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DESCRIPCION
Vacunas de ADN infeccioso frente al virus chikungunya
Intereses gubernamentales

El Gobierno de los Estados Unidos ha proporcionado a los inventores el material y/o los reactivos que pueden estar
relacionados con la materia objeto de la presente solicitud. Por consiguiente, el Gobierno de los Estados Unidos
puede tener determinados derechos en la materia objeto.

Campo

Las vacunas atenuadas elaboradas con virus vivo y de ADN frente al virus chikungunya, y los sistemas y métodos
para fabricar y administrar tales vacunas.

Antecedentes

Se ha sugerido una diversidad de vacunas, y sistemas y métodos, para fabricar y administrar las mismas. Sin
embargo, tales vacunas, sistemas y métodos no son 6ptimos.

Sumario

La materia objeto para la que se busca proteccion es como se define en las reivindicaciones. En el primer aspecto
de la invencién se proporciona un vector de ADN que comprende:

(a) un ADN que codifica una molécula de ARN infecciosa que inicia la produccion en células de una vacuna de
virus atenuado vivo para el VCHIK; y (b) un promotor de la ARN polimerasa eucariota; en la que (i) el ADN que
codifica una molécula de ARN infecciosa esta unido operativamente al promotor de la ARN polimerasa, y (ii) la
molécula de ARN infecciosa codifica un virus chikungunya (VCHIK).

En un segundo aspecto de la invencién, se proporciona una vacuna que comprende una cantidad terapéuticamente
eficaz de un vector de ADN de la invencion.

En un tercer aspecto de la invencién, se proporciona la vacuna de la invenciéon para su uso en un método de
inmunizacién de un mamifero frente al VCHIK.

En un aspecto adicional de la invencion, se proporciona el uso de la vacuna de la invencién en la fabricaciéon de un
medicamento para inmunizar a un mamifero frente al VCHIK.

En un aspecto adicional de la invencion, se proporciona un método de preparacion de una vacuna, en el que el
método comprende transfectar el vector de ADN de la invencién en una célula eucariota y aislar virus infecciosos
homogéneos clonalmente puros a partir de un medio de cultivo que comprende la célula eucariota transfectada,
obteniendo de este modo una vacuna.

En aun otro aspecto de la invencién, se proporciona un método in vitro de preparaciéon de una célula eucariota
transfectada, en el que el método comprende transfectar el vector de ADN de la invencion en una célula eucariota
para obtener una célula eucariota transfectada.

En otro aspecto mas de la invencion, se proporciona una célula eucariota que comprende el vector de la invencion.

En el presente documento se describen vectores que comprenden ADN que codifica una molécula de ARN
infecciosa y un promotor de la ARN polimerasa, en donde el ADN que codifica una molécula de ARN infecciosa esta
unido operativamente al promotor de la ARN polimerasa y las moléculas de ARN infeccioso codifican un virus
chikungunya (VCHIK). En determinadas realizaciones, el VCHIK no es patégeno. También se describen vacunas
para chikungunya que comprenden el ADN descrito anteriormente, y los usos de las vacunas para inmunizar frente
al VCHIK. También se divulga un virus VCHIK atenuado vivo homogéneo clonalmente purificado preparado a partir
de células en cultivo transfectadas con el ADN descrito anteriormente, las vacunas para chikungunya que lo
comprenden y los métodos para el uso de las vacunas para inmunizar frente al virus VCHIK.

La presente solicitud también proporciona vectores que comprenden ADN que codifica una molécula de ARN
infecciosa y un promotor de la ARN polimerasa de citomegalovirus (CMV), en donde el ADN que codifica una
molécula de ARN infecciosa esta unido operativamente 30 al promotor de la ARN polimerasa de CMV, el promotor
de la ARN polimerasa de CMV se emplaza de aproximadamente 13 a aproximadamente 17 (preferentemente 15
nucledtidos, como se ejemplifica en las Figuras 3-7 y 9) restos de nucleétido cadena arriba del extremo 5’ de dicho
ADN que codifica una molécula de ARN infecciosa, y la molécula de ARN infecciosa codifica un virus de VCHIK
atenuado. En determinadas realizaciones, el VCHIK es un virus quimérico que contiene secuencias del VCHIK asi
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como de otro alfavirus. En determinadas realizaciones, el ADN que codifica el ARN infeccioso se modifica para
mejorar caracteristicas de dicho ARN infeccioso y del vector descrito.

En una realizacion ejemplar, se describe un vector que comprende: (a) un ADN que codifica una molécula de ARN
infecciosa; y (b) un promotor de la ARN polimerasa; en el que: (i) el ADN que codifica una molécula de ARN
infecciosa esta unido operativamente al promotor de la ARN polimerasa; y (ii) la molécula de ARN infecciosa codifica
un virus chikungunya (VCHIK). En algunos ejemplos, la molécula de ARN infecciosa codifica un virus chikungunya
no patégeno. En algunos ejemplos, el promotor de la ARN polimerasa comprende un promotor de la ARN
polimerasa de citomegalovirus (CMV), el promotor de la ARN polimerasa de CMV se emplaza de aproximadamente
13 a aproximadamente 17 restos de nucleétido cadena arriba del extremo 5’ del ADN que codifica una molécula de
ARN infecciosa, y la molécula de ARN infecciosa codifica un virus VCHIK atenuado. En diversos ejemplos un vector
puede comprender la secuencia de ADN enumerada en las Figuras 3-7.

En algunas realizaciones, el VCHIK es un virus quimérico que contiene secuencias del VCHIK asi como de otro
alfavirus. EI ADN que codifica el ARN infeccioso también puede modificarse para mejorar caracteristicas del ARN
infeccioso y del vector descrito.

Una vacuna para virus chikungunya puede comprender una cantidad terapéuticamente eficaz de tales vectores. En
otros ejemplos de la presente divulgacion, una vacuna para virus chikungunya puede comprender un virus VCHIK
atenuado producido aislando el virus VCHIK a partir de células transfectadas con los vectores de ADN descritos en
el presente documento. Un virus atenuado vivo homogéneo clonalmente purificado puede prepararse a partir de
células en cultivo transfectadas con los vectores de ADN descritos en el presente documento. Tal preparacion es
particularmente Util como una vacuna.

Como alternativa, un vector puede comprender (a) ADN que codifica una molécula de ARN infecciosa; y (b) un
promotor de la ARN polimerasa; en el que: (i) el ADN que codifica una molécula de ARN infecciosa esta unida
operativamente al promotor de la ARN polimerasa; y (ii) la molécula de ARN infecciosa codifica un alfavirus y
contiene secuencias del VCHIK asi como de otro alfavirus. Un ejemplo de tal vector comprende la secuencia de la
Fig. 9.

Los vectores y vacunas descritos en el presente documento son para su uso en un método de inmunizaciéon de un
animal frente a un virus chikungunya, que comprende la etapa de administrar la vacuna a un mamifero, tal como un
animal o un ser humano.

Breve descripcion de los dibujos

La Figura 1 ilustra una comparacion de vacunas atenuadas elaboradas con virus vivo, vacunas de ADN y la
vacuna de i-DNA™ para el VCHIK descrita.

La Figura 2 ilustra un ejemplo de vacuna de i-DNA™ para el VCHIK y la inmunizacién con i-DNA™ del VCHIK. El
ADNc del VCHIK de longitud completa se sitla cadena abajo de un promotor optimizado (Popt). En células
animales, por ejemplo células de ser humano o de ratones, inyectadas con i-DNA™, la transcripcion a partir del
promotor produce un ARN genodmico infeccioso de longitud completa que tiene la capacidad de iniciar la
replicacién productiva de particulas de virus atenuados vivos del VCHIK e inducir respuestas inmunitarias
especificas.

La Figura 3 ilustra un ejemplo (secuencia de nucledtidos) de i-DNA™ que codifica la vacuna atenuada elaborada
con virus vivo de 181/25. Los extremos 5’ y 3’ precisos del ARN gendmico funcional codificado por el i-DNA del
VCHIK estan determinados por el promotor de CMV optimizado y la ribozima, respectivamente.

La Figura 4 ilustra un ejemplo (secuencia de nucledtidos) de i-DNA™ que codifica la vacuna atenuada elaborada
con virus vivo de 181/25 sin secuencias de ribozima. El extremo 5’ preciso del ARN del VCHIK codificado por el i-
DNA esta determinado por el promotor de CMV optimizado. EI emplazamiento del extremo 3’ del ARN del VCHIK
codificado por el i-DNA™ es desconocido, pero tal ARN tiene capacidad replicarse y de generar VCHIK vivo.

La Figura 5 ilustra un ejemplo (secuencia de nucleétidos) de i-DNA™ que codifica la vacuna atenuada elaborada
con virus vivo de 181/25 con el promotor 26S duplicado. En esta construccion de i-DNA™, |a capside (C) y las
glucoproteinas (GP) del VCHIK estan codificadas a partir de promotores 26S distintos dentro del ARN del VCHIK.
La Figura 6 ilustra un ejemplo (secuencia de nucledtidos) de i-DNA™ que codifica la vacuna atenuada elaborada
con virus vivo de 181/25 con el elemento de transporte nuclear en el extremo 3’. En esta construcciéon de i-
DNA™ se introduce antes del poliA una secuencia de un elemento de transporte nuclear; esta secuencia
potencia el transporte del ARN del VCHIK desde el nucleo al citoplasma.

La Figura 7 ilustra un ejemplo (secuencia de nucleétidos) de i-DNA™ que codifica la vacuna quimérica que
comprende la vacuna atenuada elaborada con virus vivo de TC-83, en la que su region de genes estructurales se
reemplaza por la region de genes estructurales (C y las GP) de la vacuna atenuada elaborada con virus vivo de
del VCHIK 181/25.

La Figura 8 ilustra las construcciones de i-DNA™ del VCHIK de las Figuras 3-7. El ARN genémico del VCHIK se
muestra en la parte superior. El plasmido de i-DNA™ contiene un fragmento de ADN (recuadro de lineas
discontinuas) que codifica (i) el promotor eucariota optimizado Popt (preferentemente el promotor de CMV
optimizado) y (ii) el ADNc de longitud completa del ARN funcional del VCHIK que codifica elementos necesarios
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para la replicacion del ARN gendmico del VCHIK y la generacion in vitro o in vivo de VCHIK atenuado vivo. Los
dominios de secuencia de nucleédtidos indicados pueden utilizarse en cualquiera de las construcciones. Por
ejemplo, la ribozima (Figura 3) también puede utilizarse en las construcciones descritas en las Figuras 5-7 y 9.

La Figura 9 ilustra un ejemplo (secuencia de nucledétidos) del i-DNA™ quimérico del VCHIK obtenido de la cepa
atenuada viva 181/25 que contiene la poliproteina C-GP de TC-83. Esta construccion de i-DNA™ quimérica
puede utilizarse como una vacuna frente al virus de la encefalitis equina venezolana (EEV). También pueden
utilizarse poliproteinas estructurales de otros alfavirus en lugar de TC-83, para desarrollar vacunas de i-DNA™
frente a los respectivos alfavirus a base del VCHIK.

La Figura 10 (A-C) ilustra fotomicrografias de ejemplo de células de ovario de hamster chino (CHO)
transfectadas con i-DNA™ del VCHIK de longitud completa, clon n.° 10 (secuencia de la Figura 4), por ensayo de
inmunofluorescencia utilizando un anticuerpo anti VCHIK especifico, a las 48 horas postransfeccion.

La Figura 11 ilustra (A) la determinacion del titulo y la morfologia de placa del virus atenuado vivo obtenido del i-
DNA, clon n.° 10, Figura 4; y, (B) las placas obtenidas de la vacuna IND de 181/25 que se pas6 una vez en
células CHO. El virus VCHIK obtenido del i-DNA™ tiene un tamafio de placa uniforme en comparacién con la
vacuna IND de 181/25 “clasica”.

La Figura 12 ilustra la variacion de secuencia dentro de la vacuna IND de 181/25. La vacuna se resuspendi6 en
solucion salina y se pasé una vez en células CHO. El ARN virico se aisld, se prepard el ADNc por transcripcion
inversa PCR y se clond en el vector pCR2.1. Se determinaron las secuencias de los fragmentos de ADNc
clonados y compararon con secuencias del VCHIK conocidas procedentes del GenBank.

Descripcion detallada

La chikungunya es una enfermedad transmitida por mosquitos provocada por el virus chikungunya (VCHIK). El
VCHIK es un miembro del género Alphavirus de la familia Togaviridae. El género Alphavirus consiste en 29 especies
distintas (junto con el virus O'nyong'nyong, el virus del Rio Ross, el virus Sindbis, el virus del Bosque Semliki, el EEV
y otros) que provocan ya sea encefalitis, enfermedad febril con artralgia o no se conoce que provoquen enfermedad
en seres humanos. Los miembros de este género se transmiten principalmente a través de vectores; casi todos
utilizan a los mosquitos como sus vectores invertebrados (Powers y Brault, 2009). Como se usa en el presente
documento, VCHIK incluye virus quiméricos que contienen secuencias del VCHIK, asi como de otros alfavirus; tales
virus quiméricos comprenden preferentemente al menos el 50 % de las secuencias del VCHIK y/o una porcion
antigénica del VCHIK.

Como todos los alfavirus, el VCHIK tiene un genoma que consiste en una molécula de ARN monocatenario lineal de
sentido positivo de aproximadamente 12 kb de longitud (Khan ef al.,, 2002). Las proteinas no estructurales
necesarias para la replicacion virica estan codificadas en los dos tercios del 5’ del genoma y estan reguladas a partir
del promotor 49S, mientras que los genes estructurales estan alineados en el tercio 3’ y utilizan el promotor interno
26S. El extremo 5’ del genoma tiene una proteccion terminal (cap) de 7-metilguanosina mientras que el extremo 3’
esta poliadenilado. También hay elementos de secuencias repetidas no codificantes 3’ que generan estructuras
secundarias predichas (Khan et al., 2002).

En muchos paises el VCHIK provoca brotes epidémicos explosivos y una morbilidad significativa. El virus esta
ampliamente extendido y puede importarse con facilidad en las regiones donde no esta presente debido a los viajes
desde las zonas endémicas. EI VCHIK también es responsable de numerosas infecciones adquiridas en el
laboratorio. Se han utilizado distintas estrategias para desarrollar una vacuna para el VCHIK, incluyendo la vacuna
inactivada con formalina (Kitaoka, 1967), la atenuada elaborada con virus vivo (Levitt et al., 1986) y la del alfavirus
quimérico (Wang et al., 2008). Se han examinado diversas formulaciones de posibles vacunas para el VCHIK y se
han sometido a ensayos clinicos en seres humanos (revisados por Powers y Brault, 2009). Sin embargo, no esta
disponible actualmente una vacuna autorizada frente a la chikungunya.

Las vacunas son necesarias para controlar el VCHIK. De forma ideal, la vacuna deberia tener un alto grado de
seguridad, inducir una inmunidad y proteccion eficaces, ser genéticamente estable y no necesitar una “cadena de
frio” desde el fabricante de la vacuna hasta el receptor de la misma. Los costos reducidos y la simplicidad de
produccion son importantes, debido a que el reservorio principal del VCHIK y la mayoria de los casos se localizan en
paises tropicales de recursos limitados.

Las vacunas atenuadas elaboradas con virus vivo frente a enfermedades viricas son atractivas debido al rapido
inicio de la inmunidad y a una proteccion eficaz. La aplicacion satisfactoria de las vacunas atenuadas elaboradas
con virus vivo da como resultado el control de enfermedades infecciosas que provocan muchos virus de ARN tales
como la poliomielitis, el sarampidn, las paperas, la rabia, la rubéola y la fiebre amarilla. Aproximadamente el 60 % de
las vacunas autorizadas para su uso en Estados Unidos son vacunas atenuadas elaboradas con virus vivo. Entre las
cuatro vacunas viricas aprobadas recientemente por la FDA (siglas del inglés Food and drug administration,
Administracion de alimentos y farmacos, tres representan vacunas atenuadas elaboradas con virus vivo - frente a
rotavirus, al virus de la gripe Ay B y de la varicela zoster. Esto indica que la estrategia con virus atenuado vivo
continda siendo muy atractiva para el desarrollo de vacunas.
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Sin embargo, la seguridad es la preocupacion principal respecto a las vacunas atenuadas elaboradas con virus vivo.

Una vacuna atenuada elaborada con virus vivo tipica representa una poblaciéon de virus que contiene multiples
variantes genéticas o cuasiespecies que tienen diversas caracteristicas, incluyendo una potencial patogenia. La
diversidad de cuasiespecie de los virus de ARN puede asociarse con patogenia. De forma adicional, las vacunas
elaboradas con virus vivos asociadas contienen impurezas y agentes fortuitos derivados de las células que se
utilizan para la fabricacion de la vacuna. Tales impurezas/agentes fortuitos pueden asociarse con reacciones
alérgicas y una elevada capacidad reactdgena en los receptores de la vacuna.

De forma relativamente reciente, las vacunas de ADN se han hecho una estrategia popular de vacunacion. Una
vacuna de ADN tipica contiene un gen de importancia para la vacuna cadena abajo de un promotor eucariota fuerte,
tal como el promotor de citomegalovirus (CMV). Para la vacunacion, la vacuna de ADN se inyecta en los tejidos del
receptor de la vacuna, donde penetra a través de las membranas celular y nuclear de las células permisivas. En los
nucleos de las células hospedadoras se produce la transcripcion a partir del promotor de CMV y el ARNm transcrito
migra desde el ndcleo al citoplasma, en donde tienen lugar la traduccion y la expresién del antigeno de importancia
para la vacuna. Por lo tanto, se genera antigeno de forma directa en los tejidos del receptor de la vacuna, lo que da
como resultado la induccién de la inmunidad frente al antigeno de interés. La ventaja de las vacunas de ADN son la
simplicidad, el bajo costo de produccion, la estabilidad genética, el alto nivel de pureza y que no hay necesidad de
una cadena de frio. Las desventajas de las vacunas de ADN son las multiples revacunaciones y que se necesitan
altas cantidades de ADN para inducir una respuesta inmunitaria. La necesidad de multiples revacunaciones y de
altas cantidades de ADN inyectado en los nucleos de muchas células genera la preocupacion de que las vacunas de
ADN puedan integrarse en el ADN del hospedador y provocar mutagénesis insercional.

En el presente documento se describe una vacuna para la chikungunya nueva que combina las ventajas de las
estrategias de la vacuna de virus atenuado vivo y la de ADN. En concreto, se describe una vacuna para el VCHIK de
“ADN infeccioso” (i-DNA™) que representa una vacuna de ADN que genera in vivo una vacuna atenuada elaborada
con virus vivo frente a la chikungunya. La diferencia entre la vacuna de ADN tradicional y la vacuna de i-DNA™
descrita en el presente documento es que la vacuna de ADN tradicional codifica un gen de interés mientras que la
vacuna de i-DNA™ codifica el ARN gendmico funcional completo del VCHIK atenuado vivo. Cuando el i-DNA™ del
VCHIK se inyecta en el receptor de la vacuna, entra al nucleo y se transcribe el ARN infeccioso completo del VCHIK
atenuado, lo que inicia la replicacion en los tejidos in vivo de la vacuna atenuada elaborada con virus vivo y da como
resultado una rapida induccion de la inmunidad frente al chikungunya.

Esta nueva estrategia para la vacunacion frente al VCHIK combina las ventajas de las vacunas atenuadas
convencionales elaboradas con virus vivo y las de ADN (Figuras 1 y 2). Al igual que las vacunas de ADN, es
genéticamente estable, econdmica y de fabricacion simple, y no necesita una cadena de frio. Al igual que la vacuna
atenuada elaborada con virus vivo, para inducir una inmunidad eficaz necesita una Unica dosis pequefa.

Aunque combina las ventajas de las estrategias de la vacuna atenuada y de la de ADN, la vacuna de i-DNA™ de
VCHIK carece de las desventajas de ambas. A diferencia de las vacunas atenuadas elaboradas con virus vivo, el
i-DNA™ es genéticamente estable y representa un ADN homogéneo, clonalmente purificado y bien caracterizado
que puede purificarse facilmente hasta altos niveles de pureza. A diferencia de las vacunas de ADN convencionales,
el i-DNA™ del VCHIK tiene la capacidad de inducir una inmunidad eficaz con una Unica vacunacioén, sin multiples
revacunaciones. Ademas, solo es necesaria una dosis baja de i-DNA™. Por ejemplo, podria utilizarse una dosis baja
de aproximadamente 1 ng a aproximadamente 1 pg, preferentemente aproximadamente 10 ng a aproximadamente
1 ug y mas preferentemente aproximadamente 100 ng a aproximadamente 1 ug de i-DNA™. Ademas, cuando se
compara con una vacuna de ADN convencional, se podria utilizar aproximadamente 5 veces a aproximadamente
100 veces menos de i-DNA™, mas preferentemente aproximadamente 10 veces a aproximadamente 100 veces
menos de i-DNA™, alin mas preferentemente aproximadamente 25 veces a aproximadamente 100 veces menos de
i-DNA™ y muy preferentemente aproximadamente 50 veces a aproximadamente 100 veces menos de i-DNA™. El
nucleo solo es necesario para generar las pocas copias iniciales del genoma de ARN y, después de eso, se produce
en el citoplasma celular la replicaciéon del virus VCHIK atenuado vivo, reduciendo asi drasticamente la posibilidad de
mutagénesis genética del ADN del hospedador. Por ejemplo, el uso del i-DNA™ del VCHIK podria reducir la
posibilidad de mutagénesis genética del ADN del hospedador en al menos el 50 %, preferentemente al menos
aproximadamente el 70 %, mas preferentemente al menos aproximadamente el 80 %, aun mas preferentemente al
menos aproximadamente el 90 % y muy preferentemente aproximadamente el 100 %.

El i-DNA™ puede utilizarse de diversos modos para crear vacunas frente al VCHIK. Por ejemplo, el i-DNA™ puede
introducirse mediante electroporacion o cualquier otro modo aceptable conocido en la técnica, en células eucariotas
aceptables para la produccién de vacunas. El VCHIK atenuado vivo generado a partir de un clon de i-DNA™
representa una poblacién de virus homogénea y contiene un ndmero inferior de cuasiespecies, representando asi
una ventaja con respecto a las vacunas atenuadas elaboradas con virus vivo tradicionales. Por ejemplo, la poblacion
de virus generada a partir de un clon de i-DNA™ podria contener al menos aproximadamente el 50 % menos de
cuasiespecies, preferentemente al menos aproximadamente el 70 % menos de cuasiespecies, mas preferentemente
al menos aproximadamente el 80 % menos de cuasiespecies, aun mas preferentemente al menos aproximadamente
el 90 % menos de cuasiespecies y muy preferentemente aproximadamente el 100 % menos de cuasiespecies que la
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cantidad de cuasiespecies generadas por una vacuna convencional. Tal VCHIK atenuado vivo homogéneo generado
a partir del plasmido de i-DNA™ puede configurarse en una formulacién farmacéuticamente aceptable adecuada
para la administracién de la vacuna a las personas. Como alternativa, el i-DNA™ puede administrarse a las
personas en un modo farmacéuticamente aceptable como se muestra, por ejemplo, en la Figura 2.

Se ha desarrollado un sistema similar para los flavivirus por ejemplo el virus del Nilo Occidental (por ejemplo, la
Patente de Estados Unidos n.° 7.459.163).

En la Solicitud Internacional n.° PCT/US2009/004133, de los mismos solicitantes, se describe una vacuna de
i-DNA ™ para el virus de la encefalitis equina venezolana (EEV), otro alfavirus.

Sin embargo, hasta ahora no habia un sistema de vacuna de i-DNA™ para el VCHIK. La dificultad radica en la
configurar el i-DNA™ del VCHIK para combinar varias caracteristicas que normalmente no estan presentes en un
virus VCHIK durante su ciclo de vida normal.

En realizaciones ejemplares, se crece de forma eficaz el plasmido de i-DNA™ del VCHIK en bacterias (que no es el
hospedador normal para el VCHIK) como un plasmido de alto numero de copias y, por lo tanto, el i-DNA™ esta
preferentemente libre de cualquier estructura secundaria fuerte, de origenes de replicacion cripticos o de fases de
lectura abierta (ORF) que codifiquen productos téxicos, o de cualquier otro elemento conocido o desconocido que
inhiban del crecimiento de las bacterias o de la sintesis del ADN plasmidico.

En otras realizaciones ejemplares, el ARN gendémico del VCHIK se transcribe de forma eficaz en los nucleos de las
células hospedadoras. El nucleoplasma del nucleo normalmente representa un entorno hostil (debido al corte y
empalme y otros mecanismos de procesamiento del ARN) para los ARN que han evolucionado para replicarse en el
citoplasma, tal como el ARN del VCHIK. Tras la transcripcion, el ARN resultante tiene preferentemente la capacidad
de evitar la maquinaria de corte y empalme, y también migra de forma satisfactoria desde el nucleo al citoplasma a
través de los poros nucleares, un proceso que esta estrechamente controlado por proteinas y factores celulares. El
ARN de los virus citoplasmaticos, tales como el VCHIK, normalmente no tiene elementos que aseguren la sintesis y
transporte al nucleo del ARN de longitud completa intacto. Por lo tanto, el i-DNA™ preferentemente deberia estar
libre de sitios de corte y empalme cripticos, o de otros elementos que impidan la transcripcion eficaz y el transporte
del ARN al citoplasma.

En otras realizaciones ejemplares, para replicar en el citoplasma y generar una vacuna atenuada elaborada con
virus vivo, el ARN transcrito deberia ser funcional y tener extremos 5’ y 3’ auténticos que tengan la capacidad de
sustentar la replicacion de ARN.

En realizaciones ejemplares adicionales, para asegurar la sintesis y el transporte del ARN de VCHIK transcrito
desde el nlcleo al citoplasma, pueden eliminarse o introducirse determinadas secuencias en el i-DNA™ del VCHIK.

En el presente documento se describen ejemplos de varias configuraciones del i-DNA™ del VCHIK que pueden
utilizarse para generar VCHIK atenuado vivo in vitro o in vivo, y que pueden configurarse en vacunas para
chikungunya farmacéuticamente aceptables. Ademas, se espera que las vacunas de i-DNA™ de VCHIK descritas en
el presente documento protejan frente al virus O'nyong'nyong, un alfavirus relacionado. Por consiguiente, las
vacunas de i-DNA™ descritas en el presente documento también podrian utilizarse en un método de inmunizacién
de un mamifero frente al virus O'nyong'nyong, los que incluiria la administracion de una vacuna ejemplar al
mamifero.

Ejemplos

Ejemplo 1. La vacuna atenuada elaborada con virus vivo CHIK 181/25 (TSI-GSD-218) candidata se generé a partir
de la cepa 15561 del VCHIK y mas tarde se probé de forma satisfactoria en ensayos clinicos en fase Il (Edelman et
al., 2000; Levitt et al., 1986). Sin embargo, la cepa 181/25 del VCHIK tiene desventajas comunes con otras vacunas
elaboradas con virus vivo. Por ejemplo, existe el riesgo de reversion a una forma virulenta, lo que se ha demostrado
anteriormente (Parker, 1994). Ademas de los riesgos de seguridad asociados con la posibilidad de reversion
genética, otros puntos débiles incluyen la heterogeneidad de la poblacion de virus dentro de la vacuna, la presencia
de impurezas y de agentes fortuitos derivados del sustrato celular, y durante la preparacion de la vacuna; la
necesidad costosa e inconveniente de un suministro con cadena de frio, las dificultades en la produccion de grandes
cantidades de virus atenuado vivo y la necesidad de medidas de control de calidad constantes para mantener
invariable el genotipo atenuado.

