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DESCRIPCION
Produccion de particulas de tipo Rotavirus en plantas
CAMPO DE LA INVENCION

Esta invencién se refiere a la produccion de proteinas estructurales de rotavirus en plantas. Mas especificamente, la
presente invencion se refiere a la produccién de particulas pseudoviricas que comprenden proteinas estructurales
de rotavirus en plantas.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

La infeccidn por rotavirus es un problema global que afecta principalmente a nifios menores de cinco afos. Produce
gastroenteritis grave y, en el peor de los casos, la muerte.

Los rotavirus son miembros de la familia de virus Reoviridae (género Rotavirus) que afectan el sistema
gastrointestinal y el tracto respiratorio. El nombre se deriva de la apariencia de tipo rueda de los viriones cuando se
observan mediante microscopia electronica de contraste negativo (Figura 1a, técnica anterior). El rotavirus es
generalmente de forma globular y se nombra después de las envolturas externas e internas o la estructura de la
capside de doble envoltura del mismo. La capside externa es de aproximadamente 70 nm, y la capside interna tiene
aproximadamente 55 nm de diametro, respectivamente. La capside de doble envoltura del rotavirus rodea el nucleo,
incluida la envoltura proteica interna y el genoma. El genoma del rotavirus consiste en segmentos de ARN
bicatenario que codifican al menos 11 proteinas de rotavirus.

El ARNds codifica seis proteinas estructurales (VP) y seis proteinas no estructurales (NSP) (Figura 1c, técnica
anterior). Las proteinas estructurales comprenden VP1, VP2, VP3, VP4, VP6 y VP7 (Figura 1b, técnica anterior).
Tres capas concéntricas estan formadas por el ensamblaje de VP2, VP6 y VP7 respectivamente, formando VP4
"picos" en la superficie de la estructura del virus. Las NSP se sintetizan en células infectadas y funcionan en diversas
partes del ciclo de replicacion o interactuan con algunas de las proteinas huésped para influir en la patogénesis o la
respuesta inmune a la infeccion (Greenberg y Estes, 2009).

VP2 es una proteina de 102 kDa y es la proteina mas abundante del nucleo viral. Forma la capa de proteina
estructural mas interna y proporciona un andamiaje para el ensamblaje correcto de los componentes y las enzimas
de transcripciéon del nacleo viral (Lawton, 2000). VP1, la proteina viral mas grande en 125 kDa, actia como una
polimerasa dependiente de ARN para rotavirus, creando un intermedio de replicacion central, y se asocia con VP2
en sus vértices icosaédricos (Varani y Allain, 2002; Vende et al., 2002). La VP3, una proteina de 98 kDa, también
esta directamente asociada con el genoma viral, que actia como una enzima que bloquea el ARNm y afade una
estructura de proteccion de 5' a los ARNm virales. Juntas, VP1 y VP3 forman un complejo que esta unido a los
vértices exteriores de 5 veces de la capa de capside VP2 (Angel, 2007). VP6 es una proteina de 42 kDa que forma
la envoltura media del nucleo viral, es la principal proteina de la capside y representa mas del 50 % de la masa de
proteina total del virion (Gonzalez et al., 2004; Estes, 1996). Es necesario para la transcripcion génica y puede
desempefiar un papel en la encapsulacion del ARN del rotavirus mediante el anclaje de VP1 a VP2 en el nucleo,
como se ve en el virus de la lengua azul, otro miembro de la familia Reoviridae. También determina la clasificaciéon
de los rotavirus en cinco grupos (A a E) afectando el grupo A con mayor frecuencia a los humanos (Palombo, 1999).
La VP6 en el grupo A de rotavirus tiene al menos cuatro subgrupos (SG), que dependen de la presencia o ausencia
de epitopos especificos de SG: SG |, SG II, SG (I+1l) y SG no (I+1l). Los grupos B y C carecen de un antigeno comun
del grupo A, pero también se sabe que infectan a los humanos, mientras que el grupo D solo afecta a los animales,
por ejemplo, pollos y vacas (Thongprachum, 2010).

Las dos proteinas de la capside externa VP7, una glicoproteina de 37 kDa (G) y la VP4 (P) sensible a la proteasa de
87 kDa, definen los serotipos del virus. Estas dos proteinas inducen respuestas de anticuerpos neutralizantes y, por
lo tanto, se usan para clasificar los serotipos de rotavirus en un sistema de nomenclatura dual, dependiendo de la
combinacién de antigeno GP (por ejemplo, G1 P[8] o G2 P[4]) (Sanchez-Padilla et al., 2009). La proteina VP4 se
dimeriza para formar 60 picos en la envoltura externa del virus, que estan directamente implicados en las fases
iniciales de la entrada de la célula huésped. La proteina espicular contiene un sitio de escision en la posicidén 248 de
aminoacido (aa). Tras la infeccion, se escinde por la proteasa tripsina para producir VP5 (529 aa, 60 kDa) y VP8
(246 aa, 28 kDa) (Denisova et al., 1999). Este proceso mejora la infectividad del virus (union de células e invasion de
la célula huésped) y estabiliza la estructura espicular (Glass, 2006). La glucoproteina VP7 forma la tercera capa o
capa externa del virus. En la actualidad, se conocen los genotipos 27 G y 35 P (Greenberg y Estes, 2009). VP4 y
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VP7 son los principales antigenos involucrados en la neutralizacion virica y son dianas importantes para el desarrollo
de vacunas (Dennehy, 2007).

En células de mamifero infectadas, los rotavirus experimentan un modo unico de morfogénesis para formar las
particulas virales VP2/6/4/7 de triple capa completas (Lopez et al., 2005). La capside de triple capa es un complejo
muy estable que permite la transmision fecal-oral y la administracion del virus al intestino delgado, donde infecta
enterocitos diferenciados no divisorios cerca de las puntas de las vellosidades (Greenberg y Estes, 2009). En primer
lugar, el virus intacto se adhiere a los receptores independientes de acido sialico a través de 60 picos diméricos de
VP4 sobre la superficie del virus (Lundgren y Svensson, 2001). Los 60 picos diméricos de VP4 en la superficie del
virus permiten que el virus se adhiera a estos receptores celulares. La VP4 es susceptible a la escision proteolitica
por la tripsina, lo que da como resultado un cambio conformacional que expone sitios de union adicionales en la
superficie de la glucoproteina para la interaccion con una serie de correceptores.

Sin embargo, el proceso de adhesién y entrada multietapa no se entiende claramente, pero el virus se administra a
través de la membrana plasmatica huésped. La envoltura de la capside externa de VP7 que también esta
involucrada en el proceso de entrada, se elimina en el proceso y las particulas de doble capa (DLP) se administran
al citoplasma celular en vesiculas (Figura 2; técnica anterior). La DLP escapa de la vesicula y entra en inclusiones
citoplasmaticas no unidas a la membrana. La transcripcion temprana del genoma por VP1 comienza en las
particulas de manera que el ARNds nunca se expone al citoplasma. La replicaciéon del ARN y la formacién del nucleo
tienen lugar en estas inclusiones citoplasmaticas no unidas a la membrana. Los ARN (+) nacientes se transportan
luego al citoplasma y sirven como plantillas para la sintesis de proteinas virales. VP4 se produce en el citosol y se
transporta al reticulo endoplasmatico rugoso (RER), y VP7 se secreta en el RER. VP2 y VP6 se producen y se
ensamblan en el citosol en virosomas y posteriormente brotan en los compartimentos del RER, recibiendo una
envoltura de membrana transitoria en el proceso (Lopez et al., 2005; Tian et al., 1996). En el RER, las envolturas
transitorias de las particulas virales se eliminan y se reemplazan por los monémeros de proteinas VP4 y VP7, con
participacion critica de la glucoproteina rotavirica NSP4 (Tian et al., 1996; Lopez et al., 2005; Gonzalez et al., 2000).
NSP4 funciona como un receptor intracelular en la membrana del RE y se une a las particulas subvirales recién
creadas y probablemente también a la proteina espicular VP4 (Tian et al., 1996). NSP4 también es toxica para los
seres humanos y es el agente causante de la diarrea. Las particulas maduras completas se transfieren
posteriormente desde el RER a través del aparato de Golgi a la membrana plasmatica para su secrecion (Lopez et
al., 2005).

Se han adoptado una diversidad de enfoques diferentes para generar una vacuna de rotavirus adecuada para
proteger poblaciones humanas de los diversos serotipos de rotavirus. Estos enfoques incluyen diversos enfoques de
Jenner, el uso de virus vivos atenuados, el uso de particulas pseudoviricas, vacunas de acidos nucleicos y
subunidades virales como inmundgenos. En la actualidad hay dos vacunas orales disponibles en el mercado, sin
embargo, tienen una baja eficacia en algunos paises en desarrollo debido a la variacion de las cepas y la presencia
de otros patdgenos.

Las Pat. de Estados Unidos N.° 4.624.850, 4.636.385, 4.704.275, 4.751.080, 4.927.628, 5.474.773, y 5.695.767,
describen cada uno una diversidad de vacunas contra rotavirus y/o métodos para preparar las mismas. Una
caracteristica comun compartida por los miembros de este grupo es que cada una de estas vacunas se basa en el
uso de particulas virales completas para crear las ultimas vacunas contra el rotavirus. Dada la necesidad de larga
data de una vacuna multivalente eficaz, esta claro que este trabajo ha sido solo parcialmente exitoso al abordar la
necesidad de tal vacuna.

Partiendo de los métodos tradicionales de generacion de vacunas, los avances en el campo de la biologia molecular
han permitido la expresion de proteinas de rotavirus individuales. Crawford et al. (J Virol. septiembre de 1994; 68(9):
5945-5952) clonaron la codificacion de VP2, VP4, VP6 y VP7 para la proteina de la capside principal en el sistema
de expresidon de baculovirus y expresaron cada proteina en células de insecto. La coexpresion de diferentes
combinaciones de las principales proteinas estructurales de rotavirus dio como resultado la formacién de particulas
pseuroviricas (VLP) estables. La coexpresion de VP2 y VP6 en solitario o con VP4 dio como resultado la produccion
de las VLP VP2/6 o VP2/4/6, que eran similares a las particulas de rotavirus de doble capa. La coexpresion de VP2,
VP6 y VP7, con o sin VP4, produjo VLP de tres capas VP2/6/7 o VP2/4/6/7, que eran similares a las particulas de
rotavirus infecciosas nativas. Las VLP mantuvieron las caracteristicas estructurales y funcionales de las particulas
nativas, segun se determind por examen microscépico electrénico de las particulas, la presencia de epitopos no
neutralizantes y neutralizantes en VP4 y VP7, y la actividad de hemaglutinacion de las VLP VP2/4/6/7.

Los candidatos a vacuna generados a partir de particulas pseudoviricas de diferentes composiciones de proteinas
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han demostrado ser potenciales como vacunas de subunidades. O'Neal et al. ("Rotavirus Virus-like Particles
Administered Mucosally Induce Protective Immunity", J. Virology, 71(11):8707-8717 (1997)) demostraron que las
VLP que contienen las VP 2y 6 o VP 2, 6 y 7 cuando se administran a ratones con y sin la adicion de toxina del
célera indujeron una inmunidad protectora en ratones inmunizados, aunque la proteccion fue mas eficaz cuando las
VLP se administraron con toxina del célera (CT).

También se han usado particulas tipo nacleo (CLP) y VLP para inmunizar vacas Fernandez, et al., ("Passive
Immunity to Bovine Rotavirus in Newborn Calves Fed Colostrum Supplements From Cows Immunized with
Recombinant SA11 rotavirus core-like particle (CLP) or virus-like particle (VLP) vaccines", Vaccine, 16(5):507-516
(1998)). En este estudio, se estudi6 la capacidad de las CLP y VLP para crear inmunidad pasiva. Este grupo
concluy6 que las VLP eran mas eficaces que las CLP para inducir la inmunidad pasiva.

Se usan cada vez mas plantas para la produccion a gran escala de proteinas recombinantes. Por ejemplo, el
documento US 2003/0175303 describe la expresion de la proteina estructural de rotavirus recombinante VP6, VP2,
VP4 o VP7 en plantas de tomate transformadas estables.

Saldana et al. expresaron VP2 y VP6 en el citoplasma de plantas de tomate utilizando un promotor 35S del virus del
mosaico de la coliflor (CaMV) y A. tumefaciens recombinante (Saldana et al., 2006). Los estudios de microscopia
electronica mostraron que una pequefa proporcion de las particulas se habia ensamblado en 2/6 VLP. Se detectd
una respuesta inmune protectora en ratones y esto puede haber sido contribuido hasta cierto punto por las VP no
ensambladas. Se ha demostrado que las proteinas individuales provocan respuestas inmunes en ratones, como en
el caso de VP8 y VP6 (Zhou et al., 2010).

Matsumura y col., (2002) fueron los primeros en informar sobre la expresién y el ensamblaje de VP6 de rotavirus A
bovino en plantas de patata transgénicas. En su estudio, usaron plantas de patata transgénicas reguladas por un
promotor 35S del virus del mosaico de la coliflor (CaMV) y Agrobacterium tumefaciens recombinante que portaban el
gen VPG6. La proteina se expreso, se purificd y se realizaron estudios inmunogénicos. La respuesta inmune en
ratones adultos mostré presencia de anticuerpos VP6 en los sueros. Sin embargo, no mostraron evidencia de
proteinas VP6 ensambladas. Pueden haber sido mondmeros simples o trimeros lo que podrian provocar una
respuesta inmune en ratones. El trabajo de otro grupo mostré ensamblaje de VP6 en Nicotiana benthamiana
utilizando un vector de virus de la patata X (PVX) (O'Brien et al., 2000). Cuando la proteina VP6 se expreso en
plantas, se descubrié que solamente se ensamblaba cuando se fusionaba con las varillas de proteina PVX. Una vez
que se produjo la escisién, la VP6 se ensambl6 en VLP icosaédricas como se vio en un estudio similar de HIV-PVX
de Marusic et al., (2001). Este resultado sugiere probablemente que las proteinas del rotavirus pueden requerir un
factor o mejora adicional para formar VLP.

La produccion de VLP es una tarea desafiante, ya que se requieren tanto la sintesis como el ensamblaje de una o
mas proteinas recombinantes. Este es el caso de la VLP de rotavirus que es un virus de ARN con una capside
formada por 1860 mondmeros de cuatro proteinas diferentes. Para la produccion de VLP, es necesaria la expresion
simultanea y el ensamblaje de dos a tres proteinas recombinantes. Estas comprenden 120 moléculas de VP2 (capa
interna), 780 moléculas de VP6 (capa media) y 780 moléculas de la glucoproteina VP7 (capa externa), formando
finalmente una particula de doble o triple capa. Ademas, la produccién de la mayoria de las VLP requiere la
expresion simultanea y el ensamblaje de varias proteinas recombinantes, que, para el caso de la particula de tipo
rotavirus (RLP), debe producirse en una unica célula huésped.

Un estudio mas reciente mostrd la expresion exitosa de VP6 de rotavirus humano optimizada por codones en
Chenopodium amaranticolor usando un sistema de expresion mediado por el virus de la quemadura de
ennegrecimiento de la remolacha (BBSV). La proteina se disefi6 como un reemplazo del marco de lectura abierto de
proteina de cubierta del BBSV. La inmunizacién oral de ratones hembra BALB/c con la proteina VP6 basada en
plantas indujo altos titulos de IgA de mucosa anti-VP6 e IgG sérica (Zhou et al., 2010). El grupo, sin embargo, no
menciond si las proteinas VP6 se ensamblaron en VLP o particulas.

El rotavirus VP7 también se ha expresado con éxito en plantas de tabaco y se ha demostrado que mantiene su
respuesta inmune neutralizante en ratones (Yu y Langridge, 2001). Otro estudio que utilizd plantas de patata
transgénicas para expresar VP7 mostré que el gen VP7 fue estable durante 50 generaciones en las plantas
transformadas. La proteina VP7 de la 502 generacién indujo anticuerpos tanto protectores como neutralizantes en
ratones adultos (Li et al., 2006).

Yang et al. (Yang Y M, Li X, Yang H, et al. 2011) coexpresaron tres proteinas de la capside del rotavirus VP2, VP6 y
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VP7 del grupo A RV (P[8]G1) en las plantas de tabaco, se estudiaron los niveles de expresion de estas proteinas,
asi como la formacion de particulas de tipo rotavirus y la inmunogenicidad. Las VLP se purificaron a partir de plantas
de tabaco transgénicas y se analizaron mediante microscopia electrénica y transferencia Western. Los resultados de
Yang et al. indican que la proteina VP2, VP6 y VP7 derivada de planta se autoensamblé en 2/6 o 2/6/7 particulas de
tipo rotavirus con un diametro de 60-80 nm.

El documento WO 01/59070A1 describe un método para producir proteinas estructurales de rotavirus recombinantes
cultivando células vegetales transformadas, y una composicién de vacuna que comprende las mismas como en el
componente consecutivo. La publicacién de S. Saldana et al "Production of rotavirus-like particles in tomato
(Lycopersicon esculentum L.) fruit by expression of capsid proteins VP2 and VP6 and immunological studies"
describe la expresion de las proteinas de la capside del rotavirus VP2 y VP6 en los frutos de plantas de tomate
transgénicas. La publicacion de S.D. Trask et al. "Assembly of highly infectious rotavirus particles recoated with
recombinant outer capsid proteins" describe particulas de rotavirus de doble capa recubiertas con VP4 y VP7
recombinantes. La publicacion de Y.M. Yang et al "Immunogenicity and virus-like particle formation of rotavirus
capsid proteins produced in transgenic plants" describe la expresién estable, extraccion y purificacion de proteinas
de rotavirus de longitud completa VP2, VP6 y VP7 en plantas de tabaco de unidades que usan un promotor 35S del
mosaico de la coliflor.

RESUMEN DE LA INVENCION

La presente invencion se refiere a la produccion de proteinas estructurales de rotavirus en plantas. Mas
especificamente, la presente invencién también se refiere a la produccion de particulas pseudoviricas que
comprenden proteinas estructurales de rotavirus en plantas.

De acuerdo con la presente invencion, se proporciona un método para producir una particula de tipo rotavirus (RLP)
en una planta de acuerdo con la reivindicacién 1, que comprende:

a) introducir un primer acido nucleico que comprende una primera region reguladora activa en la planta
unida operativamente a una primera secuencia de nucleétidos que codifica una primera proteina estructural
de rotavirus seleccionada de VP2, VP6 y VP7, un segundo acido nucleico que comprende una segunda
region reguladora activa en la planta unida operativamente a una segunda secuencia de nucleétidos que
codifica una segunda proteina estructural de rotavirus seleccionada de VP2, VP6 y VP7, y un tercer acido
nucleico que comprende una tercera region reguladora activa en la planta unida operativamente a una
tercera secuencia de nucledtidos que codifica una tercera proteina estructural de rotavirus seleccionada de
VP2, VP6 y VP7 en la planta, parte de una planta o célula vegetal, en el que la primera, segunda o tercera
secuencia de nucleétidos que codifica la VP7 comprende un péptido sefal nativo truncado o un péptido
sefial no nativo de un polipéptido vegetal, y en el que la RLP comprende VP2, VP6 y VP7; o

a) proporcionar una planta, parte de una planta o célula vegetal que comprende un primer acido nucleico
que comprende una primera region reguladora activa en la planta unida operativamente a una primera
secuencia de nucledtidos que codifica una primera proteina estructural de rotavirus, un segundo acido
nucleico que comprende una segunda region reguladora activa en la planta unida operativamente a una
segunda secuencia de nucledtidos que codifica una segunda proteina estructural de rotavirus y un tercer
acido nucleico que comprende una tercera region reguladora activa en la planta unida operativamente a una
tercera secuencia de nucleétidos que codifica una tercera proteina estructural de rotavirus en la planta,
parte de una planta o célula vegetal; en el que la primera proteina estructural de rotavirus es VP2, la
segunda proteina estructural de rotavirus es VP6 y la tercera proteina estructural de rotavirus es VP7, en la
que VP7 comprende un péptido sefial nativo truncado o un péptido sefial no nativo de un polipéptido
vegetal;

b) incubar la planta, parte de una planta o célula vegetal en condiciones que permitan la expresion
transitoria del primer, segundo y tercer acido nucleico, produciendo de este modo la RLP,

c) cultivar la planta, parte de la planta o célula vegetal, y

d) extraer y purificar las RLP de la planta, parte de la planta o célula vegetal, en presencia de calcio, en las
que la concentracion de calcio esta entre 1 mM y 1000 mM.

Ademas, un cuarto acido nucleico que comprende una cuarta region reguladora activa en la planta y unida
operativamente a una cuarta secuencia de nucledtidos que codifica una cuarta proteina estructural de rotavirus
puede introducirse en la planta, parte de una planta o célula vegetal en la etapa a), y se expresa al incubar la planta,
parte de una planta o célula vegetal en la etapa b).
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En el método descrito anteriormente, la primera proteina estructural de rotavirus puede ser VP2, la segunda proteina
estructural de rotavirus puede ser VP6 y la tercera proteina estructural de rotavirus puede ser VP7. Ademas, la
cuarta proteina estructural de rotavirus puede ser VP4. El VP4 puede procesarse o escindirse para producir VP5 y
VP8. La escisién de VP4 puede realizarse usando una proteasa, por ejemplo, tripsina, una proteasa de tipo tripsina,
una serina proteasa, una proteasa de tipo quimotripsina, o una subtilisina. La proteasa puede coexpresarse en la
planta.

Ademas, en el método, se puede expresar un acido nucleico adicional en la planta, porcidon de una planta o célula
vegetal, y en el que el acido nucleico adicional comprende una regién reguladora activa en la planta unida
operativamente a una secuencia de nucleétidos que codifica un supresor de silenciamiento.

El uso de codones de la secuencia de nucledtidos se puede ajustar al uso de codones humanos preferidos, aumento
del contenido de GC, o una combinacién de los mismos.

La proteina estructural de rotavirus comprende un péptido sefial truncado nativo o no nativo. El péptido sefial no
nativo puede ser un péptido sefial de proteina disulfuro isomerasa (PDI).

La primera, segunda, tercera o cuarta secuencia de nucleétidos, o una combinacion de las mismas, se pueden unir
operativamente a una region reguladora del virus del mosaico del caupi (CPMV).

El método como se ha descrito anteriormente comprende las etapas de:

c) cultivar la planta, parte de una planta o célula vegetal, y
d) purificar las RLP de la planta, parte de una planta o célula vegetal.

Durante la etapa de recoleccion o purificacion en el método, la VP4 puede procesarse o escindirse para producir
VP5 y VP8 usando tripsina, una proteasa de tipo tripsina, una serina proteasa, una proteasa de tipo quimotripsina, y
subtilisina.

Las RLP pueden tener un tamario de 70-100 nm y se purifican en presencia de calcio.

La presente invencién proporciona una RLP producida por el método como se ha descrito anteriormente. La RLP
producida puede comprender al menos una proteina estructural de rotavirus VP4. La VP4 puede escindirse en VPS5 y
VP8 usando una proteasa, por ejemplo, tripsina, una proteasa de tipo tripsina, una serina proteasa, una proteasa de
tipo quimotripsina, y subtilisina. La proteasa puede coexpresarse dentro de la planta o afadirse durante la
recoleccion, purificacion, o ambas. Ademas, la RLP producida por el método puede ser una RLP de doble capa y/o
una RLP de triple capa.

Ademas, se proporcionan secuencias de nucledtidos. La secuencia de nucledtidos que codifica VP2 puede
comprender del 80 % al 100 % de identidad con una secuencia de nucleotidos como se define por la SEQ ID NO:13,
SEQ ID NO:14, o SEQ ID NO: 45. La secuencia de nucleétidos que codifica VP6 puede comprender del 80 % al 100
% de identidad con una secuencia de nucleétidos como se define por la SEQ ID NO:17, SEQ ID NO:18 o SEQ ID
NO:46. La secuencia de nucledtidos que codifica VP7 puede comprender del 80 % al 100 % de identidad con una
secuencia de nucledtidos como se define por la SEQ ID NO: 19, 20, 48, 49, 52, 53, 54 o 57. Y la secuencia de
nuclestidos que codifica VP4 puede comprender del 80 % al 100 % de identidad con una secuencia de nucledtidos
como se define por la SEQ ID NO: 15, 16, 47, 50, o 51. Ademas, VP2 puede codificarse por una secuencia de
aminoacidos que comprende del 80 % al 100 % de identidad con la secuencia de aminoacidos definida por la SEQ
ID NO:1 o SEQ ID NO: 25. VP6 puede codificarse por una secuencia de aminoacidos que comprende del 80 % al
100 % de identidad con la secuencia de aminoacidos definida por la SEQ ID NO:3 o SEQ ID NO: 31. VP7 puede
codificarse por una secuencia de aminoacidos que comprende del 80 % al 100 % de identidad con la secuencia de
aminoacidos definida por la SEQ ID NO: 4, 39, 43 o 59. VP4 puede codificarse por una secuencia de aminoacidos
que comprende del 80 % al 100 % de identidad con la secuencia de aminoacidos definida por la SEQ ID NO: 2 o
SEQ ID NO: 36. 33. La una o mas proteinas estructuras de pueden ser VP2, VP4, VP6 y/o VP7. La VP4 puede
procesarse para producir VP5 y VP8. La una o mas proteinas estructurales de rotavirus pueden seleccionarse de la
cepa de rotavirus G9 P[6], la cepa WA de rotavirus A, la cepa USA/Rotarix-A41CB052A/1988/G1P1A[8] de la vacuna
contra rotavirus A, y la cepa SA11 de rotavirus.

En el método descrito anteriormente, la primera, segunda o tercera secuencia de acidos nucleicos, o una
combinacién de las mismas, puede comprender una region reguladora activa en la planta unida operativamente a
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uno o mas de un potenciador de comovirus, a uno o mas de un elemento de amplificaciéon, y a una secuencia de
nucledtidos que codifica una proteina estructural de rotavirus, y en la que se puede introducir un cuarto acido
nucleico que codifica una replicasa en la planta, parte de una planta o célula vegetal.

La presente invencion proporciona una RLP producida por el método como se ha descrito anteriormente. La RLP
puede comprender tres 0 mas proteinas estructurales de rotavirus que pueden comprender N-glicanos especificos
de plantas o N-glicanos modificados.

La presente invencion incluye una composicion que comprende una dosis eficaz de la RLP preparada por el método,
como se acaba de describir, para inducir una respuesta inmune, y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

Se describe adicionalmente, pero no dentro del alcance de las reivindicaciones, un método para inducir inmunidad a
una infeccién por rotavirus en un sujeto, que comprende administrar la RLP tal como se acaba de describir, al sujeto.
La RLP se puede administrar a un sujeto por via oral, intradérmica, intranasal, intramuscular, intraperitoneal,
intravenosa o subcutanea.

La presente descripcion también proporciona una materia vegetal que comprende una RLP producida por el método
(A), como se ha descrito anteriormente. La materia vegetal puede usarse para inducir inmunidad a una infeccion por
virus rotavirus en un sujeto. La materia vegetal también se puede mezclar como un complemento alimenticio.

En el método que se ha descrito anteriormente, a la planta o parte de la planta se le puede administrarse ademas, o
puede comprender adicionalmente, otra secuencia de acido nucleico que codifica un supresor de silenciamiento.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

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

La Figura 1 muestra la estructura del rotavirus y la asignacion de genes y proteinas. (A) Microscopia
electronica de transmision de particulas de rotavirus (la barra representa 100 nm). (B) Organizacioén de las
proteinas de la capside del virus que comprende el interior, la parte intermedia y el exterior. (C) Segmentos
de ARNds de rotavirus dispuestos segun tamario y funcion. EI ARNds se puede separar por electroforesis
en gel de poliacrilamida (D). Las proteinas en (C) estan indicadas por segmentos de ARNds en (D).
Iméagenes de Crawford et al.,1997 (A), Swiss Institute of Bioinformatics, 2008 (B) y Greenberg y Estes, 2009
(D).

La Figura 2 muestra la entrada y replicacion de células de rotavirus Cuando el rotavirus entra en una célula,
VP4 y VP7 se pierden, formando una particula de doble capa (DLP La transcripcion del ARNds comienza
dando como resultado la traducciéon de VP2, VP4, VP6 y VP7. Los nucleos de progenie con actividad de
replicasa se producen en fabricas de virus (también llamadas viroplasmas). La transcripciéon tardia se
produce en estos nucleos de progenie. En la periferia de las fabricas de virus, estos nicleos estan
recubiertos con VP6, formando DLP inmaduras que se extienden a través de la membrana del reticulo
endoplasmatico, adquiriendo una membrana lipidica transitoria que se modifica con las glucoproteinas vivas
residentes del RE NSP4 y VP7; estas particulas envueltas también contienen VP4. A medida que las
particulas se mueven hacia el interior de las cisternas del RE, la membrana lipidica transitoria y la proteina
no estructural NSP4 se pierden, mientras que las proteinas VP4 y VP7 de la superficie del virus se
reorganizan para formar la capa proteica del virus externa, produciendo particulas infecciosas maduras de
triple capa (véase Swiss Institute of Bioinformatics (ViralZone):
viralzone.expasy.org/viralzone/all_by_species/107.html).

La Figura 3 muestra los vectores de Agrobacterium pTRAc, pTRAkc-rbcs1-cTP y pTRAkc-ERH. P35SS,
promotor CaMV 35S con potenciador transcripcional duplicado; CHS, region no traducida de chalcona
sintasa 5'; pA35S, sefial de poliadenilacion CaMV 35S; SAR, regiéon de union del andamiaje del gen Rb7 del
tabaco; LB y RB, los bordes izquierdo y derecho para la integracion del ADN-T; ColE1ori, origen de
replicaciéon para E. coli; RK2ori, origen de replicacion para Agrobacterium; bla, gen bla de resistencia a
ampicilina/carbenicilina; LPH, secuencia del péptido sefial de la cadena pesada de mAb24 murino; his6, 6 x
secuencia His tag; SEKDEL, secuencia sefal de retencion del RE; rbcs1-cTP, secuencia peptidica del
transito de cloroplastos de un gen de unidad pequefia Rubisco (rbcSl) de Solanum tuberosum; npt II, gen
npt Il de resistencia a la kanamicina; Pnos y pAnos, promotor y sefial de poliadenilacién del gen nopalina
sintasa (Maclean et al., 2007).

La Figura 4 muestra una descripcion general de la clonacion de rotavirus y el procedimiento de infiltracion
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La Figura 5 muestra un procedimiento de extraccion de proteina de apoplasto. (A) llustraciéon de la célula
vegetal y la ubicacion del apoplasto. Las proteinas VP se expresan en el citosol y se dirigen al apoplasto
(flecha roja). (B) - Después de la prueba de contrarreloj, la hoja de la planta se infiltra al vacio con PBS (1) y
se coloca en una columna de centrifugacion perforada (2), después se centrifuga en un tubo Eppendorf de 2
ml para recoger la savia (3).

La Figura 6 muestra una transferencia western de expresion de la proteina VP6 de rotavirus en
compartimentos de células foliares de plantas durante 7 dias. Se us6 anticuerpo VP6 anti-rotavirus de ratén
(1:5000) para sondar las membranas. (+) y (-) indican expresién con o sin supresor de silenciamiento
respectivamente. Las lineas rojas indican la posicion de las proteinas VP6 en las diversas muestras
analizadas (~40 kDa). La eficacia de la expresion y extraccion de VP6 fue mejor en el citoplasma.

La Figura 7 muestra una transferencia Western que muestra la expresién individual de las proteinas del
rotavirus marcadas en his el dia 3 en el citoplasma de las hojas de la planta N. benthamiana. +ve - VP2 del
rotavirus expresado en bacterias; M - marcador de peso molecular; VP - proteina de la capside del
rotavirus. La infiltracion de VP7 dio como resultado el amarillamiento de las hojas (b).

La Figura 8 muestra la expresién de VP2 (a) y VP4 (b) de rotavirus dirigida a diversos compartimentos de
células foliares de la planta de N. benthamiana el dia 3. Se usaron los respectivos sueros anti-rotavirus de
pollo (1:2000) para VP2 y VP4 para sondear las proteinas. cTp - cloroplastos; RE - reticulo endoplasmatico;
pTRAc - citoplasma; A - apoplasto; Control negativo (-ve) - plantas infiltradas solo con supresor de
silenciamiento; Control positivo (+ ve) en (a) - VP2 expresada en bacterias, (b) - VP4 expresada en
bacterias; (- y +) con o sin supresor de silenciamiento; M - marcador de peso molecular. Las flechas indican
la posicion de las bandas de proteina en cuestion.

La Figura 9 muestra el andlisis de transferencia Western de extractos del dia 3 de VP2/6/4 coexpresada en
el citoplasma de hojas de N. benthamiana. Las proteinas se probaron con una mezcla de suero anti-
rotavirus de pollo (anti-VP2 (1/5000) y anti-VP4 (1/5000)) y anticuerpo anti-VP6 de ratéon (1:5000). La
infiltracion de Agrobacterium recombinante se realizé con un supresor del silenciamiento. Control negativo (-
ve) - plantas enteras infiltradas solo con supresor de silenciamiento; M - marcador de peso molecular.

La Figura 10 muestra micrografias electrénicas de proteinas de rotavirus extraidas del citoplasma del dia 3
tefiidas con acetato de uranilo, (a) Extracto de muestra de proteina negativa con supresor de
silenciamiento; (b) extracto de proteina VP6; (c) extracto de proteina VP2/6 y (d) extracto de proteina
VP2/6/4. Barras = 200 nm. Todas las RLP detectadas tenian entre 70 y 100 nm de diametro. La flecha en
(b) indica la vaina/estera de VP6. La flecha en (c) indica un ejemplo de una RLP. Todas las proteinas se
expresaron en presencia de un supresor de silenciamiento. Todas se capturaron con anticuerpo anti-VP6 de
raton (1:2000).

La Figura 11 muestra la purificacién en gradiente de sacarosa de VP2/6 y VP2/6/4 (a) coexpresadas. Dots
blots de gradiente de sacarosa de VP2/6 (b) y VP2/6/4 (c) purificadas. Los extractos de proteinas se
cargaron en un gradiente de sacarosa (10 - 60 %) y se ultracentrifugaron. Las fracciones se analizaron
probando con (b) anticuerpo anti-VP6 de ratén (1:5000) y (c) suero anti-VP2 y VP4 de pollo (1:5000).

La Figura 12 muestra el analisis de transferencia western de las fracciones VP2/6 (a), fotografia de gel
tefiido con Coomassie de SDS-PAGE de las fracciones 16 y 17 (b) de VP2/6, y analisis de transferencia
Western de las fracciones 16 y 17 (c). Se utilizé suero anti-VP6 de raton (1:5000) y suero anti-VP2 de pollo
(1:5000) en la transferencia Western (a) y solo anti-VP6 de raton (1:5000) en (c). Control negativo (- ve) en
(a) y (c) - VP4 expresada en bacterias, y en (b) - plantas infiltradas con supresor de silenciamiento y
gradiente de sacarosa purificado; en bruto - extracto de VP2/6 no purificado; Control positivo (+ ve) en (a) -
VP2 expresada en bacterias, (b) y (c) - VP6 expresada en plantas; VP6-SF9 - proteina VP6 de
concentraciéon conocida expresada en células de insecto SF9. Las flechas indican bandas de proteinas de
interés.

La Figura 13 muestra el ensayo de proteina soluble total en fracciones de VP2/6 purificada de gradiente de
densidad de sacarosa. (a) - Curva estandar de IgG, (b) - lecturas de absorbancia de fracciones tomadas a
750 nm. Puntos de interés: fracciones 16 a 19.

La Figura 14 muestra el analisis del gradiente de densidad de sacarosa de las fracciones de VP2/6/4
coexpresadas en el citoplasma. Se tomaron lecturas de absorbancia en bruto a 750 nm para verificar los
picos de proteina detectados previamente en el dot blot de VP2/6/4.

La Figura 15 muestra micrografias electronicas de transmisién de particulas de VP2/6 purificadas en
gradiente de densidad de sacarosa. Tanto (a) como (b) muestran dos secciones diferentes vistas sobre la
rejilla de cobre. Todas las RLP detectadas tenian entre 70 y 100 nm de diametro. Las muestras se
capturaron con anticuerpo anti-VP6 de ratén (1:2000). Las barras representan 200 nm.

La Figura 16a muestra la secuencia de aminoacidos (SEQ ID NO:1) y las secuencias de nucledtidos de
VP2 de Rotavirus (SEQ ID NO:13 y 14). La Figura 16b muestra la secuencia de aminoacidos (SEQ ID
NO:2) y las secuencias de nucleétidos de VP4 de Rotavirus (SEQ ID No: 15 y 16). La Figura 16c muestra
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la secuencia de aminoéacidos (SEQ ID NO: 3) y las secuencias de nucleétidos de VP6 de Rotavirus (SEQ ID
NO: 17 y 18). La Figura 16d muestra la secuencia de aminoacidos (SEQ ID NO:4) y las secuencias de
nucleétidos de VP7 de Rotavirus (SEQ ID NO: 19 y 20).

La Figura 17A muestra la secuencia de nucleétidos del cebador IF-WA_VP2(opt).s1+3c (SEQ ID NO: 21).
La Figura 17B muestra la secuencia de nucledtidos del cebador IF-WA_VP2(opt).s1-4r (SEQ ID NO: 22).
La Figura 17C muestra una representacion esquematica de la construccion 1191. Los sitios de la enzima
de restriccion Sacll y Stul usados para la linealizacion del plasmido estan anotados en la representacion.

La Figura 18 muestra la secuencia de nucledtidos (SEQ ID NO: 23) de la construccion 1191 de los bordes
izquierdo a derecho de ADNt (subrayados). 2X35S/CPMV-HT/NOS con casete de expresién del inhibidor de
silenciamiento de plastocianina-P19-plastocianina.

La Figura 19 muestra la secuencia de nucleétidos que codifica VP2(opt) de la cepa WA de Rotavirus A
(SEQ ID NO:45).

La Figura 20 muestra la secuencia de aminoacidos de VP2 de la cepa WA de Rotavirus A (SEQ ID NO:
25).

La Figura 21 muestra una representacion esquematica de la construccion numero 1710.

La Figura 22A muestra una representacion esquematica de la construccion 193. Los sitios de la enzima de
restriccion Sacll y Stul usados para la linealizacion del plasmido estan anotados en la representacion. La
Figura 22B muestra la secuencia de nucleétidos de la construccion 193 (SEQ ID NO: 26). Se muestra la
construccion 193 de los bordes izquierdo a derecho de ADNt (subrayados). 2X35S/CPMV-HT/NOS en el
sistema de amplificacién de BeYDV(m)+Replicasa con casete de expresion del inhibidor de silenciamiento
de plastocianina-P19-plastocianina.

La Figura 23 muestra la secuencia de nucledtidos del casete de expresion 1710 (SEQ ID NO: 27). Se
muestra el casete de expresion numero 1710 del promotor 2X35S al terminador NOS. Esta subrayada la
VP2(opt) de la cepa WA de Rotavirus A.

La Figura 24 muestra una representacion esquematica de la construccion numero 1711.

La Figura 25A muestra la secuencia de nucleétidos del cebador IF-WA_VP6(opt).s1+3c (SEQ ID NO:28).
La Figura 25B muestra la secuencia de nucleétidos del cebador IF-WA_VP6(opt).s1-4r (SEQ ID NO: 29).
La Figura 25c muestra el casete de expresién numero 1713 del promotor 2X35S al terminador NOS (SEQ
ID NO: 30). Esta subrayada la VP6(opt) de la cepa WA de Rotavirus A. La Figura 25d muestra la secuencia
de nucledtidos que codifica VP6(opt) de la cepa WA de Rotavirus A (SEQ ID NO: 46)

La Figura 26 muestra la secuencia de aminoacidos de VP6 de la cepa WA de Rotavirus A (SEQ ID NO:
31).

La Figura 27 muestra la representacion esquematica de la construccién nimero 1713.

La Figura 28 muestra la secuencia de nucledtidos del casete de expresion numero 1714 del promotor
2X35S al terminador NOS (SEQ ID NO:32). Esta subrayada la VP6(opt) de la cepa WA de Rotavirus A.

La Figura 29 muestra una representacién esquematica de la construccion numero 1714.

La Figura 30A muestra la secuencia de nucledtidos del cebador IF-Rtx_VP4(opt).s1+3c (SEQ ID NO: 33).
La Figura 30B muestra la secuencia de nucleétidos del cebador IF-Rtx_VP4(opt).s1-4r (SEQ ID NO: 34).

La Figura 31A muestra la secuencia de nucleétidos del casete de expresion numero 1731 del promotor
2X358 al terminador NOS (SEQ ID NO: 35). Esta subrayada la VP4(opt) de la cepa Rotarix de Rotavirus A.
La Figura 31B muestra la secuencia de codificacion optimizada de VP4 de Rotavirus A de la cepa
RVA/Vaccine/lUSA/Rotarix-A41CB052A/1988/G1P1A[8] (SEQ ID NO: 47). La Figura 31C muestra la
secuencia de nucledtidos del casete de expresion numero 1730 del promotor 2X35S al terminador NOS
(SEQ ID NO: 44). Esta subrayada la VP4(opt) de la cepa Rotarix de Rotavirus A.

La Figura 32 muestra la secuencia de aminoacidos de VP4 de la cepa Rotarix de Rotavirus A (SEQ ID NO:
36).

La Figura 33A muestra una representacion esquematica de la construccion nimero 1730. La Figura 33B
muestra una representacion esquematica de la construccion niumero 1731.

La Figura 34A muestra la secuencia de nucledtidos del cebador IF-Rtx_VP7(opt).s1+3c (SEQ ID NO: 37).
La Figura 34B muestra la secuencia de nucleétidos del cebador IF-Rtx_VP7(opt).s1-4r (SEQ ID NO: 38). La
Figura 34C muestra la secuencia de nucleétidos del casete de expresion numero 1733 del promotor 2X35S
al terminador NOS. Esta subrayada la VP7 de la cepa USA/Rotarix-A41CB052A/1988/G1P1A[8] de la
vacuna contra Rotavirus A (SEQ ID NO: 24). La Figura 34D muestra la secuencia de nucledtidos que
codifica VP7 de la cepa USA/Rotarix-A41CB052A/1988/G1P1A[8] de la vacuna contra Rotavirus A (SEQ ID
NO: 48). La Figura 34E muestra la secuencia codificante optimizada de VP7 de Rotavirus A de la cepa
RVA/Vaccine/lUSA/Rotarix-A41CB052A/1988/G1P1A[8] (SEQ ID NO 54).

La Figura 35 muestra la secuencia de aminoacidos de VP7 de la cepa USA/Rotarix-
A41CB052A/1988/G1P1A[8] de la vacuna contra Rotavirus A (SEQ ID NO: 39).

La Figura 36 muestra una representacién esquematica de la construcciéon numero 1733.
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La Figura 37 muestra la secuencia de nucleétidos del cebador IF-Rtx_VP7(opt).s2+4c (SEQ ID NO: 40).

La Figura 38 muestra una representacion esquematica de la construccién 1192. Los sitios de la enzima de
restriccion Sacll y Stul usados para la linealizacion del plasmido estan anotados en la representacion.

La Figura 39 muestra la secuencia de nucledtidos de la construccion 1192 de los bordes izquierda a
derecha de ADNt (subrayados) (SEQ ID NO: 41). Se muestran 2X35S/CPMV-HT/PDISP/NOS con casete
de expresién del inhibidor de silenciamiento de plastocianina-P19-plastocianina.

La Figura 40A muestra la secuencia de nucleétidos del casete de expresion numero 1735 del promotor
2X358S al terminador NOS (SEQ ID NO: 42). Estd subrayada la PDISP/VP7(opt) de la cepa USA/Rotarix-
A41CB052A/1988/G1P1A[8] de la vacuna contra Rotavirus A. Figura 40B Secuencia de nucleétidos que
codifica PDISP/VP7(opt) de la cepa USA/Rotarix-A41CB052A/1988/G1P1A[8] de la vacuna contra Rotavirus
A (SEQ ID NO: 49).

La Figura 41 muestra la secuencia de aminoacidos de PDISP/VP7 de la cepa USA/Rotarix-
A41CB052A/1988/G1P1A[8] de la vacuna contra Rotavirus A (SEQ ID NO: 43).

La Figura 42 muestra una representacion esquematica de la construccion numero 1735.

La Figura 43A muestra la secuencia codificante de VP4 de Rotavirus A de la cepa RVA/Simian-
tc/ZAF/SA11-H96/1958/G3P5B[2] (SEQ ID NO: 50). La Figura 43B muestra la secuencia codificante
optimizada de VP4 de Rotavirus A de la cepa RVA/Simian-tc/ZAF/SA11-H96/1958/G3PSBI[2] (SEQ ID NO :
51). La Figura 43C muestra la secuencia codificante de VP7 de de la cepa RVA/Simian-tc/ZAF/SA11-
H96/1958/G3P5B[2] (SEQ ID NO : 52). La Figura 43D muestra la secuencia codificante optimizada de VP7
de Rotavirus A de la cepa RVA/Simian-tc/ZAF/SA11-H96/1958/G3P5B[2] (SEQ ID NO :53).

La Figura 44A muestra la secuencia de nucleodtidos del cebador IF-TrSP+Rtx_VP7(opt).s1+3c (SEQ ID NP:
55). La Figura 44B muestra la secuencia de nucledtidos del cebador IF-Rtx_VP7(opt).s1-4r (SEQ ID NO:
56). La Figura 44C muestra la secuencia de nucleétidos de la secuencia codificante optimizada de VP7 de
Rotavirus A de la cepa RVA/Vaccine/USA/Rotarix-A41CB052A/1988/G1P1A[8] (SEQ ID NO: 57). La Figura
44D muestra la secuencia de nucleétidos del casete de expresion numero 1734 del promotor 2X35S al
terminador NOS (SEQ ID NO 58). Estd subrayada la VP7 de la cepa USA/Rotarix-
A41CB052A/1988/G1P1A[8] de la vacuna contra Rotavirus A. La Figura 44E muestra la secuencia de
aminoacidos de TrSp-VP7 de la cepa USA/Rotarix-A41CB052A/1988/G1P1A[8] de la vacuna contra
Rotavirus A (SEQ ID NO: 59). La Figura 44F muestra la representacion esquematica de la construccion
namero 1734.

La Figura 45 muestra la purificacion de las particulas de tipo rotavirus que comprenden VP2 y VP6 por
centrifugacion de gradiente de densidad de iodixanol. Figura 45A Analisis SDS-PAGE con tinciéon de
Coomassie de la carga antes de la centrifugacion y fracciones 1 a 10 (estando la fraccién 1 en el fondo del
tubo). Las posiciones de los antigenos de rotavirus se muestran mediante flechas. Figura 45B Analisis de
transferencia Western de las mismas fracciones que en (A) usando un anticuerpo anti-rotavirus policlonal de
conejo. Figura 45C Anadlisis de transferencia Western de las mismas fracciones que en (A) usando un
anticuerpo anti-VP2 policlonal de conejo.

La Figura 46 muestra la purificacion de las particulas de tipo rotavirus que comprenden VP2, VP6 y VP7
por centrifugacion de gradiente de densidad de iodixanol. Figura 46A Analisis SDS-PAGE con tincién de
Coomassie de la carga antes de la centrifugacion y fracciones 1 a 10 (estando la fraccién 1 en el fondo del
tubo). Las posiciones de los antigenos de rotavirus se muestran mediante flechas. Figura 46B Analisis de
transferencia Western de las mismas fracciones que en (A) usando un anticuerpo anti-rotavirus policlonal de
conejo. Figura 46C Analisis de transferencia Western de las mismas fracciones que en (A) usando un
anticuerpo anti-VP7 policlonal de conejo.

La Figura 47 muestra la purificacion de las particulas de tipo rotavirus que comprenden VP2, VP4, VP6 y
VP7 por centrifugacion de gradiente de densidad de iodixanol. Figura 47A Analisis SDS-PAGE con tincién
de Coomassie de la carga antes de la centrifugacion y fracciones 1 a 10 (estando la fraccion 1 en el fondo
del tubo). Las posiciones de los antigenos de rotavirus se muestran mediante flechas. Figura 47B Analisis
de transferencia Western de las mismas fracciones que en (A) usando un anticuerpo anti-rotavirus policlonal
de conejo. Figura 47C Analisis de transferencia Western de las mismas fracciones que en (A) usando un
anticuerpo anti-VP7 policlonal de conejo.

La Figura 48 muestra la evaluacion del contenido de VP4 en particulas de tipo rotavirus purificadas que
comprenden VP2, VP4, VP6 y VP7 por ELISA especifico para anti-VP4.

La Figura 49 muestra una imagen por microscopia crioelectronica de particulas de tipo rotavirus purificadas
que comprenden VP2 y VP6 (panel izquierdo) y VP2, VP4, VP6 y VP7 (panel derecho).

DESCRIPCION DETALLADA

La siguiente descripcién es de una realizacion preferida.
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La presente invencién se refiere a particulas pseudoviricas (VLP) que comprenden una o mas proteinas
estructurales de rotavirus (es decir, una particula de tipo rotavirus, VLP o RLP de rotavirus) y métodos para producir
particulas de tipo rotavirus (RLP) en plantas. La particula de tipo rotavirus (RLP) puede comprender, por lo tanto,
una o mas proteinas estructurales de rotavirus. La RLP puede ser de doble capa o de triple capa.

La presente invencion en parte proporciona un método para producir una particula de tipo rotavirus (RLP) en una
planta de acuerdo con la reivindicacion 1. EI método comprende introducir un primer acido nucleico que comprende
una primera region reguladora activa en la planta unida operativamente a una primera secuencia de nucleétidos que
codifica una primera proteina estructural de rotavirus seleccionada de VP2, VP6 y VP7, un segundo acido nucleico
que comprende una segunda regidn reguladora activa en la planta unida operativamente a una segunda secuencia
de nucledtidos que codifica una segunda proteina estructural de rotavirus seleccionada de VP2, VP6 y VP7, y un
tercer acido nucleico que comprende una tercera regién reguladora activa en la planta unida operativamente a una
tercera secuencia de nucleétidos que codifica una tercera proteina estructural de rotavirus seleccionada de VP2,
VP6 y VP7 en la planta, parte de una planta o célula vegetal, en el que la primera, segunda o tercera secuencia de
nucledtidos que codifica la VP7 comprende un péptido sefal nativo truncado o un péptido sefial no nativo de un
polipéptido vegetal, y en el que la RLP comprende VP2, VP6 y VP7; o

proporcionar una planta, parte de una planta o célula vegetal que comprende un primer acido nucleico que
comprende una primera regiéon reguladora activa en la planta unida operativamente a una primera secuencia de
nucleotidos que codifica una primera proteina estructural de rotavirus, un segundo acido nucleico que comprende
una segunda region reguladora activa en la planta unida operativamente a una segunda secuencia de nucleétidos
que codifica una segunda proteina estructural de rotavirus y un tercer acido nucleico que comprende una tercera
region reguladora activa en la planta unida operativamente a una tercera secuencia de nucleétidos que codifica una
tercera proteina estructural de rotavirus en la planta, parte de una planta o célula vegetal; en el que la primera
proteina estructural de rotavirus es VP2, la segunda proteina estructural de rotavirus es VP6 y la tercera proteina
estructural de rotavirus es VP7, en la que VP7 comprende un péptido sefial nativo truncado o un péptido sefial no
nativo de un polipéptido vegetal;

incubar la planta, parte de una planta o célula vegetal en condiciones que permitan la expresion transitoria del
primer, segundo y tercer acido nucleico, produciendo de este modo la RLP,

cultivar la planta, parte de la planta o célula vegetal, y

extraer y purificar las RLP de la planta, parte de la planta o célula vegetal, en presencia de calcio, en las que la
concentracién de calcio esta entre 1 mM y 1000 mM.

La "proteina estructural de rotavirus" puede referirse a la totalidad o a una parte de una secuencia de proteina
estructural de rotavirus aislada de rotavirus, presente en cualquier cepa o aislado de rotavirus de origen natural o
variante. Por lo tanto, la expresion proteina estructural de rotavirus, y similares, incluye variantes de secuencias de
proteinas estructurales de rotavirus de origen natural producidas por mutaciéon durante el ciclo de vida del virus o
producidas en respuesta a presidon selectiva (por ejemplo, terapia farmacoldgica, expansion del tropismo o
infectividad de la célula huésped, etc.) Como apreciara un experto en la técnica, dichas secuencias de proteinas
estructurales de rotavirus y variantes de las mismas, también pueden producirse usando técnicas recombinantes.

Ademas, las proteinas estructurales pueden incluir proteinas de capside tales como, por ejemplo, VP2 y VP6 y/o
proteinas de superficie tal como, por ejemplo, VP4. La proteina estructural puede incluir ademas, por ejemplo, VP7.

Los ejemplos no limitantes de proteina estructural de rotavirus son la proteina de rotavirus VP2, VP4, VP6 y VP7, y
un fragmento de VP2, VP4, VP6 y VP7. Los ejemplos no limitantes de VP2, VP4, VP6 y VP7, o fragmentos de
proteina VP2, VP4, VP6 y VP7 que pueden usarse de acuerdo con la presente invencion incluyen las proteinas VP2,
VP4 VP6 y VP7 de la cepa de rotavius G9 P[6], cepa WA de rotavirus A, cepa USA/Rotarix-
A41CB052A/1988/G1P1A[8] para la vacuna contra rotavirus A y cepa SA11 de rotavirus.

Un ejemplo de una proteina estructural VP2, que no se considerara limitante, se expone en la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 1 y SEQ ID NO:25. Ademas, la proteina estructural VP2 puede comprender la
secuencia expuesta en la SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO:25, o una secuencia que tiene al menos aproximadamente un
90-100 % de similitud de secuencia con la misma, incluyendo cualquier porcentaje de similitud dentro de estos
intervalos, tal como un 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99 % se similitud de secuencia con la misma. Ademas, una
proteina estructural VP2 puede codificarse por una secuencia de nucleétidos como se expone en la SEQ ID NO:13,
14, 25, 0 45 o una secuencia que tiene al menos aproximadamente el 80-100 % de similitud de secuencia con la
misma, incluyendo cualquier porcentaje de similitud dentro de estos intervalos, tal como un 81, 82, 83, 84, 85, 86,
87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99 % de similitud de secuencia con la misma.
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Un ejemplo de una proteina estructural VP4, que no se considerara limitante, se expone en la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 2 y SEQ ID NO: 36. Ademas, la proteina estructural VP4 puede comprender la
secuencia expuesta en la SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 36 o una secuencia que tiene al menos aproximadamente un
90-100 % de similitud de secuencia con la misma, incluyendo cualquier porcentaje de similitud dentro de estos
intervalos, tal como un 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99 % de similitud de secuencia con la misma. Ademas, una
proteina estructural VP4 puede codificarse por una secuencia de nucleétidos como se expone en la SEQ ID NO: 15,
16, 47, 50 o 51 o una secuencia que tiene al menos aproximadamente un 80-100 % de similitud de secuencia con la
misma, incluyendo cualquier porcentaje de similitud dentro de estos intervalos, tal como un 81, 82, 83, 84, 85, 86,
87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99 % de similitud de secuencia con la misma.

Un ejemplo de una proteina estructural VP6, que no se considerara limitante, se expone en la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 3 y SEQ ID NO: 31. Ademas, la proteina estructural VP6 puede comprender la
secuencia expuesta en la SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 31 o una secuencia que tiene al menos aproximadamente un
90-100 % de similitud de secuencia con la misma, incluyendo cualquier porcentaje de similitud dentro de estos
intervalos, tal como un 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99 % de similitud de secuencia con la misma. Ademas, una
proteina estructural VP6 puede codificarse por una secuencia de nucleétidos como se expone en la SEQ ID NO:17,
18, 0 46 o una secuencia que tiene al menos aproximadamente un 80-100 % de similitud de secuencia con la
misma, incluyendo cualquier porcentaje de similitud dentro de estos intervalos, tal como un 81, 82, 83, 84, 85, 86,
87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99 % de similitud de secuencia con la misma.

Un ejemplo de una proteina estructural VP7, que no se considerara limitante, se expone en la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 39, SEQ ID NO: 43, y SEQ ID NO: 47. Ademas, la proteina estructural
VP7 puede comprender la secuencia expuesta en la SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 39 y SEQ ID NO: 43, o una
secuencia que tiene al menos aproximadamente un 90-100 % de similitud con la misma, incluyendo cualquier
porcentaje de similitud dentro de estos intervalos, tal como un 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99 % de similitud de
secuencia con la misma. Ademas, una proteina estructural VP7 puede codificarse por una secuencia de nucleétidos
como se expone en la SEQ ID NO:19, 20, 48, 49, 52, 53 o0 54 o una secuencia que tiene al menos aproximadamente
un 80-100 % de similitud de secuencia con la misma, incluyendo cualquier porcentaje de similitud dentro de estos
intervalos, tal como un 81, 82, 83, 84, 85, 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99 % de similitud de
secuencia con la misma.

La similitud o identidad de la secuencia de aminoacidos se puede calcular utilizando los programas BLASTP y
TBLASTN que emplean el algoritmo 2.0 BLAST (herramienta de busqueda de alineamiento local basico). Las
técnicas para calcular la similitud o identidad de la secuencia de aminoacidos se conocen bien por los expertos en la
técnica, y el uso del algoritmo BLAST se describe en ALTSCHUL et al. (1990, J Mol. Biol. 215: 403-410) y
ALTSCHUL et al. (1997, Nucleic Acids Res. 25: 3389-3402).

La expresion "particula de tipo virus" (VLP), o "particulas pseudoviricas" o "VLP" se refiere a estructuras que se
autoensamblan y comprenden una o mas proteinas estructurales tales como, por ejemplo, una proteina estructural
de rotavirus, por ejemplo, pero sin limitacién, la proteina estructural VP2, VP4, VP6 y/o VP7. Las VLP que
comprenden una proteina estructural de rotavirus también pueden denominarse "VLP de rotavirus", "particula de tipo
rotavirus (RVLP)", "particula de tipo rotavirus (RLP)", "particula de tipo rotavirus", "RVLP" o "RLP". Las VLP o RLP
generalmente son morfoldgica y antigénicamente similares a los viriones producidos en una infeccion, pero carecen
de informacién genética suficiente para replicarse y, por lo tanto, no son infecciosas. Las VLP pueden producirse en
células huésped adecuadas, incluyendo células huésped vegetales. Después de la extraccion de la célula huésped y
tras el aislamiento y la purificacion adicional en las condiciones adecuadas, las VLP se pueden purificar como
estructuras intactas. La RLP puede ser una RLP de una, dos o tres capas. Las RLP de una sola capa pueden
obtenerse expresando una proteina estructural de rotavirus, tal como VP2 o VP6. Las RLP de doble capa pueden
obtenerse expresando dos proteinas estructurales de rotavirus, tal como, por ejemplo, coexpresando tanto VP2
como VPG, con o sin VP4. Las RLP de tres capas pueden obtenerse mediante la expresion simultanea de al menos
tres proteinas estructurales de rotavirus, por ejemplo, la coexpresion de VP2, VP6 y VP7, con o sin VP4. La
coexpresion de VP4 da como resultado una particula con picos que se parece al rotavirus nativo. VP4 puede
procesarse o escindirse para producir VP5 y VP8. Este procesamiento puede tener lugar dentro del huésped usando
proteasas enddgenas, o coexpresando una proteasa adecuada, por ejemplo, tripsina, una proteasa de tipo tripsina,
una serina proteasa, una proteasa de tipo quimotripsina, subtilisina. Como alternativa, VP4 puede procesarse para
producir VP5 y VP8 mediante la adicién de una proteasa adecuada, por ejemplo, tripsina, una proteasa de tipo
tripsina, una serina proteasa, una proteasa de tipo quimotripsina, subtilisina durante cualquier etapa del
procedimiento de extraccion de RLP, o después de la purificacién de RLP.
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Cada una de las proteinas estructurales de rotavirus tiene diferentes caracteristicas y tamafio, y se requiere en
diferentes cantidades para ensamblarse en RLP. La expresion "VLP de rotavirus", "particula pseudovirica de
rotavirus (RVLP)", "particula pseudovirica de rotavirus (RLP)", "particula pseudovirica de rotavirus", "RVLP" o "RLP"
se refiere a una particula pseudovirica (VLP) que comprende una o mas proteinas estructurales de rotavirus. Un
ejemplo de proteinas estructurales de rotavirus puede incluir, pero sin limitacién, una proteina estructural VP2, VP4
(o VP5y VP8), VP6 y VPT.

En el método para producir las RLP en una planta de acuerdo con la invencion, un primer acido nucleico (un primer
acido nucleico) que codifica una primera proteina estructural de rotavirus, por ejemplo, una proteina VP2 o VPG, se
coexpresa con un segundo acido nucleico que codifica una segunda proteina estructural de rotavirus, por ejemplo,
una proteina VP6 o VP2. Ademas, un tercer acido nucleico que codifica una tercera proteina estructural de rotavirus,
por ejemplo VP7, se coexpresa con el primer y segundo acido nucleico de manera que el primero, el segundo y el
tercer acidos nucleicos se coexpresan en la planta. El primer acido nucleico, el segundo acido nucleico y el tercer
acido nucleico pueden introducirse en la planta en la misma etapa o pueden introducirse secuencialmente en la
planta.

Ademas, una planta que expresa un primer acido nucleico que codifica una primera proteina estructural de rotavirus,
un segundo acido nucleico que codifica una segunda proteina estructural de rotavirus y un tercer acido nucleico que
codifica una tercera proteina estructural de rotavirus puede transformarse adicionalmente con un cuarto acido
nucleico que codifica una cuarta proteina estructural de rotavirus, por ejemplo una proteina VP7 o VP4, de manera
que el primero, el segundo, el tercero y el cuarto acido nucleico se coexpresan en la planta. La VP4 puede
procesarse o escindirse para producir VP5 y VP8 dentro del huésped mediante la coexpresion de un acido nucleico
que codifica una proteasa adecuada, por ejemplo, tripsina, una proteasa de tipo tripsina, una serina proteasa, una
proteasa de tipo quimotripsina, subtilisina. Como alternativa, la VP4 puede procesarse durante cualquier etapa de la
extraccion de RLP, o después de la purificacion de RLP mediante la adicidon de una proteasa adecuada, por ejemplo,
tripsina, una proteasa de tipo tripsina, una serina proteasa, una proteasa de tipo quimotripsina, subtilisina.

Como se describe con mas detalle a continuacién, las RLP pueden producirse en una planta expresando un acido
nucleico (un primer acido nucleico) que codifica una o mas proteinas estructurales de rotavirus seleccionadas de
VP2, VP6 o VP7. Un segundo acido nucleico que codifica una segunda proteina estructural de rotavirus
seleccionada de VP7, VP6 o VP2 se coexpresa en la planta. Ademas, un tercer acido nucleico que codifica una
tercera proteina estructural de rotavirus seleccionada de VP6, VP7 o VP2 se coexpresa en la planta. El primer acido
nucleico, el segundo acido nucleico y el tercer acido nucleico pueden introducirse en la planta en la misma etapa, o
pueden introducirse en la planta secuencialmente. El acido nucleico, el segundo acido nucleico y el tercer acido
nucleico se pueden introducir en la planta de manera transitoria, o de una manera estable.

Ademas, una planta que expresa un primer acido nucleico que codifica una primera proteina estructural de rotavirus,
por ejemplo una proteina VP2, se transforma con un segundo acido nucleico que codifica una segunda proteina
estructural de rotavirus, por ejemplo, pero sin limitacion, en VP6 o VP7, de manera que tanto el primer como el
segundo acido nucleico se coexpresan en la planta. La planta se transforma adicionalmente con un tercer acido
nucleico que codifica una tercera proteina estructural de rotavirus, por ejemplo, pero sin limitacién, VP7 o VP6.

Como alternativa, una planta que expresa una proteina VP6 o VP7, (segundo acido nucleico) se transforma con el
primer acido nucleico que codifica la proteina VP2, de manera que tanto el primero como el segundo acidos
nucleicos se coexpresan en la planta. La planta se transforma adicionalmente con un tercer acido nucleico que
codifica una tercera proteina estructural de rotavirus, por ejemplo, pero sin limitacion, VP7 o VP6.

Ademas, una planta que expresa un primer y un segundo acido nucleico que codifica una primera y una segunda
proteina estructural de rotavirus, por ejemplo una proteina VP2 y VPG, se transforma con un tercer acido nucleico
que codifica una tercera proteina estructural de rotavirus, por ejemplo VP7.

El método para producir RLP en una planta implica introducir tres 0 mas acidos nucleicos que codifican dichas tres o
mas proteinas estructurales de rotavirus unidas operativamente a una regién reguladora activa en la planta, y una o
mas de una secuencia de direccionamiento de compartimento y/o un elemento de amplificacion, en la planta, parte
de la planta o célula vegetal. La planta, parte de la planta o célula vegetal se incuba a continuacién en condiciones
que permiten la expresion del uno o mas acidos nucleicos, produciendo de ese modo las RLP. La una o mas
proteinas estructurales de rotavirus pueden ser VP2, VP4 (o VP5 y VP8), VP86, VP7, un fragmento de VP2, VP4 (o
VP5 y VP8), VP6, VP7 o una combinacion de las mismas.
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La presente descripcion proporciona ademas una RLP que comprende tres o mas proteinas estructurales de
rotavirus, por ejemplo, pero sin limitacion, VP2, VP4 (o VP5 y VP8), VP6, VP7 o una combinacion de las mismas. La
RLP puede producirse mediante uno o mas de los métodos proporcionados por la presente invencion.

La aparicion de las RLP puede detectarse usando cualquier método adecuado, por ejemplo, centrifugacion en
gradiente de densidad o cromatografia de exclusion por tamafio. Las RLP pueden evaluarse para determinar la
estructura y el tamafio mediante, por ejemplo, microscopia electrénica o mediante cromatografia de exclusién por
tamanio.

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

La fraccion separada puede ser, por ejemplo, un sobrenadante (si se centrifuga, sedimenta o precipita), o un filtrado
(si se filtra), y se enriquecen con proteinas, o proteinas superestructurales, tales como, por ejemplo, nanotubos,
nanoesferas o particulas de mayor orden, de peso molecular mas alto, tales como RLP monocapa (sl), bicapa (dl) o
tricapa (tl).

La fracciéon separada puede procesarse adicionalmente para aislar, purificar, concentrar, o una combinacién de los
mismos, las proteinas, proteinas supraestructurales o particulas de mayor orden mediante, por ejemplo, etapas de
centrifugacion adicionales, precipitacion, etapas cromatograficas (por ejemplo, exclusion de tamafio, intercambio
iénico, cromatografia de afinidad), filtracién de flujo tangencial, o una combinacién de los mismos. La presencia de
proteinas purificadas, proteinas de supraestructurales o particulas de mayor orden, tales como RLP, puede ser
confirmada, por ejemplo, mediante un analisis Western nativo o SDS-PAGE, utilizando un anticuerpo de deteccion
apropiado, electroforesis capilar, microscopia electrénica, o cualquier otro método que sera evidente para un experto
en la técnica.

Las RLP producidas de acuerdo con la presente invencién se purifican, se purifican parcialmente a partir de una
planta, parte de una planta o materia vegetal, o se pueden administrar como una vacuna oral, usando métodos
conocidos por los expertos en la técnica.

La purificacion de RLP puede implicar centrifugacion en gradiente, por ejemplo, pueden usarse gradientes de
densidad de sacarosa, iodixanol, OptiPrep™ o cloruro de cesio (CsCl) para purificar o purificar parcialmente las RLP
de la biomasa vegetal transformada. Como se muestra, por ejemplo, en la Figura 45, se puede usar un gradiente
gradual de iodixanol o un gradiente continuo de iodixanol para purificar la RLP y/o las proteinas estructurales de
rotavirus expresadas.

Se ha demostrado que la concentracién de calcio (Ca2+) es importante para la transformacion de particulas de triple
capa (TLP) en particulas de doble capa (DLP) y depende de la cepa (véase, por ejemplo, Martin et al. Journal of
Virology, Jan 2002). La pérdida completa de las proteinas de la capside externa de las TLP (descapsidacion de TLP)
tiene lugar en el rango nanomolar de [Ca2+]. Por lo tanto, la purificacion y/o extracciéon de RLP se realiza en
presencia de calcio, y la etapa de centrifugaciéon en gradiente se realiza en presencia de calcio, por ejemplo en
presencia de CaCl2. La concentracién de CaCl2 se encuentra entre 1 mM y 1000 mM, o cualquier cantidad entre las
mismas, tal como 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 20, 25, 30, 40, 50, 100, 150, 200, 250, 300, 350, 400,
450, 500, 50, 600, 650, 700, 750, 800, 850, 900, 950 mM o cualquier cantidad entre las mismas.

Las plantas, o fragmentos de plantas pueden procesarse minimamente. Con el término "procesamiento minimo" se
refiere a materia vegetal, por ejemplo, una planta o porcion de la misma que comprende una proteina de interés y/o
la RLP que se purifica parcialmente para producir un extracto vegetal, homogeneizado, fraccion de homogeneizado
vegetal, o similares (es decir, minimamente procesado). La purificacién parcial puede comprender, pero sin
limitacion, alterar estructuras celulares vegetales creando asi una composicién que comprende componentes
vegetales solubles, y componentes vegetales insolubles que pueden separarse por ejemplo, pero sin limitacion, por
centrifugacion, filtracion o una combinaciéon de los mismos. A este respecto, las proteinas secretadas dentro del
espacio extracelular de la hoja u otros tejidos podrian obtenerse facilmente mediante extraccién al vacio o
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centrifuga, o los tejidos podrian extraerse a presién mediante el paso a través de rodillos o por trituracion o similar
para exprimir o liberar la proteina libre del interior del espacio extracelular. El procesamiento minimo también podria
implicar la preparacion de extractos en bruto de proteinas solubles, ya que estas preparaciones tendrian una
contaminacion insignificante de los productos vegetales secundarios. Ademas, el procesamiento minimo puede
implicar la extraccion acuosa de proteina soluble de las hojas, seguido de la precipitacion con cualquier sal
adecuada. Otros métodos pueden incluir maceracion a gran escala y extraccion de zumo para permitir el uso directo
del extracto. Las RLP pueden purificarse o extraerse usando cualquier método adecuado, por ejemplo, extraccion
mecanica o bioquimica.

La una o mas proteinas estructurales de rotavirus se pueden sintetizar en una cantidad de hasta 2 g por kilogramo
de peso en fresco de planta. Por ejemplo, la cantidad de proteina estructural sintetizada puede variar entre 1y 2 g
por kilogramos de peso en fresco, u cualquier cantidad entre las mismas, tales como 1,0, 1,1, 1,2, 1,3, 1,4, 1,5, 1,6,
1,7, 1,8, 1,9, 2 g por kilogramos de peso en fresco o cualquier cantidad entre las mismas. Por ejemplo, la proteina
estructural se puede sintetizar en una cantidad de hasta 1,54 g por kilogramo de peso en fresco de planta.

Ademas, la RLP se puede sintetizar en una cantidad de hasta 1,5 g por kilogramo de peso en fresco de planta. Por
ejemplo, la cantidad de RLP sintetizada puede variar entre 0,5 y 1,5 g por kilogramos de peso en fresco, u cualquier
cantidad entre las mismas, tales como 0,5, 0,6, 0,7, 0,8, 0,9, 1,0, 1,1, 1,2, 1,3, 1,4, 1,5 g por kilogramos de peso en
fresco. Por ejemplo, la RLP se puede sintetizar en una cantidad de hasta 1,1 g por kilogramo de peso en fresco de
planta.

