

©2460

2520
2580
2640
2700

2760

. 2820

2880
2940
3000
3060
3120

3180



10

15

gataagattg
ggccaagtta
tttgegtacg
cctagtattg
tcggaccggg
ctcaaacaca
ttttacacga
aataacatat
caagacgagt
taataaggta
ggacctttaa

tttgtatatt
<210> 23
<211> 3179

<212> ADN

aaagcacgtg
taaaagattc
tgactagcga
gagcaataat
atcggtacca
tagatcegta
ctatggaaaa
ttaaggtgat
taaacatata
aaaattacag
ttcaacccaa

aattaaaata

<213> Secuencia artificial

<220>

ES2611302T3

taaaatgttt
taatctgata
agaagatgtg
cgatgagcte
aattccgttt
ccegetcagt
ctatgcegtg
ggaaaatatt
tttgggagtt
ctacataaat
cacaatatat

ctatactgta

<223> Casete de expresion recombinante

<400> 23

ccegegegtt
tgttttaaaa
tggaccgcag
gtcgacgtag
tgcgacgatg
cggatgtatt
tccaattgcea
agéaaacaca
cagtcgtcga
tacacaattt
tatagttaaa

aattacattt

53

ggcacaacta
cacctttgeg
aacagatagt
gcectttgaat
cagagttttt
acaatgcagc
agttcaacat
gcaacaaaaa

atgcaaageg

)aaactgcagt

taagaattat

tatttacaat

tttacaatgce
gcecgagttg
aaaacaaaac
tecegegeget
gaacaggctg
caataccatg
tgaggattac
ttcaaacgac
taaaaaatat
ctggagatac
tatcaaatca

cactcgac

3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840

3898



ttagttgaac
gtcggagagt
cagtgtagtt
gttgtacttt
gaactccttg
gaagttgtgé
getteegtet
gtcgtggtac
agtgctctte
gtccgggaat
gaagttgtté
agtgaagagg
acgctcgccq-
gttgaagtag

cttgcagttt

tcgaacttct
ggcaccagte
gactegegac
tggatgacct
ttcttcttag
cccttaacgt
teccttettga
ttgtagttgt
ttgttcacga
tggacggact
gaggeggttt
ttcttgtect
agtgattgca
gaggtcagag

tgagcggcgg

ES2611302T3

tgtacttgca
cctgecaggat
ggttgacctt
ggctcacatc
cgatggtca§
tatcgacgtt
ccttéttgag
tgaagagcag
tgaggttcag
ccgagtactt
cgatctcgtt
ggtacatctc
gcaaggtcac
cggccttgaa

tctecatcgtt

gttgagcecttt
caaggccaag
gccgatcécg
aacgtccttg
cctttecteg
ttgagtcaag
gttctcggeg
gttagcgacg
gttatcaacg
gaégatctgg
tgattccttg
gtacaacttc
gaaggttgtc
tgtgtggtgg

gcagacgtce

54

tgctcggega
agcttcagca
aacatgtggt
atttcgecag
ttecttgaagg
tactgctcaa
ttgttgttag
gacgagtact
acgtacttgt
gaaacgtatg
cggctcagceca
gacaagagga
tgagcgtagt
acgtccacga

tgtgagtgtg

atgtgatggce
agttgttgtg
gcttgaatcet
agatccagta
acaacacgat
cgatgtgcat
aagcgatgtt
tgtatgtcag
tgggaggétt
gcgagacgaa
tgatgggcaa
atccacactt
acatatcgag
aétgacactt

ggatttcgat

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

900



gccagtctcee
gaacacacgg
gtacttggcg
gtaaccggtt
cctcatcagg
cactgtacag
ggtgctcttce
,ggagttatcc_
accagcagag
caétggctgt
iagtégtcttg
gaégttgcta
toogtagtty
gttgtcgaag
ttgagtcatg
ctgggecctcea
agtcatgatg
gggtcatcta
tcegegeget
atttataggt
gagatggtta
gttgacccca
acaaataaac
ataataaaaa
tgttttacaa
atttgtataa
'gadftcagtt
gcttatgact
ctgategtge
daaagcat§§

cgtaaagcga

ttaaccaggt
ttgﬁcaacca
aagatgattt
tcagacatgt
tagggggcga

atgttagtgt

ttgtacttag

aggtactcgt

tgttcgaagg

tcgagtgact

.agqagacact

gcggcagcgg

tagtaagaca

‘ctagcacgag

gtgacctggt
gcgeaggetg
ttttettgga
gattcgaaag
tcggacéggg
ttttttatta
tcattttaat
acéaaagatt
aagttgtcga

tttaaatgac

gtagaattct,

tgacatcatc

ttgaaaacaa

caagttatga

gttacaagta

catcagcetta

gttcggttat

ES2611302T3

tétagctgat
tgtagtagtt

égaaéggctt

‘gatcggagaa

agtcgt;tgt
tgtggttgat
gtctcaactt
ccaacttcct
actcggegtg
cgctgtagta
ccaccaaatc
tttcagagtc
agtaatcgtt

agggagtgct

tgttcacgat:

aagtggqctc
cgttcaggac
cgggcécéac
aﬁccgqgccc
caaaacﬁgﬁt
tagctégatg
tataattaat
taaaacatte
atcatatttg

