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DESCRIPCION
Produccion de particulas pseudoviricas en plantas.
CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencion se refiere a la produccién de proteinas viricas quiméricas en plantas. Mas especificamente, la
presente invencioén se refiere también a la produccién de particulas pseudoviricas que comprenden proteinas viricas
quiméricas en plantas.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

La vacunacioén proporciona proteccion contra la enfermedad causada por un agente similar induciendo a un sujeto a
montar una defensa antes de la infeccion. Convencionalmente, esto se ha logrado a través del uso de formas vivas
atenuadas o enteras inactivadas de los agentes infecciosos como inmundégenos. Para evitar el peligro de usar el
virus entero (tal como virus muertos o atenuados) como vacuna, las proteinas viricas recombinantes, por ejemplo
subunidades, se han perseguido como vacunas. Tanto las vacunas de péptidos como de subunidades estan sujetas
a una serie de limitaciones potenciales. Las vacunas de subunidades pueden presentar una inmunogenicidad
deficiente, debido a plegado incorrecto, presentacion deficiente de antigeno, o diferencias en la composicion de
carbohidratos y lipidos. Un problema importante es la dificultad de asegurar que la conformacion de las proteinas
modificadas imita la de los antigenos en su entorno natural. Se deben usar adyuvantes adecuados y, en el caso de
péptidos, proteinas portadoras, para aumentar la respuesta inmune. Ademas, estas vacunas provocan
principalmente las respuestas humorales, y por lo tanto pueden fracasar al evocar una inmunidad eficaz. Las
vacunas de subunidades son a menudo ineficaces para enfermedades en las que se puede demostrar que todo el
virus inactivado proporciona proteccion.

Las particulas pseudoviricas (VLP) son candidatos potenciales para su inclusion en composiciones inmundégenas.
Las VLP se asemejan mucho a viriones maduros, pero no contienen material gendémico virico. Por lo tanto, las VLP
son de naturaleza no replicativa, lo que las hace seguras para administracion como vacuna. Ademas, las VLP
pueden estar disefiadas para expresar glicoproteinas viricas en la superficie de la VLP, que es su configuracion
fisiolobgica mas nativa. Ademas, dado que las VLP se asemejan a viriones intactos y son estructuras de particulas
multivalentes, las VLP pueden ser mas eficaces en la induccion de anticuerpos neutralizantes contra la glicoproteina
que los antigenos de proteinas de envoltura solubles.

Se han generado VLP para mas de treinta virus diferentes en sistemas de insectos y mamiferos para propositos de
vacunas (Noad, R. y Roy, P., 2003, Trends Microbiol 11: 438-44). Varios estudios han demostrado que las proteinas
recombinantes de influenza se autoensamblan en VLP en cultivo celular usando plasmidos de expresion de
mamiferos o vectores de baculovirus (por ejemplo, Gomez-Puertas et al., 1999, J. Gen. Virol, 80, 1635-1645;
Neumann et al., 2000, J. Virol., 74, 547-551; Latham y Galarza, 2001, J. Virol., 75, 6154-6165).

Gomez-Puertas et al. (1999, J. Gen. Virol., 80, 1635-1645) demostraron que la formacion eficaz de las VLP de
influenza depende de los niveles de expresion de las proteinas viricas. Neumann et al. (2000, J. Virol., 74, 547-551)
establecieron un sistema basado en plasmidos de expresién de mamifero para generar particulas pseudoviricas de
influenza infecciosas enteramente a partir de ADNc clonados. Latham y Galarza (2001, J. Virol., 75, 6154-6165)
informaron la formacion de VLP de influenza en células de insecto infectadas con baculovirus recombinante que
coexpresan los genes HA, NA, M1 y M2. Este estudio demostré que las proteinas del virion de gripe se
autoensamblan tras la coexpresion en las células eucariotas y que la proteina de matriz M1 era necesaria para la
produccién de VLP.

En varios sistemas de expresion, incluyendo baculovirus, virus vaccinia, células de drosophila (DS-2), células Vero y
esferoblastos de levadura, la expresion de Pr*°%® del virus de inmunodeficiencia humana (VIH) da como resultado el
ensamblaje y liberacién de particulas pseudoviricas (VLP), similares en morfologia a viriones inmaduros del VIH
(revisado por Deml et al., 2005, Molecular Immunology 42: 259-277).

La proteina de envoltura gp160 del VIH se puede incorporar en VLP derivadas de Gag. Sin embargo, solo se
incorporan un numero limitado de proteinas de envoltura a pesar de la alta expresion de Pro59a9, Wang et al.
demostraron que el reemplazo del dominio transmembrana y los dominios de cola citosdlica (TM/CT) de la proteina
de envoltura del VIH por los de otra proteina de envoltura virica, incluyendo la hemaglutinina de influenza, dio como
resultado un aumento en la incorporacion de la proteina de envoltura en VLP derivadas de Proo9a (Journal of
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Virology, 2007, 81: 10869-10878). También se demostr6 que la proteina de envoltura de VIH que comprendia TM/CT
HA se incorporé en las VLP derivadas de influenza M1 cuando se coexpresan en células de insecto usando un
sistema de expresién de baculovirus (documento WO2008/005777).

La penetracion del virus de influenza en una célula depende de la endocitosis mediada por el receptor dependiente
de HA. El ciclo de infeccién por el virus de influenza se inicia por la unién de la proteina HA de superficie del virién a
un receptor celular que contiene acido sialico (glicoproteinas y glicolipidos). La proteina neuraminidasa (NA) media
el procesamiento de los receptores de acido sidlico. En los confines acidos de los endosomas internalizados que
contienen un virion de influenza, la proteina HA experimenta cambios conformacionales que conducen a la fusion de
membranas viricas y celulares, el no recubrimiento del virus y la liberacién mediada por M2 de las proteinas M1 de
las ribonucleoproteinas asociadas a la nucleocapside (RNP), que migran al ndcleo celular para la sintesis de ARN
virico. Latham y Galarza, 200, J. Virol. 75,6154- 6165) notificaron la formaciéon de VLP de influenza en células de
insecto infectadas con baculovirus recombinante que coexpresan los genes HA, NA, M1 y M2. Ademas, Gomez-
Puertas et al., 2000, J Virol. 74, 11538-11547) muestran que, ademas de la hemaglutinina (HA), la proteina de matriz
(M1) del virus de influenza es esencial para el brote de VLP a partir de células de insecto. Sin embargo, Chen et al.
(2007, J. Virol. 81, 7111-7123) muestran que M1 puede no ser necesaria para la formacion de VLP.

Los mecanismos de brotacion mas caracterizados utilizan una ruta de clasificacion vacuolar de proteinas (VPS) del
huésped (véase Chen y Lamb, Virology 372, 2008). Se ha demostrado que muchos virus envueltos interactuan con
proteinas de la ruta VPS, requiriendo la accion del complejo de clasificacidon endosémica requerido para los
complejos de proteinas de transporte (ESCRT) (véase la Tabla | de Chen y Lamb 2008). El ultimo dominio proteico
que interactia con las proteinas de la ruta VPS se encuentra en el nucleo y proteinas de matriz de los virus, y por lo
tanto, la brotacion dependiente de VPS requiere la presencia de proteinas de matriz o ndcleo. La palmitoilaciéon de la
cola citosdlica de HA de influenza es necesaria para el brote, pero el mecanismo no se entiende bien y puede estar
implicada la participacién de otros dominios de proteinas de superficie. Los requisitos minimos para el brote siguen
siendo desconocidos y la participacién del ectodominio en este proceso no puede excluirse. Adicionalmente, la ruta
VPS en las plantas no se entiende bien (véase Schellmann S., y Pimpl P., Current Op Plant Biol 12: 670-676, 200).

Se sabe que el brote de influenza es independiente de la ruta de VPS. El brote del virus de la influenza implica la
ruta de Rab11 (Bruce et al., J. Virol 84: 5848-5859, 2010). Las proteinas Rab son anclajes de GTPasa situados en la
superficie de las vesiculas de transporte dentro de las células, y estan implicados en la formacion de vesiculas
desde el compartimiento donador, el transporte, el acoplamiento y la fusién al compartimento aceptor Vazquez-
Martinez y Malagon Frontiers in Endocrinology 2: 1-9, 2011). Los componentes de la ruta Rab11 se han identificado
en plantas. Sin embargo, los componentes del trafico de plantas han evolucionado dando lugar a varias
caracteristicas especificas del sistema de endomembrana de la planta, incluyendo, por ejemplo, una vacuola grande
y especializada, un movimiento rapido de las pilas de Golgi y una organizacidon Unica de compartimentos
endosoémicos, y un numero expandido de Rab GTPasas (Rojo E., y Deneke J., Plant Phys 147: 1493-1503, 2008). El
brote de particulas o virus de influenza depende de Rab11 (Bruce et. al., J. Virol 84: 5848-5859, 2010), pero no se
ha identificado la proteina o dominio proteico que interactia con Rab11 o las proteinas asociadas a Rab11. Sin
embargo, se desconocen el dominio o dominios minimos de HA que pueden ser necesarios para el proceso de
brotacién y la produccion de VLP.

En las plantas, Pr°°% del VIH se acumula a niveles extremadamente bajo si no ha disefiado para la acumulacién en
cloroplastos (Meyers et al., 2008, BMC Biotechnology 8: 53; Scotti et al., 2010, Planta 229: 1109-1122). Sin
embargo, la acumulacién en el cloroplasto es incompatible con la incorporacién de una proteina de envoltura del VIH
correctamente plegada, ya que la maduracion y el pliegue de ésta ultima requiere modificaciones postraduccionales
especificas de la ruta de secrecidon. Rybicki et al. (2010, Plant Biotechnology Journal 8: 620-637) sefiala que"...
parece que nadie ha expresado con éxito toda la proteina gp160 del VIH Env o ni siquiera la mayor parte de la
proteina, en plantas con un rendimiento razonable...".

El virus de la rabia (RV) es un miembro de la familia Rhabdoviridae. Al igual que la mayoria de los miembros de esta
familia, RV es un ARN de cadena negativa, no segmentado, cuyo genoma codifica cinco proteinas viricas: ARN
polimerasa dependiente de ARN (L); una nucleoproteina (N); una proteina fosforilada (P); una proteina de matriz (M)
situada en el lado interno de la envoltura de la proteina virica; y una glicoproteina de superficie externa (G).
Dietzschold B et al. (1991), Crit. Rev. Immunol. 10: 427-439.

Las vacunas basadas en cultivos celulares para la rabia se limitan a cultivar las cepas inactivadas del virus en

cultivos celulares. Estas vacunas comprenden el virus cultivado en cultivos celulares. Los actuales enfoques
biotecnolégicos apuntan a expresar el gen de la proteina de cubierta del virus de la rabia para desarrollar una
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proteina recombinante segura que podria desplegarse como una vacuna activa. La expresion estable de la
glicoproteina del virus de la rabia se ha mostrado en células de ovario de hamster chino (Burger et al., 1991). Se
obtuvo una proteina glicosilada de longitud completa de 67 K que co-migré con la proteina G aislada de células
infectadas con el virus.

El documento WO/1993/001833 muestra la produccion de particulas pseudoviricas (VLP) en un sistema de
expresion de baculovirus que contiene un genoma de ARN que incluye un dominio 3' y un dominio de relleno
rodeado por una vaina de proteina M de la rabia y proteina M1 de la rabia La VLP también incluye una envoltura
lipidica de la proteina G de la rabia.

El documento WO 2008/061243 desvela describe particulas pseudoviricas de virus sincitial (VLPS) que expresan y/o
contienen proteinas RSV.

El virus varicela-zéster (VZV), también conocido como herpesvirus humano 3 (HHV-3), es un miembro de la
subfamilia de alfa herpesvirus de la familia de virus Herpesviridae. Las VLP que expresan glicoproteinas o proteinas
de tegumento se han generado previamente a partir de diferentes miembros de la familia de herpesvirus. Se han
obtenido particulas ligeras (particulas L) constituidas por proteinas de tegumento envueltas a partir de células
infectadas con virus del herpes simple tipo 1 (HSV-1), virus del herpes equipo tipo 1 (EHV-1), o virus de pseudo-
rabia (McLauchlan y Rixon (1992) J. Gen. Virol. 73: 269-276; Pat. de Estados Unidos N.° 5.384.122). Se podria
generar un tipo diferente de VLP, denominado particulas de envoltura de replicacion de ADN pre-virico (PREP), a
partir de células infectadas con HSV-1 en presencia de inhibidores de la replicacion del ADN virico. Las PREP se
asemejaban a las particulas L estructuralmente, pero contenian una composiciéon proteica distinta (Dargan et al.
(1995) J. Virol. 69: 4924-4932; Pat. de Estados Unidos N.° 5.994.116). Las VLP hibridas que expresan fragmentos
de la proteina gE de VZV se han producido mediante una técnica que usa la proteina p1 codificada por el
retrotransposén de Ty de levadura (Garcia-Valcarcel et al. (1997) Vaccine 15: 709-719; Welsh et al. (1999) J. Med.
Virol. 59: 78-83; Pat. de Estados Unidos N.° 6.060.064). El documento US 2011/0008838 describe VLP quiméricas
que comprenden al menos una proteina VZV, pero no comprende una proteina Ty de levadura. Las VLP quiméricas
comprenden una proteina de nucleo virica, tal como influenza M1 o la proteina M de la enfermedad de Newcastle, y
al menos una proteina del virus de la varicela zoster (VZV).

La propagacion de un coronavirus recientemente evolucionado (CoV) caus6 una amenaza global de pandemia de
sindrome respiratorio agudo severo (SARS) en 2003 (Kuiken, T. et al., 2003, Lancet 362: 263-270). Al igual que con
otros coronavirus, SARS-CoV tiene la morfologia de las particulas envueltas con proyecciones periféricas tipicas,
denominadas "corona" o "espigas"”, que rodean la superficie de un nucleo virico (Ksiazek, T. G. et al., 2003, N Engl J
Med 348: 1953-1966; Lin, Y. et al., 2004, Antivir Ther 9: 287-289). Fuera del coronavirus, el nucleo de la particula es
una capa de envoltura lipidica que contiene principalmente tres proteinas de membrana, la proteina M (membrana)
mas abundante, la proteina E pequefia (envoltura) y la proteina S (espiga). Los homo-trimeros de la proteina S
forman colectivamente la corona mencionada anteriormente, que esta implicada en la unién virica a los receptores
del huésped, la fusién de membrana para la entrada virica, la diseminacién célula a célula y el tropismo tisular de los
coronavirus.

Se han usado sistemas de expresion de baculovirus para producir VLP de SARS (Ho, Y. et al., 2004, Biochem
Biophys Res Commun 318: 833-838; Mortola, E. y Roy, P., 2004, FEBS Lett 576: 174-178). Sin embargo, debido a
las diferencias intrinsecas entre las células de insecto y las células de mamifero, las VLP ensambladas en las
células de insecto (SF9) mostraron un tamafio de 110 nm de diametro, que es mucho mayor que los 78 nm de los
viriones auténticos de SARS-CoV (Lin, Y. et al., 2004, anteriormente, y Ho, Y. et al., 2004, anteriormente). Ademas,
la inmunogenicidad de las VLP de SARS a base de células de insectos permanece sin investigar. Otros
investigadores también intentaron utilizar sistemas de expresién de mamiferos para producir VLP de SARS (Huang,
Y. et al., 2004, J Virol 78: 12557-65). Sin embargo, la liberacién extracelular de VLP no es eficiente, y el rendimiento
de VLP no es satisfactorio. Por ejemplo, el documento WO/2005/035556 describe un sistema para hacer particulas
pseudoviricas SARS-CoV (SARS-CoV-VLP) que comprenden uno o mas vectores recombinantes que expresan la
proteina E de SARS-CoV, la proteina M de SARS-CoV, y la proteina S de SARS-CoV en células de mamifero.

La formacién de VLP, en cualquier sistema, requiere demandas considerables sobre la estructura de las proteinas -
la alteracion de los tramos de la secuencia de una proteina puede no tener mucho efecto sobre la expresion del
propio polipéptido, sin embargo, no existen estudios estructurales para demostrar el efecto de tales alteraciones
sobre la formacion de VLP. La cooperacion de las diversas regiones y estructuras de la proteina han evolucionado
con el virus y no puede ser modificable con respecto a las alteraciones similares sin pérdida de formacion de VLP.
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Para mejorar las VLP como vacunas candidatas es necesario explorar otro sistema de expresioén junto a células de
insecto y mamifero. Por lo tanto, existe la necesidad de evaluar la capacidad del sistema de expresion de plantas
para producir VLP de proteina quiméricas. En particular, existe la necesidad de identificar el niumero minimo de
proteinas de virus que se ensamblaran en las VLP y evaluar la morfologia e inmunogenicidad de las VLP.

RESUMEN DE LA INVENCION

La presente invencion se refiere a la produccién de proteinas viricas quiméricas en plantas. Mas especificamente, la
presente invencioén se refiere también a la produccién de particulas pseudoviricas que comprenden proteinas viricas
quiméricas en plantas.

La presente invencién proporciona un método para producir una particula pseudovirica (VLP) en una planta, que
comprende,

a) introducir un acido nucleico que comprende una regiéon reguladora activa en la planta y ligada
operativamente a una secuencia nucleotidica quimérica que codifica, en serie, un ectodominio de una
proteina de superficie trimérica virica o fragmento de la misma, condensada a un dominio transmembrana
de hemaglutinina de influenza y cola citoplasmatica, en la planta, o una porcion de la planta, el ectodominio
se obtiene a partir de un virus de una familia de Retroviridae, Rhabdoviridae, Coronaviridae o Filoviridae, y
b) incubar la planta o porcion de la planta en condiciones que permitan la expresion del acido nucleico,
produciendo de este modo la VLP.

El método como se ha descrito anteriormente puede comprender ademas una etapa (c) de recoleccion de la planta y
purificacion de la VLP. Ademas, la VLP puede no contener una matriz virica o una proteina nucleo.

El ectodominio de la proteina de superficie trimérica virica puede derivarse, por ejemplo, del género Lentivirus,
Lyssavirus, Coronavirus o Ebolavirus. El ectodominio de la proteina de superficie trimérica virica puede derivarse,
por ejemplo, pero sin limitacién, del VIH, virus de la rabia, RSV, virus del SARS o virus del Ebola. La proteina de
superficie trimérica virica en su forma nativa puede comprender un ectodominio y un dominio transmembrana/cola
citoplasmica, por ejemplo, pero sin limitacion, proteina F (RSV, sarampion, paperas, enfermedad de Newcastle),
proteina S (SRAS), proteina env), proteina G (rabia), glicoproteina de envoltura, incluyendo E, B, C, I, H (VZV,
citomegalovirus, herpesvirus, virus Epstein-barr), glicoproteina GP (ébola, marburg), hemaglutinina (virus de la
viruela, virus vaccinia).

La presente invencién también incluye el método que se ha descrito anteriormente, en el que el dominio
transmembrana de influenza y la cola citoplasmatica se obtienen de H5 (A/Indonesia/05/2005) o H3
(A/Brisbane/10/2007). ElI dominio transmembrana y la cola citoplasmatica pueden comprender la secuencia
nucleotidica definida en la SEQ ID NO: 41, o la SEQ ID NO: 42.

La presente invencion también proporciona el método que se ha descrito anteriormente, en el que en la etapa de
introduccion (etapa a), el acido nucleico se expresa transitoriamente en la planta. Como alternativa, en la etapa de
introduccion (etapa a), el acido nucleico puede expresarse de forma estable en la planta.

La presente invencion también incluye el método como se ha descrito anteriormente, en el que, en la etapa de
introduccién (etapa a), uno o mas de un acido nucleico adicional, seleccionados del grupo de una secuencia
nucleotidica que codifica una o0 mas de una proteina de chaperona, proteina de canal de protones, inhibidor de
proteasa, o una combinacién de los mismos, se introduce en la planta.

La presente invencion proporciona una VLP producida por el método descrito anteriormente. La proteina de
superficie trimérica virica quimérica de la VLP puede comprender N-glicanos especificos de la planta, o N-glicanos
modificados. La VLP puede comprender también uno o mas de un lipido derivado de la planta.

La presente invencién incluye una composicién que comprende una dosis eficaz de la VLP como se ha descrito
anteriormente para inducir una respuesta inmune, y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

La presente invencion se refiere a la produccion de una proteina de superficie trimérica virica quimérica a partir de
virus de la familia Retroviridae, Rhabdoviridae, Herpesviridae, Coronaviridae o Filoviridae, y que producen particulas
pseudoviricas que comprenden estas proteinas de superficie triméricas viricas quiméricas en las plantas.
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Ademas, la presente invencion se refiere a la produccion de una proteina de superficie trimérica quimérica virica del
virus de la inmunodeficiencia humana (VIH), virus de la rabia, virus de la varicela zoster (VZV), virus del sindrome
respiratorio agudo severo (SARS) o virus del Ebola en plantas. La presente invencion se refiere a la produccion de
particulas pseudoviricas quiméricas del VIH, la rabia, VZV, SARS y Ebola en plantas.

De acuerdo con la presente invencién, se proporciona un método para producir VLP de VIH, rabia, VZV, SARS o
Ebola en una planta que comprende introducir un acido nucleico que codifica una proteina quimérica del VIH, rabia,
VZV, SARS o Ebola ligada operativamente a una regién reguladora activa en la planta, a la planta, o una porcién de
la planta, e incubar la planta o porcidon de la planta en condiciones que permitan la expresion del acido nucleico,
produciendo de este modo las VLP quiméricas del VIH, rabia, VZV, SARS o Ebola.

La presente invencion proporciona ademas una VLP que comprende una proteina quimérica del VIH, rabia, VZV,
SARS o Ebola. La VLP puede producirse por el método que se proporciona por la presente invencion. La VLP del
VIH, rabia VZV, SARS o Ebola también puede producirse en una planta.

Las VLP quiméricas, o las VLP, producidas a partir de proteinas derivadas del VIH, rabia, VZV, SARS o Ebola, de
acuerdo con la presente invencion no comprenden la proteina M1. Se sabe que la proteina M1 se une al ARN que
puede considerarse un contaminante de una preparacion de VLP. La presencia de ARN no es deseada cuando se
obtiene la aprobaciéon reguladora para un producto antigénico (VLP), por lo tanto, puede ser ventajosa una
preparacion quimérica de VLP carente de ARN.

Aunque la proteina Env de VIH nativa se acumula mal en las plantas, una proteina quimérica Env del VIH, fusionada
a un dominio transmembrana (TM) y un dominio de cola citoplasmica (CT) de HA de influenza se acumula a alto
nivel, y brota en VLP de VIH en ausencia de proteina nucleo o de matriz, en las plantas.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

Estas y otras caracteristicas de la invencion se haran mas evidentes a partir de la siguiente descripcion en la que se
hace referencia a los dibujos adjuntos, en los que:

La Figura 1 muestra varias secuencias de nucleétidos y amino, y casetes de expresion para VIH de
acuerdo con diversas realizaciones de la presente invencion. La Figura 1A muestra una secuencia de acido
nucleico consenso (SEQ ID NO: 1) de ConS ACFI de VIH (Péptido sefial nativo en negrita, los dominios
nativos transmembrana y citosélicos estan subrayados). La Figura 1B muestra una secuencia de
nucleétidos del oligonucledtido IF-Apal-SpPDl.c (SEQ ID NO: 2). La Figura 1C muestra una secuencia de
nucleétidos del oligonucledtido SpPDI-VIH gp145.r (SEQ ID NO: 3). La Figura 1D muestra una secuencia
de nucleétidos del oligonucledtido IF-SpPDI-gp145.c (SEQ ID NO: 4). La Figura 1E muestra una secuencia
de nucledtidos del oligonucledtido WidTm-gp145.r (SEQ ID NO: 5). La Figura 1F muestra la secuencia de
nucledtidos (SEQ ID NO: 6) del casete de expresion nimero 995, de Pacl (aguas arriba del promotor) a
Ascl (inmediatamente aguas abajo del terminador NOS). El sitio de restriccion Sbfl eliminado esta en
negrita. ConS ACFI de PDISP-VIH esta subrayado. La Figura 1G muestra una secuencia de aminoacidos
de ConS ACFI de PDISP-VIH (SEQ ID NO: 7). La Figura 1H muestra una representacion esquematica de la
construccion numero 995.

La Figura 2 muestra varias secuencias de nucleétidos y aminoacidos, y casetes de expresion para VIH de
acuerdo con diversas realizaciones de la presente invencion. La Figura 2A muestra una secuencia de
nucleotidos del oligonucleétido IF-H3dTm+gp145.r (SEQ ID NO:8). La Figura 2B muestra una secuencia de
nucledtidos del oligonucledtido Gp145+H3dTm.c (SEQ ID NO:9). La Figura 2C muestra una secuencia de
nucledtidos del oligonucledtido H3dTm.r (SEQ ID NO: 10). La Figura 2D muestra la secuencia de
nucleédtidos (SEQ ID NO: 11) del casete de expresion numero 997, de Pacl (aguas arriba del promotor) a
Ascl (inmediatamente aguas abajo del terminador NOS). El sitio de restriccion Sbfl eliminado esta en
negrita. PDISP-VIH Con S ACFI-A/Brisbane/10/2007 H3 TM+CT esta subrayado. La Figura 2E muestra una
secuencia de aminoacidos de PDISP-VIH ConS ACFI-A/Brisbane/10/2007 H3 TM+CT (SEQ ID NO:12). La
Figura 2F muestra una representacién esquematica de la construccion numero 997.

La Figura 3 muestra varias secuencias de nucleétidos y aminoacidos, y casetes de expresion para VIH de
acuerdo con diversas realizaciones de la presente invencion. La Figura 3A muestra una secuencia de
nucledtidos del oligonucledtido IF-H5dTm+gp145.r (SEQ ID NO: 13). La Figura 3B muestra una secuencia
de nucleétidos del oligonucledtido Gp145+H5dTm.c (SEQ ID NO:14). La Figura 3C muestra una secuencia
de nucledtidos del oligonucleétido IF-H5dTm.r (SEQ ID NO:15). La Figura 3D muestra la secuencia de
nucleotidos (SEQ ID NO: 16) del casete de expresion numero 999, de Pacl (aguas arriba del promotor) a
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Ascl (inmediatamente aguas abajo del terminador NOS). El sitio de restriccion Sbfl eliminado esta en
negrita. PDISP-VIH ConS ACFI-A/Indonesia/5/2005 H5 TM+CT esta subrayado. La Figura 3E muestra una
secuencia de aminoacidos de PDISP-VIH ConS ACFI-A/Indonesia/5/2005 H5 TM+CT (SEQ ID NO: 17). La
Figura 3F muestra una representacién esquematica de la construccion numero 999.

La Figura 4 muestra una secuencia de aminoacidos y varios casetes de expresion para p19 de acuerdo con
diversas realizaciones de la presente invencién. La Figura 4A muestra la secuencia de nucleétidos (SEQ ID
NO: 18) del casete de expresion nimero 172, de Xmal (aguas arriba del promotor de plastocianina) a EcoRI
(inmediatamente aguas abajo del terminador de plastocianina). La secuencia de acido nucleico TBSV P19
esta subrayada. La Figura 4B muestra una secuencia de aminoacidos (SEQ ID NO:19) de supresor de
silenciamiento de TBSV P19. La Figura 4C muestra una representacion de la construccion nimero 172.

La Figura 5 muestra una representacion esquematica de los genes Env de VIH quiméricos expresados
como se describe en el presente documento.

La Figura 6 muestra un analisis de transferencia Western de la expresion de proteina Env del VIH en hojas
de Nicotiana benthamiana agroinfiltradas. Carriles 1 a 4, gp160 del VIH-1 recombinante (ab68171), 100, 50,
10 y 5 ng, respectivamente, en 20 yg de proteinas de hoja extraidas de plantas infiltradas con mock
(controles positivos). Carril 5, 20 ug de proteinas de plantas infiltradas con mock (control negativo). Carriles
6 a 8, proteinas extraidas de hojas infiltradas con AGL1/995 (20 pg, 10 pg y 2 pg, respectivamente,
completado con 20 pg con proteinas de hoja extraidas de plantas infiltradas con mock). Carriles 9 y 10,
proteinas extraidas de hojas infiltradas con AGL1/997 (20 ug y 10 g, respectivamente, completado con 20
Mg con proteinas de hoja extraidas de plantas infiltradas con mock). Carriles 11 y 12, proteinas extraidas de
hojas infiltradas con AGL1/999 (20 ug y 10 ug, respectivamente, completado con 20 ug con proteinas de
hoja extraidas de plantas infiltradas con mock).

La Figura 7 muestra una caracterizacion de la estructuras derivadas de ConS ACFI del VIH por
cromatografia de exclusion de tamafio. Los extractos de proteina de las hojas infiltradas con AGL1/999, que
produjeron la proteina quimérica Env/H5, se separaron por filtracién en gel en una columna de alta
resolucion calibrada S-500. (A) El contenido de proteina Env de VIH de las fracciones de elucién se reveld
por inmunodeteccion usando los anticuerpos anti-gp120. Carriles 1 a 4, gp160 del VIH-1 recombinante
(ab68171), 100, 50, 10 y 5 ng, respectivamente, en 20 ug de proteinas de hoja extraidas de plantas
infiltradas con mock (controles positivos). Carril 5, 20 ug de proteinas de plantas infiltradas con mock
(control negativo). Carril 6, 20 ug de proteinas extraidas de hojas infiliradas con AGL1/999. Carriles 7 a 18,
fracciones de elucion 7 a 18 de cromatografia de filtracion en gel. (B) Contenido de proteina relativo de las
fracciones de elucion 7 a 18 de la cromatografia de filtracion en gel.

La Figura 8 muestra varias secuencias nucleotidicas y amino, y casetes de expresion para la rabia de
acuerdo con diversas realizaciones de la presente invencion. La Figura 8A muestra un esquema de la
construccion 1074 (C-2X35S-glicoproteina G de la rabia (RabG)+H5 A/Indonesia/5/2005 en dominio
transmembrana y de cola citoplasmatica (TM+CT)-NOS en un vector que contiene un inhibidor de
silenciamiento de plastocianina-P19-plastocianina). La Figura 8B muestra el cebador IF-RabG-S2+4.c
(SEQ ID NO:32). La Figura 8C muestra el cebador RabG+H5dTm.r (SEQ ID NO:33). La Figura 8D muestra
el gen G Rab sintetizado (correspondiente al nt 3317-4891 de nimero de acceso al Genebank EF206707;
péptido sefal nativo en negrita, dominios nativos transmembrana y citosélico subrayados; SEQ ID NO:34).
La Figura 8E muestra el cebador IF-H5dTm.c (SEQ ID NO:35). La Figura 8F muestra la construccion 141
del t-ADN de izquierda a derecha (subrayado). Sistema de expresion 2X35S-CPMV-HT-PDISP-NOS con
casete de expresion del inhibidor de silenciamiento plastocianina-P19-plastocianina (SEQ ID NO:36). La
Figura 8G muestra una representacion esquematica de la construccion 141. Los sitios de enzimas de
restriccion Sbfl y Stul usados para la linearizacion plasmidica se anotan en la representacion. La Figura 8H
muestra la secuencia nucleotidica del casete de expresion numero 1074 del promotor 2X35S al terminador
NOS. PDISP-Rab G -A/Indonesia/5/2005 H5 TM+CT esta subrayado (SEQ ID NO:37). La Figura 8| muestra
la secuencia aminoacidica de PDISP-Rab G-A/Indonesia/5/2005 H5 TM+CT (SEQ ID NO:38). La Figura 8J
muestra la secuencia nucleotidica para la construcciéon 144 del t-ADN de izquierda a derecha (subrayado).
Sistema de expresion 2X35S-CPMV-HT-PDISP-NOS en BeYDV + replicasa con el casete de expresion del
inhibidor de silenciamiento Plastocianina-P19-Plastocianina (SEQ ID NO:39). La Figura 8K muestra una
representacion esquematica de la construccion 144. Los sitios de enzimas de restriccion Sbfl y Stul usados
para la linearizaciéon plasmidica se anotan en la representacion. La Figura 8L muestra la secuencia
nucleotidica del casete de expresion nimero 1094 de derecha a izquierda de BeYDV LIR.PDISP-Rab G -
AlIndonesia/5/2005 H5 TM+CT esta subrayado (SEQ ID NO:40). La Figura 8M muestra una representacion
esquematica de la construccion nimero 1094. La Figura 8N muestra un analisis de inmunotransferencia de
expresion de la proteina G de la rabia en una planta. La proteina G de la rabia se expresé en fusién con PDI
Sp (construccién 1071), BeYDV + rep, dominio H5A/Indo TM+CT, o una combinacion de los mismos. Méas
especificamente, la construccion 1074 es una fusion de la proteina G de la rabia con PDI Sp y el dominio
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H5A/Indo TM+CT. La construccién 1094 es una fusién de la proteina G de la rabia con BeYDV + rep, PDI
Sp y el dominio H5A/Indo TM+CT. La construcciéon 1091 es una fusion de proteina G de la rabia con PDI Sp
y BeYDV + rep. La Figura 80 muestra un andlisis de inmunotransferencia de cromatografia de exclusion de
tamafo en extractos concentrados y depurados de proteina expresada a partir de la construccion 1074 y la
construccion 1094.

La Figura 9A muestra un analisis de inmunotransferencia de la proteina G de la rabia purificada expresada
a partir de la construccion 1074. La Figura 9B muestra una imagen de microscopia electronica de
transmision de la VLP purificada obtenida a partir de la expresion de la construcciéon 1074.

La Figura 10 muestra secuencias para preparar A-2X35S-glicoproteina E del virus de varicela-zéster
(VZVgE)+H5 A/Indonesia/5/2005 en dominio transmembrana y de cola citoplasmatica (TM+CT)-NOS
(Construccion namero 946). La Figura 10A muestra el cebador IF-wtSp-VZVgE.c (SEQ ID NO 20); la
Figura 10B muestra el cebador IF-H5dTm+VZVgE.r (SEQ ID NO: 21). La Figura 10C muestra el gen gE de
VZV sintetizado (SEQ ID NO:22; correspondiente al nt 3477-5348 de ndmero de acceso al Genebank
AY013752.1) (El péptido sefal nativo esta en negrita, los dominios nativos transmembrana y citosoélico
estan subrayados). La Figura 10D muestra el cebador para VZVgE+HSdTm.c (SEQ ID NO:23). La Figura
10E muestra el casete de expresion numero 946 (SEQ ID NO:24), de Pacl (aguas arriba del promotor) a
Ascl (inmediatamente aguas abajo del terminador NOS).VZV gE-A/Indonesia/5/2005 H5 TM+CT subrayado.
La Figura 10F muestra la secuencia aminoacidica de VZV gE- A/lndonesia/5/2005 H5 TM+CT (SEQ ID
NO:25). La Figura 10G muestra una representacion esquematica de la construccion nimero 946

La Figura 11A muestra un andlisis de inmunotransferencia de la expresién de la proteina E del virus
varicela-zoster (VZV). Carriles 1 a 5, gE de VZV recombinante, 500, 100, 50, 10 y 5 ng, respectivamente
(controles positivos). Carril 6, extracto de hojas infiltradas con mock (control negativo). Carriles 7-9, proteina
recombinante de la construccion 946, 20, 10 y 2 ug de extracto respectivamente. La construccién 946
comprende el gen gE de VZV con péptido sefal de tipo silvestre y el dominio H5A/Indo TM+CT. La Figura
11B muestra analisis de inmunotransferencia de la expresion de la cromatografia de exclusion de tamafio
en extractos en bruto (construccién 946).

La Figura 12 muestra varias secuencias nucleotidicas y amino, y casetes de expresion para SARS de
acuerdo con diversas realizaciones de la presente invencién. La Figura 12A muestra un esquema de la
Construccion numero 916 (B-2X35S- glicoproteina S del virus del sindrome respiratorio agudo severo (gS
de SARS)+H5 A/Indonesia/5/2005 en el dominio transmembrana y de cola citoplasmatica (TM+CT)-NOS).
La Figura 12B muestra el cebador IF-wtSp-SARSgS.c (SEQ ID NO:26). La Figura 12C muestra el cebador
IF-H5dTm+SARSgS.r (SEQ ID NO:27). La Figura 12D muestra el gen gS de SARS sintetizado (SEQ ID
NO:28; correspondiente al nt 21492-25259 de nuimero de acceso al Genebank AY278741.1; péptido sefial
nativo en negrita, los dominios nativos transmembrana y citosolico estan subrayados). La Figura 12E
muestra el cebador SARSgS+H5dTm.c SEQ ID NO:29). La Figura 12F muestra la secuencia nucleotidica
del casete de expresion numero 916 (SEQ ID NO:30), de Pacl (aguas arriba del promotor) a Ascl
(inmediatamente aguas abajo del terminador NOS).SARS gS-A/Indonesia/5/2005 H5 TM+CT subrayada. La
Figura 12G muestra la secuencia aminoacidica de SARS gS-A/Indonesia/5/2005 H5 TM+CT (SEQ ID
NO:31). La Figura 12H muestra un analisis de inmunotransferencia de la proteina S del virus del sindrome
respiratorio agudo severo (SARS). La construccién 916 comprende el gen gS de SARS con péptido sefial
de tipo silvestre y el dominio transmembrana y de cola citosdlica de H5 A/lndo. Carril 1, extracto de plantas
infiltradas con mock (controles negativos). Carriles 2 a 4, proteina recombinante de la construccion 916 (20,
10 y 5 ug de extracto).

La Figura 13 muestra varias secuencias de nucleétidos y amino, y casetes de expresion para el Ebola de
acuerdo con diversas realizaciones de la presente invencion. La Figura 13A muestra la secuencia
nucleotidica del cebador IF-Opt_EboGP.s2+4c (SEQ ID NO:43). La Figura 13B muestra la secuencia
nucleotidica del cebador H5ITMCT+Opt_EboGP.r (SEQ ID NO:44). La Figura 13C muestra la secuencia
nucleotidica del gen GP sintetizado optimizado (correspondiente a nt 6039-8069 con el niumero de acceso a
Genbank AY354458 para la secuencia génica de tipo silvestre. La secuencia (SEQ ID NO:45) se optimizd
para el uso de codon y el contenido de GC, delecién de los sitios de corte y empalme cripticos, secuencias
Shine-Delgarno, secuencia desestabilizante del ARN vy sitios de entrada de ribosomas procariotas; Péptido
sefial nativo en negrita, dominios nativos transmembrana y citosélico subrayados). La Figura 13D muestra
la secuencia nucleotidica del cebador opt_EboGP+H5iTMCT.c (SEQ ID NO: 46). La Figura 13E muestra la
representacion esquematica de la construccidon 1192. Los sitios de enzima de restriccion Sacll y Stul
usados para la linearizacién plasmidica se anotan en la representacion. La Figura 13F muestra la
secuencia nucleotidica para la construccién 1192 de los bordes del t-ADN de izquierda a derecha
(subrayado). 2X35S/CPMV-HT/PDISP/NOS con casete de expresion del inhibidor de silenciamiento
plastocianina-P19-plastocianina (SEQ ID NO. 47). La Figura 13G muestra la secuencia nucleotidica para el
casete de expresién nimero 1366 del promotor 2X35S al terminador NOS. PDISP-GP del virus del Ebola
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cepa Zaire 95-H5 TM+CT de la secuencia A/Indonesia/5/2005 esta subrayado (SEQ ID NO:48). La Figura
13H muestra la secuencia aminoacidica de PDISP-GP de virus del Ebola Zaire 95-H5 TM+CT de
AlIndonesia/5/2005 9SEQ ID NO. 49). La Figura 13l muestra una representacion esquematica de la
construccion numero 1366. La Figura 13J muestra un analisis de inmunotransferencia de la expresion de la
proteina de glicoproteina (GP) del virus del Ebola. Se afiadieron quinientos nanogramos en 20 pg de
proteinas extraidas de plantas infiltradas con mock y se cargaron como control positivo (C+). Veinte
microgramos de proteinas extraidas de plantas infiltradas con mock se cargaron como control negativo (C-).
La construccién 1366 comprende el gen GP del virus del Ebola con péptido sefial de tipo silvestre y el
dominio H5A/Indo TM+CT. Los numeros entre paréntesis indican la cantidad de cultivo bacteriano inicial
que se uso en la preparacién del inéculo para la infiltracion. (200) indica que 200 ml de cultivo se mezclaron
con 2,3 | de tampdn de infiltracion y (400) indica que 400 ml de cultivo se mezclaron con 2,1 | de tampédn de
infiltracion.

DESCRIPCION DETALLADA

La presente invencion se refiere a particulas pseudoviricas (VLP). Mas especificamente, la presente invencion se
refiere a VLP que comprenden proteinas viricas quiméricas, y a métodos de produccion de VLP quiméricas en
plantas. Las VLP comprenden una proteina de fusiéon (quimérica) que comprende, en serie, un ectodominio de una
proteina de superficie trimérica de virus (proteina de superficie trimérica virica) condensada a un dominio
transmembrana y un dominio de cola citosolica (TM/CT). El ectodominio de la proteina de superficie trimérica de
virus es heterdlogo con respecto al TM/CT. EI TM/CT es un TM/CT de una hemaglutinina de influenza (HA).