El tamarfio (es decir, el diametro) de las RLP definidas anteriormente, que puede medirse, por ejemplo, mediante
técnicas de dispersion dinamica de la luz (DLS) o de microscopia electrénica (EM), esta habitualmente entre 50 a
110 nm, o cualquier tamafio los mismos. Por ejemplo, el tamafio de la estructura de RLP intacta puede variar de
aproximadamente 70 nm a aproximadamente 110 nm, o cualquier tamafo entre los mismos, tal como 75 nm, 80 nm,
85 nm, 90 nm, 95 nm, 100 nm, 105 nm o cualquier tamafo entre los mismos.

La presente invencion proporciona ademas un método para producir una RLP en una planta, parte de una planta o
célula vegetal, que comprende introducir un acido nucleico, en el que el acido nucleico comprende una secuencia de
nucledtidos que codifica una o mas proteinas estructurales de rotavirus operativamente unidas a una region
reguladora activa en una planta. La secuencia de nucleétidos puede optimizarse, por ejemplo, para el uso de
codones humanos o el uso de codones de plantas. Ademas, una o mas proteinas estructurales de rotavirus pueden
estar operativamente unidas a uno o mas de un elemento de amplificacién. Ademas, una o mas proteinas
estructurales de rotavirus pueden estar unidas operativamente a una o mas secuencias de direccionamiento de un
compartimento. La una o mas proteinas estructurales de rotavirus codificadas por la secuencia de nucleétidos
pueden ser, por ejemplo, VP2, VP4, VP6 o VP7. Ademas, la una o mas proteinas estructurales de rotavirus
codificadas por la secuencia de nucleétidos pueden ser, por ejemplo, de cualquier grupo de rotavirus A a G, pero
mas preferiblemente, del grupo de rotavirus A. Ademas, la una o mas proteinas estructurales de rotavirus
codificadas por la secuencia de nucleétidos puede ser de cualquier cepa de rotavirus que tenga un genotipo de
cualquier combinacion de los tipos Gy P de G1 a G27 y de P1 a P34, y mas preferiblemente, de G1 a G19 y de Pl a
P27, incluyendo, pero sin limitacion, G1P[8], G2P[4], G2P[8], G3P[8], G4P[8], GIP[6], GOP[8], cepa WA de rotavirus
A, cepa USA/Rotarix-A41CB052A/1988/G1P1A[8] para vacuna contra rotavirus A o cepa SA11 de rotavirus.

Una secuencia de acido nucleico a la que se hace referencia en la presente invencion, puede ser "sustancialmente
homologa", "sustancialmente similar" o "sustancialmente idéntica" a una secuencia, o un complemento de la
secuencia si la secuencia de acido nucleico se hibrida con una o mas de una secuencia de nucleétidos o un
complemento de la secuencia de acidos nucleicos como se define en el presente documento bajo condiciones de
hibridacion rigurosas. Las secuencias son "sustancialmente homdlogas”, "sustancialmente similares" o
"sustancialmente idénticas" cuando al menos aproximadamente el 70 %, o entre el 70 al 100 %, o cualquier cantidad
entre las mismas, por ejemplo el 70, 72, 74, 76, 78, 80, 82, 84 , 86, 88, 90, 92, 94, 96, 98, 100 %, o cualquier
cantidad entre las mismas, de los nucledtidos coinciden en una longitud definida de la secuencia de nucleétidos,
siempre que tales secuencias homoélogas presenten una o mas de las propiedades de la secuencia, o el producto
codificado como se describe en el presente documento.

Por ejemplo, la presente invencion proporciona un método para producir una RLP en una planta, parte de una planta
o célula vegetal, que comprende introducir un polinucleétido aislado, en el que el polinucleétido aislado comprende
un acido nucleico que codifica una o mas proteinas estructurales de rotavirus que es al menos un 60 %, 65 %, 70 %,
75 %, 80 %, 85 %, 86 %, 87 %, 88 %, 89 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 % , 96 %, 97 %, 98 %, 99 % 100 % o
cualquier cantidad entre las mismas idéntico a secuencias como se define, por ejemplo, en SEQ ID NO: 13, 14, 15,
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16, 17, 18, 19, 20, 45, 46, 47, 49, 50, 51, 52, 53, 54. El polinucledtido puede ser un codéon humano optimizado por
cualquiera de los métodos conocidos en la técnica.

Ademas, la presente invencion proporciona un método para producir una RLP en una planta, porcién de una planta o
célula vegetal, que comprende introducir acidos nucleicos, en el que los acidos nucleicos son al menos un 60 %, 65
%, 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 86 %, 87 %, 88 %, 89 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 %
100 % o cualquier cantidad entre las mismas, idénticos a las secuencias que se definen, por ejemplo, en la SEQ ID
NO: 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 45, 46, 47, 49, 50, 51, 52, 53, 54.

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

Un ejemplo de una de tales condiciones de hibridacion rigurosas puede ser hibridacion (de aproximadamente 16-20
horas) durante una noche en 4 x SSC a 65 °C seguido por lavado en 0,1 x SSC a 65 °C durante una hora, o 2
lavados en 0,1 x SSC a 65 °C cada 20 o 30 minutos. Como alternativa, una condiciéon de hibridacién rigurosa
ejemplar podria ser durante una noche (16-20 horas) en formamida al 50 %, 4 x SSC a 42 °C seguido por lavado en
0,1 x SSC a 65 °C durante una hora, o 2 lavados en 0,1 x SSC a 65 °C durante 20 o 30 minutos, o durante una
noche (16-20 horas), o hibridacion en tampdn de fosfato acuoso Church (SDS al 7 %, tampon NaPO4 0,5 M, pH 7,2,
EDTA 10 mM) a 65 °C, con 2 lavados a 50 °C en 0,1 x SSC, SDS al 0,1 % durante 20 o 30 minutos cada uno, o 2
lavados a 65 °C en 2 x SSC, SDS al 0,1 % durante 20 o 30 minutos cada uno para regiones de secuencia Unicas.

Un acido nucleico que codifica un polipéptido estructural de rotavirus se puede describir como un "acido nucleico de
rotavirus", una "secuencia de nucledtidos de rotavirus", un "acido nucleico de rotavirus" o una "secuencia de
nucledtidos de rotavirus". Por ejemplo, que no se debe considerar limitante, una particula pseudovirica que
comprende una o0 mas proteinas estructurales de rotavirus o polipéptido estructural de rotavirus, se puede describir
como una "VLP de rotavirus", "RVLP" o "RLP".

Muchos organismos muestran un sesgo para el uso de codones particulares para codificar la insercion de un
aminoacido particular en una cadena peptidica en crecimiento. La preferencia de codones o el sesgo de codones,
las diferencias en el uso de codones entre organismos, se proporcionan por la degeneracion del codigo genético, y
esta bien documentada entre muchos organismos. El sesgo de codones a menudo se correlaciona con la eficacia de
la traduccion del ARN mensajero (ARNm), que a su vez se cree que depende de, entre otros, las propiedades de los
codones que se traducen y la disponibilidad de las moléculas de ARN de transferencia particular (ARNt). El
predominio de ARNt seleccionados en una célula generalmente es un reflejo de los codones utilizados con mayor
frecuencia en la sintesis de péptidos. Por consiguiente, los genes se pueden adaptar para la expresion génica
Optima en un organismo dado basandose en la optimizacion de codones. El proceso de optimizacién de la secuencia
de nucledtidos que codifica una proteina expresada de forma heteréloga puede ser un paso importante para mejorar
los rendimientos de expresién. Los requisitos de optimizacién pueden incluir etapas para mejorar la capacidad del
huésped para producir la proteina extrafa.

La "optimizacion de codones" se define como la modificaciéon de una secuencia de acido nucleico para una
expresion potenciada en células de interés reemplazando al menos uno, mas de uno, o un numero significativo, de
codones de la secuencia nativa con codones que pueden usarse mas frecuentemente o0 mucho mas en los genes de
otro organismo o especie. Varias especies presentan un sesgo particular para ciertos codones de un aminoacido
particular.

La presente invencion incluye un método para producir una RLP en una planta, parte de una planta o célula vegetal,
que comprende introducir secuencias de polinucleétidos sintéticos, en el que las secuencias de polinucledtidos
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sintéticas que se han optimizado en codones, por ejemplo, las secuencias se han optimizado para el uso de codones
humanos o uso de codones de plantas. Las secuencias de polinucleétidos optimizadas en codones pueden
expresarse entonces en plantas. Mas especificamente, las secuencias optimizadas para el uso de codones
humanos o el uso de codones vegetales pueden expresarse en plantas. Sin desear quedar ligando a ninguna teoria,
se cree que las secuencias optimizadas para el codéon humano aumentan el contenido de guanina-citosina
(contenido de GC) de la secuencia y mejoran los rendimientos de expresion en las plantas.

Existen diferentes técnicas de optimizacién de codones conocidas en la técnica para mejorar la cinética de
traduccion de las regiones de codificacion de proteinas ineficientes en la traduccion. Estas técnicas se basan
principalmente en la identificacion del uso de codones para un determinado organismo huésped. Si un cierto gen o
secuencia se debe expresar en este organismo, la secuencia codificante de dichos genes y secuencias se
modificara entonces de modo que se reemplacen los codones de la secuencia de interés por los codones mas
frecuentemente utilizados del organismo huésped.

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

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

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

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

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

Como se usa en el presente documento, la expresion "elementos de amplificacién” se refiere a un segmento de
acido nucleico que comprende al menos una porcién de una o mas regiones intergénicas largas o de repeticion
intergénica larga (LIR) de un genoma de geminivirus. Como se usa en el presente documento, "region intergénica
larga" o "repeticion intergénica larga" se refiere a una regién de una region intergénica larga que contiene un sitio de
union rep capaz de mediar la escision y la replicaciéon por una proteina Rep de geminivirus. En algunos aspectos, el
segmento de acido nucleico que comprende una o mas LIR, puede comprender ademas una region intergénica corta
0 regioén intergénica pequefia (SIR) de un genoma de geminivirus. Como se usa en el presente documento, la
"region intergénica corta" o "region intergénica corta" se refiere a la cadena complementaria (la IR corta (SIR) de un
Mastrevirus). Cualquier elemento de amplificacién derivado de geminivirus adecuado puede usarse en el presente
documento. Véanse, por ejemplo, los documentos W02000/20557; W02010/025285; Zhang X. et al. (2005,
Biotechnology and Bioengineering, Vol. 93, 271-279), Huang Z. et al. (2009, Biotechnology and Bioengineering, Vol.
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103, 706-714), Huang Z. et al. (2009, Biotechnology and Bioengineering, Vol. 106, 9-17). Si se usa mas de una LIR
en la construccion, por ejemplo dos LIR, entonces el promotor, las regiones CMPV-HT vy la secuencia de acido
nucleico de interés y el terminador estan delimitadas por cada una de las dos LIR. Ademas, el elemento de
amplificacion podria, por ejemplo, originarse a partir de la secuencia como se describe en Halley-Stott et al. (2007)
Archives of Virology 152: 1237-1240, depositado bajo el niumero de acceso de GenBank DQ458791. El segmento de
acido nucleico que comprende las LIR se une a los nucledtidos 2401 a 2566 y 1 a 128. El segmento de acido
nucleico que comprende las SIR son los nucleétidos 1154 a 1212.

Como se describe en el presente documento, la administracién conjunta del vector derivado del virus del enanismo
amarillo del frijol (BeYDV) y un vector que suministra Rep/RepA, por agroinfiltracién de hojas de Nicotiana
benthamiana da como resultado una amplificacién de replicon eficaz y una produccién de proteina robusta.

Un casete de expresion basado en un comovirus y un elemento de amplificacion derivado de geminivirus pueden
estar comprendidos en vectores separados, o las partes componentes pueden incluirse en un vector. Si se usan dos
vectores, el primer y el segundo vector pueden introducirse en una célula vegetal simultaneamente o por separado.

También se puede incluir una replicasa viral en el sistema de expresion como se describe en el presente documento
para aumentar la expresion del acido nucleico de interés. Un ejemplo no limitante de una replicasa es una replicasa
BeYDV (pREP110) que codifica BeYDV Rep y RepA (C2/C1; Huang et al., 2009, Biotechnol. Bioeng. 103, 706-714).
Otro ejemplo no limitante de una replicasa se describe en Halley-Stott et al. (2007) Archives of Virology 152: 1237-
1240, depositado bajo el numero de acceso de GenBank DQ458791. El segmento de acido nucleico que comprende
el gen C1:C2 son los nucledtidos 1310 a 2400.

Por "coexpresado" se entiende que dos 0 mas de dos secuencias de nucledtidos se expresan aproximadamente al
mismo tiempo dentro de la planta, y dentro del mismo tejido de la planta. Sin embargo, las secuencias de
nucledtidos no necesitan expresarse exactamente al mismo tiempo. Méas bien, las dos o mas secuencias de
nucledtidos se expresan de una manera tal que los productos codificados tienen una oportunidad de interactuar. Las
dos o mas de dos secuencias de nucledtidos pueden coexpresarse usando un sistema de expresion transitoria,
donde las dos o mas secuencias se introducen dentro de la planta aproximadamente al mismo tiempo en
condiciones en las que se expresan ambas secuencias. Como alternativa, una planta de plataforma que comprende
una de las secuencias de nucleétidos puede transformarse de una manera estable, con una secuencia adicional que
codifica la proteina de interés, por ejemplo, una o mas proteinas estructurales de rotavirus, introducidas en la planta
de plataforma de forma transitoria.

El plegamiento correcto de la proteina puede ser importante para la estabilidad de la proteina, la formacién de
multimeros, la formaciéon de RLP y la funcién. El plegamiento de una proteina puede estar influenciado por uno o
mas factores, incluyendo, pero sin limitacion, la secuencia de la proteina, la abundancia relativa de la proteina, el
grado de aglomeracion intracelular, la disponibilidad de cofactores que pueden unirse o estar asociados
transitoriamente con la proteina plegada, parcialmente plegada o desplegada. Ademas, el compartimento o
subcompartimento dentro de la planta donde se expresa la proteina puede influir en los niveles de expresion y
plegamiento de la proteina.

La expresion de una o mas proteinas estructurales de rotavirus puede dirigirse a compartimientos y/o
subcompartimentos de células vegetales especificas mediante agroinfiltracion en plantas transgénicas. El
compartimento o subcompartimentos pueden ser, por ejemplo, plastidos, reticulo endoplasmatico (RE), cloroplasto o
apoplasto. Sin desear quedar ligando a la teoria, la selecciébn de compartimentos o subcompartimentos puede
aumentar la acumulacién de proteinas en el compartimiento o subcompartimentos seleccionados sobre Ila
acumulacién citoplasmica. La acumulacion de compartimentos o subcompartimentos puede proteger a las proteinas
de la degradacion por proteasas presentes en el citoplasma y/o permitir que se acumule a una mayor concentracion
sin afectar a la funcién de la célula de la planta.

Por lo tanto, el casete o vector de expresion se puede adaptar para dirigir el vector o la proteina estructural de
rotavirus o polipéptido expresados desde el vector al compartimento o subcompartimento deseado en la planta.

Por ejemplo, el casete o vector de expresion se puede adaptar a plastidios diana haciendo que una proteina
estructural de rotavirus o polipéptido que se expresa incluya una porcién capaz de interactuar con las membranas
tilacoides de los plastidos, en particular, el mecanismo de transferencia de las membranas tilacoides. Esta
interaccion puede causar que la proteina estructural de rotavirus o polipéptido se importe al plastido del citoplasma
donde se expresa. Sin desear quedar ligando a la teoria, el mecanismo de importacién desde el citoplasma puede
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ser importante para el correcto plegamiento de las proteinas. Se apreciara que el casete o vector de expresion
puede estar adaptado para dirigir los propios plastidos a transformarse y la expresiéon de la proteina estructural de
rotavirus o polipéptido puede ocurrir completamente dentro del plastido.

Por la expresién "secuencia de direccionamiento” se entiende que las secuencias de direccionamiento se pueden
incluir en el vector o casete de expresion. Dichas secuencias de direccionamiento pueden traducirse en un péptido
que dirige el vector o producto del mismo al compartimiento o subcompartimento deseado en la planta, tal como un
plastido. Por ejemplo, los péptidos sefial de plastido (también denominados "péptidos de transito de plastido” en la
técnica) para dirigir proteinas a plastidos son conocidos en la técnica. Un ejemplo no limitante de un péptido de
transito de plastidos que puede usarse es el de rbcs1-cTP. Como ejemplo adecuado de una secuencia de péptido de
transito de cloroplastos es el gen de la subunidad pequefia de Rubisco (rbcS1), por ejemplo, de Solanum tuberosum.

Por lo tanto, la proteina estructural de rotavirus o polipéptido incluye un péptido sefal que es el mismo que, o
heterdlogo con, el resto del polipéptido o proteina. La expresién "péptido sefial" se conoce bien en la técnica y se
refiere generalmente a una secuencia corta de aminoacidos (de aproximadamente 5-30 aminoacidos), encontrada
generalmente en el extremo N de un polipéptido que puede dirigir la translocacién del polipéptido recién traducido a
un organelo particular, o facilitar el posicionamiento de dominios especificos de la cadena polipeptidica con respecto
a otros. Como ejemplo no limitante, el péptido sefal puede dirigirse a la translocacion de la proteina en el reticulo
endoplasmatico y/o facilitar la colocacion del dominio proximal del extremo N en relacion con un dominio de anclaje
a la membrana del polipéptido naciente para ayudar en la escision y el plegamiento de la proteina madura, por
ejemplo, aunque no debe considerarse limitante, una proteina estructural de rotavirus.

Un péptido sefal (SP) puede ser nativo de la proteina o proteina del virus, o un péptido sefal puede ser heterélogo
con respecto a la secuencia primaria de la proteina o proteina virica que se expresa. Por ejemplo, el péptido sefial
nativo de la proteina estructural de rotavirus puede usarse para expresar la proteina estructural de rotavirus en un
sistema vegetal.

Un péptido sefial también puede ser no nativo, por ejemplo, de una proteina, proteina viral o proteina estructural
nativa de un virus distinto de la proteina de rotavirus, o de un polipéptido vegetal, animal o bacteriano. Un ejemplo
no limitante de un péptido sefal que puede usarse es el de la proteina de alfalfa disulfuro isomerasa (PDISP)
(nucledtidos 32-103 con n.° de Acceso Z11499). Ademas, el péptido sefal puede ser completamente eliminado o
estar truncado. Por truncamiento o truncado se entiende que el 1 %, 5 %, 10 %, 15 %, 20 %, 25 %, 30 %, 35 %, 40
%, 45 %, 50 %, 55 %, 60 %, 65 %, 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 100 % o cualquier cantidad entre las
mismas de los residuos de aminoacidos se eliminan del péptido sefial. Preferiblemente, los residuos de aminoacidos
truncados son continuos, y el truncamiento se produce desde la segunda metionina en adelante.

Por lo tanto, la presente invencion proporciona un método para producir una RLP en una planta, parte de una planta
o célula vegetal, que comprende introducir un acido nucleico, en el que el acido nucleico codifica la proteina
estructural de rotavirus VP7 y un péptido sefial no nativo o péptido sefial nativo truncado.

El método para producir una RLP en una planta, parte de una planta o célula de planta puede comprender la
expresion de construcciones genéticas en cualquier huésped de planta adecuado. Los ejemplos de huéspedes
apropiados incluyen, pero sin limitacion, cultivos agricolas, incluyendo alfalfa, canola, Brassica spp., maiz, Nicotiana
spp., patata, ginseng, guisante, avena, arroz, semilla de soja, trigo, cebada, girasol, algodén, y similares.

Las secuencias de nucledtidos que codifican las proteinas estructurales de rotavirus pueden transferirse al huésped
de la planta usando 1, 2, 3, 4 o 5 vectores plasmidicos binarios. Cada vector plasmidico binario puede, por lo tanto,
contener 1, 2, 3, 4 o 5 secuencias de nucleétidos que codifican una proteina estructural de rotavirus.

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

El método para producir una RLP en una planta, parte de una planta o célula vegetal puede comprender una o mas
construcciones genéticas que también pueden incluir potenciadores adicionales, potenciadores de la traduccion o de
la transcripcidn, segun se requiera. Los potenciadores pueden situarse 5' o 3' con respecto a la secuencia que se
transcribe. Las regiones potenciadoras se conocen bien por los expertos en la técnica, y pueden incluir el codén de
inicio ATG y secuencias adyacentes. El codon de inicio, si estd presente, debera estar en fase con el marco de
lectura ("dentro del marco") de la secuencia codificante para proporcionar una traduccion correcta de la secuencia
transcrita.

El método para producir RLP en una planta, porcion de una planta o célula vegetal puede comprender el uso de
plasmidos Ti, plasmidos Ri, vectores de virus vegetales, transformacién de ADN directa, microinyeccion,
electroporacion, etc. Para revisiones de dichas técnicas véanse, por ejemplo, Weissbach y Weissbach, Methods for
Plant Molecular Biology, Academy Press, Nueva York VIII, pags. 421-463 (1988); Geierson y Corey, Plant Molecular
Biology, 22 Ed. (1988); y Miki e lyer, Fundamentals of Gene Transfer in Plants. In Plant Metabolism, 2d Ed. DT.
Dennis, DH Turpin, DD Lefebrve, DB Layzell (eds), Addison Wesly, Langmans Ltd. Londres, pags. 561-579 (1997).
Otros métodos incluyen la captacion de ADN directa, el uso de liposomas, electroporacion, por ejemplo, usando
protoplastos, microinyeccion, microproyectiles o triquitas, e infiltracion al vacio. Véanse, por ejemplo, Bilang, et al.
(Gene 100: 247-250 (1991), Scheid et al. (Mol. Gen. Genet. 228: 104-112, 1991), Guerche et al. (Plant Science 52:
111-116, 1987), Neuhause et al. (Theor. Appl Genet. 75: 30-36, 1987), Klein et al., Nature 327: 70-73 (1987); Howell
et al. (Science 208: 1265, 1980), Horsch et al. (Science 227: 1229-1231, 1985), DeBlock et al., Plant Physiology 91:
694-701, 1989), Methods for Plant Molecular Biology (Weissbach y Weissbach, eds., Academic Press Inc., 1988),
Methods in Plant Molecular Biology (Schuler y Zielinski, eds., Academic Press Inc., 1989), Liu y Lomonossoff (J Virol
Meth, 105:343-348, 2002,), Pat. de Estados Unidos N.° 4.945.050; 5.036.006; y 5.100.792, patentes de Estados
Unidos N.° 6.403.865 presentada el 10 de mayo de 1995, y 5.625.136, presentada el 25 de septiembre de 1992.

Expresioén transitoria

Sin desear quedar ligando a la teoria, la concentracién de proteina y la relacién de las diferentes proteinas
estructurales de rotavirus pueden ser importantes para la eficacia de ensamblaje de las RLP. Por lo tanto, la
multiplicidad y el tiempo de infeccién pueden ser importantes para manipular la concentracion de proteinas y la
eficiencia general de ensamblaje de las RLP en las plantas.

El método para producir una RLP en una planta, parte de una planta o célula vegetal puede comprender la expresion
transitoria de una o mas construcciones que codifican una proteina estructural de rotavirus. Puede usarse un
sistema de expresion transitoria que se base en la expresidn epicromosémica de Agrobacterium tumefaciens
recombinante en una planta, parte de una planta o célula vegetal para expresar la proteina estructural de rotavirus,
dirigida a diversos compartimentos o subcompartimentos celulares. Un sistema de expresion transitoria permite una
alta velocidad de producciéon. Ademéas, se pueden obtener grandes cantidades de proteina unos pocos dias después
de la infiltracion de Agrobacterium recombinante en las plantas (Rybicki, 2010; Fischer et al., 1999). También es
posible expresar largas secuencias de genes y tener mas de un gen expresado simultaneamente en la misma célula,
lo que permite un ensamblaje eficiente de proteinas multiméricas (Lombardi et al., 2009).

Las secuencias de nucledtidos que codifican las proteinas estructurales de rotavirus pueden transferirse al huésped
de planta en 1, 2, 3, 4 0 5 cepas de Agrobacterium tumefaciens transformadas.

Sin embargo, durante la expresion transitoria, el silenciamiento génico postranscripcional puede limitar la expresion
de las proteinas heterdlogas en las plantas. La coexpresiéon de un supresor de silenciamiento, por ejemplo, pero sin
limitacion, Nss del virus de la marchitez manchada del tomate puede usarse para contrarrestar la degradacion
especifica de ARNm de transgén (Brigneti et al., 1998). Los supresores alternos de silenciamiento se conocen bien
en la técnica y se pueden usar como se describe en el presente documento (Chiba et al., 2006, Virology 346:7-14),
por ejemplo, pero sin limitacion, HcPro, TEV-p1/HC-Pro (Virus de grabado del Tabaco-p1/HC-Pro), BYV-p21, p19 de
virus del enanismo arbustivo del tomate (TBSV p19), proteina de capside del virus de oruga de tomate (TCV-CP), 2b
de virus de mosaico de pepino; CMV-2b), p25 del Virus de patata X (PVX-p25), p11 del virus de patata M (PVM-
p11), p11 del virus de patata S (PVS-p11), p16 del virus de quemadura de arandano, (BScV-p16), p23 del virus de la
tristeza de los citricos (CTV-p23), p24 del virus-2 asociado con el enrollamiento de parra, (GLRaV-2 p24), p10 del
virus A de parra, (GVA-p10), p14 del virus B de parra (GVB-p14), p10 del virus latente de Heracleum (HLV-p10), o
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p16 del virus latente comun del ajo (GCLV-p16). Por lo tanto, un supresor de silenciamiento, por ejemplo HcPro, TEV
-p1/HCPro, BYV-p21, TBSV p19, TCV-CP, CMV-2b, PVX-p25, PVM-p11, PVS-p11, BScV-p16, CTV-p23, GLRaV-2
p24, GBV-p14, HLV-p10, GCLV-p16 o GVA-p10, puede coexpresarse junto con una o mas proteinas estructurales
de rotavirus, por ejemplo VP2, VP4, VP6, o una combinacion de las mismas, para asegurar adicionalmente altos
niveles de produccién de proteinas dentro de una planta o parte de una planta.

La presente invencion también proporciona un método como se ha descrito anteriormente, en el que una secuencia
de nucledtidos adicional (cuarta, o quinta) se expresa dentro de la planta, la secuencia de nucleétidos adicional
(cuarta o quinta) que codifica un supresor de silenciamiento se une operativamente con una region reguladora
adicional (cuarta, o quinta) que esta activa en la planta. La secuencia de nucledtidos que codifica un supresor de
silenciamiento puede ser, por ejemplo, Nss, HcPro, TEV -p1/HC-Pro, BYV-p21, TBSV p19, TCV-CP, CMV-2b, PVX-
p25, PVM-p11, PVS-p11, BScV-p16, CTV-p23, GLRaV-2 p24, GBV-p14, HLV-p10, GCLV-p16 o GVA-p10.

Como se describe a continuacion, los métodos de expresion transitoria pueden usarse para expresar una 0 mas
construcciones que codifican una proteina estructural de rotavirus (véase Liu y Lomonossoff, 2002, Journal of
Virological Methods, 105:343-348). Como alternativa, puede usarse un método de expresion transitorio a base de
vacio, como se describe por Kapila et al., 1997. Estos métodos pueden incluir, por ejemplo, pero sin limitacién, un
método de Agro-inoculacidon o Agro-infiltracién, infiltracién con jeringa, sin embargo, también pueden usarse otros
métodos transitorios como se ha indicado anteriormente. Con la Agro-inoculacion, o Agro-infiltracion, o infiltracion
por jeringa, una mezcla de Agrobacterias que comprende el acido nucleico deseado entra en los espacios
intercelulares de un tejido, por ejemplo, las hojas, la porcion aérea de la planta (incluyendo el tallo, hojas y flores),
otra porcion de la planta (tallo, raiz, flores), o la planta completa. Después de cruzar la epidermis, las copias de ADN-
t se transfieren e infectan de Agrobacteria a las células. El ADN-t se transcribe de manera episomal y el ARNm se
traduce, lo que conduce a la produccion de la proteina de interés en células infectadas, sin embargo, el pase de
ADN-t dentro del nucleo es transitorio.

Para ayudar en la identificacion de células vegetales transformadas, el método para producir una RLP en una planta,
parte de una planta o célula vegetal puede comprender construcciones que incluyen marcadores seleccionables
vegetales. Los marcadores seleccionables utiles incluyen enzimas que proporcionan resistencia a productos
quimicos tales como un antibiético, por ejemplo, gentamicina, higromicina, canamicina, o herbicidas tales como
fosfinotricina, glifosato, clorosulfuro, y similares. De manera similar, pueden usarse enzimas que proporcionan la
produccién de un compuesto que puede identificarse por un cambio de color, tal como GUS (beta-glucuronidasa), o
luminiscencia, tal como luciferasa o GFP.

El método para producir una RLP en una planta, parte de una planta o célula vegetal también puede comprender
métodos para producir plantas transgénicas, células vegetales o semillas que expresan RLP. Los métodos para
regenerar las plantas completas a partir de células vegetales también se conocen en la técnica. En general, las
células vegetales transformadas se cultivan en un medio apropiado, que puede contener agentes selectivos tales
como antibiéticos, donde los marcadores seleccionados se usan para facilitar la identificacion de células vegetales
transformadas. Una vez que el callo se forma, la formacion del brote puede fomentarse al emplear las hormonas
vegetales apropiadas de acuerdo con métodos conocidos y los brotes se transfieren al medio de raiz para
regeneracion de las plantas. Después, las plantas pueden usarse para establecer generaciones repetitivas, de
semillas o usando técnicas de propagacion vegetativa. Las plantas transgénicas también pueden generarse sin usar
cultivos tisulares.

El uso de las expresiones "region reguladora”, "elemento regulador” o "promotor" en la presente solicitud se refiere a
una porcién de acido nucleico tipicamente, pero no siempre, aguas arriba de la regién codificante de la proteina de
un gen, que puede estar compuesta por ADN o ARN, o tanto ADN como ARN. Cuando una region reguladora esta
activa, y en asociacion operativa, u operativamente ligada, con un gen de interés, esto puede dar como resultado la
expresion del gen de interés. Un elemento regulador puede ser capaz de mediar la especificidad del 6rgano, o
controlar el desarrollo o activacion del gen temporal. Una "regién reguladora" puede incluir elementos promotores,
elementos promotores del nucleo que muestran una actividad promotora inicial, elementos que pueden inducirse en
respuesta a un estimulo externo, elementos que median la actividad promotora, tales como elementos reguladores
negativos o potenciadores transcripcionales. La "region reguladora”, como se usa en el presente documento,
también puede incluir elementos que estan activos después de la transcripcion, por ejemplo, elementos reguladores
que modulan la expresion génica, tales como potenciadores traduccionales y transcripcionales, represores
traduccionales y transcripcionales, secuencias de activacion aguas arriba, y determinantes de inestabilidad de
ARNm. Varios de estos ultimos elementos pueden localizarse proximos a la region codificante.
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En el contexto de esta divulgacion, la expresion "elemento regulador” o "regién reguladora” se refiere tipicamente a
una secuencia de ADN, normalmente, pero no siempre, aguas arriba (5') con respecto a la secuencia codificante de
un gen estructural, que controla la expresion de la region codificante proporcionando el reconocimiento de la ARN
polimerasa y/u otros factores requeridos para iniciar la transcripcion en un sitio particular. Sin embargo, debe
entenderse que otras secuencias de nucleétidos, ubicadas dentro de los intrones, o 3' de la secuencia, pueden
también contribuir a la regulacién de expresion de una region codificante de interés. Un ejemplo de un elemento
regulador que proporciona el reconocimiento de la ARN polimerasa u otros factores de transcripcién para asegurar el
inicio en un sitio particular es un elemento promotor. La mayoria, aunque no todos los elementos promotores
eucariotas contienen una caja TATA, una secuencia de acido nucleico conservada que consta de pares de bases de
nucledtidos de adenosina y timidina normalmente situados aproximadamente 25 pares de bases aguas arriba de un
sitio de inicio de la transcripcion. Un elemento promotor comprende un elemento promotor inicial, responsable del
inicio de la transcripcidon, asi como otros elementos reguladores (como se han enumerado anteriormente) que
modifican la expresién génica.

Existen varios tipos de regiones reguladoras, incluyendo aquellas que se regulan con respecto al desarrollo,
inducibles o constitutivas. Una regién reguladora que se regula con respecto al desarrollo, o controla la expresion
diferencial de un gen bajo su control, se activa en ciertos érganos o tejidos de un 6rgano en momentos especificos
durante el desarrollo de ese drgano o tejido. Sin embargo, algunas regiones reguladoras que se regulan con
respecto al desarrollo pueden estar activas preferiblemente en ciertos érganos o tejidos en fases de desarrollo
especificas, también pueden estar activas de una manera regulada con respecto al desarrollo, 0 a un nivel basal
también en otros érganos o tejidos en la planta. Los ejemplos de regiones reguladoras especificas de tejido, por
ejemplo, véase especificas de una regidn reguladora, incluyen el promotor de napina, y el promotor de cruciferina
(Rask et al., 1998, J. Plant Physiol. 152: 595-599; Bilodeau et al., 1994, Plant Cell 14: 125-130). Un ejemplo de un
promotor especifico de la hoja incluye el promotor de plastocianina (véase, el documento US 7.125.978.

Una region reguladora inducible es aquella que es capaz de activar directa o indirectamente la transcripcion de una
0 mas secuencias o genes de ADN en respuesta a un inductor. En ausencia de un inductor, las secuencias o genes
de ADN no seran transcribiran. Tipicamente, el factor de proteina que se une especificamente a una regioén
reguladora inducible para activar la transcripcion puede presentarse en una forma activa, que es luego directa o
indirectamente convertida en la forma activa por el inductor. Sin embargo, el factor de proteina también puede estar
ausente. El inductor puede ser un agente quimico, tal como una proteina, metabolito, regulador de crecimiento,
herbicida o compuesto fendlico o un estrés fisioldgico impuesto directamente por calor, frio, sal o elementos téxicos
o indirectamente mediante la acciéon de un patégeno o agente infeccioso tal como un virus. Una célula vegetal que
contiene una region reguladora inducible puede ser expuesta a un inductor aplicando externamente el inductor a la
célula o la planta por ejemplo por aspersion, riego, calentamiento o métodos similares. Los elementos reguladores
inducibles pueden derivarse ya sea de genes de la planta o que no son de la planta (por ejemplo, Gatz, C. y Lenk,
L.R.P., 1998, Trends Plant Sci. 3, 352-358). Los ejemplos de promotores inducibles potenciales incluyen, pero sin
limitacion, un promotor inducible por tetraciclina (Gatz, C., 1997, Ann. Rev. Plant Physiol. Plant Mol. Biol. 48, 89-
108), un promotor inducible por esteroides (Aoyama. T. y Chua, N.H., 1997, Plant 1. 2, 397-404) y un promotor
inducible por etanol (Salter, M.G., et al, 1998, Plant 10urnal 16, 127-132; Caddick, M.X., et al,1998, Nature Biotech.
16, 177-180) genes IB6 y CK11 inducibles por citocina (Brandstatter, I. y Kieber, 1.1.,1998, Plant Cell 10, 1009-1019;
Kakimoto, T., 1996, Science 274,982-985) y el elemento inducible por auxina, DR5 (Ulmasov, T., et al., 1997, Plant
Cell 9, 1963-1971).

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

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

La RLP producida en una planta puede inducir una proteina estructural VP7 de rotavirus que comprende N-glicanos
especificos de plantas. Por lo tanto, esta invencion también proporciona una RLP que comprende VP7 que tienen N-
glicanos especificos de plantas.

Ademas, se conoce la modificacion de N-glicano en las plantas (véase, por ejemplo, el documento U.S.
2011/0008837; y puede producirse VP7 que con N-glicanos modificados. Puede obtenerse VP7 que comprende un
patron de glicosilacion modificado, por ejemplo, N-glicanos fucosilados, xilosilados, o ambos, fucosilados y
xilosilados reducidos, o puede obtenerse VP7 con un patron de glicosilacion modificado, en el que la proteina carece
de fucosilacion, xilosilacién, o ambas, y comprende un aumento de la galactosilacién. Ademas, la modulacién de
modificaciones postraduccionales, por ejemplo, la adicién de galactosa terminal, puede dar como resultado una
reduccion de la fucosilacion y la xilosilacién de la VP7 expresada en comparacion con una planta de tipo silvestre
que expresa VP7.

Por ejemplo, la sintesis de VP7 que tiene un patrén de glucosilacion modificado se puede conseguir coexpresando
VP7 junto con una secuencia de nucleétidos que codifica beta-1,4-galactosiltransferasa (GalT), por ejemplo, pero sin
limitacion, GalT de mamifero, o GalT humano, pero también se puede usar GalT de otras fuentes. EI dominio
catalitico de GalT también se puede fusionar a un dominio CTS (es decir, la cola citoplasmica, el dominio
transmembrana, la regién del tallo) de N-acetilglucosaminil transferasa (GNT1), para producir una enzima hibrida
GNT1-GalT, y la enzima hibrida puede co-expresarse con VP7. La VP7 también puede co-expresarse junto con una
secuencia de nucleétidos que codifica N-acetilglucosaminil transferasa Il (GnT-lll), por ejemplo, pero sin limitacién,
GnT-lll de mamifero o GnT-lll humano, también puede usarse GnT-lll de otras fuentes. Adicionalmente, también se
puede usar una enzima hibrida GNT1-GnT-lll, que comprende el CTS de GNT1 fusionado a GnT-IIl.

Por lo tanto, la presente descripcion también proporciona RLP que comprenden VP7 que tiene N-glicanos
modificados.

Sin desear quedar ligando a la teoria, la presencia de N-glicanos vegetales en VP7 puede estimular la respuesta
inmune promoviendo la union de VP7 por las células que presentan antigeno. La estimulacién de la respuesta
inmune usando N-glicano vegetal se ha propuesto por Saint-Jore-Dupas et al. (2007).

La presente invencion se ilustrara en los siguientes ejemplos.

Ejemplos

Ejemplo 1

Expresién de proteinas de rotavirus y produccion de VLP en hojas de la planta N. benthamiana

El siguiente analisis utilizd proteinas de la capside de rotavirus de la cepa de rotavirus G9P[6], y evalud si se
formaron particulas de tipo rotavirus en los diversos compartimentos de las células de la hoja de N. benthamiana del
tabaco Se investigo la coexpresion de VP2 y VP6, asi como varias combinaciones de VP2, VP6, VP7 y VP4 en hojas
de plantas de tabaco.

Materiales y métodos

Construccion de plasmidos

Los ADNc de rotavirus optimizados para codones de plantas para VP2, VP4, VP6 y VP7 se suministraron por
Geneart, Alemania. EI ADN plasmidico se transformé en células de E. coli quimicamente competentes DH5-a (E.
cloni™, Lucigen) segun las instrucciones del fabricante. Se usaron en este estudio nuevos vectores binarios de

Agrobacterium pTRAc (citoplasma), pTRAkc-rbcs1-cTP (direccionamiento de cloroplastos) y pTRAkc-ERH
(direccionamiento del reticulo endoplasmatico) suministrados por Rainer Fischer (Fraunhofer Institute for Molecular
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Biology and Applied Ecology, IME, Alemania). Un vector adicional, pTRAkc-A (apoplasto), se derivd de la
modificacién de pTRAkc-ERH por la digestion con enzimas de restriccion (ER) en los sitios Ncol y Xhol en el sitio de
clonacion multiple (Figura 3). Esto elimina la etiqueta de histidina y la secuencia KDEL que retienen proteinas en el
RE. En su lugar, las proteinas estan dirigidas al apoplasto.

El ADNc de VP2, VP4 y VP6 se digirié con enzimas de restriccion (ER) con Ncol/Xhol mientras que VP7 se corté con
Afllll/Xhol. Las enzimas de restriccion Afllll, Ncol y Mlul tienen extremos adhesivos compatibles Para la clonacion
directa del ADN en pTRAc, pTRAkc-rbcs-cTP y pTRAkc-A, los vectores se digirieron con ER en los sitios Afllll/Xhol,
Miul/Xhol y Ncol/Xhol, respectivamente. La clonacién de ADN en los vectores se llevd a cabo segun el protocolo
estandar seguido de la transformacion en células DH5-a de E. coli quimicamente competentes (E. cloni™, Lucigen).
Las colonias recombinantes seleccionadas se verificaron mediante PCR de colonias. Para la clonacion en pTRAkc-
ERH, se afadié un sitio de enzima de restriccion Notl para reemplazar el codén de parada de cada uno de los cuatro
ADNCc de rotavirus por amplificacion por PCR. EI ADNc se amplificé con cebadores como se detalla en la Tabla 1.
Las condiciones de la reaccién de PCR incluyeron desnaturalizacion a 95 ° C durante 5 min, seguido de cinco ciclos
de desnaturalizacion a 95 °C durante 30 segundos, hibridacién a 52 °C durante 1 min, y elongacién a 72 °C durante
1,5 min. Se realizaron 20 ciclos adicionales de la siguiente manera; 95 °C durante 30 s, 57 °C durante 1 min, 72 °C
durante 1,5 min y 72 °C durante 5 min. Los fragmentos amplificados se clonaron en pGEM-T-Easy (Promega) segun
las instrucciones del fabricante. La transformacion se llevé a cabo en E. coli DH5-a quimicamente competente (E.
cloni™, Lucigen). La PCR de colonias se llevo a cabo en colonias seleccionadas como se hizo para las otras tres

construcciones.
Tabla 1: Cebadores de ADNc de rotavirus para clonacion de vectores de RE
Cebador Secuencia Sitio del RE afiadido  Orientacién
VP2F 5'-TTCCATGGCTTACCGTAAAAGG-3' - SEQID NO: 5 Directo
VP2R 5'-ATGCGGCCGCAAGCTCGTTCATAATCCTCATG-3' Notl SEQID NO: 6 Inverso
VP4F 5-TTCCATGGCTTCCCTCATCTAC-3' - SEQ ID NO: 7 Directo
VP4R 5'-ATGCGGCCGCAAGACGGCACTGGAGAATGAG.3' Notl SEQIDNO: 8 Inverso
VP6F 5'-TTCCATGGATGTGCTCTACTC-3' - SEQ ID NO: 9 Directo
VP6R 5'-ATGCGGCCGCCTTCACGAGCATGGAACG-3' Notl SEQ ID NO: 10 Inverso
VPT7F 5'-GTACATGTACGGAATCGAGTAC-3' SEQ ID NO: 11 Directo

VP7R 5-ATGCGGCCGCCACACGGTAGTAGAAAGCAGC-3' Notl SEQID NO: 12 Inverso

Los ADN de pGEM-VP de colonias positivas se secuenciaron para verificar la fidelidad de la PCR. El ADN se digirio
con Ncol/Notl y el fragmento de ADN apropiado se cloné en pTRAkc-ERH en los sitios Ncol y Notl para formar
pTRAkc-ERH-VP. La transformacion se llevé a cabo en células E. coli DH5-a como se hizo previamente. La PCR de
colonias también se realizé para verificar el ADN de rotavirus en las colonias seleccionadas.

Transformacion de Agrobacterium

La cepa GV3101 de Agrobacterium tumefaciens se proporcioné por el Profesor Rainer Fischer (Instituto Fraunhofer
para Biologia Molecular y Ecologia Aplicada IME, Aachen, Alemania) y se hizo electrocompetente como se ha
descrito previamente (Shen y Forde, 1989). Se mezclaron trescientos nanogramos de construcciones de pTRA-VP
de rotavirus aisladas con 100 ul de células GV3101 electrocompetentes en una cubeta de electrogap de 0,1 cm
(BioRadTM) y luego se electroporaron en un GenePulser (BioRad) con los siguientes ajustes: 1,8 kV, 25 uF y 200 Q.
La incubacion se permitié durante 1 hora a 27 °C en 900 pl de LB antes de colocarlo en placas LA que contenian 50
ug/ml de carbenicilina (carb), 30 ug/ml de kanamicina (kan) y 50 ug/ml de rifampicina (rif). Las placas se incubaron a
27 °C durante 3 dias. Para comprobar los transformantes positivos, se aislé6 ADN plasmidico de las colonias de
Agrobacterium recombinante y se volvié a transformar en células DH5-a competentes de E. coli. Estas se
seleccionaron luego en 100 pg/ml de ampicilina (amp) LA. Se realizaron la PCR de colonias y digestiones de
enzimas de restriccion en ADNc para verificar los transformantes exitosos. Se prepararon reservas de glicerol de
Agrobacterium recombinante relevante y se almacenaron a -70 °C.

Infiltracién de Agrobacterium recombinante

A. tumefeciens LBA 4404 (pBIN-NS) utilizado en este estudio se obtuvo por parte de Marcel Prins (Laboratory of
Virology, Wageningen University, Binnenhaven, Paises Bajos). Contiene el supresor de silenciamiento NSs
encontrado en el virus de la marchitez manchada del tomate (TSWV). Se cultivaron Agrobacterium recombinante
(pTRA-VP) de reservas de glicerol a 27 °C durante la noche en LB con 50 pug/ml de carb, 30 ug/ml de kan y 50 pg/ml
de rif. El Agrobacterium recombinante y LBA4404 (pBIN-NS) se inocularon cada uno en medio de induccion (LB,
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acido 2-(N-morfolino)etanosulfénico MES 10 mM, MgS0O4 2 mM, acetosiringona 20 yM, 50 pg/ml de carb, 30 pg/ml
de kan y 50 pg/ml de rif, y a pH 5,6).

Los cultivos se incubaron a 27 °C durante una noche. Las células de Agrobacterium se recogieron mediante
centrifugacion a 4000 rpm durante 5 min a 4 °C y luego se resuspendieron en 2 ml de medio de infiltracion (MES 10
mM, MgCI2 10 mM, sacarosa al 3 %, pH 5,6, acetosiringona 200 uyM y agua estéril). La densidad 6ptica (DO600) de
las células se verificd y se diluyd con medio de infiltracion para obtener una DO600 de 0,25. Para cada construccion
de pTRA-VP, se mezclé LBA4404 con Agrobacterium recombinante hasta una DO600 final de 0,5. Para los estudios
de coexpresion, cada construccion se afiadié hasta un total de una DO600 de 0,5, por ejemplo; VP2 - 0,25 y VP6 -
0,25, hasta que la DO600 para la mezcla fue igual a 0,5. La acetosiringona utilizada en el medio de induccién e
infiltracion ayuda en la activacion de genes vir en Agrobacterium.

Las células de plantas dafiadas liberan compuestos fendlicos que son detectados por los genes Vir A y Vir G en
Agrobacterium lo que posteriormente conduce a la induccién de la expresién de proteinas en las células huésped
(Zupan, J. et al., 2000). Las células se incubaron luego a temperatura ambiente durante 1 hora para permitir que la
acetosiringona indujera los genes vir. Se infiltraron plantas de N. benthamiana de tipo silvestre de tres semanas de
edad con Agrobacterium recombinante que expresaba las proteinas VP. Esto implicé la infiltracion al vacio de
plantas enteras o la inyeccion de Agrobacterium recombinante (pTRA-VP) en los espacios aéreos abaxiales en el
lado ventral de las hojas de las plantas. La agrobacteria recombinante se infiltr6 con o sin el supresor de
silenciamiento LBA 4404 (pBIN-NS).

Inicialmente, se inyectaron 2 ml de suspensiéon de medio de infiltracion de Agrobacterium en cada planta usando una
jeringa por construcciéon Se usé una planta por construccidon en una prueba contrarreloj de siete dias. También se
llevd a cabo la coexpresion de proteinas de rotavirus en las que VP2, VP6 y VP4 se expresaron simultdneamente en
el citoplasma de hojas de plantas de N. benthamiana. Las combinaciones investigadas fueron VP2/6 y VP2/6/4. La
proteina "espicular" VP4 puede unirse a VP6 y, por lo tanto, existe la posibilidad de que puedan anadirse a las
estructuras de RLP. Se intenté la clonacion con VP7, pero los problemas de toxicidad para las células huésped
demostraron ser un problema. Agrobacterium de VP7 recombinante elimin6 las células de la hoja un dia después de
la infiltracion. Se intentaron varios métodos para evitar esto, como infiltrar plantas a una temperatura baja de 17 °C e
infiltrar después del dia 3 y/o el dia 5 de las pruebas de contrarreloj. Como tal, la VP7 se omitié en los estudios de
coexpresion debido a su naturaleza toxica en las plantas de tabaco.

Extraccién de proteinas

Se recogieron hojas enteras o dos discos de hojas por construccién y se molieron en nitrégeno liquido. La materia
de la hoja molida se resuspendié en PBS estéril que contenia el Inhibidor de Proteasa Completo (libre de EDTA,
Roche). Esto se centrifugd entonces durante 5 minutos a 13000 rpm y los sedimentos (materia foliar vegetal) se
descartaron. A continuacién, se mezclaron 100 ul de cada construccién con tampén de carga de SDS-PAGE 5X y se
hirvieron durante 2 min a 95 °C, listos para un andlisis adicional en geles de SDS-PAGE y transferencias western. El
resto de las muestras se almacené a -20 ° C para un uso futuro. La Figura 4 muestra una descripcién general del
procedimiento de clonacién e infiltracién para el ADNc de rotavirus.

Extraccién de proteina de apoplasto

Se llevd a cabo un procedimiento de extraccién adicional en las construcciones de apoplasto pTRAkc-A. El
apoplasto es el espacio difusional libre entre la membrana plasmatica y las paredes celulares de las células
vegetales (Figura 5a). Las proteinas expresadas en el citoplasma tienen una secuencia de exportacion que las dirige
al apoplasto, por lo que se acumulan aqui. En el procedimiento de extraccion que siguid, las hojas enteras de cada
dia de extraccidon se infiltraron al vacio o por inyeccion con PBS estéril que contenia el inhibidor de proteasa
completo. Para la infiltracion al vacio, las hojas individuales de la planta se suspendieron en PBS y se pusieron al
vacio a 100 mbar durante 10 min en un tanque de vacio. Después, las hojas se enrollaron y se colocaron
suavemente en columnas de centrifugacion (similares a las columnas centrifugacion de Qiagen) con un orificio en el
fondo (Figura 5b2). Los orificios permiten un facil paso del fluido desde las hojas sin permitir el paso de la material
foliar sélido. Las columnas de centrifugacion se colocaron en tubos Eppendorf de 2 ml y la centrifugacion se llevo a
cabo a 4000 rpm durante 15 minutos (Figura 5 b3). El filirado se recogioé y se afiadio colorante de carga de proteinas
para geles SDS-PAGE vy se afiadi6 analisis de transferencia Western a 100 ul de cada muestra de filtrado.
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Transferencias Western y tinciones Coomassie

Se usaron transferencias Western y geles de SDS-PAGE tefiidos con azul de Coomassie como se ha descrito
previamente. Se usaron anticuerpo VP6 anti-rotavirus de raton (US Biologicals) (1:5000), anticuerpo histidina tag
anti-ratén (Sigma®) (1:2000), y suero anti-VP2 de pollo y anti-VP4 de pollo (1:2000) para probar cada una de las
proteinas respectivas en transferencias Western. Se usaron geles de SDS-PAGE teinidos con azul de Coomassie
para cuantificar proteinas mediante barrido de densidad de bandas usando un Sistema de Documentacion de Gel
Syngene.

Microscopia de electrones

Para determinar si las proteinas expresadas se ensamblaron en las RLP, se realizd6 microscopia electrénica de
transmisién (TEM) de particulas inmuno-atrapadas el dia 3 de expresion de VP6, VP2/6 y VP2/6/4 expresadas en el
citoplasma, todo en presencia de un supresor del silenciamiento Nss. Se colocaron rejillas de carbono/cobre de
descarga luminiscente sobre 20 ul de anticuerpo VP6 anti-rotavirus de ratén (1:5000) durante 5 minutos y luego se
lavaron 3 veces con agua destilada estéril. A continuacion, las rejillas se colocaron en 10 pl de los extractos
proteicos y se dejaron durante 2 minutos antes de lavarse nuevamente 3 veces con agua destilada estéril.
Finalmente, las rejillas se hicieron flotar sobre 20 pl de acetato de uranilo al 2 % durante 1 minuto antes de
visualizarse bajo un TEM (microscopio de electrones de transmision con filtro de energia Zeiss 912 OMEGA,
University of Cape Town).

Para muestras aisladas de gradientes de sacarosa, la sacarosa primero tuvo que ser eliminada por dialisis antes del
atrapamiento inmunitario en las rejillas de cobre. Si no se elimina, los cristales de sacarosa inhiben la vision definitiva
de las muestras bajo el TEM ya que forma cristales en las rejillas, lo que altera la estructura del carbono y el material
unidos. Las fracciones de sacarosa se colocaron en casetes de dialisis de 10 000 MW vy se dializaron en PBS estéril
que contenia NaCl 0,4 M durante 4 horas antes de intercambiar el tampdn y dejarlas durante una noche a 4 °C con
agitacién. Dado que el volumen aumenta con la dialisis, las muestras de proteina requieren concentracion. Las
muestras se liofilizaron al vacio durante 3 horas y se resuspendieron en 2 ml de PBS estéril, listas para analisis
adicionales.

Purificacion por gradiente de sacarosa de RLP

Los extractos de proteina vegetal se filtraron inicialmente a través de miracloth para eliminar la materia sélida de la
planta. Se establecieron gradientes de sacarosa del 10 al 60 % de sacarosa en tubos de 40 ml creando cada uno
seis capas de 5 ml de sacarosa disuelta en PBS estéril (pH 7,4). A continuacién, se cargaron muestras de proteinas
aclaradas en volumenes de 5 a 10 ml en la parte superior de cada columna de gradiente.

Se llevd a cabo una ultracentrifugacion a 150 000 g (rotor de cubeta oscilante SWTi28, Beckman Coulter) a 4 °C
durante 1 h 30 min. Al final de la centrifugacion, se recogieron fracciones de 2 ml del fondo de cada columna
mediante puncién de tubo. Se realizaron a continuacién Dots blots para determinar fracciones con proteinas de
interés. Para cada fraccion, se cargé 1 pl de muestra en una rejilla sobre una membrana de nitrocelulosa, que luego
se bloquedé con tampdn de bloqueo BSA. El andlisis de transferencia Western se realiz6 entonces como de
costumbre. Las proteinas se probaron con anticuerpo anti-VP6 de raton (1:5000) contra VP6 o suero de pollo anti-
VP2 y VP4 (1:5000) para las otras dos proteinas.

Ensayo de proteina soluble total

La proteina soluble total (TSP) se determind mediante ensayos de Bradford. Esto se llevé a cabo para comparar los
niveles de proteinas acumuladas en la VP2/6 acumulada en el citoplasma. La proteina IgG (1,43 mg/ml de reserva)
se usd en una serie de dilucion como patrén. Se afadieron 5 pl de estandar y muestras a una placa de
microtitulacion limpia y seca. Los reactivos de proteina soluble total A y B se afadieron segun las instrucciones del
fabricante (ensayo de proteina Bio-Rad Dc). Todos los experimentos se realizaron por triplicado. Las lecturas de
absorbancia se registraron a 750 nm usando un lector de microplacas (Bio-tek PowerWave XS).

Resultados

Expresiéon de VP6 en compartimentos de células foliares vegetales

VP6 se expreso y se dirigié a todos los compartimentos celulares (Figura 6; (la linea marca VP6, a ~42 kDa)), con y
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sin el supresor de silenciamiento. En el citoplasma, la proteina se expresé desde el primer dia de la prueba de
contrarreloj, con un aumento de la acumulacién de proteinas en el citoplasma durante la prueba de una semana
(Figura 6a). En el RE, la acumulaciéon de proteinas se observé claramente en el dia 3 solamente (Figura 6b). La
proteina se procesd a un tamafio de banda mayor (aproximadamente 11 kDa mas) que las otras proteinas. Esto
puede ser resultado de la adicién de la etiqueta 6 histidina al extremo C-terminal de la proteina, asi como el sitio de
escision (véase la secuencia de vector pProEx)

La acumulacién de proteina en los cloroplastos ocurrié entre los dias 1 y 3 (Figura 6 "cloroplastos"). El supresor del
silenciamiento tuvo un efecto sobre las proteinas ya que no se detectaron proteinas en su ausencia. No hubo
expresion de proteina en los dias 5 y 7. El apoplasto, al igual que en el RE, tuvo la mejor acumulacion de proteina
entre los dias 3 y 5 de prueba de contrarreloj (Figura 6 "apoplasto") y ninguna el dia 1 y dia 7. El supresor de
silenciamiento tuvo un efecto positivo especialmente el dia 3, lo que dio como resultado niveles de deteccion de
proteina mas altos en comparacién a cuando se omitid. También se puede observar que son visibles dos bandas en
la marca ~40 kDa, probablemente como resultado de la escision de la etiqueta de sefializacién en la proteina VP6.

El RE, los cloroplastos y el apoplasto mostraron la mayor expresién de proteina el dia 3, acumulando la mayor
cantidad de proteina en presencia del supresor de silenciamiento. El citoplasma fue el mejor en términos de
acumulacién de proteina, ya que mostrdé una alta y creciente expresion de proteinas a lo largo de la prueba de
contrarreloj.

Expresién de proteinas de rotavirus marcadas con histidina en el citoplasma

Las cuatro VP de rotavirus se clonaron en un vector adicional, pTRAc-HT. Este vector incluye una etiqueta de 6-
histidina para proteinas dirigidas al citoplasma y facilita la deteccion mediante el uso de un anticuerpo anti-histidina
tag si los anticuerpos para las proteinas de interés no estan disponibles. En este caso, solo VP6 tiene un anticuerpo
comercialmente disponible y, por lo tanto, se probd este procedimiento para la detecciéon temprana de todas las
proteinas mientras se esperaba el suero. El citoplasma también funcioné bien para la expresion de VP6 y motivo la
prueba de las demas proteinas.

Los resultados de transferencia Western de los extractos del dia 3 de una prueba de contrarreloj de 7 dias mostraron
una expresion exitosa de VP2, VP4 y VP6 (Figura 7a). Para obtener la expresion de VP7 en plantas, se probaron
varias técnicas. Sin embargo, las plantas infiltradas con VP7 mostraron hojas amarillentas desde el dia 1 y se
marchitaron durante el transcurso de la prueba de contrarreloj (Figura 7b). No se detectd expresion de proteina en
estas condiciones, ni siquiera después del dia 1 de infiltracion cuando la planta aun parecia que estaba
razonablemente bien.

Expresiéon de VP2 y VP4 en plantas

VP2 y VP4 se infiltraron en hojas de plantas de N. benthamiana y se dirigieron al RE, el cloroplasto, el citoplasma y
el apoplasto. No se pudo expresar VP2 dirigido al vector apoplasto ya que no se pudo obtener ningun clon positivo
en E. coli. Sin embargo, la proteina se expres6 con éxito y se dirigié a los otros 3 compartimentos (Figura 8a). Se
us6 suero anti-VP2 y anti-VP4 de pollo (1:2000) en el andlisis de transferencia Western de extractos. Las bandas
VP2 y VP4 eran visibles justo debajo de la marca de 100 kDa (banda de proteina indicada por la flecha) como se en
la Figura 8a y 8b, respectivamente. La expresion parecio ser la mejor en el citoplasma y el RE para VP2, mientras
que para VP4, en el citoplasma y el apoplasto. El supresor de silenciamiento no tuvo ningun efecto significativo
sobre la expresion de proteinas. Solo aumenté ligeramente la expresion en la construccion de VP2 en el RE y no
tanto en el resto, como se puede ver en la transferencia Western. Las construcciones de VP4 se expresaron todas
en presencia del supresor del silenciamiento.

Coexpresion de VP2/6 y VP2/6/4 en el citoplasma

El citoplasma parecio ser el mejor para la expresion de la proteina de la capside de rotavirus y mostré las mayores
eficiencias de extracciéon. Por lo tanto, todos los trabajos de expresion adicionales se realizaron con proteinas
dirigidas al citoplasma.

Se ha demostrado que VP2 y VP6 forman RLP con respuestas inmunogénicas protectoras en ratones y, por lo tanto,
se investigd la coexpresion de VP2/6 y VP2/6/4 en el citoplasma. Los extractos del dia 3 de VP2/6/4 coexpresado se
detectaron mediante transferencia Western con suero anti-VP2 y VP4 (1/5000) y anticuerpo anti-VP6 de ratéon
(1:5000) (Figura 9). La expresién de VP6 fue muy alta como se determiné previamente, pero la expresion de VP2 y
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VP4 fue muy baja, como puede verse en la banda muy débil en la marca de 100 kDa. Esto puede haberse atribuido
a la coexpresion que dio lugar a que se utilizaran mas recursos de células huésped en la sobreexpresion de VPG,
dejando menos para VP2 y/o VP4. Tampoco fue facil determinar si la banda detectada era tanto VP2 como VP4 o
ninguna de las 2 proteinas. La banda muy visible que transcurre por encima de 130 kDa puede ser por proteinas
VP6 dimerizadas. La banda visible en la marca de 55 kDa es probablemente la abundante enzima vegetal Rubisco.

Se llevaron a cabo analisis por microscopia electrénica de transmisién en la VP6 expresada en citoplasma, asi como
en VP2/6 y VP2/6/4 co-expresadas, para verificar las particulas de proteina y las RLP ensambladas (Figura 10). Esto
también determiné si VP2 y/o VP4 realmente se coexpresaron con éxito. VP6, cuando se expresa en solitario, se
ensambla para formar vainas de proteina segun lo indicado por la flecha en la Figura 10b. En la adiciéon VP2, las
particulas se ensamblaron para formar RLP (Figura 10c). VP2 actia como una proteina de andamiaje que permite
que otras proteinas se ensamblen y finalmente formen una estructura completa de rotavirus. VP6 como tal estaba
vinculado a VP2, pero aun no era facil determinar estructuras de VP4 en VP2/6/4 coexpresado. La micrografia
electrénica en la Figura 10d pueden ser particulas VP2/6 puramente ensambladas. Sin embargo, se ha demostrado
que VP4 se une a VP6 durante el ensamblaje de la proteina, y esto ocurre antes de que se una VP7. Es probable
que estas estructuras de VP4 no sean estables y puedan caerse de la estructura de RLP durante los procedimientos
de preparacién para microscopia electrénica.

Purificacién por gradiente de sacarosa de VP2/6 y VP2/6/4

Se purificaron VP2/6 y VP2/6/4 en un gradiente de sacarosa que variaba del 10 al 60 % de sacarosa (Figura 11a).
Se recogieron fracciones de 2 ml del fondo de cada uno de los tubos y se probaron con anticuerpo anti-VP6 de ratén
y/o suero anti-VP2 de pollo y VP4 para determinar qué fracciones contenian las proteinas. Para VP2/6, se
encontraron proteinas en las fracciones 16 y 17 ya que éstas eran positivas para la proteina VP6 en la transferencia
(Figura 11b). El analisis de transferencia de VP2/6/4 con suero de pollo anti-VP2 y VP4 mostro resultados positivos
en todas las fracciones. Esto puede haber sido como resultado de los altos niveles de deteccién de proteina de
fondo por el suero de pollo. Sin embargo, la intensidad de los puntos fue mayor en las fracciones 17 y 18 como se ve
en la Figura 11c¢, posiblemente debido a una mayor concentracion de las proteinas de interés en estas fracciones.

Al juntar estos resultados (Figuras 11b y 11c), las proteinas de rotavirus estaban en fracciones que variaban de 16 a
20.

Transferencias Western y tinciones Coomassie de fracciones

Se realiz6 una transferencia Western y SDS-PAGE de VP2/6 coexpresada para verificar la presencia de proteinas
VP2 y VP6 en las fracciones 13 a 20. El analisis de transferencia Western para la proteina VP6 probada con
anticuerpo anti-VP6 de raton fue positiva en las fracciones 16 hasta el 20 (Figura 12a, flecha inferior y Figura 12c).
La proteina VP2 probada con suero anti-VP2 de pollo se detecté en las fracciones 17 a 20 (Figura 12a, flecha
superior). Se ha demostrado que VP2 se expresa menos que VP6 en estudios de coexpresidon anteriores y esto
también se mostré aqui Figura 12a en la que las bandas de proteina VP2 tienen una intensidad menor en
comparacion con VP6.

Las fracciones 16 y 17 de VP2/6 coexpresada que determind previamente que contenia proteina VP6 por dot blots
(Figura 11b) se sometieron a electroforesis en un gel SDS-PAGE. Se incluyé una proteina de concentracion
conocida, VP6 expresada en células de insecto SF9 (0,91 ug/ul) para determinar la concentracion de proteinas en
bruto VP2/6 (Figuras 11b y c). Esto se hizo mediante el barrido de densidad de la banda de proteina en bruto (carril
etiquetado como en bruto) usando un Sistema de Documentacion de Gel Syngene y en consecuencia se pudo
determinar la cantidad de VP2/6 por kilogramo de materia foliar. Se encontré que el rendimiento de proteina era de
aproximadamente 1,54 g/kg de peso en fresco (FW). Se obtuvieron 1,1 mg de RLP purificadas a partir de 1 gramo
de material vegetal (1,1 g/kg).

Ensayo de proteina soluble total de VP2/6

La proteina soluble total (TSP) se determind en las fracciones de VP2/6 coexpresadas para determinar las
cantidades relativas de proteina VP2/6 (Figura 13). Las concentraciones de proteina se calcularon como 0,538
mg/ml y 1,012 mg/ml para las fracciones 17 y 18 respectivamente con el uso de un estandar de IgG (Figura 13a).
Las bandas de proteina correspondientes a VP2/6 en estas fracciones se calcularon por barrido de densidad en un
Sistema de Documento de Gel Syngene y se encontré que eran aproximadamente 0,108 mg/ml y 0,202 mg/ml,
respectivamente.
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Por lo tanto, la TSP para VP2/6 en las fracciones 17 y 18 era en ambas TSP aproximadamente al 20 %. La mayoria
de las RLP en la columna de sacarosa se encontraron entre el 15 y el 25 % de sacarosa, correspondiente con las
fracciones 15 a aproximadamente 20, donde se observa que el grafico de repente alcanza su punto maximo y luego
disminuye. Las diferencias en la densidad de los diversos materiales en el extracto permitieron separar y, de este
modo purificar las proteinas de interés. Los geles SDS-PAGE tenidos con azul de Coomassie mostraron solo una
banda prominente que indicaba que las proteinas son relativamente puras (Figura 12b).

TEM de VP2/6 purificada

Las fracciones de VP2/6 purificadas se agruparon juntas y se dializaron en PBS con alto contenido de sal para
eliminar la sacarosa antes de visualizarse en un microscopio electronico de transmision. Se realizé TEM para
determinar la pureza y comprobar si las RLP se mantuvieron intactas después del procedimiento de purificacion.
Como se puede ver en la Figura 15, la mayor parte del material de fondo, que consistia principalmente en los
productos de la célula huésped (Figura 10b, ¢ y d), se elimind, dejando atras las RLP. La mayoria de las RLP
permanecieron intactas, pero algunas parecian haber perdido forma probablemente como resultado de la
deformacion debido a las condiciones en la rejilla EM.

Analisis preliminar de la expresion de proteinas estructurales de rotavirus en hojas de N. benthamiana

Este analisis preliminar se centrd en la expresion de las proteinas estructurales de rotavirus VP2 (SEQ ID NO: 1),
VP4 (SEQ ID NO: 2), VP6 (SEQ ID NO: 3) y VP7 (SEQ ID NO: 4) en hojas de N. benthamiana como un ejemplo del
sistema de expresion del huésped. La cepa de rotavirus seleccionada aqui fue una cepa G9 P[6] que circula
predominantemente en Sudafrica y otras regiones subsaharianas. Una vacuna RLP dirigida a esta cepa ayudaria a
aliviar la carga de enfermedad en el Africa subsahariana.

Se us6 un sistema de expresion transitoria mediado por Agrobacterium en este analisis. La expresion transitoria, a
diferencia de la expresion transgénica, permite la expresion rapida de proteinas en un tiempo relativamente corto,
sin la integracion de los genes de la proteina de la capside del rotavirus en el cromosoma del huésped. La mayoria
de las proteinas se expresaron y se acumularon en cantidades detectables el dia 3 de la infiltracion de
Agrobacterium recombinante en hojas de N. benthamiana. Como se muestra a continuacion, se observo la expresion
exitosa de varias proteinas estructurales de rotavirus que incluyen VP2, VP4 y VP6 en compartimentos de células
foliares de plantas como se detalla en la tabla 2:

Tabla 2: Expresion de proteinas VP de rotavirus en varios compartimentos de células foliares
0 = sin expresioén
1 = expresion

Compartimento de célula foliar

Proteina de capside | Apoplasto | Cloroplasto | Citoplasma | RE
VP2 0 1 1 1
VP4 1 0 1 1
VP6 1 1 1 1
VP7 0 0 0 0

La expresion de la glucoproteina VP7 no se observé posiblemente debido a sus efectos toxicos sobre las células
vegetales. Cabe la pena sefialar que para este estudio preliminar, se utilizé una VP7 que contenia su péptido sefial
nativo. La infiltracion el dia 3 durante los ensayos de coexpresion también se intentd. Esto se intentd para ver si la
proteina se expreso y poco después se ensamblé con VP2 y VP6 para formar RLP. La naturaleza téxica de VP7
recombinante como se observo en este estudio se ha descrito previamente (Williams et al., 1995; McCorquodale,
1987; Arias et al., 1986).

Se han publicado estudios de expresion de VP7 anteriores en patatas transgénicas (Li et al., 2006, Choi y col., 2005,
Wau et al., 2003). Choi et al. (2005) usaron una VP7 de rotavirus de simio, y Li et al. y Wu et al. (Li et al., 2006; Wu et
al., 2003) utilizaron VP7 de G1 humano del grupo A. El resultado descrito en el presente documento usé VP7 de G9
de rotavirus humano.

VP2 se expreso y se dirigié a todos los compartimentos, excepto al apoplasto, ya que no se pudo clonar el ADNc
apropiado, y las limitaciones de tiempo solo permitieron algunos intentos antes de continuar con las demas
construcciones. Se observé que los niveles de expresion de VP2 eran significativamente bajos en todos los
compartimentos. En un estudio anterior citado por Saldana et al. 2006, se concluyé que una VP2 que tiene su
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secuencia optimizada para la expresion en la planta es imposible de expresar, a pesar de que se detecta ARNm en
las células vegetales. Sin embargo, lograron expresarlo en las células de la planta del tomate con ADN sintético. La
razén de la dificultad en la expresiéon de VP2 es muy probablemente como resultado de una traduccién incorrecta de
ARNm o porque el ARNm contiene algunos motivos de secuencia que desestabilizan las células de la planta
(Kawaguchi y Bailey-Serres, 2002). Se han observado pruebas de bajos niveles de expresiéon de VP2 en
comparacién con VP6 en estudios de expresion de plantas e insectos por Mena et al. (2006), Saldana et al. (2006),
Vieira et al. (2005), y Labbé et al. (1991).