acccgtaaag

ccctgattgt

atgagpcata
gcegtgtgcea
gaattctact

tgactcatac

gagcegtgtg

catgaagcgg

gtttgtgtac

cacctcggac

tctgttcgag
gaagtagtga
ggtttgttce

gatcttgttg

cttggtgcct

gtaagctgag
ggcagaggac
gttgtcagty

ggagatgaca

‘aggttgcttg

ggcagaggtg
cttatcgeca
acaggagtag

gtggctggat

tagtgagctc

gatggtggga
acga;aacgg
atctattaat
cataatcacg
ataaatgaca

agaataacaa

cgagﬁttagt‘

gttttacaag
cctaaacacg
aaacatgaéa
cgtaaagcca

ttgattgtgt

caaaacatga

55

atcttatcga
tcgtagacca -
ttcttaacga
ttgtagtcgt
gtgatctecct
agtgtégcgc
aatﬁgaccca
g;ggccgacg
ctaggagagg .
acagcttcct
agcéaqttaa‘

gtatcagcete

‘tegcagaact

taggaagegt -
cctgtgtccé
gggctggaag

gtacggatca

‘gtcgacgtag

cggtatgaat
taaaatactt

attccggagt

-aacaacaaca

cagcaacaté
atgacattat
tttgaaaaﬁc
tagaattcta
ttaataatct
taagttﬁétg
gttcégttat
tttacgegta

catcagctta

aggtcacaac
cgttagagac
cgaacatgta
tategtecgaa
gggtggaage
atgactggat
caactccctg
gctggttgac
gttgttcgac
ccaggttgtc
ctgaggegag
cétccggggt
ccgagtatga

tgaagttgat

cctgcagttg

éacagttgga
tagatctatt
gcctttgaat
aéﬁdcggaat
aéttatftgé
atacatcgat
agtcaatgaa
caattcttgce
cectegattg
aaatgacatc
tccgtaaage

tctgatatea

acatcatcca

gagccgtgtg
gaattctact

tgagtcataa

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

2580

. 2640

2700

2760



10

15

ttaatecgtge
tgcgtttatg
atttacaatg
ggcccgagtt
taagdcaaaa
ataattaaaa
ttgtaataaa
<210> 24
<211> 3528

<212> ADN

gttacaagta
agataagatt
cggccaagtt
gtttgcgtac

céctagtatt

.tgataaccat

aaaacctata

<213> Secuencia artificial

<220>

ES2611302T3

gaattctact
gaaagcacgt
ataaaagatt
gtgactagcg
angcaataa
ctcgcaaata

aatattccgg

<223> Casete de expresion recombinante

<400> 24

cgtaaagcga
gtaaaatgtt
ctaatctgat
aagaagatgt
tcgattcegg
aataagtatt

attattcata

56

gttgaaggat
tccecgegegt
atgttttaaa
gtggaccgca
aatattaata

ttactgtttt

ccgtcceccace.

catatttagt
tggcacaact
acacctttgce
gaacagatag
gatcatggag
cgtaacagtt

atcgggege

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3179



ttagﬁtgaac

gtcggagagt

‘¢agtgtagtt

gttgtacttt

gaactccttg'

gaagttgtga
gctteccgtet
gtcgtggtac
agtgctcttce
gtccgggaat
gaagttgtta
agtgaagagg
acgcetegeeg
gttgaagtag
cttgéagttt
gccagtcectec
gaacacécgg

‘gtacttggcg

gtaaccggtt

cctcatcagg

tcgaacttet
ggcaccagtc
éactcécgac
tggatgacct
ttcttcttag
cccttaacgt
tcctﬁéttga
ttgtagttgt
ttgttcacga
tggacggact
gaggcggttt
ttcttgtect
agtgattgca
gaggtcagég
tgagcggcegg
ttaaccaggt
ttgtcaacca
aggatgattt
tcagacatgt

tagggggcga

ES2611302T3

tgtacttgca
cdtgcaégat
ggttgacctt
ggctcacate
cgatggtcag
tatcgacgtt
ccttcttgag
tgaagagcag
tgaggttcag
ccgagtactt
cgatctegtt
ggtacatctc
gcaaggﬁcac
cggccttgaa
tctcatcgtt
tgtagctgat

tgtagtagtt

‘cgaaaggctt

gatcggagaa

‘agtcgtttgt

gttgagcttt

caaggccaag

gccgatcacg
aacgtcettg
ccttteeteg
ttgagtcaag
gttctcgch
gttagcgécg
gttatcaacg

gaggatctgg

tgattcettg

gtacaacttc
gaaggttgtc
tgtgtggtgg
gcagécgtcc
catgaagecgg
gtttgﬁgtac
cacdtcggac
tctgttcgag

gaagtagtga

57

tgcteggcga

‘agcttcagca

aacatgtggt

atttegcececag

ttcttgaagg
tactgctcaa
ttgttgttag
gacgagtact
acgtacttgt
gaaacgtatg
cggctcagcea

gacaagagga

tgagcgtagt

acgtccacga
tgtgagtgtg
atcttatcga

tcgtagacca

ttcttaacga

ttgtagtcgt

gtgatctect

atgtgatggce

agttgttgtg

gcttgaatct -

agatccagta
acaacacgat
cgatgtgcat
aagc?étgtt

tgtatgtcag

tgggagggtt

gcgagacgaa

tgatgggcaa

<atcéacactt

acatatcgag
agtgacactt

ggatttcgat

aggtcacaac

cgttagagac
céaacatgta
tatcgtcgaa

gggtggaagc

60
120
180
240
300
360
420
480
‘540
600
660 -
720
780
840
900 -
960
1020
1080
1140