La proteina de superficie trimérica de virus (también denominada como una proteina de superficie trimérica virica) es
una proteina que se encuentra en la superficie de un virus con envoltura en forma de un trimero (normalmente
homotrimero) y comprende un dominio transmembrana y un dominio de cola citoplasmatica (TM/CT) situados en el
extremo C-terminal de cada mondémero y un ectodominio situado en la regidon N-terminal de cada monémero. La
proteina de superficie trimérica de virus puede ser una glicoproteina o una proteina de envoltura. Un trimero es un
complejo macromolecular formado por tres proteinas unidas normalmente no covalentemente. Sin desear quedar
ligado a la teoria, el dominio de trimerizacién de una proteina puede ser importante para la formaciéon de dichos
trimeros. Por lo tanto, los mondmeros de la proteina de superficie trimérica de virus o un fragmento de la misma,
pueden comprender un dominio de trimerizacion. La proteina de superficie trimérica de virus, o un fragmento de la
misma, comprende ademas un ectodominio. El ectodominio de la proteina de superficie trimérica se expone al
entorno exterior y no incluye un dominio transmembrana y un dominio de cola citoplasmética. Como se describe en
el presente documento, el ectodominio de la proteina de superficie trimérica de virus no se obtiene de un virus de
influenza. Si se usa un fragmento de la proteina de superficie trimérica de virus como se ha descrito anteriormente,
se prefiere que la proteina de superficie trimérica de virus conserve la capacidad de formar un trimero.

El dominio transmembrana y la cola citoplasmatica (TM/CT) de la proteina de superficie trimérica de virus, el TM/CT
de la proteina de influenza, o ambos, pueden identificarse facilmente usando métodos como se conoce por un
experto en la técnica, por ejemplo, determinando el grado de hidrofobicidad de una secuencia aminoacidica de la
proteina, por ejemplo, usando un programa de prediccién de transmembrana (por ejemplo, Expert Protein Analysis
System; ExPASy.org, operado por el Swiss Institute of Bioinformatics; o el Dense Alignment Surface Method, Cserzo
M., et al. 1997, Prot. Eng. vol. 10, n.° 6, 673-676; Lolkema J.S. 1998, FEMS Microbiol Rev. 22, n.° 4, 305-322),
determinando el perfil de hidropatia de la secuencia aminoacidica de la proteina (por ejemplo, el perfil de hidropatia
de Kyte-Doolittle), determinando la estructura tridimensional de la proteina, e identificando la estructura que es
termodinamicamente estable en una membrana (por ejemplo, una Unica hélice alfa, un complejo estable de varias
hélices alfa de transmembrana, un barril beta de transmembrana, una hélice beta, o cualquier otra estructura que
sea termodinamicamente estable en una membrana). Una vez identificada, la region TM/CT de la proteina de
superficie trimérica de virus puede reemplazarse con la transmembrana y la cola citoplasmatica que se obtienen de
un virus de influenza como se describe a continuacion.

La VLP quimérica de acuerdo con diversas realizaciones de la presente invencion, comprende una proteina de
superficie trimérica virica de la cual se reemplazan el dominio transmembrana y el dominio de cola citoplasmatica
(TM/CT) por el TM/CT obtenido de una HA de influenza. La proteina de superficie trimérica de virus es heteréloga
con respecto al TM/CT. La proteina de superficie trimérica de virus, o fragmento de la misma, puede obtenerse, sin
limitaciones, de virus de la familia Retroviridae, Rhabdoviridae, Herpesviridae, Coronaviridae, Paramyxoviridae,
Poxviridae o Filoviridae. La proteina de superficie trimérica virica puede obtenerse, por ejemplo, del género
Lentivirus, Lyssavirus, Coronavirus o Ebolavirus. La proteina de superficie trimérica de virus puede obtenerse, por
ejemplo, pero sin limitacion, del VIH, virus de la rabia, VZV, RSV, virus de SARS, virus del Ebola, sarampién,
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paperas, varicela, Cytomegalovirus, Ebola/Filovirus, virus del Herpes, virus Epstein-Barr o viruela. La proteina de
superficie trimérica de virus puede ser, por ejemplo, una proteina de superficie trimérica y en su forma nativa puede
comprender un dominio transmembrana/cola citoplasmatica, por ejemplo, pero sin limitacién:

. Proteina F (paramyxoviridae: RSV, sarampion, paperas, enfermedad de Newcastle)

. Proteina S (coronaviridae: SARS);

. Proteina env (retroviridae: VIH);

. Proteina G (rhabdoviridae: rabia);

e. glicoproteinas de envoltura, tales como E, B, C, I, H (herpesviridae: VZV, cytomegalovirus, virus del
herpes, virus Epstein-barr);

f. Glicoproteinas GP (filoviridae: ébola, marburg);

g. Hemaglutinina (poxviridae: virus de la viruela, vaccinia virus).

o0 To

Los ejemplos no limitantes de varias proteinas de superficie triméricas viricas que pueden usarse de acuerdo con la
presente invencion se describen con mas detalle a continuacion.

VIH

La presente invencion proporciona VLP que comprenden una proteina de inmunodeficiencia humana (VIH)
quimérica, y métodos para producir VLP de VIH quiméricas, comprendiendo la proteina quimérica de VIH una
proteina de fusién con, por ejemplo, una proteina Env de VIH y una porciéon de una hemaglutinina de influenza (HA),
tal como el dominio transmembrana y el dominio de cola citosoélica (TM/CT).

La presente invencion proporciona un acido nucleico que comprende una secuencia nucleotidica que codifica una
proteina quimérica de VIH ligada operativamente a una region reguladora activa en una planta.

Ademas, la presente invencion proporciona un método para producir VLP quiméricas de VIH en una planta. El
método implica la introduccion de un acido nucleico que codifica una proteina quimérica de VIH ligada
operativamente a una regién reguladora activa en la planta, en la planta, o una porcién de la planta, e incubar la
planta o una porcién de la planta en condiciones que permitan la expresion del acido nucleico, produciendo de este
modo las VLP quiméricas de VIH.

La presente invencién proporciona ademas una VLP que comprende una proteina quimérica de VIH. La VLP puede
producirse por el método que se proporciona por la presente invencion.

Virus de la rabia

La presente invencion también proporciona VLP que comprenden una proteina del virus de la rabia quimérica, y
métodos para producir VLP de la rabia quiméricas, comprendiendo la proteina quimérica de la rabia una proteina de
fusién con, por ejemplo, una proteina G de la rabia y una porcién de una hemaglutinina de influenza (HA), tal como
el dominio transmembrana y el dominio de cola citosdlica (TM/CT).

La presente invencion proporciona un acido nucleico que comprende una secuencia nucleotidica que codifica una
proteina quimérica del virus de la rabia ligada operativamente a una region reguladora activa en una planta.

Ademas, la presente invencion proporciona un método para producir VLP quiméricas del virus de la rabia en una
planta. EI método implica la introduccién de un acido nucleico que codifica una proteina quimérica del virus de la
rabia ligada operativamente a una regién reguladora activa en la planta, en la planta, o una porcién de la planta, e
incubar la planta o una porcién de la planta en condiciones que permitan la expresion del acido nucleico,
produciendo de este modo las VLP quiméricas del virus de la rabia.

La presente invencion proporciona ademas una VLP que comprende una proteina quimérica del virus de la rabia. La
VLP puede producirse por el método que se proporciona por la presente invencion.

vzv
La presente invencién también se refiere a VLP que comprenden una proteina del virus varicela zoéster (VZV)

quimérica, y métodos para producir VLP de VZV quiméricas, comprendiendo la proteina quimérica de VZV una
proteina de fusién con, por ejemplo, una glicoproteina E de VZV y una porcion de una hemaglutinina de influenza
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(HA), tal como el dominio transmembrana y el dominio de cola citosdlica (TM/CT).

La presente invencion proporciona un acido nucleico que comprende una secuencia nucleotidica que codifica una
proteina quimérica de VZV ligada operativamente a una region reguladora activa en una planta.

Ademas, la presente invencién proporciona un método para producir VLP quiméricas de VZV en una planta. El
método implica la introduccion de un acido nucleico que codifica una proteina quimérica de VZV ligada
operativamente a una regién reguladora activa en la planta, en la planta, o una porcién de la planta, e incubar la
planta o una porcion de la planta en condiciones que permitan la expresién del acido nucleico, produciendo de este
modo las VLP quiméricas de VZV.

La presente invencion proporciona ademas una VLP que comprende una proteina quimérica de VZV. La VLP puede
producirse por el método que se proporciona por la presente invencion.

SARS

La presente invencion también se refiere a VLP que comprenden una proteina quimérica del virus del sindrome
respiratorio agudo severo (SARS), y métodos para producir VLP de SARS quiméricas, comprendiendo la proteina
quimérica de SARS una proteina de fusion con, por ejemplo, una glicoproteina S de SARS y una porcion de una
hemaglutinina de influenza (HA), tal como el dominio transmembrana y el dominio de cola citosolica (TM/CT).

La presente invencion proporciona un acido nucleico que comprende una secuencia nucleotidica que codifica una
proteina quimérica de SARS ligada operativamente a una regién reguladora activa en una planta.

Ademas, la presente invencion proporciona un método para producir VLP quiméricas de SARS en una planta. El
método implica la introduccion de un acido nucleico que codifica una proteina quimeérica del virus de SARS ligada
operativamente a una regién reguladora activa en la planta, en la planta, o una porcién de la planta, e incubar la
planta o una porcion de la planta en condiciones que permitan la expresion del acido nucleico, produciendo de este
modo las VLP quiméricas de SARS.

La presente invencion proporciona ademas una VLP que comprende una proteina quimérica del virus de SARS. La
VLP puede producirse por el método que se proporciona por la presente invencion.

Ebola

La presente invencién también se refiere a VLP que comprenden una proteina del virus del Ebola quimérica, y
métodos para producir VLP del Ebola quiméricas, comprendiendo la proteina quimérica del Ebola una proteina de
fusién con, por ejemplo, una glicoproteina de envoltura del virus del Ebola y una porcién de una hemaglutinina de
influenza (HA), tal como el dominio transmembrana y el dominio de cola citosolica (TM/CT).

La presente invencion proporciona un &cido nucleico que comprende una secuencia nucleotidica que codifica una
proteina quimérica del virus del Ebola ligada operativamente a una regidn reguladora activa en una planta.

Ademas, la presente invencion proporciona un método para producir VLP quiméricas del Ebola en una planta. El
método implica la introduccién de un acido nucleico que codifica una proteina quimérica del virus del Ebola ligada
operativamente a una regién reguladora activa en la planta, en la planta, o una porcién de la planta, e incubar la
planta o una porcion de la planta en condiciones que permitan la expresion del acido nucleico, produciendo de este
modo las VLP quiméricas del virus del Ebola.

La presente invencién proporciona ademas una VLP que comprende una proteina quimérica del virus del Ebola. La
VLP puede producirse por el método que se proporciona por la presente invencion.

Quimerizacién y formacién de VLP

Tanto el virus de la estomatitis vesicular (un rabdovirus como la rabia) como el virus Herpes Simplex (un virus
herpesvirus como el virus varicela-zéster) brotan de una manera dependiente de VSP4 (Taylor et al. J. Virol 81:
13631-13639, 2007; Crump et al., J. Virol 81: 7380-7387, 2007). Dado que VSP4 interactia con el dominio tardio de
la proteina de matriz, esto sugiere que la proteina de matriz es necesaria para el brote y, como corolario, para la
produccién de la VLP. Sin embargo, como se describe en el presente documento, las VLP de la rabia y VZV pueden
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producirse sin proteina de matriz cuando se reemplaza el dominio TM/CT por los de HA de influenza. Sin desear
quedar ligado a la teoria, esto sugiere que la quimerizacion puede eliminar la dependencia de la co-expresion de
proteinas de matriz para la formacion de VLP para la rabia y VZV.

El ectodominio de la proteina de superficie trimérica virica que se ha descrito anteriormente se fusiona a un dominio
transmembrana y un dominio de cola citosolica (TM/CT), de manera que la proteina de superficie trimérica de virus
sea heterdloga con respecto al TM/CT. EI TM/CT puede ser un TM/CT de una hemaglutinina de influenza (HA), por
ejemplo, el TM/CT de H5 o H3, por ejemplo, pero sin limitacion, el subtipo A/Indonesia/5/05 (H5N1; "H5/Indo"; N.° de
acceso a GenBank ABW06108.1), H5 A/Vietnam/1194/2004 (A-Vietnam; N.° de acceso a GenBank ACR48874.1),
H5 A/Anhui/1/2005 (A-Anhui; N.° de acceso a GenBank ABD28180.1); H3 A/Brisbane/10/2007 ("H3/Bri"; N.° de
acceso a GenBank ACI26318.1), H3 A/Wisconsin/67/2005(A-WCN; N.° de acceso a GenBank ABO37599.1). Los
TMI/CT de los limites de varias secuencias H3 y H5 se describen en el documento WO 2010/148511, Por ejemplo, lo
que no se debe considerar limitante de la secuencia aminoacidica para TM/CT puede incluir:

H5 (A/Indonesia/05/2005) TM/CT (SEQ ID NO:41): QILSIYSTVASSLALAIMMAGLSLWMCSNGSLQCRICI
H3 (A/Brisbane/10/2007) TM/CT (SEQ ID NO:42): DWILWISFAISCFLLCVALLGFIMWACQKGNIRCNICI

y cualquier secuencia nucleotidica que codifique la secuencia aminoacidica de la SEQ ID NO:41 o 42.

Una secuencia de acido nucleico especifica a la que se hace referencia en la presente invencién puede ser
"sustancialmente homaéloga" o "sustancialmente similar" a una secuencia, o una secuencia o un complemento de la
secuencia que hibrida con una o mas de una secuencia de nucleétidos como se define en el presente documento
bajo condiciones de hibridacién rigurosas. Las secuencias son "sustancialmente homdlogas" o "sustancialmente
similares" cuando al menos aproximadamente el 70 %, o mas preferiblemente el 75 % de los nucledtidos coinciden
en una longitud definida de la secuencia de nucleétidos, siempre que dichas secuencias homadlogas exhiban una o
mas de una de las propiedades de la secuencia, o el producto codificado como se describe en el presente
documento. Por ejemplo, un ectodominio sustancialmente homaélogo de una proteina de superficie trimérica de virus,
fusionado a un dominio transmembrana y un dominio de cola citosdlica obtenido de H3 o H5, un dominio
transmembrana y de cola citosdlica que es sustancialmente homdlogo al TM/CT de H3 o H5 y fusionado al
ectodominio de una proteina de superficie trimérica de virus, o tanto un TM/CT sustancialmente homélogo y un
ectodominio sustancialmente homoélogo de una proteina de superficie trimérica de virus, forman una VLP. El
plegamiento correcto de la proteina quimérica puede ser importante para la estabilidad de la proteina, la formacion
de multimeros, la formacion de VLP y la funcién. El plegamiento de una proteina puede estar influenciado por uno o
mas factores, incluyendo, pero sin limitacion, la secuencia de la proteina, la abundancia relativa de la proteina, el
grado de aglomeracion intracelular, la disponibilidad de cofactores que pueden unirse o estar asociados
transitoriamente con la proteina plegada, parcialmente plegada o desplegada.

Tal similitud de secuencia puede determinarse usando un programa de comparacion de secuencias nucleotidicas, tal
como el proporcionado en DNASIS (usando, por ejemplo, pero sin limitacién, los siguientes parametros: Penalizacion
GAP 5, n.° de diagonales superiores 5, penalizacion GAP fija 10, k-tupla 2, hueco flotante 10 y tamafio de ventana
5). Sin embargo, otros métodos de alineacion de secuencias para comparacién se conocen bien en la técnica, por
ejemplo, los algoritmos de Smith & Waterman (1981, Adv. Appl. Math. 2: 482), Needleman & Wunsch (J. Mol. Biol.
48: 443, 1970), Pearson & Lipman (1988, Proc. Nat'l. Acad. Sci. USA 85: 2444), y por implementaciones
computerizadas de estos algoritmos (GAP, BESTFIT, FASTA y BLAST, disponibles a través del NIH), o mediante
alineacion manual e inspeccion visual (véase, por ejemplo, Current Protocols in Molecular Biology, Ausubel et al.,
eds. 1995 complemento), o utilizando hibridacién Southern o Northern en condiciones rigurosas (véase Maniatis et
al.,, in Molecular Cloning (A Laboratory Manual), Cold Spring Harbor Laboratory, 1982). Preferiblemente, las
secuencias que son sustancialmente homdlogas exhiben al menos aproximadamente un 80 % y mas
preferiblemente al menos aproximadamente un 90 % de similitud de secuencia sobre una longitud definida de la
molécula.

Un ejemplo de una de tales condiciones de hibridacion rigurosas puede ser hibridaciéon (de aproximadamente 16-20
horas) durante una noche en 4 x SSC a 65 °C seguido por lavado en 0,1 x SSC a 65 °C durante una hora, o0 2
lavados en 0,1 x SSC a 65 °C cada 20 o 30 minutos. Como alternativa, una condiciéon de hibridacién rigurosa
ejemplar podria ser durante una noche (16-20 horas) en formamida al 50 %, 4 x SSC a 42 °C seguido por lavado en
0,1 x SSC a 65 °C durante una hora, o 2 lavados en 0,1 x SSC a 65 °C durante 20 o 30 minutos, o durante una
noche (16-20 horas), o hibridacion en tampén de fosfato acuoso Church (SDS al 7 %, tampon NaPO4 0,5 M, pH 7,2,
EDTA 10 mM) a 65 °C, con 2 lavados a 50 °C en 0,1 x SSC, SDS al 0,1 % durante 20 o 30 minutos cada uno, o 2
lavados a 65 °C en 2 x SSC, SDS al 0,1 % durante 20 o 30 minutos cada uno para regiones de secuencia Unicas.
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Un acido nucleico que codifica un polipéptido quimérico, una proteina quimérica, una proteina de fusién, una
proteina virica quimérica o una proteina de superficie trimérica virica quimérica puede describirse como un "acido
nucleico quimérico" o una "secuencia nucleotidica quimérica". Por ejemplo, aunque no debe considerarse limitante,
se puede describir una particula pseudovirica que comprende una proteina quimérica de VIH, una proteina
quimérica del virus de la rabia, una proteina quimérica de VZV, una proteina quimérica del SRAS o del virus del
Ebola.

Por "proteina quimérica", o "polipéptido quimérico", también denominada proteina de fusion, se entiende una
proteina o polipéptido que comprende secuencias aminoacidicas de dos o mas de dos fuentes, por ejemplo, pero sin
limitacion, un ectodominio de una proteina de superficie trimérica virica, o un fragmento de la misma, por ejemplo,
una proteina F (por ejemplo, RSV, sarampidn, paperas, enfermedad de Newcastle), proteina S (por ejemplo, SARS),
proteina env (VIH), proteina G (rabia), glicoproteinas de envoltura, tales como E, B, C, I, H (VZV, citomegalovirus,
herpesvirus, virus de Epstein-barr), glicoproteina GP (por ejemplo, ébola, marburg), hemaglutinina (por ejemplo virus
variolico, virus vaccinia) y, por ejemplo, el TM/CT de HA, que se fusiona como un uUnico polipéptido. La proteina
quimérica o polipéptido puede incluir un péptido sefial que es el mismo que, o heterélogo con, el resto del polipéptido
o proteina.

La expresion "péptido sefial" se conoce bien en la técnica y se refiere generalmente a una secuencia corta de
aminoacidos (de aproximadamente 5-30 aminoacidos), encontrada generalmente en el extremo N de un polipéptido
que puede dirigir la translocacion del polipéptido recién traducido a un organelo particular, o facilitar el
posicionamiento de dominios especificos de la cadena polipeptidica con respecto a otros. Como ejemplo no
limitante, el péptido sefal puede dirigirse a la translocacion de la proteina en el reticulo endoplasmico y/o facilitar la
colocacion del dominio proximal del extremo N en relacién con un dominio de anclaje a la membrana del polipéptido
naciente para ayudar en la escisién y el plegamiento de la proteina madura, por ejemplo, aunque no debe
considerarse limitante, una proteina HA madura.

Un péptido sefial (SP) puede ser nativo de la proteina o proteina del virus, o un péptido sefal puede ser heterélogo
con respecto a la secuencia primaria de la proteina o proteina virica que se expresa. Una proteina o proteina virica
puede comprender un péptido sefial de un primer tipo, subtipo o cepa de influenza con el equilibrio de HA de uno o
mas de un tipo, subtipo o cepa de influenza diferente. Por ejemplo, el péptido sefial nativo de los subtipos B de HA
H1, H3, H5, H6, H7, H9 o tipo B de influenza puede usarse para expresar la proteina virica quimérica en un sistema
vegetal. En algunas realizaciones de la invencion, el SP puede ser influenza de tipo B, H1, H3 o H5; o del subtipo
H1/Bri, H1/NC, H5/Indo, H3/Bri o B/Flo. En alguna realizacién, el SP puede ser de proteina Env de VIH, proteina G
de la rabia, glicoproteina E de VZV, glicoproteina S de SARS o glicoproteina de envoltura de virus del Ebola.

Un péptido sefal también puede ser no nativo, por ejemplo, a partir de una proteina, proteina virica, una proteina de
superficie trimérica de virus o hemaglutinina de un virus distinto de la proteina de superficie trimérica virica, o de un
polipéptido vegetal, animal o bacteriano. Un ejemplo no limitante de un péptido sefial que puede usarse es el de la
proteina de alfalfa disulfuro isomerasa (PDI SP, nucleétidos 32-103 con n.° de Acceso Z11499).

Por lo tanto, la presente invencién proporciona una proteina virica quimérica que comprende un péptido sefal nativo
0 no nativo, y acidos nucleicos que codifican tales proteinas viricas quiméricas.

El plegamiento correcto de la proteina virica quimérica expresada puede ser importante para la estabilidad de la
proteina, la formacién de multimeros, la formacidon de VLP, la funciéon de la proteina virica quimérica y el
reconocimiento de la proteina virica quimérica por un anticuerpo, entre otras caracteristicas. El plegamiento y la
acumulacion de una proteina puede estar influenciado por uno o mas factores, incluyendo, pero sin limitacion, la
secuencia de la proteina, la abundancia relativa de la proteina, el grado de aglomeracion intracelular, el pH en un
compartimento celular, la disponibilidad de cofactores que pueden unirse o estar asociados transitoriamente con la
proteina plegada, parcialmente plegada o desplegada, la presencia de una o mas proteinas chaperona, o similares.

Las proteinas de choque térmico (Hsp) o proteinas de estrés son ejemplos de proteinas chaperonas, que pueden
participar en diversos procesos celulares incluyendo sintesis de proteinas, trafico intracelular, prevencion de plegado
erréneo, prevencion de agregacion de proteinas, ensamblaje y desmontaje de complejos de proteinas, plegamiento
de proteinas, y disgregacion de proteinas. Los ejemplos de tales proteinas chaperonas incluyen, pero sin limitacién,
Hsp60, Hsp65, Hsp 70, Hsp90, Hsp100, Hsp20-30, Hsp10, Hsp100-200, Hsp100, Hsp90, Lon, TF55, FKBPs,
ciclofilinas, ClpP, GrpE, ubiquitina, calnexina, y proteina disulfuro isomerasas (véase, por ejemplo, Macario, A.J.L.,
Cold Spring Harbor Laboratory Res. 25: 59-70. 1995; Parsell, D.A. & Lindquist, S. Ann. Rev. Genet. 27: 437-496
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(1993); Patente de Estados Unidos n.° 5.232.833). Como se describe en el presente documento, las proteinas
chaperonas, por ejemplo, pero sin limitacién, Hsp40 y Hsp70, pueden usarse para asegurar el plegado de una
proteina virica quimérica.

Los ejemplos de Hsp70 incluyen Hsp72 y Hsc73 de células de mamifero, DnaK de bacterias, particularmente
micobacterias tales como Mycobacterium leprae, Mycobacterium tuberculosis y Mycobacterium bovis (tales como
Bacille-Calmette Guerin: a la que se hace referencia en el presente documento como Hsp71). DnaK de Escherichia
coli, levadura y otros procariotas, y BiP y Grp78 de eucariotas, tales como A. thaliana (Lin et al. 2001 (Cell Stress
and Chaperones 6: 201-208). Un ejemplo particular de una Hsp70 es A. thaliana Hsp70 (codificada por Genbank ref:
AY120747.1). La Hsp70 es capaz de unirse especificamente a ATP, asi como a polipéptidos y péptidos
desplegados, participando asi en el plegamiento y despliegue de proteinas, asi como en el ensamblaje y
desensamblado de complejos de proteinas.

Los ejemplos de Hsp40 incluyen Dnad de procariotas tales como E. coli y Mycobacterium y HSJ1, HDJ1 y Hsp40 de
eucariotas, tales como alfalfa (Frugis et al., 1999. Plant Molecular Biology 40: 397-408). Un ejemplo particular de una
Hsp40 es M. sativa MsJ1 (Genbank ref: AJ000995.1). Hsp40 desempefia un papel como una chaperona molecular
en el plegamiento de proteinas, termotolerancia y replicacion del ADN, entre otras actividades celulares.

Entre Hsps, Hsp70 y su co-chaperona, Hsp40, estan implicados en la estabilizacidon de polipéptidos de traduccién y
recién sintetizados antes de que la sintesis esté completa. Sin desear quedar ligando a la teoria, Hsp40 se une a los
parches hidréfobos de polipéptidos desplegados (nacientes o recién transferidos), facilitando asi la interaccion del
complejo Hsp70-ATP con el polipéptido. La hidrélisis de ATP conduce a la formaciéon de un complejo estable entre el
polipéptido, Hsp70 y ADP, y la liberacion de Hsp40. La asociacién del complejo Hsp70-ADP con los parches
hidroéfobos del polipéptido evita su interaccién con otros parches hidréfobos, evitando el plegamiento incorrecto y la
formacion de agregados con otras proteinas (revisado en Hartl, FU. 1996. Nature 381: 571-579).

Las proteinas chaperonas nativas pueden ser capaces de facilitar el plegamiento correcto de niveles bajos de
proteina recombinante, pero a medida que aumentan los niveles de expresion, la abundancia de chaperonas nativas
puede convertirse en un factor limitante. Los altos niveles de expresion de la proteina virica quimérica en las hojas
agroinfiliradas pueden conducir a la acumulacién de la proteina virica quimérica en el citosol, y la coexpresion de
una o mas proteinas chaperonas tales como Hsp70, Hsp40, o tanto Hsp70 como Hsp40 pueden reducir el nivel de
proteinas mal plegadas o agregadas, y aumentar el numero de proteinas que presentan caracteristicas estructurales
terciarias y cuaternarias que permiten la formacion de particulas pseudoviricas.

Por lo tanto, la presente invencion también proporciona un método para producir VLP de proteina virica quimérica en
una planta, en el que un primer acido nucleico que codifica una proteina virica quimérica se coexpresa con un
segundo acido nucleico que codifica una chaperona. El primer y segundo acidos nucleicos pueden introducirse en la
planta en la misma etapa, o pueden introducirse en la planta secuencialmente.

Las VLP quiméricas producidas a partir de proteinas derivadas de virus, de acuerdo con la presente invencion, no
comprenden la matriz virica o la proteina nucleo. Una proteina de matriz virica es una proteina que organiza y
mantiene la estructura del virion. Las proteinas de matriz viricas normalmente interactian directamente con las
membranas celulares y pueden estar implicadas en el proceso de brotacion. Las proteinas nucleo viricas son
proteinas que forman parte de la nucelocapside y tipicamente estan directamente asociadas con el acido nucleico
virico. Los ejemplos de proteinas de matriz o nucleo viricas son las proteinas gag M1, RSV, M vy retrovirus de
influenza. Se sabe que la proteina M1 se une al ARN (Wakefield L., y Brownlee G.G., Nucl Acids res 11: 8569-8580,
1989), que es un contaminante de la preparacion de VLP. La presencia de ARN no es deseada cuando se obtiene la
aprobacién reguladora para el producto de VLP quimérica, por lo tanto, puede ser ventajosa una preparacion
quimérica de VLP carente de ARN.

El uso de las expresiones "region reguladora”, "elemento regulador” o "promotor" en la presente solicitud se refiere a
una porcion de acido nucleico tipicamente, pero no siempre, aguas arriba de la region codificante de la proteina de
un gen, que puede estar compuesta por ADN o ARN, o tanto ADN como ARN. Cuando una regioén reguladora esta
activa, y en asociacion operativa, u operativamente ligada, con un gen de interés, esto puede dar como resultado la
expresion del gen de interés. Un elemento regulador puede ser capaz de mediar la especificidad del érgano, o
controlar el desarrollo o activacién del gen temporal. Una "regién reguladora" puede incluir elementos promotores,
elementos promotores del nucleo que muestran una actividad promotora inicial, elementos que pueden inducirse en
respuesta a un estimulo externo, elementos que median la actividad promotora, tales como elementos reguladores
negativos o potenciadores transcripcionales. La "region reguladora”, como se usa en el presente documento,
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también puede incluir elementos que estan activos después de la transcripcién, por ejemplo, elementos reguladores
que modulan la expresion génica, tales como potenciadores traduccionales y transcripcionales, represores
traduccionales y transcripcionales, secuencias de activacion aguas arriba, y determinantes de inestabilidad de
ARNmM. Varios de estos Ultimos elementos pueden localizarse proximos a la region codificante.

En el contexto de esta divulgacion, la expresion "elemento regulador” o "regién reguladora” se refiere tipicamente a
una secuencia de ADN, normalmente, pero no siempre, aguas arriba (5') con respecto a la secuencia codificante de
un gen estructural, que controla la expresion de la regidon codificante proporcionando el reconocimiento de la ARN
polimerasa y/u otros factores requeridos para iniciar la transcripcion en un sitio particular. Sin embargo, debe
entenderse que otras secuencias de nucleétidos, ubicadas dentro de los intrones, o 3' de la secuencia, pueden
también contribuir a la regulacion de expresion de una region codificante de interés. Un ejemplo de un elemento
regulador que proporciona el reconocimiento de la ARN polimerasa u otros factores de transcripcion para asegurar el
inicio en un sitio particular es un elemento promotor. La mayoria, aunque no todos los elementos promotores
eucariotas contienen una caja TATA, una secuencia de acido nucleico conservada que consta de pares de bases de
nucledtidos de adenosina y timidina normalmente situados aproximadamente 25 pares de bases aguas arriba de un
sitio de inicio de la transcripciéon. Un elemento promotor comprende un elemento promotor inicial, responsable del
inicio de la transcripcién, asi como otros elementos reguladores (como se han enumerado anteriormente) que
modifican la expresién génica.

Existen varios tipos de regiones reguladoras, incluyendo aquellas que se regulan con respecto al desarrollo,
inducibles o constitutivas. Una regién reguladora que se regula con respecto al desarrollo, o controla la expresion
diferencial de un gen bajo su control, se activa en ciertos érganos o tejidos de un 6rgano en momentos especificos
durante el desarrollo de ese érgano o tejido. Sin embargo, algunas regiones reguladoras que se regulan con
respecto al desarrollo pueden estar activas preferiblemente en ciertos érganos o tejidos en fases de desarrollo
especificas, también pueden estar activas de una manera regulada con respecto al desarrollo, o a un nivel basal
también en otros érganos o tejidos en la planta. Los ejemplos de regiones reguladoras especificas de tejido, por
ejemplo, véase especificas de una regién reguladora, incluyen el promotor de napina, y el promotor de cruciferina
(Rask et al., 1998, J. Plant Physiol. 152: 595-599; Bilodeau et al., 1994, Plant Cell 14: 125-130). Un ejemplo de un
promotor especifico de la hoja incluye el promotor de plastocianina (véase, el documento US 7.125.978.

Una regién reguladora inducible es aquella que es capaz de activar directa o indirectamente la transcripcién de una o
mas secuencias o genes de ADN en respuesta a un inductor. En ausencia de un inductor, las secuencias o genes de
ADN no seran transcribiran. Tipicamente, el factor de proteina que se une especificamente a una regién reguladora
inducible para activar la transcripcion puede presentarse en una forma activa, que es luego directa o indirectamente
convertida en la forma activa por el inductor. Sin embargo, el factor de proteina también puede estar ausente. El
inductor puede ser un agente quimico, tal como una proteina, metabolito, regulador de crecimiento, herbicida o
compuesto fendlico o un estrés fisioldgico impuesto directamente por calor, frio, sal o elementos téxicos o
indirectamente mediante la accion de un patégeno o agente infeccioso tal como un virus. Una célula vegetal que
contiene una region reguladora inducible puede ser expuesta a un inductor aplicando externamente el inductor a la
célula o planta por ejemplo por aspersién, riego, calentamiento o métodos similares. Los elementos reguladores
inducibles pueden derivarse ya sea de genes de la planta o que no son de la planta (por ejemplo, Gatz, C. y Lenk,
LR.P., 1998, Trends Plant Sci. 3, 352-358; los ejemplos de promotores inducibles potenciales incluyen, pero sin
limitacion, un promotor inducible por tetraciclina (Gatz, C.,1997, Ann. Rev. Plant Physiol. Plant Mol. Biol. 48,89-108;
un promotor inducible por esteroides (Aoyama. T. y Chua, N.H.,1997, Plant 1. 2, 397-404; y un promotor inducible
por etanol (Salter, M.G., et al, 1998, Plant 10urnal 16, 127-132; Caddick, M.X., et al,1998, Nature Biotech. 16, 177-
180, genes I1B6 y CK11 inducibles por citoquinina (Brandstatter, I. y K.ieber, 1.1.,1998, Plant Cell 10, 1009-1019;
Kakimoto, T., 1996, Science 274,982-985; y el elemento inducible por auxina, DR5 (Ulmasov, T., et al., 1997, Plant
Cell 9, 1963-1971;).

Una regién reguladora constitutiva dirige la expresion de un gen a través de las diferentes partes de una planta y
continuamente durante todo el desarrollo de la planta. Los ejemplos de elementos reguladores constitutivos
conocidos incluyen promotores asociados con el transcrito CaMV 35S (Odell et al., 1985, Nature, 313: 810-812), los
genes actina 1 de arroz (Zhang et al, 1991, Plant Cell, 3: 1155-1165), actina 2 (An et al., 1996, Plant J., 10: 107-
121), o tms 2 (documento U.S. 5.428.147, y triosefosfato isomerasa 1 (Xu et. al., 1994, Plant Physiol. 106: 459-467),
el gen de ubiquitina 1 de maiz (Cornejo et al, 1993, Plant Mol. Biol. 29: 637-646), los genes de Arabidopsis ubiquitina
1y 6 (Holtorf et al, 1995, Plant Mol. Biol. 29: 637-646), y el gen del factor 4A de inicio de la traduccion del tabaco
(Mandel et al, 1995, Plant Mol. Biol. 29: 995-1004).

El término "constitutivo" como se usa en el presente documento, no necesariamente indica que un gen bajo el
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control de la regién reguladora constitutiva se exprese al mismo nivel en todos los tipos de células, sino que el gen
se expresa en un amplio rango de tipos celulares aun cuando a menudo se observa una variaciéon en abundancia.
Los elementos reguladores constitutivos pueden estar acoplados con otras secuencias para mejorar adicionalmente
la transcripcion y/o traduccion de la secuencia de nucleétidos a la que estan unidos operativamente. Por ejemplo, el
sistema CPMV-HT se deriva de las regiones no traducidas del virus del mosaico del caupi (CPMV) y demuestra una
traduccion mejorada de la secuencia codificante asociada. Por "nativo" se entiende que la secuencia de acido
nucleico o aminoacido es de origen natural, o "tipo silvestre". Por "ligada operativamente" significa que las
secuencias particulares, por ejemplo un elemento regulador y una region codificante de interés, interactian directa o
indirectamente para realizar una funcion pretendida, tal como la mediacién o modulacién de la expresion génica. La
interaccion de secuencias ligadas operativamente puede, por ejemplo, mediarse por proteinas que interactiuan con
las secuencias ligadas operativamente.

La proteina o polipéptido quimérico puede expresarse en un sistema de expresién que comprende un sistema de
expresion basado en virus, ADN o ARN, por ejemplo, pero sin limitacion, un casete de expresion basado en
comovirus y un elemento de amplificacién basado en geminivirus.

El sistema de expresion como se describe en el presente documento, comprende un casete de expresion basado en
un virus bipartita, o un virus con un genoma bipartita. Por ejemplo, los presentes virus bipartitas pueden ser de la
familia de los Comoviridae. Los géneros de la familia de los Comoviridae incluyen Comovirus, Nepovirus, Fabavirus,
Cheravirus y Sadwavirus. Los Comovirus incluyen virus del mosaico del caupi (CPMV), virus del mosaico grave del
caupi (CPSMV), virus del mosaico de la calabaza (SqMV), virus del moteado del trébol rojo (RCMV), virus del
moteado de la vaina del frijol (BPMV), virus del mosaico del nabo (TuRSV), virus del mosaico verdadero del haba
(BBtMV), virus de la mancha del haba (BBSV), virus del mosaico del rabano (RaMV). Los ejemplos de secuencias de
ARN-2 de comovirus que comprenden elementos potenciadores que pueden ser Utiles para diversos aspectos de la
invencion incluyen, pero sin limitacién: ARN-2 de CPMV (n.° de Acceso al GenBank NC_003550), ARN-2 de RCMV
(n.° de Acceso al GenBank NC_003738), ARN-2 de BPMV (n.° de Acceso al GenBank NC_003495), ARN-2 de
CPSMV (n.° de acceso al GenBank NC_003544), ARN-2 de SqMV (GenBank n.° de acceso NC_003800), ARN-2 de
TuRSV (n.° de Acceso al GenBank NC_013219.1). ARN-2 de BBtMV (n.° de Acceso al GenBank GU810904), ARN-2
de BBSV (n.° de Acceso al GenBank FJ028650), RaMV (n.° de Acceso al GenBank NC_003800).

Los segmentos del genoma de ARN como virico bipartita se denominan como ARN-1 y ARN-2. ARN-1 codifica las
proteinas implicadas en la replicaciéon, mientras que ARN-2 codifica las proteinas necesarias para un movimiento
célula a célula en las dos proteinas capside. Puede usarse cualquier casete a base de comovirus adecuado,
incluyendo, CPMV, CPSMV, SqMV, RCMV o BPMV, por ejemplo, el casete de expresién puede basarse en CPMV.

"Casete de expresion" se refiere a una secuencia nucleotidica que comprende un acido nucleico de interés bajo el
control de, y operablemente (u operativamente) unido a, un promotor apropiado u otros elementos reguladores para
la transcripcién del acido nucleico de interés en una célula huésped.

Los sistemas de expresion también pueden comprender elementos de amplificacion de un geminivirus, por ejemplo,
un elemento de amplificaciéon del virus del enanismo amarillo del frijol (BeYDV). BeYDV pertenece al género de
Mastrevirus adaptado a las plantas dicotiledoneas. BeYDV es un monopartita que tiene un genoma de ADN circular
monocatenario y puede replicarse con nimeros de copias muy elevados mediante un mecanismo en circulo rodante.
Los sistemas de vectores de replicon de ADN derivado de BeYDV se han usado para una rapida produccion de
proteinas de alto rendimiento en plantas.

Como se usa en el presente documento, la expresion "elementos de amplificacion” se refiere a un segmento de
acido nucleico que comprende al menos una porcidon de una o mas regiones intergénicas largas (LIR) de un genoma
de geminivirus. Como se usa en el presente documento, "region intergénica larga" se refiere a una region de una
region intergénica larga que contiene un sitio de union rep capaz de mediar la escision y la replicacion por una
proteina Rep de geminivirus. En algunos aspectos, el segmento de acido nucleico que comprende una o mas LIR,
puede comprender ademas una region intergénica corta (SIR) de un genoma de geminivirus. Como se usa en el
presente documento, la "regién intergénica corta" se refiere a la cadena complementaria (la IR corta (SIR) de un
Mastrevirus). Cualquier elemento de amplificacién derivado de geminivirus adecuado puede usarse en el presente
documento. Véanse, por ejemplo, los documentos W02000/20557; W02010/025285; Zhang X. et al. (2005,
Biotechnology and Bioengineering, Vol. 93, 271-279), Huang Z. et al. (2009, Biotechnology and Bioengineering, Vol.
103, 706-714), Huang Z. et al.(2009, Biotechnology and Bioengineering, Vol. 106, 9-17);

La proteina quimérica o polipéptido quimérico puede producirse como un transcrito a partir de una secuencia de
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nucledtidos quimérica, y la proteina quimérica o polipéptido quimérico pueden escindirse después de la sintesis vy,
seguln se requiera, asociarse para formar una proteina multimérica. Por lo tanto, una proteina quimérica o un
polipéptido quimérico también incluye una proteina o polipéptido que comprende subunidades que estan asociadas a
través de puentes disulfuro (es decir, una proteina multimérica). Por ejemplo, un polipéptido quimérico que
comprende secuencias aminoacidicas de dos o mas de dos fuentes puede procesarse en subunidades, y las
subunidades pueden asociarse a través de puentes disulfuro para producir una proteina quimérica o un polipéptido
quimérico.