Una molécula de i-DNA ™ contiene la copia del ADNc de longitud completa del ARN gendémico de 181/25 bajo el
control del promotor de CMV (Figura 3). La distancia entre el promotor y el inicio del ADNc del VCHIK (1512
nucledtidos, de acuerdo con la numeracion de los inventores, para mas detalles véase la secuencia de nucleétidos
en la Figura 3) asegura la generacion de ARN genomico de VCHIK con el extremo 5’ funcional que tiene capacidad
de amplificacion y replicacion del ARN. La cola de poliA, la secuencia de la ribozima y las secuencias de terminacion
de la transcripcion aseguran la generacion de un ARN de VCHIK con el extremo 3’ funcional. El fragmento de ADN
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completo mostrado en la Figura 3 incluye (1) las secuencias del promotor/potenciador de CMV, las secuencias (2)
del ADNc del VCHIK de longitud completa, (3) de la cola de poliA, (4) de la ribozima y (5) de terminacion de la
transcripcion. Tal fragmento de ADN puede clonarse y propagarse en E. coli como parte de plasmidos conocidos en
la técnica, incluyendo pero sin limitacion pcDNA3.1, pCR2.1, pUC19 y otros. Después de la transcripcion a partir del
i-DNA™ mostrado en la Figura 3, se genera in vivo el ARN gendmico de la vacuna atenuada elaborada con virus
vivo, que inicia la replicacion limitada del virus de la vacuna atenuada elaborada con virus vivo y la generacion de
una respuesta inmunitaria protectora (Figura 2).

Ademas de las mutaciones contenidas en la cepa del virus atenuado vivo 181/25 del VCHIK, pueden utilizarse otras
configuraciones de mutaciones atenuantes para el desarrollo de vacunas de i-DNA™ del VCHIK. Para mejorar las
caracteristicas del i-DNA™ del VCHIK pueden utilizarse variaciones de secuencia adicionales, incluyendo
deleciones, inserciones o sustituciones.

La Figura 4 muestra la secuencia de nucleotidos de un i-DNA™ variante que es similar a la mostrada en la Figura 3,
pero que no contiene secuencias de ribozima. Sorprendentemente, tal i-DNA™ sin una ribozima tiene la capacidad
de transcribir el ARN infeccioso funcional del VCHIK y de generar virus del VCHIK atenuado vivo. La Figura 10
demuestra que la transfeccion de células de ovario de hamster chino (CHO) con plasmido de i-DNA™ (clon n.° 10,
ya sea en forma superenrollada o linealizada utilizando la enzima Notl) da como resultado la expresion de antigenos
del VCHIK en la mayoria de las células CHO, lo que sugiere que (i) no estaban presentes sitios de corte y empalme
cripticos u otros elementos restrictivos en el i-DNA™ o en el ARN codificado y (ii) que la transfeccion da como
resultado un virus vivo, lo que asegura la propagacion eficaz de la expresidon antigénica en las células CHO
transfectadas. Ademas, el i-DNA ™ puede dar cabida a secuencias adicionales que pueden mejorar determinadas
caracteristicas de las vacunas de i-DNA™. Los ejemplos de tales secuencias de i-DNA™ se muestran en las Figuras
5y6.

Ademas, pueden fabricarse alfavirus quiméricos atenuados vivos que protejan frente al VCHIK y al virus
O'nyong'nyong, colocando genes estructurales del VCHIK en lugar de otros genes estructurales de alfavirus. La
Figura 7 muestra un ejemplo de una secuencia de nucledtidos en la que los genes estructurales del VCHIK
obtenidos de la cepa 181/25 se introducen en el virus atenuado vivo TC-83 en lugar de los genes estructurales de
TC-83. Otra vez, tal vacuna puede (1) representar virus homogéneo generado in vitro a partir de i-DNA™ en un
modo farmacéuticamente aceptable o (2) representar la construccion de i-DNA™ formulada en un modo
farmacéuticamente aceptable para la administracion in vivo.

Como alternativa, pueden fabricarse vacunas quiméricas frente a alfavirus introduciendo en el i-DNA™ del VCHIK
proteinas estructurales procedentes de otros alfavirus. La Figura 9 muestra un ejemplo de una secuencia de
nucleotidos de un i-DNA™ del VCHIK quimérico que contiene la poliproteina estructural del virus TC-83 en lugar de
la poliproteina estructural del virus VCHIK 181/25. Tal i-DNA™ quimérico puede utilizarse para la produccion de
vacunas de virus homogéneo o vacunas de i-DNA™ frente a infecciones por EEV.

Ejemplo 2. Generacion de VCHIK atenuado vivo in vitro utilizando i-DNA. Cuando se introduce la molécula de
i-DNA™ del VCHIK (Figuras 3-9) en células in vitro, por ejemplo mediante transfeccion, se genera en las células el
ARN virico del VCHIK. EI ARN resultante es “infeccioso” e inicia en las células la produccién de la vacuna de virus
atenuado vivo VCHIK (Figura 10). El VCHIK atenuado vivo se acumula en el medio de cultivo y puede recogerse, y
puede determinarse por ensayo de placas el titulo y la morfologia de placa del virus atenuado vivo (Figura 11A). El
VCHIK atenuado vivo puede formularse de modo farmacéuticamente aceptable de acuerdo con el estado actual de
la técnica.

Ejemplo 3. Vacunacion in vivo con la vacuna para VCHIK atenuada elaborada con virus vivo generada in vitro a
partir de i-DNA™. La vacuna de virus VCHIK puede recogerse de células en cultivo como se describe en el Ejemplo
2 y utilizarse en una formulacion farmacéuticamente aceptable para la vacunacion de animales o de personas, de
acuerdo con el estado actual de la técnica. La administracion puede ser por cualquier via normalmente utilizada para
vacunacion, incluyendo la subcutanea, intravenosa, intramuscular, combinaciones de las mismas y similares. Una
ventaja de la vacuna que se genera a partir del i-DNA™ es que representa un virus progenie homogéneo generado
a partir del mismo ADN estable bien caracterizado.

La Figura 11 muestra la homogeneidad del tamafio de placa del virus derivado de i-DNA™ (Figura 11A) en
comparacion con los tamafios de placa mas homogéneos de una vacuna IND de 181/25 “clasica” (Figura 11B). Se
espera que el tamafio de placa homogéneo dé como resultado una seguridad mas alta del virus atenuado vivo
obtenido de i-DNA debido a que las grandes placas de la vacuna IND de 181/25 (Figura 11B) pueden indicar la
presencia de revertantes a virus virulentos. Los revertantes a virus virulento se detectan en el virus aislado de
pacientes que experimentan efectos adversos tras la vacunacion con la vacuna IND de 181/25 (n.° de registro de
Genbank EF452494, nota de la fuente de aislamiento = “receptor de vacuna virémico”).

La Figura 12 muestra los resultados de secuenciacion de varios clones generados a partir de la vacuna IND de
181/25 mediante transcripcion inversa y PCR. La vacuna de 181/25 se paso una vez en células CHO, se aisl6 el
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ARN vy se llevd a cabo la transcripcion inversa PCR (RT-PCR). Los fragmentos de RT-PCR se clonaron y
secuenciaron.

Los fragmentos de ADNc se secuenciaron y se compararon con las secuencias de varias cepas virulentas del
VCHIK procedentes del GenBank, asi como con la secuencia de 181/25 original. El analisis reveld que varios clones
secuenciados contenian mutaciones de “reversion” al virus virulento. El resultado mostrado en la Figura 12 es que
en la region secuenciada uno de cada siete clones tiene la misma secuencia que la vacuna IND de 181/25, mientras
que otros tenian sustituciones de nucleétidos presentes en los aislados virulentos. Solo el clon 3.5_40 de entre siete
tiene un resto isoleucina (I) en el aminoacido 301, como en 181/25, mientras que los otros seis clones tienen el resto
treonina (T), que esta presente en los aislados virulentos del VCHIK de tipo silvestre y en el aislado VR1 del paciente
enfermo vacunado con 181/25. También se detectd heterogeneidad en la posicion 314.

Las vacunas descritas en el presente documento pueden proporcionar mayores ventajas de seguridad y regulacion
Debido a que el mismo i-DNA™ clonalmente purificado utilizarse para la producciéon de distintos lotes de vacuna,
estas vacunas tendran una uniformidad y consistencia entre lotes mayores, en comparaciéon con las vacunas
actuales, las cuales pueden acumular mutaciones durante los pases de virus.

Ejemplo 4. Vacunacion in vivo utilizando la vacuna de i-DNA™. Como alternativa, el i-DNA™ del VCHIK (Figuras 3-
8) puede administrarse de forma directa al receptor de la vacuna en una formulacion farmacéuticamente aceptable,
por ejemplo por via intramuscular o intravenosa, como se ilustra en la Figura 2. La administracion directa de i-DNA™
al receptor de la vacuna inicia la produccion in vivo de la vacuna de VCHIK en los tejidos del paciente y proporciona
una vacunacion satisfactoria frente a chikungunya. Una ventaja adicional de la inmunizacion con i-DNA™ frente a la
vacuna de virus atenuado vivo convencional radica en las caracteristicas inmunogénicas del propio i-DNA™. El ADN
producido con bacterias, incluyendo el i-DNA™, contiene motivos CpG no metilados. Estos motivos activan la ruta
de sefalizacion del receptor de tipo toll (TLR) lo que da como resultado una induccién de la inmunidad innata y la
produccion de citocinas proinflamatorias y de interferones de tipo 1 (IFN 1), poco después de la inyeccion del ADN.

La sefalizacion a través de receptores induce una respuesta de citocinas robusta a partir de las CD mieloides y la
produccion de IFN 1 a partir de las CD plasmocitoides, asi como estimula la presentacion cruzada de antigenos
exogenos y respuestas de T CTL. Por lo tanto, la inmunizacién con i-DNA™ conduce a la activacion y maduracion
de las CD incluso antes de que se liberen particulas de virus. Tales CD preactivadas potencian respuestas
inmunitarias especificas inducidas por el virus atenuado vivos sintetizados recientemente.

Ejemplo 5. Vacunas de i-DNA™ con codones desoptimizados. Una vacuna, i-DNAC, contiene la copia de ADNc de
longitud completa del genoma de ARN de la vacuna IND de 181/25, pero los codones traduccionales dentro del gen
de la capside se desoptimizan a través de codones seleccionados. Otra vacuna, i-DNAE2-E1, también contiene la
copia de ADNc de longitud completa del genoma de ARN de la vacuna IND de 181/25, pero los codones
traduccionales dentro de la region génica E2-E1 se desoptimizan de forma similar. Los genes E1, E2 y C se
seleccionan a base de la inmunogenicidad de estos antigenos en ratones y del actual conocimiento sobre las
respuestas inmunitarias adaptativas después de la infeccion por VCHIK en seres humanos. Los codones
desoptimizados cambian solo la secuencia de nucleétidos y no dan lugar a cambios en la secuencia de aminoacidos.
Estas mutaciones silenciosas aumentan la estabilidad genética y conservan el fenotipo atenuado, y se disefian de
forma que son necesarias al menos dos mutaciones genéticas independientes para cada codén para revertir a un
codoén de VCHIK de tipo silvestre.

Se sintetiza de forma bioquimica (GenScript, Piscataway, NJ) el fragmento sintético de 181/25 que abarca 3.771
pares de bases de la region 7567-11313 de los genes estructurales (C-E1-E2) de 181/25. Las construcciones
recombinantes de i-DNA, i-DNAC e i-DNAE2-E1 de 181/25 se transfectan in vitro en células CHO-K1. Se recogen
muestras de virus atenuado vivo del medio de cultivo y de células a intervalos de 6 horas durante 96 horas. Se
evaltan in vitro los virus VCHIK vivos producidos a través de la transfeccion de las células y las caracteristicas
fenotipicas de estos virus recuperados, examinando parametros cinéticos de replicacion en cultivo celular, las
propiedades antigénicas, la estabilidad genética y heterogeneidad molecular mediante los siguientes ensayos in
vitro: (1) ensayo y fenotipo de placa; (2) curvas de crecimiento de virus; (3) transferencia de western; (4)
inmunofluorescencia; (5) al menos 10 pases en E. coli; (6) transcripcion inversa PCR y (7) secuenciacion de ADN de
la region estructural completa de al menos 120 aislados de placa obtenidos de cada virus, incluyendo el control
181/25 (para evaluar la heterogeneidad de la poblacion y la estabilidad genética en células de mamifero). La
capacidad de los antigenos de la vacuna de VCHIK nueva de reaccionar con antisueros humanos procedentes de
casos clinicos de VCHIK recientes se evalua a través de ELISA.

Ejemplo 6. Analisis de la vacuna de i-DNA™ en un modelo animal. La produccion de i-DNA™ plasmidico a partir de
E. coli se realiza utilizando métodos establecidos para la produccion de un banco de células bacterianas, de
fermentacion, recogida, lisis de la biomasa y de purificacion de ADN aguas abajo. Este procedimiento da como
resultado un producto de ADN estéril con aproximadamente un 95 % de ADN superenrollado y una proporcion de
A260/A280 de aproximadamente 1,9, asi como endotoxinas, ARN, ADN gendmico e impurezas de proteina
residuales minimos. Los controles de calidad incluyen (1) analisis de endotoxinas, (2) gel de agarosa, (3) SDS-
PAGE; (4) analisis con enzimas de restriccion y (5) secuenciacion de ADN. Se inyectan por via intramuscular (i.m.)
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un maximo de 100 ng de i-DNA™ en: (1) ratones ICR recién nacidos; (2) ratones CD-1 de 14 dias; (3) ratones CD-1
envejecidos (3 meses) y (4) hamsteres inmunosuprimidos.

Como alternativa, se suministra i-DNA™ en los musculos cuadriceps mediante electroporacién in vivo, en un
volumen total de 0,1 ml utilizando el BTX ECM600 con un Electrodo 2-needle Array (BTX/Harvard Apparatus,
Holliston, MA). El reactivo de transfeccion PolyPlus InVivo-Jet PEI (PolyPlus, lllkirch, Francia) puede utilizarse como
otro método de transfeccion. Los parametros de seguridad e inmunogenicidad incluyen (1) viremia; (2) morbilidad;
(3) perfiles de citocinas; (4) ELISA de VCHIK; (5) respuestas de anticuerpos neutralizantes especificos para el virus;
(6) inmunidad mediada por células y (7) anticuerpos anti DNA™.

Para los ratones ICR y CD-1, se dividieron en 5 grupos 60 animales de cada cepa (12 ratones por grupo): (1) i-DNA
de 181/25; (2) i-DNAC; (3) i-DNAE2-E1; (4) virus 181/25 (control positivo) y (5) vacunados de forma simulada
(control negativo). Cada plasmido de i-DNA™ se inyect6 como una dosis Unica de 100 ng en 20-40 yl i.m. Los
animales de control se inyectaron con 105 UFP de la vacuna de virus 181/25. Cada 2-7 dias se tomaron muestras
de sangre para determinar la viremia y la serologia. En los dias 0, 2, 4, 8 y 16 tras la inmunizacién, se sometieron a
eutanasia 3 ratones de cada grupo y se tomaron muestras de sangre por puncidon cardiaca. Se espera que la
activacion del TLR9 por el i-DNA™ desencadene la produccion de citocinas proinflamatorias a las 12-16 horas, poco
tiempo después de la liberaciéon del virus infeccioso, potenciando asi las respuestas inmunitarias adaptativas. La
inmunidad innata se analiza mediante ELISA de citocinas a distintos puntos temporales tras la inmunizaciéon con
i-DNA™  utilizando reactivos para IFN-y, IL-1a/B, TNF-a, MCP-1, IL-4, IL-6 e IL-12p40 (BD Biosciences, San Jose,
CA). INF-a e INF- se miden mediante ELISA (PBL Biomed Labs, NJ). Los niveles de IFN bioldgico activo se
determinan utilizando un bioensayo de VEMC-L929 (Daffis et al., 2007). Las respuestas inmunitarias especificas se
miden mediante ELISA de IgG, ensayo de neutralizacion por reduccion de placas (ENRP) y por ensayo de ELISPOT
de IFN-y utilizando grupos de péptidos de 15 meros solapantes en 11 aminoacidos (Mimotopes, Melbourne,
Australia) (Muthumani et al., 2008). Brevemente, se recubren placas de ELISPOT con Ac anti IFN-y y se incuba
durante 12 horas a 40C. Las placas se lavan y bloquean con BSA al 1 %. Tras el lavado, se afaden a los pocillos
25 x 10* esplenocitos por triplicado y se estimulan durante una noche por la incubacién a 37 °C con grupos de
péptidos derivados de E1, E2 y C especificos. Tras la estimulacion, las células se lavaron e incubaron con anti IFN-y
de ratén biotinilado (R & D Systems). Se homogeneizan en PBS con SFB al 1 % muestras de tejido (higado, bazo,
ganglios linfaticos, pulmon, rifidén y cerebro) y se utilizan para el ensayo de placas o la extraccion de ARN con Trizol.

Para evaluar la seguridad e inmunogenicidad de las vacunas en condiciones de inmunocompromiso (Mateo et al.,
2007) se utilizan hamsteres dorados Sirios (Mesocricetus auratus) (Harlan Sprague Dawley) tratados con
ciclofosfamida (CYP). Se utilizan en este estudio un total de 26 hamsteres. Los animales tratados con CYP se
dividen en seis grupos. Tres grupos reciben los i-DNA original y modificado. Los tres grupos de control incluyen un
grupo que recibe la vacuna de 181/25; un grupo de control que recibe el tratamiento con CYP pero no la vacuna y un
grupo de control que no recibe CYP ni vacuna (Vertebrate Animals). Las construcciones de i-DNA™ se inyectan
como Unica dosis (100 ng) por via i.m. El virus de control 181/25 se inyecta en 100 pl (105 UFP). Los animales se
examinan a diario durante 8 semanas (punto final) para observar cualquier evidencia de efectos adversos. Se
registran la temperatura y el peso corporal. Para la deteccion de virus y para la serologia se toman muestras de
sangre de los animales cada 2 dias durante la primera semana, después cada 7 dias.
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REIVINDICACIONES
1. Un vector de ADN que comprende:

(a) un ADN que codifica una molécula de ARN infecciosa que inicia la produccion en células de una vacuna de
virus atenuado vivo VCHIK; y

(b) un promotor de la ARN polimerasa eucariota;

en el que:

(i) el ADN que codifica una molécula de ARN infecciosa esta unido operativamente al promotor de la ARN
polimerasa; y
(i) la molécula de ARN infecciosa codifica un virus chikungunya (VCHIK).

2. El vector de ADN de la reivindicacion 1, en el que la molécula de ARN infecciosa codifica un VCHIK no patégeno.
3. El vector de ADN de la reivindicacioén 1, en el que la molécula de ARN infecciosa codifica un VCHIK atenuado.
4. El vector de ADN de la reivindicacion 1, en el que:

el promotor de la ARN polimerasa eucariota comprende un promotor de la ARN polimerasa de citomegalovirus
(CMV),

el promotor de la ARN polimerasa de CMV se emplaza de aproximadamente 13 a aproximadamente 17 restos de
nucleétido cadena arriba del extremo 5’ del ADN que codifica una molécula de ARN infecciosa, y

la molécula de ARN infecciosa codifica un VCHIK atenuado.

5. El vector de ADN de la reivindicaciéon 1, en el que el VCHIK es un virus quimérico que comprende al menos el
50 % de las secuencias del VCHIK asi como secuencias de otro alfavirus, en el que el otro alfavirus se selecciona
del grupo que consiste en virus O'nyong'nyong, virus del rio Ross, virus Sindbis, virus del bosque Semliki y virus de
la encefalitis equina venezolana (VEEV).

6. El vector de ADN de la reivindicacion 5, que comprende la secuencia de ADN enumerada en la Figura 9.
7. El vector de ADN de la reivindicacion 1, en el que el vector de ADN esta libre de sitios de corte y empalme
cripticos, y comprende secuencias que aseguran la sintesis y el transporte de la molécula de ARN del VCHIK

infecciosa transcrita desde el nlcleo al citoplasma.

8. Un vector de ADN de acuerdo con la reivindicacion 1, que comprende la secuencia de ADN enumerada en una
cualquiera de las Figuras 3 a 7.

9. Una vacuna que comprende una cantidad terapéuticamente eficaz del vector de ADN de una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 8.

10. La vacuna de la reivindicacién 9 para su uso en un método de inmunizacién de un mamifero frente al VCHIK.

11. Uso de la vacuna de la reivindicacién 9 en la fabricacién de un medicamento para inmunizar a un mamifero
frente al VCHIK.

12. Un método de preparacion de una vacuna, en el que el método comprende transfectar el vector de ADN de una
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8 en una célula eucariota y aislar virus infecciosos homogéneos clonalmente
puros a partir de un medio de cultivo que comprende la célula eucariota transfectada, obteniendo de este modo una
vacuna.

13. Un método in vitro de preparaciéon de una célula eucariota transfectada, en el que el método comprende
transfectar el vector de ADN de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8 en una célula eucariota, para obtener
una célula eucariota transfectada.

14. Una célula eucariota que comprende el vector de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8.

11
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Figura 1
Requerimientos de la vacuna Vacunas atenuadas Vacunas de Vacuna de i-DNA del
elaboradas ADN VCHIK
con virus vivo
Estabilidad genética No Si Si
Fabricacién simple No Si Si
Econdémica No Si Si
No necesita No Si Si
cadena de frio
Alta pureza No Si Si
Vacunacion de dosis Unica Si No Si
La implicacion del nicleo Si No Si
es minima
Inicio rapido Si No Si
de la inmunidad
Proteccién eficaz Si No Si
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Figura 2

Vacunacion con i-DNA de VCHIK

Inicio de transcripcién para el ARN
genomico infeccioso del VCHIK,
por ejemplo cepa 181/25

Célula in vivo

Transcripcion
in vivo

Popt 'd

ARN AAAAAS
genomico de VCHIK

Replicacién

Vacuna atenuada elaborada con virus
vivo para VCHIK In vivo

v

Respuesta inmunitaria

Plasmido con el ADNc de VCHIK
de longitud completa, por ejemplo
cepa 181/25
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Figura 3. La secuencia de i-DNA contiene la ribozima del VHD antigenomica cadena arriba del

sitio Notl (recuadrado)

51
101
151
201
251
301
351
401
451
501
551
601
651
701
751
801
851
901
951

1001
1051
1101
1151
1201
1251
1301
1351
1401

GGCGCGCCTG
GGGTCATTAG
GGTAAATGGC
CAATAATGAC
CGTCAATGGG
AGTGTATCAT
GGCCCGCCTG
TGGCAGTACA
TTGGCAGTAC
CAAGTCTCCA
CAACGGGACT
GGGCGGTAGG
TAACTAGAGa
ctctactectg
gtggacatag
ccccatgttt
atgctagagc
gatcccgact
gatgtcggac
atcccgagag
aaagtcctgg
gatggccgtg
tctcatgtag
gtacacgcac
ggcgtactgg
cgggtgcecta
aaggctaaga
aggcaaattg
tgctgttctce
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ACATTGATTA
TTCATAGCCC
CCGCCTIGGLT
GTATGTTCCC
TGGAGTATTT
ATGCCAAGTA
GCATTATGCC
TCTACGTATT
ATCAATGGGC
CCCCATTGAC
TTCCAARATG
CGTGTACGGT
tggctgcgtg
caaagcaaga
acgctgacag
gaggtggaac
gttctcgeat
caaccatcct
aggaagtacc
actcgctaat
acagaaacat
ccagacacgg
acagagagca
ccacgtcget
gtagggttcg
cccocctcatac
acataggatt
tctatcatga
agtagggtca