1200



cactgtacag
ggtgctette
ggagttatcc
accagcagag
cactggctgt
agtggtcettg
gaagttgcta
tgggtggttg
gttgtcgaag
ttgagtcatg
ctgggectca
agtcatgatg
tagatgcatt
ctgggaaaac
ctgctagcac
cgagaatgca
aatcgtataa
tcgatagtta
ttaaacttge
tgacgtcaat
ttatataaaa
cccaatgtaa
céaaagattt
agttgtegat
ttaaatgaca
tagaattcta
gacatcatce
tgaaaacaaa
aagttatgag
ttacaagtag

atcagcettat

atgttagtgt
ttgtacttag
aggtactcgt
tgttcgaagg
tcgagtgact
agcagacact
gcggcagegg
tagtaagaca
ctagcacgag
gtgacctggt
gcgecaggetg
ttttcttgga
cgcgaggtac
cctggegtta
catggcetega
cceccttttta
aatcctagtg
tgcttttggt
aagtaatatt
aggcaggaca
tccatgatat
ccttcagtca
ataattaatc
aaaacattca
tcatatttga
cccgtaaage
cctgattgtg
tgagtcatac
ccgtgtgcaa
aattctactc

gactcatact

ES2611302T3

tgtggttgat
gtctcaactt
ccaacttcct
actcggegtg
cgctgtagta
ccaccaaatc
tttcagagte
agtaatcgtt
agggagtgct
tgttcacgat
aagtggcctc
cgttcaggac
cgagctcgaa
cccaacttaa
gegtggagtt
tagcgctcetg
atggttacgg
ttctgtttgg
tgagtttaaa
ttgacccgac
cgttttggtyg
ccctaatcega
ataatcacga
taaatgacac
gaataacaaa
gagtttagtt
ttttacaaqgt
ctaaacacgt
aacatgagat
gtaaagccag

tgattgtgtt

ggtttgttec
gatcttgttg
cttggtgcect
gtaagctgag
ggcagaggac
gttgtcagtg
ggagatgaca
aggttgcttg
ggcagaggtg

cttatecgececa

acaggagtag gggctggaag

gtggctggat
ttcactggcc
tecgeettgea
aactcegatgt
aaaagagact
taatctttct
gtgaaactta
ctatttttaa
gcgtceccacte
ttaaaccatt
tgtttttgta
acaacaacaa
agcaacatac
tgacattatce
ttgaaaaaca
agaattctat
taataatctt
aagtttatga
ttcggttatg

ttacgegtag

58

agtgtagege
aattgaccca
gtggccgacg
ctaggagagg
acagcttcect
agcgagttaa
gtatcagcte
tcgcagaact
taggaagcgt

cctgtgtcca

gtacggatca
gtcgttttac
gcacatcccece
gagttcaact
gagaatactt
tcatgggaag
tgatcagatt
tataatcacc
attaaaaata
acgtattaac
tacatcgatg
gtcaatgaaa
aattcttgca
cctegattgt
aatgacatca
ccgtaaageg
ctgatatcag
catcatccecac
agccgtgtge

aattctacte

atgactggat
caactccctg
gctggttgac
gttgttcgac
ccaggttgtc
ctgaggcgag
cgtcecggggt
ccgagtatga
tgaagttgat
cctgcagttg
cacagttgga
tagatctatc
aacgtcgtga
ctttegecag
gtactcttac
tattttctac
ctaaagatat
atgatgaaac
taatatgtta
ttattacacc
cataacctac
ttgaccccaa
caaataaaca
taataaaaat
gttttacaag
tttgtataat
agttcagttt
cttatgactce
tgatcgtgeg
aaaacatgac

gtaaagcgag

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
3000

3060



10

15

ttcggttatg
ttacaagtag
gataagattg

ggccaagtta

tttgcgtacg

cctagtattg
gataacéatc
aaacctataa
<210> 25
<211> 3291

<212> ADN

agecgtgtge
aattct#ctc
aaagcacgtg
taaaagattc
tgactagcga
gagcaataat
tcgcaaataa

atattccgga

<213> Secuencia artificial

<220>

ES2611302T3

aaaacatgac

gtaaagcgag

taaaatgttt

taatctéata
agaagatgtg
cgattccgga
ataagtattt

ttattcatac

<223> Casete de expresion recombinante

<400> 25

atcagcttat

ttgaaggatc

cccgcgcgtt
tgttttaaaa
tggaCCQCég
atattaatag
tactgtttte

cgtcccacca

59

gagtcataat

‘atatttagtt
ggcacéacté
.cacctttgeg

aacagatagt

atcatggaga

gtaacagttt

tcgggcgc

‘taatcgtgeg

gcgtttétgg
tttééaatéc
gcccgagttg
aaaéc;gaac
taaﬁtaaaaf

tgtaataaaa

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3528



ttagttgaac
gtcggagagt
cagtgtagtt
gttgtacttt
gaactccttg
gaagttgtga
gctteegtet
gtégtggtaq
agtgctctte
gtccgggaat
gaaéttgﬁta
agtgaagagg
acgctcgcecg
gttgaagtag
cttgcagttt
gcéagtctcc
gaacacacég
gtacttggcg

gtaaccggtt

tcgaacttct
ggcaccagte
gactcgegac
tggatgécct
ttcttcttag
cccttaacgt
tcettettga
ttgtagtﬁgt
ttgttcacga
?ggacggact
gaggcggttt

ttcttgtect

agtgattgca

gaggtcagag.