La proteina virica quimérica de acuerdo con diversas realizaciones de la presente invencion comprende un dominio
transmembrana y de cola citoplasmatica (TM/CT) de una HA de influenza. El TM/CT puede ser el TM/CT nativo de
HA de cualquier tipo, subtipo de virus de influenza, incluyendo, por ejemplo, los tipos y subtipos B, H1, H2, H3, H4,
H5, H6, H7, H8, H9, H10, H11, H12, H13, H14, H15 y H16. Los ejemplos no limitantes de tipos y subtipos H1, H3, H5
o B incluyen el subtipo A/NewCaledonia/20/99 (H1N1), el subtipo H1 A/California/04/09 (H1N1), el subtipo
AlIndonesia/5/05 (H5N1), A/Brisbane/59/2007, B/Florida/4/2006, y H3 A/Brisbane/10/2007 (véanse, por ejemplo, los
documentos W02009/009876; WO 2009/076778; WO 2010/003225; WO 2010/003235). Ademas, el TM/CT puede
ser cualquiera de los TM/CT de HA en los que se han suprimido 1, 2, 3, 4 o 5 aminoacidos, o sobre los que se ha
afnadido cualquier clase de secuencia espaciadora o enlazadora de 1, 2, 3, 4 0 5 aminoacidos.

Preferiblemente, el TM/CT de H5 o H3, por ejemplo, pero sin limitacién, el subtipo A/Indonesia/5/05 (H5N1;
"H5/Indo"; N.° de acceso a GenBank ABW06108.1), H5 A/Vietnam/1194/2004 (A-Vietnam; N.° de acceso a GenBank
ACR48874.1), H5 A/Anhui/1/2005 (A-Anhui; N.° de acceso a GenBank ABD28180.1); H3 A/Brisbane/10/2007
("H3/Bri"; N.° de acceso a GenBank ACI26318.1), H3 A/Wisconsin/67/2005(A-WCN; N.° de acceso a GenBank
ABO37599.1). Los dominios TM/CT de los limites de varias secuencias de H3 y H5 se describen en el documento
WO 2010/148511. Los ejemplos no limitantes de secuencias aminoacidicas para el TM/CT incluyen la SEQ ID
NO:41 y 42, y cualquier secuencia nucleotidica que codifique la secuencia aminoacidica de la SEQ ID NO:41 o 42.

La variacion de aminoacidos se tolera en hemaglutinina de virus de influenza. Dicha variacidon proporciona nuevas
cepas que se estan identificando continuamente. La infectividad entre las nuevas cepas puede variar. Sin embargo,
se mantiene la formacién de trimeros de hemaglutinina, que posteriormente forman VLP. La presente invencion, por
lo tanto, proporciona una proteina virica quimérica que comprende una secuencia aminoacidica de hemaglutinina, o
un acido nucleico que codifica una proteina virica quimérica que comprende una secuencia aminoacidica de
hemaglutinina, que forma VLP en una planta, e incluye secuencias conocidas y secuencias de HA variantes que
pueden desarrollarse.

La expresion "particula pseudovirica" (VLP), o "particulas pseudoviricas" o "VLP" se refiere a estructuras que se
auto-ensamblan y comprenden proteinas estructurales tales como una proteina virica quimérica. Las VLP y las VLP
quiméricas generalmente son morfolégica y antigénicamente similares a los viriones producidos en una infeccion,
pero carecen de informacidn genética suficiente para replicarse y, por lo tanto, no son infecciosas. Las VLP y las
VLP quiméricas pueden producirse en células huésped adecuadas, incluyendo células huésped vegetales. Después
de la extraccion de la célula huésped y tras el aislamiento y la purificacion adicional en las condiciones adecuadas,
las VLP y las VLP quiméricas se pueden purificar como estructuras intactas

Las VLP de la presente invencion pueden producirse en una célula huésped que se caracteriza por carecer de la
capacidad de sialilar proteinas, por ejemplo por ejemplo, una célula vegetal, una célula de insecto, hongos, y otros
organismos, incluyendo esponja, coelenterara, anélidos, artrépodos, moluscos, nematelmintos, troquelmintos,
platelmintos, quetognatos, tentaculados, clamidia, espiroquetas, bacterias gram positivas, cianobacterias,
arqueobacterias, o similares. Véanse, por ejemplo, Gupta et al., 1999. Nucleic Acids Research 27: 370-372; Toukach
et al., 2007. Nucleic Acids Research 35: D280-D286; Nakahara et al., 2008. Nucleic Acids Research 36: D368-D371.

La invencion también proporciona VLP quiméricas que obtienen una envoltura lipidica de la membrana plasmatica
de la célula, en la que se expresan las VLP quiméricas. Por ejemplo, si el virus quimérico se expresa en un sistema
basado en planta, la VLP quimérica resultante puede obtener una envoltura lipidica de la membrana plasmatica de la
célula vegetal.

Generalmente, el término "lipido" se refiere a las moléculas de origen natural y solubles en grasa (lipéfilas). Una VLP
quimérica producida en una planta de acuerdo con algunos aspectos de la invencién puede complejarse con lipidos
obtenidos de plantas. Los lipidos obtenidos de plantas pueden estar en forma de una bicapa lipidica, y pueden
comprender ademas una envoltura que rodea la VLP. Los lipidos obtenidos de plantas pueden comprender
componentes lipidicos de la membrana plasmatica de la planta, donde la VLP se produce, incluyendo, fosfolipidos,
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tri, di y monoglicéridos, asi como un esterol soluble en grasa o metabolitos que comprenden esteroles. Los ejemplos
incluyen fosfatidilcolina (PC), fosfatidiletanolamina (PE), fosfatidilinositol, fosfatidilserina, glicoesfingolipidos,
fitoesteroles o una combinacion de los mismos. Un lipido derivado de plantas puede denominarse, como alternativa,
como un "lipido vegetal". Los ejemplos de fitoesteroles incluyen campesterol, estigmaesterol, ergoesterol,
brasicaesterol, delta-7-estigmaesterol, delta-7-avenaesterol, daunoesterol, sitoesterol, 24-metilcolesterol, colesterol o
beta-sitoesterol - véase, por ejemplo, Mongrand et al., 2004. Como entendera un experto en la técnica, la
composicion lipidica de la membrana plasmatica de una célula puede variar con el cultivo o las condiciones de
crecimiento de la célula u organismo del que se obtiene la célula. En general, el beta-sitoesterol es el fitoesterol mas
abundante.

Las membranas celulares comprenden generalmente bicapas lipidicas, asi como proteinas para diversas funciones.
Las concentraciones localizadas de lipidos particulares pueden encontrarse en la bicapa lipidica, denominada como
"balsas lipidicas". Estos microdominios de balsas lipidicas pueden estar enriquecidos con esfingolipidos y esteroles.
Sin desear quedar ligado a la teoria, las balsas lipidicas pueden tener funciones importantes en la endo y exocitosis,
la entrada o egreso de virus u otros agentes infecciosos, transduccién de sefial de inter-célula, la interaccion con
otros componentes estructurales de la célula u organismo, tales como matrices intracelulares y extracelulares.

La VLP producida dentro de una planta puede inducir una proteina virica quimérica que comprende N-glicanos
especificos de plantas. Por lo tanto, esta invencion también proporciona una VLP que comprende proteinas viricas
quiméricas que tienen N-glicanos especificos de plantas.

Ademas, se conoce la modificacion de N-glicano en las plantas (véase, por ejemplo, el documento U.S. 60/944.344;
y pueden producirse proteinas viricas quiméricas que tengan N-glicanos modificados. Pueden obtenerse proteinas
viricas quiméricas que comprendan un patrén de glicosilacion modificado, por ejemplo, N-glicanos fucosilados,
xilosilados, o ambos, fucosilados y xilosilados reducidos, o pueden obtenerse proteinas viricas quiméricas que
tengan un patron de glicosilacion modificado, en el que la proteina carece de fucosilacién, xilosilaciéon, o ambos, y
comprende un aumento de galactosilacion. Ademas, la modulacién de modificaciones postraduccionales, por
ejemplo, la adicién de galactosa terminal, puede dar como resultado una reduccién de la fucosilacion y la xilosilacion
de las proteinas de virus quiméricas expresadas en comparacion con una planta de tipo silvestre que expresa
proteinas de virus quiméricas.

Por ejemplo, sin considerarse limitante, la sintesis de proteinas de virus quiméricas que tienen un patrén de
glicosilacion modificado se puede conseguir coexpresando la proteina del virus quimérica junto con una secuencia
de nucledtidos que codifica beta-1,4galactosiltransferasa (GalT), por ejemplo, pero sin limitacion, GalT de mamifero,
o GalT humano, pero también se puede usar GalT de otras fuentes. El dominio catalitico de GalT también se puede
fusionar a un dominio CTS (es decir, la cola citoplasmica, el dominio transmembrana, la region del tallo) de N-
acetilglucosaminil transferasa (GNT1), para producir una enzima hibrida GNT1-GalT, y la enzima hibrida puede co-
expresarse con una proteina virica quimérica. La proteina virica quimérica también puede co-expresarse junto con
una secuencia de nucleétidos que codifica N-acetilglucosaminiltrasnferasa Il (GnT-Ill), por ejemplo, pero sin
limitacion, GnT-lll de mamifero o GnT-lll humano, también puede usarse GnT-lll de otras fuentes. Adicionalmente,
también se puede usar una enzima hibrida GNT1-GnT-lll, que comprende el CTS de GNT1 fusionado a GnT-III.

Por lo tanto, la presente invencion también proporciona VLP que comprenden una proteina virica quimérica que
tiene N-glicanos modificados.

Sin desear quedar ligando a la teoria, la presencia de N-glicanos vegetales en la proteina virica quimérica puede
estimular la respuesta inmune promoviendo la union de la proteina virica quimérica por las células que presentan
antigeno. La estimulacién de la respuesta inmune usando N-glicano vegetal se ha propuesto por Saint-Jore-Dupas et
al. (2007). Ademas, la conformacion de la VLP puede ser ventajosa para la presentaciéon del antigeno, y potenciar el
efecto adyuvante de la VLP cuando se compleja con una capa lipidica derivada de plantas.

Las VLP pueden evaluarse para determinar la estructura y el tamafo, por ejemplo, por ensayo de hemaglutinacion,
microscopia electrénica, o por cromatografia de exclusiéon de tamanio.

Para la cromatografia de exclusién de tamario, las proteinas solubles totales pueden extraerse del tejido vegetal
mediante homogeneizacion (Polytron) del material vegetal triturado congelado en tampdn de extraccion, y el material
insoluble se elimina por centrifugacion. La precipitacion con acetona o PEG enfriados con hielo también puede ser
beneficiosa. La proteina soluble se cuantifica y el extracto pasa a través de una columna Sephacryl™, por ejemplo,
una columna Sephacryl™ S500. Puede usarse Blue Dextran 2000 como un estandar de calibracion. Después de la
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cromatografia, las fracciones pueden analizarse adicionalmente mediante inmunotransferencia para determinar el
complemento proteico de la fraccion.

La fraccion separada puede ser, por ejemplo, un sobrenadante (si se centrifuga, sedimenta o precipita), o un filtrado
(si se filtra), y se enriquecen con proteinas, o proteinas superestructurales, tales como, por ejemplo, estructuras en
forma de roseta o particulas de mayor orden, de peso molecular mas alto, tales como VLP. La fraccion separada
puede procesarse adicionalmente para aislar, purificar, concentrar, o una combinacién de los mismos, las proteinas,
o proteinas superestructurales, por ejemplo, mediante etapas de centrifugacion adicionales, precipitacion, etapas
cromatograficas (por ejemplo, exclusion de tamafio, intercambio iénico, cromatografia de afinidad), filtracion de flujo
tangencial, o una combinacién de los mismos. La presencia de proteinas purificadas, o proteinas de superestructura,
puede ser confirmada, por ejemplo, mediante un analisis Western nativo o SDS-PAGE, utilizando un anticuerpo de
deteccién apropiado, electroforesis capilar, microscopia electrénica, o cualquier otro método que sera evidente para
un experto en la técnica.

Los perfiles de elucion pueden variar dependiendo de las condiciones de elucion utilizadas. Las Figuras 7, 80 y 11B
muestran un ejemplo de un perfil de elucién de un andlisis de cromatografia de exclusién de mafios de un extracto
de planta que comprende VLP quiméricas. En este caso, las VLP que comprenden proteinas de superficie triméricas
quiméricas de VIH, G quiméricas de la rabia, y quiméricas del virus VZV, eluyen en el volumen hueco de la columna,
las rosetas y las estructuras de alto peso molecular eluyen en aproximadamente las fracciones 13 a 14, y las de
menor peso molecular, o la forma soluble de proteinas de superficie triméricas viricas quiméricas eluyen en
fracciones de aproximadamente 15 a aproximadamente 17.

Las VLP pueden purificarse o extraerse utilizando cualquier método adecuado, por ejemplo, extraccion quimica o
bioquimica. Las VLP son relativamente sensibles a la desecacion, al calor, al pH, a los tensioactivos y a los
detergentes. Por lo tanto, puede ser util utilizar métodos que maximicen los rendimientos, minimicen la
contaminacion de la fraccion de VLP con proteinas celulares, mantengan la integridad de las proteinas, o las VLP, vy,
cuando sea necesario, la envoltura o membrana lipidica asociada, métodos para aflojar la pared celular para liberar
las proteinas, o VLP. Por ejemplo, se pueden usar métodos que producen protoplastos y/o esferoplastos (véase, por
ejemplo, WO 2011/035422, para obtener VLP como se describe en el presente documento. La minimizacién o
eliminacion del uso de detergencia o tensioactivos tales como, por ejemplo, SDS o Triton X-100, puede ser
beneficiosa para mejorar el rendimiento de la extraccion de VLP. Las VLP pueden evaluarse después para
determinar la estructura y tamafo, por ejemplo, por microscopia electrénica, o por cromatografia de exclusion de
tamanos, como se ha mencionado anteriormente

La una o mas de una construccion genética quimérica de la presente invencion puede expresarse en cualquier
huésped vegetal apropiado que se transforme por la secuencia nucleotidica, o construcciones, o vectores de la
presente invencion. Los ejemplos de huéspedes apropiados incluyen, pero sin limitacién, cultivos agricolas,
incluyendo alfalfa, canola, Brassica spp., maiz, Nicotiana spp., alfalfa, patata, ginseng, guisante, avena, arroz,
semilla de soja, trigo, cebada, girasol, algodon, y similares.

La una o mas construcciones genéticas quiméricas de la presente invencion pueden comprender ademas una region
no traducida 3'. Una region no traducida 3' se refiere a esa porcion de un gen que comprende un segmento de ADN
que contiene una sefial de poliadenilacion y cualquier otra sefial regulador capaz de realizar un procesamiento de
ARNm o la expresién génica. La sefial de poliadenilacion se caracteriza normalmente realizando la adicién de pistas
de acido poliadenilico al extremo 3' del precursor de ARNm. Las sefiales de poliadenilacién se reconocen
comunmente por la presencia de homologia con respecto a la forma canénica 5' AATAAA-3', aunque las variaciones
no son poco frecuentes. Los ejemplos no limitantes de regiones 3' apropiadas son las regiones no traducidas
transcritas 3' que contienen una sefial de poliadenilaciéon de genes plasmidicos que inducen tumor (Ti) de
Agrobacterium, tales como los genes de nopalina sintasa (gen Nos) y genes vegetales, tal como los genes de
proteina de almacenamiento de soja, la subunidad pequefa del gen de ribulosa-1,5-bisfosfato carboxilasa
(ssRUBISCO; documento US 4.962.028; el promotor usado en la expresion de plastocianina, descrito en el
documento US 7.125.978).

Una o mas de las construcciones genéticas quiméricas de la presente invencion también pueden incluir
potenciadores adicionales, potenciadores de traduccion o transcripcion, segun se requiera. Los potenciadores
pueden situarse 5' o 3' con respecto a la secuencia que se transcribe. Las regiones potenciadoras se conocen bien
por los expertos en la técnica, y pueden incluir el codon de inicio ATG y secuencias adyacentes. El codon de inicio,
si esta presente, debera estar en fase con el marco de lectura ("dentro del marco") de la secuencia codificante para
proporcionar una traduccion correcta de la secuencia transcrita.
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Las construcciones de la presente invencion pueden introducirse en las células vegetales usando plasmidos Ti,
plasmidos Ri, vectores de virus vegetales, transformacion de ADN directa, microinyeccion, electroporacion, etc. Para
revisiones de dichas técnicas véanse, por ejemplo, Weissbach y Weissbach, Methods for Plant Molecular Biology,
Academy Press, Nueva York VIII, pags. 421-463 (1988); Geierson y Corey, Plant Molecular Biology, 22 Ed. (1988); y
Miki y lyer, Fundamentals of Gene Transfer in Plants. In Plant Metabolism, 22 Ed. DT. Dennis, DH Turpin, DD
Lefebrve, DB Layzell (eds), Addison Wesly, Langmans Ltd. Londres, pags. 561-579 (1997). Otros métodos incluyen
la captacion de ADN directa, el uso de liposomas, electroporacién, por ejemplo, usando protoplastos, microinyeccion,
microproyectiles o triquitas, e infiltracion al vacio. Véanse, por ejemplo, Bilang, et al. (Gene 100: 247-250 (1991),
Scheid et al. (Mol. Gen. Genet. 228: 104-112, 1991), Guerche et al. (Plant Science 52: 111-116, 1987), Neuhause et
al. (Theor. Appl Genet. 75: 30-36, 1987), Klein et al., Nature 327: 70-73 (1987); Howell et al. (Science 208: 1265,
1980), Horsch et al. (Science 227: 1229-1231, 1985), DeBlock et al., Plant Physiology 91: 694-701, 1989), Methods
for Plant Molecular Biology (Weissbach and Weissbach, eds., Academic Press Inc., 1988), Methods in Plant
Molecular Biology (Schuler y Zielinski, eds., Academic Press Inc., 1989), Liu y Lomonossoff (J Virol Meth, 105:343-
348, 2002,), Pat. de Estados Unidos N.° 4.945.050; 5.036.006; y 5.100.792, Solicitud de patente de Estados Unidos
N.° de serie 08/438.666, presentada el 10 de mayo de 1995, y 07/951.715, presentada el 15 de septiembre de 1992).

Como se describe a continuacion, pueden usarse métodos de expresion transitoria para expresar las construcciones
de la presente invencion (véase Liu y Lomonossoff, 2002, Journal of Virological Methods, 105: 343-348). Como
alternativa, puede usarse un método de expresion transitorio a base de vacio, como se describe por Kapila et al.,
1997. Estos métodos pueden incluir, por ejemplo, pero sin limitaciéon, un método de Agro-inoculacion o Agro-
infiltracion, infiltracién con jeringa, sin embargo, también pueden usarse otros métodos transitorios como se ha
indicado anteriormente. Con la Agro-inoculacién, o Agro-infiltracién, o infiltracién por jeringa, una mezcla de
Agrobacterias que comprende el acido nucleico deseado entra en los espacios intercelulares de un tejido, por
ejemplo, las hojas, la porcién aérea de la planta (incluyendo el tallo, hojas y flores), otra porcion de la planta (tallo,
raiz, flores), o la planta completa. Después de cruzar la epidermis, las copias de t-ADN se transfieren e infectan de
Agrobacteria a las células. El t-ADN se transcribe de manera episomal y el ARNm se traduce, lo que conduce a la
produccién de la proteina de interés en células infectadas, sin embargo, el pase de t-ADN dentro del nucleo es
transitorio.

Para facilitar la identificacion de células vegetales transformadas, las construcciones de esta invencion pueden
manipularse ademas para incluir marcadores seleccionables de plantas. Los marcadores seleccionables Utiles
incluyen enzimas que proporcionan resistencia a productos quimicos tales como un antibidtico, por ejemplo,
gentamicina, higromicina, canamicina, o herbicidas tales como fosfinotricina, glifosato, clorosulfuro, y similares. De
manera similar, pueden usarse enzimas que proporcionan la produccién de un compuesto que puede identificarse
por un cambio de color, tal como GUS (beta-glucuronidasa), o luminiscencia, tal como luciferasa o GFP.

También se consideran parte de esta invencion las plantas transgénicas, células vegetales o semillas que contienen
la construccién del gen quimérico de la presente invencion. Los métodos para regenerar las plantas completas a
partir de células vegetales también se conocen en la técnica. En general, las células vegetales transformadas se
cultivan en un medio apropiado, que puede contener agentes selectivos tales como antibiéticos, donde los
marcadores seleccionados se usan para facilitar la identificacion de células vegetales transformadas. Una vez que el
callo se forma, la formacion del brote puede fomentarse al emplear las hormonas vegetales apropiadas de acuerdo
con métodos conocidos y los brotes se transfieren al medio de raiz para regeneracién de las plantas. Después, las
plantas pueden usarse para establecer generaciones repetitivas, de semillas o usando técnicas de propagacion
vegetativa. Las plantas transgénicas también pueden generarse sin usar cultivos tisulares.

La presente invencion desvela secuencias nucleotidicas:

Tabla 1. Lista de numeros de identificacion de secuencias.

SEQ

ID Descripcion Tabla/Figura
NO:

Secuencia de acido nucleico consenso de ConS ACFI de VIH (Péptido sefal nativo en .
1 . L ) o 3 Figura 1 A
negrita, los dominios nativos transmembrana y citosolicos estan subrayados)
2 IF-Apal-SpPDl.c Figura 1B
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3 SpPDI-VIH gp145.r Figura 1C
4 IF-SpPDI-gp145.c Figura 1D
5 WtdTm-gp145.r Figura 1E
Casete de expresién numero 995, de Pacl (aguas arriba del promotor) a Ascl
6 (inmediatamente aguas abajo del terminador NOS). El sitio de restriccion Sbfl eliminado Figura 1F
esta en negrita. ConS ACFI de PDISP-VIH esta subrayado.
7 Secuencia aminoacidica de ConS ACFI de PDISP-VIH Figura 1G
8 IF-H3dTm+gp145.r Figura 2A
9 Gp145+H3dTm.c Figura 2B
10 H3dTm.r Figura 2C
Casete de expresion numero 997, de Pacl (aguas arriba del promotor) a Ascl
11 (inmediatamente aguas abajo del terminador NOS). El sitio de restriccion Sbfl eliminado Figura 2D
esta en negrita. PDISP-VIH Con S ACFI-A/Brisbane/10/2007 H3 TM+CT esta subrayado.
12 Secuencia aminoacidica de PDISP-VIH ConS ACFI-A/Brisbane/10/2007 H3 TM+CT Figura 2E
13 IF-H5dTm+gp145.r Figura 3A
14 Gp145+H5dTm.c Figura 3B
15 IF-H5dTm.r Figura 3C
Casete de expresion numero 999, de Pacl (aguas arriba del promotor) a Ascl
16 (inmediatamente aguas abajo del terminador NOS). El sitio de restriccion Sbfl eliminado Figura 3D
esta en negrita. PDISP-VIH ConS ACFI-A/Indonesia/5/2005 H5 TM+CT esta subrayada.
17 Secuencia aminoacidica de PDISP-VIH ConS ACFI-A/Indonesia/5/2005 H5 TM+CT Figura 3E
Casete de expresion numero 172, de Xmal (aguas arriba del promotor de plastocianina) a
18 EcoRI (inmediatamente aguas abajo del terminador de plastocianina). La secuencia de Figura 4A
acido nucleico TBSV P19 esta subrayada.
19 Secuencia aminoacidica del supresor de silenciamiento P19 del TBSV Figura 4B
20 IF-wtSp-VZVgE.c Figura 10A
21 IF-H5dTm+VZVgE.r Figura 10B
29 Gen gE de VZV sintetizado (correspondiente a nt 3477-5348 de numero de acceso al Figura 10C
Genebank AY013752.1) 9
23 VZVgE+H5dTm.c Figura 10D
Casete de expresion numero 946, de Pacl (aguas arriba del promotor) a Ascl
24 (inmediatamente aguas abajo del terminador NOS). VZV gE-A/Indonesia/5/2005 H5 TM+CT | Figura 10E
subrayado
25 Secuencia aminoacidica de VZV gE- A/lndonesia/5/2005 H5 TM+CT Figura 10F
26 IF-wtSp-SARSgS.c Figura 12B
27 IF-H5dTm+SARSgS.r Figura 12C
28 Gen gS de SARS sintetizado (correspondiente a nt 21492-25259 de niumero de acceso al Figura 12D

Genebank AY278741.1) (Péptido sefal nativo en negrita, dominios transmembrana y
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citosolico nativos subrayados)

29 SARSgS+H5dTm.c Figura 12E
Casete de expresion numero 916, de Pacl (aguas arriba del promotor) a Ascl
30 (inmediatamente aguas abajo del terminador NOS). SARS gS-A/Indonesia/5/2005 H5 Figura 12F
TM+CT subrayado

31 Secuencia aminoacidica de SARS gS- A/lndonesia/5/2005 H5 TM+CT Figura 12G

32 IF-RabG-S2+4.c Figura 8B

33 RabG+H5dTm.r Figura 8C

Gen G Rab sintetizado (correspondiente a nt 3317-4891 de niumero de acceso al Genebank
34 EF206707) (Péptido sefal nativo en negrita, dominios transmembrana y citosolico nativos Figura 8D
subrayados)

35 IF-H5dTm.c Figura 8E
Construccion 141 de t-ADN de izquierda a derecha (subrayado). Sistema de expresién

36 2X35S-CPMV-HT-PDISP-NOS con casete de expresion del inhibidor de silenciamiento de Figura 8F

Plastocianina-P19-Plastocianina
37 Casete de expresién nimero 1074 del promotor 2X35S al terminador de NOS. PDISP-Rab Fiqura 8H
G -A/Indonesia/5/2005 H5 TM+CT esta subrayado. 9

38 Secuencia aminoacidica de PDISP-Rab G- A/Indonesia/5/2005 H5 TM+CT Figura 8l
Construccion 144 de t-ADN de izquierda a derecha (subrayado). Sistema de expresién

39 2X35S-CPMV-HT-PDISP-NOS en BeYDV + replicasa con casete de expresion del inhibidor Figura 8J

de silenciamiento de Plastocianina-P19-Plastocianina
40 Casete de expresion numero 1094 de derecha a izquierda de BeYDV LIR.PDISP-Rab G - Fiqura 8L
AlIndonesia/5/2005 H5 TM+CT esta subrayado. 9

41 H5 (A/Indonesia/05/2005) TM/CT: QILSIYSTVASSLALAIMMAGLSLWMCSNGSLQCRICI

42 H3 (A/Brisbane/10/2007) TM/CT: DWILWISFAISCFLLCVALLGFIMWACQKGNIRCNICI

43 IF-Opt_EboGP.s2+4c Figura 13A

44 H5ITMCT+Opt_EboGP.r Figura 13B

45 Gen GP sintetizado optimizado Figura 13C

46 Opt_EboGP+H5iTMCT.c Figura 13D

47 Construccién 1192 Figura 13F

48 Casete de expresion numero 1366 Figura 13G

Secuencia aminoacidica de PDISP-GP del virus del Ebola Zaire 95-H5 TM+CT de .
49 Figura 13 H

A/lndonesia/5/2005

5

La presente invencion se ilustrara en los siguientes ejemplos.

Ejemplos

Construcciones

Tabla 2: Construcciones que comprenden secuencias que codifican la proteina del VIH
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Sistema de Sistema de s 5 Proteina 3 Nptll (Ori Plasto-P19 N.°
expresion amplificacion P tDNA) (Ori tDNA) Const.
CPMV HT - WtSp | - | Gp145ACFI | wt TM+CT L—R - 994
CPMV HT - F?Igl - | Gp145ACFI | wt TM+CT L—R - 995
CPMV HT ; WiSp | - | Gp145ACFI HTﬁA/i‘/CBT” L>R ; 996
Sp H3 A/Bri
CPMV HT - PDI - | Gp145ACFI TM+CT L—R - 997
CPMV HT ; WiSp | - | Gp145ACFI H%ﬁ'g#o L>R ; 998
Sp H5 A/Indo
CPMV HT - PDI - | Gp145ACFI TM+CT L—R - 999
CPMV HT BeYDV+rep Pslgl - | Gp145ACFI | wt TM+CT - L—R 985
CPMV HT BeYDV-+rep PS|:F))| - | Gp145ACFI "T'm/g{' - L-R 987
CPMV HT BeYDV-+rep lf‘gl - | Gp145ACFI H%ﬁ'g;’." - LR 989
Tabla 3: Construcciones que comprenden secuencias que codifican una proteina del virus de la rabia
. . Nptll
Sistema de Sistema de , . , Plasto-P19 N.°
expresion amplificacion Sp |5 Proteina 3 tlgol\lr,l\) (Ori tDNA) | Const.
CPMV HT - o8 | - | Gdelarabia - - LR 1070
CPMV HT - Pslgl - G de la rabia - - L—R 1071
CPMV HT BeYDV+rep \SA;tD - G de la rabia - - L—R 1090
CPMV HT BeYDV+rep PSISI - G de la rabia - - L—R 1091
Sp . H5 A/Indo
CPMV HT - PDI | - G de la rabia TM+CT - L—R 1074
Sp . H5 A/Indo
CPMV HT BeYDV+rep pDI | - G de la rabia T™M+CT - L—R 1094
Sp G de la rabia
CPMV HT BeYDV+rep PDI | - (A447S) - - L—R 1072
Sp G de la rabia
CPMV HT BeYDV+rep PDI | - (A44TS) - - L—R 1092
Sp G de la rabia
CPMV HT - PDI | | (M441+v392G) - - L=R 1073
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CPMV HT BeYDV-+rep I;Q’Sl - (,\(i‘ 4‘23 l%gg‘g) - - LR 1093
Sp G de la rabia H5 A/Indo

CPMV HT PDI | ~ | (M441+V392G) | TM+CT - L=R 1075
Sp G de la rabia H5 A/Indo

CPMV HT BeYDV+rep | pb | - | aarsv3eon) TMCT - LR 1095

Tabla 4: Construccidon que comprende secuencias que codifican la proteina de VZV

Sistema de Sistema de s 5' | Proteina 3 Nptll (Ori Plasto-P19 N.°
expresion amplificacion P Tdna) (Ori tDNA) Const.
CPMV HT - WtSp | - | gEVZV | wt TM+CT L—-R 944
CPMV HT - PSISI - | ggVZV | wt TM+CT L—R - 945
HS A/Indo
CPMV HT - WiSp | - | g VZV TM+CT L—-R - 946
Sp HS A/lndo
CPMV HT - PDI - | gevzv TM+CT L—-R - 947

Tabla 5: Construccién que comprende secuencias que codifican la proteina de SARS

Sistema_'de Sistgma de Sp 5 | Proteina 3 Nptll (Ori PIagto-P19 N.°
expresion amplificacion tDNA) (OritDNA) Const.
CPMV HT WtSp | - Sggs wt TM+CT L—R 914
CPMV HT - PS|:F))| - S/ggs wtTM+CT | LoR - 915
CPMV HT WitSp | - Sggs HTslv/f‘fr'(’:ﬁo L—R - 916
cruv it S| oS | e | - [

10

15

20

Ejemplo 1: Ensamblaje de casetes de expresion con proteina de VIH

2X35S-CPMV HT-PDISP-VIH ConS ACFI-NOS (construccién numero 995)

Una secuencia que codifica el péptido sefial PDI de alfalfa condensado a ConS ACFI de VIH con dominio
transmembrana y de cola citosdlica nativo se clond en el sistema de expresion 2X35S-CPMV-HT como se indica a
continuacion. En primer lugar, la secuencia de &cido nucleico del gen ConS ACFI de VIH, que comprendia el péptido
sefial nativo y los dominios transmembrana y citoplasmaticos se sintetizé por GeneArt AG (Regensburg, Alemania)
de acuerdo con las secuencias desveladas en Liao et al, (2006, Virology 353: 268-282). La secuencia de acido
nucleico de ConS ACFI de VIH se presenta en la Figura 1A (SEQ ID NO: 1). El péptido sefial de la proteina disulfuro
isomerasa (PDISP) de alfalfa (nucleétidos 32-103; n.° de acceso Z11499) se unié al ConS ACFI de VIH por el
método de ligacién basado en PCR presentado por Darveau et al. (Methods in Neuroscience 26: 77-85 (1995)). En
una primera ronda de PCR, un fragmento que contenia PDISP se amplificé usando los cebadores IF-Apal-SpPDLc
(Figura 1B, SEQ ID NO: 2) y SpPDI-VIH gp145.r (Figura 1C, SEQ ID NO: 3) con la construccion numero 540 (véase
la Figura 52, SEQ ID NO: 61 del documento WO 2010/003225. que se incorpora en el presente documento por
referencia, para la secuencia de construccion numero 540) como plantilla. Un segundo fragmento que contenia
ConS ACFI sin el péptido sefial nativo se amplificé usando los cebadores IF-SpPDI-gp145.c (Figura 1D, SEQ ID NO:
4) y WtdTm-gp145.r (Figura 1E, SEQ ID NO: 5) usando el segmento ConS ACFI sintetizado (Figura 1A, SEQ ID NO:
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1) como plantilla. En una segunda ronda de PCR, se usaron los cebadores IF-Apal-SpPDI.c (Figura 1B, SEQ ID NO:
2) y WtdTm-gp145.r (Figura 1E, SEQ ID NO: 5) junto con ambos productos PCR de la primera ronda de PCR como
plantilla. El producto PCR resultante se digirié con la enzima de restriccion Apal y se clon6 en una construccion 972
modificada digerida con Apal-Stul. El plasmido aceptor 972 modificado (véase la Figura 94, SEQ ID NO: 134 del
documento WO 2010/003225, para la secuencia original de construccién numero 972) se traté para eliminar un sitio
de restriccion Sbfl aguas arriba del promotor 2X358S. El sitio Sbfl se elimind mediante la digestion del plasmido 972
con Sbfl, tratando el plasmido resultante con T4 ADN polimerasa para eliminar el 3' saliente y ligando de nuevo el
plasmido tratado, dando como resultado el plasmido 972 modificado sin el sitio Sbfl. A la construccién resultante se
le dio el nimero 995 (Figura 1F, SEQ ID NO: 6). La secuencia aminoacidica de ConS ACFI| de PDISP-VIH se
presenta en la Figura 1G (SEQ ID NO: 7). La representacion del pldsmido 995 se presenta en la Figura 1H. Esta
construccion no codifica una proteina M1.

2X35S-CPMV HT -PDISP-VIH ConS ACFI+ H3 A/Brisbane/10/2007 (TmD + cola citop.)-NOS (construcciéon nimero
997)

Una secuencia que codificaba el péptido sefial PDI de la alfalfa fusionado a ConS ACFI VIH y a los dominios
transmembrana y de cola citosélica de H3 A/Brisbane/10/2007 se clond en el sistema de expresion 2X35S-CPMV-
HT usando el método de ligacién basado en PCR presentado por Darveau et al. (Methods in Neuroscience 26: 77-85
(1995)). En una primera ronda de PCR, un fragmento que comprendia ConS ACFI PDISP-VIH sin los dominios
nativos transmembrana y citoplasmatico se amplificé usando los cebadores IF-Apal-SpPDI.c (Figura 1B, SEQ ID NO:
2) e IF-H3dTm+gp145.r (Figura 2A, SEQ ID NO: 8), usando la construccion numero 995 (Figura 1F, SEQ ID NO: 6)
como plantila. Un segundo fragmento que contenia los dominios transmembrana y citosélido de H3
A/Brisbane/10/2007 se amplific6 usando los cebadores Gp145+H3dTm.c (Figura 2B, SEQ ID NO: 9) y H3dTm.r
(Figura 2C, SEQ ID NO: 10), usando la construccion numero 776 (véase la Figura 60, SEQ ID NO: 69 del documento
WO 2010/003225, para la secuencia de la construccién numero 776) como plantilla. Los productos PCR de ambas
amplificaciones se mezclaron entonces y se usaron como plantilla para una segunda ronda de amplificacion usando
IF-Apal-SpPDl.c (Figura 1B, SEQ ID NO: 2) y H3dTm.r (Figura 2C, SEQ ID NO: 10) como cebadores. El producto de
la segunda PCR se digirio después con Apal y se cloné en la construccion numero 995 (Figura 1F, SEQ ID NO: 6)
digerido con las enzimas de restriccion Apal y Stul. A la construccion resultante se le dio el niumero 997 (Figura 2D,
SEQ ID NO: 11). La secuencia aminoacidica de PDISP-VIH ConS ACFI-A/Brisbane/10/2007 H3 TM+CT se presenta
en la Figura 2E (SEQ ID NO: 12). La representacion del plasmido 997 se presenta en la Figura 2F. Esta construccion
no codifica una proteina M1.

2X35S-CPMV _HT-PDISP-VIH ConS ACFI-H5 A/Indonesia/5/2005 (TmD + cola citop.)-NOS (construccién nuimero
999)

Una secuencia que codificaba el péptido sefial PDI de la alfalfa fusionado a ConS ACFI de VIH y a los dominios
transmembrana y de cola citosdlica de H5 A/Indonesia/5/2005 se clond en el sistema de expresion 2X35S-CPMV-HT
como se indica a continuacion usando el método de ligacion basado en PCR presentado por Darveau et al. (Methods
in Neuroscience 26: 77-85 (1995)). En una primera ronda de PCR, un fragmento que contenia ConS ACFI de
PDISP-VIH sin los dominios transmembrana y citoplasmatico nativos se amplificoé usando los cebadores IF-Apal-
SpPDl.c (Figura 1B, SEQ ID NO: 2) e IF-H5dTm+gp145.r (Figura 3A, SEQ ID NO: 13), usando la construccion
numero 995 (Figura 1F, SEQ ID NO: 6) como plantila. Un segundo fragmento que contenia los dominios
transmembrana y citoplasmatico de H5 A/Indonesia/5/2005 se amplific6 usando los cebadores Gp145+H5dTm.c
(Figura 3B, SEQ ID NO: 15) e IF-H5dTm.r (Figura 3C, SEQ ID NO: 15), usando la construccién numero 972 (véase
la Figura 94, SEQ ID NO: 134 del documento WO 2010/003225 para la secuencia de construccion nimero 972)
como plantilla. Los productos PCR de ambas amplificaciones se mezclaron entonces y se usaron como plantilla para
una segunda ronda de amplificacion usando IF-Apal-SpPDl.c (Figura 1B, SEQ ID NO: 2) e IF-H5dTm.r (Figura 3C,
SEQ ID NO: 15) como cebadores. El producto de la segunda PCR se digirié6 después con Apal y se clon6 en la
construccion numero 995 (Figura 1F, SEQ ID NO: 6) digerido con las enzimas de restriccion Apal y Stul. A la
construccion resultante se le dio el numero 999 (Figura 3D, SEQ ID NO: 16). La secuencia aminoacidica de PDISP-
VIH ConS ACFI- A/lndonesia/5/2005 H5 TM+CT. TM+CT se presenta en la Figura 3E (SEQ ID NO: 17). La
representacion del plasmido 999 se presenta en la Figura 3F. Esta construccion no codifica una proteina M1.

Plastocianina-P19-plastocianina (construcciéon nimero 172)

Una secuencia que codificaba el supresor P19 de silenciamiento del virus del enanismo ramificado del tomate
(TBSV) se clond entre el promotor de plastocianina de la alfalfa y la 3'UTR y el terminador como se indica a
continuacién. La construccion nimero R472 (véase el documento WO 2010/003225 A1, para el ensamblaje y la
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Figura 86 del documento WO 2010/003225 A1 para una representacion del plasmido R472) se digirié con las
enzimas de restriccion Dralll (84 pares de bases aguas arriba del ATG inicial) y Sacl (9 pares de bases aguas abajo
del codén de terminacioén) para eliminar un fragmento que comprendia 84 pb del promotor de plastocianina de la
alfalfa y la secuencia que codifica el supresor de silenciamiento P19 del TBSV. El fragmento resultante se clon6 en
la construccion 540 (véase el documento WO 2010/003225, para el ensamblaje y la Figura 6 de la misma patente
para una representacion del plasmido 540) digerido previamente con Dralll y Sacl. A la construccién resultante se le
dio el niumero 172 (SEQ ID NO: 4A, Figura 18). La secuencia aminoacidica de la proteina P19 de TBSV se presenta
en la Figura 4B (SEQ ID NO: 19). Una representacién del plasmido 172 se presenta en la Figura 4C.

Preparacion de biomasa vegetal, indculo, agroinfiltracion

Las expresiones "biomasa" y "materia vegetal" como se usan en el presente documento, pretenden reflejar cualquier
material obtenido a partir de una planta. La biomasa o materia vegetal pueden comprender una planta completa,
tejido, células, o cualquier fraccion de los mismos. Ademas, la biomasa o materia vegetal pueden comprender
componentes vegetales intracelulares, componentes vegetales extracelulares, extractos liquidos o sdlidos de
plantas, o una combinaciéon de los mismos. Ademas, la biomasa o materia vegetal pueden comprender plantas,
células vegetales, tejido, un extracto liquido, o una combinacion de los mismos, de hojas, tallos, flores, frutos, raices
de la planta o una combinacién de los mismos. Una porcién de una planta puede comprender materia vegetal o
biomasa.

Las plantas de Nicotiana benthamiana se cultivaron a partir de semillas en llanos rellenados con un sustrato de
musgo de turbera comercial. Las plantas se dejaron crecer en el invernadero bajo un fotoperiodo 16/8 y un régimen
de temperatura de 25 °C dia/20 °C noche. Tres semanas después de la siembra, las plantulas individuales se
seleccionaron, se transplantaron en macetas y se dejaron crecer en el invernadero durante tres semanas adicionales
bajo las mismas condiciones ambientales.