La proteina de la capside externa, VP4, que forma picos en la superficie de la estructura del virién, se expreso y se
dirigié para su acumulacién en el citoplasma, RE y apoplasto. No se detectdé acumulacion de proteinas en los
cloroplastos. Como se observé para VP2, los niveles de expresion de proteinas para VP4 fueron menores que los
observados para VP6 en transferencias Western. La proteina tiene un sitio de escision de tripsina que da como
resultado dos proteinas, VP5 y VP8. Es posible que la tripsina local en hojas de N. benthamiana escinda algunas de
las proteinas a medida que se producen, dando como resultado niveles de concentracion mas bajos de VP4 intacta
y acumulada en los compartimentos designados. Se ha demostrado que la proteina es un antigeno neutralizante
principal pero ha habido algunos intentos de clonar la proteina completa para el desarrollo de vacunas
(Khodabandehloo et al., 2009; Mahajan et al., 1995; Nishikawa et al., 1989). Sin embargo, se han realizado varios
estudios en el sistema de expresion de células de insectos y levaduras que muestran la expresion de las
subunidades VP5 o VP8 de VP4 (Andrés et al., 2006; Favacho et al., 2006; Kovacs-Nolan et al., 2001). Hasta la
fecha, el presente estudio representa el primer estudio que muestra la expresion de la proteina completa en un
sistema de expresion vegetal.

Se expresd VP6 en todos los compartimentos observandose una sobreexpresién en el citoplasma con acumulacion
de proteinas observada desde el dia 1 al dia 7 en este compartimento. Esto es contrario a determinada bibliografia,
que sugiere que la actividad de la proteasa y el silenciamiento génico reducen o dificultan la acumulacion de
proteina extrafia en el citoplasma (Fischer et al., 2004). Ademas, dadas las condiciones correctas de pH, se sabe
que VP6 se autoensambla en particulas tubulares o helicoidales, al igual que las particulas observadas en este
estudio (Figura 9b) (Estes et al., 1987). La VP6 constituye aproximadamente el 50 % del nucleo viral y, por lo tanto,
es un antigeno principal en el desarrollo de una vacuna contra rotavirus. El resultado obtenido anteriormente
permitié investigar mas a fondo la coexpresion de VP2, VP6 y VP4 en el citoplasma.

Cuando se coexpresan en el citoplasma, VP2 y VP6 se ensamblan para formar RLP. Se observaron rendimientos
proteicos muy altos del sistema de expresion transitoria de entre 1,27 - 1,54 g/kg de FW. Cuando se purifico en una
columna de sacarosa, la cantidad de VP retenida fue de 1,1 g/kg de peso corporal. Este rendimiento es comparable
al obtenido para la produccion de un anticuerpo, IgG, usando un sistema de expresion transitoria en N. benthamiana,
con un rendimiento de hasta 1,5 g/kg de FW (Vézina et al., 2009). Saldana et al. (2006) fueron hasta ahora el Unico
grupo que se sabe que han co-expresado con éxito VP2 y VP6 de rotavirus en plantas de tomate transgénicas y con
niveles de aproximadamente el 1 % de proteina soluble total. El ensamblaje de VP2/6 en el sistema de expresion de
células de insectos ha sido bien documentado (Vieira et al., 2005; O'Brien et al., 2000). También se ha demostrado
que estas RLP VP2/6 proporcionan inmunidad protectora contra la infeccion por rotavirus (Zhou et al., 2011, Saldana
et al., 2006). Por lo tanto, las RLP VP2/6 que se produjeron en el sistema de expresion vegetal son candidatas
adecuados para el desarrollo de una subunidad de vacuna contra rotavirus.

VP2/6/4 también se coexpresaron y se detectaron. El primer pico visible (Figura 14, fraccién 16) en la lectura de
absorbancia de proteina total de las proteinas coexpresadas podria ser VP2/6/4 ensamblado, pero al examinar esta
fraccion bajo un TEM, no se detectaron RLP. El pico de proteina observado puede ser resultado una acumulacion de
monomeros de VP4 o sus respectivas subunidades VP5 y VP8. El segundo pico (fracciéon 18), cuando se examino
bajo un TEM, mostré estructuras de RLP muy similares a las observadas en la muestra de VP2/6. Sin embargo,
Crawford et al han informado previamente que VP4 no se podia ver bajo TEM, y que las particulas VP2/6/4 y
VP2/6/4/7 tenian una estructura y diametro similares bajo TEM (Crawford 1994). Se hizo la misma observacion para
las RLP VP2/6/7, RLP VP 2/6/4/7 y RLP VP2/6, que parecian todas similares bajo un TEM estandar.

Ejemplo 2
Construcciones

A-2X35S/CPMV-HT/ RVA(WA) VP2(opt)/ NOS (Construccion numero 1710)

Una secuencia optimizada que codifica VP 2 de la cepa WA de Rotavirus A se cloné en un sistema de expresion
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2X35S-CPMV-HT-NOS en un plasmido que contenia casete de expresion Plasto_pro/P19/Plasto_ter usando el
siguiente método basado en PCR. Un fragmento que contenia la secuencia codificante de VP2 se amplificé usando
los cebadores IF-WA_VP2(opt).s1+3c (Figura 17A, SEQ ID NO: 21) e IF-WA_VP2(opt).s1-4r (Figura 17B, SEQ ID
NO: 22), usando una secuencia génica de VP2 optimizada (Figura 19, SEQ ID NO: 45) como plantilla. Para la
optimizacién de la secuencia, la secuencia de la proteina VP2 (nimero de acceso de Genbank CAA33074) se
tradujo de nuevo y se optimizé para el uso del codén humano, el contenido de GC vy la estructura del ARNm. El
producto de PCR se cloné en un sistema de expresién 2X35S/CPMV-HT/NOS usando el sistema de clonacion In-
Fusion (Clontech, Mountain View, CA). La construccion numero 1191 (Figura 17C) se digirié6 con la enzima de
restriccion Sacll y Stul y el plasmido linealizado se usé para la reaccion de ensamblaje In-Fusion. La construccion
numero 1191 es un plasmido aceptor destinado a la clonaciéon "In Fusion" de genes de interés en un casete de
expresion basado en CPMV-HT. También incorpora una construccion génica para la co-expresion del supresor de
TBSV P19 del silenciamiento bajo el promotor génico de plastocianina de la alfalfa y el terminador. La cadena
principal es un plasmido binario de pCAMBIA y la secuencia de los bordes de ADN-t de izquierda a derecha se
presenta en la Figura 18 (SEQ ID NO: 23). A la construccion resultante se le da el numero 1710 (Figura 23, SEQ ID
NO: 27). La secuencia de aminoacidos de VP2 de la cepa WA de Rotavirus A se presenta en la Figura 20 (SEQ ID
NO: 25). Una representacion del plasmido 1710 se presenta en la Figura 21.

B-2X35S/CPMV-HT/RVA(WA) VP2(opt)/NOS en sistema de amplificacion de BeYDV(m)+Replicasa
(Construccién nimero 1711)

Una secuencia optimizada que codifica VP 2 de la cepa WA de Rotavirus A se cloné en 2X35S/CPMV-HT/NOS que
comprendia el sistema de amplificacion BeYDV(m)+replicasa en un plasmido que contenia el casete de expresion
Plasto_pro/P19/Plasto_ter usando el siguiente método basado en PCR. Un fragmento que contenia la secuencia
codificante de VP2 se amplificé usando los cebadores IF-WA_VP2(opt).s1+3c (Figura 17A, SEQ ID NO: 21) e IF-
WA_VP2(opt).s1-4r (Figura 17B, SEQ ID NO: 22), usando una secuencia génica de VP2 optimizada (SEQ ID NO:
45) como plantilla. Para la optimizacion de la secuencia, la secuencia de la proteina VP2 (numero de acceso de
Genbank CAA33074) se tradujo de nuevo y se optimizé para el uso del codéon humano, el contenido de GC y la
estructura del ARNm. El producto de PCR se cloné en un casete de expresion 2X35S/CPMV-HT/NOS en el sistema
de amplificacion de BeYDV(m) usando el sistema de clonaciéon In-Fusion (Clontech, Mountain View, CA). La
construccion 193 (Figura 22A) se digirié con la enzima de restriccién Sacll y Stul y el plasmido linealizado se usé
para la reaccion de ensamblaje In-Fusion. La construcciéon nimero 193 es un plasmido aceptor destinado a la
clonacion "In Fusion" de genes de interés en un casete de expresion basado en CPMV-HT en el sistema de
amplificacion BeYDV(m). También incorpora una construccién génica para la co-expresion del supresor de TBSV
P19 del silenciamiento bajo el promotor génico de plastocianina de la alfalfa y el terminador. La cadena principal es
un plasmido binario de pCAMBIA vy la secuencia de los bordes de ADN-t de izquierda a derecha se presenta en la
Figura 22B (SEQ ID NO: 23). 26). A la construccion resultante se le da el numero 1711 (Figura 23, SEQ ID NO: 27).
La secuencia de aminoacidos de VP2 de la cepa WA de Rotavirus A se presenta en la Figura 20 (SEQ ID NO: 25).
Una representacion del plasmido 1711 se presenta en la Figura 24. C-2X35S/CPMV-HT/RVA(WA) VP6(opt)/NOS
(Construccion niumero 1713)

Una secuencia optimizada que codifica VP6 de la cepa WA de Rotavirus A se clond en un sistema de expresion
2X35S-CPMV-HT-NOS en un plasmido que contenia el casete de expresion Plasto_pro/P19/Plasto_ter usando el
siguiente método basado en PCR. Un fragmento que contenia la secuencia codificante de VP6 se amplificé usando
los cebadores IF-WA_VP6(opt).s1+3c (Figura 25a, SEQ ID NO: 28) e IF-WA_VP6(opt).s1-4r (Figura 25b, SEQ ID
NO: 29), usando una secuencia génica de VP6 optimizada (SEQ ID NO: 46) como plantilla. Para la optimizacion de
la secuencia, la secuencia de la proteina VP6 (nimero de acceso de Genbank AAA47311) se tradujo de nuevo y se
optimizé para el uso del codén humano, el contenido de GC y la estructura del ARNm. El producto de PCR se clond
en un sistema de expresion 2X35S/CPMV-HT/NOS usando el sistema de clonacién In-Fusion (Clontech, Mountain
View, CA). La construccion niumero 1191 (Figura 17c) se digirié6 con la enzima de restriccion Sacll y Stul y el
plasmido linealizado se uso6 para la reaccion de ensamblaje In-Fusion. La construccion nimero 1191 es un plasmido
aceptor destinado a la clonacién "In Fusion" de genes de interés en un casete de expresion basado en CPMV-HT.
También incorpora una construccion génica para la co-expresion del supresor de TBSV P19 del silenciamiento bajo
el promotor génico de plastocianina de la alfalfa y el terminador. La cadena principal es un plasmido binario de
pCAMBIA vy la secuencia de los bordes de ADN-t de izquierda a derecha se presenta en la Figura 18 (SEQ ID NO:
23). A la construccién resultante se le da el numero 1713 (Figura 25c, SEQ ID NO: 30). La secuencia de
aminoacidos de VP6 de la cepa WA de Rotavirus A se presenta en la Figura 26 (SEQ ID NO: 31). Una
representacion del plasmido 1713 se presenta en la Figura 27.
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D-2X35S/CPMV-HT/RVA(WA) VP6(opt)/NOS en sistema de amplificacion de BeYDV(m)+Replicasa

(Construccién numero 1714)

Una secuencia optimizada que codifica VP6 de la cepa WA de Rotavirus A se cloné en 2X35S/CPMV-HT/NOS que
comprendia el sistema de amplificacion BeYDV(m)+replicasa en un plasmido que contenia el casete de expresion
Plasto_pro/P19/Plasto_ter usando el siguiente método basado en PCR. Un fragmento que contenia la secuencia
codificante de VP6 se amplificé usando los cebadores IF-WA_VP6(opt).s1+3c (Figura 25a, SEQ ID NO: 28) e IF-
WA_VP6(opt).s1-4r (Figura 25b, SEQ ID NO: 29), usando una secuencia génica de VP6 optimizada (SEQ ID NO:
46) como plantilla. Para la optimizacion de la secuencia, la secuencia de la proteina VP6 (numero de acceso de
Genbank AAA47311) se tradujo de nuevo y se optimiz6 para el uso del codén humano, el contenido de GC y la
estructura del ARNm. El producto de PCR se cloné en un casete de expresion 2X35S/CPMV-HT/NOS en el sistema
de amplificacion de BeYDV(m) usando el sistema de clonaciéon In-Fusion (Clontech, Mountain View, CA). La
construccion 193 (Figura 22A) se digirié con la enzima de restriccién Sacll y Stul y el plasmido linealizado se usé
para la reacciéon de ensamblaje In-Fusion. La construcciéon nimero 193 es un plasmido aceptor destinado a la
clonacion "In Fusion" de genes de interés en un casete de expresion basado en CPMV-HT en el sistema de
amplificacion BeYDV(m). También incorpora una construccién génica para la co-expresion del supresor de TBSV
P19 del silenciamiento bajo el promotor génico de plastocianina de la alfalfa y el terminador. La cadena principal es
un plasmido binario de pCAMBIA vy la secuencia de los bordes de ADN-t de izquierda a derecha se presenta en la
Figura 22B (SEQ ID NO: 23). 26). A la construccion resultante se le da el numero 1714 (Figura 28, SEQ ID NO: 32).
La secuencia de aminoacidos de VP6 de la cepa WA de Rotavirus A se presenta en la Figura 26 (SEQ ID NO: 31).
Una representacion del plasmido 1714 se presenta en la Figura 29.

C-2X35S/CPMV-HT/RVA(RtX) VP4(opt)/NOS (Construccidn numero 1730)

Una secuencia optimizada que codifica VP 4 de la cepa USA/Rotarix-A41CB052A/1988/G1P1A[8] de la vacuna
contra Rotavirus A se cloné en 2X35S/CPMV-HT/NOS en un pldsmido que contenia el casete de expresion
Plasto_pro/P19/Plasto_ter usando el siguiente método basado en PCR. Un fragmento que contenia la secuencia
codificante de VP4 se amplificé usando los cebadores IF-Rtx_VP4(opt).s1+3c (Figura 30A, SEQ ID NO: 33) e IF-
Rtx_VP4(opt).s1-4r (Figura 30B, SEQ ID NO: 34), usando la secuencia génica optimizada de VP4 (Figura 31B, (SEQ
ID NO: 47) como plantilla. Para la optimizacion de la secuencia, la secuencia de la proteina VP4 (nimero de acceso
de Genbank AEX30660) se tradujo de nuevo y se optimizé para el uso del codén humano, el contenido de GC y la
estructura del ARNm. El producto de PCR se cloné en un casete de expresién 2X35S/CPMV-HT/NOS usando el
sistema de clonacién In-Fusion (Clontech, Mountain View, CA). La construccion numero 1191 (Figura 18, SEQ ID
NO: se digiri6 con la enzima de restriccion Sacll y Stul y el plasmido linealizado se us6 para la reaccion de
ensamblaje In-Fusion. La construcciéon numero 1191 es un plasmido aceptor destinado a la clonacién "In Fusion" de
genes de interés en un casete de expresion basado en CPMV-HT. También incorpora una construccion génica para
la co-expresion del supresor de TBSV P19 del silenciamiento bajo el promotor génico de plastocianina de la alfalfa y
el terminador. La cadena principal es un plasmido binario de pCAMBIA y la secuencia de los bordes de ADN-t de
izquierda a derecha se presenta en la (Figura 18, SEQ ID NO: 23). A la construccion resultante se le da el numero
1730 (Figura 31C, SEQ ID NO: 50). La secuencia de aminoacidos de VP4 de USA/Rotarix-
A41CB052A/1988/G1P1A[8] de la vacuna contra Rotavirus A se presenta en la Figura 32 (SEQ ID NO: 36). Una
representacion del plasmido 1730 se presenta en la Figura 33A.

E-2X35S/CPMV-HT/RVA(Rtx) VP4(opt)/NOS en sistema de amplificacion de BeYDV(m)+Replicasa
(Construccién nimero 1731)

Una secuencia optimizada que codifica VP 4 de la cepa USA/Rotarix-A41CB052A/1988/G1P1A[8] de la vacuna
contra Rotavirus A se cloné en 2X35S/CPMV-HT/NOS que comprendia el sistema de amplificacion
BeYDV(m)+replicasa en un plasmido que contenia el casete de expresion Plasto_pro/P19/Plasto_ter usando el
siguiente método basado en PCR. Un fragmento que contenia la secuencia codificante de VP4 se amplificé usando
los cebadores IF-Rtx_VP4(opt).s1+3c (Figura 30A, SEQ ID NO: 33) e IF-Rtx_VP4(opt).s1-4r (Figura 30B, SEQ ID
NO: 34), usando una secuencia génica de VP4 optimizada (SEQ ID NO: 47) como plantilla. Para la optimizacion de
la secuencia, la secuencia de la proteina VP4 (nimero de acceso de Genbank AEX30660) se tradujo de nuevo y se
optimizé para el uso del codén humano, el contenido de GC y la estructura del ARNm. El producto de PCR se clond
en un casete de expresion 2X35S/CPMV-HT/NOS en el sistema de amplificacion de BeYDV(m) usando el sistema
de clonacién In-Fusion (Clontech, Mountain View, CA). La construcciéon 193 (Figura 22A) se digirié con la enzima de
restriccion Sacll y Stul y el plasmido linealizado se usé para la reaccion de ensamblaje In-Fusion. La construccion
numero 193 es un plasmido aceptor destinado a la clonacién "In Fusion" de genes de interés en un casete de
expresion basado en CPMV-HT en el sistema de amplificacién BeYDV(m). También incorpora una construccién
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génica para la co-expresion del supresor de TBSV P19 del silenciamiento bajo el promotor génico de plastocianina
de la alfalfa y el terminador. La cadena principal es un plasmido binario de pPCAMBIA y la secuencia de los bordes de
ADN-t de izquierda a derecha se presenta en la Figura 22B (SEQ ID NO: 23). 26). A la construccion resultante se le
da el numero 1731 (Figura 31, SEQ ID NO: 35). La secuencia de aminoacidos de VP4 de USA/Rotarix-
A41CB052A/1988/G1P1A[8] de la vacuna contra Rotavirus A se presenta en la Figura 32 (SEQ ID NO: 36). Una
representacion del plasmido 1731 se presenta en la Figura 33B.

F-2X35S/CPMV-HT/RVA(Rtx) VP7(opt)/NOS (Construccién nimero 1733)

Una secuencia optimizada que codifica VP 7 con su péptido sefial nativo de la cepa USA/Rotarix-
A41CB052A/1988/G1P1A[8] de la vacuna contra Rotavirus A se clond en un sistema de expresion 2X35S-CPMV-
HT-NOS en un plasmido que contenia el casete de expresion Plasto_pro/P19/Plasto_ter usando el siguiente método
basado en PCR. Un fragmento que contenia la secuencia codificante de VP7 se amplificé usando los cebadores IF-
Rtx_VP7(opt).s1+3c (Figura 34A, SEQ ID NO: 37) e IF-Rtx_VP7(opt).sl-4r (Figura 34B, SEQ ID NO: 38), usando una
secuencia génica de VP7 optimizada (SEQ ID NO: 54) como plantilla. Para la optimizaciéon de la secuencia, la
secuencia de la proteina VP7 (numero de acceso de Genbank AEX30682) se tradujo de nuevo y se optimizo para el
uso del codén humano, el contenido de GC y la estructura del ARNm. El producto de PCR se cloné en un sistema de
expresion 2X35S/CPMV-HT/NOS usando el sistema de clonacion In-Fusion (Clontech, Mountain View, CA). La
construccion nimero 1191 (Figura 17C) se digirié con la enzima de restriccion Sacll y Stul y el plasmido linealizado
se uso para la reaccion de ensamblaje In-Fusion. La construccion numero 1191 es un plasmido aceptor destinado a
la clonacién "In Fusion" de genes de interés en un casete de expresion basado en CPMV-HT. También incorpora
una construccion génica para la co-expresion del supresor de TBSV P19 del silenciamiento bajo el promotor génico
de plastocianina de la alfalfa y el terminador. La cadena principal es un plasmido binario de pCAMBIA y la secuencia
de los bordes de ADN-t de izquierda a derecha se presenta en la Figura 18 (SEQ ID NO: 23). A la construccion
resultante se le da el nimero 1733 (Figura 34C, SEQ ID NO: 24). La secuencia de aminoacidos de VP7 con su
péptido sefal nativo de la cepa USA/Rotarix-A41CB052A/1988/G1P1A[8] de la vacuna contra Rotavirus A se
presenta en la Figura 35 (SEQ ID NO: 39). Una representacion del plasmido 1733 se presenta en la Figura 36.

D-2X35S/CPMV-HT/TrSp-RVA(Rtx) VP7(opt)/NOS (Construccién nimero 1734)

Una secuencia optimizada que codifica VP 7 con una version truncada del péptido sefial nativo de la cepa
USA/Rotarix-A41CB052A/1988/G1P1A[8] de la vacuna contra Rotavirus A se cloné en un sistema de expresion
2X35S-CPMV-HT-NOS en un plasmido que contenia el casete de expresién Plasto_pro/P19/Plasto_ter usando el
siguiente método basado en PCR. Un fragmento que contenia la secuencia codificante de VP7 se amplificé usando
los cebadores IF-TrSP+Rtx_VP7(opt).s1+3c (Figura 44A, SEQ ID NO: 55) e IF-Rtx_VP7(opt).s1-4r (Figura 44B, SEQ
ID NO: 56), usando la secuencia génica de VP7 optimizada (correspondiente a nt 88-981 de la Figura 44C, SEQ ID
NO: 57) como plantilla. Para la optimizacion de la secuencia, la secuencia de la proteina VP7 (nUmero de acceso de
Genbank AEX30682) se tradujo de nuevo y se optimizé para el uso del codén humano, el contenido de GC y la
estructura del ARNm. El producto de PCR se clon6 en un sistema de expresién 2X35S/CPMV-HT/NOS usando el
sistema de clonacion In-Fusion (Clontech, Mountain View, CA). La construccion numero 1191 (Figura 17C) se digirio
con la enzima de restriccion Sacll y Stul y el plasmido linealizado se usé para la reaccidon de ensamblaje In-Fusion.
La construccion numero 1191 es un plasmido aceptor destinado a la clonacion "In Fusion" de genes de interés en un
casete de expresion basado en CPMV-HT. También incorpora una construccién génica para la co-expresion del
supresor de TBSV P19 del silenciamiento bajo el promotor génico de plastocianina de la alfalfa y el terminador. La
cadena principal es un plasmido binario de pCAMBIA vy la secuencia de los bordes de ADN-t de izquierda a derecha
se presenta en la Figura 18 (SEQ ID NO: 23). A la construccion resultante se le da el numero 1734 (Figura 44D,
SEQ ID NO: 58). La secuencia de aminoacidos de VP7 con el péptido sefial truncado de la cepa USA/Rotarix-
A41CB052A/1988/G1P1A[8] de la vacuna contra Rotavirus A se presenta en la Figura 44E (SEQ ID NO: 59). Una
representacion del plasmido 1734 se presenta en la Figura 44F.

G-2X35S/CPMV-HT/PDISP/RVA(WA) VP7(opt)/NOS en sistema de amplificacién de BeYDV(m)+Replicasa
(Construccién nimero 1735)

Una VP7 codificante de secuencia de la cepa USA/Rotarix-A41CB052A/1988/G1P1A[8] de la vacuna contra
Rotavirus A se cloné en un sistema de expresion 2X35S-CPMV-HT-PDISP-NOS en un plasmido que contenia el
casete de expresion Plasto_pro/P19/Plasto_ter usando el siguiente método basado en PCR. Un fragmento que
contenia la secuencia codificante de VP7 sin su péptido sefial de tipo silvestre se amplificé usando los cebadores IF-
Rtx_VP7(opt).s2+4c (Figura 37A, SEQ ID NO: 40) e IF-Rtx_VP7(opt).s1-4r (Figura 34B, SEQ ID NO: 38), usando
una secuencia génica de VP7 optimizada (SEQ ID NO: 54). Para la optimizacion de la secuencia, la secuencia de la
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proteina VP7 (numero de acceso de Genbank AEX30682) se tradujo de nuevo y se optimiz6 para el uso del codon
humano, el contenido de GC y la estructura del ARNm. El producto de PCR se cloné en marco con el péptido sefal
PDI de la alfalfa en el sistema de expresion 2X35S/CPMV-HT/NOS usando el sistema de clonacion In-Fusion
(Clontech, Mountain View, CA). La construcciéon 1192 (Figura 38) se digiridé con la enzima de restriccion Sacll y Stul
y el plasmido linealizado se usé para la reaccién de ensamblaje In-Fusion. La construccién ndmero 1192 es un
plasmido aceptor disefiado para la clonacién "In Fusion" de genes de interés dentro del marco con un péptido sefal
PDI de alfalfa en un casete de expresién basado en CPMV-HT. También incorpora una construccidon génica para la
co-expresion del supresor de TBSV P19 del silenciamiento bajo el promotor génico de plastocianina de la alfalfa y el
terminador. La cadena principal es un plasmido binario de pCAMBIA y la secuencia de los bordes de ADN-t de
izquierda a derecha se presenta en la Figura 39 (SEQ ID NO: 41). A la construccién resultante se le da el numero
1735 (Figura 40, SEQ ID NO: 42). La secuencia de aminoacidos de PDISP/VP7 de la cepa USA/Rotarix-
A41CB052A/1988/G1P1A[8] de la vacuna contra Rotavirus A se presenta en la Figura 41 (SEQ ID NO: 43). Una
representacion del plasmido 1735 se presenta en la Figura 42.

Tabla 3. Descripcion de genes sintetizados para la produccién de RLP

SEQ ID No Antigeno Cepade origen Tipo de secuencia* Figura en la descripcién
45 VP2 WA Optimizada 19B
46 VP6 WA Optimizada 25D
47 VP4 Rotarix Optimizada 31B
50 VP4 SA11 Tipo silvestre 43A
51 VP4 SA1M1 Optimizada 43B
54 VP7 Rotarix Optimizada 34E
53 VP7 SA11 Tipo silvestre 43D
52 VP7 SA11 Optimizada 43C

* Las secuencias optimizadas se modificaron para favorecer el uso de codones humanos preferidos y aumentar el
contenido de GC.

Tabla 4. Descripcion de la construccion ensamblada y ensayada para la produccién de RLP.

Sistema de Sistema de Péptido . - SEQID del Construccién
> NS ~ Antigeno (cepa)” gen usada s
expresion amplificacion sefialf numero
para PCR

CPMV HT - ; RVAWA) VP2 grq 1p NO: 45 1710
[optimizado]

CPMV HT BeYDV(m)+rep - RVAWA) VP2 gk 1D NO: 45 1711
[optimizado]

CPMV HT - - RVAWA)VP6 gk 1D NO: 46 1713
[optimizado]

CPMV HT BeYDV(m)+rep - RVAWA) VPG oeq 1p NO: 46 1714
[optimizado]

CPMV HT . ; RVA(RIX) VP4 SEQ ID NO: 47 1730
[optimizado]

CPMV HT BeYDV(m)+rep - RVARD) VP4 gEq 1D NO: 47 1731
[optimizado]

CPMV HT - WiSp RVARD) VPT  gEq 1D NO: 54 1733
[optimizado]

CPMV HT - TrSp RVA(Rx) VP7 SEQ ID NO: 54 1734
[optimizado]

CPMV HT - SpPDI RVA(Rt) VP7 SEQ ID NO: 54 1735
[optimizado]

CPMV HT BeYDV(m)+rep WiSp RVARW)VP7 SEQ ID NO: 54 1736
[optimizado]

CPMV HT BeYDV(m)+rep TrSp RVA(Rb)VP7 SEQ ID NO: 54 1737
[optimizado]

CPMV HT BeYDV/(m)+rep SpPDI RVA(Rx) VP7 SEQ ID NO: 54 1738
[optimizado]

CPMV HT - ; RVA(SA11) VP4  SEQ ID NO: 50 1760

CPMV HT BeYDV(m)+rep - RVA(SA11)VP4  SEQ ID NO: 50 1761

CPMV HT - . RVA(SA11)VP4  SEQ ID NO: 51 1770
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[optimizado]

CPMV HT BeYDV(m)+rep - RVASATT) VP4 seq 1D NO: 51 1771
[optimizado]

CPMV HT - Wisp RVA(SA11)VP7  SEQID NO: 53 1763

CPMV HT - TrSp RVA(SA11)VP7  SEQ ID NO: 53 1764

CPMV HT - SpPDI RVA(SA11)VP7  SEQ ID NO: 53 1765

CPMV HT BeYDV(m)+rep WiSp RVA(SA11)VP7  SEQ ID NO: 53 1766

CPMV HT BeYDV(m)+rep TrSp RVA(SA11)VP7  SEQ ID NO: 53 1767

CPMV HT BeYDV(m)+rep SpPDI RVA(SA11)VP7  SEQ ID NO: 53 1768

CPMV HT - WiSp RVA(SA11) VP7 SEQID 1773
[optimizado] NO: 52

CPMV HT - TrSp RVA(SAT) VP7 — gEq 1D NO: 52 1774
[optimizado]

CPMV HT - SpPDI RVA(SA1) VP7  geq 1D NO: 52 1775
[optimizado]

CPMV HT BeYDV(m)+rep WiSp RVAGSA1) VP7  geq 1D NO: 52 1776
[optimizado]
RVA(SA1I) _

CPMV HT BeYDV(m)+rep TrSp VPrionimizade]  SEQIDNO:52 1777

CPMV HT BeYDV(m)+rep SpPDI RVASATT) VP7  sEq 1p NO: 52 1778

[optimizado]

T WitSp: Péptido sefial de tipo salvaje, SpPDI: Péptido sefial de origen vegetal, clonado a partir del gen disulfuro de
isomerasa de proteina de alfalfa, TrSp: péptido sefial truncado de tipo silvestre, TrSp comienza en 2° Met en WtSp
(M30).

* [optimizada] significa que la secuencia se ha optimizado en funcion del uso de codones, contenido de GC y
estructura del ARN.
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Ejemplo 3
Ensamblaje de construcciones génicas y transformacion de Agrobacterium

Se usaron todos los plasmidos, incluyendo los plasmidos 1710, 1713, 1730 y 1734, para transformar Agrobacterium
tumefaciens (AGL1; ATCC, Manassas, VA 20108, Estados Unidos) por electroporacién (Mattanovich et al., 1989,
Nucleic Acid Res. 17:6747), como alternativa, puede usarse choque térmico usando células competentes
preparadas con CaCl2 (XU et al., 2008, Plant Methods 4). La integridad de los plasmidos en las cepas de A.
tumefaciens creadas se confirmé por mapeo de restriccion. La cepa de A. tumefaciens transformada con un
plasmido binario dado se denomina AGL1/'numero de plasmido". Por ejemplo, la cepa de A. tumefaciens
transformada con el numero de construccion 1710 se denomina "AGL1/1710".

Preparacion de biomasa, in6culo, agroinfiltracion, y cosecha de la planta

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

Las Agrobacteria tranfectadas con cada construcciéon se cultivaron en un medio LB de origen vegetal y
complementado con acido 2-(N-morfolino)etanosulfénico 10 mM (MES) y 50 ug/ml de kanamicina a pH 5,6 hasta que
alcanzaron una DO600 entre 0,6 y 2,5. Las suspensiones de Agrobacterium se mezclaron para alcanzar la relacion
apropiada para cada construccion y se llevaron a 2,5X DO600 con medio de infiltracién (MgCI2 10 mM y MES 10
mM pH 5,6). Las suspensiones de A. tumefaciens se almacenaron durante una noche a 4 °C. El dia de la infiltracion,
los lotes de cultivo se diluyeron con medio de filtracion en 2,5 volimenes de suspension y se dejaron calentar antes
de su uso. Las plantas completas de N. benthamiana se colocaron al revés en la suspension bacteriana en un
tanque de acero inoxidable hermético a un vacio de 20-40 Torr durante 2 min. Tras la infiltracion, las plantas se
devolvieron al invernadero durante un periodo de incubacion de 3-12 dias hasta la cosecha. La biomasa cosechada
se mantuvo congelada (-80 °C) hasta su uso para la purificaciéon de particulas.
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Extraccién y purificacion de particulas de tipo rotavirus

Las proteinas se extrajeron de biomasa congelada mediante extraccion mecanica en un mezclador con 3 volimenes
de tampon de extraccion (TNC: Tris 10 mM pH 7,4, NaCl 140 mM, CaClI2 10 mM). La suspension se filtré a través de
un filtro de nylon de poros grandes para eliminar los residuos grandes y se centrifugd 5000 g durante 5 min a 4 °C.
El sobrenadante se recogié y se centrifugd de nuevo a 5000 g durante 30 minutos (4 °C) para eliminar restos
adicionales. El sobrenadante se filtré en profundidad y se ultrafiltrd, y el filtrado se centrifugé a 75000 g durante 20
min (4 °C) para concentrar las particulas de tipo rotavirus. El sedimento que contenia las particulas se resuspendio
en 1/12 de volumen de TNC vy los productos insolubles se eliminaron con una centrifugacion a 5000 g durante 5
minutos. El sobrenadante se filtré en Miracloth antes de cargarse en gradientes de densidad de iodixanol.

La centrifugacion en gradiente de densidad se realizé de la siguiente manera. Se prepararon tubos que contenian
gradientes escalonados del 5 % al 45 % de iodixanol y se superpusieron con los extractos filtrados que contenian las
particulas de tipo rotavirus. Los gradientes se centrifugaron a 120000 g durante 4 horas (4 °C). Después de la
centrifugacion, se recogieron fracciones de 1 ml desde el fondo hasta la parte superior y se analizaron mediante
SDS-PAGE tefiida con Coomassie y transferencia Western. Para eliminar el iodixanol para las fracciones
seleccionadas para un andlisis adicional, las fracciones seleccionadas se centrifugaron a 75000 g durante 20
minutos (4 °C) y las particulas sedimentadas se resuspendieron en tampon TNC recién preparado.

SDS-PAGE e inmunotransferencia

Las concentraciones de proteina se determinaron mediante el ensayo de proteinas BCA (Pierce Biochemicals,
Rockport IL). Las proteinas se separaron por SDS-PAGE en condiciones reductoras o no reductoras y se tifieron con
azul de Coomassie. Se escanearon los geles tefiidos y se realizé un analisis de densitometria usando ImageJ
Software (NIH).

Para la inmunotransferencia, las proteinas sometidas a electroforesis se electrotransfiieron en membranas de
difluoruro de polivinileno (PVDF) (Roche Diagnostics Corporation, Indianapolis, IN). Antes de la inmunotransferencia,
las membranas se bloquearon con leche desnatada al 5 % y Tween-20 al 0,1 % en una solucién salina tamponada
con Tris (TBS-T) durante 16-18 h a 4 °C.

La inmunotransferencia se realizé por incubaciéon con un anticuerpo adecuado (Tabla 5), en 2 pg/ml en leche
desnatada al 2 % en TBS-Tween 20 al 0,1 %. Los anticuerpos secundarios usados para la deteccion de
quimioluminiscencia fueron los indicados en la Tabla 5, diluidos como se indica en leche desnatada al 2 % en TBS-
Tween 20 al 0,1 %. Los complejos inmunorreactivos se detectaron por quimioluminiscencia usando luminol como el
sustrato (Roche Diagnostics Corporation). La conjugacion de enzima peroxidasa de rabano picante de anticuerpo
IgG humano se llevoé a cabo utilizando el kit de conjugacion de peroxidasa activada EZ-Link Plus® (Pierce, Rockford,
IL).

Tabla 5: Condiciones de electroforesis, anticuerpos y diluciones para la inmunotransferencia de antigenos de
rotavirus.

Antigeno de Condicién de Anticuerpo

. . Anticuerpo principal Dilucion . Dilucion
rotavirus electroforesis secundario

anti-VP2 policlonal de conejo Anti-conejo de
VP2 Reductora (amablemente proporcionado por 1 pg/mi cabra (JIR 111- 1:10000
el profesor Koki Taniguchi) 035-144)

Anti-conejo de
VP6 Reductora ABIN 308233 1:20000 cabra (JIR 111- 1:10000
035-144)

anti-VP7 policlonal de conejo Anti-conejo de
VP7 No reductora (amablemente proporcionado por 1:2000 cabra (JIR 111- 1:10000
el profesor Koki Taniguchi) 035-144)

45

Ensayo de inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA) de anti-VP4

Se recubrieron placas de microtitulacion de 96 pocillos con fondo en U con un anticuerpo monoclonal de ratén anti-
VP4 (amablemente proporcionado por el Profesor Koki Taniguchi) diluido 1:100000 en PBS 10 mM pH 7,4 (solucién
salina tamponada con fosfato), NaCl 150 mM durante 16-18 horas a 4 °C. Después de la incubacion, las placas se
lavaron tres veces con PBS 10 mM pH 7,4, NaCl 1 M que contenia Tween-20 al 0,1 % y se bloquearon con BSA al 5
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% en PBS 10 mM pH 7,4, NaCl 150 mM que contenia Tween-20 al 0,1 % durante 1 hora a 37 °C. Después de la
etapa de bloqueo, las placas se lavaron tres veces con PBS 10 mM pH 7,4, NaCl 1 M que contenia Tween-20 al 0,1
%. Se afiadieron muestras y las placas se incubaron durante 1 hora a 37 °C. Después, la placa se lavé 3 veces con
PBS 10 mM pH 7,4, NaCl 1 M, CaClI2 1 mM, MgCI2 0,5 mM que contenia Tween-20 al 0,1 %. Para todas las etapas
de lavado restantes, el tampdn de lavado sigue siendo el mismo y durante el tercer lavado, las placas se incubaron
durante 10 minutos a temperatura ambiente antes de eliminar completamente la solucidon de lavado. Se afadio
anticuerpo policlonal de conejo producido contra Rotavirus (amablemente proporcionado por el Profesor Koki
Taniguchi) diluido 1:10000 con BSA al 3 % en PBS 10 mM pH 7,4, NaCl 150 mM, CaCI2 1 mM, MgCI2 0,5 mM que
contenia Tween-20 al 0,1 % y las placas se incubaron durante 1 hora a 37 °C. Después, las placas se lavaron 3
veces y se afadioé anticuerpo anti-conejo de cabra conjugado con peroxidasa de rabano picante (111-035-144,
Jackson Immunoresearch, West Grove, PA) diluido 1:5000 con BSA al 3 % en PBS 10 mM pH 7,4, NaCl 150 mM,
CaCl2 1 mM, MgCI2 0,5 mM que contenia Tween-20 al 0,1 % y las placas se incubaron durante 1 hora a 37 °C. Las
placas se lavaron 3 veces. Después de los lavados finales, las placas se incubaron con sustrato de peroxidasa
SureBlue TMB (KPL, Gaithersburg, MD) durante 20 minutos a temperatura ambiente. La reaccion se detuvo
mediante la adicion de HCl 1 N y los valores As4so se midieron usando un lector de placas (Thermo Scientific,
Waltham, MA).

Produccién de particulas de tipo rotavirus que comprenden VP2 y VP6.

Las particulas de tipo rotavirus que comprenden VP2 y VP6 se produjeron por expresion transitoria en Nicotiana
benthamiana. Las plantas se agroinfiltraron con un inéculo de Agrobacteria que contenia una mezcla de AGL1/1710
y AGL1/1713 en una proporcién 1:1 y se incubaron durante 7 dias antes de la cosecha. Las particulas de tipo
rotavirus se purificaron a partir de la biomasa usando la metodologia descrita en la seccién de materiales y métodos.
Después de la centrifugacion de los extractos aclarados sobre el gradiente de densidad de iodixanol, las primeras
diez fracciones del fondo del tubo se analizaron mediante SDS-PAGE tefiida con Coomassie. Como se muestra en
la Figura 45A, los antigenos de rotavirus (VP2 y VP6) se encontraron principalmente en las fracciones 2 y 3 del
gradiente de densidad donde la concentracion de iodixanol es de aproximadamente el 35 %, una concentracion
donde se espera que se encuentren particulas de tipo rotavirus. Se encontré muy poca contaminacion por proteinas
vegetales en estas fracciones. El analisis de transferencia Western de las fracciones con suero de conejo
hiperinmune anti-rotavirus y anticuerpos policlonales de conejo anti-VP2 confirmé la identidad de VP2 y VP6 en las
fracciones de gradiente de densidad (Figuras 45B y 45C). Las fracciones 2 y 3 se combinaron y el iodixanol se
elimind mediante centrifugacion a alta velocidad y resuspension, y las particulas purificadas se enviaron para su
analisis por microscopia crioelectrénica (Nanolmaging Services Inc., La Jolla, CA) para confirmar el ensamblaje de
VP2 y VP6 en particulas que se parecen a la particula de rotavirus. Como se muestra en la Figura 49 (panel
izquierdo), las imagenes de microscopia crio-electronica de las particulas VP2/VP6 confirmaron el ensamblaje
correcto de los antigenos en particulas de tipo rotavirus.

Produccién de particulas de tipo rotavirus que comprenden VP2, VP6 y VP7.

Las particulas de tipo rotavirus que comprenden VP2, VP6 y VP7 se produjeron por expresion transitoria en
Nicotiana benthamiana. Las plantas se agroinfiltraron con un inéculo de Agrobacteria que contenia una mezcla de
AGL1/1710, AGL1/1713, AGL1/1734 en una proporcion 1:1:1 y se incubaron durante 7 dias antes de la cosecha. Las
particulas de tipo rotavirus se purificaron a partir de la biomasa usando la metodologia descrita en la seccién de
materiales y métodos. Después de la centrifugacion de los extractos aclarados sobre el gradiente de densidad de
iodixanol, las primeras diez fracciones del fondo del tubo se analizaron mediante SDS-PAGE tefiida con Coomassie.
Como se muestra en la Figura 46A, los antigenos de rotavirus (VP2, VP6 y VP7) se encontraron principalmente en
las fracciones 2 y 3 del gradiente de densidad donde la concentracion de iodixanol es de aproximadamente el 35 %,
una concentracién donde se espera que se encuentren particulas de tipo rotavirus. Se encontré muy poca
contaminacion por proteinas vegetales en estas fracciones. El analisis de transferencia Western de las fracciones
con suero de conejo hiperinmune anti-rotavirus y anticuerpos policlonales de conejo anti-VP7 confirmé la identidad
de VP6 y VP7 en las fracciones de gradiente de densidad (Figuras 46B y 46C).

Produccién de particulas de tipo rotavirus que comprenden VP2, VP4, VP6 y VP7.

Las particulas de tipo rotavirus que comprenden VP2, VP4, VP6 y VP7 se produjeron por expresion transitoria en
Nicotiana benthamiana. Las plantas se agroinfiltraron con un inéculo de Agrobacteria que contenia una mezcla de
AGL1/1710, AGL1/1730, AGL1/1713, AGL1/1734 en una proporcion 1:1:1:1 y se incubaron durante 7 dias antes de
la cosecha. Las particulas de tipo rotavirus se purificaron a partir de la biomasa usando la metodologia descrita en la
seccion de materiales y métodos. Después de la centrifugacion de los extractos aclarados sobre el gradiente de
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densidad de iodixanol, las primeras diez fracciones del fondo del tubo se analizaron mediante SDS-PAGE tefiida con
Coomassie. Como se muestra en la Figura 47A, 3 de los 4 antigenos de rotavirus (VP2, VP6 y VP7) fueron visibles y
se encontraron principalmente en la fraccion 3 del gradiente de densidad donde la concentracién de iodixanol es de
aproximadamente el 35 %, una concentracién donde se espera que se encuentren particulas de tipo rotavirus. Se
encontré6 muy poca contaminacion por proteinas vegetales en estas fracciones. Se esperaba la ausencia de un nivel
detectable de VP4 en el gel de tincion Coomassie, ya que no se puede observar la VP4 cuando se realiza el mismo
analisis en el virion de rotavirus humano purificado. El analisis de transferencia Western de las fracciones con suero
de conejo hiperinmune anti-rotavirus y anticuerpos policlonales de conejo anti-VP7 confirmé la identidad de VP6 y
VP7 en las fracciones de gradiente de densidad (Figuras 47B y 47C). El iodixanol se eliminé de la fraccion 3
mediante centrifugacién a alta velocidad y resuspension, y las particulas purificadas se analizaron por ELISA para
confirmar la presencia de VP4. Los resultados presentados en la Figura 48 muestran claramente que el ELISA
reconoce especificamente VP4, ya que las particulas de control negativo que comprenden VP2/VP6 y VP7 solo
dieron como resultado un nivel de sefial de fondo. Por el contrario, el analisis de 3 lotes diferentes de particulas
purificadas que comprenden los antigenos VP2, VP4, VP6 y VP7 mostré sefales fuertes y uniformes cuando se
analizaron en las mismas condiciones. Se enviaron RLP VP2/VP4/VP6/VP7 purificadas para el analisis por
microscopia crioelectrénica (Nanolmaging Services Inc., La Jolla, CA) para confirmar el ensamblaje de los cuatro
antigenos en particulas que se asemejan a la particula de rotavirus. Como se muestra en la Figura 49 (panel
derecho), las imagenes de microscopia crio-electronica de las particulas VP2/VP4/VP6/VP7 confirmaron el
ensamblaje correcto de los antigenos en particulas de tipo rotavirus.

La tabla 6 enumera las secuencias proporcionadas en diversas realizaciones de la invencion.

Tabla 6: Descripcion de secuencias para identificadores de secuencia.

ISIT\IQO Descripcion Pagina/Figura
1 Secuencia de aminoacidos de G9P6_ VP2 optimizada Figura 16A
2 Secuencia de aminoacidos de G9P6 VP4 optimizada Figura 16B
3 Secuencia de aminoacidos de GO9P6_ VP6 optimizada Figura 16C
4 Aminoacido de G9P6 VP7 optimizada Figura 16D
5 Cebador VP2F Tabla 1
6 Cebador VP2R Tabla 1
7 Cebador VP4F Tabla 1
8 Cebador VP4R Tabla 1
9 Cebador VP6F Tabla 1
10 Cebador VP6R Tabla 1
11 Cebador VP7F Tabla 1
12 Cebador VP7R Tabla 1
13 Secuencia de nucledtidos de GOP6_ VP2 Figura 16A
14 Secuencia de nucleétidos de GO9P6 VP2 optimizada Figura 16A
15 Secuencia de nucledtidos de G9P6_ VP4 Figura 16B
16 Secuencia de nucleétidos de GOP6_VP4 Figura 16B
17 Secuencia de nucledtidos de GOP6_ VP6 Figura 16C
18 Secuencia de nucledtidos de GOP6 VP6 optimizada Figura 16C
19 Secuencia de nucleétidos de G9P6_VP7 Figura 16D
20 Secuencia de nucleétidos de GO9P6_ VP7 Figura 16D
21 Cebador IF-WA_VP2(opt).s1+3c Figura 17A
22 Cebador IF-WA _VP2(opt).s1-4r Figura 17B

Construccion 1191 de los bordes izquierdo a derecho de ADNt (subrayados).
23 2X35S/CPMV-HT/NOS con casete de expresion del inhibidor de silenciamiento de Figura 18
plastocianina-P19-plastocianina
Casete de expresion numero 1733 del promotor 2X35S al terminador NOS. Esta
24 subrayada la VP7 de la cepa USA/Rotarix-A41CB052A/1988/G1P1A[8] de la vacuna Figura 34C
contra Rotavirus A.
25 Secuencia de aminoacidos de VP2 de la cepa WA de Rotavirus A Figura 20
Construccién 193 de los bordes izquierdo a derecho de ADNt (subrayados).
26 2X35S/CPMV-HT/NOS en el sistema de amplificacion de BeYDV(m)+Replicasa con Figura 22B
casete de expresion del inhibidor de silenciamiento de plastocianina-P19-plastocianina
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ID NO Descripcion Pagina/Figura
27 Casete de expresion numero 1710 del promotor 2X35S al terminador NOS. Esta Figura 23
subrayada la VP2(opt) de la cepa WA de Rotavirus A.
28 Cebador IF-WA_VP6(opt).s1+3c Figura 25a
29 Cebador IF-WA_VP6(opt).s1-4r Figura 25b
30 Casete de expresién numero 1713 del promotor 2X35S al terminador NOS. Esta Figura 25¢
subrayada la VP6(opt) de la cepa WA de Rotavirus A.
31 Secuencia de aminoacidos de VP6 de la cepa WA de Rotavirus A Figura 26
32 Casete de expresién nimero 1714 del promotor 2X35S al terminador NOS. Esta Figura 28
subrayada la VP6(opt) de la cepa WA de Rotavirus A.
33 Cebador IF-Rtx_VP4(opt).s1+3c Figura 30A
34 Cebador IF-Rtx_VP4(opt).s1-4r Figura 30B
35 Casete de expresion numero 1731 del promotor 2X35S al terminador NOS. Esta Figura 31A
subrayada la VP4(opt) de la cepa Rotarix de Rotavirus A.
36 Secuencia de aminoacidos de VP4 de la cepa Rotarix de rotavirus A Figura 32
37 Cebador IF-Rtx_VP7(opt).s1+3c Figura 34A
38 Cebador IF-Rtx_P7(opt).s1-4r Figura 34B
39 Secuencia de aminoacidos de VP7 de la cepa USA/Rotarix-A41CB052A/1988/G1P1A[8] Fi
. igura 35
de la vacuna contra Rotavirus A
40 Cebador IF-Rtx_VP7(opt).s2+4c Figura 37A
Construccién 1192 de los bordes izquierdo a derecho de ADNt (subrayados).
41 2X35S/CPMV-HT/PDISP/NOS con casete de expresion del inhibidor de silenciamiento de Figura 39
plastocianina-P19-plastocianina
Casete de expresion numero 1735 del promotor 2X35S al terminador NOS. Esta
42 subrayada la PDISP/VP7(opt) de la cepa USA/Rotarix-A41CB052A/1988/G1P1A[8] de la Figura 40A
vacuna contra Rotavirus A.
43 Secuencia de aminoacidos de PDISP/VP7 de la cepa USA/Rotarix- 41
A41CB052A/1988/G1P1A[8] de la vacuna contra Rotavirus A
44 Casete de expresion numero 1730 del promotor 2X35S al terminador NOS. Esta Figura 31C
subrayada la VP4(opt) de la cepa Rotarix de Rotavirus A.
45 Secuencia de nucledtidos que codifica VP2(opt) de la cepa WA de Rotavirus A Figura 19
46 Secuencia de nucledtidos que codifica VP6(opt) de la cepa WA de Rotavirus A Figura 25d
47 Secuencia de codificacion optimizada de VP4 de Rotavirus A de la cepa Figura 31 B
RVA/Vaccine/lUSA/Rotarix-A41CB052A/1988/G1P1A[8]
48 Secuencia de nucledtidos que codifica VP7 de la cepa USA/Rotarix- Figura 34D
A41CB052A/1988/G1P1A[8] de la vacuna contra Rotavirus A
49 Secuencia de nucleétidos que codifica PDISP/VP7(opt) de la cepa USA/Rotarix- Figura 40B
A41CB052A/1988/G1P1A[8] de la vacuna contra Rotavirus A
50 Secuencia de codificacion de VP4 de Rotavirus A de la cepa RVA/Simian-tc/ZAF/SA11- Figura 43A
H96/1958/G3P5B|2]
51 Secuencia de codificacion optimizada de VP4 de Rotavirus A de la cepa RVA/Simian- Figura 438
tc/ZAF/SA11-H96/1958/G3P5B|2]
52 Secuencia de codificacion optimizada de VP7 de Rotavirus A de la cepa RVA/Simian- Figura 43C
tc/ZAF/SA11-H96/1958/G3P5B|2]
53 Secuencia de codificacion de VP7 de Rotavirus A de la cepa RVA/Simian-tc/ZAF/SA 11- Figura 43D
H96/195 8/G3P5B [2]
54 Secuencia de codificacion optimizada de VP7 de Rotavirus A de la cepa Figura 34E
RVA/Vaccine/USA/Rotarix-A41CB052A/1988/G1P1A[8]
55 Cebador IF-TrSP+Rix_VP7(opt).s1+3c Figura 44A
56 Cebador IF-Rtx_VP7(opt).s1-4r Figura 44B
57 Secuencia de nucleétidos de la secuencia de codificacion optimizada de VP7 de Figura 44C
Rotavirus A de la cepa RVA/Vaccine/lUSA/Rotarix-A41CB052A/1988/G1P 1A[8]
Casete de expresion numero 1734 del promotor 2X35S al terminador NOS. Esta
58 subrayada la VP7 de la cepa USA/Rotarix-A41CB052A/1988/G1P1A[8] de la vacuna Figura 44D

contra Rotavirus A.
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59 Secuencia de aminoacidos de TrSp-VP7 de la cepa USA/Rotarix- Fiqura 44E
A41CB052A/11988/G1P1A[8] de la vacuna contra Rotavirus A 9
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205

Thr

Gln

Asp

Leu

Asp

285

Arg

Asn

Ala

Gln

Gln

365

Asp

Ser

Trp

Tyr

Met

190

Ser

Glu

Ala

Tyr

Asn

270

vVal

Tyr

Phe

Arg

Ile

350

Ser

Cys

Leu

Leu

Asp

175

Ala

Glu

Gly

Asp

Ala

255

Asn

Asn

Ile

Glu

Ser

335

Gln

Glu

Phe

Asp

Leu
415

Gln

Val

Thr

Ala

Arg

240

Phe

Asp

Tyr

Arg

Ser

320

Val

Lys

Thr

Lys

Phe

400

Thr



Val

Leu

Met

Gln

465

Asn

Leu

Ala

Tyr

Gly

545

Leu

Thr

Gly

Asn

Ala

625

Lys

Asp

Val

Ala

His

450

Gln

Asn

Asn

Leu

Lys

530

Gln

Met

Glu

Asn

val

610

Val

Met

Val

Pro

Ile

435

Tyr

Ile

Gln

Asp

Met

515

Arg

Leu

Ala

Lys

Ala

595

Asn

Ala

Lys

Ser

Asn

420

val

Arg

Gln

Phe

Asn

500

Gln

Ser

Val

Cys

Leu

580

Thr

Val

Ile

Ala

Arg
660

Asp

Asn

Asn

Asn

Arg

485

Ile

Leu

Ile

Asp

Ile

565

Gln

val

Asn

Ile

Ile

645

val

Met

Thr

Gly

Phe

470

Gln

Arg

Ser

Gln

Leu

550

Thr

Leu

Ile

Phe

Thr

630

val

Pro

Phe

Ile

Asp

455

Gln

Ala

Asn

Arg

Arg

535

Thr

Met

Thr

Pro

His

615

Ala

Glu

Asp
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Ile

Ile

440

Pro

Val

val

Gly

Gln

520

Gly

Arg

Asn

Ser

Ser

600

Ser

Ala

Asp

Asp

Arg

425

Tyr

Gln

Ala

Ile

His

505

Gln

Ile

Leu

Met

Val

585

Pro

Asn

Asn

Phe

Gln
665

Glu

Pro

Thr

Asn

Asp

490

Val

Phe

Leu

Leu

Gln

570

Thr

Gln

Tyr

Arg

Leu

650

Met

Ser

Ala

Pro

Trp

475

Gly

Ile

Pro

Leu

Ala

555

His

Ser

Thr

Asn

Leu

635

Lys

Tyr

45

Leu

Phe

Phe

460

Leu

val

Asn

Thr

Leu

540

Tyr

Vval

Leu

Leu

Glu

620

Asn

Arg

Arg

Val

Gly

445

Gln

His

Leu

Gln

Met

525

Ser

Asn

Gln

Cys

Phe

605

Arg

Leu

Leu

Leu

Ala

430

Met

Ile

Phe

Asn

Leu

510

Pro

Asn

Tyr

Thr

Met

590

His

Ile

Tyr

Tyr

Arg
670

Cys

Gln

Ala

Val

Gln

495

Met

Ile

Arg

Glu

Leu

575

Leu

Tyr

Asn

Gln

Ile

655

Asp

Gln

Arg

Glu

Asn

480

vVal

Glu

Asp

Leu

Thr

560

Thr

Ile

Tyr

Asp

Lys

640

Phe

Arg



ES 2 658 987 T3

Leu Arg Leu Leu Pro Val Glu Ile Arg Arg
675 680

Ile Leu Met Asn Met Asp Gln Ile Glu Arg
690 695

Gln Gly Val Ile Ile Ala Tyr Arg Asp Met
705 710

Met Tyr Gly Tyr Val Asn Ile Ala Arg Asn
725 730

Ile Asn Leu Glu Glu Leu Met Arg Ser Gly
740 745

Asn Met Leu Leu Asn Asn Gln Pro Val Ala
755 760

Phe Ile Thr Asp Ser Ser Val Ile Ser Leu
770 775

Thr Val Phe Ala Gln Ile Val Lys Leu Arg
785 790

Pro Ile Leu Tyr Lys Ile Asn Ser Asp Ser
805 810

Ala Asn Tyr Asp Trp Val Pro Thr Ser Thr
820 825

Val Pro Gln Gln Phe Asp Phe Arg Asn Ser
835 840

Asn Leu Thr Phe Thr Val Tyr Ser Asp Leu
850 855

Asp Thr Val Glu Pro Ile Asn Ala Val Ala
865 870

Met Asn Glu Leu

<210> 2

<211> 380

<212> PRT
<213> Nicotiana tabacum

<400> 2

46

Leu

Ala

His

715

Leu

Asp

Leu

Ile

Lys

795

Asn

Thr

Met

Leu

Phe
875

Asp

Ser

700

Leu

Glu

Tyr

Val

Ala

780

Val

Asp

Lys

His

Ala

860

Asp

Ile

685

Asp

Glu

Gly

Ala

Gly

765

Lys

Asp

Phe

val

Met

845

Phe

Asn

Phe

Lys

Arg

Phe

Gln

750

Ala

Leu

Thr

Tyr

Tyr

830

Leu

Val

Met

Asn

Ile

Asp

Gln

735

Ile

Leu

Asp

Leu

Leu

815

Lys

Thr

Ser

Arg

Leu

Ala

Glu

720

Gln

Thr

Pro

Ala

Lys

800

Val

Gln

Ser

Ala

Ile
880



Gly

Asn

Glu

Asn

Thr

65

Pro

val

val

Glu

Arg

145

Asp

Ala

Ile

His

Leu

225

Phe

Arg

Ser

Lys

Tyr

50

Ile

Pro

Leu

Glu

Thr

130

Tyr

Asp

Asn

Pro

Phe

210

Asn

Ser

vVal

Tyr

Ser

Ala

Glu

Asn

Glu

Pro

115

Lys

Glu

Ser

Leu

Val

195

Ala

Ser

Ile

Arg

Thr

20

Gln

Pro

Pro

Asp

Gly

100

Asn

Gln

Val

Gln

Asn

180

Gly

Gly

Leu

Leu

Ser

Vval

Asn

Val

val

Tyr

85

Thr

val

Ile

Ile

Ala

165

Ser

Ala

Val

Arg

Arg

Met

Glu

Vval

Thr

Leu

70

Trp

Asn

Thr

Thr

Lys

150

Phe

val

Trp

Thr

Phe

230

Thr

Ala

Leu

Thr

Trp

55

Asp

Ile

Lys

Asn

val

135

Glu

Arg

Lys

Pro

Leu

215

Arg

Arg
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Ser

Ser

Ile

40

Ser

Gly

Leu

Thr

Gln

120

Glu

Asn

Asn

Cys

Val

200

Ser

Phe

Vval

Leu

Asp

25

Asn

His

Pro

Leu

Asp

105

Ser

Leu

Ser

Met

Ser

185

Met

Thr

Ser

Ser

Ile

10

Glu

Pro

Gly

Tyr

Asn

Ile

Arg

Pro

Tyr

Val

170

Gly

Ser

Gln

Leu

Gly

47

Tyr

Ile

Gly

Glu

Gln

75

Pro

Trp

Gln

Thr

Val

155

Tyr

Gly

Gly

Phe

Thr

235

Leu

Arg

Asn

Pro

Val

60

Pro

Thr

val

Tyr

Asp

140

Tyr

Val

Asn

Gly

Thr

220

val

Tyr

Gln

Thr

Phe

45

Asn

Thr

Asn

Ala

Thr

125

Phe

Val

Arg

Tyr

Ala

205

Asp

Glu

Gly

Leu

Ile

30

Ala

Asp

Asn

Gln

Leu

110

Leu

Ser

Asp

Ser

Asn

190

Val

Phe

Glu

Leu

Leu

15

Gly

Gln

Ser

Phe

Gln

Leu

Phe

val

Tyr

Leu

175

Phe

Ser

val

Pro

Pro

Thr

Ser

Thr

Thr

Lys

80

Val

Leu

Gly

Ser

Trp

160

Ala

Gln

Leu

Ser

Pro

240

Ala



Phe

Ser

Met

Leu

305

Leu

Asn

Pro

Asn

Asn

Leu

Asn

290

Arg

Ile

Tyr

Arg

Arg
370

<210>3

<211> 402

Pro

Ile

275

Ser

Glu

Asp

Gly

Val

355

Ile

<212> PRT

<213> Nicotiana tabacum

<400> 3
Gly Arg Val Arg Ser Met

1

Lys

Ser

Asn

Asn

65

Asn

Asp

Asp

Glu

50

Phe

Tyr

Ala

Leu

35

Phe

Asp

Val

245

Asn Asn
260

Ser Leu

Val Thr

Glu Phe

Leu Ala

325

Ile Thr
340

Leu Arg

Glu Gln

5

Arg Asp

20

Ile Gln

Gln Thr

Phe Gly

Glu Thr

Gly

val

val

Asn

310

Leu

Arg

Asp

Leu

Lys

Gln

Gly

Leu

70

Ala

His

Pro

Arg

295

Ser

Leu

Ser

Phe

Ile
375

Asp

Ile

Phe

Gly

55

Leu
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Glu

Ser

280

Gln

Leu

Pro

Gln

Ile

360

Leu

Val

Val

Asn

40

Ile

Gly

Asn

Tyr

265

Asn

Asp

Ser

Leu

Ala

345

Asn

Gln

Leu

Glu

25

Gln

Gly

Thr

Thr

250

Tyr

Asp

Leu

Gln

Asp

330

Leu

Gln

Cys

Tyr

10

Gly

Met

Asn

Thr

Ile

48

Glu

Asp

Glu

Glu

315

Met

Asp

Asn

Arg

Ser

Thr

Ile

Leu

Leu

75

Asp

Ile

Tyr

Arg

300

Ile

Phe

Leu

Asn

Leu
380

Leu

Leu

Ile

Pro

60

Leu

Tyr

Ala

Gln

285

Gln

Ala

Ser

Ile

Pro
365

Ser

Tyr

Thr

45

Ile

Asn

Phe

Gly

270

Thr

Leu

Met

Met

Arg

350

Ile

Lys

Ser

30

Met

Arg

Leu

val

255

Arg

Pro

Gly

Thr

Phe

335

Ser

Ile

Thr

15

Asn

Asn

Asn

Asp

Asp

Phe

Ile

Asp

Gln

320

Ser

Asp

Lys

Leu

Val

Gly

Trp

Ala

80

Phe



val

Gly

Phe

Asn

145

Asn

Ala

Ile

Asn

Thr

225

Arg

Val

Gln

Asn

Met

305

His

Asp

Ile

Lys

130

Leu

Ile

His

Gln

Thr

210

Ala

Val

Ile

Ile

Phe

290

Thr

His

Asn

Ala

115

Arg

Gln

Phe

Asp

Val

195

Gln

Thr

Ile

Leu

Ile

275

Asp

Pro

Ala

val

100

Pro

Ile

Asn

Pro

Asn

180

Ala

Gln

Ile

Asn

Arg

260

Asn

Thr

Ser

Thr

85

Cys

Gln

Asn

Arg

Tyr

165

Leu

Gly

Phe

Thr

Ser

245

Pro

Thr

Ile

Val

Val
325

Met

Ser

Phe

Arg

150

Ser

Met

Phe

Glu

Leu

230

Ala

Asn

Tyr

Arg

Ala

310

Gly

Asp

Asp

Asp

135

Gln

Ala

Gly

Asp

His

215

Leu

Asp

Asn

Gln

Leu

295

Ala

Leu

ES 2 658 987 T3

Glu

Ser

120

Asn

Arg

Ser

Thr

Tyr

200

Ile

Pro

Gly

Val

Ala

280

Ser

Leu

Thr

Met

105

Leu

Ser

Thr

Phe

Met

185

Ser

Val

Asp

Ala

Glu

265

Arg

Phe

Phe

Leu

90

Val

Arg

Ser

Gly

Thr

170

Trp

Cys

Gln

Ala

Thr

250

vVal

Phe

Gln

Pro

Lys
330

49

Arg

Lys

Glu

Phe

155

Leu

Leu

Ala

Leu

Glu

235

Thr

Glu

Gly

Leu

Asn

315

Ile

Glu

Leu

Tyr

140

Thr

Asn

Asn

Ile

Arg

220

Arg

Trp

Phe

Thr

Met

300

Ala

Glu

Ser

Ser

125

Ile

Phe

Arg

Ala

Asn

205

Arg

Phe

Tyr

Leu

Ile

285

Arg

Gln

Ser

Gln

110

Gly

Glu

His

Ser

Gly

190

Ala

val

Ser

Phe

Leu

270

Val

Pro

Pro

Ala

95

Arg

Ile

Asn

Lys

Gln

175

Ser

Pro

Leu

Phe

Asn

255

Asn

Ala

Pro

Phe

Vval
335

Asn

Lys

Trp

Pro

160

Pro

Glu

Ala

Thr

Pro

240

Pro

Gly

Arg

Asn

Glu

320

Cys



Glu

Ser

Gly

Asp

385

val

Ser

val

Met

370

Asn

Lys

<210> 4

<211> 331

Val

Arg

355

Asn

Leu

<212> PRT

<213> Nicotiana tabacum

<400> 4
Gly Arg Val Arg Cys Met

1

Phe

Ser

Ala

Thr

65

Phe

Gln

Thr

Ile

Leu

Ala

Ser

50

Gly

Leu

Ile

Lys

Ala
130

Ile

Met

35

Pro

Ser

Thr

Gly

Gly

115

Ser

Leu Ala Asp

340

Gln Glu Tyr

Trp Thr Asp

Gln Arg Val

Ser

20

Asp

Phe

Met

Ser

Asp

100

Trp

Phe

5

Ile

Phe

Val

Asp

Thr

85

Thr

Pro

Ser

390

val

Ile

Lys

Thr

70

Leu

Glu

Thr

Ile

Ala

Ala

Leu

375

Phe

Tyr

Leu

Ile

Thr

55

Ala

Cys

Trp

Gly

Asp
135

ES 2 658 987 T3

Ser

Ile

360

Ile

Thr

Gly

Leu

Tyr

40

Gln

Tyr

Leu

Lys

Ser

120

Pro

Glu

345

Pro

Thr

val

Ile

Asn

25

Arg

Asn

Ala

Tyr

Asp

105

val

Gln

Thr

val

Asn

Ala

Glu

10

Tyr

Phe

Tyr

Asn

Tyr

90

Thr

Tyr

Leu

50

Met

Gly

Tyr

Ser
395

Tyr

Ile

Leu

Gly

Ser

75

Pro

Leu

Phe

Tyr

Leu

Pro

Ser

380

Ile

Thr

Leu

Leu

Ile

60

Ser

Thr

Ser

Lys

Cys
140

Ala

val

365

Pro

Arg

Thr

Lys

Leu

45

Asn

Gln

Glu

Gln

Glu

125

Asp

Asn

350

Phe

Ser

Ser

Ile

Ser

30

Ile

Leu

Gln

Ala

Leu

110

Tyr

Tyr

Val

Pro

Arg

Met

Leu

15

Leu

Vval

Pro

Glu

Ser

Phe

Thr

Asn

Thr

Pro

Glu

Leu
400

Thr

Thr

Ile

Ile

Thr

80

Thr

Leu

Asp

val



10

15

Val Leu Met Lys Tyr
145

Ala Asp Leu Ile Leu
165

Leu Tyr Tyr Tyr Gln
180

Gly Gln Ser Cys Thr
195

Gly Ile Gly Cys Ile
210

Thr Ser Glu Lys Leu
225

Lys Leu Asp Val Thr
245

Leu Gly Pro Arg Glu
260

Val Leu Asp Ile Thr
275

Met Met Arg Val Asn
290

Val Asp Tyr Ile Asn

305

Ser Leu Asn Ser Ala

325

<210> 5

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador VP2F

<400> 5

ttccatggct taccgtaaaa gg
<210>6

<211> 32

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

Asp

150

Asn

Gln

Ile

Thr

Val

230

Thr

Asn

Ala

Trp

Gln

310

Ala
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Ser

Glu

Thr

Lys

Thr

215

Ile

Asn

Val

Asp

Lys

295

Ile

Phe

22

Thr

Trp

Asp

Val

200

Asn

Thr

Thr

Ala

Pro

280

Lys

Val

Tyr

Leu

Leu

Glu

185

Cys

Thr

Asp

Cys

Ile

265

Thr

Trp

Gln

Tyr

Glu

Cys

170

Ala

Pro

Ala

Val

Thr

250

Ile

Thr

Trp

Val

Arg
330

51

Leu

155

Asn

Asn

Leu

Thr

VvVal

235

Ile

Gln

Ala

Gln

Met

315

Val

Asp

Pro

Lys

Asn

Phe

220

Asp

Arg

Val

Pro

val

300

Ser

Met

Met

Trp

Thr

205

Glu

Gly

Asn

Gly

Gln

285

Phe

Lys

Ser

Asp

Ile

190

Gln

Glu

val

Cys

Gly

270

Thr

Tyr

Arg

Glu

Ile

175

Ser

Thr

Val

Asn

Lys

255

Ser

Glu

Thr

Ser

Leu

160

Thr

Met

Leu

Ala

His

240

Lys

Asp

Arg

val

Arg
320
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50

55
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<220>
<223> Cebador VP2R

<400> 6
atgcggccgc aagctcgttc ataatcctca tg

<210>7

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador VP4F

<400>7
ttccatggct tcecteatcet ac 22

<210> 8

<211> 31

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador VP4R

<400> 8
atgcggcecge aagacggcac tggagaatga g

<210>9

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador VP6F

<400> 9
ttccatggat gtgctctact ¢ 21

<210> 10

<211> 28

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador VP6R

<400> 10
atgcggccgc cttcacgagce atggaacg 28

<210> 11

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador VP7F

<400> 11

32

31

52



10

15

20

gtacatgtac ggaatcgagt ac

<210> 12
<211> 31
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador VP7R

<400> 12
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22

atgcggcecgce cacacggtag tagaaagcag ¢

<210> 13
<211> 2700
<212> ADN

<213> Nicotiana tabacum

<400> 13
ggtaccgaat

gctaacctca
aagatccage
gaagaggtga
cttgaggtgce
aagactatcc
ccagagcttg
atctaccgtg
gatactctcc
gtgctcactg
tccagggatg
caggatgaag
caggctgata
aacgagtact
tacatcccag
ccatccactg
aacttcgagt
gtgccagatc
ctccagcettg

caggctgcta

tcggacgegt
acaacaacga
tcteecgataa
aggtgacaga
tcaagacaaa
caactttcga
ctaagaagca
ctaacggtga
cagacggtga
agatgccaga
ctggaaaggt
agactgaggg
ggaacgtggt
tccttcagea
agaggattag
ctegttacat
ccctetggga
tcaaagaact
aggctctcac

acgattgcett

tcgtteccatg
taggatgcaa
ggtgctcetee
tgagcttaag
agaggaacac
gccaaaagag
gactaagctc
aagggaactt
ttacgatgtg
ttacctccte
ggtggattcec
tgctgtgagg
gaactaccca
ccagcecttgtg
gaacgacgtt
caggccaaac
tacaatcact
cgtgtccact
tatccagtece

caagactctc

31

gcttacegta
gagaagatcg
aagaaagaag
aagtccacaa
cagaaagaga
actatcctca
ttcaggatct
aggaacaggt
agagagtact
ctcaaggata
gagactgctt
cgtttcattg
tccatcctce
gagccactca
aactacatcc
ctecctecagg
acttccaact
gaggctcaga
gagactcagt

attgctgcta

53

aaaggggtgc
atgagaagca
agatcgttac
aagaagagtc
tccagtacga
ggaagcttga
tcgagccaaa
ggtactggaa
tcctcaacct
tggctgtgga
ccatctgtga
ctgagatgag
acccaatcga
acaacgatat
tcaacatgga
ataggctcaa
acattctcgce
tccagaagat
tcctcactgg

tgctctecca

taggcgtgaa
ggattccaac
tgattcccac
caagcagctce
gatcctccaa
ggatatccag
gcagctccca
gctcaagaag
ctacgatcag
gaacaagaac
tgctatctte
gcagagggtt
ttacgecttte
catcttcaac
taggaacctce
ccteccacgat
tcgtteegtg
gtcccaggat
tatcaactcce

gaggactatg

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200



tececetegatt
gtggtgccaa
aacactatca
cagactccat
cacttcgtga
ctcaacgata
ctctccagge
atcctectee
aactacgaga
actgagaagc
gtgatcccat
aactacaacg
ctctaccaaa
gatgtgtcca
ccagtggaga
gagagggctt
gagagggatg
atcaaccttg
aacaaccagc
tcecctcattg
gatactctca
gctaactacg
ttcgatttece
gatctcctceg

aacatgagga

<210> 14
<211> 2700
<212> ADN

tcgtgactac
acgatatgtt
tctacccage
tccagatcge
acaacaacca
acatccgtaa
agcagttccc
tttccaacag
ctctecatgge
tccagctcac
ccccacagac
agaggatcaa
agaagatgaa
gggtgccaga
tcagaaggct
ccgataagat
agatgtacgg
aagagcttat
cagtggctct
ctaagttgga
agccaatcct
attgggtgce
gtaactccat
ctttcgtgte

ttatgaacga

<213> Nicotiana tabacum

<400> 14

ccatggctta agcctgcegeca

cgattggagt tgttgttgct

ttctaggtcg agaggctatt

ES 2 658 987 T3

taactatatg
catcecgtgag
tttcggaatg
agagcagcag
gttcaggcag
cggtcacgtg
aactatgcct
gcttggacag
ttgcatcact
ttcegtgact
actcttccac
cgatgctgtg
ggctatcgtt
tgatcagatg
cgatatcttc
cgctcagggt
atacgtgaac
gcgttceeggt
tgttggtgcet
tgctactgtg
ctacaagatc
aacttccact
gcacatgctc
cgctgatact

gctttgatga

tcecctcatcet
tcecettgtgg
caaaggatgc
atccagaact
gctgtgatceg
atcaaccagc
atcgattaca
ctcgtggatc
atgaacatge
tcecctetgea
tactacaacg
gctatcatca
gaggatttcc
taccgtctta
aacctcatcc
gttattatcg
attgctagga
gattacgctc
ctcccattca
ttcgectcaga
aactccgatt
acaaaggtgt
acttccaacc
gtggagccta

ctcgagggat

ccggaatgtg
cttgccaget
actaccgtaa
tccaggtgge
atggtgtgtt
tcatggaagc
agcgttccat
tcactaggcet
agcacgttca
tgctcatcgg
tgaacgtgaa
ctgctgcectaa
tcaagaggct
gggataggct
ttatgaacat
cttaccgtga
accttgaggg
agatcactaa
tcactgattc
tcgtgaaget
ccaacgattt
acaagcaggt
tcactttcac
tcaacgcetgt

cctctagaga

gctcettgact
cgctatcgtg
cggtgatcca
aaactggctce
gaaccaggtg
tctcatgcaa
ccagagggga
cctegettac
gactctcact
aaacgctact
cttececactce
caggcttaac
ctacatcttc
taggctcctce
ggatcagatc
tatgcacctt
attccagcag
catgctccte
ctcegtgatce
caggaaagtg
ctacctecgtg
gccacagcag
tgtgtactcce
ggctttecgat

attcgagctc

agcaaggtac cgaatggcat tttccccacg atccgcactt

atcctacgtt ctcettctage tactcttegt cctaaggttg

ccacgagagg ttctttcette tctagcaatg actaagggtg

54
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cttcteccact
gaactccacg
ttctgatagg
ggtctcgaac
tagatggcac
ctatgagagg
cacgagtgac
aggtccctac
gtcctactte
gtccgactat
ttgctcatga
atgtagggtc
ggtaggtgac
ttgaagctca
cacggtctag
gaggtcgaac
gtccgacgat
agggagctaa
caccacggtt
ttgtgatagt
gtctgaggta
gtgaagcact
gagttgctat
gagaggtccg
taggaggagg
ttgatgctcet
tgactctteg
cactagggta
ttgatgttge
gagatggttt

ctacacaggt

tccactgtcet
agttctgttt
gttgaaagct
gattcttegt
gattgeccact
gtctgeccact
tctacggtct
gacctttcca
tctgactecce
ccttgcacca
aggaagtcgt
tctecctaatce
gagcaatgta
gggagaccct
agtttcttga
tccgagagtg
tgctaacgaa
agcactgatg
tgctatacaa
agatgggtcg
aggtctagcg
tgttgttggt
tgtaggcatt
tegtcaaggg
aaaggttgtc
gagagtaccg
aggtcgagtg
ggggtgtetg
tectectagtt
tcttctactt

cccacggtcet
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actcgaattc
tctecttgtg
cggttttctce
ctgattcgag
tteceecttgaa
aatgctacac
aatggaggag
ccacctaagg
acgacactcc
cttgatgggt
ggtcgaacac
cttgctgcaa
gtceggtttg
atgttagtga
gcacaggtga
ataggtcagg
gttctgagag
attgatatac
gtaggcactc
aaagccttac
tctegtegte
caagtccgtce
gccagtgcac
ttgatacgga
cgaacctgtc
aacgtagtga
aaggcactga
tgagaaggtg
gctacgacac
ccgatagcaa

actagtctac

ttcaggtgtt
gtctttetet
tgataggagt
aagtcctaga
tcecttgteca
tctctcatga
gagttcctat
ctctgacgaa
gcaaagtaac
aggtaggagg
ctcggtgagt
ttgatgtagg
gaggaggtcc
tgaaggttga
ctcecgagtet
ctctgagtca
taacgacgat
agggagtaga
agggaacacc
gtttcctacg
taggtcttga
cgacactagc
tagttggteg
tagctaatgt
gagcacctag
tacttgtacg
agggagacgt
atgatgttgce
cgatagtagt
ctcctaaagg

atggcagaat

55

ttcttetcag
aggtcatgct
ccttcgaact
agctecggttt
ccatgacctt
aggagttgga
accgacacct
ggtagacact
gactctactc
tgggttaget
tgttgctata
agttgtacct
tatccgagtt
tgtaagagcg
aggtcttcta
aggagtgacc
acgagagggt
ggccttacac
gaacggtcga
tgatggcatt
aggtccaccg
taccacacaa
agtacctteg
tcgcaaggta
agtgatccga
tcgtgcaagt
acgagtagcc
acttgcactt
gacgacgatt
agttctccga

ccctatecga

gttcgtecgag
ctaggaggtt
cctataggtc
cgtcgagggt
cgagttctte
gatgctagtce
cttgttettg
acgatagaag
cgtctcccaa
aatgcgaaag
gtagaagttg
atccttggag
ggaggtgcta
agcaaggcac
cagggtccta
atagttgagg
ctcctgatac
cgagaactga
gcgatagcac
gccactaggt
tttgaccgag
cttggtccac
agagtacgtt
ggtctececct
ggagcgaatg
ctgagagtga
tttgcgatga
gaaggtgagg
gtccgaattg
gatgtagaag

atccgaggag

240
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ggtcacctct
ctctceccgaa
ctcteccectac
tagttggaac
ttgttggtcg
agggagtaac
ctatgagagt
cgattgatgce
aagctaaagg
ctagaggagce
ttgtactcct