tgagcggegg
ftéaccaggt
ttgtcaacca
aagatgattt

tcagacatgt

ES2611302T3

tgtacttgca

cctgcaggat~

ggttgacctt

ggctcacatc

cgatggtcag
tatcgacgtt
ccttettgag

tgaagagcag

‘tgaggttcag

ccgagtactt
cgatctegtt

ggtacatcte

'gcaaggtcac

cggécttgaa

tctcétcgtt

tgtagctgat

tgtagtagtt
cgaaagéctt

gatcggagaa

gttgagettt
caaggccaag
gccgatcacg
aacgtccttg

cctttecteg

ttgagtcaag.

gttctcggeg
gtﬁagcgacg
gttaﬁcaacg
gaggatctgg
tgattccttg
gtacaacttc
gaaggttgtc
tgtgtggtgg
gcagacgtec

catgaagcgg

‘gtttgtgtac

cacctcggac

tctgttcgag

60

tgcteggega
agcttcagceca
aacatgtggt
atttcgccag
ttcttgaagg
tactgcﬁcaa
ttgttgttag
gacgagtégt
acgtacttgt
éaaacgtatg
cggctcagca
gacaagagga
tgagcgtagt
acgtccacga
tgtgagtgtg
atcttatcga
tdgtagacéﬁ
ttcttaacga

ttgtagtegt

atgtgatgge

agtﬁgttgtg'

gcttgaatct
agatccagta
adaacacgat
cgatgtgcat
aagcgatgtt
fgtatgtcag
tgggagggtt
gcgagacgaa
tgatéggcaa
atccacactt
acatatcgag
agtgacactt

ggatttcgét

aggtcacaac

cgttagagéc

‘cgaacatgta

tatcgtcgaa

60
120
180
240
300

360

- 420

480
540
600
660
720
780
840
900°
960

1020

1080

1140



cctcatcagg
cactgtacag
gagtgctctte
ggagttatcc
accagcagag
cactggetgt
agtggtecttg
gaagttgcta
tgggtggttg
gttgtcgaag
ttgagtcatg
ctgggcctca
agtcatgatg
gggtcatcta
tccgegeget
atttataggt
gagatggtta
gttgacccca
acaaataaac
ataataaaaa
tgttttacaa
atttgtataa
gagttcagtt
gcttatgact
ctgategtge
caaaacatga
cgtaaagcga
ttaatcgtge
tgcgtttatg
"atttacaatg

ggccegagtt

tagggggcga
atgttagtgt
ttgtacttag
aggtactcgt
tgttcgaagg
tcgagtgact
agcagacact
gcggcagcgg
tagtaagaca
ctagcacgag
gtgacctggt
gcgcaggcetg
ttttcttgga
gattcgaaag
teggaccggg
ttttttatta
tcattttaat
acaaaagatt
aagttgtcga
tttaaatgac
gtagaattct
tgacatcétc
ttgaaaacaa
caagttatga
gttacaagta
catcagectta
gttcggttat

gttacaagta

.agataagatt

cggccaagtt

gtttgegtac

ES2611302T3

agtcgtttgt
tgtggttgat
gtctcaactt
ccaacttcct
actecggcgtyg
cgctgtagta
ccaccaaatce
tttcagagtc
agtaatcgtt
agggagtgct
tgttcacgat
aagtggcctc
égttqaggac
cggecgegac
atccgegecce
caaaactgtt
tatctceatg
tataattaat
taéaacattc
atcatatttg
acccgtaaag
ccctgattgt
atgagtcata
gcegtgtgea
gaattctact

tgactcatac

gagccgtgtg

gaattctact’

gaaagcacgt

ataaaagatt

gtgactagceg

gaagtagtga
gagtttgttce
gatcttgttg
cttggtgect
gtaagctgag
ggcagaggac
gttgtcagtg
ggagatgaca
aggttgcettg
ggcagaggtg
cttatcgcca
acaggagtag
gtggctggat
tagtgagete
gatggtggga
acgaaaacag
atctattaat
cataatcacg
ataaatgaca
agaataacaa
cgagtttagt
gttttacaag
cctaaacacg
aaacatgaga
cgtaaagcca
ttgattgtgt
caaaacatga
cgtaaagecga
gtaaaatgtt
ctaatctgat

aagaagatgt

61

gtgatctecct
agtgtagege
aattgaccca
gtggccgacg
ctaggagagg
acagcttcet
agcgagttaa
gtatcagcete
tcgecagaact
taégaagcgt
cctgtgtcea
gggctggaag
gtacggatca
gtegacgtag
cggtatgaat
taaaatactt
attccggagt
aacaacaaca
cagcaacata
atgacattat
tttgaaaaac
tagaattcta
ttaataatct
taagtttatg
gttcggttat
tttacgecgta
catcagctta
gttgaaggat
tccecegegegt
atgttttaaa