Las Agrobacteria transfectadas con cada construccion se dejaron crecer en un medio YEB complementado con
acido 2-[N-morfolino]etanosulfénico 10 mM (MES), acetosiringona 20 pM, 50 pg/ml de canamicina y 25 ug/ml de
carbenicilina a pH 5,6, hasta que alcanzaron un ODgg entre 0,6 y 1,6. Las suspensiones de Agrobacterium se
centrifugaron antes del uso y volvieron a suspender en medio de infiltracion (MgCl, 10 mM y MES 10 mM pH 5,6) y
se almacenaron durante una noche a 4 °C. El dia de la infiltracion, los lotes de cultivo se diluyeron en voliumenes de
2,5 cultivos y se dejaron calentar antes del uso. Las plantas completas de N. benthamiana se colocaron al revés en
la suspension bacteriana en un tanque de acero inoxidable hermético a un vacio de 20-40 Torr durante 2 min. Las
plantas se devolvieron al invernadero durante un periodo de incubacién de 2-6 dias hasta la cosecha. A menos que
se especifique otra cosa, todas las infiliraciones se realizaron como co-infiltracion con la cepa AGL1/R472 en una
relacion 1:1.

Las cepas de A. tumefaciens que comprenden las diversas construcciones como se describe en el presente
documento se denominan usando el prefijo "AGL1". Por ejemplo, la construccion numero 995 que comprende A.
tumefaciens (véase la Figura 1H), se denomina "AGL1/995".

Cosecha de hojas y extraccién de proteinas totales

Después de la incubacion, la parte aérea de las plantas se cosechd, se congeld a -80 °C y se triturd en trozos. Las
proteinas solubles totales se extrajeron mediante homogeneizacion (Polytron) de cada muestra del material vegetal
congelado-triturado en 3 volumenes de Tris 50 mM frio a pH 8,0, NaCl 0,15 M, Triton X-100 al 0,1 % vy fluoruro de
fenilmetanosulfonilo 1 mM. Después de la homogenizacion, las suspensiones se centrifugaron a 10.000 g durante 10
min a 4 °C y estos extractos en bruto aclarados (sobrenadantes) se conservaron para su analisis.

Analisis de proteinas e inmunotransferencia

El contenido de proteina total de los extractos en bruto depurados se determind por el ensayo Bradford (Bio-Rad,
Hercules, CA) usando albumina sérica bovina como el patron de referencia. Las proteinas se separaron por SDS-
PAGE y se electrotransfirieron sobre membranas de difluoruro de polivinileno (PVDF) (Roche Diagnostics
Corporation, Indianapolis, IN) para determinar la inmunodeteccion. Antes de la inmunotransferencia, las membranas
se bloquearon con leche desnatada al 5 % y Tween-20 al 0,1 % en una solucion salina tamponada con Tris (TBS-T)
durante 16-18 h a 4 °C.

La inmunotransferencia se realizé por incubacién con un anticuerpo primario anti-gp120 policlonal de cabra (Abcam,
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ab21179) diluido 1:2500 en 2 pg/ml en leche desnatada al 2 % en TBS-Tween 20 al 0,1 %. La deteccion por
quimioluminiscencia se realizd6 después de la incubacion con anticuerpos secundarios anti-cabra de burro
conjugados con peroxidasa (JIR 705-035-147), diluidos 1:10000 en leche desnatada al 2 % en TBS-Tween 20 al 0,1
%. Los complejos inmunorreactivos se detectaron por quimioluminiscencia usando luminol como el sustrato (Roche
Diagnostics Corporation)

Ejemplo 2: Expresién de proteinas de envoltura de VIH nativas y quiméricas en plantas

ConS ACFI de VIH es una proteina de envoltura M consenso del grupo VIH con bucles variables acortados, delecién
del sitio de escisién, el dominio de fusion y una regidon inmunodominante en gp41. Se demostré6 que provocaba
anticuerpos neutralizantes de subtipo cruzado de amplitud y nivel similares o mayores que las proteinas de envoltura
de tipo silvestre en cobayas (Liao et al., Virology (2006) 353: 268-282).

La figura 5 presenta las construcciones usadas en este estudio. En la construcciéon numero 995, la regién codificante
para el ConS ACFI VIH maduro (denominado mas adelante como Env), que comprendia el TM/CT nativo, se puso
bajo el control del sistema de expresién CPMV-HT. En las construcciones numero 997 y 999, los dominios TM/CT de
Env de VIH se reemplazaron por los de la hemaglutinina de influenza (HA) de A/Brisbane/10/2007 (H3N2) y
Al/Indonesia/05/2005 (H5N1), respectivamente. En todos los casos, un péptido sefial de origen vegetal - procedente
de la proteina de alfalfa disulfuro isomerasa (PDI) - reemplazoé el péptido sefal nativo de la proteina Env de VIH.

La produccion de Env de VIH de las construcciones 995, 997 y 999 se compard en plantas Nicotiana benthamiana
agroinfiliradas. Los extractos de proteina de plantas infiltradas con AGL1/995, AGL1/997 y AGL1/999 se analizaron
por transferencia Western, y el resultado se muestra en la Figura 6, donde los carriles 1 a 4 son controles positivos
que contienen diversas cantidades de gp160 de VIH-1 recombinante (ab68171); carril 5, control negativo; carriles 6 a
8, proteinas extraidas de hojas infiltradas con AGL1/995; carriles 9 y 10, proteinas extraidas de hojas infiltradas con
AGL1/997; carriles 11 y 12, proteinas extraidas de hojas infiltradas con AGL1/999.

Como se muestra en la Figura 6, la expresion de la Env nativa de VIH no pudo detectarse en las condiciones usadas
para la deteccion, lo que confirma el bajo nivel de acumulacién indicado previamente para la proteina Env de VIH en
las plantas (Rybicki et al., 2010, Plant Biotechnology Journal 8: 620-637). Las formas quiméricas de Env, en las que
los dominios TM/CT se reemplazaron por el de H3 de influenza (construccion # 997) o el de H5 (construccion #999),
se acumularon a niveles mucho mayores que la forma nativa. Como se ha indicado anteriormente, las
construcciones #997 y #999 no codifican una proteina M1.

Ejemplo 3 Ensamblaje de Env quimérica de VIH en particulas pseudoviricas

También se examiné la capacidad de la Env de VIH quimérica para ensamblarse en una VLP en una planta en
ausencia de una proteina nucleo o matriz. Los extractos de proteina de AGL1/997 (Env/H3) y AGL1/999 (Env/H5) se
sometieron a cromatografia de filtracion en gel seguida del andlisis de las fracciones de elucion para determinar el
contenido de Env usando anticuerpos anti-gp120 de cabra. La transferencia Western presentada en la Figura 7A
muestra que para los extractos de plantas infiltradas con AGL1/999, el contenido de Env quimérica/H5 en la fraccion
de elucion alcanza su maximo en las fracciones 7 a 10, lo que indica su ensamblaje en estructuras de peso
molecular muy elevado de mas de 2 millones de daltons. El examen del contenido de proteina relativo en las
fracciones 7 a 18 muestra claramente que la gran mayoria de las proteinas huésped eluyeron en las fracciones de
11 a 18 (Figura 7B). Estos resultados muestran que Env/H5 se ensambla en estructuras de peso molecular alto de
un tamafio mas alla del peso molecular esperado del homotrimero. Se obtuvieron resultados similares para Env/H3
en las plantas infiltradas con AGL1/997. En conjunto, estos resultados demuestran que la Env/H5 quimérica de VIH
se acumulé en un alto nivel en plantas agroinfiltradas y se ensamblé en particulas pseudoviricas en ausencia de
proteina nucleo o de matriz. Estos resultados también demuestran que la fusion de los dominios TM/CT de HA de
influenza a los antigenos distintos de influenza es suficiente para ensamblar y liberar las VLP que presentan el
antigeno diferente de influenza.

Ejemplo 4: Ensamblaje de casetes de expresion con proteina de la rabia

C-2X35S-CPMV HT-PDISP-glicoproteina G de la rabia (RabG)+H5 A/Indonesia/5/2005 en dominio transmembrana y
de cola citoplasmatica (TM+CT)-NOS (Construccién nimero 1074; Figura 8A, 8H).

Una secuencia que codificaba el ectodominio de glicoproteina G de la rabia (RabG) fusionado a los dominios
transmembrana y de cola citosodlica de H5 A/Indonesia/5/2005 se clond en el sistema de expresion 2X35S-CPMV-
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HT-PDISP-NOS en un plasmido que contenia el casete de expresién de Plastocianina-P19-Plastocianina como se
indica a continuacién usando el método de ligacion basado en PCR presentado por Darveau et al. (Methods in
Neuroscience 26: 77-85 (1995)). En una primera ronda de PCR, un fragmento que contenia el ectodominio G Rab
sin el péptido sefal nativo, los dominios transmembrana y citoplasmatico, se amplificd usando los cebadores IF-
RabG-S2+4.c (Figura 8B, SEQ ID NO:32) y RabG+H5dTm.r (Figura 8C, SEQ ID NO:33), usando el gen G Rab
sintetizado (correspondiente al nt3317-4891 de numero de acceso al Genebank EF206707) (Figura 8D, SEQ ID
NO:34) como plantilla. Un segundo fragmento que contenia los dominios transmembrana y citoplasmatico de H5
Allndonesia/5/2005 se amplifico usando los cebadores IF-H5dTm.c (Figura 8E, SEQ ID NO:35) e IF-H5dTm.r (Figura
3C, SEQ ID NO: 15), usando la construcciéon numero 972 (véase la Figura 94, SEQ ID NO: 134 del documento WO
2010/003225, para la secuencia de construccion numero 972) como plantilla. Los productos PCR de ambas
amplificaciones se mezclaron entonces y se usaron como plantilla para una segunda ronda de amplificacion usando
IF-RabG-S2+4.c (Figura 8B, SEQ ID NO:32) e IF-H5dTm.r (Figura 3C, SEQ ID NO: 15) como cebadores. El
fragmento resultante se cloné dentro del marco con el péptido sefial PDI de alfalfa en el sistema de expresion
2X35S-CPMV HT-NOS usando el sistema de clonacién en fusién de Clontech (Mountain View, CA). La construccion
141 (Figura 8F, 8G) se digiri6 con las enzimas de restriccion Sbfl y Stul y se usé para la reaccién de ensamblaje en
fusién. La construccion nimero 141 es un plasmido aceptor destinado a la clonacion "en fusién”" de genes de interés
en un casete de expresién basado en CPMV HT. También incorpora una construccion génica para la co-expresion
del supresor de TBSV P19 del silenciamiento bajo el promotor génico de plastocianina de la alfalfa y el terminador.
El vector es un plasmido basado en pCAMBIA y la secuencia de los bordes del t-ADN de izquierda a derecha se
presenta en la Figura 8F (SEQ ID NO:36). Una representacion esquematica del vector 141 se presenta en la Figura
8G. A la construccion resultante se le dio el nimero 1074 (Figura 8H, SEQ ID NO: 37). La secuencia aminoacidica
de PDISP - Rab G - A/lndonesia/5/2005 H5 TM+CT se presenta en la Figura 8| (SEQ ID NO:38). La representacion
del plasmido 1074 se presenta en la Figura 8A. Esta construccion no codifica una proteina M1.

D-2X35S-PDISP-glicoproteina G de la rabia (RabG)+H5 A/Indonesia/5/2005 en dominio transmembrana y de cola
citoplasmatica (TM+CT)-NOS en sistema de amplificacién BeYDV + replicasa (Construccién niumero 1094: Figura

8L, 8M

Una secuencia que codificaba el ectodominio de la glicoproteina G de la rabia (Rab G) fusionado a los dominios
transmembrana y de cola citosolica de H5 A/Indonesia/5/2005 se cloné en el sistema de expresion 2X35S-CPMV-
HT-PDISP-NOS en BeYDV+replicasa en un plasmido que contenia el casete de expresion de Plastocianina-P19-
Plastocianina como se indica a continuaciéon usando el método de ligacion basado en PCR presentado por Darveau
et al. (Methods in Neuroscience 26: 77-85 (1995)). En una primera ronda de PCR, un fragmento que contenia el
ectodominio G Rab sin el péptido sefial nativo, los dominios transmembrana y citoplasmatico, se amplific6 usando
los cebadores IF-RabG-S2+4.c¢ (Figura 8B, SEQ ID NO:32) y RabG+H5dTm.r (Figura 8C, SEQ ID NO: 33), usando el
gen G Rab sintetizado (correspondiente a nt 3317-4891 de Genebank n.° de acceso EF206707) (Figura 8D, SEQ ID
NO:34) como plantilla. Un segundo fragmento que contenia los dominios transmembrana y citoplasmatico de H5
Allndonesia/5/2005 se amplificé usando los cebadores IF-H5dTm.c (Figura 8E, SEQ ID NO: 35) e IF-H5dTm.r
(Figura 3C, SEQ ID NO: 15), usando la construccion nimero 972 (véase la Figura 94, SEQ ID NO: 134 del
documento WO 2010/003225, para la secuencia de construcciéon nimero 972) como plantilla. Los productos PCR de
ambas amplificaciones se mezclaron entonces y se usaron como plantilla para una segunda ronda de amplificacion
usando IF-RabG-S2+4.c (Figura 8B, SEQ ID NO:32) e IF-H5dTm.r (Figura 3C, SEQ ID NO: 15) como cebadores. El
fragmento resultante se cloné dentro del marco con el péptido sefial PDI de alfalfa en el casete de expresion 2X35S-
CPMV HT-NOS en el sistema de amplificacion BeYDV+replicasa usando el sistema de clonacion en fusion de
Clontech (Mountain View, CA). La construccion 144 se digirié con la enzima de restriccion Sbfl y Stul y se us6 para
la reaccién de ensamblaje en fusion. La construccion nimero 144 es un plasmido aceptor destinado a la clonacion
"en fusiéon" de genes de interés en un casete de expresion basado en CPMV HT en el sistema de amplificacion
BeYDV. También incorpora una construccién génica para la co-expresion del supresor de TBSV P19 del
silenciamiento bajo el promotor génico de plastocianina de la alfalfa y el terminador. El vector es un plasmido basado
en pCAMBIA vy la secuencia de los bordes del t-ADN de izquierda a derecha se presenta en la Figura 8J (SEQ ID
NO:39). Una representacion esquematica del vector 144 se presenta en la Figura 8K. A la construccion resultante se
le dio el numero 1094 (Figura 8L, SEQ ID NO:40). La secuencia aminoacidica de PDISP - Rab G -
Allndonesia/5/2005 H5 TM+CT se presenta en la Figura 81 (SEQ ID NO:38). La representacion del plasmido 1094 se
presenta en la Figura 8M. Esta construccion no codifica una proteina M1.

Ejemplo 5: Expresién de proteinas quiméricas de la rabia en plantas

La proteina G se expresé en fusién con PDI Sp (construccién 1071). La construccién 1074 es una fusion de la
proteina G de la rabia con PDI Sp y el dominio H5A/Indo TM+CT. La construccion 1094 es una fusién de la proteina
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G de la rabia con BeYDV + rep, PDI Sp y el dominio H5A/Indo TM+CT. La construccion 1091 es una fusion de la
proteina G de la rabia con PDI Sp y BeYDV + rep.

Las plantas de Nicotiana benthamiana se cultivaron a partir de semillas en llanos rellenados con un sustrato de
musgo de turbera comercial. Las plantas se dejaron crecer en el invernadero bajo un fotoperiodo 16/8 y un régimen
de temperatura de 25 °C dia/20 °C noche. Tres semanas después de la siembra, las plantulas individuales se
seleccionaron, se transplantaron en macetas y se dejaron crecer en el invernadero durante tres semanas adicionales
bajo las mismas condiciones ambientales.

Las Agrobacteria transfectadas con cada construccion (construcciones 1071, 1071, 1074, 1091, y 1094) se dejaron
crecer en un medio YEB complementado con acido 2-[N-morfolinoletanosulfénico 10 mM (MES), acetosiringona 20
UM, 50 ug/ml de canamicina y 25 ug/ml de carbenicilina a pH 5,6, hasta que alcanzaron un ODggo entre 0,6 y 1,6.
Las suspensiones de Agrobacterium se centrifugaron antes del uso y volvieron a suspender en medio de infiltracion
(MgCl; 10 mM y MES 10 mM pH 5,6) y se almacenaron durante una noche a 4 °C. El dia de la infiltracion, los lotes
de cultivo se diluyeron en volumenes de 2,5 cultivos y se dejaron calentar antes del uso. Las plantas completas de
N. benthamiana se colocaron al revés en la suspension bacteriana en un tanque de acero inoxidable hermético a un
vacio de 20-40 Torr durante 2 min. Las plantas se devolvieron al invernadero durante un periodo de incubacion de 2-
6 dias hasta la cosecha. A menos que se especifique otra cosa, todas las infiltraciones se realizaron como co-
infiltracién con la cepa AGL1/R472 en una relacion 1:1.

Después de la incubacion, la parte aérea de las plantas se cosechd, se congeld a -80 °C y se triturd en trozos. Las
proteinas solubles totales se extrajeron mediante homogeneizacion (Polytron) de cada muestra del material vegetal
congelado-triturado en 3 volumenes de Tris 50 mM frio a pH 8,0, NaCl 0,15 M, Triton X-100 al 0,1 % y fluoruro de
fenilmetanosulfonilo 1 mM. Después de la homogenizacion, las suspensiones se centrifugaron a 10.000 g durante 10
min a 4 °C y estos extractos en bruto aclarados (sobrenadantes) se conservaron para su analisis.

El contenido de proteina total de los extractos en bruto depurados se determind por el ensayo Bradford (Bio-Rad,
Hercules, CA) usando albumina sérica bovina como el patrén de referencia. Las proteinas se separaron por SDS-
PAGE y se electrotransfirieron sobre membranas de difluoruro de polivinileno (PVDF) (Roche Diagnostics
Corporation, Indianapolis, IN) para determinar la inmunodeteccion. Antes de la inmunotransferencia, las membranas
se bloquearon con leche desnatada al 5 % y Tween-20 al 0,1 % en una solucion salina tamponada con Tris (TBS-T)
durante 16-18 h a 4 °C.

La inmunotransferencia se realizd por incubaciéon con 0,5 ug/ul de un anticuerpo primario Santa Cruz SE-57995 en
leche desnatada al 2 % en TBS-Tween 20 al 0,1 %. La deteccién por quimioluminiscencia se realizé después de la
incubacién con anticuerpo secundario anti-raton de cabra conjugado con peroxidasa, JIR, 115-035-146 diluido
1:10,000 en leche desnatada al 2 % en TBS-Tween 20 al 0,1 %. Los complejos inmunorreactivos se detectaron por
quimioluminiscencia usando luminol como el sustrato (Roche Diagnostics Corporation).

Como se muestra en la Figura 8N, la proteina G de la rabia se expresé en fusion con PDI Sp (construccion 1071),
BeYDV + rep (construcciones 1094 o 1091), dominio H5A/Indo TM+CT (construccién 1074), o una combinacion de
los mismos.

Ejemplo 6: Ensamblaje de la proteina G quimérica de la rabia en particulas pseudoviricas

También se examiné la capacidad de la proteina G de la rabia quimérica para ensamblarse en una VLP en una
planta en ausencia de una proteina nucleo o matriz. Los extractos de proteina de plantas transformadas usando la
construccion 1074 o la construccion 1094, se depuraron y se sometieron a cromatografia de filtracion en gel seguida
del analisis de las fracciones de elucién para determinar el contenido de G de la rabia usando anticuerpos primarios
Santa Cruz SE-57995. La transferencia Western presentada en la Figura 80 muestra que los extractos de las
plantas infiltradas, el contenido de G quimérica de la rabia en las fracciones de elucion alcanza el maximo en las
fracciones 8 a 14 para la proteina producida usando la construccion 1074, y divide una mayor parte de la proteina
que se eluye en las fracciones 8 a 12 para los extractos de proteina preparados usando la construccion 1094, lo que
indica su ensamblaje en estructuras de peso molecular muy elevado de mas de 2 millones de daltons. Estos
resultados muestran que G de la rabia se ensambla en estructuras de peso molecular alto de un tamafio mas alla del
peso molecular esperado del homotrimero.

La Figura 9A muestra un analisis de inmunotransferencia de la proteina G de la rabia purificada expresada a partir
de la construccion 1074. La Figura 9B muestra una imagen de microscopia electrénica de transmision de la VLP de
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proteina G de la rabia purificada obtenida de la expresion de la construccion 1074 que muestra la morfologia de la
VLP.

Por lo tanto, la proteina G de la rabia se acumula en altos niveles en plantas agroinfiltradas y se ensambla en
particulas pseudoviricas en ausencia de proteina nucleo o de matriz. Estos resultados también demuestran que la
fusion de los dominios TM/CT de HA de influenza al antigeno distinto de influenza, tal como proteina G de la rabia,
es suficiente para ensamblar y liberar las VLP que presentan el antigeno diferente de influenza.

Ejemplo 7: Ensamblaje de casetes de expresion con SARS
B-2X35S-CPMV__HT-glicoproteina S del virus del sindrome respiratorio agudo severo (gS de SARS)+H5

A/Indonesia/5/2005 en dominio transmembrana y de cola citoplasmatica (TM+CT)-NOS (Construccién niumero 916;
Figuras 12A, 12F)

Una secuencia que codificaba el ectodominio de la glicoproteina S de SARS (gS de SARS) fusionado a los dominios
transmembrana y de cola citosélica de H5 A/Indonesia/5/2005 se clond en el sistema de expresion 2X35S-CPMV-HT
como se indica a continuacion usando el método de ligacion basado en PCR presentado por Darveau et al. (Methods
in Neuroscience 26: 77-85 (1995)). En una primera ronda de PCR, un fragmento que contenia el ectodominio de gS
de SARS sin los dominios nativos transmembrana y citoplasmatico se amplificé usando los cebadores IF-wtSp-
SARSgS.c (Figura 12B, SEQ ID NO:26) e IF-H5dTm+SARSgS.r (Figura 12C, SEQ ID NO:27), usando el gen gS de
SARS sintetizado (correspondiente al nt21492-25259 de numero de acceso al Genebank AY278741.1; Figura 12D,
SEQ ID NO:28) como plantilla. Un segundo fragmento que contenia los dominios transmembrana y citoplasmatico de
H5 A/Indonesia/5/2005 se amplificé usando los cebadores SARSgS+H5dTm.c (Figura 12E, SEQ ID NO:29) e IF-
H5dTm.r (Figura 3C, SEQ ID NO: 15), usando la construcciéon numero 972 (véase la Figura 94, SEQ ID NO: 134 del
documento WO 2010/003225, para la secuencia de construcciéon niumero 972) como plantilla. Los productos PCR de
ambas amplificaciones se mezclaron entonces y se usaron como plantilla para una segunda ronda de amplificacion
usando IF-wtSp-SARSgS.c (Figura 12B, SEQ ID NO:26) e IF-H5dTm.r (Figura 3C, SEQ ID NO: 15) como cebadores.
El producto de la segunda PCR se digiri6 después con Apal y Stul y se clond en la construccion niumero 995 (Figura
1F, SEQ ID NO: 6) digerido con las enzimas de restriccion Apal y Stul. A la construccién resultante se le dio el
namero 916 (Figura 12F, SEQ ID NO:30). La secuencia aminoacidica de SARS ¢S - A/lndonesia/5/2005 H5 TM+CT
se presenta en la Figura 12G (SEQ ID NO:31). La representacion del plasmido 916 se presenta en la Figura 12A.
Esta construccion no codifica una proteina M1.

Ejemplo 8: Experimentos de expresion con SARS quiméricas con y sin factores potenciadores de la
produccion en plantas

Las proteinas SARS se expresaron usando la construccién 916 que comprendia el gen gS de SARS con un péptido
sefial de tipo silvestre y el dominio H5A/Indo transmembrana y de cola citosdlica.

Las plantas de Nicotiana benthamiana se cultivaron a partir de semillas en llanos rellenados con un sustrato de
musgo de turbera comercial. Las plantas se dejaron crecer en el invernadero bajo un fotoperiodo 16/8 y un régimen
de temperatura de 25 °C dia/20 °C noche. Tres semanas después de la siembra, las plantulas individuales se
seleccionaron, se transplantaron en macetas y se dejaron crecer en el invernadero durante tres semanas adicionales
bajo las mismas condiciones ambientales.

Las Agrobacteria transfectadas con cada construccién (construccion 916) se dejaron crecer en un medio YEB
complementado con acido 2-[N-morfolinoletanosulfénico 10 mM (MES), acetosiringona 20 yM, 50 pg/ml de
canamicina y 25 pug/ml de carbenicilina a pH 5,6, hasta que alcanzaron un ODeqo entre 0,6 y 1,6. Las suspensiones
de Agrobacterium se centrifugaron antes del uso y volvieron a suspender en medio de infiltracion (MgCl, 10 mM y
MES 10 mM pH 5,6) y se almacenaron durante una noche a 4 °C. El dia de la infiltracion, los lotes de cultivo se
diluyeron en volumenes de 2,5 cultivos y se dejaron calentar antes del uso. Las plantas completas de N.
benthamiana se colocaron al revés en la suspension bacteriana en un tanque de acero inoxidable hermético a un
vacio de 20-40 Torr durante 2 min. Las plantas se devolvieron al invernadero durante un periodo de incubacion de 2-
6 dias hasta la cosecha. A menos que se especifique otra cosa, todas las infiltraciones se realizaron como co-
infiltracion con la cepa AGL1/R472 en una relacién 1:1.

Después de la incubacion, la parte aérea de las plantas se cosechd, se congelé a -80 °C y se trituré en trozos. Las

proteinas solubles totales se extrajeron mediante homogeneizacion (Polytron) de cada muestra del material vegetal
congelado-triturado en 3 volumenes de Tris 50 mM frio a pH 8,0, NaCl 0,15 M, Triton X-100 al 0,1 % vy fluoruro de
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fenilmetanosulfonilo 1 mM. Después de la homogenizacion, las suspensiones se centrifugaron a 10.000 g durante 10
min a 4 °C y estos extractos en bruto aclarados (sobrenadantes) se conservaron para su analisis.

El contenido de proteina total de los extractos en bruto depurados se determind por el ensayo Bradford (Bio-Rad,
Hercules, CA) usando albumina sérica bovina como el patron de referencia. Las proteinas se separaron por SDS-
PAGE y se electrotransfirieron sobre membranas de difluoruro de polivinileno (PVDF) (Roche Diagnostics
Corporation, Indianapolis, IN) para determinar la inmunodeteccion. Antes de la inmunotransferencia, las membranas
se bloquearon con leche desnatada al 5 % y Tween-20 al 0,1 % en una solucion salina tamponada con Tris (TBS-T)
durante 16-18 h a 4 °C.

La inmunotransferencia se realizé por incubacion con 2 ug/ul de un anticuerpo primario Imgenex IMG-690 en leche
desnatada al 2 % en TBS-Tween 20 al 0,1 %. La deteccion por quimioluminiscencia se realizé después de la
incubacién con anticuerpo secundario anti-conejo de ratén conjugado con peroxidasa, JIR, 115-035-144 diluido
1:10,000 en leche desnatada al 2 % en TBS-Tween 20 al 0,1 %. Los complejos inmunorreactivos se detectaron por
quimioluminiscencia usando luminol como el sustrato (Roche Diagnostics Corporation).

La Figura 12H muestra el analisis de inmunotransferencia de la expresién de la proteina S del virus del sindrome
respiratorio agudo severo (SARS) en el tabaco. Se observa la expresiéon de la construccion 916 (gen gS de SARS
con péptido sefial de tipo silvestre y dominio H5A/Indo transmembrana y de cola citosdlica).

Ejemplo 9: Ensamblaje de casetes de expresion con proteina de VZV

A-2X35S-CPMV HT-glicoproteina E del virus varicela-zéster (VZVgE)+H5 A/Indonesia/5/2005 en el dominio
transmembrana y de cola citoplasmatica (TM+CT)-NOS (Construccion nimero 946)

Una secuencia que codificaba el ectodominio de la glicoproteina E de VZV (gE de VZV) fusionado a los dominios
transmembrana y de cola citosdlica de H5 A/Indonesia/5/2005 se clon6 en el sistema de expresion 2X35S-CPMV-HT
como se indica a continuacion usando el método de ligacion basado en PCR presentado por Darveau et al. (Methods
in Neuroscience 26: 77-85 (1995)). En una primera ronda de PCR, un fragmento que contenia el ectodominio gE de
VZV sin los dominios nativos transmembrana y citoplasmatico se amplificé usando los cebadores IF-wtSp-VZVgE.c
(Figura 10A, SEQ ID NO:20) e IF-H5dTm+VZVgE.r (Figura 10B, SEQ ID NO:21), usando el gen gE de VzZV
sintetizado (correspondiente al nt 3477-5348 del numero de acceso al Genebank AY013752.1; Figura 10C, SEQ ID
NO:22) como plantilla. Un segundo fragmento que contenia los dominios transmembrana y citoplasmatico de H5
AlIndonesia/5/2005 se amplificé usando los cebadores VZVgE+H5dTm.c (Figura 10D, SEQ ID NO:23) e IF-H5dTm.r
(Figura 3C, SEQ ID NO: 15), usando la construccion numero 972 (véase la Figura 94, SEQ ID NO: 134 del
documento WO 2010/003225, para la secuencia de construccion niumero 972) como plantilla. Los productos PCR de
ambas amplificaciones se mezclaron entonces y se usaron como plantilla para una segunda ronda de amplificacion
usando IF-wtSp-VZVgE.c (Figura 10A, SEQ ID NO:20) e IF-H5dTm.r (Figura 3C, SEQ ID NO: 15) como cebadores.
El producto de la segunda PCR se digirié después con Apal y Stul y se cloné en la construcciéon nimero 995 (Figura
1F, SEQ ID NO: 6) digerido con las enzimas de restriccion Apal y Stul. A la construccién resultante se le dio el
numero 946 (Figura A5, SEQ ID NO: A5). La secuencia aminoacidica de gE de VZV- A/Indonesia/5/2005 H5 TM+CT
se presenta en la Figura 10F (SEQ ID NO:25). La representacion del plasmido 946 se presenta en la Figura 10G.
Esta construccion no codifica una proteina M1.

Ejemplo 10: Expresion de proteinas quiméricas de VZV en plantas

La expresion de la proteina E del virus varicela-zéster (VZV) se demostré usando la construccion 946, que
comprendia el gen gE de VZV con péptido sefial de tipo silvestre y el dominio H5A/Indo TM+CT.

Las plantas de Nicotiana benthamiana se cultivaron a partir de semillas en llanos rellenados con un sustrato de
musgo de turbera comercial. Las plantas se dejaron crecer en el invernadero bajo un fotoperiodo 16/8 y un régimen
de temperatura de 25 °C dia/20 °C noche. Tres semanas después de la siembra, las plantulas individuales se
seleccionaron, se transplantaron en macetas y se dejaron crecer en el invernadero durante tres semanas adicionales
bajo las mismas condiciones ambientales.

Las Agrobacteria transfectadas con cada construccion (construccion 946) se dejaron crecer en un medio YEB
complementado con acido 2-[N-morfolinoletanosulfénico 10 mM (MES), acetosiringona 20 yM, 50 pg/ml de
canamicina y 25 pg/ml de carbenicilina a pH 5,6, hasta que alcanzaron un ODggo entre 0,6 y 1,6. Las suspensiones
de Agrobacterium se centrifugaron antes del uso y volvieron a suspender en medio de infiltracion (MgCl, 10 mM y
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MES 10 mM pH 5,6) y se almacenaron durante una noche a 4 °C. El dia de la infiltracion, los lotes de cultivo se
diluyeron en volumenes de 2,5 cultivos y se dejaron calentar antes del uso. Las plantas completas de N.
benthamiana se colocaron al revés en la suspension bacteriana en un tanque de acero inoxidable hermético a un
vacio de 20-40 Torr durante 2 min. Las plantas se devolvieron al invernadero durante un periodo de incubacion de 2-
6 dias hasta la cosecha. A menos que se especifique otra cosa, todas las infiltraciones se realizaron como co-
infiltracion con la cepa AGL1/R472 en una relacién 1:1.

Después de la incubacion, la parte aérea de las plantas se cosechd, se congel6 a -80 °C y se tritur6 en trozos. Las
proteinas solubles totales se extrajeron mediante homogeneizacion (Polytron) de cada muestra del material vegetal
congelado-triturado en 3 volumenes de Tris 50 mM frio a pH 8,0, NaCl 0,15 M, Triton X-100 al 0,1 % vy fluoruro de
fenilmetanosulfonilo 1 mM. Después de la homogenizacion, las suspensiones se centrifugaron a 10.000 g durante 10
min a 4 °C y estos extractos en bruto aclarados (sobrenadantes) se conservaron para su analisis.

El contenido de proteina total de los extractos en bruto depurados se determind por el ensayo Bradford (Bio-Rad,
Hercules, CA) usando albumina sérica bovina como el patrén de referencia. Las proteinas se separaron por SDS-
PAGE y se electrotransfirieron sobre membranas de difluoruro de polivinileno (PVDF) (Roche Diagnostics
Corporation, Indianapolis, IN) para determinar la inmunodeteccion. Antes de la inmunotransferencia, las membranas
se bloquearon con leche desnatada al 5 % y Tween-20 al 0,1 % en una solucion salina tamponada con Tris (TBS-T)
durante 16-18 h a 4 °C.

La inmunotransferencia se realizé por incubacion con 1 ug/ul de proteina anti-gE de VZV de mAb de ratén (abcam,
ab52549) como anticuerpo primario en leche desnatada al 2 % en TBS-Tween 20 al 0,1 %. La deteccién por
quimioluminiscencia se realizé después de la incubacidon con anticuerpo secundario anti-raton de cabra conjugado
con peroxidasa, JIR, 115-035-146 diluido 1:10,000 en leche desnatada al 2 % en TBS-Tween 20 al 0,1 %. Los
complejos inmunorreactivos se detectaron por quimioluminiscencia usando luminol como el sustrato (Roche
Diagnostics Corporation).

La figura 11A muestra un analisis de inmunotransferencia de la expresién de la proteina E del virus varicela-zéster
(VZV) en los Carriles 7-9 de la construccién 946 (20, 10 y 2 ug de extracto respectivamente). Carriles 1 a 5,
controles positivos - gE de VZV recombinante, 500, 100, 50, 10 y 5 ng, respectivamente; Carril 6, control negativo.

También se examiné la capacidad de la proteina E de VZV quimérica para ensamblarse en una VLP en una planta
en ausencia de una proteina nucleo o matriz. Los extractos de proteina de plantas transformadas usando la
construccion 946 se depuraron y se sometieron a cromatografia de filtracion en gel seguida de andlisis de las
fracciones de elucion para la proteina E de VZV usando anticuerpo primario de proteina anti-gE de VZV de mAb de
ratéon (abcam, ab52549). La transferencia Western presentada en la Figura 11B muestra que, en los extractos de
plantas infiltradas, las fracciones de elucion de la proteina E quimérica de VZV alcanzan su maximo en las
fracciones 10 a 13, lo que indica un ensamblaje de la proteina E de VZV en estructuras de peso molecular muy alto
de mas de 2 millones de daltons. Estos resultados muestran que la proteina E de VZV se ensambla en estructuras
de peso molecular alto de un tamafio mas alla del peso molecular esperado del homotrimero.

Por lo tanto, la proteina E de VZV se acumula en altos niveles en plantas agroinfiltradas y se ensambla en particulas
pseudoviricas en ausencia de proteina nucleo o de matriz. Estos resultados también demuestran que la fusion de los
dominios TM/CT de HA de influenza al antigeno distinto de influenza, tal como proteina E de VZV, es suficiente para
ensamblar y liberar las VLP que presentan el antigeno diferente de influenza.

Ejemplo 11. Ensamblaje del casete de expresion con glicoproteina (GP) quimérica del virus del Ebola

A-2X35S-CPMV HT-PDISP-GP del virus del Ebola Zaire (EboGP)+H5 A/Indonesia/5/2005 en dominio
transmembrana y de cola citoplasmatica (TM+CT)-NOS (Construccién numero 1366)

Una secuencia que codificaba el ectodominio de glicoproteina del virus del Ebola (GP) de la cepa Zaire 1995
fusionada a los dominios transmembrana y de cola citosolica de H5 A/Indonesia/5/2005 se cloné en el sistema de
expresion 2X35S-CPMV HT-PDISP-NOS en un plasmido que contenia un casete de expresion de plastocianina-P19-
plastocianina como se indica a continuacién, usando el método de ligacion basado en PCR presentado por Darveau
et al. (Methods in Neuroscience 26: 77-85 (1995)). El gen GP del Ebola se optimizé para el uso de codén y para
determinar el contenido por GC de la secuencia génica de tipo silvestre (correspondiente al nt 6039-8069 de numero
de acceso al GenBank AY354458). Después, los sitios de corte y empalme cripticos, las secuencias Shine-Delgarno,
las secuencias desestabilizantes de ARN vy los sitios de entrada de ribosomas procariotas se eliminaron de la
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secuencia optimizada para evitar una estructura o secuencia no deseada. En una primera ronda de PCR, un
fragmento del gen GP optimizado que contenia la secuencia que codificada el ectodominio (sin el péptido sefial y los
dominios transmembrana y citoplasmatico) se amplificé usando los cebadores IF-Opt_EboGP.s2+4c (Figura 13A,
SEQ ID NO: 43) y H5iTMCT+Opt_EboGP.r (Figura 13B, SEQ ID NO: 44), con el gen GP sintetizado (Figura 13C,
SEQ ID NO:45) como plantilla. Un segundo fragmento que contenia los dominios transmembrana y citoplasmatico de
H5 de A/Indonesia/5/2005 de Influenza se amplificé usando los cebadores Opt_EboGP+H5iTMCT.c (Figura 13D,
SEQ ID NO: 46) e IF-H5dTm.r (Figura 3C, SEQ ID NO: 15), usando la construcciéon numero 972 (véase la Figura 94,
SEQ ID NO: 134 del documento WO 2010/003225, para la secuencia de construccion nimero 972) como plantilla.
Los productos PCR de ambas amplificaciones se mezclaron entonces y se usaron como plantilla para una segunda
ronda de amplificacion usando IF-Opt_EboGP.s2+4c (Figura 13A, SEQ ID NO: 43) e IF-H5dTm.r (Figura 3C, SEQ ID
NO: 15) como cebadores. El producto PCR resultante se cloné dentro del marco con el péptido sefial PDI de alfalfa
en el sistema de expresion 2X35S-CPMV HT-NOS usando el sistema de clonacién en fusion de Clontech (Mountain
View, CA). La construccién 1192 (Figura 13E) se digirié la enzima de restriccién Sacll y Stul y se usé para la
reaccion de ensamblaje en fusidn. La construccion nimero 1192 es un plasmido aceptor disefiado para la clonacion
"en fusion" de genes de interés dentro del marco con un péptido sefial PDI de alfalfa en un casete de expresion
basado en CPMV HT. También incorpora una construccidon génica para la co-expresion del supresor de TBSV P19
del silenciamiento bajo el promotor génico de plastocianina de la alfalfa y el terminador. El vector es un plasmido
basado en pCAMBIA y la secuencia de los bordes del t-ADN de izquierda a derecha se presenta en la Figura 13F
(SEQ ID NO: 47). A la construccion resultante se le dio el numero 1366 (Figura 13G, SEQ ID NO: 48). La secuencia
aminoacidica de PDISP-GP del virus del Ebola Zaire 95-H5 TM+CT de A/Indonesia/5/2005 se presenta en la Figura
13H (SEQ ID NO: 49). La representacion del plasmido 1366 se presenta en la Figura 13I.

Ejemplo 12. Expresion de GP del virus del Ebola quimérica en plantas

La expresion de la glicoproteina (GP) del virus del Ebola (EV) se demostré usando la construccion 1366, que
comprende el gen GP de EV con péptido sefal de tipo silvestre y el dominio H5A/Indo TM+CT.

Las plantas de Nicotiana benthamiana se cultivaron a partir de semillas en llanos rellenados con un sustrato de
musgo de turbera comercial. Las plantas se dejaron crecer en el invernadero bajo un fotoperiodo 16/8 y un régimen
de temperatura de 25 °C dia/20 °C noche. Tres semanas después de la siembra, las plantulas individuales se
seleccionaron, se transplantaron en macetas y se dejaron crecer en el invernadero durante tres semanas adicionales
bajo las mismas condiciones ambientales.

Las Agrobacteria transfectadas con cada construccion (construccion 946) se dejaron crecer en un medio YEB
complementado con acido 2-[N-morfolino]etanosulfénico 10 mM (MES), acetosiringona 20 pM, 50 pg/ml de
canamicina y 25 pyg/ml de carbenicilina a pH 5,6, hasta que alcanzaron un ODeoo entre 0,6 y 1,6. Las suspensiones
de Agrobacterium se centrifugaron antes del uso y volvieron a suspender en medio de infiltracion (MgCl, 10 mM y
MES 10 mM pH 5,6) y se almacenaron durante una noche a 4 °C. El dia de la infiltracién, los lotes de cultivo se
diluyeron en volumenes de 2,5 cultivos y se dejaron calentar antes del uso. Las plantas completas de N.
benthamiana se colocaron al revés en la suspensién bacteriana en un tanque de acero inoxidable hermético a un
vacio de 20-40 Torr durante 2 min. Las plantas se devolvieron al invernadero durante un periodo de incubacion de 2-
6 dias hasta la cosecha.