TTGACTAGTT
ATATATGGAG
GACCGCCCAA
ATAGTAACGC
ACGGTAAACT
CGCCCCCTAT
CAGTACATGA
AGTCATCGCT
GTGGATAGCG
GTCAATGGGA
TCGTAACAAC
GGGAGGTCTA
agacacacgt
gattaataac
cgcectttttg
ctaggcaggt
ctagccataa
ggatataggt
actgcgtttg
tatgcgagaa
ttctggaaag
agacgccaac
gacgtcgcga
ataccaccag
acacaacccc
tcgacaaatt
atgttcaaca
gagggaaaaa

acgctttacc

14

ATTAATAGTA
TTCCGCGTTA
CGACCCCCGC
CAATAGGGAC
GCCCACTTGG
TGACGTCAAT
CCTTATGGGA
ATTACCATGG
GTTTGACTCA
GTTTGTTTTG
TCCGCCCCAT
TATAAGCAGA
agcctaccag
ccatcatgga
aaggccctge
cacatcgaat
aactaataga
agtgcgccag
cccgatgege
agctcgcatc
atcggggact
attttgctta
tataccaaga
gcgattaaag
gttcatgtac
gggcggatga
gacctgacgg
gctaaaaccg

cggaaagccg

ATCAATTACG
CATAACTTAC
CCATTGACGT
TTTCCATTGA
CAGTACATCA
GACGGTAAAT
CTTTCCTACT
TGATGCGGTT
CGGGGATTTC
GCACCAAAAT
TGACGCAAAT
GCTCTCTGGC
tttcttactg
Ttctgtgtac
aacgtgcgta
gaccatgcta
gcaggaaatt
caaggaggat
agcgcagaag
tgccgcagga
tacaagcggt
cacacagatg
cgtctatgcect
gagtccgagt
aacgctatgg
gcaggtactg
aaggtagacg
tgogacogtyg

cacgctactt



1451
1501
1551
1601
1651
1701
1751
1801
1851
1901
1951
2001
2051
2101
2151
2201
2251
2301
2351
2401
2451
2501
2551
2601
2651
2701
2751
2801
2851
2901
2951
3001

aagagctggce
cacatgccgc
gaataacgat
acccaccacg
cggcgaaaga
gtgatcaaat
cagaagctgt
gcaacggaac
aggccttcag
aagcttctgg
atttaagaag
caatccagaa
tggtcgtccg
acgcaaggtg
aagcccagga
actcatgagg
cgaaatcgac
agactccgag
gtgggggagt
gctcagcctg
gcggacgagc
gtgccctcag
aagcgcaacyg
accacattgce
gagctggtga
ccagagaaga
gcgacttgac
attcgcccececg
accaggatct
acctggtgac
gtgatgagac
gctcttgaat
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acctaccatc
tgtgacacag
gagcccaggo
cagacggatt
gtgtcattct
gaccggcate
tggtggggct
acgaacacca
taagtgggca
gggtcagaga
cagaaaacac
ggttcaggecc
ggttgtcaat
ccgaaaacag
tgcagaaaaa
ctctaccacc
gtggaacagc
aggcgctatc
acctggtact
atccacgctt
agggaggtat
gctatgcaat
atggtgtaca
gatgcacgga
gggcagagag
tgctgtaaga
taatccgcecce
cctgcccata
ggcaagtcag
tagcggaaag
agagaggtct

ggatgcaaca

ggtgttcecat
tggtttcgtyg
ctttatggaa
cttgatgtgc
cggtgtgcac
cttgctacag
gaaccagagg
tgaagaacta
aaggagtgcc
aagaacacta
acacggtcta
gaatttgaca
ccecgttgagg
acctgatccc
gaagcagagyg
cctacaggcea
ttgaggatag
azagttactyg
ttccecegeag
tagcggagca
gcggtcgaag
ttcgcctgaa
acgaaagaga
ccagccctga
gacagaacac
aggaagaagc
taccacgaat
caaaattgca
ccattatcaa
aaagaaaact
agagatatct

gaccagtcga

15

ctaaagggca
tgagggctac
aaaccatagqg
aagactaccg
gtacgtgcecg
aagtcacgcc
atagtggtta
cctacttcce
ggaaggacat
acctgctgct
caagaggcct
gctttgtagt
actagaatca
atacagcggqg
aagaacgaga
gcacaggaag
agctggtgct
cccaactaac
accgtactac
agtgaagacg
cgtacgatgg
gacttccaga
gttcgtaaac
acactgacga
gagtacgtct
tgcaggactyg
tcgcatacga
gtcataggag
gaacctagtt
gccaagaaat
gcacgtacgg
cgtgttgtac

agcttagett
gtcgttaaga
gtatgcggta
acacggttga
gcgaccattt
ggaggatgca
acggcagaac
gtggtcgcece
ggaagatgag
gtctatggge
gatacccagt
accgggcecctyg
agtggttgtt
aatgcccaag
agcagaactyg
atgtccaggt
ggaataatag
agaccacgtc
gcagccagaa
tgtacgcaca
ccgagtccta
gtctaagcga
agaaagttac
agagtcgtat
acgacgtgga
gtactggtgg
agggctaaaa
tctteggggt
accaggcaag
cagcaccgac

tagattcgct
gtagacgagg



3051
3101
3151
3201
3251
3301
3351
3401
3451
3501
3551
3601
3651
3701
3751
3801
3851
39201
3951
4001
4051
4101
4151
4201
4251
4301
4351
4401
4451
4501
4551
4601

cgtttgcgtyg
ccaagacaga
caatatgatg
tgtaccacaa
gtgtcatcgt
catgccgatt
acctcgtgtt
tatcgtggac
aaaaggagtt
catcaacatc
ctggtatgga
cccaccgaaa
acgcatcgat
ttcecaazaca
cgaaacagcg
aagccttcaa
atatgcacgc
accgttggta
gaggaaagat
aagtacccat
gactaccagg
tcaacaggag
ggggaaagaa
cctggttagce
tagcgccact
ggtctaccag
cacacctttt
aactgcaaat
tctctattga
catctgcgta
catgtgtcac

aatggcagaa
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ccactctgga
aagttgtact
cagatgaaag
aagtatctcc
tgcattacga
gtagtggaca
aacgtgcttc
acgaggtcat
tacgcagtta
agagcacgtc
agacactctc
ggaaacttca
aatggcgggc
aagccaacgt
gggataaaac
agaagacaaa
gcatgtatgg
tctgtgtatt
gttcggattc
ttacaaaagy
aggatagaag
actaccacac
tggaatggcet
ggctataacc
aggtgtccgce
caacrcttgg
cgcatacacc

gctagggggt

tcagagcata

ctgggacgca

cagtaatact

ggaattttac

acgttacttg
ttgtggtgac
tcaactacaa
aggcggtgta
aggcaaaatg
ctacaggctc
agagggtggg
gacagcagcce
ggcaaaaagt
aacgtactcc
tggtgacccy
aagcaactat
atctgcagtc
ttgctgggcet
taaatgatag
gcatactcac
ggtggatcta
acgcggataa
aaccctgagg
aaagtggaac
acttcaaccc
tcattagtgg
cggttaacaag
ttgcactgcc
ggagcggact
taggtatgac
attaccaaca
gactcactga
cggttacgca
agtttagatc
gagatgtttt

aacgcatgtc

16

ctttgatcgco
ccgaagcagt
tcataacatc
cactgcctgt
cgcactacga
aacgaaacct
ttaaacaact
gcatcccaag
taacgaaaac
taacgcgtac
tggataaaga
taaggagtgg
accaagtgac
aagagcttgg
gcagtggtcc
ccgaagtage
gacagtggge
ccattgggat
cagcgtccat
atcaacaagc
taccaccaac
ccgaacaccg
ataaacggac
tactaagaga
atacatacaa
ctagtggtca
gtgcgtagat
gactgctcaa
gatagaacca
gtctagagca
tcctatttag

atgaacaatc

cttggtgaga
gcggcttcett
tgcacccaag
gactgccatt
atgagtacaa
gaccctggag
gcaaattgac
ggttaactag
ccactctatyg
ggaaggtaaa
cgctgcagaa
gaggtggagc
ctttgacaca
tcecectatect
cagataattc
cctgaatgaa
tattctctaa
aataggccgyg
tctagaaaga
agatctgcegt
attataccgg
cccagtaaaa
accacgtact
gtcacctggg
cctagagctyg
Ltaaacatcca
cacgcaatga
accgggtgge
gtgaacgagt
ttgaaaccac
caattttgac

aactgaatgc



4651
4701
4751
4801
4851
4901
4951
5001
5051
5101
5151
5201
5251
5301
5351
5401
5451
5501
55501
5601
5651
5701
5751
5801
5851
5901
5951
6001
6051
6101
6151
6201

agcctttgta
taaaacgcat
gccaaccctc
aaagtggccyg
aaacagttat
ttctcaaatt
tcgagaagtc
tacctctcct
cagtcactga
ggtcatctac
tacagatgeg
tgcgatgtea
atacagcacc
ttcaccagac
caaacagagg
tgaatcaatc
ccccgaaaac
gtcacccgac
atttccectt
ccaaggtaat
gaatacagat
attgacgcat
tcecegteaga
gacggggcgg
gtctgactgg
gagggagaaa
cccatggceta
agaaacagcg
gtaccaccat
gagacgttcc
cttgtcttct
atgatctgac
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ggacaggcca
ggacatcgeg
gcgggttacc
gagtccttta
gtgcggtacyg
attcggagtc
gcaaaggaag
ctccacaggt
accacctctt
tgccgagaca
gacccaagtg
ttecgegtgea
acggaagygcyg
ggcagtggat
ccaatgagca
aggcagaaat
tgtcccgtgt
ttcgeatgaa
ccaaagtaca
gttattcgat
cttcccagga
agccagtttyg
cctggatgcet
tacatacatt
gtaatgagca
cctgactgtg
gocgteccgatt
gagacgcgtyg
ggaactgagc
ccatcacatt
gagctactaa

agatagcgac

cccgagcagyg
aagaacgatg
aggtgacggt
aaaacagtgc
tatccagtaa
tgaaggggac
taactagact
gtatactcag
tacagccatg
aggaatggga
gagctgctgg
ccectgacagt
cactgtattc
atggcagaga
agtctgccta
gceceggtgga
ctttgccggt
ccatgtcaca
agatagaagg
cacaatgtgc
gtctgtacag
atctaagcgc
gacgccccag
accaaccata
ccgtacctgt
acatgtgacg
ctttagagca
acacagctat
catccaccga
tggggacttc
ctttcggaga
tggtccacgt

17

atgtgcacca
aagagtgcgt
gtttgcaagg
aacaccagta
tccacgeegt
cgggaattgg
gggagtaaat
gagggaaada
gactcgacgg
gaagaaaata
atgagcacat
agcttggecag
atatctagaa
tatacactat
tatgccctgg
tgatgcagac
atgccatgac
aatataattg
agtgcaaaaa
catcgcgegt
gaagtgagta
cgatggcgag
ccctagaacc
atcggaaacc
cgcgcocgoct
agagagaagg
gagctgtgtc
ttccettecag
tctececttegg
gacgaaggag
cttcctaccc

gcccagacac

tcgtaccggg
ggttaacgcce
cagtatataa
ggaaccgcaa
aggaccaaac
cggctgccta
agcgtagcta
caggctaacc
atgcagacgt
tctgaggcca
ctccatagac
gcagaaaagyg
gggacacgtt
gtggccaaag
gggaaagtat
gcatcatctc
tcctgaacgc
tgtgttctte
gtcaaatgct
aagtccaagg
cgacaacgtc
acactgcctg
ggccctagac
ttgcggccgt
agaagaagga
gaatataaca
cggccgtaca
gcaccgccaa
agcaccaagc
aaatcgaaag
ggtgaagtgg
ggacgacgag



6251
6301
6351
6401
6451
6501
6551
6601
6651
6701
€751
6801
6851
6901
6951
7001
7051
7101
7151
1201
1251
7301
7351
7401
7451
7501
7551
7601
7651
7701
7751
7801

ttatgactag
aggccattta
ccctggagga
ttaaaggagc
caatagaagc
tcatccagag
ccgaaagtcc
tccgatcaat
atgagttctt
gacgagtatg
ggaccgagcy
atgcttatca
aacacactac
cacacagatg
agtgttttaa
gccagcccta
actaaagggy
tgccactgca
gatgtgaagg
gcaggttata
ttcacagaga
catacactat
acacttcaag
ataagagcca
gatttgggag
agagatttce
ctatgatgaa
aatatcacca
atgcgcggcc
atgaattgat
atcatagatg

tatactgcat
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acagggcagg
caacagaagt
agtccacgag
aactactact
aggtatcagt
actaaagaga
cgacttatcg
gtccgattgt
agctagaaac
atgcatatct
acattcaatc
cgcgecttet
agaatgtact
agggaattac
aaaattcgceca
tcaggataac
ccaaaagcag
ggatgtacca
taactcctgg
caggcggctyg
actggttagg
ttgacatgtc
ccaggagacg
agatgattca
tggatcactc
agctgtecatc
atccggtatg
tcgectageeg
Ltcatcggcg
ggcagccaga
cagttgtatc

gatactgtga

tgggtatata
cggtacgcca
gagaagtgtt
taagaaactc
cacgcaaagt
ggctgtaaac
gaccatatac
ccaaccccga
tacccaactyg
agacatggtg
cgtcaaaact
atcagaagcg
ggcagcagec
ccactttgga
tgtaaccgag
aactgagaat
cagcgctgtt
atggataggt
tacaaagcat
aacccttggc
agattgaacy
tgccgaggac
ctgttttaga
cttgcgetta
cctgttggac
tgccgacagy
ttcctaactc
ggtgttggaa
acgacaacat
tgcgctactt
ccagaaaget

caggaacagc

18

ttctcgtcgg
gtcagtgctg
acccacctaa
caggagagtg
ggaaaatatg
tgtatttaat
ccggcgcectg
gtccgcagtg
tttcatcata
gacgggtcgg
taggagctac
ctgtaccttc
acgaaaagga
ctcagcagta
aatactggga
ctaacaacct
tgcaaaaacc
tcacagtaga
acagaggaaa
aacagcgtac
ccgtecctect
ttcgatgecca
aacggacata
ccgcocttaat
ttgatagagyg
tacgcgctte
tgttcgtcaa
gatcgtctga
aatacatggt
ggatgaacat
ccttactttt

ttgcagagtyg

acactggtcc
ccggtaaaca
gctggatgaa
cgtccatggce
aaagcaacaa
ggcagagacc
tgtactcgcece
gcagcatgta
ccaaatcacc
agagttgctt
ccgaaacaac
cccattccag
actgcaacgt
ttcaacgtgg
agaatttgca
atgtcactaa
cataatctgc
tatgaaaagyg
gacctaaggt
ctatgtggaa
acccaatgtyg
ttatagcecgce
gcctectttg
gctgttagaa
ctgctttcgyg
aagttcggeyg
cacgttgtta
caaaatccgce
gtcgtctcececyg
ggaagtgaag
gtggagggtt
gcggacccgc



7851
7901
7951
8001
8051
8101
8151
8201
8251
8301
8351
8401
8451
8501
8551
8601
8651
8701
8751
8801
8851
8901
8951
9001
9051
9101
9151
9z01
9251
9301
9351
9401

taaaaaggtt
gatgaagaca
aacagggcta
tgcagggtat
agatccaact
tcctaaatag
ggtacctaaa
tctacaatag
caagttatca
ccagctgatc
agaagccgcg
gcgccacgaa
ggctcaaaaqg
tcgaaaatga
tacgcgtget
gaccatcgat
agtacgacct
tcgaagttca
agcagtacag
aaccagggga

gccatagttt

ggtgacctgg
aagagtggag
ttccecectget
ggagaaaacc
atcagctgct
agtattaagg
tcactgtcce
tagaacgcat
tcecttgecaaa
gcgttacatg
ttgtaagaac
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atttaaattg
gaagacgggce
atagatgagc
atcagttgeg
tcgagaagcet
gtacgcacta
taccaatcag
gaggtaccag
gacccagace
tcagcagtta
caagaatcgg
acaacatgaa
aaaaagaagc
ttgcatcttc
tggtagggga
aatgcggacc
tgaatgcgceyg
cccatgagaa
tactcaggag
cagcggtaga
taggaggagc
aacaaagaca
tcttgecatt
cccagcccco
ctgcgcatgce
acaagcatcc
acaacttcaa
gactgtggag
cagaaacgaa
tcggaataaa
gacaatcata

gtcagcaccyg

ggcaaaccgt
gctggctgat
tggagaaagc
gtaatgtcca
cagaggaccc
cagctaccta
ccataatgga
cctecgacctt
gcgtceccgcaa
ataaactgac
aagaataaga
tcaaaagaag
cgggccgtag
gaagtcaagc
caaagtaatg
tggccaaatt
cagatacccy
d4Cccggagggy
gccggtteac
ccgatctteg
taatgaagga
tcgtcacgaa
ccagttatgt
ttgcacaccc
tagaagacaa
ttaacatgtt
tgtctataaa
a2agggcactc
gcgacagacg
gacggatgat
tgccagcaga

tgcacgatta

19

tagcggcagg
gaagtaatca
ggtgtactct
tggccacctt
gtcataactt
ttttgcagaa
gtttatccca
ggactccgeyg
aggaaagccyg
aatgcgcgceg
agcaaaagca
cagcccccta
agagagaatg
atgaaggtaa
aagccagcac
ggccttcaag
tgcacatgaa
tactacaact
catccctaca
acaacaaggg
gcceogtacag
aatcacccct
gcctgetgge
tgctgctacyg
cgtcatgagce
ctccoccgecg
gccataagac
gtgccatagt
ggacgctgaa
agccatgatt
cgcagagagyg

ctggaacaat

tgacgaacaa
gatggcaacg
aggtacgaag
tgcaagctcce
tgtacggcgg
gcecgacagea
acccaaactt
ccctactatce
ggcaacttgc
gtacctcaac
aaagcagcag
aaaagaaacc
tgcatgaaaa
ggtaacaggt
acgtaaaggg
cggtcatcta
gtccgacgcet
ggcaccacgg
ggtgcgggca
gcgcgtggtyg
ccecteoteggt
gagggggccyg
aaataccacg
aaaaagagcc
ccegggtact
ccagcgacgc
cgtacctagc
ccegtagcegce
aatccaggtt
ggaccaagct
gccaggctat
gggacacttc



9451
9501
9551
9601
9651
9701
9751
9801
9851
2901
9951
10001
10051
10101
10151
10201
10251
10301
10351
10401
10451
10501
10551
10601
10651
10701
10751
10601
10851
10201
10951
11001

atcctggecce
cggtaggaag
ctgtgatagg
ctaccttgca
agaggtacat
agtccggtaa
tgtaattgcg
taataactgc
aatggcagta
cgaaaaggaa
ggtgcctaag
tcatgectget
ggagaagaac
caggttaacc
agccgtacaa
cacccgceatyg
tgtggtagtt
tggcagtggg
gaactgacac
cattagaaca
ggaacgagca
gccctgattg
aacgttgact
cgtacgaaca
actctagtca
tctgtcagte
agtataaaac
gagtgcaagg
cgtctaccca
atacgcaatt
gaatttgcat
ccgegteett
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gatgtccgaa
atcagtcact
ccgggaaaaa
gcacgtacgc
atgcccccag
tgtaaagatc
gtgactcaaa
aaggttgatc
taattcccet
aagttcacat
gcaaggaacc
gtatcctgac
caaactatca
gtgccgactyg
gtattggcceg
agataatttt
gtgtcagtgg
gatgtgcatyg
caggagctac
gctaaagcgg
gcagcctttg
tcectatgcaa
tttttageeg
cgtaacagtyg
acagaccggg
actttggage
cgtcatceceyg
acaagagcct
ttcatgtggg
gagcgaagca
cagcatatag

taccaaggaa

aggagaaact
catgtacgca
tttcattcce
gcagagcacc
acaccccaga
acagtcaata
tgaaggacta
aatgccatgc
ctggtcccge
tccgtttect
ccaccgtgac
cacccaacgc
agaagagtgg
aagggctcga
cagttatcca
gtattattat
cctcgttegt
tgtgcacgac
cgtcccttte
ccacatacca
ttttggctgc
ctgtctgaga
taatgagegt
atcccgaaca
ctacagceccce
caacgctatc
tctecgtacy
acctgattac
gcggcgecta
catgtggaga
ggctcatacc

ataatgttac
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ctgacggtgg
cccatttcac
gaccgcagea
gctgcaactyg
tcgcacattg
gtcagacggt
accactacag
cgcggtcacc
gtaatgctga
ctggcaaatg
gtacggaaaa
tcctgtecta
gtgacgcata
ggtcacgtgg
caaacggtac
gagctgtacc
actcctgtcg
gcagatgcat
ctgcttagee
agaggctgeg
aagcccttat
ctcttaccat
cggtgcecac
cggtgggagt
atggtactgg
gcottgattac
tgaaatgctyg
agctgtaagg
ctgctteotge
agtccgaatc
gcatccgcat

tgtatctget

gattcactga
cacgaccctc
cggtagagaa
ccgaggagat
atgtcacaac
gcggtacaag
acaaagtgat
aatcacaaaa
actcggggac
tgacatgcag
aaccaagtca
ccggaatatg
agaaggagat
ggcaacaacg
agcccacggc
ctactatgac
atggtgggtyg
tacaccgtac
taatatgctg
gtatacctgt
tccgctggea
gcttttgtaa
actgtgagceg
accgtataag
agatggagct
atcacgtgcg
cggtacagca
tcttcaccgg
gacactgaaa
atgcaaaaca
cagctaagct

tatgcaaacg



11051
11101
11151
11201
11251
11301
11351
11401
11451
11501
11551
11601
11651
11701
11751
11801
11851
11901
11951
12001
12051
12101
12151
12201
12251
12301
12351
12401
12451
12501
12551
12601

gcgatcatgc
tcttecagect
cgtctacaac
ttggcgacat
acacaactgg
ctctcaggca
cgctgcagca
agagcgatga
ggacgcggcc
cgtgtgaggt
atcattaaat
gactaacgcc
ctcagttgca
gtacaagtct
gaaagaccat
aagacatttc
gtgggactgg
cgtgtcegttt
gtcccctaag
gatcaaaggyg
aaaaatcata
gtgtcceccta
tagatcaaag
ataaaaatca
taaaacccct
taccataatt
cagccgaact
attctccgaa
cctgaacagt
attggcaaac
actcactttg

gtacccatag
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cgtcacagtt
ggacaccttt
atggactacc
ccaaagtcge
tactgcagag
ccatctggcet
cacagcacca
actgcgcegt
ttcactaggg
accagcctgce
atgcagccag
gtcactatte
aatctctttt
gttctacaca
atagtcaatt
cgttacggeg
ttgtcgctgt
agcaggcact
agacacacca
ctgaacaacc
aaatagaaaa
agagacacac
ggctgaataa
fLaaaatagaa
gaatagtaac
ggcaatcgga
cgctttgaga
cccacaggga
aataaaacat
ggaagagatg
agatgtaggc
ggacgtagga

aaggacgcta
tgacaataaa
cgceccttegg
acgcctgaga
accgtccgeg
tcaagtattyg
tttggctgtc
agggaacatg
tcgtcgacgce
acccactcct
caagaaaggc
gggaagctga
tcgacggece
agtacactgt
acccggegte
atgtcatggg
tgcagcactyg
aacttgacaa
catatagcta
cctgaatagt
ccagaaacag
catatatagc
ccecctgaata
aaccataaac
aaaacataaa
agagatgtag
tgtaggcgta
cgtaggagat
aaaattaata
taggtactta
atagcatacc

gatgttattt
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aattcattgt
atcgtggtgt
cgcaggaaga
gcgaagacgt
ggtacggtgc
gctaaaagaa
aaatagcaac
cctatcteca
gccatcttta
cagactttgg
aagtgtgcgg
aatagaagta
tagccagcgc
gcagccgagt
acacaccacc
Lgcagaagat
atcctaatcg
ctaggtacga
agaatcaata
aacaaaatat
aagtaggtaa
taagaatcaa
ataacaaaat
agaagtagtt
actaataaaa
gtacttaagc
gcacaccgaa
gttcaaagtg
aggatcaaat
agcttcctaa
gaactcttcc

tgtttttaat

ggggccaatyg
acaaaggcga
ccaggacaat
ctatgctaac
acgtgccgta
cgaggggcgt
aaacccggta
tcgacatacc
acggacatgt
gggcgtagcece
tgcattcgat
gaagggaact
cgaattcecge
gccatccacc
ctcggggtec
cacgggaggt
tggtgctatyg
aggtatatgt
gataagtata
aaaaatcaac
gaaggtatat
tagataagta
ataaaaatca
caaagggcta
atcaaatgaa
ttcctaaaag
ctcttececata
gctataaaac
gagtaccata
aagcagccga
acaattctcc

atttcAAAAA



12651
12701
12751
12801
12851
12901
12951
13001
13051
13101
13151
13201
13251

AAAAAAAAAA
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AAAAARANGG

GTACtlgggtc

ggcatggcat

ctccacctcd|

ltcgcggtecg

acctgggcat

ccgaaggagg

acgcacgtcc

actcggatgg|

lctaagggaga

gccacgagct

cctcgacaga

tcataatcag

ccataccaca)

ltttgtagagg

ttttacttgc

tttaaaaaac

ctcccacacc

tccecectgaal

lcctgaaacat

aaaatgaatg

caattgttgt

tgttaacttg

tttattgcag|

lcttataatgg

ttacaaataa

agcaatagca

tcacaaattt

cacaaataaa)

lgcattttttt

cactgcattc

tagttgtggt

ttgtccaaac

tcatcaagat|

GCGGCCGCCA
TGGATCAGCT
TTGCCAGCCA
AAGGTGCCAC
CATTGTCTGA
C

CTGTGCTGGA
TAAGTTTAAA
TCTGTTGTTT
TCCCACTGTC
GTAGGTGTCA

TATCTGCAGA
CCGCTGATCA
GCCCCTCCCC
CTTTCCTAAT
TTCTATTCTG

22

ATTCCACCAC
GCCTCGACTG
CGTGCCTTCC
AAAATGAGGA
GGGGGTGGGG

ACTGGACTAG
TGCCTTCTAG
TTGACCCTGG
AATTGCATCG
TGGGGCAGGA



Figura 4.

51
101
151
201
251
301
351
401
451
501
551
601
651
701
751
801
g51
201
951

1001
1051
1101
1151
1201
1251
1301
1351
1401

GGCGCGCCTG
GGGTCATTAG
GGTAAATGGC
CAATAATGAC
CGTCAATGGG
AGTGTATCAT
GGCCCGCCTG
TGGCAGTACA
TTGGCAGTAC
CAAGTCTCCA
CAACGGGACT
GGGCGGTAGG
TAACTAGAGa
ctctactctyg
gtggacatag
ccccatgttt
atgctagagce
gatcccgact
gatgtcggac
atcccgagag
aaagtcctgg
gatggccgtyg
tctcatgtag
gtacacgcac
ggcgtactgg
cgggtgccta
aaggctaaga
aggcaaattyg
tgctgttcte
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ACATTGATTA
TTCATAGCCC
CCGCCTGGLT
GTATGTTCCC
TGGAGTATTT
ATGCCAAGTA
GCATTATGCC
TCTACGTATT
ATCAATGGGC
CCCCATTGAC
TTCCARAATG
CGTGTACGGT
tggctgcegtyg
caaagcaaga
acgctgacag
gaggtggaac
gttctcgeat
caaccatcct
aggaagtacc
actcgctaat
acagaaacat
crcagacacgg
acagagagca
ccacgteget
gtagggtteg
cccctecatac
acataggatt
tctatcatga
agtagggtca

TTGACTAGTT
ATATATGGAG
GACCGCCCAA
ATAGTAACGC
ACGGTAAACT
CGCCCCCTAT
CAGTACATGA
AGTCATCGCT
GTGGATAGCG
GTCAATGGGA
TCGTAACAAC
GGGAGGTCTA
agacacacgt
gattaataac
cgcctttttyg
ctaggcaggt
ctagccataa
ggatataggt
actgcgtttyg
tatgcgagasa
ttctggaaag
agacgccaac
gacgtcgcga
ataccaccag
acacaacccc
tcgacaaatt
atgttcaaca
gagggaaaaa

acgctttace
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ATTAATAGTA
TTCCGCGTTA
CGACCCCCGC
CAATAGGGAC
GCCCACTTGG
TGACGTCAAT
CCTTATGGGA
ATTACCATGG
GTTTGACTCA
GTTTGTTITTG
TCCGCCCCAT
TATAAGCAGA
agcctaccag
ccatcatgga
aaggccctgc
cacatcgaat
aactaataga
agtgcgccag
cccgatgcgce
agctcecgeatce
atcggggact
attttgctta
tataccaaga
gcgattaaag
gttecatgtac
gggcggatga
gacctgacgg
gctaaaaccqg

cggaaagceag

ATCAATTACG
CATAACTTAC
CCATTGACGT
TTTCCATTGA
CAGTACATCA
GACGGTARAT
CTTTCCTACT
TGATGCGGTT
CGGGGATTTC
GCACCAARAAT
TGACGCAAAT
GCTCTCTGGC
tttcttactyg
ttctgtgtac
aacgtgcgta
gaccatgcta
gcaggaaatt
caaggaggat
agcgcagaag
tgccgcagga
tacaagcggt
cacacagatg
cgtctatgcect
gagtccgagt
aacgctatgg
gcaggtactyg
aaggtagacg
tgcgaccgtyg

cacgctactt



1451
1501
1551
1601
1651
1701
1751
1801
1851
1901
1951
2001
2051
2101
2151
2201
2251
2301
2351
2401
2451
2501
2551
2601
2651
2701
2751
2801
2851
2901
2951
3001

aagagctggc
cacatgccgc
gaataacgat
acccaccacg
cggcgaaaga
gtgatcaaat
cagaagctgt
gcaacggaac
aggccttcag
aagcttctgyg
atttaagaag
caatccagaa
tggtcgteeg
acgcaaggtg
aagcccagga
actcatgagg
cgaaatcgac
agactccgag
gtgggggagt
gctcagcectyg
gcggacgagce
gtgccecctcag
aagcgcaacy
accacattgc
gagctggtga
ccagagaaga
gcgacttgac
attcgeeceyg
accaggatct
acctggtgac
gtgatgagac
gctcttgaat