<210> 15
<211> 2388
<212> ADN

agtcttccga
ggctattcta
tctacatgece
ttctcgaata
gtcaccgaga
gattcaacct
tcggttagga
taacccacgg
cattgaggta
gaaagcacag

aatacttgct

<213> Rotavirus

<400> 15
ggtaccgaat

aactcctaca
aacgtgacta
cacggtgaag
actaacttca
gtgcttgagg
gtgactaacc
aacaacacta
cagcacaaga
tctgtgtgga
aacctttcecceg
gagtctaagt
atcgtgccag
gatatcatca
atcaggttca
gagatctcct

acagctcaca

tcggacgegt
ctgtggagcet
tcaacccagg
tgaacgattce
agccaccaaa
gaactaacaa
agtccaggca
acaagtggaa
ggactctcac
ctttccacgg
aggtggagac
gctccgagta
tggectttgte
tctccaagac
agttcaacaa
tcaaggctge

ctacttgcte
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gctatagaag
gcgagtccca
tatgcacttg
cgcaaggcca
acaaccacga
acgatgacac
gatgttctag
ttgaaggtga
cgtgtacgag
gcgactatga

cgaaactact

tcgttccatg
ttcegatgag
accattcgct
cactactatc
cgattactgg
gactgatatc
gtacactctc
gttcttcgag
ttccgataca
tgaaactcca
tgtgatccac
catcaacact
ctctegttee
ttcecectetgg
ctccategtg
taactaccag

cgtgaacggt

ttggagtagg
caataatagc
taacgatcct
ctaatgcgag
gagggtaagt
aagcgagtct
ttgaggctaa
tgtttccaca
tgaaggttgg
cacctcggat

gagctcccta

gcttcecctea
atcaacacta
cagactaact
gagccagtge
attctcctca
tgggtggcac
ttcggagaga
atgttcaggt
aagctcgcetg
cacgctacta
gtggagttct
ggactcccac
gtgacttacc
aaagagatgc
aagctcggag
tactcctacc

gttaacaact

56

aatacttgta
gaatggcact
tggaactccce
tctagtgatt
agtgactaag
agcacttcga
ggttgctaaa
tgttcgtcca
agtgaaagtg
agttgcgaca

ggagatctct

tctaccgtca
teggttecega
acgctccagt
tcgatggacce
acccaactaa
tccttettgt
ctaagcagat
ccaacgtgaa
gttttatgaa
ctgattactc
acatcatccc
caatgcaaaa
agagggctca
agtacaacag
gactcggata

tcagggatgg

tctecctacaa

cctagtctag
atacgtggaa
taaggtcgtc
gtacgaggag
gaggcactag
gtcectttcecac
gatggagcac
cggtgtegte
acacatgagg
ccgaaagcta

taagctcgag

gttgctcact
gaagtcccag
gacttggtca
ataccagcca
ccagcaggtg
ggagccaaac
cactgtggag
cgctgagttce
gttctacaac
ctccacttce
aaggtcccaa
cactaggaac
ggtgaacgag
ggatattatc
caagtggagt
tgaacaggtg

cggtggttcece
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ctcccaactg
gtggattact
gctaacctca
gcttggeccag
actcagttca
gaagagccac
ttcaacccaa
ctcegtgecat
gatcttgaga
gctatgactc
ggtatcaagt
aagaagtccg
tcttetgtgt
gatgtgtcecg
tccgectatcet
ttcgatgata
ccagatactc
taccgtgttce
tacaaagtgg
actgattccce
aactacggaa
agggatttca
cagtgccegtce

<210> 16
<211> 2388
<212> ADN

atttctcegt
gggatgattc
actccgtgaa
tgatgtctgg
ctgatttcegt
cattctccat
acaacggaca
ccaacgatga
ggcagctcegg
agctcatcga
ccactatcga
gactcgctac
ctaggtccte
agcagatcgce
ccaagaggct
tctecegetge
tcccagatat
tcaaggatga
gaactttcga
cagtgatctc
tcactaggtc
tcaaccagaa

tttgatgact

<213> Rotavirus

<400> 16
ccatggctta

ttgaggatgt
ttgcactgat
gtgccacttc

tgattgaagt

agcctgcgcea
gacacctcga
agttgggtcce
acttgctaag

tecggtggttt
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gtccegttac
ccaggctttce
gtgcteceggt
tggagctgtg
gtccctcaac
cctcaggact
cgagtactac
ttaccagact
agatctcagg
tctcegetete
tgtggctaag
ttccatctce
ctccatcagg
tggatcttcc
taggctcaga
tgtgctcaag
catcactgag
tgaggtgatg
agaggtgcca
cgctatcatce
ccaggctcte
caacccaatc

cgagggatcc

agcaaggtac
aaggctactc
tggtaagcga
gtgatgatag

gctaatgacce

gaggtgatca
aggaacatgg
ggaaactaca
tctetccact
tcecctecaggt
agggtgtccg
gagatcgctg
ccaattatga
gaagagttca
ctcccacteg
tctatggtga
gagcttactg
tccaacatct
gattcegtge
gagatcacta
actaagatcg
tcctececgaga
gaagctgatg
ttcgatgtgg
gatttcaaga
gatctcatce
atcaagaaca

tctagagaat

cgaagggagt
tagttgtgat
gtctgattga
ctcggtcacg

taagaggagt

57

aagagaactc
tgtatgttag
acttccagat
tcgetggtgt
tcaggttcte
gactttacgg
gacgtttctce
actccgtgac
actccctctce
atatgttctce
ctaaggtgat
gatctctcte
cctcecatcte
gtaacatctc
ctcagactga
ataggtccac
agttcatccc
tggatggaaa
ataagttcgt
ctctcaagaa
gttcegatece
ggatcgagca

tcgagetce

agatggcagt
agccaaggct
tgcgaggtca
agctacctgg

tgggttgatt

ctacgtttac
atcccteget
cccagtggga
tacactctce
cctcactgtg
actcccagcet
ccttatctcce
tgtgaggcag
ccaagagatc
catgttctct
gaagaagttc
caacgctgcet
agtgtggact
cactcagact
gggaatgaac
tcacatctce
aaagcgtgct
gttctteget
ggatctegtg
cctcaacgat
aagggtgctce

gctcattecte

caacgagtga
cttcagggtce
ctgaaccagt
tatggtcggt

ggtcgtecac
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cacgaactcc
cactgattgg
ttgttgtgat
gtegtgttet
agacacacct
ttggaaaggc
ctcagattca
tagcacggtc
ctatagtagt
tagtccaagt
ctctagagga
tgtcgagtgt
gagggttgac
cacctaatga
cgattggagt
cgaaccggtce
tgagtcaagt
cttctcggtg
aagttgggtt
gagcacggta
ctagaactct
cgatactgag
ccatagttca
ttcttcagge
agaagacaca
ctacacaggc
aggcgataga
aagctactat
ggtctatgag
atggcacaag
atgtttcacc

tgactaaggg

cttgattgtt
tcaggtccgt
tgttcacctt
cctgagagtg
gaaaggtgcc
tccacctctg
cgaggctcat
accgaaacag
agaggttctg
tcaagttgtt
agttccgacg
gatgaacgag
taaagaggca
ccctactaag
tgaggcactt
actacagacc
gactaaagca
gtaagaggta
tgttgcetgt
ggttgctact
ccgtecgagece
tcgagtagct
ggtgatagct
ctgagcgatg
gatccaggag
tcgtctageg
ggttctcega
agaggcgacg
agggtctata
agttcctact
cttgaaaget

gtcactagag
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ctgactatag
catgtgagag
caagaagctc
aaggctatgt
actttgaggt
acactaggtg
gtagttgtga
gagagcaagg
aagggagacc
gaggtagcac
attgatggtc
gcacttgceca
cagggcaatg
ggtccgaaag
cacgaggcca
acctcgacac
cagggagttg
ggagtcctga
gctcatgatg
aatggtctga
tctagagtcc
agagcgagag
acaccgattc
aaggtagagg
gaggtagtcc
acctagaagg
atccgagtet
acacgagttc
gtagtgactc
actccactac
tcteccacggt

gcgatagtag

acccaccgtg
aagcctctct
tacaagtcca
ttecgagegac
gtgcgatgat
cacctcaaga
cctgagggtg
cactgaatgg
tttctctacg
ttcgagectce
atgaggatgg
caattgttga
ctccactagt
tccttgtacce
cctttgatgt
agagaggtga
agggagtcca
tcccacaggce
ctctagecgac
ggttaatact
cttctcaagt
gagggtgagc
agataccact
ctcgaatgac
aggttgtaga
ctaaggcacg
ctctagtgat
tgattctage
aggaggctcet
cttcgactac
aagctacacc

ctaaagttct

58

aggaagaaca
gattcgtcta
ggttgcactt
caaaatactt
gactaatgag
tgtagtaggg
gttacgtttt
tctecececgagt
tcatgttgtce
ctgagcctat
agtccctacce
agaggatgtt
ttctcttgag
acatacaatc
tgaaggtcta
agcgaccaca
agtccaagag
ctgaaatgcc
ctgcaaagag
tgaggcactg
tgagggagag
tatacaagag
gattccacta
ctagagagag
ggaggtagag
cattgtagag
gagtctgact
tatccaggtg
tcaagtaggg
acctaccttt
tattcaagca

gagagttctt

ccteggtttg
gtgacacctc
gcgactcaag
caagatgttg
gaggtgaagg
ttccagggtt
gtgatccttg
ccacttgctce
cctataatag
gttcacctca
acttgtccac
gccaccaagyg
gatgcaaatg
tagggagcga
gggtcaccct
atgtgagagg
ggagtgacac
tgagggtcga
ggaatagagg
acactcegte
ggttctctag
gtacaagaga
cttcttcaag
gttgcgacga
tcacacctga
gtgagtctga
cccttacttg
agtgtagagg
tttcgcacga
caagaagcga
cctagagcac

ggagttgcta

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220



10

15

ttgatgccectt
tccctaaagt
gtcacggcag
<210> 17

<211> 1254
<212> ADN

agtgatccag
agttggtctt

aaactactga

<213> Nicotiana tabacum

<400> 17
ggtaccgaat

aaggatgcta
cagcagttca
ggaaacctcece
aacctcgatg
gtggataatg
cagtccgatt
tcctecgagt
ttccacaagc
gctcacgata
ggattcgatt
gttcagctca
ttctecttee
gtgatcctca
acttaccagg
ttccagctta
cagccatteg
gagtctgtge
gagtacgcta
actaactact

cgttccatge

<210> 18
<211> 1254
<212> ADN

tcggacgegt
gggataagat
accagatgat
caatcaggaa
ctaactacgt
tgtgcatgga
ccctcaggaa
acatcgagaa
caaacatctt
acctcatggg
actcctgege
gaagggtgct
caagggtgat
ggccaaacaa
ctegtttegg
tgaggccacc
agcaccacgc
tcgctgatge
tcccagtggg
ccccatccag

tcgtgaagtg

<213> Nicotiana tabacum

<400> 18

ES 2 658 987 T3

ggtccgagag
gttgggttag

gctecectagg

tcgttcecatg
cgtggaggga
catcactatg
ctggaactte
ggagactgct
tgagatggtt
gctcteceggt
ctggaacctce
cccatactcce
aactatgtgg
tatcaacgct
cactactgct
caactccgcet
cgtggaggtg
aactatecgtg
aaacatgact
tactgtggga
ttcecgagact
accagtgttt
agaggataac

atgactcgag

ctagagtagg
tagttcttgt

agatctcectta

gatgtgctct
actctctact
aacggaaacg
gattteggac
aggaacacta
cgtgagtcce
atcaagttca
cagaacagaa
gcttecttea
ctcaacgctg
ccagctaaca
actatcactc
gatggtgcta
gagttcctte
gctaggaact
ccatcecgtgg
ctcactctca
atgctcgcecta
ccaccaggaa
ctccagaggg

ggatcctcta

59

caaggctagg
cctagetegt

agctcgag

actccctcte
ccaacgttte
agttccagac
tacteggaac
tcgattactt
agaggaacgg
agaggatcaa
ggcagaggac
ctctcaacag
gttctgagat
ctcagcagtt
tccteccaga
ctacttggta
tcaacggaca
tcgatacaat
ctgcactctt
agatcgagtc
acgtgacttc
tgaactggac
tgttcactgt

gagaattcga

ttcccacgag

cgagtaagag

caagactctc
cgatctcatce
tggtggaatc
tactetecte
cgttgattte
aattgctcca
cttcgataac
tggattcact
gtcccageca
ccaggtggca
cgagcacatc
tgctgagagg
cttcaaccca
gatcatcaac
caggctctee
cccaaacgca
cgetgtgtge
tgtgaggcaa
tgatctcatc
ggcttccate

gctc
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ccatggctta
ttcctacgat
gtcgtcaagt
cctttggagg
ttggagctac
cacctattac
gtcaggctaa
aggaggctca
aaggtgtteg
cgagtgctat
cctaagctaa
caagtcgagt
aagaggaagg
cactaggagt
tgaatggtcc
aaggtcgaat
gtcggtaagce
ctcagacacg
ctcatgecgat
tgattgatga
gcaaggtacg

<210>19
<211> 1041
<212> ADN

agcctgegcea
ccctattcta
tggtctacta
gttagtcctt
gattgatgca
acacgtacct
gggagtcctt
tgtagctctt
gtttgtagaa
tggagtaccc
tgaggacgcg
cttcccacga
gttcccacta
ccggtttgtt
gagcaaagcc
actccggtgg
tcgtggtgeg
agcgactacg
agggtcaccce
ggggtaggtc

agcacttcac

<213> Nicotiana tabacum

<400> 19
ggtaccgaat

ttcectcatcet
ttcatcatct
aactacggta
cagcaagaga
cagatcggag

ccaactggtt

tcggacgegt
ccatcgtgcet
accgtttect
tcaacctcce
ctttecctcac
atacagagtg

ccgtgtactt

ES 2 658 987 T3

agcaaggtac
gcacctcect
gtagtgatac
gaccttgaag
cctectgacga
actctaccaa
cgagaggcca
gaccttggag
gggtatgagg
ttgatacacc
atagttgcga
gtgatgacga
gttgaggcga
gcacctccac
ttgatagcac
tttgtactga
atgacaccct
aaggctctga
tggtcacaaa
tctecctattg

tactgagctc

tcgttgcatg
cctcaactac
cctcctecate
aatcactgga
ttccacactc
gaaggatact

caaagagtac

ctacacgaga
tgagagatga
ttgecectttge
ctaaagcctg
tccttgtgat
gcactcaggg
tagttcaagt
gtcttgtctt
cgaaggaagt
gagttgcgac
ggtcgattgt
tgatagtgag
ctaccacgat
ctcaaggaag
cgatccttga
ggtaggcacc
gagtgagagt
tacgagcgat
ggtggtcctt
gaggtctcce

cctaggagat

tacggaatcg
atcctcaagt
gtgatcgcectt
tctatggata
tgcctctact
ctctcececcage

actgatatcg

60

tgagggagag
ggttgcaaag
tcaaggtctg
aggagccttg
agctaatgaa
tcteecttgee
tctectagtt
ccgtctectg
gagagttgtce
caagactcta
gagtcgtcaa
aggagggtct
gatgaaccat
agttgcctgt
agctatgtta
gacgtgagaa
tctagctcag
tgcactgaag
acttgacctg
acaagtgaca

ctcttaagcet

agtacactac
ccctecactte
ccccattegt
ctgcttacge
acccaactga
tcttectcac

cttccttcete

gttctgagag
gctagagtag
accaccttag
atgagaggag
gcaactaaag
ttaacgaggt
gaagctattg
acctaagtga
cagggtcggt
ggtccaccgt
gctegtgtag
acgactctcce
gaagttgggt
ctagtagttg
gtccgagagg
gggtttgegt
gcgacacacg
acactccgtt
actagagtag
ccgaaggtag

cgag

tatcctcact
cgctatggat
taagactcag
taactcctcece
ggcatccaca

taagggatgg

catcgatcca

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1254

60

120

180

240

300

360

420



10

cagctctact
atgtccgagce
ctctactact
actatcaaag
actgctactt
ggtgttaacc
ctcggaccaa
actgctgatc
tggtggcagg
aagaggtccce

tcctctagag

<210> 20
<211> 1041
<212> ADN

gcgattacaa
ttgctgatct
accagcagac
tgtgceccact
tcgaggaagt
acaagctcga
gggaaaacgt
caactactgc
ttttctacac
gttctctcaa

aattcgagct

<213> Nicotiana tabacum

<400> 20
ccatggctta

aaggagtaga
aagtagtaga
ttgatgccat
gtcgttectet
gtctagectce
ggttgaccaa
gtcgagatga
tacaggctcg
gagatgatga
tgatagtttc
tgacgatgaa
ccacaattgg
gagcctggtt
tgacgactag
accaccgtcce

ttcteccaggg
aggagatctce

<210> 21

agcctgcgceca
ggtagcacga
tggcaaagga
agttggaggg
gaaaggagtg
tatgtctcac
ggcacatgaa
cgctaatgtt
aacgactaga
tggtcgtctg
acacgggtga
agctccttca
tgttcgaget
cccttttgea
gttgatgacg
aaaagatgtg

caagagagtt
ttaagctcga

ES 2 658 987 T3

cgtggtgett
catcctcaac
tgatgaggct
caacactcag
ggctacttcc
tgtgactact
ggctatcatce
tccacagact
tgtggtggat
ctecegetget

Cc

agcaacgtac
ggagttgatg
ggaggagtag
ttagtgacct
aaggtgtgag
cttcctatga
gtttctcatg
gcaccacgaa
gtaggagttg
actactccga
gttgtgagtce
ccgatgaagg
acactgatga
ccgatagtag
aggtgtctga
acaccaccta

gaggcgacga
g

atgaagtacg
gagtggctct
aacaagtgga
actctcggaa
gagaagctcg
aacacatgca
caagtgggag
gagaggatga
tacatcaacc

ttctactace

atgccttagce
taggagttca
cactagcgaa
agatacctat
acggagatga
gagagggtcg
tgactatagce
tacttcatge
ctcaccgaga
ttgttcacct
tgagagcctt
ctcttecgage
ttgtgtacgt
gttcacccte
ctctectact
atgtagttgg

aagatgatgg

61

attccactct
gcaacccaat
tctctatggg
tcggatgceat
tgatcactga
caatcaggaa
gttcecgatgt
tgagggtgaa
agatcgttca

gtgtgtgatg

tcatgtgatg
gggagtgaag
ggggtaagca
gacgaatgcg
tgggttgact
agaaggagtg
gaaggaagag
taaggtgaga
cgttgggtta
agagataccc
agcctacgta
actagtgact
gttagtcctt
caaggctaca
actcccactt
tctagcaagt

cacacactac

tgagcttgat
ggatatcact
acagtcctgce
cactactaac
tgtggtggat
ctgcaagaag
gctcgatate
ctggaagaag
ggtgatgtce

actcgaggga

ataggagtga
gcgataccta
attctgagtc
attgaggagg
ccgtaggtgt
attccctacce
gtagctaggt
actcgaacta
cctatagtga
tgtcaggacg
gtgatgattg
acaccaccta
gacgttectte
cgagctatag
gaccttctte
ccactacagg

tgagctcect

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1041

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020
1041



10

15

20

25

30

<211>48
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2 658 987 T3

<223> Cebador IF-WA_VP2(opt).s1+3c

<400> 21

aaatttgtcg ggcccatgge ataccggaag agaggagcaa agcgcgaa 48

<210> 22
<211> 50
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador IF-WA_VP2(opt).s1-4r

<400> 22

actaaagaaa ataggccttt aaagctcgtt cattattcgc atattgtcga

<210> 23
<211> 4903
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Construccion 1191

<400> 23
tggcaggata

gacgttttta
aataactcaa
aatattcacc
ataagaacaa
gttgttctect
aaaacataat
aaatatcatt
taaggatgac
aagaataaat
atgaattgat
taatttgaca
tatttcatag

gtatatttac

tattgtggtg
atgtactgaa
aaaccataaa
tactactgtt
gagtagtgat
cttttcattg
gtgagtatga
gaggaatttg
gcattagaga
tatttttaaa
gaaagagttg
tttgatcttt
atcaaataag

taaaaaatct

taaacaaatt
ttaacgeccga
agtttaagtt
ataaatcatt
attttgacaa
gtcaaaaaca
gagagaaagt
acaaaagcta
gatgtaccat
attaaaagtt
gattaaagtt
tcctatatat
agaaataacg

aagccacgta

gacgcttaga
atccecgggcet
agcaagtgtg
attaaacatt
caattttgtt
atagagagag
tgtacaaaag
cacaaataag
tagagaattt
gagtcatttg
gtattagtaa
tgccceccatag
gtatattaat

ggaggataac

62

50

caacttaata
ggtatattta
tacattttta
agagtaaaga
gcaacatttg
aaaaaggaag
ttgtaccaaa
ggttaattgce
ttggcaagtc
attaaacatg
ttagaatttg
agtcagttaa
ccctceccaaaa

aggatccceg

acacattgcg
tatgttgtca
cttgaacaaa
aatatggatg
agaaaatttt
agggagaata
atagttgtac
tgtaaataaa
attaaaaaga
tgattattta
gtgtcaaatt
ctcattttta
aaaaaaaacg

taggaggata

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840



acatccaatc
ctgtggcaca
accaatccac
gattcecctte
aaaatggaac
gatggaggat
actgagtggce
aaggaaagct
gaagcttcac
tctcgatttt
agtatcaccg
tctaagcaag
tgccctgaag
ctecctattta
tcgttgttgt
ataagtggag
cgtacaattg
gtggttaata
tatcgaaatt
ttgataaatg
ccgecttecag
cgcgttggga
cgacacactt
tgagactttt
ctgtcacttt
cgataaagga
cccacccacg
ggattgatgt
tacagtctca
cctectegga

aggtggctce

caaccaatca
tctacattat
atctttatca
aaacacatac
gagctataca
caggaggtac
ggctacataa
ggggtttcgg
tgcacagagt
teggtttega
tttctggagg
aactgctaca
gtactcaaac
taatatggtt
tatgaaatac
tcagaatcag
tcttatattt
tagctcaaat
cattaacaat
atagtacacc
tttgcaagcet
attactagcg
gtctactcca
caacaaaggg
attgtgaaga
aaggccatcg
aggagcatcg
gataacatgg
gaagaccaaa
ttccattgee

tacaaatgcc

ES 2 658 987 T3

caacaatcct
ctaaatcaca
cccattctat
aaagagaaga
aggaaacgac
cacttctcce
cgatgagacg
gaaagttgta
ccttggatcet
ccagatcgga
gtcgcgaact
gcttgeeccca
cttcgaaaaa
tgttattgtt
tatttgtatg
aatgtttcct
gaacaactaa
atatggtcaa
caacttaacg
aattaggaag
gctctageeg
cgtgtcgaca
aaaatatcaa
taatatccgg
tagtggaaaa
ttgaagatgce
tggaaaaaga
tggagcacga
gggcaattga
cagctatctg

atcattgcga

gatgagataa
cattcttcca
aaaaaatcac
gactaattaa
gctagggaac
ttcaaacttc
aattcgaatc
tttaagagat
tggacgggag
tgtacctata
cttcagcatc
atcgaagtgg
gaaagcgagt
aattttgtte
agatgaactg
ccataactaa
aattgaacat
gttcaataga
ttattaacta
gagcatgctc
tgtagccaat
agcttgcatg
agatacagtc
aaacctcctce
ggaaggtgge
ctctgecgac
agacgttcca
cacacttgtc
gacttttcaa
tcactttatt

taaaggaaag

63

cccactttaa
cacatctgag
actttgtgag
ttaattaatc
aagctaacag
ctgacgaaag
aagataatcc
atctcagata
attcggttaa
gtattcggtt
tctgtgagat
aaagtaatgt
aagttaaaat
ttgtagaaga
gtgtaatgta
ctagacatga
cttttgeccac
ttaataatgg
ctaattttat
gcctaggaga
acgcaaaccg
ccggtcaaca
tcagaagacc
ggattccatt
tcctacaaat
agtggtccca
accacgtctt
tactccaaaa
caaagggtaa
gtgaagatag

gccategttg

gcccacgcat
ccacacaaaa
tctacacttt
atcttgagag
tgaacgttgg
tccgagttgg
ccttggttte
cgacaggacg
ctatgcagca
tcgaggagtt
ggcaattcgg
atcaagagga
gcttettegt
gcttaattaa
attcatttac
agacctgccg
aactttataa
aaatatcagt
atcatcccct
ttgtegttte
cctcteeceeg
tggtggagca
aaagggcaat
gcccagctat
gccatcattg
aagatggacc
caaagcaagt
atatcaaaga
tatcecggaaa
tggaaaagga

aagatgcctc

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700



tgccgacagt
cgttccaacc
tgacgcacaa
tttggagagg
ccaaaccttc
ttgcgtgage
tcactgaagc
tgtacttgtc
gttcagceccec
acttctgcett
tctataagaa
gaaagattgt
aacgttgcga
gcctgecaggce
tgctgcccaa
gccagtgaca
tgtcctgeag
gcccagcgag
gaaaattgtg
atctgtcecttce
ggtcacgtgt
tgtagatgat
cactttcege
gcgategete
ttgaatttac
agtgtgttta
tcagcaagga
ttcgatatca
gattgaatcc
agcatgtaat
gagtcccgea

ataaattatc

ggtcccaaag
acgtcttcaa
tceccactatc
tattaaaatc
ttctaaactc
gatcttcaac
gaaatcaaag
ctattcttgt
atacattact
gacgaggtat
atctagtatt
taagcttctg
tttteggett
tcctcagcca
actaactcca
gtgacctgga
tctgacctct
accgtcacct
cccagggatt
atectteccece
gttgtggtag
gtggaggtgc
tcagtcagtg
accatcacca
tgttattcgg
ttttatgtaa
cacaaaaaga
agcttatcga
tgttgceggt
aattaacatg

attatacatt

gcgegeggtyg

ES 2 658 987 T3

atggaccccc
agcaagtgga
cttcgcaaga
ttaataggtt
tctctcatct
gttgtcagat
atctctttgt
cggtgtggtc
tgttacgatt
tgttgecectgt
ttctttgaaa
tatattctge
attgttttet
aaacgacacc
tggtgaccet
actctggatc
acactctgag
gcaacgttgc
gtggttgtaa
caaagcccaa
acatcagcaa
acacagctca
aacttcccat
tcaccatcac
tgtgcatttc
tttaatttct
ttttaatttt
cctgecagatc
cttgcgatga
taatgcatga
taatacgcga

tcatctatgt

acccacgagg
ttgatgtgat
cccttectet
ttgataaaag
ctcttaaagc
cgtgcttegg
ggacacgtag
ttgggaaaag
ctgctgactt
acttctttct
cagagtttte
ccaaatttgt
cttcttgtgt
cccatctgtce
gggatgcctg
cctgtecage
cagctcagtg
ccacccggcec
gccttgecata
ggatgtgctce
ggatgatccc
gacgcaaccc
catgcaccag
catcaccatt
tatgtttggt
ttgtgagctce
attaaaaaaa
gttcaaacat
ttatcatata
cgttatttat
tagaaaacaa

tactagatct

64

agcatcgtgg
atctccactg
atataaggaa
cgaacgtggyg
aaacttctct
caccagtaca
tgcggegeca
aaagcttget
tcggegggtyg
tcttettett
cegtggtttt
cgggecegeg
tggttecctte
tatccactgg
gtcaagggct
ggtgtgcaca
actgtcccct
agcagcacca
tgtacagtcce
accattactc
gaggtccagt
cgggaggagc
gactggctca
aaaggcctat
gagcggtttt
ctgtttagca
aaaaaaaaaa
ttggcaataa
atttctgttg
gagatgggtt
aatatagcege

ctagagtctce

aaaaagaaga
acgtaaggga
gttcatttca
gaaacccgaa
cttgtcttte
acgttttctt
ttaaataacg
ggaggctgct
caatatctct
gctgattggt
cgaacttgga
gatggcgaaa
tcagatcttce
ccecctggatce
atttccetga
ccttececage
ccagcacctg
aggtggacaa
cagaagtatc
tgactcctaa
tcagctggtt
agttcaacag
atggcaagga
tttetttagt
ctgtgctcag
ggtcgteccet
agaccgggaa
agtttcttaa
aattacgtta
tttatgatta
gcaaactagg

aagcttggeg

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620



10

cgcccacgtg
gcgttaccca
aagaggcccg
gcagcttgag
acaggatata

<210> 24
<211> 2721
<212> ADN

actagtggca
acttaatcgce
caccgatcge
cttggatcag

ttggecgggta

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2 658 987 T3

ctggecegteg
cttgcagcac
cctteccaac
attgtcgttt

aacctaagag

<223> Casete de expresion numero 1733

<400> 24
gtcaacatgg

gaagaccaaa
ttccattgcece
tacaaatgcece
ggtcccaaag
acgtcttcaa
tccaaaaata
agggtaatat
aagatagtgg
atcgttgaag
atcgtggaaa
tccactgacg
taaggaagtt
acgtggggaa
cttctetett
cagtacaacg
ggcgccatta
gcttgcectgga
gcgggtgeaa
tcttettget

tggttttega

tggagcacga
gggcaattga
cagctatctg
atcattgega
atggaccccce
agcaagtgga
tcaaagatac
ccggaaacct
aaaaggaagg
atgcctctge
aagaagacgt
taagggatga
catttcattt
acccgaacca
gtctttettg
ttttettteca
aataacgtgt
ggctgectgtt
tatctctact
gattggttct

acttggagaa

cacacttgtc
gacttttcaa
tcactttatt
taaaggaaag
acccacgagg
ttgatgtgat
agtctcagaa
ccteggatte
tggctectac
cgacagtggt
tccaaccacg
cgcacaatcce
ggagaggtat
aaccttcttce
cgtgagcgat
ctgaagcgaa
acttgtccta
cagccccata
tctgecttgac
ataagaaatc

agattgttaa

ttttacaacg
atcccccettt
agttgcgcag
cccgecttea

aaaagagcgt

tactccaaaa
caaagggtaa
gtgaagatag
gccategttyg
agcatcgtgg
aacatggtgg
gaccaaaggg
cattgcccag
aaatgccatc
cccaaagatg
tcttcaaage
cactatcctt
taaaatctta
taaactctct
cttcaacgtt
atcaaagatc
ttcttgtcegg
cattacttgt
gaggtattgt
tagtatttte

gcttectgtat

65

tcgtgactgg
cgccagctgg
cctgaatgge
gtttaaacta

tta

atatcaaaga
tatccggaaa
tggaaaagga
aagatgccete
aaaaagaaga
agcacgacac
caattgagac
ctatctgtca
attgcgataa
gacccccace
aagtggattg
cgcaagaccce
ataggttttg
ctcatctcte
gtcagatcgt
tctttgtgga
tgtggtcttg
tacgattctg
tgcctgtact
tttgaaacag

attctgccca

gaaaaccctg
cgtaatagecg
gaatgctaga

tcagtgtttg

tacagtctca
cctectegga
aggtggctcce
tgecgacagt
cgttccaacc
acttgtctac
ttttcaacaa
ctttattgtg
aggaaaggcc
cacgaggagce
atgtgatatc
ttcctctata
ataaaagcga
ttaaagcaaa
gctteggecac
cacgtagtge
ggaaaagaaa
ctgactttcg
tctttettet
agttttcceg

aatttgtcgg

4680

4740

4800

4860

4903

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260



gcccatgtac
aaactacatc
catctacgtg
caccggttca
taccctgtge
ggatagtctc
ggaatactct
ggtacttatg
cctcaatgag
agaatccaac
cacccaaatg
cgaaaacgag
gactaccacc
cgtgatccag
acagacggaa
tgtggactac
agcagccttc
cggtgtgcat
taatttaatt
agattttaat
cgacctgcag
ggtcttgecga
atgtaatgca
atttaatacg

gtgtcatcta

<210> 25
<211> 890
<212> PRT

ggcatcgagt
cttaagtceg
gcecctttttg
atggataccg
ctgtattatc
tcacagatgt
agtattgtcg
aaatacgacc
tggctgtgeca
aagtggatca
ctgggcattg
aagctggcta
acttgtacca
gtggggggga
cggatgatga
attaaccaga
tattatcgcg
ttctatgttt
tctttgtgag
tttattaaaa
atcgttcaaa
tgattatcat
tgacgttatt
cgatagaaaa

tgttactaga

<213> Rotavirus

<400> 25

ES 2 658 987 T3

atacaacaat
tgaccagaat
ccctgaccag
tttacgctaa
caacagaagc
tcctaaccaa
acttctcagt
agaacctgga
accccatgga
gtatgggctc
gttgtcagac
tagtggacgt
tcagaaactg
gcaatgtgct
gagtcaactg
ttgtgcaagt
tttagaggcc
ggtgagcggt
ctcectgttta
aaaaaaaaaa
catttggcaa
ataatttctg
tatgagatgg
caaaatatag

t

tttaatttte
tatggattat
ggcccagaac
ttccactcaa
ctctacccag
gggctggcce
tgacccccag
gctggatatg
catcacatta
aagttgcacc
aactaatgtg
agtcgatggg
taaaaagctc
cgacattact
gaagaaatgg
catgagtaaa
tattttettt
tttctgtget
gcaggtecgte
aaaagaccgg
taaagtttct
ttgaattacg
gtttttatga

cgcgcaaact

ctgatttcca
attatctatc
tatggcctga
gaggggatat
atcaatgatg
accggttccg
ctttattgecg
tccgagetgg
tattactacc
gtgaaggtgt
gattcgtttg
attaaccaca
ggcccceggg
gccgacccta
tggcaggtct
cggtccagat
agtttgaatt
cagagtgtgt
ccttcagcaa
gaattcgata
taagattgaa
ttaagcatgt
ttagagtccc

aggataaatt

tcattctgtt
gtagcctcect
acttaccaat
ttctgacaag
gggagtggaa
tctacttcaa
actacaacct
ctgacctgat
agcagtctgg
gtcccttgaa
aaatggtagce
agatcaatct
agaacgtcgce
ccaccaatcc
tttataccat
ccctgaactce
tactgttatt
ttattttatg
ggacacaaaa
tcaagcttat
tecctgttgece
aataattaac
gcaattatac

atcgcgegeg

Met Ala Tyr Arg Lys Arg Gly Ala Lys Arg Glu Asn Leu Pro Gln Gln

1

5

10

15

Asn Glu Arg Leu Gln Glu Lys Glu Ile Glu Lys Asp Val Asp Val Thr

66

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2721



Met

Leu

Ile

65

Leu

Glu

Leu

Lys

Asn

145

Asp

Leu

Asp

Asp

Thr

225

Gln

Asp

Glu

Ser

50

Ala

Glu

Ile

Lys

Leu

130

Gly

Thr

Tyr

Met

Ser

210

Glu

Ala

His

Asn

35

Gln

Gly

Ile

Leu

Lys

115

Phe

Glu

Leu

Asp

Ala

195

Glu

Gly

Asp

Ala

20

Lys

Lys

Glu

Leu

Gln

100

Leu

Arg

Lys

Pro

Gln

180

Val

Thr

val

Arg

Phe
260

Asn

Glu

Ile

Lys

85

Lys

Glu

Ile

Glu

Asp

165

Ile

Glu

Ala

vVal

Asn

245

Asn

Asn

Glu

Lys

70

Thr

Thr

Asp

Phe

Leu

150

Gly

Leu

Asn

Asn

Arg

230

Ile

Glu

Asn

Ile

55

Lys

Lys

Ile

Ile

Glu

135

Arg

Asp

Ile

Lys

Ile

215

Arg

Val

Tyr

ES 2 658 987 T3

Arg

40

Ile

Ser

Glu

Pro

Arg

120

Pro

Asn

Tyr

Glu

Asn

200

Cys

Phe

Asn

Phe

25

Lys

Thr

Ser

Asp

Thr

105

Pro

Lys

Arg

Asp

Met

185

Ser

Asp

Ile

Tyr

Leu
265

Gln

Asp

Lys

His

90

Phe

Glu

Gln

Trp

Vval

170

Pro

Arg

Ala

Ala

Pro

250

Asn

67

Gln

Ala

Glu

75

Gln

Glu

Gln

Leu

Tyr

155

Arg

Asp

Asp

Ile

Asp

235

Ser

His

Leu

Gln

60

Glu

Lys

Ser

Ala

Pro

140

Trp

Glu

Tyr

Ala

Phe

220

Met

Ile

Gln

Ser

45

Asp

Ser

Glu

Lys

Lys

125

Ile

Lys

Tyr

Leu

Gly

205

Gln

Arg

Leu

Leu

30

Asp

Asp

Lys

Ile

Glu

110

Lys

Tyr

Leu

Phe

Leu

190

Lys

Asp

Gln

His

Val
270

Lys

Ile

Gln

Gln

95

Ser

Gln

Arg

Lys

Leu

175

Leu

Val

Glu

Gln

Pro

255

Glu

Val

Lys

Leu

80

Tyr

Ile

Met

Ala

Lys

160

Asn

Lys

Val

Glu

Val

240

Ile

Pro



Leu

Asp

Arg

305

Asn

Ala

Glu

Thr

Ala

385

Thr

Gly

Ser

Ala

Pro

465

Trp

Gly

Ile

Asn

Val

290

Tyr

Phe

Arg

Ala

Ile

370

Asn

Met

Met

Leu

Phe

450

Phe

Leu

val

Asn

Asn

275

Asn

Ile

Glu

Ser

Gln

355

Gln

Asp

Ser

Trp

Val

435

Gly

Gln

His

Leu

Gln
515

Glu

Tyr

Arg

Ser

val

340

Ile

Ser

Cys

Leu

Leu

420

Ala

Met

Ile

Phe

Asn

500

Leu

Ile

Ile

Pro

Leu

325

val

Gln

Glu

Phe

Asp

405

Leu

Cys

Gln

Ala

Ile

485

Gln

Met

Ile

Leu

Asn

310

Trp

Pro

Lys

Thr

Lys

390

Phe

Thr

Glu

Arg

Glu

470

Asn

Thr

Glu

Phe

Asn

295

Leu

Asp

Asp

Met

Gln

375

Thr

Val

Val

Leu

Met

455

Gln

Asn

Leu

Ala
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Asn

280

Met

Leu

Thr

Leu

Ser

360

Phe

Leu

Thr

Ile

Ala

440

His

Gln

Asn

Asn

Leu
520

Tyr

Asp

Gln

Ile

Lys

345

Gln

Leu

Ile

Thr

Pro

425

Ile

Tyr

Ile

Arg

Asp

505

Met

Ile

Met

Asp

Thr

330

Glu

Asp

Ala

Ala

Asn

410

Asn

Ile

Arg

Gln

Phe

490

Asn

Gln

68

Pro

Asn

Arg

315

Thr

Lys

Leu

Gly

Ala

395

Tyr

Asp

Asn

Asn

Asn

475

Arg

Ile

Leu

Glu

Leu

300

Leu

Ser

Glu

Gln

Ile

380

Met

Met

Met

Thr

Gly

460

Phe

Gln

Arg

Ser

Arg

285

Pro

Asn

Asn

Leu

Leu

365

Asn

Leu

Ser

Phe

Ile

445

Asp

Gln

Val

Asn

Arg
525

Ile

Ser

Leu

Tyr

Val

350

Glu

Ser

Ser

Leu

Leu

430

Val

Pro

vVal

Val

Gly

510

Gln

Arg

Thr

His

Ile

335

Ser

Ala

Gln

Gln

Ile

415

Arg

Tyr

Gln

Ala

Ile

495

Gln

Gln

Asn

Ala

Asp

320

Leu

Thr

Leu

Ala

Arg

400

Ser

Glu

Pro

Thr

Asn

480

Asp

Val

Phe



Pro

Leu

545

Ser

His

Ser

Thr

Asn

625

Leu

Lys

Tyr

Leu

Ala

705

Gln

Leu

Asp

Leu

Thr

530

Leu

Tyr

val

Leu

Leu

610

Glu

Asn

Arg

Arg

Asp

690

Ser

Leu

Asp

Tyr

Val
770

Met

Ser

Asn

Gln

Cys

595

Phe

Arg

Leu

Leu

Leu

675

Ile

Asp

Glu

Gly

Gly

755

Gly

Pro

Asn

Tyr

Thr

580

Met

His

Ile

Tyr

Gln

660

Arg

Phe

Lys

Arg

Tyr

740

Gln

Ala

Val

Arg

Glu

565

Leu

Leu

Tyr

Asn

Gln

645

Ile

Asp

Asn

Ile

Asp

725

Gln

Ile

Leu

Asp

Leu

550

Thr

Thr

Ile

Tyr

Asp

630

Lys

Phe

Arg

Leu

Ala

710

Glu

Gln

Thr

Pro

Tyr

535

Gly

Leu

Thr

Gly

Asn

615

Ala

Lys

Asp

Leu

Ile

695

Gln

Met

Ile

Asn

Phe
775

ES 2 658 987 T3

Lys

Gln

Met

Glu

Asn

600

Ile

Vval

Met

Val

Arg

680

Leu

Gly

Tyr

Asn

Met

760

val

Arg

Leu

Ala

Lys

585

Thr

Asn

Ala

Lys

Pro

665

Leu

Met

Val

Gly

Leu

745

Leu

Thr

Ser

Val

Cys

570

Leu

Thr

Val

Ile

Ser

650

Arg

Leu

Asn

Ile

Tyr

730

Glu

Leu

Asp

69

Ile

Asp

555

Val

Gln

Val

Asn

Ile

635

Ile

Val

Pro

Met

Ile

715

Val

Glu

Asn

Ser

Gln

540

Leu

Thr

Leu

Ile

Phe

620

Thr

Val

Pro

Vval

Glu

700

Ala

Asn

Leu

Asn

Ser
780

Arg

Thr

Met

Thr

Pro

605

His

Ala

Glu

Asp

Glu

685

Gln

Tyr

Ile

Met

Gln

765

val

Gly

Arg

Asn

Ser

590

Ser

Ser

Ala

Asp

Asp

670

Arg

Ile

Arg

Ala

Arg

750

Pro

Ile

Ile

Leu

Met

575

Val

Pro

Asn

Asn

Phe

655

Gln

Arg

Glu

Asp

Arg

735

Thr

Val

Ser

Leu

Val

560

Gln

Thr

Gln

Tyr

Arg

640

Leu

Met

Arg

Met

720

Asn

Gly

Ala

Leu
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Ile Ala Lys Leu Asp Ala Thr Val Phe Ala Gln
785 790 795
Lys Val Asp Thr Leu Lys Pro Ile Leu Tyr Lys
805 810
Asn Asp Phe Tyr Leu Val Ala Asn Tyr Asp Trp
820 825
Thr Lys Val Tyr Lys Gln Val Pro Gln Pro Phe
835 840
Met His Met Leu Thr Ser Asn Leu Thr Phe Thr
850 855
Leu Ser Phe Val Ser Ala Asp Thr Val Glu Pro
865 870 875
Phe Asp Asn Met Arg Ile Met Asn Glu Leu
885 890
<210> 26
<211> 6745
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Construccion 193
<400> 26
tggcaggata tattgtggtg taaacaaatt gacgcttaga
gacgttttta atgtactgaa ttaacgccga atcccgggcet
aataactcaa aaaccataaa agtttaagtt agcaagtgtg
aatattcacc tactactgtt ataaatcatt attaaacatt
ataagaacaa gagtagtgat attttgacaa caattttgtt
gttgttctet cttttcattg gtcaaaaaca atagagagag
aaaacataat gtgagtatga gagagaaagt tgtacaaaag
aaatatcatt gaggaatttg acaaaagcta cacaaataag
taaggatgac gcattagaga gatgtaccat tagagaattt
aagaataaat tatttttaaa attaaaagtt gagtcatttg
atgaattgat gaaagagttg gattaaagtt gtattagtaa
taatttgaca tttgatcttt tcctatatat tgccccatag

70

Ile Val

Ile Asn

Ile Pro

Asp Phe Arg Ala

845

Val
860

Tyr

Ile Asn Ala

caacttaata
ggtatattta
tacattttta
agagtaaaga
gcaacatttg
aaaaaggaag
ttgtaccaaa
ggttaattgce
ttggcaagtc
attaaacatg
ttagaatttg

agtcagttaa

Lys

Ser Asp

Ser

Leu Arg
800

Ser
815

Thr Ser Thr
830

Ser

Asp Leu

Val Ala
880

acacattgcg
tatgttgtca
cttgaacaaa
aatatggatg
agaaaatttt
agggagaata
atagttgtac
tgtaaataaa
attaaaaaga
tgattattta
gtgtcaaatt

ctcattttta

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720



tatttcatag
gtatatttac
acatccaatc
ctgtggcaca
accaatccac
gattcccttce
aaaatggaac
gatggaggat
actgagtggc
aaggaaagct
gaagcttcac
tctegatttt
agtatcaccg
tctaagcaag
tgccctgaag
ctcctattta
tcgttgttgt
ataagtggag
cgtacaattg
gtggttaata
tatcgaaatt
ttgataaatg
ccgectteag
cgegttggga
ctcaaactct
aatagatagt
ggcccacgcc
gagcggtcca
ataaaagcat
tggagcacga
gggcaattga

cagctatctg

atcaaataag
taaaaaatct
caaccaatca
tctacattat
atctttatca
aaacacatac
gagctataca
caggaggtac
ggctacataa
ggggtttcgg
tgcacagagt
tcggtttcega
tttctggagg
aactgctaca
gtactcaaac
taatatggtt
tatgaaatac
tcagaatcag
tcttatattt
tagctcaaat
cattaacaat
atagtacacc
tttgcaaget
attactageg
atcttataac
ggaaaatgac
gaatttaata
gatttaaagt
atacgatgtg
cacacttgtce
gacttttcaa

tcactttatt
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agaaataacg
aagccacgta
caacaatcct
ctaaatcaca
cccattctat
aaagagaaga
aggaaacgac
cacttctcec
cgatgagacg
gaaagttgta
ccttggatcet
ccagatcgga
gtcgcgaact
gcttgceccceca
cttcgaaaaa
tgttattgtt
tatttgtatg
aatgtttcct
gaacaactaa
atatggtcaa
caacttaacg
aattaggaag
gctectageeg
cgtgtcgaga
cggcgtggag
gtggaattta
ttaccggegt
agaaaatttc
atggtatttg
tactccaaaa
caaagggtaa

gtgaagatag

gtatattaat
ggaggataac
gatgagataa
cattcttceca
aaaaaatcac
gactaattaa
gctagggaac
ttcaaacttc
aattcgaatc
tttaagagat
tggacgggag
tgtacctata
cttcagcatc
atcgaagtgg
gaaagcgagt
aattttgttce
agatgaactg
ccataactaa
aattgaacat
gttcaataga
ttattaacta
gagcatgctc
tgtagccaat
cgegttgttg
gcatggaggc
cttaaagacg
ggccccecect
ccgeccacta
gtcgacaagce
atatcaaaga
tatccggaaa

tggaaaagga

71

ccctccaaaa
aggatcccceg
cccactttaa
cacatctgag
actttgtgag
ttaattaatc
aagctaacag
ctgacgaaag
aagataatcc
atctcagata
attcggttaa
gtatteggtt
tctgtgagat
aaagtaatgt
aagttaaaat
ttgtagaaga
gtgtaatgta
ctagacatga
cttttgeccac
ttaataatgg
ctaattttat
gcctaggaga
acgcaaaccg
ttgtgactcce
aggggtattt
aagtctttge
tatcgecgagt
gggttaaagg
ttgcatgeceg
tacagtctca

cctectegga

aggtggcectcc

aaaaaaaacg
taggaggata
gcccacgcat
ccacacaaaa
tctacacttt
atcttgagag
tgaacgttgg
tccgagttgg
ccttggttte
cgacaggacg
ctatgcagca
tcgaggagtt
ggcaattcgg
atcaagagga
gcttettogt
gcttaattaa
attcatttac
agacctgccg
aactttataa
aaatatcagt
atcatcccct
ttgtcgtttce
ccteteeceg
gaggggttge
tggtcatttt
gacaaggggyg
gctttageac
tgttcacact
gtcaacatgg
gaagaccaaa
tteccattgee

tacaaatgcce

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640



atcattgcga
atggacccce
agcaagtgga
tcaaagatac
ccggaaacct
aaaaggaagg
atgcctcetge
aagaagacgt
taagggatga
catttcattt
acccgaacca
gtctttettg
ttttecttteca
aataacgtgt
ggctgectgtt
tatctctact
gattggttct
acttggagaa
ggcgaaaaac
gatcttegee
ctggatctge
tcecctgagee
tcccagetgt
gcacctggecce
tggacaagaa
aagtatcatc
ctcctaaggt
gctggtttgt
tcaacagcac
gcaaggagcg

ctttagtttg

taaaggaaag
acccacgagyg
ttgatgtgat
agtctcagaa
ccteggatte
tggctectac
cgacagtggt
tccaaccacg
cgcacaatcce
ggagaggtat
aaccttcttc
cgtgagcgat
ctgaagcgaa
acttgtccta
cagccccata
tctgecttgac
ataagaaatc
agattgttaa
gttgcgattt
tgcaggctcce
tgcccaaact
agtgacagtg
cctgcagtcet
cagcgagacc
aattgtgccc
tgtcttecatce
cacgtgtgtt
agatgatgtg
tttecegeteca
atcgctcacc

aatttactgt
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gccatecgttg
agcatcgtgg
aacatggtgg
gaccaaaggg
cattgecccecag
aaatgccatc
cccaaagatg
tcttcaaage
cactatcctt
taaaatctta
taaactctct
cttcaacgtt
atcaaagatc
ttettgtegg
cattacttgt
gaggtattgt
tagtattttc
gcttetgtat
tcggecttatt
tcagccaaaa
aactccatgg
acctggaact
gacctctaca
gtcacctgca
agggattgtg
ttcceeccaa
gtggtagaca
gaggtgcaca
gtcagtgaac
atcaccatca

tattcggtgt

aagatgcctc
aaaaagaaga
agcacgacac
caattgagac
ctatctgtca
attgcgataa
gacccccace
aagtggattg
cgcaagaccce
ataggttttg
ctcatctctce
gtcagatcgt
tetttgtgga
tgtggtecttg
tacgattctg
tgcctgtact
tttgaaacag
attctgecca
gttttctctt
cgacacccce
tgaccctggg
ctggatcccet
ctctgagecag
acgttgccca
gttgtaagcce
agcccaagga
tcagcaagga
cagctcagac
ttcececatcat
ccatcaccat

gcatttctat

72

tgccgacagt
cgttccaacc
acttgtctac
ttttcaacaa
ctttattgtg
aggaaaggcc
cacgaggagc
atgtgatatc
ttcctctata
ataaaagcga
ttaaagcaaa
gcttecggcecac
cacgtagtgce
ggaaaagaaa
ctgactttceg
tctttettet
agttttcecceg
aatttgtcgg
cttgtgttgg
atctgtctat
atgcctggtce
gtccageggt
ctcagtgact
cccggccage
ttgcatatgt
tgtgctcacce
tgatccecgag
gcaaccccgg
gcaccaggac

caccattaaa

gtttggtgag

ggtcccaaag
acgtcttcaa
tccaaaaata
agggtaatat
aagatagtgg
atcgttgaag
atcgtggaaa
teccactgacg
taaggaagtt
acgtggggaa
cttctetett
cagtacaacg
ggcgccatta
gcttgetgga
gcgggtgeaa
tcttettget
tggttttcga
gcccgeggat
ttcecttetca
ccactggcecee
aagggctatt
gtgcacacct
gtcececteca
agcaccaagg
acagtcccag
attactctga
gtccagttca
gaggagcagt
tggctcaatg
ggcctatttt

cggttttetg

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500



tgctcagagt
cgtcccttceca
ccgggaatte
ttcttaagat
tacgttaagc
atgattagag
aactaggata
cttggecgege
ttacatatgt
caaaaaaaat
gattccecgag
aagtaatcct
attatagaag
aaatcagact
tcgatgatat
tagttgtgtec
atgtagaggc
attcaaggtc
tgcttacatg
ctgattctgt
aatattccag
caagatattc
tgcgaggaga
atatgtaatc
caaaatcgaa
gatagtgggt
aaggtgtgag
gataggtaag
tgttgtgact
gcaggggtat
cgaagtcttt

cttatcgega

gtgtttattt
gcaaggacac
gatatcaagc
tgaatcctgt
atgtaataat
tccecgecaatt
aattatcgeg
cataaaatga
tacataacac
aatcacttta
caaaaaaagt
tctgttgact
ggatcccacc
ggcaacctat
tataggtggce
gtccgagact
tggggtgtceg
agattgagct
gtatagatgg
gaagggcgac
ccattgaagt
ctccttagac
gaccttatga
aaggacttgt
aaaagaagga
agtgccatct
tttcteececag
gaaaacatat
ccgaggggtt
tttggtcatt
gcgacaaggg

gtgctttage
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tatgtaattt
aaaaagattt
ttatcgacct
tgeceggtett
taacatgtaa
atacatttaa
cgeggtgtea
ttattttatg
acgaaataaa
gataaactcg
ctcececgtea
tgtcattgat
ttttattttc
taattgcttc
gtgttcateg
tctagcecag
gattccattc
tgttggtatg
gtttececctece
acatacggtt
tttgttgceccce
gttgcagtct
tcteggaaat
ttagagtttc
tccctaatac
tgatgaagct
agaaactgga
ttagattgga
gcctcaaact
ttaatagata
ggggcccacg

acgagcggtce

aatttcetttg
taattttatt
gcagatcgtt
gcgatgatta
tgcatgacgt
tacgcgatag
tctatgttac
aatatatttc
caaaaaaaga
tatgaggaga
cacatatagt
aacatccagt
ttetttttte
cacaatggga
tagttggtga
gtggtecttte
cttccattgt
agacaggatg
aggagtgtag
caggttgtgg
attcatgagg
ggataatagt
ctectetggt
tagectggetg
aaggtttttt
cagaagcaac
ataaatcatc
gtctgaagtt
ctatcttata
gtggaaaatg
ccgaatttaa

cagatttaaa

73

tgagctecctg
aaaaaaaaaa
caaacatttg
tcatataatt
tatttatgag
aaaacaaaat
tagatctcta
attgtgcaag
caatccaaaa
ggcacgttca
gggtgacgca
cttegtcagg
catatttagg
cgaacttgaa
aatcgatggt
cggtacgagt
cctggttaaa
tatgtaagta
atcttecgtgg
agggaataat
gaattcttce
tctccatcgt
tttaatatct
gatattaggg
atcaagctgg
accaaggaag
tctttgagat
cttactagca
accggcegtgg
acgtggaatt
tattaccgge

gtagaaaatt

tttagcaggt
aaaaaaaaga
gcaataaagt
tctgttgaat
atgggttttt
atagcgcgca
gagtctcaag
tagatagaaa
acaaacaccc
gtgactcgac
attatcttta
attgcaaaga
gttgacagtg
ggggatgtcg
accgttccaa
tggtccgeag
tcggcecatce
taagcgtcta
cagcgaagat
ttgttggetg
ttgatcatgt
gcgtcagatt
cegtectttg
tgatttecctt
agaagagcat
aaaataagaa
gagcacttgg
gaaggcatgt
aggcatggag
tacttaaaga
gtggccceccee

tceegeccac

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760

5820

5880

5940

6000

6060

6120

6180

6240

6300

6360

6420
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tagggttaaa
cactggcegt
gccttgeage
gcccttecca
agattgtcgt
taaacctaag

<210> 27
<211> 4413
<212> ADN

ggtgttcaca
cgttttacaa
acatcccecect
acagttgcge
ttcecegectt

agaaaagagc

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Casete de expresion

<400> 27
gtcaacatgg

gaagaccaaa
ttccattgee
tacaaatgcc
ggtcccaaag
acgtcttcaa
tccaaaaata
agggtaatat
aagatagtgg
atcgttgaag
atcgtggaaa
tccactgacg
taaggaagtt
acgtggggaa
cttctetett
cagtacaacg
ggcgccatta
gcttgectgga
gcgggtgeaa

tcttettget

tggagcacga
gggcaattga
cagctatctg
atcattgcga
atggaccccce
agcaagtgga
tcaaagatac
ccggaaacct
aaaaggaagg
atgcctctge
aagaagacgt
taagggatga
catttcattt
acccgaacca
gtctttettg
ttttctttca
aataacgtgt
ggctgetgtt
tatctctact

gattggttct
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ctataaaagc
cgtcgtgact
ttcgecaget
agcctgaatg
cagtttaaac

gttta

ndimero 1710

cacacttgtc
gacttttcaa
tcactttatt
taaaggaaag
acccacgagg
ttgatgtgat
agtctcagaa
ccteggatte
tggctcctac
cgacagtggt
tccaaccacg
cgcacaatcce
ggagaggtat
aaccttcttce
cgtgagcgat
ctgaagcgaa
acttgtccta
cagccccata
tctgecttgac

ataagaaatc

atatacgatg
gggaaaaccc
ggcgtaatag
gcgaatgcta

tatcagtgtt

tactccaaaa
caaagggtaa
gtgaagatag
gccatcgttg
agcatecgtgg
aacatggtgg
gaccaaaggg
cattgcccag
aaatgccatc
cccaaagatg
tcttcaaagce
cactatcctt
taaaatctta
taaactctct
cttcaacgtt
atcaaagatc
ttettgtegg
cattacttgt
gaggtattgt

tagtatttte

74

tgatggtatt
tggegttace
cgaagaggcc
gagcagcttg

tgacaggata

atatcaaaga
tatccggaaa
tggaaaagga
aagatgcctc
aaaaagaaga
agcacgacac
caattgagac
ctatctgtca
attgcgataa
gacccccacce
aagtggattg
cgcaagaccc
ataggttttg
ctcatctcte
gtcagatcgt
tctttgtgga
tgtggtcttg
tacgattctg
tgcctgtact

tttgaaacag

tgactagtgg
caacttaatc
cgcaccgatce

agcttggatc

tattggcggg

tacagtctca
cctectegga
aggtggctcce
tgccgacagt
cgttccaacce
acttgtctac
ttttcaacaa
ctttattgtg
aggaaaggcc
cacgaggagc
atgtgatatc
ttcctctata
ataaaagcga
ttaaagcaaa
gcttecggeac
cacgtagtgce
ggaaaagaaa
ctgactttceg
tctttettet

agttttcceg

6480

6540

6600

6660

6720

6745

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200



tggttttcga
gcccatggceca
actgcaagaa
taggaaacaa
ccaggacgat
gctgctcgaa
gcaaaaaaca
aagaccggag
ccctatatat
aaaagacacc
tcagatcctce
aaatagcaga
cttccaggat
ggtccaggct
attcaatgag
caattacata
tctgeccatct
cgataatttt
cgtegttecee
gagccaggac
gattaacagt
aagaaccatg
gctacttaca
ggcgatcatc
tggcgaccct
gaactggctc
gaatcagact
attgatgcaa
ccaacggggce
ggtctcctat
aaccctgaca

taacacaacc

acttggagaa
taccggaaga
aaagagatag
cagctgteeg
attaaaattg
attctgaaaa
atacctacat
caggcaaaaa
cgcgccaatg
ctgccagatg
atcgaaatgc
gacgccggea
gaggagaccg
gatcgtaaca
tattttectta
ccagagagga
acagccaggt
gagtccctgt
gatttgaagg
ctgcagetgg
caggctgcca
tctttggact
gtgattcceca
aacaccatcg
cagacaccct
cattttatta
ctgaacgaca
ctcagcagac
attctgettce
aactacgaga
actgagaagt

gtgattcegt

ES 2 658 987 T3

agattgttaa
gaggagcaaa
agaaagatgt
acaaagttct
ccggagaaat
caaaagaaga
ttgagtccaa
aacagatgaa
gcgagaagga
gagattatga
cggactatct
aagttgtcga
agggagtcgt
ttgtcaatta
accaccagtt
taaggaatga
atatcaggcc
gggataccat
agaaggagct
aggccctcac
atgattgttt
ttgtgaccac
acgatatgtt
tgtatccagce
tccagatcge
acaataacag
atatacggaa
agcagttccc
tctccaatag
cgctaatgge
tgcagctcac

ccccacagac

gcttectgtat
gcgcgaaaac
cgacgtaaca
gtcccagaag
aaagaagagc
ccatcagaaa
agaaagtatc
actctttege
gctacgcaac
cgtcegggag
gctectcaag
ctctgagact
ccgtagattce
cccttecatce
ggtggagccg
cgtgaattac
aaacttgttg
cacaacatcc
ggtctccacce
tattcagagce
caagaccctce
gaactatatg
cctecgggag
attcggaatg
agaacagcag
attcaggcaa
tggacaggtc
cacgatgcct
gctggggcag
ttgtgtgacc
ttectgtgact

actgttccac

75

attctgeccca
ctgccgcaac
atggaaaaca
gaggaaatta
tcgaaagaag
gagattcaat
ctcaagaagc
attttcgage
cggtggtact
tatttcctca
gacatggceg
gccaatattt
atcgctgata
cttcacccta
ctgaacaatg
atcctgaaca
caggatagac
aactacattc
gaagcacaga
gagacacagt
atagccgcca
agcctaatct
tcactagtgg
cagagaatgc
atccagaatt
gttgtgattg
atcaaccagc
gtggattaca
cttgtcgact
atgaacatgc
tcgetttgta

tactacaaca

aatttgtcgg
agaacgagag
agaataacaa
tcactgacge
aatctaaaca
atgaaatttt
ttgaagacat
caaaacagct
ggaagttgaa
atctctatga
tggagaacaa
gtgatgccat
tgcggcaaca
ttgatcatgc
agataatctt
tggatatgaa
tgaatcttca
tggccaggtc
tccagaaaat
ttttageegg
tgctgtctca
ccggaatgtg
cectgtgaget
attaccggaa
tccaggtgge
atggagttct
tgatggaagce
aacggagcat
taacccgact
agcacgtgca
tgttaattgg

tcaacgtgaa

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120
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15

20

tttccactce
taggctgaat
ccagatttte
tcggectcetta
ggagcagatc
tatgcagctg
ctaccagcaa
catgcettete
atccgtgatc
caggaaagtt
ttaccttgtg
gccacaacca
cgtctactct
cgcattcgac
tttactgtta
gtttatttta
aaggacacaa
tatcaagctt
aatcctgttg
gtaataatta
ccgcaattat
ttatcgegeg

<210> 28
<211>49
<212> ADN

aattataatg
ctttatcaga
gacgtaccac
cccgttgaac
gaacgcgcett
gaacgcgacg
attaacttgg
aacaatcaac
agtctaatcg
gacacactga
gccaactacg
ttcgacttta
gacctactgt
aatatgcgaa
ttcggtgtge
tgtaatttaa
aaagatttta
atcgacctge
ccggtettge
acatgtaatg
acatttaata

cggtgtcatc

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2 658 987 T3

agcggatcaa
aaaaaatgaa
gagtgcctga
ggagacggct
ctgataagat
agatgtacgg
aggaactcat
cegttgeecet
ccaagctcga
agcccatact
actggatccce
gagccagcat
catttgtttce
taatgaacga
atttctatgt
tttctttgtg
attttattaa
agatcgttca
gatgattatc
catgacgtta
cgcgatagaa

tatgttacta

<223> Cebador IF-WA_VP6(opt).s1+3c

<400> 28

cgacgccegtce
gtccatagtg
cgaccaaatg
tgacatattc
tgctcagggg
atatgttaat
gcgcaccggt
tgtgggtgca
cgcaaccgtce
gtacaaaata
cacaagtaca
gcacatgctg
agcggacacg
gctttaaagg
ttggtgagcg
agctcctgtt
aaaaaaaaaa
aacatttggc
atataatttc
tttatgagat
aacaaaatat

gat

aaatttgtcg ggcccatgga ggtcctttat agtctctcca aaacgctga

<210> 29
<211> 52
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador IF-WA_VP6(opt).s1-4r