Después de la incubacion, la parte aérea de las plantas se cosechd, se congeld a -80 °C y se triturd en trozos. Las
proteinas solubles totales se extrajeron mediante homogeneizacion (Polytron) de cada muestra del material vegetal
congelado-triturado en 3 volumenes de Tris 50 mM frio a pH 8,0, NaCl 0,15 M, Triton X-100 al 0,1 % vy fluoruro de
fenilmetanosulfonilo 1 mM. Después de la homogenizacion, las suspensiones se centrifugaron a 10.000 g durante 10
min a 4 °C y estos extractos en bruto aclarados (sobrenadantes) se conservaron para su analisis.

El contenido de proteina total de los extractos en bruto depurados se determiné por el ensayo Bradford (Bio-Rad,
Hercules, CA) usando albumina sérica bovina como el patrén de referencia. Las proteinas se separaron por SDS-
PAGE y se electrotransfirieron sobre membranas de difluoruro de polivinileno (PVDF) (Roche Diagnostics
Corporation, Indianapolis, IN) para determinar la inmunodeteccion. Antes de la inmunotransferencia, las membranas
se bloquearon con leche desnatada al 5 % y Tween-20 al 0,1 % en una solucion salina tamponada con Tris (TBS-T)
durante 16-18 h a 4 °C.

La inmunotransferencia se realizé por incubacion con 150 ng/ml de Zaire de GP anti-Ebola de conejo purificado por

afinidad (IBT Bioservices, 0301-012) como anticuerpo primario en leche desnatada al 2 % en TBS-Tween 20 al 0,1
%. La deteccion por quimioluminiscencia se realizé después de la incubaciéon con anticuerpos secundarios anti-
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conejo de cabra conjugados con peroxidasa (JIR 11-035-144), diluidos 1:7500 en leche desnatada al 2 % en TBS-

Tween 20 al 0,1 %. Los complejos inmunorreactivos se detectaron por quimioluminiscencia usando luminol como el

sustrato (Roche Diagnostics Corporation). La Figura 13J muestra analisis de inmunotransferencia de la expresion de

la GP quimérica del virus del Ebola en extractos de proteinas de plantas transformadas con el numero de
5 construccion 1366. El resultado obtenido muestra que la GP quimérica del Ebola se expresa de forma transitoria.
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REIVINDICACIONES
1. Un método para producir una particula pseudovirica (VLP) en una planta, que comprende,

a) introducir un acido nucleico que comprende una regién reguladora activa en la planta y ligada
operativamente a una secuencia nucleotidica quimérica que codifica, en serie, un ectodominio de una
proteina de superficie trimérica virica condensada a un dominio transmembrana de influenza y un dominio
de cola citoplasmatica (TM/CT), en la planta, o una porcion de la planta, en el que el TM/CT es de una
hemaglutinina de influenza y el ectodominio se obtiene a partir de un virus de una familia de Retroviridae,
Rhabdoviridae, Coronaviridae o Filoviridae, y

b) incubar la planta o porcion de la planta en condiciones que permitan la expresion del acido nucleico,
produciendo de este modo la VLP, la VLP que comprende proteinas viricas, en el que las proteinas viricas
consisten en proteinas de superficie viricas quiméricas.

2. El método segun la reivindicacion 1, en el que el ectodominio de la proteina de superficie trimérica
virica se obtiene a partir del género Lentivirus, Lyssavirus, Coronavirus o Ebolavirus.

3. El método segun la reivindicacion 1, en el que el ectodominio de la proteina de superficie trimérica
virica se obtiene a partir del virus de la inmunodeficiencia humana (VIH), virus de la rabia, virus del sindrome
respiratorio agudo severo (SARS), o virus del Ebola.

4, El método segun la reivindicaciéon 1, en el que el ectodominio de la proteina de superficie trimérica
virica se obtiene a partir de la proteina F, proteina S, proteina env, proteina G, una glicoproteina de envoltura E,
glicoproteina de envoltura B, glicoproteina de envoltura C, glicoproteina de envoltura I, glicoproteina de envoltura H,
glicoproteina GP, o hemaglutinina.

5. El método segun la reivindicacion 1, en el que en la etapa de introduccion (etapa a), el acido nucleico
se expresa de forma transitoria en la planta.

6. El método segun la reivindicacion 1, en el que, en la etapa de introduccién (etapa a), el acido nucleico
se expresa de forma estable en la planta.

7. El método segun la reivindicacion 1, que comprende ademas una etapa de:

¢) cosechar la planta y purificar la VLP.
8. El método segun la reivindicacion 1, en el que, en la etapa de introduccion (etapa a), uno o mas de un
acido nucleico adicional, seleccionados del grupo de una secuencia nucleotidica que codifica una 0 mas de una

proteina de chaperona, proteina de canal de protones, inhibidor de proteasa, o una combinacion de los mismos, se
introduce en la planta.

9. El método segun la reivindicacion 1, en el que la VLP no contiene una matriz virica o una proteina
nucleo.
10. El método segun la reivindicacion 1, en el que en la etapa de introduccion (etapa a), el dominio

transmembrana de influenza y el dominio de cola citoplasmatica es un dominio transmembrana y dominio de cola
citoplasmatica H5, o un dominio transmembrana y dominio de cola citoplasmatica H1, o un dominio transmembrana
y dominio de cola citoplasmatica H3.

11. Una VLP producida por el método segun la reivindicacién 1 o la reivindicacion 10.

12. La VLP segun la reivindicaciéon 11, que comprende una proteina virica quimérica que lleva N-glicanos
especificos de planta, o N-glicanos modificados.

13. La VLP segun la reivindicacién 11, que comprende uno o mas de un lipido derivado de la planta.

14. Una composicion que comprende una dosis eficaz de la VLP de la reivindicacion 11 para inducir una
respuesta inmune, y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.
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15. El método segun la reivindicacion 1, en el que el dominio transmembrana de influenza y el dominio de

cola citoplasmatica se obtiene de H5 (A/Indonesia/05/2005) y comprende la secuencia nucleotidica definida en la
SEQ ID NO:41, o el dominio transmembrana de influenza y el dominio de cola citoplasmatica se obtiene de H3

(A/Brisbane/10/2007) y comprende la secuencia definida en la SEQ ID NO:42.
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Figura 1A, SEQ ID NO: 1: Secuencia de acido nucleico consenso de ConS ACFI de VIH (Péptido sefial nativo en
negrita, los dominios nativos transmembrana y citosélicos estan subrayados)

ATGCGCGTGCGCGGCATCCAGCGCAACTGCCAGCACCTGTGGCGCTGGGGCACCCTGATCCTGGGCATGCTG
ATGATCTGCTCCGCCGCCGAGAACCTGTGGGTGACCGTGTACTACGGCGTGCCCGTGTGGAAGGAGGCCAAC
ACCACCCTGTTCTGCGCCTCCGACGCCAAGGCCTACGACACCGAGGTGCACAACGTGTGGGCCACCCACGCCT
GCGTGCCCACCGACCCCAACCCCCAGGAGATCGTGCTGGAGAACGTGACCGAGAACTTCAACATGTGGAAGA
ACAACATGGTGGAGCAGATGCACGAGGACATCATCTCCCTGTGGGACCAGTCCCTGAAGCCCTGCGTGAAGCT
GACCCCCCTGTGCGTGACCCTGAACTGCACCAACGTGAACGTGACCAACACCACCAACAACACCGAGGAGAAG
GGCGAGATCAAGAACTGCTCCTTCAACATCACCACCGAGATCCGCGACAAGAAGCAGAAGGTGTACGCCCTGT
TCTACCGCCTGGACGTGGTGCCCATCGACGACAACAACAACAACTCCTCCAACTACCGCCTGATCAACTGCAAC
ACCTCCGCCATCACCCAGGCCTGCCCCAAGGTGTCCTTCGAGCCCATCCCCATCCACTACTGCGCCCCCGCLGE
CTTCGCCATCCTGAAGTGCAACGACAAGAAGTTCAACGGCACCGGCCCCTGCAAGAACGTGTCCACCGTGCAG
TGCACCCACGGCATCAAGCCCGTGGTGTCCACCCAGCTGCTGCTGAACGGCTCCCTGGCCGAGGAGGAGATCA
TCATCCGCTCCGAGAACATCACCAACAACGCCAAGACCATCATCGTGCAGCTGAACGAGTCCGTGGAGATCAA
CTGCACCCGCCCCAACAACAACACCCGCAAGTCCATCCGCATCGGCCCCGGCCAGGLCTTCTACGCCACCGGL
GACATCATCGGCGACATCCGCCAGGCCCACTGCAACATCTCCGGCACCAAGTGGAACAAGACCCTGCAGCAGG
TGGCCAAGAAGCTGCGCGAGCACTTCAACAACAAGACCATCATCTTCAAGCCCTCCTCCGGCGGCGACCTGGA
GATCACCACCCACTCCTTCAACTGCCGCGGCGAGTTCTTCTACTGCAACACCTCCGGCCTGTTCAACTCCACCTG
GATCGGCAACGGCACCAAGAACAACAACAACACCAACGACACCATCACCCTGCCCTGCCGCATCAAGCAGATC
ATCAACATGTGGCAGGGCGTGGGCCAGGCCATGTACGCCCCCCCCATCGAGGGCAAGATCACCTGCAAGTCC
AACATCACCGGCCTGCTGCTGACCCGCGACGGCGGCAACAACAACACCAACGAGACCGAGATCTTCCGLCCCG
GCGGCGGCGACATGCGCGACAACTGGCGCTCCGAGCTGTACAAGTACAAGGTGGTGAAGATCGAGCCCCTGG
GCGTGGCCCCCACCAAGGCCAAGCTGACCGTGCAGGLCCGCCAGCTGCTGTCCGGCATCGTGCAGCAGCAGT
CCAACCTGCTGCGCGCCATCGAGGCCCAGCAGCACCTGCTGCAGCTGACCGTGTGGGGCATCAAGCAGLTGC
AGGCCCGCGTGCTGGCCGTGGAGCGCTACCTGAAGGACCAGCAGCTGCTGGAGATCTGGGACAACATGACCT
GGATGGAGTGGGAGCGCGAGATCAACAACTACACCGACATCATCTACTCCCTGATCGAGGAGTCCCAGAACC
AGCAGGAGAAGAACGAGCAGGAGCTGLTGGCCCTGGACAAGTGGGCCTCCCTGTGGAACTGGTTCGACATCA
CCAACTGGCTGTGGTACATCAAGATCTTCATCATGATCGTGGGCEGCCTGATCGGCCTGCGCATCGTGITCGCC
GTGCTGTCCATCGTGAACCGCGTGCGLCAGGGCTACTCCCCCCTGTCCTTCCAGACCCTGATCCCCAACCCCCS
CGGCCCCGACCGCCCCGAGGGCATCGAGGAGGAGGGCGGCGAGCAGGACCGCGACCGLTCCATCCGLCTGG
TGAACGGCTTCCTGGCCCTGGLETGGGACGACCTGCGCTCCCTGTGCCTGTTCTCCTACCACCGCCTGCGCGAC
TTCATCCTGATCGCCGCCCGCACCGTGGAGCTGCTGGGCCGCAAGGGCCTGCGLCGLGGLTIGGGAGGCCCTG
AAGTACCTGTGGAACCTGCTGCAGTACTGGGGCCAGGAGCTGAAGAACTCCGCCATCTCCCTGCTGGACACCA
CCGCCATCGCCGTGGCCGAGGGCACCGACCGCGTGATCGAGGTGGTGCAGCGCGCCTGCCGCGCCATCCTGA
ACATCCCCCGCCGLATCCGCCAGGGCCTGGAGCGCGCCCTGLTGTAA

Figura 1B, SEQ ID NO: 2

IF-Apal-SpPDl.c
TGCCCAAATTTGTCGGGCCCATGGCGAAAAACGTTGCGATTTTCGGCTTA

Figura 1C, SEQ ID NO: 3

SpPOI-HIV gpl145.r
CACAGGTTCTCGGCGGCGAAGATCTGAGAAGGAACCAACACAAGAAGAG

Figura 1D, SEQ ID NO: 4

IF-SoPDI-gp145.c
TCTCAGATCTTCGCCGCCGAGAACCTGTGGGTGACCGTGTACTAC
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Figura 1E, SEQ ID NO: 5

WtdTm-gp145.r
CCTTTACAGCAGGGCGCGCTCCAGGCCCTGGCGGATGC

Figura 1F, SEQ ID NO: 6: Casete de expresidn numero 995, de Pacl (aguas arriba del promotor) a Ascl
(inmediatamente aguas abajo del terminador NOS). El sitio de restriccion Sbfl eliminado esta en negrita.
ConS ACF| de PDISP-VIH esta subrayado.

TTAATTAAGTCGACAAGCTTGCATGCCGGTCAACATGGTGGAGCACGACACACTTGTCTACTCCAAAAATATCA
AAGATACAGTCTCAGAAGACCAAAGGGCAATTGAGACTTITCAACAAAGGGTAATATCCGGAAACCTCCTCGG
ATTCCATTGCCCAGCTATCTGTCACTTTATTGTGAAGATAGTGGAAAAGGAAGGTGGCTCCTACAAATGCCATC
ATTGCGATAAAGGAAAGGCCATCGTTGAAGATGCCTCTGCCGACAGTGGTCCCAAAGATGGACCCCCACCCAC
GAGGAGCATCGTGGAAMAAGAAGACGTTCCAACCACGTCTTCAAAGCAAGTGGATTGATGTGATAACATGGT
GGAGCACGACACACTTGTCTACTCCAAAAATATCAAAGATACAGTCTCAGAAGACCAAAGGGCAATTGAGACT
TTITCAACAAAGGGTAATATCCGGAAACCTCCTCGGATTCCATTGCCCAGCTATCTGTCACTITATTGTGAAGATA
GTGGAAAAGGAAGGTGGCTCCTACAAATGCCATCATTGCGATAAAGGAAAGGCCATCGTTGAAGATGCCTCT
GCCGACAGTGGTCCCAAAGATGGACCCCCACCCACGAGGAGCATCGTGGAAAAAGAAGACGTTCCAACCACG
TCTTCAAAGCAAGTGGATTGATGTGATATCTCCACTGACGTAAGGGATGACGCACAATCCCACTATCCTTCGCA
AGACCCTTCCTCTATATAAGGAAGTTCATTTCATTTGGAGAGGTATTAAAATCTTAATAGGTTTTGATAAAAGC
GAACGTGGGGAAACCCGAACCAAACCTTCTTCTAAACTCTCTCTCATCTCTCTTAAAGCAAACTTCTCTCTTGTC
TTTCTTGCGTGAGCGATCTTCAACGTTGTCAGATCGTGCTTCGGCACCAGTACAACGTTTTCTTTCACTGAAGCG
AAATCAAAGATCTCTTTGTGGACACGTAGTGCGGCGCCATTAAATAACGTGTACTTGTCCTATTCTTGTCGGTG
TGGTCTTGGGAAAAGAAAGCTTGCTGGAGGCTGLTGTTCAGCCCCATACATTACTTGTTACGATTCTGCTGALT
TTCGGCGGETGCAATATCTCTACTTCTGCTTGACGAGGTATTGTTGCCTGTACTTCTTTCTICTTCTTCTTGCTGA
TTGGTTCTATAAGAAATCTAGTATTITCTTTGAAACAGAGTTITCCCGTGGTTITCGAACTTGGAGAAAGATTGT
TAAGCTTCTGTATATTCTGCCCAAATTTGTCGGGCCCATGGCGAAAAACGTTGCGATTTTCGGCTTATIGTTTIC
TCITCTTGTGTIGGTTCCTTCTCAGATCTTCGCCGCCGAGAACCTGTGGGTGACCGTGTACTACGGCGTGCCLG
TGTGGAAGGAGGCCAACACCACCCTGTTCTGCGCCTCCGACGCCAAGGCCTACGACACCGAGGTGCACAACGT
GTGGGCCACCCACGCCTGCGTGCCCACCGACCCCAACCCCCAGGAGATCGTGCTGGAGAACGTGACCGAGAA
CITCAACATGTGGAAGAACAACATGGTGGAGCAGATGCACGAGGACATCATCTCCCTGTGGGACCAGTCCCTG
AAGCCCTGCGTGAAGCTGACCCCCCTGTGCGTGACCCTGAACTGCACCAACGTGAACGTGACCAACACCACCA
A CCGAGGAGAAGGGCGAGA ACTGCTCCTTCAACATCACCACCGAGATCCGCGACAAGAAGT
AGAAGGTGTACGCCCTGTTCTACCGCCTGGACGTGGTGCCCATCGACGACAACAACAACAACTCCTCCAACTAC
CGOCTGATCAACTGCAACACCTCCGCCATCACCCAGGCCTGCCCCAAGGTGTCCTTCGAGCCCATCCCCATCCA
CTACTGCGCLCCCGLCGGLTTCGLCATCCTGAAGTGCAACGACAAGAAGTTCAACGGCACCGGCCCCTGCAAG
AACGTGTCCACCGTGCAGTGCACCCACGGCATCAAGCCCGTGGTGTCCACCCAGCTGCTGCTGAACGGCTCCC
TGGCCGAGGAGGAGATCATCATCCGCTCCGAGAACATCACCAACAACGCCAAGACCATCATCGTGCAGCTGAA
CGAGTCCGTGGAGATCAACTGCACCCGCCCCAACAACAACACCCGCAAGTCCATCCGCATCGGCCCCGGCCAG
GCCTTCTACGCCACCGGCGACATCATCGGCGACATCCGCCAGGCCCACTGCAACATCTCCGGCACCAAGTGGA
ACAAGACCCTG AGGT AAGCTGCGCGAGCACTTCAACAACAAGACCATCAT! AAGCCCTC
CTCCGGCGGCGACCTGGAGATCACCACCCACTCCTTCAACTGCCGCGGLGAGTTCTTCTACTGCAACACCTCCG
GCCTGTTCAACTCCACCTGGATCGGCAACGECACCAAGAACAACAACAACACCAACGACACCATCACCCTGLC
CTGCCGCATCAAGCAGATCATCAACATGTGGCAGGGCGTGGGCCAGGCCATGTACGCCCCCCCCATCGAGGG
CAAGATCACCTGCAAGTCCAACATCACCGGCCTGCTGCTGACCCGCGACGGCGGCAACAACAACACCAACGAG
ACCGAGATCTTCCGCCCCGGLGGCGGCGACATGLGCGACAACTGGCGCTCCGAGCTGTACAAGTACAAGGTG
T ATCGAGCCCCTGGGCGTGGCCCCCACCAAGGCCAAGCTGACCGTGCAGGCCCGCCAGCTGCTGTCL
GGCATCGTGCAGCAGCAGTCCAACCTGCTGCGCGCCATCGAGGCCCAGCAGCACCTGCTGCAGCTGACCGTGT
AT AGCTGCAGGCCCGCGTGCTGGCCGTGGAGCGLTACCTGAAGGACCAGCAGCTGLTEGAG
ATCTGGGACAACATGACCTGGATGGAGTGGGAGCGCGAGATCAACAACTACACCGACATCATCTACTCCCTGA
TCGAGGAGTCCCAGAACCAGCAGGAGAAGAACGAGCAGGAGCTGCTGGCCCTGEACAAGTGGGCCTCCCTGT
GGAACTGGTTCGACATCACCAACTGGCTGTGGTACATCAAGAT CTTCATCATGATCGTGGGCGGCCTGATCGG
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CCTGCGCATCGTGTTCGCCGTGCTGTCCATCGTGAACCGCGTGCGCCAGGGCTACTCCCCCCTGTCCTTCCAGA
CCCTGATCCCCAACCCCCGCGGLCCCGACCGLCCCGAGGGCATCGAGGAGGAGGGCGGCGAGCAGGACCGL
GACCGCTCCATCCGCCTGGTGAACGGCTTCCTGGCCCTGGCCTGG GACGACCTGCGCTCCCTGTGCCTGTTCTC
CTACCACCGCCTGCGLGACTTCATCCTGATCGLCGLCCGCACCGTGGAGCTGCTGGGLCGCAAGGGLCCTGLGC
CGCGGCTGGGAGGCCCTGAAGTACCTGTGGAACCTGCTGCAGTACTGGGGCCAGGAGCTGAAGAACTCCGCC
ATCTCCCTGCTGGACACCACCGCCATCGCCGTGGCCGAGGGCACCGACCGCGTGATCGAGGTGGTGCAGCGEC
GCCTGCCGCGCCATCCTGAACATCCCCCGCCGCATCCGCCAGGGCCTGGAGCGCGCCCTGCTGTAAAGGCCTA
TITTCTTTAGTTTGAATTTACTGTTATTCGGTGTGCATTTCTATGTTTGGTGAGCGGTTTTCTGTGCTCAGAGTGT
GTTTATTTTATGTAATTTAATTTCTTTGTGAGCTCCTGTTTAGCAGGTCGTCLCTTCAGCAAGGACACAAAAAGA
TTTTAATTTTATTAAAAAAAAAAAAAAAAAAGACCGGGAATTCGATATCAAGCTTATCGACCTGCAGATCGTTC
AMACATTTGGCAATAAAGTTTCTTAAGATTGAATCCTGTTGCCGGTCTTGCGATGATTATCATATAATTTCTGTT
GAATTACGTTAAGCATGTAATAATTAACATGTAATGCATGACGTTATTTATGAGATGGGTTTTTATGATTAGAG
TCCCGCAATTATACATTTAATACGCGATAGAAAACAAAATATAGCGCGCAAACTAGGATAAATTATCGCGCGC
GGTGTCATCTATGTTACTAGATCTCTAGAGTCTCAAGCTTGGCGCGCC

Figura 1G, SEQ ID NO: 7: Secuencia aminoacidica de ConS ACF| de PDISP-VIH

MAKNVAIFGLLFSLLVLVPSOIFAAENLWVTVYYGVPYVWEKEANTTLFCASDAKAYDTEVHNVWATHACVPTDPNP
QEIVLENVTENFNMWKNNMVEQMHEDISLWDQSLKPCVKLTPLCVTLNCTNVNVTNTTNNTEEKGEIKNCSFNI
TTEIRDKKQKVYALFYRLDVVPIDDNNNNSSNYRLINCNTSAITQACPKVSFEPIPIHYCAPAGFAILKCNDKKFNGTG
PCKNVSTVQCTHGIKPYVSTQLLLNGSLAEEENIRSENITNNAKTIIVOLNESVEINCTRPNNNTRKSIRIGPGQAFYAT
GDIIGDIRQAHCNISGTKWNKTLQQVAKKLREHFNNKTIFKPSSGGDLEITTHSFNCRGEFFYCNTSGLFNSTWIGN
GTKNNNNTNDTITLPCRIKQINMWQGVGOAMYAPPIEGKITCKSNITGLLLTROGGNNNTNETEIFRPGGGDMR
DNWRSELYKYKVVKIEPLGVAPTKAKLTVQARQLLSGIVQQQSNLLRAIEAQQHLLAQLTVWGIKQLQARVLAVERYL
KDQQOLLEIWDNMTWMEWEREINNYTDIIYSLIEESQNOQQEKNEQELLALDKWASLWNWFDITNWLWYIKIFIMIV
GGLIGLRIVFAVLSIVNRVRQGYSPLSFQTLIPNPRGPDRPEGIEEEGGEQDRDRSIRLYNGFLALAWDDLRSLCLFSY
HRLRDFILIAARTVELLGRKGLRRGWEALKYLWNLLOQYWGQELKNSAISLLDTTAIAVAEGTDRVIEVVQRACRAILN
IPRRIRQGLERALL
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Figura 1H: Rep tacion esq) atica de la construccién ntimero 995
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Figura 2A. SEQ ID NO: 8:

IF-H3dTm+gp145.r
CCATAGTATCCAATCGATGTACCACAGCCAGTTGGTGATGTCGAAC

Figura 2B, SEQ ID NO: 9:

Gpl145+H3dTm.c
TGGCTGTGGTACATCGATTGGATACTATGGATTTCCTTTGCCATATCAT

Figura 2C, SEQID NO: 10:

H3dTm.r
CCTTCAAATGCAAATGTTGCACCTAATGTTGCCTT
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Figura 2D, SEQ ID NO: 11: Casete de expresién numero 997, de Pacl (aguas arriba del promotor) a Ascl
(inmediatamente aguas abajo del terminader de NOS). El sitio de restriccion Sbfl eliminado esta en negrita.
PDISP-VIH Con S ACFI-A/Brisbane/10/2007 H3 TM+CT esta subrayado.

TTAATTAAGTCGACAAGCTTGCATGCCGGTCAACATGGTGGAGCACGACACACTTGTCTACTCCAAAAATATCA
AAGATACAGTCTCAGAAGACCAAAGGGCAATTGAGACTTTTCAACAAAGGGTAATATCCGGAAACCTCCTCGG
ATTCCATTGCCCAGCTATCTGTCACTITATTGTGAAGATAGTGGAAAAGGAAGGTGGCTCCTACAAATGCCATC
ATTGCGATAAAGGAAAGGCCATCGTTGAAGATGCCTCTGCCGACAGTGGTCCCAAAGATGGACCCCCACCCAC
GAGGAGCATCGTGGAAAAAGAAGACGTTCCAACCACGTCTTCAAAGCAAGTGGATTGATGTGATAACATGGT
GGAGCACGACACACTTGTCTACTCCAAAAATATCAAAGATACAGTCTCAGAAGACCAAAGGGCAATTGAGACT
TTTCAACAAAGGGTAATATCCGGAAACCTCCTCGGATTCCATTGCCCAGCTATCTGTCACTTTATTGTGAAGATA
GTGGAANAAGGAAGGTGGCTCCTACAAATGCCATCATTGCGATAAAGGAAAGGCCATCGTTGAAGATGCCTCT
GCCGACAGTGGTCCCAAAGATGGACCCCCACCCACGAGGAGCATCGTGGAAAAAGAAGACGTTCCAACCACG
TCTTCAAAGCAAGTGGATTGATGTGATATCTCCACTGACGTAAGGGATGACGCACAATCCCACTATCCTTCGCA
AGACCCTTCCTCTATATAAGGAAGTTCATTTCATTTGGAGAGGTATTAAAATCTTAATAGGTTTTGATAAAAGC
GAACGTGGGGAAACCCGAACCAAACCTTCTTCTAAACTCTCTCTCATCTCTCTTAAAGCAAACTTCTCTCTTGTC
TITCTTGCGTGAGCGATCTTCAACGTTGTCAGATCGTGCTTCGGCACCAGTACAACGTTTTCTTTCACTGAAGLG
AAATCAAAGATCTCTTTGTGGACACGTAGTGCGGCGCCATTAAATAACGTGTACTTGTCCTATTCTTGTCGGTG
TGGTCTTGGGAAAAGAAAGCTTGCTGGAGGCTGCTGTTCAGCCCCATACATTACTTGTTACGATTCTGCTGACT
TTCGGCGGGTGCAATATCTCTACTTCTGCTTGACGAGGTATTGTTGCCTGTACTTCTTTCTTCTTCTTCTTGCTGA
TTGGTTCTATAAGAAATCTAGTATTTTCTTTGAAACAGAGTTTTCCCGTGGTTTTCGAACTTGGAGAAAGATTGT
TAAGCTTCTGTATATTCTGCCCAAATTTGTCGGGCCCATGGCGAAAAACGTTGCGATTTICGGCTTATTGTTITIC
TCITCTTGTGTTGGTTCCTTCTCAGATCTTCGCCGCCGAGAACCTGTGGGTGACCGTGTACTACGGCGTGLLLG
TGTGGAAGGAGGCCAACACCACCCTGTTCTIGCGCCTCCGACGCCAAGGCCTACGACACCGAGGTGCACAACGT
GTGGGCCACCCACGCCTGCGTGLCCACCGACCCCAACCCCCAGGAGATCGTGCTGGAGAACGTGACCGAGAA
CITCAACATGTGGAAGAACAACATGGTGGAGCAGATGCACGAGGACATCATCTCCCTGTGGGACCAGTCCCTG
AAGCCCTGCGTGAAGCTGACCCCCCTGTGCGTGACCCTGAACTGCACCAACGTGAACGTGACCAACACCACCA
ACAACACCGAGGAGAAGGGCGAGATCAAGAACTGCTCCTTCAACATCACCACCGAGATCCGCGACAAGAAGC
AGAAGGTGTACGCCCTGTTCTACCGCCTGGACGTGGT GCCCATCGACGACAACAACAACAACTCCTCCAACTAC
CGCCTGATCAACTGCAACACCTCCGCCATCACCCAGGCCTGCCCCAAGGTGTCCTTCGAGCCCATCCCCATCCA
CTACTGCGCCCCCGCCGGCTTCGCCATCCTGAAGTGCAACGACAAGAAGTTCAACGGCACCGGCCCCTGLAAG
AACGTGTCCACCGTGCAGTGCACCCACGGCATCAAGCCCGTGGTGTCCACCCAGCTGCTGCTGAACGGLTCCC
TGGCCGAGGAGGAGATCATCATCCGCTCCGAGAACATCACCAACAACGCCAAGACCATCATCGTGCAGCTGAA
CGAGTCCGTGGAGATCAACT GCACCCGLCCCAACAMCAACACCCGCAAGTCCATCCGCATCGGCCCCGGLCAG
GCCTTCTACGCCACCGGCGACATCATCGGCGACATCCGCCAGGCCCACTGCAACATCTCCGGCACCAAGTGGA
ACAAGACCCTGCAGCAGGTGGCCAAGAAGCTGCGCGAGCACTTCAACAACAAGACCATCATCTTCAAGCCCTC
CTCCGGCGGLGACCTGGAGATCACCACCCACTCCTTCAACTGCCGCGGCGAGTTETTCTACTGCAACACCTCCG
GCCTGTTCAACTCCACCTGGATCGGCAACGGCACCAAGAACAACAACAACACCAACGACACCATCACCCTGEE
CTGCCGCATC AGATCATCAACATGTGGCAGGGCGTG AGGCCATGTACGCCCCCCCCATCGAGG
CAAGATCACCTGCAAGTCCAACATCACCGGCCTGCTGCTGACCCGCGACGGCGGCAACAACAACACCAACGAG
ACCGAGATCTTCCGCCCCGGCGGLGGCGACATGCGLGACAACTGGCGCTCCGAGCTGTACAAGTACAAGGTG
GTGAAGATCGAGLCLLTGGGLGTGELCCCCACCAAGGLCAAGLTGACCGTGCAGGLCCGCCAGCTGCTGTCC
GGCATCGTGCAGCAGCAGTCCAACCTGCTGLGCGCCATCGAGGCCCAGCAGCACCTGCTGCAGCTGACCGTGT
GGGGCATCAAGCAGCTGCAGGCCCGCGTGCTGGCCGTGGAGCGCTACCTGAAGGACCAGCAGCTGCTGGAG
ATCTGGGACAACATGACCTGGATGGAGTGGGAGCGCGAGATCAACAACTACACCGACATCATCTACTCCCTGA
TCGAGGAGTCCCAGAACCAGCAGGAGAAGAACGAGCAGGAGCTGCTGGCCCTGGACAAGTGGGCCTCCCTGT
GGAACTGGTTCGACATCACCAACTGGCTGTGGTACATCGATTGGATACTATGGATTTCCTITGCCATATCATGT
TITTTGCITTGTGTTGCTTTGTTGGGGTTCATCATGTGGGCCTGCCAAAAAGGCAACATTAGGTGCAACATTTG
CATTTGAAGGCCTATTTTCTTTAGTTTGAATTTACTGTTATTCGGTGTGCATTTCTATGTTTGGTGAGCGGTTTTC
TGTGCTCAGAGTGTGTTTATTTTATGTAATTTAATTTCTTTGTGAGCTCCTGTTTAGCAGGTCGTCCCTTCAGCAA
GGACACAAAAAGATTTTAATTTTATTAAAAAAAAAAAAAAAAAAGACCGGGAATTCGATATCAAGCTTATCGA
CCTGCAGATCGTTCAAACATTTGGCAATAAAGTTTCTTAAGATTGAATCCTGTTGCCGGTCTTGCGATGATTATC
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ATATAATTTCTGTTGAATTACGTTAAGCATGTAATAATTAACATGTAATGCATGACGTTATTTATGAGATGGGTT
TTTATGATTAGAGTCCCGCAATTATACATTTAATACGCGATAGAAAACAAAATATAGCGCGCAAACTAGGATAA
ATTATCGCGCGCGGTGTCATCTATGTTACTAGATCTCTAGAGTCTCAAGCTTGGCGCGCC

Figura 2E, SEQ ID NO: 12: Secuencia aminoacidica de PDISP-VIH ConS ACFI-A/Brisbane/10/2007 H3 TM+CT

MAKNVAIFGLLFSLLVLVPSQIFAAENLWVTVYYGVPVWKEANTTLFCASDAKAYDTEVHNVWATHACVPTOPNP
QEIVLENVTENFNMWKNNMVEQMHEDIISLWDQSLKPCVKLTPLCVTLNCTNVNVTNTTNNTEEKGEIKNCSFNI

TTEIRDKKQKVYALFYRLDVVPIDDNNNNSSNYRLINCNTSAITQACPKVSFEPIPIHYCAPAGFAILKCNDKKFNGTG

PCKNVSTVQCTHGIKPYVSTQLLLNGSLAEEENRSENITNNAKTIVQLNESVEINCTRPNNNTRKSIRIGPGQAFYAT
GDIGDIRQAHCNISGTKWNKTLQQVAKKLREHFNNKTIFKPSSGGDLEITTHSFNCRGEFFYCNTSGLFNSTWIGN

GTKNNNNTNDTITLPCRIKQINMWQGVGQAMYAPPIEGKITCKSNITGLLLTRDGGNNNTNETEIFRPGGGDMR

DNWRSELYKYKVVKIEPLGVAPTKAKLTVQARQLLSGIVQQQSNLLRAIEAQQHLLOLTVWGIKQLOARVLAVERYL
KDQQLLEIWDNMTWMEWEREINNYTDIIYSLIEESQNQQEKNEQELLALDKWASLWNWFDITNWLWYIDWILW
ISFAISCFLLCVALLGFIMWACQKGNIRCNICI

Figura 2F: Representacion esquematica de la construccion namero 997
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Figura 3A, SEQ ID NO: 13:

IF-H5dTm+gpl45.r
AATTGACAGTATTTGGATGTACCACAGCCAGTTGGTGATGTCGAAC

Figura 3B, SEQ ID NQO: 14:

Gp145+H5dTm.c
CTGGCTGTGGTACATCCAAATACTGTCAATTTATTCAACAGTGGC

Figura 3C, SEQLID NO: 15:

IF-HSdTm.r
CCTTTAAATGCAAATTCTGCATTGTAACGATCCAT

Figura 3D, SEQ ID NO: 16; Casete de expresion nimero 999, de Pacl (aguas arriba del promotor) a Ascl
(inmediatamente aguas abajo del terminador de NOS). El sitio de restriccién Sbfl eliminade esta en negrita.
PDISP-VIH ConS ACFI-Afindonesia/5/2005 HS TM+CT estd subrayada.

TTAATTAAGTCGACAAGCTTGCATGCCGGTCAACATGGTGGAGCACGACACACTTGTCTACTCCAAAAATATCA
AAGATACAGTCTCAGAAGACCAAAGGGCAATTGAGACTTTTCAACAAAGGGTAATATCCGGAAACCTCCTCGG
ATTCCATTGCCCAGCTATCTGTCACTTTATTGTGAAGATAGTGGAAAAGGAAGGTGGCTCCTACAAATGCCATC
ATTGCGATAAAGGAAAGGCCATCGTTGAAGATGCCTCTGCCGACAGTGGTCCCAAAGATGGACCCCCACCCAC
GAGGAGCATCGTGGAAAAAGAAGACGTTCCAACCACGTCTTCAAAGCAAGTGGATTGATGTGATAACATGGT
GGAGCACGACACACTTGTCTACTCCAAAAATATCAAAGATACAGTCTCAGAAGACCAAAGGGCAATTGAGACT
TTTCAACAAAGGGTAATATCCGGAAACCTCCTCGGATTCCATTGCCCAGCTATCTGTCACTTTATTGTGAAGATA
GTGGAAAAGGAAGGTGGCTCCTACAAATGCCATCATTGCGATAAAGGAAAGGCCATCGTTGAAGATGCCTCT
GCCGACAGTGGTCCCAAAGATGGACCCCCACCCACGAGGAGCATCGTGGAAAAAGAAGACGTTCCAACCACG
TCTTCAAAGCAAGTGGATTGATGTGATATCTCCACTGACGTAAGGGATGACGCACAATCCCACTATCCTTCGCA
AGACCCTTCCTCTATATAAGGAAGTTCATTTCATTTGGAGAGGTATTAAAATCTTAATAGGTTTTGATAAAAGC
GAACGTGGGGAAACCCGAACCAAACCTTCTTCTAAACTCTCTCTCATCTCTCTTAAAGCAAACTTCTCTCTTGTC
TITCTTGCGTGAGCGATCTTCAACGTTGTCAGATCGTGCTTCGGCACCAGTACAACGTTTTCTITCACTGAAGCG
AAATCAAAGATCTCTTTGTGGACACGTAGTGCGGCGCCATTAAATAACGTGTACTTGTCCTATTCTTGTCGGTG
TGGTCTTGGGAAAAGAAAGCTTGCTGGAGGCTGCTGTTCAGCCCCATACATTACTTGTTACGATTCTGCTGACT
TTCGGCGGGTGCAATATCTCTACTTCTGCTTGACGAGGTATTGTTGCCTGTACTTCTTTCTTICTTCTTCTTGCTGA
TTGGTTCTATAAGAAATCTAGTATTTTCTTTGAAACAGAGTTTTCCCGTGGTTTTCGAACTTGGAGAAAGATTGT
TAAGCTTCTGTATATTCTGCCCAAATTTGTCGGGCCCATGGCGAAAAACGTTGCGATTTTCGGCTTATTGTITIC
TCTTCTTGTGTTGGTTCCTTCTCAGATCTTCGCCGCCGAGAACCTGTGGGTGACCGTGTACTACGGCGTGCCLS
TGTGGAAGGAGGCCAACACCACCCTGTTCTGCGCCTCCGACGCCAAGGCCTACGACACCGAGGTGCACAACGT
GTGGGCCACCCACGCCTGCGTGCCCACCGACCCCAACCCCCAGGAGATCGTGLTGGAGAACGTGACCGAGAA
CITCAACATGTGGAAGAACAACATGGTGGAGCAGATGCACGAGGACATCATCTCCCTGTGGGACCAGTCCCTG
AAGCCCTGCGTGAAGCTGACCCCCCTGTGCGTGACCCTGAACTGCACCAACGTGAACGTGACCAACACCACCA
ACAACACCGAGGAGAAGGGCGAGATCAAGAACTGLCTCCTTCAACATCACCACCGAGATCCGCGACAAGAAGC
AGAAGGTGTACGCCCTGTTCTACCGCCTGGACGTGGTGCCCATCGACGACAACAACAACAACTCCTCCAACTAC
CGCCTGATCAACTGCAACACCTCCGCCATCACCCAGGCCTGCCCCAAGGTGTCCTTCGAGCCCATCCCCATCCA
CTACTGCGCCCCCGCCGGCTTCGCCATCCTGAAGTGCAACGACAAGAAGTTCAACGGCACCGGCCCCTGCAAG
AACGTGTCCACCGTGCAGTGCACCCACGGCATCAAGCCCGTGGTGTCCACCCAGCTGCTGCTGAACGGCTCCC
TGGCCGAGGAGGAGATCA GCTCC CATCACCAACAACGCCAAGACCATCATCGTGCAGCTGAA
CGAGTCCGTGGAGATCAACTGCACCCGCCCCAACAACAACACCCGCAAGTCCATCCGCATCGGCCCCGGCCAG
GCCTTCTACGCCACCGGCGACATCATCGGCGACATCCGCCAGGCCCACTGCAACATCTCCGGCACCAAGTGGA
ACAAGACCCTGCAGCAGGTGGCCAAGAAGCTGLGCGAGCACTTCAACAACAAGACCATCATCTTCAAGCCCTC
CTCCGGCGGCGACCTGGAGATCACCACCCACTCCTTCAACTGCCGCGGCGAGTTCTTCTACTGCAACACCTCCG
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GCCTGTTCAACTCCACCTGGATCGGCAACGGCACCAAGAACAACAACAACACCAACGACACCATCACCCTGCC
CTGCCGCATCAAGCAGATCATCAACATGTGGCAGGGCGTGGGCCAGGCCATGTACGCCCCCCCCATCGAGGG
CAAGATCACCTGCAAGTCCAACATCACCGGCCTGCTGCTGACCCGCGACGGCGGCAACAACAACACCAACGAG
ACCGAGATCTTCCGCCCCGGCGGCGGCGACATGCGCGACAACTGGCGCTCCGAGCTGTACAAGTACAAGGTG
GTGAAGATCGAGCCCCTGGGCGTGGLCCCCACCAAGGLCAAGCTGACCGTGCAGGCCCGLCAGLTGLTGTCC
GGCATCGTGCAGCAGCAGTCCAACCTGCTGCGCGCCATCGAGGCCCAGCAGCACCTGCTGCAGCTGACCGTGT
GGGGCATCAAGCAGCTGCAGGCCLGLGTGCTGGCCGTGGAGCGCTACCTGAAGGACCAGCAGCTGCTGGAG
ATCTGGGACAACATGACCTGGATGGAGTGGGAGCGCGAGATCAACAACTACACCGACATCATCTACTCCCTGA
TCGAGGAGTCCCAGAACCAGCAGGAGAAGAACGAGCAGGAGCTGCTGGCCCTGGACAAGTGGGCCTCCCTGT
GGAACTGGTTCGACATCACCAACTGGCTGTGGTACATCCAAATACTGTCAATTTATTCAACAGTGGCGAGTTCC
CIAGCACTGGCAATCATGATGGCTGGTCTATCTTTATGGATGTGCTCCAATGGATCGTTACAATGCAGAATTTG
CATTTAAAGGCCTATTTTCTTTAGTTTGAATTTACTGTTATTCGGTGTGCATTTCTATGTTTGGTGAGCGGTTTIC
TGTGCTCAGAGTGTGTTTATTTTATGTAATTTAATTTCTTTGTGAGCTCCTGTTTAGCAGGTCGTCCCTTCAGCAA
GGACACAAAAAGATTTTAATTTTATTAAAAAAAAAAAAAAAAAAGACCGGGAATTCGATATCAAGCTTATCGA
CCTGCAGATCGTTCAAACATTTGGCAATAAAGTTTCTTAAGATTGAATCCTGTTGCCGGTCTTGCGATGATTATC
ATATAATTTCTGTTGAATTACGTTAAGCATGTAATAATTAACATGTAATGCATGACGTTATTTATGAGATGGGTT
TITATGATTAGAGTCCCGCAATTATACATTTAATACGCGATAGAAAACAAAATATAGCGCGCAAACTAGGATAA
ATTATCGCGCGCGGTGTCATCTATGTTACTAGATCTCTAGAGTCTCAAGCTTGGCGCGCC

Figura 3E, SEQ ID NO: Secuencia aminoacidica de PDISP-VIH ConS ACFI-A/indonesia/5/2005 H5 TM+CT

MAKNVAIFGLLFSLLVLYPSQIFAAENLWYVTVYYGVPVWKEANTTLFCASDAKAYDTEVHNVWATHACVYPTDPNP
QEIVLENVTENFNMWKNNMVEQMHEDIISLWDQSLKPCYKLTPLCVTLNCTNWNVTNTTNNTEEKGEIKNCSFNI

TTEIRDKKQKVYALFYRLOVYPIDDNNNNSSNYRLINCNTSAITQACPKVSFEPIPIHYCAPAGFAILKCNDKKFNGTG

PCKNVSTVOCTHGIKPVVSTOLLLNGSLAEEEINRSENITNNAKTIIVQLNESVEINCTRPNNNTRKSIRIGPGOQAFYAT
GDIGDIRQAHCNISGTKWNKTLQAVAKKLREHFNNKTHFKPSSGGDLEITTHSFNCRGEFFYCNTSGLFNSTWIGN

GTKNNNNTNDTITLPCRIKQIINMWQGVGQAMYAPPIEGKITCKSNITGLLLTRDGGNNNTNETEIFRPGGGDMR

DNWRSELYKYKVVKIEPLGVAPTKAKLTVQARQLLSGIVQQQSNLLRAIEAQQHLLOLTVWGIKQLOQARVLAVERYL
KDQQLLEIWDNMTWMEWEREINNYTDIYSLIEESQNQQEKNEQELLALDKWASLWNWFDITNWLWYIQILSIYS
TVASSLALAIMMAGLSLWMCSNGSLACRICI
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Figura 3F: Representacién esquematica de la construccion namero 999
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Figura 4A, SEQ ID NO: 18: Casete de expresién numero 172, de Xmal (aguas arriba del promotor de
plastocianina) a EcoRI (inmediatamente aguas abajo del terminador de plastocianina). La secuencia de acido
nucleico TBSY P19 esta subrayada.