ES 2 647 662 T3

acctaccatc
tgtgacacag
gagcccaggc
cagacggatt
gtgtcattct
gaccggcatc
tggtggggct
acgaacacca
taagtgggca
gggtcagaga
cagaaaacac
ggttcaggcc
ggttgtcaat
ccgaaaacadg
tgcagaaaaa
ctctaccacc
gtggaacagc
aggcgctatc
acctggtact
atccacgett
agggaggtat
gctatgcaat
atggtgtaca
gatgcacgga
gggcagadgag
tgctgtaaga
taatccgccece
cctgcccata
ggcaagtcaqg
tagcggaaag
agagaggtct

ggatgcaaca

ggtgttccat
tggtttcgtyg
ctttatggaa
cttgatgtgc
cggtgtgcac
cttgctacag
gaaccagagg
tgaagaacta
aaggagtgcc
aagaacacta
acacggtcta
gaatttgaca
ccegttgagg
acctgatccce
gaagcagagg
cctacaggca
ttgaggatag
aaagttactg
ttccecegeag
tagcggagca
gcggtcgaag
ttcgcecctgaa
acgaaagaga
ccagccctga
gacagaacac
aggaagaagc
taccacgaat
caaaattgca
ccattatcaa
aaagaaaact
agagatatct

gaccagtcga
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ctaaagggca
tgagggctac
aaaccatagg
aagactaccg
gtacgtgccg
aagtcacgcc
atagtggtta
cctacttccc
ggaaggacat
acctgctget
caagaggcct
gctttgtagt
actagaatca
atacagcggg
aagaacgaga
gcacaggaag
agctggtget
cccaactaac
accgtactac
agtgaagacyg
cgtacgatgg
gacttccaga
gttcgtaaac
acactgacga
gagtacgtct
tgcaggactg
tcgcatacga
gtcataggag
gaacctagtt
gccaagaaat
gcacgtacygg
cgtgttgtac

agcttagctt
gtcgttaaga
gtatgcggta
acacggttga
gcgaccattt
ggaggatgca
acggcagaac
gtggtcgoccc
ggaagatgag
gtctatgggce
gatacccagt
accgggectg
agtggttgtt
aatgcccaag
agcagaactg
atgtccaggt
ggaataatag
agaccacgtc
gcagccagaa
tgtacgcaca
ccgagtcecta
gtctaagcga
agaaagttac
agagtcgtat
acgacgtgga
gtactggtgg
agggctaaaa
tottegggot
accaggcaaqg
cagcaccgac

tagattcget
gtagacgagg



3051
3101
3151
3201
3251
3301
3351
3401
3451
3501
3551
3601
3651
3701
3751
3801
3851
3901
3951
4001
4051
4101
4151
4201
4251
4301
4351
4401
4451
4501
4551
4601

cgtttgcgtg
ccaagacaga
caatatgatg
tgtaccacaa
gtgtcatcgt
catgccgatt
acctcgtgtt
tatcgtggac
aaaaggagtt
catcaacatc
ctggtatgga
cccaccgaaa
acgcatcgat
ttccaaaaca
cgaaacagcg
aagccttcaa
atatgcacgc
accgttagta
gaggaaagat
aagtacccat
gactaccagg
tcaacaggag
ggggaaagaa
cctggttagc
tagcgccact
ggtctaccag
cacacctttt
aactgcaaat
tctectattga
catctgecgta
catgtgtcac

aatggcagaa

ES 2 647 662 T3

ccactctgga
aagttgtact
cagatgaaag
aagtatctce
tgcattacga
gtagtggaca
aacgtgcttc
acgaggtcat
tacgcagtta
agagcacgtc
agacactctc
ggaaacttca
aatggcggge
aagccaacgt
gggataaaac
agaagacaaa
gcatgtatgg
tctotgtatt
gttcggattce
ttacaaaagqg
aggatagaag
actaccacac
tggaatggcet
ggctataacc
aggtgtccgce
caacrcttgg
cgcatacacc
gctagggggt
tcagagcata
ctgggacgca
cagtaatact

ggaattttac

acgttacttyg
ttgtggtgac
tcaactacaa
aggcggtgta
aggcaaaatyg
ctacaggctc
agagggtggg
gacagcagcc
ggcaaaaagt
aacgtactcc
tggtgacccy
aagcaactat
atctgcagtc
ttgctggget
taaatgatag
gcatactcac
ggtggatcta
acgcggataa
aaccctgagg
aaagtggaac
acttcaaccc
tcattagtgy
ggttaacaaqg
ttgcactgcc
ggagcggact
taggtatgac
attaccaaca
gactcactga
cggttacgca
agtttagatc
gagatgtttt

aacgcatgtc
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ctttgatcgce
ccgaagcagt
tcataacatc
cactgcctgt
cgcactacga
aacgaaacct
ttaaacaact
gcatcccaag
taacgaaaac
taacgcgtac
tggataaaga
taaggagtgyg
accaagtgac
aagagcttgg
gcagtggtcc
ccgaagtagc
gacagtgggc
ccattgggat
cagcgtccat
atcaacaagc
taccaccaac
ccgaacaccg
ataaacggac
tactaagaga
atacatacaa
ctagtggtca
gtgcgtagat
gactgctcaa
gatagaacca
gtctagagca
tcctatttag

atgaacaatc

cttggtgaga
gcggcttett
tgcacccaag
gactgccatt
atgagtacaa
gaccctggag
gcaaattgac
ggttaactag
ccactctatg
ggaaggtaaa
cgctgcagaa
gaggtggagce
ctttgacaca
tcecectatect
cagataattc
cctgaatgaa
tattctctaa
aataggccygyg
tctagaaaga
agatctgcegt
attataccgg
cccagtaaaa
accacgtact
gtcacctggg
cctagagcectyg
taaacatcca
cacgcaatga
accgggtgge
gtgaacgagt
ttgaaaccac
caattttgac

aactgaatgc



4651
4701
4751
4801
4851
4901
4951
5001
5051
5101
5151
5201
5251
5301
5351
5401
5451
5501
5551
5601
5651
5701
5751
5801
5851
5901
5951
6001
6051
6101
6151
6201

agcctttgta
taaaacgcat
gccaaccctc
aaagtggccg
aaacagttat
ttctcaaatt
tcgagaagtce
tacctctcct
cagtcactga
ggtcatctac
tacagatgcyg
tgcgatgtca
atacagcacc
ttcaccagac
caaacagagyg
tgaatcaatc
ccccgaaaac
gtcacccgac
atttcccctt
ccaaggtaat
gaatacagat
attgacgcat
tcecegtcaga
gacggggcgy
gtctgactgg
gagggagaaa
cccatggcta
agaaacagcg
gtaccaccat
gagacgttcc
cttgtecttet

atgatctgac
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ggacaggcca
ggacatcgcyg
gcgggttacc
gagtccttta
gtgcggtacg
attcggagte
gcaaaggaag
ctccacaggt
accacctctt
tgccgagaca
gacccaagtg
ttcgcecgtgea
acggaaggcg
ggcagtggat
ccaatgagca
aggcagaaat
tgtcccgtgt
ttcgcatgaa
ccaaagtaca
gttattcgat
cttcccagga
agccagtttyg
cctggatgct
tacatacatt
gtaatgagca
cctgactgtyg
gcgtccgatt
gagacgcgtg
ggaactgagc
ccatcacatt
gagctactaa

agatagcgac

cccgagcagyg
aagaacgatyg
aggtgacggt
aaaacagtgc
tatccagtaa
tgaaggggac
taactagact
gtatactcag
tacagccatg
aggaatggga
gagctgctgg
ccctgacagt
cactgtattc
atggcagaga
agtctgecta
gcccggtgga
ctttgccggt
ccatgtcaca
agatagaagg
cacaatgtgc
gtctgtacag
atctaagcgc
gacgccccag
accaaccata
ccgtacctgt
acatgtgacyg
ctttagagca
acacagctat
catccaccga
tggggacttc
ctttecggaga
tggtccacgt
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atgtgcacca
aagagtgcgt
gtttgcaagg
aacaccagta
tccacgecegt
cgggaattgg
gggagtaaat
gagggazaaga
gactcgacgyg
gaagaaaata
atgagcacat
agcttggcag
atatctagaa
tatacactat
tatgccctgy
tgatgcagac
atgccatgac
aatataattyg
agtgcaaaaa
catcgcecgegt
gaagtgagta
cgatggcgag
ccctagaacc
atcggaaacc
cgcgecegect
agagagaagyg
gagctgtgtc
ttcececttcag
tctecttegg
gacgaaggag
cttectacce

gcccagacac

tcgtaccggg
ggttaacgcc
cagtatataa
ggaaccgcaa
aggaccaaac
cggctgccta
agcgtagcecta
caggctaacc
atgcagacgt
tctgaggcca
ctccatagac
gcagaaaagqg
gggacacgtt
gtogccaaag
gggaaagtat
gcatcatctc
tcctgaacygc
tgtgttcttc
gtcaaatgct
aagtccaagg
cgacaacgtc
acactgcctyg
ggccctagac
ttgcggcegt
agaagaagga
gaatataaca
cggccgtaca
gcaccgccaa
agcaccaagc
aaatcgaaag
ggtgaagtqg
ggacgacgag



6251
6301
6351
6401
6451
6501
6551
6601
6651
6701
6751
6801
6851
6901
6951
7001
7051
7101
7151
7201
7251
7301
7351
7401
7451
7501
7551
7601
7651
7701
7751
7801

ttatgactag
aggccattta
ccectggagga
ttaaaggagc
caatagaagc
tcatccagag
ccgaaagtcc
tccgatcaat
atgagttctt
gacgagtatg
ggaccgagceg
atgcttatca
aacacactac
cacacagatg
agtgttttaa
gccagcccta
actaaagggg
tgccactgca
gatgtgaagg
gcaggttata
ttcacagaga
catacactat
acacttcaag
ataagagcca
gatttgggag
agagatttcce
ctatgatgaa
aatatcacca
atgcgegacc
atgaattgat
atcatagatg
tatactgcat
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acagggcagyg

caacagaagt
agtccacgag
aactactact
aggtatcagt
actaaagaga
cgacttatcg
gtccgattgt
agctagaaac
atgcatatct
acattcaatc
cgcgccttet
agaatgtact
agggaattac
aaaattcgca
tcaggataac
ccaaaagcag
ggatgtacca
taactcctgg
caggcggctyg
actggttagg
ttgacatgtc
ccaggagacg
agatgattca
tggatcactc
agctgtcatc
atccggtatg
tcgetageeg
ttcatcggcg
ggcagccaga
cagttgtatc
gatactgtga

tgggtatata
cggtacgcca
gagaagtgtt
taagasactc
cacgceaaagt
ggctgtaaac
gaccatatac
ccaaccccga
tacccaactg
agacatggtg
cgtcaaaact
atcagaagcg
ggcagcagcc
ccactttgga
tgtaaccgag
aactgagaat
cagcgcetgtt
atggataggt
tacaaagcat
aacccttggce
agattgaacg
tgccgaggac
ctgttttaga
cttgcgctta
cctgttggac
tgccgacagg
ttcctaacte
ggtgttggaa
acgaczacat
tgcgctactt
ccagaaagct

caggaacagc
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ttctegtegg
gtcagtgctg
acccacctaa
caggagagtyg
ggaaaatatg
tgtatttaat
ccggcgectyg
gtccgcagtyg
tttcatcata
gacgggtcgg
taggagctac
ctgtacctte
acgaaaagga
ctcagcagta
aatactggga
ctaacaacct
tgcaaaaacc
tcacagtaga
acagaggaaa
aacagcgtac
ccgtcoctect
ttcgatgceca
aacggacata
ccgecttaat
ttgatagagg
tacgcgctte
tgttcgtcaa
gatcgtctga
aatacatggt
ggatgaacat
ccttactttt

ttgcagagtg

acactggtcc
ccggtaaaca
gctggatgaa
cgtccatggce
aaagcaacaa
ggcagagacc
tgtactcgcc
gcagcatgta
ccaaatcacc
agagttgctt
ccgaaacaac
cccattccag
actgcaacgt
ttcaacgtgg
agaatttgca
atgtcactaa
cataatctge
tatgaaaagg
gacctaaggt
ctatgtggaa
acccaatgtg
ttatagccgce
gcctecctttg
gctgttagaa
ctgctttegg
aagttcggcg
cacgttgtta
caaaatccgce
gtcgtctecg
ggaagtgaag
gtggagggtt
goggaccaege



7851
7901
7951
8001
8051
8101
8151
g§201
8251
8301
8351
8401
8451
8501
8551
8601
8651
g§701
8751
8801
8851
8901
8951
9001
9051
2101
9151
9201
9251
9301
9351
9401

taaaaaggtt
gatgaagaca
aacagggcta
tgcagggtat
agatccaact
tcctaaatag
ggtacctaaa
tctacaatag
caagttatca
ccagctgatc
agaagccgcyg
gcgccacgaa
ggctcaaaag
tcgaaaatga
tacgcgtgcet
gaccatcgat
agtacgacct
tcgaagttca
agcagtacag
aaccagggda
gccatagttt
ggtgacctgg
aagagtggag
ttcccecctget
ggagaaaacc
atcagctgcet
agtattaagg
tcactgtcece
tagaacgcat
tccttgcaaa
gcgttacatg
ttgtaagaac

ES 2 647 662 T3

atttaaattg
gaagacgggc
atagatgagc
atcagttgcg
tcgagaagct
gtacgcacta
taccaatcag
gaggtaccag
gacccagacc
tcagcagtta
caagaatcgg
acaacatgaa
aaaaagaagc
ttgcatcttc
tggtagggga
aatgcggacc
tgaatgcgcg
cccatgagasa
tactcaggag
cagcggtaga
taggaggagc
aacaaagaca
tcttgccatt
cccagccece
ctgcgcatgce
acaagcatcce
acaacttcaa
gactgtggag
cagaaacgaa
tcggaataaa
gacaatcata

gtcagcaccyg

ggcaaaccgt
gctgogctgat
tggagaaagc
gtaatgtcca
cagaggaccc
cagctaccta
ccataatgga
cctcgacctt
gcgtccgcaa
ataaactgac
aagaataaga
tcaaaagaag
cgggccgtag
gaagtcaagc
caaagtaatg
tggccaaatt
cagatacccg
accggagggyg
gccggttcac
ccgatctteg
taatgaagga
tcgtcacgaa
ccagttatgt
ttgcacaccc
tagaagacaa
ttaacatgtt
tgtctataaa
aagggcacte
gcgacagacg
gacggatgat
tgccagcaga

tgcacgatta

28

tagcggcagg
gaagtaatca
ggtgtactct
tggccacctt
gtcataactt
ttttgcagaa
gtttatccca
ggactccgcg
aggaaagccyg
aatgcgcgcg
agcaaaagca
cagcccccta
agagagaatg
atgaaggtaa
aagccageac
ggccttcaag
tgcacatgaa
tactacaact
catccctaca
acaacaaggyg
gcccgtacag
aatcacccct
gcctgcectgge
tgctgctacyg
cgtcatgagc
ctcceegecg
gccataagac
gtgccatagt
ggacgctgaa
agccatgatt
cgcagagagg

ctggaacaat

tgacgaacasa
gatggcaacy
aggtacgaag
tgcaagctcc
tgtacggcgg
gccgacagca
acccaaactt
cccectactatce
ggcaacttgc
gtacctcaac
aaagcagcag
aaaagaaacc
tgcatgaaaa
ggtaacaggt
acgtaaaggyg
cggtcatcta
gtccgacgcet
ggcaccacgg
ggtgcgggcea
gcgcgtggtyg
ccctetoggt
gagggggccg
aaataccacg
aaaaagagcc
cccgggtact
ccagcgacgc
cgtacctagc
ccegtagege
aatccaggtt
ggaccaagct
gccaggctat
gggacacttc



9451
9501
9551
9601
9651
9701
9751
9801
9851
9901
9951
10001
10051
10101
10151
10201
10251
10301
10351
10401
10451
10501
10551
10601
10651
10701
10751
10801
10851
10901
10851
11001

atcctggecce
cggtaggaag
ctgtgatagg
ctaccttgca
agaggtacat
agtccggtaa
tgtaattgcg
Taataactgc
aatggcagta
Ccgaaaaggaa
ggtgcctaag
tcatgctget
ggagaagaac
caggttaacc
agccgtacaa
cacccgceatyg
tgtggtagtt
tggcagtggg
gaactgacac
cattagaaca
ggaacgagca
gecoctgattyg
aacgttgact
cgtacgaaca
actctagtca
tectgtecagte
agtataaaac
gagtgcaagg
cgtctaccca
atacgcaatt
gaatttgcat

ccgcgtcectt
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gatgtccgaa
atcagtcact
ccgggaaaaa
gcacgtacgce
atgcccccag
tgtaaagatc
gtgactcaaa
aaggttgatc
taattccecct
aagttcacat
gcaaggaace
gtatcctgac
caaactatca
gtgccgactg
gtattggccg
agataatttt
gtgtcagtgg
gatgtgcatg
caggagctac
gctaaagcgg
gcagcctttyg
tcctatgecaa
tttttagccyg
cgtaacagtyg
acagaccggg
actttggagce
cgtcatcccyg
acaagagcct
ttcatgtggg
gagcgaagca
cagcatatag

taccaaggaa

aggagaaact
catgtacgca
tttcattccc
gcagagcacc
acaccccaga
acagtcaata
tgaaggacta
aatgccatge
ctggtcccge
tccgtttecet
ccaccgtgac
cacccaacgc
agaagagtgg
aagggctcga
cagttatcca
gtattattat
cctecgttcegt
tgtgcacgac
cgtceccttte
ccacatacca
ttttggctge
ctgtctgaga
taatgagcgt
atcccgaaca
ctacagccce
caacgctatc
tctcegtacyg
acctgattac
gcggegecta
catgtggaga
ggctcatacc

ataatgttac

29

ctgacggtgg
cccatttcac
gaccgcagca
gctgcaactg
tcgcacattg
gtcagacggt
accactacag
cgcggtcacce
gtaatgctga
ctggcaaatg
gtacggaaaa
tcctgtecta
gtgacgcata
ggtcacgtgg
caaacggtac
gagctgtacc
actcctgtecg
gcagatgcat
ctgcttagcecc
agaggctgcg
aagcccttat
ctcttaccat
cggtgcccac
cggtgggagt
atggtactgg
gcttgattac
tgaaatgctg
agctataagqg
ctgcttctgc
agtccgaatc
gcatccgecat

tgtatctgct

gattcactga
cacgacccte
cgctagagaa
ccgaggagat
atgtcacaac
gcggtacaaqg
acaaagtgat
aatcacaaaa
actcggggac
tgacatgcag
aaccaagtca
ccggaatatg
agaaggagat
ggcaacaacg
agcccacggce
ctactatgac
atggtgggtg
tacaccgtac
taatatgctg
gtatacctgt
tcegetggea
gcttttgtaa
actgtgagcg
accgtataag
agatggagcet
atcacgtgcg
cggtacagca
tcttcaccag
gacactgaaa
atgcaaaaca
cagctaagct

tatgcaaacg



11051
11101
11151
11201
11251
11301
11351
11401
11451
11501
11551
11601
11651
11701
11751
11801
11851
11901
11951
12001
12051
12101
12151
12201
12251
12301
12351
12401
12451
12501
12551
12601

gcgatcatgc
tcttcagect
cgtctacaac
ttggcgacat
acacaactgg
ctctcaggca
cgctgcagca
agagcgatga
ggacgcggec
cgtgtgaggt
atcattaaat
gactaacgcc
ctcagttgca
gtacaagtct
gaaagaccat
aagacatttc
gtgggactgg
cgtgtcegttt
gtcccecctaag
gatcaaaggg
aaaaatcata
gtgtccecta
tagatcaaag
ataaaaatca
taaaacccct
taccataatt
cagccgaact
attctccgaa
cctgaacagt
attggcaaac
actcactttyg

gtacccatag
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cgtcacagtt
ggacaccttt
atggactacc
ccaaagtecge
tactgcagag
ccatctgget
cacagcacca
actgcgcegt
ttcactaggg
accagcctge
atgcagccag
gtcactattc
aatctctttt
gttctacaca
atagtcaatt
cgttacggcg
ttgtcgectgt
agcaggcact
agacacacca
ctgaacaacc
aaatagaaaa
agagacacac
ggctgaataa
taaaatagaa
gaatagtaac
ggcaatcgga
cgctttgaga
cccacaggga
aataaaacat
ggaagagatg
agatgtaggc
ggacgtagga

aaggacgcta
tgacaataaa
cgceccecttegyg
acgcctgaga
accgtccgeyg
tcaagtattyg
tttggctgtce
agggaacatyg
tegtegacge
acccactcct
caagaaaggc
gggaagctga
tcgacggcecce
agtacactgt
acccggcegte
atgtcatggg
tgcagcactyg
aacttgacaa
catatagcta
cctgaatagt
ccagaaacag
catatatagc
cccctgaata
aaccataaac
aaaacataaa
agagatgtag
tgtaggcgta
cgtaggagat
aaaattaata
taggtactta
atagcatacc

gatgttattt

30

aattcattgt
atcgtggtgt
cgcaggaaga
gcgaagacgt
ggtacggtgc
gctaaaagaa
aaatagcaac
cctatctccea
gccatcttta
cagactttgg
aagtgtgcgg
aatagaagta
tagccagcgce
gcagccgagt
acacaccacc
tgcagaagat
atcctaatcg
ctaggtacga
agaatcaata
aacaaaatat
aagtaggtaa
taagaatcaa
ataacaaaat
agaagtagtt
actaataaaa
gtacttaagc
gcacaccgaa
gttcaaagtg
aggatcaaat
agcttecctaa
gaactcttcce

tgtttttaat

ggggccaatg

acaaaggcga
ccaggacaat
ctatgctaac
acgtgccgta
cgaggggcgt
aaacccggta
tcgacatacc
acggacatgt
gggcgtagcce
tgcattcgat
gaagggaact
cgaattccge
gccatccacc
ctcggggtee
cacgggaggt
tggtgctatyg
aggtatatgt
gataagtata
aaaaatcaac
gaaggtatat
tagataagta
ataaaaatca
caaagggcta
atcaaatgaa
ttcctaaaag
ctcttccata
gctataaaac
gagtaccata
aagcagccga
acaattctce

atttcAAAARA



12651
12701
12751
12801
12851
12901

AAAAAARAAAR
GAATTCCACC
CAGCCTCGAC
CCCGTGCCTT
ATAAAATGAG
TGGGGGGTGG
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AAAAAAGGGT
ACACTGGACT
TGTGCCTTCT
CCTTGACCCT
GAAATTGCAT
GGTGGGGCAG

ACGCGGCCGC
AGTGGATCAG
AGTTGCCAGC
GGAAGGTGCC
CGCATTGTCT
GAC

31

CACTGTGCTG
CTTAAGTTTA
CATCTGTTGT
ACTCCCACTG
GAGTAGGTGT

GATATCTGCA
AACCGCTGAT
TTGCCCCTCC
TCCTTTCCTA
CATTCTATTC
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Figura 5. El promotor 26S duplicado esta recuadrado

51
101
151
201
251
301
351
401
451
501
551
601
651
701
751
801
851
901
951

1001
1051
1101
1151
1201
1251
1301
1351
1401

GGCGCGCCTG

GGGTCATTAG
GGTAAATGGC
CAATAATGAC
CGTCAATGGG
AGTGTATCAT
GGCCCGCCTG
TGGCAGTACA
TTGGCAGTAC
CAAGTCTCCA
CAACGGGACT
GGGCGGTAGG
TAACTAGAGa
ctctactctyg
gtggacatag
ccccatgttt
atgctagagc
gatcccgact
gatgtcggac
atccecgagag
aaagtcctygg
gatggccgtyg
tctcatgtag
gtacacgcac
ggcgtactygg
cgggtgccta
aaggctaaga
aggcaaattyg
tgctgttete

ACATTGATTA
TTCATAGCCC
CCGCCTGGCT
GTATGTTCCC
TGGAGTATTT
ATGCCAAGTA
GCATTATGCC
TCTACGTATT
ATCAATGGGC
CCCCATTGAC
TTCCAARAATG
CGTGTACGGT
tggctgegtyg
caaagcaaga
acgctgacag
gaggtggaac
gttctcgcecat
caaccatcct
aggaagtacc
actcgctaat
acagaaacat
ccagacacgg
acagagagca
ccacgtcgcet
gtagggttcg
cccctcatac
acataggatt
tctatcatga
agtagggtca

TTGACTAGTT
ATATATGGAG
GACCGCCCARA
ATAGTAACGC
ACGGTAAACT
CGCCCCCTAT
CAGTACATGA
AGTCATCGCT
GTGGATAGCG
GTCAATGGGA
TCGTAACAAC
GGGAGGTCTA
agacacacgt
gattaataac
cgcctttttyg
ctaggcaggt
ctagccataa
ggatataggt
actgcgtttyg
tatgcgagaa
ttctggaaag
agacgccaac
gacgtcgega
ataccaccag
acacaacccc
tcgacaaatt
atgttcaaca
gagggaaaaa

acgctttacc

32

ATTAATAGTA
TTCCGCGTTA
CGACCCCCGC
CAATAGGGAC
GCCCACTTGG
TGACGTCAAT
CCTTATGGGA
ATTACCATGG
GTTTGACTCA
GTTTGTTTTG
TCCGCCCCAT
TATAAGCAGA
agcctaccag
ccatcatgga
aaggccctge
cacatcgaat
aactaataga
agtgcgccag
cccgatgoge
agctegeatc
atcggggact
attttgctta
tataccaaga
gcgattaaag
gttcatgtac
gggcggatga
gacctgacgg
gctaaaaccqg

cggaaagccg

ATCAATTACG
CATAACTTAC
CCATTGACGT
TTTCCATTGA
CAGTACATCA
GACGGTAAAT
CTTTCCTACT
TGATGCGGTT
CGGGGATTTC
GCACCARAAT
TGACGCAAAT
GCTCTCTGGC
tttettactyg
ttctgtgtac
aacgtgcgta
gaccatgcta
gcaggazatt
caaggaggat
agcgcagaad
tgccgecagga
tacaagcggt
cacacagatg
cgtctatget
gagtccgagt
aacgctatgg
gcaggtactg
aaggtagacyg
tgcgaccgtyg

cacgctactt



1451
1501
1551
1601
1651
1701
1751
1801
1851
1901
1951
2001
2051
2101
2151
2201
2251
2301
2351
2401
2451
2501
2551
2601
2651
2701
2751
2801
2851
2901
2951
3001

aagagctggce
cacatgccge
gaataacgat
acccaccacg
cggcgaaaga
gtgatcaaat
cagaagctgt
gcaacggaac
aggccttcag
aagcttctgg
atttaagaag
caatccagaa
tggtcgtececyg
acgcaaggtg
aagcccagga
actcatgagg
cgaaatcgac
agactccgag
gtgggggagt
gctcagcctyg
gcggacgagce
gtgccctcag
aagcgcaacyg
accacattgc
gagctggtga
ccagagaaga
gcgacttgac
attcgceccecg
accaggatct
acctggtgac
gtgatgagac
gctcttgaat
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acctaccatc
tgtgacacag
gagcccaggco
cagacggatt
gtgtcattct
gaccggcatc
tggtggggcet
acgaacacca
taagtgggca
gggtcagaga
cagaaaacac
ggttcaggcc
ggttgtcaat
ccgaaaacag
tgcagaaaaa
ctctaccacc
gtggaacagc
aggcgctate
acctggtact
atccacgctt
agggaggtat
gctatgcaat
atggtgtaca
gatgcacgga
gggcagagag
tgctgtaaga
taatccgece
cctgcceata
ggcaagtcag
tagcggaaag
agagaggtct

ggatgcaaca

ggtgttccat
tggtttcgtyg
ctttatggasa
cttgatgtgc
cggtgtgcac
cttgctacag
gaaccagagyg
tgaagaacta
aaggagtgcc
aagaacacta
acacggtcta
gaatttgaca
ccecgttgagy
acctgatccce
gaagcagagg
cctacaggca
ttgaggatag
aaagttactg
ttcececeogeag
tagcggagca
gcggtcgaag
ttcgcctgaa
acgaaagaga
ccagccctga
gacagaacac
aggaagaagc
taccacgaat
caaaattgca
ccattatcaa
aaagaaaact
agagatatct

gaccagtcga

33

ctaaagggca
tgagggctac
aaaccatagg
aagactaccg
gtacgtgccg
aagtcacgcce
atagtggtta
cctacttccc
ggaaggacat
acctgctgcect
caagaggcct
gctttgtagt
actagaatca
atacagcggg
aagaacgaga
gcacaggaag
agctggtgct
cccaactaac
accgtactac
agtgaagacg
cgtacgatgg
gacttccaga
gttcgtaaac
acactgacga
gagtacgtct
tgcaggactyg
tcgcatacga
gtcataggag
gaacctagtt
gccaagaaat
gcacgtacgg
cgtgttgtac