gtggaccgca

gggtggaage

atgactggat
caactcéctg
gctggttgac
gttgttcgac
ccaggttgtce
ctgaggcgag
cgteeggggt
ccgagtatga
tgaagttgat
cctgecagttg
cacagttgga
tagatctatt
gectttgaat
aatccggaat
atttatttge
atacatcgat
agtcaatgaa
caattcttge
ccetcecgattg
aaatgacatc
tccgtaaagc
tctgatatca
acatcatcca
gagccgtgtg
gaattctact
tgagtcataa
catatttagt
tggcacaact
acacctttge

gaacagatag

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

3000



10

15

taaaacaaaa
tgataaccat
aaaacctata
taattcaacc
attaattaaa
<210> 26
<211> 3640

<212> ADN

ccetagtatt
ctcgcaaata
aatattccgg
caacacaata

atactatact

<213> Secuencia artificial

<220>

ES2611302T3

ggagcaataa
aataagtatt
attattcata
tattatagtt

gtaaattaca

<223> Casete de expresion recombinante

<400> 26

tcgatgagct
ttactgtttt
ccgteccace
aaataagaat

ttttatttac

62

catcatggag
cgtaacagtt
atcgggcegcea
tattatcaaa

aatéactcga

ataattaaaa
ttgtaataaa

tacggacctt

tcatttgtat

(o]

3060
3120
3180
3240

3291



ttagttgaac
étéggagagt
.cagtgtagtt
gttgiécttt
gaadtcctﬁg
éaagﬁtgtga
gcttecgtcet
gtcgtggtac
agtgctcttc
gtcecgggaat
gaagttgﬁta
agtgaagagg
acgdtcgccg
gttgaagtag
cttgcagttt
gccagtcetce
‘gaacacacgg
gtééttggcg
gtaaccggtt
éétéatcagg
cactgtacag

‘ggtgctctte

tcgaacttct
ggcéccagtc
gactcgcegac

tggatgacct

“ttettettag

cccttaacgt
teccttettga
ttgtagttgt
ttgttcacga
tggacggact
gaggcggttt
ttecttgtect
agtgattgca
gaggtcagag
tgagcggegg
ttaaccaggt
ttgtcaaqca
gagatgattt
tcagacatgt
tagggggcga
atgttégtgt

ttgtacttag

ES 2

tgtacttgca

cctgcaggat
ggttgacctt’
ggctéécatc
cgatggﬁcag
tatcgacgtt

ccttcttgag

tgaagagcaqg

tgaggttcag
ccgagtactt
cgatcicgtt
ggtacaﬁctc-
gcaaggfcac
cggecttgaa
tctcatcgtt

tgtagctga£

‘tgtagtagtt

cgaaaggcett
gatcggagaa
aétcgtttgt
tgtggttgat

gtctcaactt

611302 T3

gttgagcttt
caaggccaag
gccgateacg
agcgtccttg
cétttcctcg
ttgagtecaag
gttthggcg
gttagegacg
éttatcaacg
gaggatctgg
tgattcecttg

gtacaacttc

'gaaggttgic

tgtgtggtgg
gcagacgtcce
catgaagegg
gtttgtgtac
caccteggac
tctgttcgég‘
gaagtagtga
ggtttgttcc

gatcttgttg

63

tgctcggega
aqéttcagca
aacatgtégt
atttcgccag
ttettgaagg
tactgctcaa
ttgttgttag
gacgagtact

acgﬁacttgt

gaaacgtatg

cggctcagca
gacaagagga

tgagcgtagt

acgtccacga -

tgtgagtgtg
atcttatcgg
tcgtagadéa
ttcttaacéa
ttgtagtegt
gtgaﬁcgcét
agtgtagege

aattgaccca

atgtgatggce

agttgttgtg

gcettgaatcet.

agatccagta

acaacacgat
cgatgtgecat
aagcgatgtt
tgtatgtchg
tgggaggatt
gcgagacgaa

tgatgggééa

a‘tccacactt»

‘acatatcgag

agtgacactt
ggatttcgat
aggtcacaac

cgttagagac

‘cgaacatgta

ﬁétdgtégaa

gggtggaagce

atgactgéat

caactccctg

60

120

180

- 240

300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260

1320



ggagttatcc
accagcagag
cactggctgt
agtggtcttg
gaagttgcta
tgggtggttg
gttgtcgaag
ttgagtcatg
ctgéécdtca
agtcatgatg
tagatgcatt
ctgggaaaac
ctgctagecac
~ cgagaatgca
aatcgtataa
tcgatagtta
ttaaacttgc
" tgacgtcaat’
ttatataaaa
cccaatgtaa
caaaagattt
agtt@tcgat
ttaaafgaca
tagaattcta
gacatéatcc
vtgaaaacaaa
aagttétgag
‘-tfaéaagtag
atbagcttét
ttcggttatg

ttacaagtag

aggtactegt
tgttcgaagg
;cgéétgact
agcagacact
gcggecagegg
tagtaagaca
ctagcacgag
gtgacctggt
gcgcaggctg
ttttettgga
cgcgaggtac
cctggcgtta
catggctc@a
ccccﬁtttta
aatcctagtg
tgcttttggt
aagtaatatt
aggdaggaca
tccatgatat
ccttcagtca
ataattaatc
aaaacattca
tcatatttga
cccgtaaagc