CCCGGGCTGGTATATTTATATGTTGTCAAATAACTCAAAAACCATAAAAGTTTAAGTTAGCAAGTGTGTACATT
TTTACTTGAACAAAAATATTCACCTACTACTGTTATAAATCATTATTAAACATTAGAGTAAAGAAATATGGATGA
TAAGAACAAGAGTAGTGATATTTTGACAACAATTTTGTTIGCAACATTTGAGAAAATTTTIGTTGTTCTCTCTTITC
ATTGGTCAAAAACAATAGAGAGAGAAAAAGGAAGAGGGAGAATAAAAACATAATGTGAGTATGAGAGAGAA
AGTTGTACAAAAGTTGTACCAAAATAGTTGTACAAATATCATTGAGGAATTTGACAAAAGCTACACAAATAAG
GGTTAATTGCTGTAAATAAATAAGGATGACGCATTAGAGAGATGTACCATTAGAGAATTTTTGGCAAGTCATT
AAAAAGAAAGAATAAATTATTTTTAAAATTAAAAGTTGAGTCATTTGATTAAACATGTGATTATTTAATGAATT
GATGAAAGAGTTGGATTAAAGTTGTATTAGTAATTAGAATTTGGTGTCAAATTTAATTTGACATTTGATCTTTITC
CTATATATTGCCCCATAGAGTCAGTTAACTCATTTTTATATTTCATAGATCAAATAAGAGAAATAACGGTATATT
AATCCCTCCAAAAAAAAAAAACGGTATATTTACTAAAAAATCTAAGCCACGTAGGAGGATAACAGGATCCCCG
TAGGAGGATAACATCCAATCCAACCAATCACAACAATCCTGATGAGATAACCCACTTTAAGCCCACGCATCTGT
GGCACATCTACATTATCTAAATCACACATTCTTCCACACATCTGAGCCACACAAAAACCAATCCACATCTTTATC
ACCCATTCTATAAAAAATCACACTTTGTGAGTCTACACTTTGATTCCCTTCAAACACATACAAAGAGAAGAGACT
AATTAATTAATTAATCATCTTGAGAGAAAATGGAACGAGCTATACAAGGAAACGACGCTAGGGAACAAGCTAA
CAGTGAACGTTGGGATGGAGGATCAGGAGGTACCACTTCTCCCTTCAAACTTCCTGACGAAAGTCCGAGTTGG
ACTGAGTGGCGGCTACATAACGATGAGACGAATTCGAATCAAGATAATCCCCTTGGTTTCAAGGAAAGCTGGG
GTTTCGGGAAAGTTGTATITAAGAGATATCT CAGATACGACAGGACGGAAGCTTCACTGCACAGAGTCCTTGG
ATCTTGGACGGGAGATTCGGTTAACTATGCAGCATCTCGATTTTTCGGTITCGACCAGATCGGATGTACCTATA
GTATTCGGTTTCGAGGAGTTAGTATCACCGTTTCTGGAGGGTCGCGAACTCTTCAGCATCTCTGTGAGATGGCA
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ATTCGGTCTAAGCAAGAACTGCTACAGCTTGCCCCAATCGAAGTGGAAAGTAATGTATCAAGAGGATGCCCTG
AAGGTACTCAAACCTTCGAAAAAGAAAGCGAGTAAGTCGAGGGCGAGCTCTAAGTTAAAATGCTTCTTCGTCT
CCTATTTATAATATGGTTTGTTATTGTTAATTTTGTTCT TGTAGAAGAGCTTAATTAATCGTTGTTGTTATGAAAT
ACTATTTGTATGAGATGAACTGGTGTAATGTAATTCATITACATAAGTGGAGTCAGAATCAGAATGTTTCCTCC
ATAACTAACTAGACATGAAGACCTGCCGCGTACAATT GTCTTATATTTGAACAACTAAAATTGAACATCTTTITGC
CACAACTTTATAAGTGGTTAATATAGCTCAAATATATGGTCAAGTTCAATAGATTAATAATGGAAATATCAGTT
ATCGAAATTCATTAACAATCAACTTAACGTTATTAACTACTAATTTTATATCATCCCCTTTGATAAATGATAGTAC
ACCAATTAGGAAGGAGCATGCTCGAGGCCTGGCTGGCCGAATTC

Figura 4B, SEQ ID NO: 19: Secuencia aminoacidica del supresor de silenciamiento P19 del TBSY
MERAIQGNDAREQANSERWDGGSGGTTSPFKLPDESPSWTEWRLHNDETNSNQDNPLGFKESWGFGKVVFKRY
LRYDRTEASLHRVLGSWTGDSVNYAASRFFGFDQIGCTYSIRFRGVSITVSGGSRTLOHLCEMAIRSKQELLQLAPIEV
ESNVSRGCPEGTQTFEKESE

Figura 4C: Representacién de la construccion nimero 172
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(PDI) Env Con-S ACFI
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Figura 5
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ConS ACFI

ST (145 kDa)

Figura 6
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Figura 8A:
Representacion esquematica de la construccion nimero 1074
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Figura 8B, SEQ ID NO:32
IF-RabG-S2+4.c

TCTCAGATCTTCGCCAAATTCCCTATTTACACGATACCAGAC

Figura 8C, SEQ ID NO:33

RabG+H5dTm.r

CTGTTGAATAAATTGACAGTATTTGATACTTCCCCCAGTTCGGGAGAC
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Figura 8D, SEQ ID NO:34

Gen G Rab sintetizado (correspondiente a nt 3317-4891 de nuimero de acceso al Genebank
EF206707) (Péptido sefial nativo en negrita, dominios transmembrana y citosdlico nativos
subrayados)

ATGGTTCCTCAGGCTCTCCTGTTTGTACCCCTTCTGGTTTTTCCATTGTGTTTTGGGAAATTC
CCTATTTACACGATACCAGACAAGCTTGGTCCCTGGAGCCCGATTGACATACATCACCTCAG
CTGCCCAAACAATTTGCTAGTGGAGGACGAAGGATGCACCAACCTGTCAGGGTTCTCCTAC
ATGGAACTTAAAGTTGGATACATCTTAGCCATAAAAATGAACGGGTTCACTTGCACAGGCGT
TGTGACGGAGGCTGAAACCTACACTAACTTCGTTGGTTATGTCACAACCACGTTCAAAAGAA
AGCATTTCCGCCCAACACCAGATGCATGTAGAGCCGCGTACAACTGGAAGATGGCCGGTGA
CCCCAGATATGAAGAGTCTCTACACAATCCGTACCCTGACTACCGCTGGCTTCGAACTGTAA
AAACCACCAAGGAGTCTCTCGTTATCATATCTCCAAGTGTGGCAGATTTGGACCCATATGAC
AGATCCCTTCACTCGAGGGTCTTCCCTAGCGGGAAGTGCTCAGGAGTAGCGGTGTCTTCTA
CCTACTGCTCCACTAACCACGATTACACCATTTGGATGCCCGAGAATCCGAGACTAGGGATG
TCTTGTGACATTTTTACCAATAGTAGAGGGAAGAGAGCATCCAAAGGGAGTGAGACTTGCGG
CTTTGTAGATGAAAGAGGCCTATATAAGTCTTTAAAAGGAGCATGCAAACTCAAGTTATGTGG
AGTTCTAGGACTTAGACTTATGGATGGAACATGGGTCGCGATGCAAACATCAAATGAAACCA
AATGGTGCCCTCCCGATCAGTTGGTGAACCTGCACGACTTTCGCTCAGACGAAATTGAGCA
CCTTGTTGTAGAGGAGTTGGTCAGGAAGAGAGAGGAGTGTCTGGATGCACTAGAGTCCATC
ATGACAACCAAGTCAGTGAGTTTCAGACGTCTCAGTCATTTAAGAAAACTTGTCCCTGGGTTT
GGAAAAGCATATACCATATTCAACAAGACCTTGATGGAAGCCGATGCTCACTACAAGTCAGT
CAGAACTTGGAATGAGATCCTCCCTTCAAAAGGGTGTTTAAGAGTTGGGGGGAGGTGTCAT
CCTCATGTGAACGGGGTGTTTTTCAATGGTATAATATTAGGACCTGACGGCAATGTCTTAATC
CCAGAGATGCAATCATCCCTCCTCCAGCAACATATGGAGTTGTTGGAATCCTCGGTTATCCC
CCTTGTGCACCCCCTGGCAGACCCGTCTACCGTTTTCAAGGACGGTGACGAGGCTGAGGAT
TTTGTTGAAGTTCACCTTCCCGATGTGCACAATCAGGTCTCAGGAGTTGACTTGGGTCTCCC
GAACTGGGGGAAGTATGTATTACTGAGTGCAGGGGCCCTGACTGCCTTGATGTTGATAATTT
TCCTGATGACATGTTGTAGAAGAGTCAATCGATCAGAACCTACGCAACACAATCTCAGAGGG

ACAGGGAGGGA GATCATATCTTCATGGGAATCAC
ACAAGAGTGGGGGTGAGACCAGACTGTGA

Figura 8E, SEQ ID NO:35
IF-H5dTm.c

CAAATACTGTCAATTTATTCAACAGTGGC

Figura 8F, SEQ ID NO:36
Construccion 141 de t-ADN de izquierda a derecha (subrayado). Sistema de expresion

2X358-CPMV-HT-PDISP-NOS con casete de expresion del inhibidor de silenciamiento de
Plastocianina-P19-Plastocianina
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TGGCAGGATATATTGTGGTGTAAACAAATTGACGCTTAGACAACTTAATAACACATTGCGGACGTTTTTA
ATGTACTGAATTAACGCCGAATCCCGGGCTGGTATATTTATATGTTGTCAAATAACTCAAAAACCATAAA
AGTTTAAGTTAGCAAGTGTGTACATTTTTACTTGAACAAAAATATTCACCTACTACTGTTATAAATCATTAT
TAAACATTAGAGTAAAGAAATATGGATGATAAGAACAAGAGTAGTGATATTTTGACAACAATTTTGTTGC
AACATTTGAGAAAATTTTGTTGTTCTCTCTTTTCATTGGTCAAAAACAATAGAGAGAGAAAAAGGAAGAG
GGAGAATAAAAACATAATGTGAGTATGAGAGAGAAAGTTGTACAAAAGTTGTACCAAAATAGTTGTACAA
ATATCATTGAGGAATTTGACAAAAGCTACACAAATAAGGGTTAATTGCTGTAAATAAATAAGGATGACGC
ATTAGAGAGATGTACCATTAGAGAATTTTTGGCAAGTCATTAAAAAGAAAGAATAAATTATTTTTAAAATT
AAAAGTTGAGTCATTTGATTAAACATGTGATTATTTAATGAATTGATGAAAGAGTTGGATTAAAGTTGTAT
TAGTAATTAGAATTTGGTGTCAAATTTAATTTGACATTTGATCTTTTCCTATATATTGCCCCATAGAGTCA
GTTAACTCATTTTTATATTTCATAGATCAAATAAGAGAAATAACGGTATATTAATCCCTCCAAAAAAAAAA
AACGGTATATTTACTAAAAAATCTAAGCCACGTAGGAGGATAACAGGATCCCCGTAGGAGGATAACATC
CAATCCAACCAATCACAACAATCCTGATGAGATAACCCACTTTAAGCCCACGCATCTGTGGCACATCTA
CATTATCTAAATCACACATTCTTCCACACATCTGAGCCACACAAAAACCAATCCACATCTTTATCACCCAT
TCTATAAAAAATCACACTTTGTGAGTCTACACTTTGATTCCCTTCAAACACATACAAAGAGAAGAGACTA
ATTAATTAATTAATCATCTTGAGAGAAAATGGAACGAGCTATACAAGGAAACGACGCTAGGGAACAAGC
TAACAGTGAACGTTGGGATGGAGGATCAGGAGGTACCACTTCTCCCTTCAAACTTCCTGACGAAAGTCC
GAGTTGGACTGAGTGGCGGCTACATAACGATGAGACGAATTCGAATCAAGATAATCCCCTTGGTTTCAA
GGAAAGCTGGGGTTTCGGGAAAGTTGTATTTAAGAGATATCTCAGATACGACAGGACGGAAGCTTCACT
GCACAGAGTCCTTGGATCTTGGACGGGAGATTCGGTTAACTATGCAGCATCTCGATTTTICGGTTTICGA
CCAGATCGGATGTACCTATAGTATTCGGTTTCGAGGAGTTAGTATCACCGTTTCTGGAGGGTCGCGAAC
TCTTCAGCATCTCTGTGAGATGGCAATTCGGTCTAAGCAAGAACTGCTACAGCTTGCCCCAATCGAAGT
GGAAAGTAATGTATCAAGAGGATGCCCTGAAGGTACTCAAACCTTCGAAAAAGAAAGCGAGTAAGTTAA
AATGCTTCTTCGTCTCCTATTTATAATATGGTTTGTTATTGTTAATTTTGTTCTTGTAGAAGAGCTTAATTA
ATCGTTGTTGTTATGAAATACTATTTGTATGAGATGAACTGGTGTAATGTAATTCATTTACATAAGTGGAG
TCAGAATCAGAATGTTTCCTCCATAACTAACTAGACATGAAGACCTGCCGCGTACAATTGTCTTATATTT
GAACAACTAAAATTGAACATCTTTTGCCACAACTTTATAAGTGGTTAATATAGCTCAAATATATGGTCAAG
TTCAATAGATTAATAATGGAAATATCAGTTATCGAAATTCATTAACAATCAACTTAACGTTATTAACTACTA
ATTTTATATCATCCCCTTTGATAAATGATAGTACACCAATTAGGAAGGAGCATGCTCGCCTAGGAGATTG
TCGTTTCCCGCCTTCAGTTTGCAAGCTGCTCTAGCCGTGTAGCCAATACGCAAACCGCCTCTCCCCGC
GCGTTGGGAATTACTAGCGCGTGTCGACAAGCTTGCATGCCGGTCAACATGGTGGAGCACGACACACT
TGTCTACTCCAAAAATATCAAAGATACAGTCTCAGAAGACCAAAGGGCAATTGAGACTTTTCAACAAAGG
GTAATATCCGGAAACCTCCTCGGATTCCATTGCCCAGCTATCTGTCACTTTATTGTGAAGATAGTGGAAA
AGGAAGGTGGCTCCTACAAATGCCATCATTGCGATAAAGGAAAGGCCATCGTTGAAGATGCCTCTGCC
GACAGTGGTCCCAAAGATGGACCCCCACCCACGCAGGAGCATCGTGGAAAAAGAAGACGTTCCAACCA
CGTCTTCAAAGCAAGTGCATTGATGTGATAACATGGTGGAGCACGACACACTTGTCTACTCCAAAAATA
TCAAAGATACAGTCTCAGAAGACCAAAGGGCAATTGAGACTTTTCAACAAAGGGTAATATCCGGAAACC
TCCTCGGATTCCATTGCCCAGCTATCTGTCACTTTATTGTGAAGATAGTGCAAAAGGAAGGTGGCTCCT
ACAAATGCCATCATTGCGATAAAGGAAAGGCCATCGTTGAAGATGCCTCTGCCGACAGTGGTCCCAAA
GATGGACCCCCACCCACGAGGAGCATCGTGGAAAAAGAAGACGTTCCAACCACGTCTTCAAAGCAAGT
GGATTGATGTGATATCTCCACTGACGTAAGGGATGACGCACAATCCCACTATCCTTCGCAAGACCCTTC
CTCTATATAAGGAAGTTCATTTCATTTGGAGAGGTATTAAAATCTTAATAGGTTTTGATAAAAGCGAACGT
GGGGAAACCCGAACCAAACCTTCTTCTAAACTCTCTCTCATCTCTCTTAAAGCAAACTTCTCTCTTGTCT
TTCTTGCGTGAGCGATCTTCAACGTTGTCAGATCGTGCTTCGGCACCAGTACAACGTTTICTTTCACTGA
AGCGAAATCAAAGATCTCTTTGTGGACACGTAGTGCGGCGCCATTAAATAACGTGTACTTGTCCTATTC
TTIGTCGGTGTGGTCTTGGGAAAAGAAAGCTTGCTGGAGGCTGCTGTTCAGCCCCATACATTACTTGTTA
CGATTCTGCTGACTTTCGGCGGGTGCAATATCTCTACTTCTGCTTGACGAGGTATTGTTGCCTGTACTT
CTTTCTTCTTCTTCTTGCTGATTGGTTCTATAAGAAATCTAGTATTTTCTTTGAAACAGAGTTTTCCCGTG
GTTTTCGAACTTGGAGAAAGATTGTTAAGCTTCTGTATATTCTGCCCAAATTTGTCGGGCCCATGGCGAA
AAACGTTGCGATTTTCGGCTTATTGTTTTCTCTTCTTGTGTTGGTTCCTTCTCAGATCTTCGCCTGCAGG
CTCCTCAGCCAAAACGACACCCCCATCTGTCTATCCACTGGCCCCTGGATCTGCTGCCCAAACTAACTC
CATGGTGACCCTGGGATGCCTGGTCAAGGGCTATTTCCCTGAGCCAGTGACAGTGACCTGGAACTCTG
GATCCCTGTCCAGCGGTGTGCACACCTTCCCAGCTGTCCTGCAGTCTGACCTCTACACTCTGAGCAGC
TCAGTGACTGTCCCCTCCAGCACCTGGCCCAGCGAGACCGTCACCTGCAACCTTGCCCACCCGGCCA
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GCAGCACCAAGGTGGACAAGAAAATTGTGCCCAGGGATTGTGGTTGTAAGCCTTGCATATGTACAGTC
CCAGAAGTATCATCTGTCTTCATCTTCCCCCCAAAGCCCAAGGATGTGCTCACCATTACTCTGACTCCTA
AGGTCACGTGTGTTGTGGTAGACATCAGCAAGGATCATCCCGAGGTCCAGTTCAGCTGGTTTGTAGAT
GATGTGGAGGTGCACACAGCTCAGACGCAACCCCGGGAGGAGCAGTTCAACAGCACTTTCCGCTCAG
TCAGTGAACTTCCCATCATGCACCAGGACTGGCTCAATGGCAAGGAGCGATCGCTCACCATCACCATC
ACCATCACCATCACCATTAAAGGCCTATTTTCTTTAGTTTGAATTTACTGTTATTCGGTGTGCATTTCTAT
GTTTGGTGAGCGGTTTTCTCGTGCTCAGAGTGTGTTTATTTTATGTAATTTAATTTCTTTGTGAGCTCCTGT
TTAGCAGGTCGTCCCTTCAGCAAGGACACAAAAAGATTTTAATTTTATTAAAAAAAAAAAAAAAAAAGAC
CGGGAATTCGATATCAAGCTTATCGACCTGCAGATCGTTCAAACATTTGGCAATAAAGTTTCTTAAGATT
GAATCCTGTTGCCGGTCTTGCGATGATTATCATATAATTTICTGTTGAATTACGTTAAGCATGTAATAATTA
ACATGTAATGCATGACGTTATTTATGAGATGGGTTTTTATGATTAGAGTCCCGCAATTATACATTTAATAC
GCGATAGAAAACAAAATATAGCGCGCAAACTAGGATAAATTATCGCGCGCGGTGTCATCTATGTTACTA
GATCTCTAGAGTCTCAAGCTTGGCGCGCCCACGTGACTAGTGGCACTGGCCGTCGTTTTACAACGTCG
TGACTGGGAAAACCCTGGCGTTACCCAACTTAATCGCCTTGCAGCACATCCCCCTTTCGCCAGCTGGE
GTAATAGCGAAGAGGCCCGCACCGATCGCCCTTCCCAACAGTTGCGCAGCCTGAATGGCGAATGCTA
GAGCAGCTTGAGCTTGCGATCAGATTGTCGTTTCCCGCCTTCAGTTTAAACTATCAGTGTTTGACAGGAT
ATATTGGCGGGTAAACCTAAGAGAAAAGAGCGTTTA

Figura 8G
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Figura 8H, SEQ ID NO:37

Casete de expresién nimero 1074 del promotor 2X358S al terminador de NOS. PDISP-Rab
G -Alindonesia/5/2005 H5 TM+CT esta subrayado.

GTCAACATGGTGGAGCACGACACACTTGTCTACTCCAAAAATATCAAAGATACAGTCTCAGAAGACCAA
AGCGCAATTGAGACTTTTCAACAAAGGGTAATATCCGGAAACCTCCTCGGATTCCATTGCCCAGCTATC
TGTCACTTTATTGTGAAGATAGTGGAAAAGGAAGGTGGCTCCTACAAATGCCATCATTGCGATAAAGGA
AAGGCCATCGTTGAAGATGCCTCTGCCGACAGTGGTCCCAAAGATGGACCCCCACCCACGAGGAGCA
TCGTGGAAAAAGAAGACGTTCCAACCACGTCTTCAAAGCAAGTGGATTGATGTGATAACATGGTGGAGC
ACGACACACTTGTCTACTCCAAAAATATCAAAGATACAGTCTCAGAAGACCAAAGGGCAATTGAGACTTT
TCAACAAAGGGTAATATCCGGAAACCTCCTCGGATTCCATTGCCCAGCTATCTGTCACTTTATTGTGAA
GATAGTGGAAAAGGAAGGTGGCTCCTACAAATGCCATCATTGCGATAAAGGAAAGGCCATCGTTGAAG
ATGCCTCTGCCGACAGTGGTCCCAAAGATGGACCCCCACCCACGAGGAGCATCGTGGAAAAAGAAGA
CGTTCCAACCACGTCTTCAAAGCAAGTGGATTGATGTGATATCTCCACTGACGTAAGGGATGACGCACA
ATCCCACTATCCTTCGCAAGACCCTTCCTCTATATAAGGAAGTTCATTTCATTTGGAGAGGTATTAAAAT
CTTAATAGGTTTTGATAAAAGCGAACGTGGGGAAACCCGAACCAAACCTTCTTCTAAACTCTCTCTCATC
TCTCTTAAAGCAAACTTCTCTCTTGTCTTTCTTGCGTGAGCGATCTTCAACGTTGTCAGATCGTGETTCG
GCACCACGTACAACGTTTTCTTTCACTGAAGCGAAATCAAAGATCTCTTTGTGGACACGTAGTGCGGCGC
CATTAAATAACGTGTACTTGTCCTATTCTTGTCGGTGTGGTCTTGGGAAAAGAAAGCTTGCTGGAGGCT
GCTGTTCAGCCCCATACATTACTTGTTACGATTCTGCTGACTTTCGGCGGGTGCAATATCTCTACTTCTG
CTTGACGAGGTATTGTTGCCTGTACTTCTTTICTTCTTCTTCTTGCTGATTGGT TCTATAAGAAATCTAGTA
TTTTCTTTGAAACAGAGTTTTCCCGTGGTTTTCGAACTTGGAGAAAGATTGTTAAGCTTCTGTATATTCTE
CCCAAATTTGTCGGGCCCATGGCCGAAAAACGTTGCGATTTTCGECTTATTGITTTCTCTTCTTIGTGTIGE
T TT Al

TTGACATACATCACCTCAGCTGCCCAACAATTTGGTAGTGGAGGACGAAGGATGCACCAACCTGTCA
GGGTTCTCCTACATGGMCTTMAGTTGGATACATCTTAGCCATMAMTCMCGGGTTCACTTGCACA
GGCGTTGTGA Al

CATTTCCGCC ATGCATGTAGA TACAZ ' TGC GGTGACCCCAGAT
TGAAGAGTCTCTACACAATCCGTACCCTGACTACCGCTGGCTTCGAACT GTAAAAACCACCAAGGAGTC

TCTCGTTATCATATCTCCAAGTGTGGCAGATTITGGACCCATATGACAGATCCCTTCACTCGAGGGTCTT
CCCTAGCGGGAAGTGCTCAGGAGTAGCGGTGTCTTCTACCTACTGCTCCACTAACCACGATTACACCA
TTITGGATGCCCGAGAATCCGAGACTAGGGATGTCTTIGTGACATTTITACCAATAGTAGAGGGAAGAGAG
CATCCAAAGGGAGTGAGACTTGCGGCTTTCTAGATCAAAGAGGCCTATATAAGTCTTITAAAAGGAGCAT
GCAAACTCAAGTTATGTGCAGTTCTAGGACTTAGACTTATGGATGGAACATGCGTCGCGATGCAAACAT
CAAATGAAA T SCCCTCCCGATCAGTTGGTGAACCTGCACGACTTTCGCTCAGACGAAATTG
AGCACCTTGTTGTAGAGGAGTTGGTCAGGAAGAGAGAGGAGTGTCTGGATCCACTAGAGTCCATCATG
ACAACCAAGTCAGTGAGTTTCAGACGTCTCAGTCATTTAAGAAAACTTGTCCCTGGGTTTGGAAAAGCA
TATACCATATTCAACAAGACCTTGATGGAAGCCGATGCTCACTACAAGTCAGTCAGAACTTGGAATGAG
ATCCTCCCTTCAAAAGGGTGTTTAAGAGTTGCGGGEAGGTGTCATCCTCATGTGAACGGGGTGTTTTITC
AATGGTATAATATTAGGACCTGACGGCAATGTCTTAATCCCAGAGATGCAATCATCCCTCCTCCAGCAA
CATATGGAGTTGTTGGAATCCTCGGTTATCCCCCTTIGTGCACCCCCTGGCAGACCCGTCTACCGTTTTC
AAGGACGGTGACGAGGCTCAGGATTTTGTTGAAGTTCACCTTCCCGATGTGCACAATCAGGTCTCAGG
AGTTGACTTGGGTCTCCCGAACTGGGGGAAGTATCAAATACTGTCAATTTATTCAACAGTGGCGAGTTC
CCTAGCACTGGCAATCATGATGGCTGGTCTATCTTTATGCATGTGCTCCAATGGATCGTTACAATGCAG
AATTTGCATTTAAAGGCCTATTTTCTTTAGTTTGAATTTACTGTTATTCGGTGTGCATTTCTATGTTTGGTG
AGCGGTTTTCTGTGCTCAGAGTGTGTTTATTTTATGTAATTTAATTTCTTTGTGAGCTCCTGTTTAGCAGG
TCGTCCCTTCAGCAAGGACACAAAAAGATTTTAATTTTATTAAAAAAAAAAAAAAAAAAGACCGGGAATT
CGATATCAAGCTTATCGACCTGCAGATCGTTCAAACATTTGGCAATAAAGTTTCTTAAGATTGAATCCTG
TTGCCGGTCTTGCGATGATTATCATATAATTTCTGTTGAATTACGTTAAGCATGTAATAATTAACATGTAA
TGCATGACGTTATTTATGAGATGGGTTTTTATGATTAGAGTCCCGCAATTATACATTTAATACGCGATAG
AAAACAAAATATAGCCCGCAAACTAGGATAAATTATCGCGCGCGGTGTCATCTATGTTACTAGAT
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Figura 81, SEQ ID NO:38
Secuencia aminoacidica de PDISP-Rab G- A/lndonesia/5/2005 H5 TM+CT

MAKNVAIFGLLFSLLVLVPSQIFAKFPIYTIPDKLGPWSPIDIHHLSCPNNLVVEDEGCTNL
SGFSYMELKVGYILAIKMNGFTCTGVVTEAETYTNFVGYVTTTFKRKHFRPTPDACRAA
YNWKMAGDPRYEESLHNPYPDYRWLRTVKTTKESLVIISPSVADLDPYDRSLHSRVFP
SGKCSGVAVSSTYCSTNHDYTIWMPENPRLGMSCDIFTNSRGKRASKGSETCGFVDE
RGLYKSLKGACKLKLCGVLGLRLMDGTWVAMQTSNETKWCPPDQLVNLHDFRSDEIE
HLVVEELVRKREECLDALESIMTTKSVSFRRLSHLRKLVPGFGKAYTIFNKTLMEADAHY
KSVRTWNEILPSKGCLRVGGRCHPHVNGVFFNGIILGPDGNVLIPEMQSSLLQQHMELL
ESSVIPLVHPLADPSTVFKDGDEAEDFVEVHLPDVHNQVSGVDLGLPNWGKYQILSIYS
TVASSLALAIMMAGLSLWMCSNGSLQCRICI*

Figura 8J, SEQ ID NO: 39

Construccion 144 de t-ADN de izquierda a derecha (subrayado). Sistema de expresion
2X35S-CPMV-HT-PDISP-NOS en BeYDV + replicasa con casete de expresion del inhibidor
de silenciamiento de Plastocianina-P19-Plastocianina

TGGCAGGATATATTIGTGCTGTAAACAAATTGACGCTTAGACAACTTAATAACACATTGCGGACGTTTTTA
ATGTACTGAATTAACGCCGAATCCCGGGCTGGTATATTTATATGTTGTCAAATAACTCAAAAACCATAAA
AGTTTAAGTTAGCAAGTGTGTACATTTTTACTTGAACAAAAATATTCACCTACTACTGTTATAAATCATTAT
TAAACATTAGAGTAAAGAAATATGGATGATAAGAACAAGAGTAGTGATATTTTGACAACAATTTTGTTGC
AACATTTGAGAAAATTTTGTTGTTCTCTCTTTTCATTGGTCAAAAACAATAGAGAGAGAAAAAGGAAGAG
GGAGAATAAAAACATAATGTGAGTATGAGAGAGAAAGTTGTACAAAAGTTGTACCAAAATAGTTGTACAA
ATATCATTGAGGAATTTGACAAAAGCTACACAAATAAGGGTTAATTGCTGTAAATAAATAAGGATGACGC
ATTAGAGAGATGTACCATTAGAGAATTTTTGGCAAGTCATTAAAAAGAAAGAATAAATTATTTTTAAAATT
AAAAGTTGAGTCATTTGATTAAACATGTGATTATTTAATGAATTGATGAAAGAGTTGGATTAAAGTTGTAT
TAGTAATTAGAATTTGGTGTCAAATTTAATTTGACATTTGATCTTTTCCTATATATTGCCCCATAGAGTCA
GTTAACTCATTTTTATATTTCATAGATCAAATAAGAGAAATAACGGTATATTAATCCCTCCAAAAAAAAAA
AACGGTATATTTACTAAAAAATCTAAGCCACGTAGGAGGATAACAGGATCCCCGTAGGAGGATAACATC
CAATCCAACCAATCACAACAATCCTGATGAGATAACCCACTTTAAGCCCACGCATCTGTGGCACATCTA
CATTATCTAAATCACACATTCTTCCACACATCTGAGCCACACAAAAACCAATCCACATCTTTATCACCCAT
TCTATAAAAAATCACACTTTGTGAGTCTACACTTTGATTCCCTTCAAACACATACAAAGAGAAGAGACTA
ATTAATTAATTAATCATCTTGAGAGAAAATGGAACGAGCTATACAAGGAAACGACGCTAGGGAACAAGC
TAACAGTGAACGTTGGGATGGAGGATCAGGAGGTACCACTTCTCCCTTCAAACTTCCTGACGAAAGTCC
GAGTTGGACTGAGTGGCGGCTACATAACGATGAGACGAATTCGAATCAAGATAATCCCCTTGGTTTCAA
GGAAAGCTGGGGTTTCGGGAAAGTTGTATTTAAGAGATATCTCAGATACGACAGGACGGAAGCTTCACT
GCACAGAGTCCTTGGATCTTGGACGGGAGATTCCEGTTAACTATGCAGCATCTCGATTTTTCGGTTTCGA
CCAGATCGGATGTACCTATAGTATTCGGTTTCGAGGAGTTAGTATCACCGTTTCTGGAGGGTCGCGAAC
TCTTCAGCATCTCTGTGAGATGGCAATTCGGTCTAAGCAAGAACTGCTACAGCTTGCCCCAATCGAAGT
GGAAAGTAATGTATCAAGAGGATGCCCTGAAGGTACTCAAACCTTCGAAAAAGAAAGCGAGTAAGTTAA
AATGCTTCTTCGTCTCCTATTTATAATATGGTTTGTTATTGTTAATTTTGTTCTTGTAGAAGAGCTTAATTA
ATCGTTGTTGTTATGAAATACTATTTGTATGAGATGAACTGGTGTAATGTAATTCATTTACATAAGTGGAG
TCAGAATCAGAATGTTTCCTCCATAACTAACTAGACATGAAGACCTGCCGCGTACAATTGTCTTATATTT
GAACAACTAAAATTGAACATCTTTTGCCACAACTTTATAAGTGGTTAATATAGCTCAAATATATGGTCAAG
TTCAATAGATTAATAATGGAAATATCAGTTATCGAAATTCATTAACAATCAACTTAACGTTATTAACTACTA
ATTTTATATCATCCCCTTTGATAAATGATAGTACACCAATTAGGAAGGAGCATGCTCGCCTAGGAGATTG
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TCGTTTCCCGCCTTCAGTTTGCAAGCTGCTCTAGCCGTGTAGCCAATACGCAAACCGCCTCTCCCCGC
GCGTTGGGAATTACTAGCGCGTGTCGACACGCGTGGCGCGCCCTAGCAGAAGGCATGTTGTTGTGACT
CCGAGGGGTTGCCTCAAACTCTATCTTATAACCGGCGTGGAGGCATGGAGGCAAGGGCATTTTGGTAA
TTTAAGTAGTTAGTGGAAAATGACGTCATTTACTTAAAGACGAAGTCTTGCGACAAGGGGGGCCCACGC
CGAATTTTAATATTACCGGCGTGGCCCCACCTTATCGCGAGTGCTTTAGCACGAGCGGTCCAGATTTAA
AGTAGAAAAGTTCCCGCCCACTAGGGTTAAAGGTGTTCACACTATAAAAGCATATACGATGTGATGGTA
TTTGATAAAGCGTATATTGTATCAGGTATTTCCGTCGGATACGAATTATTCGTACAAGCTTCTTAAGCCG
GTCAACATGGTGGAGCACGACACACTTGTCTACTCCAAAAATATCAAAGATACAGTCTCAGAAGACCAA
AGGGCAATTGAGACTTTTCAACAAAGGGTAATATCCGGAAACCTCCTCGGATTCCATTGCCCAGCTATC
TGTCACTTTATTGTGAAGATAGTGGAAAAGGAAGGTGGCTCCTACAAATGCCATCATTGCGATAAAGGA
AAGGCCATCGTTGAAGATGCCTCTGCCGACAGTGGTCCCAAAGATGGACCCCCACCCACGAGGAGCA
TCGTGGAAAAAGAAGACGTTCCAACCACGTCTTCAAAGCAAGTGGATTGATGTGATAACATGGTGGAGC
ACGACACACTTGTCTACTCCAAAAATATCAAAGATACAGTCTCAGAAGACCAAAGGGCAATTGAGACTTT
TCAACAAAGGGTAATATCCGGAAACCTCCTCGGATTCCATTGCCCAGCTATCTGTCACTTTATTGTGAA
GATAGTGGAAAAGGAAGGTGGCTCCTACAAATGCCATCATTGCGATAAAGGAAAGGCCATCGTTGAAG
ATGCCTCTGCCGACAGTGGTCCCAAAGATGGACCCCCACCCACGAGGAGCATCGTGGAAAAAGAAGA
CGTTCCAACCACGTCTTCAAAGCAAGTGGATTGATGTGATATCTCCACTGACGTAAGGGATGACGCACA
ATCCCACTATCCTTCGCAAGACCCTTCCTCTATATAAGGAAGTTCATTTCATTTGGAGAGGTATTAAAAT
CTTAATAGGTTTTGATAAAAGCGAACGTGGGGAAACCCGAACCAAACCTTCTTCTAAACTCTCTCTCATC
TCTCTTAAAGCAAACTTCTCTCTTGTCTTTCTTGCGTGAGCGATCTTCAACGTTGTCAGATCGTGCTTCG
GCACCAGTACAACGTTTTCTTTCACTGAAGCGAAATCAAAGATCTCTTTGTGGACACGTAGTGCGGCGC
CATTAAATAACGTGTACTTGTCCTATTCTTGTCGGTGTGGTCTTGGGAAAAGAAAGCTTGCTGGAGGCT
GCTGTTCAGCCCCATACATTACTTGTTACGATTCTGCTGACTTTCGGCGGGTGCAATATCTCTACTTCTG
CTTGACGAGGTATTGTTGCCTGTACTTCTTICTTCTTCTTCTTGCTGATTGGTTCTATAAGAAATCTAGTA
TTTTCTTTGAAACAGAGTTTTCCCGTGGTTTTCGAACTTGGAGAAAGATTGTTAAGCTTCTGTATATTCTG
CCCAAATTTGTCGGGCCCATGGCGAAAAACGTTGCGATTTTCGGCTTATTGTTTTICTCTTCTIGTGTTGG
TTCCTTCTCAGATCTTCGCCTGCAGGCTCCTCAGCCAAAACGACACCCCCATCTGTCTATCCACTGGCC
CCTGGATCTGCTGCCCAAACTAACTCCATGGTGACCCTGGGATGCCTGGTCAAGGGCTATTTCCCTCGA
GCCAGTGACAGTGACCTGGAACTCTGGATCCCTGTCCAGCGGTGTGCACACCTTCCCAGCTGTCCTGC
AGTCTGACCTCTACACTCTGAGCAGCTCAGTGACTGTCCCCTCCAGCACCTGGCCCAGCGAGACCGTC
ACCTGCAACGTTGCCCACCCGGCCAGCAGCACCAAGGTGGACAAGAAAATTGTGCCCAGGGATTGTG
GTTGTAAGCCTTGCATATGTACAGTCCCAGAAGTATCATCTGTCTTCATCTTCCCCCCAAAGCCCAAGG
ATGTGCTCACCATTACTCTGACTCCTAAGGTCACGTGTGTTGTGGTAGACATCAGCAAGGATGATCCCG
AGGTCCAGTTCAGCTGGTTTGTAGATGATGTGGAGGTGCACACAGCTCAGACGCAACCCCGGGAGGA
GCAGTTCAACAGCACTTTCCGCTCAGTCAGTGAACTTCCCATCATGCACCAGGACTGGCTCAATGGCAA
GGAAGGCCTATTTTCTTTAGTTTGAATTTACTGTTATTCGGTGTGCATTTCTATGTTTGGTGAGCGGTTTT
CTGTGCTCAGAGTGTGTTTATTTTATGTAATTTAATTICTTTGTGAGCTCCTGTTTAGCAGGTCGTCCCTT
CAGCAAGGACACAAAAAGATTTTAATTTTATTAAAAAAAAAAAAAAAAAAGACCGGGAATTCGATATCAA
GCTTATCGACCTGCAGATCGTTCAAACATTTGGCAATAAAGTTTCTTAAGATTGAATCCTGTTGCCGGTC
TTGCGATGATTATCATATAATTTCTGTTGAATTACGTTAAGCATGTAATAATTAACATGTAATGCATGACG
TTATTTATGAGATGGGTTTTTATGATTAGAGTCCCGCAATTATACATTTAATACGCGATAGAAAACAAAAT
ATAGCGCGCAAACTAGGATAAATTATCGCGCGCGGTGTCATCTATGTTACTAGATCTCTAGAGTCTCAA
GCTTGGCGCGGGGTACCGAGCTCGAATTCCGAGTGTACTTCAAGTCAGTT GGAAATCAATAAAATGATT
ATTTTATGAATATATTTCATTGTGCAAGTAGATAGAAATTACATATGTTACATAACACACGAAATAAACAA
AAAAACACAATCCAAAACAAACACCCCAAACAAAATAACACTATATATATCCTCGTATGAGGAGAGGCAC
GTTCAGTGACTCGACGATTCCCGAGCAAAAAAAGTCTCCCCGTCACACATATAGTGGGTGACGCAATTA
TCTTCAAAGTAATCCTTCTGTTGACTTGTCATTGATAACATCCAGTCTTCGTCAGGATTGCAAAGAATTAT
AGAAGGGATCCCACCTTTTATTTTCTTCTTTTTTCCATATTTAGGGTTGACAGTGAAATCAGACTGGCAA
CCTATTAATTGCTTCCACAATGGGACGAACTTGAAGGGGATGTCGTCGATGATATTATAGGTGGCGTGT
TCATCGTAGTTGGTGAAGTCGATGGTCCCGTTCCAGTAGTTGTGTCGCCCGAGACTTCTAGCCCAGGT
GGTCTTTCCGGTACGAGTTGGTCCGCAGATGTAGAGGCTGGGGTGTCTGACCCCAGTCCTTCCCTCAT
CCTGGTTAGATCGGCCATCCACTCAAGGTCAGATTGTGCTTGATCGTAGGAGACAGGATGTATGAAAGT
GTAGGCATCGATGCTTACATGATATAGGTGCGTCTCTCTCCAGTTGTGCAGATCTTCGTGGCAGCGGA
GATCTGATTCTGTGAAGGGCGACACGTACTGCTCAGGTTGTGGAGGAAATAATTTGTTGGCTGAATATT
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CCAGCCATTGAAGCTTTGTTGCCCATTCATGAGGGAATTCTTCTTTGATCATGTCAAGATACTCCTCCTT
AGACGTTGCAGTCTGGATAATAGTTCGCCATCGTGCGTCAGATTTGCGAGGAGAGACCTTATGATCTCC
GAAATCTCCTCTGGTTTTAATATCTCCGTCCTTTGATATGTAATCAAGGACTTGTTTAGAGTTTCTAGCTG
GCTGGATATTAGGGTGATTTCCTTCAAAATCGAAAAAAGAAGGATCCCTAATACAAGGTTTTTTATCAAG
CTGGATAAGAGCATGATAGTGGGTAGTGCCATCTTGATGAAGCTCAGAAGCAACACCAAGGAAGAAAA
TAAGAAAAGGTGTGAGTTTCTCCCAGAGAAACTGGAATAAATCATCTCTTTGAGATGAGCACTTGGGEGT
AGGTAAGGAAAACATATTTAGATTGGAGTCTGAAGTTCTTGCTAGCAGAAGGCATGTTGTTGTGACTCC
GAGGGGTTGCCTCAAACTCTATCTTATAACCEGCGTGGAGGCATGGAGGCAAGGGCATTTTGGTAATT
TAAGTAGTTAGTGGAAAATCACGTCATTTACTTAAAGACGAAGTCTTGCCACAAGGGGGGCCCACGCC
GAATTTTAATATTACCGGCGTGGCCCCACCTTATCGCGAGTGCTTTAGCACGAGCGGTCCAGATTTAAA
GTAGAAAAGTTCCCGCCCACTAGGGTTAAAGGTGTTCACACTATAAAAGCATATACGATGTGATGGTAT
TTGATGGAGCGTATATTGTATCAGGTATTTCCGTCGGATACGAATTATTCGTACGGCCGGCCACTAGTG
GCACTGGCCGTCGTTTTACAACGTCGTGACTGGGAAAACCCTGGCGTTACCCAACTTAATCGCCTTGCA
GCACATCCCCCTTTCGCCAGCTGGCGTAATAGCGAAGAGGCCCGCACCGATCGCCCTTCCCAACAGTT
GCGCAGCCTGAATGGCGAATGCTAGAGCAGCTTGAGCTTGGATCAGATTGTCGTTTCCCGCCTTCAGT
TTAAACTATCAGTGTTTGACAGGATATATTGGCGGEGTAAACCTAAGAGAAAAGAGCGTTTA

Figura 8K
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Figura 8L, SEQ ID NC:40

Casete de expresion numero 1094 de derecha a izquierda de BeYDV LIR.PDISP-Rab
G -Allndonesia/5/2005 HS TM+CT esta subrayado.