agcttagett
gtcgttaaga
gtatgcggta
acacggttga
gcgaccattt
ggaggatgca
acggcagaac
gtggtcgccc
ggaagatgag
gtctatgggc
gatacccagt
accgggoctyg
agtggttgtt
aatgcccaag
agcagaactg
atgtccaggt
ggaataatag
agaccacgtce
gcagccagaa
tgtacgcaca
ccgagtccta
gtctaagcga
agaaagttac
agagtcgtat
acgacgtgga
gtactggtygg
agggctaaaa
tcttcggggt
accaggcaag
cagcaccgac

tagattcgct
gtagacgagg



3051
3101
3151
3201
3251
3301
3351
3401
3451
3501
3551
3601
3651
3701
3751
3801
3851
3901
3951
4001
4051
4101
4151
4201
4251
4301
4351
4401
4451
4501
4551
4601

cgtttgcgtyg
ccaagacaga
caatatgatg
tgtaccacaa
gtgtcatcgt
catgccogatt
acctocgtgtt
tatcgtggac
aaaaggagtt
catcaacatc
ctggtatgga
cccaccgaaa
acgcatcgat
ttccaaaaca
cgaaacagcyg
aagccttcaa
atatgcacgce
accgttggta
gaggaaagat
aagtacccat
gactaccagyg
tcaacaggag
ggggaaagaa
cctggttage
tagcgccact
ggtctaccag
cacacctttt
aactgcaaat
tctcectattga
catctgegta
catgtgtcac

aatggcagaa
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ccactctgga
aagttgtact
cagatgaaag
aagtatctcce
tgcattacga
gtagtggaca
aacgtgcttc
acgaggtcat
tacgcagtta
agagcacagtc
agacactctc
ggaaacttca
aatggcgggc
aagccaacgt
gggataaaac
agaagacaaa
gcatgtatag
tctgtgtatt
gttcggattc
ttacaaaagg
aggatagaag
actaccacac
tggaatggct
ggctataacc
aggtgtccgc
caacrcttgg
cgcatacacc
gctagggggt
tcagagcata
ctgggacgca
cagtaatact

ggaattttac

acgttacttyg
ttgtggtgac
tcaactacaa
aggcggtgta
aggcaaaatg
ctacaggctc
agagggtggg
gacagcagcc
ggcaaaaagt
aacgtactcc
tggtgacccg
aagcaactat
atctgecagtc
ttgctgggcet
taaatgatag
gcatactcac
ggtggatcta
acgcggataa
aaccctgagg
aaagtggaac
acttcaaccc
tcattagtgg
ggttaacaag
ttgcactgcece
ggagcggact
taggtatgac
attaccaaca
gactcactga
cggttacgca
agtttagatc
gagatgtttt

aacgcatgtc

34

ctttgatcgc
ccgaagcagt
tcataacatc
cactgcectgt
cgcactacga
aacgaaacct
ttaaacaact
gcatcccaag
taacgaaaac
taacgcgtac
tggataaaga
taaggagtgg
accaagtgac
aagagcttgg
gcagtggtcc
ccgaagtage
gacagtgggce
ccattgggat
cagcgtccat
atcaacaagc
taccaccaac
ccgaacaccg
ataaacggac
tactaagaga
atacatacaa
ctagtggtca
gtgcgtagat
gactgctcaa
gatagaacca
gtctagagca
tcctatttag

atgaacaatc

cttggtgaga
gcggcttcectt
tgcacccaag
gactgccatt
atgagtacaa
gaccctggag
gcaaattgac
ggttaactag
ccactctatg
ggaaggtaaa
cgctgcagaa
gaggtggagc
ctttgacaca
tcecectatecet
cagataattc
cctgaatgaa
tattctctaa
aataggccgg
tctagaaaga
agatctgegt
attataccgg
cccagtaaasa
accacgtact
gtcacctggg
cctagagctyg
taaacatcca
cacgcaatga
accgggtggce
gtgaacgagt
ttgazaccac
caattttgac

aactgaatgc



4651
4701
4751
4801
4851
4901
4951
5001
5051
5101
5151
5201
5251
5301
5351
5401
5451
5501
5551
5601
5651
5701
5751
5801
5851
5901
5951
6001
6051
6101
6151
6201

agcctttgta
taaaacgcat
gccaacccte
aaagtggccyg
aaacagttat
ttctcaaatt
tcgagaagtc
tacctctect
cagtcactga
ggtcatctac
tacagatgcyg
tgcgatgtca
atacagcacc
ttcaccagac
Caaacagagyg
tgaatcaatc
ccccgaaaac
gtcacccgac
atttcccctt
ccaaggtaat
gaatacagat
attgacgcat
tcccecgtcecaga
gacggggegyg
gtctgactgyg
gagggagaaa
cccatggcecta
agaaacagcyg
gtaccaccat
gagacgttcc
cttgtcttct
atgatctgac
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ggacaggcca
ggacatcgcyg

gcgggttacc
gagtccttta
gtgcggtacyg
attcggagtc
gcaaaggaag
ctcecacaggt
accacctcett
tgccgagaca
gacccaagtyg
ttcgegtgcea
acggaaggcyg
ggcagtggat
ccaatgagca
aggcagaaat
tgtccecgtgt
ttcgecatgaa
ccaaagltaca
gttattcgat
cttececcagga
agccagtttg
cctggatget
tacatacatt
gtaatgagca
cctgactgtg
gcgtoccgatt
gagacgcgtyg
ggaactgagc
ccatcacatt
gagctactaa

agatagcgac

cccgagcagyg
aagaacgatg
aggtgacggt
aaaacagtgc
tatccagtaa
tgaaggggac
taactagact
gtatactcag
tacagccatg
aggaatggga
gagctgctgg
ccctgacagt
cactgtattc
atggcagaga
agtctgccta
gccecgaggtgga
ctttgccggt
ccatgtcaca
agatagaagg
cacaatgtgc
gtctgtacag
atctaagecgce
gacgccccag
accaaccata
ccgtacctgt
acatgtgacg
ctttagagca
acacagctat
catccaccga
tggggacttc
ctttcggaga
tggtccacgt

35

atgtgcacca
aagagtgcgt
gtttgcaagy
aacaccagta
tcecacgeegt
cgggaattgg
gggagtaaat
gagggaaaga
gactcgacgyg
caagaaaata
atgagcacat
agcttggcag
atatctagaa
tatacactat
tatgcecctgg
tgatgcagac
atgccatgac
aatataattg
agtgcaaaaa
catcgcgcgt
gaagtgagta
cgatggcgag
ccctagaacc
atcggaaacc
cgcgecgect
agagagaagg
gagctgtgtc
ttccectteag
tcteecttegy
gacgaaggag
ctteccectacce

gcccagacac

tcgtaccggg
ggttaacgcc
cagtatataa
ggaaccgcaa
aggaccaaac
cggctgecta
agcgtagcta
caggctaacc
atgcagacgt
tctgaggecea
ctcecatagac
gcagaaaagg
gggacacgtt
gtggccaaag
gggaaagtat
gcatcatctc
tcctgaacgce
tgtgttette
gtcaaatgct
aagtccaagg
cgacaacgtc
acactgecctyg
ggccctagac
ttgcggecegt
agaagaagga
gaatataaca
cggccgtaca
gcaccgccaa
agcaccaagc
aaatcgaaag
ggtgaagtgg
ggacgacgag



6251
6301
6351
6401
6451
6501
6551
6601
6651
6701
6751
6801
6851
6901
6951
7001
7051
7101
7151
7201
7251
7301
7351
7401
7451
7501
7551
7601
7651
7701
7751
7801

ttatgactag
aggccattta
ccectggagga
ttaaaggagc
caatagaagc
tcatccagag
ccgaaagtcc
tccgatcaat
atgagttett
gacgagtatg
ggaccgagceg
atgcttatca
aacacactac
cacacagatg
agtgttttaa
gccagcecta
actaaagggg
tgccactgca
gatgtgaagg
gcaggttata
ttcacagaga
catacactat
acacttcaag
ataagagcca
gatttgggag
agagatttcce
ctatgatgaa
aatatcacca
atgcgcggec
atgaattgat
atcatagatg

tatactgcat
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acagggcagyg

caacagaagt
agtccacgag
aactactact
aggtatcagt
actaaagaga
cgacttatcg
gtccgattgt
agctagaaac
atgcatatct
acattcaatc
cgcgcecttet
agaatgtact
agggaattac
aaaattcgca
tcaggataac
ccaaaagcag
ggatgtacca
taactcctgg
caggcggctg
actggttagg
ttgacatgtc
ccaggagacyg
agatgattca
tggatcactc
agctgtcatc
atccggtatg
tcgectagecg
ttcatcggeg
ggcagccaga
cagttgtatc
gatactgtga

tgggtatata
cggtacgcca
gagaagtgtt
taagaaactc
cacgcaaagt
ggctgtaaac
gaccatatac
ccaaccccga
tacccaactyg
agacatggtyg
cgtcaaaact
atcagaagcg
ggcagcagcc
ccactttgga
tgtaaccgag
aactgagaat
cagcgctgtt
atggataggt
tacaaagcat
aacccttggce
agattgaacg
tgcecgaggac
ctgttttaga
cttgcgctta
cctgttggac
tgccgacagg
ttcctaactce
gagtgttggaa
acgacaacat
tgcgctactt
ccagaaagct

caggaacagc

36

ttctecgtcgg
gtcagtgctg
acccacctaa
caggagagtyg
ggaaaatatg
tgtatttaat
ccggegectyg
gtccgeoagtyg
tttcatcata
gacgggtcgg
taggagctac
ctgtaccttc
acgaaaagga
ctcagcagta
aatactggga
ctaacaacct
tgcaaaaacc
tcacagtaga
acagaggaaa
aacagcgtac
ccgtectoct
ttcgatgceca
aacggacata
ccgccttaat
ttgatagagg
tacgcgcttce
tgttcgtcaa
gatcgtctga
aatacatggt
ggatgaacat
ccttactttt

ttgcagagtyg

acactggtcc
ccggtaaaca
gctggatgaa
cgtccatggce
aaagcaacaa
ggcagagacc
tgtactcgce
gcagcatgta
ccaaatcacc
agagttgctt
ccgaaacaac
cccattccag
actgcaacgt
ttcaacgtgg
agaatttgca
atgtcactaa
cataatctgc
tatgaaaagg
gacctaaggt
ctatgtggaa
acccaatgtg
ttatagccyge
gcctectttg
gctgttagaa
ctgctttcgg
aagttcggcg
cacgttgtta
caaaatccge
gtcgtctccyg
ggaagtgaag
gtggagggtt

gcggacccgc



7851
7901
7951
8001
8051
8101
8151
8201
8251
8301
8351
8401
8451
g501
8551
8601
8651
8701
8751
8801
8851
8901
8951

Laaaaaggtt
gatgaagaca
aacagggcta
tgcagggtat
agatccaact
tcctaaatag
ggtacctaaa
tctacaatag
caagttatca
ccagctgatc
agaagccgcyg
gcgccacgaa
ggctcaaaaqg
tcgaaaatga
tacgcgtgct
gaccatcgat
agtacgacct
Lcgaagttca
agcagtacag
aaccagggga
gccatagttt
ggtgacctgg
aagagtggag
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atttaaattyg
gaagacgggc
atagatgagc
atcagttgcg
tcgagaaget
gtacgcacta
taccaatcag
gaggtaccag
gacccagacc
tcagcagtta
caagaatcgg
acaacatgaa
aaaaagaagc
ttgcatctte
tggtagggga
aatgcggacc
tgaatgcgeyg
cccatgagaa
tactcaggag
cagcggtaga
taggaggage
aacaaagaca

tcttgecTAG

ggcaaaccgt
gctggctgat
tggagaaagc
gtaatgtcca
cagaggaccc
cagctaccta
ccataatgga
cctecgacctt
gcgtcogeaa
ataaactgac
aagaataaga
tcaaaagaayg
cgggccgtag
gaagtcaagc
caaagtaatg
tggccaaatt
cagatacccg
accggagggyg
gcecggttcac
ccgatcttceg
taatgaagga

tcgtcacgaa

tagcggcagg
Jgaagtaatca
ggtgtactct
tggccacctt
gtcataactt
ttttgcagaa
gtttatccca
ggactccgeg
aggaaagccg
aatgcgcgcg
agcaaaagca
cagcccecta
agagagaatg
atgaaggtaa
aagccagcac
ggccttcaaqg
tgcacatgaa
tactacaact
catccctaca
acaacaaggg
gcccgtacag

aatcacccct

Lgacgaacaa
gatggcaacg
aggtacgaag
tgcaagctce
tgtacggcgg
gccgacagca
acccaaactt
ccctactate
ggcaacttge
gtacctcaac
aaagcagcag
aaaagaaacc
tgcatgaaaa
ggtaacaggt
acgtaaaggg
cggtcatcta
gtccgacget
ggcaccacgg
ggtgcgggca
gcgcgtggtg
ccectecteggt
gagggggccg

laggacccgtce

ataactttgt

acggcggtcd|

9001 |[taaataggta

cgcactacaqg

ctacctattt

tgcagaagcc

gacagcaggt]

9051 [acctaaatac

9101
9151
9201
9251
9301
9351

caatcagcca

taATGattcc

ataccacgtt
aaagagccygyg
cgggtactat
agcgacgcag
tacctagcectc

cgtagecgeta

cccctgetcece
agaaaaccct
cagctgctac
tattaaggac
actgtcccga

gaacgcatca

cagccccctt
gcgcatgceta
aagcatcctt
aacttcaatg
ctgtggagaa

gaaacgaagc

37

agttatgtge
gcacaccctg
gaagacaacyg
aacatgttct
tctataaagce

gggcactcgt
gacagacggg

ctgctggcaa
ctgctacgaa
tcatgagccce
cccocgcecgee
cataagaccg
gccatagtce

acgctgaaaa



92401
9451
9501
9551
9601
96351
9701
9751
9801
9851
9901
9951
10001
10051
10101
10151
10201
10251
10301
10351
10401
10451
10501
10551
10601
10651
10701
10751
10801
10851
10901
10951

tccaggttte
accaagctge
caggctattt
gacacttcat
ttcactgacg
cgaccctect
gtagagaact
gaggagatag
gtcacaacag
ggtacaagtyg
aaagtgatta
tcacaaaaaa
tcggggacceyg
acatgcaggyg
ccaagtcatc
ggaatatggg
aaggagatca
caacaacgag
cccacggeca
actatgactg
ggtgggtgtyg
caccgtacga
atatgctgca
atacctgtgg
cgctggceagce
ttttgtaaaa
tgtgagcgcy
cgtataagac
atggagcttce
cacgtgcgag
gtacagcaga

ttcaccggcy
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cttgcaaatc
gttacatgga
gtaagaacgt
cctggeccga
gtaggaagat
gtgataggcc
accttgcagce
aggtacatat
tccggtaatyg
taattgcggt
ataactgcaa
tggcagtata
aaaaggaaaa
tgcctaagge
atgctgctgt
agaagaacca
ggttaaccgt
ccgtacaagt
cccgecatgag
tggtagttgt
gcagtgggga
actgacacca
ttagaacagc
aacgagcagc
cctgattgtce
cgttgacttt
tacgaacacyg
tctagtcaac
tgtcagtcac
tataaaaccg
gtgcaaggac

tctacccatt

ggaataaaga
caatcatatyg
cagcaccgltyg
tgtccgaaaqg
cagtcactca
gggaaaaatt
acgtacgcgce
gcccoccagac
tazagatcac
gactcaaatyg
ggttgatcaa
attcccectet
gttcacattc
aaggaacccc
atcctgacca
aactatcaaqg
gccgactgaa
attggccgcea
ataattttgt
gtcagtggcec
tgtgcatgtyg
ggagctaccyg
taaagcggcc
agcctttgtt
ctatgcaact
tttagccgta
taacagtgat
agaccgggcet
tttggagcca
tcatccegte

aagagcctac

catgtggggc

38

cggatgatag
ccagcagacy
cacgattact
gagaaactct
tgtacgcacc
tcattccega
agagcaccge
accccagatc
agtcaatagt
aaggactaac
tgccatgcecy
ggtcccocgegt
cgtttcctcet
accgtgacgt
cccaacgctc
aagagtgggt
gggctcgagy
gttatccaca
attattatga
tcgttcegtac
tgcacgacge
tccetttect
acataccaaqg
ttggctgcaa
gtctgagact
atgagcgtcg
cccgaacacy
acagccccat
acgctatcgce
tcecgtacgtyg
ctgattacag
ggcgcecctact

ccatgattgg
tagagagggc
ggaacaatgg
gacggtggga
catttcacca
ccgcagcacg
tgcaactgcc
gcacattgat
cagacggtgce
cactacagac
cggtcaccaa
aatgctgaac
ggcaaatgtg
acggaaaaaa
ctgtcctacc
gacgcataag
tcacgtgggyg
aacggtacag
gctgtaccct
tcectgtegat
agatgcatta
gcttageccta
aggctgcggt
gcccttattc
cttaccatgc
gtgceccacac
gtgggagtac
ggtactggag
ttgattacat
aaatgctgceg
ctgtaaggtc
gcttectgcga



11001
11051
11101
11151
11201
11251
11301
11351
11401
11451
11501
11551
11601
11651
11701
11751
11801
11851
11901
11951
12001
12051
12101
12151
12201
12251
12301
12351
12401
12451
12501
12551

cactgaaaat
gcaaaacaga
gctaagctce
tgcaaacggc
ggccaatgtce
aaaggcgacyg
aggacaattt
atgctaacac
gtgccgtact
aggggcgtcg
acccggtaag
gacataccgg
ggacatgtcg
gcgtagceat
cattcgatga
agggaactct
aattccgegt
catccaccga
cggggtccaa
cgggaggtgt
gtgctatgcg
gtatatgtgt
taagtataga
aaatcaacaa
aggtatatgt
gataagtata
aaaaatcaat
aagggctata
caaatgaata
cctaaaagca
cttccataat

tataaaaccc
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acgcaattga
atttgcatca
gcgteccttta
gatcatgccg
ttcagcectygg
tctacaacat
ggcgacatcc
acaactggta
ctcaggcacc
ctgcagcaca
agcgatgaac
acgcggectt
tgtgaggtac
cattaaatat
ctaacgccgt
cagttgcaaa
acaagtctgt
aagaccatat
gacatttccg
gggactggtt
tgtcgtttag
cccctaagag
tcaaagggcet
aaatcataaa
gtccectaag
gatcaaaggqg
aaaaatcata
aaacccctga
ccataattgg
gccgaactceg
tcteccgaacc

tgaacagtaa

gcgaagcaca
gcatataggyg
ccaaggaaat
tcacagttaa
acaccttttg
ggactacccg
aaagtcgcac
ctgcagagac
atctggcttc
cagcaccatt
tgcgecegtag
cactagggtc
cagcctgcac
gcagccagea
cactattcgg
tctcttttte
tctacacaag
agtcaattac
ttacggcgat
gtcgctgttg
caggcactaa
acacaccaca
gaacaacccc
atagaaaacc
agacacacca
ctgaataacc
aaatagaaaa
atagtaacaa
caatcggaag
ctttgagatg
cacagggacqg

taaaacataa

39

tgtggagaag
ctcataccgce
aatgttactyg
ggacgctaaa
acaataaaat
ccotteggeyg
gcctgagagc
cgtccgcggy
aagtattggc
tggctgtcaa
ggaacatgce
gtcgacgcge
ccactcctca
agaaaggcaa
gaagctgaaa
gacggcccta
tacactgtgc
ccggegtceac
gtcatgggtyg
cagcactgat
cttgacaact
tatagctaag
tgaatagtaa
agaaacagaa
tatatagcta
cctgaataat
ccataaacag
aacataaaac
agatgtaggt
taggcgtagce
taggagatgt

aattaataag

tccgaateat
atccgcatca
tatctgctta
ttcattgtgg
cgtggtgtac
caggaagacc
gaagacgtct
tacggtgcac
taaaagaacg
atagcaacaa
tatctccatc

catctttaac

gactttgggg
gtgtgcggtg
tagaagtaga
gccagcgecyg
agccgagtgce
acaccaccct
cagaagatca
cctaatcgtg
aggtacgaag
aatcaataga
caaaatataa
gtaggtaaga
agaatcaata
aacaaaatat
aagtagttca
taataazaat
acttaagcett
acaccgaact
tcazagtggce

gatcaaatga



12601
12651
12701
12751
12801
12851
12901
12951
13001

gtaccataat
gcagccgaac
aattctccgt
ttcAAAAAAA
TATCTGCAGA
CCGCTGATCA
GCCCCTCCCC
CTTTCCTAAT
TTCTATTCTG
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tggcaaacgg
tcactttgag
acccataggg
AAAAAAAAAR
ATTCCACCAC
GCCTCGACTG
CGTGCCTTCC
AAAATGAGGA
GGGGGTGGGG

aagagatgta
atgtaggcat
acgtaggaga
AAAAGGGTAC
ACTGGACTAG
TGCCTTCTAG
TTGACCCTGG
AATTGCATCG
TGGGGCAGGA

40

ggtacttaag
agcataccga
tgttattttg
GCGGCCGCCA
TGGATCAGCT
TTGCCAGCCA
AAGGTGCCAC
CATTGTCTGA
C

cttcctaaaa
actcttccac
tttttaatat
CTGTGCTGGA
TAAGTTTAAA
TCTGTTGTTT
TCCCACTGTC
GTAGGTGTCA



Figura 6. La secuencia relacionada con el elemento de transporte de ARN (ETA) de grupo D

esta recuadrada.

51
101
151
201
251
301
351
401
451
501
551
601
651
701
751
801
851
901
951

1001
1051
1101
1151
1201
1251
1301
1351
1401

GGCGCGLCTG
GGGTCATTAG
GGTAAATGGC
CAATAATGAC
CGTCAATGGG
AGTGTATCAT
GGCCCGLCTG
TGGCAGTACA
TTGGCAGTAC
CAAGTCTCCA
CAACGGGACT
GGGCGGTAGG
TAACTAGAGa
ctctactcectyg
gtggacatag
ccccatgttt
atgctagage
gatcccgact
gatgtcggac
atcccgagag
aaagtcctgg
gatggccgtg
tctcatgtag
gtacacgcac
ggcgtactgg
cgggtgccta
aaggctaaga
aggcazattg
tgctgttcte
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ACATTGATTA
TTCATAGCCC
CCGCCTGGLT
GTATGTTCCC
TGGAGTATTT
ATGCCARAGTA
GCATTATGCC
TCTACGTATT
ATCAATGGGC
CCCCATTGAC
TTCCAARATG
CGTGTACGGT
tggctgegtyg
caaagcaaga
acgctgacag
gaggtggaac
gttctcgeat
caaccatcct
aggaagtacc
actcgctaat
acagaaacat
ccagacacgg
acagagagca
ccacgtcget
gtagggttcg
ccccectecatac
acataggatt
tctatcatga
agtagggtca

TTGACTAGTT
ATATATGGAG
GACCGCCCAA
ATAGTAACGC
ACGGTAAACT
CGCCCCCTAT
CAGTACATGA
AGTCATCGCT
GTGGATAGCG
GTCAATGGGA
TCGTAACAAC
GGGAGGTCTA
agacacacgt
gattaataac
cgcctttttg
ctaggcaggt
ctagccataa
ggatataggt
actgcgtttyg
tatgcgagaa
ttctggaaag
agacgccaac
gacgtcgcocga
ataccaccag
acacaacccc
tcgacaaatt
atgttcaaca
gagggaaaaa

acgctttacc

41

ATTAATAGTA
TTCCGCGTTA
CGACCCCCGC
CAATAGGGAC
GCCCACTTGG
TGACGTCAAT
CCTTATGGGA
ATTACCATGG
GTTTGACTCA
GTTTGTTTTG
TCCGCCCCAT
TATAAGCAGA
agcctaccag
ccatcatgga
aaggccctge
cacatcgaat
aactaataga
agtgcgccag
cccgatgecge
agctcgcatc
atcggggact
attttgctta
tataccaaga
gcgattaaag
gttcatgtac
gggcggatga
gacctgacgg
gctaaaaccyqg

cggaaagccg

ATCAATTACG
CATAACTTAC
CCATTGACGT
TTTCCATTGA
CAGTACATCA
GACGGTAAAT
CTTTCCTACT
TGATGCGGTT
CGGGGATTTC
GCACCAAAAT
TGACGCAAAT
GCTCTCTGGC
tttcttactg
ttctgtgtac
aacgtgcgta
gaccatgcta
gcaggaaatt
caaggaggat
agcgcagaag
tgccgcagga
tacaagcggt
cacacagatg
cgtctatgct
gagtccgagt
aacgctatgg
gcaggtactg
aaggtagacg
tgcgaccgtyg

cacgctactt



1451
1501
1551
1601
1651
1701
1751
1801
1851
1901
1951
2001
2051
2101
2151
2201
2251
2301
2351
2401
2451
2501
2551
2601
2651
2701
2751
2801
2851
2901
2951
3001

aagagctggce
cacatgccgc
gazataacgat
acccaccacyg
cggcgaaaga
gtgatcaaat
cagaagctgt
gcaacggaac
aggcctteag
aagcttctgg
atttaagaag
caatccagaa
tggtegtecy
acgcaaggtyg
aagcarcagga
actcatgagg
cgaaatcgac
agactccgag
gtgggggagt
gctcagcctyg
gcggacgagc
gtgccctcag
aagcgcaacyg
accacattgc
gagctggtga
ccagagaaga
gcgacttgac
attcgcececcg
accaggatct
acctggtgac
gtgatgagac
gctcttgaat