76

gccataatta
gaagactttc
tacaggctga
aacttgatcc
gttatcatcg
attgcacgga
gattacggac
ttgecectteg
ttcgcectcaga
aactcggatt
actaaggtct
acttctaacc
gtagagccca
cctattttct
gttttctgtg
tagcaggtcg
aaaaaagacc
aataaagttt
tgttgaatta
gggtttttat

agcgcgcaaa

49

ccgcagcaaa
tgaaacggct
gggatcgect
tgatgaatat
cataccgaga
atcttgatgg
aaattacgaa
ttacggacte
tagtgaagct
ccaatgactt
acaaacaggt
ttacgtttac
ttaacgcagt
ttagtttgaa
ctcagagtgt
tceccttecage
gggaattcga
cttaagattg
cgttaagcat
gattagagtc

ctaggataaa

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4413
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<400> 29
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actaaagaaa ataggcctct acttgatcaa catactccgg atagaggcca ca 52

<210> 30
<211> 2934
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Casete de expresion

<400> 30
gtcaacatgg

gaagaccaaa
ttccattgee
tacaaatgcc
ggtcccaaag
acgtcttcaa
tccaaaaata
agggtaatat
aagatagtgg
atcgttgaag
atcgtggaaa
tccactgacg
taaggaagtt
acgtggggaa
cttctetett
cagtacaacg
ggcgccatta
gcttgectgga
gcgggtgcaa
tcttettget
tggttttega
gcccatggag
ggagggtaca

tacaatgaat

tggagcacga
gggcaattga
cagctatctg
atcattgcga
atggaccccce
agcaagtgga
tcaaagatac
ccggaaacct
aaaaggaagg
atgcctctge
aagaagacgt
taagggatga
catttcattt
acccgaacca
gtctttettg
ttttctttca
aataacgtgt
ggctgetgtt
tatctctact
gattggttct
acttggagaa
gtcctttata
ctttatagca

gggaatgatt

numero 1713

cacacttgtc
gacttttcaa
tcactttatt
taaaggaaag
acccacgagg
ttgatgtgat
agtctcagaa
ccteggatte
tggctcectac
cgacagtggt
tccaaccacg
cgcacaatcc
ggagaggtat
aaccttcttc
cgtgagcgat
ctgaagcgaa
acttgtccta
cagccccata
tctgcecttgac
ataagaaatc
agattgttaa
gtctctceccaa
atgtcagcga

tccaaactgg

tactccaaaa
caaagggtaa
gtgaagatag
gccategttg
agcatcgtgg
aacatggtgg
gaccaaaggg
cattgcccag
aaatgccatc
cccaaagatg
tcttcaaage
cactatcctt
taaaatctta
taaactctct
cttcaacgtt
atcaaagatc
ttettgtegg
cattacttgt
gaggtattgt
tagtatttte
gcttctgtat
aacgctgaag
cctaatacag

cggtattggt

77

atatcaaaga
tatccggaaa
tggaaaagga
aagatgcctc
aaaaagaaga
agcacgacac
caattgagac
ctatctgtca
attgcgataa
gacccccacce
aagtggattg
cgcaagaccc
ataggttttg
ctcatctctc
gtcagatcgt
tctttgtgga
tgtggtecttg
tacgattctg
tgcctgtact
tttgaaacag
attctgccca
gacgctaggg
cagtttaatc

aatctgcceg

tacagtctca
cctectegga
aggtggctcce
tgcecgacagt
cgttccaacc
acttgtctac
ttttcaacaa
ctttattgtg
aggaaaggcc
cacgaggagc
atgtgatatc
ttcctctata
ataaaagcga
ttaaagcaaa
gctteggeac
cacgtagtgce
ggaaaagaaa
ctgactttceg
tctttettet
agttttcceg
aatttgtcgg
acaagatcgt
aaatgatcgt

tgaggaactg

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440



gacattcgat
aaacgccaga
gatggccege
cgceggeatt
gaacttgcag
gtatagcgecce
aatgtggctg
taatgcaccc
gaccgcgaca
ctcagctgat
agaggtggag
gattattgca
tatgactccce
cgteggettg
cgagacgctg
tgtgtttcca
agacaacttg
gcctatttte
ggttttetgt
ttagcaggtce
aaaaaaagac
caataaagtt
ctgttgaatt
tgggttttta
tagcgecgcaa
<210> 31

<211> 397
<212> PRT

ttecggectge
acgattatcg
gagtcacaac
aagttcaagc
aatcgtcgac
tcattcaccc
aatgcgggga
gcaaacatcc
attacactcec
ggcgccacca
tttctcttaa
agaaatttceg
gctgtgaacg
actcttcgaa
ctggcaaacg
cccggcatga
cagcgggtct
tttagtttga
gctcagagtg
gtcccttcag
cgggaattcg
tcttaagatt
acgttaagca
tgattagagt

actaggataa

<213> Rotavirus

<400> 31

ES 2 658 987 T3

tgggcacgac
agtactttat
ggaacggagt
gtattaattt
agagaaccgg
tgaataggag
gtgaaataca
agcagttcga
tgcecegacge
cttggttcett
acggacagat
acgctatcag
ctttgtttcce
tagagagcgce
ttaccgecegt
actggactga
tcactgtggce
atttactgtt
tgtttatttt
caaggacaca
atatcaagct
gaatcctgtt
tgtaataatt
cccgcaatta

attatcgcge

tctccttaat
cgatttcatt
tgctccacag
cgacaactce
cttecgtgttce
tcagcccatg
ggtcgeeggg
acatatcgtg
cgagegette
caaccctgtt
catcaatace
gctgctctte
gcaggctcag
ggtctgcgaa
gcggcaagag
actaattact
ctctatccgg
attcggtgtg
atgtaattta
aaaagatttt
tatcgacctg
gceggtettg
aacatgtaat
tacatttaat

gcggtgtcat

ctcgatgcaa
gataacgttt
tcecgaggecce
tccgaatata
cataaaccta
cacgacaacc
ttcgattact
caactaagac
teccttteecce
atattgcgece
taccaagcca
caactgatga
cctttececage
tcagtgctgg
tatgccatcc
aactatagcc
agtatgttga
catttctatg
atttctttgt
aattttatta
cagatcgttc
cgatgattat
gcatgacgtt
acgcgataga

ctatgttact

Met Glu Val Leu Tyr Ser Leu Ser Lys Thr Leu Lys Asp Ala

1

5

10

78

attatgtaga
gtatggatga
ttcggaaact
tagagaactg
atatctttcc
tcatgggtac
cctgtgecat
gggctctcac
gcgtaatcaa
ctaacaacgt
ggttcggcac
ggccccccaa
accacgccac
cagacgccaa
cagtagggcc
catccagaga
tcaagtagag
tttggtgagce
gagctcctgt
aaaaaaaaaa
aaacatttgg
catataattt
atttatgaga
aaacaaaata

agat

Arg Asp
15

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2934



Lys

Gln

Gly

Leu

65

Ala

Met

Ser

Phe

Arg

145

Ser

Met

Phe

Glu

Leu

225

Ala

Asn

Ile

Phe

Gly

50

Leu

Arg

Asp

Glu

Asp

130

Gln

Ala

Gly

Asp

His

210

Leu

Asp

Asn

Val

Asn

35

Ile

Gly

Thr

Glu

Ala

115

Asn

Arg

Ser

Thr

Tyr

195

Ile

Pro

Gly

val

Glu

20

Gln

Gly

Thr

Ile

Met

100

Leu

Ser

Thr

Phe

Met

180

Ser

Val

Asp

Ala

Glu
260

Gly

Met

Asn

Thr

Ile

85

Ala

Arg

Ser

Gly

Thr

165

Trp

Cys

Gln

Ala

Thr

245

val

Thr

Ile

Leu

Leu

70

Glu

Arg

Lys

Glu

Phe

150

Leu

Leu

Ala

Leu

Glu

230

Thr

Glu

Leu

val

Pro

55

Leu

Tyr

Glu

Leu

Tyr

135

Val

Asn

Asn

Ile

Arg

215

Arg

Trp

Phe

ES 2 658 987 T3

Tyr

Thr

40

Val

Asn

Phe

Ser

Ala

120

Ile

Phe

Arg

Ala

Asn

200

Arg

Phe

Phe

Leu

Ser

25

Met

Arg

Leu

Ile

Gln

105

Gly

Glu

His

Ser

Gly

185

Ala

Ala

Ser

Phe

Leu
265

Asn

Asn

Asn

Asp

Asp

90

Arg

Ile

Asn

Lys

Gln

170

Ser

Pro

Leu

Phe

Asn

250

Asn

79

Val

Gly

Trp

Ala

75

Phe

Asn

Lys

Trp

Pro

155

Pro

Glu

Ala

Thr

Pro

235

Pro

Gly

Ser

Asn

Thr

60

Asn

Ile

Gly

Phe

Asn

140

Asn

Met

Ile

Asn

Thr

220

Arg

Val

Gln

Asp

Asp

45

Phe

Tyr

Asp

Val

Lys

125

Leu

Ile

His

Gln

Ile

205

Ala

Val

Ile

Ile

Leu

30

Phe

Asp

val

Asn

Ala

110

Arg

Gln

Phe

Asp

Val

190

Gln

Thr

Ile

Leu

Ile
270

Ile

Gln

Phe

Glu

Val

95

Pro

Ile

Asn

Pro

Asn

175

Ala

Gln

Ile

Asn

Arg

255

Asn

Gln

Thr

Gly

Asn

80

Cys

Gln

Asn

Arg

Tyr

160

Leu

Gly

Phe

Thr

Ser

240

Pro

Thr
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Tyr Gln Ala Arg Phe Gly Thr Ile
275

280

Arg Leu Leu Phe Gln Leu Met Arg

290

295

Asn Ala Leu Phe Pro Gln Ala Gln
310

305

Ile Ala Arg

Pro Pro Asn

Pro Phe Gln
315

Gly Leu Thr Leu Arg Ile Glu Ser Ala Val Cys

325

330

Asp Ala Asn Glu Thr Leu Leu Ala Asn Val Thr

Tyr Ala Ile
355

Glu Leu Ile

370

Val Phe Thr

385

<210> 32
<211> 2934
<212> ADN

340

Pro Val Gly Pro Val

360

Thr Asn Tyr Ser Pro

375

Val Ala Ser Ile Arg
390

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Casete de expresion

<400> 32
gtcaacatgg

gaagaccaaa
ttccattgee
tacaaatgcc
ggtcccaaag
acgtcttcaa
tccaaaaata
agggtaatat
aagatagtgg
atcgttgaag

atcgtggaaa

tggagcacga
gggcaattga
cagctatctg
atcattgcga
atggaccccce
agcaagtgga
tcaaagatac
ccggaaacct
aaaaggaagg
atgcctetge

aagaagacgt

numero 1714

cacacttgtc
gacttttcaa
tcactttatt
taaaggaaag
acccacgagg
ttgatgtgat
agtctcagaa
cctecggattce
tggctectac
cgacagtggt

tccaaccacg

345

Phe Pro Pro

Ser Arg Glu

Ser Met Leu
395

tactccaaaa
caaagggtaa
gtgaagatag
gccatcgttg
agcatcgtgg
aacatggtgg
gaccaaaggg
cattgcccag
aaatgccatc
cccaaagatg

tcttcaaage

80

Asn Phe Asp Ala Ile

285

Met Thr Pro

300

Ala Val

His His Ala Thr Val

Glu Ser Val

320

Leu Ala
335

Ala Val Arg Gln Glu

350

Gly Met Asn Trp Thr

365

Asp Asn Leu Gln Arg

380

Ile Lys

atatcaaaga
tatccggaaa
tggaaaagga
aagatgcctc
aaaaagaaga
agcacgacac
caattgagac
ctatctgtca
attgcgataa
gacccccace

aagtggattg

tacagtctca
cctectegga
aggtggctcce
tgccgacagt
cgttccaacc
acttgtctac
ttttcaacaa
ctttattgtg
aggaaaggcc
cacgaggagc

atgtgatatc

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660



tccactgacg
taaggaagtt
acgtggggaa
cttctctett
cagtacaacg
ggcgccatta
gcttgctgga
gcgggtgeaa
tcttettget
tggttttega
gcccatggag
ggagggtaca
tacaatgaat
gacattcgat
aaacgccaga
gatggccege
cgccggeatt
gaacttgcag
gtatagcgcc
aatgtggctg
taatgcaccc
gaccgcgaca
ctcagctgat
agaggtggag
gattattgca
tatgactcce
cgtcggettg
cgagacgctg
tgtgtttecca
agacaacttg

gcctatttte

taagggatga
catttcattt
acccgaacca
gtctttettg
ttttctttca
aataacgtgt
ggctgctgtt
tatctctact
gattggttct
acttggagaa
gtcctttata
ctttatagca
gggaatgatt
ttecggectge
acgattatcg
gagtcacaac
aagttcaagc
aatcgtcgac
tcattcaccc
aatgcgggga
gcaaacatcc
attacactcc
ggcgccacca
tttctcttaa
agaaatttcg
gctgtgaacg
actcttcgaa
ctggcaaacg
cceggeatga
cagcgggtcet

tttagtttga

ES 2 658 987 T3

cgcacaatcc
ggagaggtat
aaccttcttc
cgtgagcgat
ctgaagcgaa
acttgtccta
cagccccata
tctgettgac
ataagaaatc
agattgttaa
gtctctccaa
atgtcagcga
tccaaactgg
tgggcacgac
agtactttat
ggaacggagt
gtattaattt
agagaaccgg
tgaataggag
gtgaaataca
agcagttcga
tgcecegacge
cttggttett
acggacagat
acgctatcag
ctttgtttee
tagagagcgce
ttaccgecegt
actggactga
tcactgtgge

atttactgtt

cactatcctt
taaaatctta
taaactctct
cttcaacgtt
atcaaagatc
ttcttgtegg
cattacttgt
gaggtattgt
tagtattttc
gcttetgtat
aacgctgaag
cctaatacag
cggtattggt
tctecttaat
cgatttcatt
tgctccacag
cgacaactcc
cttegtgtte
tcagcccatg
ggtcgecggg
acatatcgtg
cgagcgcette
caaccctgtt
catcaatacc
gctgetette
gcaggctcag
ggtctgcgaa
gcggcaagag
actaattact
ctctatccgg

attcggtgtg

81

cgcaagaccce
ataggttttg
ctcatctctc
gtcagatcgt
tetttgtgga
tgtggtcttg
tacgattctg
tgcctgtact
tttgaaacag
attctgccca
gacgctaggg
cagtttaatc
aatctgecceg
ctcgatgcaa
gataacgttt
tccgaggece
tccgaatata
cataaaccta
cacgacaacc
ttcgattact
caactaagac
tcetttecce
atattgegece
taccaagcca
caactgatga
cctttecage
tcagtgctgg
tatgccatcce
aactatagcecce
agtatgttga

catttctatg

ttcctctata
ataaaagcga
ttaaagcaaa
gctteggeac
cacgtagtge
ggaaaagaaa
ctgactttcg
teotttettet
agttttceccg
aatttgtecgg
acaagatcgt
aaatgatcgt
tgaggaactg
attatgtaga
gtatggatga
ttcggaaact
tagagaactg
atatctttcce
tcatgggtac
cctgtgecat
gggctctcac
gcgtaatcaa
ctaacaacgt
ggttcggcac
ggccccccaa
accacgccac
cagacgccaa
cagtagggcce
catccagaga
tcaagtagag

tttggtgagce

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520



10

15

20

25

30

ggttttectgt
ttagcaggtc
aaaaaaagac
caataaagtt
ctgttgaatt
tgggttttta
tagcgecgceaa
<210> 33

<211> 53
<212> ADN

gctcagagtg
gtcccttcag
cgggaattcg
tcttaagatt
acgttaagca
tgattagagt

actaggataa

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2 658 987 T3

tgtttatttt
caaggacaca
atatcaagct
gaatcctgtt
tgtaataatt
cccgcaatta

attatcgege

<223> Cebador IF-Rtx_VP4(opt).s1+3c

<400> 33

atgtaattta
aaaagatttt
tatcgacctg
gccggtettg
aacatgtaat
tacatttaat

gcggtgtcat

atttctttgt
aattttatta
cagatcgttc
cgatgattat
gcatgacgtt
acgcgataga

ctatgttact

aaatttgtcg ggcccatggc tagcectgate tacagacaac tcttgaccaa ttc 53

<210> 34
<211>55
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador IF-Rtx_VP4(opt).s1-4r

<400> 34

actaaagaaa ataggccttc agagtttaca ttgcaggatt aattgctcaa tccta 55

<210> 35
<211> 4068
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Casete de expresion

<400> 35
gtcaacatgg

gaagaccaaa
ttccattgee
tacaaatgcc
ggtcccaaag
acgtcttcaa
tccaaaaata

agggtaatat

tggagcacga
gggcaattga
cagctatctg
atcattgcga
atggaccccce
agcaagtgga
tcaaagatac

ccggaaacct

numero 1731

cacacttgtc
gacttttcaa
tcactttatt
taaaggaaag
acccacgagg
ttgatgtgat
agtctcagaa

cctcggattce

tactccaaaa
caaagggtaa
gtgaagatag
gccatcgttg
agcatcgtgg
aacatggtgg
gaccaaaggg

cattgcccag

82

atatcaaaga
tatccggaaa
tggaaaagga
aagatgcctc
aaaaagaaga
agcacgacac
caattgagac

ctatctgtca

gagctectgt
aaaaaaaaaa
aaacatttgg
catataattt
atttatgaga
aaacaaaata

agat

tacagtctca
cctectegga
aggtggctce
tgccgacagt
cgttccaacc
acttgtctac
ttttcaacaa

ctttattgtg

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2934

60

120

180

240

300

360

420

480



aagatagtgg
atcgttgaag
atcgtggaaa
tccactgacg
taaggaagtt
acgtggggaa
cttctctett
cagtacaacg
ggcgccatta
gcttgectgga
gcgggtgcaa
tcttettget
tggttttecga
gcccatgget
tgacgaaatc
ttttgctcag
gaccgtcgaa
ttattggatt
cgatttttgg
tatgatattc
tctggagatg
cgatacacga
aacccctega
catccacagc
caacaacgga
tcggtctate
cctttggaaa
tatcgtgaag
ctatcagtat
caacggcgtt

ccggtatgaa

aaaaggaagg
atgcctcetge
aagaagacgt
taagggatga
catttcattt
acccgaacca
gtctttcettg
ttttcttteca
aataacgtgt
ggctgetgtt
tatctctact
gattggttct
acttggagaa
agcctgatct
gagcagattg
acccgctatg
cccattctgg
ttaatcaact
accgcecgttg
ggcgagtcca
tttegecaget
ctcgtgggta
gcaaccactg
gaattctaca
ctcececccaa
cagtataaga
gaaatgcagt
atgggcggcee
aactacttga
aataacttta

gtcatcaagg

ES 2 658 987 T3

tggctectac
cgacagtggt
tccaaccacg
cgcacaatcc
ggagaggtat
aaccttctte
cgtgagcgat
ctgaagcgaa
acttgtccta
cagccccata
tctgecttgac
ataagaaatc
agattgttaa
acagacaact
ggtccgagaa
cccctgtgaa
acgggccata
ccaacacaaa
tagccatcga
aacagtttaa
cctctcagaa
tttttaagta
actccagtag
taatcccaag
ttcagaatac
gagcacaagt
acaacagaga
tggggtacaa
gagacggcga
gctacaacgg

aaaattctta

aaatgccatc
cccaaagatg
tcttcaaagc
cactatcctt
taaaatctta
taaactctct
cttcaacgtt
atcaaagatc
ttettgtegg
cattacttgt
gaggtattgt
tagtattttc
gcttetgtat
cttgaccaat
gacccagaac
ttgggatcac
ccaacccacc
cggagtggtce
gccacacgtc
cgtttccaat
cgaattctat
cggcggcagyg
cactgcaaac
atctcaggaa
acggaacgtg
gaatgaggac
cattatcatc
atggtcagaa
gcaggtaacc
aggcttcctt

tgtgtacgta

83

attgcgataa
gacccccace
aagtggattg
cgcaagaccc
ataggttttg
ctcatctcte
gtcagatcgt
tctttgtgga
tgtggtcttg
tacgattctg
tgcctgtact
tttgaaacag
attctgeccca
tcatattctg
gtgaccatca
ggagaaatca
accttcaccce
tacgagtcca
aatcctgtcg
gacagcaaca
aatagacgga
gtgtggacat
ctgaacaata
agtaagtgta
gtgcctcectee
attattgtga
cggtttaagt
atctcatata
gcccacacaa
cccaccgact

gattactggg

aggaaaggcc
cacgaggagc
atgtgatatc
ttcctctata
ataaaagcga
ttaaagcaaa
gctteggcac
cacgtagtge
ggaaaagaaa
ctgactttecg
tctttcttet
agttttcceg
aatttgtecgg
tggatcttca
accctggacce
acgacagtac
cacctaatga
ctaataactc
atcgccagta
aatggaagtt
cccttaccte
ttcacggtga
tatctattac
acgaatatat
cactcagttc
gcaagactag
ttgggaactc
aagccgccaa
catgctetgt
tcggtatcag

atgatagcaa

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340



agcgttcege
tactggtgga
ggcagtctcce
tctgaactcecce
gcgtacaaga
atactatgaa
tcagacaccce
tectgegggaa
tgccctactg
gacaaagagc
catatcagaa
cattcggteg
cgtgaccaac
cttgaaagaa
gctaaaaacc
aaccgaagcc
ggtcatggag
ggttcegttt
catcattgac
agcgttgaac
tccaatcata
tttectttagt
ctgtgctcag
ggtcgtcect
agaccgggaa
agtttcttaa
aattacgtta
tttatgatta

gcaaactagg

<210> 36
<211> 775
<212> PRT

aacatggtgt
tcatattatt
ctccattttg
ctgaggttce
actgtcaacc
atttcgggee
atcatgaaca
gaattcaatt
cctctecgata
atggctactt
atgacgaact
aatctcageg
tccttgaacg
atgatcaccc
aaaatcgata
tccgaaaagt
atcaacacag
gacgtcaata
tttaagactt
ctcattaagt
agaaatagga
ttgaatttac
agtgtgttta
tcagcaagga
ttcgatatca
gattgaatcc
agcatgtaat
gagtcccgeca

ataaattatc

<213> Rotavirus

<400> 36

ES 2 658 987 T3

atgttaggag
tctcaattce
ctggcgtgac
ggttttcect
tctacgggtt
gcttetettt
gcgtgactgt
ctctcagtca
tgtttagtat
ctgtgatgaa
ctctgagtga
ccatcagcaa
atatttctac
agactgaggg
tgtctactca
ttatccctaa
aagggaagtt
agtttgcaga
tgaagaacct
ccaatcccaa
ttgagcaatt
tgttattcgg
ttttatgtaa
cacaaaaaga
agcttatcga
tgttgceggt
aattaacatg

attatacatt

gcgegeggtyg

cctggcetget
cgtggggget
gttgagcact
tactgtcgac
acctgecegeg
gataagtctg
cagacaggac
ggagattgca
gttectecegge
gaagttcagg
tgcagcatca
ctggacaaac
ccagacgtca
aatgtcttte
gatcggcaag
gcgcagctac
cttcgettat
gctcgtgaca
gaacgacaac
tatgttgege
aatcctgcaa
tgtgcatttc
tttaatttct
ttttaatttt
cctgcagatce
cttgcgatga
taatgcatga
taatacgcga

tcatctatgt

84

aatctcaatt
tggccagtca
cagtttaccg
gagcccccat
aatccaaaca
gtaccaacta
ctggaaagac
atggcccaat
atcaaatcaa
aaatcaaaac
tcagcgtcac
gtgtccaacg
acgatcagta
gacgacattt
aacactctgce
agaatattga
aagatcaaca
gatagtccag
tatggaataa
aatttcatta
tgtaaactct
tatgtttggt
ttgtgagctc
attaaaaaaa
gttcaaacat
ttatcatata
cgttatttat
tagaaaacaa

tactagat

ctgtgaagtg
tgaatggcgg
atttegtgte
tcagcattct
acggcaatga
atgacgacta
aacttacaga
tgatagatct
ctatagatct
ttgccacgag
gcaacgtttc
acgtcagcaa
agaaactccg
ccgecgecgt
cggatatcgt
aagatgacga
cctttgacga
tgatttctge
cacggaccga
accagaacaa
gaaggcctat
gagcggtttt
ctgtttagca
aaaaaaaaaa
ttggcaataa
atttctgttg
gagatgggtt

aatatagcgce

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3300

3960

4020

4068



Met

Asp

val

Asn

Leu

65

Trp

Asn

Asn

Asn

Ser

145

Thr

His

Leu

Arg

Pro
225

Ala

Leu

Thr

Trp

Asp

Ile

Asn

Pro

val

130

Ser

Arg

Gly

Asn

Ser

210

Ile

Ser

His

Ile

Asp

Gly

Leu

Ser

Val

115

Ser

Ser

Leu

Glu

Asn

195

Gln

Gln

Leu

Asp

20

Asn

His

Pro

Ile

Asp

100

Asp

Asn

Gln

Val

Thr

180

Ile

Glu

Asn

Ile

Glu

Pro

Gly

Tyr

Asn

Phe

Arg

Asp

Asn

Gly

165

Pro

Ser

Ser

Thr

Tyr

Ile

Gly

Glu

Gln

70

Ser

Trp

Gln

Ser

Glu

150

Ile

Arg

Ile

Lys

Arg
230

Arg

Glu

Pro

Ile

55

Pro

Asn

Thr

Tyr

Asn

135

Phe

Phe

Ala

Thr

Cys

215

Asn

ES 2 658 987 T3

Gln Leu

Gln Ile
25

Phe Ala
40

Asn Asp

Thr Thr

Thr Asn

Ala Val
105

Met Ile
120

Lys Trp

Tyr Asn

Lys Tyr

Thr Thr

185

Ile His
200

Asn Glu

Val val

Leu

10

Gly

Gln

Ser

Phe

Gly

Vval

Phe

Lys

Arg

Gly

170

Asp

Ser

Tyr

Pro

85

Thr

Ser

Thr

Thr

Thr

75

Vval

Ala

Gly

Phe

Arg

155

Gly

Ser

Glu

Ile

Leu
235

Asn

Glu

Arg

Thr

60

Pro

Val

Ile

Glu

Leu

140

Thr

Arg

Ser

Phe

Asn

220

Pro

Ser

Lys

Tyr

45

Val

Pro

Tyr

Glu

Ser

125

Glu

Leu

Val

Ser

Tyr

205

Asn

Leu

Tyr

Thr

30

Ala

Glu

Asn

Glu

Pro

110

Lys

Met

Thr

Trp

Thr

190

Ile

Gly

Ser

Ser

15

Gln

Pro

Pro

Asp

Ser

His

Gln

Phe

Ser

Thr

175

Ala

Ile

Leu

Ser

Vval

Asn

val

Ile

Tyr

80

Thr

Vval

Phe

Arg

Asp

160

Phe

Asn

Pro

Pro

Arg
240



Ser

Lys

Arg

Lys

Leu

305

Gly

Gly

Asp

Ser

Tyr

385

Val

Phe

Glu

Leu

Gly

465

Thr

Ile

Thr

Phe

Trp

290

Arg

Val

Ile

Tyr

Leu

370

Phe

Ser

Val

Pro

Pro

450

Arg

Pro

Gln

Ser

Lys

275

Ser

Asp

Asn

Ser

Trp

355

Ala

Ser

Leu

Ser

Pro

435

Ala

Phe

Ile

Tyr

Leu

260

Phe

Glu

Gly

Asn

Arg

340

Asp

Ala

Ile

His

Leu

420

Phe

Ala

Ser

Met

Lys

245

Trp

Gly

Ile

Glu

Phe

325

Tyr

Asp

Asn

Pro

Phe

405

Asn

Ser

Asn

Leu

Asn
485

Arg

Lys

Asn

Ser

Gln

310

Ser

Glu

Ser

Leu

Val

390

Ala

Ser

Ile

Pro

Ile

470

Ser

Ala

Glu

Ser

Tyr

295

Val

Tyr

Val

Lys

Asn

375

Gly

Gly

Leu

Leu

Asn

455

Ser

val

ES 2 658 987 T3

Gln

Met

Ile

280

Lys

Thr

Asn

Ile

Ala

360

Ser

Ala

Val

Arg

Arg

440

Asn

Leu

Thr

Val

Gln

265

Val

Ala

Ala

Gly

Lys

345

Phe

Val

Trp

Thr

Phe

425

Thr

Gly

Val

val

Asn

250

Tyr

Lys

Ala

His

Gly

330

Glu

Arg

Lys

Pro

Leu

410

Arg

Arg

Asn

Pro

Arg

490

86

Glu

Asn

Met

Asn

Thr

315

Phe

Asn

Asn

Cys

Val

395

Ser

Phe

Thr

Glu

Thr

475

Gln

Asp

Arg

Gly

Tyr

300

Thr

Leu

Ser

Met

Thr

380

Met

Thr

Ser

Val

Tyr

460

Asn

Asp

Ile

Asp

Gly

285

Gln

Cys

Pro

Tyr

Val

365

Gly

Asn

Gln

Leu

Asn

445

Tyr

Asp

Leu

Ile

Ile

270

Leu

Tyr

Ser

Thr

Val

350

Tyr

Gly

Gly

Phe

Thr

430

Leu

Glu

Asp

Glu

Val

255

Ile

Gly

Asn

Val

Asp

335

Tyr

Val

Ser

Gly

Thr

415

val

Tyr

Ile

Tyr

Arg
495

Ser

Ile

Tyr

Tyr

Asn

320

Phe

Val

Arg

Tyr

Ala

400

Asp

Asp

Gly

Ser

Gln

480

Gln



Leu

Met

Met

Thr

545

Ser

Asn

Val

Thr

Thr

625

Lys

Asp

Arg

Phe

Asn

705

Ile

Arg

Thr

Ala

Phe

530

Ser

Glu

Val

Ser

Gln

610

Gln

Thr

Ile

Ile

Phe

690

Lys

Asp

Thr

Asp

Gln

515

Ser

Val

Met

Ser

Asn

595

Thr

Thr

Lys

Val

Leu

675

Ala

Phe

Phe

Glu

Leu

500

Leu

Gly

Met

Thr

Ile

580

Asp

Ser

Glu

Ile

Thr

660

Lys

Tyr

Ala

Lys

Ala
740

Arg

Ile

Ile

Lys

Asn

565

Arg

Val

Thr

Gly

Asp

645

Glu

Asp

Lys

Glu

Thr

725

Leu

Glu

Asp

Lys

Lys

550

Ser

Ser

Ser

Ile

Met

630

Met

Ala

Asp

Ile

Leu

710

Leu

Asn

Glu

Leu

Ser

535

Phe

Leu

Asn

Asn

Ser

615

Ser

Ser

Ser

Glu

Asn

695

val

Lys

Leu

ES 2 658 987 T3

Phe

Ala

520

Thr

Arg

Ser

Leu

Vval

600

Lys

Phe

Thr

Glu

val

680

Thr

Thr

Asn

Ile

Asn

505

Leu

Ile

Lys

Asp

Ser

585

Thr

Lys

Asp

Gln

Lys

665

Met

Phe

Asp

Leu

Lys
745

Ser

Leu

Asp

Ser

Ala

570

Ala

Asn

Leu

Asp

Ile

650

Phe

Glu

Asp

Ser

Asn

730

Ser

87

Leu

Pro

Leu

Lys

555

Ala

Ile

Ser

Arg

Ile

635

Gly

Ile

Ile

Glu

Pro

715

Asp

Asn

Ser

Leu

Thr

540

Leu

Ser

Ser

Leu

Leu

620

Ser

Lys

Pro

Asn

Val

700

Val

Asn

Pro

Gln

Asp

525

Lys

Ala

Ser

Asn

Asn

605

Lys

Ala

Asn

Lys

Thr

685

Pro

Ile

Tyr

Asn

Glu

510

Met

Ser

Thr

Ala

Trp

590

Asp

Glu

Ala

Thr

Arg

670

Glu

Phe

Ser

Gly

Met
750

Ile

Phe

Met

Ser

Ser

575

Thr

Ile

Met

Val

Leu

655

Ser

Gly

Asp

Ala

Ile

735

Leu

Ala

Ser

Ala

Ile

560

Arg

Asn

Ser

Ile

Leu

640

Pro

Tyr

Lys

Val

Ile

720

Thr

Arg



10

15

20

25

30

ES 2 658 987 T3

Asn Phe Ile Asn Gln Asn Asn Pro Ile Ile Arg Asn Arg Ile Glu Gln

755 760

Leu Ile Leu Gln Cys Lys Leu
770 775

<210> 37

<211> 51

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador IF-Rtx_VP7(opt).s1+3c

<400> 37
aaatttgtcg ggcccatgta cggcatcgag tatacaacaa ttttaatttt ¢

<210> 38

<211> 54

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador IF-Rtx_VP7(opt).s1-4r

<400> 38

765

51

actaaagaaa ataggcctct aaacgcgata atagaaggct gctgagttca ggga

<210> 39
<211> 326
<212> PRT
<213> Rotavirus

<400> 39
Met Tyr Gly Ile Glu Tyr Thr Thr Ile Leu Ile
1 5 10

Ile Leu Leu Asn Tyr Ile Leu Lys Ser Val Thr
20 25

Ile Ile Tyr Arg Ser Leu Leu Ile Tyr Val Ala
35 40

Arg Ala Gln Asn Tyr Gly Leu Asn Leu Pro Ile
50 55

Thr Val Tyr Ala Asn Ser Thr Gln Glu Gly Ile
65 70 75

Leu Cys Leu Tyr Tyr Pro Thr Glu Ala Ser Thr
85 90

88

Phe

Arg

Leu

Thr

60

Phe

Gln

Leu

Ile

Phe

45

Gly

Leu

Ile

Ile

Met

Ala

Ser

Thr

Asn

Ser

15

Asp

Leu

Met

Ser

Asp

54

Ile

Tyr

Thr

Asp

Thr

80

Gly



Glu

Thr

val

Asp

145

Asn

Gln

Vval

Thr

Ala

225

Thr

Asn

Ala

Trp

Gln

305

Ala

Trp

Gly

Asp

130

Gln

Glu

Ser

Lys

Thr

210

Ile

Thr

Val

Asp

Lys

290

Ile

Phe

<210> 40
<211> 60
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

Lys

Ser

115

Pro

Asn

Trp

Gly

val

195

Asn

val

Thr

Ala

Pro

275

Lys

val

Tyr

Asp

100

Val

Gln

Leu

Leu

Glu

180

Cys

Val

Asp

Cys

Val

260

Thr

Trp

Gln

Tyr

Ser

Tyr

Leu

Glu

Cys

165

Ser

Pro

Asp

Val

Thr

245

Ile

Thr

Trp

Val

Arg
325

Leu

Phe

Tyr

Leu

150

Asn

Asn

Leu

Ser

val

230

Ile

Gln

Asn

Gln

Met

310

val

Ser

Lys

Cys

135

Asp

Pro

Lys

Asn

Phe

215

Asp

Arg

Val

Pro

vVal

295

Ser
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Gln

Glu

120

Asp

Met

Met

Trp

Thr

200

Glu

Gly

Asn

Gly

Gln

280

Phe

Lys

Met

105

Tyr

Tyr

Ser

Asp

Ile

185

Gln

Met

Ile

Cys

Gly

265

Thr

Tyr

Arg

Phe

Ser

Asn

Glu

Ile

170

Ser

Met

Vval

Asn

Lys

250

Ser

Glu

Thr

Ser

89

Leu

Ser

Leu

Leu

155

Thr

Met

Leu

Ala

His

235

Lys

Asn

Arg

Ile

Arg
315

Thr

Ile

Val

140

Ala

Leu

Gly

Gly

Glu

220

Lys

Leu

Val

Met

Val

300

Ser

Lys

Val

125

Leu

Asp

Tyr

Ser

Ile

205

Asn

Ile

Gly

Leu

Met

285

Asp

Leu

Gly

110

Asp

Met

Leu

Tyr

Ser

190

Gly

Glu

Asn

Pro

Asp

270

Arg

Tyr

Asn

Trp

Phe

Lys

Ile

Tyr

175

Cys

Cys

Lys

Leu

Arg

255

Ile

val

Ile

Ser

Pro

Ser

Tyr

Leu

160

Gln

Thr

Gln

Leu

Thr

240

Glu

Thr

Asn

Asn

Ala
320
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15

<220>
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<223> Cebador IF-Rtx_VP7(opt).s2+4c

<400> 40

tctcagatct tcgcccagaa ctatggectg aacttaccaa tcaccggttc aatggatacc

<210> 41
<211> 4897
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Construccion 1192

<400> 41
tggcaggata

gacgttttta
aataactcaa
aatattcacc
ataagaacaa
gttgttctcect
aaaacataat
aaatatcatt
taaggatgac
aagaataaat
atgaattgat
taatttgaca
tatttcatag
gtatatttac
acatccaatc
ctgtggcaca
accaatccac
gattcecctte
aaaatggaac
gatggaggat
actgagtggce

aaggaaagct

tattgtggtg
atgtactgaa
aaaccataaa
tactactgtt
gagtagtgat
cttttcattg
gtgagtatga
gaggaatttg
gcattagaga
tatttttaaa
gaaagagttg
tttgatcttt
atcaaataag
taaaaaatct
caaccaatca
tctacattat
atctttatca
aaacacatac
gagctataca
caggaggtac
ggctacataa

ggggtttcgg

taaacaaatt
ttaacgccga
agtttaagtt
ataaatcatt
attttgacaa
gtcaaaaaca
gagagaaagt
acaaaagcta
gatgtaccat
attaaaagtt
gattaaagtt
tcctatatat
agaaataacg
aagccacgta
caacaatcct
ctaaatcaca
cccattctat
aaagagaaga
aggaaacgac
cacttctcce
cgatgagacg

gaaagttgta

gacgcttaga
atcccgggcet
agcaagtgtg
attaaacatt
caattttgtt
atagagagag
tgtacaaaag
cacaaataag
tagagaattt
gagtcatttg
gtattagtaa
tgccceccatag
gtatattaat
ggaggataac
gatgagataa
cattcttcca
aaaaaatcac
gactaattaa
gctagggaac
ttcaaacttce
aattcgaatc

tttaagagat

90

caacttaata
ggtatattta
tacattttta
agagtaaaga
gcaacatttg
aaaaaggaag
ttgtaccaaa
ggttaattgce
ttggcaagtc
attaaacatg
ttagaatttg
agtcagttaa
ccctccaaaa
aggatccccg
cccactttaa
cacatctgag
actttgtgag
ttaattaatc
aagctaacag
ctgacgaaag
aagataatcc

atctcagata

60

acacattgcg
tatgttgtca
cttgaacaaa
aatatggatg
agaaaatttt
agggagaata
atagttgtac
tgtaaataaa
attaaaaaga
tgattattta
gtgtcaaatt
ctcattttta
aaaaaaaacg
taggaggata
gcccacgceat
ccacacaaaa
tctacacttt
atcttgagag
tgaacgttgg
tccgagttgg
ccttggttte

cgacaggacg

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320



gaagcttcac
tctcgatttt
agtatcaccg
tctaagcaag
tgcecctgaag
ctcctattta
tcgttgttgt
ataagtggag
cgtacaattg
gtggttaata
tatcgaaatt
ttgataaatg
ccgecttecag
cgcgttggga
cgacacactt
tgagactttt
ctgtcacttt
cgataaagga
cccacccacg
ggattgatgt
tacagtctca
cctecctegga
aggtggctce
tgccgacagt
cgttccaacce
tgacgcacaa
tttggagagg
ccaaaccttc
ttgegtgage
tcactgaagce

tgtacttgte

tgcacagagt
tcggtttcga
tttctggagg
aactgctaca
gtactcaaac
taatatggtt
tatgaaatac
tcagaatcag
tcttatattt
tagctcaaat
cattaacaat
atagtacacc
tttgcaagcet
attactagcg
gtctactcca
caacaaaggg
attgtgaaga
aaggccatcg
aggagcatcg
gataacatgg
gaagaccaaa
ttccattgece
tacaaatgcc
ggtcccaaag
acgtcttcaa
tcccactatce
tattaaaatc
ttctaaactc
gatcttcaac
gaaatcaaag

ctattcttgt

ES 2 658 987 T3

ccttggatct
ccagatcgga
gtcgcgaact
gcttgeececca
cttcgaaaaa
tgttattgtt
tatttgtatg
aatgtttcct
gaacaactaa
atatggtcaa
caacttaacg
aattaggaag
gctctageeg
cgtgtcgaca
aaaatatcaa
taatatccgg
tagtggaaaa
ttgaagatgce
tggaaaaaga
tggagcacga
gggcaattga
cagctatctg
atcattgecga
atggaccccce
agcaagtgga
cttcgcaaga
ttaataggtt
tctctcatcet
gttgtcagat
atctctttgt

cggtgtggte

tggacgggag
tgtacctata
cttcagcatc
atcgaagtgg
gaaagcgagt
aattttgttc
agatgaactg
ccataactaa
aattgaacat
gttcaataga
ttattaacta
gagcatgctc
tgtagccaat
agcttgcatg
agatacagtc
aaacctccte
ggaaggtgge
ctctgeegac
agacgttcca
cacacttgtc
gacttttcaa
tcactttatt
taaaggaaag
acccacgagg
ttgatgtgat
cccttectet
ttgataaaag
ctcttaaagce
cgtgettegg
ggacacgtag

ttgggaaaag

91

attcggttaa
gtattcggtt
tctgtgagat
aaagtaatgt
aagttaaaat
ttgtagaaga
gtgtaatgta
ctagacatga
cttttgecac
ttaataatgg
ctaattttat
gcctaggaga
acgcaaaccg
ccggtcaaca
tcagaagacc
ggattccatt
tcctacaaat
agtggtccca
accacgtctt
tactccaaaa
caaagggtaa
gtgaagatag
gccategttg
agcatcgtgg
atctccactg
atataaggaa
cgaacgtggg
aaacttctct
caccagtaca
tgcggegeca

aaagcttgcect

ctatgcagca
tcgaggagtt
ggcaattcgg
atcaagagga
gcttettegt
gcttaattaa
attcatttac
agacctgcceg
aactttataa
aaatatcagt
atcatcccct
ttgtcegtttce
ccteteeceeg
tggtggagca
aaagggcaat
gcccagctat
gccatcattg
aagatggacc
caaagcaagt
atatcaaaga
tatccggaaa
tggaaaagga
aagatgccte
aaaaagaaga
acgtaaggga
gttcatttca
gaaacccgaa
cttgtettte
acgttttett
ttaaataacg

ggaggctgcet

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180



gttcagcecece
acttctgett
tctataagaa
gaaagattgt
ttgecgatttt
cggctectea
ccaaactaac
gacagtgacc
gcagtctgac
cgagaccgte
tgtgcccagg
cttcatcttce
gtgtgttgtg
tgatgtggag
ccgctecagte
gctcaccatce
ttactgttat
tttattttat
aggacacaaa
atcaagctta
atcctgttge
taataattaa
cgcaattata
tatcgecgege
cgtgactagt
cccaacttaa
cccgcaccga
tgagcttgga
tatattggcg

<210> 42
<211> 2643
<212> ADN

atacattact
gacgaggtat
atctagtatt
taagcttcetg
cggcttattg
gccaaaacga
tccatggtga
tggaactctg
ctctacactce
acctgcaacg
gattgtggtt
cccccaaage
gtagacatca
gtgcacacag
agtgaacttc
accatcacca
tcggtgtgea
gtaatttaat
aagattttaa
tcgacctgeca
cggtcttgeg
catgtaatgc
catttaatac
ggtgtcatct
ggcactggce
tcgecttgea
tcgeccttee
tcagattgtc

ggtaaaccta

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2 658 987 T3

tgttacgatt
tgttgcctgt
ttctttgaaa
tatattctge
ttttectectte
caccecccate
ccctgggatg
gatcecctgte
tgagcagctce
ttgcccacce
gtaagccttg
ccaaggatgt
gcaaggatga
ctcagacgca
ccatcatgca
tcaccatcac
tttctatgtt
ttctttgtga
ttttattaaa
gatcgttcaa
atgattatca
atgacgttat
gcgatagaaa
atgttactag
gtcgttttac
gcacatcccce
caacagttgc
gtttccegee

agagaaaaga

ctgctgactt
acttctttct
cagagtttte
ccaaatttgt
ttgtgttggt
tgtctatceca
cctggtcaag
cagcggtgtg
agtgactgte
ggccagcage
catatgtaca
gctcaccatt
tcececgaggte
accccgggag
ccaggactgg
cattaaaggce
tggtgagcgg
gctcetgttt
aaaaaaaaaa
acatttggca
tataatttct
ttatgagatg
acaaaatata
atctctagag
aacgtcgtga
ctttcgccag
gcagcctgaa
ttcagtttaa

gcgttta

92

tcggegggtyg
tcttettett
ccgtggtttt
cgggcccatg
tcettceteag
ctggececectg
ggctatttcce
cacaccttce
cccteccagea
accaaggtgg
gtcccagaag
actctgactce
cagttcagcet
gagcagttca
ctcaatggca
ctattttett
ttttectgtge
agcaggtcgt
aaaaagaccg
ataaagtttc
gttgaattac
ggtttttatg
gcgcgcaaac
tctcaagcett
ctgggaaaac
ctggcgtaat
tggcgaatgce

actatcagtg

caatatctct
gctgattggt
cgaacttgga
gcgaaaaacg
atcttcgeeg
gatctgetge
ctgagccagt
cagctgtcecct
cctggceccag
acaagaaaat
tatcatctgt
ctaaggtcac
ggtttgtaga
acagcacttt
aggagcgatc
tagtttgaat
tcagagtgtg
cccttcageca
ggaattcgat
ttaagattga
gttaagcatg
attagagtcc
taggataaat
ggcgcgccca
cctggegtta
agcgaagagg
tagagcagct

tttgacagga

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3300

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4897
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<223> Casete de expresion numero 1735

<400> 42
gtcaacatgg

gaagaccaaa
ttccattgece
tacaaatgcc
ggtcccaaag
acgtcttcaa
tccaaaaata
agggtaatat
aagatagtgg
atcgttgaag
atcgtggaaa
tccactgacg
taaggaagtt
acgtggggaa
cttctctett
cagtacaacg
ggcgccatta
gcttgectgga
gcgggtgeaa
tcttettget
tggttttcga
gcccatggeg
ttctcagatce
cgtttacget
tccaacagaa
gttcctaacce
cgacttctca
ccagaacctg

caaccccatg

tggagcacga
gggcaattga
cagctatctg
atcattgcga
atggacccce
agcaagtgga
tcaaagatac
ccggaaacct
aaaaggaagg
atgcctcetge
aagaagacgt
taagggatga
catttcattt
acccgaacca
gtctttettg
ttttctttca
aataacgtgt
ggctgcetgtt
tatctctact
gattggttct
acttggagaa
aaaaacgttg
ttcgcccaga
aattccactc
gcctctacce
aagggctgge
gttgacccce
gagctggata

gacatcacat

cacacttgtc
gacttttcaa
tcactttatt
taaaggaaag
acccacgagg
ttgatgtgat
agtctcagaa
cctecggatte
tggctcctac
cgacagtggt
tccaaccacg
cgcacaatcc
ggagaggtat
aaccttcttc
cgtgagcgat
ctgaagcgaa
acttgtccta
cagccccata
tctgettgac
ataagaaatc
agattgttaa
cgattttcgg
actatggcecct
aagaggggat
agatcaatga
ccaccggtte
agctttattg
tgtcecgaget

tatattacta

tactccaaaa
caaagggtaa
gtgaagatag
gccatcgttg
agcatcgtgg
aacatggtgg
gaccaaaggg
cattgcccag
aaatgccatc
cccaaagatg
tcttcaaage
cactatcctt
taaaatctta
taaactctct
cttcaacgtt
atcaaagatc
ttcttgtcecgg
cattacttgt
gaggtattgt
tagtattttc
gcttctgtat
cttattgttt
gaacttacca
atttctgaca
tggggagtgg
cgtctactte
cgactacaac
ggctgacctg

ccagcagtct

93

atatcaaaga
tatccggaaa
tggaaaagga
aagatgcctc
aaaaagaaga
agcacgacac
caattgagac
ctatctgtca
attgcgataa
gacccccacce
aagtggattg
cgcaagaccc
ataggttttg
ctcatctctc
gtcagatcgt
tctttgtgga
tgtggtcttg
tacgattctg
tgcctgtact
tttgaaacag
attctgccca
tctcttettg
atcaccggtt
agtaccctgt
aaggatagtc
aaggaatact
ctggtactta
atcctcaatg

ggagaatcca

tacagtctca
cctectegga
aggtggctcc
tgccgacagt
cgttccaacc
acttgtctac
ttttcaacaa
ctttattgtg
aggaaaggcc
cacgaggagc
atgtgatatc
ttcctctata
ataaaagcga
ttaaagcaaa
gcttcggeac
cacgtagtgce
ggaaaagaaa
ctgactttcg
tctttettet
agttttcccg
aatttgtcgg
tgttggttce
caatggatac
gcctgtatta
tctcacagat
ctagtattgt
tgaaatacga
agtggctgtg

acaagtggat

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

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

1740



cagtatgggc
tggttgtcag
tatagtggac
catcagaaac
gagcaatgtg
gagagtcaac
gattgtgcaa
cgtttagagg
ttggtgagcg
agctcctgtt
aaaaaaaaaa
aacatttggce
atataatttc
tttatgagat
aacaaaatat

gat

<210>43
<211> 300
<212> PRT

tcaagttgca
acaactaatg
gtagtcgatg
tgtaaaaagc
ctcgacatta
tggaagaaat
gtcatgagta
cctattttcet
gttttectgtg
tagcaggtcg
aaaaaagacc
aataaagttt
tgttgaatta
gggtttttat

agcgcgcaaa

<213> Rotavirus

<400> 43
Met Ala
1

Lys

Leu Val Pro

Ile Thr Gly

35

Ile Phe

50

Leu

Thr
65

Gln Ile

Leu Thr Lys

Asn Val

Ser Gln

20

Ser Met As

Thr

Ser

Gl
70

Asn Asp

Gly Trp

85

Ala

Ile

Thr

Pro
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ccgtgaaggt
tggattecgtt
ggattaacca
tcggecceceeg
ctgcecgaccee
ggtggcaggt
aacggtccag
ttagtttgaa
ctcagagtgt
tcecttecage
gggaattcga
cttaagattg
cgttaagcat
gattagagtc

ctaggataaa

Ile Phe

Phe

Ala

val
40

p Thr

Leu
55

Cys
y Glu

Trp

Thr Gly

gtgtccettg
tgaaatggta
caagatcaat
ggagaacgtc
taccaccaat
cttttatacc
atccctgaac
tttactgtta
gtttatttta
aaggacacaa
tatcaagctt
aatcctgttg
gtaataatta
ccgcaattat

ttatcgegeg

Gly Leu Leu

Gln
25

Asn Tyr

Tyr Ala Asn

Leu Tyr Tyr

Ser
75

Lys Asp

val
90

Ser Tyr

94

aacacccaaa
gccgaaaacg
ctgactacca
gcecgtgatcee
ccacagacgg
attgtggact
tcagcagccet
tteggtgtge
tgtaatttaa
aaagatttta
atcgacctgc
ccggtettge
acatgtaatg
acatttaata

cggtgtcatc

Phe Ser

Gly Leu

30

Thr
45

Ser

Pro Thr

60

Leu Ser

Phe Lys

Leu

Asn

Gln

Glu

Gln

Glu

tgctgggeat
agaagctggc
ccacttgtac
aggtgggggg
aacggatgat
acattaacca
tctattatcg
atttctatgt
tttctttgtg
attttattaa
agatcgttca
gatgattatc
catgacgtta
cgcgatagaa

tatgttacta

Leu Val

Leu Pro

Glu Gly

Ala Ser

Met Phe

80

Tyr Ser

95

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2643
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Ser

Leu

Leu

Thr

145

Met

Leu

Ala

His

Lys

225

Asn

Arg

Ile

Arg

Ile

Val

Ala

130

Leu

Gly

Gly

Glu

Lys

210

Leu

Val

Met

Vval

Ser
290

<210> 44
<211> 4068
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223>
Casete de expresién numero 1730

<400> 44

val

Leu

115

Asp

Tyr

Ser

Ile

Asn

195

Ile

Gly

Leu

Met

Asp

275

Leu

Asp

100

Met

Leu

Tyr

Ser

Gly

180

Glu

Asn

Pro

Asp

Arg

260

Tyr

Asn

Phe

Lys

Ile

Tyr

Cys

165

Cys

Lys

Leu

Arg

Ile

245

val

Ile

Ser

Ser

Tyr

Leu

Gln

150

Thr

Gln

Leu

Thr

Glu

230

Thr

Asn

Asn

Ala

Val

Asp

Asn

135

Gln

Val

Thr

Ala

Thr

215

Asn

Ala

Trp

Gln

Ala
295
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Asp

Gln

120

Glu

Ser

Lys

Thr

Ile

200

Thr

Val

Asp

Lys

Ile

280

Phe

Pro

105

Asn

Trp

Gly

Val

Asn

185

Val

Thr

Ala

Pro

Lys

265

Val

Tyr

Gln

Leu

Leu

Glu

Cys

170

Val

Asp

Cys

Val

Thr

250

Trp

Gln

Tyr

95

Leu

Glu

Cys

Ser

155

Pro

Asp

Val

Thr

Ile

235

Thr

Trp

Val

Arg

Tyr

Leu

Asn

140

Asn

Leu

Ser

vVal

Ile

220

Gln

Asn

Gln

Met

Val
300

Cys

Asp

125

Pro

Lys

Asn

Phe

Asp

205

Arg

val

Pro

Vval

Ser
285

Asp

110

Met

Met

Trp

Thr

Glu

190

Gly

Asn

Gly

Gln

Phe

270

Lys

Tyr

Ser

Asp

Ile

Gln

175

Met

Ile

Cys

Gly

Thr

255

Tyr

Arg

Asn

Glu

Ile

Ser

160

Met

Val

Asn

Lys

Ser

240

Glu

Thr

Ser



gtcaacatgg
gaagaccaaa
ttccattgee
tacaaatgcc
ggtcccaaag
acgtcttcaa
tccaaaaata
agggtaatat
aagatagtgg
atcgttgaag
atcgtggaaa
tccactgacg
taaggaagtt
acgtggggaa
cttetetett
cagtacaacg
ggcgccatta
gcttgctgga
gcgggtgcaa
tcttettget
tggttttcga
gcccatgget
tgacgaaatc
ttttgctcag
gaccgtcgaa
ttattggatt
cgatttttgg
tatgatattc
tctggagatg
cgatacacga
aacccctega

catccacagc

tggagcacga
gggcaattga
cagctatctg
atcattgcga
atggaccccece
agcaagtgga
tcaaagatac
ccggaaaccet
aaaaggaagg
atgcctcetge
aagaagacgt
taagggatga
catttcattt
acccgaacca
gtctttettg
ttttectttca
aataacgtgt
ggctgctgtt
tatctctact
gattggttct
acttggagaa
agcctgatct
gagcagattg
acccgctatg
cccattetgg
ttaatcaact
accgeegttg
ggcgagtcca
tttcgcaget
ctegtgggta
gcaaccactg

gaattctaca
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cacacttgtc
gacttttcaa
tcactttatt
taaaggaaag
acccacgagg
ttgatgtgat
agtctcagaa
ccteggatte
tggctcectac
cgacagtggt
tccaaccacg
cgcacaatcc
ggagaggtat
aaccttcttc
cgtgagegat
ctgaagcgaa
acttgtccta
cagccccata
tctgettgac
ataagaaatc
agattgttaa
acagacaact
ggtccgagaa
ccecctgtgaa
acgggccata
ccaacacaaa
tagccatcga
aacagtttaa
cctctcagaa
tttttaagta
actccagtag

taatcccaag

tactccaaaa
caaagggtaa
gtgaagatag
gccategttg
agcatcgtgg
aacatggtgg
gaccaaaggg
cattgcccag
aaatgccatc
cccaaagatg
tcttcaaage
cactatcctt
taaaatctta
taaactctct
cttcaacgtt
atcaaagatc
ttcttgtegg
cattacttgt
gaggtattgt
tagtattttce
gcttctgtat
cttgaccaat
gacccagaac
ttgggatcac
ccaacccacce
cggagtggtce
gccacacgte
cgtttecaat
cgaattctat
cggcggcagyg
cactgcaaac

atctcaggaa

96

atatcaaaga
tatccggaaa
tggaaaagga
aagatgcecctce
aaaaagaaga
agcacgacac
caattgagac
ctatctgtca
attgcgataa
gacccccacce
aagtggattg
cgcaagaccce
ataggttttg
ctcatctctc
gtcagatcgt
tctttgtgga
tgtggtcttg
tacgattctg
tgcectgtact
tttgaaacag
attctgccca
tcatattctg
gtgaccatca
ggagaaatca
accttcaccce
tacgagtcca
aatcctgteg
gacagcaaca
aatagacgga
gtgtggacat
ctgaacaata

agtaagtgta

tacagtctca
cctectegga
aggtggctcece
tgecgacagt
cgttccaacc
acttgtctac
ttttcaacaa
ctttattgtg
aggaaaggcc
cacgaggagc
atgtgatatc
ttcctetata
ataaaagcga
ttaaagcaaa
gctteggeac
cacgtagtgce
ggaaaagaaa
ctgactttcg
tctttettet
agtttteceg
aatttgtcgg
tggatcttca
accctggace
acgacagtac
cacctaatga
ctaataactc
atcgccagta
aatggaagtt
cccttaccte
ttcacggtga
tatctattac

acgaatatat

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920



caacaacgga
tcggtctate
cctttggaaa
tatcgtgaag
ctatcagtat
caacggcegtt
ccggtatgaa
agcgttcege
tactggtgga
ggcagtctece
tctgaactcc
gcgtacaaga
atactatgaa
tcagacacce
tctgegggaa
tgccctactg
gacaaagagc
catatcagaa
cattcggtcg
cgtgaccaac
cttgaaagaa
gctaaaaacc
aaccgaagcce
ggtcatggag
ggttccgttt
catcattgac
agcgttgaac
tccaatcata
tttetttagt
ctgtgctcag

ggtcgtecect

ctceceeccaa
cagtataaga
gaaatgcagt
atgggcggcec
aactacttga
aataacttta
gtcatcaagg
aacatggtgt
tcatattatt
ctccattttg
ctgaggttcc
actgtcaacc
atttecgggcece
atcatgaaca
gaattcaatt
cctctegata
atggctactt
atgacgaact
aatctcagcg
tccttgaacg
atgatcaccc
aaaatcgata
tccgaaaagt
atcaacacag
gacgtcaata
tttaagactt
ctcattaagt
agaaatagga
ttgaatttac
agtgtgttta

tcagcaagga
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ttcagaatac
gagcacaagt
acaacagaga
tggggtacaa
gagacggcga
gctacaacgg
aaaattctta
atgttaggag
tctcaattce
ctggcgtgac
ggttttcecect
tctacgggtt
gcttetettt
gcgtgactgt
ctctcagtca
tgtttagtat
ctgtgatgaa
ctctgagtga
ccatcagcaa
atatttctac
agactgaggg
tgtctactca
ttatccctaa
aagggaagtt
agtttgcaga
tgaagaacct
ccaatcccaa
ttgagcaatt
tgttattecgg
ttttatgtaa

cacaaaaaga

acggaacgtg
gaatgaggac
cattatcatc
atggtcagaa
gcaggtaacc
aggcttcctt
tgtgtacgta
cctggectgcet
cgtgggggct
gttgagcact
tactgtcgac
acctgcegeg
gataagtctg
cagacaggac
ggagattgca
gttctecegge
gaagttcagg
tgcagcatca
ctggacaaac
ccagacgtca
aatgtcttte
gatcggcaag
gcgcagctac
cttcgettat
gctcgtgaca
gaacgacaac
tatgttgege
aatcctgcaa
tgtgcattte
tttaatttct

ttttaatttt
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gtgcctcectee
attattgtga
cggtttaagt
atctcatata
gcccacacaa
cccaccgact
gattactggg
aatctcaatt
tggccagtca
cagtttaccg
gagcccccat
aatccaaaca
gtaccaacta
ctggaaagac
atggcccaat
atcaaatcaa
aaatcaaaac
tcagcegtcac
gtgtccaacg
acgatcagta
gacgacattt
aacactctge
agaatattga
aagatcaaca
gatagtccag
tatggaataa
aatttcatta
tgtaaactct
tatgtttggt
ttgtgagctc

attaaaaaaa

cactcagttc
gcaagactag
ttgggaactc
aagccgccaa
catgctctgt
tcggtatcag
atgatagcaa
ctgtgaagtg
tgaatggegg
atttcgtgte
tcagcattct
acggcaatga
atgacgacta
aacttacaga
tgatagatct
ctatagatct
ttgccacgag
gcaacgttte
acgtcagcaa
agaaactccg
ccgecgeegt
cggatatecgt
aagatgacga
cctttgacga
tgatttctge
cacggaccga
accagaacaa
gaaggcctat
gagcggtttt
ctgtttagca

aaaaaaaaaa

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780



agaccgggaa
agtttcttaa
aattacgtta
tttatgatta

gcaaactagg

<210> 45
<211> 2673
<212> ADN

ttcgatatca
gattgaatcc
agcatgtaat
gagtccecgea

ataaattatc

<213> Rotavirus

<400> 45

atggcatacc
caagaaaaag
aaacaacagc
gacgatatta
ctcgaaattce
aaaacaatac
ccggagcagyg
atatatcgeg
gacaccctgce
atcctcatceg
agcagagacg
caggatgagg
caggctgatc
aatgagtatt
tacataccag
ccatctacag
aattttgagt
gttcecegatt
caggacctgce
aacagtcagg
accatgtctt
cttacagtga

atcatcaaca

ggaagagagg
agatagagaa
tgtccgacaa
aaattgccgg
tgaaaacaaa
ctacatttga
caaaaaaaca
ccaatggcga
cagatggaga
aaatgccgga
ccggcaaagt
agaccgaggg
gtaacattgt
ttcttaacca
agaggataag
ccaggtatat
ccctgtggga
tgaaggagaa
agctggaggce
ctgccaatga
tggactttgt
ttcccaacga

ccatcgtgta
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agcttatcga
tgttgeceggt
aattaacatg

attatacatt

gcgegeggtg

agcaaagcgc
agatgtcgac
agttctgtcce
agaaataaag
agaagaccat
gtccaaagaa
gatgaaactc
gaaggagcta
ttatgacgtc
ctatctgcecte
tgtcgactct
agtcgtccgt
caattaccct
ccagttggtg
gaatgacgtg
caggccaaac
taccatcaca
ggagctggtc
cctcactatt
ttgtttcaag
gaccacgaac
tatgttecctce

tccagcatte

cctgecagate
cttgcgatga
taatgcatga
taatacgcga

tcatctatgt

gaaaacctgce
gtaacaatgg
cagaaggagg
aagagctcga
cagaaagaga
agtatcctca
tttegeattt
cgcaaccggt
cgggagtatt
ctcaaggaca
gagactgcca
agattcatcg
tccatcette
gagccgctga
aattacatcc
ttgttgcagg
acatccaact
tccaccgaag
cagagcgaga
accctcatag
tatatgagce
cgggagtcac

ggaatgcaga
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gttcaaacat
ttatcatata
cgttatttat
tagaaaacaa

tactagat

cgcaacagaa
aaaacaagaa
aaattatcac
aagaagaatc
ttcaatatga
agaagcttga
tcgagccaaa
ggtactggaa
tcctcaatcet
tggccgtgga
atatttgtga
ctgatatgcg
accctattga
acaatgagat
tgaacatgga
atagactgaa
acattctggce
cacagatcca
cacagttttt
ccgccatget
taatctecegg
tagtggecctg

gaatgcatta

ttggcaataa
atttctgttg
gagatgggtt

aatatagcgce

cgagagactg
taacaatagg
tgacgcccag
taaacagctg
aattttgcaa
agacataaga
acagctccct
gttgaaaaaa
ctatgatcag
gaacaaaaat
tgccatctte
gcaacaggtc
tcatgcatte
aatcttcaat
tatgaatctg
tcttcacgat
caggtccgtce
gaaaatgagc
agccgggatt
gtctcaaaga
aatgtggcta
tgagctggeg

ccggaatggce

3840

33900

3960

4020

4068
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900
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1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380



gaccctcaga
tggctccatt
cagactctga
atgcaactca
cggggcattce
tcctataact
ctgacaactg
acaaccgtga
cactccaatt
ctgaatcttt
attttcgacg
ctcttacceg
cagatcgaac
cagctggaac
cagcaaatta
cttctcaaca
gtgatcagtc
aaagttgaca
cttgtggcca
caaccattcg
tactctgacc

ttcgacaata

<210> 46
<211> 1194
<212> ADN

cacccttcca
ttattaacaa
acgacaatat
gcagacagca
tgcttetete
acgagacgct
agaagttgca
tteegtecce
ataatgagcg
atcagaaaaa
taccacgagt
ttgaacggag
gcgcttcetga
gcgacgagat
acttggagga
atcaacccgt
taatcgccaa
cactgaagcc
actacgactg
actttagagc
tactgtcatt

tgcgaataat

<213> Rotavirus

<400> 46
atggaggtcc

ggtacacttt
atgaatggga
ttcgattteg
gccagaacga

gcccgegagt

tttatagtct
atagcaatgt
atgatttcca
gcctgetggg
ttatcgagta

cacaacggaa
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gatcgcagaa
taacagattc
acggaatgga
gttcececcacg
caataggctg
aatggcttgt
gctcacttct
acagacactg
gatcaacgac
aatgaagtcc
gcctgacgac
acggcttgac
taagattgct
gtacggatat
actcatgcge
tgcecettgtg
gctcgacgea
catactgtac
gatccccaca
cagcatgcac
tgtttcageg

gaacgagctt

ctccaaaacg
cagcgaccta
aactggcggt
cacgactctce
ctttatcgat

cggagttgcet

cagcagatcc
aggcaagttg
caggtcatca
atgcctgtgg
gggcagcttg
gtgaccatga
gtgacttcge
ttccactact
gccgtegeca
atagtggaag
caaatgtaca
atattcaact
cagggggtta
gttaatattg
accggtgatt
ggtgcattgce
accgtctteg
aaaataaact
agtacaacta
atgctgactt
gacacggtag

taa

ctgaaggacg
atacagcagt
attggtaatc
cttaatcteg
ttcattgata

ccacagtcecg
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agaatttcca
tgattgatgg
accagctgat
attacaaacg
tcgacttaac
acatgcagca
tttgtatgtt
acaacatcaa
taattaccge
actttctgaa
ggctgaggga
tgatcctgat
tcatcgcata
cacggaatct
acggacaaat
ccttegttac
ctcagatagt
cggattccaa
aggtctacaa
ctaaccttac

agcccattaa

ctagggacaa
ttaatcaaat
tgcecegtgag
atgcaaatta
acgtttgtat

aggccctteg

ggtggcgaac
agttctgaat
ggaagcattg
gagcatccaa
ccgactggte
cgtgcaaacc
aattggtaac
cgtgaattte
agcaaatagg
acggctccag
tcgecttegg
gaatatggag
ccgagatatg
tgatggctac
tacgaacatg
ggactcatcc
gaagctcagg
tgacttttac
acaggtgcca
gtttacegte

cgcagtcgca

gatcgtggag
gatcgttaca
gaactggaca
tgtagaaaac
ggatgagatg

gaaactcgece

1440

1500
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2340

2400

2460

2520

2580

2640

2673

60

120

180

240

300

360
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ggcattaagt
ttgcagaatc
agcgcctcat
tggctgaatg
gcacccgcaa
gcgacaatta
gctgatggceg
gtggagtttc
attgcaagaa
actcccgcetg
ggcttgactc
acgctgetgg
tttccacceg

aacttgcagce

<210> 47
<211> 2328
<212> ADN

tcaagcgtat
gtcgacagag
tcaccctgaa
cggggagtga
acatccagca
cactcctgcee
ccaccacttg
tcttaaacgg
atttcgacgce
tgaacgecttt
ttcgaataga
caaacgttac
gcatgaactg

gggtcttcac

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia de codificacion optimizada de VP4 de Rotavirus A de la cepa RVA/Vaccine/USA/Rotarix-
A41CB052A/1988/G1P1A[8]

<400> 47
atggctagcce

gaaatcgagc
gctcagaccc
gtcgaaccca
tggattttaa
ttttggaccg
atattcggceg
gagatgtttc
acacgactcg
cctecgagcaa
cacagcgaat

aacggactcc

tgatctacag
agattgggtc
gctatgeccce
ttctggacgg
tcaactccaa
ccgttgtage
agtccaaaca
gcagctcctc
tgggtatttt
ccactgactc
tctacataat

ccccaattca
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taatttcgac
aaccggcectte
taggagtcag
aatacaggtc
gttcgaacat
cgacgccgag
gttcttcaac
acagatcatc
tatcaggctg
gtttcecgecag
gagcgcggte
cgcegtgegg
gactgaacta

tgtggecctet

acaactcttg
cgagaagacc
tgtgaattgg
gccataccaa
cacaaacgga
catcgagcca
gtttaacgtt
tcagaacgaa
taagtacggc
cagtagcact
cccaagatct

gaatacacgg

aactccteceg
gtgttccata
cccatgecacg
gcegggtteg
atcgtgcaac
cgcttctect
cctgttatat
aatacctacc
ctcttceccaac
gctcagectt
tgcgaatcag
caagagtatg
attactaact

atccggagta

accaattcat
cagaacgtga
gatcacggag
cccaccacct
gtggtctacg
cacgtcaatc
tccaatgaca
ttctataata
ggcagggtgt
gcaaacctga
caggaaagta

aacgtggtgce
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aatatataga
aacctaatat
acaacctcat
attactcctg
taagacgggce
ttceceegegt
tgcgeectaa
aagccaggtt
tgatgaggcce
tccagcacca
tgctggcaga
ccatcccagt
atagcccatc

tgttgatcaa

attctgtgga
ccatcaaccce
aaatcaacga
tcaccccacc
agtccactaa
ctgtcgatceg
gcaacaaatg
gacggaccct
ggacatttca
acaatatatc
agtgtaacga

ctctcccact

gaactggaac
ctttccgtat
gggtacaatg
tgccattaat
tctcacgace
aatcaactca
caacgtagag
cggcacgatt
ccccaatatg
cgccaccgte
cgccaacgag
agggcctgtg
cagagaagac

gtag

tcttcatgac
tggacctttt
cagtacgacc
taatgattat
taactccgat
ccagtatatg
gaagtttctg
tacctcecgat
cggtgaaacc
tattaccatc
atatatcaac

cagttctcgg

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1194
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120
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360