CTAGCAGAAGGCATGTTGTTGTGACTCCGAGGGGTTGCCTCAAACTCTATCTTATAACCGGCGTGGAG
GCATGGAGGCAAGGGCATTTTGGTAATTTAAGTAGTTAGTGGAAAATGACGTCATTTACTTAAAGACGA
AGTCTTGCGACAAGGGGGGCCCACGCCGAATTTTAATATTACCGGCGTGGCCCCACCTTATCGCGAGT
GCTTTAGCACGAGCGGTCCAGATTTAAAGTAGAAAAGTTCCCGCCCACTAGGGTTAAAGGTGTTCACAC
TATAAAAGCATATACGATGTGATGGTATTTGATAAAGCGTATATTGTATCAGGTATTTCCGTCGGATACG
AATTATTCGTACAAGCTTICTTAAGCCGGTCAACATEGTGGAGCACGACACACTTGTCTACTCCAAAAATA
TCAAAGATACAGTCTCAGAAGACCAAAGGGCAATTGAGACTTTTCAACAAAGGGTAATATCCGGAAACT
TCCTCGGATTCCATTGCCCAGCTATCTGTCACTTTATTGTGAAGATAGT GGAAAAGGAAGGTGGCTCCT
ACAAATGCCATCATTGCGATAAAGGAAAGGCCATCGTTGAAGATGCCTCTGCCGACAGTGGTCCCAAA
GATGGACCCCCACCCACGAGGAGCATCGTGGAAAAAGAAGACGTTCCAACCACGTCTTCAAAGCAAGT
GGATTGATGTGATAACATGGTGGAGCACGACACACTTGTCTACTCCAAAAATATCAAAGATACAGTCTC
AGAAGACCAAAGGGCAATTGAGACTTTTCAACAAAGGGTAATATCCGGAAACCTCCTCGGATTCCATTG
CCCAGCTATCTGTCACTTTATTGTGAAGATAGTGGAAAAGGAAGGTGGCTCCTACAAATGCCATCATTG
CGATAAAGGAAAGGCCATCGTTGAAGATGCCTCTGCCGACAGTGGTCCCAAAGATGGACCCCCACCCA
CGAGGAGCATCGTGGAAAAAGAAGACGTTCCAACCACGTCTTCAAAGCAAGTGGATTGATGTGATATCT
CCACTGACGTAAGGGATGACGCACAATCCCACTATCCTTCGCAAGACCCTTCCTCTATATAAGGAAGTT
CATTTCATTTGGAGAGGTATTAAAATCTTAATAGGTTTTGATAAAAGCGAACGTGGGGAAACCCGAACCA
AACCTTCTTCTAAACTCTCTCTCATCTCTCTTAAAGCAAACTTCTCTCTTGTCTTTCTTGCGTGAGCGATC
TTCAACGTTGTCAGATCGTCCTTCGGCACCAGTACAACGTTTTCTTTCACTGAAGCGAAATCAAAGATCT
CTTTGTGGACACGTAGTGCGGCGCCATTAAATAACGTGTACTTGTCCTATTCTTGTCGGTGTGGTCTTG
GGAAAAGAAAGCTTGCTGGAGGCTGCTGTTCAGCCCCATACATTACTTGTTACGATTCTGCTGACTTTC
GGCGGGTGCAATATCTCTACTTCTGCTTGACGAGGTATTGTTGCCTGTACTTCTTTCTTCTTCTTCTTGC
TGATTGGTTCTATAAGAAATCTAGTATTTTCTTTGAAACAGAGTTTTCCCGTGGTTTTCGAACTTGGAGAA
AGATTGTTAAGCTTCTGTATATTCTGCCCAAATTTGTCGGGCCCATGGCGAAAAACGTTGCGATTTTICG
GCTTATTGTTTTCTCTTCTTIGTGTTGGTTCCTTCTCAGATCTTCGCCAAATTCCCTATTTACACGATACCA
GACAAGCTTGGTCCCTGGAGCCCGATTGACATACATCACCTCAGCTGCCCAAACAATTTGGTAGTGGA
GGACGAAGGATGCACCAACCTGTCAGGCTTCTCCTACATGGAACTTAAAGTTGGATACATCTTAGCCAT
AAAAATGAACGGGTTCACTTGCACAGGCGTTGTGACGGAGGCTGAAACCTACACTAACTTCGTTGGTTA
TGTCACAACCACGTTCAAAAGAAAGCATTTCCGCCCAACACCAGATGCATGTAGAGCCGCGTACAACTG
GAAGATGGCCGGTGACCCCAGATATGAAGAGTCTCTACACAATCCGTACCCTGACTACCGCTGGCTTC
GAACTGTAAAAACCACCAAGGAGTCTCTCGTTATCATATCTCCAAGTGTGGCAGATTTGGACCCATATG
ACAGATCCCTTCACTCGAGGGTCTTCCCTAGCGGCAAGTGCTCAGGAGTAGCGGTGTCTTCTACCTAC
TGCTCCACTAACCACGATTACACCATTTGGATGCCCGAGAATCCGAGACTAGGGATGTCTTGTGACATT
TTTACCAATAGTAGAGGGAAGAGAGCATCCAAAGGGAGTGAGACTTGCGGCTTTGTAGATGAAAGAGG
CCTATATAAGTCTTTAAAAGGAGCATGCAAACTCAAGTTATGTCGAGTTCTAGGACTTAGACTTATGGAT
GGAACATGGGTCGCGATGCAAACATCAAATGAAACCAAATGGTGCCCTCCCGATCAGTTGGTGAACCT
GCACGACTTTCGCTCAGACGAAATTGAGCACCTTGTTGTAGAGGAGTTGGTCAGGAAGAGAGAGGAGT
GTCTGGATGCACTAGAGTCCATCATGACAACCAAGTCAGTGAGTTTCAGACGTCTCAGTCATTTAAGAA
AACTTGTCCCTGGGTTTGCAAAAGCATATACCATATTCAACAAGACCTTGATGGAAGCCGATGCTCACT
ACAAGTCAGTCAGAACTTGGAATGAGATCCTCCCTTCAAAAGGGTGTTTAAGAGTTGGGGGGAGGTET
CATCCTCATGTGAACGGGGTGTTTTTCAATGGTATAATATTAGGACCTGACGGCAATGTCTTAATCCCAG
AGATGCAATCATCCCTCCTCCAGCAACATATGGAGT TGTTGGAATCCTCGGTTATCCCCCTTGTGCACT
CCCTGGCAGACCCGTCTACCGTTTTCAAGGACGGTGACGAGGCTGAGGATTTTGTTGAAGTTCACCTT
CCCGATGTGCACAATCAGGTCTCAGGAGTTGACTTGGGTCTCCCGAACTGGGGGAAGTATCAAATACT
GICAATTTATTCAACAGTGGCGAGTTCCCTAGCACTGGCAATCATGATGGCTGGTCTATCTTTATGGAT
GTGCTCCAATGCATCGTTACAATGCAGAATTTGCATTTAAAGGCCTATTTTCTTTAGTTTGAATTTACTGT
TATTCGGTGTGCATTTCTATGTTTGGTGAGCGGTTTTICTGTGCTCAGAGTGTGTTTATTTTATGTAATTTA
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ATTTCTTTGTGAGCTCCTGTTTAGCAGGTCGTCCCTTCAGCAAGGACACAAAAAGATTTTAATTTTATTAA
AAAAAAAAAAAAAAAAGACCGGGAATTCGATATCAAGCTTATCGACCTGCAGATCGTTCAAACATTTGGC
AATAAAGTTTCTTAAGATTGAATCCTGTTGCCGGTCTTGCGATGATTATCATATAATTTCTGTTGAATTAC
GTTAAGCATGTAATAATTAACATGTAATGCATGACGTTATTTATGAGATGGGTTTTTATGATTAGAGTCCC
GCAATTATACATTTAATACGCGATAGAAAACAAAATATAGCGCGCAAACTAGGATAAATTATCGCGCGC
GGTGTCATCTATGTTACTAGATCTCTAGAGTCTCAAGCTTGGCGCGGGGTACCGAGCTCGAATTCCGA
GTGTACTTCAAGTCAGTTGGAAATCAATAAAATGATTATTTTATGAATATATTTCATTGTGCAAGTAGATA
GAAATTACATATGTTACATAACACACGAAATAAACAAAAAAACACAATCCAAAACAAACACCCCAAACAA
AATAACACTATATATATCCTCGTATGAGGAGAGGCACGTTCAGTGACTCGACGATTCCCGAGCAAAAAA
AGTCTCCCCGTCACACATATAGTGGGTGACGCAATTATCTTCAAAGTAATCCTTCTGTTGACTTGTCATT
GATAACATCCAGTCTTCGTCAGGATTGCAAAGAATTATAGAAGGGATCCCACCTTTTATTTTCTTCTTTTT
TCCATATTTAGGGTTGACAGTGAAATCAGACTGGCAACCTATTAATTGCTTCCACAATGGGACGAACTT
GAAGGGGATGTCGTCGATGATATTATAGGTGGCGTGTTCATCGTAGTTGGTGAAGTCGATGGTCCCGT
TCCAGTAGTTGTGTCGCCCGAGACTTCTAGCCCAGGTGGTCTTTCCGGTACGAGTTGGTCCGCAGATG
TAGAGGCTGGGGTGTCTGACCCCAGTCCTTCCCTCATCCTGGTTAGATCGGCCATCCACTCAAGGTCA
GATTGTGCTTGATCGTAGGAGACAGGATGTATGAAAGTGTAGGCATCGATGCTTACATGATATAGGTGC
GTCTCTCTCCAGTTGTGCAGATCTTCGTGGCAGCGGAGATCTGATTCTGTGAAGGGCGACACGTACTG
CTCAGGTTGTGGAGGAAATAATTTGTTGGCTGAATATTCCAGCCATTGAAGCTTTGTTGCCCATTCATGA
GGGAATTCTTCTTTGATCATGTCAAGATACTCCTCCTTAGACGTTGCAGTCTGGATAATAGTTCGCCATC
GTGCGTCAGATTTGCGAGGAGAGACCTTATGATCTCGGAAATCTCCTCTGGTTTTAATATCTCCGTCCTT
TGATATGTAATCAAGGACTTGTTTAGAGTTTCTAGCTGGCTGGATATTAGGGTGATTTCCTTCAAAATCG
AAAAAAGAAGGATCCCTAATACAAGGTTTTTTATCAAGCTGGATAAGAGCATGATAGTGGGTAGTGCCA
TCTTGATGAAGCTCAGAAGCAACACCAAGGAAGAAAATAAGAAAAGGTGTGAGTTTCTCCCAGAGAAAC
TGGAATAAATCATCTCTTTGAGATGAGCACTTGGGGTAGGTAAGGAAAACATATTTAGATTGGAGTCTG
AAGTTCTTGCTAGCAGAAGGCATGTTGTTGTGACTCCGAGGGGTTGCCTCAAACTCTATCTTATAACCG
GCGCTGGAGGCATGGAGGCAAGGGCATTTTGGTAATTTAAGTAGTTAGTGGAAAATGACGTCATTTACTT
AAAGACGAAGTCTTGCGACAAGGGGGGCCCACGCCGAATTTTAATATTACCGGCGTGGCCCCACCTTA
TCGCGAGTGCTTTAGCACGAGCGGTCCAGATTTAAAGTAGAAAAGTTCCCGCCCACTAGGGTTAAAGG
TGTTCACACTATAAAAGCATATACGATGTGATGGTATTTGATGGAGCGTATATTGTATCAGGTATTTCCG
TCGGATACGAATTATTCGTAC
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Figura 8M

Representacién esquematica de la construccién numero 1094
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G de la rabia

Transferencia Western en biomasas

€ G de larabia

Figura 8N

Cromatografia de exclusiéon de tamafio en extractos concentrados y depurados
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Figura 80

Anticuerpo secundario: Anti-ratén de cabra, JIR, 115-035-146 (1/10000)
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G de la rabia

Purificacion (1074)

SDS-PAGE con tincidn de Coomassia
Transferencia Western Anti-G

S <G delarabia

Figura 9A

Microscopia electronica de transmisién en VLP purificada (1074) (la barra es de 100 nm)

Figura 9B
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Figura 10A, SEQ ID NO: 20
IF-wtSp-VZVgE.c
TGCCCAAATTTGTCGGGCCCATGGGGACAGTTAATAAACCTGTGGTG

Figura 10B, SEQ ID NO: 21
IF-H5dTm+VZVgE r

AATTGACAGTATTTGTCGTAGAAGTGGTGACGTTCCGGGGTTTACG

Figura 10C, SEQ ID NO: 22

Gen gE de VZV sintetizado (correspondiente a nt 3477-5348 de nlimero de acceso al Genebank
AY013752.1) (Péptido sefial nativo en negrita, dominios nativos transmembrana y citosélico subrayados)

ATGGGGACAGTTAATAAACCTGTGGTGGGGGTATTGATGGGGTTCGGAATTATCACGGGAACGTTGC
GTATAACGAATCCGGTCAGAGCATCCGTCTTGCGATACGATGATTTTCACACCGATGAAGACAAACTG
GATACAAACTCCGTATATGAGCCTTACTACCATTCAGATCATGCGGAGTCTTCATGGGTAAATCGGGGA
GAGTCTTCGCGAAAAGCGTACGATCATAACTCACCTTATATATGGCCACGTAATGATTATGATGGATTTT
TAGAGAACGCACACGAACACCATGGGGTGTATAATCAGGGCCGTGGTATCGATAGCGGGGAACGGTTA
ATGCAACCCACACAAATGTCTGCACAGGAGGATCTTGGGGACGATACGGGCATCCACGTTATCCCTAC
GTTAAACGGCGATGACAGACATAAAATTGTAAATGTGGACCAACGTCAATACGGTGACGTGTTTAAAGG
AGATCTTAATCCAAAACCCCAAGGCCAAAGACTCATTGAGGTGTCAGTGGAAGAAAATCACCCGTTTAC
TTTACGCGCACCGATTCAGCGGATTTATGGAGTCCGGTACACCGAGACTTGGAGCTTTTTGCCGTCATT
AACCTGTACGGGAGACGCAGCGCCCGCCATCCAGCATATATGTTTAAAACATACAACATGCTTTCAAGA
CGTGGTGGTGGATGTGGATTGCGCGGAAAATACTAAAGAGGATCAGTTGGCCGAAATCAGTTACCGTT
TTCAAGGTAAGAAGGAAGCGGACCAACCGTGGATTGTTGTAAACACGAGCACACTGTTIGATGAACTC
GAATTAGACCCCCCCGAGATTGAACCGGGTGTCTTGAAAGTACTTCGGACAGAAAAACAATACTTGGET
GTGTACATTTGGAACATGCGCGGCTCCGATGGTACGTCTACCTACGCCACGTTTTIGGTCACCTGGAAA
GGGGATGAAAAAACAAGAAACCCTACGCCCGCAGTAACTCCTCAACCAAGAGGGGCTGAGTTTCATAT
GTGGAATTACCACTCGCATGTATTTTCAGTTGGTGATACGTTTAGCTTGGCAATGCATCTTCAGTATAAG
ATACATGAAGCGCCATTTGATTTGCTGTTAGAGTGGTTGTATGTCCCCATCGATCCTACATGTCAACCAA
TGCGGTTATATTCTACGTGTTTGTATCATCCCAACGCACCCCAATGCCTCTCTCATATGAATTCCGGTTG
TACATTTACCTCGCCACATTTAGCCCAGCGTGTTGCAAGCACAGTGTATCAAAATTGTGAACATGCAGA
TAACTACACCGCATATTGTCTGGGAATATCTCATATGGAGCCTAGCTTTGGTCTAATCTTACACGACGG
GGCGCACCACGTTAAAGTTTGTAGATACACCCGAGAGTTTGTCGGGATTATACGTTTTITGTGGTGTATTTT
AACGGGCATGTTGAAGCCGTAGCATACACTGTTGTATCCACAGTAGATCATTTTGTAAACGCAATTGAA
GAGCGTGGATTTCCGCCAACGGCCGGTCAGCCACCGGCGACTACTAAACCCAAGGAAATTACCCCCG
TAAACCCCGGAACGTCACCACTTCTACGATATGCCGCATGGACCGGAGGGCTTGCAGCAGTAGTACTT
TTATGTCTCGTAATATTTTTAATCTGTACGGCTAAACGAATGAGGGTTAAAGCCTATAGGGTAGACAAGT
CCCCCTATAACCAAAGCATGTATTACGCTGGCCTTCCAGTGGACGATTTICGAGGACTCGGAATCTACG
GATACGGAAGAAGAGTTTGATAACGCGATTGGAGGGAGTCACGGGGGTTCCAGTTACACGGTGTATAT
AGATAAGACCCGGTGA
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Figura 10D, SEQ ID NO: 23
VZVgE+H5dTm.c
GCCACTGTTGAATAAATTGACAGTATTTGTCGTAGAAGTGGTGACG

Figura 10E, SEQ ID NO: 24

Casete de expresion numero 946, de Pacl (aguas arriba del promotor) a Ascl (inmediatamente aguas
abajo del terminador NOS). VZV gE-A/Indonesia/5/2005 H5 TM+CT subrayado

TTAATTAAGTCGACRAGCTTGCATGCCGGTCAACATCCETCGAGCACGACACACTTETCTACTCCAARAATA
TCAAAGATACAGTCTCAGAAGACCAARGGCCAATTGAGACTTTTCARCARAGGGTAATATCCGGAARCCTC
CTCGGATTCCATTGCCCAGCTATCTGTCACTTTATTGTGAAGATACTCGCAAAAGGAAGGTGECTCCTACAA
ATGCCATCATTGCGATAMGGAAAGGCCATCGTTGAAGATGCCTCTGCCGACAGTGGTCCCARAGATGGAC
CCCCACCCACGAGGAGCATCCTGGAARRAGRAGACGTTCCAACCACGTCTTCAARGCAAGTCGATTGATGT
GATAACATGGTGGAGCACGACACACTTGTCTACTCCAAAARTATCARACATACAGTCTCAGAAGACCARAG
GGCAATTGAGACTTTTCAACARAGGETAATATCCGGAARCCTCCTCGGATTCCATTGCCCAGCTATCTGTC
ACTTTATTCTGAAGATAGTGCARANGGALGGTGGCTCCTACARATGCCATCATTGCGATARAGGARALGGCC
ATCGTTGARGATGCCTCTGCCGACAGTGGTCCCAAAGATGGACCCCCACCCACGAGGAGCATCGTGGARAN
AGARCACCTTCCARCCACGTCTTCAAAGCAACTGGATTGATGTGATATCTCCACTGACGTAAGGGATGACG
CACARATCCCACTATCCTTCGECAAGACCCTTCCTCTATATAAGCGAAGTTCATTTCATTTGGAGAGGTATTAA
AATCTTAATAGGTTTTCATAAARGCGAACGTCGGGAAACCCGAACCAARCCTTCTTCTARACTCTCTCTCA
TCTCTCTTARAGCARACTTCTCTCTTGTCTTTCTTGCGTGAGCGATCTTCAACGTTGTCAGATCGTGCTTC
GGCACCAGTACAACGTTTTCTTTCACTGAAGCGRAAATCARACATCTCTTTGTGGACACGTAGTGCGGCGCC
ATTARATAACGTGTACTTGTCCTATTCTTGTCGGTGTGGTCTTGGCAAAAGAAAGCTTGCTGGAGGCTGCT
GTTCAGCCCCATACATTACTTGTTACGATTCTGCTGACTTITCGGCGGGTGCAATATCTICTACTTCTGCTTG
ACGAGGTATTGTTGCCTGTACTTCTTTCTTCTICTTCTTGCTGATTGGTTC TATAAGAAATCTAGTATTTT
CTTTGAAACAGAGTTTTCCCGTGGTTTTCCAACTTGGAGARAGATTGTTAAGCTTCTGTATATICTGCCCA
ARTTTGTCGGGCCCATGGEGACAGTTAATAAACCTCTGGTGGGGGTATTGATGGGCTTCGGAATTATCACG
GGAACCTTGCGTATAACGAATCCGGTCAGAGCATCCGTCTTGCGATACGATCATTTTCACACCGATGAACGR
CAARACTGGATACAAACTCCGTATATGAGCCTTACTACCATTCAGATCATGCCEGAGTCTTCATGGGTARATC
GGGGAGAGTCTTCGCGAAAAGCCTACGATCATAACTCACCTTATATATGGCCACGTARTGATTATGATGGR
TTTTTAGAGAACGCACACGAACACCATGCGGTCGTATAATCAGGGCCGTGETATCGATACGCGGGGAACGGTT
AATGCAACCCACACARATGTCTECACAGGAGGATC TTGEGCACCATACCGGCATCCACCTTATCCCTACGT
TAAACGGCGATGACAGACATARAATTCTAAATGTGCACCAACGTCAATACGGTGACGTGTTTARAGGAGAT
CTTAATCCAARACCCCARAGGCCARAGACTCATTGAGGTGTCAGTGCAAGARBATCACCCGTTTACTTTACG
CGCACCGATTCAGCGGATTTATGEACTCCGGTACACCGAGACTTGGAGCTTTTTGCCGTCATTAACCTGTA
CGGGAGACGCAGCGCCCGCCATCCAGCATATATGTTTAAAACATACAACATGCTTTCAAGACGTGGTGGTG
GATGTGCGATTCGCGCGGAAAATACTAAAGAGGATCACTTGGCCGAAATCAGT TACCGTTTTCAAGGTAAGAR
GGARGCGGACCAACCGTGGATTGTTCTAAACACGACCACACTGTTTGATGAACTCGAATTAGACCCCCCLG
AGATTCAACCGEGTGTCTTGAAAGTACTTCGGACACAAAMACAATACTTGGGTCTGTACATTTGGAACATG
CGCGLCTCCGATCGTACCTCTACCTACGCCACGTTITTGGTCACCTGGAAAGGGEATGARAARACLAGALR
CCCTACGCCCGCAGTARCTCCTCAACCAAGAGGGGCTGAGTTTCATATGTGGAATTACCACTCGCATGTAT
TTTCAGTTCGTGATACGTTTAGCTTGCCAATGCATCTTCAGTATAAGATACATGARGCGCCATTTGATTTS
CTGTTAGAGTGGETTGTATGTCCCCATCGATCCTACATGTCAACCAATGCGGTTATATTCTACGTCTTTGTA
TCATCCCAACGCACCCCARTGCCTCTCTCATATGARTTCCGGTTGTACATT TRCCTCGCCACATTTAGCCC
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AGCGTGTTGCAAGCACACTGTATCRARATTGT GRACRTGCAGATAACTACACCGCATATTGTCTGEGAATA
TCTCATATGGAGCCTAGCTTTGGTCTAATCTTACACGACGEEGECACCACGTTAAAGTTTGTAGATACACT
COAGRAGTTIGTCGGGATTATACGTTTTIGTGGTGTATTT TAACGGCCATGT TGAAGCCGTAGCATACACTG
TTCTATCCACAGTAGATCATTTTGTARACGCAATTGAAGAGCGTGEATTTCCECCARACGGCCEGTCAGCCA
CCGGCGACTACTARACCCARGGAMATTACCCCCOTARACCCCGEAACGTCACCACTTCTACGACRRATACT
GTCAATTTATTCAACAGTGGCGAGTTCCCTAGCACTECCAATCATCATCGCTECTCTATCTTTATGGATGT
GCTCCANTGCATCGTTACAATCCAGAATTTCCATTTARAGGCCTATTTTCTTTAGT TTGAATTTACTGTTA
TTCGGTGTGCATTTCTATGTTTGGTGAGCGETTTTCTGTGCTCAGAGTGTGTTTATTTTATGTAATTTAAT
TTCTTTETGAGCTCCTGTTTAGCACGGTCGTCCCTTCAGCAAGGACACAAAAAGATTTTAATTTTATTAAAAL
AAAAAARARRNAAAGACCGCGAATTCGATATCAAGCTTATCGACCTGCAGATCGTTCAAACATTTGGCART
AARGTTTCTTAAGATTGAATCCTGTTGCCGGTCTTGCGATGATTATCATATAATTTCTGTTGAATTACGTT
ARGCATGTAATAATTAACATGTAATGCATGACGTTATTTATCGACGATGGGTTTTTATGATTAGAGTCCCGCA
ATTATACATTTAATACGCGATAGAAAACARAAATATAGCCCGCAAACTAGCGATAAATTATCGCGCGCGGTGT
CATCTATGTTACTAGATCTCTAGAGTCTCARGCTTGECGCGLD

Figura 10F, SEQ ID NO:25

Secuencia aminoacidica de VZV gE- A/indonesia/5/2005 H5 TM+CT

MGTVNEPVVGVLMGFGIITGTLRITNPVRASVLRY DDFHTDEDELDTNSVYEPY YHSDHAESSWVNRGESS
REAYDHNSEY INPENDY DGFLENAHEHHEGVYNQGRGI DSGERLMQPTOMSAQEDLGDDTGIHVIPTLNGDD
RHEIVNVDQROYGOVFKGDLNPEPQGORLIEVESVEENAPFTLRAPIQRIYGVRYTETWSFLPSLTCTGDAA
PATIQHICLKHTTCFQDVVVDVDCAENTKEDQLARE I SYRFQGKKEADQPWIVVNTSTLFDELELDPPEIEEG
VLKVLRTEKQYLGVY IWNMRGSDGTSTYATFLVTWKGDERTRNPTEAVT PQPRGAEFHMWNYHSHVFSVGD
TFSLAMHLOYKIHEAPFDLLLEWLYVPIDPTCOFMRLY STCLYHPNAPQCLEHMNSGCTFTSPHLAQRVAS
TVYQONCEHADNYTAYCLGISHMEPSFGLILHDGGTTLKFVDTPESLSGLYVFVVY FNGHVEAVAY TVVSTV
DHFVNAIEERGEPPTAGQPPATTKPKEITPVNPGTSPLLROILSIYSTVASSLALAIMMAGL SLWMCSNGE
LOCRICI*
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Figura 10G

Representacion esquematica de la construccion nimero 946

L 2

oyoaIep 8pIOq NAY-L

(ejajdwonul) py eujajoig
)
G J2pJ| BIOUBN2SS

oS

¥y gl & j-.‘ " 2

T-ADN borde izquierdo S@-

Nog

66

Wi Sp

§

9190 L

|

oo 1 V0LV



ES 2624709 T3

Virus varicela-zoster (VZV)

Figura 11A
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Control positivo (C+): gE de VZV, Abcam, ab43050

Control negativo (c-): Extracto de hojas infiltradas con mock

Anticuerpo primario: Proteina anti-VZVgE de mAb de ratén, abcam, ab52549 (1 pg/ml)
Anticuerpo secundario: Anti-raton de cabra, JIR, 115-035-146 (1/10000)

Figura 11B

Cromatografia de exclusion de tamafio en extractos en bruto (946)
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Figura 12A
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Figura 12B, SEQ ID NO:26
IF-wtSp-SARSgS.c

TGCCCAAATTTGTCGGGCCCATGTTTATTTTCTTATTATTTCTTACTCTC

Figura 12C, SEQ ID NO:27

IF-H5dTm+SARSgS r

AATTGACAGTATTTGAGGCCATTTAATATATTGCTCATATTTTCC
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Figura 12D, SEQ ID NO:28

Gen gS de SARS sintetizado (correspondiente a nt 21492-25259 de nimero de acceso al Genebank
AY278741.1) (Péptido sefial nativo en negrita, dominios transmembrana y citosdlico nativos subrayados)

ATGTTTATTTTCTTATTATTTCTTACTCTCACTAGTGGTAGTGACCTTGACCGGTGCACCACTTTTGATG
ATGTTCAAGCTCCTAATTACACTCAACATACTTCATCTATGAGGGGGGTTTACTATCCTGATGAAATTITT
AGATCAGACACTCTTTATTTAACTCAGGATTTATTTCTTCCATTTTATTCTAATGTTACAGGGTTTCATACT
ATTAATCATACGTTTGGCAACCCTGTCATACCTTTTAAGGATGGTATTTATTTTGCTGCCACAGAGAAAT
CAAATGTTGTCCGTGGTTGGGTTTTTGGTTCTACCATGAACAACAAGTCACAGTCGGTGATTATTATTAA
CAATTCTACTAATGTTGTTATACGAGCATGTAACTTTGAATTGTGTGACAACCCTTTCTTTGCTGTTTCTA
AACCCATGGGTACACAGACACATACTATGATATTCGATAATGCATTTAATTGCACTTTCGAGTACATATC
TGATGCCTTTTCGCTTGATGTTTCAGAAAAGTCAGGTAATTTTAAACACTTACGAGAGTTTGTGTTTAAAA
ATAAAGATGGGTTTCTCTATGTTTATAAGGGCTATCAACCTATACATGTAGTTCGTGATCTACCTTCTGG
TTTTAACACTTTGAAACCTATTTTTAAGTTGCCTCTTGGTATTAACATTACAAATTTTAGAGCCATTCTTAC
AGCCTTTTCACCTGCTCAAGACATTTGGGGCACGTCAGCTGCAGCCTATTTTIGTTGGCTATTTAAAGCC
AACTACATTTATGCTCAAGTATGATGAAAATGGTACAATCACAGATGCTGTTGATTGTTCTCAAAATCCA
CTTGCTGAACTCAAATGCTCTGTTAAGAGCTTTGAGATTCGACAAAGGAATTTACCAGACCTCTAATTTCA
GGGTTGTTCCCTCAGGAGATGTTGTGAGATTCCCTAATATTACAAACTTGTGTCCTTTTGGAGAGGTTTT
TAATGCTACTAAATTCCCTTCTGTCTATGCATGGGAGAGAAAAAAAATTTCTAATTGTGTTGCTGATTACT
CTGTGCTCTACAACTCAACATTTTTTTCAACCTTTAAGTGCTATGGCGTTTCTGCCACTAAGTTGAATGAT
CTTTGCTTCTCCAATGTCTATGCAGATTCTTTTGTAGTCAAGGGAGATGATGTAAGACAAATAGCGCCAG
GACAAACTGGTGTTATTGCTGATTATAATTATAAATTGCCAGATGATTTCATGGGTTGTGTCCTTGCTTG
GAATACTAGGAACATTGATGCTACTTCAACTGGTAATTATAATTATAAATATAGGTATCTTAGACATGGCA
AGCTTAGGCCCTTTGAGAGAGACATATCTAATGTGCCTTTCTCCCCTGATGGCAAACCTTGCACCCCAC
CTGCTCTTAATTGTTATTGGCCATTAAATGATTATGGTTTTTACACCACTACTGGCATTGGCTACCAACCT
TACAGAGTTGTAGTACTTTCTTTTGAACTTTTAAATGCACCGGCCACGGTTTGTGGACCAAAATTATCCA
CTGACCTTATTAAGAACCAGTGTGTCAATTTTAATTTTAATGGACTCACTGGTACTGGTGTGTTAACTCCT
TCTTCAAAGAGATTTCAACCATTTCAACAATTTGGCCGTGATGTTTCTGATTTCACTGATTCCGTTCGAG
ATCCTAAAACATCTGAAATATTAGACATTTCACCTTGCTCTTTTGGGGGTGTAAGTGTAATTACACCTGG
AACAAATGCTTCATCTGAAGTTGCTGTTCTATATCAAGATGTTAACTGCACTGATGTTTCTACAGCAATTC
ATGCAGATCAACTCACACCAGCTTGGCGCATATATTCTACTGGAAACAATGTATTCCAGACTCAAGCAG
GCTGTCTTATAGGAGCTGAGCATGTCGACACTTCTTATGAGTGCGACATTCCTATTGGAGCTGGCATTT
GTGCTAGTTACCATACAGTTTCTTTATTACGTAGTACTAGCCAAAAATCTATTGTGGCTTATACTATGTCT
TTAGGTGCTGATAGTTCAATTGCTTACTCTAATAACACCATTGCTATACCTACTAACTTTTCAATTAGCAT
TACTACAGAAGTAATGCCTGTTTCTATGGCTAAAACCTCCGTAGATTGTAATATGTACATCTGCGGAGAT
TCTACTGAATGTGCTAATTTGCTTCTCCAATATGGTAGCTTTTGCACACAACTAAATCGTGCACTCTCAG
GTATTGCTGCTGAACAGGATCGCAACACACGTGAAGTGTTCGCTCAAGTCAAACAAATGTACAAAACCC
CAACTTTGAAATATTTTGGTGGTTTTAATTTTTCACAAATATTACCTGACCCTCTAAAGCCAACTAAGAGE
TCTTTTATTGAGGACTTGCTCTTTAATAAGGTGACACTCGCTCGATGCTGGCTTCATGAAGCAATATGGCG
AATGCCTAGGTGATATTAATGCTAGAGATCTCATTTGTGCGCAGAAGTTCAATGGACTTACAGTGTTGC
CACCTCTGCTCACTGATGATATGATTGCTGCCTACACTGCTGCTCTAGTTAGTGGTACTGCCACTGCTG
GATGGACATTTGGTGCTGGCGCTGCTCTTCAAATACCTTTTGCTATGCAAATGGCATATAGGTTCAATG
GCATTGGAGTTACCCAAAATGTTCTCTATGAGAACCAAAAACAAATCGCCAACCAATTTAACAAGGCGAT
TAGTCAAATTCAAGAATCACTTACAACAACATCAACTGCATTGGGCAAGCTGCAAGACGTTGTTAACCA
GAATGCTCAAGCATTAAACACACTTGTTAAACAACTTAGCTCTAATTTTGGTCCAATTTCAAGTGTGCTA
AATGATATCCTTTCGCGACTTGATAAAGTCGAGGCGGAGGTACAAATTGACAGGTTAATTACAGGCAGA
CTTCAAAGCCTTCAAACCTATGTAACACAACAACTAATCAGGGCTGCTGAAATCAGGGCTTCTGCTAAT
CTTGCTGCTACTAAAATGTCTGAGTGTGTTCTTGGACAATCAAAAAGAGTTGACTTTTGTGGAAAGGGCT
ACCACCTTATGTCCTTCCCACAAGCAGCCCCGCATGGTGTTGTCTTCCTACATGTCACGTATGTGCCAT
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CCCAGGAGAGGAACTTCACCACAGCGCCAGCAATTTGTCATGAAGGCAAAGCATACTTCCCTCGTGAA
GGTGTTTTITGTGTTTAATGGCACTTCTTGGTTTATTACACAGAGGAACTTCTTTTCTCCACAAATAATTAC
TACAGACAATACATTTGTCTCAGGAAATTGTGATGTCGTTATTGGCATCATTAACAACACAGTTTATGAT
CCTCTGCAACCTGAGCTCGACTCATTCAAAGAAGAGCTGGACAAGTACTTCAAAAATCATACATCACCA
GATGTTGATCTTGGCGACATTTCAGGCATTAACGCTTCTGTCGTCAACATTCAAAAAGAAATTGACCGC
CTCAATGAGGTCGCTAAAAATTTAAATGAATCACTCATTGACCTTCAAGAATTGGGAAAATATGAGCAAT
ATATTAAATGGCCTIGGTATGTTTGGCTCGGCTTCATTIGCTGGACTAATTGCCATCGTCATGETTACAAT
CTTGCTTTGTTGCATGACTAGTTGTTGCAGTTGCCTCAAGGGTGCATGCTCTTCTGGTTCTTGCTGCAA
GITTCATGAGGATGACTCTGAGCCAGTTCTCAAGGGTGTCAAATTACATTACACATAA