ES 2 647 662 T3

acctaccatc
tgtgacacag
gagcccaggc
cagacggatt
gtgtcattct
gaccggcatc
tggtggggcet
acgaacacca
taagtgggea
gggtcagaga
cagaaaacac
ggttcaggce
ggttgtcaat
cocgaaaacag
tgcagaaaaa
ctctaccacce
gtggaacagc
aggcgctatc
acctggtact
atccacgctt
agggaggtat
gctatgcaat
atggtgtaca
gatgcacgga
gggcagagag
tgctgtaaga
taatccgcce
cctgccecata
ggcaagtcag
tagcggaaag
agagaggtct

ggatgcaaca

ggtgttccat
tggtttcgtg
ctttatggaa
cttgatgtygce
cggtgtgcac
cttgctacag
gaaccagagg
tgaagaacta
aaggagtgcc
aagaacacta
acacggtcta
gaatttgaca
cceogttgagg
acctgatccc
gaagcagagg
cctacaggca
ttgaggatag
aaagttactg
ttccceccocgecag
tagcggagca
gcggtcgaag
ttcgcctgaa
acgaaagaga
ccagccctga
gacagaacac
aggaagaagc
taccacgaat
caaaattgca
ccattatcaa
aaagaaaact
agagatatct

gaccagtcga

42

ctaaagggca
tgagggctac
aaaccatagg
aagactaccg
gtacgtgccg
aagtcacgce
atagtggtta
cctacttcce
ggaaggacat
acctgctget
caagaggcect
gctttgtagt
actagaatca
atacagcggg
aagaacgaga
gcacaggaag
agctggtget
cccaactaac
accgtactac
agtgaagacg
cgtacgatgg
gacttccaga
gttcgtaaac
acactgacga
gagtacgtct
tgcaggactg
tcgcatacga
gtcataggag
gaacctagtt
gccaagaaat

gcacgtacgg
cgtgttgtac

agcttagett
gtcgttaaga
gtatgcggta
acacggttga
gcgaccattt
ggaggatgca
acggcagaac
gtggtcgecc
ggaagatgag
gtctatgggc
gatacccagt
accgggecty
agtggttgtt
aatgcccaag
agcagaactyg
atgtccaggt
ggaataatag
agaccacgtc
gcagccagaa
tgtacgcaca
ccgagtccta
gtctaagcga
agaaagttac
agagtcgtat
acgacgtgga
gtactggtgyg
agggctaaaa
tcttecggggt
accaggcaadg
cagcaccgac

tagattcgct
gtagacgagg



3051
3101
3151
3201
3251
3301
3351
3401
3451
3501
3551
3601
3651
3701
3751
3801
3851
3901
3951
4001
4051
4101
4151
4201
4251
4301
4351
4401
4451
4501
4551
1601

cgtttgcgtg
ccaagacaga
caatatgatg
tgtaccacaa
gtgtcatcgt
catgccgatt
acctcgtgtt
tatcgtggac
aaaaggagtt
catcaacatc
ctggtatgga
cccaccgaaa
acgcatcgat
ttccaaaaca
cgaaacagcyg
aagccttcaa
atatgcacgc
accgttggta
gaggaaagat
aagtacccat
gactaccagg
tcaacaggag
ggggaaagaa
cctggttagce
tagcgccact
ggtctaccag
cacacctttt
aactgcaaat
tctctattga
catctgcgta
catgtgtcac

aatggcagaa
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ccactctgga
aagttgtact
cagatgaaag
aagtatctcc
tgcattacga
gtagtggaca
aacgtgcttc
acgaggtcat
tacgcagtta
agagcacgtc
agacactctc
ggaaacttca
aatggcgggc
aagccaacgt
gggataaaac
agaagacaaa
gcatgtatgg
tctgtgtatt
gttcggatte
ttacaaaagg
aggatagaag
actaccacac
tggaatggct
ggctataacc
aggtgtccge
caacrcttgg
cgcatacacc
gctagggggt
tcagagcata
ctgggacgca
cagtaatact

ggaattttac

acgttacttg
ttgtggtgac
tcaactacaa
aggcggtgta
aggcaaaatg
ctacaggctc
agagggtggg
gacagcagcc
ggcaaaaagt
aacgtactcc
tggtgacccg
aagcaactat
atctgcagtc
ttgctgggct
tzaatgatag
gcatactcac
ggtggatcta
acgcggataa
aaccctgagg
aaagtggaac
acttcaaccc
tcattagtgg
ggttaacaaqg
ttgcactgcce
ggagcggact
taggtatgac
attaccaaca
gactcactga
cggttacgca
agtttagatc
gagatgtttt

aacgcatgtc

43

ctttgatcge
ccgaagceagt
tcataacatc
cactgcctgt
cgcactacga
aacgaaacct
ttaaacaact
gcatcccaag
taacgaaaac
taacgcgtac
tggataaaga
taaggagtgg
accaagtgac
aagagcttgg
gcagtggtcc
ccgaagtagce
gacagtgggc
ccattgggat
cagcgtccat
atcaacaagc
taccaccaac
ccgaacaccg
ataaacggac
tactaagaga
atacatacaa
ctagtggtca
gtgcgtagat
gactgctcaa
gatagaacca
gtctagagca
tcctatttag

atgaacaatc

cttggtgaga
gcggcttett
tgcacccaag
gactgccatt
atgagtacaa
gaccctggaqg
gcaaattgac
ggttaactag
ccactctatg
ggaaggtaaa
cgctgcagaa
gaggtggagc
ctttgacaca
tcecctatect
cagataattc
cctgaatgaa
tattctctaa
aataggccgyg
tctagaaaga
agatctgcgt
attataccgg
cccagtaaaa
accacgtact
gtcacctggg
cctagagcetyg
taaacatcca
cacgcaatga
accgggtggc
gtgaacgagt
ttgaaaccac
caattttgac

aactgaatgc



4651
4701
4751
4801
4851
4901
4951
5001
5051
5101
5151
5201
5251
5301
5351
5401
5451
5501
5551
5601
5651
5701
5751
5801
5851
5901
5951
6001
6051
6101
6151
6201

agcctttgta
taaaacgcat
gccaaccctc
aaagtggccyg
aaacagttat
ttctcaaatt
tcgagaagtc
tacctctcct
cagtcactga
ggtcatctac
tacagatgcg
tgcgatgtca
atacagcacc
ttcaccagac
caaacagagqg
tgaatcaatc
ccccgaaaac
gtcacccgac
atttcccett
ccaaggtaat
gaatacagat
attgacgcat
tcececgtcaga
gacggggcgg
gtctgactgg
gagggagaaa
cccatggceta
agaaacagcg
gtaccaccat
gagacgttcc
cttgtettet

atgatctgac

ES 2 647 662 T3

ggacaggcca
ggacatcgceg
gcgggttacc
gagtccttta
gtgcggtacg
attcggagtce
gcaaaggaag
ctccacaggt
accacctctt
tgccgagaca
gacccaagtyg
ttcgegtgea
acggaaggcy
ggcagtggat
ccaatgagca
aggcagaaat
tgtccocgtgt
ttcgcatgaa
ccaaagtaca
gttattcgat
cttcccagga
agccagtttyg
cctggatgcet
tacatacatt
gtaatgagca
cctgactgtyg
gcgtccgatt
gagacgcgtyg
ggaactgagc
ccatcacatt
gagctactaa

agatagcgac

cccgagcagg
aagaacgatyg
aggtgacggt
aaaacagtgc
tatccagtaa
tgaaggggac
taactagact
gtatactcag

tacagccatyg

aggaatggga
gagctgotgg
ccectgacagt
cactgtatte
atggcagaga
agtctgceccta
gccecggtgga
ctttgccggt
ccatgtcaca
agatagaagg
cacaatgtgc
gtctgtacag
atctaagcgc
gacgccceccag
accaaccata
ccgtacctgt
acatgtgacyg
ctttagagca
acacagctat
catccaccga
tggggacttc
cttteggaga
tggtccacgt

44

atgtgcacca
aagagtgcgt
gtttgcaagg
aacaccagta
tccacgeegt
cgggaattgg
gggagtaaat
gagggaaaga
gactcgacgg
gaagaaaata
atgagcacat
agcttggcag
atatctagaa
tatacactat
tatgccctygg
tgatgcagac
atgccatgac
aatataattg
agtgcaaaaa
catcgcgegt
gaagtgagta
cgatggcgag
ccctagaacc
atcggaaacc
cgcgocgect
agagagaagq
gagctgtgtc
ttccctteag
tctccttecgg
gacgaaggag
cttecctaccce

gcccagacac

tcgtaccggg
ggttaacgcc
cagtatataa
ggaaccgcaa
aggaccaaac
cggctgccta
agcgtageta
caggctaacc
atgcagacgt
tctgaggcca
ctccatagac
gcagaaaagqg
gggacacgtt
gtggccaaag
gggaaagtat
gcatcatctc
tcctgaacge
tgtgttctte
gtcaaatgct
aagtccaagqg
cgacaacgtc
acactgcctg
ggccctagac
ttgcggeegt
agaagaagga
gaatataaca
cggccgtaca
gcaccgccaa
agcaccaagc
aaatcgaaaqg
ggtgaagtgg
ggacgacgag



6251
6301
6351
6401
6451
6501
6551
6601
6651
6701
6751
6801
6851
6201
6951
7001
7051
7101
7151
1201
7251
7301
7351
7401
7451
7501
7551
7601
7651
7701
7751
7801

ttatgactag
aggccattta
ccctggagga
ttaaaggagc
caatagaagc
tcatccagag
ccgaaagtec
tccgatcaat
atgagttctt
gacgagtatg
ggaccgageyg
atgcttatca
aacacactac
cacacagatg
agtgttttaa
gccagcccta
actaaagggyg
tgccactgca
gatgtgaagg
gcaggttata
ttcacagaga
catacactat
acacttcaag
ataagagcca
gatttgggag
agagatttcc
ctatgatgaa
aatatcacca
atgcgcggcce
atgaattgat
atcatagatg
tatactgcat
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acagggcagyg
caacagaagt
agtccacgag
aactactact
aggtatcagt
actaaagaga
cgacttateg
gtcoccgattgt
agctagaaac
atgcatatct
acattcaatc
cgcgecttet
agaatgtact
agggaattac
aaaattcgca
tcaggataac
ccaaaagcag
ggatgtacca
taactcctgyg
caggcggcty
actggttagg
ttgacatgtc
ccaggagacyg
agatgattca
tggatcactc
agctgtecatc
atccggtatyg
tcgctagecyg
ttcatcggoyg
ggcagccaga
cagttgtatc
gatactgtga

tgggtatata
cggtacgcca
gagaagtgtt
taagaaactc
cacgcaaagt
ggctgtaaac
gaccatatac
ccaaccccga
tacccaactg
agacatggtyg
cgtcaaaact
atcagaagcg
ggcagcagoco
ccactttgga
tgtaaccgag
aactgagaat
cagcgctgtt
atggataggt
tacaaagcat
aacccttggce
agattgaacg
tgccgaggac
ctgttttaga
cttgcgetta
cctgttggac
tgccgacagyg
ttcctaactce
ggtgttggaa
acgacaacat
tgcgetactt
ccagaaagct

caggaacagc
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ttctecgtecgg
gtcagtgctyg
acccacctaa
caggagagtyg
ggaaaatatg
tgtatttaat
ccggegectyg
gtccgcagty
tttcatcata
gacgggtcgg
taggagctac
ctgtaccttc
acgaaaagga
ctcagcagta
aatactggga
ctaacaacct
tgcaaaaacc
tcacagtaga
acagaggaaa
aacagcgtac
ccgtcctect
ttcgatgcca
aacggacata
ccgccttaat
ttgatagagg
tacgcgettc
tgttcgtcaa
gatcgtctga
aatacatggt
ggatgaacat
ccttactttt

ttgcagagtyg

acactggtcc
ccggtaaaca
gctggatgaa
cgtccatggc
aaagcaacaa
ggcagagacc
tgtactegec
gcagcatgta
ccaaatcacc
agagttgctt
ccgaaacaac
cccattccag
actgcaacgt
ttcaacgtgg
agaatttgca
atgtcactaa
cataatctgc
tatgaaaagg
gacctaaggt
ctatgtggaa
acccaatgtg
ttatagccgc
gcctoetttg
gctgttagaa
ctgctttcgg
aagttcggeyg
cacgttgtta
caaaatccgc
gtcgtecteog
ggaagtgaag
gtggagggtt
gcggacccgce



7851
7901
7951
8001
8051
8101
8151
8201
8251
8301
8351
8401
8451
8501
8551
8601
8651
8701
8751
8801
8851
8901
8951
9001
9051
9101
9151
9201
9251
9301
9351
9401

taaaaaggtt
gatgaagaca
aacagggcta
tgcagggtat
agatccaact
tcctaaatag
ggtacctaaa
tctacaatag
caagttatca
ccagctgatc
agaagccgcg
gcgccacgaa
ggctcaaaag
tcgaaaatga
tacgcgtgcet
gaccatcgat
agtacgacct
tcgaagttca
agcagtacag
aaccagggoa
gccatagttt
ggtgacctgg
aagagtggag
ttceceoctget
ggagaaaacc
atcagctget
agtattaagg
tcactgtcec
tagaacgcat
tccttgecaaa
gcgttacatg
ttgtaagaac
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atttaaattg
gaagacgggc
atagatgagce
atcagttgcg
tcgagaagcet
gtacgcacta
taccaatcag
gaggtaccag
gacccagacc
tcagcagtta
caagaatcgg
acaacatgaa
aaaaagaagc
ttgcatctte
tggtagggga
aatgcggacc
tgaatgcgcg
cccatgagaa
tactcaggag
cagcggtaga
taggaggagc
aacaaagaca
tcttgccatt
cccagecccce
ctgcgcatgce
acaagcatcc
acaacttcaa
gactgtggag
cagaaacgaa
tcggaataaa
gacaatcata

gtcagcaccg

ggcaaaccgt
gctggctgat
tggagaaagc
gtaatgtcca
cagaggaccc
cagctaccta
ccataatgga
cctcgacctt
gcgtccgeaa
ataaactgac
aagaataaga
tcaaaagaag
cgggccgtag
gaagtcaagc
caaagtaatg
tggccaaatt
cagatacccyg
accggagggyg
gccggtteac
ccgatcttcg
taatgaagga
tcgtcacgaa
ccagttatgt
ttgcacaccc
tagaagacaa
ttaacatgtt
tgtctataaa
aagggcactc
gcgacagacyg
gacggatgat
tgccagcaga

tgcacgatta

46

tagcggcagy
gaagtaatca
ggtgtactct
tggccacctt
gtcataactt
ttttgcagaa
gtttatccca
ggactccgeyg
aggaaagccyg
aatgcgcgcyg
agcaaaagca
cagcccccta
agagagaatg
atgaaggtaa
aagccagcac
ggccttecaag
tgcacatgaa
tactacaact
catccctaca
acaacaaggyg
gcccgtacag
aatcacccct
gcctgctggce
tgctgctacy
cgtcatgagc
ctcoeceogeag
gccataagac
gtgccatagt
ggacgctgaa
agccatgatt
cgcagagagg

ctggaacaat

tgacgaacaa
gatggcaacyg
aggtacgaag
tgcaagctcc
tgtacggcgyg
gccgacagca
acccaaactt
ccctactatce
ggcaacttgce
gtacctcaac
aaagcagcag
aaaagaaacc
tgcatgaaaa
ggtaacaggt
acgtaaaggyg
cggtcatcta
gtccgacgct
ggcaccacgyg
ggtgcgggcea
gcgcgtggtyg
cccteteggt
gagggggccy
aaataccacg
aaaaagagcc
cccgggtact
ccagcogacgc
cgtacctagc
ccegtagege
aatccaggtt
ggaccaagct
gccaggctat
gggacacttc



9451
2501
9551
9601
9651
9701
9751
9801
9851
89901
9951
10001
10051
10101
10151
10201
10251
10301
10351
10401
10451
10501
10551
10601
10651
10701
10751
10801
10851
10901
10951
11001

atcctggcece
cggtaggaag
ctgtgatagg
ctaccttgca
agaggtacat
agtccggtaa
tgtaattgcg
taataactgce
aatggcagta
cgaaaaggaa
ggtgcctaag
tcatgctgct
ggagaagaac
caggttaacc
agccgtacaa
cacccgcatyg
tgtggtagtt
tggcagtggg
gaactgacac
cattagaaca
ggaacgagca
gcectgattyg
aacgttgact
cgtacgaaca
actctagtca
tctgtcagtc
agtataaaac
gagtgcaagg
cgtctaccca
atacgcaatt
gaatttgcat
ccgegtectt
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gatgtccgaa
atcagtcact
ccgggaaaaa
gcacgtacgc
atgcccecag
tgtazagatc
gtgactcaaa
aaggttgatc
taattcccct
aagttcacat
gcaaggaacc
gtatcctgac
caaactatca
gtgccgactyg
gtattggccg
agataatttt
gtgtcagtgg
gatgtgecatg
caggagctac
gctaaagcgg
gcagcctttg
tcctatgeaa
tttttagccg
cgtaacagtyg
acagaccggg
actttggagc
cgtcatcceg
acaagagcct
ttcatgtggg
gagcgaagca
cagcatatag

taccaaggaa

aggagaaact
catgtacgca
tttcattcceo
gcagagcacc
acaccccaga
acagtcaata
tgaaggacta
aatgccatgce
ctggtcccge
tcecgtttect
ccaccgtgac
cacccaacgc
agaagagtgg
aagggctcga
cagttatcca
gtattattat
cctecgttegt
tgtgcacgac
cgtcecttte
ccacatacca
ttttggctgce
ctgtctgaga
taatgagcgt
atccecgaaca
ctacagcccce
caacgctatc
tctecegtacy
acctgattac
gcggcgcecta
catgtggaga
ggctcatacc

ataatgttac

47

ctgacggtgg
cccatttcac
gaccgcagca
gctgcaactyg
tcgecacattg
gtcagacggt
accactacag
cgcggtcacce
gtaatgctga
ctggcaaatg
gtacggaaaa
tcectgtecta
gtgacgcata
ggtcacgtgg
caaacggtac
gagctgtacc
actcctgteqg
gcagatgcat
ctgcttagee
agaggctgcg
aagcccttat
ctcttaccat
cggtgcccac
cggtgggagt
atggtactygg
gcttgattac
tgaaatgctg
agctgtaagqg
ctgcttectge
agtccgaatc
gcatccgeat

tgtatctgcet

gattcactga
cacgaccctc
cggtagagaa
ccgaggagat
atgtcacaac
gcggtacaag
acaaagtgat
aatcacaaaa
actcggggac
tgacatgcag
aaccaagtca
ccggaatatg
agaaggagat
ggcaacaacg
agcccacgge
ctactatgac
atggtgggtyg
tacaccgtac
taatatgctg
gtatacctgt
tccgctggca
gcttttgtaa
actgtgagcg
accgtataag
agatggagct
atcacgtgcg
cggtacagca
tcttcaccgg
gacactgaaa
atgcaaaaca
cagctaagct

tatgcaaacg



11051
11101
11151
11201
11251
11301
11351
11401
11451
11501
11551
11601
11651
11701
11751
11801
11851
11901
11951
12001
12051
12101
12151
12201
12251
12301
12351
12401
12451
12501
12551
12601

gcgatcatgc
tcttcagect
cgtctacaac
ttggcgacat
acacaactgg
ctctcaggea
cgctgcagea
agagcgatga
ggacgcggec
cgtgtgaggt
atcattaaat
gactaacgcc
ctcagttgca
gtacaagtct
gaaagaccat
aagacatttc
gtgggactgg
cgtgtcgttt
gtccecctaag
gatcaaaggg
aaaaatcata
gtgtcceccta
tagatcaaag
ataaaaatca
taaaacccct
taccataatt
cagccgaact
attctccgaa
cctgaacagt
attggcaaac
actcactttg

gtacccatag
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cgtcacagtt
ggacaccttt
atggactacc
ccaaagtcgc
tactgcagag
ccatctgget
cacagcacca
actgcgccegt
ttcactaggg
accagcctge
atgcagccag
gtcactattc
aatctctttt
gttctacaca
atagtcaatt
cgttacggcg
ttgtcgetgt
agcaggcact
agacacacca
ctgaacaacc
aaatagaaaa
agagacacac
ggctgaataa
taaaatagaa
gaatagtaac
ggcaatcgga
cgctttgaga
cccacaggga
aataaaacat
ggaagagatg
agatgtaggc
ggacgtagga

aaggacgcta
ftgacaataaa
cgcccttegg
acgcctgaga
accgtccgeg
tcaagtattyg
tttggctgtc
agggaacatg
tcgtcgacge
acccactect
caagaaaggc
gggaagctga
tcgacggccc
agtacactgt
acccggcgtc
atgtcatggg
tgcagcactyg
aacttgacaa
catatagcta
cctgaatagt
ccagaaacag
catatatagc
cccctgaata
aaccataaac
aaaacataaa
agagatgtag
tgtaggcgta
cgtaggagat
aaaattaata
taggtactta
atagcatacc

gatgttattt

48

aattcattgt
atcgtggtgt
cgcaggaaga
gcgaagacgt
ggtacggtgc
gctaaaagaa
aaatagcaac
cctatctccea
gccatcttta
cagactttgg
aagtgtgcgyg
aatagaagta
Lagccagcgc
gcagccgagt
acacaccacc
Lgcagaagat
atcctaatcg
ctaggtacga
agaatcaata
aacaaaatat
aagtaggtaa
taagaatcaa
ataacaaaat
agaagtagtt
actaataaaa
gtacttaagc
gcacaccgaa
gttcaaagtyg
aggatcaaat
agcttcctaa
gaactcttcc

tgtttttaat

ggggccaatg

acaaaggcga
ccaggacaat
ctatgctaac
acgtgccgta
cgaggggcgt
aaacccggta
tcgacatacc
acggacatgt
gggcgtagce
tgcattcgat
gaagggaact
cgaattccge
gccatccacce
ctcggggtcec
cacgggaggt
tggtgctatyg
aggtatatgt
gataagtata
aaaaatcaac
gaaggtatat
tagataagta
ataaaaatca
caaagggcta
atcaaatgaa
ttcctaaaag
ctcttececata
gctataaaac
gagtaccata
aagcagccga

acaattctcc

atttclgagag]
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12651 lagttgcaagg

ctaagcactg

caatggaaag

gctctgcggce

atatatgagc]

12701 [ctattctagg

gagacatgtc

atctttcatyg

aaggttcagt

gtcctagttd]

12751 |ccttccecca

12801
12851
12901
12951
13001
13051
13101
13151

ggcaaaacga

cacgggagca

ggtcagggtt

gctctgggtal

baagcctgta

agcctaagag

ctaatcctgt

acatggctcc

tttacctacd

lcactggggat

ttgacctcta

tctccactct

cattapAAAAA

AAAAAAGGGT
ACACTGGACT
TGTGCCTTCT
CCTTGACCCT
GAAATTGCAT
GGTGGGGCAG

ACGCGGCCGC
AGTGGATCAG
AGTTGCCAGC
GGAAGGTGCC
CGCATTGTCT
GAC

CACTGTGCTG
CTTAAGTTTA
CATCTGTTGT
ACTCCCACTG
GAGTAGGTGT

49

GATATCTGCA
AACCGCTGAT
TTGCCCCTCC
TCCTTTCCTA
CATTCTATTC

AAAAAARAARA
GAATTCCACC
CAGCCTCGAC
CCCGTGCCTT
ATAAAATGAG
TGGGGGGTGG
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Figura 7. La poliproteina estructural del VCHIK dentro del i-DNA de TC-83 esta recuadrada.

51
101
151
201
251
301
351
401
451
501
551
601
651
701
751
801
851
901
951

1001
1051
1101
1151
1201
1251
1301

GGCGCGCCTG

GGGTCATTAG
GGTAAATGGC
CAATAATGAC
CGTCAATGGG
AGTGTATCAT
GGCCCGCCTG
TGGCAGTACA
TTGGCAGTAC
CAAGTCTCCA
CAACGGGACT
GGGCGGTAGG
TAACTAGAGA
AAAATGGAGA
AGCTTTGCAG
CTGATAATGA
CTGATCGARA
TGCGCCCGCC
CGATGAGATG
CTGAAGAAARA
GAAGGAGCTC
TGTGCCTCCA
TACCAGGATG
CAATAAGGGA
TTATGTTTAA
GCCGACGAAA
CGTTATGGAG

ACATTGATTA
TTCATAGCCC
CCGCCTGGLCT
GTATGTTCCC
TGGAGTATTT
ATGCCAAGTA
GCATTATGCC
TCTACGTATT
ATCAATGGGC
CCCCATTGAC
TTCCAAAATG
CGTGTACGGT
TAGGCGGCGE
AAGTTCACGT
CGGAGCTTCC
CCATGCTAAT
CGGAGGTGGA
CGCAGAATGT
TGCGGAAGAT
ACTGTAAGGA
GCCGCCGTCA
CGACGACGAG
TATACGCGGT
GTTAGAGTCG
GAACTTGGCT
CCGTGTTAAC
CGGTCACGTA

TTGACTAGTT
ATATATGGAG
GACCGCCCAA
ATAGTAACGC
ACGGTAAACT
CGCCCCCTAT
CAGTACATGA
AGTCATCGCT
GTGGATAGCG
GTCAATGGGA
TCGTAACAAC
GGGAGGTCTA
ATGAGAGAAG
TGACATCGAG
CGCAGTTTGA
GCCAGAGCGT
CCCATCCGAC
ATTCTAAGCA
CCGGACAGAT
AATAACTGAT
TGAGCGACCC
TCGTGTCGCT
TGACGGACCG
CCTACTGGAT
GGAGCATATC
GGCTCGTAAC
GAGGGATGTC

50

ATTAATAGTA
TTCCGCGTTA
CGACCCCCGC
CAATAGGGAC
GCCCACTTGG
TGACGTCAAT
CCTTATGGGA
ATTACCATGG
GTTTGACTCA
GTTTGTTTTG
TCCGCCCCAT
TATAAGCAGA
CCCAGACCAA
GAAGACAGCC
GGTAGAAGCC
TTTCGCATCT
ACGATCCTTG
CAAGTATCAT
TGTATAAGTA
AAGGAATTGG
TGACCTGGAA
ACGAAGGGCA
ACARAGTCTCT
AGGCTTTGAC
CATCATACTC
ATAGGCCTAT
CATTCTTAGA

ATCAATTACG
CATAACTTAC
CCATTGACGT
TTTCCATTGA
CAGTACATCA
GACGGTAAAT
CTTTCCTACT
TGATGCGGTT
CGGGGATTTC
GCACCAAAAT
TGACGCAAAT
GCTCTCTGGC
TTACCTACCC
CATTCCTCAG
AAGCAGGTCA
GGCTTCAARA
ACATTGGAAG
TGTATCTGTC
TGCAACTAAG
ACAAGAAAAT
ACTGAGACTA
AGTCGCTGTT
ATCACCAAGC
ACCACCCCTT
TACCAACTGG
GCAGCTCTGA
AAGAAGTATT



1351
1401
1451
1501
1551
1601
1651
1701
1751
1801
1851
1901
1951
2001
2051
2101
2151
2201
2251
2301
2351
2401
2451
2501
2551
2601
2651
2701
2751
2801
2851

TGAAACCATC
GAGAAGAGGG
ACGTGGCAAG
ACGGGTACGT
CCTTCAGGCT
AGTGACAGAC
ATGTGCCAGC
GTCAGTGCGG
AGTCGTCAAC
TTTTGCCCGT
GAAGATCAAG
CATGGGGTGT
AGCGCCCGGA
TTCGTGCTGC
ARGAATCAGG
CCGCCGAGGA
GTGCGTGAAG
TGTTGAGGAG
CTGGGGCCGG
TACGCTGGCG
TGTACTCAAG
TCATAGTGAT
TACCATGGTA
CTTTCAAGCT
TCGTAAACAG
ACTGATGAAG
ATACCTGTAC
CTGGGCTAGG
GCCTACGAGA
CATAGGGGTG
GCGCAGTCAC
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CAACAATGTT
ACTTACTGAG
CAAAATTACA
CGTTAAAAGA
ATGCTGCTAC
ACATTGAACG
TACATTGTGT
ACGACGCGCA
GGTCGCACCC
AGTGGCCCAG
ARGATGAAMG
TGTTGGGCTT
TACCCAAACC
CCAGGATAGG
ARAATGTTAG
CGTACAAGAA
CCGAGGAGTT
CCCACTCTGG
CTCAGTGGAG
AGGACAAGAT
AGTGAAAAAT
ARCACACTCT
AAGTAGTGGT
CTGAGTGAAA
GTACCTGCAC
ARTATTACARA
GACATCGACA
GCTCACAGGC
GTCTGAGAAC
TATGGCGTGC
CAARADAGAT

CTATTCTCTG
GAGCTGGCAC
CATGTCGGTG
ATAGCTATCA
GATGCACCGC
GGGAGAGGGT
GACCAAATGA
AAAACTGCTG
AGAGAAACAC
GCATTTGCTA
GCCACTAGGA
TTAGAAGGCA
ATCATCAAAG
CAGTAACACA
AGGAGCACAA
GCTAAGTGCG
GCGCGCAGCT
AAGCCGATGT
ACACCTCGTG
CGGCTCTTAC
TATCTTGCAT
GGCCGAARAG
GCCAGAGGGA
GTGCCACCAT
CATATTGCCA
AACTGTCAAG
GGAARCAGTG
GAGCTGGTGG
ACGACCAGCC
CAGGATCAGG
CTAGTGGTGA