cctgattgtg

tgagtcatac

ccgtgﬁgcaa
aattctacte
gactcatact
agcCgtgtéc

aattctactc

ES2611302T3

ccaacttect
actcggegtg
cgctgtagta
ccaccaaatc
tttecagagte

agtaatcgtt

agggagtgct

tgttcacgat

aagtggecte

.cgttcaggac

cgagctcgaa

cccaacttaa

gcgtggagtt

tagcgctctg
atggttacgg
ttctgtttgg
tgagtttaaa

ttgaceccgac

.cgttttaggtg

ccctaatcga

aﬁaatcacga
taaatgacac
gaataacaaa
gagtttagtt
ttttacaagt

ctaaacacgt

aacatgagat_

Qtaaégccég
tgattgtgtt
aaaacatgac

gtaaagcgag

cttggtgcct
étaagctgag
ggcagaggac
gttgtcagtg
ggagatgaca
aggttgcettg
ggcagaggtg
cttatcgceca
acaggagtag
gtggcfggat
ttcactggee
tcgccﬁtgca

aactcgatgt

-aaaagagact

taatctttct
gtgaaactta
ctatttttaa
gcgtccacte
ttaaaccatt
tgtttttgta
acaacaacaa
agcaacatac
tgacattatc
ttgaaaaaca
agaattctat
taataatctt
aagtttatga

tteggttatg

‘ttacgegtag

atcagcttat

ttgaaggatc

64

gtggccgacg
ctaggagagé
acagcttcct
agcgagttaa
gtatcagcete
tcgcagaact
taggaaécgt
cctgtgtcca
gggctgéaag
gtacggatca
gtcgttttac

gcacatcccee

"gagttcaact

gagaatactt
tcatgggaag
tgatcagatt
tataatcacc

attaaaaata

.acgtattaac

tacatcgatg
gtcaatgaaa
aattcttgcé
cctcgattgt
aatgacatca

ccgtaaagceg

ctgatatcag

catcatccac

agécgtgtgc
aéttctaétc
gagtcataat

atatttagtt

gctggttgac
gttgttcgac
ccaggttgtc
ctgaggcgag
cgtceggggt
écgagtatga

tgaagttgat

cctgcagttg

cacagttgga
tagaﬁctétc
aacgtégtga
ctttegecag
gtactcttac
tattttctac
ctaaagatat
atgatgaaac
taatatgtta
ttattacacc
cataacctac
tﬁgaccccéa
caaataaaca
taataaaaaﬁ
gttttacaag
tttgtataat
agttcagttt
cttétéactc
tgatcgtgcg
aaaacatg#c
gtaaagcgag
taatcgtgqg

gcgtttatga

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
3000

3060

. 3120

3180



10

15

20

gataagattg
ggccaagtta
tttgcgtacg
cctagtattg
tcgcaaataa
atattccgga
aacacaatat

tactatactg
<210> 27
<211> 881

<212> ADN

aaagcacgtg
taaaagattc
tgactagcga
gagcaataat
ataagtattt
ttattcatac
attatagtta

taaattacat

ES2611302T3

taaaatgttt
taatctgata
agaagafgtg
cgatgagctc
tactgttttc
cgtcccacca
aataagaatt

tttatttaca

cccgegegtt
tgttttaaaa
tggaccgcag
atcatggaga
gtaacagttt
tegggegeat
attatcaaat

atcactcgac

<213> Nucleopoliedrovirus de Autographa californica

<400> 27
atcgatgttg
aatgaaacaa
tcttgcataa
cgattgtgtt
gacatcattt
taaagcgagt
atatcagcett
catccactga
cgtgtgcaaa
tctactcgta
tcataattaa
tttagttgceg
acaactattt
ctttgeggee
agatagtaaa
<210> 28
<211> 2124

<212> ADN

accccaacaa
ataaacaagt
taaaaattta
ttacaagtag
gtataatgac
tcagttttga
atgactcaag
tcgtgegtta
acatgacatc
aagcgagtte
tcgtgcegtta
tttatgagat
acaatgcggce
cgagttgttt

acaaaaccct

aagatttata
tgtcgataaa
aatgacatca
aattctaccce
atcatcccct
aaacaaatga
ttatgagceg
caagtagaat
agcttatgac
ggttatgage
caagtagaat
aagattgaaa
caagttataa
gcgtacgtga

agtattggag

attaatcata
acattcataa
tatttgagaa
gtaaagcgag
gattgtgttt
gtcataccta
tgtgcaaaac
tctactegta
tcatacttga
cgtgtgcaaa
tctactcgta
gcacgtgtaa
aagattctaa
ctagcgaaga

caétaatcga

65

ggcacaacta
cacctttgeg
aacagatagt
taattaaaat
tgtaataaaa
acggaccttt

catttgtata

atcacgaaca
atgacacagc

taacaaatga

tttagttttg

tacaagtaga
aacacgttaa
atgagataag
aagccagtte

ttgtgtttta

acatgacatc

aagcgagttg
aatgtttcce
tctgatatgt
agatgtgtgg

t

tttacaatgce
geecgagttg
aaaacaaaac
gataaccatc
aaacctataa
aattcaacce

ttaattaaaa

acaacaagte
aacatacaat
cattatcect
aaaaacaaat
attctatccg
taatcttctg
tttatgacat
ggttatgage
cgcegtagaat
agcttatgag
aaggatcata
gcgégttggc
tttaaaacac

accgcagaac

3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600

3640

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

881



ES2611302T3

<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Constructo de ADN recombinante que fusiona el ADNc de Ac-ie-01 con el promotor polh