Figura 12E, SEQ ID NO:29
SARSgS+H5dTm.c

ATATATTAAATGGCCTCAAATACTGTCAATTTATTCAACAGTG

Figura 12F, SEQ ID NO:30

Casete de expresion nlimero 916, de Pacl (aguas arriba del promotar) a Ascl (inmediatamente aguas
abajo del terminador NOS). SARS gS-A/indonesia/5/2005 H5 TM+CT subrayado

TTAATTAAGTCGACAAGCTTGCATGCCGGTCAACATGGTGGAGCACGACACACTTGTCTACTCCAAAAA
TATCAAAGATACAGTCTCAGAAGACCAAAGGGCAATTGAGACTTTTCAACAAAGGGTAATATCCGGAAA
CCTCCTCGGATTCCATTGCCCAGCTATCTGTCACTTTATTGTGAAGATAGTGGAAAAGGAAGGTGGCTC
CTACAAATGCCATCATTGCGATAMGGAAAGGCCATCGTTGAAGATGCCTCTGCCGACAGTGGTCCCA
AAGATGGACCCCCACCCACGCAGGAGCATCGTGGAAAAAGAAGACGTTCCAACCACGTCTTCAAAGCAA
GTGGATTGATGTGATAACATGGTGGAGCACGACACACTTGTCTACTCCAAAAATATCAAAGATACAGTC
TCAGAAGACCAAAGGGCAATTGAGACTTTTCAACAAAGGGTAATATCCGGAAACCTCCTCGGATTCCAT
TGCCCAGCTATCTGTCACTTTATTGTGAAGATAGTGGAAAAGGAAGGTGGCTCCTACAAATGCCATCAT
TGCGATAAAGGAAAGGCCATCGTTGAAGATGCCTCTGCCGACAGTGGTCCCAAAGATGGACCCCCACC
CACGAGGAGCATCGTGGAAAAAGAAGACGTTCCAACCACGTCTTCAAAGCAAGTGGATTGATGTGATAT
CTCCACTGACGTAAGGGATGACGCACAATCCCACTATCCTTCGCAAGACCCTTCCTCTATATAAGGAAG
TTCATTTCATTTGGAGAGGTATTAAAATCTTAATAGGTTTTGATAAAAGCGAACGTGGGGAAACCCGAAC
CAAACCTTCTTCTAAACTCTCTCTCATCTCTCTTAAAGCAAACTTCTCTCTTGTCTTITCTTGCGTGAGCGA
TCTTCAACGTTGTCAGATCGTGCTTCGGCACCAGTACAACGTTTTCTTTCACTGAAGCGAAATCAAAGAT
CTCTTTGTGGACACGTAGTGCGGCGCCATTAAATAACGTGTACTTGTCCTATTCTTGTCGGTGTGGTCT
TGGGAAAAGAAAGCTTGCTGGAGGCTGCTGTTCAGCCCCATACATTACTTGTTACGATTCTGCTGACTT
TCGGCGGGTGCAATATCTCTACTTCTGCTTGACGAGGTATTGTTGCCTGTACTTCTTTCTTCTTCTTCTT
GCTGATTGGTTCTATAAGAAATCTAGTATTTTCTTTGAAACAGAGTTTTCCCGTGGTTTTCGAACTTGGA
GAAAGATTGTTAAGCTTCTGTATATTCTGCCCAAATTTGTCGGGCCCATGTTTATTTTCTTATTATTTCTT
ACTCTCACTAGTGGTAGTCACCTTGACCGGTGCACCACTTTTGATGATGTTCAAGCTCCTAATTACACTC
AACATACTTCATCTATGAGGGGGGTTTACTATCCTGATGAAATTTTTAGATCAGACACTCTTTATTTAACT
CAGGATTTATTTCTTCCATTTTATTCTAATGTTACAGGGTTTCATACTATTAATCATACGTTTGGCAACCC
TGTCATACCTTTTAAGGATGGTATTTATTTTGCTGCCACAGAGAAATCAAATGTTGTCCGTGGTTGGGTT
TTTGGTTCTACCATGAACAACAAGTCACAGTCGGTGATTATTATTAACAATTCTACTAATGTTGTTATACG
AGCATGTAACTTTGAATTGTGTGACAACCCTTTCTITGCTGT TTCTAAACCCATGGGTACACAGACACAT
ACTATGATATTCGATAATGCATTTAATTGCACTTTCGAGTACATATCTGATGCCTTITTICGCTTGATGTTTC
AGAAAAGTCAGGTAATTTTAAACACTTACGAGAGTTTIGTGTTTAAAAATAAAGATGGGTTTCTCTATGTTT
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ATAAGGGCTATCAACCTATAGATGTAGTTCGTGATCTACCTTCTGGTTTTAACACTTTGAAACCTATTTTT
AAGTTGCCTCTTGGTATTAACATTACAAATTTTAGAGCCATTCTTACAGCCTTTT! T ACAT
TTGGGGCACGTCAGCTGCAGCCTATTTIGTTGGCTATITAAAGCCAACTACATTTATGCTCAAGTATGAT
GAAAATGGTACAATCACAGATGCTGTTGATTGTTCTCAAAATCCACTTGCTGAACTCAAATGCTCTGTTA
AGAGCTTTGAGATTGACAAAGGAATTTACCAGACCTCTAATTTCAGGGTTGTICCCTCAGGAGATGTTG
TGAGATTCCCTAATATTACAAACTTGTGTCCTTTTGGAGAGGTTTTTAATGCTACTAAATTCCCTTCTGTC
TATGCATGGGAGAGAAAAAAAATTTCTAATTGTGTTGCTGATTACTCTGTGCTCTACAACTCAACATTTTT
TTCAACCTTTAAGTGCTATGGCGTTTCTGCCACTAAGTTGAATGATCTTTGCTTCTCCAATGTCTATGCA
GATTCTTTTGTAGTCAAGGGAGATGATGTAAGACAAATAGCGCCAGGACAAACTGGTGTTATTGCTGAT
TATAATTATAAATTGCCAGATGATTTCATGGGTTGTGTCCTTGCTTGGAATACTAGGAACATTGATGCTA
CTTCAACTGGTAATTATAATTATAAATATAGGTATCTTAGACATGGCAAGCTTAGGCCCTTTGAGAGAGA
CATATCTAATGTGCCTTTCTCCCCTGATGGCAAACCTTGCACCCCACCTGCTCTTAATTGTTATTGGCCA
TTAAATGATTATGGTTTTTACACCACTACTGGCATTGGCTACCAACCTTACAGAGTTGTAGTACTITCTTT
TGAACTTTTAAATGCACCGGCCACGGTTTGTGGACCAAAATTATCCACTGACCTTATTAAGAACCAGTGT
GTCAATTTTAATTTTAATGGACTCACTGGTACTGGTGTGTTAACTCCTTCTTCAAAGAGATTTCAACCATT
TCAACAATTTGGCCGTGATGTTTCTGATTTCACTGATTICCGTTCGAGATCCTAAAACATCTGAAATATTA
GACATTTCACCTTGCTCTTTTGGGGGTGTAAGTGTAATTACACCTGGAACAAATGCTTCATCTGAAGTTG
CTGITCTATATCAAGATGTTAACTGCACTGATGTTTCTACAGCAATTCATGCAGATCAACTCACACCAGC
TTGGCGCATATATTCTACTGGAAACAATGTATTCCAGACTCAAGCAGGCTGTCTTATAGGAGCTGAGCA
TGTCGACACTTCTTATGAGTGCGACATTCCTATTGGAGCTGGCATTTGTGCTAGTTACCATACAGTTTCT
JTATTACGTAGTACTAGCCAAAAATCTATTGTGGCTTATACTATGTCTTTAGGTGCTGATAGTTCAATTGC
TTACTCTAATAACACCATTGCTATACCTACTAACTTTTCAATTAGCATTACTACAGAAGTAATGCCTGTTT
CTATGGCTAAAACCTCCGTAGATTGTAATATGTACATCTGCGGAGATTCTACTGAATGTGCTAATTTGCT
TCTCCAATATGGTAGCTTTTGCACACAACTAAATCGTGCACTCTCAGGTATTGCTGCTGAACAGGATCG
CAACACACGTGAAGTGTTCGCTCAAGTCAAACAAATGTACAAAACCCCAACTTTGAAATATTTITGGTGGT
TTTAATTTTTCACAAATATTACCTGACCCTCTAAAGCCAACTAAGAGGTCTTTTATTGAGGACTTIGCTCTT
TAATAAGGTGACACTCGCTCATGCTGGCTTCATGAAGCAATATGGCGAATGCCTAGGTGATATTAATGC
TAGAGATCTCATTTGTGCGCAGAAGTTCAATGGACTTACAGTGTTGCCACCTCTGCTCACTGATGATAT
GATTGCTGCCTACACTGCTGCTCTAGTTAGTGGTACTGCCACTGCTGCATGGACATTTGGTGCTGGCG
CTGCTCTTCAAATACCTTTTGCTATGCAAATGGCATATAGGTTCAATGGCATTGGAGTTACCCAAAATGT
TCTCTATGAGAACCAAAAACAAATCGCCAACCAATTTAACAAGGCGATTAGTCAAATTCAAGAATCACTT
ACAACAACATCAACTGCATTGGGCAAGCTGCAAGACGTTGTTAACCAGAATGCTCAAGCATTAAACACA
CTTGTTAAACAACTTAGCTCTAATTTTGGTGCAATTTCAAGTGTGCTAAATGATATCCTTTCGCGACTTGA
TAAAGTCGAGGCGGAGGTACAAATTGACAGGTTAATTACAGGCAGACTTCAAAGCCTTCAAACCTATGT
AACACAACAACTAATCAGGGCTGCTGAAATCAGGGCTTCTGCTAATCTTGCTGCTACTAAAATGTCTGA
GTGTGTTCTTGGACAATCAAAAAGAGTTGACTTTTGTGGAAAGGGCTACCACCTTATGTCCTTCCCACA
AGCAGCCCCGCATGGTGTTGTCTTICCTACATGTCACGTATGTGCCATCCCAGGAGAGGAACTTCACCA
CAGCGCCAGCAATTTGTCATGAAGGCAAAGCATACTTCCCTCGTGAAGGTGTTTTTGTGTTTAATGGCA
CTTCTTGGTTTATTACACAGAGGAACTTCTTTTCTCCACAAATAATTACTACAGACAATACATTTGTCTCA
GGAAATTGTGATGTCGTTATTGGCATCATTAACAACACAGTTTATGATCCTCTGCAACCTGAGCTCGACT
CATTCAAAGAAGAGCT AAGTACTTCAAAAATCATACATCACCAGATGTTGATCTTGGCGACATTIC
AGGCATTAACGCTTCTGTCGTCAACATTCAAAAAGAAATTGACCGCCTCAATGAGGTCGCTAAAAATTTA
AATGAATCACTCATTGACCTTCAAGAATTGGGAAAATATGAGCAATATATTAAATGGCCTCAAATACTGT
CAATTTATTCAACAGTGGCGAGTTCCCTAGCACTGGCAATCATGATGGCTGGTCTATCTTTATGGATGT
GCTCCAATGGATCGTTACAATGCAGAATTTGCATTTAAAGGCCTATTTTCTTTAGTTTGAATTTACTGTTA
TTCGGTGTGCATTTCTATGTTTGGTGAGCGGTTTTCTGTGCTCAGAGTGTGTTTATTTTATGTAATTTAAT
TTCTTTGTGAGCTCCTGTTTAGCAGGTCGTCCCTTCAGCAAGGACACAAAAAGATTTTAATTTTATTAAAA
AAAAAAAAAAAAAAGACCGGGAATTCGATATCAAGCTTATCGACCTGCAGATCGTTCAAACATTTGGCAA
TAAAGTTTCTTAAGATTGAATCCTGTTGCCGGTCTTGCGATGATTATCATATAATTTCTGTTGAATTACGT
TAAGCATGTAATAATTAACATGTAATGCATGACGTTATTTATGAGATGGGTTTTTATGATTAGAGTCCCG
CAATTATACATTTAATACGCGATAGAAAACAAAATATAGCGCGCAAACTAGGATAAATTATCGCGCGCG
GTGTCATCTATGTTACTAGATCTCTAGAGTCTCAAGCTTGGCGCGCC
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Figura 12G, SEQ ID NO:31

Secuencia aminoacidica de SARS gS- A/indonesia/5/2005 HS TM+CT

MFIFLLFLTLTSGSDLDRCTTFDDVQAPNYTQHTSSMRGVYYPDEIFRSDTLYLTQDLFL
PFYSNVTGFHTINHTFGNPVIPFKDGIYFAATEKSNVVRGWVFGSTMNNKSQSVIIINNS
TNVVIRACNFELCDNPFFAVSKPMGTQTHTMIFDNAFNCTFEYISDAFSLDVSEKSGNF
KHLREFVFKNKDGFLYVYKGYQPIDVVRDLPSGFNTLKPIFKLPLGINITNFRAILTAFSPA
QDIWGTSAAAYFVGYLKPTTFMLKYDENGTITDAVDCSQNPLAELKCSVKSFEIDKGIY
QTSNFRVVPSGDVVRFPNITNLCPFGEVFNATKFPSVYAWERKKISNCVADYSVLYNST
FFSTFKCYGVSATKLNDLCFSNVYADSFVVKGDDVRQIAPGQTGVIADYNYKLPDDFM
GCVLAWNTRNIDATSTGNYNYKYRYLRHGKLRPFERDISNVPFSPDGKPCTPPALNCY
WPLNDYGFYTTTGIGYQPYRVVVLSFELLNAPATVCGPKLSTDLIKNQCVNFNFNGLTG
TGVLTPSSKRFQPFQQFGRDVSDFTDSVRDPKTSEILDISPCSFGGVSVITPGTNASSE
VAVLYQDVYNCTDVSTAIHADQLTPAWRIYSTGNNVFQTQAGCLIGAEHVDTSYECDIPI
GAGICASYHTVSLLRSTSQKSIVAYTMSLGADSSIAYSNNTIAIPTNFSISITTEVMPYSMA
KTSVDCNMYICGDSTECANLLLQYGSFCTQLNRALSGIAAEQDRNTREVFAQVKQMYK
TPTLKYFGGFNFSQILPDPLKPTKRSFIEDLLFNKVTLADAGFMKQYGECLGDINARDLI
CAQKFNGLTVLPPLLTDDMIAAYTAALVSGTATAGWTFGAGAALQIPFAMQMAYRFNGI
GVTANVLYENQKQIANQFNKAISQIQESLTTTSTALGKLQDVVNQNAQALNTLVKQLSS
NFGAISSVLNDILSRLDKVEAEVQIDRLITGRLQSLQTYVTQQLIRAAEIRASANLAATKM
SECVLGQSKRVDFCGKGYHLMSFPQAAPHGVVFLHVTYVPSQERNFTTAPAICHEGKA
YFPREGVFVFNGTSWFITQRNFFSPQITTDNTFVSGNCDVVIGIINNTVYDPLQPELDSF
KEELDKYFKNHTSPDVDLGDISGINASVVNIQKEIDRLNEVAKNLNESLIDLQELGKYEQ
YIKWPQILSIYSTVASSLALAIMMAGLSLWMCSNGSLQCRICI*
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Control negativo (C-): Extracto de hojas infiltradas con meck
Anticuerpo primario: Policlonal IgG1 de conejo, Imgenex, IMG-690 (2 pg/ml)
Anticuerpo secundario: IgG anti-conejo de ratén, JIR, 111-035-144 (1/10000)

Figura 12H

73



ES 2624 709 T3

Figura 13A (SEQ ID NO: 43)
[F-Opt_EboGP.s2+4c

TCTCAGATCTTCGCCATCCCTCTGGGAGTGATCCACAATTCGACT

Figura 13B (SEQ ID NO: 44)
H5iTMCT+Opt_EboGP.r

TTGAATAAATTGACAGTATCTGGCGCCATCCGGTCCACCAGTTATCGT

Figura 13C (SEQ ID NO: 45)

gen GP sintetizado optimizado (correspondiente a nt 6039-8069 con el nimero de acceso a Genbank

AY 354458 para la secuencia génica de tipo silvestre. El gen se optimizo para el uso de coddn y el
contenido de GC, delecion de los sitios de corte y empalme cripticos, secuencias Shine-Delgarno,
secuencia desestabilizante del ARN y sitios de entrada de ribosomas procariotas (Péptido sefial nativo en
negrita, dominios nativos transmembrna y citosdlico subrayados).

ATGGGGGTGACCGGAATCCTTCAGCTCCCTCGCGATAGGTTCAAACGGACGTCCTTCTTTCTCTGG
GTGATCATCCTGTTTCAGCGCACCTTCTCAATCCCTCTGGGAGTGATCCACAATTCGACTCTCCAGGTG
AGCGAGGTCGACAAACTCGTGTGCCGCGATAAGTTGTCCAGCACCAATCAGETCAGAAGTGTTGGCCTUA
ACCTGGAGGGGAATGGGGTCGUCACAGACGTGCCATCCGCGACCAAGCGCTGGGGCTTTCGGTCGGAGTG
TTCCCCCTAAAGTCGTGAATTACGAGGCCGGGGAGTGGGCTCGAAAACTGCTACAACCTGGAAATCAAGA
AACCCGACGGCAGCGAGTGTCTGOCCGUGGCCCCAGACGGGATCAGGGGTTTCCCGAGGTGCCGGTACG
TGCACAAGGTCTCGGGAACCGGUCCOTGCGCCGGCGATTTTGCCTTCCATAAGGAGGGCGCATTCTTTCT
CTACGATAGACTGGCCTCCACGGTCATCTATCGCGGCACCACCTTCGCGGACGGGGTGGTGGCATTCCTC
ATCCTGCCGCAGGCTAAGAAAGATTTCTTCAGCTCCCACCCTCTCAGGGAACCAGTCAACGCCACAGAGG
ATCCCTCCTCGGGATATTACAGCACCACAATTCGGTACCAGGCCACAGGCTTCGGGACCAATGAGACTGA
GTACCTGTTCGAGGTGGACAACCTAACATACGTGCAGCTCGAATCGCGGTTTACCCCGCAGTTCCTTTTGC
AACTTAACGAGACGATCTATACCAGTGGTAAACCGAGCAACACGACCGGGAAGCTCATCTGGAAAGTAA
ACCCGGAGATCGACACCACGATTGGAGAGTGGGCTTTCTGGGAAACCAAGAAAAACCTGACCCGGAAGA
TCAGGTCGGAGGAGTTGAGCTTCACTGCCGTCTCCAATAGAGCAAAAAACATCAGCGGCCAGAGCCCTC
CCCGGACTTCCAGCGACCCAGGTACCAACACCACGACAGAGGACCACAAGATTATGGCCTCGGAGAATT
CCTCTGCAATGGTCCAGGTGCATAGCCAGGGGCGCGAAGCTGCCGTCTCGCACCTGACAACCTTGGCAAC
GATTTCCACCAGCCCACAACCACCCACGACAAAGCCCGGGCCCGACAACTCCACCCATAATACCCCGGTC
TATAAGCTGGACATTTCCGAAGCTACGCAGGTGGAGCAGCACCACCGGAGGACCGACAACGACTCAACA
GCTAGCGATACCCCTCCCGCCACCACGGCAGCGULGCCCACCCAAGGCTGAGAACACCAATACGAGCAAG
GGCACCGACCTCCTGGACCCCGCGACTACCACGAGCCCCCAGAATCACAGCGAAACGGCGGGCAACAAC
AACACACACCATCAGGATACTGGGGAGGAGTCGGCCTCCAGCGGAAAACTGGGCCTGATCACAAACACC
ATAGCCGGGGTCGCCGGGCTGATCACTGGAGGCCGGAGGGCACGCAGAGAGGCCATTGTGAACGCCCAG
CCCAAATGCAACCCAAACCTCCACTACTGGACCACGCAGGACGAGGGGGCCGCTATCGGCCTGGCCTHG
ATCCCATACTTTGGGCCCGCCGCTGAGGGCATATACACGGAGGGCCTCATGCACAATCAGGACGGACTG
ATCTGCGGACTCCGCCAGCTTGCCAACGAGACCACTCAGGCGTTGCAGCTCTTTCTGCGGGCCACTACCG
AGCTCAGGACGTTCAGCATTCTGAATCGGAAGGCAATCGATTTCCTACTCCAGCGGTGGGGCGGGACATG
CCACATCCTGGGACCCGATTGTITGCATCGAGCCCCACCGACTGGACCAAGAACATTACAGATAAAATCGA
CCAGATCATTCATGATTTCGTGGACAAGACACTGCCGGACCAGGGGGACAACGATAACTGGTGGACCGG
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ATGGCGCCAGTGGATCCCAGCCGGGATTGGCGTGACAGGTGTCATTATCGCCGTGATCGCCCTGTITTGE
ATTTGCAAATTCGTTTTCTAG

Figura 13D (SEQ ID NO: 46)
Opt EboGP+HSITMCT.c

GGATGGCGCCAGATACTGTCAATTTATTCAACAGTGGCGAGTTCC

Figura 13E

Representacion esquematica de la construccion 1192. Los sitios de enzima de restriccion Sacll y Stul
usados para la linearizacion plasmidica se anotan en la representacion.
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Figura 13F, SEQ ID NO: 47

Construccion 1192 de los bordes del t-ADN de izquierda a derecha (subrayado). 2X35S/CPMV-
HT/PDISP/NOS con casete de expresion del inhibidor de silenciamiento plastocianina-P19-plastocianina

TGGCAGGATATATTGTGGTGTAAACAAATTGACGCTTAGACAACTTAATAACACATTGCGGACGTTTTTA
ATGTACTGAATTAACGCCGAATCCCGGGCTGGTATATTTATATGTTGTCAAATAACTCAAAAACCATAAA
AGTTTAAGTTAGCAAGTGTGTACATTTTTACTTGAACAAAAATATTCACCTACTACTGTTATAAATCATTA
TTAAACATTAGAGTAAAGAAATATGGATGATAAGAACAAGAGTAGTGATATTTTGACAACAATTTTGITG
CAACATTTGAGAAAATTTTGTTGTTCTCTCTTTTCATTGGTCAAAAACAATAGAGAGAGAAAAAGGAAGA
GGOGAGAATAAAAACATAATGTGAGTATGAGAGAGAAAGTTGTACAAAAGTTGTACCAAAATAGTTGTAC
AAATATCATTGAGGAATTTGACAAAAGCTACACAAATAAGGGTTAATTGCTGTAAATAAATAAGGATGA
CGCATTAGAGAGATGTACCATTAGAGAATTTTTGGCAAGTCATTAAAAAGAAAGAATAAATTATTTTTAA
AATTAAAAGTTGAGTCATTTGATTAAACATGTGATTATTTAATGAATTIGATGAAAGAGTTGGATTAAAGT
TGTATTAGTAATTAGAATTTGGTGTCAAATTTAATTTGACATTTGATCTTTTCCTATATATTGCCCCATAGA
GTCAGTTAACTCATTTTTATATTTCATAGATCAAATAAGAGAAATAACGGTATATTAATCCCTCCAAAAA
AAAAAAACGGTATATTTACTAAAAAATCTAAGCCACGTAGGAGGATAACAGGATCCCCGTAGGAGGATA
ACATCCAATCCAACCAATCACAACAATCCTGATGAGATAACCCACTTTAAGCCCACGCATCTGTGGCACA
TCTACATTATCTAAATCACACATTCTTCCACACATCTGAGCCACACAAAAACCAATCCACATCTTTATCAC
CCATTCTATAAAAAATCACACTTTGTGAGTCTACACTTTGATTCCCTTCAAACACATACAAAGAGAAGAG
ACTAATTAATTAATTAATCATCTTGAGAGAAAATGCAACGAGCTATACAAGGAAACGACGCTAGGGAAC
AAGCTAACAGTGAACGTTGGGATGGAGGATCAGGAGGTACCACTTCTCCCTTCAAACTTCCTGACGAAAG
TCCGAGTTGGACTGAGTGGCGGCTACATAACGATGAGACGAATTCGAATCAAGATAATCCCCTTGGTTTC
AAGGAAAGCTGGGGTTTCGGGAAAGTTGTATTTAAGAGATATCTCAGATACGACAGGACGGAAGCTTCA
CTGCACAGAGTCCTTGGATCTTGGACGGGAGATTCGGTTAACTATGCAGCATCTCGATTTTITCGGTTTCGA
CCAGATCGGATGTACCTATAGTATTCGOTTITCGAGGAGTTAGTATCACCGTTTCTGGAGGGTCGCGAACT
CTTCAGCATCTCTGTGAGATGGCAATTCGGTCTAAGCAAGAACTGCTACAGCTTGCCCCAATCGAAGTGG
AAAGTAATOTATCAAGAGGATGCCCTGAAGOGTACTCAAACCTTCGAAAAAGAAAGCGAGTAAGTTAAAA
TOGUTTCTTCOTCTCCTATITATAATATGGTTIGTTATTGTITAATTTITGTTCTTGTAGAAGAGCTTAATTAAT
COTTGTTGTTATGAAATACTATTTGTATGAGATGAACTGGTGTAATGTAATTCATTTACATAAGTGGAGTC
AGAATCAGAATGTTTCCTCCATAACTAACTAGACATGAAGACCTGCCGCGTACAATTGTCTTATATTTGA
ACAACTAAAATTGAACATCTTTTGCCACAACTTTATAAGTGGTTAATATAGCTCAAATATATGGTCAAGTT
CAATAGATTAATAATGGAAATATCAGTTATCGAAATTCATTAACAATCAACTTAACGTTATTAACTACTA
ATTTTATATCATCCCCTTTCATAAATGATAGTACACCAATTAGGAAGGAGCATGCTCGCCTAGGAGATTG
TCGTTTCCCGCCTTCAGTTTGCAAGCTGCTCTAGCCGTGTAGCCAATACGCAAACCGCCTCTCCCCGCGCG
TTGGGAATTACTAGCGCGTGTCGACAAGCTTGCATCCCGGTCAACATGGTGGAGCACGACACACTTGTCT
ACTCCAAAAATATCAAAGATACAGTCTCAGAAGACCAAAGGGCAATTGAGACTTTTCAACAAAGGGTAA
TATCCGGAAACCTCCTCGOATTCCATTGCCCAGCTATCTGTCACTTTATTGTGAAGATAGTGGAAAAGGA
AGGTGGCTCCTACAAATGCCATCATTGCGATAAAGGAAAGGCCATCGTTGAAGATGCCTCTGCCGACAGT
GGTCCCAAAGATGGACCCCCACCCACGAGGAGCATCGTGGAAAAAGAAGACGTTCCAACCACGTCTTCA
AAGCAAGTGGATTGATGTOATAACATGGTGGAGCACGACACACTTGTCTACTCCAAAAATATCAAAGAT
ACAGTCTCAGAAGACCAAAGGGCAATTGAGACTTTTCAACAAAGGGTAATATCCGGAAACCTCCTCGGA
TTCCATTGCCCAGCTATCTGTCACTTITATIG TGAAGATAGTGGAAAAGGAAGGTGGCTCCTACAAATCCC
ATCATTGCGATAAAGGAAAGGCCATCGTTGAAGATGCCTCTGCCGACAGTGGTCCCAAAGATGGACCCC
CACCCACGAGGAGCATCCTGGAAAAAGAAGACGTTCCAACCACGTCTTCAAAGCAAGTGGATTGATGTG
ATATCTCCACTGACGTAAGGGATGACGCACAATCCCACTATCCTTICGCAAGACCCTTICCTCTATATAAGG
AAGTTCATTTCATTTGGAGAGGTATTAAAATCTTAATAGGTTTTGATAAAAGCGAACGTGGGGAAACCCG
AACCAAACCTTCTTCTAAACTCTCTCTCATCTCTCTTAAAGCAAACTTCTCTCTTGTCTTTCTTGOGTGAGC
GATCTTCAACGTTGTCAGATCGTGCTTCGGCACCAGTACAACGTTTTCTTTCACTGAAGCGAAATCAAAG
ATCTCTTTGTGGACACGTAGTGCGGCGCCATTAAATAACGTGTACTTGTCCTATTICTTIGTCGGTGTGGTCT
TGGGAAAAGAAAGCTTGCTGGAGGCTGCTGTTCAGCCCCATACATTACTTGTTACGATTCTGCTGACTTTC
GGCGGGTGCAATATCTCTACTTCTGCTTGACGAGGTATTGTTGCCTGTACTTCTTTCTTCTTCTTCTTGCTG
ATTGGTTCTATAAGAAATCTAGTATTTTCTTTGAAACAGAGTTTTCCCGTGGTTTTCGAACTTGGAGAAAG
ATTGTTAAGCTTCTGTATATTCTGCCCAAATTTGTCGGGCCCATGGCGAAAAACGTTGCGATTTTCGGCTT
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ATTGTTTTCTCTTCTTGTGTTGGTTCCTTCTCAGATCTTCGCCGCGGCTCCTCAGCCAAAACGACACCCCCA
TCTGTCTATCCACTGGCCCCTGGATCTGCTGCCCAAACTAACTCCATGGTGACCCTGGGATGCCTGGTCAA
GGGCTATTTCCCTGAGCCAGTGACAGTGACCTGGAACTCTGGATCCCTGTCCAGCGGTGTGCACACCTTC
CCAGCTGTCCTGCAGTCTGACCTCTACACTCTGAGCAGCTCAGTGACTG TCCCCTCCAGCACCTGGCCCA
GUCGAGACCGTCACCTGCAACGTTGCCCACCCGGCCAGCAGCACCAAGGTGGACAAGAAAATTGTGCCCA
GGGATTGTGGTTGTAAGCCTTGCATATGTACAGTCCCAGAAGTATCATCTGTCTTCATCTTCCCCCCAAAG
CCCAAGGATGTGCTCACCATTACTCTGACTCCTAAGGTCACGTGTGTTGTGGTAGACATCAGCAAGGATG
ATCCCGAGGTCCAGTTCAGCTGGTTTGTAGATGATGTGGAGGTGCACACAGCTCAGACGCAACCCCGGCA
GOAGCAGTTCAACAGCACTTTCCGCTCAGTCAGTGAACTTCCCATCATGCACCAGGACTGGCTCAATGGC
AAGGAGCGATCGCTCACCATCACCATCACCATCACCATCACCATTAAAGGCCTATTTTCTTTAGTTTGAAT
TTACTGTTATTCGGTGTGCATTTCTATGTTTGGTGAGCGGTTTICTGTGCTCAGAGTGTGTTTATT TTATGT
AATTTAATTTCTTTGTGAGCTCCTGTTTAGCAGGTCGTCCCTTCAGCAAGGACACAAAAAGATTTTAATTT
TATTAAAAAAAAAAAAAAAAAAGACCGGGAATTCGATATCAAGCTTATCGACCTGCAGATCGTTCAAAC
ATTTGGCAATAAAGTTTCTTAAGATTGAATCCTGTTGOCGGTCTTGCGATGATTATCATATAATTTCTGTT
GAATTACGTTAAGCATGTAATAATTAACATGTAATGCATGACGTTATTTATGAGATGGGTTTTTATGATTA
GAGTCCCGCAATTATACATTTAATACGCGATAGAAAACAAAATATAGCGCGCAAACTAGGATAAATTAT
COOGCGCGGTOTCATCTATGTTACTAGATCTCTAGAGTCTCAAGCTTGGCGCGCCCACGTGACTAGTGGC
ACTGGCCGTCGTTTTACAACGTCGTGACTGGGAAAACCCTGGCGTTACCCAACTTAATCGCCTTGCAGCA
CATCCCCCTTTCGCCAGCTGGCGTAATAGCGAAGAGGCCCGCACCGATCGCCCTTCCCAACAGTTGCGCA
GCCTGAATGGCGAATGCTAGAGCAGCTTGAGCTTIGGATCAGATTGTCGTTTCCCGCCTTCAGTTTAAACT
ATCAGTGTTTGACAGGATATATTGGCGGGTAAACCTAAGAGAAAAGAGCGTTTA

Figura 13G, SEQ ID NO: 48

Casete de expresioén nimero 1366 del promotor 2X35S al terminador NOS. PDISP-GP del virus del Ebola
Zaire 95-H5 TM+CT de la secuencia A/Indonesia/5/2005 subrayado.

GTCAACATGOTGOAGCACGACACACTTGTCTACTCCAAAAATATCAAAGATACAGTCTCAGAAGACCAA
AGGGCAATTGAGACTTTTCAACAAAGGGTAATATCCGGAAACCTCCTCGGATTCCATTGCCCAGCTATCT
GTCACTTTATTGTGAAGATAGTGGAAAAGGAAGGTGGCTCCTACAAATGCCATCATIGCGATAAAGGAA
AGGCCATCGTTGAAGATGCCTCTGCCGACAGTGGTCCCAAAGATGGACCCCCACCCACGAGGAGCATCG
TGGAAAAAGAAGACGTTCCAACCACGTCTTCAAAGCAAGTGGATTGATGTGATAACATGGTGGAGCACG
ACACACTTGTCTACTCCAAAAATATCAAAGATACAGTCTCAGAAGACCAAAGGGCAATTGAGACTTTTCA
ACAAAGGGTAATATCCGCGAAACCTCCTCGGATTCCATTGCCCAGCTATCTGTCACTTTATTGTGAAGATA
GTGGAAAAGGAAGGTGGCTCCTACAAATGCCATCATTGCGATAAAGGAAAGGCCATCGTTGAAGATGCC
TCTGCCGACAGTGGTCCCAAAGATGGACCCCCACCCACGAGGAGCATCGTGGAAAAAGAAGACGTTCCA
ACCACGTCTTCAAAGCAAGTGGATTGATGTGATATCTCCACTGACGTAAGGGATGACGCACAATCCCACT
ATCCTTCGCAAGACCCTTCCTCTATATAAGGAAGTTCATTTCATTTGGAGAGGTATTAAAATCTTAATAGG
TTTTGATAAAAGCGAACGTGGGGAAACCCGAACCAAACCTTCTTCTAAACTCTCTCTCATCTCTCTTAAAG
CAAACTTCTCTCTTGTCTTTCTTGCGTGAGCGATCTTCAACGTIGTCAGATCGTGCTTCGGCACCAGTACA
ACGTTTTCTTTCACTGAAGCGAAATCAAAGATCTCTTTGTGGACACGTAGTGUGGCGCCATTAAATAACG
TGTACTTGTCCTATTCTTGTCGGTGTGGTCTTGGGAAAAGAAAGCTTGCTGGAGGCTGCTGTTCAGCCCCA
TACATTACTTGTTACGATTCTGCTGACTTTCGGUGGGTGCAATATCTCTACTTCTGCTTGACGAGGTATTG
TTGCCTGTACTTCTTTCTTCTTCTICTTGCTGATTGGTTCTATAAGAAATCTAGTATTTTCTTTGAAACAGA
GTTTTCCCGTGGTTTTCGAACTTGGAGAAAGATTGTTAAGCTTCTGTATATICTGCCCAAATTTGTCGGGC
CCATGGCGAAAAACGTTGCGATTITCGGCTTATTGTTITCTCTICTTGTGTTGGTTCCTTCTCAGATCTTCG
CCATCCCTCTGGGAGTGATCCACAATTCGACTCTCCAGGTGAGCGAGGTCGACAAACTCGTGTGCCGCGA
TAAGTTGTCCAGCACCAATCAGCTCAGAAGTGTTGGCCTCAACCTGGAGGGGAATGGGGTCGCCACAGA
COTGOCATCOGCGACCAAGCGCTGGGGCTTTCGGTCGGGTGTTCCCCCTAAAGTCGTGAATTACGAGGCC
GGGGAGTGGGCTGA MACTCCTACAACCT(J(JAAATCAAGMACCCGAC{J(JCA(JCGAGT(‘TCT(\(\C( (JL(J
GCCOCAGACGGGATCAGCGGTITCCCGAGGTGOCGGTACGTGCACAA
GCCGGCGATTTTGCCTTCCATAAGGAGGGCGCATTCTTICTCTACGATAGACTGGC LTCCAC‘G(‘ ICAT(.‘TA
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TCCCCCCAFCACCTTCCC(‘rGAGGGGCTCG I G'(J(,ATTCCTCAT( C"I'GCCCCA(J(:( TM(JMA(JATTT(,TT(
TCCCAC CTCAGGGAA
TTCGGTACCAGGCCACAGCCTTCGGGACCAA TGAGACT(:A(JTACC TGTTCGAGGTG GACAA(_CTAA(,A TA
CGTGCAGCTCGAATCGCGGTTTACCCCGCAGTTCCTITTGCAACTTAACGAGACGATCTATACCAGTGGT
AAACGGAGCAACACGACCGGGAAGCTCATCTGGAAAGTAAACCCGGAGATCGACACCACGATTGGAGA
GTGGGCTTTCTGGGAAACCAAGAAAAACCTGACCCGGAAGATCAGGTCGGAGGAGTIGAGCTTCACTGC
COTCTCCAATAGAGCAAAAAACATCAGCGGCCAGAGCCCTGCCCGGACTTCCAGCGACCCAGGTACCAA
CACCACGACAGAGGACCACAAGATTATGGCCTCGGAGAATTCCTCTGCAATGGTCCAGGTGCATAGCCA

(J(“GCCC(‘AAQLTGCCGTCTQOL LC rGACMCLTTGGCMCUATIH.IACCAQL&ALAALCﬁM

J
CAGCGGGCCCACCCAAGGCTGAGAACACCAAT AC{“A(:LA:\GGGCALL(#\CCI CCTGGACCCCGOGACTA
CCACGAGCCCCCAGAATCACAGCGAAACGGCGGGCAACAACAACACACACCATCAGGATACTGGGGAG
GA('"1'("("(‘(‘FT(TAFCGGAAA&CT(‘GGCCTGA [LALAMLALCATAGLC(JGGC TC(JCu_(;I_GAICAQI

GG ACCAL(:LAQQ ACGAG (,(,G(‘cg(‘cmnmccmaccrcg ATCC CATAC'I'[‘] Gcrrcu‘(‘grgc r(‘ AG
GGCATATACACGGAGGGCCTCATGCACAATCAGGACGG ICG :
JACCACTC (‘?G‘l‘TGLA(_.l.|T_i'l"l'I‘L“lI_'rL'(;G(i(.‘CACTACCGAGC’[‘CAGGA(.‘U‘ITCAGCATT(ITGAATC

GACACTGCCGGACCA

AACAGTGGCGAGTT ‘CCTMJLAC’TGGCMTCAT! iATG(‘CT{ QTCTATCTTT)\TQG&JQ]SE "TCCAA [j i€ i&
TCGTTACAATGCAGAATTTGUCATTTAAAGGCCTATTTTCTTTAGTITGAATTTACTGTTATTCGGTGTGCAT

TTCTATGTTTGGTGAGCGGTTTTCTGTGCTCAGAGTGTGTTTATITTATGTAATTTAATTTCTTTGTGAGCT
CCTGTTTAGCAGGTCOTCCCTTCAGCAAGGACACAAAAAGATTTTAATTTTATTAAAAAAAAAAAAAANA
AAGACCGGGAATTCGATATCAAGCTTATCGACCTGCAGATCGTTCAAACATTITGGCAATAAAGTTTCTTA
AGATTGAATCCTGTTGCCGGTCTTGCGATGATTATCATATAATTTCTGTTGAATTACGTTAAGCATGTAAT
AATTAACATGTAATGCATGACGTTATTTATGAGATGGGTTTTTATGATTAGAGTCCCGCAATTATACATTT
AATACGCGATAGAAAACAAAATATAGCGCGCAAACTAGGATAAATTATCGCGCGCGGTGTCATCTATGT
TACTAGAT

Figura 13 H, SEQ ID NO: 49

Secuencia aminoacidica de PDISP-GP de virus del Ebola Zaire 95-H5 TM+CT de A/lndonesia/5/2005

MAKNVAIFGLLFSLLVLVPSQIFAIPLGVIHNSTLQVSEVDKLVCRDKLSSTNQLRSVGLN
LEGNGVATDVPSATKRWGFRSGVPPKVVNYEAGEWAENCYNLEIKKPDGSECLPAAPD
GIRGFPRCRYVHKVSGTGPCAGDFAFHKEGAFFLYDRLASTVIYRGTTFAEGVVAFLILP
QAKKDFFSSHPLREPVNATEDPSSGYYSTTIRYQATGFGTNETEYLFEVDNLTYVQLESR
FIPQFLLQLNETIYTSGKRSNTTGKLIWKVNPEIDTTIGEWAFWETKKNLTRKIRSEELSFT
AVSNRAKNISGQSPARTSSDPGTNTTTEDHKIMASENSSAMVQVHSQGREAAVSHLTTL
ATISTSPQPPTTKPGPDNSTHNTPVYKLDISEATQVEQHHRRTDNDSTASDTPPATTAAGP
PKAENTNTSKGTDLLDPATTTSPQNHSETAGNNNTHHQDTGEESASSGKLGLITNTIAGV
AGLITGGRRARREAIVNAQPKCNPNLHYWTTQDEGAAIGLAWIPYFGPAAEGIYTEGLM
HNODGLICGLRQLANETTQALQLFLRATTELRTFSILNRKAIDFLLQRWGGTCHILGPDC
CIEPHDWTKNITDKIDQIIHDFVDKTLPDQGDNDNWWTGWRQILSIYSTVASSLALAIMM
AGLSLWMCSNGSLQCRICI*
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Figura 131

Representacion esquematica de la construccion nimero 1366
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