51

TTGGCTCGAC
CTGCCGTCTG
TGAGACTATA
GTCCAGGCCT
GAGGGATTCT
CTCTTTTCCC
CTGGCATACT
GTTGGGCTCA
CAATACCATG
GGTGGGCAARAA
CTACGAGATA
CAAGATAACA
TGAACAGCGA
TTGGAGATCG
GGAGCCGTCA
CAGCCGATGA
CTACCACCTT
CCGACTTGATG
GCTTGATAAA
GCTGTGCTTT
CCACCCTCTC
GGCGTTATGC
CATGCAATAC
TGTGTACAAC
CACATGGAGG
CCCAGCGAGC
CGTCRAGAAR
ATCCTCCCTT
GCTCCTTACC
CAAGTCTGGC
GCGCCAAGAA

CATCTACCAC
TATTTCACTT
GTTAGTTGCG
GTATGGGAAG
TGTGCTGCAA
GTGTGCACGT
GGCAACAGAT
ACCAGCGTAT
AAAAATTACC
GGAATATAAG
GACAGTTAGT
TCTATTTATA
TTTCCACTCA
GGCTGAGAAC
CCTCTCATTA
GGCTAAGGAG
TGGCAGCTGA
TTACAAGAGG
GGTTACCAGC
CTCCGCAGGC
GCTGAACAAG
CGTGGAACCA
CCGTCCAGGA
GAACGTGAGT
AGCGCTGAAC
ACGACGGCGA
GAACTAGTCA
CCATGAATTC
AAGTACCAAC
ATCATTAARA
AGARAACTGT



2901
2951
3001
3051
3101
3151
3201
3251
3301
3351
3401
3451
3501
3551
3601
3651
3701
3751
3801
3851
3901
3951
4001
4051
4101
4151
4201
4251
4301
4351
4401

GCAGAAATTA
CAGAACTGTG
CCCTGTATAT
CTCATAGCCA
ACAGTGCGGT
AGATTTGCAC
TCTGTGACTT
GACGAATCCG
AACCTAAGCA
CAGTTGCAAA
TCAAGGGCTG
AARATCCTCT
CGCACGGAGG
AAARACACTG
AGTGGCAAGC
GACCCTACCG
TTTAGTGCCG
GGAACACTGT
GTATTGAACC
TCTATTTTCT
ATAACTCCCC
CAGCTCTCTC
AGTCTATGAC
ACCTAGTACC
AATGAACACC
CAGAACTGTC
TTGACTGGTT
TTAGGCATCC
GAGGACCCCA
TTAAGCTTAG
GGAACCTGTG

ES 2 647 662 T3

TAAGGGACGT
GACTCAGTGC
TGACGAAGCT
TTATAAGACC
TTTTTTAACA
ACAAGTCTTC
CGGTCGTCTC
ARAGAGACTA
GGACGATCTC
TAGATTACAA
ACCCGTAAAG
GTACGCACCC
ACCGCATCGT
ACTGCCAAGT
AGAGCATGAT
ACGTCTTCCA
GTGCTGAAGA
GGATTATTTT
AACTATGCGT
GCACCCACTG
GTCGCCTARC
GCAGGTACCC
ATGAACACTG
TGTARACAGA
CACAGAGTGA
CTGGTGGTCG
GTCAGACCGG
CAGGTGATGT
TATARATACC
CATGTTGACC
TCAGCATAGG

CAAGAAAATG
TCTTGAATGG
TTTGCTTGTC
TAAARAGGCA
TGATGTGCCT
CACARAAAGCA
AACCTTGTTT
AGATTGTGAT
ATTCTCACTT
AGGCAACGAA
GTGTGTATGC
ACCTCAGAAC
GTGGAAAACA
ACCCTGGGAA
GCCATCATGA
GAATAAGGCA
CCGCTGGCAT
GAAACGGACA
GAGGTTCTTT
TTCCGTTATC
ATGTACGGGC
ACAACTGCCT
GTACACTGCG
AGACTGCCTC
CITTTCTTCA
GGGARAAGTT
CCTGAGGCTA
GCCCAAATAT
ATCACTATCA
AAGARAGCTT
TTATGGTTAC

52

AAAGGGCTGG
ATGCAAACAC
ATGCAGGTAC
GTGCTCTGCG
GAAAGTGCAT
TCTCTCGCCG
TACGACARAR
TGACACTACC
GTTTCAGAGG
ATAATGACGG
CGTTCGGTAC
ATGTGAACGT
CTAGCCGGCG
TTTCACTGCC
GGCACATCTT
AACGTGTGTIT
AGACATGACC
AAGCTCACTC
GGACTCGATC
CATTAGGAAT
TGAATARAAGA
CGGGCAGTTG
CAATTATGAT
ATGCTTTAGT
TTCGTCAGCA
GTCCGTCCCA
CCTTCAGAGC
GACATAATAT
GCAGTGTGAA
GTCTGCATCT
GCTGACAGGG

ACGTCAATGC
CCCGTAGAGA
TCTCAGAGCG
GGGATCCCAA
TTTAACCACG
TTGCACTAARA
AARTGAGAAC
GGCAGTACCA
GTGGGTGAAG
CAGCTGCCTC
AAGGTGAATG
CCTACTGACC
ACCCATGGAT
ACGATAGAGG
GGAGAGACCG
GGGCCAAGGC
ACTGAACAAT
AGCAGAGATA
TGGACTCCGG
AATCACTGGG
AGTGGTCCGT
CCACTGGAAG
CCGCGCATAA
CCTCCACCAT
AATTGAAGGG
GGCAARATGG
TCGGCTGGAT
TTGTTAATGT
GACCATGCCA
GAATCCCGGC
CCAGCGARAAG



4451
4301
4551
4601
4651
4701
4751
4801
4851
4901
4951
5001
5051
5101
5151
5201
5251
5301
5351
5401
5451
5501
5351
5601
5651
5701
5751
5801
5851
5901
5951

CATCATTGGT
CGAAATCCTC
GATCGCAAGG
CARCATTTAT
ATCATGTGGT
AATGCTGCTA
GTATAAGAAG
AAGCGCGACT
CCAAACTTCA
GGCTTATGAG
TAGCGATTCC
CTAACCCAAT
AGATGTAGCC
AAGCAGTGGC
TCTTCAGTGA
TTCTTTGGCT
CATATTTGGA
ATTAATGCCA
GTATATCCTC
AAGAGTCGGA
CATGCCATGA
ACAAATTACT
GTGTGCAGAA
CCTGCGTATA
CGAGACTCCG
AACAACCACC
CCGATCATCA
TGGCCCGACC
CCTCTGTATC
GTGGACAGTT
CGGGGCAACG

ES 2 647 662 T3

GCTATAGCGC
ACTTGAAGAG
CCCGTACGCA
ACAGGTTCCA
GCGAGGGGAT
ACAGCAARAGG
TTCCCGGAAA
GGTCAAAGGT
ACRAAGTTTC
TCCATCGCTA
ACTGTTGTCC
CATTGAACCA
ATATACTGCA
TAGGAGAGAA
CAGAACCTGA
GGAAGGAAGG
AGGGACCAAG
TGTGGCCCGT
GGAGARAGCA
AGCCTCCACA
CTCCAGAAAG
GTIGTGCTCAT
GATCCAATGC
TTCATCCAAG
GAGCCATCGG
ACTTATAACC
TCGAAGAGGA
CACCAGGTGC
TAGCTCATCC
TATCCATACT
TCAGCCGAGA

GGCAGTTCAA
ACGGAAGTTC
CAATCCTTAC
GACTCCACGA
ATTGCCACGG
ACAACCTGGC
GCTTCGATTT
GCAGCTAARAC
GGAGGTTGAA
AGATTGTCAA
ACCGGCATCT
TTTGCTGACA
GGGACAAGAA
GCAGTGGAGG
TGCAGAGCTG
GCTACAGCAC
TTTCACCAGG
TGCAACGGAG
TGAGCAGTAT
CCACCTAGCA
AGTACAGCGC
CCTTTCCATT
TCCCAGCCTA
GAAGTATCTC
CAGAGAACCA
GAGGATGAGA
AGAAGAGGAT
TGCAAGTCGA
TGGTCCATTC
TGACACCCTG
CTAACTCTTA

53

GTTTTCCCGG
TGTTTGTATT
AAGCTTTCAT
AGCCGGATGT
CCACCGAAGG
GGAGGGGTGT
ACAGCCGATC
ATATCATTCA
GGTGACARAC
CGATAACAAT
TTTCCGGGAA
GCTTTAGACA
ATGGGAAATG
AGATATGCAT
GTGAGGGTGC
AAGCGATGGC
CGGCCAAGGA
GCCAATGAGC
TAGGTCGAAA
CGCTGCCTTG
CTAAAAGCCT
GCCGAAGTAT
TATTGTTCTC
GTGGAAACAC
ATCCACAGAG
CCAGGACTAG
AGCATAAGTT
GGCAGACATT
CTCATGCATC
GAGGGAGCTA
CTTCGCAAAG

GTATGCAAAC
CATTGGGTAC
CAACCTTGAC
GCACCCTCAT
AGTGATTATA
GCGGAGCGCT
GAAGTAGGAA
TGCCGTAGGA
AGTTGGCAGA
TACAAGTCAG
CAAAGATCGA
CCACTGATGC
ACTCTCAAGG
ATCCGACGAC
ATCCGAAGAG
AARAACTTTCT
TATAGCAGAA
AGGTATGCAT
TGCCCCGTCG
CTTGTGCATC
CACGTCCAGA
AGAATCACTG
ACCGAAAGTG
CACCGGTAGA
GGGACACCTG
AACGCCTGAG
TGCTGTCAGA
CACGGGCCGC
CGACTTTGAT
GCGTGACCAG
AGTATGGAGT



6001
6051
6101
6151
6201
6251
6301
6351
6401
6451
6501
6551
6601
6651
6701
6751
6801
6851
6901
6951
7001
7051
7101
7151
7201
7251
7301
1351
7401
7451
1501

TTCTGGCGCG
CATCCCGCTC
CTCGAGAACC
CTAGAGAGGA
GTCTCGAGAA
TACAAGAGAG
ATGCGGGTGC
CAARANTCAG
CGAATTGGAG
TACTACGCAA
TACCAGTCCA
TCTGCAAGGC
ACCGRACCCT
TTCTCAAGCC
GAACTTTCCG
ATTTGGACAT
TGCCCTGCAA
CACAATACGA
TCCTGGCAGC
TTGCCCGTAT
TGCGTGTAAT
TTACTGAAGA
GCTGCTGCTC
ACCAATGGAC
CAGGAACAAA
GCCGATCCGC
TAGGAGATTA
TGTCGGCTGA
GATTGTGTTC
CGCCATGGCT
CAGAGCTGTT

ES 2 647 662 T3

ACCGGTGCCT
CGCGCACAAG
AGCCTAGTTT
GCTCGAGGCG
CCAGCCTGGT
GAGTTTGAGG
ATACATCTTT
TAAGGCAAAC
ATTTCGTATG
GAAATTACAG
GGAAGGTGGA
CTAGGGCATT
GCATCCTGTT
CCAAGGTCGC
ACTGTGGCTT
GGTTGACGGA
AGCTGCGCAG
TCGGCAGTGC
TGCCACAAAA
TGGATTCGGC
AATGAATATT
AMRMNCGTGGTA
TTTTTGCGAA
AGGTTTGTAA
ACATACTGAA
TAGCAACAGC
AATGCGGTCC
AGACTTTGAC
TGGAAACTGA
CTGACCGCGT
GACGCTGATT

GCGCCTCGAA
AACACCGTCA
CCACCCCGCC
CTTACCCCGT
CTCCAACCCG
CGTTCGTAGC
TCCTCCGACA
GGTGCTATCC
CCCCGCGCCT
TTAAATCCCA
GAACATGAAA
ATTTGAAGGC
CCTTTGTATT
AGTGGAAGCC
CTTACTGTAT
GCTTCATGCT
CTTTCCARAAG
CTTCAGCGAT
AGAAATTGCA
GGCCTTTAAT
GGGAAACGTT
AATTACATTA
GACACATAAT
TGGACTTAAA
GAACGGCCCA
GTATCTGTGC
TGCTTCCGAA
GCTATTATAG
CATCGCGTCG
TAARTGATTCT
GAGGCGGCTT

54

CAGTATTCAG
CTTGCACCCA
AGGCGTGAAT
CACGCACTCC
CCAGGCGTAA
ACAACAACAA
CCGGTCAAGG
GAAGTGGTGT
CGACCAAGAA
CACCTGCTAA
GCCATAACAG
AGAAGGAAAA
CATCTAGTGT
TGTAACGCCA
TATTCCAGAG
GCTTAGACAC
AAACACTCCT
CCAGAACACG
ATGTCACGCA
GTGGAATGCT
TAAAGARAAC
CCAAATTAARL
TTGAATATGT
GAGAGACGTG
AGGTACAGGT
GGAATCCACC
CATTCATACA
CCGAGCACTT
TTTGATAAAA
GGAAGACTTA
TCGGCGAAAT

GAACCCTCCA
GCAGGGCCTG
AGGGTGATCA
TAGCAGGTCG
ATAGGGTGAT
TGACGGTTTG
GCATTTACAA
TGGAGAGGAC
AAAGARGAAT
CAGAAGCAGA
CTAGACGTAT
GTGGAGTGCT
GAACCGTIGCC
TGTTGAAAGA
TACGATGCCT
TGCCAGTTTT
ATTTGGAACC
CTCCAGAACG
AATGAGAGAA
TCAAGAAATA
CCCATCAGGC
AGGACCAAAA
TGCAGGACAT
AAAGTGACTC
GATCCAGGCT
GAGAGCTGGT
CTGTTTGATA
CCAGCCTGGG
GTGAGGACGA
GGTGTGGACG
TTCATCAATA



7551
7601
7651
7701
7751
7801
7851
7901
7951
8001
8051
8101
8151
8201
8251
8301
8351
8401
8451
8501
8551
8601
8651
8701
8751
8801
8851
8901
8951

CATTTGCCCA
AATGTTCCTC
GCAGAGTGTT
GCAGATGACHR
CAGGTGCGCC
TGGGCGAGAR
GTGACCGGCA
GCTTGGCAAR
GGGCATTGCA
GAGCTGTGCA
CATAGTTATG
ACCTGAGAGG
ACATAGTCTA

ES 2 647 662 T3

CTARAACTARA
ACACTGTTTG
GAGAGAACGG
ATATCGTGAA
ACCTGGTTGA
AGCGCCCTAT
CAGCGTGCCG
CCTCTGGCAG
TGAAGAGTCA
AGGCAGTAGA
GCCATGACTA
GGCCCCTATA
GTCCGCCAAG

ATTTAAATTC
TGAACACAGT
CTAACCGGAT
AGGAGTCAAR
ATATGGAAGT
TTCTGTGGAG
TGTGGCAGAC
CAGACGATGA
ACACGCTGGA
ATCAAGGTAT
CTCTAGCTAG
ACTCTCTACG

GGAGCCATGA
CATTAACATT
CACCATGTGC
TCGGACAAAT
CAAGATTATA
GGTTTATTTT
CCCCTAAARAA
ACATGATGAT
ACCGAGTGGG
GARACCGTAG
CAGTGTTARAA
GCTAACCTGA

TGARATCTGG
GTAATCGCAA
AGCATTCATT
TAATGGCAGA
GATGCTGTGG
GTGTGACTCC
GGCTGTTTAA
GACAGGAGAL
TATTCTTTCA
GAACTTCCAT
TCATTCAGCT
ATGGACTACG

ATGgagttta

tcccaaccca

aactttctad|

lkataggaggt

accagcctceg

accttggact

ccgcecgececta

ctatccaagt]

[catcagaccc

agaccgcgtc

cgcaaaggaa

agccgggcaa

cttgcccagd

[tgatctcage

agttaataaa

ctgacaatgce

gcgcggtace

tcaacagaad]

ccgcgcaaga

atcggaagaa

taagaagcaa

aagcaaaagc

agcaggcged|

lacgaaacaac

atgaatcaaa

agaagcagcc

ccctaaaaag

aaaccggctd

laazagaaaaa

Jaagccgggc

cgtagagaga

Jaatgtgcat

gaaaatcgaa

laatgattgca

tcttcgaagt

caagcatgaa

ggtaaggtaa

caggttacgc

btgcttggta

ggggacaaaqg

taatgaagcc

agcacacgta

aaggggaccal

[tcgataatgc

ggacctggec

aaattggect

tcaagcggtc

atctaagtad|

lgaccttgaat

gcgcgcagat

acccgtgeac

atgaagtccg

acgcttcgaal

gttcacccat

gagaaaccgqg

aggggtacta

caactggcac

cacggagcag|

[acagtactc

aggaggccgg

ttcaccatcc

ctacaggtgce

gggcaaacca|

baggacageg

gtagaccgat

cttcgacaac

a499g94gcygcy

tggtggccat]

lbgttttagga

ggagctaatg

aaggagcccg

tacagccctc

tcggtggtyaa)

lcctggaacaa

agacatcgtc

acgaaaatca

ccecctgaggg

ggcogaagag|

[tggagtcttg

ccattccagt

tatgtgcectg

ctggcaaata

ccacgttced|
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9001
95051
9101
9151
9201
9251
9301
9351
9401
9451
9501
9551
9601
9651
9701
9751
9801
9851
9901
9951
10001
10051
10101
10151
10201
10251
10301
10351
10401
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lctgctcccag

cccecttgea

caccctgctyg

ctacgaaaaa

gagccggagal

laaaccctgcg

catgctagaa

gacaacgtca

tgagcccegy

gtactatcag|

lctgctacaag

catccttaac

atgttctccc

cgccgcecage

gacgcagtat]

ltaaggacaac

ttcaatgtct

ataaagccat

aagaccgtac

ctagctcact|

lgtcccgactg

tggagaaggg

cactcgtgcc

atagtcccgt

agcgctagaal

lcgcatcagaa

acgaagcgac

adgacgggacyg

ctgaaaatcc

aggtttecttl

lgcaaatcgga

ataaagacgg

atgatagcca

tgattggacc

aagctgcgtt]

lacatggacaa

tcatatgcca

gcagacgcag

agagggccag

gctatttgtal

lagaacgtcag

caccgtgcac

gattactgga

acaatgggac

acttcatcct|

lggcccgatgt

ccgaaaggag

aaactctgac

ggtgggattc

actgacggtal

lggaagatcag

tcactcatgt

acgcacccat

ttcaccacga

ccectectgtyl

lataggccggg

aaaaatttca

ttcccgaccy

cagcacggta

gagaactacd)

lttgcagcacg

tacgcgcaga

gcaccgctgc

aactgccgag

gagatagagg]

ltacatatgcc

cCCagacacc

ccagatcgca

cattgatgtc

acaacagtcd)

lggtaatgtaa

agatcacagt

caatagtcag

acggtgcggt

acaagtgtaal

lttgcggtgac

tcaaatgaag

gactaaccac

tacagacaaa

gtgattaatal

bctgcaaggt

tgatcaatgc

catgccgcgg

tLcaccaatca

caaaaaatgﬁ

lcagtataatt

cccctotggt

cccgegtaat

gctgaactcyg

gggaccgaaal

laggaaaagtt

cacattccgt

ttcctectgge

aaatgtgaca

tgcagggtgd)

lctaaggcaag

Jaaccccacc

gtgacgtacg

Jaadaaaacca

agtcatcatq|

lctgctgtatc

ctgaccaccc

aacgctcctyg

tcectaccgga

atatgggagal

lagaaccaaac

tatcaagaag

agtgggtgac

gcataagaay

gagatcaggt|

ltaaccgtgcc

gactgaaggg

ctcgaggtca

cgtggggcaa

caacgagccg|

ltacaagtatt

ggccgcagtt

atccacaaac

ggtacagccc

acggccaccd)

lgcatgagata

attttgtatt

attatgagct

gtaccctact

atgactgtggl

tagttgtgtc

agtggcctcg

ttcgtactcc

tgtcgatggt

gggtgtggcal

lgtggggatgt

gcatgtgtgce

acgacgcaga

tgcattacac

cgtacgaact|

lgacaccagga

gctaccgtcc

ctttcectget

tagcctaata

tgctgcattal

lgaacagctaa

agcggccaca

taccaagagg

ctgcggtata

cctgtggaad]
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10451
10501
10551
10601
10651
10701
10751
10801
10851
10801
10851
11001
11051
11101
11151
11201
11251
11301
11351
11401
11451
11501
11551
11601
11651
11701
11751
11801
11851
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lgagcagcagc

ctttgttttyg

gctgcaagcc

cttattccgce

tggcagccect]

lgattgtccta

tgcaactgtc

tgagactctt

accatgcttt

tgtaaaacgt]

ltgactttttt

agccgtaatg

agcgtcggtg

cccacactgt

gagcgcgtad]

lgaacacgtaa

cagtgatccce

gaacacggtg

ggagtaccgt

ataagactct]

lagtcaacaga

ccgggctaca

gccocccatggt

actggagatg

gagcttotgt]

lcagtcacttt

ggagccaacy

ctatcgcttyg

attacatcac

gtgcgagtat]

laaaaccgtea

tccegtetec

gtacgtgaaa

tgctgcggta

cagcagagtg|

lcaaggacaag

agcctacctg

attacagctg

taaggtcttc

accggcgtet|

lacccattcat

gtggggcggc

gcctactget

tctgcgacac

tgaaaatacg|

lcaattgageg

aagcacatgt

ggagaagtcc

gaatcatgca

aaacagaatt]

ltgcatcagca

tatagggctc

ataccgcatc

cgcatcagct

aagctccegeg|

ltcctttacca

aggaaataat

gttactgtat

ctgcttatgc

aaacggcgat|

lcatgccgtca

cagttaagga

cgctaaattc

attgtggggce

caatgtcttc

lagcctggaca

cecttttgaca

ataaaatcgt

ggtgtacaaa

ggcgacgtot]

lacaacatgga

ctacccgcco

ttcggcgcag

gaagaccagqg

acaatttggd|

lgacatccaaa

gtcgcacgcc

tgagagcgaa

gacgtctatyg

ctaacacacal

lactggtactg

cagagaccgt

ccgcgggtac

ggtgcacgtg

ccgtactctd|

laggcaccatc

tggcttcaag

tattggctaa

aagaacgagyg

ggcgtogetg]

lcagcacacag

caccatttgg

ctgtcaaata

gCaalCaaacc

cggtaagagq|

lgatgaactgc

gccgtaggga

acatgcctat

ctccatcgac

ataccggacg|

lcggcettcac

tagggtcgtc

gacgcgccat

ctttaacgga

catgtcgtgt]

lgaggtaccag

cctgcacccea

ctcctcagac

tttgggggcy

tagccatcat|

ltaaatatgca

gccagcaaga

aaggcaagtyg

tgcggtgeat

tcgatgactal

lacgccgtcac

tattcgggaa

gctgaaatag

aagtagaagg

gaactctcag]

lttgcaaatct

ctttttcgac

ggccctagec

agcgeccgaat

tccgegtacal

lagtctgttct

acacaagtac

actgtgcagc

cgagtgccat

ccaccgaaadg|

laccatatagt

caattacccg

gcgtcacaca

ccaccctcgg

ggtccaagac)

latttcegtta

cggcgatgtc

atgggtgcag

aagatcacgg

gaggtgtggg]

lactggttgtc

gctgttgcag

cactgatcct

aatcgtggtg

ctatgcgtgt]
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11901
11951
12001
12051
12101
12151

ES 2 647 662 T3

lcgtttagcag

gcacTGAATA

ACTCGCGGCG
TTCTTTTCCG
AAAAAAGGGT
ACACTGGACT
TGTGCCTTCT

ATTGGCATGC
AATCGGATTT
ACGCGGCCGC
AGTGGATCAG
AGTTGCCAGC

CAGCAGCAAT TGGCAAGCTG CTTACATAGA
CGCCTTAAAA TTTTTATTTT ATTTTTTCTT
TGTTTTTAAT ATTTCAAAAA AAAAARAAARA
CACTGTGCTG GATATCTGCA GAATTCCACC
CTTAAGTTTA AACCGCTGAT CAGCCTCGAC
CAT
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Figura 8.

Promotor
Proteccion terminal 5' 26S PoliA-3'

Proteinas no estructurales C-GP o
OO VCHIK gendmico

E Véase la Figura 6

de transporte
nuclear

i-DNA quimérico de TC-83 que contiene C-GPS del VCHIK

1 . X
O,OOOrr:t::S \ Véase la Figura 9
)

i-DNA quimérico del VCHIK que contiene C-GP de TC-83 (uotro alfavirus)

59



ES 2 647 662 T3

Figura 9. i-DNA quimérico del VCHIK obtenido de la cepa atenuada viva 181/25 que contiene
C-GP de TC-83. Este i-DNA puede utilizarse como una vacuna frente a EEV. La poliproteina

estructural de TC-83 esta recuadrada.