<400> 28

66



atéatggaga
gtaacagttt
tcgggcgegyg
tagtcgegge
aacgtccaag
acttcagcct
aacaaccagg
vccctctcgfg

tacttgtett

gaaaccgctyg.

gtdgagtgte

agcgagtcac

gagtccttcg

‘ttggacgagt.

agacctaagt
cacaacacta
gacttcgcecc
" gatcacatgt
ttcgaaatca
tacatggttg

tacaacctgg

gagaccgecg

gccgctctga
ttgctgcaat
taccaggaca
atcgaaacég
teggagteeyg
'ctcatcgtga
ttcaacaact
aaggtcaaga

gataacgtta

taattaaaat

tgtaataaaa
atecceggtcece
cgctttcgaa
éaaacatcat
gcgetgagge
tcaccatgac
ctagcttega

actacaacca

-ccgctagcaa

tgctcaagac

tcgaécagcc

‘aagcactctgce

acctggataa
acaagaagag
acatctgtac

cctacctgat

ctgaaaccag

tcttcgecaa
acaaccgtgt
ttaaggaéac
ctcaaaactg
cctectactt
cactcggcga
agaacctctt
cctetaacaa
tecaatteee
acaagaagag
acaagtacca
aggaagacgg

agggtcacaa

ES2611302T3

gataaccatc
aaacctataa
gaagcgcgceg
tctagataga
gacttccaac
ccagcaactg

tcaaatcaac

caactcatac

cccaacceeg

cttcctegece

cactgacaac

agtggtcgaa

tggtgtcaac

thcdaggga
éaccétccag
agtggcttcc
gaggttcgac
ttactacatg
gtacgtctct
gttegttgtg
tggcatcgaa
caagaagtgt
caacctcgat
gcgtaagtgt
cactttgece
cttcétcgtc

ggacaaccct

cactctgaca
cgacaacatc

»aagcat_gcac

cttecatcgtyg

tégcaaataa
atattcégga
gaattcaaég
tétatga;cc
tgtgéttéca
caggtggaca
ttcaacgétt
teggagttct
gacggagétg
tcagttaéct

ctqgagqaéé

caaccctcte

cagccgtcegg:

gttgtgggte
tcatgcgéta
acccaggaga
gataacgéct
ttegtegtta
aacgtggtct
accttcgata
atceccacact
cacttcgtgg
atgtactacg
ggattcctet
atcatgctga
tcgccatacg
cccaacaagt
tacaagtact
gcttctaaca
atcgttgage

ttgtccttca

67

ataag@attt
tta££céta¢
gc;tacgtcg
gtacatccag

gccéctactc

caggtggcga

cctacaccete

.gcgacaagca

ataétgtcat
cgctcactga
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tgcctactac
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gatcaaQttg‘
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cttcgtgacd
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taac;tgctc
gaacctcaag
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atcgctaaga agaacaagga gttctactgg atctctggcg aaatcaagga cgttgatgtg 1920
agccaggtca tccaaaagta caacagattc aagcaccaca tgttcgtgat cggcaaggtce 1980
éaccgtcdcg agtcaactac actgcacaac aacttgctga agctcttgge cttgatcctg 2040
cagggactgg tgccactcte cgacgccatc acattcgccg agcaaaagct caactgcaag 2100
tacaagaagt tcgagttcaa ctaa ‘ 2124

<210> 29

<211> 911

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Constructo de ADN recombinante que fusiona el ADNc de GFP con el promotor polh

<400> 29

atcatggaga taattaaaat gataaccatc tcgcaaataa ataagtattt tactgttttce 60
gtaacagttt tgtaataaaa aaacctataa ataﬁtccgga ttattcataclcgtcccacca' 120
tcgggegegg atccaaggec actagtgegg ccgetcetgca gtetcgagca tgcggtacca 180
agcttgaatt catggtgagc aagggcgagg agectgttcac cggggtggtg cccatcctgg 240
tcgagctgga cggcgacgta aacggccaca agttcagegt gteeggegag ggegagggeg 300
atgccaccta cggcaagctg accctgaagt tcatctgcac caccggcaag ctgcccgtge 360
cctggcccac cctegtgacc accctgacct acggegtgea gtgettcage cgctaccecg 420
accacatgaa gcagcacgac ttcttcaagt ccgccatgce cgaaggcetac gtccaggage 480
gcaccatctt cttcaaggac gacggcaact acaagacccg cgccgaggtg aagttcgagg 540
gcgacaccecet ggtgaacege atcgagcectga agggcatcga cttcaaggag gacggcaaca 600
tcctggggeca caagctggag tacaactaca acagccacaa cgtctatatc atggccgaca 660
‘agcagaagaa cggc;tcafg gtgaacttca agatccgeca caacatcgag gacggcageg 720
tgcagctege cgaccactac cagcagaaca cccccategg cgacggcecce gtgetgetge . 780
ccgacaacca ctacctgage acccagtceg ccctgagcaa agaccccaac gagaagcgcg 840
atcacatggt qctgctggag ttcgtgaccg ccgecgggat cactcetcegge atggacgage 900
tgtacaagta a 911
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REIVINDICACIONES