420
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600
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720



tctatccagt
tggaaagaaa
gtgaagatgg
cagtataact
ggcgttaata
tatgaagtca
ttccgcaaca
ggtggatcat
gtctcectcee
aactccctga
acaagaactg
tatgaaattt
acacccatca
cgggaagaat
ctactgcectce
aagagcatgg
tcagaaatga
cggtcgaatc
accaactcct
aaagaaatga
aaaaccaaaa
gaagcctceceg
atggagatca
ccgtttgacg
attgacttta
ttgaacctca

atcataagaa

<210> 48
<211> 981
<212> ADN

ataagagagc
tgcagtacaa
gcggeetggg
acttgagaga
actttagcta
tcaaggaaaa
tggtgtatgt
attatttctc
attttgcetgg
ggttccggtt
tcaacctcta
cgggccgett
tgaacagcgt
tcaattctct
tcgatatgtt
ctacttctgt
cgaactctct
tcagcgccecat
tgaacgatat
tcacccagac
tcgatatgte
aaaagtttat
acacagaagg
tcaataagtt
agactttgaa
ttaagtccaa

ataggattga

<213> Rotavirus

<400> 48

atgtacggca tcgagtatac
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acaagtgaat
cagagacatt
gtacaaatgg
cggcgagcag
caacggaggc
ttcttatgtg
taggagcctg
aattcccegtg
cgtgacgttg
ttccettact
cgggttacct
ctctttgata
gactgtcaga
cagtcaggag
tagtatgttc
gatgaagaag
gagtgatgca
cagcaactgg
ttctacccag
tgagggaatg
tactcagatc
ccctaagege
gaagttcttce
tgcagagctc
gaacctgaac
tcccaatatg

gcaattaatc

gaggacatta
atcatcecggt
tcagaaatct
gtaaccgcecce
ttcctteeca
tacgtagatt
gctgctaatce
ggggcttgge
agcactcagt
gtcgacgagce
gccgecgaatce
agtctggtac
caggacctgg
attgcaatgg
tcecggeatca
ttcaggaaat
gcatcatcag
acaaacgtgt
acgtcaacga
tctttecgacg
ggcaagaaca
agctacagaa
gcttataaga
gtgacagata
gacaactatg
ttgcgcaatt

ctgcaatgta

ttgtgagcaa
ttaagtttgg
catataaagc
acacaacatg
ccgacttegg
actgggatga
tcaattctgt
cagtcatgaa
ttaccgattt
ccccattcag
caaacaacgg
caactaatga
aaagacaact
cccaattgat
aatcaactat
caaaacttgc
cgtcacgcaa
ccaacgacgt
tcagtaagaa
acatttccge
ctctgececgga
tattgaaaga
tcaacacctt
gtccagtgat
gaataacacg
tcattaacca

aactctga

gactagccectt
gaactctatc
cgccaactat
ctctgtcaac
tatcagccgg
tagcaaageg
gaagtgtact
tggcggggca
cgtgtctctg
cattctgcegt
caatgaatac
cgactatcag
tacagatctg
agatcttgcecc
agatctgaca
cacgagcata
cgtttccatt
cagcaacgtg
actccgettg
cgcegtgeta
tatcgtaacc
tgacgaggtc
tgacgaggtt
ttctgeccatce
gaccgaagcg

gaacaatcca

aacaatttta attttcctga tttccatcat tctgttaaac
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tacatcctta
tacgtggccc
ggttcaatgg
ctgtgcctgt
agtctctcac
tactctagta
cttatgaaat
aatgagtggce
tccaacaagt
caaatgctgg
aacgagaagc
accaccactt
atccaggtgg
acggaacgga
gactacatta

gccttcectatt

<210> 49
<211> 903
<212> ADN

agtccgtgac
tttttgcecct
ataccgttta
attatccaac
agatgttcct
ttgtcgactt
acgaccagaa
tgtgcaaccce
ggatcagtat
gcattggttg
tggctatagt
gtaccatcag
gggggagcaa
tgatgagagt
accagattgt

atcgcgttta

<213> Rotavirus

<400> 49

atggcgaaaa
cagatcttcg
tacgctaatt
acagaagcct
ctaaccaagg
ttctcagttg
aacctggagc
cccatggaca
atgggctcaa
tgtcagacaa
gtggacgtag

agaaactgta

acgttgcgat
cccagaacta
ccactcaaga
ctacccagat
gctggeccac
acccccagcet
tggatatgtc
tcacattata
gttgcaccgt
ctaatgtgga
tcgatgggat

aaaagctcgg
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cagaattatg
gaccagggcc
cgctaattcce
agaagcctct
aaccaagggc
ctcagttgac
cctggagetg
catggacatc
gggctcaagt
tcagacaact
ggacgtagtc
aaactgtaaa
tgtgctcgac
caactggaag
gcaagtcatg

g

tttcggctta
tggcctgaac
ggggatattt
caatgatggg
cggttcegte
ttattgcgac
cgagctggct
ttactaccag
gaaggtgtgt
ttcgtttgaa
taaccacaag

cceccegggag

gattatatta
cagaactatg
actcaagagg
acccagatca
tggcccaceg
ccccagcettt
gatatgtccecg
acattatatt
tgcaccgtga
aatgtggatt
gatgggatta
aagctcggcce
attactgcecg
aaatggtggce

agtaaacggt

ttgttttcte
ttaccaatca
ctgacaagta
gagtggaagg
tacttcaagg
tacaacctgg
gacctgatcc
cagtctggag
cccttgaaca
atggtagccg
atcaatctga

aacgtcgececg

102

tctatcgtag
gcctgaactt
ggatatttct
atgatgggga
gttcegtcecta
attgcgacta
agctggcetga
actaccagca
aggtgtgtcc
cgtttgaaat
accacaagat
cccgggagaa
accctaccac
aggtctttta

ccagatccct

ttcttgtgtt
ccggttcaat
ccetgtgect
atagtctctc
aatactctag
tacttatgaa
tcaatgagtg
aatccaacaa
cccaaatgcet
aaaacgagaa
ctaccaccac

tgatccaggt

cctectcate
accaatcacc
gacaagtacc
gtggaaggat
cttcaaggaa
caacctggta
cctgatecte
gtctggagaa
cttgaacacc
ggtagccgaa
caatctgact
cgtcgeegtg
caatccacag
taccattgtg

gaactcagca

ggttccttet
ggataccgtt
gtattatcca
acagatgttc
tattgtcgac
atacgaccag
gctgtgcaac
gtggatcagt
gggcattggt
gctggctata
ttgtaccatc

gggggggagce
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aatgtgctcg acattactgc cgaccctacc accaatccac agacggaacg gatgatgaga

gtcaactgga agaaatggtg gcaggtcttt tataccattg tggactacat taaccagatt

gtgcaagtca tgagtaaacg gtccagatcc ctgaactcag cagccttcta ttatcgegtt

tag

<210> 50
<211> 2331
<212> ADN

<213> Rotavirus

<400> 50
atggcttcge

gagatacaag
gcgcaaacag
gttgaaccat
tggatgttac
agatggttag
atatttggta
attgatgtcg
agtccgaaat
acacctaacg
gctttttgtg
aataatggat
agagatgtaa
ttgtggaaag
attataaaat
tatcaataca
aatggcgtta
aaatttgaag
gcatttcgta
actggaggca
gcagtttectt
ttaaattcat
agaactagat

tattatgaaa

tcatttatag
agattggatc
gttatgctcc
tgctggatgg
tggctccaac
ccacaatttt
ttcaagaaca
taaaaacaac
tatatgcagt
ctaggacagce
acttttatat
taccaccaat
tacactatag
aaatgcaata
caggagggct
catatactcg
atgacttcag
taattaaaga
acgtggtgta
gctataattt
tacattcagce
taagatttag
tagatagatt

ttgctggacg

acaattgctc
aactaaatca
agttaactgg
gccttatcaa
gacacctggce
aatcgagcca
attaacggta
tgcaaatgga
tatgaagcat
acattattca
aattcctaga
acaaaatact
agctcaagct
taatagagat
gggatataag
tgatggtgaa
ttttaatgga
gaattcatac
tgtcegatceg
tagtctacca
tggtgtaaca
atttagacta
gtatggtctg

attttcactt

acgaattctt
caaaatgtca
ggacctggag
ccaacgacat
gtaattgttg
aatgttcagt
tccaatactt
agtataggac
aatgaaaaat
acaacgaatt
tctgaagagt
agaaatgttg
aatgaagata
ataactatta
tggtcagaaa
gaagttaccg
ggatatttac
gtctatatcg
ttagcagcaa
gttggacaat
ctatctactce
gctgtcgaag
cctgetgecag

atatcattag

103

atacagtaga
caattaatcc
aaattaatga
tcaatccacc
aaggtacaaa
ctgaaaatag
cacaagacca
aatatggacc
tatatacata
atgattctgt
ctaaatgtac
taccattatc
ttgtgatatc
gatttaaatt
tatcatttaa
cacatactac
caactgattt
attactggga
acttgaattc
ggcectgtttt
aatttacaga
aaccacactt
atccaaataa

tgccatcaaa

tttatccgat
tggaccattt
ttctacgaca
agtcgattat
taatacagat
aacttacact
gtggaaattt
attactatce
tgaaggacag
taatatgact
ggaatacatt
gttgactgct
caagacatca
tgcaaataca
gccagcgaat
ttgttcagtg
tgttgtatct
tgattcacaa
agttatgtgt
aactggggga
tttcgtatca
taaactgact
tggtaaagaa

tgatgactat

780

840

200

903

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440
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cagactccta
ctaagagaag
gcgcttctac
gcaaaatcaa
gtttcaacac
atacgttcga
atatcgtcat
ctaaaggaaa
ttgaagacta
actgaagcat
gtgtttgaag
ataccatttg
ataattgatt
gcatttaatc

cctataatta

<210> 51
<211> 2331
<212> ADN

tagcaaactc
agtttaacgce
cattagatat
tggctactaa
tgacagattc
ttggatctte
cagtaagttc
tggcaacaca
agatagataa
cggaaaaatt
ctggaattga
atgtacaaaa
ttaaaacact
ttttaagatc

gaaatagaat

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia de codificacion optimizada de VP4 de Rotavirus A de la cepa RVA/Simian-tc/ZAF/SA11-

H96/1958/G3P5B[2]

<400> 51
atggcttcat

gaaatccagg
gcccagactg
gtggagccac
tggatgttgt
cgctggetgg
attttcggca
atcgatgtag
tcacctaage
acccccaatg

gcgttetgtg

tgatatatcg
aaataggatc
ggtatgcccc
tgctggatgg
tggctccecac
cgacaatact
tccaggaaca
tgaaaactac
tctacgecegt
ccagaactgce

atttttatat

ES 2 658 987 T3

agttactgta
tttgtctcaa
gttctcaatg
tgttatgaaa
tttatcagac
agcatcagca
agtttcgaca
aactgagggt
atcgactcaa
cataccaaat
tggaaaattt
attcgctgac
taaaaatttg
tgacccaaga

tgaacaactg

ccagttgcetg
cacaaagagt
cgtaaactgg
accctaccaa
gacacctggt
gatagaaccc
gctaaccgtg
ggccaatgga
gatgaaacat
ccactacagt

tattccaaga

cgacaagatt
gaaattgcaa
ttttctggeca
aaattcaaaa
gcagcatcat
tggacggatg
caaacgtcaa
atgaattttg
atatcaccaa
agggcttacce
tttgcttata
ttagttacag
aacgataatt
gttttacgtg

attatgcaat

actaatagct
cagaacgtga
ggccceggeg
cccactactt
gtaattgtag
aacgtgcagt
agcaatacga
tctateggge
aatgagaaac
acaaccaact

tcagaagaat

104

tagaaaggca
tgtcgecagtt
ttaaaagtac
agtcaggatt
caatatcaag
tatcaacaca
ctatcagtag
atgatatatc
acacaatacc
gtgttataaa
aagtggatac
attctccagt
acggcattac
aattcattaa

gcaggttgtg

atactgtgga
ccataaacce
agattaacga
ttaatcctecce
agggcaccaa
ccgagaacag
gccaggacca
aatacgggcce
tgtacactta
atgactcggt

ccaagtgtac

gttaggagaa
aatcgattta
tattgatgct
agcgaattca
aggttcatct
aataactgat
aagattgaga
agcggetgtt
tgacattgtt
caacgatgat
atttgaggaa
aatatccgcet
taagcaacaa
tcaggacaat

a

tttgtcagac
cggaccgtte
cagcaccacc
agtggactac
caataccgat
aacctatacc
gtggaagttt
gctgetgtee
cgagggccaa
gaacatgaca

tgagtacatc

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2331

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660
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aacaatggac
cgggatgtga
ttatggaagg
attattaagt
tatcagtaca
aatggcgtga
aagtttgaag
gccttecgaa
acaggaggtt
gctgtgaget
ctgaatagcc
cgtacgagge
tattacgaga
cagaccccaa
ctgagagagg
gccctgttac
gcaaagtcca
gtgtctacge
attaggtcca
atttcctett
ctcaaagaga
ttgaagacaa
actgaggcat
gtcttcgagg
attccttteg
attatagact
gcttttaact

cccatcatca

<210> 52
<211> 981
<212> ADN

ttccacccat
tccactatceg
aaatgcagta
ccgggggact
cctatactceg
acgattttag
tcatcaagga
atgttgtgta
cttacaattt
tgcatteccge
taaggttcag
tggatcggcet
tagccgggag
ttgccaacag
agttcaacge
ccctcgacat
tggccacaaa
tgaccgatag
ttggctctte
ctgtctccag
tggcaacgca
agatcgataa
ctgaaaagtt
ccggcatcga
atgtacagaa
tcaaaacatt
tgttaagatc

gaaacaggat

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2 658 987 T3

ccagaacact
cgcceccaagcet
taacagagac
ggggtacaaa
cgacggcgaa
cttcaacggg
aaattcctac
tgttagatca
tagtcttcece
cggagtcacce
gtttagactt
gtacggcctg
attttcgetg
tgtcactgte
cctgtctcaa
gttctcaatg
tgtgatgaag
tttgtcggat
cgcctcetget
tgtgagcaca
aacggaaggt
aagcactcaa
cattcccaac
tggcaagttt
gtttgctgac
gaaaaatttg
tgaccctcege

cgagcagctg

cgaaatgtcg
aatgaggata
atcacaatca
tggagtgaga
gaggtaaccg
ggctacctge
gtgtatattg
ctggccgcaa
gtcgggecagt
ttgagtacte
gcagtagaag
ccggecgetg
atcagtctgg
aggcaagatc
gagatcgcaa
ttcteceggea
aagtttaaga
gccgcecagtt
tggactgacg
caaacttcca
atgaattttg
attagcccca
cgtgcttatce
tttgcttata
ctcgtaacgg
aacgataatt
gtgctcagag

attatgcagt

tceccactgte
tagtcatttc
ggttcaagtt
tcagttttaa
cccacacaac
ctactgattt
actactggga
accttaattc
ggccagtgcet
agttcacaga
agcctcactt
atcccaataa
tgccgtcaaa
tggagagaca
tgtctcaget
taaaatccac
agagcggtct
ccattagceg
tgagtacaca
cgatatcaag
atgacatcag
atacgatccc
gggtcattaa
aagtggatac
atagcccagt
atggtattac
agtttattaa

gtcgectgta

<223> Secuencia de codificacion de VP7 de Rotavirus A de
H96/1958/G3P5BJ[2]

105

tctaactgcet
aaagacgagc
cgccaatact
gcccgctaac
ttgcteggtt
cgtggtgage
tgatagccag
agtcatgtge
cacagggggc
ctttgtgtet
taagctcact
cggcaaggaa
cgatgattac
acttggcgag
cattgacctg
tatcgacgcet
ggcaaatagc
tggatccage
gataactgac
acgactgagg
cgccgecagtt
tgacattgtg
caatgatgat
cttcgaggag
gataagcgcce
caagcagcag
ccaggacaac

a

la cepa RVA/Simian-tc/ZAF/SA11-

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2331
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<400> 52
atgtatggta

tacatactta
attgtgatat
ggctccatgg
ctttgcectat
acactgtcac
tatactaaca
ctaatgaaat
aacgaatggt
gcgaataaat
caaactcttg
gctgaaaagt
acagcaacgt
atacaagttg
acagaacgga
gactatgtag

gcattttatt

<210> 53
<211> 981
<212> ADN

ttgaatatac
aatcattaac
tgtcaccatt
acactgcata
attatccgac
aactatttct
ttgcatcgtt
atgacgcgac
tgtgtaatcc
ggatatcaat
gaattggatg
tggtaattac
gtactattag
gtggttctga
tgatgcgaat
atcagataat

acagagtgta

<213> Rotavirus

<400> 53
atgtacggaa

tatattctga
attgtaattc
ggttctatgg
ctatgcctgt
acattgagcce
tacacaaaca
ctgatgaaat

aatgagtggc

tcgagtatac
agtcacttac
tgagcecettt
ataccgctta
actatccgac
agctcttect
tcgcaagttt
acgacgcaac

tgtgtaacce

ES 2 658 987 T3

cacagttcta
tagaataatg
tctcagagca
cgctaattca
tgaggctgeg
tacgaaaggg
ttctgttgat
gttgcaattg
aatggatatt
gggctcatca
cttgacaact
tgacgtggtt
aaactgtaag
catcctcgat
taactggaaa
acaagttatg

g

caccgttctg
ccggataatg
cctgagggee
tgctaactct
tgaagcagcce
gactaaggga
cagcgtggat
cctcecagett

aatggatata

acctttctga
gactttataa
caaaattatg
acgcaagaag
actgaaataa
tggccaactg
ccgecagttgt
gatatgtcag
actctgtatt
tgtacaatta
gatgctacaa
gatggecgtta
aaattgggac
ataactgctg
aaatggtggc

tccaaaagat

acatttctta
gattttatta
cagaattacg
acacaagagg
acagagataa
tggcccaceg
ccccagetgt
gacatgagcg

acactgtact

106

tatcgattat
tttatagatt
gtattaatct
aaacattcct
acgataattc
gatccgtata
attgtgatta
aacttgcgga
attatcagca
aagtatgtcc
cttttgaaga
atcataagct
caagagaaaa
atccaactac
aagtttttta

caagatcact

ttagtattat
tatataggtt
gcataaacct
agacattcct
acgataactc
gatcggtcta
attgtgatta
agttggcaga

attatcagca

tctactaaat
tctttttata
tccaatcaca
cacttctaca
atggaaagac
ttttaaagaa
taacgtagta
tctaatatta
aactgacgaa
acttaataca
agttgcgaca
ggatgtcaca
cgtagccgtt
tgcaccacag
tactgtagta

aaattcagca

cctecttgaac
tctgttcate
accaatcacc
cacatcaacc
ttggaaagat
ctttaaggag
taacgttgtg
cctaatccte

gaccgatgaa

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

981

60

120

180

240

300

360

420

480

540



10

15

gcaaacaaat
caaactctcg
gcggaaaagce
acagcaacat
atccaagtgg
accgagagga
gactatgtgg

gccttttatt

<210> 54
<211> 981
<212> ADN

ggatttcaat
gcatagggtg
tggttatcac
gcacaattag
gcggcagtga
tgatgcgcecat
accagatcat

acagagtcta

<213> Secuencia artificial

<400> 54
atgtacggca

tacatcctta
tacgtggccce
ggttcaatgg
ctgtgecctgt
agtctctcac
tactctagta
cttatgaaat
aatgagtggc
tccaacaagt
caaatgctgg
aacgagaagc
accaccactt
atccaggtgg
acggaacgga
gactacatta

gccttcectatt

<210> 55
<211> 50
<212> ADN

tcgagtatac
agtccgtgac
tttttgecect
ataccgttta
attatccaac
agatgttcct
ttgtcgactt
acgaccagaa
tgtgcaaccce
ggatcagtat
gcattggttg
tggctatagt
gtaccatcag
gggggagcaa
tgatgagagt
accagattgt

atcgcgttta

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2 658 987 T3

gggaagcagce
tctgaccaca
agatgtggta
gaactgcaag
catcctagac
taattggaag
tcaggtgatg

a

aacaatttta
cagaattatg
gaccagggcce
cgctaattcce
agaagcctct
aaccaagggc
ctcagttgac
cctggagetg
catggacatc
gggctcaagt
tcagacaact
ggacgtagtc
aaactgtaaa
tgtgctegac
caactggaag
gcaagtcatg

g

tgtaccatca
gacgctacta
gatggcgtta
aagctaggac
atcaccgcag
aaatggtggc

agcaagcgga

attttcctga
gattatatta
cagaactatg
actcaagagg
acccagatca
tggcccaccg
ccccagettt
gatatgtccg
acattatatt
tgcaccgtga
aatgtggatt
gatgggatta
aagctcggcce
attactgceg
aaatggtggc

agtaaacggt

<223> Cebador IF-TrSP+Rtx_VP7(opt).s1+3c

107

aagtttgtcc
cctttgaaga
accacaaatt
ccagggaaaa
acccaacaac
aggtgtttta

gtcgctceatt

tttccatcat
tctatecgtag
gcctgaactt
ggatatttct
atgatgggga
gttcegtcta
attgcgacta
agctggcectga
actaccagca
aggtgtgtcc
cgtttgaaat
accacaagat
cccgggagaa
accctaccac
aggtctttta

ccagatccct

tctcaacacce
agttgcgacc
ggacgtaacc
cgtagcegte
agcaccacaa
cactgtcgtt

gaatagtgct

tctgttaaac
cctectecate
accaatcacc
gacaagtacc
gtggaaggat
cttcaaggaa
caacctggta
cctgatcecte
gtctggagaa
cttgaacacc
ggtagccgaa
caatctgact
cgtcgecegtg
caatccacag
taccattgtg

gaactcagca

600

660

720

780

840

900

960

981

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

981
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15

20

25

30

<400> 55

ES 2 658 987 T3

aaatttgtcg ggcccatgga ttatattatc tatcgtagec tcctcatcta

<210> 56
<211> 54
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador IF-Rtx_VP7(opt).s1-4r

<400> 56

50

actaaagaaa ataggcctct aaacgcgata atagaaggct gctgagttca ggga

<210> 57
<211> 981
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia de codificacion optimizada de VP7 de Rotavirus A de la cepa RVA/Vaccine/USA/Rotarix-
A41CB052A/1988/G1P1A[8]

<400> 57
atgtacggca

tacatcctta
tacgtggccce
ggttcaatgg
ctgtgecctgt
agtctctcac
tactctagta
cttatgaaat
aatgagtggc
tccaacaagt
caaatgctgg
aacgagaagc
accaccactt
atccaggtgg
acggaacgga
gactacatta

gccttcectatt

<210> 58
<211> 2634
<212> ADN

tcgagtatac
agtccgtgac
tttttgecect
ataccgttta
attatccaac
agatgttcct
ttgtcgactt
acgaccagaa
tgtgcaaccce
ggatcagtat
gcattggttg
tggctatagt
gtaccatcag
gggggagcaa
tgatgagagt
accagattgt

atcgcgttta

<213> Secuencia artificial

aacaatttta
cagaattatg
gaccagggcce
cgctaattcce
agaagcctct
aaccaagggc
ctcagttgac
cctggagetg
catggacatc
gggctcaagt
tcagacaact
ggacgtagtc
aaactgtaaa
tgtgctegac
caactggaag
gcaagtcatg

g

attttcctga
gattatatta
cagaactatg
actcaagagg
acccagatca
tggcccaccg
ccccagettt
gatatgtccg
acattatatt
tgcaccgtga
aatgtggatt
gatgggatta
aagctcggcce
attactgceg
aaatggtggc

agtaaacggt

108

tttccatcat
tctatecgtag
gcctgaactt
ggatatttct
atgatgggga
gttcegtcecta
attgcgacta
agctggcectga
actaccagca
aggtgtgtcc
cgtttgaaat
accacaagat
cccgggagaa
accctaccac
aggtctttta

ccagatccct

54

tctgttaaac
cctectecate
accaatcacc
gacaagtacc
gtggaaggat
cttcaaggaa
caacctggta
cctgatcecte
gtctggagaa
cttgaacacc
ggtagccgaa
caatctgact
cgtcgecegtg
caatccacag
taccattgtg

gaactcagca

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

981



<220>

<223> Casete de expresion

<400> 58
gtcaacatgg

gaagaccaaa
ttcecattgee
tacaaatgcc
ggtcccaaag
acgtcttcaa
tccaaaaata
agggtaatat
aagatagtgg
atcgttgaag
atcgtggaaa
tccactgacg
taaggaagtt
acgtggggaa
cttctectett
cagtacaacg
ggcgccatta
gcttgctgga
gcgggtgcaa
tcttettget
tggttttcga
gcccatggat
cagggcccag
taattccact
agcctctacce
caagggctgg

agttgacccc

tggagcacga
gggcaattga
cagctatctg
atcattgecga
atggacccce
agcaagtgga
tcaaagatac
ccggaaacct
aaaaggaagg
atgcctctge
aagaagacgt
taagggatga
catttcattt
acccgaacca
gtctttettg
ttttctttca
aataacgtgt
ggctgcectgtt
tatctctact
gattggttct
acttggagaa
tatattatct
aactatggcc
caagagggga
cagatcaatg
cccaccggtt

cagctttatt

ES 2 658 987 T3

numero 1734

cacacttgtc
gacttttcaa
tcactttatt
taaaggaaag
acccacgagg
ttgatgtgat
agtctcagaa
cctecggatte
tggctcctac
cgacagtggt
tccaaccacg
cgcacaatcc
ggagaggtat
aaccttcttc
cgtgagcgat
ctgaagcgaa
acttgtccta
cagccccata
tctgettgac
ataagaaatc
agattgttaa
atcgtagcecct
tgaacttacc
tatttctgac
atggggagtg
ccgtctactt

gcgactacaa

tactccaaaa
caaagggtaa
gtgaagatag
gccatcgttg
agcatcgtgg
aacatggtgg
gaccaaaggg
cattgcccag
aaatgccatc
cccaaagatg
tcttcaaage
cactatcctt
taaaatctta
taaactctct
cttcaacgtt
atcaaagatc
ttcttgtcgg
cattacttgt
gaggtattgt
tagtattttc
gcttctgtat
cctcatctac
aatcaccggt
aagtaccctg
gaaggatagt
caaggaatac

cctggtactt

109

atatcaaaga
tatccggaaa
tggaaaagga
aagatgcctce
aaaaagaaga
agcacgacac
caattgagac
ctatctgtca
attgcgataa
gacccccace
aagtggattg
cgcaagaccc
ataggttttg
ctcatctctc
gtcagatcgt
tctttgtgga
tgtggtcttg
tacgattctg
tgcctgtact
tttgaaacag
attctgccca
gtggcccettt
tcaatggata
tgcctgtatt
ctctcacaga
tctagtattg

atgaaatacg

tacagtctca
cctectegga
aggtggctce
tgccgacagt
cgttccaacc
acttgtctac
ttttcaacaa
ctttattgtg
aggaaaggcc
cacgaggagc
atgtgatatc
ttcctctata
ataaaagcga
ttaaagcaaa
gcttecggecac
cacgtagtgce
ggaaaagaaa
ctgactttcg
tctttettet
agttttcceg
aatttgtcgg
ttgcecctgac
ccgtttacge
atccaacaga
tgttcctaac
tcgacttcte

accagaacct

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620



ggagctggat
ggacatcaca
ctcaagttgce
gacaactaat
cgtagtcgat
ctgtaaaaag
gctcgacatt
ctggaagaaa
agtcatgagt
gcctatttte
ggttttctgt
ttagcaggtc
aaaaaaagac
caataaagtt
ctgttgaatt
tgggttttta
tagcgecgceaa

<210> 59
<211> 297
<212> PRT

atgtccgagce
ttatattact
accgtgaagg
gtggattcgt
gggattaacc
ctcggcccce
actgeccgacce
tggtggcagg
aaacggtcca
tttagtttga
gctcagagtg
gtccecttecag
cgggaattcg
tcttaagatt
acgttaagca
tgattagagt

actaggataa

<213> Rotavirus

<400> 59

Met Asp Tyr Ile Ile

1

Ala

Ser
35

Thr
50

Asn
65

Leu Thr Arg Ala

Met Asp Thr Val

Ser Thr Leu Cys

Asp Gly Glu Trp

5

Gl
20

70

Tyr

Tyr

Leu

Lys

ES 2 658 987 T3

tggctgacct
accagcagtc
tgtgtcecett
ttgaaatggt
acaagatcaa
gggagaacgt
ctaccaccaa
tcttttatac
gatccctgaa
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attatcgcge

Ser
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Trp
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REIVINDICACIONES

1. Un método para producir una particula de tipo rotavirus (RLP) en una planta, porcién de una planta o
célula vegetal, que comprende:

a) introducir un primer acido nucleico que comprende una primera region reguladora activa en la planta
unida operativamente a una primera secuencia de nucleétidos que codifica una primera proteina estructural
de rotavirus seleccionada de VP2, VP6 y VP7, un segundo acido nucleico que comprende una segunda
region reguladora activa en la planta unida operativamente a una segunda secuencia de nucleétidos que
codifica una segunda proteina estructural de rotavirus seleccionada de VP2, VP6 y VP7, y un tercer acido
nucleico que comprende una tercera region reguladora activa en la planta unida operativamente a una
tercera secuencia de nucledtidos que codifica una tercera proteina estructural de rotavirus seleccionada de
VP2, VP6 y VP7 en la planta, parte de una planta o célula vegetal, en el que la primera, segunda o tercera
secuencia de nucleétidos que codifica la VP7 comprende un péptido sefial nativo truncado o un péptido
sefial no nativo de un polipéptido vegetal, y en el que la RLP comprende VP2, VP6 y VP7; o

a) proporcionar una planta, parte de una planta o célula vegetal que comprende un primer acido nucleico
que comprende una primera region reguladora activa en la planta unida operativamente a una primera
secuencia de nucleétidos que codifica una primera proteina estructural de rotavirus, un segundo acido
nucleico que comprende una segunda region reguladora activa en la planta unida operativamente a una
segunda secuencia de nucledtidos que codifica una segunda proteina estructural de rotavirus y un tercer
acido nucleico que comprende una tercera regién reguladora activa en la planta unida operativamente a una
tercera secuencia de nucleétidos que codifica una tercera proteina estructural de rotavirus en la planta,
parte de una planta o célula vegetal; en el que la primera proteina estructural de rotavirus es VP2, la
segunda proteina estructural de rotavirus es VPG6 y la tercera proteina estructural de rotavirus es VP7, en la
que VP7 comprende un péptido sefial nativo truncado o un péptido sefial no nativo de un polipéptido
vegetal;

b) incubar la planta, parte de una planta o célula vegetal en condiciones que permitan la expresion
transitoria del primer, segundo y tercer acido nucleico, produciendo de este modo la RLP,

c¢) cultivar la planta, parte de la planta o célula vegetal, y

d) extraer y purificar las RLP de la planta, parte de la planta o célula vegetal, en presencia de calcio, en las
que la concentracion de calcio esta entre 1 mM y 1000 mM.

2. El método de la reivindicacién 1, en el que un cuarto acido nucleico que comprende una cuarta region
reguladora activa en la planta y unida operativamente a una cuarta secuencia de nucleétidos que codifica una cuarta
proteina estructural de rotavirus se introduce en la planta, parte de una planta o célula vegetal en la etapa a), y se
expresa al incubar la planta, parte de una planta o célula vegetal en la etapa b), en el que la cuarta proteina
estructural de rotavirus es VP4.

3. El método de la reivindicaciéon 1, en el que la primera proteina estructural de rotavirus es VP2, la
segunda proteina estructural de rotavirus es VP6 y la tercera proteina estructural de rotavirus es VP7.

4. El método de la reivindicacion 1, en el que la planta, parte de una planta o célula vegetal esta dotada
de un cuarto acido nucleico que comprende una cuarta regién reguladora activa en la planta y unida operativamente
a una cuarta secuencia de nucleotidos que codifica una cuarta proteina estructural de rotavirus, en el que la cuarta
proteina estructural de rotavirus es VP4.

5. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1-4, en el que la primera, segunda, tercera o
cuarta secuencia de nucledtidos, o una combinaciéon de las mismas, esta operativamente unida a una regién
reguladora del virus del mosaico del caupi (CPMV).

6. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1-4, en el que la secuencia de nucleétidos que
codifica VP2 comprende del 80 % al 100 % de identidad con una secuencia de nucledtidos como se define por SEQ
ID NO:13, SEQ ID NO:14, o SEQ ID NO: 45, la secuencia de nucleétidos que codifica VP6 comprende del 80 % al
100 % de identidad con una secuencia de nucledtidos como se define por la SEQ ID NO:17, SEQ ID NO:18 o SEQ
ID NO:46, la secuencia de nucleotidos que codifica VP7 comprende del 80 % al 100 % de identidad con una
secuencia de nucledtidos como se define por la SEQ ID NO: 19, 20, 48, 49, 52, 53, 54 o0 57, la VP4 comprende del
80 % al 100 % de identidad con una secuencia de nucleétidos como se define por la SEQ ID NO: 15, 16, 47, 50, o
51.
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7. El método de la reivindicacion 1, en el que el primer, segundo y tercer acido nucleico se introducen en
la planta, parte de la planta o célula vegetal por agroinfiltracién con un inéculo de Agrobacteria que comprende una
mezcla del primer, segundo y tercer acido nucleico en una relacion de 1:1:1, en el que el primer, segundo y tercer
acido nucleico se expresan transitoriamente en la planta, y la planta es Nicotiana benthamiana.

8. El método de la reivindicacién 2, en el que el primer, segundo, tercer y cuarto acido nucleico se
introducen en la planta, parte de la planta o célula vegetal por agroinfiltracion con un inéculo de Agrobacteria que
comprende una mezcla del primer, segundo, tercer y cuarto acido nucleico en una relacién de 1:1:1, en el que el
primer, segundo, tercer y cuarto acido nucleico se expresan transitoriamente en la planta, y la planta es Nicotiana
benthamiana.

9. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1-5, en el que el uso de codones de la secuencia
de nucledtidos se ajusta al uso de codones humanos preferidos, aumento del contenido de GC, o una combinacién
de los mismos.

10. El método de la reivindicacion 1 o 4, en el que la primera, segunda y tercera secuencia de nucleétidos
estan operativamente unidas a un elemento potenciador de la traduccion.

11. El método de la reivindicacion 1, en el que el péptido sefial no nativo es un péptido seial de la
proteina disulfuro isomerasa (PDI) de la alfalfa.
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Figura 16A-1

Vp2 de Rotavirus

Nombre del Gen: G9P6_VP2
Longitud del Gen: 2700 bp
QOptimizado para la expresidn en: Nicotiana tabacum

61

121

181

241

GGTACCGAATTCGGACGCGTTCGTTCCATGGCTTACCGTAARAGGGGTGCTAGGCGTGAR
————————— e T S
CCATGGCTTAAGCCTGCGCAAGCAAGGTACCGARTGGCAT TTTCCCCACGATCCGCACTT
SEQIDNO:1 G_R V_R S M A Y R K R G A R R _E
GCTAACCTCAACAACAACGATAGGATGCAAGAGAAGATCGATGAGAAGCAGGAT TCCAAC
————————— T et ittt
CGATTGGAGTTGITGTI TGCTATCCTACGTTCTCTTCTAGCTACTCT TCGTCCTAAGGTTG
A_N L N NN DR M Q E K I D E K Q D S N

AAGATCCAGCTCTCCGATAAGGTGCTCTCCAAGAAAGAAGAGATCGTTACTGATTCCCAC
————————— A s
TTCTAGGTCGAGAGGCTATTCCACGAGAGGTTCTTTCTTCTCTAGCAATGACTAAGGGTG
K I © L s D K V L s K K E E I V T D S H
GAAGAGGTGAAGGTGACAGATGAGCTTAAGAAGTCCACARAAGRAGAGTCCAAGCAGCTC
————————— it e e it S e
CTTCTCCACTTCCACTGTCTACTCGAATTCTTCAGGTGTTTTCTTCTCAGGTTCGTCGAG
E E V K VvV T b E L K K s T K E E 8 K Q0 L

CTTGAGGTGCTCAAGACAAAAGAGGAACACCAGARAAGAGATCCAGTACGAGATCCTCCAA
————————— e
GAACTCCACGAGTTCTGTTTTCTCCTTGTGGTCTTTCTCTAGGTCATGCTCTAGGAGGTT
L E V L K T K E E H @ K E I Q@ Y E I L Q
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Figura 16A-2

361

661

AAGACTATCCCAACTTTCGAGCCARAAGAGACTATCCTCAGGAAGCTTGAGGATATCCAG
--------- e o it St i o 2 i e e e o e e e i o S e
TTCTGATAGGGTTGAAAGCTCGGTTTTCTCTGATAGGAGTCCTTCGAACTCCTATAGGTC
K T I P T F E P K E T I L R K L E D I ©

CCAGAGCTTGCTAAGAAGCAGACTAAGCTCTTCAGGATCTTCGAGCCAAAGCAGCTCCCA
--------- ittt T e
GGTCTCGAACGATTCTTCGTCTGATTCGAGARAGTCCTAGRAGCTCGGTTTCGTCGAGGGT

P E L A K K ¢ T K L F R I F E P K Q L P

TAGATGGCACGATTGCCACTTTCCCTTGAATCCTTGTCCACCATGACCTTCGAGTTCTTC
I ¥ R A N G E R E L R N R W ¥ W K L K K

CTATGAGAGGGTCTGCCACTAATGCTACACTCTCTCATGAAGGAGTTGGAGATGCTAGTC
D T L P D G D Y D V R E Y F L N L Y D Q

GTGCTCACTGAGATGCCAGATTACCTCCTCCTCAAGGATATGGCTGTGGAGAACAAGARC
————————— i e e e e &
CACGAGTGACTCTACGGTCTAATGGAGGAGGAGTTCCTATACCGACACCTCTTGTTCTTG
v L T E M P D Y L L L KD M A V EN K N

TCCAGGGATGC TGGAAAGGTGGTGGATTCCGAGACTGCTTCCATCTGTGATGCTATCTTC
————————— i T e St T e T e
AGGTCCCTACGACCTTTCCACCACCTAAGGCTCTGACGAAGGTAGACACTACGATAGAAG
S R D A G K V VvV D s E T A s I C D A I F

CAGGATGAAGAGACTGAGGGTGCTGTGAGGCGTTTCATTGC TGAGATGAGGCAGAGGGTT
————————— e et S et
GTCCTACTTCTCTGACTCCCACGACACTCCGCARAGTAACGACTCTACTCCGTCTCCCAA
Q D E E T E G A V. RRF I A E MR Q R V
CAGGCTGATAGGAACGTGGTGAACTACCCATCCATCCTCCACCCAATCGATTACGCTTTC
————————— e e e e e &
GTCCGACTATCCTTGCACCACTTGATGGGTAGGTAGGAGGTGGGTTAGC TAATGCGAAAG
Q A D R N V V N Y P § I L H P I D Y A F
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Figura 16A-3

841

901

961

TACATCCCAGAGAGGATTAGGAACGACGTTAACTACATCCTCAACATGGATAGGAACCTC
————————— s e e
ATGTAGGGTCTCTCCTAATCCTTGCTGCAATTGATGTAGGAGTTGTACCTATCCTTGGAG
Y I P E R I R N D VN Y I L N M DR N L

CCATCCACTGCTCGTTACATCAGGCCARACCTCCTCCAGGATAGGCTCAACCTCCACGAT
————————— e S e St
GGTAGGTGACGAGCAATGTAGTCCGGTTTGGAGGAGGTCCTATCCGAGTTGGAGGTGCTA
P 8 T A R Y I R P N L L © DR L N L H D

AACTTCGAGTCCCTCTGGGATACAATCACTACTTCCAACTACATTCTCGCTCGTTCCGTG
————————— i e
TTGAAGCTCAGGGAGACCCTATGTTAGTGATGAAGGTTGATGTAAGAGCGAGCAAGGCAC

N F E 8 L W D T I T T S N Y I L A R S V

1021

1081

1141

1201

1261

1321

GIGCCAGATCTCAARGAACTCGTGTCCACTGAGGCTCAGATCCAGARGATGTCCCAGGAT
————————— B e St T st S
CACGGTCTAGAGTTTCTTGAGCACAGGTGACTCCGAGTCTAGGTCTTCTACAGGGTCCTA
Vv P D L K E L V S TEW AGQ I @@ KM S Q D

CTCCAGCTTGAGGCTCTCACTATCCAGTCCGAGACTCAGTTCCTCACTGGTATCAACTCC
————————— R S et S S
GAGGTCGAACTCCGAGAGTGATAGGTCAGGCTCTGAGTCAAGGAGTGACCATAGTTGAGG

CAGGCTGCTAACGATTGCTTCARGACTCTCATTGCTGCTATGC TCTCCCAGAGGACTATG
————————— e S et s
GTCCGACGATTGCTARCGAAGTTCTGAGAGTAACGACGATACGAGAGGGTCTCCTGATAC
Q A A NDCF KT L I A A MIL S Q R T M

TCCCTCGATTTCGTGACTACTARCTATATGTCCCTCATCTCCGGAATGTGGCTCTTGACT
————————— B et e e
AGGGAGCTAAAGCACTGATGATTGATATACAGGGAGTAGAGGCCTTACACCGAGAACTGA
S L. b F v T T N Y M 8 L I 8 G M WL L T

GIGGTGCCAARCGATATGTITCATCCGTGAGTCCCTTGTGGCTTGCCAGCTCGCTATCGTG
————————— e e i e R ——
CACCACGGTTTGCTATACAAGTAGGCACTCAGGGAACACCGAACGGTCGAGCGATAGCAC
v v P N DM F I R E S L V A CQ L A I V

AACACTATCATCTACCCAGCTTICGGAATGCARAGGATGCACTACCGTAARCGGTGATCCA
————————— e S S ik et S
TTGTGATAGTAGATGGGTCGAARGCCTTACGTTTCCTACGTGATGGCATTGCCACTAGGT
N T I I ¥ P A F GM Q R M H Y R N G D P
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Figura 16A 4

CAGACTCCATTCCAGATCGCAGAGCAGCAGATCCAGAACTTCCAGGTGGCARACTGGCTC

1381 -

CACTTCGTGARACARACAACCAGTTCAGGCAGGCTGTGATCGATGGTGTGTTGRAACCAGGTG

1441 -

———————— e et T X

GTGAAGCACTTGTTGTTGGTCAAGTCCGTCCGACACTAGCTACCACACAACTTGGTCCAC
H F V N N N Q F R Q A VvV I D G V L N Q V

CTCAACGATAACATCCGTAACGGTCACGTGATCRAACCAGCTCATGGARGCTCTCATGCAA

1501 -

———————— e Rt it

GAGTTGCTATTGTAGGCATTGCCAGTGCACTAGTTGGTCGAGTACCTTCGAGAGTACGTT
L N D N I R N G H V I N O L M E A L M 0O

CTCTCCAGGCAGCAGTTCCCAACTATGCCTATCGATTACAAGCGTTCCATCCAGAGGGGA

1561 -

-------- R i S e e e ettt

GAGAGGTCCGTCGTCAAGGGTTGATACGGATAGCTAATGTTCGCAAGGTAGGTCTCCCCT
L 8§ R Q0 o F P T M P I D Y K R S I QO R G

1681

1741

1801

1861

TAGGAGGAGGAAAGGTTGTCCGAACCTGTCGAGCACCTAGAGTGATCCGAGGAGCGAATG
I L L L s N R L G Q@ L VvV D L TR L L A Y

AACTACGAGACTCTCATGGCTTGCATCACTATGAACATGCAGCACGTTCAGACTCTCACT
————————— et e T Y
TTGATGCTCTGAGAGTACCGAACGTAGTGATACTTGTACGTCGTGCAAGTCTGAGAGTGA
N_Y¥Y E T L M A C I T M N M Q H V_Q T L T _
ACTGAGAAGCTCCAGCTCACTTCCGTIGACTTICCCTCTGCATGCTCATCGGARACGCTACT
--------- e T e e
TGACTCTTCGAGGTCGAGTGAAGGCACTGAAGGGAGACGTACGAGTAGCCTTTGCGATGA
T E K L ¢ L T 8 vV T 8 L C M L I G N A T

GTGATCCCATCCCCACAGACACTCTTCCACTACTACAACGTGAACGTGAACTTCCACTCC
————————— R et ¥
CACTAGGGTAGGGGTGTCTGTGAGAAGGTGATGATGTTGCACTTGCAC TTGAAGGTGAGG
V. I P S P Q T L F H Y Y N V N V N F H §

AACTACAACGAGAGGATCAACGATGCTGTGGCTATCATCACTGCTGCTAACAGGCTTAAC
————————— B e e Tt e
TTGATGTTGCTCTCCTAGTTGCTACGACACCGATAGTAGTGACGACGATTGTCCGRATTG
N ¥ N E R I N D A V A I I T A A N R L N
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Figura 16A -5

1921
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2041

2101

2161

2221

2281

2341

2401

CTCTACCAARAGRAGATGAAGGCTATCGTTGAGGATTTCCTCARGAGGCTCTACATCTTC
————————— e st e Y
GAGATGGTTTTCTTCTACTTCCGATAGCAACTCCTARAGGAGTTCTCCGAGATGTAGAAG
L Y ¢ K KM K A I VvV E D F L KR L ¥ I F

GATGTGTCCAGGGTGCCAGATGATCAGATGTACCGTCTTAGGGATAGGCTTAGGCTCCTC
--------- o e e e e e e e
CTACACAGGTCCCACGGTCTACTAGTCTACATGGCAGAATCCCTATCCGAATCCGAGGAG
D VvV S R V P D D QM Y R L R DURL R L L

CCAGTGGAGATCAGAAGGCTCGATATCTTCAACCTCATCCTTATGRACATGGATCAGATC
————————— i S e S
GGTCACCTCTAGTCTTCCGAGCTATAGARAGTTGGAGTAGGAATACTTGTACCTAGTCTAG
P VvV E I R R L D I F N L I L M N M D Q I

GAGAGGGCTTCCGATAAGATCGCTCAGGGTGTTATTATCGCTTACCGTGATATGCACCTT
————————— et e et e Y
CTCTCCCGAAGGCTATTCTAGCGAGTCCCACARTAATAGCGAATGGCACTATACGTGGAA
E R A 8 D K I A Q G V I I A Y R D M H L

GAGAGGGATGAGATGTACGGATACGTGAACATTGCTAGGAACCTTGAGGGATTCCAGCAG
————————— e R e e Y
CTCTCCCTACTCTACATGCCTATGCACTTGTAACGATCCTTGGAACTCCCTAAGGTCGTC
E R D EM Y G ¥ V N I A RNILEGF Q 0

ATCAACCTTGAAGAGCTTATGCGTTCCGGTGATTACGCTCAGATCACTARCATGCTCCTC
————————— e e s e Y
TAGTTGGAACTTCTCGAATACGCAAGGCCACTAATGCGAGTCTAGTGATTGTACGAGGAG
I N L E E L M R S G D Y A ¢ I T N ML L

AACAACCAGCCAGTGGCTCTTGTTGGTGCTCTCCCATTCATCACTGATTCCTCCGTGATC
————————— i e s e ¥
TTGTTGGTCGGTCACCGAGAACAACCACGAGAGGGTAAGTAGTGACTAAGGAGGCACTAG
N N @ P V A L V G A L P F I T D 8 8 V I

TCCCTCATTGC TAAGTTGGATGCTACTGTGTTCGCTCAGATCGTGAAGCTCAGGARAGTG
--------- e e e it T}
AGGGAGTAACGATTCAACCTACGATGACACAAGCGAGTCTAGCACTTCGAGTCCTTTCAC
S L I A K L D A T V F A @ I V K L R K V

GATACTCTCAAGCCAATCCTCTACAAGATCAACTCCGATTCCAACGATTTCTACCTCGTG
--------- B T T it St
CTATGAGAGTTCGGTTAGGAGATGTTCTAGTTGAGGCTAAGGTTGCTARAGATGGAGCAC
D T L K P I L ¥ K I N 8 D 8 N D F ¥ L WV
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Figura 16A -6

246l

2521

2581

2641

GCTAACTACGATTGGGTGCCAACTTCCACTACAARAGGTGTACAAGCAGGTGCCACAGCAG
————————— et e B et
CGATTGATGCTAACCCACGGTTGAAGGTGATGTTTCCACATGTTCGTCCACGGTGTCGTC
A N Y D W V P T 8 T T K V. Y K Q V. P Q Q

TTCGATTTCCGTAACTCCATGCACATGCTCACTTCCAACCTCACTTTCACTGTGTACTCC
--------- B e e e 1
AAGCTAAAGGCATTGAGGTACGTGTACGAGTGAAGGTIGGAGTGAARAGTGACACATGAGG
F D F R N s M H M L T S N L T F T V ¥ 8§

GATCTCCTCGCTTTCGTGTCCGCTGATACTGTGGAGCCTATCARCGCTGTGGCTTTCGAT
————————— e B i e
CTAGAGGAGCGAAAGCACAGGCGACTATGACACCTCGGATAGTTGCGACACCGAAAGCTA
D L L A F V. s A DT V E P I N A V A F D

AARCATGAGGATTATGAACGAGCTTTGATGACTCGAGGGATCCTCTAGAGAA

————————— T B s
TTGTACTCCTAATACTTIGCTCGAAACTACTGAGCTCCCTAGGAGATCTCTT
N M R I M N E L * * SEQ ID NO: 1

TTCGAGCTC SEQ ID NO: 13

AAGCTCGAG SEQ ID NO: 14

134



ES 2 658 987 T3

Figura 16B-1

VP4 de Rotavirus

Nombre
del gen:

G9P6_VP4

Longitud del gen: 2388 pb

Optimi

61

121

181

241

301

361

do para la expresion en: Nicotiana tabacum

GGTACCGAATTCGGACGCGTTCGTTCCATGGCTTCCCTCATCTACCGTCAGTTGCTCACT
————————— s Bt
CCATGGCTTAAGCCTGCGCAAGCAAGGTACCGAAGGGAGTAGATGGCAGTCAACGAGTGA
SEQIDNO2G R V R S M A S L I Y R Q L L T

TTGAGGATGTGACACCTCGARAGGC TACTCTAGTTGTGATAGCCAAGGCTCTTCAGGGTC
N 8 Y T v E L 8 D E I N T I G 8 E K 8§ Q

AACGTGACTATCAACCCAGGACCATTCGCTCAGACTAACTACGCTCCAGTGACTTGGTCA
————————— e B T e Tt 1
TTGCACTGATAGTTGGGICCIGGTAAGCGAGTCTGATTGATGCGAGGTCACTGAACCAGT
N Vv T I N P G P F A O T N Y A P V T W 58

GTGCCACTTCACTTGCTAAGGTGATGATAGCTCGGTCACGAGCTACCTGGTATGGTCGGT
H 6 E VvV ~N D 8 T T I E P V L D G P Y Q P

TGATTGAAGTTCGGTGGTTTGCTAATGACCTAAGAGGAGTTGGGTTGATTGGTCGTCCAC
T N F K P P N D Y W I L L N P T N Q Q V

CACGRACTCCCTTGATTGTTCTGACTATAGACCCACCGTGAGGAAGAACACCTCGGTTTG
vV L E G T N K T D I W V A L L L V E P N

GTGACTAACCAGTCCAGGCAGTACACTCICT TCGGAGAGACTAAGCAGATCACTGTGGAG
————————— i B et B T
CACTGATTGGTCAGGTCCGTCATGTGAGAGAAGCCTCTCTGATTCGTCTAGTGACACCTC
V.T N 9 S R Q Y T L F GETKQTITV E
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Figura 16B -2

481

541

601

661

721

781

841

901

ARCAACACTAACAAGTGGRAGTTCTTCGAGATGTTCAGGTCCARCGTGAACGCTGAGTTC
————————— e B e e
TTGTTGTGATTGTTCACCTTCAAGAAGCTCTACAAGTCCAGGTTGCACTTGCGACTCAAG
N N T N K W K F F E M F R S N V N A E F
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Figura 16B-3

ACAGCTCACACTACTTGCTCCGTGAACGGTGTTAACARCTTCTCCTACAACGGTGGTTCC

————————— s e e s S L I A e s g
TGTCGAGTGTGATGAACGAGGCACTTGCCACAATTGTTGAAGAGGATGTTGCCACCAAGG
T A H T T C_S_V_N_G_V_N N F S _Y N_G_G_S

1021

1081

1141

1201

1261

1321

1381

1441

CTCCCRACTGATTTCTCCGTGTCCCGTTACGAGGTGATCARRGAGARCTCCTACGTTTAC
————————— e Rt S
GAGGGTTGACTARAGAGGCACAGGGCAATGCTCCACTAGTTTICTCTIGAGGATGCARATG
L P T D F S V. S R Y E V I K E N S Y V ¥

GITGGATTACTGGGATGATTCCCAGGCTTTCAGGAACATGGTGTATGTTAGATCCCTCGCT
————————— +--———-——-——t-—-———————t =} ——————— =t - ————————%
CACCTRAATGACCCTACTAAGGGTCCGAAAGTCCTTGTACCACATACAATCTAGGGAGCGA
VvV D Y W D D S8 @ A F R NM V ¥ V R S L A

GCTARCCTCRACTCCGTGAAGTGCTCCGGTGGAAACTACAACTTCCAGATCCCAGTGGGA
————————— e T
CGATTGGAGTTGAGGCACTTCACGAGGCCACCTTTGATGTTGAAGGTCTAGGGTCACCCT
A N L N 8 V K C 8 G G N Y N F O I P V G

GCTTGGCCAGTGATGTCTGGTGGAGCTGTGTCTCTCCACTTCGCTGGTGTTACACTCTCC
————————— e T B e
CGAACCGGTCACTACAGACCACCTCGACACAGAGAGGTGAAGCGACCACAATGTGAGAGG
A W P V M S G G A V. S L H F A G V_T L _ S

ACTCAGTTCACTGATTTCGTGTCCCTCAACTCCCTCAGGTTCAGGTTCTCCCTCACTGTG
--------- et e et S LR T e
TGAGTCAAGTGACTARAGCACAGGGAGTTGAGGGAGTCCAAGTCCAAGAGGGAGTGACAC
T @ F T b F V 8 L N S L R F R F S L T V

GAAGAGCCACCATTCTCCATCCTCAGGACTAGGGTGTCCGGACTTTACGGACTCCCAGCT
————————— s T e it TaT T T T
CTTCTCGGTGGTAAGAGGTAGGAGTCCTGATCCCACAGGCCTGARATGCCTGAGGGTCGA
E E P P F 8 I L R T R V S8 G L ¥ G L P A
TTCAACCCAAACAACGGACACGAGTACTACGAGATCGCTGGACGTTTCTCCCTTATCTCC
————————— s T e it TaT T TP
ARGTTGGGTTTGTTGCCTGTGCTCATGATGCTCTAGCGACCTGCARAGAGGGAATAGAGG
F N P N N G H E Y ¥ E I A G R F 8 L I s

CTCGTGCCATCCARCGATGATTACCAGACTCCAATTATGAACTCCGTGACTGTGAGGCAG
————————— B it et e e
GAGCACGGTAGGTTGCTACTAATGGTCTGAGGTTAATACTTGAGGCACTGACACTCCGTC
L vV P S N D D Y Q T P I M N S8 V T V R Q
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Figura 16B-4

1621

1681

1741

1801

1861

1921

1981

1561

GATCTTGAGAGGCAGCTCGGAGATCTCAGGGAAGAGTTCAACTCCCTCTCCCAAGAGATC

CTAGAACTCTCCGTICGAGCCTCTAGAGTCCCTTCTCAAGTTGAGGGAGAGGGTTCTCTAG
D L E R Q L G D L R EEF N S L S Q E I

GCTATGACTCAGCTCATCGATCTCGCTCTCCTCCCACTCGATATGTTCTCCATGTTCTCT
————————— e e
CGATACTGAGTCGAGTAGCTAGAGCGAGAGGAGGGTGAGC TATACAAGAGGTACAAGAGA
A M T Q L I D L A L L P L D M F S M F s

GGTATCAAGTCCACTATCGATGTGGCTAAGTCTATGGTGACTAAGGTGATGAAGAAGTTC
--------- R e e T R
CCATAGTTCAGGTGATAGCTACACCGATTCAGATACCACTGATTCCACTACTTCTTCAAG
G _I K s T I D V. A K S M V. T K V.M K K F
BAGAAGTCCGGACTCGCTACTTCCATCTCCGAGCTTACTGGATCTCTCTCCAACGCTGCT
--------- B it e e et T
TTCTTCAGGCCTGAGCGATGAAGGTAGAGGCTCGAATGACCTAGAGAGAGGTTGCGACGA
K_ K 8 6 L A T s I S8 E L T G 8 L S N A A
TCTTCTGTGTCTAGGTCCTCCTCCATCAGGTCCAACATCTCCTCCATCTCAGTGTGGACT
————————— et ettt e T e
AGARGACACAGATCCAGGAGGAGGTAGTCCAGGTTGTAGAGGAGGTAGAGTCACACCTGA
S 8 VvV 8 R 8 8 8§ I R S N I s 8 I 5 V W T

GATGTGTCCGAGCAGATCGCTGGATCTTCCGATTCCGTGCGTAACATCTCCACTCAGACT
————————— ittt et T e ittt

CTACACAGGCTCGTCTAGCGACCTAGAAGGCTAAGGCACGCATTGTAGAGGTGAGTCTGA
D V. S E Q I A G 8 8 D 8 V. R N I s T Q T
TCCGCTATCTCCAAGAGGCTTAGGCTCAGAGAGATCACTACTCAGACTGAGGGAATGAAC
————————— B e Tt s e S
AGGCGATAGAGGTTCTCCGAATCCGAGTCTCTICTAGTGATGAGTCTGACTCCCTTACTTG
S A I 8 K R L R L R E I T T Q@ T E G M N

TTCGATGATATCTCCGCTGCTGTGCTCARGACTAAGATCGATAGGTCCACTCACATCTCC
————————— e s ST
BAGCTACTATAGAGGCGACGACACGAGTICTGATTCTAGCTATCCAGGTGAGTGTAGAGG

CCAGATACTCTCCCAGATATCATCACTGAGTCCTCCGAGRAGTTCATCCCARAGCGTGCT
————————— e e
GGTCTATGAGAGGGTCTATAGTAGTGACTCAGGAGGCTCTTCARGTAGGGTTTCGCACGA
P D T L P D I I T E S 8 E K F I P K R A
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Figura 16B-5

2041

2101

216l

2221

2281

2341

TACCGTGTTCTCARGGATGATGAGGTGATGGAAGCTGATGTGGATGGAAAGTTCTTCGCT

ATGGCACAAGAGTTCCTACTACTCCACTACCTTCGACTACACCTACCTTTCAAGAAGCGA
Y R V L KD DEVMEA AUDV D G K F F A

ATGTTTCACCCTTGAAAGCTTCTCCACGGTAAGCTACACCTATTCAAGCACCTAGAGCAC
Y K VvV G T F E E V P F D V. D K F V. D L V

AACTACGGARATCACTAGGTCCCAGGCTCTCGATCTCATCCGTTCCGATCCAAGGGTGCTC
————————— e e T e &
TTGATGCCTTAGTGATCCAGGGTCCGAGAGCTAGAGTAGGCAAGGCTAGGTTCCCACGAG
N ¥ 6 I T R S Q@ A L D L I R 8 D P R V L

AGGGATTTCATCAACCAGAACAACCCAATCATCAAGAACAGGATCGAGCAGCTCATTICTIC
————————— e B e ATy
TCCCTARAGTAGTTGGTCTTGTTGGGTTAGTAGTTCTTGTCCTAGC TCGTCGAGTAAGAG
R D F I N Q N N P I I K NR I E Q L I L

CAGTGCCGTCTTTGATGACTCGAGGGATCCTCTAGAGAATTCGAGCTC SEQ ID NO: 15

GTCACGGCAGARARCTACTGAGCTCCCTAGGAGATCTCTTARGCTCGAG SEQ ID NO: 16
Q@ C R L * * SEQ ID NO: 2
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Figura 16C-1
VP6 de Rotavirus

Nombre del gen: G9P S_VPS

Longitud del gen: 1254 pb
Optimizado para la expresidn en: Nicotiana tabacum

6l

121

181

301

421

GGTACCGAATTCGGACGCGTTCGTTCCATGGATGTGCTCTACTCCCTCTCCARGACTCTC

————————— et e et 2

CCATGGCTTAAGCCTGCGCAAGCAAGGTACCTACACGAGATGAGGGAGAGGTTCTGAGAG
G R V R 8 M D V L ¥ 58 L S K T L

ARGGATGCTAGGGATAAGATCGTGGAGGGAACTCTCTACTCCAACGTTTCCGATCTCATC
————————— B T e e s it RS
TTCCTACGATCCCTATTCTAGCACCTCCCTTGAGAGATGAGGTTGCARAGGCTAGAGTAG
K D AR D K I V E G T L ¥ S N V 85 D L I

GGARACCTCCCAATCAGGAACTGGAACTTCGATTTCGGACTCCTCGGAACTACTCTCCTC
————————— B T et T e
CCTTTGGAGGGTTAGTCCTTGACCTTGAAGCTARAGCCTGAGGAGCCTTGATGAGAGGAG
G N L P I R N WNVF D F G L L G T T L L

AACCTCGATGCTAACTACGTIGGAGACTGCTAGGAACACTATCGATTACT TCGTTGATTTC
————————— e et S
TTGGAGCTACGATTGATGCACCTCTGACGATCCTTGTGATAGC TAATGAAGCAACTARAG
N L D A N Y V E T A R N T I D Y F V. D F

GIGGATAATGTGTGCATGGATGAGATGGTTCGTGAGTCCCAGAGGAACGGAATTGCTCCA
————————— B T e Tt
CACCTATTACACACGTACCTACTCTACCAAGCACTCAGGGTCTCCTTGCCTTARCGAGET
v D N VCMUDEMVVUERE S Q R N G I A P

TCCTCCGAGTACATCGAGAACTGGAACCTCCAGAACAGAAGGCAGAGGACTGGATTCACT
————————— e et E T
AGGAGGCTCATGTAGCTCTTGACCTTGGAGGTCTTGICTTCCGTCTCCTGACCTAAGTGA
S 8§ E Y I E N W N L O NRUROQOTRT G F T
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Figura 16C -2

481

601

661

721

781

841

901

961

TTCCACAAGCCAAACATCTTCCCATACTCCGCTTCCTTCACTCTCRACAGGTCCCAGCCA

AAGGTGTTCGGTTTGTAGAAGGGTATGAGGCGAAGGAAGTGAGAGTTGTCCAGGGTCGGET
F H K P N I F P Y 8 A 8 F T L N R S Q P

CGAGTGCTATTGGAGTACCCTTGATACACCGAGTTGCGACCAAGACTCTAGGTCCACCGT
A H D N L M G T M W L N A G S E I ©Q V A

CCTAAGCTAATGAGGACGCGATAGTTGCGAGGTCGATTGTGAGTCGTCAAGCTCGTGTAG
G F D Y 8 C A I N A P A N T Q QO F E H I

ARGAGGAAGGGTTCCCACTAGTTGAGGCGACTACCACGATGATGAACCATGAAGTTGGGET
F 8 F P R V I N s A D G A T T W Y F N P

TGAATGGTCCGAGCAARAGCCTTGATAGCACCGATCCTTGRAGCTATGTTAGTCCGAGAGG
T ¥ 9 A R F G T I V A R N F D T I R L s

GTCGGTAAGCTCGTGGTIGCGATGACACCCTGAGTGAGAGTTCTAGCTCAGGCGACACACG
Q P F E H H A T V 6 L T L K I E S A V C

141



ES 2 658 987 T3

Figura 16C -3

1021

1081

1141

GAGTCTGTGCTCGCTGATGCTTCCGAGACTATGCTCGCTAACGTGACTTCTGTGAGGCAR

CTCAGACACGAGCGACTACGAAGGCTCTGATACGAGCGATTGCACTGRAGACACTCCGTT
E 8§ VL. A DA S ETMTILANUVV T S V R Q

TGATTGATGAGGGGTAGGTCTCTCCTATTGGAGGTCTCCCACAAGTGACACCGAAGGTAG
T N ¥ s P &S R E D N L Q R V F T V A s I

TTCGAGCTC SEQ 1D NO: 17
e ———
AAGCTCGAG SEQ ID NO: 18
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Figura 16D-1
VP7 de Rotavirus

Nombre del gen: GOP6_VP7

Longitud del gen: 1041 pb

Optimizado para la expresion:

61

121

181

241

301

361

Nicotiana tabacum

GGTACCGAATTCGGACGCGTTCGTTGCATGTACGGARTCGAGTACACTACTATCCTCACT
————————— e B Y
CCATGGCTTAAGCCTGCGCAAGCAACGTACATGCCTTAGCTCATGTGATGATAGGAGTGA