1

51
101
151
201
251
301
351
401
451
501
551
601
651
701
751
801
851
901
951
1001
1051
1101
1151
1201
1251
1301
1351
1401
1451

GGCGCGCCTG
GGGTCATTAG
GGTAAATGGC
CAATAATGAC
CGTCAATGGG
AGTGTATCAT
GGCCCGCCTG
TGGCAGTACA
TTGGCAGTAC
CAAGTCTCCA
CAACGGGACT
GGGCGGTAGG
TAACTAGAGa
ctctactctyg
gtggacatag
ccccatgttt
atgctagagc
gatcccgact
gatgtcggac
atcccgagag
aaagtcctgg
gatggccgtg
tctcatgtag
gtacacgcac
ggcgtactgg
cgggtgccta
aaggctaaga
aggcaaattyg
tgctgttcte
aagagctggce

ACATTGATTA
TTCATAGCCC
CCGCCTGGCT
GTATGTTCCC
TGGAGTATTT
ATGCCAAGTA
GCATTATGCC
TCTACGTATT
ATCAATGGGC
CCCCATTGAC
TTCCAAAATG
CGTGTACGGT
tggctgcegtyg
caaagcaaga
acgctgacag
gaggtggaac
gttctcgcat
caaccatcct
aggaagtacc
actcgctaat
acagaaacat
ccagacacgg
acagagagca
ccacgtcgct
gtagggttcyg
cccctecatac
acataggatt
tctatcatga
agtagggtca
acctaccatc

TTGACTAGTT
ATATATGGAG
GACCGCCCAA
ATAGTAACGC
ACGGTAAACT
CGCCCCCTAT
CAGTACATGA
AGTCATCGCT
GTGGATAGCG
GTCAATGGGA
TCGTAACAAC
GGGAGGTCTA
agacacacgt
gattaataac
cgcctttttyg
ctaggcaggt
ctagccataa
ggatataggt
actgegtttg
tatgcgagaa
ttctggaaag
agacgccaac
gacgtcgcga
ataccaccag
acacaacccc
tcgacaaatt
atgttcaaca
gagggaaaaa
acgctttacc
ggtgttccat
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ATTAATAGTA
TTCCGCGTTA
CGACCCCCGC
CAATAGGGAC
GCCCACTTGG
TGACGTCAAT
CCTTATGGGA
ATTACCATGG
GTTTGACTCA
GTTTGTTTTG
TCCGCCCCAT
TATARGCAGA
agcctaccag
ccatcatgga
aaggccctgce
cacatcgaat
aactaataga
agtgcgccag
ccecgatgege
agctcgcatc
atcggggact
attttgctta
tataccaaga
gcgattaaag
gttcatgtac
gggcggatga
gacctgacgg
gctaaaaccg
cggaaagccyg
ctaaagggca

ATCAATTACG
CATAACTTAC
CCATTGACGT
TTTCCATTGA
CAGTACATCA
GACGGTAAAT
CTTTCCTACT
TGATGCGGTT
CGGGGATTTC
GCACCAAAAT
TGACGCAARAT
GCTCTCTGGC
tttcttactg
ttetgtgtac
aacgtgcgta
gaccatgcta
gcaggaaatt
caaggaggat
agcgcagaag
tgccgcagga
tacaagcggt
cacacagatg
cgtctatgcet
gagtccgagt
aacgctatgg
gcaggtactg
aaggtagacg
tgcgacecgtyg
cacgctactt
agcttagett



1501
1551
1601
1651
1701
1751
1801
1851
1901
1951
2001
2051
2101
2151
2201
2251
2301
2351
2401
2451
2501
2551
2601
2651
2701
2751
2801
2851
2901
2951
3001
3051
3101
3151
3201
3251
3301
3351

cacatgccge
gaataacgat
acccaccacg
cggogazaga
gtgatcaaat
cagaagctgt
gcaacggaac
aggccttcag
aagcttctgg
atttaagaag
caatccagaa
tggtcgtceg
acgcaaggtyg
aagcccagga
actcatgagg
cgaaatcgac
agactccgag
gtgggggagt
gctcagceccety
gcggacgagc
gtgccctecay
aagcgcaacyg
accacattgc
gagctggtga
ccagagaaga
gcgacttgac
attcgcceccyg
accaggatct
acctggtgac
gtgatgagac
gctcttgaat
cgtttgegtyg
Cccaagacaga
caatatgatg
tgtaccacaa
gtgtcatcgt
catgccgatt
acctcgtgtt
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tgtgacacag
gagcccaggc
cagacggatt
gtgtcattcet
gaccggcatc
tggtggggct
acgaacacca
taagtgggca
gggtcagaga
cagaaaacac
ggttcaggcc
ggttgtcaat
ccgaaaacag
Ltgcagaaaaa
ctctaccacc
gtggaacagc
aggcgctatc
acctggtact
atccacgcectt
agggaggtat
gctatgcaat
atggtgtaca
gatgcacgga
gggcagagag
tgctgtaaga
taatccgccc
cctgcccata
ggcaagtcag
tagcggaaag
agagaggtct
ggatgcaaca
ccactctgga
aagttgtact
cagatgaaag
aagtatctcc
tgcattacga
gtagtggaca
aacgtgcttc

tggtttcgtg
ctttatggaa
cttgatgtgce
cggtgtgeac
cttgctacag
gaaccagagg
tgaagaacta
aaggagtgcece
aagaacacta
acacggtcta
gaatttgaca
cccgttgagg
acctgatccc
gaagcagagg
cctacaggca
ttgaggatag
aaagttactg
ttccececgceag
tagcggagca
gcggtcgaag
ttcgcctgaa
acgaaagaga
ccagccctga
gacagaacac
aggaagaagc
taccacgaat
caaaattgca
ccattatcaa
aaagaaaact
agagatatct
gaccagtcga
acgttacttg
ttgtggtgac
tcaactacaa
aggcggtata
aggcaaaatg
ctacaggctc

agagggtggg
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tgagggctac
aaaccatagg
aagactaccg
gtacgtgceeg
aagtcacgcce
atagtggtta
cctacttccc
ggaaggacat
acctgctgcet
caagaggcct
gctttgtagt
actagaatca
atacagcggg
aagaacgaga
gcacaggaag
agctggtgoet
cccaactaac
accgtactac
agtgaagacyg
cgtacgatgg
gacttccaga
gttcgtaaac
acactgacga
gagtacgtct
tgcaggactyg
tcgcatacga
gtcataggag
gaacctagtt
gccaagaaat
gcacgtacgg
cgtgttgtac
ctttgatcgce
ccgaagcagt
tcataacatc
cactgcctgt
cgcactacga
aacgaaacct
ttaaacaact

gtcgttaaga
gtatgcggta
acacggttga
gogaccattt
ggaggatgca
acggcagaac
gtggtcgcecc
ggaagatgag
gtctatgggc
gatacccagt
accgggcecctyg
agtggttgtt
aatgcccaag
agcagaactyg
atgtccaggt
ggaataatag
agaccacgtc
gcagccagaa
tgtacgcaca
ccgagtcecta
gtctaagcga
agaaagttac
agagtcgtat
acgacgtgga
gtactggtgg
agggctaaaa
tcttcggggt
accaggcaag
cagcaccgac
tagattcgcet
gtagacgagg
cttggtgaga
goggettett
tgcacccaag
gactgccatt
atgagtacaa
gaccctggag
gcaaattgac



3401
3451
3501
3551
3601
3651
3701
3751
3801
3851
3901
3951
4001
4051
4101
4151
4201
4251
4301
4351
4401
4451
4501
4551
4601
4651
4701
4751
4801
4851
4901
4951
5001
5051
5101
5151
5201
5251

tatcgtggac
aaaaggagtt
catcaacatc
ctggtatgga
cccaccgaaa
acgcatcgat
ttccaaaaca
cgaaacagcg
aagccttcaa
atatgcacgce
accgttggta
gaggaaagat
aagtacccat
gactaccagg
Lcaacaggag
ggddgadagad
cctggttage
tagcgccact
ggtctaccag
cacacctttt
aactgcaaat
tctctattga
catctgcgta
catgtgtcac
aatggcagaa
agcctttgta
taaaacgcat
gccaaccctc
aaagtggccyg
daacagttat
ttctcaaatt
tcgagaagtc
tacctctect
cagtcactyga
ggtcatctac
tacagatgcg
tgcgatgtca
atacagcacc
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acgaggtcat
tacgcagtta
agagcacgtc
agacactctc
ggaaacttca
aatggcgggc
aagccaacgt
gggataaaac
agaagacaaa
gcatgtatgg
tctgtgtatt
gttcggattc
ttacaaaagg
aggatagaag
actaccacac
Lggaatggct
ggctataacc
aggtgtccge
caacrcttgg
cgcatacacc
gctagggggt
tcagagcata
ctgggacgca
cagtaatact
ggaattttac
ggacaggcca
ggacatcgcyg
gcgggttacc
gagtccttta
gtgcggtacg
attcggagtc
gcaaaggaag
ctcecacaggt
accacctett
tgccgagaca
gacccaagtyg
ttcgcgtgea
acggaaggcyg

gacagcagcc
ggcaaaaagt
aacgtactcc
tggtgacccg
aagcaactat
atctgcagtc
ttgctgggct
taaatgatag
gcatactcac
ggtggatcta
acgcggataa
aaccctgagg
aaagtggaac
acttcaaccc
tcattagtgg
ggttaacaag
ttgcactgce
ggagcggact
taggtatgac
attaccaaca
gactcactga
cggttacgca
agtttagatc
gagatgtttt
aacgcatgtc
cccgagcagyg
aagaacgatg
aggtgacggt
aaaacagtgc
Latccagtaa
tgaaggggac
taactagact
gtatactcag
tacagccatg
aggaatggga
gagctgctgg
ccctgacagt
cactgtattc
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gcatcccaag
taacgaaaac
taacgcgtac
tggataaaga
taaggagtgg
accaagtgac
aagagcttgg
gcagtggtcc
ccgaagtagce
gacagtgggc
ccattgggat
cagcgtceat
atcaacaagc
taccaccaac
ccgaacaccyg
alLaaacggac
tactaagaga
atacatacaa
ctagtggtca
gtgcgtagat
gactgctcaa
gatagaacca
gtctagagca
tcctatttag
atgaacaatc
atgtgcacca
aagagtgegt
gtttgcaagg
aacaccagta
Lccacgeegt
cgggaattgqg
gggagtaaat
gadgggaaagda
gactcgacgg
gaagaaaata
atgagcacat
agcttggeag
atatctagaa

ggttaactag
ccactctatg
ggaaggtaaa
cgoctgcagaa
gaggtggagc
ctttgacaca
tceectatecet
cagataattc
cctgaatgaa
tattctctaa
aataggccgg
tctagaaaga
agatctgcgt
attataccgg
cccagtaaaa
accacgtact
gtcacctggg
cctagagctg
taaacatcca
cacgcaatga
accgggtggce
gtgaacgagt
ttgaaaccac
caattttgac
aactgaatgc
tcgtaccggyg
ggttaacgcc
cagtatataa
ggaaccgcaa
aggaccaaac
cggctgccta
agcgtagcta
caggctaacc
atgcagacgt
tctgaggeca
ctccatagac
gcagaaaagg
gggacacgtt



5301
5351
5401
5451
5501
5551
5601
5651
5701
5751
5801
5851
5901
5951
6001
6051
6101
6151
6201
6251
6301
6351
6401
6451
6501
6551
6601
6051
6701
6751
6801
6851
6901
6951
7001
7051
7101
7151

ttcaccagac
caaacagagg
tgaatcaatc
ccccgaaaac
gtcacccgac
atttcccctt
ccaaggtaat
gaatacagat
attgacgcat
tcecegtcaga
gacggggcgg
gtctgactgg
gagggagaaa
cccatggcta
agaaacagcg
gtaccaccat
gagacgttcc
cttgtcttet
atgatctgac
ttatgactag
aggccattta
ccctggagga
ttaaaggagc
caatagaagc
tcatccagag
ccgaaagtcc
tccgatcaat
atgagttctt
gacgagtatg
ggaccgagcg
atgcttatca
aacacactac
cacacagatg
agtgttttaa
gccagcecccta
actaaagggg

tgccactgca
gatgtgaagqg
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ggcagtggat
ccaatgagca
aggcagaaat
tgtcccgtgt
ttcgcatgaa
ccaaagtaca
gttattcgat
cttcccagga
agccagtttyg
cctggatget
tacatacatt
gtaatgagca
cctgactgtyg
gcgteccgatt
gagacgcgtyg
ggaactgagc
ccatcacatt
gagctactaa
agatagcgac
acagggcaqy
caacagaagt
agtccacgag
aactactact
aggtatcagt
actaaagaga
cgacttatcg
gtccgattgt
agctagaaac
atgcatatct
acattcaatc
cgcgcecttet
agaatgtact
agggaattac
aaaattcgca
tcaggataac
ccaaaagcag
ggatgtacca
taactcctygyg

atggcagaga
agtctgceccta
gcececggtgga
ctttgccggt
ccatgtcaca
agatagaagg
cacaatgtgc
gtctgtacag
atctaagcgc
gacgccecag
accaaccata
ccgtacctgt
acatgtgacyg
ctttagagca
acacagctat
catccaccga
tggggacttc
ctttcggaga
tggtccacgt
tgggtatata
cggtacgcca
gagaagtgtt
taagaaactc
cacgcaaagt
ggctgtaaac
gaccatatac
ccaacccecga
tacccaactyg
agacatggtyg
cgtcaaaact
atcagaagcg
ggcagcagcc
ccactttgga
tgtaaccgag
aactgagaat
cagcgctgtt
atggataggt
tacaaagcat
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tatacactat
tatgccctgg
tgatgcagac
atgccatgac
aatataattg
agtgcaaaaa
catcgcgcgt
gaagtgagta
cgatggcgag
ccctagaacce
atcggaaacc
cgcgccgect
agagagaagg
gagctatgte
ttceccecttecag
tctecttegg
Jacgadaggag
cttcctaccce
gcccagacac
ttctegtecgg
gtcagtgcetg
acccacctaa
caggagagtyg
ggaaaatatg
tgtatttaat
ccggcecgectyg
gtccgcagtg
tttcatcata
gacgggtcgg
taggagctac
ctgtacctte
acgaaaagga
ctcagcagta
aatactggga
ctaacaacct
tgcaaaaacc
tcacagtaga
acagaggaaa

gtggccaaadqg
gggaaagtat
gcatcatctc
tcctgaacge
tgtgttcttc
gtcaaatgct
aagtccaagg
cgacaacgtec
acactgcctyg
ggccctagac
ttgcggccegt
agaagaagga
gaatataaca
cggccgtaca
gcaccgccaa
agcaccaadgc
aaatcgaaaqg
ggtgaagtgqg
ggacgacgag
acactggtcc
ccggtaaaca
gctggatgaa
cgtccatgge
aaagcaacaa
ggcagagacc
tgtactcgcece
gcagcatgta
ccaaatcacc
agagttgctt
ccgaaacaac
cccattcecag
actgcaacgt
ttcaacatgg
agaatttgca
atgtcactaa
cataatctgce
tatgaaaagqg
gacctaaggt



7201
7251
7301
7351
7401
7451
7501
7551
7601
7651
7701
7751
7801
7851
7901
7951
8001
8051
8101
8151
8201
8251
8301
8351
8401
8451
8501
8551
8601
8651
8701
8751
8801
8851
8901
8951
8001

gcaggttata
ttcacagaga
catacactat
acacttcaag
atazgagcca
gatttgggag
agagatttcc
ctatgatgaa
aatatcacca
atgcgecggec
atgaattgat
atcatagatg
tatactgcat
taaaaaggtt
gatgaagaca
aacagggcta
tgcagggtat
agatccaact
tcctaaatag

ggtacctaaa
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caggcggcetg
actggttagg
ttgacatgtc
ccaggagacyg
agatgattca
tggatcactc
agctgtcate
atccggtatg
tcgctagecey
ttcatcggaeg
ggcagccaga
cagttgtatc
gatactgtga
atttaaattyg
gagagacggge
atagatgagc
atcagttgcg
tcgagaagct
gtacgcacta

Laccaatcag

aacccttggce
agattgaacy
tgccgaggac
ctgttttaga
cttgcgctta
cctgttggac
tgccgacagy
ttcctaacte
ggtgttggaa
acgacaacat
tgcgctactt
ccagaaagct
caggaacagc
ggcaaaccgt
gctggctgat
tggagaaagc
gtaatgtcca
cagaggaccc
cagctaccta

aacagcgtac
ccgtoctect
ttcgatgcca
aacggacata
ccgccttaat
ttgatagagg
tacgcgette
tgttcgtcaa
gatcgtctga
aatacatggt
ggatgaacat
ccttactttt
Ltgcagagtg
tagcggcagg
gaagtaatca
ggtgtactct
tggccacctt
gtcataactt
ttttgcagaa

ctatgtggaa
acccaatgtyg
ttatagccgc
gccteoetttg
gctgttagaa
ctgctttcgg
aagttcggeg
cacgttgtta
caaaatccge
gtcgtctceceg
ggaagtgaag
gtggagggtt
gcggacccgce
tgacgaacaa
gatggcaacg
aggtacgaag
tgcaagctcco
tgtacggcgg
gccgacagcea

ccatabtgtt

cccgttcceag

Ccaatgtatd

lcgatgcagece

aatgccotat

cgcaaccogt

tcgeggecec

gcgcaggccd

ltggttcccca

gaaccdgaccc

ttttctggeyg

atgcaggtgce

aggaattaac

lccgetegaty

gctaacctga

cgttcaagca

acgccgggac

gcgccacctd|

lcagggccatc

cgctaagaaa

ccgaagaagyg

aggcctcegea

aaaacagaaal

lbggggaggece

aagggaagaa

gaagaagaac

caagggaaga

agaaggctaal

lbacagggceeg

cctaatccga

aggcacagaa

tggaaacaaqg

aagaagaccal

lacaagaaacc

aggcaagaga

cagcgcatgg

tcatgaaatt

ggaatctgac]

lragacgttcc

caatcatgtt

ggaagggaag

ataaacggct

acgcttgtgt]

logtcggaggg

aagttattca

ggccgatgca

tgtggaaggc

aagatcgaca)

lacgacgttct

ggccgcegcett

aagacgaaga

aagcatccaa

atacgatctt]

lgagtatgcag

atgtgccaca

gaacatgcgg

gccgatacat

tcaaatacac]

lccatgagaaa

ccccaaggcet

attacagctg

gcatcatgga

gcagtccaat]

latgaaaatgg

gcgtttcacg

gtgccgaaag

gagttggggc

caagggagac

lagcggacgac

ccattctgga

taaccaggga

Cgggtggtcg

ctattgtgcet]

lbggaggtatg

aatgaaggat

ctaggacagc

cctttecagte

gtcatgtggal

lecgagaaggg

agttaccgtg

aagtatactc

cggagaactyg

cgagcaatgq|

ltcactagtga

ccaccatgtg

tctgctcgec

aatgtgacgt

tcccatgtgc
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9051
9101
9151
9201
9251
9301
9351
9401
9451
9501
9551
9601
9651
9701
9751
9801
9851
9901
9951
10001
10051
10101
10151
10201
10251
10301
10351
10401
10451
10501
10551
10601
10651
10701
10751
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[tcaaccacca

atttgctacyg

daCadgaaaacc

agcagagact

ttggccatgd)

[tcagegttaa

cgttgacaac

ccgggcetacyg

atgagctgct

ggaagcagct]

lgttaagtgcc

ccggaaggaa

aaggagatcc

accgaggagc

tgtttaatgal

lgtataagcta

acgcgccctt

acatggccag

atgcatcaga

tgtgcagttd]

lbgagctgcca

tagtccaata

gcaatcgagg

cagtaaagag

cgacgggcac

bacggttatyg

ttagacttca

gacttcctcg

cagtatggcece

tggattcctd

cggcaactta

aagggcagga

ccatgeggta

tgacatgcac

gggaccattal

lhagagatacc

actacatcaa

gtgtcactct

atacatctcyg

ccegtgtead

attgtggatg

ggcacggtta

tttcctgectt

gccaggtgcce

cggcaggggal

lctccatcacc

atggaattta

agaaagattc

cgtcagacac

tcctgctogg|

[tgccgtatga

agtgaaattt

aatcctgtag

gcagagaact

ctatactcat]

[cccccagaac

acggagtaga

gcaagcgtgce

caagtctacyg

cacatgatgc]

lacagaacaga

ggagcttatg

tcgagatgca

cctceccggge

tcagaagtgg|

lacagcagttt

ggtttccttyg

agcggcagtt

cagtcacegt

gacacctcct]

batgggacta

gcgccecctggt

ggaatgcgag

tgtggcggca

caaagatctc|

cgagaccatc

dacadagacaa

gacagttcag

ccagtgcaca

aagaaggagc

lagtgcagagc

atatcggctg

cagaacgata

agtgggtgta

taattctgac|

laaactgccca

dagcagcggyg

agccacctta

aaaggaaaac

tgcatgtced|

attcttgctyg

gcagacggca

aatgcaccgt

gcctctagcea

ccagaaccta)

[cgataacctt

cggtttcaga

tcagtgtcac

tLgaaactgca

ccctaagaat|

lcccacatatc

taatcacccyg

ccaacttgct

gatgagcctc

actacacgcal

cgagctcata

tctgaaccag

ctgttaggaa

ttttaccgtc

accgaaaaad|

lbgtgggagtt

tgtatgggga

daccacccgc

cgaaaaggtt

ttgggcacag|

lgaaacagcac

ccggaaatcoc

acatgggcta

ccgcacgagyg

tgataactcal

[ctattaccac

agatacccta

tgtccaccat

cctgggtttg

tcaatttgtg

lccgecattge

aaccgtttcc

gttgcagcgt

ctacctggcet

gttttgcagal

[cctagagttyg

cgtgcctaac

tccttaccygg

ctaacaccta

acgctaggat]

laccattttgt

ctggctgtgc

tttgctgcgce

ccgcactgcce

cgggccgaga)

lccacctggga

gtcoccttggat

cacctatgga

acaataacca

acagatgttg]

[tggattcaat

tgctgatccc

tctggecgec

ttgatcgtag

tgactcgecet]

octcaggtgce

gtgtgctgtyg

tcgtgccttt

Lttagtcatg

gccggegecg

[caggcgecag

cgcctacgag

cacgcgacca

cgatgccgag

ccaagcggga)l

atctegtata

acactatagt

caacagagca

ggctacgcac

cactccctat]

lcagcataaca

CCaaCadaada

tcaagctgat

acctacagtyg

aacttggagt]

lacgtcacctg

ccactacaaa

acaggaatgg

attcaccagc

catcaaatgc|
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10801 hgcggatctc

aggaatgcac

tccaacttac

aggcctgatyg

aacagtgcaa

10851 |agtcttcaca

ggggtttacc

cgttcatgtyg

gggtggtgca

tattgctttt]

10901 |gcgacactga

Jaacacccaa

gtcagcaaqgyg

cctacgtaat

gaaatctgac|

10951 [gactgccttg

cggatcatgce

tgaagcatat

aaagcgcaca

cagcctcagt

11001 |gcaggcgttce

ctcaacatca

cagtgggaga

acactctatt

gtgactaccy|

11051 |tgtatgtgaa

tggagaaact

cctgtgaatt

tcaatggggt

caaaataact]

11101 bcaggtccgc

tttccacagc

ttggacaccc

tttgatcgca

aaatcgtgcﬂ

11151 jgtatgccggg

gagatctata

attatgattt

tcctgagtat

ggggcaggad]

11201 |aaccaggagc

atttggagat

atacaatcca

gaacagtctc

aagctctgat]

11251 [ctgtatgcca

ataccaacct

agtgctgcag

agacccaaag

caggagcgat|

11301 [ccacgtgcca

tacactcagg

caccttcggy

ttttgagcaa

tggaagaaag

11351 |ataaagctee

atcattgaaa

tttaccgcec

cttteggatyg

cgaaatatat]

11401 |acaaacccca

Ltcgcgccga

aaactgtgct

gtagggtcaa

ttccattagc

11451 [ctttgacatt

cccgacgcct

tgttcaccag

ggtgtcagaa

acaccgacad

11501 [tttcagcgge

cgaatgcact

cttaacgagt

gcgtgtatte

ttccgacttt

11551 [ggtgggatcg

ccacggtcaa

gtactcggcc

agcaagtcag

gcaagtgcgce

11601 |agtccatgtg

ccatcaggga

ctgctaccct

aaaagaagca

gcagtcgage

11651 |[taaccgagca

agggtcggceyg

actatccatt

tctcgaccgco

aaatatccac

11701 [ccggagttca

ggctccaaat

atgcacatca

tatgttacgt

gcaaaggtga

11751 |ttgtcaccce

ccgaaagacc

atattgtgac

acaccctcag

tatcacgccc

11801 |aaacatttac

agccgcecggtyg

tcaaaaaccyg

cgtggacgtyg

gttaacatcc

11851 ktgctgggag

gatcagccgt

aattattata

attggcttgg

tgctggctad

11901 |tattgtggcc

atgtacgtgce

tgaccaacca

gaaacataat

tgalcttgaca

11951
12001
12051
12101
12151
12201
12251
12301
12351
12401
12451
12501
12551

actaggtacg
aagaatcaat
taacaaaata
gaagtaggta
ctaagaatca
aataacaaaa
cagaagtagt
aactaataaa
ggtacttaag
agcacaccga
tgttcaaagt
aaggatcaaa
aagcttccta

aaggtatatg
agataagtat
tazaaatcaza
agaaggtata
atagataagt
tataaaaatc
tcaaagggct
aatcaaatga
cttcctaaaa
actcttccat
ggctataaaa
tgagtaccat
aaagcagccg

tgtcccctaa
agatcaaagg
caaaaatcat
tgtgtccect
atagatcaaa
aataaaaatc
ataaaacccc
ataccataat
gcagccgaac
aattctccga
ccctgaacag
aattggcaaa
aactcacttt
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gagacacacc
gctgaacaac
aaaatagaaa
aagagacaca
gggctgaata
ataaaataga
tgaatagtaa
tggcaatcgg
tcgctttgag
acccacaggg
taataaaaca
cggaagagat
gagatgtagg

acatatagct
ccctgaatag
accagaaaca
ccatatatag
acccctgaat
aaaccataaa
caaaacataa
aagagatgta
atgtaggcgt
acgtaggaga
taaaattaat
gtaggtactt
catagcatac



12601
12651
12701
12751
12801
12851
12901

cgaactcttc
ttgtttttaa
CCACTGTGCT
GCTTAAGTTT
CCATCTGTTG
CACTCCCACT
TGAGTAGGTG
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cacaattctc
tatttcAAAA
GGATATCTGC
AAACCGCTGA
TTTGCCCCTC
GTCCTTTCCT
TCATTCTATT

cgtacccata
AAAAAAAAAA
AGAATTCCAC
TCAGCCTCGA
CCCCGTGCCT
AATAAAATGA
CTGGGGGGTG
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gggacgtagg
AAAAARAGGG

CACACTGGAC
CTGTGCCTTC
TCCTTGACCC
GGAAATTGCA
GGGTGGGGCA

agatgttatt
TACGCGGCCG
TAGTGGATCA
TAGTTGCCAG
TGGAAGGTGC
TCGCATTGTC
GGAC
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Figura 10A
i-DNA™ del VCHIK

Figura 10B
Control negativo

Figura 10C
i-DNA™ del VCHIK linealizado
utilizando Notl (alto aumento)
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Figura 11A
Virus obtenido de i-DNA™ del VCHIK

A A A dEL

Figura 11B
Vacuna IND de 181/25
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Figura 12

Vacuna IND de 181/25*: Heterogeneidad de secuencia
con reversién al virus virulento

Clon
301 314 _

- 3.5_23 EGYAVTHHADGFLMCKTTDTVDGERVSFSVCTYVPAT ICDQMTGILATEVTPEDAQKLLV 126
3.5_53 TGYAVTHHADGFLMCKTTDTVDGERVSFSVCTYVPATICDOMTGILATEVTPEDAQKLLY 127
GB_3412-78 TGYAVTHHADGFLMCKTTDTVDGERVSFSVCTYVPATICDQMTGILATEVTPEDAQKLLV 360
3.5 33 TGYAVTHHADGFLLCKTTDTVDGERVSFSVCTYVPATICDQMTGILATEVTPEDAQKLLV 125
3.5_54 TGYAVTHHADGFLLCKTTDTVDGERVSFSVCTYVPATICDQMTGILATEVTPEDAQKLLV 126
3.5_10 TGYAVTHHADGFLLCKTTDTVDGERVSFSVCTYVPATICDQMTGILATEVTPEDAQKLLY 319
GB VR1 ** TGYAVTHHADGFLLCKTTDTVDGERVSFSVCTYVPATICDOMTGILATEVTPEDAQKLLV 360
4.1_23 TGYAVTHHADGFLLCKTTDTVDGERVSFSVCTYVPATICDQMTGILATEVTPEDAQKLLV 360

GB TH35 TGYAVTHHADGFLMSKTTDTVDGERVSFSVCTYVPATICDOQMTGILATEVTPEDAQKLLV 360
GB AF15561 TGYAVTHHADGFLMCKTTDTVDGERVSFSVCTYVPATICDQMTGILATEVTPEDAQKLLV 360
GB_181/25 IGYAVTHHADGFLMCKTTDTVDGERVSFSVCTYVPATICDOMTGILATEVTPEDAQKLLV 360
3.5_40 IGYAVTHHADGFLMCKTTDTVDGERVSFSVCTYVPATICDQMTGILATEVTPEDAQKLLV 319
d %k %k ok ok ok ok ok ok ok ke . 2 AR S SRS R R T E R A R AR EE R E R EEEE RS E R R ERE R R R R R K )
* Edelman et al. PHASE Il SAFETY AND INMUNOGENICITY STUDY OF LIVE CHIKUNGUNYA VIRUS
VACCINE TSI-GSD-218. Am. J. Trop. Med. Hyg., 62(6), 2000, pag. 681-685
** Aislado virulento del paciente virémico vacunado con 181/25, EF452494.
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