Insecto derivado del género Lepidoptera, que comprende elementos de acido nucleico introducidos en el
insecto mediante un baculovirus recombinante que contiene un gen Ac-ie-07 enddgeno, en el que dichos
elementos de acido nucleico comprenden

[1] una copia adicional de ADNc de Ac-ie-01 de baculovirus como transgén bajo el control de un promotor
adecuado que permite la expresion de las proteinas IE-1, IE-0 y/o fragmentos de las mismas que funcionan
como reguladores de la transcripcion por encima de niveles endégenos obtenidos durante la infeccion por
baculovirus, en el que el acido nucleico se selecciona del grupo que consiste en:

(a) un acido nucleico que contiene la secuencia de nucleétidos indicada en cualquiera de SEQ ID NO: 1-
5;

(b) una secuencia de acido nucleico que tiene una identidad de secuencia de al menos el 75 %,
preferiblemente al menos el 75 %, mas preferiblemente al menos el 80 %, mas preferiblemente al
menos el 85 %, mas preferiblemente al menos el 90 % y lo mas preferiblemente al menos el 95 % con la
secuencia de nucledtidos indicada en cualquiera de SEQ ID NO: 1-5 y que codifica una proteina que
puede funcionar como regulador de la transcripcion en un baculovirus recombinante;

(c) una secuencia de acido nucleico que codifica un aminoacido que contiene la secuencia de
aminoacidos indicada en cualquiera de SEQ ID NO: 6-9; y

(d) una secuencia de acido nucleico que codifica una secuencia de aminoacidos que tiene una similitud
de secuencia de al menos el 70 %, preferiblemente al menos el 75 %, mas preferiblemente al menos el
80 %, mas preferiblemente al menos el 85 %, mas preferiblemente al menos el 90 % y lo mas
preferiblemente al menos el 95 % con la secuencia de aminoacidos indicada en cualquiera de SEQ ID
NO: 6-9 y que puede funcionar como regulador de la transcripcion en un baculovirus recombinante;

[2] en el que el insecto comprende ademas al menos una regién homaologa (hr) recombinante como region
de potenciador, unida operativamente a cualquier promotor que es adecuado para impulsar la expresion de
una proteina recombinante,

[3] en el que el promotor que impulsa la expresion de dicha proteina recombinante se selecciona del grupo
de acidos nucleicos que comprende:

i. un acido nucleico que contiene la secuencia de nucleétidos indicada en cualquiera de SEQ ID NO: 10-
16;y

ii. una secuencia de acido nucleico que puede funcionar como promotor en un baculovirus recombinante
y que tiene una identidad de secuencia de al menos el 70 %, preferiblemente al menos el 75 %, mas
preferiblemente al menos el 80 %, mas preferiblemente al menos el 85 %, mas preferiblemente al
menos el 90 % y lo mas preferiblemente al menos el 95 % con la secuencia de nucleétidos indicada en
cualquiera de SEQ ID NO: 10-16.

Insecto segun la reivindicacion 1, en el que la region homologa (hr) recombinante es la secuencia indicada
en la SEQ ID NO: 27 (hr1).

Insecto segun cualquiera de las reivindicaciones 1-2, en el que la secuencia de acido nucleico que
comprende combinaciones de promotores recombinantes, secuencias que codifican reguladores de la
transcripcion y regiones de potenciador se seleccionan del grupo que comprende SEQ ID NO: 17-26.

Insecto segun cualquiera de las reivindicaciones 1-3, en el que el insecto se selecciona del grupo que
consiste en Trichoplusia ni, Spodoptera frugiperda, Spodoptera exigua, Ascalapha odorata, Bombyx mori,
Rachiplusia ni y Estigmene acrea.

Insecto segun cualquiera de las reivindicaciones 1-4, en el que la(s) secuencia(s) de acido nucleico se
introduce(n) en el insecto mediante un baculovirus recombinante seleccionado de AcCMNPV o BmNPV.

Insecto segun cualquiera de las reivindicaciones 1-5, que comprende ademas una secuencia de acido
nucleico que codifica una proteina recombinante, en el que dicha secuencia de acido nucleico esta
operativamente unida a una secuencia de acido nucleico seleccionada del grupo que consiste en las
secuencias de acido nucleico de las reivindicaciones 1-3.

Método para producir una proteina recombinante que comprende el uso de un insecto segun la
reivindicacion 6 y la extraccion y purificacion de la proteina recombinante mediante medios convencionales.
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Método para producir una proteina recombinante segun la reivindicacion 7, en el que la proteina
recombinante se selecciona del grupo que comprende vacuna monomérica de subunidades, vacuna
multimérica de subunidades, particula de tipo virus, proteina terapéutica, anticuerpo, enzima, citocina, factor
de coagulacion de la sangre, anticoagulante, receptor, hormona o reactivo de proteina de diagnéstico.
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