TTCCTCATCTCCATCGTGCTCCTCAACTACATCCTCAAGTCCCTCACTTCCGCTATGGAT
~~~~~~~~~ T e it ST TR
ARGGAGTAGAGGTAGCACGAGGAGTTGATGTAGGAGT TCAGGGAGTGAAGGCGATACCTA
F L I 8§ I v L L N ¥ I L K 858 L T §8 A M D

TTCATCATCTACCGTTTCCTCCTCCTCATCGTGATCGCTTCCCCATTCGTTAAGACTCAG
--------- B e et s
AAGTAGTAGATGGCARAGGAGGAGGAGTAGCACTAGCGAAGGGGTAAGCAATTCTGAGTC
F_I I ¥ R F L L L I V. I A S P F V_K T QO
BACTACGGTATCAACCTCCCAATCACTGGATCTATGGATACTGCTTACGCTAACTCCTCC
————————— R e S T
TTGATGCCATAGT TGGAGGGTTAGTGACCTAGATACCTATGACGAATGCGATTGAGGAGG
N ¥ G I N L P I T G S M D T A ¥ A N S5 5§

CAGCAAGAGACTTTCCTCACTTCCACACTCTGCCTCTACTACCCAACTGAGGCATCCACA
————————— et D e e s
GICGITCTCTGARAGGAGTGARGGTGTGAGACGGAGATGATGGGTTGACTCCGTAGGTGT
Q ¢ E T F L T 8§ T L € L Y Y P T E A 5 T

CAGATCGGAGATACAGAGTGGAAGGATACTCTCTCCCAGCTCTTCCTCACTAAGGGATGG
————————— R e e
GTCTAGCCTCTATGTCTCACCTTCCTATGAGAGAGGGTCGAGAAGGAGTGATTCCCTACC
Q I G D T E W K D T L S8 Q L F L T K G W__
CCAACTGGTTCCGTGTACTTCAAAGAGTACACTGATATCGCTTCCTTCTCCATCGATCCA
--------- B it S T S
GGTTGACCAAGGCACATGRAAGTTTCTCATGTGACTATAGCGRAAGGAAGAGGTAGCTAGGT

P T G 8 V. Y F K E Y T D I A S F S8 I D P
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Figura 16D -2

481

661

721

781

841

901

CAGCTCTACTGCGATTACAACGTGGTGCTTATGAAGTACGATTCCACTCTTGAGCTTGAT

GTCGAGATGACGCTAATGTTGCACCACGAATACTTCATGCTAAGGTGAGAACTCGAACTA
Q L Y C D Y N V V L M K Y D S T L E L D
ATGTCCGAGCTTGCTGATCTCATCCTCAACGAGTGGCTCTGCARCCCAATGGATATCACT
————————— e e g e i e el e e i e il
TACAGGCTCGAACGACTAGAGTAGGAGTTGCTCACCGAGACGTTGGGTTACCTATAGTGA
M 5 E L A D L I L N E W L CN P MDD I T

GAGATGATGATGGTCGTCTGACTACTCCGATTGTTCACCTAGAGATACCCTGTCAGGACG
L Y Y ¥ 9 9 T D E A N K W I s M G Q 8 C

TGATAGTTTCACACGGGTGAGTTGTGAGTCTGAGAGCCTTAGCCTACGTAGTGATGATTG
T I_ K vV €C P L N T Q T L 6 I 6 C I T T N
ACTGCTACTTTCGAGGRAGTGGCTACTTCCGAGARGCTCGTGATCACTGATGTGGTGGAT
————————— e T A B tatutnt ek b Sl
TGACGATGARAGCTCCTTCACCGATGAAGGCTCTTCGAGCACTAGTGACTACACCACCTA
T A T F E E V A T S E_ K L V I T D V_V D
GGTGTTAACCACARGCTCGATGTGACTACTAACACATGCACAATCAGGAACTGCAAGARG
————————— -ttt ===t
CCACAATTGGTGTTCGAGCTACACTGATGATTGTGTACGTGTTAGTCCTTGACGTTCTTC
G V. N H K L D V. T T N T C T I R N C K K
CTCGGACCAAGGGRARACGTGGCTATCATCCAAGTGGGAGGTTCCGATGTGCTCGATATC
————————— -ttt =t ===+
GAGCCTGGTTCCCTTTTGCACCGATAGTAGGTTCACCCTCCAAGGCTACACGAGCTATAG
L G P R E N V A I I Q V G G S D V L D I

TGACGACTAGGTTGATGACGAGGTGTCTGACTCTCCTACTACTCCCACTTGACCTTCTTC
T A D P T T A P Q T E R M M R V N W K K
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Figura 16D -3
RAGAGGTCCCGTTCTCTCAACTCCGCTGCTTTCTACTACCGTGTGTGATGACTCGAGGGA

961 ——==-=—-- Fmm—————— o ————— e —————— Fmm— F——— +
TTCTCCAGGGCAAGAGAGT TGAGGCGACGAAAGATGATGGCACACACTACTGAGCTCCCT
K R S R S L N S A A F Y Y R V_* * SEQ ID NO: 4

TCCTCTAGAGAATTCGAGCTC SEQ ID NO: 19

AGGAGATCTCTTAAGCTCGAG SEQ ID NO: 20
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Figura 17

A-2X355/CPMV-HT/ RVA(WA) VP2(opt)/ NOS ( Construccion numero- 1710}

Figura 17A, SEQ ID NO: 21
IF-WA_VP2(opt).s1+3c
AAATTTGTCGGGCCCATGGCATACCGGAAGAGAGGAGCAAAGCGCGAA

Figura 17B, SEQ ID NO: 22
IF-WA_VP2(opt).s1-4r
ACTAAAGAAAATAGGCCTTTAAAGCTCGTTCATTATTCGCATATTGTCGA

Figura 17C
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Figura 18, SEQ ID NO: 23

Construcciéon 1191 de los bordes izquierdo a derecho de ADNt (subrayados). 2X35S/CPMV-
HT/NOS con casete de expresion del inhibidor de silenciamiento de plastocianina-P19-plastocianina

TGGCAGGATATATTGTGGTGTAAACAAATTGACGCTTAGACAACTTAATAACACATTGCGGACGTTT
TTAATGTACTGAATTAACGCCGAATCCCGGGCTGGTATATTTATATGTTGTCAAATAACTCAAAAACC
ATAAAAGTTTAAGTTAGCAAGTGTGTACATTTTTACTTGAACAAAAATATTCACCTACTACTGTTATA
AATCATTATTAAACATTAGAGTAAAGAAATATGGATGATAAGAACAAGAGTAGTGATATTITGACAA
CAATTTTGTTGCAACATTTGAGAAAATTTTGTTGTTCTCTCTTTTCATTGGTCAAAAACAATAGAGAG
AGAAAAAGGAAGAGGGAGAATAAAAACATAATGTGAGTATGAGAGAGAAAGTTGTACAAAAGTTG
TACCAAAATAGTTGTACAAATATCATTGAGGAATTTGACAAAAGCTACACAAATAAGGGTTAATTGC
TGTAAATAAATAAGGATGACGCATTAGAGAGATGTACCATTAGAGAATTTTTGGCAAGTCATTAAAA
AGAAAGAATAAATTATTTTTAAAATTAAAAGTTGAGTCATTTGATTAAACATGTGATTATTTAATGAA
TTGATGAAAGAGTTGGATTAAAGTTGTATTAGTAATTAGAATTTGGTGTCAAATTTAATTTGACATTT
GATCTTTTCCTATATATTGCCCCATAGAGTCAGTTAACTCATTTTTATATTTCATAGATCAAATAAGA
GAAATAACGGTATATTAATCCCTCCAAAAAAAAAAAACGGTATATTTACTAAAAAATCTAAGCCACG
TAGGAGGATAACAGGATCCCCGTAGGAGGATAACATCCAATCCAACCAATCACAACAATCCTGATG
AGATAACCCACTTTAAGCCCACGCATCTGTGGCACATCTACATTATCTAAATCACACATTCTTCCACA
CATCTGAGCCACACAAAAACCAATCCACATCTTTATCACCCATTCTATAAAAAATCACACTTTGTGAG
TCTACACTTTGATTCCCTTCAAACACATACAAAGAGAAGAGACTAATTAATTAATTAATCATCTTGAG
AGAAAATGGAACGAGCTATACAAGGAAACGACGCTAGGGAACAAGCTAACAGTGAACGTTGGGATG
GAGGATCAGGAGGTACCACTTCTCCCTTCAAACTTCCTGACGAAAGTCCGAGTTGGACTGAGTGGCG
GCTACATAACGATGAGACGAATTCGAATCAAGATAATCCCCTTGGTTTCAAGGAAAGCTGGGGTTTC
GGGAAAGTTGTATTTAAGAGATATCTCAGATACGACAGGACGGAAGCTTCACTGCACAGAGTCCTTG
GATCTTGGACGGGAGATTCGGTTAACTATGCAGCATCTCGATTTTTCGGTTTCGACCAGATCGGATGT
ACCTATAGTATTCGGTTTCGAGGAGTTAGTATCACCGTTTCTGGAGGGTCGCGAACTCTTCAGCATCT
CTGTGAGATGGCAATTCGGTCTAAGCAAGAACTGCTACAGCTTGCCCCAATCGAAGTGGAAAGTAAT
GTATCAAGAGGATGCCCTGAAGGTACTCAAACCTTCGAAAAAGAAAGCGAGTAAGTTAAAATGCTT
CTTCGTCTCCTATTTATAATATGGTTTGTTATTGTTAATTTITGTTCTTGTAGAAGAGCTTAATTAATCG
TTGTTGTTATGAAATACTATTTGTATGAGATGAACTGGTGTAATGTAATTCATITACATAAGTGGAGT
CAGAATCAGAATGTTTCCTCCATAACTAACTAGACATGAAGACCTGCCGCGTACAATTGTCTTATATT
TGAACAACTAAAATTGAACATCTTTTGCCACAACTTTATAAGTGGTTAATATAGCTCAAATATATGGT
CAAGTTCAATAGATTAATAATGGAAATATCAGTTATCGAAATTCATTAACAATCAACTTAACGTTATT
AACTACTAATTTTATATCATCCCCTTTGATAAATGATAGTACACCAATTAGGAAGGAGCATGCTCGCC
TAGGAGATTGTCGTTTCCCGCCTTCAGTTTGCAAGCTGCTCTAGCCGTGTAGCCAATACGCAAACCGC
CTCTCCCCGCGCGTTGGGAATTACTAGCGCGTGTCGACAAGCTTGCATGCCGGTCAACATGGTGGAG
CACGACACACTTGTCTACTCCAAAAATATCAAAGATACAGTCTCAGAAGACCAAAGGGCAATTGAG
ACTTTTCAACAAAGGGTAATATCCGGAAACCTCCTCGGATTCCATTGCCCAGCTATCTGTCACTTTAT
TGTGAAGATAGTGGAAAAGGAAGGTGGCTCCTACAAATGCCATCATTGCGATAAAGGAAAGGCCAT
CGTTGAAGATGCCTCTGCCGACAGTGGTCCCAAAGATGGACCCCCACCCACGAGGAGCATCGTGGAA
AAAGAAGACGTTCCAACCACGTCTTCAAAGCAAGTGGATTGATGTGATAACATGGTGGAGCACGAC
ACACTTGTCTACTCCAAAAATATCAAAGATACAGTCTCAGAAGACCAAAGGGCAATTGAGACTTTTC
AACAAAGGGTAATATCCGGAAACCTCCTCGGATTCCATTGCCCAGCTATCTGTCACTTTATTGTGAAG
ATAGTGGAAAAGGAAGGTGGCTCCTACAAATGCCATCATTGCGATAAAGGAAAGGCCATCGTTGAA
GATGCCTCTGCCGACAGTGGTCCCAAAGATGGACCCCCACCCACGAGGAGCATCGTGGAAAAAGAA
GACGTTCCAACCACGTCTTCAAAGCAAGTGGATTGATGTGATATCTCCACTGACGTAAGGGATGACG
CACAATCCCACTATCCTTCGCAAGACCCTTCCTCTATATAAGGAAGTTCATI TCATITGGAGAGGTAT
TAAAATCTTAATAGGTTTTGATAAAAGCGAACGTGGGGAAACCCGAACCAAACCTTCTTCTAAACTC
TCTCTCATCTCTCTTAAAGCAAACTTCTCTCTTGTCTTTCTTGCGTGAGCGATCTTCAACGTTGTCAGA
TCGTGCTTCGGCACCAGTACAACGTTTTCTTTCACTGAAGCGAAATCAAAGATCTCTTTGTGGACACG
TAGTGCGGCGCCATTAAATAACGTGTACTTGTCCTATTCTTGTCGGTGTGGTCTTGGGAAAAGAAAGC
TTGCTGGAGGCTGCTGTTCAGCCCCATACATTACTTGTTACGATTCTGCTGACTTTCGGCGGGTGCAA
TATCTCTACTTCTGCTTGACGAGGTATTGTTGCCTGTACTTCTTTCTTCTTCTTCTTGCTGATTGGTTCT
ATAAGAAATCTAGTATTTTCTTTGAAACAGAGTTTTCCCGTGGTTTTCGAACTTGGAGAAAGATTGTT
AAGCTTCTGTATATTCTGCCCAAATTTGTCGGGCCCGCGGATGGCGAAAAACGTTGCGATTTTICGGCT
TATTGTTTTCTCTTCTTGTGTTGGTTCCTTCTCAGATCTTCGCCTGCAGGCTCCTCAGCCAAAACGACA
CCCCCATCTGTCTATCCACTGGCCCCTGGATCTGCTGCCCAAACTAACTCCATGGTGACCCTGGGATG
CCTGGTCAAGGGCTATTTCCCTGAGCCAGTGACAGTGACCTGGAACTCTGGATCCCTGTCCAGCGGT
GTGCACACCTTCCCAGCTGTCCTGCAGTCTGACCTCTACACTCTGAGCAGCTCAGTGACTGTCCCCTC
CAGCACCTGGCCCAGCGAGACCGTCACCTGCAACGTTGCCCACCCGGCCAGCAGCACCAAGGTGGA
CAAGAAAATTGTGCCCAGGGATTGTGGTTGTAAGCCTTGCATATGTACAGTCCCAGAAGTATCATCT
GTCTTCATCTTCCCCCCAAAGCCCAAGGATGTGCTCACCATTACTCTGACTCCTAAGGTCACGTGTGT
TGTGGTAGACATCAGCAAGGATGATCCCGAGGTCCAGTTCAGCTGGTTTGTAGATGATGTGGAGGTG
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CACACAGCTCAGACGCAACCCCGGGAGGAGCAGTTCAACAGCACTTTCCGCTCAGTCAGTGAACTTC
CCATCATGCACCAGGACTGGCTCAATGGCAAGGAGCGATCGCTCACCATCACCATCACCATCACCAT
CACCATTAAAGGCCTATTTTCTTTAGTTTGAATTTACTGTTATTCGGTGTGCATTTCTATGTTTGGTGA
GCGGTTTTCTGTGCTCAGAGTGTGTTTATTTTATGTAATTTAATTTCTTTGTGAGCTCCTGTTTAGCAG
GTCGTCCCTTCAGCAAGGACACAAAAAGATTTTAATTTTATTAAAAAAAAAAAAAAAAAAGACCGG
GAATTCGATATCAAGCTTATCGACCTGCAGATCGTTCAAACATTTGGCAATAAAGTTTCTTAAGATTG
AATCCTGTTGCCGGTCTTGCGATGATTATCATATAATTTCTGTTGAATTACGTTAAGCATGTAATAAT
TAACATGTAATGCATGACGTTATTTATGAGATGGGTTTTTATGATTAGAGTCCCGCAATTATACATTT
AATACGCGATAGAAAACAAAATATAGCGCGCAAACTAGGATAAATTATCGCGCGCGGTGTCATCTAT
GTTACTAGATCTCTAGAGTCTCAAGCTTGGCGCGCCCACGTGACTAGTGGCACTGGCCGTCGTTTTAC
AACGTCGTGACTGGGAAAACCCTGGCGTTACCCAACTTAATCGCCTTGCAGCACATCCCCCTTTCGCC
AGCTGGCGTAATAGCGAAGAGGCCCGCACCGATCGCCCTTCCCAACAGTTGCGCAGCCTGAATGGCG
AATGCTAGAGCAGCTTGAGCTTGGATCAGATTGTCGTTTCCCGCCTTCAGTTTAAACTATCAGTGTTT
GACAGGATATATTGGCGGGTAAACCTAAGAGAAAAGAGCGTTTA
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Figura 19 Secuencia de nucledtidos que codifica VP2(opt) de la cepa WA de Rotavirus A (SEQ
ID NO: 45).

ATGGCATACCGGAAGAGAGGAGCAAAGCGCGAAAACCTGCCGCAACAGAACGAGAGA
CTGCAAGAARAAAGAGATAGAGAAAGATGTCGACGTAACAATGGAAARACAAGAATAAC
AATAGGAAACAACAGCTGTCCGACAARAGTTCTGTCCCAGAAGGAGGARATTATCACT
GACGCCCAGGACGATATTAAAATTGCCGGAGAAATAAAGAAGAGCTCGAAAGAAGAA
TCTAARACAGCTGCTCGAAATTCTGAAAACAAAAGAAGACCATCAGAAAGAGATTCAA
TATGAAATTTTGCAARAAACAATACCTACATTTGAGTCCAAAGAAAGTATCCTCAAG
AAGCTTGAAGACATAAGACCGGAGCAGGCAAAARAAACAGATGAAACTCTTTCGCATT
TTCGAGCCAAAACAGCTCCCTATATATCGCGCCAATGGCGAGAAGGAGCTACGCAAC
CGGTGGTACTGGAAGTTGAARAAAGACACCCTGCCAGATGGAGATTATGACGTCCGG
GAGTATTTCCTCAATCTCTATGATCAGATCCTCATCGAAATGCCGGACTATCTGCTC
CTCAAGGACATGGCCGTGGAGAACAAARATAGCAGAGACGCCGGCAAAGTTGTCGAC
TCTGAGACTGCCAATATTTGTGATGCCATCTTCCAGGATGAGGAGACCGAGGGAGTC
GTCCGTAGATTCATCGCTGATATGCGGCAACAGGTCCAGGCTGATCGTAACATTGTC
AATTACCCTTCCATCCTTCACCCTATTGATCATGCATTCAATGAGTATTTTCTTAAC
CACCAGTTGGTGGAGCCGCTGAACAATGAGATAATCTTCAATTACATACCAGAGAGG
ATAAGGAATGACGTGAATTACATCCTGAACATGGATATGAATCTGCCATCTACAGCC
AGGTATATCAGGCCAAACTTGTTGCAGGATAGACTGAATCTTCACGATAATTTTGAG
TCCCTGTGGGATACCATCACAACATCCAACTACATTCTGGCCAGGTCCGTCGTTCCC
GATTTGAAGGAGAAGGAGCTGGTCTCCACCGAAGCACAGATCCAGAARATGAGCCAG
GACCTGCAGCTGGAGGCCCTCACTATTCAGAGCGAGACACAGTTTTTAGCCGGGATT
AACAGTCAGGCTGCCAATGATTGTTTCAAGACCCTCATAGCCGCCATGCTGTCTCAA
AGAACCATGTCTTTGGACTTTGTGACCACGAACTATATGAGCCTAATCTCCGGAATG
TGGCTACTTACAGTGATTCCCAACGATATGTTCCTCCGGGAGTCACTAGTGGCCTGT
GAGCTGGCGATCATCAACACCATCGTGTATCCAGCATTCGGAATGCAGAGAATGCAT
TACCGGAATGGCGACCCTCAGACACCCTTCCAGATCGCAGAACAGCAGATCCAGAAT
TTCCAGGTGGCGAACTGGCTCCATTTTATTAACAATAACAGATTCAGGCAAGTTGTG
ATTGATGGAGTTCTGAATCAGACTCTGAACGACAATATACGGAATGGACAGGTCATC
AACCAGCTGATGGAAGCATTGATGCAACTCAGCAGACAGCAGTTCCCCACGATGCCT
GTGGATTACAAACGGAGCATCCAACGGGGCATTCTGCTTCTCTCCAATAGGCTGGGG
CAGCTTGTCGACTTAACCCGACTGGTCTCCTATAACTACGAGACGCTAATGGCTTGT
GTGACCATGAACATGCAGCACGTGCAAACCCTGACAACTGAGAAGTTGCAGCTCACT
TCTGTGACTTCGCTTTGTATGTTAATTGGTAACACAACCGTGATTCCGTCCCCACAG
ACACTGTTCCACTACTACAACATCAACGTGAATTTCCACTCCAATTATAATGAGCGG
ATCAACGACGCCGTCGCCATAATTACCGCAGCAAATAGGCTGAATCTTTATCAGARA
AAAATGAAGTCCATAGTGGAAGACTTTCTGAAACGGCTCCAGATTTTCGACGTACCA
CGAGTGCCTGACGACCAAATGTACAGGCTGAGGGATCGCCTTCGGCTCTTACCCGTT
GAACGGAGACGGCTTGACATATTCAACTTGATCCTGATGAATATGGAGCAGATCGAA
CGCGCTTCTGATAAGATTGCTCAGGGGGTTATCATCGCATACCGAGATATGCAGCTG
GAACGCGACGAGATGTACGGATATGTTAATATTGCACGGAATCTTGATGGCTACCAG
CARATTAACTTGGAGGAACTCATGCGCACCGGTGATTACGGACAAATTACGAACATG
CTTCTCAACAATCAACCCGTTGCCCTTGTGGGTGCATTGCCCTTCGTTACGGACTCA
TCCGTGATCAGTCTAATCGCCAAGCTCGACGCAACCGTCTTCGCTCAGATAGTGAAG
CTCAGGAAAGTTGACACACTGAAGCCCATACTGTACAAAATAAACTCGGATTCCAAT
GACTTTTACCTTGTGGCCAACTACGACTGGATCCCCACAAGTACAACTAAGGTCTAC
ARACAGGTGCCACAACCATTCGACTTTAGAGCCAGCATGCACATGCTGACTTCTAAC
CTTACGTTTACCGTCTACTCTGACCTACTGTCATTTGTTTCAGCGGACACGGTAGAG
CCCATTAACGCAGTCGCATTCGACAATATGCGAATAATGAACGAGCTTTAA
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Figura 20, SEQ ID NO: 25

Secuencia de aminoacidos de VP2 de la cepa WA de Rotavirus A

MAYRKRGAKRENLPQONERLQEKEIEKDVDVTMENKNNNRKQQLSDKVLSQKEENTDAQDDIKIAGEIK
KSSKEESKQLLEILKTKEDHQKEIQYEILQKTIPTFESKESILKKLEDIRPEQAKKQMKLFRIFEPKQLPIYRA
NGEKELENRWYWKLKKDTLPDGDYDVREYFLNLY DQILIEMPDYLLLEKDMAVENKNSRDAGKVYDSE
TANICDAIFQDEETEGVVRRFIADMRQQVOQADRNIVNYPSILHPIDHAFNEY FLNHQLVEPLNNEIFNYIPE
RIRNDVNYILNMDMNLPSTARYIRPNLLOQDRLNLHDNFESLWDTITTSNY ILARSVVPDLKEKELVSTEAQ
IQKMSQDLQLEALTIQSETQFLAGINSQAANDCFKTLIAAMLSQRTMSLDFVTTNYMSLISGMWLLTVIPN
DMFLRESLVACELAIINTIVYPAFGMQRMHYRNGDPQTPFQIAEQQIQNFQVANWLHFINNNRFRQVVID
GVLNQTLNDNIRNGQVINQLMEALMOQLSRQQFPTMPVDYKRSIQRGILLLSNRLGQLVDLTRLVSYNYET
LMACVTMNMQHVQTLTTEKLQLTSVTSLCMLIGNTTVIPSPQTLFHY YNINVNFHSNYNERINDAVAITA
ANRLNLYQKKMKSIVEDFLKRLQIFDVPRVPDDOMYRLRDRLRLLPVERRRLDIFNLILMNMEQIERASD
KIAQGVIAYRDMQLERDEMY GYVNIARNLDGY QQINLEELMRTGDY GQITNMLLNNQPVALVGALPFV
TDSSVISLIAKLDATVFAQIVKLRKVDTLKPILYKINSDSNDFYLVANYDWIPTSTTEKVYKQVPQPFDFRAS
MHMLTSNLTFTVYSDLLSFVSADTVEPINAVAFDNMRIMNEL

Figura 21

Representacion esquematica de la construccion niumero 1710

T-ADH lzquierde
I

on ret Plastocianina

N
*

& @)
) ~
Proteina rep PSV1 Secuencia ier 5
(=]
ki
° |
O '
4
Proleina M
{incompieta )

i
T-ADN Derecho

Term. NOS

-
JUTR

150



ES 2 658 987 T3

VP2(opt)/NOS en sistema de amplificacion

B-2X35S/CPMV-HT/RVA(WA)
de BeYDV(m)-Replicasa (Construccién numero 1711)
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Figura 22B, SEQ ID NO: 26

Construccion 193 de los bordes izquierdo a derecho de ADNt (subrayados). 2X35S/CPMV-
HT/NOS en el sistema de amplificacién de BeYDV(m)+Replicasa con casete de expresion del
inhibidor de silenciamiento de plastocianina-P19-plastocianina

TGGCAGGATATATTGTGGTGTAAACAAATTGACGCTTAGACAACTTAATAACACATTGCGGACGTTT
TTAATGTACTGAATTAACGCCGAATCCCGGGCTGGTATATTITATATGTTGTCAAATAACTCAAAAACC
ATAAAAGTTTAAGTTAGCAAGTGTGTACATTTITTACTTGAACAAAAATATTCACCTACTACTGTTATA
AATCATTATTAAACATTAGAGTAAAGAAATATGGATGATAAGAACAAGAGTAGTGATATTTTGACAA
CAATTTTGTTGCAACATTITGAGAAAATTTITGTTGTTCTCTCTITICATTGGTCAAAAACAATAGAGAG
AGAAAAAGGAAGAGGGAGAATAAAAACATAATGTGAGTATGAGAGAGAAAGTTGTACAAAAGTTG
TACCAAAATAGTTGTACAAATATCATTGAGGAATTTGACAAAAGCTACACAAATAAGGGTTAATTGC
TGTAAATAAATAAGGATGACGCATTAGAGAGATGTACCATTAGAGAATTTTTGGCAAGTCATTAAAA
AGAAAGAATAAATTATTTTTAAAATTAAAAGTTGAGTCATTTGATTAAACATGTGATTATTTAATGAA
TTGATGAAAGAGTTGGATTAAAGTTGTATTAGTAATTAGAATTIGGTGTCAAATTTAATTTGACATTT
GATCTTTTCCTATATATTGCCCCATAGAGTCAGTTAACTCATTTTTATATTTCATAGATCAAATAAGA
GAAATAACGGTATATTAATCCCTCCAAAAAAAAAAAACGGTATATTTACTAAAAAATCTAAGCCACG
TAGGAGGATAACAGGATCCCCGTAGGAGGATAACATCCAATCCAACCAATCACAACAATCCTGATG
AGATAACCCACTTTAAGCCCACGCATCTGTGGCACATCTACATTATCTAAATCACACATTCTTCCACA
CATCTGAGCCACACAAAAACCAATCCACATCTTTATCACCCATTCTATAAAAAATCACACTTTGTGAG
TCTACACTTTGATTCCCTTCAAACACATACAAAGAGAAGAGACTAATTAATTAATTAATCATCTTGAG
AGAAAATGGAACGAGCTATACAAGGAAACGACGCTAGGGAACAAGCTAACAGTGAACGTTGGGATG
GAGGATCAGGAGGTACCACTTCTCCCTTCAAACTTCCTGACGAAAGTCCGAGTTGGACTGAGTGGCG
GCTACATAACGATGAGACGAATTCGAATCAAGATAATCCCCTTGGTTTCAAGGAAAGCTGGGGTTTC
GGGAAAGTTGTATTTAAGAGATATCTCAGATACGACAGGACGGAAGCTTCACTGCACAGAGTCCTTG
GATCTTGGACGGGAGATTCGGTTAACTATGCAGCATCTCGATTTTTCGGTTTCGACCAGATCGGATGT
ACCTATAGTATTCGGTTTCGAGGAGTTAGTATCACCGTTTICTGGAGGGTCGCGAACTCTTCAGCATCT
CTGTGAGATGGCAATTCGGTCTAAGCAAGAACTGCTACAGCTTGCCCCAATCGAAGTGGAAAGTAAT
GTATCAAGAGGATGCCCTGAAGGTACTCAAACCTTCGAAAAAGAAAGCGAGTAAGTTAAAATGCTT
CTTCGTCTCCTATTTATAATATGGTTTGTTATTGTTAATTTITGTTCTTGTAGAAGAGCTTAATTAATCG
TTGTTGTTATGAAATACTATTTGTATGAGATGAACTGGTGTAATGTAATTCATTTACATAAGTGGAGT
CAGAATCAGAATGTTTCCTCCATAACTAACTAGACATGAAGACCTGCCGCGTACAATTGTCTTATATT
TGAACAACTAAAATTGAACATCTTTTGCCACAACTTITATAAGTGGTTAATATAGCTCAAATATATGGT
CAAGTTCAATAGATTAATAATGGAAATATCAGTTATCGAAATTCATTAACAATCAACTTAACGTTATT
AACTACTAATTTTATATCATCCCCTTTGATAAATGATAGTACACCAATTAGGAAGGAGCATGCTCGCC
TAGGAGATTGTCGTTTCCCGCCTTCAGTTTGCAAGCTGCTCTAGCCGTGTAGCCAATACGCAAACCGC
CTCTCCCCGCGCGTTGGGAATTACTAGCGCGTGTCGAGACGCGTTGTTGTTGTGACTCCGAGGGGTTG
CCTCAAACTCTATCTTATAACCGGCGTGGAGGCATGGAGGCAGGGGTATTTIGGTCATTTTAATAGAT
AGTGGAAAATGACGTGGAATTTACTTAAAGACGAAGTCTTTGCGACAAGGGGGGGCCCACGCCGAA
TTTAATATTACCGGCGTGGCCCCCCCTTATCGCGAGTGCTTTAGCACGAGCGGTCCAGATTTAAAGTA
GAAAATTTCCCGCCCACTAGGGTTAAAGGTGTTCACACTATAAAAGCATATACGATGTGATGGTATT
TGGTCGACAAGCTTGCATGCCGGTCAACATGGTGGAGCACGACACACTTGTCTACTCCAAAAATATC
AAAGATACAGTCTCAGAAGACCAAAGGGCAATTGAGACTTTTCAACAAAGGGTAATATCCGGAAAC
CTCCTCGGATTCCATTGCCCAGCTATCTGTCACTTTATTGTGAAGATAGTGGAAAAGGAAGGTGGCTC
CTACAAATGCCATCATTGCGATAAAGGAAAGGCCATCGTTGAAGATGCCTCTGCCGACAGTGGTCCC
AAAGATGGACCCCCACCCACGAGGAGCATCGTGGAAAAAGAAGACGTTCCAACCACGTCTTCAAAG
CAAGTGGATTGATGTGATAACATGGTGGAGCACGACACACTTGTCTACTCCAAAAATATCAAAGATA
CAGTCTCAGAAGACCAAAGGGCAATTGAGACTTTTCAACAAAGGGTAATATCCGGAAACCTCCTCGG
ATTCCATTGCCCAGCTATCTGTCACTTTATTGTGAAGATAGTGGAAAAGGAAGGTGGCTCCTACAAA
TGCCATCATTGCGATAAAGGAAAGGCCATCGTTGAAGATGCCTCTGCCGACAGTGGTCCCAAAGATG
GACCCCCACCCACGAGGAGCATCGTGGAAAAAGAAGACGTTCCAACCACGTCTTCAAAGCAAGTGG
ATTGATGTGATATCTCCACTGACGTAAGGGATGACGCACAATCCCACTATCCTTCGCAAGACCCTTCC
TCTATATAAGGAAGTTCATTTCATTTGGAGAGGTATTAAAATCTTAATAGGTTTTGATAAAAGCGAAC
GTGGGGAAACCCGAACCAAACCTTCTTCTAAACTCTCTCTCATCTCTCTTAAAGCAAACTTCTCTCTT
GTCTTTCTTGCGTGAGCGATCTTCAACGTTGTCAGATCGTGCTTCGGCACCAGTACAACGTTTTCTTTC
ACTGAAGCGAAATCAAAGATCTCTTTGTGGACACGTAGTGCGGCGCCATTAAATAACGTGTACTTGT
CCTATTCTTGTCGGTGTGGTCTTGGGAAAAGAAAGCTTGCTGGAGGCTGCTGTTCAGCCCCATACATT
ACTTGTTACGATTCTGCTGACTTTCGGCGGGTGCAATATCTCTACTTCTGCTTGACGAGGTATTGTTGC
CTGTACTTCTTTCTTCTTCTTCTTGCTGATTGGTTCTATAAGAAATCTAGTATTTTCTTTGAAACAGAG
TTTTCCCGTGGTTTTCGAACTTGGAGAAAGATTGTTAAGCTTCTGTATATTCTGCCCAAATTTGTCGG
GCCCGCGGATGGCGAAAAACGTTGCGATTTTCGGCTTATTGTTITCTCTICTTGTGTTGGTTCCTTCTC
AGATCTTCGCCTGCAGGCTCCTCAGCCAAAACGACACCCCCATCTGTCTATCCACTGGCCCCTGGATC
TGCTGCCCAAACTAACTCCATGGTGACCCTGGGATGCCTGGTCAAGGGCTATTTCCCTGAGCCAGTG
ACAGTGACCTGGAACTCTGGATCCCTGTCCAGCGGTGTGCACACCTTCCCAGCTGTCCTGCAGTCTGA
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CCTCTACACTCTGAGCAGCTCAGTGACTGTCCCCTCCAGCACCTGGCCCAGCGAGACCGTCACCTGC
AACGTTGCCCACCCGGCCAGCAGCACCAAGGTGGACAAGAAAATTGTGCCCAGGGATTGTGGTTGTA
AGCCTTGCATATGTACAGTCCCAGAAGTATCATCTGTCTTCATCTTCCCCCCAAAGCCCAAGGATGTG
CTCACCATTACTCTGACTCCTAAGGTCACGTGTGTTGTGGTAGACATCAGCAAGGATGATCCCGAGG
TCCAGTTCAGCTGGTTTGTAGATGATGTGGAGGTGCACACAGCTCAGACGCAACCCCGGGAGGAGCA
GTTCAACAGCACTTTCCGCTCAGTCAGTGAACTTCCCATCATGCACCAGGACTGGCTCAATGGCAAG
GAGCGATCGCTCACCATCACCATCACCATCACCATCACCATTAAAGGCCTATTTTCTTTAGTTTGAAT
TTACTGTTATTCGGTGTGCATTTCTATGTTTGGTGAGCGGTTTTCTGTGCTCAGAGTGTGTTTATTTTA
TGTAATTTAATTTCTTTGTGAGCTCCTGTTTAGCAGGTCGTCCCTTCAGCAAGGACACAAAAAGATTT
TAATTTTATTAAAAAAAAAAAAAAAAAAGACCGGGAATTCGATATCAAGCTTATCGACCTGCAGATC
GTTCAAACATTTGGCAATAAAGTTTCTTAAGATTGAATCCTGTTGCCGGTCTTGCGATGATTATCATA
TAATTTCTGTTGAATTACGTTAAGCATGTAATAATTAACATGTAATGCATGACGTTATTTATGAGATG
GGTTTTTATGATTAGAGTCCCGCAATTATACATTTAATACGCGATAGAAAACAAAATATAGCGCGCA
AACTAGGATAAATTATCGCGCGCGGTGTCATCTATGTTACTAGATCTCTAGAGTCTCAAGCTTGGCGC
GCCATAAAATGATTATTTTATGAATATATTTCATTGTGCAAGTAGATAGAAATTACATATGTTACATA
ACACACGAAATAAACAAAAAAAGACAATCCAAAAACAAACACCCCAAAAAAAATAATCACTTTAGA
TAAACTCGTATGAGGAGAGGCACGTTCAGTGACTCGACGATTCCCGAGCAAAAAAAGTCTCCCCGTC
ACACATATAGTGGGTGACGCAATTATCTTTAAAGTAATCCTTCTGTTGACTTGTCATTGATAACATCC
AGTCTTCGTCAGGATTGCAAAGAATTATAGAAGGGATCCCACCTTTITATTTTCTTCTTTTTTCCATATT
TAGGGTTGACAGTGAAATCAGACTGGCAACCTATTAATTGCTTCCACAATGGGACGAACTTGAAGGG
GATGTCGTCGATGATATTATAGGTGGCGTGTTCATCGTAGTTGGTGAAATCGATGGTACCGTTCCAAT
AGTTGTGTCGTCCGAGACTTCTAGCCCAGGTGGTCTTTCCGGTACGAGTTGGTCCGCAGATGTAGAG
GCTGGGGTGTCGGATTCCATTCCTTCCATTGTCCTGGTTAAATCGGCCATCCATTCAAGGTCAGATTG
AGCTTGTTGGTATGAGACAGGATGTATGTAAGTATAAGCGTCTATGCTTACATGGTATAGATGGGTTT
CCCTCCAGGAGTGTAGATCTTCGTGGCAGCGAAGATCTGATTCTGTGAAGGGCGACACATACGGTTC
AGGTTGTGGAGGGAATAATTTGTTGGCTGAATATTCCAGCCATTGAAGTTTTGTTGCCCATTCATGAG
GGAATTCTTCCTTGATCATGTCAAGATATTCCTCCTTAGACGTTGCAGTCTGGATAATAGTTCTCCAT
CGTGCGTCAGATTTGCGAGGAGAGACCTTATGATCTCGGAAATCTCCTCTGGTTTTAATATCTCCGTC
CTTTGATATGTAATCAAGGACTTGTTTAGAGTTTCTAGCTGGCTGGATATTAGGGTGATTTCCTTCAA
AATCGAAAAAAGAAGGATCCCTAATACAAGGTTTTTTATCAAGCTGGAGAAGAGCATGATAGTGGG
TAGTGCCATCTTGATGAAGCTCAGAAGCAACACCAAGGAAGAAAATAAGAAAAGGTGTGAGTTTCT
CCCAGAGAAACTGGAATAAATCATCTCTTTGAGATGAGCACTTGGGATAGGTAAGGAAAACATATTT
AGATTGGAGTCTGAAGTTCTTACTAGCAGAAGGCATGTTGTTGTGACTCCGAGGGGTTGCCTCAAAC
TCTATCTTATAACCGGCGTGGAGGCATGGAGGCAGGGGTATTTTGGTCATTTTAATAGATAGTGGAA
AATGACGTGGAATTTACTTAAAGACGAAGTCTTTGCGACAAGGGGGGGCCCACGCCGAATTTAATAT
TACCGGCGTGGCCCCCCCTTATCGCGAGTGCTTTAGCACGAGCGGTCCAGATTTAAAGTAGAAAATT
TCCCGCCCACTAGGGTTAAAGGTGTTCACACTATAAAAGCATATACGATGTGATGGTATTTGACTAG
TGGCACTGGCCGTCGTTTTACAACGTCGTGACTGGGAAAACCCTGGCGTTACCCAACTTAATCGCCTT
GCAGCACATCCCCCTTTCGCCAGCTGGCGTAATAGCGAAGAGGCCCGCACCGATCGCCCTTCCCAAC
AGTTGCGCAGCCTGAATGGCGAATGCTAGAGCAGCTTGAGCTTGGATCAGATTGTCGTTTCCCGCCTT
CAGTTTAAACTATCAGTGTTTGACAGGATATATTGGCGGGTAAACCTAAGAGAAAAGAGCGTTTA
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Figura 23, SEQ ID NO: 27

Casete de expresion numero 1710 del promotor 2X358S al terminador
NOS. Esta subrayada la VP2(opt) de la cepa WA de Rotavirus A.

GTCAACATGGTGGAGCACGACACACTTGTCTACTCCAAAAATATCAAAGATACAGTCTCAGAAGACC
AAAGGGCAATTGAGACTTTICAACAAAGGGTAATATCCGGAAACCTCCTCGGATTCCATTGCCCAGC
TATCTGTCACTTTATTGTGAAGATAGTGGAAAAGGAAGGTGGCTCCTACAAATGCCATCATTGCGAT
AAAGGAAAGGCCATCGTTGAAGATGCCTCTGCCGACAGTGGTCCCAAAGATGGACCCCCACCCACG
AGGAGCATCGTGGAAAAAGAAGACGTTCCAACCACGTCTTCAAAGCAAGTGGATTGATGTGATAAC
ATGGTGGAGCACGACACACTTGTCTACTCCAAAAATATCAAAGATACAGTCTCAGAAGACCAAAGG
GCAATTGAGACTTTTCAACAAAGGGTAATATCCGGAAACCTCCTCGGATTCCATTGCCCAGCTATCTG
TCACTTTATTGTGAAGATAGTGGAAAAGGAAGGTGGCTCCTACAAATGCCATCATTGCGATAAAGGA
AAGGCCATCGTTGAAGATGCCTCTGCCGACAGTGGTCCCAAAGATGGACCCCCACCCACGAGGAGC
ATCGTGGAAAAAGAAGACGTTCCAACCACGTCTICAAAGCAAGTGGATTGATGTGATATCTCCACTG
ACGTAAGGGATGACGCACAATCCCACTATCCTTCGCAAGACCCTTCCTCTATATAAGGAAGTTCATIT
CATTTGGAGAGGTATTAAAATCTTAATAGGTTTTGATAAAAGCGAACGTGGGGAAACCCGAACCAAA
CCTTCTTCTAAACTCTCTCTCATCTCTCTTAAAGCAAACTTCTCTCTTGTCTTTCTTGCGTGAGCGATCT
TCAACGTTGTCAGATCGTGCTTCGGCACCAGTACAACGTTTTCTTTCACTGAAGCGAAATCAAAGATC
TCTTTGTGGACACGTAGTGCGGCGCCATTAAATAACGTGTACTTGTCCTATTCTTGTCGGTGTGGTCT
TGGGAAAAGAAAGCTTGCTGGAGGCTGCTGTTCAGCCCCATACATTACTTGTTACGATTCTGCTGACT
TTCGGCGGGTGCAATATCTCTACTTCTGCTTGACGAGGTATTGTTGCCTGTACTTCTTTCTTCTTCTTC
TIGCTGATTGGTTCTATAAGAAATCTAGTATTTTCTITGAAACAGAGTTTTCCCGTGGTTTTCGAACTT
GGAGAAAGATTGTTAAGCTTCTGTATATTCTGCCCAAATTTGTCGGGCCCATGGCATACCGGAAGAG
AGGAGCAAAGCGCGAAAACCTGCCGUAACAGAACGAGAGACTGCAAGAAAAAGAGATAGAGAAAG
ATGTCGACGTAACAATGGAAAACAAGAATAACAATAGGAAACAACAGCTGTCCGACAAAGTTCTGT
CCCAGAAGGAGOAAATTATCACTGACGCCCAGGACGATATTAAAATTGCCGGAGAAATAAAGAAGA
GCTCGAAAGAAGAATCTAAACAGCTGCTCGAAATTCTGAAAACAAAAGAAGACCATCAGAAAGAGA
TTCAATATGAAATTTTGCAAAAAACAATACCTACATTTGAGTCCAAAGAAAGTATCCTCAAGAAGCT
TGAAGACATAAGACCGGAGCAGGCAAAAAAACAGATGAAACTCTTTCGCATTTTCGAGCCAAAACA
GCTCCCTATATATCGCGCCAATGGCGAGAAGGAGCTACGCAACCGGTGGTACTGGAAGTTGAAAAA
AGACACCCTGCCAGATGGAGATTATGACGTCCGGGAGTATTITCCTCAATCTCTATGATCAGATCCTCA
TCGAAATGCCGGACTATCTGCTCCTCAAGGACATGGCCGTGGAGAACAAAAATAGCAGAGACGCCG
GCAAAGTTGTCGACTCTGAGACTGCCAATATITGTGATGCCATCTTCCAGGATGAGGAGACCGAGGG
AGTCGTCCGTAGATTCATCGCTGATATGCGGCAACAGGTCCAGGCTGATCGTAACATTGTCAATTAC
CCTTCCATCCTTCACCCTATIGATCATGCATTICAATGAGTATITTCTTAACCACCAGTTGGTGGAGCC
GCTGAACAATGAGATAATCTTCAATTACATACCAGAGAGGATAAGGAATGACGTGAATTACATCCTG
AACATGOATATGAATCTGCCATCTACAGCCAGGTATATCAGGCCAAACTTGTTGCAGGATAGACTGA
ATCITCACGATAATTTTGAGTCCCTGTGGGATACCATCACAACATCCAACTACATTICTGGCCAGGTCC
GTCGTTCCCGATTTGAAGGAGAAGGAGCTGGTCTCCACCGAAGCACAGATCCAGAAAATGAGCCAG
GACCTGCAGCTGGAGGCCCTCACTATTCAGAGCGAGACACAGTTTTTAGCCGGGATTAACAGTCAGG
CTGCCAATGATTGTTTCAAGACCCTCATAGCCGCCATGCTGTCTCAAAGAACCATGTCTTTGGACTTT
GTGACCACGAACTATATGAGCCTAATCTCCGOAATGTGGCTACTTACAGTGATTCCCAACGATATGTT
CCTCCGGGAGTCACTAGTGGCCTGTGAGCTGGCGATCATCAACACCATCGTGTATCCAGCATTCGGA
ATGCAGAGAATGCATTACCGGAATGGCGACCCTCAGACACCCTTCCAGATCGCAGAACAGCAGATCC
AGAATTTCCAGGTGGCGAACTGGCTCCATTTTATTAACAATAACAGATTCAGGCAAGTTGTGATTGA
TGGAGTTCTGAATCAGACTCTGAACGACAATATACGGAATGGACAGGTCATCAACCAGCTGATGGAA
GCATTGATGCAACTCAGCAGACAGCAGTTCCCCACGATGCCTGTGGATTACAAACGGAGCATCCAAC
GGGGCATTCTGCTTCTCTCCAATAGGCTGGGGCAGCTTGTCGACTTAACCCGACTGGTCTCCTATAAC
TACGAGACGCTAATGGCTTGTGTGACCATGAACATGCAGCACGTGCAAACCCTGACAACTGAGAAGT
TGCAGCTCACTTCTGTGACTTCGCTTTGTATGTTAATTGGTAACACAACCGTGATTCCGTCCCCACAG
ACACTGTTCCACTACTACAACATCAACGTGAATTTCCACTCCAATTATAATGAGCGGATCAACGACG
CCGTCGCCATAATTACCGCAGCAAATAGGCTGAATCTTTATCAGAAAAAAATGAAGTCCATAGTGGA
AGACTTTCTGAAACGGCTCCAGATTTTCGACGTACCACGAGTGCCTGACGACCAAATGTACAGGCTG
AGGGATCGCCTTCGGCTCTTACCCGTTGAACGGAGACGGCTTGACATATTCAACTTGATCCTGATGA
ATATGGAGCAGATCGAACGCGCTTCTGATAAGATTGCTCAGGGGGTTATCATCGCATACCGAGATAT
GCAGCTGOAACGCOGACGAGATGTACGGATATGTTAATATTGCACGOAATCTTGATGGCTACCAGCAA
ATTAACTTGGAGGAACTCATGCGCACCGGTGATTACGGACAAATTACGAACATGCTTCTCAACAATC
AACCCGTTGCCCTTGTGGGTGCATTGCCCTTCGTTACGGACTCATCCGTGATCAGTCTAATCGCCAAG
CTCGACGCAACCGTCTTCGCTCAGATAGTGAAGCTCAGGAAAGTTGACACACTGAAGCCCATACTGT
ACAAAATAAACTCGGATTCCAATGACTTTTACCTTGTGGCCAACTACGACTGGATCCCCACAAGTAC
AACTAAGGTCTACAAACAGGTGCCACAACCATTCGACTTTAGAGCCAGCATGCACATGCTGACTTCT
AACCTTACGTTTACCGTCTACTCTGACCTACTGTCATTTGTTTCAGCGGACACGGTAGAGCCCATTAA
COGCAGTCGCATTCGACAATATGCGAATAATGAACGAGCTTTAAAGGCCTATTTTCTTTAGTTTGAATT
TACTGTTATTCGGTGTGCATTTCTATGTTTGGTGAGCGGTTTTCTGTGCTCAGAGTGTGTTTATTTTAT
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GTAATTTAATTTCTTTGTGAGCTCCTGTTTAGCAGGTCGTCCCTTCAGCAAGGACACAAAAAGATTTT
AATTTTATTAAAAAAAAAAAAAAAAAAGACCGGGAATTCGATATCAAGCTTATCGACCTGCAGATC
GTTCAAACATTTGGCAATAAAGTTTCTTAAGATTGAATCCTGTTGCCGGTCTTGCGATGATTATCATA
TAATTTCTGTTGAATTACGTTAAGCATGTAATAATTAACATGTAATGCATGACGTTATTTATGAGATG
GGTTTTTATGATTAGAGTCCCGCAATTATACATTTAATACGCGATAGAAAACAAAATATAGCGCGCA
AACTAGGATAAATTATCGCGCGCGGTGTCATCTATGTTACTAGAT
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Figura 24

Representacion esquematica de la construccion 1711
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C-2X35S/CPMV-HT/RVA(WA) VP6(opt)/NOS (Construccién numero  1713)

Figura 25a, SEQ ID NO: 28
IF-WA_VP6(opt).s1+3¢c
AAATTTGTCGGGCCCATGGAGGTCCTTTATAGTCTCTCCAAAACGCTGA

Figura 25b, SEQ ID NO: 29

IF-WA_VP6(opt).s1-4r
ACTAAAGAAAATAGGCCTCTACTTGATCAACATACTCCGGATAGAGGCCA
CA

Figura 25¢, SEQ ID NO: 30
Casete de expresiéon numero 1713 del promotor 2X358S al terminador NOS. Esta subrayada la
VP6(opt) de la cepa WA de Rotavirus A.

GTCAACATGGTGGAGCACGACACACTTGTCTACTCCAAAAATATCAAAGATACAGTCTCAGAAGACC
AAAGGGCAATTGAGACTTTTCAACAAAGGGTAATATCCGGAAACCTCCTCGGATTCCATTGCCCAGC
TATCTGTCACTTTATTGTGAAGATAGTGGAAAAGGAAGGTGGCTCCTACAAATGCCATCATTGCGAT
AAAGGAAAGGCCATCGTTGAAGATGCCTCTGCCGACAGTGGTCCCAAAGATGGACCCCCACCCACG
AGGAGCATCGTGGAAAAAGAAGACGTTCCAACCACGTCTTCAAAGCAAGTGGATTGATGTGATAAC
ATGGTGGAGCACGACACACTTGTCTACTCCAAAAATATCAAAGATACAGTCTCAGAAGACCAAAGG
GCAATTGAGACTTTTCAACAAAGGGTAATATCCGGAAACCTCCTCGGATTCCATTGCCCAGCTATCTG
TCACTTTATTGTGAAGATAGTGGAAAAGGAAGGTGGCTCCTACAAATGCCATCATTGCGATAAAGGA
AAGGCCATCGTTGAAGATGCCTCTGCCGACAGTGGTCCCAAAGATGGACCCCCACCCACGAGGAGC
ATCGTGGAAAAAGAAGACGTTCCAACCACGTCTTCAAAGCAAGTGGATTGATGTGATATCTCCACTG
ACGTAAGGGATGACGCACAATCCCACTATCCTTCGCAAGACCCTTCCTCTATATAAGGAAGTTCATTT
CATTTGGAGAGGTATTAAAATCTTAATAGGTTTTGATAAAAGCGAACGTGGGGAAACCCGAACCAAA
CCTTCTTCTAAACTCTCTCTCATCTCTCTTAAAGCAAACTTCTCTCTTGTCTTTCTTGCGTGAGCGATCT
TCAACGTTGTCAGATCGTGCTTCGGCACCAGTACAACGTTTTCTTTCACTGAAGCGAAATCAAAGATC
TCTTTGTGGACACGTAGTGCGGCGCCATTAAATAACGTGTACTTGTCCTATTCTTGTCGGTGTGGTCT
TGGGAAAAGAAAGCTTGCTGGAGGCTGCTGTTCAGCCCCATACATTACTTGTTACGATTCTGCTGACT
TTCGGCGGGTGCAATATCTCTACTTCTGCTIGACGAGGTATTGTTGCCTGTACTTCTITCTICTTCTTC
TTGCTGATTGGTTCTATAAGAAATCTAGTATTTTCTTTGAAACAGAGTTTTCCCGTGGTTTTCGAACTT
GGAGAAAGATTGTTAAGCTTCTGTATATTCTGCCCAAATTTGTCGGGCCCATGGAGGTCCTTTATAGT
CTCTCCAAAACGCTGAAGGACGCTAGGGACAAGATCGTGGAGGGTACACTTTATAGCAATGTCAGCG
ACCIAA IACAGCAGI l'IAAlCAAA IGATCGTTACAATGAA IGGGM TGATTTCCAAAC IGGCGGI Al

ATGC AAAT"TATG FAGAAAAC GC C AGAAC GA' ['TAT(‘ G,-"\G I‘A(‘ T'['TATC GAT'["[‘C r‘\ I'TG:‘\TAJ\C G ['TTGT

ATGGATGAGATGGCCCGCGAGTCACAACGGAACGGAGTTGCTCCACAGTCCGAGGCCCTTCGGAAA
CTCGCCGGCATTAAGTTCAAGCGTATTAATTITCGACAACTCCTCCGAATATATAGAGAACTGGAACTT
GCAGAATCGTCGACAGAGAACCGGCTTCGTGTTCCATAAACCTAATATCTTTCCGTATAGCGCCTCAT
TCACCCTGAATAGGAGTCAGCCCATGCACGACAACCTCATGGGTACAATGTGGCTGAATGCGGGGAG
TGAAATACAGGTCGCCGGGTTCGAT IACI‘CCIGI GCCATTAATGCACCCGCAAACATCCAGCAGTTC

FCTTCTCCTTT(‘CCCFCGTAATCAJ\CT(‘,-'\CCTGATGG(‘G(‘(‘ACCACTTGGTT{‘ I [CAACC(‘TCTTATAT

TGCGCCCTAACAACGTAGAGGTGGAGTTTCTCTTAAACGGACAGATCATCAATACCTACCAAGCCAG
GTTCGGCACGATTATTGCAAGAAATTTCGACGCTATCAGGCTGCTCTTCCAACTGATGAGGCCCCCCA
ATATGACTCCCGCTGTGAACGCTTTGTTTCCGCAGGCTCAGCCTTTCCAGCACCACGCCACCGTCGGC
TTGACTCTTCGAATAGAGAGCGCGGTCTGCGAATCAGTGCTGGCAGACGCCAACGAGACGCTGCTGG
CAAACGTTACCGCCGTGCGGCAAGAGTATGCCATCCCAGTAGGGCCTGTGTTTCCACCCGGCATGAA
CTGGACTGAACTAATTACTAACTATAGCCCATCCAGAGAAGACAACTTGCAGCGGGTCTTCACTGTG
GCCTCTATCCGGAGTATGTTGATCAAGTAGAGGCCTATTTTCTTTAGTTTGAATTTACTGTTATTCGGT
GTGCATTTCTATGTTTGGTGAGCGGTTTTCTGTGCTCAGAGTGTGTTTATTTTATGTAATTTAATTTCT
TTGTGAGCTCCTGTTTAGCAGGTCGTCCCTTCAGCAAGGACACAAAAAGATTTTAATTTTATTAAAAA
AAAAAAAAAAAAAGACCGGGAATTCGATATCAAGCTTATCGACCTGCAGATCGTTCAAACATTTGGC
AATAAAGTTTCTTAAGATTGAATCCTGTTGCCGGTCTTGCGATGATTATCATATAATTTCTGTTGAATT
ACGTTAAGCATGTAATAATTAACATGTAATGCATGACGTTATITATGAGATGGGTTTTTATGATTAGA
GTCCCGCAATTATACATTTAATACGCGATAGAAAACAAAATATAGCGCGCAAACTAGGATAAATTAT
CGCGCGCGGTGTCATCTATGTTACTAGAT
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Figura 25d

Secuencia de nucledtidos que codifica VP6(opt) de la cepa WA de Rotavirus A (SEQ ID NO:
46)

ATGGAGGTCCTTTATAGTCTCTCCAAAACGCTGAAGGACGCTAGGGACAAGATCGTG
GAGGGTACACTTTATAGCAATGTCAGCGACCTAATACAGCAGTTTAATCAAATGATC
GTTACAATGAATGGGAATGATTTCCAAACTGGCGGTATTGGTAATCTGCCCGTGAGG
AACTGGACATTCGATTTCGGCCTGCTGGGCACGACTCTCCTTAATCTCGATGCAAAT
TATGTAGAARACGCCAGAACGATTATCGAGTACTTTATCGATTTCATTGATAACGTT
TGTATGGATGAGATGGCCCGCGAGTCACAACGGAACGGAGTTGCTCCACAGTCCGAG
GCCCTTCGGARACTCGCCGGCATTAAGTTCAAGCGTATTAATTTCGACAACTCCTCC
GAATATATAGAGAACTGGAACTTGCAGAATCGTCGACAGAGAACCGGCTTCGTGTTC
CATARACCTAATATCTTTCCGTATAGCGCCTCATTCACCCTGAATAGGAGTCAGCCC
ATGCACGACARACCTCATGGGTACAATGTGGCTGAATGCGGGGAGTGAAATACAGGTC
GCCGGGTTCGATTACTCCTGTGCCATTAATGCACCCGCARACATCCAGCAGTTCGAA
CATATCGTGCAACTAAGACGGGCTCTCACGACCGCGACAATTACACTCCTGCCCGAC
GCCGAGCGCTTCTCCTTTCCCCGCGTAATCAACTCAGCTGATGGCGCCACCACTTGG
TTCTTCAACCCTGTTATATTGCGCCCTAACAACGTAGAGGTGGAGTTTCTCTTAAAC
GGACAGATCATCAATACCTACCAAGCCAGGTTCGGCACGATTATTGCAAGARATTTC
GACGCTATCAGGCTGCTCTTCCAACTGATGAGGCCCCCCARATATGACTCCCGCTGTG
AACGCTTTGTTTCCGCAGGCTCAGCCTTTCCAGCACCACGCCACCGTCGGCTTGACT
CTTCGAATAGAGAGCGCGGTCTGCGAATCAGTGCTGGCAGACGCCAACGAGACGCTG
CTGGCAAACGTTACCGCCGTGCGGCAAGAGTATGCCATCCCAGTAGGGCCTGTGTTT
CCACCCGGCATGAACTGGACTGAACTAATTACTAACTATAGCCCATCCAGAGAAGAC
AACTTGCAGCGGGTCTTCACTGTGGCCTCTATCCGGAGTATGTTGATCAAGTAG

Figura 26, SEQ ID NO: 31

Secuencia de aminoacidos de VP6 de la cepa WA de Rotavirus A
MEVLYSLSKTLKDARDKIVEGTLYSNVSDLIQOQFNOMIVTMNGNDFQTGGIGNLPVRNWTFDFGLLGTTL
LNLDANYVENARTHEYFIDFIDNVCMDEMARESQRNGVAPQSEALRKLAGIKFKRINFDNSSEYTIENWNL
ONRRQRTGFVFHKPNIFPY SASFTLNRSQPMHDNLMGTMWLNAGSEIQVAGFDYSCAINAPANIQQFEHI
VOLRRALTTATITLLPDAERFSFPRVINSADGATTWFFNPVILRPNNVEVEFLLNGQINTYQARFGTIIARN
FDAIRLLFQLMRPPNMTPAVNALFPQAQPFQHHATVGLTLRIESAVCESVLADANETLLANVTAVRQEY A
IPVGPVFPPGMNWTELITNYSPSREDNLORVFTVASIRSMLIK
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Figura 27

Representacion esquematica de la construccion nimero 1713
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D-2X35S/CPMV-HT/RVA(WA) _ VP6(opt)/NOS en sistema de amplificacion
de BeYDV(m)-Replicasa (Construccién numero 1714)

Figura 28, SEQ ID NO: 32

Casete de expresion numero 1714 del promotor 2X358S al terminador NOS., Esta subrayada la
VP6(opt) de la cepa WA de Rotavirus A.
GTCAACATGGTGGAGCACGACACACTTGTCTACTCCAAAAATATCAAAGATACAGTCTCAGAAGACC
AAAGGGCAATTGAGACTTTTCAACAAAGGGTAATATCCGGAAACCTCCTCGGATTCCATTGCCCAGC
TATCTGTCACTITATTGTGAAGATAGTGGAAAAGGAAGGTGGCTCCTACAAATGCCATCATTGCGAT
AAAGGAAAGGCCATCGTTGAAGATGCCTCTGCCGACAGTGGTCCCAAAGATGGACCCCCACCCACG
AGGAGCATCGTGGAAAAAGAAGACGTTCCAACCACGTCTTCAAAGCAAGTGGATTGATGTGATAAC
ATGGTGGAGCACGACACACTTGTCTACTCCAAAAATATCAAAGATACAGTCTCAGAAGACCAAAGG
GCAATTGAGACTTTTCAACAAAGGGTAATATCCGGAAACCTCCTCGGATTCCATTGCCCAGCTATCTG
TCACTTTATTGTGAAGATAGTGGAAAAGGAAGGTGGCTCCTACAAATGCCATCATTGCGATAAAGGA
AAGGCCATCGTTGAAGATGCCTCTGCCGACAGTGGTCCCAAAGATGGACCCCCACCCACGAGGAGC
ATCGTGGAAAAAGAAGACGTTCCAACCACGTCTTCAAAGCAAGTGGATTGATGTGATATCTCCACTG
ACGTAAGGGATGACGCACAATCCCACTATCCTTCGCAAGACCCTTCCTCTATATAAGGAAGTTCATIT
CATTTGGAGAGGTATTAAAATCTTAATAGGTTTTGATAAAAGCGAACGTGGGGAAACCCGAACCAAA
CCTTCTTCTAAACTCTCTCTCATCTCTCTTAAAGCAAACTTCTCTCTTGTCTTTCTTGCGTGAGCGATCT
TCAACGTTGTCAGATCGTGCTTCGGCACCAGTACAACGTTTTCTTTCACTGAAGCGAAATCAAAGATC
TCTTTGTGGACACGTAGTGCGGCGCCATTAAATAACGTGTACTTGTCCTATTCTTGTCGGTGTGGTCT
TGGGAAAAGAAAGCTTGCTGGAGGCTGCTGTTCAGCCCCATACATTACTTGTTACGATTCTGCTGACT
TTCGGCGGGTGCAATATCTCTACTTCTGCTTGACGAGGTATTGTTGCCTGTACTTICTITCTICTTCTTC
TTGCTGATTGGTTCTATAAGAAATCTAGTATTTTCTTTGAAACAGAGTTTTCCCGTGGTTTTCGAACTT
GGAGAAAGATTGTTAAGCTTCTGTATATTCTGCCCAAATTTGTCGGGCCCATGGAGGTCCTTITATAGT
CTCTCCAAAACGCTGAAGGACGCTAGGGACAAGATCGTGGAGGGTACACTTTATAGCAATGTCAGCG
ACCTAATACAGCAGTTTAATCAAATGATCGTTACAATGAATGGGAATGATTTCCAAACTGGCGGTAT
TGGTAATCTGCCCGTGAGGAACTGGACATTCGATTTCGGCCTGCTGGGCACGACTCTCCTTAATCTCG
ATGCAAATTATGTAGAAAACGCCAGAACGATTATCGAGTACTTTATCGATTTCATTGATAACGTTIGT
ATGGATGAGATGGCCCGCGAGTCACAACGGAACGGAGTTGCTCCACAGTCCGAGGCCCTTCGGAAA
CTCGCCGGCATTAAGTTCAAGCGTATTAATTITCGACAACTCCTCCGAATATATAGAGAACTGGAACTT
GCAGAATCGTCGACAGAGAACCGGCTTCGTGTTCCATAAACCTAATATCTTTCCGTATAGCGCCTCAT
TCACCCTGAATAGGAGTCAGCCCATGCACGACAACCTCATGGGTACAATGTGGCTGAATGCGGGGAG
TGAAATACAGGTCGCCGGGTTCGATTACTCCTGTGCCATTAATGCACCCGCAAACATCCAGCAGTTC
GAACATATCGTGCAACTAAGACGGGCTCTCACGACCGCGACAATTACACTCCTGCCCGACGCCGAGC
GCTTCTCCTTTCCCCGCGTAATCAACTCAGCTGATGGCGCCACCACTTGGTTCTTCAACCCTGTTATAT
TGCGCCCTAACAACGTAGAGGTGGAGTTTCTCTTAAACGGACAGATCAT TACCTACCAAGCCAG
GTTCGGCACGATTATTGCAAGAAATTTCGACGCTATCAGGCTGCTCTTCCAACTGATGAGGCCCCCCA
ATATGACTCCCGCTGTGAACGCTTTGTTTCCGCAGGCTCAGCCTTTCCAGCACCACGCCACCGTCGGT
TTGACTCTTCGAATAGAGAGCGCGGTCTGCGAATCAGTGCTGGCAGACGCCAACGAGACGCTGCTGG
CAAACGTTACCGCCGTGCGGUCAAGAGTATGCCATCCCAGTAGGGCCTGTGTTTCCACCCGGCATGAA
CTGGACTGAACTAATTACTAACTATAGCCCATCCAGAGAAGACAACTTGCAGCGGGTCTTCACTGTG
GCCTCTATCCGGAGTATGTTGATCAAGTAGAGGCCTATTTTCTTTAGTTTGAATTTACTGTTATTCGGT
GTGCATTTCTATGTTTGGTGAGCGGTTTTCTGTGCTCAGAGTGTGTTTATTTTATGTAATTTAATTTCT
TIGTGAGCTCCTGTTTAGCAGGTCGTCCCTTCAGCAAGGACACAAAAAGATTTTAATTTTATTAAAAA
AAAAAAAAAAAAAGACCGGGAATTCGATATCAAGCTTATCGACCTGCAGATCGTTCAAACATTTGGC
AATAAAGTTTCTTAAGATTGAATCCTGTTGCCGGTCTTGCGATGATTATCATATAATTTCTGTTGAATT
ACGTTAAGCATGTAATAATTAACATGTAATGCATGACGTTATTTATGAGATGGGTTTTTATGATTAGA
GTCCCGCAATTATACATTTAATACGCGATAGAAAACAAAATATAGCGCGCAAACTAGGATAAATTAT
CGCGCGCGGTGTCATCTATGTTACTAGAT
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Figura 29

Representacion esquematica de la construccion nimero 1714
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E-2X35S/CPMV-HT/ RVA(Rtx) VP4{opt)/ NOS (Construccién numero 1731)

Figura 30A, SEQ ID NO: 33

IF-Rtx_VP4(opt).s1+3c
AAATTTGTCGGGCCCATGGCTAGCCTGATCTACAGACAACTCTTGACCAAT
TC

Figura 30B, SEQ ID NO: 34

IF-Rtx_VP4(opt).s1-4r
ACTAAAGAAAATAGGCCTTCAGAGTTTACATTGCAGGATTAATTGCTCAA
TCCTA

Figura 31A, SEQ ID NO: 35

Casete de expresion numero 1731 del promotor 2X35S al terminador NOS. Esta subrayada la
VP4(opt) de la cepa Rotarix de Rotavirus A.

GTCAACATGGTGGAGCACGACACACTTGTCTACTCCAAAAATATCAAAGATACAGTCTCAGAAGACC
AAAGGGCAATTGAGACTTTTCAACAAAGGGTAATATCCGGAAACCTCCTCGGATTCCATTGCCCAGC
TATCTGTCACTTTATTGTGAAGATAGTGGAAAAGGAAGGTGGCTCCTACAAATGCCATCATTGCGAT
AAAGGAAAGGCCATCGTTGAAGATGCCTCTGCCGACAGTGGTCCCAAAGATGGACCCCCACCCACG
AGGAGCATCGTGGAAAAAGAAGACGTTCCAACCACGTCTTCAAAGCAAGTGGATTGATGTGATAAC
ATGGTGGAGCACGACACACTTGTCTACTCCAAAAATATCAAAGATACAGTCTCAGAAGACCAAAGG
GCAATTGAGACTTTTCAACAAAGGGTAATATCCGGAAACCTCCTCGGATTCCATTGCCCAGCTATCTG
TCACTTTATTGTGAAGATAGTGGAAAAGGAAGGTGGCTCCTACAAATGCCATCATTGCGATAAAGGA
AAGGCCATCGTTGAAGATGCCTCTGCCGACAGTGGTCCCAAAGATGGACCCCCACCCACGAGGAGC
ATCGTGGAAAAAGAAGACGTTCCAACCACGTCTTCAAAGCAAGTGGATTGATGTGATATCTCCACTG
ACGTAAGGGATGACGCACAATCCCACTATCCTTCGCAAGACCCTTCCTCTATATAAGGAAGTTCATIT
CATTTGGAGAGGTATTAAAATCTTAATAGGTTTTGATAAAAGCGAACGTGGGGAAACCCGAACCAAA
CCTTCTTCTAAACTCTCTCTCATCTCTCTTAAAGCAAACTTCTCTCTTGTCTTTCTTGCGTGAGCGATCT
TCAACGTTGTCAGATCGTGCTTCGGCACCAGTACAACGTTTTCTTTCACTGAAGCGAAATCAAAGATC
TCTTTGTGGACACGTAGTGCGGCGCCATTAAATAACGTGTACTTGTCCTATTCTTGTCGGTGTGGTCT
TGGOAAAAGAAAGCTTGCTGGAGGCTGCTGTTCAGCCCCATACATTACTTGTTACGATTCTGCTGACT
TTCGGCGGGTGCAATATCTCTACTTCTGCTTGACGAGGTATTGTTGCCTGTACTTCTTTCTTCTTCTTC
TITGCTGATTGOGTTCTATAAGAAATCTAGTATTITCTITGAAACAGAGTTTTCCCGTGGTTTTCGAACTT
GGAGAAAGATTGTTAAGCTTCTGTATATTCTGCCCAAATTTGTCGGGCCCATGGCTAGCCTGATCTAC
AGACAACTCTTGACCAATTCATATTCTGTGGATCTTCATGACGAAATCGAGCAGATTIGGGTCCGAGA
AGACCCAGAACGTGACCATCAACCCTGGACCTTTTGCTCAGACCCGCTATGCCCCTGTGAATTGGGA
TCACGGAGAAATCAACGACAGTACGACCGTCGAACCCATTCTGGACGGGCCATACCAACCCACCACC
TTCACCCCACCTAATGATTATTGGATTTTAATCAACTCCAACACAAACGGAGTGGTCTACGAGTCCAC
TAATAACTCCOGATTTTTGGACCGCCGTTGTAGCCATCGAGCCACACGTCAATCCTGTCGATCGCCAGT
ATATGATATTCGGCGAGTCCAAACAGTTTAACGTTTCCAATGACAGCAACAAATGGAAGTTTCTGGA
GATGTTTCGCAGCTCCTCTCAGAACGAATTCTATAATAGACGGACCCTTACCTCCGATACACGACTCG
TGGGTATTTTTAAGTACGGCGGCAGGGTGTGGACATTTCACGGTGAAACCCCTCGAGCAACCACTGA
CTCCAGTAGCACTGCAAACCTGAACAATATATCTATTACCATCCACAGCGAATTCTACATAATCCCA
AGATCTCAGGAAAGTAAGTGTAACGAATATATCAACAACGGACTCCCCCCAATTCAGAATACACGG
AACGTGGTGCCTCTCCCACTCAGTTCTCGGTCTATCCAGTATAAGAGAGCACAAGTGAATGAGGACA
TTATTGTGAGCAAGACTAGCCTTTGGAAAGAAATGCAGTACAACAGAGACATTATCATCCGGTTTAA
GITTGGGAACTCTATCGTGAAGATGGGCGGCCTGGGGTACAAATGGTCAGAAATCTCATATAAAGCC
GCCAACTATCAGTATAACTACTTGAGAGACGGCGAGCAGGTAACCGCCCACACAACATGCTCTGTCA
ACGGCGTTAATAACTTITAGCTACAACGGAGGCTICCTICCCACCGACTTCGGTATCAGCCGGTATGA
AGTCATCAAGGAAAATTCTTATGTGTACGTAGATTACTGGGATGATAGCAAAGCGTTCCGCAACATG
GTGTATGTTAGGAGCCTGGCTGCTAATCTCAATTCTGTGAAGTGTACTGGTGGATCATATTATTTCTC
AATTCCCGTGGGGGCTTGGCCAGTCATGAATGGCGGGGCAGTCTCCCTCCATTTITGCTGGCGTGACGT
TGAGCACTCAGTITACCGATTTCGTGTCTCTGAACTCCCTGAGGTTCCGGTTTTCCCTTACTGTCGACG
AGCCCCCATTCAGCATTCTGCGTACAAGAACTGTCAACCTCTACGGGTTACCTGCCGCGAATCCAAA
CAACGGCAATGAATACTATGAAATTTCGGGCCGCTTCTCTITGATAAGTCTGGTACCAACTAATGAC
GACTATCAGACACCCATCATGAACAGCGTGACTGTCAGACAGGACCTGGAAAGACAACTTACAGAT
CTGCGGGAAGAATTCAATTCTCTCAGTCAGGAGATTIGCAATGGCCCAATTGATAGATCTTGCCCTACT
GCCTCTCGATATGTTTAGTATGTTCTCCGGCATCAAATCAACTATAGATCTGACAAAGAGCATGGCTA
CTTCTGTGATGAAGAAGTTCAGGAAATCAAAACTTGCCACGAGCATATCAGAAATGACGAACTCTCT
GAGTGATGCAGCATCATCAGCGTCACGCAACGTTTCCATTCGGTCGAATCTCAGCGCCATCAGCAAC
TGGACAAACGTGTCCAACGACGTCAGCAACGTGACCAACTCCTTGAACGATATITCTACCCAGACGT
CAACGATCAGTAAGAAACTCCGCTTGAAAGAAATGATCACCCAGACTGAGGGAATGTCTTTCGACGA
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CATTTCCGCCGCCGTGCTAAAAACCAAAATCGATATGTCTACTCAGATCGGCAAGAACACTCTGCCG
GATATCGTAACCGAAGCCTCCGAAAAGTTTATCCCTAAGCGCAGCTACAGAATATTIGAAAGATGACG
AGGTCATGGAGATCAACACAGAAGGGAAGTTCTTCGCTTATAAGATCAACACCTTTGACGAGGTTCC
GUTTGACGTCAATAAGTTTGCAGAGCTCGTGACAGATAGTCCAGTGATTTCTGCCATCATTGACTITTA
AGACTTTGAAGAACCTGAACGACAACTATGGAATAACACGGACCGAAGCGTTGAACCTCATTAAGTC
CAATCCCAATATGTTGCGCAATTTCATTAACCAGAACAATCCAATCATAAGAAATAGGATTGAGCAA
TTAATCCTGCAATGTAAACTCTGAAGGCCTATTITICTTTAGTTIGAATTTACTGTTATTCGGTGTGCAT
TTCTATGTTTGGTGAGCGGTTTTCTGTGCTCAGAGTGTGTITATTTTATGTAATTTAATTTCTTTGTGA
GCTCCTGTTTAGCAGGTCGTCCCTTCAGCAAGGACACAAAAAGATTTTAATTTTATTAAAAAAAAAA
AAAAAAAAGACCGGGAATTCGATATCAAGCTTATCGACCTGCAGATCGTTCAAACATTITGGCAATAA
AGTTTCTTAAGATTGAATCCTGTTGCCGGTCTTGCGATGATTATCATATAATTTCTGTTGAATTACGTT
AAGCATGTAATAATTAACATGTAATGCATGACGTTATTTATGAGATGGGTTTTTATGATTAGAGTCCC
GCAATTATACATTTAATACGCGATAGAAAACAAAATATAGCGCGCAAACTAGGATAAATTATCGCGC
GCGGTGTCATCTATGTTACTAGAT

Figura 31B

Secuencia de codificacion optimizada de VP4 de Rotavirus A de la cepa
RVA/Naccine/USA/Rotarix-A41CB052A/1988/G1P1A[8] (SEQ ID NO: 47)

ATGGCTAGCCTGATCTACAGACAACTCTTGACCAATTCATATTCTGTGGATCTTCATGACGAAATCGA
GCAGATTGGGTCCGAGAAGACCCAGAACGTGACCATCAACCCTGGACCTTTTGCTCAGACCCGCTAT
GCCCCTGTGAATTGGGATCACGGAGAAATCAACGACAGTACGACCGTCGAACCCATTCTGGACGGGC
CATACCAACCCACCACCTTCACCCCACCTAATGATTATTGGATTTTAATCAACTCCAACACAAACGGA
GTGGTCTACGAGTCCACTAATAACTCCGATTTTIGGACCGCCGTTGTAGCCATCGAGCCACACGTCAA
TCCTGTCGATCGCCAGTATATGATATTCGGCGAGTCCAAACAGTTITAACGTTTCCAATGACAGCAAC
AAATGGAAGTTTCTGGAGATGTTTCGCAGCTCCTCTCAGAACGAATTCTATAATAGACGGACCCTTA
CCTCCGATACACGACTCGTGGGTATTTTTAAGTACGGCGGCAGGGTGTGGACATTTCACGGTGAAAC
CCCTCGAGCAACCACTGACTCCAGTAGCACTGCAAACCTGAACAATATATCTATTACCATCCACAGC
GAATTCTACATAATCCCAAGATCTCAGGAAAGTAAGTGTAACGAATATATCAACAACGGACTCCCCC
CAATTCAGAATACACGGAACGTGGTGCCTCTCCCACTCAGTTCTCGGTCTATCCAGTATAAGAGAGC
ACAAGTGAATGAGGACATTATTGTGAGCAAGACTAGCCTTTGGAAAGAAATGCAGTACAACAGAGA
CATTATCATCCGGTTTAAGTTTGGGAACTCTATCGTGAAGATGGGCGGCCTGGGGTACAAATGGTCA
GAAATCTCATATAAAGCCGCCAACTATCAGTATAACTACTTGAGAGACGGCGAGCAGGTAACCGCCC
ACACAACATGCTCTGTCAACGGCGTTAATAACTTTAGCTACAACGGAGGCTTCCTTCCCACCGACTTC
GGTATCAGCCGGTATGAAGTCATCAAGGAAAATTCTTATGTGTACGTAGATTACTGGGATGATAGCA
AAGCGTTCCGCAACATGGTGTATGTTAGGAGCCTGGCTGCTAATCTCAATTCTGTGAAGTGTACTGGT
GGATCATATTATTTCTCAATTCCCGTGGGGGCTTGGCCAGTCATGAATGGCGGGGCAGTCTCCCTCCA
TTTTGCTGGCGTGACGTTGAGCACTCAGTTTACCGATTTCGTGTCTCTGAACTCCCTGAGGTTCCGGTT
TTCCCTTACTGTCGACGAGCCCCCATTCAGCATTCTGCGTACAAGAACTGTCAACCTCTACGGGTTAC
CTGCCGCGAATCCAAACAACGGCAATGAATACTATGAAATTTCGGGCCGCTTCTCTTTGATAAGTCT
GGTACCAACTAATGACGACTATCAGACACCCATCATGAACAGCGTGACTGTCAGACAGGACCTGGA
AAGACAACTTACAGATCTGCGGGAAGAATTCAATTCTCTCAGTCAGGAGATTGCAATGGCCCAATTG
ATAGATCTTGCCCTACTGCCTCTCGATATGTTTAGTATGTTCTCCGGCATCAAATCAACTATAGATCT
GACAAAGAGCATGGCTACTTCTGTGATGAAGAAGTTCAGGAAATCAAAACTTGCCACGAGCATATCA
GAAATGACGAACTCTCTGAGTGATGCAGCATCATCAGCGTCACGCAACGTTTCCATTCGGTCGAATC
TCAGCGCCATCAGCAACTGGACAAACGTGTCCAACGACGTCAGCAACGTGACCAACTCCTTGAACGA
TATTTCTACCCAGACGTCAACGATCAGTAAGAAACTCCGCTTGAAAGAAATGATCACCCAGACTGAG
GGAATGTCTTTCGACGACATTTCCGCCGCCGTGCTAAAAACCAAAATCGATATGTCTACTCAGATCG
GCAAGAACACTCTGCCGGATATCGTAACCGAAGCCTCCGAAAAGTTTATCCCTAAGCGCAGCTACAG
AATATTGAAAGATGACGAGGTCATGGAGATCAACACAGAAGGGAAGTTCTTCGCTTATAAGATCAA
CACCTTTGACGAGGTTCCGTTTGACGTCAATAAGTTTGCAGAGCTCGTGACAGATAGTCCAGTGATTT
CTGCCATCATTGACTTTAAGACTTTGAAGAACCTGAACGACAACTATGGAATAACACGGACCGAAGC
GTTGAACCTCATTAAGTCCAATCCCAATATGTTGCGCAATTTCATTAACCAGAACAATCCAATCATAA
GAAATAGGATTGAGCAATTAATCCTGCAATGTAAACTCTGA
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Figura 31C (SEQ ID NO: 44)

Casete de expresion numero 1730 del promotor 2X35S al terminador NOS. Esta subrayada la
VVP4(opt) de la cepa Rotarix de Rotavirus A.

GTCAACATGGTGGAGCACGACACACTTGTCTACTCCAAAAATATCAAAGATACAGTCTCAGAAGACC
AAAGGGCAATTGAGACTTTTCAACAAAGGGTAATATCCGGAAACCTCCTCGGATTCCATTGCCCAGC
TATCTGTCACTTTATTGTGAAGATAGTGGAAAAGGAAGGTGGCTCCTACAAATGCCATCATTGCGAT
AAAGGAAAGGCCATCGTTGAAGATGCCTCTGCCGACAGTGGTCCCAAAGATGGACCCCCACCCACG
AGGAGCATCGTGGAAAAAGAAGACGTTCCAACCACGTCTTCAAAGCAAGTGGATTGATGTGATAAC
ATGGTGGAGCACGACACACTTGTCTACTCCAAAAATATCAAAGATACAGTCTCAGAAGACCAAAGG
GCAATTGAGACTTTTCAACAAAGGGTAATATCCGGAAACCTCCTCGGATTCCATTGCCCAGCTATCTG
TCACTTTATTGTGAAGATAGTGGAAAAGGAAGGTGGCTCCTACAAATGCCATCATTGCGATAAAGGA
AAGGCCATCGTTGAAGATGCCTCTGCCGACAGTGGTCCCAAAGATGGACCCCCACCCACGAGGAGC
ATCGTGGAAAAAGAAGACGTTCCAACCACGTCTTCAAAGCAAGTGGATTGATGTGATATCTCCACTG
ACGTAAGGGATGACGCACAATCCCACTATCCTTCGCAAGACCCTTCCTCTATATAAGGAAGTTCATTT
CATTTGGAGAGGTATTAAAATCTTAATAGGTTTTGATAAAAGCGAACGTGGGGAAACCCGAACCAAA
CCTTCTTCTAAACTCTCTCTCATCTCTCTTAAAGCAAACTTCTCTCTTGTCTTTCTTGCGTGAGCGATCT
TCAACGTTGTCAGATCGTGCTTCGGCACCAGTACAACGTTTTCTTTCACTGAAGCGAAATCAAAGATC
TCTTTGTGGACACGTAGTGCGGCGCCATTAAATAACGTGTACTTGTCCTATTCTTGTCGGTGTGGTCT
TGGGAAAAGAAAGCTTGCTGGAGGCTGCTGTTCAGCCCCATACATTACTTGTTACGATTCTGCTGACT
TTCGGCGGGTGCAATATCTCTACTTCTGCTTGACGAGGTATTGTTGCCTGTACTTCTTTCTTCTTCTTC
TTGCTGATTGGTTCTATAAGAAATCTAGTATTTTCTTTGAAACAGAGTTTTCCCGTGGTTTTCGAACTT
GGAGAAAGATTGTTAAGCTTCTGTATATTCTGCCCAAATTTGTCGGGCCCATGGCTAGCCTGATCTAC
AGACAACTCTTGACCAATTCATATTCTGTGGATCTTCATGACGAAATCGAGCAGATTGGGTCCGAGA
AGACCCAGAACGTGACCATCAACCCTGGACCTTTTGCTCAGACCCGCTATGCCCCTGTGAATTGGGA
TCACGGAGAAATCAACGACAGTACGACCGTCGAACCCATTCTGGACGGGCCATACCAACCCACCACC
TTCACCCCACCTAATGATTATTGGATTTTAATCAACTCCAACACAAACGGAGTGGTCTACGAGTCCAC
TAATAACTCCGATTTTTGGACCGCCGTTGTAGCCATCGAGCCACACGTCAATCCTGTCGATCGCCAGT
ATATGATATTCGGCGAGTCCAAACAGTTTAACGTTTCCAATGACAGCAACAAATGGAAGTTTCTGGA
GATGTTTCGCAGCTCCTCTCAGAACGAATTCTATAATAGACGGACCCTTACCTCCGATACACGACTCG
TGGGTATTTTTAAGTACGGCGGCAGGGTGTGGACATTTCACGGTGAAACCCCTCGAGCAACCACTGA
CTCCAGTAGCACTGCAAACCTGAACAATATATCTATTACCATCCACAGCGAATTCTACATAATCCCA
AGATCTCAGGAAAGTAAGTGTAACGAATATATCAACAACGGACTCCCCCCAATTCAGAATACACGG
AACGTGGTGCCTCTCCCACTCAGTTCTCGGTCTATCCAGTATAAGAGAGCACAAGTGAATGAGGACA
TTATTGTGAGCAAGACTAGCCTTTGGAAAGAAATGCAGTACAACAGAGACATTATCATCCGGTTTAA
GTTTGGGAACTCTATCGTGAAGATGGGCGGCCTGGGGTACAAATGGTCAGAAATCTCATATAAAGCC
GUCAACTATCAGTATAACTACTTGAGAGACGGCGAGCAGGTAACCGCCCACACAACATGCTCTGTCA
ACGGCGTTAATAACTTTAGCTACAACGGAGGCTTCCTTCCCACCGACTTCGGTATCAGCCGGTATGA
AGTCATCAAGGAAAATTCTTATGTGTACGTAGATTACTGGGATGATAGCAAAGCGTTCCGCAACATG
GTGTATGTTAGGAGCCTGGCTGCTAATCTCAATTCTGTGAAGTGTACTGGTGGATCATATTATTTCTC
AATTCCCGTGGGGGCTTGGCCAGTCATGAATGGCGGGGCAGTCTCCCTCCATTTTGCTGGCGTGACGT
TGAGCACTCAGTTTACCGATTTCGTGTCTCTGAACTCCCTGAGGTTCCGGTTTITCCCTTACTGTCGACG
AGCCCCCATTCAGCATTCTGCGTACAAGAACTGTCAACCTCTACGGGTTACCTGCCGCGAATCCAAA
CAACGGCAATGAATACTATGAAATTTCGGGCCGUTTCTCTTTGATAAGTCTGGTACCAACTAATGAC
GACTATCAGACACCCATCATGAACAGCGTGACTGTCAGACAGGACCTGGAAAGACAACTTACAGAT
CTGCGGGAAGAATTCAATTCTCTCAGTCAGGAGATTGCAATGGCCCAATTGATAGATCTTGCCCTACT
GCCTCTCGATATGTTTAGTATGTTCTCCGGCATCAAATCAACTATAGATCTGACAAAGAGCATGGCTA
CTTCTGTGATGAAGAAGTTCAGGAAATCAAAACTTGCCACGAGCATATCAGAAATGACGAACTCTCT
GAGTGATGCAGCATCATCAGCGTCACGCAACGTTTCCATTCGGTCGAATCTCAGCGCCATCAGCAAC
TGGACAAACGTGTCCAACGACGTCAGCAACGTGACCAACTCCTTGAACGATATTTCTACCCAGACGT
CAACGATCAGTAAGAAACTCCGCTTGAAAGAAATGATCACCCAGACTGAGGGAATGTCTTTCGACGA
CATTTCCGCCGCCGTGCTAAAAACCAAAATCGATATGTCTACTCAGATCGGCAAGAACACTCTGCCG
GATATCGTAACCGAAGCCTCCGAAAAGTTTATCCCTAAGCGCAGCTACAGAATATTGAAAGATGACG
AGGTCATGGAGATCAACACAGAAGGGAAGTTCTTCGCTTATAAGATCAACACCTTTGACGAGGTTCC
GTTTGACGTCAATAAGTTTGCAGAGCTCGTGACAGATAGTCCAGTGATTTCTGCCATCATTGACTTTA
AGACTTTGAAGAACCTGAACGACAACTATGGAATAACACGGACCGAAGCGTTGAACCTCATTAAGTC
CAATCCCAATATGTTGCGCAATTTCATTAACCAGAACAATCCAATCATAAGAAATAGGATTGAGCAA
TTAATCCTGCAATGTAAACTCTGAAGGCCTATTTTCTTTAGTTIGAATTTACTGTTATTCGGTGTGCAT
TTCTATGTTTGGTGAGCGGTTTTCTGTGCTCAGAGTGTGTTTATTITATGTAATTTAATTTCTTTGTGA
GCTCCTGTTTAGCAGGTCGTCCCTTCAGCAAGGACACAAAAAGATTTTAATTTTATTAAAAAAAAAA
AAAAAAAAGACCGGGAATTCGATATCAAGCTTATCGACCTGCAGATCGTTCAAACATTTGGCAATAA
AGTTTCTTAAGATTGAATCCTGTTGCCGGTCTTGCGATGATTATCATATAATTTCTGTTGAATTACGTT
AAGCATGTAATAATTAACATGTAATGCATGACGTTATTTATGAGATGGGTTTITATGATTAGAGTCCC
GCAATTATACATTTAATACGCGATAGAAAACAAAATATAGCGCGCAAACTAGGATAAATTATCGCGC
GCGGTGTCATCTATGTTACTAGAT
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Figura32, SEQ ID NO: 36

Secuencia de aminoacidos de VP4 de la cepa Rotarix de rotavirus A
MASLIYRQLLTNSYSVDLHDEIEQIGSEKTONVTINPGPFAQTRY APVNWDHGEINDSTTVEPILDGPYQPT
TFTPPNDYWILINSNTNGVVYESTNNSDFWTAVVAIEPHVNPVDRQYMIFGESKQFNVSNDSNKWKFLE
MFRSSSONEFYNRRTLTSDTRLVGIFKYGGRVWTFHGETPRATTDSSSTANLNNISITIHSEF YIIPRSQESK
CNEYINNGLPPIQNTRNVVPLPLSSRSIQYKRAQVNEDIIVSKTSLWKEMQYNRDINRFKFGNSIVEKMGGL
GYKWSEISYKAANYQYNY LRDGEQVTAHTTCSVNGVNNFSYNGGFLPTDFGISRY EVIKENSY VY VDY
WDDSKAFRNMVY VRSLAANLNSVKCTGGSY YFSIPVGAWPVMNGGAVSLHFAGVTLSTQFTDFVSLNS
LRFRFSLTVDEPPFSILRTRTVNLYGLPAANPNNGNEYYEISGRFSLISLVPTNDDYQTPIMNSVTVRQDLE
ROLTDLREEFNSLSQEIAMAQLIDLALLPLDMESMFSGIKSTIDLTKSMATSVMKKFRKSKLATSISEMTNS
LSDAASSASRNVSIRSNLSAISNWTNVSNDVSNVTNSLNDISTQTSTISKKLRLKEMITQTEGMSFDDISAA
VLKTKIDMSTQIGKNTLPDIVTEASEKFIPKRSYRILKEDDEVMEINTEGKFFAYKINTFDEVPFDVNEFAEL
VTDSPVISAIDFKTLKNLNDNYGITRTEALNLIKSNPNMLRNFINQNNPIIRNRIEQLILQCKL
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Figura 33A

Representacion esquematica de la construcciéon nimero 1730
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Figura 33B
Representacion esquematica de la construccion nimero 1731
T-ADN lzquierdo
}
(anak) Plastocianina
Term, Pasto

g w’ \\% \ \‘g%%

&
Y,
'3 Secucencia lider 5

- %
z %
S
=0~
é |
Proleina rep
VS Proteina 1t
(incompleta)
=
.}
&£
&
&
RepA
{!Qm ‘
¢ Ry Term. NOS
T-ADN Derecho
-m
SIRM

167



ES 2 658 987 T3

F-2X35S/CPMV-HT/RVA(Rtx) VPT(Opt)/NOS (Construccion numero 1733)

Figura 34A, SEQ ID NO: 37

IF-Rtx_VP7(opt).s1+3c
AAATTTGTCGGGCCCATGTACGGCATCGAGTATACAACAATTTTAATTTTC

Figura 34B, SEQ ID NO: 38

IF-Rtx_VP7(opt).s1-4r
ACTAAAGAAAATAGGCCTCTAAACGCGATAATAGAAGGCTGCTGAGTTCA
GGGA

Figura 34C, SEQ ID NO: 24

Casete de expresion numero 1733 del promotor 2X35S al terminador NOS. Esta subrayada la VP7
de la cepa USA/Rotarix-A41CB052A/1988/G1P1A[8] de la vacuna contra Rotavirus A.

GTCAACATGGTGGAGCACGACACACTTGTCTACTCCAAAAATATCAAAGATACAGTCTCAGAAGACC
AAAGGGCAATTGAGACTTTTCAACAAAGGGTAATATCCGGAAACCTCCTCGGATTCCATTGCCCAGC
TATCTGTCACTTTATTGTGAAGATAGTGGAAAAGGAAGGTGGCTCCTACAAATGCCATCATTGCGAT
AAAGGAAAGGCCATCGTTGAAGATGCCTCTGCCGACAGTGGTCCCAAAGATGGACCCCCACCCACG
AGGAGCATCGTGGAAAAAGAAGACGTTCCAACCACGTCTTCAAAGCAAGTGGATTGATGTGATAAC
ATGGTGGAGCACGACACACTTGTCTACTCCAAAAATATCAAAGATACAGTCTCAGAAGACCAAAGG
GCAATTGAGACTTTTCAACAAAGGGTAATATCCGGAAACCTCCTCGGATTCCATTGCCCAGCTATCTG
TCACTTTATTGTGAAGATAGTGGAAAAGGAAGGTGGCTCCTACAAATGCCATCATTGCGATAAAGGA
AAGGCCATCGTTGAAGATGCCTCTGCCGACAGTGGTCCCAAAGATGGACCCCCACCCACGAGGAGC
ATCGTGGAAAAAGAAGACGTTCCAACCACGTCTTCAAAGCAAGTGGATTGATGTGATATCTCCACTG
ACGTAAGGGATGACGCACAATCCCACTATCCTTCGCAAGACCCTTCCTCTATATAAGGAAGTTCATTT
CATTTGGAGAGGTATTAAAATCTTAATAGGTTTTGATAAAAGCGAACGTGGGGAAACCCGAACCAAA
CCTTCTTCTAAACTCTCTCTCATCTCTCTTAAAGCAAACTTICTCTCTTGTCTTTCTTGCGTGAGCGATCT
TCAACGTTGTCAGATCGTGCTTCGGCACCAGTACAACGTTTTCTTITCACTGAAGCGAAATCAAAGATC
TCTTTGTGGACACGTAGTGCGGCGCCATTAAATAACGTGTACTTGTCCTATTCTTGTCGGTGTGGTCT
TGGGAAAAGAAAGCTTGCTGGAGGCTGCTGTTCAGCCCCATACATTACTTGTTACGATTCTGCTGACT
TTCGGCGGGTGCAATATCTCTACTICTGCTTGACGAGGTATTGTTGCCTGTACTTCTTTCTTCTTCTTIC
TTGCTGATTGGTTCTATAAGAAATCTAGTATTTTCTTTGAAACAGAGTTTTCCCGTGGTTTTCGAACTT
GGAGAAAGATTGTTAAGCTTCTGTATATTCTGCCCAAATTTGTCGGGCCCATGTACGGCATCGAGTAT
ACAACAATTTTAATTITCCTGATTTCCATCATTCTGTTAAACTACATCCTTAAGTCCGTGACCAGAATT
ATGGATTATATTATCTATCGTAGCCTCCTCATCTACGTGGCCCTTTTTGCCCTGACCAGGGCCCAGAA
CTATGGCCTGAACTTACCAATCACCGGTTCAATGGATACCGTTTACGCTAATTCCACTCAAGAGGGG
ATATTTCTGACAAGTACCCTGTGCCTGTATTATCCAACAGAAGCCTCTACCCAGATCAATGATGGGG
AGTGGAAGGATAGTCTCTCACAGATGTTCCTAACCAAGGGCTGGCCCACCGGTTCCGTCTACTTCAA
GGAATACTCTAGTATTGTCGACTTCTCAGTTGACCCCCAGCTTTATTGCGACTACAACCTGGTACTTA
TGAAATACGACCAGAACCTGGAGCTGGATATGTCCGAGCTGGCTGACCTGATCCTCAATGAGTGGCT
GTGCAACCCCATGGACATCACATTATATTACTACCAGCAGTCTGGAGAATCCAACAAGTGGATCAGT
ATGGGCTCAAGTTGCACCGTGAAGGTGTGTCCCTTGAACACCCAAATGCTGGGCATTGGTTGTCAGA
CAACTAATGTGGATTCGTTTGAAATGGTAGCCGAAAACGAGAAGCTGGCTATAGTGGACGTAGTCGA
TGGGATTAACCACAAGATCAATCTGACTACCACCACTTIGTACCATCAGAAACTGTAAAAAGCTCGGC
CCCCGGGAGAACGTCGCCGTGATCCAGGTGGGGEGGAGCAATGTGCTCGACATTACTGCCGACCCTA
CCACCAATCCACAGACGGAACGGATGATGAGAGTCAACTGGAAGAAATGGTGGCAGGTCTTTTATA
CCATTGTGGACTACATTAACCAGATIGTGCAAGTCATGAGTAAACGGTCCAGATCCCTGAACTCAGC
AGCCTTCTATTATCGCGTTTAGAGGCCTATTTTCTTITAGTTTGAATTTACTGTTATTCGGTGTGCATTT
CTATGTTTGGTGAGCGGTTTTCTGTGCTCAGAGTGTGTTTATTTTATGTAATTTAATTTCTTTGTGAGC
TCCTGTTTAGCAGGTCGTCCCTTCAGCAAGGACACAAAAAGATTTTAATTTTATTAAAAAAAAAAAA
AAAAAAGACCGGGAATTCGATATCAAGCTTATCGACCTGCAGATCGTTCAAACATTTGGCAATAAAG
TTTCTTAAGATTGAATCCTGTTGCCGGTCTTGCGATGATTATCATATAATTTCTGTTGAATTACGTTAA
GCATGTAATAATTAACATGTAATGCATGACGTTATTTATGAGATGGGTTTITATGATTAGAGTCCCGC
AATTATACATTTAATACGCGATAGAAAACAAAATATAGCGCGCAAACTAGGATAAATTATCGCGCGC
GGTGTCATCTATGTTACTAGAT
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Figura 34D

Secuencia de nucledtidos que codifica VP7 de la cepa USA/Rotarix-A41CB052A/1988/G1P1A[8] de
la vacuna contra Rotavirus A (SEQ ID NO: 48)

ATGTACGGCATCGAGTATACAACAATTTTAATTTTCCTGATTTCCATCATTCTGTTAAACTACATCCTT
AAGTCCGTGACCAGAATTATGGATTATATTATCTATCGTAGCCTCCTCATCTACGTGGCCCTTTTTGC
CCTGACCAGGGCCCAGAACTATGGCCTGAACTTACCAATCACCGGTTCAATGGATACCGTTTACGCT
AATTCCACTCAAGAGGGGATATTTCTGACAAGTACCCTGTGCCTGTATTATCCAACAGAAGCCTCTAC
CCAGATCAATGATGGGGAGTGGAAGGATAGTCTCTCACAGATGTTCCTAACCAAGGGCTGGCCCACC
GGTTCCGTCTACTTCAAGGAATACTCTAGTATTGTCGACTTCTCAGTTGACCCCCAGCTTTATTGCGA
CTACAACCTGGTACTTATGAAATACGACCAGAACCTGGAGCTGGATATGTCCGAGCTGGCTGACCTG
ATCCTCAATGAGTGGCTGTGCAACCCCATGGACATCACATTATATTACTACCAGCAGTCTGGAGAAT
CCAACAAGTGGATCAGTATGGGCTCAAGTTGCACCGTGAAGGTGTGTCCCTTGAACACCCAAATGCT
GGGCATTGGTTGTCAGACAACTAATGTGGATTCGTTTGAAATGGTAGCCGAAAACGAGAAGCTGGCT
ATAGTGGACGTAGTCGATGGGATTAACCACAAGATCAATCTGACTACCACCACTTGTACCATCAGAA
ACTGTAAAAAGCTCGGCCCCCGGGAGAACGTCGCCGTGATCCAGGTGGGGGGGAGCAATGTGCTCG
ACATTACTGCCGACCCTACCACCAATCCACAGACGGAACGGATGATGAGAGTCAACTGGAAGAAAT
GGTGGCAGGTCTTTTATACCATTGTGGACTACATTAACCAGATTGTGCAAGTCATGAGTAAACGGTC
CAGATCCCTGAACTCAGCAGCCTTCTATTATCGCGTTTAG

Figura 34E

Secuencia de codificacion optimizada de VP7 de Rotavirus A de la cepa
RVA/Vaccine/lUSA/Rotarix-A41CB052A/1988/G1P1A[8] (SEQ ID NO 54)

ATGTACGGCATCGAGTATACAACAATTTTAATTTTCCTGATTTCCATCATTCTGTTA
AACTACATCCTTAAGTCCGTGACCAGAATTATGGATTATATTATCTATCGTAGCCTC
CTCATCTACGTGGCCCTTTTTGCCCTGACCAGGGCCCAGAACTATGGCCTGAACTTA
CCAATCACCGGTTCAATGGATACCGTTTACGCTAATTCCACTCAAGAGGGGATATTT
CTGACAAGTACCCTGTGCCTGTATTATCCAACAGAAGCCTCTACCCAGATCAATGAT
GGGGAGTGGAAGGATAGTCTCTCACAGATGTTCCTAACCAAGGGCTGGCCCACCGGT
TCCGTCTACTTCAAGGAATACTCTAGTATTGTCGACTTCTCAGTTGACCCCCAGCTT
TATTGCGACTACAACCTGGTACTTATGAAATACGACCAGAACCTGGAGCTGGATATG
TCCGAGCTGGCTGACCTGATCCTCAATGAGTGGCTGTGCAACCCCATGGACATCACA
TTATATTACTACCAGCAGTCTGGAGAATCCAACAAGTGGATCAGTATGGGCTCAAGT
TGCACCGTGAAGGTGTGTCCCTTGAACACCCAAATGCTGGGCATTGGTTGT CAGACA
ACTAATGTGGATTCGTTTGAAATGGTAGCCGAARACGAGAAGCTGGCTATAGTGGAC
GTAGTCGATGGGATTAACCACAAGATCAATCTGACTACCACCACTTGTACCATCAGA
AACTGTARAAAGCTCGGCCCCCGGGAGAACGTCGCCGTGATCCAGGTGGGGGGGAGC
AATGTGCTCGACATTACTGCCGACCCTACCACCAATCCACAGACGGAACGGATGATG
AGAGTCAACTGGAAGAAATGGTGGCAGGTCTTTTATACCATTGTGGACTACATTAAC
CAGATTGTGCAAGTCATGAGTAAACGGTCCAGATCCCTGAACTCAGCAGCCTTCTAT
TATCGCGTTTAG
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Figura 35, SEQ ID NO: 39

Secuencia de aminoacidos de VPT de la cepa USA/Rotarix-A41CB052A/1988/G1P1A[8] de la vacuna
contra Rotavirus A

MYGIEY TTILIFLISHLLNYILKSVTRIMDY Y RSLLIYVALFALTRAQNYGLNLPITGSMDTVYANSTQEGI
FLTSTLCLYYPTEASTQINDGEWKDSLSQMFLTKGWPTGSVYFKEYSSIVDFSVDPQLYCDYNLVLMKYD
ONLELDMSELADLILNEWLCNPMDITLYYYQQSGESNKWISMGSSCTVEVCPLNTOMLGIGCQTTNVDS
FEMVAENEKLAIVDVVDGINHKINLTTTTCTIRNCKKLGPRENVAVIQVGGSNVLDITADPTTNPQTERM
MRVNWKKWWOQVFYTIVDYINQIVQVMSKRSRSLNSAAFYYRV

Figura 36
Representacion esquematica de la construccion ndmero 1733
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G-2X355/CPMV-HT/ RVA(Rtx) VP7(opt)/NOS (Construccién numero 1735)

Figura 37, SEQ ID NO: 40

IF-Rtx_VP7(opt).s2+4c
TCTCAGATCTTCGCCCAGAACTATGGCCTGAACTTACCAATCACCGGTTCA
ATGGATACC

Figura 38
Representacion esquematica de la construccion 1192, Los sitios de la enzima de restriccion Sacll y
Stul usados para la linealizacion del plasmido estan anotados en la representacion
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Figura 39, SEQ ID NO: 41

Construccion 1192 de los bordes izquierdo a derecho de ADNt (subrayados). 2X35S/CPMV-
HT/PDISP/NOS con casete de expresion del inhibidor de silenciamiento de plastocianina-P19-
plastocianina

TGGCAGGATATATTGTGGTGTAAACAAATTGACGCTTAGACAACTTAATAACACATTGCGGACGTTT
TTAATGTACTGAATTAACGCCGAATCCCGGGCTGGTATATTITATATGTTGTCAAATAACTCAAAAACC
ATAAAAGTTTAAGTTAGCAAGTGTGTACATTTTTACTTGAACAAAAATATTCACCTACTACTGTTATA
AATCATTATTAAACATTAGAGTAAAGAAATATGGATGATAAGAACAAGAGTAGTGATATTTTGACAA
CAATTTTGTTGCAACATTTGAGAAAATTTITGTTGTICTCTCTTTTCATTGGTCAAAAACAATAGAGAG
AGAAAAAGGAAGAGGGAGAATAAAAACATAATGTGAGTATGAGAGAGAAAGTTGTACAAAAGTTG
TACCAAAATAGTTGTACAAATATCATTGAGGAATTTGACAAAAGCTACACAAATAAGGGTTAATTGC
TGTAAATAAATAAGGATGACGCATTAGAGAGATGTACCATTAGAGAATTTTTGGCAAGTCATTAAAA
AGAAAGAATAAATTATTTTTAAAATTAAAAGTTGAGTCATTTGATTAAACATGTGATTATTTAATGAA
TTGATGAAAGAGTTGOGATTAAAGTTGTATTAGTAATTAGAATTTGGTGTCAAATTTAATTTGACATTT
GATCTTTTCCTATATATTGCCCCATAGAGTCAGTTAACTCATTTTTATATTTCATAGATCAAATAAGA
GAAATAACGGTATATTAATCCCTCCAAAAAAAAAAAACGGTATATTTACTAAAAAATCTAAGCCACG
TAGGAGGATAACAGGATCCCCGTAGGAGGATAACATCCAATCCAACCAATCACAACAATCCTGATG
AGATAACCCACTTTAAGCCCACGCATCTGTGGCACATCTACATTATCTAAATCACACATTCTTCCACA
CATCTGAGCCACACAAAAACCAATCCACATCTTTATCACCCATTCTATAAAAAATCACACTTTGTGAG
TCTACACTTTGATTCCCTTCAAACACATACAAAGAGAAGAGACTAATTAATTAATTAATCATCTTGAG
AGAAAATGGAACGAGCTATACAAGGAAACGACGCTAGGGAACAAGCTAACAGTGAACGTTGGGATG
GAGGATCAGGAGGTACCACTTCTCCCTTCAAACTTCCTGACGAAAGTCCGAGTTGGACTGAGTGGCG
GCTACATAACGATGAGACGAATTCGAATCAAGATAATCCCCTTGGTTTCAAGGAAAGCTGGGGTTTC
GGGAAAGTTGTATTTAAGAGATATCTCAGATACGACAGGACGGAAGCTTCACTGCACAGAGTCCTTG
GATCTTGGACGGGAGATTCGGTTAACTATGCAGCATCTCGATTTTTCGGTTTCGACCAGATCGGATGT
ACCTATAGTATTCGGTTTCGAGGAGTTAGTATCACCGTTTCTGGAGGGTCGCGAACTCTTCAGCATCT
CTGTGAGATGGCAATTCGGTCTAAGCAAGAACTGCTACAGCTTGCCCCAATCGAAGTGGAAAGTAAT
GTATCAAGAGGATGCCCTGAAGGTACTCAAACCTTCGAAAAAGAAAGCGAGTAAGTTAAAATGCTT
CTTCGTCTCCTATTITATAATATGGTTTGTTATTGTTAATTTTGTTCTTGTAGAAGAGCTTAATTAATCG
TTGTTGTTATGAAATACTATTTGTATGAGATGAACTGGTGTAATGTAATTCATTTACATAAGTGGAGT
CAGAATCAGAATGTTTCCTCCATAACTAACTAGACATGAAGACCTGCCGCGTACAATTGTCTTATATT
TGAACAACTAAAATTGAACATCTTTTGCCACAACTTTATAAGTGGTTAATATAGCTCAAATATATGGT
CAAGTTCAATAGATTAATAATGGAAATATCAGTTATCGAAATTCATTAACAATCAACTTAACGTTATT
AACTACTAATTTTATATCATCCCCTTTGATAAATGATAGTACACCAATTAGGAAGGAGCATGCTCGCC
TAGGAGATTGTCGTTTCCCGCCTTCAGTTTGCAAGCTGCTCTAGCCGTGTAGCCAATACGCAAACCGC
CTCTCCCCGCGCGTTGGGAATTACTAGCGCGTGTCGACAAGCTTGCATGCCGGTCAACATGGTGGAG
CACGACACACTTGTCTACTCCAAAAATATCAAAGATACAGTCTCAGAAGACCAAAGGGCAATTGAG
ACTTTTCAACAAAGGGTAATATCCGGAAACCTCCTCGGATTCCATTGCCCAGCTATCTGTCACTTTAT
TGTGAAGATAGTGGAAAAGGAAGGTGGUTCCTACAAATGCCATCATTGCGATAAAGGAAAGGCCAT
CGTTGAAGATGCCTCTGCCGACAGTGGTCCCAAAGATGGACCCCCACCCACGAGGAGCATCGTGGAA
AAAGAAGACGTTCCAACCACGTCTTCAAAGCAAGTGGATTGATGTGATAACATGGTGGAGCACGAC
ACACTTGTCTACTCCAAAAATATCAAAGATACAGTCTCAGAAGACCAAAGGGCAATTGAGACTTTIC
AACAAAGGGTAATATCCGGAAACCTCCTCGGATTCCATTGCCCAGCTATCTGTCACTTTATTGTGAAG
ATAGTGGAAAAGGAAGGTGGCTCCTACAAATGCCATCATTIGCGATAAAGGAAAGGCCATCGTTGAA
GATGCCTCTGCCGACAGTGGTCCCAAAGATGGACCCCCACCCACGAGGAGCATCGTGGAAAAAGAA
GACGTTCCAACCACGTCTTCAAAGCAAGTGGATTGATGTGATATCTCCACTGACGTAAGGGATGACG
CACAATCCCACTATCCTTCGCAAGACCCTTCCTCTATATAAGGAAGTTCATTTCATTTGGAGAGGTAT
TAAAATCTTAATAGGTTTTGATAAAAGCGAACGTGGGGAAACCCGAACCAAACCTTCTTCTAAACTC
TCTCTCATCTCTCTTAAAGCAAACTTCTCTCTTGTCTTTCTTGCGTGAGCGATCTTCAACGTTGTCAGA
TCGTGCTTCGGCACCAGTACAACGTTTTCTTTCACTGAAGCGAAATCAAAGATCTCTTTGTGGACACG
TAGTGCGGCGCCATTAAATAACGTGTACTTGTCCTATTCTTGTCGGTGTGGTCTTGGGAAAAGAAAGC
TTGCTGGAGGCTGCTGTTCAGCCCCATACATTACTTGTTACGATTCTGCTGACTTTCGGCGGGTGCAA
TATCTCTACTTCTGCTTGACGAGGTATTGTTGCCTGTACTTCTTTCTTCTTCTTCTTGCTGATTGGTTCT
ATAAGAAATCTAGTATTTTCTTTGAAACAGAGTTTTCCCGTGGTTTTCGAACTTGGAGAAAGATTGTT
AAGCTTCTGTATATTCTGCCCAAATTTGTCGGGCCCATGGCGAAAAACGTTGCGATTTITCGGCTTATT
GTTTTCTCTTCTTGTGTTGGTTCCTTCTCAGATCTTCGCCGCGGCTCCTCAGCCAAAACGACACCCCCA
TCTGTCTATCCACTGGCCCCTGGATCTGCTGCCCAAACTAACTCCATGGTGACCCTGGGATGCCTGGT
CAAGGGCTATTTCCCTGAGCCAGTGACAGTGACCTGGAACTCTGGATCCCTGTCCAGCGGTGTGCAC
ACCTTCCCAGCTGTCCTGCAGTCTGACCTCTACACTCTGAGCAGCTCAGTGACTGTCCCCTCCAGCAC
CTGGCCCAGCGAGACCGTCACCTGCAACGTTGCCCACCCGGCCAGCAGCACCAAGGTGGACAAGAA
AATTGTGCCCAGGGATTGTGGTTGTAAGCCTTIGCATATGTACAGTCCCAGAAGTATCATCTGTCTTCA
TCTTCCCCCCAAAGCCCAAGGATGTGCTCACCATTACTCTGACTCCTAAGGTCACGTGTGTTGTGGTA
GACATCAGCAAGGATGATCCCGAGGTCCAGTTCAGCTGGTTTGTAGATGATGTGGAGGTGCACACAG
CTCAGACGCAACCCCGGGAGGAGCAGTTCAACAGCACTTTCCGCTCAGTCAGTGAACTTCCCATCAT
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GCACCAGGACTGGCTCAATGGCAAGGAGCGATCGCTCACCATCACCATCACCATCACCATCACCATT
AAAGGCCTATTTTCTTTAGTTITGAATTTACTGTTATTCGGTGTGCATTTCTATGTTTGGTGAGCGGTTT
TCTGTGCTCAGAGTGTGTITATTTTATGTAATTTAATTTCTTTGTGAGCTCCTGTTTAGCAGGTCGTCC
CTTCAGCAAGGACACAAAAAGATTTTAATTTTATTAAAAAAAAAAAAAAAAAAGACCGGGAATTCG
ATATCAAGCTTATCGACCTGCAGATCGTTCAAACATTTGGCAATAAAGTTTCTTAAGATTGAATCCTG
TTGCCGGTCTTGCGATGATTATCATATAATTTCTGTTGAATTACGTTAAGCATGTAATAATTAACATG
TAATGCATGACGTTATTTATGAGATGGGTTTTTATGATTAGAGTCCCGCAATTATACATTTAATACGC
GATAGAAAACAAAATATAGCGCGCAAACTAGGATAAATTATCGCGCGCGGTGTCATCTATGTTACTA
GATCTCTAGAGTCTCAAGCTTGGCGCGCCCACGTGACTAGTGGCACTGGCCGTCGTTTTACAACGTCG
TGACTGGGAAAACCCTGGCGTTACCCAACTTAATCGCCTTGCAGCACATCCCCCTTTCGCCAGCTGGC
GTAATAGCGAAGAGGCCCGCACCGATCGCCCTTCCCAACAGTTGCGCAGCCTGAATGGCGAATGCTA
GAGCAGCTTGAGCTTGGATCAGATTGTCGTTTCCCGCCTTCAGTTTAAACTATCAGTGTTTGACAGGA
TATATTGGCGGGTAAACCTAAGAGAAAAGAGCGTTTA

Figura 40A, SEQ ID NO:42

Casete de expresion nimero 1735 del promotor 2X35S al terminador NOS. Esté subrayada la
PDISP/VPT(opt) de la cepa USA/Rotarix-A41CB052A/1988/G1P1A[8] de la vacuna contra Rotavirus A.

GTCAACATGGTGGAGCACGACACACTTGTCTACTCCAAAAATATCAAAGATACAGTCTCAGAAGACC
AAAGGGCAATTGAGACTTTTCAACAAAGGGTAATATCCGGAAACCTCCTCGGATTCCATTGCCCAGC
TATCTGTCACTTTATTGTGAAGATAGTGGAAAAGGAAGGTGGCTCCTACAAATGCCATCATTGCGAT
AAAGGAAAGGCCATCGTTGAAGATGCCTCTGCCGACAGTGGTCCCAAAGATGGACCCCCACCCACG
AGGAGCATCGTGGAAAAAGAAGACGTTCCAACCACGTCTTCAAAGCAAGTGGATTGATGTGATAAC
ATGGTGGAGCACGACACACTTGTCTACTCCAAAAATATCAAAGATACAGTCTCAGAAGACCAAAGG
GCAATTGAGACTTTTCAACAAAGGGTAATATCCGGAAACCTCCTCGGATTCCATTGCCCAGCTATCTG
TCACTTTATTGTGAAGATAGTGGAAAAGGAAGGTGGCTCCTACAAATGCCATCATTGCGATAAAGGA
AAGGCCATCGTTGAAGATGCCTCTGCCGACAGTGGTCCCAAAGATGGACCCCCACCCACGAGGAGC
ATCGTGGAAAAAGAAGACGTTCCAACCACGTCTTCAAAGCAAGTGGATTGATGTGATATCTCCACTG
ACGTAAGGGATGACGCACAATCCCACTATCCTTCGCAAGACCCTTCCTCTATATAAGGAAGTTCATITT
CATTTGGAGAGGTATTAAAATCTTAATAGGTTTTGATAAAAGCGAACGTGGGGAAACCCGAACCAAA
CCTTCTTCTAAACTCTCTCTCATCTCTCTTAAAGCAAACTTCTCTCTTGTCTTTCTTGCGTGAGCGATCT
TCAACGTTGTCAGATCGTGCTTCGGCACCAGTACAACGTTTTCTTTCACTGAAGCGAAATCAAAGATC
TCTTTGTGGACACGTAGTGCGGCGCCATTAAATAACGTGTACTTGTCCTATTCTTGTCGGTGTGGTCT
TGGGAAAAGAAAGCTTGCTGGAGGCTGCTGTTCAGCCCCATACATTACTTGTTACGATTCTGCTGACT
TTCGGCGGGTGCAATATCTCTACTTCTGCTTGACGAGGTATTGTTIGCCTGTACTTCTTTCTICTTCTTC
TTGCTGATTGGTTCTATAAGAAATCTAGTATTTTCTTTGAAACAGAGTTTTCCCGTGGTTTTCGAACTT
GGAGAAAGATTGTTAAGCTTCTGTATATTCTGCCCAAATTTGTCGGGCCCATGGCGAAAAACGTTGC
GATTTTCGGCTTATTIGTTITCTCTTICTTG TG TTGG T TCCTTCTCAGATCTTCGCCCAGAACTATGGCCT
GAACTTACCAATCACCGGTTCAATGGATACCGTTTACGCTAATTCCACTCAAGAGGGGATATITCTGA
CAAGTACCCTGTGCCTGTATTATCCAACAGAAGCCTCTACCCAGATCAATGATGGGGAGTGGAAGGA
TAGTCTCTCACAGATGTTCCTAACCAAGGGCTGGCCCACCGGTTCCGTCTACTTCAAGGAATACTCTA
GTATTGTCGACTTCTCAGTTGACCCCCAGCTITATIGCGACTACAACCTGGTACTTATGAAATACGAC
CAGAACCTGGAGCTGGATATGTCCGAGCTGGCTGACCTGATCCTCAATGAGTGGCTGTGCAACCCCA
IGGACA I ("ACA I'TA” I A'l IACI J’\CC:‘\G(‘AGI C1 GGAG!\A ICCAACMGI GGA ICAG A IGGGC’I CAAG

GAT lCGl 1T GMA I GG l AGCCGAAAACGAGAAGC’I GGC’I A l AG TGGACG” IAG TCGAT GGGA T MCC‘
ACAAGATCAATCTGACTACCACCACTTGTACCATCAGAAACTGTAAAAAGCTCGGCCCCCGGGAGAA
COGTCGCCGTGATCCAGGTGGGGGGGAGCAATGTGCTCGACATTACTGCCGACCCTACCACCAATCCA
CAGACGGAACGOATGATGAGAGTCAACTGGAAGAAATGGTGGCAGGTCTTTTATACCATTGTGGACT
ACATTAACCAGATTGTGCAAGTCATGAGTAAACGGTCCAGATCCCTGAACTCAGCAGCCTTCTATTA
TCGCGTTTAGAGGCCTATITICTTTAGTTTGAATTTACTGTTATTCGGTGTGCATTTCTATGTTTGGTG
AGCGGTTTTCTGTGCTCAGAGTGTGTTTATTTTATGTAATTTAATTTCTTTGTGAGCTCCTGTTTAGCA
GGTCGTCCCTTCAGCAAGGACACAAAAAGATTTTAATTTTATTAAAAAAAAAAAAAAAAAAGACCG
GGAATTCGATATCAAGCTTATCGACCTGCAGATCGTTCAAACATTTGGCAATAAAGTTTCTTAAGATT
GAATCCTGTTGCCGGTCTTGCGATGATTATCATATAATTTCTGTTGAATTACGTTAAGCATGTAATAA
TTAACATGTAATGCATGACGTTATTTATGAGATGGGTTTTTATGATTAGAGTCCCGCAATTATACATT
TAATACGCGATAGAAAACAAAATATAGCGCGCAAACTAGGATAAATTATCGCGCGCGGTGTCATCTA
TGTTACTAGAT
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Figura 40B

Secuencia de nucledtidos que codifica PDISP/VPT7(opt) de la cepa USA/Rotarix-
A41CB052A/1988/G1P1A[8] de la vacuna contra Rotavirus A (SEQ ID NO: 62)

ATGGCGAAAAACGTTGCGATTTTCGGCTTATTGTTTITCTCTTCTIGTGTTGGTTCCTTCTCAGATCTTC
GCCCAGAACTATGGCCTGAACTTACCAATCACCGGTTCAATGGATACCGTTTACGCTAATTCCACTCA
AGAGGGGATATTTCTGACAAGTACCCTGTGCCTGTATTATCCAACAGAAGCCTCTACCCAGATCAAT
GATGGGGAGTGGAAGGATAGTCTCTCACAGATGTTCCTAACCAAGGGCTGGCCCACCGGTTCCGTCT
ACTTCAAGGAATACTCTAGTATTGTCGACTTCTCAGTTGACCCCCAGCTTTATTGCGACTACAACCTG
GTACTTATGAAATACGACCAGAACCTGGAGCTGGATATGTCCGAGCTGGCTGACCTGATCCTCAATG
AGTGGCTGTGCAACCCCATGGACATCACATTATATTACTACCAGCAGTCTGGAGAATCCAACAAGTG
GATCAGTATGGGCTCAAGTTGCACCGTGAAGGTGTGTCCCTTGAACACCCAAATGCTGGGCATIGGT
TGTCAGACAACTAATGTGGATTCGTTTGAAATGGTAGCCGAAAACGAGAAGCTGGCTATAGTGGACG
TAGTCGATGGGATTAACCACAAGATCAATCTGACTACCACCACTTGTACCATCAGAAACTGTAAAAA
GCTCGGCCCCCGGGAGAACGTCGCCGTGATCCAGGTGGGGGGGAGCAATGTGCTCGACATTACTGCC
GACCCTACCACCAATCCACAGACGGAACGGATGATGAGAGTCAACTGGAAGAAATGGTGGCAGGTC
TITTATACCATTGTGGACTACATTAACCAGATTGTGCAAGTCATGAGTAAACGGTCCAGATCCCTGAA
CTCAGCAGCCTTCTATTATCGCGTTTAG

Figura 41, SEQ ID NO: 43

Secuencia de aminoacidos de PDISP/VP7 de la cepa USA/Rotarix-A41CB052A/1988/G1P1A[8] de la
vacuna contra Rotavirus A

MAKNVAIFGLLFSLLVLVPSQIFAQNYGLNLPITGSMDTVYANSTQEGIFLTS TLCLY YPTEASTQINDGE
WKDSLSQMFLTKGWPTGSVYFKEYSSIVDFSVDPQLYCDYNLVLMKYDOQNLELDMSELADLILNEWLC
NPMDITLY YYQQSGESNKWISMGSSCTVKVCPLNTOMLGIGCQTTNVDSFEMVAENEKLAIVDYVDGIN
HEKINLTTTTCTIRNCKKLGPRENVAVIQVGGSNVLDITADPTTNPQTERMMRVNWEKWWOQVFYTIVDY1
NQIVQVMSKRSRSLNSAAFYYRV
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Figura42
Representacién esquematica de la construccién namero 1735
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Figura 43A

Secuencia de codificacion de VP4 de Rotavirus A de la cepa RVA/Simian-tc/ZAF/SA11-
H96/1958/G3PSB[2] (SEQ ID NO: 50)

ATGGCTTCGCTCATTTATAGACAATTGCTCACGAATTCTTATACAGTAGATTTATCC
GATGAGATACAAGAGATTGGATCAACTAAATCACAAAATGTCACAATTAATCCTGGA
CCATTTGCGCAAACAGGTTATGCTCCAGTTAACTGGGGACCTGGAGAAATTAATGAT
TCTACGACAGTTGAACCATTGCTGGATGGGCCTTATCAACCAACGACATTCAATCCA
CCAGTCGATTATTGGATGTTACTGGCTCCAACGACACCTGGCGTAATTGTTGAAGGT
ACAAATAATACAGATAGATGGTTAGCCACAATTTTAATCGAGCCAAATGTTCAGTCT
GAAAATAGAACTTACACTATATTTGGTATTCAAGAACAATTAACGGTATCCAATACT
TCACAAGACCAGTGGAAATTTATTGATGTCGTARAAACAACTGCAAATGGAAGTATA
GGACARATATGGACCATTACTATCCAGTCCGAAATTATATGCAGTTATGAAGCATAAT
GAAAAATTATATACATATGAAGGACAGACACCTAACGCTAGGACAGCACATTATTCA
ACAACGAATTATGATTCTGTTAATATGACTGCTTTTTGTGACTTTTATATAATTCCT
AGATCTGAAGAGTCTAAATGTACGGAATACATTAATAATGGATTACCACCAATACAA
AATACTAGAAATGTTGTACCATTATCGTTGACTGCTAGAGATGTAATACACTATAGA
GCTCAAGCTAATGAAGATATTGTGATATCCAAGACATCATTGTGGAAAGAAATGCAA
TATAATAGAGATATAACTATTAGATTTAAATTTGCAAATACAATTATAAARATCAGGA
GGGCTGGGATATAAGTGGTCAGAARATATCATTTAAGCCAGCGAATTATCAATACACA
TATACTCGTGATGGTGAAGAAGTTACCGCACATACTACTTGTTCAGTGAATGGCGTT
AATGACTTCAGTTTTAATGGAGGATATTTACCAACTGATTTTGTTGTATCTAAATTT
GAAGTAATTAAAGAGAATTCATACGTCTATATCGATTACTGGGATGATTCACAAGCA
TTTCGTAACGTGGTGTATGTCCGATCGTTAGCAGCAAACTTGAATTCAGTTATGTGT
ACTGGAGGCAGCTATAATTTTAGTCTACCAGTTGGACAATGGCCTGTTTTAACTGGG
GGAGCAGTTTCTTTACATTCAGCTGGTGTAACACTATCTACTCAATTTACAGATTTC
GTATCATTAAATTCATTAAGATTTAGATTTAGACTAGCTGTCGAAGAACCACACTTT
AAACTGACTAGAACTAGATTAGATAGATTGTATGGTCTGCCTGCTGCAGATCCARAT
ARTGGTAAAGAATATTATGAAATTGCTGGACGATTTTCACTTATATCATTAGTGCCA
TCAAATGATGACTATCAGACTCCTATAGCAARACTCAGTTACTGTACGACAAGATTTA
GAAAGGCAGTTAGGAGAACTAAGAGAAGAGTTTAACGCTTTGTCTCAAGAAATTGCA
ATGTCGCAGTTAATCGATTTAGCGCTTCTACCATTAGATATGTTCTCAATGTTTTCT
GGCATTAAAAGTACTATTGATGCTGCAAAATCAATGGCTACTAATGTTATGAAARAR
TTCAAAAAGTCAGGATTAGCGAATTCAGTTTCAACACTGACAGATTCTTTATCAGAC
GCAGCATCATCAATATCAAGAGGTTCATCTATACGTTCGATTGGATCTTCAGCATCA
GCATGGACGGATGTATCAACACAAATAACTGATATATCGTCATCAGTAAGTTCAGTT
TCGACACAAACGTCAACTATCAGTAGAAGATTGAGACTAAAGGAAATGGCAACACAA
ACTGAGGGTATGAATTTTGATGATATATCAGCGGCTGTTTTGAAGACTAAGATAGAT
ARATCGACTCAAATATCACCAARACACAATACCTGACATTGTTACTGAAGCATCGGAA
AAATTCATACCAAATAGGGCTTACCGTGTTATAAACAACGATGATGTGTTTGAAGCT
GGAATTGATGGAAAATTTTTTGCTTATAAAGTGGATACATTTGAGGAAATACCATTT
GATGTACAAAAATTCGCTGACTTAGTTACAGATTCTCCAGTAATATCCGCTATAATT
GATTTTAAAACACTTAAAAATTTGAACGATAATTACGGCATTACTAAGCAACAAGCA
TTTAATCTTTTAAGATCTGACCCAAGAGTTTTACGTGAATTCATTAATCAGGACAAT
CCTATAATTAGAAATAGAATTGAACAACTGATTATGCAATGCAGGTTGTGA

Figura 43B

Secuencia de codificacion optimizada de VP4 de Rotavirus A de la cepa RVA/Simian-tc/ZAF/SA11-
H96/1958/G3P5B[2] (SEQ ID NO : 51)
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ATGGCTTCATTGATATATCGCCAGTTGCTGACTAATAGCTATACTGTGGATTTGTCA
GACGAAATCCAGGAAATAGGATCCACAAAGAGTCAGAACGTGACCATAAACCCCGGA
CCGTTCGCCCAGACTGGGTATGCCCCCGTARACTGGGGCCCCGGCGAGATTAACGAC
AGCACCACCGTGGAGCCACTGCTGGATGGACCCTACCAACCCACTACTTTTAATCCT
CCAGTGGACTACTGGATGTTGTTGGCTCCCACGACACCTGGTGTAATTGTAGAGGGC
ACCAACAATACCGATCGCTGGCTGGCGACAATACTGATAGAACCCAACGTGCAGTCC
GAGAACAGAACCTATACCATTTTCGGCATCCAGGAACAGCTAACCGTGAGCAATACG
AGCCAGGACCAGTGGAAGTTTATCGATGTAGTGAARAACTACGGCCAATGGATCTATC
GGGCAATACGGGCCGCTGCTGTCCTCACCTAAGCTCTACGCCGTGATGAAACATAAT
GAGAAACTGTACACTTACGAGGGCCAAACCCCCAATGCCAGAACTGCCCACTACAGT
ACAACCAACTATGACTCGGTGAACATGACAGCGTTCTGTGATTTTTATATTATTCCA
AGATCAGAAGAATCCAAGTGTACTGAGTACATCAACAATGGACTTCCACCCATCCAG
AACACTCGAAATGTCGTCCCACTGTCTCTAACTGCTCGGGATGTGATCCACTATCGC
GCCCAAGCTAATGAGGATATAGTCATTTCAAAGACGAGCTTATGGAAGGAAATGCAG
TATAACAGAGACATCACAATCAGGTTCAAGTTCGCCAATACTATTATTAAGTCCGGG
GGACTGGGGTACAAATGGAGTGAGATCAGTTTTAAGCCCGCTAACTATCAGTACACC
TATACTCGCGACGGCGAAGAGGTAACCGCCCACACAACTTGCTCGGTTAATGGCGTG
AACGATTTTAGCTTCAACGGGGGCTACCTGCCTACTGATTTCGTGGTGAGCAAGTTT
GAAGTCATCAAGGARAATTCCTACGTGTATATTGACTACTGGGATGATAGCCAGGCC
TTCCGAAATGTTGTGTATGTTAGATCACTGGCCGCAAACCTTAATTCAGTCATGTGC
ACAGGAGGTTCTTACAATTTTAGTCTTCCCGTCGGGCAGTGGCCAGTGCTCACAGGG
GGCGCTGTGAGCTTGCATTCCGCCGGAGTCACCTTGAGTACTCAGTTCACAGACTTT
GTGTCTCTGAATAGCCTAAGGTTCAGGTTTAGACTTGCAGTAGAAGAGCCTCACTTT
ARGCTCACTCGTACGAGGCTGGATCGGCTGTACGGCCTGCCGGCCGCTGATCCCAAT
ARCGGCAAGGAATATTACGAGATAGCCGGGAGATTTTCGCTGATCAGTCTGGTGCCG
TCAARACGATGATTACCAGACCCCAATTGCCAACAGTGTCACTGTCAGGCAAGATCTG
GAGAGACAACTTGGCGAGCTGAGAGAGGAGTTCAACGCCCTGTCTCAAGAGATCGCA
ATGTCTCAGCTCATTGACCTGGCCCTGTTACCCCTCGACATGTTCTCAATGTTCTCC
GGCATAAAATCCACTATCGACGCTGCAAAGTCCATGGCCACARAATGTGATGAAGAAG
TTTAAGAAGAGCGGTCTGGCAAATAGCGTGTCTACGCTGACCGATAGTTTGTCGGAT
GCCGCCAGTTCCATTAGCCGTGGATCCAGCATTAGGTCCATTGGCTCTTCCGCCTCT
GCTTGGACTGACGTGAGTACACAGATAACTGACATTTCCTCTTCTGTCTCCAGTGTG
AGCACACAAACTTCCACGATATCAAGACGACTGAGGCTCAAAGAGATGGCAACGCAA
ACGGAAGGTATGAATTTTGATGACATCAGCGCCGCAGTTTTGAAGACAAAGATCGAT
ARAAGCACTCAAATTAGCCCCAATACGATCCCTGACATTGTGACTGAGGCATCTGAA
AAGTTCATTCCCAACCGTGCTTATCGGGTCATTAACAATGATGATGTCTTCGAGGCC
GGCATCGATGGCAAGTTTTTTGCTTATAAAGTGGATACCTTCGAGGAGATTCCTTTC
GATGTACAGAAGTTTGCTGACCTCGTAACGGATAGCCCAGTGATAAGCGCCATTATA
GACTTCAAARACATTGAAAAATTTGAACGATAATTATGGTATTACCAAGCAGCAGGCT
TTTAACTTGTTAAGATCTGACCCTCGCGTGCTCAGAGAGTTTATTAACCAGGACAAC
CCCATCATCAGAAACAGGATCGAGCAGCTGATTATGCAGTGTCGCCTGTAA

Figura 43C

Secuencia de codificacién optimizada de VP7 de Rotavirus A de la cepa RVA/Simian-tc/ZAF/SA11-
H96/1958/G3P5B[2] (SEQ ID NO : 52)

ATGTATGGTATTGAATATACCACAGTTCTAACCTTTCTGATATCGATTATTCTACTA
AATTACATACTTAAATCATTAACTAGAATAATGGACTTTATAATTTATAGATTTCTT
TTTATAATTGTGATATTGTCACCATTTCTCAGAGCACAAAATTATGGTATTAATCTT
CCAATCACAGGCTCCATGGACACTGCATACGCTAATTCAACGCAAGAAGAAACATTC
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CTCACTTCTACACTTTGCCTATATTATCCGACTGAGGCTGCGACTGAAATAARCGAT
AATTCATGGAAAGACACACTGTCACAACTATTTCTTACGARAGGGTGGCCAACTGGA
TCCGTATATTTTAAAGAATATACTAACATTGCATCGTTTTCTGTTGATCCGCAGTTG
TATTGTGATTATAACGTAGTACTAATGAAATATGACGCGACGTTGCAATTGGATATG
TCAGAACTTGCGGATCTAATATTARACGAATGGTTGTGTAATCCAARTGGATATTACT
CTGTATTATTATCAGCAAACTGACGAAGCGAATAAATGGATATCAATGGGCTCATCA
TGTACAATTARAGTATGTCCACTTAATACACAAACTCTTGGAATTGGATGCTTGACA
ACTGATGCTACAACTTTTGAAGAAGTTGCGACAGCTGAAAAGTTGGTAATTACTGAC
GTGGTTGATGGCGTTAATCATAAGCTGGATGTCACAACAGCAACGTGTACTATTAGA
AACTGTAAGAAATTGGGACCAAGAGAAAACGTAGCCGTTATACAAGTTGGTGGTTCT
GACATCCTCGATATAACTGCTGATCCAACTACTGCACCACAGACAGAACGGATGATG
CGAATTAACTGGAARARATGGTGGCAAGTTTTTTATACTGTAGTAGACTATGTAGAT
CAGATAATACAAGTTATGTCCAAAAGATCAAGATCACTAAATTCAGCAGCATTTTAT
TACAGAGTGTAG

Figura 43D

Secuencia de codificacién de VP7 de Rotavirus A de la cepa RVA/Simian-tc/ZAF/SA 11-H96/195
8/G3P5B[2] (SEQ ID NO :53)

ATGTACGGAATCGAGTATACCACCGTTCTGACATTTCTTATTAGTATTATCCTCTTG
AARCTATATTCTGAAGTCACTTACCCGGATAATGGATTTTATTATATATAGGTTTCTG
TTCATCATTGTAATTCTGAGCCCTTTCCTGAGGGCCCAGAATTACGGCATAAACCTA
CCAATCACCGGTTCTATGGATACCGCTTATGCTAACTCTACACAAGAGGAGACATTC
CTCACATCAACCCTATGCCTGTACTATCCGACTGAAGCAGCCACAGAGATAARCGAT
AACTCTTGGAAAGATACATTGAGCCAGCTCTTCCTGACTAAGGGATGGCCCACCGGA
TCGGTCTACTTTAAGGAGTACACARACATCGCAAGTTTCAGCGTGGATCCCCAGCTG
TATTGTGATTATAACGTTGTGCTGATGARATACGACGCAACCCTCCAGCTTGACATG
AGCGAGTTGGCAGACCTAATCCTCAATGAGTGGCTGTGTAACCCAATGGATATAACA
CTGTACTATTATCAGCAGACCGATGAAGCAAACAAATGGATTTCAATGGGAAGCAGC
TGTACCATCARAGTTTGTCCTCTCAACACCCAAACTCTCGGCATAGGGTGTCTGACC
ACAGACGCTACTACCTTTGAAGAAGTTGCGACCGCGGAAAAGCTGGTTATCACAGAT
GTGGTAGATGGCGTTAACCACAAATTGGACGTAACCACAGCAACATGCACAATTAGG
AACTGCAAGAAGCTAGGACCCAGGGAAAACGTAGCCGTCATCCAAGTGGGCGGCAGT
GACATCCTAGACATCACCGCAGACCCAACAACAGCACCACARAACCGAGAGGATGATG
CGCATTAATTGGAAGAAATGGTGGCAGGTGTTTTACACTGTCGTTGACTATGTGGAC
CAGATCATTCAGGTGATGAGCAAGCGGAGTCGCTCATTGAATAGTGCTGCCTTTTAT
TACAGAGTCTAA

D-2X35S/CPMV-HT/RVA(Rtx) VP7(Opt)/NOS ( Construccién nimero 1734)
Figura 44A (SEQ ID NO: 55)
F-TrSP+Rtx VP7(opt) .sl+3c

ARATTTGTCGGGCCCATGGATTATATTATCTATCGTAGCCTCCTCATCTA

Figura 44B, (SEQ ID NO: 56)

F-Rtx_VP7 (opt) .sl-4r
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ACTAAAGAARAATAGGCCTCTAAACGCGATAATAGAAGGCTGCTGAGTTCAGGGA

Figura 44C, (SEQ ID NO: 57)

Secuencia de nucledtidos de la secuencia de codificacién optimizada de VP7 de Rotavirus A de la
cepa RVA/Naccine/USA/Rotarix-A41CB052A/1988/G1P 1A[8]

ATGTACGGCATCGAGTATACAACAATTTTAATTTTCCTGATTTCCATCATTCTGTTA
AACTACATCCTTAAGTCCGTGACCAGAATTATGGATTATATTATCTATCGTAGCCTC
CTCATCTACGTGGCCCTTTTTGCCCTGACCAGGGCCCAGAACTATGGCCTGAACTTA
CCAATCACCGGTTCAATGGATACCGTTTACGCTAATTCCACTCAAGAGGGGATATTT
CTGACAAGTACCCTGTGCCTGTATTATCCAACAGAAGCCTCTACCCAGATCAATGAT
GGGGAGTGGAAGGATAGTCTCTCACAGATGTTCCTAACCAAGGGCTGGCCCACCGGT
TCCGTCTACTTCAAGGAATACTCTAGTATTGTCGACTTCTCAGTTGACCCCCAGCTT
TATTGCGACTACAACCTGGTACTTATGAAATACGACCAGAACCTGGAGCTGGATATG
TCCGAGCTGGCTGACCTGATCCTCAATGAGTGGCTGTGCAACCCCATGGACATCACA
TTATATTACTACCAGCAGTCTGGAGAATCCAACAAGTGGATCAGTATGGGCTCAAGT
TGCACCGTGAAGGTGTGTCCCTTGAACACCCAAATGCTGGGCATTGGTTGTCAGACA
ACTAATGTGGATTCGTTTGAAATGGTAGCCGARAARCGAGAAGCTGGCTATAGTGGAC
GTAGTCGATGGGATTAACCACAAGATCAATCTGACTACCACCACTTGTACCATCAGA
AARCTGTAAAAAGCTCGGCCCCCGGGAGAACGTCGCCGTGATCCAGGTGGGGGGGAGC
ARTGTGCTCGACATTACTGCCGACCCTACCACCAATCCACAGACGGAACGGATGATG
AGAGTCAACTGGAAGAAATGGTGGCAGGTCTTTTATACCATTGTGGACTACATTAAC
CAGATTGTGCAAGTCATGAGTAAACGGTCCAGATCCCTGAACTCAGCAGCCTTCTAT
TATCGCGTTTAG

Figura 44D, (SEQ ID NO: 58)

Casete de expresion numero 1734 del promotor 2X358S al terminador NOS. Esta subrayada la
VP7 de la cepa USA/Rotarix-A41CB052A/1988/G1P1A[8] de la vacuna contra Rotavirus A.

GTCAACATGGTGGAGCACGACACACTTGTCTACTCCAAAAATATCAAAGATACAGTC
TCAGAAGACCAAAGGGCAATTGAGACTTTTCAACAAAGGGTAATATCCGGAAACCTC
CTCGGATTCCATTGCCCAGCTATCTGTCACTTTATTGTGAAGATAGTGGAAAAGGAA
GGTGGCTCCTACAAATGCCATCATTGCGATAAAGGAAAGGCCATCGTTGAAGATGCC
TCTGCCGACAGTGGTCCCAAAGATGGACCCCCACCCACGAGGAGCATCGTGGAAAAA
GAAGACGTTCCAACCACGTCTTCAAAGCAAGTGGATTGATGTGATAACATGGTGGAG
CACGACACACTTGTCTACTCCAAARATATCAAAGATACAGTCTCAGAAGACCAAAGG
GCAATTGAGACTTTTCAACAAAGGGTAATATCCGGAAACCTCCTCGGATTCCATTGC
CCAGCTATCTGTCACTTTATTGTGAAGATAGTGGAAAAGGAAGGTGGCTCCTACARAA
TGCCATCATTGCGATARAGGAAAGGCCATCGTTGAAGATGCCTCTGCCGACAGTGGT
CCCAAAGATGGACCCCCACCCACGAGGAGCATCGTGGAARAARAGAAGACGTTCCAACC
ACGTCTTCAAAGCAAGTGGATTGATGTGATATCTCCACTGACGTAAGGGATGACGCA
CAATCCCACTATCCTTCGCAAGACCCTTCCTCTATATAAGGAAGTTCATTTCATTTG
GAGAGGTATTAARATCTTAATAGGTTTTGATARAAGCGAACGTGGGGARAACCCGAAC
CAAACCTTCTTCTAAACTCTCTCTCATCTCTCTTAAAGCAAACTTCTCTCTTGTCTT
TCTTGCGTGAGCGATCTTCAACGTTGTCAGATCGTGCTTCGGCACCAGTACAACGTT
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TTCTTTCACTGAAGCGAAATCAAAGATCTCTTTGTGGACACGTAGTGCGGCGCCATT
ARATAACGTGTACTTGTCCTATTCTTGTCGGTGTGGTCTTGGGAARAGAAAGCTTGC
TGGAGGCTGCTGTTCAGCCCCATACATTACTTGTTACGATTCTGCTGACTTTCGGCG
GGTGCAATATCTCTACTTCTGCTTGACGAGGTATTGTTGCCTGTACTTCTTTCTTCT
TCTTCTTGCTGATTGGTTCTATAAGARATCTAGTATTTTCTTTGARACAGAGTTTTC
CCGTGGTTTTCGAACTTGGAGAAAGATTGTTAAGCTTCTGTATATTCTGCCCAAATT
TGTCGGGCCCATGGATTATATTATCTATCGTAGCCTCCTCATCTACGTGGCCCTTTT
TGCCCTGACCAGGGCCCAGAACTATGGCCTGAACTTACCAATCACCGGTTCAATGGA
TACCGTTTACGCTAATTCCACTCAAGAGGGGATATTTCTGACAAGTACCCTGTGCCT
GTATTATCCAACAGAAGCCTCTACCCAGATCAATGATGGGGAGTGGAAGGATAGTCT
CTCACAGATGTTCCTAACCAAGGGCTGGCCCACCGGTTCCGTCTACTTCAAGGAATA
CTCTAGTATTGTCGACTTCTCAGTTGACCCCCAGCTTTATTGCGACTACAACCTGGT
ACTTATGAAATACGACCAGAACCTGGAGCTGGATATGTCCGAGCTGGCTGACCTGAT
CCTCAATGAGTGGCTGTGCAACCCCATGGACATCACATTATATTACTACCAGCAGTC
TGGAGAATCCAACAAGTGGATCAGTATGGGCTCAAGTTGCACCGTGAAGGTGTGTCC
CTTGAACACCCAAATGCTGGGCATTGGTTGTCAGACAACTAATGTGGATTCGTTTGA
AATGGTAGCCGAAAACGAGAAGCTGGCTATAGTGGACGTAGTCGATGGGATTAACCA
CAAGATCAATCTGACTACCACCACTTGTACCATCAGAAACTGTARAAAGCTCGGCCC
CCGGGAGAACGTCGCCGTGATCCAGGTGGGGGGGAGCAATGTGCTCGACATTACTGC
CGACCCTACCACCAATCCACAGACGGAACGGATGATGAGAGTCAACTGGAAGARAATG
GTGGCAGGTCTTTTATACCATTGTGGACTACATTAACCAGATTGTGCAAGTCATGAG
TAAACGGTCCAGATCCCTGAACTCAGCAGCCTTCTATTATCGCGTTTAGAGGCCTAT
TTTCTTTAGTTTGAATTTACTGTTATTCGGTGTGCATTTCTATGTTTGGTGAGCGGT
TTTCTGTGCTCAGAGTGTGTTTATTTTATGTAATTTAATTTCTTTGTGAGCTCCTGT
TTAGCAGGTCGTCCCTTCAGCAAGGACACAAARAAGATTTTAATTTTATTAAARARARA
ARARAARARAGACCGGGAATTCGATATCAAGCTTATCGACCTGCAGATCGTTCARAC
ATTTGGCAATAAAGTTTCTTAAGATTGAATCCTGTTGCCGGTCTTGCGATGATTATC
ATATAATTTCTGTTGAATTACGTTAAGCATGTAATAATTAACATGTAATGCATGACG
TTATTTATGAGATGGGTTTTTATGATTAGAGTCCCGCAATTATACATTTAATACGCG
ATAGAAAACAAAATATAGCGCGCAAACTAGGATAAATTATCGCGCGCGGTGTCATCT
ATGTTACTAGAT

Figura 44E, SEQ ID NO: 59

Secuencia de aminoacidos de TrSp-VP7 de la cepa USA/Rotarix-A41CB052A/11988/G1P1A[8]
de la vacuna contra Rotavirus A

MDYIIYRSLLIYVALFALTRAQNYGLNLPITGSMDTVYANSTQEGIFLTSTLCLYYP
TEASTQINDGEWKDSLSQMFLTKGWPTGSVYFKEYSSIVDFSVDPQLYCDYNLVLMK
YDONLELDMSELADLILNEWLCNPMDITLYYYQQSGESNKWISMGSSCTVKVCPLNT
OMLGIGCQTTNVDSFEMVAENEKLAIVDVVDGINHKINLTTTTCTIRNCKKLGPREN
VAVIQVGGSNVLDITADPTTNPQTERMMRVNWKKWWOVEYTIVDYINQIVQVMSKRS
RSLNSAAFYYRV
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Figura 44F

Representacion esquematica de la construccion nimero 1734
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Figura 45
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Figura 46
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Figura 47

RLP VP2/VP4/VP6 /VP7
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Figura: 48
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Figura 49

VP2/VP&/\VP4/VP7
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